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　　摘要：采用Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ比色法测定了从阿须贝培养基中筛选的６４株番茄根际细菌的生长素分泌特性。结果表明，
６４株番茄根际细菌中有７株具有生长素分泌特性，占总数的１０．９４％。同时，研究了７株生长素产生菌对磷的溶解作
用，发现有５株具有溶解有机磷的特性，其中菌株 ＦＱＤ４７－２对有机磷的可溶性指数最高，为１．５３，其他菌株均小于
１５。采用根灌法研究了７株生长素产生菌对番茄和马铃薯幼苗的促生长作用。结果表明，菌株ＦＱＤ４７－２对番茄和
马铃薯幼苗具有明显的促生长作用。接种菌株ＦＱＤ４７－２的番茄幼苗株高、地上部分及地下部分鲜质量分别增加了
１６．８７％、６７．１４％和２９．５８％；马铃薯幼苗地上部分和地下部分的鲜质量分别增加了１７．６４％和１５．２６％，地上部分和
地下部分的干质量分别增加了１２．７１％和１５．００％。对优势菌株ＦＱＤ４７－２的蛋白酶产量进行了测定，结果表明，菌株
ＦＱＤ４７－２具有产蛋白酶特性。通过形态鉴定和生理生化鉴定并结合 １６ＳｒＤＮＡ分子生物学鉴定分析，证明菌株
ＦＱＤ４７－２为阿氏芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｒｙａｂｈａｔｔａｉ）。
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　　植物根际促生长细菌（ＰＧＰＲ）是存在于植物根
际并促进植物生长的细菌。生物菌肥能促进土壤

养分的释放，改善土壤结构，肥沃土壤，在植物根部

大量生长繁殖，成为优势菌，产生屏障效应，增强植

物的抗病性和抗逆性。同时，这些细菌的一些代谢

产物可以促进植物的生长发育。已有研究表明，一

些微生物能产生生长素（ＩＡＡ）和１－氨基环丙烷 －
１－羧酸（ＡＣＣ）脱氨酶，乙烯生物合成的前体是
ＡＣＣ，ＡＣＣ可被１－氨基环丙烷－１－羧酸脱氨酶降
解，从而减少乙烯合成，在提高植物对非生物胁迫

方面起到重要作用［１］。生长素调控着植物生长发育
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的各个方面，可以促进植物生长发育，调节光合作

用等［２］。还有一类微生物可以将土壤中的难溶性

磷分解，转化为植物可以吸收利用的可溶性磷［３］，

即解磷菌。

细菌产生长素功能于１９７９年首次被发现［４］，后

出现大量的关于生长素产生菌的报道，已有研究中

发现，有多个菌属具有产生长素的特性［５］。近年

来，为了提高作物产量和品质，生产者在生产过程

中大量使用化肥和农药，破坏土壤结构，降低土壤

肥力，破坏生态环境。生物菌肥越来越受到人们的

关注。植物根际促生菌对多种植物具有促生作

用［６－８］。刘涛等研究发现，从番茄组织及根际分离

的细菌能促进番茄植株的生长［９－１０］。

本研究用不同培养基从番茄根际土壤中分离

得到番茄优势细菌，从中筛选能高效分泌生长素、

具有解磷作用、对番茄和马铃薯具有促生作用的细

菌，以期为研制生物菌肥提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　土壤样品　土壤样品于２０２１年４月２１日采
自内蒙古自治区呼和浩特市贺新草莓园（４０．６６３１９９°
Ｎ，１１１．７７５２５７°Ｅ）的番茄大田。采用五点式取样
法，将番茄植株整株拔起，轻轻抖动根际土壤，并用

毛刷轻轻刷下根表土壤，装袋、标号，带回实验室进

行菌株分离。

１．１．２　培养基配制　ＬＢ培养基、阿须贝培养基、蒙
金娜无机磷培养基、有机磷卵磷脂培养基、Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ
显色液、产蛋白酶培养基等的配制详情可见参考文

