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摘要: 为明确鳗草(Zostera marina)根际溶磷微生物溶磷能力及其对鳗草生长的影响, 采用选择性无磷培养基从鳗

草根际土壤中分离获得 4 株具较高溶磷能力的菌株(P1、P2、P3 和 P4), 从形态学、生理生化特征及 16S rDNA 等

方面对菌株进行了鉴定, 探讨了菌株的最适培养条件, 研究了其对鳗草植株存活、生长、生理及根际土壤酶活力的

影响。结果表明, 菌株 P1~P4 分别为芽孢杆菌(Bacillus altitudinis P1)、桑肠杆菌(Enterobacter mori P2)、大肠埃希

氏菌(Escherichia coli P3)和 Cobetia marina P4; 72 h 菌株培养液中可溶性磷含量分别为 116.98 mg/L、123.13 mg/L、

130.21 mg/L 和 76.54 mg/L; 最适培养温度分别为 34.67℃、33.95℃、34.60℃和 31.19℃; 最适培养盐度分别为 27.10、
28.29、29.54 和 26.08; 最适初始 pH 分别为 8.26、7.92、8.17 和 8.21。鳗草室外盆栽实验证实, 4 个接菌处理组对

鳗草植株的存活、生长生理及根际土壤酶活力等指标均有不同程度的提高或改善。其中菌株 P2 对鳗草生长的影响

最为显著 , 单株新叶面积、地上及地下生产力最高 , 为 (54.31±4.79) cm2、 (3.58±0.36) mg/(shoot·d)及 (0.28± 
0.04) mg/(shoot·d), 是对照组的 2.77、2.91 和 1.75 倍; 叶片中叶绿素 a、叶绿素 b、总叶绿素和类胡萝卜素 4 种光

合色素含量分别为 31.35 μg/cm2、12.57 μg/cm2、39.42 μg/cm2 和 6.21 μg/cm2, 显著高于对照组(P<0.05)。除菌株 P4
处理组外, 其余各处理组的碱性磷酸酶活力均显著高于对照组(P<0.05)。但脲酶含量与对照组无显著差异(P>0.05)。
综合分析认为, 桑肠杆菌(Enterobacter mori P2)具备进一步研制溶磷微生物肥料的潜力, 在海草床生态系统恢复中

可能具有较高的应用价值。研究结果为深入探究高效溶磷菌株功能与代谢调控及其在鳗草植株人工促繁中的作用

奠定了基础。 
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海草是一类沉水性海洋单子叶植物, 是海洋

中重要的初级生产者之一, 其构成的海草床生态

系统与红树林和珊瑚礁并称为三大典型海洋生态

系统, 具有重要的生态功能和经济服务价值[1-2]。

然而由于自然因素和人类活动的影响, 海草资源

及生存状况面临严峻考验, 海草床资源修复和保

护工作迫在眉睫[3-4]。与经济藻类成熟的商业化苗

种培育技术不同, 目前海草床退化生境修复仍依

赖于天然供体, 相关研究主要集中在移植固定方

法[4-5]、移植效果影响因素[6]等方面, 而对于如何

通过人工促繁的方式减少天然供体使用量, 提高

移植植株存活率的研究较少。因此, 尽快建立与

完善高效优质的人工促繁技术, 已成为当前海草

床恢复研究和实践中的重大命题, 具有极高的应

用价值[6-7]。 
溶磷菌是一类能够将土壤中难溶性磷转化为

植物能够吸收利用的可溶性磷, 提高土壤中磷元

素利用率的微生物[8], 在陆生经济及生态物种的

人工促繁中发挥重要作用。Wang 等[9]研究证实, 
黑曲霉(Aspergillus niger)除溶磷功能外, 能显著
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降低小麦根际病原真菌含量并促进小麦生长。赵

龙飞等[10]从大豆根瘤内分离得到 3 株具有较高抗

逆性的内生溶磷菌株, 应用研究表明, 其能显著

增加大豆植株株高和鲜重。Xie 等[11]研究证实, 恶
臭假单胞菌(Pseudomonas putida GR12-2)不仅对

磷矿粉有较好的溶解效果, 且能分泌生长素(IAA)
等生长调节物质促进植物根系生长。也有研究表

明, 海草床生态系统沉积物中存在大量微生物, 在
海洋物质循环和能量流动中扮演重要角色[12-13]。 
但关于其中溶磷微生物的研究也仅局限在溶磷微

生物分离筛选等方面[14], 将溶磷微生物应用于海

草植株人工促繁的研究还未见报道。 
鳗草 (Zostera marina)属鳗草科 (Zosteraceae)

鳗草属, 是唯一可以适应海洋生活并开花结籽的

单子叶植物, 在中国主要分布在辽宁、河北及山

东等地海域浅水区[15-16]。为探明鳗草幼苗对接种

溶磷微生物的生长及生理响应过程, 采用选择性

SRSM 培养基从鳗草根际分离、筛选高效溶磷菌

株, 并对其培养条件进行优化, 通过人工控制条

件下接种不同种类溶磷微生物, 监测植株的存活

生长状况, 测定植株叶片的 4 类光合色素含量, 
根际土壤脱氢酶、脲酶及碱性磷酸酶活力, 间隙

水中营养盐含量等, 初步探究外源接种溶磷微生

物对鳗草幼苗的促生作用。研究结果可为深入探

究溶磷菌株促生功能与代谢调控及实现鳗草植株

规模化人工扩繁提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 
1.1.1  鳗草根际沉积物  2017 年 7 月于山东半岛

