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化感物质对枯草芽孢杆菌"FGHIJJKLLKMNIJIL(
在厌氧条件下的生长及反硝化作用的影响
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摘要!研究由秸秆腐解产生的化感物质!阿魏酸"O-P7(Q对羟基苯甲酸"R-S7(和苯甲酸"T7(在不同浓度下对厌氧培养

的枯草芽孢杆菌"UVWXYYZ[[Z\]XYX[(的生长及其反硝化活性的影响6结果表明5#种浓度的阿魏酸"+̂’+Q,̂+1Q&̂,2__@A‘

<(均表现出对枯草芽孢杆菌的生长有抑制作用6对羟基苯甲酸"&̂#2Q#̂2,Q%̂,3__@A‘<(对生长影响不明显6

1̂’$__@A‘<和 3̂&$__@A‘<的苯甲酸有一定的刺激作用5而 &̂3’__@A‘<的苯甲酸与对照无差别6实验表明枯草芽孢

秆菌不仅能转化 >;a# 生成 >;a,5而且还能转化 >;a, 生成 >,;6#种化感物质对 >;a# 的转化均表现抑制作用5其抑制

作用强弱依次为阿魏酸b对羟基苯甲酸b苯甲酸6高浓度的抑制作用强于低浓度6阿魏酸在 +̂’+__@A‘<和 ,̂+1__@A‘

<浓度下5其抑制作用的差异显著性分别为cd&̂&’5cd&̂&+6>;a, 的生成与>;a# 的减少相互有关联5第#天测定时5
各处理中>;a# 急剧减少5而>;a, 急剧增加6在阿魏酸Q苯甲酸处理中的>;a, 积累高峰在第 #天Q第 3天5然后下降6而

在对羟基苯甲酸的处理中 >;a, 的积累一直上升5在第 2天的观察中仍未出现下降趋势6#种化感物质均能抑制 >,;的

生成5至于在田间的抑制效果尚需进一步试验6
关键词!化感物质0枯草芽孢杆菌0硝化作用
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C秸秆还田D是植物营养元素循环利用的有效措施5也是保证我国农业的持续稳定发展的重要途径E’F6
秸秆腐解过程中会产生大量有益的和有害的化感物质E,F6在土壤中局部有机物周围5有时可产生高浓度游
离态酚酸5对植物有生理毒害E#F
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作物生长与多种营养元素有关!其中至关重要的是氮素营养"#$%而土壤中氮素损失的途径与微生物的硝化
作用和反硝化作用密切相关%反硝化作用是造成氮素损失的基本原因"&$%它所造成的损失估计占 ’()*
+()",$%
以往人们对土壤中反硝化作用进行了大量研究!但对秸秆腐解产生的化感物质对枯草芽孢杆菌影响

的研究目前尚无报道%-../0.123431!等研究了乙酸5丙酸5丁酸5戊酸5硫酸盐5乳酸5在不同 /6等条件下
对 789:;<=<>?88@:@A9BC!7?B?D<DD:8;9>C@BCECD?:8!F98:GE<HCIBC<;98:GE:BCD?:8的反硝化作用的影响"J*K$%
李振高!李良谟等研究了不同基因型小麦根系分泌物5重金属离子5西吡等对细菌5硝化和反硝化活性的影
响"’(*’L$%本文着重研究化感物质对枯草芽孢杆菌的生长及反硝化活性的影响%它不仅在理论上充实了反
硝化作用中化学生态学的内容!而且在可持续发展农业中减少氮肥的经济损失及环境污染具有重要的实
践意义%
M 材料和方法

MNM 实验材料
枯草芽孢杆菌OP?DCGG:88:I@CGC8Q!由中国科学院微生物研究所提供%
实验的化感物质在小麦秸秆腐解产生的化感物质中!选择出阿魏酸5对羟基苯甲酸5苯甲酸%
化学试剂为 RS’萘乙二胺盐酸盐!对氨基苯磺酸!铝钾矾!亚硝酸钠!均为分析纯%