献［１１－１３］。
１．２　试验方法
１．２．１　根际土壤细菌的分离　根际土壤细菌的分
离纯化［１４－１５］：称取５ｇ土样置于装有玻璃珠的三角
瓶中，加入４５ｍＬ水，在２８℃１６０ｒ／ｍｉｎ条件下摇动
３０ｍｉｎ，静置 １０ｍｉｎ，得土悬液母液，分别稀释成
１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７倍液，选择
１０－４、１０－５、１０－６、１０－７倍液，涂在ＬＢ培养基上，每盘
５０μＬ，每个梯度重复３次，根据外观、形态在２８℃
培养２～３ｄ后，挑出具有明显特征的菌落，纯化并
在ＬＢ培养基中培养，将分离得到的所有来自番茄
土壤中的细菌置于 ５０％甘油中，于 －８０℃储存
备用。

用无菌牙签挑取平板菌落在阿须贝无氮培养

基上划线培养，２８℃培养５ｄ观察有无菌落生长。
１．２．２　番茄根际土壤产生长素菌株的筛选　采用
Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ比色法［１６］，将纯化后的细菌接种于含有

Ｌ－色氨酸（１００ｍｇ／Ｌ）的ＬＢ液体培养基中，在摇床
上以２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ培养２ｄ，取５０μＬ菌液滴于
９６孔板上，并添加５０μＬＳａｌｋｏｗｓｋｉ比色液。同时加
入Ｌ－色氨酸培养基和无细菌比色液作为空白对
照，加入含生长素的蒸馏水作为阳性对照，在黑暗

中静置３０ｍｉｎ。变红的菌株是产生生长素的菌株。
对具有产生生长素功能的菌株进行定量测定。

３６ｈ后，通过分光光度法测定上清液在４５０ｎｍ处的
吸光度，并通过标准曲线确定上清液中生长素的含

量。采用分析纯的生长素绘制标准曲线。

１．２．３　番茄根际土壤细菌溶磷能力测定　分别在
无机磷和有机磷卵磷脂培养基中接种产生长素的

菌株。每株菌在２８℃培养５ｄ，观察菌株周围是否
有１个透明的圆圈，以判断其是否具有解磷的能力。
并测量透明环直径（Ｄ）和菌落的直径（ｄ），并计算
溶磷指数（Ｄ／ｄ）。
１．２．４　产生长素菌株对番茄和马铃薯幼苗的促生
作用　ＩＡＡ产生菌对番茄幼苗促生作用测定方法：
挑选饱满的种子浸种３０ｍｉｎ，将滤纸片浸湿，放入干
净的培养皿中，２８℃放置１～２ｄ，挑选出芽的种子
进行播种。播种后１周，挑选生长均匀的植株采用
灌根法［１７－１８］接种产生长素的 ７株菌（ＦＱＤ１３、
ＦＱＤ１６、ＦＱＤ３２、ＦＱＤ４２、ＦＱＤ４７－２、ＦＱＤ５８－１、
ＦＱＤ５９），每组处理６次重复，以清水处理为空白对
照，不产生长素的菌株 ４ＦＱＤ６＃为阴性对照。将菌
株接种于 ＬＢ培养基，２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养
２ｄ，进行灌根。每株番茄每１０ｄ灌菌液１０ｍＬ，共３
次。３０ｄ后观察番茄植株生长情况，分别测定其株
高、地上部分干质量以及鲜质量，分析不同产生长

素菌株对番茄生长的影响。

ＩＡＡ产生菌对马铃薯幼苗的促生作用测定方
法：以产生长素浓度高的菌株 ＦＱＤ４７－２及 ＦＱＤ１３
为供试菌株，研究其对马铃薯幼苗的促生作用。马

铃薯播种于基质土中，出苗后７ｄ，挑选长势均匀的
马铃薯采用灌根法接种菌液３００ｍＬ（菌液制备与番
茄促生研究方法一致），以清水处理为空白对照，ＬＢ
培养基处理为阴性对照，每个处理６次重复，２５ｄ后
测量不同处理组植株的各项指标。