东部荣成天鹅湖 (36.43°N, 122.26°E)海域海草床

生态系统内选取 3 个站位。低潮时用无菌铲在每

个站位随机选取间距大于 20 cm 的 3 个点, 采集

不超过 5 cm 深度的表层沉积物, 装入无菌袋密封

保存。采集的沉积物样本迅速装入冰盒, 尽快运

达实验室。 
1.1.2  鳗草植株  实验用鳗草植株采自山东省荣

成市天鹅湖海域(36.43°N, 122.26°E)。采集时, 将
植株从底部连根挖出, 确保鳗草植株完整。植株

经海水浸洗, 去除底质、贝类及其他附生生物, 移

入盛有海水的泡沫箱中, 24 h内移送回实验室, 于
室外水槽中暂养 3 d, 暂养期间采用自然海水, 平均

盐度为 30.79, 每日 14 时的平均水温为 19.85℃。 
1.2  培养基 

选择性改良培养基 SRSM[17]用于溶磷菌分

离、纯化: 葡萄糖 10 g, 磷酸钙 5 g, 硫酸铵 0.5 g, 
氯化钾 0.2 g, 七水硫酸镁 0.3 g, 硫酸锰 0.004 g, 
硫酸亚铁 0.002 g, 氯化钠 20 g, 酵母提取物 0.5 g, 
溴甲酚紫 0.1 g, 超纯水 1000 mL。其中磷酸钙单

独灭菌。灭菌后 pH 7.2, 用 1 mol/L氢氧化钠调节。 
LB培养基[18]: 蛋白胨 10 g, 酵母粉 5 g, 氯化

钠 25 g, 超纯水 1 L, 用于溶磷菌鉴定及扩繁。固

体培养基需添加 2%的琼脂, 1×105 Pa高温高压蒸

汽灭菌。 
1.3  菌株的分离与纯化 

取 1 g 鳗草根际沉积物置于 100 mL 选择性

SRSM 液体培养基中, 于 30℃下 180 r/min 振荡培

养 24 h。将富集后的菌液稀释成不同梯度(10−3、

10−4、10−5), 吸取 100 μL 菌液涂布于固体改良

SRSM 培养基, 每个梯度重复 3 次, 30℃恒温培养

48 h, 选取单一菌落多次划线纯化保存备用。 
1.4  溶磷菌的鉴定 

将纯化的菌株接种于 LB 固体培养基上, 30℃
倒置培养 24 h, 观察菌落形态并进行革兰氏染色, 
于油镜下观察菌体形态特征。参照《伯杰氏细菌

鉴定手册》[19]分析菌株的生理生化特征。 
采用全式金 Easy Pure Bacteria DNA Kit 提取

菌株 DNA。以提取的细菌 DNA 为模板, 以细菌

16S rDNA 全序列通用引物 PolF/PolR 进行 PCR
扩增, 16S rDNA 全序列扩增条件: 94℃预变性

5 min; 94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 30 s, 35 个循环; 
72℃ 10 min。取 2 μL PCR 产物, 用 2%的琼脂糖

凝胶电泳进行产物验证。扩增产物送北京擎科新

业生物技术有限公司测序, 所得序列在 NCBI 数

据库中利用 Blast软件完成相似性对比, 选择相似

性高的序列利用 MEGA5.0 进行系统发育分析。 
1.5  菌株溶磷能力测定 
1.5.1  菌株溶磷能力定性测定  将纯化的菌株用

灭菌牙签接种于 SRSM 固体培养基上, 置于 30℃
恒温培养箱中倒置培养 3 d, 测量其溶磷圈直径
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(D)和菌落直径(d), 根据比值(D/d)初步判断各菌

株溶磷能力强弱。 
1.5.2  菌株溶磷能力定量测量  将纯化的菌株接

种到 50 mL LB 培养基中, 30 ℃, 180 r/min 培养

24 h 后, 10000 r/min 离心 10 s, 所得固体用 2%生

理盐水稀释至 OD600 nm=1。取其中 250 μL 菌液置

于 250 mL SRSM 培养基中, 30 ℃, 180 r/min 振荡

培养 12 h、24 h 及 48 h, 测定上清液中可溶性磷

酸盐的含量。 
1.6  菌株生长曲线的测定 

取 OD600 nm=1 的菌液 1 mL 接种于 50 mL LB
液体培养基中, 分别在各菌株最适生长条件下培

养 0 h、2 h、4 h、6 h、8 h、10 h、12 h、14 h、
16 h、18 h、20 h、22 h、24 h, 每个时间段重复 3
次。以空白 LB 液体培养基为对照, 测定不同菌株

各时间段 OD600 值。以菌株培养时间为横坐标, 以
OD600 值为纵坐标绘制菌株生长曲线。 
1.7  溶磷菌培养条件的研究 
1.7.1  温度  各取 OD600 nm=1 的菌液 1 mL 接种

于 200 mL LB 液体培养基中, 分别于 15℃、20℃、

25℃、30℃、37℃及 40℃, 180 r/min 振荡培养 18 h, 
每个温度重复 3 次, 测定其 OD600 值。 
1.7.2  pH  各取 OD600 nm=1 的菌液 1 mL 接种于

