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解磷菌的筛选及培养基成分对解磷能力的影响 
 

刘 盼，赵 华，林广修，车利伟 
(工业发酵微生物教育部重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：解磷菌能使土壤中难溶性或不溶性的磷转化为可被植物吸收利用的有效磷，从而提高土壤中磷的利用率．从

山东夏玉米根际土壤中筛选出 1 株高效的解磷菌 TCCC150015，经过形态学、生理生化实验、16S rDNA 序列同源性比

对及系统发育树的分析，确定为分散泛菌(Pantoea dispersa)．以不同浓度的碳源、氮源、NaCl 及 pH 配制培养基，研究

其对分散泛菌 TCCC150015 解磷能力的影响．结果表明：以葡萄糖为唯一碳源时分散泛菌 TCCC150015 表现出最强的

解磷效果，可溶性磷含量达 254.10,mg/L，是对照组的 24.42 倍．同时研究发现，当以 +

4
NH -N 和

3
NO

- -N 分别作为氮源

时，可溶性磷含量分别为 258.25、248.48,mg/L，显著高于以 +

4
NH -N 和

3
NO

- -N 共同作为氮源的可溶性磷含量，分别是

其 3.56 倍、3.43 倍；此外，实验发现，培养基初始 NaCl 质量分数和 pH 对分散泛菌 TCCC150015 的解磷能力影响比较

显著(P＜0.05)． 
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Screening of Phosphate-solubilizing Strain and Effects of Medium  

Components on its Phosphate-solubilizing Ability 

LIU Pan，ZHAO Hua，LIN Guangxiu，CHE Liwei 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：Phosphate-solubilizing bacteria could transform insoluble phosphorus into soluble phosphorus which can be ab-

sorbed by plants and improve the utilization of phosphorus in soil. A strain of efficient phosphate-solubilizing bacterium

(TCCC150015)was isolated from summer maize rhizosphere soil samples. Based on the morphology，physiological and 

biochemical properties and phylogenetic analysis of 16S rDNA sequence，strain TCCC150015,was identified as Pantoea 

dispersa. The effects of carbon sources，nitrogen sources，NaCl content and pH value on the phosphate-solubilizing ability of

Pantoea dispersa TCCC150015,was investigated. The results showed that TCCC150015,would achieved the highest soluble 

phosphorus content of 254.10,mg/L when glucose was supplied as the only carbon source，which was 24.42 times that of the 

control group. The soluble phosphate content was 258.25 mg/L and 248.48 mg/L respectively when +

4
NH -N and 

3
NO

-

-N 

were used as nitrogen sources individually，which was 3.56 times and 3.43 times the soluble phosphate when provided 

with +

4
NH -N and 

3
NO

- -N together as nitrogen sources. It revealed that the initial pH and initial concentration of NaCl in the 

medium has a siginificant effect(P＜0.05)on the capacity of phosphate-solubilization.  

Key words：phosphate-solubilizing strain；screening；phosphate-solubilizing 

 

磷是植物生长发育的重要物质基础．据统计，我

国有 74%的耕地土壤缺磷[1]，缺磷的主要原因是土壤

中有效磷含量不足，施入土壤的大部分磷与土壤中的

Ca
2+、Fe

2+、Fe
3+和 Al

3+结合形成难溶性磷酸盐，不能

有效地被植物利用，从而造成磷肥利用率低．为了使

农作物正常生长，要施用大量磷肥，这对环境和经济

造成不良的影响[2–3]．因此，开发土壤潜在磷库资源、

降低化肥过量施用已经成为农业研究的一大热点[4]． 
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研究表明[5–6]，土壤中存在的一些微生物能将植

