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摘  要：【目的】对一株来源于广西甘蔗根际土壤的高效解无机磷细菌 BS06 的分类和解磷能力

进行探讨，以期为解磷微生物在广西甘蔗生产上的开发和应用提供理论依据。【方法】通过形

态观察、生理生化测定及 16S rRNA 基因序列同源性分析，进一步结合种特异的 recA 基因序列

分析对解磷菌 BS06 进行分类鉴定；通过改变无机磷培养基中的碳源、氮源对菌株解磷能力的

影响，分析菌株的解磷特性；通过盆栽试验了解菌株对甘蔗品种粤糖 00236、桂糖 28 磷素吸收

的影响。【结果】分类鉴定结果表明菌株 BS06 属于洋葱伯克霍尔德菌(Burkholderia cepacia)；
菌株在以乳糖为碳源条件下具有较强的解磷能力，其发酵液中水溶性磷含量为 262.71 mg/L；
在以硝酸钠为氮源条件下有较强解磷能力，其发酵液中水溶性磷含量达到 305.85 mg/L；接种

BS06 菌株显著促进甘蔗组培苗的生长并提高甘蔗植株的含磷量。【结论】解磷细菌 BS06 具有

较大的开发利用潜力。 
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Abstract: [Objective] The purpose of the present study was to investigate the phosphate-solubilizing 
ability of a bacterial stain BS06, for developing and applying effectively phosphate-solubilizing microbes 
in sugarcane production in Guangxi. [Methods] 16S rRNA gene sequence homology comparison, recA 
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gene analysis as well as morphological, physiological and biochemical analyses were carried out to 
identify the bacterial strain BS06. The phosphate-solubilizing ability of BS06 was investigated under 
the conditions of changing the carbon and nitrogen source, separately in inorganic phosphate medium. 
[Results] The strain BS06 was identified as Burkholderia cepacia. The strain had high and efficient 
phosphate-solubilizing ability under the condition of carbon source with lactose and nitrogen source 
with sodium nitrate separately, and the concentration of water soluble phosphorus in fermentation 
solution was 262.71 mg/L and 305.85 mg/L, respectively. Compared with the uninoculated controls, 
BS06 significantly increased dry weights and phosphorus contents of micropropagated sugarcane 
seedlings. [Conclusion] The bacterial strain BS06 had high potential of exploitation. 

Keywords: Sugarcane, Phosphate-solubilizing bacteria, Identification, Phosphate-solubilizing ability 

磷素供给不足已成为农业增产的重要限制因

素。我国有 74%耕地土壤缺磷，主要是由于土壤磷
固定造成的，大部分磷肥施入土壤后很快被固定为

植物难以利用的形态，广西甘蔗主产区红黄壤土对

磷肥的固定尤为强烈。提高土壤中磷的利用率是解

决磷素缺乏的关键。 
解磷菌是一类能将植物难以吸收利用的磷转

化为植物可吸收利用磷的微生物。利用微生物的解

磷作用弥补土壤磷素营养不足是当前国内外的研

究热点。土壤微生物与土壤磷之间关系的研究始于

20 世纪初，50 年代开始对细菌解磷进行了更为深
入的研究，我国对解磷细菌的研究也在此时开展，

先后有人从东北黑土和灰化土中分离出解磷能力

很强的芽孢杆菌，中国科学院沈阳应用生态研究所

也从东北黑土中分离出一种极毛杆菌[1]。目前报道

的解磷细菌主要集中在芽孢杆菌属(Bacillus)、假单
胞菌属(Pseudomonas)、埃希氏菌属(Escherichia)、
欧文氏菌(Erwinia)、土壤杆菌属(Agrobacterium)、
沙雷氏菌属(Serratia)、黄杆菌属(Flavobacterium)、
肠 细 菌 属 (Enterbacter) 、 伯 克 霍 尔 德 菌 属
(Burkholderia)等[2-6]。大量研究表明，解磷微生物在

土壤磷循环相关的生物学系统担任着重要的角色，

它可以将难溶磷转化为植物可以吸收利用的可溶

性磷，提高磷肥利用率，尤其是在植物根际部分解

磷微生物还起到一定程度的促生作用[7-10]。 
作者在前期研究中从甘蔗的根际土壤中分离

筛选获得了一株高效无机磷降解细菌 BS06，该菌
株在 Pikovaskaia’s 培养基平板上的溶磷圈直径(D)
与菌落直径(d)比值(D/d)大于 2.8，显示出较强的解

