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委託研究計畫書報告 

 

陽田枯草桿菌 1號菌種及促進植物生長功能分析 

 

一、研究背景分析 

安全農業是現今農業科技發展的重要方向，安全農業著重在生產

無毒農業產品及永續的生態還環境。貫行農業操作依賴化學肥料及化

學殺菌殺蟲劑的應用以達穩定作物生產產量的目地。根際促生菌

（Plant growth promoting rhizobacterium；PGPR) 是一存在土壤根際

微生物，這群微生物藉由不同的機制可促進植物生長及抗病性。根際

促生菌可藉由直接抑制病源菌活性，或藉由誘發植物系統性抗病反應，

增加接種植株的抗病能力 (Russo et al. 2008)。根際促生菌可以產生固

氮活性增加有機氮源，增加土壤中無機鹽份的溶解度，增加土壤中鐵

離子的利用效率，或可分泌植物賀爾蒙，因此在加強植物抵抗病源菌

同時亦可對植株生長產生影響 (Khan et al. 2009)。根際促生菌可以幫

助分解土壤中重金屬成份(Ma et al. 2011) ，增加作物對土壤中累積農

藥的抗性 (Ahemad and Khan 2012a)，或分解耕地累積農藥 (Ahemad 

and Khan 2012b)。目前發現的根際促生菌種類大概可以分為以下幾類: 

固氮螺菌（Azospirillum），固氮菌屬（Azotobacter），節桿菌屬

（Arthrobacter），芽孢桿菌屬（Bacillus），伯克氏菌（Burkholderia），

柄细菌属（Caulobacter），色素杆菌属（Chromobacterium），歐文

氏菌屬 （Erwinia），黃桿菌屬（Flavobacterium）， 微球菌属

（Micrococcous），假單胞菌屬（Pseudomonas）以及沙雷氏菌屬 

(Serratia) (Bhattacharyya and Jha 2012)。其中芽孢桿菌屬及假單胞菌屬

最為被廣泛研究，現今農業生產中根際促生菌已實際被應用於番茄、

馬鈴薯、花生等(Almaghrabi et al. 2013; Dey et al. 2004; Kim and Jeun 

2006)。農業生產系統中以肥料之使用為最大量，肥料可概略分為化

學肥料、有機質肥料及生物性肥料等三大類。化學肥料一般效果直接

且快速，價格上也較生物性肥料及有機質肥料來得便宜許多，故較容

易被使用者接受和採用。但化學肥料常因使用便利性，造成超施、 致
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植物抵抗力變弱、土壤酸化劣化、農產品含高濃度硝酸鹽等問題，長

期不當施用化學肥料造成的環境污染更難以估計。農業生產若以有機

質肥料或微生物肥料來取代部分化學肥料，將可以降低污染、改善土

壤化學及物理特性的優點。 

 

二、研究內容大綱 

本實驗內容為分析陽田枯草桿菌 1號（Bacillus substilis YT No.1）（陽

田生物科技有限公司）菌株生理特性及菌株對植物生長促進的效果。

研究內容包括: （一）以核酸序列分析確認菌株，（二）菌株生長生

理特性分析，（三）菌株促進植物生長分析。 

 

三、研究方法與步驟 

（一）以核酸序列分析確認菌株 

取少量陽田枯草桿菌 1號肥料溶於無菌水中，將菌液塗抹於固態培養

基中，於室溫下培養 3天，分離單一菌落，萃取細菌核酸。以 16S rDNA

引子對使用 PCR方法增殖細菌基因中的 16S rDNA 核酸片段，PCR

增殖片段以 sephadex G-50 管柱純化後進行核酸序列分析（DNA 

sequencing）。所獲得的核酸序列以 BLASTN軟體進行序列比對。 

 

（二）菌株生長生理特性分析 

 

1. 菌株非生物性逆境耐受性 

將分離菌株培養於 LB液態培養基 24小時，取 1x10
8
 cpu/mL菌液培

養於不同試驗環境 7小時，以吸收光值 O.D.600決定細菌量。測試環

境因子包括 pH值（pH 4.0 - 9.0）、鹽分（0.1- 0.5 mM NaCl）、滲透壓

（10-40% polyethylene glycol）及高溫耐受性（45 及 55
◦
C）。 

 

