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广西亚热带植物根际促生菌的筛选、鉴定及促生作用研究
王晶ꎬ李波ꎬ黎柳萍ꎬ韦靖ꎬ姜明国ꎬ周燕∗

(广西民族大学海洋与生物技术学院 /广西多糖材料与改性重点实验室 /
海洋生物资源开发与利用国际合作重点实验室ꎬ广西 南宁 ５３０００８)

摘要:[目的]本文旨在从植物根际土壤中分离具有多种促生性能的菌株ꎬ并明确其促生特性和抗病效果ꎮ [方法]采用选

择培养方法从植物根际土壤中筛选具有固氮、产氨、溶磷、解钾、分泌吲哚乙酸( ｉｎｄｏｌｅ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬＩＡＡ)、产铁载体和产蛋白

酶等特性的菌株ꎬ通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 对菌株分类学鉴定ꎮ 测定其对小麦根腐病菌(Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ)、小麦冠腐病菌

(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｕｅａｒｕｍ)、黄瓜织球壳菌(Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ ｃｕｃｕｍｅｒｉｎａ)、香蕉炭疽病菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｍｕｓａｅ)、交链格孢菌

(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔｅ)和尖孢镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)的抑制作用ꎬ并通过盆栽试验探究植物根际促生菌对植物的促生

效果ꎮ [结果]从植物根际土壤中分离细菌 １９１ 株ꎬ固氮及产氨菌 １７１ 株ꎬ解有机磷菌 ６６ 株ꎬ解无机磷菌 ６２ 株ꎬ解钾菌

２８ 株ꎬ产铁载体菌 ９８ 株ꎬ产 ＩＡＡ 菌 ４１ 株ꎬ产蛋白酶菌 ４５ 株ꎮ 抑菌试验表明贝莱斯芽胞杆菌 Ｃ３２ 对 ６ 种致病菌均表现出较

强的抑菌活性ꎬ抑菌率均在 ５０％以上ꎮ 盆栽试验结果表明ꎬ１ 株 ＩＡＡ 高产菌株川大肠杆菌 ０２０８ 对番茄和玉米植株促生效果

最为显著ꎮ 与对照组相比ꎬ玉米盆栽株高、茎粗、根长、地上部鲜重和地下部鲜重分别增加 ２１.４９％、１９.３５％、４２.９８％、１９.５８％
和 ５６.６７％ꎬ番茄盆栽分别增加 ５３.５１％、１４.９０％、１２.２８％、４３.１２％和 ４８.６２％ꎮ [结论]从广西亚热带植物根际土壤中筛选到

多株具有高效促生和防病功能的菌株ꎬ为微生物肥料的开发提供优质菌种资源ꎮ
关键词:植物根际促生菌ꎻ促生作用ꎻ吲哚乙酸ꎻ拮抗细菌
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ｐｒｏｖｉｄｅ ｈｉｇｈ￣ｑｕａｌｉｔｙ ｂａｃｔｅｒｉａ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａꎻｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔꎻｉｎｄｏｌｅ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ( ＩＡＡ)ꎻａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

目前ꎬ人口增长对耕地地力产生的压力以及植物病原真菌对作物生长的威胁ꎬ使可持续农业生态系统

迅速退化ꎬ全球农业生态系统正面临严峻挑战ꎮ 为维持农业生产ꎬ加强施肥已成为一项基本措施[１]ꎮ 由

于长期大量使用、滥用化肥ꎬ其通过食物链的生物积累和生物放大对人体健康产生危害ꎬ同时对有益的自

然昆虫、土壤肥力和微生态系统也产生了不利影响[２－３]ꎮ 微生物因其具有安全、绿色、高效等特点ꎬ近年来

受到广泛关注ꎬ因此ꎬ利用植物有益微生物ꎬ实现对农作物的施肥增产ꎬ是应对粮食安全和环境可持续性发

展的有效方法[４]ꎮ
植物根际土壤中含有大量促进植物生长的根际细菌ꎬ它们不仅能促进植物的生长发育ꎬ还能抵御病原

微生物入侵ꎬ保护植物免受病害侵染ꎮ 通过不同的作用机制对植物的生长产生积极影响的根际细菌被称

为植物根际促生细菌(ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａꎬＰＧＰＲ) [５]ꎮ ＰＧＰＲ 影响植物的生长ꎬ对促进植物

