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　　摘要：利用ＰＶＫ平板，从大豆根际土壤中分离出８株解磷菌。培养分析结果显示，这８株解磷菌的溶磷圈均较
大。其中，海伦Ⅲ号为革兰氏阴性菌，其余均为革兰氏阳性菌。形态学观察结果显示，北安Ⅰ号为链球菌，海伦Ⅱ号、
海伦Ⅲ号为球菌，海伦Ⅳ号、北安Ⅲ号为杆菌。基于细菌核糖体１６ＳｒＤＮＡ序列对北安Ⅲ号菌株进行鉴定，结合形态特
征确认该菌株为巨大芽孢杆菌，经研究发现该菌株是一种重要的微生物资源，可进一步开发为生物磷肥。
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　　土壤中存在一些特定的微生物，能够将植物难以吸收利
用的磷转化为可吸收利用的形态，这些微生物被称为解磷菌，

以细菌为主［１］。将解磷菌作为肥料施入土壤，通过其生长代

谢可以在作物根际形成一个磷供应较充分的微区，从而改善

作物磷元素的供应，增加作物磷素吸收量，提高作物产量，同

时还可以增进土壤肥力、增强植物抗病和抗旱能力［２］。因

此，解磷菌的筛选及鉴定是当前微生物学研究的热点。土壤

中解磷微生物种类丰富、数量较多［２］，目前报道的具有解磷

作用的细菌有芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓ）、土壤杆菌属（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、固氮菌属（Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅ）、
根瘤菌属（Ｂｒａｄｘｒｋｉｚｏｂｉｕｍ）、硫杆菌属（Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、肠细菌
属（Ｅｎｔｅｒｂａｃｔｅｒ）、微球菌属（Ｍｉｃｒｏｅｏｃｃｕｓ）、沙门氏菌属（Ｓａｌｍｏ
ｎｅｌｌａ）、色杆菌属（Ｃｌｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、产碱菌属（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）、
节细菌属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅ）、大肠杆菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）等［３］。解磷

微生物在我国应用较早，有较好的应用前景，但发展不快，应

用还不普遍。筛选高效微生物肥料菌株手段单一、菌种种类

少是影响微生物肥料发展的重要因素，因而有必要对土壤中

的解磷菌进行大规模筛选，并进行系统鉴定，丰富菌种资源，

但土壤中的细菌种类极为丰富，通过常规的形态学和生理生

化方法难以进行有效的鉴定。笔者所在的实验室在前期研究

中获得了８株解磷菌，本研究对这些分离到的解磷菌进行了
形态观察及分子鉴定，为丰富解磷微生物菌种资源打下基础。

１　材料与方法

１．１　染色及显微观察
利用革兰氏染色法［４］对筛选到的高效解磷菌进行染色，

将菌液涂布于载玻片上，干燥，固定，结晶紫初染１ｍｉｎ，水洗
至无色；碘液媒染１ｍｉｎ，水洗至无色；９５％乙醇脱色３０ｓ，水
洗至无色；最后沙黄复染１ｍｉｎ，水洗至无色，干燥，镜检。
１．２　细菌总ＤＮＡ的提取

接种菌株置于ＬＢ液体培养基中，于１３０ｒ／ｍｉｎ下振荡，
３７℃过夜培养。取 １．５ｍＬ新鲜菌液于 ＥＰ管中，于
４０００ｒ／ｍｉｎ下离心３０ｓ，弃上清，收集菌体；加１００μｇ／ｍＬ溶
菌酶５０μＬ，于３７℃下处理１ｈ辅助裂解；加入预热的ＣＴＡＢ
溶液５００μＬ，充分混合，于６５℃水浴３０ｍｉｎ，混匀；冷却后，
加入等体积的三氯甲烷／异戊醇（２４∶１）抽提，颠倒充分混
合，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清液，加入等体积三氯甲
烷／异戊醇（２４∶１），轻轻颠倒混匀，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；
取上清，加入２倍体积的无水乙醇，沉淀３０ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ；弃上清，用７０％乙醇洗涤沉淀２次；在超净工作
台上风干ＤＮＡ，溶于２０μＬ去离子水中。
１．３　ＰＣＲ扩增

