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摘要:【目的】对南方红豆杉(Taxus chinensis var． mairei) 根际溶无机磷细菌进行了分离、筛选与鉴定，并对获

得的高效溶磷菌株进行了温室盆栽试验。本研究为通过生物途径改善南方红豆杉磷素供应，促进其生长提

供了优良的菌株资源。【方法】利用选择培养基从南方红豆杉根际土壤中共分离出具溶磷能力的细菌;采用

NBRI-BPB 培养基进行复筛获得溶磷能力较强的溶无机磷细菌;并采用钼锑抗比色法测量其在 NBRIP 培养

基中经 4d 发酵后的可溶性磷含量;通过形态指标、生理生化测定、Biolog 系统和 16S rDNA 序列分析鉴定细

菌种类;并进行了溶磷菌株的室内盆栽实生苗接种试验。【结论】从南方红豆杉根际共分离出 4 株高效溶磷

细菌，分别鉴定为荧光假单胞菌 (Pseudomonas fluorescens)、蜡状芽胞杆菌 (Bacillus cereus)、草木樨中华根瘤

菌(Sinorhizobium meliloti) 和地衣芽胞杆菌(Bacillus licheniformis) ;4 株细菌对南方红豆杉苗期的生长有明显

的促进作用。
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南方红豆杉(Taxus chinensis var． mairei) 是红豆

杉科红豆杉属植物，广布于我国南方部分地区海拔

600 － 1200 m 的山地，山西是该植物生长的北限
［1］，

其树冠优美，材质坚硬、水湿不腐，是集观赏、材用、
药用于一身的珍贵树种。而且，南方红豆杉是中国

特有树种，为第三纪孑遗树种和国家一级保护珍稀

树种，是新型抗癌天然药物紫杉醇(Taxol) 的主要来

源之一。目前，几乎所有的紫杉醇临床用药都直接

或间接地来源于红豆杉属植物的自然资源，其它的

一些尝试均没有形成产业化规模
［2］，这导致红豆杉

属植物野生资源破坏严重，红豆杉生长缓慢的生物

学特性和极 低 的 紫 杉 醇 含 量 进 一 步 加 剧 了 这 种 状

况
［3］。

磷是植物生长发育重要的物质基础，植物吸收

磷量与植 物 的 生 物 量 呈 显 著 的 正 相 关。在 我 国 有

74% 的耕地土壤缺磷，土壤中 95% 的磷为无法吸收

的难溶性磷，因此如何提高植物对土壤中难溶性磷

的吸收具有重要的应用价值。许多研究表明，土壤

中分布有大量具有溶磷能力的微生物，称为溶磷微

生物
［4 － 6］。一般将具有溶解无机磷酸盐的细菌称溶

无机 磷 细 菌 ( Phosphate-solubilizing bacteria，PSB)
［7］。这类细菌能够促进磷灰石［Ca3 (PO4 ) 2］等难溶

成分释放出磷，具有溶 无 机 磷 能 力。PSB 可 明 显 提

高土壤中可溶性磷的营养水平，增加植物对磷元素

的吸收，从而促进植物的生长
［8］。目前国内外尚未

开展南方红豆杉根际溶无机磷细菌的系统研究。
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本文以南方红豆杉根际土为研究对象，对南方

红豆杉根际土的溶无机磷细菌进行了分离筛选，得

到了 4 株高效溶无机磷细菌，并对这 4 株溶磷细菌

进行了鉴定;同时在温室条件下，研究了 4 株高效溶

磷细菌对南方红豆杉实生苗苗期生长的影响。该研

究结果可为南方红豆杉高效生物肥料的研制提供优

良的菌种资源，对南方红豆杉珍贵野生资源的保护

和紫杉醇产业的可持续发展具有重要意义。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 土样:选择山西省南方红豆杉分布区 ( 陵川

