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冻融条件下植被混凝土中自生固氮菌的分离鉴定及其特性* 
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摘  要：分离鉴定冻融条件下植被混凝土中的自生固氮菌，探究其对植被混凝土理化性质和黑麦草生长的影响。采用选择性

固氮培养基从经历多次冻融循环的植被混凝土中分离得到自生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2，从形态学特征、生理生化特征、16S 

rDNA 以及系统发育分析等方面对菌株进行种类鉴定，探究目标菌株对植被混凝土理化指标以及黑麦草生长的影响。结果表

明，菌株 GDJ-1 为蛋白水解微杆菌（Microbacterium proteolyticum），革兰氏阳性菌，菌落呈圆形黄色。经 GDJ-1 菌液处理

后，黑麦草的地上鲜物质量和干物质量较对照组分别增加 29.09%、5.05%，地下鲜物质量和干物质量分别增加 13.40%、

16.40%。植被混凝土有机质、全氮、碱解氮、有效磷含量均得到提高，其中碱解氮的提升高达 62.95%。菌株 GDJ-2 为皮氏

罗尔斯顿菌（Ralstonia pickettii），革兰氏阴性菌，菌落呈圆形米色。经 GDJ-2 菌液处理后，黑麦草的地上鲜物质量和干物质

量较对照组分别增加 35.71%、4.93%，地下鲜物质量和干物质量分别增加 46.38%、13.79%。植被混凝土有机质、全氮、碱

解氮、有效磷含量均得到提高，其中有效磷的提升达到 35.73%。两菌株在形态学、产酶代谢上存在较大差异，但均可改善

植被混凝土的养分状况，促进黑麦草生长。在植被混凝土生态修复中，自生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2 具备应用潜力。其中，

GDJ-1 具有较强的固氮作用，能够有效转化土壤中的养分，更适用于土壤贫瘠或养分缺乏的地区。GDJ-2 的环境适应性较好，

尤其对碱性环境有更高的耐受性，更适用于盐碱地等环境较为苛刻的地区。 

关键词：植被混凝土；自生固氮菌；分离与鉴定；冻融条件；黑麦草 
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Isolation, Identification, and Characteristics of Autotrophic Nitrogen-fixing 
Bacteria in Vegetation Concrete Under Freeze-thaw Conditions 
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Abstract: 【Objective】This study aimed to isolate and identify autotrophic nitrogen-fixing bacteria in vegetation concrete under 

freeze-thaw conditions and to investigate their effects on the physical and chemical properties of vegetation concrete and the 

growth of ryegrass. 【Method】Autotrophic nitrogen-fixing bacteria GDJ-1 and GDJ-2 were isolated from vegetation concrete that 

had experienced multiple freeze-thaw cycles by selective nitrogen fixation medium. The strains were identified by morphological, 

physiological, and biochemical characteristics, 16S rDNA, and phylogenetic analysis. The effects of target strains on 

physicochemical indexes of vegetation concrete and the growth of ryegrass were explored. 【Result】Strain GDJ-1 was identified 

as Microbacterium proteolyticum, a Gram-positive bacterium with a round yellow colony. The strain GDJ-1 did not produce 

oxidase but was capable of producing catalase and it could not degrade gelatin or hydrolyze starch. This bacterium exhibited 

favorable growth under pH levels that ranged from 7 to 9 and in the presence of sodium chloride (NaCl) concentrations between 

0.5% and 2%. After treatment with GDJ-1, the aboveground fresh biomass, aboveground dry biomass, belowground fresh biomass, 

and belowground dry biomass of ryegrass increased by 29.09%, 5.05%, 13.40%, and 16.40%, respectively, compared with the 

control group. The contents of organic matter, total nitrogen, alkali-hydrolyzed nitrogen, and available phosphorus in vegetation 

concrete were increased, and the increase of alkali-hydrolyzed nitrogen was 62.95%. Furthermore, strain GDJ-2 was Ralstonia 

pickettii, a Gram-negative bacterium with a round beige colony. The strain GDJ-2 produced oxidase but did not produce catalase, 

and was capable of hydrolyzing gelatin and starch. It exhibited favorable growth under conditions with a pH range of 7 to 9 and a 

sodium chloride (NaCl) concentration of 0.5% to 2%. After treatment with GDJ-2, the aboveground fresh biomass, aboveground 

dry biomass, belowground fresh biomass, and belowground dry biomass increased by 35.71%, 4.93%, 46.38%, and 13.79%, 

respectively, compared with the control group. The contents of organic matter, total nitrogen, alkali-hydrolyzed nitrogen, and 

available phosphorus in vegetation concrete were increased, and the increase of available phosphorus reached 35.73%.

【Conclusion】There were great differences in morphology and enzyme metabolism between the two strains, but both were capable 

of enhancing the nutrient condition of vegetation concrete and promoting the growth of ryegrass. In the ecological restoration of 

vegetation concrete, autotrophic nitrogen-fixing bacteria GDJ-1 and GDJ-2 displayed application potential. GDJ-1 possessed a 

robust nitrogen fixation ability, effectively converting nutrients in the soil, which was more suitable for regions where the soil was 

poor or lacking nutrients. However, GDJ-2 demonstrated superior environmental adaptability, especially exhibiting heightened 

tolerance to alkaline environments, making it more fitting for regions with stringent conditions such as saline-alkaline soils. 

