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番茄自毒物质降解菌的筛选及其降解效果
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　　摘要：通过筛选用于降解番茄分泌自毒物质苯甲酸的菌株，研究其降解效果。以苯甲酸为唯一碳源，采用逐渐提
高苯甲酸浓度的驯化方法，筛选到３株能够高效降解苯甲酸的菌株，经过鉴定分别为芽孢杆菌属枯草芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ、链霉菌属吸水链霉菌Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｈｙｇｒｏｓｃｏｐｉｃｕｓ、纳西杆菌属耐碱纳西杆菌Ｎａｘｉｂａｃｔｅｒａｌｋａｌｉｔｏｌｅｒａｎｓ。３株菌株
发酵培养的降解率分别为９５．３２％、９１．６３％和９０．１５％，并且对番茄根系分泌的自毒物质（肉桂酸、香草酸等）均有较
强的降解效果，盆栽试验结果表明，通过施加菌剂可以有效缓解自毒物质对番茄幼苗的抑制作用，明显提高番茄苗期

株高和叶绿素等生长指标，根际自毒物质降解率最高达到９８．６９％，后期增产效果显著，Ｂ２菌株增产达到１６．２０％。
筛选到的３株菌株具有用于修复番茄连作障碍的微生物菌肥的潜力。
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　　设施农业连作障碍严重制约着我国番茄生产，而引起连作
障碍的原因主要为土传病害、根系分泌物的自毒作用以及土壤

理化性质劣变［１］。有研究表明，酚酸类自毒物质具有化感抑制

作用，而酚酸类化合物已被鉴定是植物根系分泌物中的主要自

毒性物质［２］。作物分泌的多酚类化合物能破坏细胞膜的功能，

抑制受体植物超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）活
性，导致体内活性氧含量增多，启动膜质过氧化，破坏膜结构。

另有研究发现，化感物质可明显抑制受体三磷酸腺苷（ＡＴＰ）酶
的活性，从而影响受体的光合与呼吸作用［３－４］。高浓度苯甲酸

和肉桂酸能显著抑制番茄幼苗根系过氧化物酶（ＰＯＤ）活性，大

幅度提高枯萎病发病率和病情指数［５］。

有研究报道，采用合理施肥、轮作倒茬、土壤消毒、种苗脱

毒、施用有机改良剂以及接种生防菌剂等方法，可以缓解营养

元素失衡和病原菌增多引起的再植病害，利用微生物制剂可

缓解酚酸和丙烯酸对草莓、黄瓜的自毒危害［６］，但目前尚无

利用微生物制剂消除番茄自毒物质的报道。本研究探索了利

用微生物菌剂降解番茄根系分泌自毒物质苯甲酸的可行性，

以期为番茄连作障碍微生态修复剂的研制提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　培养基
试验采用无机盐培养基，各组成成分及含量分别为

（ＮＨ４）２ＳＯ４２ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４２ｇ／Ｌ，Ｎａ２ＨＰＯ４１．３ｇ／Ｌ，苯甲酸
１００～１０００ｍｇ／Ｌ，ＮａＣｌ５ｇ／Ｌ，余量为水；ｐＨ值６．８～７．２。
１．２　菌株的分离

采用逐渐提高苯甲酸浓度的驯化方法，将连作多年番茄

根系土壤悬液按１０％的接种量接种于含有１００ｍｇ／Ｌ苯甲酸
的无机盐培养基中，３０℃摇床１５０ｒ／ｍｉｎ，培养３ｄ后，以１０％
接种量转至苯甲酸浓度为３００ｍｇ／Ｌ的无机盐培养基中，继续
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培养。按此方式连续循环 ３次，直到苯甲酸浓度达到
１０００ｍｇ／Ｌ，然后进行平板涂布，将培养皿放于３０℃恒温培
养箱中培养７２ｈ，挑取单菌落，转接入液体无机盐培养基中，
反复涂布［７］。

１．３　菌株的筛选与鉴定
１．３．１　初筛　将５ｍＬ苯甲酸降解菌筛选液体培养基装入
１５ｍｍ×１５０ｍｍ试管中，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ，冷却后将分离得
到的菌株悬液接种到液体培养基中，每菌株重复２管，２８℃
避光培养５ｄ，每２４ｈ观察记录１次生长情况，根据生长状况
初筛菌株。

１．３．２　复筛　将苯甲酸降解菌筛选液体培养基装入２５０ｍＬ
三角瓶中，每瓶５０ｍＬ，灭菌后冷却。将初筛试验得到的菌悬
液接入三角瓶中，接种量为每瓶 １ｍＬ，对照接入１ｍＬ无菌
水，每处理重复３次，２８℃避光培养 １０ｄ，检测苯甲酸残留
量，计算降解率。

