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　 　 摘要:　 以 １ 株高产胞外多糖的内生细菌 Ｐａｎｔｏｅａ ａｌｈａｇｉ ＮＸ￣１１ 为研究对象ꎬ通过构建的多糖分泌缺失菌株

ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣以及分离到的胞外多糖(ＥＰＳ)纯品ꎬ研究菌株 ＮＸ￣１１ 及其胞外多糖对低温胁迫下水稻苗的促生效应ꎮ 结

果表明ꎬ菌株 ＮＸ￣１１ 显著缓解了低温胁迫导致的水稻苗茎长、根长、鲜质量、干质量和相对含水量的降低ꎮ 对其作

用机制研究发现ꎬＮＸ￣１１ 通过诱导水稻苗内抗氧化酶活性提高显著降低了低温胁迫对水稻苗的氧化伤害ꎻ通过增

强水稻苗脂肪酸去饱和酶(ＦＡＤＳ)活性ꎬ提高了膜脂的不饱和度和双键指数ꎬ增强了膜脂流动性ꎻ通过影响水稻苗

的激素合成ꎬ进而增强水稻苗在低温胁迫环境下的调控能力ꎬ增强其低温耐受性ꎮ 与 ＮＸ￣１１ 相比ꎬ低温胁迫下ꎬ多
糖分泌缺失的菌株 ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣对水稻苗的促生效应降低ꎬ而胞外多糖纯品表现出与 ＮＸ￣１１ 一致的促生效果ꎬ表明 ＮＸ￣
１１ 胞外多糖在增强水稻苗低温耐受性的过程中发挥了关键作用ꎮ
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　 　 因强冷空气及寒潮侵入造成的短时间内气温急

剧下降引起的低温冷冻灾害ꎬ是一种使作物因环境

温度过低而受到损伤以致产量降低的农业气象灾

害ꎮ 按照灾害发生的季节区分ꎬ影响农业生产的低

温灾害天气主要包括倒春寒、寒露风、寒潮等ꎮ 其

中ꎬ倒春寒是指春天(一般在３－５ 月)发生的农作物

持续遭受冻害的天气气候现象ꎬ是一种非常常见的

农业气象灾害ꎮ 水稻是中国的主要粮食作物ꎬ种植

面积和总产量分别占粮食作物总种植面积和总产量

的 ２７􀆰 ４％和 ３６􀆰 １％[１]ꎮ 同时水稻是一种喜温型粮

食作物ꎬ因此中国主要的水稻种植区分布在淮河以

南ꎬ一般在３－４ 月份播种ꎬ而这段时间内水稻苗容易

遭遇“倒春寒”导致的低温环境胁迫ꎬ造成稻苗生长

受阻ꎬ严重时甚至会造成稻苗死亡ꎬ粮食减产减

收[２]ꎮ
许多研究发现ꎬ一些植物促生菌(Ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ￣

ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａꎬＰＧＰＲ)能够缓解低温胁迫对

植物的伤害ꎬ提高植物耐寒能力[３￣５]ꎮ 例如 Ｓｕｂｒａｍａ￣
ｎｉａｎ 等[６]在冬季农田土壤中筛选到 ４０ 株具有低温

耐受性的菌株ꎬ分别来源于节杆菌属(Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ)、
黄色单胞菌属(Ｆｌａｖｉｍｏｎａｓ)、黄杆菌属(Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉ￣
ｕｍ)、马赛菌属(Ｍａｓｓｉｌｉａ)、地杆菌属(Ｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ)、
假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)等菌属ꎬ其中 ４ 个分离株

(ＯＳ２１１、ＯＢ１４６、ＯＢ１５５ 和 ＯＳ２６１)在 １５ ℃低温胁迫

下均能显著提高番茄的萌发率和生长性能ꎬ使番茄

叶片中脯氨酸合成量和膜损伤减少ꎬ抗氧化酶活性

降低ꎬ表现出显著的低温耐受性ꎮ Ｔｕｒａｎ 等[７] 将巨

大芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ) Ｍ３、枯草芽孢杆

菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ) ＯＳＵ１４２、巴西固氮螺菌(Ａｚｏｓｐｉ￣
ｒｉｌｌｕｍ ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅ) Ｓｐ２４５、土生拉乌尔菌 (Ｒａｏｕｌｔｅｌｌａ
ｔｅｒｒｉｇｅｎａ) ４ 种促生菌接种于小麦和大麦上ꎬ发现它

