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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

起草.
本文件由农业农村部种植业管理司提出.
本文件由农业农村部肥料标准化技术委员会归口.
本文件起草单位:中国农业科学院农业资源与农业区划研究所、农业农村部微生物肥料和食用菌菌种

质量监督检验测试中心、农业农村部微生物产品质量安全风险评估实验室(北京).
本文件主要起草人:杨小红、李俊、姜昕、马鸣超、曹凤明、关大伟、李力、陈慧君、冯瑞华、葛一凡、朱玲

玲、贾聪、季洪伟、毛聪琳、刘孝颖.
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微生物肥料功能菌株筛选与鉴评通则

１　范围

本文件规定了微生物肥料功能菌株筛选与鉴评的一般要求、技术流程和实施要求.
本文件适用于微生物肥料功能菌株的筛选、鉴定和评价.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文件,仅
该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本文件.

GB/T４１７２７　农用微生物菌剂功能评价技术规程

GB/T４１７２８　微生物肥料质量安全评价通用准则

NY/T１１１３　微生物肥料术语

NY/T１５３６　微生物肥料田间试验技术规程及肥效评价指南

NY/T１７３５　根瘤菌生产菌株质量评价技术规范

NY/T１７３６　微生物肥料菌种鉴定技术规范

NY/T１８４７　微生物肥料生产菌株质量评价通用技术要求

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件.

３􀆰１
微生物肥料　microbialfertilizer
含有特定微生物活体应用于农业生产的制品,通过其中所含微生物的生命活动,增加植物养分的供应

量或促进植物生长,增强抗逆性,提高产量,改善农产品品质及农业生态环境.
[来源:NY/T１１１３—２００６,２􀆰１,有修改]

３􀆰２　
微生物肥料效应　microbialfertilizereffect
微生物肥料对植物产量和抗逆能力、农产品品质、土壤质量改善的效果.
[来源:NY/T１１１３—２００６,７􀆰１６,有修改]

３􀆰３　
功能菌株　functionalstrain
具有养分活化、植物促生、植物抗逆、有机物料促腐、土壤改良与修复等效应的微生物.

３􀆰４　
筛选　screening
从微生物的群体中,采取相关的技术,选择出目标菌株的过程.
[来源:NY/T１１１３—２００６,３􀆰７,有修改]

３􀆰５
富集　enrichment
利用不同微生物间的生长代谢及环境耐受差异,通过设置特定条件,促进微生物群体中目标微生物大

量生长,实现其数量优势的培养过程.

３􀆰６
驯化　domestication
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在微生物培养过程中,通过渐进式加入靶向物质或进入靶向环境等措施,使微生物逐步适应某特定营

养或环境的过程.

３􀆰７
分离　isolation
从含有目标微生物的样品中,将目标微生物培养出来的过程.
[来源:NY/T１１１３—２００６,３􀆰５,有修改]

３􀆰８
纯化　purification
从微生物群体中,去除杂菌,获得同一种目标微生物个体的过程.
[来源:NY/T１１１３—２００６,３􀆰６,有修改]

３􀆰９
鉴评　identificationandevaluation
对目标微生物进行分类鉴定及菌株功能性、安全性评价的过程.

４　一般要求

４􀆰１　筛选

４􀆰１􀆰１　依据设定的功能目标,确定菌株的筛选方案、程序及技术方法.

４􀆰１􀆰２　根据目标菌最可能存在的环境位置,确定适宜的采样地点与取样方案,采集目标菌筛选的环境

样品.

４􀆰１􀆰３　依据目标菌类别及其应用环境条件,确定适宜的培养基、培养条件、筛选方法等技术方案.

４􀆰１􀆰４　菌株的初筛以菌种数量为主,采用快速、有效及易识别的方法进行.

４􀆰１􀆰５　菌株的复筛以菌种功能为主,筛选条件应接近生产应用实际,可同时选用２种及２种以上的方法

进行,以增加功能菌株的筛选效率.

４􀆰１􀆰６　宜从土壤、动植物体、特定水体等环境中筛选功能菌株.菌种来源也可以是菌种保藏机构、科研机

构等保存的资源.

４􀆰２　鉴评

筛选出的待测菌株先进行菌种鉴定和安全性评价,待其安全性符合要求后再进行功能性评价.