凤凰谷、长治大峡谷、蟒河自然保护区、历山自然保

护区、长治林业局院内、长治宾馆院内、长治林业局

苗圃) 中 长 势 良 好 的 南 方 红 豆 杉。采 用 三 点 取 样

法，铲去表土，将南方红豆杉 10 － 20 cm 的根系及黏

附其上的土壤一同装入无菌袋中，注明采集地点、日
期、土样号，带回实验室及时进行溶无机磷细菌的分

离。
1. 1. 2 培养基:①溶无机磷细菌的分 离、纯 化 培 养

基( 选 择 培 养 基 )［9］②溶 无 机 磷 细 菌 保 藏 培 养 基

(NA) :牛肉膏3 g，蛋 白 胨10 g，NaCl 5 g，琼 脂18 g，

蒸馏水1000 mL，pH 7. 2 － 7. 4。③溶无机磷细菌种

子及培养培 养 基 (NB) :配 方 同 NA( 不 添 加 琼 脂)。
④溶无机磷细菌筛选培养基(NBRI-BPB)［10］⑤溶磷

能力测定培养基(NBRIP)［10］:配方同 NBRI-BPB( 不

添加溴酚蓝)。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:①试剂:钼酸铵、酒石酸锑

钾、抗 坏 血 酸、浓 硫 酸、乙 醇、2，4-二 硝 基 酚、Ca3

(PO4 ) 等均为国产分析纯。溶液的配制及稀释均采

用 Milli-Q 超纯水。②仪器:Leica DM5000B 荧 光 显

微镜、德国 Eppendorf Centrifuge 5804R 高 速 低 温 离

心机、UNICO UV2000 紫 外 分 光 光 度 计 和 Millipore
超纯水系统。
1. 2 南方红豆杉根际溶无机磷细菌分离、纯化及筛

选

1. 2. 1 溶无机磷细菌的分离、纯化及 保 藏:溶 无 机

磷细菌的分离采用平板梯度稀释培养法。将涂布有

南方红豆杉根 际 土 悬 浮 液 的 分 离 平 板 置 于 30℃ 培

养4 － 7 d，挑取平板上产磷溶圈且形态有明显区别

的菌落纯化多次，直至通过平板和镜检观察确定其

为 纯 培 养 物 后，挑 取 单 菌 落 转 至 NA 斜 面 培 养

2 － 3 d，然后置于 4℃ 冰箱保存。
1. 2. 2 溶无机 磷 细 菌 的 复 筛:参 照 Sangeeta Mehta
和 Nautiyal 的 方 法

［10］ ( 略 有 修 改 ) ，用 接 种 环 挑 取

1. 2. 1 分 离 获 得 的 细 菌 菌 株，接 种 于 装 有 20 mL
NBRI-BPB 培 养 基 的100 mL三 角 瓶 中，以 未 接 菌 空

白 NBRI-BPB 培 养 基 为 对 照，30℃ ，180 r /m振 荡 培

养3 d，发 酵 液 (4℃ ，12857 × g) 离 心10 min，在 波 长

600 nm处测定上清液 OD600 值，对其溶磷能力进行初

步分级。分级标准为溶磷能力强( + + + ) :OD600≤
－ 1;较 强 ( + + ) : － 1 ＜ OD600≤ － 0. 5;弱 ( + ) : －
0. 5 ＜ OD600≤ － 0. 1。
1. 3 溶无机磷细菌溶磷能力的测定

选取 1. 2. 2 中 OD600≤ － 1 的 溶 磷 菌 株 活 化 后

接种于 NB 种子培养基，30℃ 振荡培 养 18 － 24 h制

成种子液，取0. 5 mL种 子 液 接 种 于 含50 mL NBRIP
培养液的100 mL三角瓶中，以接0. 5 mL空白种子液

的 NBRIP 培养基为对照，每个处理 3 个重复，30℃ ，

180 r /m振荡培养4 d后，发 酵 液 (4℃ ，12857 × g) 离

心10 min，采用钼 锑 抗 比 色 法 测 定 上 清 液 有 效 磷 含

量
［11］，同时计算溶磷率

［12］;并测定上清液 pH 值。
1. 4 溶无机磷细菌的鉴定

1. 4. 1 理 化 性 质 及 形 态 学 分 类:按 照 文 献［13］做

形态与生理生化分析。
1. 4. 2 Biolog 系统鉴定:具体步骤参照该系统的鉴

定说明书。
1. 4. 3 16S rDNA 序列分析:按文献

［14］
提取细菌的

基因组 DNA，采用扩增细菌 16S rDNA 的 通 用 引 物

( 正向引物 27 F:AGAGTTTGATCCTGGCTCAG;反向

引物 1512 R:ACGGCTACCTTGTTACGACT) 对 细 菌

基因 组 DNA 进 行 扩 增
［15］。获 得 的 PCR 产 物，经

1% 琼脂糖凝 胶 电 泳 分 离 后 送 Invitrogen 公 司 测 序。
测序 完 成 后，将 得 到 的 序 列 登 陆 EzTaxon server
(http: / /www． EzTaxon． org) 进 行 BLAST［16］，选 取 数