MNT 实验方法

MNTNM 首先培养细菌种子液!细菌种子液成分为硝酸盐培养基"’+$O蛋白胨 ’U!硝酸钠 (N’U!蒸馏水

’((VW!/6,*JQ!在 &((VW三角瓶中装入 +((VW硝酸盐培养液!/6J%在无菌间内每瓶接入斜面菌种 #*&
环!接种后在 +(X恒温水浴摇床上振荡培养 ’YZ%然后转入试管中O’NY[V\L([VQ!每管接种 #VW细菌种
子液%在装细菌种子液之前!每试管分别装入’LVW灭过菌的硝酸盐培养液和#VW不同浓度的化感物质O阿
魏酸 +个浓度]&N’&5LN&Y5(NLYVV Ŵ_‘!对羟基苯甲酸 +个浓度]JNL#5+N,L5KN+,VV Ŵ_‘!苯甲酸 +个浓
度]YN’K5#N(K5(N#’VV Ŵ_‘Q!以另加入 #VW蒸馏水的处理为对照%每试管用橡皮塞子塞紧!然后将每管的
空间冲入高纯 R气!同时将管内空气排出%每处理重复 +管%在 +(X恒温下连续培养至第 +天时!开始逐
日取样测定!每次每处理分别测定枯草芽孢杆菌的生长量!Rab+ 的剩余量!RabL 的生成量及 RLa的释放
量%
MNTNT 生长量测定 在 JL’分光光度计上!#,(1V处以空白灭菌培养液为参照!以菌液比色得到 ac值
表示细菌密度!间接代表生长量dRab+ 的测定 采用酚二磺酸比色法"’#$dRabL 的测定 用 RS’萘S乙二胺
比色法"’#$dRLa的测定 用气相色谱法%气相色谱为 efS+#’(型!ghc检测器!R3,+YV3[!ijejkj0.l3.1
公司提供!f̂l./.m色谱柱!标气为 ijejkjn.oZ.1(jKYVU_‘%
反硝化强度)p"O原加入的 Rab+ 量b培养后 Rab+ 的剩余量Q_原加入的 Rab+ 量$\’((

T 实验结果

TNM 阿魏酸对枯草芽孢杆菌厌氧条件下的生长及其反硝化强度的影响
阿魏酸对枯草芽孢杆菌的厌氧生长有一定的抑制作用O见图 ’Q%在不同浓度阿魏酸的处理中枯草芽

孢杆菌生长缓慢!而在无阿魏酸的对照中!枯草芽孢杆菌的生长量由第 #天起急剧上升j第 ,天菌密度的

ac值为 (N’Y&!比 (NL,VV Ŵ_‘5LN&YVV Ŵ_‘5和 &N’&VV Ŵ_‘阿魏酸处理的 ac值分别高出 ’#J)5
’++)5’(K)%
不同浓度的阿魏酸对枯草芽孢杆菌的反硝化作用均有抑制O图LQ%在加入等量硝酸盐时!第+天的样品中!

对照的反硝化强度为 K&NJ)!加入 (NL,VV Ŵ_‘阿魏酸的反硝化强度与对照无甚差别!而加入 &N’&VV Ŵ_‘5
LN&YVV Ŵ_‘阿魏酸的样品反硝化强度分别为 &YN,)5J’N#)%与对照相比反硝化强度分别减少 +JN’)和

L#N+)%在第 #5&5,天的样品中均表现出阿魏酸浓度越高!Rab+ 的剩余量越多!加入的阿魏酸规律为]
&N’&VV Ŵ_‘qLN&YVV Ŵ_‘q(NL,VV Ŵ_‘q对照!表明阿魏酸对枯草芽孢杆菌反硝化作用的抑制随其浓度
增加而增大%抑制作用的差异显著性 &N’&VV Ŵ_‘5LN&YVV Ŵ_‘分别为7r(N(’57r(N(&%
图 +显示!阿魏酸浓度为 &N’&VV Ŵ_‘的处理时!对枯草芽孢杆菌反硝化过程中 RabL 的生成量比对

照!(NL,VV Ŵ_‘和 LN&YVV Ŵ_‘等处理的明显低%第 #天时!&N’&VV Ŵ_‘处理中 RabL 生成量为
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图 ! 阿魏酸对枯草芽孢杆菌生长的影响

"#$%! &’()*+’,+-(./"0-’$1-2.3

-(4567889::9;<787:

图 = 阿魏酸对 >?@A 转化的影响

"#$%= &’()*+’,+-(./"0-’BC1#+.D-(>?@A

==EF=GH-)IJK而对照 LF=MHH-)IJ和 =FENHH-)IJ处
理中的生成量分别为 OA=FAPOOAFQP和 OELFLGH-)IJK这
可能与 EF!EHH-)IJ中>?@A 剩余量多有关R但在其它浓

度中K>?@= 生成量与对照无明显差别K这可能由于阿魏酸在 =FEN和 LF=MHH-)IJ情况下对亚硝酸还原酶
有一定抑制作用K使 >?@= 保留时间较长R
SFS 对羟基苯甲酸对枯草芽孢杆菌厌氧条件下的生长及其反硝化活性的影响R
从图 O中看出K对羟基苯甲酸在 LFAMHH-)IJ浓度下K对枯草芽孢杆菌的厌氧生长有一定的抑制K而

