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甘南野生天蓝苜蓿高效共生、抗逆根瘤菌筛选鉴定

李雪梅，姚拓*，李昌宁，杨晓蕾，王晚霞，张怡忻
（甘肃农业大学草业学院，草业生态系统教育部重点实验室，甘肃  兰州  730070）

摘要：为进一步挖掘高寒草地野生天蓝苜蓿根瘤菌资源，筛选与宿主植物高效共生的菌株。本研究利用 YMA 刚果

红培养基从野生天蓝苜蓿中分离根瘤菌，通过菌落形态观察、产酸产碱反应结合 16S rRNA 基因序列分析进行菌株

鉴定，原宿主回接验证其促生特性，离体耐酸、耐碱及温度耐受性测定菌株抗逆能力。结果表明：从野生天蓝苜蓿中

分离得到 4 株菌株，菌落形态和产酸产碱结果符合根瘤菌特性，经鉴定菌株 GNT1 和 GNT6 为苜蓿中华根瘤菌，菌

株 GNT2 为吉氏副根瘤菌，菌株 GNT4 为豆根副根瘤菌。4 株根瘤菌回接后植株单株结瘤数、株高、根长及植株干

重分别是不接种处理的 2. 06~3. 64 倍、0. 75~3. 17 倍、0. 21~0. 38 倍和 0. 55~2. 82 倍，有效结瘤数和固氮酶活性分

别为 11. 33~18. 00 个、5. 71~10. 97 μmol C2H4·g-1·h-1，不接种处理下根瘤为无效根瘤且不具有固氮酶活性。4 株

菌株均能在 pH 为 11 时生长，以菌株 GNT2 生长最佳；不同菌株对 NaCl 耐受能力不同，其中菌株 GNT6 耐受 5% 
NaCl，且仅菌株 GNT6 在 4 ℃低温下能够生长，具有在高寒草地应用的潜力。因此，筛选出的苜蓿中华根瘤菌

GNT6 可作为候选菌株为高寒草地的修复提供优良菌株资源。
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Screening and identification of symbiotically efficient and stress-resistant rhizobia of 
wild Medicago lupulina in Gannan
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Key Laboratory of Grassland Ecosystem， Ministry of Education， College of Prataculture， Gansu Agricultural University， Lanzhou 

730070， China

Abstract： This research investigated the rhizobacterial resources of wild Medicago lupulina in alpine meadows， by 
screening for strains exhibiting efficient symbiosis with host plants.  YMA Congo red medium was used to isolate 
rhizobacteria from wild M.  lupulina， and strain identification was carried out through colony morphology observation 
and assessment of acid and alkali production， combined with 16S rRNA gene sequence analysis.  Growth-promoting 
properties were verified by back-inoculation to the original host， and strain resilience was determined by evaluating in 

vitro acid， alkali and temperature tolerance.  Four strains of interest were isolated from wild M.  lupulina in this way， 
designated GNT1， GNT2， GNT4 and GNT6， and the colony morphology and acid and alkali production results 
were consistent with the characteristics of rhizobia.  Strains GNT1 and GNT6 were identified as Sinorhizobium 

meliloti， GNT2 as Pararhizobium giardinii， and GNT4 as Pararhizobium herbae.  Compared with a no-inoculation 
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treatment， rhizobium inoculation increased the number of plant nodules by 2. 06-3. 64 times， the plant height by 
0. 75-3. 17 times， the root length by 0. 21-0. 38 times and the plant dry weight by 0. 55-2. 82 times.  The 
effective nodule number and nitrogenase activity under inoculation treatments were 11. 33-18. 00 nodules per plant 
and 5. 71-10. 97 μmol C2H4·g−1·h−1， respectively.  The nodules under the non-inoculation treatment were 
ineffective nodules and did not have nitrogenase activity.  The four strains could grow at pH 11， and the strain GNT2 
grew best.  The strains differed in their tolerance to NaCl.  Strain GNT6 could tolerate 5% NaCl， and only strain 
GNT6 could grow at the low temperature of 4 ℃ .  Hence， strain GNT6 was determined to have potential to be 
applied in alpine grassland， and is identified in this research as a candidate strain to provide improved rhizobial strain 
resources for the restoration of alpine grassland.
Key words： Medicago lupulina； rhizobium； strain resilience； efficient symbiosis

