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　　摘要：芽孢杆菌已被广泛应用于微生物肥料的生产。以巨大芽孢杆菌１１４３３作为出发菌株，对其进行紫外诱变，
根据平板解磷圈直径与菌落直径比值进行初筛，再根据解磷能力进行复筛，并最终获得一株高效解磷菌。该菌株的摇

瓶试验结果表明，发酵３ｄ后，ｐＨ值从７．００降到了４．０３，其解磷含量可达到４６．７９μｇ／ｍＬ，较出发菌株１１４３３的产量
提高了１１５．６２％，且其遗传稳定性良好。以得到的高产菌１１４３３－Ｄ作为研究对象，对其解磷机理进行分析。发现有
机酸的产生促进了解磷量的提高且使发酵液ｐＨ值降低。气相色谱质谱和高效液相色谱检测发现，巨大芽孢杆菌发
酵液中的主要代谢产物为葡萄糖酸、乙酸、丙酸。
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　　磷在农业中起到重要作用，土壤有效磷的缺乏导致植物
减产［１－２］。磷肥的施用能够促进各种代谢正常进行，植物生

长发育良好，同时可提高植物的抗寒性和抗旱性。肥料中

７０％以上的水溶性磷与土壤中的 Ｃａ２＋、Ｆｅ３＋、Ａｌ３＋等结合，转
化为难溶性磷酸盐，很难被植物吸收利用［３］。然而巨大芽孢

杆菌不但能分解有机磷物质，而且也能分解难溶性磷化合

物［４］。因此，在农业上常被用来做磷细菌肥料。

紫外线是一种使用最早、沿用最久、应用广泛、效果明显

的物理诱变剂。尽管几十年来，不断有各种新的诱变剂出现

和应用于诱变育种，但到目前为止，经诱变处理后得到的微生

物肥料高产菌中，有８０％左右是通过紫外线诱变后筛选获得
的。紫外线迄今仍然是微生物育种中最常用和有效的诱变剂

之一［５－６］。卢金珍等研究表明，采用蒙金娜有机磷培养基对

巨大芽孢杆菌进行紫外诱变，其解磷能力达到１６．８５ｍｇ／ｍＬ，
比出发菌株提高了１１７．７％［７］。

微生物溶解无机磷的机理复杂，研究认为，一些微生物解

磷主要是其分泌质子的溶解作用，另一些猜测认为是小分子

有机酸的酸溶和螯合作用。虞伟斌等研究表明，有机酸的螯

合作用是解磷菌 Ｋ３解磷的主要机理
［８］。研究表明，巨大芽

孢杆菌有机酸主要代谢产物是葡萄糖酸、乳酸和乙酸［９］。伊

軻研究发现，产气肠杆菌在溶磷过程中可能是主要通过增强

细胞内ＴＣＡ循环而增加体系能量，从而获得较多种类和含量
的有机酸［１０］。

本试验以解磷能力较强的巨大芽孢杆菌１１４３３为出发菌
株，进行紫外诱变，获得高效解磷菌株，进而对解磷菌发酵液

中的有机酸与溶磷量的关系进行了探索，为该菌株在微生物

肥料中的应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验主要仪器（表１）和主要试剂
衍生化试剂：甲氧基铵盐酸盐／吡啶溶液（色谱纯，Ｆｌｕｋａ

公司），色谱纯 Ｎ－甲基 －Ｎ－（三甲基硅烷）三氟乙酰胺
（ＭＳＴＦＡ），（购自 Ｆｌｕｋａ公司）；色谱纯吡啶（纯度：９９．８％），
购自美国Ｓｉｇｍａ公司。试验用水为Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水。葡萄糖
酸、乙酸、柠檬酸等标准样品，分析纯。

表１　主要试验仪器

仪器名称 型号 生产厂商

数显ｐＨ计 ＦＥ２０ 北京汇中顺成科技有限责任公司

紫外可见分光光度计 ７５２ 天津市拓普仪器有限公司

高效液相色谱 Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
气相－质谱联用仪 ６９８０ ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ

电子天平 ＳＣ６０１０ 梅特勒 －托利多常州衡器有限
公司

摇床 ＳＫＹ－２１０２苏坤实业有限公司

１．２　菌株与培养基
菌种来源：巨大芽孢杆菌１１４３３，中国普通微生物菌种保

藏管理中心，编号１．２２３。
营养琼脂培养基：蛋白胨１０ｇ／Ｌ，牛肉膏５ｇ／Ｌ，氯化钠

５ｇ／Ｌ，琼脂２０ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０～７．２，１２１℃ ２０ｍｉｎ灭菌。
种子培养基：葡萄糖 １０ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ６ｇ／Ｌ，

ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ，尿素 １．５ｇ／Ｌ，酵母粉 １ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０４１ｇ／Ｌ，ｐＨ值 ７．０，１２１℃２０ｍｉｎ灭菌。

无机磷发酵培养基：葡萄糖１０ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ／Ｌ，
ＮａＣｌ０．３ｇ／Ｌ，ＫＣｌ０．３ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．３ｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ０．０３ｇ／Ｌ，Ｃａ３（ＰＯ４）２５ｇ／Ｌ，ｐＨ
值７０～７．５，１２１℃ ２０ｍｉｎ灭菌。

无机磷固体培养基：葡萄糖１０ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ／Ｌ，
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ＮａＣｌ０．３ｇ／Ｌ，ＫＣｌ０．３ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．３ｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ０．０３ｇ／Ｌ，Ｃａ３（ＰＯ４）２５ｇ／Ｌ，琼
脂２０ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０～７．５，１２１℃２０ｍｉｎ灭菌。
１．３　高效解磷菌的筛选
１．３．１　种子液制备　将４℃斜面保存的巨大芽孢杆菌活化，
将其分别划线于营养琼脂培养基上，３７℃培养２４ｈ，挑取活
化的菌落，接于种子培养基，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养２０ｈ。
１．３．２　发酵培养　将种子液按５％接种量接入无机磷发酵
培养基，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养４ｄ，同时设置不接种作为
对照培养。

１．３．３　菌株的诱变处理方法　菌株的诱变处理采用紫外诱
变方法，诱变处理的流程为：出发菌株孢子悬液→紫外诱变→
根据解磷圈直径与菌落直径比值初筛→摇瓶复筛→斜面保
存、遗传稳定性试验。

将磁力搅拌器置于功率为３０Ｗ的紫外灯下３０ｃｍ处，打
开紫外灯，以稳定波长预先照射２０ｍｉｎ杀菌。无菌移液管移
取１ｍＬ，放入盛有９９ｍＬ无菌水的三角瓶中，振荡５ｍｉｎ充分
摇匀，使细菌分散。将样品稀释成为１０－２ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液。
取５ｍＬ制作的孢子悬液于直径７ｃｍ带有转子的平皿中。将
平皿放在诱变箱的磁力搅拌器上，开启磁力搅拌器，打开皿

盖，分别照射０、１５、３０、４５、６０、７５、９０、１２０ｓ。将照射处理的孢
子悬液分别进行梯度稀释，取各照射剂量１０－８～１０－５稀释度
的孢子悬液 ０．１ｍＬ分别涂布平皿，每个梯度做３个平行。
３７℃ 避光的环境下，将平皿倒置培养１８～２６ｈ，观察平皿上
解磷圈和菌落的生长情况。以未经紫外线处理（处理 ０ｓ）的
孢子悬浮液涂布的平皿作对比，计算致死率，以紫外照射时间

为横坐标，致死率为纵坐标绘制致死率曲线。

１．３．４　解磷菌的筛选
１．３．４．１　解磷菌的初筛　根据诱变存活菌株在解磷培养基
上形成的解磷圈直径与菌落直径比值观察诱变效果，筛选比

值大于出发菌株１５％的为正突变，小于１５％的为负突变，进
行复筛。

１．３．４．２　解磷菌的复筛　采用“１．３．１”节和“１．３．２”节的方
法摇瓶培养，加入０．５％质量浓度经酸洗碱洗后的无磷活性
炭，发酵液１５０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，取上清液，据国标 ＮＹ
４１２—２０００中所述方法以钼锑抗比色法测定速效磷含量。以
菌株发酵液含磷量减去不接菌的空白对照发酵液含磷量衡量

菌株的解磷能力，同时测定菌株不同时间段的ｐＨ值变化。
１．３．４．３　遗传稳定性试验　将筛选出的高产菌株 Ｄ在斜面
培养基上连续转接５代，根据钼锑抗比色法测定有效磷含量，
检测其遗传稳定性。

１．３．５　种子生长曲线测定　本试验以菌株１１４３３－Ｄ为研
究对象，将甘油管保存的孢子悬液０．８ｍＬ接种于种子培养
基，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养１８ｈ得到一级种子液。按２％
的接种量将一级种子液接种至含３００μＬ培养基的生长板中，
３７℃条件下在全自动生长曲线分析仪上培养４８ｈ，每隔２ｈ
取样测定１次Ｄ６００ｎｍ，３个平行样。试验结束后，根据培养过
程中不同时间的吸光度，绘制 Ｄ６００ｎｍ与培养时间（ｈ）的关系
曲线。

