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摘 要：【目的】筛选并明确草地土壤固碳微生物菌株的生理生化特性及其最适固碳条件，为深

入认识土壤固碳微生物的固碳机制、提升草地土壤碳汇能力提供理论依据。【方法】采用无碳源

固体培养基和稀释涂布法，从黄土高原草地土壤中分离筛选可培养的固碳微生物菌株，并借助

16S rRNA 基因鉴定物种。依据革兰氏染色、淀粉水解、吲哚、甲基红和乳酸发酵试验确定其生

理生化特性。利用无碳源液体培养基及灭菌土壤的培养试验，确定温度(20−40 ℃)、水分(3.00%− 

27.00%)，以及亚硝酸钠(NaNO2)和硫化钠(Na2S)电子供体的存在对固碳微生物固碳效率的影响。

【结果】共分离出 9 株固定 CO2 效果良好的细菌，分属芽孢杆菌属、链霉菌属、剑菌属、农杆菌

属、肠杆菌属、短波单胞菌属和噬脯氨酸菌属。其中，属于农杆菌属的 A4 和属于短波单胞菌属

的 A7 固碳效率最高 (P<0.05)，均为革兰氏阳性菌。这 9 株细菌在 25−30 ℃，以及土壤水分

3.00%、15.00% 和 27.00% 的条件下，固碳效率较高(P<0.05)。添加电子供体可提升菌株固碳效

率，提升效果依次为：单独添加 NaNO2>单独添加 Na2S>共同添加 NaNO2+Na2S (P<0.05)。【结论】

本研究确定了优势固碳微生物菌株以及适宜固定 CO2 的条件，为提升黄土高原陆地生态系统碳汇、

减缓温室效应提供了理论依据和技术支持。
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Abstract: [Objective] To screen CO2-fixing microbial strains in grassland soil, clarify their 
physiological and biochemical characteristics, and determine their optimal CO2 fixation conditions, 
providing a theoretical basis for understanding the mechanisms of soil CO2 fixation and enhancing 
grassland soil carbon sink. [Methods] The carbon-free solid medium and the dilution plating 
method were employed to isolate CO2-fixing microbial strains from grassland soil in the Loess 
Plateau. The strains were identified via 16S rRNA gene sequencing. Physiological and biochemical 
characteristics of the strains were determined by Gram staining and starch hydrolysis, indole 
production, methyl red, and lactic acid fermentation tests. Culture experiments with carbon-free 
liquid medium and sterilized soil were carried out to assess the CO2 fixation efficiency under 
varying temperatures (20−40 ℃), soil moisture levels (3.00%−27.00%), and the presence of electron 
donors (NaNO2 and Na2S). [Results] Nine bacterial strains with effective CO2 fixation were 
isolated, belonging to Bacillus, Streptomyces, Sinorhizobium, Agrobacterium, Enterobacter, 
Brevundimonas, and Prolinoborus. Among them, strains A4 (Agrobacterium) and A7 
(Brevundimonas) exhibited the highest CO2 fixation efficiency (P<0.05), both being Gram-positive. 
Optimal conditions for CO2 fixation of the nine strains were 25−30 ℃ and soil moisture of 3.00%, 
15.00%, or 27.00% (P<0.05). Electron donor supplementation enhanced CO2 fixation efficiency, 
and the enhancement effect followed the order: single addition of NaNO2>single addition of Na2S>
co-addition of NaNO2+Na2S (P<0.05).[Conclusion] This study identified the dominant CO2-fixing 
microbial strains and the conditions suitable for CO2 fixation, providing a theoretical basis and 
technical support for enhancing the carbon sink of the terrestrial ecosystem on the Loess Plateau 
and mitigating the greenhouse effect.
Keywords: Loess Plateau grassland; CO2-fixing microbial strains; CO2 fixation conditions; CO2 
fixation efficiency; electron donor

