
第2卷 第6期 植 物 医 学 2023年12月

Vol. 2 No.6 PlantHealthandMedicine Dec. 2023

DOI:10.13718/j.cnki.zwyx.2023.06.006

2株耐盐碱芽孢杆菌对盐胁迫下
葡萄的促生作用研究

荣子惠1,2, 赵卫松2, 张晓云2, 李社增2

1.河北农业大学 林学院,河北 保定071000

2.河北省农林科学院 植物保护研究所,河北 保定071000

摘 要:为评价耐盐碱微生物对盐胁迫下植物的促生效应,本文以1年生“阳光玫瑰”葡萄

为试验材料,利用盆栽试验评估2株耐盐碱芽胞杆菌菌株(HMB38720和 HMB38667)对葡

萄生长及生理特性的影响.研究结果表明,与对照相比,在盐胁迫末期(44d,6次灌施后

10d),灌根使用2株耐盐碱芽孢杆菌菌株后,葡萄新梢相对生长幅度显著提高了77.37%
和198.69%,叶面积显著提高了50.61%和38.35%,葡萄叶片SPAD值显著提高了22.40%
和16.60%,而叶片相对电导率显著降低了30.00%和23.50%,施用菌株 HMB38720后叶

片丙二醛(MDA)含量显著降低18.10%;菌株HMB38720处理对育苗基质电导率和pH值

无影响,而菌株HMB38667处理后这2种指标显著下降了19.17%和0.32.同时芽孢杆菌菌

株均能明显或显著增加葡萄叶片中防御酶(SOD,POD,PAL,PPO)的活性.冗余分析表

明,植物生长表型(叶片面积和叶片SPAD值、新梢相对生长幅度)与叶片的4种防御酶活

性呈正相关.研究结果表明,2株耐盐碱芽孢杆菌菌株均能够缓解葡萄植株遭受盐胁迫的损

害,具有生产应用潜力.
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Abstract:Inordertoevaluatethegrowth-promotingeffectsofsalinity-tolerantmicroorganisms
onplantsundersaltstress,theeffectsoftwostrainsofBacillussubtilis(HMB38720and
HMB38667)onthegrowthandphysiologicalcharacteristicsofgrapesundersaltstressweree-
valuatedbypotexperimentwith1-year-oldSunshineRosegrapesasthetestmaterial.There-
sultsshowedthatcomparedwiththecontrol,attheendofsaltstresstreatment(44d,10daf-
ter6timesofirrigation),aftertheuseof2salinity-tolerantBacillusstrainsintheirrigations,
therelativegrowthrateofnewshoots,theleafarea,theSPADvalueofgrapeleaveswassignif-
icantlyincreasedby77.37%and198.69%,50.61%and38.35%;22.40%and16.31%,respec-
tively,whileleafrelativeconductivitywassignificantlyreducedby30.00%and23.50%,respec-
tively,andleafmalondialdehyde(MDA)contentwassignificantlyreducedby18.10%afterthe
applicationofstrainHMB38720.ThetreatmentofstrainHMB38720hadnoeffectontheseed-
lingsubstrateconductivityandpH,whilethesetwoindexesweresignificantlyreducedby
19.17%and0.32,respectivelyafterthetreatmentwithstrainHMB38667.Meanwhile,allBacil-
lusstrainsobviouslyorsignificantlyincreasedtheactivitiesofdefenseenzymes(SOD,POD,
PAL,PPO)ingrapeleaves.Redundancyanalysisshowedthatplantgrowthphenotypes(leaf
areaandleafSPADvalues,relativegrowthrateofnewshoots)werepositivelycorrelatedwith
theactivitiesoffourdefenseenzymesinleaves.Theresultsofthestudyindicatedthatbothsa-
linity-tolerantBacillusstrainswereabletoalleviatethedamageofgrapevineplantssubjectedto
saltstress,andhavepotentialforapplicationingrapeproduction.
Keywords:salt-alkali-tolerantmicroorganisms;grapes;saltstress;growth-promoting;physio-
logicalcharacteristics

