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内生枯草芽孢杆菌E1R—J对萝卜、白菜促生作用

王心选，高小宁，郑 刚，王 辉，魏国荣，康振生，黄丽丽‘
(西北农林科技大学植物保护学院和陕西省农业分子生物学重点实验室，陕两杨凌 712100)

摘要：通过萝卜、白菜的种子萌发试验、幼苗盆栽试验以及小区试验，对小麦内生枯草芽孢杆菌E1R—J菌株

的促牛作用进行了研究。结果表明：E1R—J无菌滤液不间浓度稀释液及菌悬液町促进白菜种子的萌发，使萌

芽整齐、萌发率增高。其无菌滤液10倍稀释液浇灌处理的盆栽白菜幼苗，株高、鲜质量、干质量分别比清水

对照增长53％、200％和700％。同时发现，浇灌处理的盆栽萝b幼苗与清水对照相比，株高、鲜质量、干质量

也分别增长24．4％、215％和159％。田问小区试验结果也证明内生枯草芽孢杆菌E1R—J具有促生作用，但促

生效果低于盆栽试验。利用丙酮直接浸提法测定盆栽白菜叶片中的叶绿素含量，发现无菌滤液10倍稀释液

和菌悬液10倍稀释液处理的叶绿素含量增高2倍左右。
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The Growth—promoting Effect of Endophytic

Bacteria E I R‘J on Radish and Cabbage
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Abstract：Effect of entophytic bacteria strain E1R—J on cabbage and radish seed germination，seedling

growth was studied in plates，pot and outdoor field experiment．The results showed that the cell—free

filtrate of strain EI R—J in different dilution and cell suspension promoted cabbage seed germination．In

pot experiment，compared with untreated control，cabbage seedling height，fresh weight，dry weight

increased 53％，200％，700％，and radish seedling height，fresh weight，dry weight increased 24．4％，

215％，159％after treated with 10×diluted E1 R—J cell—free filtrate．The promotion of seedling

growth by strain EI R—J was also found in the outdoor plot experiments．The chlorophyll content in

the functional Leaves of the cabbage seedlings greatly increased in treatment of strain E1R—J 10×dilu—

ted cell—free filtrate and cell suspension of 10 7
cfu／mL compared with untreated contr01．
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植物根际促生菌(PGPR)已被证明具有很好

的促进植物生长作用，但由于这些土壤微生物易

受外界条件的影响，在与土壤中习居微生物的竞

争中不易长期定殖生存并占优势，因而极大地影

响了它们的实际防病效果Ⅲ，除K84及其改造菌

株K1026等少数菌株外，成功的事例不多‘21。而

植物内生微生物作为生物肥料资源具有很强的优

势Ⅲ。内生菌作为植物微生态系统的组成成员，
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可以在植物体内定殖及传导，具有广泛的生物学

