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蔬菜作物根际促生菌分离筛选、鉴定及促生特性测定
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摘要：为从 4 种蔬菜作物根际分离和筛选植物根际促生菌（plant growth promoting rhizobacteria，

PGPR）并研究其促生特性，采用固氮、无机和有机磷培养基筛选根际促生菌株，对其促生特性进行

定性和定量分析，并通过形态特征及16S rDNA序列分析对优良促生菌株进行鉴定。结果表明：从

4种蔬菜根际中共获得57株PGPR菌株，其中固氮菌24株，溶磷菌33株。筛选出的19株优良PG-

PR 菌株的固氮酶活性在 0.14~3 664.97 nmol C2H4 ·h-1 ·mL-1之间，以 NCRS1 菌株固氮酶活性最高；

溶解无机磷菌株的溶磷量在36.99~362.60 μg/mL之间，培养液pH为4.57~5.75，以NCRP2菌株溶磷

量最大；溶解有机磷菌株的溶磷量在9.24~55.21 μg/mL之间，培养液pH为6.24~7.75，以PPRS3菌株

溶磷量最大；菌株分泌 IAA量均小于3.36 μg/mL；NCRP2菌株对小麦长蠕孢病菌Helminthosporium

tritici-vulgaris、番茄早疫病菌Alternaria solani、黄瓜枯萎病菌Fusarium oxysporum、马铃薯立枯丝核

病菌 Rhizoctonia solani、油菜菌核病菌 Sclerotinias clerotiorum 和玉米小斑病菌 Bipolaria maydis 均

有抑制作用。对19株优良PGPR菌株进行初步鉴定，分属于假单胞菌属Pseudomonas、不动细菌属

Acinetobacter、Advenella、叶杆菌属Phyllobacterium、细杆菌属Microbacterium、芽胞杆菌属Bacillus。

本研究筛选出的优良PGPR菌株，可为今后生物菌肥推广应用提供菌种资源。
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Abstract: In order to isolate and screen the plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) from the root

of four vegetables and study their growth promoting properties, the PGPR were screened by nitrogen fixa-

tion medium, inorganic and organic phosphorus media, the growth-promoting characteristics (nitrogen

fixation, phosphorus solubilization, IAA production and the biocontrol effect) were carried out with quali-

tative and quantitative analysis, meanwhile, the excellent strains were identified by using the morphologi-

cal characteristics and the 16S rDNA sequence. The results showed that 57 strains of PGPR were ob-

tained from four vegetables’rhizosphere, of which 24 were nitrogen fixing bacteria and 33 were phos-

phate solubilizing bacteria. The nitrogen fixation activity of 19 nitrogen fixation strains was within the

range between 0.14-3 664.97 nmol C2H4 ·h-1 ·mL-1, and the NCRS1 strain had the highest nitrogen fixa-

tion activity. The dissolution of inorganic or organic phosphorus strains were within the range between
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在农业生产中，植物生长所必需的各种营养元

