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冬枣（Ziziphus jujube Mill.）根际3株
促生细菌的筛选与鉴定*
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（2山东农业大学生命科学学院  泰安  271018）

摘  要   为给冬枣（Ziziphus jujube Mill.）生物肥料的研制和生产提供优良菌株资源，利用梯度稀释法和三区划线法

从冬枣根际土壤中分离、纯化出832株细菌分离物，进一步通过小麦叶片保绿法和萝卜子叶增重法筛选出效果较好的
3株，分别记为DZ1、DZ2和DZ3. 这3株细菌分离物均不产异戊烯基腺嘌呤，其中DZ1和DZ2分泌反式玉米素（分别为
368.73和598.46 ng mL-1）、激动素（273.56和193.16 ng mL-1）和吲哚乙酸[9.24和13.85 μg mL–1 (OD600 nm)–1]，而DZ3分泌激

动素（175.4 ng mL-1）和反式玉米素（314.34 ng mL-1），但不产吲哚乙酸. 通过形态学观察、生理生化测定、16S rRNA基

因测序及系统发育树分析，初步确定DZ1和DZ2为枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis），DZ3为芽孢杆菌属（Bacillus sp.）. 
最后通过盆栽试验对这3株细菌分离物的促生效果进行比较，结果发现，DZ1、DZ2和DZ3，尤其是DZ1，对冬枣细根

的生长及地上部干物质积累有积极作用，可作为研制冬枣生物肥料的优良菌株资源. 图2 表3 参21
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Screening and Identification of Three Plant Growth-promoting Rhizobacteria from 
Winter Jujube (Ziziphus jujube Mill.) Rhizosphere*
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Abstract   The aim of the present study was to provide the excellent strain resources for the production of winter jujube 
(Ziziphus jujube Mill.) bio-fertilizer. Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are important catalysts that regulate the 
functional properties of agricultural systems. However, there is little information on the isolation and screening from winter 
jujube rhizospheric soil. Therefore, bacterial isolates were isolated and screened from winter jujube rhizospheric soil by the 
methods of remaining green and radish cotyledon bioassay. First, 832 bacterial isolates were separated and purified from the 
rhizosphere soil using serial dilution and three-region streaking methods. Then 3 PGPR, with broad application prospects in 
the bio-fertilizer production, were screened and named DZ1, DZ2 and DZ3, respectively. The plant hormones produced by 
the bacterial isolates were quantitatively detected. At last, the three PGPR were identified based on the results of morphologic 
characteristics, physiological biochemical properties and phylogenetic analysis of 16S rRNA genes sequence. The results 
showed that none of the three bacterial isolates produced isopentennyladenine. DZ1 and DZ2 produced trans-zeatin (368.73 and 
598.46 ng mL-1, respectively), kinetin (273.56 and 193.16 ng mL-1, respectively), and indoleacetic acid (9.24 and 13.85 μg mL–1 
(OD600 nm)–1, respectively). DZ3 produced trans-zeatin (175.4 ng mL-1), and kinetin (314.34 ng mL-1), but no indoleacetic acid. 
According to the results of morphologic characteristics, physiological biochemical properties and phylogenetic analysis of 16S 
rRNA genes, DZ1 and DZ2 were identified as Bacillus subtilis, and DZ3 identified as Bacillus sp. The pot experiment results 
showed that the three PGPR, especially DZ1, can significantly improve the fine root and aerial part dry weight, beneficial to 
winter jujube growth. In conclusion, DZ1, DZ2, and DZ3 exert beneficial effects on winter jujube growth, exhibiting broad 
application prospects in the winter jujube bio-fertilizer production. Fig 3, Tab 2, Ref 21
Keywords	 winter jujube (Ziziphus jujube Mill.); rhizosphere; growth-promoting rhizobacteria; strain screening; strain 

identification; hormone
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植物根际促生菌（Plant growth-promoting rhizobacteria，