１．２．５　菌株 ＦＱＤ４７－２产蛋白酶能力的测定　挑
取少许菌落接种于蛋白酶筛选培养基，２８℃培养
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１ｄ观察能否产生透明圈。
１．２．６　菌株 ＦＱＤ４７－２的形态观察及生理生化鉴
定　参照《常见细菌系统鉴定手册》［１９］及已鉴定完
成的菌株［２０－２１］，对菌株进行生理生化鉴定，包括革

兰氏染色、Ｖ—Ｐ试验、柠檬酸盐利用试验、丙酸盐利
用试验、Ｄ－木糖利用试验、Ｌ－阿拉伯糖利用试验、
Ｄ－甘露醇利用试验、明胶液化、硝酸盐还原、淀粉
水解等生理生化测定。

１．２．７　菌株ＦＱＤ４７－２的１６ＳｒＤＮＡ基因序列测定
及系统发育树构建　细菌全基因组序列提取试剂
盒提取细菌ＤＮＡ后，采用细菌通用引物７Ｆ－１５４０Ｒ
进行 ＰＣＲ扩增，反应体系（２５μＬ）为：ｒ－Ｔａｑ
０．１２５μＬ、ｄＮＴＰ２μＬ、１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ、引物各
１μＬ、ＤＮＡ模板１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ补足，反应程序：９８℃
３ｍｉｎ，９８℃１０ｓ、５２℃３０ｓ、７２℃１ｍｉｎ４０ｓ、３４个
循环，７２℃ １０ｍｉｎ。对ＰＣＲ产物进行电泳检测后，
送去北京六合华大基因科技有限公司测序后得到

拼接序列，通过与ＢＬＡＳＴ数据库中的所有序列进行
核苷酸同源性比较，用ＭＥＧＡ７．０构建系统发育树。

１．２．８　数据处理　采用 ＳＰＳＳ２０．０进行单因素方
差分析（α＝０．０５），ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８对数据进行分
析和作图。显著性差异采用不同字母表示。

２　结果与分析

２．１　番茄根际细菌的分离
采用间接分离法从番茄品种金妃根际土壤中

分离得到７９株细菌。在无氮培养基中划线培养，６４
株菌株能生长正常。

２．２　番茄根际细菌产生长素研究
采用Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ比色法测定６４株在阿须贝培养

基上能正常生长的细菌分泌的生长素含量。结果

表明，６４株细菌中有７株具有分泌生长素的能力，
占总数的１０．９％（图１）。由图２可知，不同菌株分
泌的生长素含量不同。供试菌株产生长素含量在

（２．５５±０．０８）～（１５．６４±０．１４）μｇ／ｍＬ之间。菌
株ＦＱＤ４７－２分泌生长素的能力最强，为（１５．６４±
０．１４）μｇ／ｍＬ；菌株 ＦＱＤ５８－１分泌生长素的能力
最弱，为（２．５５±０．０８）μｇ／ｍＬ。

２．３　番茄根际菌株溶磷能力研究
为进一步研究番茄根际菌株的溶磷能力，将７

株番茄根限细菌用牙签点接于有机磷及无机磷培

养基上，观察有无透明圈产生。结果表明，７株产生
长素菌株在无机磷培养基上均无透明圈产生，５株
菌株（ＦＱＤ４７－２、ＦＱＤ１３、ＦＱＤ４２、ＦＱＤ１６、ＦＱＤ５９）具
有解有机磷能力（图３和表１）。
２．４　番茄根际细菌对番茄及马铃薯幼苗的促生
作用

以分泌生长素的７株番茄根际细菌为供试菌
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表１　各菌株溶磷能力测定结果

