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摘  要： 采用水稻抛秧塑盘（434 孔）旱育秧方法，研究 3 株 PGPR （Bacillus sp. RBB1、Bacillus sp. WP8 和 Pseudomonas 

sp. RBP1）对水稻旱育秧苗素质的作用，比较 PGPR 不同接种方式及施用壮秧剂对促生效果的差异，以及 PGPR 对土壤细菌群

落结构的影响。结果表明：①RBP1 和 WP8 可不同程度地促进秧苗生长，主要表现在促使秧苗矮壮、增加干物质积累；②PGPR

拌土普遍优于浸种方式；③PGPR 的有效性受是否与壮秧剂混用的影响，其次是接种方式；④地上部干物重对 PGPR 不同处理方

式较为敏感，是评价促生效果的理想指标；⑤PGPR 对土壤细菌群落结构有一定的影响，但不十分明显。通过研究，明确 WP8

和 RBP1 具有开发成水稻育秧专用微生物肥料的潜力。 
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很早人们就发现，植物根际环境中生活着许多可

以促进植物生长的细菌，这些细菌被称为植物根际促

生菌（plant growth promoting rhizobacteria, PGPR）[1]。

PGPR 菌有广泛的应用前景，可能用来促进植物生长、

提高植物的抗逆性、抑制植物病害发生等[2]。很多报

告表明，PGPR 在实验室和温室条件下表现良好，但

是在大田条件下的表现往往缺乏很好的重现性，这就

限制了 PGPR 菌的大面积使用。 

实验室和温室条件是受控条件，使用的土壤也可

充分混匀；大田条件下土壤呈高度异质性，生物和非

生物因素存在很多不可预测的变化；这些条件差异是

导致 PGPR 在实验室/温室与在大田表现不同的原因。

基于这一认识，如果将 PGPR 用于相对可控的水稻塑

盘育秧，应该有较好的表现。前人有关 PGPR 在水稻

上的应用很少报道，一些研究主要集中在利用 PGPR

控制水稻纹枯病[3]和稻瘟病[4-5]以及提高水稻氮素利用

率从而增产[6]等，Muthukumarasamy 等人[7]通过试管苗

试验，证明其所筛固氮菌在氮素缺乏的条件下，可促

进水稻幼苗生长，这可能是至今可检索到的 PGPR 菌

用于水稻秧苗的仅有报道。 

全球 70% 以上的水稻栽培方式是育秧移栽[8]。对

于移栽稻而言，秧苗素质对后期的生长表现至关重要，

所谓“秧好一半禾，苗好七分收”。目前广泛采用的机 

 

 

 

 

械插秧和抛秧对稻苗素质的要求更高，健壮秧苗可减

少机械破损和折断，大田活棵更加容易，但是实际生

产中稻苗素质差的现象普遍存在[9]，这在很大程度上

制约了水稻产量以及机插秧、抛秧等栽培技术的推广

应用。本研究以前期[10]获得的 3 株 PGPR 菌为材料，

研究其对水稻秧苗素质的作用，以及 PGPR 菌对土壤

土著细菌群落结构的影响。 

1  材料与方法 

1.1  供试种子、菌株及培养方法 

实验所用水稻品种为“武陵粳 1 号”（江苏金土地

种业有限公司）。供试 PGPR 菌株为本实验室筛选的

Bacillus sp. RBB1、Bacillus sp. WP8 和 Pseudomonas sp. 

