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南疆沙区油莎豆根际耐盐促生菌株的筛选

张亚宁， 马正东， 陈 莹， 佟 鑫， 张盛洁， 贾舒安， 王旭哲*， 马春晖*

（石河子大学动物科技学院， 新疆  石河子  832000）

摘要：为从油莎豆（Cyperus esculentus L. ）根际土壤中筛选适应南疆极端环境的耐盐促生菌株，丰富新疆盐碱沙土

地菌株资源库，本研究采用定向筛选培养基培养法、摇瓶培养法和 16S rDNA 鉴定法，对耐盐促生菌进行筛选，并测

定其促生特性。最终通过油莎豆种子萌发和盆栽幼苗试验，进一步验证其促生效果。本研究共获得 10 株耐盐促生

菌，分属于芽孢杆菌属（Bacillus）、弗里兰氏菌属（Vreelandella）、微小杆菌属（Exiguobacterium）和比斯鲍曼氏菌属

（Bisbaumannia），耐 NaCl 阈值范围为 4%~8%。其中菌株 Y-38（Exiguobacterium acetylicum）溶无机磷能力突出

（0. 65 mg·L-1），Y-35（Exiguobacterium mexicanum）产吲哚-3-乙酸（Indole-3-acetic acid，IAA）量最高（64. 35 mg·L-1），

Y-46（Bisbaumannia pacifica）耐受 8%NaCl。种子萌发试验中，Y-38 处理组发芽率达 82. 00%，较对照显著提高

26. 89%（P<0. 05）；盆栽试验中 Y-38 处理组的株高（39. 17cm）、叶宽（5. 22mm）、茎粗（5. 52mm）等指标均显著高

于 Y-46 和 Y-35 处理组（P<0. 05）。三株菌的促生效果通过综合排序为：Y-38>Y-46>Y-35，最终确定了 Y-38（乙

酰微小杆菌，Exiguobacterium acetylicum）的高耐盐性与促生功能，为盐碱土壤改良提供了菌种资源。
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Screening of Salt--Tolerant and Growth--Promoting Strains of Cyperus 
esculentus Rhizosphere in Sandy Areas of South Xinjiang

ZHANG Ya-ning， MA Zheng-dong， CHEN Ying， TONG Xin， ZHANG Sheng-jie， JIA Shu-an，
 WANG Xu-zhe*， MA Chun-hui*

（College of Animal Science and Technology， Shihezi University， Shihezi， Xinjiang 832000， China）

Abstract：To screen salt-tolerant and growth-promoting bacterial strains adapted to the extreme environment of 
Southern Xinjiang from the rhizosphere soil of Cyperus esculentus L.  and enrich the strain resource bank for 
saline-alkali sandy soils in Xinjiang， this study employed the targeted screening medium culture method， shake 
flask culture method， and 16S rDNA identification method to isolate salt-tolerant and growth-promoting 
strains， determine their growth-promoting characteristics， and finally further verify the growth-promoting 
effects of these strains through Cyperus esculentus seed germination tests and potted seedling experiments.  A 
total of 10 salt-tolerant and growth-promoting strains were obtained， which belonged to the genera Bacillus， 
Vreelandella， Exiguobacterium， and Bisbaumannia， with their salt tolerance thresholds ranging from 4% to 
8% NaCl.  Among these strains， strain Y-38 （Exiguobacterium acetylicum） exhibited prominent inorganic 
phosphorus-solubilizing ability （0. 65 mg·L ⁻¹）， strain Y-35 （Exiguobacterium mexicanum） showed the high⁃
est production of indole-3-acetic acid （IAA） （64. 35 mg·L⁻¹）， and strain Y-46 （Bisbaumannia pacifica） could 
tolerate 8% NaCl.  In the seed germination experiment， the germination rate of the Y-38 treatment group 
reached 82. 00%， which was significantly 26. 89% higher than the control group （P<0. 05）； in the potted 
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experiment， growth indicators of the Y-38 treatment group， including plant height （39. 17 cm）， leaf width 
（5. 22 mm）， and stem diameter （5. 52 mm）， were all significantly higher than those of the Y-46 and Y-35 
treatment groups （P<0. 05）.  The comprehensive ranking of the growth-promoting effects of the three strains 
was Y-38>Y-46>Y-35.  Ultimately， the high salt tolerance and growth-promoting function of strain Y-38 
（Exiguobacterium acetylicum） was confirmed， providing a bacterial strain resources for the improvement of 
saline-alkali soils.
Key words：Cyperus esculentus L. ；Rhizosphere growth-promoting bacteria；Salt-tolerant bacteria；Isolation and 
identification

