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Activity verification of a bacterium capable of facultative phenol degradation and biocontrol of Fusarium
graminearum
WANG Chen-jiao, CHEN Ying, LI Lei, GUO Jia-hang, TANG Guang-mei, GUAN Hui-lin, HUANG Jing-xin*

（Plateau Chinese Medicine Planting Soil Quality Field Observation and Research Station of Yunnan Province, Yunnan Normal University,
Kunming 650500, China）
Abstract：To simultaneously solve the problems of soil phenol pollution and soil-borne Fusarium graminearum disease in agricultural
plantations, bacteria with the ability to degrade phenol efficiently were isolated.“Multifunctional bacteria”that could inhibit Fusarium
graminearum were screened, and their effects on degrading phenol pollution in soil and controlling F. graminearum were verified in a
greenhouse experiment. In the study, three isolated bacteria showed phenol degrading functions as well as the ability to inhibit F.
graminearum. One of them, PCB01, could degrade phenol by 99.57% in a 500 mg·L-1 solution within 70 h, and exhibited an inhibition rate
of 79.38% for F. graminearum. This strain was identified as Rhodococcus zopfii sp. by 16s rRNA gene sequencing. The results of the
greenhouse experiment showed that the PCB01 strain degraded phenol in soil significantly（by 84.20%）within 40 d. The PCB01 strain
relieved the inhibition of F. graminearum on maize and reduced the effect of F. graminearum on plant height, chlorophyll content, and
single biomass. The“multifunctional bacterium”isolated in our study is potentially useful for mitigating soil phenol pollution and F.

graminearum disease in maize simultaneously, and thus, it may serve as a good solution for the current high incidence of soil phenol
pollution and crop disease.
Keywords：phenol degradation; biological control; soil-borne Fusarium disease; isolation; identification
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摘 要：为同时解决农业用地存在的苯酚污染和土传禾谷镰刀菌病害问题，通过微生物学方法筛选高效降解苯酚的微生物，进一

步从中复筛出对禾谷镰刀菌病害具有抑制作用的“多功能菌”，并通过温室试验验证该种多功能菌在降解土壤苯酚污染和防治土

传镰刀菌病害的效果。本研究共分离得到的苯酚降解菌中有 3株对禾谷镰刀菌具有良好的抑制效果，其中菌株PBC01在 70 h内

对 500 mg·L-1的苯酚降解率为 99.57%，该菌株对玉米禾谷镰刀菌的抑制率为 79.38%，经 16s rRNA 基因测序鉴定该种微生物为

Rhodococcus sp.。温室培养试验结果显示该菌株能显著降低土壤中的苯酚含量，40 d内将土壤中苯酚降低 84.20%。同时，菌株

PBC01也可减缓禾谷镰刀菌对玉米株高、叶绿素含量、生物量的抑制作用。
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苯酚是石油化工、塑料生产、医药合成等行业的