RBP1。筛选方法和菌株鉴定结果另见报告[10]。 

取水稻种子若干，用 70% 酒精和 1% 次氯酸钠溶

液分别处理 5 min 和 1 min，无菌水冲洗 3 遍，风干备

用。 

PGPR 菌株用 NB 液体培养基，在 28℃ ± 2℃下摇

床培养 48 h（180 r/min），5 000 r/min 离心 10 min，弃

去上清液，沉淀的细胞重悬于无菌水中，混匀，调至

1010 cfu/ml 浓度，作为接种材料。 

1.2  供试土壤、装盘及壮秧剂的施用方法 

土壤为旱地黄棕壤质地菜园土，取回后稍风干， 
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拣去沙砾和植物残体，过 20 目筛，充分混合备用。土

壤基本理化性状：pH 值 6.83（1:1 水浸），含水率

14.20%，有机质 40.0 g/kg，总氮 0.38 g/kg，碱解氮

352.67 mg/kg，速效磷 25.24 mg/kg，速效钾 113.79 

mg/kg。 

育秧盘为 434 孔塑盘旱育抛秧盘，装土 2.0 kg。施

用壮秧剂的处理（即施肥处理），每盘预先均匀拌入

8.0 g/盘的壮秧剂（抛秧专用，“无锡杰伟”，标准用量

为 17.0 g/盘），堆放 3 天后播种。播种前 1 天用自来

水浇透底土。另设不作任何处理以及只添加壮秧剂的

两处理为空白对照和施肥对照。 

1.3  PGPR 接种方法 

PGPR 接种设浸种和拌土两种方法。浸种：将消

毒过的水稻种子在 108 cfu/ml PGPR 细胞液内浸泡 20 

min，于无菌操作台上风干后，备播种用。拌土：按事

先调好的细胞浓度均匀喷入土壤，最终浓度 108 cfu/g

土，其余处理（含浸种处理）用等量无菌水代替。 

1.4  播种及水稻秧苗管理 

水稻于 2010 年 5 月 22 日播种，每盘均匀撒播 45 

g 种子，用不含壮秧剂的细土覆土 2 cm，喷洒自来水

使苗盘湿润，覆膜。齐苗后，在第一叶完全抽出 1.0 cm

左右时揭膜。早晚时分洒水补湿。20 天后，取出秧盘，

测量茎长、茎基粗等；自来水下冲洗洗净后，将茎叶

和根部分离，置于烘箱 75℃ ~ 80℃ 烘 8 h 左右至恒重，

分别称重。另取一定量各处理土壤迅速置于 -80℃冰箱

保藏，备微生物群落结构分析。 

1.5 土壤基因组 DNA 的提取、PCR 扩增及 DGGE 分

析 

土壤基因组DNA的提取按FastDNA® SPIN Kit for 

Soil 试剂盒操作规程进行。PCR 扩增引物对：P2：ATT 

ACC GCG GCT GCT GG；P3-GC：CGC CCG CCG 

CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG 

GGG G CCT ACG GGA GGC AGC AG（下划线部分为

“GC 夹”）[11]。50 μl 的 PCR 反应体系含有：1PCR 

Buffer，200 nmol/L dNTPs，5 μl BSA（10 mg/ml），1 μl

引物，1 μl 模板，1×Taq DNA 聚合酶（Takara，大连宝

生物）。PCR 反应程序：94℃预变性 2 min；94℃变性

30 s，55℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，34 个循环；最

后 72℃延伸 5 min。扩增产物经 2% 琼脂糖凝胶（EB

染色）电泳检测后，-20℃保存或 4℃短期保存备 DGGE

用。 

变性梯度凝胶电泳（DGGE）：使用 8% 丙烯酰胺

凝胶，电泳缓冲液为 1×TAE，变性梯度 30% ~ 70%（7 

mol/L 尿素和 40% 去离子甲酰胺为 100% 变性），PCR

产物上样量为 30 μl + 5μl 10×loading buffer。电压 80 V，

60℃，电泳 13 h，EB 染色 30 min，于 SensiCapture 凝

胶图像分析系统下成像。用 Quantity one 软件对 DGGE

图谱进行定量分析。 

2  结果与分析 

2.1  PGPR 对水稻秧苗高度和茎基粗的影响 

水稻秧苗的高度因 PGPR 菌株、不同接种方式和

