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适应玉米的溶磷细菌筛选及其对玉米生长的影响*
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摘　要　　从石灰性土壤中分离获得4株高效溶磷细菌X5、X6、Z4和Z8，研究其生物学特征，探

索其单独及复合的溶磷促生潜能。研究发现菌株X5、X6、Z4和Z8均可以利用玉米根系分泌物作碳源

生长。菌株X6和Z4均能产生吲哚乙酸（IAA）和铁载体，菌株Z8可产生IAA不产生铁载体，菌株X5可

产生铁载体不产生IAA。盆栽试验结果表明，接种单一溶磷菌及4株菌复合处理均可促进玉米生长，但

复合菌群的溶磷促生效果显著高于单一菌株。通过16S rRNA基因序列分析研究菌株的分类地位，初步

鉴定X5、X6、Z4、Z8分别为荧光假单孢菌（Pseudomonas fluorescens）、草假单胞菌（Pseudomonas 

poae）、巨大芽孢杆菌（Bacillus megaterium）和枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）。
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在农业生态系统中土壤有效磷是作物生长及高

产的限制因子，植物缺磷生长迟缓，植株矮小。农

田土壤中磷素蕴藏丰富，但主要以难溶性的矿物态

磷存在［1］。据全国土壤普查估算，我国约2/3的耕

地缺磷，土壤有效态磷仅占全磷量的2%～3%［2］。

尤其我国北方石灰性土壤以Ca-P为主，约占全磷

量的80%左右［3］。释放这些土壤中固定的磷对于

提高土壤磷素有效性、减少磷肥施用量具有重要意

义，也符合我国当前提出的“减肥、减药”重大战

略目标及可持续发展的生态农业方向。土壤中存在

一定量的溶磷菌，通过产酸等机制可将被固定的磷

释放出来，但是溶磷菌在植物根际的数量级较低，

溶磷活性不高。因此，有必要从土壤环境中筛选高

效解磷菌株，制备生物菌剂，再回接到植物根际，

以提高溶磷效率及促进植物生长［4-5］。

目前普遍采用选择性培养基筛选溶磷菌［6］，

并根据产生溶磷圈的直径作为溶磷能力大小的指

标，但是很多实验室获得的高效溶磷菌，在应用时

效果不稳定［7］。因为溶磷菌最终要接入植物的根

际，能否充分利用植物根系分泌物，在根际定殖生

长，是其发挥溶磷作用的关键，因此，在筛选时应

考虑菌株对根系分泌物的适应性。本试验以选择性

培养基从生长在石灰性土壤的植物根际土中筛选溶

磷细菌，研究其利用根系分泌物作碳源的生物量，

检测其分泌吲哚乙酸（indoleacetic acid，IAA）

及铁载体（siderophores）能力及对玉米生长的影

响，旨在为利用功能菌活化土壤磷素、提高磷肥利

用效率提供理论依据。
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1　材料与方法

1.1　供试材料

供试土壤：采集自江苏淮安石灰性土壤玉米种

植地，用于盆栽试验，土壤理化特性见文献［4］；

同时采集玉米和象草根际土，用于解磷微生物的 

分离。

Pikovskaya培养基［8］：葡萄糖10 g，磷酸三钙

5 g，硫酸铵0.5 g，氯化钠0.2 g，硫酸镁0.1 g，氯

化钾0.2 g，酵母浸膏0.5 g，硫酸锰0.002 g，硫酸

亚铁0.002 g，0.4%溴酚蓝（pH 6.7）6 ml，琼脂 

18 g，蒸馏水1 000 ml，pH自然。

NBRIP培养基［9］：葡萄糖10.0 g，磷酸三钙5.0 

g，六水合氯化镁5.0 g，七水合硫酸镁0.25 g，氯化

钾0.2 g，硫酸铵0.1 g，蒸馏水1 000 ml，pH 7.0。

1.2　溶磷细菌平板初筛

将从石灰性土壤中采集的玉米根系、象草根

系，分别剪成小段，置入装有100 ml无菌水的250 

ml三角瓶中，摇床振荡30 min，取上清液系列稀释

