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解磷菌和根瘤菌复合接种对大豆和紫云英共生固氮的影响

胡倡,李慧明,伍惠,林会,李友国

农业微生物学国家重点实验室/华中农业大学生命科学技术学院,武汉４３００７０

摘要　从大豆根际及根瘤中分离获得２株具有较高解磷能力的细菌 PSBＧ１和 HZP１,通过Salkowski比色

法和钼锑钪比色法,对这２个菌株产生IAA(indoleＧ３Ｇaceticacid,IAA)的能力和溶解无机磷的能力进行了测定,

同时对紫云英和大豆进行接种,并对田间栽培的大豆进行了菌剂接种试验.结果显示:PSBＧ１及 HZP１均具有

解磷及产IAA的特性;单接种解磷菌 HZP１或 PSBＧ１均有促进紫云英和大豆生长的作用;相比于单接种根瘤

菌,将这２株解磷细菌分别与根瘤菌混合接种能进一步提高大豆和紫云英的地上生物量、根瘤鲜质量和根瘤数.

田间试验结果显示,单独接种根瘤菌剂或解磷菌剂都有一定的增产效果,但双接种根瘤菌剂和解磷菌剂的增产

效果不明显.
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　　大豆(Glycinemax)是一种重要的经济作物,
其籽粒蛋白质含量高达４０％[１],蛋白质含量与牛

奶、牛肉、鸡蛋等动物蛋白相当,其蛋白质含量高进

而被用作饲料和食品原料[２].大豆能与根瘤菌共生

固氮,其共生固氮的效率较高[３].接种大豆根瘤菌

剂能够提升大豆的结瘤数量,提高大豆的共生固氮

效率,减少氮肥的使用.阿根廷大豆根瘤菌剂的接

种面积在９０％以上[４].巴西根瘤菌剂的使用率达

到１００％,年产量能占到全球的２８％以上[５].有研

究表明,在豆科植物上仅接种根瘤菌无法最大效率

促进植物生长,豆科植物接种根瘤菌的同时辅以根

际促生细菌 (plantgrowthＧpromotingrhizobacteＧ
ria,PGPR)能提升豆科植物固氮效率[６Ｇ７].

植物根际促生菌是一类生活在植物根系附近、
能够为植物提供营养元素或者抵抗病原菌的细菌总

称[８],主要有根瘤菌属、芽孢杆菌属、固氮螺菌属

等[９Ｇ１０].PGPR菌株按功能主要分为固氮菌、解磷

菌、产铁载体菌、产内源激素菌、病原拮抗菌５个种

类[１１],其中解磷菌能够分泌酸性物质,有助于分解

土壤中难溶性的磷矿物[１２],将其转变为可溶性的磷

素供植物吸收[１３].豆科植物在共生固氮及生长发

育过程中对磷的需求较高,磷缺乏时会导致豆科植

物产量下降[１４].因此,根瘤菌和解磷菌的复合接种

有可能更好地提高豆科植物的生物量.
目前关于解磷菌的研究主要集中在单种菌剂对

植物的促进作用[１５],而对解磷菌剂配合根瘤菌剂使

用的相关研究较少.本研究利用解磷菌与根瘤菌组

合构建复合接种剂,以期进一步促进豆科作物生长,
提高共生固氮效率和作物产量.通过选择性平板对

大豆根际及根瘤表面细菌进行分离,获得２株具有

解磷能力的细菌并检测细菌的溶磷量及产IAA 能

力;利用耕种土壤对紫云英和大豆分别进行解磷菌

和根瘤菌的单、双接种,考察单、双接种对植物的促

生长效应;进一步将解磷菌剂与根瘤菌剂进行田间

单接种及双接种应用,旨在为根瘤菌与解磷菌在田

间单接种或复合接种应用提供一定的科学依据.

1　材料与方法

1.1　试验材料及分离

根瘤样品取自湖北省石首市大垸镇的大豆植
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株,根际土壤样品取自大豆根际土壤.
供试菌株:Mesorhizobiumhuakuii７６５３R(简

称 ７６５３R);Sinorhizobium fredii HH２９(简 称

HH２９);Bradyrhizobium japonicum USDA１１０
(简 称 USDA１１０);Sinorhizobiumfredii HH１０３
(简称 HH１０３).

