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1 株白三叶根际产铁载体菌的
功能特性及培养条件

韦  鑫，韦兴迪，曾庆飞，李亚娇，丁磊磊，王小利

（贵州省草业研究所, 贵州 贵阳 550006）

摘要：为充分利用贵州岩溶山区牧草根际促生菌资源，以野生白三叶 (Trifolium repens) 根际铁载体产生菌 TSQA26-3
为研究对象，结合形态观察、VITEK-2 全自动微生物鉴定系统和 16S rRNA 基因序列分析对菌株进行分类鉴定，开展

菌株促生特性研究，筛选适宜菌株合成铁载体的发酵基础培养基，通过单因素试验和正交试验相结合，确定最佳培

养基成分和培养条件，促进菌株合成铁载体能力的提升。结果表明，菌株 TSQA26-3 为恶臭假单胞菌 (Pseudomonas
putida)；菌株同时还具有溶解无机磷、产植物生长素 (IAA) 和固氮能力；优化后的培养基 (MG 培养基) 配方为，甘露

醇 25.0 g·L−1
，L-谷氨酰胺 2.5 g·L−1

，K2HPO4 1.0 g·L
−1
，MgSO4·7H2O 0.25 g·L

−1
；最佳培养条件为，培养基初始 pH

7.0，摇床转速 170 r·min−1，培养温度 30 ℃，培养基装液量为每 250 mL 瓶中装 70 mL。

关键词：白三叶；植物根际促生菌；铁载体；鉴定；促生特性；培养条件优化；发酵培养基
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Functional characteristics and optimum fermentation condition of a siderophore-producing
bacteria from the rhizosphere of Trifolium repens

WEI Xin, WEI Xingdi, ZENG Qingfei, LI Yajiao, DING Leilei, WANG Xiaoli
(Guizhou Institute of Pratacultural, Guiyang 550006, Guizhou, China)

Abstract: In order to fully utilize the resources of the plant growth promoting rhizobacteria associated with wild forages in
Guizhou  Province,  the  siderophore-producing  bacterial  strain  TSQA26-3  was  isolated  from  the  rhizosphere  soil  of  wild
Trifolium repens and used as  the research object  in  this  study.  Morphological  observation,  VITEK-2,  and 16S rRNA gene
sequence analysis were used to identified the strain. The growth-promoting characteristics of the strain were investigated, and
the  suitable  fermentation  medium  for  the  siderophore  produced  by  the  strain  was  optimized  using  single  factor  and
orthogonal  experiments.  The  result  showed  that  the  strain  TSQA26-3  was  identified  as Pseudomonas  putida  and  had  the
ability to dissolve inorganic phosphorus, produce IAA, and fix nitrogen. Mannitol-Glutamine was proven to be the optimal
medium  for  siderophore  production.  The  fermentation  medium  formula  and  cultivation  conditions  were  as  follows:  25.0
g·L−1 Mannitol, 2.5 g·L−1 L-Glutamine, 1.0 g·L−1 K2HPO4, 0.25 g·L

−1 MgSO4·7H2O, initial pH 7.0, 170 r·min
−1, temperature

30 ℃, and medium volume 70 mL in 250 mL conical flask.
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铁 (Fe)作为地球上几乎所有生物体必不可少的

营养元素之一，维持着细胞内多种酶的组成和活

性，并在多种代谢活动中起到重要调节作用。铁元

素在地壳中的含量十分丰富，在所有元素中居第四

位，但环境中的铁主要以难溶性氧化铁或氢氧化铁

复合物形式存在，可供生物利用的有效铁含量较为

匮乏
[1-2]
，铁元素缺乏会限制生物的生长。在自然界

中，几乎所有好氧和兼性厌氧的真菌和细菌，在低

铁环境下均可通过分泌铁载体从环境中有效地获

得必需的铁元素
[3]
。

铁载体 (Siderophores)是一类对 Fe3+具有极强亲

和性的高特异性小分子量 (500～1 500 Da)化合物
[4]
，

可以螯合周围环境中难溶的铁，形成稳定的复合

物，随后通过细胞膜上的特异性铁受体蛋白，运输

到细胞内，为生物体提供生长所需的铁元素
[5-6]
。铁

载体种类繁多 ，被分离鉴定的铁载体已经超过

500种[7]
。一方面，铁载体能使微生物在低铁环境下

有效摄取铁元素，从而满足菌体细胞生理代谢的需

要；另一方面，植物根际铁载体产生菌 (siderophore-
producing bacteria，SPB)分泌的铁载体，能改变土壤

中铁的有效性，释放难溶性铁，极大地提高了植物

对根际环境中铁的吸收利用，从而促进了植物生长
[8]
。

除此之外，铁载体还可以螯合土壤中的铝、镉、锰、

锌、铜、铅等金属离子，提高其溶解性，促进植物对

金属的富集
[9-10]
。此外，铁载体与阿波霉素和沙霉素

等抗生素偶联，能够有效抑制或杀死细菌，在医药

研发领域具有广阔的前景
[8]
。

国内外已报道的具有铁载体分泌功能的微生物主

要有芽孢杆菌属 (Bacillus)、假单胞菌属 (Pseudomonas)、
伯克霍尔德菌 (Burkholderia)和链霉菌属 (Streptomyces)
的细菌

