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　　摘要：采用平板法进行菌种初筛和生物学特性研究，经筛选纯化得到１株高效解磷菌 Ｆ１３１２，对该菌株的生物学
特性在碳源、氮源、温度、ｐＨ值等方面进行了初步研究，并采用Ｌ９（３

４）正交试验设计对发酵条件进行了初步探讨。结

果表明：经筛选所得的菌株 Ｆ１３１２初步判断为放线菌；对 Ｆ１３１２进行生物学测定，该菌株在所供４种碳源、氮源、ｐＨ
值、温度条件下均能生长，其最适碳源为麦芽糖，最适氮源为酵母浸膏粉，最适ｐＨ值为７，最适温度为３０℃；在发酵条
件的优化组合试验中，Ｆ１３１２的最适解磷条件为：ｐＨ值＝７，温度３０℃，碳氮比２０∶１，转速１５０ｒ／ｍｉｎ。
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　　在土壤性质、作物类型、磷肥种类和用量等一系列因素的
影响下，每年施入的磷大约有７５％～９０％积累在土壤中成为
难溶形态的磷［１］，当季利用率一般仅为 １０％ ～２５％［２］。因

此，如何提高磷肥利用率一直备受研究人员关注。

大量研究表明，土壤中的许多微生物都能够将植物难以

吸收利用的无效磷转化为可吸收利用的有效磷形态［３－５］，这

种微生物叫解磷菌。土壤中解磷菌能够增加磷酸钙的溶解

性，提高土壤中的可溶性磷含量，从而提高植物对磷的利用效

率，改善植物营养条件［６］。对不同种类解磷微生物溶磷效果

的研究发现，细菌、酵母、霉菌接种在不同磷源上时，表现出的

溶磷能力不同［７－１１］。因此，研究解磷菌的解磷特性以及生物

学特性，对促进植物生长发育以及解磷真菌在农学上的应用

起着重要作用。本研究采集草坪根际土壤，对解磷菌进行筛

选并进行生物学特性研究，并对发酵液条件优化组合进行研

究，以探讨解磷菌的最适生长环境以及解磷的最适合条件。

１　材料与方法

１．１　供试样品
采集内陆盐碱地草坪根际土壤，采用抖土法将收集的土

样放入密封袋内立刻带回实验室冷藏，备用。

１．２　培养基配方

１．２．１　基础培养基　本试验中菌种初筛用的是有机磷固体
培养基和无机磷固体培养基，配方如下：（１）有机磷固体培养
基：葡萄糖 １０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ
０．０１ｇ，ＣａＣＯ３５ｇ，卵磷脂 ０．２ｇ，琼脂 １５～２０ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．５。（２）无机磷固体培养基：葡萄糖
１０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，
Ｃａ３（ＰＯ４）２５ｇ，琼脂１５～２０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～
７．５。
１．２．２　保存培养基　菌种保存时用到的培养基为斜面培养
基，其配方为：葡萄糖 １５ｇ，ＮａＮＯ３１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，ＫＣｌ
０２５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００５ｇ，琼脂
８ｇ，蒸馏水５００ｍＬ，自然ｐＨ值。
１．２．３　复筛培养基　菌种复培（纯化）时用的培养基为有机
磷液体培养基和无机磷液体培养基，配方为：（１）有机磷液体
培养基：葡萄糖 １０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ
０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·
４Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，ＣａＣＯ３５ｇ，卵磷脂 ０．２ｇ，蒸馏水 １０００ｍｌ，ｐＨ
值７．０～７．５。（２）无机磷液体培养基：葡萄糖 １０ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，
Ｃａ３（ＰＯ４）２５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．５。
１．２．４　活化培养基　经过观察，知道纯化所得的菌种为放线
菌类，所以活化时用到的培养基为高氏培养基，其配方为：葡

萄糖２０ｇ，ＫＮＯ３１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＮａＣｌ
０．５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，琼脂 ２０ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，ｐＨ

—３６３—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第８期



值７．４～７．６。
１．２．５　发酵培养基　发酵条件优化组合采用的培养基为无
机培养基和有机培养基，配方为：（１）有机培养基：葡萄糖
１０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４ ０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，ＣａＣＯ３
５ｇ，卵磷脂 ０．２ｇ，琼脂 １５～２０ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，ｐＨ值
７．０～７．５。（２）无机培养基：葡萄糖 １０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，
ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，Ｃａ３（ＰＯ４）２５ｇ，琼脂１５～２０ｇ，
蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．５。

以上培养基制作完成之后均须在高压灭菌锅中，于

１２１℃、０．１０３ＭＰａ条件下灭菌２０ｍｉｎ。
１．２．６　发酵条件优化组合　本试验中发酵条件优化组合采
用的是４因素（温度、ｐＨ值、碳氮比、转速）３水平的正交试验
（表１）。根据试验结果，综合分析确定菌株生长的最适条件。

