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摘要: 本文研究了芽孢杆菌DY-3对盐胁迫下烟草幼苗生长和生理生化特性的影响。结果表明: 菌株可显著提高烟草幼苗的

苗长、根长、鲜重和干重, 显著提高烟草叶片中叶绿素含量、相对水分含量、脯氨酸含量和酚类物质含量, 显著降低叶片

中丙二醛含量、细胞膜透性、Na+
和Clˉ含量。这说明菌株DY-3可提高烟草幼苗的耐盐性。
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土壤盐渍化是世界范围内农业生产上最常见

的问题, 它产生的离子毒害和渗透胁迫对植物的

生长和发育造成重大影响, 甚至会导致减产(Sha-
bala和Cuin 2008)。我国滨海、东北、西北、黄河

中上游和黄淮海平原地区有着大片的盐碱地, 这
严重影响了农业的可持续发展 (林长凛和林敏

2013)。作为一种土地资源, 盐渍土具有巨大的发

展潜力, 尤其是当下土地资源日益短缺, 其地位显

得越来越重要。因此, 如何降低盐对植物的毒害

或提高植物耐盐性是国内外许多科研人员努力的

方向, 也是盐渍化地区土壤生物改良的核心问题

(王宝山等1997)。
选育耐盐作物是一个切实可行的解决途径, 

但目前成功的例子并不多。而提高现有栽培作物

的耐盐能力成为一种有效的策略(王为等2009)。
近年来, 应用微生物提高作物耐盐性的研究成为

热点(Dodd和Pérezalfocea 2012)。芽孢杆菌(Bacillus 
spp.)是目前在提高作物耐盐性研究中应用较多的

一类细菌(谢永丽等2012)。已有研究表明一些芽

孢杆菌能提高辣椒(Bochow等2001)、番茄(Woitke
等2004)、黄瓜(闫海霞等2010)、棉花(赵雅静等

2010)、草莓(Karlidag等2013)、紫花苜蓿(韩庆庆

等2014)、小麦(韩坤等2015)等植物的耐盐能力, 
从而使植物在含盐量高的环境中正常生长。

本课题组前期分离了一株芽孢杆菌DY-3 (Ba-
cillus aquimaris strain DY-3), 具有一定的耐盐性。

但有关该菌株对盐胁迫下植物生长发育影响的研

究还未见报道。烟草是我国重要的经济作物, 但
对盐敏感。为此, 本课题组在室内研究了盐胁迫

条件下芽孢杆菌DY-3对烟草幼苗生长及生理生化

指标的影响, 为该菌株提高烟草耐盐性的机制研

究以及盐渍土的治理提供理论依据。

材料与方法

1  实验材料

芽孢杆菌DY-3 (Bacillus aquimaris strain 
DY-3)由本课题组从黄河三角洲盐碱地土壤分离, 
牛肉膏蛋白胨培养基(beef extract peptone)用于细

菌的分离和培养。革兰氏染色液试剂盒、芽孢染

色液试剂盒和Kovacs氏靛基质试剂盒购于青岛海

博生物技术有限公司, 细菌基因组DNA快速抽提

试剂盒购于生工生物工程(上海)股份有限公司, 
2×Taq PCR MasterMix购自北京博迈德生物技术有

限公司, 引物合成和PCR产物测序由北京三博远志

生物技术有限责任公司完成, 福林酚试剂购于北

京索莱宝科技有限公司。烟草品种为‘红花大金

元’ (Nicotiana rustica Linn), 由中国农业科学院烟

草研究所提供。

2  实验方法

2.1  菌株分离、筛选及鉴定

土样5 g悬于45 mL无菌水中, 30 min后将溶液

稀释至10-5倍, 采用稀释平板法在固体牛肉膏蛋白

胨上对细菌进行分离; 采用含5%、10%、15%、

16%、17%和18% NaCl的液体牛肉膏蛋白胨培养

基逐级筛选耐盐菌株; 革兰氏染色、芽孢染色和

吲哚实验按照试剂盒说明进行操作 ;  采用16S 
rDNA 序列分析对耐盐菌株进行分子鉴定。
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2.2  幼苗生长试验

