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前 言

    本标准在原有标准NY/T 227-1994《微生物肥料》的基础上，对其中的根瘤菌肥料部分进行修改

    主要修改内容如下:

    — 增加定义、抽样和判定规则部分;

    — 增加菌种部分，包括菌种有效性、菌体特性特征、菌落形态;

    — 删除成品无害化指标。因为根瘤菌肥料一般以草炭为载体，而且每公顷每年仅用750̂ 7 500 g
根瘤菌肥拌种，不存在重金属的危害。草炭经高温灭菌后，大肠菌群和蛔虫卵不再存活。

    本标准自实施之日起，同时代替NY/T 227-1994中的根瘤菌肥料部分。

    本标准的附录A为标准的附录。

    本标准由中华人民共和国农业部提出。

    本标准起草单位:农业部微生物肥料质量监督检验测试中心、中国农业科学院土壤肥料研究所。

    本标准主要起草人:宁国赞、刘惠琴、马晓彤、葛诚、李俊。



中华人民共和国农业行业标准

根 瘤 菌 肥 料 NY 410-2000

Rhizobium fertilizer

1 范围

    本标准规定了豆科根瘤菌肥料的分类、技术要求、检验方法、检验规则、标志、包装、运输及贮存。

    本标准适用于以共生固氮性能优良的根瘤菌菌株为生产用菌 经液体发酵生产而成的根瘤菌液体

肥料，菌液以持水性能良好的载体为吸附剂制成的根瘤菌固体肥料;也适用于以根瘤菌为主的含有能促

进结瘤、固氮作用的芽胞杆菌、假单胞菌或其他有益的促生细菌制成的复合根瘤菌肥料。

2 引用标准

    下列标准所包含的条文，通过在本标准中引用而构成为本标准的条文。本标准出版时，所示版本均

为有效。所有标准都会被修订，使用本标准的各方应探讨使用下列标准最新版本的可能性。
    GB/T 6543-1986 瓦楞纸箱

    NY 411-2000 固氮菌肥料

3 定义

    本标准采用下列定义。

3.1 根瘤菌肥料

    用于豆科作物接种，使豆科作物结瘤、固氮的接种剂。

3.2 复合根瘤菌肥料

    以根瘤菌为主，加人少量能促进结瘤、固氮作用的芽胞杆菌、假单胞细菌或其他有益的促生微生物

的根瘤菌肥料，称为复合根瘤菌肥料。加人的促生微生物必须是对人畜及植物无害的菌种。

4 产品分类

4门 按形态不同，分为液体根瘤菌肥料和固体根瘤菌肥料。

42 以寄主种类的不同，分为菜豆根瘤菌肥料、大豆根瘤菌肥料、花生根瘤菌肥料、三叶草根瘤菌肥料、

豌Ki根瘤菌肥料、首楷根瘤菌肥料、百脉根根瘤菌肥料、紫云英根瘤菌肥料和沙打旺根瘤菌肥料等

5 技术要求

5门 菌种

5嘴门 菌种的有效性

    用于生产根瘤菌肥料的菌种系属于根瘤菌属(Rhizobium),慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium),固氮

根瘤菌(Azorbizobi“二)、中慢生根瘤菌(Mesorhizobium )等各属中的不同的根瘤菌种，这些菌种必须是

经过鉴定的菌株，或有二年多点田向试验获得显著增产的菌株 该菌种必须在菌肥生产前一年内经无氮

营荞液盆栽接种试验鉴定，结瘤固氮性能优良，接种植株干重比对照显著增加。

51.2 菌体特征特性
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    短杆状，无芽胞，革兰氏染色阴性。

5.1.3 菌落形态特征

    圆形、边缘整齐、稍突起，在含有刚果红的甘露醇一酵母培养基平板上呈乳白色或无色半透明。

5.2 产品技术指标

5.2.1 液体根瘤菌肥料(见表1)

                                表1 液体根瘤菌肥料技术指标

项 目 指 标 备 注

外观、气味
  乳白色或灰白色均匀混浊液体 或

稍有沉淀。无酸臭气味

根瘤菌活菌个数,108/mL )5.0

杂菌率，% (5

pH值 6. 0- 7. 2
  用耐酸菌株生产的菌液，pH值可

以大于7. 2

寄主结瘤最低稀释度 10-0
  此项仅在监督部门或仲裁检验双

方认为有必要时才检测

有效期，月 >3
  此项仅在监督部门或仲裁检验双

方认为有必要时才检测

5.2,2 固体根瘤菌肥料(见表 2)