甘南草原地处我国青藏高原东北地带边缘，享有“亚洲第一牧场”美誉，在调节气候、改善生态环境及维持生

物多样性等方面具有不可替代的作用［1］。因其独特的地形及复杂的气候，不仅是当地重要畜牧生产基地，同时还

是黄河和长江流域巨大的天然屏障［2］。近年来，因人为和自然因素导致草地退化、生产力降低及草地植被结构发

生变化成为普遍现象［3］。草原退化严重会导致草地初级生产力氮素流失，而氮素被认为是限制草地营养转化的

关键因素之一，外源氮素的输入对促进植物生长以及生态系统生产力具有重要作用［4］。氮肥作为重要的外源氮

素被广泛使用，近年来由于氮肥成本增加以及过度施肥导致水土失衡和能源消耗严重［5］，因此，生物固氮在减少

氮肥使用、促进植物生长和最大限度地降低环境成本方面具有巨大潜力。

生物固氮的总量占全球氮总量的 70%，是世界上最大、最高效的“固氮工厂”［6］。生物固氮以共生固氮、联合

固氮和自生固氮 3 种方式进行；其中，根瘤菌与豆科植物共生固氮占生物固氮的 70%［7］，通过将空气中的 N2转化

为植物可吸收利用的 NH3，在促进植物生长的同时，补充土壤中氮素水平，减少空气中氮素的浪费。研究表明，接

种高效根瘤菌可刺激豆科植物根系发育，增加根瘤菌侵染位点，在减少氮肥施用量的同时，可大幅提高苜蓿

（Medicago sativa）的干草产量，而低效或共生匹配性差的根瘤菌并没有表现出相同的趋势［8］。因此，挖掘结瘤效

果好、促生能力强的根瘤菌对环境保护和农业生产具有积极意义。豆科植物与根瘤菌共生关系的建立还受自然

生态和地理环境的影响，不同区域地理环境具有不同的多样性特征［9］，如在盐碱、干旱或温度胁迫等不利环境下

会限制根瘤菌的入侵和定殖及植物的生长［10］，而接种抗逆性强的根瘤菌可缓解这一不利影响［11］。因此，对特定生

境抗逆菌株的筛选是缓解逆境的有利策略。

野生豆科植物更适应极端土壤环境和气候条件，这与共生根瘤菌密切相关。在逆境条件下，耐受性强的菌株

可作为良好竞争者，与豆科植物建立高效共生关系［12］。天蓝苜蓿（Medicago lupulina）是豆科苜蓿属一年生或多

年生野生草本植物，抗逆性强且分布广泛。因其匍匐生长和侵占性强，可与作物间作套种，肥沃土壤；又因其营养

丰富，适口性好，可做优质牧草［13］。目前，对天蓝苜蓿根瘤菌系统发育和多样性的研究报道主要在贵州岩溶山

区［14］、西北地区及部分尾矿区［15-16］，对高寒地区野生天蓝苜蓿根瘤菌的研究尚未见报道。

基于此，本研究从甘南高寒草甸采集野生天蓝苜蓿根瘤样品进行根瘤菌分离、纯化及鉴定；并通过原宿主回

接试验以及菌株抗逆性测定，筛选出优良菌株，以期为特定生境修复提供有效的菌种资源，同时丰富我国的微生

物菌种资源库。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

1. 1. 1　采样地概况及样品采集　  根瘤样品于 2023 年 7 月中旬在甘肃省甘南藏族自治州玛曲县河曲马场

（33°35′23″ N，101°27′46″ E）采集。将生长健康、无病虫害、结瘤正常且呈粉红色的天蓝苜蓿根瘤样品，装入无

菌密封袋中，低温运输至实验室，48 h 内进行根瘤菌的分离。

样地为高原大陆性季风气候，年均气温 2. 3 ℃，无绝对无霜期，年降水量 633~782 mm，牧草生长期 190 d。土
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壤类型以高寒草甸土为主，植被以亚高山草甸和沼泽草地为主［17］，植物群落主要有嵩草属（Kobresia）、针茅属

（Stipa）、披碱草属（Elymus）和早熟禾属（Poa）等。

1. 1. 2　供试培养基　  YMA 培养基［8］（甘露醇 10. 0 g，酵母粉 0. 5 g，NaCl 0. 1 g，MgSO4·7H2O 0. 2 g，K2HPO4 
0. 2 g，琼脂 18. 0 g，蒸馏水 1. 0 L，pH 7. 0）作为根瘤菌基础生长培养基；YMA 刚果红培养基：在 YMA 培养基中添

