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　　摘要：筛选得到４株能够在盐碱环境下生长的假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、巨大
芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）、酵母菌（Ｙｅａｓｔ），并对这４株菌进行Ｈｅ－Ｎｅ激光诱变育种，正突变菌株能在高盐和
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碱条件下生长。经过复配后将其作为功能菌发酵生产生物有机肥，应用于盐碱地改良。与对照相比，微生物复合菌剂

对降低盐碱地含盐量、ｐＨ值效果显著，有机质含量上升明显。在经过改良的盐碱土中种植紫花苜蓿，出苗率、株高、产
量均不同程度增加。
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　　陕西省是我国盐碱土分布面积最大的省份之一，盐碱地
面积有２．４７万ｈｍ２，占该省未利用土地面积的２．１４％［１］。陕

西省西安、宝鸡、咸阳、渭南、延安、榆林等６个地（市）均有盐
碱土分布。位于关中平原东部的渭北卤泊滩地区，总盐碱土

地总面积约８１００ｈｍ２，涉及７个乡镇５３个村，年降水量约
５００ｍｍ［２］，该滩由明代芦阳湖干涸后形成，位于渭河三级阶
地，为一槽型封闭构造洼地，地势呈南北高、中间低走向。由

于中间低、四周高，入水无去路，长期积于中部低洼区，造成卤

泊滩地下水位较高，含盐量高。同时蒸发量较大，盐分随水从

土壤毛管上移，形成严重的盐碱化［３－４］。卤泊滩内土壤盐碱

化使作物不能生长，影响当地农业经济的可持续发展。针对

土壤盐碱化难题，当地政府在１９７４年组织群众修建排水治碱
工程，以期治理盐碱化土壤。近年来，有关卤泊滩盐碱地改良

技术也见诸报道，韩霁昌等在１９９９年以“改排为蓄、水地共
处、和谐生态”的模式综合治理卤泊滩盐碱地［２］。李清顺等

在２００９年用耐盐碱树种造林法辅以土地改良措施对卤泊滩
盐碱地进行治理［５］。当前所用的治理方法无法持续改良卤

泊滩盐碱地，且收效甚微。本研究采用微生物处理的方法，筛

选出耐盐碱的４株微生物，并对其进行诱变育种，将选育后的
正突变株进行复配并作为功能菌发酵生产生物有机肥，用于

盐碱地土壤改良，在改良后土壤中种植紫花苜蓿，分析改良前

后土壤变化和紫花苜蓿生长发育情况，旨在明确该复合菌剂

改良盐碱地的效果。

１　材料与方法

１．１　供试土样
试验土壤采集于陕西省渭南地区大荔县范家镇营南村，

以潮土、盐土为主。土壤盐分含量多在 １％以上，化学类型以
氯化物为主，少部分化学类型为硫酸盐、硅酸盐。土壤有机质

含量较低，土壤黏性高。耕层土壤含盐量０．６％ ～１．６％，妨
碍农作物生长。供试土壤 ｐＨ值为 ８．８６，有机质含量
１１．１２ｇ／ｋｇ，全氮含量０．６１ｇ／ｋｇ，碱解氮含量４４．２１ｍｇ／ｋｇ，
有效磷含量７．５７ｍｇ／ｋｇ，速效钾含量１１４．７１ｍｇ／ｋｇ，表层土
壤盐含量４８．７８ｇ／ｋｇ，地下１０ｃｍ土壤盐含量１７．４６ｇ／ｋｇ，地
下３０ｃｍ土壤盐含量 １２．３５ｇ／ｋｇ，地下 ５０ｃｍ土壤盐含量
９３８ｇ／ｋｇ，混合土壤盐含量１４．５７ｇ／ｋｇ。
１．２　菌株
１．２．１　菌株分离　菌株是从西安市食盐厂附近所采集土壤
样品中分离得到。

１．２．２　培养基　富集培养基：牛肉膏３ｇ，蛋白胨１０ｇ，ＮａＣｌ
５ｇ，琼脂１５～２０ｇ，水１Ｌ，ｐＨ值 ７．０～７．２。

初筛培养基（Ｍ６３培养基）：ＫＨ２ＰＯ４１３．６ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４
２ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，葡萄糖 １０ｇ，
ＮａＣｌ２０ｇ，去离子水１Ｌ，ｐＨ值７．５（用ＫＯＨ调节）。

