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接种固氮菌对甘蔗组培苗氮营养生理特性的影响 
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摘要 [目的]研究接种固氮菌对甘蔗组培苗氮营养生理特性的影响。[方法]将 2种内生固氮菌B16L与B8R接种到甘蔗栽培品种 G16、 

R16与R22的组培苗中，研究这些组培苗的氮营养生理特性的变化。[结果]于分蘖期和拔节期的测定结果表明，R16与R22+1叶的叶 
绿素含量、Ca2 一ATP酶活性处理均大于对照，G16+1叶的 Ca2 一ATP酶活性处理低于对照。相对于分蘖期，拔节期不同品种的处理与 

对照的+1叶的叶绿素含量、ca2 一ATP酶活性都有所升高。不同品种的处理与对照+1叶的硝态氮含量没有规律变化。[结论]接种内 

生固氮茵改善了R16与R22健康组培苗的一些氯营养生理特性，但对G16的影响不大。 
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Effects ofn~ datingAzo~ r 0nthe Physiological~ risfics ofNitrogenNutritionintheTissueCultured Seei ngs of Sugarcane 

LIANG Jun et al (Guangxi University，Nanning，Guangxi 530004) 

Abstract I Obiective I qhe aim was to stLldv t}1e effects of azotobacter inoculation on t}1e physiological characteristics of nitrogen nutrition in the tissue 

cultured seedlir1gs of sugarcane．[Method]Two species of endophytic azotobacters B16L and B8R were inoculated into to the tissue cultured seI in铲of 
sugarcane cultivars G16，R16 and R22 SO as to study the changes of physiological characteristics of nitrogen nutrition in these tissue cultured seedlir】gs． 

[Result]Determinations in tillering andjointing stages showed that the chlorophyll content and ca2 -ATPase actMty in t}1e+1 leaves ofR16 and R22 in 
tream~ents were biggerthanthatinCKandt}1e C ．AYPase activityint}1e+1 leaf ofG16intreatmentWaslowerthanthatinCK．Comfo rtwithtiller- 

i stage，the chlorophyll content and C ．ATPa．se activity in the+1 leaves of difierent cuttivars in treatments and CK in jointing stage had in- 

crease． Ihe nitrate nitrogen contents in t}1e+1 leaves ofdifferent cuttivars in trealments and CK ch,~ged i~ tarly．1Conclusionj'lhe inoculation of en- 
dophytic azotobacter improved some physiological charaeteristics of nitrogen nutrition in t}1e healthy tissue cuttul'ed seedlir驿 of R16 and R22，but had little 

effect on G16． 
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氮素是植物需求量最大的矿质营养元素。100多年前， 

科学家证明某些微生物可以固定大气中的氮供植物生长利 

用 J。固氮微生物可分为两类，一类是能独立生存的非共 

生微生物，另一类是与其他植物共生的共生微生物。20世纪 

8o年代初，在巴西最先有人提出观点：甘蔗可以通过固氮菌 

把大量氮转化成自身需要的氮营养物质，这些固氮菌寄生于 

甘蔗内部，并且从许多巴西甘蔗品种中分离到甘蔗内生固氮 

菌，这种甘蔗固氮菌属于共生微生物_2 。许多科研工作者利 

用微生物分离、N平衡法、 N技术、生理生化技术等在甘蔗 

固氮菌领域进行了大量的研究，证明了甘蔗具有高效的生物 

固氮能力l3 J。在国内，关于甘蔗固氮的研究很少。近年 

来，邢永秀等从广西的几个甘蔗主栽品种和巴西的固氮甘蔗 

品种中分离到数种固氮微生物，如Achromobacter xylosoxidans、 

Stenotrophomonasmahophilia、Agrobacteriumdiazotrophlcus，这些固 

氮菌都具有较高的固氮酶活性 一。笔者将这些固氮菌株接 

种到甘蔗组培苗中，研究接种这些甘蔗固氮菌后甘蔗氮营养 

生理特性的变化。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 参试甘蔗品种：广西甘蔗栽培品种桂糖 l6 