作用，并且几乎所有健康植物体内均含有大量内

生细菌，具有很强的开发潜力[4‘5]。目前，内生细

菌促生作用的研究绝大多数集中在其对自然寄主

本身，迄今已从水稻、辣椒、马铃薯等多种作物中

筛选到对其自然寄主有促生作用的内生菌m]，但

对自然寄主以外的其他植物的促生作用研究很

少。菌株E1R—J是西北农林科技大学植物病害

综合治理实验室从小麦根部分离得到的一株内生

枯草芽孢杆菌，前期研究结果表明该菌株能够在

小麦根、叶、茎秆等不同部位定殖，并且在温室及

大田条件下，E1R—J对小麦生长及产量有明显的

促进作用[9-103。本研究拟进一步探索ElR—J菌

株对白菜、萝卜的促生作用及其机理，为其作为微

生物肥料的推广应用奠定基础。

1 材料与方法

1．1试验材料

1．1．1 供试植物品种 白菜：秦白2号，西北农

林科技大学园艺学院蔬菜研究所提供；萝卜：大富

领，宁夏巨丰种苗有限公司总经销。

1．1．2供试茵体小麦内生枯草芽孢杆菌(Ba—

cillus subtilis)E1R—J菌株由西北农林科技大学植

物病害综合治理实验室提供。

1．1．3 茵体的培养 将供试菌体的新鲜菌落用

接菌环挑取3环接人含有150 mL LB培养液的

250 mL三角瓶中，28℃下、150 r／min振荡培养

72 h后，13 000 r／min离心30 rain，将上清液用细

菌过滤器(①=25／lm)过滤后得无菌滤液并经过

涂皿检测确实无菌后(取无菌滤液涂布于I，B平

板，培养48 h，无任何菌落出现，表明无菌滤液中

不含有活菌体或芽孢)，稀释或不稀释备用；菌体

(沉淀)用等量无菌水制成菌悬液(浓度约为108

CFU／mL)，稀释或不稀释备用。

1．2试验方法

1．2．1 种子萌发试验 将白菜、萝卜种子在

3．125％NaCl0溶液中消毒l min，用无菌水冲

洗3次后，均匀排列在铺有滤纸的培养皿(D=20

era)中，每一培养皿放20粒种子。将E1R—J的菌

悬液稀释10倍(107 CFU／mL)和100倍(106

CFU／mL)，无菌滤液分别稀释10倍和100倍，

I。B培养液分别稀释10倍和100倍。每天分别依

次吸取菌悬液原液、无菌滤液原液以及各稀释液、

LB培养液原液以及各稀释液1mL，均匀滴于种

子表面(每粒种子100弘L)，以清水为对照，每个

处理设3个重复。将培养皿置于28℃培养箱中

培养。每天观察种子萌发情况，记录萌发率，测量

根长，并于7 d后称量鲜、f质鼍。

1．2．2盆栽实验 在种子萌芽试验的基础上，

选取有明显促生作用的处理继续进行温室盆栽试

验。把土壤装入直径12 cm、高9 CITI的盆钵中，

每盆钵装土700 g，然后将白菜、萝卜种子分别均

匀种植于以上盆钵中。将E1R—J的菌悬液分别

稀释10倍(107CFU／mL)和100倍(106 CFU／

mL)，并将E1R—J无菌滤液原液稀释成10倍、100

倍、1000倍，以清水为对照。处理组每盆每次用

对应稀释液50 mL灌根，对照同时浇灌等量清

水；每个处理6盆，每盆定植1株，共6株。灌根

时间为：播种时浇灌1次，播种后3 d浇灌第2

次，待长出第一片真叶后每隔7d浇灌1次，共7

次，种植45 d后收获；观察其生长情况，并记录各

处理出苗数、测量其株高以及称量其鲜、干质量。

1．2．3 小区试验 在前两步试验的基础上进行

小区试验。共设13个小区，每个小区面积为(2．0

×3．o)m2；包括6个处理：E1R—J无菌滤液稀释

10倍、100倍、1000倍，E1R—J菌悬液稀释10倍

(107 CFU／mI。)和100倍(106 CFU／mL)，以清水

为对照，每小区为1个处理，分5排，每排6株，共

30株。白菜灌根时间为：播种时浇灌1次，待子

叶展开后浇灌第2次，之后分别于莲座初期和包

心初期浇灌各处理液100mL于对应小区植株E；

萝卜灌根时间为：播种时浇灌1次，在幼苗生长出

2片真叶时浇灌第2次，之后分别与“破肚”时和

“露肩”时浇灌各处理液100 ml。于对应小区植株

上；对照组同时浇施等量清水；种植100 d后收获

测量株高、根长，称量鲜、干质量。

1．2．4 E1R—J菌株处理后白菜叶片内叶绿素含

量的变化 根据盆栽试验结果，分别用E1R—J的

菌悬液lo倍(10
7

CFU／mL)稀释液、EIR—J无菌

滤液10倍稀释液、I。B培养液lo倍稀释液、清水

