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摘  要：【目的】分离具有植物促生功能的苜蓿内生菌。【方法】从苜蓿的新鲜组织中分离纯化菌

株，进行 16S rRNA 基因序列分析，生理生化鉴定并检测内生菌对苜蓿的促生特性。【结果】获

得两株苜蓿内生菌，成团泛菌 ASR16 和短小芽孢杆菌 ALR33。两株菌株均能产生植物生长激素

IAA 和嗜铁素，能溶解磷，对苜蓿的促生作用明显。【结论】获得两株具有植物促生特性的苜蓿

内生菌 ASR16 和 ALR33，可作为微生物菌肥的研究基础。 
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Isolation and identification of two plant-growth promoting 
endophytes from alfalfa 
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GUO Dong-Lin* 

(Key Laboratory of Molecular Cytogenetics and Genetic Breeding of Heilongjiang Province, College of Life Science and 
Technology, Harbin Normal University, Harbin, Heilongjiang 150025, China) 

Abstract: [Objective] To obtain endophytes which has the plant-growth promote function from alfalfa. 
[Methods] Two strains were isolated and purified from fresh tissues of alfalfa, and then analyzed by 
16S rRNA gene sequence, identified by the physiological and biochemical methods. The plant-growth 
promote properties to alfalfa of two strains were detected. [Results] Two alfalfa endophytes, ASR16 
(Pantoea vagans) and ALR33 (Bacillus pumilus) were obtained. Both of the endophytes can produce 
IAA and siderophore, have phosphate solubilization activity, and can promote the growth of alfalfa 
effectively. [Conclusion] Two plant endophytes, ASR16 and ALR33, with plant-growth promotion to 
alfalfa could be used as the basis of bacterial manure research. 

Keywords: Alfalfa, Endophytic bacteria, Plant-growth promotion 

 



康慧颖等: 两株具促生作用的苜蓿内生菌的分离纯化与鉴定 281 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

内生细菌被定义为能定殖于植物组织内部，而

对宿主植物不引起可见损伤或负面影响的细菌[1]。

植物体内存在内生菌是一种普遍现象，内生菌定殖

于植物组织内部，能够适应这特殊的生态位，对植

物产生有益的效应[2]。一方面植物体为内生菌提供

其生长必需的能量和营养；另一方面，内生菌又可

通过自身的代谢产物或借助于信号传导作用对植

物体产生影响[2]。有益内生菌能够促进植物生长、

固氮，或者增强对病原菌的抗性。这些细菌接种应

用于植物，能起到促进植物生长或生物防治的作 

用[3]，具有良好的开发利用前景。 

目前在很多植物中已经筛选出具有促生作用

的内生菌，如枫杨[4]、辣椒[5]、番茄[6]、铁皮石斛[7]、

马铃薯等[8]。田宏先等[8]从马铃薯块茎中分离出两

株内生菌，分别为芽孢杆菌和荧光假单胞菌，在连

续 3 年的大田试验中，这两株内生菌可显著提高马

铃薯株高、茎粗、地下茎块及大薯率等各项指标。

蔡学清等 [5] 从辣椒内分离出内生枯草芽孢杆菌

BS-2 (Bacillus subtilis)，该菌株处理的辣椒鲜重和干

重分别比对照增加 168.70%和 181.25%；该菌株可

诱导辣椒体内吲哚乙酸等促进植物生长激素含量

的提高，并降低抑制植物生长激素的形成，如脱落

酸等。由此可见，研究植物内生细菌具有重要理论

意义和较高的商业应用价值。 

苜蓿(Medicago sativa)是豆科苜蓿属多年生草

本植物，作为优良牧草在世界范围内被广泛栽培和

利用。具有抗旱、耐寒、耐风沙、耐盐碱、抗病虫

害，耐刈割、持久性好、产量高等优质特性，被誉

为“牧草之王”、“饲料皇后”。由于其耐贫瘠，在盐

碱土、栗钙土和黑钙土中均能良好生长，也可以作

为一种重要的农田生物改良剂。同其他豆科牧草一

样，苜蓿能与土壤的根瘤菌形成固氮共生体来固定

空气中游离态的氮气，增加土壤肥力[9]。 

当前已有对苜蓿内生细菌的研究报道。祁娟[10]

