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Identification and evaluation of Enterobacter tabaci strain S4
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ricultural University, Changsha 410128, China; 3.Guangxi University for Nationalities, Nanning 530006, China；4.Biotechnology Research
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Abstract：To screen for a bacterial strain with plant growth promotion functions and to explore its potential biological functions, strains
were isolated and identified via the plate coating method and 16S rRNA identification technology in the present study. Tomato seeds and
seedlings were treated using fermentation broth and biological agronomic indexes were determined. The strain was identified as Enterobac⁃
ter tabaci, and the fermentation broth significantly promoted the germination and seedling growth of tomato seeds. Fermentation broth at a
concentration of 1×104 cfu·mL-1 had the best growth promoting effect. The root length, plant height, dry weight and fresh weight were higher
by 63.42%, 46.17%, 150.00% and 144.83%, respectively, than in the control group. These results can provide technical support for the de⁃
velopment of this strain as a microbial fertilizer or microbial plant growth promotion resource.
Keywords：plant growth regulator; molecular identification; bioassay; Enterobacter tabaci; tomato
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摘 要：为筛选出一株具有微生物源植物调节剂功能的细菌，并探讨其潜在的生物功能，利用平板涂布法以及 16S rRNA鉴定技术

对菌株进行分离、鉴定；同时使用该菌株发酵液对番茄的种子和幼苗分别进行浸种和灌根处理，并进行农艺指标测定。结果表

明：经鉴定该菌株为烟草肠杆菌，其发酵液对番茄种子的萌发、幼苗的生长具有显著的促进作用；发酵液浓度为 1×104 cfu·mL-1时

促生效果最好，与对照相比，根长、株高、干质量和鲜质量分别增加 63.42%、46.17%、150.00%和 144.83%。研究结果可为该菌株开

发为微生物肥料或微生物源植物生长调节剂提供技术支持。
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根际微生物，是指能够影响作物根系营养成分、

土壤理化指标和土壤根系微生态的一类微生物。在

植物生长过程中，凋亡的根系、脱落物（根毛、表皮细

胞、根冠等）及其分泌物是根际微生物重要的营养和

能量来源。根际具有良好的通气性和充足的的水分，

因而形成了有利于微生物生长繁殖的根际微环

境[1-2]。根际有益微生物通过产生激素类物质、促进

植物养分吸收、诱导植株增强抗性等直接作用方式，

以及抑制病原菌生长的间接作用方式促进植物生

长[3-6]。促生效应是根际有益微生物研究最初所关注

的问题之一。同时，根际有益微生物还可以应用于植

物病害的生物防治。复杂及特殊的环境条件会对土

壤微生物产生一定的影响，植物根际特异性是微生物

群落建成的重要原因之一[7]。红树林是一种典型的

生长于热带、亚热带隐蔽海岸潮间带的植物群落，其

特化的环境适应特征为众多微生物提供了良好的生

存环境[8-9]，一些特殊的微生物具有过滤污染、净化水

源、促进植物生长等功能，且其代谢产物具有药用价

值[10-12]。因此，利用红树林根际土壤筛选具有促进植

物生长作用的菌株，对于开发新型、高效的微生物源

植物生长调节剂具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验土样采自广西北海一处海沙周围，为红树林

