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大豆根内耐盐碱促生细菌的分离鉴定
及其促生功能研究

夏玉侨１ꎬ荆瑞勇１ꎬ姜　 雪１ꎬ王丽艳１ꎬ郭永霞１ꎬ于镇华２ꎬ刘俊杰２

(１. 黑龙江八一农垦大学 / 农业农村部东北平原农业绿色低碳重点实验室ꎬ黑龙江 大庆 １６３３１９ꎻ
２. 中国科学院东北地理与农业生态研究所 / 黑土区农业生态重点实验室ꎬ黑龙江 哈尔滨 １５００８１)

摘　 要:为挖掘苏打盐碱地大豆根内生细菌资源ꎬ以大庆苏打盐碱地大豆根系为材料ꎬ以组织研磨、平板划线和

ＰＣＲ 测序法对大豆根内生细菌进行分离纯化鉴定ꎬ并测定其解磷、固氮、产铁载体、ＡＣＣ 脱氨酶、ＩＡＡ 能力、耐苏打盐

碱能力ꎻ同时在浸种条件下进行大豆发芽试验ꎮ 结果表明:筛选出的具有解磷、固氮、产铁载体、产 ＩＡＡ、产 ＡＣＣ 脱氨

酶、耐受苏打盐碱(１００~１５０ ｍｍｏＬ􀅰Ｌ－１ ＮａＨＣＯ３和 Ｎａ２ＣＯ３ꎬ摩尔比为 ９ ∶ １ꎻｐＨ 值 ８.８)能力的 ３ 株内生细菌鉴定为暹

罗芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉａｍｅｎｓｉｓ ＤＣ.２４)、维氏芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ ＤＭ５７)、栖木假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｈｉｂｉｓｃｉ￣
ｃｏｌａ ＤＣ－２)ꎮ 发芽试验使用 ３ 株根内生细菌浸种处理大豆ꎬ均可显著提高大豆根尖数、根长、根表面积、根体积ꎮ 在

‘合丰 ５０’大豆品种中接种上述 ３ 株菌ꎬ大豆幼苗根尖数分别增加 １６９.７％、２２１.２％、１７２.７％ꎬ根长分别增加 ５２.８％、
６３.０％、２９.８％ꎬ根体积分别增加 １３９.９％、１２５.６％、９６.９％ꎬ根表面积分别增加 ８９.２％、８３.６％、５８.７％ꎻ接种于‘龙垦 ３１０’
品种ꎬ使其幼苗根尖数分别增加 ７５８.８％、３２９.４％、３４１.１％ꎬ根长分别增加 １０１.１％、５２.２％、５０.０％ꎬ根体积分别增加

１２９.４％、８２.３％、７０.５％ꎬ根表面积分别增加 ９２.６％、５１.２％、４１.４％ꎬ表明 ３ 株根内生细菌具有促生功能ꎬ可作为开发苏

打盐碱地微生物肥的菌种ꎮ
关键词:大豆ꎻ根内生细菌ꎻ耐盐碱ꎻ分离鉴定ꎻ促生功能
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收稿日期:２０２４￣１０￣０９　 　 　 　 　 修回日期:２０２４￣１２￣１９
基金项目:中国科学院战略性先导科技专项:黑土地保护与利用科技创新工程专项(ＸＤＡ２８１００２００)ꎻ黑龙江八一农垦大学三纵(基础培

育)项目(ＺＲＣＰＹ２０２２１８)
作者简介:夏玉侨(１９９９－)ꎬ男ꎬ辽宁岫岩人ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向为农业生物技术ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ３１１１９６８９５８＠ ｑｑ.ｃｏｍ
通信作者:郭永霞(１９７０－)ꎬ 女ꎬ山东青岛人ꎬ教授ꎬ博士生导师ꎬ主要从事农业生物技术研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｇｕｏｙｘ＠ １６３.ｃｏｍ

于镇华(１９８４－)ꎬ女ꎬ黑龙江北安人ꎬ副研究员ꎬ硕士生导师ꎬ主要从事农业微生物资源开发与利用研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｙｕｚｈｅｎｈｕａ＠ ｉｇａ.
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ｍｏｔｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

　 　 植物内生细菌指在健康植株茎、叶和根等器官

或组织内能长期稳定生存且对寄主无害的一类微

生物[１]ꎬ根内生细菌数量远远超过其他植物器官ꎬ
不同寄主植物的内生细菌多样性不同[２]ꎮ 植物内

生细菌可以通过固氮[３]、溶磷[４]﹑产植物激素(ＩＡＡ
等) [５－６]、产 ＡＣＣ 脱氨酶[７] ﹑产铁载体[８] 以及诱导

植物对生物及非生物胁迫的抗性[９] 来促进植物生

长ꎬ可为寄主植物提供氮素、可利用的磷素和生长

激素 ＩＡＡꎬ调节乙烯水平ꎬ减少植物病原菌的致病ꎮ
已研究内生细菌的作物有小麦[１０]、玉米[７]、水稻[１１]

