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盐碱胁迫下一株促进苜蓿生长的细菌筛选与鉴定
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摘　 要:为改良和利用盐碱地ꎬ本研究以大庆草原盐碱土为材料ꎬ在 Ｎａ２ＣＯ３和 ＮａＨＣＯ３终浓度分别为 ５０、１００
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬｐＨ ８.５ 的条件下对其中耐盐碱细菌进行分离ꎬ并在 ＣＡＳ 铁载体检测培养基、ＡＤＦ 培养基、ＰＫＯ 无机磷培

养基等功能性培养基上对菌株的促生功能进行检测ꎻ利用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析法进行菌株的菌种鉴定ꎬ在 ｐＨ ８.５ꎬ２５
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｎａ２ＣＯ３胁迫下测试菌株对苜蓿种子发芽率、发芽势及幼苗生长的影响ꎮ 结果表明:筛选得到的菌株 Ｓ１１
具有产植物激素 ＩＡＡ 和产 ＡＣＣ 脱氨酶功能ꎻ通过对菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列进行分析ꎬ初步鉴定菌株 Ｓ１１ 为堀越氏芽孢

杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｈｏｒｉｋｏｓｈｉｉ)ꎮ 盐碱胁迫条件下ꎬ浸种接菌处理苜蓿种子后ꎬ种子发芽率和发芽势分别提高了 １５％和

１０％ꎬ幼苗根长、株高、鲜重以及叶绿素含量分别增加了 ３４.７８％、１２.５％、２７.３％和 ４３.３０％ꎬ这证明菌株 Ｓ１１ 具有缓解

盐碱胁迫促进苜蓿生长的功能ꎮ
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　 　 土壤盐碱化严重制约着全球农牧业的发展ꎬ是
当前亟待解决的问题之一ꎮ 大庆地处松嫩平原西

部ꎬ黑龙江省西南部ꎬ其盐碱化土壤主要为苏打盐

碱化草甸土和沼泽化草甸土ꎮ 据统计ꎬ大庆市共有
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盐碱化土地 ２８.７ 万 ｈｍ２ꎬ约占全市总土地面积的

５９.４％ꎬ其中耕地 ２. １ 万 ｈｍ２ꎬ约占耕地总面积的

２０.９％ꎬ其余为牧业和其它用地ꎮ 近年来ꎬ由于油田

开发和其它人为因素的影响ꎬ土壤盐碱化现象呈明

显加重趋势[１]ꎮ 苜蓿被称为“牧草之王”ꎬ其不仅蛋

白质含量高ꎬ产量大ꎬ耐旱、耐寒、耐盐碱胁迫能力

强ꎬ还能够改善土壤环境ꎬ增加土壤含氮量ꎬ保持水

土ꎬ在生态治理与恢复、高效优质畜牧业打造以及

优化农业生产结构方面具有重要作用ꎮ 有研究表

明ꎬ苜蓿能在轻度盐碱地上种植ꎬ但随着草原以及

耕地土壤盐碱化程度的加剧ꎬ可种植苜蓿的土地面

积也逐渐减少[２]ꎮ
近年来ꎬ随着科技的发展ꎬ盐碱地的生物改良

手段得到进一步应用ꎮ 微生物改良盐碱地的实践ꎬ
主要是利用对植物有促生作用的细菌在其根际定

殖ꎬ改善植物根际环境ꎬ从而减轻盐碱胁迫对植物

的生长抑制作用ꎮ 植物根际促生菌(Ｐｌａｎｔ Ｇｒｏｗｔｈ
Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ Ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ ＰＧＰＲ) 可以通过固氮、溶