[11-12]
。研究者分别从土壤、牧草根际、果树根

际、森林土壤中分离产铁载体菌，经鉴定发现均为

假单胞菌 (Pseudomonas sp.) [12-15]。假单胞菌种类多

样，分布广泛，普遍存在于土壤、水和其他基质上，

常被作为植物促生菌来研究
[16-17]
。有研究者报道从

植物根际土壤中分离出的假单胞菌还具有解磷、解

钾、固氮、产 IAA (3-Indoleacetic acid)、产铁载体、ACC

脱氨酶 (1-a minocyclopmpane-1-carboxylate deaminase)
活性和抑制植物病原菌能力

[18-19]
。

白三叶 (Trifolium repens)又名白车轴草，属豆科

车轴草属多年生草本植物，具有饲草、建植草地等

多种应用价值，在我国许多地区均有种植。对白三

叶根际促生菌的研究多有报道，蔡璐等
[20]

对白三叶

根际溶磷菌进行分离鉴定，发现该菌株具有提高白

三叶幼苗生物产量的作用；程宇阳
[21]

从白三叶根际

分离出对卵磷脂和磷酸三钙均有溶解能力的促生

菌株，该菌株对白三叶生长同样具有促进作用；

韦兴迪等
[22]

对贵州地区野生白三叶根瘤菌资源作

调查分析，共发现 6个属 20个种，其中 Rhizobium
leguminosarum 的分离频率最高；Kumar等 [23]

分离

鉴定白三叶根际促生菌，并表明产 ACC脱氨酶的

Pseudomonas sp.和产铁载体的 Bacillus aerophilus 联
合应用能提高植物对铜的吸收以及植物的生物量。

目前白三叶根际促生菌中，对溶磷菌和根瘤菌的研

究最多，但对其根际产铁载体细菌报道较少。

为进一步利用牧草根际土壤微生物资源，本试

验以从贵州岩溶山区野生白三叶根际土壤中分离

筛选得到的 1株铁载体产生菌为研究对象，结合形

态观察、VITEK-2鉴定和 16S rRNA基因序列分析，

对菌株进行鉴定，并通过对其溶磷、固氮、产 IAA
等特性的测定，探索菌株的促生特性。通过对菌株

分泌铁载体发酵培养基的筛选、培养基成分正交试

验和培养条件试验，优化其产铁载体发酵培养基和

培养条件，同时进一步挖掘菌株产铁载体潜力，为

铁载体的高效合成和利用提供理论和实践基础。 

1    材料与方法
 

1.1    产铁载体菌株的分离

分别从贵州省黔西南州安龙县 (2021年 4月
16日采集，采集地 105.49° E，25.21° N，海拔 1 250
m，土样编号 TSQA26)、铜仁市松桃县 (2021年 5月
26日采集，采集地 108.80° E，28.01° N，海拔 879 m，
土样编号 TSTS36)和铜仁市普觉镇 (2021年 5月
27日采集，采集地 109.01° E，28.03° N，海拔 488 m，
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土样编号 TSTP39)采集野生白三叶根际土壤，带回

实验室，采用铬天青 (Chrome azurol S, CAS)平板稀

释法对根际产铁载体细菌进行分离
[14]
，挑选在

CAS平板上产生明显橙黄色晕圈的菌落进行纯化

保存。根据荣良燕等
[24]

方法测定菌株可溶性指数：

可溶性指数  = 晕圈直径 /菌落直径；根据雷平等
[25]

方法计算菌株噬铁圈大小，噬铁圈 = (晕圈直径 − 菌
落直径)/2 (图 1)。通过菌株可溶性指数和噬铁圈大

小，初步判断菌株产铁载体能力。选择产铁载体能

力较强的菌株进行后续试验。

  

B

A

 

图 1   可溶性指数和噬铁圈计算方法

Figure 1    The calculation method for soluble
index and zone radius

 A：晕圈直径；B：菌落直径；可溶性指数 = A/B；噬铁圈 = (A −
B)/2。
 A: halo diameter; B: colony diameter; Soluble index = A/B; Zone radius =

(A − B)/2.
  

