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高效解磷解钾菌 NX-11 菌株的分离筛选、鉴定及
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摘要:分离筛选具有高效解磷解钾效果的菌株并进行鉴定及培养条件优化。采用鉴别培养基进行菌株分离筛
选，通过生理生化鉴定及 16S rRNA基因序列分析进行菌种鉴定，并对其发酵培养基和培养条件进行正交试验确定最
佳培养条件。筛选出高效解磷解钾菌株 NX-11。测序结果表明，NX-11 与 Bacillus subtilis subsp． Subtilis 亲缘关系接
近。确定其最佳发酵培养基配方为: 淀粉 5． 0%，黄豆饼粉 1． 5%，MgSO4 0． 07%，NaCl 0． 05% ; 最佳培养条件为: 种龄
20 h、装量 30 mL /250 mL三角瓶、接种量 4%、pH值 8． 0 培养温度 37 ℃、摇床转速 200 r /min。
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Screening，Identification and Sporulation Conditions Optimization of NX-11
Strain Having the Ability of Solubilizing Phosphorus and Potassium
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Abstract: Bacteria having the efficient activity on solubilizing phosphate and potassium have been isolated for
its utilization as a biological fertilizer． The most efficient strain named NX-11 was chosen for further study． NX-11
was identified as Bacillus subtilis after a series of physiological and biochemical experiments，morphological observa-
tion and 16S rRNA gene sequence analysis． The solubilization ability of NX-11 was tested in the condition of pure cul-
ture． The results showed that the optimal medial components were composed of 5． 0% starch，1． 5% soybean cake
powder，0． 07% MgSO4，0． 05% NaCl． The optimal culture conditions were at temperature 37 ℃ with initial pH 8． 0
and incubation time 20 h，inoculum’s volume 40 mL /L，medium volume 30 mL in 250 mL flask and 200 r /min．
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近年来，随着农业可持续发展战略的实施，克服

单一施用化肥给农作物品质、生态环境造成的危害，
保证无公害绿色食品、有机食品安全无污染生产的
全过程，成为社会的焦点。微生物肥料由于具有增
加土壤多样性、改善农产品品质的特性，其研究及开
发得到了高度重视［1 － 2］。微生物肥料种类繁多，按
照微生物的作用机理可分为根瘤菌肥料、自生固氮
菌肥料、解磷细菌肥料、解钾细菌肥料、抗生菌肥料

和复合微生物肥料［3］。高效解磷解钾菌株可以有
效利用土壤中的难溶性磷、钾矿物，并将其转化为可
以被作物吸收利用的速效磷、钾，从而起到提高作物
产量，改善作物品质，减少施肥对环境的影响，还能

在一定程度上改善土壤的理化性质，降低生产成本

等作用［4］。
本研究主要从各地土壤中分离出具有高效解磷

解钾能力的菌株，从中筛选出解磷解钾功效较好的
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NX-11 菌株，对其进行了生理生化鉴定及 16S rRNA
同源性分析，对其芽孢产率进行了优化，为其在农业

生产中的推广应用提供基础。

1 材料和方法
1． 1 试验材料
土壤材料采自内蒙包头向日葵地。K-1 菌株 －

胶质芽孢杆菌 ACCC10012 ( Bacillus mucilaginosus )
菌株，由河北农业大学生物制药实验室保存。
1． 2 细菌的分离和筛选
1． 2． 1 样品采集 取土壤样品 1． 0 g，放入 10 mL
无菌水中，80 ℃水浴 20 min，然后进行梯度稀释。
1． 2． 2 菌种分离 取稀释倍数为 10 －2与 10 －4在平

板上进行涂布，将涂布好的平板 37 ℃倒置培养，过
夜，用灭菌竹签挑去不同形态的单菌落，转接于 NA
斜面上，37 ℃培养后 4 ℃保藏。
1． 2． 3 平板解磷解钾效果测定( 初筛) 将斜面保
藏的菌株用竹签挑取，以十字接种法接到以下 3 种
选择性培养基平板进行菌株活性的测定。
无机磷平板培养基: ( NH4 ) 2 SO4 0． 5g，MgSO4

