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摘要：【目的】从种植番茄的根围土壤中筛选高效溶磷细菌，为减施化学肥料和开发微生物肥料提供

溶磷菌种资源，并初步探索其促生机制。【方法】采用无机磷培养基利用梯度稀释涂布法从土壤中分

离筛选促生菌株，通过形态特征、16S rRNA和gyrB基因序列分析对优良促生菌株进行鉴定，并分别利

用正交试验和单因素试验分析环境因子和营养因子对其溶磷效果的影响，进一步利用HPLC-MS并结

合相应有机酸的标准物质，明确优良促生菌株产生的有机酸种类；盆栽试验测定接菌处理后番茄株高、

地上鲜重、地下鲜重、基质和植株有效磷含量评价菌株对番茄的促生作用。【结果】筛选到1株优良的

促生菌株，命名为PHODB35，鉴定其为解淀粉芽胞杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)。对环境因子的正

交试验结果表明，菌株PHODB35最佳溶磷条件为pH 7.0，温度为30 °C，接种量为5%；对营养因子的

单因素试验结果表明，该菌株以葡萄糖为碳源、硫酸铵为氮源、磷酸钙为磷源时，解磷效果最好，有

效磷浓度为88.77 mg/L。明确了菌株PHODB35产生的有机酸为葡萄糖酸。盆栽实验结果表明，菌株

PHODB35对番茄幼苗有明显的促生作用，与空白对照相比，施用菌株后对株高、地上鲜重、地下鲜

重、基质和植株有效磷含量分别增加28.21%、22.59%、113.06%、45.08%和16.24%，表明菌株PHODB35

具有一定的肥效功能，可用于促生菌剂的研制。【结论】筛选到具有促生能力的解磷细菌，为进一步

开发研制番茄促生菌剂或微生物有机肥提供资源，为菌株PHODB35在农业生产中的应用提供了理论

依据和实验基础。 
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磷是植物生长中不可缺少的大量元素之一，

