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摘  要：【目的】为高寒草地针茅(Stipa capillata L.)内生细菌的开发和利用提供理论依据，为生物

菌肥的研究提供有价值的菌种资源。【方法】利用常规分离方法从针茅中分离获得菌株 265ZY4，
采用平板对峙法、Salkowski 比色法和钼锑抗比色法对该内生菌进行拮抗能力测定、产 IAA 以及

溶磷、固氮能力测定。根据形态学和 16S rRNA 序列分析对菌株 265ZY4 进行鉴定，确定该菌株

的分类学地位。【结果】菌株 265ZY4 对 3 种马铃薯真菌病害均有较好的抑制作用，且对马铃薯

炭疽病(Colletotrichum coccodes)的拮抗作用最明显，抑菌率为 83.03%；该菌株能分泌 IAA，在不

含色氨酸的培养基中的分泌量为 9.30 mg/L，且有较好的溶解无机磷的能力，无固氮能力；通过

培养性状和形态特征，结合 16S rRNA 序列分析，将菌株 265ZY4 鉴定为 Bacillus subtilis。【结论】

菌株 265ZY4 鉴定为枯草芽孢杆菌 B. subtilis，具有溶磷、产 IAA 等生物学功能，具有开发潜力。 
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Identification and determination of biological functions of  
endophytic bacteria 265ZY4 from Stipa capillata 

WANG Yu-Qin  YANG Cheng-De*  WANG Ying  YAO Yu-Ling  CHEN Xiu-Rong 
(Key Laboratory of Grassland Ecosystem (Gansu Agricultural University), Ministry of Education, College of Grassland, 

Gansu Agricultural University, Pratacultural Engineering Laboratory of Gansu Province, Sino-U.S. Center for 
Grazingland Ecosystem Sustainability, Lanzhou, Gansu 730070, China) 

Abstract: [Objective] The result of this study will provide evidences for the exploration and utilization 
of plant endophyte from Stipa capillata on alpine meadow, and provide a valuable resource for the 
study of biological fertilizer. [Methods] This test exploited the conventional methods of separation of 
endophytic bacteria 265ZY4 from Stipa capillata, and the strain was studied by 16S rRNA sequence 
analysis and biological characteristics including antibacterial activities, IAA secretion, phosphate 
solubilization and nitrogen fixation by using in vitro antagonistic tests, Salkowski colorimetry and 
Mo-Sb colorimetry. [Results] Strain 265ZY4 demonstrated inhibitory activities to three fungal 
pathogens of potato, the best inhibitory rate of the strain were 83.03% against Colletotrichum coccodes. 
IAA was secreted by 265ZY4 as high as 9.30 mg/L in the King medium without addition of tryptophan, 
The strain also possessed the capacity of phosphate solubilization and without the capacity of nitrogen 
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fixation. With the cultural and morphological characteristics, combined with 16S rRNA sequence 
analysis, the strain 265ZY4 was identified as Bacillus subtilis. [Conclusion] Strain 265ZY4 was 
preliminarily identified as B. subtilis, and has the good biological function. It should be an interesting 
isolate for developing agriculture.  

Keywords: Stipa, Endophytic bacteria, Biological functions, Identification 

长期以来，农业上主要通过化学农药防治植物

病害，虽然见效快，但会引起植物病原抗药性、农

药残留等问题，造成严重的环境污染和生态破坏[1]，

因此，生物防治研究越来越受到重视，有关从土壤

或植物根际土壤微生物中分离筛选植物病害生防

菌积累了许多资料[2-4]。研究发现，所有健康植物体

内几乎都存在内生细菌[5]，内生细菌不仅将植物作

为其栖息场所，也能有效地促进植株生长以及抑制

病原菌的侵染或提高宿主植物的抗病性[6]。植物内

生细菌可通过分泌吲哚乙酸(Indole-3-acetic acid，
IAA)促进植物生长，并且有利于根从土壤中吸收更
多的营养物质。氮、磷是植物生长所必需的大量元