PGPR）是指生存于植物根际、根 表，对 植物生长有促 进或

对病原菌有拮 抗作用的有益细菌统称 [1-2]. 大量文献证明，

PGPR对植物生长具有显著的促进作用 [3-5]. PGPR菌株可促进

植物根系生长，增强根系吸收矿物营养和水分的能力，从而

促进植物生长 . 同时PGPR在根围的定殖可在一定程度上抑

制病原物的定殖和传播. 目前PGPR的筛选鉴定工作多是集

中在农作物上 [3-4]，而在经济林木中的研究鲜有报道. 经济林

木生长周期长，相对于一般的农作物来说，更容易形成一些

相对稳定的微生物群落结构. 此外，大量研究证实，PGPR具

有一定的专用性和土著性 [3]，因此，针对各种经济林木开展

PGPR的筛选工作是有必要的. 
冬枣（Ziziphus jujube Mill.）为鼠李科（Rhamnaceae）枣

属植物，原产于我国，主要分布在黄河三角洲一带，VC含量

高，营养丰富[6-7]. 施肥是冬枣生产管理过程中的一个非常重

要的环节，其施肥效应除了受土壤和本身营养特性影响外，

还与肥料品种有关 [8]. 生物有机肥料是由一种或数种有益活

体微生物接种到有机材料中制成的，借助其代谢过程或代谢

产物，改善植物生长条件，达到促进植株生长的目的. 有文献

报道，从微生物生态学角度出发，从植物根际筛选PGPR制

成生物肥料具有较好的施用效果 [9-11]. PGPR可以通过产生一

些植物生长调节物质，改善根际土壤生态环境，促进植物生

长 [1, 4]，而细胞分裂素就是一种重要的植物生长调节物质. 细
胞分裂素能够抵抗外界生物及非生物各种应激反应对其造

成的伤害，对植物生长发育有着不可忽视的作用[12]. 因此，本

研究借鉴Abbasi等人的生物法筛选方法 [3]，结合小麦叶片保

绿、萝卜子叶增重及植物激素定量检测结果，从冬枣根际土

壤中筛选产细胞分裂素的PGPR，对其进行了鉴定，并初步探

讨了其对冬枣生长的影响，以期为PGPR的筛选提供有效的

方法，为冬枣生物肥料的研制提供优良的菌株资源. 

1  材料与方法
1.1  土壤样品来源、培养基及菌株筛选方法

根 际土壤 样 品 来自山东省 滨 州市 林 业 局 冬 枣示范 园

（37.22°N，108.02°E），细菌分离用牛肉膏蛋白胨NA固体培

养基，细菌培养用LB培养基. 通过梯度稀释法，从冬枣根际

土样中分离细菌. 通过 三区划线法对分离到的细菌进行 纯

化，并通过镜检判断菌株是否纯化，对纯化后的细菌进行编

号，挑取单菌落，转接到LB斜面上保存备用. 
1.2  保绿法试验方法
1.2.1  小麦种子的播种与培养    挑选颗粒饱满、大小一致的小

麦种子，消毒后用无菌水洗净. 吸干表面水分后播种到培养皿

中，加盖，23 ℃的培养箱中培养. 24-36 h后弃去未萌发和发芽

不整齐的种子，留下发芽整齐的种子，继续培养. 当麦芽顶到

皿盖时，摘去皿盖，光照继续培养. 
1.2.2  细菌发酵液的制备、接种与培养    牛肉膏3 g，蛋白胨10 
g，NaCl 5 g，水1 000 mL，pH 7.0-7.2. 分装试管，每管5 mL，

121 ℃高压蒸汽灭菌30 min. 在配好的液体培养基中接入一环

菌种，放入摇床中，37 ℃，180 r/min，培养24 h. 
1.2.3  细胞分裂素产生情况的测定    当小麦苗长至10 cm高时，

截取小麦第一片真叶放到无菌水中，待用. 在每管细菌发酵

液中加入5 mL无菌水，稀释，摇动混匀，待用. 另取一支装有

不接菌的培养基试管加入5 mL无菌水，稀释，摇动混匀，作

为对照，待用. 将小麦叶取出切成1 cm左右的小段，装入含有

不同细菌发酵稀释液的试管中，每管5段. 25 ℃暗室放置4 d
后，分深 绿、浅绿、浅黄和黄色4个级别目测叶片保绿情况 . 
重复3次. 
1.3  萝卜子叶增重法试验方法