土壤缺少磷素造成作物产量受到影响[1]。已有研究

表明小麦缺磷时会出现推迟分蘖时间、减少穗粒

数目、籽粒干瘪等现象[2]。尽管土壤中全磷含量比

较充足，但能够被植物直接吸收利用的有效磷含

量小于全磷量的 5%[3–4]，主要原因在于其易与

Ca2+、Al3+等金属离子结合形成难溶性磷酸盐，且

常被看作是限制性营养元素[5]。目前，许多国家通

过使用大量磷肥确保作物增产，间接导致了磷矿

资源的消费量逐年增加[6]，不仅增加了农业成本，

而且可能造成严重的生态环境问题[7–8]。部分学者

认为按照现有的年开采消费速度，我国的磷矿资

源使用年限将严重不足[9–10]。因此，如何提高土壤

中磷肥的利用效率是保证农业可持续发展的重要

方面，有待进一步找到经济、安全和有效的方法，

以减少对环境造成的危害和降低农业成本。 

微生物在植物生长方面具有重要作用，有针

对性地筛选对作物具有促生或肥效功能的有益微

生物，为减少化肥的使用提供了重要思路，被认

为是一种环境友好和经济有效的方法[11]。已有研

究表明，解磷微生物对磷养分的循环和植物生长

具有重要作用，主要表现为能够提高土壤中可溶

性磷含量和增加作物产量[12–13]。目前，国内外科

研工作者开展了大量筛选溶磷菌株及其相关的工

作，研究指出溶磷菌的溶磷或解磷过程极为复杂，

其可能的解磷机制主要包括有机酸酸解作用、酶

解作用和释放 H+等，且不同菌株间存在区别[14–15]。

然而植物促生菌对植物有一定的种属专一性和生

境选择性，针对我国不同气候、生境中分离筛选

植物促生菌株，以生产适应不同地区和作物的生

物菌剂及其生物有机肥是有必要的，同时在大力

倡导减肥减药的国家战略背景下，迫切需要解决

生产上土壤中磷肥的利用率这一问题。 

本研究从河北省保定市容城县容城镇东牛东

庄村番茄大棚中采集的土壤中分离筛选出解磷能

力较高的细菌菌株 PHODB35，通过形态学和分子

生物学水平对其进行鉴定，并对该菌株在不同环

境因子和营养因子下的溶磷能力(温度、pH、接种

量、不同碳源、氮源、磷源)以及该菌株产生的有

机酸进行分析，探索菌株 PHODB35 对土壤中难

溶性磷的解磷能力及其对番茄的促生长作用，结

果为研制微生物菌肥提供资源，为进一步开展田

间应用奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  土壤样品 

2015 年从河北省保定市容城县容城镇东牛东

庄番茄大棚中利用取土器收集 5–10 cm 的土壤，

置于无菌封口袋中混匀。土样带回实验室后，去

除根系、石块等杂物，4 °C 保存备用。 

1.2  供试培养基、营养液和番茄品种 

解无机磷培养基(NBRIP，g/L)：葡萄糖 10，

磷酸钙 5，MgCl2·6H2O 5，MgSO4·7H2O 0.25，KCl 

0.2，(NH4)2SO4 0.1，pH 7.0；用于解磷微生物菌

株的分离和筛选。LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10，

酵母 5，NaCl 5，调节 pH 值在 7.0–7.2；用于菌株

的纯化和种子液培养。上述培养基添加 1.5%的琼

脂 即 得 到 相 应 的 固 体 培 养 基 ， 在 湿 热 灭 菌 锅

121 °C 高压灭菌 30 min 备用。 

参考赵卫松等[16]方法准备完全营养液和缺磷

营养液、培养基质，用于番茄的温室盆栽试验。番

茄品种：荷兰 8 号，购于河北省定兴县华农蔬菜专

业合作社，选择长势均匀一致的幼苗开展试验。 
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1.3  解磷微生物的分离与筛选 

1.3.1  初筛：采用溶磷平板法。称取 1.0 g 土壤样

品加入到装有灭菌玻璃珠的三角瓶中，加入 99 mL

的无菌水，在 30 °C、180 r/min 充分振荡 45 min

后，采用梯度稀释法进行稀释，分别取 10–3–10–5

的稀释液 100 μL，涂布接种于 NBRIP 培养基平板

上，倒置于培养箱中 30 °C 培养 7 d。用灭菌牙签

挑取能够产生透明圈的单菌落，测量透明圈直径

(D)和菌落生长直径(d)，并计算解磷比(透明圈直

径和菌落生长直径的比值，即 D/d)。 

1.3.2  复筛：选取解磷比高的单菌落进一步转

接至 LB 培养基平板上活化培养。将活化培养的

单 菌 落 接 种 于 液 体 LB 培 养 基 中 ， 30 °C 、     

180 r/min 培养 48 h，将发酵液在 12000 r/min 离

心 10 min，菌体用无菌水洗涤 2 次，并用无菌水

制备成菌悬液，调节菌量 OD600=1.0。取 5 mL

菌悬液接种于装有 100 mL NBRIP 液体培养基的

250 mL 三角瓶中，培养 10 d 后，采用钼锑抗比

色法测定发酵液中的可溶性磷浓度 [17]，通过公

式(1)计算菌株 PHODB35 的解磷率[18]。最终筛

选到 1 株具有较高解无机磷能力的菌株，并命名

为 PHODB35。 

               
公式(1) 

1.4  菌株 PHODB35 的鉴定 

1.4.1  菌落形态：将分离菌划线接种于 LB 平板

上，30 °C 培养，观察菌落形态特征。个体形态：

通过显微镜观察菌株 PHODB35 菌体的形状。 

1.4.2  分子生物学鉴定：将保存的菌株 PHODB35

转接到 LB 培养液中，30 °C、180 r/min 下恒温振

荡过夜培养。采用 CTAB 法提取菌株 PHODB35

的 DNA 作为 16S rRNA 基因扩增的模板。以 27F 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和 1492R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′) 为 引 物 [19] 进

行 PCR 扩增。PCR 反应体系如下(25 μL)：2×Taq 

Master Mix (含 Mg2+) 12.5 μL，引物(10 μmol/L)