１．３．３　鉴定　对复筛获得的菌株进行１６ＳｒＤＮＡ序列测定。
采用通用引物进行ＰＣＲ扩增。取ＰＣＲ产物１μＬ进行１％琼
脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色后紫外检测。用琼脂糖凝胶纯化试剂
盒（大连宝生物公司）切胶回收ＰＣＲ产物进行测序分析。１６Ｓ
ｒＤＮＡ的测序工作由大连宝生物公司完成。将菌株的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ序列测序结果登录 ＧｅｎＢａｎｋ，并用 ＢＬＡＳＴ与 ＧｅｎＢａｎｋ
中的１６ＳｒＤＮＡ序列进行同源性比较。将得到的相似菌株的
１６ＳｒＤＮＡ，利ＭＥＧＡ５．０软件，构建系统发育树，分析各分离
菌株的进化地位，同时利用生理生化指标进行进一步鉴定。

１．４　菌株对苯甲酸的降解试验
将５０ｍＬ苯甲酸作唯一碳源的降解液体培养基分别装入

２５０ｍＬ三角瓶中，灭菌冷却后接入复筛获得的菌悬液，接种
量为每瓶 １ｍＬ，对照接入 １ｍＬ无菌水，每处理重复 ３次，
２８℃ 避光培养７ｄ后，检测苯甲酸残留量。
１．５　底物广谱性

取５０ｍＬ锥形瓶，每个锥形瓶中加入２５ｍＬ无机盐培养
基，以不同的芳香化合物作为唯一碳源和能源进行培养，４８ｈ
后观察菌株的生长情况。

１．６　苯甲酸的测定方法
取待测液２０ｍＬ，加入到５０ｍＬ离心管中，充分搅拌后，

摇床振荡２ｈ，然后室温下８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液
置于５１℃旋转蒸发仪蒸发至干，然后加高纯水定容至２ｍＬ，

进样前过０．２２μｍ微孔滤膜作为进样品。标准样品苯甲酸
为色谱纯，具体方法采用文献［８］方法，色谱柱为 ＡｇｉｌｌｅｎｔＣ１８
柱（２５０ｍｍ×４．０ｍｍ×５μｍ）；柱温为３０℃；紫外检测波长
为２３０ｎｍ；流动相为甲醇 ∶０．０２ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵＝７∶９３；流速
为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积为１０μＬ。

标准曲线的制作：分别移取浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ的苯甲酸
标准储备液０．２５、０．５０、１．００、２．００、５．００ｍＬ，至１００ｍＬ容量
瓶中，用水稀释成浓度分别为 ２．５、５．０、１０．０、２０．０、
５０．０μｇ／ｍＬ的混合标准使用溶液，按上述的色谱条件进样分
析，以标准浓度为横坐标、峰面积为纵坐标制作标准曲线。

１．７　盆栽试验
试验共设４个处理：对照（ＣＫ）、Ｂ２、Ａ１１、Ｆ２。菌株发酵

后利用草炭吸附最终菌株的数量约１０８ＣＦＵ／ｇ。采用营养钵
育苗的方法，每个营养钵装土３００ｇ，播种前各处理施入等量
氮、磷、钾，其中ＣＫ施化肥，其他处理按２％（质量分数）的施
肥量拌入。营养钵育苗至２～３张真叶时移栽到盛有５ｋｇ土
的盆钵中（盆钵土壤加入 ０．６ｍｍｏｌ／Ｌ苯甲酸 ６０ｍＬ预处
理），每盆栽种３株苗，每处理５盆（重复）。盆中菌肥的施用
量均为０．５％（质量分数）。苗期测定株高、叶绿素含量、根际
土壤中苯甲酸含量（方法同上），成熟期测定产量。

２　结果与分析

２．１　菌株的分离筛选与鉴定
能在筛选培养基上良好生长的菌株即能以苯甲酸为唯一

碳源，表明其对苯甲酸有降解能力。根据初筛生长状况，分离

得到１５６株菌株，经复筛获得３株降解性能较强的菌株，编号
分别为Ｂ２、Ｆ２及Ａ１１。经１６ＳｒＤＮＡ序列测定，将３种菌株的
１６ＳｒＤＮＡ序列测序结果登录 ＧｅｎＢａｎｋ，并用 ＢＬＡＳＴ与
ＧｅｎＢａｎｋ中１６ＳｒＤＮＡ序列进行同源性比较，发现菌株 Ｂ２与
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＣＲ－７的１６ＳｒＲＮＡ序列同源性达到１００％，菌株
Ｆ２与Ｎａｘｉｂａｃｔｅｒｓｐ．ＯＸ３ｂ１－Ｓ６的１６ＳｒＤＮＡ序列同源性达到
１００％，菌株Ａ１１与Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ａｎｋ１５０的１６ＳｒＤＮＡ序列
同源性达到１００％。经过生理生化指标综合鉴定后 Ｂ２为芽
孢杆菌属枯草芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，Ａ１１为链霉菌属吸水
链霉菌Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｈｙｇｒｏｓｃｏｐｉｃｕｓ，Ｆ２为纳西杆菌属耐碱纳西
杆菌Ｎａｘｉｂａｃｔｅｒａｌｋａｌｉｔｏｌｅｒａｎｓ。利用ＭＥＧＡ５．０软件构建系统
发育树如图１。

