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摘　要：植物根际促生菌（Plant growth-promoting rhizobacteria，PGPR）具有抵抗植物病害，促进植物生长等

作用。以前期在山东省金乡县连作大蒜根际土壤中分离获得的根际细菌为研究对象，筛选获得对大蒜根腐病病

原菌 H5（Setophoma terrestris）和 H9 （Fusarium solani）具有较好拮抗效果的菌株 DS7，经 16S rRNA 基因序列

分析初步鉴定，该菌株属于芽孢杆菌属（Bacillus）。功能特性研究显示：菌株 Bacillus sp. DS7 对 H5 抑制率达

到 51.72%，对 H9 抑制率达到 42.31%；菌株 DS7 具有产 IAA（19.29±0）μg/mL、产铁载体、水解蛋白、溶磷

等能力，但不具有产 ACC 脱氨酶能力。田间接种试验结果显示：与不接菌的对照相比，接种菌株 DS7 后大蒜

产量提高 15.42%；土壤的蔗糖酶活性和脲酶活性高于对照土壤，过氧化氢酶活性低于对照土壤。综上，植物

根际促生菌 Bacillus sp. DS7 具有多种功能特性，可以增加田间大蒜产量，改良土壤，是潜在的微生物肥料生产 

菌种。
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植物根际促生细菌（PGPR）是定殖在植物根

部周围，具有促进植物生长，增加植物产量，抵抗

植物病害等功能的一类有益菌群［1-2］。大部分 PGPR

具有生物固氮、溶磷、产生植物激素和分泌抗生素

等特性及生防作用或其中之一的某种特性［3］。根际

环境中，植物与微生物形成的有益关系可使植物健

康生长并且维持土壤肥力［4］。近年来植物根际促生

菌的筛选成为研究热点［5］。到目前为止关于 PGPR

的报道遍布国内外，其中包括常见的芽孢杆菌属

（Bacillus）、假单胞菌属（Pseudomonas）、固氮菌

属（Azotobacter）、肠杆菌属（Enterobacter）、克雷

伯氏菌属（Klebsiella）、不动杆菌属（Acinetobacter）
等［1-2，6-10］。大蒜是一种忌连作的蔬菜，作物连作

是导致大蒜品质和产量下降的主要因素。连作障碍

产生的主要原因是由于土壤养分元素的不均衡、化

感物质积累、土壤微生态及微生物区系变化等方面

导致的［11］。前人研究发现，大蒜连作 15 ～ 20 年

后，可导致土壤中酶活性降低，产生明显的连作

障碍现象［12］。连作障碍产生后，大蒜根腐病的发

病情况也随之增加［13］。本研究中的根际细菌为前

期实验室人员在山东省金乡县大蒜田中收集的连

作大蒜根际土壤，在连作土壤中分离获得的根际

细菌。筛选出对大蒜根腐病和其他植物上的病害

病原菌具有拮抗作用的菌株进行功能特性、田间

增产及对土壤有改良作用的菌株，为更好的改善

土壤，解决大蒜产量及病害等多重问题发掘潜在 

菌株。

1　材料与方法

1.1　供试材料

根际微生物：连作大蒜根部中分离纯化的 

细菌。

大蒜根腐病病原真菌：H5（Setophoma terrestris）
为前期实验室人员在有根腐病的大蒜根部分离得到

的大蒜病原真菌，H9（Fusarium solani）由中国农

业微生物菌株保藏中心提供。

1.2　培养基

对峙检验：PDA 培养基：马铃薯 200 g，葡萄

糖 20 g，蒸馏水 1 L，琼脂 15 ～ 20 g，pH 值 7.0。
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产 HCN能力检验：King’s B 培养基：MgSO4·7H2O 