南疆作为我国重要的战略屏障和向西开放的

关键门户，其生态安全与社会稳定是国家战略实施

的基石［1］。然而，该区域紧邻塔克拉玛干沙漠西缘，

冬春风沙灾害频发，且沙质土壤普遍存在次生盐碱

化问题，既威胁农业生产安全与居民生存环境，又

制约当地农业可持续发展，阻碍生态效益提升。在

此背景下，油莎豆（Cyperus esculentus L. ）作为一种

抗逆性强、适应性广且兼具油料、粮食和饲草价值

的生态经济作物［2-4］，已成为协调生产、生活与生态

的重要资源。该作物的种植不仅能充分利用边际

土地资源，为农户创造经济效益并保障油料供给，

其地上茎叶还可作为饲草缓解草畜矛盾，推动团场

循环经济发展；同时，该作物还可通过根系固沙减

轻风沙灾害。然而，南疆沙区盐碱化沙质土壤会直

接抑制油莎豆的产量与品质，这已成为当前亟待解

决的关键问题。

针对沙漠化地区土壤改良的全球性需求，我国

大力推进沙化土地修复工程，而微生物菌剂作为利

用特定微生物活体改良土壤的重要形式，成为关键

手段。自 19 世纪中期起，微生物菌剂便因改良盐碱

土壤的潜力受到关注（如 1896 年德国“Nitragin”接
种菌剂获美国专利，通过微生物互作降低土壤盐

度［5］），至 20 世纪 50 年代，其开始在我国盐碱地改良

中逐步应用，并有效提升了作物产量［6］。随着研究

深入，学界对盐碱土壤中微生物互作与拮抗机制的

认知不断加深，推动菌剂技术向复合功能型方向

发展［7］。

在这一技术演进中，植物根际促生菌（Plant 
growth-promoting rhizobacteria，PGPR）作为微生物

菌剂的重要分支，因其具备固氮、解磷、分泌生长激

素、拮抗病原菌及耐盐碱等功能［8-9］，成为解决南疆

盐碱化土壤问题的潜在关键。

PGPR 可能通过代谢活动降低土壤盐碱度、改

善油莎豆根际微环境，或通过固氮、解磷作用及激

素分泌，促进油莎豆生长并同步提升其抗逆性与产

量品质；同时，其上述作用可与油莎豆自身的固沙

功能相协同，进而形成“微生物改良-作物促生-生态

防护”的良性循环。该循环能同步破解南疆沙区农

业生产受限与风沙灾害频发的双重难题，最终为南

疆沙区生态与经济协同发展提供核心技术支撑。

前人在植物根际促生菌（PGPR）应用于盐碱地

改良方面已取得一定进展，例如丁绍武等［6］分析了

微生物菌肥在盐碱地改良中的应用潜力；Yang 等［10］

则聚焦根际微生态，探讨了 Klebsiella variicola 对玉

米幼苗根际土壤的生物学功能；景永元等［2］对油莎

豆在南疆的引种种植进行了初步探索。然而，针对

南疆沙区特有的高盐、沙质、干旱环境，筛选具有高

度环境适应性和多重促生功能的本地耐盐 PGPR
菌株的研究仍显不足。现有研究或侧重于单一促

生特性（如溶磷或固氮），或所选菌株对南疆极端土

壤条件的适应性缺乏系统评估，导致开发的菌剂在

实际应用中效果不稳定。

因此，本研究聚焦于南疆沙区油莎豆根际，旨

在筛选兼具高耐盐性及多重促生功能（溶磷、产

IAA 等）的土著菌株，以期开发出更适应本地环境、

能有效提升油莎豆盐碱胁迫抗性和产量的高效微

生物菌剂，为南疆沙区盐碱土壤生态修复和可持续

农业发展提供新的解决方案。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　采样地情况及样本采集　土壤样本采集自

新 疆 生 产 建 设 兵 团 第 三 师 54 团（38° 60′Ｎ，

77°09′E，海拔 1231 m）。采用五点取样法，使用无

菌铲采集油莎豆根茎周边 0~0. 5 cm 处附着的土

壤。在采集过程中，仔细去除土壤中的木屑和石

块等杂质，并充分混合土壤样本后，将其存放于无

菌自封袋中，随后在 4℃条件下保存。样本被带回

实验室后，使用 60 目筛网对样本进行过筛处理，

去除较大的杂质颗粒，保证后续耐盐微生物筛选

的准确性。
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1. 1. 2　供试培养基　供试菌株的功能初筛分别采

