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� 豌豆根瘤菌的盐碱适应性鉴定
*

郭丽琢, 何亚慧
(甘肃农业大学 农学院, 兰州 730070)

摘 � 要:通过模拟试验,研究了筛选自甘肃武威、临夏、庆阳、定西的 13 株豌豆族根瘤菌对酸碱和盐分的适应性。结

果表明:筛选菌株的盐碱忍耐能力因菌株而异, 菌株 D2 的耐盐能力最强,其 OD600 nm在 2. 5%、3. 5%、4. 5%的 NaCl浓

度下,比与其差异显著且紧邻的菌株的 OD600 nm分别高 77%、191%和 112% ,是最低 OD600 nm值的 30. 32倍、20. 76 倍和

67. 68倍; Q 3 对 3. 5%和 4. 5% NaCl的忍耐能力最低。菌株 D2 的耐酸能力最强, pH= 4时, 其 OD600 nm显著大于其它

12株菌株,是最低值的20倍,是其它 12 株平均值的 6. 9倍;菌株W1 的 OD600 nm在pH= 10 及 pH= 11 时均为 13 株菌

株的最大值,比与其差异显著的菌株的平均值分别高 41%和 135%, W1 的耐碱能力最强。
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Adaptability of Pea Rhizobia to NaCl and pH

GUO L-i zhuo, HE Ya-hui

(Faculty of Ag ronomy , Gansu A gr icultural Univ er sity , Lanz hou 730070, China)

Abstract: 13 st rains pea Rhizobia screened from Wuwei, Linxia, Qingyang and Dingxi of Gansu province w ere used

in analogue experiments to study the adaptability of Rhizobia to NaCl and pH . The results show ed that D2 survived

well under 2. 5%~ 4. 5% NaCl concentration, while Q3 was tolerant to lower NaCl concentration. Among those

tested strains, D2 had higher acid tolerance, while W1 had higher alkaline tolerance.
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� � 根瘤菌豆科植物共生固氮体系是最强的生物固

氮体系之一, 其固定的氮占生物固氮量的 65% 以

上[ 1-2]。接种适宜的根瘤菌可提高共生固氮的效

率
[ 3]
,减少化学氮肥的施用量,节约不可再生资源的

消耗,缓解能源压力;同时也可降低由于化学氮肥过

量施用造成的生态环境污染[ 4]。接种工作开展的前

提是筛选出适宜的高效根瘤菌。高效菌株的筛选包

括选择适应特殊寄主和特殊环境条件的特异菌株,

或适应多寄主和多种环境条件的广谱菌株[ 5] 。干

旱、较强的碱性及高盐浓度,使得西北地区根瘤菌的

生存和固氮处于比较特殊的地理环境之中, 独特的

生境致使该区根瘤菌的研究和开发明显区别于国内

其它的生态类型区。由于 20世纪 80年代以来甘肃

省豌豆族根瘤菌筛选工作的缺失
[ 6]
, 生产中缺乏适

宜盐碱、干旱及高寒地区的接种菌株,仅靠固氮效率

较低的土著根瘤菌和宿主植物共生进行固氮, 限制

了固氮潜力的充分发挥。本文在甘肃省豌豆族根瘤

菌分离和初步筛选的基础上,进行了初筛菌株的盐

碱抗性鉴定,以初步评价从甘肃省不同生态类型区

筛选的豌豆族根瘤菌的抗逆性能, 为复筛适应于甘

肃生境的豌豆族根瘤菌奠定基础。

1 � 材料与方法
1. 1 � 材 料

供试材料为从甘肃不同生态类型区初步筛选出

的 13个豌豆族根瘤菌菌株。分别为来自武威市黄

羊镇的 W1、W2、W3 , 来自临夏州和政县的 L1、L2 ,

来自庆阳环县的 Q 1、Q 2、Q 3、Q 4 ,来自定西市安定区

李家堡镇的 D1、D2、D3、D4。

1. 2 � 方 法
1. 2. 1 � 标准菌悬液的制备 � 取出保存的 13株筛选

菌株,先接入 YMA固体平板培养基活化培养, 再转

入 YMA 液体培养基, 置于转速 120 r/ m in、温度

28 � 的摇床中培养, 测定根瘤菌悬浮液的光密度值
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( OD600 nm值)。全部供试菌株培养至菌液的 OD600 nm

