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　　摘要：为了筛选潜在促生菌株并研究该菌株在小麦上的应用效果，采用土壤平板稀释法，从玉米植株的根围土壤
中筛选出１株解磷作用较强的芽孢杆菌ＣＹ１８，并成功扩增出植酸酶基因的部分编码区。通过革兰氏染色、芽孢染色
初步鉴定该菌株为芽孢杆菌，并将其应用于促进小麦生长的研究。结果表明：ＣＹ１８在温室和田间试验中均能促进小
麦生长；在室内试验中，ＣＹ１８菌剂促生效果最好的Ｂ５００处理（１．０×１０

８ＣＦＵ／ｍＬ）与对照相比，分别可使小麦鲜质量、株

高、根长增长６．９４％、２２．８７％、５２．２５％，除鲜质量外差异达到极显著水平。
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　　植物根际促生菌（ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈ－ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，
简称ＰＧＰＲ）的研究和应用已成为当前微生物研究的新热点
之一。目前，一般将微生物肥料分为两大类，即狭义的（根瘤

菌肥）和广义的（通过产生植物激素、抗生素等促进植物营养

吸收的肥料）。内生细菌是指能够定殖在植物细胞间隙或细

胞内，并与寄主植物建立和谐联合关系的一类微生物［１］，目

前已在大量的非豆科农作物根际发现固氮菌，如丁延芹等从

小麦、玉米和黑麦草的根际土壤中分离出固氮芽孢杆菌［２］。

因此，农民们更愿意花更低廉的价格去购买那些对人类健康

和环境有益的新型微生物肥料［３］。现在有些人倾向于育种

工作，如经过遗传工程改造，将来会提高种子的抗病性，但即

使是应用遗传工程改造得到了优良的品种，所需的时间却是

相当长的，而且所耗费的人力、物力、财力是相当大的，此外育

出的新品种向市场推广还需要一定的时间［４］。而ＰＧＰＲ肥料
的使用既对环境无污染，又对人的身体无害，同时价格低廉，

很快适应了当代消费者的需求。在可持续的、生态的农业系

统中，有机农业是避免或拒绝大量合成的化学肥料、杀虫剂、

生长调节剂、动物饲料添加剂的一类产业化系统［５］。为了推

动有机农业系统的可行性实施，我们主要依靠生物肥料、作物

轮作、秸秆还田、厩肥、绿肥，以及远离农场的有机废气物、机

械化耕作、生物病虫害防治等确保土壤生产力，特别是适量的

微生物肥料与常规化肥混合使用不仅表现为增产，还可养地。

ＰＧＰＲ不仅通过供给植物营养来促进植物生长，也可以帮助
保护清洁的环境和土壤生产力，是化学合成肥料很好的替代

品。生物肥料通过共生或非共生固氮作用增加土壤中的氮元

素含量。据统计，全球约有１７５０万ｔ氮元素是通过生物固氮
来增加土壤中的氮元素含量的。高档磷肥昂贵而且紧缺，但

是生物肥料能够弥补这个缺口，有多种微生物能够溶解来源

比较廉价的磷元素，如磷酸盐。还有某些 ＰＧＰＲ能促进植物
与有益根际真菌之间的共生［６－８］，这正是当前农资市场上所

必需的肥料，并且从经济、环境效益来看也符合农民的要求，

比如增加农民收入、减少肥料的费用、减少温室气体的排放和

减少硝态氮向地下水的排放［９］，这正是ＰＧＰＲ所具有的特点。
微生物肥料正成为新兴“绿色产业”，在农业生产中发挥其应

有的经济价值、社会价值和生态价值。例如，对玉米施用“肥

力高”复合菌肥，可以使抽雄期、吐丝期、开花期和成熟期均

比对照提早２ｄ，且能促进玉米生长，改善穗粒结构，提早成
熟，提高产量，增加效益，同时对土壤也有一定的改良作

用［１０］。施用生物肥能增强玉米根系活力，提高叶片内的硝酸

还原酶活力及叶绿素的含量，促进玉米生长，提高其产量，使

其籽粒品质也得到改善［１１－１３］。同时，生物肥料还可以改善土

壤的理化性状，提高土壤肥力。目前，全世界的农药和化学肥

料使用量在增长，造成了有机肥使用不足，土壤养分比例失

调，土地板结，土壤质量下降，河流、地下水污染等一系列问

题［１４］。适当降低化肥用量并配合施用生物肥料（拌种或追

施），可以在不增加（甚至减少）肥料投入的情况下提高小麦、

玉米等粮食作物的产量，从而提高经济效益［１５］。因此，从植

物根际筛选这类内生细菌意义重大，将筛选出的菌株初步应

用在小麦试验上，可为将来开发这种微生物肥料提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验所用小麦材料为川麦１０７，种子购自当地市场；大肠

杆菌ＤＨ５α，笔者所在实验室保存；主要试剂有胰蛋白胨、蛋
白胨、氯化钠、琼脂、葡萄糖、氯化钙、硝酸铵、氯化钾、硫酸镁、

硫酸亚铁、硫酸锰、植酸钙、十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）、
十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、三氯乙酸（ＴＣＡ）、氨苄青霉素（Ａｍｐ）
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等，均为分析纯，购自永华化学科技（江苏）有限公司。