至10-2、10-3、10-4、10-5、10-6，分别取0.1 ml涂

布于Pikovskaya平板培养基上，每个稀释度重复3

次，28 ℃培养3 d，挑取有水解圈的菌落在平板上

划线纯化，选择仍有较大水解圈的不同单菌落转移

至斜面培养，然后置于4 ℃冰箱保存。

1.3　溶磷细菌摇瓶复筛

将初筛获得的菌株，在斜面上活化，分别接

种2环至装有100 ml NBRIP培养液的250 ml三角瓶

中，30 ℃摇床170 r min-1培养7 d，测定培养液中

有效磷含量及pH的变化。有效磷测定方法：将培

养液以5 000 r min-1离心10 min，取上清液经适当

稀释后，用钼锑抗比色法测定有效磷含量，具体方

法参照文献［10］。

1.4　溶磷细菌对玉米根系分泌物的适应性

水培玉米植株并收集玉米根系分泌物，方法

参照文献［11］，冷冻干燥，所得粉末用收集液

1/5体积的无菌双蒸水溶解，10 000 r  min -1离心 

10 min，留上清液，得到浓缩的水溶性根系分泌

物，检测其水溶性有机碳（DOC）含量。

将20 ml过滤除菌的浓缩根系分泌物（DOC含

量40 mg ml-1），加入至已融化并冷却至50 ℃左右

的100 ml无碳Pikovskaya培养基中，混匀倒平板，

每平板点接筛选获得的溶磷菌株，培养4 d，记录

菌株生长情况与溶磷圈的大小。

在80 ml NBRIP液体培养基中，将20ml浓缩的

根系分泌物（DOC含量40 mg ml-1）替代葡萄糖做

碳源，115 ℃灭菌10 min，接种溶磷菌菌苔2环，

摇瓶培养2 d，活菌计数检测溶磷菌的生物量。

1.5　溶磷细菌分泌吲哚乙酸及铁载体能力的测定

根 据复筛情况及对玉米根系分泌物适应性的

实验结果，选择4株不同特征的溶磷菌（菌株X5、

X6、Z4、Z8），测定其分泌IAA及铁载体能力。菌

株分泌IAA的能力采用Salkowski比色法测定［12］。采

用改良CAS平板［13］，根据菌落周围晕圈的大小，

定性检测溶磷细菌分泌铁载体能力。

1.6　溶磷细菌对玉米促生效果试验

选择溶磷菌X5、X6、Z4、Z8，盆栽试验考察

其对玉米促生效果。供试玉米品种为郑单958，设

空白不接种对照、接种单一菌处理、接种复合菌处

理，每盆装土5.0 kg，种植玉米2株，接种量为每盆

50 ml培养液（1.0 ×106 CFU ml-1），4个重复。N、

K 肥的用量分别为每盆尿素2.0 g、氯化钾1.4 g。 

玉米生长49 d后收获，测量玉米的株高、植株干重，

测定植株全磷量及根际土壤中有效磷的含量［10］。

1.7　溶磷细菌的分子生物学鉴定

菌株DNA提取及16S rDNA PCR扩增测定参照

文献［14］，PCR产物经南京金思特公司纯化测

序，根据16SrDNA测序结果，在http∶//www.ncbi.

nlm.nih.gov在线查询分析，与GenBank数据库中的

已有序列进行Blast分析，同源性比对，运用Clustal 

1.81和Mega 4.1软件进行序列分析并构建系统发育

树，以确定该菌株的分类地位。

2　结　果

2.1　溶磷菌的筛选及溶磷效果比较

根据Pikovskaya培养基上菌落周围黄色透明圈

的大小，筛选出20株溶磷细菌，溶磷圈直径（D）

在7.9～20 mm之间。在初筛试验的基础上，选择菌

落形态不同且溶磷圈直径较大的10株细菌进行摇瓶

复筛（表1）。复筛结果表明6株G-菌的平均溶磷能

力为449.7 µg ml-1，菌株Z3、Z5和X6溶解释放的有

效磷浓度均超过了500 µg ml-1，其中菌株Z3溶解释

放的磷浓度最高，达到562.2 µg ml-1。所获得G+菌

株溶磷能力相对较低，其中溶磷最高的菌株Z4溶

解释放的磷浓度为46.9 µg ml-1；4株G+菌株的平均

溶磷能力为29.3 µg ml-1，仅为革兰氏阴性菌株平
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均溶磷能力的1/15。G-菌株能够显著降低培养液的

