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油茶根际耐旱促生菌的筛选及其促生潜能分析

张栩萌 1，李星语 1，林    婧 2，王晓岩 1，苏喜玉 1，王慧敏 1，何苑皞 1，3，邓小军 1d，3
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摘    要：【目的】筛选对油茶有良好促生和耐旱效果的细菌，明确其系统分类地位，初步探讨其机理，为提高油

茶抗旱性提供新的研究方向。【方法】利用聚乙二醇（Polyethylene glycol，PEG）6000 模拟干旱胁迫，从干旱

环境下长势良好的油茶根际土壤中分离并筛选耐旱菌，测定其固氮、解磷、解钾、分泌吲哚 -3-乙酸（Indole-3-acetic 

acid，IAA）、产铁载体以及产生 1- 氨基环丙烷 -1- 羧酸（1-aminocyclopropane-1-carboxylate，ACC）脱氨酶等

促生能力，结合形态学、生理生化测定及 16 S rDNA 序列分析，明确其系统分类地位，通过种子萌发试验验证

促生性和抗旱性，并研究其对油茶根部抗氧化酶活性及抗旱相关基因表达的影响。【结果】筛选出可耐 300 g/L  

PEG6000 干旱胁迫的菌株 23 株，其中固氮菌 21 株，解磷菌 16 株，产 IAA 菌 5 株，分泌铁载体菌 11 株，分泌

ACC 脱氨酶菌 6 株；结合耐旱和促生效果，筛选出最佳菌株 1J81，结合形态特征、生理生化特征和 16 S rDNA

测序结果，鉴定为四川肠杆菌 Enterobacter sichuanensis；在干旱和非干旱条件下菌株 1J81 对油茶均有明显的

促生效果，同时能够提高油茶根部过氧化氢酶、过氧化物酶、超氧化物歧化酶等酶的活性以及相关抗旱基因

POD、SOD1、PR1B1 的表达量。【结论】来源于油茶根际土壤的四川肠杆菌 1J81 可作为微生物肥料菌种资源，

具有提高油茶抗旱性的潜力。

关键词：油茶；耐旱性；根际促生菌；干旱胁迫
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Screening of drought tolerant plant growth-promoting rhizobacteria from 
Camellia oleifera rhizosphere and analysis of their growth-promoting potential

Zhang Xumeng1, Li Xingyu1, Lin Jing2, Wang Xiaoyan1, Su Xiyu1, Wang Huimin1, He Yuanhao1,3, Deng Xiaojun1d,3

(1.a.Hunan Provincial Key Laboratory for Control of Forest Diseases and Pests; b.Key Laboratory of Cultivation and Protection for 
Non-wood Forest Trees, Ministry of Education; c.Key Laboratory of Integrated Management of Forest Biological Resources and Pests 
of Universities in Hunan Province; d. College of Life and Environmental Sciences, Central South University of Forestry & Technology, 

Changsha 410004, Hunan, China; 2.Guangxi State-owned Bobai Forest Farm, Yulin 537600, Guangxi, China;  
3.a.Zhongnan Fast-growing Wood Breeding Laboratory of National Forestry and Grassland Administration; b.Guangxi Key Laboratory 

of Superior Timber Tree Resource Cultivation, Guangxi Forestry Research Institute, Nanning 530002, Guangxi, China)

Abstract:【Objective】To screen strains with good growth-promoting and drought-tolerant effects on C. oleifera, clarify their systematic 
classification status, and preliminarily explore their mechanisms, which provides a new research direction for improving the drought 
resistance of C. oleifera.【Method】Drought-tolerant bacteria were isolated and screened from the rhizosphere soil of C. oleifera 
growing well in a drought environment by using polyethylene glycol (PEG) 6000 to simulate drought stress. Their nitrogen fixation, 
phosphate solubilization, potassium solubilization, secretion of indole-3-acetic acid (IAA), siderophore and 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate (ACC) deaminase were determined. Combined with morphological, physiological and biochemical tests and 16S rDNA 
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油茶 Camellia oleifera 是山茶科 Theaceae 山茶

