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大豆埃氏慢生根瘤菌 Ｙ６３￣１ 菌株培养基的筛选与优化
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摘　 要:为了促进广谱高效大豆埃氏慢生根瘤菌 Ｙ６３￣１ 菌株的高效生产与推广应用ꎬ本研究对其培养基进行了筛选

与优化ꎮ 首先比较了 Ｙ６３￣１ 在 ＹＭＡ、ＴＹ、ＳＭ、ＰＡ 和 ＢＳＥ ５ 种根瘤菌基本培养基中的生长速度ꎬ结果表明 Ｙ６３￣１ 在 ＴＹ
基本培养基中生长最快ꎮ 以 ＴＹ 为基本培养基进行单因素碳源及无机盐利用试验ꎬ结果表明葡萄糖是 Ｙ６３￣１ 生长的

最佳碳源ꎬＣａＣｌ２为必要的培养基成分ꎬＲｈ 微量元素对菌株的生长有很大的促进作用ꎮ 进一步对蛋白胨、葡萄糖、酵母

粉及 Ｒｈ 微量元素 ４ 种组分进行正交优化ꎬ获得了适宜 Ｙ６３￣１ 生长的最佳培养基ꎬ配方(１ Ｌ)为:８ ｇ 蛋白胨、１０ ｇ 葡萄

糖、３ ｇ 酵母粉、０. １ ｇ ＣａＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ、３ ｍＬ Ｒｈ 微量元素ꎬｐＨ７. ０ꎮ 此培养基也能显著提升 ＵＳＤＡ１１０ 的生长速率ꎬ可以广

泛应用于慢生根瘤菌菌剂的大规模生产ꎮ
关键词:大豆根瘤菌ꎻ埃氏慢生根瘤菌 Ｙ６３￣１ꎻ培养基筛选ꎻ培养基优化ꎻ正交试验

收稿日期:２０２４￣０３￣２１
基金项目:湖北省重点研发计划(２０２２ＢＢＡ００３６)ꎻ国家自然科学基金面上项目(３２０７１９６４)ꎮ
第一作者:冷飘(１９９７—)ꎬ男ꎬ硕士研究生ꎬ主要从事大豆遗传育种研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｌｅｎｇｐｉａｏ１９９７＠ １６３. ｃｏｍꎮ
通讯作者:袁松丽(１９８４—)ꎬ女ꎬ博士ꎬ副研究员ꎬ主要从事大豆共生固氮育种研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｓｏｎｇｌｉｙｕａｎ＠ ｃａａｓ. ｃｎꎻ

陈海峰(１９７８—)ꎬ男ꎬ博士ꎬ研究员ꎬ主要从事大豆遗传育种研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｃｈｅｎｈａｉｆｅｎｇ＠ ｃａａｓ. ｃｎꎮ

Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｅｌｋａｎｉｉ Ｙ６３￣１
ＬＥＮＧ Ｐｉａｏꎬ ＪＩＮ Ｆｕｘｉａｏꎬ ＨＵＡＮＧ Ｙｉꎬ ＺＨＡＮＧ Ｃｈａｎｊｕａｎꎬ ＳＨＡＮ Ｚｈｉｈｕｉꎬ ＹＡＮＧ Ｚｈｏｎｇｌｕꎬ ＹＵＡＮ Ｓｏｎｇｌｉꎬ
ＣＨＥＮ Ｈａｉｆｅｎｇ
(Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｏｉｌ Ｃｒｏｐ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ / Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓꎬ Ｗｕｈａｎ
４３００６２ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｙ６３￣１ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｌｏｗ ｇｒｏｗｉｎｇ ｒｈｉｚｏｂｉａ
ｗｉｔｈ ｂｒｏａｄ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｉｔｓ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ. Ｆｉｒｓｔｌｙꎬ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ
Ｙ６３￣１ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｉｎ ｆｉｖｅ ｂａｓｉｃ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ ｆｏｒ ｒｈｉｚｏｂｉａꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＹＭＡꎬ ＴＹꎬ ＳＭꎬ ＰＡ ａｎｄ ＢＳＥ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
Ｙ６３￣１ ｇｒｅｗ ｔｈｅ ｆａｓｔｅｓｔ ｉｎ ＴＹ ｂａｓｉｃ ｍｅｄｉｕｍ. Ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ａｎｄ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｓａｌｔ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ
ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＴＹ ａｓ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｇｌｕｃｏｓｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｏｆ Ｙ６３￣１ꎬ ＣａＣｌ２ ｗａｓ ａ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍꎬ ａｎｄ Ｒｈ ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｈａｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ. Ｆｕｒｔｈｅｒ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｐｅｐｔｏｎｅꎬ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ｙｅａｓｔ
ｐｏｗｄｅｒꎬ ａｎｄ Ｒｈ ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｙ６３￣１. Ｔｈｅ ｆｏｒｍｕｌａ (１ Ｌ) ｗａｓ: ８ ｇ
ｐｅｐｔｏｎｅꎬ １０ ｇ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ３ ｇ ｙｅａｓｔ ｐｏｗｄｅｒꎬ ０. １ ｇ ＣａＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏꎬ ａｎｄ ３ ｍＬ Ｒｈ ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓꎬ ｐＨ７. ０. Ｔｈｉｓ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ
ｃａｎ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ＵＳＤＡ１１０ ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｌｏｗ ｇｒｏｗｉｎｇ
ｒｈｉｚｏｂｉａ ａｇｅｎｔｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｓｏｙｂｅａｎ ｒｈｉｚｏｂｉａꎻ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｅｌｋａｎｉｉ Ｙ６３￣１ꎻ ｍｅｄｉｕｍ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇꎻ ｍｅｄｉｕｍ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎꎻ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

　 　 氮是蛋白质和核酸的重要组成部分之一ꎬ对作

物生长发育至关重要[１]ꎮ 在土壤中ꎬ氮主要以硝酸

盐和铵态氮的形式被植物根部吸收[２]ꎮ 现代化农

业生产中大量施用化学氮肥ꎬ不仅会造成资源的浪

费、耕地土壤退化ꎬ也会污染环境[３￣４]ꎮ 为实现农业

可持续发展ꎬ研发能替代化学氮肥的优质、高产、高
效、环保安全的微生物肥料显得尤其重要ꎬ也成为

了国内外研究的热点[５]ꎮ 微生物肥料 ( ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ)又称微生物菌肥ꎬ主要是以活性微生物的