0. 3 g，NaCl 0． 3 g，Ca3 ( PO4 ) 2 10 g，葡萄糖 10 g，
MnSO4 ( 1% ) 1 mL，FeSO4 ( 1% ) 1 mL，琼脂 20 g，自
来水 1 000 mL，pH 值 7． 2。
有机磷平板培养基: ( NH4 ) 2 SO4 0． 5 g，MgSO4

0． 3 g，NaCl 0． 3 g，KCl 0． 3 g，CaCO3 3． 5 g，葡萄糖
10 g，MnSO4 ( 1% ) 1 mL，FeSO4 ( 1% ) 1 mL，卵磷脂
0． 2 g，琼脂 20 g，自来水 1 000 mL。
改良钾细菌平板培养基:蔗糖 0． 75g，( NH4 ) 2SO4

0． 15 g，Na2HPO4 0． 30 g，MgSO4 0． 075 g，钾铝酸矿
10 g，琼脂 20 g，蒸馏水 1 000 mL。

37 ℃培养 3 ～ 7 d，观察菌株生长情况和分解圈
大小筛选菌株。
1． 2． 4 摇瓶解磷解钾效果测定( 复筛) 采用无机
磷液体培养基、有机磷液体培养基、改良钾细菌液体
培养基这 3 种液体培养基进行菌株的复筛。
无机磷液体培养基: ( NH4 ) 2 SO4 0． 5 g，MgSO4

0． 3 g，NaCl 0． 3 g，Ca3 ( PO4 ) 2 10 g，葡萄糖 10 g，
MnSO4 ( 1% ) 1 mL，FeSO4 ( 1% ) 1 mL，蒸馏水 1 000
mL，pH值 7． 2。
有机磷液体培养基: ( NH4 ) 2 SO4 0． 5 g，MgSO4

0． 3 g，NaCl 0． 3 g，KCl 0． 3 g，CaCO3 3． 5 g，葡萄糖
10 g，MnSO4 ( 1% ) 1 mL，FeSO4 ( 1% ) 1 mL，卵磷脂
0． 2 g，蒸馏水 1 000 mL。
改良钾细菌液体培养基: 蔗糖 0． 75 g，( NH4 ) 2SO4

0． 15 g，Na2HPO4 0． 30 g，MgSO4 0． 075 g，钾铝酸矿

10 g，蒸馏水 1 000 mL。
接种初筛菌株后，28 ℃，180 r /min 培养 7 d，用

四苯硼钠法［5］测定发酵液中可溶性钾的含量，用钼

锑抗比色法［5］测定发酵液中可溶性磷含量。
1． 3 菌株的鉴定
1． 3． 1 生理生化鉴定 参照文献［6 － 7］进行以下
生理生化鉴定试验: 唯一碳源试验、唯一氮源试验、
氧化酶试验、硝酸盐还原试验、甲基红试验、柠檬酸
盐利用、产氨试验、V P 试验、65 ℃生长、过氧化氢
酶( 接触酶) 试验、糖醇发酵试验、淀粉水解试验、需
氧性试验等。
1． 3． 2 16S rRNA 基因序列分析 16S rRNA 基因
序列分析使用细菌 16S rRNA 基因通用引物进行菌
落 PCR，引物序列，27f: 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTC
AGG-3'; 1492r: 5'-ACGGCAACCTTGTTACGAGTT-3'。
PCR产物送测序，将得到的序列用 GenBank 中的
BLAST进行比对分析。
1． 4 产芽孢条件的优化
1． 4． 1 斜面菌种培养 NA培养基: 牛肉膏 0． 5%，蛋
白胨 1%，NaCl 0． 5%，琼脂 2%。
斜面菌种的制备: 将配制好的 NA 培养基分装