1.5 g，K2HPO4 1.5 g，甘油 10 mL［14］，1.8% 琼脂，蛋

白胨 20 g，pH 值 7.2。

产蛋白酶能力检验：蛋白酶检测培养基［14］。

溶解磷能力检验：溶解有机磷能力：有机磷卵

黄培养基［14］；溶解无机磷能力：无机磷培养基［14］。

IAA 能力测定：DF 培养基［14］。

ACC 能力测定：ADF 培养基［14］。

固氮能力检验：无氮培养基［15］。

1.3　测定菌株对病原真菌的拮抗能力

采用两点对峙法［16］。在 PDA 平板上，用直径

5 mm 打孔器取大蒜根腐病病原真菌菌饼接于距离

平板圆 2 cm 处的一点上，在同一直线距圆心等距

反方向的另一点上滴加 2 μL 待测菌液，每组设置

3 个重复。H9 及处理置于 28℃恒温培养箱中培养 7 

d，H5 及处理置于 28℃恒温培养箱中培养 14 d，测

定抑菌半径，计算抑菌率。

抑菌直径和抑菌率计算公式：

抑菌直径 = 对照菌落直径 - 处理菌落直径

抑菌率（%）=（对照菌落直径 - 处理菌落直径）/

对照菌落直径 ×100

1.4　菌株 16S rRNA 基因序列测定

1.4.1　菌株 16S rDNA 的 PCR 扩增

取单菌落，于装有 100 μL 无菌水的 EP 管中

混匀，95℃水浴 15 min 后，于 -20℃冰箱冷冻 1 

min，12 000 r/min 条件下离心 2 min，4℃冰箱保

存，模板为上清液［14］。PCR 扩增引物采用通用引

物。扩增后的样品送往北京生工有限公司进行测

序，在 EzTaxon 数据库上将获得的序列进行序列 

比对。

1.4.2　菌株 gyrB 基因的 PCR 扩增

采用细菌 DNA 试剂盒方法提取菌株 DNA，引

物为：UP-1 和 UP-2r。反应过程为：95℃ 5 min，

94℃ 1 min，58℃ 1 min，72℃ 2 min，30 个循环，

72℃ 10 min。扩增后的样品处理同 1.4.1。

1.5　菌株促生特性测定及方法

1.5.1　溶解磷能力测定

收集了 2 μL 的细菌悬浮液，然后将其接到有

机磷和无机磷培养基中。Ca3（PO4）2 作为无机磷源，

新鲜蛋黄溶液作为有机磷源。每组 3 次重复，放入

培养箱 28℃，14 d。是否有透明圈围绕形成，来判

定其是否具有溶解磷的能力。

1.5.2　固氮能力测定

挑取单菌落在无氮平板上划线，28℃培养，在

第 3 d 时观察平板上菌株生长状况，菌落可在无氮

培养基中生长表示其具有固氮能力。对有固氮能力

的细菌进行乙炔还原法测定固氮酶活性［17］。并对

具有固氮酶活性的菌株进行 nifH 基因的扩增，反应

过程为：95℃ 1 min。58℃ 1 min，72℃ 1 min，共 35

个循环。

固 氮 酶 活 性［nmol /（mg·h），protein］=C2H4

（nmol）/［菌体蛋白量（mg，protein）× 反应时间（h）］。

1.5.3　IAA 能力测定

IAA 产生的能力用比色法测定［18］。在 DF 培

养基中接种菌株生长 24 h 后转移到含有 0.1% L 色

氨酸的 DF 培养基中。置于 28℃培养箱中，7 d 后， 

8 000 r/min 离心 10 min。

悬浮液与 Fe-H2SO4 溶液（1∶2）混合，暗室

放置 45 min，通过测量 450 nm 处样品吸光度和标

准吸光度，绘制标准曲线。