生命活动为植物提供生长所需的营养物质[６]ꎮ 菌

肥中的微生物活体ꎬ可以通过自身的代谢活动ꎬ为
作物提供可以直接吸收的营养元素、促生长类物

质ꎬ同时还能够改善土壤理化性质和土壤的生物种

类[７￣８]ꎮ 微生物在自然界分布广ꎬ种类多ꎬ功能多

样ꎬ可开发研制成多种功效不同的菌肥[９]ꎮ
根瘤菌是一种革兰氏阴性细菌ꎬ广泛存在于土

壤中ꎮ 根瘤菌菌肥不仅可以有效地提高豆科植物

的产量ꎬ而且还可以改良土壤的肥力ꎬ具有重要的

农业及生态学意义[１０]ꎮ 高效根瘤菌菌肥的研发与

应用主要侧重于根瘤菌的广谱适应性、高效固氮

性、以及低廉的生产成本ꎬ是充分发挥豆科植物共

生固氮作用的重要前提ꎮ 近年来ꎬ越来越多的学者

参与到根瘤菌的分离、鉴定以及应用技术的研究ꎮ
不同大豆品种与根瘤菌之间存在共生匹配差异ꎬ筛
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选出具有广谱高效的根瘤菌菌株以提升大豆￣根瘤

菌的共生固氮能力是目前主要的研究方向ꎮ 李彦

连等[１０]从黄淮海地区主栽大豆品种徐豆 ２４ 的种植

田中捕捉、分离得到 ３２ 株根瘤菌ꎬ筛选出与徐豆 ２４
共生匹配的高效根瘤菌株ꎬ确定 Ｓ. ｆｒｅｄｉｉ３ 为与徐豆

２４ 相匹配的高效菌株ꎮ 田间回接试验结果进一步

证明 Ｓ. ｆｒｅｄｉｉ３ 是试验地区的优势种ꎮ 蒋攀[１２] 采用

自然选育的研究方法从各采样点采集的根瘤中分

离根瘤菌ꎬ将这些菌株水培初筛ꎬ经盆栽复筛后ꎬ进
行大田试验ꎬ筛选出结瘤能力强且固氮效果好的菌

株 Ｓ６５ꎮ 王敏等[１３]以从 １８７ 株大豆根瘤菌株中筛选

出的 ７ 株强耐盐性根瘤菌株为供试材料ꎬ筛选与山

西主栽品种晋大 ８８ 匹配性较好的强耐盐根瘤菌ꎮ
上述研究为我国高效根瘤菌菌剂的选取奠定了坚

实基础ꎮ
根瘤菌菌剂的推广应用不仅需要根瘤菌具有

高效性ꎬ也与菌剂生产成本、保存后的有效活菌数

有关ꎮ 我国根瘤菌菌剂制备技术已经非常成熟ꎬ秦
皇岛领先科技有限公司研制的根瘤菌菌剂有效活

菌数超过 ２ × １０９ ＣＦＵ􀅰ｍＬ － １ꎬ与美国相当并且保质

期达到半年至 １ 年[１４]ꎮ 目前ꎬ市场上常见的根瘤菌

菌剂根据载体与制备工艺主要分为固体菌剂、液体

菌剂、颗粒菌剂以及冻干菌剂 ４ 种类型[１５]ꎬ其中液

体菌剂在我国现阶段使用较普遍ꎮ 根据根瘤菌的生

长速率将其划分为快生型根瘤菌(Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)、慢
生型根瘤菌 ( Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)、 中慢生型根瘤菌

(Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)３ 大类以及诸多变种[１６￣１７]ꎮ 研究表

明ꎬ快生型根瘤菌产生酸ꎬ具有不同程度的耐盐性、
能广泛适用多种碳源ꎮ 而慢生型根瘤菌产生碱ꎬ所
适用碳源较少ꎬ所以在大多数培养基中生长缓

慢[１８]ꎮ 根瘤菌培养基常用碳源有葡萄糖、蔗糖、甘
油与甘露醇ꎬ其中甘油不仅成本高昂并且贮运中要

防潮、防热、防水不利于大规模工业生产[７]ꎮ 此外

ＫＨ２ＰＯ４、ＫＮＯ３等无机盐可为根瘤菌生长提供氮、磷
等营养元素ꎬ有利于菌株的生长代谢ꎬ经过单因素

试验能有效筛选有利于菌株吸收的物质ꎬ简化培养

基组分[１４]ꎮ 工业发酵的根瘤菌培养基及发酵生产

的时间是决定根瘤菌菌剂生产成本的关键因素ꎬ由
此筛选并优化适宜高效根瘤菌特别是慢生根瘤菌

菌剂生产的培养基在生产应用中至关重要ꎮ
大豆埃氏慢生根瘤菌 Ｙ６３￣１ 菌株是由中国农业

科学院油料作物研究所于 ２０２１ 年从湖北洪湖高产、
优质、多抗、广适的中豆 ６３ 高产示范田中分离所得ꎬ
是一株广谱高效的大豆根瘤菌ꎬ具有较好的应用前

景[１９]ꎮ 前期研究中 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列测序比对分析结

果表明 Ｙ６３￣１ 为埃氏慢生根瘤菌属(Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ
ｅｌｋａｎｉｉ)ꎬ在传统的根瘤菌培养基 ＹＭＡ 培养基上生

长缓慢ꎬ生长周期较长(５ ~ ８ ｄ)ꎬ根瘤菌菌剂的生产

成本显著提高ꎮ 为了促进 Ｙ６３￣１ 菌株的高效生产与

推广应用ꎬ本研究对 Ｙ６３￣１ 菌株的培养基进行筛选

与优化ꎬ以期获得能显著提高该菌株的生长速度ꎬ
且适合大规模生产(大量工业发酵)的培养基ꎬ为
Ｙ６３￣１ 根瘤菌菌剂的高效生产提供依据ꎮ 此外ꎬ优
化后的新培养基也能显著提升其它大豆慢生根瘤

菌(比如 ＵＳＤＡ１１０)的生长速度ꎬ可以广泛应用于慢

生根瘤菌菌剂的大规模生产ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

１. １. １　 菌株　 大豆埃氏慢生根瘤菌 Ｙ６３￣１ 菌株分

离自湖北省洪湖市中豆 ６３ 高产示范田大豆根瘤ꎬ
ＮＣＢＩ 基因序列号为 ＣＰ１２７８６１ 与 ＣＰ１２７８６２ꎬ由本实

验室分离保藏ꎮ 大豆根瘤菌 ＵＳＤＡ１１０ 菌株由本实

验室保藏ꎮ
１. １. ２　 培养基　 ＹＭＡ 液体培养基(１ Ｌ):１０. ０ ｇ 甘

露醇、０. ４ ｇ 酵母粉、０. ５ ｇ Ｋ２ ＨＰＯ４、０. ２ ｇ ＭｇＳＯ４􀅰
７Ｈ２Ｏ、０. １ ｇ ＣａＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ、０. １ ｇ ＮａＣｌ、４ ｍＬ Ｒｈ 微量

