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摘要：对解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）Ｌ Ｈ１５的促生抗病特性进行了研究，分析了全基因组序列中

促生抗病相关基因，并在表型上对菌株形成生物被膜、根际定殖、固氮溶磷解钾、分泌铁载体和植物激素等能力进

行测定。结果表明：Ｌ Ｈ１５具有形成生物被膜的能力，且在根系表面定殖的菌数超过 １０５ＣＦＵ／ｇ，分泌铁载体的相

对表达量为 ６０２２％，分泌 ＩＡＡ、ＣＴＫ和 ＧＡ含量最多可达到 ６１３５ｐｍｏｌ／Ｌ、４８９３ｎｇ／ｍＬ和 ８２４６ｐｍｏｌ／Ｌ，对立枯丝

核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）和尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）的抑菌带直径分别为（８６７±１１５）ｍｍ和（２５０±

０５０）ｍｍ。综上所述，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５具有多重促生抗病能力，在未来实际应用方面具有良好的生防潜力。
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　　引言

植 物 根 际 促 生 菌 （Ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ

ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＧＰＲ）是指附生于植物根际的生防微
生物，一般能够促进植物生长，增强矿质营养吸收和

利用，促进有益微生物的根际定殖，抑制有害微生



物
［１］
。ＰＧＰＲ可以通过多种机制来促进植物的生

长，如分泌植物激素、增强植物对水分和营养物质的

吸收、固氮作用、分泌 ＡＣＣ脱氨酶（１氨基环丙烷１
羧酸脱氨酶）降解乙烯、溶磷作用、分泌铁载体等，

并且还能够通过分泌一些抗菌物质来抑制病原菌的

生长繁殖。目前已开发为生物防治剂和热门研究的

ＰＧＰＲ 主 要 为 荧 光 假 单 胞 菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）和芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）。

芽孢杆菌作为一种重要的植物根际促生菌，主

要优势在于其能够产生抑制病原微生物的抗菌脂

肽，主要包括 Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ（表面活性素）、Ｉｔｕｒｉｎ（伊枯草
素）、Ｆｅｎｇｙｃｉｎ（丰原素）３大类［２］

。此外，由于其具

有产孢能力，能够在胞内形成抗逆性休眠体，具有耐

热、紫外线、多种有机溶剂、酸、碱等多重抗逆性，作

为生防菌具有理想的保存优势。因此，将具有良好

促生抗病效果的芽孢杆菌开发成生物防治剂具有重

要的实际应用价值。

解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）Ｌ
Ｈ１５为实验室前期分离筛选自草炭土育苗基质中的
一株优良的植物根际促生菌，该菌株能够分泌高活

性抗菌脂肽，对草酸青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｏｘａｌｉｃｕｍ）、串
珠镰 刀 菌 （Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ）、尖 孢 镰 刀 菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）和黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）等
病原真菌均有抑制作用

［３］
。为了进一步探究该菌

株的生防潜力，本文主要分析菌株全基因组序列中

与促生抗病相关的基因，测定菌株形成生物被膜、根

际定殖、固氮溶磷解钾、分泌铁载体和植物激素等相

关的促生抗病特性，证明该菌株具有良好的生防潜

力，以期为该菌株的实际应用奠定理论基础。

１　材料和方法

１１　试验材料
解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）Ｌ

Ｈ１５，由中国农业大学食品科学与营养工程学院应
用微生物研究室提供。

立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）和尖孢镰刀菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）由中国农业微生物菌种保藏管理
中心（ＡＣＣＣ）提供，编号分别为３６１２４和３７４３８。

黄瓜（ＣｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓＬ．）品种为“中农 ６号”，
由中国农业科学院蔬菜花卉研究所提供。

１２　基于全基因组测序的植物促生抗病相关基因
分析

本实验室前期已经完成了解淀粉芽孢杆菌 Ｌ
Ｈ１５（ＧｅｎＢａｎｋ：ＣＰ０１０５５６）的全基因组测序工作，利
用 ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）的
基因组 ＢＬＡＳＴ功能，将得到的全基因组测序结果中