据库中 有 代 表 性 的 菌 株 16S rDNA，采 用 Bioedit 软

件的 Multiple Sequence Alignment 程序进行分析，并

利用软件 MEGA5. 05 构 建 系 统 发 育 树 (Bootstrap =
1000)。
1. 5 溶无机磷细菌的温室试验

将 4 株高效溶磷菌株活化后，用接种环挑取少

量菌体接种于装有50 mL NB 培养基的100 mL三角

瓶中，29℃ ，200 r /min振 荡 培 养48 h。发 酵 液 (4℃ ，

692
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4629 × g) 离 心5 min，无 菌 生 理 盐 水 润 洗 菌 体 3 次

后，无 菌 生 理 盐 水 调 节 菌 悬 液 (108 cfu /mL) 制 成 接

种剂。接种南方红豆杉实生苗 ( 苗龄60 d) ，以等量

无菌生 理 盐 水 为 对 照，接 种 量 为 实 生 苗 5 mL /株。
每处理 6 个重复，置温室中培养，光照通过遮阳网得

到一定控制，不使用人工光源，适时浇水。实生苗培

养培养基质为 V( 泥炭) ∶ V( 珍珠岩) ∶ V( 沙) = 3∶ 1 ∶
1的 混 合 基 质，每 盆 1. 5 kg，基 质 中 速 效 氮 含 量

35. 0 mg /kg，速效磷 含 量7. 0 mg /kg，速 效 钾 含 量 为

25. 4 mg /kg。南方 红 豆 杉 接 种 后 150 d 后 测 定 苗

高、地径。
1. 6 数据分析

采用 SPSS V13. 0 统计软件 进 行 方 差 分 析 和 多

重比较。

2 结果和分析

2. 1 南方红豆杉根际溶磷细菌的分离与筛选

用选择培养基平板分离所采集的南方红豆杉根

际土中的溶 磷 细 菌，获 得 45 株 能 产 生 溶 磷 圈 的 细

菌，说明这些菌株具有溶无机磷能力。其中从陵川

凤凰谷土样中获得 8 株，长治大峡谷 6 株，蟒河自然

保护区 10 株，历山自然保护区 9 株，长治林业局院

内 5 株，长治宾馆院内 4 株，长治林业局苗圃 3 株。
利用 Sangeeta Mehta 和 Nautiyal 的方法对 45 株

溶无机磷细菌进行定性和半定量溶磷能力的测定，

结果表明有 11 株 菌 株 在 NBRI-BPB 培 养 基 中 的 发

酵液上清液于波长 600 nm 处的光吸收值均 ＜ － 1，

属于溶磷能力初步分级标准中的最高级 ( 表 1) ，具

有应用潜力。该方法原理为溶磷细菌分泌有机酸降

低培养介质 的 pH 值，从 而 达 到 溶 磷 的 目 的。溴 酚

蓝(BPB) 作为 一 种 酸 碱 指 示 剂，随 着 介 质 pH 降 低

而褪色，pH 变色范围 3. 0( 黄) － 4. 6( 蓝紫)。因此，

在 NBRIP 中添加一定量 BPB，利用发酵液褪色程度

的不同可以定性和半定量的反应细菌溶磷能力的大

小。从表 1 可看 出，与 对 照 相 比，11 株 溶 磷 细 菌 发

酵液 OD600 值在 － 1. 001 － － 2. 050 之间。这说明 11
株溶磷细菌 能 够 分 泌 大 量 有 机 酸 降 低 了 培 养 介 质

pH 值从 而 使 BPB 褪 色。根 据 发 酵 液 OD600 值 的 不

同，各菌 株 产 酸 能 力 排 序 为 菌 株 CLW17 ＞ CHB10B
＞ CHB10L ＞ JFW3 ＞ MHW04 ＞ JFW01 ＞ JFW13 ＞
MHW07 ＞ CLW02 ＞ LSW08 ＞ CFW07。

