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摘摇 要摇 根瘤菌与豆科植物共生成为豆科植物固氮的重要方式,它可以为豆科植物提供所
需氮量的 1 / 2 ~ 1 / 3。 因此,土壤中有效根瘤菌的数量是决定豆科植物产量的重要因素,而
根瘤菌菌剂的使用可以有效地提高土壤中根瘤菌数量。 本文从根瘤菌菌剂制备中高效菌
种的选育及匹配、高密度菌剂的制备、菌剂保存方法等方面进行综述。 比较了自然选育、杂
交选育和诱变选育等各类选育方法及琼脂试管配对法和水培配对法的优缺点;总结了菌剂
制备的一般过程和方法;论述了菌剂保藏过程中冷冻干燥法和各种保护剂的使用对菌剂保
藏效果的影响。 本文阐述了根瘤菌菌剂的制备工艺和发展方向,为根瘤菌剂的研制提供重
要参考。
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Abstract: Rhizobium鄄legumes symbiosis is an important way of legumes nitrogen fixation, which
can provide 1 / 2-1 / 3 of nitrogen the legumes needed in their whole life. Therefore, the quantity
of effective rhizobium in soil is an important decisive factor in legume production, while the use
of rhizobium inoculants can effectively increase the quantity of rhizobium in soil. This paper re鄄
viewed the research progress and development status about the breeding and matching of highly
effective rhizobium strains and the preparation and preservation of high鄄density rhizobium inocu鄄
lants, analyzed the advantages and disadvantages of the breeding methods such as natural breed鄄
ing, hybrid breeding, and mutation breeding, the agar matching methods, and the water culture
matching methods, and summarized the general process and methods for inoculant preparation.
The effects of various freezing鄄drying methods used in rhizobium inoculant preservation and of the
applications of various protective agents on the preservation of rhizobium inoculants were also dis鄄
cussed. This review elaborated the preparation technology and the future development of rhizobi鄄
um inoculants, which could provide a reference for the research and development of rhizobium in鄄
oculants.
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摇 摇 豆科植物在我国植物库中占据着举足轻重的作

用。 据统计,我国拥有的豆科植物约为 690 属,
17600 余种,具有极大的经济及社会价值。 根瘤菌

作为一种革兰氏阴性的短杆菌,菌体进入豆科植物

的根系后会与豆科植物共生形成根瘤。 豆科植物与

根瘤菌共生具有固氮能力强、固氮量大、抗逆性强的

优点,是生物固氮中最高效的体系,固氮量约占生物

固氮总量的 65% (林稚兰和黄秀梨,2000;陈文新,
2004)。 因此,在首次种植植物的新地(Brockwell et
al. ,1988; Hume & Blair,1992)或者在有效根瘤菌

数目较少的土壤中(Singleton et al. ,1992)接种根瘤
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菌剂显得尤为重要。
对此,世界各国相继展开了大量的研究,自

