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摘要:本研究对毛竹(Phy llostachy s pubescens)根部(包括根际 、根面及内生细菌)解磷细菌进行了筛选 , 并通过

16S rDNA 序列分析对其多样性进行了初步研究。从 179 株毛竹根部细菌中筛选出 26 株解磷细菌 , 包括 14 株

根际细菌 、8 株根面细菌 、4株内生细菌。其中 ,芽孢杆菌 BK24 的解磷活性最高 , 其解磷活性达到 369.06 mg/ L。

16S rDNA 序列分析表明:26株解磷细菌中 , 13 株属于厚壁菌门(Firmicutes , 50.00%), 5 株属于变形菌门 β 亚群

(Betaproteobacteria , 19.23%), 4 株属于变形菌门γ亚群(Gammaproteobacteria , 15.38%), 4 株属于放线菌门

(Actinobacteria, 15.38%)。芽孢杆菌属(Bacil lus , 38.46%)和伯克霍尔德氏菌属(Burkholderia , 19.23%)为优

势菌属。
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Abstract:26 pho sphate-solubilizing bacteria we re screened from 179 rhizosphere , rhizoplane

and ro ot endophy tic bacterial st rains o f moso bamboo (Phy l lostachys pubescens)plants.The

pho sphate-so lubili zing bacteria included fourteen rhizobacteria iso lates , eight rhizoplane bacte-

ria iso lates , and four endophyt ic bacteria iso lates.Baci llus sp.BK24 showed the highest phos-

phate solubi lizing activity (369.06 mg/ L).Phy logenetic analy sis based on the partial 16S rD-

NA sequences indicated that the st rains w ere clustered into four g roups:thir teen st rains of Fi r-

micutes (50.00%), f ive strains of Betapro teobacteria (19.23%), four st rains of Gammapro-

teobacteria(15.38%)and four st rains of Actinobacteria (15.38%).The dominant pho sphate-

so lubilizing bacteria w ere Baci llus and Burkholderia , which was 38.46% and 19.23% respec-

tively .
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　　磷是植物生长发育必需的大量元素之一 ,尽管

土壤中磷的含量十分丰富 ,但植物对其利用效率是

很低的[ 1] 。大部分磷与土壤中的 Ca2+ 、Fe3+ 、Fe2+ 、

Al3+结合 ,成为不溶性化合物 , 造成土壤中可溶性

磷酸盐的浓度非常低 ,一般 1 kg 土壤中含磷量为

400 ～ 1 200 mg
[ 2]
。土壤中可溶性磷的缺乏影响了

植物的生产力[ 3] 。因此 ,土壤难溶性的无机磷向可

溶性磷的转化和有机磷的生物矿化对植物磷的营养

需要十分重要
[ 4]
。目前已知 ,土壤中存在的解磷微

生物(Phosphate-solubilizing microorganisms),能够将

难溶性磷酸盐转化为植物可吸收利用的形态。解磷

微生物能够通过酸化 、螯合作用以及交换反应等机制

将不溶性磷转化成可溶性磷 , 从而增加土壤中可溶

性磷的含量[ 5] 。因此 ,开展解磷细菌的筛选及其解磷

能力的研究 ,对于提高土壤中磷的利用效率 ,改善土

壤营养环境及提高作物产量都有积极的促进作用 。

研究有关解磷微生物对土壤难溶态磷的转化和

利用已有多年。据不完全统计 ,目前全世界共筛选

出 30属 89种解磷微生物 ,其中真菌 27种 ,细菌 58

种 ,放线菌 4种
[ 6-7]

。然而由于解磷微生物的分解机

制不尽相同并且十分复杂 ,对解磷微生物的实际应

用并不普遍。一些 20世纪 40 ～ 50年代的老菌株还

没有被替代 ,依然作为生产菌株倍受重视。说明在

微生物肥料生产中溶磷稳定的高效菌株还比较少 ,

这为优良菌株的选育工作提出了迫切任务[ 8] 。

毛竹(Phy l lostachy s pubescens)又名楠竹 ,原产

于我国 ,是我国分布最广 、面积最大 、经济价值最高

的竹种之一 。毛竹生长快 、产量高 、用途广 ,是我国

森林资源的重要组成部分 。

目前 ,对毛竹的研究主要集中在毛竹丰产理

论
[ 9]
、毛竹遗传多样性

[ 10]
、毛竹病虫害防治

[ 11]
等方

面的研究 。在微生物方面仅见有关其土壤微生物数

量和酶活性 , 以及微生物遗传多样性方面的报

道
[ 12-15]