作为陆地生态系统最主要的碳库，土壤有

机碳的微小波动就能显著改变大气 CO2 浓度，

影响全球碳平衡[1]。土壤微生物碳泵理论的提

出，凸显了微生物在土壤碳转化与储存过程中

的核心地位[2]。固碳微生物作为这一过程的特殊

执行者，能够同化 CO2 贡献有机碳库的形成，

其包括光能自养型和化能自养型微生物，以及

部分异养微生物[3]。自养微生物每年为陆地有机

碳库(1 550 pg)贡献 4.90 pg C[4]，其固碳潜力不

可忽视。目前已知的固碳微生物及其固碳潜力
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研究，大多采用稳定同位素标记耦合宏基因组

测序技术进行，虽能全面明确群落和固碳潜力，

但设备和操作要求高，且无法获得功能菌株[5-6]。

最新的高通量菌株筛选技术能够快速处理大

量样本、挖掘稀有固碳微生物并分析基因信

息，但存在设备成本高、对人员要求高、田

间应用受限及鉴定不够精确等问题[7]。尽管传

统的分离培养法受培养基成分和培养条件限

制，可成功分离鉴定的固碳微生物种类有

限[8]，但可以获得可挖掘的菌株，且结合目前

的 PCR 测序技术，可准确鉴定其类群[9]，有助

于挖掘土壤固碳微生物菌株资源和深入认识其

生理特性。

温度、降水、生态系统与土壤类型、土壤

有机质及养分含量等气候与环境因素均会影响

固碳微生物群落及功能[10-13]。能量和电子源也

是影响微生物固定 CO2 的关键因素。在特定电

子供体作用下，固碳微生物的固碳效率可提升

数倍以上[14-16]。明确固碳菌株的固碳效率、电

子供体偏好性及环境适应性，能为后续菌株功

能改良及应用提供重要理论依据[17-19]。黄土高

原气候条件恶劣，土壤侵蚀现象严重，土质贫

瘠，有机质含量处于较低水平。在各类土地利

用方式中，草地对于维持该地区生态系统的稳

定与可持续性具有显著优势[20]。草地覆盖了约

1/3 的黄土高原区域[21]，该区域草地土壤固碳量

占草地总固碳量的 59.53%[22]，其中固碳微生物

对有机碳的贡献率可达 0.03%[23]。然而，可培养

固碳菌株的种类、特性、功能以及适宜的固碳

条件仍不明确。

本研究聚焦黄土高原草地，旨在从其土壤

中分离鉴定 CO2 固定菌株，通过 16S rRNA 基因

测序分析、形态观察以及生理生化反应测定，

全面鉴定菌株。同时，探究不同温度、不同水

分，以及亚硝酸钠(NaNO2)和硫化钠(Na2S) 2 种

电子供体单独和共同作用对固碳菌群生长情况

和固碳效率的影响，以期确定优势固碳微生物

菌株以及适宜固定 CO2 的条件，为提升黄土高

原陆地生态系统碳汇、减缓温室效应提供理论

依据与技术支持。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　供试土壤

2019 年 8 月，在黄土高原安塞区(36°51′30′′N，

109°19′23′′E)选择 3 个坡向和海拔相近(100 m×

100 m，间隔 100 m)的样地。在每个样地沿“S”

