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摘　 要　 采用溶磷平板筛选和重金属耐性复筛相结合，从薇甘菊根际分离到一株兼具多重金
属抗性的溶磷细菌（编号为 ＺＬＴ１１），１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析显示，该菌株属于类芽孢杆菌。
菌株对植酸钙和植酸的溶磷量分别为 ８４．１０ 和 ７３．８４ ｍｇ·Ｌ－１，其在 ３０ ℃、初始 ｐＨ 为 ９．０ 时
对植酸钙的溶磷量最高，达 ９５．６６ ｍｇ·Ｌ－１。 菌株 ＺＬＴ１１ 能耐受≤４００ ｍｇ·Ｌ－１ Ｐｂ２＋、≤１００
ｍｇ·Ｌ－１ Ｃｄ２＋及≤４０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｈｇ２＋，当添加植酸钙为磷源时，接种菌株 ＺＬＴ１１ 使水稻幼苗平均
根长、根数、苗高和总生物量较对照幼苗分别增加 １０６． ７％、７６． ６％、４９． ０％和 ４６． ３％。 菌株
ＺＬＴ１１ 还能显著促进水稻幼苗在 Ｃｄ 胁迫下的生长。
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　 　 磷是植物需从土壤中获取的三大必需营养因子

之一［１］。 虽然土壤总磷含量较高，但植物可以直接

吸收利用的有效磷远低于植物生长需求量［２］。 通

过施加可溶性磷肥可解决土壤有效磷限制问题，然
而植物对施入土壤的磷肥当季利用率很低，这不仅

会加剧土壤磷的固定过程进而造成土壤板结，还会

引起土壤磷流失、水体磷污染及富营养化等环境问

题［３］。 一些微生物能够将植物难以吸收利用的无

效磷转化为可吸收利用磷，称为解磷菌或溶磷菌

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ） ［４］。 应用溶磷

细菌增加土壤有效磷含量、促进农作物生长已在多

个研究中得到证实。 如用有机磷降解细菌菌株 ｙ９⁃４
处理可使小油菜产量提高 ９５％［５］。 用溶磷细菌肠

杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｐ．）菌株 ｓａｎ５、ＤＫ６、ｓａｎ８ 及泛菌

（Ｐａｎｔｏｅａ ｓｐ．）菌株 ｓａｎ６ 等单独和混合接种均可显

著提高大豆生物量、根瘤数、植株全磷及土壤速效磷

含量［６］。 溶磷菌已被公认为安全、经济、高效的土

壤磷活化剂，然而目前仍存在溶磷菌株溶磷活性容

易丧失、易受环境影响而效果不稳定等不足［２，６］，有
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必要筛选更多的溶磷菌株资源。
近年来，土壤重金属污染日趋严重，给农业生产

和食品安全带来严峻考验［７－８］。 研究发现，对重金

属具有较高耐受性的植物根际促生菌不仅能够促进

植物在重金属污染土壤中的生长，也能调控植物对

重金属的吸收和转运［７，９］。 筛选兼具重金属耐受及

溶磷能力的菌株并将之运用于农业生产，对于提高

重金属污染土壤农业生产效率、维持土壤磷素平衡、
降低施肥过量所造成的环境污染意义重大。

目前对溶磷细菌的研究大多集中在作物根际土

壤与内生细菌，对入侵植物根际土壤溶磷菌的研究

报道较少。 本研究从恶性入侵植物薇甘菊（Ｍｉｋａｎｉａ
ｍｉｃｒａｎｔｈａ）根际土壤采样，分离筛选出一株兼具多重

金属耐受及溶磷能力的细菌菌株，并以水稻为材料

探究其促生效应，以期丰富溶磷菌株资源，为重金属

污染土壤中促生菌剂筛选和研制提供基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂和仪器

细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、ＤＮＡ 胶回收纯

化试剂盒购自上海生物工程有限公司；植酸钙、磷酸

钙等化学试剂购于青岛海博生物技术有限公司；
Ｌｏｎｇｇｅｎｅ ＬＫ２００ 型 ＰＣＲ 仪，杭州朗基科学仪器有限

公司公司；ＵＶ⁃２５５０ 型紫外⁃可见分光光度计，日本

岛津股份有限公司； ＰＢ⁃１０ 酸度计，德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
公司。
１􀆰 ２　 主要培养基

