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一株溶磷菌的分离鉴定及溶磷促生作用

薛应钰ꎬ叶　 巍ꎬ杨　 树ꎬ李　 培ꎬ徐秉良
(甘肃农业大学植物保护学院 / 甘肃省农作物病虫害生物防治工程实验室ꎬ甘肃 兰州 ７３００７０)

摘　 要:为了提高土壤磷素利用率ꎬ为微生物磷肥开发提供高效菌种资源ꎬ采用平板分离法从荒漠绿洲过渡带

白刺根际土壤分离筛选出一株溶磷能力强的真菌 Ｐ－１４０７ꎬ对其溶磷特性、产酸特性和耐盐碱特性进行研究ꎮ 结果表

明ꎬ液体条件下培养 １０ ｄꎬ菌株 Ｐ－１４０７ 对 Ｃａ３( ＰＯ４) ２表现出高效的溶解能力ꎬ最大溶磷量为 ５５７ μｇｍＬ－１ꎻ其溶磷

量和 ｐＨ 值变化呈显著负相关ꎬ溶磷过程中分泌的有机酸种类主要为葡萄糖酸、草酸及甲酸ꎻ在高浓度 ＮａＣｌ 和较高

的 ｐＨ 值条件下仍保持较高的溶磷能力ꎻ结合培养性状、显微形态特征和 ＩＴＳ ｒＤＮＡ 序列分析ꎬ鉴定菌株 Ｐ－１４０７ 为草

酸青霉(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｏｘａｌｉｃｕｍ)ꎻ盆栽试验表明ꎬＰ－１４０７ 菌株对番茄的促生作用较对照显著提高ꎬ番茄种子发芽率提高

了２.５３％ꎬ番茄植株的株高、根长、地上部鲜重、地上部干重、地下部鲜重和地下部干重分别增加了 １０９.２７％、７８.４１％、
８２.９５％、１２１.６９％、９４.７４％和 ６４.７１％ꎮ 因此ꎬＰ－１４０７ 是一株展现良好应用前景的高效溶磷菌种ꎬ有望为土壤的改良

和生物菌肥的开发提供种质资源ꎮ
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　 　 磷素是植物生长发育所必需的三大矿质营养

元素之一ꎬ它对植物的生长发育和品质提高有重要

意义[１]ꎮ 然而ꎬ自然条件下土壤中 ９０％以上的磷通

常是以难溶的金属螯合物形式存在的无效磷ꎬ植物

难以直接吸收利用[２]ꎬ施用磷肥(包括有机和化学

磷肥)是土壤磷素的主要来源ꎬ但是ꎬ施入的磷肥当

季利用率仅为 ５％~２５％ꎬ大部分由于很快发生专性

吸附和化学沉淀固定作用而形成 Ｃａ－ＰꎬＦｅ－Ｐ 和 Ａｌ
－Ｐ 等难溶性磷酸盐(无效态)积累在土壤中[３－４]ꎬ土
壤有效磷的缺乏已成为限制植物生长的主要因素

之一ꎮ 因此ꎬ挖掘土壤潜在的磷库资源ꎬ寻求新的

方法提高磷肥利用率迫在眉睫ꎮ 研究表明ꎬ植物根

际土壤中存在的大量溶磷微生物 ( Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ －
ｓｏｌｕｂｌｅ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓꎬＰＳＭｓ)可以将土壤中难溶性

