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　 　 摘要：　 为开发高效解磷微生物菌肥，提高磷肥利用效率，从磷矿土壤中筛选出 １ 株高效解磷菌，经 １６Ｓ ｒＤＮＡ
鉴定为枯草芽孢杆菌，命名为 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１，通过钼锑抗比色法对其解磷能力进行定量分析，并通过 ＧＣ⁃ＭＳ
定性分析其代谢产物中的有机酸成分。 将该解磷菌制备成菌剂施用于土壤和盆栽小麦，对土壤中有效磷含量、可
培养微生物数量和微生物群落多样性进行了分析，同时测定了小麦的基本生长指标及对磷肥的利用效率。 结果表

明，Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ 在难溶磷培养基中的解磷率高达 ３８􀆰 ６９％，具有分泌苹果酸、延胡索酸、琥珀酸、柠檬酸等溶磷有

机酸的特性。 施入土壤后可有效提高土壤中可溶磷含量和可培养微生物的数量，明显提高土壤微生物群落结构的

多样性。 此外，菌株 ＪＴ⁃１ 还提高了磷肥的利用率 １０􀆰 ７９ 个百分点，促进小麦增产 １２􀆰 ３１％。 因此，筛选到的解磷菌

Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ 具有较高的理论研究意义和应用价值。
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　 　 磷是植物生长发育不可缺少的大量元素之一，对
促进植物的生长发育和新陈代谢起着重要的作用［１］。
中国 ７４％的耕地土壤缺磷，其含量低于 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 的耕

地占 总 耕 地 面 积 的 ５６􀆰 １７％， ５ ～ １０ ｍｇ ／ ｋｇ 的 占

３０􀆰 ５５％，高于 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 的仅为 １３􀆰 ９７％［２］。 在农业

生产中磷素化肥施用是必须的，但是磷肥利用率却很

低，磷肥的当季利用率一般只有 １０％～２０％，施入的磷

肥大部分被土壤中的钙、铁、铝等固定，不能被植物吸

收利用。 此外化肥的长期使用会造成土壤板结、土壤

保水力下降、土地退化等不良后果［３］。
解磷微生物能够将植物难以吸收利用的磷转化

为可吸收利用的形态［１，４］。 磷矿区土壤中解磷微生

物数量和种群丰度普遍较高［５］。 目前，解磷菌对难

溶无机磷酸盐的解磷机制一般认为是由于菌体生长

过程中产生各种有机酸，而将其中的磷溶解释放出

来，即酸解作用［６⁃７］。 大量研究结果表明，解磷微生

物在缺磷环境中会产生一定量的有机酸，使环境 ｐＨ
值降低，也可以与铝、铁、钙等离子结合，从而达到溶

磷的目的［８］。 Ｓｐｅｒｂｅｒ［９］研究结果表明，解磷细菌产

生的有机酸主要有乳酸、羟基乙酸、延胡索酸、琥珀

酸等。
在农业生产上，解磷菌的主要应用有制作解磷

微生物肥料，控制农业面源污染，改善土壤酸化。 将

含有解磷细菌的生物肥料施入土壤，解磷细菌的生

长代谢可以在植物根际形成一个磷素供应较充分的

微区，从而使植物获得较充足的磷营养以促进生长

发育［３］，同时还可以减少磷肥的施入，保护生态环

境［８］。 因此，土壤解磷微生物的研究具有良好的发

展前景和应用意义。
本研究从磷矿地区土壤中筛选解磷菌，分析其解

磷能力，研究其解磷机理，并将筛选到的解磷菌制备

成菌剂施用于土壤，测定土壤中微生物群落结构及有

效磷的变化以评估解磷菌对土壤环境的影响，并通过

小麦盆栽试验评估解磷菌菌剂对小麦生长的影响。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株、作物品种及培养基

菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ １６８ 由南京工业大学食品

与轻工学院实验室保存。 供试小麦品种为宁麦 １３。

解磷菌筛选培养基：葡萄糖 １０􀆰 ０ ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４

０．５ ｇ，ＮａＣｌ ０􀆰 ３ ｇ，ＫＣｌ ０􀆰 ３ ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ３ ｇ，
Ｃａ３（ＰＯ４）２ ５􀆰 ０ ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ３０ ｍｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ
３０ ｍｇ，蒸馏水１ ０００ ｍｌ，ｐＨ ７􀆰 ０～７􀆰 ５。

种子培养基：牛肉膏 ３􀆰 ０ ｇ，蛋白胨 １０􀆰 ０ ｇ，ＮａＣｌ
５􀆰 ０ ｇ，水１ ０００ ｍｌ。

发酵培养基：葡萄糖 １０􀆰 ０ ｇ，（ＮＨ４） ２ＳＯ４ ０􀆰 ５ ｇ，
ＮａＣｌ ０􀆰 ３ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ １􀆰 ０ ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ ３０ ｍｇ，水
１ ０００ ｍｌ，ｐＨ ７􀆰 ０。
１􀆰 ２　 解磷菌的筛选

于湖北省宜昌杉树垭磷矿地区进行土壤取样。
称取 １ ｇ 研磨后的土样，加入 １０ ｍｌ 无菌水振荡 １５
ｍｉｎ，取 １ ｍｌ 土壤悬液放入灭菌的试管中，用无菌水

梯度稀释 １×１０１、１×１０２、１×１０３、１×１０４、１×１０５倍［１０］。
分别取上述土壤稀释液 ０􀆰 ５ ｍｌ，均匀涂布到解磷菌

筛选培养基平板上。 将平板置于 ３０ ℃恒温培养 ９６
ｈ 后，挑取平板上溶磷圈较大的菌落，将其接种到解

磷菌筛选培养基中，３０ ℃恒温振荡培养 ９６ ｈ 后，用
钼锑抗比色法［１１］测定培养液中的可溶磷含量，并选

取解磷效果最佳的菌株作为后续试验研究对象。
１􀆰 ３　 菌株的鉴定

参照 ＴＩＡＮａｍｐ Ｂａｃｔｅｒｉａ ＤＮＡ Ｋｉｔ 细菌基因组

ＤＮＡ 提取试剂盒（离心柱型）说明书提取菌株的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ，提取的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 由南京金斯瑞生物科技公司

进行测序。 将所测 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列导入ＧｅｎＢａｎｋ 数据

库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｇｅｎｂａｎｋ ／ ）中进行比

较，通过构建系统发育树，鉴定菌株。
１􀆰 ４　 解磷菌在难溶磷培养基中的生物量、ｐＨ 及解

磷量变化

　 　 将解磷菌株接种于种子培养基中，３０ ℃培养 １８
ｈ 后得到种子液。 按照 ２％的接种量在解磷菌筛选

培养基中接入种子液，然后 ３０ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 的条件

下振荡培养，每隔 １２ ｈ 取 １ 瓶培养液进行 ＯＤ 值

（６６０ ｎｍ）、ｐＨ 值和可溶性磷含量测定，连续测定 ９６
ｈ。 其中，测定 ＯＤ 值时将发酵液稀释 ２５ 倍；测定可

溶磷含量时，将发酵培养液 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０
ｍｉｎ，然后将上清液定容至 ５０ ｍｌ，按照钼锑抗比色法

测定上清液中可溶磷含量。
１􀆰 ５　 解磷菌培养液中有机酸的定性分析

将解磷菌株按照方法 １􀆰 ４ 接入解磷菌筛选培养
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基中，３０ ℃恒温振荡培养 ４８ ｈ。 将培养好的发酵液

４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，上清液定容至 ５０ ｍｌ，取 １０
ｍｌ 在冷冻干燥机上冻干。 向冻干产物中加入 １０ ｍｌ
体积比为 １０ ∶１的甲醇⁃浓硫酸混合溶液，震荡 ２ ｍｉｎ，
５５ ℃水浴 ４ ｈ，冷却后 ４ ℃静置 １２ ｈ，然后加入 １０
ｍｌ 正己烷，震荡 ２ ｍｉｎ 后静置分层，小心收集上层有