５　技术流程

微生物肥料功能菌株筛选与鉴评程序主要包括功能菌株的筛选(６􀆰１)和功能菌株的鉴评(６􀆰２)两部

分.其中,功能菌株的筛选(６􀆰１)包括６个阶段:样品采集(６􀆰１􀆰１)、富集(６􀆰１􀆰２)、驯化(６􀆰１􀆰３)、初筛

(６􀆰１􀆰４)、分离、纯化(６􀆰１􀆰５)和复筛(６􀆰１􀆰６).功能菌株的鉴评(６􀆰２)包括菌株的分类鉴定(６􀆰２􀆰１)、安全性

评价(６􀆰２􀆰２)和功能性评价(６􀆰２􀆰３).功能菌株筛选与鉴评技术流程如图１所示.

６　实施

６􀆰１　筛选实施

６􀆰１􀆰１　样品采集操作如下:

a)　依据样品类型和目标菌株特性,确定采样的地理位置、气候特征、土壤及植被类型、深度、时间等;

b)　用无菌器具(铁锹、小铲或其他器具),采用对角线法或随机法５点采样,每点取样５００g(mL)左
右,充分混匀,而后采用四分法取大约５００g(mL),固体样品过筛处理,放入无菌采样袋或瓶中;

c)　封口并做好标记,低温储运至实验室,４℃保存;

d)　取部分样品,进行理化和生物指标的分析;

e)　剩余样品可进入富集、驯化、初筛或分离、纯化.
注１:根瘤菌样品的采集按照附录 A中 A􀆰１的规定执行.

２
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图１　功能菌株筛选与鉴评技术流程

６􀆰１􀆰２　富集操作如下:

a)　配制适宜的富集培养基.

b)　制备样品悬液:称取１０􀆰０g(mL)样品于装有９０mL无菌水(或磷酸缓冲液pH７􀆰０或生理盐水)
和少量玻璃珠的２５０mL三角瓶中.适宜温度下,２００r/min振荡３０min,静置,上清液即为样品

悬液.

c)　取适量样品悬液或采集的液体样品(可根据需要进行适当稀释)加入富集培养基,通过控制培养

条件(营养、酸碱度、盐度、温度、加入抗生素等)实现富集.

d)　按一定接种量转接至培养基中,依富集程度确定转接次数.如果目标菌数量太少,可将培养液离

心浓缩,而后再进入分离、纯化、驯化或初筛.

６􀆰１􀆰３　驯化操作如下:

a)　配制适宜的驯化培养基;

b)　制备样品悬液,操作方法同６􀆰１􀆰２b);

c)　将样品悬液或采集的液体样品或富集培养物按一定量接种到驯化培养基,在特定驯化条件下进

行逐级驯化培养;

d)　驯化好的培养物进入分离、纯化或初筛.

６􀆰１􀆰４　初筛操作如下:

a)　根据不同目标菌的功能,选择适宜的方法进行初筛.

１)　拮抗菌平板快速检测法按照附录B中B􀆰１的规定执行;

２)　非拮抗菌平板快速检测法按照附录B中B􀆰２的规定执行,

３)　非拮抗菌高通量筛选法按照附录B中B􀆰３的规定执行;

４)　分子筛选法按照附录B中B􀆰４的规定执行;

５)　复合系筛选法按照附录B中B􀆰５的规定执行;

６)　共生匹配能力筛选法按照 NY/T１７３５的规定执行.
３
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b)　初筛结束,符合要求的菌株进入分离、纯化或复筛.

６􀆰１􀆰５　分离、纯化操作如下:

a)　根据需要制备样品悬液,方法同６􀆰１􀆰２b);

b)　用无菌水对样品悬液进行１０倍系列稀释;

c)　取０􀆰１mL适宜梯度稀释液加入适宜的培养基,表面涂布均匀,每稀释度至少３次重复;

d)　置适宜条件进行培养;

e)　选取典型菌落继续划线分离、纯化直至获得纯培养物;

f)　获得的纯培养物进入初筛或复筛.
注２:根瘤菌的分离、纯化分别按照附录 A中 A􀆰２和 A􀆰３的规定执行.

６􀆰１􀆰６　复筛操作如下:

a)　根据不同目标菌的功能,选择适宜的方法进行复筛.

