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研究报告 

5 株耐盐碱促生细菌的筛选鉴定及其对红小豆的促生作用 

李章雷  刘爽  王艳宇  周妍  刘权  殷奎德* 
黑龙江八一农垦大学植物微生物互作实验室  黑龙江 大庆  163319 

摘  要：【背景】黑龙江省大庆市地处松嫩平原，土地盐碱化程度较重。盐碱土中含有大量的耐盐碱

菌株，其中部分具有特殊的促生功能，可以作为有益促生菌促进植物生长，提高植物对盐碱的抗性。

【目的】有效解决土地盐碱化问题，提高粮食作物产量。【方法】采集大庆地区的盐碱土壤为实验材

料，在 NaHCO3 终浓度为 50 mmol/L、pH 9.0 的条件下对土壤中耐盐碱细菌进行分离，用功能性培养

基进行促生功能细菌菌株的筛选，并对相应促生物质产量进行测定；挑选促生功能较全、促生效果较

好的细菌菌株，采用形态学观察、生理生化法以及 16S rRNA 基因序列分析法进行菌种鉴定，以确定

菌株的分类学地位；在 pH 8.5、15 mmol/L NaHCO3 胁迫条件下测试施用促生菌株对红小豆种子发芽

率、根长、芽长及插条生根数和根长的影响，以验证促生效果。【结果】对筛选获得的细菌菌株进行

鉴定，29 号细菌为卓贝尔氏菌属(Zobellella sp.)，23、34、36 和 41 号细菌属于盐单胞菌属(Halomonas 

sp.)。5 株细菌均具有固氮、产植物激素吲哚乙酸(Indole-3-Acetic Acid，IAA)及 ACC 脱氨酶功能，

34 号和 23 号细菌具有最高植物激素 IAA 和 ACC 脱氨酶产量，分别达到了 17.66 mg/L 和 0.31 U/mg。

另外，23 号细菌具有产铁载体能力，铁载体产量为 3.19%；29 和 41 号细菌具有溶有机磷功能，溶磷

量分别为 20.05 mg/L 和 34.61 mg/L。植物促生试验结果显示，在盐碱胁迫条件下，红小豆种子接菌后

种子的发芽率和根长分别提高了 41.67%和 32.63%以上；红小豆插条接菌后，幼苗的根长和生根数与

盐碱胁迫对照相比分别提升了 129%和 160%以上。【结论】这 5 株耐盐碱促生细菌能够缓解盐碱胁迫

对红小豆生长的抑制作用，可以较好地促进其根系生长发育，可为研制耐盐碱促生菌肥提供优良菌种。 

关键词：促生菌，盐碱胁迫，红小豆，生长 

Screening and identification of five saline-alkali tolerant bacteria 
for growth promotion of red adzuki bean 
LI Zhanglei  LIU Shuang  WANG Yanyu  ZHOU Yan  LIU Quan  YIN Kuide* 

Plant Microbe Interaction Laboratory, Heilongjiang Bayi Agricultural University, Daqing, Heilongjiang 163319, China 

Abstract: [Background] Daqing is located in Songnen plain, which land is heavily salinized. Saline-alkali 
soil contains a large number of saline-alkali-resistant strains, some of which have special functions of 
promoting growth and can be used as beneficial bacteria to promote plant growth and improve plant 
saline-alkali-resistance. [Objective] In order to solve the problem of land salinization effectively and 
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increase the yield of grain crops. [Methods] The saline-alkali soil collected in Daqing area as an 
experiment material was used to separate the saline-alkali tolerant bacteria under pH 9.0, 50 mmol/L 
NaHCO3, the growth promoting function of the strain was screened by functional medium, and the yield of 
corresponding substance was measured accordingly. The strains with complete promoting function and 
better promoting effect was selected, using analyses of morphology, physiological biochemistry, 16S rRNA 
gene sequence to identify the strains, so as to determine their taxonomic status. The growth promoting 
strains were tested on physiological indicators such as germination rate, root length, bud length, rooting 
number and root length of seeds of red adzuki bean to verify the growth promoting effect under pH 8.5 and     
15 mmol/L NaHCO3. [Results] The strain 29 was Zobellella, and the others were Halomonas. All the five 
strains had the functions of nitrogen fixation and produced indole-3-acetic acid (IAA) and ACC 
deaminase. The strain 34 and strain 23 had the highest yield of IAA and ACC deaminase, reaching   
17.66 mg/L and 0.31 U/mg respectively. In addition, the strain 23 was capable of producing siderophore, 
which content was 3.19%. The strains 29 and 41 had the ability of organophosphorus-dissolving and the 
phosphorus solution capacity is 20.05 mg/L and 34.61 mg/L. The results of plant growth promotion test 
showed that the germination rate and root length of red adzuki bean seeds were increased respectively by 
41.67% and 32.63% after the seeds were treated with inoculation under saline-alkali stress. After 
inoculation, the root length and root number of seedlings increased by 129% and 160%, respectively, 
compared with saline-alkali stress control. [Conclusion] The five saline-alkali tolerance and 
growth-promoting bacteria could alleviate the inhibition of saline-alkali stress on the growth of red adzuki 
bean and promote the growth of its root system. This provides an excellent strain for the development of 
saline-alkali tolerant and growth-promoting microbial fertilizer. 

