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研究报告 

解淀粉芽孢杆菌 YP6 中碱性磷酸酯酶 AP3 的酶学性质及其 
溶磷作用 

江威  吴秋兰  窦欣  管政兵  蔡宇杰  廖祥儒* 
(江南大学 生物工程学院工业生物技术教育部重点实验室  江苏 无锡  214122) 

 
 

摘  要：【背景】微生物溶磷机制多种多样，利用其解磷能力可有效促进植物生长。【目的】探

究溶磷菌解淀粉芽孢杆菌 YP6 的溶磷机制，提高磷资源的利用率。【方法】在大肠杆菌

BL21(DE3)中克隆并表达 YP6 中磷酸酯酶 AP3 基因，研究 AP3 的酶学性质并验证 AP3 的溶

磷作用。【结果】AP3 为碱性磷酸酯酶，最适反应 pH 为 10.3，最适反应温度为 40 °C，AP3 对

pNPP 亲和性较高，Vm为 4 033.4 μmol/(min·mg)，Km为 12.2 mmol/L。用纯酶 AP3 处理 24 h 后，

磷矿粉中的有效磷显著增加。接种菌株 YP6 发酵 7 d 后，也使土样中有效磷明显增长。【结论】揭

示了碱性磷酸酯酶 AP3 的溶磷能力，丰富了溶磷微生物库及对微生物溶磷机制的认识。 
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Characterization of a phosphorus-solubilizing alkaline phosphatase 
AP3 cloned from Bacillus amyloliquefaciens YP6 

JIANG Wei  WU Qiu-Lan  DOU Xin  GUAN Zheng-Bing  CAI Yu-Jie  LIAO Xiang-Ru* 
(Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, Jiangnan University, Wuxi, Jiangsu 214122, China) 

Abstract: [Background] The mechanisms of solubilizing-phosphorus by organisms are diverse, 
which significantly stimulates plant growths. [Objective] To characterize a phosphorus-solubilizing 
alkaline phosphatase from Bacillus amyloliquefaciens YP6. [Methods] An alkaline phosphatase, 
AP3, of YP6 was cloned, expressed in Escherichia coli BL21(DE3), characterized and its 
phosphorus-solubilizing effect tested. [Results] AP3 was an alkaline phosphatase, with optimal pH at 
10.3 and optimal temperature at 40 °C. Vm was 4 033.4 μmol/(min·mg) and Km was 12.2 mmol/L. The 
soluble phosphate of rock phosphorus was enhanced obviously by enzyme AP3 treatment for 24 h, 
and by inoculation of the strain Bacillus amyloliquefaciens YP6 for 7 days. [Conclusion] Alkaline 
phosphatase AP3 can be used as a phosphorus-solubilizing enzyme. 
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解 磷 微 生 物 (Phosphate-solubilizing 
microorganisms)主要存在于土壤和植物根际，具有

