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研究报告 

4 株茶树根际促生菌菌株的鉴定及促生作用 

王欢  韩丽珍* 
贵州大学生命科学学院  贵州 贵阳  550025 

摘  要：【背景】根际促生菌可以促进植物生长、提高植物抗性。茶树根际具有特殊的根土微生物生

境，可以获得具促生作用的有益微生物。【目的】探究 4 株茶树根际促生菌菌株的分类地位及促生作

用，筛选优良的根际促生菌菌株。【方法】通过形态、生理生化特征、16S rRNA 基因序列同源性比

对鉴定 4 株茶树根际促生菌，采用钼锑抗比色法测定溶磷量，通过比色法测定 ACC 脱氨酶活性、

CAS 法测定产铁载体能力、Salkowski 法测定产 IAA (Indoleacetic acid)的能力进行促生作用研究，通

过盆栽实验测试白菜、空心菜、苋菜及水稻的株高及鲜重以分析促生效应。【结果】鉴定 KKS-6-N1

为 放 射 型 土 壤 杆 菌 (Agrobacterium radiobacter) ， KKS-7-N7 为 铜 绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 

aeruginosa)，GD3 为 Pseudomonas hunanensis，GD12 为弯曲芽孢杆菌(Bacillus flexus)。固氮菌株

KKS-6-N1 可产铁载体；固氮菌株 KKS-7-N7 具有解磷及产铁载体能力，分泌的 IAA 含量高达 101.29 

mg/L；解钾菌株 GD3 具溶磷能力，分泌的 ACC 脱氨酶酶活为 8.09 µmol/(mg·h)，相对铁载体含量

为 0.31；具固氮解钾性能的菌株 GD12 分泌的 ACC 脱氨酶活性为 14.46 µmol/(mg·h)。盆栽试验表明，

4 个菌株对白菜、空心菜、苋菜的株高和鲜重均有明显促进作用，尤以 GD3 效果更甚。【结论】茶

树根际促生菌菌株 Pseudomonas hunanensis GD3 促生作用显著，具有开发成微生物菌肥的潜力。 
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Identification of four plant growth-promoting rhizobacteria 
isolated from tea rhizosphere 
WANG Huan  HAN Li-Zhen* 

College of Life Sciences, Guizhou University, Guiyang, Guizhou 550025, China 

Abstract: [Background] Plant growth-promoting rhizobacteria can promote plant growth and improve 
stress tolerance. There are special microbial habitats on tea rhizosphere and some beneficial 
microorganisms with growth-promoting effects could be easily acquired. [Objective] To ascertain 
taxonomic status and study growth-promoting characteristics of four PGPR strains isolated from tea 
rhizosphere, and further screen superior PGPR strain. [Methods] These four strains were identified based 
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on morphological, physiological and biochemical characteristics, homology alignments of 16S rRNA 
gene sequences. The plant growth-promoting characteristics of isolates were studied. Phosphorus 
contents were analyzed with Mo-Sb colorimetry. ACC (1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid) 
deaminase activity was measured by colorimetric method. Also, siderophore secreting capacity and IAA 
content were determined by quantitative test of CAS (Chrome zaurol S) medium and method of 
Salkowski, respectively. In pot experiments, plant growth-promoting effects were analyzed by 
measuring shoot heights and fresh weights of tested plants (including Chinese cabbage, swamp cabbage, 
amaranth and rice). [Results] The strain KKS-6-N1 was identified as Agrobacterium radiobacter, 
KKS-7-N7 identified as Pseudomonas aeruginosa, GD3 identified as Pseudomonas hunanensis, and 
GD12 identified as Bacillus flexus, respectively. In these four strains, nitrogen-fixing strains KKS-6-N1 
and KKS-7-N7 produced siderophore, KKS-7-N7 also had the abilities of phosphorus-dissolving and 
IAA secreting as high as 101.29 mg/L. The other two strains, potassium-solubilizing strain GD3 still 
dissolved phosphorus, its ACC deaminase activity was 8.09 µmol/(mg·h) and relative content of 
siderophore was 0.31. whereas GD12, which had dissolved potassium and fixed nitrogen, was found to 
secret ACC deaminase of 14.46 µmol/(mg·h). In pot experiments, shoot heights and fresh weights of 
Chinese cabbage, swamp cabbage and amaranth were increased obviously by inoculation of these four 
strains, especially GD3 is the most excellent among them. [Conclusion] Pseudomonas hunanensis GD3, 
which isolated from tea rhizosphere, could strongly promote plant growth. And it is possible to develop 
as an excellent microbial fertilizer. 