磷转化成植物能够吸收利用的可溶性磷ꎬ自 Ｓｔａｌ￣
ｔｒｏｍ[５]发现土壤中存在溶磷微生物以来ꎬ至今已报

道的溶磷微生物达 ３６ 个属ꎬ８９ 个种[６]ꎬ且真菌的溶

磷能力大于细菌ꎬ溶磷性能稳定[７]ꎮ 溶磷微生物拥

有溶解难溶磷的能力ꎬ被公认为安全、经济、高效的

活化土壤难溶磷的生物措施ꎬ具有重大的开发应用

价值ꎮ
土壤溶磷微生物种类繁多ꎬ生态环境、土壤类

型、作物根际等条件下的差异均会导致溶磷微生物

的分布不同[８]ꎮ 易艳梅等[９] 对不同生态环境土壤

中溶磷微生物的研究发现ꎬ磷矿区溶磷微生物数量

多、种类丰度高ꎻ盐渍土溶磷细菌的优势种群单一ꎻ
重金属污染区最少ꎬ且以巨大芽孢杆菌为主ꎮ 溶磷

微生物在土壤中的数量、种类在不同的土壤类型中

也有差异ꎮ 各类土壤中溶磷微生物的数量分布呈

现:黑钙土 >黄棕壤 >白土 >红壤 >砖红壤 >瓦碱

土[１０]ꎻ黄伟等[１１]发现ꎬ我国热带亚热带的黄棕壤和

红壤中溶磷细菌种类繁多ꎬ东北黑钙土中溶磷细菌

的数量很多ꎬ但丰度低ꎬ以芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)和假

单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)为主ꎮ 种植不同植物的土壤

中主要溶磷微生物的分布有差异ꎮ 林启美等[１２] 通

过对不同植物根际土壤溶磷菌的数量及种群结构

的分析发现菜地土壤溶磷细菌的数量和种类最多ꎬ
农田、菜地和草地的土壤以假单胞菌属为主ꎬ但农

田土壤有一半是沙雷氏菌属(Ｓｅｒｒａｔｉａ)ꎬ而菜地约有

５０％是欧文氏菌属(Ｅｒｗｉｎｉａ)ꎬ草地土壤有大量的芽

孢杆菌属和固氮菌属(Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ)ꎮ 林地土壤没有

假单胞菌属、芽孢杆菌属和固氮菌属ꎮ 不同植物根

际溶磷微生物的分布也有所不同ꎮ 小麦根际溶磷

菌 主 要 为 假 单 胞 菌 属 和 埃 希 氏 菌 属

(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ) [１３]ꎬ水稻根际主要为芽孢杆菌属和土

壤单胞菌属(Ａｇｒｏｍｏｎａｓ) [１４]ꎬ玉米根际溶磷微生物

主要是欧文氏菌属[１５]ꎮ 而且ꎬ根际土壤中溶磷菌的

丰富度比非根际土壤更加复杂[１６]ꎮ
目前ꎬ绝大多数溶磷菌株是从作物根际土壤中

获得ꎬ而有些溶磷菌是从特殊环境中分离ꎬ以期更

好地利用此类菌株具有溶磷功能和兼具适应土著

环境的特性[１７]ꎮ Ｃｈａｔｌｉ 等[１８] 从低温沙漠地区分离

了溶磷青霉菌株 ＦＣ２８、ＦＣ３９ꎬ对磷酸三钙的溶解量

分 别 为 １３６. ９ ｍｇ  Ｌ－１ 和 １０３. ３ ｍｇ  Ｌ－１ꎻ
Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙａ 等[１９]从蚯蚓粪便中分离到溶磷黑曲霉

(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ)菌株 Ｖ１ꎬ对磷矿粉最大溶解率为

３６％ꎻＮａｖｅｅｎｋｕｍａｒ 等[２０] 从槟榔壳废弃物中获得了

构巢曲霉(Ｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｄｕｌａｎｓ)菌株 Ｓｔｒａｉｎ－１ꎬ对磷酸

