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欧李内生促生菌分离、鉴定及促生、耐盐碱特性
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(１.甘肃农业大学草业学院ꎬ草业生态系统教育部重点实验室ꎬ甘肃 兰州 ７３００７０ꎻ
２.宁夏农林科学院荒漠化治理研究所ꎬ宁夏 银川 ７５００００)

摘　 要:为获得欧李(Ｃｅｒａｓｕｓ ｈｕｍｉｌｉｓ)根系优良内生促生菌ꎬ以欧李根系为研究材料ꎬ采用组织匀浆法分离纯化

可培养内生细菌ꎬ测定其固氮、解磷、溶磷、合成植物生长素 ＩＡＡ(吲哚乙酸)和耐盐碱特性ꎬ并通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列系

统发育分析进行初步鉴定ꎮ 结果显示:分离的 ７ 株菌均表现出一定的促生潜力ꎬ菌株固氮酶活性在 ５０.６４ ~ １２７.４０
ｎｍｏｌ􀅰ｈ－１􀅰ｍＬ－１ꎬ菌株 Ｙ３ 最高ꎻ菌株解有机磷量在 １.２８~ ３５８.９０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ菌株 Ｎ２３ 最高ꎻ菌株溶无机磷量在 ６.２９
~１４３.６１ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ菌株 Ｙ２ 最高ꎻ菌株合成 ＩＡＡ 量在 １４.２４~７０.４８ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ菌株 Ｎ２２ 最高ꎮ 菌株耐盐碱特性测定

中ꎬ菌株 Ｙ３、Ｙ４ 表现出广泛的耐盐碱特性ꎬ可在 ＮａＣｌ 浓度为 ３０％以及 ｐＨ 值为 １３ 的条件下正常生长ꎬ属极端嗜盐嗜

碱微生物ꎮ １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列系统发育分析结果ꎬ菌株 Ｙ３、Ｙ４ 确定为 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.ꎬ 菌株 Ｎ２３、Ｎ２２ 为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｉｍｉａｅꎬ
菌株 Ｎ１ 为 Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｒｉｇｏｒｉｔｏｌｅｒａｎｓꎬ菌株 Ｙ１、Ｙ２ 为 Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｍａｒｐｌａｔｅｎｓｉｓꎮ 研究分离出的内生促生菌具有多

种优质促生特性ꎬ可为后续研制微生物接种剂(菌肥)提供优良菌种ꎬ并有望在绿色农业发展中发挥积极作用ꎮ
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ｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｉｔｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ￣ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ￣ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇꎬ ＩＡＡ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ. Ｗｅ ａｌｓｏ ｔｒｉｅｄ ｔｏ ｕｓｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ｐｒｅｌｉｍｉ￣
ｎａｒｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ７ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ａｌｌ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｇｒｏｗｔｈ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ. Ｔｈｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｆｉｘａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ｗａｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ５０.６４ ~ １２７.４０ ｎｍｏｌ􀅰ｍＬ－１ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｙ３ ｓｔｒａｉｎ ｈａｄ ｔｈｅ
ｈｉｇｈｅｓｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｔｈｅ ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｗａｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｂｅｔｗｅｅｎ １.２８~
３５８.９０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｎ２３ ｓｔｒａｉｎ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ. Ｔｈｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｗａｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ６.２９~１４３.６１ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｙ２ ｓｔｒａｉｎ ｈａｄ ｔｈｅ
ｈｉｇｈｅｓｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＩＡＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
１４.２４ μｇ􀅰ｍＬ－１ ａｎｄ ７０.４８ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＩＡＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎ２２ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ. Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ Ｙ３ ａｎｄ Ｙ４ ｓｔｒａｉｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｗｉｄｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｇｒｅｗ ｎｏｒｍａｌｌｙ ｕｎ￣
ｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ３０％ ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐＨ ｏｆ １３. Ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｈａｌｏｐｈｉｌｉｃ ａｎｄ ａｌｋａｌｏｐｈｉｌｉｃ ｍｉｃｒｏ￣