属 Camellia 的常绿灌木，是我国重要的木本油料

树种，在保障我国粮油安全、助力乡村振兴中发

挥着重要作用 [1]。油茶主要种植于丘陵山地，灌

溉设备简陋，管理较为粗放，致使油茶幼苗极易

受气候条件的影响。受全球气候变化加剧的影响，

干旱灾害频发，水资源短缺问题日趋突出。2022
年湖南省出现大范围极度干旱，7—11 月全省平

均降水量为 86.0 mm，较常年同期偏少 79.5%，

为 1961 年以来历史同期最少 [2]。干旱环境下，油

茶植株体内会大量积累活性氧（Reactive oxygen 
species，ROS）等有害物质，对细胞膜系统造成损

伤 [3]，进而破坏植株正常代谢与生理功能，表现

为根系生长受阻、根毛减少、果实偏小、产量下

降等 [4-5]。因此，如何提高油茶抗旱性是种植过程

中亟待解决的关键问题。

传统植物抗旱改良手段以抗性育种为主，但

存在操作烦琐、耗时长等问题，而利用根际促生

菌（Plant growth-promoting rhizobacteria，PGPR）
提高植物抗旱能力，具备操作简单、耗时短等优

势，应用潜力更为突出。同时，PGPR 能够通过多

种机制提升植物耐旱水平，包括促进根系发育、

激素分泌、产生活性氧清除剂、诱导系统抗逆信

号以及分泌亲水胞外多糖等 [6]。在干旱条件下，

PGPR 在增加生物量、增强光合作用和抑制氧化损

伤方面的作用比在良好灌溉条件下更为显著 [7]。

Liu 等 [8] 研究发现，PGPR 蜡样芽孢杆菌 Bacillus 
cereus L90 在干旱胁迫下增加了核桃幼苗的生长素

（Indole-3-acetic acid，IAA）、赤霉素（Gibberellin 
acid，GA3）和玉米素（Zeatin riboside，ZR）含

量以及抗氧化酶活性，改变了植株的光合特性，

并显著促进了植物的生长。然而，当前根际促生

菌研究多数集中在玉米 Zea mays、辣椒 Capsicum 
annuum 等非木本植物，针对油茶这类多年生木本

油料作物的特异性研究较少。同时，对油茶根际

促生菌的研究大多聚焦于促生特性 [9-10]，对其提高

抗旱性的研究鲜有报道。随着全球气候变暖日趋

严峻，植物抗旱能力的选育要求不断提高。基于此，

本研究在探究促生特性的基础上加入抗旱性指标，

对后期应对气候变化具有重要的实践指导作用。

本研究针对湖南严重干旱年份下生长良好的

油茶植株，筛选其根际 PGPR，测定其耐旱性及促

生特性，确定菌株分类学地位，通过室内活体萌

发试验验证其抗旱、促生性能，并检测油茶根部

防御酶的活性及抗旱相关基因表达量，为后期耐

旱 PGPR 在油茶上的应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 样品的采集

2022 年 9 月（当月降水量 0 mm），在长沙天

际岭油茶林选取健康油茶植株，完整挖取根系，

轻抖去除表层浮土，样品迅速装入无菌采样袋， 
4 ℃低温冷藏。

1.2 培养基与试剂

本研究采用的培养基与试剂如下：LB 培养 
基 [11]、蒙金娜培养基、PKO 培养基、钾长石培养

基 [12]、Salkowski 比色液 [13]、MSA 基础培养基、

CAS 溶液 [14]、DF 盐培养基、TSB 液体培养基 [15]。

1.3 细菌的分离、纯化与耐旱菌株的筛选

取油茶根际土壤 0.5 g 置于 5 mL 无菌水中，超

声波清洗 5 min，清洗液由 10-1 逐级稀释至 10-7， 
涂布于 LB 培养基上，28 ℃培养 1 ～ 2 d 获得菌落，

纯化分离后 4 ℃冷藏保藏。

采用聚乙二醇（Polyethylene glycol，PEG）

6000 溶液模拟干旱胁迫。为高效筛选具有强耐

sequence analysis, the phylogenetic status was clarified. The growth-promoting and drought-resistance were verified by seed germination 
experiments, and their ef﻿fects on the activity of antioxidant enzymes and the expression of related resistance genes in the roots of C. oleifera 
were studied.【Result】A total of 23 strains of bacteria that tolerate 300 g/L PEG6000 drought stress were screened, including 21 strains 
of nitrogen-fixing bacteria, 16 strains of phosphate-solubilizing bacteria, 5 strains of IAA-producing bacteria, 11 strains of siderophore-
secreting bacteria and 6 strains of ACC deaminase-secreting bacteria. Combined with drought tolerance and growth-promoting effects, the 
optimal strain 1J81 is screened and identified as Enterobacter sichuanensis by morphological characteristics, physiological and biochemical 
tests and 16S rDNA sequencing results. Under both drought and non-drought conditions, strain 1J81 significantly promotes the activities of 
catalase (CAT), peroxidase (POD), superoxide dismutase (SOD) and other enzymes in the roots of C. oleifera and the expression levels of 
related resistance genes POD, SOD1 and PR1B1.【Conclusion】As a microbial fertilizer strain resource, E. sichuanensis 1J81 derived from 
the rhizosphere soil of C. oleifera has the potential to improve the drought resistance of C. oleifera.
Keywords: Camellia oleifera; drought tolerance; plant growth-promoting rhizobacteria; drought stress
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旱潜力的根际细菌，设置 3 个质量浓度梯度，