与标准菌株解淀粉芽孢杆菌 ＦＺＢ４２（ＧｅｎＢａｎｋ：
ＣＰ０００５６０）已报道的抗病促生相关的基因进行对比
分析并注释。

１３　菌株形成生物被膜能力的测定

将供试菌株培养至菌体数约为 １０８ＣＦＵ／ｍＬ后
分别接种于新鲜的 ＴＳＢＧ［４］和 ＭＳｇｇ液体培养基中，
按照每孔６ｍＬ将菌液转至６孔细胞培养板中；将供
试菌株菌液点接种于含有 ６ｍＬＬＢ固体培养基的
６孔细胞培养板上。将细胞培养板在３０℃静置培养
５ｄ，取出培养板后，观察在 ＴＳＢＧ培养基底部的潜
底型（ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ）生物被膜、ＭＳｇｇ表面的薄皮型
（ｐｅｌｌｉｃｌｅ）生物被膜及在 ＬＢ固体培养基表面的群落
型（ｃｏｌｏｎｙ）生物被膜的形成情况。
１４　菌株根际表面定殖能力的测定

参照 ＩＤＲＩＳ等［５］
的方法，将培养至活菌数为

１０８ＣＦＵ／ｍＬ菌液用生理盐水洗涤 ２～３次后 １０倍
稀释，吸取 １ｍＬ至垫有无菌水润湿的滤纸培养皿
中，每皿放置 １５粒消毒的黄瓜种子，室温放置 １ｈ
后转至暗处，２８℃生长４ｄ，待根长 １ｃｍ时，切取 １ｇ
置于９ｍＬ无菌生理盐水中，涡旋１ｍｉｎ，平板计数。
１５　菌株固氮、溶磷、解钾能力的测定

菌株固氮能力的定性测定：取 ５μＬ菌液（活菌
数１０８ＣＦＵ／ｍＬ）点接种于无氮固体培养基［６］

表面的

灭菌滤纸片上，待菌液晾干后置于 ２８℃培养箱中培
养３ｄ，观察能否在选择培养基上生长。

菌株溶磷能力的测定：①定性测定：取 ５μＬ菌
液（活菌数 １０８ＣＦＵ／ｍＬ）点接种于 ＰＫＯ无机培养
基

［７］
和蒙金娜有机培养基

［８］
表面的灭菌滤纸片上，

待菌液晾干后置于 ２８℃培养箱中培养 ３ｄ，观察有
无溶磷圈，并根据溶磷圈的大小初步确定菌株解磷

能力。②定量测定：将菌株以活菌数约为１０８ＣＦＵ／ｍＬ
按 ２％接种量（体积分数，下同）接种于液体培养基
中，２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养 ５ｄ，以加入等量无菌水的
培养基为对照，超声波破碎２０ｍｉｎ后４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取上清液采用钼锑抗比色法测定可溶
性磷的含量。

菌株解钾能力的测定：①定性测定：取 ５μＬ菌
液（活菌数 １０８ ＣＦＵ／ｍＬ）点接种于解钾筛选培养
基

［９］
表面的灭菌滤纸片上，待菌液晾干后置于 ２８℃

培养箱中培养３ｄ，观察挑选大型、透明、隆起、有粘
性的菌落，即为有解钾能力的菌株。②定量测定：将
菌株以活菌数约为 １０８ＣＦＵ／ｍＬ按 ２％接种量于液
体培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养 ７ｄ，以加入等量
无菌水的培养基为对照，超声破碎 ２０ｍｉｎ后 ４℃、
８０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清液采用原子吸收法
测定钾的含量。
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１６　菌株分泌铁载体能力的测定
定性测定：采用双层平板法，下层平板采用 ＣＡＳ

琼脂，按５ｍＬＣＡＳ检测液［１０］＋１００ｍＬ１％的琼脂的
比例混合；上层平板 ＬＢ固体。取 ５μＬ菌液（活菌
数１０８ＣＦＵ／ｍＬ）点接种于双层平板表面的灭菌滤纸
片上，待菌液晾干后置于 ２８℃培养箱中培养 ３ｄ后
观察，若菌株产生铁载体，下层 ＣＡＳ平板应由蓝色
变为橙色，根据橙色铁载体晕圈的大小初步确定菌

株分泌铁载体的能力。

定量测定：ＭＫＢ液体培养基［１１］
每瓶 ５０ｍＬ分

装备用，２％接种量（菌株用生理盐水洗 ２次后加
入），２８℃，１５０ｒ／ｍｉｎ培养 ４８ｈ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，将 ｐＨ值调至 ６８后取 ３ｍＬ上清液与 ３ｍＬ
ＣＡＳ检测液混合均匀，室温下反应 １ｈ，以去离子水
作为对照调零，测定 ６３０ｎｍ波长处的吸光度，以未
接菌的 ＭＫＢ液体培养基上清液作为空白对照，菌株
铁载体的相对表达量计算公式为