分离样品的处理:将大豆根系的泥土压碎并抖

落,用灭菌镊子取约２０个大豆根瘤,用无菌水漂洗

６~７次,捣碎后于５mL离心管中充分振荡混匀.
稀释原液１０－１、１０－２、１０－３并涂布于解无机磷培养

基,２８℃培养.大豆沿主根剪断浸入含有５０mL已

灭菌水的三角瓶中,２２０r/min振荡３０min作为原

液,将原液稀释至１０－２、１０－３、１０－４并涂布于解无机

磷平板,２８℃培养.解无机磷平板配方如下:葡萄

糖１０g,(NH４)２SO４０．５g,MgSO４􀅰７H２O０．３g,

NaCl０．３g,KCl０．３g,MnSO４ 􀅰４H２O０．０３g,

FeSO４􀅰４H２O０．０３６g,Ca３(PO４)２１０g,补ddH２O
至１L,调pH６．８~７．０[１６].
1.2　细菌溶磷量、IAA 含量测定及 16S rDNA 鉴定

挑取单菌落接于５mLLB中,２８℃培养１２h
作为一级种子液,按１％接种量重复此操作作为二

级接种液.最后以１％接种量转入１００mL解无机

磷培养基中.２８℃培养６０h,用钼锑钪比色法测定

发酵液中可溶性磷含量,对照加入等量无菌水的解

无机磷培养基.标准曲线的制作及具体方法主要参

照文献[１７]进行.
挑取单菌落接于５mLLB液体中,２８℃过夜培

养作为种子液,细菌在 LB＋LＧ色氨酸(０．５g/L)液
体培养基中生长１２h,培养液离心取上清液４mL,
加入等体积Salkowski比色液,黑暗静置３０min ,
以加入等量LＧ色氨酸的LB液体培养基为对照测定

发酵液在５３０nm 处的吸光度.IAA 标准曲线测定

及相关溶液配制参考文献[１８]进行.
提取 细 菌 基 因 组 并 用 １６S 通 用 引 物 ２７F/

１４９２R进行PCR扩增,将获得的目的片段通过胶回

收,之后连接 T载体转化至大肠杆菌中.挑取相应

单菌落进行PCR验证,挑选PCR验证正确的菌株,
将菌 株 培 养 后 送 测 序 公 司 测 序 获 得 １６SrDNA
序列.
1.3　盆栽试验

１)大豆土壤盆栽试验.选颗粒饱满的中黄１３
大豆种子,７５％乙醇消毒５min,５％次氯酸钠消毒

５min,无菌水洗涤８~１０次.铺于１％水琼脂平板

上,２８℃正置催芽２~３d.土壤取自湖北省石首市

大垸镇.土壤性质如下:速效钾１０１．３１mg/kg,速
效磷６．３５mg/kg,有机质含量１２．６６g/kg,全氮０．１８
g/kg,pH７．３０.将土壤过２mm 筛,催芽后的种子

播种到装有未灭菌土壤的小盆中,装土量４５０g左

右,每钵播种２~３颗大豆种子.试验共设４个处

理,每个处理６个重复,５d后间苗.等到植物长出

第１片真叶,离心并收集菌体,用无菌水调节 OD６００

至１．７~１．８.按照以下处理在植物根系附近接入对

应的菌液.处理１:单接种S．fredii HH２９菌液

１mL;处理２:单接种从大豆根瘤材料分离得到的

解磷菌PSBＧ１１mL;处理３:接种按等质量混合的

大豆根瘤菌和解磷菌 PSBＧ１菌液１mL,对照植株

加入１mL无菌水.对大豆根瘤菌B．japonicum
USDA１１０采用从大豆根际土壤分离得到的解磷菌

HZP１进行单接种和混合接种,在光照培养室(２４~
２８℃,１６h光照/８h暗期)生长,２d浇１次灭菌蒸

馏水.接菌２８~３０d测定植物表型,包括植物鲜质

量、根瘤数、根瘤质量、固氮酶活等.固氮酶活测定

参见伍惠等[１９]的方法.

