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　　摘要：为探明乙草胺降解菌枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）菌株Ｌ３的促生功能。以嗜铁素、吲哚乙酸和小分子有
机酸（包括甲酸、乙酸、乳酸等）为检测指标，应用平皿生化反应与薄层色谱法对供试菌株的发酵液进行促生物质的定

性检测，并使用光度法对嗜铁素和吲哚乙酸进行定量测定，最后利用特异性颜色反应对菌株所产嗜铁素类型进行鉴

定。结果表明，菌株Ｌ３可产生嗜铁素，其Ｄ６８０ｎｍ／Ｄ６８０ｎｍ（ｒ）值为０．６１０，为羧酸型；菌株可产生吲哚乙酸，在ＬＢ液体培养

基中培养３６ｈ，其发酵液中吲哚乙酸浓度为７５．６ｍｇ／Ｌ；应用薄层色谱法检出菌株可产生小分子有机酸，但不能明确
种类。研究结果明确了乙草胺降解菌Ｌ３的促生功能，证实Ｌ３菌株除了可用于修复乙草胺污染的土壤外，还具有多方
面的应用价值。
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　　近年来，土壤生态系统不断遭到破坏，一方面各种农药的
过量或不恰当施用导致土壤中农药残留不断增多，进而引发

粮食、蔬菜等安全问题；另一方面，化肥使用量逐年增加，造成

土壤板结，肥力下降，农产品减产减质严重。面对日趋严峻的

土壤恶化形势，科学家和政府职能部门均在采用各种措施减

轻土壤所受的污染，并寻求新的增产措施。

乙草胺是一种广谱、高效的内吸性酰胺类除草剂，需在芽

前施用于土壤中［１］。我国自１９８２年研制成功乙草胺并投入
使用后，乙草胺一直是我国生产量和用量最大的三大除草剂

之一，过量、频繁地施用乙草胺或施用不当已造成严重的土壤

污染，加上乙草胺已被美国环保局定为 Ｂ２类致癌物，其降解
问题已倍受关注［２－３］。笔者所在研究室前期筛选到１株乙草
胺降解菌株Ｌ３，在牛肉膏蛋白胨培养基中培养４８ｈ后对乙草
胺的降解率为 ５２．０％，经鉴定为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）。据报道，枯草芽孢杆菌可通过分泌嗜铁素、吲哚乙
酸、抗菌蛋白、抗生素等不同物质促进植物的生长，加上其在

工业生产中的优势，对其促生应用功能的研究正成为当下的

热点［４］。本研究在此基础上进一步考察降解菌株的促生功

能，探明此菌株对解决土壤问题的综合潜力与可行性，以期为

该菌株的实际应用奠定基础。

目前对乙草胺降解菌的研究大多集中于降解菌的筛选、

降解特性研究及降解途径的分析方面，对降解菌的多功能发

挥探究尚未见报道［５－１１］。而在促生菌研究方面，目前研究较

深入的是假单胞菌属和芽孢杆菌属，其中，枯草芽孢杆菌在促

生方面的研究已有报道，但大多数研究集中于通过盆栽试验

明确其对植物的增产增质效果［１２－１５］。在对枯草芽孢杆菌促

生物质的种类及产量研究中，易有金等明确了枯草芽孢杆菌

可产生或诱导产生吲哚乙酸、赤霉素和玉米素核苷等促生物

质［１６－１７］。余贤美等筛选获得的枯草芽孢杆菌 ＣＡＳ１５和
Ｂｓ－１５均可产生促生物质嗜铁素［１８－１９］。

对乙草胺降解菌枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）菌株 Ｌ３
进行盆栽试验时发现，该菌株除对乙草胺具有较高的降解率

（７ｄ后对土壤中乙草胺的降解率为３４．９３％）外，还对土壤中
因乙草胺的施入而降低的一些酶和营养元素具有一定的修复

作用，且对小麦的生长产生了积极的促进作用，推测乙草胺降

解菌Ｌ３可能产生了某些促进植物生长的物质［２０］。因此，本

试验选取目前研究最为广泛的几种促生物质，即嗜铁素、吲哚

乙酸和一些小分子有机酸作为检测对象，探讨菌株Ｌ３是否可
以产生此类物质，进而明确其在土壤修复与农业增收增产中

的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　乙草胺降解菌菌株 Ｌ３，由笔者所在实验室分
离保存。

１．１．２　培养基和染液　ＮＡ培养基，用于Ｌ３的活化及保藏。
ＬＢ液体培养基，用于菌株发酵与产嗜铁素的定量检测。
铬天青（简称 ＣＡＳ）定性检测培养基：参考 Ｓｃｈｗｙｎ等的