萝卜种子的播种与培养同小麦、细菌发酵液的制备同

上. 在配好的液体培养基中接入一环菌种，放入摇床中，37 
℃，180 r/min，培养24 h. 将培养好的细菌发酵液装入大离心

管，3 000 r/min离心20 min. 取上清液，装入灭菌的三角瓶中，

加入30 mL无菌水稀释，摇动混匀，待用. 另取一不接菌的装

有30 mL液体培养基的三角瓶，加30 mL无菌水稀释，摇动混

匀，作为对照，待用. 
萝卜子叶充分展开后取出，剪下一片较小的子叶. 随机取

8片，称重，记录. 将已称重的8片子叶装入垫有两张滤纸的培

养皿中，于中心处摆好，用已稀释好的上清菌液浇灌. 加盖后

将培养皿放入25 ℃培养箱光照培养4 d，中间补充蒸发的稀

释上清菌液. 4 d后，从培养皿中取出子叶，用无菌水冲洗，吸

水纸吸干水分，称重，记录. 
1.4  形态特征和生理生化特征及激素含量测定

依照Garrity等人的方法 [13]，对筛选出的细菌分离物的菌

落形态、菌体细胞形态及部分生理生化形状进行测定. 利用

高效液相色谱（HPLC）测定菌液中细胞分裂素含量（反式玉

米素、激动素和异戊烯基腺嘌呤），参考刘琳等人的试验方

法 [14]测定吲哚乙酸的含量. 
1.5  DNA的提取、PCR反应体系及16S rDNA序列测定

PCR反 应体系（25 µL）为 Taq酶（5U µL -1）0.5 µL，
10×Buffer（Mg2+）2.5 µL，dNTPs（10 mmol l-1）各0.5 µL，引

物（20 μmol L-1）各0.5 µL，模板1 µL，Depc H2O 18 µL. 采
用通用引物27F/1492R（正向引物：5’-AGAGTTTGATCCT-
GGCTCAG-3’；反向引物：5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’）. 
PCR反应条件为：95 ℃ 5 min；94 ℃ 1 min，56 ℃ 1 min，72 
℃ 1.5 min，共30个循环；72 ℃ 10 min. PCR产物用1%的琼脂

糖凝胶电泳检测，溴化乙锭染色后，在UVP紫外凝胶成像系

统上观察照相. 测序工作由生工生物工程（上海）有限公司完

成. 测序结果用NCBI数据库中的BLAST进行相似性分析. 使
用MEGA4.0（Molecular evolutionary genetics analysis software 
version4.0）程序包，构建Interior branch test of phylogeny
中的Neighbor-Joining Tree，进化距离采用Jukes-Cantor算

法，系统树各分枝的置信度经重抽样法（Bootst rap）1 000
次重复检测. 
1.6  筛选菌株促生效果盆栽试验

试验于2011年4月9日在山东省林业科学研究院试验苗圃

进行，供试土壤为潮土，土壤碱解氮、速效磷和速效钾的含

量分别为27.96 mg kg-1、26.52 mg kg和79 mg kg-1，有机质含量

为6.83 g kg-1. 试验共设4个处理，重复3次，分别为：处理1，不

接种任何菌剂（简称CK）；处理2，接种DZ1（简称DZ1）；处

理3，接种DZ2（简称DZ2）；处理4，接种DZ3（简称DZ3）. 将
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筛选出的菌株分别接种NA培养基，于37 ℃，180 r/min，摇床

培养2 d后用无菌水稀释至2×108 CFU mL-1. 选择生长一致的

一年生冬枣嫁接苗沾根后定植，每盆装土9 kg，然后再将54 
mL稀释液浇灌于冬枣苗根部周围. 2011年10月12日，采集冬枣

根系和地上部样品，利用游标卡尺根系按照0-1 mm，1-5 mm
和＞5 mm进行分级，于105 ℃烘箱中杀青15 min，80 ℃烘箱中

烘至恒重，测定其根系和地上部干重. 