Keywords: growth-promoting bacteria, saline-alkali stress, red adzuki bean, growth 
 

现如今，土地盐碱化已成为制约农业生产及威

胁生态环境的重要问题。在全球的许多地区，由于

气候干旱、不适宜的灌溉方式及人口膨胀等各方面

原因，导致土地没有得到合理的开发利用，土壤盐

分逐渐累积，土壤盐碱化进程加速[1]，最终造成土

壤板结，减少作物水分吸收，降低粮食产量。因此，

在现今倡导生态效益为首的前提下，如何改良和有

效利用盐碱地，提高农林业生产的经济和社会效

益，成为农业科研工作者的重要任务之一。 

植 物 根 际 促 生 菌 (Plant Growth-Promoting 

Rhizobacteria，PGPR)可以在一定程度上增强植物

对干旱、盐碱和高温等非生物因素胁迫的耐受性，

还可以通过固氮、溶磷、解钾及降低乙烯水平等方

式对植物生长发育进行调节。Jiang 等[2]分离得到 

4 种具有溶磷功能的菌株，鉴定后分别是巨芽孢杆

菌(YM13)、肠杆菌(YM14)、普罗维登氏菌(TPM23)

和青贮黏液杆菌(TPMX5)，研究结果显示这 4 种菌

在盐碱胁迫下具有比较高效的溶磷能力，可以增加

花生的生物量，在花生的生长发育过程中具有一定

的促进作用。Li 等[3]通过分离得到芽孢杆菌属、

肠杆菌属、鞘氨醇单胞菌属和泛菌属的根际内生

菌，结果证明其能够在盐碱条件下促进植物生长，

并提高杂交象草的盐碱耐受能力。研究表明，从

碱 蓬 根 际 土 中 分 离 筛 选 得 到 的 具 有 产 ACC 

(1-Aminocyclopropane-1-Carboxylate) 脱 氨 酶 活 性

的菌株均显著增加了盐胁迫下草籽的茎叶长和根  

长[4]。可见，通过分离筛选得到耐盐碱促生微生物，

可以作为缓解土地盐碱化、促进植物生长的一种 

手段。 

本研究通过从盐碱土壤中分离筛选得到耐盐

碱细菌菌株，对得到的细菌菌株进行功能鉴定，验

证促生特性，挑选促生效果好的细菌菌株进行鉴

定，并利用盆栽试验探讨菌株对红小豆的促生效

果，以期为进一步研究其耐盐碱机制、获得高效

PGPR、研制耐盐碱促生生物制剂产品等系列工作

奠定基础。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  盐碱土壤样品的收集   

土壤样品采集于黑龙江省大庆市龙凤区未经

人为破坏的盐碱地，盐碱土样采集标准为地表存在

少量白色碱斑，但有较稀疏植被覆盖的地块，土壤

pH 值为 9.77，总含盐量为 0.85%，速效钾、有效

磷、碱解氮含量分别为 334.00、17.75、59.00 mg/kg，

有机质含量为 7.50 g/kg[5]。将采集的土壤过 5 mm

筛，混匀后储存在无菌袋中冷藏，回实验室放置

4 °C 保存。 

1.1.2  主要试剂和仪器及培养基   

16S rRNA 基因扩增引物 27F/1492R 及 Taq 聚

合酶，生工生物工程(上海)股份有限公司；细菌

DNA 提取试剂盒，Omega 公司。PCR 仪，Applied 

Biosystems 公司；紫外分光光度计，上海昂拉仪器

有限公司。 

筛选培养基参照石伟[6]的筛选耐盐碱菌株培养

基Ⅱ进行改良后配制，培养基中加入一定量的

NaCl，使盐浓度保持在 10%，1×105 Pa 灭菌 25 min 后

