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　　摘要：高效解磷菌的分离，可促进实用型生物肥料的开发，是实现对作物的可持续性供磷以维护环境健康与土壤
生产力的有力保障。以江西省赣州市某果园脐橙根际土壤作为试验材料，用平板筛选法筛选分离１２株具有解磷能力
的菌株，并结合钼锑抗比色法评估分离菌株的解磷能力，最终筛选出３株解磷菌（菌株编号为 ＱＣＧＪ－Ｂ０１、ＱＣＧＪ－
Ｂ０２、ＱＣＧＪ－Ｂ０４），这些菌株表现出高溶磷指数（范围为１．７１～２．５０）、强解磷能力（范围为２８０．７５～３１７．４８ｍｇ／Ｌ）、低
ｐＨ值（范围为４．０８～４．７７）。结果显示，ｐＨ值与解磷量呈负相关，表明酸化是３株解磷菌解磷的主要机制。对解磷
能力最强的ＱＣＧＪ－Ｂ０１进行全基因组测序分析，并基于管家基因鉴定得出，ＱＣＧＪ－Ｂ０１是新洋葱伯克霍尔德菌。全
基因组数据显示，ＱＣＧＪ－Ｂ０１的基因组大小为８１２７３２２ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为６６．９８％，预测到７４２５个基因，所有预测和
注释的基因序列都分配到ＫＥＧＧ通路中，检测了有机酸合成与磷酸盐代谢相关基因。本研究发现，ＱＣＧＪ－Ｂ０１具有
无机磷增溶基因（ｇｄｈ、ｐｑｑＢ、ｐｑｑＣ、ｐｑｑＤ、ｐｑｑＥ、ｇｌｔＡ）和磷酸盐转运系统基因（ｐｓｔＳ、ｐｓｔＣ、ｐｓｔＡ、ｐｓｔＢ、ｐｈｏＲ－ｐｈｏＢ、ｐｈｏＵ）。
此外，本研究还发现ＱＣＧＪ－Ｂ０１缺乏矿化磷酸酯的基因和编码磷酸酯转运蛋白的基因，可能使其无法利用额外的有
机磷源，不利于其在不存在有效磷的环境中生存。ＱＣＧＪ－Ｂ０１高效的解磷能力有益于将其用作生物肥料，并且其全
基因组数据有助于更好地理解其解磷性状的遗传基础。
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　　磷（Ｐ）是植株生长发育必需的养分之一，在植
株的干质量中占比约０．２％［１］。磷素不仅参与生物

大分子的合成（核酸、ＡＴＰ、酶、磷脂），也对植物的各
种生命活动（呼吸作用、光合作用和信号传导）起着

积极作用［２－４］。土壤中的总磷含量约占０．０５％，可
供植物吸收的有效磷含量则只占总磷含量的

０１％［５］，这与磷元素易被固定并且移动性极差有

关［６－７］。土壤中磷素储备的匮乏通常通过施加大量

磷肥来弥补，可以保证作物吸收到充足的磷，以营

求更高的产量，但是实际上作物对磷肥的利用率仅

有５％～２５％［８－９］，这是由于磷肥中的可溶性磷易

与土壤中的阳离子（Ｃａ２＋、Ｆｅ３＋、Ａｌ３＋或 Ｚｎ２＋）结合
而沉淀，与土壤固相表面（碳酸钙、氧化铝、氧化铁

和硅酸铝）相互作用而被吸附，且易被其他土壤生

物吸收转化成有机磷而固定［１０－１１］，使得磷肥中

７０％～９０％的可溶性磷都无法被植株吸收利用［１２］。

磷肥的大量施用也将导致环境污染问题，如有毒元

素（硒、砷）的积累、土壤养分失衡甚至进入地下水

体引起水体富营养化［１３－１５］。为了避免使用磷肥带

来的负面影响，寻求一种环境友好、资源节约且可

持续为作物供磷的方法意义重大。

解磷菌（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＳＢ）可
通过酸解、酶解、呼吸作用和 ＮＨ＋４ 同化作用等方式
将土壤中的难溶性磷转化成有效磷，并且能防止释

放出的有效磷再次转化成难溶性磷［１６－１８］。因此，将

ＰＳＢ作为化学磷肥的替代品，在可持续农业中有广
阔的应用前景。ＰＳＢ可以分泌低相对分子量的有机
酸（柠檬酸、苹果酸、丁二酸、草酸、葡萄糖酸等），而

有机酸在环境基质中自由扩散，通过降低 ｐＨ值和
络合金属阳离子，能够把土壤中的不溶性无机磷酸

盐转化成植物可利用的游离态磷酸盐离子［１９］。筛

选出高效ＰＳＢ并将其作为生物肥料回接入土壤中
是促进作物生长和提高作物产量的有效方法［２０］。

在过去几十年里，研究者从土壤和植物根际分离了

大量ＰＳＢ，如假单胞菌属、肠杆菌属、芽孢杆菌属、欧
文氏菌属、固氮菌属、根瘤菌属、慢生根瘤菌属、不
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动杆菌属、黄杆菌属、克雷伯氏菌属和微球菌属等