1.2    检测液及培养基

CAS检测液：A液，0.605 g CAS加入 500 mL蒸

馏水 ， 0.027  g  FeCl3·6H2O加入 100  mL稀盐酸中 ；

B液，0.729 g HDTMA (十六烷基三甲溴化铵 )加入

400 mL蒸馏水。将 A液缓慢加入 B液中，得到蓝

色 CAS检测液。

CAS培养基：按照陈伟等
[14]

的方法进行配置。

NB (Nutrient  Broth)培养基 ：蛋白胨 10.0  g·L−1
，

牛肉浸粉 3.0 g·L−1
，NaCl 5.0 g·L−1

，购买自杭州百思

生物技术有限公司。NB培养基中加入 18.0 g·L−1
琼

脂，得 NB固体培养基。

MKB (Modified King B)培养基
[26]
：甘油 15.0 mL，

酸水解酪蛋白 5.0 g·L−1
，K2HPO4 2.5 g·L

−1
，MgSO4·

7H2O 2.5 g·L
−1
。

SM  (Succinate  medium)培养基
[27]
： K2HPO4  6.0

g·L−1
， KH2PO4  3.0  g·L−1

， MgSO4·7H2O  0.2  g·L−1
，

(NH4)2SO4 1.0 g·L
−1
，琥珀酸 4.0 g·L−1

，调节 pH 7.0。

MSA (Modified  Sucrose-Aspartate)培养基
[28]
：蔗

糖 20.0  g·L−1
， L-天门冬酰胺 2.0  g·L−1

，K2HPO4  1.0
g·L−1

，MgSO4·7H2O 0.5 g·L
−1
。 

1.3    菌株鉴定
 

1.3.1    形态学观察

将 TSQA26-3菌株分别接种到 NB平板和 CAS
平板上，恒温培养箱中 28 ℃ 培养 2 d，观察其菌落

特征，并进行革兰氏染色。 

1.3.2    VITEK-2全自动微生物鉴定

使用法国梅里埃公司生产的VITEK 2 COMPACT
全自动微生物鉴定系统及其自带的革兰氏阴性细

菌鉴定卡 GN，对菌株 TSQA26-3进行鉴定。检测步

骤严格按照仪器操作手册进行：用无菌棒挑取适量

传代培养后的菌落，均匀混合入装有 3 mL无菌盐

水的清洁塑料管 (12 m × 75 mm)中，菌悬液调节麦

氏浓度至 0.50～0.63，将悬浮液管及 GN卡置于载卡

台上，放入仪器中，将鉴定卡取出置入孵育室实施

自动培养和检测，15～18 h后得到结果。 

1.3.3    分子鉴定

菌株在 NB平板上培养 2 d，提取菌株基因组

DNA，使用通用引物 27f (5′-AGAGTTTGATCCTGG
CTCAG-3 ′ )和 1 492r  (5 ′ -TACGGCTACCTTGTTACG
ACTT-3′)进行 PCR扩增，回收目的条带，进行 16S
rRNA基因序列测定。所得序列通过 NCBI网站进

行 BLAST比对，寻找相似菌株，从 GenBank数据库

中下载同源性较高的序列作为参考序列 ，通过

BioEdit软件进行多重比对，用 Mega 6软件进行聚

类分析和构建系统发育树。 

1.4    菌株促生特性检测

对菌株溶磷、固氮、解钾、产 IAA能力进行检测。分

别配置 NBRIP  (national  botanical  research  institute’s
phosphate)固体培养基

[26]
和培养液，使用 Ca3(PO4)2

作为无机磷源，使用卵磷脂作为有机磷源，将菌株

点种到固体培养基上，28 ℃ 培养 7 d，观察菌株形成

溶磷圈情况，判断菌株是否具有溶磷能力
[28]
，采用

钼锑抗比色法测定菌株培养上清液中磷含量
[26]
。配

置 YMA (yeast mannitol agar)液体培养基
[29]
，接入菌

株，28 ℃ 150 r·min−1 培养 4 d，使用江苏酶免实业有

限公司生产的微生物固氮酶 (NITS) ELISA试剂盒

检测上清液中固氮酶活性。配置解钾培养基
[26]
，将
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菌株点种到固体培养基上，28 ℃ 培养 7 d，观察菌株