是否添加壮秧剂而不同（图 1A）。不添加壮秧剂时，

除 RBB1 和 RBP1 浸种处理外，其余处理均比对照显

著增高；而添加壮秧剂时，各浸种处理几乎都和对照

高度相似，而 3 株 PGPR 拌土处理茎高却比对照显著

下降（Dancan’s test，p＜0.05）。WP8 拌土处理、RBP1

浸种以及 RBP1 拌土处理的茎基粗无论是否添加壮秧

剂，均比对照显著增粗，RBB1 处理与对照无显著差

异（图 1C）。从水稻秧苗 20 天时第 3 张叶片的长度看

（图 1B），添加壮秧剂的各处理，其第 3 张叶片均已

完全抽出达 7.0 cm 左右，而未添加壮秧剂处理则未完

全抽出，由此可见，添加壮秧剂可提高秧苗生长速率。

图 1 综合说明 RBP1 和 WP8 可使水稻秧苗变矮、增粗，

此现象在拌土处理时尤为明显，添加壮秧剂更有利于

PGPR 发挥促生作用（田间秧苗生长状况见图 2）。 

主效应和交互效应的方差分析表明（表 1），仅

有 RBB1 和 WP8 会因接种方式不同而影响株高，且

各处理接种方式与是否添加壮秧剂之间无交互效应。

PGPR 的接种方式和是否施用壮秧剂都会对茎基粗

产生显著影响，相对而言，壮秧剂的添加与否比接种

方式的影响更明显，但两者之间的交互作用一般不显

著。第 3 叶片的长度强烈受到是否添加壮秧剂的影

响。 

2.2  PGPR 对水稻秧苗茎叶和根干重的影响 

如图 3A，不添加壮秧剂时，PGPR 接种各处理的

每百株地上部干重均比对照显著增加（Dancan’s test，

p＜0.05），其中 WP8 拌土和 RBP1 浸种处理分别达到

1.04 g 和 1.09 g，比对照高出 28.39% 和 34.57%。添加

壮秧剂时，仅有 WP8 浸种、RBP1 浸种和 RBP1 拌土

处理比对照显著增重。对根干重而言，若不添加壮秧

剂，除 RBP1 浸种外，其余各处理均比对照显著增加，

而添加壮秧剂时，只有 RBP1 浸种和拌土处理和对照

相比有显著差异。这说明 PGPR 在土壤未添加壮秧剂

时，对地上部和根干物质积累的影响更为明显。 

通过主效应和交互效应的方差分析可知，除 WP8 
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（图中 CK：未接种及未施肥空白对照；RBB1（WP8 或 RBP1）-S：浸种（108 cfu/ml）处理；RBB1（WP8 或 RBP1）-M：拌土处理，终浓

度为 108 cfu/g 土。不同大小写字母表示施用壮秧剂与否的条件下各处理间差异显著（Dancan’s test, P＜0.05）。下同。） 

 

图 1 水稻育秧第 20 天时茎高（A）、第 3 叶长（B）以及茎基粗（C） 

Fig. 1  Shoot height（A）, length of the third leaf（B）and shoot base thickness（C）of 20-day-old rice seedlings 

 

 

 

图 2  第 20 天时各处理秧苗生长情况 

Fig. 2  Growth condition of each treatment after 20 days 

 

接种方式外，其余处理的接种方式以及是否施用壮秧

剂均显著影响茎叶和根的干物重，而且是否添加壮秧

剂对其影响要远大于 PGPR 的接种方式，说明 PGPR

要发挥作用，也必须要依靠少量壮秧剂的配合，使土

壤环境更适于其存活和竞争。 

2.3  PGPR 对土壤土著细菌群落结构的影响 

选取用于水稻育秧 20 天时的土壤样品（只选取

施用壮秧剂的处理）：对照（播种前只添加壮秧剂的土

样）、RBB1 浸种、RBB1 拌土、WP8 浸种、WP8 拌土、

RBP1 浸种、RBP1 拌土连同 3 株纯菌株共 10 个样品， 
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表 1  不同 PGPR 处理的主效应和交互效应方差分析表 

Table 1  Main and interaction effects analysis of variance for different PGPR treatments 