添加 NaHCO3，调节终浓度为 4.2 g/L，即 50 mmol/L，

培养基 pH 值为 9.0；根据前期菌株不同 pH 生长梯

度测试效果，对功能鉴定培养基进行适当改良，调

节培养基 pH 至 8.0，盐浓度保持在 5%，保证菌株

可以在培养基上正常生长，便于试验结束后挑选具

有对应促生功能的细菌菌株。阿须贝无氮培养基按

照李艳星等[7]的方法进行配制；蒙金娜有机磷培养

基按照王欢等[8]的方法进行配制；King 氏培养基按

照 Glickmann 等[9]的方法进行配制；ADF 培养基按

照 Penrose 等[10]的方法进行配制，CAS 铁载体检测

培养基按照荣良燕等[11]的方法进行配制。 

1.1.3  红小豆试验品种  

试验使用的红小豆品种为“珍珠红”，由国家杂

粮工程技术研究中心提供。 

1.2  方法 

1.2.1  菌株的分离纯化   

称取 10 g 盐碱土壤样品，溶于装有 50 mL 无

菌水的经过 1×105 Pa 高温高压灭菌的三角瓶中，

30 °C、170 r/min 振荡培养 20 min，静置片刻后，

以此为原液，吸取上清液进行逐级梯度稀释至

10−4 倍后涂布于筛选培养基上，于 28 °C 倒置培养

7 d。反复挑取单一菌落划线培养，传代至少 3 次

以上，直至获得纯菌株，挑取部分菌株用 30%甘

油进行菌种保藏，置于−80 °C 冰柜；剩余菌株 30 °C

恒温培养 2 d 后，保藏在 4 °C 以进行后续试验。 

1.2.2  菌株固氮功能的测定 

将分离得到的纯菌株制成菌悬液后，接种 5.0 µL

于阿须贝无氮培养基上，28 °C 条件下培养 7 d，

观察菌落生长情况，能够在阿须贝无氮培养基上生

长视为具有固氮功能，根据菌落生长直径判断其固

氮能力大小。 

1.2.3  菌株溶解有机磷功能的测定   

将菌悬液接种 5.0 µL 于蒙金娜有机磷培养基

上，28 °C 条件下培养 7−10 d，观察菌株有无透明

溶磷圈出现，并对菌株溶磷圈直径(Diameter of 

Phosphate Solution， D)和 菌 落 直 径 (Diameter of 

Colony，d)进行测量，由比值(D/d)初步判断菌株溶

磷能力强弱；在蒙金娜液体培养基中接种 0.5 mL

菌悬液(OD600 值调至 0.5)。每株菌设置 3 次重复，

设置不接种为空白对照。28 °C、150 r/min 条件下

振荡培养 7−10 d，采用钼蓝比色法对上清液中有

机磷量进行测定[12]。 

1.2.4  菌株分泌植物激素吲哚乙酸(Indole-3-Acetic 

Acid，IAA)能力的测定   

配制 King 氏液体培养基，分装 10 mL 液体培

养基于试管中，灭菌后接种 0.1 mL 待测菌株菌悬

液(108 CFU/mL)，每株菌设置 3 次重复，设置不接

种为空白对照。接种后的培养液于 28 °C、150 r/min

避光培养 7 d。取发酵液 10 000×g 离心 5 min，吸

取上清液与 PC 比色液各 100 µL 在白瓷板上混匀，

对照只在比色液中加入等量 0.001%的 IAA 溶液，

避光反应 15 min，观察溶液颜色变化，颜色变粉

红色表示菌株能够分泌 IAA，溶液颜色深浅与菌株

IAA 产量成正比。 
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IAA 定量测定参照詹寿发等[13]的方法进行。 