１．４　解磷机理的探讨
１．４．１　气相色谱－质谱联用仪（ＧＣ－ＭＳ）测定有机酸　无

机磷发酵液离心—冷冻干燥—衍生化—气质检测。

１．４．１．１　样品的处理　取５ｍＬ发酵液在１００００ｒ／ｍｉｎ条件
下离心１０ｍｉｎ，取上清１００μＬ，加入１０μＬ内标混合液，混匀
后真空冷冻干燥。

１．４．１．２　样品的衍生化　 冻干后样品加５０μＬ甲氧基铵盐
酸盐／吡啶溶液（２０ｍｇ／ｍＬ），涡旋使冻干的样品充分溶解，置
于４０℃水浴反应８０ｍｉｎ；加８０μＬＭＳＴＦＡ（Ｎ－甲基 －Ｎ－
（三甲基硅烷）三氟乙酰胺溶液，混合均匀，置于４０℃水浴反
应８０ｍｉｎ；将衍生化后的样品１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；取上
清液１００μＬ装于进样瓶中，并编号，室温放置２ｈ，准备进行
ＧＣ－ＭＳ检测。
１．４．１．３　主要色谱条件　色谱柱：硅色谱柱［ＤＢ－５ＭＳ，
３０ｍ（长）×０．２５ｍｍ（内径）×０．２５μｍ（膜厚）］，购自 Ｊ＆Ｗ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｆｏｌｓｏｍ，ＣＡ，ＵＳＡ；进样量：１μＬ；采用柱后分流技术，
分流比为１∶１０；载气：高纯氦气（纯度：９９．９９９５％），购自北
京氦普北分气体工业有限公司；恒压模式：９１ｋＰａ；进样口温
度：２８０℃；柱温箱升温程序：进样后炉温在 ７０℃ 保持

２ｍｉｎ，以５℃／ｍｉｎ的速度升温到２９０℃，保持 ３ｍｉｎ，再降温
到７０℃；ＧＣ－ＭＳ接口温度：２８０℃。
１．４．１．４　主要质谱条件　电离方式：电子轰击电离（ＥＩ＋）；
离子源温度：２５０℃；电子轰击能量：７０ｅＶ；离子电流：４０μＡ；
扫描质量范围：５０～８００ｍ／ｚ。
１．４．２　ＨＰＬＣ法测定有机酸
１．４．２．１　色谱条件　高效液相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
１２００ｓｅｒｉｅｓ；检测器：紫外检测器；色谱柱：Ｐｒｅｖａｉｌ有机酸柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：磷酸调 ｐＨ值至２．５的
２５ｍｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４溶液；流速：０．５ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：
２１０ｎｍ；进样量：５μＬ；柱温：２０℃。

发酵液中有机酸的测定：取发酵液５ｍＬ，１００００ｒ／ｍｉｎ离
心，取上清液，稀释１０倍，过０．２２μｍ微孔滤膜，利用高效液
相色谱测定所产有机酸。

１．４．３　测量指标　对发酵液每隔１２ｈ取样测定１次，测定
ｐＨ值、有机酸和有效磷含量，并且对发酵液进行平板计数。

发酵液ｐＨ值用 ｐＨ计测定。解磷能力据国标 ＮＹ４１２—
２０００中钼锑抗比色法测定有效磷含量。计数根据稀释涂布
平板法计数。有机酸采用仪器ＧＣ－ＭＳ和ＨＰＬＣ测定。

２　结果与分析

２．１　紫外诱变筛选高效解磷菌
２．１．１　紫外诱变的致死率曲线　由图１可见，紫外照射时间
为４５ｓ时，致死率达到了 ７２％，当照射时间分别为 １５ｓ和
３０ｓ时，致死率分别为３０％和５１％。对于不同的菌株，在不
同的致死率下，其正突变率不容易确定，所以为了增加高效磷

细菌筛选的概率，本研究采取高、中、低３个致死率下对应的
照射时间４５、３０、１５ｓ分别对菌株１１４３３的孢子悬液进行处
理，处理完毕后将３个致死率下的菌液混合均匀，用于高产菌
株的筛选。