的健康起着至关重要的作用[６]ꎮ ＰＧＰＲ 可通过直接作用ꎬ如固氮、产氨、溶磷、解钾、分泌吲哚乙酸( ＩＡＡ)
等生长调节剂ꎬ促进植物生长发育[７－８]ꎻ也可以产生铁载体和激活不同的植物防御酶ꎬ如几丁质酶、蛋白

酶、过氧化物酶、多酚氧化酶和 β－１ꎬ３－葡聚糖酶[９]ꎬ还能诱导植物的系统抗性( ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｙｓｔｅｍ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ
ＩＳＲ)ꎬ从而触发植物防御及增强植物胁迫耐受性[１０－１１]ꎬ达到对植物害虫和病原体进行生物防治[１２－１３]的效

果ꎮ ＰＧＰＲ 还可以促进植物根系发育和养分吸收ꎬ从而降低生产成本ꎬ减少化肥使用ꎬ减轻环境影响[２]ꎮ
本研究以广西亚热带植物根际土壤样品为筛选材料ꎬ分离筛选具有固氮、产氨、溶磷、解钾、分泌 ＩＡＡ、

产铁载体和产蛋白酶的菌株ꎬ分析其促生性能和抑菌能力ꎬ旨在筛选出具有多种促生性能或拮抗效果的优

质 ＰＧＰＲ 菌株ꎬ为微生物菌剂的应用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 土壤样品　 分别采集广西大明山自然保护区(２３°３７′ Ｎꎬ１０８°４９′ Ｅꎬ海拔 ５４６.８ ｍ)植物及广西亚热

带作物研究所基地(２２°３４′ Ｎꎬ１０６°７８′ Ｅꎬ海拔 １０１.９ ｍ)坚果与番荔枝根际土壤ꎬ置于无菌采样袋中ꎬ于实

验室 ４ ℃保存备用ꎮ
１.１.２　 番茄与玉米品种 　 番茄品种为‘红禧 Ｆ１’ꎬ购自河北中科茂华种业有限公司ꎻ玉米品种‘粤甜

２９ 号’ꎬ购自合肥合丰种业有限公司ꎮ
１.１.３　 供试病原真菌　 小麦根腐病菌(Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ)、小麦冠腐病菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)、黄瓜

织球壳菌 (Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ ｃｕｃｕｍｅｒｉｎａ)、香蕉炭疽病菌 (Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｍｕｓａｅ)、交链格孢菌 ( Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ａｌｔｅｒｎａｔｅ)、尖孢镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)由广西多糖材料与改性重点实验室提供ꎮ
１.１.４　 主要培养基及试剂　 ＬＢ 培养基(ｇ􀅰Ｌ－１):胰蛋白胨 １０.０ ｇꎬ酵母浸粉 ５.０ ｇꎬＮａＣｌ １０.０ ｇꎬｐＨ７.０ꎮ ＮＡ
培养基(ｇ􀅰Ｌ－１):蛋白胨 １０ ｇꎬ牛肉膏 ３ ｇꎬＮａＣｌ ５ ｇꎬ琼脂 １５.０ ｇꎬｐＨ７.０ꎮ 金氏 Ｂ 培养基(ｇ􀅰Ｌ－１):Ｋ２ＨＰＯ４

１.５ ｇꎬＭｎＳＯ４ １.５ ｇꎬ蛋白胨 ２０.０ ｇꎬ甘油 １０ ｍＬꎬ琼脂 １５.０ ｇꎬｐＨ７.２ꎮ 蛋白胨水液体培养基(ｇ􀅰Ｌ－１):蛋白胨

１０ ｇꎬＮａＣｌ １０ ｇꎬｐＨ７.２ꎮ 有机磷培养基(ｇ􀅰Ｌ－１):葡萄糖 １０.０ ｇꎬ(ＮＨ４) ２ＳＯ４ ０.５ ｇꎬ酵母浸粉 ０.５ ｇꎬＮａＣｌ
０.３ ｇꎬＫＣｌ ０.３ ｇꎬＭｇＳＯ４ ０.３ ｇꎬＦｅＳＯ４ ０.０３ ｇꎬＭｎＳＯ４ ０.０３ ｇꎬ卵磷脂 ０.２ ｇꎬＣａＣＯ３ １.０ ｇꎬｐＨ７.０~７.５ꎻ无机磷培

