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　　摘要：从土壤中分离高效解无机磷细菌。对分离到的菌株，通过平板法进行初筛，根据透明圈直径和菌落直径比
值大小初步确定菌株解无机磷的能力，进一步通过液体摇瓶培养，利用钼锑抗比色法测定发酵上清液中有效磷含量。

通过形态特征、生理生化特性和１６ＳｒＤＮＡ序列分析等一系列试验对菌株进行鉴定。结果表明，共分离到４株具有解
无机磷能力的细菌，其中ＪＰ－７解无机磷能力最强，Ｄ／ｄ比值为２．１５，发酵上清液中有效磷含量为１０５．６９ｍｇ／Ｌ，对照
上清液中有效磷含量为０．３２ｍｇ／Ｌ，增加３２９．２８倍。该菌株初步鉴定为枯草芽孢杆菌。
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　　磷是植物生长所必需的重要营养元素之一。我国７４％
的耕地土壤缺磷，土壤中９５％以上的磷为无效磷［１］，植物很

难直接吸收利用。解磷菌能使土壤中难溶性或不溶性的磷转

化成易于被植物吸收利用的磷，从而提高土壤供磷水平［２］。

解磷微生物不仅能改善植物磷素营养，还能促进土壤中有益

微生物的代谢活动，显著改善植物根部营养，提高作物的增产

效果［３］。具有解磷能力的微生物包括细菌、真菌和放线菌。

解磷微生物的研究、应用在国内多有报道［４］。充分利用土壤

中的磷资源，降低化肥过量施用造成环境的污染，有利于农业

生产的可持续性发展。

１　材料与方法

１．１　材料
土壤采集于湘潭市郊区水稻田和长沙市郊区油菜田。并

采用 ５点取样法将土壤装入无菌保鲜袋中，做好标记，
封口［５］。

培养基：ＰＫＯ培养基［包括：５．０ｇ磷酸三钙，１０．０ｇ蔗
糖，０．５ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４，０．５ｇ酵母粉，０．２ｇ氯化钠，０．１ｇ七水
硫酸镁，０．２ｇ氯化钾，３．０ｍＬ１％硫酸锰，３．０ｍＬ１％硫酸亚
铁，１８．０ｇ琼脂，１０００．０ｍＬ去离子水；ｐＨ值为７．０］、牛肉膏
蛋白胨培养基（包括：３．０ｇ牛肉膏，１０．０ｇ蛋白胨，５．０ｇ氯化
钠，１８．０ｇ琼脂，１０００．０ｍＬ去离子水，ｐＨ值为７．２）。
１．２　方法
１．２．１　解磷菌株的分离　称取质量为１０．０ｇ的土壤直接放

入盛有９０．０ｍＬ无菌水（带玻璃珠）的三角瓶内，振荡１０ｍｉｎ，
静置５ｍｉｎ后吸取上清液依梯度稀释至１０－７。从１０－５、１０－６、
１０－７各吸取稀释液１ｍＬ，分别加入到 ＰＫＯ固体培养基上，用
涂布棒涂抹均匀后培养皿倒置放入 ３０℃的恒温箱中培养
５～７ｄ。每个稀释度３次重复。选择有较大清晰透明圈的菌
株在ＰＫＯ固体培养基上进行划线分离纯化，挑取单菌落移接
到试管斜面上，４℃保存。
１．２．２　透明圈法定性测定　将分离获得的纯菌株点接种于
ＰＫＯ培养基上，置于３０℃培养箱中培养５～７ｄ，观察有无透
明圈，并根据透明圈直径（Ｄ）与菌落直径（ｄ）的比值（Ｄ／ｄ）大
小初步确定菌株的解磷能力［６］。

１．２．３　液体培养基中有效磷含量的测定　将斜面保存的菌
株活化后接种于装有１００ｍＬＰＫＯ液体培养基的三角摇瓶
中，以不接菌的ＰＫＯ培养基作对照，每个３次重复，３０℃恒
温，１８０ｒ／ｍｉｎ摇床振荡培养 ７ｄ。将发酵液在 ４℃，以
５０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心１５ｍｉｎ，收集上清液。取１ｍＬ上清液
稀释适当倍数后用钼锑抗比色法测磷含量［７］。

１．２．４　解磷菌株的鉴定　形态学鉴定：将纯化后的菌株在牛
肉膏蛋白胨培养基上培养，观察细菌菌落生长特征，注意其形

状、大小、颜色、透明度、边缘特征、隆起程度等，并作记录。用

接种环挑取纯化后的菌株进行革兰氏染色、镜检。

生理生化鉴定：生理生化试验按照东秀珠等编著的《常

见细菌系统鉴定手册》［８］进行。

解无机磷菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列分析：解磷菌株过夜培
养后，提取其总 ＤＮＡ，以总 ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增其 １６Ｓ
ｒＤＮＡ片断［９］。ＰＣＲ引物序列如下：（Ｆ）５′－ＡＧＡＧＴＴＴ－
ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′；（Ｒ）５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－
３′；ＰＣＲ反应体系：１０×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰｓ２μＬ，ＰＣＲ引物各
１μＬ，模板ＤＮＡ０．５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．８μＬ，用去离子
水定容至５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变
性４５ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３０个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。利用ＰＣＲ产物回收试剂盒回收 ＰＣＲ产物，并通过
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ＴＡ克隆将目的片断插入到ｐＭＤ－１８Ｔ载体后，送样至上海生
工有限责任公司进行序列测定。测序后的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中所收录的序列进行同源比对，并利用 ＭＥＧＡ５．１软
件构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　解无机磷菌的分离
从土壤样品中分离到４株在 ＰＫＯ培养基平皿中具有透

