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洋葱伯克霍尔德溶磷菌的筛选和溶磷培养条件优化
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摘要：【目的】从磷矿区植物根围土中，筛选出具有较高溶磷能力的菌株及优化溶磷培养条件．【方法】通过稀释
!

板法分离、筛选菌株，并进行全细胞脂肪酸分析和１６ＳｒＤＮＡ测序鉴定；正交试验优化溶磷培养条件．【结果和结论】
筛选出２２株具有溶磷能力的菌株，其中菌株ＹＮ２０１４１０２的溶磷能力最强，在１０ｇ·Ｌ－１的磷矿粉培养基中能释放
２４４．７５ｍｇ·Ｌ－１水溶性磷．经全细胞脂肪酸分析和１６ＳｒＤＮＡ测序，该菌株被鉴定为洋葱伯克霍尔德菌．正交试验
的结果表明，在质量浓度１０ｇ·Ｌ－１的磷矿粉、２８℃、摇床转速为１８０ｒ·ｍｉｎ－１的条件下培养５ｄ，溶磷效果最好，达
２７７．０８ｍｇ·Ｌ－１．
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　　磷是植物生长和生殖必需的营养元素之一，同
时还能促进光合作用和碳水化合物的合成与运转，

促进氮素、脂肪和核酸代谢，提高作物对环境的适应

性［１］．我国土壤中的总磷量相当可观，但９５％以上的
磷以稳定的铝硅酸盐和磷灰石等无效形式存在，难

以被植物直接利用［２］．磷肥在作物生长的当季利用
率不到２５％［３］，磷肥的大量施用造成磷素在土壤中

的不断积累，容易引起土壤板结以及水体富营养化

等环境问题．据估算，１９４９—１９９２年间，我国累计施
入农田的磷肥达３．４×１０７ｔ，其中大约有２．６×１０７ｔ
磷累积在土壤中［４］．因此，如何减少土壤的磷素积
累，提高其利用率已成为当今的研究热点．

土壤中存在多种溶磷微生物，它们能通过自身

代谢促进磷矿粉等难溶磷的溶解，使之转化为可被

植物直接吸收利用的有效磷．合理利用溶磷微生物
能降低磷肥的投入成本，亦可作为一项提高作物产

量的重要措施［５６］．本研究以采自磷矿区植物的根围
土壤为研究对象，分离、筛选出溶磷细菌，通过脂肪

酸鉴定和１６ＳｒＤＮＡ部分测序鉴定出溶磷细菌的种
属，研究高效菌株的溶磷效果，运用单因素筛选和正

交试验［７］摸索溶磷的优化条件，为溶磷菌菌剂的开

发利用提供试验依据．

１　材料与方法
１．１　样品和培养基

土壤样品采自云南玉溪磷矿区附近长势良好的

玉米Ｚｅａｍａｙｓ、臭灵丹 Ｌａｇｇｅｒａｐｔｅｒｏｄｏｎｔａ，艾蒿 Ａｒｔｅ
ｍｉｓｉａａｒｇｙｉ、芒草 Ｍｉｓｃａｎｔｈｕｓ、绿豆 Ｖｉｇｎａｒａｄｉａｔｅ等植
物的根围．土样采集后贮存于透明封口袋内并编号，
置于４℃冰箱中，保存备用．

分离筛选培养基：Ｃ６Ｈ１２Ｏ６１０ｇ，Ｃａ３（ＰＯ４）２５ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４０５ｇ，ＮａＣｌ０２ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０１ｇ，
ＫＣｌ０２ｇ，酵母浸膏０５ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０００２ｇ，
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０００２ｇ，４０ｇ·Ｌ

－１溴酚蓝（ｐＨ６～７）
６ｍＬ，琼脂１８ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ７０～７２．

磷矿粉液体培养基：Ｃ６Ｈ１２Ｏ６１０ｇ，磷矿粉１０ｇ
［ｗ（磷）为 ２２％］，（ＮＨ４）２ＳＯ４０５ｇ，ＮａＣｌ０２ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０１ｇ，ＫＣｌ０２ｇ，酵母浸膏 ０５ｇ，
ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０００２ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０００２ｇ，蒸馏
水 １Ｌ，ｐＨ７０～７２．
１．２　溶磷菌筛选

稀释平板培养法分离、筛选溶磷菌．称取１０ｇ土
样加入盛有 ９０ｍＬ无菌水的 ２５０ｍＬ锥形瓶中，２８
℃，１２０ｒ·ｍｉｎ－１１５ｍｉｎ，制成１０－１浓度溶液，然后按
１０倍稀释法依次制备１０－２、１０－３、１０－４、１０－５浓度土

