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木麻黄和桤木离体根瘤和立地土壤的固氮酶与

N2O 还原酶活性的研究 
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摘要：为了解非豆科固氮树种的固氮酶和 N2O 还原酶(Nos)活性，采用乙炔还原法和乙炔抑制技术对细枝木麻黄(Casuarina 

cunninghamiana)和江南桤木(Alnus trabeculosa)离体根瘤及立地土壤的两种酶活性进行了研究。结果表明，离体根瘤只在厌氧

条件下有固氮酶活性，在好氧条件下有 Nos 活性。根瘤区根际土和非根瘤区根际土的固氮酶活性在好氧条件大于厌氧条件，

Nos 活性只表现在厌氧条件下。在好氧条件下，根瘤区根际土和非根瘤区根际土的固氮酶活性无显著差异; 根瘤区根际土的

Nos 活性显著大于非根瘤区根际土。除离体根瘤在好氧条件下不表现固氮酶活性外，细枝木麻黄和桤木的离体根瘤、根瘤区

根际土和非根瘤区根际土的固氮酶活性均都大于 Nos 活性。好氧条件下根瘤区根际土的固氮酶活性与非根瘤区根际土的呈

极显著正相关，而厌氧条件下根瘤的固氮酶活性与好氧条件下根瘤区根际土和非根瘤区根际土固氮酶活性、好氧条件下根瘤

的 Nos 活性与厌氧条件下根瘤区根际土和非根瘤区根际土 Nos 活性均呈极显著负相关。这为研究弗兰克氏菌结瘤植物共生

固氮体系对 N2O 汇强度的影响和调控奠定基础。 

关键词：细枝木麻黄；江南桤木；共生固氮；离体根瘤；立地土壤；固氮酶；Nos 
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Soils of Casuarina cunninghamiana and Alnus trabeculosa 
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Abstract: To understand the activities of nitrogenase and N2O reductase (Nos) for non-legume nitrogen-fixing 

tree species, the detached nodules, rhizospheric soil in nodule root grown area (RSI) and rhizospheric soil near 

nodule root grown area (RSN) were collected from Casuarina cunninghamiana and Alnus trabeculosa in Fujian 

Province, southeastern China, and the nitrogenase and Nos activities were determined by acetylene reduction 

method and acetylene inhibition technique, respectively. The results showed that the nitrogenase activity of 

detached nodules could be detected only under anaerobic condition, and the Nos activity only in aerobic condition. 

The nitrogenase activity in RSI and RSN under aerobic conditions was higher than those under anaerobic 

condition, and the Nos activities could be detected only under anaerobic condition. In aerobic condition, there was 

no significant difference in nitrogenase activity between RSI and RSN, while Nos activity of RSI was 

significantly larger than that of RSN. The nitrogenase activity were greater than Nos activity for the two tree 
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species, except that there were no nitrogenase activity for the detached nodules under aerobic condition. The 

nitrogenase activity in the RSI under aerobic condition was significantly positively correlated with that in RSN. 

However, the nitrogenase activity in nodules under anaerobic condition was negatively correlated with that in RSI 

and RSN under aerobic condition, and the Nos activity in nodules under aerobic condition was also negatively 

correlated with that in RSI and RSN under anaerobic condition. These would lay a foundation for studying the 

effect and regulation of symbiotic nitrogen fixation system of tree species nodulated with Frankia on N2O sink 

intensity. 

Key words: Casuarina cunninghamiana; Alnus trabeculosa; Symbiotic nitrogen fixation; Detached nodule; Site 

soil; Nitrogenase; Nos 

 