磷、解钾、产植物激素( ＩＡＡꎬＧＡ 等)、产 ＡＣＣ 脱氨

酶、产铁载体以及诱导植物对生物及非生物胁迫的

系统抗性来促进植物生长[３－４]ꎮ 大量研究表明ꎬ在
应对非生物胁迫方面ꎬ根际有益微生物有增强植物

耐受干旱胁迫、盐碱胁迫、重金属胁迫、养分亏缺等

非生物胁迫能力ꎮ 赵琦等[５] 研究发现ꎬ混合盐碱胁

迫下ꎬ接种丛植菌根真菌可以提高紫花苜蓿的存活

率、株高、总生物量、可溶性蛋白质含量以及脯氨酸

含量ꎻ张福海等[６]发现ꎬ施用耐盐碱促生菌剂后ꎬ能
够显著提高盐碱环境下枸杞的产量及品质ꎬ枸杞枝

条的生长、叶片叶绿素含量、产量、百粒重及果实多

糖含量均显著增加ꎻ庞学兵等[７] 研究表明ꎬ具有

ＡＣＣ 脱氨酶活性的菌株能有效缓解盐碱胁迫对棉

苗生长的抑制作用ꎬ提高棉苗对盐碱胁迫的抵抗能

力ꎮ 由于盐碱地土壤含盐量和 ｐＨ 值都较高ꎬ中性

土壤中筛选得到的 ＰＧＰＲ 在盐碱环境中很难存活定

殖ꎬ所以一些在中性土壤中有很好促生效果的菌肥

在盐碱土中施用很难发挥促生作用ꎮ 在大庆市大

面积的盐碱地中ꎬ蕴藏着巨大的耐盐碱微生物资

源ꎬ必将具有重要的应用价值ꎮ 本研究从盐碱土壤

中分离筛选鉴定耐盐碱菌株ꎬ并对其植物促生功能

进行检测ꎬ为研制和开发能够治理盐碱土壤的生物

制剂奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１ 　 盐碱土样品 　 本试验中的盐碱土样品于

２０１７ 年 ９ 月采集于黑龙江省大庆市龙凤区未经人

为破坏的盐碱地草原ꎬ轻度盐碱土采集于地表无白

色碱斑ꎬ且植被覆盖度良好的地块ꎬ其 ｐＨ 值为８.３４ꎬ
含盐量为 ０. ３０％ꎬ速效钾、有效磷、碱解氮分别为

３９８.００、１９.２０、３１５.００ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ有机质为 ３３.７０ ｇ􀅰
ｋｇ－１ꎻ中度盐碱土样采集于地表有少量白色碱斑ꎬ且
有稀疏植被覆盖的地块ꎬ其 ｐＨ 值为 ９.７７ꎬ总含盐量

为 ０.８５％ꎬ速效钾、有效磷、碱解氮分别为 ３３４.００、
１７.７５、５９.００ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ有机质为 ７.５０ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎻ重度

盐碱土采集于地表具有大量白色碱斑且无植被覆

盖地块ꎬ其 ｐＨ 值为 １０.４６ꎬ总含盐量为１.４３％ꎬ速效

钾、有效磷、碱解氮分别为２５７.００、５６.８０、５６.００ ｍｇ􀅰
ｋｇ－１ꎬ有机质为 １.７２ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎻ非盐碱土样于 ２０１７ 年 ９
月采集于黑龙江省八五零农场水稻田ꎬ其 ｐＨ 值为

５.５８ꎬ含盐量为 ０.０６％ꎬ速效钾、有效磷、碱解氮分别为

１１４.１０、１１３.２０、２２３.６０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ有机质为 ３１.４０ ｇ􀅰
ｋｇ－１ꎻ采样深度为地面 ０~２０ ｃｍꎬ挑出枯草、草根及石

块ꎬ混匀ꎮ
１.１.２　 培养基　 基础培养基参照 Ｐｏｌｉ Ａ 等[８] 的方

法配制ꎻ 筛选培养基[９]: 在基础培养基中加入

Ｎａ２ＣＯ３和 ＮａＨＣＯ３使其终浓度分别为 ５０、１００ ｍｍｏｌ
􀅰Ｌ－１ꎬ调节 ｐＨ 值至 ８. ５ꎻＰＫＯ 无机磷培养基按照

Ｇｕｐｔａ Ｒ 等[１０]的方法进行配制ꎻ阿须贝无氮培养基

参照李艳星等[１１]的方法进行配制ꎻＫｉｎｇ 氏培养基参

照 Ｇｌｉｃｋｍａｎｎ Ｅ 等[１２]的方法进行配制ꎻＡＤＦ 培养基

参照刘莎莎[１３]的方法进行配制ꎻＣＡＳ 铁载体检测培

养基参照荣良燕等[１４]的方法进行配制ꎮ
１.１.３　 植物种子 　 本试验使用的苜蓿品种为“敖
汉”ꎬ种子由黑龙江八一农垦大学草业科学实验室

提供ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 菌株的分离纯化　 称取 ５ ｇ 土壤样品置于装

有 ２５ ｍｌ 无菌水的三角瓶中ꎬ１７０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 振荡 １０
ｍｉｎꎬ静置片刻ꎬ以此为原液ꎬ吸取上清液稀释 １０－４倍

