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巨菌草根部促生菌的筛选及其促生效应
邓振山１∗ꎬ 陈凯凯１ꎬ 李　 静１ꎬ 刘显春１ꎬ 张宝宝１ꎬ 张宝成２

( １. 延安大学 生命科学学院ꎬ 陕西 延安 ７１６０００ꎻ ２. 遵义师范学院 生命科学学院ꎬ 贵州 遵义 ５６３０００ )

摘　 要: 为进一步开发植物促生菌ꎬ该研究以巨菌草根部为主要材料进行巨菌草促生菌的筛选ꎬ采用解磷、
固氮和产 ＩＡＡ 等筛选标准对初筛菌株分别进行多项促生能力的测定ꎮ 通过形态观察、生理生化特性和 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 序列同源性分析对促生效果最好的菌株 ＹＢ￣０７ 进行分类和鉴定ꎬ分别测定其促生能力后从中筛选出

促生效应强的 １１ 个菌株进行盆栽试验ꎬ并通过对这些菌株单独回接和多菌混接的小麦盆栽试验测定其对

小麦的促生效应ꎮ 结果表明:从巨菌草根部分离得到了 １０１ 株促生菌株ꎬ分类鉴定结果显示菌株 ＹＢ￣０７ 归

属于根瘤菌属(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)ꎬ其溶磷量为 ２０.１ ｍｇＬ￣１、产 ＩＡＡ 量为 ２３.７ ｍｇＬ￣１ꎬ同时具有产氨能力ꎮ 盆栽

试验测定结果显示ꎬ多菌混合接种对小麦的促生效应在株高、干重、鲜重和叶绿素含量上ꎬ分别较对照组增

加了 ２４.４９％、３１.８４％、２８.０６％和 ３４.１４％ꎮ 单菌接种对小麦的促生表现在株高、干重、鲜重和叶绿素含量上ꎬ
分别较对照组增加了 １３.５４％、２０.４５％、１６.８４％和 ３５.１９％ꎮ 所筛选到的菌株具有良好的促生长作用ꎬ能为进

一步构建巨菌草促生菌菌群提供良好的种质资源ꎮ
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草属ꎬ多年生ꎬ适宜在热带、亚热带、温带生长和人

工栽培ꎮ 巨菌草是 ２００５ 年—２００７ 年间由福建农林

大学菌草研究所在南非引进的品种ꎬ因其在当地生

长时植株特别高大ꎬ所以将其暂命名为巨菌草ꎬ后
经鉴定其与国内其他狼尾草略有差别ꎬ现正在申报

新品种认定ꎮ 巨菌草属于典型的 Ｃ４植物ꎬ其植株高

大ꎬ株高一般为 ３~５ ｍꎬ抗逆性强ꎬ产量高ꎬ粗蛋白和

糖分含量高(林兴生等ꎬ２０１３)ꎮ 植物内生菌在现今

植物微生物学、微生物学应用研究领域中已占据越

来越重要的位置ꎬ主要归功于其具有很多有益的生

物学特性ꎬ如内生细菌具有增加宿主溶磷(王丽萍

等ꎬ２０１５)、分泌吲哚乙酸( ＩＡＡ)(罗菲等ꎬ２０１１)、固
氮(Ｗｅｂｓｔｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９７)等促进植物生长的作用ꎮ
目前ꎬ巨菌草已用于香茹、黑木耳等多种食用药用

