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摘   要：【背景】近年来，甘肃省土地盐碱化的日益加剧已对当地农业生产和生态环境产生严重

影响。【目的】从甘肃省兰州市兰州新区和张掖市黑河生态保护区盐碱土壤中分离筛选出耐盐碱菌

株，并对其进行鉴定和部分功能性评价与促生性分析，从而为改良甘肃省盐碱地提供微生物资源

和理论基础。【方法】利用不同盐碱浓度的改良培养基对分离后的菌落进行条件培养，筛选出具有

高耐盐碱能力的菌种，通过 16S rRNA 基因序列鉴定菌种类型，并测试其在不同培养基条件下功能

性和促生性的不同作用。【结果】共筛选得到 5 株高耐盐碱菌株，鉴定结果分别为巨大芽孢杆菌

(Bacillus megaterium)、金黄节杆菌(Arthrobacter aurescens)、费氏中华根瘤菌(Sinorhizobium fredii)、
地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis)和不动杆菌属(Acinetobacter sp.)。经鉴定分析 5 株菌均具有溶

磷和分泌吲哚乙酸的能力；金黄节杆菌和地衣芽孢杆菌具有解钾能力；金黄节杆菌、费氏中华根

瘤菌和不动杆菌属具有固氮能力；地衣芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌和费氏中华根瘤菌分泌的 ACC 脱

氨酶活性分别达到 0.272、0.217 和 0.159 U/mg，金黄节杆菌和不动杆菌属几乎无 ACC 脱氨酶活性。

【结论】五株耐盐碱菌在溶磷、解钾和固氮功能方面各自具有不同的效果且兼具一定的促生作用，

这为后期微生物改良盐碱地的应用提供了物种资源和理论基础。 
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Abstract: [Backgroud] In recent years, with the increasing of land salinization in Gansu province, its 
impact on agricultural production and ecological environment has become more and more serious. 
[Objective] In this study, saline-alkali-tolerant strains were isolated and screened from the saline-alkali 
soils of Lanzhou new district of Lanzhou city and Heihe Ecological Reserve of Zhangye city, Gansu 
province. Then we identified the isolated strains, and evaluated and analyzed some of their functionality 
and growth-promoting properties, which provided microbial resources and theoretical basis for 
improving the saline-alkali land in Gansu province. [Methods] The isolated colonies were cultured in 
conditioned medium of different salinity and alkali concentrations, and those with high saline-alkali 
tolerance were screened out. The 16S rRNA gene sequencing was used to identify the types of the 
selected strains and test their various functional and growth-promoting effects in different media. 
[Results] Five highly saline-alkali-tolerant strains were obtained, which were Bacillus megaterium, 
Arthrobacter aurescens, Sinorhizobium fredii, Bacillus licheniformis and Acinetobacter sp.. All five 
strains had the ability to dissolve phosphorus and secrete indole-3-acetic acid (IAA), A. aurescens and   
B. licheniformis had the ability to dissolve potassium, and A. aurescens, S. fredii and Acinetobacter sp. 
showed nitrogen fixation ability. ACC deaminase activities secreted by B. licheniformis, B. megaterium 
and S. fredii reached 0.272, 0.217, and 0.159 U/mg, respectively, while A. aurescens and Acinetobacter 
sp. had almost no ACC deaminase activity. [Conclusion] The five saline-alkali-tolerant bacteria had 
different phosphorus-dissolving, potassium-solving and nitrogen-fixing functions and certain 
growth-promoting effects. This study provided species resources and theoretical basis for the later 
application of microorganisms to improvement of saline-alkali land. 

Keywords: soil salinization; microbial strains; functionality; growth promotion; salinization improvement 

土壤盐碱化是目前全球普遍存在且广受生

态学相关科研工作者关注的研究热点之一，土

壤盐碱化的扩增严重限制了我国土壤资源的有

效利用和可持续性，其不仅会造成土壤板结、

孔隙度低和土壤肥力差，还会对很多植物直接

造成毒害作用[1]。在我国，约有 670 万 hm2 的

农田受到不同程度的土壤盐碱化危害，占全国

耕地面积的 10%左右[2]。甘肃省的土壤盐碱化

区域主要分布在河西走廊灌溉农业地区，全省所

有盐碱化土地面积约为 6 559 km2，面积较大[3]。

甘肃省盐碱地的形成除了人为对化肥农药等化

学物质的滥用、农田的不适当耕作和过度开发

种植等原因，其主要原因是地表水的引灌造成

区域地下水水位上升，容易发生土壤次生盐碱
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化，使得农田土壤盐碱化愈加严重[4]。该现状

