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摘  要: 利用有机磷细菌液体培养基进行生物富集, 无机磷细菌固体培养基通过平板稀释法进行

分离筛选, 建立了土壤解磷细菌的筛选体系。扩增菌株 PSB3 的 16S rDNA 序列, 序列测定结果显

示 , 该片段长度为 1525 bp, 经 Blastn 搜索进行序列比对 , 该细菌为洋葱伯克霍尔德氏菌

(Burkholderia cepacia)。对该菌株与供试的 12 个炭疽菌和镰刀菌菌株进行室内拮抗试验, 结果显

示, 该菌株对 Fusarium solani 等 6 个菌株有不同程度的拮抗作用。 
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The Screening of Phosphorus Solubilizing Bacteria  
PSB3 and the Study of Its Antagonism 
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Abstract: The screening system of phosphorus solubilizing bacteria in the soil was established by biological 
enriching using organic phosphobacteria liquid medium and then screening via plate dilution method using 
inorganic phosphobacteria solid medium. By 16S rDNA sequencing technique, the strain PSB3 with the 16S 
rDNA gene of 1525 bp length was identified as Burkholderia cepacia by Blastn search in NCBI database. 
The results of in-door antagonism experiment of PSB3 to 12 strains of Fusarium and Colletotrichum (Fusa-
rium solani et al) showed that PSB3 had antagonism reaction against 6 of the 12 pathogens. 
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磷是植物生长必需的营养元素之一 , 我国有
74%的耕地土壤缺磷, 土壤中 95%以上的磷为无效
形式, 植物很难直接吸收利用[1]。施入的磷肥当季作

物利用率为 5%~25%, 大部分磷与土壤中的 Ca2+、

Fe3+、Fe2+、Al3+结合, 形成难溶性磷酸盐, 因此, 大

部分磷肥作为无效态(难溶态)在土壤中积累[2]。由于

长期施用磷肥, 事实上大多数农田土壤潜在的磷库
很大, 而提供作物生长发育的磷量却很小, 土壤缺
磷是“遗传学缺磷”而非“土壤学缺磷”[3]。提高磷的利

用率一直是农业科技工作者研究的热点课题之一。
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磷是许多发展中国家农业生产重要的限制因素, 提
高土壤中磷的利用效率将具有战略性意义。土壤中

存在大量的微生物, 通过释放有机酸、碳酸、硝酸
和硫酸, 提高难溶性磷酸盐的溶解性, 从而改善作
物磷素营养, 这些微生物统称为解磷菌或溶磷菌[1]。 

本研究以有机磷细菌液体培养基进行富集, 然
后以无机磷细菌固体培养基通过平板稀释法进行筛

选, 初步建立了一种从土壤中分离筛选解磷细菌的
方法, 并对其中溶磷能力比较强的菌株 PSB3 进行
分子鉴定及拮抗作用的研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  土样：土样采自海南岛内橡胶树、大王棕、

木薯、香蕉、甘蔗、辣椒、玉米、花生、大豆等作

物的根际土壤, 采样深度 5 cm~20 cm。将野外采集
回来的土样风干, 用研钵研细过筛(200目)后贮存于
塑料袋并编号, 置于冰箱保存备用。 
1.1.2  供试菌种：12 株供试真菌病原菌由环境与植
物保护研究所提供, 其中 Fusarium solani 菌株 2 个
(F19, F42); Fusarium oxysporum f. sp. Vanille菌株 3个
(Fx31, Fx102, VF9903); Fusarium oxysporum Schl. f. sp.
菌株 3 个(92PFR1, 920028, 940802); Colletotrichum 
gloeosporioidesl(penz.) sacc 菌株 4 个(HR31, HS28, 
ZR75, DR10)。 
1.1.3  培养基：基本培养基为无机磷细菌培养基和

有机磷细菌培养基[4,5]。其具体培养基配方为： 
无机磷细菌液体培养基：葡萄糖 10 g, 

(NH4)2SO4 0.5 g, NaCl 0.3 g, KCl 0.3 g, MgSO4·7H2O 
0.3 g, Ca3(PO4)2 10 g, FeSO4·7H2O 0.03 g, 
MnSO4·4H2O 0.03 g, 蒸馏水 1000 mL, pH 7.0~7.5。 

有机磷细菌液体培养基：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, 
CaCO3 5.0 g, (NH4)3PO4 0.5 g, 加蛋黄液 10 mL (蛋
黄液为无菌生理盐水与鸡蛋黄 1:1配制), 蒸馏水 1 L, 
pH 7.0~7.5。 