菌的栽培(王丽萍等ꎬ２０１５)ꎬ但对巨菌草的研究大

多集中在抗寒、抗碱、抗盐、抗旱等方面(林兴生等ꎬ

２０１３ꎻ王丽萍等ꎬ２０１５)ꎮ
自在延安地区实施“退耕还林还草工程”以

来ꎬ采取封山育林措施ꎬ将畜牧业养殖模式由传

统的“散养型” 改为“圈养型” ꎬ从而导致饲草短

缺成为了制约延安地区畜牧业发展的瓶颈ꎮ 为

解决饲草短缺、成本高以及“治沟造地工程”土壤

改良的问题ꎬ２０１２ 年延安大学科研人员从国家菌

草工程研究中心成功引种巨菌草到延安市ꎬ经过

多年的试验和示范ꎬ已成功推广了２ ０００ ｈｍ２ꎬ促

进了当地畜牧业的发展ꎮ 然而ꎬ关于巨菌草内生

菌的相关研究目前很少见有报道ꎮ 本研究以巨

菌草为材料ꎬ从中筛选出具有促生效应的内生细

菌菌株ꎬ并采用单菌接种和多菌混合接种的方

法ꎬ根据盆栽试验结果ꎬ测定所筛选菌株的促生

效应ꎬ以期为进一步开发植物促生菌提供种质资

源以及延安地区巨菌草高效规范化管理与示范

推广提供参考ꎮ

４２３１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 巨菌草根部样品的采集及前期处理 　 巨菌

草根部样品从延安大学翠园巨菌草示范基地采

集ꎬ用五点采样法ꎬ选择生长性状良好、无病害症

状的健康巨菌草植株体根部样品 ８０ 个ꎬ用灭菌袋

包装带回实验室ꎮ ４ ℃低温保藏ꎬ４８ ｈ 内处理完ꎮ
１.１.２ 盆栽试验土壤来源及处理 　 用于盆栽试验

的土壤采自延安大学的后山ꎬ采集完成后ꎬ灭菌袋

装好带回实验室ꎮ 用筛子(５ ｍｍ)筛除土壤中大

颗粒的土壤、沙石、植物根和未完全腐烂的落叶、
枝条等杂质ꎮ 处理后的土壤装入塑料盆中待用

(塑料盆直径 １２ ｃｍ)ꎬ每盆装入土壤 １.５ ｋｇꎬ待用ꎮ
１.１.３ 供试培养基 　 (１) ＬＢ 培养基:蛋白胨 １０ ｇꎬ
ＮａＣｌ １０ ｇꎬ酵母膏 ５ ｇꎬ蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ７. ０ꎮ
(２)ＰＤＡ 培养基:马铃薯 ２００ ｇꎬ葡萄糖 ２０ ｇꎬ琼脂

１５~２０ ｇꎬ蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬ自然 ｐＨꎮ (３)阿须贝

(Ａｓｈｂｙ)培养基:葡萄糖或甘露醇 １０.０ ｇꎬＫＨ２ ＰＯ４

０.２ ｇꎬＭｇＳＯ４ ７Ｈ２ Ｏ ０. ２ ｇꎬＮａＣｌ ０. ２ ｇꎬＣａＳＯ４ 
２Ｈ２Ｏ ０.１ ｇꎬＣａＣＯ３ ５.０ ｇꎬ琼脂 １５ ~ ２０ ｇꎬＨ２Ｏ １ ０００
ｍＬꎬｐＨ７. ０ꎮ ( ４) 解磷细菌培养基: ＮａＣｌ ０. ３ ｇꎬ
ＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏ ０.３ ｇꎬＭｎＳＯ４４Ｈ２Ｏ ０.０３ ｇꎬＫＣｌ ０.３
ｇꎬ ( ＮＨ４ ) ２ ＳＯ４ ０. ５ ｇꎬ ＦｅＳＯ４  ７Ｈ２ Ｏ ０. ０３ ｇꎬ
Ｃａ３(ＰＯ４) ２ ５. ０ ｇꎬ蔗糖 １０ ｇꎬ琼脂 １５ ~ ２０ ｇꎬＨ２Ｏ
１ ０００ ｍＬꎬｐＨ７.０~７.５ꎮ (５)ＮＡ 培养基:牛肉膏 ３ ｇꎬ
蛋白胨 １０ ｇꎬＮａＣｌ ５ ｇꎬ蔗糖 １０ ｇꎬ琼脂 １５ ｇꎬ蒸馏水

１ ０００ ｍＬꎬｐＨ７.０ꎮ (６)产 ＩＡＡ 培养基:ＫＨ２ＰＯ４ ０.５
ｇꎬ酵母膏 １ ｇꎬ甘露醇 １０ ｇꎬＭｇＳＯ４０.２ ｇꎬＮａＣｌ ０.１ ｇꎬ
色氨酸 １００ ｍｇꎬ蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ６.８~７.２ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 样品的表面消毒 　 首先将巨菌草根部用自