形成解钾圈情况，判断菌株是否具有解钾能力
[28]
，

采用火焰光度计法测定菌株培养上清液中钾含量
[26]
。

配置产 IAA培养基，采用 Salkowski比色法测定培

养上清液中 IAA含量
[26]
。 

1.5    适宜铁载体合成的培养基筛选

菌株在 CAS固体培养基中划线培养 48 h，挑取

单菌落分别接入 NB、MKB、MSA和 SM液体培养

基中，每个处理 3个重复，28 ℃，150 r·min−1 摇菌 2 d，
菌液 10 000 r·min−1 离心 10 min，取上清液 1 mL，加
入 1 mL CAS检测液，静置 60 min，在 OD630 下测定

其吸光度 (As)，以不接菌的空白培养基为对照 ，

OD630 下测定其吸光度 (Ar)，分别计算铁载体活性

单位 (su)。计算公式：

su = [(Ar−As)/Ar]×100%。
 

1.6    培养基成分对菌株产铁载体能力的影响
 

1.6.1    不同碳源

根据培养基筛选结果，选择 MSA培养基作为

基础发酵培养基。选择蔗糖 (Sucrose)、葡萄糖 (Glucose)、
麦 芽 糖 (Maltose)、琥 珀 酸 (Amber  acid)、甘 露 醇

(Mannitol)、可溶性淀粉 (Soluble starch)作为碳源进

行试验，碳源用量均为 20.0  g·L−1
，每个碳源处理

3个重复，测定各处理 su，筛选菌株产铁载体最佳碳

源。 

1.6.2    不同氮源

选择 L-天冬酰胺 (L-Asparagine)、L-精氨酸 (L-
Arginine)、L-谷氨酰胺 (L-Glutamine)、L-脯氨酸 (L-
Proline)、甘氨酸 (Glycine)和硫酸铵 [Ammonium sulfate,
(NH4)2SO4]作为氮源进行试验，氮源用量均为 2.0
g·L−1

，每个氮源处理 3个重复，测定各处理 su，筛选

菌株产铁载体最佳氮源。 

1.6.3    培养基成分正交试验

在碳、氮源试验的基础上，选择更适宜菌株的

碳、氮源进行试验，设计 4因素 3水平的培养基成

分正交试验，因素水平如表 1所列。采用 L9 (3
4)正

交表，每个处理 3个重复，测定各处理 su，优化培养

基配方。 

1.7    菌株产铁载体培养条件优化

根据 1.6.3 正交试验结果，配置改良后的培养

基，分别试验培养基初始 pH (6.5、7、7.5、8、8.5)，摇
床转速 (130、150、170、190、210 r·min−1)，培养温度

(24、26、28、30、32 ℃)，250 mL锥形瓶装液量 (50、
70、90、100、110 mL)对菌株合成铁载体能力的影

响，每个处理 3个重复，测定各处理 su，优化培养

条件。 

1.8    数据分析

使用 Excel  2010进行数据整理和作图 ，使用

SPSS 19.0进行数据统计和分析，各测定数据使用单

因素方差分析，并用 Duncan法进行多重比较，用平

均值 ± 标准误差表示测定结果。 

2    结果与分析
 

2.1    产铁载体菌株的分离

如表 2所列，分离得到的 3株产铁载体菌中，可

溶性指数无明显差异，TSQA26-3菌株最高，为 5.14。
菌株 TSQA26-3产生的噬铁圈最大，为 8.42 mm，极
显著高于其他两个菌株 (P < 0.01)。初步分析 3株细

菌中，菌株 TSQA26-3可溶性指数最高、噬铁圈最

大，因此，选择此菌株进行后续的菌种鉴定、促生特

性检测和产铁载体培养条件优化试验。 

2.2    菌株鉴定
 

2.2.1    形态观察

菌株形态及革兰氏染色结果如图 2所示。在

NB固体培养基上，菌落呈白色小菌落，不透明，中

间凸起，表面光滑明亮，质地湿润。在 CAS培养基

上菌落较小，淡黄色，表面湿润光滑，菌落周围产生

明显橙黄色晕圈。显微镜下观察细菌为短杆状，革

兰氏染色呈红色，为革兰氏阴性菌。 

2.2.2    VITEK-2全自动微生物鉴定

使用 VITEK-2全自动微生物鉴定系统对菌株

 

表 1   培养基成分正交试验设计

Table 1   The orthogonal test of factors of the medium

水平
Level

因素 Factor

碳源
Carbon

source/(g·L−1)

氮源
Nitrogen

source/(g·L−1)
K2HPO4/
(g·L−1)

MgSO4·7H2O/
(g·L−1)

