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摘要：利用选择性培养基 ，对土壤肥力肥沃、中等、贫瘠的烟区根际细菌 、真菌和放线菌进行了分离和测数。根据菌体形态及培 

养特征、生理生化指标及 16S rDNA部分序列分析等，对根际自生固氮菌、磷细菌 、钾细菌进行了鉴定和分类。主要结果为：土壤 

肥沃的烟区根际细菌的数量最多，土壤贫瘠的烟区数量最少；土壤贫瘠烟区根际真菌的数量较多，中等和肥沃烟区的较少；根际 

放线菌的数量随土壤肥力的降低而依次减小。从不同肥力烟区分离的根际 自生固氮菌、磷细菌、钾细菌以革兰氏阴性杆菌为 

主，分别属于 10个属。土壤的肥沃程度对根际3类细菌的种类和数量都有影响，总体上看，土壤肥沃和中等的条件下，细菌类 

群的多样性和丰富度较大，而贫瘠土壤细菌类群的优势度较大。 
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Studies on tobacco rhizosphere microbes 

LIU Xun-Li，WANG Chao，WU Fan，XUE Dong-Hong，CHEN Kai (Forestry College，Shntwlong Agric“ḧ Uni ity．Taidn，271018 

China)．Acta Ecologica Sinica，20O6，26(2)：552—557． 

Abstract：The rhizosphere soils were obtained by five point sampling method from brown tobacco soils with different fertilities in 

Yishui County of Shandong Province．The tobacco variety was k368．Rhizosphere bacteria，fungi and actinomyces in samples from 

fertile，medial fertile，and infertile soils were isolated and cultivated by the plate cultivation method with selective media． 

Specifically，azotobacter，phosphobacteria and potassium-bacteria were isolated and identified by their morphology，growth，and 

physioehemieal characteristics，and by sequence analysis of their 16S rDNAs。The main results were as follows：the quantities of 

total rhizosphere bacteria．azotobacter。phosphobacteria and potassium bacteria were the largest in fertile soils and were the lowest 

in infertile soils．In soils of the same fertility，the quantity of potassium—bacteria was the largest，that of phosphobacteria the 

second，and that of~otobacter the least．The quantities of rhizosphere fungi in infertile soils were significantly more than those in 

medial fertile or fertile soils，and the quantity of actinomyces showed a declining trend along with the decrease in soil fertility． 

Azotobacter．phosphobacteria and potassium—bacteria isolated from aU three types of soils consisted of mainly Gram-negative 

bacilli，belonging to ten genera．The azotobacter fell into four genera：Bacillus，Azotobacter，Be ritwkia and Azomonas．The 

phosphobacteria wel'~from genera Bacillus，Azotobacter，Mycobacterium，Micrococcus and Pseudomonas．Th e potassium‘bacteria 

were from genera Bacillus ，Erwinia，SiltOrhizobium，PseudoITtOltas，Proteus Hauser and Micrococcus ． 

The diversity index and evenness index of potassium．bacteria in fertile soils and in medial fertile soils were the largest；the 

diveI itv index of azotobacter in aU three types of soils WaS the lowest．These results were consistent with tobacco plants’high 

demand for Dotassium．The diversity index and richness index of azotobacter decreased along with the decrease in soil fertility， 

acc0mpanied bv an increase in the domination index．The diversity index and evenness index of phosphobactefia decreased as soil 

fertility decreased．Th e diversity index and the evenness index of potassium-bacteria were greater in medial fertile soils than in the 
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other types． 