来水将附着在根部样品表面的残留土冲洗干净ꎬ
用吸水纸吸干根部表面的水ꎮ 接着将根部样品浸

泡在浓度为 ７５％的乙醇中ꎬ浸泡 ２ ~ ３ ｍｉｎꎬ无菌

ｄｄＨ２Ｏ 冲洗 ３ 次ꎬ灭菌的吸水纸吸干后ꎬ将根部样

品浸泡在浓度为 ０.１％的 ＨｇＣｌ２溶液中ꎬ浸泡时间

为 ３ ｍｉｎꎬ取出立即用无菌 ｄｄＨ２Ｏ 冲洗 ６ 次ꎬ确保

消毒剂的无残留ꎮ 最后将最后一次冲洗的无菌

ｄｄＨ２Ｏ 涂布到同样的培养基上用于检测根部样品

的表面消毒是否彻底(王志勇和刘秀娟ꎬ２０１４)ꎮ
１.２.２ 促生菌株筛选 　 将表面消毒彻底的巨菌草

根部样品截成约 １ ｃｍ 的小段ꎬ将根段放入筛选培

养基中(培养基包括 ＰＤＡ 培养基、产 ＩＡＡ 培养基、
Ａｓｈｂｙ 培养基和解磷培养基等)ꎬ于(２８±１)℃恒温

静置培养 ３ ~ ５ ｄꎮ 待培养基中有可见菌落时ꎬ挑取

周围菌落移入相应培养基纯化ꎬ并进行菌落形态

描述、编号和置于 ４ ℃ 冰箱中备用ꎮ 将最后一次

冲洗的无菌水涂布于培养基上作为对照ꎬ于恒温

静置培养ꎬ检验表面消毒是否彻底ꎮ
１.３ 促生能力的测定

１.３.１ 紫外分光光度计法测定吲哚乙酸含量 　 将

筛选获得的菌株接入 ＰＤＡ 培养基中ꎬ在 １８０ ｒ
ｍｉｎ￣１、２８ ℃的条件下摇床培养 ４８ ｈꎮ 培养后各取

３ ｍＬ 的菌液ꎬ１０ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心 ８ ｍｉｎꎬ取离心好

的上清液 １ ｍＬꎬ并加入 ２ ｍＬ 的 Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ’ ｓ (１０.８
ｍｏｌＬ￣１ Ｈ２ＳＯ４含 ４.５ ｇ 的 ＦｅＣｌ３)反应液ꎮ 在暗处

静置混合反应 ３０ ｍｉｎꎮ 测定 ＯＤ５４０ ｎｍ的值ꎬ使用标

准品绘制标准曲线ꎮ 将测得的数值代入标准曲线

获得产吲哚乙酸的含量ꎮ 用去离子水作为对照处

理(田宏等ꎬ２００５)ꎮ
１.３.２ 钼蓝比色法测定处理液中的磷含量 　 分别

取配置好的 ５０ μｇｍＬ￣１的含磷标准液各 ０、０.５、
１.０、１.５、２.０、２.５、３.０、３.５、４.０ ｍＬꎬ分别置于 ２０ ｍＬ
具塞试管中ꎬ分别先加蒸馏水至 ６ ｍＬꎬ再加入 １
ｍｏＬＬ￣１的硫酸溶液 ２ ｍＬ、２ ｍＬ 铁钼酸试剂ꎬ混
匀ꎮ 静置 １５ ｍｉｎ 以后ꎬ用比色皿在分光光度计

ＯＤ６６０ ｎｍ波长处测定吸光度ꎮ 用所得数据绘制标准

曲线ꎬ根据测出的吸光度通过标准曲线方程计算

待测样品溶液的磷含量(张祥胜ꎬ２００８)ꎮ
１.３.３ 产氨能力的测定　 将待测菌株接种到 ＮＡ 培

养基中ꎬ置于 １８０ ｒｍｉｎ￣１、２８ ℃ 的条件下摇床培

养 ４８ ｈꎬ取 １００ μＬ / ５ ｍＬ 接种于阿须贝液体培养

基中ꎬ以接种无菌水为对照ꎬ每处理 ３ 个重复ꎬ置
于 ２８ ℃ 恒温下培养ꎬ７ ｄ 后观察对比试验组与对

照组的浑浊情况ꎬ明显浑浊的为阳性ꎬ即为有固氮

活性(王娜娜ꎬ２０１０ꎻＺａｈｏｏｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 另将待

测菌株接入蛋白胨(１０ ｇＬ￣１)培养液的试管中ꎬ
加入 ０.５ ｍＬ Ｎｅｓｓｌｅｒ’ ｓ 试剂ꎬ出现黄褐色沉淀的为
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产 ＮＨ３阳性反应(王刚等ꎬ２００９)ꎮ
１.４ 菌株的鉴定

１.４.１ 培养特征的观察 　 将菌株 ＹＢ￣０７ 采用平板

划线法接种于 ＮＡ 培养基中ꎬ２８ ℃ 培养 １ ~ ２ ｄꎬ观
察并记录单菌落特征ꎮ
１.４.２ 生理生化鉴定 　 将菌株 ＹＢ￣０７ 进行革兰氏

染色、甲基红测定、Ｖ￣Ｐ 测定、淀粉水解、吲哚试

验、油脂水解和明胶水解试验ꎮ 试验测定及初步

鉴定参考«微生物学实验»的方法(蔡信之和黄君

红ꎬ２０１０)ꎮ
１.４.３ １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列测定及系统发育树分析 　 测