值 0. 5以上,以较低 OD600 nm值菌液为基准, 将各菌

液加无菌水稀释制成光密度值一致的菌悬液, 即为

试验用的标准菌悬液。

1. 2. 2 � 试验设计 � 用 HCl 和 NaOH 调节液体

YMA 培养基的 pH 值, 制成初始 pH 分别为 4. 0,

5. 0, 6. 0, 7. 0, 8. 0, 9. 0, 10. 0, 11. 0 的酸碱梯度

YMA 培养基; 按 NaCl 浓度梯度 0. 2% , 0. 4% ,

0. 6% , 1. 0%, 1. 5% , 2. 5%, 3. 5%和 4. 5%的处理,

调制成 8个不同 NaCl浓度的液体 YMA 培养基。

将上述酸碱度不同和 NaCl 浓度不同的 YMA

培养基置于 18 � 180 mm 的试管中, 将活化培养的

标准菌液取 1 ml 接种于培养基中, 每处理重复 3

次,置于 28 � 摇床,培养( 80 � 6) h(摇床转速为 120

r/ min) , 用分光光度计测定其 OD600 nm值,以观察期

结束时菌悬液的 OD600 nm大小表示菌株在不同条件

下的生长繁殖状况。

1. 2. 3 � 测定指标及方法 � 光密度值( OD 600 nm值) :

分光光度法。

1. 2. 4 � 数据处理及分析方法 � 利用 Excel进行数

据处理,用 N PS软件进行统计分析。

2 � 结果与分析

2. 1 � 供试菌株的盐分适应性

筛选菌株在 0. 2% ~ 4. 5%的 N aCl浓度梯度下

耐盐生长的光密度值( OD600 nm )见表1。从表1可以

看出,所有筛选菌株均可以在 4. 5% NaCl浓度的培

养基上生长,但其对盐分的适应性有所差异。D2 的

OD600 nm在所有的盐浓度下均为各处理中的最高值,

其 OD600 nm在 0. 2%, 0. 4%, 0. 6% , 1. 0% , 1. 5%,

2. 5%, 3. 5% , 4. 5%的 NaCl浓度下, 比与其差异显

著且紧邻的菌株的 OD600 nm分别高 23% ( Q 1 ) , 38%

( D 4 ) , 301% ( D3 ) , 198% ( W3 ) , 63% ( Q 3 ) , 77%

( Q 3 ) , 191% ( L2 ) , 112% ( D1 ) , 是最低 OD600 nm值的

7. 43( Q 4 ) , 22. 19( Q 4 ) , 23. 17( Q 4 ) , 22. 28( Q 4、Q 2 ) ,

31. 70( L1 ) , 30. 32( W2 ) , 20. 76( Q 3 )和 67. 68( Q 3 )

倍,可见,菌株 D2 耐盐能力最强。W3的 OD600 nm在

0. 2%, 0. 4% , 0. 6%的 NaCl浓度下与 D2 无显著差

异,但在 1. 0%, 1. 5%, 2. 5% , 3. 5%及 4. 5%的 NaCl

浓度下仅为 D2 的 34%, 25%, 9%, 1% 和 3% , 其

OD600 nm在 1. 0%, 1. 5% , 2. 5%及 3. 5%的 NaCl浓度

下位居 13株筛选菌株的第 2、4、4和 4位,在4. 5%的

NaCl浓度下其 OD600 nm值退居第11位,可见,在3. 5%

以下的 NaCl浓度下, 其耐盐能力较强, 当 NaCl浓度

超过 4. 5%时,其生长繁殖能力急剧降低。

菌株 Q 4 在 0. 2% ~ 1. 0%的 N aCl浓度范围内

OD600 nm值最低, NaCl浓度为 1. 5% ~ 2. 5%时, 其

OD600 nm居于第 11 ~ 12 位; 菌株 Q 3 在 3. 5% 和

4. 5%的 N aCl浓度下,其菌悬液的 OD600 nm值最低,

仅为居于首位的 D2 的 5%和1%,为其它 12株筛选

菌株 OD 600 nm平均值的 27%和 9%, 菌株 Q 3 的耐盐

能力最低。

表 1� 筛选菌株对盐分的适应性(吸光度)