加 5 mL 1% 的刚果红溶液，用于根瘤菌的筛选。

1. 1. 3　供试种子　  供试植物选用天蓝苜蓿，种子购买于甘肃创绿草业有限公司，发芽率为 95%。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　菌株的分离与纯化　  从植物根系剪下饱满、粉色的根瘤，并带有一部分根系；在超净工作台中，用无菌

水冲洗干净，依次在 70% 乙醇浸泡 30 s、2% 的 NaClO 溶液浸泡 2 min、无菌水冲洗 3 次后，放入无菌研钵加 2 mL
无菌水研磨，吸取上清液进行梯度稀释；将 10-3、10-4和 10-5稀释液各吸取 50 µL 涂布于 YMA 刚果红培养基上，每

个稀释梯度 3 次重复，在 28 ℃培养箱培养 5~7 d，挑取表面光滑、质黏且不吸收色素的单菌落进行划线，将纯化的

菌株于 4 ℃保存备用。

1. 2. 2　菌株的表型与基因鉴定　  1）形态观察：将供试菌株接种于 YMA 培养基上，28 ℃培养 3 d，观察记录各

菌落形状、颜色及生长速度等特征。

2）产酸产碱测定：在 YMA 液体培养基中加入 0. 5% 溴百里香酚蓝（bromothymol blue， BTB）溶液，用 1 mol·
L-1 的 NaOH 溶液调节 pH 为 7. 0，使培养基呈黄绿色；将供试菌株接种到培养基中，每个菌株 3 次重复，摇床上

28 ℃、180 r·min-1培养 3~7 d 观察培养基颜色。菌株产酸变黄，产碱变蓝。

3）16S rRNA 分子生物学鉴定：以细菌试剂盒（OMEGA，美国）提取的菌株 DNA 为模板，用细菌 16S rRNA
基因通用引物 27F（5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′）和 1492R（5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′）

进行 PCR 扩增。PCR 反应体系为 25 µL：DNA 模板 2 µL、正反向引物各 1 µL、2×Tap PCR Master Mix 12. 5 µL、

dd H2O 8. 5 µL。PCR 扩增产物经 1. 0% 琼脂糖凝胶电泳检测后送至上海生工生物工程股份有限公司测序。测

序结果登录 NCBI（https：//www. ncbi. nlm. nih. gov/）网站和 Ez Bio Cloud（https：//www. ezbiocloud. net/）数据

库进行比对分析。获取模式菌株的 16S rRNA 相近序列后，使用 MEGA 7. 0 软件，选择邻近法（neighbor-joining， 
NJ）［18］构建系统进化树，自展值为 1000。
1. 2. 3　回接试验　  将天蓝苜蓿种子在 75% 乙醇中浸泡 30 s，用 2% NaClO 溶液浸泡 2 min 后，无菌水冲洗 3
遍，完成种子消毒。将种子接种于 0. 8% （w/v）水琼脂培养基，待种子发芽后（1~2 cm）在无菌条件下将幼苗移接

到大试管中（40 mm×450 mm），每个试管移入 3 株，每个处理 3 个重复。基质采用灭菌的蛭石、沙子（体积比 3∶1）
混合物 200 g，幼苗移接前用无氮营养液浸湿。待幼苗长出第一片真叶后，接种根瘤菌菌悬液（OD600 为 0. 5~
0. 6）。对照为接入等体积的无菌水。置于生长室（25 ℃，光照 14 h、黑暗 10 h，湿度为 60%~70%，光强度为 4000 
lx）培养，45 d 后收获。

1. 2. 4　回接试验指标测定　  测定植株单株结瘤数、有效结瘤数、根瘤固氮酶活性以及植株株高、根长和

干重。

根瘤固氮酶活性采用乙炔还原法［18］测定：取粉红色的根瘤称重后装入 10 mL 的西林瓶中，盖上橡胶塞，用注

射器从瓶中抽出 1 mL 气体同时注入 1 mL 纯 C2H2气体，用封口膜密封；暗培养 2 h 后用微量进样器分别抽取 50 
μL 混合气体快速注入气相色谱仪（GC7890，美国）气体进样柱内，记录并观察 C2H4的出峰时间及峰面积，计算根