物难以吸收利用的磷元素转化为可被吸收利用的形

态，称之为解磷菌．目前已知的解磷菌主要有微杆菌

属(Microbacterium)、葡萄球菌属(Staphylococcus)、

假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas) 、不 动 杆 菌 属

(Acinetobacter)、黄色假单胞菌属(Flavimonas)和纤

维单胞菌属(Cellulomonas)等[7]．  

解磷菌的解磷过程是一个非常复杂的过程，解磷

机理复杂，解磷能力各异[8]．解磷菌的解磷能力随外

界环境或者营养物质的变化会导致解磷菌的生长代

谢途径的改变．研究表明[9-10]，培养基的碳源、氮源、

pH 等因素会对解磷菌的解磷能力产生影响．本研究

从夏玉米根际的土壤中，分离筛选出 1 株解磷菌，并

对其进行了解磷特性的研究．  

1 材料与方法 

1.1 土样采集 

实验所用土样采自山东省泰安市夏玉米地地表

5,cm 以下土壤． 

1.2 培养基 

无 机 磷 培 养 基(g/L)：葡 萄 糖 10 ，(NH4)2SO4 

0.5，NaCl 3，MgSO4·7H2O 0.5，KCl 0.5，FeSO4·7H2O 

0.03，MnSO4 0.03，Ca3(PO4)2 5，琼脂粉 20，pH 7.0～

7.5，115,℃灭菌 20,min． 

LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10，酵母浸粉 5，NaCl 

5 ，琼 脂 粉 20 ，蒸 馏 水 1,L ，pH 7.0 ，121,℃灭 菌

20,min． 

1.3 实验方法 

1.3.1 菌株的分离与纯化 

富集培养：取 1,g 土壤加入到 100,mL LB 液体培

养基中，置于恒温摇床以 30,℃、160,r/min 培养 48,h． 

菌株初筛：吸取 1,mL 富集培养液，用无菌水进

行梯度稀释，将 10
-3、10

-5、10
-7、10

-9 浓度的稀释液各

取 100,μL，涂布于无机磷培养基平板上，置于 30,℃

恒温培养箱中培养 5～7,d．挑选溶磷圈明显的单菌

落进行进一步分离纯化，选取菌落长势良好、形态稳

定的菌株． 

菌株复筛：将初筛得到的出发菌接入无机磷液体

培养基，装液量为 100,mL/250,mL，置于摇床并以 30,

℃、160,r/min 培养，测定可溶性磷含量[11]． 

1.3.2 菌株的鉴定 

采用常规形态学观察方法对菌株菌落群体形态、

个体形态特征进行描述；同时结合对微生物生理生化

特征实验测定，参照《伯杰氏细菌鉴定手册》[12]，以

16S rRNA 的保守序列(27,F：5′-AGAGTTTGATCC 

TGGCTCAG-3′和 U1492R：5′-GGTTACCTTGTTAC 

GACTT-3′)为引物进行 PCR 扩增，扩增产物回收、克

隆、测序后，将所得序列与 BLAST 数据库进行同源

性分析． 

1.3.3 培养基组成对解磷菌解磷能力影响的测定 

采用单因素实验，选不同碳源、氮源、初始 pH、

初始 NaCl 质量分数对菌株解磷能力的影响进行测

定，将无机磷液体培养基 100,mL 分装在 250,mL 三

角瓶中，灭菌，接种 1,mL 菌液，30,℃、160,r/min 摇床

培养，测定可溶性磷含量．同时作 3 个平行处理，并

设空白对照． 

1.3.4 可溶性磷含量测定 

采用钼锑抗比色法、紫外分光光度计测定吸光

度 ，间接 测 定 可 溶 性 磷 含 量 ，将 培 养 液 于 4,℃、

4,000,r/min 离心 10,min，取上清液加显示剂及钼锑抗

试剂，并以相应的去离子水为参比液作为对照组，在

700,nm 处测样品吸光度．同时制作相应的标准磷曲

线，从而计算出可溶性磷含量． 

