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　　摘要：以Ｃａ３（ＰＯ４）２为唯一磷源，从云南土壤样品中筛选到１株无机磷溶解能力较强的细菌。形态特征为乳黄

色，短杆、产荚膜、革兰氏阴性。溶磷试验结果表明：经固体平板培养，溶磷圈培养５ｄ时达到１０．７ｍｍ，溶磷圈和菌落
直径比达到１．６；经７ｄ液体摇床培养，分别以磷酸钙和磷矿粉为唯一磷源的培养液中有效磷总量最高达１６１．３２、
１８．１２ｍｇ／Ｌ，相应的溶磷率为１６．１４％、２．４９％。此菌溶磷活性较高且稳定，在微生物肥料等研制中有较大应用潜力。
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　　磷是植物生长所必需的大量元素之一［１］。为了提高作

物产量，大量磷肥被施入到土壤；但是施入土壤的磷肥９５％
以上被土壤中的Ｃａ２＋、Ｆｅ３＋和Ａｌ３＋等固定成为不能被植物吸
收的无效态磷，磷肥的当季利用率一般只有５％ ～２５％［２－３］，

而且过量施入的磷肥有一部分流入湖泊造成了水体富营养

化［４－６］。一方面磷肥不能充分利用导致浪费惊人，另一方面

我国磷矿资源不足，目前国土资源部已将我国磷矿列为２０１０
年后不能满足国民经济发展需求的矿产之一［７］。要解决这

一难题，唯有让原本沉积在土壤中的大量难溶的无效态磷素

释放返回土壤溶液中，能够担当此任务的只有溶磷微生物

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ，ＰＳＭｓ），溶磷微生物
能将难溶性磷酸盐转化为植物可吸收利用的形态［８］。向土

壤中接种溶磷菌，能够显著改善作物的磷素营养，提高作物的

产量［９］。因此，开展溶磷微生物的筛选，深挖土壤内部磷资

源潜力，可大大减少磷肥施入量，减少污染，有利于农业的高

效可持续发展［１０］，具有重要的理论意义和现实意义，目前已

成为农业土壤肥料学研究的热点［１１－１３］。本试验筛得１株无
机磷酸盐溶解细菌，并对其溶磷能力进行了初步研究，以期为

将来植物根际促生菌和微生物肥料等的研制提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种来源　云南山区土壤。
１．１．２　培养基　初筛培养基：葡萄糖 １０．０ｇ、（ＮＨ４）２ＳＯ４
０．５ｇ、ＮａＣｌ０．３ｇ、ＭｇＳＯ４０．３ｇ、ＫＣｌ０．３ｇ、ＦｅＳＯ４０．０３ｇ、
ＭｎＳＯ４００３ｇ、Ｃａ３（ＰＯ４）２ ５．０ｇ、琼脂 ２０．０ｇ、蒸馏水
１０００ｍＬ、ｐＨ值７．０～７．５。药品均为分析纯。１１５℃下灭
菌３０ｍｉｎ。

液态发酵培养基：有２种磷源，分别为 Ｃａ３（ＰＯ４）２（分析
纯，国药集团）和磷矿粉（安徽肥东磷肥厂，过 １００目筛，Ｐ２Ｏ５

含量为３３．４％），其余同初筛培养基（不加琼脂）。
１．２　方法
１．２．１　稀释平板分离纯化培养　土壤样品中加入无菌水制
作菌悬液，按照平板分离方法［１４］接种到以Ｃａ３（ＰＯ４）２为唯一
磷源的初筛培养基上，４０℃培养７ｄ，观察菌落周围有无溶磷
透明圈。有则挑取有透明圈的菌落，进一步划线分离至纯

培养。

１．２．２　形态特征　记录平板菌落形态特征和镜检特征。
１．２．３　溶磷能力的测定　（１）平板溶磷圈法：将斜面菌种用
０．８％的生理盐水洗脱，并且于４０℃活化４８ｈ后，再把溶磷
细菌稀释涂布于平板上，４０℃培养５ｄ，每天定时测量溶磷圈
直径与菌落直径，计算两者比值，初步定性该菌溶磷能力大

