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AAbstract:bstract: The application of plant growth-promoting bacteria is an effective method for reducing the need for

pesticides and fertilizers. To isolate additional resources of plant growth-promoting bacteria, soil samples were collected

from the Hancheng Iron Ore site in Shaanxi Province for this research. The serial dilution method, in vitro cultivation on

growth-promoting screening medium, and in vivo screening on potato plants were employed to select the growth-

promoting strains. Two strains were identified, and their tolerance to pH and salt concentration was studied. The two

strains, HC6-7 and HC6-11, exhibiting significant growth-promoting effects, were isolated from the iron mine. Both strains

demonstrated the ability to produce siderophores and indole-3-acetic acid (IAA), with HC6-7 producing IAA at a

concentration of 11.59 mg/L. Additionally, strain HC6-11 exhibited capabilities for nitrogen fixation and phosphorus

solubilization. The optimal pH for both strains ranged from 7 to 9, and both strains were able to grow in media containing

5% or less NaCl. Pot experiments with potato plants revealed that the biomass of potatoes treated with the bacterial

solution was greater than that of the control group. The strain HC6-7 was identified as Priestia endophytica, while HC6-11
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摘 要：根际促生菌的应用是农业“减肥、减药”的有效措施。为筛选更多根际促生菌资源，以陕西省韩城市铁矿厂土

样为试验材料，采用逐级稀释法、促生筛选培养基和马铃薯盆栽试验筛选有促生效果的菌株，获得了两株植物根际促生菌，

并研究其促生效果及对pH和盐的耐受性。从铁矿厂分离筛选到2株具有良好促生作用的菌株HC6-7和HC6-11，均具有络合

铁和产 IAA能力，其中菌株HC6-7可产生11.59 mg/L的 IAA，菌株HC6-11具有固氮和解磷能力；2株菌最适生长pH为7~9，均

可在浓度为5%NaCl及以下培养基中生长。马铃薯盆栽结果显示，经菌液处理后，处理组生物量均高于对照组；形态学和分子

生物学方法鉴定菌株HC6-7为内生芽孢杆菌（Priestia endophytica），HC6-11为阿塔卡马假单胞菌（Pseudomonas atacamensis）。内

生芽孢杆菌（P. endophytica HC6-7）和阿塔卡马假单胞菌（P. atacamensis HC6-11）对马铃薯具有促生能力，该结果将为植物促

生菌肥研制提供微生物资源。
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肥料是作物生产的物质基础，对农民收入和农