１．２　潜在促生菌株的筛选
采用土壤平板稀释法，从不同植物根际土壤中筛选具有

植酸酶活性的生防菌株，将稀释后的细菌菌液涂布于 ＬＢ平
板上（含１０ｇ胰蛋白胨、５ｇ蛋白胨、１０ｇ氯化钠、１２ｇ琼脂、
１Ｌ蒸馏水，ｐＨ值＝７），２８℃培养２～３ｄ，挑取单菌落转接到
含有植酸钙的筛选平板上（含 ２％葡萄糖、０．２％氯化钙、
０．５％ 硝酸铵、０．０５％氯化钾、０．０５％硫酸镁、０．００１％硫酸亚
铁、０．００１％硫酸锰、０．１％植酸钙、１．５％琼脂，ｐＨ值 ＝７），于
３０℃培养３ｄ，挑选产生透明消解圈的菌株，从中挑选出透明
消解圈最大的菌株对指示植物进行促生长效果研究。

１．３　促生菌植酸酶基因的克隆
１．３．１　潜在促生菌株总ＤＮＡ的提取　采用ＣＴＡＢ法提取微
量基因组ＤＮＡ，具体步骤如下：（１）活化保存的菌种，挑取单
菌落至含 ＬＢ液体培养基的２０ｍＬ小管中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ
振荡培养１２～１６ｈ。（２）取１．５ｍＬ培养液，１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心２ｍｉｎ，收集菌体，用蒸馏水洗涤１～２次。（３）在沉淀物管
中加入５６５μＬＴＥ缓冲液，用移液枪反复吹打使之悬浮。加
入２μＬ５０ｍｇ／ｍＬ溶菌酶溶液（终浓度１００μｇ／ｍＬ），３７℃保
温２０ｍｉｎ。（４）加入１０μＬＲＮａｓｅ（１０ｍｇ／ｍＬ），至终浓度为
２５μｇ／ｍＬ，然后加入３０μＬ１０％ ＳＤＳ溶液，３７℃保温３０ｍｉｎ。
（５）加入２．５μＬ２０ｍｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ，至终浓度为５０μｇ／ｍＬ，
３７℃保温６０～９０ｍｉｎ。（６）加入１００μＬ５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，充分混
匀，再加入 ８０μＬＣＴＡＢ－ＮａＣｌ溶液（含 ５０ｇ／ＬＣＴＡＢ、
０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ），混匀，于６５℃保温 １０ｍｉｎ。（７）加入等体
积２４∶１的三氯甲烷、异戊醇，混匀，离心５ｍｉｎ，将上清液转
入１支新的离心管中，如果难以移出上清液，先用牙签除去界
面物质。（８）加入０．６倍体积的异丙醇，轻轻混匀直至 ＤＮＡ
沉淀下来，再分别用７０％、９５％的乙醇洗涤１次。（９）１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液，在超净工作台上风干，重溶于
１００μＬＴＥ溶液中，４℃保存。
１．３．２　植酸酶基因部分片段的克隆
１．３．２．１　植酸酶基因引物的设计及反应体系　利用已合成
的植酸酶引物，以从不同农作物根系周围分离到的 ＣＹ１２、
ＣＹ１８、ＣＹ２０、ＣＹ４８菌株基因组 ＤＮＡ为模板进行扩增。ＰＣＲ
反应体系如表１所示，反应程序：９４℃３ｍｉｎ；９４℃５０ｓ，５７℃
１ｍｉｎ，７２℃３ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。扩
增反应在ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒＧｒａｄｉｅｎｔ型ＰＣＲ仪上进行。

表１　ＰＣＲ反应体系

反应成分 初始浓度 所需体积（μＬ）
ｄｄＨ２Ｏ １６．７
１０×ｂｕｆｆｅｒ １０× ２．５
ＭｇＣｌ２ ２５ｍｍｏｌ／Ｌ １．５
ｄＮＴＰｓ ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ １．０
ＰｈｙＦ １０μｍｏｌ／Ｌ １．０
ＰｈｙＲ １０μｍｏｌ／Ｌ １．０
ＤＮＡ ２０ｎｇ／μＬ １．０
ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ５Ｕ／μＬ ０．３
总和 ２５．０

