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　　摘要：为了开发高效微生物解磷肥，利用解磷菌选择培养基，从陕西省西安市周至县猕猴桃园农田土壤中分离出
具有降解无机磷能力的菌株共计９株，通过纯化培养，筛选出１株高效无机磷降解菌ＪＷＰ３。利用１６ＳｒＤＮＡ基因序列
分析方法对该菌株的分类信息进行鉴定，鉴定结果表明该菌株为胶质芽孢杆菌 （Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓｕｓ）。并通过
试验确定了该菌株的最适培养条件：初始接种量４％，摇床转速２００ｒ／ｍｉｎ，培养温度３０℃，初始ｐＨ值为７。试验结果
可为无机磷降解菌ＪＷＰ３的大规模工业化生产提供数据支持。
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　　磷元素是植物生长所必需的三大营养要素之一，我国有
７５％的土壤缺磷［１］，特别是北方石灰性土壤，虽然全磷含量

很高，均在０．５７～０．７９ｇ／ｋｇ之间，但由于土壤中存在大量
的游离碳酸钙，大部分磷形成难溶性的磷酸钙盐，能被作物吸

收利用的有效磷含量很低［２］，土壤中 ９５％的磷为无效形
式［３］，大部分与土壤中Ｃａ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋、Ａｌ３＋结合形成难溶性
磷酸盐。因此，如何开发和有效利用这部分被土壤固定的磷

是目前我国农业生产中急需要解决的问题。

而土壤中存在着一些微生物能够将难溶性的磷酸盐转化

为可利用形态，这些微生物称为解磷微生物 （ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇｍｉｃｒｏ－ｏｒｇａｎｉｓｍｓ，ＰＳＭ），能够将难溶性的磷酸盐
如矿磷粉转化为水溶性磷，提高土壤中的可溶性磷含量，从而

改善植物磷素营养，提高作物产量［４－６］。因此，对解磷微生物

菌剂及其应用的研究，成为了土壤微生物修复研究的热点，对

提高土壤肥力和促进农作物增产具有重要的意义。

由于不同种类的解磷菌或菌株之间的解磷能力和接种效

果差异悬殊，所以高效解磷菌株的筛选显得尤为重要［７］。本

试验以磷酸钙为唯一磷源，通过选择性培养，从陕西省西安市

周至县猕猴桃园大田土壤中分离筛选出９株解磷菌株，并通
过分离、纯化、复筛，得到１株解磷能力较强的细菌 ＪＷＰ３，研
究该菌株的生理生化特征及对磷矿石的降解特性，确定菌株

的最适接种量，最适ｐＨ值、最适生长温度及摇床转速对解磷
能力的影响，确定该菌株的生长情况及解磷能力，为开发新的

成本低、效果好且不污染环境的解磷菌肥提供科学依据，对发

展绿色农业具有十分重要的意义。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　土样　采集陕西省西安市周至县猕猴桃园土壤，土样
?集方法为五点采样法，去除表层土壤，用土钻取深度为０～
２０ｃｍ的土壤，将５个不同点的土样混合为１份，装入无菌样
品采集袋，标签注明采样信息，放入４℃冰箱保存。
１．１．２　培养基　无机磷液体培养基：蔗糖 １０．０ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．３ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ
０．３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，Ｃａ３（ＰＯ４）２
５．０ｇ，，蒸馏水１．０Ｌ，ｐＨ值 ７．２～７．５，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

无机磷固体培养基：无机磷液体培养基中加入 ２０ｇ
琼脂。

ＬＢ液体培养基［８］：蛋白胨１０ｇ，酵母粉 ５ｇ，氯化钠 ５ｇ，
加蒸馏水至１Ｌ，ｐＨ值７．０。
１．２　方法
１．２．１　解磷菌的富集　取１只２５０ｍＬ锥形瓶，加入无机磷
液体培养基１００ｍＬ，向锥形瓶中加入１ｇ土壤样品，摇床培养
２ｄ（温度３０℃，转速１８０ｒ／ｍｉｎ），吸取锥形瓶底部菌液进行
转接，富集解磷菌，每次转接前将菌液涂布到平板上计数。重

复上述步骤，对不同样品进行处理。

１．２．２　解磷菌的初筛　将富集培养基中的菌种转接到含磷
酸钙无机盐培养基的平板上，置于３０℃恒温培养箱中，出现
菌落后，挑取单菌落转接至新的固体培养基上，重复上述操作

