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摘  要：【背景】近年来，大庆地区土壤盐碱化问题日渐严峻，严重威胁作物生长。盐碱土中存

在的耐盐碱促生菌可缓解盐碱环境对作物的胁迫。【目的】从水稻根际土壤中获取耐苏打盐碱的

促生菌资源以提高水稻对盐碱环境的抗性，促进水稻生长。【方法】利用改良后的培养基筛选获

得耐盐碱细菌，利用功能培养基测定其促生能力；通过 16S rRNA 基因序列分析鉴定菌株，并结合

全基因组分析菌株基因组信息。【结果】筛选得到菌株 NP36，鉴定结果为肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella 
pneumoniae)，其在 pH 3.0−11.0 及苏打盐 80−200 mmol/L 的 LB 培养基中均可生长。菌株 NP36 具

有产吲哚乙酸(indole-3-acetic acid, IAA)能力，可达(87.27±0.11) mg/L；具有溶无机磷能力，最大有

效磷增量为(93.22±1.94) mg/L。相较于无菌水浸种处理，1.0×107 CFU/mL 菌悬液浸种显著促进水

稻胚根和侧根的生长。通过全基因组测序分析发现，菌株 NP36 具有合成有机酸和运输磷酸盐的基

因。此外，在菌株 NP36 基因组中还发现氨基酸合成和 K+转运的相关基因，分析菌株 NP36 通过

细胞氧化还原反应和维持渗透压来抵抗盐碱胁迫。【结论】本研究验证了菌株 NP36 对水稻的促生

能力，并在基因组水平分析菌株 NP36 解磷和耐盐碱的机制，为开发耐盐碱促生菌生物肥料提供了

理论依据和菌种资源。 
关键词：肺炎克雷伯氏菌；苏打盐碱地；全基因组测序；耐盐碱基因 
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Heilongjiang Key Laboratory of Environmental Microbiology and Agricultural Waste Resource Utilization in Cold 
Area, College of Life Science and Biotechnology, Heilongjiang Bayi Agricultural University, Daqing 163319, 
Heilongjiang, China 
 
Abstract: [Background] In recent years, the soil salinization in Daqing has become increasingly 
serious, which threatens crop growth. The presence of plant growth-promoting bacteria with 
saline-alkali tolerance can alleviate the saline-alkali stress on crops. [Objective] To obtain the 
strain resources with soda saline-alkali tolerance from rice rhizosphere soil for improving rice 
tolerance to saline-alkali environments and promote rice growth. [Methods] The modified 
medium was used for screening of saline-alkali-tolerant bacteria, the ability of which to promote 
plant growth was determined in a functional medium. The isolate was identified by 16S rRNA 
gene sequencing and the genomic information of the strain was analyzed based on the whole 
genome sequence. [Results] The strain NP36 was screened out and identified as Klebsiella 
pneumoniae, which was capable of growing in the LB medium at pH 3.0−11.0 and soda salts of 
80−200 mmol/L. Strain NP36 had the ability to produce indole-3-acetic acid, the concentration 
of which reached up to (87.27±0.11) mg/L. In addition, it had the ability to solubilize inorganic 
phosphorus, with a maximum available phosphorus increment of (93.22±1.94) mg/L. Compared 
with the treatment of seed soaking with sterile water, the seed soaking with 1.0×107 CFU/mL 
bacterial suspension significantly promoted the growth of radicle and lateral roots of rice. The 
whole genome sequence analysis showed that strain NP36 carried the genes for the synthesis of 
organic acids and the transport of phosphates. In addition, the genes related to amino acid 
synthesis and K+ transport were also identified in the genome of strain NP36. The results 
indicated that strain NP36 could respond to saline-alkali stress by redox reaction and 
maintenance of osmotic pressure. [Conclusion] We verified the rice growth-promoting ability 
of strain NP36 and analyzed the mechanism of phosphorus dissolution and saline-alkali 
tolerance of strain NP36 at the genome level. The findings provide a theoretical basis and strain 
resources for the development of biofertilizer based on the bacteria with saline-alkali tolerance 
and plant growth-promoting effects. 
Keywords: Klebsiella pneumoniae; soda saline-alkali soil; whole genome sequencing; saline-alkali 
tolerance genes 
 
 

