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摘  要：【背景】植物根际促生菌在促进植物生长、提高植物系统抗性及改善土壤养分状况等方面

具有极大的应用潜力。【目的】为微生物菌肥的开发利用提供高效微生物资源。【方法】采用稀释

涂布平板法分离烟草根际土壤可培养细菌，利用 PVK 培养基筛选具强溶无机磷活性的菌株，结合

钼锑抗比色法测定菌株溶磷活性；利用 Salkowski’s 比色液检测菌株产吲哚乙酸(indole acetic acid, 
IAA)活性；以菌株溶磷量和 IAA 产量为指标，采用单因素试验设计进行发酵条件优化，以得到菌

株溶磷活性和产 IAA 的最佳发酵方案；基于种子促发芽及幼苗促生长试验验证菌株的促生效果；

结合形态学、生理生化和 16S rRNA 基因序列对菌株进行分类学鉴定。【结果】于烟草根际土壤分

离得到 127 个不同分类的菌株，10 个菌株具溶无机磷的能力，其中菌株 SH-1464 溶磷活性最强，

溶磷圈直径为 16.11 mm，溶磷量为 119.22 mg/L；Salkowski’s 比色结果表明，菌株具有极强的产

IAA 活性，为 39.88 μg/mL。单因素试验结果表明，菌株 SH-1464 溶磷的最佳碳源为 10 g/L 葡萄糖，

最佳氮源为 0.5 g/L 蛋白胨，最佳无机磷源及其添加量为 2.5 g/L 磷酸三钙，最佳初始 pH 值为 7.5，
温度 30 ℃，转速 200 r/min；菌株 SH-1464 产 IAA 最佳培养条件为：麦芽糖 10 g/L，酵母粉 5 g/L，
NH4NO3 10 g/L，氯化钾 2.5 g/L，L-色氨酸 0.1g/L，pH 6.5，温度 30 ℃，转速 180 r/min。基于单因素

试验结果进行优化前后菌株溶磷量及 IAA 产量对比试验可知，优化后菌株的溶磷量为 225.9 mg/L，提

升 84.5%；IAA 产量为 75.3 μg/mL，提升 88.8%。促生试验结果表明：菌株 SH-1464 处理下番茄种
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子的发芽率提高 84.5%，株高提高 55.1%，茎围提高 32.5%，根长、根重分别提高 16.4%和 149%，

地上部分鲜重和干重分别提高 172.2%和 203.6%。结合形态学和分子生物学鉴定菌株 SH-1464 为拟

蕈状芽孢杆菌(Bacillus paramycoides，GenBank 登录号为 ON417365，保藏号为 CCTCCM 2022924)；
此外，菌株还具有产蛋白酶、产纤维素酶、固氮、分泌铁载体的能力。【结论】菌株 SH-1464 具有

强溶无机磷、固氮、分泌 IAA、产蛋白酶、产纤维素酶及分泌铁载体等能力，可显著提高番茄种

子的发芽率，对番茄幼苗株高、茎围、根长、根重、地上部分鲜重和干重等农艺性状具有显著促

进作用，可作为高效微生物资源在微生物菌剂的开发利用等方面展现广泛应用前景。 

关键词：拟蕈状芽孢杆菌；无机磷；吲哚乙酸(IAA)；发酵条件优化；微生物肥料  
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Abstract: [Background] Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) has great potential in 
improving plant resistance and regulating soil nutrient status. [Objective] To provide efficient 
microbial resources for the development and utilization of microbial fertilizer, we isolated and 
screened out the strains with strong growth-promoting properties from the rhizosphere soil of 
tobacco. [Methods] The culturable bacteria in the rhizosphere soil of tobacco were isolated by 
the dilution-plate coating method. The strains with strong phosphorus-solubilizing activity were 
screened by PVK medium, and the phosphorus-solubilizing activity of each strain was 
determined by molybdenum-antimony resistance colorimetry. Salkowski’s colorimetric solution 
was used to determine the production of indole acetic acid (IAA). With the 
phosphorus-solubilizing amount and IAA yield as indicators, we optimized the fermentation 
conditions by single factor tests to obtain the optimal fermentation scheme for phosphorus 
solubilization and IAA production. The growth-promoting activity of the strain was verified by 
seed germination and seedling growth experiments. The strain was identified based on the 
morphological, physiological, and biochemical characteristics and 16S rRNA gene sequence. 
[Results] A total of 127 strains were isolated from the rhizosphere soil of tobacco. Ten of the 
strains had the ability to solubilize inorganic phosphorus, among which SH-1464 had the highest 
phosphorus-solubilizing activity with a diameter of 16.11 mm and an amount of 119.22 mg/L. 
Strain SH-1464 had strong IAA production of 39.88 μg/mL. The optimal fermentation 
conditions of SH-1464 for solubilizing phosphorus was 10 g/L glucose as the carbon source, 0.5 g/L 
peptone as the nitrogen source, 2.5 g/L Ca3(PO4)2 as the inorganic phosphorus source, initial pH 
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7.5, temperature of 30 ℃, and rotation speed of 200 r/min. The optimum conditions of strain 
SH-1464 for producing IAA were 10 g/L maltose, 5 g/L yeast powder, 10 g/L NH4NO3, 2.5 g/L 
KCl, 0.1 g/L L-tryptophan, pH 6.5, 30 ℃, and 180 r/min. The phosphorus-solubilizing amount 
and IAA yield of the strain were compared before and after optimization. After optimization, the 
phosphorus-solubilizing amount and IAA yield of the strain was 225.9 mg/L and 75.3 μg/mL, 
which increased by 84.5% and 88.8%, respectively, compared with those before optimization. 
The inoculation of SH-1464 increased the germination rate of tomato seeds by 84.5%, plant 
height by 55.1%, stem circumference by 32.5%, root length by 16.4%, root weight by 149%, 
aboveground part fresh weight by 172.2%, and aboveground part dry weight by 203.6%. Strain 
SH-1464 was identified as Bacillus paramycoides (GenBank accession number: ON417365, 
deposit number: CCTCCM 2022924). In addition, the strain had the abilities of producing 
protease and cellulase, fixing nitrogen, and secreting siderophore. [Conclusion] Strain SH-1464 
had the abilities of solubilizing inorganic phosphorus, fixing nitrogen, and producing IAA, 
protease, cellulase, and siderophore. It significantly improved the germination rate of tomato 
seeds and the seedling agronomic traits such as plant height, stem circumference, root length, 
root weight, and fresh and dry weight of aboveground part. This strain has a wide application 
prospect in the development and utilization of microbial agents. 
Keywords: Bacillus paramycoides; inorganic phosphorus; indole acetic acid (IAA); 
fermentation condition optimization; microbial fertilizer 
 

