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摘   要：【目的】筛选辣椒(Capsicum annuum L.)根腐病防病促生细菌并明确其防病促生效应。

【方法】采集健康辣椒根围土壤样品，以辣椒根腐病病原真菌茄镰孢(Fusarium solani)和尖镰

孢(Fusarium oxysporum)为指示菌，采用平板对峙法筛选生防细菌，采用选择性培养基筛选溶

无机磷、溶有机磷、固氮菌和解钾菌等促生菌，钼锑抗比色法测定溶磷量，凯氏定氮法测定

固氮量，火焰原子吸收光谱法测定解钾量。对特性良好组合的菌株进行 16S rDNA 序列分析

鉴定并制作菌剂，最后采用盆栽法测定菌剂防病促生效果。【结果】共筛选得到 323 株特性

良好的功能菌株，拮抗菌 78 株，溶有机磷菌 87 株，溶无机磷菌 107 株，固氮菌 128 株，解

钾菌 123 株，部分菌株同时具有多个功能特性。互作组合得到 6 个特性良好的菌株组合，包

括 8 株功能菌株，鉴定发现 XP271 和 XP181 为枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis)，XP125 为特

基拉芽胞杆菌(Bacillus tequilensis)，XP236 为耐盐芽胞杆菌(Bacillus halotolerans)，XP79 为

巨大芽胞杆菌(Bacillus megaterium)，XP171 为环状芽胞杆菌(Bacillus circulans)，XP248 为芬

氏纤维微菌(Cellulosimicrobium funkei)，XP167 为产黄假单胞菌(Pseudomonas synxantha)。选

择 2 种优良组合制作菌剂，测定其防病促生效果发现，对辣椒镰孢根腐病的防效达 88.52%，

并使辣椒株高增加 10 cm 左右、分枝数平均增加 2 个、生物量增加 5–21 g；辣椒根围土壤中

碱解氮、速效磷、速效钾等土壤养分含量增加，脲酶、蔗糖酶、碱性磷酸酶等土壤酶活性增
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加，土壤过氧化氢酶含量降低；土壤微生物生物量碳、固氮基因、固氮微生物的含量均显著

增加。【结论】辣椒根围土壤中含有功能良好防病促生菌株，制成菌剂对辣椒镰孢根腐病有

良好的防效且对辣椒促生性能明显。  

关键词：辣椒；镰孢根腐病；拮抗细菌；促生菌  
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Abstract: [Objective] To screen out the bacterial strains that can control the Fusarium root rot and 
promote the growth of Capsicum annuum L. and clarify their disease-controlling and growth-promoting 
effects. [Methods] The soil samples were collected from the rhizosphere of healthy C. annuum plants, 
and then plate confrontation method was employed to screen the biocontrol bacteria with Fusarium 
solani and F. oxysporum as the indicator fungi. After that, selective media were used to screen the 
growth-promoting bacteria with inorganic phosphorus-solubilizing, organic phosphorus-solubilizing, 
nitrogen-fixing, or potassium-solubilizing activities. Further, the disease-controlling and 
growth-promoting effects of the selected strains were determined qualitatively and quantitatively. The 
amount of phosphorus solubilized, nitrogen fixed, and potassium solubilized were respectively 
determined by molybdenum-antimony anti-colorimetric method, Kjeldahl method, and flame atomic 
absorption spectrometry. We then determined the 16S rDNA sequences of the strains with excellent 
characteristics and prepared the bacterial inoculants with different combination formula. Finally, pot 
experiments were carried out to measure the disease-controlling and growth-promoting effects of the 
inoculants. [Results] We screened out 323 strains with excellent functions, including 78 antagonistic 
strains, 87 organic phosphorus-solubilizing strains, 107 inorganic phosphorus-solubilizing strains,  
128 nitrogen-fixing strains, and 123 potassium-solubilizing strains. Some strains had multiple 
functions, and 6 combinations with excellent characteristics were obtained, which involved 8 strains. 
Strains XP271 and XP181 were identified as Bacillus subtilis, XP125 as B. tequilensis, XP236 as B. 
halotolerans, XP79 as B. megaterium, XP171 as B. circulans, XP248 as Cellulosimicrobium funkei, 
and XP167 as Pseudomonas synxantha. The inoculants were prepared according to two combination 
formula, which demonstrated the best controlling effect of 88.52% on Fusarium root rot and increased 
the plant height, branch number, and biomass of C. annuum by about 10 cm, 2 branches, and 5–21 g. 
Moreover, after the inoculation, the content of available nitrogen, available phosphorus and available 
potassium in the rhizosphere soil, as well as the activities of soil enzymes such as urease, sucrase, and 
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alkaline phosphatase increased, while the activity of soil catalase decreased. Additionally, the microbial 
biomass carbon, nitrogen-fixing genes, and nitrogen-fixing microorganisms in the soil increased 
significantly. [Conclusion] The rhizosphere soil of C. annuum harbors rich bacteria with excellent 
disease-controlling and growth-promoting effects, which can be prepared into inoculants for the control 
of Fusarium root rot and the growth-promoting on C. annuum. 