促进土壤中的难溶磷转化为有效磷的作用，进而减

少磷肥的使用，提高磷资源的利用率[1]。解磷微生

物主要有真菌、细菌和放线菌等，其中多数为芽孢

杆菌属(Bacillus)和假单胞菌属(Pseudomonas)的解

磷细菌[2]。解磷微生物可分为无机解磷微生物和有

机解磷微生物，大部分微生物可以通过产生有机酸

分解磷灰石释放 PO4
3−[3]。无机解磷微生物主要通过

分泌草酸、琥珀酸、乳酸、柠檬酸、延胡索酸等有

机酸，降低环境的 pH，分解磷酸钙、磷灰石等无

机磷化合物，释放有效磷。Bolan 等研究了小分子

有机酸的促磷作用，发现有机酸的存在可以促进植

物对土壤中磷的吸收，提高磷资源的利用率[4]。刘

胜亮等发现不同有机酸对速效磷的影响作用依次

为丙酮酸>酒石酸>乳酸>乙酸>草酸[5]。有机解磷微

生物的解磷机制主要是酶解作用，在缺磷环境下，

通过分泌磷酸酯酶、植酸酶等酶类促进有效磷的释

放[6]。植酸酶通过释放植酸磷来增加有效磷的含量；

磷酸酯酶则通过去磷酸化或断裂有机磷物质中的

磷酯键释放有效磷，根据其最适作用 pH 可分为酸

性 磷 酸 酯 酶 (Acid phosphatase) 和 碱 性 磷 酸 酯 酶

(Alkaline phosphatase)。Wanner 等在 1982 年首次报

道将解磷基因(psi)转入大肠杆菌中并提高了大肠杆

菌的解磷能力[7]。Ludtke 等发现大肠杆菌中 phoA
编码碱性磷酸酯酶，当细胞处于缺磷状态时，phoA
编码大量碱性磷酸酯酶分泌到细胞周质空间[8]。

Siddavattam 等发现假单胞菌(Pseudomonas sp.)和黄

杆 菌 (Flavobacterium sp.) 中 都 有 编 码 解 磷 酶 的  
基因[9]。钟传青等[10]发现，微生物的生长发育过程

中释放的有机酸和磷酸酯酶可以促进难溶磷转化

为有效磷。土壤中解磷微生物众多，解磷机制复杂，

有的微生物仅靠一种溶磷机制，有的微生物通过多

种机制相互作用[11]。研究解磷微生物的传统方法不

能彻底了解解磷菌的溶磷机制，需要结合现代分子

生物技术，深入了解与解磷有关的基因[12]。 
为提高土壤中累积的磷资源的利用效率，本实

验从贵州磷矿植物根际得到了具有明显溶磷能力

的解淀粉芽孢杆菌 YP6 (Bacillus amyloliquefaciens 
YP6)。为研究 YP6 的解磷机制，探究 YP6 的溶磷

能力与其分泌的碱性磷酸酯酶的关系，将 YP6 中编

码碱性磷酸酯酶的基因 AP3 克隆并转化到表达宿

主大肠杆菌 BL21(DE3)中，研究了 AP3 的酶学性质

并验证其促磷能力。同时研究了菌株对磷矿粉以及

土壤样品的促磷作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

YP6 (GenBank 登录号：KP326355.1)筛选自贵

州磷矿植物根际，由实验室自主保存。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

分子生物学所需试剂、表达载体 pColdⅡ、大

肠杆菌 DH5α 和 BL21(DE3)，TaKaRa (大连)公司。

磷矿粉，湖北襄阳隆福矿业有限公司；土样，江南

大学百草园；对硝基磷酸苯二钠和磷酸苯二钠，宝

生物工程(上海)股份有限公司；其他试剂为分析纯。 
PCR 仪，美国应用生物系统公司；核酸电泳仪

和蛋白电泳仪，北京六一生物科技有限公司；凝胶

成像仪，美国伯乐公司；超声破碎仪，美国必能信

公司；紫外分光光度计，日本日立公司；酶标仪，

美国伯腾仪器公司；台式高速冷冻离心机，湖南湘

仪实验室仪器开发公司；恒温水浴锅和全温度摇瓶

柜，江苏太仓市强乐实验设备有限公司。 
1.1.3  培养基和溶液 

(1) LB 液体培养基[13]，固体培养基添加 2%琼脂。 
(2) 无机磷固体培养基[14]，磷源替换为羟基磷

灰石。 
(3) 结合缓冲液：500 mmol/L NaCl，20 mmol/L

磷酸钠(pH 7.4)； 
(4) 洗脱缓冲液：500 mmol/L 咪唑，500 mmol/L 

NaCl，20 mmol/L 磷酸钠(pH 7.4)。 

1.2  方法 
1.2.1  PO4

3−含量与磷酸酯酶酶活性检测 
YP6 接种于 50 mL LB 培养液中，30 °C、200 r/min
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培养 18 h 后，将不同含量(1%−10%)的种子液接种