土壤盐碱化是由于地下水位过高导致水中

的盐分随水位升高而在土壤上层聚集，待水分

蒸发后盐分累积于土壤，最终形成盐碱地[1]。

我国盐碱地总面积约 1 亿 hm2，其中松嫩平原

的盐碱地面积已超 300 万 hm2，松嫩平原是我

国重要的农牧业地区，该区主要为苏打盐碱地，

其强碱性、高盐量的特点导致土壤养分失衡，

具有较大毒性，严重影响植物生长[2]。 
植物根际存在一类具有促生功能的微生

物，称为植物根际促生菌(plant growth promoting 
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rhizobacteria, PGPR)，通过直接或间接促生的方

式促进植物生长，如将土壤中难溶性矿质元素

转化为可被植物吸收利用的养分，诱导植物对

生物及非生物胁迫的系统抗性[3]。而在盐碱土

中筛选出的部分 PGPR 可在盐碱胁迫下发挥其

促生特性。 
目前PGPR被广泛应用于盐碱地促生方面的

研究，尤以松嫩平原耐盐碱促生菌的研究较多，

如柳鑫鹏等[4]筛选获得 14 株促生细菌，均能在

不同浓度 NaCl 下生长。周妍等[5]从耐盐碱植物

羊草和碱蓬根际土筛选出 3 株溶磷菌 JC8、JC11
和 JP8，均能提高土壤酶活性，缓解盐碱胁迫对

绿豆生长的抑制。由此可见，PGPR 能够有效

缓解盐碱胁迫但大部分筛选条件集中于单一的

盐碱胁迫，而松嫩平原盐碱地的苏打盐成分主

要是由 NaCl、Na2CO3、NaHCO3 和 Na2SO4 按照

1:1:9:9 组成的[6-7]。本研究基于此条件，在大庆

市盐碱地区的水稻根际土壤中筛选出具有促生

能力的耐盐碱菌株，构建系统发育树，通过全

基因组测序分析探索其耐盐碱机制，以期为耐

盐碱促生菌提供优良的促生菌种资源。 

1  材料与方法 
1.1  供试土壤样品及水稻种子 

供试土壤采集于黑龙江省大庆市林甸四季

青镇(125°14′E, 47°14′N)的水稻根际土壤，封入

密封袋中 4 ℃运至实验室待用。土壤样品 pH 
8.54，土壤全盐含量为 1.16 g/kg，碱解氮、有

效磷和速效钾的含量分别为 250.54、75.60 和

212.70 mg/kg，有机质含量为 3.89%。供试水稻

品种为‘绥粳 18’，由黑龙江八一农垦大学生命

科学技术学院农业生物技术实验室提供。 

1.2  主要试剂、仪器及培养基 
无磷活性炭粉采用优级纯；碳酸氢钠、硫

酸钠和磷酸三钙等采用分析纯。 

pH 计，东莞万创电子制品有限公司；隔水

式恒温培养箱，上海森信实验仪器有限公司；

紫外-可见分光光度计，上海菁华科技仪器有限

公司；光学显微镜，尼康精机(上海)有限公司。 
LB 培养基参照李章雷等[8]的方法进行改良

后配制，调整 NaCl:Na2CO3:NaHCO3:Na2SO4 为

1:1:9:9，使培养基中盐浓度为 80 mmol/L，使用

1 mol/L 的氢氧化钠溶液调节培养基的 pH 值至

8.5；Ashby 无氮培养基参照刘悦等[9]方法配制；

蒙金娜有机磷培养基和蒙金娜无机磷培养基

(Pikovskaya medium, PKO)参照孟丽媛等 [10]方

法配制；解钾培养基参照郭彦钊等[11]的方法配

制；铬天青检测培养基(chrome azurol sulphonate 
detection medium, CAS)参照李冬莹[12]的方法配

制；纤维素酶检测培养基参照 Jabborova 等[13]的

方法配制；蛋白酶检测培养基参照 Senthilkumar
等[14]的方法配制。 

1.3  耐盐碱菌株的筛选 
耐盐碱菌株的初筛：取 10 g 水稻根际土加入

装有 90 mL 无菌水的锥形瓶中，30 ℃、160 r/min
摇床振荡 30 min 后依次稀释至 10−7，取 10−5、

10−6、10−7 梯度的土壤悬液 100 μL 分别涂布于

改良后的 LB 固体培养基，每个梯度设置 3 次重

复试验，于 30 ℃恒温培养箱中倒置培养 2−4 d
后，选取菌落形态不同的菌株进行分离纯化，

