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Abstract：This study aimed to screen and identify indigenous bacteria that can decrease ammonia production in a paddy field, evaluate
their performance in decreasing ammonia, and explore the potential of the bacteria in reducing nitrogen loss caused by urea topdressing of
rice. Bacteria capable of decreasing ammonia production were enriched in a selective medium, separated by the striating plate method, and
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摘 要：为筛选和鉴定稻田中具有降NH3作用的土著菌株并评估其降NH3效果，探讨其在水稻追施尿素中减少氮肥损失的潜力，

本研究首先通过降NH3菌株选择性培养基进行富集，然后利用平板划线法对其进行分离，进而根据细菌的降NH3效果进行复筛，

对筛选出的高效降NH3菌株通过 16S rDNA测序鉴定菌属，并对目标菌株的氮利用能力、产脲酶性能和溶血性等进行测定。结果

表明：通过选择性培养基从稻田土-水界面样品中筛选出 3株具有降NH3效果的菌株，分别命名为菌Ⅰ、菌Ⅱ、菌Ⅲ。利用NH3降

低率实验进行复筛，其中菌Ⅱ的 NH3降低率最高，达到 88.60%，根据形态特征和 16S rDNA 序列分析，鉴定菌Ⅱ为污水溶杆菌

（Lysobacter defluvii）。将菌Ⅱ接种到富氨和富硝的培养基后，培养基铵态氮浓度从 25.00 mg·L-1降到 9.85 mg·L-1，硝态氮浓度从

34.00 mg·L-1降到 3.85 mg·L-1，降低率分别为 60.60%和 88.68%，表明菌Ⅱ的氨氮利用和硝态氮利用能力较好。生理生化鉴定结果

显示菌Ⅱ不产生脲酶，不会加速尿素产氨，溶血实验显示菌Ⅱ不具有溶血性，对人致病能力差。研究表明，本试验所筛选的稻田

土著降NH3菌株在室内条件下具有较好的降NH3效果，对减少稻田追施尿素引起的NH3挥发具有较大潜力，在水稻生产中具有较

大的应用前景。
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施肥可以显著提高作物产量，据统计，化肥对主