1.2.5  菌株产 ACC 脱氨酶活性的测定   

将菌悬液点接种 5.0 µL 于 ADF 固体培养基上，

28 °C 条件下培养 7 d，观察菌落生长情况，能在

ADF 培养基上生长即具有产 ACC 脱氨酶能力。 

ACC 脱氨酶活力测定按照秦宝军等[14]的方法

进行，酶比活力(U/mg)=单位酶活(µmol α-丁酮酸)/

酶蛋白浓度(mg)。 

1.2.6  菌株产铁载体能力的测定   

将菌悬液接种 5.0 µL 于 CAS 培养基上，28 °C

培养 7 d，如果菌落周围产生桔黄色晕圈，则具有

产铁载体能力。铁载体产量测定参照王平等[15]的

方法，以 A/Ar 值作为定量指标，评价菌株铁载体

产量。A/Ar 值越小，则铁载体产量越高，反之亦然。 

1.2.7  目的菌株的鉴定  

将筛选获得的耐盐碱促生细菌菌株划线接

种在筛选固体培养基上，37 °C 培养 24 h 后，参

考文献[16]对菌落进行形态学鉴定，按照《常见

细菌系统鉴定手册》[17]对菌株的生理生化性质进行

鉴定。 

用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取菌株的总

DNA 后，利用通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCC 

TGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTAC 

GACTT-3′)扩增其 16S rRNA 基因。PCR 反应体系：

2×EsTaq Master Mix 25 µL，基因组 DNA 2 µL，上、

下游引物(10 µmol/L)各 1 µL，加 ddH2O 至 50 µL。

PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，55 °C    

30 s，72 °C 2 min，35 个循环；72 °C 10 min。PCR

产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳进行检测，利用 PCR

产物纯化试剂盒进行纯化，纯化后 PCR 产物送往

吉林省库美生物科技有限公司进行测序。测序结果

在 NCBI 进行 BLAST 分析，运用 MEGA 7.0 对序

列进行 ClustalW 比对，采用邻接法对系统发育进

化树进行构建，以此确定菌株的分类学地位。 

1.2.8  红小豆发芽试验 

将菌株接种在初始培养基中，37 °C、150 r/min

培养 1−2 d，10 000×g 离心 15 min，取菌体沉淀，

无菌生理盐水 10 000×g 离心 10 min 洗涤 3 次后重

悬，菌悬液稀释至 108 CFU/mL。取红小豆种子，

用 5%次氯酸钠溶液表面消毒，无菌水冲洗至无味，

按照表 1 对种子进行处理，CK 和 H+菌号为在非

盐碱胁迫条件下无菌生理盐水和菌悬液浸种 24 h，

S 和 S+菌号为在盐碱胁迫的条件下无菌生理盐水

和菌悬液浸种 24 h，CK 和 S 作为 2 种处理方式的

对照。将处理好的种子置于培养皿，于光照培养箱

中，28 °C、12 h/12 h 光/暗培养，按照表 1 所示在

种子培养过程中每天分别补充 NaHCO3 溶液和无

菌水，5 d 统计发芽率，7 d 统计种子根长及芽长。 

1.2.9  红小豆插条促生根试验 

取红小豆种子，消毒处理后 28 °C 黑暗条件催

芽，选取发芽一致的种子播种于已灭菌的蛭石中。

播种 5 d 后，挑取长势一致的幼苗进行试验。切除

子叶以下部位，得插条。将插条分别置于无菌生理

盐水、菌悬液和 15 mmol/L 的 NaHCO3 溶液中浸泡

24 h 后，无菌水冲洗插条基部后，无菌生理盐水处

理插条转移至装有无菌生理盐水的试管中培养

(CK)，不同菌悬液处理后的插条转至无菌生理盐

水(H+菌号)及 15 mmol/L 的 NaHCO3 溶液中培养

(S+菌号)，15 mmol/L 的 NaHCO3 溶液处理的插条

继续在该溶液中培养(S)。每个处理 5 次重复，每 

 
表 1  红小豆种子处理方法 
Table 1  The treatment of seeds 

处理方式 

Treatment 

浸种方式 

Soaking method 

培养过程中加入 NaHCO3 溶液量 

NaHCO3 solution volume (mL) 

培养过程中加入无菌水量 

Sterile water volume (mL) 

CK 生理盐水 Physiological saline 0 10 

H+菌号 H+Strains No. 菌悬液 Bacterial suspensions 0 10 

S 生理盐水 Physiological saline 10 0 

S+菌号 S+Strains No. 菌悬液 Bacterial suspensions 10 0 
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个重复 5 株插条，插条放置在人工气候室(温度

27 °C，相对湿度 70%，12/12 h 光照/黑暗)，每隔

24 h 更换无菌生理盐水和 NaHCO3 溶液，7 d 后对

插条的生根数及根长进行统计。 

1.3  数据处理 

使用 Microsoft Excel 2010 和 SPSS 18.0 软件进

行数据分析处理，方差分析采用 Duncan’s 新复极

差法和 LSD 法，采用 Origin 8.5 作图。 

2  结果与分析 

2.1  耐盐碱菌株的分离结果 

取回土样按 5׃1 制备土壤浸提液后，对土壤浸

提 液 进 行 梯 度 稀 释 ， 涂 布 在 NaHCO3 浓 度 为     

50 mmol/L、pH 9.0 的筛选培养基上，28 °C 培养   

7 d 后，通过分离筛选获得相应细菌菌株，最终得

到 43 株不同菌落形态的细菌菌株，根据菌株适宜

生长条件(盐浓度 5%，pH 值为 9.0)及查阅相关文

献，将得到的菌株鉴定为盐碱菌[18-19]，编号依次为

01−43 号。 

2.2  菌株促生功能的鉴定 

2.2.1  菌株固氮能力 

将分离获得的耐盐碱菌株接种于阿须贝无氮

培养基上，得到有固氮功能的菌株 39 株，选取菌

落形态明显、生长状况良好、固氮效果较明显的   

5 株菌，对其做进一步后续试验，菌株固氮能力如

表 2 所示。 

2.2.2  菌株溶有机磷能力 

对选取的 5 株菌进行溶解有机磷测验，测试菌

株的溶磷能力。如表 2 所示，通过菌株溶磷圈半  

径/菌株半径比值判断其溶磷能力，29 号细菌 D/d

值为 1.10，41 号细菌 D/d 值为 1.29，其他 3 株菌

没有溶磷圈。选用钼蓝比色法对菌株溶解有机磷

量 测 定 ， 2 株 菌 溶 磷 能 力 差 异 显 著 (P<0.05)，    

29 号细菌溶磷量为 20.05 mg/L，而 41 号细菌溶磷

量为 34.61 mg/L。 

2.2.3  菌株分泌 IAA 能力和产 ACC 脱氨酶能力 

利用 Spot 比色法测定 5 株菌分泌 IAA 能力及产

量。如图 1A 所示，选取的几株耐盐碱细菌菌株均 

表 2  菌株固氮、溶有机磷能力测定 
Table 2  Determination of nitrogen fixing and phosphorus 
dissolving ability of strains 

菌株编号 

Strains No.

