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两株耐寒 ＰＧＰＢ 的分离及其对藏北当地牧草生长的影响
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摘　 要: 为了从青藏高原北部(简称藏北)退化草原的土壤中分离筛选可以促进当地典型牧草生长的促生

菌株ꎬ以促进藏北植被修复ꎮ 该文通过采用稀释涂平板的方法ꎬ分离耐低温植物促生菌株ꎬ并结合盆栽试验

设计ꎬ评估分离细菌对当地牧草生长的影响ꎮ 结果表明:(１)从西藏土壤中成功筛选得到两株耐低温细菌

ＴＳ２２ 和 ＴＳ２７ꎬ经 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因鉴定分别属于 Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｙｃｏｉｄｅｓꎮ (２)通过离体评估两株

分离菌植物促生属性的结果显示ꎬ菌株 ＴＳ２２ 和 ＴＳ２７ 均具有产生 ＩＡＡ、ＳＩＤ 的能力和 ＡＣＣ￣脱氨酶活性ꎬＴＳ２２ 具

有较高的 ＡＣＣ￣脱氨酶活性(２６４.６９ ｎｍｏｌα￣ＫＢ ｍｇ￣１ｈ￣１)ꎬＴＳ２７ 显示出较强的产 ＩＡＡ[(７.５２±３.８５)ｍｇＬ￣１]
和 ＳＩＤ(９２％)的能力ꎮ (３)盆栽试验显示ꎬ在 １０ ℃低温环境下ꎬ菌株 ＴＳ２２ 和 ＴＳ２７ 对早熟禾和老芒麦生长

的影响因植物和菌种的不同而有所不同ꎻ菌株 ＴＳ２２ 在株高、根长、地上和地下干重方面显著促进了早熟禾

的生长ꎬ且促生能力优于 ＴＳ２７ꎮ 该研究结果为植物－微生物技术在藏北高寒地区植被恢复中的使用提供了

很好的菌种资源和实践基础ꎮ
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　 　 近年来ꎬ藏北高原地区由于过度放牧导致草地

植被日益退化ꎬ已严重威胁当地生态生物多样性、
环境健康质量、当地经济发展和人类生活质量水

平ꎮ 因此ꎬ加强草地植被保护和修复受到越来越多

的关注(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 通过添加化肥、堆肥、
高分子材料和腐殖酸等方法ꎬ虽然可以有效提高植

被修复效率ꎬ但因成本高难以实现大规模修复ꎮ
ＰＧＰＢ 是一类可以直接或间接改善植物健康

而促 进 植 物 生 长 的 细 菌 ( Ｂａｓｈａｎ ＆ Ｈｏｌｇｕｉｎꎬ
１９９８)ꎬ可以通过固氮、产吲哚￣３￣乙酸 ( Ｉｎｄｏｌｅ￣３￣
ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬ ＩＡＡ)、铁载体 ( ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅꎬ ＳＩＤ)ꎬ产
ＡＣＣ￣脱氨酶活性 ( ＡＣＣ￣ｄｅａｍｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ＡＣＣ)
和溶解不溶性磷酸盐等方式增加植物营养吸收ꎬ
或者分泌抗生素等物质ꎬ保护植物免受病原菌入

侵ꎮ 目前ꎬＰＧＰＢ 已被广泛应用于农业生产中ꎬ如
从印度喜马拉雅山脉的苋菜(Ａｍａｒａｎｔｕｓ ｓｐ.)根际

分离出来的耐低温假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)ꎬ具
有产 ＩＡＡ、ＳＩＤ 以及溶解磷酸盐等植物促生( ｐｌａｎｔ
ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇꎬ ＰＧＰ)属性ꎬ使小麦幼苗的发芽

率、株高和根长分别提高了 １９.２％、３０.０％和２２.９％
(Ｍｉｓｈｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 此外ꎬＰＧＰＢ 在生态环境修