在 AFM=HH-)IJ浓度下则有一定的促进作用K在第 OPE天的生长量均比对照高R在 QF=OHH-)IJ浓度下K
第 A天菌量最多K但在第 OPE天时菌量下降K第 M天又上升K对枯草芽孢杆菌的厌氧生长的影响无规律性K
仍需进一步实验R

图 A 阿魏酸对 >?@= 生成的影响

"#$%A &’()*+’,+-(./"0-’T1-U*,.#-’-(>?@=

V LHH-)IJ W LF=MHH-)IJ X =FENHH-)IJ Y

EF!EHH-)IJ

图 O 对羟基苯甲酸对枯草芽孢杆菌生长的影响

"#$%O &’()*+’,+-(T/Z0-’$1-2.3-(4567889::9;<787:

从图 E看出K第 A天时对照的反硝化强度为 ENFM[K低浓度 LFAMHH-)IJ对羟基苯甲酸的反硝化强度
为 EQF![K与对照相近K几乎无抑制作用K浓度为 AFM=HH-)IJ和 QF=OHH-)IJ的反硝化强度分别为

O=FN[和 A=F\[K表现出一定的抑制作用R以上 A种浓度K由低到高K反硝化强度与对照相比K分别减少

!FE[K!EFN[和 =EFQ[R
从图 M看出K第 A天和第 O天的测定结果显示了化感物质处理中 >?@= 的生成量与对照相近K第 E天

>?@= 的生成量明显低于对照K第 M天略少于对照R

SF] 苯甲酸对枯草芽孢杆菌厌氧条件下的生长及其反硝化强度的影响
从图 Q看出KNF!\HH-)IJ的苯甲酸对枯草芽孢杆菌的厌氧生长有促进作用R培养第 A天时K菌密度

?̂ 值为 LFA!K而对照只有 LFLOQK是对照的 MFM倍_OFL\HH-)IJ的苯甲酸也表现出一定的促进作用K第 A
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图 ! 对羟基苯甲酸对 "#$% 转化的影响

&’()! *+,-./+0/1,23451+678’/9:1,"#$%

;<=>>1-?@AB)=)%C>>1-?@A%)%)CB>>1-?@A

DEFEBD>>1-?@

图 C 对羟基苯甲酸对 "#$B 生成的影响

&’()C *+,-./+0/1,23451+281G.09’1+1,"#$B
图例同图 !@/(/+GH//,’()!

图 F 苯甲酸对枯草芽孢杆菌生长的影响

&’()F *+,-./+0/1,I51+(81J9K1,LMNOPPQRRQSTOPOR

天的菌密度 #U值是对照的 ;EB倍<第 F天的
菌密度 #U值是对照的 BEV倍W=ED;>>1-?@
苯甲酸的处理中的生长量与对照无甚差别W
从图 V看出<加入苯甲酸 D天后<各次测定

结果均显示其对枯草芽孢杆菌反硝化强度有

明显的抑制作用<尤其是高浓度XVE;Y>>1-?
@Z者抑制效果更明显<第 %[C天对照中的反
硝化强度为 ;==\<而在 VE;Y>>1-?@处理中<
反硝化强度为 VY\[FB\W苯甲酸对 "#$% 转
化的抑制作用随浓度的增大而增大W
从图 Y看出<在供试 %种浓度的苯甲酸处

理中<高浓度XVE;Y>>1-?@Z的苯甲酸在第 %天至第 C天测定中<"#$B 生成量均比对照少<这与它的 "#$%
的剩余量比对照多有一定的关系W其它浓度的测定结果与对照差异不显著W

图 V 苯甲酸对 "#$% 转变化的影响

&’()V *+,-./+0/1,I51+678’/9:1,"#$%

图 Y 苯甲酸对 "#$B 生成的影响

&’()Y *+,-./+0/1,I51+281G.09’1+1,"#$B

;E=>>1-?@< BE=ED;>>1-?@< %EDE=Y>>1-?@<

DEVE;Y>>1-?@

]Ê %种化感物质对生成 "B#的影响
结果如表 ;所示<加入化感物质后<在第 B和第 %天时影响不明显<第 D天测定时<加入阿魏酸_对羟

基苯甲酸_苯甲酸的各处理中<所生成的"B#的量分别是对照的 %!\_;V\_%F\W说明 %种化感物质均抑
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制 !"#的释放$前期影响不明显可能与加入化感物质后 !#%& 与 !#%" 之比不同’而影响到 !"#的形成$
表 ( 化感物质对 )*+生成量,-./01的影响

