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摘  要：【背景】砂姜黑土地区存在秸秆腐解缓慢、秸秆还田后作物幼苗生长不良等问题。【目的】

从砂姜黑土区农田筛选一株兼具秸秆腐解能力的玉米促生菌 MC29，以促进秸秆腐解和玉米作物

生长。【方法】通过 16S rRNA 基因序列分析对该菌株进行鉴定；采用液态摇瓶及盆栽试验验证菌

株实际促腐、促生能力及土壤养分的提升效果，并且探究菌株的最佳生长及产吲哚乙酸

(indole-3-acetic acid, IAA)条件；采用电击转化法将绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)基
因导入菌株细胞，并通过 PCR 琼脂糖凝胶电泳进行验证。【结果】分离筛选的玉米促生菌鉴定为

纤维化纤维微细菌 (Cellulosimicrobium cellulans)。该菌株 MC29 羧甲基纤维素 (carboxymethyl 
cellulose, CMC)酶活可达 13.32 U/mL，产 IAA 量为 8.63 mg/L。与对照相比，施用菌株 MC29 后秸

秆腐解率显著提高 24.8%；玉米 soil and plant analyzer development (SPAD)值、植株总重、根表面

积和根长分别提高 7.6%、21.3%、30.9%和 18.3%；土壤碱解氮含量显著提高 68.1%，土壤速效磷

及土壤速效钾含量分别提高 5.8%及 6.0%。菌株 MC29最佳生长条件为 pH 7.0、装液量为 25/250 mL、
碳源为麦芽糖、氮源为酵母粉；最佳产 IAA 条件为 pH 7.0、装液量为 50/250 mL、碳源为果糖、
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氮源为硝酸钾；成功构建荧光标记菌株 MC29-GFP，并据此追踪到其接入砂姜黑土 15 d 后定殖量

为 2.8×105−9.5×105 copies/g。【结论】所筛选的纤维化纤维微细菌 MC29 对于指导砂姜黑土区多功

能秸秆促腐菌剂、微生物菌肥的研制及提升作物产量有一定的积极意义，并为探究其在砂姜黑土

中的实际应用奠定基础。 
关键词：纤维化纤维微细菌；玉米促生；秸秆腐解；土壤改良；发酵优化；绿色荧光蛋白 

Isolation and identification of a maize growth-promoting 
bacterial strain with straw-decomposing capacity and 
optimization of fermentation conditions 
QIANG Zhenyu1, ZHU Lin1, ZHU Yuanyuan1, ZHANG Ziyun1, HU Zhanqin1, SHI Xinyi1, 
WANG Xin1, ZHANG Chaochun1,3, XU Wensi*2, MA Chao*1 

1 Anhui Province Key Laboratory of Farmland Ecological Conservation and Pollution Prevention, Key Laboratory of 
JiangHuai Arable Land Resources Protection and Eco-restoration, College of Resources and Environment, Anhui 
Agricultural University, Hefei 230036, Anhui, China 

2 Anhui Soil and Fertilizer Station, Hefei 230001, Anhui, China 
3 College of Resources and Environmental Sciences, China Agricultural University, Beijing 100091, China  

Abstract: [Background] Shajiang black soil is characterized by heavy texture, poor structure, 
and low fertility. The long-term straw returning in the area with Shajiang black soil leads to 
stunted growing of crops and slow straw decomposition. [Objective] To accelerate straw 
decomposition and increase crop yield, we screened a strain producing both carboxymethyl 
cellulase (CMCase) and indoleacetic acid (IAA) from Shajiang black soil. [Methods] The strain 
was identified based on physiological and biochemical properties and 16S rRNA gene sequence 
analysis. Shake flask of straw decomposition and maize pot experiments were carried out to 
verify the straw-decomposing, growth-promoting, and soil-improving effects of the strain. 
Single factor tests were then carried out to optimize the conditions for strain growth and IAA 
production. Green fluorescent protein (GFP) gene was introduced into the strain cells by 
electroporation and verified by PCR combined with agarose gel electrophoresis. The 
colonization rate was determined by fluorescence quantitative experiment. [Results] The 
straw-decomposing and maize growth-promoting strain was screened out and named as MC29, 
which belonged to Cellulosimicrobium cellulans. It presented the CMCase activity of 13.32 U/mL 
and the IAA production of 8.63 mg/L. Compared with the control, the application of MC29 
increased the straw decomposition rate by 24.8% and the soil and plant analyzer development 
(SPAD) value, total plant weight, root surface area, and root length of maize by 7.6%, 21.3%, 
30.9%, and 18.3%, respectively. Furthermore, the strain increased the soil available nitrogen, 
available phosphorus, and available potassium by 68.1%, 5.8%, and 6.0%, respectively. The 
optimum growth conditions of strain MC29 were pH 7.0, liquid-loading volume of 25/250 mL, 
maltose as carbon source, and yeast powder as nitrogen source, while the optimum conditions 
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for IAA production were pH 7.0, liquid-loading volume 50/250 mL, fructose as carbon source, 
and potassium nitrate as nitrogen source. The strain MC29-GFP was successfully constructed, 
which showed the colonization amount of 2.8×105 to 9.5×105 copies/g 15 days after inoculation 
in the Shajiang black soil, demonstrating good colonization ability. [Conclusion] C. cellulans 
MC29 has the ability of decomposing straw and promoting maize growth, which plays a role in 
the development of multifunctional straw-decomposing agent and microbial fertilizer and the 
yield improvement of maize. The good and stable colonization ability lays a foundation for the 
practical application of strain MC29 in Shajiang black soil. 
Keywords: Cellulosimicrobium cellulans; maize growth-promoting effect; straw decomposing; soil 
amelioration; optimization of fermentation conditions; green fluorescent protein 