Key words：tobacco；rhizosphere micmbes；species diversity 

植物根际是一个很特别的微区域，由于受根系的影响，其周围的微域在物理、化学和生物方面与土壤主体 

不同。根际土壤是陆地生态系统中生物(尤其是土壤微生物)多样性最丰富的场所之一。研究表明，在离根表 

1～2mm土壤中细菌数量可达 10 个／cm ，几乎是非根际土的 10～100倍⋯。根际微生物与根系组成了一个 

特殊的生态系统，根际微生物繁殖速度快、数量多、代谢能力强，对土壤有机质的分解、无机质的转化、氮的固 

定以及提供植物营养、保持土壤肥力都具有重要作用，微生物种群结构失衡也是导致作物减产、土壤质量下降 

的主要原因之一。 

近年来，将土壤微生物种群、数量及分布作为评价土壤生态环境质量的重要指标，越来越受到重视 ，有 

关玉米、茶树、棉花、哈密瓜等根际微生物的研究已有较多报道_4制 。烟草是我国重要的经济作物，由于过量 

施用化肥和化学农药带来的对环境的污染、对非靶标生物的影响和土质的下降等问题 日益突出。本文以不同 

肥力的烟区土壤为研究对象，研究了烟草根际细菌、真菌和放线菌的数量变化，并对根际有益菌群进行了研 

究，以期为进一步弄清土壤肥力与根际微生物的关系并合理利用有益菌群提供参考。 

1 材料和方法 

1．1 土壤样品采集与主要营养成分测定 

选择山东省临沂市沂水县不同肥力的棕壤烟区，烟草品种为 k368，采样时间为 7月份，烟草株高 70～ 

80cm，采用5点取样法，采样时铲去表土，将根系及黏附其上的土壤一起装入无菌袋中并编号。 

土样带回实验室后，将同一烟区的5个样品混合，轻轻抖动根系并去除黏附根系上的较大颗粒土，将根系 

及黏附其上的土壤分 2份，分别用于根际微生物分析、含水率与营养成分测定。 

土样主要营养成分速效氮、速效磷、速效钾和有机质含量的测定，分别采用碱解法、钼蓝比色法、火焰光度 

法和重铬酸钾容量法．外加热法 。 

根据有效成分的含量，将土样分为肥沃、中等和贫瘠 3个等级。供试土样主要营养成分含量测定结果如 

表 1。 

1．2 根际土壤主要微生物的分离与培养 

细菌的分离采用牛肉膏蛋白胨琼脂培养基，真菌的分离采用马丁氏琼脂培养基，放线菌的分离采用高氏 

一 号琼脂培养基。固氮菌的分离采用 Ashby无氮琼脂培养基，解磷细菌和解钾细菌的分离采用选择性培养 

基：Ca3(P04) 琼脂培养基和钾铝硅酸盐琼脂培养基。 

微生物的培养采用平板梯度稀释培养法 ]。 

1．3 菌株的鉴定 

主要鉴定指标包括菌体形态(革兰氏染色、鞭毛 

染色、运动性、芽孢染色等)和菌落特征培养观察(形 

状、大小、边缘、表面、隆起形状、透明度、菌落颜色 

等)、生理生化指标测定(葡萄糖氧化发酵试验、需氧 

性测定、碳源利用、硝酸盐还原、接触酶试验、V P试 

验、明胶液化等)和 16S rDNA部分序列分析，具体方 

法参照文献" ]。 

1．4 根际微生物的多样性测度 

表 1 供试土样的主要有效成分含量测定结果 

Table 1 The analysis of main nutrient components in experimented soils 

参照文献 ，选用 Shannom—Wiener指数(H)、丰富度指数(S)、Pielou指数( )和 Simps。 优势度指数(D)， 

讨论根际环境的微生物多样性特征。 

多样性指数 H的计算公式为： 
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= 一 ∑PiInPi 

式中，Pi=Ni／N，Ni为属i的单菌落数量，Ⅳ为土样的总单菌落数量。 

均匀度指数 J的计算公式为： 

．，：～ lnPi／1nS 

式中，S为属 i所在土样中属的数目。 

采用 Simpson优势度指数测定群落内不同物种所起的作用和所占的地位，其公式为： 

D ： 

2 结果与分析 

2．1 不同肥力烟区根际细菌的数量变化 

不同肥力烟区根际细菌的数量变化结果见图 1。不同肥力条件下，根际细菌的数量以肥沃土壤中最多， 

中等土壤次之，贫瘠土壤最少。 

不同肥力烟区根际3类促生细菌的数量变化如图2。根际自生固氮菌、磷细菌和钾细菌数量均以肥沃土 

壤中最多，中等土壤次之，贫瘠土壤最少；不同肥力烟区钾细菌数量的差异最大，磷细菌数量的差异次之，自生 

固氮菌数量的差异最小；相同土壤肥力的烟区，钾细菌的数量最大，磷细菌的数量次之，自生固氮菌的数量最小。 

富 
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萝 
量 
冀 
霉 

肥沃 中等 贫瘠 
Fertile soil Medial soil Infcnile soil 

土壤肥力 Soil fertility 

图 l 不同肥力条件下烟草根际细菌数量变化 

Fig．1 Quantitative difference of bacterium detected from tobacco rhizo~}phere 

soils with different fertilities 

烟草与其它的植物相比，对钾的需求量较大，而实 

际生产中，往往钾肥的施用量不足，氮肥的用量较大，这 

使得钾细菌的生长、繁殖活跃，数量较大，而自生固氮菌 

数量较小。 

2．2 不同肥力烟区根际真菌的数量变化 

不同肥力烟区根际真菌的数量变化见图 3。根际 

真菌数量以贫瘠土壤最多，肥沃土壤次之，中等土壤最 

少。但总体看，不同肥力烟区根际真菌数量差别不如根 

际细菌明显。根际真菌的数量一般与其生长所需基质 

(纤维素等)的含量有关，同时土壤含水率、土壤 pH等 

也有一定影响。 
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图2 不同肥力烟区根际 3类细菌的数量变化 

Fig．2 Quantitative difference of three kinds of bacterium detected from 

tobacco rhizosphere soils with different fertilities 
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图 3 不同肥力条件下烟草根际真菌数量变化 

Fig．3 Quantitative difference of Fungi detected frmn tobacco rhizusphere 

soils with difierent fertilities 
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2．3 不同肥力烟区根际放线菌的数量变化 