200 mL 初始 pH 为 5、6、7、8、9、10 的 LB 液

体培养基中, 30℃, 180 r/min 振荡培养 18 h, 每个

pH 重复 3 次, 测定其 OD600 值。 
1.7.3  盐度  各取 OD600 nm=1 的菌液 1 mL 接种

于 200 mL 初始盐度(以氯化钠计)为 0、5、10、15、
20、25、30、35、40 的 LB 液体培养基中, 30℃, 
180 r/min 振荡培养 18 h, 每个盐度重复 3 次, 测
定其 OD600 值。 
1.8  溶磷菌对鳗草生长的影响 

实验于 2018 年 5—6 月进行, 采用室外盆栽

实验的方法 , 初步探究溶磷菌对鳗草生长的影

响。盆栽实验处理分为不接种对照 D, 分别接种

菌株 P1、P2、P3、P4, 每个处理设置 8 个重复, 每
个重复随机选取长势良好且具有相似形态学特征

(株高 15~20 cm, 叶片数 3~4, 根状茎 4 cm)的 10
株鳗草植株, 每盆装有 4.5 kg 原生土壤。溶磷菌

接种量为每盆 50 mL 菌悬液(106 CFU/mL)。实验

在室外的玻璃水槽中进行, 相同处理的每 4 个重

复置于同一个玻璃水槽, 且各组及重复每天随机

变换水槽摆放位置以减少光照误差。实验时, 所
有鳗草植株采用针孔法标记。针孔位置位于植株

维管束顶端即分生组织上方 1 cm 处。实验持续

30 d。实验结束后, 观察计算各组存活率; 测定新

生叶长、茎节长、地上地下生产力等植株生长指

标, 测定方法参照 Zhao 等[6]; 测定光合色素、可

溶性糖等植株生理指标 , 测定方法参照王文杰 
等[20]和张凌宇[21], 测定光合色素时, 选择新生第

二片叶中间部分; 用 Solarbio 土壤酶试剂盒测定

土壤脱氢酶、脲酶、碱性磷酸酶等土壤酶活性; 参
照中华人民共和国海洋监测规范 (GB17378.4- 
2007)测定间隙水中氨氮、硝酸盐、磷酸盐含量。 
1.9  数据分析 

数据均以平均值±标准误( x ±SE)表示, 采用

SPSS 17.0 进行单因素方差分析(one-way ANOVA), 
若差异显著则进行 Tukey 多重比较分析组间差

异。显著性水平 α=0.05。分析结果使用 origin 8.5
软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  溶磷菌菌株形态学及生理生化特征 
通过富集培养及稀释涂布, 从天鹅湖鳗草根

际沉积物中分离得到 15 株具有潜在溶磷能力的

菌株。通过复筛及进一步纯化, 删除部分降低或

失去溶磷能力的菌株, 最终获得 4 株具有稳定溶

磷能力的菌株, 分别命名为 P1、P2、P3 及 P4。
菌株形态学特征见表 1, 生理生化特征见表 2。 
2.2  菌株 16S rDNA 序列 PCR 扩增及其系统发育

分析 
菌株 P1~P4 的 16S rDNA 序列测序结果上传

至 NCBI 的 GenBank 数据库, 通过 BLAST 对比, 
选取与菌株 P1~P4 同源性相近菌株的 16S rDNA
序列构建系统发育进化树(图 1)。结合菌株形态

学、生理生化特征综合分析, 菌株 P1 与 Bacillus 
altitudinis 41KF2b(ASJC01000029)的相似度大于  
99%, 鉴定菌株 P1 为高山芽孢杆菌(Bacillus alti-
tudinis), 命名为 Bacillus altitudinis P1, 属厚壁菌

门(Firmicutes), 芽孢杆菌纲(Bacilli), 芽孢杆菌目 
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表 1  4 株溶磷菌株的形态学特征 
Tab. 1  The morphological characteristic of the four phosphate-solubilizing bacteria 

菌株编号 strain number P1 P2 P3 P4 

革兰氏染色 gram strain G+ G− G− G− 

菌落颜色 colony colour 黄色 yellow 黄色 yellow 浅黄色 light yellow 浅黄色 light yellow 

菌落直径/cm colony diameter 0.18±0.003 0.15±0.008 0.14±0.003 0.22±0.004 

菌落黏稠度 colony viscosity 微湿润 slight wet 湿润 wet 干燥 dry 半干燥 half dry 

菌体形态 strain morphology 杆状 rod 杆状 rod 杆状 rod 杆状 rod 

  
表 2  4 株溶磷菌株的生理生化特征 

Tab. 2  Physiological and chemical characteristics of the 
four phosphate-solubilizing bacteria 

生理生化特征 
physiological and chemical  

characteristic 
P1 P2 P3 P4

吲哚实验 indole production – + – – 

甲基红 methyl red + + + – 

V-P 反应 voges-proskauer reaction – – – + 

明胶水解 gelatin liquefaction + – + – 

柠檬酸盐 citrate – – – – 

接触酶 catalase test + + + + 

氧化酶 oxidase + – – – 

 
(Bacillales), 芽孢杆菌科(Bacillaceae), GenBack 登

录号为 MH790144; 菌株 P2 与 Enterobacter mori 
LMG 25706(GL890774)的相似度大于 99%, 鉴定

菌株 P2 为桑肠杆菌(Enterobacter mori), 命名为

Enterobacter mori P2, 属变形菌门(Proteobacteria), 
γ-变形菌纲(Gammaproteobacteria),  肠杆菌目

(Enterobacterales), 肠杆菌科(Enterobacteriaceae), 
GenBank 登录号为 MH790145; 菌株 P3 与

Escherichia coli NCTC9001(LN831047)的相似度

大于 99%, 鉴定菌株 P3 为大肠埃希氏菌(Esch-
erichia coli), 命名为 Escherichia coli P3, 属变形

菌门(Proteobacteria), γ-变形菌纲(Gammaproteo-
bacteria), 肠杆菌目(Enterobacterales), 肠杆菌科

(Enterobacteriaceae), GenBank 登录号为 MH790147; 
菌株 P4 与 Cobetia marina_DSM 4741(AJ306890)
的相似度大于 99%, 鉴定菌株 P4 为 Cobetia ma-
rina, 命名为 Cobetia marina P4, 属变形菌门 

