
近年来，越来越多的研究表明植物促生菌在磷

缺乏的土壤中使难溶性磷变为有效的磷促进植物生

长，降低化学肥料的应用，减少对环境的影响，并逐步

得到广泛应用[1-3]。截至目前，已报道的植物溶磷促生
细菌主要有芽孢杆菌属（Bacillus）、假单胞菌属（Pseu原
domonas）、拉恩氏菌属（Rahnella）、埃希氏菌属（Es原
cherichia）、克雷白氏杆菌属（Klebsiella）、土壤杆菌属
（Agrobacterium）等菌属[4-6]，产有机酸是细菌溶解矿质磷
主要机制之一[1]。已有报道的克隆获得吡咯喹啉醌
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摘 要：为丰富植物促生菌的构建模式，本文以 Escherichia coli DH5琢为供试菌株，通过遗传转化，将水生拉恩氏菌（Rahnella aqau原
tilis）HX2的 pqq 基因簇导入 E. coli DH5琢，获得 DH5琢（pqq）菌株，采用平板溶磷、钼锑抗比色法、HPLC法、温室盆栽等试验分析研
究 DH5琢（pqq）菌株溶磷产酸促生作用机理。DH5琢（pqq）菌株与 E. coli DH5琢相比，溶磷圈直径、有效磷浓度增加，溶解矿质磷的能
力显著增强；有机酸代谢显著增加，以产葡萄糖酸为主。DH5琢（pqq）处理与对照相比对玉米株高、茎鲜重、植株鲜重、茎干重、植株干
重、全磷、土壤有效磷分别提高了 5.2%、30.0%、32.5%、18.5%、7.7%、30.8%和 24.0%，并呈显著性差异（P<0.05）。表明来自 HX2菌株
的 pqq 基因簇通过异源表达具有活性，能够实现对溶磷促生的遗传改造。
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Abstract：In this study, in order to increase the ability of phosphate solubilization of Escherichia coli DH5琢, pqq gene cluster from Rahnella
aqautilis HX2 was transformed into E. coli DH5琢 to create DH5琢（pqq）. Mechanisms of E. coli DH5琢 and DH5琢（pqq）phosphate solubilization
were analyzed by using solubilzing phospate on plate, molybdenum-blue method, HPLC, and greenhouse experiment. Compared with E. coli
DH5琢, strain DH5琢（pqq）showed stronger mineral phosphate solubilizing ability, more gluconic acid production. Maize plant height, shoot
fresh weight, plant fresh weight, shoot dry weight, plant dry weight, total phosphorus and soil solubling-P of DH5琢（pqq）treatment were
significantly（P<0.05）improved by 5.2%, 30.0%, 32.5%, 18.5%, 7.7%, 30.8%, and 24.0% respectively, compared with DH5琢 treatment. It
was shown that pqq gene cluster from R. aqautilis HX2 strain showed activity in E. coli DH5琢. This method may modify the other plant growth
promoting rhizobacteria on phosphate solubilization trait.
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（pyrroloquinoline quinone，PQQ）合成基因簇的革兰氏
阴性菌如中间肠杆菌（Enterobacter intermedium 60-
2G）[7]、葡萄杆菌属（Gluconobacter oxydans）[8]和拉恩氏
菌属（Rahnella aquatilis HX2）[9]等。有些细菌如鼠伤寒
沙门氏菌（Salmonella typhimurium）、大肠杆菌（E. coli）
等只合成脱辅基蛋白（apo-enzyme）而不合成PQQ[10-11]。
但 PQQ对大肠杆菌来说具有趋化的吸引力[12]。PQQ生
物合成中涉及 4~7 个相关基因（pqqABCDEFG）基因
簇，在一些细菌中如 Enterobacter intermedium 60-2G、
Klebsiela pneumoniaeNCTC418、Rahnella aquatilis HX2
中 PQQ 合成基因通常由 6 个基因构成的基因簇
（pqqA、pqqB、pqqC、pqqD、pqqE和 pqqF）[9，13]。水生拉
恩氏菌 HX2 是一株优良的植物溶磷促生菌株，Guo
等[13]成功地通过 Tn5插入突变 pqq 基因簇获得了不
能合成 PQQ的突变菌株，以及构建了含有 pqq 基因
簇的 pCH15质粒。本文通过采用平板溶磷、钼锑抗比
色法、HPLC法、温室接种盆栽等试验，分析研究导入
R. aquatilis HX2菌株中的 pqq 基因簇的 DH5琢（pqq）
菌株溶磷促生结果分析，明确 DH5琢（pqq）菌产酸溶
解矿质磷促生机理，为进一步明确采用 pqq 基因簇改
造 E. coli DH5琢及其他细菌可能成为植物促生菌株
提供技术理论依据。

