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　　摘要：对１２株植物根际促生菌（ＰＧＰＲ）进行促生功能（固氮、溶磷、分泌ＩＡＡ）稳定性评价，选取促

生功能稳定性良好的ＰＧＰＲ菌株，结合菌株形态学特征、主要生理生化特性以及分子特性进行鉴定。结

果表明：Ｊｍ９２、Ｗ５、ＰＣＲＰ５、Ｇ、ｐｗｘｐ８、Ｌｘ１９１与Ｊｘ５９共７株菌促生功能稳定性较好，可应用于后续微

生物菌剂的开发；７株菌有１株属于短波单胞菌属（犅狉犲狏狌狀犿犱犻犿狅狀犪狊），２株属于芽孢杆菌属（犅犪犮犻犾

犾狌狊），４株属于假单胞菌属（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊）。
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　　氮、磷对植物的生长至关重要
［１］，几十年来，施用

化肥一直被认为是解决土壤中氮、磷元素缺乏的有效

方式［２］。最新统计数据显示，我国化肥总施用量达到

５９００万ｔ左右，占全球化肥年施用量的３０％以上，位

居世界第一［３］。但我国化肥的利用率低，土壤长期处

于“超负荷”“过劳”，被化肥“喂瘦”的状态，土壤质量不

断下降，出现了一系列的生态环境污染问题，因此寻找

能替代化肥或部分替代化肥、减少化肥施用量的新型

肥料具有重要意义。

植物根际促生菌（ＰＧＰＲ），是植物根际的多种有

益微生物［４－５］。一方面，ＰＧＰＲ可通过产生植物类激

素，如ＩＡＡ，以促进植物生长发育。另一方面，ＰＧＰＲ

可提高植物的养分吸收，如部分ＰＧＰＲ能够促进豆科

植物的固氮作用，为植物提供养分；部分ＰＧＰＲ可分

泌次生代谢产物，将难溶性盐类转化为可溶性盐类物

质，进而被植物吸收［６］。此外，ＰＧＰＲ可抑制有害微生

物的生长，达到降低植物病害的目的，进而提高作物产

量和品 质，增加 作物生 产的 经 济 效 益 和 生 态 效

益［７－１０］。利用ＰＧＰＲ，特别是以固氮和解磷微生物为

主体，研制成复合微生物菌肥，其成本低、无污染、增产

稳定、可有效改良土壤，被称为土壤的“清洁师”“营养

师”，可作为新型肥料，解决土壤因过量施用化肥所引

起的生态环境污染问题。近年来，植物促生菌的研究

主要集中于两个方面：一是促生菌资源的筛选，如研究

者已从红三叶（犜狉犻犳狅犾犻狌犿狆狉犪狋犲狀狊犲）、白三叶（犜．狉犲

狆犲狀狊）、百脉根（犔狅狋狌狊犮狅狉狀犻犮狌犾犪狋狌狊）、燕麦（犃狏犲狀犪狊犪狋犻

狏犪）等牧草或作物根际筛选出一大批 促生菌资

源［１１－１８］；二是制作复合微生物菌肥，研究其对牧草如

苜蓿 （犕犲犱犻犮犪犵狅犛犪狋犻狏犪），饲 料 作 物 如 玉 米 （犣犲犪

犿犪狔狊），粮食作物如小麦（犜狉犻狋犻犮狌犿犪犲狊狋犻狏狌犿），经济作

物如棉花（犌狅狊狊狔狆犻狌犿狊狆狆），薯类作物如马铃薯（犛狅犾犪

狀狌犿狋狌犫犲狉狅狊狌犿），蔬菜作物如番茄（犔狔犮狅狆犲狉狊犻犮狅狀犲狊犮狌

犾犲狀狋狌犿），瓜类作物如甜瓜（犆狌犮狌犿犻狊犿犲犾狅）的促生效

果［８，１９－２４］。但促生菌在保存的过程中，其促生功能稳

定性会下降，盲目选取促生菌制作微生物肥料，可能达

不到预期的促生效果，造成资源浪费，因此有必要开展

ＰＧＰＲ菌株促生功能稳定性评价研究。本研究在前期

试验基础上，对实验室保存的１２株优良ＰＧＰＲ进行固

氮能力、溶磷能力以及分泌ＩＡＡ能力稳定性评价，筛选

促生功能稳定性较好的菌株，为后续制作高效的复合微
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生物菌剂提供资源。

