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摘  要  植物根际促生菌（PGPR）具有促进植物生长的作用. 从盐碱地植物根际土壤中分离筛选耐盐菌，测定其在盐

胁迫下的1-氨基环丙烷-1-羧酸（ACC）脱氨酶活性、吲哚乙酸（IAA）合成能力、嗜铁素合成能力、无机磷溶解能力，

以及在Ashby无氮培养基上的生长情况；并对同时具有以上促生功能的耐盐菌进行不同盐浓度下的促生功能测定、

小黄白（白菜Brassica pekinensis的一个品种）种子萌发促生实验和菌株鉴定. 结果显示，在筛选得到的15株耐盐菌

中，菌株YZX4在10 g/L NaCl浓度下同时具有多种促生特性. 在不同盐浓度下促生功能测定实验中，当盐浓度为10 g/L 
时，菌株的ACC脱氨酶活性（以α-KA/Pr计）、IAA合成量和嗜铁素相对含量最高，分别为11.07（±1.89）µmol mg-1 h-1、
36.42（±1.81）mg/L和0.61（±0.15），且随着盐浓度的增加而降低；在20 g/L盐浓度下，该菌株的固氮量、有机磷溶解量

和无机磷溶解量最高，分别为4.79（±1.61）mg/L、1.68±（0.04）mg/L和23.77（±1.30）mg/L. 在小黄白种子萌发促生实验

中，当盐浓度为5.84 g/L 时，YZX4的菌液（105 CFU/mL）对小黄白的种子萌发率、幼苗根、茎长和平均鲜重分别提高了
7.19%、17.33%、23.85%和22.69%. 根据形态特征、生理生化鉴定结果和16S rDNA序列分析，初步确定菌株YZX4为油菜

假单胞菌（Pseudomonas brassicacearum）. 上述研究结果表明在盐胁迫下同时具备多种促生特性的菌株YZX4可作为

盐碱地改良微生物菌剂的优良菌源. （图6 表4 参37）
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Abstract   Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) play an important role in plant growth in saline soils. To study the 
mechanisms of action of PGPRs under certain NaCl concentrations, saline rhizosphere soil was screened for salt-tolerant 
bacteria with plant growth-promoting traits, such as 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) deaminase activity, indole 
acetic acid (IAA) and siderophore production, growth on Ashby medium, and inorganic phosphate solubilization. The strain 
with the greatest growth-promoting functions was identified and tested for its effect on Chinese cabbage (Brassica pekinensis) 
seed germination and plant growth under different salt concentrations. Strain YZX4 was found to have greater plant growth-
promoting activity than the other strains tested. YZX4 showed the highest ACC deaminase activity (11.07 ± 1.89 µmol α-KA/[mg 
Pr·h]), IAA production (36.42 ± 1.81 mg/L), and siderophore production (0.61 ± 0.15) in the presence of 10 g/L NaCl. These 
activities all decreased with increasing NaCl concentrations from 10 g/L to 100 g/L. YZX4 had the highest nitrogen fixation 
and organic phosphate and inorganic phosphate solubilization ability in 20 g/L NaCl, reaching 4.79 ± 1.61 mg/L, 1.68 ± 0.04 
mg/L, and 23.77 ± 1.30 mg/L, respectively. Compared with the control group, YZX4 (105 CFU/mL) markedly increased the 
germination rate (7.19%), root length (17.33%), stem length (23.85%), and fresh weight (22.69%) of Chinese cabbage in 5.84 g/
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利用环境友好的生物方法治理盐碱地已成为当前研究
重 点，生物法主 要包括耐盐植物法和耐盐微 生物法，其中
可促进植物生长的植物根际促生菌（Plant growth promoting 
rhizobacteria，PGPR）更是受到了研究者的关注. PGPR是指
定植于植物根部系统并能促进植物生长的细菌 [1]，其促进植
物生长的作用机制主要包括：（1）吲哚乙酸（IAA）等生长激
素合成 [2]；（2）1-氨基环丙烷-1-羧酸（ACC）脱氨酶合成 [3]；
（3）嗜铁素合成 [4]；（4）固氮[5]；（5）溶磷 [6]等. 