处理白菜幼苗，方法同1．2．2。分别于播种后0、

7、14、21和28 d取样，每个处理剪取3个叶片，剪

碎混匀后取碎片l g。利用丙酮直接浸提法¨¨测

定白菜叶片内的叶绿素含量。

1．3数据分析

数据均使用SAS 6．12系统进行方差分

析I-l z]。
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2结果与分析

2．1种子萌发试验

通过筛选试验，在20多株植物内生细菌中发

现小麦内生枯草芽孢杆菌E1R—J对白菜、萝卜表

现出明显的促生作用，其无菌滤液不同浓度稀释

液及菌悬液可提高白菜种子的萌发率，对萝卜种

子的萌发率没有明显影响(表1)。皿内种子萌发

试验证明，E1R—J无菌滤液各稀释液及菌悬液处

幼芽均比对照粗壮。而且经E1R—J无菌滤液10

倍稀释液处理的白菜幼苗与对照相比，根长、苗鲜

质量、干物质分别增长20．55％、17．9％和

280％；无菌滤液10倍稀释液处理的萝卜幼苗根

长、苗鲜质量、干物质分别增长58．97％、

18．80％、55．60％。l，B培养基各稀释液对白菜、

萝卜种子的萌发没有促生作用，而且LB培养基

原液和E1R—J无菌滤液原液均强烈的抑制白菜

萝卜种子的萌发，抑制率为100％。由此可见，

理的种子比对照晚ld左右萌发，但萌发后的根与 E1R—J无菌滤液的促q三效果与I。B培养基无关。

表1菌株E1R—J对白菜、萝1-种子萌发以及幼苗生长的影响

Table 1 The effect of E1 R—J strain on seed germination and seedling growth of cabbage and radish

注：“一”代表冗数据。以上吾数据均为3次牵复‘r均值，按Duncan’s新复极差检测(P2 0．05)，同一列以相同字母表不处理间尢显著

差，下同。

Note：“一”no datal The data in the table were means of 3 replications，Data were analyzed with Duncan’s method(P=0．05)．The same

letters in the column showed no significant difference．

2．2盆栽试验 于白菜的生长，E1R—J无菌滤液10倍稀释液具有

从表2可以看出，E1R—J菌悬液和无菌滤液 极显著的促生效果，经E1R—J无菌滤液lo倍稀释

对萝卜的生长均具有不同程度的促生效果，经 液处理的白菜与对照相比，株高、鲜质量、干质量

E1R—J菌悬液原液处理的萝卜与CK相比，株高、 分别增长53％、200％、700％；E1R-J菌悬液对白

鲜质量分别增长23．60％、77．60％，经ElR—J无 菜株高的增长有一定的促进作用。可见，内生枯

菌滤液10倍稀释液处理后，萝卜的株高、鲜质量 草芽孢杆菌EIR—J的代谢产物中，存在某些能够

、干质量分别增长24．4％、215％和159％。而对 促进寄主植物生长的物质。

表2菌株E1R—J对温室盆栽白菜、萝卜生长的影响

Table 2 The effect of El R·J strain 011 the growth of cabbage and radish seedlings in the greenhouse

E1R J菌悬液／(CFU／mL)

Cell suspension

E1R—J无菌滤液

Cell—free filtrate

清水对照Water(CK)

原液8．16 b 1．60 e 0．26 bc 15．2 a 2．54 b 0．24 b

10倍 6．28 d 0．92 e 0．20 bed 13．0 d 1．67 e 0．25 b

100倍 6．43 d 1．00 c 0．11 d 11．1 d 1．51 c 0．28 b

lo倍 11．18 a 4．00 a 1．12 a 15．3 a 4．50 a 0．57 a

100倍8．61 be 1．51 e 1．21bc 14．1 b 2．35 b 0．30 ab

1000倍 7．58 cd 1．64 e 0．22 bed 13．0 be 1．90 c 0．20 ab

7．29 d 1．33 c 0．14 cd 12．3 ed 1．43 C 0．22 b
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2．3小区试验