根际土壤沉积物，土壤深度为 2~40 cm。将采集的土

壤放置无菌袋中，标注好采样地点和时间，置于冰箱

4 ℃保存。

试验所用番茄品种为改良毛粉 802，购自天津市

宏程芹菜研究所。

生长素产出菌筛选培养基（R2A）：酵母粉 0.5 g，
葡萄糖 2 g，胰蛋白胨 0.5 g，酪蛋白氨基酸 0.5 g，可溶

性淀粉 0.5 g，K2HPO4 0.3 g，MgSO4·7H2O 0.05 g，丙酮

酸钠 0.3 g，溶于 1000 mL水，pH 值调至 7.2，121 ℃灭

菌20 min。
蒙金娜无机磷培养基：Ca3（PO4）2 1%，葡萄糖1%，

MgSO4·7H2O 0.03%，KCl 0.03%，MnSO4·4H2O 0.003%，

FeSO4·7H2O 0.003%，（NH4）2SO4 0.05%，NaCl 0.03%。

固体培养基在液体培养基的基础上加 2%的琼脂，配

制该培养基时，Ca3（PO4）2与培养基其他成分分开组

装，121 ℃灭菌20 min。
LB（Luria Bertain）固体培养基：胰蛋白胨 10 g，酵

母粉5 g，NaCl 10 g，琼脂15 g，蒸馏水1000 mL，pH 7.0。

LB液体培养基（LB肉汤）：酵母粉 5 g，胰蛋白胨

10 g，NaCl 10 g，蒸馏水1000 mL，pH 7.0。
Salksowski比色液配方：50 mL 35% HClO4+1 mL

0.5 mol·L-1 FeCl3。
50 mg·mL-1色氨酸溶液：50 mg 色氨酸溶于 100

mL 蒸馏水中，由于色氨酸微溶于水，所以用 1 g 的

NaOH助溶。

1.2 试验方法

1.2.1 菌种的富集、筛选及纯化

（1）菌种的富集：称取 5 g土样加入装有 20 mL无

菌水的小摇瓶内，将小摇瓶放入 30 ℃、200 r·min-1摇

床避光振荡培养 30 min，使土样与无菌水充分混匀。

形成悬浊液后，静置使悬浊液分层，取 5 mL上清液于

30 mL LB液体培养基中，在 30 ℃、200 r·min-1摇床避

光振荡培养24 h。
（2）菌种的分离：从 LB液体培养基中取 1 mL细

菌悬液使其浓度为 1×10-2 cfu·mL-1，按 10倍稀释法依

次制备成 1×10-4、1×10-5、1×10-6、1×10-7 cfu·mL-1悬浮

液，用稀释涂布平板法在 ACC筛选培养基上分离细

胞悬液中的细菌，每个浓度设置三组平行。倒置平板

于 34 ℃恒温培养箱中避光培养 48~72 h，待平板上有

很多单菌落长出后，挑取形态不同的单菌落。

（3）菌株的初筛：将形态不同的单菌落挑选至 2
mL含色氨酸的R2A液体培养基（100 mL R2A液体培

养基＋100 μL 50 mg·L-1色氨酸溶液）的离心管中，分

别作好对应菌种的标记。将带有菌种的 2 mL离心管

置于30 ℃、200 r·min-1摇床避光振荡培养24 h。
①细菌溶磷能力的筛选：从对应不同菌株的 2

mL离心管中转移 1 μL菌悬液置于蒙金娜无机磷固

体培养基中，并将带有不同菌种的蒙金娜无机磷固

体培养基倒置放于 34 ℃恒温培养箱中避光培养 24
h，筛选有溶磷效果的菌种，若单菌落周围出现溶磷

圈，则说明细菌具有溶磷效果，溶磷圈与单菌落直径

比值越大代表同等条件下该菌株的溶磷效果越强。

②细菌产 IAA（吲哚乙酸）能力的筛选：将对应不

同菌种的 2 mL离心管在 12 000 r·min-1的高速离心机

中离心 10 min，离心后分别取 100 μL上清液，与 100
μL的 Salksowski比色液（0.1 mL 0.5 mol·L-1 FeCl3＋5
mL 35% HClO4）在 96孔板上 1∶1混合进行显色反应，

并用 100 μL 5 mg·L-1的 IAA 与 100 μL Salksowski 比
色液 1∶1混合作为阳性对照。将 96孔板置于 38 ℃条

件下避光保温 40 min，若颜色变红，则说明菌株具有

产 IAA 的能力，颜色越深说明同等条件下该菌株产
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IAA的量越多。将既具有溶磷效果又有产 IAA能力

的菌株筛选出来，采用五线平板划线法分别将这些菌

株进行纯化，为了确保该菌种的纯度，平板划线重复

2~3次。将纯化的单菌落转移至 20 mL的 LB液体培

养基中，放入 30 ℃、200 r·min-1摇床避光振荡培养 24
h。用 500 μL 40%的甘油与 500 μL LB液体培养基的

菌悬液 1∶1混合至 2 μL的离心管中，并将作好相应标

记的2 μL离心管冷藏在-20 ℃冰箱。

1.2.2 菌株16S rRNA鉴定

使用细菌全基因组提取试剂盒提取细菌 DNA，

采用 16S rRNA鉴定技术对细菌进行种属鉴定，通用

引物由深圳华大基因科技有限公司负责合成（正向引

物：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′；反向引物：

5′-GGTTACTTGTTACGCACTT-3′）。PCR扩增反应

体系（25 μL）：2×Taq PCR Master mix 12.5 μL、正向引

物 1 μL 和反向引物 1 μL，模板 DNA 2 μL，用 ddH2O
补足至 25 μL。PCR 反应程序：94 ℃预变性 5 min，
94 ℃变性 30 s，55~62 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 90 s，32
个循环，最后72 ℃延伸10 min。
1.2.3 菌株发酵液的制备及计数