获得单菌落后于 4 ℃保存备用[15]。 
耐盐碱菌株的复筛：对获得的菌株进行耐盐、

耐碱能力的测定。将菌株按照 1%的接种量分别

接种于含有 0.1−1.7 mol/L NaCl (间隔 0.1 mol/L)、
含有 100、150、200、250、300 mmol/L 苏打盐

和 pH 3.0−11.0 (间隔 0.5)的 LB 液体培养基中，

于 37 ℃、160 r/min 条件下振荡培养 24 h 后取出

测定光吸收值(OD600)，重复 3 次。 

1.4  耐盐碱促生菌的筛选 
耐盐碱促生菌株的初筛：通过观察菌株在
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Ashby 无氮培养基是否生长判断菌株有无固氮能

力；在蒙金娜有机磷培养基、PKO 无机磷培养

基和解钾培养基上观察透明圈判断菌株的溶磷

和解钾能力；在 CAS 检测培养基上观察是否出

现橙黄色光晕判断菌株有无产铁载体能力；通

过 Salkowski 法观察菌株上清液是否变色判断

菌株有无产吲哚乙酸(indole-3-acetic acid, IAA)
的能力。 

耐盐碱促生菌株的复筛：对耐盐碱菌株的

促生能力进行定量分析。采用钼锑抗比色法测

定溶磷菌的有效增磷量[16]，采用 Salkowski 法

测定菌株产 IAA 含量[17]。 

1.5  耐盐碱促生菌的鉴定 
通过光学显微镜观察耐盐碱促生菌的菌落

形态，根据参考文献[18-19]对菌株进行生理生化

测定。选用 16S rRNA 基因通用引物 27F (5′-AGT 
TTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GCTTA 
CCTTGTTACGACTT-3′)进行扩增。PCR 反应体

系(25 μL)：2×Taq Master Mix 12.5 μL，上、下

游引物(10 μmol/L)各 1 μL，DNA 模板 1 μL，

ddH2O 补足 25 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；
94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，35 个循环；

72 ℃ 10 min。PCR 产物委托生工生物工程(上
海)股份有限公司进行 16S rRNA 基因序列分

析，将测序结果上传至 GenBank 获得分离菌株

登录号为 PQ436664，并通过 EzBioCloud 数据

库进行比对，选取相似性最高的菌株序列，利

用 MEGA 11.0 软件进行系统发育树的构建。 

1.6  耐盐碱促生菌的全基因组测序分析 
利用 FastQC、Trimmomatic 等软件对原始

数据进行质控和过滤。采用 Canu 完成基因组的

组装，并使用Pilon软件进行序列矫正，用PGAP、
RepeatModeler 等软件对基因组进行预测，生成

菌株 NP36 的预测结果，参考 KEGG 数据库预

测的代谢通路，确定菌株 NP36 基因组中参与

解磷和耐盐碱通路的相关基因，分析菌株 NP36
的解磷通路和耐盐碱通路。全基因组测序工作

由生工生物工程(上海)股份有限公司完成。 

1.7  耐盐碱促生菌对水稻种子萌发的

影响 
菌悬液的制备：挑取活化后的耐盐碱促生

菌株的单菌落接种于 LB 液体培养基于 37 ℃、

160 r/min 振荡培养 24 h，5 000 r/min 离心 15 min，
弃去上清液，加入无菌水洗涤，重复 3 次，制

成菌悬液。 
水稻种子的处理：向烧杯中加入无菌水浸

泡水稻种子 30 min，去除空秕粒。再用 75%的乙

醇表面消毒 5 min，1% NaClO 浸泡 5 min，无菌水

清洗 3−5 次后装入烧杯中，分别加入无菌水、灭

菌菌悬液和 3 种不同浓度(T1：1.0×106 CFU/mL；
T2：1.0×107 CFU/mL；T3：1.0×108 CFU/mL)的
菌悬液进行浸种处理。 