Ｘ＝
Ａｒ－Ａｓ
Ａｒ

×１００％

式中　Ｘ———铁载体的相对表达量
Ａｒ———待测样的吸光度，ＯＤ
Ａｓ———空白对照的吸光度，ＯＤ

１７　菌株分泌植物激素能力的测定
采用双抗夹心酶联免疫吸附法 （Ｓａｎｄｗｉｃｈ

ＥＬＩＳＡ）测定菌株分泌吲哚乙酸（ＩＡＡ）、细胞分裂素
（ＣＴＫ）和赤霉素（ＧＡ）这 ３种植物激素的能力。将
供试菌株（活菌数 １０８ＣＦＵ／ｍＬ）以 ０５％的接种量
在 ＬＢ液体培养基中３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养 ６、１２、２４、
３６、４８ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液作为待测
样品。具体操作参照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行测
定。

１８　菌株抑菌能力的测定
将病原真菌转接至 ＰＤＡ平板中央。采用对峙

法将供试菌株菌液（活菌数 １０８ＣＦＵ／ｍＬ）５μＬ点接
在距病原真菌菌饼 ２５ｃｍ处的无菌滤纸片上，以
ＬＢ液体培养基为对照，２８℃培养。当对照平板中病
原真菌爬满平板时计算抑制率，立枯丝核菌培养

４ｄ，尖孢镰刀菌培养 ７ｄ后，测量抑菌带直径，抑菌
带直径为抑菌圈直径与拮抗菌菌落直径的差值。

２　结果与分析

２１　基于全基因组测序的植物促生抗病相关基因
分析

基于 ＮＣＢＩ网站上的 ＢＬＡＳＴ功能比较分析，解
淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５与标准菌株 ＦＺＢ４２在植物促
生抗病相关的典型基因上具有很大的相似性，Ｌ
Ｈ１５具有全部 ＦＺＢ４２中已知功能的与植物互作相
关的基因，具体注释结果如表１～５所示。

表 １　与根际定殖、集群运动、生物被膜形成相关基因

Ｔａｂ．１　Ｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｒｏｏｔｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ｓｗａｒｍｉｎｇｍｏｔｉｌｉｔｙａｎｄｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因或基因簇 产物及功能 位置／ｂｐ 大小／ｂｐ

ｓａｃＢ 表达果聚糖蔗糖酶（胞外），产物果聚糖与细菌的根际粘附定殖相关［１２］ ３８５２２５１～３８５３６７２ １４２２

ｙｃｄＨ 表达高亲和性 Ｚｎ２＋ＡＢＣ运输蛋白，与细菌在根系的表面粘附过程相关［１３］ ２６０１７１～２６１１３０ ９６０

ｙｆｉＱ 表达细菌的表面粘附蛋白，与细菌在根系的表面粘附过程相关［１３］ ７８８２２９～７８９３１７ １０８９

ｓｆｐ

脂肽和聚酮化合物（主要抗菌物质）合成必须的磷酸泛酰巯基乙胺基转移酶，能够合

成与细菌运动性相关及形成生物被膜必要的表面活性肽，同时还能够抑制竞争微生

物生物被膜的形成［１４－１５］

３４００５８～３４０７３２ ６７５

ｙｃｚＥ
表达影响脂肽和聚酮化合物合成的跨膜蛋白，能够参与合成与细菌运动性相关及形

成生物被膜必要的表面活性肽，同时还能够抑制竞争微生物生物被膜的形成［１４－１５］
３４０８３１～３４１４７８ ６４８

ｓｒｆＡＢＣＤ

表达 Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ（表面活性素）合成酶，合成与细菌运动性相关及形成生物被膜必要的

Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ，同时还能够抑制竞争微生物生物被膜的形成［１４－１５］；Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ也是芽孢菌中

重要的一类抗菌脂肽，它作为一种生物表面活性剂，能够与细胞膜相互作用形成离子

通道，破坏膜的结构，造成细胞死亡［１６］

３１２４３１～３３８５８９ ２６１５９

ｃｏｍＰ 表达 ＣｏｍＸ传感器激酶，调控 Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ的合成［１５］ ２９９５９３５～２９９６７２７ ７９３

