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摘   要：【目的】了解盐渍土野大豆根瘤菌的多样性，筛选具有耐盐促生作用的菌株，为栽培大

豆耐盐菌剂的开发提供菌种资源。【方法】采用传统培养方法从滨海盐渍土野大豆中分离根瘤菌，

评价菌株的促生特性，并验证其对野大豆和栽培大豆的促生效果。【结果】从野大豆根和根瘤样

品中分离出 87 株根瘤菌，主要为中华根瘤菌属(Sinorhizobium)、根瘤菌属(Rhizobium)和慢生根瘤

菌属(Bradyrhizobium)。测定了 24 株代表性菌株的促生特性，发现有 16 株根瘤菌具有产吲哚-3-
乙酸(indole-3-acetic acid, IAA)能力，6 株能够产生 1-氨基环丙烷-1-羧酸(1-amino-cyclopropane-1- 
carboxylic, ACC)脱氨酶，16 株具有溶磷活性，6 株能够产生铁载体。根据以上促生特性，选择了

11 株优良根瘤菌进行野大豆促生和结瘤能力评价，发现美洲中华根瘤菌(Sinorhizobium americanus) 
DL3 的性能优于其他菌株。最后，通过盆栽试验检测了菌株 DL3 对野大豆和栽培大豆耐盐能力的

影响，发现菌株 DL3 在盐胁迫下能促进野大豆和大豆的生长，同时，降低了叶片脯氨酸水平，缓

解了植物的盐胁迫程度。【结论】菌株 DL3 在提高植物耐盐性方面具有一定的作用，对实现大豆

的盐碱地种植具有重要的理论意义和实践价值。 
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soil and application in soybean 
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ZHENG Yanfen* 
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Abstract: [Objective] To investigate the rhizobial diversity of wild soybean (Glycine soja) in 
saline soil and screen out the salt-tolerant and plant growth-promoting strains for the 
cultivation of soybean. [Methods] We used the culture-dependent method to isolate rhizobia 
from wild soybean growing in coastal saline soil and then evaluated their growth-promoting 
characteristics and effects on wild soybean and cultivated soybean. [Results] A total of 87 
rhizobial strains were isolated from the root and nodule samples of wild soybean, belonging to 
Sinorhizobium, Rhizobium, and Bradyrhizobium. Next, 24 strains of different species or from 
different samples were selected as representatives. Among the 24 strains, 16, 6, 16, and 6 
strains had the abilities of producing indole-3-acetic acid (IAA), producing 
1-amino-cyclopropane-1-carboxylic (ACC) deaminase, dissolving phosphorus, and producing 
siderophores, respectively. According to the above growth-promoting characteristics, we 
evaluated the growth-promoting and nodulation effects of 11 strains on wild soybean. The 
performance of Sinorhizobium americanus DL3 was superior to that of other strains. Finally, 
pot experiments were carried out to examine the effects of strain DL3 on the salt tolerance of 
wild soybean and cultivated soybean. Strain DL3 promoted the growth and lowered the level of 
proline in leaves, thus alleviating the salt stress of wild soybean and cultivated soybean. 
[Conclusion] Strain DL3 improves the salt tolerance of plants, which has important theoretical 
and practical significance for soybean cultivation in saline soil. 
Keywords: saline soil; Glycine soja; rhizobia; plant growth-promoting rhizobacteria; salt stress 
 
 