元素液、用 ｄｄＨ２Ｏ 定容至 １ Ｌꎮ 在 １ Ｌ 液体培养基

中添加 １５ ｇ 琼脂粉即可配制成 ＹＭＡ 固体培养基ꎮ
ＳＭ 培养基(１ Ｌ):１０. ０ ｇ 甘露醇、０. ５ ｇ Ｋ２ＰＯ４、

０. ２ ｇ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、０. ５ ｇ ＫＮＯ３、０. １ ｇ ＣａＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ、
４ ｍＬ Ｒｈ 微量元素液、用 ｄｄＨ２Ｏ 定容至 １ Ｌꎮ

ＴＹ 培养基(１ Ｌ):５. ０ ｇ 蛋白胨、３. ０ ｇ 酵母粉、
１. ０ ｇ ＣａＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ、用 ｄｄＨ２Ｏ 定容至 １ Ｌꎮ

ＰＡ 培养基(１ Ｌ):２. ０ ｇ 蛋白胨、０. ５ ｇ ＭｇＳＯ４􀅰
７Ｈ２Ｏ、用 ｄｄＨ２Ｏ 定容至 １ Ｌꎮ

ＢＳＥ 培养基(１ Ｌ):１０. ０ ｇ 甘露醇、０. ２ ｇ ＭｇＳＯ４􀅰
７Ｈ２Ｏ、０. ５ ｇ Ｋ２ ＨＰＯ４、０. １ ｇ ＮａＣｌ、０. １ ｇ ＣａＣｌ２􀅰
６Ｈ２Ｏ、４ ｍＬ Ｒｈ 微量元素液、用 ｄｄＨ２Ｏ 定容至 １ Ｌꎮ

Ｒｈ 微量元素液 (１ Ｌ):５. ０ ｇ Ｈ３ ＢＯ３、５. ０ ｇ
Ｎａ２ＭｏＯ４ꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 定容至 １ Ｌꎮ
１. ２　 方法

１. ２. １　 菌株活化　 将大豆根瘤菌 Ｙ６３￣１ 菌液在添

加了 １００ ｍｇ􀅰Ｌ － １氨苄青霉素的 ＹＭＡ 平板上划线ꎬ
于 ２８ ℃恒温培养箱中培养至清晰的菌落长出(５ ｄ
左右)ꎮ 挑取活化的 Ｙ６３￣１ 根瘤菌菌落接种于

７５ ｍＬ ＹＭＡ 液体培养基中ꎬ１７０ ｒ􀅰ｍｉｎ － １ꎬ２８ ℃摇床

培养ꎮ
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１. ２. ２　 不同基础培养基中生长速率对比　 将上述

活化培养的大豆根瘤菌 Ｙ６３￣１ 菌株按 １％接种量分

别接种于 ＴＹ、ＹＭＡ、ＳＭ、ＰＡ 以及 ＢＳＥ ５ 种液体培养

基中(每个培养基体积为 ７５ ｍＬ)ꎬ于 ２８ ℃恒温培养

箱中１７０ ｒ􀅰ｍｉｎ －１进行培养ꎮ 分别在５ꎬ１１ꎬ２０ 及３１ ｈ 选

取 １ 瓶ꎬ使用 Ａ３６０ 型分光光度计测定培养菌液的

ＯＤ６００值ꎮ 绘制 Ｙ６３￣１ 在 ＴＹ、ＹＭＡ、ＳＭ、ＰＡ 以及 ＢＳＥ
中生长的 ＯＤ６００值曲线ꎬ表征生长速率ꎮ 根据 Ｙ６３￣１
的生长曲线选择生长速率最快的培养基ꎮ
１. ２. ３　 不同碳源培养基中生长速率对比　 改变上

述选定培养基中的碳源成分ꎬ以葡萄糖、蔗糖以及

甘露醇为碳源ꎬ分别添加至基本培养基中ꎮ 活化的

Ｙ６３￣１ 菌株按 １％ 接种量分别添加至基本培养基及

添加有不同碳源后的基本培养基中ꎬ同样每瓶液体

培养基的体积为 ７５ ｍＬꎮ 然后于 ２８ ℃恒温摇床中

１７０ ｒ􀅰ｍｉｎ － １培养ꎬ２４ ｈ 后测定 ＯＤ６００值ꎬ比较不同碳

源对大豆根瘤菌 Ｙ６３￣１ 生长速率的影响ꎮ
１. ２. ４　 不同无机盐培养基中生长速率对比　 根据

上述试验筛选的基础培养基及最佳碳源ꎬ设置 ４ 组

试验:Ａ 组去除 ＣａＣｌ２􀅰６Ｈ２ＯꎻＢ 组增加 ４ ｍＬ Ｒｈ 微

量元素ꎻＣ 组增加 ０. ５ ｇ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏꎻ以不改变任

何有机盐成分的改良培养基为对照组(ＣＫ)ꎮ 活化

的 Ｙ６３￣１ 菌株按 １％接种量分别添加至对照培养基

及 Ａ、Ｂ、Ｃ 组培养基中ꎬ于 ２８ ℃ 恒温培养基中ꎬ
１７０ ｒ􀅰ｍｉｎ － １培养ꎬ３１ ｈ 后测定 ＯＤ６００值ꎬ比较不同无

机盐对大豆根瘤菌 Ｙ６３￣１ 生长速率的影响ꎮ
１. ２. ５　 正交优化试验　 根据以上单因素的试验结

果ꎬ选取关键碳源(葡萄糖)、无机盐成分(Ｒｈ 微量

元素液)以及基本培养基中蛋白胨及酵母粉 ４ 个因

素ꎬ分别取 ３ 个水平ꎬ并按 Ｌ９(３４) 进行正交试验ꎬ通
过极差分析得出较优组合和影响 Ｙ６３￣１ 生长因素的

主次顺序ꎮ 以方差分析结果为依据ꎬ列出其中的关

键因素的显著性ꎬ制定出本试验范围内适合埃氏慢

生型根瘤菌 Ｙ６３￣１ 生长的最佳配方ꎮ
１. ２. ６　 优化培养基的验证　 选取最具代表性的慢

生根瘤菌 ＵＳＤＡ１１０ꎬ分别培养于 ＹＭＡ 基本培养基

及优化后的培养基ꎬ培养 ３１ ｈ 后测定 ＯＤ６００值ꎬ比较

ＵＳＤＡ１１０ 在两种培养基中的生长速率ꎬ评估优化后

的培养基是否也能提升其它 慢 生 根 瘤 菌 ( 如

ＵＳＤＡ１１０)的生长速率ꎮ
１. ３　 数据分析

先用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件进行数据整理ꎬ然后用

ＳＰＳＳ ｖｅｒ. ２５. ０ 软件(ＳＰＳＳ Ｉｎｃ. ＵＳＡꎬ ＩＬ:Ｃｈｉｃａｇｏ)
进行正交试验设计以及显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 大豆埃氏慢生根瘤菌 Ｙ６３￣１ 基础培养基的