及大豆[１２]等粮食作物ꎬ分离获得内生细菌具备开发

微生物肥的潜力ꎮ
黑龙江省是我国大豆的主要种植区ꎬ而黑龙江

省主要种植区是九三区域ꎬ种植区域面积是制约大

豆产量的重要因素ꎮ 黑龙江省松嫩平原苏打盐碱

地亟待开发利用[１３]ꎬ而苏打盐碱地会抑制大豆的生

长发育ꎬ耐盐碱细菌可缓解盐碱对大豆的胁迫效

应[１４]ꎮ 因此挖掘耐盐碱内生细菌资源对盐碱地种

植大豆提高其产量、苏打盐碱地改良具有重大意义ꎮ
本研究从苏打盐碱地种植的大豆根系中分离

根内生细菌ꎬ检测根内生细菌促生和耐受苏打盐碱

胁迫的功能ꎬ采用分子鉴定方法明确耐盐碱促生细

菌的分类归属并探究内生细菌对大豆种子萌发的

影响ꎬ为开发微生物肥提供材料与数据支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

１.１.１　 大豆根系组织　 采样点位于黑龙江省大庆市

龙凤区开荒盐碱地大豆田(１２５° １１′４１″Ｅꎬ ４６°３４′４７″Ｎ)ꎮ
分别采集大豆苗期、开花结荚期、鼓粒期、成熟期的

根系ꎬ每次取样时随机取 ５ 株完整植株ꎬ根系和植株

均带回实验室ꎬ自来水冲洗根表ꎬ４°Ｃ 冰箱保存备

用ꎬ２ ｄ 内分离根系内生细菌ꎮ
１.１.２　 大豆种子 　 供试材料为‘龙垦 ３１０’和‘合丰

５０’大豆品种ꎬ分别由国家杂粮中心杂粮绿色防控

左豫虎团队和黑龙江八一农垦大学农学院种质资

源创新团队提供ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 菌株的分离纯化 　 菌株分离纯化参照荆瑞

勇等[１２]方法进行ꎬ新鲜大豆根系经过 ０.１％升汞浸

泡灭菌 １０ ｍｉｎ 后ꎬ使用 ７５％乙醇浸泡 ５ ｍｉｎꎬ再使用

无菌水清洗 ４ ~ ５ 次ꎬ取 ２００ μＬ 最后 １ 次冲洗后的

无菌水涂布于 ＮＡ 平板倒置于 ３０℃恒温培养箱中黑

暗培养ꎬ作为空白对照ꎮ 称取 １ ｇ 已表面灭菌的大

豆根部鲜组织置于灭菌的研钵中ꎬ加入灭菌的石英

砂充分研磨后加入 ９ ｍＬ 无菌水ꎬ吸取研磨液分别稀

释 １０－１、１０－２、１０－３倍后涂于 ２０％ ＮＡ 培养基平板上ꎮ
３０℃培养 ７ ｄ 后挑取单菌落ꎬ划线分离 ３ 次获得纯

菌株ꎬ用 ５０％甘油于－２０℃冰柜保存菌株ꎮ
１.２.２　 菌株功能鉴定　 菌株固氮能力鉴定:参照李

艳星等[１５]的方法ꎬ在阿须贝氏培养基平板上接种 ２
μＬ 浓度 １×１０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１菌悬液ꎬ３０℃倒置避光培

养 ７ ｄ 后观察是否长出菌落ꎬ定性观察其固氮性能ꎬ
并采用乙炔还原法[１６]定量检测细菌的固氮能力ꎮ

菌株解磷能力鉴定:按照 Ｇｕｐｔａ 等[１７]、陈定安

等[１８]的方法检测无机磷和有机磷的解磷效果ꎮ 即

在以葡萄糖为碳源、Ｃａ３(ＰＯ４) ２为主要成分的无机

磷培养基和 ＣａＣＯ３、卵磷脂为主要成分的有机磷培

养基平板上ꎬ分别接种 ２ μＬ 浓度为 １０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１

的菌悬液ꎬ于 ３０℃倒置避光培养 ７ ｄ 后观察菌落周

围是否有透明解磷圈ꎬ并记录透明圈和菌落直径ꎬ
通过菌株溶磷圈半径 ∶ 菌株半径(Ｄ / ｄ)判断其解磷

能力ꎮ 其次在无机磷、有机磷液体培养基中接种 ２
μＬ 浓度 １０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１菌悬液ꎬ对照组接入等体积
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灭菌后的无菌水ꎬ３０℃、１５０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡培养 ３ ｄꎬ
然后将培养液于 ８ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清

液通过钼锑抗比色法[１９]测定有效磷含量ꎬ定量检测

其解磷能力ꎮ
菌株产 ＡＣＣ 脱氨酶能力鉴定: 参照 Ｄｕｂｅｙ

等[２０]的方法进行配置ꎬ以葡萄糖为碳源ꎬ加入 ＡＣＣ
使终浓度为 ３ ｍｍｏＬ􀅰Ｌ－１ꎬ配置成产 ＡＣＣ 脱氨酶检

测固体培养基ꎬ在平板上接种 ２ μＬ 浓度 １×１０８ ＣＦＵ
􀅰ｍＬ－１菌悬液ꎬ３０℃倒置避光培养 ７ ｄ 后观察是否

长出菌落ꎮ
菌株产铁载体能力鉴定:参照何翔等[８]、Ｍａｎ￣

ｊａｎａｔｈａ 等[２１]的方法ꎬ在以铬天青为主要成分的 ＣＡＳ
铁载体检测培养基上分别接种浓度为 １×１０８ ＣＦＵ􀅰
ｍＬ－１筛选出的菌株菌悬液 ２ μＬꎬ于 ３０℃倒置避光培