菌株都是土壤中常见的高效ＰＳＢ［８，２１－２２］。
基因的研究不仅能在更深层次理解生物个体

的特殊性，也有助于揭示生物特殊功能的作用机

制［２３］。通过对菌株的全基因组测序可以获得菌株

的基因组序列，以此来注释其重要的基因和蛋白，

进一步了解其功能、作用及调控机制。全基因组测

序是目前研究微生物进化和遗传等机制及主要功

能基因的关键工具［２４］。众多微生物都有解磷特性，

但目前并没有发现特异的解磷基因。关于提升ＰＳＢ
解磷能力的研究大多集中于筛选条件的选择和培

养条件的优化。本研究基于筛选的高效解磷菌株

的全基因组序列，对菌株的磷代谢途径和溶磷有关

基因进行分析，明确其功能和作用及调控机制，以

期为探究其解磷性状和遗传背景提供基础。

１　材料与方法

１．１　土样采集
土壤样品于２０２１年１０月采自江西省赣州市某

脐橙果园（地理位置：２６°１２′３０″Ｎ，１１５°１１′１１″Ｅ），将
果园划分成６个区域，每个区域选取５棵优质高产
且对应树龄在１０年以上的脐橙树进行取样。在选
定的脐橙树滴水线区域向下挖２０～３０ｃｍ深度采集
根际土壤，将采集的土壤样品收纳在灭菌塑料袋

中，在４℃冰箱中保存备用。
１．２　解磷菌的筛选

平板初筛：称取 ５ｇ过 ３０目筛的土样，加入
９５ｍＬ无 菌 水 中，摇 床 振 荡 ３０ｍｉｎ（３０℃，
１８０ｒ／ｍｉｎ）制备母液。采用梯度稀释法稀释母液，
取连续稀释所得土壤悬浮液（稀释倍数为１０３、１０４、
１０５）１００μＬ涂布到以磷酸三钙（ＴＣＰ）为唯一磷源
的无机磷（ＩＰ）琼脂培养基［含有１０．００ｇ／Ｌ葡萄糖、
０．５０ｇ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４、０．３０ｇ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、
０．３０ｇ／ＬＮａＣｌ、０．３０ｇ／ＬＫＣｌ、０．０３ｇ／ＬＦｅＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ、０．０３ｇ／ＬＭｎＳＯ４· Ｈ２Ｏ、５．００ｇ／ＬＣａ３
（ＰＯ４）２、５．００ｇ／Ｌ琼脂，ｐＨ值为７．０～７．５］上

［２５］。

每个处理设３次重复，于（３０±１）℃培养７ｄ。出现
清晰透明圈的菌落即认为是具有溶解难溶性磷酸

盐能力的菌株［２６－２７］。将选中的菌株单独以划线法

在ＩＰ琼脂培养基上纯化培养２～３代，纯化后的菌
落接种在ＩＰ斜面培养基上，于４℃保存以备进一步
的研究使用。

１．３　菌株的溶磷能力分析
１．３．１　菌株解磷能力的定性分析　将分离所得菌

株点接于ＩＰ琼脂培养基上，在（３０±１）℃培养７ｄ，
每个菌株设３次重复。随着菌落的生长，其周围逐
渐出现的透明区域代表 ＴＣＰ发生溶解。溶磷指数
（ＳＩ）＝透明圈直径（Ｄ）／菌落直径（ｄ），用ＳＩ初步评
估不同菌株的解磷能力［２８］。

１．３．２　菌株解磷能力的定量分析　用 ＬＢ液体培
养基活化解磷菌株来制备菌悬液（Ｄ６００ｎｍ＝０．７），按
照２％的接种量接入装有 ＩＰ液体培养基（不加琼
脂）的 锥 形 瓶 中。摇 床 培 养 ［（３０±１） ℃，
１８０ｒ／ｍｉｎ］７ｄ后取样，在６０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，
取上清液，用钼锑抗比色法测定上清液中的有效磷

浓度［２９］。每个处理重复３次，并以接种等量无菌水
的ＩＰ液体培养基作为空白对照（ＣＫ）。
１．４　菌株７ｄ动态溶磷量和ｐＨ值的测定

有效磷浓度的测定方法同“１．３．２”节，ｐＨ值用
ｐＨ计测定，每２４ｈ测定１次，连续测定７ｄ。
１．５　全基因组的测序和注释

基于ｄｅｎｏｖｏ测序技术对ＱＣＧＪ－Ｂ０１基因组进
行测序，利用生物信息学手段从头组装得到基因组

序列。采用二代 ＋三代即 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ＋ＰａｃＢｉｏ
的测序方式，要求每个样品同时提供不低于基因组

１００倍的 ＰａｃＢｉｏ测序数据和１００×Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序数
据，保证更完整更精确的组装，得到细菌基因组完