试管，115 ℃湿热灭菌 30 min。灭菌后趁热摆斜面。
在超净台上，用接种针从活化的菌种斜面上挑取少

量菌，划线接种于培养基斜面上，37 ℃培养 24 h。
1． 4． 2 种子培养 种子培养基: 蛋白胨 10 g /L，葡
萄糖 10 g /L，Na2 HPO4 4 g /L，NaH2 PO4 2 g /L，
MgSO4·7H2O 0． 5 g /L。将培养基装入内放玻璃珠
的 250 mL三角瓶中，121 ℃湿热灭菌 20 min。
种子培养: 在超净台中无菌操作，用灭菌的竹签

斜面上刮洗菌泥，接种于装有种子培养基的三角瓶

中，振荡后制成均匀的菌悬液。摇瓶容量为 250
mL，装量为 50 mL，在 37 ℃，摇床转速 200 r /min，培
养 24 h，血球计数板测定种子的含菌量。
1． 4． 3 发酵培养 发酵培养基: 蛋白胨 10 g /L，酵母
膏 7 g /L，葡萄糖 20 g /L，Na2 HPO4 4 g /L，NaH2 PO4

2 g /L，MgSO4 0． 5 g /L，( NH4 ) 2SO4 2 g /L。
发酵培养: 将配制好的发酵培养基装入内装玻

璃珠的 250 mL三角瓶中，装量为 50 mL。121 ℃湿
热灭菌 15 min。在超净台上，用灭菌的移液枪将培
养好的液体菌种按 6%的接种量接种于装有发酵培
养基的三角瓶中，37 ℃，200 r /min摇床培养 72 h。
1． 4． 4 单因素试验 基础培养基: 蛋白胨 10 g /L，
酵母膏 7 g /L，葡萄糖 20 g /L，Na2 HPO4 4 g /L，
NaH2PO4 2 g /L，MgSO4 0． 5 g /L，( NH4 ) 2SO4 2 g /L。
单因素试验: 分别用 20 g /L 蔗糖、麦芽糖、淀
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粉、麦麸、玉米粉、糊精代替基础发酵培养基的葡萄
糖作为碳源，基础培养基中其他成分不变，200
r /min摇床培养，72 h取样观察芽孢生成情况。
将氮源Ⅰ( 酵母膏 7 g /L) : 分别替代为蛋白胨、

胰蛋白胨、牛肉浸膏、酪蛋白、豆饼粉、尿素和
( NH4 ) 2SO4。
氮源Ⅱ( 蛋白胨 10 g /L) : 分别替代为蛋白胨、

胰蛋白胨、牛肉浸膏、酪蛋白、豆饼粉、尿素和
( NH4 ) 2 SO4。其他成分不变。在 37 ℃、200 r /min
摇床上培养，72 h后开始取样观察。
将无机盐Ⅰ( MgSO4 0． 5 g /L) : 分别替代为 MgSO4、

( NH4 ) 2 SO4、CaSO4、FeCl3、ZnSO4、MoSO4、NaCl 和
MnSO4。
无机盐Ⅱ ( ( NH4 ) 2 SO4 2 g /L ) : 分别替代为

( NH4 ) 2SO4、MgSO4、NaCl、CaSO4、FeCl3、ZnSO4、MoSO4

和 MnSO4。在 37 ℃、200 r /min摇床上培养，72 h后
开始取样观察。
1． 4． 5 正交试验 出发培养基: 单因素试验中确定
的碳源、氮源和无机盐配比。
培养基浓度正交试验: 以单因素试验中确定的

出发碳源、氮源和无机盐按照正交试验表配制不同
浓度的发酵培养基，于发酵终点测定菌体含量和芽

孢含量，计算芽孢形成率。
培养条件正交试验: 以最适碳源淀粉、氮源黄豆

饼粉、无机盐 MgSO4、NaCl 配制培养基，研究 pH、种
龄、装量及接种量对芽孢杆菌芽孢形成的影响 。
以上试验每处理均重复 3 次，芽孢形成率的数

值为: X ± SD。
1． 4． 6 测定方法 活菌总数计数和芽孢染色法采
用文献［8］介绍的方法。芽孢平板计数是在 80 ℃
水浴加热 15 min 后，采用平板菌落计数法检测芽孢
的形成量芽孢形成率即芽孢形成数与活菌总数的比

