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摘要　本研究以广西红树林的根际土壤为材料，利用选择性培养基分离筛选多功能菌株，并利用生理生化和分子生

物学相结合的方法进行鉴定。采用平板对峙法测定筛选获得的菌株对几种植物病原真菌的拮抗效果，同时通过盆

栽试验和发芽试验研究其对番茄幼苗和种子的促生效果，从而挖掘兼具促生防病功能的植物根际促生菌（ｐｌａｎｔ

ｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＧＰＲ）。经筛选获得一株具有溶磷及分泌生长素（ｉｎｄｏｌｅ３ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＩＡＡ）能力

的细菌菌株Ｓ２，经鉴定该菌株属于克雷伯氏菌属犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪，其对禾谷镰孢犉狌狊犪狉犻狌犿犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿，玉蜀黍平脐蠕

孢犅犻狆狅犾犪狉犻狊犿犪狔犱犻狊等３种植物病原真菌具有一定的拮抗效果，菌株发酵液浓度为１×１０４、２×１０４ｃｆｕ／ｍＬ时对番

茄种子和幼苗的促生效果最好。综上，菌株Ｓ２是一株新型且兼具促生防病效果的多功能ＰＧＰＲ菌株，该结果为绿

色现代农业开发土壤微生物菌肥和植物生长调节剂提供优质菌源参考。
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　　具有“海洋绿肺”美誉的红树林（ｍａｎｇｒｏｖｅ）是

一种典型的生长于热带、亚热带且兼具海陆特质的

生态系统［１］。由于受海水周期性浸淹，红树林具有

耐高盐高湿等特性［２］。而生长于此独特生境的微生

物，形成了结构复杂的微生物群落及较高的微生物

多样性，从而使红树林生态系统成为挖掘活性菌株

的理想宝库［３］。

１９０４年，德国学者Ｈｉｌｔｎｅｒ提出“根际”这一概

念，它指包含植物根系及根系周围的土壤微区［４］。

由于植物根系不断向周围土壤输送各种脱落物和分

泌物，包括死亡的根系细胞（根毛、表皮细胞、根冠

等）、可溶性有机酸以及挥发性有机碳等，吸引大量

土壤微生物在其周围生长、繁殖。因此在植物根际

周围形成了种类丰富的根际微生物［５］。其中，植物

根际促生菌（ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，

ＰＧＰＲ）是植物根际生态系统中的重要组成，在减少

生物或非生物对植物的胁迫，维护植物健康生长，增

加作物产量等方面发挥着重要作用［６９］。

目前，有关红树林植物根际促生菌已在国内外

进行了较为广泛的探索研究。刘慧杰等采用ＰＣＲ

ＤＧＧＥ技术揭示了福建九龙江口浮宫红树林区细菌

多样性高于非红树林区，表明红树林沉积物中微生

物多样性丰富［１０］。林鹏等通过研究红树林土壤微

生物分布发现，细菌中以芽胞杆菌居多［１１］。Ｂａｓｋａｒ

等从红树林副溶血弧菌犞犻犫狉犻狅狆犪狉犪犺犪犲犿狅犾狔狋犻犮狌狊

中分离纯化得到对哈氏弧菌犞犻犫狉犻狅犺犪狉狏犲狔ｉ具有强

抑制性的抗菌肽类弧菌素［１２］。研究发现红树林根

际土壤中含有丰富的放线菌，并从中发现了具有抗

菌促生活性的新型生防菌［１３１５］。黄媛林等自广西红

树林根际土壤分离得到微小链霉菌犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊

狆犪狉狏狌犾狌狊ＭＣＣＧ２００８，其具有拮抗植物病原真菌的

生防潜力，所产的活性化合物为放线菌素Ｄ
［１６］。何

仁发等在根际土壤中找到一株曲霉属真菌犃狊狆犲狉

犵犻犾犾狌狊狅犮犺狉犪犮犲狅狆犲狋犪犾犻犳狅狉犿犻狊Ｆ５，能分泌具有较强抗

菌活性的发酵产物［１７］。王威等从广西红树林中分

离筛选获得一株促进番茄生长的烟草肠杆菌犈狀狋犲狉

狅犫犪犮狋犲狉狋犪犫犪犮犻Ｓ４
［１８］。Ｓｅｎｇｕｐｔａ等从不同种类红树

林沉积物、根际及根表分离出多种归属于不同种属

的固氮菌，包括固氮螺菌属犃狕狅狊狆犻狉犻犾犾狌犿、固氮菌属

犃狕狅狋狅犫犪犮狋犲狉、根瘤菌属犚犺犻狕狅犫犻狌犿 和梭菌属犆犾狅狊

狋狉犻犱犻狌犿
［１９］。在现代绿色农业生产中，微生物菌肥的

使用既响应了国家减施化肥的倡导，也维持了土壤

安全并提高了作物产量。此外，微生物生防制剂因

无毒无害、绿色环保等优点，广泛应用于绿色有机农

业。因此，ＰＧＰＲ的筛选和应用对农业可持续发展

具有重大的意义。

本研究从具有丰富根际微生物的红树林根际土

壤中筛选得到了一株具有促生防病的多功能ＰＧＰＲ

菌株，利用分子生物学方法对其进行分类鉴定，以期

为新型微生物菌肥的开发提供优质的菌种资源。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　土壤样品的采集