养 ７ ｄ 后观察菌落周围是否有透明或黄色晕圈ꎬ判
断其是否具有产铁载体能力ꎮ 取供试菌株(菌浓度

为 １×１０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１)１０ μＬ 接种于 １００ ｍＬ ＭＳＡ 液

体培养基中ꎬ于 ３０℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床培养 ４８ ｈꎬ
１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ取 １.５ ｍＬ 上清液加 １.５
ｍＬ ＣＡＳ 检测液ꎬ充分混匀ꎬ静置 １ ｈ 后测定 ６３０ ｎｍ
处的吸光值(Ａｓ)ꎬ以不接菌的空白培养基为对照ꎬ
于 ６３０ ｎｍ 处测得吸光值(Ａｒ)ꎬ分别计算铁载体活性

单位(Ｓｕ)ꎬ计算公式为:Ｓｕ ＝ [(Ａｒ －Ａｓ) / Ａｒ] ×１００％ꎬ
定量计算菌株产铁载体能力ꎮ

菌株产 ＩＡＡ 能力鉴定:采用改良 Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ 比

色法[２２] 测定ꎬ即:每株细菌制备成浓度为 １ × １０８

ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１菌悬液ꎬ将 １０ μＬ 菌悬液接入装有 １ ｍＬ
含色氨酸(５００ ｍｇ􀅰ｍＬ－１)ＮＡ 液体培养基的 １.５ ｍＬ
离心管中ꎬ无菌水作对照ꎬ每株菌 ３ 次重复ꎬ置于

３０°Ｃ 摇床ꎬ１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡培养 ７ ｄꎮ 培养结束后

菌悬液 ８ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ取 １００ μＬ 上清

液ꎬ加入 ２００ μＬ Ｓａｌｋｏｗｓ ｋｉ 比色液ꎬ避光静置反应

３５ ｍｉｎꎮ 酶标仪测定各菌株的 ＯＤ５３０值ꎬ重复 ３ 次ꎮ
根据 ＩＡＡ 标准曲线计算各菌株产生的 ＩＡＡ 浓度ꎮ

菌株耐苏打盐碱能力鉴定:参照石伟[２３] 的筛选

耐盐碱菌株培养基Ⅱ进行改良后配制ꎬ在 ＮＡ 固体

培养基中加入 ＮａＨＣＯ３和 Ｎａ２ＣＯ３(摩尔比为 ９ ∶ １)
水溶液使其终浓度分别为 ０、５０、１００、１５０、２００ ｍｍｏｌ
􀅰Ｌ－１ꎬ将稀释至 １０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１的 ２ μＬ 菌悬液接种

在不同浓度苏打盐培养基平板上ꎬ３０℃倒置避光培

养 ５ ｄ 后观察是否长出菌落ꎮ
１.２.３　 菌株分子生物学鉴定 　 使用“细菌基因组

ＤＮＡ 提取试剂盒”(离心柱型)(天根生化科技有限

公司ꎬＤＰ３０２)提取菌株的总 ＤＮＡ 后ꎬ利用引物 ２７Ｆ
(５′－ＡＧＡ ＧＴＴ ＴＧＡ ＴＣＣ ＴＧＧ ＣＴＣ ＡＧ－３′)、１４９２Ｒ

(５′－ＧＣＴ ＴＡＣ ＣＴＴ ＣＴＴ ＡＣＧ ＡＣＴ Ｔ－３′) [１５] 扩增其

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因ꎬＰＣＲ 扩增体系为:２ｘ Ｔａｑ ｍｉｘ ２５
μＬꎬ引物各 １ μＬꎬ模板 １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补至 ５０ μＬꎬ反
应条件:９５℃ ５ｍｉｎꎻ９４℃ １ ｍｉｎꎬ５５℃ １ ｍｉｎꎬ７２℃ ２
ｍｉｎ ꎬ３０ 个循环ꎻ７２℃ １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物用 １％的琼

脂糖凝胶电泳进行检测ꎬ纯化后 ＰＣＲ 产物送往华大

科技(北京)股份有限公司进行测序ꎮ 内生细菌测

得序列在 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ. ｎｅｔ 进行比对ꎬ与同源性最高

序列共同采用 ＭＥＧＡ１１ 软件构建系统发育树ꎮ
１.２.４　 菌株对大豆种子萌发及幼苗生长的影响 　
将筛选出的根内生细菌接种于 ＮＡ 液体培养基中ꎬ
３０℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡培养 １６ ｈ 后ꎬ８ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１

离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ沉淀用无菌水洗涤 ３ 次后重

悬ꎬ菌悬液稀释至 １×１０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎮ 将大豆种子

用 ０.１％升汞浸泡 ２ ｍｉｎꎬ７５％乙醇 ６０ ｓꎬ无菌水冲洗

３ 次后[１２]ꎬ用筛选出的根内生细菌菌悬液浓度为 １×
１０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ 分别浸种 １ ｈꎬ以无菌水做对照

