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　 　 摘要:　 为了获得高效解有机磷细菌ꎬ从油菜地土壤中分离到 ４ 株对卵磷脂有不同降解能力的细菌ꎮ 解有机磷

细菌发酵上清液中有效磷含量为 ８.５９~ ２８􀆰 ３４ μｇ / ｍｌꎬ较 ＣＫ 上清液中有效磷含量增加 ８.０３~ ２７􀆰 ７８ μｇ / ｍｌꎬ其中菌株

ＪＹＰ￣３ 解磷能力最强ꎬ其发酵上清液中有效磷含量为 ２８􀆰 ３４ μｇ / ｍｌꎬ比对照增加 ２７􀆰 ７８ μｇ / ｍｌꎮ 结合解有机磷细菌的菌

落形态特征、生理生化特征和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析结果ꎬ初步确定菌株 ＪＹＰ￣１、ＪＹＰ￣４ 为枯草芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉ￣
ｌｉｓ)ꎬＪＹＰ￣２、ＪＹＰ￣３ 为桥石短芽孢杆菌(Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｈｏｓｈｉｎｅｎｓｉｓ)ꎮ 菌株 ＪＹＰ￣３ 对水稻纹枯病菌(Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ)、烟
草青枯病菌(Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ)有较强的拮抗作用ꎬ对黄瓜疫病菌(Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｍｅｌｏｎｉｓ)没有拮抗作用ꎮ
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　 　 磷是植物生长必需的营养元素之一ꎬ中国有

７４％的耕地土壤缺磷[１]ꎬ土壤中 ９５％以上的磷以难

溶的无机物和有机物存在ꎬ而难被植物直接吸收利

用ꎬ其中有机态磷约占土壤全磷量的 ２０％~５０％[２]ꎮ
生产上通常施用化学磷肥来补充作物所需的磷元

素ꎬ由于长期施用磷肥ꎬ大多数农田土壤潜在的磷库

很大ꎬ而提供作物生长发育的磷量却很小ꎬ土壤缺磷

是“遗传学缺磷”而非“土壤学缺磷” [３]ꎮ 土壤中存

在大量的微生物ꎬ能够将植物难以吸收利用的磷转

化为可吸收利用的形态ꎬ 具有这种能力的微生物称

为解磷菌或溶磷菌[１]ꎮ 解有机磷细菌主要是芽孢
杆菌属ꎬ溶磷量为 ４.４~２６􀆰 ５ μｇ / ｍｌ[４]ꎮ 有关解磷菌

的报道较多[５￣１０]ꎬ具有解有机磷功能并对病原菌有

拮抗作用的菌株却鲜见报道ꎮ
本研究的主要目的是为了获得高效解有机磷拮

抗细菌ꎬ配合解无机磷细菌研制成生物有机肥ꎬ可以
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提高植物对土壤中磷的利用ꎬ又能对一些病害起到

一定的控制作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 土壤样品　 采自益阳和长沙近郊的油菜地ꎬ采
样深度 ５~２０ ｃｍꎮ 土样自然风干ꎬ用研钵研细过 １００
目筛后贮存于塑料袋中ꎬ置于 ４ ℃冰箱保存备用ꎮ
１.１.２　 培养基　 有机磷培养基参照文献[１１]ꎬＰＤＡ
培养基参照文献[１２]ꎬＮＡ 培养基、ＬＢ 培养基参照

文献[１３]ꎮ
１.１.３　 供试病原菌 　 供试病原菌由湖南省微生物

研究院提供ꎬ分别为水稻纹枯病菌(Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａ￣
ｎｉ)ꎬ黄瓜疫病菌(Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｍｅｌｏｎｉｓ)ꎬ烟草青枯病

菌(Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ)ꎮ
１.２　 解有机磷细菌的分离

解有机磷细菌的分离参照文献[１１]的方法ꎮ
１.３　 解有机磷细菌的复筛[１４]