沿淮地区是我国重要的产粮之地，粮食产量

巨大、秸秆资源丰富[1]。砂姜黑土作为一种广泛

分布于沿淮地区的典型土壤，其质地黏重、结构

性差及肥力不高的特性不利于该地区种植作物

的萌发和生长[2-3]。随着化肥工业发展及农村能

源结构的变化，农民对秸秆的需求逐渐下降，使

得秸秆资源合理利用成为沿淮地区农业绿色发

展的难点[4]。秸秆直接还田是一种较为经济和便

捷的利用方式，但其导致的耕作难、泡沫田等

问题使得该地区作物生长环境恶化，影响区域

粮食安全 [5]。因此，如何加快沿淮地区秸秆腐

解、促进作物生长及提升土壤肥力成为亟须需

解决的问题。 
秸秆主要成分为纤维素、半纤维素及木质

素，化学结构复杂，自然状态下腐解缓慢[6]。前

人研究发现，针对秸秆中的难降解成分定向筛选

腐秆菌，可有效加速还田秸秆腐解[7-8]。而且越

来越多的学者指出，从目标区域土壤中筛选秸秆

腐解菌株能有效避免外源微生物入侵风险，增强

秸秆腐解效果，提升土壤养分[9-10]。例如，王芳

等[11]从山西地区林地土壤中筛选得到纤维素降

解菌 X-7 和固氮菌 N-8，配合施用后在提高秸秆

降解速率的同时，土壤养分也得到显著提高。然

而，沿淮地区的典型土壤是砂姜黑土，该种土壤

质地黏重、结构性差且有机质偏低，最终造成外

源腐秆菌施用后存活率低且促腐功效差[12]。因

此，从砂姜黑土中筛选出的秸秆腐解菌株或可提

升腐秆菌田间应用效果，推动区域秸秆资源高效

利用。 
植物促生菌可通过分泌激素在促进植株生

长的同时提升植株的抗逆性，并且增加土壤中

氮、磷、钾等植物营养元素，提升养分有效性[13-14]。

吲哚乙酸(indole-3-acetic acid, IAA)作为植物促

生菌所分泌的一种植物生长素，不仅促进植物种

子萌发，还能对植物生长起到调节作用[15]。李

永斌等[16]在小麦、玉米等作物土壤中筛选出多

株可产 IAA 的促生菌，并发现其对番茄、小麦

等作物促生作用显著，具有良好的化肥替代潜

力。然而，目前兼具促腐、促生功能菌株筛选的

研究报道依然鲜见。因此，在砂姜黑土区开展兼

具促生功能的秸秆腐解菌株筛选及应用效果的

研究具有重要意义。 
值得注意的是，在功能菌实际应用过程中，

检测其在环境中的定殖及分布状况具有重要意

义。绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)
标记技术具有操作简便、荧光稳定、检测灵敏度

高等优点，目前广泛应用于生物、农业等领域[17]。

例如，杨潇湘等[18]构建荧光标记菌 Bam22-GFP
以探究其在油菜中的定殖能力。因此，本研究从

长期秸秆还田的砂姜黑土农田中分离出同时分
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泌纤维素降解酶和吲哚乙酸的细菌，利用秸秆腐

