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摘 要 自然界存在可显著提高植物耐盐碱能力的微生物,利用选择性培养基,在盐含量0.60%、pH8.5条

件下,将供试菌株与水稻幼苗共同培养于人工光照培养箱中,通过根长、株高等生长指标对最优菌株进行筛

选,结果从450株分离物中筛选出对盐碱胁迫下水稻生长促进作用最佳的一株菌,S4菌株。经16SrRNA序

列相似性比对,S4菌株鉴定为人参土微杆菌(Microbacteriumginsengiterrae),其可在盐含量4.0%和pH9.5
的盐碱环境中良好生长。在水培试验中,与未接菌盐碱胁迫对照相比,接种S4菌株可提升水稻幼苗干质量

4.7%;且在银川盐碱地试验中,接种S4菌株的水稻植株相对未接菌组亩产提升10.8%。
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  随着经济和社会的发展,国内人口基数不断

增大,与不断减少的耕地之间矛盾愈加突出,粮食

安全问题已经成为国家战略安全问题[1-2]。中国

约有4.5亿亩水稻田,水稻作为中国人最重要的

粮食作物,在农业发展和粮食安全上一直占据重

要地位[3]。水稻田面积的减少和次生盐渍化严重

威胁中国的粮食安全,故人们开始将目光转向在

盐碱地这一重要的潜在土地资源上种植水稻[4-5]。
中国约有3.6×107hm2 盐碱地和2.0×106hm2

沿海滩涂[6-7],大力开展耐盐碱水稻(俗称海水稻)
的育种和在沿海滩涂地带以及内陆盐碱地上试种

耐盐碱水稻,便是中国利用盐碱地资源和解决粮

食问题的新尝试。
自然界中存在可刺激植物提升抗逆(如盐碱、

干旱、洪涝、冻害等)能力的根际微生物和内生微

生物[8-12],但人们对这些特殊微生物知之甚少。
近年来,植物耐盐碱研究大多局限于植物对盐碱

胁迫的生理生化反应,例如在盐碱胁迫下植物的

过氧化氢酶活性升高、积累某些氨基酸等,这些研

究只涉及植物和盐碱等方面[13-14]。而微生物的接

种可使不耐盐碱的植物提升一定的耐盐碱能力,
形成独特的“植物-微生物-盐碱”模式,而这三

方面的相互作用鲜见报道。此外,如何高效筛选

更多有效促进植物耐盐碱的菌株,并揭示此类微

生物提高植物耐受能力作用机理的研究更为欠

缺。本研究通过模拟自然界盐碱胁迫条件,筛选

增强水稻在盐碱胁迫下生长能力的微生物,通过

接种微生物,开辟在不改变盐碱地的情况下仍可

让作物生长良好的新型盐碱地利用模式,避免传

统盐碱地治理方法的高投入低回报弊端,其具有

较大的商业应用价值,并为提高盐碱地资源的利

用、解决人口与耕地间的矛盾提供一定理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 供试植物品种 水稻(OryzasativaL.)
品种为耐盐碱水稻‘湘两优900’(由湖南年丰种