复领域还表现出很大的潜力ꎬ尤其在特殊极端环

境的植被修复方面ꎬ如 ＰＧＰＢ(Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ)与仙人

掌在墨西哥等地沙漠治理的作用效果得到前期研

究的证实ꎮ 接种 Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ 的仙人掌种子可以在

不加肥料的碎石中生长良好ꎬ而未接菌的植株则

枯萎甚至死亡(Ｂａｓｈａｎ ＆ ｄｅ￣Ｂａｓｈａｎꎬ ２０１０ａ)ꎮ 采

用 ＰＧＰＢ 可以改善土壤侵蚀区的植物健康和生长

性能ꎬ增强其对干旱和盐碱等胁迫的耐受性ꎬ有助

于脆弱生境原位植被再生ꎬ而无需额外添加化学

肥料ꎬ降低了生物修复的成本ꎮ 然而ꎬ将 ＰＧＰＢ 应

用于促进西藏高寒草原牧草生长、修复当地植被

的研究尚未见有报道ꎮ
鉴于藏北高寒脆弱生境条件的特殊性和土著

微生物的影响ꎬ外源添加 ＰＧＰＢ 作用效果会受到

限制ꎮ 本研究从采集的西藏土壤中分离、筛选土

著耐低温 ＰＧＰＢꎬ并在室内模拟藏北低温条件ꎬ以
藏北高原广泛分布的两种本地禾本科牧草早熟禾

(Ｐｏａ ａｎｎｕａ)和老芒麦(Ｅｌｙｍｕｓ ｓｉｂｅｒｉｃｕｓ)为试验植

物ꎬ对分离菌株的植物促生效果进行评价ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 土壤样品采集

土壤 样 品 采 集 于 西 藏 那 曲 地 区 申 扎 县

(８８°３７′—８８°３８′ Ｅ 、３０°５５′—３０°５６′ Ｎ)ꎬ土壤类

型以高寒草原土为主ꎮ 采用 ５ 点混合取样方法ꎬ
取样深度 ０ ~ １０ ｃｍꎬ重复 ３ 次ꎮ 清除采集的土壤样

品中的砾石和植物残渣后ꎬ将土壤样本放入消毒

密封的聚乙烯袋中ꎬ带回试验室ꎬ每份土壤样品称

取 ５０ ｇꎬ送 样 南 京 卡 文 思 检 测 技 术 有 限 公 司

(Ｃｏｎｖｉｎｃｅｄ￣Ｔｅｓｔ)进行土壤理化性质检测分析ꎮ 其

余土壤储存在－２０ ℃冰箱中以便后续进行细菌分

离ꎮ 土壤样品的营养成分如表 １ 所示ꎮ
１.２ 耐低温菌的分离鉴定

将 ０.１ ｇ 土样放入装有 １ ｍＬ 磷酸盐缓冲液的

离心管中ꎬ２５０ ｒｍｉｎ￣１、２５ ℃振荡 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ对悬

浮液进行梯度稀释ꎮ 取 １００ μＬ 稀释后的悬浮液

于 Ｌｕｒｉａ￣Ｂｅｒｔａｎｉ(ＬＢ)平板培养基涂布ꎬ置于低温环

境(４ ℃)下培养ꎬ进行耐低温菌分离 (Ｒｅａｓｏｎｅｒ ＆
Ｇｅｌｄｒｅｉｃｈꎬ １９８５)ꎮ 培养 ７ ｄ 后ꎬ挑取单克隆ꎬ转移

到新鲜 ＬＢ 琼脂培养基上进行纯化验证ꎮ 收集分

离纯化后的菌株ꎬ提取总 ＤＮＡꎬ用细菌通用引物

２７Ｆ(５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′)和 １４９２Ｒ
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表 １　 土壤营养成分
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

项目
Ｉｔｅｍ

单位
Ｕｎｉｔ

值
Ｖａｌｕｅ

总碳 Ｔｏｔａｌ Ｃ ％ １.９６±０.０５８

总磷 Ｔｏｔａｌ Ｐ ｇｋｇ ￣１ ０.５６±０.００８

总氮 Ｔｏｔａｌ Ｎ ｇｋｇ ￣１ ２.０２±０.０２７

速效氮 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｎ ｍｇｋｇ ￣１ １４９.７８±４.３８

速效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ｍｇｋｇ ￣１ ７.０６±０.５５

速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ ｍｇｋｇ ￣１ ２９４.７７±１１.２４

总盐 Ｔｏｔａｌ ｓａｌｔ ｇｋｇ ￣１ ０.２４±０.０２

铁元素 Ｉｒｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔ ｇｋｇ ￣１ ２２±０.６７

干湿比 Ｄｒｙ ｗｅｔ ｒａｔｉｏ ％ ０.９９±０.０００４

(５′￣ＡＣＧＧＴＡＣＣＴＴＧＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′)进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列 ＰＣＲ 扩增ꎬ所得 ＰＣＲ 扩增产物经验证后

