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一株溶磷细菌的分离、鉴定及其溶磷特性研究
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摘 要： 从作物根际土壤样品中筛选到一株溶 P 能力强的菌株 GJT-1，结合生理生化指标和16S rDNA 序列分析鉴定其为假

单胞菌（Pseudomonas sp.）。菌株 GJT-1 对磷酸三钙、磷酸铝、磷酸铁有一定的溶解能力，28℃ 培养到第 3 天对磷酸三钙液体

培养基的溶 P 量可达 224.51 mg/L。该菌对开阳磷矿粉和宜昌磷矿粉的溶 P 量分别为 194.25 mg/L 和 120.59 mg/L。通过扫描电

镜观察到接种活菌处理的磷矿粉表面凹凸且有黏性物质附着，表明菌株 GJT-1 可利用磷矿粉。 

关键词： 溶磷菌；Pseudomonas sp.；溶磷能力；有效磷 
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磷（P）是农作物生长发育所必需的三大营养元素

之一[1]。我国土壤中全 P 含量为 0.4 ~ 1.0 g/kg，但这些 

P 素的 95% 为无效态 P，很难为植物吸收利用[2]。为

了提高作物产量，每年需施用大量 P 肥。但是，施

入的可溶性  P 肥易与土壤中的  Fe3+、Ca2+ 和 Al3+ 

等结合，形成难溶的磷酸盐沉积，导致 P 肥当季使

用率只有 5% ~ 10%[3]。同时，大量 P 肥的使用造成

土壤 P 素的积累，导致 P 肥的浪费，还污染了生态

环境。 

大量研究表明，土壤中许多微生物具有溶 P 的作

用，能将植物难以吸收利用的 P 素物质转化为植物可

吸收利用形态，提高作物产量[4-6]，具有这种能力的

微生物被称为溶磷微生物（ phosphate-solubilizing 

microorganism）。分离筛选高效溶磷菌，利用溶磷微

生物溶解积累于土壤中的 P，可以提高 P 的利用率，

减少化肥的过量使用。在 P 素贫乏的土壤上可将加

入溶磷微生物的磷矿粉作为 P 肥施入土壤，促进植

物的生长，是解决土壤中 P 缺乏的重要途径之一[7-8]。

目前已报道的溶磷微生物很多，有细菌、真菌、放

线菌等。不同种类的溶磷菌或菌株之间的溶 P 能力

和接种效果差异大，所以，从土壤根际中筛选高效

溶磷微生物，并对其溶 P 活力进行研究是目前的热

点之一。 

本文拟从作物根际土壤中分离、鉴定高效溶磷

菌，以期为溶磷微生物肥料的开发提供优良菌株与应

用依据。 

 

 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试土壤：取自南京市东郊农田小麦、白菜、菠

菜、水稻等作物的根际土壤，采样深度 10 ~ 20 cm，

置 4℃ 冰箱中保存，备用。 

培养基：①分离培养基（改良后的 PVK[9]）：葡萄

糖 10 g/L，NaCl 0.2 g/L，MgSO4·7H2O 0.1 g/L， KCl 0.2 

g/L，(NH4)2SO4 0.5 g/L，Ca3(PO4)2 5.0 g/L，酵母浸膏 

0.5 g/L，MnSO4·H2O 0.002 g/L，FeSO4·7H2O 0.002 g/L，

0.4% 溴酚蓝（pH 6.7）6 ml/L，加蒸馏水至 1000 ml，

pH 自然。②筛选培养基（NBRIP[10]）：葡萄糖 10 g/L， 

MgCl2·6H2O 5.0 g/L，MgSO4·H2O 0.25 g/L，KCl 0.2 

g/L，(NH4)2SO4 0.1 g/L，Ca3(PO4)2 5.0 g/L，加蒸馏水

至 1000 ml，pH 7.0。③LB 培养基：蛋白胨 10 g/L，

酵母粉 5 g/L，NaCl 5 g/L，加蒸馏水至 1000 ml，pH 7.0 

~ 7.2。 

供试  P 源：难溶磷酸盐为磷酸三钙（ Ca3 

(PO4)2）、磷酸铝（AlPO4），购于天津科密欧试剂公

司；磷酸铁（FePO4）购于  SIGMA 试剂公司。磷

矿粉：宜昌磷矿粉（Yichang RP）、开阳磷矿粉

（Kaiyang RP），所有磷矿石粉碎过筛。用  2% 的柠

檬酸浸提，钒钼黄法测定磷矿粉有效  P 含量；用钼

蓝比色法检测磷矿粉水溶性  P 含量；用硝酸浸提

（1∶1），钒钼黄法测定磷矿粉全  P 含量[11]，测定

结果如表  1 所示。 
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表 1  各种磷矿粉的 P 含量 (g/kg) 

