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摘要:为了明确胶质芽孢杆菌和苜蓿根瘤菌在矿区排土场复垦中的协同作用,以矿区排土场土壤作为基质

进行盆栽试验,设置两菌单接种处理、双接种处理及对照,其中胶质芽孢杆菌和苜蓿根瘤菌用量分别为

1.50%和0.25%,测定紫花苜蓿产量指标、叶片生理指标、土壤速效养分含量和土壤微生物指标。结果表

明,接种胶质芽孢杆菌和苜蓿根瘤菌的各处理均能显著提高紫花苜蓿的产量指标,其中以双接种处理效果

最优,将生物量和结瘤量分别比对照显著提高110.27%和124.32%;在生理指标方面,双接种处理效果低

于单接种处理,未表现出协同作用;在土壤养分和微生物性质方面,单接种胶质芽孢杆菌仅显著提高土壤

速效钾含量,单接种苜蓿根瘤菌对大部分指标均有显著效果,而双接种处理效果最佳,土壤碱解氮、速效钾

含量比对照分别显著提高94.14%和84.55%,土壤微生物指标 MBC含量、呼吸强度、蔗糖酶、脲酶、磷酸

酶、过氧化氢酶活性比对照分别显著提高204.02%,65.86%,212.32%,91.87%,30.57%,51.87%。双接种

处理对紫花苜蓿产量指标、养分和微生物指标表现出显著的协同作用。因此,1.50%用量胶质芽孢杆菌和

0.25%用量苜蓿根瘤菌双接种能够有效提高排土场土壤的复垦效果,具有协同作用,可以作为矿区排土场

复垦的高效方法。
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Abstract:InordertoclarifythesynergisticeffectofPaenibacillusmucilaginosusandRhizobiummelilotion
thereclamationofdumpinginminingarea,thesoilofdumpingintheminingareawasusedasthesubstrate
forapotexperiment,andthesingleinoculationtreatmentsoftwobacteria,dualinoculationtreatmentsand
controlweresetup.ThedosagesofP.mucilaginosusandR.melilotiintreatmentswere1.50%and0.25%,

respectively.Thealfalfayield,leafphysiologicalindexes,soilavailablenutrientscontents,soilmicrobialindexes
weredetermined.TheresultsshowedthatinoculantofP.mucilaginosusand/orR.meliloticouldimprovetheyield
ofalfalfa,anddualinoculationtreatmentwasthehighestandbetterthanthecontrolby110.27%and124.32%for
biomassandnodulesindex,respectively.Asforphysiologicalindexes,theeffectofdualinoculationtreatmentwas
lowerthanthatofsingleinoculationtreatments,andnosynergisticeffectwasfound.Intermsofsoilnutrientsand
microbialproperties,singleinoculationofP.mucilaginosusonlysignificantlyincreasedthesoilavailable
potassiumcontent,andsingleinoculationofR.melilotihadasignificanteffectonmostindicators.Dual
inoculationtreatmenthadthebesteffect.Itincreasedsignificantlythecontentsofavailablenitrogenand
potassiumofsoilby94.14%and84.55%respectivelycomparedwiththecontrol.Thesoilmicrobialindexes,



includingMBCcontent,respirationintensity,invertase,urease,phosphatase,andcatalaseactivities,were
significantlyincreasedby204.02%,65.86%,212.32%,91.87%,30.57%and51.87%,respectively.The
dualinoculationtreatmentshowedasignificantsynergisticeffectonthealfalfayield,soilnutrientand
microbialindexes.Therefore,thedualinoculantofP.mucilaginosusatthedosageof1.50%andR.meliloti
atthedosageof0.25%couldeffectivelyimprovethesoilreclamationeffectofthedumpingwithasynergistic
effectandcouldbeusedasanefficientmethodforthereclamationofthedumpingintheminingarea.
Keywords:dumpinginminingarea;Paenibacillusmucilaginosus;Rhizobiummeliloti;dualinoculant