表2 固体根瘤菌肥料技术指标

项 目 指 标 备 注

外观、气味
  粉末状、松散、湿润无霉块，无酸臭

味，无霉味

水分含量，% 25--50

根瘤菌活菌个数,101/g >2. 0

杂菌率，肠 (lo

pH值 6. 0̂ -7. 2

吸附剂颗粒细度

  大粒种子(大豆、花生、豌豆等)用的菌肥，通过孔径。.18 mm标准筛的筛余

物簇10%

  小粒种子(三叶草、首楷、紫云英)用的菌肥通过孔径0. 15 mm标准筛的筛

余物簇10%

寄主结瘤最低稀释度 10 s
  此项仅在监督部门或仲裁检验双

方认为有必要时才检测

有效期，月 )6
  此项仅在监督部门或仲裁检验双

方认为有必要时才检测

6 抽样

    按每一发酵罐菌液制成的产品为一批，按批抽样检验。抽样过程要严格避免杂菌污染 。

6-飞 抽样工具及用品

抽样前预先准备好无菌塑料袋(或塑料瓶)、金属勺、剪刀、封口机(或封口胶带)、牛皮纸封样袋、标

签、抽样封条和胶水。

6.2 抽样数量及抽样方法
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    在成品库抽样，按“:.:”形分层设点抽取，抽样以件为单位，小包装产品以一包装箱为一件。大包装

(30̂ 50 kg)产品以一袋(或一桶)为一件。抽样件数由样品基数的大小确定。1-10件，全部抽样。11-

20。件，抽样10件;201-400件，抽取20件。样品基数大于400件，按超过部分的2%增加抽样件数。总

件数不超过40件。

    每件小包装产品抽取一小袋，在无菌条件下每袋取样200 g。将所有样品混匀，按四分法缩到

2 000 g，分装4袋，然后封口。每2袋为一份装人牛皮纸封样袋。最后贴上抽样标签和抽样封条(液体根
瘤菌肥小包装产品抽样参照此法进行)。所抽样品一份留存被抽样单位，一份交检测中心检测。

7 检验方法

7门 仪器设备及试剂

了.1-1 仪器设备

    生物显微镜(lox100);

    菌落计数器;

    恒温培养箱;

    恒温干燥箱;

    恒温摇床;

    灭菌锅;

    无菌室或超净工作台;

    酸度计;

    温室或植物光照培养箱:植物叶面光照强度大于8 000 Ix,温度控制范围20-30"C ;

    试管:015 mm X 150 mm冲18 mm X 180 mm;

    培养皿:直径9 cm;

    三角瓶:500 mL;

    无菌吸管:1,2,5,10 ML;
    玻璃刮刀;

    滤纸;

    酒精灯;

    标准筛:孔径0. 18 mm和0. 15 mm;
    1号羊毛画笔;

    无菌水;

    无离子水。

7.1.2 试剂

7.1.2.1 革兰氏染色试剂

    结晶紫;

    番红;

    碘液;

    95%酒精。

7.1.2.2 根瘤菌琼脂培养基

    甘露醇(C,H�06)                     5 g

    蔗糖(C,H,}}O�)            5 g

    酵母粉 。.59

    磷酸氢二钾(K2HP0,·3H20)               0. 5 g

    硫酸镁(MgSO,·7H,O)                    0. 2 g
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    氯化钠(NaCl)                               O' l g

    硫酸钙(CaSO) 0.1 g

    铝酸钠(Na,MoO,·2H,0)溶液 1 ml

    硫酸锰(MBS04·4H,O)溶液 1 mL

    柠檬酸铁(FeC J1;0,)1溶液 1 mL

    硼酸(H,BO, )1 Yo溶液 1 ml,

    刚果红(CIIHz2N抓),S,Na,) l%溶液 2. 5 mL

    琼脂 18,-20 g

    水 1 000 ml,

    pH值 7,0

7飞.23 马丁培养基(测霉菌数)