们可以通过改变矿物质吸收提高叶绿素含量、光合

活性和相对含水量以及降低膜损伤等ꎬ诱导植物的

寒冷耐受性增强ꎮ
随着越来越多的 ＰＧＰＲ 被分离培养ꎬ研究者发

现其中相当一部分(包括细菌和真菌)都具有分泌

胞外多糖(ＥｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＥＰＳ)的特性ꎮ 这些胞

外多糖在单糖组成、连接方式上呈现出多样性ꎬ这也

使得其具有丰富的功能性和独特的生物学活性ꎮ 而

近些年的研究结果表明ꎬＰＧＰＲ 胞外多糖的这些生

物活性在影响宿主植物的生理及生长方面ꎬ也发挥

着重要的作用ꎮ Ａｌａｍｉ 等[８] 发现ꎬ在干旱条件下接

种分泌胞外多糖的根瘤菌 ＹＡＳ３４ 显著提高了向日

葵根系上黏附土壤的体积ꎬ增强了向日葵对干旱环

境的耐受能力ꎮ Ａｓｈｒａｆ 等[９]发现给作物接种一些能

分泌胞外多糖的根际内生菌ꎬ可以减少盐胁迫下作

物对 Ｎａ＋的吸收ꎬ降低 Ｎａ＋对作物的毒害效应ꎬ并认

为这与胞外多糖具有聚阴离子属性并能够结合阳离

子的特性有关ꎮ
本研究团队前期从滩涂海水稻根际筛选到 １ 株

高产胞外多糖的内生细菌 Ｐａｎｔｏｅａ ａｌｈａｇｉ ＮＸ￣１１[１０]ꎬ
拟考察 ＮＸ￣１１ 对水稻苗低温抗性的影响ꎬ并通过构

建的多糖分泌缺失菌株以及分离到的胞外多糖纯

品ꎬ研究 ＮＸ￣１１ 胞外多糖发挥的作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株

野生菌 Ｐａｎｔｏｅａ ａｌｈａｇｉ ＮＸ￣１１ 是从海水稻根际

分离出来的 １ 株水稻内生细菌ꎬ保藏于中国普通微

生物菌种保藏管理中心(ＣＧＭＣＣꎬＮｏ.１５５２５)ꎬ具有

较强的胞外多糖分泌能力ꎬ发酵培养基中ꎬ胞外多糖

产量可达 １２ ｇ / Ｌ 以上ꎮ
Ｐａｎｔｏｅａ ａｌｈａｇｉ ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣ 是野生菌株 ＮＸ￣１１ 通

过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ ９ 无痕编辑系统敲除了胞外多糖合

７９２赵友学等:内生细菌 Ｐａｎｔｏｅａ ａｌｈａｇｉ ＮＸ￣１１ 及其胞外多糖对低温胁迫下水稻苗的促生效应



成关键基因(ｐｓｐＤ)构建的ꎬ其胞外多糖产量降低至

０􀆰 ６ ｇ / Ｌ[１１]ꎮ
１.２　 发酵液的制备

挑取单菌落至液体 ＬＢ 培养基中ꎬ３７ ℃ ２００
ｒ / ｍｉｎ过夜培养ꎮ 随后以 ４％接种量接种于发酵培养

基(１０ ｇ / Ｌ蛋白胨、１０ ｇ / Ｌ ＮａＣｌ、５ ｇ / Ｌ酵母提取物、
４０ ｇ / Ｌ蔗糖)中ꎬ３７ ℃ ２００ ｒ / ｍｉｎ发酵 ２４ ｈꎬ即得发酵