1.5.4　ACC 脱氨酶活性菌株的筛选

参考 Glick［19］的方法，在 5 mL 固氮液体培养

基上接入菌种，28℃ 200 r/min 条件下振荡培养 1 

d，吸取 0.1 mL 悬浮液至 5 mL 的 DF 培养基中，同

条件继续培养 1 d 后，吸取 0.1 mL 悬浮液至 5 mL 的

ADF 培养基中，同条件继续培养 1 ～ 2 d。将可在

ADF 培养基中生长的菌种再转接一次，用不含 ACC

的 ADF 培养基为阴性对照。分别以不接菌的 ADF

和不含 ACC 的 ADF 培养基为对照，测定 600 nm 处

菌液的吸光度值，确定 ACC 脱氨酶的阳性菌株。

1.5.5　产铁载体能力检测

采用蓝色定性检测培养基对菌株产铁载体能力

进行定性测定［20］。在 CAS 试验板上能产生橙色晕

圈的菌株被鉴定为可产铁载体的阳性菌株。具有产

铁载体能力。

1.6　田间接种

在田间小区（每个小区 6 m2）中设置 2 组试

验：第一组：施用 DS7 菌剂；第二组：不施用 DS7

菌剂的对照组。每块小区前后间隔 5 m，每组试验

进行 3 个平行重复。

1.7　土壤样品采集和酶活性测定

用蛇形 5 点采样法，在田间小区中采集 5 ～ 20 

cm 土样，用于土壤酶活性的测定。播种前在小区

内随机取样，采集大蒜根际土壤样品。
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采用高锰酸钾滴定法测定土壤过氧化氢酶活性；

采用苯酚钠-次氯酸钠比色法测定脲酶活性；土壤蔗

糖酶活性用3，5-二硝基水杨酸比色法测定［21］。

2　结果与分析

2.1　拮抗菌株的筛选

供试根际细菌为前期在山东省金乡县大蒜田中

采集的连作大蒜根际土壤中分离纯化的细菌，在

PDA 培养基上进行对峙实验，经两点对峙实验，发

现菌株 DS7 对两种大蒜根腐病病原真菌均有拮抗

效果，DS7 对 H5（Setophoma terrestris）抑制率达

到 51.72%，对 H9（Fusarium solani）抑制率达到

42.31%（图 1）。

图 1　菌株 DS7 对大蒜根腐病病原真菌的拮抗能力

2.2　菌株 DS7 的 16S rRNA 基因序列分析

将菌株 DS7 基于 16S rDNA 获得的基因序列和

基于 gyrB 获得的基因序列，分别与相近种属的基

因序列在 EzTaxon 数据库中进行比对后，根据邻近

法则结合 MEGA 7.0 软件建立系统发育进化树，如

图 2、图 3。结合其菌落形态确定菌株 DS7 为解淀

粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）［22］。

图 2　基于 16S rDNA 基因序列构建菌株 DS7 系统发育进化树

图 3　基于 gyrB 基因序列构建菌株 DS7 系统发育进化树

2.3　菌株 DS7 的功能特性研究

菌株 DS7 能在蛋白酶检测平板上出现明显透明

水解圈，表明其具有蛋白水解能力；在 King’s B 培

养基上，含菌株 DS7 的滤纸出现深黄色变化，说

明其具有产 HCN 能力；菌株 DS7 可以使 CAS 蓝

色检测液产生橘黄色透明圈，说明其具有产铁载
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体能力。DS7 具有产铁载体的能力；具有溶解有