２)紫云英土壤盆栽试验.紫云英种子放在灭菌

PA瓶中,７５％乙醇５min,５％(V/V)次氯酸钠表面

消毒１０min,无菌水洗涤８~１０次后用无菌水浸泡

４~６h,平铺在１％~２％的水琼脂平板上,２０℃光

照倒置催芽２~３d后,将土壤过２mm 筛,催芽后

的种子播种到装有２５０g未灭菌的石首土壤与灭菌

蛭石混合物(m土壤 ∶m蛭石 ＝３∶１)的盆中.每钵４粒

种子,试验共４个处理,每个处理５个重复.试验设

计与大豆盆栽类似,菌种分别采用２种解磷菌PSBＧ
１、HZP１和 M．huakuii７６５３R 进行.在光照培养

室(１６h光照/８h暗期,１８~２２℃)生长,接菌方式

及表型测定与大豆相同.
1.4　田间试验设计及菌剂制备、使用方法

湖北小区试验设在石首市大垸镇试验田,土壤

同大豆盆栽试验.前茬小麦,土壤有效磷、有效钾含

量低;播种前１d翻耕,保持土壤湿墒.播种中黄１３
和荆豆１３４;大豆根瘤菌菌种为B．japonicum USＧ
DA１１０、S．fredii HH１０３;解磷菌菌种选择 HZP１
拌种.每个小区宽４．８m、长５m,小区间留０．４m
长走道,试验田四周至少１m 宽的保护行.每个小

区开１０行播种沟,每行播种２００g种子,待出苗后,
按每１０cm 保留１株的标准间苗.试验设５个处

理,处理１(CK):不接菌剂,常规播种;处理２(R１),

９３
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接 种 USDA１１０ 菌 剂,拌 种;处 理 ３(R２):接 种

HH１０３菌剂,拌种;处理４(P):接种 HZP１菌剂,拌
种;处理５(P＋R),按照mUSDA１１０∶mHH１０３∶mHZP１＝
１∶１∶２的比例进行菌剂拌种.每个处理３个重

复,随机排列.大豆成熟后,收获并测定每个小区大

豆产量.
河北小区试验地设在石家庄农科院堤上试验基

地,土壤为上层褐土,前茬小麦,肥力中等,土壤理化

性质:速效钾２８１．６６mg/kg,速效磷２１．０３mg/kg,
有机质含量２１．７２g/kg,全氮０．１５g/kg,pH７．５６.
播种冀豆１２和冀豆１７.每个小区有４行,行间距

０．５m,每行６m.每个小区播种４８０~５００粒大豆

种子.待出苗后,按每１０cm 保留１株的标准间苗.
菌种为 大 豆 根 瘤 菌 S．fredii HH２９ 及 解 磷 菌

PSBＧ１.试验设４个处理,每个处理３个重复.试验

设计与产量测定同湖北小区试验基本一致,但菌种

选择不同.
草炭先用孔径０．３mm 筛初筛,再用孔径０．２

mm 筛复筛,之后将４５０g草炭＋５０g磷矿粉装袋

并混匀,１２１℃灭菌６０min.将活化好的大豆根瘤

菌菌株和解磷菌 HZP１接种于２５０/５００mL三角瓶

的BSE培养液中,解磷菌PSBＧ１接入 LB液体培养

基中.根瘤菌采用２８℃摇床培养２~４d,解磷菌培

养１~２d至其 OD６００约为１．８,将培养好的菌液１５０
mL混入５００g草炭中制成草炭菌剂.测定菌剂相

关参数.田间试验采用拌种的方法:将粘合剂阿拉

伯树胶粉７g溶于４０~５０mL水中,用液体粘合剂将

固体菌剂调成糊状,按每１００g菌剂拌种１kg大豆种

子,混匀后,铺于报纸上晾干.当天完成播种.
1.5　数据分析与处理

利用 MicrosoftOfficeExcel２００７进行数据统

计,显著性分析采用SPSSＧANOVA进行.

2　结果与分析

2.1　解磷菌的分离和鉴定

利用解无机磷选择性培养基从大豆中黄１３根

瘤材料分离得到１株解磷菌 PSBＧ１;从大豆根际土

壤中分离得到１株解磷菌 HZP１.将扩增的１６S
rDNA序列经过测序和 NCBIBlast序列比对分析,
得知 HZP１为巨大芽胞杆菌属(BacillusmegateriＧ
um)细菌,PSBＧ１为肠杆菌属(Enterobacter)细菌.
2.2　PSBＧ1 和 HZP1 解磷能力的测定