于含 2%磷矿粉的 LB 培养基，以加入等量灭菌培

养基为对照，30 °C、200 r/min 培养 2 d 后于 4 °C、

5 000 r/min 离心 10 min，收集上清液测定磷酸酯酶

酶活及 PO4
3−的含量，根据对照计算有效磷的增加

量。溶液中可溶磷 PO4
3−的含量通过钼酸铵比色法

绘制标准曲线并检测[15]。磷酸酯酶活性分别在 pH 
5.0 (柠檬酸盐缓冲液)、pH 7.0 (Tris-HCl 缓冲液)
和 pH 10.0 (乙二醇胺缓冲液)通过磷酸苯二钠比

色法[16]检测。以 pNPP 为底物可通过对硝基磷酸苯

二钠比色法检测[17]。 
1.2.2  AP3 的克隆表达 

提取 YP6 菌株 16S rRNA 基因进行序列比对，

得 到 与 YP6 相 似 度 达 到 99% 的 菌 株 Bacillus 

amyloliquefaciens XH7 (登录号：CP002927.1)。根据

XH7 的磷酸酯酶基因序列，采用 Primer 5.0 设计引

物并添加保护碱基和酶切位点，上游引物为：

5-GCCGGAGCTCATGAGTTTATTTAAACAGGTT
CGAT-3；下游引物为：5-GCCGCTGCAGTTATTTG 
CCGCTTTTTAAGATG-3，下划线处为酶切位点

(Sac Ⅰ和 Pst )Ⅰ 。以 YP6 的全基因组为模板，采用

PrimeSTAR HS DNA 聚合酶体系进行 PCR 扩增。

反应体系：5×Prime STAR 缓冲液(Mg2+，5 mmol/L) 
10 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 4 μL，上、下游引物   
(10 μmol/L)各 1 μL，DNA 模板(100 ng/μL) 1 μL，

DNA 聚合酶(2.5 U/μL) 0.5 μL，添加 ddH2O 至 50 μL。

反应条件：98 °C 10 s，55 °C 30 s，72 °C 2 min，30 个

循环。PCR 产物纯化后和 pColdⅡ载体进行双酶切，

用 T4 DNA 连接酶在 16 °C 连接过夜，转化到大

肠杆菌 DH5α 中，在含氨苄霉素(100 µg/mL)的 LB
平板上筛选阳性菌株，测序确认转化后，提取质

粒转化到大肠杆菌 BL21 (DE3)。 
1.2.3  生物信息学初步分析 AP3 氨基酸序列 

通过 ExPASy (http://web.expasy.org/protparam/)
预测 AP3 蛋白序列的基本理化性质；通过 ClustalW
和 MEGA 5.0 软件对 GenBank 上不同类型磷酸酯酶

