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摘要:【目的】为了提高红壤磷素利用率，探讨溶磷菌溶磷机理。【方法】利用难溶性无机盐培养基从花生根

际土壤样品中分离到一株溶磷菌 C5-A，结合菌落形态特征、生理生化和 16S rRNA 序列确定该菌株的系统发

育地位;通过菌株 C5-A 在 NBRIP 液体培养基培养过程中培养液 pH 变化确定其溶磷能力;利用液体发酵实

验测定不同的碳源、氮源对菌株 C5-A 溶磷的影响;通过高效液相色谱检测 C5-A 在不同氮源培养液中有机

酸的种类和浓度。【结果】菌株 C5-A 鉴定为洋葱伯克霍尔德氏菌 (Burkholderia cepacia) ，遗传稳定性较好。
在 FePO4 和 AlPO4 培养液中，菌株 C5-A 的溶磷量和 pH 变化呈显著负相关;菌株 C5-A 对磷酸三钙、磷酸铝、
磷酸铁、磷矿粉均有较强的溶解能力，最高溶磷量分别为 125. 79、227. 34、60. 02 和 321. 15 mg /L;菌株 C5-A
对不同浓度的两种磷矿粉有较强的溶解能力;分别以麦芽糖和草酸铵为碳源和氮源时溶磷量最高。高效液

相色谱检测出 10 种有机酸，分别为草酸( 葡萄糖酸)、乙酸、苹果酸、琥珀酸和 5 种未知有机酸，然而，乙酸而

非草酸似乎是影响 C5-A 溶磷的重要有机酸。【结论】从红壤花生根际土壤中筛选到一株对难溶性无机盐具

有较强溶解能力溶的菌株 C5-A，有望为开发高效红壤微生物磷肥提供种质资源。
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磷是促进作物生长和提高农业产量不可缺少的

元素之一
［1］，然 而，由 于 磷 元 素 在 土 壤 中 通 常 是 以

难溶的金属螯合物形式存在导致绝大多数土壤中有

效磷缺乏
［2］，为 了 提 高 农 业 产 量，大 量 磷 肥 被 施 入

土壤中，其中用于作物吸收的仅占很少一部分，绝大

多数磷迅速转化为难溶形态如 Al-P 和 Fe-P 存在于

土壤中
［3 － 4］，或是雨水被冲洗 流 入 净 水 和 表 层 水 体

中造成水体 污 染
［5］，因 此，通 过 生 物 学 的 方 法 寻 求

高效微生物磷肥迫在眉睫。
作物根际存土壤存在大量的溶磷菌，能够将植

物难以吸收利用的磷转化为可吸收利用形态，某些

溶磷菌如青霉菌
［6］、阴沟肠杆菌、枯草芽胞杆菌

［7］、
粘质沙雷氏菌 EB 67 和假单胞菌 CDB 35［8］

以及假

单胞菌 BR2［9］
和 磷 矿 粉 肥 混 合 使 用 时 能 够 促 进 植

物生长，部分溶磷菌还能有效够抑制作物病原菌，增

强作物抗病力
［1，10］。

产生低分子量有机酸被认为是溶磷菌的主要溶

磷机制
［11 － 13］，有机酸通过羟基或羧基与难溶性磷酸

盐上的金属离子螯合从而转化成可溶性形态
［14］，不

同碳源和氮源对微生物产生有机酸的种类和浓度有

很大影响，某些溶磷菌接种到作物根际未能促进作

物生长可能是由于溶磷菌的溶磷活性受到土壤中碳
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氮源的限制。
红壤是我国南方典型土壤类型，占 全 国 面 积 的

11. 8% ，由于其特殊的成土过程，土壤中粘粒和氧化

铁、铝含量均较高加之大量磷肥长期不合理施用以及

土壤“酸”、“瘦”、“板”、“结”的自然特点使土壤磷素

水平及有效性较低，制约着该地区作物产量的提高。
其特殊性质可能会导致非土著溶磷菌定制能力差、溶
磷能力退化快、菌种淘汰率高等劣势。本研究以红壤

旱地长期定位施肥实验为依托，通过对花生根际溶磷

菌的分离、鉴定并对筛选到的高效溶磷菌株进行溶磷

能力的测定、培养条件的优化和发酵液中有机酸的分

析，可能为探讨溶磷菌溶磷机理，提高红壤磷素利用

率，丰富溶磷菌菌种资源提供生物学支持。

1 材料和方法

1． 1 材料

1. 1. 1 小区概 况: 本 实 验 选 择 中 国 科 学 院 江 西 红

壤生态实 验 站 的 长 期 试 验 土 壤 ( 该 试 验 始 于 1988
年) 进行研究，小区设计参照文献［15］。
1. 1. 2 供试土壤:供试土壤为第四纪红色粘土发育