业公司提供,特此感谢)。

1.1.2 土壤样品采集 土壤样品取自宁夏回族

自治区盐碱地不同植物根系(表1)。



表1 土样取样地基本情况

Table1 Basicinformationofsamplingsites
地点
Site

纬度
Latitude

经度
Longitude

植物
Plant

盐含量/%
Salinity pH

宁夏中卫沙坡头
Shapotou,ZhongweiNingxia 37°28' 105°26' 沙冬青

Ammopiptanthusmongolicus 0.32 8.3

碱蓬Suaedaglauca 0.45 8.4

宁夏平罗县PingluoNingxia 39°14' 106°45' 玉米Zeamays 0.41 8.5

油葵 Helianthusannuus 0.43 8.4

水稻Oryzasativa 0.42 8.2

小麦 Triticumaestivum 0.45 8.3

宁夏银川 YinchuanNingxia 38°20' 106°16' 玉米Zeamays 0.16 8.2

小麦 Triticumaestivum 0.14 8.3

空心菜Ipomoeaaquatica 0.20 8.2

甜高粱Sorghumdochna 0.25 8.3

1.1.3 植物营养母液的配置(1000×) 植物营

养母液的配置参照刘环等[15]的方法。
母液各取1mL加入少量蒸馏水中定容至

1000mL,1×105Pa灭菌20min即为常规植物

营养液。

1.1.4 盐碱胁迫营养液 在常规植物营养液中

加入5.50gNaCl,经1×105Pa灭菌20min后,
加入适当浓度经灭菌的 Na2CO3 溶液,调节pH
至8.5,即为盐碱胁迫营养液。

1.1.5 TSN固体培养基  胰蛋白胨1.70g,大
豆蛋白胨0.33g,氯化钠5.5g,磷酸氢二钾0.25
g,葡萄糖0.25g,蒸馏水1000mL,琼脂12.0g,
经1×105Pa灭菌20min。

1.1.6 DTSA培养基 胰蛋白胨1.70g,大豆

蛋白胨0.33g,磷酸氢二钾0.25g,葡萄糖0.25
g,琼脂12.0g,蒸馏水1000mL,经1×105Pa灭

菌20min。

1.1.7 DTSB培养基  胰蛋白胨1.70g,大豆

蛋白胨0.33g,磷酸氢二钾0.25g,葡萄糖0.25
g,蒸馏水1000mL,经1×105Pa灭菌20min。

1.1.8 初筛培养基  常规植物营养培养基:常
规植物营养液中加入6.5g/L琼脂,1×105Pa灭

菌20min;盐碱胁迫培养基:盐碱胁迫营养液中

加入6.5g/L琼脂,1×105Pa灭菌20min,凝固

前加入适量灭菌的 Na2CO3 溶 液 即 为 盐 含 量

0.60%,pH8.5的盐碱胁迫培养基。

1.1.9 催芽培养基 琼脂6.5g,蒸馏水1000
mL,经1×105Pa灭菌20min。

1.2 试验方法

1.2.1 菌株分离纯化 分别取表1中10g根际

土壤碾碎后加入装有90mL蒸馏水的烧杯中,振
荡30min,取悬浊液逐级梯度稀释,将适宜浓度

的稀释液涂布于TSN固体培养基平板上,28℃
倒置培养24~72h,挑取各分离物划线纯化3次,
获得纯化菌株保存于4℃,备用。

1.2.2 种子催芽 取大小均一、颗粒饱满无破损

的水稻种子经55℃、10min热处理后,在超净工

作台中用无水乙醇浸泡5s,用0.1%的HgCl2 溶

液浸泡消毒30s,再用无菌水冲洗6次。均匀摆

放于催芽培养基上,于28℃黑暗条件下培养2d
萌发,待水稻幼芽长至0.5~1.0cm,备用。

1.2.3 初筛 通过盐碱胁迫平板筛选可刺激水

稻幼苗耐盐碱的菌株,设置3种处理,无盐碱胁迫

对照CK0:催芽后的种子均匀摆放于常规植物营

养培养基上;盐碱胁迫对照CK1:催芽后的种子

均匀摆放于盐碱胁迫培养基上;测试处理:催芽后

的种子用待测菌株配置的菌悬液浸泡1min后均

匀摆放在盐碱胁迫培养基上,菌悬液浓度为1×
108cfu/mL。每平板25粒种子,每处理设置3个

重复,置于光照培养箱中,培养方式参照表2。

1.2.4 复筛 水培法筛选可提高促进水稻耐盐

碱能力的菌株:水稻种子催芽后挑选长势均一的

水稻幼芽,均匀摆放在盛有300g白色鹅卵石(直
径0.4~0.7cm)经1×105Pa灭菌20min的植

物培养瓶中,各培养瓶中加入60mL植物营养

液,并在每瓶摆放25粒水稻幼芽。CK0:常规植

物营养液,不接菌处理;CK1:盐碱胁迫营养液,不
接菌处理;测试组:盐碱胁迫培养基,种子浸泡于

1×108cfu/mL浓度的待试菌悬液1min后种植。
每处理设置3个重复,放置光照培养箱中,按
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表2方式培养,每天测定并矫正营养液盐度和