pH，菌株Z3、X5、Z5、X6能将溶液的pH从初始时

的7.0降至4.0以下，而所获得的G+菌未有表现出明

显的降低pH能力，可能与其对难溶性磷酸盐的溶

解机制不同有关。

2.2　溶磷菌株对玉米根系分泌物的响应

选取溶磷能力较强的G-与G+菌各4株，接种在

以玉米根系分泌物为碳源的Pikovskaya培养基中，

结果显示，8株菌均能在以根系分泌物为碳源的培

养基上生长，以玉米根系分泌物为碳源，菌株溶磷

能力（溶磷圈直径/菌落直径）的大小次序为X5 ＞ 

X6 ＞ Z3 ＞ Z5＞Z8 ＞ Z9 ＞ Z4 ＞ Z7，显示出与

表1结果不同的顺序。而在以玉米根系分泌物为碳

源的摇瓶实验中，8株菌的生物量依次为X6 ＞ X5 

＞ Z5 ＞ Z3＞Z4 ＞ Z8 ＞Z9 ＞ Z7，反映了菌株间

对玉米根系适应性的差异（表2）。

表1　溶磷细菌在NBRIP摇瓶中的溶磷能力比较

Table 1　Effect of PSBs on solubilization of insoluble phosphate in NBRIP culture

菌株

Strain

革兰氏染色

Gram stain

水溶性磷浓度

Water soluble phosphate（µg ml-1）
pH

Z9 + 13.25i 7.13a

Z8 + 22.95h 6.44b

Z7 + 26.24h 6.23b

Z4 + 44.20g 6.22b

X3 - 265.17f 5.26c

Z2 - 322.61e 4.59d

X5 - 486.69d 3.84e

Z5 - 504.91c 3.85e

X6 - 543.12b 3.73e

Z3 - 559.57a 3.79e

　　注：不同字母表示处理间差异显著（p＜0.05）；“+”代表革兰氏反应呈阳性；“-”代表革兰氏反应呈阴性Note：Different 

letters in the same column represent significance in difference between treatments at p＜0.05（Duncan ′s multiple range test）；

“+”means Gram reaction is positive，while“-”means Gram reaction is negative

表2　不同菌株在玉米根系分泌物为碳源的培养基上生长情况

Table 2　Growths of the strains on substrate using corn root exudate as sole carbon source

菌株

Strain

溶磷圈直径D

Diameter of phosphate solubilization

halo（mm）

菌落直径d

Diameter of bacterial 

colony（mm）

D/d

菌体数量

Bacterial population

Lg（cfu ml-1）

Z7 5.6 4.2 1.33 5.44g

Z9 12.9 9.1 1.42 5.60f

Z8 8.3 5.7 1.46 5.64f

Z4 10.9 8.1 1.35 5.85e

Z3 15.8 8.5 1.86 6.07d

Z5 7.5 4.7 1.60 6.50c

X5 10.9 5 2.18 6.73b

X6 11 5.1 2.16 6.86a
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2.3　 溶磷细菌产生吲哚乙酸（IAA）及铁载体的