土壤样品取自我国广西北海的红树林，挖取深

度约为２～４０ｃｍ的红树林根际土壤沉积物，将采集

的土壤放置无菌袋中，置于冰盒中低温保存带回实

验室后－８０℃保存备用。

１．１．２　番茄品种

试验所用番茄品种为‘改良毛粉８０２’，购自天

津市宏程芹菜研究所。

１．１．３　供试真菌

尖孢镰孢 犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿、苎麻疫霉

犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪犫狅犲犺犿犲狉犻犪犲、麦根腐平脐蠕孢犅犻狆狅

犾犪狉犻狊狊狅狉狅犽犻狀犻犪狀犪、灰葡萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪、茶

子葡萄座腔菌犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪犱狅狋犺犻犱犲犪、苹果黑腐

皮壳菌犞犪犾狊犪犿犪犾犻、瓜类炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狅狉

犫犻犮狌犾犪狉犲、稻绿核菌犝狊狋犻犾犪犵犻狀狅犻犱犲犪狏犻狉犲狀狊、禾谷镰孢

犉狌狊犪狉犻狌犿犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿、链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉

狀犪狋犪、茶子新壳梭孢犖犲狅犳狌狊犻犮狅犮犮狌犿狉犻犫犻狊、禾谷丝

核菌犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪犮犲狉犲犪犾犻狊、玉米大斑凸脐蠕孢犈狓狊犲

狉狅犺犻犾狌犿狋狌狉犮犻犮狌犿、葡萄球座菌犌狌犻犵狀犪狉犱犻犪犫犻犱狑犲犾犾

犻犻、核盘菌犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿、玉蜀黍平脐蠕孢

犅犻狆狅犾犪狉犻狊犿犪狔犱犻狊、天门冬拟茎点霉犘犺狅犿狅狆狊犻狊犪狊

狆犪狉犪犵犻、稻梨孢犘狔狉犻犮狌犾犪狉犻犪狅狉狔狕犪犲、黑根霉犚犺犻狕狅

狆狌狊狀犻犵狉犻犮犪狀狊由中国农业科学院植物保护研究所农
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用抗生素研究室提供。

１．１．４　主要试剂和培养基

ＬＢ培养基用于菌株的富集分离、发酵培养和

保存。

ＤＦ盐培养基：ＭｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＫＨ２ＰＯ４

４．０ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４６．０ｇ，柠檬酸２．０ｇ，葡萄糖２．０ｇ，

葡萄糖酸钠２．０ｇ，组分一与组分二溶液各取０．１ｍＬ，

Ｈ２Ｏ１０００ｍＬ，ｐＨ７．２。（组分一：ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ

７８．２ｍｇ，ＭｏＯ３１０．０ｍｇ，Ｈ３ＢＯ３１０．０ｍｇ，ＺｎＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ１２４．６ｍｇ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ１１．９ｍｇ，溶解于

１００ｍＬ灭菌蒸馏水中。组分二：ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

１００ｍｇ溶于１０ｍＬ灭菌蒸馏水中，充分振荡）

ＡＤＦ培养基：把ＡＣＣ（１氨基环丙烷１羧酸）溶

于超纯水，用细菌过滤器过滤灭菌，加入到不含有

（ＮＨ４）２ＳＯ４ 且预先灭菌的 ＤＦ盐培养基中，ｐＨ

７．２。ＡＣＣ添加的终浓度为３．０ｍｍｏｌ／Ｌ。ＡＤＦ固

体培养基：每１ＬＡＤＦ培养基中添加琼脂２０．０ｇ。

用于ＡＣＣ脱氨酶活性菌株的筛选。

生长素产出菌筛选培养基（Ｒ２Ａ）：酵母粉

０．５ｇ，葡萄糖２．０ｇ，胰蛋白胨０．５ｇ，酪蛋白氨基酸

０．５ｇ，可溶性淀粉０．５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，丙酮酸０．３ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ

７．２。使用时每１００ｍＬＲ２Ａ液体培养基与１００μＬ

５０ｍｇ／ｍＬ色氨酸溶液混合用于菌株的初筛。

蒙金 娜 无 机 磷 培 养 基：葡 萄 糖 １０．０ｇ，

（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，ＦｅＳＯ４

·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，卵磷脂

０．２ｇ，ＣａＣＯ３５．０ｇ，酵母膏０．４ｇ，琼脂２０ｇ，蒸

馏水１０００ｍＬ，ｐＨ７．０。用于菌株溶磷能力的

筛选。

Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ试剂
［１８］：５０ｍＬ３５％ ＨＣｌＯ４＋１ｍＬ

０．５ｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３。用于菌株分泌生长素（ｉｎｄｏｌｅ３

ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＩＡＡ）能力的筛选。

１．２　试验方法

１．２．１　菌株的筛选

菌株的富集及分离：称取５ｇ土壤样品，加入装

有２０ｍＬ无菌水的锥形瓶内，于３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ避

光振荡培养３０ｍｉｎ，形成悬浊液后，取出静置分层。

取５ｍＬ上清液于３０ｍＬＬＢ液体培养基中，３０℃、

２００ｒ／ｍｉｎ避光振荡培养２４ｈ。取１ｍＬ悬浮液至

５０ｍＬＤＦ盐培养液中，相同条件下培养２４ｈ，然后

再取１ｍＬ悬浮液至ＡＤＦ培养基中，转接３次后，

用接种环蘸取少量培养液，在ＡＤＦ固体培养基上划

线分离，３０℃培养，待平板上出现单菌落后，挑取单

菌落转接至ＬＢ斜面培养基上。

菌株的初筛及纯化：将形态不同的单菌落挑取

至２ｍＬ含色氨酸的Ｒ２Ａ液体培养基的离心管中，

于３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床避光振荡培养２４ｈ，以获得

对应菌株的细菌悬浮液。

具溶磷能力的菌株筛选：取１μＬ浓度为１×

１０４ｃｆｕ／ｍＬ初筛细菌悬浮液涂布于蒙金娜无机磷

培养基中，置于３４℃恒温培养箱中避光培养２４ｈ，筛

选有溶磷效果的菌株。若单菌落周围出现溶磷圈，

则说明菌株具有溶磷作用，溶磷圈与单菌落直径比

值越大代表该菌株的溶磷作用越强。

具产ＩＡＡ能力的菌株筛选：将具有溶磷能力

的细菌悬浮液１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取１００μＬ

上清液与１００μＬＳａｌｋｓｏｗｓｋｉ比色液在９６孔板内

混合，置于３８℃条件下避光保温３０ｍｉｎ，测定

ＯＤ５３０。根据ＩＡＡ标准曲线回归方程计算菌液中

ＩＡＡ含量。若显色时颜色变红，则说明菌株具有

产ＩＡＡ的能力，颜色越深说明该菌株产ＩＡＡ的能

力越强。

平板划线法对既具有溶磷作用又有产ＩＡＡ能

力的菌株进行纯化。将纯化后的单菌落移至ＬＢ液

体培养基中，于３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ避光振荡培养２４ｈ。

将５００μＬ细菌悬浮液与５００μＬ４０％甘油混合，置

于－８０℃保存。分离得到的菌株命名为Ｓ２。

１．２．２　菌株的鉴定

１．２．２．１　形态及生理生化鉴定

观察菌株Ｓ２在ＬＢ培养基上的菌落颜色、形态

及菌体的形态。按照细菌鉴定常规方法对菌株Ｓ２

进行革兰氏染色及生化鉴定试验［２０］。

１．２．２．２　分子水平鉴定

将纯化后的菌株用ＬＢ液体培养基培养至对数

生长期，离心收集菌体，提取细菌的基因组ＤＮＡ，采

用通用引物［２１］（正向引物：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ

ＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′；反向引物：５′ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴ

ＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）扩增其１６ＳｒＲＮＡ基因片段。

扩增产物经测序后，将序列于ＮＣＢＩ中进行ＢＬＡＳＴ

相似性检索，采用 ＭＥＧＡＸ软件构建基于１６Ｓ

ｒＲＮＡ序列的系统发育树。
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１．２．３　菌株发酵液的制备