素，除来自于大气、水、土壤供应之外，主要通过施肥

来提供，农作物的增产有 50%依赖于化肥（Erisman

et al.，2008）。然而，近些年为了追求高产及高效益，

我国农业生产普遍存在化肥使用超量情况。化肥的

不合理施用，导致土壤性状恶化、养分比例失衡，农

产品品质下降，同时生态环境被破坏（Mal et al.，2015）。

因此，从农业可持续发展及保护生态环境等方面综

合考虑，生物菌肥与化学肥料配施是提高土壤质量、

改善生物多样性（主要为土壤微生物）和农产品品质

的重要途径。植物根际促生菌（plant growth pro-

moting rhizobacteria，PGPR）是能够在植物根际定

殖，并能够进行固氮（自生、共生、联合固氮等）作用，

溶解有机磷和无机磷，分泌植物激素和抗生素，产生

铁载体，从而促进植物生长、拮抗病原菌的一类微生

物（周建娇，2013；刘丹丹等，2016）。利用从不同植

物根际分离筛选的优良PGPR资源可以研制成具有

促生、防病能力的微生物菌肥，与使用化肥、农药相

比，微生物菌肥具有成本低、增产稳定、非再生能源

消耗少、对生态环境及农产品安全、经济效益高等优

点（姚拓，2004）。生物菌肥通过利用微生物的生命

代谢活动，改善养分供应状况，为植物提供营养元

素，增强抗逆性，达到提高产量、改善品质、减少化肥

使用、培肥地力的目的（El-Sayed et al.，2015）。故可

以缓解我国资源短缺、环境污染、生物多样性破坏等

问题（Embrandiri et al.，2013）。因此，植物根际促生

菌种资源的筛选成为人们关注的热点。

PGPR的促生作用主要体现在改善植物根际营

养环境，分泌促生物质以及提高寄主对非生物胁迫

的忍耐力等（Aslantaş et al.，2007；刘佳莉等，2013），

也在土壤发育、土壤肥力形成、营养循环、植物生长

等方面发挥着重要作用（徐万里等，2015）。目前，已

有研究学者对玉米 Zea mays、水稻 Oryza sativa、小

麦 Triticum aestivum、番茄 Lycopersicon esculentum、

樱桃Prunus avium等开展了PGPR资源的筛选研究

（Chithrashree et al.，2011；Turan et al.，2011；荣良燕

等，2015）。余贤美等（2014）研究表明，Bs-15 菌株

可提高土壤中细菌和放线菌数量，能够成功定殖并

可改善土壤性状；一些耐盐促生细菌可以增加叶面

吸收的养分，增强植物的抗氧化能力，使盐毒性下降

（Bharti et al.，2014）；PGPR能分泌激素类物质，产生

铁载体，使微生物在根际通过养分争夺与利用、抑制

病原物，有利于植物生长，促进矿质养分（如铁元素

等）的吸收利用，降低重金属在植物体内的累积和吸

收（Guo & Chi，2014）；PGPR 还可以使根瘤菌和菌

根共生来共同发挥作用促进菌根周围细菌的繁殖，

有利于溶磷细菌的定殖（刘丹丹等，2016）。

本研究从油菜、辣椒和大葱等 4种植物根际分

离筛选出PGPR菌株，通过进一步筛选获得兼有固

氮、溶磷、分泌生长激素、生防作用的优良PGPR菌

株，并利用形态学和分子生物学对其进行分类鉴定，

以期为今后生物菌肥的推广应用提供菌种资源。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株和病原菌：植物根际样品采自甘肃省

兰州市榆中县定远镇蒋家营村，选择长期施用农家

肥和化肥施用量较多的区域，采用五点取样法在该

区域内分别选择花椰菜Brassica oleracea、油菜Bras-

sica campestris、辣椒Capsicum annuum和大葱Allium

fistulosum共4种植物，将根际尽量完整采集，分别装

入无菌自封袋中，标注植物名称及采集日期，放置于

冰盒中迅速带回实验室进行菌株分离，获得 PGPR

菌株。供试病原菌有小麦长蠕孢病菌Helminthospo-

rium tritici-vulgaris、番茄早疫病菌Alternaria solani、

黄瓜枯萎病菌Fusarium oxysporum、马铃薯立枯丝核

36.99-362.60 μg/mL or 9.24-55.21 μg/mL, and the pH of each strain medium was within the range be-

tween 4.57-5.75 or 6.24-7.75, and the NCRP2 strain or PPRS3 strain had the highest capacity of dissolv-

ing inorganic or organic phosphorus, respectively. All strains secreted IAA less than 3.36 μg/mL. NCRP2

strain had inhibitory effects on Helminthosporium tritici-vulgaris, Alternaria solani, Fusarium oxyspo-

rum, Rhizoctonia solani, Sclerotinias clerotiorum, and Bipolaria maydis. Preliminary identification of 19

strains of excellent PGPR strains, belong to Pseudomonas, Acinetobacter, Advenella, Phyllobacterium,

Microbacterium and Bacillus, respectively. The excellent PGPR strains selected in this study could pro-

vide bacterial strain resources for the promotion and application of bio-fertilizers in the future.

Key words: plant growth promoting rhizobacteria (PGPR); nitrogen-fixing bacteria; phosphate-solubi-

lizing bacteria; promoting mechanism
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病菌 Rhizoctonia solani、油菜菌核病菌 Sclerotinias

