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摘　要：从轮作蔬菜紫色土中筛选出 3 株不同的植物促生菌（PGPB）菌株，分别为具自生固氮能力的解淀粉芽孢杆菌（Bacillus 

amyloliquefaciens GN03）、具溶磷作用的短小芽孢杆菌（Bacillus pumilus RP01）和具解钾作用的环状芽孢杆菌（Bacillus 

circulans JK02），将 3 种菌株配制成复合菌剂进行生姜种苗盆栽试验。结果表明，接种牛粪 - 拌施复合菌剂处理总体表现最

优，与牛粪 - 拌施市售生物菌肥处理相比，根际细菌自生固氮菌、溶磷菌和解钾菌数量显著增高了 1�674.1%、8�709.1% 和

225.2%；土壤速效磷、速效钾含量显著提高了 87.5% 和 23.0%；姜苗分蘖数、叶面积和地上部、地下部干质量分别提高了

40.0%、45.9% 和 28.6%、25.0%。应用适宜的 PGPB 复合菌剂对紫色土微生态环境和生姜种苗的生长有较好的促进效应。
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植物促生菌（plant�growth�promoting�bacteria，

PGPB）能够提高植株对矿质营养的吸收和利用，

抑制病原微生物的繁殖。近年来植物促生菌在水

稻、小麦、玉米、大豆等大田作物（吴皓琼�等，

2011；邓振山�等，2012；高君君�等，2012），以及

马铃薯、番茄、辣椒、甘蓝、黄瓜、樱桃、冬枣和

猕猴桃等果蔬上已有大量应用研究（林启美�等，

2002；Han�&�Lee，2006；吕德国�等，2008；刘方

春�等，2012，2013；Islam�et�al.，2013；田婧�等，

2016；Shen�et�al.，2016），但有关 PGPB 在促进生

姜组培种苗生长效应等方面的研究鲜见报道。

本试验在前期生姜组培种苗移栽基质筛选及肥

水调控研究基础上（刘奕清�等，2010b），通过筛

选出具竞争优势的紫色土土著 PGPB，进而制成复

合菌剂，并开展不同菌剂对生姜种苗生长效应的研

究，以期为生姜种苗规模化种植应用提供科学依据。

1　材料与方法

1.1　土壤 PGPB 的分离、纯化和菌种鉴定
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生姜（Zingiber officinale Roscoe）是药食两用

蔬菜和保健功能食品，有数千年的栽培历史，也是

国家“十三五”现代农业特色蔬菜产业技术体系

重要蔬菜之一。生姜多采用无性繁殖留种，导致

姜种感染病原菌，极易引发姜瘟病等。无菌组培种

姜（苗）是降低姜瘟病发生的有效途径之一，如何

提高生姜无菌组培种苗驯化移栽的成活率和种苗质

量，则是生姜组培种苗规模化生产的关键（刘奕清�

等，2010a）。
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料效应监测基地（30°26′N，106°26′E）的长期轮