２．１．２　初筛、复筛高效解磷菌　在照射功率为３０Ｗ、照射距
离为３０ｃｍ条件下对１１４３３进行紫外诱变，选取照射时间为
１５、３０、４５ｓ以及经照射后三者的混合液在黑暗条件下进行稀
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释涂布平板，分别标记为Ａ、Ｂ、Ｃ和Ｄ。根据菌落在平板上产
生的解磷圈直径与菌落直径的比值，筛选比值大于出发菌株

１５％的为正突变，小于１５％的为负突变，鉴定诱变效果（表１）。

表１　解磷菌初筛

编号 总菌落数
正向

菌落数

负向

菌落数

正突变率

（％）
负突变率

（％）

Ａ １１０ ２４ １１ ２１．８０ １０．００
Ｂ ９８ １７ ９ １７．３０ ９．１８
Ｃ ８３ １１ ４ ２０．７５ ７．５５
Ｄ ７２ １８ ５ ２５．００ ６．９４

　　根据初筛菌株，选取表１中的正向突变菌株测定解磷能
力。根据４个菌株的解磷能力，其中 Ｄ菌株的解磷能力最
强。结果发现，经摇床培养１２ｈ诱变菌株的有效磷含量比出
发菌株高出３６％，培养２４～７２ｈ突变菌株Ｄ有效磷含量比出
发菌株高出４８％～１１５．６２％，其中培养７２ｈ有效磷含量达到
最大，为 ４６．７９μｇ／ｍＬ，比出发菌株高出 １１５．６２％。培养
７２～８４ｈ时，解磷能力有所下降，ｐＨ值也逐步升高（图２）。

２．１．３　高产菌株１１４３３－Ｄ的遗传稳定性试验　将筛选出
的高产菌株Ｄ在斜面培养基上连续传代５次，解磷量稳定在
４３．２９～４６．７１μｇ／ｍＬ（表２），表明该菌株的遗传性能稳定。

表２　１１４３３－Ｄ的遗传稳定性

传代数 １ ２ ３ ４ ５
产量（μｇ／ｍＬ） ４６．７１ ４５．９６ ４４．６７ ４３．２９ ４４．５５

２．１．４　菌株种子生长曲线的确定　测定１１４３３－Ｄ的生长
曲线，有利于了解种子的生长状态，对指导发酵生产具有重要

意义。从图３可以看出，菌体在培养８ｈ左右达到对数生长
期，根据试验安排，选取处于对数生长期中期，１８ｈ左右的种

子液进行接种试验，此时的种子液为乳白色，并具有特殊气

味，染色镜检时，菌丝体致密。

２．２　解磷机理研究
根据气相色谱－质谱联用仪的测定结果（表３），对发酵

液中的有机酸进行分析，发现峰值最高的是葡萄糖酸，峰值最

低的是乙酸，匹配度较高的是硬脂酸、棕榈酸和葡萄糖酸，匹

配度较低的是戊酸、２－丁烯酸。由于在解磷作用发挥主要功
能的是小分子有机酸，所以对匹配度相对较高的有机小分子

酸（葡萄糖酸、乙酸、丙酸、丁酸）进行液相分析，以期在发酵

液中快速检测到有机酸。结果发现，菌株产生３种有机酸，分
别为葡萄糖酸、乙酸和丙酸。

表３　气相色谱－质谱联用仪对主要解磷菌的有机酸检测结果

样品名字 匹配度（％） 峰高 保留时间（ｍｉｎ）
葡萄糖酸 ９１ ６２８．２９５ ７．１５９
乙酸 ７２ ２２０．０９５ ９．５９２
丙酸 ９１ ３２２．１４５ １１．８１２
戊酸 ６４ ２３１．１２９ １３．２９２
丁酸 ７２ ２６２．１４２ １４．９５３
正十五烷酸 ７０ ３１４．２６４ １８．９１６
２－丁烯酸 ６２ ２６０．１２６ １９．２７７
２－异丙基苹果酸 ９０ ３９２．１８７ ２６．６９３
花生四烯酸 ８６ ３７６．２８０ ２８．２２２
棕榈酸 ９８ ３２８．２８０ ３７．０６９
硬脂酸（十八酸） ９９ ３５６．３１１ ４０．８０１