检测方法［２１－２３］，将ＣＡＳ平板进行改进，改进处如下：
取０．０２３ｇ十六烷基三甲基溴化铵加入８ｍＬ蒸馏水中，

得液体 ａ；取０．０１８ｇＣＡＳ溶于１０ｍＬ双蒸水中，并与３ｍＬ
１ｍｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３溶液混匀，得溶液ｂ；然后将溶液ａ和ｂ混匀，
即得染液ｃ。向１００ｍＬ双蒸水中加入４．９５ｇ磷酸氢二钠和
５．１０ｇ磷酸二氢钠，将配制好的磷酸缓冲液用蒸馏水稀释
８．５倍，后取 １７０ｍＬ放入三角瓶中，然后滴入少量的
１２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ使ｐＨ值降到５．９，向上述三角瓶中添加３．２ｇ
琼脂粉，为培养基ｄ。其他操作参照文献［２２］。该培养基用
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于菌株产嗜铁素的定性检测。

０．５％溴甲酚绿培养基，用于菌株产吲哚乙酸和小分子有
机酸的定性检测。

ＣＡＳ检测液的制备参照文献［２２］；以溴甲酚绿为指示
剂，显色范围为３．８～５．４（黄 ～蓝）；以对二甲氨基苯甲醛为
显色剂。

１．２　方法
１．２．１　菌株Ｌ３产嗜铁素能力研究　在 ＣＡＳ定性检测培养
基上打孔，将培养４８ｈ的Ｌ３发酵液经φ０．４５μｍ滤膜除去菌
体后，取上清液１００μＬ注入小孔内，另将未接菌的ＬＢ液体培
养基经上述相同处理后注入孔内作为对照，在３７℃培养箱中
培养４８ｈ后观察小孔周围颜色的变化情况，以确定菌株 Ｌ３
产嗜铁素的能力。

将培养４８ｈ的Ｌ３发酵液于８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
３ｍＬ上清液加入 ３ｍＬＣＡＳ检测液中，充分混匀［２３］。静置

１ｈ后采用分光光度法测定其在波长６８０ｎｍ下的吸光度，以
蒸馏水调零，以未接菌、经相同处理的 ＬＢ液体培养基的吸光
度作为本试验的参比值［简称Ｄ６８０ｎｍ（ｒ）

［２３］。

为确定菌株Ｌ３所产嗜铁素的结构类型，将培养４８ｈ的
Ｌ３发酵液作如下处理：儿茶酚型嗜铁素检测采用 Ａｒｎｏｗｓ试
验［２４］；异羟肟酸型嗜铁素检测采用 ＦｅＣｌ３试验

［２５］；羧酸型嗜

铁素检测采用Ｓｈｅｎｋｅｒｓ试验［２６］。

１．２．２　菌株Ｌ３产吲哚乙酸能力研究　在０．５％溴甲酚绿培
养基上打孔，将培养４８ｈ的Ｌ３发酵液经φ０．４５μｍ滤膜除去
菌体后，取上清液１００μＬ注入小孔内，另将未接菌的ＬＢ液体
培养基经上述相同处理后注入孔内，作为对照，在３７℃培养
箱中培养，４８ｈ后观察小孔周围颜色的变化情况，初步判定
菌株Ｌ３产吲哚乙酸的情况。

利用薄层层析法进一步鉴定菌株Ｌ３产吲哚乙酸的能力。
制作浓度为３０％的硅胶层析板，用等体积乙酸乙酯萃取菌株
Ｌ３培养４８ｈ的发酵液，将上层有机溶剂倒入圆底烧瓶中旋转
蒸发浓缩样品，干燥后的粉末倒入烧杯中，加入５ｍＬ甲醇溶
解；设置未接Ｌ３菌株的对照组，与试验组进行相同处理。用
０．５ｍｍ毛细管蘸取吲哚乙酸标准品点样，并取试验样品和对
照样品依次点样２个，以体积比５∶１的三氯甲烷、甲醇为展
开剂，晾干后用对二甲氨基苯甲醛显色剂显色。

对吲哚乙酸进行定量测定，制作吲哚乙酸标准曲线：向

５ｍＬ甲醇中加入５．０ｍｇ吲哚乙酸标准品，充分溶解后配成
终浓度为 １ｍｇ／ｍＬ的吲哚乙酸母液。分别取 ０．０５、０．１０、
０．２０、０．４０、０．８０、１．６０ｍＬ上述母液，用甲醇定容至２０ｍＬ。
摇匀后在２８０ｎｍ波长处测定各自的吸光度，以甲醇为对照调
零。取培养至２４、３６、４８ｈ的发酵液，经乙酸乙酯萃取浓缩后
置于４支１．５ｍＬ的离心管中，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上
清液用甲醇溶液稀释 ２００倍后加入比色皿中，分别测其在
２８０ｎｍ波长处的吸光度，以甲醇溶液为对照调零。根据吲哚
乙酸的标准曲线计算样品的产物浓度。