磷能力。本文拟进一步探讨解磷细菌 BS06 的实际
解磷能力和解磷特性，同时通过菌株的形态特征、

生理生化、16S rRNA 基因序列以及种特异的 recA
基因序列分析，确定该菌株的分类地位，以期为解

磷微生物的开发和应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 
供试细菌菌株编号为 BS06，保存于广西农科

院微生物研究所。该菌株分离于广西甘蔗主产区的

甘蔗根际土壤，通过筛选和功能评价已证实具有较

好降解无机磷特性。 

1.2  培养基 
无机磷培养基(g/L)：葡萄糖 10.00，(NH4)2SO4 

0.50，NaCl 0.30，KCl 0.30，MgSO4·7H2O 0.30，
MnSO4·4H2O 0.03，FeSO4·7H2O 0.03，Ca3(PO4)2 5.00，
酵母粉 0.50，琼脂粉 10.00，加蒸馏水至 1 L，pH 7.0。 
不同碳源的无机磷液体培养基：分别以乳糖、

甘露醇、蔗糖替换无机磷液体培养基中的葡萄糖，

其它成分不变。 
不同氮源的无机磷液体培养基：分别以酵母

粉、硝酸铵、硝酸钠、硫酸铵替换无机磷液体培养

基中的氮源[(NH4)2SO4+酵母粉]，其它成分不变。 
LB 液体培养基(g/L)：蛋白胨 10，酵母粉 5，

氯化钠 5，加蒸馏水至 1 L，pH 7.0。 
NA培养基(g/L)：牛肉浸膏 3，酵母粉 1，蛋白

胨 5，蔗糖 10，琼脂粉 10，加蒸馏水至 1 L，pH 7.0。 

1.3  菌株 BS06 解磷能力的测定 
1.3.1  种子液的制备：将实验室保藏的菌株 BS06
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移接至新鲜牛肉膏蛋白胨无菌斜面，置 28 °C活化培
养 16 h；接种于 LB液体培养基中 28 °C、120 r/min
培养 24 h，调整菌体浓度至 OD600值为 1.0左右，
制得种子液。 
1.3.2  液体培养：准备含不同 C源、N源的无机磷
培养基，将 25 mL培养基装入 75 mL的三角瓶中，
将种子液按 1%的量接入无机磷液体培养基中，于
28 °C、120 r/min培养 5 d，每处理设 3个重复，对
照不接菌。 
1.3.3  菌株解磷能力测定：采用磷钼蓝比色法测定

发酵液中的磷含量，具体方法参照文献[11]。 

1.4  菌株对甘蔗组培苗磷素吸收的影响 
供试甘蔗品种：粤糖 00236，桂糖 28。 
盆栽土壤：菜地表层土与未耕作红壤土以 1:1

比例混合，盆钵为蓝色塑料桶(桶高 29 cm，上沿直
径 33 cm，底面直径 27 cm)，底部穿孔，每桶装 10 kg

晒干后充分混匀的土壤。 
盆栽土壤的基本养分状况：全氮 0.179%，全磷

0.236%，全钾 1.115%，速效磷 107.88 g/mg，有机

质 35.83 g/kg，pH 6.44。 
将供试菌株活化后在 LB 液体培养基上培养过

夜，离心(6 000 r/min，15 min)收集菌体，用无菌水
悬浮离心清洗 2 次后稀释到每毫升(1–2)×108 个细

胞。将炼苗后生长一致的甘蔗组培苗移栽到装有栽

培基质土的塑料桶中，每桶 3株甘蔗苗，每桶浇入
上述供试菌株 BS06的菌悬液 300 mL。15 d后再以
300 mL同样浓度的菌悬液灌根接种，空白对照接种
等量无菌水。每个处理设 3个重复。对甘蔗整个管
理过程中没有施肥，只浇水。甘蔗移栽 120 d后收
获，分地上部分(茎叶)和地下部分(根系)收取，根系
用水冲洗干净，105 °C杀青 30 min，70 °C烘干至
恒重，另外采用 H2SO4-H2O2消煮，钒钼黄比色法，

测定植株根、茎、叶的全磷含量，具体方法参考《土

壤农业化学分析方法》[12]。 

1.5  菌株 BS06 的分类鉴定 
1.5.1  形态学鉴定：将菌株在 LB平板上培养 48 h，
观察菌落生长特征，并作记录；参照文献[13]进行

革兰氏染色；利用电子显微镜观察菌体形态、大小

和鞭毛，拍照记录。 
1.5.2  生理生化鉴定：生理生化实验按照常见细菌

系统鉴定手册方法进行[14]。 
1.5.3  菌株的 16S rRNA 基因序列分析：菌株活化

培养后，利用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取基
因组 DNA。16S rRNA基因扩增引物为 27F (5′-AGA 
GTTTGATCATGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGG 
TTACCTTGTTACGACTT-3′)。50 μL PCR反应体系
为：DNA模板 2.5 μL，引物(10 μmol/L)各 1.5 μL，
dNTP mixture (2.5 μmol/L) 25.0 μL， ddH2O    
19.5 μL。反应条件：94 °C 3 min；94°C 1 min，
52 °C 1 min，72 °C 1.0 min，32个循环；72 °C 10 min。
PCR扩增产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。扩增
产物经纯化后，送上海生工生物工程技术服务有