ｅｆｐ 表达延伸因子 Ｐ（ＥｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＰ）类似蛋白，为细菌集群运动所必须的蛋白［１７］ ２４３２４７６～２４３３０３３ ５５８

ｓｗｒＢ 表达集群运动所必须的蛋白（Ｓｗａｒｍｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）［１７］ １６１５２５８～１６１５７３１ ４７４

ｓｗｒＡ 表达集群运动所必须的蛋白（Ｓｗａｒｍｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）［１７］ ３３５２０１５～３３５２３６８ ３５４

ｓｐｏ０Ａ 表达产孢的全局调控因子，在生物被膜形成的初始阶段起着重要的作用［１８］ ２４１２４１９～２４１３２１９ ８０１

ｓｉｇＨ
表达 ＲＮＡ聚合酶相关的调控因子（ＳｉｇｍａｆａｃｔｏｒＨ），在生物被膜形成的初始阶段起着

重要的作用［１８］
１０２７４２～１０３３９８ ６５７

ｓｉｎＲ 表达生物被膜形成的全局调控因子，调控生物被膜形成过程中的转录［１９－２１］ ２４４６５７９～２４４６９２０ ３４２

ｅｐｓＡ Ｏ 表达胞外多糖生物合成操纵子，为合成生物被膜所必须的，受 ＳｉｎＲ调控［２１］ ３２６３４９３～３２７９２０６ １５７１４
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续表 １　

基因或基因簇 产物及功能 位置／ｂｐ 大小／ｂｐ

ｙｑｘＭ
组成 ｙｑｘＭ ｓｉｐＷ ｔａｓＡ操纵子，是合成生物被膜基质的主要蛋白，ＹｑｘＭ能够合成脂

蛋白［２２］
２４４８３７３～２４４９０４４ ６７２

ｓｉｐＷ
组成 ｙｑｘＭ ｓｉｐＷ ｔａｓＡ操纵子，是合成生物被膜基质的主要蛋白，ＳｉｐＷ表达 Ｉ型信

号肽酶［２２］
２４４７８１７～２４４８４０１ ５８５

ｔａｓＡ
组成ｙｑｘＭ ｓｉｐＷ ｔａｓＡ操纵子，是合成生物被膜基质的主要蛋白，ｔａｓＡ表达芽孢外壁

形成的相关蛋白［２２］
２４４６９６８～２４４７７５３ ７８６

表 ２　与植物可利用矿质元素相关基因

Ｔａｂ．２　Ｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｍｉｎｅｒａｌａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙｆｏｒｐｌａｎｔｓ

基因或基因簇 产物及功能 位置／ｂｐ 大小／ｂｐ

ｐｈｙ 表达植酸酶，能够分解有机磷，为植物提供磷元素［２３］ ２０９５０１５～２０９６１６６ １１５２

ｙｃｌＱ 表达铁色素（铁载体）的 ＡＢＣ转运蛋白，能够运输脂蛋白［２４］ ３７３１５２～３７４０９６ ９４５

ｄｈｂＣｌｕｓｔｅｒ
合成 Ｂａｃｉｌｌｉｂａｃｔｉｎ（嗜铁素），能够与环境中的 Ｆｅ３＋螯合，易于被植物吸收，促进植物

生长；同时还能够与病原微生物竞争 Ｆｅ３＋，抑制其生长［２５］
３０２９１５６～３０３３７３４ ４５７９

表 ３　与植物生长调节和诱导系统抗性相关基因（植物激素及其他成分）

Ｔａｂ．３　Ｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｒｅｇｕｌａｔｏｒｓａｎｄｉｎｄｕｃｅｄｓｙｓｔｅｍｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