已严重威胁到甘肃省的生态环境与粮食安全，

找到一种合适且具有生态效益的改良方法具有

十分重要的现实意义。 
目前全球针对土壤盐碱化改良的方式主要

有三大类，分别为物理、化学和生物修复方法[5]。

其中前两种修复投入成本高，不易实施，相较

而言生物修复的方法能够取得更好的生态效益

和经济效益，生物修复主要包括植物修复与微

生物修复，植物修复易受气候、环境等自然条

件的影响而无法大规模种植，而微生物修复相

对更容易实施，土壤耐盐碱微生物在土壤中不

仅适应能力强，而且数量庞大、种类丰富，修

复过程相对更加经济环保，具有不错的改良效

果[6]。本研究从甘肃省兰州市兰州新区和张掖

市黑河生态保护区内共采集 15 个点的土样，对

其进行菌种分离、筛选、鉴定后共找到 5 种不

同类型的耐盐碱细菌，通过进行一些功能性和

促生性的鉴定分析，挖掘出 5 种耐盐碱菌种的

功能区别，以期为利用微生物改良盐碱地提供

新的菌种资源和理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  土样 

土样共采集 15 份，其中 5 份采自甘肃省兰

州市永登县中川街 11 号兰州新区舟曲中学校

园内生长良好的草地根际土壤，其余 10 份采

自甘肃省张掖市高台县黑河湿地生态恢复保

护示范区干流中游下段生长较好的植被根际

土壤。分别取 0−10、10−20 和 20−30 cm 的表层

土壤。 
1.1.2  培养基 

Gibbson 改良培养基参照文献[7]配制；LB 培

养基参照文献[8]配制；无机磷培养基(pikovaskaia՚s 

medium，PKO)参照文献[9]配制；蒙金娜有机磷

培养基参照文献[10]配制；Dworkin and Foster 
(DF)培养基参照文献[11]配制；ADF 培养基参

照文献[12]配制(将 DF 培养基中的(NH4)2SO4 替

换成 1-氨基羰酰-1-环丙烷羧酸)；硅酸盐细菌培

养基参照文献[13]配制；阿须贝氏培养基(Ashby 
medium)参照文献[14]配制。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

牛肉膏、酵母膏、蛋白胨、葡萄糖、蔗糖、

氯化钠、硫酸镁、碳酸钙、甘露醇和琼脂等，

均为分析纯，天津市津东天正精细化学试剂厂；

1-氨基羰酰-1-环丙烷羧酸(1-amino carbonyl-1- 
cyclopropane carboxylic acid，ACC)，Salkowski
公司；DNA 聚合酶，Sigma-Aldrich 公司；细菌

基因组 DNA 提取试剂盒，Omega 公司；土壤

基因组DNA提取试剂盒，MP Biomedicals公司。 
PCR 仪和电泳仪，Bio-Rad 公司；紫外分

光光度计，上海昂拉仪器有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  耐盐碱菌株的分离 

称取采集的新鲜盐碱土壤样品各 10 g，分

别向其中加入 90 mL 的无菌水稀释，将稀释好

的土壤样品置于 180 r/min 的摇床上摇匀。取  
1 mL 摇匀的菌液，用 9 mL 的生理无菌盐水对

样品进行梯度稀释。再分别从 10−5、10−6 和 10−7

稀释液中取 0.1 mL 液体涂布于盐浓度 10%、pH 
9.0 的 Gibbson 改良培养基平板上，37 °C 恒温

培养 5 d。从培养基上挑取单一的菌落划线培养

至新的培养基中，反复通过平板划线法对菌进

行分离纯化，并将纯化后的菌株接种于斜面培

养基上 37 °C 培养 4 d 后，放置于 4 °C 冰箱中

保藏备用。 
1.2.2  耐盐碱菌株的筛选 

将 Gibbons 改良培养基的盐度和碱度进行

调整，以达到筛选耐盐碱菌株的目的。分别设
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置 3 组试验，第 1 组试验在保证培养基 pH 9.0
的条件下，通过外源向培养基中加入 NaCl，以

