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摘　要：为获得高效的溶磷菌，用于菌肥生产。通过Ｐｉｋｏｖｓｋａｖａ无机解磷培养基从核桃土壤里筛选出溶磷菌，通过

液体发酵试验确定其溶磷活力，利用分子生物学方法对较高活力的溶磷菌进行分子鉴定；通过单因素试验，比较该

溶磷菌与两种菌肥溶磷菌在不同发酵液配方及发酵条件下的发酵活力。分离得到的高效溶磷菌为芽孢菌属，适宜

初始ｐＨ值范围为５～９，适宜温度范围为１６℃～４０℃，适宜氮源有硫酸铵、氯化铵和草酸铵、蛋白胨，适宜碳源有

草酸铵、蔗糖、甘油；高浓度Ｆｅ３＋、Ｍｎ２＋对其活力有一定的促进作用，而 Ｃｕ２＋、Ｎｉ２＋、Ｚｎ２＋会抑制其解磷。在不同发

酵液配方及发酵条件下，该溶磷菌溶磷能力优于菌肥２溶磷菌；在不同发酵条件下，该溶磷菌溶磷能力稳定性优于

菌肥１溶磷菌。该溶磷菌添加到菌肥中有一定的市场潜力。
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　　随着现代农业技术的发展，农业生产面临着化
肥长期使用，甚至过量使用，导致农产品品质下降、

肥料利用率低、土壤板结和地下水污染等问题。因

此，国内外都在积极寻求发展绿色农业，提倡生产安

全、无公害绿色食品。绿色食品生产过程中，要求不

用或尽量少用化学肥料。而微生物菌肥是利用微生

物生命活动导致作物获得特定肥料效应的一种肥

料，具有营养全面、肥效持久、可改善作物品质、提高

肥料利用率、改良土壤结构等特点［１，２］。因此微生

物肥料是实行绿色农业的重要技术保证。

微生物功能菌作为微生物肥料的核心部分，是

微生物肥料生产的关键技术。溶磷菌是一种重要的

土壤功能菌，主要为农作物的生长发育提供磷元素，

植物细胞中细胞膜主要由脂类、蛋白质和糖类组成，

其中脂类约为５０％，而脂类的主要成分为磷脂和胆
固醇，由此可见磷元素对细胞的生长和增殖起重要

作用；磷还参与植物生命过程的光合作用，糖和淀粉

的利用和能量的传递过程。磷肥还能促进植物苗期

根系的生长，使植物提早成熟。植物在结果时，磷大

量转移到籽粒中，使得籽粒饱满。农作物缺磷时生

长缓慢、矮小瘦弱、直立、分枝少，叶小易脱落；色泽

一般，呈暗绿或灰绿色，叶缘及叶柄常出现紫红色；

根系发育不良，成熟延迟，产量和品质降低。我国有

约７５％的土壤缺磷，且土壤中９５％以上的磷都难以
被植物直接吸收［３］。从２０世纪７０年代我国开始大
量使用磷肥，然而约７０％的磷肥转化为Ｃａ－Ｐ，Ｆｅ－
Ｐ等难以被植物吸收利用的形态固定在土壤中［４，５］，

溶磷菌可以将土壤中的固定态磷转化成有效磷，因

此合理利用溶磷菌与开发微生物菌肥对提高作物产

量、减少化肥使用、降低环境污染有巨大前景。

１　实验材料

土壤样品：取自四川广元市朝天区蒲家乡河坝

场村核桃种植园的核桃根际土壤。

培养基：Ｐｉｋｏｖｓｋａｖａ无机解磷培养基［６］：葡萄糖

１００ｇ、酵母膏 ０４ｇ、（ＮＨ４）２ＳＯ４０５ｇ、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０３ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０３ｇ、ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ
００３ｇ、Ｃａ３（ＰＯ４）２１０ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ７０～

７５，１２１℃灭菌１９ｍｉｎ。
菌株：对照菌株：荧光假单孢菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）Ａｓｌ．０８６７由中国普通微生物菌种保藏
管理中心（ＣＧＭＣＣ）提供。