机磷和无机磷的能力；具有水解蛋白能力；有产

IAA 能力；不具有产生 ACC 脱氨酶的能力，结果

如表 1 所示。菌株 DS7 在平板上的情况，如图 4 

所示。

表 1　菌株 Bacillus sp. DS7 的功能机制

功能特性 菌株 DS7 功能特性 菌株 DS7

产铁载体能力 + 水解蛋白能力 +

溶解有机磷能力 ++ 固氮能力 +

溶解无机磷能力 + ACC 含量 -

产 HCN 能力 + IAA 含量 19.29±0（μg/mL）

注：表格中符号“+”表示菌株具有相应功能的能力，“++”表示

具有较强相应功能能力，符号“-”表示菌株不具有相应功能的 

能力。

图 4　菌株 Bacillus sp. DS7 的功能特性

注：图 A：菌株 DS7 产铁载体能力，图 B：菌株 DS7 溶解有机磷 

能力，图 C：菌株 DS7 溶解无机磷能力，图 D：菌株 DS7 产 HCN 

能力，图 E：菌株 DS7 水解蛋白能力。

DS7 可以在无氮培养基中培养，其固氮酶活性

为（0.41±0.09）nmol/（mg·h）；菌株和阳性对照

固氮菌株的固氮酶 nifH 基因扩增结果如图 5 所示。

从分子学角度上再一次确定菌株 DS7 为固氮菌，具

有固氮能力。

图 5　菌株 Bacillus sp. DS7 固氮酶 nifH 基因的 

PCR 扩增结果

注：泳道 1 为 DNA marker，泳道 2 为菌株 DS7，泳道 3 为阴性对照。

2.4　接种菌株 DS7 对田间大蒜产量的影响

田间测产结果如表 2，施用 DS7 菌剂后大蒜的

产量比不施用任何产品的对照组的大蒜产量增加约

15.42%。

表 2　田间测产结果

处理 产量（kg/m2） 增产率（%）

对照 6.29±0.47a —

DS7 7.26±0.76a 15.42

注：数据后的小写字母表示处理之间差异显著（P<0.05，n=10）。 

下同。

2.5　接种菌株 DS7 对田间大蒜根际土壤酶活性的

影响

测量接种菌株 DS7 后土壤中的蔗糖酶活性、过

氧化氢酶活性和脲酶活性 3 种指标检测土壤酶活

性。接种 DS7 菌液后，土壤蔗糖酶活性相对于对照

组提高 12.95%，可见接种 DS7 菌液后土壤肥力有

所提高并改善。过氧化氢酶活性并没有提高，反而

降低 2.75%，土壤中微生物的生命活动速度减慢，

可能因为接种 DS7 后会抑制土壤中其他微生物的活

动。接种 DS7 可加速氨的生成，与对照组相比增长

率为 6.80%，结果见表 3。

表 3　土壤酶活性结果

土壤酶活性指标
处理 增长率

（%）对照 DS7

蔗糖酶活性性（mg） 23.791±0.122a 26.872±0.049a 12.95

过氧化氢酶活性（mL） 0.218±0.012a 0.212±0.078a -2.75

脲酶活性（mg） 258.284±0.013a 275.844±0.018a 6.80

3　结论与讨论
植物根际促生菌（PGPR）在植物生长过程中

对植物生长来说是一类有意义的菌群，PGPR 在植

物的根茎或根表面定殖，通过吸收矿物质的方式来

帮助植物快速生长［23］。目前常用的根际微生物是

具有生物防治功能的促生菌［24］，例如：假单胞菌

属（pseudomonas）、芽孢杆菌属（Bacillus）和农

杆菌属（Agrobacterium），这些微生物大多具有防

病促生功能，可以有效用于防治植物病害。部分

PGPR 在对植物促生时可对土壤进行修复［25］，所

以在肥料开发的过程中充分利用 PGPR 的功能特性

是解决田间植物生长、土壤修复等问题的一种环保

的方法。在实际生产中已出现商家利用 PGPR 做成

肥料并投入生产的情况［26］。芽孢杆菌属主要应用
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在田间农蔬作物，前期对种子进行处理，可防治各