clerotiorum、玉米小斑病菌Bipolaria maydis，均由甘

肃农业大学植物保护学院薛丽老师提供。

培养基：固氮培养基（nitrogen free medium，

NFM）（韩文星等，2008）：CaCl2·2H2O 0.02 g、MgSO4·

7H2O 0.2 g、K2HPO4 0.5 g、NaMoO4 · 2H2O 0.002 g、

NaCl 0.1 g、苹果酸5.0 g、生物素10 µg、0.5%溴百里

酚蓝5 mL、琼脂20 g（固体培养基）或2 g（半固体培

养基），总体积 1 000 mL，pH 7.0；无机磷（national

botanical research institute’s phosphate，NBRIP）培养

基（Nautiyal，1999）：葡萄糖 10 g、Ca3（PO4）2 5 g、Mg-

Cl2 · 6H2O 5 g、MgSO4 · 7H2O 0.25 g、KCl 0.2 g、

（NH4）2SO4 0.1 g、蒸馏水1 000 mL，pH 6.8~7.0；蒙金

娜有机磷培养基（陈俊等，2009）：MnSO4·4H2O 0.03 g、

FeSO4 · 7H2O 0.03 g、CaCO3 5.0 g、葡萄糖 10.0 g、

（NH4）2SO4 0.5 g、卵磷脂0.2 g、NaCl 0.3 g、KCl 0.3 g、

酵母膏 0.4 g、琼脂 20 g，总体积 1 000 mL，pH 7.0~

7.5；King氏液体培养基：蛋白胨20 g、K2HPO4 1.15 g、

MgSO4 · 7H2O 1.5 g、丙三醇 15 mL、L-色氨酸 0.1 g

（或不加色氨酸）；马铃薯葡萄糖琼脂（potato dex-

trose agar，PDA）培养基：马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、

琼脂 18 g，自然 pH，加水至 1 000 mL；LB（Luria-

Bertani）固体培养基：胰蛋白胨10 g、酵母提取物5 g、

NaCl 10 g、琼脂 15~20 g、蒸馏水 1 000 mL，pH 7.0；

LB液体培养基：LB培养基中不添加琼脂。

试剂及仪器：细菌基因组DNA提取试剂盒、2×

Taq PCR MasterMix，天根生化科技（北京）有限公

司；3-吲哚乙酸（3-IAA），北京索莱宝科技有限公司。

GC 7890F 气相色谱仪，山东金普分析仪器有限公

司；KV-T1可见光分光光度计，南京肯凡电子科技有

限公司；SPX-GB型光照培养箱，上海跃进医疗器械

有限公司。

1.2 方法

1.2.1 固氮菌和溶磷菌的分离筛选

为了解PGPR在植物根际的分布，一般将根际

分为3个部分，即根表土（soil adhering to roots，RS）、

根系表面（rhizoplan or surface of roots，RP）和根内

（histoplan or interior of roots，HP）3个区域。用稀释

梯度法将上述3种采集样品分别依次制备成浓度为

10-2、10-3、10-4、10-5的稀释液备用。将制备好的各浓

度稀释液分别接种到NFM、NBRIP、蒙金娜有机磷

培养基中，置于28℃培养箱中培养5~7 d，选取NFM

培养基中生长较快、菌落形态较大的不同单菌落，进

行重复划线、分离、纯化，即为固氮菌株。用接种环

挑取NBRIP和蒙金娜有机磷培养基中菌落周围出

现透明圈（溶磷圈）的不同大小单菌落，并采用平板

划线法重复操作，直至菌株纯化，即为溶磷菌株。将

纯化好的菌株于4℃冰箱保存，备用。

1.2.2 菌株促生特性测定

从 1.2.1中分离到的 PGPR菌株中筛选出 19株

优良PGPR菌株进行促生特性的测定，其中包括6株

固氮菌株和13株溶磷菌株。

固氮特性测定：菌株的固氮酶活性采用乙炔还

原法进行测定（Piromyou et al.，2011）。用接种环分

别将19株PGPR菌株接种于5 mL半固体NFM培养

基中（血清瓶，规格 15 mL），每株菌 3次重复，以不

接菌培养基为对照，用棉花塞封口，28℃培养 48 h

后，将棉花塞换成橡胶塞，用无菌注射器抽出 1 mL

气体，然后注入1 mL C2H2气体，置于28℃培养箱中

培养 48 h，之后用 100 μL微量进样器从血清瓶中分

别抽取混合气体50 μL快速注入到气相色谱仪气体

进样柱内，记录并观察C2H4出峰时间及峰面积，测

定C2H4和C2H2的含量。

溶磷特性测定：定性测定：将 19 株 PGPR 菌株

分别接种在NBRIP和蒙金娜有机磷培养基上，每菌

株3次重复，每个培养皿中接种4个区域，置于28℃

培养箱中培养 7 d，观察并测量每株菌溶磷圈的大

小，通过溶磷圈大小进行初步筛选，去除D/d<1.5的

菌株，其中D代表溶磷圈直径，d代表菌落直径。定

量测定：采用钼蓝比色法对菌株溶磷量进行测定（姚

拓等，2004a）。选取初筛后D/d>1.5的菌株，在无菌

条件下，分别将其接种至盛有 50 mL NBRIP和蒙金

娜液体培养基（有机磷培养基中不添加琼脂）的150 mL

三角瓶中，每株菌 3 次重复，以不接菌培养基为对

照，在28℃、160 r/min条件下振荡培养12 d后，测定

培养液pH和溶磷量。

分泌 IAA 特性测定：定性测定：将 19 株 PGPR

菌株分别接种于50 mL King氏液体培养基中，每菌

株3次重复，以不接菌培养基为对照，28℃、160 r/min

条件下振荡培养12 d。吸取各菌液100 µL于白瓷板

上，加等体积Spot比色液，其中对照加 100 µL 3-吲

哚乙酸，每处理 3 次重复，将白瓷板放置于室温黑

暗条件下，20 min内观察并记录颜色变化。如变为

粉红色即能分泌 IAA，浅粉色即分泌 IAA能力弱，没

有颜色变化即为不能分泌 IAA。定量测定：利用

Salkowaki比色法对分离获得的 19株 PGPR菌株分

泌 IAA 特性进行测定（姚拓等，2004b）。吸取以上

各菌株培养液10 mL，于4℃、10 000 r/min条件下离
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心 15 min，吸取上清液 5 mL，并加等体积的S2比色