Table 1  Phosphorus contents in phosphorite powders 

磷矿粉 全 P 有效 P 水溶性 P 

宜昌磷矿粉 21.33 2.964 0.124 

开阳磷矿粉 21.53 3.952 0.076 

 

1.2  溶磷菌的分离筛选 

1.2.1  溶磷菌株初筛    称取 1 g 土样溶于 99 ml 

无菌水中, 用 10 倍稀释法分别配制 10-4、10-5、10-6 

g/ml 的土壤悬液，分别涂布到分离培养基上，28℃ 培

养 4 天，观察出现溶 P 圈的菌落，测定溶 P 圈直径

（D）、菌落直径（d），根据能否产生溶 P 圈与 D/d 值

大小来初步确定菌株的溶 P 能力。将 D/d =
 1.5 的菌株

利用平板划线法分离纯化后，4℃ 下保存于 LB 斜面

培养基，-70℃ 保存菌种于甘油管中。 

1.2.2  摇瓶复筛    250 ml 三角瓶中装入液体筛选

培养基 100 ml，高压灭菌 121℃、25 min 备用。将在 

LB 斜面培养基上生长 12 h 的细菌制成菌悬液（菌数

约为 1 × 107 CFU/ml），将溶磷菌菌悬液 1 ml 接种于上

述灭菌的液体筛选培养基中，以不接菌为对照，每个

处理 3 次重复，摇床培养（28℃，160 r/min）3 天，

测定有效 P 含量和 pH 值。 

1.3  菌株溶磷效果测定 

1.3.1  菌悬液制备   菌株接种于 LB 液体培养基中

摇培过夜，菌体离心，用无菌水洗 2 次，制备成菌悬

液，菌数约为 1 × 107 CFU/ml。 

1.3.2 菌株对 3
 种难溶性磷酸盐溶解能力测定    三

角瓶中装入 100 ml 已灭菌的筛选 P 培养基，难溶磷酸

盐浓度为 5 g/L，分别接种 1 ml 菌悬夜，28℃，160 r/min 

摇床培养 7 天。培养液 12 000 r/min，4℃ 离心 5 min， 

取上清液测定有效 P 含量和 pH 值。设不接菌为对照，

每个处理重复 3 次。 

1.3.3  菌株对 2 种磷矿粉溶解能力的测定    取 1 

ml 菌液接入到 100 ml 筛选培养基中，P 源选用磷矿

粉，加入量为 5 g/L，在 28℃、160 r/min 摇床条件下

培养 14 天，测定培养液中有效 P 含量。设接空白培

养基、灭活菌液、活菌液 3 种处理，每个处理重复 3 

次。 

1.3.4  扫描电镜观察    将接空白培养基、灭活菌

液、活菌液经摇床培养 14 天后的磷矿粉与原样一起烘

干，按常规方法制样，用扫描电镜 Hitachi S-3000N 进

行观察、拍照。 

1.3.5  测定方法    用 pHS-29A 型酸度计测定发酵

液的 pH 值。将发酵液在 4 000 r/min 下离心 10 min，取

上清液稀释适当倍数，利用 UV3010 紫外可见分光光

度计在 700 nm 处通过钼锑抗比色法[12]测定光密度并

计算有效 P 含量，溶 P 量为扣除不接种对照的值。数

据采用 DPS 统计软件进行分析。 

1.4  菌种鉴定   

菌株形态及生理生化特性测定参照文献[13]进行。

菌株 16S rDNA 的克隆及序列测定，同源性分析，进

化树构建参照文献[14]。 

2  结果和分析 

2.1  溶磷菌在固体和液体培养基上的溶磷效果 

从采集的土壤样品中分离到 57 株在固体培养基上具

有明显溶 P 圈（D/d≥1.5）的菌株，其中 D/d≥3.5 的有 9 

株，D/d≥2.5 的有 27 株，占有溶 P 圈菌株总数的 63.2%。 

再将 57 株有明显溶 P 圈的菌株分别接种在液体

培养基中培养 3 天后，测定其上清液可溶性 P 含量，

结果表明，溶磷菌株之间溶 P 能力不同，其有效 P 增

量在 53.29 ~ 224.51 mg/L 之间。实验结果表明，菌株 

GJT-1 在分离固体培养基上，生长至第 4 天时溶 P 圈

直径/菌落直径（D/d）为 3.71，在筛选液体培养基上

生长至第 3 天时溶 P 量可达 224.51 mg/L，溶 P 能力

较强，本试验选择其作为供试菌株。在实验中发现，

采用溶 P 圈观察法测定的结果与在筛选液体培养基摇

床振荡培养条件下测得的菌株溶 P 能力大小不完全一

致，这可能与菌株在两种培养条件下的生长过程和方