1 材料与方法

1.1供试菌株及培养基
1.1.1供试菌株、质粒

E. coli DH5琢 [14]，及含有 R. aquatilis HX2 菌株中
的 pqq 基因簇的质粒 pCH15[13]。各供试菌株和质粒特
征见表 1。
1.1.2供试培养基

国际植物研究所磷酸盐生长培养基（NBRIP）[15-16]：
葡萄糖 10 g，磷酸三钙（Ca3（PO4）2）5 g，六水氯化镁

（MgCl2·6H2O）5 g，七水硫酸镁（MgSO4·7H2O）0.25 g，
氯化钾（KCl）0.2 g，硫酸铵（（NH4）2SO4）0.1 g，蒸馏水
1 000 mL，pH 7.0。

NBRIP固体培养基：在 NBRIP液体培养基中加
入琼脂 16~18 g·L-1，其他成分不变。

Luria-Bertani（LB）液体培养基：胰蛋白胨 10 g，
酵母提取物 5 g，氯化钠（NaCl）10 g，蒸馏水 1 000 mL，
pH 7.0。

LB固体培养基：在 LB液体培养基中加入琼脂
16~18 g·L-1，其他成分不变。

无磷元素的 Hoagland营养液[17]：硝酸钙（Ca（NO3）2）
945 mg·L-1，硝酸钾（KNO3）607 mg·L-1，七水硫酸镁
（MgSO4·7H2O）493 mg·L-1，铁盐溶液 2.5 mL·L-1（七水
硫酸亚铁（FeSO4·7H2O）2.78 g，乙二胺四乙酸二钠
（EDTA）3.73 g，蒸馏水 500 mL，pH 5.5）。
1.2 实验方法
1.2.1 DH5琢（pqq）菌株的获取

将含有 HX2 菌株中 pqq 基因簇的质粒 pCH15，
采用热击和转化的方法 [18]，导入感受态 E. coli DH5琢
细胞，将其加入含有四环素（Tc）20 滋g·mL-1的 LB固
体培养基上，37 益培养，筛选并获得 DH5琢（pqq）菌株，
放入冰箱保存。

1.2.2 溶磷平板定性检测
将 E. coli DH5琢、DH5琢（pqq）接种活化后，以0.1%

接种量分别接种于含有 5 mL LB液体培养基的试管
中，37 益、170 r·min-1摇培，制备成 108 CFU·mL-1的菌
悬液。无菌操作下将灭菌的滤纸片（直径=5 mm）放于
NBRIP固体培养基平板中央，分别吸取 10 滋L各菌
株处理的菌悬液点接于滤纸片上，吹干。将 E. coli
DH5琢、DH5琢（pqq）处理的所有平板在 37 益生化培养
箱中培养 7 d，然后观测每个处理的溶磷圈，并测量其
直径。每个处理重复 3次。

菌株 Strains/质粒 Plasmids 特征 Characteristics 来源 Reference

DH5琢 F-recA1 endA1 hsdR17 supE44 thi-1 gyrA96 relA1驻（argE-lacZYA）169囟80lazA驻M15 Hanahan[14]

质粒 Plasmids
CP465 Tcr，pLAFR-5 containing pqq genes，cosmid Guo et al.[13]

pCH15 Gmr，Tcr，pRK415G containing approximately 8.0 kb BamHI
fragment including pqq genes from cosmid CP465

Guo et al.[13]

大肠杆菌 Escherichia coli
菌株 Strains

表 1 实验所用菌株及质粒
Table 1 Bacterial strains and plasmids used in experiment

Note：Gmr and Tcr indicate resistance to gentamicin and tetracycline, respectively.
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表 2 不同处理下培养基溶磷圈直径、pH值和有效磷浓度
Table 2 Phosphate-solubilizing halo diameter, pH and soluble-P concentration of NBRIP in different treatments

注：数据为平均值依标准误差，不同字母表示显著性差异（P<0.05）。下同。
Note：Data was mean 依 standard error values, different letters indicate significant difference（P<0.05）. The same below.