将细菌菌株接种至 LB 固体培养基，并放置于

28 ℃的恒温培养箱中遮光培养 1 d。在无菌条件下接

种 1 cm2大小的菌饼至LB液体培养基，并放置于温度

为 28 ℃、转速为 220 r·min-1的摇床中振荡培养 24 h，
用 50 mL 离心瓶在 27 ℃、6000 r·min-1条件下离心 6
min后取上清即得到发酵液。

取 9支无菌离心管，将细菌发酵液稀释至 1×10-9

cfu·mL-1到离心管，每个离心管菌液吸取 100 μL 于

LB固体培养皿上均匀涂布，做 3组平行试验，28 ℃恒

温培养箱中培养 24 h，对菌落数在 10~100之间的培

养皿进行计数，求平均值，并将四株原菌发酵液稀释

为 1×106 cfu·mL-1备用。将该菌株的发酵稀释液用孔

径为0.22 μL细菌过滤器过滤后备用。

1.2.4 菌株发酵液对室内番茄种子萌发的影响

在超净工作台上洗净并浸泡同一袋番茄种子 4
h，除去漂浮的瘪粒种子，控干水分后，先用 0.2％次氯

酸钠溶液浸泡 5 min，再用 70%酒精浸泡 5 min，最后

用无菌水冲洗 3~5次，沥干。用无菌镊子挑取大小和

饱满程度一致的种子 50粒，播种在放有无菌滤纸的

培养皿（Φ90 mm）中，再分别倒入 5 mL浓度分别为 1×
106、1×105、2×104、1×104、5×103 cfu·mL-1的发酵过滤

液，盖上皿盖，作好标记，对照组添加相同体积、相同

浓度的LB液体培养基，再设置一组无菌水对照，每处

理 3次重复。置于 25 ℃、相对湿度为 90％的光照培

养箱中培养，每日光照时间为 12 h。每日定时打开培

养皿，喷洒少量无菌水以确保种子湿润，待幼苗生长

至与培养皿盖齐平时打开皿盖。

种子发芽以胚根探出种皮 1 mm为基准。发芽势

是指在试验前期指定的日期内，发芽种子数占总测试

种子数的百分比；发芽率指在试验结束时正常种子发

芽数占测试种子总数的百分比[13]。本研究以发芽试

验开始日记作 0 d，8 d后统计发芽势，10 d后计算发

芽率。每个处理组选取 5株有代表性幼苗，测量幼苗

根长、株高、植株鲜质量，并计算番茄种子的发芽指数

和活力指数。

发芽率=10 d发芽的种子数/供试种子总数×100%
（1）

发芽势=前8 d发芽的种子数/供试种子总数×100%
（2）

发芽指数G I = Σ Gt

Dt
（3）

式中：Gt为发芽试验期内每日发芽数；Dt为发芽日数；

∑为总和。

活力指数V=GP×GI （4）
式中：GP为幼苗的生长势，本试验中以幼苗平均根质

量计。

1.2.5 菌株发酵液对番茄幼苗促生效果的测定

试验所用营养基质由蛭石、珍珠岩以及营养土混

合而成，配制比例为 1∶1∶3，将混拌均匀后的营养基

质置于育苗盘中，并用蒸馏水使之浸润通透。在育苗

盘的每个孔中播撒 3~5粒番茄种子，并在种子上面撒

一层薄薄的细沙，最后用保鲜膜密封育苗盘。将处理

后的育苗盘放置于温度为 25 ℃、相对湿度为 60%的

温室中培养。待幼苗长出 2~3片真叶时，揭去保鲜膜

并间苗，使每个孔穴中仅保留长势较好的番茄幼苗用

于后续试验。

试验共设 10 组，分别施用浓度为 2×104、1×104

cfu·mL-1的四株菌株发酵液和相同浓度的 LB液体培

养基，对照组施用等量清水，每个处理组 20株幼苗，

并设 3个重复。当番茄幼苗长出两片真叶时进行灌

根处理，每隔 7 d灌根一次。在灌根 5次后，将幼苗挖

出，用蒸馏水冲洗根部泥土并晾干，测量各组幼苗的

农艺指标，如根长、株高、鲜质量等。将幼苗烘干测量

幼苗干质量。株高为子叶至生长点的长度，根长为根

茎结合处至根尖的长度。
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1.3 数据处理

系统发育树采用MEGA 5.0软件中的最大似然法

构建，自展检验均为 1000 次；番茄农艺指标运用

SPSS 22.0软件进行数据处理。

2 结果与分析

2.1 菌株的鉴定

通过提取细菌 DNA、设计引物以及扩增细菌

16S rRNA 片段，得到了长度为 1300 bp 的扩增序列

（图 1），经过产物测序获得序列提交至GenBank，登录

序列号为MN857720，经过NCBI检索和比较，得到同

源性较高的菌株，并构建系统发育树（图 2），结果表

明，该分离物与软腐果胶杆菌、肠沙门菌、拉氏西地西

菌、嗜线虫沙雷氏菌、柠檬酸杆菌及塔特姆氏菌同属

于一个分组，与烟草肠杆菌株 Enterobacter tabaci

strain YIM Hb-3同属于一个分支，因此，该菌株暂鉴

定为烟草肠杆菌。

2.2 菌株发酵液对室内番茄种子萌发的影响

利用菌株发酵液对番茄种子进行发芽势、发芽

率、发芽指数和活力指数的测定，结果（表 1）表明，清

水浸泡（CK）处理可以达到 71.33% 的发芽率，5×103

cfu·mL-1发酵培养基和菌株发酵液浸泡处理，发芽率

均超过 80%，分别为 80.67%和 88.67%，说明菌株发酵

液促生效果较好，浓度在1×104 cfu·mL-1时促生效果达

到最大值，发芽率为92.00%，发芽势为84.67%，发芽指

数为36.01，活力指数为241.21，之后随着浓度的升高，

菌株发酵液对番茄种子萌发表现出一定的抑制作用。

2.3 菌株发酵液对室内番茄幼苗生长的影响

基于菌株发酵液浓度 2×104、1×104 cfu·mL-1能够

促进种子萌发的结果，比较发酵液浓度 2×104、1×104

cfu·mL-1对温室中番茄幼苗的生长影响，结果（表 2）
表明，其根长、株高、鲜质量、干质量均存在显著差异。

菌株发酵液浓度为 1×104 cfu·mL-1时对番茄的促生作

