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　　摘要：为获得耐盐促生菌株并明确其促生特性，通过耐盐试验和ＡＣＣ脱氨酶活性对沿海滩涂盐碱地土壤中的微
生物进行分离筛选，得到５株耐盐菌株，其中Ｂ７的耐盐活性最强。接着采用平皿法和盆栽法研究了盐胁迫下黄瓜种
子发芽及盆栽试验中Ｂ７对黄瓜的耐盐促生作用。同时对 Ｂ７的多种促生能力进行测定，最后通过菌株形态、生理生
化特征测定及其１６ＳｒＤＮＡ序列鉴定出Ｂ７菌株为巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）。研究结果表明，该菌株能明显
提高黄瓜耐盐促生能力，同时具有产吲哚乙酸（ＩＡＡ）、产氨、固氮及解磷等多种促生能力，因而具有广泛的应用前景。
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　　土壤盐渍化是一个全球性的农业问题，是当前威胁全球
农业生产和农作物产量的主要非生物胁迫因子，目前全球有

５０％的灌溉土地受到不同程度的盐害［１］。中国盐渍土壤的

分布范围广、类型多，总面积约１亿 ｈｍ２，而且盐碱地面积正
逐年增加［２］。如何改良和利用大面积盐渍化土地，以及保护

并提高重要的经济作物抵抗盐胁迫的能力是当前国际社会亟

待解决的重要农业科技问题。目前，主要生物改良方法是培

育并种植耐盐碱作物，如种植柽柳、水稻、向日葵以及耐盐植

物田菁、紫穗槐等，此外还有耐盐转基因植物的研究，但该类

方法往往周期长、花费大，同时，植物转基因方法还未被社会

广泛接受和认可［３］。

根际微生物是指在植物根系土壤范围内生长繁殖细菌、

放线菌、真菌等微生物。大多数根际微生物对植物无害且对

植物生长有促进作用。这些根际微生物具有固氮、溶磷、产生

植物生长激素、铁载体以及诱导植物抗性的功能。利用根际

微生物提高盐碱地作物耐盐促生能力的方法具有投资少、见

效快、效益高等特点。因此有关根际微生物耐盐促生的功能

活性研究已经受到相关研究者的广泛关注［４］。

本研究拟对沿海滩涂植物根系周围土壤中耐盐微生物进

行筛选，并对筛选出的优势耐盐菌株耐盐特性、多种促生能力

及其对盐胁迫下黄瓜种子发芽及盆栽试验中的耐盐促生作用

进行研究。最后通过菌株形态、生理生化特征测定及其１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列初步鉴定出耐盐优势菌株的种属，以期为提高农
作物抗盐能力提供新策略。

１　材料与方法

１．１　样品采集
土样采自江苏省南通市启东吕四镇的海边滩涂，土壤采

样深度为５～２０ｃｍ，采回的土壤经风干、粉碎后过１００目筛待
用。

１．２　主要仪器
超净工作台（ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ），上海新苗医疗器械公司；

高速冷冻离心机（Ｆｒｅｓｃｏ１７），美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；高压蒸汽灭
菌锅（ＬＤＺＸ－５０ＦＢ），上海博迅实业有限公司；数显 ｐＨ计
（ＰＨＳ－３ＴＣ），上海天达仪器有限公司；紫外可见分光光度仪
（ＵＶ－２４５０），日本岛津公司；恒温摇床（ＴＳ－２１０２），上海天
呈实验仪器制造有限公司；光学显微镜（ＣＸ２１），日本奥林巴
斯公司。