要粮食作物产量的贡献率高达 40%~60%[1-2]。氮对作

物的生长和产量至关重要，施氮则成为提高粮食产量

的关键手段[3-4]。我国是世界上最大的水稻生产和消

费国，需要持续增加水稻产量来满足日益增长的对粮

食的需求[5]。水稻对氮的需求量较大，且需要分次施

氮才会有更好的效果[6]。为保证产量，农民一般选择

直接将尿素撒在稻田上覆水进行追氮。在尿素转化

为铵态氮或进一步转化为其他形态无机氮后，除部分

被作物吸收利用，还有相当部分通过NH3挥发、径流、

淋溶、硝化-反硝化等途径损失[7]，这不仅造成肥料资

源的浪费，还会诱发多种环境污染问题[8-9]。研究表

明，NH3挥发是氮素损失的主要形式之一，NH3挥发量

占施氮量的 9%~40%[4，10]，NH3挥发不仅降低了肥料利

用率，还会对水体、大气带来不良影响[11]。因此，亟待

改善施肥技术或寻找其他途径减少NH3挥发。

关于稻田NH3挥发的研究很多，多种方法已经被

证明可以有效降低NH3挥发。例如：Chen等[12]通过多

点多年试验发现土壤-作物综合系统管理可以有效

降低NH3挥发并提高产量；Li等[13]通过深度分析发现

缓控释肥、硝化抑制剂、脲酶抑制剂等的使用可显著

降低 NH3挥发并提高产量；有研究表明尿素深施[14]、

合理晚施[15]等也可以提高氮肥利用率并降低 NH3挥

发。尽管上述措施在一定程度上减少了NH3挥发损

失，提高了氮的利用效率，但其经济性和劳动力投入

都限制了其在水稻种植系统中的广泛应用。

微生物在自然界的物质循环和能量流动中发挥

着不可替代的作用，对农田生态系统中的氮循环具有

重要意义[16-17]，但微生物在降低农田氮损失方面的研

究报道较少。微生物同化无机氮作用是构成土壤氮

素保蓄能力的重要组成，Li等[18-20]研究发现合理恢复

退化生态系统的土壤微生物同化无机氮作用可有效

提高土壤氮素保蓄能力，减少氮素损失风险。微生物

在减少氮损失方面的应用还体现在堆肥中，如 Guo
等[21]通过在猪粪和麦秸混合堆肥中添加 5%的巨大芽

孢杆菌发现NH3和N2O的排放量减少；Tu等[22]发现，将

由乳酸杆菌等组成的微生物菌剂与生物炭组合添加

到猪粪与锯末混合的堆肥中，可以有效降低 NH3和

N2O排放量，增加堆肥中的氮素存储量。然而，目前有

关利用相关微生物降低稻田氮损失的报道还不多见。

土-水界面是稻田土壤和上覆水中氮“交流”的

必经之所，特殊的环境条件使其与上覆水体和耕层土

壤相比，在理化、氮磷化学计量、微生物种类方面存在

特殊性，土-水界面氮素迁移转化极大地影响着稻田

氮素走向[23-24]。NH3挥发是稻田氮损失的主要途径，

稻田土-水界面降NH3工作的开展有利于降低肥料损

失，而生物降 NH3[25]具有经济、高效的特点。本研究

拟利用湖南省益阳市典型稻田的土-水界面样本筛

选土壤中降NH3效果较好的菌株，并对其致病性和生

化特征等进行鉴定，以期利用该菌株有效降低稻田

NH3挥发和提高氮肥利用率。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 试验样品

水稻插秧后，在湖南省益阳市某典型稻田

（28.373 4°N，112.339 1°E）土-水界面采集土水混合

样本带回实验室用于分离降NH3菌株。

1.1.2 培养基

氨选择性培养基[26-27]：蔗糖 50.0 g，KH2PO4 2.0 g，

re-screened according to the bacteria ′ s ammonia reduction rate. Bacteria that were highly effective in reducing ammonia were identified by
16S rDNA sequencing. Nitrogen utilization, urease production, and hemolytic properties of these bacteria were determined. Three bacterial
strains（bacterium Ⅰ , Ⅱ , and Ⅲ）capable of reducing ammonia production were screened from the surface soil near the soil-water
interface of the paddy field using the selective medium. Bacterium Ⅱ had the highest ammonia reduction rate（maximum 88.60%）and was
identified as Lysobacter defluvii by morphological characterization and 16S rDNA sequence analysis. After bacterium Ⅱ was inoculated into
an ammonia- and nitrate-rich medium, the ammonium nitrogen concentration in the medium decreased from 25.00 mg·L-1 to 9.85 mg·L-1

（60.60% reduction）, and the nitrate nitrogen concentration decreased from 34.00 mg·L-1 to 3.85 mg·L-1（88.68% reduction）, indicating
the efficiency of bacterium Ⅱ in utilizing ammonia and nitrate. Physiological and biochemical identification results showed that bacterium
Ⅱ did not produce urease and did not accelerate ammonia production from urea. Additionally, it did not display hemolysis and was poorly
pathogenic in humans. The collective results suggested that the indigenous bacterium screened from the rice paddy effectively decreased
ammonia production at ambient conditions. Bacterium Ⅱ has great potential to reduce ammonia volatilization caused by urea topdressing in
rice fields, and great application prospects in rice production.
Keywords：paddy field; soil-water interface; ammonia production decreasing bacteria; ammonia; Lysobacter
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MgSO4 0.5 g，FeSO4 0.1 g，ZnSO4 0.5 g，NaCl 2.0 g，
1 000 mL H2O，氨水10 mL，自然pH。

营养肉汤（NB）培养基：蛋白胨 10.0 g，牛肉粉 3.0
g，NaCl 5.0 g，蒸馏水1 000 mL，pH 7.0~7.4。

分离培养基：牛肉膏蛋白胨培养基、马铃薯葡萄

糖培养基、高氏一号培养基。

富氨培养基：葡萄糖 5.0 g，K2HPO4 0.5 g，MgSO4
0.25 g，FeSO4 0.01 g，（NH4）2SO4 0.47 g，NaCl 1.0 g，
1 000 mL H2O，pH 7.0。培养基灭菌后用无菌水稀释4
倍使用，经测定铵态氮浓度为25 mg·L-1。

富硝培养基：葡萄糖 5.0 g，K2HPO4 0.5 g，MgSO4
0.25 g，FeSO4 0.01 g，KNO3 0.72 g，NaCl 1.0 g，1 000
mL H2O，pH 7.0。培养基灭菌后用无菌水稀释 3倍使