大量研究表明，PGPR可以促进盐胁迫下植物的生长. 如
郑娜等筛选得到的具有ACC脱氨酶活性和IAA合成能力的
Variovorax sp. TY4204可以缓解番茄盐胁迫并促进番茄的生
长[7]；Egamberdieva等筛选的具有IAA合成能力的Pseudomonas 
aureantiaca TSAU22对盐胁迫环境下小麦的生长有明显的促进
作用[8]；Bal等筛选的具备ACC脱氨酶活性的Alcaligens sp. SB1-
ACC2可以有效地促进盐胁迫下水稻的种子萌发和植株生长[9]；
Sharma等筛选的耐盐Ochrobactrumanthropi MBE03具备IAA合
成能力、ACC脱氨酶活性和溶磷能力等多种促生特性，且可以
提高花生对盐胁迫的耐受性[10]. 

目前关于耐盐PGPR的研究，主要着重于先研究其促生
特性，然后再探究其耐盐能力，对于微生物在盐胁迫环境下
的促生特性的研究相对较少，这可能会忽视实际应用中的盐
胁迫对菌株促生特性的影响，以致耐盐PGPR不能更好地发
挥其促生作用. 本研究从盐碱土植物根际土壤中分离筛选在
10 g/L盐浓度下同时具有多种促生特性的耐盐菌，测定其在
不同盐浓度下的ACC脱氨酶活性、IAA合成能力、嗜铁素合
成能力、固氮能力和溶磷（无机磷和有机磷）能力，最后考
察菌株对小黄白的种子萌发和幼苗生长的促进作用. 

1  材料与方法
1.1  材 料
1.1.1   样品来源 　 　 采自内蒙 古包 头 某 盐碱 地 的 盐 角草
（Salicornia europaea）、盐地碱蓬（Suaeda salsa）、猪毛蒿
（Artemisia scoparia）、芦苇（Phragmites australis）、芒颖大
麦草（Hordeum jubatum）等植物的根际土壤. 
1.1.2   培养基 　 　 牛肉膏 蛋白胨 培 养 基；DF盐 培 养 基以
及 A DF盐 培 养 基 [11]；CCM培 养 基 [12]；M K B培 养 基 [13]；
Pikovskaya培养基 [14]；Ashby无氮培养基 [15]. 
1.1.3  主要试剂与仪器　　ACC标准品购自上海毕得医药科
技有限公司，IAA标准品购自梯希爱（上海）化成工业发展有
限公司，其他化学试剂为分析纯. 主要仪器为多功能微孔板
检测仪（Synergy HTX），凯氏定氮仪（Kjeltec 2200），双槽梯
度PCR仪（S1000）等. 

1.2  方 法
1.2.1  耐盐菌的分离筛选　　用无菌水冲洗植物根部，得到根
际土壤原液，将其稀释103、104、105、106倍后，涂布到含10 g/L 
NaCl的牛肉膏蛋白胨培养基上. 将培养皿倒置30 ℃恒温培养1-4 
d后，挑取不同类型的典型单菌落，经纯化后4 ℃斜面保藏. 

1. 2 . 2   耐盐菌的促生特性　　ACC脱氨 酶活性 测定参照
Penrose等的方法[16]，以单位蛋白含量的细菌菌体在单位时间
内产生α-丁酮酸（α-KA）的量，即µmol mg-1 h-1表示菌株ACC
脱氨酶的活性. IAA合成能力测定培养基为含1 g/L NH4NO3