  我国盐碱地面积约为9900万hm2[1],盐碱地含有大量氯化物及重碳酸盐等成分,导致土

壤板结、土壤肥力下降等,致使农作物减产,是阻碍我国盐碱地农业可持续发展的重要影响因

子[2].针对盐碱地土壤物理结构差、肥力低、含盐量高等缺点,研究学者提出了多种治理措施,

主要分为物理改良措施、化学改良措施和生物改良措施[3],其中生物改良具有脱盐持久、无污

染且有利于生态平衡的优点,被认为是最具生态效益的措施[4].当前,利用生物修复改良盐碱

地的技术研究不断加强[5],主要措施包括耐盐植物品种的选育、种植以及微生物的利用.黄铖

程等研究微生物菌肥对盐碱地燕麦生理特性以及土壤养分的影响,发现施加微生物菌肥后,燕

麦的生长有了明显提高,土壤养分也得到提升[6].汪立梅等的研究发现施用微生物菌肥后可增

加盐碱土壤的速效养分和有机质等含量,提高土壤脲酶、过氧化氢酶、蔗糖酶等活性,使土壤

总盐含量降低[7].Anam等筛选出一株耐高盐碱的木霉菌不仅能降低土壤中的EC值和pH值,

而且还可促进苏丹草生长[8].王丽丽等的研究表明微生物菌肥通过改善土壤性质、增加土壤养

分有效性和调节土壤微生物区系结构来提高土壤生物活性,使盐碱土壤向健康方向发展[9].因

此,盐碱地生物改良技术具有广阔的应用前景和高效的经济价值.
近年来,葡萄种植在我国发展迅速,到2022年,年产量达到1544.65万t[10],是全球第二

大葡萄生产国,也是第一大鲜食葡萄生产国[11].我国葡萄产区主要集中在西北、华北以及沿海

地区等地,该地区均有大面积盐渍化土壤,严重制约葡萄产业的发展[12].葡萄属于耐盐性中性

敏感的果树,在盐胁迫下,葡萄树体的生长会被严重削弱,成熟果实的含糖量会显著下降,产

量也会降低[13].因此,在葡萄生产上亟需开发经济有效的缓解盐胁迫的措施.其中通过使用微
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生物改变植株生理特性和土壤微生物区系进而改善盐碱地葡萄的耐盐性是一条可行的途径[14].
我们前期研究采用选择性培养法筛选到2株耐盐碱芽孢杆菌菌株 HMB38720和 HMB38667,

前者可以耐受10% NaCl盐量、pH值11的生长环境,后者可以耐受5% NaCl盐量、pH值9
的生长环境,并且二者对中度盐土中小麦和玉米具有显著的促生作用,经分子生物学方法将这

两株菌鉴定为贝莱斯芽孢杆菌.但是,这2种耐盐碱芽孢杆菌菌株是否可作为葡萄盐碱地土壤

改良微生物菌肥还不得而知.因此,为探究其对盐碱地葡萄生产的应用价值,本研究以1年生

“阳光玫瑰”葡萄为试验材料,通过盆栽试验评估了2种菌株培养液的灌根使用对外源盐胁迫下

葡萄生长及植株生理特性的影响,为耐盐碱微生物在盐地葡萄上应用提供科学依据.

1 材料与方法

1.1 供试材料

植物材料为葡萄品种“阳光玫瑰”(Vitislabrusca×vinifera‘ShineMuscat’),由润升葡萄

种苗繁育场提供.供试耐盐碱菌株为贝莱斯芽孢杆菌(Bacillusvelezensis)(HMB38720和

HMB38667),由河北省农林科学院植物保护研究所提供.

1.2 试验药剂和仪器

仪器名称 型号 生产厂家

超净工作台 SW-CJ-2FD 苏净集团安泰公司制造

电子天平 HR-2000 上海奥豪斯仪器有限公司

旋涡振荡器 VX200 美国Labnet公司

立式超低温保存箱 DW-86L626 青岛海尔股份有限公司

恒温培养摇床 ZHWY-2102C 上海知楚仪器有限公司

培养/干燥(两用)箱 PH-030A 上海柏欣仪器设备厂

酶标仪 5118650型 美国ThermoFisherScientific
全自动高压灭菌锅 HVE-50 日本 HIRAYAMA生产公司

高速落地离心机 SorvallLYNX6000 Himac
电导率仪 DDSJ-308F 上海仪电科学仪器股份有限公司

1.3 耐盐碱芽孢杆菌菌株培养液制备

将-80℃保存的供试耐盐碱芽孢杆菌菌株 HMB38720和 HMB38667通过划线稀释法转

接于LB平板培养基(胰蛋白胨10g,酵母粉5g,NaCl5g,琼脂15g,蒸馏水1000mL,pH
值7.0~7.2)上,并在(30±2)℃下过夜培养,然后分别挑取单菌落接种于LB液体培养基(LB
平板培养基不加琼脂)中,(30±2)℃、180r·min-1振荡培养48h获得供试菌株的培养液,并

检测其中菌含量,用无菌水稀释到1.0×108cfu·mL-1,备用.