收稿日期:２０２１￣０３￣２０　 　 　 　 　 修回日期:２０２１￣０４￣２２
基金项目:甘肃省林业和草原局科技支撑项目(ＧＦＧ２０１９－３６６－２)ꎻ宁夏自治区重点研发项目 (２０２０ＢＢＦ０２０２７)
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ｏｒｇａｎｉｓｍｓ. Ａｓ ａ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｔｈｅ Ｙ３ ａｎｄ Ｙ４ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｎ２３ ａｎｄ Ｎ２２ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｉｍｉａｅ. Ｓｔｒａｉｎ Ｎ１ ｗａｓ Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｒｉｇｏｒｉｔｏｌｅｒａｎｓ. Ｔｈｅ Ｙ１
ａｎｄ Ｙ２ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｍａｒｐｌａｔｅｎｓｉｓ. Ｔｈｅ ＰＧＰＥ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｈｉｇｈ￣ｑｕａｌｉｔｙ
ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎ￣
ｏｃｕｌａｎｔｓ (ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｓ) ａｎｄ ｐｌａｙ ａｎ ａｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｇｒｅｅｎ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｃｅｒａｓｕｓ ｈｕｍｉｌｉｓꎻ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓꎻ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘꎻ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ￣ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇꎻ ｐｈｏｓ￣
ｐｈｏｒｕｓ￣ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇꎬ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅ (ＩＡＡ)ꎻ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ

　 　 欧李(Ｃｅｒａｓｕｓ ｈｕｍｉｌｉｓ)是一种落叶丛生小灌木ꎬ
主要生长于我国北方的草原、森林、沙漠边缘以及

一些丘陵地区[１]ꎮ 其自身表现出的抗逆性是其在

不良环境下稳定生长的重要原因之一ꎬ如耐寒、耐
旱、耐盐碱等特性ꎮ 因此ꎬ可作为防风固沙、抵抗水

土流失、改善生态环境的先锋树种[２]ꎮ 此外ꎬ由于

欧李叶量大ꎬ茎细且质地柔软ꎬ便于牛羊的啃食ꎬ在
畜牧业中被视为一种良好的饲料ꎮ 前人研究发现ꎬ
欧李茎叶中不仅含有糖和蛋白质等牛羊生长所需

的一般营养ꎬ而且其钙元素含量较高ꎬ是牛羊骨骼

发育的重要补钙来源[３]ꎮ 因此ꎬ该灌木不管是在生

态建设还是作为饲料生产方面均具有较大发展

前景ꎮ
欧李所表现出的较强的生态价值ꎬ主要源于其

庞大且呈网状分布的根系能够在瘠薄的土壤中吸

收水分和营养物质ꎬ供给植物生长[４]ꎮ 而定殖于植

物根系内的内生促生菌(Ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｎｄｏ
ｐｈｙｔｅｓꎬ ＰＧＰＥ)所分泌的多种生理活性物质ꎬ如生长

素、细胞分裂素等ꎬ会刺激植物新陈代谢ꎬ促进植物

根系生长[５]ꎮ 此外ꎬ还可通过固氮、解磷(将有机磷

水解转化为无机磷酸盐) [６]、溶磷(将不溶性无机磷

转化为可溶性磷酸盐) [７]等方式促进植物生长[８－９]ꎮ
谢安强等[１０]从桉树体内分离筛选到的内生细菌ꎬ可
提高桉树的抗逆性与生长量ꎮ 张现勇等[１１] 从油菜