和100 mg/L L-色氨酸的CCM液体培养基，IAA含量测定参
考Glickmann和Dessaux的方法[17]. 嗜铁素合成能力测定参考
王平等的方法[13]，并对嗜铁素相对含量进行定义：样品在630 
nm处测定的吸光度值为A，未接菌的空白对照吸光度值记为
Ar，A/Ar代表样品中嗜铁素的相对含量，A/Ar值在0-1.0之间代
表菌株具有嗜铁素合成能力，且A/A r值越小代表嗜铁素相对
含量越高[18]. 无机磷溶解能力测定：将菌株接种于Pikovskaya
培养基中，以未接菌为空白对照，30 ℃、180 r/min培养，隔0.5 
d取样（0 d开始），将培养液11 000 r/min离心5 min后，取上
清液用钼锑抗比色法测定速效磷含量[19]，同时测定上清液pH
值. 有机磷溶解能力测定：将菌株接种于含有0.5 g/L蛋黄卵磷
脂的Pikovskaya基础培养基[不含Ca3(PO4)2]中，以未接菌为空
白对照，30 ℃、180 r/min培养4 d，将培养液11 000 r/min离心
5 min后，取上清液用钼锑抗比色法测定速效磷含量. 固氮能
力定性测定：将菌株接种于Ashby无氮固体培养基中，30 ℃培
养，观察菌株的生长情况；固氮能力定量测定：将菌株接种于 
Ashby无氮液体培养基中，以未接菌为空白对照. 28 ℃、120 r/
min培养6 d后，用凯氏定氮仪测定培养液中的总氮含量. 
1.2.3 菌株耐盐碱能力　　耐盐能力：将菌株分别接种到含
有0、20、50、70、100、120、150、200 g/L NaCl的牛肉膏蛋白
胨培养基（pH = 7.2）中，以不接菌的牛肉膏蛋白胨培养基作
为空白对照，30 ℃、180 r/min摇床培养2 d后，测定培养液在
600 nm处的吸光值（OD600 nm）. 耐碱能力：将菌株分别接种
到pH为7、8、9、9.5、10、11的含20 g/L NaCl牛肉膏蛋白胨培
养基中，以不接菌的牛肉膏蛋白胨培养基作为空白对照，30 
℃、180 r/min培养2 d后，测定培养液在600 nm处的吸光值
（OD600 nm）. 
1.2.4  种子萌发试验　　选取发育时间相同、重量相似的小
黄白种子，并进行表面消毒（70%酒精浸泡5 min，无菌水冲
洗3次）. 用5.84 g/L无菌NaCl溶液将YZX4菌液稀释至104和
105 CFU/mL，分别加到装有3层滤纸并已灭菌烘干的培养皿
中，将滤纸充分均匀润湿，以5.84 g/L无菌NaCl溶液为空白对
照（CK）. 取经表面消毒的小黄白种子置于滤纸上. 30 ℃培
养3 d后，测定每皿种子萌发率、幼苗根茎长以及平均鲜重. 
运用SPSS 17.0软件对小黄白种子萌发实验中结果进行单因素
方差分析. 
1.2.5 菌株鉴定　　形态特征和生理生化特征参照《常见细
菌系统鉴定手册》测定 [20].  利用试剂盒提取菌体总DNA，以
菌体总DNA为模板，采用通用引物27F（5′-AGAGTTTGAT-
CCTG G CTCAG -3′）和 1492R（5′- G GT TACCT TGT TA-
CGACTT-3′）进行PCR扩增. 将扩增得到的PCR产物交至上海
生工公司进行测序，将测序所得基因序列提交GenBank数据
库，用BLAST 进行序列对比分析. 选取同源性高的相关序列

L NaCl. Moreover, bacterial morphological observations, physiological and biochemical identification, and 16S rDNA analysis 
showed that strain YZX4 was Pseudomonas brassicacearum. These results indicate that YZX4 has the potential for use in 
microbial fertilizer, which could be used to promote plant growth under certain NaCl concentrations.

Keywords  halotolerant bacteria; plant growth promoting rhizobacteria;1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC)
deaminase; siderophore; indole acetic acid (IAA); nitrogen fixation; phosphate solubilization
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采用MEGA 6.0软件进行比对分析，并用邻近法构建进化树. 

2  结果与分析
2.1  耐盐菌的分离筛选

以10 g/L NaCl为筛选条件，从盐碱地原生植物根际土壤
中共得到15株耐盐菌，具体的ACC脱氨酶活性、IAA合成能
力、嗜铁素合成相对含量、Ashby无氮培养基生长情况和无
机磷溶解能力测定结果见表1.  其中，菌株YZX4同时具有上
述促生特性，且ACC脱氨酶活性、IAA合成量和无机磷溶解
量最高，分别为11.07（±1.89）µmol mg-1 h-1、36.42（±1.81）mg/
L和15.45（±2.42）mg/L. 