菌株 Strains 溶磷圈直径 Phosphate solubilizing halo diameter/mm
DH5琢 12.3依0.03 b

DH5琢（pqq） 19.8依0.04 a

有效磷浓度 Soluble-P concentration/mg·L-1

106.46依4.98 b
416.96依8.71 a

pH值
4.74依0.03 a
3.62依0.03 b

1.2.3 有效磷定量、pH检测
将 E. coli DH5琢、DH5琢（pqq）活化后，分别制成

108 CFU·mL-1菌悬液，以 0.1%接种量接种到 100 mL
NBRIP培养基的锥形瓶中，37 益、170 r·min-1摇培，无
菌操作下将所有处理样品于第 1、3、5、7 d分别抽取 1
mL菌液，将菌液以 12 000 r·min-1、4 益离心 5 min，留
上清液放入-20 益冰箱中保存待测。溶磷定量测定方
法参照钼锑抗比色法[19-20]，每个样品重复 3次。此外无
菌操作下将所有处理样品于第 1、3、5、7 d 分别取 2
mL菌悬液，将培养液以 12 000 r·min-1、4 益离心 5
min，取上清液，并将上清液放在 10 mL塑料管中，完
成取样后，立即用 pH计检测 pH值，并记录数值，进
行数据分析。每个样品重复 3次。
1.2.4 有机酸检测

试验方法在参照文献[16]HPLC法检测细菌产有
机酸的基础上做了修改。E. coli DH5琢、DH5琢（pqq）接
种于 NBRIP培养基中，在 37 益、170 r·min-1中进行摇
培，摇培 5 d。从每个样品中抽取 1 mL菌悬液，12 000
r·min-1、4 益离心 5 min，留上清液，通过 0.22 滋m微孔
滤膜过滤后，保存-20 益冰箱中备用。采用葡萄糖酸、
柠檬酸、乳酸、琥珀酸、丙酸 5种有机酸（色谱纯）作为
标样，将样品进行液相色谱分析（高效液相色谱仪wa原
ters 2998，色谱柱：Agilent Zorbax SB-C18 250 mm伊4.6
mm，5 滋m），流动相为 0.5%磷酸氢二铵（pH 2.81），进
样量 20 滋L，流速 0.4 mL·min-1，室温下 214 nm 处测
量 UV的吸收值，绘制标准曲线，计算样品中的各种
有机酸的含量。每个样品重复 3次。
1.2.5 溶磷效果温室实验

将 E. coli DH5琢、DH5琢（pqq）分别以 0.1%的接种
量接种于 LB 液体培养基的三角瓶中，37 益、170 r·
min-1摇培 48 h，得到浸种拌土的菌悬液；CK对照为
LB液体培养基；配制无磷元素的 Hoagland营养液。
将采集的砂和土过 2 mm的筛分装高温灭菌，准备
180 mm 伊 160 mm规格的塑料花盆，每盆盛放混合好
的砂土基质 1.5 kg（砂颐土=1颐1，W /W），盛放前每个花
盆基质分别均匀拌入 7.5 g磷酸钙、各处理菌液 100

mL及 20 mL配好的无磷的 Hoagland营养液。选择玉
米种子，放入 75%的酒精消毒 30 s，并用无菌水冲 3
次，放入灭菌的培养皿中进行催芽 2~3 d，挑选一致的
催芽种子浸种 3 h，每盆埋入 3粒种子，埋好后浇 10
mL无菌水；采用完全随机设计摆放，重复 9次，定期
定量浇无菌水。出苗后间苗，每盆留 1株，玉米苗生长
42 d后收获，测定玉米株高，称取鲜重、干重（地上部
分和根），采用钒钼黄吸光光度法测定植株磷含量、