2. 2 溶磷细菌溶磷能力测定

将 2. 1 中初筛获得的 11 株 溶 磷 细 菌 分 别 接 种

于 NBRIP 培养基中，29℃ ，180 r /m振荡培养4 d后，

各接 菌 处 理 发 酵 液 有 效 磷 含 量 均 明 显 高 于 对 照

(24. 67 mg /L) ，不同处理间差异显著 ( 见表 2)。11
株溶磷细菌处理发酵液有效磷含量在357. 21 mg /L －
647. 67 mg /L之 间，溶 磷 率 介 于 6. 65% － 12. 46%。
如 表 1 所 示，菌 株 CLW17、JFW3、CHW10B 和

CHW10L 溶磷能力明显高于其它菌株，有 效 磷 含 量

分别 高 达647. 67 mg /L、635. 21 mg /L、638. 86 mg /L
和622. 12 mg /L，溶 磷 率 分 别 为 12. 46%、12. 28%、
12. 21% 和 11. 95%。

溶磷细 菌 在 NBRIP 液 体 培 养 基 中 摇 培 4d 后，

各处理 pH 值均比对照有不同 程 度 的 降 低，在 3. 80
－ 4. 40 之间( 表 2)。相 关 分 析 表 明，发 酵 液 pH 值

(X) 与 有 效 磷 含 量 ( Y) 呈 极 显 著 负 相 关 ( r = －
0. 922＊＊，P ＜ 0. 01) ，线 性 回 归 方 程 为 Y = － 205. 3X
+ 1385. 8。以上结果表明，初筛获得的 11 株溶磷菌

株产生的酸 性 物 质 有 助 于 这 些 菌 株 溶 磷 能 力 的 提

高。
溶磷菌株在 NBRI-BPB 液体摇培4 d后，发酵液

OD600 值与有效 磷 含 量 之 间 存 在 一 定 相 关 性。相 关

分析表明，发酵液 OD600 值(X) 与有效磷含量(Y) 呈

极显著负相关 ( r = － 0. 914＊＊，P ＜ 0. 01) ，线 性 回 归

方 程 为 Y = － 300. 55X + 107. 67。这 说 明 采 用

NBRI-BPB 培养基摇 培4 d后 测 定 发 酵 液 OD600 值 可

以相对准确、快速的从大量的供试溶磷菌株中筛选

出具有溶磷能力较强菌株，在一定程度上大大减少

后续复筛的工作量。
2. 3 高效溶磷细菌的鉴定

2. 3. 1 溶磷细菌的形态特征:对 4 株高效溶磷细菌

的细胞形态 和 菌 落 特 征 进 行 观 察，可 以 看 出，菌 株

CLW17 和 CHW10B 为 无 芽 孢 革 兰 氏 阴 性 (G － ) 短

杆菌，菌 落 圆 形、边 缘 整 齐，表 面 湿 润 粘 稠; 菌 株

JFW3 和 CHW10L 为芽孢革兰氏阳性(G + ) 短杆菌，

菌落圆形、表面干燥;菌落表面除菌株 CLW17 菌落

为浅黄色外，其余菌株均为乳白色;4 株溶磷菌株均

具有运动型，菌株 JFW3 和 CHW10L 为周生鞭毛，菌

株 CLW17 和 CHW10B 极生 1 － 3 根鞭毛。
2. 3. 2 溶磷细菌的生理生化特性:对 4 株高效溶磷

细菌的各项 生 理 生 化 鉴 定 项 目 包 括: 氧 化 酶、接 触

酶、明胶水解、淀粉水解、丙二酸盐利用、柠檬酸盐利
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用、吲哚试验、M． R、V． P、硝 酸 盐 还 原、脓 青 素 和 荧

光色素 的 检 出、卵 磷 脂 酶 等。菌 株 CLW17、JFW3、
CHW10B 和 CHW10L 的 各 项 生 理 生 化 鉴 定 结 果 见

表 2。每个生理生化鉴定实验重复 3 次，结果稳定;