后涂于筛选培养基上ꎮ ２８℃培养 １ 周后ꎬ挑取单菌

落划线培养ꎬ传代至少 ３ 次ꎬ直至获得纯种ꎬ用 ５０％
甘油保存菌种ꎬ于－４０℃冰柜中备用ꎮ
１.２.２　 菌株的促生功能检测　 分别参照 Ｒａｎｉ Ｇｕｐｔａ
等[１０]、李艳星等[１１]、 Ｅｒｉｃ Ｇｌｉｃｋｍａｎｎ 等[１２]、 刘 莎

莎[１３]以及荣良燕等[１４]的方法进行菌株解磷、固氮、
产 ＩＡＡ、产 ＡＣＣ 脱氨酶、产铁载体能力的定性检测ꎻ
参照郑鹏[１５]、詹寿发等[１６] 的方法对 ＡＣＣ 酶活性以

及 ＩＡＡ 产量进行定量检测ꎮ
１.２.３　 菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析 　 用“细菌基因组

ＤＮＡ 提取试剂盒”提取菌株的总 ＤＮＡ 后ꎬ利用引物
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２７Ｆ( ５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３′)、 １４９２Ｒ
(５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′)扩增其 １６Ｓ ｒＤ￣
ＮＡꎮ ＰＣＲ 扩增体系为:２× Ｔａｑ ｍｉｘ ２５ μＬꎬ引物各 １
μＬꎬ模板 １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补至 ５０ μＬꎻ反应条件:９５℃ ５
ｍｉｎꎻ９４℃ １ ｍｉｎ－５５℃ １ ｍｉｎ－７２℃ ２ ｍｉｎꎬ３０ 个循

环ꎻ７２℃ １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物用 １％的琼脂糖凝胶电

泳进行检测ꎬ然后利用 ＰＣＲ 产物纯化试剂盒纯化ꎬ
纯化后 ＰＣＲ 产物送往生工生物工程(上海)股份有

限公司进行测序ꎮ 测序结果在 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ 进行序列

比对ꎬ用 ＭＥＧＡ ７ 做系统发育树ꎮ
１.２.４　 种子的处理及幼苗生长 　 将菌株接种于基

础培养基中ꎬ３７℃ꎬ１７５ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡培养 ２４ ｈ 后ꎬ
１０ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ沉淀用无菌生理盐水

洗涤 ３ 次后重悬ꎬ菌悬液稀释至 １０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎬ将
苜蓿种子经表面消毒后ꎬ按表 １ 的处理方法对种子