Keywords: Plant growth-promoting rhizobacteria, Tea rhizoshpere, Identification, Growth-promoting effect 

根际促生菌(Plant growth-promoting rhizobacteria，

PGPR)是指生长在植物根际土壤中的具有促进植物

生长、提高植物抗性功能的一类有益细菌[1]。部分

PGPR 可以通过固氮、溶磷、解钾、分泌植物激素

如吲哚乙酸(Indole-3-acetic acid，IAA)等促进植物的

生长发育，分泌铁载体(Siderophore)、1-氨基环丙  

烷-1-羧酸(1-aminocyclopropane-1-carboxylate，ACC)

脱氨酶等还可增强植物对病害、重金属、盐碱等逆

境的抗性[2]。多年来，研究者在水稻、小麦等作    

物[3]、牧草[4]、药用植物[5]中分离获得了很多 PGPR

菌株，对其促生特性进行了有益的探索，而在经济

林木中的研究鲜有报道[6]。 

茶树是一种喜酸耐铝积氟植物，茶树根系广泛分

布蔓延在土壤中，形成茶树根际特殊的根土微生物生

境[7]。茶树根际土壤存活着各种耐酸铝的微生物，与

茶树根互利共生适应外部酸性环境和抵抗铝毒害[8]。

因而从茶树根际分离筛选具抗逆能力的促生微生  

物是可能的。葛恒懿等报道从茶树根际土壤中筛选  

到的 3 株耐铝细菌中，Burkholderia sp. T3 和 T6 菌 

株具有固氮溶磷及产铁载体能力，分泌的 ACC 脱氨

酶活性为 0.09 mol/(mg·min)和 0.196 mol/(mg·min)，

IAA 产量分别为 2.88 mg/L 和 14.93 mg/L[9]。显然，

研究茶园根际土壤生境中的微生物具有一定的意义。 

在前期研究中，我们已经从贵州不同地区茶园

的茶树根际土壤中分离筛选到 4 个根际促生菌

KKS-6-N1、KKS-7-N7、GD3 和 GD12，促生特性

的初步研究表明 KKS-6-N1 及 KKS-7-N7 具有固氮

能力，GD3 具有解钾能力，GD12 具有固氮解钾能

力，定性研究还显示出 4 株菌具有产 IAA、产 HCN、

产 NH3、分泌铁载体或 ACC 脱氨酶活性的能力[10]。

本研究对这 4 株 PGPR 菌株进行了鉴定及促生机理

的进一步研究，利用盆栽试验探讨其促生效应，以

期为开发促生菌剂提供菌种资源，并为根际促生菌

与植物的互作机制研究奠定前期基础。  

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株 

4 株根际促生菌 KKS-6-N1、KKS-7-N7、GD3

和 GD12 均由本实验室从贵州地区的茶树根际土壤

中分离筛选得到。 
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1.1.2  培养基 

PKO 培养基及 TSB 培养基[11]，DF 培养基及

ADF 培养基[12]，King’s B 培养基[13]，MKB 培养基[14]。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

16S rRNA 基因扩增引物 27f/1492r 合成及 Taq

聚合酶，大连 TaKaRa 公司；细菌 DNA 提取试剂盒，

Omega 公司。快速梯度 PCR 仪，Bio-Rad 公司；紫

外分光光度计，上海元析仪器有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  4 株 PGPR 菌株的鉴定 

