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解磷菌 YYF-3 的分离鉴定及其生长特征

朱金峰1，孙会忠2，王小东2，李广良1，孙明辉1，陈 冲1，陈启龙1

( 1． 河南省烟草公司 漯河市公司，河南 漯河 462000; 2． 河南科技大学 农学院，河南 洛阳 471003)

摘 要: 通过富集培养和鉴别培养初筛，从烟草( Nicotiana tabacum L． ) 根际土壤分离到 1 株具有较高解磷活

性的菌株，编号为 YYF-3。菌株 YYF-3 经过48 h 发酵后，培养基上清液中游离态磷含量达到221． 7 mg·L －1，进

一步确定 YYF-3 均具有较强的解磷能力。形态特征观察、生化特性测定和 16S rDNA 序列分析的多相分类鉴定

结果表明，菌株 YYF-3 隶属于不动杆菌属 Acinetobacter，暂命名为 Acinetobacter sp． YYF-3。菌株 YYF-3 最适生

长温度为 28 ～34 ℃，最适 pH 值范围是 6． 0 ～6． 5，对 NaCl 反应敏感。菌株 YYF-3 既可以作为解磷菌微生物诱

变育种和全基因组育种的良好材料，也可以作为烤烟专用菌肥复配的备用菌株。
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磷是植物生长发育过程中的肥料三要素之一，其在植物体中的含量仅次于氮和钾。通常土壤有效磷

小于 10 mg·kg －1时被认为是缺磷土壤，我国耕地缺磷土壤面积超过总耕地面积的 74%［1 － 2］。因此，我国

绝大部分耕地为了实现高产、稳产、优质的生产目标，均需补充大量的磷化肥，但长期施肥磷化肥形成的

富集效应，又造成了土壤本底理化特性的改变，如板结、元素供应失衡、微生物群落失调等一系列生产、生
态负面效应。难溶性磷酸盐是土壤中绝大部分磷主要的存在形式，植物不能直接吸收利用［3］。为满足生

产需要，如何改善和提高耕地土壤磷的利用率，仍然是一项亟待解决的农业技术课题［4］。众所周知，微生

物在磷元素物质循环过程中的合成与分解途径中起着非常重要的作用［2，5］，一些具有解磷功能微生物已

经得到证实，但就整体而言，关于解磷微生物的研究仍然不够深入和系统，解磷菌资源相对单一，使相关

的微生物诱变育种、工程菌构建等下游技术研究受到一定的限制，故持续筛选分离解磷菌株仍然是人们

需要投入和关注的优先选项［6］。不同菌株在不同土壤环境的定殖能力存在差异，为了筛选出适宜于烟草

根际环境繁殖的解磷菌，以丰富烟草专用菌肥开发微生物资源，笔者以烤烟根际土壤为材料，对解磷菌进

行了筛选鉴定，并对目标菌株的生长特性进行了探索。

1 材料与方法

1． 1 试验材料 土壤样品采自河南省漯河市烟草公司的烤烟生产试验田，烤烟品种为豫烟 10 号。
富集培养基: 葡萄糖 5． 0 g，( NH4 ) 2SO4 0． 5 g，NaCl 5 g，KCl 0． 3 g，MgSO4·7H2O 0． 3 g，FeSO4 0． 03 g，

MnSO4·4H2O 0． 03 g，CaCO3 4 g，( NH4 ) 3PO4 0． 5 g，鸡蛋黄 10 mL，蒸馏水定容至 1 000 mL，pH7． 0。
分离培养基: 葡萄糖 5． 0 g，( NH4 ) 2SO4 0． 5 g，NaCl 0． 5 g，KCl 0． 3 g，MgSO4·7H2O 0． 3 g，FeSO4 0． 03 g，

MnSO4·4H2O 0． 03 g，鸡蛋黄 10 mL，菊糖 1． 0 g，琼脂粉 18． 0 g，蒸馏水定容至 1 000 mL，pH7． 0。
磷细菌液体培养基: 葡萄糖 5 g，( NH4) 2SO4 0． 5 g，NaCl 0． 3 g，KCl 0． 3 g，MgSO4·7H2O 0． 3 g，FeSO4 0． 03 g，