1.4 耐盐碱芽孢杆菌菌株对葡萄生长的影响

试验于2023年3—6月在河北省农林科学院植物保护研究所温室内进行,试验期间温室气

温为25~29℃.将1年生葡萄植株移栽于含有育苗基质(蛭石∶中性田园土壤=1∶1,混匀,

育苗基质1.5kg)的塑料花盆(下底直径12cm,上底直径15cm,高14cm)中,每盆1株,培养

21d后,选取苗木生长正常、长势一致且无病虫害为害的植株进行相关试验,每盆浇入300mL
的200mmol·L-1NaCl溶液.为防止盐分流失,处理时将花盆放置于带有底盘的盒子中,保证

渗出的溶液会再次从花盆底部吸收,24h后,浇灌耐盐碱芽孢杆菌菌株培养液(菌含量1.0×

108cfu·mL-1)作为耐盐碱芽孢杆菌菌株功效评价的试验处理,而浇灌LB液体培养基作为对
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照.每处理共灌施6次,每次100mL,间隔期7d.每处理重复4次,每重复为1盆.分别在灌施

芽孢杆菌培养液初期(0d,第1次灌施)、中期(21d,3次灌施后7d)和末期(44d,6次灌施后

10d)测定植株的新梢长度、叶片SPAD值;在末期分别测定叶片面积、叶片相对电导率并收集

叶片样本用于测定叶片中的丙二醛(MDA)含量及多种防御酶活性;在初期和末期分别测定育

苗基质EC值和pH值.其中,按照下列公式计算葡萄新梢相对生长幅度.

新梢相对生长幅度(%)=
调查时的新梢长度-初期新梢长度

初期新梢长度 ×100%

1.5 叶片表型指标测定

叶片相对电导率测定:取完整葡萄叶片1份,用3mm打孔器避开主叶脉打孔,放入干净

的试管中,加入10mL去离子水,在25℃下用电导率仪(DDSJ-308F,上海仪电科学仪器股份

有限公司)测定电导率T1.再将试管放入沸水中10min,冷却至25℃,再测定电导率T2.叶片

相对电导率(%)=(T1/T2)×100[15].每重复测定叶数3片,共4次重复.
叶面积测定:采用叶面积测量仪(HYMJ-B,浙江托普云农科技股份有限公司)进行测定.

测定方法详见说明书.每重复测定叶数3片,共4次重复.
叶片叶色值(SoilandPlantAnalyzerDevelopment,SPAD)测定:采用SPAD便携式叶绿

素测定仪(SY-S02,石家庄世亚科技有限公司)进行测定.测定方法详见说明书.每重复测定叶

数3片,共4次重复.

1.6 葡萄叶片中的丙二醛含量及防御酶活性测定

将收集到的叶片样本用蒸馏水冲洗2遍后进行测定葡萄叶片中的丙二醛(MDA)含量以及

超氧化物歧化酶(superoxidedismutase,SOD)、过氧化物酶(peroxidase,POD)、苯丙氨酸解氨

酶(phenylalanineammonialyase,PAL)和多酚氧化酶(polyphenoloxidase,PPO)的活性.其中,

MDA含量用硫代巴比妥酸[16]测定,SOD活性采用 NBT还原法[17],POD采用愈创木酚比色

法[18],PAL活性采用采用苯丙氨酸比色法[19],PPO采用邻苯二酚法[20]测定.

1.7 育苗基质电导率EC值和酸碱度pH值测定

采用中华人民共和国农业行业标准.准确称取过40目筛的风干育苗基质(精确到0.1g),

加入蒸馏水(水土比5∶1),磁力搅拌器震荡10min至土粒充分分散,静置3h后,利用pH数

显式酸度计(PHS-25,上海仪电科学仪器股份有限公司)测定pH值,利用电导率仪测定EC值.