1.3.5 数据处理 

采用 SPSS19.0 统计软件 ANOVA 程序对数据进

行方差分析，用 Duncan 法进行多重比较，结果均以

“平均值±标准差”表示．以 不同字母 表示经

Duncan 检验存在差异显著(P＜0.05)． 

2 结果与讨论 

2.1 菌株的筛选 

经过稀释涂布平板法，根据平板菌落周围产生的

透明圈，确定能够溶解 Ca3(PO4)2 的溶磷菌株共 82

株．根据解磷菌培养基平板上溶磷圈直径(d1)和菌落

直径(d2)大小的比值，从中筛选出了 4 株溶磷效果好

的解磷菌，这 4 株菌株即为初筛菌株(表 1)．  

表 1 解磷菌初筛结果 

Tab. 1 Results of phosphorus screening 

菌株数/株 溶磷圈直径 d1/mm 菌落直径 d2/mm d1/ d2

78 ＜0.8 ＞0.7 ＜1.5

1 1.6 0.6 2.7 

1 1.6 0.4 4.0 

1 1.4 0.6 2.3 

1 0.7 0.4 1.8 
 

将初筛得到的 4 株解磷菌株接种到无机磷液体

培养基中，摇瓶培养 24,h 后，测定培养液中可溶性磷

含量．而经 SPSS 单因素方差检验，4 株菌的解磷效
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果与对照组差异极显著(P＜0.01)，说明 4 株菌均比

对照组的解磷效果好，菌株 2 的解磷效果显著高于其

他菌株，所以选择菌株 2 作为筛选的最终菌株，命名

为 TCCC150015(图 1)． 

 

图 1 初筛菌解磷能力测定 

Fig. 1  Phosphate solubilizing capacity of primarily 

screened bacterium 

2.2 菌株 TCCC150015菌体、菌落形态特征 

将筛选得到的解磷菌 TCCC150015 进行菌落形

态 观 察 ，然后挑 取 单 菌 落 进 行 菌 体 形 态 观 察(图

2)．菌株 TCCC150015 菌体呈杆状；菌落呈圆形，不

透明，边缘整齐，表面光滑湿润，长时间培养可产生

黄色素． 

  

(a) 菌体形态 (b) 菌落形态 

图 2 菌株 TCCC150015的菌体与菌落形态 

Fig. 2  Thalli and colony morphology of TCCC150015 

2.3 菌株 TCCC150015的生理生化特征 

菌株 TCCC150015 生理生化特征见表 2． 

表 2 菌株 TCCC150015生理生化特征 

Tab. 2  Physiological and biochemical characteristics of

TCCC150015 

 

测定项目 结果 测定项目 结果 

氧化酶 — 精氨酸双水解酶 — 

V-P ＋ 赖氨酸脱羧酶 — 

甲基红MR ＋ 葡萄糖 ＋ 

吲哚 — 淀粉 ＋ 

H2S产生 — 乳糖 — 

丙二酸利用 — 蔗糖 ＋ 

运动 — 蜜二糖 — 

柠檬酸利用 ＋ pH 5～10 

苯丙氨酸脱氨 — 耐盐 1%,～6%,

菌株 TCCC150015 不运动，氧化酶反应呈阴性，

能够利用柠檬酸盐，不能利用丙二酸，甲基红反应呈

阳性，不能产生 H2S，赖氨酸脱羧酶呈阳性，能够利

用葡萄糖、蔗糖、淀粉，不能利用乳糖及蜜二糖．这些

主要特性与分散泛菌具有高度的一致性． 

2.4 16S rDNA的序列分析 

以菌株 TCCC150015 提取的 DNA 为模板，扩增

其 16S rDNA 基因序列，得到长约 1,500,bp 的 16S 

rDNA 片段，结果如图 3 所示．扩增片段经测序后，

测 定 其 长 度 为 1,564,bp ，其  GenBank 序列号为

KJ91004.1． 

 

