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摘 要：利用高通量测序技术，研究连续传代微生物培养过程中土壤可培养解磷菌的群落变化。采用固体和液体无机

磷（IPM）和有机磷培养基（OPM）分别对供试水稻土中解磷菌进行传代富集培养，获得第一代（1st-En）、第二代

（2nd-En）和第三代（3rd-En）可培养微生物集合，通过高通量测序技术分析富集物和土壤 DNA 中细菌 16S rRNA

基因，评估土壤可培养“潜在”解磷菌群落富集规律及其占本底土著细菌群落的比例。结果表明：供试土壤共检测

到本底细菌群落 58 门、160 纲、373 目、575 科和 979 属，而利用四种培养基连续传代三次共富集 20 门、35 纲、80

目、121 科和 223 属“潜在”解磷菌。OPM 富集“潜在”解磷菌分类单元数普遍高于 IPM。可培养“潜在”解磷菌

在土壤本底土著细菌群落中的比例在门水平最高（8.62%~25.9%），而在其他分类水平上仅为 3.22%~12.5%。与本研

究构建的已知解磷菌数据库进行比较，土壤本底包括已知解磷菌 110 属，而四种培养基连续传代三次共富集已知解

磷菌 83 属，对土壤已知解磷菌属的培养比例为 75.5%，亦表明土壤中至少约 24.5%已知解磷菌属未被富集或遗漏。

不同培养基和代次富集了优势解磷菌门，主要包括 Proteobacteria、Actinobacteriota 和 Firmicutes，三者之和为

97.20%~99.97%；而在属水平下，不同培养基和代次富集了具有明显生理代谢特征差异的解磷菌属。此外，培养基还

富集到大量尚未被证实具有解磷功能或特征基因的细菌属 140 个，占可培养“潜在”解磷菌群落 62.8%，其中绝大部

分为数量弱势的稀有属，少数具生长富集优势，如 Chelatococcus 等。通过将传统微生物培养技术与高通量测序技术

相结合，本研究揭示了培养基成分、培养基形态和传代次数均能强烈影响土壤可培养解磷菌多样性评估，为环境解

磷菌资源的定向发掘和研究提供了参考。 
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Abstract: 【Objective】High-throughput sequencing technology was used to study the changes in the 
diversity of culturable phosphate-solubilizing bacteria (PSB) during serial enrichment, to evaluate the 
effects of different media and generations on diversity assessment of culturable PSB in paddy soil.
【Methods】Through serial passages with inorganic phosphorus medium (IPM) and organic phosphorus 
medium (OPM) in both solid and liquid forms, culturable "potential" PSB enrichments were obtained from 
the first (1st-En), second (2nd-En) and third (3rd-En) generation of the media and then for DNA extraction 
together with the tested soil. Bacterial 16S rRNA genes were analyzed by high-throughput sequencing 
technology to explore the enrichment laws of soil culturable "potential" PSB and their proportions to soil 
background indigenous bacterial community.【Results】The results showed that a total of 58 phyla, 160 
classes, 373 orders, 575 families and 979 genera were detected in soil background bacterial communities, 
and 20 phyla, 35 orders, 80 orders, 121 families and 223 genera of the "potential" PSB were cultured by 
four media after three generations. The diversity of culturable "potential" PSB was generally higher in 
OPM than IPM and the proportions of culturable "potential" PSB in soil background indigenous bacterial 
community were the highest at the phylum level (8.62%-25.9%), while only 3.22%-12.5% at other 
taxonomic levels. Compared with the known PSB database constructed in this study, 110 genera of the 
known PSB existed in soil background indigenous bacterial community; 83 genera of the known PSB were 
existed in the enrichments of four media after three consecutive generations and accounting for 75.5% of 
the known PSB in the background soil. Thus, at least about 24.5% of the genera of the known PSB in the 
soil were not enriched or omitted. During the culture of three generations with different media, the 
culturable dominant PSB mainly included Proteobacteria, Actinobacteriota and Firmicutes, and their 
relative abundance reached a total of 97.20%-99.97%; at the genus level, PSB with different physiological 
and metabolic characteristics was enriched by different media and generations. In addition, a large number 
of 140 genera were also enriched in which phosphorus-dissolving function or characteristic genes were not 
demonstrated, accounting for 62.8% of soil culturable "potential" PSB communities. Most of the above 
genera were rare with relatively low abundance, but a few have growth advantages, such as Chelatococcus.
【Conclusion】Combining the high-throughput sequencing technology with the traditional microbial culture 
technology, our study reveals that the diversity of soil culturable PSB can be strongly affected by the 
components and status of culture medium and the generations, which provides a reference for the 
directional exploration and research of environmental PSB resources. 
Key words: Phosphate-solubilizing bacteria; Inorganic phosphorus; Organic phosphorus; Serial enrichment; 
High-throughput sequencing 
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土壤磷素存量很高，然而仅有 0.1%能直接被植物吸收利用[1]。我国 70%以上耕地土壤处于缺磷

状态。解磷菌（Phosphate-solubilizing bacteria, PSB）是土壤磷循环中的重要一员，通过分泌有机酸、

质子或者释放磷酸酶、植酸酶等，促使土壤难溶性或不溶性磷转化为易于被植物吸收的有效磷[2]。

接种解磷菌可提高土壤磷素营养和作物产量，是一项理想的、环境友好且应用前景广阔的农业措施
[3]。自 20 世纪中叶起，围绕环境高效解磷菌的筛选开展了大量研究，但进展有限，最基础的难题之

