
微生物学通报                                            AUG 20, 2009, 36(8): 1183~1188 
Microbiology                                         © 2009 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn                                                  
 

                           

基金项目：国家自然科学基金项目(No. 30671668) 
* 通讯作者：  : sbliao@pub.guangzhou.gd.cn 
收稿日期：2008-12-11; 接受日期：2009-02-27 

研究报告

红树林溶磷菌的初步鉴定、溶磷能力 
测定及其优化培养 

陈  俊 1,2  陆俊锟 1  康丽华 1*  杨振德 2 
(1. 中国林业科学研究院热带林业研究所  广东 广州  510520) 

(2. 广西大学林学院  广西 南宁  530004) 

 
 

摘  要: 对分离来自华南红树林的溶磷菌进行 16S rDNA 或 ITS 等基因水平上的初步鉴定, 测定

其溶解无机磷的能力, 并对溶磷菌的生长培养基条件进行优化。结果表明, 溶磷真菌的溶磷效果

明显强于溶磷细菌, 且溶磷真菌的溶解无机磷能力与培养液的 pH 呈极显著负相关, 而溶磷细菌

的溶磷能力与 pH 没显著相关关系。单因素实验表明, 对供试菌株生长的合适碳源为麦芽糖, 氮

源为尿素。通过正交实验得到的优化培养基为麦芽糖 5 g/L、尿素 0.05 g/L、NaCl 5 g/L、pH 5, 在
30°C 下培养 48 h 菌落总数可达 6.06×109 CFU/mL。 
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Abstract: The genetic indentification of 16S rDNA or ITS, capability of phosphate-solubilization and pH of 
medium, and optimization of medium of some microorganism isolated from mangrove were investigated in 
this study. The result showed that the fungi normally had much higher capacity to dissolve the inorganic 
phosphate than the bacteria, the capacity of the fungi was closely correlated to the pH of medium, but the 
relationship was weak for the bacteria. It was illustrated by single factor experiments that the optimal carbon 
and nitrogen sources were maltose and urea respectively. The orthogonal design was employed in testing the 
optimum composition of medium composed of 5 g/L maltose, 0.05 g/L urea, 5 g/L NaCl, pH 5. In this opti-
mal medium, the effectively enrichment of bacteria could reach up to 6.06×109 CFU/mL under 30°C for 48 
hours cultivation. 
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磷是植物营养中的三大要素之一, 又是植物体
内有机化合物的重要组成成分, 对其生长发育都起
着不可忽视的作用。土壤中的磷素主要以磷灰石、

磷酸钙和有机磷的形式存在, 植物难以吸收利用[1]。

红树林具有独特的生态地位和宝贵的生物资源, 但
红树植物周期性生长在海水中, 间隙水富含阳离子, 
磷酸盐通常沉淀在底泥中, 导致大量的磷元素不能
被红树植物所利用 [2], 开发利用这些磷元素 , 对红
树林的保护与发展具有重要的意义。 

土壤与植物根际中存在着大量的溶磷菌, 包括
细菌、放线菌和真菌[3]。溶磷菌的研究也一直受到

植物学、微生物学以及农学等不同领域专家的重视, 
并进行了大量的溶磷菌接种研究[4,5], 提高土壤难溶
磷的有效性和磷肥的利用效率, 促进植物生长都具
有重要意义。由于不同种类的溶磷菌或同种不同菌

株之间的溶磷能力都有明显的差异, 所以筛选出具
有高效溶磷能力的菌株显得尤为重要。本文对筛选

自华南地区的红树林溶磷菌进行溶解无机磷能力的

测定, 并对溶磷菌的培养条件进行优化, 旨在为红
树林菌肥的生产提供高效以及稳定的菌株。 

1  材料与方法 

1.1  菌种来源与鉴定 
供试菌株是本实验室从红树植物根际中分离出

来的, 细菌分别为 SZ009、SZ7-2、HN007、FJ002、
HN012、HN1-3和 HN3-2; 真菌为 FJ019和 FJ022。 
1.1.1  溶磷细菌的总DNA提取及 16S rDNA基因扩