基因或基因簇 产物及功能 位置／ｂｐ 大小／ｂｐ

ｄｈａＳ
表达吲哚３丙酮醛脱氢酶，参与色氨酸依赖的 ＩＡＡ合成途径，敲除该基因后 ＩＡＡ合

成受阻［２６］
２０４１０３４～２０４２５２１ １４８８

ｙｓｎＥ
表达 ＩＡＡ乙酰基转移酶，参与色氨酸依赖的 ＩＡＡ合成途径，敲除该基因后 ＩＡＡ合成

受阻［２６］
３６２９７６５～３６３０２２３ ４５９

ｙｈｃＸ 表达腈水解酶，参与色氨酸依赖的 ＩＡＡ合成途径，敲除该基因后 ＩＡＡ合成受阻［２６］ ８７８３６９～８７９９０７ １５３９

ａｌｓＤ 表达乙酰乳酸脱羧酶，参与合成２，３丁二醇［２７］ ３４３６９１０～３４３７６７７ ７６８

ａｌｓＳ 表达乙酰乳酸合酶 Ｓ，参与合成２，３丁二醇［２７］ ３４３７７３８～３４３９４５３ １７１６

ａｌｓＲ 表达 ＬｙｓＲ转录调节因子，控制 ａｌｓＤＳ操纵子［２４］ ３４３９６０７～３４４０５１５ ９０９

表 ４　与植物环境胁迫的抗逆能力相关基因

Ｔａｂ．４　Ｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｓｔｒｅｓｓ

基因或基因簇 产物及功能 位置／ｂｐ 大小／ｂｐ

ｔｐｘ 表达硫醇过氧化物酶，刺激根系分泌物的分泌，增强植物的抗逆能力［２４］ ２７９５５３５～２７９６０３８ ５０４

ｃｓｐＣ 表达冷休克蛋白，能够增加植物的抗寒能力，参与植物基础防御的启发［２８］ ４７７２６７～４７７４７０ ２０４

ｃｓｐＲ 表达 ｒＲＮＡ甲基化酶，能够增加植物的抗寒能力，参与植物基础防御的启发［２８］ ８５１５４３～８５２０１６ ４７４

ｃｓｐＢ 表达冷休克蛋白，能够增加植物的抗寒能力，参与植物基础防御的启发［２８］ ８６５６８８～８６５８８８ ２０１

ｃｓｐＤ 表达冷休克蛋白，能够增加植物的抗寒能力，参与植物基础防御的启发［２８］ ２１３４１１９～２１３４３１９ ２０１

表 ５　与抑菌功能相关基因

Ｔａｂ．５　Ｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎａｎｔｉｂｉｏｓｉｓ

基因或基因簇 产物及功能 位置／ｂｐ 大小／ｂｐ

ｂｍｙＣＢＡＤ 合成 ＢａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎＤ，属于 Ｉｔｕｒｉｎ族抗菌脂肽，具有很强的广谱抑制真菌的效果［２９］ １９０６４６４～１９２９４９５ ３３０３２