将菌株DY-3接种在含0.5% NaCl的牛肉膏蛋

白胨液体培养基中, 30°C摇床内180 r·min-1培养24 h
后, 4 000 r·min-1离心去上清, 用含0.5% NaCl的无

菌霍兰氏营养液调菌体浓度为108 cfu·mL-1备用。

土壤采自青岛农业大学校内休闲地, 普通沙子用

直径为2.0 mm的筛子去除大沙粒及杂物后与土壤

混匀(2:1), 高温灭菌后置于一次性塑料杯中。每杯

置100 g沙土混合物, 含水容积重量比为10.0%。将

生长30 d的烟草幼苗移栽至塑料杯中, 每杯1株。5 d
后进行盐胁迫处理, 以后每3 d处理一次, 共设3个
处理: 正常处理(霍兰氏营养液作对照), 含0.5% 
NaCl的霍兰氏营养液, 含0.5% NaCl的霍兰氏营养

液+DY-3 (根际接种, 菌液接种量为1 mL), 每处理3
次重复, 每重复5株苗。30 d后进行破坏性取样, 测
烟草幼苗株高、根长、株鲜重和干重。

2.3  指标检测

每株烟草在相同部位选取1片烟叶, 在叶基、

叶中、叶尖三部位分别读取微型叶绿素仪(日本美

能达SPAD-502)的读数(SPAD值), 平均值作为叶绿

素相对含量(徐照丽和李天福2006); 在每株烟草的

相同部位选取烟叶 ,  根据《植物生理学实验指

导》(高俊凤2006)介绍的方法测定幼苗叶片相对

含水量、丙二醛含量、脯氨酸含量和细胞膜相对

透性, 按照《土壤农化分析》(鲍士旦2000)介绍的

方法测Na+和Clˉ含量; 称取20 mg烟叶, 2 mL 95%
甲醇提取后, 取0.5 mL提取液, 加入1.0 mL 10% Fo-
lin-Ciocalteu试剂, 3 min后再加入10% Na2CO3溶液, 
室温下反应1 h后725 nm下测吸光值, 以单位重量

叶片中对羟基苯甲酸的质量(mg)表示全酚的含量

(Elizabeth和 Kelly 2007); 称取根际土或根系1 g, 置
于装有100 mL无菌生理盐水的三角瓶中, 30°C摇

床内180 r·min-1震荡30 min, 取悬浮液1 mL, 采用稀

释平板计数法在含17% NaCl的牛肉膏蛋白胨固体

培养基测定菌株DY-3在根际土壤和烟草幼苗根表

的定殖情况。

2.4  数据统计分析

采用SPSS 17.0统计软件进行单因素方差分

析, Duncan法检验各参数不同处理间的差异显著

性(P=0.05)。

实验结果

1  菌株DY-3的筛选及鉴定

根据形态特征, 从黄河三角洲盐碱地土壤分

离纯化12种菌株, 其中DY-3呈革兰氏阴性, 有芽孢, 
菌落呈圆形、湿润、光滑、淡黄色 ;  最大耐受

NaCl浓度为17%; 吲哚实验呈红色。可见该菌株

具有一定的耐盐性且能产生吲哚。以其基因组

DNA为模板PCR扩增, 引物为27F (5′-AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG-3 ′ )和1492R (5 ′ -GGT-
TACCTTGTTACGACTT-3′), PCR扩增条件: 95°C 2 
min; 94°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 1 min, 30个循环; 
72°C 10 min。产物测序大小为1 449 bp, 在NCBI
中BLAST比对与Bacillus aquimaris (KF933617)同
源性为99%, 将此菌株鉴定为Bacillus aquimaris 
strain DY-3, GenBank登录号为KU167484。
2  菌株DY-3对盐胁迫下烟草幼苗生长的影响