Keywords: Capsicum annuum; Fusarium root rot; antagonistic bacteria; growth-promoting strains 
 

辣椒(Capsicum annuum L.)镰孢根腐病是

一种主要由茄镰孢(Fusarium solani)及尖镰孢

(Fusarium oxysporum)引起的土传病害[1–2]，其在

世界范围内均有分布，一旦发生，防治则较为

困难，严重制约了辣椒产业的发展[3]。因此，

辣椒镰孢根腐病的研究及防治工作迫在眉睫。

而目前辣椒根腐的研究主要集中在辣椒疫霉根

腐病方面，其研究深度已达到了基因层面，如

辣椒疫霉根腐病防御机制候选基因表达的研究

已有了新的进展[4]，但辣椒镰孢根腐病的研究

及有效防控措施的报道寥寥无几。生产上对辣

椒镰孢根腐病的防治多依靠化学农药，但长期

单一地使用某类化学药剂，容易造成抗药性等

问题某些化学农药难以降解，容易造成环境污

染[5]。而辣椒抗病品种选育较难，嫁接技术防

治根腐的方法研究利用技术尚不成熟、不普  
遍[6]。近年来，越来越多的研究表明，生物防

治具有绿色、高效且安全的特点 [7]，因此，生

防菌的开发和利用越来越普遍，哈茨木霉

(Trichoderma harzianum) 、 罗 氏 链 霉 菌

(Streptomyces rochei) 、 生防青霉 (Penicillium 
striatisporum)等对辣椒疫霉根腐病防效良好[8–9]。

枯草芽胞杆菌 (Bacillus subtilis)、解淀粉芽胞

(Bacillus amyloliquefaciens)、多粘类芽胞杆菌

(Paenibacillus polymyxa) 及 黄 绿 木 霉

(Trichoderma aureoviride)等对辣椒镰孢根腐病

的病原真菌有良好的抑制作用[10–12]。 
然而，植物根围本身就存在着一类对环境

友好且对植物生长有利的微生物类群，统称为

植 物 根 围 促 生 菌 (plant growth promoting 
rhizobacteria，PGPR) [13]。对于辣椒根围促生菌

的研究及应用已有很大进展，Tariq 等 [14]和

Mandyal 等[15]研究表明，使用 PGPR 菌剂能促

进辣椒生长，提高辣椒产量，维持辣椒根围土

壤健康。吕雅悠等[16]研究促生菌对辣椒生长及

根围土壤微生态环境的影响发现，辣椒的蛋白

质、维生素 C 和硝态氮含量均有提高，辣椒根

围土壤过氧化氢酶、脲酶和磷酸酶活、速效氮、

磷、钾含量显著增加，根围土壤细菌和放线菌

数量上升，真菌数量降低。黄文茂等[17–18]的研

究也揭示了同样的结果，同时发现施用 PGPR
复合菌剂后，辣椒根围溶磷、解钾及固氮菌等

功能菌群数量上升，并影响辣椒根围土壤细菌

多样性及群落结构，对辣椒增产促生效果明显。 
目前，采用拮抗菌与促生菌联合防治辣椒

镰孢根腐病的研究较少，仅有何付丽等[19]研究

了单一生防菌株对辣椒镰孢根腐病防效及其促

生作用，杨茉等[20]筛选辣椒根围促生菌时研究

了其对辣椒根腐病的病原菌拮抗特性，均尚未

形成优良的菌株组合及菌剂产品。而引进的菌

剂产品适应性差、针对性不强，对辣椒镰孢根

腐病的防效甚微，因此，针对辣椒镰孢根腐病，

筛选“本土化”的防病促生菌资源，形成专用菌

剂产品的工作迫在眉睫。本研究结合甘肃省特

有的生态环境，采集本土健康辣椒根围土壤样

品，在筛选辣椒镰孢根腐病拮抗菌的同时，利
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用相应的选择性培养基筛选溶磷、固氮及解钾

等具有促生作用的菌株，并进行组合优化，初

步形成“本土化”的菌剂产品，以期为辣椒镰孢

根腐病的生物防治提供有效方法。 

1  材料与方法 
1.1  试验材料 
1.1.1  根围土壤 

从甘肃省嘉峪关市新城镇长城村和甘肃省

庆阳市镇原县太平镇枣林村 2 个地点，采集健

康辣椒根系及其根围土样，将从采根系轻轻刷

下的根表土壤装入自封袋，做好标记，低温运

输至实验室。 
1.1.2  辣椒镰孢根腐病病原真菌 

茄 镰 孢 (Fusarium solani) 和 尖 镰 孢

(Fusarium oxysporum)为本课题组自有菌种。 
1.1.3  辣椒种子 

采购自甘肃绿星农业科技有限责任公司，

品种为陇椒 5 号。 
1.1.4  培养基 

LB 培养基(Luria-Bertani medium)[10]；PDA
培 养 基 (potato dextrose agar medium)[10] ；

Pikovaskaia’s (PKO)无机磷培养基[20]；蒙金娜有

机磷培养基[20]；无氮培养基 (nitrogen free medium，

NFM)：CaCl2·2H2O 0.02 g，MgSO4·7H2O 0.2 g，
K2HPO4 0.5 g，NaMoO4·2H2O 0.002 g，NaCl  
0.1 g，苹果酸 5.0 g，生物素 10 µg，0.5%溴百里

酚蓝 5 mL，琼脂 15 g，蒸馏水补足至 1 000 mL，

pH 7.0；钾长石培养基：蔗糖 5 g，葡萄糖 5 g，
(NH4)2SO4 0.5 g，酵母粉 0.5 g，MgSO4·7H2O   
0.3 g，磷酸氢二钠 2 g，FeSO4·7H2O 0.03 g，
MnSO4·7H2O 0.03 g，钾长石 2 g，琼脂粉 18 g，蒸