产品增产有重要作用，但化肥的过量施用会造成土

壤板结化、水体污染等严重问题。中国虽为化肥用

量最高的国家，但由于化肥利用率偏低[1]，高产田

面积仅占总耕地面积的 30%[2]。提高土壤养分利用

率，减少化肥施用成为中国农业可持续发展的重中

之重。

根际作为植物与土壤、微生物之间相互接触与

作用的重要界面[3]，对土壤养分的有效吸收利用有

直接影响，且与植物抗逆性、根系病害防治有

密切的关系。如今，根际已成为生物地球化学循

环的热点区域。根际促生菌（Plant growth promoting
rhizobacteria，PGPRs），是一种自然存在于土壤中，

并在植物根际定殖的微生物，可将土壤中难以被植

物直接吸收的养分通过自身代谢过程降解为可被利

用的养分，提高土壤中各种元素的利用率。PGPRs
不仅可以改善土壤理化性质，还可促进植物生长，

增加作物产量，增强植物抗逆性，提高产品质

量。生物菌肥的使用可有效缓解土壤板结，减轻

水体污染，且具有低成本，作用持久的特点[4]。因

此，植物根际促生菌的筛选和应用成为人们研究的

热点[5,6]。

植物根际促生菌具有绿色环保，污染少的优

点。本研究从陕西省韩城市铁矿厂植物根际土壤中

分离菌株，筛选具有产嗜铁素、解磷、固氮和产生

长素能力的菌株，采用盆栽试验验证菌株促生效

果，为植物根际促生菌在农业生产中的应用提供理

论基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 土壤样品采集

从陕西省韩城市铁矿场（N 35.48°，E 110.44°）
采集土壤样品。采集样品时去除地表 5 cm土层，

用土壤采样器取25 cm以内土壤样品，混合均匀后

置于牛皮纸袋中密封、编号，带回实验室，置于

4 ℃环境中保存备用。

1.1.2 主要培养基和试剂

Luria-Bertani（LB）培养基、Chrome azurol S Assay
Medium（CAS）培养基、Ashby培养基、蒙金娜无机

磷培养基、蒙金娜有机磷培养基、Alkowski显色液

等试剂均购自青岛海博生物技术有限公司。

1.1.3 主要仪器设备

电热恒温培养箱（HPX-9162MBE，上海博讯实

业有限公司）；实体解剖镜（LEICA EZ4W，德国莱

卡仪器有限公司）；超净工作台（SW-CJ-1FD，苏

州安泰公司）；显微镜（LEICA ICC50W，德国莱卡

仪器有限公司）；电泳仪（BG-Power 600K450W，北

京百晶生物技术有限公司）；PCR仪（624BR47696，
美国伯乐Bio-Rad 公司），扫描电镜（SU8100扫描

电子显微镜，日本日立公司）。

1.2 菌株分离

利用逐级稀释法分离采集土壤样品中的细菌。

称取土样10 g，溶于90 mL无菌水中，加入无菌玻

璃珠，150 r/min摇床上振荡 30 min，制成土壤悬

浮液，用梯度稀释法稀释至 10-1~10-4倍，分别取

100 μL稀释液涂于 LB固体培养基上，28 ℃培养

2 d，记录菌株生长情况，然后挑取单个菌落在LB
固体培养基上进行纯化和培养。

1.3 分离菌株离体促生能力筛选

1.3.1 促生培养基测定

在LB培养基上将活化的菌株用无菌棉签分别

点接在CAS固体平板培养基（络合铁）、孟金娜无

机磷培养基（解无机磷能力）、有机磷培养基（解有

机磷能力）和Ashby培养基（固氮能力）上，每个菌

株 3个重复，28 ℃培养 5 d。具有络合铁、溶磷、

固氮能力的菌株会在菌落周围形成橙黄色（CAS培
养基）或透明圈，透明圈越大，颜色变化越大，说

was identified as Pseudomonas atacamensis through morphological and molecular biology methods. In conclusion, P.

endophytica HC6-7 and P. atacamensis HC6-11 have the potential to promote potato growth, and these findings would

provide valuable microbial resources for the development of plant growth-promoting bacterial fertilizer.

Key Words:Key Words: potato; growth-promoting bacterium; Priestia endophytica; Pseudomonas atacamensis
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明菌株络合铁、解磷和固氮的能力越强。观察并记

录菌落直径（d）和透明圈直径（D），利用D/d计算菌

株的络合铁、解磷和固氮能力。

1.3.2 产 IAA能力测定

将筛选出来的菌株接种在含500 mg/L色氨酸的

LB液体培养基中，每个菌株重复3次，在180 r/min
摇床中28 ℃培养2 d，测定OD600值。取10 mL样液

于50 mL离心管中，10 000 r/min离心10 min。取上

清液 1 mL，加入 4 mL的Alkowski比色液，室温暗

置 20 min后，测定OD530值，在标准曲线上查出相

应吲哚乙酸（Indole-3-acetic acid，IAA）的含量。

1.4 筛选菌株对马铃薯促生作用的评价

2022年3月将基质与沙土按照体积比11混合，

灭菌分装后置于 15 cm × 20 cm塑料花盆中，选择

形态完好的‘V7’马铃薯种薯种植于盆中，放置于

内蒙古自治区农牧业科学院蔬菜花卉研究所温室

大棚中，定期浇水。待马铃薯种子破土发芽后（约

1 周），每盆加入 100 mL（OD600=1.0）菌株发酵液，

灌至马铃薯根部，对照组灌溉等量LB发酵液，每

个处理 6盆，重复 3次。30 d后测量马铃薯株高、

茎粗，将收获植株冲洗干净后自然晾干，称量鲜

重和根长，将植株置于105 ℃烘箱杀青30 min，再

于60 ℃烘干至恒重，称量植株干重。

1.5 菌株鉴定

1.5.1 形态特征鉴定

将菌株接种于LB固体培养基上，28 ℃下黑暗

培养 2 d，观察菌株菌落形态。挑取少量菌体利用

扫描电镜观察菌体形态，观察3~5个视野，测量菌

体大小。

1.5.2 分子生物学方法鉴定

将菌株接种于LB液体培养基，置于 180 r/min
摇床上28 ℃振荡培养24 h，取1 mL菌液10 000 r/min
离心1 min，用Ezup柱式细菌基因组DNA抽提试剂