一是传统稀释平板法不能获得土壤中解磷菌群落的全面信息，无法准确评价土壤中具有解磷能力的

微生物种类和数量。 
传统固体培养基富集分离过程依赖单个菌落的挑选和传代纯化，而菌落挑选具有主观性和随机

性，会遗漏很多数量较低的稀有解磷菌[4]；在连续传代培养过程中，培养基成分、传代次数及培养

时间等因素，亦可能导致特定生理偏好的解磷菌更具生长优势，随着代次增加，丰度较低的稀有菌

被易生长的优势菌所淘汰，进而遗漏一些可能在环境中发挥重要功能的解磷菌, 以致无法准确评估

土壤中解磷菌群落组成全貌。 
此外，固体和液体培养基富集培养过程中，微生物细胞在氧气利用和营养获取方面也存在明显

不同，可培养菌群在连续传代培养过程中可能产生差异。比如，固体培养基表面生长的菌落易于获

取空气中的氧气，但上层细胞只能通过下层细胞或细胞间隙获取营养；而液体培养基内微生物细胞

更易获取周围营养，但仅有液体表面微生物接触氧气，液体培养基内部微生物生长受到较低氧气浓

度的限制[4-5]。目前，固体和液体培养基对连续传代富集过程中可培养解磷菌多样性的影响鲜有报道。 
高通量测序技术的快速发展，为系统评价连续传代过程中土壤可培养菌群变化规律提供重要技

术支撑[6]。在固体和液体培养基连续传代富集过程中，通过收集固体平板或液体培养基中所有可培

养微生物菌落/体，针对可培养微生物及其原位环境微生物总 DNA，测序 16S rRNA 基因序列，并与

数据库中纯菌株进行系统发育同源性分析，即可研究不同代次的可培养微生物多样性变化，明确可

培养微生物种类和比例。运用上述方法，针对固氮菌，利用特殊培养基富集可培养固氮菌，发现传

统分离方法遗漏的固氮菌属占比高达 95.2%[5]。那么，利用特定培养基针对土壤解磷菌进行传代富集

培养和测序分析，则可能明确土壤中可培养解磷菌的种类和比例，以及在不同培养基和代次的富集

规律差异。 
自然界解磷细菌种类繁多。目前已获得较多纯培养解磷菌株[2, 7-10]，为评估土壤中可培养解磷菌

多样性提供了有效已知解磷菌资源库。解磷机制涉及多种基因，目前认知有限，主要集中在编码碱

性磷酸酶的系列基因。其中，phoD 基因被认为是土壤中分布最广、最重要的碱性磷酸酶编码基因之

一[11]，具有 phoD 基因微生物群落亦可被视为重要的已知解磷菌资源。FunGene（Functional gene）
功能基因数据库收录了大量 phoD 基因序列及相应物种注释信息[12]，为全面认知土壤解磷菌资源提

供又一重要参考。 
掌握环境中解磷菌的可培养特性及种质资源多样性，能够为解磷菌资源进一步开发和利用提供

借鉴。基于以上，本研究利用不同解磷菌选择培养基，通过连续传代富集培养技术，获得可培养的

第一代、第二代和第三代解磷菌富集物，再通过高通量测序技术进行可培养解磷菌的组成和多样性

分析，进一步与供试土壤解磷菌群落和已知解磷菌数据库进行比较，以定量评价不同分类水平下土

壤可培养解磷菌的多样性、比例和富集规律。 

1 材料与方法  

1.1 供试土壤 

供试土壤采集自江西新余县，为河流冲击性母质发育的冲积性水稻土。水稻收获后，采集 0~20 
cm 耕层土壤，清除石块和植物残体等，过 2 mm 筛，混合均匀，于 4 ℃保存。土壤理化性质：pH 5.61，
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铵态氮 2.59 mg·kg-1，硝态氮 1.25 mg·kg-1，全碳 20.67 g·kg-1，全氮 2.23 g·kg-1，有效磷 10.30 mg·kg-1。 
1.2 可培养解磷菌的富集 

1.2.1 培养基的配制    固体无机磷培养基（Solid-IPM）主要成分包括：葡萄糖 2.0 g，硫酸铵 0.1 g，
氯化钠 0.06 g，硫酸镁 0.06 g，硫酸亚铁 0.006 g，硫酸锰 0.006 g，碳酸钙 1.0 g，氯化钾 0.06 g，磷

酸三钙 1.0 g，琼脂 3.6 g，加去离子无菌水 200 mL。固体有机磷培养基（Solid-OPM）中，除用 0.06 
g 卵磷脂代替磷酸三钙外，其余成分和用量与 Solid-IPM 相同。将两种培养基加入适当氢氧化钠调

节 pH 至 7.0-7.5。 
液体无机磷培养基（Liquid-IPM）和有机磷培养基（Liquid-OPM）除不加入琼脂外，其余配方

与上述固体培养基相同。所有培养基置于高压灭菌锅中 115 ℃灭菌 30 min。待固体培养基稍冷却后，

在超净台制备无菌平板。 
1.2.2 解磷菌的富集策略   称取土壤样品 1.0 g，在 100 mL 无菌水中溶解，加入 5.0 g 无菌玻璃珠，

以 200 r·min-1 在 30 ℃下震荡 30 min，制备土壤悬液。本实验研究对象为可培养解磷菌，特指在无机

磷和有机磷培养基中富集的微生物集合，可被认为是所有“潜在”可分离纯培养的解磷菌株。 
利用固体培养基的富集培养：吸取 100 μL 土壤悬液，均匀涂布在培养基表面，在 30 ℃培养箱