2.2  不同盐浓度下菌株YZX4的促生特性
在不同盐浓度（10、20、50、100 g /L NaCl）下对菌株

YZX4的ACC脱氨酶活性、IAA合成能力、嗜铁素合成能力、固
氮能力和有机磷溶解能力进行定量分析，结果见表2. YZX4的
ACC脱氨酶活性、IAA合成能力和嗜铁素合成能力随着盐浓
度的增加而大幅减弱. 在10 g/L NaCl浓度下时ACC脱氨酶活
性、IAA合成量以及嗜铁素相对含量（A/Ar）最高，分别为11.07
（±1.89）µmol mg-1 h-1、36.42（±1.81）mg/L和0.61（±0.15）；
在20 g /L NaCl条件下固氮量最高，为4.79（±1.61）mg/L . 
YZX4在20 g/L NaCl条件下由最高的有机磷溶解量，为1.68 ±
（0.04）mg/L. 在盐浓度为20 g/L时，YZX4的溶解无机磷能力

最强（图1），此条件下培养2 d后培养液中的无机磷溶解量达

到23.77（±1.30）mg/L，pH达到最低值3.80（±0.04）. 对20 g/L 
NaCl浓度下培养液上清液中的无机磷溶解量和pH值之间作相

关性分析（图2），得到回归方程y = -7.668x + 52.483，相关性

系数R2 = 0.88，皮尔逊系数r = -0.939（P < 0.01），说明无机磷

溶解量与pH值在P < 0.01水平上呈显著负相关关系. 

2.3  菌株YZX4的耐盐碱能力
由图3可见，菌株YZX4的NaCl耐受范围为0-70 g/L，最适生

长的盐浓度为20 g/L，说明菌株具有较广泛的耐盐能力；在20 g/
L NaCl浓度下，碱性pH的耐受范围为7-9，最适生长的碱性pH为
9，该结果表明菌株YZX4在20 g/L 盐浓度下具有一定的耐碱能力. 

2.4  菌株YZX4的种子萌发促进作用
由表3和图4可得，菌株YZX4在5.84 g/L NaCl条件下对小

黄白的种子萌发和幼苗生长有显著的促进作用（P < 0.05）. 

与空白对照相比，菌株YZX4在菌液浓度为104 CFU/mL时，对

小黄白的种子萌发率、幼苗的根长、茎长和鲜重分别提高了

11.49%、26.23%、14.68%和20.17%；在菌液浓度为105 CFU/mL
时，对小黄白的种子萌发率、幼苗的根长、茎长和鲜重分别

提高了7.19%、17.33%、23.85%和22.69%. 

2.5  菌株YZX4的鉴定
菌株YZX4属于好氧性革兰氏阴性菌，菌落呈圆形、黄绿

表1  10 g/L盐浓度下耐盐菌株的促生特性
Table 1  The plant growth-promoting traits of salt-tolerant bacteria under 10 g/L NaCl

菌株
Strain

ACC脱氨酶活性
ACC deaminase activity
(α-KA, Λ/µmol mg-1 h-1)

IAA合成量
IAA production

(ρ/mg L-1)

嗜铁素相对含量
Siderophore production

(A/Ar)

无机磷溶解量b

Phosphate solubilizing
(ρ/mg L-1)

Ashby无氮培养基生长情况c

Growth on Ashby medium

YZX4 11.07 ± 1.89 36.42 ± 1.81 0.61 ± 0.15 15.45 ± 2.42 +
YX1   5.26 ± 0.83 30.22 ± 3.81 NDa 7.44 ± 0.31 +
YZX3   9.54 ± 1.96 31.34 ± 2.05 ND 5.35 ± 0.13 -
YZX11 ND  17.76 ± 0.26 0.77 ± 0.04 ND -
YX15 ND ND 0.90 ± 0.07 ND -
YX5 ND ND 0.38 ± 0.01 8.49 ± 0.76 +
YZX5 ND ND 0.40 ± 0.07 1.50 ± 0.36 +
YX4 ND ND ND 6.33 ± 0.45 +
YZX1 ND ND ND 8.49 ± 0.76 +
YZX2 ND ND ND 13.12 ± 1.36 +
YZX7 ND ND ND 6.58 ± 0.32 +
YZX7-2 ND ND ND 4.38 ± 0.21 +
YX7-2 ND 13.73 ± 2.94 ND ND +
YX8 ND 13.13 ± 2.01 0.51 ± 0.04 ND -
YX3 ND ND ND ND -

aND：未检出. b无机磷溶解量：培养过程中，接菌培养基速效磷含量减去空白对照速效磷含量后的最大速效磷含量. c固氮能力：“+”为菌株可在
Ashby无氮培养基中生长；“-”为菌株不可在Ashby无氮培养基中生长. 
aND: Not detected. bPhosphate solubilization caculated using the maximum available phosphorus content of the inoculation treatment medium minus the 
phosphorus content of the non-inoculation treatment medium (control group) during the cultivation. c “+” means that strains could grow in Ashby medium; “-” 
means that strains could not grow in Ashby medium.