1895 年首次在德国出现了以“Nitragin冶为商品名的

根瘤菌接种剂以来,前苏联、英国、美国和法国等相

继实现了根瘤菌剂的工业化生产和大面积推广。 目

前,在美国等发达国家和巴西等发展中国家,接种根

瘤菌面积一般都占播种面积的 30% ~ 50% ,既改善

了土壤,保护了环境,又有利于维持氮素平衡(Gan,
2010)。 我国根瘤菌剂的研究从 20 世纪 30 年代开

始,目前共生固氮的基础研究已达到国际先进水平,
但根瘤菌剂的产业化和大面积推广应用却很落后,
豆科作物接种根瘤菌剂的面积仅占播种面积的

1% ~3% ,与国外相比差距甚大(朱铁霞和胡自治,
2005)。 因此,本文对根瘤菌剂制备过程若干环节

进行总结归纳和分析,以期找到高效可行的制备方

法,为根瘤菌剂在我国的大面积推广应用提供可供

参考的理论和方法依据。

1摇 高效菌种的选育及匹配

豆科植物与根瘤菌之间的共生结瘤是一个复杂

的过程,最终在宿主植物根部形成能够固氮的根瘤

(Long,1989)。 形成根瘤的过程是一个由双方有关

基因共同参与、相互识别、协同作用并能随环境条件

和细胞内的生理状态变化而调节的复杂过程。 根瘤

菌与寄主之间只有很好搭配才能使豆科植物获得最

佳的固氮效果。 因此,特定植株高效菌种的选育及

匹配至关重要。
目前,对高效菌种的选育主要有以下几种方法:

1)自然选育。 这是一种最基础也是运用得最为广

泛的菌种选育方法,其实质是利用自然界中丰富的

豆科根瘤菌菌种资源,将自然条件下存在于豆科植

物中的各种优良根瘤菌种进行搜集、整理和利用。
由于根瘤菌内的宿主专一性基因只存在于某些根瘤

菌种内(高俊莲等,2006),因此,目的豆科植物的根

瘤菌菌剂的菌种可以从该植物根瘤中直接分离而

来。 具体的分离方法有平板划线法和稀释涂布法,
其中平板划线法使用较多,通过多次的分离纯化得

到纯的单菌落,然后结合所分离菌种的各种理化指

标、利用 PCR鄄RFLP 分析 16S rDNA 及 nifD鄄K 间隔

法(Romdhane et al. ,2009)对初步分离的根瘤菌进

行鉴定。 2)杂交选育。 杂交育种是利用两个或多

个遗传性状差异较大的菌株,通过有性杂交、准性杂

交和遗传转化等方式,而导致其菌株间的基因的重

组,把亲代的优良性状集中在后代中的一种育种技

术(范运梁等,2010)。 此技术可以加大不同来源的

根瘤菌株进行基因重组,富集优良基因,但是该过程

需要进行多次移接和筛选,较为繁琐,目的性不强,
加之后期基因工程技术的快速发展,使得该种育种

方法基本上被取代。 3)诱变选育。 这是一种利用

物理、化学或生物诱变因子对目的微生物基因组进

行处理,从而得到所需优良菌种的技术。 常用的物

理诱变方法有紫外诱变和激光诱变,近年发展起来

的微波诱变凭借其较为稳定的诱变效果及较高的有

力突变率正逐步成为物理诱变法中不可忽视的新兴

力量。 比起物理诱变,化学诱变的突变率要高些,但
因其较高的致癌率和突变的不稳定性,需要谨慎操

作,亚硝基胍(NTG)和呀啶橙是最常用的化学诱变

剂。 生物诱变主要是利用营养缺陷型菌株的回复突

变来选育出具有高效结瘤固氮能力的根瘤菌(An鄄
napuma et al. ,2007; Appunu & Dhar,2008)。 4)原
生质体融合选育。 原生质体融合技术可以根据需要

有目的的选择菌株进行融合,得到较为理想的融合

体。 韦革宏等(2001)以青霉素和氯霉素分别作为

Rhizobium leguminosorum USDA2370 和 Sinorhizobium
xinjiangnesis CCBAUll0 的抗药性标记。 利用原生质