1 15.0 1.5 0.5 0.25

2 20.0 2.0 1.0 0.50

3 25.0 2.5 1.5 0.75

922 草　业　科　学 第 41 卷

 

 
http://cykx.lzu.edu.cn

 

http://cykx.lzu.edu.cn


进行鉴定，结果显示，菌株 TSQA26-3的生理生化反

应与恶臭假单胞菌 (P. putida)高度相似。 

2.2.3    分子鉴定

将菌株的 16S rRNA基因序列在 NCBI网站上

进行 BLAST比对，发现菌株与假单胞菌多个种同

源性达 99%以上，其与 P.  putida OsEnb_HZB_G20
(MN889396)和 P. putida E13 (MK849864)相似性均

为 99.93%，通过菌株系统发育树可见 (图 3)，菌株

的 16S rRNA基因序列与 P. putida OsEnb_HZB_G20
(MN889396)最为接近。

通过形态观察、VITEK-2全自动微生物鉴定以

及 16S rRNA基因序列分析，菌株 TSQA26-3鉴定为

恶臭假单胞菌 (P. putida)。 

2.3    菌株促生特性检测

如表 3所列，菌株 TSQA26-3在以 Ca3(PO4)2 为
无机磷源的固体培养基上能产生清晰的溶磷圈，说

明菌株具有溶解无机磷能力，其溶磷量为 30.31
mg·L−1

；在卵磷脂为有机磷源的固体培养基上不产

生溶磷圈，且培养上清液中磷含量为 0.00 mg·L−1
，

说明菌株不具有溶解有机磷能力。经检测，菌株固

氮酶活性为 88.24 IU·L−1
，在添加 L-色氨酸的培养基

中 IAA产量为 9.71 mg·L−1
。菌株在解钾培养基上不

形成解钾圈，且培养上清液中钾含量为 0.00 mg·L−1
，

说明菌株不具有解钾能力。 

2.4    培养基筛选

如图 4所示，SM、MSA、MKB和 NB 4种培养

基中，NB和 MKB培养基不适宜菌株合成铁载体，

菌株在 MSA培养基中铁载体合成量最高，其 su 为

82.16%，显著高于其他培养基 (P < 0.05)，因此，MSA
培养基为 TSQA26-3菌株合成铁载体最适宜发酵基

础培养基。 

2.5    培养基成分对菌株铁载体合成的影响
 

2.5.1    碳源对菌株铁载体合成的影响

使用 MSA为发酵基础培养基，如图 5所示，蔗

糖、甘露醇和琥珀酸作为碳源，均有利于菌株铁载

体的合成，培养基 su 均在 85%以上，显著高于其他

碳源 (P <  0.05)，其中，使用甘露醇的 su 最大，为

88.36%。使用葡萄糖作为碳源，培养基 su 为 70.98%，

 

表 2   分离菌株产铁载体能力分析

Table 2   Analysis of siderophores produced by the isolated strains

序号
No.

土壤编号
Soil No.

菌株编号
Strains No.

可溶性指数
Soluble index

噬铁圈
Zone radius/mm

1 TSQA26 TSQA26-3 5.14 ± 0.08aA 8.42 ± 0.22aA

2 TSTS36 TSTS36-3 5.07 ± 0.09aA 6.53 ± 0.46bB

3 TSTP39 TSTP39-1 4.96 ± 0.06aA 6.31 ± 0.31bB

　同列不同大写字母和小写字母分别表示差异极显著(P < 0.01)和差异显著(P < 0.05)。
　The capital letters indicate significant differences at the 0.01 level, and the lowercase letters indicate significant differences at the 0.05 level.

 

10 μm

A B C

 

图 2   TSQA26-3 菌落形态及革兰氏染色结果

Figure 2    The morphology and Gram staining result of TSQA26-3
 A为菌株 TSQA26-3在 CAS培养基上的形态；B为菌株在 NB固体培养基上的形态；C为革兰氏染色镜检结果。

 A is the morphology of the strain TSQA26-3 on CAS medium; B is the morphology of the strain TSQA26-3 on NB medium; C is the result of Gram-stain
microscopy.
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可溶性淀粉作为碳源最不利于菌株合成铁载体。 