不同浓度菌悬液对水稻种子发芽的影响：

在每个装有两层无菌滤纸的平板中放置 30 粒

水稻种子。设置 5 个处理：CK1：无菌水浸种；

CK2：灭菌菌悬液浸种；T1：1.0×106 CFU/mL
菌悬液浸种；T2：1.0×107 CFU/mL 菌悬液浸种；

T3：1.0×108 CFU/mL 菌悬液浸种。每组重复 3 次，

试验过程中及时向平板中补充无菌水。放置在

28 ℃恒温培养箱中培养 7 d 测定发芽率，并测

量胚芽长度、胚根长度和侧根数。 
发芽率=(发芽种子数/供试种子总数)×100% 

1.8  耐盐碱促生菌对盐碱胁迫下水稻

种子萌发的影响 
在上述试验中选取最适菌悬液浓度在 pH 9.0、

30 mmol/L 的盐碱条件下进行水稻种子发芽试

验。设置 4 个处理：CK1：无菌水浸润+无菌水

浸种；T4：盐碱溶液浸润+无菌水浸种；T5：盐

碱溶液浸润+灭活菌悬液浸种；T6：盐碱溶液浸

润+1.0×107 CFU/mL 菌悬液浸种。每组重复 3次，
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试验过程中及时向平板中分别补充盐碱溶液和

无菌水。放置在 28 ℃恒温培养箱中培养 7 d 测

定发芽率，并测量胚芽长度、胚根长度和侧根数。 

1.9  数据分析 
采用 Excel 软件对数据进行处理和统计，

采用 SPSS 19.0 软件(Duncan 法)对不同处理间

的差异进行显著性分析。 

2  结果与分析 
2.1  耐盐碱促生菌株的筛选结果  

筛选得到 1株耐盐碱促生菌，命名为 NP36。
经鉴定，菌株 NP36 在 NaCl 浓度高于 1.4 mol/L
时生长受到严重抑制，当NaCl浓度高于1.5 mol/L
时菌株几乎不能生长(图 1)。当苏打盐浓度高于

100 mmol/L 时生长受到抑制，当盐浓度高于

200 mmol/L 时，菌株生长受到严重抑制或不能

生长(图 2)。菌株 NP36 在 pH 4.0–11.0 时均可生

长，其生长最适 pH 值为 7.5，当 pH<4.0 时，

菌株无法生长(图 3)。菌株 NP36 无法在 Ashby
无氮培养基上生长，不能在蒙金娜有机磷培养

基和解钾培养基上产生透明圈，在 CAS 检测培

养基上未出现橙黄色光晕，因此菌株 NP36 不

具备固氮、溶有机磷、解钾和产铁载体能力。

菌株NP36可在PKO无机磷培养基上生长良好且

有透明圈产生(图 4A)，根据钼锑抗比色法，磷标

准曲线方程为 y=0.031 14x+0.002 48，R2=0.992 7，
相关系数 R2 值(0.992 7)接近 1，表明试验数据

和拟合函数吻合程度较高，方程可用，测得菌

株 NP36 最大有效磷增量为(93.22±1.94) mg/L；

此外，菌株 NP36 具有产 IAA 能力(图 4B)，曲

线方程为 y=0.011 8x+0.011 9，R2=0.994 5，测得

菌株 NP36 单位 IAA 产量为(87.27±0.11) mg/L。 
 

 
 
图 1  分离菌株 NP36 耐受氯化钠能力的测定   不同小写字母代表处理间差异显著(P<0.05)。 
Figure 1  Determination of NaCl tolerance ability of isolated strain NP36. Different lowercase letters 
represent significant differences between treatments (P<0.05). 
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图 2  分离菌株 NP36 耐受苏打盐能力的测定   
不同小写字母代表处理间差异显著(P<0.05)。 
Figure 2  Determination of soda salt tolerance 
ability of isolated strain NP36. Different lowercase 
letters represent significant differences between 
treatments (P<0.05). 
 
2.2  分离菌株 NP36 的鉴定结果 
2.2.1  菌株 NP36 的形态学鉴定结果 

分离菌株 NP36 菌落呈乳白色，圆形，边缘

整齐中间凸起，半透明，表面光滑湿润(图 5A)，

菌株为革兰氏阴性细菌，菌体形态呈短杆状

(图 5B)。 

2.2.2  菌株 NP36 的生理生化鉴定结果 
分离菌株 NP36 接触酶试验、柠檬酸盐利

用试验呈现阳性反应，具有产蛋白酶的能力；

氧化酶试验、硫化氢试验、V-P 试验、硝酸盐

还原试验、明胶液化试验均呈阴性反应，不具

备产纤维素酶的能力。 

2.2.3  菌株NP36的 16S rRNA 基因序列分析 
将测定的 16S rRNA 基因序列在 EzBioCloud

数据库进行比对分析，菌株 NP36 与肺炎克雷

伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)属于同一分支，序

列相似度达到 99.19%，因此初步确定分离菌株

NP36 为肺炎克雷伯氏菌，将其命名为肺炎克雷

伯氏菌(Klebsiella pneumoniae) NP36 (图 6)。 

2.3  菌株 NP36 的全基因组测序结果 
本研究利用 Illumina NovaSeq 测序平台对

菌株 NP36 进行全基因组测序，最终获得分离

菌株 NP36 的基因组框架图。NP36 基因组测序 
 

 
 