解和玉米盆栽试验验证菌株的实际促腐、促生能

力，进而从中筛选鉴定高效菌株，并对菌株的最

佳发酵条件进行探究，将 GFP 基因导入菌株以

开展其土壤定殖检测，以期为砂姜黑土地区多

功能高效秸秆促腐菌剂的研发提供理论和技术

支持，为沿淮地区秸秆资源高效利用提供科学

依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

土壤和秸秆来源于安徽省蒙城县内农业示

范科技园区长期秸秆还田试验小区的砂姜黑土

和小麦秸秆，用于土壤养分检测及秸秆腐解试

验，其中土壤为地下 20 cm 处的耕层土壤，有机

质 12.5 g/kg，全氮 0.91 g/kg，速效磷 20.83 mg/kg，
速效钾 148.3 mg/kg，pH 7.4−8.2。玉米种子为市

场上购买的“郑单 958”，用于玉米盆栽促生试验。 
原核表达载体 pET-21a 为本实验室保存，携

带氨苄青霉素抗性基因和绿色荧光蛋白基因 GFP。 
1.1.2  培养基 

LB 培养基、无机盐培养基、羧甲基纤维素

培养基参照文献[19]配制。 
SOC 培养基(g/L)：葡萄糖 3.6，酵母提取物

5.0，胰蛋白胨 20.0，NaCl 0.5，KCl 0.19，NaOH
调 pH 至 7.0，于 1×105 Pa 条件下高压蒸汽灭  
菌 20 min，使用前加入灭菌的 MgCl2 溶液  
0.005 mL。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

细菌基因组 DNA 提取试剂盒，上海美吉生

物医药科技有限公司；质粒提取试剂、PCR 产

物纯化试剂，北京美吉桑格生物医药科技有限公

司；PCR 引物，生工生物工程(上海)股份有限公

司；16S rRNA 基因片段扩增所用的各种酶、

dNTPs、10×Ex Taq buffer 等试剂，TaKaRa 公司；

其余试剂均为国产分析纯。孔式离心机，湖南长

沙湘仪离心机仪器有限公司；PCR 仪，杭州朗

基科学仪器有限公司；双稳定时电泳仪、凝胶成

像仪，北京君意东方电泳设备有限公司；荧光定

量 PCR 仪，杭州博日科技有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株的分离、筛选 

将土壤样品破碎过 2 mm 筛后，称取 10 g 于

250 mL 三角瓶中，加入无菌水 90 mL，28 ℃、

150 r/min 振荡培养 30 min，静置 15 min。取少

量土壤悬液稀释至 0.1 mg/L，均匀涂布于 LB 平

板后，在(30±2) ℃连续稀释培养分离菌株，并进

一步纯化。纤维素降解能力通过定性分析羧甲基

纤维素培养基上透明圈的大小确定[20]。 
1.2.2  菌株的鉴定  

细菌形态学鉴定和生理生化特性的研究参

考《伯杰细菌鉴定手册(第 8 版)》[21]及《常见细

菌系统鉴定手册》[22]；细菌基因组 DNA 的提取

及 16S rRNA 基因扩增由上海美吉生物医药科技

有限公司完成，将所测序列在 NCBI 数据库中进

行 BLAST 搜索同源序列进行比对，通过

MEGA-X 软件构建系统发育树，结合形态学和

生理生化特征确定菌株种属。 
1.2.3  羧甲基纤维素(carboxymethyl cellulose, 
CMC)酶活测定   

将菌种接种于 LB 液体培养基中，36 ℃、 
200 r/min 振荡培养 8 h，取 1 mL 加入以玉米秸秆

粉为唯一碳源的液体培养基中培养 60 h，4 ℃、   
5 000 r/min[23]离心 10 min。取 0.2 mL 上清液，加

入 1.8 mL 1% CMC-Na溶液于 50 ℃水浴 30 min，
加入 DNS 试剂 3.0 mL，沸水浴 5 min，冷却后

测定其吸光度 OD520
[24]。 

1.2.4  IAA 含量测定 
将菌种接种于含有 L-色氨酸(100 mg/L)的
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LB 液体培养基，36 ℃、200 r/min 振荡培养 24 h，
将菌悬液于 5 000 r/min 离心 10 min。取上清液