１　材料和方法

１．１　材料

供试菌株：Ｊｘ５９，Ｊｍ９２，Ｇ，ＭＣＭＲＳ５，ＮＺＲＳ１４，

ＰＣＲＰ５，ＰＣＲＰ８，ｐｗｘｐ８，ＰＺＲＰ２，Ｗ５，Ｌｘ１９１，４Ｎ４，

由甘肃农业大学草地生物多样性实验室提供（表１），

低温（－１８℃）冷冻保存于ＬＢ斜面培养基，保存年限

为１～２年，传代次数为３代。

培养基：ＬＢ培养基
［３６］；ＮＦＭ 培养基

［３７］；ＰＫＯ无

机磷培养基［３８］、蒙金娜有机磷培养基［１１］；ＣＣＭ 培养

基［３７］。

表１　供试菌株

犜犪犫犾犲１　犜犲狊狋犲犱狊狋狉犪犻狀狊

菌株编号 宿主植物 来源

Ｊｍ９２ 苜蓿犕犲犱犻犮犪犵狅狊犪狋犻狏犪
［２５－２７］ 根表土壤（ＲＳ）

４Ｎ４ 玉米犣犲犪犿犪狔狊
［２８］ 根表土壤（ＲＳ）

Ｗ５ 小麦犜狉犻狋犻犮狌犿犪犲狊狋犻狏狌犿
［２９－３０］ 根表土壤（ＲＳ）

Ｇ 小麦［３１］ 根表土壤（ＲＳ）

ＮＺＲＳ１４ 醉马草犃犮犺狀犪狋犺犲狉狌犿犻狀犲犫狉犻犪狀狊
［３２］ 根表土壤（ＲＳ）

ＰＣＲＰ８ 垂穗披碱草犈犾狔犿狌狊狀狌狋犪狀狊
［３２］ 根系表面（ＲＰ）

Ｌｘ１９１ 小麦［２６，３３］ 根表土壤（ＲＳ）

Ｊｘ５９ 小麦［３４］ 根表土壤（ＲＳ）

ＭＣＭＲＳ５ 糙毛鹅观草犚狅犲犵狀犲狉犻犪犺犻狉狊狌狋犪
［３２］ 根表土壤（ＲＳ）

ｐｗｘｐ８ 垂穗披碱草［３５］ 根表土壤（ＲＳ）

ＰＺＲＰ２ 醉马草［３２］ 根系表面（ＲＰ）

ＰＣＲＰ５ 垂穗披碱草［３２］ 根系表面（ＲＰ）

１．２　方法

１．２．１　菌株促生功能稳定性评价　（１）固氮酶活性测

定　利用 ＮＦＭ 培养基
［３７］和 ＬＢ培养基

［３６］，参考张

英［３５］的方法，供试菌株活化后，分别接种于ＮＦＭ培养

基血清瓶中（每菌株 ３个重复），采用乙炔还原法

（ＡＲＡ法）结合气相色谱（ＧＣ）技术
［３７］测定固氮酶活

性浓度（μｍｏｌ／ｈ）。

（２）溶磷能力测定　定性测定：将菌株活化后，接

种于ＰＫＯ或蒙金娜平板上，于２８℃恒温培养１０ｄ，根

据菌株形成的溶磷圈直径（ＨＤ）／菌落直径（ＣＤ）确定

各菌株的溶磷能力［３９］。

定量测定：制备待试菌株悬浮液。将０．５ｍＬ菌

悬液（１０８ｃｆｕ／ｍＬ）接种于ＰＫＯ或蒙金娜液体培养基

中。每株设３次重复，用不接种菌株培养基作为空白

对照。将菌悬液置于２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１０ｄ，

取适量培养液，于４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取

上清液５ｍＬ，用钼锑抗显色紫外分光光度计法
［３９］测

定有效磷质量分数（μｇ／ｍＬ）。

（３）菌株分泌ＩＡＡ能力测定　定性测定：取５００

μＬ待测菌悬液，接种至５０ｍＬＣＣＭ 培养基中。设３

次重复，以不接种菌株的空白培养基作为对照。于

２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｄ，取５０μＬ菌悬液滴于

白色陶瓷板，加５０μＬＳｐｏｔ比色液
［１６］，１５ｍｉｎ后观察

溶液的颜色变化，粉红色表示该菌株分泌ＩＡＡ，否则，