１．３．２．２　感受态细胞的制备、连接及转化　将笔者所在实验
室保存的大肠杆菌 ＤＨ５α活化后，挑取单菌落于 ＬＢ液体培

养基中，于 ３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ反应 １０～１２ｈ，再从此瓶中取
１ｍＬ培养液，接种于另一个装有 ９ｍＬＬＢ液体培养基的
２５ｍＬ细胞培养瓶中，继续培养约２ｈ后，进行感受态细胞制
作。具体步骤如下：（１）取上述培养好的 ＤＨ５α于５０ｍＬＬＢ
液体培养基中，冰浴 ３０ｍｉｎ。（２）将（１）中的培养物于
６０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，沉淀用１ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ的ＣａＣｌ２洗涤
２次。（３）６０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，将沉淀再用适量０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＣａＣｌ２悬浮，４℃放置，待用。制备好感受态细胞后，紧接着进
行连接、转化，步骤如下：（１）连接。将 ＰＣＲ产物再经过胶回
收植酸酶基因片断，根据以下体系进行连接：３μＬ纯化后的
ＰＣＲ产物，０．５μＬｐＵＣｍ－Ｔ［含有氨苄抗性（Ａｍｐｒ）］，１μＬ
１０×ＬｉｇａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，１μＬＰＥＧ４０００，４μＬ灭菌ｄｄＨ２Ｏ，０．５μＬ
Ｔ４ＤＮＡ连接酶，混匀后于２２℃连接过夜。（２）转化。①取
１００μＬ已制备好的感受态细胞置于冰上，待完全溶解后，轻
轻混匀。②将已扩增出的目标片段与载体连接过夜。③加入
５μＬ连接液，轻轻混匀，冰上放置３０ｍｉｎ。④４２℃水浴热激
约９０ｓ，冰上放置 ２ｍｉｎ。⑤加入 ５００μＬＬＢ液体培养基，
３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１～２ｈ后，用麦康凯琼脂培养基
（含１００ｍｇ／ＬＡｍｐ）进行红白反应斑反应筛选转化子。麦康
凯培养基配方：取 １０ｇ麦康凯琼脂，加入 ２００ｍＬ蒸馏水，
１０１℃ 灭菌３０ｍｉｎ。⑥选取白斑，接种于５００μＬＬＢ液体培
养基（含１００ｍｇ／ＬＡｍｐ）。
１．３．２．３　植酸酶基因测序　将扩增出的９６３ｂｐ特异性片段
用１．５％琼脂糖凝胶电泳分离并回收，回收过程按照生工生
物工程（上海）股份有限公司的 ＵＮＩＱ－１０柱式 ＤＮＡ胶回收
试剂盒的步骤进行，并克隆至载体 ｐＵＣｍ－Ｔ上，由生工生物
工程（上海）股份有限公司进行测序验证。

１．４　植酸酶基因的序列分析
将得到的序列通过美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）

网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）上的 ＢＬＡＳＴ比对找出
与已公布的植酸酶基因序列同源性较高的一系列序列，通过

生物学软件ＤＮＡＭＡＮ５．２．１０．１、ＴｒｅｅＶｉｅｗＸ０．５．０进行核酸
序列分析。

１．５　植酸酶活性测定步骤
１．５．１　磷标准曲线的绘制　将４．０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾标准
溶液用Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ＝７）分别稀释成 ０．０、
０．８、１．６、２．４、３．２、４．０ｍｍｏｌ／Ｌ的溶液，按照植酸酶活性测定
步骤同时反应。以无机磷含量为纵坐标（取０．２ｍＬ以上稀
释液，无机磷含量分别为 ０．００、０．１６、０．３２、０．４８、０．６４、
０．８０μｍｏｌ），以Ｄ６００ｎｍ为横坐标，绘制标准曲线，列出直线回
归方程（ｙ＝ｋｘ＋ｂ）。

植酸酶活性定义：样品在植酸钠浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ、温度
为３７℃、ｐＨ值 ＝７的条件下，１ｍｉｎ内从植酸钠（Ｓｉｇｍａ，Ｐ－
８８１０）中释放１μｍｏｌ无机磷，即为１个植酸酶活性单位，以Ａ
表示。植酸酶活性Ａ计算公式如下：

Ａ＝Ｋ［Ｄ６００ｎｍ（样品）－Ｄ６００ｎｍ（空白）］／３０。
式中：Ａ为样品植酸酶活性；Ｋ为标准曲线斜率；３０为反应时
间（ｍｉｎ）。
１．５．２　植酸酶活性测定　挑取单菌落于装有５０ｍＬＬＢ液体
培养基的１００ｍＬ三角瓶中，培养过夜，按接种量１０％接种于
装有２００ｍＬＡＳＷ（含５ｇＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ、５ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、
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５００ｍｇＫＣｌ、５００ｍｇＣａＣｌ２、２０ｇＮａＣｌ、３ｇ胰蛋白胨、１．５ｇ大
豆蛋白胨、５ｇ葡萄糖）液体培养基的 ５００ｍＬ三角瓶中，
３７℃、１７０ｒ／ｍｉｎ，连续５ｄ，每隔１２ｈ取样１次。

该产酶培养基参照 ｌｄｒｉｓｓ等的方法［１６］并稍作修改，植酸

酶活性测定参照 Ｃｈｏｉ等方法［１７］并稍作修改，具体步骤见

表２。

表２　植酸酶活性测定步骤

反应步骤 样品 标准 样品空白 标准空白

１ ０．８ｍＬ底物（植酸钠溶液） ０．８ｍＬ底物（植酸钠溶液） １．０ｍＬＴＣＡ（终止液） １．０ｍＬＴＣＡ（终止液）
２ ３７℃预热５ｍｉｎ ３７℃预热５ｍｉｎ ０．８ｍＬ底物（植酸钠溶液） ０．８ｍＬ底物（植酸钠溶液）
３ ０．２ｍＬ样品稀释液（混合） ０．２ｍＬ磷酸二氢钾标准溶液（混合） ３７℃预热５ｍｉｎ ３７℃预热５ｍｉｎ
４ ３７℃保温３０ｍｉｎ ３７℃保温３０ｍｉｎ ０．２ｍＬ样品稀释液（混合） ０．２ｍＬ缓冲液（混合）
５ １．０ｍＬＴＣＡ １．０ｍＬＴＣＡ
６ １．０ｍＬ显色剂 １．０ｍＬ显色剂 １．０ｍＬ显色剂 １．０ｍＬ显色剂
７ 混合 混合 混合 混合