大豆是我国重要的经济作物之一，由于自然

环境变化和人类活动的影响，土壤盐渍化已经成

为影响大豆产量的主要非生物胁迫因素之一[1]。

植物根际微生物在促进宿主生长、健康和提高胁

迫耐受能力方面发挥着重要作用[2]。其中，豆科

植物特有的根瘤菌能与其宿主植物形成共生系

统，提高土壤肥力，促进植物生长[3]。近年来，

通过挖掘根际有益微生物资源，加工制成微生物

菌剂或肥料，被认为具有广阔的应用发展前景[4]。 
生存在植物根际范围内，能够促进植物生

长的有益菌被统称为植物根际促生菌 (plant 

growth promoting rhizobacteria, PGPR)[2]。研究发

现，PGPR 可以通过多种机制提高植物的耐盐能

力，促进植物在盐胁迫下生长，主要包括：(1) 调
控相关激素含量，促进植物生长，增强植物的

抗盐性 [5]，如吲哚-3-乙酸(indole-3-acetic acid, 
IAA)[6] 。 (2) 产 生 1- 氨 基 环 丙 烷 -1- 羧 酸

(1-aminocyclopropane-1-carboxylate, ACC)脱氨

酶，催化 ACC (乙烯合成前体)转化为氨和 α-酮
丁酸，降低乙烯的浓度[7]，促进根系的生长。(3) 
诱导植物积累有机物质(如脯氨酸、可溶性糖、

有机酸等)[8]来提高细胞液浓度，降低渗透压[9]。
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(4) 激发清除活性氧自由基 (reactive oxygen 
species, ROS)酶的活性，如超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD) 、 过 氧 化 氢 酶

(catalase, CAT)、过氧化物酶(peroxidase, POD)
等，形成酶促抗氧化系统[10]。(5) PGPR 还可以

改善植物对 Na+的排斥和 K+的吸收，从而增加

K+/Na+比率[11]。 
野大豆是栽培大豆的近缘野生种[12]，具有抗

盐碱、抗病、抗虫、耐旱等较强的抗逆性和环境

适应性[13]，因此具有很高的研究价值。朱梦卓  
等 [14]从野大豆根部分离出一株内生菌 YDX26 
(假单胞菌属，Pseudomonas sp.)，发现其具有一

定的耐盐性，对水稻幼苗具有显著促生作用。张

丹雨等[15]从野生大豆根际土中分离到 2 株细菌

DB17 (伯克霍尔德菌属，Burkholderia)和 DB58 
(鞘氨醇单胞菌属，Sphingomonas)，对大豆根瘤

的生长具有促进作用，其中菌株 DB58 能显著促

进大豆幼苗的生长。然而，野大豆的根瘤菌资源

及其在提高植物耐盐性方面的研究甚少，野大豆

根瘤菌应用于大豆上的研究也鲜有报道。 
本研究从东营滨海盐渍土生长的野大豆根

和根瘤样品中分离纯化根瘤菌菌株，通过 16S 
rRNA 基因序列检测鉴定其分类地位，分析野大

豆根瘤菌的多样性；对代表性菌株进行促生潜

力和共生结瘤能力测定，以期筛选结瘤能力强、

促生效果好的根瘤菌，最后通过野大豆和大豆

盆栽试验，验证优良菌株的促生和抗盐效果，

并探索其作用机制，以期为丰富野生大豆根际

促生菌种资源，提高盐渍土豆科植物抗逆性和

改良盐碱土壤提供科学依据。 

1  材料与方法 
1.1  供试材料 
1.1.1  种子及土壤 

大豆种子：齐黄 34。 

野大豆种子：从东营滨海盐渍土上生长的

野生植物中收集。 
土壤：山东省青岛市即墨农田土壤(非盐渍土)。 

1.1.2  主要培养基 
营养肉汤(nutrient broth, NB) (g/L)：蛋白胨

10.0，牛肉膏 3.0，NaCl 5.0，pH 值 7.0−7.4。 
营养琼脂(nutrient agar, NA) (g/L)：蛋白胨 10.0，

牛肉膏 3.0，NaCl 5.0，琼脂 20.0，pH 值 7.0−7.4。 
酵母甘露醇肉汤(yeast mannitol broth, YMB) 

(g/L)：酵母提取物 20.0，甘露醇 5.0，K2HPO4 5.0，
MgSO4 0.5，NaCl 0.186，CaCO3 1.2，pH 值

6.8−7.2。 
酵母甘露醇琼脂(yeast mannitol agar, YMA) 

(g/L)：酵母提取物 20.0，甘露醇 5.0，K2HPO4 5.0，
MgSO4 0.5，NaCl 0.186，CaCO3 1.2，琼脂 20.0，
pH 值 6.8−7.2。 