中倒置培养 5 d，再将平板取出，在超净台里吸取 10 mL无菌水将培养基表面菌落分多次冲洗至 50 mL
无菌离心管中，制成第一代富集菌液，取 1 mL 提取 DNA。同时吸取 100 μL 菌液，使用平板涂布法

接种传代培养，培养 5 d 后，同样以第一代菌落冲洗方式，将第二代菌落冲洗至 50 mL 无菌离心管

中，制成第二代富集菌液。重复上述方法，制成第三代富集菌液，并提取 DNA。每代设置 4 次重复。 
利用液体培养基的富集培养：吸取 100 μL 土壤悬液，接种至 100 mL 无菌液体培养基，将培养

瓶放入 30 ℃培养箱中，震荡培养 7 d，获得第一代富集菌液。将 100 mL 菌液以 4 000×g 离心 10 min，
弃上清，加入 10 mL 无菌水振荡混匀，浓缩为第一代富集菌液，取 1 mL 提取 DNA。同时吸取 100 μL
第一代富集菌液，接种至新 100 mL 液体培养基中，传代培养 7 d，采用上述相同方法浓缩为第二代

富集菌液。依此类推，进行第三代解磷菌培养及富集菌液制备。每代设置 3 次重复。 
1.3 解磷菌的多样性分析 

1.3.1 微生物 DNA 提取   供试土壤 DNA 采用 FastDNA® Spin Kit for Soil (MP Bio)试剂盒提取。称

取 0.5 g 土壤 3 份，用于土壤 DNA 提取，最终将 DNA 溶解于 100 μL DES 缓冲液，于-20 ℃保存。

可培养解磷菌富集物 DNA 采用 E.Z.N.A.® Bacterial DNA Kit (Omega)试剂盒进行提取。最后加入 50 
μL Elution Buffer，过滤收集 DNA，于-20 ℃保存。 
1.3.2 IIIumina Miseq 高通量测序分析  开展高通量测序分析微生物多样性变化，探究解磷菌富集规

律。由上海派森诺生物科技股份有限公司扩增土壤样品和富集物中细菌 16S rRNA 基因（引物

515F/907R）并建库，在 Illumina Miseq测序平台上对其双端测序。根据 barcode划分样本，移除 barcode
序列。针对 16S rRNA 基因，通过 QIIME2 过程进行质控、去燥、拼接、去嵌合体，获得非 singletons 
ASVs 特 征 序 列 和 丰 度 表 。 根 据 默 认 参 数 ， 以 Greengenes 数 据 库  (Release 13.8 ，

http://greengenes.secondgenome.com/) (DeSantis et al., 2006)为参考进行物种注释。最后，在各分类水

平下，分析样品检测到的所有物种分类信息（包括分类单元数量和分类单元对应的相对丰度）。相对

丰度，是以样本中各分类水平各类型微生物序列数除以序列总数来表示。通过在线工具

(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/)生成 venn 图，比较样本间共有微生物和特有微生物

类型。高通量测序概况如表 1 所示。为全面评估可培养解磷菌的多样性，避免低估或遗漏数量不占

优势的解磷菌类群，后续将重复样品所获序列合并分析。测序原始数据已上传至 NCBI 数据库，序

列号 PRJNA1030136。 
表 1 土壤和富集物样品的高通量测序结果 

Table 1 High throughput sequencing results of soil and enrichments 
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培养基类型 

Medium type 

样品 

Sample 

高质量测序条数 

High quality sequence number 

 供试土壤 Soil 68 240±11 982 

无机磷培养基 

Inorganic phosphorus 

media（IPM） 

液体 

Liquid 

第 1 代富集物 1st-En 42 643±14 312 

第 2 代富集物 2nd-En 39 819±6 704 

第 3 代富集物 3rd-En 36 999±5 025 

固体 

Solid 

第 1 代富集物 1st-En 37 993±2 773 

第 2 代富集物 2nd-En 31 272±7 861 

第 3 代富集物 3rd-En 29 512±4 220 

有机磷培养基 

Organic phosphorus 

media（OPM） 

液体 

Liquid 

第 1 代富集物 1st-En 45 805±7 071 

第 2 代富集物 2nd-En 60 517±11 590 

第 3 代富集物 3rd-En 57 528±10 600 

固体 

Solid 

第 1 代富集物 1st-En 38 201±3 760 

第 2 代富集物 2nd-En 42 439±6 339 

第 3 代富集物 3rd-En 49 650±8 376 

注：IPM 和 OPM 分别代表无机磷和有机磷培养基。Solid 和 Liquid 分别代表固体和液体培养基。1st-En、2nd-En、3rd-En 分别代

表第一代、第二代和第三代富集物。下同。Note: IPM and OPM represent the inorganic phosphorus and organic phosphorus medium for the 

selection of PSB, respectively. Solid and Liquid represent solid and liquid medium for the enrichment of PSB, respectively. 1st-En, 2nd-En and 

3rd-En represent the first, second and third generation of culture enrichments, respectively. The same below. 