型布设 7 个样点，采集 0−5 cm 表层土壤，均匀

混合为 1 个代表样品。草地主要植被包括狗尾

草[Setaria viridis (L.) P. Beauv.]、草木樨(Melilotus 

suaveolens Ledeb.)、 斜 茎 黄 芪 (Astragalus 

laxmannii Jacq.)、 地 锦 草 (Euphorbia humifusa 

Willd. ex Schltdl.)、细裂叶莲蒿(Artemisia gmelinii 

Weber ex Stechm.)、兴安胡枝子[Lespedeza davurica 

(Laxm.) Schindl.]、苦马豆 [Sphaerophysa salsula 

(Pall.) DC.]和披针叶野决明(Thermopsis lanceolata 

R. Br.)。3 个土壤样品的理化性质并无显著差异

(P<0.05)，土壤呈偏碱性，pH 值为 8.24±0.09，

含 水 率 为 (15.00±2.00)% ， 有 机 碳 含 量 为

(5.74±0.98) g/kg，全氮含量为(0.64±0.07) g/kg。

1.1.2　培养基

本研究中使用的培养基包括：无碳源培养

基[24]、淀粉培养基[22]、葡萄糖蛋白胨水培养

基[25]、蛋白胨水培养基[22]、乳酸发酵培养基[25]。

1.2　CO2 固定菌株的分离纯化、筛选及

鉴定

1.2.1　分离纯化及筛选

将 10.00 g 土壤样品充分混合于 90 mL 无菌

水中，30 ℃、150 r/min 振荡 20 min 后制成土壤

悬浊液。将悬浊液进行浓度稀释(无菌操作)，并

吸取 10−5、10−6、10−7 稀释浓度下的样品悬浊液

1 mL 均匀涂布于无碳源固体培养基(凝结物质：

琼脂)上，28 ℃倒置培养 10−14 d (光 12 h+暗

12 h)。待菌株长出后，进行多次划线分离纯化，

挑取单菌落于 4 ℃保存备用。
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1.2.2　菌体总 DNA 的提取及 16S rRNA 基

因鉴定

将挑取的单菌落接种于无碳源液体培养

基中，30 ℃、150 r/min 培养 48 h。培养结束

后吸取菌液至无菌 5 mL 离心管中，25 ℃、

3 000 r/min 离心 10 min，收集菌体，储存在

4 ℃冰箱中。按照 Ezup 柱式细菌基因组 DNA

抽提试剂盒的操作步骤，提取不同菌株的基因

组 DNA，置于−20 ℃冰箱中保存备用。细菌物

种鉴定由上海美吉生物医药科技有限公司

(Shanghai Majorbio Bio-pharm Technology Co., 

Ltd.)完成。采用引物 27F (5′-AGAGTTTGATC 

CTGGCTCAG-3′ ) 和 1492R (5′-GGTTACCTTGT 

TACGACTT-3′)进行 PCR 扩增。PCR 反应体系：

10×Ex Taq buffer 2.00 μL， Ex Taq (5 U/μL) 

0.20 μL，dNTP Mix (2.50 mmol/L) 1.60 μL，上、

下游引物 (10 μmol/L)各 1 μL，DNA 0.50 μL，

ddH2O 13.70 μL。PCR 反应条件：95 ℃预变性

5 min；95 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃

延伸 90 s，共 25 个循环；72 ℃终延伸 10 min。

扩增完成后，以 120 V 电压进行 1% 琼脂糖凝

胶电泳 30 min。扩增的序列使用 ABI 3730XL

测序仪进行一代双末端测序，获得 ABI 测序峰

图文件。将正常峰的菌株碱基序列与 NCBI 

GenBank 核酸序列数据库进行比对，获取近源

物种信息，并构建系统发育树[原始数据存储

在国家微生物科学数据中心 (http://nmdc.cn)，

编 号 为 NMDCN0007OUI、 NMDCN0007OUJ、

NMDCN0007OUK、 NMDCN0007OUL、 NMD 

CN0007OUM、NMDCN0007OUN、NMDCN000

7OUO、NMDCN0007OUP、NMDCN0007OUQ、

NMDCN0007OUR]。

1.3　CO2 固定菌株的形态及生理生化特

性测定

1.3.1　菌株革兰氏染色

对分离筛选到的菌株进行菌落特征、生长

情况的观察以及革兰氏染色、镜检[26]。

1.3.2　菌株生理生化试验

将分离筛选到的菌株进行淀粉水解试验、

吲哚试验、甲基红试验以及乳酸发酵试验，观

察并记录生理生化反应结果[27]。

1.4　不同温度梯度和电子供体对菌株固

碳效率影响的模拟试验

将 40 mL 无碳源液体培养基装入 100 mL 三

角瓶，灭菌后加入 1 mL 菌液，用封口膜封口，

置于摇床(28 ℃、100 r/min)振荡培养 72 h 活化

菌株。

采用单时间点终止培养法探讨温度对固碳

微生物的影响，选择 20−40 ℃作为温度探究区

间，此范围覆盖了该地区一年中大部分时段的

土壤温度变化，能够有效考察固碳微生物在黄

土高原常规温度条件下的生长与固碳表现[28]。

设计 5 个温度梯度：20、25、30、35、40 ℃，

吸取活化后的菌株 1 mL 接种于无碳源液体培养

基中在不同温度梯度下置于摇床(100 r/min)振荡

培养 72 h。

采用单时间点终止培养法探讨电子供体对

固碳微生物的影响，设计 NaNO2 和 Na2S 这 2 种

处理，采用 0 g/L 和 1.00 g/L 两个浓度水平。将

各菌株接种于无碳源液体培养基中，分别加入对

应浓度水平的电子供体后，置于摇床(100 r/min)