用 LB 培养基［11］、Ashby 无氮培养基［12］、解有机磷培

养基［13］、解无机磷培养基［14］、产硅酸盐培养基［15］和

产铁载体（CAS）培养基［16］，所有培养基均于 121℃
灭菌 20 min。
1. 1. 3　主要化学试剂和仪器　钼锑抗显色液［17］：

量取 100 mL 钼锑贮备试剂于 250 mL 容量瓶中，再

准确称取 1. 5 g 抗坏血酸置于容量瓶中溶解，现配

现用。

Salkowski 比色液［18］：50. 0 mL 35% HClO4 与

1. 0 mL 0. 5 mol·L-1 FeCl3 混匀，黑暗条件下保存

备用。

实验所用化学试剂包括 1-氨基环丙烷-1-羧酸

（ACC），0. 1 mol·L-1 Tris-HCl，甲苯；所用仪器设

备包括 ME4001/02 电子天平、SM-CJ-1F 超净工作

台、BSP-250 生化培养箱、全温振荡培养箱、可见分

光光度计。

1. 2　根际促生菌的分离与纯化

准确称取 10 g 土壤样本，于无菌操作台中将其

转移至盛有 90 mL 无菌水的 250 mL 锥形瓶内。将

锥 形 瓶 置 于 恒 温 摇 床（150 r·min-1，30℃ ）振 荡

30 min，随后静置 20 min 使液体分层。

通过十倍梯度稀释法构建稀释体系：无菌转移

1 mL 上清液至盛有 9 mL 无菌水的试管中，得到

10-1 浓度稀释液，连续稀释获得 10⁻²至 10⁻⁶梯度悬

浊液。选取 10⁻²，10⁻³，10⁻⁴三个稀释度，每个浓度

设置三个平行，分别取 100 μL 悬液均匀涂布于 LB
琼脂平板表面。封口膜密封培养皿后，将其置于

28℃恒温培养箱中倒置培养 48 h。
观察菌落动态发育特征，筛选具有显著形态差异

的单菌落。对目标菌株采用四区划线法在新鲜 LB琼

脂平板上进行连续传代纯化（≥3次），直至光学显微

镜（10×）下确认获得遗传均一性的纯培养物。

1. 3　耐盐菌株的筛选与保存

将纯化菌株通过四区划线法接种于含 5%（m/v）
NaCl的 LB 筛选培养基（对照组为常规 LB 培养基），

于恒温培养箱［（28±0. 5）℃，相对湿度 65%］静置培

养 24 h。
耐盐阳性菌株的判定标准为：实验组培养基中

形成典型单菌落（直径≥0. 5 mm）［19］。通过三重复

独立实验筛选获得具有稳定耐盐表型的优势菌株。

菌株保存：将固体培养基上分离的单菌落挑取

后重悬于 10 μL 无菌去离子水中，进行编号标记。

随后将菌悬液接种至含 5 mL LB 液体培养基的

10 mL 离心管中，置于 28℃，200 r∙min—1条件下振荡

培养 48 h。最后取灭菌 30% 甘油（v/v）与等体积菌

液混合，保存于-80℃超低温冰箱长期保藏［20］。

1. 4　菌株促生能力测定

1. 4. 1　菌株溶磷能力　溶磷能力的评估采用溶磷

圈法进行定性分析。将待测菌株分别点接于无机

磷固体培养基（含磷酸钙盐）和有机磷固体培养基

（含卵磷脂），采用四点接种法确保实验重复性［21］。

培养体系置于 28℃恒温培养箱中倒置培养 3~5 d，
通过透明圈形成判断溶磷活性，对阳性菌株使用游

标卡尺测量溶磷圈直径（D）和菌落直径（d），通过溶

磷指数（Solubilization index，SI=D/d）表示菌株的

解磷能力［22］，该比值越大，表明解磷能力越强。

磷标准曲线的制备方法如下：准确移取 5 mg·L-1

磷标准工作液 0~10 mL（梯度间隔为 2 mL），分别

置于 50 mL 容量瓶中，以超纯水补足至 10 mL，形成

系列浓度梯度。依次加入 100 μL 2，4-二硝基苯酚

指示剂，随后通过分步添加 800 μL 0. 5 mol·L-1 
NaHCO₃和 400 μL 0. 5 mol·L-1 H₂SO₄调节溶液 pH
至微黄色终点（必要时补加 100 μL NaHCO₃）。定

量加入 5 mL 钼锑抗显色剂后定容，最终体系磷浓度

梯度为 0~1. 0 mg·L-1（浓度间隔 0. 2 mg·L-1）。显

色反应在≥15°C 条件下进行 30 min，于 700 nm 波长

处测定蓝色络合物的吸光度。建立吸光度与磷浓

度 的 一 元 线 性 回 归 模 型 ，相 关 系 数（R²）应 达 到

0. 999 以上以验证线性关系。得到的标准曲线回归

方 程 为 y=0. 5701x-0. 0016，相 关 系 数 为 R2=
0. 9997。表明实验数据与拟合函数吻合度较高，数

据可以使用。

菌 种 经 液 体 种 子 培 养 基（TSB，Tryptic Soy 
Broth）活化 48 h 后，取 500 μL 菌悬液接种于蒙金娜

无机磷液体培养基中。实验组与阴性对照组（未接

种培养基）同步置于恒温振荡培养箱［（37±0. 5）℃，

180 r∙min—1］连续培养 7 d。发酵液经 10 000 r∙min—1

离心 8 min 后，取上清液。采用钼锑抗比色法测定

有效磷含量［23］。

1. 4. 2　吲哚-3-乙酸（Indole-3-acetic acid，IAA）含量

测定　用 Salkowski 比色法［18］测定菌株分泌 IAA 的

能力。反应后红色越深，菌株产 IAA 能力越强。
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配制 IAA（吲哚-3-乙酸）梯度标准溶液：浓度梯

度为 0，5，10，20，40，60 mg·L-1。取各浓度标准液

2. 0 mL 加入石英比色管（光程 10 mm），依次加入等

体积Salkowski显色剂［24］，混合摇匀，避光静置 30 min。
在波长 530 nm 处测定吸光值，以 1∶1（v/v）超纯水与

显色剂混合液为空白对照 ，使用分光光度计于

530 nm 波长处测定吸光度值，仪器预热 30 min 后经

三次基线校准。以 IAA 标准溶液质量浓度（x）为横

坐标，OD530 nm值（y）为纵坐标绘制 IAA 标准曲线，得

到标准曲线回归方程为 y=0. 016 14x+0. 044 76，
相关系数为 R2=0. 994 55，表明实验数据与拟合函

数吻合度较高，数据可以使用。

将菌株接种于含 L-色氨酸的 LB 液体培养基

中，在恒温振荡培养箱 30℃，160 r·min-1培养 3d，做
3 次重复试验，用无菌水调节菌悬液的 OD600 nm 值为

1. 0。取菌株悬液于离心管中，于高速离心机中

4000 r∙min—1离心 10 min。之后吸取 2 mL 的上清液

置于试管中，加入等量的 Salkowski 显色剂，混合摇

匀，避光静置 30 min，于波长 530 nm 处测定吸光度

值，以不接菌的上述培养基进行相同操作作为空白

对照（CK），根据 IAA 标准曲线计算菌株分泌 IAA
的含量。

1. 4. 3　菌株固氮能力　将纯化菌株制备为浓度约

1×108 CFU·mL-1 的菌悬液，取 50 μL 均匀涂布于

Ashby 无氮固体培养基表面，置于 28℃恒温培养箱

中倒置培养 3~4 d。对生长良好的菌落进行传代纯

化：通过四区划线法转接至新鲜 Ashby 无氮培养基

中，连续传代培养 3 次（间隔周期为 5 d）。最终仍能

形成典型单菌落且无杂菌污染的菌株，可初步判定

为具有自主固氮功能特性［25］。

1. 4. 4　菌株硅酸盐分解能力　采用点样接种法将

筛选菌株接种于硅酸盐分解固体培养基平板中央，

置于 30℃恒温培养箱中培养 5 d。通过观察菌落周

围是否形成透明晕环（水解圈）来判定分解能力。

1. 4. 5　 菌 株 产 铁 载 体 能 力　 采 用 铬 天 青 S
（Chrome azurol S，CAS）检测平板法评估菌株铁载

体合成能力。基于铁载体与 Fe³⁺的特异性螯合作

用原理，当菌株分泌的铁载体竞争性结合培养基中

铁离子时，CAS-铁复合物发生解离，导致菌落周围

形成特征性橙红色晕圈［26］。将处于对数生长期

（OD600 nm 值介于 0. 8~1. 0）的菌悬液以 200 μL 接种

于去铁培养基，在 30℃条件下以 150 r∙min—1 转速进

行振荡培养 48 h。随后取 10 μL 培养液点接于 CAS

检测平板，于 30℃恒温培养箱中培养 3~5 d。每日

监测菌落周边显色区域变化并精确测量晕圈直径，

通 过 显 色 圈（Halo diameter，HD）与 菌 落 直 径

（Colony diameter，CD）比值（H/C 值）定量评价铁载

体合成能力。

1. 4. 6　菌株生长曲线绘制　利用筛选出的有明显

促生作用的菌株，将保存的菌种接种到 LB 平板上

三区划线，30℃过夜培养。挑取单菌落接种到 20 mL 
LB 液体培养基中，28℃，180 r∙min—1振荡培养 24 h。
按 1% 的接种量将培养液转接至装有 100 mL LB 液