值［9］。

2 结果与分析
2． 1 高效解磷解钾菌株的分离和筛选
2． 1． 1 平板解磷解钾效果测定 从内蒙包头向日
葵地土壤中筛选得到的 NX-11 菌株对无机磷，有机
磷，钾长石均有分解圈形成( 表 1) 。

表 1 高效解磷解钾菌株的筛选结果
Tab． 1 Results of efficient solution of phosphorus and potassium screening

菌株号
No． ot
strain

无机磷
Inorganic
phosphorus

有机磷
Organic

phosphorus

钾
Potassium

菌株号
No． ot
strain

无机磷
Inorganic
phosphorus

有机磷
Organic

phosphorus

钾
Potassium

NX-11 + + + BY-19 － － －
+ + + － － －
+ + + － － －

CX-21 － － － CC-34 + + －
－ － － + + －
－ － － － + －

NX-31 － － － CX-7 + + －
－ + － + + －
－ － － + － －

NX-33 + － － CX-14 + + －
+ － － + + －
－ － － + － －

NX-43 － － － BY-3 + + +
－ － － + + +
－ － － + + －

NX-42 + － + CX-9 + + －
+ － + + + －
－ － － － + －

注: +表示有分解圈; －表示无分解圈。
Note: + Means a decomposition; － Means no decomposition．

2． 1． 2 摇瓶解磷解钾效果测定 利用四苯硼钠法
和钼锑抗比色法分别测量发酵液中可溶性钾和磷的

含量，可以确定 NX-11 菌株对于无机磷的分解效果

较为显著，可溶性磷含量达到对照组 K-1 的 10 倍以
上; 对钾长石分解次之，可溶性钾含量较对照组提高

了 14% ; 对有机磷的分解导致发酵液中可溶性磷含
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量提高了 10% ( 表 2) 。
表 2 摇瓶解磷解钾效果测定

Tab． 2 Determination of the effects of shake flask
solution of phosphorus and potassium mg /L

菌株号
No． of
strain

有机磷
Organic

phosphorus

无机磷 / ( ×10 －1 )
Inorganic
phosphorus

钾
Potassium

NX-11 0． 193 0． 235 0． 017
0． 193 0． 237 0． 016
0． 192 0． 236 0． 017

BY-3 0． 063 0． 347 0． 019
0． 063 0． 348 0． 019
0． 063 0． 347 0． 015

CX-14 0． 175 0． 228 0． 018
0． 177 0． 227 0． 018
0． 176 0． 227 0． 019

CX-7 0． 106 0． 254 0． 014
0． 106 0． 251 0． 014
0． 105 0． 246 0． 015

对照 K-1 0． 088 0． 214 0． 015
Control 0． 087 0． 214 0． 014
group K-1 0． 088 0． 214 0． 014

2． 2 NX-11 菌株的鉴定
2． 2． 1 NX-11 菌株的生理生化特征 细胞杆状，成
链状排列，端口成圆形，芽孢椭圆或圆形，单芽孢，兼

性好氧，能利用葡萄糖、L-阿拉伯糖、D-木糖和 D-甘
露糖产酸。葡萄糖产气，最适生长温度 35 ～ 37 ℃ ，
菌落成乳白色，边缘整齐，表面有皱褶、隆起，菌落表
面干燥，革兰氏阳性菌，菌落不透明，M R 试验、V P
试验、过氧化氢酶试验均为阳性，可利用丙二酸盐。
2． 2． 2 基于 16S rRNA基因序列的系统发育分析
菌株 NX-11 与 Bacillus属成员具有较高的序列相似
性，构建系统发育树表明，亲缘关系与 NR_027552
Bacillus subtilis subsp． subtilis DSM 10 最近，相似性达
到了 99． 71%。因此，鉴定 NX-11 菌株为枯草芽孢
杆菌枯草亚种( 图 1) 。
2． 3 高效解磷解钾菌株 NX-11 的产芽孢条件优化
2． 3． 1 碳源单因素试验 使用淀粉作为单一碳源
在经过 72 h发酵后，芽孢产率最高，达到 84． 30% ;
其次是加入玉米粉的培养基，而使用其他碳源的培