从不同品种、不同产地、不同贮藏年限的苜蓿种子

中分离获得 22 株种子内生根瘤菌，菌株回接均能

显著提高苜蓿苗的结瘤率、结瘤量、根瘤重量和生

物量。Katarina 等[11]研究了苜蓿中华根瘤菌接种对

植物生长的促进。李剑峰等对内生根瘤菌在不同生

育期苜蓿中的分布和数量变化进行了研究[12]。而苜

蓿非根瘤内生细菌的研究相对较少。Valdenegro  

等 [13] 研 究 了 植 物 促 生 菌 (PGPR) 对 木 本 苜 蓿

Medicago arborea 生长的影响。Olivera 等[14]评估了

15 株紫花苜蓿非根瘤菌内生菌对紫花苜蓿生长的

影响。Lorena 等[15]进行了苜蓿根际细菌表征并评估

了单一或混合接种生物固氮作用的效果。汪玲玲 

等[16]从中国新疆、内蒙古和墨西哥等地分离筛选到

8 株具有 N 酰基高丝氨酸内酯降解活性的苜蓿内生

菌。林世利等发现内生细菌的种类在苜蓿中的分布

规律依次为根>叶>茎>花>种子[17]。 

本文以哈尔滨师范大学试验田生长的新鲜苜

蓿为材料，从其组织内分离出两株内生菌 ASR16

和 ALR33。经 16S rRNA 基因和生理生化检测，

ASR16 鉴定为成团泛菌(Pantoea vagans)，ALR33

鉴定为短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus)，并对这两株

内生菌对苜蓿的促生性能进行了初步检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

龙牧 803 紫花苜蓿(Medicago sativa)种子，购自

黑龙江省农业科学院草业研究所，种植于哈尔滨师

范大学农园。2012 年 8 月采集植株样本。 

1.2  培养基及主要试剂 

DF 培养基(g/L)：KH2PO4 4.0，Na2HPO4 6.0，

MgSO4·7H2O 0.2，葡萄糖 2.0，葡萄糖酸钠 2.0，柠檬

酸 2.0，(NH4)2SO4 2.0，微量元素(FeSO4·7H2O 0.001，

H3BO3 0.01 ， MnSO4·H2O 0.011 2 ， ZnSO4·7H2O    

0.124 6，CuSO4·5H2O 0.078 2，MoO3 10 μg)，pH 7.5[18]。 

PKO 培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，(NH4)2SO4 0.5，

MgSO4·7H2O 0.3，NaCl 0.3，KCl 0.3，FeSO4·7H2O 

0.036，MnSO4·7H2O 0.03，Ca3(PO4)3 2.0，pH 7.0。 

CAS 检测液(mmol/L)：FeCl3 0.01，HCl 0.10，CAS 

0.10，HDTMA 0.40，PIPES 0.15，pH 5.6。 
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1.3  苜蓿内生菌的分离纯化 

采集苜蓿的叶、茎、根，将其表面清洗干净，

进行表面消毒：无菌操作台中用 75%乙醇消毒    

5 min，1% NaClO 溶液消毒 4 min，无菌水冲洗 8

次，无菌滤纸片吸干水分，放入无菌的研钵内研碎，

梯度浓度稀释，涂布于 LB 固体培养基，在 LB 固

体培养基上划线纯化至第 6 代，将最后一次冲洗苜

蓿组织的无菌水设做空白对照[19]。根据菌落形态，

挑选 LB 平板上生长的单菌落，划线分离，纯化菌

株，草酸铵结晶紫染色显微观察，用 30%无菌甘油

制成甘油菌，−80 °C 保存。 

1.4  苜蓿内生菌的 16S rRNA 基因序列分析 

采用 CTAB/NaCl 方法提取细菌 DNA，原核生

物 16S rRNA 基 因 保 守 序 列 通 用 引 物 F8 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和 R1541 