通过钼锑钪比色法测定培养６０h发酵液中可

溶性磷含量(表１),结果显示:接种PSBＧ１和 HZP１
与接入等量灭菌水(CK)相比,发酵液中可溶性磷含

量分别 增 加 了 ７．３１ 和 ４．８４ 倍,达 到 ３０７．４４ 和

１９３．７２mg/L.以加入等量的LＧ色氨酸LB液体为

对照,测得２种细菌均有产生IAA的能力.１２h发

酵液中 HZP１和 PSBＧ１产IAA 分别达到７３．５６、

３２．７６mg/L.
表１　２种PGPR菌株的溶磷量及IAA含量(n＝３)

Table１　ThephosphatesolubilizingcapacityoftwoPGPRstrains(n＝３)

菌株 Strain A７００
可溶性磷含量/(mg/L)
ContentofsolubleP

与对照相比增加倍数

Increaseinmultiples
comparedwithcontrol

A５３０nm
IAA含量/(mg/L)

ContentofIAA

CK ０．１８６±０．００９ ４２．６１±１．７７６ ０ ０ ０

PSBＧ１ １．４９４±０．０４９ ３０７．４４±９．５５７ ７．３１±０．０８５ ０．６１２±０．０１９ ３２．７６±０．８５

HZP１ ０．９８２±０．０４０ １９３．７２±７．８８４ ４．８４±０．３０１ １．５３４±０．０１１ ７３．５６±０．５１

2.3　PSBＧ1、HZP1 与根瘤菌双接种对大豆结瘤及

生长的影响

　　为了模拟田间试验环境,采用了未灭菌土壤种

植大豆,并检测解磷菌PSBＧ１和 HZP１及其与根瘤

菌混合接种对大豆结瘤固氮的影响,将冀豆１７幼苗

分别单接种解磷菌PSBＧ１、根瘤菌 HH２９及双接种

HH２９＋PSBＧ１.接菌２８d后,统计植株共生表型.
结果显示,双接种 HH２９＋PSBＧ１时,植株根瘤数和

根瘤鲜质量相对于 CK 显著增加,比单接种 HH２９
时植株根瘤数、根瘤鲜质量和地上部鲜质量分别增

加１４．３７％、２６．９４％ 和 ３１．２３％ (表 ２).双 接 种

HH２９＋PSBＧ１对根瘤固氮酶活无显著影响.结果

表明:将解磷菌PSBＧ１与根瘤菌双接种可以促进大

豆结瘤,提高结瘤数和根瘤鲜质量,进而促进大豆生

长,提高大豆生物量.
将大豆中黄１３分别单接种解磷菌 HZP１、根瘤

菌 USDA１１０及双接种 USDA１１０＋HZP１,统计植

株共生表型,结果(表 ３)显示:双接种 USDA１１０＋
HZP１比未接种大豆的固氮酶活、根瘤数及根瘤鲜

质量显著增加.双接种时大豆植株地上生物量也有
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提高,比未接种植株增加１２．９２％.与单接种根瘤数

USDA１１０相比较,双接种 USDA１１０＋HZP１植株

鲜质量、根瘤数和根瘤鲜质量分别增加１７．３９％、

２４．２１％和５．８９％.单独接种 USDA１１０比未接种

植株地上鲜质量没有明显增加,但其根瘤数和根瘤

鲜质量略有提高.
表２　双接种PSBＧ１与HH２９在大豆上接种效应(n＝５)

Table２　ThesymbioticnitrogenＧfixingphenotypeofsoybeaninoculatedwithPSBＧ１andHH２９(n＝５)

处理

Treatment

地上部鲜质量/g
Shootfreshweight

perplant

根瘤数

Nodulenumber
perplant

根瘤鲜质量/g
Nodulefresh

weightperplant

固氮酶活/(μmol/(h􀅰g))
Nitrogenase

activity

地上部干质量/g
Shootdry
weight

CK ２．６２±０．５７a １３．００±４．０８b ０．０７０±０．０３b ８．９２±２．８５a ０．５４±０．１０a

HH２９ ３．６５±０．６７a ３４．８±３．７７ab ０．１９３±０．０５ab ５．６７±１．２４a ０．７６±０．１４a

PSBＧ１ ３．４７±０．８６a ２７．３±８．６２ab ０．１９５±０．０６ab ５．４６±１．０６a ０．６７±０．１９a

HH２９＋PSBＧ１ ３．７９±０．２３a ３９．８±８．６５a ０．２４５±０．０６a ６．５２±１．３７a ０．７９±０．１０a

　注:同列数据后标注相同字母表示无显著性差异(P＜０．０５),下同.Note:Samelowercaselettermeansnosignificantdifferenceat５％levＧ

el,thesameasfollows．

表３　HZP１接种大豆的共生表型(n＝４)