成图。用 ＦａｓｔＱＣ、Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ（Ｖｅｒｓｉｏｎ０．３６）等软
件对原始数据进行质控和过滤，用 ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏ
（Ｖｅｒｓｉｏｎ２．０４）完成基因组的组装，用 Ｇｌｉｍｍｅｒ
（Ｖｅｒｓｉｏｎ３．０２）、ｂａｒｒｎａｐ（Ｖｅｒｓｉｏｎ０．９）、ｔＲＮＡｓｃａｎ－
ＳＥ（Ｖｅｒｓｉｏｎ２．０）等软件对基因组进行预测，用
ＣＧＶｉｅｗ（Ｖｅｒｓｉｏｎ２）软件构建圈图，对解磷菌株
ＱＣＧＪ－Ｂ０１的基因组进行展示。对预测和注释的
基因序列进行分析，并根据与 ＫＥＧＧ途径的比较，
通过人工检查分配的基因功能，以确定有机酸合成

和磷代谢途径的存在。全基因组测序工作由上海

美吉生物医药科技有限公司完成。

基于菌株的 ３１个管家基因（ｈｏｕｓｅ－ｋｅｅｐｉｎｇ
ｇｅｎｅｓ：ｄｎａＧ、ｆｒｒ、ｉｎｆＣ、ｎｕｓＡ、ｐｇｋ、ｐｙｒＧ、ｒｐｌＡ、ｒｐｌＢ、ｒｐｌＣ、
ｒｐｌＤ、ｒｐｌＥ、ｒｐｌＦ、ｒｐｌＫ、ｒｐｌＬ、ｒｐｌＭ、ｒｐｌＮ、ｒｐｌＰ、ｒｐｌＳ、ｒｐｌＴ、
ｒｐｍＡ、ｒｐｏＢ、ｒｐｓＢ、ｒｐｓＣ、ｒｐｓＥ、ｒｐｓＩ、ｒｐｓＪ、ｒｐｓＫ、ｒｐｓＭ、
ｒｐｓＳ、ｓｍｐＢ、ｔｓｆ）序列，基于Ｂｌａｓｔ＋软件在上海美吉生
物医药科技有限公司的本地数据库中进行比对分

析，选择在种属水平上最接近的 １９株菌株，通过
ＭＥＧＡ６．０软件选择邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）
构建系统发育树。
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１．６　统计分析
每个处理均设３次重复，试验数据用ＳＰＳＳ１６．０

软件进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　解磷菌的分离和筛选
将来自脐橙根际的菌株接种到 ＩＰ琼脂培养基

上，菌株是否能生长与其能否利用 ＴＣＰ形式的无机
磷有关。从平板上生长的６６个菌落中挑取１２个菌
落结构独特的菌株，发现其周围均产生了清晰的透

明圈，这是由于菌落周围区域的剧烈酸化导致 ＴＣＰ
溶解。选择其中 ４个菌落及其透明圈展示在图
１中。
　　由表１可以看出，１２株ＰＳＢ在菌落的形态特征
上均有差异，根据菌落形态特征不同，认为这１２株
菌株属于不同菌种。这些分离株在 ＩＰ琼脂培养基
上生长７ｄ后，形成了大小明显不同的透明圈和菌
落。由表２可以看出，各菌株表现出不同的解磷能
力，各菌株的溶磷指数（ＳＩ）范围为１．０４８～２．５００，其
中ＱＣＧＪ－Ｂ０１的ＳＩ最大（２．５００），其次是ＱＣＧＪ－