观察菌落形态特征及革兰氏染色特性，生理生

化试验参照《常见细菌系统鉴定手册》进行测定，对

照《伯杰细菌鉴定手册》及相关文献[15-16]鉴定菌株。 

将菌株活化后提取细菌总 DNA，以此为模板，

以 16S rRNA 基因引物对 27f/1492r (27f：5′-AGAGT 

TTGATCMTGGCTCAG-3′，1492r：5′-TACGGYTAC 

CTTGTTACGACTT-3′)进行 PCR 扩增，PCR 反应体

系(25 µL)：2×Premix Taq 12.5 µL，10 µmol/L 引物

各 1.0 µL，模板 DNA 1.0 µL (约 50 ng)，ddH2O 补

足至 25 µL；PCR 反应条件：95 °C 10 min；95 °C   

45 s，55 °C 45 s，72 °C 90 s，35 个循环；72 °C 7 min。

扩增产物送上海英骏生物工程有限公司测序。所得

4 株细菌 16S rRNA 基因的核苷酸序列在 EzTaxon

数据库中与模式菌株进行同源性比对。 

1.2.2  PGPR 菌株的溶磷特性研究 

菌株于 30 °C、150 r/min 培养活化后转接于

PKO 培养基中，相同条件下培养 7 d，培养液离心

后经不同处理，利用钼锑抗分光光度法分别测定全

磷浓度、培养液无机磷量及培养液上清的可溶性磷

含量[17-18]，并测定培养液 pH 值。培养液中的可溶

性磷含量与空白对照培养基中的本底可溶性磷含

量之差为菌株的有效磷含量。 

1.2.3  PGPR 菌株的 ACC 脱氨酶活性测定 

菌株经 60 mL TSB 液体培养基活化培养 24 h，

菌悬液经 8 000 r/min 离心 10 min，以 DF 液体培养

基洗涤 2 次，并重悬于 24 mL ADF 培养基中培养

24 h；离心收集菌体以 0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 

7.6)进行洗涤后，重悬于 600 L 0.1 mol/L Tris-HCl

缓冲液(pH 8.5)中；加入 30 L 甲苯振荡 30 s 破碎

细胞后测定粗酶液的蛋白浓度及 ACC 脱氨酶活性。

蛋白浓度测定采用考马斯亮蓝法，以牛血清白蛋白

作为标准物。ACC 脱氨酶活性测定是在 200 L 粗

酶液中加入 0.5 mol/L ACC 20 L 混匀，于 30 °C 水

浴 15 min 后，加入 1 mL 0.56 mol/L HCl 终止反应；

12 000 r/min 离心 5 min 后取上清 1 mL，加入 800 L 

0.56 mol/L HCl 和 300 L 0.2% 2,4-二硝基苯肼   

(2 mol/L HCl 溶解)，30 °C 水浴 30 min 后，加入 2 mL 

2 mol/L NaOH 混匀，于 540 nm 处测定吸光度。以

ɑ-丁酮酸标准曲线和牛血清白蛋白标准曲线计算  

菌株的 ACC 脱氨酶活性，酶活的表示方法为：反

应条件下，每毫克菌体蛋白每小时催化 ACC 脱   

氨 形 成 ɑ-丁 酮 酸 的微摩 尔 数 ，单位 为 ɑ-丁 酮     

酸 µmol/(mg·h) [11-12]。 

1.2.4  PGPR 菌株的铁载体含量测定 

用铂金丝接种环将菌株接种于 MKB 液体培养

基中 30 °C、150 r/min 振荡培养 2 d，3 500 r/min 离

心 15 min，取上清。按体积比 1׃1 加入 CAS 检测液

(6.0 mL 10 mmol/L 十六烷基三甲基溴化胺溶液

(HDTMA)，1.5 mL 1 mmol/L FeCl3 溶液，7.5 mL     

2 mmol/L 刃天青(CAS)溶液，pH 5.6 无水二甲胺-HCl

缓冲液)，充分混匀后静置 1 h，测定 630 nm 处的吸

光值(A)，以双蒸水做对照调零；另取未接种 MKB

培养基与 CAS 检测液等体积混匀测定的吸光值作参

比值(Ar)，铁载体相对含量为 A/Ar，比值越小，反映

铁载体的产量越大[14]。一般参考标准为：A/Ar 为

0−0.2，+++++；0.2−0.4，++++；0.4−0.6，+++；0.6−0.8，

++；0.8−1.0，+[19]。 

1.2.5  PGPR 菌株分泌 IAA 定量测定 

以 Salkowski 法测定产吲哚乙酸的能力。将活化

菌株接种于含 500 mg/L 色氨酸的 Kingʼs B 液体培养

基培养 3 d 后，取 2 mL 菌悬液以 10 000 r/min 离心

15 min，每 1 mL 上清液加 2 mL Salkowski 试剂，室

温条件下暗处显色 30 min，测定 OD530 值[13,20]。以空

白培养基作对照，并以纯 IAA 对应的 OD530 值作标
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准曲线，计算培养液中的 IAA 含量(mg/L)。 

1.2.6  盆栽试验研究 PGPR 菌株的促生效应 

盆栽试验于 2017 年 4−5 月进行，供试土壤来自

于贵州省贵阳市花溪区贵州大学附近农田，土壤  

类型为黄壤。土壤性质为：有机质 24.83 g/kg，全氮

1.52 g/kg，碱解氮 183 mg/kg，速效钾含量 99 mg/kg，

pH 值为 5.46。 

供试作物为白菜、空心菜、苋菜及水稻。将市

售白菜、空心菜、苋菜及水稻种子用 3%次氯酸钠

进行表面灭菌、无菌水冲洗后，28 °C 黑暗条件催

芽后播种，在苗床中育种 5 d 后，选取长势基本一致

的幼苗进行试验。每种植物均设置对照 1 组，处理

组各 4 组(KKS-6-N1、KKS-7-N7、GD3 和 GD12 组)，

每个小组均为 3 个重复，每个重复处理各 10 株。 

供试菌株分别活化后置于 LB 培养基中摇床培

养 24 h，用无菌水调节菌悬液浓度为 1108 CFU/mL 

(OD600 约 0.5)，采用灌根方式进行接种，接种量    

3 mL/株，设自来水处理为对照(CK)。自然条件下

室内培养，每隔 4 d 重复处理 1 次，整个试验期间

保持土壤湿润，20 d 后收获植株测定株高及鲜重。 

1.2.7  数据处理 

利用 Microsoft Excel 2010 和 SPSS19.0 软件进

行数据处理及图表绘制，Duncan’s 新复极差法和

LSD 法进行方差分析(P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  4 株 PGPR 菌株的鉴定 

接种于牛肉膏蛋白胨固体培养基上培养 24 h 后

的菌落及镜下特征如图 1 所示。KKS-6-N1 菌落呈较

小的圆形突起状，GD3 为微突起的乳白色菌落，而

其余 2 株菌的菌落扁平；GD12 菌落表面干燥且无光

泽；较为明显的是，KKS-7-N7 菌株产蓝绿色水溶性

色素。镜下见 KKS-6-N1、KKS-7-N7 和 GD3 均为 G–

杆状细菌，GD12 为 G+略弯曲的杆状、可形成芽孢。

对 GD3、GD12、KKS-6-N1 和 KKS-7-N7 菌株的 16S 

rRNA 基因进行测序，并获得 GenBank 登录号分别

为 MH393212 、 MH393213 、 MH393214 和

MH393215。参考《伯杰细菌鉴定手册》及相关文献

[15-16,21-23]，根据生理生化试验鉴定结果与相应种

进行比较(表 1)，以及利用 EzTaxon 数据库各个模式

种的 16S rRNA 基因进行同源性比对结果(表 2)，最

终将 KKS-6-N1 鉴定为 Agrobacterium radiobacter (放

射土壤杆菌，原称 Rhizobium radiobacter，放射型根

瘤菌)，KKS-7-N7 为 Pseudomonas aeruginosa (铜绿

假单胞菌)，GD3 为 Pseudomonas hunanensis，GD12

为 Bacillus flexus (弯曲芽孢杆菌)。 
 

 
 