馏水补足至 1 000 mL，pH 7.2。 
1.2  菌株筛选 

称取上述根围土壤 10 g，稀释至 10–5，备

用，分别制作 LB 平板、PKO 无机磷平板、蒙

金娜有机磷平板、NFM 平板和钾长石平板，用

移液枪吸取 500 μL 稀释液分别注入各平板中，

并用涂布器涂布均匀，每样品每平板 10 个重

复，置于 30 ℃恒温培养箱中培养。 
1.2.1  拮抗菌筛选 

挑取 LB 平板上的单菌落，采用平板划线

法进行纯化后，采用平板对峙法筛选拮抗菌，

即以活化后的辣椒镰孢根腐病病原真菌茄镰孢

(Fusarium solani)和尖镰孢(Fusarium oxysporum)
为靶标菌，接种于 PDA 平板中央，同时在周围

等距离接种纯化后的菌株，置于 25 ℃恒温培养

箱中培养 7 d 后，测定抑菌圈大小。最后将各

菌株接种于 PKO、蒙金娜、NFM 和钾长石平板

上进行溶磷、固氮及解钾功能的定性测定。 
1.2.2  溶磷菌筛选 

观察 PKO 无机磷平板和蒙金娜有机磷平

板上的单菌落是否有溶磷圈，并挑取有溶磷圈

的单菌落采用划线法进行纯化，并将纯化后的

菌株采用点接法接种于相应的 PKO 无机磷平

板和蒙金娜有机磷平板上，30 °C 培养 5 d 后，

测定其溶磷圈直径。最后按照 1.2.1 种的方法进

行拮抗功能测定，并接种于 NFM、钾长石平板

上进行固氮及解钾功能的定性测定。 
1.2.3  固氮菌筛选 

挑取 NFM 平板上的单菌落采用平板划线

法纯化得到固氮菌株，并按照 1.2.1 中的方法进

行拮抗功能测定，并接种于 PKO、蒙金娜和钾

长石平板上进行溶磷及解钾功能的定性测定。 
1.2.4  解钾菌筛选 

挑取钾长石平板上的单菌落采用平板划线

法纯化得到解钾菌，并按照 1.2.1 中的方法进行

拮抗功能测定，并接种于 PKO、蒙金娜和 NFM
平板上进行溶磷和固氮功能的定性测定。 

1.3  菌株防病促生性能的定量测定 
1.3.1  拮抗菌株抑菌率的测定 

将所有具有拮抗功能的菌株在 LB 平板上
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活化后，接入液体 LB 培养基中(装液量 50 mL/ 
150 mL 三角瓶)，30 °C、150 r/min 摇床培养 3 d
后，将发酵液装入 10 mL 离心管中，10 000×g
离心 10 min，取上清用 0.22 µm 的微孔滤膜过

滤约 1 mL 滤液于 PDA 平板上，涂布均匀后，

分别接入辣椒镰孢根腐病病原茄镰孢(F. solani)
和尖镰孢(F. oxysporum)，以未涂布发酵液的平

板上接种病原菌为对照，每个处理 3 个重复，

于 25 °C 下恒温培养 5 d 后，测量病原菌直径，

计算生长抑制率。生长抑制率(%)=(对照平板病

原菌菌落直径–带毒平板病原菌菌落直径)/(对
照平板菌落直径–接入菌饼直径)×100%。 
1.3.2  溶磷菌株溶磷量的测定 

选取溶磷圈 D/d>1.5 菌株在 LB 平板上活化

后接入于液体 LB 培养基中(装液量：50 mL/150 mL
三角瓶)，30 °C、150 r/min 摇床培养 36–48 h
后，取 1 mL 浓度为 108 CFU/mL 的菌液接入液

体 PKO 无机磷、蒙金娜有机磷培养液中，每菌

株 3 重复，以不接菌的培养液为对照，30 °C、

150 r/min 摇床培养 10 d 后，采用钼锑抗比色法

测定磷含量[21]。 
1.3.3  固氮菌株固氮量的测定 

将所有经 NFM 平板筛选具有固氮功能的

菌株在 LB 平板上活化后，接种于液体 LB 培养

基中(装液量：50 mL/150 mL 三角瓶)，30 °C、

150 r/min 摇床培养 36–48 h 后，取 1 mL 浓度为

108 CFU/mL 的菌液接入液体 NFM 培养液中，

每个菌株 3 个重复，以不接菌的培养液为对照，

30 ℃、160 r/min 培养 7 d 后，委托甘肃国信润

达分析测试中心采用凯氏定氮法测定各培养液

的氮含量。 
1.3.4  解钾菌株解钾量的测定 

将所有经钾长石平板筛选具有解钾功能的

菌株在 LB 平板上活化后，接种于液体 LB 培养

基中(装液量：50 mL/150 mL 三角瓶)，30 °C、

150 r/min 摇床培养 36–48 h 后，取 1 mL 浓度为

108 CFU/mL 的菌液接入液体钾长石培养液中，

每个菌株 3 个重复，以不接菌的培养液为对照，

30 °C、160 r/min 培养 7 d 后，委托甘肃国信润

达分析测试中心采用火焰原子吸收光谱法测定

各培养液中水溶性钾的含量。 

1.4  优良菌株的互作效应 
选取若干优良菌株在 LB 平板活化后两两

进行平板互作实验，通过画十字交叉线的方法

确定各菌株间是否有拮抗或者抑制作用。后将

无拮抗作用的各菌株随机组合接入 LB 液体培

养基，每个组合设置 3 个重复，30 °C、150 r/min

摇床培养36–48 h后，各取1 mL浓度为108 CFU/mL

的菌液同时接入特性测定培养液中，测定复合

菌液的生防效果、溶磷量、固氮量及解钾量(同

1.3)，最后采用软件 DPS 15.10 中的 Topsis 综

合分析各指标，得到最优组合。 

1.5  优良菌株的分子鉴定 
采用 DNA 提取试剂盒(OMEGA)，按照其

说明书步骤，提取 8 株优良防病促生菌株的

DNA，采用细菌 16S rDNA 通用引物 27F：5ʹ-AG 

AGTTTGATCCTGGCTCAG-3ʹ，1492R：5ʹ-TAC 

GGCTACCTTGTTACGACTT-3ʹ对其进行 PCR

扩增，PCR 反应体系及反应程序参考李雪萍等[22]