菌肥菌剂：从广州微元生物科技有限公司购买

溶磷菌菌剂分离得到菌肥１溶磷菌，从成都盖尔盖
司生物科技有限公司购买的菌肥中分离出一株溶磷

菌：菌肥２溶磷菌。
实验仪器：生物安全柜，生化培养箱，高速梯度

ＰＣＲ仪，恒温培养箱，分光光度计等。

２　实验方法

（１）菌种筛选：以Ｐｉｋｏｖｓｋａｖａ无机解磷培养基为
选择培养基，采用平板分离和划线纯化，从土壤和菌

肥菌剂中分离得到溶磷菌。

（２）溶磷菌活力测定：在１００ｍＬ三角瓶中加入
３０ｍＬＰｉｋｏｖｓｋａｖａ无机解磷培养基，１２１℃灭菌 １９
ｍｉｎ，无菌操作，每瓶接入待测菌种２ｍＬ，并作一不
接菌的空白对照，均于３０℃，１６０ｒ·ｍｉｎ－１摇床上振
荡培养７ｄ后，取上清液测有效磷。

（３）菌种鉴定：鉴于分离得到的较高效溶磷菌
和菌肥溶磷菌均为细菌，采用１６ＳｒＲＮＡ／ｒＤＮＡ序列
测序做分子鉴定，用天根细菌基因组ＤＮＡ提取试剂
盒提取菌株ＤＮＡ，细菌用１６ＳｒＤＮＡ扩增引物（正向
引物 ２７Ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′，反向
引物 １４９２Ｒ：５′ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）
进行ＰＣＲ反应，ＰＣＲ产物送成都擎科梓熙生物技术
有限公司纯化测序。将所获得的序列在国际核酸数

据库（ＮＣＢＩ）中进行同源序列的搜索，比较供试菌株
与已知菌种模式菌株相应序列的相似度，对其做出

鉴定。

（４）溶磷条件优化试验。以 Ｐｉｋｏｖｓｋａｖａ无机解
磷培养基为发酵培养基，对发酵温度和初始 ｐＨ值
进行优化，①确定适宜温度范围：将接种后的发酵液
分别置于１６℃、２０℃、２５℃、３０℃、３５℃、４０℃条
件下，转速１６０ｒ·ｍｉｎ－１发酵７ｄ，测发酵液有效磷
含量；②确定适宜初始 ｐＨ值的范围：分别配置 ｐＨ
值为５、６、７、８、９、１０的Ｐｉｋｏｖｓｋａｖａ无机解磷培养基，
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接种后置于３０℃，转速１６０ｒ·ｍｉｎ－１条件下发酵７
ｄ，测发酵液有效磷含量。

（５）培养基配方优化试验。①适宜碳源选择：
分别用乙酸铵、草酸铵、淀粉、甘露醇、蔗糖、麸皮、甘

油代替原培养基中的葡萄糖，接种和发酵条件不变，

测定其溶磷能力；②适宜氮源选择：分别用氯化铵
０４０５ｇ·Ｌ－１、草酸铵０５３８ｇ·Ｌ－１、尿素０２２７ｇ
·Ｌ－１、蛋白胨０８８４ｇ·Ｌ－１、硝酸铵０３６４ｇ·Ｌ－１

代替原培养基中的硫酸铵，发酵５ｄ，接种和其他发
酵条件不变，测定其溶磷能力；③金属离子对发酵的
影响：在Ｐｉｋｏｖｓｋａｖａ解无机磷液体培养基中分别加
入ＣｕＳ０４·５Ｈ２０６２５０ｇ·Ｌ

－１、ＺｎＳ０４·７Ｈ２０７１７５
ｇ·Ｌ－１、Ｆｅ２（ＳＯ４）３９９６５ｇ·Ｌ

－１、ＣａＣｌ２２７７５ｇ·
Ｌ－１、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ４２２５ｇ·Ｌ

－１、ＮｉＳＯ４·６Ｈ２Ｏ

６５７１ｇ·Ｌ－１的不同液体培养基，使其中金属离子
Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ３＋、Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｎｉ２＋浓度均为 ００２５
ｍｏｌ·Ｌ－１，调节各培养基的 ｐＨ值为７０，接种和发
酵条件不变，测定其溶磷能力。

３　结果与分析

３．１　溶磷菌分离纯化及活性测定
利用Ｐｉｋｏｖｓｋａｖａ无机解磷平板培养基，从不同

的土壤样品中筛选纯化出９株溶磷微生物，其中６
株细菌，编号分别为 Ｒｐｘ１、Ｒｐｘ２、Ｒｐｘ３、Ｒｐｘ４、Ｒｐｘ５、
Ｒｐｘ６；３株真菌，编号为 Ｒｐｍ７、Ｒｐｍ８、Ｒｐｍ９；通过液
体发酵试验，测定它们的溶磷活力，结果见表１。