其中分别将 四 株 南 方 红 豆 杉 根 际 高 效 溶 磷 细 菌 在

King's B 平 板 上 划 线，置 30℃ ，培 养 24 h 后，菌 株

CLW17 菌落周围产生可扩散的色素，在波长 366 nm
紫外光下菌落呈现浅绿色荧光，菌落周围显示青色

质蓝色荧光( 图 1-A) ;菌体在荧光显微镜下观察 具

自发荧光( 图 1-B) ，而另外三株溶磷 细 菌 则 无 此 特

性。以上说明菌株 CLW17 极有可能是能够自 发 荧

光的荧光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens)。
2. 3. 3 溶磷细菌的 Biolog 鉴定:4 株高效溶磷细菌

在 Biolog 鉴 定 板 培 养 16 － 24 h 时 的 读 数 相 似 值

(SIM 值) 均大于 0. 50，符合 Biolog 系统关于理想结

果的 要 求，菌 株 CLW17、JFW3、CHW10B、CHW10L
分别 鉴 定 为 荧 光 假 单 胞 (P． fluorescens)、蜡 状 芽 胞

杆 菌 ( Bacillus cereus )、草 木 樨 中 华 根 瘤 菌

［Sinorhizobium( Ensifer) meliloti］和 地 衣 芽 胞 杆 菌

(B． licheniformis)。该结果与形态特征、生理生化鉴

定结果一致。

表 1 11 株溶磷细菌的初筛和溶磷能力测定

Table 1 The Determination of phosphate-dissolving ability of 11 strains of PSB

Strain OD600 pH value
Available phosphorus
content /(mg /L)

Phosphorus-dissolving
rate /%

The site of isolation

CMW07 － 1. 001 f 4. 31 bcd 357. 21 e 6. 65 the nursery of Changzhi Forestry Bureau
CLW02 － 1. 077 ef 4. 35 bcd 474. 32 c 8. 99 the yard of Changzhi Forestry Bureau
CLW17 － 2. 050 a 3. 80 g 647. 67 a 12. 46 the yard of Changzhi Forestry Bureau
JFW01 － 1. 234 cd 4. 27 d 573. 12 b 10. 97 Fenghuang Canyon of Lingchuan
JFW3 － 1. 312 c 3. 98 f 635. 21 a 12. 21 Fenghuang Canyon of Lingchuan
JFW13 － 1. 195 cde 4. 30 cd 489. 67 c 9. 30 Fenghuang Canyon of Lingchuan

CHW10B － 1. 921 ab 3. 90 f 638. 86 a 12. 28 Daxia Canyon of Changzhi
CHW10L － 1. 872 b 3. 96 f 622. 12 a 11. 95 Daxia Canyon of Changzhi
MHW04 － 1. 236 cd 4. 15 e 552. 77 b 10. 56 Menghe
MHW07 － 1. 149 def 4. 38 bc 408. 24 d 7. 67 Lishan
LSW08 － 1. 035 f 4. 40 b 401. 12 d 7. 52 Lishan
CK 0 g 6. 83 a 24. 67 f / /

Date with different letters are significantly different at 0. 05 level in the same according to a LSD test．

2. 3. 4 16S rDNA 鉴 定: 以 菌 株 CLW17、JFW3、
CHW10B、CHW10L 的 总 DNA 为 模 板，使 用 一 对 细

菌 通 用 引 物 分 别 扩 增 出 长 约 1500 bp、1515 bp、
1448 bp和1403 bp的片段，将所测 16S rDNA 序列登

陆 http: / /www． EzTaxon． org 进行 BLAST 比对，获得

同源性数值，运用 ClustalX 软件进行分析，形成一个

多重 复 匹 配 列 阵，利 用 MEGA5. 05 采 用 Neighbor-
Joining 法 构 建 系 统 发 育 树。4 个 菌 株 通 过 BLAST
比对，都能在数据库中找到同源性非常高的相似菌

株序列。菌株 CLW17、JFW3、CHW10B、CHW10L 分

别与假单胞菌属、芽胞杆菌属、中华根瘤菌属( 剑菌

属) 和芽胞杆菌属具 有 较 高 的 序 列 相 似 性。从 图 2
的发育树 可 以 看 出，菌 株 CLW17、JFW3、CHW10B、
CHW10L 得 遗 传 进 化 距 离 分 别 与 P． fluorescens、B．
cereus、S． meliloti 和 B． licheniformis 亲 缘 关 系 较 近。
因此，综合 4 株 溶 磷 细 菌 的 培 养 特 征、生 理 生 化 特