原料，具有长效性和生物积累性，是工业生产中的主

要污染物之一，目前世界范围内均普遍存在农田苯酚

污染的情况[1]。苯酚等土壤有机污染物可以被植物

的根系吸收并由蒸腾拉力输送到作物地上部位，影响

农作物的生长和品质[2]，例如：土壤污染可导致甘薯

中苯酚含量增加 48%以上[3]，高浓度苯酚将严重限制

植物的生长[2]。禾谷镰刀菌是多种粮食作物的致病

菌，导致农作物的根腐、茎腐、萎蔫等，造成玉米、水稻

大量减产，有些年份甚至导致减产 70%以上[4]。并且

随着污染的持续增加，土壤苯酚污染和镰刀菌病害同

时发生的概率必然增加。

多数传统的物理、化学方法例如淋洗法、热脱附

法、化学氧化法虽能修复苯酚污染土壤，但此类方法

破坏土壤质地，影响农业土壤的可耕作性，并且修复

费用高昂，不适于农田土壤苯酚污染的修复[5-6]。化

学农药虽可有效控制禾谷镰刀菌病害的发生，但化学

农药的生产、存储、使用等环节存在明显的环境、健康

风险，目前部分欧美国家已加大对化学农药使用的管

控，禁用部分风险较大、难降解化学农药的使用[7]。

微 生 物 如 红 球 菌（Rhodococcus sp.）[8]、假 单 胞 菌

（Pseudmonas sp.）[9]等具有动植物所不具备的代谢途

径，可快速降解土壤中的苯酚，部分种类的红球菌属

微生物其苯酚的降解效率最高可达 80%~100%[8]。苯

酚降解菌可以苯酚作为碳源进行生命活动，在降解苯

酚的同时避免对环境形成二次污染，具有绿色环保的

特点[10]。微生物可通过竞争抑制、分泌抗生素等方式

抑制其他微生物的生长，目前被广泛研究用于制备生

物防治药剂、提取活性物质等[11]，生防菌可有效防控粮

食作物如马铃薯和玉米[12]的镰刀菌病害。由于代谢的

复杂性，部分微生物可同时具备多种生物学功能，例

如红球菌属微生物同时具有降解单环和双环芳烃化合

物的功能[13]，铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）

不仅能降解苯酚，也可促进植物生长[14]。据上述背景

推测存在可同时降解苯酚和抑制其他微生物生长的

微生物，但目前该方面的研究报道较少。

本研究拟通过微生物学方法，从高浓度苯酚污染

土壤中富集、筛选高活性苯酚降解菌，并从得到的苯

酚降解菌中筛选具备抑制禾谷镰刀菌的“多功能菌”，

通过分子生物学法对其进行初步鉴定，进一步通过温

室栽培试验验证其降解苯酚、防治禾谷镰刀菌病害功

能，为苯酚污染修复、禾谷镰刀菌病害防治提供有潜

力的菌株资源。

1 材料与方法

1.1 苯酚降解菌的筛选

1.1.1 土壤样品的采集及处理

采集昆明市郊某纸品厂排污渠中的 10个黑色沉

积物样品 100 g，仔细清除样品中的杂物后混合均匀，

带回实验室常温保存并尽快用于后续研究。

1.1.2 苯酚降解菌的富集培养

本研究通过往LB液体培养基中添加苯酚制备富

集培养基，LB培养基的基本成分为：胰蛋白胨 10 g·
L-1、酵母浸出粉 5 g·L-1、NaCl 5 g·L-1，pH值 7.0。进一

步通过在 LB 培养基中添加不同量的苯酚形成 100、
200、400、800 mg·L-1苯酚浓度梯度，采用该培养基通

过逐级富集方法富集土壤样品中的苯酚降解菌。具

体做法为：取上述土壤样品 1 g 接种于苯酚含量为

100 mg·L-1的培养基 200 mL中，25 ℃、180 r·min-1摇

床培养 7 d后取 1 mL培养液接种于 200 mg·L-1苯酚培

养基中，后续培养过程所用方法与上述过程相同。于

800 mg·L-1苯酚培养基中富集培养的菌液用于后续

筛选过程。

1.1.3 苯酚降解菌的筛选、纯化、优选

使用苯酚筛选培养基筛选上述富集培养基中的

苯酚降解菌，苯酚筛选培养基成分如下：K2HPO4 0.40
g·L-1、KH2PO4 0.20 g·L-1、NaCl 0.10 g·L-1、MgSO4 0.10
g·L-1、MnSO4·H2O 0.01 g·L-1、（NH4）2 SO4 0.40 g·L-1、

苯酚 0.50 g·L-1。苯酚降解菌的筛选方法具体步骤

为：将上述富集培养液通过梯度稀释法稀释为 10-4，

通过平板涂布法将稀释液均匀地涂布到苯酚筛选培

养基平板上，培养5 d后挑取菌落较大、生长旺盛的菌

落进行 2次纯化，纯化得到的菌株在苯酚培养固体基

中通过相同培养方法优选生长旺盛的 9种菌株用于

后续生防效果研究。

1.1.4 同时具备苯酚降解和生防功能的“多功能菌”

筛选

本研究针对几种粮食作物主要的致病菌禾谷镰

刀菌（Fusarium graminearum），通过平板对峙法筛选

能够抑制该种致病菌的菌株。具体步骤为：将浸有生

防菌液的滤纸放在平板上静置 30 min，用 5 mm直径

打孔器将镰刀菌菌饼置换入平板中央，培养 5 d后测

量抑菌圈的大小。将其中抑菌活性最高的 3种菌分

别命名为 PBC01、PBC02、PBC03 用于后续研究。本

研究按照以下方法计算上述3种菌株的抑菌率：

抑菌率=（对照组指示菌菌落直径-处理组指示
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菌菌落直径）/（对照组生防菌菌落直径-滤纸直径）×
100%。