MnSO4·4H2O 0． 03 g，Ca3( PO4) 2 8 g，蒸馏水定容至 1 000 mL，pH7． 0。



LB 液体培养基: 胰蛋白胨 10 g，酵母提取物 5 g，NaCl 5 g，蒸馏水定容至 1 000 mL，pH7． 0。
1． 2 方法

1． 2． 1 解磷菌的筛选方法

1． 2． 1． 1 富集培养 称取 5 g 土样放入装有 45 mL 富集培养基的三角瓶中，30 ℃，160 r·min －1摇床培

养 48 h。
1． 2． 1． 2 分离培养 将富集培养液以 10 倍的梯度从 10 －1 稀释至 10 －4。无菌操作条件下分别取 10 －2，

10 －3和 10 －4 3 个稀释度的稀释液 0． 1 mL，涂布于解磷菌分离培养基，于 30 ℃恒温培养 4 d。用接种环挑

取生长良好、特征典型、解磷圈大而显著的单菌落，在分离培养基平板上划线纯化，获得目标菌株活体纯

培养物，并 4 ℃斜面保存。
1． 2． 2 解磷菌株的解磷能力确定 采用钼蓝比色法，操作步骤参考文献［7］进行。
1． 2． 3 菌株的鉴定

1． 2． 3． 1 菌株的生化指标测定 参考文献［8 － 9］进行。
1． 2． 3． 2 菌株的 16S rDNA 分析 将 YYF-3 菌株接种于 LB 液体培养基，30 ℃，180 r·min －1摇床培养 18 h，获

取菌液。采用 TaKaＲa MiniBEST Bacterial Genomic DNA Extraction kit Ver． 2． 0 试剂盒提取 YYF-3 总 DNA。
PCＲ 扩增引物为: 正向引物 27F: 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'，反向引物: 1492Ｒ: 5'-TAGGGTTAC-

CTTGTTACGACTT-3'。PCＲ 扩增体系( 20 μL) : 10 × Ex Taq PCＲ buffer 2 μL，dNTP( 10 mol·L －1 ) 1． 6 μL，正、
反向引物( 20 mmol·L －1 ) 各 1 μL，DNA 模板 1 μL，Ex Taq DNA 聚合酶 0． 2 μL，双蒸水 13． 2 μL。扩增程序:

94 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性 45 s，50 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 1 min 40 s，循环 30 次; 72 ℃最终延伸 10 min。
目的片段长度约为 1． 5 kb，PCＲ 产物经过 1 %琼脂糖凝胶电泳，目的条带采用 TaKaＲa MiniBEST Agarose Gel
DNA Extraction kit Ver． 3． 0 进行胶回收，回收产物与 TaKaＲa pMDTM18-T Vecter 连接，并将重组质粒转化于

DH5α 感受态细胞，37 ℃培养过夜，经蓝白斑筛选，挑选阳性克隆摇菌，测序由北京奥克鼎盛生物科技有限公

司完成。
将测序获得的 YYF-3 的 16S rDNA 碱基序列提交 NCBI 进行相似性比对，并采用 MEGA6． 06 软件的

Neighbor-Joining 方法构建系统发育进化树。菌株鉴定参考文献［10 － 11］的方法进行。
1． 3 菌株 YYF-3 的生长特性观察

1． 3． 1 温度对生长的影响 将 YYF-3 以 2 % ( 菌悬液 OD600 = 0． 2) 的接种量接入磷细菌液体培养基中，

分别置于 20，22，24，26，28，30，32，34，36，38，40，42，44 ℃，180 r·min －1培养 48 h，用分光光度计测定 600
nm 波长的菌体 OD 值( 重复 3 次取平均值，下同) 。
1． 3． 2 pH 对生长的影响 分别将磷细菌液体培养基 pH 调为 4． 0，4． 5，5． 0，5． 5，6． 0，6． 5，7． 0，7． 5，8． 0
和 8． 5，将 YYF-3 以 2 % ( 菌悬液 OD600 = 0． 2) 的接种量接入，30 ℃，180 r·min －1培养 48 h，用分光光度计

测定 600 nm 波长的菌体 OD 值。
1． 3． 3 NaCl 对生长的影响 将 YYF-3 按 2 % ( 菌悬液 OD600 =0． 2) 的接种量分别接入 NaCl 含量( 0，0． 1 ，0． 3，

0． 5，1． 0，4． 0，7． 0 和 10． 0 g·L －1) 不同的磷细菌液体培养基中，30 ℃，180 r·min －1培养 48 h，用分光光度计测定

600 nm 波长的菌体 OD 值。

2 结果与分析

2． 1 解磷菌株的获得 通过富集和平板分离培养，获得 2 株溶磷圈大而显著的菌株( 图 1) ，判断具有解

磷活性，初步确定为目标菌株，菌株编号分别为 YYF-7，YYF-3。
2． 2 解磷菌株的解磷能力 采用钼锑抗比色法对 YYF-7 和 YYF-3 的解磷能力进行了评估与确定。结果

表明，YYF-7 和 YYF-3 经过 48 h 发酵后，二者培养基上清液中游离态磷含量分别为 39． 6 mg·L －1和 221． 7
mg·L －1 ( 二者的对照处理分别为4． 7 mg·L －1和5． 6 mg·mL －1 ) ，说明 YYF-7 和 YYF-3 均具有解磷能力，但