改良 YMB 培养基(g/L)：酵母粉 1.0，甘露

醇 10.0，KH2PO4 0.5，MgSO4 0.2，NaCl 0.1，
色氨酸 0.1，pH 值 6.8−7.2。 

无机磷培养基(pikovakaya, PKO) (g/L)：葡

萄糖 10.0，(NH4)2SO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.1，
NaCl 0.2 ， KCl 0.2 ， FeSO4·7H2O 0.003 ，

MnSO4·4H2O 0.03，Ca3(PO4)2 5.0，酵母粉 0.5，
琼脂 20.0，pH 值 6.8−7.0。 

蒙金娜有机磷培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，
MnSO4·4H2O 0.03，FeSO4·7H2O 0.03，CaCO3 
5.0，(NH4)2SO4 0.5，NaCl 0.3，KCl 0.3，蛋黄卵

磷脂 0.2，酵母粉 0.4，琼脂 20.0，pH 值 7.0−7.2。 

1.2  样品采集 
采样地点：山东省农业科学院(东营)现代农

业技术实验与示范基地、黄河三角洲东营海域

沿岸，共选取 16 个采样点(表 1)。 
采样方法：选择生长旺盛的野大豆，将整

棵植株带根挖出，放入无菌密封袋，在冷藏条

件下运回实验室。 
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表 1  样品采集地点 
Table 1  Sample collection sites 
Sample Latitude Longitude Sample Latitude Longitude 
1 118.917 5°N 37.442 2°E  9 118.746 6°N  38.034 6°E  
2 118.913 0°N  37.501 9°E  10 118.915 7°N  37.797 0°E  
3 118.952 5°N  37.597 6°E  11 118.996 5°N  37.803 4°E  
4 119.022 8°N  37.693 7°E  12 119.141 3°N  37.744 6°E  
5 118.846 8°N  37.763 0°E  13 119.101 9°N  37.756 3°E  
6 118.802 7°N  37.817 3°E  14 118.605 9°N  37.263 3°E  
7 118.851 3°N  37.883 1°E  15 118.547 9°N  37.365 9°E  
8 118.746 2°N  38.040 8°E  16 118.558 5°N  37.374 1°E  
 

1.3  根瘤菌分离培养 
根和根瘤样品用 95%乙醇浸泡 3 min，0.5%

次氯酸钠浸泡 1 min，再用无菌水冲洗 5−7 次。

样品用消毒研钵充分研磨，组织匀浆稀释至

10−2。吸取 200 μL 分别涂布于 NA 和 YMA 平板

上，每个处理设置 3 个重复，28 ℃培养 2−4 d。
根据菌落形态、颜色和表面光滑度选择单菌落，

纯化 2−3 次后，对菌落进行分类编号，用 50%
甘油在−80 ℃保存菌种。 

1.4  根瘤菌分子鉴定 
刮取菌落放入 100 μL TE 缓冲液中，混匀 

后 100 ℃水浴 10 min，然后立即−20 ℃冰浴   
30 min。12 000 r/min 离心 10 min，取上清液作

为 PCR 反应的模板。对细菌 16S rRNA 基因进

行 PCR 扩增，扩增引物(5ʹ→3ʹ)为 27F (AGAGTT 
TGATCCTGGCTCAG)和 1492R (GGTTACCTT 
GTTACGACTT)[16]。反应体系：2×Taq Master 
Mix 13 µL，上、下游引物(20 µmol/L)各 1 µL，

纯化的 DNA (20 ng/µL) 2 µL，ddH2O 8 µL。反

应程序：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 1 min，
55 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，30 个循环；

72 ℃延伸 10 min，12 ℃保存。PCR 产物经 1%
琼脂糖凝胶电泳(100 V, 40 min)测试合格后送往

青岛睿博兴科生物技术有限公司测序，测序结

果在 NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)用 BLAST 软

件在线比对，确定菌株的分类地位。 

1.5  根瘤菌促生指标测定 
IAA 产生能力测定：含 0.1 g/L 色氨酸的改

良 YMB 培养基灭菌冷却后，接种 1%活化后的

待测菌株菌悬液，以不接种菌株的空白培养基

为对照，28 ℃、180 r/min 振荡培养 3 d。培养

液在 4 ℃、8 000 r/min 下离心 10 min。取 1 mL
上清液与 1 mL Salkowski 比色液在黑暗中混匀，

反应 30 min 后，迅速用酶标仪测定 530 nm 波长

处的吸光度，根据标准曲线计算 IAA 的含量。

标准曲线(0、20、40、60、80 和 100 mg/L)用纯

吲哚-3-乙酸制作[17]。Salkowski 比色液：50 mL 
35% HCl 加入 1 mL 0.5 mol/L FeCl3

[18]。 
ACC 脱氨酶活性测定：参考 Penrose 等[19]

