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　　摘要：考察不同碳源、氮源、碳氮比、生长因子、温度、ｐＨ值、装液量、转速、接种量、时间等参数对根际促生菌 Ｄ５Ａ
菌株发酵的影响。结果表明，在装液量为３０ｍＬ／２５０ｍＬ的三角瓶中，按５％接种量将 Ｄ５Ａ菌株接种到以３％葡萄糖
为碳源、１．５％牛肉膏为氮源、碳氮比为２∶１、生长因子为酵母粉、ｐＨ值为６的培养基中，１５０ｒ／ｍｉｎ、３７℃培养４８ｈ，可
发酵产生最大生物量。
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　　植物根际促生菌（ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＧ
ＰＲ）是指自由生活在土壤或附生于植物根系的一类可促进
植物生长及对矿质营养的吸收和利用，并能抑制有害生物的

有益菌类［１］。ＰＧＰＲ具有固氮、解磷、释钾、产生植物激素和
分泌抗生素等能力，或具有其中之一的能力［２－３］。ＰＧＰＲ对
植物生长具有直接或间接促进作用。ＰＧＰＲ的直接促进作用
是指某些植物根际促生菌可合成对植物生长发育有直接作用

的物质（如生长素等）以及改变土壤中某些无效元素的形态，

使之有效化而利于植物吸收（如固氮、解磷等）［４－５］。对植物

生长的间接作用是指某些植物根际促生菌抑制或减轻某些植

物病害对植物生长发育和产量的不良影响［６－７］。接种 ＰＧＰＲ
普遍被认为是一种环境友好、经济有效的提高作物产量和品

质的方法，应用前景广阔。本研究选择碳源、氮源、碳氮比、生

长因子、温度、ｐＨ值、装液量、转速、接种量、时间等参数，探索
优化根际促生菌Ｄ５Ａ菌株的发酵条件，旨在为工业化生产根
际促生菌Ｄ５Ａ菌株提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　菌株
根际促生菌Ｄ５Ａ菌株克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．）［８］由中

国科学院土壤环境与污染修复重点实验室惠赠。

１．２　培养基
牛肉膏蛋白胨培养基［９］。

１．３　方法
１．３．１　碳源对 Ｄ５Ａ菌株生长的影响［１０－１１］　以牛肉膏蛋白
胨培养基为基础，分别以３％糖蜜、３％可溶性淀粉、３％葡萄
糖、３％蔗糖、３％玉米糁为碳源，按２％接种量于３７℃ 连续培

养４８ｈ，测定发酵液生物量。
１．３．２　氮源对Ｄ５Ａ菌株生长的影响　以牛肉膏蛋白胨培养
基为基础，以筛选出的最适碳源为碳源，分别以 １．５％牛肉
膏、１．５％硫酸铵、１．５％草酸铵、１．５％蛋白胨、１．５％氯化铵、
１．５％硫酸铁铵、１．５％酵母膏为氮源，按２％接种量于３７℃
连续培养４８ｈ，测定发酵液生物量。
１．３．３　碳氮比对Ｄ５Ａ菌株生长的影响　以牛肉膏蛋白胨培
养基为基础培养基，以筛选出的最佳碳源、氮源为碳氮源，分

别用１∶３、１∶２、１∶１、２∶１、３∶１、４∶１、５∶１碳氮比，按２％
接种量于３７℃ 连续培养４８ｈ，测定发酵液生物量。
１．３．４　生长因子对Ｄ５Ａ菌株生长的影响　以牛肉膏蛋白胨
培养基为基础培养基，以筛选出的最佳碳氮比为碳氮比，分别

用２０２０μｇ／Ｌ维生素Ｂ、２０２０μｇ／Ｌ酵母粉、２０２０μｇ／Ｌ叶酸
为生长因子，按２％接种量于３７℃ 连续培养４８ｈ，测定发酵
液生物量。

１．３．５　ｐＨ值对Ｄ５Ａ菌株生长的影响　以筛选出的最佳碳
氮比、生长因子配制培养基，分别调节ｐＨ值至５、６、７、８、９，按
２％接种量于３７℃连续培养４８ｈ，测定发酵液生物量。
１．３．６　温度对Ｄ５Ａ菌株生长的影响　以筛选出的最佳培养
基配方配制培养基，按２％接种量分别于２８、３７、４２℃ 连续培
养４８ｈ，测定发酵液生物量。
１．３．７　装液量对Ｄ５Ａ菌株生长的影响　以筛选出的最佳培
养基配方配制培养基，按２％接种量将 Ｄ５Ａ菌株分别接种到
装液量为３０、５０、８０、１００、１５０ｍＬ的２５０ｍＬ培养基中发酵培
养，于３７℃ 连续培养４８ｈ，测定发酵液生物量。
１．３．８　转速对Ｄ５Ａ菌株生长的影响　以筛选出的最适装液
量、最适培养基配方配制培养基，按２％接种量接入 Ｄ５Ａ菌
株，分别在１００、１５０、１８０ｒ／ｍｉｎ下于３７℃连续培养４８ｈ，测定
发酵液生物量。