达到调节培养基盐度的作用，使各培养基中

NaCl 浓度分别为 100、120、140、160、180 和

200 g/L；第 2 组试验保证培养基 NaCl 浓度为

100 g/L 的条件下，通过外源向培养基中加入  
1 mol/L NaOH 溶液以调节培养基的碱度，调节

培养基的 pH 值分别为 9.0、10.0、11.0 和 12.0；
第 3 组试验设计为同时增加培养基的碱度和盐

度分别为：9.0 和 100 g/L、11.0 和 140 g/L、12.0
和 200 g/L。最后将分离纯化的菌株接种于不

同盐碱度的培养基上，37 °C 静置培养 4 d 后

观察菌落生长状况，筛选出耐盐碱能力较强的

菌株。 
1.2.3  耐盐碱菌株的鉴定 

(1) 形态学观察 
将待测菌液涂布至相应的培养基上，静置于

37 °C 培养箱中培养 24 h，观察菌落生长形态。 
(2) 分子生物学分析 
用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取菌株

的总 DNA 作为模板，利用通用引物 27F 
(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1 492R 
(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)进行 PCR扩

增。PCR 反应体系：DNA 模板(10 ng/µL) 3 µL，

10×PCR Buffer (含Mg2+) 5.0 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 
4.0 μL，Taq 酶(2.5 U/µL) 1.0 μL，上、下游引

物(10 µmol/L)各 1 µL，加 ddH2O 至 50 µL。PCR
反应条件：95 °C 10 min；94 °C 30 s，54 °C    
40 s，72 °C 90 s，共 30 个循环；72 °C 12 min。
PCR 产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳进行检测，

利用 PCR 产物纯化试剂盒进行纯化，纯化后

的产物送生工生物工程 (上海 )股份有限公司

进行测序。测序结果在 NCBI 数据库中进行

BLAST 同源性分析，应用 MEGA 7.0 做系统

发育树。 

1.2.4  耐盐碱菌株溶磷、解钾、固氮能力测定

方法  
(1) 溶磷能力的测定 
通过将筛选菌株接种至 PKO 无机磷培养基

和蒙金娜有机磷培养基中，28 °C、180 r/min 培

养 48 h，采用钼锑抗显色法测定其溶磷能力[15]。 
(2) 解钾能力的测定 
将筛选菌株划线接种于硅酸盐细菌培养

基，30 °C 恒温培养 3 d，经 3 次重复实验，如

果平板上能生长菌落并且呈光滑、透明油滴状，

则证明菌株具有解钾的能力[16]。 
(3) 固氮能力的测定 
采用划线接种的方法，将耐盐碱菌株划线

于 Ashby 固体培养基上，在 30 °C 培养 10 d，
连续传代 3 次，第 3 次依然能在 Ashby 培养基

上生长的细菌则被视为具有固氮能力[17]。 
1.2.5  耐盐碱菌株的促生性测定方法 

(1) 吲哚乙酸(indole-3-acetic acid，IAA)的
定量测定 

采用 Salkowski 法[18]进行测定。将筛选得

到的耐盐碱菌株接种于 LB 培养液中，28 °C、

180 r/min 条件下培养 48 h 后，再在 10 000 r/min
条件下离心 10 min，取 1 mL 上清液，加入 4 mL
的 Salkowski 比色液，避光处理，显色 30 min
后立刻在 530 nm 波长处用分光光度计进行比

色分析。重复测量 3 组数据，取其平均值，参

照对应的标准曲线计算出 IAA 的量。 
(2) ACC 脱氨酶活性的测定 
参照 Honma 等[19]的方法，将筛选的菌株接

种至 30 mL的DF液体培养基，在 30 °C、200 r/min
条件下避光振荡培养 12 h。再将菌液置于 4 °C、

8 000 r/min 条件下离心 10 min，收集菌悬液，

并将沉淀物再次重悬于 30 mL 的 ADF液体培养

基中，在 30 °C、200 r/min 条件下避光振荡培

养 24 h，用以诱导细菌的 ACC 脱氨酶活性。将
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之前的菌液于 4 °C、8 000 r/min 条件下再次离