图 3  分离菌株 NP36 耐碱能力测定   不同小写字母代表处理间差异显著(P<0.05)。 
Figure 3  Determination of alkali tolerance ability of isolated strain NP36. Different lowercase letters in the 
figure represent significant differences (P<0.05). 
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图 4  分离菌株 NP36 促生能力测定   A：溶无机磷能力；B：产 IAA 能力。 
Figure 4  Determination of the growth-promoting ability of the isolated strain NP36. A: Ability to dissolve 
inorganic phosphorus; B: IAA production capacity. 
 

 
 
图 5  分离菌株 NP36 的菌落形态(A)和光学显微镜下革兰氏染色图(B) 
Figure 5  Colony morphology (A) of isolated strain NP36 and Gram staining under optical microscopy (B). 
Bar: 10 μm. 
 
数据量总计 1 446 066 900 bp，原始 reads 总数

为 9 640 446 个，过滤后获得 9 635 410 个高

质量 reads，G+C 含量为 56.50%。菌株 NP36
基因组测序数据拼装完成后，共获得 32 个

scaffold，最小序列长度为 520 bp，最大序列

长度为 1 434 838 bp，N50 为 440 044 bp (表 1)。 
基因组预测结果显示，菌株 NP36 基因组

共有 4 813 个蛋白编码基因，总基因序列长度      
4 524 350 bp，每个基因平均长度 940 bp，编码

序列(coding sequence, CDS)平均长度 956 bp，
预测到 10 个 rRNA、79 个 tRNA 和 1 个 ncRNA 
(表 2)。 

通过 NCBI 的非冗余蛋白序列数据库

(non-redundant protein sequences database, NR)注
释到的基因最多，占预测基因总数的 99.96%；

利用转运蛋白分类数据库(transporter classification 
database, TCDB)注释到的基因最少，占预测基

因总数的 20.96% (表 3)。 
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图 6  菌株 NP36 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   Bootstrap 检验次数设置 1 000 次；分

支点上的数字为自展值(%)；括号中的序号表示对应菌株 16S rRNA 基因序列的 GenBank 登录号；标尺

表示每个位点 0.01 次碱基替换。 
Figure 6  Phylogenetic tree constructed by isolated strain NP36 based on 16S rRNA gene sequence. The 
number of bootstrap tests is set to 1 000; Bootstrap values are shown in branching points (%); GenBank 
accession numbers of 16S rRNA gene sequences are given in parentheses; The bar represents 0.01 
substitutions per site. 
 
表 1  分离菌株 NP36 的基因组测序与组装 
Table 1  Genome sequencing and assembly of 
isolated strain NP36 
类别 Category 数量 Quantity 
碱基总数 Total number of base (bp) 1 446 066 900 
原始 reads 总数 
Total number of raw reads 

9 640 446 

高质量 reads 数 
Number of high-quality reads 

9 635 410 

G+C 含量 G+C content (%) 56.50 
Scaffold 大片段数量 
Scaffold large fragment count 

32 

最小序列长度 
Minimum sequence length (bp) 

520 

最大序列长度 
Maximum sequence length (bp) 

1 434 838 

N50 (bp) 440 044 

表 2  菌株 NP36 的基因组预测结果 
Table 2  Genome prediction results of isolated 
strain NP36 
类别 
Category 

数量 
Quantity 

蛋白编码基因数量 
Number of protein-coding genes  

4 813 

总基因序列长度 
Total gene sequence length (bp) 

4 524 350 

基因平均长度 
Gene average length (bp) 

940 

CDS 平均长度 
CDS average length (bp) 

956 

rRNA 10 

tRNA 79 

ncRNA 1 
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表 3  分离菌株 NP36 基因组功能分析汇总 
Table 3  Summary of genome function analysis of 
isolated strain NP36 
数据库类型 
Database type 