用更为显著，其中浇灌发酵液的番茄与对照相比，干质

量 、鲜 质 量 均 明 显 增 加 ，分 别 增 加 了 150.00%、

144.83%；根长、株高较对照也均有不同程度的增加，

分别增加了63.42%、75.83%。

图1 细菌通用引物筛选

Figure 1 Universal primer screening for bacterial strain

M：DL 5000 DNA梯带；1~5：细菌扩增片段；目标条带均为
1300 bp左右

M：DL 5000 DNA ladder；1~5：Amplification fragment of bacterial strain,
the target band is about 1300 bp

1500 bp
1000 bp

M 1 2 3 4 5

图2 基于菌株及相关细菌16S rRNA序列的系统发育树

Figure 2 The phylogenetic tree based on 16S rRNA sequences of bacterial strains and related bacteria strains

NR 126317.1 Cedecea lapagei strain DSM 4587 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 044385.1 Serratia nematodiphila DZ0503SBS1 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 028688.1 Citrobacter murliniae strain CDC 2970-59 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 104937.1 Tatumella punctata strain SHS 2003 16S ribosomal RNA partial sequence

NR 111998.1 Pantoea agglomerans strain JCM1236 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 024642.1 Lelliottia amnigena strain JCM1237 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 117679.1 Enterobacter cloacae strain DSM 30054 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 041968.1 Buttiauxella agrestis ATCC 33320 strain DSM4586 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 114503.1 Raoultella terrigena strain ATCC 33257 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 114080.1 Pseude scherichia vulneris strain NBRC 102420 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 114108.1 Kluyvera cryocrescens strain NBRC 102467 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 024641.1 Pluralibacter gergoviae ATCC 33028 NBRC 105706 strain JCM 1234 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 104933.1 Leclercia adecarboxylata strain CIP 82.92 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 102493.2 Klebsiella aerogenes KCTC 2190 16S ribosomal RNA complete sequence
NR 104934.1 Yokenella regensburgei strain CIP 105435 16S ribosomal RNA partial sequence
4 TSS20190413-010-4495.seq.Contig1
NR 146667.2 Enterobacter tabaci strain YIM Hb-3 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 118292.1 Pectobacterium betavasculorum strain CFBP 2122 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 074910.1 Salmonella enterica subsp.enterica strain LT2 16S ribosomal RNA partial sequence
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注：同列不同字母表示处理间差异显著（P<0.05）。
Notes：The different letters in a column indicate significant differences among treatments（P<0.05）.