(ＣＫ)ꎬ在直径 ９ ｍｍ 的无菌培养皿底垫上 １ 层无菌

滤纸ꎬ每个平皿放 ２０ 粒无菌大豆种子ꎬ再覆盖上 １
层无菌滤纸ꎬ每个平板加入 ５ ｍＬ 无菌水ꎬ避光培养ꎬ
每个处理组重复 ５ 次ꎬ每天记录发芽数ꎬ培养 ７ ｄ 后

统计数据ꎬ计算种子发芽率、发芽势、发芽指数ꎻ培
养 ７ ｄ 后使用万深 ＬＡ－Ｓ 系列植物图像分析仪(杭
州万深检测科技有限公司)测定并分析根尖数、根
长、根表面积、根体积等指标ꎮ

发芽率(ＧＲ) ＝ (发芽的种子数 /试验种子数)
×１００％ꎻ

发芽势(ＧＰ)＝ (发芽高峰时间内发芽数 /试验

种子数)×１００％ꎻ

发芽指数(ＧＩ) ＝ ∑(Ｇ ｔ / Ｄｔ)

式中ꎬＧ ｔ 为在第 ｔ 天的发芽数ꎻＤｔ 为相应发

芽日ꎮ
１.２.５　 数据处理与分析　 用 ＳＰＳＳ １８.０ 进行数据统

计分析ꎬ利用 Ｒ 语言作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 根内生细菌的分离

采用组织研磨法对大豆根内生细菌进行分离ꎬ
共分离出 １８２ 株菌落形态、大小、颜色、生长速度不

同的大豆根内生细菌ꎬ分别编号为苗期菌株 ＤＭ１－
ＤＭ５９、开花结荚期菌株 ＤＣ.１－ＤＣ.７２、鼓粒期菌株

ＤＣ１－ＤＣ４２、成熟期菌株 ＤＣ－１－ＤＣ－９ꎮ 筛选出具有

固氮、解磷、产 ＡＣＣ 脱氨酶、产铁载体、耐苏打盐碱

能力强或功能全的 ３ 株菌株 ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 进

行详细研究ꎮ
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２.２　 筛选出的根内生细菌功能鉴定

２.２.１　 固氮、解磷、产 ＡＣＣ 脱氨酶、产铁载体能力和

耐苏打盐碱能力　 对筛选出的 ３ 株根内生细菌 ＤＣ.
２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 的固氮、解磷、产 ＡＣＣ 脱氨酶、产铁

载体能力进行了定性和定量分析ꎮ 结果如图 １ 所

示ꎮ 由图 １ 可知ꎬＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 均可在无氮

培养基上生长ꎬ乙炔还原法测定 ３ 株菌固氮酶活性

分别为 １８.５７±６.１５、２１.８９±０.４５、２６.３６±４.３２ ｐｍｏＬ􀅰
ｍＬ－１􀅰ｈ－１ꎮ

３ 株根内生细菌均可在无机磷、有机磷培养基

上生长良好且产生透明解磷圈ꎬＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２
解无机磷圈半径 ∶ 菌株半径(Ｄ / ｄ)分别为 １.６２±０.
０９、２.０７±０.１０、２.２５±０.１２ꎬ定量检测 ３ 株菌在无机磷

液体培养基 ３ ｄ 内的有效磷含量分别为 ３６. ２７ ±
１.４４、５０.９７±１.１９、６７.３９±２.５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎻ解有机磷圈

Ｄ / ｄ 分别为 １.７６±０.２２、１.８９±０.１７、２.７５±０.３５ꎬ定量

检测在有机磷液体培养基 ３ ｄ 内的有效磷含量分别

为 ４９.４５±０.８７ 、５８.６２±２.３１、６１.４８±１.１９ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎮ
在解无机磷和有机磷的定量检测中 ＤＣ－２ 处理组的

有效磷含量均显著高于 ＤＣ.２４、ＤＭ５７ 处理组ꎬ可知

ＤＣ－２ 的解无机磷、有机磷能力均最强ꎮ
３ 株根内生细菌在产 ＡＣＣ 脱氨酶能力检测培

养基上均可生长ꎬ产生菌落ꎬ证明其均具有产 ＡＣＣ
脱氨酶的能力ꎬＤＭ５７ 菌落形成最快ꎬ推测 ＤＭ５７ 的

产 ＡＣＣ 脱氨酶能力最好ꎮ
在 ＣＡＳ 产铁载体培养基上 ３ 株菌均可产生黄

色透明晕圈ꎬ均具有产铁载体的能力ꎬＤＣ.２４、ＤＭ５７、
ＤＣ－２ 的透明晕圈与菌落比值分别为 １.１４±１.０３、
１.１３±１.０４、１.４１±４.０４ꎬＤＣ－２ 晕圈直径最大ꎬ定量检