pH,14d后采集水稻幼苗株高、根长和鲜质量等

生长指标,筛选出可显著提升水稻耐盐碱能力的

菌株。
表2 水稻幼苗培养条件

Table2 Cultivationconditionofriceseedlings

时段
Period

时间/h
Duration

温度/℃
Temperature

湿度/%
Humidity

光照度/lx
Illuminance

1 0.5 19 70 500
2 0.5 20 70 1500
3 0.5 21 70 3000
4 0.5 22 70 5000
5 1 23 70 7000
6 1 25 70 10000
7 2.5 27 70 12000
8 3 28 70 13000
9 2.5 28 70 11000
10 1 27 70 9000
11 1 25 70 7000
12 1 23 70 5000
13 0.5 21 70 3000
14 0.5 19 70 1000
15 8 18 70 0

1.3 菌株的鉴定

1.3.1 培养特征和形态特征观察 将S4菌株划

线接种在TSN培养基上,28℃培养72h后观察

记录单菌落形态,并采用革兰氏染色法观察细胞

形态。

1.3.2 分子鉴定 将S4菌株送至北京睿博兴科

生物技术有限公司测定16SrRNA序列,根据同

源性进行菌株鉴定。

1.3.3 S4菌株生长曲线的测定 将S4菌株划

线接种在DTSA培养基上,28℃培养24h。挑取

单菌落用无菌水制成1×108cfu/mL菌悬液,取

1mL菌悬液,加入装有100mLDTSB培养液的

250mL锥形瓶中,180r/min,28℃振荡培养,每
隔2h取样。在600nm下(以不接菌DTSB培养

液为空白对照)测定吸光值。

1.3.4 S4菌株对盐、碱、高温耐受性 将S4菌

株划线接种在DTSA斜面上,28℃培养24h。
用无菌水制成1×108cfu/mL菌悬液,取

1mL菌悬液分别加入装有100mL含有0、5%、

10%、15%、20%、25% NaCl的DTSB培养液的

250mL锥形瓶中,180r/min,28 ℃振荡培养

72h,在600nm下(以不接菌培养液为空白对照)
测定吸光值。

用无菌水制成1×108cfu/mL菌悬液,取1
mL菌悬液,加入装有100mLDTSB培养液的

250mL锥形瓶中,pH分别调节为7.0、7.5、8.0、

8.5、9.0、9.5、10.0、10.5、11.0,180r/min、28℃
振荡培养72h,在600nm波长条件下以不接菌

培养液为空白对照测定吸光值。
用无菌水制成1×108cfu/mL菌悬液,取

1mL菌悬液加入装有100mLDTSB培养液的

250mL锥形瓶中,180r/min,分别置于30℃、

35℃、40℃、45℃、50℃条件下振荡培养72h,
在600nm波长下(以不接菌培养液为空白对照)
测定吸光值。

1.4 大田试验

试验区位于宁夏银川市西夏区贺兰山西路芦

花村(108°9'13″E、38°34'45″N,海拔1117m)。
采用旱育稀植和全程机械化栽培,以常规方式进

行底肥、分蘖肥、穗肥和粒肥的施加。试验设置2
个处理,测试组:S4菌剂拌种+常规管理;对照

组:常规管理。各组设置6个重复,共计12个小

区,小区面积13225m2(115m×115m),小区随

机区组排列,小区间打埂隔离。

1.4.1 试验区肥力指标检测 主要检测总有机

质、全氮、速效氮、速效磷、速效钾、土壤盐分和

pH等对水稻生长有重要影响的指标,检测方法

参照农业部标准 NY/T1121-2006、NY/T53-
1987和NY/T889-2004等。

1.4.2 S4菌株在盐碱土中对水稻生长的影响 
收获期每小区随机选取50株水稻植株,对株高、
分蘖数、剑叶长度等生长指标和单穗质量、有效穗

数、千粒质量等产量指标进行测定。

1.5 数据统计分析

采 用 MicrosoftExcel2016 和 Graphpad
Prism8.0进行数据处理和统计,5%显著水平,
并用 MicrosoftExcel2016进行绘图,数据以“平
均数±标准差”形式表示。