的旱地红壤，2010 年 8 月 收 获 花 生 时 采 样，每 个 小

区采用五点采样法采集花生根际土壤，充分混合后

分成 3 份:一份 4℃ 保存，一 份 － 20℃ 保 存，一 份 土

样风干后过 2 mm 筛备用。
1. 1. 3 培养基:(1)分离培养基(改良后的 PVK［16］);

(2)筛选培养基(NBRIP［17］);(3) 细菌培养基(LB 培

养基) : Trypton 10 g，Yeast extract 5 g，NaCl 10 g，

pH7. 0，水 1000 mL 固体培养基中加 2% 琼脂。
1. 1. 4 供 试 P 源: 难 溶 磷 酸 盐 为 磷 酸 三 钙 Ca3

(PO4 ) 2、磷酸铝 AlPO4 ，购 于 天 津 科 密 欧 试 剂 公 司;

磷酸铁 FePO4 购 于 SIGMA 试 剂 公 司。云 南 昆 阳 磷

矿粉:磷矿粉 Kunyang Yunnan RP、江西吴村磷矿粉

Wucun Jiangxi RP，所有磷矿石粉碎过 100 目筛。用

2% 的柠檬酸 浸 提，钒 钼 黄 法 测 定 磷 矿 粉 有 效 P 含

量;用硝 酸 浸 提 1 ∶ 1，钒 钼 黄 法 测 定 磷 矿 粉 全 P 含

量，结果云南昆阳和江西吴村磷矿粉全磷和有效磷

分别为 34. 57%、2. 9% ，5. 06%、1. 8%。
1. 2 溶磷菌的分离筛选

1. 2. 1 溶磷菌株初筛:称取 1 g 土样溶于 99 mL 无

菌 水 中，用 10 倍 稀 释 法 分 别 配 制 10 － 4、10 － 5、
10 － 6 g /mL的土壤 悬 液，分 别 涂 布 到 分 离 培 养 基 上，

