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摘要: 【目的】从日本野漆树 (Toxicodendron succedaneum)组培苗分离和筛选了 1株产吲哚乙酸 (indole-3-acet-
ic acid，IAA)的内生细菌 (BSH-1)，对其进行鉴定并分析其促生特性，为开发微生物肥料提供理论依据。

【方法】通过革兰氏染色法观察菌株 BSH-1的形态，结合 16S rRNA基因序列分析和系统发育分析确定其分

类学地位；利用生长曲线法测试菌株 BSH-1的适宜生长温度、pH值和 NaCl质量浓度；利用 Salkowski显色

法测定菌株产生 IAA的能力；采用不同密度的菌株发酵液分别浸泡水稻、云南松和思茅松种子，通过统计种

子萌发率以及水稻幼苗的株高、茎粗、生根数和根长等指标分析菌株的促生特性。【结果】鉴定菌株 BSH-
1为枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis)，该菌在 35 ℃、pH值为 7和 10 g/L NaCl条件下生长量最大。菌株 BSH-
1产 IAA的能力达到 17.27 mg/L；可通过促进水稻幼苗的株高、茎粗和生根数促进植株生长，其中株高和生

根数分别比对照高 9.0% 和 20.8%。【结论】枯草芽孢杆菌 BSH-1能产生 IAA，促进水稻幼苗生长，具有生物

菌肥开发潜力。
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Abstract: ［Purpose］An endophytic bacterium named BSH-1 was isolated and selected from the
sterile seedlings of Toxicodendron succedaneum, which could produce indole-3-acetic acid (IAA), to
identify it and to analyse its growth-promoting characteristics, providing theoretical basis for the de-
velopment of  microbial  fertilizer.  ［Methods］The  morphology  of  strain  BSH-1  was  observed  by

云南农业大学学报（自然科学），2023，38(3)：392−399 http://xb.ynau.edu.cn
Journal of Yunnan Agricultural University (Natural Science) E-mail: ynauzkxb@foxmail.com

 

 

收稿日期：2022-11-07　　　　修回日期：2023-05-18　　　　网络首发日期：2023-05-26
*基金项目：云南省专家工作站建设项目 (20200AF150020)；云南省产业技术领军人才项目 (YNWR-CYJS-

2020-018)；林业和草原科技成果国家级推广项目 (2020133107)。
作者简介：卢宇 (1997—)，男，云南玉溪人，在读硕士研究生，主要从事植物生理学研究。

E-mail：2397705980@qq.com
**通信作者 Corresponding author：何承忠 (1970—)，男，甘肃民勤人，博士，教授，主要从事林木遗传育种

研究。E-mail：hcz70@163.com
网络首发地址：https://kns.cnki.net/kcms2/detail/53.1044.S.20230526.0947.001.html

https://doi.org/10.12101/j.issn.1004-390X(n).202211010


Gram staining and identified by 16S rRNA gene sequence analysis. The optimum growth temperature,
pH and NaCl mass concentration were tested by growth curve. The ability of IAA production was de-
termined by Salkowski chromogenic assay. Seeds of rice, Pinus yunnanensis and P. kesiya var. lang-
bianensis were soaked in different densities of fermentation broth, and the growth-promoting charac-
teristics were analysed by the germination rate of seeds and the effects of suspension on rice seedling
height, stem diameter, root number, and root length. ［Results］Strain BSH-1 was identified as Ba-
cillus subtilis, and its growth was the largest at 35 ℃, pH 7 and 10 g/L NaCl, and the IAA production
capacity reached 17.27 mg/L. It could promote plant growth by promoting plant height, stem diamet-
er, and root number of rice seedlings. The plant height and root number of rice seedlings were 9.0%
and 20.8% higher than those of the control, respectively. ［Conclusion］B. subtilis BSH-1 can pro-
duce IAA and promote  the  growth of  rice  seedlings.  It  has  potential  application value  in  promoting
plant growth and development.