明圈的细菌菌株，将菌株在 ＰＫＯ培养基上划线纯化后，挑取
单菌落移接到试管斜面上，４℃保存。
２．２　透明圈法定性测定结果

菌株ＪＰ－７在 ＰＫＯ培养基平皿的透明圈直径最大，为
１８．５ｍｍ，菌落直径为８．６ｍｍ，Ｄ／ｄ比值为２．１５。各菌株的
Ｄ／ｄ比值从大至小依次为：ＪＰ－７＞ＪＰ－９＞ＪＰ－３＞ＪＰ－２
（表１）。

表１　透明圈法测定各菌株的解磷能力

菌株名称
透明圈直径Ｄ
（ｍｍ）

菌落直径ｄ
（ｍｍ） Ｄ／ｄ

ＪＰ－２ １０．２０ ７．９０ １．２９
ＪＰ－３ １３．２０ ９．４０ １．４０
ＪＰ－７ １８．５０ ８．６０ ２．１５
ＪＰ－９ １５．４０ ９．１０ １．６９

２．３　液体培养基中有效磷含量的测定
将４株细菌分别接入ＰＫＯ液体培养基三角瓶中，摇床振

荡培养７ｄ，采用钼锑抗比色法测上清液中的有效磷含量。结
果表明，４株细菌对磷酸三钙均有一定的溶解作用，但各菌株
的溶解能力不同，上清液中有效磷含量在 ２０．５２～
１０５．６９ｍｇ／Ｌ范围之间，与不接菌的对照相比，增量在
２０．２０～１０５．３７ｍｇ／Ｌ之间，其中，以ＪＰ－７菌株的发酵上清液
中有效磷增加量最多，为１０５．３７ｍｇ／Ｌ，增幅为３２９．２８倍（表
２）。ＪＰ－２的 Ｄ／ｄ比值为１．２９，其发酵上清液中有效磷含量
为３１．４５ｍｇ／Ｌ，而ＪＰ－３的 Ｄ／ｄ比值为１．４０，其发酵上清液
中有效磷含量仅为２０．５２ｍｇ／Ｌ。就 ＪＰ－２、ＪＰ－９、ＪＰ－７而
言，透明圈直径和菌落直径比值大的菌株，其发酵上清液中有

效磷含量也较高，因而可知，Ｄ／ｄ比值大小与发酵上清液中有
效磷含量高低不存在线性关系。由于菌株ＪＰ－７解无机磷能
力明显优于其他菌株，故选择其进行下一步试验。

表２　４株细菌分解无机磷能力的定量测定

菌株名称
上清液磷含量

（ｍｇ／Ｌ）
增加量

（ｍｇ／Ｌ） 增加倍数

ＣＫ ０．３２
ＪＰ－２ ３１．４５ ３１．１３ ９７．２８
ＪＰ－３ ２０．５２ ２０．２０ ６３．１３
ＪＰ－７ １０５．６９ １０５．３７ ３２９．２８
ＪＰ－９ ５０．７８ ５０．４６ １５７．６９

２．４　解无机磷菌株的鉴定
２．４．１　形态学鉴定　将 ＪＰ－７划线于牛肉膏蛋白胨培养基
上，２８℃培养４８ｈ，对菌落特征进行观察，该菌菌落圆形或椭
圆形，白色，表面干燥不光滑、无光泽、不透明，边缘不整齐。

显微镜下观察：菌体呈杆状，（０．６～１．５）μｍ×（１．５～３．５）
μｍ。革兰氏染色阳性。
２．４．２　生理生化鉴定　菌株 ＪＰ－７生理生化实验按照东秀
珠等编著的《常见细菌系统鉴定手册》［８］进行。Ｖ．Ｐ试验测
定阳性，接触酶试验阳性，木糖产酸阳性，葡萄糖产酸阳性，丙

酸盐利用阴性，柠檬酸盐利用阳性，明胶水解阳性，淀粉水解

阳性，木糖产气阴性，葡萄糖产气阴性，吲哚形成阳性，苯丙氨

酸脱氨酶试验阴性，５％氯化钠生长阳性，７％氯化钠生长阳
性，菌膜形成试验阳性。

２．４．３　解无机磷菌株的 １６ＳｒＤＮＡ序列分析　利用解无机
磷细菌ＪＰ－７的１６ＳｒＤＮＡ扩增序列在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行
比对，其与枯草芽孢杆菌同源性为９９％，用 ＭＥＧＡ５．１软件
建立系统发育树（图１）。同时，结合解无机磷细菌 ＪＰ－７的
菌体、菌落形态特征及生理生化特性，初步确定该菌株为枯草