机相，用无水硫酸钠脱水后定容至 １０ ｍｌ［１２］。
用气相色谱质谱联用仪（ＧＣ⁃ＭＳ）测定萃取液，

色谱条件：色谱柱 ＤＢ⁃５，采用程序升温，初温 ５０ ℃，
以 ６ ℃ ／ ｍｉｎ 速度升温至 ２７０ ℃，进样口温度为 ２５０
℃，载气为高纯氦气（Ｈｅ），流速 １􀆰 ０ ｍｌ ／ ｍｉｎ，进样量

１􀆰 ０ μｌ。
１􀆰 ６　 解磷菌菌剂的制备

将解磷菌株接种于种子培养基中，培养 １８ ｈ。
将培养好的种子液按 ２％的接种量接种至发酵培养

基中，３０ ℃ 培养 ４８ ｈ 后得到发酵液。 将发酵液

６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ 后用无菌水冲洗，重复离心

冲洗 ２ 次。 然后向离心所得的菌体中加入无菌水进

行稀释，至菌体数量为 ２×１０７ ＣＦＵ ／ ｍｌ。
１􀆰 ７　 土壤试验

选用耕层 ０ ～ ３０ ｃｍ 的土壤，研究解磷菌菌剂对

土壤磷素含量及微生物群落结构的影响。 土壤风干

粉碎后，测定土壤基础磷素含量，结果为全磷含量

８７􀆰 ４ ｍｇ ／ ｋｇ，速效磷 １２􀆰 ７ ｍｇ ／ ｋｇ。 将土壤装入塑料花

盆（底直径 １０ ｃｍ，高 １１ ｃｍ）中，每盆装 ０􀆰 ３ ｋｇ，共装

１２ 盆。 将 １２ 盆土分成 ４ 个处理：处理 １（Ｓ１）不加菌

剂，作为空白对照；处理 ２（Ｓ２）先将土壤灭菌后，再加

入解磷菌菌剂（菌剂用量每盆 ０􀆰 ５ ｍｌ）；处理 ３（Ｓ３）土
壤不灭菌，加枯草 １６８（菌剂制备方式同解磷菌菌剂，
菌剂用量同 Ｓ２）；处理 ４（Ｓ４）土壤不灭菌，解磷菌菌剂

（菌剂用量同 Ｓ２）。 为突显解磷效果，每盆土壤中均

匀混入 ６６􀆰 ６ ｍｇ Ｃａ３（ＰＯ４）２（Ｐ２Ｏ５含量为 １００ ｍｇ ／ ｋｇ），
处理过的土壤在室温下放置，保持含水量 ２８％。 分别

在处理后第 ０ ｄ、５ ｄ、１０ ｄ、１５ ｄ、２０ ｄ、２５ ｄ、３０ ｄ 进行

取样，每次取 １５ ｇ 进行土壤可培养微生物数量测定

和土壤微生物群落结构分析。
土壤可培养微生物数量分析：采用稀释平板计

数法测定，准确称取 １ ｇ 土壤，加入 １０ ｍｌ 无菌水制

成悬浮液，然后进行 １０ 倍系列稀释涂布。 细菌、放
线菌、真菌分别采用牛肉膏蛋白胨培养基、高斯一号

培养基、玫瑰红钠琼脂培养基。
变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）分析土壤微生物群

落结构：准确称取 ０􀆰 ５ ｇ 土壤样品，参照 ＵｌｔｒａＣｌｅａｎ
Ｓｏｉｌ ＤＮＡ 土壤 ＤＮＡ 提取试剂盒（ＭｏＢｉｏ Ｌｏｋｅｒ Ａｖｅ
Ｗｅｓｔ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）说明书提取土壤总 ＤＮＡ［１３］。 提