盒提取细菌总DNA。采用细菌通用引物27F/1492R
（5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'/5'-GGTTACCTT
GTTACGACTT-3'），对其 16S rDNA序列进行 PCR
扩增，反应体系如下：2×M5 Hipper 超光速 Mix
10 μL，ddH2O 7 μL，DNA模板1 μL，上下游引物

各 1 μL；反应条件： 94 ℃ 5 min； 94 ℃ 45 s，

55 ℃ 45 s，72 ℃ 90 s，30个循环；72 ℃ 10 min。
反应结束后用 1%琼脂糖凝胶电泳检测，胶回收

后将 PCR产物送交生工生物工程（上海）股份有限

公司测序。使用Vector NTI Advance 11软件将测序

结果进行校正和拼接，用BLASTn软件对拼接的序

列进行同源序列检索，根据比对结果找到近似

种；利用GGDC网站（http://ggdc.dsmz.de）下载相应

模式菌株，利用MEGA11软件的比邻法构建系统

发育进化树。

对用 16S rDNA初步确定为假单胞菌的菌株，

采用假单胞菌的特定引物 PsEG30F（5'-ATYGAAA
TCGCCAARCG-3'）和 PsEG790R（5'-CGGTTGATKT
CCTTGA-3'）扩增其 rpoD基因片段，PCR 程序与

16S rDNA相同，退火温度为55 ℃，延伸40 s[7]，反

应结束后对扩增序列进行检测和测序，利用GGDC
网站下载假单胞菌的模式菌株，利用MEGA11软件

的比邻法构建系统发育进化树。

1.6 促生菌株在不同pH和盐浓度的生长能力

用 1 mol/L HCl 和 NaOH 分别调整培养基 pH
为 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11和12，取

2 mL供试菌株种子液接种到含 200 mL不同 pH培

养基的三角瓶中，在 180 r/min 摇床上 28 ℃培养

48 h，测定OD600值，以确定不同pH对菌株生长的

影响。

配制含NaCl浓度为0、0.1%、0.5%、1%、2%、

5%、10%、12%和 15%的LB液体培养基，取 2 mL
供试菌株种子液接种到含200 mL不同NaCl浓度培

养基的三角瓶中，在 180 r/min 摇床上 28 ℃培养

48 h，测定OD600值，确定不同盐浓度对菌株生长

的影响。

1.7 数据分析方法

使用Excel 2016软件进行数据整理和作图，使

用 SPSS 25.0 软件进行数据单因素方差分析，用

Duncan's法进行数据多重比较（P<0.05）。
2 结果与分析

2.1 菌株分离及其促生效果测定

用逐级稀释法从土壤样品中分离到 124株细

菌，利用CAS培养基筛出2株可高效产生嗜铁素的
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菌株HC6-7、HC6-11，其D/d比值分别为 2.62和

2.26。利用蒙金娜解磷（有机磷和无机磷）、Ashby
培养基，以及培养基中加入一定量的L-色氨酸对

2个菌株的解磷、固氮和产 IAA能力进行测定，结

果显示，两株菌均具有络合铁和产 IAA活性，其中

HC6-7产 IAA量为11.59 mg/L，HC6-11产 IAA量为

3.24 mg/L；此外，HC6-11 还有解磷和固氮活性

（图1，表1）。

项目

Item

络合铁 Siderophores production
无机磷 Inorganic phosphorus solubility
有机磷 Organic phosphorus solubility
固氮 Nitrogen fixation