,而有关根部溶磷细菌的研究尚处于空白状

态。本研究对毛竹根部解磷细菌进行了筛选 ,并通

过 16S rDNA 序列分析对其多样性进行了初步研

究 ,以期获得具有解磷活性的细菌资源 ,为植物促生

细菌的合理开发利用提供新的菌种资源 。

1　材料与方法

1.1　供试菌株

毛竹根部细菌共计 179 株 ,其中根际细菌为 87

株 ,根面细菌为 64株 ,内生细菌为 28株 ,由本实验

室分离自 1年生天然毛竹林根部。

1.2　培养基

分离培养基为 LB(Luri ta-Bertani)培养基
[ 16]
,

难溶无机磷培养基为 PKO(Pikovaskaia's)培养

基[ 1 7] 。

1.3　毛竹根部解磷菌株的初筛

采用解磷圈法
[ 18]
进行解磷菌株的初筛。将已

经活化的菌株点接在 Pikovaskaia′s 培养基上 ,

28 ℃培养 10 d 。观察接种菌株周围有无透明圈形

成 ,以判断该菌株有无解磷能力。将有解磷活性的

菌株接于斜面培养基上保存备用 。

1.4　毛竹根部解磷菌株的复筛

采用解磷活性定量测定[ 19] 进行解磷菌株的复

筛 。将初筛中的阳性菌株接种于 LB 液体培养基

中 ,待菌悬液的浓度达到 108 cel l/mL 时 ,取 50 μL

菌悬液接种于100 mL 液体 PKO培养基中 ,28 ℃摇

床培养 6 d ,同时设不接种对照 ,每个处理 3次重复。

将培养液转入离心管中 , 10 000 r/min ,离心 5 min ,

吸取上清液用钼酸铵比色法[ 20] 测定有效磷含量。

用酸度计测定上清液的 pH 。利用 SPSS 软件进行

数据分析。

1.5　解磷细菌的 16S rDNA PCR扩增

用无菌牙签挑取少量菌体 , 悬于 20 μL 无菌

ddH 2O中 ,混匀;沸水浴 10 min ,冰浴 5 min;10 000

r/min ,离心 1 min;上清液作为 PCR反应模板。采

用细菌通用引物 27F(5′-AGAG TT TGA TCMTG-

GCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGHTACCT-

TACGACT T-3′)扩增细 菌 16S rDNA 部分序

列[ 2 1] ,引物由北京三博远志生物技术有限责任公司

合成。PCR扩增体系 , dN TP(2.5 mmo l/ L)4 μL ,

27F(20 pmo l/μL)1μL ,1492 R(20 pmol/μL)1 μL ,

10×Ex Taq Buf fer 5 μL;Taq DNA 聚合酶(5U/

μL)(TaKaRa),补足 ddH 2O 到 50 μL。PCR扩增

程序 ,94 ℃预变性4 min , 94 ℃变性 1 min , 54 ℃退

火 45 s , 72 ℃延伸 45 s , 30个循环 , 72 ℃延伸 10

min 。PCR仪为 BIOER公司 TC-25 ,凝胶成像仪为

SIM 公司 Bio-Best 300M 。

1.6　解磷细菌的 16S rDNA 序列测定及系统发育

学分析

PCR扩增产物直接送交北京三博远志生物技

术有限责任公司测序 ,使用 Blastn 程序将所测序列

与 GenBank 中的序列进行同源性比较 ,获得最相近

菌株的 16S rDNA 序列 , 采用 MEGA 4.1 软件 ,

Neighbor-joining 法构建系统发育树 ,自展数(Boot-

strap)为 1 000 [ 22] 。

27
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2　结果与分析

2.1　菌株解磷活性测定

菌株解磷能力的测定结果见表 1。179 株毛竹

根部细菌中 ,具有解磷活性的根际细菌为 14株 ,占

全部毛竹根际细菌(87株)的 16.09% ;具有解磷活

性的根面细菌为 8 株 ,占全部根面细菌(64株)的

12.5%;具有解磷活性的内生细菌为 4株 ,占全部内

生细菌(28株)的 14.29%。不同菌株溶解无机磷的

能力差异显著 ,其中菌株 BK24的解磷活性最高 ,其

解磷活性为 369.06 μg/mL。大部分解磷菌株为产

酸菌株 ,培养液的 pH 降低 ,在 4.06 ～ 6.86之间;菌