３次，将单菌落放入冰箱保存备用。
１．２．３　解磷菌的复筛　将初筛出的菌株转接到装有５０ｍＬ
磷酸钙液体培养基中，摇床培养５ｄ，涂布，记录菌数，同时检
测磷酸钙的降解，将菌液以８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清
１０ｍＬ，加５ｍＬ钼锑抗显色剂，加蒸馏水定容至５０ｍＬ，以不
接菌处理为对照，用分光光度计测量吸光度，计算磷含量，筛

选出１株生长旺盛、降解能力强的菌株。
１．２．４　菌株形态学特征　将分离纯化得到的菌株在固体平
板上进行划线培养，在温度为３０℃的条件下培养２ｄ，观察菌
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株生长状况及菌落特征。

１．２．５　菌株 １６ＳｒＤＮＡ序列分析及比对　选用细菌 １６Ｓ
ｒＤＮＡ通用引物 ２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）
和１４９２Ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）建立 ＰＣＲ扩
增体系进行扩增。ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）：５×ＯｎｅＴａｑ
ＳｔａｎｄａｒｄＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ１０μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１μＬ，
１０μｍｏｌ／ＬＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ１μＬ，１０μｍｏｌ／ＬＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ
１μＬ，ＯｎｅＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ１μＬ，ＴｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ２．０μＬ，
Ｎｕｃｌｅａｓｅ－Ｆｒｅｅｗａｔｅｒ３４μＬ。扩增程序：９４℃预变性１０ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，６５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循
环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ。产物经纯化后测定基因序列，利用
Ｂｌａｓｔ将菌株的基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的序列进行比
较，选取相似性较高的模式菌株序列，用 ＭＥＧＡ５．１中
Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法比较同源性，构建系统发育树。
１．２．６　菌株解磷能力测定　配制解磷培养基（不加磷源）按
５０ｍＬ每瓶分装于２５０ｍＬ锥形瓶中，分别加入０．１ｇ准确称
取的磷酸钙，在１２１℃条件下灭菌２０ｍｉｎ，每个锥形瓶接入
２％待测菌悬液，２８℃ １８０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床培养５ｄ，菌液
８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清１０ｍＬ，加５ｍＬ钼锑抗显色
剂，加水定容至５０ｍＬ，利用分光光度计测定并计算上清液中
磷含量。

１．２．６．１　最适初始接种量测定　配制液体培养基，按１％、
２％、３％、４％和５％等５个接种量接入到解磷培养基中，在
２８℃ 条件下摇瓶培养５ｄ，菌液８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
上清１０ｍＬ，加５ｍＬ钼锑抗显色剂，加水定容至５０ｍＬ，利用
分光光度计测定并计算上清液中磷含量。

１．２．６．２　最适初始ｐＨ值测定　配制磷酸钙液体培养基，分
组调节ｐＨ值为５、６、７、８、９，按４％接种量接种，在２８℃条件
下摇瓶培养５ｄ，菌液８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清１０ｍＬ，
加５ｍＬ钼锑抗显色剂，加水定容至５０ｍＬ，利用分光光度计
测定并计算上清液中磷含量。

１．２．６．３　最适生长温度测定　按４％接种量将菌株接入培
养液中，调节ｐＨ值为７，将菌种接于磷酸钙液体培养基中，分
别置于温度为 ２４、２６、２８、３０、３２℃的摇床中培养 ５ｄ，菌液
８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清１０ｍＬ，加５ｍＬ钼锑抗显色
剂，加水定容至５０ｍＬ，利用分光光度计测定并计算上清液中
磷含量。

１．２．６．４　最适生长转速测定　按４％接种量将菌株接入培
养液中，调节 ｐＨ值为７，温度设置为３０℃，调节摇床转速分
别为１４０、１８０、２００、２２０ｒ／ｍｉｎ，培养５ｄ后，菌液８０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取上清１０ｍＬ，加５ｍＬ钼锑抗显色剂，加水定容
至５０ｍＬ，利用分光光度计测定并计算上清液中磷含量。
１．２．７　数据处理　数据采用 Ｅｘｃｅｌ２０１０和 ＳＰＳＳ１９统计软
件进行方差分析和多重比较。

２　结果与分析

２．１　解磷菌的筛选
对土壤样品进行涂布处理，初步得到菌株２１株，经复筛，

得到具有高效解磷能力的菌株９株，通过钼蓝比色法测量解
磷量。由表１可知，９株解磷菌的解磷能力相比于对照都有
明显增加。其中，ＪＷＰ２解磷效果最弱，菌液中速效磷含量为

