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　　摘要：为了筛选出分别具有固氮、解有机磷、解有机氯功能的菌株，并利用它们其生产复合微生物肥料，从供试土
壤中分离出目的菌株，测定其代谢能力，对其进行生理生化和分子鉴定，并评价其对黄瓜幼苗的促生作用。结果表明，

分离得到代谢能力较强的固氮、解有机磷、解有机氯菌株ＧＮ６、ＪＰ２、ＪＣ１，经生理生化和分子鉴定确定ＧＮ６属于假单胞
菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ），ＪＰ２、ＪＣ１为芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ），３株菌可以同时拮抗２种病原菌，且相互之间不发生拮抗。
用ＧＮ６、ＪＰ２、ＪＣ１菌液分别接种处理黄瓜幼苗，其株高和地上部干质量与对照组相比有显著差异，３株菌株混合液处理
对黄瓜幼苗的促生长作用与对照组和单独处理组相比均有显著差异。筛选出的菌株可以作为复合微生物肥料的功能

菌株。
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　　近年来，全世界农药化肥使用量的不断增加，造成了土壤
板结、河流和地下水污染等一系列问题。我国作为农业大国，

对农药、化肥的依赖性较强，在使用农药防治病虫草害的同

时，常产生粮食、蔬菜等农产品中农药残留超标的问题，且多

数农药不易被生物降解，对人类及其他生物产生毒害。大量

研究表明，微生物肥料的开发与应用对创造良好的生态环境、

改善土壤结构、提高土壤肥力及减少农药污染等具有重要作

用，是农药和化肥的有效替代品［１］。

微生物肥料是指一种以活性微生物为主的特定菌剂，能

够通过微生物的生命活动，产生农作物所需的特定肥料，并促

进土壤中的物质转化，刺激和调控作物的生长，防治作物的病

虫害，降解农药，从而达到植物增产、减轻化学污染的目

的［２］。微生物肥料的核心是微生物，具有微生物的特性，其

降解农药的机制主要分为２种：一种是通过酶促反应直接降
解农药；另一种是通过改变化学和物理环境间接作用于农

药［３］。目前微生物肥料多采用多种菌株复合的方式充分发

挥各菌株的作用，从而提高微生物肥料的效力［４］。本研究从

农药污染的土壤中筛选出具有固氮、解有机磷农药、解有机氯

农药的菌株，经鉴定后进行黄瓜幼苗的促生长试验，为实际应

用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　培养基　ＬＢ培养基［５］：　蛋白胨１．００ｇ，酵母粉０．５０
ｇ，ＮａＣｌ１．００ｇ，Ｈ２Ｏ１００ｍＬ，（固体）琼脂１５ｇ／Ｌ。Ａｓｈｂｙ无氮

培养基［６］：ＫＨ２ＰＯ４ ０．０３ｇ，ＣａＣＯ３ ０．５０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．０３ｇ，甘露醇 １．００ｇ，ＮａＣｌ０．３０ｇ，（固体）琼脂 １．５０ｇ，
ＣａＳＯ４０．０１ｇ，去离子水１００ｍＬ。液体选择培养基：普通 ＬＢ
培养基灭菌后冷却至５０℃，加入１ｇ／Ｌ有机磷农药或１ｇ／Ｌ
有机氯农药。固体选择培养基：普通 ＬＢ固体培养基灭菌后
冷却至５０℃，加入１ｇ／Ｌ有机磷农药或１ｇ／Ｌ有机氯农药。
１．１．２　试剂　氧乐果、２，４－Ｄ，均购自江苏扬农化工集团有
限公司。

１．２　方法
１．２．１　样本采集　采样地点为江苏省苏北地区某农药生产
企业周边农田。采样方法：取地表及地表下５～１０ｃｍ处的土
样１ｋｇ左右，装于预先灭菌的袋子中，扎紧。
１．２．２　土壤悬液的制备　称取１０ｇ土壤样本溶于９０ｍＬ无
菌水中，充分振荡，将土壤悬液按１０倍梯度逐步稀释，制成
１０－１～１０－７土壤稀释液。
１．２．３　功能　菌株的初步分离与筛选取０．１ｍＬ１０－３～１０－７

土壤稀释液，依次均匀涂布到Ａｓｈｂｙ培养基、有机磷农药培养
基、有机氯农药培养基上，３０℃培养７ｄ，观察生长情况并选
取透明圈较大的单菌落，多次传代培养后取长势较好的菌株