木麻黄(Casuarina spp.)和桤木(Alnus spp.)是两

种非豆科木本植物，在自然状态下能与弗兰克氏菌

(Frankia spp.)共生形成根瘤，固定空气中的氮素[1]，

属于两个最主要的共生结瘤固氮体系的一种(另一

种是豆科植物与根瘤菌)[2–3]，因而成为重要的造林树

种。弗兰克氏菌是一类根瘤内生菌[4], 其固氮功能同

根瘤菌(Rhizobium spp.)一样是在固氮酶的催化作用

下进行的[5]。固氮酶的还原底物不只是氮气(N2)，还

包括氧化亚氮(N2O)在内的许多物质，固氮酶可以将

N2O 还原成 N2，再还原成 NH3
[6]，或直接一步还原

成 NH3
[7]。有的固氮菌也具有反硝化能力[8]且存在负

责反硝化作用的基因[9], 有些固氮菌能够在氧化亚

氮还原酶(Nos)的催化下将 N2O 还原成 N2
[10]。甚至

由反硝化作用损失的氮量，数量上相当于根瘤菌共生

固氮作用所获得的氮[11]。这就意味着固氮菌通过两

大酶系统不但具有同化固定大气(土壤空气)中的 N2

能力, 还可能具有同化还原或异化还原大气(土壤

空气)中 N2O 的能力，这对通过控制两大酶系统的作

用来维持生态系统氮素平衡和减缓温室气体效应具

有重要意义。 

但以往的共生固氮研究，多以豆科作物共生固

氮体系为研究对象[12–13]，且多侧重于根瘤菌的固氮

机理和固氮效应研究[14]，结论多是围绕分离的内生

菌的纯培养得出的[15]。对于共生体系的(离体)根瘤

及其对立地土壤的研究不多，对木本非豆科植物共

生体系的根瘤固氮酶和反硝化酶系统及与立地环境

关系研究更是鲜见报道[13]。因此做出如下假设: 1、

根瘤(因有内生菌)既具有固氮酶活性也具有 Nos 活

性；固氮酶活性在好氧条件下大于厌氧条件下, Nos

活性在好氧条件下小于厌氧条件下; 固氮酶活性大

于 Nos 活性。2、根瘤区根际土和非根瘤区根际土

都具有固氮酶活性且前者大于后者；根瘤区根际土

和非根瘤区根际土都具有Nos 活性且前者大于后者；

立地土壤的固氮酶活性小于 Nos 活性。为了检验这

些假设，本研究以两种非豆科植物细枝木麻黄

(Casuarina cunninghamiana)和江南桤木(Alnus trabe- 

culosa)的离体根瘤为材料，分别利用乙炔还原法和乙

炔抑制法测定好氧和厌氧条件下的固氮酶和 Nos 活

性，并探讨与立地土壤两种酶活性的关联性, 为今后

进一步研究弗兰克氏菌结瘤植物共生固氮体系对

N2O 汇强度的影响和调控提供基础和依据。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 材料 

细枝木麻黄采自福建省惠安赤湖国有防护林场

(24°35ʹ N，118°55ʹ E)，所在地区属南亚热带海洋性季

风气候，年均气温 20.7℃，年均降水量 1 241.8 mm, 土

壤为潮积或风积沙土。细枝木麻黄是营养袋扦插育

苗后移植大田培育了 1 年的无性系植株。随机选取 50

株(平均株高 0.89 m, 平均根径为 0.54 cm, 叶片和根

C/N 分别为 20.7 和 91.9)，将其根系一侧土挖开, 将

带有根瘤的侧根剪下，小心收集粘附于根瘤上的土

壤作为根瘤区根际土(RSI, rhizospheric soil in nodule 

roots grown areas)，取根际周围非根瘤区的土壤作为

非根瘤区根际土(RSN, rhizospheric soil near nodule 

roots grown areas)，分别装袋，将根瘤和土保存于冷

藏箱中带回实验室。将采集的根瘤一部分用于培养

实验，另一部分保存用于根瘤内生菌分离培养实验。

取新鲜的细枝木麻黄根瘤，用水洗净表面后分成根瘤

小瓣，水洗净，以 95%乙醇浸泡 30~60 s, 迅速用蒸

馏水冲洗，以 0.1% HgCl2表面灭菌 5~10 min, 然后以

无菌水洗数次，用滤纸吸干水分，移入灭菌的培养

皿以备培养实验[16]。将带回实验室的根瘤区根际土

和非根瘤区根际土挑除小石子、凋落物、根系等杂

质，过 2 mm 孔径尼龙筛后装入自封袋密封保存。 

http://baike.sogou.com/lemma/ShowInnerLink.htm?lemmaId=6162030&ss_c=ssc.citiao.link
http://baike.sogou.com/lemma/ShowInnerLink.htm?lemmaId=6162030&ss_c=ssc.citiao.link
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江南桤木采自清流县嵩口镇速生林苗圃(26° 

