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摘  要：【背景】达乌里胡枝子(Lespedeza daurica)是黄土高原地区退化盐碱草地修复和改良的重要

乡土草，植物-内生细菌共生体在维持甚至提升植物抗逆性方面发挥重要作用。【目的】筛选优势

达乌里胡枝子耐盐碱内生细菌，对其基本特性、耐盐碱能力和促生特性进行评价。【方法】从山西

省人工栽培达乌里胡枝子根系中筛选出一株耐盐碱的内生细菌菌株 DP20，通过形态学观察、生理

生化测定和 16S rRNA 基因序列分析对该菌株进行鉴定；利用不同盐碱浓度(0、1%、3%、5%、7%)
和不同 pH 值(7.0、8.0、9.0、10.0、11.0、12.0)的液体培养基测定其菌株密度；采用功能性培养基

测定其促生特性，对促生产物进行定量测定；采用培养皿滤纸法验证该菌对达乌里胡枝子种子萌

发及生长的影响，采用平板试验法分析该菌对拟南芥生长的影响。【结果】菌株 DP20 为路德维希

肠杆菌(Enterobacter ludwigii)，其生长最适盐浓度为 0−5%，最高耐受浓度达 7%。菌株 DP20 具有

产生长素吲哚乙酸(indole-3-acetic acid, IAA)能力，可达 30.81 mg/L；具有溶解有机磷能力，溶磷

量为 0.53 mg/L；该菌株兼具分泌铁载体和有机酸能力，其中铁载体的相对表达量(SU 值)达 67.67%；

并且可在无氮固体培养基上生长。菌株 DP20 显著提高了达乌里胡枝子种子发芽率，提高了达乌里

胡枝子和拟南芥植株鲜重，促进了达乌里胡枝子和拟南芥根系发育。【结论】耐盐碱菌株 DP20 促

生性能显著，这为后期应用于达乌里胡枝子改良晋北盐碱土地提供了高效促生、耐盐碱的内生细

菌资源，同时有助于开发路德维希肠杆菌在微生物菌剂方面的潜能。 
关键词：黄土高原；乡土植物；内生细菌；耐盐碱性；促生特性  
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ZHAO Xiang* 
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Abstract: [Background] Lespedeza daurica is an important native grass for the restoration and 
improvement of degraded salt-alkali grassland in the Loess Plateau. Plant-endophyte symbiosis 
play an important role in maintaining and improving plant stress resistance. [Objective] To 
screen out the dominant endophyte with salt-alkali resistance and evaluate their basic 
characteristics, salt-alkali tolerance, and growth promoting properties. [Methods] A 
saline-alkali resistant endophyte strain DP20 was screened out from the root system of L. 
daurica artificially cultured in Shanxi Province. DP20 was identified by morphological 
observation, physiological and biochemical measurements, and 16S rRNA gene sequencing 
analysis. The liquid mediums with different salt-alkali concentration (salt concentration was  
0, 1%, 3%, 5%, and 7%, and the pH was 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0, and 12.0) were used to 
measure their saline-alkali tolerance. The functional mediums were used to measure their 
growth-promoting function. Meanwhile, the catalyst was quantitatively determined. The petri 
dish filter paper method was used to verify the effects of this strain on the seed germination and 
growth of L. daurica. Plate test was used to explore the effects of this strain on the growth of 
Arabidopsis thaliana. [Results] The strain DP20 was Enterobacter ludwigii. The optimum salt 
concentration for its growth was 0–5%, and the highest tolerance concentration was 7%. It was 
found that strain DP20 had the ability to produce auxin (IAA), up to 30.81 mg/L, and the 
decomposition capacity of organophosphorus, reaching 0.53 mg/L. Furthermore, the strain had 
the ability to produce siderophores and secrete organic acids, and the concentration of 
siderophores reached 67.67%. Strain DP20 grew on the NFM solid medium. Strain DP20 
significantly promoted the seed germination rate, plant fresh weight, and root development of L. 
daurica and A. thaliana. [Conclusion] The saline-alkali tolerant strain DP20 has significant 
growth promoting ability, which provides efficient and saline-alkali resistant endogenous 
resources for the later application of L. daurica in the improvement of saline-alkali soil in 
northern Shanxi, and is helpful to develop the potential of E. ludwigiias a microbial agent. 
Keywords: Loess Plateau; native plant; endophytes; saline-alkaline tolerance; growth-promoting 
property 

据报道，地球表面约 7%的土地受到盐渍化

的影响 [1]。土壤盐渍化可导致作物产量降低

18%−40%，在半干旱和干旱地区尤为突出[2]。山

西省位于我国半干旱和干旱地区，共有盐渍化土

地 30.13 万 hm2，其中晋北地区作为山西省的盐

渍化土地分布的密集区，约占山西省盐碱地总面

积的 71.6%[3]。晋北黄土高原地区是山西省重要

的畜牧业产业基地[4]，由于当地土壤盐渍化问题
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呈逐年加剧的态势，过量的盐浓度会导致土壤退