Ｂ０４（２．０４３）和 ＱＣＧＪ－Ｂ０２（１．７０６）。ＱＣＧＪ－Ｂ０４
的透明圈直径（２．３５ｃｍ）和菌落直径（１．１５ｃｍ）都
最大。

表１　１２株ＰＳＢ分离株的形态特征

菌株编号 颜色 菌落形状 质地 高度 边缘

ＱＣＧＪ－Ａ０１ 淡黄色 圆形　　 光滑；黏稠；易挑起 扁平　　 规整　

ＱＣＧＪ－Ａ０２ 金黄色 同心圆形 粗糙；粉状；易挑起 扁平　　 锯齿形

ＱＣＧＪ－Ａ０３ 灰白色 卵圆形　 多皱；干燥；易挑起 隆起　　 毛糙　

ＱＣＧＪ－Ｂ０１ 淡黄色 点状　　 蜡状；湿润；易挑起 扁平　　 毛糙　

ＱＣＧＪ－Ｂ０２ 黄色　 圆形　　 光滑；硬质；难挑起 隆起　　 规整　

ＱＣＧＪ－Ｂ０３ 黄色　 同心圆形 粗糙；硬质；难挑起 隆起高　 规整　

ＱＣＧＪ－Ｂ０４ 乳白色 同心圆形 蜡状；黏稠；易挑起 扁平　　 规整　

ＱＣＧＪ－Ｂ０５ 黄色　 同心圆形 光滑；干燥；易挑起 扁平　　 规整　

ＱＣＧＪ－Ｂ０６ 乳白色 卵圆形　 多皱；干燥；易挑起 隆起　　 规整　

ＱＣＧＪ－Ｂ０７ 乳白色 圆形　　 多皱；黏稠；难挑起 火山口状 规整　

ＱＣＧＪ－Ｃ０１ 金黄色 圆形　　 光滑；湿润；易挑起 扁平　　 规整　

ＱＣＧＪ－Ｃ０２ 黄色　 不规则状 光滑；湿润；易挑起 隆起　　 毛糙　

　　 ７ｄ解磷量是评价菌株溶磷能力的又一个重要
指标。用ＩＰ液体培养基对１２株解磷菌的进一步筛
选试验结果（图 ２）显示，１２株 ＰＳＢ的解磷量为
６４１１～３０３．１４ｍｇ／Ｌ，菌株ＱＣＧＪ－Ｂ０１具有最高的
ＴＣＰ溶解能力（解磷量为 ３０３．１４ｍｇ／Ｌ），其次是
ＱＣＧＪ－Ｂ０２（解磷量为２８０．８４ｍｇ／Ｌ）。２个试验结
果均显示，解磷菌株 ＱＣＧＪ－Ｂ０１的解磷能力最强，
其次是ＱＣＧＪ－Ｂ０２，而ＱＣＧＪ－Ｂ０４产生了直径最大
的透 明 圈 和 菌 落，但 其 ７ｄ解 磷 量 却 最 低

（６４．１１ｍｇ／Ｌ）。因此，将 ＱＣＧＪ－Ｂ０１与 ＱＣＧＪ－
Ｂ０２、ＱＣＧＪ－Ｂ０４共 ３株 ＰＳＢ共同加入下部分试
验中。

２．２　３株ＰＳＢ７ｄ的动态解磷量和ｐＨ值
对菌株７ｄ的动态解磷量和 ｐＨ值的测定有助

于进一步了解菌株的解磷能力和明确有效磷浓度

与ｐＨ值之间的相关性，从而初步判断酸化是否是
菌株解磷的主要策略。在７ｄ培养过程中，３株ＰＳＢ
培养基中的有效磷浓度和 ｐＨ值的变化见图３。可
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表２　以ＳＩ为衡量标准对１２株ＰＳＢ解磷能力的测定结果

菌株编号
菌落直径

（ｃｍ）
透明圈直径

（ｃｍ） ＳＩ

ＱＣＧＪ－Ｂ０１ ０．４０ １．００ ２．５００

ＱＣＧＪ－Ｂ０４ １．１５ ２．３５ ２．０４３

ＱＣＧＪ－Ｂ０２ ０．８５ １．４５ １．７０６

ＱＣＧＪ－Ｂ０３ １．０５ １．５０ １．４２９

ＱＣＧＪ－Ｃ０２ ０．９６ １．１２ １．１６７

ＱＣＧＪ－Ｂ０５ ０．５６ ０．６５ １．１６１

ＱＣＧＪ－Ｃ０１ ０．９５ １．１０ １．１５８

ＱＣＧＪ－Ａ０１ ０．９６ １．０３ １．０７３

ＱＣＧＪ－Ａ０３ ０．８５ ０．９１ １．０７１

ＱＣＧＪ－Ｂ０６ ０．７５ ０．７９ １．０５３

ＱＣＧＪ－Ａ０２ １．００ １．０５ １．０５０

ＱＣＧＪ－Ｂ０７ １．０５ １．１０ １．０４８

以看出，随着菌株解磷量的上升，ｐＨ值也随之下降。
菌株 ＱＣＧＪ－Ｂ０１在培养 ４８ｈ达到最大解磷量
（３１７．４８ｍｇ／Ｌ）和最低ｐＨ值（４．０８）。菌株ＱＣＧＪ－
Ｂ０２在培养９６ｈ达到最大解磷量（２８３．５０ｍｇ／Ｌ）和

最低ｐＨ值（４．７７）。菌株 ＱＣＧＪ－Ｂ０４在培养２４ｈ
达到最大解磷量（２８０．７５ｍｇ／Ｌ）和最低 ｐＨ值
（４４３）。表明菌株通过分泌有机酸降低培养基 ｐＨ
值，释放了大量有效磷。３株菌株在培养前２４ｈ解
磷量的增速最快，培养２４ｈ后 ＱＣＧＪ－Ｂ０１、ＱＣＧＪ－
Ｂ０２菌株解磷量的增速放缓，达到最大值后有小幅
度波动。与以上２株菌株不同的是，ＱＣＧＪ－Ｂ０４的
解磷量在培养２４ｈ时达到最大值后便急剧下降，甚
至比空白对照（ＣＫ）的解磷量（２２．４ｍｇ／Ｌ）更低。
ＱＣＧＪ－Ｂ０４的ｐＨ值也在培养２４ｈ后急剧上升，最
高达８．２５，高于空白对照的 ｐＨ值（７．１０）。在空白
处理中检测到很少的可溶性磷，ｐＨ值也十分稳定，
与初始ｐＨ值（７．０８）相差不大。由图４可知，解磷
量与ｐＨ值间存在显著负相关关系（ｒ２＝０．９４３３）。
２．３　全基因组序列分析
２．３．１　基因组特征与种内系统发育分析　测序结
果显示，菌株 ＱＣＧＪ－Ｂ０１的 基 因 组 大 小 为
８１２７３２２ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为６７．５８％，基因组特征的
细节展示在图５中。预测的 ＱＣＧＪ－Ｂ０１基因总数
为７４２５个，包括６６个 ｔＲＮＡ和４个 ｒＲＮＡ编码基
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因。１６ＳｒＲＮＡ基因序列在同一细菌物种中高度保
守，因此它们经常用于识别和分类微生物。为了鉴