固氮 

Nitrogen 
fixation 

溶有机磷 

Phosphate 
solubilizing 

D/d 溶有机磷量 

Phosphate 
solubilizing capacity 
(mg/L) 

23 + − − − 

29 +++ + 1.10 20.05 

34 + − − − 

36 + − − − 

41 + + 1.29 34.61 

注：+：具有该功能，+越多，功能越强；−：无此项功能 

Note: +: The function is available, the more +, the stronger this 
function; −: This function is not available 

 
具有分泌 IAA 的能力，IAA 的产量在 7.18−17.66 mg/L

之间，IAA 产量最多的为 34 号细菌，最少的为   

41 号细菌。34 号细菌和 23 号细菌的 IAA 产量明

显高于其他细菌，而 41 号细菌和 29 号细菌 IAA

产量较接近。通过鉴定，5 株耐盐碱细菌均具有产

ACC 脱氨酶能力，但是 ACC 脱氨酶活性差异显著

(P<0.05)。图 1B 中，34 号和 23 号细菌的酶比活力

显著高于其他细菌菌株，分别达到了 0.24 U/mg 和

0.31 U/mg；其他细菌菌株中，29 号细菌的酶比活

力最低，仅为 0.02 U/mg。 

2.2.4  菌株产铁载体能力 

通过铁载体定性检测后，5 株菌中 23 号细菌

具有产铁载体能力；将其在 MKB 培养基中培养，

对上清液进行 OD630 测定，得出 A/Ar 值。23 号细

菌的 A/Ar 值为 0.968，折合成铁载体浓度单位为

Su=(Ar–A)/Ar=3.19%。 

2.3  菌株鉴定 

2.3.1  形态学及生理生化鉴定 

将上述 5 株具有相关促生功能的 23、29、34、

36 和 41 号耐盐碱细菌在 SG 固体培养基上培养  

24 h，随后进行形态学观察，如表 3 所示，这 5 株

菌菌落形态均近圆形，29 号细菌颜色为乳白色，

其余 4 株为淡黄色，表面较湿润，有凸起，边缘光

滑，生长速度较快。生理生化鉴定结果见表 4，   

29 号细菌为革兰氏阳性菌，其余 4 株为革兰氏阴 
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图 1  菌株产 IAA 和 ACC 脱氨酶能力 
Figure 1  The strains production of IAA and ACC deaminase 
注：A：菌株 IAA 产量；B：菌株 ACC 脱氨酶产量 

Note: A: IAA production of strains; B: ACC production of strains 
 

表 3  菌株表型特征 
Table 3  Colony morphologies of strains 

菌株编号 

Strains No. 

大小 

Size 

颜色 

Color 

形状 

Shape 

边缘 

Edge 

表面状况 

Surface condition 

隆起度 

Uplift 

生长速度 

Growth rate

23 较小 
Less smaller 

淡黄色 
Canary yellow 

近圆形 
Suborbicular

光滑、齿状 
Smooth and serrated

较湿润 
More moist 

凸起 
Convex 

中等 
Medium 

29 较大 
More bigger 

乳白色 
Ivory white 

圆形 
Circular 

光滑、整齐 
Smooth and regular

湿润 
Moist 

凸起 
Convex 

快 
Fast 

34 小 
Small 

淡黄色 
Canary yellow 

圆形 
Circular 

光滑、整齐 
Smooth and regular

较湿润 
More moist 

凸起 
Convex 

快 
Fast 

36 小 
Small 

淡黄色 
Canary yellow 

圆形 
Circular 

光滑、整齐 
Smooth and regular

较湿润 
More moist 

凸起 
Convex 

快 
Fast 

41 小 
Small 

淡黄色 
Canary yellow 

圆形 
Circular 

光滑、整齐 
Smooth and regular

较湿润 
More moist 

凸起 
Convex 

快 
Fast 

 

表 4  5 株菌的生理生化特性 
Table 4  Physiological and biochemical characteristics of 5 strains 
试验指标 Test items 23 29 34 36 41 

Only carbon source tests Glucose + + + + + 
Mannitol + + + + + 
Sucrose + + + + + 

Only nitrogen source tests Ammonium sulfate + + + + + 
Potassium nitrate + + + + + 

Indole test  + + + + + 
Contact enzyme   + − + + + 
Amylohydrolysis test  − + − − − 
M.R test  − + − − − 
Anaerobic growth test  − − − − − 
V-P test  − − − − − 
Nitrate reduction test  + − + + + 
Ammonia production test   + − + + + 
Gelatin liquefaction test  − − − − − 
Gram stain  − + − − − 

注：+：阳性；−：阴性 

Note: +: Positive; −: Negative 
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性菌，除 29 号细菌外均具有过氧化氢酶活性；    

5 株菌在唯一碳源(葡萄糖、甘露醇、蔗糖)和唯一

氮源(硫酸铵、硝酸铵)条件下均能生长，均不能在

厌氧条件下生长，吲哚试验均呈现阳性，V-P 试验

均为阴性，只有 29 号细菌能够分解淀粉，均不能

分解明胶，甲基红试验仅有 29 号细菌呈阳性，硝

酸盐还原和产氨试验除 29 号细菌外均呈阳性。 

2.3.2  分子生物学鉴定 

将 5 株菌测序得到的 16S rRNA 基因序列两端

冗余序列进行删除后在 NCBI 上进行 BLAST 分

析，通过 MEGA 7.0 软件构建系统发育树(图 2)，

根据与模式菌株的相似性判断菌株的种属分类。 

根据菌株生理生化实验结果、菌株革兰氏染色

特性及菌落形态特征，查阅《伯杰细菌鉴定手册》[16]