NaHCO3浸提钼锑抗吸光光度法测定土壤有效磷含
量[21]。
1.2.6 数据处理分析

本实验数据以平均值为依据，数据分析采用 EX原
CEL软件、SPSS软件（Version 11.5，USA）进行数据处
理及方差分析。

2 结果与分析

2.1 溶磷及 pH值的影响分析
导入 pqq 基因簇的 DH5琢（pqq）菌株产生的溶磷

圈直径为 19.8 mm，而 E. coli DH5琢的为 12.3 mm，溶
磷圈直径相比增加了 7.5 mm。两者之间存在显著性
差异（P<0.05）（表 2）。此外，DH5琢、DH5琢（pqq）菌株在
NBRIP培养基上培养前 3 d，有效磷的浓度逐渐增加，
pH值逐渐降低；培养 3 d后，有效磷的浓度及 pH值
趋于稳定（图 1）。溶磷定量分析表明（表 2），DH5琢（pqq）
菌株产生较高的有效磷浓度，为 416.96 mg·L-1，是 E.
coli DH5琢产生的有效磷浓度（106.46 mg·L-1）的4 倍
左右，DH5琢（pqq）菌株的 pH 值从最初的 6.15 降到
3.62，低于 DH5琢菌株所产生的 pH值（4.74）。两菌株
产生有效磷浓度、pH值之间均表现出显著性差异显
著。导入 pqq 基因簇的 DH5琢（pqq）溶解矿质磷的能
力显著增强。

2.2 产有机酸的影响分析
DH5琢（pqq）、E. coli DH5琢在 NBRIP中培养，溶磷

代谢产 2 种酸，即葡萄糖酸和琥珀酸（图 2）。DH5琢
（pqq）、E. coli DH5琢处理分别产生总有机酸为 8.67、
0.69 g·L-1，处理之间呈显著性差异（图 3）。DH5琢（pqq）、

焦子伟，等：pqq 基因簇在 Escherichia coli DH5琢中表达及对其溶磷促生的影响
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图 1 不同处理下培养基 pH值及有效磷的变化
Figure 1 Changes on pH and soluble-P of NBRIP

in different treatments
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图 2 DH5琢（pqq）、大肠杆菌 DH5琢产有机酸色谱图
Figure 2 Chromatogram of organic acids produced by DH5琢（pqq）and DH5琢 strains in NBRIP

G：葡萄糖酸 gluconic acid；L：乳酸 lactic acid；C：柠檬酸 citric acid；S：琥珀酸 succinic acid；P：丙酸 propionic acid
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图 3 不同处理下培养基葡萄糖酸和总有机酸浓度

Figure 3 Concentration of gluconic acid and total organic acid for
NBRIP in different teatments
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E. coli DH5琢处理分泌的葡萄糖酸浓度分别占有机酸
的浓度的 99.3%、88.4%。结果表明导入 pqq 基因簇
后，DH5琢（pqq）有机酸代谢明显增加，以产葡萄糖酸
为主。

2.3 溶磷促生效果的影响分析
DH5琢（pqq）处理对玉米株高、茎鲜重、植株鲜重、

茎干重、植株干重、全磷、土壤有效磷比 LB（对照）培
养基分别提高了 5.2%、30.0%、32.5%、18.5%、7.7%、
30.8%和 24.0%（表 3）；该处理在茎干重、植株干重、
全磷、土壤有效磷方面与 LB培养基相比有显著性差

异。然而，经过 E. coli DH5琢接种处理过的玉米株高、
茎鲜重、植株鲜重、茎干重、植株干重、全磷、土壤有效

磷比对照培养基分别降低了33.2%、62.8%、64.0%、
48.1%、58.9%、23.1% 和 24.8%，并有显著性差异。
DH5琢（pqq）处理与LB培养基相比促进了植物的生长，
在玉米株高、茎鲜重、植株鲜重、茎干重、植株干重、

全磷、土壤有效磷均有了增加。然而，E. coli DH5琢处
理与对照培养基相比，反而抑制了玉米的生长。导入

pqq 基因簇的 DH5琢（pqq）处理增加土壤有效磷含量，
增强了植物对磷的吸收，促进了玉米的生长。

表 3 不同处理对玉米株高、重量、全磷、有效磷的促生效果
Table 3 Effect of different treatments on plant height, weight, total P and soluble-P

菌株 Strains 株高 Plant height/cm 鲜重 Fresh weight/g·plant-1 干重 Dry weight/g·plant-1 全磷含量

