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研究报告 

水拉恩氏菌 JZ-GX1 产嗜铁素特性及其对林木病原菌的拮抗

作用 

孔维亮  周敏  吴小芹* 
南方现代林业协同创新中心 南京林业大学林学院  江苏 南京  210037 

摘  要：【背景】嗜铁素被认为是一种具有开发和利用价值的新型生物活性物质，已被逐渐应用到植

物病原菌的防治中。【目的】明确根际促生菌水拉恩氏菌(Rahnella aquatilis) JZ-GX1 产嗜铁素最佳发

酵培养条件，进一步探讨嗜铁素在防治植物根部病害中的潜在作用。【方法】采用摇瓶发酵法，通过

铬天青(Chrome azurol S，CAS)检测分析，对影响 JZ-GX1 菌株嗜铁素分泌的几种发酵因子进行研究，

并通过菌丝生长抑制速率法测定嗜铁素对两种林木病原菌的拮抗效果。【结果】以 KMB 为基础培养

基，初始 pH 8.0，装液量 25 mL/50 mL，按 1%接种量接种，在 28 °C 下培养 36 h 可获得该菌株较高

产量的嗜铁素；鉴定其嗜铁素类型为羧酸盐和异羟肟酸型的复合型铁载体；在最适条件下测得其发

酵原液对樟疫霉(Phytophthora cinnamomi)和立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)的抑制率均达到 100%。

【结论】水拉恩氏菌 JZ-GX1 对碱性土壤上林木根部病害的防治具有较好的潜力。 
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Characteristics of siderophores production by Rahnella aquatilis 
JZ-GX1 and its antagonism against forest pathogens 
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Abstract: [Background] Siderophores is considered as a new bioactive substance with development and 
utilization value, and has been gradually applied to the control of plant pathogens. [Objective] To clarify 
the optimal fermentation conditions for the production of siderophores by rhizosphere growth-promoting 
bacteria Rahnella aquatilis JZ-GX1 and further explore the potential role of siderophores in controlling 
plant root diseases. [Methods] Several fermentation factors affecting the secretion of siderophores were 
studied by CAS fermentation analysis, and the antagonistic effect of siderophores on two forest pathogenic 
fungi was determined by mycelial growth inhibition rate method. [Results] The results showed that 
KMB-based medium, initial pH 8.0, liquid volume 25 mL/50 mL, inoculated with 1%, and cultured at 
28 °C for 36 h, can obtain higher yield of siderophores; it can produce carboxylate and hydroxamic acid  
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type siderophores; under optimal conditions, the inhibition rate of the fermentation stock solution against 
Phytophthora cinnamomi and Rhizoctonia solaniwas were 100%. [Conclusion] Rahnella aquatilis 
JZ-GX1 has a good potential for controlling root diseases of forest trees in alkaline soils. 

Keywords: Rahnella aquatilis, Siderophores, Fermentation conditions, Antagonistic effect 

铁是所有生物体不可或缺的营养元素之一。尽

管在多数土壤中全铁含量丰富，但绝大部分铁要么

是以微生物不能利用的化学形态存在，要么深埋在

矿物颗粒中[1]。栖息在土壤中的病原菌需要在宿主

植物被感染之前与土壤微生物群落的其他成员竞

争生长所需的稀缺可用铁，因此，铁获取是许多植

物病原菌完全毒力的基础[2]。许多植物根际促生细

菌(Plant growth promoting rhizobacteria，PGPR)在铁

缺乏的情况下自身可产生能特异性螯合 Fe3+的小分

子化合物——嗜铁素，研究表明，这些铁载体可以

通过剥夺铁来抑制土壤中病原体的生长，从而达到

控制植物病害的目的[3-4]。Tortora 等利用巴西固氮

螺菌(Azospirillum brasilense)产生的儿茶酚型铁载

体防治由尖孢炭疽菌(Colletotrichum acutatum)引起

的草莓炭疽病，取得了较好的效果[5]。陈伟等从多

年生黑麦草根际土壤中分离得到一株假单胞菌属

(Pseudomonas)细菌，在低铁条件下对黄瓜灰霉病菌

(Botrytis cinerea)的生长抑制率高达 91.2%[6]。 

本实验室前期从马尾松根际分离得到一株根

际促生菌水拉恩氏菌(Rahnella aquatilis) JZ-GX1，

前期研究表明，该菌能够产生嗜铁素、纤维素酶和

磷酸酯酶，对杨树溃疡病有一定的防治效果[7]。然

而关于水拉恩氏菌 JZ-GX1 产嗜铁素的最优培养条

件未见报道，同时该菌株对林木根部病原的拮抗作

用也不清楚。鉴于嗜铁素在根际促生菌铁营养竞争

中的重要地位，同时考虑到规模化生产应用的需

求，本研究拟对水拉恩氏菌 JZ-GX1 产嗜铁素条件

进行优化，并对产嗜铁素类型进行鉴定，最后对优

化后的菌株发酵液对两种林木根部病原菌的拮抗

效果进行初步评价，以期运用微生物产生的嗜铁素

对铁的清除作用来评价由铁载体介导的土传病害

防控提供新的研究思路。  

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株 

根际促生细菌水拉恩氏菌(Rahnella aquatilis) 