式不同有关。在筛选固体培养基上测定溶 P 能力，主

要是通过菌株自身产生的有机酸，经过渗透扩散在其

周围形成一个明显的透明圈来确定该菌株是否有溶解

P 的能力[15]。许多研究表明，将在平板上表现出溶 P 能

力的菌株，纯化后进行液体培养，发现不少细菌失去

了溶 P 活性，或溶 P 活性大幅度下降；而在平板上未

表现出溶 P 能力的菌株，经过液体振荡培养，发现不

少细菌表现出溶 P 活性[16-18]。溶 P 能力与平板上的溶 

P 圈大小没有相关性，所以采用液体培养筛选的方法

更为合理。 

2.2  菌株 GJT-1 对磷酸盐的溶磷能力 

菌株 GJT-1 对不同磷酸盐的亲和溶解能力不同，但

溶 P 趋势均先是增加再逐渐下降并趋于稳定。如图 1 所

示，磷酸三钙液体培养基接种 GJT-1，0 ~ 72 h 溶 P 量

逐渐提高，到 72 h 达到最大，为 224.51 mg/L，pH 值逐

渐下降，72 h 为 4.54。磷酸铝液体培养基接种 GJT-1，

到 96 h 溶 P 量达到最大，为 62.71 mg/L，pH 值下降为 

4.36。磷酸铁液体培养基接种 GJT-1，到 96 h 溶 P 量达

到最大，为 17.41 mg/L，pH 值下降为 4.45。在液体摇瓶 
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图 1  溶磷菌 GJT-1 在不同磷酸盐发酵液中的溶 P 能力和 pH 的变化 

Fig. 1  Changes in phosphate released and pH over time during phosphobacterium GJT-1 solubilisation of Ca3(PO4)2, AlPO4 and FePO4 

 

中菌株 GJT-1 溶解 3 种难溶性磷酸盐能力由大到小依次

为：磷酸三钙＞磷酸铝＞磷酸铁，在发酵过程中随着溶 

P 量的增加，pH 值均下降 2 ~ 3 个单位。许多研究结果

表明，溶磷菌对难溶无机磷酸盐的溶 P 机理之一是菌体

生长过程中分泌乳酸、葡萄糖酸、柠檬酸、丙酸、丁二

酸等多种有机酸，使发酵液中 pH 值降低，而将其中的 P 

溶解释放出来[19-21]。本试验的结果也证实磷细菌 GJT-1 

溶 P 能力与 pH 值呈相关性。 

2.3  菌株 GJT-1 对磷矿粉的溶磷能力 

与加空白培养基、接灭活菌液相比，接种溶磷菌 

GJT-1 后，以来源于湖北宜昌、贵州开阳的磷矿粉为

唯一 P 源的发酵液中有效 P 含量均有增加，如表 2 所

示，培养 14 天后溶 P 量分别为 120.59 mg/L、194.25 

mg/L。可见菌株 GJT-1 能够有效地溶解、转化磷矿粉

中的难溶性 P。实验发现接种灭活菌液的发酵液中有

效 P 含量比对照要高，说明灭活菌液中可能存在难挥

发性有机酸、激素、维生素等，促进 P 的释放，使发

酵液有效 P 含量增加。 

 

表 2  GJT-1 菌株对各种磷矿粉的溶 P 能力 

Table 2  P-solubilizing capacities of GJT-1 on phosphorite powders 

各处理滤液有效 P 含量 (mg/L) 磷矿粉 

加培养基 接灭活菌 接活菌 

宜昌磷矿粉 39.40 82.65 120.59 

开阳磷矿粉 91.74 147.31 194.25 

 

属于沉积岩型磷块岩[22]的开阳矿粉适于假单胞

菌 GJT-1 生长及有效代谢产物的产生，从而易受侵

蚀。将经过菌株  GJT-1 作用  14 天的磷矿粉进行扫

描电镜观察，如图 2 所示。与原样相比，加空白培

养液、接灭活菌液及活菌液处理的磷矿粉表面结果

均有差别。接空白培养液，经过 14 天摇床振荡培

养，由于其中含有大量阴阳离子，可以与磷矿粉表

面的离子进行交换，使得磷矿粉表面部分结构变化。
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接灭活菌液处理与加空白培养液处理在电镜照片上

差异显著，表明菌株作用于开阳磷矿粉的部分有效成

分经灭活后仍然起作用。接活菌液，可见磷矿粉表 

 

面有菌体附着，磷矿粉表面凹凸不平并有絮状物质

产生，表明菌株 GJT-1 积聚并在磷矿粉上生存、繁

殖，利用了部分难溶 P。 

 