HC6-7
菌落直径d
（mm）
Colony
diameter

3.55±0.45

透明圈直径D
（mm）
Transparent
ring diameter

9.32±1.17
－

－

－

透明圈直径/菌落

直径（D/d）
Transparent ring
diameter/Colony
diameter
2.62

HC6-11
菌落直径d
（mm）
Colony
diameter

3.34±1.58
4.05±1.03

16.90±9.75
6.04±1.38

透明圈直径D
（mm）
Transparent
ring diameter

7.54±0.81
12.25±0.93
23.10±7.92
9.36±0.99

透明圈直径/菌落

直径（D/d）
Transparent ring
diameter/Colony
diameter
2.26
3.02
1.37
1.55

图1 菌株HC6-7和HC6-11的促生效果测定

Figure 1 Determination of growth promoting effect of strains HC6-7 and HC6-11

2.2 对马铃薯植株的促生效果

菌株HC6-7和HC6-11对马铃薯盆栽促生效果

的测定结果显示，菌株HC6-7和HC6-11均可促进

马铃薯株高、茎粗、鲜重和干重（图 2，表 2）的增

加。经HC6-7和HC6-11菌液处理后马铃薯植株株

高和根长高于对照（图2），HC6-7处理的平均株高

为 14.83 cm，根长为 21.48 cm，相比对照分别增加

了16.77%和12.82%；HC6-11处理的马铃薯平均株

高为 16.00 cm，根长为 22.03 cm，相比对照分别增

加了25.98%和12.82%。此外，经HC6-7和HC6-11
菌液处理后马铃薯植株平均茎粗增加22%，鲜重分

别增加57.54%和54.38%，植株干重分别增加16.61%

和 54.69%（表 2），表明菌株HC6-7和HC6-11可显

著促进马铃薯生长。

2.3 菌株鉴定

2.3.1 形态学鉴定

将纯化后的 2株促生菌株分别接种于 LB固体

培养基上，菌株HC6-7菌落白色、不透明，表面

凸起，光滑无褶皱、黏稠，菌落呈圆形，边缘不

整齐（图 3A1~A2），菌体短杆状，大小为 1.307~
2.775 μm × 0.600~0.775 μm（图3A3）。菌株HC6-11
菌落黄色、半透明，表面光滑（图 3B1~B2），菌体

杆状或弯曲，大小为 0.963~6.727 μm × 0.375~
0.592 μm（图3B3）。

注：“-”表示无透明圈，数值均表示平均值±标准差。
Note："-" indicates that no transparent ring is observed; all the numbers are means ± standard deviation.

A、B. 络合铁，C. 有机磷，D. 无机磷，E. 固氮。A为HC6-7，B~E为HC6-11。
A and B. Siderophores, C. Organic phosphorus, D. Inorganic phosphorus, E. Nitrogen. A is strain HC6-7, B-E are strain HC6-11.

表1 菌株HC6-7与HC6-11的促生效果

Table 1 Growth promoting effect of HC6-7 and HC6-11

A B C D E
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A B C

D E F

处理

Treatment
CK
HC6-7
HC6-11

株高（cm）
Plant height
12.70±2.48b
14.83±3.26ab
16.00±4.35a

茎粗（mm）
Stem diameter
6.72±0.78b
8.20±1.82ab
8.33±1.01a

根长（cm）
Root length
19.04±4.93b
21.48±3.50a
22.03±3.97a

每株干重（g）
Dry weight per plant
5.37±3.27b
8.46±9.68a
8.29±5.40a

每株鲜重（g）
Fresh weight per plant
20.59±5.93b
24.01±11.53a
31.85±6.08a

图3 菌株HC6-7与HC6-11形态特征

Figure 3 Morphological characteristics of strains HC6-7 and HC6-11

A1~A3依次为菌株HC6-7的菌落正面、反面和菌体扫描电镜图，B1~B3依次为菌株HC6-11的菌落正面、反面及菌体扫描电镜图，其
中A3和B3的示例线表示1 μm。

A1-A3 are the front, back and scanning electron microscope images of strain HC6-7; B1-B3 are the front, back and scanning electron microscope
images of strain HC6-11. Bars in A3 and B3 represent 1 μm.

图2 菌株HC6-7和HC6-11对马铃薯的促生盆栽试验

Figure 2 Potted experiment of growth promotion of potato by strains HC6-7 and HC6-11

A、D. 对照，B、E. 接种HC6-7处理，C、F. 接种HC6-11处理。
A and D. Control, B and E. Treated with HC6-7, C and F. Treated with HC6-11.

表2 菌株HC6-7和HC6-11对马铃薯植株的促生效果

Table 2 Growth promotion effects of HC6-7 and HC6-11 on potato

注：同一列中不同字母表示在P<0.05水平上差异显著。
Note: Different letters in the same column indicate significant differences at P<0.05.