Total P/%
有效磷含量 Soluble-P
concentration/mg·kg-1茎 Shoot 植株 Plant 茎 Shoot 植株 Plant

DH5琢 36.2依1.31b 2.58依0.42b 2.92依0.50c 0.56依0.04c 0.69依0.05c 0.10依0.01c 3.85依0.24c
DH5琢（pqq） 57.0依2.51a 9.02依0.49a 10.76依0.45a 1.28依0.06a 1.81依0.05a 0.17依0.01a 6.35依0.41a
LB培养基 54.2依0.86a 6.94依1.23a 8.12依1.61b 1.08依0.09b 1.68依0.07b 0.13依0.01b 5.12依0.30b
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3 讨论

溶磷菌溶解矿质磷的主要机制是经在细胞质膜

外部发生直接氧化反应产生有机酸，并且伴随 pH值
的下降，导致磷的溶解[22-23]。细菌溶解矿质磷在细菌
的溶磷机理中与碳源相关，溶磷微生物能分泌有机

酸如葡萄糖酸、酮戊二酸、柠檬酸、草酸、苹果酸、琥珀

酸等[7，16，24]。Goldstein[25]提出，把葡萄糖直接氧化成葡萄
糖酸是革兰氏阴性菌的矿质磷酸盐溶解的一个主要

作用机制。除此之外，目前已有研究特定的革兰氏阴

性菌由于缺少 pqq 基因簇，没有能力溶解难溶性磷[26]。
本试验中，把 HX2菌株中的 pqq 基因簇导入 E. coli
DH5琢，获取 DH5琢（pqq）菌株，能分泌更多的有机酸，
特别是以产葡萄糖酸为主，与 E. coli DH5琢相比，从
溶磷的定性、定量结果表明均有更强的溶解矿质磷能

力。进一步验证了在 DH5琢（pqq）中有 pqq 的基因表
达，且具有活性，可能是导致 PQQ的产生，激活了细
菌体内的葡萄糖脱氢酶（glucose dehydrogenase，GDH），
两者的共同作用促进了葡萄糖酸的外泌，加速了对矿

质磷的溶解[7，27-28]。当然，PQQ和 GDH对 DH5琢（pqq）
菌株溶磷作用机理有待于做进一步深入研究。

已有相关报道溶磷菌如 Serratia marcescens、
Pseudomonas fluorescens和 Bacillus spp.均有对植物促
生作用[29-31]。本试验中 DH5琢（pqq）菌株处理的玉米与
DH5琢、对照处理相比，提高植株全磷和土壤有效磷的
含量，增强了植物对磷的吸收，促进了玉米的生长。其

主要的原因就是 DH5琢（pqq）菌株能分泌葡萄糖酸，
使更多的难溶磷变成可溶性的磷，促进植株的摄入提

高玉米植株的生长，更进一步阐述了其溶解矿质磷机

理及促进农作物玉米的促生效果。

Rodr侏guez等[32]研究报道了导入 pqq 基因的Burk-
holderia cepacia IS -16 和假单胞菌属（Pseudomonas
sp）两个菌株能增强矿质磷酸盐溶解表型，促进对磷
的溶解。本文采取转化的方法把 R. aquatilis HX2菌
株中的 pqq 基因簇导入 E. coli DH5琢，改造 E. coli
DH5琢并高效表达，获得 DH5琢（pqq）菌株，使其具有
植物促生菌的相关功能特性，丰富了植物促生菌的构

建模式，本文采用的方法为后续改造其他植物促生菌

获得溶磷性状提供了新的路径和方法。

4 结论

通过导入 pqq 基因簇的 DH5琢（pqq）菌株溶磷促
生分析表明，说明来自 R. aqautilis的 pqq 基因簇通过

异源表达具有生物活性，实现了 E. coli DH5琢的植物
促生菌的遗传改造。DH5琢（pqq）菌株溶解矿质磷的机
制取决于转化 R. aqautilis的 pqq 基因簇后，实现了葡
萄糖高效代谢为葡萄糖酸，并溶解土壤难溶磷，增加

土壤有效磷含量，提高植株玉米对磷的吸收，促进了

玉米的生长。
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