中分离的菌株 ｙｃ８ꎬ显著提高了油菜幼苗的鲜重和

株高ꎮ 然而ꎬ目前关于从生长良好的欧李根系中分

离多功能 ＰＧＰＥ 的研究还未见报道ꎮ
鉴于此ꎬ本研究从欧李根系中分离获得 ＰＧＰＥ

菌株ꎬ并对其固氮、解磷、溶磷、合成植物生长素 ＩＡＡ
和耐盐碱特性进行初步研究ꎬ利用分子生物学方法

对其进行分类鉴定ꎬ以期为后续欧李微生物接种剂

(菌肥)研制提供优良菌株ꎬ并丰富我国微生物菌种

资源库ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 样品来源及处理 　 欧李样品来源于宁夏回

族自治区银川市永宁县ꎬ位于宁夏中部ꎬ属于典型

的温带大陆性气候ꎬ土壤质地为砂土ꎮ 采集欧李植

物根系ꎬ装入无菌自封袋中ꎬ标注植物名称及采集

日期ꎬ放置于冰盒中ꎬ运回实验室冰箱中 ４℃保存ꎬ
进行菌株分离ꎮ
１.１.２　 供试培养基　 ＬＢ( ｌｕｒｉａ ｂｅｒｔａｎｉꎬ ＬＢ)固体培

养基:胰蛋白胨 １０ ｇꎬ酵母提取物 ５ ｇꎬＮａＣｌ １０ ｇꎬ琼
脂 １５~２０ ｇꎬ蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ ７.０[１２]ꎮ

Ｋｉｎｇ 氏液体培养基:蛋白胨 ２０ ｇꎬＫ２ＨＰＯ４ １.１５
ｇꎬＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ １. ５ ｇꎬ丙三醇 １５ ｍＬꎬＬ －色氨酸

０.１ ｇ[１３]ꎮ
无机磷(Ｎａｔｉｏｎａｌ ｂｏｔａｎｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ’ ｓ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＮＢＲＩＰ ) 液 体 培 养 基: 葡 萄 糖 １０ ｇꎬ
Ｃａ３(ＰＯ４) ２ ５ｇꎬＭｇＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ ５ｇꎬＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.２５
ｇꎬＫＣｌ ０.２ ｇꎬ(ＮＨ４) ２ＳＯ４ ０.１ ｇꎬ总体积 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ
６.８~７.０[１４]ꎮ

蒙金娜有机磷培养基:ＭｎＳＯ４􀅰４Ｈ２ Ｏ ０.０３ ｇꎬ
Ｆｅ ＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.０３ ｇꎬＣａＣＯ３ ５.０ ｇꎬ葡萄糖 １０.０ ｇꎬ
(ＮＨ４) ２ＳＯ４ ０.５ ｇꎬ卵磷脂 ０.２ ｇꎬＮａＣｌ ０.３ ｇꎬＫＣｌ ０.３
ｇꎬ酵母膏 ０.４ ｇꎬ总体积 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ ７.０~７.５[１５]ꎮ

ＮＦＭ ( Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｒｅｅ ｍｅｄｉｕｍꎬ ＮＦＭ) 培养基:
ＣａＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ ０.０２ ｇꎬＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.２ ｇꎬＫ２ＨＰＯ４

０.５ ｇꎬＮａＭｏＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ ０.００２ ｇꎬＮａＣｌ ０.１ ｇꎬＫＯＨ ５ ｇꎬ
苹果酸 ５ ｇꎬ生物素 １０ μｇꎬ０.５％溴百里酚蓝 ５ ｍＬꎬ琼
脂 ２０ ｇ(固体培养基) 或 ２ ｇ(半固体培养基)ꎬ总体

积 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ ７.０[１６]ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 菌株分离与纯化　 采用组织匀浆法[１７]ꎬ将欧

李根系置于自来水下冲洗干净ꎬ用 ８％次氯酸钠浸

泡 ３ ｍｉｎꎬ７５％乙醇表面消毒 ３０ ｓꎬ使用无菌蒸馏水

清洗 ３ 次ꎬ去除表面的灭菌剂ꎮ 灭菌的植物根系用

灭菌刀片切成约为 １ ｇ 的小块ꎬ用高压灭菌的研磨

棒和研磨钵在 ９ ｍＬ 的无菌水中研磨至匀浆ꎮ 将 ０.１
ｍＬ 的组织悬浮液涂布于 ＬＢ 平板上ꎮ 接种平板置

于 ２８℃恒温培养箱培养 ３~５ ｄꎮ 根据菌落形态与颜

色的不同ꎬ使用接种环挑取单菌落进行四区划线ꎬ
反复纯化至单一菌落ꎮ 分离纯化后的菌株悬浮于
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２０％甘油ꎬ保存至－８０℃冰箱中备用ꎮ
１.２.２ 　 内生促生菌促生特性测定 　 将分离出的 ７
株菌分别进行促生特性测定ꎬ固氮酶活性测定:乙
炔还原法[１８]ꎻ解磷、溶磷特性测定:钼锑抗比色