三钙的溶解量为 ２００ ｍｇＬ－１ꎻＲｉｎｕ 等[２１] 从海拔

１ ８００~３ ６１０ ｍ 的喜马拉雅山脉土壤中分离到溶磷

菌株 ＩＴＣＣ２５４６、ＩＴＣＣ４２１０ 和 ＡＲＩＦＣＣ７７１ꎬ在盆栽实

验中使玉米种子干重分别增加 １０.７１％、３３.３３％ 和

２１.４３％ꎻ李海云等[２２]从猪粪堆肥中筛选到溶磷产黄

青霉(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ)菌株 ＰＳＭ－１ꎬ对磷酸

三钙的溶解量为 １３８.３６ ｍｇＬ－１ꎮ 可见ꎬ在特定环

境条件下溶磷菌具有其特有性和多样性ꎮ 目前ꎬ针
对民勤荒漠绿洲过渡带特殊的地理区域ꎬ关于溶磷

菌筛选的研究报道较少ꎮ
因此ꎬ以生长在民勤荒漠绿洲过渡带植物白刺

为研究物种ꎬ对其根际土壤中的根际溶磷菌进行分

离和筛选ꎬ并对筛选获得的高效溶磷菌株进行 ＩＴＳ
序列分析ꎬ确定其分类学地位ꎬ研究溶磷特性及促

生作用ꎬ以期为植物根际促生菌的开发利用和土壤

改良提供优良菌种资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 土壤样品来源

采样点位于甘肃省民勤县薛百乡沙井子ꎬ地理

位置 Ｅ１０３°３６′１７.３″ꎬＮ３８°４４′２７.２″ꎬ海拔为 １ ３７８ ｍꎬ
属典型的温带大陆性极干旱荒漠气候区ꎬ是民勤绿

洲向巴丹吉林沙漠过渡的地带ꎮ 年平均降水量

１１３.２ ｍｍꎬ年平均蒸发量 ２ ６０４.３ ｍｍꎬ年平均气温

７.６℃ꎬ土壤类型为棕漠土ꎬ储水能力弱ꎬ土壤有机质

含量低ꎬ属白刺(Ｎ. ｔａｎｇｕｔｏｒｕｍ)集中分布地带ꎮ 于

２０１４ 年 ８ 月采用五点取样法采集白刺灌丛根际土

样ꎬ采样时ꎬ选取采土点后铲去表层土后深挖 ２０~３０
ｃｍꎬ以保证样本中包含较多的根际微生物ꎮ 将白刺

根系上一些细根和黏附其上的土壤一起装入事先
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准备的无菌塑料袋ꎬ带回实验室ꎬ剔除石块、植物残

根等杂物贮存于塑料袋内ꎬ置 ４℃冰箱中保存备用ꎮ
１.２ 培养基

１.２.１　 溶磷培养基(ＮＢＲＩＰ 培养基) 　 (ＮＨ４) ２ＳＯ４

０.５ ｇꎬＮａＣｌ ０.３ ｇꎬＫＣｌ ０.３ ｇꎬＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏ ０.３ ｇꎬＦｅ￣
ＳＯ４  ７Ｈ２Ｏ ０. ０３ ｇꎬ ＭｎＳＯ４  ４Ｈ２Ｏ ０. ０３ ｇꎬ Ｃａ３

(ＰＯ４) ２ ５ ｇꎬ葡萄糖 １０.０ ｇꎬｐＨ７.０ ~ ７.５ꎬ固体培养基

加 ２％的琼脂粉ꎬ１１５℃ ３０ ｍｉｎ 灭菌备用ꎮ
１.２.２　 ＰＤＡ 培养基　 马铃薯 ２００ ｇꎬ葡萄糖 ２０.０ ｇꎬ
琼脂 １８.０ ｇꎬ蒸馏水定容至 １ ０００ ｍＬꎮ
１.３　 方法

１.３.１　 溶磷真菌的分离筛选　 采用稀释分离法ꎬ称
取 １０ ｇ 土样加到盛有 ９０ ｍＬ 无菌水的三角瓶中ꎬ加
入玻璃珠ꎬ置于 １８０ ｒｍｉｎ－１的摇床上 ２８℃恒温振

荡培养 ４８ ｈꎬ然后用 １０ 倍稀释法分别配制 １０－３、
１０－４、１０－５的土壤悬液ꎬ取 ０.１ ｍＬ 分别接种到 ＮＢＲＩＰ
固体平板上涂布均匀ꎬ每个浓度涂布 ３ 个平板ꎮ 倒

置于培养箱中ꎬ２８℃培养 ７ ｄꎬ记录溶磷圈直径(Ｄ′)
与菌落直径(Ｄ)ꎮ 采用溶磷圈法(Ｄ′ / Ｄ 值)对溶磷

菌的溶磷性能进行定性测试ꎬ筛选出 Ｄ / ｄ 值最大的

菌株ꎬ转接到 ＰＤＡ 平板上进行纯化ꎬ将纯化后的菌

株转接到 ＰＤＡ 斜面ꎬ４℃保藏ꎮ
１.３.２　 溶磷特性研究

(１)固体培养条件下溶磷能力测定　 将灭菌后

的培养基在倒平板之前加入 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 溶液ꎬ每
１００ ｍＬ 培养基加入 ５ ｍＬ 的 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ꎬ然后