随着中国农业现代化进程的不断加快，化

肥和农药的施用量大幅增加，对生态环境造成

的破坏也大幅提高，如何在农业生产中达到“减
肥增效”的目标是亟须探究的问题[1]。植物根际

促生菌 (plant growth promoting rhizobacteria, 
PGPR)是植物根际非致病有益细菌的总称，不

仅具有环保、安全、有效等特点，同时还可促

进植物生长、提高植物系统抗性、改善土壤养

分状况等功能，具有极大的潜力[2-3]。然而菌株

的生长速度、生物量及次生代谢产物分泌量等

与发酵条件相关，不同的生境偏好性决定菌株

的生长代谢过程[4]。因此，分离筛选活性强、

功能多样化的 PGPR 是推进农业绿色发展的有

效措施，优化其发酵条件是提高其生物量、增

加次生代谢物产量的有效途径，更是推进活性

菌株产业化和商业化的主要措施之一。 
目前，对 PGPR 的研究主要以伯克霍氏菌

属(Burkholderia)、弗兰克氏菌属(Frankia)、固

氮菌属 (Azotobacter)和芽孢杆菌属 (Bacillus)等
为主。其中，芽孢杆菌属以解淀粉芽孢杆菌

(Bacillus amyloliquefaciens)、贝莱斯芽孢杆菌

(Bacillus velezensis)、地衣芽孢杆菌 (Bacillus 
licheniformis)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)
和暹罗芽孢杆菌(Bacillus siamensis)等居多，而

对拟蕈状芽孢杆菌(Bacillus paramycoides)的研

究较少，分离自海洋的拟蕈状芽孢杆菌 Gxun-30
具有产角蛋白酶的活性，可有效促进动物羽毛

的水解[5]；拟蕈状芽孢杆菌 AUUP3 可显著提高

盐胁迫下幼苗的根长、茎长、根鲜干重、茎鲜

干重[6]。张妙宜等[7]于诺尼树植株分离得到的内

生暹罗芽孢杆菌(Bacillus siamensis)可促进番茄

种子萌发，显著提高植株的生长，同时对青霉素、

硫酸链霉素等具有明显的抗性。庄馥璐等[8]于苹

果根际土壤筛选所得的菌株 PsbM4 可矿化植酸

钙，具有解磷活性且磷酸酶活性较强，并可刺

激拟南芥植株分泌氢离子从而更好地应对低磷
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环境胁迫。杨华等[9]于水稻根围分离得到的 5 株

