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豆科与非豆科作物的间作、轮作会提高土壤肥力，增加

作物产量. 多数人认为这是由于豆科植物与根瘤菌共生固氮

过程中根际土壤内残留氮肥产生的作用，然而研究报告表明

轮作75%的增产效果并不能用氮肥理论来解释 [1]. 豆科作物

根瘤菌在固氮过程中每固定一个N2就产生约1.5个H2，Irvine
等用抑制真菌和细菌生长的抗生素对氢富集土壤进行处理

比较，证实对氢气 起氧化作用的土壤微 生物是氢氧化细菌

（Hydrogen-oxidizing bacteria）[2]. Dong等通过对固氮放氢作

用的研究和根际微 生物的分析，提出了“氢肥理论”，即不

含吸氢酶的根瘤菌在固氮过程中释放的氢气能够促进根际

氢氧化细菌的生长并进一步促进植物生长 [3]. 陈兴都、付博

等分离纯化出氢氧化细菌，证实该类菌可以分泌1-氨基环丙

烷-1-羧酸（ACC）脱氨酶并促进植物生长 [4~5]. 
黄土高原是我国也是全球土壤侵蚀最严重的地区之一. 

多年实践已证明，生物防护是防止土壤侵蚀的根本措施 [6]，

豆科植物刺槐具有适应各种恶劣环境的特性，广泛应用于防

风固沙、防治水土流失，同时它木质优良，在木材加工业倍

受青睐，因此对黄土高原刺槐植被的研究将显示出良好的生

态、经济和社会效益. ������Jiamil等已从豇豆植物根际土壤中分离

并鉴定出黄杆菌属和伯克氏菌属的氢氧化细菌，用于促进豆

科植物的生长 [7]. 但是，根瘤在固氮过程中释放氢气、促进植

物生长的研究尚在初期，促生机制还未明确，当前相关报道

也较少. 
植物–微生物的互作关系维系和主宰着陆地生态系统

的功能 [8]，土壤酶活性的测定是评价土壤肥力、鉴别土壤类

型和土壤熟化程度以及评价各种农业措施效果的一种有效
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locust nodules were collected from artificial Robinia pseudoacacia forest of the Loess Plateau in China in September 2008 and 
May 2009, and treated by hydrogen produced with electrolysis of water 30 days later. The number of soil microbial populations, 
microbial metabolisability, and soil dehydrogenase, catalase, urease and invertase contents were determined and analyzed. The 
results showed that the number of hydrogen-oxidizing bacteria increased distinctly in the treated soil, accounting for 34.9% in 
September and 32.4% in May of the total soil microorganisms. Microbial metabolism intensity in the treated soil was increased 
by 140.2% and 57.6%  than that in the untreated soil. Dehydrogenase, catalase, urease and invertase contents in the treated soil 
were also increased, by 36.6%, 57.1%, 26.6% and 147.0% than those in the untreated soil in September 2008 and by 37.2%, 
6.6%, 108.8%, 147.0% in May 2009. The results indicated the hydrogen produced during nitrogen-fixation would affect the 
rhizosphere soil micro-environment and the growth-promoting mechanism. Fig 2, Tab 3, Ref 14
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摘  要   模拟豆科植物根瘤在固氮过程中释放氢气，分析其对根际土壤产生的影响. 从黄土高原人工刺槐林采集有根

瘤的刺槐根际土壤样品，采用电解水产生氢气分次处理，对处理后与未处理的土壤样品内微生物种群数量、微生物代

谢强度及土壤脱氢酶、过氧化氢酶、脲酶、转化酶等指标进行比较分析. 氢气处理后的两批土样中，氢氧化细菌数量

均显著增多，分别占9月、5月土壤微生物总量的34.9%和32.4%；微生物在土壤中代谢强度分别增加了140.2%和57.6%；

土壤脱氢酶、过氧化氢酶、脲酶和转化酶含量均表现增加，其中9月处理土壤分别增加36.6%、57.1%、26.6%和147.0%，
5月处理土壤分别增加37.2%、6.6%、108.8%和147.0%. 研究结果为根瘤固氮过程中产生氢气对根际土壤微环境的影响

及促生机制提供了实验资料. 图2 表3 参14
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手段 [9]. 因此本实验从研究根际土壤微生物种群出发，模拟

根瘤在固氮作用时放氢，用微量的氢气处理黄土高原豆科植

物刺槐根际土壤，分析比较氢气处理前、后土壤微生物种群

结构的改变，并测定土壤中4种重要土壤酶含量的变化，以期

为研究根瘤固氮过程中产生的氢气对根际土壤微环境的影

响以及促生机制提供实验资料. 