2.5.2    氮源

使用 MSA为发酵基础培养基，如图 6所示，L-
天冬酰胺、L-精氨酸和 L-谷氨酰胺作为氮源，均有

利于菌株合成铁载体，培养基 su 均在 80%以上，其

中，使用 L-谷氨酰胺的 su 最大，为 84.11%。使用 L-
脯氨酸和甘氨酸作为氮源时，培养基的 su 分别为

72.24%和 61.34%。使用硫酸铵作为氮源时，菌株培

养基的 su 仅为 4.96%，显著低于其他氮源 (P < 0.05)，
说明菌株在无机氮作为氮源时，合成铁载体能力极低。 

2.5.3    培养基营养成分正交试验

以 MSA为发酵基础培养基，根据碳源、氮源的

试验结果，选择甘露醇为碳源，L-谷氨酰胺为氮源，

以甘露醇 、 L-谷氨酰胺 、K2HPO4 和 MgSO4·7H2O
4种成分，进行 4因素 3水平正交试验，根据菌株合

成 su 结果确定发酵培养基最终配比，结果如表 4所
列。菌株合成铁载体发酵培养基最佳配方为：甘露

醇 25.0 g·L−1
，L-谷氨酰胺 2.5 g·L−1

，K2HPO4 1.0 g·L
−1
，

MgSO4·7H2O 0.25  g·L−1
，此时 su 值最大为 89.44%，

菌株合成铁载体能力最强。通过极差 R值分析，培

 

Pseudomonas plecoglossicida TND35 (JQ660543)

Pseudomonas sp. HF-1 (AY823996)

Pseudomonas putida JQ581 (KT726936)

Pseudomonas putida J5 (DQ659138)

TSQA26-3
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Pseudomonas fluorescens PFD11 (GQ900589)
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Pseudomonas costantinii (AF374472)

Pseudomonas geniculata N1 (JN607239)
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51

83

86

94

80

89

70
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53
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图 3   菌株基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树

Figure 3    Phylogenetic tree of the strain TSQA26-3 based on its 16S rRNA gene sequences

 

表 3   TSQA26-3 促生特性检测

Table 3   Detection of the plant-promoting ability of TSQA26-3

促生特性检测 Plant-promoting ability 定量分析 Quantitative analysis

指标
Parameter

活性
Activity

指标
Parameter

值
Value

溶解无机磷能力
Phosphate solubilization (inorganic) + 无机磷溶磷量

Inorganic phosphorus solubilizing amount/(mg·L−1) 30.31 ± 5.29

溶解有机磷能力
Phosphate solubilization (organic) − 有机磷溶磷量

Organic phosphorus solubilizing amount/(mg·L−1) 0

固氮能力 Nitrogen fixation + 固氮酶活性 Nitrogenase activity/(IU·L−1) 88.24 ± 3.04

产IAA IAA production + 产IAA能力 Capacity of IAA secretion/(mg·L−1) 9.71 ± 0.31

解钾能力 Potassium decomposition − 解钾能力 Soluble potassium content/(mg·L−1) 0
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养基的 4种成分对菌株产铁载体能力影响从高到低

为MgSO4·7H2O > K2HPO4 > L-谷氨酰胺 > 甘露醇。 

2.6    培养条件优化
 

2.6.1    pH
为研究培养基初始 pH对菌株合成铁载体能力

的影响，试验设置 6.5、7、7.5、8、8.5 5个 pH，如图 7A
所示，培养基初始 pH为 7时，su 值最高，为 90.72%，
随着培养基初始 pH的升高，其 su 值越低。初始

pH为 7.5时，培养基 su 值为 87.56%，初始 pH为 8.5
时，su 值降低至 82.08%。培养液初始 pH为 7最有

利于菌株铁载体的合成。 

2.6.2    转速

如图 7B所示，菌株在转速为 170 r·min−1 时，培

养基 su 值最高，为 90.99%，显著高于其他转速条件

(P < 0.05)。因此，最适宜菌株合成铁载体的摇床培

养转速为 170 r·min−1。
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图 4   不同培养基对菌株铁载体合成的影响

Figure 4    Effects of different media on the siderophores
produced by TSQA26-3

 不同小写字母表示不同处理之间差异显著 (P < 0.05)；下同。

 Different  lowercase  letters  indicate  significant  differences  between
treatments at the 0.05 level. This is applicable for the following figures and
table as well.
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图 5   不同碳源对菌株铁载体合成的影响

Figure 5    Effects of different carbon sources on the
siderophores produced by TSQA26-3

 Glu、Suc、Mal、Man、Amb、Sol分别代表葡萄糖、蔗糖、麦芽

糖、甘露醇、琥珀酸和可溶性淀粉。

 Glu,  Suc,  Mal,  Man,  Amb,  Sol  indicate  glucose,  sucrose,  maltose,
mannitol, amber acid and soluble starch, respectively.
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图 6   不同氮源对菌株铁载体合成的影响

Figure 6    Effects of different nitrogen sources on the
siderophores produced by TSQA26-3

 Asp、Pro、Arg、Glu、Gly、Amm分别表示 L-天冬酰胺、L-脯氨

酸、L-精氨酸、L-谷氨酰胺、甘氨酸和硫酸铵。

 Asp,  Pro,  Arg,  Glu,  Gly,  Amm  indicate  L-Asparagine,  L-Proline,
L-Arginine, L-Glutamine, Glycine and (NH4)2SO4.
 

