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１株高产 ＩＡＡ菌株的筛选、鉴定及对白菜的促生作用
邢芳芳，高明夫，胡兆平，李新柱

（金正大生态工程集团股份有限公司／农业部植物营养与新型肥料创制重点实验室，山东临沂２７６７００）

　　摘要：从番茄根际采集的土壤中分离筛选得到１２株产ＩＡＡ的菌株，经复筛获得１株具有较好ＩＡＡ生产能力的细
菌，其发酵２４ｈ产ＩＡＡ水平达到４８ｍｇ／Ｌ以上，将其命名为ＨＢ－１。通过对菌株ＨＢ－１的１６ＳｒＤＮＡ序列分析对该菌
进行鉴定，并将菌株ＨＢ－１进行液体发酵扩繁，将得到的发酵液冲施白菜，试验其促生作用。结果表明，该高产 ＩＡＡ
菌株为枯草芽孢杆菌。盆栽试验结果表明，菌株ＨＢ－１对白菜生长具有明显的促生作用，施加 ＨＢ－１发酵液处理的
叶绿素含量、叶片数均高于对照（ＣＫ）；ＨＢ－１发酵液处理的鲜质量、干质量与冲施清水的 ＣＫ相比都增加，鲜质量增
加 １．５４～１７．９８ｇ，增幅达 １．１６％ ～１３．５５％，差异达到显著水平，干质量增加 ０．２６～１．３２ｇ，增幅达到 ２．９７％ ～
１４９２％。其中添加发酵液１．０ｍＬ／盆的处理组效果较好，叶绿素含量比ＣＫ高５．０２％，叶片数比ＣＫ高１５．７８％，鲜质
量较空白处理增加 １７．９８ｇ，增幅达１３．５５％，差异达极显著水平，干质量平均增加１．３２ｇ，增幅达到１４．９２％。
　　关键词：ＩＡＡ；筛选；鉴定；枯草芽孢杆菌；促生作用
　　中图分类号：Ｓ１４４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０９－０４５８－０３

收稿日期：２０１５－０９－１４
基金 项 目：山 东 省 科 技 重 大 专 项 （新 兴 产 业）（编 号：

２０１５ＺＤＸＸ０５０２Ｂ０２）。
作者简介：邢芳芳（１９８２—），女，山东临沂人，硕士研究生，工程师，主
要从事新型肥料研发及其施肥研究。Ｔｅｌ：（０５３９）７１９８８０３；
Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉｎｇｆａｎｇｆａｎｇ＠ｋｉｎｇｅｎｔａ．ｃｏｍ。

通信作者：李新柱，博士研究生，工程师，主要从事新型肥料研发及其

施肥研究。Ｔｅｌ：（０５３９）７１９８８０３；Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｘｉｎｚｈｕ＠ｋｉｎｇｅｎｔａ．ｃｏｍ。

　　植物根际促生菌（ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，简
称ＰＧＰＲ）是指能够通过分泌有益物质直接或间接促进植物
生长的细菌［１］。产生植物激素是根际促生细菌与植物相互

作用的主要机制之一。吲哚乙酸（ｉｎｄｏｌｅ３ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，简称
ＩＡＡ）是产生调节植物生长素的信号物质，是在植物体内普遍
存在的生长素物质［２］。自１９７７年科学家发现巴西固氮螺菌
能合成ＩＡＡ后，更多研究发现，土壤中约５０％以上的细菌可

以产生ＩＡＡ［３］。筛选具有产生ＩＡＡ的微生物可为促生生物肥
料的研发等提供出发菌株。

本研究对番茄根际产ＩＡＡ菌株进行分离、鉴定及盆栽促
生效果研究，以期为开发高效根际促生菌剂、生物肥料资源提

供生物学支撑。

１　材料与方法

１．１　土壤样品
在山东省寿光市采集同一区域内生长情况良好的番茄根

际范围的土壤。采样过程中，首先剥离土壤表面覆盖的凋落

物，然后剔除石块等杂物，最后使用灭菌采样铲采集 １０～
２０ｃｍ深的土壤样品装于灭菌袋中，带回实验室后置于４℃
冰箱保存，及时分离。

１．２　培养基
牛肉膏蛋白胨培养基：５．０ｇ牛肉膏，１０．０ｇ蛋白胨，

—８５４— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１０期



５．０ｇＮａＣｌ，２０．０ｇ琼脂，加蒸馏水定容至１０００ｍＬ，调节 ｐＨ
值为７．０～７．２，１００００Ｐａ灭菌３０ｍｉｎ。

ＬＢ液体培养基［４］：１０．０ｇ胰蛋白胨，５．０ｇ酵母提取物，
１０．０ｇＮａＣｌ，ｐＨ值７．４，灭菌后用细菌过滤器加入Ｌ－色氨酸
至浓度１００ｍｇ／Ｌ。
１．３　仪器和试剂