液，在黑暗条件下放置 30 min，测定波长 530 nm处

各培养液的吸光度值，通过制作的标准曲线计算测

定样品的 IAA浓度。

1.2.3 菌株生防能力测定

利用平板对峙法（荣良燕等，2011）初步筛选19株

优良PGPR菌株对小麦长蠕孢病菌、番茄早疫病菌、

黄瓜枯萎病菌、马铃薯立枯丝核病菌、油菜菌核病

菌、玉米小斑病菌的拮抗作用。将保存的 6种病原

菌分别转接在 PDA 平板上，25℃培养 5~7 d。同时

将供试的 PGPR 菌株接种到 LB 液体培养基中，于

28℃、160 r/min条件下振荡培养 24 h。采用十字交

叉法在 PDA 平板中心位置分别接种 6 种病原菌菌

饼，在十字两端距中心位置23 mm处分别接种供试

菌株，每处理3次重复，以只接种病原菌的培养基为

对照。28℃培养 5~7 d，待对照铺满整个平板时，采

用十字交叉法测量菌落直径，计算抑制率。抑制率

=（对照菌落直径-处理菌落直径）/对照菌落直径×

100%。通过初筛结果选择抑制率>40%的菌株按照

上述方法进行复筛，每菌株 3次重复。观察离拮抗

菌最近的抑菌圈边缘菌丝生长状况，以只接病原菌

边缘菌丝为对照，在显微镜下观察病原菌菌丝生长

状况，以确定PGPR菌株对6种病原菌的生防能力。

1.2.4 优良PGPR菌株鉴定

将上述分离筛选到的 19 株优良 PGPR 菌株在

LB 平板上进行活化，接种于 LB 液体培养基中，于

28℃、160 r/min条件下振荡培养24 h，按照细菌基因

组DNA提取试剂盒说明书提取细菌总DNA，利用

通用引物27F和1492R进行16S rDNA序列的扩增，

即正向引物 27F（5 ′ - AGAGTTTGATCCTGGCTC -

AG-3 ′）和反向引物 1492R（5 ′ -GGTTACCTTGTTA-

CGACTT-3 ′）。50 μL反应体系：2×Taq PCR Master-

Mix 25 μL、DNA 模板 2 μL、正反向引物各 2 μL、

ddH2O 19 μL。PCR扩增参数设置：95℃预变性5 min；

95℃变性30 s，57℃退火60 s，72℃延伸30 s，重复循

环30次；72℃总延伸10 min；将PCR产物进行1%凝

胶琼脂糖电泳检测，并于-20℃保存待用。16S rD-

NA序列测定由生工生物工程（上海）股份有限公司

完成。将测序结果在NCBI的GenBank数据库中利

用BLAST程序进行同源序列比较分析，采用Mega

5.0软件以邻接法构建所测菌株的系统发育树，自展

值为1 000次。

1.3 数据分析

采用 SPSS 19.0软件对试验数据进行One-Way

ANOVA分析并作图，应用Duncan氏新复极差法进

行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 PGPR菌株的初步筛选

通过 NFM、NBRIP、蒙金娜有机磷培养基分离

筛选出具有固氮和溶磷能力的PGPR菌株57株，其中

固氮菌株24株，溶磷菌株33株。从花椰菜根际分离

筛选出 4 株固氮菌株 NBRP1、NBHP1、NBRS2、

NBRP2 和 6 株溶磷菌株 MBHP1、PBRP1、PBRP2、

PBHP1、PBRS1、PBRS2；从油菜根际分离筛选出7株

固氮菌株NYHP1、NYRP1、NYRP2、NYRP3、NYRS1、

NYRS2、NYRS3 和 5 株溶磷菌株 MYRS1、MYRS2、

MYHP1、PYRS1、PYRS2；从大葱根际分离筛选出

7 株固氮菌株 NCRP1、NCRP2、NCRP3、NCRS1、

NCRS2、NCHP1、NCHP2和 13株溶磷菌株MCRS1、

MCRS2、MCRS3、MCRS4、MCHP1、MCHP2、MCRP1、

MCRP2、MCRP3、PCHP1、PCRP1、PCRS1、PCRS2；

从辣椒根际分离筛选出 6 株固氮菌株 NPHP1、

NPHP2、NPRP1、NPRP2、NPRS1、NPRS2和9株溶磷

菌 株 MPRS1、MPRS2、MPHP1、MPHP2、PPRS1、

PPRS2、PPRS3、PPHP1、PPHP2。

2.2 优良PGPR菌株的促生特性

供试19株优良PGPR菌株的固氮酶活性在0.14~

3 664.97 nmol C2H4 ·h-1 ·mL-1之间，其中菌株NCRS1

的固氮酶活性最高，达3 664.97 nmol C2H4·h-1·mL-1，

其次是PYRS1菌株，达1 557.63 nmol C2H4·h-1·mL-1，

NYRS2和PCHP1菌株的固氮酶活性分别为160.03、

108.90 nmol C2H4 ·h-1 ·mL-1，其余菌株固氮酶活性均

小于33.11 nmol C2H4·h-1·mL-1（表1）。

通过测定 19 株优良 PGPR 菌株的溶磷圈大小

发现，溶无机磷菌株 D/d 值在 1.53~2.73 之间，溶磷

量在36.99~362.60 μg/mL之间，各菌株培养液pH在

4.57~5.75之间，其中以NCRP2菌株的溶磷量最大，

MCRS1菌株的D/d值最大，达 2.73。溶有机磷菌株

D/d值在1.50~2.28之间，溶磷量在9.24~55.21 μg/mL

之间，各菌株培养液 pH 在 6.24~7.75 之间，其中以

PPRS3菌株的溶磷量最大；能同时溶解无机磷和有

机磷的菌株包括NYRS3、NCRS1、NPRS1、MBHP1、

MPHP1、MCRP1、MYRS2、MCRP2、MCRS1、MCRS4、

PCHP1、PYRS2、PYRS1、PCRP1、PCRS2、PBRP1、

PCRS1、PPHP1。经过溶磷圈定性分析发现，不同

PGPR菌株的溶磷能力存在差异，菌株溶解无机磷

的能力高于溶解有机磷的能力。另外，供试19株优
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良PGPR菌株分泌 IAA量均小于3.36 μg/mL（表1）。

表1 优良PGPR菌株促生特性测定结果

Table 1 Determination result of the growth-promoting characteristics of excellent PGPR strains