将纯化的菌株接种至ＬＢ固体培养基，置于恒

温培养箱中２８℃遮光培养２４ｈ。在无菌条件下取

约１ｃｍ２ 大小的菌饼至１００ｍＬＬＢ液体培养基，

２８℃、２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养２４ｈ。将其分装于５０ｍＬ

离心管中于２７℃、６０００ｒ／ｍｉｎ离心６ｍｉｎ，取上清即

得到发酵液。

取９个无菌离心管，将菌株发酵液依次按１０、

１０２、１０３、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９稀释倍数进行稀

释，取１００μＬ稀释的菌液均匀涂布于ＬＢ固体培养

基上，做３组平行试验，恒温培养箱中２８℃避光培

养２４ｈ，对菌落数在１０～１００的平板进行菌落计数，

求平均值［８］。将菌株发酵液稀释为１×１０７ｃｆｕ／ｍＬ

并用０．２２μｍ细菌过滤器过滤，滤液用于番茄种子

发芽试验和番茄幼苗生长试验。

１．２．４　菌株抑菌活性测定

采用平板对峙法测定菌株对供试病原真菌的拮

抗活性。在无菌条件下，打取直径６ｍｍ的病原真菌

菌饼置于ＰＤＡ平板中央，接种环挑取菌株Ｓ２在距平

板中央３ｃｍ处划直线，对照处理组仅接种病原真菌

菌饼，每处理３次重复，置于培养箱中２７℃避光培养

至对照组菌落长至平板的３／４后测量抑菌带宽度。

若有明显的抑菌带，则说明Ｓ２菌株对该病原真菌具

有拮抗作用，且抑菌带宽度越大，其拮抗作用越强。

１．２．５　菌株对番茄种子萌发的影响

选取籽粒饱满、大小一致的番茄种子，用０．４％

高锰酸钾浸泡１０ｍｉｎ进行表面消毒，用无菌水清洗

４～６次，置于灭菌滤纸上晾干。将浓度为１×

１０７ｃｆｕ／ｍＬ菌株发酵滤液分别稀释为１×１０６、１×

１０５、２×１０４、１×１０４、５×１０３ｃｆｕ／ｍＬ，取５个５０ｍＬ

无菌离心管，每管放入５０粒番茄种子，分别加入

１０ｍＬ不同浓度的发酵滤液浸泡种子，２４ｈ后将种

子整齐摆放于铺有无菌湿润滤纸的培养皿中，每处

理设３次重复，对照组添加相同体积、相同稀释倍数

的ＬＢ液体培养基，再设置一组无菌水对照，置于光

照培养箱（２８℃，Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ）培养。每天喷洒

少量无菌水以确保种子湿润。

当胚根与种子等长，胚芽是种子１／２长时视为

发芽。以发芽试验当天记作０ｄ，８ｄ后统计发芽势，

１０ｄ后计算发芽率，计算发芽指数和活力指数
［７］，运

用ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据处理。

发芽指数犌Ｉ＝∑
犌ｔ
犇ｔ
，式中：犌ｔ为发芽试验ｔ日

当日的发芽数；犇ｔ为相应的发芽日数；∑为总和。

活力指数犞＝犌Ｐ×犌Ｉ，式中：犌Ｐ为幼苗的生长

势，本试验以幼苗平均根质量计算。

１．２．６　菌株对盆栽番茄幼苗生长的影响

试验所用营养基质按营养土∶蛭石∶珍珠岩＝３∶

１∶１的比例配置，加入适量水拌匀后将其均匀置于穴

盘中。在每个穴盘中播３～４粒番茄种子，在种子上

面再覆盖一层薄薄的营养基质，用保鲜膜覆盖，置于

光照培养箱（２５℃，相对湿度６０％，Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥

８ｈ）中培养。待番茄幼苗长出２片子叶后去掉保鲜

膜，间苗，保留长势较好的幼苗以备后续试验。

当番茄幼苗长至两片真叶时，选取长势一致的

番茄幼苗，测定不同稀释倍数的菌株发酵液和ＬＢ

液体培养基对番茄幼苗生长性状的影响，每个处理

２０株幼苗，进行３次平行试验，以施用等量清水为

对照。每盆浇灌３０ｍＬ，７ｄ为一循环周期，共灌根

５次，最后一次灌根结束后７ｄ，测定各处理番茄幼

苗的根长、株高和鲜质量，其中根长为根茎结合处到

番茄根尖的长度，株高为子叶到生长点的长度。最

后将番茄幼苗放入烘箱中，６０℃烘干后测量干质量。

１．３　数据分析

本试验采用 ＭＥＧＡＸ软件进行 Ｍｕｓｃｌｅ多序

列同源性分析，并利用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇｊｏｉｎｉｎｇ，

ＮＪ）构建系统发育树；采用 ＳＰＳＳ２４．０（ＩＢＭ，

Ａｒｍｏｋ，ＮＹ，ＵＳＡ）统计软件对番茄农艺指标进行

单因素方差分析和ＬＳＤ多重比较。

２　结果与分析

２．１　广西红树林根际土壤细菌菌株分离结果

前期初筛并纯化获得了１０株细菌菌株（表１）。

各细菌菌株在蒙金娜无机磷固体培养基中溶磷圈直

径以菌株ＧｘⅢ２和ＧｘⅢ１５的最大，分别为６．２３ｃｍ

和６．１３ｃｍ。利用ＩＡＡ标准曲线基于各菌株发生显

色反应后的ＯＤ５３０计算得到其ＩＡＡ产量，结果表明，

菌株ＧｘⅢ２和ＧｘⅣ８分泌的ＩＡＡ产量相对较高，

ＩＡＡ浓度分别为１３．３１１μｇ／ｍＬ和９．１９６μｇ／ｍＬ。

综合溶磷及分泌ＩＡＡ能力两个指标，选取溶磷及产

ＩＡＡ能力均较强的菌株ＧｘⅢ２进行下一步研究，

并将其命名为菌株Ｓ２。
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表１　广西红树林根际土壤细菌中具溶磷及产犐犃犃

