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Abstract：P-efficient transgenic rice OsPT4 shows a relatively high consumption rate of available phosphorus. To increase P-utilization,
organophosphate-dissolving bacteria were isolated from the rhizosphere soil of P-efficient transgenic rice OsPT4 by Pikovskaya
organophosphorus solid medium and classified by 16S rDNA gene sequencing. Fifteen organophosphate-dissolving strains were isolated, of
which six produced clear transparent circles on the organophosphorus medium and were used for purification and rescreening. Their
solubility index ranged from 1.50~6.33, and strain Y7 showed the highest solubility. Phosphate-dissolving capacity, after being cultured for
24 h, ranged from 10.60~87.43 mg·L-1, and strain Y7 showed the highest capacity. After culturing for 24 h, strain Y7 showed the highest
pH reduction, and the second highest alkaline phosphatase secretion（after strain Y11）. Five of the strains（excluding Y7）were common
groups that could be screened from traditional field crop soil and they showed no difference in P-solubilizing ability or mechanism. Strain
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摘 要：为提升磷高效转基因水稻根际土壤的磷素利用率，采用传统微生物分离培养技术分离筛选高效解有机磷菌株，并对分离

菌株进行鉴定和解磷能力的测定。以改良的蒙金娜固体有机磷培养基分离磷高效转基因水稻OsPT4根际土壤中的解有机磷菌

株，检测其溶磷特性，并通过比对 16S rDNA基因序列进行分类鉴定。结果表明：从磷高效转基因水稻根际土壤中分离获得 15株

解菌株，纯化复筛后获得 6株可以产生明显溶磷圈且生长稳定的解有机磷菌株。6株解磷菌的可溶性指数在 1.50~6.33之间，其中

菌株Y7的可溶性指数最高；培养 24 h后菌株的解磷量在 10.60~87.43 mg·L-1之间，其中菌株Y7最大。培养 24 h后菌株Y7的菌液

pH降低最多，碱性磷酸酶分泌量仅低于菌株Y11。除Y7外的 5株菌株均为大田土壤中分离筛选的常见类群，在解磷能力、溶磷特

性上与传统大田作物中筛选获得的解磷菌株无明显差异。菌株Y7的解磷能力最强，经鉴定其属于泛菌属（Pantoea sp.），是常见

的水稻种子内生菌核心类群，酸化作用和碱性磷酸酶作用是其主要的解磷机制，Y7可作为高效解磷菌资源进行进一步研究。
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磷是地球生命系统的主要营养元素之一，也是生