液ꎮ
１.３　 胞外多糖的提取

将 Ｐ.ａｌｈａｇｉ ＮＸ￣１１ 的发酵液用 ３ 倍体积的超纯

水稀释ꎬ与硅藻土充分混合抽滤除菌ꎬ再将滤液浓缩

至初始体积的 １ / ３ꎬ随后用 Ｓｅｖａｇ 试剂(异戊醇 ∶ 三

氯甲烷＝ １ ∶ ４ꎬ体积比)脱蛋白 ３ 次ꎬ水相在 ４ ℃下

用终浓度为 ８０％的乙醇沉淀过夜ꎬ沉淀冻干得到胞

外多糖ꎮ
１.４　 水稻苗培育与样品收集

水稻种子由江苏省农业科学院馈赠ꎮ 将种子用

０􀆰 １％的氯化汞溶液浸泡表面消毒 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ用无

菌水冲洗３~５ 次ꎬ置于水培盒中(每盒 ８００ 粒种子ꎬ
水培盒中的水为无菌水ꎬ总共 ２４ 盒)并于 ２４ ℃黑暗

环境下催芽２~ ３ ｄꎮ 然后将水培盒中的水替换为

１ / ２ ＭＳ 营养液(每盒约 １􀆰 ５ Ｌ)ꎬ置于人工气侯室培

养ꎬ其中ꎬ光 ∶ 暗 ＝ １４ ｈ ∶ ８ ｈꎬ温度周期 ２４ ℃ ∶ ２０
℃ꎬ湿度为 ６５％ꎬ光照度为４ ０００ ｌｘꎮ 至水稻幼苗长

出 ２ 张叶片(约 １４ ｄ)后ꎬ随机挑选 １５ 盒长势相似

的水稻幼苗ꎬ将其随机等分为 ５ 个处理:ＮＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ
组ꎬ向水培液中加入 １０ ｍｌ 灭菌后的发酵培养基(常
温培养)ꎻＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬ向水培液中加入 １０ ｍｌ 灭菌

后的发酵培养基(低温培养)ꎻＬＴ￣ＮＸ￣１１ 组ꎬ向水培

液中加入 １０ ｍｌ ＮＸ￣１１ 发酵液ꎻＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣组ꎬ向水

培液中加入 １０ ｍｌ ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣发酵液(ＮＸ￣１１ 发酵液和

ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣发酵液的 ＯＤ６００均为 ４􀆰 １)ꎻＬＴ￣ＥＰＳ 组ꎬ向水

培液中加入 １０ ｍｌ ＮＸ￣１１ 胞外多糖纯品水溶液ꎬ胞
外多糖质量浓度为 １２ ｇ / Ｌꎮ

按照上述处理ꎬ将水稻苗培养 ４８ ｈꎮ ４８ ｈ 后ꎬ将
所有处理中的水培液更换为 １ / ２ ＭＳ 营养液ꎬ开始模

拟低温胁迫:将 ＮＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组置于 ２４ ℃气候箱中ꎻ
ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＴ￣ＮＸ￣１１ 组、ＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣组、ＬＴ￣ＥＰＳ
组置于 １０ ℃气候箱中ꎮ ２ 个气候箱的其他参数设

置一致:湿度 ＝ ６５％ꎬ光 ∶ 暗 ＝ １４ ｈ ∶ ８ ｈꎬ光照度＝
４ ０００ ｌｘꎮ 试验过程中 １ / ２ ＭＳ 营养液每隔 ２ ｄ 更换

１ 次ꎮ

模拟低温胁迫后的 ０ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 和

１２０ ｈꎬ在每组处理中随机选取 ３０ 株水稻幼苗用于

内源激素检测等相关检测ꎮ 胁迫结束后ꎬ再从各处

理中随机选取 ３０ 株水稻苗用于根长、茎长、鲜质量、
干质量等表观指标的检测ꎬ各处理剩余样品置于液

氮中冻存ꎮ
１.５　 水稻苗的表观生长指标测定

用直尺测量水稻根长和茎长ꎬ用分析天平测量

水稻鲜质量ꎮ 水稻含水量的测定:将每组水稻苗浸

入纯水中ꎬ使水稻吸水饱和(约 ２４ ｈ)ꎬ将水稻叶表

面水珠用吸水纸擦干并称质量ꎬ为饱和鲜质量ꎻ然
后ꎬ将水稻幼苗置于６０~ ８０ ℃ 的烘箱中ꎬ干燥至恒

质量后称质量(约 ７２ ｈ)ꎬ为水稻干质量ꎻ水稻幼苗

的相对含水量 ＝ (鲜质量－干质量) / (饱和鲜质量－
干质量) [１２]ꎮ
１.６　 水稻苗的生化指标测定

参照李仕友[１３] 的方法进行水稻苗丙二醛

(ＭＤＡ)含量的测定ꎮ 参照 Ｘｉａ 等[１４￣１５] 的方法进行

水稻幼苗 Ｈ２Ｏ２浓度的测定ꎮ 参照 Ｌｅｉ 等[１６] 的方法

进行过氧化物酶(ＰＯＤ)、超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、
谷胱甘肽过氧化物酶(ＧＰＸ)、抗坏血酸过氧化物酶

(ＡＰＸ)酶活性测定ꎮ 使用南京草本源生物科技有限

公司试剂盒测定脂肪酸去饱和酶(ＦＡＤＳ)的活性ꎮ
参考 Ｕｒ 等[１７]的方法进行脂肪酸的提取ꎮ 参照 Ｂａｌ￣
ｔｒｕｓｃｈａｔ 等[１８]的方法进行脂肪酸含量的相关测定ꎬ
并测定其不饱和度(ＵＦＡ / ＳＦＡ ＝不饱和脂肪酸相对