能力的菌株筛选

犜犪犫犾犲１　犛犮狉犲犲狀犻狀犵狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狋狉犪犻狀狑犻狋犺狆犺狅狊狆犺狅狉狌狊

狊狅犾狌犫犻犾犻狕犪狋犻狅狀犪狀犱犐犃犃狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犮犪狆犪犮犻狋狔犳狉狅犿

狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾狅犳犿犪狀犵狉狅狏犲犻狀犌狌犪狀犵狓犻

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

溶磷圈直径／ｃｍ

Ｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｓｏｌｕｂｌｅｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｃｉｒｃｌｅ

ＩＡＡ浓度／μｇ·ｍＬ
－１

ＩＡＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ＧｘⅣ１４ ３．１４±０．１６ ６．８１３±０．６３５

ＧｘⅣ１０ １．０２±０．１７ ５．７７２±０．２７３

ＧｘⅢ２ ６．２３±０．８８ １３．３１１±０．１５１

ＧｘⅡ１４ ２．１４±０．３６ ５．７３１±０．１１９

ＧｘⅣ８ ５．７０±０．７５ ９．１９６±０．５１２

ＧｘⅣ９ ０．９８±０．５５ １．９０２±０．６６８

ＧｘⅣ１６ ２．３１±０．３６ ４．５６７±０．１４９

ＧｘⅢ１０ １．２０±０．７６ ２．２３７±０．８０９

ＧｘⅡ１７ ２．３０±０．８６ ２．７７２±０．２７３

ＧｘⅢ１５ ６．１３±０．２３ ５．６３５±０．３２７

２．２　菌株犛２的鉴定

２．２．１　形态及生理生化特征

菌株Ｓ２在ＬＢ培养基上的菌落呈乳白色，圆

形，表面光滑、湿润，革兰氏染色结果为阴性，菌体杆

状。细菌微量生化鉴定检测结果表明（表２），菌株

Ｓ２对吲哚试验、甲基红、阿拉伯糖、甘露醇、鼠李糖、

蔗糖、柠檬酸盐试验呈阳性，对葡萄糖、侧金盏花醇、

乳糖和山梨醇试验为阴性。

２．２．２　１６ＳｒＲＮＡ序列分析

利用所提取的细菌总ＤＮＡ为模板扩增该菌株

的１６ＳｒＲＮＡ片段，得到了长度为１３００ｂｐ的目的

片段（图１），测序后在ＮＣＢＩ中进行ＢＬＳＡＴ相似性

检索，得到同源性较高的菌株，通过构建１６ＳｒＲＮＡ

基因序列系统发育树（图２）表明，分离菌株与从土

壤中分离得到的产气克雷伯氏杆菌犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪犪犲狉狅

犵犲狀犲狊ＡＴＣＣ１３０４８（ＭＷ３２２９２５）聚为一支，亲缘关

系较近，一致性达到９９％。初步将菌株Ｓ２归属于

克雷伯氏菌属犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪。

表２　从广西红树林根际土壤分离的细菌菌株犛２的生理生化特征１
）

犜犪犫犾犲２　犘犺狔狊犻狅犾狅犵犻犮犪犾犪狀犱犫犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狋狉犪犻狀犛２犻狊狅犾犪狋犲犱犳狉狅犿狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾狅犳犿犪狀犵狉狅狏犲犻狀犌狌犪狀犵狓犻

测定项目

Ｔｅｓｔｉｎｇｉｔｅｍ

生理生化特征

Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄ

ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

测定项目

Ｔｅｓｔｉｎｇｉｔｅｍ

生理生化特征

Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄ

ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

革兰氏染色　Ｇｒａｍ’ｓｓｔａｉｎ － 阿拉伯糖　Ａｒａｂｉｎｏｓｅ ＋

吲哚试验　Ｉｎｄｏｌｅ ＋ 葡萄糖　Ｇｌｕｃｏｓｅ －

甲基红　Ｍｅｔｈｙｌｒｅｄ ＋ 乳糖　Ｌａｃｔｏｓｅ －

甘露醇　Ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋ 山梨醇　Ｓｏｒｂｉｔｏｌ －

鼠李糖　Ｒｈａｍｎｏｓｅ ＋ 侧金盏花醇　Ａｄｏｎｉｔｏｌ －

蔗糖　Ｓｕｃｒｏｓｅ ＋ 柠檬酸盐　Ｃｉｔｒａｔｅ ＋

　１）“＋”代表阳性；“－”代表阴性。

“＋”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｐｏｓｉｔｉｖｅ；“－”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｅｇａｔｉｖｅ．

图１　从广西红树林根际土壤中分离的细菌菌株犛２１６犛狉犚犖犃
基因片段的扩增

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳１６犛狉犚犖犃犵犲狀犲犳狉犪犵犿犲狀狋狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狋狉犪犻狀

犛２犻狊狅犾犪狋犲犱犳狉狅犿狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾狅犳犿犪狀犵狉狅狏犲犻狀犌狌犪狀犵狓犻

　

图２　基于广西红树林根际土壤中分离的细菌菌株犛２及

相关细菌１６犛狉犚犖犃序列的系统发育树

犉犻犵．２　犜犺犲狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀１６犛狉犚犖犃狊犲狇狌犲狀犮犲狊

狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狋狉犪犻狀犛２犻狊狅犾犪狋犲犱犳狉狅犿狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾狅犳

犿犪狀犵狉狅狏犲犻狀犌狌犪狀犵狓犻犪狀犱狉犲犾犪狋犲犱犫犪犮狋犲狉犻犪狊狋狉犪犻狀狊
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２．３　菌株犛２的抑菌活性

通过平板对峙培养试验测定Ｓ２菌株对１９种植

物病原真菌的拮抗效果，结果（图３）表明，Ｓ２菌株对

其中３种病原真菌具有不同程度的拮抗效果，对禾

谷镰孢犉狌狊犪狉犻狌犿犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿 和茶子新壳梭孢

犖犲狅犳狌狊犻犮狅犮犮狌犿狉犻犫犻狊的拮抗作用最强，抑菌带宽度

分别达到０．５７ｃｍ和０．５５ｃｍ，对玉蜀黍平脐蠕孢

犅犻狆狅犾犪狉犻狊犿犪狔犱犻狊的拮抗作用相对较弱，抑菌带宽

度为０．３６ｃｍ。对其他１６种病原真菌不具拮抗

效果。

图３　广西红树林根际土壤中分离的细菌菌株犛２对３种病原真菌的拮抗效果

犉犻犵．３　犃狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮犲犳犳犲犮狋狊狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狋狉犪犻狀犛２犻狊狅犾犪狋犲犱犳狉狅犿狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾狅犳犿犪狀犵狉狅狏犲犻狀犌狌犪狀犵狓犻犪犵犪犻狀狊狋狋犺狉犲犲狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犳狌狀犵犻

　
２．４　菌株犛２对番茄种子萌发的影响

Ｓ２菌株对番茄种子萌发影响的试验结果（表３）

表明，清水浸种处理后番茄种子发芽率和发芽势分

别为７１．３３％和６０．００％，经Ｓ２菌株发酵液稀释

１０００倍 （即１×１０４ｃｆｕ／ｍＬ）处理后分别达到

９０．６７％和７４．００％，高于发酵培养基稀释２０００倍

浸泡处理后的８０．６７％和６２．６７％。从发芽指数和

活力指数来看，仅有１×１０４ｃｆｕ／ｍＬ菌株发酵液浸

泡后番茄种子的发芽指数和活力指数显著高于清水

对照。因此，当菌株发酵液浓度在１×１０４ｃｆｕ／ｍＬ

时促生效果最佳，随着浓度的升高，对番茄种子萌发

则表现出一定的抑制作用。

表３　广西红树林根际土壤中分离的细菌菌株犛２发酵液对番茄种子萌发的影响１
）

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀犫狉狅狋犺狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狋狉犪犻狀犛２犻狊狅犾犪狋犲犱犳狉狅犿狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾狅犳犿犪狀犵狉狅狏犲

犻狀犌狌犪狀犵狓犻狅狀犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狋狅犿犪狋狅狊犲犲犱狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