处理Treatments
菌株发酵液浸泡

发酵培养基浸泡

清水浸泡（CK）

浓度Concentration/cfu·mL-1

2×104

1×104

2×104

1×104

0

根长Root length/cm
8.06±1.60b
8.89±1.66a
6.73±1.40c
7.21±1.72c
5.44±0.92d

株高Plant height/cm
6.60±0.91b
8.95±1.03a
5.76±0.86c
6.64±1.12b
5.09±0.79d

鲜质量Fresh weight/g
0.39±0.08b
0.71±0.12a
0.38±0.10b
0.42±0.09b
0.29±0.06c

干质量Dry weight/g
0.03±0.01b
0.05±0.01a
0.03±0.01b
0.03±0.01b
0.02±0.01c

表2 菌株发酵液对番茄生长的影响

Table 2 The effect of fermentation broth of bacteria on tomato growth

表1 菌株发酵液对番茄种子萌发的影响

Table 1 Effects of fermentation broth of bacteria on germination of tomato seeds
处理

Treatments
菌株发酵液浸泡

发酵培养基浸泡

清水浸泡（CK）

浓度
Concentration/cfu·mL-1

1×106

1×105

2×104

1×104

5×103

1×106

1×105

2×104

1×104

5×103

0

发芽率
Germination rate/%

68.00
84.67
86.00
92.00
88.67
57.33
70.67
71.33
79.33
80.67
71.33

发芽势
Germination potential/%

59.33
61.33
75.33
84.67
79.33
52.67
60.67
31.33
64.67
68.00
60.00

发芽指数
Germination index

19.69
25.52
29.95
36.01
32.69
17.72
26.54
28.21
32.14
32.59
35.46

活力指数
Vigor index

105.54
176.09
167.72
241.21
181.11
65.21
126.86
163.05
131.77
164.25
184.39
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3 讨论

近年来，植物根际促生菌（Plant growth-promoting
rhizobacteria，PGPR）因具有防病、促生、增产的效果

成为科技工作者的研究热点，而且越来越多的 PGPR
制剂在农业生产中发挥着重要作用[14]。PGPR通过改

善植物生长微生态、提高植物的固氮能力、分泌各种活

性物质等促进植物生长[15-17]；通过产生抗生素和胞外溶

解酶等抑制病原菌的生长，减轻其对植物的危害[18-19]。

利用环保、高效的根际促生菌创制微生物肥料及植物

生长调节剂已成为研究的热点及发展趋势[20-21]。目前，

已报道的植物根际促生菌大多属于芽孢杆菌属和假单

胞菌属，此外，还包括黄杆菌属、固氮菌属、沙雷氏菌属

及克雷伯氏菌属等。本研究从红树林特殊生境中分离

获得一株烟草肠杆菌，该菌的新种于2015年首次被报

道，属于革兰氏阴性菌，是可运动的杆状细菌，命名为

YIM Hb-3T。相关报道指出其基因组DNA G+C含量测

定为54.8% mol，基于16S rRNA基因序列的系统发育树

和多位点序列分析，YIM Hb-3T 与莫里肠杆菌 LMG
25706T的系统发育关系最为密切，根据表型和化学分

类学资料、系统发育分析和DNA-DNA亲缘关系，认为

YIM Hb-3T（=KACC 17832T=KCTC 42694T）是肠杆菌

属的一个新物种[22]。后续关于该菌株的报道较少，本研

究发现烟草肠杆菌具有较好的促生效果。同时，本研

究也验证该菌株对于真菌病害的防治效果，发现其对

病原真菌并没有显著的抑制效果。综上所述，本研究

可丰富植物促生菌的种类，为进一步研究开发微生物

源植物生长剂及微生物菌肥提供了理论依据。

4 结论

通过平板涂布法以及 16S rRNA技术筛选得到一

株具有促生作用的细菌，经鉴定该菌株为烟草肠杆菌

（Enterobacter tabaci）。该菌株对番茄种子的萌发和幼

苗的生长有显著的促进作用，研究为该菌株开发为安

全、高效的微生物肥料或微生物源植物生长调节剂提

供了理论基础。
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