1.4 已知解磷菌数据库的检索和构建 
通过对文献报道已分离培养的解磷菌株[2, 7-10 ]以及 FunGene 数据库含有 phoD 基因的解磷菌进行

检索和整理，并定义为已知解磷菌数据库作为参考（表 2）。其中，（1）根据以往文献检索到除真菌

外已知解磷菌 125 属；（2）针对 FunGene 数据库，按照设定参数（mimimumHMM Coverage=97%），

获得 9682 条 phoD 基因和相应分类注释信息，除去冗余，整理出已知解磷菌（除真菌外）309 属。

以上两部分共有解磷菌 62 属，因此，构建已知解磷菌数据库共 372 属。 
表 2 本研究构建的已知解磷菌数据库 

Table 2 The known phosphate-solubilizing bacteria (PSB) database retrieved from previous pure isolates and the FunGene repository 

门水平 Phylum 纲水平 Class 属水平 Genus 

Proteobacteria Alphaproteobacteria 

Acetobacter, Afipia, Agrobacterium, Altererythrobacter, Asticcacaulis, 
Aurantimonas, Aureimonas, [Azospirillum], Beijerinckia, Blastomonas, Bosea, 
Bradyrhizobium, Breoghania, Brevundimonas, Caulobacter, Celeribacter, 
Citromicrobium, Confluentimicrobium, Devosia, Ensifer, Erythrobacter, 
[Gluconacetobacter], Gluconobacter, Hartmannibacter, Hirschia, Hyphomonas, 
[Inquilinus], Jannaschia, Komagataeibacter, Labrenzia, Labrys, Leisingera, 
Litoreibacter, Lutibaculum, Mameliella, Mesorhizobium, Methylobacterium, 
Microvirga, Neorhizobium, Nitratireductor, Nitrospirillum, Novosphingobium, 
Oceanibaculum, Oceanicaulis, Oceanicola, [Ochrobactrum], Paracoccus, 
Pararhizobium, Parvibaculum, Phaeobacter, Phenylobacterium, [Phyllobacterium], 
Pleomorphomonas, Porphyrobacter, Pseudolabrys, Pseudorhodoplanes, 
Puniceibacterium, Rhizobium, Rhizorhabdus, [Rhodobacter], Rhodoplanes, 
Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Rhodovulum, Roseivivax, Roseovarius, 
Ruegeria, Shinella, Sinorhizobium, Skermanella, Sphingobium, Sphingomonas, 
Sphingopyxis, Sphingorhabdus, Sphingosinicella, Stella, Sulfitobacter, 
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[Swaminathania], Tardiphaga, Tepidicaulis, Thalassococcus, Thalassospira, 
Variibacter, Youhaiella 

Betaproteobacteria 

Acidovorax, [Achromobacter], [Alcaligenes], Alicycliphilus, Aquabacterium, 
[Aquitalea], Burkholderia, Chromobacterium, Collimonas, Comamonas, 
Cupriavidus, Curvibacter, Delftia, Diaphorobacter, Duganella, Gulbenkiania, 
Herbaspirillum, Hydrogenophaga, Hylemonella, Janthinobacterium, Leptothrix, 
Massilia, Melaminivora, Methylibium, Mitsuaria, [Nitrosomonas], 
Noviherbaspirillum, Ottowia, Pandoraea, Paraburkholderia, Paucimonas, 
Pigmentiphaga, Polaromonas, Pseudacidovorax, Pseudorhodoferax, Ralstonia, 
Ramlibacter, Rhizobacter, Rhodoferax, Roseateles, Simplicispira, Sphaerotilus, 
[Tetrathiobacter], [Thiobacillus], Variovorax, Verminephrobacter, Xylophilus 

Deltaproteobacteria Corallococcus, Minicystis, Myxococcus, Polyangium, Stigmatella, Streptacidiphilus 

Gammaproteobacteria 

Acinetobacter, [Aeromonas], Ahniella, Alcanivorax, Alteromonas, Azotobacter, 
Bacterioplanes, [Cedecea], Chromohalobacter, [Chryseomonas], Cobetia, 
Congregibacter, [Cronobacter], [Dyella], Enhydrobacter, Enterobacter, 
Enterovibrio, Erwinia, [Ewingella], Ferrimonas, Granulosicoccus, Gynuella, 
Hahella, Halomonas, [Klebsiella], [Kluyvera], [Kosakonia], Kushneria, [Leclercia], 
Lysobacter, Marinobacter, Marinobacterium, [Marinomonas], 
Methylomonas,Microbulbifer,Moraxella,Oleispira, [Pantoea], Paraglaciecola, 
[Photobacterium], [Providencia], Pseudoalteromonas, Pseudomonas, 
Pseudoxanthomonas, Psychrobacter, [Rahnella], [Raoultella], [Salmonella], 
Salinisphaera, [Serratia], [SAR86], Shewanella, [Shigella], Solimonas, 
Stenotrophomonas, Teredinibacter, Thalassolituus, Vibrio, Xanthomonas, [Yersinia], 
Zhongshania 

Epsilonproteobacteria Arcobacter 

Actinobacteriota 

Actinobacteria 

[Agromyces], Actinoalloteichus, Actinokineospora, Actinomadura, Actinoplanes, 
Actinopolymorpha, Actinopolyspora, Aeromicrobium, Actinokineospora, 
Allokutzneria, Amycolatopsis, Arsenicicoccus, Arthrobacter, Asanoa, Auraticoccus, 
Beutenbergia, Brachybacterium, Brevibacterium, Candidatus_Microthrix, 
[Cellulosimicrobium], Citricoccus, [Clavibacter], Corynebacterium, Cryobacterium, 
Dermacoccus, Dietzia, Frankia, Friedmanniella, Glutamicibacter, Gordonia, 
Hoyosella, Isoptericola, Janibacter, Jiangella, Kibdelosporangium, Kineococcus, 
Kitasatospora, Kocuria, Kribbella, Kutzneria, Kytococcus, Lechevalieria, Lentzea, 
Luteipulveratus, Marmoricola, [Microbacterium], Microbispora, Micrococcus, 
Microlunatus, Micromonospora, [Modestobacter], Mumia, Mycobacterium, 
Mycobacteroides, Mycolicibacterium, Nocardia, Nocardioides, Nocardiopsis, 
Nonomuraea, Paenarthrobacter, Pimelobacter, Planomonospora, Prauserella, 
Pseudarthrobacter, Pseudonocardia, Rhodococcus, Saccharomonospora, 
Saccharopolyspora, Saccharothrix, [Sanguibacter], Salinispora, Sinomonas, 
Stackebrandtia, Streptomonospora, Streptomyces, Streptosporangium, 
[Streptoverticillium], Terrabacter, Thermobifida, Thermobispora, 
Thermomonospora, Tomitella, Tsukamurella, Williamsia 