2 结果与分析

2.1 促进水稻耐盐碱菌的筛选

从植物根际土壤和植物组织中分离得到450
株细菌、放线菌,共筛选出效果较为明显且稳定的

6株供试菌株。在盐碱胁迫条件下分别接种6种

菌株相对于对照组(不接种菌株),水稻幼苗的株

高、根长、鲜质量和干质量均有不同程度的提升,
说明上述6株菌株对水稻幼苗在盐碱环境的生长

具有促进作用,可不同程度地提升水稻幼苗对盐

碱胁迫的抵御能力(表3)。通过3次重复共培养
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试验,发现菌株S4对盐碱胁迫下水稻幼苗生长的 促生效果最为显著而稳定(图1)。
表3 接种菌株14d后水稻幼苗生长状况

Table3 Growthstatusofriceseedlingsafterstrainsinoculationfor14days
菌株
Strain

株高/cm
Plantheight

根长/cm
Rootlength

25株鲜质量/g
Freshmass

25株干质量/g
Drymass

CK1 10.48±1.94c 4.89±1.53c 2.45±0.08c 0.716±0.007c
SD6 11.72±1.62ab 7.08±2.11ab 2.59±0.05c 0.727±0.005bc
S4 12.15±1.27ab 7.56±1.44a 2.75±0.15b 0.736±0.006b
R55 11.36±1.03b 6.41±1.40b 2.71±0.10b 0.730±0.002b
BJ12 11.68±1.93b 5.03±1.68c 2.65±0.09bc 0.724±0.004bc
SD12 11.04±1.15b 6.95±1.32ab 2.52±0.06c 0.726±0.004bc
L133 11.87±1.39b 6.43±0.66b 2.61±0.07bc 0.731±0.006b
CK0 13.54±1.77a 7.48±2.14a 3.53±0.07a 0.742±0.007a

注:同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。

Note:Differentlowercaseletterswithinthesamecolumnsindicatesignificantdifference(P<0.05)betweentreatments.

  CK0.无盐碱胁迫条件下生长的水稻,生长良好;CK1.盐碱胁迫条件下,水稻生长受到抑制;S4.盐碱胁迫条件下,接种S4菌株可刺

激水稻生长

CK0.Riceseedlingsgrewwellundernosalt-alkalistress;CK1.Thegrowthofriceseedlingswasinhibitedundersalt-alkalistress;

S4.TheinoculationofstrainS4undersalt-alkalistressimprovedthegrowthofriceseedlings

图1 不同处理下水稻幼苗生长情况对比

Fig.1 Comparisonofgrowthofriceseedlingsunderdifferenttreatments

2.2 菌株S4的鉴定

2.2.1 培 养 特 征 和 形 态 学 观 察 S4菌株在

TSN培养基上的菌落为圆形,直径1.5mm,菌落

颜色因培养条件不同而变化,在黑暗条件下生长

的菌落为乳白色,在光照条件下培养的菌落为淡

黄色,表面光滑有光泽,有粘性易挑起。菌落切面

隆起,不透明,边缘完整或波状(图2-A、图2-B),
为革兰氏阳性菌(图2-C)。

A.黑暗培养;B.光照培养;C.革兰氏染色结果

A.Incubatedinthedark;B.Incubatedinlight;C.Gramstain

图2 S4菌株的菌落形态和菌株特征

Fig.2 ColonymorphologyofstrainS4
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2.2.2 菌株S4分子鉴定 根据16SrRNA鉴

定,S4 菌 株 为 人 参 土 微 杆 菌(Microbacterium
ginsengiterrae),相似性达99.14%,获得序列号

NR116483.1。

2.2.3 菌株S4生长曲线 随着培养时间的增

加,S4菌株的OD600 在0~14h增加缓慢,即菌体

数增加缓慢;而在16~20h,S4菌株的 OD600 呈

现指数增长趋势,表明此时菌体增长量大,活力最

旺盛,在其生长期内此时期最适宜对种子进行接

种(图3)。

2.2.4 菌株S4对盐、碱及高温的耐受能力 经

试验测定(图4),S4菌株在盐含量达到4.0%时

生长状态最为良好,而其最大耐盐含量为5.0%;

pH在9.5时生长最佳,但pH达到10.5时无法

生长;最适生长温度在30~31℃,最高耐受温度

为50℃。

图3 菌株S4生长曲线(n=3)