根据 Michel 等 [16] 的公式计算渗透势，各质量浓

度 PEG-6000 溶液对应的渗透势分别为 -0.15 MPa 
（100 g/L PEG6000，轻度耐旱）、-0.49 MPa（200 g/L  
PEG6000，中偏重度耐旱）、-1.00 MPa（300 g/L 
PEG6000，极重度耐旱）。待测菌株接种于 100 g/L  
PEG6000 液体培养基中，于 28 ℃条件下 180 r·min-1

培养，2 d 后观察液体是否浑浊，并以 100 g/L 梯

度逐级转接，直至 300 g/L，进行耐旱菌株的筛选

与驯化。

1.4 促生 PGPR 菌株的筛选

1.4.1 菌株固氮能力的测定

将筛选出的耐旱菌菌液接种于阿须贝培养基

正中央，28 ℃培养 3 d，若菌株能正常生长，则判

断其具有固氮能力。通过测定菌株在无氮液体阿

须贝培养基上的 OD600 值，评估其固氮能力 [11]。

1.4.2 菌株解磷、解钾能力的测定

将耐旱菌菌液接种于蒙金娜有机磷培养基、

PKO 培养基、钾长石培养基正中央，28 ℃培养 4 ～ 
5 d，若产生透明圈则判断其具有溶磷、解钾能力，

测量并记录透明圈直径（D）和菌株直径（d）[12]。

1.4.3 菌株分泌 IAA 能力的测定

采用 Salkowski 比色法测定菌株分泌 IAA 能

力，根据 IAA标准曲线回归方程 y=0.032 6x+0.004 8 
（R2=0.997 9），计算单位体积发酵液中的 IAA 含

量 [13]。

1.4.4 产铁载体能力的测定

将耐旱菌菌液接种至 MSA-CAS 固体培养基

中央，28 ℃培养 3 ～ 5 d，筛选有橙黄色晕圈的产

铁载体菌株 [14]。晕圈大小反映产铁载体能力强弱。

1.4.5 产 ACC 脱氨酶能力的测定

参照 Penrose 等 [15] 的方法进行 ACC 脱氨酶活

性测定。用单位酶活力除以总蛋白质量表示比活

力（U/mg），以此得到细菌的脱氨酶活性。

1.5 萌发试验及生长指标的测定

菌悬液的制备：将供试菌株接种于 LB 液体培

养基中，在 28 ℃、180 r·min-1 条件下培养 12 h， 
8 000 r·min-1 离心 5 min，弃上清，无菌水洗涤菌

体 3 次，加入等量无菌水将菌体悬浮，使用分光

光度计测定其 600 nm 下的吸光度（OD600），待其

OD600 值调至 1.00 时制成菌悬液。选择饱满具有活

力的油茶种子，用 10% 次氯酸钠消毒 10 min，冲

洗 3 ～ 5 次，吸干水分，用菌悬液浸泡 10 min，

铺于培养皿中，于 25 ℃、16 h 光照 /8 h 黑暗条件

下培养。设 4 个处理组，分别为菌悬液浸泡种子

后每 2 天补充无菌水（CE）；菌悬液浸泡种子后

每 2 天补充 PEG6000 溶液（PE）；每 2 天补充

PEG6000 溶液（P）；每 2 天补充无菌水（CK）。

每个处理 4 个重复。15 d 后统计油茶种子萌发势，

指标计算公式如下：

GE=（N15/NS）×100%；                              （1）
GP=（GN/NS）×100%。                              （2）

式中：GE 为种子萌发势；N15 为 15 d内种子萌发数；

NS 为供试种子总数；GP 为种子萌发率；GN 为种

子萌发总数。

油茶种子培养 50 d 后，选取萌发的种苗进行

取样，并测定各项生长指标。每个处理选取 5 株种

苗，用游标卡尺测量芽长及根长；分别称量油茶地

上部分和地下部分鲜质量，经 105 ℃杀青 30 min、 
70 ℃烘箱烘干至恒质量后，测定各部分干质量。

1.6 菌株鉴定

将供试细菌接种于 LB 培养基上，28 ℃培养 
1 d，观察记录细菌的菌体及菌落形态特征，并进

行革兰氏染色。严格按照《伯杰细菌鉴定手册》[17]

