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摘  要：【背景】盐碱地是后备耕地资源，对农业粮食安全至关重要，施用植物促生菌是治理盐碱

地的有效策略之一。【目的】探究能高效分离盐碱地细菌资源的方法，促进盐碱地植物促生菌的开

发利用。【方法】以山东省东营市重度盐碱地大豆根际土为材料，采用平板稀释培养法分离细菌，考

察有机营养水平、pH 和 NaCl 浓度对盐碱地细菌分离培养的影响；依托功能平板筛选具有溶解无

机磷和产铁载体能力的细菌；通过 16S rRNA 基因测序对纯化的菌株进行鉴定。【结果】共有 443 个

分离株的 16S rRNA 基因测序成功，包含 48 个属 96 个种，潜在新种 7 个。筛选获得 28 种具有溶

解无机磷功能的细菌，13 种产生铁载体功能的细菌，同时有 7 种具备 2 种功能的细菌。从细菌种

类的丰富度和 CFU 数量角度来看，影响强度顺序为 NaCl 浓度>有机营养水平>pH。在寡有机营养条

件下，NaCl 浓度≥3%时对盐碱地细菌的生长有明显的抑制作用，适当地提高有机营养水平可以减

缓抑制效应。综合考虑 CFU 数量、种类丰富度、新种质资源、溶解无机磷细菌及产铁载体细菌的

获得情况，采用 1/50×R2A+1.0% NaCl+pH 8.5 的培养基可以获得良好的分离效果。【结论】本研究结

果获得了一批重度盐碱地细菌资源，也为其他盐碱地细菌新资源的分离培养提供了参考。 
关键词：重度盐碱地；分离培养细菌；有机营养；溶解无机磷细菌；产铁载体细菌 
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Abstract: [Background] The saline-alkali land as a reserve arable resource is crucial to grain 
security. Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) have been proved effective in improving 
saline-alkali land. [Objective] To explore the methods efficient in isolating PGPR and promote 
the development and utilization of PGPR in saline-alkali land. [Methods] The rhizosphere soil 
of soybean plants grown in the heavy saline-alkali land of Dongying City was collected for the 
isolation of bacteria by the dilution culture method. The effects of pH, organic nutrient level, 
and NaCl concentration on the isolation were evaluated. The strains capable of solubilizing 
inorganic phosphorus and producing siderophores were screened on functional plates. The purified 
isolates were identified by sequencing the 16S rRNA gene. [Results] A total of 443 isolates were 
successfully sequenced for the 16S rRNA gene, and they were identified as 96 species of 48 genera 
and 7 potential new species. Among these species, 28 and 13 were capable of solubilizing 
inorganic phosphorus and producing siderophores, respectively, and 7 species showed both 
functions. From points of bacterial richness and CFU count, NaCl concentration showed the 
greatest effect, followed by organic nutrient level, and then pH. Under the oligotrophic 
condition, NaCl at a concentration ≥3% significantly inhibited the growth of bacteria isolated 
from saline-alkali soil, which could be alleviated considerably by increasing the organic nutrient 
level. Considering the CFU count, species richness, new germplasm resources, inorganic 
phosphorus solubilizing, and siderophore production, a medium containing 1.0% NaCl, 
1/50×R2A, and with pH 8.5 was proposed to isolate bacteria from saline-alkali soil. 
[Conclusion] We isolate a batch of bacterial resources from heavy saline-alkali land and 
provide methodological reference for isolating new bacterial resources from saline-alkali land in 
other areas. 
Keywords: heavy saline-alkali soil; bacterial isolation and culture; organic nutrient; inorganic 
phosphorus-solubilizing bacteria; siderophore-producing bacteria 
 
 

土地盐碱化是一个全球性问题，据联合国

粮食及农业组织报道，全球盐碱地面积约占土

地总面积的 10%，并且逐年增加(https://doi.org/ 
10.4060/cd3044en)。在盐碱化土壤中植物会受

到渗透胁迫、离子毒害、高 pH 伤害和活性氧

胁迫等[1]，导致生长发育不良甚至死亡。我国

约有 9 913.3 万 hm2 的盐碱地，分布在全国多个

地区[2]。然而，我国是一个人口大国，人均耕

地面积少，改良及修复盐碱地，合理开发耕地

后备资源已成为农业可持续发展中的一项重要

任务[3]。东营市位于山东省北部，临近黄河入

海口，地下水位高，在海水的长期浸泡和地表

强烈蒸发下，土壤盐碱化程度相对较重；同时，

每年黄河带来的淤泥也会形成新的盐碱地[4]。东
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营市盐碱地面积达到 13 万 hm2[5]，按照含盐量

3‰以下、3‰−6‰和 6‰以上可将盐碱地划分

为轻度、中度和重度盐碱地[6]，这些盐碱地的

农业开发潜力巨大。 
施用微生物肥料是一种环境友好的农业策

略，可以提高土壤生物多样性和作物产量[7-8]。

植物和微生物在植物根际相互作用，促进彼此

的代谢、生长和发育[9-10]。定殖于土壤或植物根

际的细菌能够促进植物生长，对植物适应生态

环境起重要作用，被称为促进植物生长的根际

细 菌 (plant growth-promoting rhizobacteria, 
PGPR)[11]。PGPR 通过固氮[12]、溶磷[13]、解钾[14]