Table３　ThesymbioticnitrogenＧfixingphenotypeofsoybeaninoculatedwithHZP１(n＝４)

处理

Treatment
株高/cm

Plantheight

地上部鲜质量/g
Shootfreshweight

perplant

固氮酶活/(μmol/(h􀅰g))
Nitrogenaseactivity

根瘤鲜质量/g
Nodulefreshweight

perplant

根瘤数

Nodulenumber
perplant

CK ２１．６０±１．５１ab ２．６３±０．３９ab １５．５９±４．１４b ０．１２±０．０２b ２５．７５±８．７８b

USDA１１０ １９．００±０．７９b ２．５３±０．３１b ２３．２９±７．７６ab ０．１７±０．０３a ３２．００±６．０８ab

HZP１ ２０．２０±２．７５b ２．７８±０．２９a １８．２２±８．２３ab ０．１８±０．０６a ３３．２５±１５．０７ab

HZP１＋USDA１１０ ２３．９０±２．９２a ２．９７±０．２８a ２６．９６±６．４６a ０．１８±０．０１a ３９．７５±１２．６１a

2.4　PSBＧ1、HZP1 与根瘤菌双接种对紫云英结瘤

及生长的影响

　　为了检测２种解磷菌单独接种与双接种对其他

豆科植物的促生效果,进行了盆栽接种试验.对紫

云英分别单接种解磷菌PSBＧ１、根瘤菌７６５３R及双

接种７６５３R＋PSBＧ１.培养２８d后,未接种的对照

植株叶片明显较黄,单接种PSBＧ１、根瘤菌７６５３R及

双接种的植株生长情况较好(图１A),统计结果显

示:单独接种解磷菌PSBＧ１和根瘤菌７６５３R能够明

显提高紫云英的地上部生物量,相比对照植株,其根

瘤数、根瘤鲜质量均有显著增加,固氮酶活无显著变

化.双接种７６５３R＋PSBＧ１比单接种７６５３R时,紫
云英地上部鲜质量提高４８．８％,其根瘤鲜质量增加

３７．２７％(表４).
表４　双接种PSBＧ１与７６５３R在紫云英上接种效应(n＝５)

Table４　ThesymbioticnitrogenＧfixingphenotypeofAstragalussinicusinoculatedwithHZP１inHubeisoil(n＝５)

处理

Treatment

地上部鲜质量/g
Shootfresh

weightperplant

根瘤数

Nodulenumber
perplant

根瘤鲜质量/mg
Nodulefresh

weightperplant

固氮酶活/(μmol/(h􀅰g))
Nitrogenase

activity

CK ０．３４±０．０１７１a ２８．５０±５．８０２a ６．８８±１．６７２a ２０．１０±５．０４４a

７６５３R ０．４２±０．０５０ab ３９．７５±４．７８７b １４．３０±２．２８４b １２．１６±１．９７４a

PSBＧ１ ０．５０±０．０２２b ４０．００±７．３９３b １６．６３±２．４１９bc １０．１３±２．６３６a

７６５３R＋PSBＧ１ ０．６３±０．０６０b ３８．００±１．４１４ab １９．３０±２．１３０c １１．０９±２．５９１a

　　将紫云英分别单接种解磷菌 HZP１、根瘤菌

７６５３R及双接种７６５３R＋HZP１,培养２８d后,接种

HZP１及双接种的植株相较于对照植株长势要好

(图１B).统计结果显示:双接种７６５３R＋HZP１有

显著的促生效应,地上、地下生物量显著增加,相对

未接种植株增加了７８．０４％和２９．６３％ ,比单接种

７６５３R 植 株 鲜 质 量 增 加 ５５．３２％.此 外,双 接 种

７６５３R＋HZP１显著促进紫云英的结瘤及固氮.双

接种植株根瘤数、根瘤质鲜量和固氮酶活比单接种

根瘤 菌 ７６５３R 植 株 分 别 提 高 ４５．３０％、１０７％、

９２．１８％(表５).
2.5　菌剂的田间应用

为检测PSBＧ１和 HZP１在大田中的应用效果,
分别在河北石家庄和湖北石首进行大豆拌种田间小

１４
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　A:PSBＧ１与７６５３R接种表型;B:HZP１与７６５３R接种表型.A:PhenotypeofPSBＧ１andM．huakuii７６５３Rinoculated;B:Phenotypeof