Considering the necessity for nutrient balance in actual engineering projects, further research can be conducted on freeze-thaw 

tolerant indigenous phosphate-solubilizing, potassium-releasing, and cellulose-decomposing bacteria, to develop a composite 

bio-agent tailored for vegetation concrete ecological restoration in freeze-thaw areas. 

Key words: Vegetation concrete; Autotrophic nitrogen-fixing bacteria; Isolation and identification; Freeze-thaw condition; 

Ryegrass 

植被混凝土生态修复技术是工程扰动区裸露陡

边坡植被恢复的有效措施之一，已被广泛应用于矿

山、交通、水利受损边坡的生态修复[1]。目前植被

混凝土生态修复技术在气候温和地区的实践效果较

好[2]，但冻融区应用情况尚有待提升。例如，三峡

大学边坡生态修复研究团队通过对双江口、两河口

水电站等多个冻融区植被混凝土样地进行了持续监

测，发现竣工后数年内植被盖度及多样性明显降低。

通过试验表明，冻融环境下植被混凝土基材肥力可

持续性降低导致植被逐步退化是造成冻融区生态护
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坡工程修复效果欠佳的主要原因，而反复的冻融还

会使部分微生物进入休眠状态甚至死亡则是根本原

因之一。 

边坡生态修复过程中，生态基材养分状况的恶

化通常是导致修复效果衰退的主因[3]。虽然人工施

肥能在短期内提升基材养分含量和微生物活性，但

对基材长期肥力维持和生态系统健康恢复并无持久

改善效果[4]。相比之下，施用功能微生物菌剂或菌

肥，可有效提高和维持基材肥力[5]。然而，施用菌

肥或菌剂的实际效果会因土壤环境条件及菌种特性

而异，在选择菌剂时需充分考虑其适应性和功能性。

由于自生固氮菌具有较强的固氮能力，可为植物提

供必须的氮素营养，促进植物生长发育，故广泛应

用于微生物菌剂的研制[6]。此外，植被混凝土由于

水泥成分的掺入可能导致微生物活性受到抑制，不

同微生物对碱性环境的耐受性差异明显[7]。因此，

优先选用具有较强适应性的土著微生物显得尤为关

键。同时，菌种对气候环境的耐受力也是筛选优势

菌种时的重要因素，目前针对冻融作用下的土壤微

生物研究，关注点主要集中在冻融作用对微生物数

量[8]、群落结构[9]以及胞外酶活性[10]的影响等方面。

对于能够在冻融条件下存活并具优势的本土菌种重

新引入土壤后，其对土壤理化性质以及植物生长产

生的影响有待进一步研究。综上所述，在应用菌剂

或者菌肥提升植被混凝土在冻融区的修复效果时，

从植被混凝土中筛选出能够适应多次冻融循环且具

有良好固氮能力的土著固氮菌至关重要。 

鉴于此，本文以植被混凝土为研究对象，通过

开展冻融模拟试验，研究其在不同冻融温度与冻融

次数条件下固氮微生物数量的变化规律；再筛选出

冻融耐受性强、具有高效固氮特性的自生固氮菌，

并对其进行菌种鉴定；最后依据鉴定结果将菌株扩

大培养制备成菌液，采用种子萌发试验和盆栽试验，

研究菌液对黑麦草种子萌发、生长以及植被混凝土

理化性质的影响。以期为制备适用于冻融地区的功

能微生物菌剂提供理论依据，为植被混凝土生态修

复技术在冻融地区的应用提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

制备植被混凝土所涉及的主要材料包括种植土

壤、水泥、有机物料、生境基材改良剂、水。种植

土壤选用黄棕壤土，取自宜昌市周边地区，经自然

风干后过 2 mm 筛备用。水泥采用华新水泥（宜昌）

有限公司生产的 P.O 42.5 普通硅酸盐水泥。有机物

料采用夜明珠华鑫木材厂提供的锯末，经风干后过

2 mm 筛备用。生境基材改良剂由湖北润智生态科技

股份有限公司提供（专利号：01138343.7）。试样制备

时，参照现行能源行业标准《水电工程陡边坡植被混

凝土生态修复技术规范》（NB/T 35082—2016）[11]，

各组分质量比为种植土︰水泥︰有机物料︰生境基

材改良剂︰水=100︰6︰4︰3︰34。 

1.2  冻融条件下自生固氮菌的分离筛选方法 

1.2.1  冻融循环    采用环刀（直径为 100 mm，

高度为 100 mm）制备植被混凝土试样。制备完成后

用保鲜膜密封，再置于标准养护室（温度 20±2 ℃、

相对湿度 95%），养护 60 d。养护完成后，将试样放

入冻融试验箱（XT5405G-FSC 型，雪中炭恒温技术

有限公司，杭州）中，采用“气冻–气融”模拟冻融

环境。设置 F1（–10 ℃/10 ℃）和 F2（–20 ℃/20 ℃）

两种冻融模式，并定义冻结 12 h、融化 12 h 为 1 次

冻融循环。分别在 0、1、2、5、10、15、20 次循环

后使用稀释平板计数法测定固氮微生物的数量。 

1.2.2  分离与筛选    采用 Ashby 无氮固体培养基

用于固氮微生物的分离、纯化，其组分包括甘露醇

10 g、磷酸二氢钾 0.2 g、硫酸镁 0.2 g、氯化钠 0.2 g、

硫酸钙 0.2 g、碳酸钙 5 g、琼脂 15 g、蒸馏水

1 000 mL 。 培 养 、 鉴 定 纯 化 的 固 氮 菌 采 用 LB

（Luria-Bertani）培养基，其组分包括胰蛋白胨 10 g、

酵母浸粉 5 g、氯化钠 10 g、蒸馏水 1 000 mL。取

20 次冻融后的植被混凝土试样，制得稀释度分别为

10–1、10–2、10–3、10–4、10–5 和 10–6 的菌悬液，置于

30 ℃的恒温培养箱中培养 48 h。将培养后的菌液涂

布于无氮培养基平板上，倒置培养至出现明显菌落，

每个梯度 3 个重复，挑取单一菌落多次划线纯化保

存备用。将分离出的菌落接种至三角瓶中培养 10 d

后，用比浊法（OD600 值）比较各菌株生长量的差异。

采用微量凯氏定氮法测定菌液的含氮量，根据结果

筛选出固氮能力强的菌种。 

1.3  自生固氮菌的鉴定方法 

1.3.1  形态学观察与生理生化试验    用革兰氏染

色法对菌体细胞染色，在光学显微镜下观察其形态

特征。参照《常见细菌系统鉴定手册》[12]、《微生物
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学实验》[13]对固氮菌株的生理生化特征进行测定与

分析，试验主要测定：氧化酶、过氧化氢酶、脲酶、

硝酸还原酶、甲基红试验（MR）、Voges-Proskauer

试验（V-P）、明胶液化反应、淀粉水解反应、吲哚

试验、油脂水解、产硫化氢试验、丙二酸盐、柠檬

酸盐、含碳化合物的利用试验。 

1.3.2  分 子 生 物 学 鉴 定     提 取 试 验 固 氮 菌 的

DNA 片段作为模板，以 16S rDNA 全序列通用引物

27F/1942R 进行 PCR 扩增，16S rDNA 全序列扩增

条件：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，57 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 90 s，25 个循环；72 ℃延伸