株 CL20 、菌株 CL4 、菌株 AL6为产碱菌株 ,培养液

的 pH 升高 ,分别为 7.33 、7.57 、8.07。
表 1　菌株解磷活性的测定

Table 1　Phosphate-solubilizing activity of the strains isolated from the root of moso bamboo plants

菌株

Strains

解磷活性/(μg·m L-1)
Phosphate-solubilizing activity

P

培养液 pH

Culture pH

菌株

Strains

解磷活性/(μg·m L-1)
Phosphate-solubilizing ac tivity

P

培养液 pH

Culture pH

AL12 180.61±22.85 4.25±0.02 CK2 101.02±2.75 5.26±0.59
CL20 38.50±2.34 7.33±0.12 BK2 77.80±0.87 5.03±0.04
CL58 15.07±1.55 4.85±0.06 BK11 186.08±4.05 4.72±0.11
CK53 238.14±11.96 3.83±0.10 BK3 4.92±0.78 6.86±0.08
CL26 74.41±8.69 5.90±0.09 BK10 124.90±13.37 4.68±0.04
AL3 220.66±9.39 4.91±0.11 BK24 369.06±12.32 4.06±0.07
BK29 20.25±3.95 4.42±0.10 CL13 212.62±0.80 4.96±0.02
AK21 80.26±11.68 6.37±0.06 BL8 179.83±9.94 4.83±0.03
BK42 263.56±21.27 4.52±0.10 AL6 29.01±4.27 8.07±0.03
CL28 15.06±1.09 5.42±0.09 CK42 130.84±1.25 4.84±0.12
CL26.2 201.70±7.11 4.80±0.06 CK48 129.76±4.16 4.89±0.10
CL4 21.06±5.31 7.57±0.08 CK33 94.20±7.44 4.71±0.07
CK39 74.15±6.70 5.46±0.05 CL25 250.87±21.66 4.61±0.06

2.2　解磷菌株的系统发育学分析

对 26株具有解磷活性的毛竹根部细菌进行

16S rDNA 序列 PCR扩增 、测序 ,并在 GenBank 中

进行序列比对(表 2),利用 MEGA 4.1 建立系统发

育树(图 1)。结果表明:毛竹根部的解磷菌株分属

于 4 大类群 。其中 , 13 株属于厚壁菌门 (Firmi-

cutes)(50.0%),分别为芽孢杆菌属(Baci llus),类

芽孢杆菌属(Paenibaci l lus)和 Lysinibaci llus;5 株

属于 变 形 菌 门 β 亚 群 (Betaproteobacteria)
(19.2%),均为伯克霍尔德菌属(Burkholderia);

4株属于变形菌门 γ亚群(Gammapro teobacteria)

(15.4%),分别为假单胞菌属(Pseudomonas),单胞

菌属(Stenotrophomonas), 肠杆菌属(Enterobact-

er);4株属于放线菌门(Actinobacteria)(15.4%),

分别为雷弗森菌属(Lei f sonia)和链霉菌属(Strep-

tomyces)。这一结果说明 ,毛竹根部解磷细菌存在

着较为丰富的种群多样性。26株解磷菌株中 ,10株

为芽孢杆菌(Baci l lus),占全部菌株的 38.5%,是毛

竹根部解磷细菌的最优势种群;5 株为伯克霍尔德

氏菌(Burkholderia),占全部菌株的 19.23%,是毛
竹根部解磷细菌的第 2大优势种群。

表 2　解磷菌株的 16S rDNA序列相似性分析

Table 2　16S rDNA sequence analysis of the phosphate-solubilizing bacteria strains

类群

Genus

菌株

Strains

最相近菌株(登录号)
Clo sest strains (accession no.)