养基(ｇ􀅰Ｌ－１):葡萄糖 １０.０ ｇꎬ酵母浸粉 ０.５ ｇꎬ(ＮＨ４) ２ＳＯ４ ０.５ ｇꎬＮａＣｌ ０.３ ｇꎬＫＣｌ ０.３ｇꎬＭｇＳＯ４ ０.３ ｇꎬＦｅＳＯ４

０.０３ ｇꎬＭｎＳＯ４ ０.０３ ｇꎬＣａ３(ＰＯ４) ２ ５ ｇꎬｐＨ７.０ ~７.５ꎻ阿须贝固氮培养基(ｇ􀅰Ｌ－１):甘露醇 １０ ｇꎬＫＨ２ＰＯ４ ０.２ ｇꎬ
ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.２ ｇꎬＮａＣｌ ０.２ ｇꎬＣａＳＯ４ ０.１ ｇꎬＣａＣＯ３ ５ ｇꎬｐＨ７.２ꎮ 亚历山鲍罗夫培养基(ｇ􀅰Ｌ－１):蔗糖 ５ ｇꎬ
ＦｅＣｌ３ ０.００５ ｇꎬＣａＣＯ３ ０.１ ｇꎬＮａ２ＨＰＯ４ ２ ｇꎬＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.５ ｇꎬ(ＮＨ４) ２ＳＯ４ １ ｇꎬ钾长石粉 １ ｇꎮ 牛奶琼脂培养

基(ｇ􀅰Ｌ－１):脱脂奶粉 １５ ｇꎬＬＢ 培养基 ２５ ｇꎬ琼脂 １８ ｇꎻＣＡＳ 检测培养基(ｍｇ􀅰Ｌ－１):ＣＡＳ ６０.５ ｍｇꎬＨＤＴＭＡ
７２.９ ｍｇꎬＦｅＣｌ３􀅰６Ｈ２Ｏ ２.６４５ ｍｇꎬＮａＨ２ＰＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ ２９５.２５ ｍｇꎬＮａ２ＨＰＯ４􀅰１２Ｈ２Ｏ １ ２１３.５ ｍｇꎬ(ＮＨ４)Ｃｌ １２５ ｍｇꎬ
ＫＨ２ＰＯ４ ３７.５ ｍｇꎬＮａＣｌ ６２.５ ｍｇꎬｐＨ６.８ꎮ
１.２　 菌株筛选及促生能力测定

１.２.１　 ＰＧＰＲ 菌株的分离纯化　 取土壤样品 １０ ｇꎬ放入 ９０ ｍＬ 无菌水中ꎬ２００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡 ３ ｈꎬ梯度稀释成

１０－３、１０－４、１０－５倍的土壤悬液后ꎬ分别涂布于 ＬＢ、ＮＡ 和金氏 Ｂ 筛选培养基上ꎬ３０ ℃恒温培养 １~３ ｄ 后选择

９６４
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不同形态菌株进行纯化并甘油保藏ꎮ
１.２.２　 菌株固氮和产 ＮＨ３ 能力测定　 将菌株纯化后接种于 ＬＢ 液体培养基中ꎬ３０ ℃、２００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床培

养 ２４ ｈꎬ取菌液 ５ μＬ 接种于阿须贝固氮培养基中央ꎬ每株菌重复 ３ 次ꎬ３０ ℃倒置培养 ３ ｄꎬ观察菌株生长

情况ꎮ 若菌株正常生长ꎬ则判断其具有固氮能力ꎮ
将菌株纯化后接种于装有 １０ ｍＬ 蛋白胨水液体培养基的试管中ꎬ３０ ℃、２００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床培养 ４８ ｈ 后

加入 ０.５ ｍＬ Ｎｅｓｓｌｅｒ 试剂ꎬ有黄褐色沉淀出现ꎬ则表明其具有产 ＮＨ３ 能力[１４]ꎮ
１.２.３　 菌株解磷能力测定　 将纯化后菌株接种于有机磷培养基和无机磷培养基中央ꎬ３０ ℃倒置培养 ５ ｄꎬ
若菌落周围有透明圈产生ꎬ则判断其具有解磷能力ꎮ 测量溶磷透明圈直径(Ｄ)和菌落直径(ｄ)ꎬ并计算溶

磷透明圈直径与菌落直径比值ꎬ判断菌株解磷能力强弱ꎮ
将菌株接种至 ＬＢ 液体培养基中ꎬ摇床培养至 Ｄ６００值为 １.０ꎬ按 １０ ｇ􀅰Ｌ－１接种量分别接种于装有 ５０ ｍＬ