1.8 数据分析

采用 MicrosoftExcel2016进行数据初步处理,采用SPSS27.0软件对数据进行显著性比

较,数据以平均值±误差表示.用Origin2019软件作图.植物生长表型和植物体内酶活性的相

关性用Canoco5的冗余分析(redundancyanalysis,RDA)进行判定.

2 结果与分析

2.1 耐盐碱芽孢杆菌菌株培养液对盐胁迫下葡萄新梢生长的影响

在灌施2个供试菌株培养液初期,对照组新梢长度13.68cm,菌株 HMB38720处理组新

梢长度14.25cm,菌株 HMB38667处理组新梢长度13.63cm,各处理间的葡萄新梢长度没有

显著性差异.试验结果表明,在灌施供试菌株培养液中期(3次灌施后7d),处理的葡萄新梢相

对生长幅度显著高于对照,菌株 HMB38720和菌株 HMB38667的新梢相对生长幅度分别为

57.35%和69.72%,较对照(33.99%)分别提高68.73%和100.76%;在灌施供试菌株培养液末
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期(6次灌施后10d),2个供试菌株培养液处理的葡萄新梢相对生长幅度仍显著高于对照,同

时菌株 HMB38667处理显著高于菌株HMB38720处理;菌株HMB38720和菌株HMB38667
的葡萄新梢相对生长幅度分别为91.95%和154.84%,比对照(51.84%)分别提高77.37%和

198.69%(图1).

不同小写字母表示不同处理间差异显著(p<0.05).

图1 供试耐盐碱芽孢杆菌菌株对盐胁迫下葡萄新梢生长的影响

2.2 耐盐碱芽孢杆菌菌株培养液对盐胁迫下葡萄叶面积的影响

对灌施2个耐盐碱芽孢杆菌菌株培养液末期的盐胁迫下葡萄叶面积进行了测定,结果表明

2个供试菌株处理后的叶面积均显著高于对照,但2菌株处理间差异不显著(图2).菌株 HMB
38720和菌株 HMB38667处理的叶面积分别为8063.21mm2 和7932.56mm2,较对照叶面积

(6134.51mm2)分别提高50.61%和38.35%.

不同小写字母表示不同处理间差异显著(p<0.05).

图2 供试耐盐碱芽孢杆菌菌株对盐胁迫下葡萄叶面积的影响

2.3 耐盐碱芽孢杆菌菌株培养液对盐胁迫下葡萄叶片SPAD值的影响

在灌施2个供试菌株培养液初期、中期和末期3个时期,分别测定了各处理的叶片中
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SPAD值.结果表明,初期:对照的叶片SPAD值为20.79,菌株HMB38720和菌株HMB38667
的叶片SPAD值分别为22.33和22.39,处理间没有显著差异.中期(3次灌施后7d):菌株

HMB38720处理的葡萄叶片SPAD值与对照差异不显著,而菌株 HMB38667处理后叶片

SPAD值显著高于对照,提高了41.98%.末期(6次灌施后10d):供试的2个耐盐碱芽孢杆菌

菌株培养液处理的葡萄叶片SPAD值显著高于对照,但2菌株处理间差异不显著,菌株

HMB38720和菌株HMB38667处理后葡萄叶片SPAD值比对照分别提高22.40%和16.60%(图3).

不同小写字母表示不同处理间差异显著(p<0.05).

图3 供试耐盐碱芽孢杆菌菌株对盐胁迫下葡萄叶片SPAD值的影响

2.4 耐盐碱芽孢杆菌菌株培养液对盐胁迫下葡萄叶片相对电导率的影响

试验对灌施2个耐盐碱芽孢杆菌菌株培养液末期的盐胁迫下葡萄叶片相对电导率进行了

测定,结果表明,供试的2个菌株处理后的葡萄叶片相对电导率均显著低于对照,但2菌株间

差异不显著.其中,菌株 HMB38720和菌株 HMB38667处理后的葡萄有叶片相对电导率分别

为30.97%和33.84%.较对照(44.24%)分别降低30.00%和23.50%(图4).

不同小写字母表示不同处理间差异显著(p<0.05).