化，改变土壤渗透和基质潜力，降低土壤微生物

活性[5]，并会对植物直接造成毒害作用[6]，严重制

约了当地生态系统和农业经济的可持续发展。 
促生菌不仅能够改善土壤的质量，还能够与

植物联合修复盐碱土壤[5]。此外，植物内生细菌

在促进植物生长发育和提高抗逆方面的功能已

被普遍发现[7]。其中，肠杆菌科细菌常作为内生

促生菌与植物共生，主要包括欧文氏菌属

(Erwinia) 、 泛 菌 属 (Pantoea) 和 肠 杆 菌 属

(Enterobacter)等，通过定殖于植物地上和地下部

促进植物生长[8-9]、提升植物抗逆能力[10]或发挥

生物防治功能[9,11]。研究表明，肠杆菌属促生菌

具有良好的吲哚乙酸(indole-3-acetic acid, IAA)
和铁载体分泌能力等[12-13]。IAA 在植物的种子萌

发、生长发育及开花结果等生命活动中具有重要

作用[14]。铁载体具有促进植物对铁素吸收的能

力，通过争夺有害微生物生长所需的铁元素抑制

其生长并减缓病原微生物对植物的侵染，进而促

进植物生长[15]。 
目前，促生菌的筛选与开发研究多集中于水

稻(Oryza sativa)[16]、小麦(Triticum aestivum)[17]

和番茄(Solanum lycopersicum)[18]等主要的经济

作物，而对具有较高生态价值和饲用价值的乡土

植物内生促生菌的研究鲜有报道。达乌里胡枝子

作为黄土高原重要的乡土植物，是当地退化土地

改良、矿区修复的重要先锋植物，具有耐寒、耐

旱、耐贫瘠等特性。在胡枝子根围，施加具有溶

解矿物能力的促生菌，可增加植物中木质素和半

纤维素含量，从而加强植物固持水土的能力[19]。

因此，筛选出适合达乌里胡枝子的内生促生菌具

有重要意义。 
课题组前期从盐碱地达乌里胡枝子根系中

分离筛选得到一株内生细菌 DP20，本试验对其

生理生化特征、耐盐碱特性和促生性能等进行研

究，因模式植物拟南芥常用于促生菌促生能力鉴

定[20]，为验证 DP20 促生特性，选用拟南芥和达

乌里胡枝子为接种对象，为进一步研究其耐盐碱

机制及开发适合达乌里胡枝子的耐盐碱促生菌

剂产品等奠定了基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和达乌里胡枝子种子 

菌株DP20和对照菌株DP24 [韩国假单胞菌

(Pseudomonas koreensis)，GenBank 登录号为

ON077029]由山西农业大学草业学院提供，其中

菌株 DP20 分离自达乌里胡枝子根内，菌株 DP24
分离自达乌里胡枝子根围[21]。 

‘晋农 1 号’达乌里胡枝子种子由山西农业大

学草业学院保存。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

Salkowski 比色液：浓 H2SO4 150 mL，FeC13 
(0.5 mol/L) 7.5 mL，无菌水 250 mL。化学试剂

均为分析纯。 
培养基分装器，重庆江雪科技有限公司；光

学显微镜，Olympus 公司；振荡培养箱，上海知

楚仪器有限公司；涡旋仪，大龙兴创实验仪器有

限公司。 
1.1.3  培养基 

采用漫静等[22]方法，用蒙金娜有机磷培养

基进行解磷能力鉴定，用 LB 培养基进行促生

菌的常规培养，用无氮培养基(nitrogen free 
medium, NFM)测定菌株固氮能力。采用 Schwyn
等[23]方法，用铬天青 S (chrome azurol S, CAS) 
培养基进行解磷菌铁载体分泌能力测定。采用张

晓波[24]方法，用淀粉琼脂培养基进行淀粉水解

试验，用明胶培养基进行明胶液化测试，用葡萄

糖蛋白胨液体培养基进行甲基红测试。1/2MS 培

养基购自北京索莱宝科技有限公司。改良金氏
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(modified King B, MKB)液体培养基(g/L)：酪蛋

白 5.0，甘油 15.0 mL，K2HPO4·7H2O 2.5，
MgSO4·7H2O 2.5，pH 7.2[25]；金氏培养基 B 
(King’s B medium, KMB) (g/L)：胰蛋白胨 20.0，
K2HPO4·7H2O 1.5，MgSO4·7H2O 1.5，甘油 10 mL，
色氨酸 0.5，pH 7.0[20]；唯一碳源培养基(g/L)：
CaCl2·2H2O 0.1，(NH4)2SO4 2.0，K2HPO4 0.5，
NaH2PO4·2H2O 0.5，MgSO4·7H2O 0.2，pH 自然[20]；

改良葡萄糖蛋白胨固体培养基(g/L)：葡萄糖 5.0，
蛋白胨 5.0，K2HPO4·7H2O 5.0，溴甲酚紫少量，

琼脂粉 18.0，pH 7.2−7.4[26]。上述培养基均在    
1×105 Pa 高压灭菌锅中灭菌 20 min。 
1.2  方法 
1.2.1  菌悬液制备 