7 min。取 2 μL 的 PCR 产物，用 2%的琼脂糖凝胶

电泳进行产物验证。将扩增产物送至北京睿博兴科

生物技术有限公司进行测定，将测序结果与美国国

家生物技术信息中心（NCBI）数据库进行比对。 

1.4  菌株生长曲线和环境适应性试验 

1.4.1  菌株生长曲线    将分离出的自生固氮菌在

无氮培养基中培养 24 h，用无菌接种环挑取菌株至

培养基中，培养 24 h，用移液枪接种至液体 LB 培

养基中，进行恒温摇床培养。每 2 小时吸取 2 mL

的菌液，以无菌的 LB 液体培养基作空白对照，测

定其在 600 nm 处的吸光值。记录菌株生长的时间及

相应的 OD600 值，每个样品 3 次重复取其平均值，

绘制出固氮菌的生长曲线。 

1.4.2  环境适应性试验    酸碱度试验：用无菌接

种环挑取固氮菌的单菌落至 Ashby 液体培养基中，

置于 30 ℃，180 r·min–1 摇床中培养 24 h 后，按 1%

的接种量，用移液枪吸取 2 mL 固氮菌菌液，转接至

pH 为 4、5、7、9、11 的摇瓶（250 mL 培养基）中，

培养 12 h，采用紫外分光光度计（UV-1800 型，岛

津，日本）测定菌悬液的 OD600 吸光值，重复 3 次。

渗透压试验：用移液枪吸取 2 mL 固氮菌液置于不同 

NaCl 质量分数浓度（0.5%、1%、2%、3%、4%、

5%）的 LB 液体培养基中，培养 12 h（30 ℃，

180 r·min–1）后测定菌悬液的 OD600 吸光值。 

1.5  自生固氮菌的促生试验 

1.5.1  黑麦草种子萌发试验    选用生态护坡常用

植物黑麦草（品种：冬牧 70）进行自生固氮菌促生

试验，所需种子购自江苏鑫瑞种业有限公司。将黑

麦草种子放入无菌培养皿（放双层滤纸），每皿 30

粒均匀摆放。保证滤纸紧贴皿底，用蒸馏水润湿种

子放入皿中。试验组加入分离后扩繁的菌液，对照

组设置等量蒸馏水。放入光照培养箱中培养，参数

设置为 25 ℃恒温，光照 12 h，黑暗 12 h。待幼芽

达到粒长的二分之一后，每隔 24 h 记录 1 次发芽状

况。第 5 天计算发芽势，第 10 天计算发芽率。种子

发芽势、发芽率计算公式为：发芽势=（第 5 天已发

芽的种子总数/试验种子总数）×100%，发芽率=（已

发芽的种子总数/试验的种子总数）×100%。在第 10

天时，每组随机选取 5 株幼苗测定苗高和根长。 

1.5.2  黑麦草盆栽试验    设置 3 组盆栽种植试

验：CK（未施用菌液）、GDJ-1（施用 GDJ-1 菌液，

GDJ-1 为 2.2 小节分离的自生固氮菌）、GDJ-2（施

用 GDJ-2 菌液，GDJ-2 为 2.2 小节分离的自生固氮

菌），每组设 3 个平行样。盆栽规格为盆口直径

21 cm、盆底直径 15 cm、高 19 cm，聚丙烯树脂材

质。每盆播 30 粒种子，出苗 15 d 后间苗。两组菌

液的施用量均为 100 mL，接种浓度为 107 CFU·mL–1。

试验时间为 2022 年 12 月 22 日至 2023 年 3 月 31 日，

间 隔 100 d ， 地 点 为 宜 昌 市 五 峰 镇 某 试 验 场 地

（30°12′2′′N，110°40′15′′E）。根据中国气象数据网五

峰站数据（https://data.cma.cn/），试验期间气温数据

如图 1 所示。试验阶段前 30 d 每天早晚各浇水

100 mL，其他时间根据天气状况及黑麦草生长情况

适当浇水。100 d 后每盆随机选取 10 株黑麦草测定

其株高并计算平均值。采用直接收割法测定每盆植

株的地上生物量，用挖掘收获法测定植株地下生物

量。取种植盆中的植被混凝土测定 pH（电极法）、

容重（环刀法）、有机质（重铬酸钾外加热法）、碱

解氮（碱解扩散法）、全氮（凯氏定氮法）、有效磷

（紫外分光光度计法）和速效钾（原子吸收分光光度

计法）。 

1.6  数据分析 

使用 Excel 2016 进行数据处理，SPSS 19.0 进行

相关性分析，运用 MEGA 7.0 软件的邻接法构建系

统发育树。 

2  结  果 

2.1  冻融条件下自生固氮菌的分离筛选 

2.1.1  冻融条件下固氮微生物数量变化    图 2 显

示，在两种冻融模式（F1、F2）下植被混凝土中固

氮微生物数量分布范围分别为 4.67×108～11.23× 

108 CFU·g–1、3.57×108～11.10×108 CFU·g–1。随冻融 
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注：数据来源于中国气象数据网五峰站数据（https://data.cma.cn/）。虚线表示当天最高气温大于 0℃、最低气温小于 0℃，盆栽

经历一次冻融循环。Note：The data are from Wufeng Station of China Meteorological Data Service Centre（https://data.cma.cn/）. The dashed 

line indicates that the highest temperature on the day is greater than 0 °C，the lowest temperature is less than 0 °C，and the pot undergoes a 

freeze-thaw cycle. 
 

图 1  试验期间的气温 

Fig. 1  Air temperature during the experiment 

 

注：F1、F2 为两种冻融模式，F1 为–10 ℃至 10 ℃，F2

为–20 ℃至 20 ℃。Note：F1 and F2 represent two freeze-thaw 

modes，F1 is –10 ℃ to 10 °C，F2 is –20 ℃ to 20 ℃. 

 
图 2  两种冻融模式（F1、F2）下固氮微生物的数量变化 

Fig. 2  Changes in the number of nitrogen-fixing microorganisms 
under two freeze-thaw modes（F1，F2） 

循环次数的增加，不同冻融模式下固氮微生物数量

均呈先下降后略微上升再下降的趋势。冻融初期固

氮微生物急剧减少，冻融循环 5 次时降低至最小值，

此时植被混凝土中固氮微生物数量较未冻融时分别

降低了 58.41%、67.84%；20 次冻融循环结束后，

分别降低了 53.10%、65.16%。 

F2 模式下植被混凝土中固氮微生物数量降幅大

于 F1 模式，在 20 次冻融循环时，F2 模式下的固氮微

生物较 F1 模式降低 26.58%，表明冻融温差对于植被

混凝土中固氮微生物生存影响更显著。因此，选取 F2

模式下冻融 20 次的植被混凝土试样分离自生固氮菌，

以保证分离出来的固氮菌具有较强的耐冻融性。 

2.1.2  固氮菌株分离筛选    采用 F2 模式从植被

混 凝 土 中 分 离 出 四 株 自 生 固 氮 菌 并 将 其 命 名 为

GDJ-1、GDJ-2、GDJ-3、GDJ-4，对分离出的固氮菌

进行 OD600 值和固氮能力测试。结果表明，GDJ-1、

GDJ-2、GDJ-3、GDJ-4 的 OD600 值分别为 0.349、

0.458、0.125、0.101，固氮量分别为 2.84、3.22、1.12、

1.28 mg·L–1。GDJ-1 与 GDJ-2 的生长量较高，固氮

能力较强，而 GDJ-3、GDJ-4 的生长量与固氮量均

低于 GDJ-1 与 GDJ-2。根据试验结果，选用 GDJ-1

与 GDJ-2 作为后续扩大培养和试验的菌种。 

2.2  菌株的鉴定 

2.2.1  菌株的形态学特征    分离纯化后对两种菌

株的形态进行观察，GDJ-1 的形态学特征可描述为

（图 3a）：黄色，光滑，不透明，圆形，稍隆起，边

缘整齐，革兰氏染色为阳性；GDJ-2 的形态学特征

可描述为（图 3b）：米色，光滑，不透明，圆形，

稍隆起，边缘整齐，革兰氏染色为阴性。两种菌株

的形态学特征存在较大差异，主要表现在颜色的区 
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注：M：DNA 分子质量标准；1：阴性对照；2：GDJ-1 菌株；3：GDJ-2 菌株。Note：M：DNA molecular quality standard；1：

negative control；2：GDJ-1 strain；3：GDJ-2 strain. 