１） 溶磷培养基参照 Ｐｉｋｏｖｓｋａｙａ［１０］ 配制含不同

磷化合物的蒙金娜培养基；２）参照杜连祥等［１１］配制

牛肉膏蛋白胨培养基；３）参照王玉英［１２］ 配制无磷

ＭＳ 培养液。
１􀆰 ３　 溶磷细菌的分离筛选及重金属耐受测定

采用五点采样法收集薇甘菊（生长地点为广州

市钟落潭镇，２３°２４′ Ｎ，１１３°２５′ Ｅ）根际土壤。 按照

无菌操作取土样于带有玻璃珠的无菌水中震荡打散

并用无菌水系列稀释到 １０－５后，吸取 １００ μＬ 稀释土

壤悬液均匀涂布到蒙金娜植酸钙培养基平板上，３０
℃倒置培养，定时观察菌苔生长和溶磷圈产生情况。
挑取溶磷圈较大的菌落划线纯化后，用灭菌超纯水

制成吸光度 ＯＤ６００≈０．５ 的菌悬液，取 ３ μＬ 菌悬液滴

加到蒙金娜植酸钙培养基平板中央，３０ ℃培养 ３ ｄ
后测量溶磷圈直径与菌落直径，计算其比值。 将溶

磷圈直径 ／菌落直径比值≥ １．５ 的菌株转接牛肉膏

蛋白胨斜面，４ ℃保存备用。

按照卞光凯等［１３］的方法分别配制 ５０、１００、２００、
３００ 和 ５００ ｍｇ·Ｌ－１的 Ｃｄ２＋ 溶液，１００、２００、４００、６００
和 １０００ ｍｇ·Ｌ－１的 Ｐｂ２＋溶液及 １０、２０、３０、４０ 和 ５０
ｍｇ·Ｌ－１的 Ｈｇ２＋溶液。 采用平板⁃纸片法初步测定各

溶磷菌株对上述重金属的耐受能力：将灭菌的圆滤

纸片（直径为 ６ ｍｍ）轻贴于预先均匀涂布菌液的牛

肉膏蛋白胨平板表面，再于各滤纸片上分别滴加 ８
μＬ 不同浓度的重金属溶液，３０ ℃恒温培养 ２ ｄ 后观

察结果。 纸片周围无透明圈出现即为耐受。 每一菌

株每次测定 ４ 个重复；以重金属 Ｃｄ 为例，采用平板⁃
点接法测定重金属对菌株溶磷能力的影响：配制含

终浓度 １００ ｍｇ·Ｌ－１ Ｃｄ２＋的蒙金娜植酸钙培养基平

板，于平板中央分别滴加 ３ μＬ 不同菌株菌液，３０ ℃
恒温培养 ３ ｄ 后观察生长和溶磷圈情况。
１􀆰 ４　 菌株 ＺＬＴ１１ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析

用细菌基因组提取试剂盒提取菌株 ＺＬＴ１１ 基

因组 ＤＮＡ。 以提取的 ＤＮＡ 为模板，用细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因通用引物 ２７Ｆ （ ５′⁃ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧ⁃
ＧＣＴＣＡＧ⁃３′） 及 １４９２Ｒ （ ５′⁃ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴ⁃
ＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃３′） 进行 ＰＣＲ 扩增，反应体系为 （ １０
μＬ）：正反向引物各 ０． ２ μＬ，ＰＣＲ 即用型预混夜