HZP１andM．huakuii７６５３Rinoculated．

图１　２种PGPR在紫云英上接种的表型

Fig．１　ThephenotypeofAstragalussinicusinoculatedwithtwoPGPRstrains

表５　HZP１接种紫云英后共生固氮表型(n＝４)

Table５　ThesymbioticnitrogenＧfixingphenotypeofAstragalussinicusinoculatedwithHZP１(n＝４)

处理

Treatment

地上部鲜质量/g
Shootfreshweight

perplant

根鲜质量/g
Rootfresh

weight

固氮酶活/
(μmol/(h􀅰g))

Nitrogenaseactivity

根瘤鲜质量/mg
Nodulefresh

weightperplant

根瘤数

Nodulenumber
perplant

CK ０．４１±０．０４c ０．８１±０．１３b １１．９０±３．３９b １６．０７±３．３６b ３９．００±７．９４b
７６５３R ０．４７±０．０３bc ０．９１±０．０６ab ２０．５２±７．１２a １７．４０±３．０８b ３５．６７±２．８９b
HZP１ ０．６１±０．０８ab ０．９９±０．０７a １５．４６±１．５７ab ２７．８３±３．３７a ６０．３３±１０．２６a
７６５３R＋HZP１ ０．７３±０．０３a １．０５±０．０４a ２２．８７±０．７１a ３３．２７±８．００a ５６．６７±１２．０１a

区试验.在制作菌剂７d后,测定菌剂相关性质显

示,根瘤菌剂有效活菌数在１０８以上,部分能达到

１０９,pH６．５~６．９,PGPR菌剂有效活菌数数量级为

１０７,PSBＧ１菌剂能达到１０８,PSBＧ１和 HZP１２菌剂

pH 值分别为 ５．９７ 和 ６．０３.２ 种 菌 剂 含 水 量 为

２８％~３０％,粒径０．１８mm.将大豆种子与制备好

的菌剂拌种后播种.

在大豆初花期对湖北石首试验小区进行调查,
结果显示:中黄１３大豆接种根瘤菌 USDA１１０和

HH１０３均能显著促进其结瘤,根瘤菌与 HZP１双接

种也能促进大豆结瘤,但相比于单接种根瘤菌在瘤

数、瘤质量上并没有进一步提高(表６).在荆豆１３４
大豆接种根瘤菌的结瘤数和瘤质量与不接种对照植

株无显著差异,地上部鲜质量略有提高.
表６　湖北石首大豆田间小区试验固氮表型 (n＝５)

Table６　ThephenotypeoffieldtestofsoybeaninoculatedrhizobiumandHZP１inShishouCity,HubeiProvince(n＝５)

处理

Treatment

中黄１３Zhonghuang１３
地上部鲜质量/g

Shootfresh
weightperplant

根瘤鲜质量/g
Nodulefresh

weightperplant

根瘤数

Nodulenumber
perplant

荆豆１３４Jingdou１３４
地上部鲜质量/g

Shootfresh
weightperplant

根瘤鲜质量/g
Nodulefresh

weightperplant

根瘤数

Nodulenumber
perplant

CK ４０．７４±１．６５b ０．７４±０．０１b ５０．４４±３．４３b ３１．９２±６．４７a ０．６２±０．０３a ４２．２８±９．０９a
R１ ５２．２７±３．９０a ０．９９±０．１５a ７２．３３±１８．０１a ３６．７１±６．０４a ０．５１±０．０７a ３６．７８±１２．５６a
R２ ５０．０８±１．２０a ０．９５±０．０１a ６０．１９±１０．６１ab ３５．４１±２．３８a ０．５５±０．０５a ３６．２６±１６．６３a
P ５０．３２±１．６２a ０．７８±０．１６ab ５２．６７±７．７８ab ３１．２０±１．５９a ０．６６±０．０９a ４２．００±８．７７a

P＋R ３７．９０±５．１４b ０．８５±０．０３a ６２．００±４．１７ab ３１．２７±１．５３a ０．５８±０．０４a ３９．００±１３．１８a
　注:CK:不接菌剂;Note:CK:NoＧinoculants;R１:USDA１１０R２:HH１０３;P:HZP１;P＋R:USDA１１０＋HH１０３＋HZP１．