 
图 3  菌落形态特征（a. GDJ-1，b. GDJ-2）与 PCR 扩增结果（c） 

Fig. 3  The colony morphological characteristics of strains GDJ-1（a），GDJ-2（b）and their PCR amplification results（c） 

别以及对革兰氏染色的反应上。革兰氏染色的不同

揭示了两种菌株在细胞壁结构与组成上存在差异。

2.2.2  菌株的生理生化特征    表 1 显示，两种菌

株的生理生化特性存在差异，GDJ-1 不产氧化酶但

产过氧化氢酶、不具备分解明胶和水解淀粉的能力，

而 GDJ-2 产氧化酶但不产过氧化氢酶，具备分解明

胶和水解淀粉的能力。 

2.2.3  菌株 16S rDNA 序列 PCR 扩增及系统发育  如

图 3c 所示，GDJ-1 与 GDJ-2 通过通用引物 27F/1942R

分别扩增出 1 386 bp、1 411 bp 的目的条带。 

通过基本局部比对搜索工具（BLAST）序列比

对结果构建 GDJ-1 与 GDJ-2 的 16S rDNA 序列系统

发育进化树结果如图 4 所示。固氮菌 GDJ-1 属于微

杆 菌 属 分 支 并 且 与 Microbacterium proteolyticum 

strain RZ36（GenBank 登录号 NR 135869.1）序列的

相似度达 99.13%，固氮菌 GDJ-2 属于罗尔斯顿属分

支并且与 Ralstonia pickettii strain NBRC 102503

（GenBank 登录号 NR 114126.1）序列的相似度达

99.93%。综合形态学特征、生理生化反应和 16S 

rDNA 序列系统发育结果，将 GDJ-1 菌株鉴定为蛋

白水解微杆菌（Microbacterium proteolyticum strain 

RZ36），命名为（Microbacterium proteolyticum sp. 

GDJ-1）。将 GDJ-2 菌 株 鉴 定 为皮 氏 罗 尔 斯顿 菌

（Ralstonia pickettii strain NBRC 102503），并命名为

（Ralstonia pickettii sp. GDJ-2）。 

有研究表明，蛋白水解微杆菌最早由 Alves 等[14]

在海马齿苋根际中分离，其形态学特征、生理生化

特征、基因测序结果并不同于亲缘物种，是一种新

的微杆菌属。皮氏罗尔斯顿菌是一种广泛存在于土

壤中的微生物，既是人类的致病菌也可感染部分植 

表 1  自生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2 的生理生化特征 

Table 1  Physiological and biochemical characteristics of two 
autotrophic nitrogen-fixing bacteria GDJ-1 and GDJ-2 

生理生化特征 

Characteristic 

GDJ-1 菌株 

Strain of GDJ-1 

GDJ-2 菌株 

Strain of GDJ-2

氧化酶 Oxidase － ＋ 

过氧化氢酶 Catalase ＋ － 

脲酶 Urease ＋ ＋ 

硝酸还原酶 Nitratase ＋ ＋ 

甲基红试验 M.R test － － 

二乙酰试验 V-P test － － 

明胶液化 Gelatin liquefaction － ＋ 

淀粉水解 Amylohydrolysis － ＋ 

吲哚实验 Indole experiment ＋ ＋ 

油脂水解 Oil hydrolysis － － 

产硫化氢 Sulfureted hydrogen － － 

丙二酸盐 Malonate ＋ ＋ 

柠檬酸盐 Citrate ＋ ＋ 

葡萄糖 Glucose ＋ ＋ 

蔗糖 Sucrose ＋ ＋ 

乳糖 Lactose － － 

运动性 Motility ＋ ＋ 

注 ： “+”表 示 阳 性 反 应 ； “-”表 示 阴 性 反 应 。 Note： “+” 

indicates a positive reaction；“-” indicates a negative reaction. 



2 期 刘大翔等：冻融条件下植被混凝土中自生固氮菌的分离鉴定及其特性 585 

 

http://pedologica.issas.ac.cn 

 

注：分支处数字表示 1 000 次自助抽样分析的支持百分比，标尺 0.0020 表示进化距离。Note：The number at the branch represents 

the percentage of support for 1 000 bootstrap resampling analyses，and the scale 0.0020 represents the evolutionary distance. 

 
图 4  基于 16S rDNA 序列的 GDJ-1（a）和 GDJ-2（b）菌株系统发育进化树（N-J 法） 

Fig. 4  Phylogenetic tree of GDJ-1 strain（a）and GDJ-2 strain（b）based on 16S rDNA sequence（N-J method） 

物[15-16]。同时，皮氏罗尔斯顿菌还具有降解甲苯、

三氯乙烯等多种有害物质的能力[17]。 

2.3  菌株的生长曲线与环境适应性 

2.3.1  菌株生长曲线    如图 5 所示，GDJ-1 在 0～

6 h 生长迟缓，6～18 h 呈对数生长，18～24 h 处于

稳定期。GDJ-2 在 0～4 h 生长迟缓，于 4～16 h 进

入快速生长的对数期，16～24 h 处于稳定期。 

2.3.2  pH 对自生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2 生长的影

响    如图 6a 所示，菌株 GDJ-1 与 GDJ-2 均可在 5

个 pH 水平梯度下生长，其生长量（OD600）分布范

围分别为 0.218～1.111、0.287～1.230，表明两种固

氮菌株 pH 生长范围较广，对酸碱度有较强的适应

性。在 pH 为 4～9 时，GDJ-1 与 GDJ-2 的 OD600 值

随 pH 的增大而增大。在 pH 为 9～11 时，随着 pH

的增大两种自生固氮菌的 OD600 值逐渐减小。此外，

在 5 个 pH 梯度下 GDJ-2 的 OD600 值均高于 GDJ-1，

表明 GDJ-2 对酸碱度的耐受性优于 GDJ-1。 

2.3.3  渗透压对自生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2 生长的

影响    图 6b 显示，GDJ-1 与 GDJ-2 在 6 种 NaCl

浓度下的吸光值（OD600）分布范围分别是 0.227～ 
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图 5  自生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2 的生长曲线 