菌均使水稻种子的萌发和根系的生长得到显著

的促进，而且均对其根长、茎的生长及分蘖具

有促进作用。综上可知，PGPR 具有物种多样、

来源广泛、功能多样化等特点，分离筛选功能

多样化且对作物具有良好促生作用的菌株，可

为微生物肥料的开发提供高效的菌种资源，以

满足可持续发展和生态文明建设背景下的农业

生产需求。 
PGPR 可通过分泌生长素和细胞分裂素等

生理活性物质促进植物生长，通过固氮以及将

有机磷水解转化为无机磷酸盐、将不溶性无机

磷转化为可溶性磷酸盐等方式改善土壤养分状

况，已经成为微生物肥料领域的研究热点且被

广泛应用[10]。 
本研究基于健康烟草根际土壤，分离筛选

具溶磷和分泌吲哚乙酸(indole acetic acid, IAA)
活性的菌株，基于单因素试验设计探究功能菌

株最适溶磷培养条件及最适分泌 IAA 培养条

件，以提高菌株的溶磷活性和 IAA 分泌量，并

结合促番茄种子萌发和幼苗生长试验验证其

促生活性；使用形态学、生理生化及分子生物

学鉴定方法对其进行鉴定，并测定其分泌蛋白

酶、纤维素酶及产铁载体活性，以期为微生物

肥料的开发利用提供高效微生物资源，为菌株

的开发和推广应用提供理论支撑。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

土壤样品：采样地点位于云南省丽江市长

期轮作健康烟田，每个县(区)选择 5 个乡(镇)，
各选择 3 个村，共 30 个样点，采集健康烟株的

根际土壤，混合为一个土壤样品，置于 50 mL
的无菌离心管中，带回实验室做土壤细菌分离。 

1.1.2  培养基 
蒙金娜液体培养基(PVK 培养基) (g/L)[8]：

葡萄糖 10.00，硫酸铵 0.50，酵母浸粉 0.50，氯

化钠 0.30，氯化钾 0.30，硫酸镁 0.30，硫酸亚

铁 0.03，硫酸锰 0.03，磷酸钙 5.00，pH 7.00，
121 ℃灭菌 30 min。供试磷源：磷酸三钙

Ca3(PO4)2 (分析纯，P 质量分数 20.0%)；磷酸铁

FePO4 (分析纯，P 质量分数 16.6%)；磷酸铝

AlPO4 (分析纯，P 质量分数 25.0%)，以 PVK 培

养基为基础，进行解磷菌的研究。作为产 IAA
优化基础培养基的 LB 培养基(g/L)：酵母粉

5.00，蛋白胨 10.00，氯化钠 l0.00，L-色氨酸 0.10，
pH 7.20−7.50。NA 培养基、固氮选择培养基、

NB 培养基、PDA 培养基、脱脂牛奶培养基、

纤维素培养基、果胶培养基、解钾选择培养基和

纤维素培养基按参考文献[1,3-5]配制。CAS 双层

平板：下层为显色培养基(270 mL 水琼脂培养基

加 30 mL CAS 显色液)，上层为 NA 培养基。CAS
显色液：称取 0.060 5 g 铬天青 S (chromeazurol S, 
CAS)溶于50 mL去离子水中，并加入10 mL FeCl3

溶液(1 mmol/L FeCl3·6H2O+10 mmol/L HCl)搅
拌混匀，标记为“A 液”；称取 0.072 9 g 十六烷

基三甲基溴化铵(hexadecyl trimethyl ammonium 
bromide, HDTMA)溶于 40 mL 去离子水，标记

为“B 液”，最后将 A 液缓慢倒入 B 液中，搅拌

均匀[11]。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

磷酸三钙、磷酸铁、磷酸铝，北京德科岛

金科技有限公司；L-色氨酸、抗坏血酸、十六

烷基三甲基溴化铵，上海阿拉丁生化科技股份

有限公司；铬天青和酒石酸锑钾，上海麦克林

生化科技股份有限公司；IAA 标准品，西格玛奥

德里奇(上海)贸易有限公司；钼酸铵，成都润泽

本土化工有限公司；TaKaRa MiniBEST Bacteria 
Genomic DNA Extraction Kit，TaKaRa 公司。 
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微型 pH 仪，上海仪电科学仪器股份有限

公司；紫外分光光度计，上海元析仪器有限公

司；超高速离心机，上海龙跃仪器设备有限公

司；恒温摇床、生化培养箱，上海智城分析仪

器制造有限公司；超声波清洗器，昆山市超声

仪器有限公司；扫描电镜，复纳科学仪器(上海)