菌株
溶磷圈直径

（ｃｍ）
菌落直径

（ｃｍ）
可溶性指数

（Ｄ／ｄ）

ＦＱＤ４７－２ ０．９６±０．０３ ０．６３±０．０３ １．５３±０．０７

ＦＱＤ１３ １．０６±０．０３ ０．８６±０．０３ １．２３±０．０９

ＦＱＤ４２ １．０６±０．０３ ０．８０±０．００ １．３３±０．４１

ＦＱＤ１６ １．１６±０．０３ ０．８６±０．０３ １．３５±０．０８

ＦＱＤ５９ １．１６±０．０３ ０．８３±０．０３ １．４０±０．０９

株，采用温室盆栽方式，研究其对番茄幼苗的促生

作用。从图４和图５可以看出，供试菌株对番茄幼

苗有不同程度的促生作用。与空白对照相比，处理

组 ＦＱＤ１６、ＦＱＤ４７－２、ＦＱＤ３２、ＦＱＤ５８－１、ＦＱＤ５９、
ＦＱＤ４２的番茄幼苗植株长势较好，显著高于空白对
照（Ｐ＜０．０５），其增长率分别为１４．９２％、１６．８７％、
１８．２３％、１０．０５％、９．７４％、９．３９％。植株鲜质量统
计结果表明，７株处理植株都高于对空白对照，地上
部分鲜质量增幅最高的为 ＦＱＤ４７－２，达到了
６７１４％，菌 株 ＦＱＤ３２、ＦＱＤ４２的 增 幅 分 别 为
５７４４％、２３．００％，地下部分鲜质量仅有 ＦＱＤ４７－２
菌株显著高于空白对照，增幅为２９．５８％。
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　　以分泌生长素含量高的菌株 ＦＱＤ４７－２和
ＦＱＤ１３为供试菌株，采用温室盆栽灌根法研究其对
马铃薯幼苗的促生作用。从图６和表２可以看出，
与空白对照相比，ＦＱＤ４７－２和 ＦＱＤ１３菌株处理对
马铃薯幼苗均具有促生作用，地上部分长度差异达

到显著水平，分别增长了 ２１．２６％、２２．７７％。地上
部分及地下部分鲜质量结果表明，ＦＱＤ４７－２和

ＦＱＤ１３菌株处理均高于空白对照，地上部分鲜质量
分别增加１７．６４％、１６．１５％，地下部分鲜质量分别
增加１５．２６％、５．７２％。地上、地下部分干质量统计
结果表明，菌株 ＦＱＤ４７－２处理的马铃薯幼苗都高
于空白对照组，地上部分干质量增加了１２．７１％，地
下部分干质量增加了１５．００％，菌株 ＦＱＤ１３处理的
马铃薯幼苗干质量与对照相比没有明显变化。

表２　番茄根际产生长素细菌对马铃薯幼苗的促生作用

处理
株高

（ｃｍ）
根长

（ｃｍ）
地上部分鲜质量

（ｇ）
地下部分鲜质量

（ｇ）
地上部分干质量

（ｇ）
地下部分干质量

（ｇ）

空白对照 １６．５６±０．４６ｂ ２５．０８±１．００ａ １９．４４±１．８１ａ ８．９１±０．４９ａ １．８１±０．１７ａ ０．６０±０．０９ａ

阴性对照 １３．４６±０．７１ａ ２４．３３±１．５６ａ １７．２３±２．１１ａ ７．５０±０．６２ａ １．７３±０．２５ａ ０．６５±０．０６ａ

ＦＱＤ４７－２ ２０．０８±１．１４ｃ ２４．５０±１．２８ａ ２２．８７±１．９７ａ １０．２７±０．９６ｂ ２．０４±０．２５ａ ０．６９±０．５０ａ

ＦＱＤ１３ ２０．３３±１．１１ｃ ２４．００±２．７５ａ ２２．５８±１．９６ａ ９．４２±０．８７ａ １．７９±０．１７ａ ０．６１±０．４１ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．５　菌株ＦＱＤ４７－２产蛋白酶能力测定
把菌株ＦＱＤ４７－２接种于蛋白酶筛选培养基