态系统常见的营养限制因子[1]。磷素是植物必需的

大量无机营养元素，在植物体内的含量通常仅次于氮

和钾，对于植物生长代谢有非常重要的作用[2-3]。但

是世界上绝大部分农田土壤严重缺乏作物可利用的

有效态磷。据报道全世界 13.19亿 hm2的耕地中约有

43%缺磷，我国 1.07亿 hm2农田中大约有 2/3严重缺

磷[4]。然而土壤总磷资源丰富，但其主要以无法直接

被作物吸收利用的不溶态和难溶态形式存在，可供植

株吸收利用的可溶性无机态磷酸盐含量严重缺少，因

此提高作物对农田土壤中磷素的高效利用有重要的

研究意义和价值[5-6]。

为了解决大面积农田土壤有效磷缺失的现状，基

于土壤中磷素的分布情况，当前主要从3个方面提高作

物对农田土壤磷素的利用效率：第一个方面是施加磷

肥，补充农田土壤中的磷素[7]；第二方面是利用解磷微

生物生产解磷菌剂，解磷微生物的发现为解磷肥料的

生产奠定了基础[8]；第三方面是培育磷高效作物品种，

通过一些传统杂交育种手段及现代生物技术手段培育

出对土壤磷素有更高吸收利用效率的品种[9]。虽然施

加磷肥在一定程度上缓解了大面积农田土壤有效磷缺

失的现状，但是研究表明磷肥在施用农田后大部分会

转化成溶解度较低的钙化态磷和闭蓄态磷，同时由于

磷在土壤中的扩散系数很低且受土壤对磷的吸附和固

化作用等因素的影响[10]，土壤中的有效态磷含量依然很

低，可供作物直接吸收利用的磷素十分有限，磷素水平

依旧制约着农业生产[6，11]。而且由于磷肥的消耗，可供

生产的磷矿资源日益紧张。在未来的研究工作中，从

提高土壤磷素的吸收效率出发，生产优质解磷菌剂和

培育磷高效作物品种将更加具有现实意义。

土壤微生物是土壤中数量最大、种类最丰富的生

物类群，在土壤养分转化和结构形成中发挥着重要的

作用，其中有一类可以将植物无法吸收的有机磷转化

为可吸收无机磷形态的功能微生物类群被称为解磷

菌（Phosphate-solubilizing microorganisms，PSM）。解

磷菌不仅种类繁多，而且在自然界中数量也十分庞

大，是一项非常值得开发研究的资源[12]。1903 年

STALSTROM 发现土壤中存在的某些微生物具有解

磷作用[13]，目前已发现在自然界中存在着大量具有解

磷作用的微生物，包括细菌、真菌、放线菌及蓝

藻[14-15]。世界上应用最早且最广的具有解磷作用的

微生物是巨大芽孢杆菌，在后续的研究中，各类芽孢

杆菌、假单胞菌和一些杆菌及部分真菌也被开发利用

为菌剂菌肥，这些微生物在生物肥料的生产中得到了

广泛的应用[16-17]。

磷高效转基因水稻品种OsPT4，是利用生物技术

手段将水稻高亲和磷酸盐转运蛋白OsPT4基因导入受

体而获得的磷高效吸收型水稻，由南京农业大学资源

与环境学院培育[18]。OsPT4通过编码磷高效转运蛋白

编码基因合成磷高效转运蛋白，从而提高了其对土壤

中有效磷的吸收消耗速率[19]。在此基础上开发解磷菌

剂增加土壤有机磷水解是否可以进一步提升其磷素

利用效率？为此本研究以磷高效转基因水稻OsPT4为
试验材料，利用改良的蒙金娜有机磷选择培养基分

离 OsPT4根际土壤中的高效解有机磷菌株，初步探究

其解磷能力和溶磷特性，并通过与传统大田作物中分

离获得的解磷菌资源进行比较判断，以其应用可行性

和价值。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 样品采集

从 2014年开始在农业农村部环境保护科研监测

所内的网室中进行磷高效转基因水稻OsPT4连续种

植实验，目前已连续种植 7年。土壤样品为 2020年 9
月采集的磷高效转基因水稻OsPT4根际土壤，使用直

径 3.5 cm的土钻在距水稻主茎 2 cm处采集 0~20 cm
深的土壤。

1.1.2 培养基

改良的蒙金娜有机磷固体培养基：葡萄糖 10 g，
（NH4）2SO4 0.5 g，NaCl 0.3 g，KCl 0.3 g，MgSO4·7H2O
0.3 g，FeSO4·7H2O 0.03 g，MnSO4·4H2O 0.03 g，卵磷脂

0.2 g，CaCO3 5.0 g，酵母膏 0.4 g，琼脂 20 g，ddH2O
1 000 mL，pH为7.0~7.5[20-21]（液体培养基不加琼脂）。

LB 培养基：胰蛋白胨 1 g，酵母 0.5 g，NaCl 1 g，
ddH2O 100 mL。

Y7 was identified as Pantoea sp., a common core group of endophytic bacteria in rice seeds. Its phosphorolytic mechanism was the
interaction of pH reduction and alkaline phosphatase secretion, which could be used as a resource for efficient phosphorolytic bacteria in
future research.
Keywords：P-efficient transgenic rice; organophosphate-solubilizing bacteria; 16S rDNA
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1.2 试验方法

1.2.1 解有机磷菌株的分离纯化

称取 1.0 g根际土壤样品，加入 9 mL无菌水，涡旋

混匀 30 s，静置 10 min。吸取 1 mL土壤悬液，加入 49
mL配制好的蒙金娜有机磷液体培养基，30 ℃、160 r·
min-1振荡培养 24 h。吸取 1 mL 培养好的菌液按照