正常处理下, 烟草幼苗的苗长、根长分别为

8.40和5.71 cm; 盐胁迫处理下, 苗长、根长分别为

7.20和4.62 cm, 显著降低了14.29%和19.09% 
(P<0.05); 与盐胁迫处理相比, 经菌株DY-3处理后, 
苗长和根长分别为7.93和5.36 cm, 显著提高10.14%
和16.02%, 但仍显著低于正常处理(P< 0.05)。同样, 
正常处理下, 烟草幼苗的鲜重、干重为0.6968和
0.0454 g·株-1, 盐胁迫处理下, 鲜重、干重为0.5161
和0.0338 g·株-1, 显著降低了25.93%和25.55%; 与盐

胁迫处理相比, 经菌株DY-3处理后, 幼苗鲜重和干

重增至0.6621和0.0439 g·株-1, 显著提高了28.29%和

29.88%, 但仍略低于正常处理(表1)。
3  菌株DY-3对盐胁迫下烟草幼苗相关生理生化指

标的影响

3.1  叶绿素相对含量(SPAD值)和叶片相对含水量

正常处理和盐胁迫处理下, 烟草幼苗的叶绿

素相对含量(SPAD)分别为19.6和15.1, 两者相比, 
盐胁迫显著降低了烟草幼苗的叶绿素相对含量, 
降幅为23.13%; 与盐胁迫处理相比, 经菌株DY-3处
理后, 叶绿素相对含量(SPAD)增至19.5, 显著提高

了29.20%, 但仍略低于正常处理且差异不显著(表
2)。同样, 正常处理和盐胁迫处理下, 烟草幼苗叶

片相对含水量分别为89.09%和72.40%, 两者相比, 
盐胁迫显著降低了烟草幼苗的叶片相对含水量, 
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降幅为18.74%; 与盐胁迫处理相比, 经菌株DY-3处
理后, 叶片相对含水量增至77.47%, 显著提高了

7.00%, 但仍显著低于正常处理(表2)。
3.2  细胞膜透性和丙二醛含量

正常处理和盐胁迫处理下, 烟草幼苗叶片的

细胞膜相对透性分别为17.55%和24.39%, 两者相

比, 盐胁迫显著提高了烟草幼苗叶片的细胞膜相

对透性, 增幅为38.93%; 与盐胁迫处理相比, 经菌

株D Y- 3处理后 ,  叶片的细胞膜相对透性降为

19.50%, 显著降低了20.02%, 但仍显著高于正常处

理(表3)。同样, 正常处理和盐胁迫处理下, 烟草幼

苗叶片的丙二醛含量为0.80和1.23 µmol·g-1 (FW), 
两者相比, 盐胁迫显著提高了烟草幼苗叶片的丙

二醛含量, 增幅为52.70%; 与盐胁迫处理相比, 经
菌株D Y- 3处理后 ,  叶片丙二醛含量降为0 . 9 2 
µmol·g-1 (FW), 显著降低了25.00%, 但仍显著高于

正常处理(表3)。
3.3  脯氨酸含量和酚类物质含量

正常处理和盐胁迫处理下, 烟草幼苗叶片的

脯氨酸含量分别为31.82和52.08 µg·g-1 (FW), 两者

相比, 盐胁迫显著提高了烟草幼苗叶片的脯氨酸

含量, 增幅为63.68%; 与盐胁迫处理相比, 经菌株

DY-3处理后, 叶片的脯氨酸含量降至50.93 µg·g-1 
(FW), 显著降低了2.21%, 但仍显著高于正常处理

(表4)。同样, 正常处理和盐胁迫处理下, 烟草幼苗

叶片的全酚含量分别为1.33和1.82 mg·g-1 (FW), 两
者相比, 盐胁迫显著提高了烟草幼苗叶片的全酚

含量, 增幅为36.50%; 与盐胁迫处理相比, 经菌株

DY-3处理后, 全酚含量为2.45 mg·g-1 (FW), 显著提

高了34.62% (表4)。

表1 DY-3对盐胁迫下烟草幼苗的苗长、根长、鲜重和干重的影响

Table 1 Effects of DY-3 on shoot and root lengths, fresh and dry weights of tobacco seedlings under salt stress