和《常见细菌系统鉴定手册》[18] 中的方法对细菌

进行相关生理生化指标测定。

16 S rDNA 序列测定及分析：使用细菌基因

组 DNA 提取试剂盒（TIANGEN）提取有较好功

能的耐旱细菌 DNA，经琼脂糖凝胶电泳验证合

格后以其为模板，采用 16 S rDNA 通用引物 27F
（5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′） 和 1492R
（5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′）进行 PCR 扩

增，获得 16 S rDNA 片段，PCR 产物送往擎科生物

测序。PCR 扩增程序为：94 ℃预热 4 min，94 ℃ 
变性 1 min，55 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min， 
34 个循环，72 ℃终延伸 5 min。测序结果在 NCBI
数据库中进行 BLAST 比对后，筛选同源性超 99%
的序列，采用 MEGA 11 软件构建系统发育树。

1.7 油茶抗旱性生理生化指标的测定

取苗高 5 ～ 8 cm 的油茶种苗，称取油茶苗主

根根尖部分 0.1 g，测定过氧化氢酶（Catalase，
CAT）、过氧化物酶（Peroxidase，POD）、超氧

化物歧化酶（Superoxide dismutase，SOD）的活性。

每个处理重复 5 次。采用苏州格锐思生物科技有

限公司试剂盒测定样品酶活性。
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1.8 抗旱性相关基因的荧光定量 PCR 测定

根 据 Trelief® RNAprep Pure Plant Plus Kit 说
明书提取总 RNA，并检测 RNA 的纯度和质量浓

度，纯度使用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 条带。

调整 RNA 质量浓度为 1 000 ng·μL-1，用于后续试

验。电泳结果（图 1）表明，28 S 和 18 S 条带清

晰，说明 RNA 无降解，完整性较好。OD260/280 的

值均在 1.8 ～ 2.0，RNA 无污染，可用于后续反转

录。具体操作按照 Syn-Script® Ⅲ RT SuperMix for 
qPCR（+gDNA Remover）试剂盒说明书进行，得

到 cDNA，合成的 cDNA 稀释 5 倍后使用。根据

Servicebio 公 司 的 2×Universal Blue SYBR Green 
qPCR Master Mix 说明书，以 EF1α 为内参基因，

分别对 POD、SOD1 以及 PR1B1 基因进行荧光定

量反应。所有引物设计参考文献 [19]，具体结果

如表 1 所示。根据 Ct 值计算 POD、SOD1 以及

PR1B1 基因的相对表达量。

图 1    总 RNA 电泳图
Fig. 1    Electrophoresis of total RNA

表 1    qRT-PCR 使用的引物
Table 1    Primers used in qRT-PCR

基因 ID Gene ID 引物 F Primer F 引物 R Primer R
EF1α CAAAGAAGGGTGCCAAGTGA ACCAAACAACCGACCTACGA

PR1B1 GTGTTGGGGGACAACAATGC TGAACCCTAGCGCATCCAAG
SOD1 TCAGTGGCACCGTACACTTC TTAAGCCCAGAGACGCTTCC
POD TCATACATTCGGACGGGCTG AGTTGTAAAGGCGTGGGGTC

1.9 数据处理

利用 Excel 2021 软件对数据进行整理，采

用 SPSS 26.0 软件进行单因素方差分析（One-way 
ANOVA），使用 GraphPad Prism 8.0 软件作图，

用 MEGA 11 软件构建系统发育树。

2 结果与分析

2.1 耐旱菌株的筛选与促生特性

分离纯化菌株 100 株，其中 23 株可在极重度

耐旱（300 g/L PEG6000）条件下正常生长，可用于

后续功能研究。经测定发现，具有固氮效果的菌株

有 21 株，具有溶有机磷能力的有 16 株，具有解钾

能力的有 19 株，具有分泌 IAA 能力的有 5 株，具

有产铁载体能力的有 11 株，具有产 ACC 脱氨酶能

力的有 6 株。其中，有 10 株菌株同时具备 4 种及以

上促生功能（表 2）。具体来看，有 5 株固氮能力

较强（OD600 值大于 0.250），1J81 在无氮培养基中

生长能力最好，OD600 达到 0.408；6 株表现出较好

的溶解有机磷效果（D/d ＞ 1.50），其中菌株 1J53 
的 D/d 值最高为（1.67±0.16）；5 株表现出较好的

解钾效果（D/d ＞ 2.0），其中菌株 1J81 的 D/d 最 

高，为（3.20±0.15）；3 株具有分泌 IAA 能力，其

中 1J22 的 IAA 质量浓度最高，为 29.98 μg·mL-1； 
6 株具有产铁载体能力，其中 1J81 产铁载体能力

最强，晕圈直径达到（1.47±0.03）mm；仅有 2 株

耐旱菌有产 ACC 脱氨酶能力，其中 1J81 的 ACC 
脱氨酶活性明显高于另一株，为 0.251 U·mg-1。

对促生功能突出的菌株（1J81、1J75 和 1J22） 
进行耐旱萌发试验，在 300 g/L PEG6000、250 g/L  
PEG6000 模拟的干旱胁迫下，所有处理的种子萌