的体系进行，1%琼脂糖凝胶电泳后回收目的片

段，送生工生物工程(上海)股份有限公司进行测

序。最后所获得的序列在 GenBank 基因库进行

BLAST 同源性比对，并用 MEGA 7.0 中的

UPGMA 方法构建系统发育树，bootstrap 1 000

重复检验其可信度。 

1.6  菌剂制作及其防病促生效果 
将浓度为 108 CFU/mL 目的组合各菌株发

酵液按 1:1:1:1 的比例混匀，添加表面活性剂

1%，保护剂 5%，抗氧化剂 1%。采用盆栽法测
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定其防病促生效果，具体为辣椒种子经消毒催

芽后播种于装有栽培用土：蛭石为 5:1 的花盆

(D=25 cm，H=19.5 cm)中，放置于(25±1) °C，

14 h 光照温室培养，并及时补充水分，出苗后

第 10 d 间苗，每盆留苗 5 株，并在每株苗根系

注入病原菌发酵液(FS+FO) 5 mL，第 15 天时在

每株苗根系注入菌剂 5 mL，对照(CK)注入不含

菌的发酵液 5 mL，每处理设置 5 个重复。在接

入菌剂 30 d 后，测定株高、单株分枝数地上生

物量(干重)、地下生物量(干重)，按照李林等[23]

的方法统计根腐病病级，计算病情指数和防效，

病情指数=∑(病级株数×代表数值)/株数总和×
发病最重级的代表数值×100，防效=[(对照病情

指数–处理病情指数)/对照病情指数]×100%。并

收集根围土壤，采用碱解扩散法测定碱解氮含

量，碳酸氢钠法测定速效磷含量，采用乙酸铵

浸提、火焰光度法测定速效钾含量[24]；采用容

量法测定过氧化氢酶活性，磷酸苯二钠比色法

测定碱性磷酸酶活性，靛酚蓝比色法测定脲酶

活性，3,5-二硝基水杨酸比色法测定蔗糖酶活 
性[25]；采用熏蒸提取法测定土壤微生物生物量

碳[26]，以及参考吴小虎[27]、姚拓等[28]的方法对

土壤固氮酶基因 nifH 的相对丰度、好气性自生

固氮菌及嫌气性自生固氮菌的含量进行测定。 

2  结果与分析 
2.1  菌株筛选 

本研究共筛选到功能菌株 323 株，其中，

拮抗菌 78 株，溶有机磷菌 87 株，溶无机磷菌

107 株，固氮菌 128 株，解钾菌 123 株，部分

拮抗菌株(BC)抑菌圈直径(D)及溶有机磷(OP)、
无机磷(IP)菌株的溶磷圈直径(D)如表 1 (仅列出

部分)所示，抑菌直径最大达 26.18 mm，最小

5.00 mm，各菌株抑菌效果差异显著；有机磷溶

磷圈直径最大为 XP10，为 26.51 mm，最小 XP5
为 9.96 mm，各菌株溶有机磷能力均有所差异，

且多数差异显著(P<0.05)；无机磷溶磷圈直径最

大的则为 XP8，直径达 24.56 mm，最小的 XP6
直径为 6.03 mm，各菌株溶无机磷能力差异亦

显著。部分菌株特性效果如图 1 (仅列出部分)
所示，其抑菌效果及溶有机磷和无机磷效果均

显著。 
 
表 1  辣椒根围部分拮抗菌株的抑菌圈直径及溶有机磷、无机磷菌株的溶磷圈直径 
Table 1  The inhibition, organophosphorus and inorganic phosphorus zone diameters of partial strains 
screened from pepper rhizosphere 
Strain number (BC) Diameter/mm Strain number (OP) Diameter/mm Strain number (IP) Diameter/mm 

XP11 5.00±0.88j XP1 13.52±3.68e XP1 11.82±2.50f 
XP22 17.56±2.09h XP2 13.98±0.88d XP2 13.95±1.53e 
XP23 13.71±0.90i XP3 12.14±2.22g XP3 7.08±1.37h 
XP125 22.40±0.88e XP4 24.69±3.19b XP4 19.67±2.22c 
XP157 25.97±1.98b XP5 9.96±1.22i XP5 7.93±2.80g 
XP160 23.98±1.20d XP6 23.29±3.57c XP6 6.03±0.60i 
XP161 20.43±1.90g XP7 12.21±1.18f XP7 24.37±1.55b 
XP162 20.71±1.48f XP9 12.23±1.31f XP8 24.56±0.49a 
XP163 24.23±1.37c XP10 26.51±2.26a XP16 15.10±0.55d 
XP261 26.18±2.13a XP11 10.71±1.30h XP17 7.92±0.41g 

Different lowercase letters in the same column indicate significant difference at 0.05 level (P<0.05). The same below. 
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图 1  部分菌株特性效果 
Figure 1  The characteristic performance of partial strains. A, B: Figures of antifungal properties; C, D: 
Figures of dissolved organophosphorus properties; E, F: Figures of dissolved inorganic phosphorus properties. 