28℃ 培养 4 天，观察出现溶 P 圈的菌落，测定溶 P 圈

直径 (D)、菌 落 直 径 ( d) ，根 据 能 否 产 生 溶 P 圈 与

D /d值大小来初步确定菌株的溶 P 能力。将 D /d≥
1. 5 的菌株利用平板划线法分离纯化后，4℃ 下保存

于 LB 斜面培养基，－ 70℃ 保存菌种于甘油管中。
1. 2. 2 摇瓶复 筛:250 mL 三 角 瓶 中 装 入 液 体 筛 选

培养基 100 mL，高压灭菌 115℃、30 min 备用。将在

LB 液体培养基中摇瓶生长过夜的细菌制成菌悬液，

取菌悬液 2 mL 接种于上述灭菌的液体筛选培养基

中，以不接菌为对照，每个处理 4 次重复，摇床培养

28℃ ，180 × g 7 天，测定有效 P 含量和 pH 值。
1. 3 菌株溶磷效果的测定

1. 3. 1 菌悬液 的 制 备:将 PDA 培 养 基 上 培 养48 h
的菌刮入无菌水中，于涡旋仪中混合 30 s，制成菌悬

液，菌数约为 1 × 108 CFU /mL。
1. 3. 2 菌株对 2 种难溶性磷酸盐溶解能力测定:三

角瓶中装入 100 mL 已灭菌的筛选培养基，难溶磷酸

盐，磷酸铝和磷酸铁浓度均为 5 g /L，接 种 量 2 mL，

28℃ ，180 × g 摇床 培 养，分 别 于 接 种 后 1、3、5、7、9
天取发酵液 5 mL 于 12000 × g，4℃ 离 心 10 min，取

上清液 测 定 有 效 P 含 量 和 pH 值。设 不 接 菌 为 对

照，每个处理重复 3 次。
1. 3. 3 菌株对 2 种磷矿粉溶解能力的测定:取2 mL
菌液接入到 100 mL 筛选培养基中，供试分别为云南

昆阳和 江 西 吴 村 两 种 磷 矿 粉，加 入 量 分 别 为 3 g /L
和 5 g /L，在 28℃、180 × g 摇床条件下培养 9 天，测

定培养液中有效 P 含量。设接不接菌和接菌 2 种处

理，每个处理重复 3 次。
1. 3. 4 不 同 碳、氮 源 对 溶 磷 菌 溶 磷 量 的 影 响: 以

(NH4 ) 2 SO4 为氮 源，分 别 以 葡 萄 糖、蔗 糖、淀 粉、麦

芽糖为碳 源，加 入 量 为 1% (m /v) ，进 行 培 养，测 定

溶磷;确 定 碳 源 后，将 ( NH4 ) 2 SO4 等 当 量 替 换 为

KNO3、CO(NH2 ) 2、(NH4 ) 2 C2O4·H2O，测定溶磷量。
1. 3. 5 有机酸的测定:对不同氮源培养条件下菌株

C5-A 的发酵产物进行 HPLC 分析，确定有机酸的种

类和浓度。其色谱条件:色谱柱为 AgilentZorbax SB-
AQ 反相 C18 柱，流动相:0. 1%H3PO4 的去离子水和乙

腈(V /V)98:2;波长:210 nm;流速:0. 8 mL /min;进样

量:20 μL;柱温:35℃。草酸、乙酸、苹果酸、乳酸、柠檬

酸、琥珀酸(均为色谱纯，购于 Sigma 公司)，保留时间

分别是 4. 087、4. 322、4. 726、5. 654、5. 972、7. 175 min。
1. 3. 6 测定方法: 用 pHS-29A 型 酸 度 计 测 定 发 酵
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液的 pH 值;将发酵液 12000 × g，4℃ 离心 10 min，取

上清液稀释 适 当 倍 数，利 用 UV3010 紫 外 可 见 分 光

光度计在 700 nm 处通过钼锑抗比色法测定光密度

并计算有效 P 含 量，溶 P 量 为 扣 除 不 接 种 对 照 的

值;数据采用 SPSS16. 0 统计软件和 Excel 进行方差

分析，DPS9. 5 进行显著性差异分析，LSR 显 著 性 检

验和相关性分析。
1. 4 溶磷菌株的鉴定

菌株形态及 生 理 生 化 特 性 测 定 参 照 文 献［18］

进行。菌株 16S rDNA 序 列 测 定，同 源 性 分 析 参 照

文献［19］。采用细菌通用引物 F27 (5'-AGAGTTTG
ATCCTGGCTCAG-3') R1492 ( 5'-TACCTTGTTACGA
CTT -3') 建立如下的扩增反应体系:50 μLPCR 反应

体系:灭菌双蒸水 28. 4 μL，10 × Taq 聚合酶反应缓冲

5 μL，Mg2 + (25 mmol /L) 5 μL，d NTP (2. 5 mmol /L
each)5 μL，F27(25 pmol /μL)1 μL，R1492(25 pmol /
μL)1 μL，少 许 菌 体，Taq DNA 聚 合 酶 (5 U /μL)

0. 6 μL，吐 温 20 (10% ) 4 μL，扩 增 ITS rDNA 区 段。
PCR 扩 增 程 序 为: 94℃ 3 min; 94℃ 1 min，50℃
1 min，72℃ 1 min，30 个循环; 72℃ 5 min。用 1. 5%
琼脂糖凝胶电泳对 PCR 扩增产物进行检测，PCR 产物

经试剂盒纯化后送至上海生工生物技术有限公司测序

后，将获得的 DNA 序列，输入 GenBank，用 Blast 程序与

数据库中的所有序列进行比较分析，利用 MEGA4. 1 的

Neighbor-Joining 软件进行系统发育树的构建。

2 结果

2. 1 溶磷菌的初筛

经初筛，共得 到 10 株 具 有 明 显 溶 磷 圈 (D /d≥
1. 5) 的溶磷菌，其中 9 株细菌来源于长期无机肥试

验地，其中 施 NPKCa 处 理 的 4 株，分 别 记 为 C2-C、
C2-D、C2-E、C2-F;施 NPK 处理 4 株，记为 C3-A、C3-
B、C3-C、C3-E;施 NK 处 理 1 株，记 为 C5-A;有 机 试