来源

Source

油菜

Brassica

campestris

花椰菜

Brassica

oleracea

大葱

Allium

fistulosum

辣椒

Capsicum
annuum

菌株

Strain

NYRS2

NYRS3

MYRS2

PYRS1

PYRS2

PBRS2

NBRP2

MBHP1

MCRS1

MCRP1

NCRP2

NCRS1

NCRS2

MCRS4

PCHP1

PCRP1

PCRS2

PPRS3

MPHP1

固氮酶活性

Nitrogenase

activity

（nmol C2H4·

h-1·mL-1）

160.03±
10.68 a

12.10±
1.53 b

1.50±
0.02 c

1 557.63±
85.96 a

25.38±
2.71 c

-

7.05±
0.30 b

33.11±
0.37 c

2.08±
0.21 c

3.56±
0.56 c

28.86±
2.29 b

3 664.97±
140.08 a

1.57±
0.08 b

1.63±
0.13 c

108.90±
11.77 b

2.27±
0.25 c

1.68±
0.23 c

0.14±
0.03 c

1.22±
0.32 c

无机磷 Inorganic P

D/d

-

1.96±
0.09 b

1.54±
0.12 e

1.66±
0.12 cd

1.77±
0.09 c

1.61±
0.11 d

-

1.53±
0.03 e

2.73±
0.1 a

1.54±
0.12 e

1.75±
0.1 c

2.01±
0.09 b

1.62±
0.24 d

2.31±
0.14 b

1.68±
0.11 cd

1.55±
0.06 e

1.82±
0.13 c

-

1.53±
0.03 e

pH

-

5.75±
0.01 a

4.69±
0.00 d

4.65±
0.01 b

4.63±
0.00 b

4.67±
0.01 a

-

4.74±
0.01 b

4.73±
0.01 bc

4.83±
0.01 a

4.65±
0.02 f

4.84±
0.02 d

4.92±
0.01 c

4.69±
0.01 d

4.58±
0.01 c

4.57±
0.01 c

4.64±
0.00 b

-

4.82±
0.01 a

溶磷能力
Phosphate

solubilization
capacity

（µg/mL）

-

36.99±
0.43 e

329.68±
0.62 b

273.03±
0.89 e

338.96±
0.5 c

356.61±
1.99 a

-

351.60±
0.38 a

323.11±
0.22 c

276.48±
3.85 f

362.60±
2.01 a

350.78±
0.95 b

342.98±
5.43 b

263.18±
0.28 h

345.77±
1.44 b

358.91±
2.29 a

300.53±
0.70 d

-

291.17±
0.36 e

有机磷 Organic P

D/d

-

1.51±
0.07 c

1.50±
0.02 c

-

1.56±
0.08 c

-

-

-

1.88±
0.07 b

1.50±
0.02 c

-

1.56±
0.04 c

-

2.01±
0.22 a

1.75±
0.16 bc

-

1.78±
0.06 bc

2.28±
0.30 a

1.55±
0.08 c

pH

-

6.86±
0.07 d

6.24±
0.04 d

-

7.02±
0.01 d

-

-

-

7.05±
0.009 c

7.27±
0.02 a

-

7.75±
0.01 b

-

7.14±
0.00 b

7.27±
0.01 b

-

7.23±
0.00 c

7.24±
0.01 c

7.19±
0.01 b

溶磷能力
Phosphate

solubilization
capacity

（µg/mL）

-

9.24±
0.14 b

32.23±
1.15 b

-

33.95±
2.07 b

-

-

-

21.31±
1.71 c

45.44±
1.99 a

-

17.61±
0.14 a

-

27.63±
2.51 bc

29.35±
1.52 b

-

12.11±
1.52 c

55.21±
3.04 a

27.63±
2.87 bc

IAA

（µg/mL）

3.36±
0.04 a

1.59±
0.05 fgh

1.76±
0.11 a

0.89±
0.03 d

1.82±
0.02 a

0.82±
0.06 d

2.24±
0.18 c

-

1.75±
0.16 a

1.28±
0.09 b

1.71±
0.02 efg

1.66±
0.07 efg

1.04±
0.07 lm

1.72±
0.06 a

0.61±
0.04 e

1.25±
0.04 c

1.5±
0.06 b

-

1.61±
0.01 a

D：溶磷圈直径；d：菌落直径。表中数据为平均数±标准误。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在

P<0.05水平差异显著。D：Diameter of phosphate solubilizing circle；d：diameter of colony。Data are mean±SE. Different letters

in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test.
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2.3 菌株的生防能力

2.3.1 优良生防菌株筛选

筛选出的 19株优良促生菌株对不同病原菌防

治效果不同，其中对部分病原菌抑制率大于50%的

菌株有NCRP2、NYRS2、MPHP1、MBHP1，其余菌株

对病原菌的抑制率均小于 50%，甚至对病原菌没有

防治效果。其中，NCRP2菌株对小麦长蠕孢病菌、

番茄早疫病菌、黄瓜枯萎病菌、马铃薯立枯丝核病

菌、油菜菌核病菌和玉米小斑病菌的抑制效果较好

（图 1），抑制率分别是 61.23%、53.41%、51.52%、

53.16%、77.44%和59.87%（表2）。后续将测定NCRP2

菌株对供试病原菌菌丝生长的影响。

图1 NCRP2菌株与部分植物病原菌的平板对峙试验

Fig. 1 Panel confrontation of strain NCRP2 for part pathogen fungi

A：油菜菌核病菌；B：黄瓜枯萎病菌；C：番茄早疫病菌。A：Sclerotinia sclerotiorum；B：Fusarium oxysporum；C：Alter-

naria solani.