 

2.2  菌株的防病促生性能 
2.2.1  生防菌株的抑菌效果 

对 78 株生防菌株的抑菌功能进行测定发

现，同一菌株对不同病原的抑菌率不同(图 2)，

如表 2 (仅列出部分)所示，对茄镰孢抑菌率最高

的生防菌株为 XP171，达 83.50%，其次为XP177，

为 78.58%，最低为 XP162，抑菌率仅为 2.71%； 

对尖镰孢抑菌率最高的生防菌株则为 XP248，
达 74.33%，其次为 XP174，为 73.2%，最低为

XP22，仅 4.61%。还有 XP150、XP155、XP159、
XP233 等多株菌对 2 种病原的抑制率均较好的

菌株，抑菌率均达 40%以上。 
2.2.2  溶磷菌株的溶磷量 

对 87 株溶有机磷、107 株溶无机磷菌株的

溶磷量测定发现(表 3)，多数菌株同时具有良好

的溶有机磷和无机磷的能力，其溶有机磷能力

和 溶 无 机 磷 能 力 不 一 ， 有 机 磷 溶 磷 量 在

8.86–297.90 μg/mL 之间，能力最强的是菌株

XP271，溶磷量达 297.90 μg/mL，其溶无机磷

量为 210.4 μg/mL，而无机磷溶磷能力最强的菌

株为 XP181，溶磷量达 1 182.66 μg/mL，最小

的 XP11，溶磷量仅为 17.18 μg/mL。 
 

 
 

图 2  部分拮抗菌株对病原的生长抑制效果 
Figure 2  The antagonistic performance on pathogens of partial strains. 
 

表 2  辣椒根围部分拮抗菌株的抑菌率 
Table 2  The inhibition rate of partial antagonistic strains screened from pepper rhizosphere 
Strain number Fusarium solani (FS)/% Strain number F. oxysporum (FS)/%  
XP150 46.37±0.003 XP125 72.82±0.013 
XP155 58.51±0.002 XP138 62.59±0.007 
XP159 42.35±0.003 XP150 46.50±0.017 
XP166 60.00±0.007 XP155 56.74±0.001 
XP171 83.50±0.002 XP159 51.74±0.024 
XP177 78.58±0.003 XP174 73.20±0.001 
XP233 61.23±0.006 XP233 64.79±0.001 
XP244 68.74±0.003 XP248 74.33±0.006 
XP308 64.15±0.021 XP308 68.07±0.002 
XP162 2.71±1.51 XP22 4.61±0.29 
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表 3  辣椒根围部分菌株的溶磷特性 
Table 3  The phosphate solubilization properties of partial strains screened from pepper rhizosphere 
Strain number Dissolved organic phosphorus 

(OP)/(μg/mL) 
pH (OP) Dissolved inorganic phosphorus 

(IP)/(μg/mL) 
pH (IP) 

XP5 37.95±1.84 7.91±0.19 37.40±0.00 4.76±0.10 
XP11 17.68±2.00 7.90±0.04 17.18±0.07 4.80±0.03 
XP46 70.98±0.70 8.47±0.02 259.05±3.99 5.51±0.05 
XP79 19.93±0.92 9.32±0.05 1038.31±25.64 4.78±0.13 
XP125 23.12±3.06 7.26±0.06 488.21±0.33 3.62±0.15 
XP181 200.30±2.31 7.76±0.04 1182.66±0.56 4.29±0.02 
XP184 111.90±1.15 7.87±0.03 135.92±1.69 7.81±0.02 
XP194 200.86±4.42 7.76±0.17 215.88±3.14 7.72±0.02 
XP215 268.06±2.07 7.63±0.04 543.77±2.66 5.33±0.01 
XP235 259.42±1.61 7.74±0.02 436.60±21.70 6.54±0.09 
XP271 297.90±1.40 5.53±0.16 210.44±1.97 4.66±0.02 
XP303 40.58±2.53 9.06±0.09 59.53±0.86 4.37±0.05 
XP157 8.86±1.30 8.24±0.01 592.26±4.26 3.82±0.10 
CK 0.00 7.00 0.00 6.80 

 