作蔬菜〔普通白菜（小白菜）—莴苣—辣椒—大豆〕

土壤中，选择 3 块 1�m×1�m 范围土壤，按 5 点采

样法收集 10～20�cm 土层土壤，混合均匀后分装，

于 4�℃保存供菌种分离。

PGPB 的分离、纯化采用稀释平板法，其中自

生固氮菌、溶磷菌和解钾菌的筛选分别采用阿须贝

无氮培养基、PKO 无机磷培养基和解钾菌选择培

养基（Shen�et�al.，2016）。挑取生长速度快或周围

有透明圈的菌株，使用划线法于选择培养基分离纯

化，直至纯培养后转接至 LB 斜面培养，-80�℃保

存菌种。

采用凯氏定氮法测定固氮菌固氮能力（Akhter�

et�al.，2012），采用钼锑抗比色法测定溶磷菌溶磷

能力（Perez�et�al.，2007），采用火焰分光光度计

法测定解钾菌解钾能力（易浪波�等，2012）。菌株

的形态学及生理生化鉴定参照《常见细菌系统鉴

定手册》（东秀珠和蔡妙英，2001），以通用引物

27F、1492R 扩增各菌株 16S�rDNA，PCR 扩增产物

（1�300～1�500�bp）送上海英潍捷基贸易有限公司

测序。所得结果在 NCBI 上进行 BLAST 比对，最后

使用 MEGA�6.06 软件的 Neighbor-joining 法构建系

统发育树，进行分子生物学鉴定。

1.2　复合菌剂对生姜种苗的盆栽试验

1.2.1　试验材料　试验于 2015 年 4 月在西南大学

资源环境学院盆栽场进行。选择株高 4～5�cm、根

系完整、叶色正常、生长健壮的生姜组培种苗为供

试植物（由重庆市特色植物种苗工程技术研究中心

组培实验室提供）；以紫色土为供试土壤，基本理

化性质：pH=5.5，有机质含量 8.44�g�·�kg-1，全氮�0.92�

g�·�kg-1，全磷 0.54�g�·�kg-1，全钾 16.7�g�·�kg-1，碱

解氮 43.2�mg�·�kg-1，有效磷 11.0�mg�·�kg-1，速效钾

65.3�mg�·�kg-1；以生产中普遍应用的牛粪做底肥（采

自重庆市北碚区良种牛繁育中心），基本理化性质：

含水量 58.9%，全碳 40.12%，全氮 1.34%，全磷

13.11�g�·�kg-1，全钾 8.11�g�·�kg-1，碳氮比 32.11。

1.2.2　试验设计　设无牛粪 - 单施复合菌剂处理

（T1）、牛粪 - 拌施复合菌剂处理（T2），以牛粪底

肥育苗（CK1）和牛粪 - 拌施市售生物菌肥（CK2）

为对照，共 4 个处理。其中 T1 为 PGPB 菌悬液与

供试土壤混合成接种剂；T2 为 PGPB 菌悬液与牛粪

混合成接种剂，PGPB 菌悬液为 3 菌株按 1∶1∶1

菌数比例混合，装盆前与牛粪 / 土壤混合成接种剂

（每克牛粪 / 土约含 3×105�cfu）；CK2 为市售生物

菌肥宝禄 1 号（POLUMA-1，重庆宝禄满农业发展

有限公司），装盆前与牛粪混合成接种剂（每克牛

粪约含 1×108�cfu）。

选用 2�L 塑料花盆，每盆装土 1.5�kg，按接种

量 5% 计，每盆混施入各处理接种剂（或牛粪）80�

g。3�d 后移栽生姜组培苗，每盆 2 株，每处理 4 次

重复，随机区组排列。每天定量浇水，使土壤持水

量为 15%～20%。试验周期为 90�d。

1.2.3　植株农艺性状测定　试验结束时分别测定姜

苗株高、叶片数、最大叶片叶面积、分蘖数等农艺

性状和地上部、地下部鲜质量，于 105�℃杀青 10�

min 后，80�℃烘干至恒重，测定植株地上部、地下

部干质量。