因素 株高 茎基粗 地上部干物重 根干重 第 3 叶长 

RBB1 接种方式 8.831** 5.286* 35.826** 17.687** 2.200 

RBB1 施肥与否 2.282 56.819** 909.766** 101.695** 431.200** 

RBB1 接种方式×RBB1 施肥与否 0.774 5.835* 23.154** 7.119* 5.255* 

WP8 接种方式 22.728** 21.787** 66.586** 0.948 9.294** 

WP8 施肥与否 1.525 119.681** 1026.081** 196.550** 338.273** 

WP8 接种方式×WP8 施肥与否 1.765 1.723 6.782* 6.910* 5.038* 

RBP1 接种方式 2.615 0.076 7.330* 128.450** 0.004 

RBP1 施肥与否 0.101 109.240** 1350.868** 865.206** 121.327** 

RBP1 接种方式×RBP1 施肥与否 0.733 0.076 39.286** 1.636 1.034 

注：表中数值为 F 值，* 和 ** 分别代表该处理方式对生长指标产生显著（P＜0.05）和极显著（P＜0.01）影响。 
  

 
处理                                      处理  

图 3  水稻育秧第 20 天时每百株地上部(A)和根的干物重(B) 

Fig. 3  Above-ground dry weight biomass per 100 plants (A) and root dry biomass per 100 plants (B) of 20-day-old rice seedlings 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

（图中 1 ~ 10 依次分别代表 RBP1 拌土、RBP1 浸种、RBP1 纯菌株、WP8 拌土、WP8 浸种、WP8 纯菌株、RBB1 拌土、RBB1 浸种、

RBB1 纯菌株及原始土样） 

图 4  不同土壤 PCR-DGGE 指纹图谱（A）及 DGGE 条带聚类分析（B） 

Fig. 4  PCR-DGGE fingerprint of different soils (A) and cluster analysis of DGGE banding patterns (B) 
   