  露天煤矿在开采的过程中产生的损毁地主要为排

土场,一般占矿山用地的50%以上,导致土地资源减少。
因此,排土场的复垦对于提高矿区土地利用率和生物生

产力意义重大。我国目前的排土场复垦以工程措施为

主,在此基础上进行化学改良和生物改良。在工程复垦

过程中,排土场表层土壤经过机械压实,土壤孔隙度变

小,团粒结构受到破坏,同时土壤有机质含量降低,土
壤养分极度缺乏,严重影响植物的生长[1]。因此,需
要对工程复垦后的排土场土壤进一步进行复垦改良。
目前,微生物复垦技术已成为矿区复垦研究的热点。
应用较多的微生物复垦技术包括丛枝菌根真菌技

术[2]、木霉菌技术[3]和菌肥技术等[4-5]。
芽孢杆菌和根瘤菌是农业生产中常用的菌种。

芽孢杆菌能够释放土壤难溶性钾,提升土壤肥力,同
时分泌有机酸、氨基酸、激素等物质,促进植物生

长[6]。根瘤菌通过与豆科植物的根系共生结瘤,促进

根系固氮,提升植物生物量。然而,根瘤菌存在环境

稳定性差、占瘤率低、接种效果低等问题,人们通过将

根瘤菌与根际促生菌双接种处理来提高豆科植物

结瘤率和接种效果。李馨园等[7]研究认为,芽孢杆菌

与根瘤菌能够互利共生,双接种后提高豆科植物光合

能力,增加产量;刘丽等[8]和马鸣超等[9]将芽孢杆菌

与根瘤菌接种于大豆根部发现,双接种能够显著增加

大豆结瘤率,提高土壤肥力和酶活性,有利于土壤由

真菌型向细菌型的良性转变,效果显著高于单接种处

理。上述研究的接种方式为菌液拌种,双接种总用量

为每千克种子需100~300mL菌液。也有研究[10-11]