将上述具有生防功能的 3种菌接种于 200 mL苯

酚浓度为 500 mg·L-1的苯酚培养基中，菌种的接种量

约为 2.0×106 cfu·mL-1，每种菌株平行培养 3次。接种

后的摇瓶置于恒温摇床中 25 ℃、180 r·min-1培养，通

过连续取样的方式测定培养液中苯酚的含量，取样的

时间间隔为 10 h，每次取样尽快完成，以减少苯酚的

挥发性损失。为减少培养过程中苯酚的损失，本研究

的培养瓶采用橡胶塞密封，外用牛皮纸包裹。溶液中

残留的苯酚经过离心、取上清液，按照何小丽等[15]的

方法采用改进的4-氨基安替吡林法测定苯酚含量。

1.2 菌株的分子生物学鉴定

将筛选出的生防作用较强的菌株接种于LB液体

培养基中，25 ℃、180 r·min-1摇床培养 48 h后离心，用

于 提 取 菌 株 的 DNA。 使 用 正 向 引 物 27f（5′ -
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′）和反向引物 1492R
（5′-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′），按照参考方

法扩增[16]菌株的 16s rRNA基因，扩增后的DNA片段

纯化后交生物公司测序。

采用 BioEdit 软件（BioEdit v7.2.6.1）对测序结果

和参比序列进行分析，使用 MEGA 软件（MEGA
7.0.26）制作序列的N-J系统发育树，通过Bootstrap法

对系统发育树进行评估。

1.3 温室栽培试验

为验证“多功能菌”在田间降解苯酚及同时防止禾

谷镰刀菌病害的功能，本研究在温室中设置对比试验。

温室试验土壤采自云南师范大学植物园抛荒地，土壤

的采集深度为0~20 cm，将采集的栽培土壤去除杂物、

风干、破碎、过5目筛备用。本研究所有处理均设置4个
重复，每个重复均使用上述土壤1 kg装于10 cm×8 cm×
8 cm（上径×下径×高）的塑料花盆中。

为探究“多功能菌”降解土壤苯酚的功能，本研究

设置植物+苯酚+禾谷镰刀菌+“多功能菌”处理组

（PPFP）：盆内种植 3 株玉米，土壤中的苯酚浓度为

500 mg·kg-1，添加禾谷镰刀菌孢子的数量约为 5×106

cfu·kg-1，“多功能菌”的添加量约为 1×107 cfu·kg-1；植

物+苯酚+镰刀菌+水处理组（PPFW）：该组除未添加

“多功能菌”外其他均与PPFP组相同；苯酚+禾谷镰刀

菌+“多功能菌”处理组（PFP）：该组除未种植玉米外，

其他处理均与 PPFP组相同；为探究“多功能菌”对禾

谷镰刀菌病害的生防功能，本研究另外设置对照处理

组（CK）：除不添加苯酚、禾谷镰刀菌、“多功能菌”，其

他均与PPFP处理相同。本研究为控制培养基营养对

试验结果的影响，添加禾谷镰刀菌孢子、“多功能菌”

之前均进行 3次“离心-水洗”过程，通过无菌水重悬

后均匀倒入栽培土壤中。为减少试验过程中土壤苯

酚的挥发，盆口使用多层保鲜膜密封，植物通过保鲜膜

上的孔长出后再使用保鲜膜加密孔上的缝隙。土壤

残留苯酚通过乙酸乙酯萃取、浓缩后，采用气相色谱

法测定含量，进而求出土壤中苯酚的浓度（HJ 703—
2014）。

分别于玉米种植第 10、20、30、40 d 测定玉米

的 株 高。于收获前使用 SPAD-502 Plus（KONICA
MINOLTA，Japan）测定第 3伸展叶叶绿素含量。种植

40 d后收获整株玉米，仔细清洗收获后玉米植株上的

泥沙，而后置于恒温干燥箱 72 ℃烘干 48 h，称量玉米

的单株质量。株高、叶绿素含量、单株生物量均按照

每盆内3株玉米的均值作为1个重复。

1.4 数据分析与统计

应用 Excel软件（Excel 2016）对数据进行分析和

制图，应用R软件（R x64 3.5.0）通过单因素方差分析

法检验不同菌株苯酚降解速率、抑菌率和不同处理间

玉米株高、叶绿素含量、单株生物量的差异。

2 结果与分析

2.1“多功能菌”的活性及鉴定

在禾谷镰刀菌长满整个平板的 5 d时间里，优选

得到的9株菌种中有3种能够明显抑制禾谷镰刀菌的

活性，均能够在平板对峙试验开始 5 d后形成明显的

抑菌现象。其中 PBC01菌株的抑菌率为 79.38%，显

著高于 PBC02 菌株的 47.05%（P<0.05），高于 PBC03
菌株的61.85%（图1）。

在密闭培养瓶中，上述 3 种菌株在浓度为 500

不同字母代表不同处理间存在显著差异（P<0.05）。下同
Different characters in this figure represented significant differents among

different treatments（P<0.05）. The same below
图1 不同菌株对禾谷镰刀菌的抑菌率

Figure 1 Inhibition rate of different strains to F. graminearum
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mg·L-1的苯酚培养基中具有明显的降解苯酚活性，溶