不同肥力烟区根际放线菌的数量变化见图4。土 

壤肥力对根际放线菌数量的影响明显，其数量随土壤 

肥力的降低而依次减小，与根际真菌相 比，其数量要 

高 l～2个数量级。 

2．4 不同肥力烟区根际 3类促生细菌的种类及多样 

性特征 

从烟草根际土壤中分离的 3类促生细菌的鉴定 

结果如表2所示。3类根际促生细菌以革兰氏阴性杆 

菌为主，分别属于 1O个属。其中，自生固氮菌有芽孢 

杆菌属(Bacillus)、固氮菌属(Azotobacter)、拜叶林克氏 

菌属(Beijerinckia)和氮单胞杆菌属(Azomonas)。磷细 

菌有芽孢杆菌属(Bacillus)、固氮菌属(Azotobacter)、分 

枝杆菌属(Mycobacterium)、微球菌属(Micrococcus)、假 

单胞菌属 (Pseudomonas)。钾 细菌有 芽孢 杆 菌属 

(Bacillus)、欧文 氏菌属 (Erwinia)、中华根瘤 菌属 

(Sinorhizobium)、假单胞菌属(Pseudomonas)、变形菌属 

(Proteus Hauser)、微球菌属(Micrococcus)。 

3类根际促生细菌的多样性、丰富度、均匀度及优 

势度指数见表3。从表中可以看出，肥沃和中等肥力 

烟区的细菌多样性指数和均匀度指数均以钾细菌的 

最大，而 3类土壤固氮菌的多样性指数均较低，这一 

结果与烟草的高需钾特性相吻合。不同肥力烟区自 

生固氮菌的多样性指数和丰富度指数随着烟区肥沃 

程度的降低依次减小；优势度指数随着烟区肥沃程度 

的降低依次增大。磷细菌多样性指数和均匀度指数 

随着烟区肥沃程度的降低依次减小；钾细菌多样性指 

数和均匀度指数以中等烟区的最大。 

总的来讲，土壤肥沃和中等的条件下，细菌类群 

的多样性和丰富度较大，但类群的优势度较贫瘠土壤 

低，这可能是由于贫瘠烟区营养物质缺乏，只有少量 

生命力较强的类群可以定殖，因此类群的优势度也 

较大。 

3 讨论 

国内外的研究资料表明，植物根系和根际微生物 

的生理活动对土壤性状、养分吸收及植物生长都有明 

显影响  ̈。根际微生物种群与植物的健康状况也有 

关系 ，通过改善根际微生态环境来促进植物生长以 

及从根际微环境中筛选具有 良好促生和抗菌作用的 

有益菌群，日益为人们所重视  ̈ ]。土壤中三大类微 

生物比例是土壤肥力的一个衡量指标，土壤 中细菌、 

貊 

土壤肥力 Soil fertility 

图4 不同肥力条件下烟草根际放线菌数量变化 

Fig．4 Quantitative difference of actinomycetes detected from tobacco 

rhizospere soils with different fertilities 

衰2 不同烟地根际三类细菌分离及鉴定结果 

Table 2 The isolation and identificatiOn results of thI·ee kinds of 

bacteria in different tobacco rhizospheres 

肥沃 自生固氮菌 芽孢杆菌属(BaciUu))：7×105 

Fertile soil Azotobacter 固氮菌属(Azotobacter)：4 x 105 

拜叶林克氏菌属(既ijerinckia)：1 x 1o5 

氮单孢菌属(Azomonas)：2 x 105 

磷细菌 芽孢杆菌属(Bacilh~)：1×10 

Phosphobacteria固氮菌属(Azotobacter)：8×l05 

钾细菌 