表示该菌株不分泌ＩＡＡ。

定量测定：取上述培养液离心１０ｍｉｎ，取上清液５

ｍＬ，加５ｍＬＳ２比色液，用紫外线分光光度计法
［１３］测

定ＩＡＡ质量浓度（μｇ／ｍＬ）。

１．２．２　菌株鉴定　（１）菌株形态学特征观察：将菌株

活化后，接种于ＬＢ平板上，置于２８～３０℃培养箱中培

养，观察并记录各菌株菌落的形态特征及颜色变化。

菌株革兰氏染色：按照Ｓｏｌａｒｂｉｏ的革兰氏染色试剂盒

操作步骤［４０］。

（２）主要生理生化特征测定：菌株产酸、碱性能确

定参考姚拓［１３］的方法，将各菌株分别接种于ＮＦＭ 固

体培养基上，振荡培养３ｄ，观察培养基的颜色。利用

细菌微量生化反应管和 ＡＴＢＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ半自动细菌

鉴定仪，选取合适的细菌生化反应鉴定板条，加入菌悬

液，通过自动阅读板条，获得数据并统计分析，得出初

步鉴定结果，并获取生理生化特性信息，参照《伯杰细

菌鉴定手册》、《常见细菌系统鉴定手册》［４１－４２］进行补

充分析。
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（３）分子生物学鉴定：菌悬液制备是将菌株活化

后，接种于ＬＢ液体培养基，置２８～３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ振

荡培养１８～２４ｈ。菌株总ＤＮＡ提取按照ＴａＫａＲａ的

ＤＮＡ提取试剂盒操作步骤。１６ＳｒＤＮＡ 的 ＰＣＲ扩

增：原料：正向引物３４１ｆ：５′ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧ

ＣＡＧ３′；反向引物５１８ｒ：５′ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴ

ＧＧ３′；模板，将所得ＤＮＡ；预混酶（Ｔａｋａｒａ公司ｒ犜犪狇

和Ｅｘ犪狇，包括ｄＮＴＰ，Ｍｇ
２＋，ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，ＰＣＲ酶）；

ｄｄＨ２Ｏ。

５０μＬＰＣＲ反应体系组成：２５μＬ预混酶，引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２μＬ，模板２μＬ（５０ｎｇ／μＬ），ｄｄＨ２Ｏ

１９μＬ。

反应条件：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退

火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，循环３０次，７２℃再延伸１０ｍｉｎ。

（４）ＰＣＲ扩增产物的检测及１６ＳｒＤＮＡ扩增胶回

收：参照张英［３５］的试验方法和步骤。

（５）序列的测定：委托生工生物工程（上海）股份有

限公司完成。

（６）序列分析与系统进化树构建：测序结果在Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．Ｇｏｖ）中比对，