（ＭａｓｔｅｒＭｉｘ） ５ μＬ，超纯水（ｄｄＨ２Ｏ） ３．６ μＬ，ＤＮＡ 模

板 １ μＬ；扩增程序为：９４ ℃ ５ ｍｉｎ，９４ ℃ ３０ ｓ，５０ ℃
３０ ｓ，７２ ℃１ ｍｉｎ ３０ ｓ，３５ 个循环，７２ ℃ ５ ｍｉｎ，１％琼

脂糖凝胶电泳检测后切胶回收目标产物 （ ～ １５００
ｂｐ）， 送上海生物工程股份有限公司广州测序部测

序。 所得序列在 ＮＣＢＩ 进行 ＢＬＡＳＴ 同源性搜索，并
用核糖体在线归类系统进行属级或以上水平的归

类；下载 ＮＣＢＩ 上已鉴定到种的高相似性序列，
Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 多重比对后运用 ＭＥＧＡ ５． ０５ 软件构建

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 系统树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ １０００ 次检测各分

支的置信值。
１􀆰 ５　 菌株 ＺＬＴ１１ 溶磷能力测定

菌株 ＺＬＴ１１ 于牛肉膏蛋白胨培养液中振荡培养

１２ ｈ 后，８０００×ｇ 离心收集菌体，用灭菌超纯水洗涤 ５
次，重悬于灭菌超纯水制成 ＯＤ６００≈０．５ 的菌悬液。
按 ２％体积将菌悬液接种于不同液体溶磷培养基中，
以不接菌的同样培养基作为对照，３０ ℃１８０ ｒ·ｍｉｎ－１

培养 ７２ ｈ 后，８０００×ｇ 离心 １５ ｍｉｎ，收集上清液并测定

可溶性磷含量。 计算溶磷量：溶磷量（ｍｇ·Ｌ－１可溶性

磷）＝ 菌株 ＺＬＴ１１ 培养液中可溶性磷含量⁃未接菌培

养液中可溶性磷含量。 可溶性磷含量测定采用钼锑

抗比色法［１４］。 每次测定 ４ 个重复。
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１􀆰 ６　 培养温度、初始 ｐＨ 对菌株 ＺＬＴ１１ 生长及其溶

磷量的影响试验

参照 １．５ 方法将菌株 ＺＬＴ１１ 菌液接种于植酸钙

溶磷培养液中，于不同温度（１５、２０、２５、３０、３５、４０ 和

４５ ℃）１８０ ｒ·ｍｉｎ－１ 震荡培养，测定菌体生长量

（ＯＤ６００）及上清液中可溶性磷含量。 配制初始 ｐＨ
为 ３．０、４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０、１０．０ 和 １１．０ 的植酸