养基效果略差( 图 2) ，因此，选取淀粉为出发碳源进
行正交试验。

图 1 基于 16S rRNA基因序列构建的菌株 NX-11 与相关菌株的系统发育树
Fig． 1 Neighbor-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences showing the

relationships between strain NX-11 and related species

图 2 不同碳源对 NX-11 菌株芽孢形成率的影响
Fig． 2 Effect of different carbon sources on spore formation rate of NX-11

2． 3． 2 氮源单因素试验 通过 2 次氮源单因素试
验( 图 3，4) ，确定使用黄豆饼粉作为氮源的培养基

芽孢生成率最高，分别达到 85． 26%，86． 73%，同时
出于成本考虑，确定黄豆饼粉为出发氮源进行正交
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试验。
2． 3． 3 无机盐的单因素试验 通过 2 次无机盐单
因素试验( 图 5，6) ，确定 MgSO4和 NaCl为 NX-11 菌

株产生芽孢的培养基最佳无机盐组合，芽孢生成率

高达 89． 15%和 83． 17%，因此，选取该组合进行正交
试验。三价铁盐芽孢生成率较低，仅达到不足 50%。

图 3 不同氮源Ⅰ对 NX-11 菌株芽孢生成率的影响
Fig． 3 Effect of different nitrogen sources Ⅰ on spore formation rate of NX-11

图 4 不同氮源Ⅱ对 NX-11 菌株芽孢生成率的影响
Fig． 4 Effect of different nitrogen sources Ⅱ on spore formation rate of NX-11

图 5 不同无机盐Ⅰ对 NX-11 菌株芽孢形成率的影响
Fig． 5 Effect of different inorganic salts Ⅰ on spore formation rate of NX-11

图 6 不同无机盐Ⅱ对 NX-11 菌株芽孢形成率的影响
Fig． 6 Effect of different inorganic salts Ⅱ on spore formation rate of NX-11
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2． 3． 4 培养基浓度正交试验 经单因素试验条件
优化后，综合分析各因素对 NX-11 菌株芽孢形成率
的影响，进行了培养基主要成分浓度及培养条件等的

正交试验，并对试验数据进行方差分析( 表 3) 。从表
3可以看出，各因素极差大小为 RA ＞ RC ＞ RD ＞ RB，培

养 72 h后各因素对菌株芽孢生成率的影响为: A ＞
C ＞ D ＞ B，其中以碳源影响最为显著，无机盐影响次
之，氮源最次。培养基最优组合为 A2B3C3D2。但

是在正交试验表中没有此组合，需要进行验证试验。
正交试验表中的试验 6 为相近组合，且在正交试验
中该组芽孢形成率最高，因此，选用试验 6 与最佳组
合培养基进行验证试验。结果显示，最优组合培养
基芽孢形成率为 95． 35%，而试验 6 芽孢形成率为
93． 58%。因此，选择的最优组合培养基浓度为: 5%
淀粉，1． 5%豆饼粉，0． 07%MgSO4，0． 05% NaCl。