振荡培养 72 h。

1.5　不同水分对菌株固碳效率影响的模

拟试验

在水分条件设置上，基于黄土高原降水不

稳定，土壤水分在不同季节和年份呈现出较大

幅度变化的特点[28]，以该地区草地土壤自然水

分 (15.00%)为基准，增设增减 30.00%、增减

60.00% 以及增减 80.00% 的梯度，系统研究固碳

微生物在接近自然状态下不同水分胁迫与充裕

条件下的固碳特性。土壤水分设计 7 个梯度：

3.00%、 6.00%、 10.50%、 15.00%、 19.50%、

24.00% 和 27.00% 含水率。称取安塞草地表层土

壤 13.00 g 于 50 mL 烧杯中，铺成 1 cm 厚的薄
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层，封口并扎紧，并使用高压蒸汽灭菌锅

(121 ℃、20 min)将土壤灭菌 6 次并烘干。在不

同水分梯度下添加菌液 1 mL，于 28 ℃下培养

30 d。培养期间，间隔 3 d 补充灭菌蒸馏水，以

维持土壤含水率。

1.6　基础指标和固碳效率的测定及计算

土壤含水率采用称重法测定，土壤 pH 通过

土水质量体积比 1:2.5 使用 pH 计测定，土壤有

机碳(soil organic carbon, SOC)采用重铬酸钾外加

热法[23]测定，土壤总氮采用凯氏定氮法[23]测定，

菌液总有机碳(total organic carbon, TOC)值通过

总有机碳分析仪(岛津公司)进行测定，测定时需

提前用浓盐酸将待测菌液调至 pH 4.0 左右，以

消除无机碳对测定结果的影响。

不同温度梯度和电子供体条件下菌株固碳

效率 TOC (mg/L)的计算如公式(1)所示。

TOC=TOC72 h (1)

式中：TOC72 h (mg/L)为液体培养基培养 72 h 后

的 TOC 值。

不同水分梯度条件下菌株固碳效率 ΔSOC 

[g/(kg·d)]的计算如公式(2)所示。

ΔSOC=(SOC30 d−SOC0 d)/30 (2)

式中：SOC30 d (g/kg)为添加菌株后培养第 30 天

时的土壤有机碳含量，SOC0 d (g/kg)为添加菌株

后培养第 0 天时的土壤有机碳含量，30 为培养

天数。

1.7　数据处理和分析方法

所有数据均以平均值±标准偏差的形式表

示。使用 SPSS 软件对所有样品进行单因素方差

分析以及最小显著差异多重比较，以显著性水

平(P<0.05)分析组间数据的差异。数据绘图在

Origin 2018 中完成。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　黄土高原草地土壤中可培养的 CO2

固定菌株

从草地土壤中分离得到了 24 株菌株，测定

第 1、2、5、6、7、11、13、14、16 和 22 株菌

在 1 400 bp 附近出现的 PCR 产物条带清晰，未

观察到明显的非特异性条带或拖尾现象，且

ABI 测序峰图为正常峰，证实以上 10 株菌株为

纯菌株。将 10 株纯菌株的碱基序列输入 NCBI 

GenBank 核酸序列数据库进行比对，结果显示：

1 号菌株与恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida) 

M9 相似度为 98.32%，属于假单胞菌属；2 号菌

株与蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus) LPBS12 相似

度为 91.80%，属于芽孢杆菌属；5 号菌株与链霉

菌属(Streptomyces) FXJ3.004 相似度为 98.94%，

属 于 链 霉 菌 属 ； 6 号 菌 株 与 草 木 栖 剑 菌

(Sinorhizobium meliloti) TSA1 相似度为 98.75%，

属于剑菌属；7 号菌株与农杆菌属(Agrobacterium) 