有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  功能菌株分离及筛选 

取 2 g 土壤样品置于 198 mL 无菌水中(500 mL

锥形瓶加玻璃珠)，30 ℃、180 r/min 摇床复苏   

1 h 左右，静置 2−3 min，取上清液梯度稀释至

10−3、10−4、10−5，3 次重复，分别吸取 0.2 mL 均

匀涂布于 PVK 培养基上，30 ℃恒温培养 3 d，挑

取并纯化具溶磷圈的菌株作为复筛活性菌株[1]。 
1.2.2  功能菌株的复筛 

取纯化后的菌株制成 1×108 CFU/mL 菌悬

液，以 1%的接种量接种于灭菌 PVK 培养基中，

空白培养基为对照，3 次重复，28 ℃、120 r/min

培养 3 d 后转移至 50 mL 无菌离心管中加(或不

加) 0.5 g 无磷活性炭，采用超声波清洗器进行

超声波细胞破碎(工作 2 s 停 3 s，30%功率   

20 min)，以释放细胞内可溶性磷，4 000 r/min

离心 20 min，利用钼锑抗比色法[10]测定可溶性

磷含量。 
1.2.3  功能菌株分泌 IAA 特性鉴定 

1) 定性检测 

挑取单菌落接种于 LB 培养基中，30 ℃、

180 r/min 培养 24 h，无菌条件吸取 4 mL 发酵

液于离心管中，快速与 4 mL Sackowcki’s 显色剂

(将 150 mL 的浓硫酸缓缓加入到 250 mL 的去离

子水中，边加边搅拌，待溶液冷却后加入 7.5 mL 

0.5 mol/L 的 FeCl3·6H2O 溶液)混合，常温避光

静置显色 40 min，观察并记录颜色变化。 

2) 定量检测 
称取 10 mg IAA 标准品溶解于少量乙醇，

蒸馏水定容至 100 mL (浓度为 100 μg/mL)，梯

度稀释至 0、10、20、30、40、50、60 μg/mL，

各取 4 mL，等体积加入显色剂，40 ℃避光静置

显色 40 min，测定其 OD535 值，绘制标准曲线。

将菌悬浮液和空白对照 10 000 r/min 离心 10 min
后取上清液 4 mL 与显色剂 1:1 混合均匀，在黑

暗中静置 40 min，用分光光度计测定其 OD535

值；重复 3 次，以空白显色剂调零，对比绘制

的标准曲线，连续测定 7 d，记录不同发酵时间

颜色变化，并计算各时间段菌株的 IAA 产量，

以得出菌株产 IAA 最佳发酵时间[12]。 
1.2.4  功能菌株 SH-1464 溶磷和 IAA 产量发酵

条件的单因素试验设计 
以 PVK 液体培养基和 LB 培养基为基础培

养基，接种量 1%，培养时间分别为 72 h 和 48 h，
并以溶磷量和发酵液 IAA 含量为指标进行单因

素条件优化，包括：碳源(葡萄糖、蔗糖、麦芽

糖、乳糖、可溶性淀粉)，氮源(蛋白胨、胰蛋

白胨、酵母粉、氯化铵)，无机盐源(针对生长素)，
难溶性磷源(磷酸三钙 5.0 g/L、磷酸铁 6.0 g/L、

磷酸铝 4.0 g/L)及其含量(2.5、5.0、7.5 g/L)，初

始 pH (4.5、5.5、6.5、7.5、8.5)，培养温度(21、
24、27、30、33、36、39 ℃)，以及摇床转速(120、
140、160、180、200、220、240 r/min)，以确

定最佳组合。 
1.2.5  菌株促番茄种子发芽能力测定 

共设 4 个处理：(1) 菌株 SH-1464 发酵 48 h
后 4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min，弃去上清液，用

无菌水重悬菌体并调节浓度为 1.0×108 CFU/mL；
(2) 菌株 SH-1464 发酵 48 h 后 4 ℃、8 000 r/min
离心 10 min，取上清液稀释 1 000 倍；(3) 无菌水；

(4) IAA 标准品(100 mg/L)。按上述分组进行 24 h
浸种处理后，取各组种子置于铺垫 2−3 层灭菌
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滤纸的 9 cm 透明培养皿中，每盒 15 粒，重复

3 次，共 45 颗种子，于 27 ℃人工气候箱，光、

暗交替时间为 16 h 和 8 h，培养 7 d 测定根长及

整株长。 
1.2.6  菌株促番茄幼苗生长能力测定 

按 1%的接种量将菌接种于 NB 液体培养

基中，30 ℃、180 r/min 摇床培养 48 h，培养至

活菌数约为 1.2×1011−3.5×1011 CFU/mL，稀释    
1 000 倍待用。筛选长势相近的番茄幼苗，移栽

至直径 14 cm 且装有灭菌蔬菜种植基质的花盆

中，每盆 4 株。设置试验组(菌液)、对照组(灭
菌水 CK1、灭菌 NB 液体培养基 CK2)，每个处

理 5 盆共 20 株，室内常规处理 7 d 后，每周使

用菌株 SH-1471 发酵液进行灌根，每盆 200 mL。

生长期间每 3 天浇水一次，日夜温度分别为

25 ℃、20 ℃，光照时长 14 h、黑暗时长 10 h。
35 d 后测量番茄植株株高、茎围、根长、根重

及地上部鲜重和地上部干重。 
1.2.7  菌株形态学及生理生化特征鉴定 

参照《伯杰氏系统分类手册》[13]和《常见细

菌系统鉴定手册》[14]中的方法对菌株 SH-1464
进行形态学鉴定和生理生化特性检测。 
1.2.8  菌株分子生物学鉴定 

将菌株 SH-1464 接种至 NB 培养基中，

37 ℃、180 r/min 振荡培养，当发酵液 OD600 值

近似于 1.00 (约 1×109 CFU/mL)时结束培养。采

用 TaKaRa MiniBEST Bacteria Genomic DNA 
Extraction Kit 提取菌株基因组 DNA。采用细菌

16S rRNA 基因通用引物 27F (5′-AGAGTTTGA 
TCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGYTA 
CCTTGTTACGACTT-3′)进行 PCR 扩增。PCR
反应体系(25 μL)：细菌 DNA 模板 2 μL，2×Taq 
PCR Master Mix 12.5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)
各 1 μL，ddH2O 8.5 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 
5 min；94 ℃ 60 s，53 ℃ 60 s，72 ℃ 2 min，

35 个循环；72 ℃ 7 min；4 ℃保存。反应结束

后，取 5 μL 反应产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳

在凝胶成像系统中观察。PCR 扩增产物经琼脂

糖凝胶电泳纯化回收后，委托北京擎科生物科

技有限公司测序。结果经 BLAST (https://blast. 
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)后于 GenBank 数据库