供试菌株在LB液体培养基中28 ℃、180 r/min
活化培养 12 h 后，室温 10 000 r/min 离心 5 min 收

集菌体，反复重悬 3 次，菌体重新悬浮于无菌水中，

通过无菌水稀释至 OD600值约为 0.1、0.5 和 0.8。 
1.2.2  菌株 DP20 的鉴定 

采用平板划线法将菌株 DP20 接种在 LB 固

体培养基上，28 ℃倒置培养 72 h，观察单菌落

的颜色、大小、形状和透明度[22]。采用张晓波

等方法[24,27]对菌株进行明胶液化、淀粉水解、甲

基红试验和过氧化氢酶反应测定。将待测菌株按

照 1%接种量接种于唯一碳源培养基中(甘露醇、

蔗糖、乳糖、葡萄糖、可溶性淀粉)，于 28 ℃、

180 r/min 振荡培养 2−3 d 后观察菌株生长情况[20]。

采用扫描电镜观察细胞形态与大小。 
采用 16S rRNA基因序列比对法对菌株进行

分子鉴定。具体方法为：使用 20 μL 移液枪头

蘸取少量菌液，置于盛有 20 μL 无菌水的 PCR  
8 连排管中进行 PCR 扩增，通用引物采用 27F 
(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R 
(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)。PCR 反应

体系(50 μL)：2×Taq Master Mix 25 µL，上、下

游引物(10 µmol/L)各 2 µL，DNA 模板 2 µL，

ddH2O 19 µL。PCR 反应条件：94 ℃ 3 min；
94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30 次循

环；72 ℃ 5 min。PCR 扩增产物送生工生物工程

(上海)股份有限公司测序，将测得的 16S rRNA
基因序列在 NCBI 数据库中注册，获得登录号。 
1.2.3  菌株 DP20 生长曲线的测定 

将 DP20 菌株接种至 LB 液体培养基中，

37 ℃、180 r/min 培养 12 h。接种 5 mL 的菌液

(OD600 约为 0.1)于 100 mL LB 液体培养基中，

30 ℃、180 r/min 恒温振荡培养 30 h，每隔 2 h
监测一次 OD600 值并记录，观测菌株的生长状况

并绘制生长曲线。 
1.2.4  菌株 DP20 耐盐碱能力及耐温能力测定 

将活化的菌株接种于 LB 培养基中，置于 4、
12、20、28、37、60 ℃培养箱中培养 72 h，观

察、记录菌株的温度适应性。 
参考柳鑫鹏等[28]方法，将活化的菌株接种

于 LB 固体培养基(pH 分别为 7.0、8.0、9.0、10.0、
11.0、12.0；NaCl 浓度分别为 0、1%、3%、5%、

7%、10%)，置于 28 ℃条件下培养 48 h，观察、

记录菌株耐盐性和耐碱能力。 
吸取 4 μL 待测菌株菌悬液(OD600约为 0.1)转

移到盛有 196 μL LB 液体培养基(pH 分别为 7.0、
8.0、9.0、10.0、11.0、12.0；NaCl 浓度分别为

0、1%、3%、5%、7%、10%)的96孔板中，每个

处理 3 次重复，28 ℃、180 r/min 培养，对照组加

入等量的蒸馏水，每隔 6 h 测定 OD600值。 
1.2.5  菌株 DP20 溶磷能力测定 

将菌株接种于蒙金娜有机磷固体培养基  
上[22]，每个菌株 5 个重复，在第 7 天观察是否

可形成明显透明圈，利用十字交叉法测定各菌株

形成的透明圈直径(D)和菌落直径(d)，计算 D/d
值(可溶性指数)。 

将菌株接种于 LB 培养基上活化，培养 48 h
后刮取菌落制备菌悬液，吸取 1 mL 悬浮液

(OD600≈0.8)接种于盛有 60 mL 蒙金娜有机磷液



 
222 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

体培养基的三角瓶中，3 次重复。接种无菌水为

对照，置于 28 ℃、180 r/min 的振荡培养箱中黑

暗培养 5 d，在涡旋仪上混匀 5 min，取 10 mL
培养液，10 000 r/min 高速离心 15 min，取出上

清液采用“钼锑抗比色法”测定有效磷含量[29]。 
1.2.6  菌株 DP20 固氮能力测定 

采用划线接种的方法，将耐盐碱菌株划线于

NFM 固体培养基上，28 ℃恒温培养 10 d，连续

转接 3 次，第 3 次依然能在 NFM 培养基上生长

的细菌则被视为具有固氮能力[30]。 
1.2.7  菌株 DP20 产 IAA 能力测定 

将菌株接种于含有 L-色氨酸(0.2 g/L)的 KMB
液体培养基，在 30 ℃、180 r/min 条件下培养 48 h。
然后于 10 000 r/min 离心 10 min，取 3 mL 上清液