体培养基的 250 mL 三角瓶中 28℃，180 r∙min—1振荡

培养，每隔 2 h 在无菌条件下吸取 3 mL 菌液，测定

OD600 nm 处吸光值。将所得数据进行整理，以时

间为横坐标，吸光值为纵坐标绘制耐盐促生菌的生

长曲线。

1. 4. 7　菌株耐盐曲线绘制　在 LB液体培养基中添

加 2%，4%，6%，8%，10%NaCl 装入瓶中，调节 pH
至中性，在 121℃高温灭菌 20min后冷却，按 1% 接种

量吸取培养 48 h 的菌液于不同浓度 NaCl 培养基中

37℃，150 r·min-1 振荡培养 48 h，测定 OD600 nm 处

吸光度，确定菌株对 NaCl的耐受范围。

1. 5　菌株鉴定

采用平板划线法将筛选获得的耐盐植物促生菌

株接种于 LB 固体培养基，置于 30℃恒温培养箱培养

24~48 h。观察单菌落的形态学特征（包括形状、色

泽、表面纹理等）。参考《常见细菌系统鉴定手册》［27］

的方法进行革兰氏染色、蔗糖发酵、V-P 试验、柠檬

酸盐利用试验、尿素酶反应、明胶液化试验、硝酸盐

还原试验、淀粉水解试验和接触酶检测等表型特征

分析，依据《伯杰细菌鉴定手册》［28］的分类标准，结合

显微形态特征和生化特性，确定菌株的科属。

将纯化菌株接种于 LB 液体培养基中，于 30℃，

180 r ∙min—1 振荡培养至对数生长期（OD600 nm 值 =
0. 8~1. 0）［29］。 在 4℃ ，8000 r ∙ min—1 条 件 下 离 心

10 min收集菌体，按照 16S rDNA 基因序列分析的方

法进行鉴定［30］利用 PCR扩增 16S rDNA基因序列，引

物为细菌 16S rDNA 基因通用引物 27F（5′-AGAGT 
TTGATCCTGGCTCAG-3′）和 1492R （5′-GGT 
TACCTTGTTACGACTT-3′）。 PCR 反 应 体 系

（50 μL）：5 U ∙ µL—1 Taq DNA 聚 合 酶 7. 0 µL，

10 μmol·L-1 上下游引物各 1. 5 µL，1. 0 µL 基因组

DNA 模板及 39. 0 µL ddH2O。扩增程序为：95℃预

1184



第  4 期 张亚宁等：南疆沙区油莎豆根际耐盐促生菌株的筛选

变性 5 min；95℃变性 30 s，58℃退火 30 s，72℃延伸

90 s，共 35 个循环；72℃终延伸 7 min。将 PCR 原液

送往生物工程公司测序，获得测序结果后在 NCBI
网站中进行 BLAST 序列比对，基于≥99% 相似度

阈值确定菌株的种属信息。

1. 6　种子萌发试验

以所筛选出的 10 株菌株菌悬浊液浸泡的种子

为处理，无菌水浸泡的种子为 CK，每组处理设置 50
粒种子，重复 3 次。依据国标 GB/T2930. 4-2001［31］

开展萌发试验：筛选颗粒饱满、大小均匀的油莎豆

种子，清水冲洗干净后，以 0. 5%（v/v）次氯酸钠溶

液表面灭菌 10 min，无菌水淋洗 3 遍，于 35℃条件下

遮光浸种 24 h［32］，将种子均匀平铺在盛有无菌滤纸

的培养皿中。发芽周期设定为 10 d，从第 3 d 开始每

日定时观测并统计各个培养皿中发芽种子数。用

第 5 d 的发芽种子数计算发芽势，第 10 d 统计发芽

率。计算公式如下：

发芽势（%）=（前 5 d 内累计发芽的种子数/供试种

子总数）×100
发芽率（%）=（第 10 d 发芽的种子数/供试种子总

数）×100

1. 7　油莎豆幼苗期盆栽试验

基于前期种子萌发试验，筛选出 Y-35，Y-38 及

Y-46 菌株，制备菌悬液，各处理设置 3 次重复。油

莎豆种子萌发后第 3 d，选取生长状态均一的幼苗，

定植于基质统一的花盆（直径 10 cm，装土量 1 kg）
中，单株栽培。采用灌根法接种菌悬液，单次接种

量为 50 mL，每 5 d 处理一次。持续处理 30 d 后取

样，测定植株生长相关指标［33］。

菌悬液制备：将各供试菌株（Y-35，Y-38，Y-
46）分别接种于 200 mL LB 液体培养基中，于 28℃，

125 r·min-1 培 养 48 h［34］。 随 后 ，在 4℃ 条 件 下

10 000 r·min-1 离心 10 min 收集菌体，去除上清液。

收集的菌体沉淀用适量无菌水重悬，调整菌悬液浓

度至约 10⁷ CFU·mL-1（OD600 nm值为 0. 8），供后续接

种试验使用［35］。

1. 8　数据处理

采用 Excel 2024软件进行数据处理，使用 Origin 
2024软件进行绘图，使用 SPSS 27. 0软件进行统计分

析（P<0. 05）。

2　结果与分析

2. 1　耐盐促生菌的功能性分析

利用 5%NaCl 的 LB 培养基从油莎豆根际土壤

中筛选获得 10 株菌株，并对其促生能力进行了定性

和定量分析，重点检测了解有机磷、解无机磷和产

IAA 三项指标。

解磷能力的定性结果表明，Y-35，Y-38，Y-46
具有解有机磷能力但组间差异不显著。Y-2，Y-9，
Y-17，Y-22，Y-38，Y-46 具有解无机磷能力，其中