基因数量 
Gene number 

NR 4 721 

COG 3 798 

TCDB 990 

PFAM 3 570 

CDD 2 334 

KEGG 1 734 

GO 2 608 

2.3.1  KEGG 功能注释 
通过 KEGG pathway 注释分离菌株 NP36

的基因组，发现代谢通路中具有 1 734 个基因，

富集在 29 条代谢通路中(图 7)。涉及基因数量

较多的代谢通路主要有以下 5 条：碳水化合物

代谢通路具有 22.55%的基因；膜运输通路具有

21.16%的基因；氨基酸代谢通路具有 15.63%的

基因；辅助因子和维生素的代谢通路具有

11.07%的基因；能量代谢通路具有 10.50%的基

因。其中，注释到分离菌株 NP36 与解磷相关 
 

 
 
图 7  菌株 NP36 基因组 KEGG 数据库主要代谢通路分析 
Figure 7  KEGG database major metabolic pathway analysis of isolated strain NP36 genome. 
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基因 12 个，主要参与氨基酸代谢、碳水化合物

代谢和膜运输等代谢通路；与耐盐碱相关基因

1 个，主要参与氨基酸代谢、能量代谢及其他氨

基酸的代谢通路。 

2.3.2  菌株 NP36 解磷相关基因分析 
微生物的解磷机制可以通过产生、分泌有

机酸溶解土壤中难溶性磷酸盐并通过质膜上特

定的磷化合物转运蛋白完成植物对有效磷的吸

收[20]。葡萄糖酸(gluconic acid, GA)是微生物溶

解无机矿物磷的主要有机酸之一[21]，可由葡萄

糖脱氢酶(glucose dehydrogenase, GDH)及其辅

酶吡咯喹啉昆(pyr-roloquinoline quinone, PQQ)
协 同 作 用 获 得 [22] ， 葡 萄 糖 脱 氢 酶 (glucose 
dehydrogenase, GDH)的合成受 PQQ 依赖型葡

萄糖脱氢酶基因(gcd)的调控[23]。通过 KEGG 数

据库注释后发现，分离菌株 NP36 具有编码

GDH 的关键基因 gcd，以及较为完整的 PQQ 合

成簇，包括 pqqB、pqqC、pqqD、pqqE 基因，

王向向等[24]的研究提出 pqqE 基因编码的酶是

必需的。当土壤中难溶性磷酸盐转化为可溶性

磷后，通过质膜上的 pstA、pstB、pstC、pstS 编码

的ABC型磷酸盐转运蛋白完成可溶性磷的运输和

吸收[25]。分离菌株 NP36 具有完整的 ABC 型磷酸

盐转运蛋白家族，并且携带磷酸盐吸收调节因子

(phoB, phoU)。当土壤中有效磷含量不足时，可

通过 phoB 激活 ABC 型磷酸盐转运蛋白，从而

完成可溶性磷的摄取；当有效磷含量充足时，

通过 phoU 进行 phoB 的去磷酸化，阻止可溶性

磷的过多摄入[26](图 8)。 

2.3.3  菌株 NP36 耐盐碱相关基因分析 
微生物可通过合成氨基酸抵抗盐碱胁迫，

如脯氨酸、精氨酸和谷氨酸等[27]。L-门冬氨酸盐

可 通 过 天 门 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶 (aspartate 
aminotransferase, AST)生成 L-谷氨酸(L-glutamate)，
再经过谷氨酸脱氢酶(proA)、谷氨酸激酶(proB)
和吡咯啉-5-羧酸还原酶(proC)合成脯氨酸，以

便后续生成脯氨酸[28]。通过 KEGG 数据库注释

后发现，分离菌株 NP36 具有完整的 AST 家族， 

 

 
 
图 8  菌株 NP36 解磷基因通路图 
Figure 8  Pathway diagram of phosphate-solubilizing gene of isolated strain NP36. 
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包括 astA、astB、astC、astD、astE，以及代谢谷