Keywords: plant growth promoting bacteria; Bacillus subtilis;  isolation and identification;  indole-3-
acetic acid; growth-promoting characteristics

 
 

自然界中的植物和微生物不断地相互作用、

相互影响，这些微生物被认为是环境友好的且有

利于改善植物的生长[1]。植物生长促生细菌 (plant
growth promoting bacteria，PGPB)可以存活并定

殖于植物根系周围的土壤 (根际)中[2-3]，或附着在

根、茎、叶上，或作为植物组织内的内生菌，与植

物建立互惠关系从而促进植物生长。PGPB可以

增强植物对生物和非生物环境胁迫的抵抗力[4-5]，

能够通过对土壤养分的吸收、调整激素水平等不

同的机制促进植物生长，或通过激活诱导系统抗

性的防御机制来增强植物对病原体的抗性[5-7]。

枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis)是芽孢杆菌

属 (Bacillus)的革兰氏阳性菌，具有好氧兼性厌

氧特性，由于在土壤和植物表面普遍存在而被广

泛分离，是当前重点研究的益生菌之一[8-9]。国内

外学者在枯草芽孢杆菌促进植物生长方面开展了

大量研究，一些优势菌株已被应用于促进植物生

长的生产实践中[10-11]。研究表明：微生物能产生

激素类物质，如生长素、赤霉素和细胞分裂素

等，不仅是其自身生长所必需，也能对其生活环

境中的其他生物发挥生长调控作用[12-13]。吲哚乙

酸 (indole-3-acetic acid，IAA)是一种重要的植物

生长激素，对植物的新陈代谢和生长发育起着重

要作用。IAA产生菌作为重要的微生物资源，可

以通过产生促生长的活性物质来影响新陈代谢，

刺激植物生长[14]。枯草芽孢杆菌普遍存在于多种

植物组织中，能产生 IAA[14-15]，研究其对植物生

长的促进作用具有重要意义。

日本野漆树 (Toxicodendron succedaneum)别
称日本木蜡树、日本黄栌，为漆树科 (Anacardi-
aceae)漆树属 (Toxicidedron)落叶乔木[16]。日本野

漆树籽实产量高、籽粒大，生漆和漆蜡含量高且

品质优良，是重要的化工原料，应用前景极为广

阔 [17]，但有关日本野漆树内生菌的研究非常有

限。为此，本研究以日本野漆树无菌苗根中分离

到的 1株菌株为材料，明确其种属，探究其生长

的最适条件、产生 IAA的能力和促生特性，为后

续研究菌株促生机理和开发微生物菌肥提供参考

依据和种质资源。

 1   材料与方法

 1.1    试验材料

日本野漆树组培苗由课题组前期建立的组织

培养技术体系[18]培养所得。菌株分离采用 LB固

体培养基 (含 10 g/L胰蛋白胨、5 g/L酵母提取物、

10 g/L氯化钠和 20 g/L琼脂)，于 121 ℃ 高压灭

菌 20 min，存放于锥形瓶中备用[19]。

 1.2    试验方法

 1.2.1   菌种分离和纯化

在超净工作台中将 1株长势良好的日本野漆

树组培苗的根、茎、叶各取 1 g置于无菌研钵中

研磨，加入无菌水 10 mL，静置 30 min，按 10−1~
10−5 梯度进行稀释，每个梯度吸取稀释液 0.1 mL
均匀涂布于 LB固体平板上，重复 3次，倒置于
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28 ℃ 恒温培养箱中培养 24~48 h。待平板上长出