与等量的显色液混合，在黑暗环境下反应 30 min，
颜色变化为粉红色则表明阳性结果，以未接菌培

养基为对照，在 OD530测定发酵液中 IAA 含量[31]。 
1.2.8  菌株DP20 产铁载体能力和有机酸能力测定 

定性测定：将菌株点接种于 CAS 固体培养

基上，重复 3 次，于 28 ℃恒温培养 5 d，观察菌

株周围是否出现橙色铁载体晕圈，有橙色晕圈为

产铁载体菌株[23]，分别测定细菌菌落直径(d)和
橙色晕圈直径(D)，计算 D/d 值。 

将供试菌株在以溴甲酚紫为指示剂的葡萄

糖蛋白胨固体培养基上进行接种，28 ℃恒温培

养箱培养 3 d，观察菌落周围是否出现橙黄色晕

圈，并通过十字交叉法测定晕圈及菌落大小。 
定量测定：制备产铁载体菌株的菌悬浮液

(OD600约为0.5)，接种0.5 mL菌悬液于盛有50 mL 
MKB 液体培养基的锥形瓶中，重复 3 次，28 ℃、

180 r/min 培养 2 d。培养结束后收集发酵液于   
10 000 r/min 离心 10 min，取 3 mL 上清液与等量

CAS 检测液混匀，避光静置 30 min，测定 630 nm
波长下的吸光度(As)，以同样的方式测定未接种

的 MKB 液体培养基的吸光度(Ar)[23]。铁载体的

相对表达量计算公式为[32]： 

r s r(%) [( ) / ] 100SU A A A= − × 。 
1.2.9  菌株 DP20 促生试验测定 

测定菌株DP20对达乌里胡枝子幼苗的促生

试验。挑选成熟饱满的达乌里胡枝子种子，10% 
NaClO 浸泡 5 min，无菌水冲洗至无味。设置    
3 个处理，A 处理：将种子置于盛有 DP20 菌悬

液(OD600 约为 0.5)的无菌培养皿中浸泡 12 h；B
处理(菌株对照)：将种子置于盛有 DP24 菌悬液

(OD600 约为 0.5)中无菌培养皿中浸泡 12 h；C 处

理(无菌水对照)：将种子置于盛有无菌水的无菌

培养皿中浸泡 12 h。取出并晾干种子表面水分，

置于装有两层无菌滤纸的培养皿中，每皿 100 粒

种子，每个处理 4 次重复，置于光照培养箱中，

发芽条件为25 ℃ (12 000 lx光照16 h)/20 ℃ (暗培

养 8 h)，从第 3 天开始统计达乌里胡枝子发芽率，

14 d 后立即在分析天平上测量鲜重；用游标卡尺

测量主根长度和株高；105 ℃杀青 30 min，65 ℃
烘至恒重，分析天平测定达乌里胡枝子干重。 

菌株 DP20 对拟南芥幼苗的促生试验：种子

用 10% NaClO 浸泡 5 min，无菌水洗净至无味，

95%乙醇表面酯化 5 min，20%乙醇漂白 7 min。
在蒸馏水中洗涤 5 次后，待种子吹干后，收集至

2 mL 离心管，置于 4 ℃低温春化 1 d 后，无菌

水浸泡，使用移液枪将种子点接在 1/2MS 培养

基上，将其垂直放置在光周期为 16 h、黑暗 8 h、
光强度为 12 000 lx、温度为 24 ℃的植物生长室

中。设置 3 个处理，A 处理：距离种子根部 3.5 cm
处，滴加 5 µL DP20 悬浮菌液(OD600 约为 0.5)；
B 组处理(菌株对照)：距离种子根部 3.5 cm 处，

滴加 5 µL DP24 悬浮菌液(OD600 约为 0.5)；C 组

处理 (无菌水对照 )：将拟南芥种子移至新的

1/2MS 培养基中，滴加 5 µL 无菌水。将处理后

的拟南芥幼苗在光周期 16 h、黑暗 8 h、光强度

为 12 000 lx、温度 24 ℃的培养条件下连续生长

14 d，每次处理重复 3 次。在这一时期结束时，
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立即在分析天平上测量鲜重；用游标卡尺测量主

根长度、侧根长度、株高；在解剖显微镜下对拟

南芥根系进行拍照，使用 Camera Measure 测量

根毛长度及主根宽度；105 ℃杀青 30 min，65 ℃
烘至恒重，分析天平测定拟南芥干重。 

1.3  数据分析 
利用 Microsoft Excel 2019 整理数据，使用

SPSS 20.0 进行数据分析，对达乌里胡枝子发芽

率、干鲜重、主根长度、株高、苗长及拟南芥

主根长度、干鲜重、根宽、侧根长度、根毛长

度进行单因素方差分析和最小显著差法(least- 
significant difference, LSD)多重比较(P<0.05)。
使用 MEGA X 软件将序列与 NCBI 数据库中的