用，经测定硝态氮浓度为34 mg·L-1。

尿素酚红培养基：尿素 20 g，酚红 1 g，蛋白胨 10
g，牛肉膏 3 g，NaCl 5.0 g，琼脂 20 g，蒸馏水 1 000 mL，
pH 6.4。

低氨选择性培养基：100 mL无氨选择性培养基

中加入2 mL 500 mg·L-1的氨水。

1.2 试验方法

1.2.1 降NH3菌株的富集、分离纯化

称取土壤 10 g置于装有 90 mL无菌水的三角瓶

中，室温环境下于 180 r·min-1摇床处理 30 min，随后

静置 20 min，吸取 10 mL 稀释液接种至装有 100 mL
氨选择性培养基的三角烧瓶中，置于 30 ℃、180 r·
min-1摇床上恒温培养 5 d后，观察菌液变化，若菌液

浑浊则表明菌株具有降解NH3能力，如此反复连续富

集７代。

分别在牛肉膏蛋白胨培养基、马铃薯葡萄糖培养

基、高氏一号培养基中，利用梯度稀释平板涂布法分

离纯化菌液中的单菌落，筛选其中长势良好的菌落，

再采用划线法多次分离纯化，直至获得完全纯的单菌

落，将分离出的单菌落接种至试管斜面，4 ℃低温保

存待用。

1.2.2 降NH3菌株的复筛及NH3降低率的测定[26-27]

将分离得到的单菌株接种至 10 mL营养肉汤培

养基中，35 ℃、180 r·min-1培养 24 h后，分别吸取细菌

培养液置于无菌离心管中，8 000 r·min-1离心 2 min后

弃上清液，加无菌水重新悬浮，重复以上操作 3次，去

除菌株生长过程中产生的氨，最后用无菌水重悬，制

得无氨种子液。

取上述种子液 2 mL 于装有 100 mL 低氨选择性

培养基的 250 mL 密封瓶中，再向瓶中放入装有 10

mL 0.005 mol·L-1 硫酸吸收液的 20 mL 试管，35 ℃、

180 r·min-1摇床培养。对照组不加种子液，加 2 mL无

菌水。于培养的第 1、2、3、4天取样，采用纳氏试剂法

测定NH3的释放量。

R=（C0-C）/C0×100%
式中：R为NH3释放量的降低率，%；C0为对照组硫酸

吸收液中铵的浓度，mg·L-1；C为加菌液处理硫酸吸收

液中铵的浓度，mg·L-1。

1.3 菌种鉴定

将菌株接种在平板上 35 ℃培养，待长出菌落后，

观察菌落形态特征，并结合《微生物学实验》进行生理

生化特征的鉴定[28]。

利用细菌DNA提取试剂盒提取菌株的DNA，然

后利用通用引物 27F和 1492R进行 PCR扩增[26]，扩增

反应条件：95 ℃预变性 3 min；94 ℃变性 1 min，56 ℃
退火 1 min，72 ℃延伸 2 min，该过程进行 30个循环；

72 ℃保持 10 min。整个过程结束后，仪器设置为 4 ℃
终止保存。

PCR产物检测合格后，切割目的条带进行纯化回

收，用回收后的产物进行 Sanger测序。Sanger测序结

果用软件ContigExpress进行拼接，并去除两端不准的

部分。批量对拼接序列进行blastn（最新版本v2.13）比
对核酸数据库。其中，核酸数据库选择最新版本的 nt
库，通过与nt库进行blastn比对，即可得到同源序列的

Accession Number号及物种鉴定和注释。将测得的序

列结果在NCBI进行 BLAST比对，利用Mega7软件中

的NJ法构建系统发育树，确定菌株的种属类别。

1.4 菌株对不同氮源的利用能力测定[27]

将无氨种子液，以 2% 的接种量，分别接种于富

氨和富硝培养基中，35 ℃、180 r·min-1摇床培养，分别

在第 1、2、3、4天取样，8 000 r·min-1离心 2 min后测定

上清液中的铵态氮和硝态氮浓度。铵态氮采用纳氏

试剂法进行测定，硝态氮参照《水和废水检测分析方

法》[29]中的紫外分光光度法进行测定。

1.5 菌株产脲酶情况

产脲酶的细菌分解尿素后产生的氨使 pH上升，

培养基呈碱性，以酚红为酸碱指示剂，颜色由黄色变

为红色。因此，检验目标菌株是否产生脲酶采用尿素

酚红培养基[30]。

同时开展土柱培养试验，设置添加目标菌株和

不添加（对照）处理，在培养的第 1、3、5天取土-水界

面泥土作为样品，利用脲酶试剂盒测定界面处脲酶

活性。
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1.6 数据分析

采用Excel 2016进行试验数据的处理，运用 SPSS
22.0进行方差分析，利用Origin 2019b绘图，采用Dun⁃
can法在0.05的显著水平上进行多重比较。