１．３　主要试剂与培养基
２－羟基丁二酸，２－甲基 －３－羟基 －４，５－二羟甲基吡

啶盐酸盐，哌嗪－１，４－二乙磺酸，吲哚－３－乙酸，三氧化钼，
乙二胺四乙酸铁钠等购于上海阿拉丁生化科技有限公司；胰

蛋白胨，酵母粉，琼脂粉，氯化钠，α－氨基吲哚基丙酸，维生
素Ｈ，考马斯亮蓝，奈斯勒试剂和钼酸钠等购于上海国药集团
化学试剂有限公司。

ＬＢ培养基，无机磷和有机磷培养基，ＣＡＳ检测平板，ＡＦ
培养基，ＤＦ培养基和 ＡＤＦ培养基，无色氨酸 Ｋｉｎｇ培养基，
ＷＡ培养基，ＮＡ培养基等［５－７］。

１．４　耐盐菌株的分离筛选
１．４．１　土壤菌株分离纯化　取处理好的土样１ｇ悬浮于装
有 １００ｍＬ无菌水的 ２５０ｍＬ三角锥形瓶中，在 ３０℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡３０ｍｉｎ，静置１０ｍｉｎ，得到土壤悬浮液。
然后将此悬浮液稀释为原始浓度的１０－１～１０－５倍，涂布于ＬＢ
培养基平板上，于３０℃在恒温培养箱中培养２４ｈ后，挑取各
种不同类型的单菌落，经过多次平板纯化后，接种于 ＬＢ斜面
并在４℃冰箱中保存备用。
１．４．２　菌株耐盐能力测定［８］　利用含一定 ＮａＣｌ浓度的 ＮＡ
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培养基筛选耐盐菌株。用移液器分别取土壤稀释液０．１ｍＬ
涂布于盐浓度为６％的培养基平板上，３０℃培养３ｄ，以相同
条件下各平板中菌落数量多少来筛选耐盐优势菌株。

１．４．３　耐盐菌株ＡＣＣ脱氨酶活性测定　通过制作 α－丁酮
酸标准曲线来测定 α－丁酮酸含量：按照赵龙飞等所述方
法［９］，测定菌株粗酶液在 ５４０ｎｍ波长下的吸光度，并以
α－丁酮酸标准品的浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）为横坐标，以吸光度
（Ｄ５４０ｎｍ）为纵坐标，绘制 α－丁酮酸标准曲线，计算粗酶液中
的α－丁酮酸含量。

ＡＣＣ脱氨酶比活力测定：参照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ的方法［１０］比色测

定细胞提取液中总蛋白质含量，以牛血清白蛋白作为标准物，

绘制牛血清白蛋白标准曲线。参考 Ｓａｌｅｈ等的方法［１１］，以反

应体系中每毫克菌体蛋白酶每小时催化 ＡＣＣ脱氨生成
α－丁酮酸的微摩尔量表示 ＡＣＣ脱氨酶活性，其单位为
μｍｏｌ／（ｍｇ·ｈ），设置空白对照。测定结果为３次重复值。
１．５　优势耐盐菌株Ｂ７的各种促生能力测试
１．５．１　Ｂ７固氮能力的测定［１２］　活化细菌，挑取单菌落于ＬＢ
培养液中培养 １８ｈ，分别吸取 １０μＬ菌液到固氮培养基
（ＮＦｂ）平板上，菌株能在 ＮＦｂ中生长，且能使培养基变蓝者
视为有固氮活性，记录为“＋”，不变色记录为“－”。
１．５．２　Ｂ７菌株解磷能力测定　参照 Ｒｉｂｅｉｒｏ等所述方
法［１３－１４］，活化Ｂ７菌株，挑取单菌落于２ｍＬＬＢ培养液中培养
１８ｈ，分别吸取１０μＬ菌液到有机磷培养基（ＯＰＡ）和无机磷
培养基（ＮＰＡ）平板上，２８～３０℃培养９６ｈ。观察方法：ＮＰＡ
平板上有无透明圈，有透明圈者记录为“＋”，无透明圈者记
录为“－”；ＯＰＡ平板上有浑浊斑记为“＋”，无浑浊斑则记录
为“－”；
１．５．３　Ｂ７菌株产嗜铁素活性的检测　通过 ＣＡＳ检测平板
法进行细菌产嗜铁素活性检测［１５］。根据检测平板中是否产

生橘黄色晕圈来判断菌株是否能产生嗜铁素。观察方法：

ＣＡＳ平板上有橘黄色晕圈者记录为“＋”，无橘黄色晕圈者记
录为“－”。
１．５．４　Ｂ７菌株产 ＩＡＡ能力测定　参照 Ｗｉｃｈｎｅｒ等的方
法［１６－１７］，将分离纯化后的菌株接种于具有 Ｌ－色氨酸的 ＬＢ
液体培养基中，摇床培养２４ｈ。取５０μＬ菌悬液滴于白色陶
瓷板上，加入等量 Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ显色液进行显色反应，同时以加
入等量ＩＡＡ标准液作为阳性对照，在室温、避光条件下放置
显色０．５ｈ，颜色变红者表示能够产生ＩＡＡ。
１．５．５　Ｂ７菌株产氨能力测定　产氨能力的测定参照康贻军
等的方法［５］。将菌株转接到含１０ｍＬ蛋白胨水（１０ｇ／Ｌ）试管
中，２８℃培养４８ｈ，每管加入０．５ｍＬＮｅｓｓｌｅｒｓ试剂，颜色由褐
色转为黄色的表明有氨产生。试管中溶液由褐色转为黄色者