性、Biolog 鉴 定 和 系 统 发 育 分 析 结 果，分 别 将

CLW17、JFW3、CHW10B、CHW10L 准 确 鉴 定 为 P．
fluorescens、B． cereus、S． meliloti 和 B． licheniformis。

表 2 高效溶磷细菌生理生化特性

Table 2 The Physiological and biochemistry characteristics

of the five efficient PSB strains
Strains CLW17 JFW3 CHW10B CHW10L
Demand for oxygen + + + +
Oxidase + － + －
Catalase + + + +
Gelatine liquefaction + － － +
Starch － + － +
Propionate utilizing + + － +
Citratre utilization + + － －
Indole roduction + + － +
Methyl red － － － －
Voges-proskauer + + + +
Nitrate production + － + +
Pyocyanine production － － － －
Fluorochrome production + － － －
Lecith inase － + － －

“ －”means negative;“ +”means positive．
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图 1 菌株 CLW17 荧光特性

Fig． 1 The Feature of Fluorescence of CLW17

strain under UV ( 366nm ) ( A ) and under

Fluorescence Microscope by Leica DM5000B(B) ．

2. 4 高效溶磷菌株对南方红豆杉实生苗的促生作

用

在 温 室 条 件 下，将 溶 磷 效 果 最 好 的 菌 株

CLW17、JFW3、CHW10B 和 CHW10L 分别 接 种 于 南

方红 豆 杉 实 生 苗，接 种 后 150 d 测 定 苗 高 和 地 径。

结果如表 3 显示，接种处理苗木的苗高和地径均超

过了不接种处理对照。尤其是苗高，接种处理显著

高于未接种处理。以上说明 4 株高效溶磷细菌对南

方红豆杉苗期具有明显的促生长作用。

3 结论和讨论

利用微生物途径调动土壤中磷的有效性，可提

高土壤中可溶性磷的营养水平，减少磷肥资源的浪

费。因此，如何提高土壤中有效磷含量，已成为当前

的研究热点。近年来，将溶磷微生物制成土壤磷素

活化剂用来提高植物磷素利用率成为国内外研究热

点。溶磷微 生 物 除 了 能 够 使 土 壤 中 有 效 磷 含 量 提

高，还能够改善土壤环境
［6］。但溶磷微生物种类繁

多、溶磷机制复杂，溶磷微生物施入土壤后易受到土

壤性质、根际环境和植物种类等方面的影响，往往难

以发挥出高效的溶磷能力。因此，从特定植物的根

际环境中进行筛选，以获得与植物亲和性好、易于在

植物根际定殖的溶磷微生物菌株是当前有待于加强

的研究方向。
目前，有关溶磷微生物的分离、筛选和应用的研

究大都局限于农作物，在林木根际筛选和应用溶磷

微生物的报道极少。Liu 等从我国不同地区杨树根

际筛选获得多株溶无机磷细菌和溶有机磷细菌
［17］。

南方红豆杉在我国分布广泛，土壤微生物资源丰富，

因此，从南方红豆杉根际土壤中分离、筛选高效溶磷

细菌，研究高效微生物菌肥，对调节土壤磷素的供需

矛盾，促进南方红豆杉人工林的生长和紫杉醇产业

的可持续性发展具有重要意义。
溶磷细菌在土壤中分布广泛，其中溶磷能力比

较强的主要 是 芽 胞 杆 菌 属 (Bacillus) 和 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas)。芽 胞 杆 菌 包 括 蜡 状 芽 胞 杆 菌 ( B．
cereus)、地衣 芽 胞 杆 菌 (B． licheniformis)、坚 强 芽 胞

杆菌(B． firmus)、枯 草 芽 胞 杆 菌 (B． subtilis)、短 小

芽 胞 杆 菌 ( B． pumilis ) 和 巨 大 芽 胞 杆 菌 ( B．
megaterium) 等; 假 单 胞 菌 主 要 包 括 荧 光 假 单 胞 菌