 

 
 

图 1  4 株溶磷菌株及其相关菌株的 16S rDNA 序列系统发育进化树 
Fig. 1  Phylogenetic tree of the four phosphate-solubilizing strains based on the 16S rDNA sequences of related species 
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(Proteobacteria), γ-变形菌纲(Gammaproteobacteria), 
海 洋 螺 菌 目 (Oceanospirillales), 盐 单 胞 菌 科

(Halomonadaceae), GenBank 登录号为 MH790205。 
2.3  溶磷能力鉴定 

4 株菌株培养 3 d 后产生的溶磷圈直径与菌落

直径比值(D/d)见表 3。溶磷圈是指溶磷菌溶解固

体培养基中难溶磷酸盐而在菌落四周形成的透明

圈。根据溶磷圈直径与菌落直径的比值大小, 可
初步判断溶磷菌分解难溶磷酸盐能力的强弱。结

果显示, 溶磷圈直径与菌落直径最大比值 3.04± 
0.09, 为菌株 P3; 最小值 1.80±0.03,为菌株 P4, 。 

4 株菌株在接种 12 h 后, 开始测定细菌培养

液中可溶性磷酸盐的含量。结果如表 2 所示, 随
着时间延长, 细菌培养液中可溶性磷酸盐含量逐

渐升高, 其中 12~48 h 增长迅速, 而 48~72 h 间增

长趋于平稳。3 d 后菌株 P3 培养液中可溶性磷酸

盐含量最高, 为(130.21±3.26) mg/L, 菌株 P4 培养

液中可溶性磷酸盐含量最低, 为(76.54±1.35) mg/L。 
 

表 3  溶磷菌的溶磷能力 
Tab. 3  Solubilization capacity for insoluble phosphates of the four phosphate-solubilizing bacteria         

n=4; x ±SE 

溶磷量/(mg/L) phosphate solubilization capacity 菌株编号 
strain number 

溶磷圈与菌落直径比值 
ratio of halo diameter to  

colony diameter 12 h 24 h 48 h 72 h 

P1 2.62 46.60±1.74 97.51±2.42 116.93±2.44 116.98±2.86 

P2 3.03 61.72±3.40 95.10±2.24 116.93±1.91 123.13±1.62 

P3 3.04 48.67±2.47 102.92±2.30 128.52±1.72 130.21±3.26 

P4 1.80 5.17±2.33 39.93±1.61 67.53±3.53 76.54±1.35 

  
2.4  菌株典型生长曲线 

比浊法、菌落平板计数法和显微镜直接计数

法是测定微生物生长状况的常用方法, 其中比浊

法是通过测定细菌培养液在 600 nm 下的吸光值, 
反映细菌生长发育特征[22]。结果如图 2 所示, 菌
株 P1 经过 0~4 h 延迟期后, 4~14 h 进入了快速繁

殖的对数期, 24 h 内并未出现衰亡阶段。菌株 P2
经过 0~2 h 延迟期后, 2~14 h 进入快速繁殖的对数

期, 14~20 h 保持 6 h 的稳定期, 20 h 后进入衰亡

期。菌株 P3 经过 0~2 h 延迟期后, 2~12 h 进入快

速繁殖的对数期, 12~22 h 保持 10 h 的稳定期, 
22 h 后进入衰亡期。菌株 P4 经过 0~6 h 延迟期后,  

 

 
 

图 2  4 株溶磷菌株典型生长曲线 
Fig. 2  Typical growth curves of the four  

phosphate-solubilizing bacteria 

6~14 h 进入快速繁殖的对数期, 14~20 h 保持 8 h
的稳定期, 20 h 后进入衰亡期。 

2.5  菌株的最优培养条件 
2.5.1  温度对溶磷菌生长的影响  如图 3 所示, 4
株溶磷菌株在温度为 15~37℃范围内均能生长 , 
其中菌株 P1、P4 的温度适应性较广, 温度 40℃
时也能生长, 而菌株 P2、P3 在 40℃已几乎停止生

长。根据理论曲线计算, 菌株 P1~P4 的最适生长温

度分别为 34.67℃、33.95℃、34.60℃及 31.19℃。 
2.5.2  盐度对溶磷菌生长的影响  如图 4 所示, 
菌株 P1~P4 在 5~40 的盐度范围内均能正常生长, 
并呈现先升高再降低的趋势, 适宜生长盐度范围

为 20~35。菌株间的最适盐度存在差异, 菌株 P1、
P2 在盐度为 30 时, 对应的 OD600 值最高, 而菌株

P3、P4 分别在盐度为 35 及 25 时最高。根据理论

曲线计算 , 菌株 P1~P4 最适生长盐度分别为

27.10、28.29、29.54 及 26.08。 
2.5.3  pH 对溶磷菌生长的影响  如图 5 所示, 4
株菌株的 pH 适应范围不同。菌株 P1、P2 和 P3
在 pH 5~7 范围内仍有较高的生长量, 且菌株 P1
和 P2 在 pH 10 时仍能缓慢生长, 表明其具有较高 
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图 3  温度对 4 株溶磷菌株生长的影响 
Fig. 3  Effect of temperature on the growth of the four phosphate-solubilizing bacteria 