能力

微生物产生植物激素类物质如吲哚-3-乙酸，

可促进植物根系有效地吸收土壤中的水分和养分，

促进植物的生长发育，并调控植物体其他的生命活

动［15-16］。微生物分泌铁载体，在缺铁的土壤环境

中铁载体螯合铁离子形成螯合物，在满足微生物自

身生长需要的同时，也能够被植物直接吸收利用，

改善植物的铁营养状况 ［17 -18］，从而促进植物生

长。由表3可见，菌株X6和Z4均能产生IAA和铁载

体，菌株Z8能产生IAA，但不能产生铁载体，菌株

X5不能产生IAA，但可产生铁载体。

表3　菌株X5、X6、Z4、Z8产生吲哚乙酸及铁载体的情况

Table 3　Productions of indoleacetic acid（IAA）and 

siderophore by Strain X5，X6，Z4 and Z8

菌株 Strain 吲哚乙酸IAA 铁载体Siderophore

X5 - +

X6 ++ +

Z4 +++ +

Z8 +++ -

　 　 注 ： “ + ” 代 表 菌 株 能 产 生 I A A 或 者 铁 载 体 ； “ - ” 代

表菌株不能产生IAA或者铁载体Note：“+”denotes strains of 

bacteria capable of producing IAA or siderophore，while“-” 

strains of bacteria unable to produce IAA or siderophore

2.4　溶磷细菌对玉米的促生效应

接种不同特征的单一溶磷菌（X5、X6、Z4、

Z8）及复合菌（Z8+X5+X6+Z4）对玉米生长及土

壤有效磷含量变化的影响见图1。由图可见，接种

溶磷菌的处理，无论玉米株高、干重、植株全磷

及土壤有效磷含量均较不接菌对照有所提高，菌

株Z4处理与对照相比有显著差异。且接种复合菌

的处理又较接种单一菌株的处理显著增加。接种

单一溶磷菌Z8、X5、X6、Z4处理的株高较对照增

加25.6%、23.9%、20.0%、27.36%，复合菌处理

则较对照增加35.5%；接种单一溶磷菌Z8、X5、

X 6 、 Z 4 处 理 的 植 株 干 重 ， 较 对 照 增 加 2 6 . 2 % 、

47.0%、23.4%、33.9%，复合菌处理则较对照增

加73.5%；接种单一溶磷菌Z8、X5、X6、Z4处理

的植株全磷较对照增加37.4%、49.5%、41.0%、

86.4%，复合菌处理则较对照增加142.6%；从土壤

有效磷看，接种单一溶磷菌Z8、X5、X6、Z4的处

理较对照增加12.6%、15.2%、11.3%、28.4%，复

合菌处理则较对照增加68.9%。

2.5　溶磷菌株的分子生物学鉴定

将菌株X5、X6、Z4和Z8的16S rDNA基因序

列 提 交 至 G e n B a n k 中 进 行 B l a s t 比 对 ， 菌 株 X 5 与

Pseudomonas fluorescens（JF449445）的同源性达

到100%；X6与Pseudomona spoae（DQ536513）

的同源性达到99%；菌株Z4与Bacillus megaterium
（HQ423376），Bacillus megaterium IMER B5-

12 （FJ772019）的同源性分别达均达到99%；菌

株Z8与Bacillus subtilis的同源性达到100%。将其

中与菌株X5、X6、Z4和Z8相似性较高的模式菌株

运用clustalX1.81软件进行多重比对后，用邻接法

（neighbor-joining method）通过Mega4.1软件构

建系统发育树，初步鉴定X5、X6、Z4、Z8分别

为荧光假单孢菌（P. fluorescens）、草假单胞菌 

（P. poae）、巨大芽孢杆菌（B. megaterium）和

枯草芽孢杆菌（B. subtilis）。

3　讨　论

溶磷菌作为有益微生物在活化土壤磷素，促

进植物在低肥力土壤生长方面起着举足轻重的作

用 ［19 -20］，一些功能多样兼具根际促生性能的溶

磷菌（Azotobacter、Pseudomonas、Rhizobium、

Ac t inomyce t e s ） 亦 陆 续 被 分 离 出 来 ， 接 种 至 植

物根际可以增加植物生长及磷素吸收 ［21］。研究

中发现在实验室分离获得的高效溶磷菌株，应用

到盆栽试验的效果与摇瓶实验并不一致。尤其G +

菌株B. megaterium  Z4在摇瓶培养检测溶磷效率

仅 为 4 6 . 8 6 ， 但 是 盆 栽 试 验 的 效 果 较 两 株 G -（ P. 
fluorescens X5、P. spoae X6）处理的效果好，G+