各 1 μL，模板 DNA 1 μL，dd H2O 补足至 25 μL。

PCR 反应程序：95 °C 5 min；94 °C 1 min，54 °C 

1 min，72 °C 1 min，35 个循环；72 °C 5 min。将

PCR 产 物 进 行 凝 胶 电 泳 检 测 。 同 时 ， 以 菌 株

PHODB35 菌株基因组 DNA 为模板，以芽胞杆菌

gyrB 基 因 兼 并 引 物 [20] (gyrB-F： 5′-GAAGCAC 

GGACAATCACC-3′；gyrB-R：5′-TCCAAAGCAC 

TCTTACGG-3′)进行 PCR 扩增，PCR 反应体系如

下(25 μL)：2×Taq Master Mix (含 Mg2+) 12.5 μL，

引物(10 μmol/L)各 1 μL，模板 DNA 1 μL，ddH2O

补足至 25 μL。PCR 反应程序：95 °C 5 min，94 °C 

45 s，55 °C 45 s，72 °C 1 min，35 个循环；72 °C   

10 min。将 PCR 产物进行凝胶电泳检测。将获得

的 16S rRNA 和 gyrB 基因扩增产物并送上海生物

工程有限公司测序，分别将不同基因测序结果与

GenBank 数据库中的相应基因序列进行比较，利

用 MEGA 5.1 软件进行 Clustal W 多重序列比对，

并采用 Kimura 2-parameter 模式和 Neighbor-joining

算法构建系统发育树。 

1.5  不同环境因子对菌株 PHODB35 溶磷能力的

影响 

挑取菌株 PHODB35 的单菌落接种于液体 LB

培养基中，30 °C、180 r/min 培养 48 h，将发酵液

在 12000 r/min 离心 10 min，菌体用无菌水洗涤   

2 次，并用无菌水重悬，调节菌量 OD600=1.0，作

为后续实验的种子液。采用正交实验设计对接种
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量(1%、5%和 10%)、温度(25 °C、30 °C 和 35 °C)、

pH (6.0、7.0 和 8.0)进行优化，培养 10 d 后，按照

1.3 方法测定发酵液中的可溶性磷浓度。 

1.6  不同营养因子对菌株 PHODB35 溶磷能力的

影响 

在上述 1.5 明确最佳接种量、温度和 pH 条

件的基础上，利用单因素试验设计在 NBRIP 培

养液中将相应营养因子用等量的碳源、氮源和

磷源进行替换，培养 10 d 后，按照 1.3 方法测

定发酵液中的可溶性磷浓度。系统地评价了不

同碳源(葡萄糖、蔗糖、麦芽糖和甘露糖)、氮源

(硫酸铵、氯化铵、硝酸铵、硝酸钠、硝酸钾 )