进行处理ꎬＣＫ 和 Ｂ 处理组分别为在非盐碱胁迫下

生理盐水和菌悬液浸种ꎬＳ 和 ＢＳ 处理组为盐碱胁迫

下生理盐水和菌悬液浸种ꎬ培养皿经封口膜封口后

置于光照培养箱中 ２５℃ꎬ１２ ｈ / １２ ｈ 光 /暗培养ꎬ培养

３ ｄ 统计种子发芽势ꎬ培养 ５ ｄ 统计种子发芽率ꎬ培
养 ２５ ｄ 统计苗株高、根长和鲜重ꎬ用叶绿素仪测定

幼苗叶片的 ＳＰＡＤ 值ꎬ ＳＰＳＳ １８. ０ 进行统计分析ꎬ
Ｏｒｉｇｉｎ ８.５ 作图ꎮ

２　 结果分析

２.１　 细菌分离结果

对非盐碱土、轻度、中度、重度盐碱土按 １ ∶ ５ 制

备土壤浸提液后ꎬ 将土壤浸提液稀释ꎬ 涂布于

Ｎａ２ＣＯ３和 ＮａＨＣＯ３ 终浓度分别为 ５０、１００ ｍｍｏｌ􀅰
Ｌ－１ꎬｐＨ ８.５ 的筛选培养基上培养 ７ ｄ 后ꎬ各处理中

耐盐碱细菌的种类和数量有所不同ꎬ如图 １ 所示ꎮ
在非盐碱土中ꎬ经过多次反复培养ꎬ筛选培养基上

未生长细菌菌落ꎬ说明在本试验设定的盐碱条件下ꎬ
表 １　 苜蓿种子的处理方法

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｓｅｅｄｓ

处理组名
Ｔｒｅａｍｅｎｔ

浸种方式
Ｓｏａｋｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

培养皿中 Ｎａ２ＣＯ３

溶液加入量 / ｍｌ
Ｎａ２ＣＯ３ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｖｏｌｕｍｅ

培养皿中无菌
水加入量 / ｍｌ
Ｓｔｅｒｉｌｅ ｗａｔｅｒ

ｖｏｌｕｍｅ

ＣＫ 生理盐水
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｌｉｎｅ ０ １０

Ｂ 菌悬液
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ ０ １０

Ｓ 生理盐水
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｌｉｎｅ １０ ０

ＢＳ 菌悬液
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ １０ ０

非盐碱土中几乎没有可培养的耐盐碱细菌ꎮ 轻度

盐碱土中ꎬ培养基上生长出少量不同形态的菌落ꎬ
随着盐碱土盐碱程度的加重ꎬ培养基上生长的菌落

数与种类均有所增加ꎬ证明本筛选方法适用于耐盐

碱细菌的筛选ꎮ 通过筛选ꎬ共得到 ４３ 株不同菌落形

态的耐盐碱细菌ꎬ编号为 Ｓ０１－Ｓ４３ꎮ
２.２　 菌株促生功能鉴定

将分离得到的耐盐碱细菌分别接种于阿须贝

无氮培养基、ＰＫＯ 无机磷培养基、ＣＡＳ 铁载体检测

培养基、ＡＤＦ 培养基以及 Ｋｉｎｇ 氏培养基中ꎬ３７℃培

养ꎬ对菌株的促生功能进行检测ꎬ结果如表 ２ 所示

(无促生功能的菌株已剔除):共有 ８ 株细菌能在阿

须贝无氮培养基上生长ꎬ具有固氮能力ꎻ没有菌株

能在 ＰＫＯ 无机磷培养基上产生透明的溶磷圈ꎬ故所

有菌株均无解磷能力ꎻ有 ６ 株菌能在 ＣＡＳ 铁载体检

测培养基上产生橘黄色的晕圈ꎬ具有产铁载体的能

力ꎻ有 ３ 株菌能在 ＡＤＦ 培养基上生长ꎬ具有产 ＡＣＣ
脱氨酶的能力ꎻ有 ４ 株菌的发酵液上清能与 Ｓ２ 比色

液反应显粉红色ꎬ故仅有 ５ 株菌能产 ＩＡＡꎮ 菌株 Ｓ１１
虽然无固氮、解磷、产铁载体的能力ꎬ但其同时具有

产 ＡＣＣ 脱氨酶和产 ＩＡＡ 的能力ꎬ且两种能力均强于

其他菌株ꎬ而 ＡＣＣ 脱氨酶可以降低植株体内乙稀含

量ꎬ提高植物对盐碱胁迫的抗性ꎬ故选择菌株 Ｓ１１ 对

其 ＡＣＣ 脱氨酶活力以及产 ＩＡＡ 量进行定量分析及

后续试验ꎻ通过对菌株 ＡＣＣ 脱氨酶的定量检测ꎬ结
表 ２　 各菌株所具有的促生功能情况统计表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｔｒａｉｎ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ
ｎｕｍｂｅｒ

固氮
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｆｉｘａｔｉｏｎ

解磷
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ

产铁载体
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｏｆ
ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅｓ

产 ＡＣＣ
脱氨酶

Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＡＣＣ ｄｅａｍｉｎａｓｅ

产 ＩＡＡ
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｏｆ
ＩＡＡ

Ｓ０１ ＋＋ － － － －
Ｓ１１ － － － ＋＋＋ ＋＋
Ｓ１６ ＋ － － ＋ －
Ｓ１８ ＋ － － － ＋
Ｓ２３ － － ＋ － ＋
Ｓ２４ － － ＋ － －
Ｓ２９ ＋ － － － ＋
Ｓ３０ － － ＋ ＋ －
Ｓ３１ ＋＋ － － － －
Ｓ３４ － － ＋＋ － －
Ｓ３６ ＋ － － － －
Ｓ３８ ＋ － － － －
Ｓ４０ － － ＋ － －
Ｓ４１ ＋ － － － ＋
Ｓ４２ － － ＋ － －