定ＱＣＧＪ－Ｂ０１，使用 ＢＬＡＳＴｎ将１６ＳｒＲＮＡ基因在
ＮＣＢＩ数据库中进行比对，通过比对发现，ＱＣＧＪ－Ｂ０１
与洋葱伯克霍尔德菌的相似性高达 ９９．９２９％，

ＱＣＧＪ－Ｂ０１与伯克霍尔德菌属其他菌种的相似性
匹配度也较高 （９９．７８８％ ～９９．９２９％）。上述分析
结果表明，菌株ＱＣＧＪ－Ｂ０１属于洋葱伯克霍尔德菌
群，该菌群有不少于 ２０种菌种，包括 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ
ａｎｔｈｉｎａ、新洋葱伯克霍尔德氏菌（Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ）、
洋葱伯克霍尔德氏菌（Ｂ．ｃｅｐａｃｉａ）、污染伯克霍尔德
氏菌（Ｂ．ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓ）、Ｂ．ｌａｔａ、吡咯伯克霍尔德菌
（Ｂ．ｐｙｒｒｏｃｉｎｉａ）和稳定伯克霍尔德菌（Ｂ．ｓｔａｂｉｌｉｓ）
等。１６ＳｒＲＮＡ基因无法清楚地区分洋葱伯克霍尔
德菌群中的菌种，而使用管家基因可以更好地辅助

细菌物种的分类，并且已经由许多研究证实［３０］。因

此，本研究基于管家基因创建了系统发育树，系统

发育树通过邻接法获得相关分类群的代表性菌株。

由图６可以看出，ＱＣＧＪ－Ｂ０１和新洋葱伯克霍尔德
菌（Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ）的亲缘关系最接近，序列相似性
达９９．２％。

２．３．２　有机酸合成与磷代谢基因分析　ＱＣＧＪ－
Ｂ０１有许多与有机酸合成和磷酸盐代谢有关的基
因，赋予菌株相关性状的基因见表 ３。葡萄糖酸
（ＧＡ）被认为是大多数细菌中负责溶解无机磷酸盐
的主要有机酸之一［３１］。ＧＡ可由醌蛋白葡萄糖脱氢

酶（ＧＤＨ）及其辅因子吡咯喹啉醌合成蛋白（ＰＱＱ）
共同作用而合成。ＱＣＧＪ－Ｂ０１是一株高效解磷菌
株，基因组分析结果表明，ＱＣＧＪ－Ｂ０１具有编码
ＧＤＨ的基因，并携带氧化还原辅因子 ｐｑｑ基因，包
括 ｐｑｑＢ、ｐｑｑＣ、ｐｑｑＤ、ｐｑｑＥ基因，缺乏ｐｑｑＡ基因。
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表３　ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａＱＣＧＪ－Ｂ０１的有机酸合成酶与磷代谢基因