构建基于氨基酸序列的进化树。 

1.2.4  诱导表达及蛋白纯化 
10 μL 重组 BL21(DE3)菌株(RSAP3)加入 3 mL

含氨苄的 LB 培养基，以 BL21(DE3)和空载[转入

pColdⅡ质粒的 BL21(DE3)，Bp]为对照，37 °C、

200 r/min 培养过夜后加入 50 mL 含氨苄的 LB 培养

基中至 OD600 为 0.4−0.6，15 °C 下静置 30 min。加

入 20 μL 0.5 mol/L 的 IPTG，以不加 IPTG 的菌株作

对照。收集菌液 4 °C、8 000 r/min 离心 10 min，弃

上清，加入 5 mL Tris-HCl 缓冲液重悬菌体，超声波

破碎 20 min，破 2 s 停 3 s，30%功率。同条件离心

10 min 取上清，得到磷酸酯酶粗酶液。 
1.2.5  酶活测定及 SDS-PAGE 分析 

粗酶液用磷酸苯二钠比色法在不同酸碱条件

下测定是否具有磷酸酯酶酶活性后，以结合液平衡

镍柱(HisTrap HP)，用洗脱液梯度洗脱获取 AP3 纯

化产物。再经脱盐柱(HiTrapTM)脱盐。纯化后的蛋

白用 Bradford 法[18]测定浓度，通过 12% SDS-PAGE
凝胶电泳(SDS-PAGE)[19]确定蛋白是否纯化。 
1.2.6  酶学性质分析 

温度、pH 对 AP3 酶活性的影响：不同温度

(0−80 °C)和 pH 10.0 下，测定 AP3 的最适反应温

度。最适反应温度下，配制不同 pH 的缓冲液(pH 
3.0−12.0)，测定 AP3 最适反应 pH。酶的热稳定性：

最适 pH 下，0−80 °C 孵育 1 h 后测定 AP3 活性。

pH 稳定性：最适温度下，分别在 pH 3.0−12.0 下保

持 1 h，测定 AP3 的剩余活性。以标准体系下 AP3 最

高酶活为 100%，计算相对酶活。研究 10 种金属离子

(0−10.0 mmol/L)对 AP3 活性的影响，以不加金属离子

的反应液为 100%，以 0.02 mol/L pNPP 为底物，测定

AP3 的相对酶活。实验研究了常见的抑制剂(EDTA、

组氨酸、半胱氨酸、丝氨酸)在不同浓度下对 AP3 的

影响。由于在配制碱性缓冲液(pH 10.3)时发现，使用

磷酸缓冲液时 AP3 的酶活性远低于乙二醇胺缓冲液

中的酶活，因此实验探究了磷酸氢二钠对 AP3 的影

响。分别以不同浓度(0.01−0.50 mol/L)的 pNPP 和磷酸

苯二钠为底物，添加最佳金属离子浓度的溶液，在最

适反应 pH 和温度下，测定不同底物浓度下的酶活，

根据米氏方程变形 1/V=1/Vmax+Km/Vmax·(1/S)，用双倒
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数作图法，计算 Vm、Km、kcat 以及 kcat/Km。 
1.2.7  解磷菌的平板溶磷 