的方法进行测定。 
产生铁载体能力测定：取 1 mL 活化后的待

测菌株菌悬液加入 100 mL YMB 培养基中，

28 ℃、180 r/min 振荡培养 3 d，培养液在 4 ℃、

10 000 r/min 下离心 15 min，取上清液，加入等

体积 CAS 检测液，充分混匀后在黑暗中静置  
30 min，测定 630 nm 处吸光值(As)，蒸馏水为

对照调零。空白培养基与 CAS 检测液等体积混

匀，测定 630 nm 处吸光值(Ar)，铁载体计算公

式为[(Ar−As)/Ar]×100%[20]。 
溶磷能力测定：PKO 培养基(测定溶解无机

磷能力)和蒙金娜有机磷培养基(测定溶解有机

磷能力)[21]均制备成固体培养基，把待测菌株点
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接种于培养基中央，28 ℃恒温培养 3 d，通过观

察是否产生溶磷圈来确定该菌株是否具有溶磷

能力。 
结瘤能力测定：菌株接种到 YMB 液体培养

基中，28 ℃、180 r/min 振荡培养 3 d 后，于 4 ℃、

6 000 r/min 离心 10 min，菌体经无菌水洗涤后

重悬于无菌水中，调节 OD600 为 0.5。野大豆种

子用 75%酒精消毒 5 min 后，无菌水清洗 5 次。

在铺有无菌湿润滤纸的培养皿内均匀播种、保

温催芽 48 h。每支试管加入 30 mL 霍格兰营养

液，灭菌冷却后加入 1 mL 菌液。用滤纸做成支

架，放置在试管中，取个头均匀的幼苗移栽到

1.8 cm×18 cm 试管滤纸中间小口中。将幼苗放

于 14 h/10 h 光照培养箱内培养，24 d 后收获测

量结瘤情况。 
1.6  根瘤菌盆栽促生试验 

将在山东省东营市采集的土壤样品，灭菌

分装于花盆中，每盆种植野大豆 12 株，于 14 h/ 
10 h 光照培养箱中培养，定期补充水分，1 周后

接种菌悬液，2 d 后再接种 1 次。菌株接种到

YMB 液体培养基中，28 ℃、180 r/min 振荡培

养 3 d 后，于 4 ℃、6 000 r/min 离心 10 min，菌

体经无菌水洗涤后重悬于无菌水中，调节 OD600

为 0.5。观察和记录野大豆的生长状况。盆栽试

验的野大豆植株培养 3−4 周后停止培养，测量

各处理野大豆农艺性状(株高、根长、根瘤数)。 
1.7  盐胁迫野大豆和大豆盆栽试验 

将青岛市即墨农田土壤(非盐渍土)，分装于

花盆中，每盆 250 g 土，种子消毒后，每种处理

种植 15 颗种子，重复 3 次。菌株活化后接种到

YMB 液体培养基中，28 ℃、180 r/min 振荡培

养 3 d 后，于 4 ℃、6 000 r/min 离心 10 min，菌

体经无菌水洗涤后重悬于无菌水中，调节 OD600

为 0.5。幼苗时期接种菌悬液，间隔 2 d 再接种

1 次。第 2 次接种完毕 3 d 后进行 150 mmol/L 

NaCl 处理，观察野大豆和大豆的生长状况，待

长势出现差异，取样测定植株生理活性指标。 
1.8  盆栽植物生理指标测定 

脯氨酸(proline)含量测定：称取相同部位的

叶片 0.2 g，剪碎后放入具塞试管中，加入 5 mL 
3%磺基水杨酸溶液。加塞后在沸水中反应 15 min，
冷却至室温后在 4 000 r/min 离心 10 min，取上