并与已报道细菌菌株进行同源性比较，用 Ｍｅｇａ５．０软

件ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ法，构建菌株系统发育树。

１．２．３　数据处理　利用Ｅｘｃｅｌ２０１０进行数据处理。

２　结果与分析

２．１　菌株促生功能稳定性评价

２．１．１　固氮菌及固氮酶活性　１２株促生菌中，具有

固氮能力的共６株（表２），低温保存１～２ａ后，菌株

Ｊｍ９２、４Ｎ４、Ｗ５、Ｇ、ＮＺＲＳ１４及ＰＣＲＰ８的固氮酶活

性分别下降 ２１．０８％、６８．２２％、８．０３％、２３．６８％、

９４．３１％及９４．３８％，菌株４Ｎ４、ＮＺＲＳ１４与ＰＣＲＰ８

固氮酶活性浓度均下降５０％以上，说明其固氮酶活性

退化速度较快，促生功能稳定性较差，不宜作为制作微

生物菌剂的功能菌，菌株Ｊｍ９２、Ｗ５与Ｇ可作为后续

制作微生物菌剂的功能菌。

表２　固氮酶活性

犜犪犫犾犲２　犖犻狋狉狅犵犲狀犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔

菌株编号
固氮酶活性／（μｍｏｌ·ｈ

－１）

保存前 保存后

Ｊｍ９２ ７５．３４
［２７］ ５９．４６

４Ｎ４ １７８．９４
［２８］ ５６．８７

Ｗ５ ５１０．２０
［２９－３０］ ４６９．２４

Ｇ ７８３．４５
［３１］ ５９７．９２

ＮＺＲＳ１４ ６０９．１８
［３２］ ３４．６５

ＰＣＲＰ８ ７０１．４８
［３２］ ３９．４４

２．１．２　溶磷菌及溶磷能力　定性测定发现，具有溶磷

（有机或无机）特性的９株菌中，Ｊｍ９２与 Ｇ菌株的溶

磷能力已退化，ｐｗｘｐ８能溶解无机和有机磷，尚具溶磷

特性的７ 株溶磷菌 ＨＤ／ＣＤ 值大小顺序依次为：

ｐｗｘｐ８＞ＰＣＲＰ５＞ＰＺＲＰ２＞Ｊｘ５９＞Ｌｘ１９１＞４Ｎ４＞

ＭＣＭＲＳ５（表３）。定量测定发现，７株溶磷菌的溶磷

（无机）量大小顺序依次为：ＰＣＲＰ５＞Ｌｘ１９１＞Ｊｘ５９＞

４Ｎ４＞ｐｗｘｐ８ ＞ ＰＺＲＰ２＞ＭＣＭＲＳ５，且低温保存

１～２ａ后，其溶无机磷能力分别下降 ７７．７０％、

２１．６７％、１２．１０％、２３．６７％、１４．７１％、９７．９１％ 和

４８．０９％，菌株Ｌｘ１９１、Ｊｘ５９、４Ｎ４、ｐｗｘｐ８的促生功能

稳定性相对较好。此外，虽然菌株ＰＣＲＰ５的溶无机

表３　溶磷圈大小及有效磷质量分数

犜犪犫犾犲３　犛狅犾狌犫犾犲狆犺狅狊狆犺狅狉狌狊狉犻狀犵狊犻狕犲犪狀犱狆狊狅犾狌犫犻犾犻狕犪狋犻狅狀犮犪狆犪犮犻狋狔

菌株编号

ＰＫＯ培养基（无机磷）

ＨＤ／ＣＤ值
有效磷质量分数／（μｇ·ｍＬ

－１）

保存前 保存后

蒙金娜培养基（有机磷）

ＨＤ／ＣＤ值
有效磷质量分数／（μｇ·ｍＬ

－１）

保存前 保存后

Ｊｘ５９ ２．７７ １０９．３９
［３４］ ９６．１５ － － －

Ｊｍ９２ － １３２．６０
［２７］ － － － －

Ｇ － ３２．１５
［３１］ － － －－

ＭＣＭＲＳ５ １．６０ １１．２３
［３２］ ５．８３ － － －

ＰＣＲＰ５ ３．３０ ９７０．７７
［３２］ ２１６．４９ － － －

ｐｗｘｐ８ ３．８２ ２０．３３
［３５］ １７．３４ １．４９ １１．９０

［３５］ １０．６３

ＰＺＲＰ２ ２．７９ ７４０．６２
［３２］ １５．５１ － － －

Ｌｘ１９１ ２．４８ ２００．２０
［２６，３３］ １５６．８２ － － －

４Ｎ４ ２．１５ ７８．２５
［２８］ ５９．７３ － － －

　　注：ＨＤ：溶磷圈直径（ｃｍ）；ＣＤ：菌落直径（ｃｍ）
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磷能力下降程度较４Ｎ４快，但其溶无机磷量远大于