氨酸的必需基因 proA 和 proB (图 9)。 

2.4  菌株 NP36 对水稻种子萌发的影响 
经 5 种处理的水稻种子萌发情况如下：各

处理对水稻种子的萌发没有影响，相较于 CK1
处理，CK2 处理中灭活的菌悬液对水稻种子的

萌发与生长无影响。相较于 CK1 处理，T1、T2
和 T3 处理均显著促进水稻种子胚芽、胚根和侧

根的生长，其中 T2 处理效果最好，分别增加了

18.52%、14.90%和 19.87%，由此可见，T2 处

理对水稻种子萌发有较好的促进作用(表 4)。 

2.5  菌株 NP36 盐碱胁迫下对水稻种子

萌发的影响 
经 4 种处理的水稻种子萌发情况如下：相

较于 CK1 处理，T4 处理中的盐碱胁迫会抑制

水稻种子的萌发，且 T5 处理中灭活的菌悬液不能

缓解盐碱胁迫对水稻种子的危害，而 T6 处理可

使水稻种子的胚芽长显著高于 T4 处理，提高了

67.21%，其胚根和侧根也得到进一步生长发育。

由此可见，T6 处理在 pH 9.0、30 mmol/L 的盐碱

条件下可缓解盐碱胁迫对水稻种子的危害(表 5)。 

3  讨论 
耐盐碱促生菌是指可以在盐碱地促进作物

生长，进而提高作物产量的微生物[29]。目前研究

人员已分离获得许多具有耐盐碱能力的 PGPR，

如张小霞等[30]筛选出 1 株可在以 NaCl、NaHCO3

或 NaCl+NaHCO3 为盐成分的盐碱环境中促进

拟南芥和玉米生长的盐单胞菌(Halomonas sp.) 
Bachu 26；王艳宇等[31]发现的分离菌株 DQSA1 

 

 
 
图 9  菌株 NP36 耐盐碱基因通路图 
Figure 9  Pathway diagram of saline-alkali tolerance gene of isolated strain NP36. 
 
表 4  分离菌株 NP36 菌悬液对水稻种子萌发的影响 
Table 4  Effect of isolated strain NP36 suspension on rice seed germination 
组别 
Group 

发芽率 
Germination rate (%) 

胚芽长 
Bud length (cm) 

胚根长 
Root length (cm) 

侧根数 
Number of lateral roots 

CK1 96.67±1.93a 9.34±0.07c 4.16±0.03b 7.60±0.08c 
CK2 96.67±0.01a 9.63±0.03c 4.18±0.05b 7.65±0.12c 
T1 96.67±0.01a 10.16±0.05b 4.39±0.01b 7.94±0.01c 
T2 97.78±1.11a 11.07±0.22a 4.78±0.10a 9.11±0.03a 
T3 98.89±1.11a 10.44±0.13b 4.41±0.15b 8.44±0.27b 
CK1：无菌水；CK2：灭活菌悬液；T1：1.0×106 CFU/mL 菌悬液；T2：1.0×107 CFU/mL 菌悬液；T3：1.0×108 CFU/mL
菌悬液。不同小写字母代表处理间差异显著(P<0.05)。 
CK1: Sterile water; CK2: Inactivation bacterial suspension; T1: 1.0×106 CFU/mL suspension; T2: 1.0×107 CFU/mL suspension; T3: 
1.0×108 CFU/mL suspension. Different lowercase letters in the figure represent significant differences (P<0.05). 
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表 5  菌株 NP36 菌悬液盐碱条件下对水稻种子萌发的影响 
Table 5  Effect of isolated strain NP36 suspension on seed germination in rice under saline-alkali conditions 
组别 
Group 

发芽率 
Germination rate (%) 

胚芽长 
Bud length (cm) 

胚根长 
Root length (cm) 

侧根数 
Number of lateral roots  

CK1 96.67±1.93a 9.34±0.07a 4.16±0.03a 7.60±0.08a 
T4 86.67±1.93b 2.44±0.01c 0.72±0.05c 1.97±0.06c 
T5 86.67±1.93b 2.46±0.01c 0.83±0.01c 2.26±0.07c 
T6 91.11±1.11ab 4.08±0.07b 4.08±0.03b 6.63±0.10b 
CK1：无菌水浸润+无菌水浸种；T4：盐碱溶液浸润+无菌水浸种；T5：盐碱溶液浸润+灭活菌悬液浸种；T6：盐碱溶

液浸润+1.0×107 CFU/mL 菌悬液浸种。不同小写字母代表处理间差异显著(P<0.05)。 
CK1: Sterile water infiltration+sterile water immersion; T4: Saline-alkali solution infiltration+sterile water immersion; T5: 
Saline-alkali solution infiltration+inactivation bacterial suspension soaking; T6: Saline-alkali solution infiltration+1.0×107 CFU/mL 
bacterial suspension soaking. Different lowercase letters in the figure represent significant differences (P<0.05). 
 