钙溶磷培养液，参照同样方法测定初始 ｐＨ 对菌株

ＺＬＴ１１ 生长及其溶磷量的影响。 以上每次测定均 ４
个重复。
１􀆰 ７　 磷胁迫下菌株 ＺＬＴ１１ 对水稻的促生试验

参照 １．５ 方法收集菌株 ＺＬＴ１１ 菌体，用灭菌超

纯水洗涤 ３ 次后，重悬于灭菌 １ ／ ４ 无磷 ＭＳ 培养液

制成 ＯＤ６００ ≈ １． ０ 的 菌 悬 液 （ 活 菌 数 约 为 １０８

ＣＦＵ·ｍＬ－１）。 挑选饱满健康的水稻（品种为黄花

占）种子按照如下方法进行表面消毒：１％次氯酸钠

１０ ｍｉｎ，７０％的酒精消毒 １ ｍｉｎ，灭菌超纯水洗涤 ５
次。 将消毒的种子随机分为植酸钙添加组及植酸钙

＋ ＺＬＴ１１ 处理组。 各组种子均放于培养皿中灭菌的

无磷滤纸上萌发生长。 在植酸钙添加组中的培养皿

底部加入含有 ０．２％植酸钙的灭菌 １ ／ ４ ＭＳ 无磷培养

液；植酸钙＋ ＺＬＴ１１ 处理组的培养皿中加入 ２ ｍＬ
ＺＬＴ１１ 菌悬液、２ ｍＬ 含 ０．２％植酸钙的灭菌 １ ／ ４ 无磷

ＭＳ 培养液。 所有种子于（２５±１） ℃光照培养箱中

萌发、生长。 每皿每两天补充 １ ｍＬ 同样溶液。 ７ ｄ
后测定根长、根数、苗高及鲜重。 各处理设 ３ 次重

复，每个重复采用 ３ 个培养皿，每培养皿中 ３０ 粒水

稻种子。
１􀆰 ８　 重金属 Ｃｄ２＋胁迫下菌株 ＺＬＴ１１ 对水稻的促生

试验

参照 １．７ 方法进行种子消毒处理、菌株 ＺＬＴ１１
菌悬液制备。 将消毒的种子随机分为对照组、Ｃｄ２＋

胁迫组和 Ｃｄ２＋胁迫＋ ＺＬＴ１１ 处理组。 各组种子均放

于培养皿中灭菌的滤纸上萌发生长。 在对照组中，
培养皿底部加入 ４ ｍＬ 灭菌的 １ ／ ４ ＭＳ 培养液；Ｃｄ２＋

胁迫组的培养皿中则加入同样体积用 １ ／ ４ ＭＳ 培养

液配制的 ５０ 或 １００ ｍｇ·Ｌ－１的灭菌 Ｃｄ２＋溶液；Ｃｄ２＋

胁迫＋ＺＬＴ１１ 处理组的培养皿中加入 ２ ｍＬ ＺＬＴ１１ 菌

悬液及 ２ ｍＬ 浓度为 ５０ 或 １００ ｍｇ·Ｌ－１的灭菌 Ｃｄ２＋

溶液。 所有种子于同样条件下萌发和生长，并于 ７ ｄ
后测定根长、根数、苗高及鲜重。
１􀆰 ９　 数据处理

数据处理及画图采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件进行，采
用 ＳＰＳＳ １９ 软件进行独立样本 Ｔ 检验和单因素

ＡＮＯＶＡ 方差分析，多重比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ 检验，进
化树采用 ＭＥＧＡ ５．０５ 软件构建。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 菌株 ＺＬＴ１１ 的筛选