和磷源(磷酸钙、磷酸铝)对菌株 PHODB35 溶磷

能力的影响。 

1.7  PHODB35 菌株溶磷过程中产生的有机酸

分析 

1.7.1  菌株产生有机酸的定性分析：将 6 mg 的溴

甲酚紫加入到 100 mL 灭菌的解无机磷培养基

(NBRIP)中，混匀，制成固体平板。用灭菌的牙签

挑取在 LB 平板上活化的 PHODB35 菌株，接种到

平板上，30 °C 培养 7 d。观察平板颜色是否发生

变化，当产生有机酸时，平板将由紫色变成黄   

色[21]。初步明确菌株是否能够产生有机酸。 

1.7.2  菌株产生有机酸的定量分析：将种子液按

照 5%的接种量接种于 NBRIP 培养液中，30 °C、

180 r/min 振荡培养，以未接种种子液的处理为空

白对照，在培养的不同时间(0、2、4、6、8 和      

10 d)取 2 mL 样品于离心管中，在 12000 r/min 离

心 5 min，过 0.22 μm 滤膜于进样小瓶中，–20 °C

保存待测。 

仪器方法：采用高效液相色谱-质谱联用仪

(HPLC-MS)测定 PHODB35 菌株解磷过程中的有

机酸。质谱部分：ESI 离子源，脱溶剂温度 350 °C，

离子源温度 150 °C，电压：3.0 kV，正、负离子

模式，扫描范围：50–600 m/z。流动相组成为：

磷酸氢二铵-磷酸缓冲液(0.01 mol/L，pH=2.7)，波

长 210 nm，流速 0.2 mL/min，进样量：1 μL。 

1.8  盆栽实验 

通过温室盆栽培养基质中添加磷酸三钙开展

试验，评价菌株 PHODB35 对土壤中难溶性磷酸

盐的溶磷能力。花盆(高：21 cm、盆口直径：22 cm、

盆底直径：15 cm)装入培养基质(4 kg/盆)，选取长

势一致的番茄幼苗移栽于花盆中，每盆 3 株。参

考赵卫松等[16]方法稍作修改，试验设置 4 个处理，

CK1：在培养基质中直接移栽番茄幼苗；CK2：在

培养基质中加入磷酸三钙混匀后(培养基质与磷

酸三钙质量比为 1000︰1)移栽番茄幼苗，并浇施

300 mL 缺磷营养液；CK3：在培养基质中移栽番

茄幼苗，并浇施 300 mL 完全营养液；T：在培养

基质中加入磷酸三钙混匀后移栽番茄幼苗，并浇

施 菌 株  PHODB35 发 酵 液 300 mL ( 浓 度 为     

108 CFU/mL)。每个处理 3 次重复，每次重复处理

1 盆，每盆含有 3 株番茄苗。置于温室中培养，期

间加强作物病虫害管理，为了保证水分，每间隔  

5 d 浇施 1 次，除处理 CK1 和 CK2 浇施 LB 培养

液外，处理 CK3 和 T 分别浇施完全营养液和缺磷

营养液，40 d 后测定番茄的株高、地上部鲜重和

干重、地下部鲜重和干重，采用碳酸氢钠提取-钼

锑抗比色法测定培养基质中的有效磷含量[17]，并

参照陈浩等[22]的方法对番茄植株中的有效磷含量

进行分析。 

1.9  数据处理 

采用 SPSS 17.0 软件对不同处理组之间用单

因素方差分析中的邓肯新复极差(Duncan’s)检验
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和独立样本 T 检验对试验数据进行统计分析，利

用 SigmaPlot 12.0 软件进行作图。 

2  结果和分析 

2.1  菌株 PHODB35 的筛选与鉴定 

采用梯度稀释涂布法并结合溶磷平板法从供

试土样样品中筛选到许多株具有明显透明圈的菌

株(图 1-A)，选择透明圈大的菌落进行分离纯化，

命名为 PHODB35，其解磷比为 1.5 (图 1-B)。形态

特征观察表明，菌株 PHODB35 在 LB 培养基上培

养，菌体为杆状，培养 10 h 后产生芽胞，芽胞中

生，椭圆形，胞囊不膨大，培养初期菌落淡乳白

色，脓状，圆形，边缘整齐，菌落隆起，表面湿

润；培养后期菌落淡黄色，边缘不整齐，表面干

燥有褶皱，初步判断菌株 PHODB35 为芽胞杆菌

属(Bacillus sp.)。 

菌株 PHODB35 的 16S rRNA 基因序列长度为

1458 bp (GenBank 序列号为 KY785375.1)。将该菌

株的 16S rRNA 基因序列与其他菌株 16S rRNA 基

因的同源性比较并建立系统发育树(图 2-A)，结果 

 

 
 
图 1.  解磷菌株筛选 

Figure 1.  Screening of phosphorus-dissolving bacteria. 

 

 
 

图 2.  菌株 PHODB35 不同基因序列与其他菌株的系统发育树的建立 

Figure 2.  Establishment of phylogenetic tree of different gene sequences of strain PHODB35 and other strains. A: 
The 16S rRNA gene phylogenetic tree of strain PHODB35. Numbers in parentheses represent accession number of 
the sequences in GenBank; Bootstrap values are shown at branching points (expressed as percentages of 1000 
replications). 
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表明，菌株 PHODB35 的 16S rRNA 序列与芽胞