有机磷培养基和无机磷培养基的发酵瓶中ꎬ以不接菌的有机磷和无机磷培养液作为空白对照ꎮ ３０ ℃、２００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床培养 ７ ｄ 后ꎬ发酵液 ４ ℃、１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ采用钼锑抗比色法[１５]测定上清液中有效

磷含量ꎮ
１.２.４　 菌株解钾能力测定　 将纯化后菌株接种于亚历山鲍罗夫培养基中央ꎬ３０ ℃倒置培养 ５ ｄꎬ若菌落周

围有透明圈产生ꎬ则判断其具有解钾能力ꎮ 测量透明圈直径(Ｄ)和菌落直径(ｄ)ꎬ并计算透明圈直径与菌

落直径比值ꎬ判断菌株解钾能力强弱ꎮ
１.２.５　 菌株产铁载体能力测定　 将纯化后菌株接种于 ＣＡＳ 检测培养基中央ꎬ３０ ℃倒置培养 ３ ~ ５ ｄꎬ若菌

落周围有橙黄色晕圈产生ꎬ则判断其具有产铁载体能力ꎮ 测量橙色铁载体晕圈(Ｄ)和菌落直径(ｄ)并计

算其比值ꎮ
１.２.６　 菌株分泌吲哚乙酸(ＩＡＡ)能力测定 　 取 １０ μＬ 菌液(Ｄ６００ ＝ １.０)接种于装有 ２０ ｍＬ 含 Ｌ－色氨酸

(１００ ｍｇ􀅰Ｌ－１)的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ３０ ℃、２００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡培养 ３ ｄꎬ取菌悬液 ８ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ取
０.５ ｍＬ 上清液加入等体积 Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ 比色液混合ꎬ分别以等量 ５ μｇ􀅰ｍＬ－１标准品和空白培养基为阳性对照

和阴性对照ꎮ 室温避光显色 ３０ ｍｉｎꎬ观察颜色变化ꎬ若溶液颜色变红则表示产生 ＩＡＡꎮ 测定 Ｄ５３０值ꎬ根据

标准曲线计算各菌株分泌 ＩＡＡ 浓度[１６]ꎮ
１.２.７　 菌株产蛋白酶能力测定　 将纯化后的菌株接种于牛奶琼脂培养基中央ꎬ３０ ℃倒置培养 ２ ｄꎬ重复

３ 次ꎬ若菌落周围有水解圈产生ꎬ则判断其具有产蛋白酶活性ꎮ 测量蛋白酶水解圈直径(Ｄ)和菌落直径

(ｄ)ꎬ并计算 Ｄ / ｄ 比值ꎬ比值越大表示蛋白酶活性越强ꎮ
１.３　 菌株鉴定

采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的通用引物 ２７Ｆ 和 １５４１Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ将得到的扩增产物交由生工生物工程

(上海)股份有限公司测序ꎬ将测序结果与 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ 数据库(ｗｗｗ.ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ.ｎｅｔ)中的已知序列进行比对

分析ꎮ
１.４　 菌株抑菌能力测定

采用平板对峙法[１７]筛选对小麦根腐病菌(Ｂ. ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ)、小麦冠腐病菌(Ｆ. ｇｒａｍｉｕｅａｒｕｍ)、黄瓜织球

壳菌(Ｐ. ｃｕｃｕｍｅｒｉｎａ)、香蕉炭疽病菌(Ｃ. ｍｕｓａｅ)、交链格孢菌(Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔｅ)、尖孢镰刀菌(Ｆ. ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)具
有拮抗作用的优良 ＰＧＰＲ 菌株ꎮ 将病原菌接种于 ＰＤＡ 与 ＬＢ 的混合培养基中央ꎬ将待测细菌点接于距中

央位置 ２５ ｍｍ 处ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎬ以只接种病原菌的平板为对照ꎮ ２８ ℃下培养 ５~７ ｄꎬ待对照组病原

菌即将铺满平板时ꎬ测量对照组和处理组的病原菌直径ꎬ并计算其抑菌率ꎮ 抑菌率＝(对照组病原菌直径－
处理组病原菌直径) /处理组病原菌直径×１００％ꎮ
１.５　 菌株促生效果盆栽验证

发酵液制备:将菌株接种至装有 ５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基的发酵瓶ꎬ３０ ℃、２００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡培养 ２４ ｈꎬ得到