菌株
NaCl浓度/ %

0. 2 0. 4 0. 6 1. 0 1. 5 2. 5 3. 5 4. 5

W1 0. 3293d 0. 2635c 0. 0628c 0. 0599d 0. 0228fg 0. 0251fg 0. 0310e 0. 0343d

W2 0. 3154d 0. 0517f 0. 0472d 0. 0437ef 0. 0281ef 0. 0197g 0. 0301ef 0. 0240de

W3 0. 6702a 0. 6047ab 0. 5156a 0. 1975b 0. 1452c 0. 0557d 0. 0450cd 0. 0203f

L 1 0. 2606de 0. 2482c 0. 0273ef 0. 0321fg 0. 0183g 0. 0250fg 0. 0279ef 0. 0225ef

L 2 0. 1292f 0. 1432d 0. 1390b 0. 1255c 0. 1604c 0. 2252c 0. 1422b 0. 1212c

Q1 0. 4930c 0. 0400g 0. 0364de 0. 0454de 0. 0217fg 0. 0408de 0. 0322de 0. 0191f

Q2 0. 2477de 0. 0337g 0. 0306ef 0. 0264g 0. 0204fg 0. 0227fg 0. 0211fg 0. 0314d

Q3 0. 1273f 0. 0917e 0. 0478d 0. 0426ef 0. 3570b 0. 3379b 0. 0199g 0. 0091g

Q4 0. 0818f 0. 0291g 0. 0258f 0. 0264g 0. 0195g 0. 0237fg 0. 0342cde 0. 0296de

D1 0. 1846ef 0. 1264de 0. 0416d 0. 0514de 0. 0575d 0. 0535d 0. 0492c 0. 2906b

D2 0. 6078ab 0. 6456a 0. 5978a 0. 5882a 0. 5802a 0. 5974a 0. 4132a 0. 6159a

D3 0. 5519bc 0. 2698c 0. 1492b 0. 1363c 0. 0335e 0. 0276f 0. 0295ef 0. 0281de

D4 0. 2850d 0. 4683b 0. 1278b 0. 0324fg 0. 0658d 0. 0302ef 0. 0331de 0. 0230ef

注:同一列后的小写字母表示 0. 05 的差异显著水平,下同。

� � 将同一地区来源的菌株在各浓度下的 OD600 nm

值平均(表 2) ,以比较地区间菌株的耐盐性。由表 2

可知,定西菌株( D)的 OD600 nm值除在 0. 2%的 NaCl

浓度下比居于首位的武威菌株( W )低 7%以外, 在
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其它各 NaCl浓度下均为 4个地区之首, 比 OD600 nm

值位于第二位的菌株分别高 23%、10%、101%、

76%、42%、54%和 233% , 筛选自定西的菌株比较

耐盐。

表 2 � 不同地区筛选菌株的耐盐性(吸光度)比较

菌株
NaCl浓度/ %

0. 2 0. 4 0. 6 1. 0 1. 5 2. 5 3. 5 4. 5

W 0. 4383 0. 3066 0. 2085 0. 1004 0. 0654 0. 0335 0. 0354 0. 0262

L 0. 1949 0. 1957 0. 0832 0. 0788 0. 0894 0. 1251 0. 0851 0. 0719

Q 0. 2375 0. 0486 0. 0352 0. 0352 0. 1047 0. 1063 0. 0269 0. 0223

D 0. 4073 0. 3775 0. 2291 0. 2021 0. 1843 0. 1772 0. 1313 0. 2394

2. 2 � 供试菌株的酸碱适应性

从表 3 可以看出, 来自 4 个生态区的菌株均可

以在初始 pH4~ 11的培养基上生长,但其生长状况

有所差异。60%左右的菌株的 OD6 00 nm最大值出现

在 pH6~ 7的范围内;其余菌株的 OD600 nm最大值 3

株出现在 pH= 8的培养条件下, 1株出现在 pH= 5

的条件下,但其 pH= 5 时的 OD600 nm仅比 pH= 6时

的 OD 600 nm低 8%, 表明筛选菌株生长的适宜 pH 范

围为 6~ 8。

pH= 4时,菌株 D2 的 OD 600 nm显著大于其它 12

株菌株,是最低的 L2 的 20倍, 是其它 12株平均值

的 6. 9 倍, 菌株 D2 的耐酸能力最强; 菌株 L2 的

OD600 nm最低且显著低于 13株菌株中的9株,是这9

株菌株平均值的 18%, L 2 的耐酸能力最差。

菌株W1 的 OD600 nm在 pH= 10及 pH= 11时均

为 13株菌株的最大值,比与其差异显著且紧邻的菌

株的 OD 600 nm分别高 24%( L1 )和 43% (W3 ) ,比最低

的分别高 55% ( D4 )和 238% ( Q 2 ) , 比与其差异显著

的菌株平均值分别高 41%和 135%, 菌株 W1 的耐

碱能力最强。

菌株 Q 1 的 OD600 nm , 在 pH = 4时仅显著低于

D2 ,在 pH = 10时与最大的 Q 3 间无显著差异, 在

pH= 11时仅显著低于W1、D3 和 Q 3 ,菌株 Q 1 具有

较强的耐酸碱能力。

表 3� 筛选菌株对酸碱的适应性(吸光度 OD600 nm )