Y-38 显著高于其他组（P<0. 05）。

不同菌株的促生能力存在显著差异（P<0. 05）。
在解有机磷能力方面，仅 Y-35（0. 46 mg·L-1），Y-38
（0. 51 mg·L-1）和 Y-46（0. 42 mg·L-1）表现出活性

（图 1），且三者间无显著差异；解无机磷能力以 Y-38
（0. 65 mg·L-1）最 强 ，显 著 高 于 其 他 菌 株（P<
0. 05），其 次 为 Y-46（0. 50 mg·L-1）和 Y-22（0. 49 
mg·L-1），而 Y-30 和 Y-32 未检测到活性（表 1）。

IAA 产量各菌株间差异显著（P<0. 05），分泌量

的范围为 0. 27~64. 35 mg·L-1，有 8株菌的 IAA 产量

高 于 10 mg·L-1。 Y-35（64. 35 mg·L-1）和 Y-46
（54. 48 mg·L-1）产量最高，显著优于其他菌株（P<
0. 05），Y-38（10. 28 mg·L-1），Y-2（16. 21 mg·L-1）和

图 1　菌株解有机磷和无机磷能力测定

Fig. 1　Determination of organic phosphorus-mineralizing 
and inorganic phosphorus-solubilizing abilities of strains

注：A-C 为解有机磷能力测定，D-I为解无机磷能力测定

Note： A-C refers to determination of organic phosphorus dissolution 
ability， D-I refers to determination of inorganic phosphorus dissolu⁃
tion ability
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Y-40（13. 42 mg·L-1）产量居中，Y-9（0. 27 mg·L-1）产量

最低。值得注意的是，Y-38同时具备解有机磷、解无

机磷和产 IAA能力，显示出综合促生潜力，这些结果为

后续植物促生菌的筛选和应用提供了重要数据支撑。

对所筛选出的 10 株的促生特性进行了系统性

定性评估，包括固氮能力、产铁载体能力及解硅酸

盐能力（表 2）。结果表明，不同菌株的促生功能存

在显著差异。Y-2，Y-9，Y-35，Y-38，Y-46 菌株均

不具备固氮、产铁载体和解硅酸盐能力 ；Y-17，
Y-22，Y-32，Y-40 菌株具备固氮和解硅酸盐能力，

但不具备产铁载体能力；Y-30 菌株具备解硅酸盐能

力，不具备固氮和产铁载体能力。

固氮能力方面，经过初步筛选，在 Ashby 无氮培

养基上传代 3 次（图 2），仍能正常生长的菌株共 4 株

（Y-17，Y-22，Y-32，Y-40），表明这 4 株菌具有固氮

能力。

采用硅酸盐培养基对筛选出的 10 株菌株进行

培养测定，筛选出菌落具有光滑透明油滴状的菌

株。结果如图 3 所示，Y-17，Y-22，Y-30，Y-32，Y-
40 菌株具有解硅酸盐特性。

产铁载体能力在所有供试菌株中均未检测到。

表明此类功能在油莎豆根际菌群中可能并非普遍

特性。

10 株菌株在 LB 培养基中均呈现典型“S”型生

长曲线，对数生长期集中于 6-18 h，20-24 h 后达

到平缓期（图 4），平缓期内（24-32 h）内所有菌株均

未出现衰退期。平缓期内菌株 OD600 nm 值排序为：

Y-40>Y-30>Y-9>Y-32>Y-38>Y-35>Y-46>
Y-17>Y-2>Y-22。且 OD600 nm 值均在 2. 0 以上，表

明在 24-32 h 时间段内，菌株活性较强。

表 1　菌株促生能力定量分析

Table 1　Quantitative analysis of the promoting capacity of strains

菌株编号

Strain number

Y-2
Y-9

Y-17
Y-22
Y-30
Y-32
Y-35
Y-38
Y-40
Y-46

解有机磷含量

Content of mineralized organic phosphorus/
（mg·L-1）

ND
ND
ND
ND
ND
ND

0.46±0.02a

0.51±0.01a

ND
0.42±0.01a

解无机磷含量

Content of solubilized inorganic phosphorus/
（mg·L-1）

0.40±0.01e

0.44±0.02cd

0.41±0.02e

0.49±0.00bc

ND
ND
ND

0.6503±0.01a

ND
0.50±0.05b

产 IAA 量

Content of produced IAA/
（mg·L-1）

16.21±0.20c

0.27±0.03i

0.45±0.02h

10.69±0.03f

11.74±0.05e

11.86±0.04e

64.35±0.06a

10.28±0.02g

13.42±0.04d

54.48±0.03b

注：ND 为无效果。同列不同小写字母表示差异显著（P<0. 05），下同

Note： ND means no effect.  Different lowercase letters in the same column mean significant difference （P<0. 05）， the same as below

表 2　油莎豆根际菌株促生特性

Table 2　Promoting characteristics of rhizosphere strains of Cyperus esculentus L.
菌株编号  Strain number

Y-2
Y-9

Y-17
Y-22
Y-30
Y-32
Y-35
Y-38
Y-40
Y-46

固氮能力  Nitrogen-fixing capacity
-
-
+
+
-
+
-
-
+
-

产铁载体能力  Siderophore-producing ability
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

解硅酸盐能力  Silicate-solubilizing ability
-
-
+
+
+
+
-
-
+
-

注：促生潜力以 D/d 比值判定：当 D/d<0. 5 时记为阴性（−），表示无显著促生作用；当 D/d≥0. 5 时记为阳性（＋），表示具显著促生潜力

Note： The growth-promoting potential is determined by the D/d ratio： when D/d < 0. 5， it is recorded as negative （−）， indicating no sig⁃
nificant growth-promoting effect； when D/d ≥ 0. 5， it is recorded as positive （+）， indicating significant growth-promoting potential
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耐盐实验显示，所筛选出的 10 株菌株对 NaCl
具 有 较 高 的 耐 受 能 力 。 Y-17，Y-40，Y-46 在