发受到抑制，无种子萌发。在 200 g/L PEG6000 模

拟的干旱胁迫下，菌株 1J81 处理组的种子萌发率、

种苗促生耐旱效果均显著优于其他菌株（P＜ 0.05）
（表 3）。后续种苗试验均以 200 g/L PEG6000 模

拟干旱胁迫。

综上，通过对各菌株的功能特性进行综合对

比，菌株 1J81 同时具备 5 项促生功能，且促生能

力与耐旱能力均表现优异，因此本研究选取菌株

1J81 开展后续试验。

2.2 菌株的形态学与生理生化特征及分子生物学

鉴定结果

1J81 菌落为米黄色，形态呈椭圆或较为规则
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的圆状，菌落小且黏稠不透明，中部微微凸起，

表面湿润，向四周呈辐射状发散（图 2A）。该

菌株为革兰氏阴性菌，在显微镜下呈长棒状（图

2B）。根据《伯杰细菌鉴定手册》和《常见细

菌系统鉴定手册》，对照淀粉水解、明胶液化、

糖发酵、柠檬酸盐的利用、硝酸盐还原、M.R、
V.P、吲哚试验等生理生化试验结果（表 4），初

步判断菌株 1J81 为肠杆菌属。将测序结果提交到

GenBank 数据库（登录号为 PX365875），通过序

列比对发现，该菌株与四川肠杆菌 E. sichuanensis
的序列同源性最高，达到 99.50%。在 NCBI 数
据库中进行 BLAST 比对，并选择同源比率为

99.0% ～ 99.5%、序列长度为 1 000 ～ 1 450 bp 的

菌种构建系统发育树，结果见图 3。结合形态特征、

生理生化特征和 16 S rDNA 测序结果综合分析，

菌株 1J81 为肠杆菌属四川肠杆菌。

表 3    优势菌株的耐旱效果 †

Table 3    Drought tolerance effect of dominant strains

处理组
Processing 

group

萌发率
Germination 

rate /%

种苗根长
Seedling root 
length /mm

种苗芽长
Seedling bud 
length /mm

干旱胁迫 P 25 11.10±4.03 c 0 c

1J22 30 23.54±2.92 b 8.52±3.10 b

1J75 30 21.66±5.60 bc 2.68±1.75 bc

1J81 35 40.16±8.21 a 19.87±6.95 a

† 不同小写字母代表不同处理间差异显著（P ＜ 0.05）。
 Different lowercase letters indicate significant among treatments at P ＜ 0.05.

表 2    部分菌株的促生效果 †

Table 2    Growth-promoting effect of strains

菌株
Strain

固氮（OD600）
Nitrogen 

fixation(OD600)

溶磷能力（D/d）
Phosphate-
solubilizing 

capacity(D/d)

解钾能力（D/d）
Potassium-dissolving 

ability(D/d)

铁载体
Siderophore 

production /mm

IAA 质量浓度
The amount of IAA 
secreted /(μg·mL-1)

ACC 酶活性
ACC enzyme  

activity /(U·mg-1)

1J75 0.213±0.02 1.23±0.15 2.56±0.12 — 22.39±1.01 —

1J78 0.281±0.06 1.28±0.09 2.19±0.18 1.28±0.05 — —

1J81 0.408±0.06 1.63±0.18 3.20±0.15 1.47±0.03 — 0.251±0.057

1J74 0.226±0.03 1.46±0.06 2.67±0.09 — — 0.033±0.009

1J53 0.234±0.03 1.67±0.16 1.21±0.10 1.23±0.03 — —

1J76 0.296±0.02 1.28±0.14 1.48±0.14 1.05±0.04 — —

1J5 0.293±0.04 1.55±0.12 0 1.32±0.05 18.56±0.58 —

1J24 0.221±0.03 1.59±0.20 1.95±0.20 1.14±0.04 — —

1J22 0.273±0.02 1.65±0.10 1.19±0.16 — 29.98±0.13 —

1J15 0.249±0.05 1.57±0.10 2.49±0.59 — — —

† —：该菌株未检测出相应功能。—: the strain did not detect the corresponding function.