CRRI-74 SB13A 相似度为 97.68%，属于农杆菌

属；11 号菌株与链霉菌属(Streptomyces) IRB27B

相似度为 96.84%，属于链霉菌属；13 号菌株与

华西医院肠杆菌(Enterobacter huaxiensis) N7 相

似度为 98.06%，属于肠杆菌属；14 号菌株与泡

囊短波单胞菌(Brevundimonas vesicularis) TK026

相似度为 95.55%，属于短波单胞菌属；16 号

菌株与农杆菌属(Agrobacterium) S3D11 相似度

为 98.96%，属于农杆菌属；22 号菌株与小束

噬脯氨酸菌(Prolinoborus fasciculus) L61 相似度

为 97.56%，属于噬脯氨酸菌属(图 1)。其中芽

孢杆菌属菌株隶属于厚壁菌门，链霉菌属菌株

隶属于放线菌门，其余菌株均隶属于变形

菌门。

对以上 10 株纯菌株进行初步筛选，发现

1 号菌株在后续预培养过程中对试验条件极为敏

感，培养基成分或培养条件的轻微波动都会导

致其生长停滞。基于以上原因，为了确保试验

过程高效稳定、结果准确可靠，后续研究中仅

选取了其余 9 株纯菌株作为研究对象，并对这

9 株纯菌株重新编号。原 2、5、6、7、11、13、

14、16、22 号菌株分别重新编号为 A1、A2、

A3、A4、A5、A6、A7、A8、A9。
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2.2　CO2固定菌株的特性分析

2.2.1　CO2固定菌株的形态特征

菌落形态均为黏着突起，有球状、棒状、

链状，部分细胞还含有孢子。颜色各异：A1、

A3、A7、A8 为白色；A4、A6、A9 呈黄色；

A2 为红色。链霉菌 A2 和 A5 有明显刺激性气

味。其中，菌株 A3、A4、A7、A8 呈紫红色，

为革兰氏阳性菌；其余菌株呈红色，为革兰氏

阴性菌。

2.2.2　CO2固定菌株的生理生化特性

九株纯菌株的生理生化反应情况见表 1。

A7 的淀粉水解反应呈阳性；A4、A5、A6 的吲

哚反应呈阳性；A1、A2、A3、A7、A8、A9 的

甲基红反应呈阳性；A2 具备产酸产气能力。

16

7

6

14

13

22

1

11

5

2
100

100

100

98

100

100

100

100
94

100

53

98

100

100

100

100
100

99

0.01

Agrobacterium sp. S3D11 (PP825113.1)

Agrobacterium sp. CRRI-74 SB13A (KF840387.1)

Sinorhizobium meliloti TSA1 (LT984816.1)

Brevundimonas vesicularis TK026 (MK045801.1)

Enterobacter huaxiensis N7 (ON241835.1)

Prolinoborus fasciculus L61 (OQ405790.1)

Pseudomonas putida M9 (KF358272.1)

Streptomyces sp. IRB27B (OK632422.1)

Streptomyces sp. FXJ3.004 (JN683659.1)

Bacillus cereus LPBS12 (PP064862.1)

Methanobacterium paludis SWAN1 (NR_133895.1)

图1　基于16S rRNA基因序列采用邻近法构建的系统发育树

Figure 1　 Neighbor-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of strains. In brackets: 

GenBank accession number of the gene; Bar: 0.01 represents substitutions per nucleotide position; The values on 

the branch: Bootstrap values.

表1　菌株的生理生化特性

Table 1　Physiological and biochemical characteristics of strains

Strains

A1

A2

A3

A4

A5

A6

A7

A8

A9

Starch hydrolysis

−
−
−
−
−
−
+

−
−

Indole reaction

−
−
−
+

+

+

−
−
−

Methyl red reaction

+

+

+

−
−
−
+

+

+

Lactose acid production

−
+

−
−
−
−
−
−
−

Lactose gas production

−
+

−
−
−
−
−
−
−

+: Positive; −: Negative.
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2.3　不同温度对 CO2 固定菌株固碳效率