8%NaCl 浓度下 OD600 nm 值最大，Y-9，Y-35，Y-38
在 6%NaCl 浓度下 OD600 nm值最大，如 Y-2，Y-22 和

Y-30 的耐盐阈值仅为 4%，Y-32 在 2%~10%NaCl
浓度范围内，OD600 nm值一直下降，说明其耐盐性较

差，受 NaCl 抑制程度最大（图 5）。

2. 2　耐盐促生菌鉴定及生理生化分析

通过传统生理生化试验对 10 株菌株的表型特

征进行分析（表 3）。结果显示，淀粉水解能力仅 Y-
40 呈阳性，其余菌株均为阴性；柠檬酸盐利用测试

中，Y-22，Y-32 和 Y-40 呈阳性，其他菌株为阴性；蔗

糖发酵测试中，Y-38 和 Y-46 呈阳性，其他为阴性；

蛋白胨水反应仅在 Y-38 呈阳性；尿素酶活性测试

中，Y-17 和 Y-35 呈阳性；明胶液化能力在 Y-22，Y-
32 和 Y-40 呈阳性；硝酸还原测试中，Y-17，Y-22，
Y-30，Y-32，Y-35 和 Y-40 呈阳性，而 Y-2，Y-9，Y-

38 和 Y-46 为阴性；甲基红测试中，Y-38 和 Y-46 呈

阳性；V-P 测定在所有菌株中均呈阴性。

革兰氏染色结果显示（图 6），除 Y-17，Y-40 为

革兰氏阴性菌外，其余均为革兰氏阳性菌，符合芽

孢杆菌属和微小杆菌属的典型特征。

对所筛选出的菌株进行 16S rDNA 鉴定通过分

子同源序列对比（表 4），并建立系统发育树（图 7），
发 现 10 株 菌 株 分 别 属 于 4 个 属 ，其 中 菌 株 Y-2
（Bacillus safensis），Y-9（Bacillus pumilus），Y-22/Y-
30/Y-32（Bacillus subtilis），Y-40（Bacillus halotoler⁃

图 3　菌株解硅酸盐能力测定

Fig. 3　Determination of silicate-solubilizing ability of strains

图 2　菌株固氮能力测定

Fig. 2　Determination of nitrogen-fixing ability of strains

图 4　株菌的生长曲线

Fig. 4　Growth curves of the strains
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ans）属于芽孢杆菌属，占分离菌株总数的 60%；Y-
17（Vreelandella titanicae）为弗里兰氏菌属代表菌

株 ；Y-35（Exiguobacterium mexicanum）和 Y-38
（Exiguobacterium acetylicum）属于微小杆菌属；Y-
46（Bisbaumannia pacifica）为比斯鲍曼氏菌属。所

有菌株的 16S rDNA 序列与 NCBI 数据库参比菌株

的相似性均≥99%，表明菌株分类学地位明确，遗

传稳定性较高。

2. 3　耐盐促生菌的促生性能分析

种子萌发试验显示，10 株耐盐促生菌株对油莎

豆种子萌发具有不同程度的促进作用（图 8）。与对

照组（CK）相比，菌株处理组的第 10 d发芽率及第 5 d
发芽势均有显著提升（P<0. 05）。其中，Y-38 处理

组 发 芽 率 最 高（82. 00%），较 CK 提 高 26. 89%。

Y-46 处理组发芽率为 80. 00%，发芽势达 64. 00%，

均显著高于 CK。菌株 Y-35 的发芽率为 78. 00%，

图 5　株菌的耐盐曲线

Fig. 5　Salt tolerance curves of the strains
表 3　菌株特征

Table 3　Strain characteristics
菌株特征

Strain characteristics
淀粉水解 Starch hydrolysis

柠檬酸试验 Citrate utilization test
革兰氏染色 Gram staining

蔗糖发酵试验 Sucrose fermentation test
蛋白胨水反应 Peptone water reaction

尿素酶试验 Urease test
明胶液化试验 Gelatin liquefaction test
硝酸还原试验 Nitrate reduction tes

甲基红试验 Methyl red test
V-P 测定 Voges-proskauer test

菌株编号  Strain number
Y-2
-
-
+
-
-
-
-
-
-
-

Y-9
-
-
+
-
-
-
-
-
-
-

Y-17
-
-
-
-
-
+
-
+
-
-

Y-22
-
+
+
-
-
-
+
+
-
-

Y-30
-
-
+
-
-
-
-
+
-
-

Y-32
-
+
+
-
-
-
+
+
-
-

Y-35
-
-
+
-
-
+
-
+
-
-

Y-38
-
-
+
+
+
-
-
-
+
-

Y-40
+
+
-
-
-
-
+
+
-
-

Y-46
-
-
+
+
-
-
-
-
+
-

注：+为阳性反应，-为阴性反应

Note： + indicates a positive reaction， and - indicates a negative reaction

图 6　菌株革兰氏染色

Fig. 6　Gram staining of the strain
注：图中比例尺为 200 μm
Note： Scale bar is 200 μm
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而 Y-30 处 理 组 的 发 芽 势（56. 00%）与 发 芽 率