采用溶磷圈法ꎬ将待测菌株点接于有机磷固体

培养基上ꎬ以 １ 个在初筛试验中没有透明圈的菌株

为对照ꎬ３ 次重复ꎬ３０ ℃的恒温箱中培养 ５~ ７ ｄꎬ根
据透明圈直径(Ｄ)与菌落直径(ｄ)的比值(Ｄ / ｄ)大
小初步确定菌株解磷能力的强弱ꎮ
１.４　 解有机磷细菌的解磷能力分析[１５]

待测菌株接种于 ５０ ｍｌ ＬＢ 液体培养基中ꎬ３０ ℃
恒温ꎬ１８０ ｒ / ｍｉｎ摇床振荡培养 １８ ｈꎬ按 １％的接种量将

上述种子液接入 ５０ ｍｌ 灭菌有机磷液体培养基中ꎬ对
照接入等量的灭活种子液ꎬ３ 次重复ꎬ３０ ℃恒温ꎬ１８０
ｒ / ｍｉｎ摇床振荡培养 ４ ｄ[１６]ꎬ将发酵培养液在 ４ ℃ꎬ以
６ ０００ ｒ / ｍｉｎ转速离心 １５ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ取 １ ｍｌ 上
清液稀释适当倍数后用钼锑抗比色法测有效磷含量ꎮ
１.５　 解有机磷细菌的拮抗试验

１.５.１　 待测菌株无菌滤液的制备 　 无菌滤液的制

备参照文献[１７]的方法ꎮ
１.５.２　 待测菌株与病原真菌的拮抗试验 　 将病原

真菌接种于 ＰＤＡ 培养基平皿中央ꎬ在四周呈等边三

角形摆放 ３ 个牛津杯ꎬ每个牛津杯中加入 １００ μｌ 无
菌滤液ꎬ２８ ℃恒温箱中培养 ３~ ７ ｄꎬ测量透明带宽

度的大小ꎮ
１.５.３　 待测菌株与病原细菌的拮抗试验　 挑一环病

原细菌于 ５ ｍｌ 无菌水中ꎬ菌数约 １×１０６ ＣＦＵ / ｍｌꎬ振荡

均匀ꎬ吸取 １００ μｌ 加入平皿中ꎬ再倒入 １５ ｍｌ、４５ ℃左

右的 ＮＡ 培养基ꎬ混合均匀ꎬ待培养基凝固后摆上 ３
个牛津杯ꎬ每个牛津杯中加入 １００ μｌ 无菌滤液ꎬ２８ ℃
恒温箱中培养２~３ ｄꎬ测量透明圈直径的大小ꎮ
１.６　 解有机磷拮抗细菌的鉴定

１.６.１　 菌株的菌落形态特征　 菌株划线接种于 ＬＢ
固体培养基上ꎬ３０ ℃恒温培养 ２ ｄꎬ观察菌落形状、
大小、颜色、是否透明、隆起程度、边缘特征等ꎬ革兰

氏染色ꎬ光学显微镜镜检ꎮ
１.６.２　 菌株的生理生化特征 　 按照东秀珠等编著

的«常见细菌系统鉴定手册» [１８]进行ꎮ
１.６.３　 菌株的分子鉴定[１９] 　 提取菌株的 ＤＮＡ 后ꎬ
采用细菌通用引物 ２７Ｆ / １４９２Ｒ 进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的

ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 反应条件: ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ ９４
℃变性 ４５ ｓꎬ５５ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ９０ ｓꎬ３０ 个循

环ꎻ ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物通过 １.０％琼脂糖

凝胶电泳进行检测ꎬ送生工生物工程(上海)股份有

限公司进行序列测定ꎬ序列通过 Ｂｌａｓｔ 程序与 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 中数据进行比对分析ꎬ选择同源性高的序列使

用 ＭＥＧＡ５.１ 软件邻接法构建系统发育树ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 解有机磷细菌的筛选