体融合技术,成功地获得了 USDA2370 和 CCBAUll0
的属间融合菌株。 该融合菌株可分别在双亲寄主植

物上结瘤(宫世勇,2006)。 但该技术中有原生质体

的制备和再生对环境依赖很大,因此使该技术的广

泛使用受到了一定的限制,在成功选育高效根瘤菌

方面的报道较少。 5)基因工程选育。 利用基因工

程选育高效结瘤固氮的根瘤菌是目前使用得最为广

泛的方法,它可以克服菌种间远缘杂交不亲和的现

象,有效地提高菌种的结瘤和固氮性能(李友国和

周俊初,2002)。 目前国外最成功的例子是利用 dct鄄
BA、dctB、dctC 和 nifA 基因构建的重组苜蓿根瘤菌菌

株 RMPBC鄄2,美国环境保护署(EPA)批准其进行商

品化生产,这也是目前世界上唯一 1 株通过了遗传

工程菌安全性评价并进入有限商品化生产的重组根

瘤菌菌株(Stougaard,2002;唐颖,2006)。
根瘤菌对植株的增产效果除了与根瘤菌的固氮

效率有关外,还取决于该菌与特定植株的匹配关系。
考察菌种与植株间的匹配情况则主要采用盆栽法和

试管培养法,其中又以简便、直观的试管培养法居

多。 当前的试管培养法根据培养基的不同又分为水

培法和琼脂试管培养法。 通过这两种培养方法可以
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简便易行的观察测量植株的结瘤情况、固氮性能和

产量变化等情况,从而确定对菌种与植株间的匹配

关系,为后期制备相应植株的根瘤菌剂提供可供参

考的依据。

2摇 高密度菌剂的制备

菌剂的商业生产通常决定于以下因素:1)生产

菌株的增产效果;2)生产成本;3)保存后的有效活

菌数;4)剂型和使用方法(刘保平和周俊初,2006)。
目前市场上常见的根瘤菌菌剂,根据载体的状态和

制备的工艺主要分为 5 种类型:琼脂平板菌剂、固体

菌剂、颗粒菌剂、液体菌剂、冻干菌剂(吴红慧和周

俊初,2004)。 琼脂和液体剂型是最早应用的菌剂,
其生产工艺简单,但不便于运输和保存。 相反,固体

菌剂由于具有轻质、保质期长、便于运输等优点得到

了较为广泛的应用。 制备高品质的固体根瘤菌剂,
最重要的是选择合适的吸附剂。 陈华葵和樊庆笙

(1979)指出吸附剂的要求是通气良好,持水量高,
据此,提出 4 项初步的要求:通气良好、持水量高、有
机质含量在 30% 以上、酸碱度中性 (王保林等,
2006)。 据此,作为根瘤菌的吸附材料很多,如草

炭、蛭石、珍珠岩、煤炭、草炭、膨润土和高岭土等。
草炭、蛭石、珍珠岩由于其营养与 pH 适中,表面积

比较大和吸附性好,有利于根瘤菌的存活及菌剂保

存,是理想的吸附剂(熊春林等,1989; 牛彦波等,
2003; 吴皓琼等,2004)。 另外,草炭和蛭石等资源

丰富,价格低廉,适合于在根瘤菌剂生产中应用推

广,已成为当代根瘤菌类肥料的主要类型,但是由于

草炭是不可再生资源(Han et al. ,2010),在某种程

度上影响了其使用。 近年来,随着学科的交叉日益

紧密,越来越多的新型高效吸附剂不断出现。 如地

方工业废料:海藻酸钠(Dommergues et al郾 ,1979)、
草酸生产废料(Karshal et al郾 ,1996)和飞灰(Ghosh
et al郾 ,1996)等;食品行业吸附剂:多孔淀粉(姚卫蓉

和姚惠源,2004);医用吸附剂:离子交换树脂、吸附

树脂、氧化淀粉或氧化纤维素等(张树江等,2002);
用于饲料行业的: 白炭黑、 草炭等 (李晓暄等,
2010);环境治理领域:介孔材料二氧化硅、 TiO2 鄄
SiO2等(吴胜举等,2010);最新研究又发现以蚯蚓粪

及其水提物、牛尿等为基础的天然混合物(Kalra et
al郾 ,2010),含有粉煤灰的土壤( Chaudhary et al. ,
2011)等都可以大幅度的提高根瘤菌的数量及保藏