号(G16)、新台糖 l6号(R16)、新台糖22号(R22)。挑选生长 

势较好的健康组培苗各 l0瓶，每瓶含有已生根的甘蔗健康 

组培苗5丛。参试固氮菌：从广西甘蔗品种新台糖 l6号分离 
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到的B16L固氮菌，从巴西引进的甘蔗品种 B8分离到的固氮 

菌 BSR；两者已用乙炔还原法证明具有较高的固氮酶活性。 

1．2 试验方法 

1．2．1 接种固氮菌。试验的处理(A)与对照(B)只设一个 

水平，所有处理和对照分别为：G16A、G16B，R16A、R16B， 

R22A、R22B。2005年3月3日参试固氮菌均用液体肿 培 

养基一 培养，当它们的浓度均大于0．1(用分光光度计在波长 

为600 nm时测定的数值)时，将 2种固氮菌各取500 ml混匀， 

备用。每个甘蔗品种的组培苗有 l0瓶，处理与对照各5瓶， 

所有组培苗均用消毒过的剪刀剪去根部一小部分。将处理 

的甘蔗组培苗放在固氮菌混合液中浸泡 30 min，让固氮菌侵 

入甘蔗组培苗中，再将甘蔗组培苗放入培养瓶中，并更换培 

养基。对照的甘蔗组培苗分不做接种处理。 

1 2．2 塑料盆移栽。细沙用灭菌锅消毒，装于8o cm×50 cm 

大小的长方形塑料盆中，每个塑料盆均装 8 cm，塑料盆底部 

四周打有小洞，便于排水。2000年4月 24日将所有甘蔗组 

培苗移栽到装有细沙的塑料盆中。挑选生长势较好的甘蔗 

组培苗，每个品种的处理与对照各2盆。 

1．2．3 塑料桶移栽。2005．年5月20日选取生长势较好的 

甘蔗苗移栽到塑料桶中，塑料桶中装有从山坡上挖来的黄泥 

土，肥力较为贫瘠。每个品种的处理与对照各种 6桶，每桶 

种6株。在甘蔗苗移栽到塑料桶中 14 d后，每个品种每桶挑 

选生长势较好的4株，拔去其余2株。 

1．2．4 取样。分别在分蘖期(6月20日)、拔节期(7月25 

日)采样。每个品种的处理与对照随机选取 +1叶6片，用蒸 

馏水洗净，擦干后装入保鲜袋，置于一20℃冰箱保存，测定 

Ca2 一ATP酶活性大小。再选取有代表性的+1叶6片，作 

为新鲜样品，测定甘蔗的硝态氮与叶绿素含量。 
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1．3 测定项目及方法 