采用添加植酸钙的溶磷菌选择培养基，从薇甘

菊根际土壤中共分离到 ４２ 株具有明显溶磷圈的细

菌，其中，菌株 ＺＬＴ１１ 溶磷圈直径 ／菌落直径达到

（２．６５±０．１３）（图 １Ａ）。 在添加 １００ ｍｇ·Ｌ－１ Ｃｄ２＋的

蒙金娜植酸钙平板上，该菌株仍然显示了较大的溶

磷圈（图 １Ｂ），说明该菌株在 Ｃｄ 胁迫下仍能发挥较

好的溶磷作用。 重金属耐受测定结果显示该菌株能

耐受 ４００ ｍｇ · Ｌ－１ Ｐｂ２＋、 １００ ｍｇ · Ｌ－１ Ｃｄ２＋ 和 ４０
ｍｇ·Ｌ－１ Ｈｇ２＋（图 １Ｃ）。 菌株 ＺＬＴ１１ 显示了较高的

溶磷能力及多重金属抗性，该菌株被选择进行进一

步研究。
２􀆰 ２　 菌株 ＺＬＴ１１ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析

相似性搜索显示菌株 ＺＬＴ１１ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序

列（ＧｅｎＢａｎｋ 序列号为 ＭＮ０２７９２２）与 ＮＣＢＩ 中类芽

孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐｐ．）相应序列相似性最高，最

图 １　 菌株 ＺＬＴ１１ 的溶磷能力（Ａ 和 Ｂ）及重金属耐受（Ｃ）测定

Ｆｉｇ．１　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ （Ａ ａｎｄ Ｂ） ａｎｄ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ⁃ｔｏｌｅｒａｎｃｅ （Ｃ） ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＺＬＴ１１．
Ａ 和 Ｂ 分别显示菌株 ＺＬＴ１１ 在不含或含 Ｃｄ２＋的植酸钙培养基中所形成的溶磷圈 Ａ ａｎｄ Ｂ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｃｉｒｃｌｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ｓｔｒａｉｎ ＺＬＴ１１ ａｔ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｙｔａｔｅ ｍｅｄｉｕｍ ｐｌａｔｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ｏｒ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｄ２＋， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
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图 ２　 菌株 ＺＬＴ１１ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 进化树
Ｆｉｇ．２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ⁃ｂａｓｅｄ Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＺＬＴ１１．
分支上的数据表示自展 １０００ 次的支持百分率 Ｎｕｍｂｅｒｓ ａｔ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｐｏｉｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ １０００ ｒｅｐ⁃
ｌｉｃａｔｉｏｎｓ； 括号内为菌株的 ＧｅｎＢａｎｋ 序列号 ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ．

高达 ９９．４％。 核糖体在线归类分析显示该菌株以

１００％置信度归于类芽孢杆菌属（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）。 下

载 ＮＣＢＩ 中 已 鉴 定 到 种 的 高 相 似 性 序 列， 用

ＭＥＧＡ ５．０５软件构建 Ｎ⁃Ｊ 进化树，结果显示，菌株

ＺＬＴ１１ 以 １００％支持率与 Ｐ． ａｂｅｋａｗａｅｎｓｉｓ 菌株 ＭＧ１
位于同一分支（图 ２），故菌株 ＺＬＴ１１ 初步命名为 Ｐ．
ａｂｅｋａｗａｅｎｓｉｓ 菌株 ＺＬＴ１１。
２􀆰 ３　 菌株 ＺＬＴ１１ 对不同磷化合物的溶磷能力测定

由表 １ 可以看出，菌株 ＺＬＴ１１ 在不同溶磷培养

基中的溶磷能力随含磷物质不同而异，以对植酸钙

的溶磷能力最强，其次为植酸，在含该两种植酸磷的

培养基中溶磷量均接近或超过 ８０ ｍｇ·Ｌ－１。 但该菌

株对其他几种测试的磷化合物的溶磷能力较弱，其
溶磷量均低于 ２０ ｍｇ·Ｌ－１。 各培养液中 ｐＨ 均下降

到 ４．５ 左右，说明该菌具有较强的产酸能力。
２􀆰 ４　 温度和初始 ｐＨ 对菌株 ＺＬＴ１１ 生长和溶磷能

力的影响

以植酸钙溶磷培养基为例，研究温度和初始 ｐＨ

表 １　 菌株 ＺＬＴ１１ 在不同溶磷培养基中的溶磷能力测定
Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ
ＺＬＴ１１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｐ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｄｉａ （ｍｅａｎ±ＳＤ）
溶磷培养基
Ｐ⁃ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｍｅｄｉｕｍ

溶磷量
Ｐ⁃ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ

（ｍｇ·Ｌ－１）

ｐＨ

植酸钙培养基
Ｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｙｔａｔｅ ｍｅｄｉｕｍ

８７．１０±２．２３ ４．３９±０．１４

植酸培养基
Ｐｈｙｔｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｄｉｕｍ

７４．８４±４．３６ ４．４４±０．０１

卵磷脂培养基
Ｌｅｃｉｔｈｉｎ ｍｅｄｉｕｍ

１３．２８±０．７９ ４．４８±０．０１

磷酸钙培养基
Ｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｍｅｄｉｕｍ

１６．７６±０．７６ ４．５９±０．０１

磷酸铁培养基
Ｆｅｒｒｉｃ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｍｅｄｉｕｍ

５．５７±０．１４ ５．０６±０．０１

磷矿粉培养基
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｏｏｋ ｐｏｄｅｒ ｍｅｄｉｕｍ

０．３８±０．０２ ４．８１±０．０２

对菌株 ＺＬＴ１１ 生长和溶磷能力的影响。 从图 ３ 可以

看出，在测试的温度范围内 （ １５ ～ ４５ ℃），菌株

ＺＬＴ１１ 均能生长。 在该范围内，随着温度的升高，其
生长和溶磷能力均呈现先升高后降低的变化趋势，
其生长和溶磷量均以 ３０ ℃ 最高，分别为 ０． ９３ 和

７７．８３ ｍｇ·Ｌ－１。 初始 ｐＨ ４． ０ ～ １１． ０ 范围内，菌株

ＺＬＴ１１ 均能生长，生长量以初始 ｐＨ ７．０ 最高，而溶

磷能力在初始 ｐＨ ９．０ 时最强，此条件下溶磷量高达

９５．６６ ｍｇ·Ｌ－１。
２􀆰 ５　 植酸钙为磷源下菌株 ＺＬＴ１１ 对水稻的促生效应

由表 ２ 可以看出，ＺＬＴ１１＋植酸钙组水稻幼苗其

测定的各种生长指标均显著高于仅添加植酸钙而未

接种该菌株的对照幼苗，其中根长、根数、苗高和鲜

图 ３　 温度和初始 ｐＨ 对菌株 ＺＬＴ１１ 生长及溶磷能力的影响
Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ Ｐ⁃
ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＺＬＴ１１．

９２３１ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 渠露露等： 一株溶植酸磷类芽孢杆菌的分离筛选及对水稻幼苗的促生作用　 　 　 　 　



表 ２　 植酸钙为磷源下菌株 ＺＬＴ１１ 对水稻幼苗的促生效应
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｒｏｗｔｈ⁃ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＺＬＴ１１ ｏｎ ｒｉｃｅ
ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｙｔａｔｅ ａｓ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｓｏｕｒｃｅ （ｍｅａｎ±
ＳＤ）

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

根长
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ

（ｃｍ）

根数
Ｔｏｔａｌ ｔｏｏｔ
ｎｕｍｂｅｒｓ

苗高
Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｈｅｉｇｈｔ

（ｃｍ）

鲜重
Ｂｉｏｍａｓｓ
（ｍｇ）

植酸钙
Ｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｙｔａｔｅ

４．７５±０．３２ｂ ７．０５±０．７３ｂ ５．４９±０．６２ｂ ５３．８５±１．９３ｂ

ＺＬＴ１１＋植酸钙
ＺＬＴ１１＋Ｃａｌｃｉｕｍ
ｐｈｙｔａｔｅ

９．８２±１．２１ａ １２．４５±０．５８ａ ８．１８±０．３１ａ ７８．８０±２．９２ａ

同列不同字母表示差异显著（Ｐ＜ ０．０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０．０５ ｌｅｖｅｌ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

重较对照分别增加了 １０６． ７％、 ７６． ６％、 ４９． ０％ 和

４６．３％，说明菌株 ＺＬＴ１１ 能通过对植酸钙的溶磷作

用有效促进测试幼苗的生长。
２􀆰 ６　 重金属 Ｃｄ２＋胁迫下菌株 ＺＬＴ１１ 对水稻的促生

效应

由表 ３ 可知，重金属 Ｃｄ２＋ 在测试的 ２ 个浓度

（５０、１００ ｍｇ·Ｌ－１）下均显著抑制水稻幼苗生长，在
培养液中添加 ５０ ｍｇ·Ｌ－１的 Ｃｄ２＋后，其根长、根数、
苗高和鲜重均较对照组幼苗分别减少了 ２２． ６％、
２２．２％、１２．４％和 ７．１％；而添加 １００ ｍｇ·Ｌ－１的 Ｃｄ２＋

后，其根长、根数、苗高和鲜重较对照组幼苗分别减

少了 ２０．２％、 ５１． １％、 １８． ０％ 和 １４． ４％。 在用菌株

ＺＬＴ１１ 处理的两组水稻幼苗中，除 １００ ｍｇ·Ｌ－１ Ｃｄ２＋

中根长增加不显著外，其他测定的各项生长指标均

显著高于仅在同样 Ｃｄ 胁迫条件下生长的水稻幼

苗。 说明菌株 ＺＬＴ１１ 能有效提高水稻幼苗在 Ｃｄ 胁

迫下的生长能力。

表 ３　 重金属 Ｃｄ２＋胁迫下菌株 ＺＬＴ１１对水稻幼苗的促生效应
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｒｏｗｔｈ⁃ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＺＬＴ１１ ｏｎ ｒｉｃｅ
ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ Ｃｄ２＋ ｓｔｒｅｓｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