取的总 ＤＮＡ 使用引物 ５１８Ｒ （５′⁃ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴ⁃
ＧＣＴＧＧ⁃３′），ＧＣａ⁃３３８Ｆ（５′⁃ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣ⁃
３′）进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应条件为 ９４ ℃ ５ ｍｉｎ；９４
℃ ４５ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ４５ ｓ，３０ 个循环；７２ ℃ １０
ｍｉｎ。 将扩增后的 ＰＣＲ 产物进行 ＤＧＧＥ 凝胶电泳，条
件为：凝胶浓度 ８％，变性梯度 ４５％ ～７０％，于 １００ Ｖ、
６０ ℃下电泳 １２ ｈ，然后再将胶片染色后观察、拍照，
运用 Ｑｕａｌｉｔｙ Ｏｎｅ 软件处理，进行聚类分析［１４］。
１􀆰 ８　 小麦盆栽试验

选用耕层 ０ ～ ３０ ｃｍ 的土壤，将土壤风干粉碎

后，装入塑料花盆中（底直径 ２５ ｃｍ，高 ２９ ｃｍ），每盆

装土 ３ ｋｇ，共装 ２０ 盆。 将 ２０ 盆土随机分成 ５ 个处

理：处理 ０（Ｐ０），施用氮肥＋钾肥，空白对照；处理 １
（Ｐ１），施用氮肥＋钾肥＋磷肥；处理 ２（Ｐ２），施用氮

肥＋钾肥＋磷肥＋解磷菌剂；处理 ３（Ｐ３），施用氮肥＋
钾肥＋Ｃａ３（ＰＯ４） ２；处理 ４（ Ｐ４），施用氮肥＋钾肥＋
Ｃａ３（ＰＯ４） ２＋解磷菌剂。 解磷菌剂用量为每盆 ２ ｍｌ。
菌剂加适量无菌水稀释，将种子浸入菌剂 １ ～ ２ ｈ 后

取出，阴干后播种，剩余菌剂播种时一起施入土

壤［１４］。 所用氮肥为尿素（用量为 ３２６ ｍｇ ／ ｋｇ），磷肥

选用过磷酸钙（Ｐ ２Ｏ５含量 １２％，用量为 ８３３ ｍｇ ／ ｋｇ），
钾肥选用硫酸钾（用量为 ２８８ ｍｇ ／ ｋｇ），Ｃａ３（ ＰＯ４） ２

（Ｐ ２Ｏ５含量 ４５％，用量为 ２２２ ｍｇ ／ ｋｇ）。 待小麦成熟

后测定小麦产量及磷肥利用率。 磷肥利用率 ＝ （施
磷区植株吸收 Ｐ ２Ｏ５总量－空白区植株吸收 Ｐ ２Ｏ５总

量） ／施用 Ｐ ２Ｏ５量×１００％。

２　 结 果

２􀆰 １　 高效解磷菌筛选

解磷菌能在含难溶性磷酸盐 Ｃａ３（ＰＯ４） ２的平板

上形成肉眼可见的透明圈，可以根据溶磷圈直径大

小判断解磷菌解磷能力的强弱。 本研究从磷矿区土

壤中初步筛选出 ３ 株具有较强解磷能力的菌株（命
名为 ＪＴ⁃１、ＪＴ⁃２ 和 ＪＴ⁃３）。 将初筛得到的 ３ 株菌株在

含难溶磷的液体培养基中培养 ４ ｄ 后，与空白相比，
可溶性磷含量分别增加了 ３１８􀆰 ６０ ｍｇ ／ Ｌ、 ７６􀆰 ３５
ｍｇ ／ Ｌ和 ３４􀆰 ５０ ｍｇ ／ Ｌ（图 １）。 特别是解磷菌 ＪＴ⁃１ 的

解磷能力远大于其他 ２ 株，故本研究选取菌株 ＪＴ⁃１
作为后续试验的研究对象。
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将菌株 ＪＴ⁃１ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列在 ＮＣＢＩ 数据库