单菌落后，挑取不同形态的细菌单菌落于新的

LB固体平板上划线纯化[20]。
 1.2.2   形态学鉴定

参照《常见细菌系统鉴定手册》[21]进行形态

学鉴定。用接种环挑取细菌于载玻片上，滴加无

菌水使其充分混匀后于酒精灯火焰上部使其干

燥，形成 1层菌膜；冷却后滴加草酸铵结晶紫染

液染色 1 min，用无菌水冲洗染液，并滴加革兰

氏碘液固定 1 min；再次冲洗染液；从一侧缓慢

滴加 95%乙醇进行脱色，直至无色后用无菌水清

洗；滴加番红染液复染 1 min后水洗，用滤纸吸

干多余水分并于显微镜下观察其颜色及形态特征。
 1.2.3   分子生物学鉴定

用Omega细菌基因组提取试剂盒 (Omega Bio-
Tek公司)提取菌株 DNA，用 1%琼脂糖凝胶电

泳检测是否提取成功，从而进行 16S rRNA基因

序列扩增。用于菌种鉴定的通用引物为 27F：5′-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′和 1492R： 5′-
CTACGGCTACCTTGTTACGA-3′ [22-23]。扩增反应

体系总体积为 25.0 μL ，包括 Super Mix 12.5 μL，
上、下游引物各 1.0 μL，菌株基因组 DNA 2.0 μL，
ddH2O 8.5 μL。PCR反应条件为：预变性 94 ℃
3 min，变性 94 ℃ 30 s，退火 55 ℃ 30 s，延伸

72 ℃ 1 min，30个循环，延伸 72 ℃ 25 min，4 ℃
保存。将扩增产物送至生工生物工程有限公司进

行测序，所得序列在 NCBI的 GenBank数据库中

进行同源性搜索比对 [23-24]；利用 MAFFT软件

(version 7)进行序列比对[25]，根据 ModelFinder选
择的核苷酸替代模型 (TIM3+F+R2)[26-27]，利用 IQ-
tree 1.6.7[28]通过 1 000次重复构建系统发育树 (最
大似然法)。
 1.2.4   菌株生长曲线的测定

保存的菌种于 LB固体平板上划线活化，挑取

单菌落在 LB液体培养基中于 37 ℃、200 r/min过

夜培养； 取过夜培养的菌液 0.5 mL接种到 50 mL
LB液体培养基中，于 37 ℃、200 r/min振荡培养

36 h，每 2 h利用分光光度计 (TU-1901，普析)测
定其在波长 600 nm处的吸光度，以吸光度为纵

坐标、时间为横坐标绘制生长曲线[29]。
 1.2.5   测定菌株生长的最适温度、pH值及 NaCl
质量浓度

在 50 mL LB液体培养基中加入过夜培养的菌

液 0.5 mL，于 200 r/min 条件下培养 24 h，分别测

定温度 (15、20、25、28、30、35、37和 40 ℃)、
pH值 (3、4、5、6、7、8、9、10和 11)及 NaCl
质量浓度 (0、10、20、30、40和 50 g/L)对细菌

生长的影响。细菌生物量的测定方法为：用分光

光度计测定波长 600 nm处的吸光度，根据吸光

度值判断其生长状态，每个试验重复 3次[29-30]。
 1.2.6   菌株产 IAA能力的测定

采用 Salkowski比色法测定菌株产 IAA的能

力[31]。将纯化的菌株置于 LB液体培养基过夜培

养并制成发酵液，取 0.5 mL接种于含 3 mmol/L色

氨酸的 50 mL LB培养基中，于 35 ℃、200 r/min摇

床培养 48 h。取发酵液 1 mL 于 4 ℃、10 000 r/min
条件下离心 5 min，取上清液 300 μL于 2 mL离

心管中，加入 Salkowski显色剂 300 μL进行显色

反应。以 60 mg/L IAA标准溶液 300 μL为阳性对

照，以不加菌液的 LB培养基为阴性对照。室温

避光静置 30 min，观察颜色变化。取菌株发酵液

2 mL于 10 000 r/min 离心 5 min，取上清液 500 μL，
等体积加入 Salkowski显色剂，置于室温避光环

境下反应 30 min，测定其 OD535 值，根据标准曲

线计算单位体积发酵液中产生的 IAA含量。
 1.2.7   菌株发酵液浸种对种子萌发的影响

分别选取籽粒饱满的水稻、云南松和思茅松

种子，于 25 ℃ 条件下用无菌水浸种催芽 24 h；
再用 0.5% KMnO4 对种子进行表面消毒[32-33]，无

菌水冲洗 3~5次后备用。将在 35 ℃、200 r/min
条件下培养 48 h的发酵液用无菌水配制为 1.0×
108 CFU/mL的重悬液 (OD600=0.8)，并依次稀释