杆菌属菌株的同源性最高，进一步将该菌株的

gyrB 基因序列与其他菌株 gyrB 基因的同源性比

较并建立系统发育树(图 2-B)。基于聚类结果，

确定菌株 PHODB35 与解淀粉芽胞杆菌同源性最

高，亲缘关系最近。综合以上形态特征、16S rRNA

和 gyrB 基因序列同源性比对分析的结果，菌株

PHODB35 鉴 定 为 解 淀 粉 芽 胞 杆 菌 (Bacillus 

amyloliquefaciens)。 

2.2  不同因子对 PHODB35 菌株的溶磷效果影响 

2.2.1 环境因子的影响：通过单因素试验，初步明

确 pH、接种浓度和温度影响菌株 PHODB35 溶磷

能力的范围。本研究进一步利用正交设计对溶磷环

境因子进行了优化。研究结果表明，获得的最佳条

件为 pH 7.0，温度为 30 °C，接种量为 5%。获得了

上述三因素对溶磷效果影响的模型公式(2)。 

Y=180.32–8.32X1–9.98X2–17.76X3+11.65X1X2–

5.58X1X3+44.56X2X3–79.53X1
2–62.57X2

2–45.06X3
2 

R2=0.9554                        公式(2) 

其中，校正 R2=0.8980。 

进一步的方差分析表明，本研究获得的模型

P<0.0001，存在极显著水平，产生噪音的可能性

仅有 0.06%，说明该模型可用。该方程的决定系

数 R2=0.9554，表明理论值与实际值之间的相关性

较高，校正决定系数 Adj R2=0.8990，表明该模型

能解释 90%响应值的变化(图 3)。 

2.2.2  不同营养物质对菌株 PHODB35 溶磷能

力的影响：为了进一步优化菌株 PHODB35 的溶

磷能力，在不同碳源(葡萄糖、蔗糖、麦芽糖和

甘露糖)、氮源(硫酸铵、氯化铵、硝酸钠、硝酸

铵和硝酸钾)、磷源(磷酸钙和磷酸铝)条件下进行

了研究。 

 
 

图 3.  菌株 PHODB35 溶磷条件的优化 

Figure 3.  Optimization of phosphorus solution 
conditions of strain PHODB35 by orthogonal test. 
Green to red represents the concentration of soluble 
phosphorus from low to high. 

 
不同氮源对菌株 PHODB35 溶磷能力的影响

(图 4-A)：当 NBRIP 培养液中的氮源为硫酸铵时，

接种菌株 PHODB35 后，发酵液中的可溶性磷浓

度为 88.77 mg/L，解磷率为 3.86%；然而将硫酸铵

分别用相同质量的氯化铵、硝酸铵、硝酸钠和硝

酸钾替换后，发酵液中的可溶性磷浓度分别为

3.61、2.32、6.29、7.00 mg/L，解磷率分别为 0.14%、

0.08%、0.25%和 0.28%。显著性差异分析结果表

明，当氮源为硫酸铵时，与其他氮源物质在解磷

能力之间存在显著性差异。 

不同碳源对菌株 PHODB35 解磷能力的影响

(图 4-B)：当 NBRIP 培养液中的碳源为葡萄糖时，

接种菌株 PHODB35 后，发酵液中的有效磷浓度

为 88.77 mg/L，解磷率为 3.86%；然而将葡萄糖

分别用相同质量的蔗糖、麦芽糖和甘露糖替换

后，发酵液中的有效磷浓度分别为 2.65、1.60、    

4.99 mg/L，解磷率分别为 0.09%、0.05%和 0.20%。

显著性差异分析结果表明，当碳源为葡萄糖时，

与其他碳源物质在解磷能力之间存在显著性差异。 
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图 4.  不同营养物质下菌株 PHODB35 的溶磷能力 

Figure 4.  Phosphorus solubilizing capability of strain PHODB35 under different nutrients. A: nitrogen source; B: 
carbon source; C: phosphorus source. Different lowercase letters represent significant difference according to 
Duncan’s multiple range test at 0.05 level. 

 

同时，比较了磷酸钙和磷酸铝两种磷源物质

对菌株 PHODB35 溶磷能力的影响(图 4-C)，研究

结果表明，当磷源为磷酸铝时，发酵液中的可溶

性磷浓度为 25.06 mg/L，解磷率仅为 1.07%。显著

性差异分析表明，两种磷源之间对菌株的溶磷能

力存在显著性差异。 

2.3  菌株 PHODB35 产生的有机酸分析 

平板试验结果表明，菌株 PHODB35 接种后

平板由紫色变成黄色，初步说明能够产生有机

酸。进一步利用 HPLC 结合相应有机酸的标准物

质，研究结果表明，含有菌株 PHODB35 处理的

发酵液中产生的有机酸主要为葡萄糖酸(图 5)，然

而在空白对照的处理中也能够产生有机酸，分析

其主要原因是在 NBRIP 培养液中的葡萄糖经高

温灭菌后推测通过氧化反应可能产生了葡萄糖

酸。接种菌株 PHODB35 后产生的有机酸含量显 
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图 5.  不同处理的葡萄糖酸含量变化 

Figure 5.  Changes of gluconic acid content in 
different treatments. Different lower-case letters 
showed significant difference according to independent 
sample test at 0.05 level. 