为佐贝尔菌属(Zobellella)的一个新种，并且在盐

碱条件下具有良好的促生效果。但目前已有的

耐盐碱促生菌种类较少，并且对于不同的盐碱

环境适应能力差。本研究采用改良后的 LB 培

养基对大庆盐碱地区的水稻根际土壤进行细菌

分离筛选，得到 1株可耐苏打盐碱的菌株 NP36，
经生理生化试验和分子生物学鉴定表明，菌株

NP36 为肺炎克雷伯氏菌。肺炎克雷伯氏菌对盐

碱耐受程度的差异较大，Biswas 等[32]筛选获得

的 可 促 进 豇 豆 生 长 的 肺 炎 克 雷 伯 氏 菌

(Klebsiella pneumoniae，登录号为 ON259697)
可耐受 10%的 NaCl，苏悦等[33]筛选得到的 1 株

可降解没食子酸的肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella 
pneumoniae) MSZS12 可耐受 pH 5.0−9.0 及 3%
的 NaCl，本文筛选获得的菌株 NP36 可以耐受

0.1−1.5 mol/L NaCl、pH 4.0−11.0，属于耐盐碱菌

株[34-35]。为验证菌株 NP36 耐受苏打盐能力，

通过盐碱萌芽试验证实菌株 NP36 可在 pH 9.0、
30 mmol/L 苏打盐的盐碱环境中缓解盐碱胁迫

对种子萌发的影响。 
促生特性也是抵抗盐碱胁迫的机制之一，

菌株可以利用自身的促生能力改善环境从而为

植物提供养分，促进植物生长。刘鹏飞 [36]发

现耐盐碱促生菌株在盐碱环境下可显著提高

玉米植株地上部干重并提高土壤速效氮含量。

李静等 [37]还发现具有溶磷能力的菌株对小麦

生长有着积极影响。本研究获得的分离菌株

NP36 具有溶无机磷能力和产 IAA 能力，其溶

磷量达到 (93.22±1.94) mg/L， IAA 产量达到

(87.27±0.11) mg/L，在盐碱环境中相较于无菌水

浸种处理，1.0×107 CFU/mL 菌悬液浸种处理能有

效缓解盐碱胁迫对水稻种子的危害，水稻种子

的胚根和侧根都因促生菌的加入而得到生长。 
菌株 NP36 具有良好的解磷能力。肺炎克雷

伯氏菌被报道过具有溶解磷酸盐的能力[38-40]，但

较少的研究会在基因组水平探索肺炎克雷伯氏

菌溶磷能力的机制，Rajkumari 等[41]的研究仅发

现 肺 炎 克 雷 伯 氏 菌 (Klebsiella pneumoniae) 
AWD5 具有合成 GA 的 pqq 基因。通过全基因

组测序分析，在菌株 NP36 基因组中发现可指

导 GA 合成的基因 gcd、pqq，并与完整的磷酸

盐转运蛋白家族和磷酸盐吸收调节因子构成完

整的通路，从而提高难溶性磷酸盐的利用率。

而有关微生物在盐碱胁迫下对植物的促生作用

早有报道，但关于微生物具有耐盐碱能力的机

制研究较少。目前研究人员发现了多个耐盐碱

基因，如 kdp、pro、ast、trk 等[42-44]。本研究通

过在基因组水平上找寻菌株 NP36 的耐盐碱基
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因并分析菌株具有耐盐碱功能的原因，发现菌

株 NP36 不仅具有完整的合成氨基酸的通路，而

且具有与 K+转运相关的 Kdp 家族，有研究表明，

植株内部K+的吸收可以在盐碱胁迫下维持渗透

压的平衡，抵抗盐碱胁迫带来的损伤[45]，推测这

也是分离菌株 NP36 缓解盐碱胁迫的原因之一。 

4  结论 
本研究在大庆市盐碱地区的水稻根际土壤

中筛选获得 1 株耐盐碱促生菌 NP36，经试验验

证其可适应苏打盐碱地，并在苏打盐碱环境中

提高水稻种子抵抗盐碱胁迫的能力。本研究在

基因水平上揭示分离菌株 NP36 的解磷机制，

通过合成有机酸将难溶性磷酸盐转化为植物可

直接吸收利用的有效磷，并通过自身细胞完成

有效磷的运输；其耐盐碱机制是通过合成氨基

酸发生氧化还原反应从而抵抗盐碱胁迫。 
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