10-1~10-6进行连续 10倍梯度稀释，分别涂布在蒙金娜

有机磷固体培养基上，每个梯度设置 3 个平行。在

30 ℃恒温培养箱中培养 5 d，确定 10-5为最佳稀释倍

数。按照上述方法和最佳稀释倍数将土壤样品进行

解有机磷菌株的分离，挑取产生溶磷圈的单菌落进行

划线纯化 3~5代获得纯菌株，将纯菌株在 LB培养基

中扩增培养后使用甘油法保存。

1.2.2 解有机磷菌株的菌落特征观察和可溶性指数的

测定

将分离得到的纯菌株点接到蒙金娜固体有机磷

培养基上，30 ℃恒温培养 3 d，观察菌落形态特征，参

照《常见细菌系统鉴定手册》[22]对菌株进行初步鉴定。

分别测定菌落直径和溶磷圈直径以计算可溶性指数，

初步判断解有机磷菌株的解磷能力。计算公式为：

可溶性指数=溶磷圈直径/菌落直径

1.2.3 解有机磷菌株24 h解磷量和溶磷特性的测定

挑选产生明显溶磷圈的解磷菌株进行解磷量、

pH和碱性磷酸酶的测定。将各菌株分别接种于 LB
液体培养基，37 ℃、180 r·min-1培养 7 h，然后用分光

光度计调整菌液浓度至OD600=0.6。分别吸取 750 μL
菌悬液加入到 15 mL 蒙金娜液体培养基中，37 ℃、

180 r·min-1振荡培养 24 h（每个菌株 3组重复），取 10
mL培养液用酸度计测定 pH，剩余培养液 4 ℃、12 000
r·min-1离心 5 min 获得上清液[23]。取 2 mL 上清液用

钼锑抗显色法测定有效磷含量。另取 0.5 mL上清液

用碱性磷酸酶活性检测试剂盒（BOXBIO）测定碱性

磷酸酶活性[21]。

1.2.4 解有机磷菌株生长曲线的测定

将解有机磷菌株分别接种到 LB 液体培养基，

37 ℃、180 r·min-1培养 7 h，然后使用分光光度计调整

菌液浓度至OD600=0.1用于接种。在 100 mL LB液体

培养基中接种 5 mL OD600=0.1 的菌液，30 ℃、180 r·
min-1恒温振荡培养 30 h，每隔 2 h监测一次OD600值并

记录，观测菌株的生长状况并绘制生长曲线。

1.2.5 菌株的鉴定及其同源性分析

将纯化的单菌落挑入 10 mL LB液体培养基中，

摇床培养至菌液浑浊后，吸取菌液2 mL进行DNA的提

取。采用 16S rDNA 通用引物 27F 和 1492R 进行 16S
rDNA基因序列的扩增，PCR产物使用 1%的琼脂糖凝

胶电泳进行质量检测后，送上海生工进行测序。

1.3 数据处理

试验数据使用Excel进行初步整理后，用 SPSS软

件（21.0版本）进行数据分析。对可溶性指数、24 h菌

株的解磷量、pH、碱性磷酸酶活性进行单因素方差

分析和 LSD多重比较（P<0.05表示差异显著）。使用

Origin 软件（2018版本）绘制菌株 24 h解磷量、pH 和

碱性磷酸酶图，并拟合 6株菌株的生长曲线。菌株鉴

定测序结果通过 Blast 程序与 NCBI 数据库进行比

对，下载同源性高的序列使用 MEGA软件（7.0版本）

构建系统发育进化树。

2 结果与分析

2.1 解有机磷菌株的筛选纯化

采用传统微生物分离培养方法，使用蒙金娜固体

有机磷培养基对磷高效转基因水稻OsPT4根际土壤

中的解有机磷菌株进行分离，共获得 15株解有机磷

菌株（图 1a），分别命名为 Y1~Y15。经过纯化培养 3
代后获得 6 株解磷能力较强且生长稳定的菌株（图

1b），分别是Y1、Y4、Y6、Y7、Y11、Y13，对其进行进一

步解磷能力和溶磷特性的研究。

（a）初筛时3个重复平板
Three repeat plates for initial screening

（b）纯化后6株菌株产生的透明圈
The transparent rings produced by 6 purified strains

图1 解有机磷菌株的筛选

Figure 1 Screening picture of solution organophosphorus hydrolyzing strains
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注：G-表示革兰氏染色反应显示阴性。
Note：G- means negative for Gram.

菌株Strain
Y1
Y4
Y6
Y7
Y11
Y13

菌落形态Colony morphology
形态为圆形，边缘整齐，表面光滑湿润，淡黄色，小而隆起，易被挑起

形态为圆形，边缘整齐，表面光滑，淡黄色，小而隆起，易被挑起

形态为圆形，边缘整齐，表面光滑，中间凸起白色，有同心圆

形态不规则，黄色

形态为圆形，边缘整齐，表面光滑，淡黄色，小而隆起，易被挑起

形态为圆形，边缘啮噬状，湿润黏稠，易挑起

革兰氏染色Gram test
G-
G-
G-
G-
G-
G-

分类Classify
细菌

细菌

细菌

细菌

细菌

细菌

菌株
Strain
Y1
Y4
Y6
Y7
Y11
Y13

溶磷圈直径
Isolving phosphate

dinmeter/mm
9.67±4.04cd
9.67±0.58cd
7.00±1.00d

19.00±<0.01a
13.67±0.58b
12.00±1.00bc

菌落直径
Colony diameter/

mm
4.00±<0.01bc
4.67±0.58ab
4.67±0.58ab
3.00±<0.01d
3.67±0.58cd
5.00±<0.01a

可溶性指数
Solubility index

2.42±1.00c
2.08±0.14c
1.50±0.10c
6.33±<0.01a
3.81±0.76b
2.40±0.20c

表1 6株解有机磷菌株菌落形态特征
Table 1 Colony morphological characteristics of 6 strains of organophosphorus hydrolyzing bacteria