　　注：表中各个处理的总体积均为３．０ｍＬ。

１．６　小麦促生长试验
１．６．１　室内拌种促生长试验　用灭菌水将 ＣＹ１８分别稀释
为 Ｂ２００、Ｂ５００、Ｂ１０００处理，浓度分别为 ２．５×１０

８、１．０×１０８、
５．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，另设清水对照（ＣＫ），取上述不同浓度菌
液各１０ｍＬ，分别放入已标记好的培养皿中，再将表面消过毒
的小麦品种川麦１０７分别放入培养皿中拌种１０ｍｉｎ，晾干后，
将种子放入装有土的培养皿中，每个培养皿２０粒种子，各个
处理３次重复，共８个处理。以后根据土壤干湿状况浇清水，
以保持土壤湿润，室内培养。５ｄ后调查小麦植株生长状况，
分别测定其鲜质量、株高、根长，记录试验结果。

１．６．２　小区浸种促生长试验　参照“１．６．１”节，用灭菌水将
ＣＹ１８分别稀释为 Ｂ２００、Ｂ５００、Ｂ１０００处理，另设清水对照（ＣＫ），
将已消毒的小麦品种川麦１０７种子于上述不同浓度菌液中浸
种１ｈ后晾干，立即播种于事先划分好的田间小区内。每个
重复播５０粒种子。各个处理３次重复，共８个处理。１８ｄ后
调查小麦植株生长状况，分别测定其鲜质量、株高、根长。

２　结果与分析

２．１　潜在促生菌株的筛选及植酸酶基因编码区的扩增
经过解磷菌筛选培养基筛选，从晋宁、屏边、玉溪、元江等

地的作物根围共筛选出４株具有解磷作用的菌株，即 ＣＹ１２、
ＣＹ１８、ＣＹ２０、ＣＹ４８。通过设计特异引物，对其进行特异性
ＰＣＲ电泳检测结果表明，这４个菌株均扩增出１个９６３ｂｐ的
特异性条带（图１），与预期条带大小一致。然后选出解磷效
果最好的（即透明消解圈最大的）菌株 ＣＹ１８（图２），经革兰
氏染色、芽孢染色，初步确定该菌株为芽孢杆菌，并对其进行

促生长试验。

２．２　ＣＹ１８菌株植酸酶基因序列分析
将得到的序列通过 ＮＣＢＩ网站中的 ＢＬＡＳＴ比对，找出与

已公布的植酸酶基因序列同源性较高的一系列序列，通过生

物学软件ＤＮＡＭＡＮ５．２．１０．１、ＴｒｅｅＶｉｅｗＸ０．５．０进行核酸序
列分析。通过 ＢＬＡＳＴ比对，ＣＹ１８菌株与已经在 ＧｅｎＢａｎｋ中
登录的 １３条植酸酶基因核苷酸序列的平均同源性高达
９７％，同源性范围为９１．５％～９９．７％（表３）。遗传距离范围
为０．００３～０．０８５（表４），遗传距离最近的为ＥＵ６２４１１８。从系
统进化树和同源树来看，按进化中亲缘关系的远近明显分为

两大 进 化 源，其 中 ＡＦ４５３２５５与 ＡＹ８３６７７３、ＡＦ０２９０５３、
ＡＪ２７７８９０为第一大进化源，其余的为第二大进化源，ＣＹ１８属

于第２大进化源（图３、图４）。
２．３　不同培养时间植酸酶活性的变化
２．３．１　磷标准曲线的制作　根据“１．５．１”节的步骤，对６个
梯度的磷酸二氢钾标准溶液，按植酸酶活性测定步骤，以无机

磷含量为纵坐标（０．２ｍＬ稀释液中的无机磷含量分别为
０００、０．１６、０．３２、０．４８、０．６４、０．８０μｍｏｌ）、以 Ｄ６００ｎｍ为横坐标
绘制标准曲线（图５）。
２．３．２　ＣＹ１８菌株不同时间植酸酶活性变化　由图６可知，
ＣＹ１８菌株植酸酶活性在前３６ｈ变化缓慢，后来较快上升，
７２ｈ时的酶活性为０．０１２５Ｕ，再以后缓慢上升直到１０８ｈ时
活性达到最高值，为０．０１３６Ｕ，此后活性又极速下降。
２．４　拌种、浸种处理对小麦促生长效果

就拌种而言，不同处理对小麦发育前期各生物学指标有

不同程度的影响（表５）。Ｂ２００、Ｂ５００、Ｂ１０００处理与对照相比在鲜
质量、株高、根长上作用效果整体趋势一致，都表现出高浓度
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表３　１４条芽孢杆菌植酸酶基因核苷酸序列同源性比较结果 ％　