图 1  4 株 PGPR 菌株的菌落形态和光镜下 Gram 染色图 
Figure 1  Colonies and Gram staining under optical microscope of four PGPR strains 
注：A：KKS-6-N1 菌株；B：KKS-7-N7 菌株；C：GD3 菌株；D：GD12 菌株. 
Note: A: Strain KKS-6-N1; B: Strain KKS-7-N7; C: Strain GD3; D: Strain GD12. 
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表 1  4 株 PGPR 菌株及相应种的生理生化特征 
Table 1  Physiological and biochemical characteristics of four PGPR strains and relevant species 

测试项目 

Test items 

KKS-6-
N1 

Agrobacterium 
radiobacter 

KKS-7
-N7 

Pseudomonas 
aeruginosa 

GD3 
Pseudomonas 

hunanensis 
GD12 

Bacillus 
flexus 

氧化酶  

Oxidase test 

+ + + + + + − − 

接触酶  

Peroxidase test 

+ ND + + + ND + ND 

淀粉水解  

Starch hydrolysis 

− ND + − − ND + + 

明胶液化  

Glutin hydrolysis 

− ND + + − ND − + 

纤维素水解  

Cellulose hydrolysis 

ND ND ND ND ND ND − ND 

柠檬酸盐利用  

Citrate utilization  

+ + ND ND + + + + 

硝酸盐还原  

Nitrate reduction 

+ + + + − − + − 

甲基红实验  

Methyl red test 

ND ND ND ND ND ND − − 

伏-普实验  

V-P test 

ND ND ND ND ND ND − − 

吲哚实验  

Indole test 

ND ND ND ND − ND − − 

H2S 实验  

H2S test 

− ND ND ND ND ND ND ND 

3-酮基乳糖产生 

Production of 
3-keto lactose 

− d ND ND ND ND ND ND 

精氨酸双水解酶  

Arginine  
dihydrolase 

+ + + + + + ND ND 

丙氨酸脱羧酶  

Alanine 
decarboxylase 

ND ND ND ND − ND ND ND 

苯丙氨酸脱氨酶  

Phenylalanine 
deaminase 

ND ND ND ND ND ND − − 

脓青素产生  

Production of 
pyocyanin 

ND ND + + − ND ND ND 

荧光色素产生 

Production of 
fluorescent pigments 

ND ND + + + + ND ND 

5% NaCl ND 
 

ND + 
 

ND + + + ND 

        (待续)
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        (续表 1)

葡萄糖 

Glucose  

+ + ND ND + + + + 

蔗糖  

Sucrose 

+ + ND ND + − + + 

D-乳糖  

Lactose 

+ ND ND ND − − + + 

海藻糖 

Mycose 

+ + − − − − ND ND 

麦芽糖 

Maltose 

+ + ND ND − − + + 

D-果糖 

Fructose 

+ ND + + ND ND + ND 

D-半乳糖 

Galactose 

+ ND + ND ND ND ND ND 

D-山梨醇 

Sorbitol 

+ + ND ND − − ND ND 

D-甘露醇 

Mannitol 

+ ND + ND − − + + 

L-阿拉伯糖 

Arabinose 

+ ND ND ND − − − ND 

水苏糖 

Lupeose 

+ ND ND ND − − ND ND 

D-棉子糖 

Raffinose 

+ ND ND ND − − ND ND 

甘油 

Glycerinum 

ND ND + ND + ND ND ND 

丙酸  

Propionic acid 

− ND ND ND + + ND ND 

醋酸  

Acetic acid 

ND ND + ND + + ND ND 

葡萄糖酸 

Gluconic acid 

+ + + ND ND ND ND ND 

L-组氨酸 

Histidine 

+ + ND ND ND ND ND ND 

L-异亮氨酸 

Isoleucine 

ND ND + ND ND ND ND ND 

注：+：阳性；−：阴性；d：10%−90%菌株为阳性；ND：未测定. 
Note: +: Positive; −: Negative; d: 10%−90% strains are positive; ND: Not detected. 

 
表 2  4 株 PGPR 菌株的 16S rRNA 基因相似性比对 
Table 2  Homology alignments of four PGPR strains based on 16S rRNA gene sequences 

菌株 

Strains 

种 

Species 

模式菌株 

Type strain 

GenBank 登录号 

GenBank accession No. 