ｆｅｎＥＤＣＢＡ 表达合成 Ｆｅｎｇｙｃｉｎ，对于丝状真菌具有很强的抑制活性［３０］ １９５９７３３～１９７６８４４ １７１１２

ｂａｃＥＤＣＢＡ 表达合成 Ｂａｃｉｌｙｓｉｎ，二肽类抗生素，具有较强的抑菌活性［３１］ ３５８３２１３～３５８７９０８ ４６９６

ｍｌｎＡ Ｉ 表达合成 Ｍａｃｒｏｌａｃｔｉｎ［３２］ １３７４７４９～１４２７９９０ ５３２４２

ｂａｅＢＣＤＥ 表达合成 Ｂａｃｉｌｌａｅｎｅ［３２］ １７２５９０５～１７３１１１９ ５２１５

ｄｆｎＣｌｕｓｔｅｒ 表达合成 Ｄｉｆｆｉｃｉｄｉｎ［３１］ ２２９７３００～２３６６８２３ ６９５２４

２２　Ｌ Ｈ１５形成生物被膜的能力
采用定性观察的方式来确定解淀粉芽孢杆

菌 Ｌ Ｈ１５是否具有形成生物被膜的能力，试验
结果如图 １所示。Ｌ Ｈ１５不能够在 ＴＳＢＧ液态
培养基的底部形成潜底型生物被膜，只能够在培

养基表面聚集形成物明显褶皱状的薄皮型生物

被膜；而在 ＭＳｇｇ液态培养基与 ＬＢ固体培养基的
表面，Ｌ Ｈ１５都能够形成表面凹凸不平、布满褶
皱、立体结构较为复杂的薄皮型生物被膜和群落

型生物被膜。
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图 １　Ｌ Ｈ１５形成生物被膜的能力

Ｆｉｇ．１　ＢｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｃａｐａｂｉｌｉｔｙｏｆＬ Ｈ１５
　

２３　Ｌ Ｈ１５的根系表面定殖能力
通过活菌计数的方式测定解淀粉芽孢杆菌 Ｌ

Ｈ１５的根系在根系表面定殖的活菌数为 １３９×
１０５ＣＦＵ／ｇ，根据 ＩＤＲＩＳ等［５］

的研究，超过 １０５ＣＦＵ／ｇ
可认为该菌株具有在黄瓜植株根系表面定殖的能力。

２４　Ｌ Ｈ１５的固氮、溶磷、解钾能力
Ｌ Ｈ１５的固氮能力：将解淀粉芽孢杆菌 Ｌ

Ｈ１５接种于无氮培养基上，结果如图 ２ｅ所示，Ｌ
Ｈ１５能够在无氮培养基上生长且长势良好，说明该
菌株具有一定的固氮能力，但其具体的固氮能力需

要进一步通过定量试验进行测定。

图 ２　Ｌ Ｈ１５在无氮培养基、无机磷培养基、有机磷培养基及解钾培养基上的生长情况

Ｆｉｇ．２　ＧｒｏｗｔｈｏｆＬ Ｈ１５ｏｎｎｉｔｒｏｇｅｎｆｒｅｅｍｅｄｉｕｍｐｌａｔｅ，ｉｎｏｒｇａｎｉｃｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｍｅｄｉｕｍｐｌａｔｅ，ｏｒｇａｎｉｃｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

ｍｅｄｉｕｍｐｌａｔｅａｎｄｐｏｔａｓｓｉｕｍｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｐｌａｔｅ

Ｌ Ｈ１５的溶磷能力：①定性试验：本试验将解
淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５接种于无机磷培养基及有机
磷培养基上，结果如图 ２ｆ、２ｇ所示，Ｌ Ｈ１５在无机
磷培养基上无明显的透明圈，说明该株菌无较强的

溶解无机磷的能力；而在有机磷培养基上有显著的

透明圈，说明该菌株有较强的溶解有机磷能力。

②定量试验：本试验采用钼锑抗比色法进行测定，
Ｌ Ｈ１５对无机磷溶解量为（１０３７±０９７）μｇ／ｍＬ，
验证了定性试验中该菌株溶解无机磷的能力较弱的

结果；而在溶解有机磷能力方面，该菌株对有机磷能

力的溶解量为（－２６７７±０５７）μｇ／ｍＬ，为负值，即
Ｌ Ｈ１５培养液中可溶性磷的含量小于空白培养液，
但 Ｌ Ｈ１５定性试验的结果显示其具有溶解有机磷
的能力，所以推测可能是由于 Ｌ Ｈ１５虽然具有很
强的溶解有机磷能力但其对有机磷的利用能力和需

求也很强，所以检测值会小于空白对照。赵小蓉

等
［３３］
也发现某些微生物细胞能够以多聚磷酸盐的

形态贮藏磷，用氯仿进行熏蒸处理时，这部分磷会从

细胞中释放出来。

Ｌ Ｈ１５的解钾能力：①定性试验：将解淀粉芽
孢杆菌 Ｌ Ｈ１５接种于解钾培养上，结果如图 ２ｈ所
示，Ｌ Ｈ１５能够在解钾培养基上生长，但均无明显
的隆起状态，推测该菌株无明显的解钾能力。②定
量试验：采用原子吸收法进行测定，Ｌ Ｈ１５对钾的
溶解量为（２００±０４０）μｇ／ｍＬ，验证了定性试验中
该菌株解钾能力较为微弱的结果。

２５　Ｌ Ｈ１５分泌铁载体的能力
定性试验：将解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５接种于

ＣＡＳ双层平板上，结果如图３所示，解淀粉芽孢杆菌
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Ｌ Ｈ１５能够在 ＣＡＳ检测平板上产生橙色铁载体晕
圈，说明该菌株具有分泌铁载体的能力。

图 ３　Ｌ Ｈ１５在 ＣＡＳ检测平板上的显色情况

Ｆｉｇ．３　ＣｏｌｏｒａｔｉｏｎｏｆＬ Ｈ１５ｏｎＣＡＳｔｅｓｔｐｌａｔｅ
　
定量试验：采用 ＣＡＳ检测法测定菌株分泌铁载

体的能力，Ｌ Ｈ１５分泌铁载体的相对表达量为
　　　　

（６０２２±００１）％，根据赵翔等［３４］
的研究结果，铁载

体相对表达量超过 ５０％可认为其作为植物根际促
生菌具有较强分泌铁载体的能力。

２６　Ｌ Ｈ１５产植物激素能力的测定
采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒测定解淀粉芽孢杆菌 Ｌ