挑取菌株 Ｐ－１４０７ 孢子分别接种于 ＮＢＲＩＰ 平板培养

基上ꎬ置于 ２８℃光照培养ꎬ每隔 １ｄ 观察菌落周围有

无透明圈ꎬ测量记录溶磷圈直径(Ｄ′)与菌落直径

(Ｄ)ꎬ共测量 １０ ｄꎬ并计算 Ｄ′ / Ｄ 值ꎮ
(２)液体培养条件下溶磷能力测定　 采用磷钼

蓝分光光度法[２３]ꎬ略作修改ꎮ 制取菌株 Ｐ－１４０７ 孢

子悬浮液(１０８ ｃｆｕｍＬ－１)ꎬ取 １ ｍＬ 菌液接种于盛有

１００ ｍＬ ＮＢＲＩＰ 液体培养基的三角瓶中ꎬ设不接菌为

对照ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎬ置于 ２８℃ꎬ１５０ ｒｍｉｎ－１摇

床培养 １０ ｄꎬ分别培养 １、２、３、４、５、６、７、８、９、１０ ｄ 后

过滤取上清液ꎬ将菌液 ６ ０００ ｒｍｉｎ－１离心 ３０ ｍｉｎꎬ
吸取上清液 １ ｍＬꎬ加入准备好的试管中ꎬ另准备一

支试管加入 １ ｍＬ 蒸馏水做对照ꎬ再向试管中加入 ２
ｍＬ 水ꎬ２ ｍＬ 反应终止液ꎬ摇匀后 ３７℃水浴加热 １０
ｍｉｎꎬ利用 ＵＶ３０１０ 紫外可见分光光度计在 ４１５ ｎｍ
处通过比色法测定吸光光度值(ＯＤ)并记录数据ꎬ
每个处理隔 ５ ｓ 测量 １ 次ꎬ共测 ３ 次ꎬ取平均值ꎻ
ΔＯＤ４１５ ＝样品 ΔＯＤ４１５ －对照 ΔＯＤ４１５ꎬ根据标准曲线

方程计算出菌液中可溶性磷的含量ꎻ同时用 ｐＨＳ－

２９Ａ 型酸度计直接测定培养液的 ｐＨ 值并记录

数据ꎮ
１.３.３　 有机酸种类及含量的测定　 采用乔志伟[２４]

和乔欢[２５] 等的方法ꎮ 取 １. ３. ２ 中(２) 的培养液 １
ｍＬꎬ在 ４℃ꎬ１２ ０００ ｒｍｉｎ－１、离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液

过滤ꎬ采用 Ａｇｉｌｅｎｔ１２００ 液相色谱仪进行 ＨＰＬＣ 分

析ꎬ确定有机酸的种类和浓度ꎮ
有机酸色谱条件为:色谱柱反相 Ｃ１８ 柱ꎻ流动

相—甲醇和 １ ｍｍｏｌＬ－１ ＫＨ２ＰＯ４(Ｖ / Ｖ)３ ∶ ９７ꎻ流速

０.８ ｍＬｍｉｎ－１ꎻ测定波长:２０３ ｎｍꎻ进样量 ２０ μＬꎻ柱
温 ２５℃ꎻ出峰顺序依次为草酸、甲酸、酒石酸、乳酸、
琥珀酸ꎮ

葡萄糖酸色谱条件为:色谱柱:ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸ
ＳＢ－Ｐｈｅｎｙｌꎬ４.６ ｍｍ×２５０ ｍｍꎬ５μｍꎻ流动相:Ａ:０.１％
Ｈ３ＰＯ４ꎬＢ:ＣＨ３ ＣＮꎻ流速:１ ｍＬｍｉｎ－１ꎻ梯度:０ ~ ４
ｍｉｎꎻＢ 相:４０％ꎻ５ ~ ７ ｍｉｎꎻＢ:９０％ꎻ测定波长:２０３
ｎｍꎻ进样体积:２ μＬꎻ柱温 ２５℃ꎮ
１.３.４　 盐碱度对溶磷真菌解磷能力的影响 　 将菌

株 Ｐ－１４０７ 在 ＰＤＡ 液体培养基中振荡培养 ３ ｄ 后ꎬ
取 １ ｍＬ 分别接种至 ０％、２％、４％、６％、８％、１０％
ＮａＣｌ 和 ｐＨ 值为 ７.０、７.５、８.０、８.５、９.０ 的 ＮＢＲＩＰ 液