1  材料与方法
1.1  实验材料

样品采集：2008年9月和2009年5月，在陕西省永寿县五

丰村人 工 刺槐 林内，选 取长势旺盛、有大量根瘤的刺槐植

株，采集距离根瘤5 mm以内根际土壤. 同时采集当地土壤做

空白对照. 
矿质盐培养基（MSA）：NaNO3 2.0 g，K2HPO4 1.2 g，

MgSO4 0.5 g，KCL 0.5 g，KH2PO4 0.14 g，Fe2(SO4)3·H2O 0.01 g, 
酵母膏0.02 g，琼脂 15 g，水 1 L；pH 7.2. 

氢气处理土壤装置：磷酸 水溶液中放入两个碳棒作为

惰性电极，与稳压器相连，通过调节电流产生4.16×10-5 mol L-1

的氢气. 电解水产生的气体由橡皮管输送到密封箱内，同时

箱口用另一橡皮管通向窗外（图1）. 使用该装置处理土壤样

品30 d. 

1.2  分析方法
1.2.1  土壤主要微生物类群的计数    分别利用MSA培养基检

测氢氧化细菌数量；牛肉膏蛋白胨培养基检测细菌数量；淀

粉铵琼脂培养基检测放线菌数量；马铃薯–蔗糖琼脂培养基

检测真菌数量. 
1.2.2  土壤微生物代谢强度测定    密闭静置培养测CO2法

[9]：

将盛有20 g土壤的培养皿底和盛有100 mL 0.5 mol L-1 KOH溶

液的250 mL锥形瓶置于一有盖容器中，用注射器通入1 mL氢

气后密封，静置于室温下培养15 d，培养过程土壤微生物产

生的CO2便吸收在碱液中. 取出锥形瓶，加入过量BaCl2溶液，

直到不再有新的沉淀出现，以酚酞为指示剂，用1 mol L-1 HCl
滴定剩余的KOH，滴定终点由微红刚好变为无色. 

KOH溶液中CO2的量（mL）=（碱浓度×加碱量-酸浓度

×滴定耗酸量）×22.4×100/62
产生的CO2净量= V-Vck

1.2.3  土壤酶活性测定    参照土壤与环境微生物研究法 [9]，本

实验采用改良的脱氢酶活性测定方法. 
脱氢酶活性测定：TPF（三苯基甲臢）比色法；① 称取两

份5 g土样，分别置于50 mL离心管中，另取一个50 mL离心管

不加土样作为无土对照. ② 在一个加土样管和无土对照管

中加入5 g L-1 TTC（氯化三苯基四氮）溶液5 mL，另一个加

土样管加入5 mL 0.2 mol/L Tris-HCL（pH 7.4）缓冲液作为无

基质对照.  ③ 三个离心管中均加入0.1 mol/L葡萄糖2 mL，充

分振荡后塞紧. 于37 ℃培养箱内放置24 h. ④ 培养结束后，

加2滴浓硫酸中止反应. 然后加入5 mL甲苯，在摇床上振荡30 
min. ⑤ 4 500 r/min离心5 min，取上层溶液在485 nm波长处以

不加TTC的溶液为对照比色测定各样品溶液的光密度（在比

色皿中需稳定2 min），计算样品溶液的TPF含量. ⑥ 标准曲

线绘制：配置50、100、200、300、400 mg L-1一系列不同浓度

的TTC溶液，各取5 mL放入刻度试管中，分别加入5 mL乙酸

乙酯和少许Na2S2O4粉末（约2 mg，各试管中量要一致），充

分振荡后产生红色的TPF. 转移到乙酸乙酯层，待有色液层分

离后，补充5 mL乙酸乙酯，振荡后静置分层，取上层乙酸乙

酯液，以空白调零，测定485 nm处的吸光值. 以TPF浓度为横

坐标，吸光度值为纵坐标绘制标准曲线. 酶活性以TTC的还

原产物TPF生成量表示[TPF，μg g-1(干土) (24 h)-l]. 土壤脱氢酶

活性[TPF，μg g-1(干土)]=C×V/dwt；C为滤液中TPF的浓度（μg 
mL-1）；V为滤液体积（mL）；dwt为烘干土壤重量（g）. 

过氧化氢酶活性的测定：高锰酸钾滴定法；土壤过氧化

氢酶活性[KMnO4，mL g-1(干土)]=(V0-V)/dwt；V0、V为空白滴

定和样品滴定0.2 mol L-1高锰酸钾毫升数（mL）；dwt为烘干

土壤重量（g）. 
脲 酶 活 性 的 测 定 ：靛 酚 蓝 比 色 法 ；土 壤 尿 酶 活 性

[NH4+-N，mg g -1 (干土) (24 h) -1] = (C×10)/dwt；C为土壤滤液中

酶活性值（NH4+-N，mg mL-1）；10为土壤溶液稀释倍数；dwt
为烘干土壤重量（g）. 