含量 /饱和脂肪酸相对含量)和双键指数[ＤＢＩ ＝∑
(各个不饱和脂肪酸相对含量×双键数目) /饱和脂

肪酸相对含量]ꎮ 水稻样品中植物激素 ＡＢＡ(脱落

酸)、ＪＡ(茉莉酸)和 ＳＡ(水杨酸)的含量使用南京草

本源生物科技有限公司的酶联免疫试剂盒测定ꎮ 植

物样本的提取方式参照粗酶液的提取ꎬ然后按照试

剂盒的说明书操作ꎮ 在波长为 ４５０ ｎｍ 的条件下测

定吸光度ꎬ并计算样品的质量浓度ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＮＸ￣１１ 及其胞外多糖对水稻苗低温耐受性的

影响

　 　 如表 １ 所示ꎬ低温胁迫(ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ)抑制了水稻

生长ꎬ其茎长、根长、鲜质量、干质量和相对含水量相

比常温对照组(ＮＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ)分别显著下降ꎮ 与 ＬＴ￣
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬＬＴ￣ＮＸ￣１１ 组的茎长、根长、鲜质量、
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干质量和相对含水量显著提高ꎬ表明菌株 ＮＸ￣１１ 能

够提高水稻苗的低温耐受性ꎮ 与 ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相

比ꎬＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣组茎长、根长、鲜质量、干质量和相

对含水量均显著提高ꎬ这表明多糖缺失显著降低了

ＮＸ￣１１ 的促生活性ꎮ 与 ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬＬＴ￣ＥＰＳ
组的 ５ 个指标显著提高ꎬ这进一步验证了在 ＮＸ￣１１
增强水稻苗低温耐受性的机制中ꎬ其胞外多糖作为

一种活性成分ꎬ发挥了至关重要的作用ꎮ

表 １　 不同处理组的水稻苗表观生长指标

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｐｐａｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

处理　 　 　 　 茎长 (ｍｍ) 根长 (ｍｍ) 鲜质量 (ｇ) 干质量 (ｇ) 相对含水量 (％)

ＮＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ １３０.９３±５.７５ａ ６３.６０±２.３４ａ ０.９５４ ７±０.０７５ ６ａ ０.１７３ ３±０.０１４ ６ａ ９３.２６±１.４０ａｂ

ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ ９４.９３±３.９８ｅ ４８.６０±１.５４ｃ ０.５１７ ０±０.００８ ０ｄ ０.０７９ ７±０.００４ ０ｅ ８５.６１±０.４４ｃ

ＬＴ￣ＮＸ￣１１ １１９.０７±５.６７ｂ ５７.０７±１.７９ｂ ０.８９３ ３±０.００８ １ａ ０.１４２ ５±０.００２ ７ｂ ９１.９２±０.９６ｂ

ＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣ １０４.０２±３.７８ｄ ５４.１７±２.０３ｂ ０.６２１ ８±０.００５ ７ｃ ０.０８８ ５±０.０００ ７ｄ ９４.９７±０.６０ａ

ＬＴ￣ＥＰＳ １１０.４２±２.３２ｃ ５５.１２±１.１４ｂ ０.６６８ ３±０.０１２ ３ｂ ０.１０１ ２±０.００２ ４ｃ ９１.５８±０.３７ｂ
ＮＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组:向水培液中加入 １０ ｍｌ 灭菌后的发酵培养基(常温)ꎻＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组:向水培液中加入 １０ ｍｌ 灭菌后的发酵培养基(低温)ꎻＬＴ￣ＮＸ￣１１
组:向水培液中加入 １０ ｍｌ ＮＸ￣１１ 发酵液ꎻＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣组:向水培液中加入 １０ ｍｌ ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣发酵液(ＮＸ￣１１ 发酵液和 ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣发酵液的 ＯＤ６００均为
４􀆰 １)ꎻＬＴ￣ＥＰＳ 组:向水培液中加入 １０ ｍｌ ＮＸ￣１１ 胞外多糖纯品水溶液ꎬ质量浓度为 １２ ｇ / Ｌꎮ 不同小写字母表示处理间指标值差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２.２　 低温胁迫下 ＮＸ￣１１ 及其胞外多糖对水稻苗氧

化伤害的缓解作用

　 　 活性氧(ＲＯＳ)是生物细胞内有氧代谢过程的产

物ꎮ 在正常情况下ꎬ植物体内 ＲＯＳ 的产生与清除处

于动态平衡ꎬ而在低温等胁迫环境中ꎬ这种平衡被破

坏ꎬ导致 ＲＯＳ 过量积累ꎮ 过量的 ＲＯＳ 与细胞蛋白

质、ＤＮＡ 和脂质相互作用会引起氧化损伤ꎬ并破坏

细胞的正常功能ꎮ Ｈ２Ｏ２是 ＲＯＳ 的主要成分之一ꎬ如
图 １Ａ 所示ꎬ与常温组(ＮＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ)相比ꎬ低温对照