　 　 注:“＋”表示该菌具有此项功能ꎬ“＋”的数量多少表示该功能的
强弱ꎻ“－”表示该菌无此项功能ꎮ

Ｎｏｔｅ: “ ＋” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｈａｓ ｔｈｉｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ “＋” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｉｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎻ “－” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｈａｓ ｎｏ ｓｕｃｈ ｆｕｎｃｔｉｏｎ.
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果显示:菌株 Ｓ１１ 的 ＡＣＣ 脱氨酶活性为 ２５.３８ ｎｍｏｌ
􀅰ｍｇ－１􀅰ｈ－１ꎻ如图 ２Ｃ 所示ꎬ菌株 Ｓ１１ 在 Ｋｉｎｇ 培养

基中培养ꎬ每隔 １２ ｈ 取培养液上清液测定其 ＩＡＡ 产

量ꎬ结果发现ꎬ０~３６ ｈ ＩＡＡ 产量增速最快ꎬ当培养到 ６０
ｈ 时ꎬＩＡＡ 产量几乎稳定在 ２４ ｍｇ􀅰Ｌ－１左右ꎬ不再增长ꎬ
故可以认为ꎬ菌株 Ｓ１１ 产 ＩＡＡ 最佳培养时间为 ４８~６０
ｈꎬ其 ＩＡＡ 产量最大为 ２４ ｍｇ􀅰Ｌ－１左右ꎮ
２.３　 细菌菌种鉴定

对具有较好促生功能的菌株 Ｓ１１ 的基因组

ＤＮＡ 进行提取后ꎬ利用引物 ２７Ｆ 与 １４９２Ｒ 对其 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ纯化后对序列进行测序ꎬ所得

序列长度为 １ ４６０ ｂｐꎮ 将获得的序列片段在 ＮＣＢＩ
数据库中进行 Ｂｌａｓｔ 序列比对分析ꎬ并挑选与该菌株

１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列最相似的模式菌株及其它不同种属

的模式菌株ꎬ利用临近法在 Ｍｅｇａ ７.０ 软件上做系统

发育树ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ菌株 Ｓ１１ 与模式菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｈｏｒｉｋｏｓｈｉｉ ＤＳＭＺ８７１９Ｔ在同一分支上ꎬ遗传关系最为

接近ꎬ其序列相似度为 ９７.９４％ꎬ其它序列相似度较

高的菌株也均为芽孢杆菌属ꎬ所以初步判定 Ｓ１１ 为

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｈｏｒｉｋｏｓｈｉｉꎮ
２.４　 菌株 Ｓ１１ 对盐碱胁迫下苜蓿种子发芽及幼苗

生长的影响

２.４.１　 菌株 Ｓ１１ 对发芽率及发芽势的影响 　 将苜

蓿种子在不同条件下进行处理后进行萌发试验ꎬ对
不同处理条件下的苜蓿种子发芽势及发芽率进行

统计ꎬ结果如图 ４ 所示ꎬｐＨ ８.５ꎬ ２５ ｍＭ Ｎａ２ＣＯ３盐碱

胁迫可以明显降低苜蓿种子发芽势和发芽率(Ｐ 值

分别为 ０.００２ 和 ０.０１９)ꎬ抑制苜蓿种子发芽ꎬ其发芽

率仅为 ５５.００％ꎻ菌悬液浸种接菌后ꎬ苜蓿种子的发

芽率明显上升(Ｐ ＝ ０.０４３)ꎬ达到 ７０.００％ꎬ而 ＣＫ 组

的发芽率为 ７３.３３％ꎬ菌株 Ｓ１１ 几乎消除了盐碱胁迫

对种子萌发的抑制作用ꎻ与对照相比ꎬ在无盐碱胁

迫下菌液处理后种子的发芽率无显著差异ꎬ表明菌

液处理对种子的发芽率没有影响ꎬ但在盐碱胁迫

下ꎬ苜蓿种子发芽受到抑制ꎬ接种菌株 Ｓ１１ 后能显著

增强苜蓿种子对盐胁迫环境的耐受力ꎬ提高发芽率ꎮ

　 　 注:(Ａ)为非盐碱土ꎬ(Ｂ)为轻度盐碱土ꎬ(Ｃ)为中度盐碱土ꎬ(Ｄ)为重度盐碱土ꎮ
Ｎｏｔｅ:(Ａ) Ｎｏｎ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｓｏｉｌꎻ (Ｂ) Ｍｉｌｄ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｓｏｉｌꎻ (Ｃ) Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｓｏｉｌꎻ (Ｄ) Ｈｅａｖｙ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｓｏｉｌ.