的影响

可培养的 CO2 固定菌株在不同温度下均表

现出一定的固碳能力，且对温度变化的响应规

律一致：在 25−30 ℃时固碳效率达到峰值，温

度升高或降低均会导致固碳效率下降(图 2，P<

0.05)。在 25 ℃和 30 ℃时，菌株 A4 的固碳效率

在所有受试菌株中最高，分别为 4.04 mg/L 和

3.98 mg/L，而其他菌株在这 2 个温度下的平均

固碳效率分别为 3.20 mg/L 和 3.16 mg/L。与 20、

35、40 ℃相比，菌株 A4 在 25 ℃时的 TOC 值

分别显著增加了 77.30%、71.50% 和 95.90%；

在 30 ℃时，其 TOC 值相比上述温度也分别显

著提升了 74.70%、69.00% 和 93.00%。

2.4　不同土壤水分对 CO2 固定菌株固碳

效率的影响

可培养的 CO2 固定菌株对土壤水分变化的

响应规律一致 ( 图 3， P<0.05)。在自然水分

(15.00%)及增减 80.00% (27.00% 和 3.00%)的水

分条件下，菌株固碳效率最高。其中，菌株 A4

在 3.00% 和 27.00% 水分条件下的固碳量显著高

于其他水分条件，分别达到 0.15 g/(kg·d)和

0.11 g/(kg·d)。在 15.00% 水分条件下，各菌株

固碳量无显著差异。在 10.50% 水分条件下，菌株

A8 固碳量最高，为 0.03 g/(kg·d)；19.50% 水分条

件下，菌株 A2 固碳量最高，为 0.02 g/(kg·d)；

在 6.00% 水分条件下，各菌株固碳量无显著差

异；在 24.00% 水分条件下，菌株 A4 和 A5 固

碳量最高，均为 0.01 g/(kg·d)。在 3.00% 水分

条件下，菌株 A6 和 A7 固碳量最低，分别为

0.06 g/(kg·d)和 0.05 g/(kg·d)；27.00% 水分条件

下，菌株 A6 固碳量最高，达到 0.19 g/(kg·d)。

2.5　不同电子供体对 CO2 固定菌株固碳

效率的影响

同一菌株在不同电子供体处理条件下的固

碳效率差异显著：单独添加 NaNO2>单独添加

Na2S>共同添加 NaNO2+Na2S>空白对照(图 4，P

<0.05)。在空白对照组中，菌株 A4 和 A7 的固

碳量最高，TOC 值分别为 4.22 mg/L 和 4.08 mg/L，

其余菌株的平均固碳量为 3.42 mg/L。添加电子

20 25 30 35 40
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图2　不同温度对CO2固定菌株固碳效率的影响

Figure 2　Effects of different temperatures on CO2 fixation efficiency of CO2-fixing strains. Different lowercase 

letters: The significant difference between different treatments of the same strain (P<0.05); Different capital 

letters: The significant differences among different strains under the same treatment conditions (P<0.05).
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供体后，固碳效率显著提升，其中提升最显著

的是菌株 A4，其次是 A7。单独添加 NaNO2 时，

菌株 A4 的 TOC 值达到 16.10 mg/L，是空白对照

组的 3.82 倍；菌株 A7 的 TOC 值为 14.80 mg/L，

是空白对照组的 3.64 倍。单独添加 Na2S 时，菌

株 A4 的 TOC 值为 9.28 mg/L，是空白对照组的

2.20 倍；菌株 A7 的 TOC 值为 9.00 mg/L，是空

白对照组的 2.21 倍。共同添加 NaNO2+Na2S 时，

菌株 A4 的 TOC 值为 7.26 mg/L，是空白对照组

的 1.72 倍；菌株 A7 的 TOC 值为 6.99 mg/L，是

空白对照组的 1.71 倍。此外，菌株 A5 和 A8 在

不同电子供体环境下的固碳量仅次于 A4 和 A7。

菌株 A5 在单独添加 NaNO2、Na2S 及共同添加

NaNO2+Na2S 环 境 下 的 固 碳 量 分 别 为 8.32、

6.35、5.01 mg/L；菌株 A8 对应值分别为 9.03、

7.00、 4.89 mg/L。其余 5 株菌株在单独添加

NaNO2、单独添加 Na2S 和共同添加 NaNO2+

Na2S 环境下的平均固碳量分别为 6.54、4.73、

4.07 mg/L。
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图3　不同水分对CO2固定菌株固碳效率的影响