瘤的固氮酶活性。

1. 2. 5　非生物耐受性试验　  在 NaCl含量为 1%、3% 和 5%（w/v）的 YMA 固体培养基上进行菌株的耐盐性试

验，28 ℃培养 3~5 d 后观察根瘤菌生长情况；用 1 mol·L-1 的 HCl 和 NaOH 溶液分别调节 pH 为 5、7、9 和 11 的

YMA 液体培养基测试菌株耐酸碱能力，28 ℃、180 r·mn-1条件下培养 3~5 d，测定各菌株 OD600值；在 4、16、28 和

40 ℃的 YMA 固体培养基进行菌株温度耐受性试验，培养 3~5 d 后观察根瘤菌生长情况。各试验设 3 个重复。

1. 3　数据处理

用 EXCEL 2019 软件进行数据整理，用 SPSS 25. 0 软件进行单因素方差分析，用 Origin 2022 软件进行绘图。
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2　结果与分析

2. 1　菌株表型特征

从野生天蓝苜蓿根瘤中共分离得到 4 株菌株。通过观察菌落形态特征发现（图 1），菌落为圆形，表面黏稠、凸

起，半透明或不透明；菌株 GNT6 前期生长为灰白色，后期菌落呈淡黄色，其余菌株均为灰白色或乳白色，与根瘤

菌的基本特征相符（表 1）。经 BTB 染色后，4 株菌株均产酸变黄（图 2），且不同菌株产酸能力各不相同。其中，菌

株 GNT6 为橘黄色，表明菌株产酸能力较强，对改变土壤 pH 值及降低土壤碱性有潜在作用。

2. 2　菌株鉴定

从 野 生 天 蓝 苜 蓿 根 瘤 分 离 的 4 株 菌 株 经 16S 
rRNA 鉴定（表 2），同源序列比对分析发现（图 3），菌

株 GNT1 和 GNT6 的 16S rRNA 基因序列与苜蓿中华

根瘤菌（Sinorhizobium meliloti） LMG-6311 的相似度

分别为 99. 41% 和 99. 48%；菌株 GNT2 的 16S rRNA
基因序列与吉氏副根瘤菌（Pararhizobium giardinii） 

H152 的相似度为 99. 85%，菌株 GNT4 的 16S rRNA

图 1　不同菌株菌落形态

Fig. 1　Colony morphology of different strains
A： 菌株 GNT1 菌落形态 Colony morphology of strain GNT1； B： 菌株 GNT2 菌落形态 Colony morphology of strain GNT2； C： 菌株 GNT4 菌落形态

Colony morphology of strain GNT4； D： 菌株 GNT6 菌落形态 Colony morphology of strain GNT6.

表 1　菌株菌落形态及产酸产碱能力

Table 1　Colony morphology and acid-alkali production capacity of strains

菌株编号

Strain number

GNT1

GNT2

GNT4

GNT6

菌落形态

Colony morphology

灰白色圆形；菌落凸起、质黏，边缘整齐，半透明；生长速度较快。Grayish-white round； colony convex， 
slimy， neatly edged， translucent； growing fast.

乳白色圆形；菌落凸起、质黏，边缘整齐，不透明；生长速度快。Milky-white round； colony convex， 
slimy， neatly edged， opaque； growing faster.

乳白色圆形；菌落凸起、质黏，边缘整齐，不透明；生长速度快。Milky-white round； colony convex， 
slimy， neatly edged， opaque； growing faster.

生长前期灰白色，后期黄色；菌落凸起、质黏，半透明；生长速度快。Pre-growth grayish-white， later yel⁃
low； colony convex， sticky， translucent； growing faster.

产酸产碱能力

Acid and alkali production

+

++

+

+++

菌株编号中，前 2 个字母 GN 代表采样点甘南，第 3 个字母 T 表示宿主植物天蓝苜蓿。Strain number： the first two letters GN represent the sampling 
site Gannan， and the third letter T represents the host plant M.  lupulina.  下同 The same below.  产酸产碱反应，“+”淡黄色，表示产酸能力弱；“++”

黄色，表示产酸能力较强；“+++”橘黄色，表示产酸能力强。In the acid and alkali production reaction， “+” light yellow， means acid-secreting weak； 
“++” yellow， means acid-secreting good； “+++” orange， means acid-secreting better.