和《常见细菌系统鉴定手册》[17]，综合分子生物学

鉴定结果得出鉴定结论。5 株耐盐碱细菌的鉴定结

果如表 5 所示，29 号细菌鉴定为卓贝尔氏菌属反

硝化卓贝尔氏菌(Zobellella denitrificans)，23、34、

36 和 41 号细菌鉴定为盐单胞菌属 (Halomonas 

sp.)，分别为期望盐单胞菌(Halomonas desiderata)、

肯尼亚盐单胞菌(Halomonas kenyensis)和嗜盐单胞菌

(Halomonas saliphila)，5 株菌分属于 2 个属 5 个种。 

2.4  菌株对盐碱胁迫下红小豆种子发芽及幼苗

生长的影响 

2.4.1  菌株对红小豆种子发芽的影响 

在盐碱胁迫和非盐碱胁迫条件下施用不同菌

悬液处理红小豆种子进行发芽试验，对发芽率进行

统计，结果如图 3 所示。水培养条件下对红小豆施

用不同菌悬液后各组记作 H+对应菌株组，其红小

豆发芽率显著提高(P<0.05)，对比 CK 发芽率至少

增加了 5.88%，34 号细菌处理后 H34 发芽率最高，

增加了 23.53%；pH 8.5、15 mmol/L NaHCO3 的盐

碱胁迫能够显著降低红小豆种子发芽率(P<0.05)，

抑制红小豆种子发芽，S 组发芽率仅达到 48%，在 

 

 
 
图 2  5 株菌株基于 16S rRNA 基因的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene of five strains 
 
表 5  5 株菌的 16S rRNA 基因相似性比对及鉴定结果 
Table 5  Identification results and homology alignments of 5 strains based on 16S rRNA gene sequences 

菌株 

Strains 

模式菌株 

Type strain 

GenBank 登录号 

GenBank accession No. 

相似性 

Similarity (%) 

种 

Species 

23 FB2T MT936516 96.72 期望盐单胞菌 Halomonas desiderata 

29 ZD1T MT936519 96.93 反硝化卓贝尔氏菌 Zobellella denitrificans 

34 FB2T MT497979 98.19 期望盐单胞菌 Halomonas desiderata 

36 AIR-2T MT936520 98.39 肯尼亚盐单胞菌 Halomonas kenyensis 

41 LCB169T MT936523 97.91 嗜盐单胞菌 Halomonas saliphila 
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图 3  盐碱胁迫条件下菌株对红小豆发芽率的影响 
Figure 3  Effect of strains on the germination rate of red 
adzuki bean under saline-alkali stress 
注：CK：水培养对照组；S：盐碱胁迫培养对照组；H+菌株：

水培养施用不同菌株；S+菌株：盐碱胁迫下施用不同菌株。

同一指标不同字母表示差异显著(P<0.05)，下同 

Note: CK: Control without non-saline-alkali stress; S: Control 
with saline-alkali stress; H+Strain: Treated with different strains 
under non-saline-alkali stress; S+Strain: Treated with different 
strains under saline-alkali stress. The different letters in the same 
index mean significant difference at P<0.05, the same below 

 
盐碱胁迫条件下通过菌悬液浸种处理记作 S+对应

菌株组，各组种子发芽率显著提高(P<0.05)，均达

到 68%以上，证明接种菌株能够有效缓解盐碱胁

迫带来的抑制发芽作用。另外，盐碱胁迫条件下采

用 34 号细菌处理后 S34 的红小豆发芽率达到了

70%，显著高于 CK 组，盐碱胁迫条件下其他几株

菌处理后的红小豆发芽率也与 CK 组无显著差异，

由此可见，在盐碱环境下采用这 5 种菌悬液处理后

消除了盐碱胁迫对于种子萌发的抑制作用，提高发

芽率。 

种子培养 7 d 后，对其根长、芽长进行测定，

结果如图 4、图 5 所示，在水培养条件下经 23、29、

34、36 和 41 号细菌处理后，对应的 H23、H29、

H34、H36 和 H41 组根长与 CK 组比较具有显著增

加(P<0.05)，分别增加了 4.43%、8.94%、6.4%、

28.05%和 4.16%；与 CK 相比，S 组种子根长显著

降低(P<0.05)，说明种子根部生长受到盐碱胁迫的 

 
 

图 4  盐碱胁迫条件下菌株对红小豆根长的影响 
Figure 4  Effect of strains on root length of red adzuki 
bean under saline-alkali stress 

 

 
 

图 5  盐碱胁迫条件下菌株对红小豆芽长的影响 
Figure 5  Effect of strains on bud length of red adzuki 
bean under saline-alkali stress 

 
抑制，但在盐碱胁迫下施用菌株后，可以促进根系

生长；与对照 S 相比，5 株菌株施用后红小豆根长

增长率分别达到了 32.63%、40.69%、56.11%、

55.24%和 79.15%，差异显著(P<0.05)；在盐碱条件

下施用菌株后对根部的生长发育有一定的恢复作

用，甚至 41 号细菌施用后 S41 组红小豆根长与 CK

相比无显著差异，消除了盐碱胁迫带来的生长抑

制。在水培养条件下施用菌株后，施用菌株红小豆
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芽长与 CK 相比得到显著增加(P<0.05)；与 CK 相