          处理  苗长/cm	  根长/cm	     鲜重/g·株-1	     干重/g·株-1

正常 8.40±0.26a	 5.71±0.23a	 0.6968±0.0200a	 0.0454±0.0034a

0.5% NaCl	 7.20±0.26c	 4.62±0.34c	 0.5161±0.0271b	 0.0338±0.0037b

0.5% NaCl+DY-3	 7.93±0.33b	 5.36±0.22b	 0.6621±0.0413a	 0.0439±0.0032a

　　表中同列不同字母表示数据间的差异性, 差异水平为(P<0.05)。下同。

表2  DY-3对盐胁迫下烟草幼苗叶绿素相对含量和叶片相

对含水量的影响

Table 2  Effects of DY-3 on relative chlorophyll content (SPAD) 
and relative water content of tobacco leaves under salt stress

       处理 叶绿素相对含量(SPAD值) 叶片相对含水量/%

正常           19.6±0.3a	       89.09±0.33a

0.5% NaCl	           15.1±0.4b	       72.40±0.26c

0.5% NaCl+DY-3	           19.5±0.4a	       77.47±0.19b

 

表3  DY-3对盐胁迫下烟草幼苗叶片细胞膜相对透性和丙

二醛含量的影响

Table 3  Effects of DY-3 on cell membrane permeability and 
malondialdehyde content of tobacco leaves under salt stress

         处理 细胞膜相对透性/%	  丙二醛含量/
		  µmol·g-1 (FW)

正常       17.55±0.40c	       0.80±0.02c

0.5% NaCl	       24.39±0.13a	       1.23±0.10a

0.5% NaCl+DY-3	       19.50±0.25b	       0.92±0.05b

 

表4  DY-3对盐胁迫下烟草幼苗叶片脯氨酸含量和酚类物

质含量的影响

Table 4  Effects of DY-3 on proline and total phenols contents 
of tobacco leaves under salt stress

           
处理

 脯氨酸含量/	     酚含量/
	  µg·g-1 (FW)	 mg·g-1 (FW)

正常  31.82±0.34c	    1.33±0.08c

0.5% NaCl	  52.08±0.73a	    1.82±0.17b

0.5% NaCl+DY-3	  50.93±0.27b	    2.45±0.12a

 

3.4  Na+和Clˉ含量

正常处理下, 烟草幼苗叶片的Na+和Clˉ含量分

别为0.91和1.07 mg·g-1 (FW), 盐胁迫处理使烟草幼

苗叶片的Na+和Clˉ含量显著提高到1.87和2.11 
mg·g-1 (FW), 是正常处理的2.04倍和1.96倍; 与盐

胁迫处理相比, 经菌株DY-3处理后, 叶片的Na+和

Clˉ含量显著降低至1.46和1.76 mg·g-1 (FW), 降幅

分别为21.61%和16.61%, 但仍显著高于正常处理

(表5)。
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3.5  DY-3在根际土壤及根表的定殖量

接种30 d后, 盐胁迫处理下的烟草幼苗根际土

壤和根表上DY-3的定殖量分别为1 .15×10 4和

0.85×103 cfu·mL-1; 而在未接种的正常处理和盐胁

迫处理里未检出DY-3 (表6)。

报道蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)、巨大芽孢杆

菌(Bacillus megaterium)、短小芽孢杆菌(Bacillus 
pumilus)、地衣芽孢杆菌(Baclicus lincheniformis)
能显著提高盐胁迫下小麦幼苗的干物质重和叶绿

素含量, 缓解盐胁迫的毒害作用, 增强小麦的耐盐

性; Karlidag等(2013)认为枯草芽孢杆菌(Bacillus 
subtilis EY2)、萎缩芽孢杆菌(Bacillus atrophaeus 
EY6)、球形芽孢杆菌(Bacillus spharicus GC sub-
group B EY30)可显著提高盐胁迫下草莓幼苗的干