等提高土壤肥力，通过产生植物激素[15]来调节

植物生长发育，或者通过激活植物防卫基因的

表达以增强植物抗逆能力[16]。此外，一些 PGPR
可通过分泌胞外多糖等方式减轻干旱胁迫[17-18]，

通过降低渗透势来抵抗高盐碱胁迫[19]。目前已

知具有增强植物抗盐功能的细菌主要是芽孢杆

菌属(Bacillus)、假单胞菌属(Pseudomonas)、肠

杆菌属 (Enterobacter)和固氮菌属 (Azotobacter)
等类群，涉及作物种类包括小麦、水稻、玉

米等单子叶植物和黄瓜、番茄、花生等双子叶

植物 [20]。Mahdi 等[21]报道了贝莱斯芽孢杆菌

(Bacillus velezensis) QA2 可溶解无机磷酸盐和

锌，产生吲哚-3-乙酸、氨、氰化氢、纤维素酶，

并诱导生物膜形成，可抗菌和提高离子代谢活

性，并能耐受 11% NaCl 的高盐条件；在盐渍条

件下，菌株 QA2 可以促进藜麦植株生长，提高

叶片叶绿素指数和磷吸收量，而 Na+含量则显

著降低。吴铭等 [22]以 1-氨基环丙烷 -1-羧酸
(1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid, ACC)
为唯一氮源进行定向富集培养，从碱蓬根际土

筛选获得具 ACC 脱氨酶活性的菌株，均可以显

著增加盐胁迫下草籽的茎叶长和根长。张晓丽

等[23]发现微生物菌剂不仅可以降低土壤盐分和

pH 值，还显著提高土壤养分含量和作物产量，

改善细菌菌群结构，提高根际土壤的碱解氮、

速效钾和有效磷含量。可见，有益微生物可以

缓解盐碱等逆境胁迫，促进植物生长。 
微生物在治理土壤过程中具有“主场优势”

的特点，即本地的益生菌具有更好的生态适应

性[24-25]。Jiang 等[26]的研究结果表明，相较于外

来促生菌，本土促生菌具有更强的定殖能力以

及与环境的互作能力，在土壤贫瘠条件下，能

更有效地促进作物生长。Jiang 等[27]使用三磷酸

钙培养基和蛋黄培养基从山东省东营市土壤中

分离得到 10 株磷增溶率大且能耐受 1.5 mol/L 
NaCl 的细菌，在它们的培养滤液中检测到 8 种

不同有机酸，其中的 4 株菌能提高盐碱条件下

花生种子的发芽率和植株生物量[28]。孔亚东[29]

用高有机营养的 Gibbons 培养基从东营盐碱土

壤中分离获得 552 株细菌，通过筛选获得 6 株

在盐碱胁迫下能够促进玉米生长的细菌。 
在已有的研究中分离培养基多数为高有机

营养、高 NaCl 浓度或具有富集作用的特殊营养

条件，一些喜好寡有机营养的种类很难分离获

得。为了获取更多的盐碱地细菌资源，本研究

以山东省东营市重度盐碱地大豆根际土为材

料，基于盐碱地土壤低有机营养、高无机盐和

偏碱性的特征，在分离培养基中添加 Murashige 
and Skoog (MS)培养基无机盐，从有机营养水

平、NaCl 浓度和 pH 值 3 个角度探究可高效分离

盐碱地细菌的条件，并筛选溶解无机磷细菌和

产生铁载体细菌，以期为盐碱地细菌资源的分

离培养和植物促生功能细菌的筛选提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

于 2022 年 10 月采集自山东省东营市广饶县
(118°17′04″−118°57′11″E, 36°56′09″−37°21′23″N)
农高区黄河三角洲重度盐碱地大豆根际土。 
1.2  培养基 

R2A 培养基、MS 培养基和蒙金娜无机磷

Pikovskaya (PVK)筛选培养基，青岛海博生物

技术有限公司。筛选产铁载体细菌用铬天青 S 
(chrome azurol S, CAS)测定培养基，参考陈伟
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等[30]的方法配制。 
1.3  主要试剂和仪器 

分析纯 NaCl 和 NaOH，中国医药集团有限

公司；通用引物(27F 和 1492R)和 2×Taq PCR 
Mix，生工生物工程(上海)股份有限公司。pH
计，上海高致精密仪器有限公司；高压蒸汽灭

菌锅，施都凯仪器设备(上海)有限公司；生化培

养箱，上海一恒科学仪器有限公司；超净工作

台，苏州净化设备有限公司；PCR 仪、离心机

和凝胶成像仪，Bio-Rad 公司。  
1.4  培养基设计 

根据文献[31]定义，寡营养培养基中有机碳

含量通常不高于 50 mg/L，而 R2A 培养基的有

机碳含量约为 1 450 mg/L，据此本研究设置

1×R2A 的高营养条件、1/5×R2A 的中营养条件

以及 1/50×R2A 的寡营养条件。按照 L9(34)正交

试验表设计 9 种分离培养基(表 1)，添加 1×MS
盐，探究有机营养、NaCl 和 pH 的影响。根据

正交试验结果，进一步设计不同 NaCl 与有机营养

组合的分离培养基 D、G、10、11 和 12 (表 2)，
以验证两因素的交互效应；然后探究寡营养条

件下分离盐碱地细菌资源的适宜 NaCl 浓度。 
1.5  细菌的分离培养、纯化和保存 

称量 10 g 土样于含有 90 mL 无菌水的锥形

瓶中，28 ℃、150 r/min 充分混匀 30 min，制备

成 10−1 g/mL 的土壤悬浊液。采用 10 mL 梯度稀

释，制得浓度为 10−3、10−4、10−5 g/mL 的悬浊

液。将 280 μL 适宜浓度的悬浊液涂布于 Ø150 mm
的 14 种分离培养基(表 1 和表 2)平板上，晾干

表面后置于 28 ℃培养箱中暗培养 20−22 d，
观察菌落形态并记录 CFU。根据菌落形态特

征，按比例随机挑取平板上不同的单菌落，在 

 
表 1  不同培养基上 CFU 数量比较 
Table 1  The comparison of CFU obtained on different media 
培养基编号 
Medium code 

pH NaCl 浓度 
Concentration of NaCl (%) 