上，结果显示，２８℃培养２４ｈ后有透明圈产生，证明
菌株ＦＱＤ４７－２具有产蛋白酶能力（图７）。

２．６　菌株ＦＱＤ４７－２的形态特征及生理生化鉴定
菌株ＦＱＤ４７－２的菌落形态特征为表面光滑、

湿润、乳白色、边缘整齐（图８）。参照《常见细菌系
统鉴定手册》及已鉴定完成的菌株，选取部分生理

生化指标对菌株ＦＱＤ４７－２进行测定，结果见表３。

表３　菌株ＦＱＤ４７－２的生理生化鉴定结果

检测项目 检测结果 检测项目 检测结果

Ｖ－Ｐ试验 ＋ Ｄ－甘露醇糖利用试验 ＋

柠檬酸盐利用试验 ＋ 明胶液化 ＋

丙酸盐利用试验 － 硝酸盐还原 ＋

Ｄ－木糖利用试验 ＋ Ｌ－阿拉伯糖利用试验 ＋

淀粉水解 ＋ 革兰氏染色 ＋

　　注：“＋”代表阳性，“－”代表阴性。
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２．７　菌株ＦＱＤ４７－２的１６ＳｒＤＮＡ基因序列鉴定与
系统发育树构建

为进一步明确菌株 ＦＱＤ４７－２的分类地位，通
过７Ｆ和１５４０Ｒ引物对其１６ＳｒＤＮＡ序列进行 ＰＣＲ
扩增，获得的片段大小符合预期（图９）。通过测序
进行序列比对，构建系统发育树，发现菌株ＦＱＤ４７－２
与阿氏芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｒｙａｂｈａｔｔａｉ）的亲缘关系
较近并聚为一支（图１０），结合形态鉴定及生理生化
鉴定结果，确定菌株ＦＱＤ４７－２是阿氏芽孢杆菌。

３　结论与讨论

土壤微生物的丰度和种类反映了土壤状况的

好坏，而自生固氮菌的数量可以反映土壤肥沃程

度。氮素是植物生长发育必不可少的营养元素之

一［２２］，固氮菌能够产生固氮酶［２３］，可以固定空气中

的分子态氮，还原转化为植物可以吸收利用的形

态，从而促进植物生长发育。促生菌种类有很多，

根据其来源分为根际促生菌和植物内生促生菌，本

试验通过选择性培养基，从番茄根际土壤中通过阿

须贝培养基初步筛选得到 ６４株细菌，已有研究表
明，一种促生菌同时具有多种功能作用。陈阳从水

稻根系分离得到 ２３株内生固氮细菌，５株扩增出
ｎｉｆＨ基因，平板筛选得到１株具有抑制多种病原菌
活性的菌株［２４］。

　　现已有大量关于固氮菌的分离报道，研究表
明，植物促生菌对植物的促生效用是多方面

的［２５－２７］，如固氮、溶磷、分泌生长素。解磷菌是指能

将植物难以吸收利用的磷转化为可吸收利用磷的

土壤微生物。崔伟国等从马铃薯根际土壤及叶片

中分离得到７８株细菌，采用 Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ比色液显色
法筛选得到 ５８株产生长素菌株，其分泌量在
０．８０～４０．２μｇ／ｍＬ之间［２８］。本研究从 ６４株细菌
中筛选得到７株分泌生长素的细菌，３６ｈ后分泌量
在（２５５±０．０８）～（１５．６４±０．１４）μｇ／ｍＬ之间，低
于其他文献报道的菌株分泌量。７株分泌生长素菌
株中的５株具有降解有机磷的能力。根际促生菌分
泌生长素能够促进植物生长发育，提高植物生物产

量。邢芳芳等从番茄根际土壤中分离得到１２株产
生长素菌株，复筛得到１株高产生长素菌株，通过发
酵液盆栽灌根，结果表明，ＨＢ－１处理组的叶绿素
含量和叶片数均高于清水对照组，鲜质量和干质量

均比空白对照增加，鲜质量增幅达 １．１６％和
１３５５％，差异达到显著水平，干质量增幅达到
２９７％和１４．９２％［２９］。本试验通过盆栽灌根法研究

菌株ＦＱＤ４７－２对番茄和马铃薯幼苗的促生效果，
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结果表明，菌株ＦＱＤ４７－２对番茄和马铃薯的株高、
根长、地下部分鲜质量和地上部分鲜质量具有显著

的促生长作用。说明菌株ＦＱＤ４７－２具有良好的促
生潜力，本试验结果可为生物肥料的研制提供参考。
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ｖａｒｉｉｃｏｌａ的分离、鉴定及培养条件的优化［Ｊ］．福建农林大学学
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经济林研究，２０２１，３９（２）：１３２－１３９．
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