发酵液ꎬ将发酵液与水按体积比 １ ∶５０ 稀释ꎬ以未接菌的 ＬＢ 液体培养基与水按体积比 １ ∶５０ 稀释作为对照组ꎮ
盆栽试验:番茄与玉米种子表面消毒后ꎬ放置在内有湿润滤纸的 １３ ｃｍ×１３ ｃｍ 的方形培养皿中ꎬ室温

条件下置于暗处催芽 ２４ ｈꎮ 已发芽的植物种子移栽入花盆中ꎬ深度约 １.５ ｃｍꎬ生长 ７ ｄ 后ꎬ选取长势相对

一致的植物幼苗开展试验ꎮ 番茄和玉米试验组分别浇灌 ５０ ｍＬ 或 １００ ｍＬ 上述发酵稀释液ꎬ对照组浇灌等

量 ＬＢ 稀释液ꎬ每个处理 ３ 次重复ꎬ每 ７ ｄ 浇灌 １ 次ꎬ２８ ｄ 后对番茄与玉米植株取样ꎬ测定并记录各处理组

植株的株高、茎粗、根长、地上部鲜重、地下部鲜重等指标ꎮ
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１.６　 数据处理与分析

运用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 和 ＳＰＳＳ ２１.０ 软件对数据进行处理和单因素方差分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＰＧＰＲ 菌株特性筛选

通过固氮、产氨、解磷、解钾、产铁载体、分泌 ＩＡＡ、产蛋白酶等 ＰＧＰＲ 特性ꎬ对植物根际土壤样品进行

筛选ꎬ获得菌株 １９１ 株ꎬ其中具有 ３ 种及以上促生特性的 ＰＧＰＲ 菌株共 ８４ 株ꎬ部分植物根际促生菌特性如

表 １ 所示ꎮ
表 １　 植物根际促生菌特性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

固氮及产 ＮＨ３

Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ａｎｄ
ＮＨ３ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

解有机磷(Ｄ / ｄ)
Ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ(Ｄ / ｄ)

解无机磷(Ｄ / ｄ)
Ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ(Ｄ / ｄ)

产蛋白酶(Ｄ / ｄ)
Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

(Ｄ / ｄ)

ＩＡＡ 含量 /
(ｍｇ􀅰Ｌ－１)
ＩＡＡ ｃｏｎｔｅｎｔ

解钾
Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

产铁载体
Ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

０２０８ ＋ ２.０４±０.０１ １.６１±０.００ － ６０.７２±０.０６ － ＋
０６０８ ＋ ３.３８±０.０１ １.６６±０.００ － － ＋ ＋
１０４０ ＋ － － ２.６４±０.１１ － － －
Ａ２ ＋ ２.６２±０.０９ ２.３８±０.０２ － １６.７５±０.０４ － ＋
Ｂ６￣２ ＋ ３.３９±０.０１ １.４３±０.０２ － ２０.８４±０.０６ － ＋
ＢＤ４ ＋ ５.３３±０.０１ ２.８６±０.００ － １１.４６±０.０３ － ＋
Ｃ３ ＋ １.９６±０.０５ － － ３９.０２±０.０４ － ＋
Ｄ２ ＋ ３.８２±０.０４ １.６３±０.０１ － － － ＋
Ｆ６ ＋ ５.９８±０.１０ ３.７５±０.０６ １.７４±０.０２ ０.８３±０.０１ － ＋

　 　 注:“＋”表示具有该特性ꎬ“－”表示无该特性ꎮ
Ｎｏｔｅ:“＋” ｍｅａｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎬ“－” ｍｅａｎｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ.

２.２　 菌株固氮和产氨能力分析

利用阿须贝固氮培养基和蛋白胨水液体培养基ꎬ在分离到的 １９１ 株细菌中筛选出 １７１ 株具有固氮及

产氨能力的细菌ꎬ如 ＢＤ４、Ｆ６ 和 Ａ２ 等(图 １)ꎮ

图 １　 植物根际细菌生物固氮及产氨能力分析

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｍｍｏｎｉａ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａ
　 　 ＢＤ４:亚洲假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｓｉａｔｉｃａꎻＦ６:铜绿假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓꎻＡ２:硝基还原假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｎｉｔｒｏｒｅｄｕｃｅｎｓ. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

图 ２　 植物根际细菌溶磷能力分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ￣ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａ
Ａ. 有机磷 Ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻＢ. 无机磷 Ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ. ０２０８:川大肠杆菌 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｈｕａｎｄａｅｎｓｉｓ. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.３　 菌株解磷能力及解钾能力分析

对分离到的 １９１ 株细菌进行溶磷能力测定ꎬ其中 ６６ 株具有溶解有机磷能力ꎬ６２ 株具有溶解无机磷能

力ꎬ多数菌株同时具有溶有机磷和无机磷能力(图 ２)ꎮ 钼锑抗比色法定量测定磷含量ꎬ溶无机磷含量为
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图 ３　 植物根际细菌解钾能力分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ￣ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｐｌａｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａ

０６０８:产气克雷伯氏菌 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ.