图 2    1J81 菌落形态和革兰氏染色镜检结果
Fig. 2    Colony morphology and Gram staining result of strain 1J81

2.3 菌株 1J81 对种子萌发和种苗的促生作用

在 200 g/L PEG6000 模拟干旱胁迫下，菌株 
1J81 可显著提升种子萌发活力（表 5），同时对幼

苗根系与芽的生长均具有促进作用（图 4）。非干

旱条件下，菌株 1J81 处理组（CE）种苗的芽长、

根长、鲜质量及干质量均显著高于对照组（CK） 
（P ＜ 0.05）。干旱条件下，菌株 1J81 处理组（PE）
种苗的芽长、根长、鲜质量及干质量均显著高于
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干旱胁迫组（P）（P ＜ 0.05）。干旱胁迫下，菌

株 1J81 处理组（PE）种苗的干质量显著高于对照

组（CK）。综上，菌株 1J81 有显著促生耐旱效果。

表 5    菌株 1J81 对种子萌发的影响
Table 5    Effects of strain 1J81 on seed germination

处理组
Processing group

萌发势（15 d）
Germination vigor  

(15 d) /%

萌发率
Germination rate /%

无菌水 CK 75 75

耐旱菌 CE 65 75

干旱胁迫 P 15 25

干旱接菌 PE 25 35

2.4 油茶抗氧化酶活性变化与抗旱相关基因的 
表达

经处理后，油茶根系酶活性表现出不同幅度

的上升（图 5）。干旱胁迫下，菌株 1J81处理组（PE）
油茶根部 CAT 酶活为 0.33 mmol·min-1·g-1，是对

照组（CK）的 2 倍（P ＜ 0.05），是干旱胁迫组

（P）的 1.33 倍；POD 酶活为 399.17 U·g-1·min-1，

是对照组（CK）的 10.41 倍（P ＜ 0.05），是干

旱胁迫组（P）的 1.85 倍（P ＜ 0.05）；SOD 酶

活为 594.09 U·g-1，是对照组（CK）的 7.25 倍（P ＜ 
0.05），是干旱胁迫组（P）的 1.49 倍（P ＜ 0.05）。

经菌株 1J81 处理后，可提高油茶根部 CAT、
POD、SOD 的酶活，提升油茶的抗逆性。

由图 6 可知，以 EF1α 基因作为内参基因，

干旱情况下菌株 1J81 处理组（PE）的油茶根系

POD、SOD1、PR1B1 基因表达量均显著高于对照

组（CK）（P ＜ 0.05）。由此表明，菌株 1J81 对

油茶进行处理后，可在干旱情况下诱导 POD、

SOD1 以及 PR1B1 等抗旱基因的表达，进而诱导

油茶形成系统性抗旱能力。

3 讨论与结论

3.1 讨    论

干旱胁迫下植物根系 - 微生物互作体系主要

通过改变植物的生理状态来提高耐旱性，目前已

表 4    菌株 1J81 生理生化鉴定结果 †

Table 4    Physiological and biochemical identification results of strain 1J81

鉴定试验 Identification test 试验结果 Test result 鉴定试验 Identification test 试验结果 Test result

淀粉水解 Amylohydrolysis - 葡萄糖发酵 Fermentation with glucose +

明胶液化 Liquefy the gelatin - 果糖发酵 Fermentation with fructose +

柠檬酸盐的利用 Citrate utilization + 甘露醇发酵 Fermentation with mannitol +

硝酸盐还原 Reduced nitrate + 蔗糖发酵 Fermentation with sucrose +

M.R - 可溶性淀粉发酵 Fermentation with soluble starch +

V.P + 吲哚实验 Indole experiment -

† +，阳性或可利用；-，阴性或不可利用。 +: positive or available, -: negative or not available.

图 3    基于 16 S rDNA 序列构建的系统发育树
Fig. 3    Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences
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知根际细菌介导的植物抗旱机制主要包括三个途 
径 [14]。一是 PGPR 菌株可合成 IAA、GA3 等植物

生长调节物质，促进植物生长发育 [20]。例如，内

生细菌肠杆菌属 RD4-1-1 通过合成 IAA 来促进水

稻种子萌发和幼苗生长，从而提高宿主植物在 PEG
模拟干旱条件下的耐旱能力 [21]。二是产生 ACC 脱

氨酶，降低根部乙烯（ET）含量。例如，产 ACC
脱氨酶的阴沟肠杆菌 ZNP-4，有助于减少非生物胁

不同小写字母代表不同处理间差异显著（P ＜ 0.05），下同。Different lowercase letters indicate significant  among treatments at P ＜ 0.05. The same below.