时间。 这些吸附剂各具优点,它们的出现为根瘤菌

剂的制备提供了广阔的原料,也为新型根瘤菌剂的

开发提供了参考。 固体菌剂就是将培养好的菌液在

无菌状态下直接加于这些吸附剂上制备而成的。 颗

粒菌剂则是将根瘤菌液吸附在草炭、蛭石、细黏土等

固体材料上,再经造粒、烘干而成,经过造粒制备的

菌剂适合大规模机械播种。 冻干菌剂是用冷冻干燥

技术除去细胞水分制成,国外已有商品出售(吴红

慧和周俊初,2004)。 除琼脂菌剂外,其他 4 种菌剂

的制备过程都涉及到菌种的高密度培养。
目前,国内外大都利用自动化发酵技术来获得

制备根瘤菌剂所需的高密度细胞培养液。 大致流程

为:菌种的斜面活化寅一级种子液培养寅二级种子

液培养寅发酵罐内扩大培养寅高密度菌剂的获得。
在此期间,发酵培养基种类繁多,有较为常用的以甘

露醇鄄酵母粉为主的 YMA 培养基,以豆芽汁为主要

成分的 BSE 培养基,成分较为简单的 YA、TY 培养

基,较为复杂的 AMM、SM 培养基,近期,诸如以糖废

料为底物(Singh et al. ,2011)的一些新型培养基也

时有报道,具体采用何种培养基,还需根据不同菌体

的生化特性而定。 发酵条件通常为:通气 0郾 4 ~ 0郾 8
kg·m-3 ·s- 1,搅拌速度 120 ~ 200 r·min-1,温度

28 ~ 30 益,接种量 1% ~ 10% ,种子液的装液量

20% ~60% 。 放罐时间则根据各种类型根瘤菌的生

长状况而定,如贾小红等(2007)研究的北京紫花苜

蓿需 30 ~ 36 h,陈逸湘和李忠(2007)研究的紫云英

需3 ~ 4 d,王继华等(2000)研究的快生型大豆根瘤

菌需 48 h。 经过相应时间的培养,菌数大都超过

1010 CFU·mL-1。

3摇 菌剂保存方法

菌剂的保藏对于菌剂生产具有极其重要的意

义。 保质期的长短直接关系到菌剂的运输和使用效

果,进而关系到生产厂家的盈亏。 因此,良好的保藏

方法是菌剂制备结束后一项重要的工作。 针对菌剂

的保藏,固体菌剂主要是采取常温保藏法,Khanazi
等(2007)利用珍珠岩为主要吸附剂制备的固体菌

剂,置于室温保藏 6 个月后,菌剂中活菌数仍大于

1伊109 ind·g-1。 液态、浓缩菌剂主要用低温及冷冻

干燥法。 其中低温可以有效的降低菌体的代谢,增
加菌剂的保质期。 为了增加液态菌剂中菌体的存活

率,常需添加诸如硅藻土、琼脂等的悬浮剂。 冷冻干

燥保藏法较液态保藏法效果更佳,朱虹和何绍江

(2005)利用冷冻干燥保藏了 4 ~ 25 年的根瘤菌进
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行试验,发现其仍然具有很好的结瘤固氮能力,但由