(5′-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′)[20]进行 PCR

扩增，50 μL 反应体系 50 μL 反应体系：模板 DNA 

5 μL, 10×PCR buffer 5 μL, 2.5 mmol/L dNTP mix  

5 μL, 引物 2 μL Taq DNA 聚合酶 0.5 μL, 加 ddH2O

至 50 μL。扩增程序为：94 °C 3 min；94 °C 30 s，

55 °C 30 s，72 °C 1.5 min，共 30 个循环；72 °C     

10 min。获得的 16S rRNA 基因序列提交到 NCBI

的 GenBank 基因库，BLAST 比对，与数据库中的

已知序列进行同源性分析，运用 MEGA 4 软件生成

NJ 进化树。 

1.5  生理生化鉴定 

对筛选的内生菌菌株进行接触酶、甲基红测

定、V-P 测定、淀粉水解、吲哚产生、葡萄糖发酵、

乳糖发酵、甘露醇发酵、蔗糖发酵和柠檬酸利用检

测，试验测定方法及初步鉴定方法参考《常见细菌

系统鉴定手册》[21]。 

1.6  促生性质检测 

1.6.1  吲哚乙酸 IAA 含量测定：供试菌株先在 DF

培养基中培养 2 d，再取 1 mL 转入添加不同浓度色

氨酸(L-Trp)的 DF 培养基(含 0、200 和 500 mg/L 

L-Trp)中继续培养 2 d，每个菌株重复 3 次。取样测

菌液 OD600 值，其余培养基在室温下 10 000 r/min

离心，取 500 µL 上清液，添加 2 mL Salkowski 试

剂，室温培养 20 min 后，在 535 nm测吸光值(OD535)。

将 5 mmol/L 的 IAA 母液稀释为系列浓度，与测样

品相同方法测定吸光值，绘制标准曲线。参考标准

曲线确定 IAA 含量[22]。 

1.6.2  嗜铁素合成含量测定：参照 Schwyn 和

Neilands 的方法[23]，将供试菌株的培养上清液过滤

后，与铬天青 S (CAS chromeazurol S)检测液等体积

混合，充分反应后，测 OD630，得吸光值 A；以去

离子水与 CAS 检测液等体积混合测得的 Ar 为对照。

A/Ar 值代表样品中嗜铁素的相对含量。 

1.6.3  溶解磷活性的测定：利用钼锑抗比色法，将

试供菌株在 PKO 培养基内活化，按 1%的量接入

PKO 液体培养基中，28 °C、150 r/min 培养 3 d，每

菌重复 3 次，接 1%无菌水作对照。菌液 10 000 r/min

离心，取上清液 100 μL，加 5 mL 钼睇抗显色液，

定容至 50 mL，反应 30 min，测 OD700 值[24]。将     

5 mg/L 磷(K2HPO4)标准溶液稀释为系列浓度，与测

样品相同的方法测定吸光值。绘制标准曲线，参考

标准曲线确定可溶性磷的含量。 

1.6.4  菌株的促生效果测定：促生实验在哈尔滨师

范大学植物土培室中进行，采用浸种法接种。将

ASR16 和 ALR33 菌株接入 LB 培养基，28 °C、   

150 r/min 摇床培养 12 h，收集菌体制成 OD600 为

0.50±0.02 的菌悬液备用。将挑选的苜蓿种子用清水

冲洗后用 70%的酒精 5 min，1%次氯酸钠 4 min 进

行表面灭菌，然后用无菌水冲洗 8 次后，摆放入装

有用待测菌悬液的处理的无菌滤纸的平皿内，菌液

浸种处理 3 d，发芽后挑选发芽势一致的苜蓿籽苗

移入装有农田土的花盆中(农田土取于哈尔滨师范

大学试验田，经过 1×105 Pa、30 min 连续 3 次灭菌)。

每盆移入 10 颗苜蓿籽苗，每处理播种 3 盆，于培

养室内(25 °C)培养。待生长 30 d 后测量株高、根长、

干重和鲜重。SPSS 16.0 软件进行单因素方差分析

(One-way ANOVA)。 
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2  结果与分析 