１．２．３　菌株Ｌ３产小分子有机酸的能力研究　利用薄层层析
法定性判定菌株是否能产小分子有机酸及其种类。制备菌株

Ｌ３的发酵液，设置不接菌对照组，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ培养４８ｈ。
用与吲哚乙酸同样的方法对试验组和对照组进行萃取浓缩。

分别在５支１．５ｍＬ离心管中加入０．２ｍＬ甲酸、乙酸、乳酸、

苹果酸、丙酸、正丁酸溶液，加入０．８ｍＬ甲醇溶液摇匀以配制
各小分子有机酸的标准液，并各取少量（等量）混匀。用

０．５ｍｍ毛细管蘸取标准酸混合液及浓缩样品液、对照液依次
点样于薄层板，以体积比５∶４∶１的三氯甲烷、乙酸乙酯、甲
酸为展开剂，将展开后的薄层板在通风处晾置１２ｈ后，用溴
甲酚绿显色剂显色。

２　结果与分析

２．１　菌株Ｌ３产嗜铁素的能力研究
ＣＡＳ定性检测培养基呈天蓝色固态，由于嗜铁素是强铁

螯合剂，可竞争培养基中与乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）螯合的铁
离子，使培养基由蓝色变成黄色，因此菌落周围黄色晕圈的大

小可代表嗜铁素的产量［１２］。观察培养４８ｈ后的培养基，与
对照孔相比，注入 Ｌ３发酵液小孔周围的橘黄色晕圈现象明
显，见图１。因此可知菌株Ｌ３可以产生嗜铁素。

　　经测定，在波长６８０ｎｍ下，各处理的吸光度见表１。菌
株 Ｌ３Ｄ６８０ｎｍ均值为 ０．６０３，参比组均值为 ０．９８８，Ｄ６８０ｎｍ／
Ｄ６８０ｎｍ（ｒ）比值为０．６０３／０．９８８＝０．６１０。Ｄ６８０ｎｍ／Ｄ６８０ｎｍ（ｒ）比值作
为定量指标，比较各种微生物嗜铁素的产量，Ｄ６８０ｎｍ／Ｄ６８０ｎｍ（ｒ）
比值越小，反映嗜铁素的产量越大。

表１　菌株Ｌ３的吸光度

组别
Ｄ６８０ｎｍ

重复１ 重复２ 重复３
平均值

参比 ０．９８８ ０．９８８ ０．９８８ ０．９８８
菌株Ｌ３ ０．６０４ ０．６０５ ０．６０１ ０．６０３

　　在嗜铁素类型检测反应中，菌株Ｌ３的发酵液在儿茶酚型
嗜铁素检测和异羟肟酸型检测试验所规定的波长中均没有吸

收峰；而在羧酸型嗜铁素检测中，其发酵液上清与检测液反

应，在２４０～２８０ｎｍ范围内有明显的吸收峰（图２），表明菌株
Ｌ３产生的嗜铁素为羧酸型。
２．２　菌株Ｌ３产吲哚乙酸能力研究

溴甲酚绿的变色ｐＨ值范围为３．８～５．４，颜色变化为黄
色～蓝色；本研究的溴甲酚绿培养基为偏中性，呈蓝色，如菌
株发酵液中含有吲哚乙酸，则导致孔周围呈弱酸性，该范围培

养基中的溴甲酚绿变为黄绿色。图３所示为菌株培养４８ｈ
后发酵液所造成的颜色变化情况。由图３可见，与对照孔相
比，Ｌ３发酵液孔周围培养基趋近黄绿色，说明菌株Ｌ３可产生
一定量的吲哚乙酸。
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　　对该菌株发酵液用硅胶薄层色谱法进行进一步检测，根
据吲哚类物质遇对二甲氨基苯甲醛显示玫瑰红色的特性来定

性检测发酵液中的吲哚乙酸。４８ｈ后发酵液的薄层色谱结
果见图４，表明菌株Ｌ３发酵液含有吲哚乙酸。

　　通过紫外分光光度法测定不同浓度标准吲哚乙酸的吸光
度，得出吲哚乙酸的标准曲线为 ｙ＝０．０１９８ｘ＋０．０２６２，ｒ２＝
０．９９７６。经检测计算，不同发酵时间下菌株Ｌ３发酵液Ｄ２８０ｎｍ
及对应的吲哚乙酸含量见表２。

表２　不同发酵时间下菌株Ｌ３发酵液Ｄ２８０ｎｍ
及对应的吲哚乙酸含量

不同发酵

时间（ｈ）
菌株Ｌ３发酵液Ｄ２８０ｎｍ

重复１ 重复２ 重复３ 平均值
对应的吲哚乙酸

含量（ｍｇ／Ｌ）

２４ １．２１２ １．２１２ １．２１５ １．２１３ ５９．９
３６ １．５２３ １．５２４ １．５２２ １．５２３ ７５．６
４８ １．１３０ １．１３１ １．１３４ １．１３２ ５５．８