(B) (A) 
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进行 PCR-DGGE 分析。  

如图 4，RBB1 拌土（Lane 7）和对照（Lane 10）

的图谱相似度达 76%，RBP1 拌土和浸种处理的相似度

也达到 75%。除 3 株纯菌株外，其余所有处理细菌群

落结构和对照的相似度均在 50% 以上。土壤中一些类

群的细菌如图中标注的 a、b、c 等在各处理中均有出

现，这些是土壤中不太容易受外界生物扰动的群体，

只是处理间的亮度不同，如图中标注的 a，在几个拌土

处理的土壤中亮度都比浸种处理的高，这说明这些群

落随外源 PGPR 的浓度增加，其优势地位也趋明显。

RBB1 在土壤中存活的时间较短，在 20 天时，从图谱

上已检测不出；其余 2 株 PGPR，尤其是 RBP1 可以在

土壤中较长时间地存活和竞争，这可能也是其在水稻

育秧上表现相对较好的原因。 

3  讨论 

本研究选取的 3 株 PGPR，均预先经过平板促生试

验，初步确定其对水稻发芽及生长有一定促进作用（结

果未示），本实验通过塑盘育苗进行了验证。从结果看，

RBB1 仅能在不添加壮秧剂的情况下显著促进秧苗干

物质的积累，而其他条件下，RBB1 促生效果不明显。

相比之下，RBP1 对水稻秧苗的促生效果最好，其次是

WP8，主要表现在促使秧苗矮壮、增加干物质积累等

方面。Muthukumarasamy 等人[7]的研究也发现，PGPR

接种水稻，其株高并未高于对照，特别是茎长反而比

对照短，但植株干物重却比对照显著增加。从主效应

和交互效应方差分析看，地上部茎叶干物重对 PGPR

不同处理方式较为敏感，是评价促生效果的理想指标。

因此建议，对于不是以获得细长植株效果的情况下，

株高不应作为 PGPR 的促生指标，或者说，需慎用株

高作为促生指标，且必须同时有干物质的量等其他敏

感促生指标。 

实验发现，PGPR 与壮秧剂混用时，尽管一些促生

幅度比不上不加壮秧剂的处理，但“菌+肥”的混用模

式往往达到各处理的峰值（株高除外）。在 Kumar 等

人[12]的一项研究中，接种 PGPR 并辅以氮肥常规施用

量的一半后，各促生指标达峰值，且生长指标比全肥

料处理更好。这可能由于壮秧剂或其他一些肥料的施

用为 PGPR 的存活和竞争营造了更合适的土壤环境。 

前人的观点认为，PGPR 在土壤环境中起作用的前

提是：在土壤中存活并竞争，并能稳定产生促生作用

或促生物质[13]。一些研究[14-15]发现 PGPR 对土壤细菌

群落结构的影响较小，也有一些研究与之结论相反
[16-19]。说明 PGPR 是否起作用，与其是否改变土著细

菌群落结构似乎没有关系。但从本研究 DGGE 的结果

看，RBB1 对土壤土著细菌群落结构的影响最小，而

且该菌在土壤中 20 天时，已不能在 DGGE 上检测到，

这可能是其促生效果相对最差的原因。RBB1 属于芽

孢杆菌属，虽然有可能在 20 天后形成芽孢，但这种

可能性很小，这是因为：①芽孢形成需要一定的条件，

如碳源、氮源缺乏等，而实际土壤，至少是添加壮秧

剂的土壤环境并不适合芽孢形成；②另外一株芽孢杆

菌属的细菌 WP8，并未像 RBB1 一样在 20 天时检测

不出。因此我们认为 RBB1 在供试土壤环境中的生存

时间小于 20 天。RBP1 和 WP8 对土壤细菌群落结构

所产生的影响要大一些，但都不超过 50%，说明这些

菌株对土壤微生物区系的影响相对较小，可以说是生

态友好型的。 

我们在前期工作中研究过 14 株 PGPR菌株的体外

促生机制[10]，WP8 的体外促生途径主要有产嗜铁素；

RBP1 的促生途径包括产 HCN、NH3、IAA 和溶磷等；

RBB1 的促生途径包括产 NH3和 IAA。其中 WP8 的促

生途径仅有一种（产嗜铁素），而且产嗜铁素主要是通

过增强植物抗病性，起间接促生作用，因此从试验结

果看，WP8 对水稻秧苗的促生机制难以阐明。有报道

称，PGPR 还能通过释放一些有机挥发物（volatile 

organic compounds, VOCs）促进植物生长[20]，或许 WP8

也是通过这一途径实现对水稻秧苗的促生作用，具体

机制有待研究揭晓。 
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PGPRs Effects on Rice Seedlings by Method of Raising Rice Seedling with Plastic Plate 
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Abstract:  The purpose of this study is to determine ① if 3 PGPRs, (Bacillus sp. RBB1、Bacillus sp. WP8 and Pseudomonas sp. RBP1) are 

effective in promoting the growth of rice seedlings,②the differences between distinct applications of PGPR and the effects caused by appending 

fertilizer (Zhuangyangji, “ZYJ”), and ③the influences of 3 PGPRs on the structure of the indigenous bacterial community. The results were as 

follows: ①3 PGPRs especially for RBP1 and WP8 could promote the growth of rice seedlings, which were expressed in stocky shape and increased 

biomass; ②PGPR with soil drench was more efficient than seed soaking;③The effectiveness of PGPR was firstly dominated by the addition of 

“ZYJ”, and then by different inoculation methods; ④The above-ground dry biomass, rather than plant height, was more sensitive than other indexes, 

which could be used as a proper index to assess PGPR; ⑤3 PGPRs caused modest changes in the structure of the indigenous bacterial community, 

implied that PGPR was an eco-friendly approach to rice production. 2 PGPRs (Bacillus sp. WP8 and Pseudomonas sp. RBP1) could significantly 

promote the growth of rice seedlings, which implied that they have potency for microorganisms-fertilizer development. 

Key words:  Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), Rice, Raising rice seedling with plastic plat 

 