送上 海 生 工 公 司 测 序ꎮ 将 测 序 所 得 序 列 与

ＥｚＢｉｏｃｌｏｕｄ 数 据 库 中 的 序 列 进 行 比 对ꎮ 利 用

ＭＥＧＡ ６.０６ 中的邻位连接法ꎬ构建系统发育树ꎮ
１.３ ＰＧＰＢ 植物促生属性分析

对分离菌株的促生特性进行了评价ꎮ 根据

Ｇｌｉｃｋｍａｎｎ ＆ Ｄｅｓｓａｕｘ (１９９５)描述的方法ꎬ对分离

菌株的产 ＩＡＡ 能力进行检测ꎮ 将菌株接种在含 Ｌ￣
色氨酸的 Ｒ２Ａ 培养基中ꎬ孵育 ７２ ｈ 后ꎬ离心收集

无菌上清液ꎬ用比色微板法测定培养基上清液中

ＩＡＡ 在 ＯＤ５３０ ｎｍ 波长处的吸光值ꎬ并绘制 ＩＡＡ 的

标准曲线以定量分析ꎮ
按照 Ｐｅｎｒｏｓｅ ＆ Ｇｌｉｃｋ (２００２)提出的方法进行

ＡＣＣ 脱氨酶活性的定量测定ꎮ 将细菌菌体在不含

硫酸铵的 ＤＦ 培养基中培养 ８ ｈꎬ离心收集沉积的

细菌细胞ꎻ将收集的细胞重新悬浮在添加 ３. ０
ｍｍｏｌＬ￣１ ＡＣＣ 的 ＤＦ 培养基中ꎬ孵育 ２４ ｈ 后ꎬ用
比色法测定酶活性ꎮ

根据 Ｃｈｅｒｉｆ￣Ｓｉｌｉｎｉ ｅｔ ａｌ. (２０１６)描述的方法定

量测定 ＳＩＤ 的产量ꎮ 在 Ｋｉｎｇ’ Ｂ 培养基中培养 ７２
ｈ 后ꎬ离心收集 ５００ μＬ 上清液ꎬ与 ５００ μＬ 铬天青 Ｓ
测定混合溶液ꎮ 在 ６３０ ｎｍ 波长处测定混合物的

吸光值ꎮ ＳＩＤ 的百分比按以下公式计算:ＳＴ
－Ｓｅ
ＳＴ

×

１００％ꎮ 式中ꎬＳＴ 是深蓝的 ＣＡＳ 溶液的吸光值(对
照)ꎬＳｅ 是从蓝色变为橙色的样品的溶液吸光值ꎮ

为检测菌株溶解不溶性磷酸盐的能力ꎬ将分

离菌 菌 悬 液 分 别 点 接 于 含 有 不 溶 性 磷 酸 盐

Ｃａ３(ＰＯ４) ２的 Ｐｉｋｏｖｓｋａｙ 琼脂平板的中心ꎬ置于 ２８
℃培养箱(冯瑞章等ꎬ２００５)ꎮ 通过观察菌落周围

有无透明圈和测量透明圈的大小ꎬ来分析分离菌

的溶解不溶性磷酸盐的能力ꎬ并判断它的有无及

强弱ꎮ 上述所有指标的测定均设置 ３ 个重复ꎮ
１.４ 盆栽试验

首先ꎬ 用 ７５％ 乙 醇 溶 液 浸 泡 １ ｍｉｎ 和 ５％
ＮａＣｌＯ 溶液浸泡 ５ ｍｉｎ 对早熟禾和老芒麦的种子

进行表面灭菌处理ꎬ经灭菌水清洗 ３ 次后ꎬ灭菌种

子分别用 １０ ｍＬ 浓度为 １０８ ｃｆｕｍＬ￣１的菌悬液浸

泡 ２ ｈꎬ对照处理用灭菌磷酸盐缓冲液ꎮ 然后ꎬ将
种子播种在装有 １８０ ｇ 灭菌砂的培养瓶中ꎬ加入 ５４
ｍＬ 的 ０.５ 倍改良霍格兰溶液ꎬ并在温室(２５ ℃)中
培养ꎮ 根据西藏土壤矿物盐组成 (表 １) 改良了