图 3 16S rDNA的 PCR扩增图 

Fig. 3 PCR analysis of 16S rDNA  

  用 DNAStar 分析软件将其序列与 GenBank 中

近缘序列进 行同源 性比对 ，结果表 明 菌 株

TCCC150015 基 因序列与 分散泛菌 (Pantoea dis-

persa)同源性达 85%,，结合生理生化实验，确定菌株

TCCC150015 是分散泛菌(Pantoea dispersa)(图 4)． 

2.5 培养基组成成分对分散泛菌 TCCC150015解磷

能力的影响 

2.5.1 碳源对分散泛菌TCCC150015 解磷能力的影响 

碳源是构成生物细胞的主要元素，也是产生各种

代谢产物和细胞内储藏物资的主要原料．实验选用

葡萄糖、蔗糖及淀粉进行测定分析．结果表明(图

5) ，当 以 葡 萄 糖 为 唯 一 碳 源 时 ，分 散 泛 菌

TCCC150015 表现出较强的能力，可溶性磷含量达

254.10,mg/L，是对照组的 24.42 倍．以蔗糖为碳源

时，可溶性磷含量为 217.29,mg/L，为对照组的 20.85

倍．当以淀粉为碳源时，分散泛菌 TCCC150015 的解

磷能力明显较低，培养液中可溶性磷含量仅为葡萄糖

的 25.3%,，其原因可能是淀粉的结构较为复杂，分散

泛菌 TCCC150015 在利用淀粉时需要更多种类和数

量的酶参与．经 SPSS 单因素方差检验，以葡萄糖为

唯一碳源时，分散泛菌 TCCC150015 的解磷效果与

其他组具有显著性差异(P＜0.01)，说明当葡萄糖为

碳源时分散泛菌 TCCC150015 解磷效果最佳． 
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图 4 菌株 TCCC150015系统发育树 

Fig. 4 Phylogenetic tree of TCCC150015 

 

 

图 5  碳源对分散泛菌 TCCC150015解磷能力的影响 

Fig. 5  The effect of carbon sources on the phosphate 

solubilizing capacity of Pantoea dispersa TCCC

150015 

2.5.2 氮源对分散泛菌 TCCC150015 解磷能力的 

影响 

氮是构成微生物细胞蛋白质和核酸的主要元

素．不同的氮源供给会对解磷微生物的解磷特性产

生重要影响．实验结果表明(图 6)：不同氮源对分散

泛菌 TCCC150015 的 解 磷 效果影 响较大 ，以

(NH4)2SO4及 NaNO3 为氮源时的解磷效果明显高于

以 NH4NO3 氮源处理．当以 +

4
NH -N 和 

3
NO

- -N 分别

为 氮 源 时 ，可 溶 性 磷 含 量 分 别 为 258.25 、

248.48,mg/L，显著高于以 +

4
NH -N 和 

3
NO

- -N 共同作

为氮源的实验组，分别是其 3.56 倍、3.43 倍．这与现

阶段研究的结果不同，Scervino 等 [13]研究发现，在
+

4
NH -N 培养液中，解磷菌会分泌大量的乙酸，溶磷

量较高，在
3

NO
- -N 培养液中，解磷菌只产生草酸，溶

磷含量较低．Reyes 等[10]发现，有些青霉菌在以 +

4
NH -

N 为氮源时解磷效果明显低于
3

NO
- -N，硝态铵的供

给能够增加解磷菌分泌柠檬酸，提高菌株的解磷效

果．本实验筛选的分散泛菌 TCCC150015 分别以

(NH4)2SO4 和 NaNO3 为氮源时，其解磷效果差别不

显著，有可能是分散泛菌 TCCC150015 溶磷过程中，

其分泌的有机酸种类并不唯一．Yadav 等[14]发现，解

磷菌在溶磷过程中，释放葡萄糖酸、柠檬酸、苹果酸

及甲酸．当以 NH4NO3 为氮源处理时，分散泛菌

TCCC150015 解磷效果较差，这可能是由于当 +

4
NH

和
3

NO
-共同存在时的结果，其中具体机制有待考察． 

 