清液 2 mL 备用。标准曲线制作：制备 10 μg/mL
的脯氨酸母液 100 mL。7 只 10 mL EP 管加入脯

氨酸母液 0、0.2、0.4、0.8、1.2、1.6 和 2 mL，

加入蒸馏水补齐至 2 mL。标准溶液与样品管中

分别加入冰乙酸 2 mL，显色液 2 mL (酸性茚三

酮溶液：60 mL 冰醋酸、16.4 mL 磷酸加蒸馏水

定容至 100 mL，再加入 2.5 g 茚三酮，溶解后

避光保存)，混合均匀后盖上盖子，100 ℃水浴

30 min。取出后冷却至室温，各管加入甲苯 4 mL，
振荡均匀，静置等待分层后吸取上层甲苯层，

以蒸馏水为对照，测定 520 nm 波长处的吸光度，

根据标准曲线计算叶片中脯氨酸的含量。 
叶绿素(chlorophyll)含量测定：取相同部位

叶片 0.1 g，剪碎放入研钵中，加入适量石英砂

和碳酸钙，加入 95%乙醇 3 mL，研磨成匀浆。

用 95%乙醇冲洗研钵研棒，并定容至 25 mL。在

4 000 r/min 下离心 10 min，吸取上清液 200 μL，
分别在 440、649 和 665 nm 处测定吸光度值。

计算公式为叶绿素 a 浓度(mg/L)=12.71×A665− 
2.59×A649；叶绿素 b 浓度 (mg/L)=22.88×A649− 
4.67×A665。 

抗氧化酶活性测定：粗酶液提取物制备如

下：取相同部位叶片 0.5 g，剪碎放入研钵中，

加入适量液氮，研磨成匀浆。用预冷的 0.05 mol
磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffer saline, PBS, 
pH 值 7.8)冲洗研钵研棒并定容至 5 mL。在 4 ℃、

4 000 r/min 下离心 10 min，上清液即为粗酶液

提取物。采用氮蓝四唑(NBT)法测定超氧化物歧
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化酶(SOD)活性，具体方法为：透明玻璃试管中

依次加入 PBS 1.75 mL，130 mmol/L 甲硫氨酸

(Met) 0.3 mL、750 μmol/L 氮蓝四唑 (NBT)  
0.3 mL 、 100 μmol/L 乙 二 胺 四 乙 酸 二 钠

(EDTA-2Na) 0.3 mL，20 μmol/L 核黄素 0.3 mL
以及待测酶液 0.05 mL，混合均匀，总反应体积

为 3 mL。选择 2 支试管作为对照组，用 PBS 代

替酶液。其中 1 支试管用锡箔遮光，其他试管全

部透光，在 4 000 lx 白光灯下等待光反应 20 min
后立即避光，在避光状态下吸取 200 μL 测定 
560 nm 波长处的吸光度。以不加酶液的光反应

管作为对照，计算光化学反应被抑制的百分比，

以抑制 NBT 光化学反应的 50%作为 1 个酶活力

单位。采用愈创木酚法测定过氧化物酶(POD)
活性：在干净试管中加入 0.05 mL PBS，2 mL 
0.2% H2O2，0.95 mL 0.2%愈创木酚溶液，立即