８.２３~２０６.３９ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ溶有机磷含量为 ２.１６ ~ １９.３０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎮ
对分离到的 １９１ 株细菌进行解钾能力测定ꎬ其中 ２８ 株具有

解钾能力(图 ３)ꎮ
２.４　 菌株产铁载体能力分析

在 ＣＡＳ 检测培养基上共有 ９８ 株细菌产生橙黄色晕圈ꎬ
证明其具有产铁载体能力ꎬ其中菌株 Ｆ６ 周围产生的橙黄色

晕圈最大ꎬ可溶性指数(Ｄ / ｄ)为 ５.５８ꎬ具有高效的产铁载体

能力(图 ４)ꎮ
２.５　 菌株分泌 ＩＡＡ 能力分析

对具有溶磷能力的菌株进行分泌 ＩＡＡ 能力测定ꎬ其中 ４１
株具有分泌 ＩＡＡ 能力ꎮ 菌株 ０２０８ 分泌 ＩＡＡ 能力显著高于其

他菌株ꎬ达 ６０.７２ ｍｇ􀅰Ｌ－１(图 ５)ꎮ

图 ４　 植物根际细菌产铁载体能力分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａ

图 ５　 部分植物根际细菌分泌 ＩＡＡ 能力分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ ＩＡＡ ｂｙ ｐｌａｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａ

图 ６　 贝莱斯芽胞杆菌 Ｃ３２ 产蛋白酶能力分析

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ Ｃ３２

２.６　 菌株产蛋白酶能力分析

对具有溶磷能力的菌株进行产蛋白酶能力测定ꎬ共
有 ４５ 株细菌在牛奶琼脂培养基上产生水解圈ꎬ其中

Ｃ３２ 可溶性指数(Ｄ / ｄ)为 ３.２０ꎬ具有最大的蛋白酶活性

(图 ６)ꎮ
２.７　 ＰＧＰＲ 菌株鉴定

根据 ＰＧＰＲ 菌株特性筛选结果ꎬ选择具有 ３ 种及以

上促生特性的 ＰＧＰＲ 菌株进行鉴定ꎮ 通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴

定及 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ对具有多种特性的 ８４ 株 ＰＧＰＲ 菌株

的分类地位进行分析ꎮ 图 ７ 结果显示:３８ 株菌株属于

芽胞杆菌属 ( Ｂａｃｉｌｌｕｓ)ꎬ ３１ 株菌株属于假单胞菌属 ( Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)ꎬ ７ 株 菌株属于克雷伯氏菌属

(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ)ꎬ３ 株菌株属于沙雷氏菌属(Ｓｅｒｒａｔｉａ)ꎬ２ 株菌株属于肠杆菌属(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ)ꎬ１ 株菌株属于普罗

威登斯菌属(Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ)ꎬ１ 株菌株属于微枝形杆菌属(Ｍｉｃｒｏｖｉｒｇａ)ꎬ１ 株菌株属于伯克霍尔德氏菌属

(Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ)ꎮ
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图 ７　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的 ８４ 株 ＰＧＰＲ 菌株系统发育分析

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ８４ ＰＧＰＲ ｓｔｒａｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２.８　 菌株抑菌能力分析

在 ８４ 株细菌中ꎬ对植物病原真菌小麦根腐病菌、小麦冠腐病菌、黄瓜织球壳菌、香蕉炭疽病菌、交链格

孢菌、尖孢镰刀菌有拮抗效果的菌株数量分别为 ２０、１２、１８、２４、１２ 和 ３１ 株ꎮ 其中贝莱斯芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ)Ｃ３２ 对 ６ 种病原菌抑制率为 ５８.２５％ ~ ８７.２９％ꎬ拮抗作用显著ꎬ具有广谱的抑菌活性(图 ８ 和

表 ２)ꎮ 　

图 ８　 贝莱斯芽胞杆菌 Ｃ３２ 对植物病原菌生长抑制效果

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂ􀆰 ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ Ｃ３２ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