 

 

 

 

 

(a) 原样                                           (b) 接空白培养液 

 

 

 

 

 

 

(c) 接菌株 GJT-1 灭活液                             (d) 接菌株 GJT-1 活菌液 

图 2  开阳磷矿粉经处理后的扫描电镜图 

Fig. 2  SEM images of the surfaces of Kaiyang phosphorite powders after treatment 

 

2.4  菌种鉴定 

菌株 GJT-1 为短杆状，0.7 ~ 1.2 μm × 1.2 ~ 2.5 

μm，革兰氏染色阴性，不产芽孢，能运动，有数根极

生鞭毛，在 LB 平板上 30℃ 培养 12 h，菌落白色、圆

形、光滑、不透明。菌株 GJT-1 的生理生化性质: V.P 反

应、吲哚反应、甲基红反应、明胶液化、淀粉水解均

呈阴性，氧化酶反应、接触酶、脲酶反应呈阳性，能

发酵葡萄糖、果糖产气。 

以菌株 GJT-1 的总 DNA 为模板，利用细菌 16S 

rDNA 引物进行 PCR 扩增，得到长度约为 1.5 kb 的扩

增产物。菌株 GJT-1 的 16S rDNA 序列 Genebank 登

录号为 FJ426594。根据 Genebank 序列同源性比较，

菌株  GJT-1 与  Pseudomonas azotoformans（GenBank 

登录号为 D84009）同源性为 99.5%，与 Pseudomonas 

cedrina（GenBank 登录号为 AF064461）同源性为 

99.4%，与 Pseudomonas libanensis（GenBank 登录号

为 AF057645）同源性为 99.4%，再结合生理生化特性

结果，可将该菌鉴定为假单胞菌（Pseudomonas sp.），

菌株 GJT-1 的聚类树状图见图 3。 

3  结论 

从作物根际土壤样品中分离到高效溶磷菌 

GJT-1。菌株 GJT-1 在分离固体培养基上，生长至第 4 

天时溶 P 圈直径/菌落直径（D/d）为 3.71，在筛选液

体培养基上生长至第  3 天时溶  P 量可达  224.51 

mg/L，溶 P 能力强。 

在液体摇瓶中菌株  GJT-1 溶解  3 种难溶性磷酸

盐能力由大到小依次为：磷酸三钙＞磷酸铝＞磷酸铁，

在发酵过程中随着溶 P 量的增加，pH 值均下降 2 ~ 3

个单位，表明菌株 GJT-1 溶 P 能力与 pH 值呈相关性。 
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图 3  基于 16S rDNA 序列同源性构建的聚类树状图 

Fig.3  Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences homology（Evolutionary distances showed in figure were calculated by MEGA 3.0;  

Bootstrap =1000.Bar, 0.001 substitution per nucleotide） 

 

菌株 GJT-1 对开阳磷矿粉和宜昌磷矿粉的溶 P 量分

别为 194.25 mg/L 和 120.59 mg/L。通过扫描电镜观察

到接种活菌处理的磷矿粉表面凹凸且有菌体和黏性物

质附着，表明菌株 GJT-1 可利用磷矿粉。结合生理生

化指标和 16S rDNA 序列分析鉴定菌株 GJT-1 为假单

胞菌（Pseudomonas sp.）。 

菌株 GJT-1 作为高效溶磷菌株，有待通过小区和

大田试验以确定菌株 GJT-1 的田间应用效果。 
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Studies on Phosphorus Solubilizing Activity of a Strain Isolated from Corp Rhizosphere 
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Abstract:  Phosphobacterium GJT-1 was isolated from the rhizosphere of crop and was identified as Pseudomonas sp., based on its 

physiological characteristics and 16S rDNA sequence analysis. Phosphate-dissolving activity was measured in solid media as well as in liquid media 

using different phosphate sources including tricalium phosphate, aluminium phosphate, ferric phosphate. When phosphobacterium GJT-1 was 

inoculated into NBRIP liquid culture, the release of maximal available soluble phosphorus reached to 224.51 mg/L after 3 days incubation at 28℃. 

The strain showed high phosphate-dissolving activity for rock phosphates from Kaiyang in Guizhou Province and Yichang in Hubei Province with the 

capacity of 194.25 mg and 120.59 mg soluble phosphate respectively per liter medium. SEM study of the phosphorite powders retrieved from the 

phosphobacterium GJT-1 cultured medium revealed the actual dissolution of phosphate from the mineral surface. 

Key words:  Phosphate-solubilizing bacteria, Pseudomonas sp., Phosphate solubilizing activity, Availale phosphorus 
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