加入等体积的 Salkowski 比色液，室温遮光静置

30 min，测定其吸光度 OD530
[25]。 

1.2.5  菌株秸秆腐解能力  
秸秆液态摇瓶试验设置 2 个处理，接种处理

(MC29)：向三角瓶中接种 10 mL 含 MC29 菌液；

对照处理(CK)：向三角瓶中加入等体积蒸馏水，

每个对照设置 3 组平行。筛选所得菌株 36 ℃、

200 r/min 培养 48 h，接种于无菌水中 5 000 r/min
离心 10 min 使其浓度达到 108 CFU/mL。将小麦

秸秆粉碎过筛后，称取 5 g 于 250 mL 三角瓶中，

加入无菌水 30 mL、硝酸钠 2 g、菌液 10 mL，

放入摇床于 28 ℃、120 r/min 条件下恒温振荡，

培养 15 d 后用三层纱布进行过滤，蒸馏水反复

清洗残渣，80 ℃烘干至恒重，测定菌株接种前

后纱布和秸秆粉末的烘干重量，秸秆腐解率采用

失重率法[20]。 
1.2.6  菌株玉米促生效果 

玉米盆栽试验设置 2 个处理，接种处理

(MC29)：向土壤中接种 10 mL 含 MC29 菌液；

对照处理(CK)：向土壤中加入等体积蒸馏水，每

个对照设置 5 组平行。预先用 0.1%的 HgCl2 溶

液对玉米种子表面灭菌 10 min，无菌蒸馏水冲洗

3 次。砂姜黑土去除杂草枯枝后，混匀过 5 mm
孔径筛，用塑料盆盛土 5 kg。上述菌液在土壤中

接种 10 mL，并调节土壤含水量至田间持水量的

60%，每盆播种 5 粒玉米种子，49 d 后取样。玉

米 SPAD 值选用叶绿素测定仪测定；植株总重用

百分之一天平测定；玉米根系长度和表面积用根

系扫描仪获取单个植物的根图像测定[25]。 
1.2.7  菌株的生长及产 IAA 条件优化 

条件优化设置不同初始 pH (4.0、5.0、6.0、
7.0、8.0、9.0 和 10.0)、装液量(25、50、75、100、
150/250 mL)、碳源(葡萄糖、甘露醇、蔗糖、麦

芽糖、乳糖、果糖和木糖)及氮源(硝酸钾、硫酸

铵、硝酸铵、酵母粉、谷氨酸、尿素和蛋白胨)。
配制 50 mL LB 液体培养基(含 100 mg/L L-色氨

酸)于 250 mL 三角瓶中，按照 1% (体积分数)接
种菌株，于摇床 30 ℃、180 r/min 培养 24 h 后测

定菌株生长情况(OD600)和产 IAA 能力(OD530)，
每组设置 3 个重复[23]。 
1.2.8  土壤理化性质测定 

土壤碱解氮、速效磷和速效钾等养分含量采

用参考文献[26]方法测定，其中土壤碱解氮采用

碱解扩散法，土壤速效磷采用碳酸氢钠法，土壤

速效钾采用火焰光度法。 
1.2.9  基因转导鉴定 

菌株感受态制备及电击转化参考顾彩彩等[27]

方法，电击后将感受态细胞从电击杯中吸出，置

于新的无菌 1.5 mL 离心管中，加入 900 μL SOC
培养基，放入摇床 36 ℃、200 r/min 振荡培养    
1 h，于 3 500 r/min 离心 15 min 后弃掉上清液，

剩余沉淀轻轻吹悬后，涂氨苄(20 mg/L)平板，

36 ℃培养箱中恒温培养。PCR 鉴定参考李倩倩

等[28]方法，基因组 DNA 采用细菌基因组 DNA
提取试剂盒提取后作为模板进行 PCR 扩增，重

复 10 组。其中扩增引物为 T7-F (5′-TAATACGAC 
TCACTATAGGG-3′)和 T7-R (5′-TGCTAGTTAT 
TGCTCAGCGG-3′)，以无菌水作为阴性对照。

PCR 反应体系 (20 μL)：2×Ex Taq MasterMix   
10 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 0.8 μL，模

板 2 μL，RNase free ddH2O 6.4 μL。PCR 反应条

件：94 ℃ 2 min；94 ℃ 30 s，54/57 ℃ 30 s，72 ℃ 
60 s，35 个循环。取 10 μL PCR 扩增产物以 1%
琼脂糖凝胶电泳进行检测。 
1.2.10  菌株定殖能力测定 

向上述装有砂姜黑土的相同塑料盆(6 盆)
中接种 5 mL 含 MC29-GFP 悬浮液(浓度为 
1.0×108 CFU/mL)，15 d 后对土壤进行采样，每
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盆采样 3 次，将土壤样本分装后于−80 ℃保存，

初步测定 MC29-GFP 的定殖能力。菌株定殖量

的测定参考王永阳等[29]方法。 

1.3  数据处理 
采用 Microsoft Excel 2019和 SPSS 17.0等软

件处理数据，采用 Origin 9.0 软件进行作图分析。 

2  结果与分析 
2.1  菌株分离筛选结果 

从长期秸秆还田砂姜黑土中筛选出 4 株秸秆

腐解细菌 MC6、MC29、MC41 和 MC43，通过羧

甲基纤维素钠培养基和 Salkowski 比色法初步鉴

定产 CMC 酶和 IAA 能力(图 1)。其中菌株 MC29
不仅能够产生 CMC 酶，活力为 13.32 U/mL (图
1A)，还兼具产 IAA 能力，浓度可达 8.63 mg/L (图
1B)，而菌株 MC6、MC41 和 MC43 均无 IAA 的