复筛培养基（Ｍ６３培养基）：ＫＨ２ＰＯ４１３．６ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４
２ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，葡萄糖 １０ｇ，
ＮａＣｌ视需要添加，去离子水１Ｌ，ｐＨ值９（用ＫＯＨ调节）。
　　以上培养基均在０．１ＭＰａ下灭菌２０ｍｉｎ。
１．３　方法
１．３．１　微生物菌株分离　取土壤样品１０ｇ置于９０ｍＬ无菌
水中，充分混匀，１５０ｒ／ｍｉｎ振荡 ３０ｍｉｎ，得到 １０－２土样稀释
液，再依次稀释到１０－４、１０－５、１０－６，吸取０．１ｍＬ稀释液均匀
涂布在富集平板上，３０℃倒置培养１ｄ［６］。
１．３．２　耐盐菌初筛　选取富集培养基上生长快、菌落大的菌
株接种于初筛平板上，３０℃恒温培养 ７ｄ，每个操作重复 ３
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次。将所得单菌落置于斜面保藏。

１．３．３　菌株形态与生理生化鉴定　用显微镜观察菌体形态
和大小，参照《常见细菌系统鉴定手册》［７］和《伯杰氏细菌鉴

定手册》［８］等文献中的方法进行生理生化鉴定。

１．３．４　诱变育种
１．３．４．１　菌悬液制备　将培养７ｄ的斜面用无菌水冲洗，冲
洗液盛放在已灭菌、含有玻璃珠的三角瓶中，在往复式摇床上

１５０ｒ／ｍｉｎ、３５℃充分振荡培养３０ｍｉｎ，使菌株充分分散，诱变
处理前将菌悬液稀释至１０６个／ｍＬ［９］。
１．３．４．２　Ｈｅ－Ｎｅ激光诱变　用灭菌的移液管吸取菌悬液
２ｍＬ，装入无菌试管（直径１ｃｍ，壁厚０．１ｃｍ）中，使用 Ｈｅ－
Ｎｅ激光器（波长６３２．８ｎｍ，光斑直径１．５ｍｍ）照射，照射距
离为２５ｃｍ，输出功率为１５ｍＷ，照射时间分别设置为５、１０、
１５、２０、２５、３０ｍｉｎ，将原菌悬液作为空白对照，每个处理重复
３次［１０－１１］。

１．３．４．３　突变菌培养及性能检测　用灭菌的移液管吸取照
射后的各处理菌悬液１ｍＬ，移入盛有无菌水的试管中，充分
振荡混匀后，进行梯度稀释，并涂布于初筛平板，观察菌落形

态及菌落生长，将原菌悬液作为空白对照，每个处理重复３
次。统计初筛培养基上的平均菌落数，计算致死率［１２］。诱变

后能够生长且菌落形态较大者为正突变株，反之则为负突

变株。

正变率＝正突变株落数／诱变前菌株数×１００％；
ＣＦＵ＝同一稀释度的平均菌落数×稀释倍数／０．２；
致死率＝（对照ＣＦＵ－处理ＣＦＵ）／对照ＣＦＵ×１００％。

１．３．５　菌株复筛　将挑选出来的突变株进行培养后，划线转
接到复筛培养基上培养，复筛培养基含盐量分别为 ２５、３０、
４５、６０、７５、９０、１０５、１２０ｇ／Ｌ，观察菌落生长情况，筛选高效耐
盐碱菌株。

１．３．６　菌株复配及发酵生产生物有机肥　对复筛所得菌株
进行拮抗性试验和菌株复配，制成复合微生物菌剂，将其按

０．３％接种量接种于牛粪中，发酵生产生物有机肥，所产肥料
按照ＮＹ８８４—２００４《生物有机肥》的方法进行检测［１３］。

１．３．７　田间试验　田间试验于２０１３年５—９月进行，共设４
个处理：ＣＫ（不施肥）、处理１（施用５ｔ／ｈｍ２有机肥）、处理２
（施用１０ｔ／ｈｍ２有机肥）、处理３（施用１５ｔ／ｈｍ２有机肥），每
个处理面积５０ｍ２，随机区组排列。施用有机肥 １５ｄ后，在
改造田上种植紫花苜蓿，种植期间各处理的整地、浇水、除

草、播种期、种植密度等各项管理措施均一致。每个处理重

复３次。
１．３．８　盐碱地土质改良指标检测［１４］　采用ＥＡ－９４０酸度计
直接测量土壤ｐＨ值，采用浸出液烘干法测定土壤有机质含
量，采用重铬酸钾容量法测定土壤有机质含量，采用米尺测量