图 2　菌株溴百里香酚蓝检测情况

Fig. 2　Bromothymol blue detection of strains
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基因序列与豆根副根瘤菌（Pararhizobium herbae） CCBAU 83011 的相似度为 99. 62%。

结合 2. 1 菌株表型特征，将菌株 GNT1 和 GNT6 初步鉴定为苜蓿中华根瘤菌，菌株 GNT2 初步鉴定为吉氏副

根瘤菌，菌株 GNT4 初步鉴定为豆根副根瘤菌。

2. 3　菌株回接试验

2. 3. 1　菌株对天蓝苜蓿单株结瘤数、有效结瘤数及固氮酶活性的影响　  通过与原宿主回接试验发现，4 株根

瘤菌均能诱导天蓝苜蓿结瘤，建立共生关系，并对植株有不同的促生效果（图 4）。根瘤菌诱导宿主植物单株结瘤

数为 14~21 个，有效结瘤数为 11~18 个，其中，以菌株 GNT4 共生结瘤效果最佳；根瘤为指状，顶端球形并呈现淡

粉色（图 5）。对照也出现结瘤现象，单株结瘤数为 4 个，根瘤呈短棒状，白色，无固氮酶活性。各接菌处理诱导形

成的根瘤固氮酶活性为 5. 71~10. 97 μmol C2H4·g-1·h-1，其中，以菌株 GNT4 共生固氮效果最佳，菌株 GNT1
次之。

表 2　分离菌株分子生物学鉴定

Table 2　Molecular biology identification of isolated strains

菌株

Strains

GNT1

GNT2

GNT4

GNT6

片段长度

Length （bp）

1359

1374

1346

1377

同源性最高序列的菌株

Strains with the highest homology sequence

苜蓿中华根瘤菌 S.  meliloti LMG-6311 （X67222）

吉氏副根瘤菌 P.  giardinii H152 （ARBG01000149）

豆根副根瘤菌 P.  herbae CCBAU 83011 （GU565534）

苜蓿中华根瘤菌 S.  meliloti LMG-6311 （X67222）

相似度

Similarity （%）

99. 41

99. 85

99. 62

99. 48

图 3　分离菌株 16S rRNA基因序列构建的系统发育树

Fig. 3　Phylogenetic tree constructed based on 16S rRNA gene sequences of screening strains

图 4　菌株处理对天蓝苜蓿单株结瘤数、有效结瘤数及固氮酶活性的影响

Fig. 4　Effects of strain treatment on nodule number， effective nodule number and nitrogenase activity of M.  lupulina
不同小写字母表示不同菌株处理间差异显著（P<0.05）。Different lowercase letters indicated that there was a significant differences among different 
strains （P<0.05）. 下同 The same below.
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2. 3. 2　菌株对天蓝苜蓿株高、根长及干重的影响　 
天蓝苜蓿接种根瘤菌后，株高与对照之间差异显著