图 6 氮源对分散泛菌 TCCC150015解磷能力的影响 

Fig. 6 The effect of nitrogen sources on the phosphate 

solubilizing capacity of Pantoea dispersa TCCC

150015 

2.5.3 初始 NaCl 质量分数对分散泛菌 TCCC150015

解磷能力的影响 

以分散泛菌 TCCC150015 进行生理生化实验时

发现，分散泛菌 TCCC150015 在培养基初始 NaCl 质

量分数为 7%,时依旧出现明显透明圈，故对分散泛菌

TCCC150015 在不同的初始 NaCl 质量分数下的解磷

能力进行了探讨．灭菌前分别将无机磷液体培养基

初始 NaCl 质量分数调至 1%,、3%,、5%,、7%,，结果如

图 7 所示． 

NaCl 质 量 分数在 1%, 和 3%,时，分散泛菌

TCCC150015 的解磷能力没有显著性差异，可溶性磷

含量分别为 240.80,mg/L 和 241.40,mg/L，说明其有

较好的耐盐性．当 NaCl 质量分数继续增加，分散泛

菌 TCCC150015 的解磷能力显著降低，NaCl 质量分

数为 7%,时，可溶性磷含量仅为 70.03,mg/L，说明当

初始 NaCl 质量分数过高时，菌株的解磷能力会随着

培养基初始 NaCl 质量分数升高而降低． 
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图 7  初始 NaCl质量分数对分散泛菌 TCCC150015解磷

能力的影响 

Fig. 7  The effect of salt concentration on the phosphate 

solubilizing capacity of Pantoea dispersa TCCC

150015 

2.5.4 初始 pH 对分散泛菌 TCCC150015 解磷能力

的影响 

分散泛菌 TCCC150015 在不同 pH 条件下的解

磷能力存在显著性差异(图 8)．可溶性磷含量在 pH

为 7.0 和 8.0 的条件下，分别为 248.59、237.63,mg/L，

相互之间没有显著性差异，但显著高于 pH 为 5.0、

6.0、9.0 及 10.0 的 4 个处理组．Yadav 等[14]发现，在

溶磷过程中，培养基的 pH 会先降低至 2.0 左右后升

高至 7.0，但当培养基初始 pH 为 2.0 时，解磷菌的溶

磷能力极低，这表明解磷菌是通过自身释放酸溶解难

溶性的磷．当培养基初始 pH 发生改变时，微生物对

营养物质的吸收、利用及代谢产物的分泌产生变化，

影响了解磷菌的溶磷能力．本研究筛选的分散泛菌

TCCC150015 在所设定的 6 个 pH 条件下，均具有较

好的解磷效果，表明该菌株具有较强的酸碱耐受性，

便于实际推广应用． 

 

图 8  初始 pH 对分散泛菌 TCCC150015 解磷能力的影

响 

Fig. 8  The effect of initial pH on the phosphate solubiliz-

ing capacity of Pantoea dispersa TCCC150015 

3 结 论 

本研究从夏玉米根际土壤分离得到 1 株高效的

解磷菌 TCCC150015，经过形态观察、生理生化特征

及 16S rDNA 基 因序列分析，鉴定 为 分散泛菌

(Pantoea dispersa)． 

以不同的碳氮源、NaCl 质量分数及 pH 配制培

养基，研究它们对分散泛菌 TCCC150015 解磷能力

的影响．结果表明，以葡萄糖为唯一碳源时分散泛菌

TCCC150015 表现出最强的解磷效果，可溶性磷含量

达 254.10,mg/L，是对照组的 24.42 倍．同时研究发

现，当以 +

4
NH -N 和 

3
NO

- -N 分别为氮源处理时，可溶

性磷含量分别为 258.25、248.48,mg/L，显著高于以
+

4
NH -N 和

3
NO

- -N共同作为氮源的实验组．分散泛菌

TCCC150015 的解磷能力随着培养基初始 NaCl 质量

分数升高而降低，随着培养基初始 pH 升高而先升高

后降低． 
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