心 10 min，沉淀物重悬至 5 mL 的 0.1 moL/L 
Tris-HCl 缓冲液(pH 7.6)，4 °C、8 000 r/min 条

件下继续离心 10 min，并收集沉淀物。向菌体

沉淀中加入 1 mL 的 0.1 moL/L Tris-HCl 缓冲液

(pH 7.6)悬浮菌体，然后转移至 1.5 mL 离心管

中，11 000 r/min 条件下离心 10 min；重悬菌体

于 600 μL 的 0.1 moL/L Tris-HCl 缓冲液(pH 
8.5)，加入 30 μL 甲苯同时漩涡振荡 30 s 来破碎

菌体细胞。吸取 200 μL 破碎细胞菌悬液，加入

20 μL 的 0.5 moL/L ACC 溶液，混匀后保持水浴

加热(30 °C) 15 min，然后向其中加入 1 mL 的

0.56 moL/L HCl 溶液摇匀，11 000 r/min 离心  
10 min。取上述离心上清液 1 mL，加入 800 μL
的 0.56 moL/L HCl 溶液，混匀后再加入 300 μL
的 2 g/L 2,4-二硝基苯肼溶液，30 °C 水浴 30 min。
加入 2 mL 的 2 moL/L NaOH 溶液显色，检测

OD540 值，以无菌水代替菌悬液的处理作为空白

对照。将样品的 OD540 值代入标准曲线计算其

对应的 α-丁酮酸含量，将每分钟形成 1 μmoL    
α-丁酮酸的量定义为 1 个酶活力单位。 

1.3  数据分析 
采用 Excel 2010、SPSS 17、Origin 2018 软

件进行数据统计与分析，运用 MEGA 7.0 软件

构建系统发育树。 

2  结果与分析 
2.1  耐盐碱菌株的筛选及耐盐碱能力测定 

研究共采集 15 份盐碱土壤样品，在 Gibbson

改良培养基上共得到 21 株不同的细菌(分别命

名为 1‒21 号)。其中 8 株分离于兰州新区，13 株

分离于张掖市黑河保护区。 
2.1.1  菌株耐盐能力的测定 

如表 1 所示，在 Gibbson 改良培养基 pH 值

为 9.0 的前提下，8、9、13 和 16 号菌株耐盐能 

表 1  菌株的耐盐能力 
Table 1  Salt tolerance of strains 
菌株编号 
Strain No. 

NaCl concentration (g/L) 
100 120 140 160 180 200 

1 + + − − − − 
2 + + + + + + 
3 + + + − − − 
4 + + + + − − 
5 + + + + + + 
6 + + + + + + 
7 + + + + + − 
8 + − − − − − 
9 + − − − − − 
10 + + + + + + 
11 + + + + + + 
12 + + + − − − 
13 + − − − − − 
14 + + + − − − 
15 + + + + + + 
16 + − − − − − 
17 + + + + + + 
18 + + + − − − 
19 + + − − − − 
20 + + + + − − 
21 + + + + + + 
注：+：菌株生长，−：菌株不生长。下同 
Note: +: The strain grows; −: The strain does not grow. The 
same bellow. 
 
力最低，可耐受含盐量最高为 100 g/L 的培养

基；1 号和 19 号菌株耐盐能力次之，可耐受含

盐量最高为 120 g/L 的培养基；3、12、14 和

18 号菌株耐盐能力一般，可耐受含盐量最高为

140 g/L的培养基；4号和 20号耐盐能力比较好，

可耐受含盐量最高为 160 g/L 的培养基；7 号菌

株耐盐能力很好，最高可耐受含盐量为 180 g/L
的培养基，2、5、6、10、11、15、17 和 21 号

菌株的耐盐能力最好，可耐受含盐量为 200 g/L
以上的培养基。 
2.1.2  菌株耐碱能力的测定 

由表 2 可以看出，当 Gibbson 改良培养基

NaCl 浓度保持在 100 g/L 时，3、8、9、13 和 
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表 2  菌株的耐碱能力 
Table 2  Alkali tolerance of strains 
菌株编号 
Strain No. 

pH 
9.0 10.0 11.0 12.0 

1 + + − − 
2 + + + + 
3 + − − − 
4 + + + − 
5 + + + + 
6 + + − − 
7 + + + − 
8 + − − − 
9 + − − − 
10 + + − − 
11 + + + + 
12 + + + − 
13 + − − − 
14 + + − − 
15 + + + + 
16 + − − − 
17 + + + + 
18 + + + − 
19 + + − − 
20 + + + − 
21 + + + + 
 