有机营养水平 
Level of organic nutrient 

平均菌落数 
Average of CFU 

1 9.0 0.0 1×R2A 602.33±66.12b 
2 9.0 1.0 1/5×R2A 665.67±91.22ab 
3 9.0 5.0 1/50×R2A 220.50±43.71d   
4 8.5 0.0 1/50×R2A 729.25±35.33a  
5 8.5 1.0 1/5×R2A 579.75±44.71b 
6 8.5 5.0 1×R2A 209.00±40.15d 
7 8.0 0.0 1/5×R2A 598.50±65.76b 
8 8.0 1.0 1×R2A 269.25±29.84cd 
9 8.0 5.0 1/50×R2A 292.50±33.20c 
不同小写字母代表在 P<0.05 水平差异显著。下同。 
Different lowercase letters indicate significant differences at level of P<0.05. The same below. 

 
表 2  NaCl 和有机营养对细菌分离培养的交互影响 
Table 2  The interaction of NaCl and organic nutrients on bacterial isolation and cultivation 
培养基编号 
Medium code 

pH NaCl 浓度 
Concentration of NaCl (%) 

有机营养水平 
Level of organic nutrient 

平均菌落数 
Average of CFU 

D 8.5 1.0 1/50×R2A 1 077.50±136.47a 
G 8.5 5.0 1/50×R2A 188.50±30.41c 
10 8.5 5.0 1/5×R2A 525.00±142.13b 
11 8.5 7.5 1/5×R2A 156.00±75.66c 
12 8.5 7.5 1/50×R2A 93.00±31.82d 
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1/4×R2A+MS 的培养基平板上进行 2−3 次划线

纯化。挑取纯化的菌体于含有 20%甘油的液体

培养基的冻存管中，−80 ℃保藏。 
1.6  细菌分离株的分子生物学鉴定 

挑取纯化的单克隆于装有 30 μL 无菌水的

离心管中，沸水浴 10 min，冷却至室温后转到

−20 ℃冷冻 30 min，取出融化后即为粗制 DNA
溶液。用细菌通用引物 27F 和 1492R 扩增 16S 
rRNA 基因 [32]。PCR 反应体系(25 μL)：粗制

DNA 溶液 4 μL，2×Taq PCR Mix 12.5 μL，27F 
(10 μmol/L) 1 μL，1492R (10 μmol/L) 1 μL，

ddH2O 6.5 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 3 min；
94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 150 s，30 个循环；

72 ℃ 10 min。PCR 扩增产物于 1%琼脂糖凝胶

电泳检测，对于出现大小 1 500 bp 左右、条

带清晰的样品送往生工生物工程 (上海 )股份

有限公司进行测序。将序列上传到 EzBioCloud 
(https://www.ezbiocloud.net/identify)进行序列

比对。 
1.7  溶解无机磷和产铁载体细菌的筛选 

采用直接涂布筛选、分离培养-点植筛选以

及分离培养-纯化-点植筛选这 3 种途径获取溶

解无机磷和产铁载体细菌。在直接涂布筛选途

径中，筛选溶解无机磷细菌用 10−4 g/mL 稀释度

的悬浊液，筛选产铁载体细菌用 10−2−10−4 g/mL
稀释度的悬浊液，在 Ø90 mm 的筛选培养基平

板上涂布接种 100 μL。在 PVK 平板上菌落周围

出现无色透明圈的为解无机磷阳性细菌，在

CAS 平板上菌落周围出现黄棕色到红棕色晕圈

的为产铁载体阳性细菌。 

2  结果与分析 
2.1  不同分离培养基上 CFU 的比较 

在 9 种培养基上接种菌悬液，于 28 ℃条件

下培养 1 d 后，除了 3 号和 9 号，其他的培养

基均出现明显的菌落。培养 5−10 d 是菌落增长

的快速阶段，此后增速很慢。培养 22 d 后计数，

菌落最多的是 4 号培养基，接着依次是 2 号、

1 号、7 号、5 号、9 号、8 号、3 号，最少的是

6 号培养基。对三因素进行 CFU 极差分析结果

表明，NaCl 浓度之间的 CFU 极差为 402.69，
有机营养水平之间 CFU 极差为 254.44，不同 pH
之间的 CFU 极差为 109.42，说明在所设置的条