2.1  菌株鉴定 

2.1.1  生理生化特征鉴定结果：ASR16 细胞呈直杆

状，菌落圆形，黄色，边缘整齐，光滑；ALR33 菌

体细杆状(图 1)，菌落白色，不透明，扁平。两株苜

蓿内生菌的生理生化鉴定结果见表 1。ASR16 能利

用的碳源为葡萄糖、蔗糖、甘露醇，甲基红、V-P、

柠檬酸盐、接触酶反应均为阳性，不能产生吲哚、

能水解淀粉。与成团泛菌(Pantoea vagans)特征相

符。ALR33 能利用碳源葡萄糖与甘露醇，接触酶阳

性，能够产生吲哚，甲基红反应阴性，V-P、柠檬

酸盐、反应为阳性，不能水解淀粉。与短小芽孢杆

菌(Bacillus pumilus)特征相符。初步认为这两株菌株

的特性分别符合成团泛菌(Pantoea vagans)和短小

芽孢杆菌(Bacillus pumilus)。 

 

 
 

图 1  菌株 ASR16 和 ALR33 显微照片 
Figure 1  Microscopy images of ASR16 and ALR33 
Note: A: ASR16; B: ALR33. 

 

2.1.2  16S rRNA 基因鉴定结果：菌株 ASR16 与

ALR33 16S rRNA 基因片段长度为 1.7 kb 左右。系

统发育树显示，ALR33 短小芽孢杆菌(Bacillus 

pumilus KC915229)位于同一分支，其聚类支持强度

为 100% (图 2A)；ASR16 与成团泛菌(Pantoea 

vagans HG421010)位于同一分支，其聚类支持强度

为 100% (图 2B)。结合生理生化检测结果，初步鉴

定两株菌株为成团泛菌(Pantoea vagans)和短小芽 

 

表 1  菌株 ASR16 和 ALR33 的生理生化特征 
Table 1  Physiological and biochemical characteristics of ASR16 and ALR33 

菌株 

Strain 

葡萄糖发酵 

Glucose 
fermentation 

乳糖发酵 

Lactose 
fermentation 

蔗糖发酵 

Sucrose 
fermentation

甘露醇发酵

Mannitol 
fermentation

吲哚产生

Indole 
production

甲基红

测定 

M. R 
test 

V-P 测

定 

V-P 
test 

柠檬酸盐

实验

Citrate test 

淀粉水解

Hydrolysis 
of starch

接触酶

Catalase

AS16 + − + + − + + + − + 

AL33 + − − + + − + + − + 

注：+：阳性；−：阴性.  

Note: +: Positive; −: Negative. 
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图 2  16S rRNA 基因序列系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree derived from 16S rRNA gene sequence of ASR16 and ALR33 

注：A：菌株 ASR16 系统发育树；B：菌株 ALR33 系统发育树. 分支支持强度(Bootstrap values)<50 的未显示. 括号内为菌株序列号，

分支上的数字为自展支持率，标尺为进化距离. 

Note: A: The Phylogenetic tree of ASR16; B: The Phylogenetic tree of ALR33. Only bootstrap values ≥50 are shown above nodes. The 

number on the branch is bootstrap. Scale for evolutionary distance. 
 
 