重和叶绿素含量, 提高草莓的耐盐性。本研究中

芽孢杆菌DY-3显著提高了盐胁迫条件下烟草幼苗

的叶绿素含量, 增加了干物质含量, 这可能与菌株

降低了植物体内Na+和Clˉ含量, 减轻了盐胁迫的伤

害作用, 从而促进了植物生长、增加了干物质重

有关; 另外, 菌株分泌的吲哚类物质也可能是促进

植物生长、增加干物质重的重要原因。

盐胁迫会直接伤害植物细胞质质膜, 导致膜

透性增大和膜脂过氧化, 而膜脂过氧化产物丙二

醛又会破坏植物的防御体系, 加剧膜脂过氧化作

用(Moran等1994)。丙二醛是常用的膜脂过氧化指

标, 其数值越大, 表示细胞膜脂过氧化越严重(陈少

裕1991)。相对电导率是衡量细胞膜透性的重要指

标, 其数值越大, 表示电解质的渗漏量越多, 细胞

膜受伤害程度越严重。本研究中, 盐胁迫显著增

加了烟草幼苗叶片的相对电导率和丙二醛含量, 
接种菌株后, 相对电导率和丙二醛含量显著降低, 
说明菌株处理可显著降低盐胁迫对烟草叶片造成

的伤害, 从而保护细胞膜结构的完整性。这与叶

片中Na+和Clˉ含量降低相一致。这可能因为菌株

消耗掉土壤中的盐分, 从而降低了Na+和Clˉ进入植

物体内的流量, 进而减轻了盐对植物造成的渗透

胁迫和离子毒害。柳洁等(2014)报道丛枝菌根真

菌可显著降低盐胁迫下茶树叶片的丙二醛含量和

细胞膜透性, 从而缓解盐胁迫对茶树的伤害, 这与

本研究结果类似。

相对含水量是衡量植物受到水分胁迫的一个

重要指标, 反映植物细胞的水分生理状态(赵雅静

等2009)。盐胁迫使细胞内外渗透压增大, 植物吸

水困难, 造成生理干旱, 使叶片表现为相对水分含

量降低。本研究中, 盐胁迫显著降低了烟草幼苗

叶片的相对含水量, 接种菌株处理后, 烟草幼苗叶

表5  DY-3对盐胁迫下烟草幼苗叶片Na+和Clˉ含量

Table 5  Effects of DY-3 on Na+ and Clˉ contents of tobacco 
leaves under salt stress

          处理                   Na+含量/mg·g-1 (FW)     Cl–含量/mg·g-1 (FW)

正常 0.91±0.02c	 1.07±0.14c

0.5% NaCl	 1.87±0.16a	 2.11±0.09a

0.5% NaCl+DY-3	 1.46±0.05b	 1.76±0.11b

 

讨　　论

盐胁迫会限制植物生长, 使幼苗在形态结构

及生物量分配上发生变化(杨淑萍等2010; 陆海鹰

和张元明2012)。生物量是植物耐盐性的直接指标

之一, 是植物对盐胁迫反应的综合表现(Parida和
Das 2004)。盐胁迫常常造成植物生物量的下降, 
而生物量的改变主要取决于光合作用的变化。叶

绿素是植物进行光合作用的主要色素, 在光合作

用的光能吸收、传递和转化中起不可或缺的作用, 
它的含量直接影响植物的光合效率。因此, 叶绿

素在植物的生长发育中起着重要作用。先前的研

究表明, 盐胁迫下植株叶片的叶绿素含量降低与

叶绿素的氧化降解有关(Greenway和Munns 1980; 
Tuna等2008)。已有研究发现芽孢杆菌能提高盐胁

迫下植物的叶绿素含量, 从而增强植物的耐盐性, 
提高植物的生物量。韩庆庆等(2014)报道枯草芽

孢杆菌GB03可以显著提高盐胁迫下紫花苜蓿的叶

绿素含量, 提高紫花苜蓿的耐盐性; 韩坤等(2015)