件下三因素的影响强度依次为：NaCl>有机营

养>pH。在 NaCl 浓度为 5.0%的 3、6 和 9 号培

养基中，CFU 值显著低于其他培养基。在低

NaCl (0 和 1 g/L)条件下，8 号和 5 号培养基 pH
相近，有机营养前者为 1×R2A，后者为 1/5×R2A，

前者 CFU 仅为后者的 1/2 左右；1 号和 2 号 pH
相同，有机营养前者为 1×R2A，后者为 1/5×R2A，

前者菌落较后者少 10%左右。在所设置的 3 个

pH 值中，pH 8.5 时，CFU 数量相较其他 2 个水

平的偏高。这些结果说明，浓度为 5.0%的 NaCl
对菌落形成有显著抑制作用，采用中到寡有机

营养 (1/5×−1/50×R2A)有利于培养出更多的菌

落，pH 8.5 是比较适合的酸碱度。 
观察菌落形态发现，在含有 5.0% NaCl 培

养基上生长的菌落总体上比较规整，未出现明

显的扩张(图 1A、1B)，有机营养水平高时菌落

大且色泽鲜艳(图 1A、1C)。在含有 1.0% NaCl
的培养基(2、5、8 号)中，8 号有机营养水平最

高，菌落扩张最严重(图 1C)，CFU 数量明显低于

2 和 5 号。在不添加 NaCl 的培养基(1、4、7 号)
上，4 号培养基有机营养水平最低，有明显扩张

的菌落，但菌苔较薄(对着光可见)，对其他菌落

形成影响相对较小，所以菌落数量最多(图 1D)。 
综合比较 9 个培养基中的 CFU 数量和菌落

形态发现，菌落大小与有机营养水平呈正相关，

NaCl 浓度较低的条件下有一些菌落大范围蔓

延，占据了生态位，导致 CFU 的数量下降。推

测有机营养水平和 NaCl 浓度综合影响菌落的

形态和数量。 
2.2  寡有机营养条件下 NaCl 对细菌分

离培养的影响 
基于前面的正交试验结果，为了探究有机

营养水平与 NaCl 浓度之间的交互作用，本研究 



 
3260 微生物学通报 Microbiol. China 

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

 
 
图 1  四种培养基上菌落形态特征和数量   A：6 号培养基；B：3 号培养基；C：8 号培养基；D：4 号

培养基。 
Figure 1  The shape and number of colonies formed on four medium. Subscript numbers indicate the code of 
medium. A: Medium No. 6; B: Medium No. 3; C: Medium No. 8; D: Medium No. 4. 
 
进一步设置了 5 种培养基，比较它们分离培养

细菌效果(表 2)。结果表明，涂布接入菌悬液并

培养 20 d 后，在 1/50×R2A+1.0% NaCl 的培养

基平板(D 号)上平均 CFU 达 1 077.50，无明显

的蔓延生长菌落。当 NaCl 浓度提高到 5.0%时  
(G 号)，CFU 下降至 17.49% (188.5±30.41)；此

时将有机营养从 1/50×R2A 提高到 1/5×R2A 时

(10 号)，菌落数增加了 179.2% (525.00±142.13)。
同样地，在 7.5% NaCl 条件下，有机营养提升

也可以增加菌落数(11 号 vs. 12 号)，但是增幅

仅为 67.74% (表 2)。该结果说明，采用寡有机

营养和低盐培养可从重度盐碱土中分离获得更

多菌落，盐浓度为 5%以上时显著抑制细菌的增

殖，在高盐浓度下提高有机营养水平可以缓冲

高盐的抑制效应。该结果与前面的正交试验结

果相符合。  
2.3  寡营养条件下适宜 NaCl 浓度 

为了进一步探究 NaCl 对盐碱地细菌分离

培养的影响，根据正交试验结果，采用 pH 8.5
和 1/50×R2A 有机营养水平、NaCl 浓度分别为

1.0%、2.0%、3.0%、4.0%和 5.0%的 5 种分离培

养基。接种培养 2 d 后，在 NaCl 含量 1%−5%
的平板上，CFU 平均值分别为 141.3、107.0、
42.7、24.0 和 9.0，说明在分离培养早期 3.0%的

NaCl 对细菌的生长抑制率大于 60%。就平板上

CFU 增长率来看，在前 6 天 1.0%−3.0%的增长

率较 4.0%−5.0%的高，第 8−22 天 4.0%−5.0%的

增长率较 1.0%−3.0%的略高。培养 22 d 统计结

果显示(表 3)，总体上表现为 CFU 平均数随着

盐浓度的升高而逐渐下降，盐浓度在 1.0%与

2.0%之间差异不显著，但是盐浓度在 1.0%与

3.0%之间以及在 4.0%与 5.0%之间 CFU 数量差

异显著(P<0.05)。说明在寡有机营养条件下分离

重度盐碱地细菌时，培养基的 NaCl 浓度处于

1.0%−2.0%之间对细菌生长抑制效应不显著，

3.0%以上时对细菌的生长抑制作用显著，不利

于获得种类丰富的培养产物。 
2.4  细菌分离株的分子生物学鉴定结

果及不同培养基上种类比较 
随机挑取各平板上的菌落进行划线纯化和

16S rRNA 基因测序，共成功鉴定了 443 个分离

株。将序列与 EzBioCloud 平台的模式菌株序列

进行比对，结果显示，这些分离株包含变形菌门 
 
表 3  不同 NaCl 浓度培养基上 CFU 数量的比较 
Table 3  The comparison of CFU on medium with 
diverse NaCl contents 
NaCl 浓度 
Concentration of NaCl (%) 

CFU 平均值 
Average CFU 

1.0 728.7±78.4a 
2.0 621.7±52.5ab 
3.0 577.0±94.6b 
4.0 539.3±89.5b 
5.0 415.3±25.1c 
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(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、放线菌门