2.2.3  固氮菌株的固氮量 
对 128 株固氮菌的固氮量测定发现(表 4)，

除 XP167 固氮量高达 1.033 g/L 外，其余 127

株固氮菌固氮量均在 0.039–0.183 g/L 之间，表

4 仅列出部分固氮菌株的固氮量。 
2.2.4  解钾菌株的解钾量 

对 123 株解钾菌的解钾量测定发现(表 5)，

其解钾量最低为 30.90 mg/L，最高为 595.00 mg/L，

多数菌株的解钾量在 60–110 mg/L 之间，大于

110 mg/L 的解钾菌株占 10%左右，表 5 列出了

包含最高及最低解钾量菌株的部分菌株的解  
钾量。 

2.3  优良菌株的互作效应 
如图 3 所示，各菌株两两十字交叉处未有

断开，说明各菌株间无拮抗作用。复配后优良

菌株组合的生防、溶磷、固氮及解钾特性如表

6 所示，除 TB 外，其他组合均有良好的生防功

能，抑菌率在 80%以上，组合 TD 的生防功能

最好，抑菌率达 92.2%。组合 TA、TC、TE 的

溶有机磷效果较好，均在 300 μg/mL 以上，组合

TB、TC、TF 溶无机磷效果则最好，在 1 500 μg/mL
以上。固氮能力除 TB 组合外，其他组合的固

氮量均良好；解钾能力 TA、TB、TF 组合解钾

量在 600 mg/L 以上，是其他组合的 10 倍。对 
 

表 4  辣椒根围部分固氮菌株的固氮量 
Table 4  The nitrogen-fixing quantity of partial nitrogen-fixing strains screened from pepper rhizosphere 
Strain number Nitrogen-fixing quantity/(g/L) Strain number Nitrogen-fixing quantity/(g/L) 
CK 0 XP81 0.059±0.005 
XP14 0.183±0.003 XP156 0.067±0.005 
XP15 0.048±0.001 XP167 1.033±0.072 
XP44 0.115±0.007 XP215 0.116±0.009 
XP52 0.093±0.005 XP232 0.073±0.006 
XP60 0.054±0.003 XP244 0.084±0.009 
XP68 0.056±0.004 XP303 0.050±0.004 
XP4 0.039±0.002 XP20 0.085±0.004 
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表 5  辣椒根围部分解钾菌的解钾量 
Table 5  The potassium-releasing quantity of partial potassium-releasing strains screened from pepper rhizosphere 
Strain number Potassium-releasing quantity/(mg/L) Strain number Potassium-releasing quantity/(mg/L) 
CK 0 XP214 307.33±3.05 
XP2 80.50±0.53 XP225 91.00±3.55 
XP15 90.00±0.30 XP236 595.00±8.59 
XP16 68.83±0.55 XP240 544.00±43.55 
XP46 73.57±0.98 XP271 91.10±2.95 
XP53 30.90±2.25 XP157 366.47±1.74 
XP79 77.00±0.46 XP303 486.10±2.00 
XP44 63.70±0.28 XP166 106.4±0.69 
 
 

 
 
 
 

 
 
图 3  部分菌株之间的拮抗效果 
Figure 3  The antagonistic effects between partial strains. A: XP79 and XP79; B: XP79 and XP125; C: 
XP79 and XP271; D: XP79 and XP167; E: XP79 and XP171. 

 
表 6  辣椒根围优良组合的功能特性 
Table 6  The functional features of excellent combinations that made of bacteria screened from pepper 
rhizosphere 

Excellent combination Inhibition 
rate/% 

Dissolved 
organic 
phosphorus 
(OP)/(μg/mL) 

Dissolved 
inorganic 
phosphorus 
(IP)/(μg/mL) 

Nitrogen-fixing 
quantity/(g/L) 

Potassium- 
releasing 
quantity/(mg/L) 

Topsis (CI) 

All Without 
Potassium 

TA (XP125+XP167+XP236+XP271) 80.27±0.004 301.25±3.46 593.28±6.54 1.146±0.007 607.21±1.90 0.66  0.57 
TB (XP79+XP181+XP236+XP248) 35.52±0.006 243.76±2.71 1 543.01±3.73 0.581±0.005 611.57±5.38 0.62  0.51 
TC (XP79+XP125+XP167+XP271) 82.37±0.003 340.28±4.08 1 566.26±1.47 1.182±0.002 59.95±1.59 0.54  0.91 
TD (XP125+XP167+XP171+XP248) 92.20±0.002 76.54±2.57 501.43±2.52 1.160±0.003 34.00±0.60 0.31  0.40 
TE (XP125+XP167+XP248+XP271) 84.36±0.004 306.13±2.57 597.36±1.69 1.093±0.003 41.10±3.42 0.42  0.57 
TF (XP79+XP167+XP171+XP181+ 
XP236) 

88.58±0.003 238.90±2.55 1 569.93±3.95 1.297±0.005 649.27±2.74 0.84  0.79 

 

各优良组合进行 Topsis 综合评价，按统计量(CI)
从大到小排序为 TF>TA>TB>TC>TE>TD；考虑

到甘肃本土多数土壤中速效钾含量较高，同时

做了除解钾能力外的综合分析，从大到小依次

为 TC>TF>TA/TE>TB>TD。其中，统计量越大

表明组合综合能力越强，可以作为制作菌剂的

备选配方使用。 

2.4  菌株鉴定 
对优良组合的各菌株进行 16S rDNA 鉴定，

构建系统发育树发现(图 4)，XP125 与特基拉芽

胞杆菌(Bacillus tequilensis)模式种 EMBS 083 
(KC171015.1)的遗传距离为 0，1 000 次重复自

展支持率 99；XP236 与耐盐芽胞杆菌(Bacillus 
halotolerans)模式种 DSM 8802 (NR115063.1)的

A B C D E 
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遗传距离为 0，自展支持率 99；XP271 和 XP181
与 枯 草 芽 胞 杆 菌 (Bacillus subtilis) 模 式 种

CCTCC M207209 (MT373810.1)的遗传距离为

0，自展支持率 95；XP79 与巨大芽胞杆菌

(Bacillus megaterium, MG719554.1)的遗传距离

为 0，自展支持率 99；XP171 与环状芽胞杆菌

(Bacillus circulans) 模 式 种 NBRC 13626 

(NR112632.1)的遗传距离为 0，自展支持率 99；
XP248 与 芬 氏 纤 维 微 菌 (Cellulosimicrobium 
funkei, MT487604.1)的遗传距离为 0，自展支持

率 100；XP167 与产黄假单胞菌(Pseudomonas 
synxantha)的模式种 NBRC 3913 (NR113583.1)