17ʹ N，116°94ʹ E)，所在地区属于中亚热带季风气候，

年平均气温 17.9℃，年降雨量 1 738 mm，平均海拔

345 m，土壤以红壤分布最广。桤木是 2 年生的实生

苗。随机选取 20 株(平均株高 2.56 m，根径为 2.13 cm, 

叶片和根 C/N 分别为 20.9 和 61.4)，用相同方法收

集根瘤、根瘤区根际土和非根瘤区根际土样品。培

养实验在 48 h 内完成。 

土壤的基本理化性质(表 1)采用常规的分析方 

法[17]。用铝盒烘干法测定含水量；土壤 pH 用便

携式 pH 计(Starter 300，上海)测定，水土比 2.5∶1 

(V /V); 总氮 (TN, total nitrogen)、总碳 (TC, total 

carbon)和碳氮比(C/N)采用CN元素分析仪(Elemental 

vario MAX analyzer，德国)测定；溶解有机氮(DON, 

dissolved organic nitrogen)用连续流动分析仪(Skalar 

San++, 荷兰 )测定，溶解有机碳 (DOC, dissolved 

organic carbon)采用 TOC 仪(TOC-VCPH, 岛津，日

本)测定。

 

表 1 土壤的基本理化性质 

Table 1 Basic physical and chemical properties of test soil 

植物 

Species 

类型 

Type 

含水量 

Water content /% 
pH 

TN 
(g kg–1) 

DON 
(mg kg–1) 

TC 
(g kg–1) 

DOC 
(mg kg–1) 

C / N 

细枝木麻黄 

Casuarina cunninghamiana 

RSI 11.9 6.42 2.6 0.07 21.3 34.34  8.4 

RSN 7.9 5.46 4.9 9.17 54.9 190.55 11.3 

江南桤木 Alnus 

trabeculosa 

RSI 12.8 4.64 14.8 7.56 156.1 5.39 10.6 

RSN 11.7 4.65 14.1 7.36 147.8 50.40 10.5 

RSI: 根瘤区根际土; RSN: 非根瘤区根际土; TN: 总氮; TC: 总碳; DON: 溶解有机氮; DOC: 溶解有机碳。下表同。 

RSI: Rhizospheric soil in nodule roots grown area; RSN: Rhizospheric soil near nodule roots grown area; TN: Total nitrogen; TC: Total carbon; DON: 

Dissolved organic nitrogen; DOC: Dissolved organic carbon. The same is following Tables. 

 

1.2 培养试验 

在好氧和厌氧条件下测定根瘤和土壤的固氮

酶活性和 Nos 活性，固氮酶活性测定采用乙炔还原

法，Nos 活性采用乙炔抑制法。 

离体根瘤试验    共设计 8 种处理，包括厌氧 +

根瘤 +乙炔(处理 1)、厌氧 +根瘤(处理 2)、好氧 +

根瘤 +乙炔(处理 3)、好氧 +根瘤(处理 4)、厌氧 +

乙炔(对照 1)，好氧 +乙炔(对照 2)、厌氧(空白 1)、

好氧(空白 2)，每个处理均 3 个重复，对照和空白各

2 个重复。称取适量根瘤(0.25~0.35 g)装入 20 mL

的培养瓶中，塞上橡胶塞，盖紧塑料盖；将处理 1、

处理 2，对照 1 和空白 1 抽真空，用 He 洗气反复替

换顶空气体 3 次制造厌氧条件；将处理 3、处理 4、

对照 2 和空白 2 抽真空，向瓶内注入新鲜空气；随

后在需要加乙炔的培养瓶中用注射器抽出 10%瓶

内体积的气体，注入等量乙炔气体。将瓶子置于

25℃的培养箱中培养，分别于 0 和 24 h 时抽取 10 mL

气体，在岛津 GC-2010 气相色谱仪上测定 C2H4, 载

气为 N2，流速 30 mL min–1，色谱柱型号为 Porapak 

TΦ4*2m，柱温 60℃，进样器温度 100℃，FID 检

测器温度 280℃；在 Shimadzu GC-2014 (日本)气

相色谱仪上测定 N2O，载气为 95%Ar-CH4，流速

30 mL min–1，ECD 检测器温度为 320℃，使用 3 m

长的 Porapak Q (80/100 目)分离柱，柱温 70℃。 

土壤实验    分别称取新鲜根瘤区根际土和非

根瘤区根际土 5 g，装入 50 mL 的培养瓶，盖紧丁基

胶塞，用 704 硅胶密封，其他步骤与根瘤试验相同。 

 