定初筛菌的促生能力后ꎬ选择具有多种促生效应

的优 势 菌 株 ＹＢ￣０７ 进 行 鉴 定ꎮ 对 菌 株 ＹＢ￣０７
１６Ｓ ｒＤＮＡ基因片段进行 ＰＣＲ 扩增和测序ꎬ获得

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号后ꎬ运用 ＭＥＧＡ ６.０６ 软件ꎬ选用邻

接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ)构建系统发育树ꎬ分析菌

株的系统发育学特征(张磊等ꎬ２０１７ꎻ张苗苗等ꎬ
２０１７)ꎮ
１.５ 盆栽试验

１.５.１ 小麦种子处理 　 采用小麦(品种为陕优 ２２５
号)进行盆栽试验ꎬ将陕优 ２２５ 小麦种子先用冷水

预浸泡 ４ ~ ６ ｈꎬ捞出后再用 ５２ ~ ５５ ℃温水浸泡 １ ~
２ ｍｉｎꎬ使种子温度达到 ５０ ℃ꎬ捞出后放入 ５６ ℃
温水中ꎬ浸泡 ５ ｍｉｎ 取出ꎬ用凉水冷却后晾干播种ꎮ
１.５.２ 促生菌株间亲和性测试 　 采用划线接种的

方法测试菌株之间是否存在拮抗作用ꎮ 将待测的

促生菌株分别两两交叉接种于 ＰＤＡ 培养基上ꎬ放
入恒温箱中ꎬ２８ ℃培养 ２ ~ ３ ｄꎮ 若两两交叉划线

处菌株能够正常生长ꎬ则菌株间无拮抗作用ꎬ说明

可以制作复合菌悬液进行试验ꎮ
１.５.３ 接种菌剂的制备 　 将选取的促生菌菌株接

种于 ＬＢ 液体培养基中ꎬ在 ２５ ℃、１８０ ｒｍｉｎ￣１的条

件下培养 ４８ ｈꎮ 各取培养物装入 ３ ｍＬ 离心管中ꎬ
１０ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ加入生理

盐水 １ ｍＬ 制备成菌悬液ꎬ并按表 １ 的设计方法

(多菌混合组ꎬ包括:固氮、溶磷混合组ꎻ溶磷、产
ＩＡＡ 混合组ꎻ固氮、溶磷与产 ＩＡＡ 混合组)处理后ꎬ
分别取 １.２ ｍＬ(２.０×１０９个ｍＬ￣１)接种于灭菌后

的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ于 ２８ ℃、１６０ ｒｍｉｎ￣１下培养

２ ~ ３ ｄꎬ可获得菌株接种剂ꎮ

表 １　 接种菌剂的处理
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｏｃｕｌｕｍ

菌株编号
Ｃｏｄｅ ｏｆ
ｓｔｒａｉｎ

　 菌株处理
　 Ｓｔｒａｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

接种量处理
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ

ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
(２.０×１０９个ｍＬ ￣１)

Ｎ１ Ｎ￣０２ １.２ ｍＬ

Ｎ２ Ｎ￣０１ １.２ ｍＬ

Ｎ３ ＹＢ￣０７ １.２ ｍＬ

Ｐ１ ＮＰ￣０１ １.２ ｍＬ

Ｐ２ ＮＰ￣０２ １.２ ｍＬ

Ｐ３ ＮＰ￣０３ １.２ ｍＬ

Ｎ＋Ｐ 混合菌剂 １: Ｎ￣０２、ＮＰ￣０１
Ｍｉｘｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｇｅｎｔ １: Ｎ￣０２ꎬ
ＮＰ￣０１

０.６、０.６ ｍＬ

ＰＹ 混 合 菌 剂 ２: ＹＢ￣０７、 ＹＢ￣０８、
ＹＢ￣０９、ＹＢ￣１０
Ｍｉｘｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｇｅｎｔ ２: ＹＢ￣０７ꎬ
ＹＢ￣０８ꎬ ＹＢ￣０９ꎬ ＹＢ￣１０

０.３、０.３、０.３、０.３ ｍＬ

ＮＰＹ 混合菌剂 ３: Ｎ￣０１、Ｎ￣０２、ＮＰ￣０１
Ｍｉｘｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｇｅｎｔ ３: Ｎ￣０１ꎬ
Ｎ￣０２ꎬ ＮＰ￣０１