Nitriliruptoria Euzebya 
Rubrobacteria Rubrobacter 

Thermoleophilia Patulibacter 
Vicinamibacteria Luteitalea 

Firmicutes Bacilli 

[Aerococcus], Aneurinibacillus, Bacillus, [Brevibacillus], [Enterococcus], 
[Exiguobacterium], Fictibacillus, Geobacillus, Halobacillus, Jeotgalibacillus, 
[Oceanobacillus], Paenibacillus, [Planococcus], [Planomicrobium], Sporosarcina, 
[Staphylococcus], Streptococcus, Virgibacillus 

Bacteroidota 

Flavobacteriia Chryseobacterium, Flavobacterium, Fluviicola 
Saprospiria Haliscomenobacter 

Chitinophagia [Arachidicoccus] 
Cytophagia [Flexibacter], [Spirosoma] 

Sphingobacteriia [Sphingobacterium] 
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Cyanobacteria Cyanophyceae 

Acaryochloris, Anabaena, Anabaenopsis, Aphanothece, Aulosira, Calothrix, 
Chroococcidiopsis, Crocosphaera, Cyanothece, Cylindrospermum, 
Dolichospermum, Fischerella, Gemmatirosa, Gloeobacter, Gloeocapsa, Halothece, 
Hapalosiphon, Hassallia, Leptolyngbya, Mastigocoleus, Microcoleus, Nodularia, 
Nostoc, Pleurocapsa, Rivularia, Scytonema, Tolypothrix, Trichormus, [Westiellopsis] 

Planctomycetota Planctomycetia 
Aquisphaera, Blastopirellula, Gemmata, Gimesia, Isosphaera, Paludisphaera, 
Pirellula, Planctomyces, Planctopirus, Rhodopirellula, Roseimaritima, 
Singulisphaera 

Deinococcus-Thermus Deinococci Deinococcus 

Gemmatimonadota Gemmatimonadetes Gemmatimonas 

Euryarchaeota Halobacteria 
Candidatus_Halobonum, Haladaptatus, Haloarcula, [Halobacterium], 
[Halococcus], Halobiforma, Haloferax, [Halolamina], [Halostagnicola], 
[Haloterrigena], [Natrialba], [Natrinema], Natronococcus, [Natronoarchaeum] 

注：下划线微生物属，可在以往文献中检索到该属中包含可分离解磷菌纯菌[2, 7-10]，并且该属亦可在 FunGene 数据库被检索；

方括号[ ]中微生物属，可检索到该属中包含已分离解磷菌纯菌，但未在 FunGene 数据库被检索；其他无线划线和方括号的微生物属，

仅可在 FunGene 数据库被检索。/ Note: The underlined microbial genus represents this genus of culturable PSB and can be retrieved in 
previous literature and the FunGene database; the microbial genus in the square bracket [] indicates this genus of culturable PSB could be 
retrieved in previous literature, but not in the FunGene database. The genus without the underline and bracket represents this genus only can 
be retrieved in the FunGene database.  

1.5 可培养“潜在”解磷菌和已知解磷菌的比例及富集率的计算 
可培养“潜在”解磷菌比例的计算：分别获得（1）土壤DNA中微生物分类单元数。直接提取土

壤DNA，高通量测序微生物16S rRNA基因，并在门、纲、目、科和属水平进行注释，获得土壤中所

有微生物的系统发育信息和分类单元总数。（2）富集物DNA中微生物分类单元数。根据前述分析方

法，分别获得无机磷和有机磷培养基中第一代、第二代或/和第三代中菌落富集物中可培养解磷菌的

分类信息和分类单元数。后者除以前者，即可得到不同微生物分类水平下土壤可培养“潜在”解磷

菌的比例。 
可培养已知解磷菌比例的计算：将富集物DNA和土壤DNA中微生物在属水平分别与已知解磷菌

数据库中注释信息进行比对，确定富集物和土壤中包含已知解磷菌属水平分类单元数，前者除以后

者，得到属水平下已知解磷菌的可培养比例。 
可培养解磷菌富集率的计算：基于16S rRNA基因分类，首先在属水平下，分别获得富集物DNA

中所有可培养“潜在”解磷菌的相对丰度；其次获得土壤DNA中相应解磷菌属的相对丰度；前者除

以后者，即可得到。富集率>1表示该菌属在培养中得到了富集。 

2 结 果  

2.1 不同培养基和代次中可培养“潜在”解磷菌多样性和比例 

供试土壤本底微生物共检测 58 门、160 纲、373 目、575 科和 979 属（图 1a）。不同培养基和代

次来源培养富集物（IPM+OPM）中共检测 20 门、35 纲、80 目、121 科和 223 属（图 1c），即可培

养“潜在”解磷菌在门、纲、目、科和属水平分别占供试土壤本底微生物的 34.5%、21.9%、21.5%、

21.0%和 22.8%（图 1d）。在同一分类水平，不同培养基富集到“潜在”解磷菌分类单元数差异较大。

OPM 富集“潜在”解磷菌种类数普遍高于 IPM，且在液体 OPM 中最多，而在液体 IPM 最少（图 1b）。
对于不同培养基和代次来源培养富集物而言，可培养“潜在”解磷菌在门水平的占比最高