测铁载体活性单位 Ｓｕ 分别为 ７４. ２６％、８５. ８６％、
９３.９１％ꎬ依据 Ｍａｎｊａｎａｔｈａ 等[２１]对细菌产铁载体能力

划分ꎬ３ 株内生细菌分泌铁载体的能力分别为＋＋、
＋＋＋、＋＋＋＋ꎬＤＣ－２ 菌株产铁载体能力最强ꎮ

苏打盐碱耐受能力见图 １ꎬ３ 株根内生细菌 ＤＣ.
２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 在苏打盐浓度为 ０ ｍｍｏＬ􀅰Ｌ－１的培

养基上生长良好ꎬＤＣ.２４、ＤＣ－２ 在 ｐＨ 值 ８.８ 的 １５０
ｍｍｏＬ􀅰Ｌ－１苏打盐培养基上仍能生长ꎬＤＭ５７ 在 ｐＨ
值 ８.５ 的 １００ ｍｍｏＬ􀅰Ｌ－１苏打盐培养基上可以生长ꎬ
但在 １５０ ｍｍｏＬ􀅰Ｌ－１苏打盐培养基上菌落形成极其

缓慢ꎬ３ 株根内生细菌在 ｐＨ 值 ９.０ 的 ２００ ｍｍｏＬ􀅰
Ｌ－１苏打盐碱培养基上均无法生长ꎬ说明 ＤＣ.２４、ＤＣ－
２ 具有较强的耐苏打盐碱能力ꎬＤＭ５７ 次之ꎮ 综合以

上结果可知ꎬＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 均具有固氮、解
磷、产 ＡＣＣ 脱氨酶、产铁载体和耐苏打盐碱能力ꎮ
２.２.２　 产 ＩＡＡ 能力 　 ３ 株根内生细菌产 ＩＡＡ 能力

见图 ２ꎬ发酵上清液均能与 Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ 比色液反应显

粉红色ꎮ 定量分析发现 ＤＣ.２４、ＤＭ５７ 和 ＤＣ－２ 在发

酵 ７ ｄ 时分泌 ＩＡＡ 的量分别为 １４.５±０.６、７.５±５.３、
１９.２±０.７ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬＤＣ－２ 显著高于 ＤＣ.２４、ＤＭ５７ꎮ

　 　 注:(Ａ)、(Ｂ)、(Ｃ)分别代表 ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 根内生细

菌ꎻ(１)、(２)、(３)、(４)、(５)分别对应固氮、解无机磷、解有机磷、
产 ＡＣＣ 脱氨酶、产铁载体能力ꎻ(６)、(７)、(８)、(９)、(１０)分别对

应苏打盐浓度 ０、５０、１００、１５０、２００ ｍｍｏＬ􀅰Ｌ－１ꎮ
Ｎｏｔｅ: (Ａ)ꎬ (Ｂ)ꎬ ａｎｄ (Ｃ) ａｒｅ ｔｈｒｅｅ ｒｏｏｔ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

ＤＣ.２４ꎬ ＤＭ５７ꎬ ａｎｄ ＤＣ－２ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. (１)ꎬ (２)ꎬ (３)ꎬ (４)ꎬ ａｎｄ
(５) ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎꎬ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎬ ｏｒｇａｎｉｃ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎬ ＡＣＣ ｄｅａｍｉｎａｓｅꎬ ａｎｄ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
(６)ꎬ (７)ꎬ (８)ꎬ (９)ꎬ ａｎｄ (１０) ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ０ꎬ５０ꎬ１００ꎬ１５０ꎬ ２００

ｍｍｏＬ􀅰Ｌ－１ ｏｆ ｓｏｄａ￣ｓａｌｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 １　 菌株 ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 促生功能、
耐苏打盐碱功能鉴定结果

Ｆｉｇ.１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｓｏｄａ￣ｓａｌｔ ａｎｄ ａｌｋａｌｉ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ＤＣ.２４ꎬ ＤＭ５７ꎬ ａｎｄ ＤＣ－２

图 ２　 菌株 ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 产 ＩＡＡ 能力鉴定结果

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＩＡＡ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ
ｓｔｒａｉｎｓ ＤＣ.２４ꎬ ＤＭ５７ꎬ ａｎｄ ＤＣ－２
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２.３　 根内生细菌菌株分子生物学鉴定

对 ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 的基因组 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因序列进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ测序获得的序列片段在

ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ 数据库中进行比对分析发现ꎬ菌株 ＤＣ.
２４、ＤＭ５７、 ＤＣ － ２ 分 别 与 菌 株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉａｍｅｎｓｉｓ
( ＡＪＶＦ０１００００４３ ) ( ９９. ８６％)、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ
(ＬＯＢＣ０１００００５３)(９９.９３％)、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｈｉｂｉｓｃｉｃｏｌａ
(ＡＢ０２１４０５)(９９.５６％)同源关系最近ꎬ利用邻接法

在 ＭＥＧＡ １１ 软件上构建系统发育树见图 ３ꎬ初步判

定 ＤＣ. ２４ 为暹罗芽孢杆菌 ( Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉａｍｅｎｓｉｓ)、
ＤＭ５７ 为维氏芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ)、ＤＣ－２
为栖木假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｈｉｂｉｓｃｉｃｏｌａ)ꎮ

图 ３　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分离菌株与

同源菌株构建的系统发育树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ
ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ

２.４　 根内生细菌对大豆种子及根生长的影响

２.４.１　 根内生细菌对大豆种子萌发的影响 　 将筛

选出的 ３ 株细菌菌悬液浸种大豆培养 ７ ｄ 后的种子

发芽率见图 ４ꎬ大豆发芽率差异显著性分析可知ꎬ在
对照处理中 ‘合丰 ５０’ 的发芽率显著高于 ‘龙垦

３１０’ꎬ经菌株 ＤＣ － ２、ＤＣ. ２４、ＤＭ５７ 处理后 ‘合丰

５０’、‘龙垦 ３１０’的发芽率均较对照组有提高ꎮ 在两

个大豆品种中 ＤＭ５７ 的发芽率均为最高ꎮ 综上可

知ꎬＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 处理均能显著提高大豆种

子的发芽率ꎮ 发芽势与发芽指数表现出相同趋势ꎬ
在 ２ 个大豆品种中ꎬＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 处理均能

显著提高大豆发芽势和发芽指数ꎮ ３ 个处理组间无

显著差异ꎮ 但在‘龙垦 ３１０’品种中ꎬＤＣ－２ 处理组

的发芽势和发芽指数均为最高ꎮ 因此ꎬ ＤＣ. ２４、
ＤＭ５７、ＤＣ－２ 处理均能显著提高大豆种子的发芽势

和发芽指数ꎮ

发芽率与发芽势和发芽指数分析可知ꎬＤＣ.２４、
ＤＭ５７、ＤＣ－２ 处理相对于对照组ꎬ均表现出上升趋

势ꎬ但在发芽率中 ＤＭ５７ 效果最好ꎬ在发芽势与发芽

指数中ꎬＤＣ－２ 效果最好ꎮ
２.４.２　 根内生细菌对大豆根生长的影响 　 将筛选

出的 ３ 株根内生细菌 ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 分别制备

成 １×１０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１菌悬液ꎬ使用菌悬液浸种大豆 １
ｈꎬ培养 ７ ｄ 后进行根部扫描ꎬ数据指标见图 ５ꎮ

从图 ５ 中可见ꎬ３ 株菌均可提高 ２ 个大豆品种

的根尖数ꎮ 组内差异显著性分析可知ꎬ３ 个菌株对

不同的大豆品种影响不同ꎬ在对照中不同品种大豆

的根尖数无显著性差异ꎬ但 ＤＣ. ２４ 处理的 ‘龙垦

３１０’的根尖数极显著(Ｐ<０.００１)高于‘合丰 ５０’ꎬ
‘合丰 ５０’ＤＭ５７ 处理的根尖数显著(Ｐ<０.０１)高于

‘龙垦 ３１０’ꎮ 从组间差异显著性分析可知ꎬ对于两

个品种ꎬ３ 株菌处理的根尖数均极显著(Ｐ<０.００１)高
于对照组ꎬＤＣ.２４ 处理的根尖数显著(Ｐ<０.０５)高于

ＤＣ－２ 处理ꎬＤＣ－２、ＤＭ５７ 处理组间无显著性差异ꎮ
ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 菌悬液浸种后对‘合丰 ５０’品种

的根尖数分别显著增加了 １６９.７％、２２１.２％、１７２.７％ꎬ
‘龙垦 ３１０’ 的根尖数分别显著增加了 ７５８. ８％、
３２９.４％、３４１.１％ꎮ 综上所知ꎬＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 处

理均能显著提高大豆的根尖数ꎬ不同大豆品种在不

同促生细菌浸种情况下对根尖数的促生效果表现

不同ꎮ
大豆根长组内差异显著性分析可知ꎬ两品种的

对照组根长无显著差异ꎬ但‘龙垦 ３１０’ＤＣ.２４ 处理

的根长显著(Ｐ<０.０５)高于‘合丰 ５０’ꎬＤＣ－２、ＤＭ５７
处理的根长无显著差异ꎮ 表明施用不同促生菌对

不同大豆品种的根长促生效果不同ꎮ 从组间差异

显著性分析可知ꎬ对于不同品种ꎬＤＣ.２４、ＤＭ５７ 处理

的根长均极显著(Ｐ<０.００１)高于对照ꎬＤＣ－２ 处理的

根长与对照无显著性差异ꎮ ＤＣ.２４ 处理的根长显著

(Ｐ<０.０５)高于 ＤＭ５７ 处理ꎬ极显著(Ｐ<０.００１)高于

ＤＣ－２ 处理ꎮ ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 菌悬液浸种后‘合
丰 ５０’的根长分别增加了 ５２. ８％、６３. ０％、２９. ８％ꎬ
‘龙垦 ３１０’ 的根长分别增加了 １０１. １％、５２. ２％、
５０.０％ꎮ 综上所知ꎬＤＣ.２４ 和 ＤＭ５７ 菌株均可显著增

加大豆的根长ꎬ但 ＤＣ－２ 菌株效果不明显ꎬ说明不同

菌对大豆根长的促生效果不同ꎬ而且不同品种的大

豆对促生细菌的敏感程度不同ꎮ
大豆根体积组内差异显著性分析可知ꎬ在对照

中‘龙垦 ３１０’的根体积极显著(Ｐ<０.００１)高于‘合
丰 ５０’ꎬ而 ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 处理后的根体积在