１．３．９　接种量对Ｄ５Ａ菌株生长的影响　以筛选出的最佳培
养基配方配制培养基，分别按１％、２％、５％、１０％、２０％的接
种量将Ｄ５Ａ菌株分别接种到装液量为３０ｍＬ／２５０ｍＬ的培养
基中发酵培养，于３７℃连续培养４８ｈ，测定发酵液生物量。
１．３．１０　培养时间对 Ｄ５Ａ菌株生长的影响　以筛选出的最
佳培养基配方配制培养基，按５％接种量将 Ｄ５Ａ菌株接种到
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装液量为３０ｍＬ／２５０ｍＬ的培养基中发酵培养，分别于３７℃
培养１２、２４、３６、４８、６０、７２ｈ，测定发酵液生物量。
１．３．１１　生物量的测定　按照稀释平板计数法［１２］测定活菌

总数。

１．３．１２　数据统计　采用ＳＰＳＳ１６．０软件分析数据。

２　结果与分析

２．１　最适碳源选择
由图１可知，葡萄糖作为碳源能获得最大生物量，其次是

糖蜜、蔗糖、玉米糁，Ｄ５Ａ菌株在可溶性淀粉中生长状况最
差。究其原因，可能是由于葡萄糖、蔗糖都属于速效性碳源，

适合菌体大量生成，玉米糁、淀粉都属于缓释型碳源，需要分

解为单糖后菌体才能大量生长。因此，选择葡萄糖作为最适

碳源。

２．２　最适氮源选择
由图２可知，Ｄ５Ａ菌株在牛肉膏中生长最好，但与硫酸

铁铵差异不显著，但显著高于硫酸铵、蛋白胨、氯化铵。牛肉

膏不仅可以作为氮源，而且在碳源不足时可补充碳源，也可提

供微量元素，故选择牛肉膏为最适氮源。

２．３　最适碳氮比选择
以葡萄糖、牛肉膏作为碳氮源，分别按１∶３、１∶２、１∶１、

２∶１、３∶１、４∶１、５∶１比例配制培养基，按 ２％接种量于
３７℃ 连续培养４８ｈ，测定生物量。由图３可以看出，碳氮比
为 ２∶１时Ｄ５Ａ菌株生长状况最好，其次为１∶１，１∶３、５∶１
比较差，且２∶１、１∶１组处理下菌株生物量与其他几组之间
存在显著差异，故选用２∶１为最佳碳氮比。
２．４　最适生长因子选择

以维生素Ｂ、酵母粉、叶酸为生长因子，按２％接种量于

３７℃ 连续培养４８ｈ，由图４可以看出，不同生长因子下根际
促生菌的发酵情况由好到差依次为：酵母粉 ＞叶酸 ＞维生素
Ｂ，且酵母粉与其２两组之间无显著差异，选用酵母粉为最佳
生长因子。

２．５　最适ｐＨ值选择
由图５可知，Ｄ５Ａ菌株在ｐＨ值为６时生长最好，其次是

ｐＨ值为９、５，在ｐＨ值为７、８时Ｄ５Ａ菌株生长较差。ｐＨ值为
６处理下菌落数与ｐＨ值为７、８存在显著差异，因此选择 ｐＨ
值为６为最佳ｐＨ值。

２．６　最适温度的选择
由图６可知，３７℃时菌株生长情况最好，其次是 ４２、

２８℃，但各温度处理之间无明显差异。菌株一般在３７℃时
生长较好，本试验也说明了这点，温度过高或过低对酶都有一

定影响，有可能导致酶失活，故选用３７℃为最佳发酵温度。
２．７　最适装液量的选择

由图７可知，Ｄ５Ａ菌株在３０ｍＬ／２５０ｍＬ装液量处理下生
长最好，其次是 ５０ｍＬ／２５０ｍＬ、１００ｍＬ／２５０ｍＬ，较差的是
８０ｍＬ／２５０ｍＬ、１５０ ｍＬ／２５０ ｍＬ，因 此 装 液 量 选 择

３０ｍＬ／２５０ｍＬ最佳。
２．８　转速对Ｄ５Ａ菌株生长的影响

由图８可知，１５０ｒ／ｍｉｎ转速处理下Ｄ５Ａ菌株生长状态

—７１５—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第６期



最佳，１５０、１８０ｒ／ｍｉｎ处理下菌落数差异性较小，但１５０ｒ／ｍｉｎ
与１００ｒ／ｍｉｎ之间存在显著差异，故转速选择 １５０ｒ／ｍｉｎ对
Ｄ５Ａ菌株进行培养。
２．９　接种量对Ｄ５Ａ菌株生长的影响

由图９可知，随着接种量的增加，菌株的生长情况变好，
但是当接种量增长到２０％时菌落数明显减少。５％、１０％接
种量处理下菌株生长较佳，且两者之间无显著差异，１０％接种
量与２０％接种量之间差异显著。考虑到经济因素，选择５％
接种量更为合适。

２．１０　培养时间对Ｄ５Ａ菌株的影响
由图１０可知，随着培养时间的增加，菌株的生长状态逐

渐变好，但当培养时间增加为７２ｈ时，菌落数有所下降。培
养时间为４８、６０ｈ时菌株的生长状态最好，且两者之间无显
著差异。培养时间为１２ｈ时菌株生长情况最差。综合考虑，
选择４８ｈ培养时间最为合适。

３　结论

本试验设置碳源、氮源、碳氮比、生长因子、温度、ｐＨ值、

装液量、转速、接种量、发酵时间等单因子试验，获得根际促生

菌的最适发酵条件是在牛肉膏蛋白胨培养基中，以３％葡萄
糖为碳源、１．５％牛肉膏为氮源，碳氮比为２∶１，生长因子为
酵母粉，在３７℃、ｐＨ值为６、装液量３０ｍＬ／２５０ｍＬ、５％接种
量、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养４８ｈ，根际促生菌产量最高。
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