（8.62%~25.9%），而在其他分类水平上的占比仅为 3.22%~12.5%（图 1c）。综上可见，IPM 和 OPM
均定向富集了相当数量“潜在”解磷菌。四种培养基富集共有解磷菌分类单元数由高到低依次为：

属（26 属）、科（19 科）、目（14 目）、纲（6 纲）、门（4 门），共有程度高低依次为：门（21.0%）、
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目（18.4%）、纲（17.1%）、科（15.7%）、 属（11.7%）（图 2）。 

 
   注：分组样品的微生物分类单元数，由组内所有样品检测到的共有和特有微生物分类单元数求和得到。Note：The microbial taxon 

number of group samples was obtained by summing the number of shared and specific microbial taxa detected in all samples in the group.  

图 1 不同微生物分类水平下，可培养“潜在”解磷菌的分类单元数（a, b）和在土壤本底微生物中所占的比例（c, d） 

Fig. 1 The taxon number (a, b) and proportion (c, d) of culturable “potential” phosphate-solubilizing bacteria (PSB) in soil at different 

microbial taxonomic levels 

 
图 2 不同培养基中可培养“潜在”解磷菌间的共现规律（韦恩图） 

Fig 2. Co-occurrence of the culturable “potential” PSB in different media at different microbial taxonomic levels (Venn diagram) 

2.2 不同培养基和代次中可培养已知解磷菌多样性和比例 
如图 3 所示，在属水平，供试土壤中检测到已知解磷菌 110 属，在土壤微生物群落中的占比为

11.2%。IPM 富集物检测到“潜在”解磷菌 112 属，占土壤微生物群落 11.4%，其中包括已知解磷菌
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56 属，在富集物群落中占比为 50.0%；IPM 对土壤已知解磷菌的培养比例可达 50.9%。OPM 富集物

中检测到“潜在”解磷菌 185 属，占土壤微生物群落 18.9%，包括已知解磷菌 71 属，在富集物群落

中占比为 38.4%；OPM 对土壤已知解磷菌的培养比例可达 64.5%。上述表明，OPM 富集已知解磷菌

多样性高于 IPM。 
IPM+OPM 共检测到“潜在”解磷菌 223 属（图 3），包括已知解磷菌 83 属，占土壤已知解磷菌

群落 75.5%，至少约 24.5%（27 属）土壤已知解磷菌未被富集或遗漏。IPM 和 OPM 间还检测到相同

已知解磷菌 44 属（图 3）。此外，富集物中还检测到大量未被检索的“潜在”解磷菌，亦可称之为

未知解磷菌，共计 140 属，在可培养“潜在”解磷菌群落中占 62.8%，在 IPM 和 OPM 富集物群落

中分别占 50.0%（56 属）和 61.6%（114 属）。 

 
图 3 不同培养基中可培养“潜在”解磷菌与已知解磷菌数据库在属分类水平的多样性比较 

Fig. 3 Diversity comparison of culturable “potential” PSB in different media and the known PSB database at the genus level  

2.3 不同培养基和代次中可培养“潜在”解磷菌群落组成比较 
由图 4a 可知，在门水平，土壤中优势微生物高低为: Proteobacteria（27.45%）、 Acidobacteriota

（15.38%）、 Chloroflexi（11.9%）、 Actinobacteriota（6.40%）、 Bacteroidota（6.14%）、 Planctomycetota
（5.68%）、 Nitrospirota（4.98%），以上类群共占整体微生物群落的 77.93%。不同培养基和代次来

源富集物中优势解磷菌主要隶属于 Proteobacteria、Actinobacteriota 和 Firmicutes。液体 IPM 和 OPM
富集微生物主要有 Proteobacteria 和 Firmicutes，两者之和分别达 99.11%~99.89%和 97.20%~99.79%。

固体 IPM 富集微生物主要有 Proteobacteria 和 Actinobacteriota，两者总和高于 98.76%。固体 OPM 富

集微生物门主要有 Proteobacteria、Actinobacteriota 和 Firmicutes，三者总和高于 99.97%。 
在属水平富集的优势微生物（保留任意代次培养富集物中微生物相对丰度> 1%的属），如图 4b

所示。不同培养基富集优势微生物属差别较大。液体 IPM 主要富集了 Ralstonia、Pseudomonas、Bur
kholderia、Bacillus、Paenibacillus 等。固体 IPM 富集的优势微生物，同样包括 Pseudomonas，除此

之外，还主要包括 Pseudarthrobacter、Cupriavidus、Variovorax、Azospirillum、Massilia 等。液体 OP
M 富集的优势微生物，除 Pseudomonas、Paenibacillus 和 Bacillus 三属同液体 IPM 相似，还有 Chel
atococcus。与固体 IPM 相比，固体 OPM 同样富集了较多 Pseudarthrobacter、Pseudomonas 和 Cupri
avidus，此外，Burkholderia 和 Bacillus 在传代培养时竞争优势逐渐增加。以上优势微生物中，Chel
atococcus、Pandoraea、Arthrobacter 三属仅在培养富集物而未在土壤中被检测。 
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注：图中标有下划线微生物，为可富集、但尚未被检索的“潜在”解磷菌门或属。 Note: The underlined microorganisms are the 