表 ２　 菌株 Ｃ３２ 对 ６ 种植物病原菌生长抑制率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ Ｃ３２ ａｇａｉｎｓｔ ６ ｐｌａｎｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ％

病原真菌 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ 抑菌率 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ 病原真菌 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ 抑菌率 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ

小麦根腐病菌 Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ ７９.４０ 尖孢镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ５７.５２
小麦冠腐病菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｐｓｅｕｄｏｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ ６５.５６ 香蕉炭疽病菌 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｍｕｓａｅ ８４.５３
交链格孢菌 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔｅ ８７.２９ 黄瓜织球壳菌 Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ ｃｕｃｕｍｅｒｉｎａ ５８.２５

３７４



南　 京　 农　 业　 大　 学　 学　 报 第 ４７ 卷

２.９　 盆栽试验结果

综合菌株促生特性结果ꎬ对具有优良性能的菌株进行番茄与玉米盆栽试验ꎬ观察菌株对番茄和玉米促

生长能力ꎮ 从图 ９ 和表 ３ 结果可见ꎬ高产 ＩＡＡ 菌株川大肠杆菌(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｈｕａｎｄａｅｎｓｉｓ)０２０８ 能显著促

进番茄与玉米的生长ꎮ 经 ０２０８ 发酵液处理后ꎬ番茄与玉米植株在株高、茎粗、根长、地上部鲜重、地下部鲜

重方面均显著高于 ＣＫꎮ

图 ９　 川大肠杆菌 ０２０８ 对番茄与玉米植株表型的影响

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｈｕａｎｄａｅｎｓｉｓ ０２０８ ｏｎ ｐｌａｎｔ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ａｎｄ ｍａｉｚｅ
Ａ、Ｂ. 不同处理下番茄生长情况 Ｔｏｍａｔｏ ｇｒｏｗｔｈ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎻＣ、Ｄ. 不同处理下玉米生长情况 Ｍａｉｚｅ ｇｒｏｗｔｈ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ.

表 ３　 川大肠杆菌 ０２０８ 对番茄及玉米促生效果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｅ. ｃｈｕａｎｄａｅｎｓｉｓ ０２０８ ｏｎ ｔｏｍａｔｏ ａｎｄ ｍａｉｚｅ

作物
Ｃｒｏｐ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

株高 / ｃｍ
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ

茎粗 / ｍｍ
Ｓｔｅｍ ｄｉａｍｅｔｅｒ

根长 / ｃｍ
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ

地上部鲜重 / ｇ
Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｏｖｅｒｇｒｏｕｎｄ

地下部鲜重 / ｇ
Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｕｎｄｅｒｇｒｏｕｎｄ

番茄 ＣＫ ２０.５２±１.０４ 　 ２.５５±０.２０ 　 １７.１±１.２２ 　 ３５.３０±０.４０ 　 １.０９±０.０４ 　

Ｔｏｍａｔｏ ０２０８ ３１.５０±３.５３∗∗ ２.９３±０.２３∗∗ １９.２０±１.２５∗ ５０.５２±０.５３∗∗ １.６２±０.０５∗∗

玉米 ＣＫ ３２.７２±３.６９ ８.０１±０.５４ ３７.３０±２.７１ １３６.８５±０.３５ ５.１７±０.０８
Ｍａｉｚｅ ０２０８ ３９.７５±２.０７∗ ９.５６±０.７８∗ ５３.３３±７.５１∗ １６３.６４±０.５０∗∗ ８.１０±０.０３∗

　 　 Ｎｏｔｅ:∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１.

３　 讨论

大多数根际微生物具有溶磷、解钾、固氮、分泌 ＩＡＡ 等生理功能ꎬ对植物的生长发育起着至关重要的

作用[１８－１９]ꎮ 江美彦等[２０]从白芷根际土壤中分离到 ７７ 株根际细菌ꎬ２３ 株具有固氮能力ꎬ２０ 株溶解无机磷ꎬ
４ 株产铁载体ꎬ７ 株具有分泌 ＩＡＡ 能力ꎬ其中格氏克雷伯氏菌 ＸＩ￣１ 兼具多种优良 ＰＧＰＲ 特性ꎬ对白芷盆栽