组(ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ)Ｈ２Ｏ２浓度显著提高ꎬ这表明低温胁

迫使水稻苗受到了较大的氧化伤害ꎮ 与 ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ
相比ꎬＬＴ￣ＮＸ￣１１ 组、ＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣ 组、ＬＴ￣ＥＰＳ 组水稻

苗 Ｈ２ Ｏ２ 浓度分别显著降低了 ５３􀆰 ７５％、 ６􀆰 ５４％、
１４􀆰 ７２％ꎬ这表明菌株 ＮＸ￣１１ 可以促进低温胁迫导致

的 ＲＯＳ 的清除ꎬ有利于降低 ＲＯＳ 对细胞的伤害作

用ꎻ多糖分泌能力的缺失ꎬ会降低 ＮＸ￣１１ 在低温胁

迫下对水稻苗 ＲＯＳ 的清除能力ꎻ单独施用多糖纯品

水溶液也能提高水稻苗清除 ＲＯＳ 的水平ꎮ 图 １Ａ 为

染色法测定的水稻根部和叶片中 Ｈ２Ｏ２和Ｏ２
􀅰－浓度ꎬ

颜色越深代表细胞 ＲＯＳ 浓度越高ꎬ其结果与图 １Ｂ
一致ꎮ 丙二醛(ＭＤＡ)是细胞脂类过氧化的终产物ꎬ
常用来反映植物遭受逆境伤害的程度ꎮ 图 １Ｃ 表

明ꎬ低温胁迫导致水稻苗 ＭＤＡ 浓度显著升高ꎬ与
ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 相比ꎬ ＬＴ￣ＮＸ￣１１ 组、 ＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣ 组、 ＬＴ￣
ＥＰＳ 组水稻苗 ＭＤＡ 浓度显著降低ꎬ进一步表明 ＮＸ￣
１１ 可以缓解低温胁迫对水稻苗的氧化伤害ꎬ并且其

功效与其分泌的胞外多糖密切相关ꎮ

颜色越深代表细胞 ＲＯＳ 浓度越高ꎮ Ｄ１:ＮＴ￣ＣｏｎｔｒｏｌꎻＤ２:ＬＴ￣ＣｏｎｔｒｏｌꎻＤ３:ＬＴ￣ＮＸ￣１１ꎻＤ４:ＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ－ꎻＤ５:ＬＴ￣ＥＰＳꎻＤ１ ~Ｄ５ 见表 １ꎮ 不同小写字

母表示处理间指标值差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ Ａ:Ｈ２Ｏ２、Ｏ２
􀅰－组织染色检测ꎻＢ:根 Ｈ２Ｏ２的定量测定ꎻＣ:丙二醛浓度ꎮ

图 １　 不同处理下低温胁迫对水稻苗的氧化伤害

Ｆｉｇ.１　 Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅｓ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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　 　 如图 ２ 所示ꎬ低温胁迫显著提高了 ＳＯＤ、ＰＯＤ、
ＧＰＸ 的活性ꎬ这是植物自身应对环境胁迫的主动

反应ꎮ 与 ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ经过 ＮＸ￣１１、ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣

以及 ＥＰＳ 处理之后ꎬＳＯＤ 活性均显著提高ꎮ ＰＯＤ、
ＧＰＸ 活性的变化与 ＳＯＤ 相似ꎮ 低温胁迫虽然没有

显著提高 ＡＰＸ 的活性ꎬ但经过 ＥＰＳ、ＮＸ￣１１ 与 ＮＸ￣

１１ｅｐｓ￣处理ꎬ其活性也显著提高ꎮ 经过 ＥＰＳ、ＮＸ￣１１
以及 ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣处理均可以提升水稻幼苗中与抗氧

化相关的酶的活性ꎮ 结果表明ꎬＮＸ￣１１ 能够降低低

温胁迫对水稻苗的氧化伤害ꎬ可能与其诱导水稻

苗内抗氧化酶活性提高有关ꎬ并且其诱导水平受

到胞外多糖的影响ꎮ

Ａ:ＮＴ￣ＣｏｎｔｒｏｌꎻＢ:ＬＴ￣ＣｏｎｔｒｏｌꎻＣ:ＬＴ￣ＮＸ￣１１ꎻＤ:ＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ－ꎻＥ:ＬＴ￣ＥＰＳꎻＡ~ Ｅ 见表 １ 注ꎮ ＳＯＤ:超氧化物歧化酶ꎻＡＰＸ:抗坏血酸过氧化物酶ꎻ
ＰＯＤ:过氧化物酶ꎻＧＰＸ:谷胱甘肽过氧化物酶ꎮ 不同小写字母表示处理间指标值差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