Ｈｏａｇｌａｎｄ 营 养 液ꎬ 配 方 如 下: ９４. ５ ｇ  Ｌ￣１ Ｃａ
(ＮＯ３)２４Ｈ２Ｏꎬ ５０.６ ｇＬ￣１ＫＮＯ３ꎬ ８ ｇＬ￣１ＮＨ４ＮＯ３ꎬ
０.００２ ７６ ｇＬ￣１ＫＨ２ＰＯ４ꎬ ４９.３ ｇＬ￣１ＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏꎬ
３.７３ ｇＬ￣１ ＥＤＴＡ￣２Ｎａꎬ ２. ７８ ｇＬ￣１ ＦｅＳＯ４ ７Ｈ２ Ｏꎬ
０.８３ ｍｇＬ￣１ ＫＩꎬ ２２.３ ｍｇＬ￣１ ＭｎＳＯ４ꎬ ０.２５ ｍｇＬ￣１

Ｎａ２ＭｏＯ４ꎬ ０.０２５ ｍｇＬ￣１ＣｏＣｌ２ꎬ ６.２ ｍｇＬ￣１ ＨＢＯ３ꎬ
８.６ ｍｇＬ￣１ＺｎＳＯ４和 ０.０２５ ｍｇＬ￣１ ＣｕＳＯ４(ｐＨ ６.０)ꎮ
最后ꎬ种子萌发后ꎬ将幼苗移至低温(１０ ℃)、光照

强度为 １０ ０００ ｌｘ(光暗 ＝ １４ ｈ / １０ ｈ)的条件下培养

(本试验采用的栽培条件是依据青藏高原 ６ 月份

的平均温度、日照强度和日照时数而确定)ꎮ 每个

处理设置 ５ 个重复ꎮ
培养 ３０ ｄ 后ꎬ收获植株ꎮ 测量植株的株高、根

长、地上鲜重、地下鲜重、地上干重和地下干重ꎮ
１.５ 数据分析

采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２０ 统计软件进行统

计分析ꎬ对记录的数据进行单因素方差分析和双

因素方差分析ꎬ以 Ｐ 值的大小评价其显著性ꎮ 所

有图示均由 Ｏｒｉｇｉｎ 软件(２０１８ 版)绘制ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 耐低温细菌的分离鉴定

从西藏土壤中ꎬ最终成功分离得到 ＴＳ２２ 和

ＴＳ２７ 两株细菌ꎮ 将所测得的分离 菌 株 的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列与 ＥｚＢｉｏｃｌｏｕｄ 数据库中的序列进行

比对ꎬ确定菌株的分类学地位ꎬ 构建系统发育进化
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图 １　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的系统发育树
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

树(图 １)ꎬ菌株 ＴＳ２２ 与 Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｒｉｇｏｒｉｔｏｌｅｒａｎｓ
ＤＳＭ ８８０１ 具有最高相似性ꎬ为 ９６％ꎬ因此初步鉴

定其 为 Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ 属 的 新 种ꎮ 菌 株 ＴＳ２７ 与

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｙｃｏｉｄｅｓ ＤＳＭ ２０４８ 具有最高相似性ꎬ为

９９％ꎬ因此该菌株分类为 Ｂ. ｍｙｃｏｉｄｅｓꎮ 菌株 ＴＳ２２、
ＴＳ２７ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列均已提交 ＧｅｎＢａｎｋꎬ获
得登录号分别为 ＭＮ７１０４４５、ＭＮ７１０４４９ꎮ
２.２ 分离菌株植物促生属性检测