图 １　 不同程度盐碱胁迫下细菌生长情况

Ｆｉｇ.１　 Ｂａｃｔｅｒｉａ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 注:(Ａ)产 ＡＣＣ 脱氨酶定性检测结果ꎻ(Ｂ)产 ＩＡＡ 定性检测结果ꎬ其中 Ｓ２＋ＩＡＡ 为阳性对照ꎬＳ２ 为比色液ꎬＳ１１
为菌株培养液上清液ꎻ(Ｃ)不同培养时间 ＩＡＡ 产量ꎮ

Ｎｏｔｅ: (Ａ) Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡＣＣ ｄｅａｍｉｎａｓｅꎻ (Ｂ) ＩＡＡ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ Ｓ２＋ＩＡＡ ｉｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ Ｓ２ ｉｓ ａ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ
ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ Ｓ１１ ｉｓ ａ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎꎻ (Ｃ) ＩＡＡ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅｓ.

图 ２　 菌株 Ｓ１１ 促生功能鉴定结果

Ｆｉｇ.２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｓ１１
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２.４.２　 菌株 Ｓ１１ 对幼苗生长的影响 　 幼苗在光照

培养箱中培养 ２５ ｄ 后ꎬ测定幼苗的根长、株高、鲜重

以及叶绿素含量ꎬ结果如图 ５ 所示ꎬ非盐碱处理下浸

种接菌后ꎬ幼苗的根长、株高以及叶绿素含量与对

照相比无显著变化ꎬ但鲜重显著增加(Ｐ＝ ０.０００)ꎻ与
对照相比ꎬ在碱胁迫条件下ꎬ苜蓿幼苗的根长、株

高、鲜重和叶绿素含量均显著降低ꎬ幼苗的生长受

到了抑制ꎻ盐碱胁迫后接种 Ｓ１１ꎬ幼苗的根长、鲜重

和叶绿素含量较盐碱胁迫下显著增加(Ｐ 值分别为

０.００２ꎬ０.０００ 和 ０.０００)ꎻ可见ꎬ芽孢杆菌 Ｓ１１ 可以缓

解轻度盐碱条件对苜蓿幼苗生长的胁迫作用ꎬ促进

幼苗生长ꎮ

图 ３　 菌株 Ｓ１１ 系统发育树
Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｓ１１

　 　 注:同一指标不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎｄｅｘ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ<０.０５ꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ４　 不同处理对苜蓿种子发芽率及发芽势的影响
Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｓｅｅｄｓ

图 ５　 不同处理对幼苗生理指标的影响
Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ
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３　 讨　 论

植物根际促生菌(ＰＧＰＲ)是一类存在于植物根

际周围ꎬ并且能够通过其自身特有的功能ꎬ如固氮、
溶磷、解钾、产植物激素或 ＡＣＣ 脱氨酶等直接或间

接促进植物生长的微生物ꎮ 从 １９２２ 年 Ｌｉｐｍａｎ 等报

道了小麦上的 ＰＧＰＲ 到现在ꎬ研究人员已分离出许

多具有促生功能的细菌并制成了微生物菌剂应用

于生产实践中[３]ꎮ 大多数 ＰＧＰＲ 很难适应盐碱环

境ꎬ难以存活ꎬ所以普通生物菌肥在盐碱地应用起

来具有很大难度ꎮ 本试验从大庆地区盐碱草原土

壤中分离得到了一株耐盐碱菌ꎬ经过促生功能检

测ꎬ其具有产植物激素 ＩＡＡ 及 ＡＣＣ 脱氨酶功能ꎬ我
们在前期研究中发现ꎬ菌株 Ｓ１１ 能在 ０.３ ~ ３ ｍｏｌ􀅰
Ｌ－１ Ｎａ＋浓度ꎬｐＨ ８.０ ~１１.５ 的环境下生长ꎬ而大庆地