 

 
 

图 4  盐度对 4 株溶磷菌株生长的影响 
Fig. 4  Effect of salinity on the growth of the four phosphate-solubilizing bacteria 

 
的 pH 适应能力。但 4 株菌株在 pH 大于 9 之后生

长速度急剧下降, 其中菌株 P3、P4 在 pH 10 时已

停止生长。根据理论曲线计算, 4 株溶磷菌株的最

适 pH 分别为 8.26、7.92、8.17 及 8.21。 

2.6  溶磷菌对鳗草生长的影响 
2.6.1  溶磷菌对鳗草存活率的影响  鳗草植株存

活率变化如图 6 所示。与对照组相比, 接种处理

组均能提高鳗草植株存活率。增长范围在 10.17%~  
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图 5  初始 pH 对 4 株溶磷菌株生长的影响 
Fig. 5  Effect of initial pH on the growth of the four phosphate-solubilizing bacteria 

 

 
 

图 6  不同溶磷菌株对鳗草植株存活率的影响 
误差线上不同字母表示不同组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 6  Effect of different phosphate-solubilizing bacteria on 
the survival of Zostera marina 

Different letters on the error bars indicate significant  
differences between different groups (P<0.05). 

 

23.73%, 其中菌株 P1、P3 处理组的存活率显著高

于对照组与其余两组(P<0.05), 而菌株 P2、P4 处

理组与对照组间无显著差异(P>0.05)。  
2.6.2  溶磷菌对鳗草生长指标的影响  鳗草植株

的单株新叶面积、新茎节长、新根长、地上及地

下生产力变化因菌株种类不同而有所差异, 其中

鳗草单株新叶面积、地上及地下生产力对外源接

种溶磷微生物的响应程度较高(图 7)。与对照组相

比, 接菌处理组均能显著提高鳗草的单株新叶面

积(P<0.05), 增长范围在 52.81%~177.09%, 且菌

株 P1~P3 处理组单株新叶面积显著高于 P4 处理

组。单株新叶面积最高值出现在菌株 P2 处理组, 
为(54.31±4.79) cm2, 为对照组(19.60±2.08) cm2 的

2.77 倍。菌株 P1~P3 处理组鳗草植株地上生产力分

别为(3.17±0.27) mg/(shoot·d)、(3.58±0.36) mg/(shoot·d)
及(3.33±0.19) mg/(shoot·d), 显著高于对照组和菌

株 P4 处理组(P<0.05)。地下生产力最高值出现在

菌株 P2处理组, 为(0.28±0.04) mg/(shoot·d), 显著

高于对照组 [(0.16±0.01) mg/(shoot·d), P<0.05], 
但与其余处理组间无显著差异(P>0.05)。除菌株

P2 处理组, 其余接菌处理组与对照组间也无显著

差异(P>0.05)。另外, 4 个处理组鳗草新根长和新茎

节长与对照组相比并无显著差异(P>0.05), 说明鳗

草新根长和新茎节长对外源溶磷菌添加响应迟缓。 
2.6.3  溶磷菌对鳗草生理指标的影响  鳗草叶片

中 4 类光合色素含量的变化如图 8 所示。与对照

组相比, 各接菌处理组均能提高鳗草叶片中光合

色素含量。菌株 P2、P3 处理组 4 种光合色素含量 
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图 7  不同溶磷菌株对鳗草植株生长指标的影响 
A. 单株新叶面积; B. 新根长; C. 新茎节长; D. 生产力. 误差线上不同字母表示不同组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 7  Effect of different phosphate-solubilizing bacteria on the growth performance of Zostera marina 
A. New leaf area; B. New root length; C. New internode length; D. Productivity. Different letters on  

the error bars indicate significant differences between different groups (P<0.05). 
 

 
 

图 8  不同溶磷菌株对鳗草叶片光合色素含量的影响 
A. 单株新叶面积; B. 新根长; C. 新茎节长; D. 生产力. 误差线上不同字母表示不同组间存在显著差异(P<0.05). 
Fig. 8  Effect of different phosphate-solubilizing bacteria on photosynthetic pigment content of Zostera marina leaves 

A. New leaf area; B. New root length; C. New internode length; D. Productivity. Different letters on  
the error bars indicate significant differences between different groups (P<0.05). 
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增长效果最明显, 显著高于对照组及 P1、P4 处理

组(P<0.05)。叶绿素 a、叶绿素 b、总叶绿素和类

胡萝卜素含量最高值均出现在菌株 P2 处理组, 分
别为 31.35 μg/cm2、12.57 μg/cm2、39.42 μg/cm2

及 6.21 μg/cm2。鳗草叶片中可溶性糖含量结果如

图 9 所示。菌株 P2 处理组叶片中可溶性糖含量高

达 85.04 mg/g, 与对照组相比增加了 39.41%, 显 
 

 
 

图 9  不同溶磷菌株对鳗草叶片可溶性糖含量的影响 
误差线上不同字母表示不同组间存在显著差异(P<0.05). 

Fig. 9  Effect of different phosphate-solubilizing bacteria on 
soluble sugar content of Zostera marina leaves 

Different letters on the error bars indicate significant  
differences between different groups (P<0.05). 