图 ２　 不同处理条件对水稻苗抗氧化酶活性的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

２.３　 低温胁迫下 ＮＸ￣１１ 及其胞外多糖对水稻苗膜

脂的保护作用

　 　 由表 ２ 可知ꎬ低温胁迫使得水稻中脂肪酸的不

饱和度(ＵＦＡ / ＳＦＡ)和双键指数(ＤＢＩ)下降ꎬ与 ＮＴ￣
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ分别显著下降了 ８􀆰 ７１％、１０􀆰 １６％ꎮ
相比 ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬ菌株 ＮＸ￣１１ 处理使得脂肪酸的

不饱和度与双键指数有显著提高ꎬ分别提升了

２６􀆰 ５９％、２６􀆰 ９４％ꎮ 与 ＬＴ￣ＮＸ￣１１ 组对比ꎬ胞外多糖

处理组(ＬＴ￣ＥＰＳ)在脂肪酸不饱和度与双键指数上

无显著差异ꎬ而 ＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣组则表现为显著下降ꎮ
结果表明ꎬＮＸ￣１１ 能够影响水稻苗膜脂的组成ꎬ提高

脂肪酸的不饱和度和双键指数ꎬ维持细胞膜在低温

环境下的流动能力ꎮ 菌株 ＮＸ￣１１ 对膜脂的保护作

用与其分泌的胞外多糖有关ꎮ

表 ２　 各处理条件下的水稻苗中脂肪酸组成

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理　 　 　
棕榈酸
(Ｃ１６ ∶ ０)

含量(ｇ / ｋｇ)

棕榈油
(Ｃ１６ ∶ １)

含量(ｇ / ｋｇ)

硬脂酸
(Ｃ１８ ∶ ０)

含量(ｇ / ｋｇ)

油酸
(Ｃ１８ ∶ １)

含量(ｇ / ｋｇ)

亚油酸
(Ｃ１８ ∶ ２)

含量(ｇ / ｋｇ)

亚麻酸
(Ｃ１８ ∶ ３)

含量(ｇ / ｋｇ)
ＵＦＡ / ＳＦＡ ＤＢＩ

ＮＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ １８３.０±５.１ ６０.１±０.４ ２３.８±２.４ １４.８±３.９ １２５.０±４.１ ５８３.８±６.４ ３.７９±０.０７ｂ １０.０４±０.２１ｂ

ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ １７８.０±６.１ ５０.６±６.２ １１.０±２.１ ２０.１±０.２ １１６.８±２.４ ４６５.８±１０.１ ３.４６±０.１７ｃ ９.０２±０.４１ｃ

ＬＴ￣ＮＸ￣１１ １６６.０±６.１ ５６.７±３.１ １５.５±２.１ １４.１±１.６ １６７.２±５.３ ５５６.７±１１.８ ４.３８±０.２１ａ １１.４５±０.５２ａ

ＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣ １７２.７±２.８ ４３.７±３.８ ９.１±０.６ １８.３±０.５ １５８.７±３.１ ４８６.６±７.１ ３.８９±０.０６ｂ １０.１２±０.１３ｂ

ＬＴ￣ＥＰＳ １６５.１±１.３ ４９.９±０.４ １６.４±０.３ １３.７±０.３ １６２.８±７.７ ５５２.１±１７.４ ４.２９±０.０１ａ １１.２８±０.０８ａ

ＮＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＬＴ￣ＮＸ￣１１、ＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣、ＬＴ￣ＥＰＳ 见表 １ 注ꎮ ＵＦＡ / ＳＦＡ:脂肪酸不饱和度ꎻＤＢＩ:双键指数ꎮ 不同小写字母表示处理间指标
值差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

　 　 为进一步探究 ＮＸ￣１１ 及其胞外多糖影响水稻

苗膜脂组分的作用机制ꎬ本研究考察了不同处理下ꎬ
水稻苗 ＦＡＤＳ 的活性变化ꎮ 由图 ３ 可知ꎬ低温胁迫

显著提高了 ＦＡＤＳ 活性ꎮ 相比于 ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬＬＴ￣
ＮＸ￣１１ 组和 ＬＴ￣ＥＰＳ 组 ＦＡＤＳ 活性提升较为显著ꎬ分
别达到了 ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组的 ２􀆰 ０ 倍、１􀆰 ５ 倍ꎮ ＬＴ￣ＮＸ￣