表2  不同盐浓度下菌株YZX4的促生特性
Table 2  Plant growth promoting traits of strain YZX4 under different NaCl concentration

NaCl (ρ/g L-1) 10 20 50 100
ACC脱氨酶活性 ACC deaminase activity (α-KA, Λ/µmol mg-1 h-1) 11.07 ± 1.89 9.79 ± 2.28 0.34 ± 0.11 NDa

IAA合成 IAA production (ρ/mg L-1) 36.42 ± 1.81 34.03 ± 0.45 0.63 ± 0.05 ND
嗜铁素相对含量 Siderophore production (A/Ar)   0.61 ± 0.15 0.97 ± 0.03 ND ND
b固氮量  Nitrogen fixation (ρ/mg L-1)   3.67 ± 0.73 4.79 ± 1.61 ND ND
有机磷溶解量 Organic phosphate (ρ/mg L-1)   1.43 ± 0.05 1.68 ± 0.04 0.49 ± 0.01 0.25 ± 0.06
aND：未检出. b固氮量：培养6d后，接菌培养基总氮含量减去未接菌培养基（对照组）总氮含量. 
aND: Not detected. bNitrogen fixation calculated using the total nitrogen of the inoculation treatment medium minus the total nitrogen of the non-inoculation 
treatment medium (control group) after 6 days cultivation. 
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色，边缘规则，表面湿润. 扫描电镜观测菌体呈直杆状，不产

芽孢，菌体大小为(4.3-6.2) μm × (21.4-58.2) μm（图5），最适

生长温度为30 ℃，其他生理生化特征见表4.  测序结果显示

菌株YZX4的16S rDNA基因序列长度为1439 bp，在BLAST 数
据库进行相似性比对，并使用MEGA 6.0构建系统发育树（图

6）. 结果显 示，菌株YZX4与油菜假单胞菌（Pseudomonas 
brassicacearum）（Genbank登录号：EU391388）的相似性达

99%，并且在系统发育树上亲缘关系最近. 根据YZX4的形态

特征、生理生化特征以及其16S rDNA序列分析，初步鉴定该

菌株YZX4为油菜假单胞菌（Pseudomonas brassicacearum）. 

3  讨论与结论

植物在受到盐 胁迫时会大量合成乙烯 [21]，当乙烯过量

时会抑制植物的生长. PGPR可以通过合成ACC脱氨酶将乙

烯合成的前体物质ACC分解成氨和α-KA的方式减少乙烯含

量，间接促进植物生长 [3, 9]. 菌株YZX4在10、20、50 g/L NaCl
浓度下具有ACC脱氨酶活性，且随着盐浓度的增加而减弱，

与Bhise筛选的Enterobacter cloacae KBPD的测定结果 [22]相

似，且Maqshoof  
[23]和Tank 

[24]等认为在一定盐浓度范围内具

有ACC脱氨酶活性的菌株可以降低盐胁迫环境下过量的乙烯

对植物的抑制作用. 

PGPR可以通过合成IAA的方式，增强植物的抗氧化酶系

统，降低高渗透压力，减少盐胁迫对植物生长的抑制作用[25]. 

菌株YZX4的IAA合成能力随着盐浓度的增加而逐渐减弱，与
Nakbanpote等筛选的菌株Serratia sp. PDMCd2007的测定结
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图2  20 g/L NaCl浓度下菌株YZX4培养基上清液中无机磷溶解量与pH值
的关系（P < 0.01）. 
Fig. 2  Relationship of the inorganic phosphate solubilizationand pH of 
strain YZX4 culture at 20g/L NaCl concentrations at P < 0.01 level.
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图1 不同盐浓度下菌株YZX4培养液中无机磷溶解量（A）与pH值（B）的
变化. 
Fig. 1  The inorganic phosphate solubilization (A) and pH (B) of strain 
YZX4 culture under different NaCl concentrations.
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图3  菌株YZX4的NaCl浓度（A）和碱性pH（B）的耐受能力. 
Fig. 3  Salt (A) and alkaline (pH) (B)tolerance of strain YZX4.