(Actinomycetota)、拟杆菌门(Bacteroidetes)这 4 个

门 28 个科 48 个属 96 种细菌，优势科为芽孢杆

菌科(Bacillaceae)、微球菌科(Micrococcaceae)和
链霉菌科(Streptomycetaceae)；优势属为芽孢杆

菌属(Bacillus)、普里斯特氏菌属(Priestia)、链

霉菌属(Streptomyces)、节杆菌属(Arthrobacter)、
泡状芽孢杆菌属(Cytobacillus)、伪芽孢杆菌属

(Fictibacillus)和假节杆菌属(Pseudarthrobacter) 
(图 2)。有 42 个种仅有 1 个分离株，占总分离 

 

 
 
图 2  不同培养基上分离株在属水平的分布 
Figure 2  The distribution of isolates on different medium at genus level.  
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种类的 43.7%。对成功鉴定株数大于 29 个的

7 个培养基进行比较，结果表明，种数/鉴定分

离株的比值大于 50%的有 3 号、5 号和 D 号培

养基，分类非冗余株数/鉴定分离株的比值处于

前 3 位的为 5 号、7 号和 11 号培养基(表 4)。综

合种数/鉴定分离株数的比值、分类非冗余株数/
鉴定分离株数的比值来看，比值靠前的是 D 号、

7 号、5 号和 11 号，其中 D 号和 7 号 CFU 数量

大，说明采用相对低的有机营养和低盐环境更

有利于获取重度盐碱地细菌资源。对高盐组(3、
6、9 和 11 号，NaCl 含量≥5.0%)及低盐组(5、7、
D，NaCl 含量≤1.0%)的分离株在属水平的比较

分析结果表明，高盐组的多样性明显低于低盐

组(图 2)。一共有 9 株菌的 16S rRNA 基因序列

与 EzBioCloud 官网模式种的序列相似性低于

99.0% (表 5)，为潜在新种[33]，多样性高的 7 号

培养基上可能新种最多，多样性较低的高盐培

养基也获得一些新的细菌资源。 
2.5  溶解无机磷细菌筛选结果 

共筛选得到了溶解无机磷细菌 271 株，包含

28 个种(表 6)。在 PVK 平板上直接筛选显阳性

的菌落，点植复筛结果多数仍为阳性，用该途径

分离到溶解无机磷阳性细菌 30 株 10 种，有 6 种

细菌仅在该途径中获得，乙酸钙不动杆菌

(Acinetobacter calcoaceticus)为该途径中的绝对

优势菌，占总分离株的 60%。分离平板菌落直

接点植筛选获得阳性菌株 94 株 16 种，其中源

自高盐(NaCl≥5.0%)平板有 77 株 13 种，Priestia
和 Bacillus 为前两大优势属，株数分别占总数的

64.9%和 14.3%；源自低盐(添加 NaCl≤1.0%)平
板有 17 株 9 种，其中 23.5% (4/17)菌株为 Priestia 
sp.；有 2 种细菌仅在该途径中获得。将经过纯

化的菌落点植筛选获得 147 株 20 种，其中源

自高盐平板的有 81 株 14 种，前 3 个优势种为 
 
表 4  不同培养基上细菌种类多样性比较 
Table 4  The comparison of bacterial species diversity on different culture medium 
培养基编号 
Medium code 

鉴定分离株 
Identified isolates 

种数 
Species number 

种数与分离株数之比 
The ration of species to  
isolates (%) 

非冗余株数(占比) 
Non-redundant isolates 
(proportion) 

3 39 21 53.8 4 (10.2%) 
5 29 15 51.7 9 (31.0%) 
6 41 13 31.7 1 (2.4%) 
7 99 46 46.5 26 (26.3%) 
9 84 26 31.0 6 (7.1%) 
11 34 16 47.1 8 (23.5%) 
D 35 20 57.1 2 (5.7%) 
 
表 5  潜在新种 
Table 5  The potential new species 
分离株编号 
Strain code 

首配模式种 
Top-hit taxon 

首配菌株 
Top-hit strain 

相似度 
Similarity (%) 

7-3 Microvirga makkahensis SV1470 98.48 
7-10, 7-56 Starkeya novella DSM 506 98.95 
7-40 Flavobacterium foetidum CJ42 98.73 
7-67 Mesorhizobium tianshanense CGMCC 1.2546 98.66 
9-110 Fodinicurvata halophile BA45AL(T) 93.37 
9-61 Metabacillus sediminilitoris DSL-17 98.48 
11-4, P11-2 Krasilnikoviella muralis T6220-5-2b 98.59 
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表 6  溶解无机磷细菌培养基来源 
Table 6  The medium-origin of bacteria capable of dissolving inorganic phosphorus  
首配模式种 
Top-hit taxon 