1.2.4　土壤理化性质测定和微生物数量分析　试验

结束时，采用抖根法收集根际土，4�℃保存，其中

10�g 用于微生物数量测定，余土风干后用于土壤理

化性质分析。采用稀释平板计数法测定土壤中自生

固氮菌、溶磷菌、解钾菌等细菌数目（中国科学院

南京土壤研究所微生物室，1985）；分别采用酸度

计法、铬酸钾容量法、凯氏定氮法、钼蓝比色法、

火焰光度法、碱解扩散法、Olsen 法、NH4Ac- 火焰

光度法测定土壤 pH 值、有机质、全氮、全磷、全钾、

碱解氮、有效磷、速效钾含量（杨剑虹�等，2008）。

1.2.5　种苗生理生化指标测定　采用 H2SO4-H2O2

消煮开氏定氮法、钒钼黄比色法、火焰光度法测定

植株氮、磷、钾含量（杨剑虹�等，2008）。

1.3　数据处理

应用 Microsoft�Excel�2007 软件制作图表，使用

SPSS�18.0 软件进行 AVONA 单因素方差统计分析以

及 Duncan 多重比较分析（P ≤ 0.05）。

2　结果与分析

2.1　土壤 PGPB 形态及生理生化特征

通过选择培养基的筛选，共分离获得 6 株自生

固氮（GN）菌、6 株溶磷（RP）菌和 5 株解钾（JK）�

菌。本试验选取自生固氮菌 GN03、溶磷菌 RP01

和解钾菌 JK02，作为 PGPB 候选菌株开展研究。

从图 1-A、B 和表 1 可以看出，自生固氮菌

′

—��55��—

新优品种
栽培管理

本期视点

产业市场
病虫防控

—��55��—

研究论文中 国 蔬 菜     CHINA VEGETABLES

《中国蔬菜》学术论文下载 www.cnveg.org



GN03 在阿须贝无氮培养基上的菌落形态为白色半

透明状，光滑湿润，圆形微隆起，边缘整齐。革兰

氏阳性菌，芽孢呈椭圆形、中生，荚膜肥厚。培养�

1～2�d，菌落直径 2～3�mm；培养 3～5�d，菌落直径�

6～8�mm。

从图 1-C、D 和表 1 可以看出，溶磷菌 RP01

在溶磷菌选择培养基上能形成明显的溶磷圈，菌落

形态湿润透明，难以挑起，边缘整齐。革兰氏阳性

菌，芽孢呈椭圆形、中生，荚膜肥厚。培养 1～2�

d，菌落直径 2～3�mm；培养 3～5�d，菌落直径�

5～6�mm。

从图 1-E、F 和表 1 可以看出，解钾菌 JK02

在解钾菌选择培养基上形成解钾圈，菌落形态为湿

润凸起，呈乳白色，边缘整齐。革兰氏阳性菌，芽

孢呈椭圆形、中生或次端生，荚膜肥厚。培养 1～2�

d，菌落直径 1～2�mm；培养 3～5�d，菌落直径�

5～7�mm。�

2.2　土壤 PGPB 的 16S rDNA 系统发育分析与鉴定

对 GN03、RP01、JK02 菌 株 进 行 基 于 16S�

rDNA 系统发育分析，结果表明：GN03 与多株解淀

粉芽孢杆菌属菌株相似度达到 99% 以上，RP01 与

多株短小芽孢杆菌属菌株相似度达到 99% 以上，

JK02 与多株芽孢杆菌属菌株相似度达到 98% 以上

（图 2）。结合形态学、生理生化和 16S�rDNA 鉴定

结果，试验筛选的自生固氮菌鉴定为解淀粉芽孢

杆菌（Bacillus amyloliquefaciens spp.），将其命名

为 B. amyloliquefaciens�GN03；溶磷菌鉴定为短小

芽孢杆菌（Bacillus pumilus spp.），将其命名为 B. 
pumilus�RP01；解钾菌鉴定为环状芽孢杆菌（Bacillus 
circulans�spp.），将其命名为 B. circulans JK02。这 3