主要仪器：Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００高效液相色谱仪（美国 Ｔｈｅｒｏｍ
Ｆｉｓｈｅｒ）、紫外检测器 ＶＷＤ－３１００（美国 ＴｈｅｒｏｍＦｉｓｈｅｒ）、恒温
振荡摇床ＺＨＴＹ－７０（上海知楚仪器有限公司）、电热恒温培
养箱ＢＰＸ－２７２（上海博迅医疗生物仪器股份有限公司）。

主要试剂：Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ显色液［５］，５０ｍＬ３５％ ＨＣｌＯ４＋１ｍＬ
０．５ｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３；ＩＡＡ标准品；Ｓｉｇｍａ公司提供的ＨＰＬＣ试剂。
１．４　菌株的分离

称取土壤样品１０ｇ，加入带玻璃珠并装有１００ｍＬ无菌水
的２５０ｍＬ锥形瓶中，振荡２０ｍｉｎ，静置 １０ｍｉｎ形成浓度为
０．１ｇ／ｍＬ菌悬液，对此菌悬液进行稀释，依次得到 １０－２、
１０－３、１０－４ｇ／ｍＬ等浓度的菌悬液。用稀释平板法在牛肉膏蛋
白胨培养基中分离其中的细菌，将分离所得菌株经过纯化转

接到牛肉膏蛋白胨培养基的试管斜面，保存于４℃冰箱中。
１．５　产ＩＡＡ菌株的筛选
１．５．１　产 ＩＡＡ菌株的初筛　将分离纯化后的菌株接种于
Ｌ－色氨酸浓度为 １００ｍｇ／Ｌ的 ＬＢ液体培养基中，３０℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床培养２４ｈ。取５０μＬ菌悬液滴于白色
陶瓷板上，同时加入等量 Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ显色液进行显色反应，以
加入５０μＬ培养基作为阴性对照。白色陶瓷板于室温、避光
条件下放置３０ｍｉｎ后观察，颜色变红者表示能够产 ＩＡＡ。颜
色越深，表示分泌的量越大，不变色为阴性，表示不能分

泌ＩＡＡ。
１．５．２　定量复筛
１．５．２．１　ＩＡＡ标准液及标准曲线的制备　标准液的制备：准
确称取ＩＡＡ（精确至０．００１ｍｇ）用流动相定容，并进行超声处
理数秒钟使其充分溶解，转移到棕色试剂瓶中，置于４℃冰箱
备用。

制备具有一定浓度梯度的不同 ＩＡＡ溶液，按照所选择的
色谱条件进样２０μＬ，获得不同浓度时 ＩＡＡ的峰面积。根据
峰面积（ｙ）和对应的ＩＡＡ标准品浓度（ｘ，ｍｇ／ｋｇ）绘制标准曲
线，并得出线性方程、相关系数。

１．５．２．２　菌液中 ＩＡＡ浓度的测定　活化待测菌株，接种于
ＬＢ液体培养基中，培养 ２４ｈ后取出，８０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，然后取各上清液过微孔滤膜，待仪器稳定后，用微量
进样器进样，进样量为２０μＬ。根据标样中各组分的保留时
间确定样品中的ＩＡＡ组分，并根据峰面积计算ＩＡＡ含量。
１．６　产ＩＡＡ菌株白菜盆栽试验
１．６．１　试验时间、地点　试验于２０１５年１—３月在山东金正
大生态工程集团股份有限公司研发中心的智能玻璃温室中

进行。

１．６．２　试验材料　供试白菜（ＢｒａｓｓｉｃａｃａｍｐｅｓｔｒｉｓＬ．）品种为
苏州青，种子由山东昌邑市蔬菜研究所提供；供试底肥为

氮 ∶磷 ∶钾＝１５∶１５∶１５的硝基复混肥；供试土壤为棕壤，
有机质含量１２．３ｇ／ｋｇ。
１．６．３　试验设计　试验共５个处理（表１），每个处理４盆，

每盆装土５ｋｇ，硝基复混肥作为底肥１次性施入土壤，每盆施
入１．３３ｇ。白菜２叶１心时间苗，每盆保留生长一致、均匀分
布的４株作为试验株，管理措施一致。空白组接种清水为对
照（ＣＫ１），处理组接种菌株的发酵液（１０

８ＣＦＵ／ｍＬ）。处理１
在盆栽中接种 ０．５ｍＬ灭活菌株发酵液（Ｔ１），处理 ２接种
０．５ｍＬ未灭活菌株发酵液（Ｔ２），处理 ３在盆栽中接种
１．０ｍＬ灭活菌株发酵液（Ｔ３），处理４接种１．０ｍＬ未灭活菌
株发酵液（Ｔ４）。每组设４个重复试验，重复接种２次，间隔
为１５ｄ，其间适时定量浇水，试验周期５８ｄ。收获时测定叶片
ＳＰＡＤ值、叶片数和鲜质量、干质量［６－７］。