核苷酸序列 ＣＹ１８ ＡＹ２２０
０７５

ＡＹ５１８
２０８

ＡＹ０５５
２２０ Ｕ８５９６８ ＡＪ５８４

６６４
ＡＦ２９８
１７９

ＡＦ２９２
１０３

ＥＦ０９２
８３５

ＡＹ８３６
７７３

ＡＦ０２９
０５３

ＡＪ２７７
８９０

ＡＦ４５３
２５５

ＥＵ６２４
１１８

ＣＹ１８ １００．００
ＡＹ２２００７５ ９９．６０ １００．００
ＡＹ５１８２０８ ９９．５０ ９９．９０ １００．００
ＡＹ０５５２２０ ９９．１０ ９９．５０ ９９．４０ １００．００
Ｕ８５９６８ ９８．３０ ９８．３０ ９８．２０ ９７．８０ １００．００
ＡＪ５８４６６４ ９８．３０ ９８．３０ ９８．２０ ９７．８０ ９８．９０ １００．００
ＡＦ２９８１７９ ９８．９０ ９９．４０ ９９．２０ ９８．９０ ９８．５０ ９８．２０ １００．００
ＡＦ２９２１０３ ９７．８０ ９８．００ ９７．９０ ９７．７０ ９７．２０ ９７．２０ ９７．５０ １００．００
ＥＦ０９２８３５ ９７．８０ ９８．００ ９７．９０ ９７．７０ ９７．２０ ９７．２０ ９７．５０ １００．００ １００．００
ＡＹ８３６７７３ ９２．５０ ９２．７０ ９２．６０ ９２．２０ ９２．４０ ９１．９０ ９２．５０ ９１．９０ ９１．９０ １００．００
ＡＦ０２９０５３ ９２．５０ ９２．７０ ９２．６０ ９２．２０ ９２．４０ ９１．９０ ９２．５０ ９１．９０ ９１．９０ １００．００ １００．００
ＡＪ２７７８９０ ９２．５０ ９２．７０ ９２．６０ ９２．２０ ９２．４０ ９１．９０ ９２．５０ ９１．９０ ９１．９０ １００．００ １００．００ １００．００
ＡＦ４５３２５５ ９１．５０ ９１．７０ ９１．６０ ９１．２０ ９１．８０ ９１．３０ ９１．６０ ９０．７０ ９０．７０ ９６．６０ ９６．６０ ９６．６０ １００．００
ＥＵ６２４１１８ ９９．７０ ９９．７０ ９９．６０ ９９．２０ ９８．４０ ９８．４０ ９９．００ ９７．９０ ９７．９０ ９２．６０ ９２．６０ ９２．６０ ９１．６０１００．００

表４　１４条芽孢杆菌植酸酶基因核苷酸序列距离

核苷酸序列 ＣＹ１８ ＡＹ２２０
０７５

ＡＹ５１８
２０８

ＡＹ０５５
２２０ Ｕ８５９６８ ＡＪ５８４

６６４
ＡＦ２９８
１７９

ＡＦ２９２
１０３

ＥＦ０９２
８３５

ＡＹ８３６
７７３

ＡＦ０２９
０５３

ＡＪ２７７
８９０

ＡＦ４５３
２５５

ＥＵ６２４
１１８

ＣＹ１８ ０
ＡＹ２２００７５ ０．００４ ０
ＡＹ５１８２０８ ０．００５ ０．００１ ０
ＡＹ０５５２２０ ０．００９ ０．００５ ０．００６ ０
Ｕ８５９６８ ０．０１７ ０．０１７ ０．０１８ ０．０２２ ０
ＡＪ５８４６６４ ０．０１７ ０．０１７ ０．０１８ ０．０２２ ０．０１１ ０
ＡＦ２９８１７９ ０．０１１ ０．００６ ０．００８ ０．０１１ ０．０１５ ０．０１８ ０
ＡＦ２９２１０３ ０．０２２ ０．０２０ ０．０２１ ０．０２３ ０．０２８ ０．０２８ ０．０２５ ０
ＥＦ０９２８３５ ０．０２２ ０．０２０ ０．０２１ ０．０２３ ０．０２８ ０．０２８ ０．０２５ ０ ０
ＡＹ８３６７７３ ０．０７５ ０．０７３ ０．０７４ ０．０７８ ０．０７６ ０．０８１ ０．０７５ ０．０８１ ０．０８１ ０
ＡＦ０２９０５３ ０．０７５ ０．０７３ ０．０７４ ０．０７８ ０．０７６ ０．０８１ ０．０７５ ０．０８１ ０．０８１ ０ ０
ＡＪ２７７８９０ ０．０７５ ０．０７３ ０．０７４ ０．０７８ ０．０７６ ０．０８１ ０．０７５ ０．０８１ ０．０８１ ０ ０ ０
ＡＦ４５３２５５ ０．０８５ ０．０８３ ０．０８４ ０．０８８ ０．０８２ ０．０８７ ０．０８４ ０．０９３ ０．０９３ ０．０３４ ０．０３４ ０．０３４ ０
ＥＵ６２４１１８ ０．００３ ０．００３ ０．００４ ０．００８ ０．０１６ ０．０１６ ０．０１０ ０．０２１ ０．０２１ ０．０７４ ０．０７４ ０．０７４ ０．０８４ ０

抑制、低浓度促生的效应，中浓度促生效果最好。Ｂ５００处理与
对照相比，鲜质量、株高、根长分别增加 ５．５６％、２２．８７％、
５２２５％，差异达到极显著水平（除鲜质量外）。
　　就浸种而言，不同浓度梯度浸种小麦对生育前期各个指
标影响各异，由图７可以看出，效果比较好的是Ｂ１０００处理，与
对照相比在株高、鲜质量上分别增加１６．４３％、３４．１８％，但以 上处理对根长均无明显影响。
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表５　ＣＹ１８菌液拌种在室内对小麦鲜质量、株高和根长的影响

处理
鲜质量

（ｇ）
株高

（ｃｍ）
根长

（ｃｍ）

ＣＫ ０．１８±０．００３ａＡ ６．２１±０．３３９ｂＢ ６．０１±０．２６２ｂｃＢ
Ｂ２００ ０．１７±０．００１ａＡ ６．２０±０．１９４ｂＢ ５．６８±０．７７２ｃＢ
Ｂ１０００ ０．１８±０．０１９ａＡ ６．８２±０．４０１ａｂＡＢ７．６０±０．７３４ａｂＡＢ
Ｂ５００ ０．１９±０．００５ａＡ ７．６３±０．１５１ａＡ ９．１５±０．３８３ａＡ