16 号菌株耐碱能力表现最差，最高只能在 pH 
9.0 的碱性环境中生长；1、6、10、14 和 19 号

菌株的耐碱能力表现一般，最高能在 pH 10.0
的碱性环境中生长；4、7、12、18 和 20 号菌

株的耐碱能力表现较好，最高可以生长在 pH 
11.0 的碱性环境下；2、5、11、15、17 和 21 号

菌株的耐碱能力表现最好，最高能够生长在 pH 
12.0 以上的碱性环境中。 
2.1.3  菌株耐盐碱能力的测定 

如表 3 所示，在 NaCl 浓度为 100 g/L 和 pH 
9.0 的条件下，21 株菌都可以生长。通过不断

提高培养基的盐度和碱度，可以看出在 NaCl
浓度为 140 g/L 和 pH 11.0 的条件下，2、5、6、
7、11、12、15、17、19、20 和 21 号菌株可以 

表 3  菌株的耐盐碱能力 
Table 3  Saline-alkali-tolerance of strains 
Strain 
No. 

NaCl 100 g/L,  
pH 9.0 

NaCl 140 g/L,  
pH 11.0 

NaCl 200 g/L, 
pH 12.0 

1 + − − 
2 + + + 
3 + − − 
4 + − − 
5 + + + 
6 + + − 
7 + + − 
8 + − − 
9 + − − 
10 + − − 
11 + + − 
12 + + − 
13 + − − 
14 + − − 
15 + + + 
16 + − − 
17 + + + 
18 + − − 
19 + + − 
20 + + − 
21 + + + 
 
生长；在 NaCl 浓度为 200 g/L 和 pH 12.0 时，2、
5、15、17 和 21 号可以生长。其中 2 号和 5 号分

离于兰州新区舟曲中学校园内，15、17 和 21 号

分离于张掖市黑河湿地湖泊生态恢复保护示范

区。由此可以看出，2、5、15、17 和 21 号菌

株具备较强的耐盐碱能力。 

2.2  耐盐碱菌株的鉴定 
2.2.1  耐盐碱菌株的形态学鉴定 

在 Gibbson 改良培养基中分离筛选出 5 株

耐盐碱菌，编号分别为 2、5、15、17 和 21 号。

对 5 株耐盐碱菌株分别进行菌落形态观察，结

果如图 1−5 所示：5 株菌的菌落形状均为圆形；

其中 2、17 号菌表面褶皱，边缘波状，中央呈乳

白色不透明状；5 号菌表面光滑，边缘整齐，中 
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图 1  2 号菌株菌落形态图 
Figure 1  Colony morphology of strain 2. 
 

 
 
图 2  5 号菌株菌落形态图 
Figure 2  Colony morphology of strain 5. 
 

 
 
图 3  15 号菌落形态图 
Figure 3  Colony morphology of strain 15. 

 
 
图 4  17 号菌株菌落形态图 
Figure 4  Colony morphology of strain 17. 

 

 
 
图 5  21 号菌株菌落形态图 
Figure 5  Colony morphology of strain 21. 
 
央呈黄色不透明状；15 号菌表面光滑，边缘整

齐，中央呈淡黄色半透明状；21 号菌表面光滑，

边缘整齐，中央呈白色不透明状。 
2.2.2  耐盐碱菌株的分子生物学鉴定 

通过将筛选得到的 5 株耐盐碱菌的 16S 
rRNA基因序列在 NCBI数据库中进行 BLAST同

源性分析，并应用 MEGA 7.0 做系统发育树。

结果如图 6 所示，经过 16S rRNA 基因序列分

析鉴定，2、5、15、17 和 21 号菌株分别与巨

大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)、金黄节杆

菌 (Arthrobacter aurescens)、费氏中华根瘤菌 
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图 6  基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号中序号为 GenBank 的登录号；分支点处的数

值为构建系统发育树时 1 000 次计算形成的 bootstrap 值；标尺 0.02 代表 2%的核酸差异 
Figure 6  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence. Numbers in parentheses is the GenBank 
accession numbers; Numbers at the branch nodes are bootstrap values, expressed as percentages of 1 000 
replicates; The scale bar indicates 2% nucleotide substitution. 
 