壤悬液．取１０－３、１０－４及１０－５的土壤稀释悬液各０１
ｍＬ均匀涂布于分离筛选培养基平板上，每个浓度重
复３次．倒置平板于３０℃培养箱中培养２４～４８ｈ，
观察并测量菌落直径和溶磷圈直径，计算溶磷圈与

菌落直径比．
选择溶磷圈与菌落直径比较大的菌株，接种于

磷矿粉液体培养基中，３０℃、２００ｒ·ｍｉｎ－１培养７ｄ
后，测定培养液中水溶性磷含量．选择培养液中有效
磷浓度最高的１个菌株开展后续的溶磷条件优化试
验．
１．３　溶磷圈及水溶性磷含量测定

用灭菌的牙签将菌株分别点接在以 Ｃａ３（ＰＯ４）２
为唯一磷源的培养基上，３０℃培养５～７ｄ，测量溶磷
圈直径（Ｄ）和菌落直径（ｄ）．

挑取单个菌落分别接入以磷矿粉为唯一磷源的

液体培养基中，３０℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１培养 ７ｄ后，
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１、１５ｍｉｎ，取上清液用钼蓝法测定含
磷量，根据标准曲线计算出上清液中水溶性磷的含

量．
１．４　溶磷细菌的鉴定

全细胞脂肪酸分析和１６ＳｒＤＮＡ测序相结合来
鉴定菌株．全细胞脂肪酸分析采用 Ｓｈｅｒｌｏｃｋ全自动
细菌鉴定系统，参照说明书进行操作和鉴定．细菌
ＤＮＡ提取采用冻融法［８］．１６ＳｒＤＮＡ基因片段的ＰＣＲ
扩增采用细菌通用引物 Ｐ０（５′ＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ
ＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′）和 Ｐ６（５′ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴ
ＴＧＴＴＡＣＧＡ３′）．ＰＣＲ扩增采用２０μＬ反应体系：１０
×ＥａｓｙＴａｑＢｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）２０μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１）１６μＬ，Ｐ０（１０ｍｍｏｌ·μＬ－１）和 Ｐ６（１０
ｍｍｏｌ·μＬ－１）均为１０μＬ，ＥａｓｙＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（５Ｕ·μＬ－１，Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ）０２μＬ，模板 ＤＮＡ（１０～５０
ｎｇ·μＬ－１）０５μＬ，补充 ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ．ＰＣＲ反应
程序为：９４℃５ｍｉｎ，９４℃１ｍｉｎ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃２
ｍｉｎ，３０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ．ＰＣＲ产物经
０８ｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶电泳，试剂盒回收目标条
带，将回收后的１６ＳｒＤＮＡ片段连接到ｐＭＤ１８Ｔ载体
上，并转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞中，菌落 ＰＣＲ
验证阳性克隆［９］．确认的克隆由北京华大基因公司
测序，测序结果与ＮＣＢＩ分子生物学数据库比对序列
相似性．
１．５　正交试验

数据统计分析用软件正交设计助手ⅡＶ３．１专
业版进行处理分析．在做正交设计时，主要考虑磷矿
粉量、温度、摇床转速、发酵时间对溶磷能力的影响，

采用４因子３水平［Ｌ９（３
４）］正交试验，重复３次，试
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验设计见表１．

表１　正交试验设计
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｄｅｓｉｇｎｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

水平

试验因素

ｔ（Ａ）／ｄ
ρ（磷矿粉）（Ｂ）／

（ｇ·Ｌ－１）
θ（Ｃ）／
℃

摇床转速（Ｄ）／

（ｒ·ｍｉｎ－１）
１ ３ １０ ２３ １６０
２ ５ ５０ ２８ １８０
３ ７ １００ ３３ ２００

１．６　数据处理
对试验中的数据采用 ＳＡＳｖ６．１２进行统计分析

和Ｄｕｎｃａｎ’ｓ多重比较．

２　结果与分析
２．１　溶磷细菌的筛选

本次试验共筛选出２２株具有较明显溶磷圈的
菌株，选取溶磷圈直径（Ｄ）与菌落直径（ｄ）比值
（Ｄ／ｄ）比较大的１２株菌株，摇瓶复筛，结果见表２．
其中ＹＮ２０１４１０１和 ＹＮ２０１４１０２的溶磷效果最好．菌
株ＹＮ２０１４１０２在分离筛选培养基平板上，在２８℃下
培养２ｄ，菌落中等大小、不透明、凸起，黄色，被选作
进一步研究的菌株．

表２　溶磷细菌从磷矿石中释放出的水溶性磷含量
Ｔａｂ．２　Ａｖａｉｌａｂｌｅｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｄｉｓｓｏｌｖｅｄｂｙｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｏｃｋｓ

菌株编号 Ｄ／ｄ１） ρ（水溶性磷）／（ｍｇ·Ｌ－１） 菌株编号 Ｄ／ｄ１） ρ（水溶性磷）／（ｍｇ·Ｌ－１）

ＹＮ２０１４１０１ １．４４８ ２４４．９０ ＹＮ２０１４１０７ １．３９２ １５５．８０

ＹＮ２０１４１０２ １．４８２ ２４４．７５ ＹＮ２０１４１０８ １．６０６ １５５．２０

ＹＮ２０１４１０３ １．４００ ２０７．６５ ＹＮ２０１４１０９ １．４７２ １４２．１５

ＹＮ２０１４１０４ １．７７４ ２０４．５０ ＹＮ２０１４１１０ １．６５４ １４１．９０

ＹＮ２０１４１０５ １．５８０ １９１．７５ ＹＮ２０１４１１１ １．１４０ １３８．３０

ＹＮ２０１４１０６ １．６５４ １６９．４５ ＹＮ２０１４１１２ １．４２０ １１３．４０

　１）Ｄ、ｄ分别表示溶磷圈和菌落直径．

２．２　菌株脂肪酸鉴定结果
以脂肪酸种类和含量为参数，与标准数据库比

对，有３个菌株与新分离到的菌株 ＹＮ２０１４１０２相似
程度较高，其中与 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ的相似系
数最高，达 ０．９０２，与 Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａＧＣｓｕｂｇｒｏｕｐＢ
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｃｅｐａｃｉａ）的相似系数为 ０．６３９，与 Ｂ．
ａｎｄｒｏｐｏｇｏｎｉｓ的相似系数０．６３０．依据相似系数大小，
菌株ＹＮ２０１４１０２可能属于Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ．
２．３　１６ＳｒＤＮＡ序列分析

根据１６ＳｒＤＮＡ的测序与 ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）ＢＬＡＳＴ比对的结果，与菌株
ＹＮ２０１４１０２序列相似性较高的菌株均属于伯克霍尔
德菌属，且与洋葱伯克霍尔德菌 Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ相似
性达 ９９％．即菌株 ＹＮ２０１４１０２的１６ＳｒＤＮＡ序列比
对与脂肪酸测定结果一致，故菌株暂鉴定为洋葱伯

克霍尔德菌．
２．４　各因素对水溶性磷含量的影响

由图１可知，水溶性磷含量随着磷矿粉含量的增
加而减少，当磷矿粉质量浓度为１０ｇ·Ｌ－１时，可能刚
好与菌体均匀悬浮，达最佳状态，所以溶磷的效果最

好，故确定最佳磷矿粉质量浓度为１０ｇ·Ｌ－１；随着时
间的延长，水溶性磷含量上升后递减，所以确定最佳发

酵时间为５ｄ；随着温度升高，水溶性磷含量先增后减，
２８℃之后增量并不是太显著，故确定最佳的发酵温度
２８℃；转速也是发酵过程中较重要的参数，改变转速会
改变供氧条件，最佳转速使菌体处于最佳溶解氧状态，

并使菌体处于均匀悬浮状态，由图１可以看出水溶性磷
含量随摇床转速的增加而略有增加，且１８０ｒ·ｍｉｎ－１之
后渐趋于平缓，所以最佳摇床转速为１８０ｒ·ｍｉｎ－１．
２．５　正交试验结果

为了优化溶磷的培养条件，根据以上单因素试

验结果，设计了表１中的４因素３水平正交试验，所
得到结果如表３．在９个处理中，Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ２的溶磷效
果最好，极显著地高于其他处理，即磷矿粉质量浓度

１０ｇ·Ｌ－１，２８℃，１８０ｒ·ｍｉｎ－１培养 ５ｄ，菌株
ＹＮ２０１４１０２在培养基中的水溶性磷达 ２７７．０８
ｍｇ·Ｌ－１．以Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ１效果最差，磷矿粉１０ｇ·Ｌ

－１

处理水溶性磷含量极显著地高于 ５０ｇ·Ｌ－１和 １００
ｇ·Ｌ－１处理的，这可能是培养基中固相物多影响了
菌株ＹＮ２０１４１０２的培养。５ｄ后可溶性磷含量较高，
这可能与培养周期长，培养基中其他营养已消耗，培

养周期短，菌株ＹＮ２０１４１０２生长量不够有关．
利用显著性差异和极差分析了各因素对水溶性

磷含量的影响（表４）．从表４可知，所选的时间，温度，
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磷矿粉含量，摇床转速对水溶磷的含量的影响存在显

著性差异，说明这几个因素确实影响了该菌的溶磷能

力．极差反映了该因素变化时对试验指标的影响，极差

越大，该因素对试验的影响越显著．从总体来看，磷矿
粉量的多少对培养基中ＹＮ２０１４１０２的溶磷量影响最
大，其次是培养时间，温度和摇床转速．

图１　各因素对水溶性磷含量的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｔｏｒｓｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆａｖａｉｌａｂｌｅｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