(P． fluorescens)、丁香假单胞菌(P． syringae)、恶臭

假 单 胞 菌 ( P． putida )、铜 绿 假 单 胞 菌 ( P．
aeruginosa) 等。

本研究从南方红豆杉根际共分离获得 4 株高效

溶无机磷菌株 CLW17、JFW3、CHW10B 和 CHW10L，

进行包括形态学特征、生理生化特性、Biolog 系统鉴

定及 16S rDNA 基 因 序 列 分 析，分 别 鉴 定 为 荧 光 假

单胞菌(P． fluorescent)、蜡状芽胞杆菌 (B． cereus)、
草木樨 中 华 根 瘤 菌 ( S． meliloti) 和 地 衣 芽 胞 杆 菌

(B． licheniformis)。这 4 种溶磷细菌均有报道，是溶

磷细菌中较具应用潜力的菌种。温室接种试验结果

表明从南方红豆杉根际分离到得 4 株溶磷细菌对南

方红豆杉的苗期有较好的促生长效应。因此，可以

将这 4 株溶磷菌株作为研制南方红豆杉专用溶磷细

菌肥料的重 点 资 源 菌 株。另 外，4 株 高 效 溶 磷 菌 株

对南方红豆杉的长期接种效应及其促生机制还有待

于进一步深入研究。
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图 2 依据 16S rDNA 基因序列构建的 4 株高效溶磷菌株的系统发育树

Fig． 2 Phylogenetic tree based on the 16S rDNA sequence of four efficient PSB strains． Numbers at the

nodes are the boottrap confidence values obtained after 1000 replicates． The scale bar corresponds to 0. 01

substitutions per nucleotide position． The GenBank accession numbers for nucleotide sequence data are

shown in the brackets．

表 3 4 株高效溶磷细菌对南方红豆杉实生苗生长的影响

Table 3 Effect of four efficient PSB strains on seedling growth of Taxus chinensis var． mairei
Strains Ground Diameter /mm Rate of increase /% Plant height /mm Rate of increase /%
CLW17 2. 14 ± 0. 24ab 7. 91 81. 21 ± 5. 30b 18. 45
JFW3 2. 18 ± 0. 37abc 9. 74 79. 95 ± 3. 39b 16. 61

CHW10B 2. 29 ± 0. 32bc 15. 01 83. 29 ± 4. 53b 21. 49
CHW10L 2. 46 ± 0. 36c 23. 56 82. 01 ± 4. 91b 19. 62

CK 1. 99 ± 0. 24a / 68. 56 ± 7. 35a /
Date with different letters are significantly different at 0. 05 level in the same according to a LSD test．

目前，微生物 的 溶 磷 机 制 存 有 多 种 观 点，一 般

认为是 微 生 物 向 周 围 分 泌 质 子、有 机 酸 等 物 质。
有机酸既能 降 低 pH 值，又 可 与 Ca2 +、Fe2 +、Fe3 +、
Al3 +

等离子螯合，从而使难溶性无机磷转化为可 溶
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性磷
［18］。本文发现溶 磷 细 菌 溶 磷 量 随 pH 下 降 而