比，S 组种子芽长显著降低(P<0.05)，芽的生长发

育受到了盐碱胁迫的抑制；然而在盐碱胁迫下施用

菌株后，种子的芽长与 S 组比较得到了显著增加，

甚至 34、36 和 41 号细菌处理后 S34、S36 和 S41

组种子芽长与 CK 无显著差异，完全消除了盐碱胁

迫对种子的生长抑制作用。综上可知，菌株 23、

29、34、36 和 41 可以缓解甚至消除盐碱胁迫对红

小豆发芽带来的抑制作用，促进红小豆生长。 

2.4.2  菌株对红小豆插条生根的影响 

对培养在无菌生理盐水和 pH 8.5、15 mmol/L

的 NaHCO3 溶液中的红小豆幼苗进行生根数及根

长统计，结果如图 6 所示。在水培养条件下经菌悬

液处理后，红小豆插条根长及生根数与 CK 相比显

著增加(P<0.05)，证明 5 株菌对红小豆的生长产生

了促进作用；盐碱胁迫培养组(S)中的生根数及根

长均为最低值，说明盐碱胁迫显著抑制红小豆生

根，阻碍根部发育(P<0.05)；然而经过菌悬液处理

后各组生根数及根长比 S 组均显著提高，34 和   

36 号细菌处理后 S34 和 S36 组红小豆生根数显著

高于 CK，消除了盐碱胁迫对生根的抑制作用；在 

盐碱条件下经 41 号细菌处理后 S41 组红小豆插条

生根数最多，23 号细菌处理后 S23 组红小豆插条

根长最长，对比 S 组分别提高了 360%和 320%，

说明在盐碱条件下接种这 5 株菌后均可以缓解甚

至消除盐碱对红小豆插条生根的胁迫作用，促进根

部的生长发育。 

3  讨论 

植 物 根 际 促 生 菌 (Plant Growth-Promoting 

Rhizobacteria，PGPR)是一种有益菌类，其能在土

壤中自由生长或依附于植物根系，促进植物生长以

及吸收和利用矿质营养，抑制土壤中的有害生物。

一般具有固氮、溶磷、解钾等一项或多项促生功能。

部分 PGPR 对土壤中有害病原微生物以及根际有

害微生物具有一定的生防作用，能够促进吸收和利

用矿质营养，促进植物生长[20]。然而多数 PGPR

的生长环境属于中性，它们难以适应高盐碱环境，

所以研制普通的生物菌剂对于改良盐碱土质存在

一定困难。本研究从大庆盐碱土壤中分离得到耐盐

碱细菌，通过对菌株促生功能鉴定，挑选促生功能

较强的菌株进行研究。研究发现分离获得的 5 株菌 

   

 
 
图 6  不同处理对红小豆插条根系生长的影响 
Figure 6  Effect of different treatments on root growth of red adzuki bean cuttings 
注：A：红小豆插条平均生根数；B：红小豆插条平均根长 

Note: A: Average root number of red adzuki bean cuttings; B: Average root length of red adzuki bean cuttings 
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均具有固氮、产植物激素 IAA 和分泌 ACC 脱氨酶