“potential” PSB which were enriched but have not yet been searched in the known PSB database. 
图 4 土壤本底和培养基富集的微生物在门（a）和属水平（b）的相对丰度 

Fig. 4 Microbial relative abundances in soil and enrichments at the phylum (a) and genus level (b) 

2.4 不同培养基和代次中可培养“潜在”解磷菌的富集规律 
在门水平，微生物在不同培养基中富集规律（相对丰度随传代次数的变化）不同（图 5a-图 5c）。

Proteobacteria 普遍具有富集现象，尤其在 OPM 中均先增加后减少（图 5a）。在两种固体培养基中，

Actinobacteriota 都在第一代培养时富集率最高，随传代次数增加，富集率不断下降；而在两种液体

培养基中未被明显富集（图 5b）。在连续传代培养过程中，Firmicutes 在 OPM 和液体 IPM 中富集程

度逐渐增加，第三代时富集率最高可达 45 倍，而在固体 IPM 中没有被明显富集（图 5c）。 
在属水平上，不同培养基中各属微生物的富集规律随传代次数的变化趋势差异较大（图 5d-图 5

s）。Azospirillum、Cupriavidus、Variovorax 和 Rhizobium 在固体 IPM 中富集率明显高于其他三种培

养基，且随传代次数增加而增加，但在其他三种培养基中变化较小。Clostridium_sensu_stricto_1、Cl
ostridium_sensu_stricto_5、Ralstonia、Microvirga 在液体 IPM 中富集率明显高于其他三种培养基。Ps
eudarthrobacter、Methylobacterium 和 Massilia 在固体 IPM 传代培养中，富集率随传代次数增加而不

断降低；在固体 OPM 传代培养中，富集率亦表现出下降趋势，但变化范围较小；在其他两种液体培

养基中富集率较低。Bacillus 和 Burkholderia 富集率在固体 OPM 明显高于固体 IPM，且在固体 OP
M 中随传代次数增加而增加，在固体 IPM 中变化较小。Paenibacillus 富集率在两种液体培养基中高

于其他两种固体培养基，且在液体 OPM 中富集率最高。Chelatococcus 只在液体 OPM 而不是 IPM 上

具生长优势。Pseudomonas 在固体培养基中的富集现象明显强于液体培养基；在 IPM 中富集规律一

致，富集率随传代次数增加而增加。 
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注：图 a-c 为不同微生物在门水平的相对丰度随代次的变化；图 d-s 为不同微生物在属水平的相对丰度随代次的变化。Note: Fig. 

a-c represent the relative abundance changes of different microbes at the phylum level; Fig. d-s indicate the relative abundance changes of 
different microbes at the genus level. 

图 5 不同培养基中可培养“潜在”解磷菌相对丰度随传代次数的变化 
Fig. 5 Changes of relative abundance of culturable “potential” PSB in different media with generations 

3 讨 论 

针对 551 个解磷菌株分析发现 Proteobacteria、Firmicutes 和 Actinobacteriota 是自然界最为丰富

的解磷菌门[7]，与本研究结果高度一致，证明在本实验条件下对土壤解磷菌群落进行了有效富集，

为可培养解磷菌多样性评估提供了保障。将所有三代培养基中可培养解磷菌综合分析表明，在属水

平下，土壤可培养“潜在”解磷菌仅占土壤总细菌群落 11.2%，其中 83 属已被报道具有解磷生理或

特征基因，占土壤已知解磷菌群落 75.5%，因此，相当比例（24.5%）土壤解磷菌未被培养或被遗漏。

通过改良培养基配方和改变培养策略，可能有效恢复未培养类群[13-14]，有望进一步提高土壤可培养

解磷菌的多样性。 
富集培养过程是一个复杂的混菌培养过程，微生物之间的相互作用尚不清楚。本研究中尽管将

所有可培养纯菌株的集合定义为可培养“潜在”解磷菌，但不能完全排除个别微生物为非解磷菌或

者必须通过互利共生的非解磷菌。如，IPM 和 OPM 中分别有 56 属和 114 属“潜在”解磷菌尚未在

已知解磷菌数据库中被检索，这些可能是代时较长、生长缓慢的“非优势”解磷菌，亦可能是利用

解磷菌溶解的磷或其他生长因子而生长的“非”解磷菌。通过优化解磷培养基和富集策略，获得这

些与未知解磷菌 16S rRNA 基因高度同源的纯菌株将具有重要意义。 
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培养机成分和代次显著影响可培养解磷菌群落组成和多样性变化（图 4b）。一般解磷菌可通过

分泌无机酸或有机酸溶解无机磷或分泌磷酸酶、植酸酶等溶解有机磷[15]。然而，不同解磷菌分泌酸

和酶的组成和活力区别很大，导致溶磷活性和生长繁殖能力也存在巨大差异。因此，具有不同磷源

偏好或生长代谢特点的土壤可培养解磷菌呈现不同富集特征，如: Azospirillum、Cupriavidus、
Variovorax 等在固体 IPM 而不是 OPM 上富集强烈（图 5e-图 5g），表明以上各属能够强烈溶解无机