 

著高于对照。接种菌株 PHODB35 培养 2–10 d

后 ， 葡萄糖 酸 含量增 加 幅度分 别为 84.08%、

74.23%、69.46%、77.35%和 117.70%，而空白对

照 处 理 的 葡 萄 糖 酸 含 量 显 著 低 于 接 种 菌 株

PHODB35 处理。 

2.4  盆栽实验 

2.4.1  菌株 PHODB35 对番茄株高、鲜重、干重

的影响：试验结果表明(表 1)，添加菌株 PHODB35

培养液的试验组效果除根鲜重与 CK3 处理差异显

著外，其他指标不存在差异；而与 CK2 处理相比，

添加菌株 PHODB35 培养液的试验组的株高、地

上鲜重、地下鲜重、地上部干重和地下部干重增

幅分别为 28.5%、22.6%、113.1%、36.8%和 28.2%。

综合株高、鲜重、干重形态指标，菌株 PHODB35

对番茄植株具有一定的促生效果。 

2.4.2  菌株 PHODB35 对盆栽基质和植物组织中

磷 含 量 的 影 响 ： 试 验 结 果 表 明 ( 表 2) ， 菌 株

PHODB35 与对照 CK2 相比，培养基质的有效磷

含量增幅为 82.1%，说明菌株具有明显的解磷活

性，对土壤中难溶性磷酸钙具有一定的溶磷效果，

能够提高土壤有效磷含量。在番茄植株磷方面，

而 PHODB35 处理与 CK2 相比，增长率为 16.2%。 

 

表 1.  菌株 PHODB35 对盆栽番茄株高、鲜重、干重的影响 

Table 1.  Effect on height, fresh weight and dry weight of tomato plant by strain PHODB35 

Treatment Plant height/cm 
Fresh weight/g Dry weight/g 

Top plant Root Top plant Root 

CK1 26.56±2.22a 14.06±4.55 a 3.00±0.87 a 1.46±0.50 a 0.29±0.09 a 

CK2 32.33±4.93ab 21.16±7.08 ab 3.14±1.17 a 1.63±0.28 ab 0.39±0.14 a 

CK3 40.86±4.90 b 25.09±4.61 b 3.33±1.27 a 1.70±0.56 ab 0.42±0.19 a 

PHODB35 (T) 41.45±3.85 b 25.94±6.50 b 6.69±1.37 b 2.23±0.66 ab 0.50±0.12 a 

CK1: LB; CK2: Ca3(PO4)2+phosphorus-deficient nutrient solution+LB; CK3: complete nutrient solution. Data followed by the same 
letters in the same column are not significantly difference according to Duncan’s multiple range test at 0.05 level. The same as below. 
 

表 2.  菌株 PHODB35 对基质、番茄植株有效磷的影响 

Table 2.  Effects on available P in the substrate and tomato plants by strain PHODB35 

Treatment 
Phosphate content in the 
substrate/(mg/kg) 

Compared with 
CK2 

Phosphate content in tomato 
plant/(mg/L) 

Compared with 
CK2 

CK1 0.84±0.12 a － 0.62±0.08 a － 

CK2 1.06±0.06 a － 1.97±0.11 b － 

CK3 2.28±0.21 b － 2.99±0.16 c － 

PHODB35 1.93±0.25 b 82.1% 2.29±0.05 b 16.2% 
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3  讨论 