菌株 pH = 4 pH= 5 pH= 6 pH= 7 pH = 8 pH = 9 pH = 10 pH = 11

W1 0. 0256de 0. 5998bcd 1. 0561a 0. 7159ab 0. 5884c 0. 6985abc 0. 6323a 0. 6306a

W2 0. 0469c 0. 6745ab 1. 0189ab 0. 8876a 0. 6058bc 0. 7017abc 0. 5830ab 0. 3839cd

W3 0. 0260de 0. 7579a 0. 9250ab 0. 8142a 0. 6840abc 0. 7374abc 0. 4140de 0. 4396bc

L 1 0. 0242de 0. 5457cde 0. 6575de 0. 6079c 0. 5848c 0. 6219cd 0. 5018bcde 0. 3057de

L 2 0. 0111g 0. 6166bc 0. 7072cd 0. 7074ab 0. 6494bc 0. 6337cd 0. 5381abc 0. 2599ef

Q1 0. 0807b 0. 6789ab 0. 5006ef 0. 5074cd 0. 6972abc 0. 6255cd 0. 5415ab 0. 4011cd

Q2 0. 0333cd 0. 4537e 0. 4385f 0. 5133cd 0. 6720abc 0. 6385cd 0. 4236cde 0. 1866g

Q3 0. 0145fg 0. 6317bc 0. 7559bcd 0. 7234ab 0. 8201a 0. 8180a 0. 5365abc 0. 5346ab

Q4 0. 0143fg 0. 6735ab 0. 8083bcd 0. 7093ab 0. 6334bc 0. 7294abc 0. 5183abcd 0. 1913g

D1 0. 0201ef 0. 6106bcd 0. 8916abc 0. 7179ab 0. 6980abc 0. 7863ab 0. 6495a 0. 2487efg

D2 0. 2214a 0. 6114bc 0. 6900cd 0. 6330bc 0. 5950bc 0. 5113d 0. 4996bcde 0. 2201fg

D3 0. 0137g 0. 5075de 0. 6442de 0. 4149d 0. 6335bc 0. 6562bc 0. 5653ab 0. 5917a

D4 0. 0772b 0. 5356cde 0. 4981ef 0. 4230d 0. 4222d 0. 3226e 0. 4090e 0. 0462h

3 � 讨论与结论

高盐浓度常常是生产中影响根瘤菌侵染、结瘤

和根瘤固氮能力的主要因素, 在盐类对豆科植物共

生固氮的影响方面,目前主要考察的是重金属盐和

能造成土壤盐碱化的钠盐等
[ 7]
。盐浓度影响豌豆族

根瘤菌的存活和结瘤能力,随着 NaCl浓度的增加,

菌株存活能力降低或不能存活, 有效结瘤能力降低

或不能侵染结瘤,影响效果因菌株而异[ 8-9] 。分离自

甘肃不同生态区的菌株耐盐能力不同, 菌株 D 2 的

耐盐能力最强, Q 3 的耐盐能力最低。氢离子浓度直

接影响细菌的酶活性, 不利的土壤 pH 影响根瘤菌

存活,抑制感染及豆科植物与根瘤菌间的共生[ 7]。

姜云植等人分离、筛选的豌豆族根瘤菌总体在中性

偏碱范围( pH7~ 8)侵染、结瘤及促生作用较大, 但

112及 115菌株在 pH 5时的结瘤状况与 pH7~ 8时

没有显著差异, 2210菌株在 pH9时的结瘤状况优于

(下转第 277 页)
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pH7~ 8
[ 8]
。甘肃复杂的生态气候条件, 造就了豌豆

族根瘤菌耐酸碱能力的多样性, 既有较好抗酸性的

菌株 D2 和较好抗碱性的菌株W1 , 又具有耐强酸强

碱复合功能的菌株 Q 1。
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