验地只有 1 株，源于 绿 肥 处 理，记 为 B1-D，10 株 溶

磷菌溶磷能力差异较大，在 Ca3 (PO4 ) 2 平板上培养

4 天时菌株的 D /d 比在 1. 50 － 2. 40 之间，其中大多

数菌株 D /d 在 2. 00 以上，具有较好的溶磷效果。
2. 2 溶磷菌的复筛

将分离的 10 株细菌在 NBRIP 液体培养基中进

行液体发酵试验，摇瓶培养 7 天后测得发酵液中有

效磷含量见表 1。
由表 1 可 知:10 株 溶 磷 菌 对 5. 0 g /L 的 Ca3

(PO4 ) 2 溶 液 呈 现 不 同 的 溶 解 能 力，溶 磷 量 在

44. 68mg /L － 125. 79 mg /L 之间，均显著的高于对照

(P ＜ 0. 05)。菌株 C5-A 溶磷量最高为 125. 79 mg /L，

与其它菌株的溶磷量差异显著，比较各菌 株 的 D /d
与溶磷量可以发现:C5-A 并非是 D /d 最高的，但其

溶磷量 最 高，因 此 本 实 验 中 选 择 C5-A 作 进 一 步 研

究。摇瓶培养 7 天 后 10 株 溶 磷 菌 培 养 液 的 pH 均

有不同程度的 下 降，降 幅 均 小 于 2 个 单 位，但 对 照

pH 较初始 值 略 有 上 升，可 能 由 于 Ca3 ( PO4 ) 2 中 释

放出少量的 Ca2 +
致使发酵液 pH 升高。

表 1 液体摇瓶培养条件下第 7 天溶解 Ca3 (PO4 ) 2

的效果(Ca3 (PO4 ) 2 5 g /L)

Table 1 Dissolution rate of Ca3 (PO4 ) 2

in the culture on the 7th day

strains
P solubilization
capacity(mg /L)

Final pH pH drop-out value

CK 28. 1 ± 1. 56 g 7. 20 － 0. 20
C2-C 54. 16 ± 4. 36 de 5. 18 1. 82
C2-D 61. 99 ± 8. 07 cd 5. 36 1. 64
C2-E 44. 68 ± 3. 03 f 5. 03 1. 97
C2-F 56. 74 ± 5. 11 de 5. 36 1. 64
C3-A 53. 39 ± 3. 02 ef 5. 63 1. 37
C3-B 72. 24 ± 4. 51 b 5. 10 1. 90
C3-C 65. 35 ± 5. 53 bc 5. 04 1. 96
C3-E 68. 62 ± 6. 96 bc 5. 59 1. 41
C5-A 125. 79 ± 12. 85 a 5. 46 1. 54
B1-D 57. 91 ± 2. 93 de 5. 22 1. 78

Difference in letter following the table shows significant difference at 0. 05
level，the same below．

2. 3 菌株 C5-A 遗传稳定性试验

将 C5-A 接种到 LB 斜 面 培 养 基 上 进 行 传 代 培

养，同时测定每代的溶磷量，从表 2 可看出，C5-A
溶磷量较为稳定，在传代 12 代的 试 验 中，溶 磷

量基本稳定在 124. 25 ± 8. 93 mg /L 范 围 内，差 异 不

显著。说明 C5-A 菌 株 有 稳 定 遗 传 的 特 性，具 有 一

定的应用前景。

表 2 C5-A 遗传稳定性试验

Table 2 The heredity stability of C5-A
Generations

G2 G4 G6 G8 G10 G12
P solubilization capacity (mg /L) 128. 64 ± 8. 36a 126. 35 ± 10. 55a 123. 95 ± 6. 68a 120. 08 ± 8. 05a 122. 5 ± 10. 4a 124 ± 9. 55a
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2. 4 菌株 C5-A 的鉴定