根长
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ

（ｃｍ）

根数
Ｔｏｔａｌ ｔｏｏｔ
ｎｕｍｂｅｒｓ

苗高
Ｓｅｅｄｌｉｎｇ

ｈｅｉｇｈｔ （ｃｍ）

鲜重
Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ

（ｍｇ）
对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．９２±０．０９ａ ９．０±０．００ａ ５．８２±０．１９ａ ５４．６５±１．８５ａ
５０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｃｄ ２．２６±０．２１ｃ ７．０±０．００ｄ ５．１０±０．１３ｃ ５０．７５±１．０８ｂ
５０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｃｄ ＋ＺＬＴ１１ ２．９０±０．２９ａ ８．３±０．４５ｂ ５．４９±０．２２ｂ ５４．６０±２．５９ａ
１００ ｍｇ·Ｌ－１ Ｃｄ ２．３３±０．１９ｂｃ ４．４±０．４８ｅ ４．７７±０．２１ｄ ４６．８０±２．３０ｂ
１００ ｍｇ·Ｌ－１ Ｃｄ ＋ＺＬＴ１１ ２．４１±０．２２ｂ ８．０±０．００ｃ ５．５１±０．２９ｂ ５１．１０±３．５２ｃ

３　 讨　 　 论

目前，有关溶磷细菌相关研究很多，但大多针对

难溶性无机磷开展［４，６，１５］，土壤有机磷占土壤全磷的

２０％～５０％，有些土壤甚至高达 ８０％［１６］。 土壤有机

磷化合物主要以肌醇磷酸盐、磷脂、核酸等形式存

在，其中 ６０％ ～ ８０％为肌醇六磷酸（植酸） 及其盐

类［１７－１８］。 植酸也是重要的抗营养因子，饲料中添加

植酸酶或产植酸酶的微生物可显著提高饲料的营养

价值［１９－２０］。 研究也显示植物过表达细菌植酸酶基

因能显著促进其磷吸收和生长［１６］。 为此，本研究重

点开展溶植酸磷细菌筛选及其相关研究。
迄今为止，见诸报道的植酸磷降解细菌主要集

中在芽孢杆菌属 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、假单胞菌属 （Ｐｓｅｕｄｏ⁃
ｍｏｎａｓ）、土壤杆菌属 （ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） 等少数几个

属［７，１８］。 本研究中，溶磷细菌菌株 ＺＬＴ１１ 经 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列分析初步鉴定为类芽孢杆菌。 目前