1.3 酶活性测定 

固氮酶活性[18]    用加乙炔与不加乙炔的处理

所产生的乙烯浓度差来表征固氮酶活性大小，用对照

来排除乙炔中的乙烯干扰，用空白来排除空气中的乙

烯干扰，将实验处理所产生的乙烯通量减去对照和空

白所产生的乙烯通量对数据进行校正。产生的

C2H4 浓度：Ct=1000×Vt×P /(22.4R×T×Ms), 式中，

Ct为根瘤(土壤)在 t时刻的C2H4浓度(nmol C2H4 g–1h–1), 

Vt 为 t 时刻土壤根瘤(土壤)中产生 C2H4 的体积(μL), 

P 为标准大气压(kPa)，T 为绝对温度(k)，R 为通用

气体常数(8.31451 L kPa mol–1k–1), Ms 为干根瘤(烘

干土)质量(g), 其中Vt=(Ct×Vh)/1000, Ct为 t 时刻培

养瓶顶部 C2H4 浓度(μL L–1)，Vh为培养瓶顶部空间

的体积(mL)。 

Nos活性[19]    用加乙炔与不加乙炔处理所产生

的 N2O 浓度差来表示，用空白来排除空气中的乙炔，
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将加乙炔与不加乙炔处理所产生的 N2O 通量减去空

白所产生的 N2O 通量对数据进行校正。产生的 N2O

浓度：Nt=1000×Vt×P×28.0134/(R×T×Ms), 式中, Nt

为根瘤(土壤)在 t 时刻的 N2O-N 浓度(ng N2O g–1h–1), 

Vt 为 t 时刻根瘤(土壤)中排放 N2O 的体积(μL)，其

中 Vt=Ct(Vh+Vwater·α)/1000, Vwater为根瘤(土壤)所含

水分体积(mL)，α为溶解在水中 N2O 的 Bunsen 校

正系数 α=0.544 (25℃)。  

 

1.4 数据处理 

采用 Excel 2007 进行数据整理，用 SPSS 20.0

软件对数据进行统计分析，变量间的显著性检验采

用单因素方差分析法(ANOVA)，用最小显著差数法

(LSD)进行多重比较(P=0.05)，数据以平均值±标准

差表示，相关分析采用 Pearson 相关系数。 

 

2 结果和分析 
 

2.1 固氮酶活性 

从表 2 可见，两树种的离体根瘤在好氧条件下

没有检测出固氮酶活性(负值)，在厌氧条件下测出

固氮酶活性，且细枝木麻黄是江南桤木的 3.75 倍

(P<0.01)。 

细枝木麻黄根瘤区根际土的固氮酶活性在好

氧和厌氧条件下无显著差异(P>0.05)；非根瘤区根

际土的固氮酶活性在好氧条件下显著大于厌氧条

件下(P<0.01)。江南桤木根瘤区根际土的固氮酶活

性在好氧条件下是厌氧条件下的 14.5 倍，达显著差

异(P<0.01)；非根瘤区根际土的固氮酶活性在好氧

条件下是厌氧条件下的 40.3 倍，达显著差异(P< 

0.01)。两树种的根瘤区根际土和非根瘤区根际土的

固氮酶活性在好氧条件下都没有显著差异 (P< 

0.05)。 

 

2.2 Nos 活性 

从表 2 可见，在好氧条件下细枝木麻黄根瘤的

Nos 活性是江南桤木的 11.7 倍(P<0.01)；两树种在

厌氧条件下都没有检测出 Nos 活性(负值)。 

细枝木麻黄和江南桤木无论是根瘤区根际土

还是非根瘤区根际土，都只在厌氧条件下检测出较

弱的 Nos 活性，在好氧条件下没有检测出 Nos 活性

(负值)；两种树种厌氧条件下的 Nos 活性都表现出

根瘤区根际土大于非根瘤区根际土，且达显著差异

(P<0.05)，表明离根瘤越近的土壤 Nos 活性可能越

大；江南桤木根瘤区根际土和非根瘤区根际土的

Nos 活性都显著大于细枝木麻黄的(P<0.05)。 

除离体根瘤在好氧条件下不表现固氮酶活性

外, 细枝木麻黄和桤木无论是离体根瘤还是根瘤区

根际土和非根瘤区根际土，固氮酶活性都大于 Nos

活性(P<0.01)。 

 