４Ｎ４，而菌株ｐｗｘｐ８既可溶解无机磷又可溶解有机磷，

因此，可将菌株ＰＣＲＰ５、Ｌｘ１９１、Ｊｘ５９、及ｐｗｘｐ８作为

制作微生物菌剂的功能菌。

２．１．３　菌株分泌ＩＡＡ 能力　定性测定发现，菌株

４Ｎ４分泌ＩＡＡ能力已退化（表４）。定量测定显示，低

温保存１～２ａ后，Ｊｍ９２、４Ｎ４、Ｇ及Ｌｘ１９１分泌ＩＡＡ

量分别下降２３．９４％、１００％、２０．３０％及８．７９％。因

此，菌株Ｊｍ９２、Ｇ、Ｌｘ１９１促生功能稳定性较好，可作

为后续制作微生物菌剂的功能菌。

２．２　菌株鉴定

２．２．１　菌株形态学特征　各菌株在ＬＢ固体培养基

上均能生长，且２４ｈ后出现菌落。供试的７株菌菌落

大多数呈乳白色、较小、圆形、有光泽、无色素，与保存

前相比变化不大，仅ｐｗｘｐ８在ＬＢ固体培养基上产生

黑色素并扩散（表５）。

除 Ｗ５和ＰＣＲＰ５为革兰氏阳性菌外，其他所有

供试菌株均为革兰氏阴性菌（表５）。

表４　菌株分泌生长素类物质的能力

犜犪犫犾犲４　犜犺犲犪狌狓犻狀狆狉狅犱狌犮犻狀犵犪犫犻犾犻狋狔狅犳狋犲狊狋犲犱狊狋狉犪犻狀狊

菌株编号
颜色反应

保存前 保存后

分泌生长素／（μｇ·ｍＬ
－１）

保存前 保存后

Ｊｍ９２ ＋
［２７］ ＋ ４７．２５

［２７］ ３５．９４

４Ｎ４ ＋
［２８］ － １７．８０

［２８］ －

Ｇ ＋
［３１］ ＋ ３７．３４

［３１］ ２９．７６

Ｌｘ１９１ ＋
［３３］ ＋ ５４．３６

［３３］ ４９．５８

　　注：＋：粉红色；—：不变色．

表５　菌落特征及革兰氏染色结果

犜犪犫犾犲５　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犮狅犾狅狀狔犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊犪狀犱犵狉犪犿狊狋犪犻狀犻狀犵

