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固氮菌高产菌株的诱变育种

李 华 王光龙
�郑州工业大学化工系�

摘 要
�

本文以 圈褐固氮菌为出发菌株
，

经紫外线诱变处理
，

获得两株最高正变株
，

其固

氮能力较出发菌株分别提高 ���
�

���和 ���
�

���
�
时其用 酸碱及温度继续处

理
，

得到一株杭性变异株
，

其固氮能力较出发菌株分别提高 ���
�

���
。
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�

国揭固氮菌
，
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诱变处理
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·

�

随着人 口的增长
，

人类对粮食需求也不断增长
，

对化肥需要量就越来越大
。

化肥生产不

仅会污染环境
，

消耗能源
，

而且成本也较高
。

再则化学肥料的长期施用会造成土壤板结
，

自然

肥力下降
，

反而会影响农作物的生长
。

开辟新的肥料来源就显得十分必要
。

近期出现的生物

肥料就是一种较为理想的肥料来源
。

生物肥料无公害
，

并能改善生态环境
，

对农业生产和环

境保护都具有十分重要的意义
。

目前
，

农业生产中利用生物固氮获得氮肥
，

为农业开辟肥源
，

已越来越引起人们的重视
，

据统计
，

目前用工业合成氨的办法固定空气中氮素作为肥料
，

只

占地球固氮量的 ���
，

绝大部分靠生物固氮川
。

生物固氮和新型生物肥料的研究 已被发达

国家作为二十一世纪主攻课题
。

我国对生物肥料的研究从 �� 年代初开始 日益受到重视
。

九
·

五期间国家把生物工程技术列人
“
九

·

五
”
化学工业重点开发项 目

。

固氮菌肥料虽然在我

国已有应用
，

但是现行的菌株固氮能力低
，

对外界环境的抵抗力差
，

不适合农业生产的需要
。

为了选育优良的生物固氮菌株
，

我们对固氮菌进行了诱变育种实验研究
，

得到两株正突变

株
，

其固氮能力较出发菌株分别提高 ���
�

���
，
���

�

���
，

并且通过酸碱
、

温度处理
，

得到一

株正抗性变异株
，

其固氮能力较出发菌株提高 ���
�

���
，

且能耐受酸碱���一 �� �。 �
、

温度

�三����的不良环境
，

对外界环境具有更大的适应性
。

材料和方法

� 出发菌种 本实验室保藏的圆褐固氮菌株��
���������� ������

������

� 培养基及培养条件

���培养基
�

采用阿须贝�������无氮培养基

���培养条件
�

斜面及平板培养
�

��一�� �
，

培养 �天

摇瓶培养
�������

，

往复式摇床����
� �

�
�

��
，

振荡培养 �天
。

诱变育种

���紫外线�
���处理

� 、

诱变剂

�
、

诱变过程

· �
照射

����
，

照射距离 ����

出发菌株
���无菌生理

盐水洗菌苔
摇瓶

摇床振荡 �����
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过滤
调整菌悬液的

胞浓度至 ���

��� 左右

�� 处理不同时间后
，

用生理盐水稀释适

倍数涂平板
，

避光 �� 一�� �培养 �天
，

取单菌落并进行平板活计数

经照射的菌悬液稀释涂皿
，

进行平板活

计数

���培养测定

采用文献图介绍的土壤培养法进行突变株固氮能力测定
�

�

土壤培养
，

称取 ��� 土壤
，

置于预先灭过菌的 ����� 三角瓶中
，

加人 ��甘露醇
，

混匀

后
，

加水到最大持水量的 ��写
，

然后
，

接人固氮菌突变株
，

塞上棉塞
，

于恒温箱��� ��中培养

�����天
。

�
�

测定全氮含量
�

培养结束后
，

准确称取 ��土壤
，

按土壤全氮测定操作步骤
，

用 自动定

氮仪进行全氮含量测定图

���抗性变异株的筛选
� 、

酸碱处理 将经过
� · �

筛选后的突变
，
众认

， �

株经斜面活化后
，

在无菌操作条件下
，

分别接人

液体培养基中
，

�� �下振荡 �天
，

取样
，

进行平

板活计数
，

以后每隔 ��
，

分别调 �� 为 �
，
�

，
�

、

�� 重复上述操作
。

�
、

温度处理 将酸碱����处理后的菌株
，

继 续 置 恒 温 水 浴 中温 至 ��
’

�
、

��
‘

�
、

��
‘

�
、

��℃ ，

各处理 �小时后
，

取样
，

选择适当稀释度

颐封时侧 ‘分钟�

图 � ��
处理时固氮菌的致死曲线

进行平板活计数
，

��℃培养 �天
，

挑出单个菌落
，

并反复纯化
。

。 、

培养测定
�

同前
。

� 结果及讨论

�
�

� 出发菌株对 �� 照射的敏感程度

表 � 紫外线照射固氮菌致死率情况

��心���月任，������了��︸�还
‘此��︸

�

……
�����勺白��内��甘�以叮‘﹃�一吕�����‘��

��������������������������

��，�工�︺尸�︸��
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编号
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�����

�����

�����

�����

�����

�����

�����

�����

�����

对照

照射时间

�分钟�

菌落数�个� 平均菌落数

�个�
致死率���

���� ���� ����

无法计数

无法计数
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�
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其致死曲线见图 �
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�� � 不同处理剂量的诱变效应

出发菌株经
� · �

不同剂量进行诱变处理后
，

不同突变株固氮能力测定如表 �所示

表 �� �� 不同剂且下处理的诱变效果

突变株编号 处理时间
滴定体积

����
全氮量 �� 提高���

�����

�����

�����

�����

�����

�����

�����

�����

�����

对照

�
�

�
�

�
�

�

�
。

吕

�
�

����

�
�

����

�
�

����

�
�

����

�
�

����

�
�

����

�
�

����

�
�

����

�
�

����

�
�

����

��
�

��

一 ��
�

��

��
�

��

��
�

��

��
�

��

���
�

��

���
�

��

��
�

��

��
�

��

��介
月任�了

�

…
今���
月任��

��’’测��’’��’’����牙军了。

由于 �数据可以看出
，

出发菌株经
� · �

处理后
，

除突变株 ����� 的固氮能力低于出发

菌株外
，

其余突变株的固氮能力均高于出发菌株
，

其中突变株 �����
、

����� 固氮能力较出

发菌株提高 ���
�

���
，
���

�

���
，

由致死率曲线可知
，

上述两种突变株所对应的致死率分别

为 ��
�

���
，
��

�

���
。

表 � ����� 和 ��，��� 复筛后固氮能力测定

编号
滴定体积��” 平均滴定体积

����
提高���

�
�

��

�
�

��

�
�

��

全氮量

��

�
�

����

�
�

����

�
�

����

���
�

��

���
�

��

由复筛结果可以看出
，

�����
、

����� 固氮能力 比较稳定
，

经反复纯化
、

培育后
，

选其为

最优菌株

�� � 抗性变民异株固氮能力测定

将抗性变异株�经酸
、

碱
、

温度处理�用土壤培养法培养 �� 天后
，

进行固氮能力测定

表 � 抗性变异株固氮能力测定

菌株 编号 处理条件

��� �� ��

�丛���
‘

�玉���
’

��一 �一 ��

�二���
‘

�玉���
’

滴定体积��� 平均滴定

体积����
提高���

������一������������一����

����� ��

��

��

����� ��

��

出发菌株 对照

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

��

�
�

�� �
�

�� �
�

全氮量

��

�
�

����

�
�

����

�
�

����

�
�

����

�
�

����

�
�

����

�
�

����

���
�

���
�

���
�

���
�

���
�

���
�

������一����

��一��

������一������

，
注

�

经温度处理前
，

已进行了酸碱���一 �� ���处理

由表 �数据可知
，

经过酸碱
、

温度处理后的抗性变异株固氮能力均出现正变效应
，

但是

与
� · �

诱变相 比
，

固氮能力不及
� · �

处理
，

但是 �“
菌株经酸碱���� �� ���

，

温度��三

��
‘

��处理后
，

对外界环境的抵抗力增强
，

既能承受 ��一 ����
，�三�� �的不良环境

，

而且固

氮能力也较出发菌株提高 ���
�

���
。
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� 结论

�
�

� 固氮菌经过
� · �

诱变处理
，

可以筛选到较出发菌株固氮能力有不同程度提高的突变

株
，

其中我们从 ����个菌落中筛选 出的 �株最高正变株
，

其 固氮能力 为 �
�

�����
、

��

�����
，

较出发菌株提高 ���
�

���
，

���
�

���
。

�
�

� 通过试验发现
，

菌体致死率与突变株固氮能力并不成线性关系
，

因此
，

正变株的选育必

须通过实验来进行
。

�
�

� 圆褐固氮菌是中温性微生物
，

适宜生长温度在 ����� �之间
，

据文献闭记载
，

固氮菌

在 ����� �中 �� 分钟就全部死亡
，

这与我们的试验结果不太一致
，

我们的试验结果�表 ��

表明
，

固氮菌在 ��
‘

�条件处理 �� 分钟
，

还有 �� 个左右细菌
，

继续在 �� �下处理 �小时
，

尚

有 �� 左右个固氮菌
，

这表明
，

固氮菌经过诱变处理后
，

对温度的抵抗性有所增强
。

�
�

�经酸碱���� �一 �。 �
、

温度��三�� ��处理后筛选出的抗性变异株
，

不仅其固氮能力较出

发菌株提高 ���
�

���
，

而且
，

由于此菌株能耐受酸碱���一 �一 ���
、

温度��三�� ��的不 良环

境
，

该菌株在推广应用方面有更广阔的前景
。

�
�

�虽然我们筛选出了优 良的固氮菌株
，

但是要将它用于农业生产
，

其稳定性 尚待深人研

究
。
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