2  结果与分析
2.1  保绿法和萝卜子叶增重法筛选结果

利用梯度稀释法从冬枣根际土样中分离出832株细菌分

离物. 通过小麦叶片保绿法筛结合萝卜子叶增重法，最终筛

选出3株具有良好促生效果的细菌，记为DZ1、DZ2和DZ3. 3
株细菌分离物的保绿实验筛选结果及萝卜子叶增重法筛选

结果见表1. 可以看出，选择的3株细菌分离物有着良好的保

绿效果. 同对照相比，DZ1、DZ2和DZ3的萝卜子叶增重百分比

分别提高56.70%、55.96%和39.82%. 
2.2  细菌发酵液中植物激素的定量测定

细胞分裂素和吲哚乙酸是重要的具有促生作用的植物

激素，对植物生长具有良好的促进作用[15-16]. 因此，细菌分离

物分泌激素量的多少，是鉴定促生效 果好差的一个重要指

标 . 本研究定量检测了3株细菌分离物产反式玉米素、激动

素、异戊烯基腺嘌呤和吲哚乙酸的能力，结果如表2所示，可

以看出，3株细菌分离物均不产异戊烯基腺嘌呤，DZ1和DZ2
产反式玉米素、激动素和吲哚乙酸，DZ3产反式玉米素和激

动素，但不产吲哚乙酸. DZ2分泌反式玉米素最高，DZ3分泌

激动素最高，DZ1分泌细胞分裂素能力介于两者之间. 

2.3  细菌分离物的菌落特征、菌体形态及生理生化特征
DZ1在LB平板上培养24 h后呈圆形不透明，表面光滑，

菌体细胞大小为(0.7-0.8) µm × (2.0-3.0) µm，产芽孢，G+，细胞

直杆状 . DZ2在LB平板上培养24 h后呈圆形不透明，表面光

滑，菌体细胞大小为(0.7-0.8) µm × (2.0-3.0) µm，产芽孢，G+，

细胞直杆状. DZ3在LB平板上培养24 h后菌落形态不规则不

透明，表面粗糙，菌体细胞大小为(1.0-1.5) µm × (3.0-5.0) µm，

产芽孢，G+，细胞直杆状. 
3株细菌分离物的主要生理生化特征见表3. 可以看出，

DZ1和DZ2与Bacillus subtilis的模式种生理生化指标上具有

相同的特征. DZ3与Bacillus thuringiensis的模式种在淀粉水

解试验、葡萄糖产气和甘露醇实验上存在差异，与Bacillus 
cereus的模式种在淀粉水解试验、葡萄糖产气、甘露醇试验

上存在差异. 

表1  保绿法和萝卜子叶增重法筛选结果
Table 1  The results of remaining green and radish cotyledon increase methods

编号No.
保绿结果 Results from remaining green method 萝卜子叶增重结果 Results from radish cotyledon increase method

重复1 
Triplicate 1

重复2 
Triplicate 2

重复3 
Triplicate 3

培养前重量 Weight 
before cultivation (m/g)

培养后重量 Weight after 
cultivation (m/g)

增重百分比 Percent of 
weight increase (P/%)

对照 Control ++ ++ ++ 0.100 (0.009) 0.150 (0.011) 50.000 (3.934)
DZ1 ++++ ++++ ++++ 0.097 (0.007) 0.173 (0.013) 78.351 (5.968)
DZ2 ++++ ++++ ++++ 0.109 (0.008) 0.194 (0.013) 77.979(6.249)
DZ3 ++++ +++ ++++ 0.113 (0.010) 0.192 (0.014) 69.912 (4.371)

++++：深绿；+++：浅绿；++：浅黄；+：黄
++++: Dark green; +++: Light green; ++: Light yellow; +: Yellow

表2  细菌分离物发酵产生的植物激素种类和含量
Table 2  The varieties and contents of plant hormones produced by isolate fermentation

编号
No.