０.４、０.４、０.４ ｍＬ

ＣＫ 空白对照
Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ

１.２ ｍＬ 无菌水
１.２ ｍＬ ｓｔｅｒｉｌｅ ｗａｔｅｒ

１.５.４ 接种处理　 每次选取 ５ 粒饱满、大小均匀的

小麦种子进行播种ꎬ５ 个播种点均匀分布ꎬ种子离

土表面 ３ ~ ５ ｃｍꎮ 每个处理设 ３ 个重复ꎬ自然光照

下培养ꎮ 在种子催芽过程中ꎬ每周每个处理每次

接种浓度为 ２.０×１０９个ｍＬ￣１的菌悬液 １.２ ｍＬꎬ同
时对照组接种等量的无菌水ꎬ土壤湿度保持为

６０％ꎮ １５ ｄ 后测定小麦苗子的株高、根长、鲜重、
叶绿素含量等指标ꎬ并做统计学分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 菌株的筛选

用多种不同的培养基ꎬ从巨菌草根部样品中

经分离、纯化共获得 １０１ 株菌株ꎬ分别测定促生能

力后ꎬ从中筛选出促生效果好的 １１ 株菌株进行后

续的促生试验ꎮ 其中有 ８ 株具有产氨能力ꎬ６ 株具

有溶磷能力ꎬ３ 株具有产 ＩＡＡ 能力(表 ２)ꎮ
２.２ 促生能力的测定

通过试验分别测定了 １１ 株促生能力较强菌株
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表 ２　 １１ 株促生菌株促生特性测定
Ｔａｂｌｅ ２ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｒａｉｔｓ

ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ １１ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号
Ｃｏｄｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ

促生特性
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ

培养基种类
Ｍｅｄｉｕｍ ｔｙｐｅ

Ｎ￣０１ 产氨、产 ＩＡＡ
Ａｍｍｏｎｉａ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｉｎｄｏｌｅ

ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ( ＩＡＡ) ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

阿须贝培养基
Ａｓｈｂｙ ｍｅｄｉｕｍ

Ｎ￣０２ 产氨
Ａｍｍｏｎｉａ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

阿须贝培养基
Ａｓｈｂｙ ｍｅｄｉｕｍ

Ｎ￣０３ 产氨
Ａｍｍｏｎｉａ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

阿须贝培养基
Ａｓｈｂｙ ｍｅｄｉｕｍ

ＮＰ￣０１ 溶磷、产氨
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ

ａｍｍｏｎｉａ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

解磷细菌培养基
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ

ｂａｃｔｅｒｉａ ｍｅｄｉｕｍ
ＮＰ￣０２ 溶磷、产氨

Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ
ａｍｍｏｎｉａ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

解磷细菌培养基
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ

ｂａｃｔｅｒｉａ ｍｅｄｉｕｍ
Ｐ￣０３ 溶磷

Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
解磷细菌培养基

Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｍｅｄｉｕｍ

ＹＢ￣０９ 溶磷、产 ＩＡＡ
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ
ｉｎｄｏｌｅ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ( ＩＡＡ)

ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

解磷细菌培养基
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ

ｂａｃｔｅｒｉａ ｍｅｄｉｕｍ

ＹＢ￣０８ 产氨
Ａｍｍｏｎｉａ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

阿须贝培养基
Ａｓｈｂｙ ｍｅｄｉｕｍ

ＹＢ￣０７ 产氨、溶磷、产 ＩＡＡ
Ａｍｍｏｎｉａ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ
ｉｎｄｏｌｅ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ( ＩＡＡ)

ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

解磷细菌培养基
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ

ｂａｃｔｅｒｉａ ｍｅｄｉｕｍ

ＹＢ￣１０ 产氨
Ａｍｍｏｎｉａ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

阿须贝培养基
Ａｓｈｂｙ ｍｅｄｉｕｍ

Ｎ￣０６ 溶磷
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

ＰＫＯ

的促生指标ꎬ其结果见表 ３ꎮ 从表 ３ 可以看出ꎬ菌
株 ＹＢ￣０７ 同时具有产氨能力、产 ＩＡＡ 和溶磷三种

促生能力ꎻ菌株 ＮＰ￣０１ 的溶磷量最高ꎬ溶磷量为

４５.１ ｍｇＬ￣１ꎻ具有产 ＩＡＡ 能力的三株菌 ＩＡＡ 产生

能力相差不大ꎬ其中菌株 Ｎ￣０１ 产量最大(达到了

２６.５ ｍｇＬ￣１)菌株 ＹＢ￣０７ 同时具有产氨能力、产
ＩＡＡ 和溶磷三种促生能力ꎬ因此本文选取该菌株

作为代表菌株进行后续研究ꎮ
２.３ 促生菌株间亲和性测试

菌株 Ｎ￣０２ 与 ＮＰ￣０１、Ｎ￣０１、Ｎ￣０２ 与 ＮＰ￣０１ 及

菌株 ＹＢ￣０７、ＹＢ￣０８、ＹＢ￣０９ 与 ＹＢ￣１０ 两两划线交叉

处均有菌株生长ꎬ表明这些菌株间无拮抗作用ꎬ可
以用作混合菌剂的制备ꎮ

表 ３　 １１ 株菌株促生能力测定结果
Ｔａｂｌｅ ３ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｃａｐａｂｉｌｉｔｅｓ ｆｒｏｍ １１ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号
Ｃｏｄｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ

产氨能力
ＮＨ３

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ

溶磷量
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ
(ｍｇＬ￣１)

产 ＩＡＡ 量
ＩＡＡ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
(ｍｇＬ￣１)

Ｎ￣０１ ＋ ＮＤ ２６.５±２.９ａ

Ｎ￣０２ ＋ ＮＤ ＮＤ

Ｎ￣０３ ＋ ＮＤ ＮＤ

ＮＰ￣０１ ＋ ４５.１±３.３ａ ＮＤ

ＮＰ￣０２ ＋ ３０.１±２.２ｂｃ ＮＤ

Ｐ￣０３ ＮＤ ２４.３±１.９ｃ ＮＤ

ＹＢ￣０９ ＮＤ ３３.１±１.８ｂ ２３.０±３.９ｂ

ＹＢ￣０８ ＋ ＮＤ ＮＤ

ＹＢ￣０７ ＋ ２０.１±４.４ｄ ２３.７±３.２ｂ

ＹＢ￣１０ ＋ ＮＤ ＮＤ

Ｎ￣０６ ＮＤ ２４.５±２.８ｃ ＮＤ

　 注: ＋ 表示具有产氨能力ꎻ ＮＤ 表示未检测到该项指标ꎻ ±表示
标准偏差ꎮ 不同字母代表显著性差异 (Ｄｕｎｃａｎ￣ｔｅｓｔꎬ Ｐ<０.０５)ꎮ
下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ＋ ｍｅａｎｓ ＮＨ３ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙꎻ ＮＤ ｍｅａｎｓ ｎｏ
ｄｅｔｅｃｔｅｄꎻ ± ｍｅａｎｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎻ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｄｕｎｃａｎ￣ｔｅｓｔꎬ Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 菌株 ＹＢ￣０７ 的菌落形态
Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＹＢ￣０７

２.４ 菌株 ＹＢ￣０７ 的鉴定

２.４.１ 培养特征观察 　 将观察菌株 ＹＢ￣０７ 在 ＮＡ 培

养基中培养 ２ ｄ 后形成的菌落ꎬ形状近圆形ꎬ粘稠

状ꎬ半 透 明ꎬ 边 缘 整 齐ꎬ 表 面 稍 凸 起 而 富 有 光

泽(图 １)ꎮ
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表 ４　 菌株 ＹＢ￣０７ 的生理生化特征
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＹＢ￣０７

特征反应
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

结果
Ｒｅｓｕｌｔ

革兰氏染色
Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎ

－

甲基红测定
Ｍｅｔｈｙｌ ｒｅｄ ａｓｓａｙ

＋

Ｖ￣Ｐ 测定
Ｖ￣Ｐ ｔｅｓｔ

＋

淀粉水解
Ｓｔａｒｃｈ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

＋

吲哚试验
Ｉｎｄｏｌｅ ｔｅｓｔ

＋

油脂水解
Ｇｒｅａｓｅ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

－

明胶水解
Ｓｔａｒｃｈ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

＋

　 注: ＋ 表示反应为阳性ꎻ － 表示反应为阴性ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ＋ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎｓꎻ － ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎｓ.

２.４.２ 生理生化特征 　 菌株 ＹＢ￣０７ 的生理生化测

定结果如表 ４ 所示ꎮ
２.４.３ １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列测定及系统发育分析 　 经

ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔ 比对结果显示ꎬ菌株 ＹＢ￣０７ 与根瘤菌

属(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)的相似度为 ９９.６７％ꎬ因此归属于根

瘤 菌 属 ( Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ )ꎬ 其 ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为

ＫＹ８５２２４４ꎬ其系统进化树如图 ２ 所示ꎮ
２.５ 盆栽试验的结果

小麦在培养 １５ ｄ 后ꎬ对进行不同处理的小麦

各种形态学参数进行测量(表 ５)ꎮ 由表 ５ 可知ꎬ除
个别外 (如在叶绿素含量上处理 Ｎ３ 高于处理

ＰＹ)ꎬ总体而言ꎬ从小麦促生效应的表现结果上

看ꎬ在株高、根长、干重和鲜重上ꎬ多菌混合接种明

显优于单菌接种ꎬ其中处理 Ｎ＋Ｐ 与多菌混合组

ＰＹ、ＮＰＹ 和 Ｎ＋Ｐ 与单菌接种组各处理之间差异显

图 ２　 菌株 ＹＢ￣０７ １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列系统发育树
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｎｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＹＢ￣０７ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ａ. 对照ꎻ ｂ. 多菌混接处理ꎻ ｃ. 单菌接种处理ꎮ
ａ. ＣＫꎻ ｂ. Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｍｕｌｔｉ￣ｂａｃｔｅｒｉａ ｍｉｘｅｄꎻ ｃ. Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ.