进行比较分析，选用相似性较高的模式菌株序

列作为参比对象，用 MEGA 7.0 软件的邻接法

(neighbor-joining method)构建系统发育树，

bootstrap 值设定为 1 000，其余均为默认值。 
1.2.9  功能菌株体外产酶、解钾、固氮及产铁

载体能力测定 
将菌株分别点接到脱脂牛奶培养基、纤维

素培养基、果胶培养基、解钾选择培养基和固

氮选择培养基上，37 ℃培养 48 h，若有透明圈

生成则说明具有相应活性，使用 CAS 双层平板

检测菌株产铁载体能力[11]。 

1.3  数据处理 
数据采用单因素方差分析、多重比较及独

立样本 t 检验分析比较处理间的显著性差异。

选择 Excel 和 SPSS Statistics 20.0 软件进行数据

统计分析，采用 Origin 2021 和 GraphPad Prism 8

制图。 

2  结果与分析 
2.1  溶磷菌筛选结果 

经分离纯化，于烟草根际土壤中分离纯化

得到 127 个形态不同的菌株，分别接种于无机

磷细菌培养基进行初筛，结果表明其中 10 株

具有溶磷功能，溶磷能力如表 1 所示，其中菌

株 SH-1464 的溶磷圈直径最大，为 16.11 mm    

(图 1A)，而且溶磷量达 119.22 mg/L，表明菌

株 SH-1464 具有较强的溶磷能力，因此选为目

的菌株。 
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表 1  溶磷菌初筛结果 
Table 1  Results of initial screening of phosphate- 
solubilizing bacteria 
菌株编号 
Strain No. 

溶磷圈直径 
Dissolved phosphorus 
ring (mm) 

溶磷量 
Phosphorus soluble 
content (mg/L) 

SH-1464 16.11±0.85a 119.22±2.02a 
SH-5 13.20±0.58b 108.44±2.58b 
SH-24 8.11±0.32c 98.86±1.58c 
SH-13 8.06±0.35c 90.26±2.88d 
SH-14 7.97±0.58c 88.64±2.18d 
SH-16 7.61±0.48c 84.22±3.96d 
SH-18 7.55±0.89c 69.44±4.58de 
SH-21 6.98±0.78c 55.12±2.57e 
SH-23 6.66±0.99c 55.46±3.58e 
SH-25 5.42±0.87c 48.13±4.56f 
数据为 3 次重复的平均值±标准差，不同小写字母表示不

同菌株之间具有显著差异(P<0.05) 
The data is the mean±standard deviation of 3 replicates. 
Different lowercase letters indicate significant differences 
between different strains (P<0.05). 
 

 
 
图 1  菌株 SH-1464 在固体培养基上的溶磷圈 
Figure 1  Phosphoric cycle of strain SH-1464 on 
solid culture medium. 
 
2.2  菌株 SH-1464 分泌 IAA 能力 

使用紫外分光光度计在 OD535 处测定 IAA，

标准曲线为 y=0.006 9x+0.005 8 (r=0.998 9)。菌

株 SH-1464 经 LB 培养基连续培养 7 d 后，结果

表明，菌株 SH-1464 发酵液与 Salkowski’s 显色

剂反应呈粉红色，表明菌株 SH-1464 具有产

IAA 的能力，并于发酵 48 h 时显色颜色最深，

OD535 最大，为 0.281 (图 2，图 3)，即 IAA 产生

量最大，为 39.88 μg/mL。经计算菌株 SH-1464
的 IAA 分泌量范围为 31.56‒39.88 μg/mL。 

2.3  不同培养基对菌株溶磷能力和 IAA 产

量的影响 
以 PVK 液体培养基为优化对象进行菌株 

 

 
 
图 2  菌株 SH-1464 分泌生长素活性测定 
Figure 2  Determination of IAA activity of strain 
SH-1464. 
 

 
 
图 3  菌株 SH-1464 在不同发酵时间生长素产量

测定    不同小写字母表示菌株不同发酵时间

IAA 产量具有显著差异(P<0.05) 
Figure 3  The IAA yield of strain SH-1464 was 
measured at different fermentation times. Different 
lowercase letters indicated significant difference in 
IAA yield at different fermentation times (P<0.05). 
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SH-1464 溶磷条件优化，以葡萄糖为碳源，菌株

SH-1464 的溶磷能力最强，溶磷量为 175 mg/L 
(图 4A)；以蛋白胨(peptone)为氮源时溶磷量最

高，达 174.68 mg/L (图 4B)；此外，发酵条件

对菌株溶磷能力也具有一定的影响，基于上述

结果优化发酵条件，当 pH 为 7.5 时，菌株

SH-1464 的溶磷量达为 197 mg/L (图 4C)；当发酵

温度为 30 ℃时，溶磷量达 198.5 mg/L (图 4D)；
当转速为 220 r/min 时，溶磷量达 228 mg/L   
(图 4E)。而且菌株 SH-1464 对不同难溶性磷的