菌株编号 颜色 大小 形状 质地 革兰氏染色

Ｊｘ５９ 乳白色 较小 圆形 干燥，有光泽 阴性

Ｗ５ 乳白色 较大 圆形 干燥，有光泽 阳性

Ｇ 乳白色 较小 圆形 湿润，有光泽 阴性

ＰＣＲＰ５ 乳白色 较小 圆形 湿润，有光泽 阳性

Ｌｘ１９１ 乳白色 较大 圆形 干燥，有光泽 阴性

ｐｗｘｐ８ 乳白色 较小 圆形 干燥，有光泽，产黑色素 阴性

Ｊｍ９２ 浅棕色 较大 圆形 湿润，有光泽 阴性

２．２．２　主要生理生化特征　Ｊｘ５９、Ｊｍ９２为不产酸、碱

菌株；Ｇ、ｐｗｘｐ８、Ｌｘ１９１为产碱菌株；ＰＣＲＰ５与 Ｗ５

为产酸菌株。

菌株生理生化特性参照《伯杰细菌鉴定手册》和《常

见细菌系统鉴定手册》［４１－４２］，Ｊｍ９２疑为短波单胞菌属

（犅狉犲狏狌狀犱犻犿狅狀犪狊）的缺陷短波单胞菌（犅．犱犻犿犻狀狌狋犪）。Ｗ５

疑为芽孢杆菌属（犅犪犮犻犾犾狌狊）的蜡状芽孢杆菌（犅．犮犲狉犲狌狊）。

ＰＣＲＰ５疑为芽孢杆菌属的短小芽孢杆菌（犅．狆狌犿犻犾狌狊）。

Ｌｘ１９１、Ｇ、ｐｗｘｐ８及Ｊｘ５９疑为假单胞菌属（犘狊犲狌犱狅

犿狅狀犪狊）的荧光假单胞菌（犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊）。

表６　菌株生理生化特性

犜犪犫犾犲６　犜犺犲狆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狋犲狊狋犲犱狊狋狉犪犻狀狊

生化指标
测定株

Ｊｍ９２ Ｗ５ ＰＣＲＰ５ Ｇ ｐｗｘｐ８ Ｌｘ１９１ Ｊｘ５９

厌氧生长 ＋ － － － － － －

接触酶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

甘露醇产酸 － － ＋ － － － －

明胶水解 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

葡萄糖产酸 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

阿拉伯糖产酸 － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

木糖产酸 － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

淀粉水解 － ＋ － － － － －
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续表６

生化指标
测定株

Ｊｍ９２ Ｗ５ ＰＣＲＰ５ Ｇ ｐｗｘｐ８ Ｌｘ１９１ Ｊｘ５９

酪氨酸水解 ｎｄ ＋ － ｎｄ ｎｄ ｎｄ ｎｄ

吲哚形成 ｎｄ ＋ － － － － －

硝酸盐还原亚硝酸盐 － ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋

ＶＰ反应 － ＋ ＋ － － － －

５℃ － － － ＋ ＋ － ＋

５０℃ － － － － － － －

１ｇ／１００ｍＬＮａＣｌ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

５ｇ／１００ｍＬＮａＣｌ ｄ ｄ － ｄ ｄ ＋ ＋

７ｇ／１００ｍＬＮａＣｌ － ｄ － － － － －

　　注：＋：９０％～１００％菌株反应阳性；－：９０％～１００％菌株反应阴性；ｄ：４０％～６０％菌株阳性；ｎｄ：没有测定；：主要生化反应结

果与参考株不同

２．２．３　菌株分子特性及鉴定　将７株菌进行Ｂｌａｓｔ比

对，结果表明，菌株Ｊｍ９２与犅狉犲狏狌狀犱犻犿狅狀犪狊犱犻犿犻狀狌狋犪

ＡＴＣＣ１１５６８Ｔ同源性达９９．２６％；菌株 Ｗ５与犅犪犮犻犾犾狌狊

犿狔犮狅犻犱犲狊ＤＳＭ２０４８
Ｔ、犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊ＡＴＣＣ１４５７９Ｔ

及犅犪犮犻犾犾狌狊狆狊犲狌犱狅犿狔犮狅犻犱犲狊ＤＳＭ１２４４２
Ｔ同源性均达

９７．５３％；菌株 ＰＣＲＰ５与 犅犪犮犻犾犾狌狊狆狌犿犻犾狌狊 ＡＴＣＣ

７０６１Ｔ同源性达１００％；菌株 Ｌｘ１９１与 犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊

犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊ＤＳＭ５００９０
Ｔ、犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狆狌狋犻犱犪ＮＢＲＣ

１４１６４Ｔ及犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪狊狆犾犲狀犻犻ＡＴＣＣ２３８３５
Ｔ同源性

均达１００％。从系统发育树来看，菌株Ｊｍ９２与犅狉犲

狏狌狀犱犻犿狅狀犪狊犱犻犿犻狀狌狋犪 ＡＴＣＣ１１５６８Ｔ亲缘关系最近

（图１Ａ）；菌株 Ｗ５与犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊ＡＴＣＣ１４５７９Ｔ亲

缘关系最近，菌株ＰＣＲＰ５与犅犪犮犻犾犾狌狊狆狌犿犻犾狌狊ＡＴＣＣ

７０６１Ｔ亲缘关系最近（图１Ｂ）；菌株Ｌｘ１９１与犘狊犲狌犱狅

犿狅狀犪狊犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊 ＤＳＭ ５００９０
Ｔ 亲缘关系最近 （图