个菌株的 16S�rDNA 序列已提交 GenBank，登录号

分别为 KU922934、KU922935 和�KU922936。

2.3　接种复合菌剂处理对生姜种苗根际土壤微生

物数量的影响

盆栽试验结果表明（表 2），各处理生姜种苗

根际土壤微生物数量存在显著差异，土壤细菌总数

排序为：T1 ＞ T2 ＞ CK2 ＞ CK1。其中，单施牛粪

（CK1）和牛粪 - 拌施市售生物菌肥（CK2）2 个

图 1　菌株染色结果及菌落形态

A，GN03 菌株染色（100×16）；B，GN03 菌落形态〔阿须贝

无氮培养基，（28±2）℃〕；C，RP01 菌株染色（100×16）；D，

RP01 菌落形态〔PKO 无机磷培养基，（28±�2）℃〕；E，JK02 菌

株染色（100×16）；F，JK02�菌落形态〔解钾菌选择培养基，（28±�

2）℃〕。彩色图版见中国蔬菜网站：www.cnveg.org。

袁海广：本文无原图，直接

用图吧。

表 1　PGPB 生理生化特征鉴定

特征 GN03 RP01 JK02

接触酶试验 + + +

氧化酶试验 - - +

M-R 试验 + - +

V-P 试验 + + -

淀粉水解 + - +

硝酸还原酶 + - +

D- 葡萄糖产酸 + + +

D- 木糖产酸 + + +

葡萄糖产气 - - -

明胶液化 + + +

吲哚试验 - - -

柠檬酸盐利用 - + +

苯丙氨酸脱氨酶 - - -

注：“+”表示反应为阳性，“-”表示反应为阴性。

图 2　GN03、RP01、JK02 菌株的 16S rDNA 系统发育树
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处理的土壤细菌总数仅为（1～20）×106�cfu·g-1，

均处于较低水平。而接种 PGPB 复合菌剂的 2 个

处理（T1 和 T2）的根际微生物数量显著提升：与

CK2 相比，T2 处理的根际细菌总数、固氮菌、溶

磷菌和解钾菌数量分别提高了 212.2%、1�674.1%、

8�709.1% 和 225.2%。

2.4　接种复合菌剂处理对生姜种苗根际土壤氮、

磷、钾含量的影响

与单施牛粪（CK1）和单施复合菌剂（T1）处

理相比，牛粪 - 拌施市售生物菌肥处理（CK2）和

牛粪 - 拌施复合菌剂处理（T2）提高了生姜种苗根

际土壤中全氮、全磷、全钾、碱解氮、速效磷含量

（表 3）。其中 T2 处理的土壤速效磷、速效钾含量

分别较 CK2 显著提高了 87.5% 和 23.0%。

2.5　接种复合菌剂处理对生姜种苗生长的影响

从表 4 可以看出，各处理生姜种苗的株高、叶

片数、叶面积、地下部和地上部干质量等指标差异

明显，姜苗总体生长势表现为：T2 ＞ T1 ＞ CK2 ＞

CK1（图 3）。牛粪 - 拌施复合菌剂处理（T2）能

显著改善生姜植株种苗的生长，姜苗分蘖数、叶面

积和地上部、地下部干质量，分别较 CK2 提高了

40.0%、45.9% 和 28.6%、25.0%。单施复合菌剂处

理（T1）的植株生长状况虽略优于 CK1，但其姜苗

分蘖数最少。

表 3　不同复合菌剂处理对姜苗根际土壤有机质、氮、磷、钾含量的影响

处理 有机质/g·kg-1 全氮/g·kg-1 全磷/g·kg-1 全钾/g·kg-1 碱解氮/mg·kg-1 速效磷/mg·kg-1 速效钾/mg·kg-1

CK1 6.60±0.33�a 0.61±0.05�b 0.22±0.01�c 18.53±1.40�a 39.65±0.01�b 3.61±0.17�c 70.07±2.78�c

T1 6.32±0.12�a 0.61±0.07�b 0.21±0.03�c 13.64±1.15�b 28.44±2.33�c 5.06±0.24�b 77.89±1.68�b

CK2 6.40±0.26�a 0.69±0.08�ab 0.33±0.01�b 18.70±0.70�a 56.14±1.15�a 3.77±0.10�c 69.80±1.96�c

T2 6.92±0.69�a 0.77±0.05�a 0.38±0.02�a 18.90±2.13�a 39.67±0.98�b 7.07±0.11�a 85.83±3.97�a