液中苯酚的浓度均呈下降趋势，经过 70 h 的培养

PBC01、PBC02、PBC03分别将苯酚浓度降解至 2.16、
148.97、107.96 mg·L-1，PBC01菌株具有更显著的苯酚

降解活性（P<0.01），PBC01菌株在整个培养过程中，

其降解苯酚的速率均明显高于 PBC02、PBC03 菌株

（图 2）。表明 PBC01菌株同时具有相对较高的苯酚

降解活性和对禾谷镰刀菌的生防功能，本研究选择该

菌株进行后续温室试验。

PBC01 菌株 16s rDNA 测序结果上传至 NCBI 后
获得的序列登陆号为MT012079，经序列比对，选择同

源性较近的菌株作为参比菌株构建进化树，该菌株被

鉴定为Rhodococcus sp.，其系统发育树如图3所示。

2.2 温室试验“多功能菌”降解土壤苯酚活性

经过 40 d 的种植 PPFP、PPFW、PFP 处理土壤中

苯酚含量均明显降低，其中 PPFP处理土壤中苯酚浓

度最低为 79 mg·kg-1，PFP 处理组的浓度为 105.33
mg·kg-1，均显著低于PPFW处理的 262.67 mg·kg-1（P<
0.01）。这说明PBC01菌株施入土壤后能明显提高土

壤中苯酚的降解速率，显著增加土壤对苯酚的自净能

力。植物的种植在一定程度上增加了土壤中苯酚降

解菌的活性，但对PBC01降解苯酚的活性并无显著的

促进作用，降解苯酚的作用主要来自于 PBC01菌株

（图4）。

2.3 温室试验“多功能菌”生防性能

图 5表明，在 40 d的栽培过程中PPFP和CK处理

玉米的株高均明显高于 PPFW处理，在 40 d时这 2个

处理组的株高分别为 58.37 cm和 61.70 cm，显著高于

PPFW处理组的 37.63 cm（P<0.05）。这说明PBC01菌

株可显著降低苯酚、禾谷镰刀菌对玉米株高的影响。

图 6表明，盆培 40 d时PPFP和CK处理组玉米的

叶绿素含量无显著差异，分别为 33.50和 33.33，均显

著高于 PPFW 处理组的 22.93（P<0.05）。这说明

图2 不同菌株降解苯酚速率
Figure 2 Degradation rate of phenol by different strains

图3 基于16s rRNA基因“多功能菌”的系统发育树

Figure 3 Phylogenetic tree of "multifunctional bacteria" based on 16S rRNA gene
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Rhodococcus zopfii strain P1.1（KU597174）
Rhodococcus zopfii strain Z12-2（KJ571108）

Rhodococcus zopfii strain PBC01（（MT012079））
Rhodococcus polyvorum（AY428603）

Rhodococcus pedocola strain UC12（NR 149270）
Rhodococcus canchipurensis strain MBRL（JN164649）
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图4 不同处理土壤中苯酚含量变化
Figure 4 Change of phenol content in soil of different treatments
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图5 不同处理植物株高变化
Figure 5 Changes of plant height under different treatments
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PBC01菌株的使用可显著降低苯酚、禾谷镰刀菌对玉