筛选

　 　 为了筛选适于大豆根瘤菌 Ｙ６３￣１ 菌株生长、稳
定性好、成本低廉、来源广的基础培养基ꎮ 根据

Ｙ６３￣１ 在 ＹＭＡ、ＰＡ、ＳＭ、ＴＹ 和 ＢＳＥ 培养基中生长 ３１ ｈ
的 ＯＤ６００值绘制的生长曲线如图 １ 所示:接种 Ｙ６３￣１
之后ꎬ５ ｈ 前ꎬ在 ５ 种培养基中的生长速率差异并不

明显ꎻ５ ~ １１ ｈꎬＹ６３￣１ 在 ＴＹ 以及 ＰＡ 培养基中生长

速率显著上升ꎬ超过了 ＹＭＡ、ＳＭ 和 ＢＳＥ 培养基ꎻ１１ ｈ
后ꎬＹ６３￣１ 在 ＴＹ 培养基中生长速率持续快速增长ꎬ远
远超过了 ＹＭＡ、ＰＡ、ＳＭ 和 ＢＳＥ 培养基ꎮ 培养 ３１ ｈꎬ
Ｙ６３￣１ 在 ＰＡ 培养基中生长速率列第二位ꎬＹＭＡ 位

列第三位ꎬ在 ＢＳＥ 培养基与 ＳＭ 培养基中无明显差

别ꎮ 结果表明ꎬ埃氏慢生根瘤菌 Ｙ６３￣１ 在 ＴＹ 培养

基中的生长速率最快ꎬ菌量更高ꎬＴＹ 培养基为最佳

基础培养基ꎮ

图 １　 Ｙ６３￣１ 在 ５ 种培养基中的生长曲线

Ｆｉｇ. １　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｙ６３￣１ ｉｎ ｆｉｖｅ ｍｅｄｉａｓ

２. ２ 　 Ｙ６３￣１ 在含有不同碳源的 ＴＹ 培养基中的生

长速率比较

　 　 碳源是培养基的重要组成部分ꎬ它既能构成菌

体细胞和代谢产物ꎬ又能提供微生物生命活动中所

需能量[２０]ꎮ 鉴于 ＴＹ 培养基组分中并无主要碳源ꎬ
为提高埃氏慢生根瘤菌 Ｙ６３￣１ 的生长速率ꎬ对其进

一步优化ꎮ 结果表明ꎬＹ６３￣１ 在以葡萄糖为碳源的

ＴＹ 培养基中生长速率最快ꎬ显著高于以蔗糖与甘露

醇为碳源的 ＴＹ 培养基ꎬＯＤ６００ 值达到 ０. ６５９ꎬ在 ＴＹ
培养基中的 ＯＤ６００为 ０. ５３６ꎬ以葡萄糖为碳源的菌株

生长速率比基础培养基高 ２２. ９５％ ꎬ且差异达到极

显著性水平ꎮ 由此ꎬ以葡萄糖为进一步优化的培养

基碳源ꎮ
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　 　 注:∗ . 处理间存在显著差异(Ｐ < ０. ０５)ꎻ∗∗∗ . 处理间存在

极显著差异(Ｐ < ０. ００１)ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: ∗ . Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ(Ｐ < ０. ０５)ꎻＴｈｅｒｅ ｉｓ
ｅｘｔｒｅｍｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ <０. ００１). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 添加不同碳源的 ＴＹ 培养基培养 Ｙ６３￣１ 后
２４ ｈ 的 ＯＤ６００值

Ｆｉｇ. ２　 ＯＤ６００ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＴＹ ｍｅｄｉｕｍｓ ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ａｆｔｅｒ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ Ｙ６３￣１ ｆｏｒ ２４ ｈ

２. ３　 Ｙ６３￣１ 在含葡萄糖及不同无机盐成分的 ＴＹ
培养基中的生长速率比较

　 　 由图 １ 可知ꎬＹ６３￣１ 在 ＴＹ 培养基生长速度最

快ꎬＰＡ 培养基第二ꎬＹＭＡ 培养基第三ꎮ ＰＡ 培养基

相较于 ＴＹ 培养基都是以蛋白胨为氮源ꎬ只增加了

ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２ Ｏꎮ ＴＹ 培养基与 ＹＭＡ 相比ꎬ菌株生长

速率存在显著性差异ꎬ由于 ＴＹ 培养基已有蛋白胨

提供氮源ꎬ则 ＹＭＡ 培养基在成分上相较于 ＴＹ 增加

了 Ｒｈ 微量元素ꎮ 因此以葡萄糖为碳源分别探究

ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２ Ｏ、ＣａＣｌ２􀅰６Ｈ２ Ｏ 以及 Ｒｈ 微量元素对

Ｙ６３￣１ 生长速率的影响并进行验证ꎮ 如图 ３ 所示ꎬＡ
组为缺少 ＣａＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ 的 ＴＹ 培养基ꎬ在培养 ２４ ｈ 后

其 ＯＤ 值与对照相比显著下降ꎬ表明 ＣａＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ 为

原培养基中不可缺少的营养成分ꎻＢ 组为添加 Ｒｈ 微

量元素的 ＴＹ 培养基ꎬ在培养 ２４ ｈ 后其 ＯＤ 值显著

高于对照(Ｐ < ０. ００１)ꎬ表明添加 Ｒｈ 微量元素可以

促进 Ｙ６３￣１ 菌株的生长ꎻＣ 组为添加 ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２ Ｏ
的 ＴＹ 培养基ꎬ培养 ２４ ｈ 后其 ＯＤ 值较 ＣＫ 有所提

升ꎬ但并不存在显著性差异ꎬ表明 ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２ Ｏ 对

Ｙ６３￣１ 的生长影响并不大ꎮ

　 　 注:ＣＫ. ＴＹ ＋ 葡萄糖ꎻＡ. ＴＹ ＋ 葡萄糖 － ＣａＣｌ２􀅰６Ｈ２ＯꎻＢ. ＴＹ ＋ 葡萄

糖 ＋ Ｒｈ 微量元素ꎻＣ. ＴＹ ＋ 葡萄糖 ＋ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏꎮ

Ｎｏｔｅ: ＣＫ. ＴＹ ＋ ｇｌｕｃｏｓｅꎻＡ. ＴＹ ＋ ｇｌｕｃｏｓｅ － ＣａＣｌ２􀅰６Ｈ２ ＯꎻＢ. ＴＹ ＋

ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ Ｒｈ ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ Ｃ. ＴＹ ＋ ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ.