反式玉米素 
Trans-Zeatin (w/ng mL–1)

激动素 
Kinetin (w/ng mL–1)

异戊烯基腺嘌呤
Isopentennyladenine (w/ng mL–1)

吲哚乙酸 
Indoleacetic acid (w/μg mL–1 (OD600 nm)–1)

DZ1 368.73 273.56 - 13.85
DZ2 598.46 193.16 - 9.24
DZ3 175.4 314.34 - -

 -：不分泌相应激素  Not producing the corresponding hormone
表3  生理生化实验结果

Table 3  Characteristics of physiology and biochemistry
特征 Characteristics Bacillus subtilis Bacillus thuringiensis Bacillus cereus DZ1 DZ2 DZ3

明胶液化试验 Glutin hydrolysis + + + + + +
淀粉水解试验 Starch hydrolysis - + + - - -
吲哚试验 Indol test - - + - - -
伏-普试验 V-P test + d + + + +
硝酸盐还原试验 Nitrate reduction test + + + + + ND
柠檬酸盐利用试验 Citrate utilization test + + + + + +
葡萄糖产气 Gas production of glucose - - - - - +
甘露醇 Mannitol + - - + + +
接触酶试验 Mannitol + + + + + +
卵磷脂酶试验 Lecithinase test - d + - - -

+：阳性；-：阴性；d：11%-89%的菌为阳性；ND：未测定

+: Positive; -: Negative; d: 11%-89% positive; ND: No determination
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2.4  16S rRNA基因序列分析
将DZ1、DZ2和 DZ3的16S rRNA基因序列提交GenBank，

所得收录号为HQ658629、HQ143563、HQ143564. 3株细菌分

离物 得系统 进化树 构建 结果见图1，可以看出，DZ1和 DZ2
与B. subtilis同处于一个分支，进化距离最近 . DZ1和DZ2的

16S rRNA基因序列与B. subtiliss（AJ276351）的相似性分别

达98%和99%，综 合前面生理 生化结果将其 鉴定为枯草芽

孢杆菌（B. subtilis）. DZ3同B. cereus的进化距离最近. DZ3
的16S rRNA基因序列与B. thuringiensis（D16281）及B. cereus
（AE016877）的相似性均为99%，但 其生理 生化特 征与B.  
cereus和B. thuringiensis均存在较大差异，将其鉴定为芽孢杆

菌属（Bacillus sp.）. 

图2  不同处理对冬枣根系及地上部干重的影响
Fig. 2  Effects of different treatments on the dry weight of roots 

and aerial parts of winter jujube

2.5  筛选菌株对冬枣的促生效果
不同试验处理对冬枣根系及地上部干物质的影响结果

如图2所示，可以看出，不同试验处理对冬枣苗的根系及干物

质积累产生了显著影响. 同CK处理相比，DZ1、DZ2和DZ3处

理的0-1 mm根系增加39.46%、24.95%和27.85%，差异达显著

水平. DZ1处理的1-5 mm根系显著高于其他3个处理，DZ2和

DZ3与CK之间差异不显著. 方差分析结果显示，各处理之间

＞5 mm根系生物量差异未达显著水平. DZ1的地上部生物量

最高，分别比CK、DZ2和DZ3提高15.75%、7.67%和6.35%，差

异显著. DZ1处理的0-1 mm和1 mm-5 mm根系、根系总干重和

地上部干物质重均显著高于DZ2和DZ3. 以上分析可知，筛选

出的3株PGPR，尤其是DZ1，对冬枣细根生长和地上部干物

质积累有积极作用. 