孢杆菌(Bacillus pumilus)。 

2.2  促生特性 

2.2.1  吲哚乙酸合成量：2 株苜蓿内生菌 ASR16 和

ALR33 均有合成 IAA 的能力。IAA 含量随色氨酸

(L-Trp)添加浓度的增大而增大。色氨酸浓度为 0 时，

AL33 的 IAA 含量高于 ASR16；色氨酸浓度为   

200 mg/L 和 500 mg/L 时，ASR16 合成 IAA 的量均

高于 ALR33，差异显著(图 3)。 

2.2.2  嗜铁素合成能力：ASR16 和 ALR33 均可合

成嗜铁素。A/Ar 值代表样品中嗜铁素的相对含量，

该值越低，表明嗜铁素含量越高。一般产嗜铁素能

力高的细菌 A/Ar 值低于 0.5。本研究中，由 A/Ar 值

来看，ALR33 的值比 ASR16 的低，说明 ALR33 合

成嗜铁素的能力高于 ASR16，二者合成嗜铁素能力

差异显著(图 4)。 

2.2.3  溶磷能力：2 个菌株都具有一定溶解磷的能

力，ASR16 的溶磷活性为 454.76 mg/L，高于 ALR33

的 73.76 mg/L (图 5)。 

2.2.4  促生作用：盆栽试验中，ASR16 和 ALR33

均表现出一定的促生作用；ASR16 处理的苜蓿单株

高、植株鲜重、根长、根鲜重、植株干重、根干重

比对照分别增加 31.36%、35.5%、80.0%、236.3%、

128.5%、120%，ALR33 处理的苜蓿单株高、植株

鲜重、根长、根鲜重、植株干重、根干重比对照分

别增加 23.80%、13.25%、42.5%、109.1%、42.9%、

80%，差异显著(图 6，表 2)。 
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图 3  内生菌 ASR16 和 ALR33 的 IAA 合成量  
Figure 3  IAA-equivalent synthesis of ASR16 and ALR33 
 
 
 

 
 
 

图 4  内生菌 ASR16 和 ALR33 的嗜铁素合成量 
Figure 4  Siderophore production of ASR16 and ALR33 

 
 

图 5  内生菌 ASR16 和 ALR33 的溶磷能力 
Figure 5  Soluble phosphorus ability of ASR16 and ALR33 
 

 
 

图 6  ASR16 和 ALR33 对苜蓿的促生作用 
Figure 6  The plant-growth promoting effect on alfafa by 
strain ASR16 and ALR33 
注：A、B：ASR16 对苜蓿的促生作用；C、D：ALR33 对苜蓿

的促生作用. 

Note: A, B: The plant growth-promotion by ASR16; C, D: The 
plant growth-promotion by ALR33. 

 
 

表 2  内生菌 ASR16 和 ALR33 对苜蓿生长的影响 
Table 2  Effects of ASR16 and ALR33 to the growth of alfalfa 

菌株编号 

Strain code 

单株高 

Plant height 
(cm) 

植株鲜重 

Fresh plant weight 
(g) 

根长 

Root length 
(cm) 

根鲜重 

Fresh root weight 
(g) 

植株干重 

Dry plant weight 
(cm) 

根干重 

Dry root weight 
(g) 

CK 19.07±2.80 a 0.40±0.12 a 11.47±1.23 a 0.11±0.05 a 0.07±0.02 a 0.05±0.02 a 

ASR16 25.05±3.28 b 0.72±0.17 c 15.54±1.43 c 0.37±0.11 c 0.16±0.03 c 0.11±0.04 b 

ALR33 23.61±2.50 b 0.57±0.16 b 12.99±1.56 b 0.23±0.07 b 0.10±0.03 b 0.10±0.02 b 

注：a、b、c、d：字母相同为不显著，字母不同为差异显著(P<0.05). 

Note: a, b, c, d: Different letters shows no significant difference, same letters shows significant difference. 
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3  讨论 