Ｈ１５产生植物激素的能力，由图 ４可知，解淀粉芽
孢杆菌 Ｌ Ｈ１５具有分泌 ＩＡＡ、ＣＴＫ、ＧＡ这３种植物
激素的能力。在ＬＢ液体培养基中，培养时间为１２ｈ
时，Ｌ Ｈ１５分泌 ＩＡＡ的量最多，可达６１３５ｐｍｏｌ／Ｌ；
培养时间为 ２４ｈ时，分泌 ＣＴＫ的量最多，可达
４８９３ｎｇ／ｍＬ；培养时间为３６ｈ时，分泌 ＧＡ的量最多，
可达８２４６ｐｍｏｌ／Ｌ。而随着培养时间的延长，这３种植
物激素的含量均出现逐渐降低的现象。

图 ４　Ｌ Ｈ１５分泌 ＩＡＡ、ＣＴＫ和 ＧＡ的能力

Ｆｉｇ．４　ＣａｐａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＬ Ｈ１５ｔｏｐｒｏｄｕｃｅＩＡＡ，ＣＴＫａｎｄＧＡ
　
２７　Ｌ Ｈ１５的抑菌能力

采用平板对峙法测定 Ｌ Ｈ１５的抑菌能力，抑
菌效果见图５，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５对尖孢镰刀
菌和立枯丝核菌均有较强的抑制效果。其中，Ｌ
Ｈ１５拮抗立枯丝核菌能力较强，抑菌带直径为（８６７±
１１５）ｍｍ，而拮抗尖孢镰刀菌的能力相对较弱，抑
菌带直径为（２５０±０５０）ｍｍ。

３　讨论

３１　基于全基因组测序的植物促生抗病相关基因
分析

基于全基因组序列分析的结果说明，解淀粉芽

孢杆菌 Ｌ Ｈ１５具有与植物互作相关的基因。该菌
株的基因组中包含与生物被膜形成相关的一套完整

的基因及基因簇，例如其中非常重要的产孢的全局

调控因子 ｓｐｏ０Ａ及生物被膜重要组分胞外多糖合成
操纵子 ｅｐｓＡ Ｏ，说明从基因的角度上分析，该菌株
具有形成生物被膜的能力，且能够在植物根系表面

定殖，发挥其生防作用；Ｌ Ｈ１５含有植酸酶基因
ｐｈｙ和合成 Ｂａｃｉｌｌｉｂａｃｔｉｎ（嗜铁素）的 ｄｈｂ操纵子，能
够促进植物对于矿质元素的吸收；Ｌ Ｈ１５含有合成
植物生长素 ＩＡＡ的关键基因 ｄｈａＳ、ｙｓｎＥ和 ｙｈｃＸ，以
及合成２，３丁二醇的关键基因 ａｌｓＤ、ａｌｓＳ和 ａｌｓＲ，促
进植物生长并且诱导植物产生抗性；Ｌ Ｈ１５含有的

图 ５　Ｌ Ｈ１５对立枯丝核菌、尖孢镰刀菌

的抑菌效果

Ｆｉｇ．５　ＩｎｈｉｂｉｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆＬ Ｈ１５ａｇａｉｎｓｔＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ

ｓｏｌａｎｉａｎｄＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
　
非核糖体合成酶 ｓｒｆＡ操纵子、ｂｍｙ操纵子和 ｆｅｎ操纵
子分别合成 Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ、ＢａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎＤ和 Ｆｅｎｇｙｃｉｎ，含
有的 ｂａｃ操纵子能够合成二肽类抗生素 Ｂａｃｉｌｙｓｉｎ，
含有聚酮类合成酶 ｍｌｎ操纵子、ｂａｅ操纵子和 ｄｆｎ操
纵子分别合成 Ｍａｃｒｏｌａｃｔｉｎ、Ｂａｃｉｌｌａｅｎｅ和 Ｄｉｆｆｉｃｉｄｉｎ，
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这些物质均能够起到抑制病原微生物的作用。综合

以上分析结果表明，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５从基
因分析的角度上均具有促生抗病的能力，作为植物