产生。因此选取菌株 MC29 进行鉴定，并开展秸

秆腐解试验和盆栽试验。 

2.2  菌株 MC29 的形态、生理生化及遗传 
性状 

对菌株 MC29 的菌落进行观察，发现菌落表

面光滑、湿润，边缘整齐，呈黄色，不规则排列

且密集分布(图 2A)。菌株个体呈杆状，无鞭毛(图
2B)。对菌株 MC29 进行生理生化分析发现， 

 

 
 

图 1  不同菌株产 CMC 酶(A)和 IAA (B)能力   图中不同小写字母表示差异显著(P<0.05)，下同 
Figure 1  The activity of CMC enzyme (A) and IAA (B) synthesis of different strain. Different lowercase 
letters represent significant differences of different strains (P<0.05), the same below. 

 

 
 

图 2  菌株 MC29 菌落形态(A)及革兰氏染色图(B) (1 000×) 
Figure 2  The colony morphology (A) and Gram staining (B) of strain MC29 (1 000×). 
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MC29 为革兰氏阳性菌，其甲基红反应、明胶

液化试验、接触酶试验、硝酸盐还原试验均呈

阳性，而 V-P 试验、淀粉水解试验、柠檬酸盐

利用试验均呈阴性，同时在好氧性试验中得到

其为兼性厌氧菌(表 1)。将菌株 MC29 的 16S 
rRNA 基因序列在 NCBI 数据库中进行 BLAST
搜索同源序列比对，并采用 MEGA-X 构建系统

发育树确定其种属。如图 3 所示，菌株 MC29
与 纤 维 化 纤 维 微 细 菌 (Cellulosimicrobium 
cellulans)相似性最高，达到 99%以上。因此，

根据生理生化和形态学分析的特征结果，可以

鉴 定 菌 株 MC29 为 纤 维 化 纤 维 微 细 菌

(Cellulosimicrobium cellulans)。 

2.3  菌株 MC29 的秸秆腐解能力 
由表 2 可知，通过液态摇瓶试验表明，接种

菌株MC29的小麦秸秆 15 d腐解率达到 12.18%，

较未接种提高了 24.8%。其通过 CMC 酶活测定

测得值为 13.32 U/mL。 

表 1  菌株 MC29 生理生化特征 
Table 1  The physiological and biochemical 
characteristics of strain MC29 
Items Results 
革兰氏染色 
Gram staining 

+ 

MR 试验 
Methyl red reaction 

+ 

V-P 试验 
V-P test 

− 

有无鞭毛 
Flagellum or not 

No 

淀粉水解 
Starch hydrolysis 

− 

柠檬酸盐利用 
Utilization of Citrate 

− 

明胶液化 
Gelatin liquefaction 

+ 

好氧性试验 
Aerobic test 

兼性厌氧 
Facultative anaerobic 

接触酶试验 
Catalase test 

+ 

硝酸盐还原 
Nitrate reduction 

+ 

+: Positive; −: Negative. 

 

 
 

图 3  菌株 MC29 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号内序号为 GenBank 登录号；分支

点上的数据代表 bootstrap 的支持率；标尺刻度 0.010 代表序列进化的分支差异长度 
Figure 3  Phylogenetic tree of strain MC29 based on 16S rRNA gene sequences by adjacency method. 
GenBank accession No. are set in parentheses; Numbers on the branch points represent the support percentages 
of bootstrap; Scale 0.010 represents 1% nucleotide difference. 
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表 2  接种菌株 MC29 对秸秆腐解的影响 
Table 2  Effects of inoculated strain MC29 on straw 
decomposition  
处理 
Treatment 

腐解率 
Decomposition rate 
(%) 

CMC 酶活性 
CMC enzyme activity 
(U/mL) 

CK 9.76±0.90 0 
MC29 12.18±0.60* 13.32±0.40 
CK 指未接种菌株 MC29，MC29 指接种菌株 MC29；*：
P<0.05，下同 
CK refers to uninoculated strain MC29, MC29 refers to 
inoculated strain MC29; *: P<0.05, the same below. 