区轻度盐碱土的 ｐＨ 值在 ８.５ 左右[１４]ꎬ故判断菌株

Ｓ１１ 对大庆地区的盐碱土具有良好的适应能力ꎬ具
有一定的应用价值ꎮ

自然环境中ꎬ非生物逆境胁迫并不是单一存在

的ꎬ它们往往多个同时作用于植物ꎬ如本试验中的

盐、碱同时胁迫ꎮ 松嫩平原是我国最大的苏打型盐

渍区ꎬ其土壤中的盐碱类型以 Ｎａ２ＣＯ３和 ＮａＨＣＯ３为

主ꎮ 盐胁迫下ꎬ过多的 Ｎａ＋ 可抑制植物对 ＮＯ－
３、

Ｈ２ＰＯ
－
４、Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋等必需元素的吸收ꎬ还可以造成

细胞结构的损坏ꎮ 过量的 ＣＯ２－
３ 和 ＨＣＯ－

３造成土壤的

ｐＨ 值升高ꎬ使植物根系对必需元素吸收能力下降ꎬ
破坏胞内离子平衡ꎬ这样更加剧了 Ｎａ＋对细胞的毒

害作用ꎬ直接或间接抑制根细胞的分裂、生长和细

胞膜的电渗透性ꎬ使根对离子的选择性吸收能力下

降或丧失[１７－１９]ꎮ 颜宏等[２０] 研究表明ꎬｐＨ 胁迫对植

物生长的破坏程度最大ꎬ其次是离子毒害和渗透

胁迫ꎮ
乙烯是植物体内合成的一种重要激素ꎬ可以帮

助植物种子打破休眠ꎬ促进植物的成熟与衰老[２１]ꎮ
当植物遇到逆境胁迫时ꎬ其乙烯的合成量会显著增

加ꎬ这就直接导致了植物的衰老ꎮ 细菌产生的 ＡＣＣ
脱氨酶可以帮助植物分解掉乙烯的合成前体 ＡＣＣꎬ
将其代谢成 α－丁酮酸和氨ꎬ并将其作为碳氮源利

用ꎬ供应细菌生长需求ꎬ这样ꎬ一方面使其不断向体

外分泌 ＡＣＣꎬ降低了植物体内的 ＡＣＣ 含量从而减少

乙烯的合成量ꎬ减轻了盐碱胁迫下乙烯对植物的毒

害[２２]ꎬ提高了植物对环境胁迫的耐受力ꎻ另一方面

细菌从 ＡＣＣ 的分解产物中获得生长所必需的碳氮

源ꎬ使得这个共生关系良好地被维持着ꎮ
本研究中ꎬ在非盐碱胁迫条件下接种菌株 Ｓ１１

后ꎬ苜蓿种子的发芽率、发芽势、株高、根长和叶绿

素含量与对照相比并没有显著差异ꎬ这说明菌株

Ｓ１１ 在正常情况下对苜蓿的促生长作用并不明显ꎬ
可能是因为正常处理时的环境不适宜菌株的生长ꎬ
没有在幼苗的根部定植ꎬ从而未发挥促生长作用ꎮ
在盐碱胁迫条件下ꎬ苜蓿种子的发芽率比正常条件