总株数 
Total 
isolate 

直接涂布筛选 
Isolates from 
spread plate 
method 

分离菌落点植筛选 
Isolates from isolation 
colony 

 纯化菌落点植筛选 
Isolates from purified colony 

高盐 High salt 低盐 Low salt  高盐 High salt 低盐 Low salt 
Acinetobacter calcoaceticus 20 18 0 2  0 0 
Acinetobacter sp. 1 1 0 0  0 0 
Arthrobacter globiformis 4 0 0 0  2 2 
Arthrobacter pascens 25 0 1 0  15 9 
Bacillus altitudinis 11 0 6 2  3 0 
Bacillus pumilus 10 0 3 3  2 2 
Bacillus safensis subsp. safensis 9 0 2 1  5 1 
Bacillus subtilis 8 1 0 0  3 4 
Cellulosimicrobium funkei 6 0 5 1  0 0 
Sinorhizobium fredii 10 0 1 0  2 7 
Sinorhizobium meliloti 4 0 2 0  0 2 
Enterobacter sichuanensis 1 1 0 0  0 0 
Fictibacillus arsenicus 22 0 2 0  17 3 
Kocuria polaris 2 0 1 0  1 0 
Krasilnikoviella flava 2 0 1 0  1 0 
Metabacillus indicus 12 1 0 0  6 5 
Microbacterium paraoxydans 1 1 0 0  0 0 
Priestia sp. 87 0 50 4  18 15 
Pseudarthrobacter oxydans 5 1 0 0  4 0 
Pseudomonas putida 4 3 0 0  0 1 
Pseudomonas urmiensis 2 2 0 0  0 0 
Pseudomonas laurylsulfativorans 3 0 1 2  0 0 
Serratia nematodiphila 1 0 0 0  0 1 
Sphingobacterium puteale 5 1 0 0  0 4 
Stenotrophomonas maltophilia 8 0 0 1  0 7 
Streptomyces iakyrus 5 0 2 0  2 1 
Streptomyces sclerotialus 1 0 0 1  0 0 
Variovorax paradoxus 2 0 0 0  0 2 

 
Priestia sp.、滋养节杆菌(Arthrobacter pascens)和
砒霜伪芽孢杆菌(Fictibacillus arsenicus)，三者

合占总分离株数的 58.0% (47/81)；源自低盐平

板的有 66 株 16 种，22.7% (15/66)为 Priestia sp.；
有 3 种细菌仅在该途径中获得。通过直接涂布筛

选以及先筛选后纯化 2 种途径合计分离出 24 种

阳性菌株，占总量的 85.7% (24/28)，是分离筛

选溶磷细菌的有效组合。在菌落点植筛选中，

高盐平板上的阳性株数远大于低盐平板，但是

阳性株/种数的比值小于低盐平板，说明高盐对

一些溶磷菌有选择效应，而低盐则有利于分离

获得更多种类的溶磷细菌。本研究中极地考克氏

菌(Kocuria polaris)和淡黄色克拉西里尔尼科夫氏

菌(Krasilnikoviella flava)这 2 个种仅在高盐平板上

获得，嗜线虫沙雷氏菌(Serratia nematodiphila)、
菌核链霉菌(Streptomyces sclerotialus)和争论贪
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噬菌(Variovorax paradoxus)这 3 个种仅在低盐

平板上获得，说明采用不同盐浓度的培养基进

行分离培养分别可以获得某些特异种类的解磷

细菌。 
2.6  产铁载体细菌筛选结果 

将菌悬液直接涂布到 CAS 培养基平板上，

接种浓度≥10−3 时培养约 10 d 后有少量菌落长

出，接种浓度≤10−4 时没有菌落长出。将这些菌

落再点植到 CAS 培养基上进行复筛，多数表现

为表面油状湿润隆起、周围粉红色(图 3A)。分

离培养基 2 和 7 号分别代表低 NaCl 和中等有机

营养条件下的 pH 9.0 和 pH 8.0，4、5 和 6 号代

表了 pH 8.5 的不同 NaCl 和有机营养组合，从

这 5 种分离平板上随机挑菌落直接点植到 CAS
平板上，共获得阳性菌落 62 个，菌落大，周围

棕黄色晕圈大，说明产铁载体能力强(图 3B)。

在 2 (pH 9.0)和 7 (pH 8.0)号培养基上菌落阳性

率不超过 5%，在 4、5 和 6 号培养基上菌落产铁

载体阳性率均高于 15% (表 7)，表明使用 pH 8.5
的培养基有利于分离培养盐碱地中的产铁载体

细菌。将 2 个涂布筛选阳性菌落和 4 个直接点

植筛选阳性菌落进行梯度稀释，再涂布接种到

1/4×R2A 培养基上，均出现 2 种以上菌落，挑

取单菌落点植到 CAS 平板上进行复筛，获得  
4 种纯的产铁载体细菌。然而，一些菌落在 CAS
平板上未能生长，表现为产铁载体阴性。说明

通过这 2 种方法获得的产铁载体阳性菌落数量

多，但是均为非纯培养物，仍需对其进行进一

步分离筛选才能获得纯的产铁载体细菌。将各

种培养基来源的纯化鉴定后菌株点植到 CAS平

板上筛选，获得产铁载体细菌 58 株 12 种，菌

落周围棕黄色晕圈相对较小(图 3C)。 

 

 
 
图 3  CAS 培养基上筛选出来的产铁载体细菌   A：涂布筛选；B：分离平板生长的菌落中筛选；C：

纯化菌落筛选。 
Figure 3  The siderophore-producing bacteria screened on CAS medium. A: Screened by spread plate method; B: 
Screened by spotting colonies growing on isolating plates; C: Screened by spotting purified colonies. 
 