１０．４７ｍｇ／Ｌ，比空白对照增加了３．７２ｍｇ／Ｌ，而菌株 ＪＷＰ３培
养液中速效磷含量最高，达到７３．２２ｍｇ／Ｌ，比空白对照增加
了６６．４７ｍｇ／Ｌ，其解磷能力最强，本试验以 ＪＷＰ３菌株为研究
对象，对其菌落特征和解磷特性做进一步研究。

表１　初筛菌株菌落平板计数结果及解磷能力测定

菌株编号
菌落数

（×１０５ＣＦＵ／ｍＬ）
速效磷含量

（ｍｇ／Ｌ）
增加量

（ｍｇ／Ｌ）

ＣＫ ０．０ ６．７５
ＪＷＰ１ ２．０ ２１．６９ １４．９４
ＪＷＰ２ １．１ １０．４７ ３．７２
ＪＷＰ３ １６．０ ７３．２２ ６６．４７
ＪＷＰ４ ７．８ ４９．３８ ４２．６３
ＪＷＰ５ １２．６ ６３．８７ ５７．１２
ＪＷＰ６ ６．９ ３０．６６ ２３．９１
ＪＷＰ７ ２．１ ２１．６９ １４．９４
ＪＷＰ８ ７．０ ４２．３９ ３５．６４
ＪＷＰ９ ６．２ ４９．６３ ４２．８８

２．２　菌落形态特征
采用平板划线法将 ＪＷＰ３菌株进行纯化，并涂布至固体

培养基上，培养２ｄ后，观察菌株形态。如图１所示，菌株单
菌落呈水滴状，菌落无色透明，边缘光滑，表面湿润且黏稠，菌

落直径约为０．５ｃｍ。

２．３　１６ＳｒＤＮＡ测序分析
菌株ＪＷＰ３经１６ＳｒＤＮＡ测序获得１４００ｂｐ的基因片段，

将序列信息提交到ＧｅｎＢａｎｋ数据库中，利用Ｂｌａｓｔ将菌株的基
因序列进行相似性比较，结果表明，菌株 ＪＷＰ３与胶质芽孢杆
菌属同源性很高，从１６ＳｒＤＮＡ序列相似性比较结果看，菌株
ＪＷＰ３与胶质芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓｕｓ）相似性达
到１００％，选取２１株同源性较高的胶质芽孢杆菌菌株序列与
待测菌株序列构建系统发育树（图２），从系统发育树可以看
出，菌株ＪＷＰ３与胶质芽孢杆菌相似性达到１００％且处于同一
分支，距离最近，鉴定菌株ＪＷＰ３为胶质芽孢杆菌。
２．４　菌株解磷能力研究
２．４．１　最适初始接种量　由图３可以看出，从接种量１％开
始，随接种量的增加，速效磷含量呈逐渐上升的趋势，当接种量

为４％时，菌液中速效磷含量达到最大（９６．５６ｍｇ／Ｌ），比接种
量为３．０％时高了１７．６ｍｇ／Ｌ，有显著性差异，而当接种量达到
５％时，解磷量为９６．５５ｍｇ／Ｌ，与４％时无显著性差异，从经济
角度考虑，选取４％为最适接种量。

—６９２— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第２０期



２．４．２　最适初始ｐＨ值　不同ｐＨ值对菌株生长及解磷能力
有显著影响，由图４可看出，当ｐＨ值达到７时解磷量达到最
大，菌液中的速效磷含量达到９７．２８ｍｇ／Ｌ，与其他ｐＨ值时有
显著差异，当ｐＨ值达到６时解磷能力为７４．９０ｍｇ／Ｌ，比 ｐＨ
值９时高了２．５ｍｇ／Ｌ，而比ｐＨ值８时低了１３ｍｇ／Ｌ，有显著
差异。因此确定，菌株 ＪＷＰ３的最适生长 ｐＨ值为７，且菌株
适合生长于中性或偏碱性的环境中，这对于菌株的大规模生

产有重要指导意义。

２．４．３　最适培养温度　温度的变化对菌株的降解作用有显
著影响，由图５可看出，随着温度的升高，菌株解磷能力逐渐
增强，当温度达到３０℃时，解磷量达到最高，菌液中的速效磷

含量达到１１２．６ｍｇ／Ｌ，比２８℃时增加了１４．６ｍｇ／Ｌ，而温度
为３２℃时，解磷量为８９．０５ｍｇ／Ｌ，与 ２８℃时相比，显著降
低，可能是温度升高导致菌株生长受到抑制，使解磷能力降