增 : 参照 Wen&Tsong 的快速提取法 [6]提取菌株

DNA。引物分别原核生物 16S rDNA的通用引物 F27: 
5′-AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG-3′和 R1492: 
5′-TAC GGT TAC CTT GTT ACG T-3′。扩增条件为
95°C 5 min; 95°C 1 min, 56.7°C 50 s, 72°C 1 min, 32 
个循环; 72°C 10 min。16S rDNA PCR产物全序列由
上海生工生物公司测定。 
1.1.2  溶磷真菌的总 DNA 提取及 ITS 基因扩增: 刮
取少量培养 24 h的菌丝体, 转至液氮中研磨, DNA
的抽提采用改进的 CTAB法[7]。ITS区域扩增选择真
核生物 ITS通用引物 ITS1: 5′-TCC GTA GGT GAA 
CCT GC GC-3′和 ITS4 : 5′-TCC TCC GC TTA TTGA 
TA TGC-3′。PCR反应条件为 95°C 5 min; 94°C 45 s, 
55°C 45 s, 72°C 45 s, 30个循环; 72°C 10 min。PCR
产物经试剂盒纯化后送至上海生工生物工程公司  

测序。 

1.2  溶磷能力的测定 
1.2.1  溶磷菌溶磷能力的定性测定: 将待测的菌株
先在 LB固体培养基[8]上活化, 然后用灭菌牙签点接
种菌株至固体改良 SRSM 培养基[9]上。每菌株在一

个皿上接 4个重复。在 28°C培养箱中培养 5 d后观
察菌株透明圈的大小。 
1.2.2  溶磷菌溶磷能力的定量测定: 将不加磷的改
良 SRSM液体培养基 100 mL分装在 250 mL三角瓶
中, 灭菌后精确加入 0.5 g 灭菌 Ca3(PO4)2粉, 加入  
1 mL已培养 24 h的菌液, 28°C~30°C, 120 r/min摇床
培养, 分别在 48 h、72 h、96 h及 120 h测定菌株溶
解无机磷能力。测定方法为混匀菌株培养液, 吸取 
1 mL, 10000 r/min离心 10 min, 取上清液进行钼锑
抗比色法 [10]测定其溶磷量 ,同时测定培养液的 pH
值。每菌株试验重复 3次。 

1.3  培养基优化实验 
1.3.1  碳源和氮源的筛选: 选取代表菌株进行培养
基优化实验。在原有改良 SRSM液体培养基的基础
上首先对碳源(葡萄糖、蔗糖、可溶性淀粉、麦芽糖)
和氮源[(NH4)2SO4、KNO3、Urea、NH4NO3]进行筛选。
菌株在 LB液体培养基活化 24 h后, 按 1%接种量接
种于各碳源、氮源培养基, 于 30°C、130 r/min 条件
下培养 48 h后, 在波长 600 nm下测定光密度(OD)。 
1.3.2  培养基组成的优化: 确定最好的碳源和氮源
后, 以 HN3-2 为供试菌株, 设计了麦芽糖(0.5 g/L,  
5 g/L, 15 g/L), 尿素(0.05 g/L, 0.5 g/L, 2 g/L), NaCl 
(5 g/L, 20 g/L, 50 g/L), pH (5, 7, 9)的四因素三水平
的正交实验对培养基进行优化。选用 L9(34)正交组
合进行实验, 其因素水平见表 5。 

各培养基都经 1×105 Pa灭菌 20 min, 测定光密
度方法同 1.3.1。 

1.4  优化培养基与基础培养基对溶磷菌生长情况

的比较 
选取正交实验结果的最优培养基配方与改良

SRSM液体培养基配方在同条件下培养, 48 h后测定

菌液 OD 值并稀释菌液到 10−7涂于相应的培养基平

板上, 菌落计数采用 Shineso全自动菌落计数仪。 

2  结果与分析 

2.1  菌种鉴定 
16S rDNA由于其高度保守性广泛应用于细菌的
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鉴定, 随着分子技术的发展, 越来越多的细菌 16S 
rDNA 序列被测定并收录在 GenBank, 为菌种的鉴定
提供了快捷、方便的平台。本实验室保存的 7株细菌, 
经 16S rDNA 扩增、测序, 经 Blast 比对, 各菌株与
GenBank 中的比对菌株具有高的相似性水平, 具体
见表 1。其中, Bacillus megaterium目前已成为工业
应用并取得较好田间试验的溶磷菌之一 [11,12], 而
Vibrio sp.[13]与 Enterobacter sp.[14]等溶磷细菌也有研

究报道。 
另外两株真菌利用 ITS基因进行分析鉴定。ITS

是介于 18S rDNA、5.8S rDNA和 28S rDNA之间的
区域, 该区域进化速度较编码区快, 在种内不同菌株
间高度保守, 而在真菌的种间存在着丰富的变化, 近
年来广泛应用于真菌的系统发育、分类鉴定和分子检