 

2.4  菌株 MC29 的玉米促生能力 
由表 3 可知，通过室内玉米盆栽试验表明，

菌株 MC29 接种土壤后 IAA 产量为 8.63 mg/L；

与未接种菌株 MC29 相比，玉米植株的根系性状

与植株条件得到显著改善，其中 SPAD 值、植株

总重、根表面积和根长分别为 42.30、6.26 g、
166.80 cm2 和 27.80 cm，分别提高 7.6%、21.3%、

30.9%和 18.3%。同时对耕作土壤中相关植物营

养元素进行测定，结果表明接种菌株 MC29 的土

壤中检测出的碱解氮含量最大，达到 32.89 mg/kg，
相较于对照组显著提高 68.1% (P<0.05)；土壤速

效磷含量为 22.76 mg/kg，相较于对照组提高

5.8%；土壤速效钾含量为 159.00 mg/kg，较对照

组提高 6.0%。 

2.5  菌株 MC29 的生长及产 IAA 条件优化 
由图 4 可知，在不同 pH 和装液量条件下菌

株 MC29 生长及 IAA 产量差异性显著。菌株生

长量随 pH 呈现先升后降的趋势，而随装液量呈

现下降趋势，在 pH 值为 7.0 及装液量为 25 mL/ 
250 mL 时增至最大。菌株 IAA 产量随 pH 值及

装液量的增大均呈现先升后降的趋势，最适 pH
值为 7.0，IAA 产量可达 12.33 mg/L，最适装液

量为 50 mL/250 mL，IAA 产量可达 21.91 mg/L。 
由图 5 可知，不同碳源和氮源对菌株 MC29

生长及 IAA 产量同样存在显著性差异，在不同

碳源条件下，菌株 MC29 对葡萄糖、甘露醇、蔗

糖、麦芽糖、乳糖、果糖、木糖均可吸收利用，

其中在促进生长方面麦芽糖显著优于其他碳源，

在促产 IAA 方面果糖显著高于其他碳源；而在

不同氮源条件下，菌株 MC29 生长量在酵母粉培

养条件下显著高于其他 6 种氮源，而硝酸钾对

IAA 产量作用显著。 

2.6  GFP 标记菌株MC29 的构建与检测鉴定 
为研究菌株 MC29 在砂姜黑土中的分布及定

殖规律，本研究将含 GFP 基因的 pET-21a 质粒导

入菌株细胞。菌株 MC29 由于其本身不具有氨苄

青霉素(ampicillin, Amp)抗性，而 pET-21a 质粒具

有 Amp 抗性基因，电击转化后使菌株 MC29 能在

Amp 平板上生长并产生荧光(图 6A)，因此可初步

鉴定 GFP 基因成功表达，标记为 MC29-GFP。对

菌株转导后的 DNA 进行提取，使用 pET-21a 质粒 

 
表 3  接种菌株 MC29 对玉米促生和土壤理化性质的影响 
Table 3  Effects of inoculated strain MC29 on maize growth and soil physical and chemical properties   
处理 
Treatment 

玉米生长状况 
Corn growth condition 

土壤理化性质 
Physical and chemical properties of soil 

吲哚乙酸 
含量 
IAA value 
(mg/L) 

相对叶绿素

含量 
SPAD 

植株总重 
Total  
weight of  
plant (g) 

表面积 
Surface  
area  
(cm2) 

根长 
Root  
length 
(cm) 

土壤碱解氮 
Soil alkali- 
hydrolytic  
nitrogen 
(mg/kg) 

土壤速效磷 
Soil available 
phosphorus  
(mg/kg) 

土壤速效钾 
Soil available 
potassium  
(mg/kg) 

CK 0 39.30±0.64 5.16±0.59 127.40±11.00 23.50±2.29 19.56±4.11 21.52±0.55 150.00±3.54 
MC29 8.63±0.05 42.30±1.78* 6.26±0.56* 166.80±17.80* 27.80±4.21* 32.89±1.78* 22.76±0.49* 159.00±6.52* 
*: P<0.05. 
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图 4  不同 pH 和装液量对菌株 MC29 生长及产 IAA 的影响   A：pH 对菌株 MC29 生长的影响. B：装

液量对菌株 MC29 生长的影响. C：pH 对菌株 MC29 产 IAA 的影响. D：装液量对菌株 MC29 产 IAA 的

影响. 不同小写字母表示组间有显著差异(P<0.05)，下同 
Figure 4  Effects of pH and liquid volume on the growth and IAA production of strain MC29. A: Effect of pH 
on strain MC29 growth. B: Effect of liquid volume on strain MC29 growth. C: Effect of pH on IAA production 
by strain MC29. D: Effect of liquid volume on IAA production by strain MC29). Different lowercase letters 
represent significant differences of different strains (P<0.05), the same below. 