下下降 １８. ３３％ꎬ发芽势也明显低于对照组 ( Ｐ ＝
０.００２)ꎬ在接种 Ｓ１１ 后ꎬ苜蓿种子的发芽率提高到

７０％ꎬ几乎完全消除了盐碱胁迫对苜蓿种子发芽的

抑制作用ꎬ扩宽了苜蓿在盐碱胁迫下生长的生态

幅ꎬ增加了盐碱地种植苜蓿的可行性ꎮ 在盐碱胁迫

条件下ꎬ苜蓿幼苗的株高、根长、鲜重和叶绿素含量

分别下降了 ４２.８６％、４３.９０％和 ４６.３６％ꎬ这与前人的

研究结果相一致[２３]ꎮ 虽然处理使用的 Ｎａ２ＣＯ３浓度

仅 ２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ盐浓度并不高ꎬ但其存在大量的

ＣＯ２－
３ ꎬ这就使得非生物胁迫不仅有盐胁迫ꎬ还存在

碱胁迫ꎬ研究表明ꎬ碱胁迫对植物的危害远远大于

盐胁迫对植物的危害[２]ꎬ这可能是抑制苜蓿生长的

最主要原因ꎮ 盐碱胁迫可以抑制植株叶片中的叶

绿素合成ꎬ从而导致植株的光合速率降低ꎬ生长受

到抑制ꎮ 在接种芽孢杆菌 Ｓ１１ 后ꎬ幼苗鲜重和叶绿

素含量分别提高了 ２７.３１％和 ４３.３０％ꎬ这可能是细

菌产 ＡＣＣ 脱氨酶降低了幼苗体内乙烯含量ꎬ从而减

轻盐碱胁迫对叶绿素合成的抑制作用ꎬ缓解了盐碱

胁迫对幼苗叶片光合速率的影响ꎬ提高光合效率ꎬ
增强了苜蓿幼苗对盐碱胁迫的耐受能力ꎬ这与庞学

兵等[７]研究结果相一致ꎮ 刘冠一等[２１]研究发现ꎬ接
种促生菌后可以明显增加盐碱胁迫下紫花苜蓿的

株高、根长、地上部干重和根干重ꎻＲａｍａｄｏｓｓ 等[２４]

发现用耐盐细菌菌株(Ｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ 和 Ｂｈａｌｏｄｅｎｉ￣
ｔｒｉｆｃａｎｓ)接种后ꎬ可以提高小麦对盐胁迫的耐受力并

促进小麦的生长ꎬ增加其产量ꎻＢｈａｒｔｉ Ｎ 等[２５] 也发

现ꎬ当接种了 ３ 种耐盐促生细菌 (短小芽孢杆菌

ＳＴＲ２ꎬ盐单胞菌(Ｈａｌｏｍｏｎａｓ ｄｅｓｉｄｅｒａｔａ)和微小杆菌

(Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｏｘｉｄｏｔｏｌｅｒａｎｓ ＳＴＲ３６)后ꎬ薄荷的耐

盐性增加ꎮ 随着盐胁迫程度的提高ꎬ薄荷的鲜重、
叶茎比和产油量逐渐下降ꎬ在接种 ＰＧＰＲ 后ꎬ植株渐

渐修复了这种伤害ꎬ在中低盐度胁迫下ꎬ达到了较

高的产量ꎮ
吲哚乙酸(ＩＡＡ)是植物体内普遍存在的天然生

长素ꎬ低浓度的 ＩＡＡ 可以促进主根伸长ꎬ高浓度的

ＩＡＡ 能促进侧根的形成和根毛的增加ꎬ菌株分泌一

定量的 ＩＡＡ 可以有效地促进植物根系新陈代谢ꎬ有
助于植物吸收土壤中的营养ꎮ ＩＡＡ 有多种合成途

径ꎬ其最主要的是色氨酸途径[２６]ꎮ 本试验在含有色
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氨酸的 Ｋｉｎｇ 培养基中培养菌株ꎬ经检测ꎬ其能产生

ＩＡＡꎬ最大产量在 ２４ ｍｇ􀅰Ｌ－１左右ꎮ 盐碱胁迫下ꎬ苜
蓿幼苗根的生长受到明显抑制ꎬ其根长较正常条件

下下降 ４３.９０％ꎬ而在接种菌株 Ｓ１１ 后ꎬ幼苗根长所

受到的抑制作用明显得到缓解ꎬ根长较盐碱胁迫下

增加了 ３４.７８％ꎬ这可能是因为菌株产生了少量的

ＩＡＡꎬ低浓度的 ＩＡＡ 可以促进植物根的伸长ꎬ从而缓

解了盐碱胁迫对根的抑制作用ꎻ在接种菌株后ꎬ幼
苗株高相对于盐碱胁迫下变化不显著ꎬ这和前人报

道的 ＩＡＡ 对根的影响大于茎的结果相符合ꎬ也侧面

验证了菌株产生的 ＩＡＡ 缓解了盐碱胁迫对幼苗生

长的抑制作用ꎬ增强了苜蓿的耐盐碱能力ꎮ 菌株

Ｓ１１ 对苜蓿的具体促生机理以及菌株的耐盐碱机理

还有待于进一步研究ꎮ

４　 结　 论

本研究从大庆草原盐碱土壤中分离得到一株

具有产植物激素 ＩＡＡ 及产 ＡＣＣ 脱氨酶功能的菌株ꎬ
初步鉴定为堀越氏芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｈｏｒｉｋｏｓｈｉｉ)ꎻ在
盐碱胁迫条件下ꎬ接种菌株 Ｓ１１ 后能显著增加苜蓿

种子的发芽率、发芽势、根长、株高、鲜重以及叶绿

素含量ꎬ缓解盐碱胁迫对苜蓿的抑制作用ꎬ促进苜

蓿生长ꎮ
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