表１　试验处理编号及用量

处理号 施加物类别
施用量

（ｍＬ／盆）

ＣＫ 清水

Ｔ１ 灭活发酵液 ０．５
Ｔ２ 发酵液 ０．５
Ｔ３ 灭活发酵液 １．０
Ｔ４ 发酵液 １．０

１．６．４　叶片数、生理指标测定　叶片数的统计只选择绿色可
食用部分；ＳＡＰＤ值测定采用 ＳＰＡＤ－５０２Ｐｌｕｓ型叶绿素仪；干
质量测定按常规方法进行［８］。

１．６．５　数据分析　试验数据采用Ｅｘｃｅｌ进行处理，利用ＳＰＳＳ
１６．０软件进行数据统计及差异显著性分析。
１．７　１６ＳｒＤＮＡ序列分析鉴定

ＩＡＡ产生细菌 １６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增参考谢永丽等的方
法［９］。将１６ＳｒＤＮＡ扩增产物回收纯化后测序，测序所得序
列通过ＮＣＢＩ数据库进行ＢＬＡＳＴ比对。

２　结果与分析

２．１　产ＩＡＡ细菌的分离和筛选
分离纯化得到细菌共计３８株，初筛１２株产ＩＡＡ的菌株，

经过定性初筛和定量复筛，获得１株具有较好的产 ＩＡＡ能力
的细菌，其发酵２４ｈ产 ＩＡＡ水平达到４８ｍｇ／Ｌ以上，将其命
名为ＨＢ－１。
２．２　菌株ＨＢ－１的室内促生试验
２．２．１　菌株ＨＢ－１对白菜叶绿素含量、叶片数的影响　从
图１看出，在ＳＰＡＤ值上，各菌剂处理均高于ＣＫ，最高的是Ｔ４
处理，比ＣＫ高５．０２％，且差异极显著（Ｐ＜０．０１），其次是 Ｔ２
处理，比ＣＫ高２．９７％，差异明显。从叶片数来看，各处理均
高于ＣＫ，且差异明显，其中Ｔ４处理比ＣＫ高１５．７８％，且差异
极显著（Ｐ＜０．０１）。

—９５４—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１０期



２．２．２　菌株ＨＢ－１对白菜鲜质量、干质量的影响　图２显
示，所有菌剂处理的鲜质量、干质量较冲施清水的对照（ＣＫ）
相比都增加，与ＣＫ相比，添加ＨＢ－１发酵液的各个处理鲜质
量增加１．５４～１７．９８ｇ，增幅达到１．１６％～１３．５５％，差异达到
显著水平，其中施加１．０ｍＬ／盆等体积发酵液较灭活发酵液
鲜质量增加１１％；添加ＨＢ－１发酵液的各个处理干质量增加
０．２６～１．３２ｇ，增幅达到２．９７％ ～１４．９２％，其中未灭活的 Ｔ４
处理干质量、鲜质量增幅最高，与 ＣＫ相比鲜质量平均增加
１７．９８ｇ，增幅达到１３．５５％，差异达到极显著水平，干质量平
均增加１．３２ｇ，增幅达到１４．９２％，差异达到极显著水平。灭
活的发酵液处理Ｔ１、Ｔ３较清水对照也有不同程度的增产，分
析原因，可能是发酵液中残留养分促进了白菜生长。结果表

明，在施加底肥的基础上施用 ＨＢ－１发酵液，可以显著提高
白菜的生物产量。

２．３　１６ＳｒＤＮＡ测定结果
　　对菌株ＨＢ－１的１６ＳｒＤＮＡ基因部分序列进行ＢＬＡＳＴ

比对，利用ＭＥＧＡ４．１的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ软件进行系统发
育树构建。由图３遗传距离可知，菌株ＨＢ－１与枯草芽孢杆
菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）的同源性最高（９９．７％），与其他菌株的遗
传距离相对较远，可以确定菌株 ＨＢ－１是 １株枯草芽孢
杆菌。

３　讨论与结论

从番茄根际土壤中分离筛选获得１株具有较好产 ＩＡＡ
能力的革兰氏阳性菌株ＨＢ－１，其发酵２４ｈ产ＩＡＡ水平达到
４８ｍｇ／Ｌ以上。通过将其培养后的发酵液进行白菜的促生试
验表明，与冲施清水的处理相比，冲施灭活 ＨＢ－１发酵液与
未灭活发酵液对白菜均有促生作用，施加ＨＢ－１发酵液的处
理叶绿素含量、叶片数均高于对照（ＣＫ）；鲜质量、干质量较
ＣＫ相比都增加，鲜质量增加 １．５４～１７．９８ｇ，增幅达到
１１６％～１３．５５％，差异达到显著水平；干质量增加 ０．２６～
１．３２ｇ，增幅达到２．９７％ ～１４．９２％。冲施１．０ｍＬ未灭活发
酵液处理较空白处理鲜质量可提高１３．５５％，差异达到极显
著水平；冲施０．５ｍＬ未灭活发酵液处理较空白处理鲜质量可
提高６．４８％，差异达到显著水平。试验结果表明，菌株ＨＢ－１
具有较强的促生作用。通过对菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列的测定
和分析，鉴定菌株ＨＢ－１为枯草芽孢杆菌。

枯草芽孢杆菌ＨＢ－１具有较好的产ＩＡＡ能力，因为枯草
芽孢杆菌具有非常好的生产性能及抗逆、定植能力，因此该菌

株筛选为功能微生物肥料的研发提供了较好的选择。
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