1．3．1 叶绿素含量的测定。采用彭运生等l8j的方法。取分 

析纯丙酮和无水乙醇按2：1配成混合液，摇匀，置有色玻璃 

瓶内，盖紧。将甘蔗叶片剪成宽度小于 1 mill的细丝，混匀， 

准确称取2．00 g样品装入试管，置于用黑布包好的试管架 

上，加入上述混合液 10．0o rTIl，塞上塞子，转入黑暗柜子中放 

至叶片完全发白，用黑布包好取出，于663、645 nln测 OD值， 

再由丙酮法公式计算叶绿素含量。 

1．3．2 ca2 一ATP酶液提取和活性测定。采用李杨瑞 9』 

(1987)的方法。①酶液提取：准确称取 1．130 g样品，加入 10 

rTIl DH值 7．5 0．05 mol／LTfis．HC1缓冲液(含有 2 mmol／L ED． 

，2．5 mmol／L gIT)和 1．0 g石英砂，冰浴，研 磨成匀 浆， 

10 000 r／min(O～4 )离心 10 min，取上清液即为粗酶提取 

液。②酶活性测定：取4支试管，分别加入0．5 ml反应液(pH 

值 7．5 0．05 mol／L Tns—HC1+50 mmol／L NaC1+2 mmol／L CaC12 

+5 mmol／LDTr)、0．2mlATP溶液，混合。其中2支加入 0．1 

rTIl酶液36℃水浴保温 20 min后，加入 0．2ml 20％三氯乙酸 

终止反应；另2支则先加入 0．2 ml三氯乙酸，再加入酶提取 

液作为对照。最后在处理和对照中均加入 2 rTIl H2O和3 rTIl 

定磷试剂，45℃水浴加热20 min后，测0D 值。由于该方法 

用 Ca2 一ATP酶水解 ATP后所释放无机磷的量表示CE 一 

ATP酶活性，故以5腭／rTIl标准磷溶液制作标准曲线。 

1．3．3 叶片硝态氮含量的测定。采 用酚二磺酸 比色 

法lm一12]。称取剪碎的新鲜样品5．00 g，加入 10．0o rTIl去离子 

水 1．00 g石英砂，磨碎，混匀之后量取提取液 10．0o rTIl，加入 

去离子剂后，转入 100 ml容量瓶中定容，并过滤。吸取适量 

的滤液放于蒸发皿中，在 80℃的水浴锅中蒸干。冷却后加 

入5 rTIl的酚二磺酸，于干燥器中反应 10 min，转入50 rTIl的容 

量瓶，加入6 ml 1：1的氨水显色，冷却后定容，在420 nln下 

比色。 

2 结果与分析 

2．1 不同甘蔗品种 +1叶的叶绿素含量 从图 1可知，R16 

与tt22+1叶的叶绿素含量在 2个测定时期处理均大于对 

照，而 G16+1叶的叶绿素含量在 2个测定时期处理与对照 

的对比表现不一致。不同甘蔗品种的处理与对照的+l叶的 

叶绿素含量到了拔节期，相对于分蘖期都有所升高。 

4．00 
暑G16AⅡG16B~R16ADRl6B日R22A口R22B 

图1 不同甘蔗品种 +1叶的叶绿素含量 

Ng．1 Clalorophyn cont~tiII+1leafofdifferent sugarcane varieli~ 

2．2 不同甘蔗品种+1叶的硝态氮含量 从图2可以看出， 

参试材料处理与对照+l叶的硝态氮含量在分蘖期与拔节期 

的表现不一致，同一测定时期各品种处理与对照的对比表现 

也不一致，没有规律的变化。 

且G16A Dm6B百R16A口m6B日R22A口R22B 

200~06-20 200Y07~5 

图2 不同甘蔗品种+l叶的硝态氦含量 

Ng．2 Nitra~mtrogen eonttmt．n +l leaf 0fdifferent sIl 咖 e-ca· 

rie虹es 

2．3 不同甘蔗品种+1叶的C 一ATP酶活性 由图3可 

知，拔节期的甘蔗 +1叶片的 ca2 一ATP酶活性强于分蘖 

期，但是同一品种的处理与对照表现不一致，R16与R22+1 

叶的ca2 一ATP酶活性在2个测定时期中处理均高于对照， 

而 G16+1叶的 ca=2 一ATP酶活性在2个测定时期处理均低 

于对照。 
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图3 不同甘蔗品种+l叶的 C 一ATP酶活性 

，3 一ATPme acti~ ．m +1leaf 0fdifferent sIl驴形me、，a- 

一e旺es 

3 结论与讨论 

(1)甘蔗生物固氮属于联合共生固氮，与豆科植物的根 

瘤固氮有区别，很多基础问题还没有达成共识。在国内，首 

先是李星洪等从 GTll中分离到成团泛菌，并利用乙炔还原 

法证明其具有固氮酶活性 引。樊妙姬等将甘蔗内生固氮菌 

接种到甘蔗组培苗中，结果发现接种组培苗的固氮酶活性并 

没有改变u 。刑永秀已经从巴西引进的甘蔗品种与广西甘 

蔗栽培品种中分离到一些固氮菌，并用乙炔还原法证明这些 

菌具有固氮酶活性 7]。该试验是在刑永秀研究的基础上，对 

甘蔗组培苗接种固氮菌后氮营养生理物性的变化情况进行 

了研究。 

(2)叶绿素是绿色植物区别于其他生物的显著标志，是 

光合作用的根本。而植物固氮能力的大小受光合作用的影 

响，光合作用越强才可以为生物固氮提供更多的能量_j 。 

该试验结果表明，R16与R22的叶绿素含量在接种内生固氮 

菌后均有所提高。宋亚娜等将甘蔗内生固氮菌接种于甘薯 

组培苗中，发现接种后的甘薯组培苗叶绿素含量也有所增 

加_6j。无论是自生固氮还是共生固氮，固氮酶催化 还原 

都需要ATP参加，ATP是固氮的能量来源。在该试验中，R16 

(下转第3982页) 
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表3 不同玉米杂交组合不同水分处理下生物产量的水分利用率 g／ 