分别取 5 μL Bp、YP6、RSAP3 菌株种子液，

点样于以羟基磷灰石为唯一磷源的无机磷固体培养

基，37 °C 倒置培养 2 d 后观察其是否产生解磷圈。 
1.2.8  纯酶溶磷及菌株对磷矿粉和土样的解磷作用 

在蒸馏水中加入 1%的磷矿粉，取 1 mL 加入

50 μL 纯化后的 AP3 酶液，以等量灭活酶液为对照，

在最适条件下分别反应 0.5、12、24 h，离心后取上

清液检测溶液中 pH 的变化并测定反应体系中 PO4
3−

的含量。将 Bp、YP6、RSAP3 的种子液接入 50 mL
含 1%磷矿粉的 LB 培养基中，按 1.2.4 中方法诱导

表达 1 d，3 株菌转入 30 °C、200 r/min 进行培养，

以加入等量不含菌体的培养基为对照，培养 1−7 d，

取样测定培养基中 PO4
3−的含量。 

将不同比例(0.5%、1%、2%、3%、4%、5%)灭
菌烘干研磨后的土样加入 50 mL LB 培养基，灭菌后

接入 5%的 YP6 种子液，30 °C、200 r/min 培养 1−7 d，

以不加菌株为对照，计算样品中 PO4
3−的增长量。 

2  结果与分析 

2.1  YP6 的溶磷能力与 AP3 的关系 
样品中菌体含量越高，磷酸酯酶酶活越高。在

pH 5.0、7.0 和 10.0 下均能检测到酶活，pH 10.0 时

的酶活性最高，因此选取碱性磷酸酯酶作为研究对

象。图 1A 表明，在含有 2%磷矿粉的培养基中，样

品中碱性磷酸酯酶含量越高，体系中检测到的

PO4
3−含量越高，在接种量大于 5%的样品中，碱性

磷酸酯酶酶活无明显变化，可能与培养基中菌种量

过大、菌种过饱和有关。接种 10%菌株的样品中

PO4
3−含量最高，为 92.11 mg/L。 

2.2  诱导表达及蛋白纯化结果 
AP3 异源表达宿主构建后，经诱导表达和

SDS-PAGE 分析，如图 1B 所示，泳道 3 为多次纯

化并脱盐后的 AP3，与 ExPASy 预测一致，在 49.6 kD
处有单一明显的条带。经计算，纯化后的 AP3 最大

反应速率 Vm 为 4 033.4 μmol/(min·mg)。经系统发育

树分析，AP3 与来自不同种芽孢杆菌的碱性磷酸酯

酶相似度达 99%，如解淀粉芽孢杆菌、枯草芽孢杆

菌、蜡样芽孢杆菌等。 

2.3  酶学性质分析 
如图 2A 所示，AP3 最适 pH 为 10.3，在 pH 

8.0−11.0 范围内具有 50%以上酶活性，在 pH<3.0
及 pH>12.0 的条件下几乎失活。如图 2B 所示，最

适反应温度为 40 °C，在 0−55 °C 内酶活性仍保持

55%以上。AP3 不耐高温，在低温环境下酶活不易

损失，因此 AP3 可能为冷活性碱性磷酸酯酶。 

 
图 1  碱性磷酸酯酶对 PO4

3−含量的影响及 AP3 的 SDS-PAGE 分析 
Figure 1  Effect of AP3 on the content of PO4

3− and SDS-PAGE analysis of AP3 
注：A：碱性磷酸酯酶与 PO4

3−含量的关系；B：蛋白纯化 SDS-PAGE 分析. 1：空载 Bp；2：粗酶液；3：AP3，黑色箭头指示为目

的蛋白；M：蛋白 Marker. 
Note: A: The relationship between the content of alkaline phosphatase and PO4

3−; B: SDS-PAGE analysis of AP3. 1: Bp; 2: Crude enzyme; 3: 
Purified fraction of AP3; M: Protein marker.  
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图 2  酶学性质分析 
Figure 2  Enzymatic properties of AP3 
注：A：pH 对 AP3 活性的影响及 pH 稳定性；B：温度对 AP3 活性的影响及温度稳定性. 
Note: A: Optimum pH and pH stability of AP3; B: Optimum temperature and thermal stability of AP3. 
 

表 1 所示金属离子对 AP3 的影响，Mg2+、Ca2+、

Cu2+以及低浓度的 Zn2+对 AP3 有激活作用，Fe3+无

明显影响，其中 Mn2+具有明显的抑制作用，其他 4
种金属离子对 AP3 均有一定的抑制作用，最佳金属

离子为 10.0 mmol/L 的 Mg2+。 
不同浓度的抑制剂对 AP3 的影响如图 3 所

示，EDTA 和半胱氨酸对 AP3 有强烈的抑制作用，

在 0.5 mmol/L 下抑制率近 100%，磷酸氢二钠和组

氨酸在<1 mmol/L 的浓度下对 AP3 抑制不明显，

当浓度>1 mmol/L 有明显的抑制作用。丝氨酸在浓

度<20 mmol/L 时对 AP3 的抑制作用不明显，当浓

度达到 100 mmol/L 时，相对酶活<10%。 
分别以磷酸苯二钠和 pNPP 为底物，根据双倒数

曲线，计算出各项参数如表 2 所示。Vm 分别为 3 068.2
和 4 033.4 μmol/(min·mg)，Km 分别为 101.2 和  
12.2 mmol/L。可见 AP3 对 pNPP 具有更高的特异性。 

2.4  促磷能力分析 
图 4C 中 YP6 和 RSAP3 形成明显的解磷圈，

说明 YP6 和 RSAP3 具有将难溶磷转化为有效磷

的能力。菌株 Bp 可以在平板上生长，但并不能

形成解磷圈。图 4A 中由于磷矿粉存在部分有效

磷，造成加入灭活酶液的样品也检测到部分有效磷，  
 
 
表 1  金属离子对 AP3 的影响 
Table 1  The effect of mental ions on AP3 

Metal ions 
Ions concentration (mmol/L) 