    磷酸二氢钾(KH2Po,·7H,O)               0. 5 g

    葡萄糖(C,H,,O,·H,O)             10. 0 g

    硫酸镁(MgS04.7H,O)                     0.5 g

    蛋白脏 509

    1%孟加拉红酒精(无水)溶液 3.3 mL

    琼脂 18-20 g

    蒸馏水 1 000 znL

    氯霉素 。·19
7.12.4 豆科植物结瘤试验琼脂斜面培养基

    磷酸二氢钾(KH,PO,)                    0. 22 rng

    氯化钾(KCI)                             155 mg

    硫酸镁(Mgso,·7H,O)                     50 mg

    硫酸锌〔ZnSO,·7H,O)                  0. 25 mg

    硫酸铜(cuso,.5H20)                  0. 25 mg

    硼酸(H,BO,)                           0.25 mg

    铝酸钠(Na,MDO,，2H,O ) 。.05 mg

    柠檬酸铁(FeC,H,O,，xH,O)             30 mg

    硝酸钠(NaNO,)                             30 mg

    琼脂 5̂ 10 g

    水 1 000 ml

    PH                                           7,0

了.2 成品检验

了21 气味检验

    取根瘤菌肥料样品打开包装，进行感官检验。

7.2.2 外观检验

    将固体根瘤菌肥料包装打开，装在白色搪瓷盘中，将液体根瘤菌肥料摇匀。在明亮光线下进行感官

检验

7.2.3  pH值测定

    液体根瘤菌肥料的pH值测定 取供检菌液直接测定pH值，取三次测定结果的平均数。

    固体根瘤菌肥料的pH值测定:取50 mL烧杯一个，加人菌肥25 g，无离子水25 mLa通过磁力搅拌

使溶液均匀后用酸度计测定gH值。取三次测定结果的平均数。

了.2.4 含水量测定
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    称取固体根瘤菌肥料三份，每份20. 00 g,精确到0. 01 g，放人已称恒重的铝盒中。置Jos c干燥箱

内烘烤 4 h,移至f燥器内，冷却后称重。根据烘干前后质量差按式((1)计算含水量。取三个样品测定数

的平均值。平行样品绝对偏差应低于1%0

                          含水量(%)二m0 - m' X 100 ·····。..··，·..·..····，，·⋯(1)
                                                                                阴0

式巾 !/I。一一烘干前样品质量，9;

      m— 烘千后样品质量，9。

7.25 吸附剂颗粒细度测定

    称样log(精确至0.01 g)，置于标准筛中(直径分别为0. 18 mm和。15 mm)，用水冲洗，用毛笔轻

刷。至粉末不再通过为止。将筛余物置105-110'C温度下烘干，称重。筛余物百分含量按式〔2)计算:

筛余物(%)=蜓 "A量二t1 -兰量宣盛鱼亘分塑
样品质量 x 1QO ···，，，··‘，- (2)

7.2.6 根瘤菌活菌数及杂菌率的测定

    采用平板计数法测定根瘤菌活菌数及杂菌率。

7.2} 6. 1 制作根瘤菌培养基平板(7.1.2.2)及马丁培养基平板((7.1. 2. 3)

了2.6.2 样品稀释培养

    称取10g供检样品(精确到。01 g),装人带玻璃珠及100 rnL无菌水的三角瓶中(供检样品为液
体，则取10 mL加人内装90 mL无菌水的三角瓶中)，置摇床振荡20 min，转速200 r/mina振荡好的样

品静置20 min后采用10倍稀释法稀释至10-1(液体样品稀释至10-1)。从最后三个浓度悬液中各取

0. 1 mL，加至直径为9 cm的培养基平板上.用玻璃刮刀将菌液涂匀。每个稀释度重复三次。25-28'C温

度下培养3-7d。用同样方法将10-,稀释度菌悬液。1 mL加到马丁培养基平板上。28'C培养48 h,

7.26.3 菌落鉴别及计数

    根据被检产品标准描述的菌落特征，鉴别根瘤菌菌落与杂菌菌落。必要时进行革兰氏染色(方法见

附录A).镜检，以区分根瘤菌菌落和其他菌落。取菌落3。一3加的平板计数。算出三个重复的根瘤菌及

杂菌菌落平均数。杂菌是指样品所含有效活菌(包括根瘤菌及促生细菌)以外的其他种类微生物的总称

杂菌总数是马丁培养基上出现的霉菌数与根瘤菌培养基上出现的杂菌数(霉菌除外)之和。

    根瘤菌数按式(3)计算，杂菌率按式((4)计算:

....wn
根瘤菌数C亿个lg(mL)〕二菌落平均数X稀释倍数X 基础液体积

样品量 X加样量

杂菌率(%)= 杂菌总数
根瘤菌数+杂菌总数

只 100· ..·· ..·。 ···，..·一 (4)

7. 2} 7 稀释结瘤检验

    寄主植物种子用0工%升汞溶液表面消毒后催芽，种芽长1一2~ 时用供试样品的10-'."10-'稀

释度的悬液接种，植于试管琼脂斜面上。设不接种的阴性对照和接种已知菌的阳性对照。重复6次。植

物培养温度20 25"C，植物叶面光照强度大于8 000 Ix，每天光照12 ho 10̂-20 d后观察结瘤状况。如

空白对照结瘤，试验需要重做。空白对照不结瘤.正对照结瘤，可以进行判定。在10-‘稀释度中70%植株

结瘤为稀释结瘤合格

7.2.8 有效期的检验

    在产品说明书标明的有效期到达前10d测定活菌数，或按产品说明书标明的使用量对寄主进行接

种试验(7.2.7)0活菌数达到标准要求或70%植株结瘤为有效期合格。

B 检验规则

8.1 检验分类

8.飞1 产品出厂检验
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    产品交货时进行的检验。

8门.2 产品型式检验

    新产品鉴定或国家质检机构质量监督检验。

8.2 检验项目

    型式检验的检验项目按5. 2. 1或5. 2.2要求进行。出厂检验不检有效期

8.3 判定规则

8.3门 合格产品:

    a)检验结果符合5.2.1(或5. 2. 2)所规定的技术指标的产品为合格产品;

    b)杂菌率不符合指标，但液体样品杂菌率不超过10 Yo，固体样品杂菌率不超过200o，在10-s根瘤

菌平板上无霉菌出现，其他各项指标符合，也可判为合格产品;

    c)在pH值、水分、吸附剂颗粒细度、外观和气味等次要检测项目中，有两项不符合技术指标，但活

菌数及杂菌率符合指标要求，也可判为合格产品。

8I2 不合格产品:

    a)根瘤菌活菌数不符合技术指标，判为不合格产品;

    b)液体样品杂菌率超过10%,固体样品杂菌率超过200o，判为不合格品;

    c)在10-s根瘤菌培养基平板上出现霉菌判为不合格产品;

    d)小粒种子用的根瘤菌肥，吸附剂通过孔径。. 15 mm标准筛的筛余物)30%，判为不合格产品。

8.3. 3 含有芽胞杆菌或假单胞杆菌等促生细菌的根瘤菌肥料产品检测时，芽胞杆菌和假单胞杆菌的判

断按产品企业标准提供的依据进行。

9 包装、标识、运输和贮存

9.1 包装

9.1.1 内包装

    液体肥料小包装用塑料瓶或玻璃瓶，大包装用塑料桶。固体肥料用不透明聚乙烯塑料袋包装。

9.1.2 外包装

    外包装采用纸箱，纸箱质量应符合GB/T 6543要求。箱外用尼龙打包带加固。

9.1.3 每箱(袋)产品中附有产品合格证和使用说明书，在使用说明中标明使用方法、用量及注意事项。

9.2 标识

    在包装箱(袋)上印有产品名称、商标、标准编号、肥料登记证号、生产单位、厂址、生产日期、批号和

净重，并印有防晒、防潮、防冻等标记，若有必要还要加印易碎、防倒置等标记。内包装上有产品名称、商

标、标准编号、肥料登记证号、有效菌含量、生产日期、有效期、产品性能、使用说明书及生产单位、厂址

等

9.2.1 产品名称

    根瘤菌肥料的产品名称与产品中根瘤菌的名称应符合。例如:用大豆根瘤菌生产的肥料，其产品名

称为大豆根瘤菌肥料。

9-2.2 产品性能

    在产品性能中应标明产品可接种的豆科寄主名称。

9.3 运输和贮存

    根瘤菌肥料的运输和贮存按NY 411-200。中9. 3和9.4执行。
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  附 录 A

(标准的附录)