芽孢杆菌。

３　结论与讨论

解磷微生物的种类繁多，解磷机制不尽相同且很复杂，深

入研究解磷菌施于土壤后的活动规律和消长动态以及解磷作
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用的发挥条件，可以更好地挖掘微生物的解磷潜能［１０］。本研

究通过透明圈法初步分离出具有解无机磷能力的细菌４株，
菌株在培养基上能够形成良好的透明圈，说明这些菌株可以

分泌一些酸性物质，并向培养基中扩散，使菌落周围的磷酸盐

（磷酸三钙）溶解，即这些菌株具有溶磷性［１１］，采用钼锑抗比

色法测定上清液中的有效磷含量，确定菌株 ＪＰ－７具有较强
的解磷能力，但要想进一步应用到实际生产中，还必须加强对

菌株生长繁殖特点的研究。
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王纪辉，王修俊，杨志波，等．１株降解秸秆高温菌的分离、鉴定及降解能力［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（１２）：３７６－３７８．
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１株降解秸秆高温菌的分离、鉴定及降解能力
王纪辉，王修俊，杨志波，尹　爽，刘佳慧，田　多，曲　源

（贵州大学酿酒与食品工程学院／贵州大学发酵工程与生物制药省级重点实验室，贵州贵阳５５００２５）

　　摘要：为分离得到高温高效降解菌株，促进作物秸秆快速腐解还田，解决秸秆资源的高效利用、培肥土壤和保护生
态环境问题，从水稻秸秆中筛选分离出１株高温菌，具有降解农作物秸秆的能力。该菌株经鉴定为嗜热踝节菌，其最
佳降解条件为：发酵时间１５ｄ，发酵温度为５５℃，高温菌株用量２ｍＬ。在上述条件下，纤维素含量由初始的 ３３．１３％
下降到２５．９２％，木质素含量从最初的１２．６５％下降到８．５７％。
　　关键词：秸秆；高温菌；分离；鉴定；降解能力
　　中图分类号：Ｓ１８２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）１２－０３７６－０３

收稿日期：２０１５－０４－２３
基金项目：贵州省社会发展科技攻关项目（编号：黔科合 ＳＹ［２０１０］
３０４１）。
作者简介：王纪辉（１９８８—），男，河南周口人，硕士研究生，研究方向
为食品发酵。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｈｉｋｅｗａｎｇｊｉｈｕｉ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：王修俊，博士，教授，主要从事食品安全及发酵工艺方面的

研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗａｎｇｘｉｕｊｕｎ６７８＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。

　　我国是农业大国，每年将产生大量的农作物秸秆，然而大
量的作物秸秆并没有得到有效利用，大部分被露天焚烧或者

随意丢弃，导致资源的大量浪费，并且加剧环境污染，阻碍交

通［１－５］。目前国内外作物秸秆处理实践表明，高温发酵是实

现秸秆再利用的有效途径之一。由于传统的作物秸秆处理方

法存在发酵时间长、腐殖质转化不完全等问题，因此，如何解

决这些问题，缩短发酵周期、提高秸秆降解速率一直是国内外

学者研究的一个重要课题［６－７］。作物秸秆中难降解有机物的

存在是导致上述问题的主要原因，而发酵高温期是有机大分

子降解的主要阶段，但微生物在这个阶段受高温因素的影响，

其种群数量和活性会普遍降低，由此限制了有机物的快速分

解［８］。目前，针对促进秸秆快速降解的研究主要集中在工艺

优化和筛选高温菌方面，与常温菌相比，高温菌具有代谢快、

活性高、酶的热稳定性好、有机物降解速率快、营造高温条件

杀死病原菌等特点［９］。所以，在作物秸秆中接种高温菌进行

发酵，可增加高温期微生物的数量，促进难降解有机物的快速

转化，从而提高作物秸秆的降解速度［１０］。因此，本试验从表

面长有菌丝的水稻秸秆上筛选分离出１株高温菌株，并将该
菌接种到秸秆上对其降解秸秆能力进行研究，旨在为促进秸

秆的快速降解提供研究基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
水稻秸秆采自贵州省贵阳市郊农田。

主要试剂：重铬酸钾、硫酸亚铁、二氧化硅、邻啡啉、

９５％乙醇、乙二胺四乙酸二钠、硼酸钠、十二烷基硫酸钠、无水
磷酸氢二钠、乙二醇乙醚、丙酮等。

试验仪器：生化培养箱（上海博讯实业有限公司医疗设

备厂）、净化工作台（上海索谱仪器有限公司）、恒温恒湿箱
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