品种间无显著性差异ꎮ 从组间差异显著性分析可
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知ꎬ３ 株根内生细菌处理的根体积均极显著 (Ｐ <
０.００１)高于对照ꎬＤＣ.２４ 处理的根体积极显著(Ｐ<
０.００１)高于 ＤＭ５７、ＤＣ－２ 处理ꎬＤＭ５７、ＤＣ－２ 处理的

根体积间无显著性差异ꎮ ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 菌悬

液浸种后ꎬ‘合丰 ５０’的根体积分别增加了 １３９.９％、
１２５.６％、９６.９％ꎬ‘龙垦 ３１０’的根体积分别增加了

１２９.４％、８２. ３％、７０. ５％ꎮ 综上所知ꎬＤＣ. ２４、ＤＭ５７、
ＤＣ－２ 处理均能显著提高大豆的根体积ꎬ不同大豆

品种在不同促生细菌浸种情况下对根体积的促生

效果表现不同ꎮ

大豆根表面积组内差异显著性分析可知ꎬ在对

照中‘龙垦 ３１０’的根表面积极显著(Ｐ<０.０１)高于

‘合丰 ５０’ꎬ３ 个菌株处理后ꎬＤＣ.２４ 处理中‘龙垦 ３１０’
的根表面积显著(Ｐ<０.０５)高于‘合丰 ５０’ꎬ但 ＤＭ５７、
ＤＣ－２ 处理组中品种间无显著性差异ꎮ 表明施用不

同促生菌对不同大豆品种的根表面积促生效果不

同ꎮ 从组间差异显著性分析可知ꎬ３ 株菌处理的根

表面积均极显著(Ｐ<０.００１)高于对照ꎬＤＣ.２４ 处理

极显著(Ｐ<０.００１)高于 ＤＭ５７、ＤＣ－２ 处理ꎬＤＣ－２、
ＤＭ５７ 处理间无显著性差异ꎮ ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 菌

　 　 注: Ｈ 代表‘合丰 ５０’品种、Ｌ 代表‘龙垦 ３１０’品种ꎬ∗、∗∗、∗∗∗分别表示存在显著(Ｐ<０.０５)、极显著(Ｐ<０.０１)、非常显著

(Ｐ<０.００１)差异ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｈ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ‘Ｈｅｆｅｎｇ ５０’ ｖａｒｉｅｔｙꎬ Ｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ‘Ｌｏｎｇｋｅｎ ３１０’ ｖａｒｉｅｔｙꎻ ∗ꎬ ∗∗ꎬ ∗∗∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<

０.０５)ꎬ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.０１)ꎬ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.００１)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ４　 不同根内生细菌对大豆种子萌发的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｏｔ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

图 ５　 不同根内生细菌对大豆根生长指标的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｏｔ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｒｏｏｔ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ
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悬液浸种后ꎬ ‘合丰 ５０’ 的根表面积分别增加了

８９.２％、８３.６％、５８.７％ꎬ‘龙垦 ３１０’的根表面积分别

增加 ９２. ６％、 ５１. ２％、 ４１. ４％ꎮ 综上所知ꎬ ＤＣ. ２４、
ＤＭ５７、ＤＣ－２ 均能显著提高大豆根表面积ꎬ不同大

豆品种在不同促生细菌浸种情况下根表面积的促

生效果表现不同ꎮ
综上所述ꎬ暹罗芽孢杆菌 ＤＣ.２４、维氏芽孢杆菌

ＤＭ５７、栖木假单胞菌 ＤＣ－２ 菌悬液浸种 １ ｈ 后均可

促进大豆根的伸长和生长ꎬ增加根尖数ꎬ３ 株根内生

细菌均对大豆种子萌发、根的生长发育起促进作用ꎮ

３　 讨　 论

本研究中ꎬ试验所分离出的 ３ 株根内生细菌经

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列鉴定初步判定 ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ
－２ 分别为暹罗芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉａｍｅｎｓｉｓ ＤＣ.２４)、
维氏芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ ＤＭ５７)、栖木假

单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｈｉｂｉｓｃｉｃｏｌａ ＤＣ－ ２)ꎬ经功能检

测ꎬ均有解磷、固氮、产铁载体、产 ＡＣＣ 脱氨酶、产
ＩＡＡ 能力ꎬ与已报道的促生细菌功能相近[５－８]ꎮ 上

述分离的根内生细菌种类归属已有报道ꎬ如芽孢杆

菌[２４－２５]、假单胞菌[２６] 表现出解磷、固氮、产 ＩＡＡ、
ＡＣＣ 脱氨酶、铁离子载体等促生特性ꎬ但本文筛选

获得的内生细菌的耐盐碱性更强ꎬ在苏打盐碱地开

发微生物菌肥具有应用潜力ꎮ
解磷能力是促生细菌普遍具有的能力[１８ꎬ２７]ꎬ本

试验所分离出的 ３ 株根内生细菌均在无机磷、有机

磷平板上形成了溶磷圈ꎬ具有解磷能力ꎮ 定量检测

结果表明ꎬＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 解无机磷能力分别

为 ３６.２７±１.４４ 、５０.９７±１.１９、６７.３９±２.５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ与
薛应钰等[２８]的解无机磷细菌(５５７ ｍｇ􀅰Ｌ－１)相比并