稀释倍数／倍

Ｄｉｌｕｔｉｏｎ

ｍｕｌｔｉｐｌｅ

发芽率／％

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

发芽势／％

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

发芽指数

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｉｎｄｅｘ

活力指数

Ｖｉｇｏｒｉｎｄｅｘ

１×１０７ｃｆｕ／ｍＬ菌株发酵液

１×１０７ｃｆｕ／ｍＬｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈ

１０ （６０．００±０．７０）ｄ （５１．３３±０．１９）ｃ （２０．６２±０．３５）ｃ （８９．０８±３．１５）ｄ

１００ （７４．６７±１．２１）ｃ （５７．６７±０．２３）ｃ （２５．２２±０．２５）ｂ （１１５．０１±５．３２）ｃ

５００ （８１．３３±０．１４）ｂ （６７．３３±１．０３）ａｂ （２９．１６±０．７５）ａｂ （１５９．２１±６．７４）ｂ

１０００ （９０．６７±１．０７）ａ （７４．００±１．２４）ａ （３５．５９±０．２６）ａ （２１８．５２±７．１２）ａ

２０００ （８０．６７±０．９８）ｂ （６２．６７±０．１３）ｂ （２８．２１±１．２３）ｂ （１６８．７７±５．４４）ｂ

ＬＢ １０ （５７．３３±１．３２）ｄ （５２．６７±０．８７）ｃ （１７．７２±０．６３）ｄ （６５．２１±５．３６）ｄ

１００ （７０．６７±０．３２）ｃ （６０．６７±０．７６）ｂ （２６．５４±１．０６）ｂ （１２６．８６±７．１３）ｃ

５００ （７１．３３±１．８５）ｃ （６１．３３±０．７６）ｂ （２８．２１±１．７２）ｂ （１６３．０５±８．３６）ｂ

１０００ （７９．３３±１．３７）ｂ （６４．６７±１．１２）ｂ （３２．１４±１．０４）ａｂ （１３１．７７±３．９９）ｃ

２０００ （８０．６７±０．９５）ｂ （６８．００±１．４２）ａｂ （３２．５９±０．８５）ａｂ （１６４．２５±６．１５）ｂ

清水　ＣＫ －　 （７１．３３±０．９４）ｃ （６０．００±０．５６）ｂ （２５．４６±０．６３）ｂ （１６４．３９±７．１９）ｂ

　１）表中数据为平均值±标准差。采用ＬＳＤ法进行显著性分析，不同小写字母表示同列数据在０．０５水平差异显著。下同。

Ｔｈｅｄａｔａａｒｅｍｅａｎ±ＳＤ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｔ０．０５ｌｅｖｅｌｂａｓｅｄｏｎＬＳＤｔｅｓｔ．Ｔｈｅ

ｓａｍｅａｐｐｌｉｅｓｂｅｌｏｗ．

２．５　菌株犛２对盆栽番茄幼苗生长的影响

对菌株发酵液和ＬＢ培养基处理后的番茄幼

苗根长、株高、鲜质量和干质量等农艺学指标的测

定结果表明（表４），Ｓ２菌株发酵液稀释５００倍和
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１０００倍（即２×１０４、１×１０４ｃｆｕ／ｍＬ）与同样稀释倍

数的ＬＢ培养基处理后的番茄幼苗在根长、株高、鲜

质量和干质量方面都存在显著差异。其中菌株发酵

液浓度为２×１０４ｃｆｕ／ｍＬ时对番茄的促生效果最

好，其根长、株高、鲜质量和干质量分别７．２５ｃｍ、

７．１９ｃｍ、０．５８ｇ和０．０５ｇ。

表４　广西红树林根际土壤中分离的细菌犛２菌株发酵液对番茄幼苗生长的影响

犜犪犫犾犲４　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀犫狉狅狋犺狅犳狊狋狉犪犻狀犛２犻狊狅犾犪狋犲犱犳狉狅犿狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾狅犳犿犪狀犵狉狅狏犲犻狀犌狌犪狀犵狓犻狅狀狋狅犿犪狋狅犵狉狅狑狋犺