'／~ble 3 WaterI e~dmcy for b~nass ofdiffermt瑚 ize hybrid啷 幽 - 

l~ olls I~der different watertreaUm~nts 

水分利用率顺序为：交 51×18599>411×449>交51×411> 

449× 51>18599×S11>S11×；芝51>449×18599>S11×411 

>449×S11>411×18599。与正常供水处理相比，除交51× 

411、449×S11和 18599×S11外的玉米杂交组合的生物产量 

水分利用率均有所提高。交51×18599、411×449、交51×411 

生物产量的水分利用率相对较高，其余杂交组合生物产量水 

分利用率相对较低。其中，交51×18599的生物产量水分利 

用率在0．01水平显著高于 S11×411、449×S11和411×18599， 

在0．05水平显著高于SI1×交51和449×18599，比其他 9个 

杂交组合分别高 1．94％、4．64％、9．86％、9．99％、12．74％、 

13．00％、14．93％、16．34％、17．93％；411×449的生物产量水 

分利用率在0．01水平显著高于449×S11和 411×18599，在 

0．CI5水平显著高于 Sll×411，比其他 8个杂交组合分别高 

2．65％ 、7．77％ 、7．90％ 、10．60％ 、10．86％ 、12．74％ 、14．13％ 、 

15．69％；交51×411的生物产量水分利用率在0．05水平显著 

高于 411×18599，比其他 7个杂交组合分别高 4．99％、 

5．11％ 、7．74％ 、7．80％ 、9．83％ 、l1．17％ 、l2．70％ 。 

3 结论与讨论 

(1)研究表明，在中度干旱胁迫下玉米的耗水量在0．01 

水平显著低于正常供水，水分利用率在 0．05水平显著高于 

正常供水。这和前人的研究结果一致_4 J。植株生长对干 

旱反应最为敏感。干旱对禾谷作物不同生理功能影响的先 

后顺序为：细胞扩张(生长)一气孔运动一蒸腾作用(水分散 

失)一光合作用一物质运输。在中度的水分亏缺下，虽然植 

株生长受到抑制，但光合作用基本不受影响，物质运输不受 

阻，根冠比将增大，渗透调节得以加强，水分利用率随蒸腾大 

幅度下降而升高 。 

(2)在不同土壤水分处理下 10个玉米杂交组合在生物 

产量、耗水量、水分利用率上存在着显著或极显著差异。综 

合各个杂交组合的表现来看，交51×18599表现最好，在2种 

土壤水分处理下均表现为产量高、耗水量中等、水分利用率 

高的特性。交51×18599抗旱性、产量形成及水分利用特性 

值得进一步从其形态发育、生理生化特性、遗传特点等方面 

进行深入研究，从而为以高产、抗旱、高效用水为目标的品种 

选育及推广提供理论依据。 
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与R22+1叶的C ～ATP酶活性在2个测定时期处理均 

大于对照，均可以为甘蔗固氮提供更多的ATP。硝态氮会 

抑制豆科植物根瘤固氮酶活性，但该研究的不同甘蔗品种 

处理与对照的硝态氮含量没有规律的变化。 

(3)该试验发现，接种内生固氮菌可以改善甘蔗品种 

R16与 R22健康组培苗的一些氮营养生理特性 ，但对甘蔗 

品种G16的影响不大。分析其原因可能是用于接种的内生 

固氮菌是从新台糖 l6号与巴西甘蔗品种 B8中分离得到 

的，导致接种到 G16健康组培苗中之后，G16的氮营养生理 

特性变化不大。若需要了解这些内生固氮菌对甘蔗健康组 

培苗氮营养吸收的影响，还需要进行固氮菌分离、荧光标记 

等多方面的研究。 
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