图 ３　 不同无机盐成分培养 ２４ ｈ 对 Ｙ６３￣１ 生长速率的影响

Ｆｉｇ. ３　 ＯＤ６００ ｏｆ Ｙ６３￣１ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒａｃｅ

ｅｌｅｍｅｎｔ ｍｅｄｉａ ｆｏｒ ２４ ｈ

２. ４　 正交优化试验

单因素试验结果表明ꎬ在 ＴＹ 培养基中添加葡

萄糖及 Ｒｈ 微量元素液都可以促进埃氏慢生根瘤菌

Ｙ６３￣１ 的生长ꎬ此外蛋白胨及酵母粉是 ＴＹ 培养基的

主要成分ꎮ 设计 Ｌ９ (３４)正交试验对以上 ４ 个因素

进一步优化ꎬ如表 １ 所示:Ｙ６３￣１ 在 ４ 号培养基中生

长速度最快ꎮ 极差分析结果如表 ２ 所示:在优化培

养基中培养 Ｙ６３￣１ 时ꎬ４ 种营养成分对其生长速率

的影响为蛋白胨 > 葡萄糖 > 酵母粉 > Ｒｈ 微量元

素ꎮ 且方差分析表明 ４ 种成分均对 Ｙ６３￣１ 生长速率

有显著性影响(表 ３)ꎮ 正交优化试验的最佳组合

为:８ ｇ 蛋白胨、１０ ｇ 葡萄糖、３ ｇ 酵母粉、０. １ ｇ ＣａＣｌ２
􀅰６Ｈ２Ｏ、３ ｍＬ 微量元素ꎮ

表 １　 Ｌ９(３４)正交试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌ９(３４) ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ

实验号

Ｔｅｓｔ Ｎｏ.

因素 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ

葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ 蛋白胨 Ｐｅｐｔｏｎｅ 酵母粉 Ｙｅａｓｔ Ｒｈ 微量元素 Ｒｈ ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
ＯＤ６００

１ ５ ５ ４ ４ ０. ６２５５

２ ５ ３ ２ ３ ０. ５８３５

３ １０ ８ ２ ４ ０. ７６４０

４ １０ ５ ３ ３ ０. ７６９５

５ １５ ３ ３ ４ ０. ６７１５

６ １５ ５ ２ ５ ０. ６６００
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表 １ (续)

实验号

Ｔｅｓｔ Ｎｏ.

因素 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ

葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ 蛋白胨 Ｐｅｐｔｏｎｅ 酵母粉 Ｙｅａｓｔ Ｒｈ 微量元素 Ｒｈ ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
ＯＤ６００

７ １５ ８ ４ ３ ０. ７３５５

８ ５ ８ ３ ５ ０. ７４３０

９ １０ ３ ４ ５ ０. ６２５５

表 ２　 Ｌ９(３４)培养基优化结果的极差分析表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔａｂｌｅ ｏｆ Ｌ９(３４) ｍｅｄｉｕｍ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

项目 Ｉｔｅｍ 葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ 蛋白胨 Ｐｅｐｔｏｎｅ 酵母粉 Ｙｅａｓｔ Ｒｈ 微量元素 Ｒｈ ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

Ｋ１ １. ９５２ ２. ０５５ １. ９８４ ２. ０６１

Ｋ２ ２. １５６ １. ８７７ ２. ００７ ２. ０８８

Ｋ３ ２. ０６７ ２. ２４３ ２. １８４ ２. ０２６

ｋ１ ０. ６５１ ０. ６８５ ０. ６６１ ０. ６８７

ｋ２ ０. ７１９ ０. ５２６ ０. ６６９ ０. ６９６

ｋ３ ０. ６８９ ０. ７４８ ０. ７２８ ０. ６７５

Ｒ ０. ０６８ ０. １２２ ０. ０６７ ０. ０２１

最佳水平 Ｏｐｔｉｍａｌ ｌｅｖｅｌ １０ ８ ３ ３

主次顺序 Ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ 蛋白胨 > 葡萄糖 > 酵母粉 > Ｒｈ 微量元素

表 ３　 方差分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

因素 Ｆａｃｔｏｒ 平方和 Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｆ 均方 Ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ Ｆ Ｐ

蛋白胨 Ｐｅｐｔｏｎｅ ０. ０７０ ２ ０. ０１１ ３６. ３３３ ０. ０２７∗

葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ ０. ０２２ ２ ０. ００４ １１. ９２４ ０. ０７７

酵母粉 Ｙｅａｓｔ ０. ００１ ２ ０. ００４ １３. ０４４ ０. ０７１

Ｒｈ 微量元素 Ｒｈ ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ０. ００８ ２ ０. ００１ ０. ０７７ ０. ９２９

Ｒ２ ０. ７９１

２. ５　 优化培养基的验证

对优化的培养基进行验证的结果如表 ４ 所示ꎬ
Ｙ６３￣１ 在正交优化最佳水平组合培养基上培养 ３０ ｈ
后ꎬＯＤ６００值达到 １. ５３９ꎬ在原始 ＴＹ 中为 １. ２５１ꎬ生长