增加，两者存 在 显 著 负 相 关 关 系，这 与 王 岳 坤
［19］、

Seshadri S［20］
研究结果基本一致;而林 启 美 等

［21］
研

究认为培养介质 pH 值降低 是 溶 磷 的 重 要 条 件，但

不是 必 要 条 件;Thomas［22］、Varsha［23］
和 杨 慧

［24］
等

的研究结果 表 明 培 养 液 的 pH 值 下 降 与 溶 磷 微 生

物的溶磷量无直接关系;易艳梅
［25］

研究指出，微 生

物分泌的多糖类物 质 在 微 生 物 溶 磷 过 程 中 发 挥 着

重要作用。以上有 关 溶 磷 微 生 物 溶 磷 机 制 的 观 点

多是基于 研 究 中 所 采 用 的 溶 磷 微 生 物 菌 株 得 出。
本研究中 初 筛 选 得 到 的 11 株 溶 磷 细 菌 对 难 溶 性

无机磷源的 溶 磷 能 力 与 发 酵 液 pH 存 在 负 相 关 关

系，该结 果 与 所 采 用 Sangeeta Mehta 和 Nautiyal 筛

选体系是分不开 的。采 用 该 体 系 进 行 初 筛 可 以 相

对快速的从南方红 豆 杉 根 系 获 得 优 良 的 高 效 溶 磷

菌株，但许 多 研 究 表 明 溶 磷 微 生 物 的 溶 磷 机 制 复

杂，不同 的 溶 磷 微 生 物 存 在 不 同 的 溶 磷 机 制。因

此该体系 虽 能 快 速 获 得 优 良 溶 磷 菌 株，但 极 有 可

能漏筛了许多溶磷 机 制 与 有 机 酸 分 泌 无 关 或 关 系

不密切 的 优 良 菌 株。在 今 后 的 筛 选 工 作 中，应 该

进行更多 筛 选 体 系 的 摸 索，尽 量 采 用 多 种 筛 选 体

系才能更 科 学、更 全 面 的 获 取 大 量 优 良 的 溶 磷 菌

株。另外，有 关 本 研 究 中 所 采 用 的 4 株 高 效 溶 磷

细菌的溶磷机理尚需开展更深入的研究。
丛 枝 菌 根 真 菌 ( Arbuscular Mycorhizal Fungi，

AMF) 也 是 土 壤 微 生 物 中 重 要 的 成 员 之 一。本 研

究室前期 研 究 发 现，AMF 可 侵 染 南 方 红 豆 杉 根 部

形成典型的 丛 枝 菌 根
［26］。近 年 来，许 多 研 究 已 经

观察到 AMF 与植物次生 代 谢 的 相 关 性，AMF 能 够

直接或间接地影 响 植 物 的 次 生 代 谢 过 程。目 前 在

药材栽培研究中应用 AMF 技术已经逐渐引起人们

的重视
［27 － 28］。作为土壤 微 生 物 家 族 的 成 员，溶 磷

细菌与菌 根 真 菌 之 间 有 很 多 方 面 是 相 互 影 响 的。
一些学者开展了溶 磷 细 菌 与 菌 根 真 菌 的 相 互 作 用

及其对宿 主 植 物 生 长 和 养 分 吸 收 影 响 的 研 究，指

出溶磷细菌与菌根 真 菌 互 作 在 增 加 磷 素 吸 收 和 植

物的促生作用上优于单一接种时的 效 果
［29］。在 今

后的研究 中，可 开 展 南 方 红 豆 杉 高 效 溶 磷 细 菌 和

AMF 人工接 种 的 相 关 研 究 工 作，为 研 制 高 效 复 合

型微生物 菌 剂，通 过 生 物 途 径 提 高 南 方 红 豆 杉 繁

殖率以及紫杉醇资 源 瓶 颈 问 题 提 供 重 要 的 理 论 指

导和实践应用价值。
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Screening， identification， and promoting effect of
phosphate-solubilizing bacteria in rhizosphere of Taxus
chinensis var． mairei

Jiahong Ren1* ，Hui Liu2，Xiaohui Wu1，Qing Wang1，Yingyu Ren1，Yajing Liu1，

Yulong Feng1
1Department of Biological Science and Technology，Changzhi College，Changzhi 046011，China
2 College of Environmental Science and Engineering，Anhui Normal University，Wuhu 214000，China

Abstract:［Objective］ Phosphate-solubilizing bacteria (PSB) were isolated，screened and identified from the rhizosphere
of Taxus chinensis var． mairei，and growth-promoting effects on T． chinensis var． mairei by high effective PSB were
determined． ［Methods］By using selective culture media，PSB were isolated from rhizospheric soil，the high effective
PSB was further screened using NBRI-BPB medium，and the molybdenum-antimony anti-spectrophotometric method was
applied to determine the phosphate-dissolving ability of the high effective PSB after four days fermentation in NBRIP
medium． Bacteria were identified by the Biolog system combined with 16S rDNA gene sequence analysis and
morphological，physiological and biochemical characteristics． The inoculation test in potted seedlings was carried out
under the greenhouse． ［Conclusion］ Four strains of high effective PSB were screened and identified as Pseudomonas
fluorescens，Bacillus cereus，Sinorhizobium meliloti and Bacillus licheniformis，respectively． These strains had significant
effects on improving the growth of the seedlings of T． chinensis var． mairei．
Keywords: Taxus chinensis var． mairei，phosphate-solubilizing bacteria，screening and identification，promoting effect
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