体培养基中ꎬ３０℃、１６０ ｒｍｉｎ－１振荡培养 ７ ｄꎬ采用

钼锑抗比色法测定各处理的可溶性磷含量ꎮ
１.３.５　 溶磷菌株的鉴定

(１)形态学鉴定 将保存的高效溶磷菌株转接到

ＰＤＡ 平板上ꎬ２８℃培养 ７ ｄꎬ对菌落生长速率、正反面

颜色、气味等培养性状以及无性型的产孢结构、分生

方式、孢子形态、颜色、大小、瓶梗形态、数目和着生方

式等显微形态进行观察并记录ꎬ进行初步鉴定ꎮ
(２)ｒＤＮＡ－ＩＴＳ 序列分析 　 将高效溶磷菌株取

其孢子转接于 ＰＤＡ 液体培养基中ꎬ振荡培养 ４８ ｈꎬ
过滤ꎬ干燥ꎬ研磨ꎬ并用螯合树脂法提取 ＤＮＡꎮ 利用

真菌通用引物 ＩＴＳ１、ＩＴＳ４ 对提取的 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ
扩增ꎮ ＰＣＲ 反应体系为 １０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ５. ０ μＬꎬ
ｄＮＴＰｓ ４.０ μＬꎬＴａｑ 酶 ０. ５ μＬꎬ１０ ｍｍｏｌＬ－１ ＩＴＳｌ /
ＩＴＳ４ １.０ μＬꎬ模板 ２.０ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ３６.５ μＬꎮ 反应程

序为 ９４℃变性 ３ ｍｉｎꎬ９４℃变性 ４０ ｓꎬ５５℃退火 ４０ ｓꎬ
７２℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ最后ꎬ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ
４℃保存ꎮ 扩增产物经 １％琼脂糖进行电泳检测ꎬ纯
化后送上海生物工程有限公司进行序列测定ꎮ 将

获得的 ＤＮＡ 序列ꎬ输入 ＧｅｎＢａｎｋꎬ与数据库中的所

有序列进行 Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ选取同源性 ９５％以上的菌株

序列ꎬ并利用 ＭＥＧＡ５.０ 构建系统发育树ꎮ
１.３.６　 菌株 Ｐ－１４０７ 对番茄促生作用　 (１)菌株 Ｐ－
１４０７ 发酵液的制备 　 将预先分离纯化得到的菌株
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Ｐ－１４０７ 接种于 ＰＤＡ 培养基ꎬ置于 ２８℃ 培养箱中ꎬ
２８℃光暗交替(１２ ｈ / １２ ｈ)培养 ５ ｄ 后ꎬ加入 ５ ｍＬ 无

菌水和 １ 滴 Ｔｗｅｅｎ－８０ 配制分生孢子悬浮液ꎬ利用

血球计数板计数其浓度ꎬ无菌水稀释ꎬ最终使其浓

度为 １ × １０７ ｃｆｕｍＬ－１ꎬ取 １ ｍＬ 悬浮液于 ５０ ｍＬ
ＮＢＲＩＰ 液体培养基ꎬ置于 １５０ ｒｍｉｎ－１的摇床 ２５℃
振荡培养 ７ ｄꎬ然后通过双层滤膜过滤ꎬ将得到的滤

液分别用无菌水稀释为 ５０、１００ 倍和 ２００ 倍液ꎮ 以

ＮＢＲＩＰ 液体培养基加入 １ ｍＬ 无菌水和 １ 滴 Ｔｗｅｅｎ－
８０ 为对照ꎬ处理和对照均为 ３ 个重复ꎮ

(２)菌株 Ｐ－１４０７ 对番茄种子的影响 　 将供试

的番茄种子经 ５％ＮａＣｌＯ 溶液进行消毒处理 ５ ｍｉｎꎬ
消毒后将其通过无菌水充分冲洗 ５ 次ꎬ然后将其置

于直径为 ９ ｃｍ 的培养皿内进行种子处理ꎮ 处理的

过程中培养皿中含有一层纱布和两层滤纸进行保

湿处理ꎬ各处理和对照均为 １００ 粒种子ꎬ重复 ６ 次ꎮ
然后将配制好的不同浓度 Ｐ－１４０７ 发酵液分别加 １５
ｍＬ 于每个处理中ꎬ对照加入等量的 ＮＢＲＩＰ 滤液ꎬ于
温度为 ２５℃和光照为 １６ ｈ / ８ ｈ 的培养箱中进行培

养ꎮ 处理后待种子的胚根长度超过种子长度一半

时开 始 统 计 种 子 的 发 芽 率、 发 芽 指 数 和 活 力

指数[２６]ꎮ
发芽率(％)＝ (发芽种子总数 /供试种子总数)×１００

发芽指数 ＝ ∑Ｇｔ / Ｄｔ

式中ꎬＧｔ 为 ｔ 时间内的发芽数ꎬＤｔ 为相应的发芽天数ꎮ
活力指数＝发芽指数×单株平均干重

(３)温室试验　 将经过 ５％ＮａＣｌＯ 消毒(５ ｍｉｎ)
处理的番茄种子ꎬ经无菌水充分冲洗后种植于装入

灭菌土壤的塑料钵中(１００ 粒钵－１)ꎮ 种植后待幼

苗生长到两叶一心期时ꎬ分别将配制的发酵液(２０
ｍＬ) 浇灌于植株根系周围的土壤中ꎬ以浇灌等量的

ＮＢＲＩＰ 滤液为对照ꎮ 试验在温度为 ２５℃ꎬ光照为 １６
ｈ / ８ ｈ 的温室中进行ꎬ且各处理和对照均重复 ６ 次ꎮ
处理后第 ３０ 天ꎬ从每个处理和对照中分别随机抽取