为 1.0×107 和 1.0×106 CFU/mL的重悬液备用。分

别用 50 mL上述重悬液浸泡种子，以 50 mL无菌

水浸泡作为空白对照 (CK)。浸种 30 min后将种

子转移至含湿润滤纸的培养皿中，每个处理 30
粒种子，设置 3个重复，每天观察发芽情况，记

录发芽率和发芽势，以种子露白作为发芽标准[34]。
 1.2.8   菌株发酵液喷施对水稻幼苗生长的影响

选取已经发芽的水稻种子接种于方形培养皿

中，每皿接种 20粒种子。用上述 3种密度 (1.0×
108、1.0×107、1.0×106 CFU/mL)的重悬液喷施种

子，以无菌水作为空白对照 (CK)。每皿喷施液

体 1 mL，每个密度设置 3次重复。于 (26 ±2) ℃
下培养，7 d后测量水稻株高、根长、茎粗和生

根数。
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 1.3    数据统计分析

采用 Excel 2016、SPSS 25和 Graphpad 8.2进

行数据统计、分析及绘图。

 2   结果与分析

 2.1    菌株形态学分析

在日本野漆树组培苗根中分离纯化得到 1株

菌株，将其编号为 BSH-1。将菌株 BSH-1接种

于 LB固体平板上，其单菌落形态呈圆形，表面

湿润且光滑，颜色为橘红色；在显微镜下观察

到菌株革兰氏染色后呈紫红色，且细菌形状为

短杆状，可以初步判定其为杆状革兰氏阳性菌

(图 1)。
 2.2    菌株 BSH-1的分子生物学鉴定

由图 2可知：菌株 BSH-1和枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)有密切的亲缘关系，结合细菌形

态学特征分析结果以及对 16S rRNA基因的分子

生物学分析，初步判定菌株 BSH-1属于枯草芽孢

杆菌。

 2.3    菌株 BSH-1的生长曲线分析

由图 3a可知：接种菌株 BSH-1后，延迟期

为 0~2 h，此时菌株生长缓慢；对数生长期为
 

a) b)

10 μm
 
注：a) 菌落形态特征；b) 革兰氏染色及油镜观察 (100×)结果。

Note: a) colony characteristics; b) Gram staining and oil lens observation.

图 1    菌株 BSH-1 形态学鉴定结果

Fig. 1    Morphological identification results of strain BSH-1
 

2.0

Lederbergia lenta strain NCIMB 8773 (NR040792.1)

Bacillus infantis strain SMC 4352-1 (NR043267.1)

Lactobacillus helveticus strain IMAU50040 (FJ749441.1)

BSH-1

Bacillus thuringiensis strain BAB-Bt2 (AM293345.1)

Bacillus cereus strain CCM 2010 (DQ207729.2)

Bacillus subtilis strain JCM 1465 (NR113265.1)

Weizmannia coagulans DSM 1 = ATCC 7050 (NR115727.1)

Bacillus cereus ATCC 14579 (NR074540.1)

Bacillus atrophaeus strain GLPB6 (HF545325.1)

Lactobacillus fermentum strain 1 (FJ462686.1)

Bacillus tequilensis strain 10b (HQ223107.1)

Bacillus altitudinis strain 41KF2b (AJ831842.1)

97.4/98

100/99

95.4/93

100/100

96.7/97
100/100

97.1/99

90.6/91

83.6/88

78.9/81

83.6/82

 
注：系统发育树括号中序号为 GenBank登录号；分支处的数字表示对聚类结果的支持率。

Note: The sequence number in the bracket of the phylogenetic tree is the login number of GenBank; the numbers at the branches indicate support rate for the
clustering results.