革 兰 氏 染 色

    革兰氏染色阳性细菌与革兰氏染色阴性细菌的细胞壁，对结晶紫一碘复合物的渗透性不同，而形成

染色阳性或染色阴性反应

Al 染剂

Al. 1 结晶紫液(赫克尔Hucker氏配方)

    甲液:结晶紫 2g

          乙醇(9500)                          20 mL

    乙液:草酸钱 0.8g

          蒸馏水 80 ml,

    甲、乙液相混合，静置48 h后使用。此染液较稳定，在不透气的暗色瓶中可储存数月。

Al. 2 卢哥(Lugol)氏碘液

    碘(l)片 1 g

    碘化钾(KI)                                                2 g

    蒸馏水 300 mL

    先用少量((3-5 mL)蒸馏水溶解碘化钾，再投人碘片，待碘全溶后，加水稀释。此染液稳定，在不透

气的暗色瓶中可存数月。

Al. 3 脱色液(95%的乙醇)

Al-4 复染液((0-5%的番红水溶液)

    取2. 5 g番红，溶于100 mL无水酒精中。取番红酒精溶液20 mL，加人80 mL蒸馏水，即成。.5%

的番红水溶液。

A2 涂片

在无油迹的干净载片上用蜡笔划好格，片端注明日期、片号。

在载片上的每个格内滴一小滴无菌水或蒸馏水。用接种环挑取少许菌苔，于水滴边缘轻轻涂几

自然风干或微热促其快干，干后在火焰上通过1-2次，以固定涂片。

AZ
AZ
毛
AZ
A3

A3.，

A3.2

AM

A3.4

A3.5

A3.6

A3.7

染色步骤

滴加结晶紫液，覆盖约1 min,

用水冲净结晶紫液。

滴加碘液冲去残水。并覆盖约1 min

用水冲去碘液，将片上水甩净或用滤纸吸干。

将片倾斜，并衬以白背景，流滴95%酒精液约20-30 s。立即用水冲净酒精。

用番红液染1-2(或更长)min o

用水洗净番红，用滤纸吸干表面水或风干，备镜检。

A4 观察结果

用显微镜油镜直接在载玻片上检查。红色为革兰氏染色阴性，蓝紫色为革兰氏染色阳性。



NY 410-2000

AS 注意事项

A5.1 革兰氏染色的配方很多，但染色成功与否，很大程度上取决于经验。在没有把握时，最好在同一

载玻片L，用大肠杆菌和金黄色葡萄球菌作为革兰氏染色阴性和阳性的对照菌

A5.2 革兰氏染色操作中，以涂片和脱色两步最为重要。涂片切不可过于浓厚。对于易于乳化的细菌，

将沾有菌苔的接种环在水滴边缘轻轻涂一二下即可。镜检时，以分散开的细菌的革兰氏染色反应为准。

过于密集的细菌，常常呈假阳性。对纯细菌的涂片，以95%乙醇脱色易于掌握。乙醇中含有更多的水分，

则脱色力加强，易形成假阴性。要尽量减少载玻片上的残水。只是甩净或用乙醇冲去残水，以脱色20 s

为宜;用滤纸吸净残水，可用乙醇脱色近305。

A5.3 用火焰固定时不可过热，以载玻片不烫手为宜。过热会使染色反应不正确 实际上对斜面纯细菌

涂片，风干后不经火焰固定即可染色。

A5-4 建议复染液用。.5%番红液。其他复染液，如稀释的石碳酸复红液等，可根据具体情况选用

A55 由于龙胆紫不是单一成分的染料，与结晶紫不同，按前述配方染色后，常常不易脱色，出现假阳

性。遇到这种情况可将染色剂稀释后使用。试用的龙胆紫稀释成十分之一的浓度可以使用，但颜色仍然

不如结晶紫。

A5. 6 对一般容易生长的异养细菌，以检查培养18-24 h的菌为宜。革兰氏染色阴性细菌的染色反应

稳定.不易受菌龄的影响。革兰氏染色阳性细菌的染色反应，有的受菌龄的影响:较幼的细胞，培养18-

24 h或更短的，呈阳性反应，较老的细胞，培养24 h或48 h以上的细胞，则部分或全部细胞转变为阴性

反应。区分革兰氏染色反应时应注意。