转化酶活性的测定：3,5-二硝基水杨酸比色法；土壤转

化酶活性，以单位土重的0.1 g L-1葡萄糖毫升数表示. 
1.3  数据处理 

用EXCEL 2003和STATISTICA 6.0软件分析相关数据. 

2  结 果
2.1  土壤主要类群微生物数量

微量氢气分次处理两批刺槐根际土壤后，与处理前土

图1  氢氧化细菌富集培养装置
Fig. 1  Enrichment culture device for hydrogen-oxidizing bacteria

1：稳压器；2：碳棒；3：磷酸溶液；4：气体输送管；5：气压显示表；6：
密封箱；7：土壤
1: Manostat; 2: Kryptol; 3: Phosphoric solution; 4: Gas pipeline; 5: 
Variometer; 6: Sealed box; 7: Soil 

表1  10-4梯度下主要类群微生物数量
Table 1  The microorganisms of main groups in 10-4 gradient

微生物类型
Types of microorganism

处理后土壤 Treated soil （105 g-1） 未处理土壤样 Untreated soil （105 g-1）

Sep. 2008 May 2009 Sep. 2008 May 2009
氢氧化细菌 Hydrogen-oxidizing bacteria 29.1 22.5 10.3 7.8
细菌 Bacteria 21.5 18.1 147 68.3
放线菌 Actinomycetes 32.4 28.0 157 34.5
真菌 Fungi 29.5 21.2 73 24.7
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样 相比较，氢氧化 细 菌数 量 均显著增 加，细 菌、放 线菌 和

真菌数量呈现不同幅度减少. 由表1可知，9月处理土壤中氢

氧化细菌增加182.5%，占微生物总量的34.9%，各类菌分别

下降85.3%、79.3%和59.6%；5月处 理 土壤中氢氧化 细菌增

加188.5%，占微生物总量的32.4%，各类菌分别下降73.0%、
17.6%和14.2%.� 
2.2  微生物代谢强度

微生物代谢强度可以代表土壤中微生物活跃程度. 通过

微生物的呼吸作用（CO2的释放量为强度指标）来衡量土壤

中微生物的总活性. 9月和5月处理土壤中微生物活性分别增

加140.2%和57.6%（图2）. 

2.3  土壤酶活性测定
2.3.1  标准曲线    按照上述土壤酶活性测定方法，使用721型

可见光分光光度计以吸光度值为纵坐标分别绘制土壤脱氢

酶、脲酶和转化酶标准曲线，并利用EXCEL 2003获得回归

方程式. 脱氢酶标准曲线方程式为：y = 0.0028x + 0.0716，R2 
= 0.9980；脲酶标准曲线方程式为：y = 0.0028x + 0.0535，R2= 
0.9948；转化酶标准曲线方程式为：y = 0.0022x + 0.042，R2= 
0.9982. 
2.3.2  土壤酶活性    经测定发现，氢气处理根际土壤后，土壤

内脱氢酶、过氧化氢酶、脲酶和转化酶含量均有所增加（表
2，表3）. 脱氢酶能催化有机物质的脱氢反应，其活性是土壤

微生物种群及其活性的重要敏感性指标；转化酶活性的大

小可衡量土壤中碳水化合物分解和转化的速率. 9月与5月两

批处理土壤中脱氢酶和转化酶的含量增长比例一致，分别约

为37%和147%. 过氧化氢酶能破坏土壤中生化反应生成的过

氧化氢，减轻对植物的危害；脲酶促进土壤中含氮有机化合

物尿素分子酰胺肽键的水解，生成的氨是植物氮素营养来源

之一. 氢处理的土壤中过氧化氢酶和脲酶的含量变化程度较

大，9月份处理的土壤分别增长57.1%和26.6%，而5月份处理的

土壤分别增长为6.6%和108.8%. 