相似性 

Homology (%) 
KKS-6-N1 Agrobacterium radiobacter ATCC19358T AJ389904 99.70 

KKS-7-N7 Pseudomonas aeruginosa JCM5962T BAMA01000316 99.72 

GD3 Pseudomonas hunanensis LVT JX545210 99.79 

GD12 Bacillus flexus NBRC 15715T BCVD01000224 99.93 
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2.2  4 株 PGPR 菌株的促生特性 

固氮菌株 KKS-6-N1 及固氮解钾菌株 GD12 不

能在溶磷培养基中生长。在对两株具溶磷能力的菌

株 KKS-7-N7 及 GD3 进行溶磷能力的判定时，分别

测定了两株菌培养上清液中的可溶性磷含量、培养

液的无机磷总量及全磷含量。上清液的可溶性磷是

指不溶性磷酸钙被菌体转变为可溶性磷的量，培养

液的无机磷总量还包括了被菌株吸附或含有的无

机磷，全磷含量则指细胞外和细胞内储存的无机磷

量及被菌体摄取并同化的有机磷量[17]。KKS-7-N7

和 GD3 菌株的培养上清液中虽可溶性磷含量相当，

但 GD3 菌株的全磷含量、培养液中的无机磷总量

均高于 KKS-7-N7；接种两株菌的培养液 pH 值均显

著下降(表 3)；两株菌的全磷浓度、培养液的无机磷

量以及上清液的可溶性磷含量与培养液 pH 值之间

均存在显著的相关性。 

促生特性的定量研究表明，除 GD12 菌株外，

其余 3 株菌均具有分泌铁载体的能力。固氮菌   

株 KKS-7-N7 还具有溶磷及极强的产 IAA 能力，

IAA 产量高达 101.29 mg/L；解钾菌株 GD3 具有

溶磷特性，而且可分泌较多的 ACC 脱氨酶，酶活   

为 8.09 mol/(mg·h)，铁载体相对含量为“++++”，

是 4 个菌株中含量最高的；固氮解钾菌株 GD12

具有的 ACC 脱氨酶酶活高达 14.46 mol/(mg·h) 

(表 4)。 

2.3  盆栽试验 

白菜、空心菜、苋菜及水稻种植 20 d 后，测量

各处理组和对照组的生长参数(表 5)。在对植物鲜重

的影响方面，GD3 处理的白菜鲜重与对照差异显著

(P<0.05)，增加率为 41.00%，而 KKS-7-N7 和 GD12

的鲜重增加率分别为 14.00%和 17.00%，KKS-6-N1

与对照基本相同。4 株 PGPR 接种空心菜及苋菜后

的鲜重增加显著(P<0.05)，空心菜经 KKS-6-N1、

KKS-7-N7、GD3 和 GD12 处理的鲜重增长了

57.75%、66.67%、75.97%和 34.88%；苋菜的鲜重

增加率分别达 83.33%、33.33%、100.00%和 100.00%。 

 
表 3  2 株 PGPR 菌株的溶磷特征 
Table 3  Dissolving phosphorus characteristics of two PGPR strains  

菌株 

Strains 

培养液 pH 

pH value 

全磷含量 

Total phosphorus 
(mg/L) 

培养液无机磷 

Phosphorus in medium 
(mg/L) 

上清液可溶性磷 

Supernatant soluble 
phosphorus (mg/L) 

有效磷 

Available phosphate 
(mg/L) 

CK 5.95±0.29a 32.37±7.89a 22.38±14.13a 17.89±4.15a − 

KKS-7-N7 3.64±0.06b 307.03±31.16b 151.52±1.12b 97.47±4.21b 79.584.94 

GD3 3.74±0.18b 341.02±18.05c 170.01±6.75b 99.67±13.15b 81.784.00 

注：全磷含量包括培养液上清可溶性磷和菌体磷，培养液无机磷量包括上清液可溶性磷和细胞内的无机磷，不同字母表示不同处理

间差异显著(P<0.05). 

Note: Total phosphorus is the sum of supernatant soluble phosphorus and thallus’ phosphorus. Phosphorus in medium is the sum of 
supernatant soluble phosphorus and inorganic phosphorus in cell. Different letters represent significant differences in different treatment at 
0.05 level. 

 
表 4  4 株 PGPR 菌株的促生特性 
Table 4  Growth-promoting characteristics of four PGPR strains 

菌株 

Strains 

ACC 脱氨酶 

ACC deaminase activity (mol/(mg·h)) 

铁载体相对含量 

Siderophore (A/Ar) 

产 IAA 量 

IAA production (mg/L) 
KKS-6-N1  − 1.000.01 − 

KKS-7-N7  − 0.900.03 101.298.64 

GD3 8.090.78 0.310.01 − 

GD12 14.461.35 1.990.01 − 
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除 GD3 处 理 的 水 稻 与 对 照 基 本 无 差 别 外 ，

KKS-6-N1、KKS-7-N7 和 GD12 接种植株分别增加

了 11.05%、12.71%和 9.39%。 

4 株 PGPR 菌株对 4 种作物的株高影响也呈

现不同(表 5，图 2)。白菜接种 KKS-6-N1、GD3

菌 株 后 ， 其 株 高 较 对 照 分 别 增 加 20.36% 和

22.85%，但 KKS-7-N7 及 GD12 菌株处理后分别

增 加 45.13% 和 59.52% ， 与 对 照 呈 显 著 差 异

(P<0.05)。空心菜接种 GD3 菌株后呈现显著差异，

株高增长率为 38.23% (P<0.05)；接种 KKS-6-N1、

KKS-7-N7 及 GD12 的处理组分别提高 5.26%、

17.81%和 7.12%。苋菜接种 4 株 PGPR 菌株后，

与 对 照 相 比 均 呈 显 著 差 异 ， KKS-6-N1 、

KKS-7-N7、GD3、GD12 处理组分别增加 35.83%、

30.46%、37.48%和 15.40% (P<0.05)。相应地，    

4 株菌处理水稻后较对照增加 10.93%、4.86%、

9.65%和 15.79%，但差异并不显著。 

而且 4 株菌株对空心菜的根系形态影响显著，

图 2 可见接种菌株的空心菜根系发达，侧根较多且

细，主根更长；而对照侧根短小，数量较少，主根

较短，表明这 4 株菌对空心菜根系的生长发育具有

明显促进作用。 

 
表 5  不同 PGPR 菌株处理白菜、空心菜、苋菜及水稻的苗期生长性状 
Table 5  Growth parameters of seedling stage of Chinese cabbage, swamp cabbage, amaranth and rice treated with different 
PGPR strains 