溶解能力不同，以 2.5 g/L 磷酸三钙为磷源时，

溶磷量达 213 mg/L (图 4G、4H)。 
以 LB 液体培养基为优化对象进行菌株

SH-1464 产 IAA 条件优化，以麦芽糖为碳源时

IAA 产量最高，达 74.06 μg/mL (图 4A)；以豆

粉为氮源时(图 4B)菌株的 IAA 产量最高，达

60.13 μg/mL；此外，培养条件优化结果表明，

pH (图 4C)、温度(图 4D)、转速(图 4E)等对菌

株 IAA 产量的增加效果在不同梯度下具有一

定的差异，在初始 pH 值为 6.5 时，IAA 产量

为 74.35 μg/mL；转速为 180 r/min 时最高，为

74.13 μg/mL；发酵温度为 30 ℃时，IAA 产量

高于其他培养温度，为 72.13 μg/mL，以 KCl
为无机盐时(图 4F)，IAA 产量达 61.45 μg/mL。 

2.4  菌株 SH-1464 发酵条件优化前后对比

试验结果 
基于单因素试验结果，利用优化所得的最

佳发酵配方及发酵条件进行连续 3 批发酵实验

对比，结果如图 5 所示，优化后菌株溶磷量达到

225.9 mg/L，相较于优化前提升了 84.5%；菌株的

IAA 产量达 75.3 μg/mL，相较于优化前提升了

88.8%。综上可见，发酵优化试验结果可靠，对菌

株的溶磷量及 IAA 产量均具有较强的提高效果。 

2.5  菌株对番茄种子发芽的促进作用 
将番茄种子进行纸床培养 7 d 结果表明 

(图 6，图 7)，菌株 SH-1464 对番茄种子发芽及

其生长具有显著的促进作用，促生菌 SH-1464
发酵 1 000 倍稀释液对番茄种子萌发的促进作

用最强，萌发率达 84.5%，而且能促进番茄种

子的根长和整株的生长，菌株发酵稀释液处理

下，其根长较无菌水处理提高了 218.6%，整株

长是无菌水处理的 13.3 倍；与菌株促生效果相

近，IAA 标准品处理下，种子发芽率达 75.6%，

也可使其根长和整株长显著提高，分别是无菌

水处理的 4.45 倍和 14.4 倍。在促生菌 SH-1464
菌悬液处理下，种子发芽率仅为 37.8%，平均

根长为 0.65 cm，与无菌水处理相近，可能是由

于菌体在纸片上缺乏营养，导致生长受阻的原

因。菌株 SH-1464 发酵液对番茄种子促发芽效

果强，对根、芽均具有良好的促生效果，菌株

菌悬液对种子发芽率效果与对照无显著差异，

但其对整株长具有一定的促进效果，表明菌株

悬液对其生长也具有促进作用，说明菌株发酵

液及菌悬液均对番茄种子萌发和生长具有促进

作用。 

2.6  菌株对番茄幼苗的促生长作用 
对菌株 SH-1464 进行番茄幼苗促生长试

验，结果(表 2，图 8)表明，接种菌株 SH-1464
的 1 000 倍稀释发酵液可显著促进番茄幼苗的

生长，表现为提高番茄株高、促进主根生长、

增加须根数量以及增加地上部鲜重和干重，菌

株发酵液处理下，与无菌水(CK1)相比番茄株

高、茎围、根长、根重、地上部鲜重和地上部

干重分别提高了 55.1%、32.5%、16.4%、149.2%、

172.2%和 203.6%；与灭菌 NB 液体培养基(CK2)
相比番茄株高、茎围、根长、根重、地上部鲜

重和干重分别提高了 16.3%、26.7%、6.5%、

15.7%、37.1%和 65.3%，表明菌株 SH-1464 对

番茄具有良好的促生长作用，可作为高效的促

生菌株资源。 
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图 4  菌株 SH-1464 溶磷能力和分泌 IAA 活性的单因素优化试验结果   A：碳源. B：氮源. C：pH. D：

温度. E：转速. F：不同无机盐对菌株 SH-1464 IAA 产量的影响. G、H 分别代表菌株 SH-1464 对不同无

机磷的溶解能力及其最适添加量. 不同字母表示具显著差异(P<0.05) 
Figure 4  Single factor optimization of phosphorus-solubilizing ability and IAA secretion activity of strain SH-1464. A, 
B, C, D and E respectively represent the effects of different carbon sources, nitrogen sources, pH, temperature and 
rotational speed on the phosphorous solubility and IAA yield of strain SH-1464. F represents the effects of different 
inorganic salts on IAA yield of strain SH-1464. G, H represent the solubility of SH-1464 strain to different inorganic 
phosphorus and the optimal addition amount. Different letters indicate significant differences (P<0.05). 
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图 5  基于单因素优化结果前后菌株溶磷量及产

IAA 量变化    
Figure 5  Changes in phosphorus solubility and 
IAA production of strains before and after 
optimization based on single factor. *: P<0.05. 