　　注：表中数据均为“均值 ±标准误”。同列数据后标有不同小
写、大写字母分别表示差异显著（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

３．１　ＰＧＰＲ对植物的促生效应
植物根围、根际细菌促进植物生长的重要性众所周

知［１８－１９］。ｄｅＦｒｅｉｔａｓ等报道，假单胞菌能够刺激小麦的生
长［２０］。当豌豆、大豆的种子用根围细菌浸泡后，其根茎的生

长和营养物质的吸收量都会增加［２１－２２］。Ｈｆｌｉｃｈ等报道，通
过根围密切相关的细菌促进植物生长的机制更可能是由于营

养物质的流动、植物激素的产生、对土传植物病原物的拮抗形

成的［１９，２３］。根围细菌栖居在有机质相对丰富的根表，并合成

植物生长素，可作为一种次生代谢产物促进植物的生长。植

物激素对植物的生长调节发挥着非常重要的作用，它们可以

促进种子萌发、根的延长、增加叶面积［２４］。Ｐａｔｔｅｎ等研究表
明，产植物激素是一个细菌促进植物生长的重要因素，它们在

低浓度下，通过改变生理学和形态学过程来调控植物生长。

前人已经在假单胞菌属中的多个种中发现它们可以合成

ＩＡＡ，从而影响根的生长［２５］。国内外利用微生物促进植物生

长成功的例子很多，但大多数集中于假单胞菌、芽孢杆菌属

中，微生物肥料虽然在近１０年逐步受到重视，但仍处于摸索
发展阶段，目前，增加农作物的产量主要依靠化学肥料，施用

化学肥料虽然见效快，但是由于长期大量施用同类化学肥料，

不仅对环境造成严重的污染，而且给人畜的健康也带来了威

胁，造成大量有毒的化学成分累积，如重金属中毒等。因此，

有必要大力提倡推广微生物的应用，筛选能有效促进植物生

长的生物资源。

本研究表明，从根围分离出来的细菌也能够显著促进小

麦的生长，应用于促生长的菌株 ＣＹ１８可能的促生机制是一
种激素，也表现出高浓度抑制，低浓度效果不明显，只有在适

合的浓度才能发挥更好的作用，另一个可能的机制就是菌株

产生植酸酶，能更有效地吸收中等肥力土壤中的磷元素，从而

促进植物的生长。据报道，土壤中仅有０．１％的总磷可被植
物利用［２６－２７］，大部分以植酸或植酸盐的形式贮存起来。在本

研究中，应用的菌株可以扩增出植酸酶基因的部分编码区，所

以猜测这也是促生长的一个机制，但是该菌株只表现出表观

的促生效应，没有对其主要病害进行调查。因此，对于病害的

发生与前期生物学指标的关系就不是很清楚，是否由于控制

了病害而间接地促进植物生长，还有待后人进一步研究。由

于时间有限，笔者只是对该菌株应用于低磷条件下对农作物

的促生效果进行初步研究，至于在什么样的磷肥水平下菌株

的解磷效果最好且促生效果最佳，还需后人进一步研究。

３．２　对菌株发酵条件的优化及对菌株进行遗传改良的必
要性

细菌的生长繁殖依赖于从周围环境中吸收营养物

质［２８－２９］。因此，培养基中各种营养成分的比例是否适合细菌

的生长，以及是否适合活性物质的产生，会在很大程度上影响

目标产物的产量［３０］。实践表明，培养基的配方不仅是决定活

性物质产量的关键因素，其营养成分的比例也决定活性物质

的种类，除培养基影响外，菌株的代谢活性与培养条件密切相

关，尤其受温度、接种量影响较大［３１］。因此，在确立促生作用

的主要机制后，必须针对目标方向摸索不同培养基、培养时

间、接种量、转速等影响因素的最优组合，力求使目标产物最

大化。此外，选择适当的发酵时间，使目标产物达到最高且稳

定，这样有利于分离、提纯活性物质。如果条件允许，针对具

体菌株的具体情况，探索不同培养基、培养时间、接种量、转速

等条件的最佳组合，将会大大提高目标活性物质的产量并降

低生产成本。除优化培养基条件、发酵条件外，利用物理或化

学方法对菌株进行诱变，或利用现代基因工程技术对菌株进

行遗传改良，均是提高目标活性物质产量的有效途径。关于

细菌菌株的诱变改良，前人已做过大量试验，并在不少菌株上

取得了成功，卢文轩等采用低能氮离子束注入技术成功对硅

酸盐细菌进行诱变，经过初筛、复筛选出解钾能力强的硅酸盐
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细菌Ｓ－０５，发酵液５０倍稀释处理组速效钾含量最高，分别
比原菌株处理组（ＣＫ１）、空白对照组（ＣＫ２）提高 ５５．７９％、
２６０．８４％［３２］。赵志浩等通过紫外线、硫酸二乙酯交替处理筛

选出１株产菌量和芽孢生成量较高的突变株 ＰＥ－Ｒ，其产量
约是原菌株的２倍［３３］。对荧光假单胞杆菌进行物理或化学

诱变改良或进行基因改造，以提高其抗病能力、增强适应性，

近些年来已有越来越多的研究报道。

４　结论

通过土壤平板稀释法，从玉米根围分离到１株解磷作用
较强的芽孢杆菌ＣＹ１８。ＣＹ１８浸种、拌种对小麦等有明显的
促生长效应，在浓度不同时，促生长效应明显不同：中浓度效