法[１９]ꎻ 合 成 植 物 生 长 素 ＩＡＡ 特 性 测 定:
Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ 法[２０]ꎮ
１.２.３　 内生促生菌耐盐碱特性测定　 在 ＬＢ 液体培

养基 ｐＨ ７.０ 的条件下ꎬ将各培养基中的 ＮａＣｌ 浓度

分别提高 ５％ꎬ培养基中 ＮａＣｌ 浓度分别为 ０％、５％、
１０％、１５％、２０％、２５％、３０％ꎻ在 ＬＢ 液体培养基中

ＮａＣｌ 浓度为 １０ ｇ􀅰Ｌ－１的条件下ꎬ将培养基中 ｐＨ 值

分别提高一个单位ꎬ各培养基中 ｐＨ 值分别为 ７、８、
９、１０、１１、１２、１３ꎮ 将分离菌株分别接种至具有不同

盐碱浓度的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ每株菌 ３ 次重复ꎬ以
不接菌的液体培养基作为空白对照ꎬ在 ３０℃ꎬ１８０ ｒ
􀅰ｍｉｎ－１条件下震荡培养 ２ ｄ 后ꎬ测定培养基在波长

６００ ｎｍ 处的吸光度值(ＯＤ６００ ｎｍ)并制作曲线ꎮ
１.２.４　 分离菌株鉴定 　 将上述分离出的 ７ 株菌在

ＬＢ 平板上活化后ꎬ提取细菌总 ＤＮＡꎬ使用引物 ２７Ｆ
(５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′)和 １４９２Ｒ(５′
－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′)进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因序列扩增ꎮ ５０ μＬ 反应体系:２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ ２５ μＬ、ＤＮＡ 模板 ２ μＬ、引物各 １ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ２１
μＬꎮ ＰＣＲ 扩增参数设置:９４℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４℃变

性 ３０ ｓꎬ５５℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 １ ｍｉｎꎬ重复循环 ３２
次ꎻ７２℃总延伸 ５ ｍｉｎꎬ将 ＰＣＲ 产物进行 １％凝胶琼

脂糖电泳检测ꎬ并于－２０℃保存待用ꎮ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因序列测定由北京奥科鼎盛科技有限公司完成ꎮ
将测序结果在 Ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ 数据库中比对ꎬ并利用

ＭＥＧＡ ７.０ 软件中 ＣＬＵＳＴＡＬ Ｗ 程序进行同源序列

比对ꎬ使用邻近法构建系统发育树ꎮ
１.３　 数据分析

采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件对试验数据进行单因素方

差分析(Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ显著性水平为 Ｐ<０.０５ꎬ
并用 Ｏｒｉｇｉｎ Ｌａｂ Ｏｒｉｇｉｎ Ｐｒｏ ８. ５ 和 ＭＥＧＡ ７. ０ 软件

作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 欧李内生促生菌分离菌株促生特性分析

由表 １ 可看出ꎬ供试 ７ 株内生菌的固氮酶活性

分布在 ５０.６４ ~ １２７.４０ ｎｍｏｌ􀅰ｈ－１􀅰ｍＬ－１ꎬ以菌株 Ｙ３
固氮酶活性最高ꎬ为 １２７.４０ ｎｍｏｌ􀅰ｈ－１􀅰ｍＬ－１ꎮ 对分

离菌株解磷、溶磷特性的测定中ꎬ菌株解有机磷量

在 １.２８~３５８.９０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ菌株 Ｎ２３ 和 Ｎ２２ 均有较

强的解磷能力ꎬ解磷量分别为 ３５８.９０ μｇ􀅰ｍＬ－１ 和

３４２.２０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ其他 ５ 株菌解磷量均小于 １５０
μｇ􀅰ｍＬ－１ꎻ分离菌株溶无机磷量在 ６.２９ ~ １４３.６１ μｇ
􀅰ｍＬ－１ꎬ菌株 Ｙ２ 和 Ｙ３ 相较于其他 ５ 株菌具有较强