保存。

１．２．４　功能菌株的复筛
１．２．４．１　固氮菌株的复筛　采用乙炔还原法［７］测定固氮菌

株的固氮酶活性，筛选出固氮能力较强的菌株。首先将初筛

获得的菌株分别接种于４．５ｍＬＡｓｈｂｙ无氮培养基中，２８℃培
养４８ｈ后，从试管中抽出 １．８ｍＬ气体，然后注入 １．６ｍＬ
Ｃ２Ｈ２（对照管除外），再于培养箱中培养４８ｈ后，从试管中抽
取０．５ｍＬ混合气体注入气相色谱仪中，测定 Ｃ２Ｈ２、Ｃ２Ｈ４的
生成情况。根据Ｃ２Ｈ４峰值判断Ｃ２Ｈ４的产生情况，以接种菌
株但未注入Ｃ２Ｈ２的试管作为对照组，重复５次。固氮酶活性
计算公式如下：
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Ｎ＝（ｈｘ×Ｃ×Ｖ）／（ｈｓ×常数×ｔ）。
式中：ｈｘ为样品峰值；ｈｓ为标准Ｃ２Ｈ４峰值；Ｃ为标准Ｃ２Ｈ４浓
度，ｎｍｏｌ／ｍＬ；Ｖ为试管体积，ｍＬ；常数为标准 Ｃ２Ｈ４测试时的
体积，ｍＬ；ｔ为样品培养时间，ｈ；Ｎ为产生的 Ｃ２Ｈ４浓度，即固
氮酶活性，ｎｍｏｌ／（ｈ·ｍＬ）。
１．２．４．２　有机磷农药降解菌的复筛　将初筛获得的菌株接
种至加入有机磷农药的液体选择培养基中，以不接种菌的空

液体选择培养基作为对照，重复５次，３７℃振荡培养７２ｈ后，
采用分光光度法［８］分别测定培养前后培养液中有机磷含量，

考察各菌株对有机磷农药的降解能力。有机磷农药降解率计

算公式如下：

降解率＝（Ｃ１－Ｃ２）／Ｃ１×１００％。
式中：Ｃ１为培养前有机磷浓度，ｎｍｏｌ／ｍＬ；Ｃ２为培养后有机磷
浓度，ｎｍｏｌ／ｍＬ。
１．２．４．３　有机氯农药降解菌的复筛　将初筛获得的菌株接
种至溴甲酚紫培养基中，以不接种菌株的培养液作为对照，重

复５次，３０℃振荡培养，当培养液由紫色变为黄色时，停止培
养［９］。将培养液于４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清，采用分
光光度法于２８３ｎｍ处测定吸光度，并计算有机氯农药的降解
率，通过比较筛选出降解力最强的菌株。有机氯农药降解率

计算公式如下：

降解率＝（Ｌ１－Ｌ２）／Ｌ１×１００％。
式中：Ｌ１为培养前有机氯浓度，ｎｍｏｌ／ｍＬ；Ｌ２为培养后有机氯
含量，ｎｍｏｌ／ｍＬ。
１．２．４．４　拮抗病原菌能力测定　采用平板对峙法［１０］测定菌

株与病原菌的拮抗作用。将菌株接种到 ＬＢ液体培养基中，
于１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４８ｈ。再将黄瓜枯萎病病菌、黄瓜褐斑
病病菌接种到ＰＤＡ平板中心（病原菌菌饼直径为５～６ｍｍ），
距中心约为３ｃｍ，滴加菌株悬液，２８℃培养３～５ｄ。记录病
原菌的菌落半径（Ｒ）、病原菌点样中心点到被复筛菌株抑制
边缘的半径（ｒ），按下式计算抑制率：