表 4　不同复合菌剂处理对生姜种苗农艺性状的影响 

处理 株高/cm 分蘖数/个·株 -1 叶片数/个·盆 -1 叶面积/cm2·株 -1 地上部干质量/g·盆 -1 地下部干质量/g·盆 -1

CK1 14.8±0.76�b 5±0.00�b 12±0.58�c 5.15±0.95�c 0.28±0.08�c 0.08±0.06�c

T1 18.2±1.44�a� 4±0.17�c 23±3.18�b 7.45±0.66�b 0.60±0.03�b 0.34±0.01�b

CK2 15.2±2.04�b 5±0.57�b 35±0.58�a 8.45±0.48�b 0.73±0.18�ab 0.36±0.08�ab

T2 18.7±1.15�a 7±1.00�a 36±2.08�a 12.33±1.82�a 0.91±0.09�a 0.48±0.07�a

 表 5　不同复合菌剂处理对姜苗氮、磷、钾含量的影响 mg·kg-1

处理
地上部 地下部

N P K N P K

CK1 0.08±0.02�b 0.76±0.03�b 1.23±0.05�c 0.07±0.05�b 0.75±0.05�b 1.44±0.02�c

T1 0.08±0.04�b 0.88±0.03�b 1.33±0.04�b 0.08±0.05�b 0.77±0.02�b 1.52±0.05�b

CK2 0.12±0.03�ab 1.16±0.04�ab 1.35±0.03�b 0.10±0.02�ab 0.78±0.05�b 1.61±0.03�ab

T2 0.14±0.02�a 1.21±0.05�a 1.65±0.05�a 0.13±0.07�a 0.91±0.04�a 1.68±0.02�a

图 3　植物促生菌对生姜幼苗农艺性状的影响（盆栽 90 d）

CK1 T1 CK2 T2

表 2　不同复合菌剂处理对生姜种苗根际微生物数量的影响

处理
细菌总数 固氮菌 溶磷菌 解钾菌

×106�cfu·g-1 ×103�cfu·g-1 ×103�cfu·g-1 ×103�cfu·g-1

CK1 1.21±2.45�d 9.67±2.22�c 0.67±1.15�c 7.25±2.90�d

T1 111.23±26.24�a 46.35±10.63�a 8.05±2.31�b 97.33±12.71�a

CK2 19.91±2.45�c 1.89±0.82�d 0.33±0.58�c 22.18±9.21�c

T2 62.16±21.07�b 33.53±3.01�ab 29.07±1.38�a 72.13±6.08�b

注：表中同列数据后不同小写字母表示差异显著（P ≤ 0.05）；

下表同。
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2.6　接种复合菌剂处理对生姜种苗氮、磷、钾含