菌株B. subtilis Z8液体培养磷效率仅为25.61，盆栽

效果与两株G-（P. fluorescens X5、P. spoae X6）

处理的效果相当。分析原因，可能与菌株分泌的

IAA有关，菌株B. megaterium Z4、B. subtilis Z8

能分泌IAA的能力较强（表3），对植物生长的刺

激作用更强。另一个因素，可能与溶磷菌在根际

的定殖有关，张小兰等［11］研究发现G+较G-更易于

长期定殖于植株的的根际，其实验结果表明在初

始接种浓度一致条件下，培养8 d后，菌株Bacillus 
megaterium X14（G+）在玉米根际定殖的数量较菌

株Acinetobacter parvus X32（G-）高1个数量级。
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Gupta等［22］研究发现，溶磷菌Burkholderia gladioli 
10216 和Enterobacter aerogenes 10208 对磷矿粉

的溶解能力分别为1.4 和15.2 µg ml-1，后者为前者

的13.8倍。盆栽试验中接种这两株菌的处理，作物

的株高、生物量、磷吸收量差异并不显著，但均

显著高于不接种对照，其原因是B. gladioli 10216

在作物根际的定殖数量（3.0×10 9c fu  g -1土）较 

E. aerogenes 10208（4.1×107cfu g-1土）高2个数

量级，表明溶磷菌的定殖能力起着重要作用，定殖

能力强弥补了溶磷能力弱的不足。因此后续实验应

进一步检测溶磷菌在根际的定殖。

室内试验发现B. subtilis Z8不能产生铁载体，

而B. megaterium Z4、P. fluorescens X5和P. spoae 
X6均能产生铁载体（表3）。对照表1和表2可以

发现，不能产生铁载体的B. subtilis Z8菌株在缺铁

NBRIP液体培养中溶磷能力较差，利用根系分泌物

的能力也显著低于其他3株菌。这说明菌株铁载体

的产生与溶磷能力可能有交互作用。比如，柠檬酸

的产生常被认为是微生物溶磷的重要机制［23］，然

而学者们也发现柠檬酸亦是微生物螯合铁的重要 

载体［24］。

盆栽试验发现，施入土壤的4株复合菌的应用

效果好于任何单一菌株的效果，分析其原因，可能

是单一菌株易受到环境胁迫，影响其功能发挥。复

合菌群，团体作战，协同共栖，对根际资源的占有

量增加，更利于溶磷作用的发挥。接种至植物根际

的外源微生物必须经过与先期定殖的土著微生物竞

争才能在根际定殖并发挥作用［25］。因此在后续研

注：含有相同字母者表示差异不显著（p=0.05，新复极差检验）Note：Data in the figure affixed with the same letter indicated no 

significant difference（p=0.05，Duncant′s test）

图1　不同溶磷细菌处理对玉米的促生效果

Fig. 1　Effects of phosphate-solubilizing bacteria on growth of corn relativel to strain of the bacteria
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究中应该加强溶磷菌群落之间及与植物根际交互作

用的深入研究，明确溶磷菌在根际发生作用的过

程，进一步稳定溶磷菌活化磷素的效率。

4　结　论

从 石 灰 性 土 壤 中 分 离 获 得 的 4 株 溶 磷 细 菌 

P. fluorescens X5、P. poae X6、B. megaterium Z4

和B. subtilis Z8均可以利用玉米根系分泌物作碳源

生长。菌株P. poae X6和B. megaterium Z4均能产

生IAA和铁载体，但菌株B. subtilis Z8可产生IAA不

产生铁载体，菌株P. fluorescens X5可产生铁载体

不产生IAA。接种单一溶磷菌及4株复合溶磷菌均

可促进玉米的生长，但复合菌群的溶磷促生效果显

著高于单一菌株。
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Screening of Phosphate-solubilizing Bacteria Adaptable to Corn and 
Effects of the Bacteria on the Growth of Corn