１)　摇瓶法按照附录C中C􀆰１的规定执行;

２)　盆栽法按照附录C中C􀆰２的规定执行;

３)　失重法按照附录C中C􀆰３的规定执行;

４)　抑菌圈法(打孔法)按照附录C中C􀆰４的规定执行;

５)　离体叶片法按照附录C中C􀆰５的规定执行.

b)　复筛结束,符合要求的菌株进入分类鉴定和安全性评价.

６􀆰２　鉴评实施

６􀆰２􀆰１　分类鉴定

菌株的分类鉴定应按照 NY/T１７３６的规定执行.

６􀆰２􀆰２　安全性评价

菌株的安全性评价应按照 GB/T４１７２８的规定执行.不符合安全性要求的菌株,灭活后弃用;符合安

全性要求的菌株,进入功能性评价.

６􀆰２􀆰３　功能性评价

菌株的功能性评价应按照 NY/T１８４７、NY/T１５３６或 GB/T４１７２７的规定执行.

４
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附　录　A
(规范性)

根瘤菌的样品采集和分离、纯化

A􀆰１　根瘤菌的样品采集

在野外或田间寻找叶色浓绿、生长健壮的植株作为根瘤采集的对象,用工兵铲或其他工具将选定的植

株连同根系及周围土壤一起挖出,或者用水将根系浇湿,再挖出根系.轻轻抖去根系上土壤,或在水中漂

洗,用剪刀剪下正常的根瘤,瘤的两侧各保留５mm~１０mm 的根组织.将根瘤装入硅胶干燥管或者装有

５０％甘油的试管中,盖严盖子,贴好标签;也可将采集的根瘤用适量的潮湿土壤包埋放入自封塑料袋中,带
回实验室尽快分离.

A􀆰２　根瘤菌的分离

采回的新鲜根瘤直接用自来水冲洗干净;干燥的根瘤,须先在无菌水中４℃浸泡５h~６h,再用无菌

水冲洗干净.用剪刀将根瘤两侧的根组织裁留５mm 左右,放入离心管中,加９５％的乙醇浸泡３０s消除

表面张力,弃去酒精,再加０􀆰２％的氯化汞或者５％(w/V)次氯酸钠消毒２min~５min(视根瘤大小而定),
用无菌水冲洗５次,每次振荡清洗５min~３０min.用无菌镊子夹碎根瘤,将根瘤碎片组织和汁液放在含

有刚果红的酵母－甘露醇琼脂(YMA)平板边缘,用接种环划线后置２８℃温箱培养３d~２０d.

A􀆰３　根瘤菌的纯化

从分离平板上选择典型的根瘤菌单菌落,继续在 YMA平板上划线纯化２次~３次,直至获得纯的根

瘤菌菌株.将纯化的根瘤菌悬浮在２０％甘油中,－８０℃~－４０℃保存.

５
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附　录　B
(规范性)

微生物肥料功能菌株初筛方法

B􀆰１　拮抗菌平板快速检测法(抑菌圈法)

B􀆰１􀆰１　在适宜的培养基和培养条件下分别培养待测菌和病原菌.

B􀆰１􀆰２　病原真菌拮抗菌检测,用灭菌的手术刀或小环刀将供试的病原菌苔切成圆形或方形菌块(直径或

边长０􀆰５cm),置于培养基平板中央,在距病原菌菌块中心２􀆰５cm 处的对角线接种待测菌,每平板接种４
个不同菌株,每菌株重复３次,以不接种待测菌的平板为对照.适宜条件下培养,当对照菌落长至培养皿

边缘时,测量病原菌菌落直径,记录结果并计算抑制率.抑制率(％)＝１００×(对照菌落半径－处理菌落半

径)/对照菌落半径.

B􀆰１􀆰３　病原细菌拮抗菌检测,将适宜的琼脂培养基冷却至４５℃~５０℃,在超净工作台上加入病原菌菌

悬液(也适用于病原真菌孢子悬液),充分摇匀,倒入无菌培养皿中,置水平台面上冷却,制成含菌平板;取
灭菌打孔器在长有待测菌的平板上,垂直挖取含待测菌的琼脂块(直径５mm)数块;用接种针挑取琼脂块

接于含病原菌平板上,以不接种待测菌的平板为对照.适宜条件下培养,正置培养１２h后再倒置培养

２４h,观察琼脂块周围病原菌的生长情况,用游标卡尺测量抑菌圈大小.