表 2 细枝木麻黄(CC)和江南桤木(AT)离体根瘤、根瘤区根际土(RSI)和非根瘤区根际土(RSN)的固氮酶活性和 Nos 活性(ng N g–1h–1) 

Table 2 Nitrogenase and Nos activities (ng N g–1h–1) in detached nodules, RSI or RSN of Casuarina cunninghamiana (CC) and Alnus trabeculosa (AT) 

 
植物 

Species 

离体根瘤 Detached nodule 

 

RSI 

 

RSN 

好氧 

Aerobic 

厌氧 

Anaerobic 

好氧 

Aerobic 

厌氧 

Anaerobic 

好氧 

Aerobic 

厌氧 

Anaerobic 

固氮酶 

Nitrogenase 

CC  264.76 ±28.71a 

 

12.47 ±0.60d 6.75±2.25d 

 

8.96±2.46d 0.00±0.00e 

AT  70.66 ±46.15b 30.96 ±0.90bc 2.13±1.55e 27.01 ±2.39c 0.67±1.05e 

Nos 

 

CC 0.35±0.00a   0.03±0.00c  0.01±0.01d 

AT 0.03±0.01c   0.05±0.01b . 0.03±0.00c 

同行数据后不同字母分别表示差异显著(P< 0.05)。 

Data followed different letters within line indicate significant differences at 0.05 level.  

 

2.3 固氮酶和 Nos 活性的相关分析 

由表 3 可见，固氮酶活性在厌氧条件下，根

瘤与根瘤区根际土和非根瘤区根际土无显著相关

性，根瘤区根际土与非根瘤区根际土也无显著相

关性，而根瘤厌氧固氮酶活性与好氧条件下根瘤

区根际土和非根瘤区根际土固氮酶活性均呈极显

著负相关；好氧条件下根瘤区根际土固氮酶活性

与非根瘤区根际土的呈极显著正相关；而固氮酶

在其余处理间无显著相关。由表 4 可见，根瘤好

氧条件下的 Nos 活性与厌氧条件下根瘤区根际土

呈显著负相关，与厌氧条件下的非根瘤区根际土

呈极显著负相关，而同在厌氧条件下，根瘤区根

际土与非根瘤区根际土的 Nos 活性在处理间无显

著差异。 
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表 3 固氮酶活性的 Pearson 相关系数 

Table 3 Pearson coefficients of nitrogenase activity 

  
根瘤厌氧 

Nodule 

anaerobic 

 

RSI 

 

RSN 

好氧 

Aerobic 

厌氧 

Anaerobic 

好氧 

Aerobic 

厌氧 

Anaerobic 

根瘤 Nodule 厌氧 Anaerobic 1 

 

  

 

  

RSI 好氧 Aerobic –0.938** 1    

 厌氧 Anaerobic 0.707 –0.796 1   

RSN 好氧 Aerobic –0.977** 0.965** –0.715 1  

 厌氧 Anaerobic –0.583 0.478 –0.161 0.482 1 

**: P< 0.01 

 

表 4 Nos 活性的 Pearson 相关系数 

Table 4 Pearson coefficients of Nos activity 

 根瘤好氧 Nodule aerobic 根瘤区根际土厌氧 RSI anaerobic 非根瘤区根际土厌氧 RSN anaerobic 

根瘤好氧 Nodule aerobic 1   

根瘤区根际土厌氧 RSI anaerobic –0.863* 1  

非根瘤区根际土厌氧 RSN anaerobic –0.941** 0.729 1 

*: P< 0.05; **: P< 0.01 

 