的遗传距离小于 0.01，自展支持率为 100。因

此 ， XP125 鉴 定 为 特 基 拉 芽 胞 杆 菌 (B. 
tequilensis)，GenBank 登录号为 OK560297；
XP236 鉴定为耐盐芽胞杆菌(B. halotolerans)，
登录号为 OK560298；XP271 和 XP181 鉴定为

枯草芽胞杆菌 (B. subtilis) ，登录号分别为

OK560301 和 OK560303；XP79 鉴定为巨大芽

胞杆菌(B. megaterium)，登录号为 OK560300；
XP171 鉴定为环状芽胞杆菌(B. circulans)，登录

号为OK560299；XP248鉴定为芬氏纤维微菌(C. 
funkei)，登录号为 OK560302；XP167 鉴定为产

黄假单胞菌(P. synxantha)，登录号为 OK560296。 

 

 
 

图 4  基于 16S rDNA 构建的系统发育树 
Figure 4  The phylogenetic tree was constructed upon 16S rDNA sequences of the strains using the UPGAM 
method. The serial numbers starting with capital letters in the brackets are the entry number of the strains in 
GenBank. Superscript “T” indicates the strain is a model strain. The capital letters and numbers before “T” 
indicate the abbreviation and number of the species reserve center where the type strain resides. We showed 
the average bootstrap support values of the estimated gene trees for the simulated datasets. The bootstrap 
value of every branch was calculated with 1 000 replications. The scale is the genetic distance of every strain. 
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2.5  复合菌剂的防病促生效应 
以互作效应良好的组合 TF 及不含解钾菌

最优组合 TC 为目的菌剂配方，共制作得到    
2 种菌剂 TFI 及 TCI，测定其防病促生效果，结

果如下： 
2.5.1  对辣椒生长的影响及防效 

由表 7 可知，菌剂 TFI 和 TCI 均具有良好

的促生防病效果，菌剂 TCI 的促生效果更优，

相比对照(CK)而言，株高增加近 10 cm，且差

异显著 (P<0.05)。单株分枝数平均比对照多    
2 个，地上生物量和地下生物量增加显著

(P<0.05)，对根腐病的防效为 86.43%。TFI 处理

的辣椒株高亦有所增加，幅度不如 TCI，但相

比 CK 而言，增加量显著(P<0.05)，防效较 TCI
更优，达 88.52%。 
2.5.2  对土壤速效养分的影响 

由表 8 可知，菌剂 TFI 和 TCI 使土壤碱解

氮、速效钾及速效磷的含量显著增加(P<0.05)，
TFI 的增幅更大，碱解氮含量达 73.93 mg/kg，增

加了 22.04 mg/kg；速效磷增加了 13.53 mg/kg；
速效钾增加了 3.9 mg/kg。且增幅均显著(P<0.05)，

说明 2 种菌剂均有良好的提高土壤肥力水平的

能力。 
2.5.3  对土壤酶活性及微生物生物量碳的影响 

菌剂处理 TFI 和 TCI 土壤过氧化氢酶含量

降低，脲酶、蔗糖酶、碱性磷酸酶和微生物生

物量碳的含量均显著增加(P<0.05)，但 2 个菌剂

处理间酶活性差异不大，TFI 处理的微生物生

物量碳的含量增幅较大，增幅达 38.74% (表 9)，
说明菌剂的使用使土壤中生态环境得到改良，

肥力水平提升。 
2.5.4  对辣椒根围土壤基因库中固氮基因丰度

及固氮微生物的影响 
菌剂处理使土壤基因库中固氮基因和固氮

微生物的量均显著增加(P<0.05)，以 TFI 处理增加

尤为明显(表 10)。固氮基因增幅在 75%以上，好

气性自生固氮菌含量 TFI 处理达 4.36×104 CFU/g，
TCI 处理含量达 3.86×104 CFU/g，增幅在 35%
以上。嫌气性自生固氮菌含量 TFI 处理接近对照

CK 的 2 倍，TCI 处理则增加了 0.28×104 CFU/g，
且增加显著(P<0.05)，说明 2 种菌剂在辣椒根围

土壤中能保持了良好的活性。 
 
表 7  辣椒根围菌剂对辣椒生长的影响及对根腐病的防效 
Table 7  The inoculants’ effects on pepper growth performance and root rot controlling after being used in 
pepper rhizosphere 

Treatment Plant height/cm Number of  
branches per plant 

Above-ground 
biomass/g 

Under-ground 
biomass/g Biocontrol effect/% 

CK 22.80±2.30c 2.30±0.35c 32.98±0.35c 9.30±0.37c – 

TFI 27.73±1.72b 3.85±0.48b 46.55±1.69b 14.28±0.87b 88.52 

TCI 31.93±1.58a 4.35±0.37a 49.80±3.66a 16.48±1.21a 86.43 

 
表 8  辣椒根围菌剂对土壤速效养分的影响 
Table 8  The inoculants’ effects on available nutrients in pepper rhizosphere soil 
Treatment Alkaline nitrogen/(mg/kg) Available potassium/(mg/kg) Available phosphorus/(mg/kg) 
CK 51.89±0.06c 192.82±0.63c 29.01±0.40c 
TFI 73.93±1.58a 196.72±0.46a 42.54±0.16a 
TCI 68.95±0.66b 193.85±2.09b 38.64±0.69b 
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表 9  辣椒根围菌剂对土壤酶活性及微生物生物量碳的影响 
Table 9  The inoculants’ effects on enzyme activity and microbial biomass carbon in pepper rhizosphere soil 
Treatment Catalase/(mL/g) Urease/(mg/g) Sucrase/(mg/g) Alkaline phosphatase/(mg/g) Microbial biomass carbon/(mg/kg) 
CK 1.51±0.03a 7.16±0.02b 5.44±0.02c 1.55±0.01b 316.77±4.31c 
TFI 1.16±0.02b 8.23±0.04a 7.45±0.01a 1.71±0.01a 439.50±12.18a 
TCI 1.16±0.02b 8.21±0.02a 7.22±0.04b 1.69±0.02a 373.11±6.98b 