2.7  菌株形态学及生理生化鉴定结果 
对解磷活性菌株 SH-1464 进行革兰氏染

色、形态学及生理生化鉴定表明(图 9)，菌株

SH-1464 为革兰氏阳性细菌，菌落形态呈粉白

色、扁平状，接触酶、淀粉水解、硝酸还原反

应、吲哚反应、柠檬酸反应、精氨酸双水解、

蔗糖发酵反应、葡萄糖发酵反应、固氮作用及

明胶反应等均为阳性，MR 反应、解钾作用和

尿素酶反应为阴性。 

2.8  菌株分子生物学鉴定结果 
经NCBI的BLAST分析，SH-1464的16S rRNA

基因序列(GenBank 登录号为 ON417365)与拟蕈

状芽孢杆菌 MAOI01000012 相似度为 100%，利

用邻接法构建系统发育树(图 10)，结合形态学、

生理生化特征及分子生物学鉴定，菌株 SH-1464
为拟蕈状芽孢杆菌(Bacillus paramycoides)，且 

 
 

 
 
图 6  促生菌 SH-1464 对番茄种子发芽的影响   A：发芽种子数. B：发芽率. C：根长. D：整株长. 不
同小写字母表示不同处理具显著差异(P<0.05) 
Figure 6  Effects of SH-1464 on tomato seed germination. A: Sprouted seeds. B: Germination rate. C: Root 
length. D: The whole plant length. Different lowercase letters indicate significant differences between 
different treatments (P<0.05). 
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图 7  菌株 SH-1464 对番茄种子萌发的影响   A：SH-1464 发酵稀释液. B：IAA 标准品. C：SH-1464
菌悬液. D：无菌水 
Figure 7  Effect of SH-1464 on tomato seed germination. A: SH-1464 fermentation dilution. B: IAA 
standard substance. C: SH-1464 cell suspension. D: Sterile water. 
 
表 2  菌株 SH-1464 发酵稀释液对番茄幼苗生长的影响 
Table 2  Effect of fermentation dilution of strain SH-1464 on growth of tomato seedlings 
处理 
Treatment 

株高 
Height (cm) 

茎围 
Stem thick 
(cm) 

根长 
Root length (cm) 

根重 
Root weight 
(g) 

地上部分鲜重 
Fresh weight of 
above-ground part (g) 

地上部分干重 
Dry weight of 
above-ground part (g) 

SH-1464 62.90±0.82a 2.50±0.10a 19.70±0.15a 0.54±0.01a 15.10±0.15a 3.15±0.04a 
CK2 54.10±0.70b 1.97±0.03b 18.50±0.15b 0.47±0.02b 10.90±0.18b 1.90±0.02b 
CK1 40.60±1.15c 1.89±0.02b 16.90±0.10c 0.22±0.01c 5.53±0.08c 1.04±0.02c 
数据为平均值±标准差，不同字母表示不同菌株之间具有显著差异(P<0.05) 
The data is the mean±standard. Different letters indicate significant differences between different strains (P<0.05). 

 

 
 
图 8  菌株 SH-1464 对番茄生长的影响   A：番茄植株地上部分. B：番茄植株地下部分 
Figure 8  Effect of strain SH-1464 on tomato growth. A: The above-ground part of the tomato plant. B: The 
underground part of the tomato plant. 
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图 9  功能菌株 SH-1464 菌落形态及扫描电镜图   A：菌株 SH-1464 菌落形态图. B：菌株 SH-1464
扫描电镜图 
Figure 9  Colony morphology and SEM photograph of functional strain SH-1464. A: Colony morphology of 
strain SH-1464. B: Scanning electron microscope image of strain SH-1464. 
 

 
 
图 10  菌株 SH-1464 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号内序号为菌株的 GenBank 登

录号；上标“T”表明为模式菌株；分支数字表示 bootstrap 支持率；标尺所示长度为 0.005 核苷酸置换率 
Figure 10  Phylogenetic tree of strain SH-1464 based on 16S rRNA gene sequence. The serial number in 
parentheses is the GenBank accession number of the strain; The superscript “T” indicates the type strain; The 
branch number indicates the bootstrap support rate; The length indicated by the scale is 0.005 nucleotide 
substitution rate. 
 
菌株已于 2022 年 6 月 20 日保存于中国典型培

养物保藏中心，保藏号为 CCTCC M 2022924。 

2.9  菌株 SH-1464 体外产酶、解钾、固氮

及产铁载体能力 
通过底物降解法测定发现菌株 SH-1464 具

有分泌蛋白酶、纤维素酶、固氮以及产铁载体的

能力，不具备分泌果胶酶、解钾的能力(图 11)。 

3  讨论与结论 
在可持续发展和生态文明建设的背景下，

生物肥料产业得以快速发展，但其种类和数量

远少于化学肥料，总体上呈现出市场需求较 
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图 11  菌株 SH-1464 功能测定结果   A：蛋白酶. B：纤维素酶. C：固氮. D：产铁载体 
Figure 11  Results of functional determination of strain SH-1464. A: Protease. B: Cellulase. C: Nitrogen 
fixation. D: Excreting siderophore. 
 