表１ 溶磷菌活力比较

菌株编号
培养体积
（ｍＬ）

发酵液最终
ｐＨ值 分取倍数

７００ｎｍ处吸光度
（Ａｂｓ）

测读液含磷量

（ｍｇ·Ｌ－１）
发酵液溶磷量

（ｍｇ·Ｌ－１）
溶磷率
（％）

Ａｓ１．０８６７ ３０．６ ５．６６ ５００ ０．０９９ ０．１９４４ ９７．２１ ４．４２
Ｒｐｘ１ ３０．７ ６．６０ ５００ ０．０７８ ０．１５４７ ７７．３５ ３．５１
Ｒｐｘ２ ３０．５ ４．６３ ５００ ０．０４８ ０．０９６６ ４８．２９ ２．１９
Ｒｐｘ３ ２９．８ ５．６１ ５０ ０．０２０ ０．０４１４ ２．０７ ０．０９
Ｒｐｘ４ ３０．３ ４．７２ ５００ ０．１１７ ０．２３０３ １１５．１３ ５．２３
Ｒｐｘ５ ３０．３ ４．０７ ５００ ０．０５３ ０．１０６３ ５３．１４ ２．４１
Ｒｐｘ６ ３０．０ ４．６１ ５００ ０．０７２ ０．１４３１ ７１．５４ ３．２５
Ｒｐｍ７ ２８．８ ５．９６ ５０ ０．０５０ ０．１００５ ５．０２ ０．２３
Ｒｐｍ８ ３１．６ ５．８２ ５０ ０．０１２ ０．０２５９ １．２９ ０．０６
Ｒｐｍ９ ３１．９ ４．６７ ５００ ０．０８９ ０．１７６０ ８８．０１ ４．００

菌肥１溶磷菌 ３０．６ ４．４７ ５００ ０．１４９ ０．２９１３ １４５．６４ ６．６２
菌肥２溶磷菌 ３０．３ ４．７１ ５００ ０．０５２ ０．１０３４ ５１．６８ ２．３５

注：磷校准曲线：ｃ＝１．９３７２Ａ＋０．００３６　Ｒ２＝０．９９９９　Ａ：７００ｎｍ处样品吸光度

　　结果表明：Ｒｐｘ４菌株溶磷能力比较高，溶磷率
达到５２３％；而对照菌株 Ａｓ１．０８６７溶磷率只有４．
４２％，菌肥１、２溶磷率分别为６６２％，２３５％。
３．２　溶磷菌菌种鉴定

分别以Ｒｐｘ４和菌肥 １，２溶磷菌的 ＤＮＡ为模
板，用１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ引物做ＰＣＲ扩增，扩增产物直
接送到成都擎科纯化测序，利用 ＮＣＢＩ中 ＢＬＡＳＴ软
件对测序结果进行同源性比对搜索。结果表明：

Ｒｐｘ４与Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．（基因登录号：ＫＦ４８２８６０．１）的
遗传性最近，同源性为９９％；菌肥１溶磷菌与 Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓｓｐ．（基因登录号：ＧＱ１６９８０５．１）的遗传性最近，
同源性为９９％；菌肥２溶磷菌与 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．（基因
登录号：ＫＵ９８６６７７．１）的遗传性最近，同源性为
９９％；由此可见３种溶磷菌都是芽孢菌属。