表１　菌株发酵条件正交试验设计

序号
温度

（℃） ｐＨ值 碳氮比
转速

（ｒ／ｍｉｎ）

１ ２５ ７ ３０∶１ １００
２ ２５ ８ ２０∶１ １５０
３ ２５ ９ ５∶１ １００→１５０→１００

４ ３０ ７ ２０∶１ １００→１５０→１００

５ ３０ ８ ５∶１ １００
６ ３０ ９ ３０∶１ １５０
７ ３５ ７ ５∶１ １５０
８ ３５ ８ ３０∶１ １００→１５０→１００

９ ３５ ９ ２０∶１ １００

　　注：摇床设置转速为 ０～７０ｈ为 １００ｒ／ｍｉｎ，７０～１６０ｈ为
１５０ｒ／ｍｉｎ，１６０～１９０ｈ为１００ｒ／ｍｉｎ。

１．３　菌株筛选
１．３．１　初筛　按照培养基配方与配量分别称取各药品，取少
于总量的水于烧杯中，将各培养基成分（琼脂除外）逐一加入

水中待溶；将烧杯放在石棉网上文火加热，并不断搅拌，使各

药品快速溶解，然后补充水分至所需配培养基的量；用

１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节ｐＨ值至７．０～７．５；将配置好的培养基分
装在锥形瓶内，加上棉塞包装灭菌。高压灭菌后倒平板，次

日，将采集的土壤过筛磨细，称取１０ｇ样品，进行梯度稀释至
１０－７、１０－８、１０－９，分别滴加菌液于相应编号的平板表面，每个
梯度做３个重复，用涂布器涂布均匀，２０～３０ｍｉｎ后倒置，并
放于２８℃恒温箱中培养。每天观察平板，记录菌落出现的日
期、菌落解磷能力出现日期、菌落直径、解磷圈出现日期及直

径大小。培养７ｄ后，得到解磷能力比较强的菌株进行纯化
培养，将纯化培养几代的菌株进行菌种保存。

１．３．２　复筛　采用液体发酵培养法，将解磷微生物培养在难
溶性磷液体培养基上，按照配方配制液体培养基进行高压灭

菌，在超净工作台上，按照无菌接种法，接种纯化后的解磷真

菌于发酵液，置于摇床中，３０℃、１２０ｒ／ｍｉｎ培养 ７ｄ，每天观
察发酵液的变化，并记录菌丝球的出现日期、菌丝球颜色，目

测其大小。发酵结束后，进行发酵液有效磷测定。

１．３．３　生物学测定　本次试验采用察氏培养基进行试验，其
配方如下：碳源 ３０ｇ，ＮａＮＯ３２ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，ＫＣｌ０．５ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，琼脂１８ｇ，蒸馏水
１０００ｍｌ，自然ｐＨ值。

２　结果与分析

２．１　菌种筛选
将菌悬液通过涂布平板法进行培养后得到了２０株解磷

效果较好的解磷菌株。通过对菌种初筛时得到的２０株菌株
的培养及解磷能力的测定，得到了 １株高效解磷菌 Ｆ１３１２。
高效解磷菌Ｆ１３１２解磷能力达３１８．２６ｍｇ／Ｌ。
２．．２　菌种形态观察及分类地位初步确定

培养皿中的菌株呈放射状，生长初期为白色，稳定后为青

色。液体培养为白色菌丝球，球状，直径３～５ｍｍ，发酵液为
乳白色，黏稠，拉丝。由显微镜观察后，发现其菌丝直径为

１μｍ，孢子呈椭圆形，直径为１～１．２μｍ，长为２～２．３μｍ。
初步确定为放线菌。

２．３　菌株解磷生物学特性研究
２．３．１　不同碳源对菌株生长的影响　碳源明显影响菌株
Ｆ１３１２的生长（图１）。当以麦芽糖为唯一碳源时，其生长情
况最好，一直呈快速生长状态。其次为葡萄糖，前３ｄ呈现出
快速生长的趋势，之后趋于平缓，且前５ｄ内其菌落直径大于
麦芽糖。当以蔗糖为唯一碳源时，前４ｄ呈显出快速生长的
趋势，之后几天趋于平缓。以乳糖为唯一碳源时，前５ｄ虽然
也表现出较快的生长趋势，但相对于其他３种碳源，其生长一
直缓慢，菌落直径最小。培养７ｄ时，当碳源为麦芽糖时菌落
直径最大，达到３８．０ｍｍ，菌种长势相对最好，葡萄糖和蔗糖
相近，分别为３５．０ｍｍ和３４．０ｍｍ，乳糖相对生长最差，为
３１．０ｍｍ。

２．３．２　不同氮源对菌落生长的影响　不同氮源明显影响菌
株Ｆ１３１２的生长（图２）。当以酵母浸膏粉为唯一氮源时，其
生长最为迅速。其次为硝酸钾，然后是硝酸钠，最差的为亚硝