—５１１—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第５期



２．２　菌株对苯甲酸的降解率
从表１可知，在以苯甲酸为唯一碳源且其初始质量浓度

为５０ｍｇ／Ｌ时，Ｂ２、Ｆ２及 Ａ１１的降解率分别为 ９５．３２％、
９１．６３％、９０．１５％。

表１　以苯甲酸为唯一碳源时菌株对其的降解率

处理
苯甲酸残留质量浓度

（ｍｇ／Ｌ）
降解率

（％）

ＣＫ ４９．３５ ０
Ｂ２ ２．３４ ９５．３２
Ｆ２ ４．１９ ９１．６３
Ａ１１ ４．９３ ９０．１５

２．３　底物广谱性
某些植物可通过地上部淋溶、根系分泌和植株残茬腐解

等途径来释放一些物质对同茬或下茬同种或同科植物生长产

生抑制作用，这种现象被称为自毒作用［９］。目前，已在番茄、

黄瓜和辣椒等多种设施园艺作物组织和根系分泌物中分离出

包括苯甲酸、肉桂酸和水杨酸在内的１０余种自毒物质［１０］。

从表２中可以看到，Ｂ２除了对香草酸降解能力稍低外，对其
他几种醛酸类物质都有一定降解能力，Ａ１１除对肉桂酸降解
能力稍差外，对其他几种醛酸类物质都有较好的降解能力，

Ｆ２对除了水杨酸以外的其他醛酸类物质都能降解。
表２　菌株对不同醛酸类物质利用的情况

处理 苯甲酸 对羟基苯甲酸 香草酸 水杨酸 肉桂酸

Ｂ２ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋＋
Ｆ２ ＋＋ ＋＋ ＋＋ － ＋＋
Ａ１１ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋

　　注：“＋＋＋”、“＋＋”、“＋”、“－”表示完全降解、部分降解、少部
分降解、不能降解。

２．４　菌株对番茄自毒作用的缓解效果
从表３、表４可以看出，不同处理对番茄幼苗的生物量及

叶绿素含量的影响具有显著差异。ＣＫ处理的幼苗在各指标
中处于最低值，并且与其他３组处理相比均差异显著，说明自
毒物质对番茄幼苗有一定的抑制作用，通过添加菌肥可以降

解一定量的自毒物质。从表４可见，菌株均可以降解添加的
自毒物质，其中 Ｂ２处理表现比较明显。从盆栽产量及经济
效益观察，添加菌肥的经济产量和 ＣＫ差异显著，其中 Ｂ２增
产１６．１９％。

表３　菌株对番茄自毒作用的缓解效果

处理
苗期株高

（ｃｍ）
苗期叶绿素

（ＳＰＡＤ值）
经济产量

（ｋｇ／ｈｍ２）
经济效益

（元／ｈｍ２）
ＣＫ ２０．５８ｂ ４８．６５ｂ ４５２３．０９４ｃ ２２６１５．４７ｃ
Ｂ２ ２７．２１ａ ５５．２５ａ ５２５５．６０３ａ ２６２７８．０１ａ
Ｆ２ ２９．５１ａ ５２．８４ａ ５０５３．１２１ｂ ２５２６５．６ｂ
Ａ１１ ２８．５５ａ ５３．２１ａ ４９７７．１９０ｂ ２４８８５．９５ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。

表４　菌株对番茄自毒物质的降解率

处理
苯甲酸残留质量浓度

（μｇ／ｍＬ）
降解率

（％）

ＣＫ ３４．０８ ５．３３
Ｂ２ ０．４７ ９８．６９
Ｆ２ ０．８０ ９７．７８
Ａ１１ １．４１ ９６．０８

３　结论

作物连作障碍的产生原因是错综复杂的，是作物与土壤

２个系统内部诸多因素综合作用结果的外观表现。由于作物
种类和栽培条件不同，作物发生连作障碍的主要原因也可能

不同。自毒物质通过影响植物生理生化代谢活动进而影响植

物生长发育，根系是植物接触化感物质最早的器官［１１］。本研

究结果表明，从土壤中可以筛选到能分解番茄根泌自毒物质

苯甲酸、解除化感抑制作用的菌株。在实验室条件下，以苯甲

酸为唯一碳源，供试菌株均对苯甲酸具有较强的降解作用，这

些菌株具有作为番茄根泌自毒物质降解菌的潜力，可用于番

茄连作障碍的微生物修复，至于这些具有解毒功能的菌株在

番茄生产中的实际效果，尚待后续的生物试验证明。
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