３．３　溶磷条件优化试验结果
从图１可以看出随着 ｐＨ值的不断升高，溶磷

菌的溶磷能力不断下降，其中菌肥１、菌肥２溶磷菌

图１　不同ｐＨ值对３种溶磷菌解磷能力的影响
注：图１～５中，纵坐标均表示发酵后发酵液中含磷量，单位为ｍｇ·Ｌ－１

下降特别明显，而 Ｒｐｘ４下降最慢，溶磷能力稳定性
最好，其适宜 ｐＨ值范围为 ５～９，最适 ｐＨ值为 ６。

４２ 　　 四　川　林　业　科　技 ３９卷



从图２可以看出，３种溶磷菌均在１６℃ ～４０℃时，
溶磷能力稳定变化不大，最适温度出现在２５℃～３５
℃之间。

图２　不同温度对３种溶磷菌解磷能力的影响

３．４　培养基配方优化试验结果
碳源：从图３可以看出，Ｒｐｘ４和菌肥２最佳碳

源为草酸铵，菌肥１最佳碳源为甘露醇。对３种溶
磷菌而言，草酸铵、蔗糖、甘油都是较好的碳源。氮

源：从图４可以看出，菌肥１和菌肥２最佳氮源为氯
化铵，Ｒｐｘ４最佳氮源为草酸铵。对 ３种溶磷菌而
言，氯化铵、草酸铵都是较好的氮源。金属离子：从

图５可以看出，Ｆｅ３＋、Ｍｎ２＋对 Ｒｐｘ４溶磷有促进作
用，Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋对菌肥１溶磷菌影响不显著，Ｆｅ３＋、

图３　不同碳源对３种溶磷菌解磷能力的影响

图４　不同氮源对３种溶磷菌解磷能力的影响

图５　不同金属离子对３种溶磷菌解磷能力的影响

Ｃａ２＋对菌肥２溶磷菌有促进作用，而 Ｃｕ２＋、Ｎｉ２＋会
抑制三种溶磷菌解磷。

４　讨论与结论

本研究从核桃林地土壤中分离得到一株高效溶

磷菌Ｒｐｘ４，通过１６ＳｒＤＮＡ鉴定为芽孢杆菌，目前芽
孢杆菌的溶磷效果报道比较多，而且芽孢杆菌抗逆

性强、能长时间存储，是比较好的一种菌肥菌种。有

关细菌溶磷条件优化多从碳源、氮源、ｐＨ值、温度等
方面进行研究［７，８，９］，本研究通过摇瓶发酵发现不同

温度、初始ｐＨ值、碳源、氮源和金属离子对 Ｒｐｘ４的
溶磷能力有很大影响。其适宜初始 ｐＨ值范围为５
～９，适宜温度范围为１６℃ ～４０℃，适宜氮源有硫
酸铵、氯化铵、草酸铵、蛋白胨，适宜碳源有草酸铵、

蔗糖、甘油，高浓度Ｆｅ３＋、Ｍｎ２＋对其活力有一定的促
进作用，而Ｃｕ２＋、Ｎｉ２＋、Ｚｎ２＋会抑制其解磷。通过比
较不同发酵液配方及发酵条件下，Ｒｐｘ４与两种菌肥
中的溶磷菌解磷能力得出，Ｒｐｘ４明显优于肥料２溶
磷菌，在温度１６℃ ～４０℃、初始 ｐＨ值为５～９时，
其溶磷能力低于肥料１溶磷菌，但其溶磷能力稳定
性最好，且对蛋白胨、硝酸铵两种氮源的适应性也高

于肥料１溶磷菌，该溶磷菌添加到菌肥中有一定的
市场潜力。另外，有报道表明一些溶磷菌具有一定

的促生效益，如提高种子的发芽率及发芽指数，增加

植物干重、株高及对磷的吸收的累积量等［１０，１１］。本

研究只进行了溶磷优化条件试验，要真正应用到微

生物菌肥工业化生产中还需进一步完善促生效益试

验和生产工艺研究。
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（２）在印度黄檀扦插繁殖过程中，应尽量选择
健康无病害的枝条，扦插前应做好土壤消毒，且应于

扦插前３０ｍｉｎ用水浇透插床，使得扦插过程中避免
基质太硬而导致插条扦插过程中的树皮损伤。如果

在雨季扦插则应使用高床，防止因水涝影响生根并

导致烂根和烂枝等，并定期喷施多菌灵或甲基托布

津等杀菌剂防止霉菌等滋生影响插条生根；试验中

部分已经产生了愈伤组织，但未能生根的插条，后期

还有可能生根，也有可能未生根就死亡，如３０ａ、４０
ａ、５０ａ之后的生根状况还需进一步深入研究。

（３）试验中的６ＢＡ处理和ＮＡＡ２５ｍｇ·Ｌ－１处理
没有发现生根现象也可能是由于试验的其他不可控

因素导致，如插条来源、插条差异大小上会有一定差

异，且在插条剪取操作过程中，由于技术娴熟程度也

会造成扦插断面的不平整或开裂等，其他不可控因

素有待进一步研究。
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