（72. 67%）亦优于 CK。

菌株间促生效应差异显著（P<0. 05）。Y-38 处

理的发芽势显著高于 Y-46 处理（P<0. 05），但发芽

率差异不显著。Y-38，Y-35，Y-46 处理发芽率显著

高于其他处理组，且 Y-38发芽率显著高于 Y-35。这

表明 Y-38菌株对油莎豆萌发具有显著的促进作用。

根据 2. 1 和上述萌发试验的结果，将 Y-35，Y-
38，Y-46 三株菌制备成菌剂进行盆栽试验。结果如

表 5 所示，与未接菌对照（CK）相比，菌剂处理对幼

苗生长指标产生了显著影响（P<0. 05）。Y-38 处

理表现最为突出，其株高、叶宽、茎粗、地上鲜重和

地 下 鲜 重 与 CK 组 相 比 分 别 提 升 了 11. 37%，

10. 36%，22. 67%，41. 32%，80. 49%。

Y-35 处理仅显著增加了株高（37. 18 cm），但其

叶宽（4. 19 mm）和茎粗（3. 54 mm）反而低于 CK，地

上鲜重（3. 05 g）和地下鲜重（0. 43 g）与 CK 无显著

差 异 ；Y-46 处 理 对 株 高（35. 12 cm）、地 上 鲜 重

（3. 34 g）和地下鲜重（0. 56 g）无显著促生效果，其

叶宽（4. 60 mm）和茎粗（4. 53 mm）虽显著高于 Y-
35 但与 CK 无显著差异。Y-35 和 Y-46 处理组在地

上鲜重和地下鲜重上均差异不显著。

值得注意的是，Y-38 处理在株高、叶宽、茎粗、

地上鲜重和地下鲜重方面均优于 Y-46 和 Y-35 处理

且差异显著（P<0. 05）。这表明 Y-38 菌株对油莎

豆幼苗的促生作用显著。

3　讨论

3. 1　耐盐促生菌的促生特性

本研究筛选的 10 株耐盐促生菌在 5%NaCl 条
件下均表现出生长活性，其中 Y-17，Y-40，Y-46 在

8% NaCl下仍维持较高 OD600 nm值，显著优于多数报

道 的 根 际 促 生 菌（PGPR）耐 盐 阈 值（ 通 常 ≤
6%NaCl）。如陈苏等［36］从东乡野生稻根际分离的 6
株 PGPR 中，A5 和 A18 菌株耐盐性最强，可在 1. 20 
mol∙L-1（约 6. 7%）NaCl 培养基上生长；Wu 等［37］从

东营盐碱地高粱根际土壤分离的芽孢杆菌 RA 可在

0~7%NaCl 浓度范围内生长；卜凡等［38］从小麦根际

土中筛选出的菌株 Ta Rb44 可以耐受高达 4% 的

NaCl。
菌株的促生功能呈现显著分化：本研究成功从

南疆油莎豆根际筛选出 10 株耐盐促生菌，功能特性

呈现多样性。在 IAA 分泌方面，Y-35 和 Y-46 的产

量显著高于多数报道的 PGPR 菌株的产量，如陶泽

等［35］从东北山樱根际土壤中筛选出的肠杆菌属

（Enterobacter sp. ）D46（IAA 产量为 53. 10 mg·L-1）

和代金霞等［39］从宁夏银北盐碱区耐盐植物根际土

壤中筛选出的 JJC12 枯草芽孢杆菌（IAA 产量为

34. 74 mg·L-1）。Y-38 同时具备解有机磷、解无机

磷和产 IAA 能力，与张慧等［40］的研究结果相一致。

表 4　分离菌株的 16S rDNA序列同源性分析

Table 4　Homology analysis of 16S rDNA sequences from isolated strains
菌株编号  Strain number

Y-2
Y-9
Y-17
Y-22
Y-30
Y-32
Y-35
Y-38
Y-40
Y-46

Blast分析相似度最高的种属  Blast analysis highest similarity species
沙福芽孢杆菌 Bacillus safensis（NR041794.1）
短小芽孢杆菌 Bacillus pumilus（NR117300.1）

泰坦尼克号弗里兰氏菌 Vreelandella titanicae（NR027552.1）
枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis（NR027552.1）
枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis（NR027552.1）
枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis（NR027552.1）

墨西哥微小杆菌 Exiguobacterium mexicanum（NR109413.1）
乙酰微小杆菌 Exiguobacterium acetylicum（NR043479.1）

耐盐芽孢杆菌 Bacillus halotolerans（NR115931.1）
太平洋比斯鲍曼菌 Bisbaumannia pacifica（NR114047.1）

相似度  Similarity/%
100.00

99.79
99.71
99.93
99.93

100.00
99.44
99.72
99.86
99.51

表 5　添加不同菌剂对油莎豆幼苗期生长指标的影响

Table 5　Effects of different microbial agents on growth indexes of soybean seedlings
处理

Treatment
CK

Y-35
Y-38
Y-46

株高

Plant height/cm
35.17±1.25c

37.18±0.39b

39.17±1.55a

35.12±0.21c

叶宽

Leaf width/mm
4.73±0.08b

4.19±0.07c

5.22±0.06a

4.60±0.05b

茎粗

Stem diameter/mm
4.50±0.34b

3.54±0.13c

5.52±0.22a

4.53±0.14b

地上鲜重

Aboveground fresh weight/g
2.88±0.27b

3.05±0.18b

4.07±0.19a

3.34±0.31b

地下鲜重

Underground fresh weight/g
0.41±0.06b

0.43±0.09b

0.74±0.13a

0.56±0.02b
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图 7　不同菌株基于 16S rDNA的系统发育树