中进行比对，结果表明菌株 ＪＴ⁃１ 与 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ 的同

源性达到 ９９％（图 ２），因此，鉴定菌株 ＪＴ⁃１ 为枯草

芽孢杆菌，命名为 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１。

Ａ：初筛得到的 ３ 株菌株解磷能力比较，颜色越深代表解磷能力越强；Ｂ：菌株 ＪＴ⁃１ 在含难溶磷培养基上的菌落形态及溶磷圈状态。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 １　 高效解磷菌的筛选

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＪＴ⁃１

　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ２　 菌株 ＪＴ⁃１系统进化树

Ｆｉｇ．２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＪＴ⁃１ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＴＳ

２􀆰 ２　 解磷菌 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ 在含难溶磷培养基中

的生物量、ｐＨ 及解磷量变化

　 　 在含难溶磷培养基中，菌株 ＪＴ⁃１ 的生物量随着

时间的变化而增加，在第 ３６ ｈ 时达到最大，此时 ＯＤ
值为 ０􀆰 ５６；解磷菌 ＪＴ⁃１ 的解磷能力也随着时间的变

化而增加，在 ４８ ｈ 时解磷率达到最大，为 ３８􀆰 ６９％，
此时解磷量为 ３８６􀆰 ２５ ｍｇ ／ Ｌ，随后趋于平缓且略有

降低；而培养液的 ｐＨ 则一直保持降低的趋势，由培

养初始值 ７􀆰 ０ 最终降低到 ４􀆰 ４（图 ３）。
２􀆰 ３　 解磷菌 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１发酵液中有机酸分析

将菌株 ＪＴ⁃１ 的发酵液进行 ＧＣ⁃ＭＳ 分析鉴定，
发现发酵液中主要存在 ４ 种小分子有机酸（图 ４），
分别为苹果酸、延胡索酸、琥珀酸、柠檬酸。

２􀆰 ４　 解磷菌 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ 菌剂对土壤中可培养

微生物数量的影响

　 　 如图 ５ 所示，与对照 Ｓ１ 相比，处理 Ｓ３ 和 Ｓ４ 土

壤中可培养细菌、真菌、放线菌数量均显著提高，
说明向土壤中添加解磷菌（枯草芽孢杆菌）可以增

加土壤中微生物的数量。 在取样时间内，处理 Ｓ４
的可培养微生物数量始终显著大于处理 Ｓ３。 而处

理 Ｓ２ 土壤中可培养微生物数量显著低于处理 Ｓ１，
说明处理 Ｓ４ 中可 培 养 微 生 物 数 量 增 长 是 Ｂ．
ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ 与多种微生物共同作用的结果，并非

引入 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ 后大量增殖的结果。 在处理

３０ ｄ 后，处理 Ｓ４ 土壤中可培养细菌、真菌及放线

菌的数量与处理 Ｓ１ 对比，分别提高了 １５８􀆰 ３３％、
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图 ３　 解磷菌 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１在难溶磷培养基中的生物量、ｐＨ 及

解磷量变化

Ｆｉｇ．３ 　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＯＤ， ｐＨ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ⁃ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ
ｒａｔｅ ｉｎ ｉｎｓｏｌｕｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１

２１０􀆰 ２６％和 １２８􀆰 ００％，与处理 Ｓ２ 对比分别提高了

２２６􀆰 ３２％、２９０􀆰 ３２％和 ２３５􀆰 ２９％，与处理 Ｓ３ 对比分

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ４　 解磷菌菌株 ＪＴ⁃１发酵液中有机酸 ＧＣ⁃ＭＳ 定性分析图

Ｆｉｇ．４　 ＧＣ⁃ＭＳ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｓｔｒａｉｎ ＪＴ⁃１ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ

别提高了 ８７􀆰 ８８％、４５􀆰 ７８％和 １８􀆰 ７５％。 这表明菌

株 ＪＴ⁃１ 可以通过与土壤微生物之间的互作，增加土

壤可培养微生物的数量，并且这种效果远远优于普

通的枯草芽孢杆菌。

２􀆰 ５　 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ 菌剂对土壤可溶磷含量的

影响

　 　 解磷菌在土壤中具有较强的解磷能力，且能维

持较长时间。 图 ６ 显示，在土壤中添加解磷菌剂 ＪＴ⁃
１（处理 Ｓ２ 和 Ｓ４）的条件下，土壤中可溶磷含量随着

时间的延长升高，其中处理 Ｓ２ 在第 ２０ ｄ 时可溶磷

含量达到最大值（３４􀆰 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ），对照 Ｓ１ 土壤中有

效磷含量始终保持在较低水平，说明解磷菌 Ｂ．
ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ 确实能将土壤中的难溶磷高效转化为有

效磷。 而处理 Ｓ２ 中可溶磷含量高于处理 Ｓ４ 可能与

处理 Ｓ２ 中微生物总量较少，有效磷消耗较少有关。
对比处理 Ｓ３ 与处理 Ｓ４ 可见，普通枯草芽孢杆菌（枯
草 １６８）在土壤中不具备较强的解磷能力，本研究筛

选的菌株 ＪＴ⁃１ 解磷能力显著优于普通枯草芽孢

杆菌。
２􀆰 ６　 解磷菌 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ 菌剂对土壤微生物多

样性的影响

　 　 通过 ＤＧＧＥ 土壤细菌条带分析结果（图 ７）可以

看出，对照 Ｓ１ 中细菌条带数随时间变化不显著，处
理 Ｓ２ 的条带数最少。 处理 Ｓ３ 和 Ｓ４ 的条带数均高

于 Ｓ１，且条带颜色较深。 在第 ３０ ｄ 时，处理 Ｓ４ 的细

菌条带数最高最亮，与处理 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３ 相比，分别提

高了 ２９􀆰 １９％、３９􀆰 ９５％和 １２􀆰 ７７％。 以上结果表明，
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Ｓ１：不加菌剂，空白对照；Ｓ２：先将土壤灭菌后，再加入解磷菌菌

剂；Ｓ３：土壤不灭菌加枯草 １６８；Ｓ４：土壤不灭菌加解磷菌菌剂。
图 ５　 解磷菌 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１菌剂对土壤中可培养微生物数量的

影响

Ｆｉｇ． ５ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ ｏｎ ｓｏｉｌ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ
ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｑｕａｎｔｉｔｙ

解磷菌 ＪＴ⁃１ 明显影响了土壤微生物群落结构的多

样性，且施用解磷菌 ＪＴ⁃１ 比施用枯草 １６８ 菌株对土

壤微生物群落结构多样性的影响更大。
２􀆰 ７　 解磷菌剂对盆栽小麦生长的影响

在小麦盆栽试验中，解磷菌剂明显促进了小麦

的生长，提高了分蘖数、千粒质量、穗粒数和种子总

质量。 处理 Ｐ２ 小麦产量由对照 Ｐ１ 的每盆 １０􀆰 ７２ ｇ
提高到 １２􀆰 ０４ ｇ，产量显著提高了 １２􀆰 ３１％（表 １），磷
肥的利用率从 １８􀆰 ８８％ 增加到 ２９􀆰 ６７％， 提高了

１０􀆰 ７９ 个百分点（表 ２），说明解磷菌可以有效提高

磷肥的利用率。 处理 Ｐ３ 土壤中因施用了难溶磷

Ｃａ３（ＰＯ４） ２为肥料，小麦产量降低 ８􀆰 ４０％，磷肥利用

Ｓ１：不加菌剂，空白对照；Ｓ２：先将土壤灭菌后，再加入解磷菌菌

剂；Ｓ３：土壤不灭菌加枯草 １６８；Ｓ４：土壤不灭菌加解磷菌菌剂。
图 ６　 解磷菌 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１菌剂对土壤可溶磷含量的影响

Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ ｏｎ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｉｎ ｓｏｉｌ