图 ３　 小麦盆栽试验结果
Ｆｉｇ. ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｏｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ｗｈｅａｔ

８２３１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 ５　 不同处理对小麦生长的影响
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｗｈｅａｔ ｇｒｏｗｔｈ

处理编号
Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｃｏｄｅ

株高
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ

( ｃｍ)

根长
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ

( ｃｍ)

鲜重
Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ

( ｇ)

干重
Ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ

( ｇ)

叶绿素含量
Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ

(ＳＰＡＤ)

Ｎ１ ３４.５７±０.６ｄ ４.６±１.３ｅ ０.５４±０.０２ｃ ０.２２９±０.０１ｂ ３６.４±３.９ｂ

Ｎ２ ３９.８±４.２ｂｃ ４.５±０.７ｅ ０.４２±０.０２ｄ ０.２１８±０.０４ｂ ３２.９±６.２ｃ

Ｎ３ ４０.７１±１.０ｂ ６.６±１.１ｃ ０.６０±０.０３ｂ ０.２５１±０.０２ｂ ３８.０±５.３ａ

Ｐ１ ３７.１±３.０ｃ ５.５±１.２ｄ ０.５２±０.０１ｃ ０.２１６±０.０８ｂ ３６.１±３.０ｂ

Ｐ２ ３９.２±４.３ｂｃ ６.３±１.２ｃ ０.５３±０.０３ｃ ０.２１６±０.０２ｂ ３３.２±１.２ｃ

Ｐ３ ３６.３±４.１ｄ ６.０±１.４ｃ ０.５６±０.０２ｃ ０.２３５±０.０５ｂ ３５.７±５.８ｂ

Ｎ＋Ｐ ４１.９±５.７ｂ １０.１±２.３ａ ０.７３±０.０１ａ ０.２９９±０.０５ａ ３８.３±２.２ａ

ＰＹ ４２.１±５.２ｂ ７.４±１.５ｂ ０.６２±０.０４ｂ ０.２７４±０.０４ａｂ ３６.２±２.６ｂ

ＮＰＹ ４５±３.１ａ ７.５±１.６ｂ ０.６３±０.０１ｂ ０.２５１±０.０６ｂ ３８.２±２.１ａ

ＣＫ ３１.９７±１.５ｅ ４.３±０.７ｅ ０.４４±０.０４ｄ ０.１９６±０.０５ｃ ２８.３±７.１ｄ

著(Ｐ<０.０５)ꎮ 单菌接种与多菌混合接种各处理组

均高于对照组ꎬ差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 在株高上ꎬ单
菌接 种 与 对 照 组 相 比 较 分 别 增 加 了 ８.１３％、
１３.５４％、１６.０４％、２２.６１％、３１.０６％和３１.６９％ꎬ差异

显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 多菌混合接种与对照组相比增加

幅度为 ２１.０８％ ~４０.４６％(分别为 ４０.７６％、２１.０８％
和 ２４.４９％)ꎬ差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 在干重上ꎬ单菌

接种与对照组相比增加幅度为１０.２０％ ~ ４１. ３３％
(分 别 为 １６. ８４％、 １０. ２０％、 １０.２０％、 ４１. ３３％、
１９ ９０％和 １１.２２％)ꎬ差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 多菌混

合接 种 与 对 照 组 相 比 增 加 幅 度 为 ２８. ０６％ ~
５２ ５５％(分别为 ２８.０６％、２８.０６％和 ５２.５５％)ꎬ差
异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 在鲜重上ꎬ单菌接种与对照组

相比 增 加 幅 度 为 １８.１８％ ~ ２７. ２７％ ( 分 别 为

２２.７３％、０、１８.１８％、２０. ４５％、２７. ２７％和１８.１８％)ꎬ
差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 多菌混合接种与对照组相比

增加幅度为 ２０. ４５％ ~ ６５. ９１％ (分别为 ６５. ９１％、
３１.８１％和 ２０.４５％)ꎬ差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 在叶绿

素含量这一参数上ꎬ单菌接种与对照组相比较增

加幅 度 为 １６. １３％ ~ ３５. １９％ ( 分 别 为 ２８.４９％、
１６.１３％、２７.４３％、３４.８４％、３５. １９％和２６.１６％)ꎬ差
异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 多菌混合接种与对照组相比增

加幅 度 为 １７. １９％ ~ ３４. １４％ ( 分 别 为 ３４. １４％、
２７.９６％和 １７.１９％)ꎬ差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 从总体