0.0 0.1 0.5 1.0 2.0 5.0 10.0 

Mg2+ 100.00 108.58±0.12 109.03±0.76 113.55±0.32 119.22±0.21 123.27±0.34 130.66±0.50 
Ca2+ 100.00 102.55±0.31 109.08±0.31 110.11±0.25 113.40±2.40 116.45±1.70 120.49±0.15 
Ba2+ 100.00 101.11±0.60 101.62±0.86 103.37±0.81 110.05±1.41 109.43±0.30 56.31±0.15 
Mn2+ 100.00 54.20±1.62 55.71±1.44 66.95±1.30 75.54±2.83 86.87±0.99 56.31±0.15 
Cu2+ 100.00 103.56±0.91 106.27±2.67 118.64±0.67 119.41±2.11 121.42±0.68 118.10±0.44 
Fe2+ 100.00 97.56±0.76 92.96±2.87 75.27±0.32 71.75±0.99 61.29±1.54 21.51±0.21 
Fe3+ 100.00 103.15±0.12 103.37±1.36 103.41±0.10 103.08±0.53 103.41±0.27 103.78±2.99 
Zn2+ 100.00 113.92±0.82 111.81±1.11 92.25±0.60 75.04±0.90 88.25±1.72 97.50±0.86 
Ni2+ 100.00 102.81±1.36 100.43±0.55 96.67±1.16 95.73±0.87 93.64±1.36 85.70±0.57 
Co2+ 100.00 103.61±0.35 103.51±1.56 110.23±1.15 96.39±0.72 99.76±0.80 71.25±2.58 
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图 3  常见抑制剂对 AP3 的影响 
Figure 3  The effects of five common inhibitors on AP3 
 