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

稀释倍数／倍

Ｄｉｌｕｔｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅ

根长／ｃｍ

Ｒｏｏｔｌｅｎｇｔｈ

株高／ｃｍ

Ｐｌａｎｔｈｅｉｇｈｔ

鲜质量／ｇ

Ｆｒｅｓｈｗｅｉｇｈｔ

干质量／ｇ

Ｄｒｙｗｅｉｇｈｔ

１×１０７ｃｆｕ／ｍＬ菌株发酵液

１×１０７ｃｆｕ／ｍＬｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈ

５００ （７．２５±１．２０）ａ （７．１９±０．９７）ａ （０．５８±０．１４）ａ （０．０５±０．０１）ａ

１０００ （６．４０±１．６４）ｂ （６．８２±０．９４）ａｂ （０．５７±０．１３）ａ （０．０４±０．０１）ａ

ＬＢ ５００ （６．７４±１．４０）ａｂ （５．７６±０．８６）ｃ （０．３８±０．１０）ｂ （０．０３±０．０１）ｂ

１０００ （７．２１±１．７２）ａ （６．６４±１．１２）ｂ （０．４２±０．０９）ｂ （０．０３±０．０１）ｂ

清水　ＣＫ － （５．４４±０．９２）ｃ （５．０９±０．７９）ｄ （０．２９±０．０６）ｃ （０．０２±０．０１）ｃ

３　结论与讨论

ＰＧＰＲ作为植物根际生态系统的重要组成成

分，在改善植物营养、促进作物生长、提高肥效药效

和减施化肥农药等方面发挥着重要的作用。因此，

从被认识发现以来一直是国内外科研工作者的研究

热点，也被农业生产者广泛应用于农、林、园艺以及

环境修复等方面。

目前已报道的植物根际促生菌大多属于芽胞杆

菌属犅犪犮犻犾犾狌狊和假单胞菌属犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊，此外，还

包 括 黄 单 孢 菌 属 犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊、节 杆 菌 属

犃狉狋犺狉狅犫犪犮狋犲狉、伯克霍氏菌属犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪、弗兰克

氏菌属犉狉犪狀犽犻犪、固氮菌属犃狕狅狋狅犫犪犮狋犲狉等
［６］。本研

究从红树林根际土壤中分离获得一株兼具防病促生

的细菌菌株Ｓ２，经形态、生理生化及分子生物学鉴

定为产气克雷伯氏菌，属于肠杆菌目Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒａ

ｌｅｓ，肠杆菌科 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ，克雷伯氏菌属

犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪，是革兰氏阴性菌，在系统发育树中与产

气克雷伯氏菌犓．犪犲狉狅犵犲狀犲狊ＡＴＣＣ１３０４８亲缘关系

较近。犓．犪犲狉狅犵犲狀犲狊最初被划分于产气杆菌属

犃犲狉狅犵犲狀犲狊，直到１９６０年，产气杆菌属被重新命名为

肠杆菌属犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉。最近，基于全基因组测序

（ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）分析结果，将其重新命

名为产气克雷伯氏菌犓．犪犲狉狅犵犲狀犲狊
［２１２５］。目前，国

内外未有将产气克雷伯氏菌作为一种具有防病促生

潜力的多功能植物根际促生菌的相关报道。

ＰＧＰＲ的作用机制主要包括活化土壤养分（生

物固氮、活化土壤有机氮、难溶性磷和钾等）、合成植

物生长激素（生长素、赤霉素、细胞分裂素、脱落酸、

乙烯等）、分泌铁载体以及拮抗病原微生物等［２６］。

将土壤中难溶性无机磷及有机磷活化并释放有效磷

是ＰＧＰＲ的重要作用机理之一。本研究首次发现产

气克雷伯氏菌Ｓ２兼具溶磷和产ＩＡＡ能力，同时具

有较好的促生效果。研究发现，产酶溶杆菌犔狔

狊狅犫犪犮狋犲狉犲狀狕狔犿狅犵犲狀犲狊ＬＥ１６能活化土壤中有机磷并

促进植物生长［２７］。葛春辉等发现，短小芽胞杆菌

犅犪犮犻犾犾狌狊狆狌犿犻犾狌狊ＳＧＭ７因具产ＩＡＡ能力对黄瓜幼

苗生长具有显著的促进作用［２８］。ＰＧＰＲ的生防作

用是间接促进植物生长的重要原因之一，一般是多

种机制共同发挥作用。研究表明，ＰＧＰＲ主要通过

产生抗生素、分泌β１，３葡聚糖酶（β１，３ｇｌｕ

ｃａｎａｓｅ）、几丁质酶（ｃｈｉｔｉｎａｓｅ）等一系列水解酶、诱导

系统抗性（ｉｎｄｕｃｅｄｓｙｓｔｅｍｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＳＲ）以及与

土壤病原微生物竞争营养及生态位等发挥作用，从

而有效拮抗病原微生物。Ｏｄｈｉａｍｂｏ等发现产酶溶

杆菌犔．犲狀狕狔犿狅犵犲狀犲狊ＯＨ１１能分泌一种具有热稳定

性的次生代谢产物，能够分解禾谷镰孢犉狌狊犪狉犻狌犿

犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿ＰＨ１的菌丝
［２９］。沙雷氏菌属犛犲狉狉犪

狋犻犪和芽胞杆菌属细菌能分泌多种类型的几丁质酶，

作用于病原真菌细胞壁中几丁质的糖苷键，从而抑

制病原真菌的生长繁殖［３０］。本研究发现产气克雷

伯氏菌菌株Ｓ２对多种植物病原真菌具有一定的抑

制效果，但对其具体抗病机理还未明确。综上，本研

究丰富了ＰＧＰＲ的种类，为进一步研究开发新型、高

效微生物菌肥提供了理论依据，对促进绿色可持续

农业生产具有重大的意义。
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