表2 PGPR菌株对6种供试植物病原菌的拮抗效果

Table 2 Inhibition Effect of PGPR for six pathogen fungus %

来源

Source

油菜

Brassica

campestris

花椰菜

Brassica

oleracea

大葱

Allium

fistulosum

辣椒

Capsicum

annuum

菌株

Strain

NYRS2

NYRS3

MYRS2

PYRS1

PYRS2

PBRS2

NBRP2

MBHP1

MCRS1

MCRP1

NCRP2

NCRS1

NCRS2

MCRS4

PCHP1

PCRP1

PCRS2

PPRS3

MPHP1

小麦长蠕孢病菌

Helminthosporium

tritici-vulgaris

51.44±1.25 a

-
-
-
-

44.04±1.72 a

37.90±2.01 c

-
29.55±2.33 b

-
61.23±1.54 a

-
-
-
-
-

41.22±2.12 a

48.44±0.74 b

56.78±0.86 b

番茄早疫病菌

Alternaria

solani

-
39.89±1.27 a

-
-
-
-
-
-
-
-

53.41±0.67 b

-
37.99±1.33 a

-
-
-
-
-
-

黄瓜枯萎病菌

Fusarium

oxysporum

-
-
-
-
-
-

20.72±1.21 a

-
-
-

51.52±1.67 a

-
-
-
-
-
-
-
-

马铃薯立枯丝核病菌

Rhizoctonia

solani

-
47.87±1.43 a

-
-
-
-
-

52.54±0.56 a

-
-

53.16±1.61 b

-
49.16±0.68 a

-
-
-
-
-
-

油菜菌核病菌

Sclerotinia

sclerotiorum

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

77.44±0.89 a

-
-
-
-
-
-
-
-

玉米小斑病菌

Bipolaria

maydis

-
-

46.04±0.74 b

-
-
-
-
-

39.29±1.55 a

35.36±0.74 b

59.87±0.83 b

-

38.94±1.76 a

-
-

27.44±0.69 a

32.41±1.47 b

30.50±0.33 c

表中数据为平均数±标准误。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are

mean±SE. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncans new multiple range test.
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2.3.2 NCRP2菌株对病原菌菌丝生长的影响

在光学显微镜下观察优良生防菌株NCRP2对

病原菌菌丝生长的影响情况（图 2）。与对照（只接

病原菌）相比，NCRP2菌株能使小麦长蠕孢病菌的

菌丝膨大、变形；能使油菜菌核病菌的细胞壁破裂，

菌丝膨大且变形。

图2 菌株NCRP2对部分植物病原菌菌丝生长的影响

Fig. 2 Effect of strain NCRP2 on mycelial growth of part pathogen fungi

A：小麦长蠕孢病菌（CK）；B：菌株NCRP2拮抗小麦长蠕孢病菌效果；C：油菜菌核病菌（CK）；D：菌株NCRP2拮抗油菜

菌核病菌效果。A：Helminthosporium tritici-vulgaris（CK）；B：effect of strain NCRP2 for mycelial growth of H. tritici-vulgaris；

C：Sclerotinias clerotiorum（CK）；D：effect of strain NCRP2 for mycelial growth of S. clerotiorum.