抑制率＝（Ｒ－ｒ）／Ｒ×１００％。
１．２．４．５　菌株拮抗性试验　对筛选出的菌株进行拮抗性试
验，将无拮抗反应的菌株进行组合，作为复合微生物肥料的功

能菌株。

１．２．５　菌种鉴定
１．２．５．１　菌株形态特征和生理生化特性　根据《常见细菌
系统鉴定手册》［１１］对筛选所得菌株的菌落特征、菌体形态进

行观察，对菌落的染色性及生理生化特性进行研究，获得鉴定

结果。

１．２．５．２　菌株的分子鉴定　用细菌基因组ＤＮＡ快速抽提试
剂盒提取出复筛菌株的基因组 ＤＮＡ，采用 ＰＣＲ扩增 １６Ｓ
ｒＤＮＡ的方法对复筛菌株进行分子鉴定。设计的上游引物序
列为５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，下游引物序列为
５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。反应体系：１０×Ｂｕｆｆｅｒ
５μＬ、ｄＮＴＰｍｉｘ４μＬ、Ｔａｑ酶０．３μＬ、ｃＤＮＡ２μＬ、引物１μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ３７μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性
３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。获得的产物采用ＰＣＲ产物纯化试剂盒进行纯化，纯
化后的产物用２％琼脂糖凝胶电泳进行验证，并送至生工生
物工程（上海）股份有限公司测序，将测序结果与序列库进行

比对并构建系统发育树。

１．２．６　盆栽试验　选取颗粒饱满均匀的黄瓜种子，用蒸馏水
洗净并浸泡一段时间后，用７５％乙醇浸泡１ｍｉｎ、５％次氯酸
钠浸泡３ｍｉｎ，每次浸泡后均用无菌水冲洗５～６次，进行种子
表面消毒。将消毒后的黄瓜种子置于培养皿中，于暗处催芽

２ｄ。催芽后播种于育苗盘，待幼苗长出２～３张真叶后，挑选
大小、长势一致的幼苗移入含有有机磷和有机氯农药的灭菌

栽培基质的塑料盆中。将供试菌株接种于 ＬＢ液体培养基
中，于２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养至对数期，将菌悬液用 ＰＢＳ
（磷酸缓冲盐溶液）洗涤 ２～３次后稀释至菌液浓度约为
１０８ＣＦＵ／ｇ。分别取稀释后的菌悬液５ｍＬ浇灌于幼苗根部，
每１０ｄ接种１次，以加入等量无菌水为对照，每组６次重复。
放置于温室中培养３０ｄ后，将作物整株从盆中取出，用清水
洗净，吸水纸吸干，测量各试验组和对照组的各种形态学

参数。

１．２．７　数据处理　各组所得计量数据采用均值 ±标准差的
方式表示，使用统计软件进行统计分析并作图，Ｐ＜０．０５表示
有显著差异，Ｐ＜０．０１表示有极显著差异。

２　结果与分析

２．１　功能菌株的初筛结果
在Ａｓｈｂｙ培养基、有机磷农药培养基、有机氯农药培养基

上均匀涂布土壤稀释液，于３０℃培养７ｄ后，根据其长势和
透明圈的大小分别挑选出固氮菌株８株（ＧＮ１～ＧＮ８）、有机
磷农药降解菌株８株（ＪＰ１～ＪＰ８）、有机氯农药降解菌株８株
（ＪＬ１－ＪＬ８）。
２．２　功能菌株的复筛结果
２．２．１　固氮菌株　复筛试验为筛选出固氮能力较强的菌株，
采用乙炔还原法测定初筛获得的菌株的固氮酶活性。图１表
明，８株 自 生 固 氮 菌 的 固 氮 酶 活 性 介 于 ５５．４１～
１２６．１７ｎｍｏｌ／（ｈ·ｍＬ），将固氮菌株按照固氮酶活性的高低
进行排序可得：ＧＮ４＞ＧＮ６＞ＧＮ７＞ＧＮ５＞ＧＮ３＞ＧＮ１＞ＧＮ２、
ＧＮ８，其 中 ＧＮ４、ＧＮ６、ＧＮ７ 的 固 氮 酶 活 性 均 高 于
１００ｎｍｏｌ／（ｈ·ｍＬ），因此选取ＧＮ４、ＧＮ６、ＧＮ７菌株与病原菌
进行拮抗性试验。

２．２．２　有机磷农药降解菌　复筛试验为获得有机磷农药降
解率较高的菌株，将初筛获得的菌株接种至加入有机磷农药

的液体选择培养基中进行培养，采用分光光度法分别测定培

养前后培养液中的有机磷含量，考察各菌株对有机磷农药的

降解能力。图 ２显示，８株菌株的有机磷农药降解率介于
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３４９３％～６６．１８％之间，且与对照组相比有极显著差异（Ｐ＜
０．０１），其中菌株ＪＰ３的有机磷农药降解率最高，为６６．１８％，
ＪＰ８、ＪＰ２的有机磷农药降解率次之，分别为 ６４．０３％、
５５．９４％，因此选取菌株 ＪＰ３、ＪＰ８、ＪＰ２与病原菌进行拮抗性
试验。