基因ＩＤ ＫＯ数据库ＩＤ 基因名称 ＫＥＧＧ注释功能描述

ｇｅｎｅ６１５３ Ｋ１９８１３ ｇｄｈ 葡萄糖脱氢酶

ｇｅｎｅ１４９０ Ｋ０６１３９ ｐｑｑＥ ＰｑｑＡ多肽环化酶

ｇｅｎｅ１４９１ Ｋ０６１３８ ｐｑｑＤ 吡咯喹啉醌生物合成蛋白Ｄ

ｇｅｎｅ１４９２ Ｋ０６１３７ ｐｑｑＣ 吡咯喹啉－苯醌合成酶

ｇｅｎｅ１４９３ Ｋ０６１３６ ｐｑｑＢ 吡咯喹啉醌生物合成蛋白Ｂ

ｇｅｎｅ２１４９ Ｋ０１６４７ ｇｌｔＡ 柠檬酸合成酶

ｇｅｎｅ６６８８ Ｋ１９６７０ ｐｈｎＡ 磷酸乙酸水解酶

ｇｅｎｅ２３３２ Ｋ０４７５０ ｐｈｎＢ ＰｈｎＢ蛋白

ｇｅｎｅ５８１９ Ｋ０３４３０ ｐｈｎＷ ２－氨基乙基膦－丙酮酸转氨酶

ｇｅｎｅ２４１１ Ｋ０２０３６ ｐｓｔＢ 磷酸转运系统ＡＴＰ结合蛋白

ｇｅｎｅ２４１２ Ｋ０２０３８ ｐｓｔＡ 磷酸盐转运系统渗透酶蛋白

ｇｅｎｅ２４１３ Ｋ０２０３７ ｐｓｔＣ 磷酸盐转运系统渗透酶蛋白

ｇｅｎｅ２４１４ Ｋ０２０４０ ｐｓｔＳ 磷酸盐转运系统底物结合蛋白

ｇｅｎｅ２４０８ Ｋ０７６３６ ｐｈｏＲ 双组分系统，ＯｍｐＲ家族，磷酸调节蛋白感受器组氨酸蛋白激酶

ｇｅｎｅ２４０９ Ｋ０７６５７ ｐｈｏＢ 双组分系统，ＯｍｐＲ家族，磷酸调节蛋白反应调节剂ＰｈｏＢ

ｇｅｎｅ２４１０ Ｋ０２０３９ ｐｈｏＵ 磷酸盐转运系统蛋白

ｐｑｑＡ是一种由２４个氨基酸组成的短肽，是转化为
ＰＱＱ的前体［３２］。但 Ｔｏｙａｍａ等的研究发现，在甲基
杆菌ＰＱＱ的生物合成过程中，由 ｐｑｑＡ编码的酶是
非必需的［３３］。此外研究者还发现 ＱＣＧＪ－Ｂ０１具有
柠檬酸合成酶基因（ｇｌｔＡ）。许多研究结果表明，磷
酸酯的矿化是土壤有效磷的又一个主要来源，它是

一种有机磷化合物，包含１个碳—磷（Ｃ—Ｐ）键，而
不是众所周知的磷酸酯键（Ｃ—Ｏ—Ｐ）［３４］。ｐｈｎ基

因簇指导合成的碳—磷键裂解酶可使菌株将磷酸

酯水解成磷酸盐和烷烃。ＱＣＧＪ－Ｂ０１具有 ｐｈｎＡ、
ｐｈｎＢ、ｐｈｎＷ基因，其中ｐｈｎＡ是膦酰乙酸降解所必需
的，但是它缺失了大部分合成碳—磷键裂解酶复合

物所需的基因，包括 ｐｈｎＥ～ｐｈｎＯ，表明 ＱＣＧＪ－Ｂ０１
可能缺乏矿化磷酸酯的能力。

细菌对一般是通过质膜上特定的磷化合物转

运蛋白完成对磷的吸收，包含通过 ｐｓｔＳ、ｐｓｔＣ、ｐｓｔＡ、
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ｐｓｔＢ编码基因合成的无机磷酸盐特异性转运蛋白和
通过ｐｈｎＥ、ｐｈｎＤ、ｐｈｎＣ编码基因合成的磷酸酯转运
蛋白。ＱＣＧＪ－Ｂ０１具有 ｐｓｔＳ、ｐｓｔＣ、ｐｓｔＡ、ｐｓｔＢ基因但
未携带 ｐｈｎＥ、ｐｈｎＤ、ｐｈｎＣ基因，ｐｓｔＳ、ｐｓｔＣ、ｐｓｔＡ、ｐｓｔＢ
编码基因的激活受到磷缺乏响应调控系统的控制。

ＱＣＧＪ－Ｂ０１的磷缺乏响应调控系统由双组分调节
系统ｐｈｏＲ（磷酸盐调节感应激酶）－ｐｈｏＢ（磷酸盐
调节反应调控子）控制［３５］。ｐｈｏＲ通过磷酸化转录
因子 ｐｈｏＢ来响应磷酸盐的缺乏，然后 ｐｈｏＢ与称为
ｐｈｏＢＯＸ的ＤＮＡ序列结合，以激活或抑制基因的转
录。除此之外，还发现ＱＣＧＪ－Ｂ０１具有ｐｈｏＵ基因，
ｐｈｏＵ是一种金属结合蛋白，是在磷充足时进行
ｐｈｏＢ的去磷酸化所必需的，以避免不受控制的磷酸
盐摄取［３５］。

３　讨论

本研究以脐橙根际土壤为材料分离解磷菌，这

是因为与非根际土壤相比，根际土壤中的 ＰＳＢ种群
数量要高得多［３６］。本研究分离出了１２株菌落周围
能产生透明圈的菌株。根据溶磷指数（ＳＩ＞１．５）和
解磷能力（７ｄ溶磷量＞２５０ｍｇ／Ｌ）指标，筛选出了３
株最佳菌株（ＱＣＧＪ－Ｂ０１、ＱＣＧＪ－Ｂ０２、ＱＣＧＪ－
Ｂ０４），其中菌株ＱＣＧＪ－Ｂ０１的溶磷指数最大（ＳＩ＝
２．５００）且解磷量最高（３１７．４８ｍｇ／Ｌ）。进一步对３
株菌株在７ｄ中的动态解磷量和 ｐＨ值变化进行监
测，发现 ＱＣＧＪ－Ｂ０１、ＱＣＧＪ－Ｂ０２的 ｐＨ值分别在
４８、９６ｈ降到最小值，解磷量达到最大值，随后在一
个范围内波动，总体呈下降的趋势。这是由于菌株

在适宜的 ｐＨ值范围内才会展现出最佳的解磷活
性，而偏酸性的环境不适合菌株的生长，所以当 ｐＨ
值下降到一定程度时，解磷过程将会受到限制，这

与 Ｑｉａｎ等的试验结果［３７］一致。ＱＣＧＪ－Ｂ０４与
ＱＣＧＪ－Ｂ０１、ＱＣＧＪ－Ｂ０２的表现不同，在２４ｈ达到
最大解磷量和最小 ｐＨ值后，解磷量急剧下降，ｐＨ
值急剧上升，随后一直处于低溶磷量、高 ｐＨ值的状
态。Ｐéｒｅｚ等也发现了类似的情况，这是因为菌株生
长迅速，在培养基中达到了高细胞密度，因此需要