酸钠。前４ｄ酵母浸膏粉培养基上的Ｆ１３１２菌株和硝酸钾培
养基上Ｆ１３１２菌株生长情况大体相同，之后３ｄ酵母浸膏粉
上的Ｆ１３１２菌株生长迅速。培养７ｄ时，以酵母浸膏粉为唯
一碳源的培养基上的菌株菌落直径最大，达到了 ４８．０ｍｍ。
以硝酸钾为唯一氮源时，菌落直径次之，为４５．０ｍｍ。当以硝
酸钠为唯一氮源时菌落直径再次之，为３６ｍｍ。当以亚硝酸
钠为唯一氮源时菌落直径最小，菌株相对生长最差，其菌落直

径仅为２．７ｍｍ。
２．３．３　不同温度对菌落生长的影响　温度对解磷菌的生长
影响较大（图３）。在不同温度下，菌株 Ｆ１３１２一直呈现出快
速增长的趋势。当温度为３０℃时菌落直径最大，达到
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４５．０ｍｍ。当温度为 ２０℃时菌落直径最小，为 ３６．０ｍｍ。
２５℃ 和３５℃ 菌落直径相近，分别为３８．０ｍｍ和４３．０ｍｍ。
２．３．４　不同ｐＨ值对菌落生长的影响　ｐＨ值对菌株 Ｆ１３１２
生长的影响并不是很大（图４）。培养７ｄ时，菌落直径最大
的是ｐＨ值＝７的培养基上的菌落，其直径为４８．０ｍｍ；菌落
直径最小的是ｐＨ值＝９的培养基上的菌落，其稳定状态时的
菌落直径为４２．０ｍｍ。ｐＨ值＝６的培养基为第二，其菌落直
径为４６０ｍｍ。ｐＨ值 ＝８的培养基为第三，其菌落直径为
４４．０ｃｍ。这说明菌株 Ｆ１３１２生长环境偏酸性。当 ｐＨ值在
６～７之间时，菌落直径的趋势是随着其增大而增大，当ｐＨ值
在７～９之间时，菌落直径随着其增大而减小。所以当 ｐＨ值
超过７时，ｐＨ值对该菌种的生长具有明显的抑制作用。

２．４　解磷菌株Ｆ１３１２发酵条件优化
菌株Ｆ１３１２不同试验组发酵液有效磷含量差异较大（表

２），通过不同发酵条件组合发现，该菌株发酵的最适条件为：
温度３０℃，ｐＨ值＝７，碳氮比２０∶１，转速１５０ｒ／ｍｉｎ，此条件
下该菌株解磷能力最强。

表２　菌株Ｆ１３１２发酵条件正交试验结果

序号
温度

（℃） ｐＨ值 碳氮比
转速

（ｒ／ｍｉｎ）
解磷量

（ｍｇ／Ｌ）

１ ２５ ７ ３０∶１ １００ １９５．５６
２ ２５ ８ ２０∶１ １５０ ２６５．３７
３ ２５ ９ ５∶１ １００→１５０→１００ １３２．２２
４ ３０ ７ ２０∶１ １００→１５０→１００ ３１０．２９
５ ３０ ８ ５∶１ １００ ２９５．５８
６ ３０ ９ ３０∶１ １５０ ２７１．８８
７ ３５ ７ ５∶１ １５０ ２０２．３３
８ ３５ ８ ３０∶１ １００→１５０→１００ １４６．２６
９ ３５ ９ ２０∶１ １００ １３９．２７
Ｋ１ ５９３．１５ ７０８．１８ ６１３．７０ ６３０．４１
Ｋ２ ８７７．７５ ７０７．２１ ７１４．９３ ７３９．５８
Ｋ３ ４８７．８６ ５４３．３７ ６３１．１３ ５８８．７７
ｋ１ １９７．７２ ２３６．０６ ２０４．５７ ２１０．１４
ｋ２ ２９２．５８ ２３５．７４ ２３８．３１ ２４６．５３
ｋ３ １６２．６２ １８１．１２ ２１０．３８ １９６．２６

３　结论

（１）高效解磷菌Ｆ１３１２为放线菌，其解磷量为３１８．２６ｍｇ／Ｌ。
（２）Ｆ１３１２生长的最适 ｐＨ值 ＝７，最适温度为３０℃，最适碳
源为麦芽糖，不同碳源中其长势顺序是：麦芽糖＞葡萄糖＞蔗
糖＞乳糖；最适氮源为酵母浸膏粉，不同氮源中长势顺序是：
酵母浸膏粉＞硝酸钾＞硝酸钠＞亚硝酸钠。（３）该菌株最适
发酵条件为：ｐＨ值 ＝７，温度 ３０℃，碳氮比 ２０∶１，转速
１５０ｒ／ｍｉｎ。　
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