图 4    菌株 1J81 对种苗生长的影响
Fig. 4    The effect of strain 1J81 on seedling growth

图 5    各处理对油茶根系酶活性的影响
Fig. 5    Effects of each treatment on enzyme activity in the roots of C. oleifera

图 6    各处理对油茶根部抗旱基因相对表达量的影响
Fig. 6    Effects of each treatment on the relative expression of drought resistance genes in the roots of C. oleifera
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迫对小麦植株的抑制作用，提高小麦植株的抗逆 
性 [22]。三是产生能够分泌具有高保水性的亲水胞外

多糖（Exopolysaccharides，EPS），提高根系保水 
性 [23]，经 EPS 修饰的细胞可在干旱条件下显

著改善植物生长表现。例如，阴沟肠杆菌 E. 
cloacae 的 BHUAS1、巨大芽孢杆菌 B. megaterium
的 BHUIESDAS3、 蜡 样 芽 孢 杆 菌 B. cereus 的

BHUAS2 能够在干旱胁迫下产生 EPS，在植物根

部周围形成亲水性生物膜，具有维持生长和产量

的能力，减轻水分胁迫对小麦的有害影响 [24]。本

研究对油茶根际促生耐旱菌产 IAA 和 ACC 脱氨酶

能力进行了测定，推测四川肠杆菌菌株 1J81 的促

生耐旱机理可能与合成植物生长调节因子或产生

ACC 脱氨酶有关。此外，由于本研究未测定菌株

分泌 EPS 的能力，后续可对此进行补充研究。

种子萌发期对水分胁迫最为敏感，是评价植

物抗旱能力的重要时期 [25]。干旱胁迫会限制种

子水分吸收，抑制代谢活性，致使发芽率、发芽

指数和活力指数等萌发指标下降 [8]。本研究在菌

株筛选阶段，以 300 g/L PEG6000 极重度干旱胁

迫作为筛选压力，通过逐级驯化，获取具备较强

耐旱潜力的根际促生菌资源。但在试验过程中，

250 g/L 及以上质量浓度 PEG6000 处理会抑制油

茶种子萌发，类似的现象在其他植物研究中也存

在，例如在 300 g/L PEG6000 质量浓度下不同基

因型的鹰嘴豆 Cicer arietinum 均不能发芽 [26-27]。

若以低质量浓度（如 150 g/L PEG6000）筛选，其

最优菌株可能在更严重的干旱下失效，实用性有

限。因此，为兼顾菌株耐旱潜力与后续油茶种子

萌发，本试验最终使用 200 g/L PEG6000 进行种子

萌发与种苗促生试验，是油茶种子能维持萌发的

最高胁迫质量浓度，已被证实可用于油茶干旱胁

迫研究 [28]。本研究比较了 3 株优势菌株在 200 g/L  
PEG6000 胁迫下的种苗促生效果，菌株 1J81 在油

茶种子可耐受的最高胁迫质量浓度下仍具有最优

的促生耐旱性能。在种子萌发试验中，干旱胁迫

下菌株 1J81 处理组（PE）较干旱胁迫组（P）的

萌发势和萌发率相对提升了 66.7% 和 40.0%，但

仍明显低于对照组（CK），表明菌株 1J81 虽无

法完全抵消干旱胁迫对种子萌发的抑制，但可适

当缓解干旱胁迫。其原因可能是油茶种子具有厚

而坚实的种皮，不仅会阻碍水分与氧气的渗透，

还可能限制菌株 1J81 分泌的促生物质进入种胚内 
部 [29-30]。此外，PGPR 处理对种子萌发的促进作用

本身就存在一定局限性。Satognon 等 [31] 研究表明，

PGPR 接种可以显著促进幼苗生长和叶片发育，但

对种子萌发率的影响往往不显著。PGPR 的核心促

生机制更多作用于幼苗发育阶段，而非种子吸水

膨胀和胚根突破种皮的萌发阶段。种苗生长试验

中，干旱胁迫下菌株 1J81 处理组（PE）的芽长、

根长、鲜质量及干质量均显著优于干旱胁迫组（P），
同时干质量显著高于对照组（CK），说明菌株

1J81 的促生功能可有效补充油茶生长所需养分，

增强植株对干旱环境的适应能力。这与 Niu 等 [32]