果最佳，低浓度和高浓度效果不太理想。

参考文献：

［１］杨海莲，孙晓璐，宋　未．植物内生细菌的研究［Ｊ］．微生物学通
报，１９９８，２５（４）：２２４－２２７．

［２］丁延芹，王建平，刘　元，等．几株固氮芽孢杆菌的分离与鉴定
［Ｊ］．农业生物技术学报，２００４，１２（６）：６９０－６９７．

［３］ＡｎｄｅｒｓｏｎＭ Ｄ，ＨｏｌｌｉｎｇｓｗｏｒｔｈＣＳ，ＶａｎｚｅｅＶ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｕｍｅｒ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｐｅｓｔｍａｎａｇｅｍｅｎｔａｎｄｃｅｒｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．
ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅＥｃｏｓｙｓｔｅｍｓ＆Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，１９９６，６０（２／３）：９７－１０６．

［４］ＴａｈｍａｔｓｉｄｏｕＶ，ＯＳｕｌｌｉｖａｎＪ，ＣａｓｓｅｌｌｓＡＣ，ｅｔａｌ．ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＡＭＦ
ａｎｄＰＧＰＲ ｉｎｏｃｕｌａｎｔｓｆｏｒｔｈｅｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｗｉｌｔｏｆ
ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ（Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａｃｖ．Ｓｅｌｖａ）［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＳｏｉｌ
Ｅｃｏｌｏｇｙ，２００６，３２（３）：３１６－３２４．

［５］ＯｒｈａｎＥ，ＥｓｉｔｋｅｎＡ，ＥｒｃｉｓｌｉＳ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ（ＰＧＰＲ）ｏｎｙｉｅｌｄ，ｇｒｏｗｔｈａｎｄｎｕｔｒｉｅｎｔｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎ
ｏｒｇａｎｉｃａｌｌｙｇｒｏｗｉｎｇｒａｓｐｂｅｒｒｙ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉａＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｅ，２００６，１１１
（１）：３８－４３．

［６］ＮｅｓｓＲＬＬ，ＶｌｅｋＰＬＧ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｃａｌｃｉｕｍａｎｄｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｒｅｌｅａｓｅｆｒｏｍ ｈｙｄｒｏｘｙ－ａｐａｔｉｔｅｂｙｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌｈｙｐｈａｅ［Ｊ］．Ｓｏｉｌ
ＳｃｉｅｎｃｅＳｏｃｉｅｔｙｏｆＡｍｅｒｉｃａＪｏｕｒｎａｌ，２０００，６４（３）：９４９－９５５．

［７］ＭａｒｓｃｈｅｎｅｒＨ．Ｒｏｌｅｏｆｒｏｏｔｇｒｏｗｔｈ，ａｒｂｕｓｃｕｌａｒｍｙｃｏｒｒｈｉｚａ，ａｎｄｒｏｏｔ
ｅｘｕｄａｔｅｓｆｏｒｔｈｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｉｎｎｕｔｒｉｅｎｔａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｉｅｌｄＣｒｏｐｓ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１９９８，５６（１／２）：２０３－２０７．

［８］ＢｅｔｈｌｅｎｆａｌｖａｙＧＪ．Ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｅｉｎｔｈｅａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌｐｌａｎｔ－ｓｏｉｌｓｙｓｔｅｍ
［Ｊ］．Ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ，１９９３，１４：４１３－４２５．

［９］ＡｓｌａｎｔａｓＲ，ＣａｋｍａｋｃｉＲ，ＳａｈｉｎＦ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａｏｎｙｏｕｎｇａｐｐｌｅｔｒｅｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｆｒｕｉｔｙｉｅｌｄｕｎｄｅｒｏｒｃｈａｒｄ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉａＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｅ，２００７，１１１（４）：３７１－３７７．

［１０］黄寿煦．生物肥料对玉米生长及产量影响［Ｊ］．上海农业科技，
２００４（５）：９２－９３．

［１１］裴润梅，梁　和，范稚莲，等．桂乐牌复合微生物肥料对甜玉米
产量品质及土壤特性的影响［Ｊ］．中国农学通报，２００３，１９（４）：
１３１－１３３．

［１２］孙国波．新型微生物肥料对玉米生长及产量的影响［Ｊ］．上海
农业科技，２００６（３）：１２９．

［１３］王彦才，李培富，康　义．玉米施用复合微生物肥料“农夫乐”的
效果［Ｊ］．宁夏农学院学报，２００１，２２（２）：１９－２１．

［１４］吴建峰，林先贵．我国微生物肥料研究现状及发展趋势［Ｊ］．土
壤，２００２，３４（２）：６８－７２．

［１５］王明友，李光忠，陈洪美．小麦、玉米施用微生物接种剂增产效

应初报［Ｊ］．土壤肥料，２００１（３）：４４－４７．
［１６］ＩｄｒｉｓｓＥＥ，ＭａｋａｒｅｗｉｃｚＯ，ＦａｒｏｕｋＡ，ｅｔａｌ．Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｈｙｔａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＦＺＢ４５ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｉｔｓｐｌａｎｔ－
ｇｒｏｗｔｈ－ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔ［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００２，１４８（７）：
２０９７－２１０９．　

［１７］ＣｈｏｉＹＭ，ＳｕｈＨ Ｊ，Ｋｉｍ ＪＭ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｈｙｔａｓｅｆｒｏｍＢａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＫＨＵ－１０．［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００１，２０（４）：２８７－２９２．