 

 
图 5  不同碳源和氮源对菌株 MC29 生长及产 IAA 的影响   A：碳源对菌株 MC29 生长的影响. B：氮

源对菌株 MC29 生长的影响. C：碳源对菌株 MC29 产 IAA 的影响. D：氮源对菌株 MC29 产 IAA 的影响 
Figure 5  Effects of different carbon and nitrogen sources on the growth and IAA production of strain MC29. A: 
Effects of carbon sources on strain MC29 growth. B: Effect of nitrogen sources on strain MC29 growth. C: Effect of 
carbon sources on IAA production by strain MC29. D: Effect of nitrogen sources on IAA production by strain MC29. 
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图 6  MC29-GFP 电击转导培养(A)和 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳图(B)   1−10 号样品均表示 MC29-GFP
所提取 DNA 
Figure 6  Cultivation of MC29-GFP based on electric shock (A) and agarose gel electrophoresis of PCR 
products (B). Samples 1 to 10 in Figure B represent DNA extracted from MC29-GFP. 

 
上的通用引物进行 PCR 鉴定，扩增出约 1 000 bp
的条带(图 6B)，且与阳性对照大小相同，而阴性

对照无扩增条带出现，再次表明 pET-21a 质粒成

功转入 MC29 细胞中，使 GFP 基因正常表达。 

2.7  MC29-GFP 在砂姜黑土中的定殖能力 
对施入 MC29-GFP 的盆栽土壤进行采样，

测定菌株的定殖量。由图 7 可知，菌株

MC29-GFP 在砂姜黑土中具有较强的定殖能力，

15 d 定殖量达为 2.8×105−9.5×105 copies/g。 
 

 
 

图 7  MC29-GFP 在砂姜黑土中的定殖量测定 
Figure 7  Determination of colonization of 
MC29-GFP in lime concretion black soil. 

3  讨论 
3.1  菌株 MC29 对秸秆降解、玉米生长和

土壤养分的影响 
环境中存在大量的秸秆腐解菌，不同菌株配

制的秸秆促腐菌剂可加速对秸秆的腐解作用，但

不同田间的秸秆腐解效果存在显著差异[30]。研

究表明，从目标土壤中筛选出的秸秆腐解菌的效

果普遍高于外源菌种[31]。本研究从长期进行秸

秆还田的砂姜黑土中筛选出一株纤维化纤维微

细菌，其 CMC 酶活性达到 13.32 U/mL，菌株

施用后 15 d 秸秆腐解率为 12.18%，相较于秸秆

自然腐解显著提升 24.8%。田凤鸣等 [32]从土  
壤中筛选出一株纤维素降解菌，CMC 酶活为

4.653 U/mL；王勇等[33]从覆盖有枯枝落叶等腐

败物的土壤中筛选出一株高效纤维素菌，CMC
酶活为 8.47 U/mL。对比分析表明，菌株 MC29
具有较高的产 CMC 酶能力，较其他菌株具有良

好的秸秆腐解效果，可加速砂姜黑土地区的秸秆

腐解。同时，本研究发现菌株 MC29 同时对玉米

植株具有促生功能，IAA 的分泌量为 8.63 mg/L。 
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结合实际盆栽试验验证发现，施用菌株 MC29
后玉米植株各项生理指标显著改善，且土壤中氮

磷钾的含量均显著提升。Zhang 等[34]筛选得到产

IAA 菌株 SQR9，施用后玉米根长和根表面积分

别增加 33%−49%和 29%−59%，而本研究筛选的

MC29 对玉米根表面积和根长的促生效果仅为

30.9%和 18.3%，可能是菌种的差异导致促生效

果的不同，同时砂姜黑土中养分含量较为匮乏，

影响菌株的促生效果。熊淑萍等[35]认为，砂姜

黑土中氮的有效性与微生物活动密切相关，微生

物氨化、硝化等作用影响氮素转化，同时土壤中

的氮含量会反作用于微生物活性。李阳阳等[36]