从旱生作物谷子 Setaria italica 根际分离的耐旱根

际促生菌株 E. hormaechei DR1 在干旱胁迫下显著

促进植物幼苗生长的结果一致。综上所述，尽管

菌株 1J81 对油茶种子萌发的促生效果有限，但其

对种苗生长有显著促进效果，其作用机制可能通

过调控油茶的生理状态，增强其应对干旱胁迫的

能力。

干旱胁迫条件下植物活性氧代谢失衡，需依

赖 SOD、POD 和 CAT 等抗氧化酶清除作物体内

ROS，阻止膜脂过氧化，从而缓解植物因干旱胁

迫受到的伤害。为了进一步揭示菌株 1J81 对油茶

影响的内在机制，对其抗氧化酶活与抗旱相关基

因表达量进行分析。结果显示，干旱胁迫下菌株

1J81 处理组（PE）可显著提高油茶根部 SOD、

POD 和 CAT 活性（P ＜ 0.05）。但菌株 1J81 处理

组（CE）和干旱胁迫组（P）的 SOD1 基因表达量

与对照组（CK）没有显著差异，甚至在干旱胁迫

条件下有降低的趋势。这是因为油茶 SOD1 基因

编码胞质铜锌超氧化物歧化酶（Cu/Zn-SOD），其

表达量水平与酶活性变化存在不一致性 [33]。这种

现象可能与植物 SOD 基因家族的多重调控有关，

即 SOD 活性不仅受单一 SOD1 基因转录水平影响，

还可能受其他同源基因的表达、翻译后修饰或蛋

白稳定性调控。Zhou 等 [34] 在茶树 C. sinensis 的研

究中也表明，胞质 Cu/Zn-SOD 家族具有多个同源

成员，而油茶与茶树亲缘关系较近，推测油茶中

可能存在功能冗余的同源基因，在干旱胁迫下补

偿 SOD1 转录水平的不足。在马铃薯干旱胁迫研究

中发现，泛素化模块 StUBC18-StPUB40 可在不改

变 SOD 基因表达的情况下调控其酶活性 [35]。水稻

中胞质 Cu/Zn-SOD 基因在轻度干旱条件下表达升

高，而在重度干旱下表达下降 [36]，表明 SOD 基因

的表达与干旱强度密切相关。综上所述，多重调

控机制在油茶中可能同样存在，菌株 1J81 可能通

过提高现有 SOD 蛋白的活性或调控其他 SOD 同

源基因来增强油茶的抗氧化能力。此外，本研究

中 POD 基因表达量与对应的 POD 酶活性变化呈

现一致的趋势，表明油茶根部 POD 酶活性受 POD
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基因表达水平调控。PR1B1 基因能被病菌侵染、

干旱、盐和重金属等多种胁迫所诱导，其表达增

加了植物抗病和抗逆能力 [37-38]。经菌株 1J81 处理

的油茶根部 PR1B1 基因显著表达，揭示菌株 1J81
可能通过诱导 PR1B1 基因表达，从而增强油茶的

抗旱能力。

耐旱促生菌株 E. sichuanensis 1J81 对油茶种子

萌发、种苗生长具有一定促生、抗旱作用，且经

菌株 1J81 处理的油茶根部抗氧化酶活性及抗旱相

关基因表达量均有提升。本研究仅在 PEG6000 模

拟干旱条件下进行室内萌发试验，在促进油茶种

苗抗旱生长方面展现出一定的应用潜力，但其对

种子萌发的促进效果有限，后期需开展盆栽与林

间试验加以深入验证，综合评估菌株 1J81 在不同

水势、土壤类型及微生物群落条件下的耐旱促生

效能，以验证其实际应用潜力，并探索其菌肥制

剂的可行性。

3.2 结    论

本研究从湖南省长沙市天际岭森林公园干旱

环境下长势良好的油茶根际土壤中分离获得 100
株细菌，经 300 g/L PEG6000 模拟干旱胁迫筛选，

获得 23 株极重度耐旱菌株。通过系统测定其固

氮、解磷、解钾、分泌 IAA、铁载体及 ACC 脱

氨酶等促生特性，筛选出功能综合最优的菌株

1J81。分子鉴定结果显示，该菌为四川肠杆菌 E. 
sichuanensis。在种子萌发试验中，菌株 1J81 可缓

解干旱胁迫对油茶种子萌发的抑制，显著促进种

苗生长。抗氧化酶活性与抗旱基因表达的测定结

果表明，干旱胁迫下菌株 1J81 处理可显著提高油

茶根部CAT、POD、SOD活性，分别是对照组的2.00
倍、10.41 倍和 7.25 倍，同时显著上调 POD、

SOD1 与 PR1B1 抗旱基因表达。该菌株作为微生

物肥料菌种资源，在油茶种苗抗旱促生方面具有

一定的应用潜力。
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