从图1可看出，E1R—J菌悬液对萝卜具有很

好的促生效果，经E1R—J菌悬液原液处理的萝卜

相对于对照，根长、鲜质量分别增长9．58％、

41．7％，lO倍稀释液处理的萝卜相对于对照，根

长、鲜质量分别增长1．60％、13．71％。从图2可

看出，E1R—J无菌滤液稀释液则对白菜具有很好

的促生效果，其中，稀释10倍后使用，株高、鲜质

量分别比对照增长4．85％、13．99％；稀释100倍

处理白菜，株高比对照增长1．33％。小区试验结

果与盆栽试验有相同的趋势但促生效果有一定变

化，可能是小区试验受环境、土壤等多种外界条件

的影响以及随着生长时间的延长，不同处理的效

果得以明显表现，从而使结果有一定的变化。

图l 菌株E1R-J不同处理对小区萝卜生长的影响

Fig．1 The effect of different treatments on the growth of radish in the field

图2菌株E1R—J不同处理对小区白菜生长的影响

Fig．2 The effect of different treatments on the growth of cabbage in the field

2．4 菌株ElR-J处理后白菜叶片内叶绿素含量

的变化

经不同处理液处理过的白菜幼苗，在移栽后

的O～28 d，白菜叶片中的叶绿素含量的变化见图

3。可以看出，在刚移栽时，各处理的白菜幼苗中

的叶绿素含量大致相同；移栽7d后，经过E1R—J

菌悬液10倍和无菌滤液lo倍稀释液处理的白菜

幼苗与用LB培养液10倍稀释液处理和用清水

(CK)处理的白菜幼苗相比，叶绿素含量有明显增

加；随着处理时间的延长，经过E1R—J菌悬液10

倍和无菌滤液10倍稀释液处理的白菜幼苗中的

叶绿素的含量又显著增多，E1R—J无菌滤液lo倍

稀释液处理过的幼苗，叶绿素增长趋势最为显著，

而LB培养液10倍稀释液处理和用清水(CK)处

理的白菜幼苗中的叶绿素含量没有明显变化。在

移栽后的28 d。E1R—J无菌滤液10倍稀释液处理

过的白菜幼苗中的叶绿素含量比对照高出

145％，比用I。B培养液lo倍稀释液处理过的高

出98％，比E1R—J菌悬液10倍稀释液处理过的

高出30％。由此可见，白菜幼苗经E1R～J无菌滤

液10倍稀释液处理后，无菌滤液中的某些物质有

利于促进叶片叶绿素的合成，使白菜幼苗光合作

用增强，促进白菜的生长。而经E1R—J菌悬液10

倍稀释液处理过后，从菌体在植物内部定殖达到

一定的菌量，至某些与叶绿素合成有关的物质的

表达，需要经过一段时间，所以在移栽21 d后，经

E1R—J菌悬液10倍稀释液处理的白菜叶片内部

的叶绿素含量也有显著的增长。

O 7 14 2l 28

移栽后时问／d Growthtime

图3菌株ElR-J不同处理对白菜幼苗叶绿素含量的影响

Fig．3 The effect of different treatments on the

chlorophyll content of cabbage seedlings
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3 结论与讨论