3 讨论和结论 
 

3.1 固氮酶活性 

一般根瘤菌是好氧菌[11]，固氮酶在根瘤菌的固

氮过程中起到催化的作用，但固氮酶对氧气十分敏

感，过多氧气存在会阻碍固氮酶合成，从而导致固

氮酶失活[20]。与根瘤菌一样，弗兰克氏菌也是一种

好气菌，其与宿主共生固氮过程不含屏氧的血红蛋

白，对氧气不是很敏感，在正常的氧分压下，不论

是离体培养还是在根瘤中，弗兰克氏菌都能很好地

进行固氮，在解决供氧和防氧的矛盾方面更适合共

生[16]。但有研究表明，在弗兰克氏菌与细枝木麻黄

的共生固氮体系中是存在防氧屏障的[21]，一般共生

固氮体系依赖与宿主之间的相互联系[11]。本试验中

离体根瘤切断了共生固氮体系与宿主之间的联系，

不能形成隔氧机制，因而，根瘤在好氧条件下检测

不出固氮酶活性。本试验中的厌氧为人为制造的缺

氧环境，为离体根瘤内生菌固氮酶创造了催化条

件。这表明传统的离体好氧条件下测定离体根瘤的

固氮酶活性在实际运用时要谨慎，在厌氧条件下测

定更具科学性。另外，还可能与根瘤的离体时间有

关，研究发现，长时间切断光合产物对根瘤的供应

会使离体根瘤活力迅速下降[22]，表明人为的厌氧条

件减少了根瘤的能量损耗，使其固氮酶活性在厌氧

条件下大于好氧条件。为验证此结果，未来应关注

根瘤的原位试验。 

土壤中存在多种自生固氮菌，自生固氮菌是利

用土壤和空气中的氮进行固氮作用[23]，一般地，自

生固氮菌的固氮能力比共生固氮菌弱[24]。土壤中还

广泛分布着自生根瘤菌[23]和自生弗兰克氏菌[25]，固

氮酶能催化土壤固氮菌进行固氮作用。自生固氮菌

的固氮作用一般是在好氧条件下进行的[20]，好氧自

生固氮菌通过加强有氧呼吸将周围氧气吸收，保持

低氧状态以保护固氮酶活性，执行正常的厌氧固氮

过程[26]。有研究表明, 细胞内较低的 O2 浓度有利

于提高生物体中固氮酶的潜在活性[20,27]。但在本研

究中，两树种无论是根瘤区根际土还是非根瘤区根

际土在好氧条件和厌氧条件下都表现出固氮酶活

性, 说明两树种根际土的自生固氮菌中既具有好氧

种类也具有厌氧种类。本研究结果还表明，除细枝

木麻黄在厌氧条件外，两树种根瘤区根际土和非根

瘤区根际土之间的固氮酶活性没有显著差异，表明

在根系的有限范围内，好氧条件下的根瘤区根际土

与非根瘤区根际土的固氮酶活性并无明显差异。这

可能是，在本研究取样条件下，根瘤区根际土与非

根瘤区根际土几乎相邻，没有明显区分。因此，未

来应在取样条件上，严格划分根瘤区根际土与非根

瘤区根际土来研究。 

 

3.2 Nos 活性 

共生固氮菌既能进行固氮作用也能进行反硝

化作用[11]，反硝化是在厌氧条件下进行的[28]，Nos
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是一种反硝化酶，能在反硝化的最后一步催化 N2O

还原[19]。Nos 对 O2 十分敏感[7,19]，O2 的存在会抑制

反硝化酶的作用从而使反硝化酶的活性降低[29]。有

研究表明，存在好氧反硝化菌，反硝化酶在好氧和

厌氧条件下都能合成[30]，在 O2 存在时反硝化酶仍

有较高活性[27]，因此，在本试验中，根瘤在厌氧条

件下检测不出 Nos 活性，表明在好氧条件下测定离

体根瘤的 Nos 活性更具有科学性。固氮和反硝化是

两种相互矛盾的生理过程，N2O 是许多根瘤内生菌

的反硝化作用的终产物，它是固氮酶的竞争性抑制

剂，也能被还原为 N2，N2 又可进一步为固氮酶所还

原，然后在根瘤内被同化[11]。根瘤菌的类菌体(根瘤)