［１８］ＧｅｒｍｉｄａＪＪ，ＳｉｃｉｌｉａｎｏＳＤ，ｄｅＦｒｅｉｔａｓＪＲ．Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｒｏｏｔ－
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｆｉｅｌｄ－ｇｒｏｗｎｃａｎｏｌａ（Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｎａｐｕｓＬ．）ａｎｄｗｈｅａｔ（ＴｒｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍＬ．）［Ｊ］．ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌ
Ｅｃｏｌ，１９９８，２６（１）：４３－５０．

［１９］ＨｆｌｉｃｈＧ，ＷｉｅｈｅＷ，ＫüｈｎＧ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈ
ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｉｖｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．
Ｅｘｐｅｒｉｅｎｔｉａ，１９９４，５０（１０）：８９７－９０５．

［２０］ｄｅＦｒｅｉｔａｓＪＲ，ＧｅｒｍｉｄａＪＪ．Ｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｏｎｏｆｗｉｎｔｅｒｗｈｅａｔｂｙ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｕｎｄｅｒｆｉｅｌｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＳｏｉｌＢｉｏｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍ，１９９２，２４（１１）：１１３７－１１４６．

［２１］ＥｇａｍｂｅｒｄｉｙｅｖａＤ，ＨｆｌｉｃｈＧ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈ－ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄｎｕｔｒｉｅｎｔｕｐｔａｋｅｏｆｃｏｔｔｏｎａｎｄｐｅａｉｎａｓｅｍｉ－
ａｒｉｄｒｅｇｉｏｎｏｆＵｚｂｅｋｉｓｔａｎ［Ｊ］．ＪＡｒｉｄＥｎｖｉｒｏｎ，２００４，５６（２）：２９３－
３０１．　

［２２］ＧｒｏｐｐａＭＤ，ＺａｗｏｚｎｉｋＭＳ，ＴｏｍａｒｏＭＬ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏ－ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｊａｐａｎｉｃｕｍ ａｎｄ Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅｏｎ
ｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＥｕｒｏｐｅａｎＪＳｏｉｌＢｉｏｌ，１９９８，３４（２）：７５－８０．

［２３］ＬｉｆｓｈｉｔｚＲ，ＫｌｏｅｐｐｅｒＪＷ，ＫｏｚｌｏｗｓｋｉＭ，ｅｔａｌ．Ｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｏｎｏｆ
ｃａｎｏｌａ（ｒａｐｅｓｅｅｄ）ｓｅｅｄｌｉｎｇｓｂｙａｓｔｒａｉｎｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ
ｕｎｄｅｒｇｎｏｔｏｂｉｏｔｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＣａｎａｄｉａｎＪＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９８７，３３
（５）：３９０－３９５．

［２４］ＺｉｍｍｅｒＷ，ＫｌｏｏｓＫ，ＨｕｎｄｅｓｈａｇｅｎＢ，ｅｔａｌ．Ａｕｘｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄ
ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｏｎｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９５，３７：１２１－１２８．

［２５］ＰａｔｔｅｎＣＬ，ＧｌｉｃｋＢＲ．ＲｏｌｅｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａｉｎｄｏｌｅａｃｅｔｉｃ
ａｃｉｄｉｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｈｅｈｏｓｔｐｌａｎｔｒｏｏｔｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄａｎｄ
ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００２，６８（８）：３７９５－３８０１．

［２６］ＰｅｉｘＡ，Ｒｉｖａｓ－ＢｏｙｅｒｏＡＡ，ＭａｔｅｏｓＰＦ，ｅｔａｌ．Ｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｏｎｏｆ
ｃｈｉｃｋｐｅａａｎｄ ｂａｒｌｅｙ ｂｙ ａ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ
Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅｕｍｕｎｄｅｒｇｒｏｗｔｈｃｈａｍｂｅｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．
ＳｏｉｌＢｉｏｌｏｇｙ＆Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００１，３３（１）：１０３－１１０．

［２７］Ｔｉｌａｋ．ＫＶＢＲ，ＲａｎｇａｎａｙａｋｉＮ，ＰａｌＫＫ，ｅｔａｌ．Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｐｌａｎｔ
ｇｒｏｗｔｈａｎｄｓｏｉｌｈｅａｌｔｈｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，
２００５，８９（１）：１３６－１５０．

［２８］钟正丹，何义国，赵兴秀，等．白酒酒糟中抗氧化乳酸菌的筛选
及培养基优化［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（７）：５３３－５３６．

［２９］李文利，傅以钢，刘征宇，等．基于溶藻效果的溶藻细菌 Ａ２１培
养基成分优化［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（１２）：５１６－５２０．

［３０］吴磊明，余晓冬．影响抗生素效价的研究［Ｊ］．实用医学杂志，
１９９６，１２（７）：４８６－４８７．

［３１］罗　鹏，许煜泉，张　霞，等．荧光假单胞菌株Ｍ１８产ＰＣＡ发酵
条件研究［Ｊ］．上海农业学报，２００２，１８（２）：６６－７１．

［３２］卢文轩，蒋立科，罗　曼．离子束注入硅酸盐细菌诱变选育研究
［Ｊ］．华中农业大学学报，２００６，２５（６）：６３６－６３９．

［３３］赵志浩，徐银荣，徐银秀．钾细菌诱变选育和发酵的研究［Ｊ］．
生物技术，２００４，１４（６）：５０－５２．

—８４— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１期