率降低 １３􀆰 ０３ 个百分点，可见难溶磷难以被小麦吸

收利用。 处理 Ｐ４ 小麦产量与对照 Ｐ１ 相比差别较

小，但却显著高于 Ｐ３，说明解磷菌可以缓解难溶磷

难以利用的情况，提高难溶磷的利用率。

３　 讨 论

土壤中能解磷的微生物种类繁多，有解磷细菌、
解磷真菌和解磷放线菌等。 解磷细菌主要有芽孢杆

菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）细菌、假单孢菌属（Ｐｓｅｕｄｏｌｎｏｎａｓ）细

菌、 沙 雷 氏 菌 属 （ Ｓｅｒｒａｔｉａ ） 细 菌、 固 氮 菌 属

（Ａｚｏｔｏｂａｅｔｅｒ）细菌等［１５］。 不同菌株的解磷能力不

同。 本研究筛选出的解磷菌 ＪＴ⁃１ 的解磷量为

３８６􀆰 ２５ ｍｇ ／ Ｌ，解磷率为 ３８􀆰 ６９％，高于国内外报道的

其他解磷菌在相同条件下溶解 Ｃａ３（ＰＯ４） ２的能力。
例如余贤美等［１６］ 获得的解磷细菌溶解Ｃａ３（ＰＯ４） ２

的量最高为 ２１８􀆰 ６０ ｍｇ ／ Ｌ，解磷率为 １０􀆰 ９５％。 戴沈

艳等［１７］ 获得的解磷细菌解无机磷能力为 ２４０􀆰 １
ｍｇ ／ Ｌ，解磷率为 ２４􀆰 ０５％。 而对枯草芽孢杆菌溶解

Ｃａ３（ＰＯ４） ２能力的研究中，陈令等［１８］ 获得的枯草芽

孢杆菌解磷率仅为 ４􀆰 ８６％，麻瑞阳等［１９］获得的一株

枯草芽孢杆菌 ＮＸ⁃１１ 的解磷率仅为 ３􀆰 １２％。 因此，
本研究筛选的 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ 是一株高效解磷菌。

目前被人们广泛接受的微生物解磷机理是产酸

机制，许多科学家通过研究发现，大部分解磷微生物

在代谢过程中会产生柠檬酸、乳酸、琥珀酸等有机

酸。 这些有机酸，既能降低培养基的 ｐＨ 值，又能与

Ｃａ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋、Ａｌ３＋ 等离子螯合而使难溶性磷酸盐
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ１⁃１、Ｓ１⁃２、Ｓ１⁃３ 为处理 Ｓ１ 的 ３ 次重复，其余类推。 Ｓ１～ Ｓ４ 见图 ５ 注。
图 ７　 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１菌剂对土壤微生物多样性的影响

Ｆｉｇ．７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ ｏｎ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

表 １　 小麦盆栽试验中不同处理条件下小麦的生长状况

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｗｈｅａｔ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ

ｐｏｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

处理
每盆

分蘖数
千粒质量

（ｇ） 穗粒数
每盆种子
质量（ｇ）

Ｐ０ ８．７３ ± ０．６４ｂ ２７．５３ ± ０．８３ｃ ２１．８９ ± ０．５２ｄ ６．５８ ± ０．２６ｄ

Ｐ１ １３．２４ ± ０．８２ａ ３０．６２ ± ０．８７ａｂ ２６．４４ ± ０．４１ｂ １０．７２ ± ０．３９ｂ

Ｐ２ １３．９２ ± １．００ａ ３１．４７ ± ０．６８ａ ２７．４８ ± ０．５６ａ １２．０４ ± ０．５４ａ

Ｐ３ １２．８５ ± ０．５８ａ ２９．６２ ± ０．６１ｂ ２５．８０ ± ０．１５ｃ ９．８２ ± ０．０８ｃ

Ｐ４ １３．４０ ± ０．９６ａ ３０．２７ ± ０．９５ａｂ ２６．８２ ± ０．６３ａｂ １０．８９ ± ０．４２ｂ

Ｐ０：施用氮肥＋钾肥，空白对照；Ｐ１：施用氮肥＋钾肥＋磷肥；Ｐ２：施用
氮肥＋钾肥＋磷肥＋解磷菌剂；Ｐ３：施用氮肥＋钾肥＋Ｃａ３（ＰＯ４） ２；Ｐ４：施
用氮肥＋钾肥＋Ｃａ３（ＰＯ４） ２＋解磷菌剂。 同一列不同字母表示差异达
到 ０􀆰 ０５ 显著水平。