2. 菌株 indole acetic acid （IAA）生成 

測試菌株 IAA生成量是根據已發表實驗方法(Patten and Glick 2002)。

將分離菌株培養於含 0.2 mM tryptophan (L-Trp) 液態培養基中，室溫

下培養 48小時。菌液以 10,000 rpm離心 15分鐘，取 2 mL上清液與
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等體積的Salkowski’s reagent (36% H2SO4， FeCl3.6H2O 0.5 M) 混合，

室溫下反應 30分鐘，測得 O.D.520吸收光值。IAA濃度由已知濃度

IAA製作的標準曲線計算得知。 

 

3. 溶磷性測試 

（i）定性分析：溶磷性定性分析是根據 Nautiyal (1999)已發表文獻

(Nautiyal 1999)。分離菌株培養於 modified Pikovskaya (PVK)固態培養

基 5天，溶磷性由菌落周圍產生透明菌圈判斷。Modified Pikovskaya 

(PVK)成份為 1% glucose，0.05 % (NH4)2SO4，3% NaCl，0.03% KCl，

0.003% FeSO4∙7H2O，0.003% MnSO4∙4H2O，0.03% MgSO4∙7H2O，0.5 

Ca3(PO4)2% lecithin，0.5% CaCO3，0.04% yeast extract， pH 7.0–7.5。 

(ii) 溶磷活菌數測試: 將 1 g陽田枯草桿菌溶於 10 mL 去離子水，取

上清液作連續稀釋，稀釋倍數 10X 至 100000X。取每個稀釋液 50 

μL 塗抹於??? 培養基，培養 4-7 天，計算有 clear zone 的菌落數。 

（iii）鉬黃溶磷定量分析：將 108-109 cpu/mL菌量培養於 LCM液態

培養基中，於室溫下震盪培養 12天，菌液以Whatman 濾紙過濾後，

濾液以溶磷性定量分析是根據實驗方法 Vanadomolybdophosphoric 

acid colorimetric method (Sawsan et al. 2009)。 

(iv) 鉬藍溶磷定量分析: Molybdenum Blue 

 

（三）菌株促進植物生長分析 

（i） 阿拉伯芥生長試驗：阿拉伯芥種子播於MS固態培養基中發

芽 4天，阿拉伯芥小苗移至新的MS固態培養基中，再將分

離菌株接種於小苗根部下方，小苗與分離菌中共培養 6天後

調查根生長性狀。 

（ii） 阿拉伯芥非生物性逆境抗性：阿拉伯芥種子於MS固態培養

基中發芽4天，將小苗移至含不同鹽份（50，75及125 mM 

NaCl），不同滲透壓逆境（100，200 and 300 mM mannitol）

培養基，將分離菌中接種於幼苗根部下方，共培養6天後調

查根部性狀。高溫試驗，4天大幼苗移至新的MS固態培養基

後，接踵分離菌株，將幼苗與分離菌株於37℃下共培養24小
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時後移至23℃培養5天，調查根部生長性狀。 

（iii） 青江菜、小白菜、小果番茄田間試驗：青江菜、小白菜種子

播種於田間，發芽2週後幼苗每周施用500稀釋倍數陽田枯草

桿菌1號肥料，6週後調查生長性狀。番茄稼接苗由苗圃購得，

每周施用500稀釋倍數陽田枯草桿菌1號肥料，調查番茄花朵

數及果實產量。 

（iv） 青江菜耐熱性試驗：青江菜種子播種於MS固態培養基中，

等至發芽4天後移至新培養基，接種分離菌株，共培養於37

℃溫度下24小時，移至23℃下生長3天，調查幼苗生長性狀。 

 

四、結果 

1. 菌株序列鑑定 

分離陽田枯草桿菌 1號單一菌落，萃取細菌核酸，使用 PCR方法以

16S rDNA引子對使用增殖細菌 16S rDNA 核酸片段，獲得之 PCR核

酸片段進行核酸序列分析（DNA sequencing）。所獲得的核酸序列以

BLASTN軟體進行序列比對，陽田枯草桿菌 1號與多數Bacillus sp. 菌

株有高度之序列相似度。由圖 1. 顯示陽田枯草桿菌是一新的枯草桿

菌菌株。 

 

 

圖 1. 陽田枯草桿菌 1號與枯草桿菌菌株之種源比較 

 