限公司进行 PCR 产物的直接测序，测序结果用
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 网页上的 BLAST
程序进行同源性比较，并用软件MEGA 4.0[15]构建

系统发育树。 
1.5.4  基于 recA基因的PCR扩增和序列分析：recA
基因扩增引物为 BCR1 (5′-TGACCGCCGAGA 
AGAGCAA-3′)和BCR2 (5′-CTCTTCTTCGTCCATC 
GCCTC-3′)。PCR反应体系同 1.5.3，扩增反应条件：
94 °C 3 min；94 °C 55 s，58 °C 50 s，72 °C 1.2 min，
35个循环；72 °C 10 min。PCR产物的检测、序列
测定与分析同 1.5.3。 

1.6  统计分析 
用Excel 2003和DPS 9.50数据统计分析软件进

行分析，采用 Duncan’s新复极差法进行比较。 

2  结果与分析 

2.1  BS06 菌株的解磷能力 
研究结果表明，BS06 在常用无机磷液体培养

基上培养 5 d，发酵液中水溶性磷含量最高可达到
305.85 mg/L，显示出较强的无机磷降解能力。 
为明确碳、氮源对 BS06菌株解磷能力的影响，

分别测定了 4种不同碳源和 4种不同氮源条件下菌
株的解磷效果，结果表明：BS06 可利用所有供试
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碳、氮源，但对不同碳、氮源条件下菌株的解磷能

力存在显著差异(图 1)。不同碳源条件下 BS06的解
磷强度从高到低依次为乳糖、葡萄糖、蔗糖、甘露 

醇；在 4种不同氮源条件下，菌株在以硝酸钠为氮
源的条件下解磷能力最强，接种后培养 5 d，发酵
液的可溶性磷含量达到 305.85 mg/L。 

2.2  BS06 菌株对甘蔗磷素吸收的影响 
接种 BS06 能显著促进甘蔗品种粤糖 00236 和

桂糖 28的生长，各处理的株高、干重均高于对照；
此外，接菌处理的甘蔗植株的叶、茎、根的全磷含

量以及植株的总磷累积量与对照相比均达差异显

著水平(表 1)。BS06对两个不同甘蔗品种的促生长
作用存在一定差异，其中对粤糖 00236的促进作用
更为明显，其处理植株的茎含磷量比对照提高

96.25%。该研究结果表明 BS06 菌株对甘蔗具有较

好的促生长作用。 

2.3  菌株 BS06 的形态学鉴定 
菌株 BS06 革兰氏染色为阴性，菌体呈杆状，

长 1.47–2.45 μm，宽 0.89–1.06 μm，链状排列，鞭
毛单极生或周生，有菌毛。在 NA平板上 28 °C培
养 2 d，菌落淡黄色，直径 2.5 mm左右，圆形，表
面光滑，平凸，边缘整齐，无粘性，没有可溶性色

素产生，有臭味(图 2)。 

2.4  生理生化特征 
菌株 BS06 的生理生化特征见表 2，参考《常

见细菌系统鉴定手册》，菌株与伯克霍尔德氏菌

Burkholderia cepacia非常相似。 

2.5  16S rRNA 基因序列分析及其系统发育树的

构建 
以 27F 和 1492R 为引物，对菌株 BS06 的基因 

 

   
 

图 1  不同碳、氮源对菌株 BS06 溶磷能力的影响 
Figure 1  Effect of different carbon and nitrogen sources on phosphate solubilization of BS06 

注：不同字母表示处理间差异在 0.05，0.01水平上差异显著，下同. 
Note: Different letters mean significant difference at 0.05 and 0.01 level. The same below. 