3.1  菌株的鉴定 

生理生化测定是通过菌株的特有表现反映其

本质特征，从而将不同类群的微生物分开。16S 

rRNA 基因序列同源性分析与生理生化试验相结合

是一种比较快速准确进行细菌分类的方法。本研究

中 16S rRNA 基因序列分析的系统发育学与表型特

征的相关性较好。 

16S rRNA 基因序列分析表明菌株 ASR16 与成

团泛菌(HG421010)位于同一分支，亲缘关系最近，

鉴定菌株 ASR16 属于成团泛菌属。成团泛菌是泛菌

属的代表菌株。已经发现的成团泛菌具有多种生物

功能，在医学、农业及遗传学上都具有重要的作用。

成团泛菌对植物也具有促生作用，如从水稻中分离

得到的成团泛菌 YS19，能够分泌生长素、细胞脱

落酸、赤霉素和细胞分裂素 4 种植物激素[25]。成团

泛菌还具有溶解磷素，生物固氮和合成 ACC 脱氨

酶等一系列的重要功能[26-28]。成团泛菌 J49，有溶

磷、嗜铁素活性，能够促进花生的生长[28]。成团泛

菌还可作为生防菌，从玉米根际土壤分离到的成团

肠杆菌对土著致病真菌(Fusarium moniliforme)具有

抑制作用，对在水果上由解淀粉欧文氏菌(Erwinia 

amylovora)引起的火疫病具有一定的防治效果[27]。  

16S rRNA 基因系统进化分析表明菌株 ALR33

与短小芽孢杆菌(KC915229)的进化距离最近，鉴定

菌株 ALR33 属于短小芽孢杆菌属。据报道短小芽

孢杆菌兼具防病和促生作用，具有生物固氮活性。

有研究表明，分离自桤木的短小芽孢杆菌，有强烈

的促生活性[29]。由多效唑引起的桤木籽苗矮小可以

由接种细菌培养基的提取物或赤霉素有效改善；气

相色谱分析显示细菌培养基提取物中存在赤霉素，

该菌分泌的赤霉素可促进桤木伸长。 

3.2  菌株的促生特性 

豆科植物的根瘤菌固氮能力强，还具有溶磷和

分泌植物生长激素能力，对植物的生长和氮素提供

起重要作用。接种后的根瘤具有固氮酶活性，能提

高苜蓿苗的结瘤率、结瘤量、根瘤重量和生物量，

已经有苜蓿根瘤菌制剂用于生产。Valdenegro 等[13]

发现 PGPR 接种木本苜蓿效果与特殊的菌根、内生

菌之间的互作有关。根瘤内部可以克隆出与根瘤菌

共生固氮无关的多种细菌类，包括芽胞杆菌属、假

单胞菌属、肠杆菌属和克雷伯氏杆菌属等内生细菌

从根瘤中分离出来。Olivera 等[14]共接种试验表明所

有非根瘤菌菌株提高了苜蓿的根瘤数量，但对增长

没有显著影响，表明非根瘤菌菌株具备促进植物生

长的潜力。 

以往的研究结果也表明植物内生菌对苜蓿的

生长具有促进作用，Lorena 等[15]分离到对苜蓿生长

有益的假单胞菌 FM7d 和芽孢杆菌 sp M7c。虽然存

在的部位、数量可能有所不同，不具有结瘤能力，

植物内的促生细菌对宿主具有广泛的有益生物学

作用。与根瘤菌相同，改善植物生长的能力可能与

分泌生长激素能力、溶磷、分泌铁载体、产生酶类

有关。本研究分离得到的内生菌来自于植物的根及

茎叶内部，旨在考察非根瘤内生菌对苜蓿的促生 

作用。 

植物生长激素是一类具有生理活性的微量有

机化学物质，在较低浓度下就能对植物生长产生显

著影响。IAA 能够促进细胞伸长生长，是最早发现

的植物生长激素之一[30]。研究表明植物促生菌能产

生植物激素，其促生机理与植物激素密切相关，其

中研究最多的是 IAA。沈德龙等[25]的研究证实，水

稻内生成团泛菌 YS19 能分泌 4 种不同的植物生长

激素，它们共同调节水稻的生命活动，能影响水稻

乳熟期光合产物的分布。已有研究表明，IAA 能够

促进植物的生长并提高植物的抗逆能力，如接种高

产 IAA 的苜蓿中华根瘤菌(Sinorhizobium meliloti)可

以增强宿主的抗盐性；成团泛菌 NBRISR 菌株具有

产 IAA 能力，能促进玉米及鹰嘴豆的生长[31]。现已

得到的植物促生菌大多具有较高的 IAA 合成能力，

本研究中 ASR16 和 ALR33 均具有合成 IAA 的能

力，且随色氨酸(L-Trp)添加浓度的增大而增大。可
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以推测 ASR16 和 ALR33 具有潜在的植物促生能力。 