 
 
 
 
 
 

 
表 10  辣椒根围菌剂对土壤中固氮基因及固氮微生物的影响 
Table 10  The inoculants’ effects on nitrogen-fixing genes and microorganisms in pepper rhizosphere soil 

Treatment nifH/(×103% total bacteria 16S rDNA) Aerobic autogenous nitrogen-fixing 
stain/(×104 CFU/g) 

Aerophobic autogenous 
nitrogen-fixing strain/(×104 CFU/g) 

CK 1.08±0.01c 2.85±0.04c 0.67±0.03c 
TFI 1.99±0.10a 4.36±0.04a 1.27±0.03a 
TCI 1.89±0.04b 3.86±0.02b 0.95±0.03b 

 

3  讨论 
微生物在提高植物生存和适应能力方面发

挥着重要作用[29]，根围微生物则是与植物相互

作用促进进化的主力军[30]，利用植物根围微生

物来防治病害及促进其生长，既经济安全，且

能有效降低农药化肥的使用量[31]。本研究通过

大量筛选工作从辣椒根围土壤中得到生防、溶

磷、固氮及解钾微生物，并定量测定其特性，

得到优良防病促生菌株 323 株，其中，生防菌

对辣椒根腐病病原的最高抑菌率为 83.5%，与

陈建爱等[32]所筛选的黄绿木霉效果相当，高于

曲春鹤等[10]所筛选的辣椒根腐病拮抗细菌的防

效，这可能与菌种不同及环境因素有关。最优

溶有机磷、溶无机磷、固氮及解钾菌株的功能

高出目前所报道促生菌的 10 倍[33–35]，但占比较

小或者只有个别，如固氮菌除 XP167 具有超  
强的固氮能力外，其他菌株的固氮能力均在

0.183 g/L 之下，由此可见，多数菌株的促生能

力都集中在特定范围内，究其原因，可能和本

研究所采集的土壤样品多、筛选工作量大且及

时有关，因此筛选得到了异常高效的促生菌株。

另外，本研究发现，通过对生防菌的抑菌率和 

溶磷菌的溶磷量测定发现，初筛中抑菌圈、溶

磷圈较大的菌株在定量测定时其抑菌率、溶磷

量并不一定高，这与马骢毓等[36]、李海云等[37]

的研究结果一致，因此，我们不能仅通过抑菌

圈、溶磷圈直径大小去定量确定某一菌株的抑

菌及溶磷能力。 
单一的菌株在实际应用过程中效果并不理

想[38–39]，因此，本研究在菌剂复配前进行了互

作效应研究，并测定了其抑菌、溶磷、固氮及

解钾能力，发现了 6 个优良组合，其协同效应

良好。但本研究仅简单地按照 1:1 的比例将各

菌株进行了组合，并未研究其最佳配比，而合

适的配比能使菌剂的功能进一步提升[40]，所以，

各组合的防病促生功能还有很大的提升空间。 
菌剂是否能长久稳定地发挥防病促生作用

最直观的表现除植物生长状态、生物量及产量

之外，还取决于其是否能在根围定殖及对土壤

生态产生良好的影响，改变其生态结构，形成

良性循环[41]。本研究所制成的 2 种微生物菌剂

TFI 和 TCI 均有良好的防病促生作用，辣椒的

株高、分枝数、生物量等均增加明显，防效良

好。通过对土壤养分、酶活性、土壤微生物生

物量碳研究表明其活化了土壤环境，原因在于 
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一是碱解氮、速效钾、速效磷等含量均有所增

加，更有利于植物吸收，促进植物生长；二是

过氧化氢酶能反应土壤能量代谢、脲酶能反映

土壤氮代谢、蔗糖酶能反映土壤碳代谢、碱性

磷酸酶则能反映土壤磷代谢的情况，本研究发

现使用菌剂后土壤过氧化氢酶活性降低，证明

其根围土壤中有害物质减少[42]，脲酶、蔗糖酶、

碱性磷酸酶活性升高说明土壤中氮、碳、磷元

素代谢旺盛，土壤肥力水平得到了提升[43]，土

壤微生物生物量碳的升高也验证说明了同样的

问题。除此之外，菌剂中的各种菌株能否在植

物根围土壤中定殖是其稳定性及起效时间的长

短的关键因素[44]，本研究中所制成 2 种菌剂中

的 8 菌株均具有固氮作用，因此以土壤基因库

中固氮酶基因的相对丰度、好气性自生固氮菌

和嫌气性自生固氮菌的含量来反映菌株的定殖

与起效情况[28]。结果表明，土壤固氮酶基因 nifH

的相对丰度、好气性自生固氮菌和嫌气性自生

固氮菌的含量均显著增加，说明 2 种菌剂的各

菌株在辣椒根围土壤中活性或定殖良好，能有

效发挥防病促生作用，且 TFI 的增幅明显高于

TCI，说明菌剂 TFI 的固氮性能更好，与优良组

合固氮量的测定结果一致。但本研究仅限于室

内盆栽条件下，众所周知，大田环境气候、土

壤条件更为复杂[45]，田间应用试验及最佳使用

方法等还需要进一步研究。 
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