2.4 优良PGPR菌株的鉴定

通过对 19株优良PGPR菌株进行革兰氏染色，

发现 NYRS2、NBRP2、NYRS3、PCHP1、MYRS2 和

MBHP1菌株为革兰氏阳性菌（G+），其余菌株为革兰

氏阴性菌（G-）。将菌株测序结果与同源序列进行

比对分析，并构建系统发育树（图略），初步鉴定为：

NCRS1、PBRS2 菌 株 为 Pseudomonas migulae，

MPHP1菌株为Pseudomonas thivervalensis，MCRS1、

PCRS2、PYRS2、MCRP1 和 PPRS3 菌株为乙酸钙不

动杆菌 Acinetobacter calcoaceticus，MCRS4 菌株为

Advenella kashmirensis，NCRP2、NCRS2菌株为叶杆

菌Phyllobacterium ifriqiyense，NYRS3菌株为Micro-

bacterium binotii，NBRP2 菌 株 为 Microbacterium

profundi，MBHP1、MYRS2、NYRS2 及 PCHP1 菌株

为短小芽胞杆菌 Bacillus pumilus，PYRS1 菌株为

Pseudomonas syringae，PCRP1 菌株为 Pseudomonas

brassicacearum（表3）。

3 讨论

目前，在PGPR菌株筛选过程中，不仅要选择具

有促生作用，还应筛选具有抑制病原菌的菌株，这对

生产实践具有重要的作用（刘力伟等，2016）。陈思

宇等（2013）从南京、徐州和常州等市土样中分离获

得11株对5种水稻病害的病原菌均具有显著抑制作

用的拮抗细菌，能促进株高和鲜重；孙广正等（2014）

发现PGPR菌株对油菜菌核病菌、尖刀镰孢菌、立枯

丝核菌具有良好的抑制效果，并且能够促进植物生

长；刘邮洲等（2012）研究发现，枯草芽胞杆菌B. sub-

tilis菌株PTS-394对番茄枯萎病和青枯病的防效最

好，分别达77.4%和80.0%，菌株H-70、L-1和SJ-280

的防效均高于60.0%；王静等（2015）研究结果发现，

短小芽胞杆菌 AR03 菌株显著抑制烟草炭疽病菌

Colletotrichum destructivum 菌丝生长、孢子萌发和

病害发生，1×108 CFU/mL菌悬液对炭疽病的盆栽防

治效果为83.03%。本研究从4种蔬菜根际共分离筛

选到 57株PGPR菌株，其中固氮菌株 24株，溶磷菌

株33株，通过定性和定量方法分别测定了其中19株

优良 PGPR 菌株的固氮特性、溶磷特性、分泌 IAA

量、生防能力，发现不同类型的PGPR菌株固氮能力

存在差异，大多数菌株的固氮能力较弱，可能由于不

同植株、土壤、地域条件等存在差异，同时温度（席琳

乔等，2008）、光照（田宏等，2005）也对固氮酶活性有

显著影响。本试验中，该地区分离的PGPR菌株溶

磷能力较强，溶磷量在 9.24~362.60 µg/mL之间，菌

液 pH 在 4.57~7.75 之间，不同 PGPR 菌株间溶磷能

力差别较大。

PGPR菌株的溶磷圈大小可能与其生长时间有

关，也与其分泌代谢物的种类、释放速度以及代谢物

在平板上的蔓延速度等有关。另外，外界环境中碳

源、氮源及微量元素的种类都可以影响菌株的溶磷

量（马文彬等，2014）。从植物根际分离筛选出的菌

株可以分泌激素类物质，能促进植物生长，这种能力

与菌株自身的特性有关，土壤中约有50%以上的细

菌能分泌 IAA（Rasul et al.，1998）。本试验中采用平
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效果，发现部分PGPR菌株对植物病原菌有抑制作

用，抑制率大于 50% 的菌株有 NCRP2、NYRS2、

MPHP1、MBHP1，其中NCRP2菌株对小麦长蠕孢病

菌、番茄早疫病菌、黄瓜枯萎病菌、马铃薯立枯丝核

病菌、油菜菌核病菌和玉米小斑病菌均有较好的拮

抗效果。此外，对PGPR菌株在土壤中的定殖能力

研究也是PGPR在生产应用前较为重要的环节，一

般采用荧光蛋白标记法标记优良菌株，用荧光显微

镜定期观测菌株在土壤中定殖的能力及动态。对于