混匀，然后加入 0.05 mL 待测酶液迅速混匀，用

分光光度计测定 470 nm 波长处的吸光度。以每

分钟每毫克蛋白质吸光值变化的大小作为一个

酶活力单位。过氧化氢酶(CAT)活性测定：在干

净试管中加入 1 mL 0.2% H2O2 (使用 pH 值 7.8 
PBS 配置)和 1.9 mL 蒸馏水，然后加入 0.1 mL

待测酶液，立即混匀，用分光光度计测定 240 nm
波长处的吸光度。酶活性以每分钟每毫克蛋白

质的吸光度变化值表示。 

2  结果与分析 
2.1  野大豆根瘤菌多样性 

从野大豆植株的根与根瘤样品中共分离出

根瘤菌 87 株，均属于变形菌门(Proteobacteria)，
包括 α-变形菌纲(Alphaproteobacteria)和 β-变形

菌纲(Betaproteobacteria)，分属于 4 个属 10 个

种 。 其 中 ， 4 个 属 分 别 为 中 华 根 瘤 菌 属

(Sinorhizobium)、根瘤菌属(Rhizobium)、慢生根

瘤菌属(Bradyrhizobium)和松江菌属(Mitsuaria)；
优势属为中华根瘤菌属，所占比例高达 95%。

在 种 水 平 上 ， 包 括 美 洲 中 华 根 瘤 菌 菌 (S. 
americanus)、盐碱中华根瘤菌(S. alkalisoli)、莫

雷洛斯中华根瘤菌(S. morelensis)、刺槐松江菌

(M. noduli)、豌豆根瘤菌(R. leguminosarum)、日

本慢生根瘤菌 (B. japonicum)、黏着剑菌 (E. 
adhaerens)、田菁剑菌(E. sesbaniae)等，其中美

洲中华根瘤菌 (S. americanus)占所有菌株的

79%，为优势种(图 1)。 

 
 

图 1  根瘤菌种水平上的分布 
Figure 1  Rhizobial population at the species level. 
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2.2  根瘤菌促生能力测定 
根据根瘤菌种类以及分离地点的不同，选

取了 24 株根瘤菌作为代表性菌株。通过对代表

性菌株 IAA、ACC 脱氨酶、铁载体、溶磷等活

性的测定，发现有 16 株根瘤菌产 IAA 能力达到

20 mg/L 以上，其中菌株 114、126-10 和 71-17
产 IAA 达到 25 mg/L 以上。具有 ACC 脱氨酶活

性的菌株有 6 株，具有溶磷活性的有 16 株，产

生铁载体的有 6 株(表 2)。综合以上指标，选出

菌株 20-1、20-16、94-19、112、126-12、127-11、
DL1、DL3、DL7、DL14 和 YING2 共计 11 株

根瘤菌进行盆栽试验，检测菌株对野大豆生长

和共生结瘤能力的影响。结果发现，只有接种

根瘤菌 DL3 后，野大豆株高显著高于对照组，

而接种其他菌株的野大豆植株株高与对照相比

无显著差异(图 2A)。接种根瘤菌 YING2 后，野

大豆根长显著高于对照，接种其他菌株后野大

豆根长略高于对照，但不显著(图 2B)。在共生

结瘤方面，与对照相比，10 株菌能够显著提高

野大豆结瘤数，其中接种根瘤菌 DL3 后结瘤数最

多(图 2C，图 3)。综合以上指标，本研究选择 DL3 
(鉴定为美洲中华根瘤菌)作为后续试验菌株。 

 

表 2  代表性菌株各项生理指标 
Table 2  Physiological indexes of representative strains 
No. Species c(IAA)/(mg/L) ACC deaminase Siderophore production Phosphate solubilizing 

112 Mitsuaria noduli 7.35 ‒ ‒ ‒ 

114 Rhizobium leguminosarum 31.90 ‒ ‒ + 

121 Sinorhizobium americanus 22.83 ‒ ‒ + 

126-10 Sinorhizobium alkalisoli 25.87 ‒ + ‒ 

126-12 Sinorhizobium americanus 19.61 ‒ ‒ + 

127-1 Sinorhizobium americanus 22.80 ‒ ‒ + 

127-11 Sinorhizobium morelensis 4.33 + ‒ + 

127-20 Sinorhizobium morelensis 5.37 + ‒ + 

20-1 Sinorhizobium alkalisoli 19.37 ‒ ‒ + 
20-16 Sinorhizobium morelensis 9.75 + ‒ ‒ 
71-17 Sinorhizobium alkalisoli 28.57 ‒ + ‒ 