经过初步筛选ꎬ挑选到 ４ 株在有机磷培养基上有

明显透明圈的细菌ꎬ分别命名为 ＪＹＰ￣１、ＪＹＰ￣２、ＪＹＰ￣３、
ＪＹＰ￣４ꎬ划线纯化后ꎬ通过溶磷圈法ꎬ测量各菌株透明

圈直径的大小ꎬ其中透明圈直径最大的是 ＪＹＰ￣１ꎬ为
２２􀆰 ４ ｍｍꎬ透明圈直径最小的是 ＪＹＰ￣２ꎬ为 １４􀆰 ３ ｍｍꎮ
菌株 ＪＹＰ￣３ 透明圈直径为 １９􀆰 １ ｍｍꎬ菌落直径为 ３􀆰 ５
ｍｍꎬＤ / ｄ 值最大ꎬ为 ５􀆰 ５ꎮ 解磷菌株 Ｄ / ｄ 值从大至小

依次为 ＪＹＰ￣３>ＪＹＰ￣１>ＪＹＰ￣２>ＪＹＰ￣４(表 １)ꎮ

表 １　 解有机磷细菌的筛选结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株
透明圈直径

(ｍｍ)
菌落直径
(ｍｍ) Ｄ / ｄ

ＪＹＰ￣１ ２２.４ ６.２ ３.６

ＪＹＰ￣２ １４.３ ４.２ ３.４

ＪＹＰ￣３ １９.１ ３.５ ５.５

ＪＹＰ￣４ １５.９ ５.４ ２.９

２.２　 解有机磷细菌的解磷能力

解有机磷细菌发酵上清液中有效磷含量为

８.５９~２８􀆰 ３４ μｇ / ｍｌꎬＣＫ 上清液中有效磷含量为 ０􀆰 ５６
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μｇ / ｍｌꎬ上 清 液 中 有 效 磷 增 加 量 为 ８.０３~ ２７􀆰 ７８
μｇ / ｍｌꎬ其中 ＪＹＰ￣３ 发酵上清液中有效磷含量最大ꎬ为
２８􀆰 ３４ μｇ / ｍｌꎬ较 ＣＫ 增加 ２７􀆰 ７８ μｇ / ｍｌꎮ 解磷菌株发

酵上清液中有效磷含量从大至小依次为 ＪＹＰ￣３>
ＪＹＰ￣２>ＪＹＰ￣１>ＪＹＰ￣４(表 ２)ꎮ 从表 １ 和表 ２ 中可知ꎬ
菌株 Ｄ / ｄ 值和溶磷量之间并不总是呈正相关ꎮ

表 ２　 不同细菌对有机磷的降解能力

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株　 　 　 上清液中有效磷含量
(μｇ / ｍｌ)

有效磷增加量
(μｇ / ｍｌ)

ＣＫ ０.５６ －

ＪＹＰ￣１ １４.３６ １３.８０

ＪＹＰ￣２ １６.７３ １６.１７

ＪＹＰ￣３ ２８.３４ ２７.７８

ＪＹＰ￣４ ８.５９ ８.０３

２.３　 解有机磷细菌与病原真菌的拮抗作用

菌株 ＪＹＰ￣１、ＪＹＰ￣２、ＪＹＰ￣４ 发酵无菌滤液对水稻

纹枯病菌、黄瓜疫病菌均没有明显的拮抗作用ꎻ菌株

ＪＹＰ￣３ 发酵无菌滤液对水稻纹枯病菌有明显的拮抗

作用ꎬ透明带宽度为 ４ ｍｍ(图 １)ꎬ菌株 ＪＹＰ￣３ 发酵

无菌滤液对黄瓜疫病菌没有拮抗作用ꎮ

图 １　 ＪＹＰ￣３发酵无菌滤液对水稻纹枯病菌的拮抗作用

Ｆｉｇ.１　 Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＪＹＰ￣３ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ａｓｅｐｔｉｃ ｆｉｌｔｒａｔｅ
ｏｎ Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ

２.４　 解有机磷细菌与病原细菌的拮抗作用

菌株 ＪＹＰ￣１、ＪＹＰ￣２、ＪＹＰ￣４ 发酵无菌滤液对烟草

青枯病菌没有明显的拮抗作用ꎻ菌株 ＪＹＰ￣３ 发酵无

菌滤液对烟草青枯病菌有非常明显的拮抗作用ꎬ在
杯碟法试验中ꎬ透明圈直径达 １９􀆰 ８ ｍｍ(图 ２)ꎮ
２.５　 解有机磷细菌的鉴定

将菌株划线接种于 ＬＢ 固体培养基上ꎬ３０ ℃恒

温培养 ２ ｄꎬ解有机磷细菌 ＪＹＰ￣１、 ＪＹＰ￣２、 ＪＹＰ￣３、
ＪＹＰ￣４ 经镜检均为革兰氏阳性细菌ꎬ有芽孢ꎬ菌落形

态特征见表 ３ꎮ 生理生化特征见表 ４ꎮ

图 ２　 ＪＹＰ￣３发酵无菌滤液对烟草青枯病菌的拮抗作用

Ｆｉｇ.２　 Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＪＹＰ￣３ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ａｓｅｐｔｉｃ ｆｉｌｔｒａｔｅ
ｏｎ Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ

表 ３　 解有机磷细菌的形态特征

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅ￣
ｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株 　 　 　 　 　 　 菌落特征

ＪＹＰ￣１ 菌落圆形ꎬ乳白色ꎬ无光泽ꎬ表面有皱褶ꎬ边缘不整齐ꎮ

ＪＹＰ￣２ 菌落平滑、粘稠ꎬ黄色ꎬ边缘整齐ꎬ无可溶性色素ꎮ

ＪＹＰ￣３ 菌落光滑、湿润粘稠ꎬ边缘整齐ꎬ黄灰色ꎬ无可溶性色素ꎮ

ＪＹＰ￣４ 菌落近圆形或不规则形ꎬ乳白色ꎬ有皱褶ꎬ边缘呈锯齿状ꎮ

表 ４　 解有机磷细菌的生理生化特征

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ￣ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ￣ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｅ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

　 项目 ＪＹＰ￣１ ＪＹＰ￣２ ＪＹＰ￣３ ＪＹＰ￣４

葡萄糖 ＋ ＋ ＋ ＋

果糖 ＋ ＋ ＋ ＋

甘油 ￣ ＋ ＋ ＋

麦芽糖 ＋ ＋ ＋ ＋

甘露糖 ＋ ＋ ＋ ＋

阿拉伯糖 ＋ － － －

木糖 ＋ ＋ － ＋

乳糖 － － － －

明胶液化 ＋ ＋ ＋ ＋

淀粉水解 ＋ － － ＋

硫化氢试验 － － － －

吲哚试验 － － － －

氧化酶 － ＋ ＋ －

硝酸盐还原 ＋ － － ＋

Ｖ－Ｐ 试验 ＋ － － ＋

柠檬酸盐利用 ＋ ＋ ＋ ＋

２％氯化钠 ＋ － － ＋

ｐＨ５.５ ＋ － － ＋
“＋”表示阳性ꎻ“－”表示阴性ꎮ
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　 　 将解有机磷细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列提交至

ＧｅｎＢａｎｋ 数据库进行比对ꎬＪＹＰ￣１、ＪＹＰ￣４ 与枯草芽

孢杆菌同源性均为 ９９％ꎬＪＹＰ￣２、ＪＹＰ￣３ 与桥石短芽

孢杆菌同源性均为 ９９％ꎬ选择相似性较高的菌株用

ＭＥＧＡ５.１ 软件建立系统发育树( 图 ３、图 ４)ꎮ 结合

解有机磷拮抗细菌的菌落形态特征和生理生化特征

及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析ꎬ初步确定菌株 ＪＹＰ￣１、ＪＹＰ￣４
为枯草芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ)ꎬＪＹＰ￣２、ＪＹＰ￣３ 为