图4 供试耐盐碱芽孢杆菌菌株对盐胁迫下葡萄叶片相对电导率的影响

2.5 耐盐碱芽孢杆菌菌株培养液对盐胁迫下葡萄叶片中 MDA含量的影响

试验对灌施2个耐盐碱芽孢杆菌菌株末期的盐胁迫下葡萄叶片中 MDA含量进行了测定,
结果表明,菌株 HMB38720处理后叶片中 MDA与对照间差异不显著,但降低了18.10%;而
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施用菌株 HMB38667后,叶片的 MDA含量显著高于对照处理,提高121.42%(图5).

不同小写字母表示不同处理间差异显著(p<0.05).

图5 供试耐盐碱芽孢杆菌菌株对盐胁迫下葡萄叶片丙二醛含量的影响

2.6 耐盐碱芽孢杆菌菌株培养液对盐胁迫下葡萄叶片中防御酶活力的影响

试验对灌施2个耐盐碱芽孢杆菌菌株培养液末期的盐胁迫下葡萄叶片中SOD,POD,

PAL,PPO等4种防御酶的活性进行了测定.结果表明,供试的2个菌株处理后4种防御酶的

酶活力均明显高于对照.其中,菌株 HMB38720处理叶片中的各项酶活均显著高于对照.与对

照相比,菌株 HMB38720和菌株 HMB38667处理后的葡萄叶片的SOD酶活力分别提高

707.82%和379.10%,POD 酶 活 力 分 别 提 高405.41%和91.90%,PAL 酶 活 力 分 别 提 高

165.54%和71.17%,PPO酶活力分别提高146.55%和8.35%(图6).

不同小写字母表示不同处理间差异显著(p<0.05).

图6 供试耐盐碱芽孢杆菌菌株对盐胁迫下葡萄叶片酶活性影响

2.7 耐盐碱芽孢杆菌菌株培养液对盐胁迫下育苗基质EC值、pH值的影响

试验对灌施芽孢杆菌培养液末期的育苗基质EC值、pH值进行了测定,结果表明,菌株
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HMB38720处 理 的 育 苗 基 质 EC值、pH 值 分 别 为4401.67μs/cm 和6.63,与 对 照 处 理

(4412.5μs·cm-1和6.80)差异不显著;菌株 HMB38667处理的育苗基质EC值、pH值分别为

3566.67μs·cm-1和6.48,显著低于对照处理,EC值和pH值分别下降了19.17%和0.32;同时

菌株 HMB38667处理的育苗基质EC值显著低于菌株 HMB38720处理(图7).

图7 供试耐盐碱芽孢杆菌菌株对育苗基质EC值(A)和pH值(B)的影响

2.8 植物生长表型与酶活力的冗余分析

通过对植物生长表型与酶活性的相关性分析表明,冗余分析图第一轴和第二轴的特征值分

别为60.25%和14.06%.2个耐盐碱芽孢杆菌菌株处理后改变了植物生长表型与生理生化特性,
植物生长表型(叶片面积和叶片SPAD值、新梢相对生长幅度)与叶片的SOD,POD,PAL,

PPO酶活力呈正相关,其中与叶片SPAD值相关性最高,与叶片相对电导率相关性不强(图8).

图8 植物生长表型与酶活力的冗余分析

3 结论与讨论

有关微生物菌株对盐胁迫下作物的促生作用早有报道,但对盐胁迫下葡萄生长影响的相关
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报道较少.逄焕成等的研究表明,在轻、重不同盐胁迫条件下苜蓿生长发育过程中施加复合微