94-19 Ensifer sesbaniae 5.90 + ‒ ‒ 

DL1 Sinorhizobium americanus 22.37 ‒ ‒ + 

DL10 Sinorhizobium americanus 23.28 + ‒ + 

DL14 Sinorhizobium alkalisoli 22.48 ‒ + - 

DL3 Sinorhizobium americanus 21.13 ‒ + + 

DL7 Sinorhizobium morelensis 6.92 + ‒ + 

DL9 Sinorhizobium americanus 20.86 ‒ ‒ + 

GL11 Sinorhizobium alkalisoli 20.75 ‒ + ‒ 

GL11-1 Sinorhizobium alkalisoli 23.11 ‒ + ‒ 

GL4 Sinorhizobium americanus 20.18 ‒ ‒ + 

SL14 Sinorhizobium americanus 20.11 ‒ ‒ + 

SL19-1 Sinorhizobium shofinae 21.08 ‒ ‒ + 

YING2 Sinorhizobium americanus 22.31 ‒ ‒ + 
+: The strain has this ability; ‒: The strain does not have this ability. The species in bold are the rhizobia selected for pot experiment. 
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图 2  接种不同根瘤菌对野大豆植株株高(A)、根长(B)、根瘤数(C)的影响 
Figure 2  Effects of inoculating different rhizobia on plant height (A), root length (B) and nodule number (C) 
of Glycine soja. Different letters in panels a, b and c indicate statistically significant differences between 
treatments as determined by Student’s t-test (P<0.05). 
 

 
 

图 3  接种 DL3 后野大豆结瘤效果 
Figure 3  Nodulation effect of DL3 inoculation. 
 
2.3  盐胁迫下供试菌株 DL3 对野大豆生长

的影响 
盐胁迫下，与对照组(CK)相比，接种 DL3

的植株脯氨酸含量显著降低，降至非盐胁迫水

平(图 4A)，说明菌株 DL3 缓解了高盐带来的胁

迫反应。叶绿素 a 含量明显降低，叶绿素 b 含

量没有显著变化(图 4B、4C)。非盐胁迫下接种

菌株 DL3 明显提高了叶片 SOD 酶活性，而在盐

胁迫下，接种菌株 DL3 后 SOD 酶活性与 CK 相

比无显著差异(图 4D)。无论是否盐胁迫，与 CK
相比，接种 DL3 均提高了叶片 CAT 酶活，但差

异不显著(图 4E)。2 种处理下，接种 DL3 后叶

片 POD 酶活均没有显著变化(图 4F)。 

2.4  供试菌株 DL3 对大豆抗盐促生能力的

影响 
随后检测了菌株 DL3 对大豆生长的影响。

结果发现，与对照组相比，非盐胁迫下接种 DL3
对大豆植株鲜重没有显著性提高(图 5A)，而在

盐胁迫下，接种 DL3 显著提高了植株鲜重(图
5B)，说明 DL3 能够在盐胁迫下促进大豆的生

长。非盐胁迫下接种菌株 DL3 对叶片脯氨酸含

量没有显著性影响(图 6A)，而盐胁迫下接种

DL3 显著降低了叶片脯氨酸含量(图 6B)，说明

菌株 DL3 缓解了高盐对大豆带来的胁迫反应。

无论是否盐胁迫，接种 DL3 后叶绿素含量均无

显著变化(图 6C−6F)。对大豆叶片抗氧化酶活性
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进行测定，发现非盐胁迫下接种 DL3 显著提高

了大豆叶片的 SOD、POD 和 CAT 酶活性(图 6G、

6I、6K)，而在盐胁迫下抗氧化酶活性变化不显

著(图 6H、6J、6L)。 
 

 
 

图 4  盐胁迫下接种 DL3 对野大豆生长的影响 
Figure 4  Effects of inoculating DL3 on growth of Glycine soja under salt stress. Different letters in panels A, 
B, C, D, E and F indicate statistically significant differences between treatments as determined by Student’s 
t-test (P<0.05). 