2 结果与分析

2.1 降NH3菌株的筛选

土壤样品经氨选择性培养基富集、分离纯化后，

共获得 3 株长势较好的降 NH3菌株，分别命名为菌

Ⅰ、菌Ⅱ、菌Ⅲ，3株菌均为细菌。利用低氨的选择性

培养基对 3株菌株进行复筛，测定其 NH3降低率，结

果如图 1所示。在试验持续期间，菌Ⅰ和菌Ⅲ对NH3
的降低率随着培养时间的延长而降低，菌Ⅱ在培养的

前 3 d的 NH3降低率比较平稳，第 4天出现上升。在

培养的第 1、2、3、4天中，NH3降低率均是菌Ⅱ>菌Ⅰ>
菌Ⅲ，菌Ⅱ的最高 NH3 降低率出现在第 1 天，为

88.60%，显著高于其他2个菌株。

2.2 菌种鉴定

选择NH3降低率最高的菌Ⅱ进行菌种鉴定，将其

在牛肉膏蛋白胨培养基上培养，其菌落形态和显微观

察特征及革兰氏染色结果见图 2。菌Ⅱ的菌落呈圆

形，边缘不整齐，颜色呈微黄色，不透明；革兰氏染色

结果为阴性，菌体呈杆状。

扩增菌Ⅱ的 16S rDNA 基因序列，得到一个 1 419
bp的 PCR产物，NCBI BLAST比对结果显示菌Ⅱ与污

水溶杆菌 Lysobacter defluvii相似性最高（99.72% 以

上）。16S rDNA基因序列系统发育树显示（图 3），菌

Ⅱ与污水溶杆菌 Lysobacter defluvii聚为一支。结合形

态学分析、革兰氏染色结果以及16S rDNA基因序列分

析，菌Ⅱ被鉴定为污水溶杆菌。

2.3 菌株对不同氮源的利用能力

菌Ⅱ降NH3效果见图4a，加菌处理4 d内铵态氮浓

度从25.00 mg·L-1降到9.85 mg·L-1，铵态氮降低率达到

60.60%，其中第 4天降低率最高。在降低铵态氮的同

时，培养基中的硝态氮浓度从0增加到1.08 mg·L-1。

菌Ⅱ降硝能力测定结果见图 4b，加菌处理 4 d内

硝态氮浓度从 34.00 mg·L-1降到 3.85 mg·L-1，硝态氮

降低率达到 88.68%，其中第 3天降低率最高。在降低

硝态氮的同时，培养基中的铵态氮浓度从 0 增加到

4.37 mg·L-1，随后降低至0。
2.4 产脲酶性能和溶血性能

将菌Ⅱ接种于尿素酚红培养基，培养 48 h后“十

图1 不同菌株的NH3降低率

Figure 1 NH3 reduction rates of different bacterial strains

相同培养时间的不同小写字母表示菌株间NH3
降低率差异显著（P<0.05）。

Different lowercase letters under the same incubation time
indicate significant differences in NH3 reduction rates

among different bacterial strains（P<0.05）.

图2 菌Ⅱ的形态特征及革兰氏染色情况

Figure 2 Morphological characteristics and Gram
staining of bacterium Ⅱ

图3 菌Ⅱ的系统发育树

Figure 3 Phylogenetic tree of bacterium Ⅱ
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字”菌株周围未出现红圈（图 5a），说明菌Ⅱ周围的尿