种苗期出现的病害［27］。王娜娜［28］从白皮大蒜中

共分离出 62 株内生菌对 4 种病原菌都具有拮抗作

用，其中芽孢杆菌属的数量占到 84.2%。解淀粉芽

孢杆菌对果蔬上的病原菌有很好的防治效果，例

如：山茶灰斑病，猕猴桃灰霉病等［29-30］。解淀粉

芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）具有抑制真

菌和细菌的活性的作用，与菌株在生长过程中产

生的代谢产物有关［31］。本研究筛选到的根际细菌

DS7（Bacillus amyloliquefaciens）对大蒜根腐病病原

菌抑制效果：对 H5（Setophoma terrestris）抑制率

达到 51.72%，对 H9（Fusarium solani）抑制率达到

42.31%，实验结果表明，菌株 DS7 对大蒜根腐病病

害具有较好拮抗效果。

产铁载体的 PGPR 能吸收土壤中的铁元素提

供给植物，还能够抑制病原菌繁殖［32］。具备固氮

能力、溶解磷能力的根际微生物，可以为自身和

植物在一定程度上提供可利用的氮和磷，加快植

物的生长速度［33-34］。PGPR 菌，例如：枯草芽孢

杆菌（Bacillus subtilis）、巨大芽孢杆菌（Bacillus 
megaterium），能促进玉米生长，具有溶解无机

磷、有机磷，分泌 IAA 能力［35］。Burkholderia sp. 
7016 具有固氮、溶磷、产 ACC 脱氨酶，促进番茄

生长及拮抗番茄土传病害等多种功能特性［33］。本

实验研究筛选出的 DS7 具有多种功能特性：水解

蛋白、产铁载体、固氮、溶解有机磷、无机磷和

产 IAA 的能力。土壤酶活性反映了土壤中营养成

分的转化以及土壤生物的生命活动能力的强弱。土

壤中的酶活性与土壤中各种代谢过程和能量转换息

息相关［36-37］，是土壤生物化学特征的重要组成部

分。在评价土壤肥力、环境监测、衡量土地利用等

方面有广泛的作用，可为土壤健康管理提供科学依

据［38］。土壤中脲酶活性与土壤的微生物数量、土

壤全氮、速效氮等密切相关［39］；蔗糖酶是一种重

要水解酶，蔗糖酶断裂蔗糖分子键后产生葡萄糖、

果糖，为植物和微生物提供营养的碳源［40］。土壤

过氧化氢酶活性与土壤呼吸强度和土壤微生物活动

相关，能有效防止过氧化氢的毒害，是重要的土壤

微生态环境指示因子［40-42］。赵晶等［43］发现长期施

用有机肥能够增加土壤中有机质含量，并且与土壤

脲酶、磷酸酶和转化酶活性呈相关性。接种类芽孢

杆菌（Paenibacillus spp.）后土壤酶活性与植物的

生物量呈正相关，能够提高土壤质量，同时具有促

进植物产量功能［44］。田间试验结果可看出，接种

DS7（Bacillus amyloliquefaciens）后大蒜产量比对照

组增产 15.42%，接种 DS7 有助于提高产量。收集

接种过 DS7 菌液的土壤和未做处理的对照组土壤，

测定土壤中酶的活性，从过氧化氢酶活性指标可看

出，DS7 可能会抑制土壤中某些细菌的生命活动。

但通过蔗糖酶活性及脲酶活性可看出，DS7 可帮助

土壤加快氨的转化速率，改善土壤肥力，起到改良

土壤的作用。因此，DS7 具备多种功效，对大蒜根

腐病病原真菌有良好的拮抗效果，在增产的同时可

以改善土壤肥力，是一种良好的微生物肥料资源 

菌种。
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Study on the characteristics of a rhizosphere bacteria in garlic and its effect on garlic yield and soil enzyme activities  
in field
CUI Man1，2，YIN Yan-shu2，ZHANG Meng-qi1，BU Ning1，CHEN Yun-yun2，GAO Miao2*，MA Lian-ju  1* 

（1．College of Life Science，Shenyang Normal University，Shenyang Liaoning 110034；2．Institute of Agricultural  

Resources and Regional Planning，Chinese Academy of Agricultural Sciences/Key Laboratory of Microbial Resources  

Collection and Preservation，Ministry of Agriculture and Rural Affairs，Beijing 100081）

Abstract：Plant growth-promoting rhizobacteria（PGPR）has the function of resisting plant diseases and promoting plant 

growth．The rhizosphere bacteria previously isolated from the rhizosphere soil of garlic in continuous cropland in Jinxiang 

County of Shandong Province were studied．The results showed that the selected strains had good antagonism on the pathogens  

H5（Setophoma terrestris）and H9（Fusarium solani）of garlic root  rot．The strain DS7 was  initially  identified by  the  

sequence analysis of the 16S rRNA gene，which belongs to the genus Bacillus．The study of functional properties showed that 

the inhibition rate of strain Bacillus sp．DS7 inhibition to H5 reached 51.72%，and the inhibition rate to H9 reached 42.31%． 

The strain DS7 carrys the abilities of producinged IAA（19.29±0）μg/mL，producing iron-producing carrier，hydrolyzing 

ed protein，and dissolving phosphorus-dissolving ability，but does can’t have  the ability  to produce ACC deaminase． 

The field inoculation test results showed that  the garlic yield increased by 15.42% after  inoculation with strain DS7，and 

the invertase activity and urease activity of soil were higher than that of the control soil，and the catalase activity was lower 

than that of the control soil．In summary，the plant rhizosphere growth-promoting strain Bacillus sp．DS7 has a variety of  

functional properties，which can  increase  the yield of garlic  in  the  field and  improve  the soil．It  is a potential microbe  

fertilizer production strain.

Key words：garlic；plant growth-promoting rhizobacteria；functional characterizations；soil enzyme activies