素，大多植株不能直接利用自然界中的氮素，固氮

细菌可以将空气中的 N2 还原为可以被植物吸收利

用的 NH4
+，促进植物生长[7]；而土壤中以磷酸三钙

存在的磷溶解性差，难以被植物吸收，溶磷微生物

能将难溶性磷酸盐转化为植物可吸收利用的形态，

能够显著改善作物的磷素营养，提高作物的产量[8]。

因此，筛选并研究植物内生细菌，可为今后开发固

氮、解磷、产吲哚乙酸微生物肥料提供菌株资源和

筛选依据。张颖等[9]从小麦内生细菌中筛选出对小

麦全蚀病菌具有拮抗作用的蜡样芽孢杆菌(Bacillus 
cereus) G-32，该拮抗菌可以在一定时间内定殖于植
物根系，弥补利用土壤拮抗微生物对其进行生物防

治而受土壤中其他微生物的竞争作用所造成的不

足。李艳华等[10]筛选的抗半夏软腐病的内生拮抗放

线菌 07JX3-2 和 07JX3-7，两个拮抗菌株的获得为
半夏软腐病的生物防治研究和应用奠定了基础。高

晓星等[11]研究了线叶嵩草内生细菌的生物学特性，

发现菌株 X4 具有抑菌、产 IAA、溶磷等能力。李
倍金等[12]从禾草中分离到具有高固氮酶活性的菌

株 ENB47。 

针茅(Stipa capillata L.)为多年生旱生草本植
物，分布于我国华北、西北、青藏高原等地，是高

寒草原的主体构成部分[13]。本研究以东祁连山高寒

草地针茅内生细菌菌株 265ZY4 为研究对象，对其
生物学功能进行了测定，并利用 16S rRNA序列分
析，结合形态特征对其进行了鉴定，以期为高寒草

地针茅内生细菌的开发和利用提供理论依据，同时

也为生物菌肥的研究提供有价值的菌种资源。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试菌株：供试菌株 265ZY4 分离自东祁连

山高寒牧草针茅的叶部；病原真菌马铃薯坏疽病菌

(Phoma foveata)、马铃薯炭疽病菌(Colletotrichum 

coccodes)和马铃薯枯萎病菌(Fusarium avenaceum)

由甘肃农业大学草业学院提供。 

1.1.2  培养基：肉汁胨培养基(NA)[14]、PDA 培养

基[14]、金氏(King)培养基[11]、Pikovaskaia 培养基

(PKO)[15]和阿须贝无氮培养基[16]，按参考文献配制。 

1.2  方法 
1.2.1  生物学功能测定：(1) 抑制能力测定：采用

平板对峙法[17]测定抑菌效果。将植物病原真菌接种

于 PDA 培养基中央，距菌饼 2.5 cm 处点接菌株

265ZY4，每平板接 4点，3次重复，以无菌水为对

照，25 °C恒温培养，待对照病原菌长满培养皿后，

测量病原菌菌落直径，计算抑菌率。 

抑菌率(%)=(对照真菌菌落直径–受抑制真菌菌

落直径)/(对照真菌菌落直径–0.4)×100 

(2) 对病原菌菌丝生长的影响：采用平板对峙

法于接种后 7 d观察病原菌菌丝形态并显微拍照。 

(3) 分泌 IAA能力的测定：①定性测定：采用

Salkowski 比色法[18]，PC 比色液和 S2 比色液的组
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成与配方见文献[19]。②定量测定：标准曲线采用

纯 3-IAA制作[20]。将经 King培养液培养 12 d的菌

悬浮液和空白对照离心(4 °C，10 000 r/min，10 min)，

取上清液 4 mL加等量比色液，在黑暗中静置 30 min，

立即测定 OD530值，以加比色液的空白对照调零，

重复 3次。根据标准曲线计算出菌株 265ZY4分泌

IAA的量。 

(4) 溶磷能力的测定：①定性测定：采用溶磷
圈法[21]。将菌株 265ZY4点接于 Pikovaskaia培养基
(PKO)平板上，每皿 4 个接菌点，重复 3 次，置于
28 °C 恒温培养箱培养，观察并测量菌株在培养基
平板上形成的溶磷圈大小。根据溶磷圈直径/菌落直
径(D/d值)确定溶磷能力。比值越大，表示溶磷能力
越强。②定量测定：将菌株 265ZY4接种于 PKO培
养液中，重复 3次，以不接菌的培养液为对照。28 °C、
160 r/min控温摇培 10 d，离心(4 °C，10 000 r/min，
15 min)取上清液[9]，采用钼锑抗比色法[22]测定有效