将菌液浇灌于盆栽土壤的方式进行双接种,总用量为

土壤质量的1.0%~3.0%。芽孢杆菌与根瘤菌双接

种目前仅在农田中进行了研究。在矿区排土场的复

垦中,芽孢杆菌与根瘤菌双接种对复垦效果的研究

尚未见报道。因此,开展芽孢杆菌和根瘤菌双接种

对排土场复垦效果的研究对开发矿区复垦适用的功

能复合型生物菌剂具有重要应用前景和推广价值。
本研究将芽孢杆菌与根瘤菌进行双接种,应用于矿

区排土场中,测定双接种对排土场土壤养分和微生

物性质的影响效果,为排土场的微生物复垦提供一

种新的方法。

1 材料与方法
1.1 供试材料

供试土壤采自辽宁阜新市海州露天矿排土场的

表层土壤(0—20cm),筛除植物根系、砾石等杂物,
风干过2mm筛,供盆栽试验用。该土壤理化性质较

差,pH5.75,容重1.21g/cm3,毛管孔隙度、非毛管孔

隙度、总孔隙度分别为39.45%,11.56%,51.01%,含
水率10.99%,有机质含量为5.10g/kg,碱解氮、有效

磷、速效钾含量分别为92.2,23.3,176.0mg/kg。胶

质芽孢杆菌(Paenibacillusmucilaginosus)和苜蓿根

瘤菌(Rhizobiummeliloti)均为辽宁工程技术大学环

境生态工程实验室筛选获得的优良菌株,通过发酵方

式获得苜蓿根瘤菌悬液(9.5×109mL)和根瘤菌悬液

(1.2×1010mL),接种方式为菌株发酵液浇施。宿主

植物紫花苜蓿(MedicagosativaL.),为豆科多年生

草本植物,是重要的栽培牧草,购自北京圣凯华农有

限公司,品种名称为“甘农三号”。

1.2 试验设计

本研究通过盆栽试验进行。试验所用花盆上口

径10cm,底径7cm,高度8cm。每盆装入250g风

干后的排土场土壤。浇水后,撒入50粒紫花苜蓿种

子。待紫花苜蓿长至2cm高时,每盆间苗至20株。
根据前期研究结果,在本研究中,胶质芽孢杆菌和苜

蓿根瘤菌的用量分别选择为1.50%和0.25%(菌悬液

体积与土壤质量的比例)。设置4个处理,分别为对

照(CK)、单接种芽孢杆菌、单接种根瘤菌、芽孢杆菌

与根瘤菌双接种,每个处理均设置3次重复。盆栽试

验于温室中进行,培养120天后收获,测定植物的株

高、根长、生物量、结瘤数等植物产量指标和土壤养分

指标和酶活性指标。

1.3 指标测定

土壤理化性质和土壤呼吸强度根据《土壤农化分

析》[12]的方法进行测定。碱解氮含量采用扩散法测

定;有效磷含量采用 NaHCO3浸提—钼锑抗比色法

裁定;速效钾含量采用 NH4CH3COOH 浸提—火焰

分光光度法测定;土壤呼吸强度采用培养—氢氧化钠

吸收法测定;土壤微生物量碳采用熏蒸浸提法[13]测

定;土壤酶活性采用《土壤酶及其研究方法》[14]进行
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测定,其中,磷酸酶(PH)活性采用对硝基苯磷酸盐法

测定,蔗糖酶(AM)活性采用二硝基水杨酸比色法测

定,脲酶(UR)活性采用次氯酸钠比色法测定,过氧化

氢酶(CA)活性采用容量法测定。

1.4 数据分析

采用Excel和SPSS19.0软件对数据进行统计

分析,其中差异显著性(P<0.05)采用单因素方差

ANOVA法分析。

2 结果与分析
2.1 双接种对排土场紫花苜蓿产量的影响

从图1可以看出,胶质芽孢杆菌和苜蓿根瘤菌单

接种处理均显著提高紫花苜蓿的株高、根长和生物

量,比对照分别显著提高40.65%,61.96%,40.00%
和52.97%,85.46%,63.14%。对于紫花苜蓿根瘤数

量而言,单接种胶质芽孢杆菌处理与对照无显著差

异,单接种苜蓿根瘤菌处理比对照显著提高77.30%。
苜蓿根瘤菌单接种处理对紫花苜蓿产量指标的提升

效果高于胶质芽孢杆菌处理,两者在株高、根长、生物

量指标上差异不显著,在结瘤数上差异显著。胶质芽

孢杆菌与苜蓿根瘤菌双接种处理进一步提高紫花苜

蓿产量指标,相比于对照,株高、根长、生物量和结瘤

数分别显著提高84.09%,130.30%,110.27%,124.32%。
双接种处理比胶质芽孢杆菌单接种处理的株高、根
长、生物量、结瘤数4个产量指标均分别显著提高