对这两株细菌的植物促生属性进行了检测ꎬ
包括产 ＩＡＡ、溶解不溶性磷酸盐、产 ＳＩＤ 和 ＡＣＣ 脱

氨酶活性(表 ２)ꎮ 表 ２ 结果显示ꎬ菌株 ＴＳ２２ 具有

极高的 ＡＣＣ 脱 氨 酶 活 性 ( ２６４. ６９ ｎｍｏｌ α￣ＫＢ
ｍｇ￣１ｈ￣１)ꎬ是菌株 ＴＳ２７ 的 １０ 倍ꎮ ＴＳ２２、ＴＳ２７ 均

不具有溶磷能力ꎬ同时产 ＩＡＡ 能力较低ꎬ分别为

(３ ± ０.３１)、( ７. ５２ ± ３. ８５) ｍｇＬ￣１ꎮ 菌株 ＴＳ２２、
ＴＳ２７ 具有较高的产 ＳＩＤ 能力ꎬ分别为 ８９. ５８％ ±
０.０８％、９２.７４％±０.２４％ꎮ
２.３ 分离菌株对本地牧草生长的影响

如图 ２、图 ３ 所示ꎬ接种菌株 ＴＳ２２ 和 ＴＳ２７ 对

当地牧草早熟禾和老芒麦的生长影响各不相同ꎮ
如图 ２ 所示ꎬ与不接种的对照组相比ꎬ接种 ＴＳ２２
显著提高了一年生早熟禾的株高、根长、地上和地

下部分干重ꎮ 接种 ＴＳ２７ 的早熟禾株高、 根长、 地

表 ２　 菌株 ＴＳ２２ 和 ＴＳ２７ 的植物促生属性
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ＴＳ２２ ａｎｄ ＴＳ２７

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

吲哚￣３￣乙酸
ＩＡＡ

(ｍｇＬ ￣１)

铁载体
ＳＩＤ
(％)

ＡＣＣ￣脱氨酶
ＡＣＣ

(ｎｍｏｌα￣ＫＢ
ｍｇ ￣１ｈ ￣１)

Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ. ＴＳ２２ ３±
０.３１

８９.５８±
０.０７８ ６

２６４.６９±
３.１５７ ２

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｙｃｏｉｄｅｓ ＴＳ２７ ７.５２±
３.８５

９２.７４±
０.２４２ ６

２６.３５±
６.４１７ ４

　 注: α￣ＫＢ. α￣酮丁酸ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: α￣ＫＢ. α￣ｋｅｔｏｂｕｔｙｒａｔｅ.

上和地下部分干重与不接种对照组相比ꎬ分别增

加了 ２０.７％、１１.１％、８９.４％和 ７４.２％ꎬ但在统计学

上不具有显著差异ꎮ
如图 ３ 所示ꎬ接种 ＴＳ２２ 和 ＴＳ２７ 没有明显的促

进作用ꎬ甚至有轻微抑制作用ꎮ 接种 ＴＳ２２ 使老芒

麦地上和地下干重分别降低了 １.４％和 ５.４％ꎮ 而

接种 ＴＳ２７ 的处理显著缩短了 ２２％的根长ꎮ
２.４ 分离菌株与植物生长属性的相关性分析

双因素方差分析结果表明ꎬ植物种类仅对地

下鲜重、干重有显著影响ꎬ细菌种类对所有植物生

长指标都有影响ꎻ植物和细菌交互协同作用ꎬ对植

物生物量相关的指标有影响(表 ３)ꎮ
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根据接种后早熟禾的表观性状进行单因素方差分析ꎬ并对每个处理进行 Ｔｕｋｅｙ 检验ꎮ 误差条表示至少四个重复的平均值的标准

偏差ꎮ 条形上不同的字母表示有显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｐａｒｅｎｔ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ｐｏａ ａｎｎｕａ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ Ｔｕｋｅｙ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅａｎ ａｔ ｌｅａｓｔ ｆｏｕｒ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 未接种和接种 ＴＳ２２ 和 ＴＳ２７ 的早熟禾的株高、根长、地上干重、地下干重
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔꎬ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈꎬ ａｂｏｖｅｇｒｏｕｎｄ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｕｎｄｅｒｇｒｏｕｎｄ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ Ｐｏａ ａｎｎｕａ

ｗｉｔｈ / ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｔｒａｉｎｓ ＴＳ２２ ａｎｄ ＴＳ２７ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