磷增量。 
(5) 固氮能力测定：供试内生细菌菌悬液 0.2 mL

接种于阿须贝无氮平板和液体培养基内，以无菌水

为对照，3次重复，平板置于 28 °C培养箱培养，
液体培养基置于 120 r/min振荡培养，第 7天平板上
有菌落和液体培养基变浑浊者为阳性，继代培养 3
代仍为阳性，则认为具有固氮能力[23]。 
1.2.2  菌株 265ZY4 的鉴定：(1) 形态学特征：将
菌株 265ZY4 纯化后接于牛肉膏蛋白胨琼脂平板培
养基，置于 28 °C恒温箱中培养 3 d后，观察并描
述菌落的形态；将菌株 265ZY4进行革兰氏染色[14]，

观察菌体着色和测量菌体大小(30个)，并显微拍照。 
(2) 16S rRNA 序列分析：供试菌株的基因组

DNA提取采用细菌基因组 DNA抽提试剂盒。采用
通用引物 27f (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)
和  1492r (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)[17]扩

增细菌的 16S rRNA 基因。PCR 反应体系为

10×Buffer 5 μL，MgCl2 (25 mol/L) 3 μL，dNTPs    
(5 mmol/L) 1 μL，Taq DNA聚合酶(5 U/μL) 0.5 μL，引
物 1 (10 μmol/L) 1 μL，引物 2 (10 μmol/L) 1 μL，模

板 DNA 1 μL (以加了 1 μL双蒸水为空白对照)，补
ddH2O至 50 μL。扩增条件为：94 °C 5 min；94 °C     
1 min，48 °C 30 s，72 °C 1 min，循环32次；72 °C 8 min。 

成功扩增的产物送上海生工生物工程有限公

司进行测序。将测定的序列在 GenBank 中进行
BLAST相似性比对分析，选取若干较高相似性的序
列，用 ClustalX 1.8 进行多重序列比较，最后用
MEGA 4.0的 Neighbor-Joining构建系统发育树，确
定该菌株的系统发育学地位。 

2  结果与分析 

2.1  抑菌能力测定 
对峙试验结果表明，菌株 265ZY4 对马铃薯坏

疽病菌、马铃薯炭疽病菌和马铃薯枯萎病菌的抑菌

率分别为 78.48%、83.03%和 63.06% (图 1)，说明菌
株 265ZY4对 3种马铃薯病原真菌均有良好的拮抗
作用，该菌株具有一菌多防的功能。 

2.2  对多种病原菌菌丝生长的影响 
镜检观察到马铃薯枯萎病菌、马铃薯炭疽病菌

和马铃薯坏疽病菌菌丝被菌株 265ZY4 抑制后，病
原菌菌丝生长畸形，胞内物质外泄，菌丝扭曲、变

形、且菌丝数量增多，末端膨大(图 2)，说明菌株
265ZY4 可以通过使菌丝发生畸形变化来影响病菌
菌丝生长。 

2.3  分泌 IAA 能力测定 
2.3.1  定性测定：菌株 265ZY4 在不含色氨酸的
King培养液和含有 100 mg/L色氨酸的King培养液
中都变红(图 3)，说明可以分泌 IAA。 
2.3.2  测定：采用纯 3-IAA 制作标准曲线，PC 曲
线 ： Y=0.042X–0.051 (R2=0.914) ； S2 曲 线 ：

Y=0.009X+0.719 (R2=0.989)。菌株 265ZY4分别在不
含色氨酸和含色氨酸的King培养液中培养 12 d后，
根据 PC和 S2标准方程，在不含色氨酸的 King培
养液中菌株 265ZY4分泌 IAA的量为 9.30 mg/L，
而在含 100 mg/L色氨酸的 King培养基中分泌量为
7.92 mg/L，说明色氨酸对增加菌株 265ZY4 分泌
IAA量的差异不显著，说明没有外源色氨酸时，菌
株 265ZY4仍有较强分泌 IAA的能力。 
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图 1  菌株 265ZY4 对 3 种病原菌的抑制效果 
Figure 1  Inhibition effects of strain 265ZY4 to three kinds of pathogenic fungi 

注：1：马铃薯枯萎病菌；2：马铃薯炭疽病菌；3：马铃薯坏疽病菌；CK：对照. 
Note: 1: Fusarium avenaceum; 2: Colletotrichum coccodes; 3: Phoma foveata; CK: Contrast. 