Fig. 5  Growth curves of autotrophic nitrogen-fixing bacteria GDJ-1 
and GDJ-2 

1.011、0.128～1.112。随着 NaCl 浓度增大，GDJ-1

与 GDJ-2 的 OD600 值逐渐下降。在 5% NaCl 浓度下，

二者的 OD600 值下降至最低，说明渗透压的增大会

抑制两种自生固氮菌的生长，过高的渗透压使菌株

繁殖能力大幅下降。此外，两种自生固氮菌对于渗

透压的适应性有差异。在 0.5%、1%、2% NaCl 浓度

下，GDJ-2 的 OD600 值高于 GDJ-1，在 3%、4%、5% 

NaCl 浓度下，GDJ-1 的 OD600 值高于 GDJ-2。 

2.4  菌株对植被混凝土理化指标的影响 

2.4.1  理化性质变化  表 2 结果显示，经过菌液处

理的试验组 GDJ-1 与 GDJ-2 的 pH 分别为 7.91、8.06，

较对照组均有不同程度的降低。施用 GDJ-1 与

GDJ-2 菌液后，植被混凝土有机质含量较对照组分 

 

注：不同小写字母表示同一种自生固氮菌不同 pH 或 NaCl 质量分数间差异显著（P<0.05），不同大写字母表示同一 pH 或 NaCl

质量分数条件下不同自生固氮菌间差异显著（P<0.05）。Note：Different lowercase letters indicate significant differences among different 

pH or the NaCl mass fraction for the same autotrophic nitrogen-fixing bacteria（P<0.05），while different capital letters indicate significant 

differences between two kinds of  autotrophic nitrogen-fixing bacteria at the same pH or the NaCl mass fraction（P<0.05）. 

 
图 6  pH（a）和渗透压（b）对自生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2 生长的影响 

Fig. 6  Effects of pH（a）and osmotic pressure（b）on the growth of autotrophic nitrogen-fixing bacteria GDJ-1 and GDJ-2. 

表 2  自生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2 对植被混凝土理化性质的影响 

Table 2  Effects of autotrophic nitrogen-fixing bacteria GDJ-1 and GDJ-2 on the physical and chemical properties of vegetation concrete 

处理 

Treatment 
pH 

容重 Bulk 

density/ 

（g·cm–3） 

有机质 

Organic matter/

（g·kg–1） 

全氮 

Total N/ 

（mg·kg–1） 

碱解氮 

Alkaline N/ 

（mg·kg–1） 

有效磷 

Available P/ 

（mg·kg–1） 

速效钾 

Available K/ 

（mg·kg–1） 

CK 8.30±0.01a 1.29±0.02a 8.89±0.08c 340.23±2.14b 28.15±0.24c 277.44±0.18c 187.46±1.48a 

GDJ-1 7.91±0.02c 1.25±0.01b 9.40±0.07a 416.14±2.34a 45.87±0.34a 426.35±0.24a 191.52±1.57a 

GDJ-2 8.06±0.01b 1.23±0.02c 9.16±0.09b 414.35±2.54a 31.65±0.22b 376.57±0.21b 174.33±1.61a 

注：CK 为不施用菌液的对照组，GDJ-1 施用 GDJ-1 菌液，GDJ-2 施用 GDJ-2 菌液。同一列中不同小写字母表示不同处理方式

间差异显著（P<0.05）。下同。Note：CK represents the control group without bacterial solution，GDJ-1 represents the application of GDJ-1 

bacterial solution，and GDJ-2 represents the application of GDJ-2 bacterial solution. Different lowercase letters in the same column indicate 

significant differences among different treatments（P<0.05）. The same as below. 
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别增加了 5.74%、3.04%，全氮含量较对照组分别增

加了 22.31%、21.79%，碱解氮含量较对照组分别增

加了 62.95%、12.43%，有效磷含量较对照组分别增

加了 53.67%、35.73%，速效钾含量变化不明显。可

见，施用 GDJ-1 与 GDJ-2 菌液均可有效提升植被混

凝土肥力水平，其中 GDJ-1 对碱解氮和有效磷的提

升幅度可达 62.95%和 53.67%。 

2.4.2  植被混凝土理化指标的相关性    植被混凝

土理化指标的相关性分析如图 7a 所示，pH 与有机

质、全氮、碱解氮、有效磷、速效钾呈负相关性，

其中与有效磷呈显著负相关（P<0.05）。容重与有机

质、全氮、碱解氮、有效磷呈负相关关系，与速效

钾呈正相关关系。有机质则与全氮、碱解氮、有效

磷、速效钾均呈正相关。在养分指标间，全氮与碱

解氮、有效磷呈正相关关系，而与速效钾呈负相关

关系。 

 

注：“*”表示显著相关（P<0.05）。不同小写字母表示不同处理方式间差异显著（P<0.05）。Note：“*” indicates a significant correlation

（P<0.05）. Different lowercase letters indicate significant differences among different treatments（P<0.05）. 