A1 A2 A3 B1 B2 B320 μm 20 μm
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2.3.2 菌株的分子生物学方法鉴定

利用模式菌株基于16S rDNA基因序列构建HC6-
7和HC6-11的系统发育进化树（图4）。菌株HC6-7
与内生芽孢杆菌（Priestia endophytica 2D，NCBI：
AF295302）聚在一枝；菌株HC6-11与韩国假单胞

菌Pseudomonas koreensis Ps 9-14（AF468452）、阿塔

卡马假单胞菌（P. atacamensisM7D1，SSBS01000008）
聚在一枝。采用假单胞菌特异引物对HC6-11的

rpoD基因进行扩增并构建系统发育进化树，结果显示

HC6-11与菌株阿塔卡马假单胞菌（P. atacamensis

M7D1，SSBS01000008）聚到一枝，形态结合分子

序列测定结果显示菌株HC6-7为内生芽孢杆菌，

菌株HC6-11为阿塔卡马假单胞菌。

2.4 不同酸碱度和含盐量对活性菌株生长影响分析

通过测定HC6-7和HC6-11在不同 pH和不同

NaCl浓度培养基中的生长状况，评价其耐酸碱和

盐的能力。结果显示，菌株HC6-7和HC6-11在

pH 6~10 的培养基中均可正常生长，最适 pH 为

7~9， pH<5 或 >11 时生长缓慢。菌株 HC6- 7、
HC6-11在含 5%NaCl及以下浓度的培养基中可正

常生长，而在 10%及以上 NaCl 中无法正常生长

（图 5）。

B

A

图4 基于16S rDNA序列（A）和 rpoD基因序列（B）构建系统发育进化树菌株鉴定结果

Figure 4 Phylogenetic trees based on 16S rDNA (A) and rpoD gene sequences (B) for the identification of isolated strains

Priestia veravalensis SGD-V-76 (KF413434)
Priestia fexa IFO 15715 (AB021185)
Priestia parafexa RC2 (FN999943)
Priestia megaterium IAM 13418 (KJ569088)
Priestia aryabhattai B8W22 (EF114313)
Priestia qingshengii Gl9 (JX293295)
Priestia taiwanensis FJAT-14571 (KF040588)
Priestia abyssalis SCSIO 15042 (JX232168)
Priestia koreensis BR030 (FJ889614)
Priestia filamentosa SGD-14 (KF265351)
●HC6-7

●HC6-11

● HC6-11

Priestia endophytica 2D (AF295302)
Pseudomonas fluorescens IAM 12022 (D84013)
Pseudomonas petroselini MAFF 311094 (LC647547)
Pseudomonas syringae ATCC 19310 (AF094749)
Pseudomonas palmensis BBB001 (MW009702)
Pseudomonas glycinae MS586 (MG692779)
Pseudomonas moraviensis CCM 7280 (AY970952)
Pseudomonas koreensis Ps 9-14 (AF468452)

Pseudomonas atacamensis M7D1 (SSBS01000008)
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3 讨 论

根际促生菌可以将土壤中的一些难溶性物质

转化为可溶性物质，从而提高植物对这些物质的吸

收利用。目前已有多个促生菌的报道，例如宋小双

等[8]、漫静等[9]、韩丽珍等[10]分别从辽宁省樟子松、

羊草、茶树等植物根际土壤分离筛选出具有促生效

果的菌株。本研究通过促生培养基筛选结合盆栽试

验，从铁矿厂筛选出对马铃薯具有显著促生活性的

菌株HC6-7和HC6-11，两株菌均具有高效络合铁

能力和产 IAA能力，此外菌株HC6-11具有解磷和

固氮能力，形态特性结合分子序列鉴定其分别为内

生芽孢杆菌（P. endophytica）和阿塔卡马假单胞菌

（P. atacamensis）。两株菌可在pH 6~10和含5%NaCl
及以下培养基中生长，具有一定的应用潜力。

P. endophytica 为Bacillus endophyticus的同物异

名[11]，目前已报道多株内生芽孢杆菌对作物具有促

生效果，例如 B. endophyticus J13可通过分泌植物

胞外多糖，影响脱落酸合成和信号转导，从而提

高拟南芥的耐旱性 [12]；B. endophyticus IGPEB 33与

丛枝菌根真菌混合使用可显著促进生姜生长，提

高其土壤养分利用率[13]。阿塔卡马假单胞菌最早分

离自智利的阿塔卡马沙漠开花植物的根际，该类菌

株可通过产生高分子聚合物提高石油的回收率被广

泛研究[14,15]，此外阿塔卡马假单胞菌可减少重金属污

染[16]，Arora等[17]报道菌株P. atacamensis KSS-6与有机

肥混合施用可提高水稻产量和盐碱土壤中的养分

利用率。本研究中，内生芽孢杆菌（P. endophytica

HC6-7）和阿塔卡马假单胞菌（P. atacamensisHC6-11）
可显著促进马铃薯生长，该结果为内生芽孢杆菌

和阿塔卡马假单胞菌的应用提供基础。
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