序列相似性/ %
Sequence simila rity

BK3 B acillus thuringiensis(FJ235080) 100

BK10 B acillus thuringiensis(AM747225) 99

BK11 B acillus mycoides(EU5867900) 100

CL28 B acillus altitud inis(FJ174641) 98

Baci llus BK2 B acillus pseudomycoides(AM747227) 97

CK2 B acillus sp.(FJ796223) 99

CL4 B acillus sp.(FJ495142) 97

C L26.2 B acillus sp.(FJ495143) 99

BK24 B acillus sp.(FJ267543) 99

CK39 B acillus sp.(AM988968) 100

28
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续表

类群

Genus

菌株

Strains

最相近菌株(登录号)
Clo sest strains (accession no.)

序列相似性/ %
Sequence simila rity

Paenibaci llus CL13 Paenibacillus sp.(EU741009) 99

BL8 Paenibacillus taichungensis(EU179327) 99

Lysinibacillus AL6 Lysinibaci llus sphaericus(FJ174634) 100

AL12 B urkholderia cepacia (FJ608714) 100

CK53 B urkholderia cepacia (FJ907187) 100

B urkholderia CL58 B urkholderia cepacia (FJ907187) 99

CL20 B urkholderia sp.(EF149007) 99

CL26 B urkholderia sp.(EU677416) 99

Pseudomonas AL3 Pseudomonas pavonaceae(D84019) 99

BK29 Pseudomonas sp.(EU681015) 100

Stenotrophomonas AK21 Stenotrophomonas maltophili(X95924) 99

Enterobacter BK42 Enterobacter hormaechei(EF428236) 97

CK42 Lei f sonia sp.(AB366295) 99

Lei f sonia CK48 Lei f sonia sp.(AB366295) 99

CK33 Lei f sonia sp.(AB028941) 100

Streptomyces CL25 Streptomyces aureo f aciens(AY207608) 99

　　本研究还发现 ,具有解磷活性的根际细菌为 14

株 ,分别属于 5个已知属 ,占全部毛竹根际细菌(87

株)的 16.09% ;具有解磷活性的根面细菌为 8株 ,

分别属于 4 个已知属 ,占全部根面细菌(64 株)的

12.5%;具有解磷活性的内生细菌为 4株 ,分别属于

3个已知属 ,占全部内生细菌(28株)的 14.29%。

图 1　基于 16S rDNA序列分析的解磷菌株系统发育树

Fig.1　Neighbor-joining tree of the phosphate-solubilizing bacterial strains

29
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3　讨论与结论

土壤中的磷多以难溶性或者微溶性的磷酸钙 、

羟磷灰石 、磷酸铝等形式存在 ,使得土壤中可以被植

物利用的磷酸盐的含量很少[ 23] ,当缺乏可利用的磷

酸盐时 ,植物的生长通常会受到限制。因此 ,研究土

壤中磷的转化具有重要的现实意义 。

目前已知 ,土壤微生物在磷的转化方面有重要