3  讨 论 
氢氧化细菌是植物根际土壤中一个特殊的生理类群，

主要由细菌和放线菌构成. Dong等最早从根际土壤中分离纯

化出氢氧化细菌，并证明该类菌对植物幼根的生长有促进作

用 [3]，因此氢氧化细菌被归类到植物根际促生菌类群（Plant 
growth-promoting rhizobacteria, PGPR）中. 此后，研究者从不

同植物根际土壤中分离出新的氢氧化细菌，并探究菌株的促

生长机制 [7, 10]. 本实验首次从根际微生物种群角度研究其结

构特征，并证实刺槐根瘤在固氮过程中释放的氢气能够改变

微生物种群结构，提高土壤酶含量，为植物旺盛生长提供了

基础. 
本实验采用电解水产生微量氢气处理根际土壤. 气相色

谱分析仪测定出1 g根瘤每天可释放9.59×10-8 mol H2，因此本

实验按照采集数据每dm3土壤里含有0.22 g根瘤计算，使用

4.16×10-5 mol L-1浓度的氢气富集0.4 m3根际土壤，比较精确地

模拟了根瘤固氮过程中释放的氢气对根际土壤微生物种群

的影响. 30 d后测量数据，结果表明土壤微生物种群结构发

生改变，微生物总量下降，氢氧化细菌数量显著增加. 但对根

际微生物代谢强度测量的数据显示，新的种群结构中，微生

物呼吸代谢强度增加，这与土壤能够内含有更多土壤酶的关

系不可分开. 本实验结果与Li等的研究结果 [11]相似，即有效

改变微生物种群结构会增加微生物代谢强度. Li等已经通过

4 a田间试验 证明，改变根际微生物种群结构可以提高在磷

贫瘠土壤里生长的农作物产量. 
土壤微生物代谢强度与脱氢酶的含量采用改良的方法

测量. 密闭静置培养测CO2 法仅使用一个密闭容器和一个锥

形瓶，简化了复杂的培养装置和设备，达到相同精确测量的

目的. 氯化三苯基四氮（TTC）是无色且溶于水的化合物，而

三苯基甲臢（TPF）为红色不溶于水的化合物，因此，本实验

图2  土壤微生物代谢强度结果比较
Fig. 2   Comparison of microbial metabolism intensity between the untreated 

soil and treated soil

表2   2008年9月刺槐根瘤土壤中各类酶含量
Table 2  Contents of various enzymes in locust nodule soil in September 2008

土壤类型

Type of soil
脱氢酶 Dehydrogenase

(Λ/μg mL-1)
过氧化氢酶 Catalase
(KMnO4, V/mL g-1)

脲酶 Urease
(NH4+-N, ρ/mg mL-1)

转化酶 Invertase
(C6H12O6, V/mL)

处理后 After treatment
处理前 Before treatment

CK

29.66
21.71
6.870

0.22
0.14
0.48

0.271
0.214
0.064

3.3637
1.3637
0.9091

表3  2009年5月份刺槐根瘤土壤中各类酶含量
Table 3   Content of various enzymes in locust nodule soil in May 2009

土壤类型

Type of soil
脱氢酶 Dehydrogenase

(Λ/μg mL-1)
过氧化氢酶 Catalase
(KMnO4, V/mL g-1)

脲酶 Urease
(NH4+-N, ρ/mg mL-1)

转化酶 Invertase
(C6H12O6, V/mL)

处理后 After treatment
处理前 Before treatment

CK

38.26
27.89
13.37

1.29
1.21
0.66

1.775
0.850
0.300

1.775
0.850
0.300
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使用还原剂将TTC转化为TPF后，通过乙酸乙酯提取TPF，降

低色素对结果的干扰，也减少标准样品与土壤样品在比色过

程中的误差 [12]. 通过比较氢气处理前、后土壤酶含量变化，

实验数据显示四类土壤酶均有不同程度的提高，说明新的微

生物种群结构向土壤内分泌了更多的土壤酶，为植物生长提

供了基础. ������Nicole等用氢处理不含脱氢酶（HUP-）的豆科植物

土壤后，也发现氢氧化细菌会向土壤分泌一些促进植物生长

的物质 [13]. 与人工水肥处理土壤 [14]相比较，氢气处理土壤中

转化酶含量（3.636 3）比未处理土壤（1.363 7）增加约2倍，比

水肥处理土壤（2.39）增加约1倍；氢气处理土壤中脲酶含量

（1.775）比未处理土壤（0.850）增加2倍多，比水肥处理土壤

（0.349）增加约4倍. 这表明豆科植物与非豆科植物的间作、

轮作增产效益会比水肥处理土壤增产效 果更好，同时避免

水肥过程中土壤内脲酶含量的流失. 
氢气处理两批土样后发现，土壤内脱氢酶与转化酶的增

加程度都保持不变，过氧化氢酶与脲酶含量的增加比例却有

很大变化 . 这些变化可能与当月气候和植物生长季节有关，

需要采集更多土壤样品并收集更多的实验数据来说明. 而

且，受固氮过程释放氢气的影响，根际土壤微生物多样性、

丰富度是否会发生变化，是否还有尚未发现的促植物生长机

制，仍有待进一步深入研究. 
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