磷是促进作物生长和提高农业产量不可缺少

的营养元素。已有研究表明，溶磷微生物能够提

高土壤有效磷含量[22–23]、增加作物对磷素吸收和

减少磷肥使用量[23–25]、促进磷矿资源的生物有效

性[26]，最终实现促进作物生长和提高作物产量的

目的[27–28]。 

解淀粉芽胞杆菌是一类重要的植物促生细

菌，不仅表现出优良的生防作用，而且对作物生

长有促生作用[29]。利用平板筛选解磷微生物过程

中，由于长出的菌落较多且相互之间可能存在营

养竞争关系，导致许多菌株的溶磷能力可能受到

抑制，菌株是否产生溶磷圈以及溶磷圈大小与溶

磷能力之间是否存在相关性观点不一致，如部分

学者研究表明，溶磷圈的大小不能代表其溶磷能

力的大小[30–33]，因此，必须对其溶磷能力进行验

证测定。本研究筛选到 1 株解磷效果较好的菌株

PHODB35，该菌株在碳源为葡萄糖、氮源为硫酸

铵、磷源为磷酸钙、初始 pH 值为 7.0、温度为 30 °C

时，解磷效果最好。进一步通过盆栽试验研究表

明，添加该菌株的发酵液不仅显著增加了番茄株

高、植株生物量，同时也显著提高了培养基质和

植株体内有效磷含量。 

已有研究表明，环境和营养因子对溶磷细菌

的溶磷效果影响较大。本研究获得的菌株最适碳

源是葡萄糖，与闫小梅等[34]和贺梦醒等[35]的研究

结果相似；最适氮源是硫酸铵，与刘文干等[19]和

闫小梅等[34]的结果相似；Jain 等[36]研究结果表明，

多数溶磷菌株对磷酸三钙的溶解能力高于磷酸铝

和磷矿粉，本研究获得了相似的研究结果，且菌

株 PHODB35 对磷酸三钙的溶磷能力高于磷酸铝。

该菌株的最适 pH 与刘文干等[19]、闫小梅等[34]、

贺梦醒等[35]的菌株最适 pH 值有所不同，进一步表

明可能与筛选的菌株种类有关。 

在解磷微生物的促生研究中，菌株的实际应

用效果如何是评价促生作用的重要指标，决定其

是 否 具 备 开 发 成 微 生 物 肥 料 或 菌 剂 的 潜 力 。

Paungfoo-Lonhienne 等[37]研究结果表明，分离到

的伯克氏菌属 (Burkholderia)菌株能够显著增加

甘蔗根和茎的生物量；Zhao 等[38]研究表明通过接

种促生菌芽孢杆菌属(Bacillus 和 Paenibacillus)菌

株能够使金银花鲜质量增加 16.48%；崔晓双等[29]

研究得出接种促生菌芽孢杆菌属(Bacillus)、剑菌

属(Ensifer)、根瘤菌属(Rhizobium)、苍白杆菌属

(Ochrobactrum)和微杆菌属(Microbacterium)后均

能够使玉米、黄瓜和茄子的地上鲜重增加明显，

且与空白对照之间存在显著性差异。谭石勇等[39]

获得的促生菌株伯克霍德菌属(Burkholderia)能

显著提高苎麻种子的萌发率、幼根长、株高和根

系干重；秦娟娟等 [40]研制的促生菌剂与对照组

相比对辣椒植株的株高、根长、鲜重和干重均差

异显著；本研究采用盆栽试验对筛选获得的菌株

PHODB35 进行促生效应的检验，结果表明其能

够显著提高番茄植株的株高、鲜重和干重，同时

能 够 显 著 提 高 培 养 基 质 和 植 株 体 内 有 效 磷 的  

含量。 

解磷微生物的解磷机制较为复杂，溶磷微生

物能够分泌产生许多的有机酸，并且培养条件决

定产生的有机酸种类，同时不同溶磷微生物产生

的有机酸可能存在区别[14–15,41]。部分学者认为，

解磷微生物能够溶解无机磷化合物，如磷酸钙，

其机理是借助细菌生命活动过程中所产生的各种
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有机酸[42–44]，还有学者认为解磷微生物的解磷机