１１ｅｐｓ￣组的 ＦＡＤＳ 活性与 ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比也有显著

提升ꎬ但是提升程度显著低于 ＬＴ￣ＥＰＳ 组和 ＬＴ￣ＮＸ￣
１１ 组ꎮ 结果表明ꎬＮＸ￣１１ 及其胞外多糖可以通过增

强水稻苗 ＦＡＤＳ 活性ꎬ提高膜脂的不饱和度和双键

指数ꎬ增强膜脂流动性ꎬ在低温环境下维持细胞形

态ꎮ
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Ａ:ＮＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ: ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｃ: ＬＴ￣ＮＸ￣１１ꎻ Ｄ: ＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ－ꎻ Ｅ:
ＬＴ￣ＥＰＳꎻＡ~Ｅ 见表 １ 注ꎮ 不同小写字母表示处理间指标值差异

显著ꎮ
图 ３　 不同处理条件水稻苗 ＦＡＤＳ 活性

Ｆｉｇ.３　 Ｆａｔｔｙａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅｓ (ＦＡＤＳ) ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２.４　 低温胁迫下 ＮＸ￣１１ 及其胞外多糖对水稻苗抗

逆激素的影响

　 　 植物激素参与植物对各种生物胁迫和非生物

胁迫的响应ꎬ在调节植物发育和信号传递网络过

程中发挥着重要作用ꎮ ＡＢＡ、ＳＡ 和 ＪＡ 是植物重要

的抗逆激素ꎮ 本研究检测了各处理组在处理 ０ ｈ、
２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 和 １２０ ｈ 时的水稻苗中 ＳＡ、
ＡＢＡ、ＪＡ 含量ꎮ 由图 ４ 可知ꎬ在低温胁迫的 ７２ ｈ
内ꎬ各处理组中的水稻苗激素含量基本无显著差

异ꎮ 当低 温 胁 迫 到 ９６ ｈ 以 后ꎬ ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 的

ＡＢＡ、ＪＡ、ＳＡ 含量较常温处理组显著降低ꎬ这表明

低温胁迫降低了植物合成激素的水平ꎬ抑制了植

物通过自我调控应对胁迫的能力ꎮ 与 ＬＴ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ
组相比ꎬＬＴ￣ＮＸ￣１１ 组、ＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ￣组和 ＬＴ￣ＥＰＳ 组

的 ＳＡ、ＡＢＡ、ＪＡ 含量尽管出现了动态波动ꎬ但整个

处理期基本维持在相对较高的水平ꎮ 结果表明ꎬ
菌株 ＮＸ￣１１ 及其胞外多糖可能通过影响水稻苗的

激素合成ꎬ进而增强水稻苗在低温胁迫环境下的

调控能力ꎬ增强其低温耐受性ꎮ

ＮＴ￣处理、ＬＴ￣处理、ＬＴ￣ＮＸ￣１１ｅｐｓ－、ＬＴ￣ＥＰＳ 见表 １ 注ꎮ 不同小写字母表示处理间指标值差异显著ꎮ Ａ:脱酸酸(ＡＢＡ)ꎻＢ:水杨酸(ＳＡ)ꎻ Ｃ:茉
莉酸(ＪＡ)ꎮ