表 7  不同分离培养基上产铁载体克隆获得率 
Table 7  The rate of colony producing siderophore on different medium 
培养基 
Medium  

点植菌落数 
Planted colony 

生长菌落数 
Growing colony 

产铁载体菌落数(阳性率) 
Colonies producing siderophore (positive rate) 

7 (pH 8.0+0 NaCl+1/5×R2A) 200 51 10 (5%) 
4 (pH 8.5+0 NaCl+1/50×R2A) 100 35 18 (18%) 
5 (pH 8.5+1.0% NaCl+1/5×R2A) 100 39 15 (15%) 
6 (pH 8.5+5.0% NaCl+1×R2A) 50 16 15 (30%) 
2 (pH 9.0+1.0% NaCl+1/5×R2A)  100 19 4 (4%) 
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本研究共获得具有产铁载体能力的细菌68株

13 个种，其中 51 株 12 种在低盐培养基上分离

到，仅有 3 种 5 株源自高盐培养基；金黄杆菌

属(Chryseobacterium)为该地产铁载体的绝对优

势类群，占总阳性株数的 51.5% (35 株)，都来

自低盐培养基(表 8)，说明用低盐培养基更有利

于分离获得盐碱地的产铁载体细菌。奥鲁米耶

假单胞菌(Pseudomonas urmiensis)的 2 个阳性分

离株均来源于 PVK 平板，说明用糖含量高的

PVK 培养基不仅可以获得某些特异的溶磷细

菌，也有助于分离到一些特异的产铁载体细菌。 

3  讨论 
土壤系统空间复杂，生境异质，所以土壤

中微生物种类极为丰富，据估计占地球生物多

样性的四分之一[34]。长久以来，微生物资源的

获得主要是基于分离培养的方法[35]。由于不适

宜的生长环境、休眠状态以及缺乏种群相互作

用，用常规方法无法获得土壤中所有微生物的

纯培养物，通过模拟环境、设计不同类型的培

养基和增加筛选周期可以获得更多的微生物资

源[36]。本研究从有机营养水平、NaCl 浓度和 pH
这 3 个角度探究从盐碱地分离培养细菌的适宜

条件，并通过 3 种途径筛选具有溶解无机磷和

产铁载体功能的细菌。 
从盐碱化土壤中分离培养细菌资源时宜选

用 NaCl 含量<3.0%的寡有机营养培养基。土壤

中微生物种类丰富多样，不同微生物之间对营

养需求有差异。环境是决定物种能否生存的重

要条件，一定的培养基条件会导致细菌的生态

位发生改变[37]，某些细菌种类不能利用某些营

养物质而不能生长，而有的种类能够获取营

养物质进而生长形成肉眼可见的菌落。本研究

结果表明，在有机营养、NaCl 和 pH 这 3 个因

素中，NaCl 对细菌的分离培养结果影响最大，

表现为对菌落形成和扩张的抑制。通常在培

养基中加入一定量的 NaCl 或无机盐以调节渗

透压 [38]，使微生物在适宜的水活度下生长。在

培养细菌常用的 LB 培养基中，有机营养物浓

度和无机盐(NaCl)浓度分别 1.5%和 1.0%[39]，而

在 R2A 培养基中二者浓度分别为 0.250%和

0.062%，所以 R2A 以及更低营养水平的培养基 

 
表 8  产铁载体细菌培养基来源 
Table 8  The medium-origin of siderophore-producing bacteria  
首配模式种 
Top-hit taxon 

总株数 
Total isolate 

CAS  低盐 
Low NaCl  

高盐 
High NaCl 

PVK  

Chryseobacterium cucumeris 23 2 21 0 0 
Chryseobacterium artocarpi 12 0 12 0 0 
Sphingobacterium puteale 5 0 4 0 1 
Enterobacter sichuanensis 5 3 1 0 1 
Sinorhizobium meliloti 6 0 4 2 0 
Streptomyces longisporoflavus 3 0 1 2 0 
Massilia eburnean 2 0 2 0 0 
Rossellomorea marisflavi 1 0 1 0 0 
Kribbella flavida 1 0 1 0 0 
Serratia nematodiphila 1 0 1 0 0 
Pseudomonas laurylsulfativorans 3 0 2 1 0 
Pseudomonas putida 4 0 1 0 3 
Pseudomonas urmiensis 2 0 0 0 2 
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水势高，这有利于细菌的运动和菌落扩张。本