溶解［１５］。 本研究初步确定 Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ 代谢过程

中可分泌柠檬酸、琥珀酸、苹果酸、延胡索酸，这可能

是其培养过程中 ｐＨ 降低的主要原因，也是菌株 ＪＴ⁃
１ 具有高效解磷能力的重要原因。 有研究发现琥珀

酸可以促使有机体内生命活动和生化过程趋于活

跃，增加原生质胶体的充水性，提高酶的活性，促进

呼吸作用，有利于营养物质的吸收［２０］。 而外源柠檬

酸、苹果酸可以显著提高作物根际土壤中固态磷的

溶解，促进植株体内营养元素的累积，保证植物生长

发育的需要，从而提高农作物的生物量和产量［１６］。
土壤微生物在土壤养分转化与腐殖质形成过程

中有着重要作用［２１］。 土壤微生物可以分解植物残

体，增加植物对营养元素的利用能力，从而促进植物

生长，提高植物抗病性，同时还对农药或其他污染物

有降解作用，改善土壤生态环境［２２］。 本研究中

Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ 显著提高了土壤中微生物数量，丰富
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表 ２　 不同处理条件对盆栽小麦磷肥利用率的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｐｏｔ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｈｅａｔ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
施磷量
（ｍｇ ／ 盆）

干物质 （ｇ） 磷含量（ｇ ／ ｋｇ）

秸秆 籽粒 秸秆 籽粒

每盆磷吸收量
（ｍｇ）

磷肥利用率
（％）

Ｐ０ ０ １４．９２ ± ０．４６ｄ ４．２１ ± ０．５０ｃ ０．７５ ± ０􀆰 ０４ｂ ２．５８ ± ０．１７ｂ ２２．０５ ± １．９７ｄ －
Ｐ１ １００．００ ２３．３５ ± ０．６０ｂ ７．９５ ± ０．６１ａ ０．８３ ± ０．０７ａｂ ２．７１ ± ０．１４ｂ ４０．９３ ± ２．８５ｂ １８．８８
Ｐ２ １００．００ ２７．８０ ± ０．８７ａ ８．４７ ± ０．７６ａ ０．９１ ± ０．１１ａ ３．１２ ± ０．２５ａ ５１．７２ ± ２．０６ａ ２９．６７
Ｐ３ １００．００ ２０．９６ ± ０．７４ｃ ６．７４ ± ０．２７ｂ ０．６３ ± ０．０５ｃ ２．１８ ± ０．１２ｃ ２７．９０ ± ０．９４ｃ ５．８５
Ｐ４ １００．００ ２３．６４ ± ０．７９ｂ ８．０１ ± ０．３９ａ ０．７９ ± ０．１０ａｂ ２．８５ ± ０．２２ａｂ ４１．５０ ± １．８２ｂ １９．４５

处理 Ｐ０～Ｐ５ 见表 １ 注。 同一列不同字母表示差异达到 ０􀆰 ０５ 显著水平。

了土壤微生物种类，而土壤中微生物数量和种类直

接反映了土壤活力［２３］。 土壤微生物种类越多、数量

越大表明土壤活力越高。 因此施用解磷菌 ＪＴ⁃１ 可

改善土壤微生态结构，提高土壤活力，有利于植物生

长。 在现代农业体系中，改良土壤微生物生态对缓

解化肥滥施导致的土壤板结也具有积极的作用［２４］。
本研究盆栽小麦试验结果表明，解磷菌 Ｂ．

ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＴ⁃１ 作为生物菌肥，施用后不仅能提高植物

对磷的利用率，而且使农作物增产，因此开发该解磷

菌剂具有重要的理论意义与应用价值。
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