紫花苜蓿株高。按照以下公式计算出苗率：紫花苜蓿出苗

率＝出苗数／播种数×１００％。
１．３．９　数据分析　试验数据采用 Ｅｘｃｅｌ２００７、ＳＰＳＳ２０．０软
件进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　初筛结果
经富集和初筛，从土壤中得到１２株耐盐菌，初筛平板上

的菌落结果见表１。在初筛培养基上生长较好的菌株分别为
ＮＹ５、ＮＹ１６、ＮＹ３５、ＮＹ４１。所筛选出的菌株可以耐受 ｐＨ值
７．５、耐盐１０ｇ／Ｌ。

表１　初筛平板上的菌落结果

菌株 生长情况 菌株 生长情况 菌株 生长情况

ＮＹ１ ＋ ＮＹ３ ＋ ＮＹ３５ ＋＋
ＮＹ５ ＋＋ ＮＹ９ ＋ ＮＹ４１ ＋＋
ＮＹ１３ ＋ ＮＹ１６ ＋＋ ＮＹ４６ ＋
ＮＹ２４ ＋ ＮＹ３４ ＋ ＮＹ５１ ＋

　　注：“＋”表示有菌落生长；“＋＋”表示菌落个体大、数量多。

２．２　形态与生理生化鉴定
对初筛所选的４株菌进行形态与生理生化鉴定。形态学

鉴定结果发现，菌株 ＮＹ５细胞为杆状，直径大于１．８μｍ，有
芽孢生成，革兰氏染色呈阳性；菌株 ＮＹ１６细胞为杆状，直径
小于１μｍ，有芽孢生成，革兰氏染色呈阳性；菌株 ＮＹ３５细胞
为杆状，直径２．３μｍ，不产芽孢，革兰氏染色呈阴性反应；菌
株ＮＹ４１细胞为椭圆形，直径大于３μｍ，不产芽孢，革兰氏染
色呈阳性。生理生化鉴定结果见表２。

表２　生理生化鉴定结果

反应项目 ＮＹ５ ＮＹ１６ ＮＹ３５ ＮＹ４１
葡萄糖产酸 ＋ ＋ ＋ ＋
甲基红反应 ＋ ＋ － ＋
Ｖ．Ｐ反应 ＋ ＋ － ＋

过氧化氢酶反应 ＋ ＋ ＋ ＋
氧化酶反应 － － ＋ ＋
柠檬酸盐利用 ＋ ＋ ＋ ＋
淀粉水解 ＋ ＋ － －
明胶水解 － ＋ ＋ －
硝酸盐还原 － ＋ ＋ －
Ｌ－酪氨酸 ＋ ＋ － －

１１％ ＮａＣｌ培养 ＋ ＋ ＋ ＋
５０℃生长 ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”“－”分别表示在生理生化鉴定中呈阳性、阴性反应。

　　对照《常见细菌系统鉴定手册》《伯杰氏细菌鉴定手册》，
可将这４株菌分别鉴定为巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）
（ＮＹ５）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）（ＮＹ１６）、假单胞菌属
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）（ＮＹ３５）、酵母菌（Ｙｅａｓｔ）（ＮＹ４１）。
２．３　Ｈｅ－Ｎｅ激光诱变结果

图１、图２、图３、图４分别为菌株ＮＹ１６、ＮＹ５、ＮＹ３５、ＮＹ４１
经过诱变后的突变结果。对比致死率与正突变率，确定菌株

最佳诱变时间为１５ｍｉｎ。
２．４　菌株复筛结果

挑选菌株形态大、菌落数量多的突变株进行复筛。由表

３可以看出，经过激光诱变后，菌株耐盐碱性明显增强。其中
枯草芽孢杆菌ＮＹ１６突变株ＮＹ１６－ＨＮ耐盐性达到１２０ｇ／Ｌ，
巨大芽孢杆菌ＮＹ５突变株ＮＹ５－ＨＮ耐盐性达到１０５ｇ／Ｌ，假
单胞菌ＮＹ３５突变株 ＮＹ３５－ＨＮ耐盐性达到９０ｇ／Ｌ，酵母菌
ＮＹ４１突变株ＮＹ４１－ＨＮ耐盐性达到７５ｇ／Ｌ，比初筛菌耐盐
性增加，说明这４株菌基本达到诱变目的。
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２．５　复合微生物菌肥复配结果
对菌株进行“两两”组合，开展拮抗性试验，结果显示这４