　　根据表２可知，培养３６ｈ的发酵液中吲哚乙酸含量最
高，而４８ｈ时含量有所下降，推测可能是菌株所分泌的吲哚
乙酸参与后期菌株代谢而被利用消耗了。

２．３　菌株Ｌ３产小分子有机酸能力研究
为明确发酵液中是否含有小分子有机酸及其类型，采用

硅胶薄层色谱法进行进一步的定性检测，用酸碱指示剂溴甲

酚绿为显色剂。经多次比较试验，考虑菌株在发酵过程中可

能产生的一种或几种小分子有机酸较微量，不便于分别检出，

故将各标准酸液混匀使用，并对发酵液进行充分浓缩，所得薄

层色谱结果见图５。如图５所示，小分子有机酸标准品混合
液在薄层板上形成绿色区域，菌株Ｌ３发酵液在相应水平面上
同样出现该变色区域，而对照组中只出现略微斑迹，可能是受

到展开剂影响。此结果虽未能确定所产有机酸的种类，但可

说明菌株Ｌ３发酵液中的确有小分子有机酸产生。

３　结论与讨论

已报道的菌株嗜铁素产量各不相同，较高的如韩松等筛

选的芽孢杆菌，样品 Ｄ６８０ｎｍ的 Ｄ／Ｄｒ值约为０．２
［２７］；梁建根等

筛选出的杭州地区黄瓜猝倒病菌产嗜铁素拮抗菌 ＨＺＸ－２５
与ＨＺＤ－８，其Ｄ／Ｄｒ值分别为０．６２、０．６１

［２８］；余贤美分离获

得的枯草芽孢杆菌ＣＡＳ１５，其 Ｄ５１０ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为０．１０～０３９。
本试验中枯草芽孢杆菌Ｌ３所产嗜铁素其Ｄ／Ｄｒ值为０．６１，产
量比较理想［１９］。

前人所获菌株的吲哚乙酸产量从０．１５２～１４８．８００ｍｇ／Ｌ
大小不等［２９－３１］。菌株 Ｌ３培养至３６ｈ时发酵液中吲哚乙酸
浓度可达７５．６ｍｇ／Ｌ。据报道，吲哚乙酸对植物正常生长的
作用通常是低浓度可促进生长，浓度稍高时即起抑制生长的

作用，更高浓度即对植物有伤害作用［３２］。不过不同作物对吲

哚乙酸浓度的敏感性不同［３３］。

有机酸不仅是植物碳代谢的中间体，而且在应对养分缺

乏、金属胁迫以及根－土界面植物 －微生物间交互作用方面
都发挥着关键作用［３４］。且低浓度有机酸对作物的生长有明

显的调节，可提高作物的抗逆性［３５］。新的活性有机酸和有机

酸盐的发现会成为调节植物生长过程的重要研究课题。在本

研究中，并没有确切检验出菌株 Ｌ３产生小分子有机酸的类
型，由于小分子有机酸在产生之后便迅速进入菌株的物质代

谢循环，被微生物再利用，故须要采用其他更灵敏准确的定性
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定量检测方法如高效液相色谱法、气相色谱法和离子交换色

谱法等。

本试验仅对菌株检测了少量促生物质，但具有促生长作

用的物质还有很多，如植物细胞分裂素（简称 ＣＴＫ）［３６］、氨基
环丙烷羧酸（简称 ＡＣＣ）脱氨酶［２９］、其他有机酸（包括腐殖

酸、低分子酸）［３７］和某些抗生素等。菌株Ｌ３也可能潜在地分
泌其他类型的促生物质，有待试验的进一步加强和验证。

试验最终探明菌株 Ｌ３可产生一定量的嗜铁素、吲哚乙
酸、小分子有机酸，基本明确了菌株Ｌ３的促生作用。菌株 Ｌ３
所产嗜铁素其Ｄ／Ｄｒ值为０．６１０，全部为羧酸型；３６ｈ时菌株
Ｌ３发酵液中吲哚乙酸的浓度为７５．６ｍｇ／Ｌ；经与文献数据比
对可知，菌株Ｌ３有较强的促生能力。

本试验证实菌株Ｌ３除可降解除草剂乙草胺外，兼有促进
植物生长能力，且Ｌ３属枯草芽孢杆菌，由于芽孢杆菌具有利
于实现工业化生产、仓储期长、活性不易衰退，且施用于土壤

中更易适应环境、生存定值与功能发挥等特点，使其具有更广

泛的应用前景和更大的应用价值。本研究为单一菌剂在受损

土壤的多方修复应用方面提供了理论指导。
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