 
图 7  植被混凝土理化性质指标相关性（a）、黑麦草的发芽率/发芽势和苗高/根长（b） 

Fig. 7  Correlation analysis of physical and chemical properties of vegetation concrete（a），germination rate，germination potential，seedling 

height and root length of ryegrass（b） 

2.5  自生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2 对黑麦草种子萌

发及生长的影响 

图 7b 显示，经过自生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2

菌液处理后，黑麦草种子的发芽势高于对照组。其

中，经过 GDJ-2 菌液处理的黑麦草种子的发芽势达

到 68.89%，较对照组提高了 13.33%。GDJ-1 与 GDJ-2

组的苗高、根长均高于对照组，其中 GDJ-2 组的苗

高和根长分别达到 10.69 cm、9.24 cm，较对照组分

别增长了 20.14%、30.56%。上述结果表明，两种自

生固氮菌均可促进黑麦草种子的萌发和生长。 

表 3 结果显示，施用 GDJ-1、GDJ-2 菌液的处

理组较对照组的黑麦草株高分别增长了 14.85%、

27.72% ， 地 上 鲜 物 质 量 较 对 照 组 分 别 增 加 了

29.09%、35.71%，地上干物质量较对照组分别增加

了 5.05%、4.93%，地下鲜物质量较对照组分别增加

了 13.40%、46.38%，地下干物质量较对照组分别增

加了 16.40%、44.30%。可见，GDJ-1 与 GDJ-2 均可

促进黑麦草的生长，且 GDJ-2 对地下部分的提升更

明显。 

3  讨  论 

3.1  施用 GDJ-1 与 GDJ-2 菌液对植被混凝土理化

性质的影响 

施用 GDJ-1 与 GDJ-2 菌液后，植被混凝土中全

氮与碱解氮含量均呈上升趋势（表 2）。这是由于施

用菌液后，土壤中固氮微生物增多并占据一定的生

态位，促进了土壤中的氮素循环，使土壤中氮素供

应更加充分[18]。此外，固氮微生物的引入会引起土

壤中微生物群落结构重组，其中对依赖氮素生长

的微生物种群的影响尤为明显 [19]。例如，土壤中

的纤维素分解菌就与固氮菌之间存在着互利共生  
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表 3  自生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2 对黑麦草生长的影响 

Table 3  Effects of autotrophic nitrogen-fixing bacteria GDJ-1 and GDJ-2 on the growth of ryegrass 