JZ-GX1 分离自广西南宁 28 年生马尾松根际土壤，

土传病原菌：立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)、樟疫

霉(Phytophthora cinnamomi)，均保存于南京林业大

学森林病理实验室。 

1.1.2  培养基、主要试剂和仪器 

MSA 培养基(g/L)：蔗糖 20.0，天冬酰胺 2.0，

K2HPO4 ，MgSO4·7H2O 0.5。 SM 培养基 (g/L)：

K2HPO4 6.0，NH4H2PO4 3.0，MgSO4·7H2O 0.2，琥

珀酸钠 4.0，pH 7.0−7.2。NB 培养基(g/L)：牛肉膏

3.0，蛋白胨 10.0，NaCl 5.0，pH 7.4−7.6。LB 培养

基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母浸出粉 10.0，NaCl 10.0，

pH 7.0。KMB 培养基(g/L)：蛋白胨 20.0，甘油 10 mL，

K2HPO4 1.5。PDA 培养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡

萄糖 20.0。CM 培养基(g/L)：柠檬酸钠 2.0，NH4NO3 

1.0，K2HPO4 0.5。 

天冬酰胺，中国惠兴生化试剂有限公司；丙三

醇，南京化学试剂股份有限公司；硝酸钠，合肥科

华精细化工研究所；钼酸钠，南京宁试化学试剂有限

公司；其它生化试剂，国药集团化学试剂有限公司。 

紫外分光光度计，珀金埃尔默股份有限公司；

高速台式离心机，上海安亭科学仪器厂；pH 计，

梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司。 

1.2  菌株产嗜铁素的类型分析  

通过 FeCl3 实验[8]、四唑盐实验[9]、Arnow’s 实

验[10]及 Shenkerʼs 实验[11]分析和确定菌株产嗜铁素

的类型。 

1.3  菌株产嗜铁素的定量分析  

从固体 NA 平板上挑取单菌落，用铂金丝接种环

挑取新鲜菌苔于 50 mL NB 培养基中，28 °C、180 r/min
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培养过夜，之后 4 °C、10 000 r/min 离心 10 min 收