B􀆰２　非拮抗菌平板快速检测法

B􀆰２􀆰１　配制鉴别性初筛培养基,制备平板.

B􀆰２􀆰２　将待分离样品或样品悬液用无菌水进行１０倍系列稀释.

B􀆰２􀆰３　取０􀆰１mL不同梯度稀释液加入适宜的初筛培养基平板表面,每稀释度至少３次重复,涂布均匀.

B􀆰２􀆰４　将涂布好的平板于适宜条件下培养.

B􀆰２􀆰５　观察、记录菌落生长情况,测量菌落直径(d)和平板特异反应圈(透明圈、变色圈、水解圈或生长圈

等)直径(D),计算R 值(R＝D/d).

B􀆰３　非拮抗菌高通量筛选法(以堆肥纤维素降解菌为例)

B􀆰３􀆰１　配制适宜培养基:好氧培养基、刚果红纤维素培养基、种子培养基.

B􀆰３􀆰２　从富含纤维素降解菌的环境中采集样品,并置于采样袋内,排净空气,密封,置于４℃条件下保存

备用.

B􀆰３􀆰３　称取５g不同来源的样品,分别加入装有５０mL无菌生理盐水和若干玻璃珠的培养瓶中,置于摇

床中充分振荡,混合均匀.将混合物用灭菌的纱布过滤,上清液按１０％接种量转接入５０mL好氧培养基

中,在５５℃、１２０r/min条件下培养,观察并记录各培养瓶内滤纸条的变化情况,选取降解滤纸纤维素效

果好的培养瓶,按１０％接种量转接到新鲜的好氧培养基中,传代培养３代~５代.

B􀆰３􀆰４　将富集培养液进行系列稀释,取１０－６、１０－７、１０－８、１０－９四个梯度的样液各５ L,涂布于２４孔板

的固体刚果红纤维素培养基上,置于５５℃条件下培养.挑取产生水解圈的不同形态的单个菌落,进一步

分离、纯化.

B􀆰３􀆰５　将初筛单菌落接种于装有２􀆰５mL种子培养基的２４孔板中,置于５５℃、１２０r/min条件下振荡培

养１２h,再次梯度稀释和点样分离,直到获得纯培养物.

B􀆰４　分子筛选法

B􀆰４􀆰１　在适宜的培养基和培养条件下培养待测菌株,离心收集菌体.
６
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B􀆰４􀆰２　采用冻融法、酚氯仿法或其他方法提取待测菌株基因组,－２０℃保存备用.

B􀆰４􀆰３　通过文献查询以及 NCBI(http://www􀆰ncbi􀆰nlm􀆰nih􀆰gov)数据库中目标基因序列的分析,利用

引物设计软件(如Primer５􀆰０软件)设计引物.

B􀆰４􀆰４　应用设计的引物对制备的待测菌株基因组样品进行目标基因(功能基因或特异基因)扩增,扩增

产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测.

B􀆰４􀆰５　对阳性菌株进行重复PCR 扩增,回收扩增产物进行序列测定与分析.

B􀆰５　复合系筛选法(以堆肥纤维素分解菌复合系筛选为例)

B􀆰５􀆰１　制备蛋白胨纤维素液体培养基 (PCS):蛋白胨５􀆰０g,作物秸秆粉５􀆰０g(过８０目筛),氯化钠

５􀆰０g,无水碳酸钙２􀆰０g,酵母粉１􀆰０g,滤纸条(作为降解的外观指标),蒸馏水１L,pH 自然,１２１℃灭菌

２０min.

B􀆰５􀆰２　选取处于半腐解状态的富含纤维素的堆肥样品,随机５点取样,混匀,分别编号.

B􀆰５􀆰３　取２􀆰５g样品接入装有５０mLPCS培养基的三角瓶中,以放入瓶中的滤纸条作为降解的外观指

示.在适宜条件下培养,当滤纸条的降解进入高峰期(约７d)后,按５％(v/v)的接种量转接到新鲜的PCS
培养基中.如此重复传代培养１０代以上,逐步淘汰降解能力弱的菌系,选留降解能力强的复合菌系,进行

保存和后续研究.或者在转接数代以后,将pH 偏酸的和偏碱的培养物混合之后再接种,逐步筛选出滤纸

分解速度快且pH 保持稳定的菌系,直至驯化筛选出高效稳定的纤维素分解菌复合系.
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附　录　C
(规范性)

微生物肥料功能菌株复筛方法

C􀆰１　摇瓶法

C􀆰１􀆰１　在适宜条件活化待测菌.