株菌间没有拮抗性。将４种菌株按照不同比例进行复配，检
测发酵时菌肥的最高温度及最高温度保持时间，确定最佳配

比［１５］。４种菌株复配方案：方案１：菌株 ＮＹ５－ＨＮ、ＮＹ１６－
ＨＮ、ＮＹ３－ＨＮ、ＮＹ４１－ＨＮ的比例为１∶１∶１∶１；方案２：菌
株ＮＹ５－ＨＮ、ＮＹ１６－ＨＮ、ＮＹ３－ＨＮ、ＮＹ４１－ＨＮ的比例为

表３　复筛结果

含盐量

（ｇ／Ｌ）
复筛结果

ＮＹ５－ＨＮ ＮＹ３５－ＨＮ ＮＹ１６－ＨＮ ＮＹ４１－ＨＮ
２５ ＋ ＋ ＋ ＋
３０ ＋ ＋ ＋ ＋
４５ ＋ ＋ ＋ ＋
６０ ＋ ＋ ＋ ＋
７５ ＋ ＋ ＋ ＋
９０ ＋ ＋ ＋ －
１０５ ＋ － ＋ －
１２０ － － ＋ －

　　注：“＋”表示有菌落生长；“－”表示无菌落生成。

２∶１∶１∶１；方案３：菌株 ＮＹ５－ＨＮ、ＮＹ１６－ＨＮ、ＮＹ３－ＨＮ、
ＮＹ４１－ＨＮ的比例为２∶２∶１∶１；方案４：菌株 ＮＹ５－ＨＮ、
ＮＹ１６－ＨＮ、ＮＹ３－ＨＮ、ＮＹ４１－ＨＮ的比例为１∶２∶１∶１。

如图 ５所示，菌株 ＮＹ５－ＨＮ、ＮＹ１６－ＨＮ、ＮＹ３－ＨＮ、
ＮＹ４１－ＨＮ的最佳配比为２∶２∶１∶１，从发酵复配菌剂中分
离得到菌株４株，经过比对鉴定，复配后菌株未发生变异。发
酵后的４种菌株按该比例复配制成微生物复合菌剂，用于发
酵生产改良盐碱地的生物有机肥。

２．６　大田试验结果
２．６．１　不同施肥量对盐碱土 ｐＨ值、含盐量、有机质含量的
影响　将生物有机肥施于盐碱地中，处理时间为１５０ｄ，每隔
３０ｄ测定各处理的 ｐＨ值、全盐含量、有机质含量变化情况。
从表４可以看出，随着施肥时间和施肥量的增加，各施肥处理
的盐碱土ｐＨ值、含盐量、有机质含量均有不同程度的变化，
主要表现为随着施肥时间和施肥量的增加，盐碱土 ｐＨ值、含
盐量均下降，其下降程度与施肥量呈正比；而土壤有机质含量

随施肥时间延长有所上升，其上升程度与施肥量呈正

比［１６－１７］。对照组的ｐＨ值、全盐含量以及有机质含量均无太
大变化。综上，施用生物有机肥对降低盐碱土 ｐＨ值、含盐量
和增加土壤有机质含量有较好效果。

２．６．２　不同施肥处理对作物生长的影响　将生物有机肥施
于盐碱地１５ｄ后，在各处理的地里分别栽种紫花苜蓿，于栽
种１５ｄ后测其出苗率，于栽种１２０ｄ后测其株高、计算产量。
由表５可以看出，随着施肥量增加，紫花苜蓿的出苗率、株高、
产量均有不同程度的增加，其增加量和施肥量呈正比［１８］，其

中处理１、处理２的紫花苜蓿出苗率、株高、产量较对照有较
大增幅，而处理３较处理２增幅不明显，综合考虑成本等因
素，应以处理２为标准进行大规模应用。
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表４　不同施肥处理对盐碱土ｐＨ值、含盐量、有机质含量的影响

性状 处理 ５月２０日 ６月１９日 ７月１９日 ８月１８日 ９月１７日
ｐＨ值 ＣＫ ８．８３±０．１６ｄ ８．７７±０．１３ｄ ８．７１±０．０６ｄ ８．６２±０．１４ｄ ８．５５±０．０８ｄ