消耗 大 量 磷 来 维 持 菌 株 的 生 长［３８］。而 且

ＱＣＧＪ－Ｂ０４在ＩＰ琼脂培养基上表现出了比其他菌
株更大的菌落。上述结果都证明 ＱＣＧＪ－Ｂ０４生长
迅速，消耗了大量有效磷。菌株在细菌生长过程

中，ｐＨ值的下降伴随着培养基中可溶性磷含量的上
升，ｐＨ值的 （４．０８）最低值与最高的溶磷量

（３１７．４８ｍｇ／Ｌ）同时出现。可溶性磷含量与 ｐＨ值
呈负相关（ｒ２＝０．９４３３）。这与 Ｃｈｅｎ等的研究结
果［３９－４０］一致。ｐＨ值的下降可能是由于有机酸的产
生，表明酸化是该菌株溶解难溶性磷酸盐的主要

策略［４１－４２］。

有研究发现，土壤中的 ＰＳＢ数量十分可观，无
论是好氧菌株还是厌氧菌株均有被发现，如假单胞

菌属、芽孢杆菌属、根瘤菌属、伯克霍尔德菌属、无

色杆菌属、农杆菌属、微球菌属等，并且新的 ＰＳＢ菌
株也在不断涌现。本研究对解磷能力最强的菌株

ＱＣＧＪ－Ｂ０１进行了全基因组测序，通过菌种鉴定，
确定ＱＣＧＪ－Ｂ０１为新洋葱伯克霍尔德菌株（Ｂ．
ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ）。Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ是一种高ＧＣ含量的革
兰氏阴性菌，因其具有多条染色体、基因组岛和大

量插入序列，使其基因组具有高可塑性［４３－４４］。伯克

霍尔德氏菌属在许多研究中被发现具有溶解难溶

性磷酸盐的能力，但良好的磷酸盐溶解能力不是新

洋葱伯克霍尔德菌的普遍性状［４５－５０］。葡萄糖酸是

革兰氏阴性菌中发现最多的关于溶解难溶性磷酸

盐的基因，研究发现 Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａＱＣＧＪ－Ｂ０１具
有编码ｇｄｈ的基因，并携带氧化还原辅因子 ｐｑｑ基
因［５１－５２］。Ｙｏｕ等分离出的 Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａＣＲ３１８中
的醌蛋白葡萄糖脱氢酶编码基因缺失并表现出更

低的溶磷指数（ＳＩ＝２．００）［５０］，表明负责葡萄糖酸合
成的基因可能是提升新洋葱伯克霍尔德菌解磷能

力的关键因素之一。此外，还有研究发现 ＱＣＧＪ－
Ｂ０１具有柠檬酸合成酶基因（ｇｌｔＡ），增强了菌株分
泌有机酸的能力，从而增加了难溶性磷酸盐的可用

性。ＱＣＧＪ－Ｂ０１还携带ｐｓｔＳ、ｐｓｔＣ、ｐｓｔＡ、ｐｓｔＢ、ｐｈｏＲ－
ｐｈｏＢ、ｐｈｏＵ基因，ＱＣＧＪ－Ｂ０１通过基因组 ｐｓｔＳ、
ｐｓｔＣ、ｐｓｔＡ、ｐｓｔＢ负责的磷酸盐转运系统部分吸收无
机磷酸盐。Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａＱＣＧＪ－Ｂ０１缺乏矿化磷
酸酯的基因（ｐｈｎＥ～ｐｈｎＯ）和编码磷酸酯转运蛋白
的基因（ｐｈｎＥ、ｐｈｎＤ、ｐｈｎＣ），可能使其无法利用额外
的有机磷源，不利于其在不存在有效磷的环境中生

存。目前，关于具有溶解磷酸盐能力的新洋葱伯克

霍尔德菌的全基因组测序鲜有报道，本研究数据可

能有助于更好地理解这一性状的遗传基础。

４　结论

经过筛选分离，本研究得到３株解磷能力尤其
突出的菌株 ＱＣＧＪ－Ｂ０１、ＱＣＧＪ－Ｂ０２、ＱＣＧＪ－Ｂ０４，
它们在释放大量有效磷的同时也降低了溶液 ｐＨ
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值，初步确定酸化是其主要溶磷机制。此外，本研

究得到了ＱＣＧＪ－Ｂ０１全基因组序列，其基因组大小
为８１２７３２２ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为 ６７．５８％，预测到
７４２５个基因，包括６６个ｔＲＮＡ和４个ｒＲＮＡ编码基
因。基于管家基因鉴定 ＱＣＧＪ－Ｂ０１为新洋葱伯克
霍尔德菌。并且在全基因组水平揭示了 Ｂ．
ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａＱＣＧＪ－Ｂ０１具有无机磷增溶基因（ｇｄｈ、
ｐｑｑＢ、ｐｑｑＣ、ｐｑｑＤ、ｐｑｑＥ、ｇｌｔＡ）和磷酸盐转运系统基因
（ｐｓｔＳ、ｐｓｔＣ、ｐｓｔＡ、ｐｓｔＢ、ｐｈｏＲ－ｐｈｏＢ、ｐｈｏＵ）。此外，发
现ＱＣＧＪ－Ｂ０１缺乏矿化磷酸酯的基因和编码磷酸
酯转运蛋白的基因，可能使其无法利用额外的有机