表2 6株解有机磷菌株的可溶性指数
Table 2 Disolving phosphate zone diameter to culture community

zone diameter of organophosphorus hydrolyzing bacteria

注：每列数字后不同字母表示在0.05水平上差异显著（P<0.05）。
Note：Different letters after each column of numbers indicate

significant differences at 0.05 level（P<0.05）.

图2 6株解有机磷菌株培养24 h的解磷量
Figure 2 Phosphorus solubility of the 6 organophosphorus

hydrolyzing strains

不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同
Different lowercase letters indicate significant difference among treatments

（P<0.05）.The same below
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2.2 菌株的菌落特征观察

从菌落的形状、大小、颜色等方面观察 6株解有

机磷菌株单菌落的形态特征并记录，初步判断 6株菌

株均为革兰氏阴性细菌（表1）。

2.3 解有机磷菌株的解磷能力

可溶性指数和 24 h解磷量常作为表征菌株解磷

能力的指标。可溶性指数结果显示：6株解有机磷菌

株的解磷能力之间存在一定差异，可溶性指数由大到

小排序为 Y7>Y11>Y1>Y13>Y4>Y6，Y7 菌株的可溶

性指数最高为 6.33，其次的Y11为 3.81（表 2）。另外，

对 6株解有机磷菌株的解磷能力进行定量分析，结果

表明 Y7 培养 24 h 后的菌液中的无机磷浓度达到

87.43 mg·L-1（图2），显著高于其他5个菌株。

2.4 解有机磷菌株的溶磷特性

酸化作用和碱性磷酸酶作用是解磷菌溶磷的主

要机制。各菌液在培养 24 h后 pH均有所降低，表现

为酸性，Y7菌株的 pH下降最显著，为 3.42，各菌株培

养 24 h 后菌液 pH 由大到小的排序为 Y11>Y6>Y1>
Y13>Y4>Y7（图 3a）。培养 24 h菌液中的碱性磷酸酶

活性结果显示（图 3b）：6株解有机磷菌株之间分泌碱

性磷酸酶的能力存在一定的差异，Y11菌株分泌碱性

磷酸酶的能力最强，为 38.69 μg·mL-1·h-1，其次是Y7
菌株，为 36.20 μg·mL-1·h-1，碱性磷酸酶活性由大到小

排序为Y11>Y7>Y4>Y13>Y6>Y1。
2.5 解有机磷菌株的生长曲线

各菌株生长曲线均可分为 3个时期，即指数生长

期、平稳增长期和缓慢衰落期。在培养的前8 h中，菌

落环境和营养条件适宜，菌株以指数倍数快速增长，

在 8~26 h内以平稳速度缓慢增长，在第 26 h达到顶

峰，随后受营养条件的限制速度开始缓慢下降。其中

Y1和Y4增长稍缓慢，Y6、Y7、Y11和Y13增长速度基

本一致（图4）。

2.6 解有机磷菌株的鉴定

经 16S rDNA扩增子基因序列测序分析（图 5），结

果发现：6株菌株属于不动杆菌属（Acinetobacter）、假

单胞菌属（Pseudomonas）、肠杆菌属（Enterobacter）和

泛菌属（Pantoea）4个菌属。Y6与Y13的亲缘关系较

近，同属肠杆菌属；Y4和Y11的亲缘关系较近，同属
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假单胞菌属。

3 讨论

解磷微生物在土壤磷素循环中具有重要作用，解

磷微生物的分布具有明显的根际效应，且受到土壤类

型、环境因子和种植作物类型等多因素的影响[24-25]。本

研究从OsPT4根际土壤中共分离获得15株解有机磷菌

株，在后续分离纯化过程中仅6株能在有机磷培养基上

稳定生长且形成明显的透明圈。有研究发现，约 60%
初筛得到的有解磷能力的菌株在后续纯化培养过程中

失去解磷能力[26]，其原因可能是不同菌株对环境的适应

性和对磷素的要求有一定差异[27]。此外，6株菌株的生

长特性和活性基本保持一致，生长曲线均符合微生物

培养特点，即在有限资源的条件下培养阶段分为指数

生长期、平稳增长期和缓慢衰落期3个阶段。

解磷能力是筛选解磷菌资源的基本标准。聂振

等[28]从我国南方水稻根际土中分离的 24株解磷菌株

的发酵液的可溶性总磷含量为 23.7~79.3 μg·mL-1，张

广志等[29]从设施菜地土壤中分离获得的 14株解磷菌

株的平均解磷量为 48.7 mg·L-1，庄馥璐等[21]从苹果根

际分离获得的 10株解磷菌株的可溶性指数在 1.5~5.3
之间，解磷量最高为 104.125 mg·L-1。本研究 OsPT4
根际土中分离获得的 6 株解磷菌的可溶性指数为