（P<0. 05）。 株 高 为 6. 36~26. 55 cm，其 中 以 菌 株

GNT6 效果最佳，较 CK 提升了 4. 2 倍，菌株 GNT1 次

之（图 6）。接种根瘤菌对植株根长也有一定促进作

用，除接种菌株 GNT4 外各处理均显著高于对照（P<
0. 05）。植株干重变化趋势与株高相同，均表现为菌

株 GNT6 有较好促生效果，较 CK 提升了 2. 8 倍，菌株

GNT1 次之。

可见，在无氮生长条件下接种根瘤菌对植株的株

高、根长及干重均有一定的促进作用。

2. 4　菌株非生物耐受性试验

2. 4. 1　菌株对 NaCl 的耐受能力　  菌株耐盐性测

定发现，4 株菌株对 NaCl 有不同耐受能力（表 3），其

中，菌株 GNT2 和 GNT4 耐受 1%~3% NaCl，且在

NaCl 浓度为 1% 时生长最好；菌株 GNT1 和 GNT6 耐

受 1%~5% NaCl，且在 5% NaCl 浓度下，菌株 GNT6
较 GNT1 具有更好的生长能力（图 7），可作为耐盐菌

株进一步测定其耐盐能力。

2. 4. 2　菌株对不同温度耐受能力　  菌株温度耐受

性试验发现，不同菌株有不同温度生长范围（表 4）。

菌株 GNT1 和 GNT2 能够在 16~40 ℃生长，且以 28 ℃
生长最佳；菌株 GNT4 生长温度范围相对较窄，仅能

在 16~28 ℃范围内生长；菌株 GNT6 能在 4~40 ℃较

广泛的温度范围内生长，且在 4 ℃低温下，菌株仍有生

长能力，具有在高寒草地应用的潜力。

2. 4. 3　菌株对不同 pH 耐受能力　  耐酸耐碱试验

发现（图 8），4 株菌株均能在 pH 为 5~11 时生长。菌

株 GNT1 在 pH 为 11 时 OD600值骤降，说明菌株对碱耐

图 5　菌株 GNT4回接结瘤（A）、单个根瘤大小（B）情况

Fig. 5　 Nodulation （A） and single nodule size （B） of strain 
GNT4

图 6　菌株处理对天蓝苜蓿株高、根长及干重的影响

Fig. 6　Effects of strain treatment on plant height， root length and dry weight of M.  lupulina

表 3　菌株 NaCl耐受性

Table 3　NaCl tolerance of the strain

菌株编号

Strain number

GNT1

GNT2

GNT4

GNT6

氯化钠浓度 NaCl concentration

1%

+++

+++

+++

+++

3%

+

+

+

+++

5%

+

-

-

+++

“-”表示不生长，“+”表示生长，“++”表示生长良好，“+++”表示

生长较好。“ - ” indicates no growth， “ + ” indicates growth， “ ++ ” 
indicates good growth， “ +++ ” indicates better growth.  下 同 The 
same below.

图 7　菌株 GNT6在 5%  NaCl条件下的生长状态

Fig. 7　Growth status of strain GNT6 under 5%  NaCl stress
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受能力较差。菌株 GNT2 随着 pH 值的增大，OD600值