著高于对照组及 P1、P4 处理组(P<0.05)。其余各

组与对照组间无显著差异(P>0.05)。 
2.6.4  溶磷菌对土壤酶活力及间隙水中营养盐含

量的影响  4 种溶磷菌接种后鳗草根际土壤中脲

酶和碱性磷酸酶活力如表 4 所示。除菌株 P4 处理

组外, 其余各处理组的碱性磷酸酶活力均显著高

于对照组(P<0.05), 其中最高值出现在菌株 P2 处

理 组 [13037.76 nmol/(d·g)], 为 对 照 组 [5778.59 
nmol/(d·g)]的 2.26 倍。同时菌株 P2 处理组的碱性

磷酸酶活力也显著高于菌株 P4 处理组(P<0.05), 
但菌株 P4 处理组与其余处理组间无显著差异

(P>0.05)。各接菌处理组的土壤脲酶活力虽有一定

程 度 增 加 , 但 与 对 照 组 相 比 并 无 显 著 差 异

(P>0.05)。土壤间隙水中可溶性氮磷含量结果如表

4 所示。除菌株 P3 处理组外, 其余接菌处理组均

能增加土壤间隙水中磷酸盐含量 , 增长范围在

28.85%~60.79%, 但各接菌处理组与对照组间均

无显著差异。接菌处理组土壤间隙水中硝酸盐和

氨氮含量也均有所下降, 其中对照组中氨氮含量

显著高于各接菌处理组(P<0.05), 最低值出现在

菌株 P2 处理组, 仅为对照组的 51.27%。而各组

间硝酸盐含量并无显著差异(P>0.05)。 
 

表 4  不同溶磷菌株对土壤酶活性及间隙水中营养盐含量的影响 
Tab. 4  Effect of different phosphate-solubilizing bacteria on enzyme activity and nutrient salt concentrations in porewater of soil  

n=6; x ±SE 

处理 
treatment 

磷酸盐含量/(mg/L) 
phosphate content 

硝酸盐含量/(mg/L)
nitrate content 

氨氮含量/(mg/L) 
ammonia nitrogen content

碱性磷酸酶活力/[nmol/(d·g)] 
alkaline phosphatase activity 

脲酶活力/(U/g)
urease activity

D 4.54±0.30 19.86±3.65 0.29±0.02a 5778.59±370.90a 90.45±12.24 

P1 6.27±0.95 11.66±0.88 0.16±0.02b 11092.19±822.79bc 98.54±10.80 

P2 7.30±1.29 8.99±1.05 0.15±0.01b 13037.76±2098.60b 111.19±16.74 

P3 4.28±0.53 11.54±3.88 0.19±0.01b 6124.26±699.40ac 98.32±19.58 

P4 5.85±1.57 12.74±4.55 0.22±0.01 b 10982.07±540.79bc 97.77±4.13 

注: 不同上标字母表示不同组间存在显著差异(P<0.05). 
Note: Different superscript letters indicate significant differences between different groups (P<0.05). 

 

3  讨论 

3.1  鳗草根际溶磷微生物的分离及其初步应用

研究 
本研究以山东威海天鹅湖鳗草为研究对象 , 

利用 SRSM 固体培养基从其根际分离得到 4 株溶

磷菌株: 芽孢杆菌(Bacillus altitudinis P1)、桑肠杆

菌 (Enterobacter mori P2) 、 大 肠 埃 希 氏 菌

(Escherichia coli P3)和 Cobetia marina P4, 并对其

溶磷能力进行定性定量测定, 为鳗草海草床微生

物修复提供了理论和技术支持。海草床具有较高

的生产力水平, 可溶性磷是促进其生产力发展的

主要营养元素[23], 而附着在植物根际的溶磷微生

物不仅可以通过分泌小分子有机酸、质子交换及
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络合作用等途径缓解磷对植物初级生产力的限制, 
其在促进植株生长, 生物防治病害等方面也发挥

着重要作用, 目前在主要经济和生态物种中已被

广泛研究[24-26]。Teymouri 等[27]自红树根际分离得

到 13 株溶磷菌株, 7 d 内 PSB10 的溶磷量达到

357 mg/L 且随产酸量的增加 , 溶磷作用增强。

Ghosh 等[14]从喜盐草(Halophila ovalis)和羽叶二

药藻(Halodule pinifolia)根际分离得到的 6 株溶磷

菌中芽孢杆菌(Bacillus circulans PSSG2)在 168 h
内的溶磷量最高, 为 375 mg/L。Paul 等[28]对印度

西孟加拉邦恒河中分离的溶磷菌的抑菌潜力进行

了 研 究 。 结 果 表 明 , 绿 脓 杆 菌 (Pseudomonas 
aeruginosa KUPSB12)对所有被检测的病原菌均

有抑制作用。本研究从天鹅湖鳗草根际分离得到

的 4 株溶磷菌株 72 h 内菌株培养液中可溶性正磷

酸盐含量最高达 130.21 mg/L, 与已报道的溶磷菌

溶磷能力相比, 具有良好的溶磷性能, 表明其在

天鹅湖鳗草海草床生态系统的磷和营养物质循环

中具有重要作用。 
研究表明, 芽孢杆菌属(Bacillus)是植物根际

常见促生菌属, 具有溶磷、固氮、抑病、分泌 IAA
及多种水解酶等多种功能, 在植物生长发育过程

中发挥重要作用[1, 29-32]。本研究获得的溶磷菌 P1
属于芽孢杆菌, 由于其能在逆境胁迫下形成芽孢

而得以生存, 且具有较强的重金属抗性, 适用于

溶磷菌肥的开发。黄秋斌等[33]研究表明, 蜡样芽

孢杆菌 B3-7 具有良好的生态适应性和防治小麦

纹枯病的能力。Leite 等 [32]证实枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)能够诱导可可植株发生生理变