地上生物量 

Shoot biomass/g 

地下生物量 

Root biomass/g 处理 

Treatment 

株高 

Shoot height/cm 鲜物质量 

Fresh biomass 

干物质量 

Dry biomass 

鲜物质量 

Fresh biomass 

干物质量 

Dry biomass 

CK 20.20±1.32b 2.39±0.36c 0.44±0.11b 0.32±0.02b 0.29±0.02c 

GDJ-1 23.21±2.61a 3.04±0.76b 0.46±0.15a 0.36±0.03b 0.34±0.03b 

GDJ-2 25.80±1.95a 3.25±0.13a 0.46±0.03a 0.46±0.06a 0.43±0.07a 

 
关系 [20]。纤维素分解菌通过降解纤维素产生糖类

和有机酸，为固氮菌提供必要的碳源和能源，而

固氮菌则通过固氮作用向纤维素分解菌回馈氮素

营养 [21]。GDJ-1 与 GDJ-2 的引入可能与其他微生物

如纤维分解菌产生协同作用，促使植被混凝土微生

物群落结构调整，加速营养元素的转化过程。 

微生物的产酸能力会影响土壤酸碱环境，如陈

树莓等[22]在盆栽中加入 CSM-129 菌液后土壤的 pH

从 4.32 下降至 3.68。本研究中，施用两种菌液后植

被混凝土 pH 呈下降趋势（表 2），表明 GDJ-1 与

GDJ-2 一定程度上可中和植被混凝土碱性环境，利

于植物生长。植被混凝土 pH 还与有效磷含量呈现

显著负相关关系（P<0.05）（图 7a），这是由于 GDJ-1

与 GDJ-2 通过降低植被混凝土的 pH 间接影响磷的

有效性。该影响可从两方面解析：一方面，自生固

氮菌在增殖过程中可能释放氢离子以及有机酸如草

酸和柠檬酸[23]，这些酸性物质能促进土壤中难溶性

磷化合物的溶解；另一方面，这些有机酸能够与土

壤中的钙、铁、铝等金属离子形成螯合物，减少金

属离子与磷酸根离子的结合，从而提高可溶性磷酸

盐含量[24]。此外，植被混凝土有机质含量与全氮、

碱解氮、有效磷及速效钾含量之间均呈正相关关系

（图 7a）。这是由于有机质作为土壤中氮、磷、钾等

重要元素的主要载体，在微生物作用下逐步分解转

化为植物易于吸收的无机形态，从而增加了土壤中

有效氮、磷、钾的含量[25]。 

3.2  施用 GDJ-1 与 GDJ-2 菌液对黑麦草生长的影响 

固氮菌具有植物促生作用，如曹晶晶等[26]分离

的 DJ-1 自生固氮菌可使玉米株高、地上与地下干物

质量分别提升 26.01%、86.5%、74.37%。本研究分

离的自生固氮菌对黑麦草株高、地上干物质量、地

下干物质量的提升范围分别为 14.85%～27.72%、

4.93%～5.05%、16.40%～44.30%（表 3），提升效果

虽不及 DJ-1 菌株，但依然显示出显著的促生效果。

施用 GDJ-1 与 GDJ-2 菌液后，黑麦草种子的发芽率与

发芽势、苗高与根长均得到提高（图 7b）。这是由于

自生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2 将氮气转化为种子可吸收

的氮素形态，在种子萌发初期提供必要的氮素营养，

促进种子的内部代谢活动和萌发所需酶的合成[27]。此

外，GDJ-1 与 GDJ-2 分泌的代谢产物可能包含植物

激素，这类植物激素包括吲哚乙酸（IAA）、类细胞

分裂素（CTK）及类赤霉素（GA）等[28]，可直接刺

激种子的发芽过程，促进胚胎突破种皮和生长[29]。 

值得注意的是，尽管 GDJ-1 组的有机质、全氮、

碱解氮、有效磷、速效钾等均高于 GDJ-2 组（表 2），

但黑麦草的长势包括株高、地上生物量、地下生物

量却低于 GDJ-2 组（表 3），该现象与土壤养分丰富

会促进植物生长更旺盛的一般规律有所不同。这可

能是由于 GDJ-1 与 GDJ-2 在植被混凝土中发挥的促

生长功能有差异。首先，施用 GDJ-2 菌液的黑麦草

种子发芽率和苗高、根长均大于 GDJ-1（图 7b），