测。通过 Blast 结果表明, 两株真菌均为 Penicillium 
spp., 而从以往的研究发现, Penicillium spp.[15]具有

较强的溶磷能力。 

2.2  溶磷菌溶磷能力的定性测定 
9株溶磷菌在培养 120 h后产生溶磷圈直径的结

果见表 2。各菌株在固体培养基上产生了不同程度
大小的溶磷圈, 溶磷圈是指在微生物溶磷机理的作
用下使无机磷固体培养基中的难溶性磷酸盐溶解 , 
而在菌落周围形成一定的透明圈。产生溶磷圈的大

小 , 大致可说明此溶磷菌分解无机磷能力的强弱 , 
从而可初步判断溶磷菌溶磷能力[16]。结果所示, 各
溶磷菌所产生的溶磷圈的直径从 11 mm~34 mm, 表
现出溶磷菌具有不同程度的溶磷能力, 其中 SZ009
所产生的溶磷圈最大, 达 34 mm。 

 
表 1  溶磷菌的 16S rDNA 及 ITS 基因的鉴定结果 

Table 1  Identification of 16S rDNA and ITS gene 

菌株 
Strain 

宿主植物 
Host plant 

GenBank数据库中最接近的亲缘关系 
Closest relatives in GenBank database 

相似性 
Similarity(%)

登录号 
GenBank accession number 

HN3-2 秋茄 Kandelia candel Allomonas enterica 99 EU077543 

HN1-3 木榄 Bruguiera gymnoihiza Paenibacillus ginsengagri 98 EU596538 

HN007 B. gymnorrhiza Bacillus megaterium 99 EU256402 

HN012 K. candel Vibrio sp. 99 EU077545 

SZ7-2 K. candel Klebsiella sp. 99 EU256398 

SZ009 K. candel Enterobacter intermedius 98 EU596536 

FJ002 B. gymnorrhiza Bacillus megaterium 99 EU256391 

FJ019 B. gymnorrhiza Penicillium spp. 99 − 

FJ022 K. candel Penicillium spp. 99 − 

 
表 2  溶磷菌的溶磷能力 

Table 2  Solubilization of insoluble phosphates by mircoorganism 

48 h 72 h 96 h 120 h 

菌株 
Strain 

溶磷圈 
Halo 
(mm) pH

溶磷量 
Phosphate 

solubilization 
capacity 
(μg/mL) 

pH 

溶磷量 
Phosphate 

solubilization 
capacity 
(μg/mL) 

pH 

溶磷量 
Phosphate 

solubilization 
capacity 
(μg/mL) 

pH 

溶磷量 
Phosphate solu-

bilization ca-
pacity 

(μg/mL) 

SZ7-2 13±1.15 fg 5.4 63.22±3.20 c 3.9 76.08±4.32 b 4.0 52.52±2.65 d 5.2 44.65±1.79 ef

SZ009 34±2.52 a 4.0 53.71±4.06 d 3.7 68.92±6.20 cd 4.0 45.90±5.62 e 3.9 38.00±2.84 g

HN1-3 16±0.58 de 6.7 53.2±2.45 d 4.8 68.07±2.35 bc 4.6 59.38±4.13 cd 4.5 52.88±2.21 e

HN3-2 18±1.00 bc 5.0 84.3±3.78 a 4.6 90.95±4.95 a 5.0 84.45±1.10 b 5.1 71.20±1.28 c

HN007 16±0.58 cd 5.1 70.55±1.91 b 5.5 68.13±0.68 bc 5.7 64.72±1.28 c 5.9 49.56±2.10 ef

HN012 15±2.08 ef 4.8 85.02±6.86 a 4.7 86.43±2.61 a 5.6 62.35±1.26 c 5.6 61.08±0.82 d

FJ002 11±1.53 g 6.8 50.22±2.69 d 5.6 56.67±0.95 d 5.8 57.66±1.89 cd 6.0 45.89±4.19 f

FJ019 19 ±0.58 b 8.1 3.23±0.97 f 6.7 7.75±1.11 f 3.5 79.62±1.83 b 3.1 96.73±0.97 b

FJ022 14±0.58 f 8.3 21.59±3.14 e 8.1 43.22±3.72 e 3.7 93.29±1.22 a 3.2 105.52±1.05 a

Note: Means in a column with the same letter are not significantly differ at the level of P=0.05. 
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图 1  供试溶磷菌产生的溶磷圈(120 h) 
Fig. 1  Halo of phosphate-solubilization microorganism in 
solid media (120 h) 

 

 

图 2  溶磷菌培养液中溶磷量与 pH的关系 
Fig. 2  The relationship between the medium pH and 
phosphate solubilization by microorganisms 
 