2. 菌株生長生理測試 

培養陽田枯草桿菌1號分離菌株於LB培養基外加不同濃度的NaCl，
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陽田枯草桿菌 1號在外加 100 mM NaCl培養基生長不受影響，外加

200 mM以上之 NaCl逐漸加強對菌株生長的抑制 (Fig. 2A)。而在不

同 pH值得培養基，陽田枯草桿菌 1號可適應的 pH值範圍為 pH 5-8 

(Fig. 2B)。 

 

 

圖 2. 陽田枯草桿菌 1號在不同鹽濃度及 pH值培養基之生長活性 

 

3. 溶磷性及 IAA生合成測試 

陽田枯草桿菌 1號在含有機磷 0.02 % lecithin培養基進行定性分析，

結果顯示陽田枯草桿菌 1可分解少量 lecithin而產生微量 clear zone 

(圖 3A)。接著以含 Ca3(PO4)2 無機態磷進行定量分析，以
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Vanadomolybdo phosphoric acid colorimetric method (鉬黃) 定量分解

的磷濃度，結果顯示陽田枯草桿菌 1可分解 Ca3(PO4)2 (圖 3B)，另以

Molybdenum Blue Method (鉬藍) 法分析溶磷效果 (圖 3C)。取 1克陽

田枯草桿菌肥料分析具溶磷活性之菌量，圖 3D顯示溶磷活菌數為 

2.9x10
8
 CFU/g，高於 70% 的菌量有溶磷活性。培養陽田枯草桿菌 1

號分離菌株於含 tryptophan 培養基，以 Salkowski’s reagent 試劑檢測

IAA的生合成，圖 3E顯示陽田枯草桿菌 1號分離菌株可分泌 IAA於

培養基中。 

 

 

圖 3. 陽田枯草桿菌 1號溶磷性及 IAA生合成 
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4. 陽田枯草桿菌 1號植物生長試驗 

陽田枯草桿菌 1號與阿拉伯界幼苗共培養可以促進植株側根生長數

量 (圖 4)。 

 

 

圖 4. 陽田枯草桿菌促進幼苗側根生長 

 

 

施用陽田枯草桿菌 1於田間蔬菜，青江菜及小白菜，可促進植株生長 

(圖 5)。 
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圖 5. 陽田枯草桿菌促進青江菜及小白菜植株生長及增加鮮物重 

 

施用陽田枯草桿菌 1號於田間番茄栽培，可增加番茄營養生長，增加

節數 (圖 6A)。同時影響開花，處理陽田枯草桿菌 1號之植株有較多

的花朵數 (圖 6B)，並有較高的結果量 (圖 6CD)，並產生較大的果實 

(圖 6E)。 
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圖 6. 陽田枯草桿菌增加番茄節數、開花數及結果量 
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陽田枯草桿菌促阿拉伯芥幼苗在鹽份及水分逆境下側根之生長 (圖 7

及圖 8) 

 

圖 7. 鹽份逆境下陽田枯草桿菌促阿拉伯芥幼苗側根生長 
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圖 8. 在高 mannitol濃度產生的水份逆境下陽田枯草桿菌促阿拉伯芥

幼苗側根生長 

 

與陽田枯草桿菌 1共培養亦可增加阿拉伯芥幼苗及小白菜幼苗在高

溫逆境(37℃)下側根的生長 (圖 9及 10)。 

 

圖 9. 陽田枯草桿菌 1號在高溫逆境下對阿拉伯芥側根生長的影響 
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圖 10. 陽田枯草桿菌 1號在高溫逆境下對小白菜側根生長的影響 

 

陽田枯草桿菌處理鳳梨冠芽發根的根毛發育 (圖 11) 

 

圖 11. 陽田枯草桿菌可促進鳳梨發根的根毛發育 

 

五、結論 

1. DNA序列鑑定陽田枯草桿菌 1號為一新的枯草桿菌菌株。 

2. 陽田枯草桿菌 1號有溶磷效果。 

3. 陽田枯草桿菌 1號可分泌 IAA。 

4. 陽田枯草桿菌 1號可促進植物側根生長。 

5. 在環境逆境下，如鹽分、水分及高溫逆境，陽田枯草桿菌 1號可

促進植株側根生長。 

6. 陽田枯草桿菌 1號可增加田間栽培作物生長及鮮物重。 

7. 陽田枯草桿菌 1號可增加田間栽培番茄之開花數及著果量。 

8. 促進根毛生長。 
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