表 3 培养基浓度正交试验结果
Tab． 3 Orthogonal test results of medium concentration

试验号
Test No．

碳源( A) /%
Carbon sources

氮源( B) /%
Nitrogen sources

硫酸镁( C) /%
MgSO4

氯化钠( D) /%
NaCl

芽孢生成率 /%
Spore formation rate

1 2 0． 5 0． 02 0． 02 82． 51 ± 0． 33
2 2 0． 7 0． 05 0． 05 77． 52 ± 0． 83
3 2 1． 5 0． 07 0． 07 89． 86 ± 0． 95
4 5 0． 5 0． 05 0． 07 76． 67 ± 5． 42
5 5 0． 7 0． 07 0． 02 86． 48 ± 0． 15
6 5 1． 5 0． 02 0． 05 94． 13 ± 0． 19
7 7 0． 5 0． 07 0． 05 85． 90 ± 1． 98
8 7 0． 7 0． 02 0． 07 62． 85 ± 0． 18
9 7 1． 5 0． 05 0． 02 79． 73 ± 2． 37
K1 83． 3 79． 83 79． 74 82． 91
K2 85． 76 83． 3 77． 97 85． 85
K3 76． 16 87． 91 87． 41 76． 46
极差 R Range R 9． 6 8． 08 9． 44 9． 39
优组合 Excellent combination A2 B3 C3 D2

注: K代表平均值，R代表极差。表 4 同。
Note: K stands for average． R stands for range． The same as Tab． 4．

表 4 培养条件正交试验结果
Tab． 4 Orthogonal test results of culture condition

试验号
Test No．

种龄( A) /h
Inoculum's age

装量( B) /mL
Bottle filling

接种量( C) /%
Inoculum's size

D
pH

芽孢形成率 /%
Spore formation rate

1 16 30 4 6 91． 60 ± 0． 34
2 16 50 6 7 86． 04 ± 0． 63
3 16 100 8 8 91． 49 ± 0． 37
4 18 30 8 7 92． 87 ± 0． 35
5 18 50 4 8 79． 81 ± 0． 30
6 18 100 6 6 92． 65 ± 0． 11
7 20 30 6 8 98． 31 ± 0． 22
8 20 50 8 6 95． 22 ± 0． 18
9 20 100 4 7 96． 64 ± 0． 17
K1 89． 93 94． 22 93． 29 89． 46
K2 88． 26 87． 08 87． 66 92． 51
K3 96． 65 93． 56 89． 57 92． 89
极差 R Range R 8． 39 7． 14 5． 62 3． 43
优组合 Excellent combination A3 B1 C1 D3

2． 3． 5 培养条件正交试验 以培养基浓度正交试
验得到的优化培养基，对 NX-11 菌株进行培养条件
正交试验( 表 4) 。对表 4 中数据分析得知，各因素
极差大小为 RA ＞ RB ＞ RC ＞ RD，培养条件对芽孢生

成率的影响为 A ＞ B ＞ C ＞ D，种龄对芽孢形成率影
响最为显著，装量次之，由此推断，NX-11 菌株产生
芽孢的条件与菌体发育程度以及培养基中溶解氧的

多少有较为密切的联系。培养条件最优组合为
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A3B1C1D3。在所设计的正交试验表中没有出现与
最优组合相同的试验条件，因此，选取与最优组合最

相似也是芽孢产率最高的设计试验 7 与最优组合进
行验证试验。最优组合芽孢生成率达到 97． 78%，
而试验 7 芽孢生成率为 97． 54%，因此，最佳培养条
件为种龄 20 h，装量 30 mL /250 mL，接种量 4%，pH
值 8． 0。

3 讨论
随着社会对环境保护的日益重视，现代生态农

业、绿色农业、有机农业的蓬勃发展，生产绿色、安
全、无公害食品的发展趋势，微生物肥料在农业生产
中将发挥出其应有的经济效益和生态效益，这将为

生产开发高效优质的微生物肥料提供一个极好的发

展机遇。微生物肥料既有有机肥的长效，又有化肥
的速效，还有自身的增效，是一种保护生态环境，维

护人类健康的理想肥料［10 － 15］。
本研究筛选得到的 NX-11 菌株同时具有较强

的磷钾降解能力，是一些其他微生物肥料所不具备

的。
NX-11 菌株作为芽孢杆菌，其芽孢具有极强的

抗热、抗辐射、抗化学药物和抗静水压等一些特殊的
性质，易于保藏和使用等优点，因此，在工业化和商

品化生产中对于其他菌种具有较大优势。对其发酵
培养基进行优化后，芽孢产率得到大幅度提高，并且

发现，NX-11 菌株对营养要求低，原材料来源广泛、
成本低，适用于工业生产。
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