记录为“＋”，试管中溶液不变色者记录为“－”。
１．５．６　菌株赋值评估　根据以上促生能力测试结果，对耐盐
优势菌Ｂ７的促生潜力进行赋值评估，具有某种促生能力时
赋１分，没有该促生能力时赋０分。
１．５．７　Ｂ７菌株酸产碱能力测定　取Ｂ７菌悬液２００μＬ加到
ＮＦＭ培养基（５０ｍＬ）中，在摇床上以１８０ｒ／ｍｉｎ、３０℃条件下
培养３ｄ。观察颜色，若培养液变成黄色则说明此菌株是产酸
菌株；若变成蓝色则说明此菌株是产碱菌株。

１．６　耐盐生长曲线的测定
配制不同氯化钠浓度（２％、４％、６％、８％、１０％）的 ＬＢ液

体培养基，将Ｂ７接种至不同盐浓度的培养基中，在摇床上以
１８０ｒ／ｍｉｎ、３０℃条件下培养２４ｈ后取出，在６００ｎｍ波长下测
定其吸光度，以盐浓度为横坐标，Ｄ值为纵坐标，制作耐盐生
长曲线。

１．７　菌株理化性质检测
参照《常见细菌系统鉴定手册》［１８］和《伯杰细菌鉴定手

册》（第８版）［１９］进行耐盐优势菌株 Ｂ７的形态和生理生化
鉴定。

１．８　菌株Ｂ７分子学鉴定
将菌株用ＬＢ液体培养液培养至对数生长期，离心收集

菌体，采用Ｅｚｕｐ柱式细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒，提取总基
因组ＤＮＡ，采用通用引物２７Ｆ／１４９２Ｒ（正向引物５′－ＡＧＴＴＴＧＡ
ＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，反向引物：５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－
３′）进行１６ＳｒＤＮＡ基因扩增。产物测序后，将测序的结果输
入ＮＣＢＩ网站上的ＢＬＡＳＴ程序进行比对，构建系统发育树以
确定菌株的分类。

１．９　菌株Ｂ７对黄瓜发芽的促生试验
取黄瓜种子适量放入烧杯中进行消毒灭菌，然后用无菌

水清洗３次；把上述已清洗好的黄瓜种子放入耐盐菌株Ｂ７菌
液中浸泡６ｈ，备用。准备适量的培养皿，将脱脂棉平铺在培
养皿底层，盖好后灭菌待用；配置不同盐浓度的氯化钠溶液，

灭菌后倒入培养皿中并没过脱脂棉，做好标记；将已经浸泡过

菌液的黄瓜种子放入不同盐浓度的培养皿中，每个培养皿中

放４０个种子（以加蒸馏水的培养皿作为空白对照），放入光
照培养箱中２５℃培养７ｄ（前３ｄ暗培养，后４ｄ１２ｈ光照培
养，１２ｈ暗培养）；试验结束后记录黄瓜种子发芽率、鲜质量
和干质量（每组３个重复）。
１．１０　菌株Ｂ７对盆栽黄瓜的促生试验

取黄瓜种子适量放入烧杯中进行消毒灭菌，然后用无菌

水清洗３次；把上述已清洗好的黄瓜种子放入耐盐菌株Ｂ７菌
液中浸泡６ｈ，备用。采用营养土与蛭石（体积比４∶１）混合
得到盆栽基质，然后在１２１℃灭菌１ｈ，冷却后装至穴盆中（长
１０ｃｍ×宽１０ｃｍ×高１０ｃｍ），每盆装入２００ｇ。分别设置空
白对照组（无盐胁迫）、盐胁迫组和盐胁迫加菌组，每组做５
个重复。每盆种入处理好的黄瓜种子３粒（盐加菌组的种子
先用菌株Ｂ７菌液浸泡６ｈ，空白组和盐胁迫组用灭菌水浸泡
６ｈ），接着用不同溶液浇灌（空白组用无菌水浇灌，盐加菌组
用菌株Ｂ７菌液混合２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液浇灌，盐胁迫组用
２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液浇灌），每周浇灌处理１次，其余时间都
浇灌无菌水，出苗后，算出发芽率和出苗率，然后每盆保留１
株幼苗，１个月后测定总根长、总投影面积、总根表面积、平均
根系直径和根尖数等生长指标及可溶性糖、赖氨酸含量等生