化, 从而促进可可幼苗生长。Liu 等[29]自葡萄根际

筛选得到的阿耶波多氏芽孢杆菌(Bacillus aryab-
hattai JY17)和(Bacillus aryabhattai JY22)具有溶

磷、固氮、分泌 IAA、ACC、壳多糖酶及蛋白酶

等功能 , 能够显著促进葡萄 (Vitis vinifera)的生

长。本研究分离得到的溶磷菌 P1 经过室外盆栽实

验证实, 能显著提高鳗草植株的存活率、单株新

叶面积和地上生产力等生长指标以及碱性磷酸酶

活力等 , 并且能显著促进鳗草根对氮元素的吸

收。这与白文娟等[34]的研究结果相一致。但菌株

P1 对鳗草叶片内光合色素及可溶性糖的含量并

无显著影响, 与 Leite 等[32]的研究结果有所差异。

推测可能与芽孢杆菌属内不同菌株特性有关。 
肠杆菌(Enterobacter)是溶磷菌的主要类群之

一, 其中阴沟肠杆菌(Enterobacter cloacae)是目前

研究最广的种类, 具有溶磷、分泌 ACC 转氨酶、

合成植物激素 IAA 及防治病害等多种促生功   
能[10, 35-36]。而本研究分离得到的桑肠杆菌(Entero-
bacter mori P2)其相似种首次分离自桑树根际 , 
目前关于其溶磷能力的研究还尚未有报道。研究

结果显示 , 桑肠杆菌固体培养时其溶磷系数为

3.03, 72 h 内菌株培养液中可溶性正磷酸盐的含

量为 123.13 mg/L, 表明其具有较高的溶磷能力。

虽然其溶磷能力低于菌株 P3, 但在对鳗草生长影

响的研究中其促生效果最为显著 , 单株新叶面

积、地上及地下生产力均高于其余三个处理组且

显著高于对照组。通过探究其叶片中叶绿素 a、
叶绿素 b、总叶绿素、类胡萝卜素及可溶性糖含

量的变化推测, 菌株 P2 可能通过提高鳗草光合作

用能力促进鳗草的生长。但其具体的促生特性有

待进一步研究。 
菌株 P3 属于埃希氏菌属(Escherichia), 研究

结果表明, 与其余 3 株菌株相比其溶磷能力最高, 
72 h 菌株培养液中可溶性正磷酸盐含量高达

130.21 mg/L。但在对鳗草生长影响的研究中却发

现其促生效果与实验条件下的溶磷能力不成正比, 
且从间隙水中磷酸盐含量和土壤碱性磷酸酶活力

可以推测, 在实际接种实验中菌株 P3 并未有效发

挥其溶磷效果。通常实验条件下的溶磷能力是判

定溶磷微生物作用效果的重要指标。但也有研究

表明, 这二者间并无直接关系。Collavino 等[37]研

究 发 现 , 溶 磷 菌 的 体 外 溶 磷 能 力 与 菜 豆

(Phaseolus garis)的生长无关。Taurian 等[38]对 110
株溶磷菌的研究结果表明, 仅有一株能促进花生

(Arachis hypogaea L.)的生长。Fernández 等[39]通

过溶磷菌接种实验证实, 其筛选的 13 株高效溶磷

菌株均不能促进大豆的生长和对磷等营养元素的

吸收。但鳗草盆栽实验发现, 菌株 P3 虽然没有发

挥其溶磷能力, 却能够显著促进鳗草的生长。在

实验培养条件下, 溶磷菌与植物促生菌间的关系

受多种因素共同影响, 除实际溶磷效果外, 其生
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长代谢产物以及多种生物化学过程也是其作为植