来看ꎬ单菌接种与多菌混合接种均对小麦生长有

一定的促生效果ꎬ多菌混合接种明显优于单菌接

种对小麦的促生效应ꎮ 但从某些促生效果来看ꎬ
单菌接种的效果却高于多菌混合接种ꎬ如菌株 Ｎ３
接种过后的小麦叶绿素含量增加了 ３８.０％ꎬ而处

理 ＰＹ 混合接种的叶绿素含量才增加了 ３６.２％ꎬ其
他指标也有类似结果ꎬ其各项促生指标均高于其

他单菌接种处理组的效果ꎬ差异显著(Ｐ< ０. ０５)ꎮ
小麦促生长状况如图 ３ 所示ꎮ

３　 讨论与结论

本研究从巨菌草根部样品中筛选出了 １１ 株促

生能力较强的菌株ꎬ发现具有溶磷能力的有 ６ 株ꎬ
产 ＩＡＡ 的有 ３ 株ꎮ 通过盆栽试验表明ꎬＩＡＡ 产生

量、溶磷能力对小麦的株高、根长、鲜重、干重和叶

绿素含量等有明显的促生效应ꎮ 小麦的生长指标

(株高、根长、鲜重、干重等)与促生菌的产氨能力、
溶磷能力、产 ＩＡＡ 能力之间呈正相关关系ꎮ 这表

明通过接种促生菌株来提高植物的生物量是一个

非常有效的途径ꎬ对农业实际生产具有积极作用ꎮ
内 生 细 菌 通 过 解 磷 ( Ｐａｕｌ ＆ Ｓｕｎｄａｒａｒａｏꎬ

１９９７)、分泌植物激素(罗菲等ꎬ２０１１)、促进植物对

矿质元素的吸收(史应武ꎬ２００５)等途径促进植物
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生长ꎮ 关于促生菌株在实际生产中的应用效果已

有文献报道ꎬ如邓振山等(２０１２)的研究结果表明

在株高、根长和干重方面与对照组的比较分别增

加了 ３０.１４％、８１.１０％和 ３３.３３％ꎻ常慧萍等(２０１６)
分别用 ＨＮ１２０２、ＨＰ１２１８、ＨＫ１２１６ 菌液对小麦种

子进行浸种处理ꎬ小麦幼苗根长分别较对照(无菌

液处理)显著增加 １２. ６％、２０. ４％、１７. ５％ꎬ株高分

别较对照显著增加 １１.８％、１３.２％、８.８％ꎻ朱培淼等

(２００７)的研究结果表明在株高和鲜重方面与对照

组比较分别增加了 ３３.７％和 ９７.７％ꎮ 本研究中ꎬ通
过盆栽试验对筛选到的 １１ 株促生菌株进行促生

能力测定ꎬ结果显示多菌混合接种对小麦的促生

效应在株高、干重、鲜重和叶绿素含量上较对照组

分别增加了 ２４.４９％、３１.８４％、２８.０６％和 ３４.１４％ꎮ
从总体上来看ꎬ多菌混合接种明显优于单菌接种

对小麦的促生效应ꎬ混合菌株中各菌株间通过协

同作用充分发挥其促生效果ꎬ此结果与常慧萍等

(２０１６)和朱培淼等( ２００７)的结果一致ꎮ 但单从

某些方面来看ꎬ存在单菌接种的促生效果要高于

多菌接种ꎬ发生这种现象的可能原因是由于多菌

混合后产生了某种物质ꎬ从而抑制了菌株产生的

促生长因子发生效应ꎮ 当然ꎬ影响内生菌促进小

麦生长的因素是比较复杂的ꎬ既有溶磷、分泌 ＩＡＡꎬ
也有固氮、吸收营养物质、分泌维生素、赤霉素、细
胞分裂素等因素的影响ꎬ以及各个因素间的相互

影响(庞发虎等ꎬ２０１６)ꎮ 本研究筛选得到的菌株

具有多种促生能力(包括固氮、产 ＩＡＡ 和溶磷等)ꎬ
通过盆栽试验证实菌株 Ｎ￣０１、Ｎ￣０２、ＹＢ￣０７ 和 Ｐ￣０３
对小麦的促生效果显著ꎬ但还需在田间对各菌株

的定殖能力、促生能力和复合菌株中的优势促生

菌进一步验证与探究ꎮ 此外ꎬ单菌接种的促生效

果低于多菌混合接种的促生效果ꎬ在这些菌株的

应用过程中如何进行科学、合理地组合进而在大

田试验中发挥出更好的效果ꎬ尚需进一步研究ꎮ
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