3  结论与讨论
生物有机肥料是由一种或数种有益活体微生物接种到

有机材料中制成的，借助其代谢过程或代谢产物，改善植物

生长条件，达到促进植株生长的作用 [2, 6]. 稀少的菌株资源是

限制生物肥料生产及应用的重要因素，针对冬枣筛选出冬枣

中专用的PGPR，是冬枣生物肥料研制过程中的关键环节. 在
PGPR的促生机理中，通过产生植物激素对植物生长进行调

节，是一种比较常见的途径 [13]. 细胞分裂素是一种重要的具

有促生作用的植物激素，其分泌的多少，自然也成了鉴定促

生效果的一个重要指标. 本研究正是通过在同等条件下菌种

分泌细胞分裂素的多少，来判断其促生效果的强弱. 叶片在

衰老的过程中，叶绿素等物质会不断地流失，表现为叶片逐

渐变黄. 而细胞分裂素有延缓植物衰老的作用，在同等条件

下，可以减缓叶片中叶绿素的流失，表现为在细胞分裂素分

泌多的菌液中保存的叶片，其颜色更绿. 由此，我们通过叶片

颜色的深浅筛选出促生效果较好的菌种. 我们从微生物生态

学角度出发，从冬枣根际土壤中分离、纯化出832株细菌分离

物中，利用小麦叶片保绿法初筛出57株分离物，然后结合萝卜

子叶增重法和定量检测细菌分离物分泌植物激素的结果，筛

选出3株具有应用潜力的植物根际促生细菌DZ1、DZ2和DZ3. 
产细胞分裂素能力最 强的为DZ2，其产细胞分裂素总量为

800.86 ng mL–1；最弱的为DZ3，产细胞分裂素总量为489.74 ng 
mL–1；DZ1产细胞分裂素介于DZ2和DZ3之间. Hussain等人利

用高效液相色谱-电喷雾-串联质谱仪的方法筛选了12株产

细胞分裂素的细菌，其中产细胞分裂素最强的菌株产细胞分

裂素总量为416.73 ng mL–1 [17]，可见，本研究所筛选菌株产细

胞分裂素能力优于Hussain等人所筛选菌株. 本研究所筛菌株

DZ1和DZ2的IAA产量分别为13.85和9.24 μg mL–1 (OD600 nm)，

图1  基于16S rRNA基因序列的系统发育树
Fig. 1  Phylogenetic tree based on 16S rRNA genes sequence
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与刘琳等人所筛选菌株 [14]相比，产IAA能力一般. 
国内外有关 筛 选 PGPR的 报 道很多，其中包 括节 杆 菌

属（Arthobacter）、布克霍尔德氏菌属（Burkholderia）、固

氮 螺菌属（Azospirillum）、产碱菌属（Alcaligens）、沙 雷

氏菌属（Serratia）、肠杆菌属（Enterobacter）、固氮菌属

（Azotobacter）、克雷伯氏菌属（Klebsiella）、芽 孢杆菌属

（Bacillus）以及假单胞菌属（Pseudomonas）等 [2, 18-20]，但是尚

未有筛选冬枣PGPR的研究报道. 本研究通过对所筛菌株进

行形态学观察、生理生化测定、16S rRNA基因序列及系统发

育学分析，将DZ1和DZ2鉴定为枯草芽孢杆菌（B. subtilis），
DZ3鉴定为芽孢杆菌属（Bacillus sp.）. 3株PGPR菌株的筛选

鉴定结果与前人报道的PGPR鉴定结果具有相同之处. 
盆 栽 试 验 结 果证 实 从冬 枣 根 际 土壤 中 筛 选 出的 3株

PGPR，尤其是DZ1，对冬枣细根的生长（0-1 mm）和干物质积

累有积极作用. PGPR对土壤性质的适应性是其使用效果的

决定因素[21], 只有PGPR在植物根际具有竞争性，能定殖于根

际，才能发挥其促生作用[4]. 因此，具有促生作用的PGPR并不

一定有好的使用效果. 因此，冬枣PGPR的成功筛选，并不意

味着冬枣生物肥料研制成功. 不同的环境条件，诸如气象、

土壤性质或其他土著微生物活力等均会对微生物的生长造

成影响[4]. 因此，我们将围绕筛选出的3株PGPR，尤其是DZ1，

进一步开展冬枣生物肥料的研发工作. 
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