30.89%,42.20%,50.20%,127.42%,比苜蓿根瘤菌

单接种处理的根长、生物量指标显著提高24.18%和

28.89%,而在株高、结瘤数上差异不显著。表明胶质

芽孢杆菌和苜蓿根瘤菌在紫花苜蓿的根长、生物量的

提高上具有明显协同作用。

注:图中不同字母表示各处理间差异显著(P<0.05)。下同。

图1 芽孢杆菌(PM)与根瘤菌(RM)双接种对紫花

   苜蓿株高、根长、生物量、结瘤数的影响

2.2 双接种对紫花苜蓿生理性质的影响

与对照相比,单接种胶质芽孢杆菌显著提高紫花

苜蓿植株可溶性糖、脯氨酸和丙二醛含量,分别提高

94.92%,40.85%和28.63%,显著降低过氧化氢酶

(CAT)活性20.55%;单接种苜蓿根瘤菌显著提高过

氧化氢酶活性33.60%,丙二醛含量比对照显著降低

23.65%,可溶性糖、脯氨酸含量相比于对照没有显著

差异(图2)。植物可溶性糖、脯氨酸含量与细胞渗透

压调节相关,而过氧化氢酶活性、丙二醛含量则与植

物抗氧化性质相关。可以看出,两菌单接种处理相比

较,在提高植物渗透压方面,单接种胶质芽孢杆菌效

果优于单接种苜蓿根瘤菌,在提高植物抗氧化性方

面,单接种苜蓿根瘤菌效果优于单接种芽孢杆菌。胶

质芽孢杆菌和苜蓿根瘤菌双接种处理下的4种植物

生理指标均与对照无显著差异。与两菌单接种处理

相比,双接种处理下的植物可溶性糖、脯氨酸、丙二醛含

量显著低于胶质芽孢杆菌单接种处理,分别降低52.
86%,20.64%,13.55%,双接种处理的此3个生理指标与

苜蓿根瘤菌单接种处理无显著差异。双接种处理的

过氧化氢酶活性规律与上述指标相反,显著低于苜蓿

根瘤菌单接种处理,降低31.07%,而与胶质芽孢杆菌

单接种处理差异不显著。表明胶质芽孢杆菌与苜蓿

根瘤菌对苜蓿的生理指标没有协同作用。

注:可溶性糖单位为mg/g;丙二醛单位为μmol/g;CAT单位为

U/g;脯氨酸单位为μg/g。

图2 胶质芽孢杆菌(PM)与苜蓿根瘤菌(BM)双接种对

  紫花苜蓿可溶性糖、脯氨酸、丙二醛含量和

  过氧化氢酶(CAT)活性的影响

2.3 双接种对排土场土壤养分含量的影响

单接种胶质芽孢杆菌处理相比于对照,土壤速效

钾含量显著提高43.09%,而土壤碱解氮、有效磷含量

与对照差异不显著(图3)。单接种苜蓿根瘤菌的养

分效果与单接种胶质芽孢杆菌相反,土壤碱解氮、有效

磷含量显著高于对照,分别提高47.72%和37.11%,土
壤速效钾含量则与对照差异不显著。两菌单接种处

理之间在土壤碱解氮和有效磷含量方面,单接种苜蓿

根瘤菌处理显著高于单接种胶质芽孢杆菌处理,在土

壤速效钾含量方面则相反,单接种胶质芽孢杆菌处理显

著高于单接种苜蓿根瘤菌处理。双接种处理则进一步

提高土壤碱解氮和速效钾含量,比对照分别显著提高

94.14%和84.55%,比胶质芽孢杆菌单接种处理分别显

著提高113.10%和28.98%,比苜蓿根瘤菌单接种处理分

别显著提高31.42%和71.97%。双接种处理未能显著提

高土壤有效磷含量,与对照差异不显著,与两菌单接种

处理差异也不显著,表明胶质芽孢杆菌和苜蓿根瘤菌
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对于土壤碱解氮和速效钾含量的提升存在显著的协

同作用,而在排土场土壤有效磷含量的提高方面,胶
质芽孢杆菌与苜蓿根瘤菌之间没有协同作用。

图3 胶质芽孢杆菌(PM)与苜蓿根瘤菌(RM)双接种对

  排土场土壤碱解氮、有效磷和速效钾含量的影响

2.4 双接种对排土场土壤微生物性质的影响

2.4.1 土壤微生物量碳和土壤呼吸强度 单接种胶

质芽 孢 杆 菌 处 理 与 对 照 相 比,土 壤 微 生 物 量 碳

(MBC)和土壤呼吸强度有所提高,但差异不显著(图

4)。而单接种苜蓿根瘤菌处理比对照显著提高 MBC
和土壤呼吸强度,分别提高109.37%和27.62%。两

菌单接种之间进行比较,单接种苜蓿根瘤菌处理的土

壤 MBC显著高于单接种胶质芽孢杆菌处理,而对于

土壤呼吸强度而言,两菌单接种处理之间没有显著差

异。两菌双接种处理进一步提高土壤 MBC含量和

土壤呼吸强度,比对照分别提高204.02%和65.86%。两

菌双接种处理下的土壤 MBC比单接种胶质芽孢杆菌

和单接种苜蓿根瘤菌处理分别显著提高152.83%和

45.22%,土壤呼吸强度比两菌单接种分别显著提高

49.13%和29.96%,表明胶质芽孢杆菌和苜蓿根瘤菌之

间对土壤MBC和呼吸强度的提升具有协同作用。

图4 胶质芽孢杆菌(PM)与苜蓿根瘤菌(RM)双接种对

  排土场土壤 MBC含量和土壤呼吸强度的影响

2.4.2 土壤酶活性 从图5可以看出,胶质芽孢杆

菌单接种处理下的4种土壤酶活性与对照相比均没

有显著差异,而苜蓿根瘤菌单接种处理则显著提高土

壤蔗糖酶、脲酶和磷酸酶活性,比对照分别显著提高

110.48%,46.98%和72.75%,土壤过氧化氢酶活性

变化不显著。单接种处理之间进行比较,在蔗糖酶、
脲酶、磷酸酶活性上,单接种苜蓿根瘤菌处理均显著

高于单接种胶质芽孢杆菌处理,而对于过氧化氢酶活

性,两菌单接种之间无显著差异。双接种处理下的土

壤蔗糖酶、脲酶、磷酸酶、过氧化氢酶活性均显著高于

对照,分别提高212.32%,91.87%,30.57%和51.87%,其
中土壤蔗糖酶、脲酶和过氧化氢酶活性均显著高于2
种单接种处理,比胶质芽孢杆菌单接种处理分别提高