表 4   培养基中各营养成分正交试验结果

Table 4   Results of the orthogonal test with different
nutritional facts in the medium

序号
No.

甘露醇
Mannitol

L-谷氨酰胺
L-Glutamine K2HPO4 MgSO4·7H2O su/%

1 1 1 1 1 69.19 ± 3.47b

2 1 2 2 2 69.85 ± 1.58b

3 1 3 3 3 76.56 ± 1.11b

4 2 1 2 3 46.79 ± 5.07d

5 2 2 3 1 88.79 ± 0.67a

6 2 3 1 2 57.75 ± 4.31c

7 3 1 3 2 68.88 ± 4.48b

8 3 2 1 3 45.07 ± 4.98d

9 3 3 2 1 89.44 ± 0.53a

K1 71.87 61.62 57.34 82.47

K2 64.44 67.90 68.69 65.49

K3 67.80 74.58 78.07 56.14

R 7.43 12.96 20.74 26.33

　碳氮源，K2HPO4和MgSO4·7H2O下的1，2，3与表1相同。R为极差。

　1, 2, and 3 in the carbon, nitrogen sources, K2HPO4, and MgSO4·7H2O
column are the same as in Table 1. R is a range.
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2.6.3    温度

如图 7C所示，培养温度过高 (32 ℃)和过低 (24
℃)均会导致菌株合成铁载体能力降低，培养温度

为 30 ℃ 时，su 值最高，为 89.75%，其次为培养温度

为 26 ℃ 时，su 值为 87.61%，各培养温度之间差异

显著 (P < 0.05)。最适宜菌株合成铁载体的培养温度

为 30 ℃。 

2.6.4    装液量

在 250 mL锥形瓶中分别装入 50、70、90、100、
110 mL培养基，试验装液量对菌株合成铁载体能力

的影响。从图 7D中看出，装液量为 50 mL时，培养

液 su 值最低，且与其他处理差异显著 (P < 0.05)，当
装液量为 70～100 mL时，培养液 su 值均高于 89%，
其中装液量为 70 mL时 su 值最高，为 89.49%，装液

量为每 250 mL瓶中装 70 mL最有利菌株合成铁载体。 

3    讨论

本研究从贵州岩溶山区野生白三叶根际土壤中

筛选得到 1株铁载体产生菌 TSQA26-3，并对其进行

分类鉴定。细菌的分子生物学鉴定方法准确性高，

结果稳定，数据库全面，其中，16S rRNA基因序列具

有普遍存在性和序列保守性特点，是微生物分子鉴

定的最优标志物之一
[30-31]
。将菌株的 16S  rRNA

基因序列通过 BLAST比对，发现菌株与假单胞菌

属 (Pseudomonas sp.)细菌中多个种同源性达 99%以

上，在系统发育树上，16S rRNA基因序列与 P. putida
OsEnb_HZB_G20 (MN889396)最为接近，但同一聚

类上同时出现 P.  hunanensis 和 P.  monteilii，因此 ，

16S rRNA基因序列分析无法准确确定菌株的分类

地位。VITEK-2全自动微生物鉴定系统根据微生物

特征性生理生化反应从而对微生物进行鉴定，适用

于微生物实验室的日常检测工作
[32]
。有研究报道，

其对蜡样芽胞杆菌 (Bacillus cereus)检出率较高
[33]
，

可将金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus)鉴定到

种
[34]
，在医疗和食品领域得到广泛应用。子建文等

[35]

利用该系统进行土壤厌氧菌的鉴定，张帆等
[32]

利用

该系统对铜绿假单胞菌 (P. aeruginosa)的鉴定结果

作参考标准。虽然 VITEK-2系统具有准确、快速、

自动化高等特点，但该系统仅能鉴定其数据库中所

包含的微生物种类
[36]
。经鉴定，菌株 TSQA26-3的生

理生化反应与 VITEK-2全自动微生物鉴定系统中的

恶臭假单胞菌 (P. putida)高度相似。结合形态观察、
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图 7   不同培养条件对菌株合成铁载体的影响

Figure 7    Effects of different culture conditions on the siderophores produced by TSQA26-3
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VITEK-2全自动微生物鉴定和 16S rRNA基因序列

分析，TSQA26-3菌株鉴定为恶臭假单胞菌 (P. putida)。
有研究报道，于素芳等

[37]
从棉花 (Gossypium spp.)