2. 4. 1 革兰氏染色与生理生化鉴定:菌株 C5-A 为

短杆状，革兰氏染色阴性，具运动性，生理生化反应

结果显示，菌 株 C5-A 能 利 用 丙 二 酸 盐、柠 檬 酸 盐，

甲基红反应、V ﹒ P 反应、吲哚反应均为阴性，明胶

液化、接触酶测定、硝酸盐还原呈阳性，葡萄糖氧化

型，不产生 H2S，不 能 使 淀 粉 水 解，能 较 好 的 利 用 甘

露糖、蔗糖、糊精、D-果糖。
2. 4. 2 16S rRNA 基 因 鉴 定: 以 菌 株 C5-A 的 总

DNA 为模 板，利 用 细 菌 16SrRNA 引 物 进 行 PCR 扩

增，得到长 度 约 为 1. 5 kb 的 扩 增 产 物。菌 株 C5-A
的 16S rRNA 序列 Genbank 登录号为 JN571420。根

据 GenBank 序 列 同 源 性 比 较，菌 株 C5-A 是 伯 克 霍

尔 德 氏 菌 属，与 Burkholderia cepacia strain ATCC
17765 ( AY741336. 1 )、Burkholderia cepacia strain
ATCC 53933 ( AY741357. 1 )、Burkholderia cepacia
strain ATCC 53267 (AY741352. 1) 的 序 列 同 源 性 均

大于 99% ，结合生理生化鉴定结果，故将菌株 C5-A
鉴定为洋葱伯克霍尔德氏菌(Burkholderia cepacia)。
2. 5 C5-A 对 4 种不同形态难溶磷酸盐的溶磷效果

经筛选菌株 C5-A 无论在 Ca3 ( PO4 ) 2 固体还是

在发酵液中均具有较强的溶磷能力，为进一步验证

C5-A 的溶磷能力，分析测定了 C5-A 对磷酸铝和磷

酸铁的动态溶磷特性和对不同浓度 (3 g /L、5 g /L)

的两种磷矿粉的溶磷效果。
2. 5. 1 C5-A 对磷酸铝、磷酸铁的动态溶磷特性:将

菌株 C5-A 在接种发酵液中 24 h 后开始测定菌液中

溶磷量及 pH，以后每隔 48 h 各测定 1 次，溶磷量结

果见图 1。
由图 1 可 知: 菌 株 C5-A 对 不 同 磷 酸 盐 的 溶 磷

特性有较大差异，AlPO4 和 FePO4 发酵液中溶磷量

均在 120 h 后趋于稳定，在 AlPO4 发酵液 中 最 高 溶

磷量为 227. 34 mg /L，在 FePO4 发 酵 液 中 最 高 溶 磷

量只有 60. 02 mg /L，差 异 显 著 (P ＜ 0. 005)。AlPO4

发酵液中，216 h 时溶磷量较 168h 时溶磷量略有下

降，可能是由于培养液中细菌对底物的消耗导致细

菌生长能源不足，从而降低了细菌分泌有机酸的量

以及细菌的溶磷活性
［20］，使得培养液中部分可溶性

磷又重新和钙结合，并沉淀下来。
2. 5. 2 C5-A 对 不 同 浓 度 的 两 种 磷 矿 粉 的 溶 磷 特

性:为 进 一 步 确 定 C5-A 的 溶 磷 特 性，将 C5-A 接 种

至不同浓度的两种磷矿粉中培养 7 天，结果见图 2。

图 1 AlPO4 和 FePO4 培养液中溶磷量随时间的变化

Fig． 1 P dissolution rate and pH in AlPO4 and FePO4 culture

medium during solubilizing period．

图 2 结果 表 明，菌 株 C5-A 对 不 同 浓 度 两 种 磷

矿粉均有较 好 的 溶 磷 效 果，有 效 磷 含 量 按 云 南 (3、
5 g /L) 和 江 西 ( 3、5 g /L) 分 别 为 321. 15、279. 38，