表6  DY-3在根际土壤和根表中的定殖量

Table 6  Colonization number of DY-3 in the root and in the 
rhizospheric soil

          
处理

                                            定殖量/×103 cfu·mL-1

                                                        根际土壤 	             根表

正常 –	 –
0.5% NaCl – –
0.5% NaCl+DY-3	 11.5	 0.85
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片的相对含水量显著增加, 说明菌株缓解了盐胁

迫对烟草幼苗失水造成的伤害。这可能与菌株扩

大了烟草幼苗根系的吸收表面积, 改善了水分状

况, 增强了抗旱性有关(Cho等2006); 也可能是因为

菌株降低了土壤中的盐浓度, 降低了植株对Na+和

Clˉ的吸收, 缓解了盐分对根系的伤害, 从而促进了

根系对水分的吸收。这方面前人已做了大量的研

究, 如贺忠群等(2011)报道丛枝菌根真菌提高盐胁

迫下番茄叶片的相对含水量; Nadeem等(2007)发
现盐胁迫下接种丁香假单胞菌(Pseudomonas syrin-
gae)、产气秆菌(Enterobacter aerogenes)和荧光假

单胞菌(Pseudomonas fluorescens)能提高玉米叶片

的相对含水量; Jha和Subramanian (2012)认为接种

类产碱假单胞菌(Pseudomonas pseudoalcaligenes)
和短小芽胞杆菌(Bacillus pumilus)也能提高盐胁迫

下水稻叶片的相对水分含量。

脯氨酸具有渗透调节、保护膜完整性、清除

自由基等多种功能(Kishor和Sreenivasulu 2014)。
盐胁迫下, 脯氨酸在植物体内大量积累, 有利于维

持细胞膨压, 保护细胞膜系统免受毒害(张璐等

2010)。本实验中盐胁迫显著增加了烟草叶片内脯

氨酸含量, 说明烟草对盐害产生了适应表现, 这与

脯氨酸积累提高转基因番茄耐盐性的结果相一致

(Hmida-Sayari等2005)。接种菌株后, 脯氨酸含量

略有降低, 这可能是因为菌株消耗了土壤中的盐

分, 降低了植株对Na+和Clˉ的吸收, 缓解了盐胁迫

对烟草幼苗的伤害, 从而使植物自身不需要合成

大量的脯氨酸来抵抗盐胁迫。本研究结果与Ro-
jas-Tapias等(2012)在盐胁迫下接种固氮菌显著降

低玉米叶片的脯氨酸含量的结果类似。酚类化合

物具有抗氧化和清除自由基的作用, 环境胁迫下

植物体内大量积累以减少氧化伤害 (Michalak 
2006; Oliveira等2009)。本研究中, 盐胁迫显著增

加了烟草叶片的酚类物质含量, 接种菌株后酚类

物质含量进一步增加; Rojas-Tapias等(2012)研究发

现接种褐球固氮菌(Azotobacter chroococcum)能显

著提高玉米在盐胁迫下叶片的酚类物质含量, 这
与本研究结果类似。但相关机理需深入研究。
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Bacillus aquimaris strain DY-3 improves salt-tolerance of tobacco seedlings
JIANG Xu-Wen, CHEN Jia-Bin, LI He-Qin*, ZHAO Hong-Hai, ZHANG Yu-Mei
Shandong Provincial Key Laboratory of Dryland Technology/College of Agronomy and Plant Protection, Qingdao Agricultural 
University, Qingdao, Shandong 266109, China

Abstract: Effects of Bacillus aquimaris strain DY-3 on the growth and physiobiochemical characteristics of to-
bacco seedling under salt stress were studied by a pot experiment. The results showed that compared with salt 
stress, shoot length, root length, fresh and dry weights were significantly promoted, chlorophyll content, leaf 
relative water content, proline content and total phenolic compound content were also significantly enhanced by 
inoculation with Bacillus aquimaris strain DY-3, while lipid peroxidation levels, cell membrane permeability 
and sodium ion and chloride ion contents were significantly decreased. The above results indicate that inocula-
tion with Bacillus aquimaris strain DY-3 can enhance the salt tolerance of tobacco seedlings.
Key words: Bacillus aquimaris strain DY-3; salt stress; tobacco; seedlings
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