量的影响

从表 5 可以看出，与生姜植株生长状况一致，

牛粪 - 拌施复合菌剂处理（T2）的植株地下部和

地上部 N、P、K 含量均高于其他处理，其中姜苗

地上部钾、地下部氮、磷含量较 CK2 分别提高了

22.2%、30.0% 和 16.7%。

3　结论与讨论

设施菜田土壤极易出现微生物多样性下降、病

原菌增多和寄生线虫为害等土壤微生物学障碍问题

（田永强�等，2013）。与土著微生物种群相比，微

生物肥料中的外源性 PGPB 可能没有竞争优势，导

致其定殖能力低下、遗传性状不稳定（杜晓燕�等，

2008），因此微生物肥料的有效性问题长期处于研

究热点。

本试验分别筛选、鉴定获得紫色土土著 PGPB

自生固氮菌（Bacillus amyloliquefaciens GN03）、溶

磷菌（Bacillus pumilus RP01）和解钾菌（Bacillus 
circulans JK02）。将这 3 个菌株按 1∶1∶1 菌数与

牛粪基质混合制成复合菌剂，研究复合菌剂对生姜

种苗的促生效应。盆栽试验结果表明，与接种牛粪-

拌施市售生物菌肥相比，牛粪 - 拌施复合菌剂处理

的根际细菌总数、固氮菌、溶磷菌和解钾菌数量分

别提高了 212.2%、1�674.1%、8�709.1% 和 225.2%，

表明试验筛选的 GN03、RP01 和 JK02 不仅具紫色

土生态适应能力，更较普通市售微生物肥料具有强

烈的土著微生态环境竞争优势，因此能显著促进

植物根际促生菌的增殖。这与刘方春等（2013）接

种 PGPR 对冬枣根际土壤微生态环境的研究结果一

致。此外，土壤速效磷、速效钾含量分别显著提

高了 87.5% 和 23.0%，表明筛选并使用适宜的土著

根际促生菌能促进难溶态磷素等养分的供应，改

善土壤养分状况，这与冬枣（刘方春�等，2013）、

猕猴桃（Shen�et�al.�2016）等根际土壤微环境特征

的研究结果一致。本试验中，姜苗地上部钾、地

下部氮、磷养分含量分别提高了 22.2%、30.0% 和

16.7%，与辣椒（Han�&�Lee，2006）、黄瓜（Han�&��

Lee，2006）、甜菜（Shi�et�al.，2011）以及猕猴桃

（Shen�et�al.，2016）上的研究结果一致，表明接种

适宜的 PGPB 能提高姜苗养分含量，显著改善种苗

对养分的吸收利用。与接种牛粪 - 拌施市售生物菌

肥相比，接种牛粪 - 拌施复合菌剂的生姜种苗的分

蘖数、叶面积和地上部、地下部干质量分别提高了

40.0%、45.9% 和 28.6%、25.0%，表明接种土著植

物促生菌不仅能显著改善生姜种苗的生长，还能够

促进生姜种苗分蘖，与前人在玉米（Zahid�et�al.，

2015）、甘蓝（Piromyou�et�al.，2013）上的研究结

果一致。�

生姜种苗地下茎质量和分蘖数等生物学性状，

直接影响种苗的经济价值，因此，选择适宜的植物

促生菌，并结合适宜的有机质配方制成 PGPB 复合

微生物菌肥，对于生姜种苗的生产具有重要作用。

在后续研究中，还需进一步开展植物促生复合微生

物菌肥的应用基础研究，如各菌株的商业性扩繁体

系建立、商业化菌肥中各菌株投放比例、菌肥基质

的优化、菌肥质量控制体系的建立等，以期实现生

姜种苗扩繁制种的规模化应用，为姜农提供优质�

姜种。
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Screening of Plant Growth-promoting Bacteria from Purple Soil and Growth 
Promoting Effects of Its Complex Microbial Inoculant on Ginger Germchit
SHEN�Hong1，4，WU�Bo2，LI�Hong-hai3，4，LIU�Yi-qing3*，WU�Xing-wen5，YANG�Xing-yong�6*

（1College�of�Resources�and�Environment，Southwest�University，Chongqing�400715，China；2Biogas�Scientific�Research�

Institute，Ministry�of�Agriculture，Chengdu�610041，Sichuan，China；3Collaborative� Innovation�Center�of�Special�Plant�

Industry，Chongqing�College�of�Arts�and�Sciences，Chongqing�402160，China；4Research�Center�of�Ginger�Resource�

Utilization�Engineering�Technology�of�Chongqing�City，Chongqing�Tianpei�Ginger�Research� Institute�Limited�Company，

Chongqing�402160，China；5Cash�Crops�Technical�Extension�Station�of�Liangping�District，Chongqing�405200，China；
6College�of�Life�Science，Chongqing�Normal�University，Chongqing�400716，China）

Abstract：Three�PGPB（Bacillus amyloliquefaciens GN03，Bacillus pumilus RP01�and�Bacillus circulans 
JK02）isolated� from�purple�soil�were�mixed�as�a�complex�bacterial� inoculant.�A�pot�experiment�was�conducted�

to�examine� the�effects�of� the�complex� inoculant�on�ginger�germchit.�The�results� indicated� that� the� treatment�of�

complex�inoculant�mixed�with�cow-dung（T2）had�the�best�performance.�Comparing�the�treatment�of�commercial�

bio-fertilizer（CK2），the�treatment�mixed�with�cow-dung�remarkably� increased� the�numbers�of�azotobacter，

P-solubilizing�and�K-solubilizing�bacteria�by�1�674.1%，8�709.1%�and�225.2%，respectively.�Soil�available�

P�and�K�of� the�T2�were�significantly�enhanced�by�87.5%�and�23.0%，respectively.�The�tillering�numbers，leaf�

areas，dry�weight�of�shoot�and�root�were�increased�by�40.0%，45.9%，28.6%�and�25.0%�under�T2，respectively.�

Applying�appropriate�PGPB�complex�microbial�inoculant�can�efficiently�improve�the�micro-ecological�environment�

and�promote�the�growth�of�ginger�germchit�in�purple�soil.�

Key words：Ginger；Germchit；Purple� soil；PGPB；Bacteria� separation；Pot�experiment；Growth�

promoting�effect
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