类芽孢杆菌溶磷作用特别是对有机磷的溶磷作用相

关研究鲜有报道。 溶磷细菌的溶磷能力在不同菌株

之间有较大差异，如 Ｔａｏ 等［２１］ 从土壤中分离出 １０
株具有解磷活性的蜡状芽孢杆菌（Ｂ． ｃｅｒｅｕｓ）和巨大

芽孢杆菌（Ｂ． ｍｅｇａｔｈｅｒｉｕｍ），在培养条件下对有机磷

的溶磷量为 １３．８ ～ ６２．８ ｍｇ·Ｌ－１有效磷；卫星等［２２］

从盐渍化土壤中筛选得到的巨大芽孢杆菌对植酸钙

的溶磷量为 ６８ ～ ９８ ｍｇ·Ｌ－１；Ｇｈｏｓｈ 等［２３］ 的研究显

示 ４ 株溶磷细菌从植酸钠及植酸铁中释放的可溶性

磷均低于 １０ ｍｇ·Ｌ－１。 本研究中，菌株 ＺＬＴ１１ 对植

酸磷的溶磷量最高达到 ９５．６６ ｍｇ·Ｌ－１，这提示类芽

孢杆菌作为溶磷细菌值得关注。 本研究菌株 ＺＬＴ１１
不仅具有较高的溶磷能力，对重金属 Ｐｂ、Ｃｄ、Ｈｇ 表

现出了较高的耐受性，这提示该菌株是重金属污染

土壤促生菌剂的优良候选。
温度和 ｐＨ 是影响生长和代谢的最重要因素。

本研究中该菌株在测试的温度范围内（１５ ～ ４５ ℃）
均能生长和溶磷，同时该菌株也具有极宽的 ｐＨ 耐

受性，这是该菌株作为促生菌剂的另一优势。 研究

显示碱性条件可促进有机磷的酶促矿化［７，２４］，与这

些研究一致，本研究同样发现菌株 ＺＬＴ１１ 在 ｐＨ 为

９．０ 时溶磷活性最高。 利用溶磷菌改良盐碱土壤以

及促进植物生长的研究已有报道，如胡山等［２５］ 发现

某些溶磷菌株可提高碱化土壤质量水平。 本研究菌

株虽然在实验室碱性条件下显示了溶磷活性，但在

实际的碱性土壤中效果如何还有待进一步研究。
我国水稻土特别是亚热带地区水稻土普遍受磷

限制［２６］。 目前报道较多的水稻根际溶磷促生菌主

要为芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐｐ．）、土壤杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅ⁃
ｒｉｕｍ ｓｐｐ．）等［２７－２８］，而对类芽孢杆菌并无相关报道。
本研究以水稻为测试植物，初步探讨了类芽孢杆菌

ＺＬＴ１１ 的溶磷和促生效应。 结果显示，添加植酸钙

同时接种菌株 ＺＬＴ１１ 后，水稻幼苗平均根长、根数、

０３３ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 应　 用　 生　 态　 学　 报　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３１ 卷



苗高及总生物量均极显著高于仅添加植酸钙对照幼

苗，说明菌株 ＺＬＴ１１ 能通过对植酸钙的溶磷作用增

加培养液中有效 Ｐ 含量，进而有效促进测试幼苗的

生长。
镉（Ｃｄ）是一种常见的、毒性非常强的重金属，

镉不仅阻碍水稻幼苗根生长［２９］，也抑制光合作用等

重要过程［３０］。 本研究中 Ｃｄ 胁迫下添加菌株 ＺＬＴ１１
的水稻幼苗其生长各项指标均显著高于同样胁迫下

未接种幼苗，说明菌株 ＺＬＴ１１ 能有效缓解 Ｃｄ 对水

稻幼苗的胁迫。 重金属耐受促生菌促进植物在重金

属污染土壤中的生长涉及对重金属的吸附、吸收和

转化等多种机制［８，１０］，菌株 ＺＬＴ１１ 通过怎样的机制

来减轻 Ｃｄ 对水稻幼苗的毒害有待进一步研究。 研

究显示，解磷微生物释放的磷素也可直接与土壤重

金属形成络合物，从而降低土壤中重金属活性及移

动性，因而在实际土壤条件下该菌株对土壤重金属

毒害的缓解作用可能更高，这有待于进一步研究。

４　 结　 　 论

从薇甘菊分离得到的类芽孢杆菌菌株 ＺＬＴ１１
具有较高的溶植酸磷活性及多重金属抗性，也具有

较广的温度和 ｐＨ 耐受性。 在试验条件下，不仅能

明显促进磷限制下水稻幼苗的生长，也能有效缓解

Ｃｄ 对水稻幼苗的胁迫，是促生菌剂特别是重金属污

染土壤促生菌剂的优良候选。 在后续工作中，一方

面应对该菌株的生长特性、溶磷条件、溶磷机理等进

行深入细致的研究，另一方面对该菌株在土壤条件

下的促生效应、土壤定植特征及其影响因素等进行

更大范围、更为细致的研究。
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