Fig. 7　Phylogenetic tree based on 16S rDNA of different strains

1190



第  4 期 张亚宁等：南疆沙区油莎豆根际耐盐促生菌株的筛选

此外，所有菌株均未表现出产铁载体能力，这

可能与油莎豆根际微环境铁元素富集或菌株特异

性有关。同时，菌株自身基因调控差异（如铁载体

合成关键基因缺失）也可能是重要原因，这与刘奕

媺等［41］研究铁的转运吸收与盐碱胁迫的关系的结

果相一致。

耐盐性与促生功能的协同性在 Y-38 上表现突

出，其解磷能力显著高于其他菌株（P<0. 05），印证

了耐盐菌株通过养分活化缓解盐胁迫的机制。然

而，耐盐性最强的 Y-46（8%NaCl）虽具备高产 IAA
能力，但解磷能力较弱，这表明菌株在适应高盐环境

过程中，需优先分配能量用于渗透调节（如合成脯氨

酸、甜菜碱），从而限制了代谢功能（如解磷相关酶合

成）的表达，该结论与 Yang等［42］研究结果一致。

3. 2　耐盐促生菌的鉴定

菌株鉴定显示芽孢杆菌属（Bacillus）占主导

（60%），包括耐盐菌株 Y-40（B.  halotolerans）和高

效解磷菌 Y-38（Exiguobacterium acetylicum），印证

了该属在根际促生菌中的核心地位。生理生化特

性与分类地位高度相关：革兰氏阳性菌普遍具有柠

檬酸盐利用能力，而唯一淀粉水解菌株 Y-40 与 B.  
halotolerans的碳水化合物代谢特征吻合。

本研究发现耐盐性与代谢功能呈负相关：耐盐

性最强的 Y-46 菌株无解磷与固氮能力，仅具备产

IAA 能力；而耐盐性中等的 Y-38 菌株兼具多种促生

活性，这一结果支持如下观点：盐胁迫条件下，菌株

的资源分配需在生存功能与共生功能间进行权衡

—高盐环境下，菌株需将更多能量用于维持细胞渗

透压平衡，进而导致其在促生相关代谢功能上的能

量投入减少；而中等耐盐菌株无需过度消耗能量以

应对盐胁迫，因此可更高效地表达促生功能。

值得注意的是，具固氮能力的 Y-17，Y-22，Y-
32，Y-40 均为芽孢杆菌属，但固氮效率与耐盐性无

显著关联，与曹晶晶等［43］报道的固氮菌耐盐性受限

现象一致。推测可能是由于固氮酶对盐离子敏感，

高盐环境下酶活性受抑，导致菌株即使具备固氮基

因，也难以高效发挥固氮功能。此外，Y-40 的淀粉

水解独特性表明其碳源利用多样性可增强盐环境

适应性，即通过降解土壤中淀粉类有机物获取更多

碳源，为渗透调节物质合成提供能量，类似特性在

刘文等［44］研究中已被证实。

3. 3　耐盐菌株的促生效果

植物根际促生菌（PGPR）对种子萌发和幼苗生

长的调控作用，主要通过直接促生（分泌植物激素）

和间接调控（优化根际微环境）实现。在种子萌发阶

段，PGPR 通过分泌吲哚乙酸（IAA）、赤霉素（GA₃）
等植物激素，刺激胚根细胞伸长和分裂，从而提高

种子发芽率和发芽势［45］。此外，PGPR 还能通过溶

磷、固氮等作用活化土壤养分，将土壤中难溶性磷、

空气中的氮气转化为植物可吸收的有效养分，为种

子萌发提供营养保障。在幼苗生长阶段，PGPR 定

殖于根际后，可通过竞争营养、分泌抗菌物质抑制

病原菌繁殖，同时增加放线菌等有益微生物丰度，

优化根际微生物群落结构 ，进而促进幼苗根系

发育［46］。

本研究通过盆栽试验发现，菌株促生效果与体

外指标不完全一致：尽管 Y-38 并非 IAA 产量最高

的菌株，但其处理组株高、地上鲜重及发芽率均显

图 8　不同处理下种子发芽率与发芽势

Fig. 8　Seed germination rate and germination potential under different treatments
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著优于其他处理组，这一发现表明菌株的综合促生

功能（解磷和 IAA）比单一功能指标更能准确预测其

在盐碱土中的实际促生效能。Y-35（高产 IAA）的盆

栽效果反而低于 CK，分析原因可能是过量 IAA 抑制

了主根伸长和侧根分化，导致幼苗生长受阻。这一

现象与付严松等［47］关于枯草芽孢杆菌 AH18 和地衣

芽孢杆菌 K11 可分泌 IAA，低浓度促进黄瓜根系生

长，高浓度反而抑制主根伸长的研究结果相一致。

对比前人研究，Y-38 的促生效果（株高提升

11. 40%）优于文怡等［48］在研究盐渍土中报道的

Pseudomonas 菌株（株高提升 5%~8%）和周晓倩

等［49］筛选的毛乌素沙地高效解磷假单胞菌 R4（株高

提升 7. 80%）。这一优势主要源于 Y-38 耐盐性与

解磷能力的协同作用。Selvakumar 等［50］的研究发

现 ，使 用 Exiguobacterium acetylicum 菌 株 IP
（MTCC 8707）处理小麦后根和地上部长度分别提

高了 16. 54% 和 8. 16%，表明该属菌株具有显著的

促生潜力，也为本研究 Y-38 在油莎豆上的优异表现

提供了支撑。窦鑫等［51］对玉米添加贝莱斯芽孢杆

菌（Bacillus velezensis），使其株高、茎粗、地上物质

干重均有所提升；王会会等［52］通过对苦草接种根际

促生菌（Bacillus），使其株高、根长、地上鲜重和根鲜

重均有不同程度的提升。这些研究表明，同一菌属

菌株的促生效果在不同作物上已得到广泛验证，进

一步证明本研究筛选菌株的应用普适性。

值得注意的是，具固氮能力的菌株在萌发试验

中未表现显著优势，表明固氮菌对种子萌发的影响

较弱，推测原因可能是种子萌发阶段对氮素需求较

低，菌株固氮功能难以充分发挥；同时，菌株的解

磷、产 IAA 等其他功能可能对萌发指标产生干扰，

掩盖了固氮作用的效果。因此，后期需参考李娜

等［53］关于营养生长期试验的研究方案，明确固氮菌

株在油莎豆不同生育期的作用。

综上，耐盐促生菌的实际促生效果是其耐盐

性、代谢功能多样性及宿主-微生物互作效率共同作

用的结果。本研究筛选的 Y-38 兼具中等耐盐性、高

效解磷能力及适宜 IAA 产量，其较为优异的综合性

能可为盐渍化土壤微生物修复提供优选菌种资源，

从而进一步丰富新疆盐碱沙土地的菌株资源库。

4　结论

本研究从南疆沙区油莎豆根际土壤中分离获

得 10 株耐盐植物根际促生菌（PGPR），根据解有机

磷能力、解无机磷能力和产 IAA 能力，结合种子萌

发率，定向筛选确定了 3 株表现优异的菌株，分别为

Y-35（墨西哥微小杆菌）、Y-38（乙酰微小杆菌）、Y-
46（太平洋比斯鲍曼菌），并进一步通过盆栽试验验

证其促生能力。三株菌的促生效果通过综合排序

为 Y-38>Y-46>Y-35。最终确定了综合性能优异

的 Y-38 菌株，该菌株具有良好的促生能力，可为油

莎豆微生物肥料的开发利用提供理论支持。
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