生物菌剂,可使得苜蓿生物量增加,进而促进植物生长[21].王国丽等的研究表明,土壤含盐量

6.7g·kg-1的盐胁迫下,在向日葵田施加解淀粉芽孢杆菌 ACCC19743能够显著促进植物生

长[22].王明等的研究表明,在质量分数为0.42%的复合盐碱胁迫下,在葡萄根部灌施宛式拟青

霉菌剂 WS和侧孢短芽孢杆菌剂YB能够显著提高叶片叶绿素含量11.43%和32.27%,增加葡

萄植株生物量,促进植株生长[14].本研究结果表明,盐胁迫下葡萄根部灌施 HMB38720和

HMB38667两种耐盐碱芽孢杆菌菌株,能够显著提高葡萄的新梢相对生长幅度(77.37%和

198.69%),显著提高叶面积(50.61%和38.35%)和叶片SPAD值(22.40%和16.60%).这一结

果证明供试的2个耐盐碱芽孢杆菌菌株对盐胁迫下葡萄健康生长具有调节功能.
植物在逆境下往往发生质膜过氧化作用,破坏膜结构,积累有害的过氧化物,MDA和叶

片相对电导率是反映胁迫条件下植物受害程度的重要指标[23],同时为了应对逆境胁迫,植物会

产生防御酶进行抵抗,比如SOD,POD,PAL和PPO[24].王丹等的研究表明,在盐胁迫条件

下,在小麦幼苗根部土壤滴加菌剂 WP-8后显著降低了小麦幼苗根部 MDA含量29.55%,同时

叶片中的POD含量显著提高[5].袁海等的研究表明,在1.5%NaCl胁迫下,在玉米根部灌施枯

草芽孢杆菌NY-06能够降低玉米叶片相对电导率11.1%[25].田洁等的研究表明,施用微生物菌

剂能够显著提高菊花叶片的SOD和POD活力[26].张立恒等的研究表明,施用淡紫拟青霉DZ
和木霉菌剂MM后葡萄叶片中的PAL和PPO活性升高,且对植物生长有明显促进作用[27].本

研究结果表明,盐胁迫下葡萄根部灌施菌株 HMB38720可显著降低葡萄叶片 MDA 含量

(18.1%)和叶片相对电导率(30.00%),这说明该菌株处理后增加了叶片细胞膜的完整性,减轻

了电解质及其他小分子有机物的泄露.灌施菌株 HMB38667后,叶片中的 MDA含量显著增加

增加,造成该结果的原因不明.但和田方等研究微生物菌剂与植物耐旱性的关系及抗旱机理时

相似,发现施用生防微生物菌剂的剂量不当时也会出现这样的结果[28].本研究出现的这样结果

是否与使用菌株 HMB38667剂量不当有关,需进一步研究证明.灌施2种耐盐碱芽孢杆菌菌株

都显著提高了葡萄叶片中的4种酶活力,这一结果说明供试的2种耐盐碱芽孢杆菌菌株均对植

物细胞起到了保护作用,抵抗了盐胁迫.
土壤CE值和pH值是衡量土壤盐碱情况的重要指标.张晓丽等的研究表明施用复合微生

物菌剂BL处理可明显降低食葵根际土壤EC值9.34%、pH值0.14个单位[29];王明等的研究

表明在葡萄根部灌施宛式拟青霉菌剂 WS和侧孢短芽孢杆菌剂 YB可以显著降低土壤EC值

26.32%和pH值0.09个单位[14].本研究结果表明,在盐胁迫下,于葡萄根部灌施2种供试耐盐

碱芽孢杆菌菌株时,菌株 HMB38667处理能显著降低育苗基质EC值19.17%、pH值0.32,但

菌株 HMB38720处理两个指标也有一定减小效果但影响不显著,说明两个供试耐盐碱芽孢杆

菌菌株在降低育苗基质的含盐量和酸碱度效果方面存在明显的差异.
通过对植物生理指标和植物体内酶活力相关性分析发现,各个指标并非独立作用,而是各

指标间相互关联进行作用.本研究结果表明,在盐胁迫下,在葡萄根部灌施灌施供试的2种耐

盐碱芽孢杆菌菌株后植物叶片SPAD值、叶片面积与植物体内的SOD,POD,PAL和PPO活

性呈正相关,这一结果说明在盐胁迫下,供试的2个耐盐碱芽孢杆菌菌株可能通过增加葡萄叶

片内防御酶活力来加强植株内部生长,提高葡萄植株的耐盐性.
综上所述,在盐胁迫下,在葡萄根部灌施供试的2株耐盐碱芽孢杆菌菌株培养液44d后均

能显著提高葡萄新梢长度、叶片叶面积、叶片SPAD值,显著或明显降低叶片 MDA含量和叶
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片电导率,维持细胞膜系统稳定,提高葡萄防御酶活性,增强葡萄植株抗盐能力,同时能够降

低土壤机制的EC值和pH值,缓解葡萄根系的生长环境.
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