研究中，分离培养基上出现了大范围扩张的菌

落，应该与培养基水势高相关。在相同的寡有

机营养条件下，适当添加 NaCl 可有效抑制菌落

的扩张，使平板上 CFU 数量显著增加(表 2，D
号 vs.表 1，4 号)，但 NaCl 浓度达 3.0%及以上

时会抑制细菌生长，平板上 CFU 的数量显著下

降(P<0.05) (表 3)。有机营养高时喜好富营养的

种类快速生长并占据生态位，生长缓慢或寡营养

细菌[40]则没有机会生长形成菌落，CFU 总量也会

下降(表 1，8 号)。因而，从盐碱地中分离培养

细菌资源时，建议选用寡有机营养，添加的

NaCl 以不超过 3%为宜，可以获得数量大、种

类丰富、形态规整的菌落。已报道分离获得耐

盐细菌的常用方法是在培养基中添加适量的

NaCl，多数研究者添加的浓度在 5.0%以上。例

如，李章雷等[41]在培养基中添加 10%的 NaCl，
筛选获得了 5 株耐盐碱促生细菌。本研究中，

在贫营养条件下 NaCl 浓度为 5%即对 CFU 形成

的抑制率为 80%以上，若提高培养基中的有机

物含量可以缓解高盐浓度的抑制效应，显著提

高 CFU 数量，说明 NaCl 浓度与有机营养之间有

交互效应(表 2)，所以，如果想要获得多样性丰

富耐盐的细菌，所用的 NaCl 浓度需要根据培养

基中有机营养水平而做出相应的调整。 
从盐碱地分离解无机磷和产铁载体细菌资

源宜用低盐的弱碱性培养基。磷是植物营养中

的第二大矿质元素[42]，铁是生物圈中几乎所有

生物体的必需微量营养元素，但是自然界中

95%–99%的磷酸盐以固定化和沉淀形式存在[43]，

铁主要以微溶的形式存在[44]，植物不能直接利

用这些固化形式的磷和铁，盐碱化土壤中磷和

铁元素可利用率更低。微生物通过代谢产生有

机酸来溶解固态化的磷，通过合成和分泌被称

为铁载体的分子来螯合环境中的铁离子，以满

足自身生长需求[45]。解磷和产铁载体的能力是

PGPR 促进植物生长的重要机制之一[46]。本研

究用直接涂布接种、分离培养菌落直接点植接

种以及纯化菌落点植接种 3 种途径来筛选溶磷

和产铁载体细菌。对于解无机磷细菌的筛选，

由于 PVK 培养基含葡萄糖，采用直接涂布筛选

时有一些种类被高度富集，例如在本研究中

Acinetobacter calcoaceticus 是阳性克隆中的优

势种，所以在测序鉴定之前需要对纯化的阳性

菌落进行肉眼辨别以提高筛选效率。在先分离

后筛选途径中，低盐分离培养基上的阳性菌落

种类丰富度更高，高盐和低盐培养基均有各自

特异的种类。对于产铁载体细菌的筛选，比较

高效的途径是直接涂布筛选和对分离平板上的

大量菌落进行先筛选后纯化，在 CAS 平板菌落

周围出现红棕色到黄棕色透明圈的为产铁载体

阳性[47]。本研究通过直接涂布法筛选获得了多

个阳性菌落，但多数菌落周围有大的粉红色晕

圈，推测该途径获得的产铁载体细菌种类比较

单一。由于 CAS 培养基中有去污剂，对微生物

有一定的毒性[48]，采用直接涂布筛选时需要接

种浓度较高的悬浊液，在本研究中接种浓度为

10−3 g/mL 以上时才有菌落生长出来。目前已知

铁载体 500 多种，根据特征官能团的不同分为

异羟肟酸型、儿茶酚酸型和羧酸型这三类[49]。

铬天青显色与 pH 相关，酸性条件下铬天青显

红色[50]，出现红色晕圈的菌落说明产生的是羧

酸型铁载体或伴有酸性物质产生。通过先分离

培养再点植筛选获得了阳性菌落 62 个，在 pH 
8.5 的分离培养基上阳性菌落的比率高于 pH 
8.0 和 pH 9.0 的分离培养基。以上 2 种方法获

得的产铁载体阳性菌落通过稀释涂布分离可获

得 2 种以上不同单菌落，其中有的单菌落回接

到 CAS 平板时呈阴性，推测在自然条件下这些

种类可能与真正的产铁载体细菌相伴而生，它

们与产铁载体细菌关系值得深入探究。在先纯

化后筛选途径中获得的阳性种类中，92.31% 
(12/13)是源自低盐培养基，仅有 23.08% (3/13)
是源于高盐培养基。在 6 号培养基上产铁载体
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阳性克隆的比率高达 15% (表 7)，但是该培养

基上菌落种类丰富度低(表 4)，推测该培养基上

阳性菌落中的产铁载体种类多样性较低，所

以高盐碱环境中多数解无机磷细菌和产铁载

体细菌并不耐受或喜好盐碱，宜采用低盐的

弱碱性培养基进行分离培养，然后再进行筛

选和纯化。 
盐碱地的特征是含盐量高、偏碱性[51]，但

是不同地方植被、土壤肥力等因素有差异，其

中细菌的优势种类有较大差异[52]。李良秋等[53]

从新疆塔里木盆地盐碱地土壤中分离培养获得

103 株细菌，包含 31 个属，优势属是 Bacillus、
Streptomyces、微球菌属(Micrococcus)、考克氏

菌属(Kocuria)和副球菌属(Paracoccus)。杨惠婷

等[54]基于文献总结出盐碱土细菌群落优势类群

在属水平为鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)、
Pseudomonas、硝化螺菌属(Nitrospira)、黄杆菌

属(Flavobacterium)和 Bacillus。本研究表明，源

于东营市重盐碱地大豆根际土的433个细菌分离

株中包含 48 个属，处于前 7 位的优势属为

Bacillus、Priestia、Streptomyces、Arthrobacter、
Cytobacillus、Fictibacillus 和 Pseudarthrobacter，
分别有 2 个属和 1 个属与李良秋等[53]和杨惠婷

等[54]报道的结果一致。分析不同研究结果之间

差异的原因，除了土样来源不同以外，还与分

离培养条件和筛选方法不同相关。李良秋等[53]

用的是以 R2A 和改良 0.1×TSA 为基础的培养

基，在获得的纯培养物中 Bacillus 为绝对优势

属(36.27%)[53]。在本研究中，7 号和 9 号培养

基 pH 相同，添加的 NaCl 分别为 0 和 5.0%，

有机营养分别为 1/5×R2A 和 1/50×R2A，第一优

势属分别为 Arthrobacter (10.1%)和 Priestia 
(38.09%) (图 2)。因此，从多个地理位置采样

以及设计多种培养基对获得盐碱地细菌资源

非常重要。 

4  结论 
本研究从东营重度盐碱地大豆根际土中分

离获得了溶解无机磷细菌 271 株，分别属于 28 个

种；获得产铁载体细菌 68 株，分别属于 13 个种；

获得潜在新种 9 株，分别归属 7 个属中的 7 个

种。说明本研究获得的细菌资源丰富，所用的

分离条件可以作为盐碱地细菌分离的一种参考

方法。 
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