Potassium． 

bacteria 

中等 自生固氮菌 

Medial soi1 Azotobacter 

分枝杆菌属(Mycobacterium)：11 x 105 

微球菌属(Mieroco~vus)：3×105 

芽孢杆菌属(Bacillus)：50 x 105 

欧文氏菌属(Erwinia)：10×105 

中华根瘤菌属(Sinorhizobium)：30 x 105 

假单胞菌属(Pseudornona)；加×105 

同氮菌属(Azotobacter)：1×105 

拜叶林克氏菌属(Beijeritwkia)：3×105 

芽孢杆菌属(Bac／llus)：10×1 

磷细菌 微球菌属(Mic—oⅢ )：7×105 

Phosphobacteria芽孢杆菌属(Bacillus)：3 x 10s 

假单胞菌属(Pseudomonas)：10×10 

分枝杆菌属(Mycobacterium)：1×10 

钾细菌 芽孢杆菌属(Bacillus)：10×105 

Potassium一 欧文氏菌属(Erwinia)：10×105 

ba leria 变形菌属(Proteus Hauser)：10×105 

微球菌属(Micrococcus)：10×1 

贫瘠 自生固氮菌 芽孢杆菌属(Bacillus)：3×10s 

Infertile soil Azotobacter 固氮菌属(Azotobacter)：1 x l 

磷细菌 假单胞菌属(Pseudomortas)：0 l x lo5 

Phosphobaeteria微球菌属(Mierococcus)：2．3 x 1 o5 

芽孢杆菌属(Bacillus)：1×lO5 

固氮菌属(Azotobacter)：3×lOs 

钾细菌 芽孢杆菌属(Bacill )：6×1 

Potassium． 

bacteria 欧文氏菌属(Erwini4)：3 x lOs 
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放线菌密度高，表明土壤肥力水平较高，真菌的数量与土壤肥力无明显的正相关关系，本试验结果也证明了这 

一 点。 

植物根际微生物在改善土壤肥力、改善根际环境、促进根系生长和防治植物病害等方面均有一定的作 

用  ̈ 。固氮菌、磷细菌和钾细菌(硅酸盐细菌)是近些年 PGPR(Plant Growth．Promotion Rhizobacteria)中研究较 

多的细菌类群。国内外在PGPR的研究中，探讨不同植物、不同土壤环境下，PGPR的数量变化的较多，而探讨 

其种类的变化的较少，因涉及到菌株的鉴定，因此，工作量较大。本研究在菌株的鉴定过程中，除了菌体形态 

和菌落特征培养观察 、生理生化指标测定，还进行了菌株的 16S rDNA部分序列分析，这些工作足以将菌株鉴 

定到属，因此，试验结果可比较准确地反映不同肥力烟区三类 PGPR的种类和数量变化。作者此前曾进行过 

茶树根际微生物的研究 ，在探讨不同植物主要根际微生物菌群种类和数量变化规律的同时，获得了一些具 

有研究和应用潜力的菌株，期望能为不同植物专用微生物菌肥的开发提供有益参考。 

衰 3 不同烟区根际细菌的多样性、丰富度、均匀度殛优势度指数 

Table 3 The dlversity index，riclmem Index-evenness index and domination index in different tobacco rhizosphere 
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