于在低温的情况下细胞容易冻伤,因此需加入适当

的保护剂,保护剂不仅可以与细胞内或细胞外的水

牢固结合,减少冷冻过程中的水分丢失,还可减少盐

类物质对细胞的损害,防止细胞内形成太大的冰晶

而损 害 细 胞, 进 而 使 菌 体 的 存 活 率 大 大 提 高

(Zdenek,2003)。 Harrison(1956)使用甘油做保护

剂,并认为甘油含量为 2% ~ 55% 时对细菌都有保

藏效果,具体浓度随细菌种类不同而不同,一般选用

10% 。 常玮等(2003)将石蜡封存的根瘤菌进行活

化,发现其存活率仍为 50郾 6% 。 除此之外,用作食

品保鲜的山梨酸、苯甲酸钠、脱脂牛奶等也常作为保

护剂。

4摇 根瘤菌菌剂的开发现状及前景

根瘤菌菌剂作为一种有效提高豆科植物产量的

微生物菌剂,已经得到了较为全面的开发,目前市售

的根瘤菌菌剂主要有液态、固态和颗粒 3 种。 并从

2002 年实验到现在已收到很好的效果,每公顷平均

增产大豆 4342 kg,每公顷平均效益 484郾 5 元,减少

尿素投入达 800 t。 使用根瘤菌剂不仅可以增加豆

科植物的产量,而且由于根瘤菌剂耐污染能力强(Li
et al. ,2011),可以减少因长期使用化肥对土壤造成

的破坏、水源污染、节省能源和改善土壤生态环境

等。 尽管如此,由于我国根瘤菌剂产业起始阶段发

酵水平低、保质期短和技术不成熟、质量不过关等问

题,使根瘤菌剂的产业化和大面积推广应用受限制,
虽然我国大豆种植约 800 万 hm2,但与大豆生产大

国 30% ~60%以上的根瘤菌剂接种面积相比,我国

不足 3% (农博网, http: / / info郾 china郾 alibaba郾 com /
news / detail / v0鄄d1006148589郾 html),差距甚大,因此

有必要加大研究与开发力度,缩小与发达国家多年

来形成的巨大差距。
现阶段,我国制备根瘤菌剂的技术已非常成熟。

秦皇岛领先科技有限公司研制的根瘤菌剂的有效菌

数已经超过了 2伊109 CFU·mL-1,与美国、加拿大相

当,保质期已达到半年甚至 1 年。 根瘤菌剂已广泛

在黑龙江、河北、山西等省市推广 100 万 hm2,使大

豆增产 7% ~ 15% (农博网,http: / / info. china. alib鄄
aba. com / news / detail / v0鄄d1006148589. html )。 我国

的根瘤菌产业正面临一个好时机,但是,由于存在竞

争性能不如土著根瘤菌(Fauzia et al. ,2005)、菌剂

施用广谱性能不佳、菌剂施用存在地域和环境差异

等,加之受到传统种植模式、农户知识缺乏、商家经

营理念及政府重视程度和投入力度等影响,根瘤菌

剂的进一步开发和大面积推广使用还需从以下几方

面进行努力:1)加大基础研究,提高菌剂根瘤菌的

竞争及结瘤能力;2)重视相关生物技术的利用,加
强根瘤菌对宿主的侵染及宿主对根瘤菌的接纳能力

(Hamdi, 2001),增加菌剂的广谱性能,增强菌种对

地域和各种环境的适应能力,为根瘤菌剂的大规模

生产和使用提供技术支持;3)以试验示范为基础,
以宣传培训为重要手段,改变农户传统种植观念,推
行新的农技推广模式;4)国家给予政策支持,加大

研发和推广经费投入,为高效根瘤菌剂的制备和推

广提供政策支撑;5)根瘤菌剂市场的发展对氮肥产

业有所冲击,建议化肥产业改变现有产品结构,向环

保、节能型方向转化。
随着社会的发展,越来越多的学科相互交叉,将

为新型有效的根瘤菌剂的开发利用提供有力的条件

和技术支持,从而促进根瘤菌剂的大面积推广应用。

5摇 结摇 语

根瘤菌菌剂不仅可以有效地提高豆科植物的产

量,而且还可以改良土壤的肥力,对农业生产具有积

极的意义,引起了人们的极大兴趣和广泛关注,也已

成为豆科植物增产的主要研究方向。 近年来随着新

技术特别是分子生物学技术的发展,各种高效菌种

不断的被选育或者改造出来,制备菌剂的工艺、保藏

菌剂的方法也不断的完善和发展,配制成的菌剂的

效果越来越好,在农业生产中得到了越来越广泛地

利用。 同时还存在一些问题急需解决,如菌剂制备

工艺的完善、保藏时间的进一步延长、大面积的推广

利用等。 相信随着科学研究的进一步深入相关的问

题必将得到有效地解决。
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