图 2    基于菌株 BSH-1 16S rRNA 基因序列的系统发育树

Fig. 2    Phylogenetic tree based on the 16S rRNA gene sequence of strain BSH-1
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2~16 h，此时菌体数量明显增多，其中培养到 11 h
时生长速率达到最大；稳定期为 16~28 h，菌体

数量不再增加，28 h菌体的 OD600 值达到最大，

为 2.278；28 h后进入衰亡期，菌体数量下降。

可见，菌株 BSH-1的最适培养时间为 16~28 h。
 2.4     温度、pH及 NaCl质量浓度对菌株 BSH-1
生长的影响

由图 3b可知：菌株 BSH-1在 15~40 ℃ 均可

生长，其中，菌株在 15~35 ℃ 条件下的生长速率

随着温度的升高而加快，35 ℃ 时生长量达到最

大，35 ℃ 后生长速率减缓。由图 3c可知：当

pH值小于 5或大于 10时，菌株几乎不生长；当

pH值在 5~7时，菌株生长速率逐渐加快，pH值

为 7时菌株生长量达到最大，pH大于 7时菌株

生长速率呈下降趋势。由图 3d可知：NaCl质量

浓度为 10 g/L时，菌株 BSH-1的生长量最大。

可见，菌株 BSH-1生长的最适温度为 35 ℃，最

适 pH值为 7，最适 NaCl质量浓度为 10 g/L。
 2.5    BSH-1产 IAA能力的鉴定

Salkowski比色试验确定 BSH-1菌株的代谢过

程可产生 IAA；以吸光值OD535 为纵坐标 (y)、IAA
质量浓度为横坐标 (x)绘制标准曲线 (图 4)，得

到线性回归方程 y=0.012 4x+0.118 7，R2=0.995 1。
根据标准曲线测定菌株 BSH-1产 IAA的能力可知：

菌株发酵液中 IAA的含量为 17.27 mg/L。
 2.6    BSH-1发酵液浸种对种子萌发的影响

由表 1可知：水稻、云南松和思茅松种子在

不同密度的 BSH-1发酵液浸泡下，其发芽率和发

芽势均无显著差异，说明发酵液浸种对 3种植物

种子萌发无显著促进作用。

 2.7    BSH-1发酵液喷施对水稻幼苗生长的影响

由图 5可知：与对照组相比，喷施菌株 BSH-1
发酵液后水稻幼苗的株高和生根数显著增加，且

当喷施 1.0×106 CFU/mL发酵液时促进作用最显

著，分别提高 9.0%和 20.8%；当喷施 1.0×107 和
1.0×106 CFU/mL发酵液时，水稻幼苗茎粗较对照

组显著增加；喷施发酵液对水稻幼苗的根长无显

著影响。可见，喷施菌株 BSH-1发酵液对水稻幼

苗有较显著的促生效果，且对水稻幼苗生根的促

进作用更明显。
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注：a) BSH-1的生长曲线；b)、c) 和 d) 分别为温度、pH值和 NaCl质量浓度对 BSH-1生长的影响。

Note: a) growth curve of BSH-1; b), c) and d) are effects of temperature, pH value and NaCl mass concentration on the growth of BSH-1, respectively.

图 3    菌株 BSH-1 的生长特性

Fig. 3    Growth characteristics of strain BSH-1
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 3   讨论

植物体内普遍存在内生菌，彼此间不断相互

作用、相互适应 [35]。植物为内生菌提供生存环

境，内生菌通过代谢刺激和促进植物生长[36]。内

生菌由德国科学家 DE BARY于 1866年首次提

出[37]，随着研究领域不断拓宽和研究方法的不断

优化，植物与内生菌互作的重要性逐渐被揭示，

对其研究也成为当前的热点之一。在植物生长发

育过程中，植物激素吲哚乙酸 (IAA)有着重要的

促进作用。枯草芽孢杆菌作为 PGPR占比最多的

一类内生菌，其具备的产 IAA能力能显著促进植

物生长发育。已有研究在甘蔗[9]、水稻[20]、地黄[38]