同时具有释放氮和固定氮的能力，已经在豌豆固氮

菌的类菌体和其他一些固氮菌(Azospirillum, Rhodo- 

puseudomonas sphaeroides sp. denitrificans)的菌株

上观察到[11]。本研究在弗兰克氏菌的类菌体上观察

到厌氧条件下的固氮酶活性和好氧条件下的Nos活

性，且固氮酶活性大于 Nos 活性。但 Nos 失氮过程

和固氮酶的固氮过程彼此在进化上有何好处及化

学计量特征等还有待进一步研究。有研究表明在土

壤的无氧环境中，维持根瘤的完整性对共生体的存

在至关重要[31]。本研究中，离体根瘤切断了共生固

氮体系与宿主之间的联系，这种人为扰动对固氮酶

和 Nos 活性的影响还需进一步研究。 

土壤中存在少量反硝化细菌，它们直接或间接

参与土壤氮循环[32]。在根瘤菌内进行着 N2 的固定

和反硝化两个相反的生理过程[33]，因此，土壤中的

根瘤菌也能参与反硝化作用[34]。本研究表明细枝木

麻黄/桤木的根瘤区根际土和非根瘤区根际土只在

厌氧条件下具有 Nos 活性，表明两树种的根瘤区根

际土和非根瘤区根际土只能在厌氧条件下进行反

硝化作用。通常认为，土壤反硝化是一个厌氧过程，

反硝化酶活性和相关基因的表达会受到O2的严格抑

制，产生 N2O 主要是厌氧反硝化过程[35]，本研究结

果表明，细枝木麻黄/桤木的根瘤区根际土和非根瘤

区根际土只有在厌氧条件下具有 Nos 活性，这也证

实了土壤反硝化是一个厌氧过程。研究表明，土壤

表层是反硝化作用最主要的层次，而下层土壤的反

硝化作用较为微弱[34]。本研究发现细枝木麻黄和桤

木根瘤区根际土的Nos活性显著大于非根瘤区根际

土，这表明根瘤区根际土由于离体根瘤距离较近,

受到根瘤共生固氮菌反硝化的影响，导致其 Nos 活

性要强于非根瘤区根际土。本研究结果表明，土壤

同时具有固氮酶活性和 Nos 活性，但土壤中 Nos 是

较低的[33]。本研究结果表明，除离体根瘤在好氧条

件下外，立地土壤的固氮酶活性大于 Nos 固氮细菌

活性符合这一规律。 

 

3.3 固氮酶和 Nos 活性的相关关系 

相关分析表明，根瘤厌氧固氮酶与好氧条件下

两种根际土及根瘤好氧 Nos 与厌氧条件下两种根

际土表现出显著相关性。土壤是根瘤赖以生存的环

境，固氮细菌在根瘤固氮过程中发挥重要作用[11], 

根瘤坏死后内生菌释放到土壤中导致土壤也广泛

分布着弗兰克氏菌[36]，从土壤中能够分离出弗兰

克氏菌[37]。因此，根瘤的固氮酶及 Nos 活性在一

定程度对立地土壤有影响。根际环境是植物与土壤

的连接纽带, 土壤微生物依附着根际生存[38]。研究

表明，在不同土壤深度弗兰克氏菌菌株的分布不同 

[39], 因而固氮酶活性也有所差异。根际土壤的微生

物丰度和酶活性普遍高于非根际土壤[40]。本研究

结果表明, 固氮酶活性在好氧条件下根瘤区根际

土与非根瘤区根际土显著正相关。但是在厌氧条件

下，两种根际土固氮酶与 Nos 并无显著相关性，

表明不同通气条件会影响根瘤与周围的土壤环境

的关系。然而，目前对于在不同通气条件下根瘤与

土壤、根际土与非根际土之间两种酶活性的研究甚

少，还有待深入研究。 

两树种的离体根瘤既具有固氮酶活性也具有

Nos 活性；固氮酶活性只表现在厌氧条件下，Nos

活性只表现在好氧条件下；固氮酶活性大于 Nos

活性。 

根瘤区根际土和非根瘤区根际土都具有固氮

酶活性；在好氧条件下，两种土壤固氮酶活性之间

无显著差异；根瘤区根际土和非根瘤区根际土都具

有 Nos 活性，且前者大于后者；立地土壤的固氮酶

活性大于 Nos 活性。 

根瘤厌氧固氮酶活性与好氧条件下的两种根

际土都呈极显著负相关，而与厌氧条件下的两种根

际土都没有表现出显著负相关性，根瘤区根际土只

在好氧条件下与非根瘤区根际土显著相关，根瘤区

根际土与非根瘤区根际土在两种不同通气条件下

的固氮酶活性没有表现出显著相关性；根瘤好氧

Nos 活性与厌氧条件下的两种根际土均有显著相

关性，而厌氧条件下两种根际土之间无显著相关

性。 
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