无机磷细菌固体培养基：无机磷细菌液体培养

基的基础上加入琼脂粉 18 g/L~20 g/L。 
有机磷细菌固体培养基：有机磷细菌液体培养

基的基础上加入琼脂粉 18 g/L~20 g/L。 
1.1.4  试剂：Taq DNA 聚合酶、dNTPs mixture、
pMD18-T 载体等购自宝生物工程(大连)有限公司, 
其它常规试剂为国产分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  解磷细菌筛选体系的建立：称取 1 g 过 200
目筛的风干土壤于 100 mL 无机磷或有机磷液体培
养基中, 28℃下, 200 r/min~250 r/min培养 48 h。采
用 10 倍稀释法将此土壤悬浮液稀释至 10−7, 取
10−3~10−7 5个浓度的稀释液 100 μL均匀涂布于无机
磷或有机磷固体培养基平板, 28℃恒温培养 3 d~5 d, 
每个稀释度做 3 个重复。观察平板中菌落生长情况
及溶磷圈的产生, 并挑取具有溶磷圈的单菌落分别
在无机磷细菌固体培养基平板上进行划线分离及纯

化, 以获得纯菌株。 
1.2.2  解磷能力的测定：1) 固体培养条件下溶磷能
力测定。采用溶磷圈法。将菌株 PSB3 单菌落点接
于固体培养基平板上, 并以 1 个在初筛平板中不产
生解磷圈的菌株为对照, 重复 3 次, 28℃恒温培养 
7 d, 根据溶磷圈直径与菌落直径的比值(HD/CD)大
小初步确定该菌株解磷能力的强弱。 

2) 液体培养条件下溶磷能力测定。挑取菌株
PSB3单菌落接种到 100 mL无机磷液体培养基, 以
不产生解磷圈的菌株为对照 ,  28℃ ,  200 r/min~ 
250 r/min振荡培养, 每隔 24 h取其上清液, 用钼蓝
比色法[6]测定培养液中的有效含磷量。连续测定 7 d。 
1.2.3  PSB3 的分子鉴定：1) 细菌菌液的制备。从
划线培养的平板上挑取单菌落接种到 100 mL LB液
体培养基中, 37℃, 200 r/min~300 r/min 振荡培养 
过夜。 

2) 引物设计及 PCR反应。所用引物为细菌 16S 
rDNA通用引物[7]： 

P1：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ 
P2：5′-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′ 
引物由北京赛百盛基因技术有限公司合成。配

成 100 ppm的母液备用。预期获得 1500 bp左右的
片段。 

反应体系：25 μL 体系中含有 10×PCR buffer  
2.5 μL, dNTPs(各 2.5 mmol/L)2.0 μL, P1(10 ppm)  
1.0 μL, P2(10 ppm) 1.0 μL, 菌液 1.0 μL, Taq 酶 
(5 U/μL)0.2 μL, ddH2O 17.3 μL。 

反应条件：94℃ 5 min; 94℃ 1 min, 64℃ 1 min, 
72℃ 2 min, 30个循环; 72℃ 10 min。 

PCR产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测。 
3) PCR产物的回收及连接转化。PCR产物的回收

按照 TaKaRa PCR Fragment recovery kit说明书进行。 
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取 1.0 μL PCR回收产物与克隆载体 PMD 18-T 
vector 连接, 5 μL 连接反应体系中含有 PMD 18-T 
vector 0.5 μL, ligation solution 2.5 μL, PCR 产物 
1.0 μL, ddH2O 1.0 μL。充分混匀后离心数秒, 将管壁
液滴收到管底, 16℃水浴 16 h~18 h。 

将连接产物转化 E. coli DH5α感受态细胞, 涂
平板, 待菌液吸干后倒置平板于 37℃培养 12 h~16 h; 
随机挑取白色单菌落到含有 Amp 50 mg/L的 LB液
体培养基中, 37℃、200 r/min~300 r/min振荡培养过
夜, 然后以 1 μL菌液为模板进行 PCR扩增反应, 同
时以无菌水为模板设为对照。反应体系及反应条件

同 1.2.3。 
4) PSB3 16S rDNA序列分析。将阳性克隆穿刺

培养, 寄往上海生工生物工程技术报务有限公司进
行测序。测序结果通过 GenBank中的 Blastn搜索数
据库进行序列的同源性比较分析。 
1.2.4  拮抗作用：按 5点接菌法将供试菌株(炭疽菌
和镰刀菌)接在 PDA 平板中央, PSB3 对称接于四