相近序列进行系统发育分析，采用邻接法

(neighbor-joining method)构建系统发育树，自展

值(bootstrap)为 1 000 次。 

2  结果与分析 
2.1  菌株 DP20 的鉴定 
2.1.1  菌株 DP20 的形态学特征 

菌株 DP20 在 LB 固体培养基培养 48 h 后菌

落直径约为 2.85 mm，菌落规则，边缘完整，凸

起呈乳白色、菌株表面光滑湿润不透明(图 1A)。
菌株 DP20革兰氏染色呈红色，为革兰氏阴性菌，

大小为 1.99 μm×0.568 μm (图 1B)，无芽孢(图
1C)，细胞呈长杆状(图 1D)。 

2.1.2  菌株 DP20 生理生化特性 
如表 1 所示，菌株 DP20 甲基红测试呈红色阳性

反应；菌株DP20不具备水解淀粉及明胶的能力；

过氧化氢酶反应呈阳性反应；可将蔗糖、甘露醇、

葡萄糖、乳糖作为碳源。 
2.1.3  菌株 DP20 的 16S rRNA 基因序列的系统

进化分析 
DP20 (GenBank 登录号为 ON662321)的 16S 

rRNA 基因序列长度为 1 442 bp。通过 NCBI 数
据库比对和系统发育树构建(图 2)，DP20 与路德

维希肠杆菌(Enterobacter ludwigii) (JN700133.1) 
的 16S rRNA 基因序列相似性最高，达到

99.72%。结合形态学特征和生理生化特性，初

步确定 DP20 为路德维希肠杆菌(Enterobacter 

ludwigii)。 
2.1.4  菌株 DP20 的生长曲线 

菌株 DP20 生长曲线分为 4 个时期，即生长

停滞期、指数生长期、平稳生长期和缓慢衰落期

(图 3)。在培养前 2 h 为生长停滞期，菌株接至

新配好的培养液中存在适应期，主要表现为菌株

生长比较缓慢；2−8 h，菌落环境、营养条件适

宜，以指数倍数快速增长；在 8−22 h 以平稳速

度缓慢增长，在 22 h 到达顶峰，受营养条件的

限制开始缓慢下降；22−30 h 增长速度处于停滞

状态，其中细菌的活菌数量不变阶段为平稳生长

期，细菌开始衰亡的阶段为缓慢衰落期。 
 

 
 

图 1  菌株 DP20 的菌株形态和菌体形态观察   A：菌株 DP20 菌落特征. B：革兰氏染色下菌株 DP20
的菌体形态. C：芽孢染色下菌株 DP20 的菌体形态. D：扫描电镜下菌体形态(20 000×) 
Figure 1  Observation of strain morphology and morphology of strain DP20. A: Colony characteristics of 
strain DP20. B: Morphology of strain DP20 under Gram staining. C: Morphology of strain DP20 under spore 
staining. D: Morphology of strain DP20 by scanning electron microscope (20 000×). 
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表 1  菌株 DP20 生理生化结果 
Table 1  Physiological and biochemical analysis of 
the strain DP20 
Test items Result 
Gram stain G− 
Methylred reaction + 
Starch hydrolyze – 
Gelatin liquefaction – 
Catalase test + 
Only carbon source tests  

Starch soluble – 
Mannitol + 
Glucose + 
Lactose + 
Saccharose + 

+：阳性反应；−：阴性反应 
+: Positive reaction; −: Negative reaction. 

2.2  菌株 DP20 的耐盐碱及耐高低温能力 
菌株 DP20 在 0−7%盐浓度下均可生长(表 2

和图 4A)，其中在 0−5%盐浓度水平长势较好；

除 7%盐浓度外，菌株在培养 22 h 后生长速度均

趋于平稳，56 h 后不同盐浓度条件下菌株 OD600

均表现出下降趋势。 
菌株 DP20 在 pH 7.0−12.0 条件下均可生长

(图 4B)，其中 pH 7.0−10.0 时菌株长势较好，随

着 pH 升高菌株生长受到抑制，菌株 OD600 呈现

为 pH 7.0>pH 8.0>pH 9.0>pH 10.0>pH 11.0>pH 
12.0；此外，培养 56 h 后，菌株在 pH 7.0−10.0 液

体培养基中生长速度趋于平稳，在 pH 11.0−12.0
的液体培养基中菌株 OD600均表现下降趋势。 

菌株 DP20 在 12−37 ℃条件下均可生长(表
2)，在 4 ℃和 60 ℃条件下均不生长。 
2.3  菌株 DP20 的促生特性 
2.3.1  分解有机磷能力 

根据可溶性指数值判断其溶磷能力。DP20 可

在蒙金娜固体培养基上形成透明圈，表明 DP20
具有分解有机磷能力(图 5)。DP20 和 DP24 可溶性

指数分别为 1.62 和 1.50 (表 3)。DP20 和 DP24 分

解有机磷量分别为 0.53、1.07 mg/L。 
 

 

 
 

 

图 2  菌株 DP20 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   图中拉丁名后为菌株编号及其相关基因

的 GenBank 序列号；分支上的数字为 bootstrap 值，代表分类单位被聚在一起的概率; 标尺代表碱基替换 
Figure 2  Phylogenetic analysis of strain DP20 based on 16S rRNA gene sequence. The numbers of 
corresponding strains and its GenBank accession numbers followed by Latin names; The numbers on the 
branches are bootstrap values, which indicate the probability that the taxa are clustered together; The scale 
represents base substitution. 
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图 3  菌株 DP20 的生长曲线 
Figure 3  Growth curve of the strain DP20. 
2.3.2  固氮能力 

DP20 在无氮培养基中菌落形态明显、生长

状况良好，表明其具有一定的固氮能力。 
2.3.3  分泌 IAA 能力 

分泌 IAA 能力的定性检测结果和定量检测

数据见表 3。暗反应 30 min，有菌株 DP20、DP28
试管中的液体颜色变浅红，表明具备分泌 IAA
能力。OD530 定量检测 DP20、DP24 分泌 IAA 量

分别为 30.81、38.76 mg/L。 

表 2  菌株 DP20 耐盐、耐碱和耐受高、低温能力 
Table 2  Salt-alkali tolerance and high and low 
temperature tolerance of strain DP20 
Test items Result 
High low temperature (℃)  

4 − 
12 + 
20 + 
28 + 
37 + 
60 − 

Salt tolerance (%)  
0 + 
1 + 
2 + 
5 + 
7 + 
10 − 

pH tolerance  
7.0 + 
8.0 + 
9.0 + 
10.0 + 
11.0 + 
12.0 + 

−：不生长；+：生长 
−: No growth; +: Growth.  