６０ 株幼苗ꎬ测定番茄幼苗形态指标、叶绿素和丙二

醛含量ꎮ 根长和株高采用刻度尺进行测量ꎬ整株鲜

重采用电子天平称量ꎮ 同时将新鲜的植株通过干

燥箱进行杀青处理ꎬ处理温度为 １０５℃ꎬ时间为 ３０
ｍｉｎꎬ然后调节温度为 ８０℃ 烘干ꎬ并称量干重[２７]ꎮ
番茄幼苗叶绿素含量测定采用分光光度法[２８]ꎬ丙二

醛含量测定采用硫代巴比妥酸(ＴＢＡ)比色法[２９]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 溶磷菌株的分离

从民勤荒漠绿洲过渡带白刺根际土壤样品中

筛选到具有溶磷效果的真菌 １３ 株ꎮ 在 ＮＢＲＩＰ 固体

平板上培养 ７ ｄꎬ菌株 Ｐ －１４０７ 溶磷圈直径(Ｄ′)最

大ꎬ达 ５.２５ ｃｍꎬ菌落直径(Ｄ)为 ２.１４ ｃｍꎬ溶磷菌圈

直径与菌落直径之比(Ｄ′ / Ｄ)最大为 ２.４５ꎬ其余 １２
个菌株的 Ｄ′ / Ｄ 值均小于 ２(表 １)ꎮ 因此ꎬ选取菌株

Ｐ－１４０７ 进一步进行分子鉴定以及溶磷特性研究ꎮ
由表 ２ 可以看出ꎬ菌株 Ｐ－１４０７ 在 ＮＢＲＩＰ 固体

平板上培养了 １０ ｄꎬ可以形成肉眼可见的透明溶磷

圈ꎬ而且其溶磷圈直径(Ｄ′)和菌落直径(Ｄ)均随着

培养时间而不断增大ꎬ菌落直径由第 １ 天的 ０.７３ ｃｍ
增大到第 １０ 天的 ２.６１ ｃｍꎬ溶磷圈直径由第 １ 天的

０.７５ ｃｎ 增大到第 １０ 天的 ５.７９ ｃｍꎮ 但是通过计算

Ｄ′ / Ｄ 值发现ꎬ培养 ７ ｄ 的 Ｄ′ / Ｄ 值最大ꎬ为 ２.５２ꎬ表
明该菌株在溶磷固体培养基上生长良好ꎬ其溶磷能

力较好ꎮ

表 １　 １３ 株真菌在固体培养条件下溶磷能力测定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ １３ ｓｔｒａｉｎｓ
ｆｕｎｇｉ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｏｎ ｓｏｌｉｄ ｍｅｄｉｕｍ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

溶磷圈直径(Ｄ′) / ｃｍ
Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ

Ｐ－ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｃｉｒｃｌｅ

菌落直径(Ｄ) / ｃｍ
Ｃｏｌｏｎｙ ｄｉａｍｅｔｅｒ Ｄ′ / Ｄ

Ｐ－１４０１ ２.１９ ２.０１ １.０９ｃ
Ｐ－１４０２ ２.６７ ２.３２ １.１５ｃ
Ｐ－１４０３ ２.３３ ２.０８ １.１２ｃ
Ｐ－１４０４ ４.９９ ２.５２ １.９８ｂ
Ｐ－１４０５ ５.１６ ２.８５ １.８１ｂ
Ｐ－１４０６ ２.８８ ２.６９ １.０７ｃ
Ｐ－１４０７ ５.２５ ２.１４ ２.４５ａ
Ｐ－１４０８ ４.４２ ２.３５ １.８８ｂ
Ｐ－１４０９ ３.５８ ２.８９ １.２４ｃ
Ｐ－１４１０ ２.６１ ２.２３ １.１７ｃ
Ｐ－１４１１ ２.１７ ２.０７ １.０５ｃ
Ｐ－１４１２ ２.８６ ２.３１ １.２４ｃ
Ｐ－１４１３ ２.４２ ２.０７ １.１７ｃ