速率提高了 ２３. ０２％ ꎬ且达到了极显著性差异ꎮ 与

慢生大豆根瘤菌 ＵＳＤＡ１１０ 培养 ３０ ｈ 进行对比表

明:ＵＳＤＡ１１０ 在原始培养基中 ＯＤ６００ 为 １. １６７ꎬ在优

化培养基中 ＯＤ６００为 １. ７９７ꎬ生长速率提升 ５９. １３％ ꎮ
结果表明ꎬ通过正交试验优化后的新培养基同样可

以促进其它慢生根瘤菌的生长ꎬ具有较好应用潜力ꎮ

表 ４　 Ｙ６３￣１ 正交优化培养基验证

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ

大豆根瘤菌

Ｓｏｙｂｅａｎ ｒｈｉｚｏｂｉａ

ＯＤ６００

ＴＹ 培养基

ＴＹ ｍｅｄｉｕｍ
正交优化培养基

Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ

生长速率提升比例

Ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｒａｔｉｏ / ％

Ｙ６３￣１ １. ２５１ １. ５３９ ２３. ０２

ＵＳＤＡ１１０ １. １６７ １. ８５７ ５９. １３

３　 讨论

根瘤菌菌肥的推广应用不仅可以充分利用大

豆共生固氮作用ꎬ还可以改良土壤ꎬ在农业以及生

态学方面具有重要的意义ꎮ 根瘤菌菌剂的田间高

效利用不仅需要根瘤菌具有高效性ꎬ也跟菌剂发酵

生产的成本等有关ꎮ 生产成本中的关键因素主要

是发酵的根瘤菌培养基成分及发酵生产的时间ꎮ
本课题组前期研究表明根瘤菌 Ｙ６３￣１ 是一株具有广

谱高效结瘤特性的埃氏慢生型根瘤菌ꎬ中豆 ６３ 接种

Ｙ６３￣１ 的结瘤共生效果优于 ＵＳＤＡ１１０、１１３￣２ 等高效

大豆根瘤菌ꎬ并且能与中豆 ４１、天隆一号等数 １０ 个
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大豆品种有效结瘤ꎬ具有较好的应用前景[７]ꎮ 基于

Ｙ６３￣１ 在常用的根瘤菌培养基 ＹＭＡ 中生长缓慢ꎬ不
利于大规模工业发酵生产ꎬ本研究从常用的根瘤菌

基本培养基中筛选出最佳基本培养基ꎬ通过单因素

试验筛选出最佳的碳源与无机盐ꎬ最后通过正交设

计试验筛选出适宜 Ｙ６３￣１ 的优化培养基ꎬ大大提升

了 Ｙ６３￣１ 的生长速率ꎬ且优化后的培养基也能提升

其它慢生根瘤菌的生长速率ꎬ可以广泛应用于慢生

根瘤菌菌剂的大规模生产ꎮ
ＹＭＡ 培养基是最常用的根瘤菌基本培养基ꎬ多

数根瘤菌在 ＹＭＡ 培养基上生长良好ꎮ 不同根瘤菌

基本培养基的主要区别在于所利用的碳源ꎮ 碳源

是构成微生物细胞和代谢产物中碳架来源的重要

营养物质[２１]ꎮ 研究表明ꎬ快生型根瘤菌较慢生型根

瘤菌利用碳源的范围更广泛ꎬ因为它具有多种糖酵

解的途径ꎬ快生型根瘤菌能利用的碳源种类多于慢

生型根瘤菌[２２]ꎮ 肖亦农等[２３] 以快生型大豆根瘤菌

ＨＨ１０３ 为供试菌株ꎬ进行单因素碳氮源利用试验和

正交设计试验ꎬ确定最佳培养基及其配方ꎮ 结果表

明: 该菌株在 ＹＭＡ 中生长良好ꎬ最佳碳源为蔗糖ꎬ
最佳氮源为酵母膏ꎮ 吴红慧等[１４]以快生型大豆根瘤

菌 ＨＮ０１ 和慢生型大豆根瘤菌 ＵＳＤＡ１１０ 作为供试

菌ꎬＨＮ０１ 在 ＴＹ、ＹＭＡ 和 ＢＳＥ 培养基中的生长速度相

近且远快于在 ＰＡ 和 ＳＭ 中的生长速度ꎻ对 ＵＳＤＡ１１０
基于 ＹＭＡ 培养基优化试验筛选出一种能将生长速

度提高 ２ 倍左右的优化培养基ꎻ慢生型根瘤菌

ＵＳＤＡ１１０ 在葡萄糖中的生长速度远快于在其它几

种碳源中的生长速度ꎬ最佳氮源为酵母粉ꎬ并且葡

萄糖与酵母粉两因素的影响达极显著水平ꎮ 李萍

等[２１]以快生型大豆根瘤菌 ＣＣＢＡＵ１１０ 为供试菌株ꎬ
在 ＹＭＡ、ＴＹ、ＰＡ 和 ＢＳＥ ４ 种培养基中进行生长情

况试验ꎬ结果表明该菌株在 ＹＭＡ 中生长较快ꎻ在
ＹＭＡ 培养基中进行的碳源利用试验表明ꎬ以甘露醇

为碳源ꎬ酵母粉为氮源的培养基中根瘤菌生长最好ꎮ
肖亦农、吴红慧以及李萍等[１４ꎬ２１ꎬ２３] 的研究都是

基于常用的 ＹＭＡ 培养基ꎬ含有足够的碳源ꎮ 当培

养基中碳源不足时ꎬ蛋白胨可作为补充碳源ꎬ可以

构成微生物细胞和含氮的代谢产物[２４]ꎮ 根瘤菌

Ｙ６３￣１ 在进行基础培养基筛选时在 ＴＹ 培养基中生

长最快ꎬ显著高于在其它培养基(包括 ＹＭＡ)中的生

长速率ꎬ表明 ＴＹ 培养基中蛋白胨可以为 Ｙ６３￣１ 生

长提供充足的氮源与一定的碳源ꎬ而在 ＴＹ 培养基

中加入适当碳源又显著提高了根瘤菌 Ｙ６３￣１ 的生长

速率ꎮ 用于工业发酵的微生物ꎬ无论是生长繁殖还

是产品合成ꎬ都需要铁、镁、钙、钾等无机盐和微量

元素[２５]ꎮ 其中许多金属离子对微生物生理活性的

作用与其浓度相关ꎬ低浓度时往往呈现刺激作用ꎬ

高浓度却表现出抑制作用ꎮ 最适浓度要依据菌种

的生理特性和发酵工艺条件来确定[２６]ꎮ 无机盐既

能促进菌体的基础代谢ꎬ又能影响许多代谢产物的

生物合成ꎬ是菌体生命活动必需的元素之一[２７]ꎮ 微

量元素大多是存在某些酶中或者作为酶制剂的激

活剂ꎬ是酶制剂发挥作用的重要组成部分ꎮ 因此ꎬ
本研究针对这些关键营养成分实施了单因素试验ꎬ
筛选出了关键无机盐及微量元素组分ꎬ最后再对蛋

白胨ꎬ葡萄糖ꎬ酵母粉及 Ｒｈ 微量元素 ４ 个元素进行

正交设计试验ꎬ优化每一组分的最适含量ꎬ获得最

优的培养基配方ꎮ

４　 结论

本研究通过绘制埃氏慢生根瘤菌 Ｙ６３￣１ 在

ＹＭＡ 培养基、ＳＭ 培养基、ＴＹ 培养基、ＰＡ 培养基和

ＢＳＥ 培养基中菌体的生长曲线ꎬ从中筛选出 ＴＹ 培

养基为 Ｙ６３￣１ 的最佳基础培养基ꎮ 单因素试验分析

表明ꎬ在蔗糖、甘露醇、葡萄糖 ３ 种碳源中以葡萄糖

为碳源的培养基中 Ｙ６３￣１ 生长速率最快ꎬ并且葡萄

糖来源广且经济ꎻＲｈ 微量元素与 ＣａＣｌ２􀅰６Ｈ２ Ｏ 对

Ｙ６３￣１ 生长有明显促进作用ꎮ 在以上试验的基础

上ꎬ选取葡萄糖、蛋白胨、Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ、Ｒｈ 微量元素

４ 个对 Ｙ６３￣１ 生长有显著性影响的因素进行正交试

验ꎬ通过极差分析ꎬ在本试验范围内得到改良的培

养基配方(１ Ｌ):８ ｇ 蛋白胨、１０ ｇ 葡萄糖、３ ｇ 酵母

粉、０. １ ｇ ＣａＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ、４ ｍＬ Ｒｈ 微量元素ꎮ 本研究