85. 27、149. 55 mg /L，对云南磷矿粉的溶磷效果要显

著高于江西磷矿粉。菌株 C5-A 在 5 g /L 的 云 南 磷

矿粉比在 3 g /L 的溶磷量要显著偏低;在 5 g /L 的江

西磷矿粉比 3 g /L 的 溶 磷 量 要 显 著 偏 高，说 明 溶 磷

菌的溶磷量受磷矿粉的来源和浓度的影响，并非浓

度越高溶磷量越大。

图 2 不同磷矿粉浓度对培养液中溶磷量的影响

Fig． 2 Effect of RPP concentration on phosphate dissolution rate in

the solution． Different superscript letters in the figure indicate

significant difference at 0. 05 levels．

2. 6 不同碳源、氮源对溶磷菌 C5-A 溶磷量的影响

溶磷微生物溶解难溶磷酸盐的能力，土要受菌

株的遗传特性的影响，同时也与培养条件有关。为

此需进一步分析培养基中氮源、碳源都对菌株溶磷

量的影响。
2. 6. 1 不同碳源对 C5-A 溶磷量的影响:菌株 C5-A
在含有不同碳源的无机磷液体培养基中培养 7d 后，

测定发酵液中溶磷量表明，不同碳源对溶磷菌溶解

Ca3 (PO4 ) 2 能 力 差 异 很 大 ( 图 3-A) ，当 以 麦 芽 糖 为

碳源时 发 酵 液 中 溶 磷 量 最 高 为 299. 14 mg /L，是 以

葡萄糖为碳源时的 2. 39 倍，以麸皮和蔗糖为碳源时
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的溶磷量较葡萄糖和麦芽糖显著偏低，可能是由于