　 　 注:同一列不同字母表示在 ０.０５ 水平差异显著ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ￣

ｅｎｃｅ ａｔ Ｐ<０.０５ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ２　 菌株 Ｐ－１４０７ 在固体培养条件下溶磷能力

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ
Ｐ－１４０７ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｏｎ ｓｏｌｉｄ ｍｅｄｉｕｍ

项目
Ｉｔｅｍｓ

培养时间 Ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ / ｄ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

溶磷圈直径(Ｄ′)
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｚｏｎｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ

０.７５ １.２７ １.８９ ２.７１ ４.２１ ４.８９ ５.３２ ５.４ ５.６２ ５.７９

菌落直径(Ｄ)
Ｃｏｌｏｎｙ ｄｉａｍｅｔｅｒ ０.７３ １.１８ １.４３ １.７ １.８７ ２.０４ ２.１１ ２.２４ ２.４７ ２.６１

Ｄ′ / Ｄ １.０３ １.０８ １.３２ １.５９ ２.２５ ２.４０ ２.５２ ２.４１ ２.２８ ２.２２
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２.２　 菌株 Ｐ－１４０７ 溶磷能力的测定

液体培养条件下溶磷能力试验结果表明(图

１)ꎬ菌株 Ｐ－１４０７ 在 ＮＢＲＩＰ 液体培养基中的溶磷能

力随振荡培养时间而变化ꎬ在一定时间范围内达到

最高值后ꎬ可溶性磷含量开始下降ꎬ也就是说随着

培养时间的延长ꎬ菌株 Ｐ－１４０７ 发酵液中的可溶性

磷含量逐渐增多ꎬ最初 １ ~ ２ ｄ 内ꎬ发酵液中可溶性

磷含量增加较慢ꎬ在 ２~６ ｄ 增加较快ꎬ在 ７ ｄ 时达到

最大值 ５５７ μｇｍＬ－１ꎮ 此后发酵液可溶性磷含量

略有降低ꎬ液溶磷量基本稳定ꎬ而对照组中由于没

有接种解磷菌株ꎬ其发酵液里的可溶性磷含量很

低ꎬ而且基本一直维持在最初的低水平ꎮ

图 １　 菌株 Ｐ－１４０７ 在液体培养条件下溶磷效果

和发酵液 ｐＨ 值变化

Ｆｉｇ.１　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｎｄ
ｐＨ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｐ－１４０７ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉｕｍ

２.３　 不同培养时间下发酵液的 ｐＨ 值变化

由图 １ 可以看出ꎬＮＢＲＩＰ 液体培养基接种菌株

Ｐ－１４０７ 后ꎬ发酵液的 ｐＨ 值随着培养时间的延长而

不断变化ꎬ总体呈现出一个先降低ꎬ然后基本稳定

的趋势ꎬ在最初的 ７ ｄ 有明显的下降趋势ꎬ在第 ７ 天

时 ｐＨ 值降到最低为 ３.７ꎬ但到第 ８ 天后 ｐＨ 值略有

回升并稳定在 ４.５ 左右ꎮ 与未接种培养液(ｐＨ ＝ ７)
相比ꎬ整个培养周期内接种菌株发酵液的 ｐＨ 值都

有下降趋势ꎮ
综合 ２.２ 和 ２.３ꎬ发现在整个培养周期内ꎬ发酵

液液 ｐＨ 值与溶磷菌株 Ｐ－１４０７ 溶磷量呈线性负相

关ꎬ其线性方程为 ｙ ＝ －２０３.１４ｘ＋１０３７.６ꎬＲ２ ＝ ０.９１０ꎬ
达极显著负相关(Ｐ<０.０１)ꎮ 随着溶磷量的增大ꎬｐＨ
值呈明显下降趋势ꎬ后期虽然变化幅度不大ꎬ但仍