190.98%,86.90%,38.54%,比苜蓿根瘤菌单接种处理分

别提高48.39%,30.54%,53.51%。双接种处理下的土

壤磷酸酶活性值介于2种单接种处理之间,且差异显

著,表明胶质芽孢杆菌与苜蓿根瘤菌之间在提高土壤

蔗糖酶、脲酶、过氧化氢酶活性存在显著的协同作用,
对土壤磷酸酶活性则不存在协同作用。

图5 胶质芽孢杆菌(PM)与苜蓿根瘤菌(RM)双接种对

  排土场土壤蔗糖酶、脲酶、磷酸酶和

  过氧化氢酶活性的影响

3 讨 论
3.1 植物产量指标和生理性质

胶质芽孢杆菌是一种植物根际促生菌(PGPR),
可分解矿物,促进钾素释放,自身也可分泌激素等物

质刺激植物生长。苜蓿根瘤菌与豆科植物共生结瘤,
而根瘤能够固定大气中的氮素,转化为自身的蛋白

质,促进植物生长。基于上述原因,本研究中的胶质

芽孢杆菌和苜蓿根瘤菌的单接种处理均显著提高豆

科植物紫花苜蓿的产量指标,其中根瘤菌单接种处理

还显著提高紫花苜蓿的结瘤数量,与王涛等[15]和杨

何宝等[16]的研究结果一致。胶质芽孢杆菌与苜蓿根

瘤菌双接种对紫花苜蓿的产量指标具有显著的协同

作用,表明2种菌之间存在互利共生关系,原因在于

胶质芽孢杆菌的代谢产物胞外多糖促进根瘤菌的结

瘤率[17],进而促进紫花苜蓿生长。学者们在芽孢杆

菌与根瘤菌双接种的促产效果上进行了研究,在大

豆[8-9]、鹰嘴豆[17]、云扁豆[18]、小扁豆[19]的产量指标

上均具有协同作用,支持本研究的结论,即双接种处

理相比于对照,对生物量的提升在10%~65%范围

内,远低于本研究110%的提升效果,原因估计在于

双接种处理的土壤不同,上述学者处理的土壤属于普
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通的农田土,而本研究的土壤属于排土场土壤,土壤