不突出ꎬ但 ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 解有机磷能力分别

为 ４９.４５±０.８７、５８.６２±２.３１、６１.４８±１.１９ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ高
于李章雷等[２９]所分离的解有机磷耐盐碱促生细菌

(３４.６１ ｍｇ􀅰Ｌ－１)、沈佳佳等[２４] 分离的解有机磷细

菌(２.８８~５.３０ ｍｇ􀅰Ｌ－１)ꎮ 现解磷细菌的分离筛选

研究主要集中在解无机磷上ꎬ而土壤中的有机磷占

全磷的 ２９％~ －９０％[３０]ꎬ分离同时具有解无机磷和

有机磷的高效解磷菌ꎬ对缓解磷素缺乏和减少化肥

使用具有重要意义ꎮ 本试验所分离的 ３ 株根内生细

菌在具有解无机磷能力的同时还具有较强的解有

机磷能力ꎬ具有开发应用价值ꎮ
苏打盐碱耐受能力可作为盐碱地促生细菌的

筛选指标ꎬ本试验所分离的 ３ 株根内生细菌虽然解

磷、固氮等能力存在差异ꎬ但均具有良好的耐苏打

盐碱能力ꎮ Ｓｈｕｋｌａ 等[３１]研究发现ꎬ部分耐盐细菌能

帮助幼苗抵抗盐胁迫ꎬ促进生长ꎮ 本试验所分离的

ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 具有良好的耐盐碱胁迫能力ꎬ
可耐受的 Ｎａ２ＣＯ３和 ＮａＨＣＯ３苏打复合盐浓度依次为

１５０、１００、 １５０ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ꎬ 高 于 向 君 亮 等[３２] 在

Ｎａ２ＣＯ３和 ＮａＨＣＯ３ 终浓度分别为 ５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 和

１００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１、ｐＨ 值 ８.５ 的条件下筛选出的具有缓

解盐碱胁迫以及促生功能的细菌ꎮ 同时耐受 ｐＨ 值

８.８ꎬ普遍高于已报道的促生细菌 ( ｐＨ 值 ８. ２ ~
８.５) [３２]ꎮ ３ 株内生细菌具备盐碱地改良微生物菌剂

的潜力ꎮ 由此可知本试验所筛选出的 ３ 株耐苏打盐

碱促生细菌具有作为盐碱地改良微生物菌剂的

潜力ꎮ
根部促生和菌种特性在 ３ 株内生菌间存在差

异ꎮ ＤＣ.２４、ＤＭ５７、ＤＣ－２ 菌株 ７ ｄ 内分别能够分泌

ＩＡＡ １４.５±０.６、７.５±０.３ 、１９.２±０.７ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ与现已

报道的具有产 ＩＡＡ 能力的促生菌[５] 相比并不高ꎬ３
株内生细菌处理的大豆根尖数、根长、根体积、根表

面积均显著高于对照ꎬ但 ＤＣ－２ 的解磷、固氮、产铁

载体能力较强ꎬ对大豆根长、根体积、根表面积的促

生效果不如 ＤＣ.２４ 和 ＤＭ５７ 处理组ꎮ 陶泽等[３３] 研

究发现ꎬ产 ＩＡＡ 为 ５３.１０ ｍｇ􀅰Ｌ－１的肠杆菌 Ｄ４６ 处理

樱桃的总根长、根体积、根表面积均低于对照ꎻ朱艳

蕾等[３４]所分离的产 ＩＡＡ 为 ２７.９９ ｍｇ􀅰Ｌ－１的变形菌

Ｒｂ－５ 处理下银砂槐的根长与对照无显著差异ꎬ而
且促生效果最好的菌株芽孢杆菌 Ｂａ－８ 和酵母菌 Ｒａ
－７ 产 ＩＡＡ 浓度均在 １０~１５ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ与本试验情况

一致ꎬ可能是不同浓度 ＩＡＡ 对不同植物根系影响效

果不同[３５]的特性造成ꎮ 不同浓度的 ＩＡＡ 对植物根

系的影响不同ꎬ而且不同植物对 ＩＡＡ 的敏感程度不

同[３５]ꎮ 李欣欣等[５]的研究结果与本试验结果一致ꎬ
不同根内生细菌产 ＩＡＡ 的能力强弱存在差异ꎬ促生

效果上也存在差异ꎮ

４　 结　 论

从大庆盐碱地的大豆根内分离筛选出 ３ 株具有

解磷、固氮、产 ＩＡＡ、ＡＣＣ 脱氨酶、铁载体能力的根内

促生细菌暹罗芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉａｍｅｎｓｉｓ ＤＣ.２４)、
维氏芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ ＤＭ５７)、栖木假

单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｈｉｂｉｓｃｉｃｏｌａ ＤＣ－２)ꎬ且 ３ 株根内

生细菌具有较强的耐苏打盐碱能力ꎮ 菌悬液浸种

处理可使大豆根尖数、根长、根表面积、根体积显著

增加ꎮ 筛选出的根内生细菌对植株有促生作用ꎬ具
有作为生物菌肥的潜力ꎬ可为盐碱地种植大豆提供

微生物种质资源ꎮ
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