YYF-3 的解磷活性显著高于 YYF-7，约是 YYF-7 的 5． 6 倍，故将 YYF-3 作为鉴定菌株。
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图 1 菌株的磷降解圈示意图

Fig． 1 The phosphorate degradation circle of the strains

2． 3 菌株 YYF-3 的多相分类特征

2． 3． 1 菌落特征 从图 2 可知，菌株 YYF-3 为球杆菌，菌体长 1． 0 ～ 1． 4 μm、宽 1． 3 ～ 2． 0 μm( 图 2-A) 。
常成对排列，也可单个存在，有时也可呈链状。具荚膜，无鞭毛，不能运动，在 LB 平板上菌落边缘整齐，微

润，有光泽，低凸起，乳白色( 图 2-b) 。

图 2 菌株 YYF-3 形态的显微观察

a． 扫描电镜照片，× 15 000; b． 光镜照片，× 1 000
Fig． 2 Microscopic observation of the morphology of the strain YYF-3

a: Scanning electron micrography，× 15 000; b: light microscopy，× 1 000

2． 3． 2 生化特征 YYF-3 菌株的生理生化测定结果表明，生化特征与文献［10 － 11］中对不动杆菌属

Acinetobacter 相关特征的描述基本一致( 表 1) 。
表 1 YYF-3 菌株的生理生化指标测定结果

Tab． 1 Physiological and biochemical indexes of the strain YYF-3

测定项目

Test
结果

Ｒesult
测定项目

Test
结果

Ｒesult

革兰氏染色 Gram staining － 脲酶试验 Urease test －

葡萄糖发酵 Glucose fermentation － 赖氨酸脱羧酶反应 Lysine decarboxylase reaction －

明胶反应 Gelatin reaction － 触酶试验 Contact enzyme test +

戊二酸盐反应 Glutarate reaction － 氧化酶试验 Oxidase test －

硝酸盐反应 Nitrate reaction － 丙二酸利用 Malonate utilization +

注:“+”表示阳性;“－”表示阴性

Note: “+”show positive; “－“ show negative
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2． 3． 3 16S rDNA 分析测序 通过对 YYF-3 菌株 PCＲ 产物阳性克隆的测序，获得 1 441 bp 的 16S rDNA
基因序列( 图 3) 。

图 3 YYF-3 菌株的 16S rDNA 基因序列

Fig． 3 The 16S rDNA gene sequence of the strain YYF-3

通过 NCBI 的 blast 在线分析功能对以上序列( 图 3 ) 进行同源性比对，选取同源性较高的序列采用

MEGA6． 06 软件构建菌株的 Neighbor-Joining 系统发育进化树。从图 4 可知，菌株YYF-3 分别与 A． Septicus
( NＲ116071． 1) ，A． Septicus( NＲ116070． 1) ，A． Tandoii( NＲ117630． 1) ，A． baumannii( NＲ116845． 1) 和 A． bau-
mannii( NＲ117620． 1) 共同聚为一支，且 Bootstrap 自举值达到 99%。综合培养特征、生理生化分析和 16S rD-
NA 序列比对结果，确定 YYF-3 隶属于不动杆菌属 Acinetobacter，暂命名为 Acinetobacter sp． YYF-3。

图 4 菌株 YYF-3 的 Neighbor-Joining 系统发育树

Fig． 4 The Neighbor-Joining phylogenetic tree of the strain YYF-3
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2． 4 菌株的生长特性

2． 4． 1 温度对菌株生长的影响 从图 6 可知，在低于 20 ℃和高于 38 ℃的条件下，OD 值很低，而且增长

和下降幅度都很小，说明菌株 YYF-3 在此温度条件下几乎不进行生长; 从 22 ℃开始，OD 值开始由低到快

速增长，32 ℃时 OD 值达到最大值，温度大于 38 ℃时，OD 值则由高到低迅速减小，并维持低位，可见菌株

YYF-3 的基本生长温度范围为 22 ～ 38 ℃ ; 菌株在 28 ℃前 OD 值上升速度快，增长幅度大，温度介于 28 ～
34 ℃时，OD 值维持维持在高值状态，且变化幅度较小，34 ℃后 OD 值则迅速下降，表明菌株适宜的生长温

度范围为 28 ～ 34 ℃。

图 5 温度对菌株 YYF蛳3 生长的影响
Fig.5 The effect of temperature on the growth of the strain YYF蛳3

T / ℃ pH

图 6 pH 对菌株 YYF蛳3 生长的影响
Fig.6 The effect of pH on the growth of the strain YYF蛳3
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图 7 NaCl 对 YYF蛳3 菌株生长的影响
Fig.7 The effect of NaCl on the growth of the strain YYF蛳3
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2． 4． 2 pH 对菌株生长的影响 从图 5 可知，pH
在 4． 5 ～ 6． 5 范围时，OD 值由低到高迅速增大，