周。每个处理做 3 个重复, 在 28℃条件下, 倒置培
养 7 d~10 d。 

2  结果分析 

2.1  不同培养基组合的筛选效果比较 
通过有机磷液体培养基和无机磷液体培养进行

生物富集后, 在有机磷固体培养基平板和无机磷固
体培养基平板上涂板, 结果显示, 4 种方法组合中, 
方法 1(有机磷培养基富集和筛选)的平板上长满厚
厚的一层菌 , 没有单菌落 , 也不产生透明圈 (见图
1-D); 方法 2(有机磷培养基富集, 无机磷培养基筛
选)的平板上, 菌落较疏, 较大, 易于挑取单菌落做
后续研究, 且各个菌落周围出现明显的透明圈(见图
1-B); 方法 3(无机磷培养基富集, 有机磷培养基筛
选)的平板上有单菌落, 且菌落较大, 但菌落周围无
透明圈(见图 1-C); 方法 4(无机磷培养基富集和筛选)
获得了单菌落, 并且有溶磷圈的产生, 但单菌落分
布较密, 溶磷圈极小(见图 1-A)。 

 

 
 

图 1  4 种不同培养基组合筛选效果 
Fig. 1  The screening effect of 4 culture medium combination 

注：左：正面; 右：反面 

Note：Left: Frontage; Right: Reverse side 

 
通过平板稀释法, 共分离到 107 株具有解磷能

力的细菌菌株, 方法 1 获得 0 个菌株, 方法 2 获得
77个菌株, 占总菌株数的 71.96%; 方法 3获得 1个
菌株, 占总菌株数的 0.94%; 方法 4获得 29个菌株, 
占总菌株数的 27.10%。 

根据以上结果, 我们确定方法 2, 即以有机磷
液体培养基作为生物富集用培养基, 然后在无机磷

固体培养基平板上进行平板稀释, 为解磷细菌的筛
选体系。 

2.2  PSB3 解磷能力的测定 
2.2.1  固体培养条件下解磷能力的测定：将 PSB3
及对照点接到无机磷固体培养基平板上, 重复 3 次, 
培养 7 d 后 , 测其溶磷圈直径与菌落直径 , 根据
HD/CD(HD 为溶磷圈直径, CD 为菌落直径)值确定
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该菌株的解磷能力。其中对照的 HD/CD 值为

1.0(0.82/0.82), PSB3 的 HD/CD 值为 4.13(3.1/0.75) 
(见图 2)。 

 

  
 
图 2  溶磷圈的观察 
Fig. 2  The halo of Phosphate-solubilization produced by 
PSB3 
注：左：对照; 右：PSB3 

Note：Left: Control; Right: PSB3 

 
2.2.2  液体培养条件下解磷能力的测定：通过钼蓝

比色法测定了培养液中的有效含磷量, 连续测定 7 d, 
对照组中由于接种的是不产生解磷圈的菌株, 培养
基里的游离态磷含量很低, 而且基本维持在一个低
水平上; 随着时间的延长, PSB3 菌株上清液含磷量
逐渐增加, 第 4天出现峰值, 为 218.6 μg/mL。出现
峰值后, 含磷量开始下降, 之后趋于稳定(见图 3)。 

 

 
 

图 3  PSB3 上清液有效磷含量随时间变化趋势 
Fig. 3  The effective phosphate content of PSB3 with the 
change of time 

 
菌液中的磷含量随时间变化而变化, 解磷菌在

无机液体培养基里生长, 在一定的时间内, 培养基
里面的营养能满足菌液里解磷菌的生理需要, 解磷
菌因此大量繁殖, 解磷能力加强, 培养液上清的含
磷量随时间延长而增加; 随着时间的继续延长, 培

养基里面的营养逐渐被细菌消耗, 而培养基里的磷
元素含量是有限的 , 因此 , 一定时间后 , 菌液中的
磷含量反而会有所降低。 

2.3  PCR 产物电泳及回收 
PCR产物经 1.0% 琼脂糖凝胶电泳检测(见图 4), 

获得了约 1500 bp大小的片段。 

2.4  转化子的菌落 PCR 检测 
随机挑取 4 个白色菌落培养菌液为模板进行

PCR扩增, 以水为模板设为对照, PCR产物经 1.0% 
琼脂糖凝胶电泳检测(见图 5)。所挑选的转化子均扩
增得到 1500 bp左右的条带, 为阳性克隆。 

 

 
 

图 4  PCR 产物电泳图谱 
Fig. 4  The electrophoresis map of PCR products 
M: DNA Marker DL2000; 1: PCR product 

 

 
 

图 5  转化子 PCR 检测电泳图谱 
Fig. 5  The electrophoresis map of transformants bacteria 
liquid PCR 
M: DNA Marker DL2000; 1~4: PCR products of transformants 
 