23456( 7895:68;6<935565<;3=>;35?<8@A<B:;C><8<9)*+

取样时间

DEFG,H1

阿魏酸

IGJKLEMNMEH

对羟基苯甲酸

OPQRHJSTRUGVWSEMNMEH

苯甲酸

XGVWSEMNMEH

对照

YSVZJSL

" &[\]̂ &&_]̂ &_&]& &\‘]̂

& &̂ ]̂& "[̂]a "\&]\ "â]b

_ ‘"a]& "ca][ ‘‘a]‘ \‘"c]&

d阿魏酸e对羟基苯甲酸e苯甲酸的浓度分别为 "]‘[e&]b"e_]̂aFFSL/0fDQGMSVMGVZJNZESVSgZPIh’iPjhNVHXhkGJG
"f‘[’&fb"NVH_f̂aFFSL/0’JGliGMZEmGLRf

n 讨论

n]( 化感物质对枯草芽孢杆菌生长的影响
阿魏酸各种浓度均对枯草芽孢杆菌的生长有抑制作用’并随浓度增大而增强o对羟基苯甲酸影响的规

律性不明显o而苯甲酸对枯草芽孢杆菌的生长有刺激作用’但对 !#%& 的转化不但不起刺激作用反而起抑
制作用’浓度越大 !#%& 的转化越少’剩余量越多’这一结果可能是不同化感物质对枯草芽孢杆菌所分泌
的硝酸还原酶抑制效果不同所致$也有一些报道如DGJJR等p‘q得出’反硝化速度与反硝化微生物量之间没
有可信赖的联系$rELUGJZ等的研究也表明’环境中富含碳素化合物时’使反硝化微生物的数量增加’但释
放出的含氮气态化合物的量并不增加p‘q’说明对反硝化作用并无刺激效果$
n]* 枯草芽孢杆菌具有的硝酸还原酶系统
在反硝化作用的过程中’氮氧化物还原的途径一般认为是s!#%&t!#%"t!#t!"#t!"p\‘’\bq’在参

与该还原反应的细菌中’有些仅生成 !"’有些产生 !"#和 !"的混合物’还有的细菌仅产生 !"#p\cu\aq$在
本实验的培养液中只接入枯草芽孢杆菌一种细菌’在产物中不仅分析出 !#%"’而且有 !"#的产生’产生
浓度也较高’说明枯草芽孢杆菌既有硝酸还原酶又有亚硝酸还原酶’它能将 !#%& 还原成 !#%"’还可使

!#%" 进一步还原成!"#$因气相色谱条件所限’未能测出!#和!"$vRiNwSUNp‘q的研究也发现同一种微
生物能进行多种反应过程’甚至是两种完全相反的过程$如大部分固氮菌’除了有固氮作用还有反硝化作
用$
n]n &种化感物质对 !#%& 的转化的抑制作用
在反硝化过程中的每一步都有相应的酶催化’对不同的酶抑制可造成反硝化过程中不同产物的积

累p"̂’"\q$本实验结果看出’在阿魏酸处理中 !#%& 的剩余量多’可能因阿魏酸抑制了硝酸还原酶的活性而
引起底物 !#%& 转化量的减少’对羟基苯甲酸也有一定的抑制作用’但效果低于阿魏酸’苯甲酸的抑制作
用最低$上述 &种化感物质对 !#%& 转化抑制的强弱顺序为阿魏酸x对羟基苯甲酸x苯甲酸$抑制效果与
浓度有关’浓度高的大于浓度低的$在 !#%& 还原过程中 !#%& 作为电子受体’化感物质作为电子供体’&种
化感物质所含电子及电子流不同’因而使它们作为电子供体的贡献不同’所以导致它们对 !#%& 还原的抑
制程度不同pcq$苯甲酸还表现出抑制的迟滞期,图 [1$
n]y !"#的释放

!"#的释放量在各处理的第 "’&’_天中’占原加入 !#%& 的 &[]&zucb]bz’在不加化感物质的对照
中’第 _天时超过原加入 !#%& 的 \倍多,"̂a]̂z1’说明枯草芽孢杆菌在厌氧条件下’反硝化作用相当强’
所造成的气态损失极其严重$在对照中大于原加入 !#%& 量的原因’可能是枯草芽孢杆菌将培养液中的蛋
白胨转化为无机氮’进而转化成 !"#所致$jEJSgKFElQSKVp""q等称这种作用为共反硝化作用,YSPHGVEZJEgEP
MNZESV1$

!"#的释放是造成氮素气态损失的重要途径之一’因此抑制气态产物的生成’可减少反硝化过程造
成的氮素损失$本实验结果表明’&种化感物质对 !"#的释放均有一定的抑制作用$其中以对羟基苯甲酸
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的抑制效果最佳!这 "种化感物质的抑制效果#尚需在农田中进一步实验!在农业实践中#化感物质的应用
还要考虑结合硝化抑制剂#以期达到减少氮素的损失!
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