呈缓慢下降趋势，且在 pH 为 5 和 11 时，OD600值显著高

于其他 3 株菌株（P<0. 05），表明该菌株具有较好的

耐酸碱能力。

3　讨论

3. 1　野生天蓝苜蓿根瘤菌的筛选鉴定

通过对根瘤菌多样性的研究、分类地位的确定以

及种群分布规律的了解，可为优势资源的发掘和菌剂

的制备与应用奠定基础［19］。目前在豆科植物种植过

程中，共生根瘤菌的选用都是陈旧或单一的菌株，与

豆科植物共生根瘤菌资源匮乏密切相关。研究表

明［14-15］，野生天蓝苜蓿分离筛选到的根瘤菌以中华根

瘤菌属（Sinorhizobium）为优势属，苜蓿中华根瘤菌为

优势种，本研究结果与其一致，说明天蓝苜蓿与苜蓿

中华根瘤菌有较强的共生专一性。目前，关于吉氏副

根 瘤 菌 的 宿 主 植 物 报 道 包 括 杂 花 苜 蓿（Medicago 

varia）［20］、多花木蓝（Indigofera amblyantha）［21］和菜豆

（Phaseolus vulgaris）［22］等；对豆根副根瘤菌的宿主植

物报道主要有红豆草（Onobrychis viciaefolia）［18］和扁

蓿豆（Medicago ruthenica）［23］，尚未见报道宿主涉及天

蓝苜蓿的相关研究。本研究首次从天蓝苜蓿分离得

到豆根副根瘤菌和吉氏副根瘤菌，回接试验后，菌株均能诱导天蓝苜蓿结瘤，从而拓展了其宿主范围。因此，天蓝

苜蓿很有可能是豆根副根瘤菌和吉氏副根瘤菌的一个新生物型，这一结果需要后续的试验重复验证。

近年来，对根瘤菌高效菌株的筛选往往通过回接试验进行验证［11，24］，李艳梅等［25］将 14 株根瘤菌接种到紫云英

（Astragalus sinicus）、苜蓿、三叶草（Trifolium repens）和大豆（Glycine max）4 种豆科植物根际检测其寄主范围，结

果显示，根瘤菌均只能与原宿主共生结瘤，不能诱导其他 3 种豆科植物结瘤。本研究回接试验进一步验证根瘤菌

的宿主专一性。但从生产应用角度出发，应筛选寄主识别范围广、结瘤固氮能力强的根瘤菌，后续应进行分离菌

株与其他豆科植物共生匹配性的研究。

回接试验中，对照（不接菌）也发生了结瘤现象，究其原因，可能与种子内生根瘤菌相关［26］。种子萌发时胚根

因先接触内生根瘤菌从而影响外源根瘤菌接种效果［27］。因此对种子灭菌不彻底可能是种子内生根瘤菌与宿主共

生结瘤的原因之一；而在实际生产过程中，通常对种子不进行消毒处理，且本研究发现，种子内生根瘤菌诱导植物

结瘤数较少且均为白色根瘤，不具有固氮酶活性，其效果远不如接种根瘤菌。

3. 2　野生天蓝苜蓿根瘤菌的促生、抗逆能力

豆科植物和根瘤菌的共生作用在恢复土壤肥力和实现农业可持续方面被广泛认可［19］。株高和干重作为反映

植物生长和产量的重要指标之一，在本研究中，与未接种处理相比，接种根瘤菌后均有提升。表明接种的根瘤菌

通过提高养分向茎部的转移，促进植物生长；同时根瘤菌还具备分泌吲哚乙酸（3-indoleacetic acid， IAA）、溶磷和

产有机酸等多种促生特性，从而提高植株产量［28］。固氮酶作为催化氮转化的一类特殊蛋白，是根瘤菌与豆科植物

共生系统不可缺少的一部分。本研究中，4 株根瘤菌回接后均能与天蓝苜蓿共生结瘤，其中以豆根副根瘤菌

GNT4 固氮酶活性最佳，表明不同根瘤菌与特定植株的共生适配性存在差异。这与常单娜等［29］的研究结果一致。

且已有研究发现，固氮酶活性较高的根瘤菌其共生固氮能力较强［30］。

在实际生产应用时，还应考虑菌株对环境的适应性。在高寒地区接种根瘤菌时，常因菌株抗逆性不强，在土

图 8　不同 pH对菌株 OD600的影响

Fig. 8　The effect of different pH on the strain OD600

表 4　菌株温度耐受性

Table 4　Temperature tolerance of the strain

菌株编号

Strain number

GNT1

GNT2

GNT4

GNT6

4 ℃

-

-

-

+

16 ℃

+

+

+

+

28 ℃

+++

+++

+++

+++

40 ℃

+++

+

-

+++
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壤中存活率降低，导致接种效果不佳［31］。如低温通过冻结和收缩细胞膜，减少原生质流动和电解质运输等，从而

导致细胞损伤［12］，而接种耐低温根瘤菌可有效保护寄主植物膜系统，积累更多脯氨酸、可溶性蛋白和可溶性糖提

升植物在温度胁迫下的耐受性［32］，还能促进苜蓿在低温条件下的生长［33］。本研究中，苜蓿中华根瘤菌 GNT6 能够

在 4 ℃下生长，推测该菌株可协助植物适应环境，并在高寒草地修复中具有较好的应用潜力。

土壤盐碱含量过高会限制根瘤菌的生存，即使豆科植物与根瘤菌建立共生关系后，仍会抑制根瘤的发育和共

生固氮。而耐盐碱根瘤菌处于这种高渗环境下，通过细胞内相似化合物的积累，从而增强其抵抗逆境的能力［34］。

Song 等［35］研究也表明，苜蓿接种耐盐碱根瘤菌后，通过上调耐胁迫基因，增加相关酶的产生，进一步增强苜蓿对

盐碱的耐受性。本研究中，菌株 GNT1 和 GNT6 不仅能耐受 5% NaCl，还能在 pH 5~11 条件下生长，表明分离的

根瘤菌有较好的耐盐性和耐酸碱特性。代金霞等［36］对荒漠柠条（Caragana korshinskii）根瘤菌抗逆性研究表明，

62 株根瘤菌中 70. 8% 能耐受 4% 的 NaCl，在 pH 5. 0~11. 0 条件下仍具有生活力。表明根瘤菌在抵御外界胁迫

时可能比根际其他微生物更具优势［37］。

4　结论

本研究主要得出以下结论：1）从野生天蓝苜蓿分离得到 4 株根瘤菌，首次从天蓝苜蓿中分离出吉氏副根瘤菌

和豆根副根瘤菌。2）原宿主回接后对植株株高、根长、地上干重、有效根瘤数及固氮酶活性均有促进作用，且对不

同非生物胁迫有一定耐受性，其中菌株 GNT6 效果最佳，可为后期高寒草地的修复提供优良的菌种资源。
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