利用细菌核糖体１６ＳｒＤＮＡ通用引物２７Ｆ／１４９２Ｒ［５］进行
ＰＣＲ反应，其反应体系２０μＬ，包括１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．０μＬ、
ｄＮＴＰｍｉｘ１．６μＬ、２５μｍｏｌ／ｍＬ引物２７Ｆ／１４９２Ｒ各 ０．４μＬ、
ＴａｑＤＮＡ聚合酶 １Ｕ、模板 ＤＮＡ１μＬ，去离子水补足至
２０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃ ４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５２℃３０ｓ，
７２℃ １．５ｍｉｎ，３０次循环；７２℃７ｍｉｎ；４℃保温。
１．４　回收及测序

利用琼脂糖凝胶回收试剂盒对ＰＣＲ产物进行回收纯化，
将纯化产物送至大连宝生物公司进行测序。利用 ＢＬＡＳＴ工
具在ＧｅｎＢａｎｋ中对获得的序列进行分析［６］。经过ＮＣＢＩ比对
后下载相关菌株的细菌核糖体１６ＳｒＤＮＡ序列，所得序列用
ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８１程序进行多序列比对，并经手工校正；然后用
软件ＭＥＧＡ３．１构建系统发育树。

２　结果与分析

利用 ＰＶＫ平板，从大豆根际土壤中筛选出８株解磷菌，
并将这８株解磷菌接种在固体 ＬＢ培养基上，３７℃恒温培养
条件下菌株的溶磷圈均较大，菌落边缘呈规则的圆形，表面光

滑，中心突起，分别编号为北安Ⅰ、北安Ⅱ、北安Ⅲ、北安Ⅳ、海
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伦Ⅰ、海伦Ⅱ、海伦Ⅲ、海伦Ⅳ（部分菌株菌落形态见图１至
图４）。由于培养基中加入了溴酚蓝，菌落吸附了染料呈蓝
色，但一些菌株具有降解溴酚蓝的能力，如菌株海伦Ⅱ号（图
４），蓝色较淡。

革兰氏染色结果显示，海伦Ⅲ号为革兰氏阴性菌，其余均
为革兰氏阳性菌。在光学显微镜下可有效观察到菌株的形态

（部分菌株形态见图５至图１０），其中北安Ⅰ号为链球菌，海
伦Ⅱ号、海伦Ⅲ号为球菌，海伦Ⅳ号、北安Ⅲ号为杆菌。

　　以菌株北安Ⅲ号为试材，利用 ＣＴＡＢ法提取细菌总
ＤＮＡ，以此为模板，利用细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物２７Ｆ／１４９２Ｒ
进行ＰＣＲ扩增。对反应体系进行优化后，能稳定扩增出约
１５００ｂｐ的特异性片段。将ＰＣＲ产物进行切胶回收纯化，将
纯化产物送至宝生物工程（大连）公司进行测序。测序结果

显示，该片段为细菌核糖体１６ＳｒＤＮＡ特异片段。经 ＢＬＡＳＴ
搜索显示其与芽孢杆菌属细菌１６ＳｒＤＮＡ序列相似性较高，
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与巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）相似性最高，为９９％；
系统进化分析结果显示其与 ＧｅｎＢａｎｋ中已报道的巨大芽孢

杆菌聚为一支（图１１），结合形态特征确认该菌为巨大芽孢
杆菌。

３　结论

利用ＰＶＫ平板对解磷菌进行分离是一种简单有效的手
段［７］，一些菌株（如芽孢杆菌属）在其生长过程中可产酸，将

培养基中的磷酸钙溶解产生溶磷圈，通过分析溶磷圈的大小

可对微生物的溶磷能力进行初步估测。本研究中的菌株皆产

生了较大的溶磷圈，说明它们可能具有较强的溶磷潜力。本

研究获得的解磷菌既有球菌，又有杆菌，但已有研究中分离及

初步应用的解磷菌主要是杆菌，因而本研究重点选择了一种

杆菌———北安Ⅲ号进行细菌核糖体１６ＳｒＤＮＡ序列鉴定。结
合形态学特点及细菌核糖体１６ＳｒＤＮＡ序列，确定该菌为巨
大芽孢杆菌。该菌是土壤中的重要菌群，对农作物无害，且可

能具有一些有益生物学作用，因而该菌株是一种重要的微生

物资源，可进一步开发为生物磷肥。
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