C􀆰１􀆰２　进行最优发酵条件摸索试验,确定最佳发酵工艺.

C􀆰１􀆰３　按５％或１０％接种量接种待测菌于适宜的液体培养基中,在最优发酵条件下进行发酵培养,每菌

株３次重复,以无菌水和/或对照菌株的培养瓶为对照.

C􀆰１􀆰４　培养终止,离心,去沉淀,收集上清液,备用.

C􀆰１􀆰５　依据目标菌的不同功能,测定上清液中相应的目标物质含量(如全氮、有效磷、速效钾;钙、镁、硫、
氯等中量元素;植物激素、游离氨基酸、有机酸等活性物质等)或活性(如纤维素酶活、木聚糖酶活、蛋白酶

活等),测定方法可参照 NY/T１５３６、NY/T１８４７和 GB/T４１７２７的规定执行.

C􀆰１􀆰６　将测得的数据进行方差显著性检验.

C􀆰２　盆栽法

C􀆰２􀆰１　供试土壤为农田土,采集地表０cm~２０cm 的耕层土,混合均匀后,过２mm 筛进行盆栽实验.
取一部分土壤进行理化性质测定(包括有机质、有效磷、速效钾、全氮、pH 等),其余土壤保存在常温阴凉

处备用.

C􀆰２􀆰２　选取适宜大小的带拖盘花盆装土、浇水,待土壤湿度合适时,种植植株种子或移栽植株.

C􀆰２􀆰３　将培养好的菌株离心、收集并用无菌水或磷酸盐缓冲液洗涤３次~５次,最后再用无菌水悬浮菌

体,统一调 OD值至适宜值,吸取每种菌液５０mL用３００mL无菌蒸馏水稀释后浇灌植株根部,每个处理

３次重复,加等量的无菌水为对照处理.

C􀆰２􀆰４　按照栽培作物的种植条件进行栽培管理.

C􀆰２􀆰５　根据相关要求测定相关指标,测定方法可参照 NY５２５和 GB/T４１７２７的规定执行.

C􀆰２􀆰６　将测得的数据进行方差显著性检验.

C􀆰３　失重法

C􀆰３􀆰１　以一种纤维素物质(如滤纸、脱脂棉、秸秆粉、锯末等)为唯一碳源制备培养液.

C􀆰３􀆰２　按５％~１０％(V/V)接种量接种待测菌悬液,适宜条件下培养.

C􀆰３􀆰３　将培养物离心弃上清液.

C􀆰３􀆰４　用蒸馏水清洗沉淀,离心,弃上清液,１０５℃烘干后称重.

C􀆰３􀆰５　计算失重量和失重率.

C􀆰４　抑菌圈法

C􀆰４􀆰１　预先培养病原菌和待测菌.

C􀆰４􀆰２　收集病原菌和待测菌菌体并进行适当稀释制成菌悬液.

C􀆰４􀆰３　将病原菌悬液加入融化并冷却至适宜温度的培养基中,混匀后倒平板,凝固后备用.

C􀆰４􀆰４　用灭菌的打孔器或不锈钢圆管在平板上打孔,小心挑去培养基小块以做成圆孔.

C􀆰４􀆰５　往孔中加入一定量的待测菌悬液或无菌滤液,每菌株３次重复,以加等量无菌水为对照.
８
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C􀆰４􀆰６　置于一定条件下培养,测量抑菌圈直径.

C􀆰５　离体叶片法

C􀆰５􀆰１　水培或盆栽植株育苗,选择完整平展叶片备用.

C􀆰５􀆰２　液体培养待测菌株,培养结束后吸取一定量的菌液均匀喷洒在叶片表面,每处理选１０个叶片;对
照组喷洒等量无菌水.

C􀆰５􀆰３　在叶片中央接种４mm 左右病原菌菌丝块,叶柄处包吸水脱脂棉保湿.

C􀆰５􀆰４　将叶片置垫有湿润滤纸的无菌培养皿内保湿,２０℃~２２℃培养５d~１０d.

C􀆰５􀆰５　观察叶片发病情况,测量各处理的病斑大小.
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