 
 

图 5  非盐胁迫(A)和盐胁迫(B)条件下接种菌株 DL3 对大豆植株鲜重的影响 
Figure 5  The effects of inoculating strain DL3 on plant fresh weight under normal (A) and salt stress (B) 
conditions. Different letters in panels a and b indicate statistically significant differences between treatments as 
determined by Student’s t-test (P<0.05). 
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图 6  非盐胁迫(A、C、E、G、I 和 K)和盐胁迫(B、D、F、H、J 和 L)条件下接种菌株 DL3 对大豆植

株生理指标的影响 
Figure 6  The effects of inoculating strain DL3 on physiological indexes of soybean plants under normal (A, 
C, E, G, I, and K) and salt stress (B, D, F, H, J, and L) conditions. Different letters in panels A, B, C, D, E, F, G, 
H, I, J, K, and L indicate statistically significant differences between treatments as determined by Student’s 
t-test (P<0.05). 
 

3  讨论与结论 
本研究采集了滨海盐渍土野大豆的根和根

瘤样品，进行了根瘤菌分离培养和鉴定，并对

其促生活性进行了检测。结果共分离出 87 株根

瘤菌，均属于变形菌门，其中 α-变形菌纲为主

要优势类群；在属水平上，中华根瘤菌属占优

势地位。先前的研究中，从多种植物根瘤中也

获得了大量根瘤菌资源。例如，王晓丽等[22]从

山西大豆根瘤中分离出 203 株菌，其中 172 株

快生型根瘤菌为中华根瘤菌属。从大豆品种徐

豆 24 根瘤中分离的根瘤菌，中华根瘤菌属占

75%，也是优势菌属[23]。然而，从贵州尾矿区野

生豆科牧草根瘤中分离的根瘤菌，根瘤菌属为

优势属，达 54.93%[24]。从葛藤根瘤中分离纯化

的根瘤菌，优势属为慢生根瘤菌属[25]。以上研 

究报道的根瘤菌优势菌属不同，可能与植物品

种和地理环境有关。 
植物根际细菌在高盐浓度下会通过一系列

途径来促进植物生长，如产生 IAA、产 ACC 脱

氨酶、产铁载体、溶磷[26-29]。本研究测定了 24 株

代表性根瘤菌菌株的促生特性，结果发现，有

16 株根瘤菌具有产 IAA 能力，6 株能够产生

ACC 脱氨酶，16 株具有溶磷活性，6 株能够产

生铁载体。前人研究发现，从紫花苜蓿根瘤中

分离出的根瘤菌均具有生长素分泌能力和溶磷

能力，且溶磷能力与植株地上生物量呈显著相

关性[30]。综合以上促生指标，从中筛选出 11 株

根瘤菌进行野大豆促生和结瘤试验，发现菌株

DL3 (鉴定为美洲中华根瘤菌)能显著提高植株

的株高和结瘤数，因此选择 DL3 为供试菌株进

行下一步研究。 
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通过盆栽试验，研究盐胁迫下回接供试菌

株 DL3 促进野大豆和大豆生长的作用机制。结

果表明，与正常条件相比，野大豆叶片脯氨酸

含量在盐胁迫下显著增加，然而，接种供试菌

株 DL3 后，脯氨酸含量降至非盐胁迫水平(图
4A)。研究表明，脯氨酸可以表征植物受环境胁

迫的程度[31]。因此，本研究中接种菌株 DL3 使

植物脯氨酸含量降低，说明该菌株缓解了盐胁

迫对野大豆的伤害。本研究进一步将供试菌株

DL3 接种至栽培大豆根际，发现该菌株在盐胁

迫下显著提高了大豆植株的鲜重，具有一定的

促生作用。王梦亮等[32]对大豆根际施加适量浓

度根瘤促生剂，发现其有助于提高植株干重。

此外，与野大豆相同，盐胁迫下接种菌株 DL3
同样降低了叶片脯氨酸含量，缓解了大豆盐胁

迫程度。Abdelaziz 等 [33]发现接种印度梨形孢

(Piriformospora indica)能够促进番茄在盐胁迫

下的生长，并降低了叶片脯氨酸和脱落酸水平，

维持了植株离子稳态。 
综上所述，从耐盐植物野大豆中分离出的

根瘤菌 DL3，对野大豆和大豆均具有促生作用。

将祖先植物的微生物资源应用于驯化栽培品

种是一种新兴的资源开发策略，能够为发展盐

土农业和实现大豆等作物在盐碱地的种植贡

献力量。 
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