(Sinorhizobium fredii)、地衣芽孢杆菌(Bacillus 
licheniformis)和不动杆菌属 (Acinetobacter sp.)
同源关系最近，序列相似性分别达到 100%、

99%、99%、100%和 100%。 
结合菌落形态学鉴定，确定分离自兰州新

区舟曲中学校园的 2 号菌株为巨大芽孢杆菌、 
5 号菌株为金黄节杆菌；分离自张掖市黑河湿地

湖泊生态恢复保护示范区的 15号菌株为费氏中

华根瘤菌、17 号菌株为地衣芽孢杆菌、21 号菌

株为不动杆菌属。 

2.3  耐盐碱菌株溶磷、解钾、固氮能力功

能性鉴定结果 
2.3.1  菌株溶磷能力的鉴定 

选用难溶性的磷酸三钙作为无机磷源，测

定菌株溶解无机磷能力，同时选取卵磷脂为有

机磷指标，测定溶解有机磷能力；并且在微生

物接种后的 48 h 内，每 12 h 对培养基中的磷含

量进行检测。 
当以磷酸三钙为唯一磷源时，结果如图 7

所示，检测 48 h 内各培养基产生的可溶性磷含

量发现，最大值由高到低依次为地衣芽孢杆菌、

巨大芽孢杆菌、不动杆菌属、金黄节杆菌和费

氏中华根瘤菌，最大值分别为 448.25、430.17、
375.06、282.58 和 279.32 µg/mL。巨大芽孢杆

菌培养基内的可溶性磷含量随着培养时间的增

加而增加，36 h 时达到最大值，36 h 后平稳；

金黄节杆菌培养基中可溶性磷含量随培养时间

增加而增加，48 h 时达到最大值；费氏中华根

瘤菌、地衣芽孢杆菌和不动杆菌属的可溶性磷

含量在 24 h 时达到最大值，24 h 后降低。 

当以卵磷脂为唯一磷源时，结果如图 8 所

示，检测 48 h 内各培养基产生的可溶性磷含量， 
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图 7  菌株无机磷培养基可溶性磷含量   同一菌

落各组数据上不同小写字母表示不同时间数据差

异显著(P<0.05)，下同 
Figure 7  Soluble phosphorus content in inorganic 
phosphorus medium of strain. Different lowercase 
letters on the data of each group of the same colony 
indicate significant differences in data at different 
times (P<0.05). The same bellow.  

 

 
 
图 8  菌株有机磷培养基可溶性磷含量 
Figure 8  Soluble phosphorus content in organophosphorus 
medium of strain. 

发现最大值由高到低依次为地衣芽孢杆菌、巨

大芽孢杆菌、不动杆菌属、费氏中华根瘤菌和

金黄节杆菌，最大值分别为 57.22、53.64、33.07、
32.51 和 13.5 µg/mL。其中巨大芽孢杆菌和费氏

中华根瘤菌培养基中的可溶性磷含量均在第 
36 h 时达到最大值，之后保持稳定；地衣芽孢

杆菌培养基内的可溶性磷含量在 24 h 时达到

最大值，之后逐渐降低；金黄节杆菌培养基内

的可溶性磷含量在 24 h 以后保持稳定；不动杆

菌属培养基内的可溶性磷含量在 48 h 内无显

著变化。 
2.3.2  菌株解钾能力的鉴定结果 

将 5 株耐盐碱菌株分别接种到硅酸盐细菌

培养基中，经过 3 次重复试验获得生长良好且

呈光滑、透明油滴状的菌株，如图 9 所示，金

黄节杆菌和地衣芽孢杆菌具有解钾能力。 
2.3.3  细菌固氮能力的鉴定 

微生物的生物固氮能力是一个环境友好型

的替代氮肥供给植物氮营养的方式。将筛选的

5 株耐盐碱菌分别接种于 Ashby 固体培养基上，

观察它们能否生长，推断它们是否具有生物固氮

的能力。结果如图 10 所示，在 30 °C 培养 10 d，
经过连续转接 3 次后，金黄节杆菌、费氏中华

根瘤菌和不动杆菌属在 Ashby 固体培养基上长

势良好，说明这 3 株菌具有固氮能力，而巨大

芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌未生长。 

2.4  耐盐碱菌株促生性评价 
2.4.1  菌株分泌 IAA 的定量测定结果 

在微生物接种后的 48 h 内，每过 12 h 对培

养基中的 IAA 含量进行检测。如图 11 所示，

费氏中华根瘤菌分泌 IAA 的能力最强，其次分

别为巨大芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌和金黄节杆

菌，不动杆菌属分泌能力最弱。 
在 5 株菌的培养过程中，巨大芽孢杆菌和

费氏中华根瘤菌随培养时间的增加，IAA 分泌 
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图 9  金黄节杆菌(A)和地衣芽孢杆菌(B)的解钾能力 
Figure 9  The potassium-dissolving ability of Arthrobacter aurescens (A) and Bacillus licheniformis (B). 