铁对所有生物体来说都是一种必要的生长元

素。在铁有限制的条件下，植物促生菌可以产生称

作嗜铁素的低分子量化合物，从而竞争获得铁离 

子[32]。促生菌也可以通过促进宿主植物对营养元素

的吸收而达到促生作用，碱蓬促生菌株 TW1 发酵

液中嗜铁素的相对含量高达 97.25%。在铁缺乏的条

件下，促生菌可能通过嗜铁素竞争获得铁离子，从

而消除铁缺乏对植物生长带来的不利影响。本研究

中 ASR16 和 ALR33 均可合成嗜铁素，ALR33 合成

嗜铁素的能力高于 ASR16，在缺铁条件下可以优先

考虑利用 ALR33。 

磷参与了构成生物膜及碳水化合物，含氮物质

和脂肪的合成、分解和运转等代谢过程，是作物生

长发育必不可少的养分。对豆科植物合理施用磷

肥，能明显提高鲜草产量，及作物抗旱、抗寒等抗

逆性。土壤中的溶磷细菌(PSB)可将难溶的磷素转化

为可利用的磷素，用 PSB 接种于小麦和豆类作物，

可以提高植物对磷素的吸收。Hilda 等[33]报道，磷

溶解细菌能够增加宿主植物对磷的吸收并促进植

物生长。假单胞菌、芽孢杆菌、根瘤菌都是溶解磷

的菌种。成团泛菌 NBRISR 菌株具有溶磷活性，能

够促进宿主植物对 P 的积累与吸收[31]。小麦的根际

土壤中分离的成团肠杆菌 HAUM1 具有很高的解磷

能力，在提高水稻磷含量方面也具有显著优势[26]。

研究表明有机酸在溶磷中起着重要作用，但也可能

有其他的因素参与。本实验中，ASR16 和 ALR33

都具有溶解磷的能力，相对于 ALR33，ASR16 的溶

磷活性更高，符合其与溶磷菌相近的进化分支地

位。ASR16 的 IAA 合成活性显著高于 ALR33；

ASR16 的溶磷活性显著高于 ALR33。ALR33 的合

成嗜铁素的能力显著高于 ASR16；通过实验结果初

步推测，ASR16 的促生活性与其较高的 IAA 合成

含量和溶磷活性有关，而 ALR33 的促生活性则可

能与其较高的嗜铁素合成能力相关。两株苜蓿内生

菌 ASR16 和 ALR33 可能的促生机制有所不同，有

待进一步研究。 

在盆栽试验中，菌株 ASR16 和 ALR33 对紫花

苜蓿的促生作用均明显。植株鲜重、根长、根鲜重、

植株干重、根干重增长显著，且叶色浓绿，叶片大。

其中 ASR16 促生作用最佳。ASR16 和 ALR33 对紫

花苜蓿的促生作用表明其具有重要的应用潜力。促

生菌对宿主植物生长的促进作用，不仅与植物激

素、噬铁素、解磷作用有关，而且也与其固氮能力，

对植物细胞色素的合成影响，与宿主互作的结构密

切相关。本试验只对菌株 ASR16 和 ALR33 对苜蓿

生长的影响做了一些初步的测定，其相关促生作用

机制有待进一步研究。将菌株重新引入复杂的自然

生境，是否能适应并有效定殖及促生作用也需要进

一步探讨。综上所述，菌株 ASR16 和 ALR33 在 IAA

合成、合成嗜铁素及溶磷方面都表现出较好的特

性，对紫花苜蓿的促生作用明显，对该菌的基础研

究为菌肥的研制提供科学依据，下一步将开展该菌

株作为微生物肥料的研发，并进行大田促生试验 

研究。 

4  结论 

(1) 从 苜 蓿 组 织 内 分 离 得 到 两 株 内 生 菌 株

ASR16 和 ALR33，通过 16S rRNA 基因和生理生化

检测鉴定，ASR16 为成团泛菌(Pantoea vagans)，

ALR33 为短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus)。 

(2) 两菌株 ASR16 和 ALR33 均能够产生植物

生长激素 IAA，溶解磷，并能产生嗜铁素，可有效

地促进苜蓿的生长。 
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