 

 
 

图 2  菌株 265ZY4 对病原菌菌丝的影响 
Figure 2  Influence of strain 265ZY4 against the hyphae of pathogenic fungi 

注：1：枯萎处理；2：炭疽处理；3：坏疽处理；CK：对照. 
Note: A: Inhibit hyphoae of Fusarium avenaceum; 2: Inhibit hyphoae of Colletotrichum coccodes; 3: Inhibit hyphoae of Phoma foveata; CK: 
Contrast. 
 

2.4  磷能力的测定 
定性测定结果(图 4)表明，菌株 265ZY4在 PKO

培养基上培养 5 d 后，溶磷圈直径/菌落直径(D/d)
值为 1.32，即菌株 265ZY4可在 PKO平板培养基上
形成透明圈，说明该菌株可分泌一些酸性物质，并

向周围的培养基中扩散，使菌落周围的磷酸盐

[Ca3(PO4)2]溶解，即该菌株具有溶磷性。定量测定
结果表明，菌株 265ZY4在 PKO培养液中的有效磷
增量为 13.646 mg/L，说明此菌对无机磷有良好的溶
解能力。另外，试验结果表明该菌株无固氮能力。 
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图 3  菌株 265ZY4 的比色反应   
Figure 3  Strain 265ZY4 colorimetric reaction 
 

 
 
图 4  菌株 265ZY4 在 PKO 无机磷培养基上的溶磷圈 
Figure 4  Phosphorus-solubilizing halo of phosphate- 
solubilizing bacteria on PKO medium of strain 265ZY4 

 
2.5  菌株 265ZY4 的鉴定 
2.5.1  形态特征：菌株 265ZY4在牛肉膏蛋白胨平板
培养基 28 °C培养 3 d，菌落大小为 0.3−0.4 cm，圆形，
边缘锯齿状，表面光滑、湿润、有光泽，不透明，乳

白色(图 5)。革兰氏染色呈阳性(图 6)，杆状，有芽孢，
菌体大小为(1.532×0.364) μm–(3.241×0.917) μm。 

 
 
图 5  265ZY4 的菌落 
Figure 5  Colonies of strain 265ZY4 
 

 
 
图 6  265ZY4 革兰氏染色 
Figure 6  Gram staning of strain 265ZY4 
 
2.5.2  16S rRNA 序列分析：提取的菌株 265ZY4
的 DNA经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，条带清晰，且
无非特异性条带，即该基因组 DNA 浓度较高，纯
度较好，可用作 PCR扩增的模板。 

PCR产物经检测得到一条约 1 500 bp的 DNA
片段，测序后获得该菌株的 16S rRNA片段有 1 466
个碱基，序列在 GenBank 中登录号为 KF831368。
经 BLAST 相似性分析表明：菌株 265ZY4 
(KF831368) 与 GenBank 中 的 Bacillus subtilis 
(KC312157.1)、 Bacillus amyloliquefaciens subsp. 
plantarum (HQ831407.1)、Bacillus sp. (KF956703.1)
的相似性都在 99%，下载相似性较高的序列，并用
ClustalX 1.8软件进行多重序列比对后，再用MEGA 
4.0软件采用邻接法构建了系统发育树(图 7)，该病
原菌与 Bacillus subtilis (KC312157.1)聚在一起，即
其亲缘关系最近，结合形态学特征，鉴定为枯草芽

孢杆菌(Bacillus subtilis)。 
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图 7  菌株 265ZY4 的 16S rRNA 系统发育树 
Figure 7  16S rRNA phylogenetic tree of strain 265ZY4 

 

3  讨论 

许多研究已证明，植物体内含有大量具有防病

作用的内生细菌，内生细菌是植物病害生物防治的

天然资源菌。从植物体内分离筛选具有防病作用的

内生细菌，将具有良好的应用潜力。如崔林等[24]

从马铃薯中分离筛选到多株对环腐病具有良好拮

抗和防病作用的内生细菌；黎起秦等[25]从番茄中分

离到对番茄青枯病具有防病效果的内生芽孢杆菌；

王剑峰等[26]从半夏中分离的内生菌 L3R3-1 对胡萝
卜 果 胶 杆 菌 (Pectobacterium carotovorum pv. 
carotovora ECCB)等 9种真菌病原菌具有拮抗作用，
抑菌谱较宽。柯杨等[27]从冬凌草中分离筛选出一株