菌株 C5-A 在 发 酵 过 程 中 能 较 好 的 利 用 还 原 性 糖，

对非还原性糖利用效果较差。以麦芽糖为碳源时溶

磷量最高，溶 液 pH 最 低，蔗 糖 为 碳 源 时 溶 磷 量 最

低，溶液 pH 最高。
2. 6. 2 不同氮源对菌株 C5-A 溶磷量的影响:由图

3-B 可知，不同氮源显著影响菌株的溶磷能力，C5-A
以草酸铵和硫酸铵为氮源时的溶磷量较尿素和硝酸

钾显著偏高，以草酸铵和硫酸铵为氮源时溶磷量分

别为 498. 88 mg /L 和 298. 20 mg /L，以 尿 素 和 硝 酸

钾为氮源时溶磷量分别为 75. 94 mg /L 和 34. 06 mg /
L，说明菌株 C5-A 对铵态氮利用效果较硝态氮和尿

素好。以草 酸 铵 为 氮 源 时 pH(3. 16) 最 低，而 以 硝

酸钾为氮源时，pH(4. 35) 最 高，进 一 步 说 明 溶 磷 量

与 pH 的负相关性。

图 3 不同碳氮源对溶磷量的影响

Fig． 3 Effect of different C ( A) and N ( B) sources on

phosphate dissolution rate in the solution． 1，3 to indicate P

solubilization capacity;2，4 to indicate pH．

2. 7 pH 与溶磷量、氮源与有机酸的关系

2. 7. 1 pH 与溶磷量的关系:比较 C5-A 在两种磷酸

盐中的溶磷量和 pH 变化情况( 图 4) 可知，在 FePO4

和 AlPO4 发酵液中溶磷量均先升高后稳定，pH 先下

降后稳定，经计算可知菌株 C5-A 在 FePO4 和 AlPO4

发酵液中溶 磷 量 与 pH 的 相 关 性 系 数 分 别 为 R2
1 =

0. 885 和 R2
2 = 0. 555(P ＜ 0. 01) ，表 明 C5-A 的 溶 磷

量与 pH 呈极显著负相关，C5-A 在 FePO4 和 AlPO4

溶 液 中 pH 在 24h 均 由 初 始 pH7. 0 迅 速 下 降 至

pH3. 0 左 右，之 后 pH 变 化 趋 于 平 缓，与 Miguel
Sulbaran［21］

研究结果 一 致，说 明 该 菌 的 产 酸 能 力 很

强，在酸性红壤中可能具有较强的定殖能力。
2. 7. 1 不同氮源对有机酸的影响:HPLC 分析表明，不

同氮源对有机酸的种类和浓度有很大影响，菌株 C5-A
在以麦芽糖为碳源，以草酸铵、硫酸铵为氮源时只产生

乙酸;以硝酸钾为氮源时主要产生草酸;以尿素为氮源

时，产生草酸、柠檬酸、琥珀酸和 5 种未知有机酸。不

同氮源条件下有机酸的种类、浓度的影响见表 3。
从表中可以看出不同氮源对有机酸的种类和浓

度有很大影响，4 种氮源发酵液中均产生较高 浓 度

的有机酸，NH +
4 -N 发酵液中产生乙酸;NO －

3 -N 发酵

液中产生草酸;以尿素为氮源时产生草酸、苹果酸、
柠檬酸、琥珀酸等多种主要有机酸以及未知酸 1-5，

尿素对有机酸的种类影响最大。比较有机酸与溶磷

量关系时可以发现乙酸含量越高溶磷量越高，乙酸

含量的高低可能是决定溶磷量高低的重要因素。

图 4 AlPO4 和 FePO4 培养液中 pH 随时间的变化

Fig． 4 pH variation in AlPO4 and FePO4 culture medium during

solubilizing period．

表 3 不同氮源对有机酸种类和浓度的影响

Table 3 Effect of different N sources on nature and concentration of organic acid

N source
Organic acid / (mg /L)

Oxalic acid Acetic acid Malic acid Lactic acid Citric acid Succinc acid Unknown acids 1-5
ammonium oxalate － 627. 1 ± 16. 3 － － － － －
ammonium sulphate － 487. 5 ± 10. 5 － － － － －
urea 50. 8 ± 3. 4 － 299. 2 ± 12. 3 － 268. 8 ± 8. 7 149. 0 ± 9. 2 NC
potassium nitrate 1017. 9 ± 14. 3 － － － － － －
“ －”indicates not detected． NC indicates not calculated．
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3 讨论