图 ４　 不同处理组水稻苗激素含量的变化

Ｆｉｇ.４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨 论

低温灾害是对中国农业经济有重要影响的非生

物胁迫因子[１９￣２０]ꎮ 尽管现在全球面临气候变暖的

趋势ꎬ但低温冷害气候也时有发生ꎬ特别是持续时间

较长的突发性低温气候ꎬ往往会给农业生产带来巨

大经济损失ꎮ
一些植物促生微生物一方面能够通过固氮、解

磷、解钾等功能提高植物的养分利用效率[２１]ꎬ另一

方面它们能够分泌植物激素(如生长素、赤霉素、乙
烯等)、抗氧化物等活性物质ꎬ提高植物应对环境胁

迫的能力[２２]ꎮ 近年来植物促生微生物作为一种绿

色高效的微生态肥料ꎬ开始备受关注[２３￣２４]ꎮ 随着研

究的深入ꎬ越来越多的 ＰＧＰＲ 被发现能够分泌细胞

外聚合物物质或细胞外多糖ꎬ形成生物膜ꎬ促进其与

植物根表面的黏附作用[２５]ꎮ ＥＰＳ 是 ＰＧＰＲ 向环境

中释放的高分子量聚合物ꎬ一般是作为 ＰＧＰＲ 对不

良环境(如高盐[２６]、不适温度[２７] 或重金属污染[２８] )
产生的应对策略ꎬ用以保护这些 ＰＧＰＲ 免受外部环

境变化的影响ꎮ 伴随着近年来兴起的天然活性多糖

研究热ꎬ这些 ＰＧＰＲ 胞外多糖的生物活性逐渐被揭

示ꎬ包括抗氧化、抗肿瘤、抗炎症、抗过敏及益生元活

性等多种生物活性ꎮ ＰＧＰＲ 分泌的 ＥＰＳ 可能在缓解

植物非生物胁迫方面也发挥重要作用ꎮ 然而ꎬ迄今

１０３赵友学等:内生细菌 Ｐａｎｔｏｅａ ａｌｈａｇｉ ＮＸ￣１１ 及其胞外多糖对低温胁迫下水稻苗的促生效应



ＰＧＰＲ 胞外多糖自身生理活性与其宿主植物胁迫抗

性之间的关系却鲜有报道ꎬ特别是涉及 ＰＧＰＲ 胞外

多糖与植物低温抗性之间的研究更是寥寥无几ꎮ
Ｋａｓｏｔｉａ 等[２９] 发现 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ.胞外多糖能够限

制土壤 Ｎａ＋的自由流动ꎬ通过减少植物对 Ｎａ＋的吸收

量缓解盐胁迫对大豆的伤害ꎮ Ｋｈａｎ 等[３０] 发现ꎬＰＧ￣
ＰＲ 胞外多糖能够通过维持土壤较高水分含量ꎬ缓解

小麦干旱胁迫ꎮ 一些研究发现ꎬ低温胁迫可以提升

ＰＧＰＲ 分泌胞外多糖的能力ꎮ 例如ꎬ来自喜马拉雅

山西北部的耐冻假单胞菌在寒冷条件下能够比常温

条件下产生更多的 ＥＰＳ[３１]ꎮ 同样的ꎬ芽孢杆菌

ＣＪＣＬ２ 和 ＲＪＧＰ４１ 可以通过分泌 ＥＰＳ 来增强小麦幼

苗的抗寒能力ꎬ不仅可以使细菌细胞能够在冷胁迫

下生存ꎬ还可分泌特定的代谢物来保护它们的寄主

植物ꎬ并促进 ＰＧＰＲ 在低温环境下的根际定植[３２]ꎮ
此外ꎬ低温胁迫会导致植物的脱水和渗透不平衡ꎬ改
变根系中 Ｎａ＋与 Ｋ＋的浓度比ꎬ影响许多代谢酶活性

和营养摄取ꎬ而 ＰＧＰＲ 产生的 ＥＰＳ 可以螯合 Ｎａ＋ꎬ限
制根系对 Ｎａ＋的吸收ꎬ从而保护植物免受低温介导

的脱水[３３￣３４]ꎮ 本研究中ꎬ菌株 ＮＸ￣１１ 分泌的胞外多

糖可能作为一种植物生物刺激素或信号类物质ꎬ通
过影响水稻苗的激素合成ꎬ进而提高水稻苗在低温

胁迫下的抗氧化酶、脂肪酸去饱和酶等相关抗逆酶

活性水平ꎬ增强水稻苗在低温胁迫中 ＲＯＳ 清除能

力ꎬ维持膜脂流动性ꎬ进而缓解了低温胁迫对细胞的

伤害ꎬ促进了水稻苗在低温中的生长性能ꎮ
低温胁迫导致水稻苗生长性能降低ꎬ本研究考

察了菌株 ＮＸ￣１１ 及其胞外多糖对低温胁迫下水稻

苗的促生效应ꎮ 外源施用 ＮＸ￣１１ 及其分泌的 ＥＰＳ
缓解了低温胁迫对水稻苗生长的不利影响ꎬ通过提

高水稻苗内抗氧化酶活性显著降低了低温胁迫对水

稻苗的氧化伤害ꎻ通过增强水稻苗 ＦＡＤＳ 活性ꎬ提高

了膜脂的不饱和度和双键指数ꎬ增强了膜脂流动性ꎻ
通过影响水稻苗的激素合成ꎬ进而增强水稻苗在胁

迫环境下的调控能力ꎬ增强其低温耐受性ꎮ 综上所

述ꎬ将 Ｐ. ａｌｈａｇｉ ＮＸ￣１１ 或者其分泌物 ＥＰＳ 开发成为

具有缓解低温胁迫能力的生物肥料具有非常大的潜

力ꎮ
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