２．２．３　有机氯农药降解菌　复筛采用分光光度法对初筛的
有机氯农药降解菌株的降解率进行测定，结果（图３）表明，８
株菌株的有机氯农药降解率介于３８．４４％ ～７４．８６％之间，其
中降解率最高的是ＪＣ７菌株，为７４．８６％，其次是ＪＣ３、ＪＣ１，各
组与对照组相比均有极显著差异（Ｐ＜０．０１），因此筛选菌株
ＪＣ７、ＪＣ３和ＪＣ１进行病原菌拮抗性试验。

２．２．４　病原菌拮抗性测定结果　将筛选出的９株菌株分别
与黄瓜枯萎病病菌、黄瓜褐斑病病菌进行拮抗作用试验，由表

１可知，对 ２种病原菌均有抑制能力的菌株为 ＧＮ６、ＪＰ２、
ＪＣ７、ＪＣ１。

表１　各菌株对病原菌的拮抗率

菌株
拮抗率（％）

黄瓜枯萎病病菌 黄瓜褐斑病病菌

ＧＮ４ ４１．９４±０．２１ —

ＧＮ６ ５５．４４±０．３２ ３６．８３±０．４３
ＧＮ７ — —

ＪＰ３ — ５１．８７±０．５４
ＪＰ８ ３７．９４±０．３７ —

ＪＰ２ ６１．２１±０．１９ ４０．１１±０．２１
ＪＣ７ ３９．８４±０．３１ ２８．９７±０．４２
ＪＣ３ — ２１．３３±０．３６
ＪＣ１ ４１．８８±０．１９ １９．９４±０．２７

２．２．５　菌株拮抗性试验　对筛选出的 ＧＮ６、ＪＰ２、ＪＣ７、ＪＣ１进
行菌株间拮抗性试验，发现ＧＮ６、ＪＰ２、ＪＣ１之间无相互拮抗作

用，而 ＪＣ７和 ＧＮ６、ＪＰ２有拮抗现象，因此最终筛选出 ＧＮ６、
ＪＰ２、ＪＣ１作为复合微生物肥料的有效菌株。
２．３　菌种鉴定
２．３．１　菌株形态特征和生理生化特性测定　通过对３个菌
株的菌落形态特征观察发现，ＧＮ６、ＪＰ２、ＪＣ１菌落均为乳白色，
边缘不整齐（表２）。显微结构观察显示，３株菌株均为杆状，
ＧＮ６为革兰氏阴性菌，不产芽孢，ＪＰ２和 ＪＣ１为革兰氏阳性
菌，芽孢中生或次端生。生理生化试验结果显示，ＧＮ６能发
酵葡萄糖、液化明胶、利用甘露醇，吲哚、甲基红试验呈阴性，

不能利用柠檬酸，接触酶、氧化酶、过氧化氢酶试验均为阳性。

ＪＰ２和ＪＣ１能发酵葡萄糖、水解淀粉、液化明胶、利用甘露醇
和柠檬酸盐，吲哚试验、氧化酶试验为阴性，ＪＣ１的Ｖ－Ｐ试验
呈阴性，其他反应均为阳性。

表２　菌株菌落形态特征及部分生理生化特征

项目 ＧＮ６ ＪＰ２ ＪＣ１

菌落特征 乳白色，圆形

隆起，湿润光

滑，边 缘 有

缺刻

乳白色，不透

明，有脐状突

出，边缘不整

齐，有褶皱

乳 白 色，圆

形，表 面 粗

糙，边 缘 不

规则

形状 杆状 杆状 杆状

革兰氏染色 － ＋ ＋
芽孢 － ＋ ＋
运动性 ＋ ＋ ＋
葡萄糖 ＋ ＋ ＋
淀粉水解 － ＋ ＋
明胶水解 ＋ ＋ ＋
吲哚试验 － － －
Ｖ－Ｐ试验 ＋ ＋ －
甲基红 － ＋ ＋
硝酸盐还原 ＋ ＋ ＋
柠檬酸盐 － ＋ ＋
甘露醇 ＋ ＋ ＋
接触酶 ＋ ＋ ＋
氧化酶 ＋ － －
过氧化氢酶 ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”“－”分别表示相应反应呈阳性、阴性。