 
表 1  BS06 接种对甘蔗生长和植株磷素含量的影响 

Table 1  Inoculation effects of BS06 on micropropagated sugarcane seedlings 

处理 
Treatment 

叶全磷含量

Total P content 
in leaf (g/kg)

茎全磷含量 
Total P content 
in stalk (g/kg) 

根全磷含量 
Total P content 
in root (g/kg)

株高 
Seedling height 

(cm) 

干重 
Dry weight  

(g) 

全株总磷积累量 
Total P content in whole 

plant (g) 
粤糖 00236 
Yuetang 00236 

1.025 7 Aa 2.706 1 Aa 0.684 4 Aa 116.00±4.79 Aa 27.20±0.69 Aa 0.032 49 Aa 

粤糖 00236CK 
Yuetang 00236 

0.841 7 Bb 1.378 9 Bb 0.614 8 Bb 101.54±1.94 Bb 22.83±1.62 Ab 0.020 00 Bb 

桂糖 28 
Guitang 28 

0.885 7 Aa 1.865 2 Aa 0.573 8 Aa 111.85±7.28 Aa 25.24±0.99 Aa 0.024 10 Aa 

桂糖 28CK 
Guitang 28 CK 

0.723 8 Bb 1.730 4 Bb 0.551 4 Ab 96.24±2.18 Ab 20.41±1.05 Bb 0.016 20 Bb 
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图 2  菌株 BS06 的形态特征 
Figure 2  Morphological characteristics of BS06 

注：A：单菌落；B：菌体. 尺标=2 μm. 
Note: A: Single colonies; B: A bacterial cell. Scale bar=2 μm. 
 

表 2  生理生化试验结果 
Table 2  Physiological and biochemical characteristics 

Test item BS06 B. cepacia Test item BS06 B. cepacia 

反硝化 Denitrification − − V-P test − − 

氧化酶 Oxidase − V 硫化氢 H2S production − − 

过氧化氢酶 Catalase + + 麦芽糖 Maltose − − 

精氨酸双水解酶 
Arginine dihydrolase 

− − 鼠李糖 Rhamnose − V 

明胶水解 Gelatin hydrolysis − V D-酒石酸盐 D-tartaric acid + + 

淀粉水解 Starch hydrolysis − − 柠檬酸盐 Citrate + + 

注：+：阳性或能够利用；−：阴性或不能利用；V：阳性或阴性，不同菌株存在差异. 
Note: +: Positive (growth or reaction); −: Negative (no growth or no reaction): V: Positive or negative, varied with different strains.  
 
组进行 PCR扩增，得到约 1 400 bp的 16S rRNA基
因片段。采用 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi网
页上的 BLAST程序进行比较分析，发现菌株与多株
伯克霍尔德氏菌株(登录号分别为：NR074686、
JX174229 等)的相似性为 99%。菌株 BS06 的 16S 
rRNA 基因的序列已在 GenBank 登录，登录号为
KM081704。利用软件MEGA 4.0，以部分Burkholderia 
sp.属菌株为基础构建 16S rRNA基因进化树(图 3)，
结果显示 BS06 菌株与菌株登录号为 NR074686 的
Burkholderia cenocepacia有最大相似性。表明菌株与
伯克霍尔德氏菌具有较高的遗传相似性，与生理生化

分析结果相符。 

2.6  菌株的 recA 基因扩增和序列分析结果 
利用 recA基因 Bcc引物(BCR1/BCR2)对 BS06

菌株进行 PCR扩增，获得了一条约 1 000 bp的清晰

条带。序列测定与分析结果显示该菌株的 recA基因

与GenBank中洋葱伯克霍尔德氏菌(B. cepacia)的相

似性最高，进一步确定该菌株为 B. cepacia。 

3  结论与讨论 

解磷微生物在土壤中磷循环相关的生物学系

统中担任着重要的角色，它可以将难溶磷素转化为

可溶性磷，提高磷肥利用率。解磷微生物广泛分布

于土壤、水体和植物体内，但是，在自然条件下，

这些解磷微生物的数量不足以与植物微生态系统

中其他微生物竞争，难以发挥其活性，仅仅依靠自

然条件的作用不足以释放满足植物生长发育所需

的磷素。因此，人们便设想从自然条件下或生物 
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图 3  基于 16S rRNA 基因序列同源性的 BS06 菌株系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence homology of strain BS06 

注：括号中为相关细菌的 GenBank的登录号; 分支位置中的数字表示 Bootstrap支持率; 尺标表示每个核苷酸位点上的 0.02替换值.  
Note: The numbers in parentheses represent the sequence accession numbers in GenBank. The numbers in each branch points denote the 
percentages supported by bootstrap. The scale bar represents 0.02 substitutions per nucleotide position. 
 