桥石短芽孢杆菌(Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｈｏｓｈｉｎｅｎｓｉｓ)ꎮ

图 ３　 以菌株 ＪＹＰ￣１、ＪＹＰ￣４ １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列为基础构建的系统发育树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ＪＹＰ￣１ ａｎｄ ＪＹＰ￣４

图 ４　 以菌株 ＪＹＰ￣２、ＪＹＰ￣３ １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列为基础构建的系统发育树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ＪＹＰ￣２ ａｎｄ ＪＹＰ￣３

３　 讨 论

本试验筛选到 ４ 株解有机磷细菌ꎬ其中菌株

ＪＹＰ￣３ 的 Ｄ / ｄ 值最大ꎬ为 ５.５ꎬ发酵上清液中有效磷

含量也最大ꎬ为 ２８. ３４ μｇ / ｍｌꎬ较 ＣＫ 增加 ２７. ７８
μｇ / ｍｌꎬ比较 ４ 株解有机磷细菌的 Ｄ / ｄ 值与发酵上

清液中有效磷含量之间的关系ꎬ两者并不总是呈正

相关ꎬ这可能与解磷细菌在固体和液体不同环境的

培养过程中产生酶的种类或产生的酶量不同有关ꎮ
有研究者认为ꎬ解有机磷细菌在生长过程中可以产

生各种酶类ꎬ如磷酸酯酶、植酸酶、核酸酶等ꎬ分泌到

细胞外ꎬ从而使土壤中有机磷酸盐被分解、矿化ꎬ成
为植物可以吸收利用的无机磷酸盐[２０]ꎮ 有研究报

道ꎬ在枯草芽孢杆菌(Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ)中克隆到植酸酶基

因ꎬ并验证了该基因的功能[２１]ꎮ
生物防治作物病害具有众多的优点ꎬ如对环境
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污染小ꎬ成本低ꎻ生防菌的种类和数量多ꎬ生防资源

丰富ꎻ生防菌可人工大量繁殖ꎬ易于操作ꎻ对病原菌

的作用方式较广ꎻ促进作物生长和增加产量等ꎮ
Ｖａｓｓｉｌｅｖａ 等[２２]认为ꎬ解磷细菌具有生防作用是因为

代谢产物中存在吲哚乙酸ꎬ吲哚乙酸影响病原菌与

植物间的相互作用ꎬ这可能与吲哚乙酸和谷胱甘肽

转移酶同时参与植物的防御反应有关ꎬ也可能是吲

哚乙酸能够抑制病原菌孢子萌发和菌丝生长有关ꎮ
４ 株解有机磷细菌中ꎬ菌株 ＪＹＰ￣３ 对水稻纹枯病菌、
烟草青枯病菌都具有较强的拮抗作用ꎬ其余 ３ 株对

水稻纹枯病菌、烟草青枯病菌、黄瓜疫病菌均没有明

显的拮抗作用ꎬ对其他病原菌的拮抗作用及菌株

ＪＹＰ￣３ 实际田间生防效果将是下一步的研究内容ꎮ
林启美等[２３]通过分析农田、林地、草地和菜地

土壤ꎬ发现解有机磷细菌主要是芽孢杆菌属ꎬ其次是

假单胞杆菌属ꎮ 对 ４ 株解有机磷细菌进行鉴定ꎬ初
步确定菌株 ＪＹＰ￣１、ＪＹＰ￣４ 为枯草芽孢杆菌(Ｂ. ｓｕｂｔｉ￣
ｌｉｓ)ꎬＪＹＰ￣２、ＪＹＰ￣３ 为桥石短芽孢杆菌(Ｂ. ｃｈｏｓｈｉｎｅｎ￣
ｓｉｓ)ꎮ
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