Figure 3　Effects of different moisture on CO2 fixation efficiency of CO2-fixing strains. Different lowercase 

letters: The significant difference between different treatments of the same strain (P<0.05); Different capital 

letters: The significant differences among different strains under the same treatment conditions (P<0.05).
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Figure 4　Effects of different electron donors on CO2 

fixation efficiency of CO2-fixing strains. CK: Blank 

control; Different lowercase letters: The significant 

difference between different treatments of the same 

strain (P<0.05); Different capital letters: The 

significant differences among different strains under 

the same treatment conditions (P<0.05).
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3　讨论　讨论

3.1　黄土高原草地土壤中可培养的 CO2

固定菌

本研究从黄土高原草地土壤中成功分离筛

选出 9 株 CO2 固定菌株，这些菌株与从海水、

深海热液区筛选出的化能自养菌，包括弧菌属

(Vibrio)、硫膨大杆菌属(Thioclava)、大洋芽孢杆

菌属 (Oceanobacillus)、食烷菌属 (Alcanivorax)、

氢单胞菌属(Hydrogenimonas)、氧化硫单胞菌属

(Sulfurimonas)及硫化螺旋菌属(Sulfurospirillum)

等，分属于不同的微生物类群[14,29]；与从种植花

生的农田土壤中筛选出的芽孢杆菌属(Bacillus) 