表３　正交试验结果

Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

组合

编号

因素 ρ（水溶性磷）１）

／（ｍｇ·Ｌ－１）Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

① １ １ １ １ １５８．２６ｂＢ

② ２ １ ２ ２ ２７７．０８ａＡ

③ ３ １ ３ ３ ６９．８７ｅＥ

④ １ ２ ２ ３ １２７．６７ｃＣ

⑤ ２ ２ ３ １ ９４．５３ｄＤ

⑥ ３ ２ １ ２ ６９．５７ｅＥ

⑦ １ ３ ３ ２ ９２．８５ｄＤ

⑧ ２ ３ １ ３ ５９．２０ｆＦ

⑨ ３ ３ ２ １ ３７．７０ｇＧ

　１）同列数据中凡具有一个相同的大、小写字母者分别表示

在０．０１、０．０５水平差异不显著（Ｄｕｎｃａｎｓ法）．

表４　正交试验分析１）

Ｔａｂ．４　Ｒａｎｇｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

处理 ｔ／ｄ
ρ（磷矿粉）／

（ｇ·Ｌ－１）
θ／℃

转速／

（ｒ·ｍｉｎ－１）
水平１ １２６．２６ｂＢ １６８．４０ａＡ ９５．６８ｂＢ ９６．８３ｂＢ

水平２ １４３．６０ａＡ ９７．２６ｂＢ １４７．４８ａＡ １４６．５０ａＡ

水平３ ５９．０５ｃＣ ６３．２５ｃＣ ８５．７５ｃＣ ８５．５８ｃＣ

极差 ８４．５５６ １０５．１５３ ６１．７３３ ６０．９２０

　１）同列数据中凡具有一个相同大、小写字母者分别表示在

００１和００５水平差异不显著（Ｄｕｎｃａｎｓ法）

３　讨论
具有溶磷能力的微生物有很多，目前已报道的

溶磷菌主要包括芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、假单胞菌属
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、欧文氏菌属 Ｅｒｗｉｎｉａ、土壤杆菌属
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、沙雷氏菌属 Ｓｅｒｒａｔｉａ、黄杆菌属 Ｆｌａ
ｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、硫杆菌属 Ｔｈｉｏｂａｃｉｌｌｕｓ、色杆菌属 Ｃｈｒｏ
ｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、产碱菌属 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ、节杆菌属 Ａｒ
ｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ、沙门氏菌属 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ、肠杆菌属 Ｅｎｔｅｒ
ｂａｃｔｅｒ、微球菌属Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ、固氮菌属Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ和
根瘤菌属 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ等［１０］．有关洋葱伯克霍尔
德氏菌溶磷、抑菌及促生长已有报道［１１１５］，但鲜见

云南磷矿区土壤分离得到的洋葱伯克霍尔德氏菌的

报道．
有关溶磷培养条件的优化也早有研究，大多从

Ｃ源、Ｎ源、ＮａＣｌ、ｐＨ、装液量、接种量、种龄、温度、摇
床转速等方面来进行研究［１６１８］．溶磷过程是复杂
的，并不是某一因素起全部作用，而是多种因素共同

作用的结果，溶磷培养条件也会因菌株的不同而异．
本试验对磷矿粉含量、培养时间、温度和摇床转速这

４个因素进行洋葱伯克霍尔德菌ＹＮ２０１４１０２溶磷条
件的优化，进一步证实了其具有很强的溶磷活性，明

确了其溶磷活性与上述提及的４个因素紧密相关．
通过正交试验，证明以磷矿粉１０ｇ·Ｌ－１为唯一磷
源，在２８℃、１８０ｒ·ｍｉｎ－１的条件下发酵５ｄ，发酵液
中的水溶性磷质量浓度达到 ２７７．０８ｍｇ·Ｌ－１．然
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而，这种优化条件还只是试验性的，要真正运用菌株

ＹＮ２０１４１０２溶磷，实现低品位磷矿石无害化应用及
提高田间磷使用效率，还需深入研究．

洋葱伯克霍尔德氏菌不是一个简单种，而是一

组表型相近但基因型不同的复合物，至今已发现它

包括１７个不同的基因型，由于这些基因型之间有很
低的 ＤＮＡ杂交率，因此不同基因型可代表不同的
种［１９２１］．有些种具有生物防治、促进植物生长、生物
修复等功能，有些种是人类的条件致病菌，能引起肺

囊性纤维化，或引起医院病人临床感染［２２］．因此，本
研究中的菌株 ＹＮ２０１４１０２究竟属于哪一个种？是
否引起人类疾病，还有待下一步试验证实．
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