作用 ,土壤中的一些细菌和真菌都具有解磷活性 。

其中 ,芽抱杆菌是发现最早 、解磷效果最好 、推广应

用最广的一类解磷细菌[ 24] 。本研究中发现 ,毛竹根

部解磷细菌中 ,芽孢杆菌属为优势种群 。

伯克霍尔德氏菌(Burkholderia)广泛存在于自

然界中 ,但是却很少作为溶磷微生物被报道。本研

究却发现伯克霍尔德氏菌(Burkholderia)作为解磷

细菌的第 2优势种群存在于毛竹根部。推测这一结

果与竹类植物根部特殊的生理结构和生理活动有

关。植物在生长发育过程中 ,许多病原微生物会对

寄主植物造成伤害 ,也可能对解磷菌具有毒害作用 ,

而伯克霍尔德氏菌(Burkholderia)在农业领域中具

有生物防治 、生物降解等多种生物学功能[ 25] 。因

此 ,可以对分离出的具有解磷活性的伯克霍尔德氏

菌(Burkholderia)进行更深入的研究 ,以期获得更

加稳定 、高效的溶磷菌株 。

目前 ,对于解磷微生物方面的研究主要集中于

土壤和根际中 ,但是对于内生细菌具有解磷活性方

面的研究还未见报道 ,但是本研究却发现有些内生

细菌也具有解磷活性 。植物内生细菌定植在宿主体

内 ,能避免与其他土著微生物的竞争 ,不易受到外界

环境条件的干扰 ,更有利于充分发挥其功效。它们

可以通过生物固氮作用 、合成铁载体协助宿主植物

从土壤中离解 、合成或促进植物合成多种植物生长

激素(如乙烯 、生长素和细胞分裂素等)、提高寄主植

物对有害环境条件及有害病原生物的敏感性等方面

来促进植物生长。因此 ,本研究还可以对所发现的

具有解磷活性的内生菌其它方面的功能进一步深入

研究 ,充分发挥其有益的生物学功效。此外 ,本文首

次报道了 Lysinibaci l lus和雷弗森菌(Lei f sonia)具

有解磷活性。

一般认为 ,微生物解磷的机制在于可以分泌有

机酸 ,通过降低环境 pH ,以及与铁 、铝 、钙等离子螯

合 ,从而使难溶性的磷转化为有效磷
[ 19 , 26]

。本研究

中 ,大部分菌株(88.46%)液体发酵时培养基的 pH

都降低了 ,表明这些菌株是产酸的 ,这一结果与上述

文献报道相一致。但是 ,也有研究证明 ,解磷菌株的

解磷机制因不同的菌株而有所不同 ,不产酸的微生

物同样可以具有解磷作用[ 4 , 27] 。本研究中 , CL20 、

CL4 、A L6等菌株液体培养时培养基的 pH 都升高

了 ,从最初的 7.1 分别升高到 7.33 、7.57 和 8.07。

微生物解磷作用的强弱不仅取决于分泌酸的种类和

数量 ,还与有机酸鳌合的离子的种类和数量有关 ,尤

其是土壤 Ca2+的数量有关[ 28] 。由于不同形态的磷

酸盐 ,其结构和组成不同 ,微生物对其溶解能力具有

差异。本研究中仅利用磷酸钙作为唯一磷源 ,可能

造成菌株解磷能力的低估。为了对微生物解磷能力

进行全面评价 ,可采用不同形态的磷酸盐 。

解磷细菌在土壤中的分布呈现出一定的规律

性 ,即大部分解磷细菌出现在植物根际土壤中。解

磷细菌的分布表现出强烈的根际效应 ,根际土壤磷

细菌数量比非根际多
[ 29]
。这可能与根圈磷素营养

亏缺诱导有关 ,但由于根圈微生物的群落结构受根

系分泌物及根脱落物的影响 ,导致不同植物根圈微

生物的组成差别很大 ,这也将影响解磷细菌的种群

组成
[ 30]
。本研究发现 ,毛竹根际的解磷细菌种类和

数量都多于毛竹根面 、根内解磷细菌的种类和数量。

因此 ,有理由推测 ,根际是土壤微生物进行解磷活动

最为活跃的区域。

植物根部解磷细菌 ,是植物根部促生细菌的重

要组成部分 。这些有益微生物与植物具有密切的关

系 ,开展植物促生细菌的研究对植物微生物学科的

基础研究有重要的理论价值;同时 ,这些微生物资源

在生态农业的可持续发展过程中也有着重要的应用

价值。本研究过程中 ,首次对毛竹根部具有解磷功

能的细菌得多样性进行了研究 ,探索了解磷细菌与

毛竹之间的相互关系 ,为植物促生细菌的合理开发

利用提供了新的有应用价值的菌种资源。
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