大于 7． 5 时，OD 值则迅速减小并维持低位，所以

菌株的基本生长 pH 值范围为 4． 5 ～ 7． 5; pH 在

6． 5 时，OD 值最大，但同时也是 OD 值由大变小

最明显的拐点，这说明菌株 YYF-3 对偏酸性条件

适应能力较好，碱性环境不利于其生长; pH 值介

于 6． 0 ～ 6． 5 时，OD 值维持在高位状态，表明菌

株适宜的 pH 值范围为 6． 0 ～ 6． 5。
2． 4． 3 NaCl 含量对菌株生长 的影响 从图 6 可

知，当 NaCl 含量低于 1 g·L-1时，OD 值介于 1． 0 ～
1． 2 之间，说明菌株 YYF-3 生长良好; NaCl 含量在

1 ～5 g·L-1 范围菌株能够生长，但 OD 值大小与

NaCl 含量呈负相关; NaCl 含量大于 5 g·L-1时，菌株 YYF-3 即不能生长，说明菌株适于在低盐环境生长。

3 讨 论

解磷菌在实际生产中已有应用［1］，但总体而言，解磷菌肥的开发和应用还不深入，野生解磷菌遗传资

源相对贫乏，多样性不高。所以分离筛选更多的优良野生解磷菌资源仍然是一项重要的基础性工作。文

献报道的解磷菌典型资源类群主要有: 芽孢杆菌属 ( Bacillus) 、假单胞菌属 ( Pseudomonas) 、埃希氏菌属

( Escherichia) 、黄杆菌属( Flavobacterium) 、欧文氏菌属( Erwinia) 、色杆菌属( Chromobacterium) 、沙门氏菌属

( Salmonella) 、土壤杆菌属 ( Agrobacterium) 、肠细菌属 ( Enterbacter) 、固氮菌属 ( Azotobacter) 、沙雷氏菌属

( Serratia) 、多硫杆菌属( Thiobacillus) 、产碱菌属( Alcaligenes) 、微球菌属( Micrococcus) 等; 解磷放线菌绝大

部分为链霉菌属( Streptom) ; 解磷真菌主要是曲霉属 ( Aspergillus) 、青霉属 ( Penicillium) 和根霉属 ( Ｒhizo-
pus) ［12-14］。本研究从烤烟根际土壤中分离筛选出的菌株 YYF-3 经过 48 h 发酵后，培养基上清液中游离态
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磷含量达到 221． 7 g·L －1，从解磷活性来看，是一株具开发应用潜力优良菌种; 对菌株 YYF-3 进行多项分

类鉴定的结果是隶属于不动杆菌属，而不动杆菌属解磷菌株鲜见报道，但不动杆菌是土壤中的常见优势

菌群，在土壤中具有较强的定殖能力，这些特征有利于对菌种的后期开发利用。同时，对菌株 YYF-3 尽管

进行了形态、生理生化和 16S rDNA 等多方面的综合鉴定分析，但还是未能很好的归属到种，这也从一个

侧面进一步说明了 YYF-3 菌株遗传背景的复杂性，对其进行下游深入研究的空间大。
对菌株 YYF-3 生长特性的初步研究表明，该菌株的生长温度适中、喜偏酸性环境，耐盐性较差，这为

后续的菌肥菌的配伍、菌肥基质的选择、菌肥的应用范围等相关研究提供了基础数据。
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Isolation and Identification of Phosphate Accumulating Strain
YYF-3 and its Growth Characteristics
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( 1． Henan Tobacco Company Luohe Branch，Luohe，Henan 462000，China;

2． College of Agriculture，Henan University of Science and Technology，Luoyang，Henan 471003，China)

Abstract: A bacterial strain with high phosphate solubilizing activity was isolated from rhizosphere soil of tobacco
( Nicotiana tabacum L． ) by enrichment culture and was screen cultured for preliminary identification，and it was
coded strain YYF-3． After 48 hr of fermentation the strain YYF-3 was found to contain 221． 7 mg·L －1 of free
phosphorus in the culture supernatant，which was further proved that this strain had higher phosphate solubilizing
ability． Morphological observation，biochemical detection，and 16S rDNA sequence analysis showed the strain
YYFG3 was grouped to the genus Acinetobacter，temporarily named Acinetobacter sp． The growth culture showed
that the strains YYF-3 grew best under the temperature of 28 － 34 ℃ with the optimum pH ranging from 6． 0 to
6． 5，and gave a sensitive response to NaCl． The strain YYF-3 can be used as good material for mutation breed-
ing and whole-genome based breeding for phosphate solubilizing bacterial microbes，and can also be used as a
standby strain for preparation of tobacco special biofertilizer．
Keywords: phosphate solubilizing strain; isolation; identification; growth characteristics
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