３　 讨论与结论

在利用 ＰＧＰＢ 进行退化土壤植被再生修复的

过程中ꎬ微生物菌剂的选择具有决定性作用ꎮ 对

于条件苛刻的特殊生境ꎬ接种外源 ＰＧＰＢ 菌剂到

特殊生境会受到来自生存环境巨大变化和本土微

生物竞争的双重挑战ꎬ从而限制了外源 ＰＧＰＢ 接

种剂的存活及功能活性ꎮ 选择土著 ＰＧＰＢ 作为接

种剂ꎬ可以更好适应本土环境ꎬ有助于发挥预期效

果(Ｓｃｈｌａｅｐｐｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ
本研究针对藏北地区独特的地理环境和寒冷

干燥的气候特征ꎬ从藏北土壤中分离到两株耐低

温植物促生菌ꎬ Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ. ＴＳ２２ 和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｍｙｃｏｉｄｅｓ ＴＳ２７ꎮ 许多 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 属的细菌被发现具有

植物 促 生 功 能 ( Ｓａｎｔｏｙｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ )ꎬ 但 关 于

Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ 属菌的植物促生功能鲜有报道ꎮ
Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ. (２０１６)从青藏高原细叶嵩草中分离筛

选到 Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ 属的内生菌ꎬ该菌被检测发现

具有多种植物促生特性ꎬ但该报道尚未对该分离

菌进行进一步功能验证ꎮ Ｍｅｅｎａ ｅｔ ａｌ. (２０１７)从库

拉索芦荟根际中成功分离到一株具有多种植物促

生属性的 Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｒｉｇｏｒｉｔｏｌｅｒａｎｓ ＳＭＡ２３ꎬ在 １０
℃低温下对小麦生长有积极影响ꎮ 通过对分离菌

产 ＩＡＡ、ＳＩＤ、ＡＣＣ￣脱氨酶等植物促生性能的检测

发现ꎬ两株分离菌株均可以产 ＩＡＡ、ＳＩＤ 和 ＡＣＣ￣脱
氨酶ꎬ 并 且 ＴＳ２２ 具 有 高 效 ＡＣＣ￣脱 氨 酶 活 性

(２６４.６９ ｎｍｏｌα￣ＫＢ ｍｇ￣１ｈ￣１)ꎬＴＳ２７ 具有更高的

产 ＩＡＡ[(７.５２±３.８５)ｍｇＬ￣１]和 ＳＩＤ(９２％)能力ꎮ
ＩＡＡ 是一种常见的植物促生长激素ꎬ Ｇｏｎｉｔａ￣Ｍｉｓｈｒａ

９２４１９ 期 何敏等: 两株耐寒 ＰＧＰＢ 的分离及其对藏北当地牧草生长的影响



图 ３　 未接种或接种菌株 ＴＳ２２ 和 ＴＳ２７ 的老芒麦的株高、根长、地上干重、地下干重
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔꎬ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈꎬ ａｂｏｖｅｇｒｏｕｎｄ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｕｎｄｅｒｇｒｏｕｎｄ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ

Ｅｌｙｍｕｓ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ ｗｉｔｈ / ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｔｒａｉｎｓ ＴＳ２２ ａｎｄ ＴＳ２７ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ｅｔ ａｌ. (２０１７)报道了 ３８ 株分离菌ꎬ其中 ８９.４７％的

菌株能产生显著的 ＩＡＡ(４.７ ~ ７７.４１ ｍｇＬ￣１)ꎮ 作

为一种高效的植物生长激素ꎬ较高的 ＩＡＡ 产量能

够引起幼苗的形态和生理变化(Ｍａｓｃｉａｒｅｌｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３)ꎮ ＳＩＤ 在植物根系铁的生物有效性中起着重