2.3  溶磷菌溶磷能力的定量测定 

供试菌株在接种 48 h后开始测定菌液中可溶性
磷含量及 pH, 然后每隔 24 h测一次。结果见表 2, 各
菌株均具有较强的溶磷能力, 而且供试真菌的溶磷
能力明显强于细菌。从 HN007和 FJ002两株 Bacillus 
megaterium 溶磷量的结果看出, 同一菌属的不同菌
株, 其溶磷能力也有较大的差异。 

9株菌株在溶磷量及对应的 pH值呈现出 3种动

态趋势: 1) 接种到第 2 天测量数据时, 溶磷量达到
了高峰, pH 值也为最低值, 随着接种时间的延长, 
pH 值逐渐升高 , 而溶磷量也随之下降 , 仅菌株
HN007具这种趋势; 2) 随着接种时间的延长, pH值
逐渐降低, 溶磷量逐渐升高, 到达一定时间后, pH
值又具升高的趋势 , 溶磷量也随之降低 , 除了
HN007外的其余细菌都呈此趋势; 3) 随着接种时间
的延长, pH 值先上升, 然后逐渐降低, 而溶磷量一
直上升, 真菌 FJ019和 FJ022均具此趋势。 

大多数研究者认为微生物溶解难溶性磷酸盐的

机理有两种, 一是在微生物代谢过程中产生的质子

与磷矿粉中的铁、铝、钙、镁等离子交换作用[17,18], 

二是由于有机酸类物质与这些离子结合 , 发生沉

淀、络合、螯合反应, 从而使磷酸根释放出来[19,20]。

从本研究中发现, 细菌的溶磷量与 pH 之间不存在

显著的相关性(r=−0.163, P>0.05), 而真菌的溶磷量

与 pH 之间存在极显著的负相关的关系(r=−0.908, 

P<0.01), 当培养液的酸度降到 pH 3.7时, 才有大量

的磷释放出来, 而溶磷量最高时培养液的 pH 仅为

3.1。 

2.4  溶磷菌的优化培养 
分别选用 10 g/L的葡萄糖、蔗糖、淀粉和麦芽

糖作为碳源, 溶磷菌生长 OD600 结果表明(见表 3), 

麦芽糖是溶磷菌生长最适合的碳源。以 0.5 g/L的硫 
 

表 3  不同碳源对溶磷菌菌体密度的影响 
Table 3  Effect of different carbon sources 

on cell density 
碳源 

Carbon source 
(10 g/L) 

OD600 
(HN3-2) 

OD600 
(HN012) 

Starch 0.144 0.011 

Sucrose 0.290 0.232 

Glucose 0.334 0.277 

Maltose 0.410 0.352 

 
表 4  不同氮源对溶磷菌生长的影响 

Table 4  Effect of different nitrogen sources 
on cell density 

碳源 
Nitrogen source 

(0.5 g/L) 

OD600 
(HN3-2) 

OD600 
(HN012) 

(NH4)2SO4 0.159 0.014 

KNO3 0.015 0.014 

Urea 0.497 0.505 

NH4NO3 0.029 0.302 
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酸铵、硝酸铵、硝酸钾和尿素作为氮源供溶磷菌生

长。表 4可知尿素最适合溶磷菌的生长。 
从表 6 的 K值和极差 R大小可知, 影响供试菌

株生长的主次顺序为 C>B>D>A, 即 N 源>pH 值
>NaCl>C 源 , 各因素对其培养的影响都为极显著
(P<0.01), 其中尿素表现为影响溶磷菌生长的主要
因素, 其次是 pH。 
 

表 5  正交实验因素水平 
Table 5  Factors and levels employed in orthogonal test

因素 
Factor 水平 

Level A  
Maltose (g/L) 

B 
pH 

C 
Urea (g/L) 

D 
NaCl (g/L)

1 0.5 5 0.05 5 

2 5 7 0.5 20 

3 15 9 2 50 
 

表 6  L9(34)正交实验结果 
Table 6  Results of the orthogonal test 

序号 
No. 