1.50~6.33，培养 24 h 后培养液中的有效磷含量为

10.60~87.43 mg·L-1，解磷能力与上述研究中筛选得

到的菌株相当，其中Y7菌株在可溶性指数和解磷量

图5 6株解有机磷菌株的系统发育进化树
Figure 5 Phylogenetic tree of established based on 16S rDNA sequences of 6 organophosphorus hydrolyzing strains

Enterobacter ludwigii CaR（FJ462703）
Y6
Enterobacter aerogenes OP3（KY621520）
Y13
Pantoea sp. P3（MF352035）
Y7
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Acinetobacter baumannii IBL-4（KC900896）
Pseudomonas hunanensis XM14（MT023391）
Y11
Pseudomonas sp. 271（KT034417）
Y4

0.080 0.060 0.040 0.020 0

图4 6株解有机磷菌株的生长曲线
Figure 4 Growth curve of 6 organophosphorus hydrolyzing strains

图3 6株解有机磷菌株培养24 h后菌液的pH和碱性磷酸酶活性
Figure 3 The pH and alkaline phosphatase activity of the 6 organophosphorus hydrolyzing strains
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上均表现最好，解磷能力在上述解磷菌株中也属于较

高水平，为高效解磷菌资源。

不同菌株在不同培养条件下的解磷能力有差异，

菌株之间的溶磷特性也不完全相同。目前，相关研究

发现解磷菌解磷主要有两大机制：一是部分微生物可

以分泌出有机酸、硫化物、H+等酸性物质降低生长环

境的 pH，从而使难溶性磷酸盐溶解；二是在受到磷限

制时，一些微生物可以分泌释放胞外磷酸酶水解有机

磷[30-31]。通过测定培养 24 h后菌液的 pH和碱性磷酸

酶活性分析菌株的解磷特性发现，Y7菌株的解磷机

制主要为酸化作用和碱性磷酸酶作用，而Y11菌株解

磷的主要机制是碱性磷酸酶作用，其他菌株在分泌碱

性磷酸酶活性方面差异不显著，pH降低量与解磷能

力有一定的相关性。

从大田作物中筛选获得的常见解磷微生物种类

主要有芽孢杆菌、不动杆菌、假单胞菌、埃希氏菌、欧文

氏菌、沙雷氏菌和肠杆菌等菌属[31]。从OsPT4根际土中

筛选获得的6株高效解有机磷菌株在分类上，Y1属于

不动杆菌属，Y6和Y13属于肠杆菌属，Y4和Y11为假

单胞菌属，5株菌株均为常见的解磷菌类别。特殊的

是解有机磷能力最强的Y7菌株属于泛菌属，虽然目前

从水稻土壤中分离获得高效解磷泛菌菌株的研究较

少，但相关研究表明泛菌在自然界中分布广泛，可以从

水中和土壤中分离获得[32]，且在研究中其常作为水稻、

大麦、萝卜等大田作物的种子内生菌核心类群[33-34]，多

个类型的泛菌都具有解磷能力和分泌 IAA的能力，对

植物具有促生作用和抵抗真菌性病害的功能[35]。

4 结论

从磷高效转基因水稻根际土壤中分离获得 15株

解有机磷菌株，纯化复筛后获得 6株可以在有机磷培

养基上产生明显透明圈的解有机磷菌株。6株菌株

在解磷能力上与大田作物中分离获得的解磷菌解磷

能力相当，其中 Y7菌株表现最好，可溶性指数高达

6.33，在 24 h内的解磷量达到 87.43 mg·L-1，为高效解

磷菌资源。除菌株Y7外的 5株菌株均为大田土壤中

可分离获得的常见解磷菌类别，Y7属于水稻种子内

生菌核心类群泛菌属（Pantoea），酸化作用和碱性磷

酸酶作用是其主要的解磷机制。另外，磷高效转基因

水稻的种植对有效磷消耗效率的影响是否改变了根

系土壤中的解磷菌群落结构，使泛菌等类群菌株的相

对丰度增加则需要基于现代分子生物学方法对解磷

微生物整体群落进行进一步研究。
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