其含量随时间并无明显变化，说明灭活酶液无促

磷作用。含有 AP3 酶液的样品中有效磷含量不断

增加，并检测到样品中的 pH 并没有明显变化，

维持在 pH 7.0 左右。样品中的 PO4
3−含量在 24 h

后为 59.72 mg/L，达到对照组的 2.28 倍，增加了

33.53 mg/L。图 4B 中，对照中同样检测到部分可溶

磷，含量并无变化。接种 YP6 样品中的 PO4
3−含量

不断增大，在第 7 天达到 109.52 mg/L，是对照的

4.1 倍。RSAP3 菌株中的 PO4
3−含量最高，随时间增

加在第 7 天达到 135.12 mg/L，为对照组的 5.1 倍。

接种 Bp 的样品中也检测到少量有效磷，在 1−4 d 呈

现略微增加趋势，第 4 天后不再增加，并在第 6 天

开始下降，这些有效磷可能为菌株生长所需而产

生。对照组中 pH 并无变化，接入菌株的实验组中

溶液 pH 略有下降，在第 7 天 3 组实验组中的 pH
在 6.5 左右，因此 pH 对溶磷的影响有待进一步研

究。图 4D 中 YP6 在土样中的溶磷能力与时间呈正

相关，在含有 1.0%土样的条件下，溶磷能力最高，

第 7 天有效磷的增加量为 79.27 mg/L。在含有 5%
土样的条件下，土壤中存在的可溶磷含量较高，可

溶磷的增加量最少，可能由于在高含量有效磷存在

的环境中，菌体并不处于磷胁迫状态，促使其溶解

磷能力下降。 

3  讨论 

应用解磷微生物解决土壤中磷资源富集的现状，

提高磷资源的利用效率，已逐渐引起关注。Antoun
等研究发现根际微生物是丰富的解磷微生物库，

54%的根际微生物具有溶磷作用[20]。杜雷等从蔬菜

大棚作物根际分离到一株高效解磷菌，属于根瘤菌

属(Ensifer)，在以磷酸钙为磷源的无机磷培养基中

发酵 7 d，溶磷能力达到 443.11 mg/L[21]。刘荣昌等

将欧文氏菌属(Erwinia)的解磷菌作为菌肥施入土

壤，发现该菌对小麦和大豆均有增产作用[22]。目前

研究解磷菌的主要磷源为磷酸钙，本实验所用菌株

YP6 首次在以磷矿粉为 2%磷源的条件下，发酵 7 d
后有效磷含量达到 109.52 mg/L，重组 RSAP3 菌株中

的有效磷含量在第 7 天达到 135.12 mg/L。为了提高

YP6 的溶磷能力，有待进一步优化溶磷发酵条件。 
微生物解磷机制十分复杂，主要机制为有机

酸、植酸酶以及磷酸酯酶的作用。银婷婷等发现 pH
的降低、菌体数量和葡萄酸的含量是葡萄醋杆菌

qzr14 产生可溶磷的主要原因[23]。王同等从红壤中

筛选得到的菌株 B1 主要通过分泌苹果酸和草酸降

低 pH，提高有效磷的含量[24]。Narsian 等认为溶磷

微生物主要的溶磷机制是产生大量的有机酸和磷

酸酯酶[25]。管国强等通过以磷酸钙为磷源，对伯克

霍尔德氏菌 P0417 的溶磷机制进行分析，发现除草

酸和琥珀酸外，磷酸酯酶也有一定的解磷效果[26]。 
 
表 2  AP3 酶学动力学参数 
Table 2  The enzyme kinetics parameters of AP3 

Substrates Vm (μmol/(min·mg)) Km (mmol/L) kcat (s–1) kcat/Km (L/(s·mol)) 
磷酸苯二钠 
Disodium phenyl phosphate hydrate 

3 068.2±27.4 101.2±3.3 2.5×106±0.1×104 2.5×107±0.1×106 

对硝基磷酸苯二钠 
p-Nitrophenyl phosphate 

4 033.4±45.5 12.2±1.8 3.3×106±0.2×104 2.8×108±0.2×107 
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图 4  促磷能力分析 
Figure 4  The analysis of solubilizing-phosphate 
注：A：AP3 对磷矿粉的溶磷作用；B：菌株对磷矿粉的溶磷作用；C：菌株在无机磷平板上的溶磷圈；D：YP6 对土样的溶磷作用. 
Note: A: The solubilizing-phosphate effect of AP3 on phosphate rock; B: The solubilizing-phosphate effect of strains on phosphate rock; C: 
The solubilizing-phosphate zone of strains on inorganic phosphorus medium; D: The solubilizing-phosphate effect of YP6 on soil sample. 
 

为深入认识解磷机制，需结合解磷基因及相关

酶的研究，本实验中发现 YP6 所分泌的碱性磷酸酯

酶与促进溶磷能力有关，将其解磷基因克隆到大肠

杆菌 BL21(DE3)中使其表达，并首次使用碱性磷酸

酯酶 AP3 作用磷矿粉，证明了 AP3 的促磷能力。

AP3 为碱性磷酸酯酶，酸性磷酸酯酶是否更适合释

放有效磷有待进一步探究。溶磷微生物作为菌肥

提高土壤中可溶磷含量，是研究溶磷微生物的主

要目的。本实验探讨了不同含量土壤样品中 YP6
的溶磷能力。在 1%土样的条件下，第 7 天有效磷增

加 79.27 mg/L。尽管 YP6 对土壤溶磷效果明显，仍需

要施用到作物中，进一步研究作物的生长和产量等。  

4  结论 

本研究从具有高溶磷能力的解淀粉芽孢杆菌

YP6 中克隆出磷酸酯酶 AP3。酶学性质分析表明

AP3 是碱性磷酸酯酶，最适 pH 为 10.3，最适反应

温度为 40 °C，对 pNPP 和磷酸苯二钠亲和力高(Km

分别为 12.2 和 101.2 mmol/L)。同时证明了 AP3 对

磷矿粉具有一定的促磷能力。研究结果表明 YP6 具

有潜在的提高土壤中磷资源利用率的价值，同时

AP3 对磷矿石的解磷作用也丰富了对微生物解磷机

制的认识。 
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