Fig.3 GrowthcurveofstrainS4(n=3)

图4 S4菌株对逆境的耐受能力(n=3)

Fig.4 ToleranceofstrainS4toadverseconditions(n=3)

2.3 S4菌株对水稻植株在盐碱土中生长的影响

2.3.1 试验区肥力指标检测 试验区土壤肥力

指标中有机质和全氮含量较高,参照全国第2次

土壤普查推荐的土壤肥力分级标准,速效氮、速效

磷和速效钾含量为第3级,表明土壤肥力较好,但
盐分和pH较高,对作物生长不利(表4)。

2.3.2 S4菌株在盐碱土中对水稻生长的影响 
与对照组相比,施用S4菌剂对水稻植株剑叶长度

的促进作用不显著,但在株高、分蘖数、穗长和地

上部分干质量等生长指标方面分别提高8.46%、

72.91%、12.74%和66.85%,而在单穗质量、有
效穗数、穗粒质量、出谷率、千粒质量和理论亩产

等产量指标方面,相对对照组水稻植株分别提高

13.33%、18.31%、18.43%、5.24%和10.79%
(图5、表5、表6)。

表4 田间试验区土壤肥力指标

Table4 Soilfertilityindexinfieldoftrialarea

指标
Index

含量或数值
Content
orvalue

土壤肥力级别
Soilfertility
level

总有机质/(g/kg)
Totalorganicmatter 10.62±1.12 1

全氮/(g/kg)
Totalnitrogen 0.57±0.07 1

速效氮/(mg/kg)
Availablenitrogen 42.05±3.54 3

速效磷/(mg/kg)
Availablephosphorus 14.77±1.72 3

速效钾/(mg/kg)
Availablepotassium 102.04±4.45 3

盐分/(g/kg)Salinity 0.93±0.13 -

pH 8.44±0.16 -

·2101· 西 北 农 业 学 报 31卷



  CK.常规育苗后常规管理的水稻植株;S4.S4菌剂拌种后常规管理的水稻植株

CK.Conventionalfieldmanagementwithconventionalnursery;S4.Conventionalfieldmanagementafterseeddressingwithbacterial

fertilizerS4

图5 不同育苗方式下水稻生长状况对比

Fig.5 Comparisonofricegrowthstatuswithdifferentseedlingraisingmethods
表5 施用S4菌剂后水稻植株生长状况

Table5 GrowthstatusofriceafterapplicationofS4inoculum
组别
Group

株高/cm
Plantheight

分蘖数
Tillers

剑叶长/cm
Flagleaf

穗长/cm
Paniclelength

地上部分干质量/g
Drymass

CK 90.66±3.07b 9.45±1.54b 23.37±3.29 18.92±2.11b 31.22±1.54b

S4 98.33±3.22a 16.34±1.43a 26.06±3.06 21.33±2.07a 52.09±2.66a

注:同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。下同。

Note:Differentlowercaseletterswithinthesamecolumnsindicatethesignificantdifference(P<0.05)betweentreatments.Thesame

below.