理指标。

１．１１　数据分析
采用Ｅｘｃｅｌ２０１０作图，ＳＰＡＳＳ１９．０进行数据分析。

２　结果与分析

２．１　耐盐细菌的分离筛选
采用平板稀释法共分离出２７株菌株，经过耐盐试验的定
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性筛选，共有５株耐盐菌株。耐盐菌株命名分别为 Ｂ１、Ｂ３、
Ｂ５、Ｂ６和Ｂ７，其余２２个菌株都没有在６％盐浓度的平板上长
出来。５个菌株耐盐试验结果（表１）显示，Ｂ７菌株的耐盐活
性最强。同时，菌株ＡＣＣ脱氨酶活性试验结果（表２）显示，
菌株Ｂ７的ＡＣＣ脱氨酶活性最强，达到０．８５２Ｕ／（ｍｇ·ｈ）。
由耐盐试验和各菌株 ＡＣＣ脱氨酶活性试验结果可知，Ｂ７菌
株的耐盐能力和ＡＣＣ脱氨酶活性都优于其他几个耐盐菌株，
因此选择Ｂ７菌株进行进一步研究。

表１　不同菌株在６％盐浓度下的菌落数

菌株种类 菌落数

Ｂ１ １５２
Ｂ３ ８０
Ｂ５ １２６
Ｂ６ １８
Ｂ７ １２１６

表２　不同菌株的ＡＣＣ脱氨酶活性

菌株种类
ＡＣＣ脱氨酶活性
［Ｕ／（ｍｇ·ｈ）］

Ｂ１ ０．０２０
Ｂ３ ０．０３２
Ｂ５ ０．５２５
Ｂ６ ０．２７７
Ｂ７ ０．８５２

２．２　Ｂ７菌株促生能力测试结果
通过对Ｂ７菌株的ＡＣＣ脱氨酶活性、固氮、解磷、产嗜铁

素、产ＩＡＡ、产氨等促生能力测试，对耐盐优势菌Ｂ７的促生潜
力进行赋值评估。结果表明，Ｂ７菌株具有ＡＣＣ脱氨酶活性、
产ＩＡＡ、产氨、固氮、解磷（表３），因此，Ｂ７菌株具有很好的促
生潜能力。

表３　Ｂ７菌株促生潜力赋值评估

促生能力种类 促生效果 得分

ＡＣＣ脱氨酶 ＋ １
产ＩＡＡ ＋ １
固氮（ＮＦｂ） ＋ １
解磷（ＮＰＡ） ＋ ０
解磷（ＯＰＡ） ＋ １
嗜铁素活性 － ０
产氨 ＋ １
总分 ５

　　注：ＮＰＡ代表用于筛选无机磷细菌的培养基；ＯＰＡ代表用于筛
选有机磷细菌的培养基；ＮＦｂ代表用于筛选有固氮活性细菌的培养
基。“＋”表示阳性，“－”表示阴性，表４同。

２．３　Ｂ７菌株对盐的耐受结果
Ｂ７菌株在不同盐浓度下的生长情况如图１所示，由图１

可知，Ｂ７菌株对氯化钠有较宽的适应范围，在盐浓度达到
６％的情况下仍然可保持较高的菌体浓度，０～８％的盐浓度下
均可生长，最适盐浓度为４％～６％。
２．４　Ｂ７菌株理化性质检测

经平板划线观察菌株 Ｂ７形态特征。结果显示，Ｂ７菌落
较小，白色，边缘整齐，表面光滑湿润，不透明，幼龄菌体为不

规则杆状，端圆。菌株Ｂ７的生理生化特性为革兰染色阳性，

好氧，化能异养，淀粉水解、明胶液化、葡萄糖发酵、伏 －普
（Ｖ－Ｐ）试验和靛基质（吲哚）试验试验均为阳性（表４）。

表４　Ｂ７菌株的生理生化特性

试验项目 试验结果 试验项目 试验结果

革兰氏染色 ＋ 明胶液化 ＋
甲基红测定 － 淀粉水解 ＋
好氧性 好氧 葡萄糖发酵 ＋
Ｖ－Ｐ测定 ＋ 硫化氢试验 －
靛基质（吲哚）试验 ＋ 柠檬酸盐利用 －