 

 
 
图 10  金黄节杆菌(A)、费氏中华根瘤菌(B)和不动杆菌属(C)菌株的固氮能力 
Figure 10  The nitrogen-fixing ability of Arthrobacter aurescens (A), Sinorhizobium fredii (B) and 
Acinetobacter sp. (C). 
 
量随之增加，36 h 时 IAA 含量均达到最高，之

后虽呈下降趋势，但并无显著变化，这可能是

因为部分细菌在完成自身生命活动的过程中会

产生 IAA 且能够降解 IAA 有关；金黄节杆菌、

地衣芽孢杆菌和不动杆菌属在 24 h 时 IAA 分泌

量分别达到最大值，24 h 后随培养时间的增加，

IAA 分泌量呈下降趋势，这可能是因为菌株在

对数期和稳定期大量分泌 IAA，菌液中 IAA 迅

速积累，随着 IAA 浓度的增加渐渐会形成抑制

作用。 
2.4.2  细菌 ACC 脱氨酶活性的测定结果 

如图 12 所示，通过对各培养基中的 ACC
脱氨酶进行测定，结果发现 5 株菌的菌悬液中

均能够检测到 ACC 脱氨酶活性，但其活性表

现 出 显 著 的 差 异 。 地 衣 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 
licheniformis)、费氏中华根瘤菌(Sinorhizobium 
fredii)和巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)的
ACC 脱氨酶活性显著高于另外 2 株，分别达到

0.272 、 0.159 和 0.217 U/mg ； 金 黄 节杆菌

(Arthrobacter aurescens)和不动杆菌属(Acinetobacter 
sp.)几乎无 ACC 脱氨酶活性。 

3  讨论与结论 
本研究通过对甘肃省兰州新区和张掖市黑

河保护区两地的 15 份土壤样品进行细菌的培

养试验，共得到 21 株不同的细菌，经过耐盐碱 
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图 11  菌株分泌 IAA 的能力 
Figure 11  The ability of the strain to secrete IAA. 

 

 
 
图 12  菌株的 ACC 脱氨酶活性 
Figure 12  ACC deaminase activity of strains. 
 
菌株的抗性筛选，最终筛选出 5 株具有耐盐碱

能力的菌株，并对其进行形态学和分子生物学

鉴定，确定其分别为巨大芽孢杆菌 (Bacillus 
megaterium)、金黄节杆菌(Arthrobacter aurescens)、
费氏中华根瘤菌(Sinorhizobium fredii)、地衣芽

孢杆菌 (Bacillus licheniformis)和不动杆菌属

(Acinetobacter sp.)。 
自植物根际促生菌(plant growth-promoting 

rhizobacteria，PGPR)被认识以来，越来越多的

国内外学者对细菌的促生作用机理产生了浓厚

的兴趣，对此进行了很多研究。其中，白洁等[20]

以欧李根系为研究材料对其内生促生菌进行筛

选鉴定，研究发现蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)
溶磷量大于 100 μg/mL，并且表现出极强的嗜盐

碱特性，最高可在 NaCl 浓度为 30% (质量体积

分数)及 pH 13.0 的条件下正常生长；李章雷等[21]

研究发现盐单胞菌属 (Halomonas sp.)和卓贝

尔氏菌属(Zobellella sp.)均具有固氮、产吲哚

乙酸和 ACC 脱氨酶的功能，产量分别最高可达

到 17.66 mg/L 和 0.31 U/mg；Prittesh 等[22]研究

发现肠杆菌属(Enterobacter sp.)、木糖氧化杆菌

(Achromobacter sp.)和微小杆菌属(Exiguobacterium 
sp.)在盐渍土壤中具有溶磷、解钾和产生 IAA 的

能力，接种于水稻田中能有效促进水稻的生长。 
氮、磷、钾是植物生长所必需的大量元素，

对植物生长代谢发挥着不可替代的作用，其含

量直接影响植物的各项生命活动，又被称作肥

料三要素，是评价土壤肥力的重要指标之一。

本研究为进一步研究已筛选出的 5 株耐盐碱菌

株的功能性，在特定的培养基中对其在溶磷、

解钾、固氮方面的功能性做了鉴定试验。试验

结果显示 5 种耐盐碱菌株均具有一定的溶磷作

用，其中巨大芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌和不动

杆菌属相对效果更佳。磷元素与植物的光合作

用和植物细胞体内的各种生化过程息息相关，

同时也是构成调节植物细胞内酸碱平衡的重要

物质的组成成分[23]。目前被广大科研工作者认

同的溶磷原理主要包括两种形式：(1) 酶解作

用，微生物通过自身的生命活动并向土壤分泌

一些具有溶解土壤中固定态磷素的磷酸酶等物
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质；(2) 酸解作用，同样在微生物完成自身生命