MEI Xinlan1　SHAN Anqi1　JIANG Yi1　WEI Zhong1　WANG Yuyao1　WANG Shimei1　SHEN Qirong1

XU Yangchun1†　LIU Jian2†

（1 National Engineering Research Center for Organic-based Fertilizers，Jiangsu Collaborative Innovation Center for Solid Organic 

Waste Utilization，College of Resources and Environmental Sciences，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China）

（2 Institute of Agricultural Sciences of the Yangtze River Bank District，Rugao，Jiangsu 226541，China）

Abstract　Phosphate-solubilizing bacteria（PSB）are a group of  beneficial  bacteria capable of 

hydrolyzing organic and inorganic phosphorus from insoluble compounds. P-solubilization ability of the 

microorganisms is considered to be one of the most important traits associated with plant phosphate nutrition. 

A number of PSB strains have been screened out from soils in laboratory，however，few reports are available 

on their successful application in fields. More and more evidence suggests that root colonization of PSB is very 

important for phosphate solubilization；therefore，survivability of PSB in plant rhizosphere is one of the basic 

principles for PSB screening. In present study，20 strains of PSB with phosphate solubilization halos ranging 

from 7.9～20 mm were isolated from the rhizosphere of the corn growing in calcareous soil with the Pikovskaya 

medium plate method. Ten of the 20 strains of PSB，coded as X3，X5，X6，Z2，Z3，Z4，Z5，Z7，Z8 

and Z9，with bigger phosphate solubilization halos were further tested for phosphate-solubilizing capacity in 

the NBRIP medium. Results show that gram-negative（G-）PSB（X3，X5，X6，Z2，Z3andZ5）solubilized 

much more phosphate than gram-positive（G+）ones（Z4，Z7，Z8 and Z9）did. The mean phosphate 

concentration in the NBRIP medium of the G- PSB treatments was 449.7 µg ml-1，with phosphate concentration 

in Treatment G- PSB Z3 being the highest，reaching to 562.2 µg ml-1. However，the highest phosphate 
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concentration obtained by G+ PSB was only 46.9 µg ml-1. In further experiment，8 strains of PSB（G+：Z4，

Z7，Z8 and Z9；and G-：X5，X6，Z3 and Z5）were evaluated for corn root exudate utilization capacity. 

All of the 8 strains of PSB were found to be able to utilize corn root exudate as sole carbon source and the G- 

PSB grew much better than G+ ones. Consistent with the findings in the culture in NBRIP medium，G- PSB 

solubilized much more phosphate than G+ PSB did when using corn root exudate as sole carbon source. Based 

on phosphate-solubilization and root exudate utilization capacities，two G- strains of PSB，X5（Pseudomonas 
fluorescens）and X6（Pseudomonas poae），and two G+ strains of PSB，Z4（Bacillus megaterium）and 

Z8（Bacillus subtilis）were selected for further experiment to test their IAA and siderophore production and 

phosphate solubilization capacities and effect on corn growth in greenhouse. X6 and Z4 was found to be able 

to produce both IAA and siderophore. Z8 was able to produce IAA but not siderophore，and X5 was able to 

produce siderophore but not IAA. The greenhouse experiment shows that application of mixture or any one of 

the four strains of PSB increased corn biomass and soil available phosphate，as compared with the control（no 

inoculation）. Z4 was found to be the highest in effect on plant growth（plant height and dry weight）among 

the four tested strains of PSB. The treatments inoculated with mixture of PSB strains were significantly higher 

the treatments inoculated with only one single strain in soil available phosphate content and corn biomass 

Therefore，it can be concluded that X5（P. fluorescens），X6（P. poae），Z4（B. megaterium）and Z8

（B. subtilis）are potential PSB that can be prepared into a mixed inoculum or an efficient bio-fertilizer for 

use in areas deficient in P to improve overall performance of the crops therein.

Key words　Phosphate-solubilizing bacteria（PSB）；Indoleacetic acid（IAA）；Siderophore；Root 

exudate of corn；Complex bacteria；Plant promotion effect

（责任编辑：卢　萍）
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