生防菌具有很大的应用潜力。

３２　解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５形成生物被膜及根
际定殖的能力

在自然环境中，植物的生长与微生物密切相关，

植物根系分泌营养物质促进微生物的生长并驱使微

生物在根系表面形成结构复杂的生物被膜，牢固地

定殖于植物根系
［３５］
。因此，植物根际促生菌的根系

定殖能力是起到生防作用的前提，是限制植物根际

促生菌发挥促生作用的重要因素，是植物根际促生

菌拮抗作用和竞争作用的基础，而生物被膜则是根

际定殖的重要表现形式。综上所述，衡量植物根际

促生菌形成生物被膜及根际定殖能力具有非常重要

的意义。本试验测定结果表明，解淀粉芽孢杆菌Ｌ
Ｈ１５具有一定的形成生物被膜的能力及植物根系定
殖能力，在实际应用于植物根际时具有发挥生防作

用的潜力。

３３　解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５分泌铁载体的能力
铁是植物生长必需的营养元素，但土壤中的铁

多为氧化物，植物却只能吸收利用可溶性的铁离子。

而一些植物根际促生菌具有分泌高特异螯合铁离子

小分子化合物（分子量 １０００）的能力，即分泌铁载
体的能力

［３４］
。植物根际促生菌分泌的铁载体所形

成的铁 铁载体复合物具有可溶性，能被植物细胞外

膜上的特异性受体识别和吸收，利于植物摄入铁元

素，为植物的生长发育起到促进作用。此外，铁元素

对于微生物来说也是生长必须的营养元素，而这些

由植物根际促生菌分泌的铁载体能够与病原微生物

争夺有限的铁营养，进而起到拮抗病原微生物的作

用。本试验测定结果表明，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５
具有较强分泌铁载体的能力，具有良好的促生及抗

病潜力。

３４　解淀粉芽孢杆菌Ｌ Ｈ１５分泌植物激素的能力
植物激素是由植物自身代谢产生的一类有机物

质，在低浓度的情况下调控着植物的多种发育及生

理过程，如种子的萌发、叶绿体的分化、顶端优势、植

物 病原菌间的互作、花和果实的发育以及叶片的衰

老等生理过程。而研究表明，很多植物根际促生菌

会通过分泌植物激素的方式直接起到促进植物生长

的 作 用， 例 如 Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ 和

Ｈｅｒｂａｓｐｉｒｉｌｌｕｍｓｅｒｏｐｅｄｉｃａｅ具有分泌吲哚乙酸（ＩＡＡ）
的能力

［３６］
；Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｓｐ．具有分泌细胞分裂素

（ＣＴＫ）的能力［３７］
；Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍｌｉｐｏｆｅｒｕｍｏｐ３３具有分

泌赤霉素（ＧＡ３）的能力［３８］
。这些植物激素经由定

殖在植物根系表面及内部的植物根际促生菌分泌并

且被植物根系吸收，进而起到调节植物生长发育的

作用。本试验测定结果表明，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ
Ｈ１５具有分泌 ＩＡＡ、ＣＴＫ、ＧＡ这 ３种植物激素的能
力，在促进植物生长方面具有极大的应用潜力。

４　结束语

通过对解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５的促生抗病特
性研究，确定了 Ｌ Ｈ１５具有与植物互作相关的基
因，从基因分析的角度上具有促生抗病的潜力。通

过对 Ｌ Ｈ１５促生抗病相关特性测定的结果可以确
定，该菌株具有形成生物被膜的能力，且在根系表面

定殖的菌数超过 １０５ＣＦＵ／ｇ，分泌铁载体的相对表
达量为６０２２％，分泌 ＩＡＡ、ＣＴＫ和 ＧＡ的含量最多
可达到６１３５ｐｍｏｌ／Ｌ、４８９３ｎｇ／ｍＬ和８２４６ｐｍｏｌ／Ｌ，对
立枯丝核菌和尖孢镰刀菌的抑菌带直径分别为

（８６７±１１５）ｍｍ和（２５０±０５０）ｍｍ。综上所
述，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５具有多重促生抗病能
力，具有良好的生防潜力及未来开发成植物促生菌

剂的商业应用价值。当然，该菌株的具体促生抗病

机制及实际生防应用效果需要进一步的研究与验

证。
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１９２第 １２期　　　　　　　　　　　　张莹 等：解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５的促生与抗病特性研究
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