以高效广谱性的优良大豆根瘤菌 Ｙ６３￣１ 为基础ꎬ针
对其在传统培养基 ＹＭＡ 中生长缓慢的特性ꎬ筛选

改良了适合其生长且经济的培养基ꎬ为 Ｙ６３￣１ 根瘤

菌菌剂的推广应用提供了重要理论基础ꎮ 此外ꎬ优
化后的新培养基也能显著提升其它大豆慢生根瘤

菌(比如 ＵＳＤＡ１１０)的生长速度ꎬ可以广泛应用于慢

生根瘤菌菌剂的大规模生产ꎮ
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ ２０１３ꎬ ３(３): ２６￣３１. )

[６] 　 黄启亮ꎬ 韩广泉ꎬ 侯红艳ꎬ 等. 新型微生物肥料发展现状与前

景[Ｊ] . 现代农业科技ꎬ ２０１５ (３): ２１８￣２２０. ( ＨＵＡＮＧ Ｑ Ｌꎬ
ＨＡＮ Ｇ Ｑꎬ ＨＯＵ Ｈ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｏｆ
ｎｅｗ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ [ Ｊ ] . Ｍｏｄｅｒｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１５(３): ２１８￣２２０. )

[７] 　 郝尚华ꎬ 刘林贵ꎬ 王冠男. 康地宝改良盐碱地试验研究[ Ｊ] .
内蒙古科技与经济ꎬ ２００４ (２２): ７８. (ＨＡＯ Ｓ Ｈꎬ ＬＩＵ Ｌ Ｇꎬ
ＷＡＮＧ Ｇ Ｎ. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｌａｎｄ
ｗｉｔｈ Ｋａｎｇｄｉｂａｏ [ Ｊ ] . Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ＆
Ｅｃｏｎｏｍｙꎬ ２００４(２２): ７８. )

[８] 　 刘京京ꎬ 陈学文ꎬ 梁爱珍ꎬ 等. 微生物肥料及其对黑土旱田作

物应用的效果 [ Ｊ] . 土壤与作物ꎬ ２０２３ꎬ １２ (２ ): １７９￣１９５.
(ＬＩＵ Ｊ Ｊꎬ ＣＨＥＮ Ｘ Ｗꎬ ＬＩＡＮＧ Ａ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ
ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｄｒｙ ｆａｒｍｌａｎｄ
ｃｒｏｐｓ ｉｎ ｂｌａｃｋ ｓｏｉｌ [ Ｊ ] . Ｓｏｉｌｓ ａｎｄ Ｃｒｏｐｓꎬ ２０２３ꎬ １２ ( ２ ):
１７９￣１９５. )

[９] 　 薛德林ꎬ 胡江春ꎬ 张仲良ꎬ 等. 微生物有机肥料的研制、生产

及应用[Ｊ] . 腐植酸ꎬ ２００５(２): ２０￣２６. (ＸＵＥ Ｄ Ｌꎬ ＨＵ Ｊ Ｃꎬ
ＺＨＡＮＧ Ｚ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｐａｒｉｎｇꎬ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ[Ｊ] . Ｈｕｍｉｃ Ａｃｉｄꎬ ２００５(２): ２０￣２６. )

[１０] 孙志蓉ꎬ 耿业业ꎬ 张铮茹ꎬ 等. 一种甘草的根瘤菌肥及其制备

方法: ＣＮ１１５５３６４６６Ａ[Ｐ]. ２０２２￣１２￣３０. ( ＳＵＮ Ｚ Ｒꎬ ＧＥＮＧ Ｙ
Ｙꎬ ＺＨＡＮＧ Ｚ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｆｏｒ ｌｉｃｏｒｉｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ: ＣＮ１１５５３６４６６Ａ[Ｐ]. ２０２２￣１２￣３０. )

[１１] 李彦连ꎬ 王传雷ꎬ 徐保民ꎬ 等. 徐豆 ２４ 大豆根瘤菌共生匹配

性筛选及应用[Ｊ] . 大豆科学ꎬ ２０２０ꎬ ３９(４): ６１２￣６２０. (ＬＩ Ｙ
Ｌꎬ ＷＡＮＧ Ｃ Ｌꎬ ＸＵ Ｂ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｕｉｔａｂｌｅ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｈｉｚｏｂｉａ ａｎｄ ｓｏｙｂｅａｎ
ｃｕｌｔｉｖａｒ Ｘｕｄｏｕ ２４ [ Ｊ ] . Ｓｏｙｂｅａｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２０ꎬ ３９ ( ４ ):
６１２￣６２０. )

[１２] 蒋攀. 四川大豆根瘤菌高效菌株的初步筛选[Ｄ]. 雅安: 四川

农业大学ꎬ ２０１３. ( ＪＩＡＮＧ Ｐ. Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ
ｒｈｉｚｏｂｉａ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ Ｓｉｃｈｕａｎ [ Ｄ ]. Ｙａａｎ:
Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２０１３. )

[１３] 王敏ꎬ秦杰ꎬ杨万明ꎬ等. 晋大 ８８ 高匹配性强耐盐根瘤菌筛选

[Ｊ] . 大豆科学ꎬ２０２１ꎬ ４０ (３): ３８５￣３９３. ( ＷＡＮＧ ＭꎬＱＩＮＬꎬ
ＹＡＮＧ Ｗ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｓａｌｔ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ａｎｄ ｗｅｌｌ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ
ｍａｔｃｈｉｎｇ ｓｏｙｂｅａｎ ｒｈｉｚｏｂｉａ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｒ Ｊｉｎｄａ ８８ [ Ｊ ] . Ｓｏｙｂｅａｎ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２１ꎬ ４０(３): ３８５￣３９３. )