集菌体，用 0.85%的生理盐水洗涤 2 次，调节菌悬

液浓度为 107 CFU/mL 备用。然后将该菌悬液按上

述处理接到相应的培养基中，4 °C、10 000 r/min 离

心 10 min 取上清。按体积比 1׃1 加入铬天青(Chrome 

azurol S，CAS)检测液，充分混匀后静置 1 h，测定

630 nm 处的吸光值(As)，以双蒸水为对照调零。另

取空白培养基与 CAS 检测液等体积混匀，以其吸光

值作参比值(Ar)，根据公式[(Ar–As)/Ar]×100%计算嗜

铁素的相对含量[12]。 

1.4  菌株产嗜铁素的最佳发酵条件筛选 

1.4.1  培养基 

选取 KMB、NB、LB、PDB、CM、MSA、LNM

和 SM 共 8 种培养基[13]进行菌株嗜铁素产生的发酵

培养，按照 1.3 中公式计算嗜铁素的相对含量，选

用最优培养基进行后续实验。 

1.4.2  起始 pH 

将发酵培养基的起始 pH 值分别设 4.0、4.5、

5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0 共 11

个处理，其他培养条件和检测方法同 1.4.1。 

1.4.3  发酵时间 

分别设 6、12、24、36、48、60、72 h 共 7 个

处理进行菌株嗜铁素产生的发酵培养，其它培养条

件和检测方法同 1.4.1。 

1.4.4  接种量 

分别设 0.1%、0.5%、1.0%、1.5%、2.0%、3.0%

共 6 个处理进行菌株嗜铁素产生的发酵培养，其它

培养条件和检测方法同 1.4.1。 

1.4.5  温度 

分别设 15、20、25、28、30、33、37 °C 共 7

个处理进行菌株嗜铁素产生的发酵培养，其它培养

条件和检测方法同 1.4.1。 

1.4.6  装瓶量 

50 mL 瓶中分别设 10、20、25、30、40 mL

共 5 个装瓶量进行菌株产生嗜铁素的发酵培养，其

它培养条件和检测方法同 1.4.1。 

1.5  菌株产嗜铁素发酵液与病原菌拮抗作用测定  

将 1.4 中不同处理得出的最佳发酵影响因素综

合起来再进行发酵，发酵液离心后，经 0.22 μm 的

微孔滤膜过滤除菌，然后分别按原液、10×、100×

的稀释倍数与 PDA 培养基混合，制成带毒平板，

待培养基凝固后，在平板中央接种直径为 8 mm 的

各病原菌菌块，25 °C 下培养 5 d 后，用十字交叉法

测量菌饼直径[14]。以加 KMB 培养基为阴性对照，

以加 50 mg/L 的 8-羟基喹啉(去除痕量铁)为阳性对

照。菌饼扩展直径(mm)为菌饼的平均直径(mm)与

接种菌饼直径(8 mm)之差，抑制率公式计算：抑制

率(%)=(对照组菌饼扩展直径–处理组菌饼扩展直

径)/对照组菌饼扩展直径×100。 

1.6  数据分析 

试验数据利用 SPSS 22.0 软件进行方差分析和

Duncan 多重比较(P<0.05)，计算所有均值的标准误。 

2  结果与分析 

2.1  水拉恩氏菌 JZ-GX1 嗜铁素种类的特异性

分析 

在 Shenker’s 实验中，由 JZ-GX1 制备的铁载体

溶液在 230 nm 处出现吸收峰，说明该菌能产生羧

酸型铁载体；在四唑盐实验中，溶液颜色能够立即

发生变化呈深红色，说明该菌能够产生异羟肟酸型

嗜铁素，因此判断水拉恩氏菌 JZ-GX1 的嗜铁素为

复合型铁载体。 

2.2  水拉恩氏菌 JZ-GX1 产嗜铁素的发酵条件

优化 

2.2.1  培养基对 JZ-GX1 菌株嗜铁素产量的影响 

由图 1 可知，水拉恩氏菌 JZ-GX1 嗜铁素上清液

的 OD630 值在各供试培养基中由大到小依次为：KMB> 

MSA>LNM>NB，各培养基之间差异达到显著水平；

而在 LB、CM、PDB、SM 培养基中，JZ-GX1 嗜铁

素上清液 OD630 值均为负值。说明在 8 种供试培养基

中，KMB 培养基最有利于菌株 JZ-GX1 分泌嗜铁素。 

2.2.2  初始 pH 对 JZ-GX1 菌株嗜铁素产量的影响 

由图 2 可知，环境 pH 值对 JZ-GX1 菌株嗜铁

素产量的影响总趋势是：随着 pH 值增大呈先上升

后下降的趋势，于 pH 值 8.0 时达到最大值表明

JZ-GX1 分泌的复合型铁载体更倾向于偏碱性的环

境，这对于碱性和石灰性土壤抗缺铁营养胁迫和病

原菌拮抗具有特殊意义。 
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图 1  培养基对 JZ-GX1 嗜铁素产量的影响 
Figure 1  Effects of different medium on siderophore 
production 

注：柱状图上不同小写字母代表在 0.05 水平上差异显著. 
Note: Columns with different letters indicate significant differences 
at P<0.05. 
 

 
 

图 2  初始 pH 值对 JZ-GX1 嗜铁素产量的影响 
Figure 2  Effects of different initial pH value on 
siderophore production 

注：柱状图上不同小写字母代表在 0.05 水平上差异显著. 
Note: Columns with different letters indicate significant differences 
at P<0.05. 
 

 

2.2.3  发酵时间对 JZ-GX1 菌株嗜铁素产量的影响 

由图 3 可知，发酵时间直接影响 JZ-GX1 菌株

嗜铁素的分泌量，随着发酵时间的延长，从 6 h 到

36 h 急剧上升，于 36 h 达到最大分泌量，36 h 到

72 h 之间有所下降。因此，选择 36 h 为最佳的产嗜

铁素发酵时间。  

2.2.4  接种量对 JZ-GX1 菌株嗜铁素产量的影响 

接种量的大小对发酵单位有较大影响，接种量

小的时候，延迟期变长，发酵时间延长；接种量变

大时，菌体迅速生长，导致培养基营养成分不够，

从而降低发酵单位。由图 4 可以看出以 1%接种量

为最佳，然而各处理间差异不显著(P>0.05)。 

2.2.5  温度对 JZ-GX1 菌株嗜铁素产量的影响 

由图 5 可知，JZ-GX1 在供试的温度范围内培

养均可获得一定量的嗜铁素，在 28 °C 以下，随着

温度的升高，嗜铁素产量逐渐提高，在 28 °C 时达

到最大值；之后随着温度升高产量逐渐下降，说明

温度对嗜铁素分泌的影响较大，在最适生长温度范

围(20−30 °C)内，嗜铁素产量较高，温度偏低或偏

高均不利于 JZ-GX1 分泌嗜铁素。 
 

 
 