2.5  序列分析 
挑选 1 个阳性克隆, 寄往上海生工生物工程技

术服务有限公司测序, 测序结果为, 所获得的基因
片段为 1525 bp, 通过 Blastn搜索, 该菌株为洋葱伯
克霍尔德氏菌 (Burkholderia cepacia), 将该序列提
交到 GenBank(登录号：EU305400)。 
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2.6  拮抗作用 
通过 PSB3 对 12 个镰刀菌和炭疽菌菌株的室内

平板对峙试验, 菌株 PSB3在培养基平板中能够较好
的抑制其中 6个真菌菌丝的生长, 真菌菌落形态有变

异, 趋向于向十字形菌落发展, FX102和VF9903 2个
菌株的菌落出现明显的十字形, 且各个真菌菌落与
PSB3菌落间不融合, 有较明显的抑菌带, 说明 PSB3
对 F19等 6个菌株有不同程度的拮抗作用(见图 6)。 

 

    
A                             B                             C 

 

    
D                            E                               F 

 
图 6  解磷菌 PSB3 对 F19 等菌株的拮抗作用 

Fig. 6  The antagonism of PSB3 to 6 Fungal strains 
A: F19; B: F42; C: FX31; D: ZR75; E: FX102; F: VF9903 

 

3  讨论 

有机磷细菌培养基与无机磷细菌培养基成分的

差别在于磷源的不同, 前者加入了蛋黄, 蛋黄的营
养极其丰富 , 含有许多可供细菌生长的营养成分 , 
用有机磷细菌液体培养基来进行生物富集, 可为细
菌提供丰富的营养。而平板稀释法筛选时, 由于蛋
黄营养过于丰富 , 以致于在平板上长出很多杂菌 , 
且菌落过密而不利于筛选 , 影响解磷菌筛选的效
果。因此有机磷培养基适合用来富集, 而无机磷培
养基比较简单的成分限制了非解磷细菌的生长, 适
合用于平板筛选, 这样就提高了解磷菌分离筛选的
效率和准确性。 

微生物的解磷能力有 3种测定方法[8,9]: 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, 测定其有效磷的含量。本研究通过第 1种和第 2
种方法测定了解磷菌菌株 PSB3 的解磷能力, 结果
显示 PSB3具有较强的解磷能力。 

范丙全等[10]在测定溶磷草酸霉菌溶磷圈时得出

培养 7 d 时的 HD/CD值在 1.07~1.26之间。林启美
等[11]测得假单胞菌属培养 7 d时溶磷圈的 HD/CD值
在 1.00~3.50之间; 芽孢杆菌属培养 7 d时溶磷圈的
HD/CD 值范围是 1.14~1.43。而本研究中, PSB3 菌
株培养 7 d的溶磷圈 HD/CD值为 4.13, 远高于范丙
全等, 林启美等的研究结果。林启美等[11]从土壤中

分离的溶磷细菌在以磷矿粉作为磷源摇瓶培养 
5 d后, 菌株溶磷量最高达 l1.73 mg/L。SUNDARA 
RAO等[12]把磷酸钙作为磷源摇瓶培养 14 d后, 发现
几株芽孢杆菌属(Bacillus spp.)溶磷菌溶磷量范围是
70.52 mg/L~156.80 mg/L。而本研究中, PSB3的培养
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液上清含磷量明显高于对照 ,  含磷量峰值达到 
218.6 μg/mL。上述结果说明菌株 PSB3有较强的解
磷能力。 

生物防治作为病害防治方法之一, 具有良好的
防治效果。特别是细菌的作用是非常明显的, 具有
细菌的种类和数量众多; 对病原菌的作用方式较广; 
具有惊人的繁殖速度 ; 存在于植物根系和地上部 , 

对植物的生态适宜; 可以人工培养, 便于控制, 在
实践中易于操作; 不仅能防治病害而且可以增加作
物产量等优势[13]。解磷菌作为一类重要的植物促生

菌, 可生产大量的有机酸, 使土壤中不溶性磷溶解, 
从而加速土壤中无效磷的有效化, 增加土壤中磷对
作物的供应[14]。 

通过本研究 , 我们初步建立了“用有机磷液体
细菌培养基富集, 再用无机磷固体细菌培养基分离
筛选 ”的筛选体系 , 并对产生较大解磷圈的菌株
PSB3 在固体条件下和液体条件下的解磷能力进行
了测定 , 结果显示 , 该菌株有较强的解磷能力 , 进
一步证明了该体系的可行性和可操作性。拮抗试验

结果表明, 菌株 PSB3 对常见病原菌有不同程度的
拮抗作用。 

对于该菌株对其他病原菌的拮抗作用及其实际

田间生防效果等有待于进一步的研究。 
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