１Ｃ）。

综上，分子生物学１６ＳｒＤＮＡ序列相似性及系统

进化分析完全支持 ＡＴＢＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ半自动细菌鉴定

仪对菌株Ｊｍ９２、Ｗ５、ＰＣＲＰ５和Ｌｘ１９１的鉴定结果，

确定菌株Ｊｍ９２为缺陷短波单胞菌（犅．犱犻犿犻狀狌狋犪），菌

株犠５为蜡状芽孢杆菌（犅．犮犲狉犲狌狊），菌株ＰＣＲＰ５为短

小芽孢杆菌（犅．狆狌犿犻犾狌狊），菌株Ｌｘ１９１为荧光假单胞

菌（犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊）；菌株 Ｗ、ｐｗｘｐ８和Ｊｘ５９并没有与

荧光假单胞菌（犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊）在同一个分支，似乎表

明与其他假单胞菌属的种类分类地位更近，出现这一

现象的原因在于本研究扩增的是１６ＳｒＤＮＡ 的 Ｖ３

区，其片段只有２００ｂｐ左右，遗传信息量十分有限，因

此我们只能用这个指标确定待测菌株属的分类地位，

即菌株 Ｗ、ｐｗｘｐ８和Ｊｘ５９属于假单胞菌属（犘狊犲狌犱狅

犿狅狀犪狊）。综合这３株菌的形态学、生理生化指标和

ＡＴＢＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ半自动细菌鉴定仪的结果，将这３株

菌鉴定为荧光假单胞菌（犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊）。

３　讨论

３．１　菌株促生功能稳定性评价

植物根际存在大量的促生菌，包括固氮菌、溶磷

菌、生长素产生菌和生防菌等有益微生物，其功能各不

相同。以往对促生菌的研究主要集中在促生菌的筛

选、鉴定以及菌肥的研制，如朱颖等［１１］、田宏等［１６］、王

琦琦等［１７］、邓振山等［１８］分别从红三叶草（犜狉犻犳狅犾犻狌犿

狆狉犪狋犲狀狊犲）、多年生试验地草坪、木碱蓬和巨菌草根际分

离和筛选出不同的促生菌，并将其运用在微生物肥料

开发中。但促生菌在保存过程中，其促生功能稳定性

会下降，应预先对促生菌进行稳定性评价，选择促生稳

定性较好的ＰＧＰＲ制作微生物肥料，否则可能达不到

预期的促生效果。本研究针对实验室保存的１２株促

生菌，进行了促生功能稳定性评价。复选了３株固氮

菌、４株溶磷菌及３株生长素产生菌（共７株），在低温

保存１～２ａ后，发现其促生功能仍然较强且稳定性较

好，因此，可作为后续制作微生物菌剂的功能微生物。

本研究中的个别菌株（如ＰＧＰＲ５），虽然低温保存后，

其溶磷能力下降明显，但其溶磷量依然远高于其他溶

磷的菌株，其原因有待进一步研究。另外，本研究发

现，通过溶磷圈法与钼锑抗显色法测定菌株的溶磷能

力，所得结果差异较大，这与前人的研究结果一

致［１１－１２，１５］；有些菌株定性测定时溶磷圈很大，但定量

测定时溶解无机磷能力却不强，反之亦然。如菌株

ｐｗｘｐ８的 ＨＤ／ＣＤ值大于菌株Ｌｘ１９１，但其溶磷量却

远 低于菌株Ｌｘ１９１，可能是由于两种培养过程和方式
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图１　菌株的系统发育树

犉犻犵．１　犜犺犲狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狊狋狉犪犻狀狊

注：Ａ：菌株Ｊｍ９２系统发育树；Ｂ：菌株 Ｗ５、ＰＣＲＰ５系统发育树；Ｃ：菌株Ｇ、ｐｗｘｐ８、Ｌｘ１９１、Ｊｘ５９系统发育树

的不同引起的［４４－４５］。溶磷圈法测定溶磷菌溶磷能力，

主要是通过菌株自身产生有机酸，经渗透扩散于其周

围形成一个明显的环，来确定该菌株是否具有溶磷能

力［４３］，其可靠性值得怀疑，因为有些菌株不能产生溶

磷圈，但液体培养时可溶解多种形态的磷，所以，用钼

锑抗显色法定量判断菌株的溶磷能力更为准确。

３．２　菌株鉴定

本研究采用ＡＴＢＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ半自动细菌鉴定仪

对７株促生功能稳定性较好的菌株进行初步鉴定，除

配置菌悬液和加样为手工外，其他操作都为自动化的，

其方法标准、简单、准确性高。初步确定菌株Ｊｍ９２为

缺陷短波单胞菌（犅．犱犻犿犻狀狌狋犪），Ｗ５为蜡状芽孢杆菌

（犅．犮犲狉犲狌狊），ＰＣＲＰ５为短小芽孢杆菌（犅．狆狌犿犻犾狌狊），

菌株Ｇ、ｐｗｘｐ８、Ｌｘ１９１及Ｊｘ５９为荧光假单胞菌（犘．

犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊）。同时结合形态学、生理生化和分子生物

学的研究指标进行补充鉴定，其中形态学与生理生化

指标支持ＡＴＢＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ半自动细菌鉴定仪对７株

ＰＧＰＲ的鉴定结果；这７株菌中有５株，分别为Ｊｍ９２、
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Ｗ５、Ｇ、Ｌｘ１９１、Ｊｘ５９，前人已鉴定
［２６，２９，３１，３４］，但与本研