植物 

Plant 

处理 

Treatment 

株高 

Shoot height (cm) 

鲜重 

Fresh weight (g) 

白菜 CK 2.127±0.135a 0.100±0.022a 

Chinese cabbage KKS-6-N1 2.560±0.250ab 0.099±0.008a 

 KKS-7-N7 3.087±0.387bc 0.114±0.007ab 

 GD3 2.613±0.098ab 0.141±0.005b 

 GD12 3.393±0.157c 0.117±0.013ab 

空心菜 CK 2.527±0.487a 0.258±0.033a 

Swamp cabbage KKS-6-N1 2.660±0.352a 0.407±0.018bc 

 KKS-7-N7 2.977±0.228a 0.430±0.039bc 

 GD3 3.493±0.605b 0.454±0.023c 

 GD12 2.707±0.058a 0.348±0.015b 

苋菜 CK 1.993±0.044a 0.006±0.000a 

Amaranth KKS-6-N1 2.707±0.112c 0.011±0.001b 

 KKS-7-N7 2.600±0.060c 0.008±0.001a 

 GD3 2.740±0.092c 0.012±0.001b 

 GD12 2.300±0.035b 0.012±0.001b 

水稻 CK 13.722±0.680a 0.181±0.004a 

Rice KKS-6-N1 15.222±1.057a 0.201±0.009a 

 KKS-7-N7 14.389±1.082a 0.204±0.014a 

 GD3 15.046±1.174a 0.180±0.010a 

 GD12 15.889±0.395a 0.198±0.001a 

注：不同字母表示不同处理间数值差异显著(P<0.05). 
Note: Different letters represent significant differences in different treatment at 0.05 level. 
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图 2  接种 4 株 PGPR 菌株的空心菜植株和根部形态 
Figure 2  Plants and root morophologies of swamp cabbage treated with four PGPR strains 

注：A–D 为植株，E–H 为根部形态；每图从左至右分别为对照组(3 株)及处理组(3 株)，其中 A、E 为 CK 和 KKS-6-N1, B、F 为 CK

和 KKS-7-N7, C、G 为 CK 和 GD3，D、H 为 CK 和 GD12. 
Note: A–D is plants, E–H is root morophologies. In pictures, from left to right: plants of CK and treated group (3 plants), roots of CK and 
treated group (3 plants), A and E are CK and KKS-6-N1 treated group, B and F are CK and KKS-7-N7 group, C and G are CK and GD3 
treated group, D and H are CK and GD12 group. 
 

3  讨论与结论 

在溶磷定性测定中，GD3 和 KKS-7-N7 菌株的

透明圈与菌落直径之比分别为 2.86 和 4.67[10]，但

本研究的定量测定显示两菌株的有效溶磷量基本 

无差别。因而对同一菌株而言，并不是 D/d 值越 

大，在液体培养条件下的溶磷能力就越强，这与

先前的报道相一致[24-25]。D/d 值的判定可以用于溶

磷菌株的初筛，磷的定量测定则更为准确，通常

是通过培养上清液中的可溶性磷含量以评估菌株

的溶磷能力。Pérez 等发现，上清液中的可溶性磷 
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含量与培养液中剩余的不溶性磷酸钙含量之和并