图 3  发酵时间对 JZ-GX1 嗜铁素产量的影响 
Figure 3  Effects of different fermentation time on 
siderophore production 
 

 
 

图 4  接种量对 JZ-GX1 嗜铁素产量的影响 
Figure 4  Effects of different inoculation amount on 
siderophore production 
注：柱状图上相同小写字母代表在 0.05 水平上差异不显著. 

Note: Columns with same letters indicate no significant differences 
at P>0.05. 
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图 5  温度对 JZ-GX1 嗜铁素产量的影响 
Figure 5  Effects of different temperature on 
siderophore production 

注：柱状图上不同小写字母代表在 0.05 水平上差异显著. 
Note: Columns with different letters indicate significant differences 
at P<0.05. 

 
2.2.6  装瓶量对 JZ-GX1 菌株嗜铁素产量的影响 

装瓶量的多少关系到发酵时的通气量，通气量

是影响需氧菌菌体生长和代谢物生成的重要因素。

试验结果表明，在瓶装量为 25 mL/50 mL 时，嗜铁

素的产量最多，但与其他装瓶量处理后的嗜铁素含

量相比没有显著性差异(P>0.05) (图 6)。 

2.3  水拉恩氏菌 JZ-GX1 嗜铁素发酵液对立枯

丝核菌和樟疫霉生长的影响 

由图 7 可以看出，水拉恩氏菌 JZ-GX1 嗜铁

素的发酵滤液对两种病原菌具有较强的抑制作

用，抑制率在 26.36%−100% (表 1)。随着发酵液

稀释倍数的增加，嗜铁素浓度降低，抑制率减小，

当稀释倍数为 10×和 100×时，JZ-GX1 菌株产嗜

铁素发酵滤液对樟疫霉的抑制效果要强于立枯丝

核菌；而原液则完全抑制樟疫霉和立枯丝核菌的

生长，达到了和阳性对照(添加 8-羟基喹啉)同样

的效果。方差分析结果显示，对于两种林木根部

病原菌，嗜铁素滤液各个浓度之间的抑制作用差

异极显著(P<0.05)。 
 

 
 

图 6  装瓶量对 JZ-GX1 嗜铁素产量的影响 
Figure 6  Effects of different media amounts on 
siderophore production 
注：柱状图上相同小写字母代表在 0.05 水平上差异不显著. 
Note: Columns with same letters indicate no significant differences 
at P>0.05. 

 

 
 

图 7  不同水拉恩氏菌 JZ-GX1 嗜铁素发酵液稀释倍数的抑菌效果 
Figure 7  The antagonism of different dilution times of siderophores produced by R. aquatilis JZ-GX1 against two 
pathogens 

注：A：立枯丝核菌；B：樟疫霉；1、2、3、4、5 分别代表阴性对照、阳性对照、嗜铁素发酵原液、10 倍和 100 倍稀释液. 

Note: A: Rhizoctonia solani; B: Phytophthora cinnamomi; 1, 2, 3, 4, 5 represent negative control, positive control, stock solution, 10 times 
and 100 times dilution of siderophores respectively. 
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表 1  水拉恩氏菌 JZ-GX1 嗜铁素发酵液对不同病原菌的抑制率 
Table 1  The inhibition rate of siderophores produced by R. aquatilis JZ-GX1 against two pathogens (%) 

病原 

Pathogen 

阳性对照 

Positive control 

原液 

Stock solution 
10× 100× 

立枯丝核菌 Rhizoctonia solani 100a 100a 51.08±0.48b 26.36±3.31c 

樟疫霉 Phytophthora cinnamomi 100a 100a 93.33±1.36b 68.98±2.23c 

注：表中数据为平均值±标准偏差，同一行中不同小写字母表示差异显著性(P<0.05). 

Note: The datas represent means±SD, and different letters in the same line indicate significant difference (P<0.05). 
 