验证其观点，并且指出土壤中速效磷、速效钾的

增加归因于微生物对秸秆降解的作用，进而促进

养分的释放。由以上分析可知，菌株的促生效果

需结合土壤环境中养分的有效性以及菌株自身

对养分利用的进行评判，同时施用菌株 MC29
后对土壤微生物群落和生物有机质的影响，下一

步将进行研究。 

3.2  菌株 MC29 的生长和产 IAA 条件分析 
利用 LB 培养基、无机盐培养基及富集培养

基对砂姜黑土地区土著促生菌株进行筛选，配制

菌剂后可促进植物生长、改善土壤养分，并为工

业生产应用提供理论基础 [37]。本研究对菌株

MC29 生长及产 IAA 条件进行分析，结果表明

菌株 MC29 在 pH 7.0 时生长状态最佳，说明菌

株 MC29 生长最适 pH 在中性附近，能够较好地

适应砂姜黑土 pH 6.32 的环境。在发酵条件下，

装液量是影响菌株生长过程中的溶氧及通气的

主要因素[38]。本研究中装液量对菌株 MC29 生

长影响显著，最适装液量为 25 mL/250 mL，而

产 IAA 能力在 50 mL/250 mL 时达到最大值，这

与吴婧等[23]研究结果不一致。其原因可能是菌

株 MC29 为兼性厌氧菌，装液量升高使得含氧量

降低，不利于菌株的生长[39]。本研究发现菌株

MC29 生长最佳碳源为麦芽糖，最佳氮源为酵母

粉；产 IAA 最佳碳源为果糖，最佳氮源为硝酸

钾。赵柏霞等[40]报道，促生菌最佳生长及产 IAA
碳源为果糖，这与本研究结果不符，其原因可能

为 MC29 兼具有秸秆降解能力，对秸秆降解产物

麦芽糖利用性更高，进而促进菌株生长[41]。张

东艳等[42]报道，花生促生菌最佳生长氮源为酵

母粉，最佳产 IAA 氮源为酵母粉，这与本研究

结果一致。目前研究表明，纤维化纤维微细菌

(Cellulosimicrobium cellulans)除产 CMC 酶和

IAA 用于作物促腐与促生外，还可分泌木质纤维

素水解酶将玉米秸秆转化为生物絮凝剂，进而去

除微藻[43]。LIU 等[44]通过不同碳源和氮源对菌

株 L804 生长条件进行优化，在 20 g/L 干玉米秸

秆为碳源，3 g/L 酵母抽提物为氮源，以及 pH 8.2
的条件下，絮凝活性达到 80%以上，可用于有

效收获微藻。同时，WALIA 等[45]对同类菌株进

行产木聚糖酶条件优化，发现在培养时间为 72 h，
pH 8.0，接种量为 10%，以及培养基成分为 0.55% 
(质量体积分数)酵母浸膏、35% (质量体积分数)
尿素氮、0.06% (质量体积分数) Tween 20 和 3% 
(质量体积分数) CMC 的条件下，木聚糖酶产率

最高为 862.86 U/g。 

3.3  菌株 MC29-GFP 的构建与定殖 
通过将 GFP 基因导入受体细胞，可应用于

追踪菌株在砂姜黑土中的定殖及分布规律。本研

究筛选得到菌株 MC29，通过电击转化成功将

GEP 基因导入 MC29 细胞，构建荧光标记菌

MC29-GFP，并利用琼脂糖凝胶电泳检测 PCR
产物再次证明基因的正常表达。进一步研究发

现，MC29-GFP 在砂姜黑土中具有较强的定殖能

力，15 d 定殖量为 2.8×105−9.5×105 copies/g。目

前，荧光标记菌在植物及土壤中的定殖已有大量

研究。例如，董莉等[46]构建的马铃薯立枯丝核菌

拮抗菌 QHZ11 在土壤中定殖的检出量为 1×103− 
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1×1010 copies/g，具有较强的定殖能力，为病原

微生物互作的研究奠定了基础；高竞等[47]构建

荧光标记的解淀粉芽孢杆菌GFP-WK1在土壤和

山核桃树体中的定殖量为 1×104−1×106 CFU/g，
可应用于葡萄座腔菌的防控。因此，构建荧光标

记兼具秸秆腐解和玉米促生的菌株 MC29-GFP，
可为实际田间秸秆促腐还田和提高粮食产量的

研究奠定基础，为沿淮地区秸秆资源高效利用提

供科学依据。 

4  结论 
(1) 本研究从砂姜黑土中筛选得到一株兼

具秸秆腐解及玉米促生能力的菌株 MC29，经鉴

定 为 纤 维 化 纤 维 微 细 菌 (Cellulosimicrobium 
cellulans)，其 CMC 酶活可达 13.32 U/mL，产 IAA
量为 8.63 mg/L，MC29 施用后秸秆腐解率提升

24.8%，玉米植株的根系性状与植株条件得到显

著改善，土壤碱解氮含量提升 68.1%，土壤速效

磷含量提升 5.8%，土壤速效钾提升 6.0%。 
(2) 菌株 MC29 生长最适 pH 值为 7.0，最佳

装液量为 25 mL/250 mL，最佳生长的碳源和氮

源分别为麦芽糖和酵母粉；最佳产 IAA 条件为

pH 7.0，最佳装液量为 50 mL/250 mL，最佳产

IAA 的碳源和氮源分别为果糖和硝酸钾。 
(3) 成功构建荧光标记菌 MC29-GFP，并通过

对GFP基因进行Q-PCR实验分析出其接入砂姜黑

土中 15 d 后的存活量为 2.8×105−9.5×105 copies/g。 
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