体内筛选解磷菌株，制成菌剂后回接到土壤中以

转化足够的有效磷[16-17]。本研究通过无机磷平板

从甘蔗根际分离筛选获得了一株高效解无机磷

细菌菌株 BS06，磷钼蓝比色法测定结果表明该菌
株对难溶性磷酸盐 Ca3(PO4)2 具有较好的解磷效

果；结合菌体形态特征、生理生化、16S rRNA基
因以及 recA基因序列分析等多种研究方法，最终
将菌株 BS06 的分类地位明确为为洋葱伯克霍尔    
德菌(B. cepacia)。 
关于植物根际解磷细菌的种类及其解磷作用

已有许多相关报道，其中不乏具有较好解磷效果的

Burkholderia sp.细菌，如 Oliveira 等[18]从玉米根际

分离得到 45 株解磷微生物中以 Burkholderia sp.细
菌对磷酸钙的溶解能力最强。但是，不同种类的解

磷菌或不同菌株之间的解磷能力有较大差异，如戴

沈艳等[6]获得的伯克霍尔德菌属菌株 T4 溶解磷矿
粉的能力为 193.1 mg/L，陶涛等[19]筛选的 4株解无
机磷菌株其解磷量为 102.77–174.08 mg/L，而本研
究的BS06菌株可以使培养液中可溶性磷含量达到
305.848 3 mg/L。大量研究表明，不同种类或不同

来源的解磷细菌其稳定性、生命力、适应性等存在

较大的差异，同一株解磷细菌在利用不同的碳氮源

时表现的解磷能力并不一致[20-21]，本研究的菌株

BS06 在不同碳氮源条件下也表现出解磷能力差异
较大的结果。这些研究结果说明解磷细菌的解磷能

力与其所处环境有较大关系，筛选解磷量高、生命

力强、适应广的解磷菌依然是解磷细菌应用的核心

工作。 
近年来，利用解磷细菌促进作物生长有许多成

功的研究报道。朱培淼等[22]研究表明解磷细菌 K3、
K9 对玉米有良好的促生长作用，接菌处理植株的
茎粗、株高和鲜重分别较 CK增加 21.1%、25.0%和
60.0%；王婧[23]利用桔黄假单胞菌 JD37接种番茄，
处理组与对照组相比其平均根长、平均苗高、平均

鲜重和平均干重均有显著的提高；李娜等[24]施用解

磷混合菌肥，可以增加油菜土壤有效磷和磷酸酶活

性及油菜品质，与单施有机肥相比，土壤有效磷含

量、酸碱磷酸酶活性、油菜干重、鲜重、吸磷量显

著增加，分别提高15.44%、10.49%、14.25%、34.45%、
27.80%、67.18%；戴沈艳等[6]利用菌株 T4 制成微
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生物菌肥施用于水稻田，可减施 30%磷肥而不致水
稻减产。广西是我国主要甘蔗主产区，甘蔗和蔗糖

产量占全国 60%以上。但是，甘蔗主产区的土壤主
要为红黄壤土，对磷素固定能力较强，因此其供磷

能力普遍比较差，大部分磷肥施入土壤后很快被固

定为植物难以利用的形态。因此，挖掘和利用甘蔗

解磷微生物资源具有重要意义。本研究探讨了 BS06
菌株接种对甘蔗生长的影响，盆栽试验结果表明接

种该菌株能够显著提高供试甘蔗的株高和干重，促

进甘蔗对磷素的吸收，接种处理植株的磷素累积量

比对照增加 90%以上，显示出良好的应用前景。 
在筛选高效解磷细菌时，根据平板观察细菌

生长和菌落特征以及液体培养细菌解磷量筛选高

效解磷细菌是不够的，这是因为细菌液体培养解

磷量特别是水溶磷呈动态变化，不同细菌其变化

规律不同。目前，测定微生物的解磷能力一般有 3
种方法：(1) 将解磷菌株在含有难溶性磷酸盐的固
体培养基上培养，测定菌落周围产生的透明圈的

大小；(2) 进行液体培养，测定培养液中可溶性磷
的含量；(3) 进行土壤培养，测定土壤有效磷的含
量[25-26]。本研究主要利用前两种方法对菌株 BS06
的解磷能力进行探讨，同时利用盆栽试验证明菌株

能较好地促进甘蔗植株的生长和磷素的吸收。但

是，由于本研究盆栽所用塑料桶底部有穿孔，在甘

蔗的日常栽培管理过程中，可能发生土壤磷素随着

水流流失的情况，因此无法通过分析接种后土壤有

效磷素含量的变化证明菌株的解磷能力。在进一步

的研究中，作者将进一步采用土壤培养法验证 BS06
菌株在土壤中的解磷作用；同时，作者将分析不同

土壤类型以及主要土壤因子(如氮、磷、钾、有机质
含量等)对 BS06解磷效果的影响，并就该菌株对甘
蔗生长的实际促生长效果及其生态安全性进行进

一步的评价。 
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