溶磷能力ꎬ溶磷量均大于 １００ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ 通过对分

离菌株解磷、溶磷能力的定量测定分析发现ꎬ不同

菌株具有不同的解磷、溶磷特性ꎬ其中 ３ 株分离菌株

出现解有机磷量大于溶无机磷量ꎮ 此外ꎬ在合成植

物生长素 ＩＡＡ 特性测定中ꎬ菌株合成 ＩＡＡ 量在１４.２４
~７０.４８ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ以菌株 Ｎ２２ 合成 ＩＡＡ 量最高ꎮ
２.２　 欧李内生促生菌分离菌株耐盐碱特性分析

分离菌株对不同 ＮａＣｌ 浓度的耐受性测定中ꎬ菌
株 Ｙ１、Ｙ２、Ｎ２２、Ｎ２３、Ｎ１ 能耐受 ＮａＣｌ 最高浓度为

１０％ꎮ 菌株 Ｙ４、Ｙ３ 能耐受 ＮａＣｌ 最高浓度为 ３０％ꎬ
说明该两株菌株具有较广泛的耐盐能力ꎮ 此外菌

株 Ｙ３、Ｙ４、Ｎ１ 的最适 ＮａＣｌ 浓度为 ５％(图 １)ꎮ 在 １０
ｇ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ 浓度下ꎬ菌株 Ｎ１、Ｎ２２ 碱性(ｐＨ 值)的

耐受范围为 ７~１０ꎬ菌株 Ｎ２３ 碱性(ｐＨ 值)的耐受范

围为 ７~１１ꎬ其中菌株 Ｎ１、Ｎ２２ 最适生长的碱性(ｐＨ
值)耐受为 ８ꎮ 此外ꎬ菌株 Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３、Ｙ４ 碱性(ｐＨ
值)的耐受范围为 ７ ~ １３ꎬ其中菌株 Ｙ１、Ｙ２、Ｙ４ 最适

生长的碱性(ｐＨ 值)耐受为 ８ꎬ而菌株 Ｙ３ 的最适生

长的碱性(ｐＨ 值)耐受为 ９ꎬ该结果表明分离出的 ７
株菌在 １０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ 浓度下均具有一定的耐碱能

力(图 ２)ꎮ
２.３　 欧李内生促生菌分离菌株鉴定

通过对 ７ 株分离菌株进行革兰氏染色ꎬ发现

Ｙ３、Ｙ４、Ｎ１ 菌株为革兰氏阳性菌(Ｇ＋)ꎬ其余菌株为

革兰氏阴性菌(Ｇ－)ꎮ 测序结果在 Ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ 数据

库进行相似性比对(表 ２)ꎬ并使用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件

构建系统发育树(图 ３)ꎮ 结果显示ꎬ菌株 Ｙ４、Ｙ３ 确
表 １　 分离菌株促生特性测定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

解磷、溶磷能力
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ ａｎｄ

ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ
有机磷

Ｏｒｇａｎｉｃ Ｐ
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

无机磷
Ｉｎｏｒｇａｎｉｃ Ｐ

(μｇ􀅰ｍＬ－１)

固氮酶活性
Ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

/ (ｎｍｏｌ􀅰ｈ－１

􀅰ｍＬ－１)

ＩＡＡ
/ (μｇ􀅰ｍＬ－１)

Ｎ２３ ３５８.９０±２.４７ａ ６３.０５±０.４６ｃ １２２.３３±２０.２２ａ ６４.７９±０.３１ａ
Ｎ２２ ３４２.２０±８.６２ｂ ２７.７３±１.５９ｅ １２３.３０±９.９.０ａ ７０.４８±３.９０ａ
Ｙ３ ３７.３４±４.５６ｅ １０５.６６±５.７２ｂ １２７.４０±１０.３３ａ ５０.４８±２.７５ｂ
Ｙ１ ２５.０６±０.７７ｅ ６.２９±０.５１ｆ １２０.１３±１６.０４ａ １４.２４±０.６１ｄ
Ｙ２ ９９.２７±５.５７ｃ １４３.６１±６.３８ａ １２４.０７±３８.８１ａ ４６.０８±６.５８ｂ
Ｎ１ １.２８±０.７３ｆ ４６.５６±２.７３ｄ ５０.６４±１６.２２ｂ ２７.０９±１.９３ｂｅ
Ｙ４ ５３.９１±２.６８ｄ ９８.４９±２.１５ｂ １２５.９０±２７.４７ａ ５３.８２±３.８４ｂ