[１４] 管凤贞ꎬ 邱宏端ꎬ 陈济琛ꎬ 等. 根瘤菌菌剂的研究与开发现状

[Ｊ] . 生态学杂志ꎬ ２０１２ꎬ ３１(３): ７５５￣７５９. (ＧＵＡＮ Ｆ Ｚꎬ ＱＩＵ
Ｈ Ｄꎬ ＣＨＥＮ Ｊ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｉｎｏｃｕｌａｎｔｓ: Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ
ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ ３１
(３): ７５５￣７５９. )

[１５] 吴红慧ꎬ 周俊初. 根瘤菌培养基的优化和剂型的比较研究

[Ｊ] . 微生物学通报ꎬ ２００４ꎬ ３１(２): １４￣１９. (ＷＵ Ｈ Ｈꎬ ＺＨＯＵ
Ｊ Ｃ. Ｍｅｄｉｕｍ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｏｃｕｌａｎｔ ｔｙｐｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ
ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ[Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｃｈｉｎａꎬ ２００４ꎬ ３１(２): １４￣１９. )

[１６] 姚延轩ꎬ 接伟光ꎬ 杜燕ꎬ 等. 根瘤菌的分类、鉴定及应用技术

　 　 研究现状[Ｊ] . 中国农学通报ꎬ ２０２０ꎬ ３６(１５): １００￣１０５. (ＹＡＯ
Ｙ Ｘꎬ ＪＩＥ Ｗ Ｇꎬ ＤＵ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｘｏｎｏｍｙꎬ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｙｈｉｚｏｂｉｕｍ [ Ｊ ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ
Ｂｕｌｌｅｔｉｎꎬ ２０２０ꎬ ３６(１５): １００￣１０５. )

[１７] ＧＵＢＲＹ￣ＲＡＮＧＩＮ Ｃꎬ ＢÉＮＡ Ｇꎬ ＣＬＥＹＥＴ￣ＭＡＲＥＬ Ｊ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｅｗ ｓｙｍｂｉｏｖａｒꎬ ｓｖ. ｒｉｇｉｄｕｌｏｉｄｅｓꎬ
ａｍｏｎｇ Ｅｎｓｉｆｅｒ ｍｅｌｉｌｏｔｉ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ｎｏｄｕｌａｔｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓｐｅｃｉｅｓ[Ｊ] .
Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ ３６(７): ４９０￣４９６.

[１８] 徐玲玫ꎬ樊惠ꎬ葛诚ꎬ等. 快生型大豆根瘤菌的理化特性和共生

效应[Ｊ] . 大豆科学ꎬ１９８４ꎬ３(２): １０１￣１０９. ( ＸＵ Ｌ Ｍꎬ ＦＡＮ Ｈꎬ
ＧＥ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈｙｓｉｃｏ￣ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ ｆａｓｔ￣ｇｒｏｗｉｎｇ ｓｏｙｂｅａｎ ｒｈｉｚｏｂｉａ [ Ｊ] . Ｓｏｙｂｅａｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ １９８４ꎬ３
(２): １０１￣１０９. )

[１９] ＬＥＮＧ Ｐꎬ ＪＩＮ Ｆꎬ ＬＩ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｂｒｏａｄ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ
Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｅｌｋａｎｉｉ Ｙ６３￣１ [ Ｊ] . Ｏｉｌ Ｃｒｏｐ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２３ꎬ ８
(４): ２２８￣２３５.

[２０] 顾寅钰ꎬ 张亚平ꎬ 陈传杰ꎬ 等. 蛹虫草培养基碳源和氮源对菌

丝生长量的影响[ Ｊ] . 山东农业科学ꎬ ２００８ꎬ ４０(７): ７７￣７９.
(ＧＵ Ｙ Ｙꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｐꎬ ＣＨＥＮ Ｃ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ
ｍｉｌｉｔａｒｉｓ ｈｙｐｈａｅ[ Ｊ] . Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２００８ꎬ ４０
(７): ７７￣７９. )

[２１] 李萍ꎬ杨会青ꎬ李泰仑ꎬ等. 费氏中华根瘤菌培养基的选择及优

化[Ｊ] . 黑龙江八一农垦大学学报ꎬ ２００７ꎬ １９(６): ７１￣７４. (ＬＩ
Ｐꎬ ＹＡＮＧ Ｈ Ｑꎬ ＬＩ Ｔ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｄｉｕｍ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｕｍ ｆｒｅｄｉｉ [ Ｊ ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｂａｙｉ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２００７ꎬ １９(６): ７１￣７４. )

[２２] 樊蕙ꎬ徐玲玫ꎬ葛诚ꎬ等. 快生型大豆根瘤菌的理化特性和共生

效应(二)[Ｊ] . 大豆科学ꎬ １９８６ꎬ５(１): ５７￣６４. ( ＦＡＮ Ｈꎬ ＸＵ Ｌ
Ｍꎬ ＧＥ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｐｈｙｓｉｃｏ￣ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆａｓｔ￣ｇｒｏｗｉｎｇ ｓｏｙｂｅａｎ ｒｈｉｚｏｂｉａ ( ＩＩ ) [ Ｊ ] . Ｓｏｙｂｅａｎ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ １９８６ꎬ５(１): ５７￣６４. )

[２３] 肖亦农ꎬ 徐琼. 大豆根瘤菌 ＨＨ１０３ 菌株培养基的筛选与优化

[Ｊ] . 微生物学杂志ꎬ ２０１１ꎬ ３１(６): ９２￣９５. (ＸＩＡＯ Ｙ Ｎꎬ ＸＵ
Ｑ. Ｍｅｄｉｕｍ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｏｙ ｂｅａｎ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ
(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｆｒｅｄｉｉ) ＨＨ１０３[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ
３１(６): ９２￣９５. )

[２４] 陈小龙. 生物合成法生产腺苷蛋氨酸[Ｄ]. 杭州: 浙江工业大

学ꎬ ２００２. ( ＣＨＥＮ Ｘ Ｌ. Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｂｙ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ[ Ｄ]. Ｈａｎｇｚｈｏｕ: Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ
２００２. )

[２５] 陆香庆. 固定化米根霉发酵生产 Ｌ￣乳酸的研究[Ｄ]. 合肥: 合

肥工业大学ꎬ ２００６. (ＬＵ Ｘ Ｑ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ Ｌ￣ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｂｙ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｏｒｙｚａｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ [ Ｄ]. Ｈｅｆｅｉ: Ｈｅｆｅｉ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００６. )

[２６] 王艳萍ꎬ 郭金体ꎬ 张阳ꎬ 等. 无机盐 ＭｇＣｌ２ 和微量金属离子
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