要作用(Ｓｏｒｔｙ ＆ Ｓｈａｉｋｈꎬ ２０１５)ꎮ 其与植物根际的

铁具有很高的亲和力ꎬ能结合根际环境中大部分

的有效铁ꎬ与此同时限制了根部病原微生物对有

效铁的利用ꎬ起到了抑制病原菌增殖的效果( Ｏ′
Ｇａｒａꎬ １９９２)ꎮ 细菌产 ＡＣＣ￣脱氨酶降低植物乙烯

水平ꎬ缓解各类胁迫ꎬ是这些细菌发挥作用的关键

组成成分ꎬ包括保护植物免受洪水、干旱、盐分、花
卉枯萎、金属、有机污染物以及细菌和真菌病原体

的侵袭(Ｇｌｉｃｋꎬ ２０１４)ꎮ 本研究中分离到耐低温菌

株 ＴＳ２２ 和 ＴＳ２７ 不但能适应青藏高原寒冷高海拔

环境ꎬ且具有不同程度的植物促生潜力ꎬ为后续藏

北高原植被再生提供了宝贵的菌种资源ꎮ
当把 ＴＳ２２ 和 ＴＳ２７ 接种到藏北本地牧草早熟

禾和老芒麦植物根际时ꎬ菌株 ＴＳ２２ 对早熟禾植株

表现出明显的生长促进作用ꎬ而对老芒麦的生长

没有明显促进效应ꎻ菌株 ＴＳ２７ 则对两种禾草的促

生作用均不明显ꎮ 已有研究表明ꎬ并非所有具有

ＰＧＰ 特性的细菌都能对植物的生长产生积极影

响ꎬ菌－植互作的环境与寄主植物及菌剂的种类均

会影响植物促生的效果( ｄｅ￣Ｂａｓｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ
同时ꎬＰＧＰＢ 促进植物生长是一个复杂的过程ꎬ涉
及不同促生属性间的协同作用ꎮ Ｂａｓｈａｎ ＆ ｄｅ￣
Ｂａｓｈａｎ(２０１０ｂ)通过对兼有多种植物促生特性的

ＰＧＰＢ 菌株 Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅ 的作用机制研究

发现ꎬＡ. ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅ 的作用机制并非单一ꎬ在一定环

境条件下这些促生机制同时或相继运行ꎮ 本研究

的盆栽结果表明植物生长效果因植物和细菌种类

的不同而有差异ꎮ 菌株 ＴＳ２２ 所表现的多种促生

属性间的协同模式可能更适合早熟禾植株的生

长ꎮ 由此可见ꎬ对于不同植株选择恰当的 ＰＧＰＢ
很重要ꎬ应根据接种试验效果进行有目的筛选ꎬ 有

０３４１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



表 ３　 植物种类和细菌处理与植物生长相关性的双因素方差分析
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｗｏ￣ｆａｃｔｏｒ ＡＮＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ

ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｐｌａｎｔ

指标
Ｉｎｄｅｘ

植物种类
Ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｆ Ｐ

细菌种类
Ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｆ Ｐ

植物种类 × 细菌种类
Ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ × Ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｆ Ｐ

地下鲜重
Ｕｎｄｅｒｇｒｏｕｎｄ ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ

６.８０２ ０.０２３ ６.４８４ ０.０１２ ７.６０４ ０.００７

地上鲜重
Ａｂｏｖｅｇｒｏｕｎｄ ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ

３.７９２ ０.０７５ １２.５７３ ０.００１ １０.９６４ ０.００２

地下干重
Ｕｎｄｅｒｇｒｏｕｎｄ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ

１０.５５１ ０.００７ ７.７３３ ０.００７ ８.３３９ ０.００５

地上干重
Ａｂｏｖｅｇｒｏｕｎｄ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ

１.８００ ０.２０５ １４.４４７ ０.００１ １５.９９７ <０.００１

干重
Ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ

１.２８０ ０.２８０ ７.５２９ ０.００８ ８.３５９ ０.００５

根长
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ

０.０８６ ０.７７５ ４.３６３ ０.０３８ １.７４６ ０.２１６

株高
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ

２６.３１２ <０.００１ ４.１９８ ０.０４１ ４.１１８ ０.０４３

　 注: Ｐ<０.０５ 表示显著差异ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｐ<０.０５ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ.

关 ＰＧＰＢ－宿主植物相互作用的机制研究有待于进

一步挖掘ꎮ
综上所述ꎬ本研究在藏北高原特殊环境条件

下分离筛选到可以有效促进当地牧草生长的低温

植物促生菌ꎬ为后续植物－微生物技术在藏北高寒

地区的植被修复应用提供了宝贵的菌种资源和应

用基础ꎮ
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