　　湖北田间小区测产结果显示:对于中黄１３,接
种根瘤菌 USDA１１０和根瘤菌 HH１０３比不使用菌

剂CK 处 理 产 量 提 高 ８．５％ 和 １３．１％.单 接 种

HZP１时大豆产量略有增加,混合根瘤菌和解磷菌

HZP１双接种比不接种对照增产４．８％(图２A).对

于荆豆１３４,根瘤菌剂 HH１０３增产５％左右,解磷

菌 HZP１产量增加９％左右;双接种相比于对照组

增产９％.双接种相较于单接种根瘤菌和解磷菌在

田间的应用效果并不明显(图２A).单接种解磷菌

的效果反而比较突出,原因可能是该地区的可溶性

磷含量较低,接入解磷菌剂后能提高土壤中的有效

磷含量,促进大豆植株生长.

２４
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　A:湖北石首田间试验 FieldtestofsoybeaninShishouCity,HubeiProvince;B:河北石家庄田间试验 FieldtestofsoybeaninShijiazhuang

City,HebeiProvince;CK:不使用菌剂处理;R:根瘤菌剂 HH２９;R１:根瘤菌剂 USDA１１０;R２:根瘤菌剂 HH１０３;P:解磷菌剂;P＋R:解磷

菌和根瘤菌混合菌剂.CK:Noinoculants;R:RhizobiumHH２９;R１:RhizobiumUSDA１１０;R２:RhizobiumHH１０３;P:PhosphatesolubilizＧ

ingbacteriainoculants;P＋R:Themixofrhizobiumandphosphatesolubilizingbacteriainoculants．

图２　不同地区解磷菌菌株及根瘤菌田间应用效果

Fig．２　DemonstrationeffectoffieldapplicationofphosphateＧsolubilizingbacteriastrainsandrhizobiumindifferentareas

　　同样,在大豆初花期对河北石家庄进行田间小

区试验调查,结果显示:冀豆１２和冀豆１７接种根瘤

菌剂均能显著增加根瘤鲜质量与根瘤数,冀豆１２双

接种 HH２９＋PSBＧ１比单独接种根瘤菌时植株地上

部鲜质量增加７．２％,但是根瘤数及根瘤鲜质量比单

接种根瘤菌并无提高(表７).测产结果显示,与CK
未接种处理的冀豆１２产量相比,根瘤菌剂 HH２９
草炭拌种使大豆产量增加２４％,双接种 PSBＧ１和

HH２９使大豆产量增加１２％.单独接种PSBＧ１时,
在冀豆１７上接种根瘤菌剂大豆产量比CK增加１６％

表７　河北石家庄田间小区固氮表型调查表(n＝５)

Table７　 ThephenotypeoffieldtestsoybeaninoculatedrhizobiumandPSBＧ１ininShijiazhuangCity,HebeiProvince(n＝５)

处理

Treatment

冀豆１２Jidou１２
地上部鲜质量/g

Shootfresh
weightperplant

根瘤鲜质量/g
Nodulefresh

weightperplant

根瘤数

Nodulenumber
perplant

冀豆１７Jidou１７
地上部鲜质量/g

Shootfresh
weightperplant

根瘤鲜质量/g
Nodulefresh

weightperplant

根瘤数

Nodulenumber
perplant

CK １３３．３８±４２．３４a ０．２７±０．１４a ５３．１３±２０．１６a １０１．３３±３．２２a ０．０７±０．０２a ４４．２７±２４．１２a
HH２９ １０９．３４±１２．７０a ０．３４±０．１９b ７３．９３±１７．２１a ９９．６４±２２．５１a ０．５７±０．４６b １０５．３３±５２．９９b
PSBＧ１ １００．８１±１８．９８a ０．２３±０．０２a ６４．８３±９．６２a １０３．４７±４．８９a ０．１５±０．１３a ５５．８０±３７．８０ab
HH２９＋PSBＧ１ １１２．１３±２５．１３a ０．２３±０．１１a ５４．８６±１４．６４a １０６．７１±２１．８８a ０．１４±０．１１a ６２．３３±４７．９２ab

左右,单接种解磷菌PSBＧ１大豆产量增加１３％.双

接种相较于单接种根瘤菌和解磷菌在田间的应用效

果并不明显(图２B).