质量较差,在芽孢杆菌和根瘤菌双接种处理后,更易

呈现较好的效果。
在植物生理指标方面,可溶性糖和脯氨酸是植物

细胞渗透调节的重要物质,逆境条件下,植物可通过

积累可溶性糖和脯氨酸来提高细胞内渗透压,稳定酶

分子活性构象,增强植物适应环境的能力[20]。植物

过氧化氢酶活性、丙二醛含量与植物抗氧化能力密切

相关。丙二醛是细胞膜脂过氧化产物,能够破坏细胞

膜结构,而过氧化氢酶活性能催化细胞内的过氧化氢

分解,防止过氧化,是生物防御系统的关键酶。单接

种胶质芽孢杆菌显著提高紫花苜蓿叶片的可溶性糖

和脯氨酸含量,表明胶质芽孢杆菌通过调节细胞渗透

压来提高紫花苜蓿的抗逆性,可以让紫花苜蓿在矿区

的逆境环境下生存。单接种苜蓿根瘤菌则恰好相反,
显著提高叶片过氧化氢酶活性,降低丙二醛含量,表
明根瘤菌通过提高植物的抗氧化能力来提高紫花苜

蓿的抗逆性。胶质芽孢杆菌与苜蓿根瘤菌双接种处

理在紫花苜蓿生理指标上未表现出协同作用,原因在

于2种菌对于过氧化氢酶活性和丙二醛含量的作用

效果恰好相反,芽孢杆菌增加膜脂过氧化,而根瘤菌

降低膜脂过氧化,因此双接种后2种菌的作用相互抵

消,进而影响到其他生理性质,没有产生协同效果。

Larimer等[21]研究发现,并非所有的双接种都对植物

生理具有协同作用,主要取决于生物与非生物环境,
其研究支持了本研究结果。

3.2 土壤养分和微生物性质

胶质芽孢杆菌对土壤中云母和长石等含钾的硅

酸盐矿石具有较强的分解能力,因而导致本研究中单

接种胶质芽孢杆菌处理下的土壤速效钾含量显著提

高,但该处理未能显著提高土壤微生物量、呼吸强度

和酶活性,表明胶质芽孢杆菌未能明显提高土壤的生

物活 性 和 土 壤 肥 力 水 平。陈 雪 丽 等[22]和 曾 庆 宾

等[23]分别研究胶质芽孢杆菌对土壤微生物群落结构

和土壤酶活性的影响表明,施用胶质芽孢杆菌对土壤

微生物和酶活性没有明显的影响,这与本研究结果是

一致的。根瘤菌是一类分布较广泛的土壤细菌,苜蓿

根瘤菌能够定殖在紫花苜蓿的根部,可改变植物的次

级代谢产物,促使植物根部分增加有机酸的分泌量,
而有机酸的增加会对土壤养分起到解离作用。因而,
导致单接种苜蓿根瘤菌处理下土壤碱解氮和有效磷

含量的显著提高,同时也显著提高土壤 MBC、土壤呼

吸强度以及土壤蔗糖酶、脲酶、磷酸酶活性,表明苜蓿

根瘤菌在矿区排土场土壤生物活性的提升方面具有

显著的效果,这与众多学者[24-28]的研究结果一致。胶

质芽孢杆菌与苜蓿根瘤菌双接种处理对土壤养分含

量和土壤微生物性质含量的提升上具有显著的协同

作用,原因在于根瘤菌能够促进豆科植物根部分泌类

黄酮[29],而类黄酮有利于芽孢杆菌孢子萌发,同时根

瘤菌自身还能分泌低分子量有机酸,可以作为土壤微

生物的能源,促进土壤微生物性质的提升,进而提高

养分含量。学者们[8-9,17]研究了芽孢杆菌与根瘤菌双接

种对土壤养分、土壤微生物数量和酶活性的影响表明,
双接种处理的土壤微生物数量和酶活性高于或显著高

于单菌接种处理,具有一定的协同作用,支持本研究结

果。胶质芽孢杆菌与苜蓿根瘤菌双接种的协同效果直

接影响土壤微生物群落结构、土壤微生物量和酶活性

外,并通过改变土壤的化学成分而影响土壤肥力,进
而影响地上植被的生长状况及植物生理性质。

通过上述分析可以看出,胶质芽孢杆菌与苜蓿根

瘤菌双接种对排土场紫花苜蓿产量和土壤性质的提

高效果显著,在接下来的试验中以本研究结果的菌种

用量为依据,设计现场应用的合理用量水平,为复合

接种微生物技术应用于露天矿排土场土地复垦奠定

理论基础,提供数据参考。

4 结 论
(1)单接种胶质芽孢杆菌能够显著提高紫花苜蓿

的株高、根长、生物量和叶片可溶性糖、脯氨酸含量,
显著提高排土场土壤的速效钾含量,对土壤微生物性

质提高效果不显著。
(2)单接种苜蓿根瘤菌能够显著提高紫花苜蓿的

株高、根长、生物量、结瘤数,显著提高排土场土壤的

碱解氮、有效磷含量,显著提高土壤 MBC、呼吸强度

和蔗糖酶、脲酶、磷酸酶活性。
(3)胶质芽孢杆菌与苜蓿根瘤菌双接种,对紫花

苜蓿的株高、根长、生物量、结瘤数、排土场土壤碱解

氮、速效钾含量、土壤 MBC、呼吸强度以及蔗糖酶、脲
酶、过氧化氢酶活性具有显著的协同作用,对叶片生

理指标未表现出协同作用。
(4)综合来说,单接种苜蓿根瘤菌对排土场复垦

的效果优于单接种胶质芽孢杆菌,而1.5%胶质芽孢

杆菌与0.25%苜蓿根瘤菌双接种处理相比,单接种显

著提高排土场的土壤熟化程度和复垦效果,具有较好

的协同作用。
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