和烤烟[39]等作物中分离到具有产生 IAA能力且对

植物生长有促进作用的枯草芽孢杆菌。桂楚伊[40]

在番茄中分离鉴定得到 1株枯草芽孢杆菌 B21，
其 IAA产量达到 9.3 mg/L，并且能够促进小麦的

生长。刘晓瑞[41]从水稻中分离鉴定得到 1株芽孢

杆菌属内生菌 A48，其 IAA产量达到 41.55 mg/L。

赵柏霞 [42]对甜樱桃中的阿氏芽孢杆菌 (B. ary-
abhattai) B20进行产生 IAA的条件优化，提高了

IAA的产量。本研究从日本野漆树组培苗根系中

分离得到枯草芽孢杆菌 BSH-1，其 IAA产量达

17.27 mg/L，且对水稻苗高、茎粗和生根数具有

显著的促进作用。下一步将对菌株 BSH-1的装液

量、碳源和氮源等最适培养条件进行优化，从而

探究其产生 IAA的最适条件。鉴于菌株 BSH-1的

促生特性，筛选出最适菌株发酵液密度也是非常

必要的。此外，随着分离菌株数量的增加，也为

探讨 BSH-1与其他有促生效果的菌株混合使用对

植物生长的促进效果提供了可能。

枯草芽孢杆菌普遍存在于植物界，其对植物

的促生和保护作用为深入研究植物与微生物互相

作用的分子调控机制提供了有利依据[43]。此外，

枯草芽孢杆菌具有较好的抗逆性和促生特性，能

够为开发绿色、环保、高效的微生物肥料提供资

源[44]，在一定程度上为中国农业和林业的发展提

供帮助。
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图 4    菌株产 IAA 能力的检测

Fig. 4    Detection of IAA producing ability of strain

 

表 1   不同密度 BSH-1 发酵液浸种对 3 种种子萌发的影响

Tab. 1    Effects of seed soaking with different densities of BSH-1 fermentation broth on the germination of three kinds of seeds
 

密度/(CFU·mL−1)
density

水稻

rice
云南松

Pinus yunnanensis
思茅松

Pinus kesiya var. langbianensis
发芽率

germination rate
发芽势

germination potential
发芽率

germination rate
发芽势

germination potential
发芽率

germination rate
发芽势

germination potential
CK 0.93±0.03 a 0.92±0.01 a 0.83±0.06 a 0.43±0.06 a 0.86±0.11 a 0.78±0.05 a

1.0×106 0.97±0.06 a 0.96±0.05 a 0.84±0.05 a 0.47±0.12 a 0.92±0.05 a 0.59±0.10 a

1.0×107 0.98±0.04 a 0.97±0.03 a 0.83±0.03 a 0.44±0.05 a 0.96±0.05 a 0.53±0.15 a

1.0×108 0.94±0.02 a 0.93±0.03 a 0.80±0.07 a 0.48±0.10 a 0.91±0.02 a 0.61±0.08 a

注：CK. 无菌水浸泡；同列不同小写字母表示差异显著 (P<0.05)。
Note: CK. soaking in sterile water; different lowercase letters in the same colum indicate significant differences (P<0.05).
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 4   结论

本研究从日本野漆树组培苗根系中分离得到

1株菌株，并将其鉴定为枯草芽孢杆菌 (B. subtil-
is)。该菌株在 35 ℃、pH值为 7以及 10 g/L NaCl
条件下生长最旺盛。该菌具备产生 IAA的能力，

可通过促进株高、茎粗和生根数促进水稻苗生

长。研究结果为该菌株微生物肥料的开发和利用

提供了理论依据。
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图 5    喷施菌株 BSH-1 发酵液对水稻幼苗生长的影响
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