A 
Maltose 

B 
pH 

C 
Urea 

D 
NaCl OD600

1 1 1 3 2 0.025

2 2 1 1 1 0.773

3 3 1 2 3 0.238

4 1 2 2 1 0.097

5 2 2 3 3 0.003

6 3 2 1 2 0.022

7 1 3 1 3 0.407

8 2 3 2 2 0.025

9 3 3 3 1 0.002

K1 0.177 0.345 0.401 0.291  

K2 0.267 0.041 0.120 0.024  

K3 0.087 0.145 0.010 0.216  

R 0.18 0.304 0.391 0.267  
最优水平 
The best 

prescription 
2 1 1 1  

主次顺序 
Interrelation 

C**>B>**>D**>A** 

 
表 7  正交结果方差分析 

Table 7  Variance analysis of the orthogonal test 

方差来源 
Source 

平方和 
Sum of 
squares 

自由度
df 

方差估

计值 
ms 

F 显著性
Sig 

A (Mal-
tose) 0.145 2 0.073 11.86 ** 

B (pH) 0.432 2 0.216 35.34 ** 

C (Urea) 0.730 2 0.365 59.69 ** 

D (NaCl) 0.340 2 0.170 27.84 ** 

综合正交实验结果与方差分析表明, 本实验对
供试菌株理论的最优培养基配方为 A2B1C1D1, 即麦
芽糖 5 g/L、尿素 0.05 g/L、NaCl 5 g/ L、pH 5。因
此, 该条件进行了补充实验, 对优化培养配方接种
活化第 2代供试菌株 HN3-2(1%接种量), 在 30°C下
培养 48 h 后, 菌落总数可达 6.06×109 CFU/mL, 比
LB 和原优化前培养液(改良 SRSM 液体培养基)的 
培养数均高 ,  后两者的菌落总数分别为 3 . 4 1 × 
109 CFU/mL 和 3.7×108 CFU/mL, 证明通过培养基
优化以及正交实验, 调整后的培养配方更有利于供
试菌株 HN3-2的生长。 

3  讨论 

红树林由于其特殊的生态环境, 具有丰富的微
生物资源供人类所探讨和利用。国内红树林溶磷菌

研究相对较少, 而主要集中在农作物根际溶磷菌的
研究。范丙全等 [21]发现分离自农田的 Penicillium  
spp. P8 在固体培养基上溶解 Ca3(PO4)2 的量达到 
301 mg/mL, 其溶解骨粉、FePO4、Ca3(PO4)2等能力

显著高于巨大芽孢杆菌 ATCC14581; 而赵小蓉等[22]

发现其分离自玉米根际的细菌对磷矿粉的最大溶磷

量仅为 26.09 mg/L, 而真菌的高达 285.26 mg/L。陆

俊锟等[23]发现部分红树林溶磷细菌在培养 48 h 后, 
培养液中可溶性磷含量为 21.68~86.89 μg/mL。本研

究分离出的溶磷菌中, 溶解 Ca3(PO4)2能力最强的细

菌 HN3-2 为(90.95±4.95) μg/mL, 而真菌 Penicillium 
spp. HN019 溶解能力达到(105.52±1.05) μg/mL, 与
其他学者发现真菌的溶磷量明显高于细菌的结果相

符[22,24]。 
有研究发现溶磷菌的溶磷量与培养液的 pH 存

在一定的相关性 [3], 认为溶磷菌通过分泌大量有机
酸 , 与金属离子结合 , 促使难溶的磷酸盐降解; 而
有些研究者却认为二者之间不存在显著的相关  
性 [21,25], 认为微生物分泌有机酸的种类比绝对数量
对溶解难溶性磷酸盐更为重要, 或溶磷菌分泌的一
些非有机酸物质也能溶解部分难溶性磷。本研究发

现, 虽然细菌的溶磷量与培养基 pH呈负相关, 但相
关性不显著, 而真菌与培养液 pH 存在极显著的相
关性, 这可能与真菌分泌的有机酸总量比细菌分泌
的大, 而且有研究也发现真菌所分泌的有机酸种类
比细菌的多[25]。同时, 在本实验过程中发现, 培养
120 h后, 细菌培养液中的 Ca3(PO4)2粉还沉淀在培养
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液下, 而真菌培养液中长满了菌丝球, 而 Ca3(PO4)2

粉已全部消失; 这种现象是由于 Ca3(PO4)2 粉被全 
部降解, 还是被菌丝球包被在体内, 有待今后深入
研究。 

红树林造林的成活率和保存率低, 一直是我国
进行红树林恢复和发展中存在的难题, 在恢复被破
坏的红树林区或人工营造红树林时, 接种 PGPR 来
促进红树植物幼苗的生长是提高其成活率的有效

方法之一, 有关 PGPR对红树植物的具体促生效应
本实验室有开展相应的研究 , 研究结果会另文发
表。本实验通过对培养基的优化确定溶磷菌的最适

培养基为: 麦芽糖 5 g/L、尿素 0.05 g/L、NaCl 5 g/ L、
pH 5, 在 30°C下培养 48 h后, 菌落总数可达 6.06× 
109 CFU/mL, 是原有改良 SRSM液体培养基培养菌
数的 10倍左右, 为将来的菌肥的制备与推广提供了
重要的理论依据。 
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