米叶绿素含量的影响。

栽培 40 d时 PPFP和CK处理组玉米的单株生物

量分别为 1.79 g和 1.92 g，二者无显著差异，但均显著

高于 PPFW处理组的 0.97 g（P<0.05）。这说明 PBC01
菌株的施用可显著降低苯酚、禾谷镰刀菌对玉米单株

生物量的影响（图7）。

3 讨论

土壤苯酚污染通过植物的根系吸收、扩散等方式

进入植物体内[2]，破坏植物的酶系统，影响植物的正

常新陈代谢[17]。本研究分离获得的 PBC01菌株在苯

酚 培 养 基 中 70 h 内 能 够 将 溶 液 中 的 苯 酚 降 解

99.57%，在 40 d 内能够将土壤中高浓度苯酚降解

84.20%，这与其他研究结果类似[18]。微生物具有多种

苯酚代谢通路，例如可通过苯酚羟化酶将苯酚转化为

邻苯二酚，然后由邻苯二酚 2，3-双加氧酶通过中间

途径将其转化为 2-羟基黏液半醛方式分解环境中的

苯酚，利用分解苯酚获得的能量进行新陈代谢[19]。目

前研究发现的苯酚降解菌种类较多，包括部分假单胞

菌属（Pseudmonas）[9]、不动杆菌属（Acinetobacter）[19]等，

这说明环境中有大量能够降解苯酚的微生物。本研

究中PPFW处理组苯酚含量也明显降低，说明土壤对

苯酚具有一定的自净能力，这或许是由于土壤中存在

一定量具有降解苯酚功能的微生物[14]。本研究筛选

获得的苯酚降解菌为 Rhodococcus sp.，目前已有一些

研究表明Rhodococcus sp.能够降解苯酚，并且该菌属

具有较高的苯酚降解速率，可在短时间内降解溶液中

的大部分苯酚[8，18]。由于苯酚污染物对植物的新陈代

谢具有显著的抑制作用，对其去除可显著降低土壤中

苯酚对植物生长的负效应[17]，PBC01菌株的施用显著

降低了土壤中苯酚的含量（图 4），进而降低了苯酚对

玉米的株高、叶绿素含量、生物量的抑制（图5~图7）。

PBC01菌株具有明显的生防功能，在平板对峙试

验中能抑制禾谷镰刀菌生长（图 1），在土壤中仍能够

显著限制禾谷镰刀菌对玉米生长的影响（图 5~图 7）。

生防菌通过对营养、生存空间的竞争、分泌抗生素等

方式限制致病微生物的生长[11]，在土壤颗粒、植物根

际、植物根内生存，限制致病微生物在土壤中的生长、

繁殖，在植物根部形成“防火墙”从而限制土传致病微

生物对植物的侵染[7，20]。本研究发现的PBC01菌株具

有较快的生长速率，5 d内在培养平板上形成了较大

直径的菌落，或许该种菌株能通过快速生长限制禾谷

镰刀菌的生长。平板对峙试验中 PBC01菌株在培养

平板上形成了明显的抑菌圈，该种菌株可能通过向胞

外分泌抗生素的方式致畸、裂解禾谷镰刀菌的菌丝，

从而限制禾谷镰刀菌的生长[7]。施入土壤后，PBC01
菌株显著限制了禾谷镰刀菌对玉米生长的影响，这或

许由于该种菌能够在土壤颗粒、植物根际较好地

定殖，利用土壤中的苯酚、植物根部分泌的营养生

存，限制禾谷镰刀菌的生长，从而减少其对植物生长

的影响。

本研究发现的 PBC01 菌株同时具有良好的降

解苯酚和对禾谷镰刀菌的生防功能，虽然此类研究

结果较少，但同时具有多种生理功能的“多功能菌”的

研究较多。Wang等[14]的研究分离获得的“多功能菌”

同时具备分解土壤中苯酚和促进植物生长的功能，一

种红球菌能同时降解苯酚和吡啶，同时对Cr6+具有还

原作用[13]，凤尾蕨根际微生物万古霉素假单胞菌

（Pseudomonas vancouverensis）可通过分泌生长素、铁

载体的方式促进凤尾蕨的生长，同时具有促进砷转化

的功能[21]，从堆肥中分离出的100种微生物中25种同时

具有促进植物生长、生防或促进堆肥腐解的功能[22]，

这说明同时具有多种功能的微生物在自然界普遍存

在。自然界微生物的多样性据估计超过50万种，微生

物具有有别于动植物的独特代谢通路，并且微生物之间

普遍存在基因的水平转移，这可能是导致上述微生物

图6 不同处理植物叶绿素含量
Figure 6 Chlorophyll content of plants under

different treatments
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同时具备多种环境生物学、生理生态学功能的原

因[23-24]。

4 结论

本研究分离获得了能同时降解苯酚和生物防治

禾谷镰刀菌病害的多功能菌株 Rhodococcus zopfii sp.
PBC01，该种微生物在实验室内 70 h能降解培养液中

99.57% 的苯酚，同时对禾谷镰刀菌的抑制率达到

79.38%。该种菌株在温室栽培试验中也具有良好的

效果，可显著降低禾谷镰刀菌对玉米生长的影响，将

土壤苯酚浓度由 500 mg·kg-1降低至 79 mg·kg-1，这或

许是由于该种菌株同时具有苯酚代谢途径和分泌抗

生素的功能，具体原因仍需要进一步研究。自然界中

或许普遍存在具有多种生理生态功能的微生物，本研

究可为土壤苯酚污染、农业病害综合问题的解决提供

一种思路。
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