２．５　株Ｂ７分子学鉴定
通过对菌株 Ｂ７提取 ＤＮＡ，并以该 ＤＮＡ为模板，１６Ｓ

ｒＤＮＡ通用引物为引物，对１６ＳｒＤＮＡ片段进行扩增，将扩增
的片段直接进行序列测定，将测序的结果输入 ＮＣＢＩ网站上
的ＢＬＡＳＴ程序进行比对，结果（图２）显示，该菌株１６ＳｒＤＮＡ
序列与ＧｅｎＢａｎｋ基因库中芽孢杆菌属中 Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
的１６ＳｒＤＮＡ序列同源度最高，同源率达到 １００％。通过
ＤＮＡＭＡＮ６．０对ＧｅｎＢａｎｋ中已有的芽孢杆菌属的１６ＳｒＤＮＡ
序列进行遗传进化分析，结果显示，菌株 Ｂ７的１６ＳｒＤＮＡ与
Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ同源性最高，结合该菌株的生理生化特
性，鉴定菌株为芽孢杆菌属的巨大芽孢杆菌。

２．６　菌株Ｂ７对黄瓜发芽的促生试验结果
由表５可知，Ｂ７菌株菌液加盐胁迫处理组的发芽率是盐

胁迫组的１．２５倍，鲜质量是其１．２３倍，说明耐盐促生菌菌株
Ｂ７对黄瓜种子具有明显的耐盐促生作用。
２．７　菌株Ｂ７对黄瓜盆栽的促生试验结果

由表６、表７可知，Ｂ７菌株加盐胁迫组比盐胁迫组黄瓜种
苗的总根长、总投影面积、总根表面积、平均根系直径和根尖

数分别提高１０．６％、１４．３％、１３．１％、３２．７％、７．１％，葡萄糖、
脯氨酸含量分别提高了８９３％、１５５％，因此，Ｂ７菌株对黄瓜具
有明显的耐盐促生作用。

３　结论

从沿海滩涂土壤中筛选到的菌株 Ｂ７具有较强的耐盐促
生能力，运用分子生物学鉴定方法及生理生化试验鉴定出菌

株Ｂ７为巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）。黄瓜平皿发芽
试验和盆栽试验结果表明，Ｂ７菌株对黄瓜在盐胁迫下的生长
具有明显促进作用。同时，Ｂ７菌株具有产吲哚乙酸（ＩＡＡ）、
产氨、固氮及解磷等多种促生能力，因此该菌株在植物促生尤

其是作物耐盐促生方面具有广泛的应用前景。
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表５　Ｂ７菌株对黄瓜种子发芽的影响

处理
平均发芽率

（％）
平均鲜质量

（ｍｇ）
平均干质量

（ｍｇ）

空白对照（加水） ７１．６７±４．１６ ６６．２２±４．２２ ２１．２８±１．１１
盐胁迫（２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ） ４７．５０±２．５０ ４３．７１±０．５６ ２１．９０±０．２６
Ｂ７菌株＋盐胁迫（２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ） ５９．３３±３．０６ ５３．９７±０．９０ ２０．５１±０．１８

表６　耐盐菌株Ｂ７在盆栽试验中对黄瓜种苗生长指标的影响

处理
总根长

（ｍｍ）
总投影面积

（ｃｍ２）
总根表面积

（ｃｍ２）
平均根系直径

（ｍｍ）
根尖数

（个）

空白对照 ２２７．４０±３４．５０ １６．９５±２．５３ １４．３４±０．４９ １８４．００±１４．１０ ５７．００±３．０
Ｂ７菌株＋盐胁迫 ６１．７７±３．７０ ９．０３±２．５６ １２．０４±０．９７ ８８．００±８．６６ ５５．３３±１．５２
盐胁迫 ５５．８４±１．６７ ７．９０±０．１４ １０．６５±２．６３ ６６．３３±１０．０７ ５１．６７±０．５８

表７　Ｂ７在盆栽试验中对黄瓜种苗生理指标的影响

处理
可溶性糖含量

（μｇ／ｇ）
脯氨酸含量

（ｍｇ／ｇ）

空白对照 ２．５１±０．２２ ０．６１±０．１３
Ｂ７菌株＋盐胁迫 １５．１０±０．５６ １．８９±０．２５
盐胁迫 １．５２±０．３５ ０．７４±０．２２
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