２．３．２　菌株的分子鉴定　将ＧＮ６、ＪＰ２、ＪＣ１菌株的１６ＳｒＤＮＡ
基因序列经 Ｂｌａｓｔ比对分析发现，ＧＮ６与假单胞菌 Ｋ３２
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）的同源性高达 １００％，ＪＰ２与芽孢杆菌
ＴＵ－１０（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）的同源性高达 ９８％，ＪＣ１与芽孢杆菌
ＢＳｎ５（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）的同源性高达９８％，根据序列比对结果构
建系统进化树（图４）。结合３株菌株的菌落形态、生理生化
特性初步确定，ＧＮ６属于假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．），ＪＰ２、
ＪＣ１属于芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）。
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２．４　盆栽试验结果
将菌株ＧＮ６、ＪＰ２、ＪＣ１及３株菌株的混合菌液稀释后接

种于黄瓜幼苗根部，培养３０ｄ后测量其株高和地上部干质
量。由表３可以看出，接种ＧＮ６、ＪＰ２、ＪＣ１及３株菌株混合液
后，黄瓜幼苗株高与对照组相比分别增加 ２１．２％、１１．４％、
１４．４％、３１．８％，地上部干质量与对照组相比分别增加
１６．３％、１５．１％、１７．９％、２５．３％，且３株菌株混合接种处理后
的株高和地上部干质量与单独接种处理相比均显著增高

（Ｐ＜０．０５）。该结果表明，菌株 ＧＮ６、ＪＰ２、ＪＣ１对于黄瓜幼苗
的生长具有促进作用，且３株菌株混合后对于黄瓜幼苗的促
生长作用更为明显。

表３　各菌株对黄瓜幼苗的促生作用

菌株
菌株株高

（ｃｍ）
地上部干质量

（ｇ）

ＣＫ １１１．７４±１．２４ ３．１２±０．２３
ＧＮ６ １３５．４４±２．３２ａ ３．６３±０．４３ａ
ＪＰ２ １２４．５２±３．０１ａ ３．５９±１．２１ａ
ＪＣ１ １２７．８８±２．１９ａ ３．６８±０．８７ａ
混合 １４７．３２±３．１４ａｂ ３．９１±１．３２ａｂ

　　注：ａ表示与对照组相比有显著差异（Ｐ＜０．０５）；ｂ表示混合菌
液处理与单独菌株处理相比有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

３　结论与讨论

目前，微生物肥料已经成为农业科学的研究热点之

一［１２－１３］，而不同功能的多菌株组合是主要的研究方向和重

点。根据不同微生物所具有的生化和功能特性，采用新的技

术手段，将多种菌株进行科学合理的组合，排除菌株间的相互

拮抗，发挥联合菌株的共生协同作用，从而提高微生物肥料的

功效，实现农作物的增产［１４］。

本研究通过观察菌株的透明圈大小初筛出固氮菌株、有

机磷农药降解菌株、有机氯农药降解菌株各８株。根据其固
氮能力、有机磷农药降解能力和有机氯农药降解能力复筛出

９株菌株分别与黄瓜枯萎病病菌、黄瓜褐斑病病菌进行拮抗
性试验，筛选出 ＧＮ６、ＪＰ２、ＪＣ７、ＪＣ１共４株菌株，最终通过菌
株间的拮抗性试验筛选出 ＧＮ６、ＪＰ２、ＪＣ１作为复合微生物肥
料的菌株。将３株菌株分别接种至黄瓜幼苗根部，３０ｄ后黄
瓜幼苗株高和地上部干质量均显著高于对照组，而３株菌株
混合液接种处理后的黄瓜幼苗株高和地上部干质量显著高于

单菌株处理组。

综上所述，本研究筛选出的３株菌株对黄瓜幼苗的生长

具有促生作用，可以作为复合微生物肥料的菌株，具有较大的

应用潜力，对于黄瓜的大规模种植有一定的积极作用，同时可

以修复被污染的土壤、改善土壤结构［１５］。但是仍需要通过大

田试验作进一步的研究，其作用机制还需要进一步的探讨。
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