活动的同时，向土壤中释放一些有机酸或无机

酸，进而将土壤中固定态磷素溶解释放[24-25]。

Fitriatin 等[26]也指出具有溶磷作用的 Pseudomonas 
mallei 和 Pseudomonas cepaceae 可以促进玉米

的生长，增加玉米产量；Othman 等[27]研究证明

添加溶磷微生物可以显著增加水稻的各项生长

生理指标。在解钾能力方面，本研究结果显示

金黄节杆菌和地衣芽孢杆菌具有一定的解钾能

力。钾也是植物生长所必需的大量营养元素之

一。研究表明，钾元素由于常被固定在硅酸盐

矿物中，而土壤中存在一类能够解钾的细菌，

它们可以将硅酸盐中的钾元素源源不断地释放

出来，供给植物和自身生命活动使用，这类细

菌也被叫作钾细菌或硅酸盐细菌[28]。根据前人

的研究总结[29]，他们认为细菌分泌的解钾有机

酸和氨基酸应是细菌破坏硅酸盐矿物从而进一

步释放钾元素的主要原因。本研究中固氮能力

鉴定结果显示，金黄节杆菌、费氏中华根瘤菌

和不动杆菌属具有固氮能力。氮元素是构成所

有生物体内各种蛋白质与核糖核酸的重要组成

成分，与生物的基因表达息息相关，更是组成

生命体本身不可缺少的重要元素之一[30]。在此

次固氮能力鉴定试验中，有 3 种菌可以在未添

加任何氮元素的培养基中正常生长，说明它们

具有从空气中固定氮素的功能。这与 Grzyb 等

的研究结果[31]一致，说明一些植物和土壤微生

物能够直接利用空气中的氮素来完成自身生命

活动。 
吲哚乙酸作为植物生长调节物质，在植物

受到盐碱胁迫时可以促进植物根系生长，增加

根系长度和侧根生长数量，加快作物生长过程

中对土壤养分的吸收转化效率[32-33]，还能够刺

激植物分泌 ACC 脱氨酶[34]。ACC 是乙烯合成

的前体物质，而 ACC 脱氨酶则可以对 ACC 进

行分解转化。乙烯作为植物不可缺少的植物激

素之一，对植物生长代谢起着十分重要的调控

作用[35]。当植物受到盐碱胁迫时会加速乙烯的

合成，乙烯浓度过高会导致植物衰老加速、果

实脱落等现象，严重时还会对植物产生毒害作

用[36]。近年来研究发现，有些微生物可以生成

脱氨酶，将合成乙烯的前体物质降解为酮戊二

酸和氨，进而降低植物乙烯的产量，进一步促

进植物在逆境环境中的生长[37]；同时还发现，

很多促生细菌都具有分泌吲哚乙酸和脱氨酸的

能力，而且发现这一类细菌能够显著提高植物

的抗病性和耐盐碱性[38-39]。在本试验中，通过

促生功能培养基的选择培养，5 种耐盐碱菌均

表现出不同程度分泌 IAA 的能力，其中由高到

低依次为费氏中华根瘤菌、巨大芽孢杆菌、地

衣芽孢杆菌、金黄节杆菌和不动杆菌属；此外，

对筛选鉴定后得到的 5 种耐盐碱菌做了 ACC 脱

氨酶活性的测定，发现其中地衣芽孢杆菌、巨

大芽孢杆菌和费氏中华根瘤菌的 ACC 脱氨酶

活性明显增高。 
综上所述，筛选得到的 5 种耐盐碱菌株在

溶磷、解钾、固氮功能性和分泌产生 IAA、ACC
脱氨酶促生性方面作用各异，为后期微生物改

良盐碱地的应用提供了新的物种资源和理论依

据。微生物改良盐碱地在保证土壤结构不被破

坏的同时，既可以有效提高盐碱地土壤肥力、

促进植物生长发育，还能进一步缓解土壤盐碱

危害[40]，具有很好的研究价值和现实意义。 
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