对镰刀菌属(Fusarium)及大茎点霉属(Macrophoma)
的病原菌具有显著拮抗作用的细菌。本试验从高寒

草地针茅牧草中分离出内生细菌菌株 265ZY4，对
其进行拮抗能力测定，结果表明，该菌株对马铃薯

坏疽病菌、马铃薯炭疽病菌和马铃薯枯萎病菌均有

良好的拮抗作用，其抑菌率分别为 78.48%、83.03%
和 63.06%，通过观察菌丝形态，表明该内生细菌可
导致病原菌菌丝生长形态异常，出现膨大、扭曲现

象，致使菌丝停止生长。但对于其抑菌物质以及抑

菌物质的作用机理还有待进一步研究。 
植物内生细菌能产生植物促生物质，如植物激

素吲哚乙酸等。假单胞菌属(Pseudomonas)、芽孢

杆菌属(Bacillus)等都能产生分泌吲哚乙酸或赤霉

素，草生欧文氏菌(Erwinia herbicola)还产生细胞分

裂素，这些物质都能有效地促进植物的生长[28]。

从墨西哥分离的 18株重氮营养醋杆菌(Acetobacter 

diazotrophicus)[29]都有产生生长素的能力，表明重

氮营养醋杆菌在与植物相互作用过程中不仅能固

氮，而且还可以通过生长素的调节作用影响植物

的代谢，促进植物生长。另外一项研究表明，产

酸克雷伯氏菌(Klebsiella oxytoca)产生的生长素对

水稻植株的生长和发育起着重要的调节作用[30]。

刘琳等[31]从春兰根组织中共分离纯化得到的内生

细菌中有 22.3%的菌株具有分泌 IAA 的能力。本

研究中菌株 265ZY4 能够分泌 IAA，最大分泌量

为 9.30 mg/L，处于目前报道的细菌分泌 IAA量的

范围 1.40−62.03 mg/L[32-33]。在加入色氨酸与不加色

氨酸的 IAA分泌量差异不大，说明在没有色氨酸作

为前提物质存在时，该菌株仍能产生一定量的 IAA。

这一发现为进一步研究内生细菌与牧草针茅之间
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的相互作用提供了基础资料。 

另外，该内生细菌还具有溶无机磷作用。溶磷

细菌的筛选和溶磷能力的测定是微生物肥料研究

及开发的基础，对提高土壤磷养分利用，改善土壤

环境等都将产生巨大的作用。田宏等[34]从多年生草

坪根际细菌中筛选出 10株溶磷能力较强的菌株，其
中，菌株 L17、X11和 X20在研制微生物肥料时有
较大的潜力。陆瑞霞等[35]从地八角根际分离具有溶

磷能力的菌株，通过溶磷圈法筛选出 7株解磷能力
较强的菌株。 
菌株 265ZY4 是革兰氏阳性菌，菌体为杆状，

在 PDA培养基上为圆形，边缘锯齿状，表面光滑、
湿润、有光泽，不透明，乳白色，经过 16S rRNA
基因分析，菌株 265ZY4 与枯草芽孢杆菌 Bacillus 
subtilis (KC312157.1)的相似性系数达到 99%，表明
在系统发育上其亲缘关系较近，因此，初步鉴定菌

株 265ZY4为枯草芽孢杆菌 B. subtilis。枯草芽孢杆
菌在抗菌活性和抗逆能力上表现出极强的优势，是

具有极高开发潜能的生防菌[36-37]。菌株 265ZY4 对
病原真菌有拮抗作用，且具有溶磷以及产 IAA等生
物学功能，为枯草芽孢杆菌的进一步开发利用提供

了依据，也为开发利用高寒草地植物内生菌资源以

及建立功能内生细菌资源库提供可靠的数据。 

4  结论 

本研究从高寒草地针茅中分离得到内生细菌

菌株 265ZY4对 3种马铃薯真菌病害均有较好的抑

制作用，其中对马铃薯炭疽病的拮抗作用最明显，

抑菌率为 83.03%；另外，该菌株能分泌 IAA，在不

含色氨酸的培养基中的分泌量为 9.30 mg/L，且有较

好的溶解无机磷的能力，无固氮能力；通过其形态

特征和培养性状，结合 16S rRNA序列的同源性分

析，鉴定该菌株为枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis)。 
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