 

 
 

 

图 4  不同盐浓度(A)和不同 pH 条件下(B)菌株 DP20 的生长情况 
Figure 4  Growth of the strain DP20 under different salt concentrations (A) and different pH value (B). 
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2.3.4  产铁载体和有机酸能力 
菌株 DP20 和 DP24 在 CAS 固体培养基和溴

甲酚紫为指示剂的固体培养基上均可形成明显

透明圈(图 5A)，表明 2 株细菌均具备产铁载体

和有机酸分泌能力；菌株 DP20 和 DP24 的 A/Ar

值分别为 0.323 3 和 0.522 3，折合成 SU 值分别

为 67.67%和 47.77% (表 3)。 

2.4  菌株 DP20 对达乌里胡枝子和拟南芥

的促生效应 
2.4.1  对达乌里胡枝子幼苗促生试验的影响 

DP20 菌悬液处理组达乌里胡枝子种子发芽

率、植株鲜重、干重、苗长和主根长度分别为

84.5%、24.65 mg、1.81 mg、33.47 mm 和 19.01 mm，

均显著高于无菌水对照组处理和DP24菌悬液对

照组(P<0.05) (图 6)。其参数分别较无菌水对照

组提高了 10.46%、45.38%、40.88%、33.61%和

26.20%，较 DP24 菌悬液对照组分别提高 9.74%、

73.05%、94.69%、20.66%和 75.93%。此外，研

究发现 DP20 处理后的达乌里胡枝子根系较发

达，主根长度达 19.01 mm，显著高于无菌水对

照组处理(P<0.05)，增加了 40.30%，而 DP20 菌

悬液处理组和 DP24菌悬液对照组主根长度差异

不显著(P>0.05)。 
2.4.2  对拟南芥幼苗的促生效应 

DP20 菌悬液处理组主根长度为 31.63 mm，

显著低于无菌水对照组处理(P<0.05)，降低了

20.51%。DP20 菌悬液处理组拟南芥幼苗单株质

量为 18.56 mg，显著高于无菌水对照组(P<0.05)，
较无菌水对照组质量增加了 29.97% (图 7)。进一

步用解剖镜(目镜 2×)观察拟南芥根系，经 DP20
处理的拟南芥幼苗粗壮，侧根长度显著增长，并

且根毛较发达且密集(图 8)。DP20 菌悬液处理组

主根宽度达 54.64 μm，显著高于无菌水对照组

(P<0.05)，增加了 34.52%；DP20 菌悬液处理组

侧根长度达 11.98μm，显著高于无菌水对照组

和 DP24 菌悬液对照组(P<0.05)，分别增加了

218%和 33.41%；处理组根毛长度为 95.35 μm，

显著高于无菌水对照组处理(P<0.05)，增加了

62.61%。 
 

 
 
图 5  菌株 DP20 分泌有机酸和溶解有机磷能力   
A：接种于溴甲酚紫为指示剂固体培养基的菌株

DP20 菌落形态. B：接种于蒙金娜固体培养基的菌

株 DP20 菌落形态 
Figure 5  The ability of strain DP20 to secrete 
siderophore and dissolve organic phosphorus. A: 
Colony morphology of strain DP20 inoculated in 
solid medium with bromocresol purple as indicator. 
B: Colony morphology of strain DP20 inoculated on 
Monkina solid medium. 

 

表 3  菌株 DP20 和 DP24 溶磷能力和 IAA、有机酸、铁载体分泌能力测定结果 
Table 3  Results of phosphate solubilization and secretion of IAA, organic acids and siderophores by DP20 
and DP24 
 

Treatment item Strain 
DP20 DP24 

Observation measurement Solubility index 1.62±0.02 1.50±0.38[21] 
IAA Pink Pink 
D/d value 1.61±0.06 1.70±0.26 
Organic acid index 3.76±0.14 2.58±0.37[21] 

Quantitative measurement Phosphate-solubilizing ability (mg/L) 0.53 1.07[21] 
IAA (mg/L) 30.81 38.76 
Siderophores (%) 67.67 47.77 
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图 6  接种菌株 DP20 对达乌里胡枝子幼苗生长指标的影响   A：接种无菌水、菌株 DP20 菌悬液、菌

株 DP24 菌悬液后对达乌里胡枝子种子发芽率的影响. B：接种无菌水、菌株 DP20 菌悬液、菌株 DP24
菌悬液后对达乌里胡枝子幼苗鲜重的影响. C：接种无菌水、菌株 DP20 菌悬液、菌株 DP24 菌悬液后对

达乌里胡枝子幼苗干重的影响. D：接种无菌水、菌株 DP20 菌悬液、菌株 DP24 菌悬液后对达乌里胡枝

子幼苗株高的影响. E：接种无菌水、菌株 DP20 菌悬液、菌株 DP24 菌悬液后对达乌里胡枝子幼苗主根

长度的影响. F：接种无菌水、菌株 DP20 菌悬液、菌株 DP24 菌悬液后对达乌里胡枝子幼苗苗长的影响 
Figure 6  The growth indexes of Lespedeza daurica seedlings was affected by strain DP20. A: Effects of 
sterile water, strain DP20 and strain DP24 on germination rate of Lespedeza davurica seedings. B: Effects of 
sterile water, strain DP20 and strain DP24 on fresh weight of Lespedeza davurica seedlings. C: Effects of sterile 
water, strain DP20 and strain DP24 on dry weight of Lespedeza davurica seedlings. D: Effects of sterile water, 
strain DP20 and strain DP24 on plant acid height of Lespedeza davurica seedlings. E: Effects of sterile water, 
strain DP20 and strain DP24 on the length of taproot of Lespedeza davurica seedlings. F: Effects of sterile 
water, strain DP20 and strain DP24 on seedling length of Lespedeza davurica. 
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图 7  接种菌株 DP20 对拟南芥幼苗生长指标的影响   A：接种无菌水、菌株 DP20 菌悬液、菌株 DP24
菌悬液后对拟南芥幼苗主根长度的影响. B：接种无菌水、菌株 DP20 菌悬液、菌株 DP24 菌悬液后对拟