制为其产生质子降低了培养基的 pH，从而使磷酸

盐溶解[45]。本实验明确了菌株 PHODB35 产生的

有机酸主要为葡萄糖酸，获得的有机酸种类与刘

文干等[19]和乔志伟等[46]的观点一致，未检测到其

他有机酸，是否有其他有机酸的产生还有待于进

一步验证和研究。 

本研究从番茄根围筛选得到解淀粉芽胞杆菌

PHODB35 能显著促进番茄的生长。但本研究仅对

菌株的溶磷特性和促生作用进行了初步探讨，至

于菌株的内在促生机制还有待进一步深入研究。

此外，本研究在盆栽试验条件下开展了溶磷微生

物对土壤中有效磷的试验，然而微生物菌剂受降

水量、温度、土壤 pH、土壤微生物等因素影响。

在后续试验中，需在大田条件下对菌株 PHODB35

的促生效果进行研究和验证，为其开发成良好的

农用微生物菌剂奠定基础。同时，向土壤中添加

外源解磷微生物势必与土壤中原有的微生物群落

产生互相作用，可能对土壤微生物群落结构产生

一定影响。乔欢等 [47]报道解磷青霉 (Penicillium 

guanacastense JP-NJ2)和(P. pinophilum JP-NJ4)的

施用明显改变了根际微生物群落中细菌、真菌及

放线菌数量，微生物总量也随之变化。因此，该

微生物菌剂施用后对土壤根际及其根围微生物的

相互关系有待于进一步研究。 
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Phosphate-solubilizing characteristics of Bacillus 
amyloliquefaciens PHODB35 and its growth-promoting effect 
on tomato 

Weisong Zhao, Qinggang Guo, Wenqian Yu, Peipei Wang, Zhenhe Su, Xiaoyun Zhang, 
Xiuyun Lu, Ping Ma, Shezeng Li* 
Key Laboratory of Integrated Pest Management on Crops in Northern Region of North China, Ministry of Agriculture and 

Rural Affairs, Institute of Plant Protection, Hebei Academy of Agricultural and Forestry Sciences, Integrated Pest Management 

Center of Hebei Province, Baoding 071000, Hebei Province, China 

Abstract: [Objective] Phosphorus-soluble bacteria were screened from the soil around the roots of tomato plants to 
provide phosphorus-soluble bacteria resources for the development of biofertilizers for increasing production and 
saving fertilizer, and their growth-promoting mechanism was preliminarily explored. [Methods] Inorganic phosphorus 
medium was used to isolate and screen the growth-promoting strains from soil by serial dilution plating method. The 
excellent growth-promoting strains were identified by morphological characteristics, 16S rRNA gene sequence and 
gyrB gene sequence analysis, and the effects of environmental factors and nutrient factors on phosphorus solubility 
were studied by orthogonal and single factor test. Organic acids produced by excellent growth-promoting strains were 
identified by HPLC-MS, according to the standard substances of corresponding organic acids, and the 
growth-promoting effect of strains on tomato was determined by pot experiment. [Results] A good growth-promoting 
strain named PHODB35 was isolated. It was identified as Bacillus amyloliquefaciens. The orthogonal test of 
environmental factors shows that the optimum conditions for dissolving phosphorus of strain PHODB35 were pH 7.0, 
temperature at 30 °C and 5% inoculation. The results of single-factor experiments on nutrient factors show that strain 
PHODB35 had the best phosphorus dissolution effect with glucose as carbon source, ammonium sulfate as nitrogen 
source, calcium phosphate as phosphorous source, initial pH 7.0 and temperature at 30 °C. The effective phosphorus 
concentration was 88.77 mg/L. Gluconic acid was produced by strain PHODB35. Pot experiment showed that the 
application of strain PHODB35 had obvious growth-promoting effect on tomato seedlings. Compared with the 
control, the plant height, above-ground fresh weight, under-ground fresh weight, substrate and plant available 
phosphorus content were increased by 28.21%, 22.59%, 113.06%, 45.08% and 16.24%, respectively, after inoculating 
strain PHODB35, indicating that strain PHODB35 had certain fertilizer effect and could be used for the development 
of growth-promoting agents. [Conclusion] Phosphorus solubilizing bacteria were screened to provide resources for 
further development of tomato specific growth-promoting agent or special microbial organic fertilizer, and to provide 
theoretical and experimental basis for the application of strain PHODB35 in agricultural production. 

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens, phosphate-solubilizing characteristics, organic acid, growth-promoting 

effects, tomato 
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