株高、根长、根粗、地上鲜重和根鲜重都具有明显促进作用ꎮ 杨华等[２１]将水稻种子用 ＰＧＰＲ 菌液浸泡处理

后ꎬ种子萌发率提高 ２５％~４３％ꎬ水稻幼苗根长增加 １８％ ~ ４２％ꎬ促生效果显著ꎮ 张昊鑫等[２２] 从烟草根际

土壤中分离出 １ 株兼具溶磷、解钾及分泌 ＩＡＡ 能力等多功能细菌ꎬ在番茄种子萌发和幼苗生长上具有显

著促进作用ꎮ 本研究以固氮、产 ＮＨ３、溶有机磷、溶无机磷、解钾、产铁载体和蛋白酶、分泌 ＩＡＡ 这些指标

作为综合考察菌株促生能力的评判标准ꎬ从 １１ 份植物根际土壤样品中共分离到 １９１ 株细菌ꎬ其中 １７１ 株

同时具有固氮及产 ＮＨ３ 能力ꎬ６６ 株具有溶解有机磷能力ꎬ６２ 株具有溶解无机磷能力ꎬ２８ 株具有解钾能力ꎬ
４１ 株具有分泌 ＩＡＡ 能力ꎬ９８ 株具有产铁载体能力ꎮ

土壤中全磷含量很高ꎬ但大部分以难溶性或不溶性磷形式存在ꎬ不能供植物利用ꎮ ＰＧＰＲ 可将无效磷

转化为有效磷增加根际土壤对磷的吸收ꎬ在磷循环和促进植物生长中发挥重要作用[８]ꎮ 本研究中个别菌

株平板定性测试时溶磷圈明显ꎬ但钼锑抗比色法定量测定溶磷能力时数值偏小ꎬ这与万水霞等[２３] 报道的

ＰＧＰＲ 菌株溶磷圈的大小与溶磷能力并不完全正相关相符ꎮ

４７４
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吲哚乙酸( ＩＡＡ)是一种植物激素ꎬ不仅调控植物生长发育ꎬ而且在植物与微生物互作中发挥重要作

用ꎮ 本研究筛选出 １ 株高产 ＩＡＡ 菌株 ０２０８ꎬＩＡＡ 分泌量达 ６０.７２ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ发酵液接种于番茄与玉米后发

现ꎬ番茄株高、茎粗、根长、地上部鲜重和地下部鲜重分别提高 ５３. ５１％、１４. ９０％、１２. ２８％、４３. １２％和

４８.６２％ꎬ玉米各项指标分别提高 ２１.４９％、１９.３５％、４２.９８％、１９.５８％和 ５６.６７％ꎬ表现出明显的促生作用ꎮ
ＰＧＰＲ 菌株不仅能有效提高作物产量ꎬ而且对植物病害也有较好的防治作用ꎮ Ｈｅｏ 等[２４] 从杂草根际

土壤中分离出 １ 株伯克霍尔德菌ꎬ对多种植物病原真菌表现出明显的拮抗作用ꎬ同时兼具固氮、溶磷、溶
锌、产蛋白酶和产 ＩＡＡ 等多种 ＰＧＰＲ 性状ꎬ在促进番茄植株根定殖的同时ꎬ也对番茄镰刀菌枯萎病的防治

有显著效果ꎮ 袁玉娟等[２５]发现拮抗菌贝莱斯芽胞杆菌 ＳＱＲ９ 和哈茨木霉 Ｔ３７ 能在黄瓜根系有效定殖ꎬ二
者混合制成的生物有机肥显著促进黄瓜地上部与地下部的生长ꎬ并对黄瓜土传枯萎病具有明显防治效果ꎮ
本试验中菌株 Ｃ３２ 对 ６ 种植物常见病原菌均表现出较好的拮抗效果ꎬ对病原菌抑制率均高于 ５０％ꎬ具有

广谱抑菌活性ꎬ对植物病害具有潜在的防治作用ꎮ 后续也将对菌株 Ｃ３２ 与其他生防菌协同复合ꎬ以提高

对植物病害的防治效果ꎮ
本研究对植物根际菌株的促生特性及抑菌活性进行分析ꎬ并通过盆栽试验进一步验证其促生能力ꎮ

下一步将深入研究川大肠杆菌 ０２０８ 的非生物胁迫特性(重金属胁迫、盐胁迫和干旱胁迫)ꎬ同时对具有广

谱抑菌效果菌株的防病机制和盆栽防效进行探究ꎬ以期为植物根际微生物肥料的研发提供优质菌种资源ꎮ
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