　 　 注:数据为平均值 ±标准误ꎮ 同列数据后不同字母表示经

Ｄｕｎｃａｎ 氏新复极差法检验在 Ｐ<０.０５ 水平差异显著ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄａｔａ ａｒｅ ｍｅａｎ ±ＳＥ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉ￣

ｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ < ０. ０５ ｌｅｖｅｌ ｂｙ Ｄｕｎｃａｎ′ ｓ ｎｅｗ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｒａｎｇｅ ｔｅｓｔ.
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图 １　 分离菌株对不同 ＮａＣｌ 浓度耐受性

Ｆｉｇ.１　 Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图 ２　 分离菌株对不同碱性程度(ｐＨ 值)的耐受性

Ｆｉｇ.２　 Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｋａｌｉｎｅ (ｐＨ ｖａｌｕｅ)
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定为芽胞杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕ ｓｐ.ꎬ菌株 Ｎ２２、Ｎ２３ 为猴假

单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｉｍｉａｅꎬ菌株 Ｙ１、Ｙ２ 为无色杆菌

Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｍａｒｐｌａｔｅｎｓｉｓꎬＮ１ 为耐寒短杆菌 Ｂｒｅｖｉ￣
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｒｉｇｏｒｉｔｏｌｅｒａｎｓꎮ

３　 讨论与结论

ＰＧＰＥ 是一类具有较强定殖和靶向功能的微生

物ꎬ相较于土壤和根际微生物ꎬ接种后更易进入植

物体内ꎬ并发挥相关功能[２１]ꎮ 本研究从欧李根系中

分离获得 ７ 株内生细菌ꎬ包含 ４ 个属ꎬ分别为芽孢杆

菌属、假单胞菌属、短杆菌属和无色杆菌属ꎬ其中假

单胞菌属菌株表现出较强的解磷特性ꎮ 前人研究

发现ꎬ假单胞菌在植物根系中是一类较为活跃的解

磷微生物[２２－２４]ꎮ 本试验中ꎬ编号为 Ｎ２３ 菌株被初步

鉴定为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｉｍｉａｅꎬ其解有机磷量最高ꎬ为
３５８.９０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ并且该菌株同时兼具固氮、合成

植物生长素 ＩＡＡ、耐盐碱等特性ꎬ这在已报道的假单

表 ２　 分离菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因相似性比对

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

模式菌株
Ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ

Ｇｅｎ Ｂａｎｋ
登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

相似度 / ％
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

同源序列
Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｙ４ ＡＴＣＣ １０７９２ ＡＣＮＦ０１０００１５６ ９９.３８ 苏云金芽胞杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ

Ｙ３ ＡＴＣＣ １４５７９ ＡＥ０１６８７７ ９９.１０ 蜡样芽胞杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ

Ｎ１ ＤＳＭ ８８０１ ＡＭ７４７８１３ ９８.９７ 耐寒短杆菌
Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｒｉｇｏｒｉｔｏｌｅｒａｎｓ

Ｎ２３ ＯＬｉ ＡＪ９３６９３３ ９９.８５ 猴假单胞菌
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｉｍｉａｅ

Ｎ２２ ＯＬｉ ＡＪ９３６９３３ ９９.８５ 猴假单胞菌
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｉｍｉａｅ

Ｙ２ Ｂ２ ＥＵ１５０１３４ ９９.５ 无色杆菌
Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｍａｒｐｌａｔｅｎｓｉｓ

Ｙ１ Ｂ２ ＥＵ１５０１３４ ９９.３５ 无色杆菌
Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｍａｒｐｌａｔｅｎｓｉｓ

图 ３　 基于分离菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列构建的系统发育树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