自20世纪80年代，随着人们对微生物制剂

的促生作用和无公害农业产品的日益重视，植物

根围促生菌(Plant growth promoting rhizobacte-

ria，PGPR)制剂也备受青睐。微生物制剂在最近

20多年以来发展较快，新产品不断问世[1 3|。比

如，美国Bacilis subtilis A13的PGPR制剂、

Agrobacterium radiobacter K84等均已成功商品

化生产，被广泛应用。而植物内生菌对寄主植物

有促生、内生固氮、防病、抗虫、抗旱等多方面的生

物学作用。Andrews L】41就内生菌作为生物制剂

的优点做了详尽阐述，植物内生菌分布于植物组

织内，受到植物的保护，具有良好的生存环境，而

且与植物长期生活在一起，可以缓减寄主植物的

防卫反应，更易发挥作用。

Liu等[9o证明枯草芽孢杆菌(Acillus subti—

lis)EIR—j菌株分离自小麦，是小麦的内生菌，可

在小麦体内定殖，且对小麦具有明显的促生作用。

本研究也进一步证实，该菌株的活菌体、无菌培养

滤液不同处理对萝卜、白菜均表现出促生效果。

对萝b而言，小区和盆栽试验均表明，菌悬液原液

具有明显的促生作用。尤其在小区试验中，E1R—J

菌悬液原液对萝卜的根长、鲜质量的促生效果明

显好于无菌滤液。对白菜而言，无论小区试验还

是盆栽试验，E1R-J无菌滤液10倍稀释液均表现

出显著促生作用。对不同类型的寄主表现出不同

的促生效果，说明该菌株的活菌体、无菌培养滤液

促生机理可能存在差异，也可能与内生枯草芽孢

杆菌E1R—J在不同宿主的不同部位定殖能力等

有密切关系。

在内生枯草芽孢杆菌E1R-J对白菜生长的

促生机理的研究中发现，E1R—J无菌滤液lo倍稀

释液与EIR—J菌悬液10倍稀释液均能不同程度

地促进白菜叶片中叶绿素含量的增加。叶绿素合

成的影响因子有：植物细胞内部的膜系统、酶系

统，外部环境中的光照、温度、矿质元素(镁、铁

等)、水分和0。O 5]。因此，本研究中，在控制的相

对一致的外界环境条件下，白菜细胞内部的膜系

统、酶系统，白菜对环境中的矿质元素的吸收，就

成为影响白菜叶片中的叶绿素合成的关键因子。

已有研究表明，促生菌可以产生很多铁载体，增加

寄主植物对环境中的铁元素的竞争，从而改善植

物的营养。在铁素贫瘠的土壤中这种效果更加明

显[161；同时，促生菌还可以促进植物对氮、磷等多

种营养元素的吸收[17-lS]。因此，内生枯草芽孢杆

菌E1R—J作用于叶绿素合成的具体部位还需要

进一步的研究。

内生菌的促生机理还表现在以下几个方面：

一是通过产生吲哚乙酸以及细胞激动素等植物生

长激素来促进植物生长¨⋯，蔡学清等发现用BS-2

菌株处理的辣椒苗生长更健壮，辣椒苗内与生长

有关的激素如IAA、GA。等含量增加，而抑制植物

生长的激素如ABA含量下降L71；二是内生菌可

以通过防止植物病害的发生而提高宿主植物的抗

逆境生存能力Czo-z z]，促进植物的生长。许英俊等

研究发现生防菌接种后可提高草莓新叶和根系

PPO活性，产生诱导抗性[223；张璐等研究发现接

种拮抗菌不同程度地提高了黄瓜叶片中PPO和

PAL的活性，使之具有良好的修复和防卫能力，

增强了植株对枯萎病的抗性，进而促进黄瓜生长

发育m]。

对内生枯草芽孢杆菌E1R—J对萝卜、白菜的

促生作用以及促生机理进行了初步研究。前期试

验也证明内生枯草芽孢杆菌E1R—J对小麦具有

很好的防病增产作用[24|。已有研究结果表明，

E1R—J是一株集防病、促生于一身的优良菌株，有

良好的开发利用前景。因此，在以后的工作中，应

该更加深入研究E1R—J的促生机制，挖掘其开发

利用的潜力，为其在实际生产中的应用提供理论

依据与技术指导。
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