究鉴定结果不一致，可能是因为早期研究上述５株菌

的分类地位时只限于扩增１６ＳｒＤＮＡ的序列分析，方

法较单一，结果存在一定的局限性；本研究主要依靠

ＡＴＢＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ半自动细菌鉴定仪，同时结合形态

学、生理生化和分子生物学的数据多角度进行分析，鉴

定结果更接近菌株分类的真实情况。目前，国内外报

道的ＰＧＰＲ菌主要有芽孢杆菌属、肠杆菌属（犈狀狋犲狉

狅犫犪犮狋犲狉）和假单胞菌属等，如Ｓｍｉｔｈ等
［４６］发现蜡状芽

孢杆菌能够定殖于植物根际，且能促进植物根系生长，

因此可应用这些优良ＰＧＰＲ菌株制作微生物菌剂，将

其广泛应用在牧草、作物、蔬菜及瓜果等的栽培技

术中。

４　结论

供试１２株ＰＧＰＲ中，菌株Ｊｍ９２、Ｗ５、ＰＣＲＰ５、Ｇ、

ｐｗｘｐ８、Ｌｘ１９１与Ｊｘ５９，低温冷冻保存后，其促生功能

稳定性良好；经鉴定，Ｊｍ９２为缺陷短波单胞菌、Ｗ５为

蜡状芽孢杆菌、ＰＣＲＰ５为短小芽孢杆菌、Ｇ为荧光假

单胞菌、ｐｗｘｐ８、Ｊｘ５９及Ｊｍ９２则均为为荧光假单

胞菌。
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ＣＨＡＩＸｉａｏｈｏｎｇ
１，２，ＹＡＯＴｕｏ１，ＬＩＬｕｓｈａｎ２，ＷＥＩＬｅｉｆｅｉ２

（１．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犘狉犪狋犪犮狌犾狋狌狉犪犾犛犮犻犲狀犮犲，犌犪狀狊狌犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔／犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔犳狅狉犌狉犪狊狊犾犪狀犱

犈犮狅狊狔狊狋犲犿狅犳犕犻狀犻狊狋狉狔狅犳犈犱狌犮犪狋犻狅狀／犘狉犪狋犪犮狌犾狋狌狉犪犾犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犌犪狀狊狌犘狉狅狏犻狀犮犲／

犛犻狀狅犝．犛．犆犲狀狋犲狉狊犳狅狉犌狉犪狕犻狀犵犾犪狀犱犈犮狅狊狔狊狋犲犿犛狌狊狋犪犻狀犪犫犻犾犻狋狔，犔犪狀狕犺狅狌７３００７０，犆犺犻狀犪；

２．犃犮犪犱犲犿狔狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犪狀犱犉狅狉犲狊狋狉狔犛犮犻犲狀犮犲狊狅犳犘犪狀狕犺犻犺狌犪

犆犻狋狔，犘犪狀狕犺犻犺狌犪６１７０６１，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙ（ｎｉｔｒｏｇｅｎｆｉｘａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ，ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇａｂｉｌｉｔｙ，ＩＡＡｓｅｃｒｅｔｉｎｇａ

ｂｉｌｉｔｙ）ｏｆ１２ＰＧＰＲｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄ．Ｔｈｅｓｔｒａｉｎｓｗｉｔｈｂｅｔｔｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙ

ｉｎｔｅｒｍｓｏｆｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ，ｍａｉｎｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒ

ａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＪｍ９２，Ｗ５，ＰＣＲＰ５，Ｇ，ｐｗｘｐ８，Ｌｘ１９１ａｎｄＪｘ５９ｈａｄｂｅｔｔｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ａｎｄｃｏｕｌｄｂｅａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅｆｕｒｔｈｅｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ．Ａｆｔｅｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｏｎｅｓｔｒａｉｎｗａｓｆｒｏｍ

犅狉犲狏狌狀犿犱犻犿狅狀犪狊，ｔｗｏｗｅｒｅｆｒｏｍ犅犪犮犻犾犾狌狊ａｎｄｆｏｕｒｗｅｒｅｆｒｏｍ犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊．

　　犓犲狔狑狅狉犱狊：ＰＧＰＲ；ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ；ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ；ＩＡＡ；１６ＳｒＤＮＡ

５７第４０卷　第５期　　　　　　　　　　　草 原 与 草 坪２０２０年