胞菌株中是较为少见的ꎮ 另外ꎬ尽管有 ２ 株细菌同

属于 Ｐ.ｓｉｍｉａｅꎬ且这两株菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列与

Ｐ.ｓｉｍｉａｅ ＯＬｉ 的相似度均达到 ９９.８５％ꎬ但它们的促

生潜力却具有显著差异ꎬ说明同一种属的内生细菌

的促生潜力存在菌株间的差异ꎬ引起菌株间促生潜

力的差异与细菌自身代谢能力、外界环境中碳源、
氮源及微量元素的种类等诸多因素有关[２５]ꎬ还需进

一步研究ꎮ
欧李主要分布于我国北方地区ꎬ多山地丘陵或

沙漠草原ꎬ土壤养分贫瘠ꎬ而固氮微生物在为植物

提供氮源方面发挥很大作用ꎮ 本研究测定分离菌

株固氮酶活性在 ５０.６４ ~ １２７.４０ ｎｍｏｌ􀅰ｈ－１􀅰ｍＬ－１ꎬ
芽胞杆菌 Ｙ３ 固氮酶活性最高ꎬ为 １２７.４０ ｎｍｏｌ􀅰ｈ－１

􀅰ｍＬ－１ꎬ与前人报道的芽胞杆菌固氮活性结果一

致[２６]ꎮ 吲哚乙酸( ＩＡＡ)是一种极为重要的生理活

性物 质ꎬ 由 包 含 ＰＧＰＥ 在 内 的 多 种 微 生 物 产

生[２７－２８]ꎮ 本试验中分离的菌株均能够分泌植物生

长素 ＩＡＡꎬ如果给宿主植物接种分泌 ＩＡＡ 菌株ꎬ可扩
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大根表面积ꎬ利于根系从土壤中吸收水分和矿物

质[２９]ꎬ对提高欧李的产量和品质具有积极作用ꎮ
在 ＰＧＰＥ 菌株分离过程中ꎬ不仅要分离具有促

生作用的菌株ꎬ还应筛选具有耐盐碱特性菌株ꎬ这
对生产实践具有重要作用[３０]ꎮ 全球大约 ２０％的耕

地和 ５０％的灌区受到盐碱化的影响[３１]ꎬ内生菌能够

从植物的多个方面来改善植物组织渗透平衡和离

子毒害ꎬ从而缓解盐碱胁迫对植物的伤害ꎬ有利于

植物在盐碱地生长[３２]ꎮ 根据 Ｌａｒｓｅｎ 等[３３] 和 Ｖｒｅｅｌ￣
ａｎｄ[３４]提出的微生物对盐碱敏感程度的分类系统ꎬ
本试验分离菌株 Ｙ３、Ｙ４ 能够在 ＮａＣｌ 浓度为 ３０％、
ｐＨ 值为 １３ 的条件下正常生长ꎬ属于极端嗜盐嗜碱

微生物ꎮ 推测该株菌与欧李能够生长在盐碱环境

中有一定关系ꎬ可协助植物适应环境ꎬ并在盐碱地

生物修复中具有很好的应用潜力ꎮ
本研究分离的 ７ 株内生菌均具有一定的促生功

能(固氮、解磷、溶磷、合成植物生长素 ＩＡＡ)和耐盐

碱特性ꎬ解有机磷量最高为 ３４２.２０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ溶无

机磷量最高为 １４３.６１ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ固氮酶活性最高为

１２５.９ ｎｍｏｌ􀅰ｈ－１􀅰ｍＬ－１ꎻ合成植物生长素 ＩＡＡ 量最

高为 ７０.４８ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ耐盐碱特性较强的菌株可在

ＮａＣｌ 浓度为 ３０％ꎬｐＨ 值为 １３ 的条件下正常生长ꎮ
７ 株优良 ＰＧＰＥ 被鉴定为:Ｙ３、Ｙ４ 为 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.ꎬＮ２３、
Ｎ２２ 为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｉｍｉａｅꎬ Ｎ１ 为 Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｒｉｇ￣
ｏｒｉｔｏｌｅｒａｎｓꎬ Ｙ１、Ｙ２ 为 Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｍａｒｐｌａｔｅｎｓｉｓꎮ 各

菌株之间促生潜力存在显著差异ꎬ可为后续复合微生

物菌剂(菌肥)研发提供依据ꎮ
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