SS105 及种植竹子的根际土壤中筛选出的链霉菌

属(Streptomyces) BS19 属于相同菌属[9,30]，但具

体菌株有所不同。前人筛选出的酸硫杆状菌属

(Acidithiobacillus)和食酸菌属(Acidovorax)等固碳

菌株，因其独特的生理代谢特征和极端环境适

应性，已广泛应用于生物浸出、生物修复等领

域[31-32]。本研究的 9 株固碳菌株均为新菌株，

能在更宽的温度和湿度范围内保持高固碳效率，

且对特定电子供体的利用效率更高，为土壤碳

汇提供了新的资源[33]。在无碳源培养基中，通

过终态 TOC 值的增加，证实了菌株能够同化

CO2 合成有机碳[34]。尽管未测定初始 TOC 背景

值可能存在轻微误差，但菌株间终态 TOC 的显

著差异仍清晰地呈现出固碳效率的排序[35]。其

中，A4 和 A7 的固碳效率最高，终态 TOC 值分

别达到 4.22 mg/L 和 4.08 mg/L。需要注意的是，

实验室中的单菌培养与土壤中环境不同，土壤

中复杂的碳源可能抑制菌株固碳酶的活性[36]，

空间异质性也可能限制 CO2 的扩散[37]。因此，

菌株在实际土壤中的固碳效能需要借助 13C 同位

素标记微宇宙试验进行验证[38]，并结合转录组

学解析其在多碳源胁迫下的代谢调控网络[39]。

未来的研究将整合固碳动力学建模、菌体-分泌

碳分配量化[40]以及田间原位验证，以评估菌株

在生态固碳工程中的应用潜力。

3.2　温度和水分对 CO2固定菌的影响

本研究筛选的可培养 CO2 固定菌株，在 25−
30 ℃区间内固碳效率达到峰值，推测该温度范

围有利于提升固碳酶的活性，而温度的升高或

降低则因抑制酶活性而导致固碳效率降低[41]。

不同生态系统的固碳菌株最适固碳温度区间存

在差异，例如武满满等[10]从海水及其沉积物中

分离的固碳微生物在 20−30 ℃时固碳效率较低，

但温度的改变反而能提升其效率。这可能源于

不同生态环境使菌株进化出了不同的适应策

略[41]。黄土高原草地夏季高温期长、冬季寒冷

且温差大[22,28]，本研究菌株在较大温度范围内具

有固碳能力，预示其在该地区具有良好的应用

潜力。研究还发现，菌株在自然水分(15.00%)及

极端水分(3.00% 和 27.00%)条件下均表现出显著

的固碳效率峰值，呈现出“双向胁迫响应”特

性，这可能与固碳菌维持代谢活性的多维度适

应策略相关[42-43]。黄土高原降水不均，旱雨季

土壤水分差异大[28]，这些菌株能够适应此类极

端水分变化。在自然水分条件下，微生物细胞

的生理功能稳定，有利于固碳酶发挥活性[5]；而

在水分极低(3.00%)时，固碳菌启动应激反应，

合成相容性溶质、表达特殊转运蛋白以提高固

碳效率[27]；在水分极高(27.00%)时，固碳菌可能

调整代谢途径以应对缺氧挑战(如采用厌氧还原

柠檬酸循环或乙酰辅酶 A 途径) [5]。此外，在

15.00% 和 6.00% 水分条件下，9 株菌株的固碳

效率无显著差异，这可能是因为相关代谢途径

及关键酶的运行状态相同[27]。

3.3　电子供体 (NaNO2 和 Na2S)对 CO2

固定菌的影响

本研究表明，NaNO2 和 Na2S 作为电子供

体，可有效提升 CO2 固定菌的固碳效率，这与

化能自养型固碳微生物以还原性无机物为能源、

CO2 为碳源合成生命物质时的 ATP 合成及无机

化合物氧化过程相关[14]。黄土高原草地土壤中

含有一定量的 NO2−和 S2−[44]，该研究结果对区
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域固碳应用具有重要意义。在空白对照中，菌

株 A4 和 A7 的固碳效率较高。添加电子供体后，

A4 的固碳效率提升效果显著且在各菌株中最

高，A7 次之。这表明 A4 和 A7 自身固碳能力

强，为深入研究黄土高原草地土壤环境中微生

物固碳机制提供了优质的菌株模型。单独添加

NaNO2 时，提升固碳效率的效果最显著，其次

单独添加 Na2S。这与 Hu 等[43]的研究相反(其研

究中，Na2S 对从海水中分离的非光合微生物群

落固 CO2 效率的提升效果高于 NaNO2)，可能是

本试验菌株对 NO2
−的利用能力强，有利于其在

NO2
−环境下繁殖及还原 CO2

[45]。研究表明，合

适的电子供体可优化微生物的呼吸代谢途径，

增强 CO2 固定能力[43]。单独添加 Na2S 时，固碳

效果次之，这可能是因为 S2−参与菌株代谢时，

氧化过程的能量和电子传递效率较低；共同添

加 NaNO2 和 Na2S 时，固碳效果反而减弱，甚至

低于单独添加 Na2S，这可能是 NO2
−和 S2−存在

竞争性关系，干扰了菌株细胞内电子传递链和

能量代谢；在微生物代谢中，电子传递链是固

碳反应能量产生的关键，NO2
−和 S2−竞争关键

酶，影响酶正常作用和能量产生效率[46]。例如

在某些固碳微生物中，细胞色素氧化酶对 NO2
−

和 S2−的亲和力不同，二者同时存在会打破酶与

底物结合的平衡，影响电子传递，进而降低固

碳效率[47-49]。

本研究表明，温度、水分和电子供体显著

影响菌株的固碳能力，且不同菌株之间的差异

明显。未来在黄土高原草地退化区的生态修复

中，可根据需要定制菌剂：在环境恶劣的退化

区，选用 A4、A7 等固碳能力强、适应性好的菌

株，加快生态恢复；在环境温和的退化区，选

择 A2 等菌株，优化微生物群落，提升土壤碳汇

能力。

4　结论　结论

(1) 本研究从黄土高原草地土壤中筛选鉴定

出 9 株 CO2 固定菌，分属芽孢杆菌属、链霉菌

属、剑菌属、农杆菌属、肠杆菌属、短波单胞

菌属、噬脯氨酸菌属。其中，A4 和 A7 的固碳

效率显著高于其他菌株(P<0.05)。(2) 这些菌株

在 20−40 ℃均可固定 CO2，25−30 ℃为最适温

度。在土壤自然水分(15.00%)及增减 80.00% 含

水率(27.00% 和 3.00%)的极端条件下，固碳效率

最高(P<0.05)。(3) 添加电子供体能提升固碳效

率，提升效果依次为：单独添加 NaNO2>单独添

加 Na2S>共同添加 NaNO2+Na2S (P<0.05)。本研

究深化了对固碳微生物的认知，为增强黄土高

原土壤固碳微生物活性提供了理论支撑。
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