大但品种较少的现象[15]。土壤是天然的微生物

菌种资源库，其中广泛存在功能多样化的有益

微生物[16]。目前，从不同的植物根际土壤所筛

选的 PGPR 种类繁多，应用在农业生产中的

PGPR 主要包括芽孢杆菌属(Bacillius)、根瘤菌

属 (Rhizobium)、青霉(Penicillium)等 [2]，此类微

生物肥料兼具经济和环保的特点，可替代部分

化肥施用，起到增加作物产量和提高品质的作

用，是农业可持续发展中减施化学肥料的有效

补充[17]。 
目前的研究中，多数 PGPR 分离自作物根

际土壤、植物组织内部或海洋湖泊等水体，具

有来源广泛、适应能力强等特点，其大多具有

固氮、溶磷、解钾、产铁载体、产 IAA 能力等

多样化的功能。分离自番茄根际土壤和岷山

红三叶根际的高效溶磷菌，分别具有溶磷、

分泌生长素的功能，对病原物也具有一定的

抑制活性，对作物的产量和品质均有显著的影

响[18-19]。菌株 PGPR LZT-5 和 FQG-5 分别属于

不动杆菌属 (Acinetobacter)和嗜麦芽寡养单胞

菌(Stenotrophomonas maltophilia)，对土壤理化

指标、营养物质含量、作物农艺性状、产量等

均具有良好的促进效果[20]。吴慧丽等[21]于镉污

染地区的植物根际土壤分离得到 30 株耐镉细

菌，其中两株具有高产 IAA 活性、溶磷活性，

以及产 1-氨基环丙烷 -1-羧酸 (ACC)脱氨酶和

铁载体活性，在促进作物生长的同时，也促

进植物对镉的吸收并促进土壤镉有效化。马

骢毓等 [22]使用黄芪根系和根际土壤，分离所得

76 株兼具固氮酶活性、溶磷及分泌 IAA 能力的

PGPR，为研制生物菌肥提供优良菌种。高亚慧

等 [23]从海洋样品中分离得到一株橙色微杆菌

(Microbacterium aurantiacum)，其具有较强的

溶有机 /无机磷活性、固氮活性及产 IAA 活

性，对作物的农艺性状具有显著的促进作用。 
菌株生物量及次生代谢物分泌量与培养条

件密切相关，不同培养条件对其具有一定的影

响。进行发酵条件优化是提高菌株生物量以及

增加次生代谢物分泌量的有效途径。前人研究

表明，菌株 HP2 溶磷能力在不同的碳源培养基

上具有一定差异，以单糖(葡萄糖、果糖)和二

糖(麦芽糖、蔗糖)作为碳源时，供试菌的溶磷

能力比较强[24]。牛蒡根际土壤解磷菌 PSM-5，
当初始 pH 3.79、发酵温度 28.46 ℃、盐浓度

10.46 g/L 时溶磷量可达 198.28 mg/L[25]。本文

通过对菌株 SH-1464 进行试验探究发现，在碳

源为葡萄糖、氮源为蛋白胨、pH 为 7.5、温度

30 ℃、转速 200 r/min 条件下，菌株的溶磷能

力具有显著提升。菌株 n3 在 pH 值分别为

5.0、6.0 时产 IAA 能力最佳，说明其具有耐酸
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能力 [26]。张东艳等 [27]从花生根际土壤中所得

的特基拉芽孢杆菌在 pH 8.0 时 IAA 产量最高。

本研究中，菌株 SH-1464 最适 pH 值为 6.5，这

可能是由于菌株长期生存的自然环境不同，从

而导致菌株的生理适应性不同。此外，氮源是

菌株生长必需的物质之一，菌株满足自身生长

代谢所需的营养元素大多来自氮源，但不同

菌株对氮源的偏好性也具有显著差异，Sheng
等[28]和 Jiang等[29]的研究结果表明，以 NH4NO3

作为唯一氮源时，菌株发酵液酸性过强，从而

导致菌株生物量大幅降低。然而在本研究中，

当选用 NH4NO3 作为菌株生长的唯一氮源时，

菌株产 IAA 的活性最强，但以酵母粉等作为氮

源时效果不佳，说明菌株对无机氮源的适应性

较强。 
综合以上分析，PGPR 具有物种丰富、促

生能力各异、促生方式不同等特点，大多可通

过解磷、溶磷、解钾、固氮等能力调整土壤营

养组成与结构，提高土壤养分的有效性；也可

定殖于植物根际或植物内部，通过分泌生长素

等形式促进植物生长，提高植株的农艺性状及

抗逆性，同时植株根系的生长会影响根际土壤

微生物的生物量和生物活性，进而达到相互促

进的效果。本研究筛选所得拟蕈状芽孢杆菌

(Paramycoides) SH-1464 具有较强的溶磷能力

以及具有高产 IAA 活性，对其进行发酵条件优

化后菌株的溶磷量提高至 225.9 mg/L，IAA 产

量提高至 75.3 μg/mL；可显著提高番茄种子的

发芽率，提高番茄幼苗的株高、茎围、根长、

根重、地上部分鲜重和干重等农艺性状；同时

具有固氮、分泌蛋白酶、纤维素酶、铁载体等

多种活性，可在生物肥料方面作为优良的菌种

资源，具有极大的开发潜力。但其在土壤或植

株内部的定殖能力还有待探讨，今后可进一步

结合荧光定量检测技术等措施，探究菌株的定

殖能力以及作用机制，为菌株的进一步开发及

其推广应用提供理论依据。 
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