表3  菌株YZX4对小黄白的种子萌发和幼苗生长的作用
Table 3 Effect of YZX4 on seed germination and seedling growth of 
Chinese cabbage 

处理
Treatment

萌发率
Germination

(r/%)

根长
Root length

(l/cm)

茎长
Stem length

(l/cm)

鲜重
Fresh weight

(m/g)
CK 77.71 ± 0.68c 2.02 ± 0.13b 1.09 ± 0.11a 0.0238 ± 0.0013b

YZX4
(nCFU/104 mL-1) 86.83 ± 1.63a 2.55 ± 0.18a 1.25 ± 0.23a 0.0286 ± 0.0014a

YZX4
(nCFU/105mL-1) 83.30 ± 1.35b 2.37 ± 0.09a 1.35 ± 0.10a 0.0292 ± 0.0016a

CK：5.84 g/L NaCl溶液处理；同列字母相同者表示差异不显著，不同字
母表示差异显著（P < 0.05）. 
CK: Treatment with 5.84 g/L NaCl; The same letters in each transaction 
indicate no significant difference, and different letters indicate significant 
difference at 0.05 level.
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果 [26]相似. 在10 g/L NaCl浓度下，YZX4的IAA合成量最高，为
36.42（±1.81）mg/L，Barua等筛选的菌株Bacillus sp. Can6在

相同的条件下IAA合成量为21.85 mg/L[27]，与其相比，YZX4具

有较强的IAA合成能力. 

菌株YZX4在10 g/L和20 g/L盐浓度下具有嗜铁素合成能

力. 嗜铁素是PGPR在低铁营养环境下产生的一种有机小分子

物质[28]，该物质可以通过与其他金属离子（如Fe3+）间的螯合

作用或配体交换的方式[29-30]，提高植物对离子的吸收. 同时，
PGPR可以通过合成嗜铁素与植物病原菌竞争铁离子，抑制植

物病原菌的生长，减少其在植物生长过程中的危害作用[31-32]. 

在盐碱土壤中，渗透压的增大会影响植物对生长过程必

要元素的吸收利用[33]. PGPR可以通过溶磷固氮等作用，提高
盐碱土壤中的营养平衡，促进植物生长[10, 34]. 菌株YZX4在20 
g/L NaCl浓度下，培养液上清液的无机磷溶解量与pH值呈现
负相关（r = -0.939，P < 0.01），在菌株Rhodococcus sp. EC35 
的培养液中的无机磷溶解量与pH 值也同样呈现出强烈的负相
关的关系（r = -0.840，P < 0.01）[35]. 这可能是因为微生物产生
的一些酸类物质与难溶无机磷酸盐中的阳离子（主要是钙离
子）进行了螯合作用，将难溶无机磷转化成可溶的速效磷 [36]. 
因此可以证明菌株YZX4可以通过产酸的方式将盐土中的难溶
无机磷转化为速效磷，提高植物对磷元素的吸收利用. 

在5.84 g/L NaCl浓度下，YZX4菌液还可显著促进小黄白
的种子萌发幼苗生长（P < 0.05）. 这可能是菌液产生的某些
代谢产物在种子萌发过程中起到了诱导和刺激种子萌发和
幼苗生长的作用. Tsavkwlove等同样发现与兰花根际共生的
高产IAA的菌株能够有效促进兰花种子的萌发 [37]. 

菌株YZX4在10 g/L和20 g/L NaCl浓度下同时具有ACC脱
氨酶活性、IAA合成能力、嗜铁素合成能力、固氮能力和溶磷
（有机磷和无机磷）能力，且有较强的盐碱耐受能力. 在5.84 
g/L NaCl浓度下，YZX4的菌液对小黄白种子萌发有显著的促
进作用（P < 0.05）. 因此，YZX4可作为制备用于促进盐土中
植物生长的微生物菌肥的优良菌源. 
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