表明自生固氮菌 GDJ-2 在分泌植物激素促进种子萌

发及初期生长方面较 GDJ-1 更有效。其次，GDJ-2

在 pH 为 7～9 环境中的生长量高于 GDJ-1（图 6a），

对于植被混凝土的弱碱性环境 GDJ-2 具有更优越的

适应性，这种耐受性优势导致 GDJ-2 在该环境下展

现出更高产酶活性及激素分泌水平[30]，进一步强化

了 GDJ-2 菌株在促进植物生长方面的优势。 

3.3  GDJ-1 与 GDJ-2 在植被混凝土生态修复工程

中的应用前景 

冻融区裸露边坡生态修复工程的一大挑战就在

于冻融作用会导致微生物的休眠或死亡，活性显著
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下降，从而抑制土壤中养分循环与转化过程[31]。而

GDJ-1 与 GDJ-2 在冻融作用下，仍能保持较高的固

氮活性，显示出良好的耐冻融性（图 2），表明两种

自生固氮菌在冻融区能维持正常的生理功能。此外，

GDJ-1 与 GDJ-2 均为植被混凝土原生环境中分离筛

选出的土著固氮菌，相比于外源菌种，在植被混凝

土的特定环境中有显著的生存优势，有利于构建稳

定的微生物群落结构[32]。 

值得一提的是，GDJ-1 与 GDJ-2 因其自身不同

的特性在植被混凝土生态修复工程中的适用场景有

差别（图 8）。GDJ-1 具有较强的固氮作用，能够有

效转化土壤中的养分，适合施用于土壤贫瘠或养分

缺乏的地区。GDJ-2 的环境适应性较好，尤其对碱

性环境有更高的耐受性，因此适合应用于盐碱地这

类环境较为苛刻的区域。虽然 GDJ-1 与 GDJ-2 菌液

具有固氮效应和植物促生长作用，但将其制成菌肥

或菌剂应用至实际工程过程中仍需考量诸多要素。

这包括选取合适的载体介质、精准控制发酵条件至

最佳参数，如温度、湿度和 pH 等[33]。此外，在实

际工程应用中应充分考量自生固氮菌的特异性功

能，特别是除固氮性能之外的养分活化能力。如魏

志敏等[34]分离的 N3 芽孢杆菌在施用后，土壤速效

钾 含 量 提 升 了 21.35%。 而 本 研 究 中 自 生 固 氮 菌

GDJ-1 与 GDJ-2 均展现出一定解磷能力，但解钾能

力较弱（表 2）。考虑到实际工程中养分均衡的需求，

后续还可对冻融耐受性好的自生解磷菌、解钾菌、

纤维素分解菌等开展研究，制备出适用于冻融区域

植被混凝土生态修复的复合菌剂。 

 

注：IAA：吲哚乙酸；CTK：类细胞分裂素；GA：类赤霉素。Note：IAA：Indoleacetic acid；CTK：Cytokinin；GA：Gibberellin. 

 
图 8  自生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2 的作用机理及应用效果分析 

Fig. 8  Analysis of the mechanism and application effect of autotrophic nitrogen-fixing bacteria GDJ-1 and GDJ-2 

4 结  论 

从植被混凝土中分离出两株冻融耐受性较好的自

生固氮菌 GDJ-1 与 GDJ-2，并对其开展形态学特征、生

理生化特征、16S rDNA、系统发育分析，分别鉴定为蛋

白水解微杆菌（Microbacterium proteolyticum）和皮氏罗

尔斯顿菌（Ralstonia pickettii）。GDJ-1 与 GDJ-2 均

可发挥固氮作用，增加植被混凝土中全氮、碱解氮

含量，并具备一定解磷功能。施用 GDJ-1 菌液后植

被混凝土的碱解氮和有效磷含量高于 GDJ-2，GDJ-2

则对黑麦草生长有更显著作用。因此，在不同应用

场景下，两种自生固氮菌各有优势。为更好地实现

功能性微生物在环境修复中的功效，在本研究的两

种自生固氮菌基础上，后续还可进一步对其他类型

功能微生物开展研究，通过制备复合菌剂综合提升

冻融地区裸露边坡植被混凝土生态修复效果。 
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