表6 施用S4菌剂后水稻产量指标变化

Table6 ChangesofriceyieldindexesafterapplicationofS4inoculum
组别
Group

单穗质量/g
Perpaniclemass

有效穗数
Paniclenumber

穗粒数
Grainnumber

出谷率/%
Grainyield

千粒质量/g
Thousandseedmass

理论产量/(kg/667m2)
Permuyield

CK 19.73±1.15b 13.71±0.74b 92.73±4.26b 72.64±2.50b 25.92±1.53b 579.92±2.64b

S4 22.36±1.37a 16.22±0.63a 106.88±3.98a 86.03±2.97a 27.28±2.85a 642.51±2.90a

3 讨 论

近年来,通过微生物方法改良土壤盐渍化已

成为人们关注的热点,但通过微生物刺激提高水

稻耐盐碱能力的研究鲜见报道,主要集中在芽孢

杆菌、沙雷氏菌和肠杆菌等的研究,且多为先通过

研究盐碱的抗性与溶磷、产吲哚乙酸(IAA)和
ACC脱氨酶活性能力对菌株进行初步筛选,再与

植物互作筛选可提高水稻耐盐碱能力的菌株,方
法较为复杂,同时可能遗漏单独存在时无抗盐碱

或产酶能力,但与植物互作时可提高双方耐盐碱

能力的菌株。

杨美英等[16]研究发现可溶磷的沙雷氏菌和

肠杆菌的加入可提高水稻根、茎、叶中渗透调节物

质的增加,并能提高水稻产量;谢金宏[17]发现一

株沙雷氏菌和一株巨大芽孢杆菌均可降解难溶

磷,提高水稻在盐碱地中的生长能力;韩笑[18]研

究发现一株肠杆菌的加入可通过增大溶磷量、产
吲哚乙酸等方式提高水稻种子在盐碱胁迫下的发

芽率和水稻幼苗的生长能力。而本研究采用的两

步筛选法,首先使用平板初筛可高效便捷地筛选

出能有效提高水稻耐盐碱能力的菌株,再进行培

养瓶水培试验复筛,在更加符合水稻生长规律的

培养条件下,进一步验证供试菌株对水稻耐盐碱
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能力提升的效果和稳定性,方法简便,值得推广使

用。
本研究通过微生物刺激提高水稻耐盐碱能力

具有经济高效、节约能源、效果稳定等优点,同时

是对盐碱地资源的有效利用,且无污染,对环境友

好型、资源节约型生态农业的发展具有重大意

义[19-21]。耐盐碱水稻的研究提高中国粮食产量,
是解决人民温饱问题最有力途径之一,对盐碱地

资源的有效利用和在一定程度上解决人地矛盾也

有较为重要的意义[22]。而S4菌株的加入明显提

高了耐盐碱水稻在盐碱胁迫下的生长能力和产

量。并且S4菌株可在盐含量4.0%时正常生长,
能够耐受高达9.5的碱性pH,表明该菌株具有

良好的商业应用潜力,对耐盐碱水稻的产业化发

展和盐碱地资源的利用有较大作用。

S4菌株刺激水稻提高耐盐碱能力的具体作

用物质及其机理尚不明确,为了进一步发挥S4菌

株的潜力,需要进一步研究探讨其作用机理以及

最佳施用条件。
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CharacteristicsofBacterialStrainS4andItsEffecton
EnhancementofRice’sTolerancetoSaline-alkali

LIZhuang1,WUKaihua1,QIYuxi1,JIHongfei1,ZHANGHuixiong2,
LIUYan2,YANGGuoping1,2,3andZHANGXiu1,3

(1.CollegeofBiologicalScienceandEngineering,NorthMinzuUniversity,Yinchuan 750021,China;

2.NingxiaWufengAgriculturalScienceandTechnologyCo.,Ltd,Yinchuan 750021,China;

3.NingxiaKeyLaboratoryfortheDevelopmentandApplicationofMicrobialResourcesin

ExtremeEnvironments,Yinchuan 750021,China)

Abstract Therearesomemicroorganismsinthenaturalworld,whichcansignificantlyimprovehigher
plants’resistancetosaline-alkalistress.Theselectivemediumwasusedtoisolatethesalt-tolerant
bacterialstrains,andthenthesestrainswereappliedforgrowthofthericeseedlingsintheplant
growthchamberundertheconditionsof0.60%NaClandpH8.5.Thebeststrainswerechosenbased
onplant’sheight,root’slength.ThetopperformanceofstrainS4wasobtainedin450isolates.Strain
S4wasidentifiedasMicrobacterium ginsengiterraebasedonthe16SrRNAsequencesimilarity.
StrainS4grewwellundertheadverseconditionsofpH9.5and4.0%ofNaCl.Inthepotexperiment,

S4increasedthegrowthofthericeseedlingby3.7%DWcomparedwiththeuninoculatedcontrol.In
thesaline-alkalipaddyfieldinYinchuanofNingxia,thericeinnoculatedwithstrainS4boostedthe
grainyieldby10.8%comparedwithricenotinoculatedwithstrainS4.
Keywords Salt-tolerant;Rice;Microbacteriumginsengiterrae
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