物促生菌的重要参考。因此盆栽及田野实验是证

明溶磷菌作用效果最直接的方法。 
Cobetia marina P4 属于 Cobetia 属 , 目前

Cobetia marina DSM 4741 是其唯一种类, 关于其

溶磷促生作用的研究还尚未有报道。研究结果表

明, 菌株 P4在 72 h内菌株培养液中可溶性正磷酸

盐含量为 76.54 mg/L, 与其他三株菌株相比, 溶
磷能力较低。同时鳗草的室外盆栽实验表明, 菌
株 P4 虽然能在一定程度上促进鳗草的生长, 但鳗

草的各种生长生理指标及土壤养分变化等与对照

组相比并无显著差异, 表明其作为溶磷菌肥的实

际应用潜力较低。 
3.2  溶磷菌最适培养条件优化 

微生物的生长繁殖过程可分为延迟期、对数

期、稳定期和衰亡期 4 个阶段。通过测定微生物

的典型生长曲线, 可有效把握其 4 个阶段的生长

繁殖规律并投入生产应用[40]。已有研究表明, 菌
株处于延迟期和稳定期时最具应用价值。王栋  
等[41]研究发现, 米曲霉 CICIMF0899 在进入衰亡

期前其代谢产物蛋白酶和淀粉酶的活力最高。

Rezaei 等 [42]证实处于不同生长阶段的酵母菌

(Saccharomyces cerevisiae)功能效果不同。本研究

表明, 菌株 P2~P4 均有明显的延迟期、对数期、

稳定期和衰亡期的生长繁殖过程, 在时间节点上

存在差异, 但菌株 P1 在 24 h 并未出现衰亡现象。 
另有研究表明, 通过控制功能微生物人工培

养环境的温度、盐度和初始培养 pH 可有效延迟

其衰亡时间[22]。本研究根据 4 株溶磷菌株的典型

生长曲线, 明确了其最适培养温度、盐度及初始

pH, 研究结果为今后溶磷菌肥的研制积累了基础

数据。 
环境条件对微生物生长的影响主要集中在细

胞酶活、细胞代谢、细胞膜结构以及生物大分子

结构和功能等方面。不同种类及生境中微生物的

环境耐受范围不同。本研究证实, 4 株固氮微生物

在 15~37℃条件下均能正常生长, 其中菌株 P1、
P4 的温度适应性较广, 温度 40℃时也能生长。盐

度即渗透压对无细胞壁的细菌生长影响显著, 高
渗和低渗均能抑制其生长繁殖[43]。研究发现, 4 株

溶磷菌株在盐度 5~40 范围内均能正常生长, 最适

生长盐度分别为 27.10、28.29、29.54 及 26.08。
天鹅湖海水盐度在 29~30 之间, 表明菌株受高盐

抑制作用更明显。在环境 pH 方面, 王同等[44]研

究了红壤中筛选得到的高效溶磷菌株苏云金杆菌

(Bacillus thuringiensis B1)的生长特性, 发现其最

适生长 pH 5。伊鋆[45]从玉米根际土壤中筛选得到

的产气肠杆菌 (Enterobacter aerogene PSB28)在
pH 低于或高于 7 时均会抑制其溶磷能力, 证明了

溶磷菌株只在适宜的环境下才具有溶磷作用。本

研究发现, 除菌株 P4 外, 其余 3 株溶磷菌株在

pH 5~9 时均有较高的生长量, 最适生长 pH 分别

为 8.26、7.92、8.17 及 8.21, 而高于 9 时, 菌株生

长量均急剧下降。 

4  结论 

采用 SRSM 培养基从天鹅湖鳗草根际分离得

到 4 株溶磷菌株, 从形态学、生理生化特征及 16S 
rDNA 等方面对菌株进行了鉴定, 探讨了菌株的

最适培养条件, 并通过室外盆栽实验研究了其对

鳗草生长的影响。结果表明 , 桑肠杆菌(Entero-
bacter mori P2)和大肠埃希氏菌(Escherichia coli 
P3)具有较高的溶磷能力和较广的环境适应范围, 
且能够显著促进鳗草的生长。今后有望通过溶磷

微生物肥料的研制, 发挥其在海草床生态系统恢

复中的应用潜力。 
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Abstract: Eelgrass (Zostera marina) beds, one of the most important coastal ecosystems, are highly ecologically 
and economically valuable. However, eelgrass beds have been reduced worldwide because of natural and anthro-
pogenic causes. To restore the degraded eelgrass beds, numerous studies have been conducted and various tech-
niques developed. Among them, eelgrass transplantation is the most widely used and intensively studied technol-
ogy. Some studies have shown that appropriate artificial propagation methods can effectively promote the survival 
and growth of the transplants, and phosphate-solubilizing microorganisms not only provide phosphate for the 
growth of the plants, the metabolites also play a major role in promoting plant growth and controlling diseases. 
However, techniques for promoting the growth of transplanted eelgrass are still absent. Therefore, investigating 
phosphate-solubilizing bacteria within the eelgrass rhizosphere is necessary. In this study, the growth-promoting 
activities of the rhizobacteria of eelgrass were investigated, by isolating four phosphate-solubilizing bacteria (P1, 
P2, P3, and P4) from the rhizosphere sediments of eelgrass using an SRSM medium. Based on the morphological, 
physiological, and biochemical characteristics, and the sequence analysis of 16S rDNA, we identified P1 as Ba-
cillus altitudinis, P2 as Enterobacter mori, P3 as Escherichia coli, and P4 as Cobetia marina. The optimal culture 
conditions and typical growth curves for the four rhizobium strains were established. The optimal temperatures for 
the growth of the four strains were 34.67℃, 33.95℃, 34.60℃, and 31.19℃, respectively. The optimal salinity for 
growth was 27.10, 28.29, 29.54, and 26.08, respectively. The optimal pH for growth was 8.26, 7.92, 8.17, and 8.21, 
respectively. A pot test was conducted to investigate the effects of the four phosphate-solubilizing bacteria strains 
on eelgrass growth. The results showed that the survival rate, growth, physiological status, and enzyme activity of 
the rhizosphere soil in the four inoculation treatments increased to some extent. Among the treatments P2 showed 
the best promoting effect, with the new leaf area, aboveground productivity, and belowground productivity being 
(54.31±4.79) cm2, (3.58±0.36) mg/(shoot·d), and (0.28±0.04) mg/(shoot·d), respectively. Additionally, the con-
tents of chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll, and carotenoids significantly increased in the P2 treatment 
with values of 31.35 μg/cm2, 12.57 μg/cm2, 39.42 μg/cm2, and 6.21 μg/cm2, respectively. Except for P4, the activ-
ity of alkaline phosphatase in all other inoculation treatments was significantly increased (P<0.05). However, no 
significant differences were observed in the soil urease activity between the inoculation and control treatments. A 
comprehensive analysis indicated that E. mori (the P2 strain) could be applied in the future development and ap-
plication of microbial inoculants and seagrass phosphobacterial fertilizers, thereby benefitting the recovery of eel-
grass beds in the future. 
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