 
 

 
 

3  讨论与结论 

国内外已有一些关于嗜铁素产生菌筛选方面的

报道，主要集中在假单胞菌属(Pseudomonas)[15-16]、

芽 孢 杆 菌 属 (Bacillus)[17] 、 伯 克 霍 尔 德 菌 属

(Burkholderia)[18]、不动杆菌属(Acinetobacter)[19]等。

微生物铁载体通常包括儿茶酚(Catchlate)、异羟肟

酸(Hydroxamates)、羧酸盐型(Carboxylate-type) 3 种

类型[20]，本研究首次鉴定拉恩氏属细菌(Rahnella 

aquatilis) JZ-GX1 可以分泌羧酸盐型和异羟肟酸型

两种嗜铁素，属于复合型铁载体，而对该铁载体的

详细结构研究还需要进一步借助液质或气质联用

等分析仪器进行分析。 

产生嗜铁素被认为是植物根际促生菌最主要

的直接和间接促进植物生长的有效途径之一，而嗜

铁素的分泌受到多种因素的影响[21-22]。本试验对影

响细菌嗜铁素分泌的几个因子进行了研究，发现培

养基种类、初始 pH、温度、发酵时间对水拉恩氏

菌 JZ-GX1 嗜铁素产量有显著影响，说明碳氮源种

类、土壤的理化性质对微生物功能的发挥起着至关

重要的作用，这也就解释了一些实验室条件下拮抗

效果良好的菌株在大田试验时生防效果却不稳定

的现象。而接种量和装瓶量未造成 JZ-GX1 嗜铁素

产量的显著变化，说明嗜铁素的分泌与初始接种量

无关。氧的供应量在摇瓶到发酵罐的放大过程中是

至关重要的[23]，所以要确定合适的装瓶量还要进行

大罐发酵试验。 

从抑菌试验的结果可以看出，不加铁载体处理

的供试病原菌生长最好，而添加去铁 8-羟基喹啉之

后菌丝完全没有生长，说明 8-羟基喹啉将 PDA 培

养基里的铁全部去除，病原菌的菌丝由于得不到铁

营养而无法存活，水拉恩氏菌 JZ-GX1 产嗜铁素的

发酵原液和 PDA 制成的带毒平板达到了相同的结

果；而当稀释倍数为 100×时，抑菌效果不显著，说

明培养基中铁过多，有限的铁载体不能完全将铁占

据，铁营养不成为病原菌生长的限制性因素，铁载

体显然也没有作用。只有当细菌铁载体有能力将环

境中的铁完全占据，这时候由于病原菌得不到铁，

其生长就会受到影响暗示了微生物通过铁和铁载

体在生态中搭建的真实关系，若病原菌和 PGPR 的

铁载体螯合力及其分泌量相差不多时，谁优先控制

了环境中的铁离子，谁就在铁营养的竞争中占据主

动，而 PGPR 通过铁载体能够抑制病原菌的一个重

要因素在于他们是土著菌，已经优先控制了周围有

限的铁，如果他们主动侵入某一病原菌的领地，那

么他们能否取得胜利还是一个未知数；当然，由于

铁载体种类繁多，铁载体对铁的螯合能力相差很

大，那些铁载体分泌能力非常强的微生物无疑在生

态中占据及其明显的竞争优势[24]。 

常媛等从八宝景天土壤中分离获得一株长枝

木霉(Trichoderma longibrachiatum)，采用平板对峙

法测得该木霉对立枯丝核菌的抑菌率为 58.56%[25]。

罗同阳等发现产几丁质酶的枯草芽孢杆菌(Bacillus 

subtilis)对引起棉花立枯病的立枯丝核菌具有拮抗

作 用 ， 提 取 的 几 丁 质 酶 对 菌 丝 生 长 抑 制 率 为

88.1%[26]。此次试验结果表明水拉恩氏菌 JZ-GX1

产嗜铁素的发酵液抑菌率更高，而关于樟疫霉的生

防菌则属于首次报道。因此，水拉恩氏菌 JZ-GX1

在生产中抗病促生的应用潜力较大。 
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研究表明，利用微生物铁载体还可以防治植物

在石灰性土壤上的缺铁黄化，Zhou 等利用伯克霍尔

德氏菌(Burkholderia cepacia)在低铁条件下有效改

善黄芪的铁采集[27]，进一步表明石灰性土壤上双子

叶植物的缺铁失绿症状能够通过微生物分泌的铁

载体缓解。有关 JZ-GX1 菌株对林木缺铁黄化和石

灰性土壤上真菌病害的防治试验正在进行中，我们

今后将对有关研究结果作进一步报道。 
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