不等于起始培养液中的磷量，有部分磷被溶磷微

生物摄取利用或胞内储存，因而以培养液中剩余

的不溶性磷含量作为判定溶磷微生物的指标[26]。

为了探讨溶磷微生物自身可利用或储存的磷量，

本研究测定了 KKS-7-N7 和 GD3 培养液的全磷含

量、培养液的无机磷含量和上清液的可溶性磷含

量，发现 2 个菌株培养上清液的可溶性磷含量仅为

全磷含量的 30%左右，有近 20%的磷酸盐被菌体储

存，相当于 50%左右的磷被细菌摄取并用于合成

菌体成分。有研究表明培养基中高浓度的磷酸

盐，可能导致细菌细胞对磷的奢侈吸收，并以磷

酸盐的形态大量保存在细胞中[27]。测定结果提示

忽略菌体本身吸收的有效磷，而仅仅把培养上清

液的可溶性磷含量作为指标可能会低估菌株的解

磷能力[28]。而且，接种两菌株的培养基 pH 值与全

磷浓度、培养液的无机磷量、培养上清液的可溶

性磷含量之间存在相关性。多项研究表明溶磷量

和培养基 pH 值之间存在相关关系[29-30]，这与我们

的报道相一致；而有的研究表明二者之间没有显

著相关性[31]。究其原因，主要是由于溶磷菌的溶

磷机理多元化所致。有研究显示，解磷菌在代谢

过程中产生的低分子量的有机酸(葡萄糖酸、柠檬

酸、草酸、乳酸等)既能降低 pH 值，又可与铁、

铝、钙等离子螯合形成可溶性复合物而释放有效

磷[32]。而通过呼吸作用或 NH4
+同化作用释放质子

并致 pH 值下降，也可能是溶磷的原因[33]。也有研

究者认为部分磷细菌释放 H2S，可与磷酸铁进行反

应而产生可溶性磷酸盐[28]。本研究中，两个菌株

的溶磷过程伴随着 pH 值的显著下降，解磷机理是

否与分泌质子或产生有机酸有关值得深入探讨。 

铁元素虽然在地壳中含量较高，但是以溶解度

极低的氧化物形式存在。部分 PGPR 可以分泌对铁

具有高亲和力的低分子量铁螯合物——铁载体，与

环境中不溶性的 Fe3+螯合形成复合体后被植物直接

吸收利用，从而改善植物的铁素营养状况，刺激植

物生长[34-35]。其高效螯铁能力使其产生菌与同一环

境中的其它微生物在对铁素营养的竞争中占据优

势, 从而能够有效抑制多种植物病害的发生[36]。敲

除 生 防 菌 密 旋 链 霉 菌 (Streptomyces pactum) 菌 株

Act12 的铁载体合成酶 Ser 基因后，突变体的铁载

体合成量明显减少，抑制了甜瓜种子的萌发及生

长，对苹果轮纹病菌的拮抗作用降低[37]。研究显示

菌株 Pseudomonas aeruginosa 7NSK2 的铁载体所具

有的信号分子作用可诱导大豆和番茄对灰葡萄孢

菌 Botrytis cinere 的抗性[38]。除此以外，铁载体还

可以螯合 Al3+、Mn2+、Cd2+、Cu2+、Pb2+及 Zn2+等

金属离子，形成的大分子物质无法进入细胞内，因

而可提高植物对重金属的耐受性并用于植物修复[39]。

本研究中的 3 株 PGPR 菌株都具有产生铁载体的能

力，尤以 GD3 为甚；这些菌株分泌的铁载体是否

可诱导对植物病害的抗性或具有螯合重金属的能

力值得进一步研究。 

乙烯是高等植物的内源激素，植物的生长发

育通常只需要水平很低的乙烯，逆境条件如干

旱、盐碱和重金属等均可诱导体内产生大量逆境

乙烯，过量乙烯会导致植物发育受阻甚至死亡[40]。

ACC 是合成乙烯的前体物质，许多植物根际促生

菌具有 ACC 脱氨酶活性，能够把 ACC 分解成氨和

α-丁酮酸以减少乙烯的合成，减轻逆境胁迫对植物

的影响，并促进胁迫条件下的生长发育[41]，提高

植物对抗重金属[42]、盐碱[43]、干旱[44]、水涝[45]   

的能力。研究报道当 ACC 脱氨酶酶活不低于    

20 nmol/(mg·h)时，就可促进植物的生长[46]。目前

报道的高酶活性菌株中，从海边盐生植物根际分离

的嗜麦芽寡养单胞菌(Stenotrophomonas maltophilia) 

CRG-2菌株的酶活性最高，为324.3 μmol/(mg·h)，对

黄瓜细菌性茎软腐病的田间防治效果达 73.13%[47]；

张越己等从麻疯树根际分离到 12 株酶活高于      

10 μmol/(mg·h)的菌株，最高为 128.31 μmol/(mg·h)，

其中有 6 株菌属于 Bacillus sp.，部分菌株还具有固

氮或解磷、或产 IAA 能力[48]。除此之外，从 94 株 
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固氮菌中筛选到ACC 脱氨酶活性最高的菌株Bacillus 