磷源，不利于其在不存在有效磷的环境中生存。研

究呈现了ＱＣＧＪ－Ｂ０１全基因组数据，特别是关于菌
株的解磷基因，这将有助于进一步了解 ＱＣＧＪ－Ｂ０１
和其他类似生物关于解磷与磷代谢的复杂生物学

机制，并可能进一步深入了解该菌株作为生物肥料

在农业领域的实际应用。
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２０１３，１（１）：１－５．

［２２］ＰｅｒｅｉｒａＳＩＡ，ＣａｓｔｒｏＰＭＬ．Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ

ｅｎｈａｎｃｅＺｅａｍａｙｓｇｒｏｗｔｈｉｎａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＰ－ｄｅｆｉｃｉｅｎｔｓｏｉｌｓ［Ｊ］．

ＥｃｏｌｏｇｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０１４，７３：５２６－５３５．

［２３］周亮亮．柑橘溃疡病生防菌 ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＱＣ－Ｊ全基因组

测序及比较基因组学分析［Ｄ］．赣州：江西理工大学，２０２１：７－

１０．　

［２４］马锦锦．枸杞根际促生细菌筛选、培养基优化及基因组测序

［Ｄ］．泰安：山东农业大学，２０１７：１７－２３．

［２５］ＬｉｕＦＰ．ＬｉｕＨＱ，ＺｈｏｕＨＬ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍｂｅｔｅｌｎｕｔ（Ａｒｅｃａｃａｔｅｃｈｕ）ａｎｄ

ｔｈｅｉｒｅｆｆｅｃｔｓｏｎｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｉｎｔｒｏｐｉｃａｌ

ｓｏｉｌｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｌｏｇｙ＆ＦｅｒｔｉｌｉｔｙｏｆＳｏｉｌｓ，２０１４，５０（６）：９２７－９３７．

［２６］乔策策，王甜甜，王若斐，等．高效溶磷菌的筛选及其促生效应

研究［Ｊ］．南京农业大学学报，２０１７，４０（４）：６６４－６７０．

［２７］ＺａｉｄｉＡ，ＫｈａｎＭＳ，ＡｈｅｍａｄＭ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｏｎｂｙ
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ＩｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａＨｕｎｇａｒｉｃａ，２００９，５６（３）：２６３－２８４．
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Ｅｃｏｌｏｇｙ，２０１５，９６：２１７－２２４．

［２９］黄　静，盛下放，何琳燕．具溶磷能力的植物内生促生细菌的分

离筛选及其生物多样性［Ｊ］．微生物学报，２０１０，５０（６）：７１０－

７１６．　
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２６７１０．

［３２］ＭｉｓｒａＨＳ，ＲａｊｐｕｒｏｈｉｔＹＳ，ＫｈａｉｒｎａｒＮＰ．Ｐｙｒｒｏｌｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ－
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Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１２，３７（２）：３１３－３２５．
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Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９９８，１４４（１），１８３－１９１．

［３４］ＳｈａｒｉａｔｉＪＶ，ＭａｌｂｏｏｂｉＭ Ａ，ＴａｂｒｉｚｉＺ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ
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（１）：１－１２．
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［Ｊ］．ＡｆｒＪＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１２，１１（１１）：２７１１－２７１９．
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ｏｆｍｉｎｅｒａｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｎａｔｕｒａｌｌｙｃｏｌｏｎｉｚｉｎｇａ

ｌｉｍｏｎｉｔｉｃｃｒｕｓｔｉｎｔｈｅｓｏｕｔｈ－ｅａｓｔｅｒｎＶｅｎｅｚｕｅｌａｎｒｅｇｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｏｉｌ

Ｂｉｏｌｏｇｙ＆Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００７，３９（１１）：２９０５－２９１４．

［３９］ＣｈｅｎＹＰ，ＲｅｋｈａＰＤ，ＡｒｕｎＡＢ，ｅｔａｌ．Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ

ｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍ ｓｕｂｔｒｏｐｉｃａｌｓｏｉｌａｎｄ ｔｈｅｉｒｔｒｉｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇａｂｉｌｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＳｏｉｌＥｃｏｌｏｇｙ，２００６，３４（１）：３３－

４１．　

［４０］ＸｉａｎｇＷ Ｌ，ＬｉａｎｇＨＺ，ＬｉｕＳ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
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ｉｎａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌｓｏｉｌｓ［Ｊ］．ＳｐｒｉｎｇｅｒＰｌｕｓ，２０１３，２（１）：５８７．

［４２］管　冠，郭等等，李倩磊，等．生草栽培对纽荷尔脐橙根系生长

土壤微生物群落的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０２１，４９（１７）：

２２０－２２５．　
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