南芥幼苗鲜重的影响. C：接种无菌水、菌株 DP20 菌悬液、菌株 DP24 菌悬液后对拟南芥幼苗干重的影

响. D：接种无菌水、菌株 DP20 菌悬液、菌株 DP24 菌悬液后对拟南芥幼苗主根宽度的影响. E：接种无

菌水、菌株 DP20 菌悬液、菌株 DP24 菌悬液后对拟南芥幼苗侧根长度的影响. F：接种无菌水、菌株 DP20
菌悬液、菌株 DP24 菌悬液后对拟南芥幼苗根毛长度的影响 
Figure 7  The growth indexes of Arabidopsis thalina seedlings was affected by strain DP20. A: Effects of 
sterile water, strain DP20 and strain DP24 on the length of taproot of Arabidopsis thaliana seedings. B: 
Effects of sterile water, strain DP20 and strain DP24 on fresh weight of Arabidopsis thaliana seedlings. C: 
Effects of sterile water, strain DP20 and strain DP24 on dry weight of Arabidopsis thaliana seedlings. D: 
Effects of sterile water, strain DP20 and strain DP24 on the diameter of main root of Arabidopsis thaliana 
seedlings. E: Effects of sterile water, strain DP20 and strain DP24 on lateral root length of taproot of 
Arabidopsis thaliana seedlings. F: Effects of sterile water, strain DP20 and strain DP24 on length of root hair 
of Arabidopsis thaliana seedlings. 
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图 8  接种菌株 DP20 对拟南芥幼苗根系结构的影响   A1、A2、A3：对照组拟南芥幼苗根系结构. B1、
B2、B3：接种 DP20 菌悬液后拟南芥根系结构. C1、C2、C3：接种 DP24 菌悬液后拟南芥根系结构. D：

不同处理下拟南芥幼苗的生长状况 
Figure 8  The root structure of Arabidopsis thalina seedlings was affected by strain DP20. A1, A2, A3: Root 
structure of Arabidopsis thaliana seedlings in control. B1, B2, B3: Root structure of Arabidopsis thaliana 
seedlings inoculated with strain DP20. C1, C2, C3: Root structure of Arabidopsis thaliana seedlings inoculated 
with strain DP24. D: Growth status of Arabidopsis seedlings under different treatments. 
 

3  讨论与结论 
目前已报道胡枝子属植物的内生细菌包括

伯 克 霍 尔 德 菌 属 (Burkholderia) 、 根 瘤 菌 属

(Rhizobium)、慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)、
芽 孢 杆 菌 属 (Bacillus) 、 微 杆 菌 属

(Microbacterium)、柠檬酸杆菌属 (Citrobacter)  
等[33]，但尚未见胡枝子属植物内生肠杆菌属尤

其是路德维希肠杆菌相关报道，本研究丰富了达

乌里胡枝子属植物内生细菌资源库。路德维希肠

杆 菌 作 为 促 生 菌 ， 在 海 雀 稗 (Paspalum 

vaginatum)[34]和番茄(Solanum lycopersicum)[35]等

植物体中均被发现，而且均表现出促进植物根系

生长等促生特性。表明路德维希肠杆菌具有较强

的定殖能力和促生功能，可作为优质内生细菌资 

源用于后续微生物肥料的研发。 
多数根围促生菌的生长环境属于中性，它们

难以适应高盐碱环境[29]。路德维希肠杆菌在盐

渍化地区广泛分布[36]，同时路德维希肠杆菌可

在盐胁迫下环境下显著改善植物长势与产量，增

强植物抗逆能力[36-37]。本研究对分离得到的内生

细菌 DP20 进行了耐盐碱能力研究，结果表明，

菌株 DP20 是一株中度耐盐碱菌株，可在 7%盐

浓度条件下生存，最适生长盐浓度为 1%−5%，

在 pH 7.0−12.0均可生存，最适生长 pH 7.0−10.0，
这与许芳芳等[38]研究结果基本一致。本研究样

品采集地 0−20 cm 土壤 pH 值可达 8.6，土壤水

溶性盐总量为 5.33 g/kg，其较好的耐盐碱能力可

能与长期生长的土壤环境和自身特性相关，待进

一步验证。此外，路德维希肠杆菌作为有益菌，
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在我国四川[39]、河南[40]、内蒙古[38]等地广泛分