sp. 8134，其分泌的酶活为 21.98 µmol/(mg·h)[49]。   

赵龙飞等报道大豆根瘤内生菌 Bacillus sp. DD132

菌株的 ACC 脱氨酶活性为 15.712 µmol/(mg·h)，  

菌株有一定的耐碱耐盐能力，接种小麦幼苗有  

明 显 促 生 作 用 [50] 。 毛 晓 洁 等 筛 选 到 的 固 氮 菌     

B. Megaterium 7134 菌 株 的 ACC 脱 氨 酶 活 为    

21.98 mol/(mg·h)，对小白菜具有显著促生作用[51]。

前 人 的 报 道 显 示 高 ACC 脱 氨 酶 活 性 的 菌 株      

大多为芽孢杆菌属，GD12 菌株经分子和生理生化

试验鉴定为 Bacillus flexus，其 ACC 脱氨酶活    

为 14.46 mol/(mg·h)；假单胞菌属 GD3 菌株鉴定  

为 Pseudomonas hunanensis，ACC 脱氨酶酶活为

8.09 mol/(mg·h)；前者还具有解钾固氮性能，

GD3 还具有解钾、较强的溶磷及产铁载体能力，

接种苋菜、白菜及空心菜均表现出显著的促生作

用，目前对这 2 株菌的抗逆性研究正在进行中。 

在盆栽试验中，接种 4 株 PGPR 菌株的植物根

系发育状况明显好于对照，主根更长且侧根更

多。Bal 等的研究表明，对水稻接种含 ACC 脱氨酶

活性的 PGPR 能更好地促进根系生长[52]。田磊等从

人参内生菌中筛选到的荧光假单胞菌(Pseudomonas 

f l u o re s c e n s )  J J 8 - 3 其 A C C 脱 氨 酶 酶 活 为         

6.7 µmol/(mg·h)，可以解磷固氮及产生铁载体，明

显促进人参种子及根部生长[53]。代金霞等筛选到

的肠杆菌属(Enterobacter sp.) AC3 有固氮解磷、产

I A A 和 铁 载 体 能 力 ， 分 泌 A C C 脱 氨 酶 活 为    

2.427 µmol/(mg·h)，对接种的柠条具促生性，尤其

促进了地下部分的生长[54]。许芳芳等从荒漠灌木

梭梭的根际土中分离到 Enterobacter sp. FYP1101 菌

株，ACC 脱氨酶活性为 7.32 µmol/(mg·h)，还具有

固氮解磷、产铁载体及产 IAA 能力，显著促进了

盐胁迫下小麦幼苗的生长和根长的增加[55]。目前

的研究表明 PGPR 对根系发育的影响主要与其 ACC

脱氨酶和产 IAA 相关。乙烯对植物的生长具有抑

制茎的伸长生长、促进茎或根的增粗和使茎横向 

生长，称为乙烯的三重反应[40]。ACC 脱氨酶减少了

植物细胞内乙烯前体 ACC 的浓度，也就间接缓解

乙烯对根部生长的抑制，因而接种具 ACC 脱氨酶

活性根际促生菌的植物通常根茎更长[56]。根长和

根系干重的增加还可能与菌株合成 IAA 能力有

关，有利于增加根表面积，有效促进根系的新陈

代 谢 [57] 。 给 油 菜 种 子 接 种 产 低 水 平 IAA 的

Pseudomonas putida GR12-2 菌株，油菜主根长度

增长，若接种能产生高水平 IAA 的 PGPR，可导致

侧 根 的 发 育 和 促 进 根 毛 的 形 成 [58] 。 本 研 究 中

KKS-7-N7、GD3 和 GD12 菌株分别具有分泌 IAA

及 ACC 脱氨酶活性与更好的根系发育相一致，但

KKS-6-N1 促进根系生长的原因还有待研究。 

前期研究已经发现 KKS-6-N1、KKS-7-N7 及

GD12 具较强的固氮能力，固氮效能值分别为

12.51、5.17、7.02 mg 氮/g 糖；GD3 及 GD12 菌株

具良好的解钾能力，培养液中的可溶性钾含量分

别可达 3.97、3.90 mg/L，为对照组的 3 倍以上[10]。

本文通过对从茶树根际分离筛选到的 4 株 PGPR 进

行鉴定及进一步促生作用的研究，结果表明，

Agrobacterium radiobacter KKS-6-N1 还具有一定的

产铁载体能力，Pseudomonas aeruginosa KKS-7-N7

还具有解磷及产铁载体能力，分泌的 IAA 含量高达

101.29 mg/L；Pseudomonas hunanensis GD3 除可解

钾外，具较强的溶磷能力、分泌的 ACC 脱氨酶酶

活为 8.09 µmol/(mg·h)，相对铁载体含量为 0.31；

Bacillus flexus GD12 除具解钾固氮能力外，分泌的

ACC 脱氨酶活性高达 14.46 µmol/(mg·h)。在植物

促生试验中，4 株菌接种的白菜、空心菜、苋菜的

株高及鲜重明显增加，显然是由于这些 PGPR 菌株

的多重促生特性所致，其中尤以 GD3 菌株的促生

效应更为显著，其次为 KKS-7-N7 菌株，这 2 株菌

均为假单胞菌属。研究表明，Pseudomonas sp.是

PGPR 菌株中的优势菌，可以通过多种作用模式促

进植物生长[59]。已有文献报道从 Cd 污染油田分离

到的 P. aeruginosa 菌株 Pse-w-MT 可提高豌豆根茎
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部生物量及叶绿素含量 [60]。但是，Pseudomonas 

aeruginosa 作为一种条件性致病菌，可能导致泌尿

道感染、腹膜炎、烧伤病人感染或囊性纤维化患

者的肺部感染[61]。一个理想的 PGPR 应该具有较强

的根际竞争能力，可促进多种植物生长，对环境

安全，可以抗热、UV 辐射和氧化剂等[62]。由于

KKS-7-N7 的潜在隐患限制了后续的田间试验。

Pseudomonas hunanensis 是 2014 年鉴定的一个新

种，其模式菌株 LVT 是从湖南省长期锰污染的土壤

中分离到的[22]，从加拿大圣劳伦斯河口分离到的该

种 GSL-007 菌株具有氧化 Mn2+的能力[63]，而关于该菌

株的促生作用尚未见报道。本研究中，Pseudomonas 

hunanensis GD3 菌具有较强的溶磷解钾性能，分泌

的 ACC 脱氨酶及铁载体含量较高，具有多项优良

的促生特性，盆栽试验也体现出明显的促生效

果。对该菌株抗逆及防病害能力、定殖能力的进

一步研究有望解析 GD3 菌株的促生机理，并为开

发微生物促生菌剂提供依据。 

致谢：感谢贵州大学生命科学学院生物技术专业

2016 届本科生朱春艳、邓兆辉和梁彩娇参与研究工作。 
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