素没有被分解，即该菌不产生脲酶。泥柱土-水界面

样品的脲酶活性测定结果见图 5b，接种菌Ⅱ后脲酶

的活性与对照相比在第 1天无显著差异，但在第 3天

和第5天显著降低。

溶血性是体外对相关菌株安全性测定过程中需

要分析的关键指标之一。将菌Ⅱ接种于血平板，

30 ℃ 培养 48 h，进行溶血性实验，结果见图 6，可以看

出菌Ⅱ在血平板上生长良好，菌落附近没有出现溶血

圈，说明菌Ⅱ不具有溶血性。

3 讨论

NH3挥发是稻田氮损失的重要途径，目前关于稻

田NH3挥发的研究主要集中在施肥方式[15，31]、肥料用

量[32]、氮肥种类[33-34]、土壤改良剂[35]等，但利用微生物

降低稻田NH3挥发的报道较少，所以筛选土-水界面

相同折线上的不同小写字母表示不同培养时间下氮浓度差异显著（P<0.05）。
Different lowercase letters on the same broken line indicate significant differences in nitrogen concentration at different incubation times（P<0.05）.

图4 菌Ⅱ对不同氮源的利用能力

Figure 4 Utilization ability of different nitrogen of bacterium Ⅱ
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图6 菌Ⅱ在血平板培养基的溶血情况

Figure 6 Hemolysis of bacterium Ⅱ in blood plate medium

同一组柱上方的不同小写字母表示不同处理下脲酶的活力差异显著（P<0.05）。
Different lowercase letters above the same column group indicate significant differences in urease activity under different treatments（P<0.05）.

图5 菌Ⅱ产脲酶情况

Figure 5 Urease production status of bacterium Ⅱ
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处的降NH3菌株十分必要。本研究通过采集湖南省

典型稻田土-水界面样品，进一步筛选出的菌Ⅱ降

NH3效果较好，NH3降低率最高可达 88.60%，具有一

定降低稻田NH3挥发的潜力。高通量测序所得菌株

基因序列与NCBI基因序列数据库进行对比分析，证

明所筛选菌株为溶杆菌属，进一步通过菌落形态、颜

色以及革兰氏染色结果发现所筛选菌株与 Yassin
等[36]报道的 Lysobacter defluvii十分相似，所以判断所

得菌株为污水溶杆菌。但是，目前有关污水溶杆菌的

研究较少，关于污水溶杆菌的降NH3或氮转化功能方

面的研究更为缺乏。同时，由于本试验是在室内开展

的培养试验，该菌株在实际田间的降NH3效果还需要

进一步验证。

与尹红梅等[27]的实验结果相比，菌Ⅱ的硝态氮利

用能力和氨氮利用能力较弱，一方面这可能是因为本

研究接种率为 2%，低于尹红梅实验中的 5%，另一方

面可能是由于该菌株大量繁殖吸收了部分的氮。富

氨培养基中铵态氮下降，但是硝态氮没有显著增加，

由于本试验是在非厌氧条件下进行，好养的溶杆菌不

易使反硝化发生，因此，富氨培养基中铵态氮降低的一

个原因很可能是所培养菌株将其利用并转化为生物

量氮，试验开展期间，随着菌的生长，供试培养基逐渐

变浑浊，这也在一定程度上反映了菌株确实有一定的

增殖，另一方面，由于是非厌氧条件，部分氨氮也可能

通过NH3挥发损失。由于硝态氮相对稳定，同时试验

在有氧条件下进行，所以富硝培养基中减少的硝态氮

极有可能是被菌株增殖利用了。

脲酶是尿素分解过程中的关键酶[37]，尿素酚红培养

基研究表明菌Ⅱ几乎不产生脲酶[30]，同时在土-水界面

添加该菌株可能还有抑制脲酶产生的作用，这说明菌

Ⅱ不会通过产生脲酶加速尿素产NH3的过程，满足稻田

土-水界面降NH3的基本要求。溶血性是体外对相关菌

株安全性测定过程中需要分析的关键指标之一，本研

究发现菌Ⅱ无溶血性[38-39]，初步断定菌Ⅱ的致病性可能

较低，但是还需要开展进一步试验来鉴定其是否为致

病菌株，从而决定该菌是否可应用于生产实践。

4 结论

（1）通过对稻田土-水界面降NH3菌株的筛选，获

得了一株在室内试验条件下具有较好降NH3效果的

菌株——菌Ⅱ，经鉴定该菌株为污水溶杆菌。

（2）菌Ⅱ几乎不产脲酶，且不具有溶血性，具有降

低稻田NH3挥发的潜力。

（3）菌Ⅱ可能对氨氮和硝态氮具有较好的吸收和

利用能力，其在稻田降低氮肥损失方面的效果需要进

一步在田间验证。
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