　　通过对解磷菌１１４３３－Ｄ发酵液中解磷能力、活菌数进
行检测，发现０～１２ｈ菌处于对数生长期，菌数快速增到８×
１０９ＣＦＵ／ｍＬ，ｐＨ值下降到６．５６，１２～３６ｈ菌体生长处于稳定
期，菌数维持在３×１０１０ＣＦＵ／ｍＬ，达到最大值，发酵液中有机
酸以葡萄糖酸为主，此外，还有乙酸和丙酸。３６～８４ｈ主要产
生葡萄糖酸，且３６ｈ开始有少量乙酸分泌，４８ｈ开始产生丙
酸。发酵液ｐＨ值伴随有机酸的分泌一直在下降。１２～８４ｈ
发酵液中有效磷含量从１２．２５μｇ／ｍＬ上升至４６．５８μｇ／ｍＬ。
试验发现解磷量与ｐＨ值、小分子有机酸有关。

３　结论

本研究采用紫外诱变对巨大芽孢杆菌进行诱变处理，获

得 １株高效突 变菌 株 １１４３３－Ｄ，该 菌 株 解 磷 量 达
４６．７９μｇ／ｍＬ，比出发菌株高出１１５．６２％，经连续传代５次，
其遗传稳定性非常高。经ＧＣ－ＭＳ和 ＨＰＬＣ检测发现，该菌
能产生葡萄糖酸、乙酸和丙酸。有机酸的变化直接影响磷含
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量的变化。试验结果为更好地研究解磷菌在土壤中发挥作用

奠定了一定的理论基础。
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江苏省泰州地区农村环境治理现状及改善对策

黄盼盼１，沈建新２

（１．南京农业大学金融学院，江苏南京２１００９５；２．江苏省农业科学院，江苏南京２１００１４）

　　摘要：农村生态环境保护是社会主义新农村建设的重要组成部分，农业现代化的实现应当在保护农业生态环境的
大前提下进行。江苏省泰州市由于其优越的地理位置与自然环境，以及对农业科技、企业现代化管理方法的运用，农

业产业化建设成效明显，近年来农村经济得到了长足发展，无公害农业、绿色农产品发展势头良好，极大地促进了农民

增收。通过分析泰州市农村生态环境治理的现状，总结其环境问题的成因，并提出对策。
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　　农村生态环境保护是社会主义新农村建设的重要组成部
分，农业现代化的实现应当在保护农业生态环境的大前提下

进行。２０１５年我国开始实施的新《环境保护法》更是将绿色
低碳生活作为公民义务予以强调，作为一部行政法律，新《环

境保护法》规定虚报污染情况的领导干部以及重大环境违法

事件的主要负责人必须引咎辞职。这些法律法规的实施，表

明了国家对于保护生态环境、实现可持续发展的决心。加强

农村生态环境保护，留住绿水青山，才能实现金山银山。江苏

省泰州市地处江苏省中部，西南部与江苏省镇江市、无锡市、

常州市、苏州市４市相望，东临南通市，西接扬州市，北与盐城
市、淮安市毗邻，是苏中地区入江达海５条巷道的交汇处。泰
州市生态环境良好，有国家卫生城市、国家环保模范城市、国

家园林城市的美誉；雨热同期的亚热带季风气候以及冲击平

原地貌使得泰州市农业发展具有得天独厚的优势。绿色农

业、有机农业对生态环境有更高的要求。作为农业大市，２０１６

年上半年泰州市实现农林牧副渔业总产值１４７．４５亿元，其中
农业总产值７４．９８亿元，占农林牧副渔业总产值的５０．８％。
自２０１３年江苏省被确定为全国拉网式农村环境综合整治试
点工作试点省份以来，泰州市顺应发展绿色农业、有机农业的

潮流，在农村生态环境治理方面取得了丰硕成果，但是农村生

态环境系统复杂、治理难度大。长期以来，泰州市对农村生态

环境重视程度不够，使得农村生态环境问题日益突出。２０１６
年７月，笔者通过对泰州市农村生态环境治理现状进行实地
考察发现，泰州市农村地区生态环境质量总体良好，大气状

况、水体质量不断改善，但仍然存在大范围的土壤污染问题。

本研究探讨了泰州市农村生态环境治理现状及存在问题，并

提出相应对策，旨在为改善泰州市农村生态环境状况，实现农

业可持续发展提供依据。

１　泰州市农村生态环境治理现状及存在问题

１．１　大范围的土壤污染
土壤污染来源广、治理难度大，是农村生态环境治理的重

要组成部分。随着工业化、城市化的发展，工业和生活废水排

放、污水灌溉以及农用机械尾气排放，都会造成土壤污染。污

染物不仅会改变土壤结构、功能、组织，抑制农作物生长，导致

农作物减产甚至绝收，还会通过食物链，迁移至动物、人体内，

危害人类健康。赵瑾等对泰州市７２份蔬菜中重金属铅、镉含
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