磷生长[16-17]；Chelatococcus 和 Paenibacillus 在液体 OPM 而不是 IPM 上具生长优势（图 5d, 图 5m），

表明其具有解有机磷的能力；Bacillus、Burkholderia、Pseudomonas 和 Pseudarthrobacter 在 IPM 和

OPM 中均强烈富集（图 5j-图 5l, 图 5o），表明以上各属同时具备溶解无机磷和有机磷的生理途径

和较强竞争优势，在一些研究中已得到证实[18-19]。本研究只在属水平探究了不同解磷菌的生长特点，

而相同种属或同一菌株在不同环境条件下的解磷能力及机理也可能不同[17-20]，相关研究值得进一步

探讨。 
固体和液体培养基分别富集了不同解磷菌类群。本研究中以 IPM 为例，固体 IPM 选择性富集了

Azospirillum、Cupriavidus、Variovorax、Rhizobium、Pseudarthrobacte、Methylobacterium 和 Massilia；
而液体 LPM 富集了更多 Clostridium_sensu_stricto_1、Clostridium_sensu_stricto_5、Ralstonia、
Microvirga；Paenibacillus 在液体培养基中富集程度也高于固体培养基。造成这一差异的原因可能包

括氧气、营养物、琼脂、附着物等因素。固体培养基中菌落与空气充分接触，氧气浓度高（约为 21%），

而液体培养基中溶解氧浓度受到一定限制，但营养物浓度更加均匀。已有报道表明 Paenibacillus 和
Clostridium 具有更强适应氧气胁迫能力[21-22]。此外，固体培养基由于加入琼脂，形成了固体的平板

表面，为微生物提供了附着物，有利于可培养解磷菌群落形成由胞外多聚基质联合的微生物被膜[23]，

进而改变解磷菌群落之间的群体感应过程，从而影响解磷菌及其共生微生物的生理生态行为。 
固体培养基均对 Pseudarthrobacter 和 Pseudomonas 具有较好富集效果（Pseudarthrobacter：IPM

第一代 80.65%；OPM 第三代 39.36%；Pseudomonas：IPM 第二、三代 51.47%~52.23%；OPM 第一、

二代 57.82~61.09%）。Pseudomonas 是最有效的解磷菌属和植物促生菌属之一，不仅能够提高有效

磷含量，还能通过产生吲哚乙酸、非共生或共生 N2固定、抑制植物病原微生物、产生抗生素、合成

关键酶等方式，促进植物生长和发育[24]。Pseudarthrobacter 是 2016 年从 Arthrobacter 属划分出来的

新属[25]，在系统发育上与 Arthrobacter 十分接近。少量研究表明 Pseudarthrobacter 属菌株具有营养

多功能性及多种抗胁迫特性，能够参与物质循环和有机物/污染物降解[26-29]。目前已报道的 5 个

Pseudarthrobacter 菌株基因组中均检测到 phoD[28-30]，但其解磷能力大小尚未可知。 
Bacillus 亦是土壤中优势解磷菌属，国内外已对其有较多研究，主要集中在属内解磷菌株的筛选

与鉴定、已分离菌株的解磷机制及应用效果等[18-19]。本研究利用液体无机磷和固体有机磷培养基，

通过连续三次传代培养获得较多 Bacillus 富集物（液体 IPM 第三代 34.72%；固体 OPM 第三代

46.97%），为 Bacillus 属解磷菌进一步筛选和研究提供思路。 
以 phoD 基因为标靶的解磷菌，可作为已分离解磷菌纯菌资源库外的重要补充，是当前掌握环

境解磷菌资源的重要途径。目前，FunGene 数据库所包含的解磷菌中有 62 属在纯培养条件下被证实

具有溶磷功能，其余 247 属仅检测到 phoD 基因；而已知解磷菌纯菌数据库中亦有 63 属未在 FunGene
数据库被检索。产生这一现象可能由于：（1）早期解磷菌研究主要采用传统微生物培养方法，未对

phoD 等相关基因进行分析，数据库不够全面。例如，早前曾报道 Azospirillum 纯菌株能够产生葡萄

糖酸而导致 Ca3(PO4)2降解[16]，但未在 FunGene 数据库中检索到该属 phoD 基因。（2）除 phoD 外，

解磷菌存在其他溶磷基因[8]，如碱性磷酸酶编码基因 phoA、phoX，酸性磷酸酶编码基因 phoC、acpA，
植酸酶编码基因 phyA、phyC 等，葡萄糖酸产生相关基因 gcd、pqqC 等，这些基因研究较少，无完

善数据库可检索。例如，刘彩凤等[31]通过 phoX 基因检测到水库沉积物中 Chelatococcus 为优势解磷

菌之一，但本研究中 Chelatococcus phoD 基因未被检索。（3）分子分析过程（DNA 提取、PCR 扩增、

文库构建、高通量测序等），均可能引入误差，产生一些稀有序列变异体，进而被注释到已知或未知
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分类属单元[5]。正如本研究中检测到多数“未知解磷菌”属相对丰度<0.1%。 

4 结 论  

培养基类型和传代次数较大程度影响土壤可培养解磷菌多样性评估。利用四种培养基经连续三

次传代培养，可培养“潜在”解磷菌在土壤土著细菌群落中的占比在门水平最高（8.62%~25.9%），

而在其他分类水平上仅为 3.22%~12.5%。与已知解磷菌数据库进行比较，四种培养基连续传代三次

对土壤已知解磷菌属的培养比例为 75.5%，表明至少约 24.5%土壤已知解磷菌属未被富集或遗漏。培

养基还富集到大量尚未被证实具有解磷功能或基因的未知解磷菌，可能成为未来定向分离培养的重

要解磷菌资源。不同培养基和代次富集了优势解磷菌门，主要包括 Proteobacteria、Actinobacteriota
和 Firmicutes；而在属水平下，不同培养基和代次富集了具有明显生理代谢特征差异的解磷菌属。 
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