根际细菌中分离筛选出 1株产铁载体能力强的恶臭

假单胞菌；刘艳萍等
[38]

从大棚蔬菜根际土中分离

到 1株高产铁载体的恶臭假单胞菌，其铁载体在低

铁条件下具有促进黄瓜 (Cucumis sativus)幼苗生长

的作用。陈伟等
[14]

从黑麦草 (Lolium perenne)根际

分离纯化了 1株与恶臭假单胞菌相似的产铁载体

菌，对黄瓜灰霉病 (Botrytis cinerea)有抑制作用；曹

宏丽等
[39]

从地黄 (Rehmannia glutinosa)种植地土壤

中分离得到 1株恶臭假单胞菌，该菌不仅铁载体合

成量高 ，合成的铁载体还对拟南芥 (Arabidopsis
thaliana)主根的生长有抑制作用。前人研究显示，

恶臭假单胞菌是高产铁载体的优势菌株，并在植物

根际土壤中广泛存在，这与本研究结果一致，但有

关恶臭假单胞菌的进一步应用还有待研究。

在对植物促生菌的研究中发现，牧草根际促生

菌同时具有溶磷、固氮、分泌 IAA等多种促生特性
[40]
。

有研究者报道，铁载体产生菌 (SPB)除了具有产铁

载体能力，还具有溶磷、固氮等促进植物生长特

性。李韵雅
[28]

分离获得的铁载体产生菌 Bacillus
tequilensis CD36同时具有产ACC脱氨酶、产 IAA、溶
解无机磷和解钾等作用；雷平等

[25]
从辣椒 (Capsicum

annuum)内生菌中分离得到的假单胞菌 PEB40具有

较好的产 IAA和溶解有机磷能力；龙云川等
[41]

从富

硒土壤中筛选出的 3株高效铁载体产生菌，均具有

产 IAA能力。本研究显示，TSQA26-3菌株除了能

分泌铁载体外，还具有溶解无机磷、固氮和产 IAA
能力，说明恶臭假单胞菌 (P. putida)具有多种促进

植物生长机制，有较大的促生潜力。

不同的细菌最适宜分泌铁载体的条件是不同

的，影响铁载体合成的因素除了细菌本身性质差异

外，还包括培养基、碳氮源、金属离子、pH、培养温

度等
[8]
。朱慧明等

[13]
研究显示，细菌在 LB培养基

中生长最好，但铁载体活性单位极低。陈佳亮
[27]

的

研究也表明，细菌在 NB和 LB这类富营养培养基

中不能分泌铁载体，而 SM、MSA和 MKB培养基常

被用作细菌合成铁载体的发酵培养基。本研究发

现，最适宜 TSQA26-3菌株合成铁载体的培养基为

MSA培养基。本研究结果显示，最适宜菌株发酵的

碳源为甘露醇，与Mohamed [42] 研究结果一致。使用

不同氨基酸作为氮源时，菌株的铁载体活性单位不

同，但均在 60%以上，而使用硫酸铵作为氮源时，铁

载体活性单位明显降低，说明无机氮源不利于菌株

铁载体的合成，最适宜菌株合成铁载体的氮源为 L-
谷氨酰胺。培养基成分正交试验显示，对菌株合成

铁载体影响最大的是MgSO4·7H2O，其次为 K2HPO4，

发酵培养基中无机盐的量对菌株合成铁载体的影

响大于碳氮源。本研究在优化发酵培养基的基础

上，进一步研究培养基初始 pH、转速、培养温度和

装液量对菌株合成铁载体的影响，优化其培养条

件，提高菌株合成铁载体能力，为铁载体进一步的

探索与利用研究提供技术基础。 

4    结论

结合菌株形态观察、VITEK-2全自动微生物鉴

定、16S rRNA基因序列分析，菌株 TSQA26-3鉴定

为恶臭假单胞菌 (P. putida)，且菌株具有溶解无机

磷、分泌 IAA和固氮能力。通过对适宜菌株产铁载

体基础发酵培养基的筛选，培养基各组分和配比的

优化，以及培养条件研究，菌株合成铁载体最佳发

酵培养基为甘露醇 (Mannitol)和 L-谷氨酰胺 (L-
Glutamine)培养基，简称 MG培养基。配方为：甘露

醇 25.0  g·L−1
， L-谷 氨 酰 胺 2.5  g·L−1

， K2HPO4  1.0
g·L−1

，MgSO4·7H2O 0.25 g·L
−1
；最佳培养条件为：初

始 pH 7.00，转速 170 r·min−1，培养温度 30 ℃，装液

量每 250 mL瓶中装 70 mL。
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