小。（２）液态摇瓶有效磷法：取 １ｍＬ溶磷细菌菌悬液（约
１０８个／ｍＬ），分别接入到含Ｃａ３（ＰＯ４）２和磷矿粉的１００ｍＬ液
态发酵培养基中，４０℃１６０ｒ／ｍｉｎ下连续培养７ｄ。定时将发
酵液经１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液测定有效磷的含
量。再取沉淀经石英砂研磨、洗涤和离心后，再次测定上清液

有效磷含量，以此作为菌体内的磷［１５］。同时以灭活菌株作对

照。每个处理做３次重复。
细菌溶解的总磷量＝上清液中磷的含量＋菌体磷含量。
有效磷溶出率计算方法［１６］：有效磷溶出率＝细菌溶解的

总磷量／培养液中总磷含量×１００％。
培养液中的总磷含量分别以加入的 Ｃａ３（ＰＯ４）２或以磷

矿粉中的磷量计算；菌体磷含量以ｍｇ／Ｌ表示。
１．２．４　测定方法　有效磷测定方法：钼锑抗比色法［１７］。

１．２．５　数据分析　数据采用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８进行绘图，用 ＳＰＳＳ
１８进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　无机磷溶解菌初筛结果
以无机Ｃａ３（ＰＯ４）２为唯一磷源的初筛平板上有５株溶

磷菌。有１株溶磷霉菌从初筛平板上往新平板划线时不再生
长，还有３株细菌在后来的划线过程中不再出现溶磷圈，确如
文献报道的那样，很多溶磷菌活性易丢失［１８－１９］。只有１株溶
磷细菌经过数１０次传代划线后仍然有明显溶磷圈，具有良好
的溶磷稳定性。
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２．２　溶磷菌落形态特征
２．２．１　平板菌落特征　如图１所示，在菌落周围有明显溶磷
圈；乳黄色，圆形，稍凸起，半透明，光滑湿润。

２．２．２　镜检　可见为短杆细菌，革兰氏染色阴性；湿墨汁染
色后可见明显荚膜（图２）。镜检下，该细菌胞外有１层厚厚
的荚膜。目前对于溶磷细菌具有荚膜的报道很少见。一般说

来，荚膜是某些细菌在细胞壁外包围的１层黏液性物质，一般
由糖和多肽组成［２０］。荚膜对溶磷有何影响，对于溶液中的磷

酸根是否有吸持作用等，还有待进一步研究［２１］。

２．３　溶磷能力
２．３．１　无机磷酸钙溶解能力的定性测定　透明圈法可初步
定性判断该菌有无溶磷能力，一定程度指示溶磷能力大小。

斜面活化后的菌株经稀释涂平板，４０℃培养，测得溶磷圈直
径（Ｄ）和菌落直径（ｄ），计算两者之间的比值（表１）。

表１　溶磷圈直径比

时间

（ｄ）
溶磷圈直径Ｄ
（ｍｍ）

菌落直径ｄ
（ｍｍ） Ｄ／ｄ

１ ２．４ ２．１ １．１
３ ６．４ ４．３ １．５
５ １０．７ ６．５ １．６

　　由表１可见，溶磷圈直径、菌落直径以及直径比 Ｄ／ｄ，在
前３ｄ均快速增大，说明前３ｄ在平板上生长及溶磷速度较
快。培养５ｄ时溶磷圈直径与菌落直径比为１．６，不算太大，
但是不能就此断定该菌株溶磷能力较弱，因为菌株在不同培

养条件下对磷酸钙的溶解能力存在较大差异［１６］，需要用液体

摇床培养对其溶磷能力进行定量测定［２２］。

２．３．２　无机磷酸盐溶解能力的定量测定　固体平板溶磷圈

法测出的溶磷能力与液态摇床发酵法测出的溶磷能力之间不

成正比关系［２２－２３］。分析纯 Ｃａ３（ＰＯ４）２和天然磷矿粉的化学
结构差异太大，本研究特对照考察了该溶磷细菌对这２种无
机磷源的溶解能力。如图３所示，以磷酸钙为磷源的上清液
中，有效磷和菌体中磷在前４ｄ快速上升，之后上升明显变
缓，有走平趋势，上清液中有效磷最高达到１３５．４６ｍｇ／Ｌ，菌
体中磷最高达到２５．８６ｍｇ／Ｌ。如图４所示，以磷矿粉为磷源
时，上清液和菌体中的磷始终处于较快的上升趋势，培养７ｄ
时，上清液中的有效磷上升到 １６．１８ｍｇ／Ｌ，菌体磷上升到
１９４ｍｇ／Ｌ。　