处理１ ８．５５±０．２２ｃ ８．３６±０．０７ｃ ８．１８±０．０８ｃ ７．９９±０．０４ｃ ７．８４±０．１１ｃ
处理２ ８．４３±０．１１ｂ ８．１７±０．１４ｂ ７．８９±０．１５ｂ ７．５７±０．０７ｂ ７．４２±０．０３ｂ
处理３ ８．３４±０．０５ａ ７．９８±０．８０ａ ７．７８±０．０６ａ ７．４４±０．０３ａ ７．３１±０．０７ａ

全盐含量（ｇ／ｋｇ） ＣＫ １４．４５±０．０３ｂ １４．２３±０．１１ｂ １４．０８±０．０４ｃ １３．９４±０．０８ｃ １３．８２±０．０７ｃ
处理１ １２．５８±０．０４ａ １１．１４±０．０３ａ １０．３１±０．０６ｂ ８．６２±０．０２ｂ ７．３３±０．０７ｂ
处理２ １１．７４±０．０１ａ １０．３６±０．０４ａ ８．１３±０．０２ａ ６．７７±０．０３ａ ５．４８±０．０３ａ
处理３ １０．５１±０．０２ａ ９．４８±０．０５ａ ７．７４±０．０７ａ ５．８３±０．０４ａ ４．４６±０．１０ａ

有机质含量（ｇ／ｋｇ） ＣＫ １１．２５±０．１２ｂ １１．２３±０．１９ｂ １１．１４±０．１６ｂ １１．１９±０．２０ｂ １１．１２±０．２２ｂ
处理１ １２．４８±０．１４ａｂ １３．６３±０．１８ａｂ １５．４６±０．１８ａｂ １５．８４±０．２３ａｂ １５．８７±０．２４ａｂ
处理２ １３．５１±０．１１ａ １５．８７±０．２０ａ １７．８９±０．１５ａ １８．６３±０．１９ａ １８．８８±０．２１ａ
处理３ １４．８８±０．１３ａ １８．１２±０．２１ａ １９．５４±０．１９ａ ２０．５６±０．２１ａ ２０．５７±０．２２ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。下同。

表５　不同施肥处理对紫花苜蓿出苗率、成熟株高、产量的影响

处理
出苗率

（％）
株高

（ｃｍ）
产量

（ｋｇ／ｈｍ２）
ＣＫ ６４．２±１．２２ ５４．６±２．５２ｃ ５５７７．４±１３２．２
处理１ ７９．６±１．５６ ６７．２±１．８８ｂ ７８４３．７±１１９．６
处理２ ８３．４±１．０３ ７２．６±１．２４ａ ８９３２．５±１４７．４
处理３ ８４．５±１．６２ ７３．３±１．１８ａ ９０３１．６±１０３．８

３　结论与讨论

由于陕西省渭北卤泊滩地区盐碱地地下水位较高、含盐

量高，同时蒸发量较大、降水量小，盐碱地改善治理面临严峻

形势。因为盐碱地土壤盐分的大量积累，导致土壤黏性增加、

透气性差，土壤孔隙度和容重变化，土壤温度降低，土壤中有

益微生物生长缓慢，造成土壤冷、硬、板结现象，最终导致盐碱

土养分低，肥力不足，影响农业经济可持续发展［１９］。

本研究从食盐厂附近的土壤中筛选分离得到４株耐盐菌
株ＮＹ１６、ＮＹ５、ＮＹ３５、ＮＹ４１，经过形态学生理生化鉴定，这４
株菌分别为假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）、枯草芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）、酵母
菌。为进一步提高其耐盐性，对这４种菌分别进行 Ｈｅ－Ｎｅ
激光诱变，然后选育正突变株，用高盐碱培养基进行复筛，将

复筛得到的菌株按不同比例进行复配，检测其发酵结果，得到

菌株ＮＹ１６、ＮＹ５、ＮＹ３５、ＮＹ４１的最佳配比为２∶２∶１∶１，将
菌株按该比例复配后用于发酵生产生物有机肥。将所产菌肥

以不同添加量作用于盐碱地中，定期检测、记录土壤 ｐＨ值、
全盐含量、有机质含量变化，并于施肥１５ｄ后种植紫花苜蓿，
在种植紫花苜蓿后的１２０ｄ内，测其出苗率、成熟株高、总产
量，结果显示本研究制备的复合菌剂发酵生产的生物有机肥

既可有效降低盐碱地的ｐＨ值、含盐量，又能极大程度地改善
土壤有机质含量，具有很好的社会效益，可进行大规模应用。
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