布，但未对其温度耐受范围进行较为系统的研

究，而促生菌对不同生境的适应性存在明显差

异，在一定程度上限制了根围促生菌的应用范

围[41]，因此，菌株耐受温度能力应作为后期促

生菌剂开发的重要参考指标。本研究发现路德维

希肠杆菌可在 12−37 ℃条件下生长。综上所述，

DP20 在晋北盐碱化土地生态修复、改善当地植

物生境方面具有良好的应用潜力。 
溶磷微生物与植物相互协作，将土壤中难溶

性磷转化为可溶性磷，最终被植物吸收利用[42]。

菌株 DP20 可在蒙金娜固体培养基上生长，DP20
有机磷发酵液可溶磷含量为 0.52 mg/L，而从梭

梭根围筛选出的路德维希肠杆菌 FYP1101 解有

机磷量可达 2.70 mg/L[38]，可能是由于所利用磷

源的差异性所致，与池景良等[43]研究结果一致。

此外，本研究发现可溶性指数和菌株溶磷量不完

全呈正相关，可能是由于菌株溶磷机理的复杂性

和培养条件变化所致。其中，微生物的溶磷机理

包括酸解、磷酸酶作用、环境 pH 变化等，而且

不同菌株分泌代谢物(有机酸、胞外酶等)的总

量、种类均可能存在较大差异[43-44]。同时，菌株

解磷能力的强弱与外界条件也存在一定的联系，

如介质、温度、不同碳氮源等[45]。因此，本研

究以可溶性指数作为定性评价标准，进而通过钼

锑抗比色法对菌株溶解有机磷量进行定量测定，

两者结合评判菌株的溶解有机磷能力具有一定

的可靠性，可为后期研究提供参考。 
大部分促生菌均能够分泌有机酸和对铁有

亲和力的铁螯合物(即铁载体)[29]。菌株 DP20 也

具有机酸和铁载体分泌能力。研究表明，有机酸、

铁载体在调控土壤微生物磷代谢机制中均发挥

重要作用[44-46]，进而促进植物生长。此外，促生

菌还可通过分泌铁载体与存在于环境中的不溶

性 Fe3+螯合，将其转化为可被植物可利用的铁，

而这些铁是植物铁元素的主要来源[47]。同时，

菌株通过这种方法与同环境微生物竞争铁，从

而降低一些土传细菌病害的发生 [48]。研究表

明，路德维希肠杆菌能够提高植物耐受重金属

能力[49-50]，其原因是铁载体具有螯合 Al3+、Cu2+

及 Zn2+等金属离子的能力，形成不能够进入细胞

内部的大分子物质，从而提高植物体对于重金属

胁迫的耐受能力[51-52]。DP20 的 SU 值为 67.67%，

而 DP20分泌的铁载体是否能够应用于诱导植物

抗病性并提升植物的抗病能力需进一步进行盆

栽试验验证。 
部分菌株可以通过分泌一定的 IAA 促进植

物根系新陈代谢，增加植物对于土壤中养分的吸

收[53]。DP20 的 IAA 产量可达 30.81 mg/L，表明

DP20 具有较好的促生潜能。菌株 DP20 分离自

达乌里胡枝子植物根内，属于达乌里胡枝子内生

细菌。与前人研究[16-18,20,29,34-35]相比，本研究选

取多种植物对所筛菌株进行促生效果验证，探究

其在不同植物上的促生表现是否存在差异。

DP20 菌悬液浸种较无菌水和 DP24 菌悬液浸种

显著提高了达乌里胡枝子种子萌发率、干鲜重、

苗长和茎长，对达乌里胡枝子具有较好的促生作

用，内生细菌较根围微生物促生效果可能更加显

著、稳定。因此，内生细菌 DP20 具有作为达乌

里胡枝子专用促生菌的潜力。此外，菌株 DP20
同样显著促进拟南芥的根系结构的发展，主要体

现在拟南芥幼苗主根宽度、侧根长度、根毛密度

与根毛长度。通过促进根系发育从而有助于拟南

芥对营养物质的吸收，进而显著提高拟南芥植株

鲜重[54]。然而接种菌株 DP20 处理和接种菌株

DP24 处理主根长度均显著低于无菌水对照组，

与在达乌里胡枝子主根促生表现相反，表明同一

菌株在不同种植物相同部位上的促生效果具有

一定差异性。接种菌株 DP20 处理拟南芥主根长

度显著长于接种菌株 DP24 处理，而根毛长度促
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生结果与之相反，表明 IAA 不是促进植物根系

生长的唯一因素，可能与促生菌分泌的有机酸和

铁载体具有一定的相关性。下一步可针对上述促

生差异现象进行细致研究。总而言之，菌株 DP20
具有稳定的促生作用，既为后续研发适合晋北黄

土高原退化地区建植达乌里胡枝子使用的促生

菌际提供了理论基础，也丰富了其他植物促生菌

种资源。 
综上所述，从盐碱地达乌里胡枝子植物根内

分离筛选出的中度耐盐促生菌株 DP20 具有解

磷、固氮、产 IAA、铁载体和有机酸等能力，能

较好地适应盐碱环境，而且对达乌里胡枝子和拟

南芥幼苗均表现出较好的促生长作用。但在盐胁

迫环境中，菌株 DP20 对达乌里胡枝子及胡枝子

是否具有良好的促生能力，还需进一步研究。本

研究对筛选出适合达乌里胡枝子的耐盐碱促生

生物制剂产品提供了理论基础，这将有助于开发

路德维希肠杆菌在微生物菌剂方面的潜能。 
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