3　讨　论

关于解磷菌早在２０世纪初就有相关研究,最早

于１９９０ 年 加 拿 大 的 一 家 公 司 将 青 霉 菌 制 成 菌

肥[２０],随后相关解磷微生物的报道持续增多.解磷

菌剂应用范围较广泛,在玉米、辣椒、番茄等植株上

均有应用[２１],本研究在大豆根际及根瘤中分离获得

２株解磷能力较强的细菌 HZP１和 PSBＧ１,且都能

产生IAA.紫云英和大豆单接种盆栽试验结果显

示解磷菌 HZP１和 PSBＧ１均有促进植物生长的作

用,能显著提高植株地上部鲜质量,说明这２株解磷

菌可作为优质的解磷促生菌资源应用于菌剂生产

中.将这２株解磷细菌与不同类型的根瘤菌混合接

种进行盆栽试验时,均能进一步提高大豆和紫云英

的地上部鲜质量.相比单接种根瘤菌,混合接种能

促进大豆和紫云英结瘤和固氮,表明解磷菌能通过

改善植物磷营养,促进根瘤的形成和发育,提高固氮

效率,可作为促生菌配合不同根瘤菌剂使用,提高大

豆的 产 量,证 实 了 根 瘤 菌 与 促 生 菌 混 合 接 种 的

优势[２２].
在田间试验中,双接种根瘤菌剂及解磷菌剂相

较于单接种根瘤菌剂并没有进一步促进大豆结瘤,
提高大豆产量.通过检测解磷菌剂的活菌数发现,
解磷菌剂相比于根瘤菌剂活菌数低了一个数量级,
加上田间环境的复杂性,使得解磷菌剂与根瘤菌剂

双接种未能发挥相应的作用.后续可以通过优化解

磷菌的发酵培养基以获得更高的活菌数,提高解磷

菌剂配合根瘤菌剂的应用效果,同时对解磷菌的应

用方式及与根瘤菌剂用量等相关条件进行深入研

究.在速效磷较少的湖北土壤中单接解磷菌剂的应

用效果较好.这可能与湖北石首土壤中有效磷含量
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较低有关,解磷菌剂的加入能提高土壤中有效磷的

含量,增强大豆对磷的吸收.因此,解磷菌剂在使用

时应该注意结合当地土壤土质.此外,种植土壤中

土著根瘤菌的数量也会影响到根瘤菌剂的使用效

果[２３],因此,在含根瘤菌数量较少的河北土壤中接

种根瘤菌剂,冀豆１７和冀豆１２的产量、结瘤数、根
瘤鲜质量显著增加.
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EffectsofcoＧinoculationofphosphateＧsolubilizingbacteriaandrhizobium
onsymbioticnitrogenfixationofsoybeanandAstragalussinensis

HUChang,LIHuiming,WU Hui,LIN Hui,LIYouguo

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Twophosphatesolubilizingbacterialstrains,PSBＧ１andHZP１,wereisolatedformsoyＧ
beannodulesandrhizospheresoil．TheabilityofthesetwostrainstoproduceIAA (indoleＧ３Ｇaceticacid
IAA)andtheabilitytodissolveinorganicphosphorusweremeasuredbySalkowskicolorimetryandmoＧ
lybdenumantimonyＧphosphoniumcolorimetry．SoybeanandAstragalussinensiswerecoＧinoculated．ReＧ
sultsshowedthatbothtwophosphatesolubilizingstrainproducedIAA．ThelegumegrowthＧpromoting
effectsofthephosphatesolubilizingstrainsandrhizobiuminoculumwereinvestigatedinunsterilizedsoil
andsoybeanplantingfield．InoculationwithHZP１orPSBＧ１promotedthegrowthofAstragalussinensis
andsoybean．CoＧinoculationofphosphorusＧsolubilizingstrainswithrhizobiumfurtherincreasedthe
shootbiomass,freshweightofnodulesandthenumberofnodulesofsoybeanandAstragalussinensis．
Theresultsoffieldtestsshowedthatinoculationwithrhizobiumorphosphatedissolvingagentsalone
hadacertaineffectofincreasingyieldbutdoubleinoculationwithrhizobiumandphosphatedissolving
bacteriadidnotincreasetheyieldsignificantly．
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