能力，其中，29 号细菌和 41 号细菌具有溶磷能力，

23 号细菌具有产铁载体能力。 

乙烯贯穿于植物生长发育的整个过程，在逆境

下植物会产生大量乙烯对自身造成损伤，ACC 脱

氨酶能降解乙烯的前体 ACC，降低逆境时植物体

内乙烯含量，有助于植物生长。相关研究表明，

ACC 脱氨酶活性高于 20 nmol/mg 时就能够促进植

物的生长 [10]。本研究中菌株产 ACC 酶活性为

0.018−0.306 mmol/mg，显著高于文献[10]数值，证

明筛选得到的菌株具有促进植物生长的能力。

Penrose 等[21]研究表明，能够产 ACC 脱氨酶的菌

株附着在萌发的油菜种子表皮时，油菜体内的

ACC 和乙烯含量下降。菌株产 ACC 脱氨酶，能将

植物体内的 ACC 分解为 α-丁酮酸和氨，一方面可

以用作菌株生长发育所需碳源，另一方面也减轻了

逆境下对于植物的损伤，提高植物的抗逆性，实现

互利共生。 

如今在进行高效溶磷菌株筛选的研究过程中，

把有无溶磷圈及溶磷圈与菌落半径的比值大小作

为评判菌株是否具有溶磷能力及其能力强弱的准

则[22]。但本研究中可以看到，溶磷圈/菌株半径的

比值和菌株溶磷量不完全呈正相关，在其他研究中

也发现了相似的现象[23-24]，究其原因可能是由于菌

株溶磷机理的复杂性。相关研究表明，微生物溶磷

主要是通过产酸进行[25]，生成的酸性物质包括葡

萄糖酸、苹果酸和柠檬酸等有机酸以及 H2S、H2SO4

等无机酸[26]。在生成的酸类物质作用下，培养基

所含的 Ca3(PO4)2 或 CaCO3 等成分被溶解，进而有

溶磷圈的产生；但除产酸外，微生物还可以通过酶

解作用等[27]对土壤中的难溶性磷进行溶解，因此，

溶磷圈的大小并不能绝对地判断溶磷能力强弱。在

本研究中，以有无溶磷圈的生成作为定性评价标

准，进而通过钼蓝比色法对有溶有机磷功能的菌株

溶解有机磷量进行测定，两者结合综合评判菌株的

溶有机磷能力，具有一定的可靠性。 

铁元素通常作为溶解度较低的氧化物存在于

地壳中。部分 PGPR 能够分泌对铁有亲和力的铁螯

合物-铁载体，与存在于环境中的不溶性 Fe3+螯合，

以此形成能够被植物吸收利用的复合体，提升植物

体内铁素含量水平，同样也可以通过产生铁载体而

创造出相对高铁浓度的外部生境，利于植物生   

长[28]。具有产铁载体功能的菌株可以凭借其高效

的螯铁能力在与同环境微生物的铁素竞争中获得

一定优势，最终抑制植物病害[29]。另外，铁载体

还具有螯合 Al3+、Cu2+及 Zn2+等金属离子的能力，

以此形成不能够进入细胞内部的大分子物质，可以

提高植物体对于重金属胁迫的耐受能力并应用在

植物修复过程中[30]。本研究中的 5 株耐盐碱促生

细菌菌株中，23 号细菌具有产铁载体能力，其产

铁载体浓度为 3.19%。然而 23 号细菌分泌的铁载

体是否能够应用于诱导植物抗病性、提升植物的抗

病能力需进一步研究。 

吲哚乙酸(IAA)是植株体内普遍存在的天然生

长素，低浓度的 IAA 能够促进主根伸长，高浓度

的 IAA 可以促进侧根的形成和根毛的增加，具有

分泌 IAA 功能的菌株可以通过分泌一定的 IAA 促

进植物根系新陈代谢，增加植物对于土壤中养分

的吸收[5]。IAA 存在多种合成途径，主要途径为

色氨酸途径 [31]。本研究在加入了色氨酸的 King

培养基中培养耐盐碱菌株，结果显示，本研究中

5 株菌的 IAA 产量范围为 7.18−17.66 mg/L。对红

小豆进行盐碱胁迫处理，处理组根系发育受到抑

制；然而在接种菌株后，根系的抑制情况得到缓

解，究其原因可能与接种菌株具有产 IAA 能力有

关。詹寿发等[13]研究表明，从芒萁内生真菌中筛

选出能够分泌吲哚乙酸(IAA)的菌株，将其采用

回接形式施用于玉米盆栽，其中菌株 MQ013 和

MQ039 对玉米幼苗的生长存在明显的促进作用。

郑元元等[32]证实，具有产酸溶磷和分泌生长素性

能的 2 株盐促生菌 Rs-5 和 Rs-198 可以在盐胁迫下

提高棉花发芽和出苗率。由此可见，一些具有产
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植物激素 IAA 等促生功能的菌株可以在一定程度

上缓解外界环境胁迫对于植物生长的影响，并促

进其根系的生长。 

本研究中，在非盐碱胁迫和盐碱胁迫环境下，

红小豆种子接种 5 株菌后，发芽率均提高，说明这

5 株菌在非盐碱或盐碱环境下均具有促生作用，而

且在盐碱条件下经菌株处理后红小豆发芽率甚至

可以恢复到与 CK 同一等级，几乎消除了盐碱胁迫

对种子的抑制，提高了在盐碱环境中红小豆种子的

发芽能力。在对根长的统计中发现，菌株处理后的

根系发育均显著优于盐碱处理对照组，根长更长并

且生根数更多，甚至能够恢复到和 CK 同一水平，

说明接种菌株后消除了盐碱对植物根系的抑制。刘

冠一等[33]研究表明，接种促生菌后能够显著提升盐

碱胁迫环境中紫花苜蓿的根干重、根长等生理指

标；Bal 等[34]的研究发现，在水稻上接种能够产 ACC

脱氨酶的 PGPR 可以显著促进根系的生长；代金霞

等 [35]通过筛选得到的肠杆菌属(Enterobacter sp.) 

AC3 具有固氮溶磷、产 IAA、ACC 和铁载体能力，

对施用的柠条具有促生作用，特别促进了地下部

分的生长。本研究中的促生菌也具有类似的促生

效果。 

4  结论 

本研究从大庆地区盐碱土中筛选分离得到 43 株

耐盐碱细菌，并对其相关促生功能进行鉴定，选

取 5 株促生功能比较全面、促生效果较好的耐盐

碱细菌菌株进行了深入研究，其中具有溶有机磷

能力的有 2 株，具有产铁载体能力的有 1 株，5 株

均具有固氮、产 IAA 和产 ACC 脱氨酶能力；通过

形态学、生理生化和分子生物学鉴定，1 株属于

卓贝尔氏菌属(Zobellella sp.)，4 株属于盐单胞菌

属(Halomonas sp.)。在盐碱环境中，接种这 5 株耐

盐碱促生细菌能够显著增加红小豆种子的发芽

率、根长以及插条生根数和根长，其中 34、36 号

细菌处理效果较为突出，对缓解盐碱环境中植物

受到的抑制、促进红小豆生长具有重要作用。 
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