本试验中筛选到的优良PGPR菌株在土壤中的定殖

能力仍有待于进一步深入研究，以期为PGPR菌株

的推广应用提供可行性。

表3 优良PGPR菌株的16S rDNA序列分析鉴定结果

Table 3 Sequence analysis and identification of 16S rDNA sequences of choiceness PGPR strains

菌株
Strain

PCHP1

MBHP1

MYRS2

NYRS2

NCRP2

NCRS2

PCRS2

MCRS1

PPRS3

MCRP1

PYRS2

MCRS4

NBRP2

NYRS3

PYRS1

NCRS1

PBRS2

PCRP1

MPHP1

宿主植物
Host plant

大葱Allium fistulosum

花椰菜Brassica oleracea

油菜Brassica campestris

油菜Brassica campestris

大葱Allium fistulosum

大葱Allium fistulosum

大葱Allium fistulosum

大葱Allium fistulosum

辣椒Capsicum annuum

大葱Allium fistulosum

油菜Brassica campestris

大葱Allium fistulosum

花椰菜Brassica oleracea

油菜Brassica campestris

油菜Brassica campestris

大葱Allium fistulosum

花椰菜Brassica oleracea

大葱Allium fistulosum

辣椒Capsicum annuum

分离部位
Separation site

根内HP

根内HP

根表土RS

根表土RS

根表面RP

根表土RS

根表土RS

根表土RS

根表土RS

根表面RP

根表土RS

根表土RS

根表面RP

根表土RS

根表土RS

根表土RS

根表土RS

根表面RP

根内HP

同源序列
Homologous sequence

短小芽胞杆菌

Bacillus pumilus

叶杆菌

Phyllobacterium ifriqiyense

乙酸钙不动杆菌

Acinetobacter calcoaceticus

Advenella kashmirensis

Microbacterium profundi

Microbacterium binotii

Pseudomonas syringae

Pseudomonas migulae

Pseudomonas brassicacearum

Pseudomonas thivervalensis

相似度（%）
Similarity

99

100

99

99

99

99

99

100

99

99

99

100

99

99

99

99

99

99

99

RS：Soil adhering to roots；RP：rhizoplan or surface of roots；HP：histoplan or interior of roots.

植物根际存在大量的促生菌，包括固氮菌、溶磷

菌、产生长素菌、生防菌等有益微生物，其功能各不

相同。目前，国内外研究人员已对PGPR的作用机

制进行了许多研究，主要分为直接作用和间接作用

（Yang et al.，2009）。其中，直接作用是指 PGPR 菌

株将 N、P 等元素转化为植物可吸收利用的营养元

素，同时，能合成和分泌 IAA、赤霉素、细胞分裂素等

可直接促进植物生长。间接作用是指PGPR菌株通

过产生抗菌物质、增强植物抗性、提高土壤肥力等途

径改善植物生境，间接促进植物的生长，从而增加产

量。综上，不同植物根际促生菌的促生机理存在多

样性，即使是同一种促生菌在不同植物上也会产生

不同的作用效果。因此，需要针对不同的寄主和环

境选择最适宜的促生菌，更好地促进植物生长和生

防效果，也符合农牧业可持续发展的要求，并具有良

好的研发应用前景。
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