　　培养７ｄ时，２种磷源的菌体中磷分别达到了上清液中有
效磷量的１７．３９％和１１．９９％，这部分菌体细胞中的磷最终要
以有效磷形式回归到土壤被植物吸收利用。如果在液体摇床

测定溶磷菌溶磷能力时，忽略这部分磷，将低估溶磷菌的溶磷

能力［２４］。细菌的总溶磷量应该是上清液磷和菌体中磷之和。

以磷酸钙为磷源的总溶磷量最高为１６１．３２ｍｇ／Ｌ，以磷矿粉
为磷源的溶磷量最高为 １８．１２ｍｇ／Ｌ。该菌对于肥东磷矿粉
的溶磷量明显高于杨慧等报道的草生欧文氏菌３．３５ｍｇ／Ｌ的
结果［２５］。

该溶磷菌在以磷酸钙为磷源时，有效磷先升后趋缓，很可

能是由于到了发酵后期，除磷酸钙因过量添加尚有剩余外培

养基中其他营养成分几乎耗尽，导致该溶磷菌生长受限所致。

而以磷矿粉为磷源的有效磷始终处于上升，说明磷是限制性

生长因子，溶出的这部分磷和其他大量的营养成分仍可满足

其生长需要，溶磷菌溶磷能力还没有受到明显抑制。

２．３．３　有效磷的溶出率　以总溶磷量计算的溶磷率的变化
趋势，与各自的上清液中有效磷变化趋势一致。以磷酸钙为

磷源时，磷的溶出率在前４ｄ呈现快速上升，之后升势趋缓，
最高达到１６．１４％（图５），略低于 Ｐａｕｌ等报道的芽孢杆菌溶
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磷率１９％［２６］。以磷矿粉为磷源时，有效磷溶出率一直上升，

培养７ｄ升到２．４９％（图６）。该溶磷细菌对磷矿粉的磷溶出
率和大多数文献报道的结果［２７－２８］相接近。

　　由于磷矿粉具有复杂的结构和化学组成［２７］，磷矿粉中有

效磷比磷酸钙难以溶解出来，但从已有７ｄ的溶磷趋势看，溶
磷率还有上升潜力。

３　讨论

通过以Ｃａ３（ＰＯ４）２为唯一磷源培养基进行培养，筛得１

株产荚膜的无机磷酸盐溶解细菌，为乳黄色，短杆状，革兰氏

阴；溶磷圈试验表明，培养５ｄ时溶磷圈直径达１０．６ｍｍ，溶
磷圈直径与菌落直径之比达到１．６；定量测定解磷能力结果
显示，经７ｄ液体摇床培养后，分别以磷酸钙和磷矿粉为唯一
磷源的发酵液中有效磷最大可达１６１．３２ｍｇ／Ｌ和１８．１２ｍｇ／Ｌ，
相应的有效磷溶出率分别为１６．１４％和２．４９％；在测定溶磷
菌溶磷能力时，不能忽略菌体内那部分磷，否则将低估溶磷菌

的溶磷能力。

本研究已用平板溶磷圈和液体摇床测定了该细菌的溶磷

能力，以后还可用土培方法来测定其溶磷能力［２９］，今后还将开

展１６ＳｒＲＮＡ基因序列方面的菌种鉴定以及溶磷机理方面的研
究，还可通过驯化和诱变等方法来进一步提高其溶磷能力。该

菌溶磷能力稳定，历经５年的斜面保种和反复划线，仍具有良
好活性，可为农业用溶磷微生物基因库的构建提供优良材料。
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