低，因此确定菌株ＪＷＰ３的最适生长温度为３０℃。

２．４．４　最适摇床转速　由图６可看出，不同摇床转速对菌株
解磷作用有明显影响，当摇床转速增加时，菌株解磷能力逐渐

增加，当转速达到 ２００ｒ／ｍｉｎ时，菌液中速效磷含量最高
（１１４．５ｍｇ／Ｌ），当转速达到２２０ｒ／ｍｉｎ时，解磷能力降低，菌
液中速效磷含量为９６．７７ｍｇ／Ｌ，比 ２００ｒ／ｍｉｎ时明显减少，二
者有显著差异，其原因可能是转速过高，产生的剪切力对菌体

造成机械损伤，降低了菌株的解磷能力［１５］，结果表明菌株

ＪＷＰ３的最适培养转速为２００ｒ／ｍｉｎ。

３　讨论

解磷微生物在土壤中磷循环相关的生物学系统中担任着

重要的角色，它可以将难溶磷素转化为可溶性磷，提高磷肥利

用率。解磷微生物分布十分广泛，但是，在自然条件下，这些

解磷微生物在土壤中的数量不足，难以发挥其活性，仅仅依靠

自然条件的作用不足以释放满足植物生长发育所需的磷素。

因此，人们便设想从自然条件下或生物体内筛选解磷菌株，制

成菌剂后回接到土壤中以转化足够的有效磷［９－１０］。本试验

从周至猕猴桃园根际土壤中筛选出９株具有解磷作用的菌
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株，采用难溶性磷酸盐 Ｃａ３（ＰＯ４）２为磷源，对解磷菌株的降
解能力进行测定，国内外已有许多关于解磷菌筛选的报道，解

磷菌株多为芽孢杆菌和假单胞菌［１１］，其解磷能力一般在

３１．５～５１９．７ｍｇ／Ｌ范围内［１２－１３］，本试验筛选的菌株ＪＷＰ３解
磷能力为１１４．５ｍｇ／Ｌ，处于中等水平。通过菌株形态特征分
析，及１６ＳｒＤＮＡ测序，并对序列进行比对确定菌株 ＪＷＰ３为
胶质芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓｕ）。

虽然微生物的溶磷能力取决于自身特征，如分泌质子、有

机酸和其他物质的数量和种类［１４］，但培养条件的不同也影响

了菌株的生长情况和降解特性，从陕西周至县猕猴桃园土壤

中筛选得到的高效解磷菌株 ＪＷＰ３在最适培养条件下，其解
磷能力达到１１４．５ｍｇ／Ｌ。试验表明，菌株ＪＷＰ３在初始ｐＨ值
为７，转速２００ｒ／ｍｉｎ，培养温度３０℃的条件下解磷能力最强。
接种量的选择，综合了菌株解磷能力及经济效益等因素，接种

量为４％时解磷能力达到 ９６．５５ｍｇ／Ｌ，与 ５％接种量时的
９６５６ｍｇ／Ｌ无显著差异，故确定最适接种量为４％。

目前，大多数研究者认为解磷菌溶解无机磷是因为解磷

微生物在新陈代谢过程中产生的各种有机酸［１５－１７］，这些有机

酸既能降低土壤 ｐＨ值，又可通过螯合作用结合土壤中的铁
铝钙镁等离子，从而使磷酸铁、磷酸钙、磷酸镁、磷酸铝等难溶

性的磷酸盐溶解［１８］。Ｉｌｌｍｅｒ等［１０］研究认为假单孢菌属的解

磷机制主要是产生质子，降低了培养基的ｐＨ值，从而使磷酸
盐溶解。解磷菌的解磷机制是很复杂的，一种解磷菌可能有

多个解磷机制［１９］，目前对解磷微生物的解磷机制还不是特别

清楚，从猕猴桃园土壤中筛选得到的这株解磷菌株 ＪＷＰ３，其
解磷机制还需作进一步深入研究。

４　结论

本研究从周至猕猴桃园采集土样，筛选到１２９株高效解
磷菌，通过复筛和解磷能力的测定，得到１株降解无机磷能力
最强的菌株，利用１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析方法对该菌株的
分类信息进行鉴定，鉴定结果表明该菌株为胶质芽孢杆菌

（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓｕｓ），命名为菌株 ＪＷＰ３，其解磷量达
到了１１４．５ｍｇ／Ｌ，具有较高的解磷能力。通过试验确定了该
菌株的最适培养条件：初始接种量４％，摇床转速２００ｒ／ｍｉｎ，
培养温度３０℃，初始ｐＨ值为７，为菌株的开发利用提供了数
据支持和理论基础。
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