不同碳源和氮源对微生物产生有机酸的种类和

浓度有很大影响，某些溶磷菌接种到作物根际未能

促进作物生长可能与微生物的溶磷活性受到土壤中

碳氮源的限制有关，碳源和氮源通过影响产生有机

酸的种类和浓度进而影响溶磷量
［22］，一些研究比较

了不同氮源对溶磷菌溶磷能力的影响时认为铵态氮

是最好 的 氮 源，溶 磷 菌 不 能 利 用 硝 态 氮
［23 － 24］，Lu

［25］
等人研究表明淀粉是黑曲霉最好的碳源，在淀粉

作为碳源时黑曲霉产生有机酸含量和溶磷量最高，

Relwani［18］
研 究 表 明 葡 萄 糖 和 乳 糖 是 Aspergillus

tubingensis 较好的碳源，本实验结果说明麦芽糖和葡

萄糖是较好的碳源，草酸铵和硫酸铵是较好的氮源，

其中还原糖溶磷效果优于非还原糖，铵态氮对溶磷

菌溶磷效果显著优于硝态氮，分别以麦芽糖和草酸

铵为碳源和氮源时溶磷效果最佳。
范炳全

［26］
研究 不 同 氮 源 对 有 机 酸 的 影 响 时 认

为使用铵态氮时主要分泌苹果酸、乙酸、丙酸、柠檬

酸、琥珀酸，而硝态氮条件下几乎不再产生这些有机

酸，Reyes I［22］
等人研究表明以铵态氮为氮源时时葡

萄糖酸和柠檬酸含量显著降低，溶磷量降低。本次

实验菌株 C5-A 在铵态氮与硝态氮溶液中均只产生

一种有机酸分别为乙酸和草酸，在尿素溶液中产生

草酸、苹果酸、柠檬酸、琥珀酸和未知酸 1-5 等 多 种

有机酸，且各种有机酸的含量各不相同，原因有待进

一步分析。
目前，关于溶磷菌的溶解无机磷机理一般被认

为是由于土 壤 微 生 物 在 生 长 过 程 中 产 生 各 种 有 机

酸
［13 － 15］，葡萄糖 酸 ( 草 酸) 是 大 多 数 溶 磷 菌 产 生 的

最主要的有机酸，此外，还包含柠檬酸、乳酸、乙酸、
丙酸、琥珀酸 等 多 种 有 机 酸

［27 － 29］。这 些 有 机 酸 一

方面通过降低培养液 pH，另一方面通过螯合作用与

铁、铝、钙、镁等离子结合，从而使难溶性的磷酸盐溶

解。比较 C5-A 产 生 有 机 酸 的 种 类 和 浓 度 可 以 发

现:产生的有机酸的总浓度与溶磷量无必然联系，与

Scervino［30］
等人研究结果一致，在 NH +

4 -N 发酵液中

只产生 乙 酸，溶 磷 量 较 高;在 尿 素 和 NO-
3 -N 发 酵 液

中只产生草酸而未产生乙酸，溶磷量较低，说明乙酸

含量的高低可能是决定溶磷量高低的重要因素。
目前，关于我国红壤地区溶磷菌的报道并不多

见，黄伟等
［31］

从江西红壤试验站菜园地中筛选到一

株溶磷 菌 CY 06，其 对 难 溶 性 磷 酸 盐 的 溶 磷 量 在

26. 49 － 336. 64mg /L 之 间。戴 沈 艳 等
［32］

从 江 西 红

壤试验站的稻田耕作层土壤中分离到一株具较强溶

磷能力的细菌 Y 5，菌 株 Y 5 虽 然 在 Ca3 ( PO4 ) 2 溶

液中溶磷量为 159. 1 mg /L，但对 AlPO4 和 FePO4 的

溶磷量很低，仅分别为 2. 1 mg /L 和 1. 2 mg /L，戴沈

艳
［32］

通过 对 菌 株 Y 5 紫 外 诱 变 得 菌 株 Y 8，其 对

AlPO4 和 FePO4 溶 别 磷 量 仅 分 别 为 12. 2 mg /L 和

3. 14 mg /L。而 菌 株 C5-A 对 AlPO4 和 FePO4 溶 磷

量分别为 227. 34 mg /L 和 60. 02 mg /L，对 4 中难溶

性磷酸盐的溶磷量在 60. 02 － 321. 15 mg /L，对磷矿

粉的最高 溶 磷 量 为 321. 15 mg /L，较 CY 06 和 Y 5
有一定的溶磷优势，有望与磷矿粉肥混合施用，提高

红壤磷素利用、开发红壤高效微生物磷肥提供种质

资源。
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Isolation，identification and characterization of a strain of
phosphate-solubilizing bacteria from red soil

Wengan Liu 1，2，Yuanqiu He 2，Kun Zhang 1，Jianbo Fan2，Hui Cao 1*

1 Key Laboratory of Microbiological Engineering of Agricultural Environment，Ministry of Agriculture，Microbiology
Department，College of Life Sciences，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China
2 Nanjing Institute of Soil Science，Chinese Academy Sciences，Nanjing 210008，China

Abstract:［Objective］To improve use efficiency of phosphorus in latosolic red soil and to explore mechanism of phosphate
solubilization． ［Methods］ Pikovskaya and National Botanical Research Institute’s Phosphate broth were used to isolate a
phosphate-solubilizing bacterium coded as C5-A from the rhizosphere soil of peanut． According to its morphological，
physiological，biochemical properties and its 16S rRNA sequence，its position in phylogenetic development tree was
defined． By measuring changes in pH of the National Botanical Research Institute’s Phosphate solution in which C5-A was
incubated，phosphate solubilizing capacity was determined． Through fermentation，effects of carbon and nitrogen sources
on the capacity of strain C5-A were investigated． Kinds and concentrations of organic acids in the cultures different in N
sources were also determined by HPLC． ［Results］ The strain was identified as Burkholderia cepacia，which is stable in
hereditary ． In aluminum phosphate and ferric phosphate solutions，its P solubilizing capacity was negatively related to pH．
It solubilized tricalium phosphate，aluminum phosphate，ferric phosphate and rock phosphates powder，and could dissolve
as much as 125. 79 mg /L，227. 34 mg /L，60. 02 mg /L and 321. 15mg /L P，respectively． For RPP，P solubilizing
capacity of the strain was related to type and concentration of the powder． When using maltose and ammonium oxalate as
C and N sources，the strain displayed its highest P solubilizing capacity． HPLC analysis detected 10 organic acids in the
culture，namely: oxalic acid，acetic acid，malic acid，lactic acid，citric acid，cuccinc acid and 5 unknown organic acids．
Interestingly，it is acetic acid rather than gluconic acid being the most important organic acid affecting P solubilization．
［Conclusion］ The strain isolated from the rhizosphere soil of peanut plants growing in a red soil field can dissolve hard-
to-solve inorganic salts，and is a promising microbial resource for development of high efficiency biological phosphorus
fertilizer for latosolic red soil．
Keywords: phosphate-solubilizing bacteria， p solubilizing capacity， identification， organic acids， carbon sources，
nitrogen sources，pH
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