保持在较低水平ꎬ表明菌株 Ｐ－１４０７ 在培养过程中

会分泌弱酸性物质ꎮ
２.４　 菌株 Ｐ－１４０７ 分泌有机酸种类及含量

高效液相色谱分析结果表明ꎬ菌株 Ｐ －１４０７ 在

溶磷过程中主要分泌 ３ 种有机酸ꎬ即葡萄糖酸、草酸

和甲酸ꎬ其总量为 ８.４ ｇＬ－１ꎮ 其中葡萄糖酸含量

最高ꎬ为 ５.７ ｇＬ－１ꎬ占所产有机酸总量的 ６７.８５％ꎻ
其次是草酸为 ２.３ ｇＬ－１ꎬ占 ２７.３８％ꎬ甲酸含量最

少ꎬ仅为 ０.４ ｇＬ－１(表 ３)ꎮ
２.５　 ＮａＣｌ 浓度对溶磷真菌解磷能力的影响

将菌株 Ｐ －１４０７ 接种到含有不同浓度 ＮａＣｌ 的
ＮＢＲＩＰ 液体培养基培养 ７ ｄꎬ结果表明ꎬＮａＣｌ 浓度对

表 ３　 菌株 Ｐ－１４０７ 分泌有机酸的种类和含量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄｓ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ Ｐ－１４０７

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

有机酸 Ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄ / (ｇＬ－１)
葡萄糖酸

Ｇｌｕｃｏｓｅ ａｃｉｄ
草酸

Ｏｘａｌｉｃ ａｃｉｄ
甲酸

Ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ
酒石酸

Ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ
乳酸

Ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ
琥珀酸

Ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ａｃｉｄ

总含量
Ｔｏｔａｌ ａｃｉｄｓ
/ (ｇＬ－１)

Ｐ－１４０７ ５.７ ２.３ ０.４ － － － ８.４

菌株 Ｐ－１４０７ 的溶磷能力有一定的影响ꎮ 菌株 Ｐ －
１４０７ 在含有 ＮａＣｌ 的发酵液中可溶性磷含量与对照

(５４０.３２ μｇｍＬ－１)相比均有不同程度的下降ꎬ而且

随着 ＮａＣｌ 浓度的升高ꎬ菌株 Ｐ－１４０７ 的溶磷能力不

断下降ꎬ ＮａＣｌ 浓度为 ０ ~ ６％范围内ꎬ发酵液中的可

溶性磷含量减少幅度较小ꎬＮａＣｌ 浓度为 ６％时ꎬ可溶

性磷含量仍保持在对照的 ８０％左右ꎬ达 ４６８.２９ μｇ
ｍＬ－１ꎬ而且与对照相比差异不显著ꎬ但是当 ＮａＣｌ 浓

度高于 ６％时ꎬ发酵液中可溶性磷含量迅速下降ꎬ
ＮａＣｌ 浓度为 １０％时ꎬ发酵液中可溶性磷含量仅为

３０５.３３ μｇｍＬ－１ꎬ仍达对照的 ５６.５１％ꎬ说明低浓度

的盐溶液对菌株 Ｐ－１４０７ 的解磷能力影响较小ꎮ
菌株 Ｐ －１４０７ 在含有不同浓度 ＮａＣｌ 液体培养

基培养 ７ ｄꎬ发酵液的 ｐＨ 值与对照相比均有所升

高ꎬ而且随着 ＮａＣｌ 浓度的增大ꎬｐＨ 值升高幅度也增

大ꎬ即随着 ＮａＣｌ 浓度的升高ꎬ发酵液的 ｐＨ 值逐渐

升高ꎬ当 ＮａＣｌ 浓度为 ２％时ꎬ发酵液 ｐＨ 值为 ４.０２ꎬ
当 ＮａＣｌ 浓度升至 １０％时ꎬ发酵液 ｐＨ 值为 ４.９７ꎬ表
明高浓度 ＮａＣｌ 抑制菌株 Ｐ －１４０７ 产酸ꎬ溶磷能力

降低ꎮ
２.６　 碱性条件对溶磷真菌解磷能力的影响

由图 ３ 可以看出ꎬ碱性条件下ꎬ随着培养基 ｐＨ
值的升高ꎬ菌株 Ｐ －１４０７ 的溶磷能力逐渐降低ꎬｐＨ
值为 ７.５、８ 和 ８.５ 时ꎬ发酵液中的可溶性磷含量分别

为 ４８９.２７、４６９.０２ μｇｍＬ－１和 ４３３.１９ μｇｍＬ－１ꎬ但
是与对照(ｐＨ＝ ７)之间无显著差异ꎻ当培养基 ｐＨ 值
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图 ２　 ＮａＣｌ 浓度对菌株 Ｐ－１４０７ 溶磷能力和
发酵液 ｐＨ 值的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｎｄ ｐＨ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｐ－１４０７

图 ３　 培养基 ｐＨ 值对菌株 Ｐ－１４０７ 溶磷能力和
发酵液 ｐＨ 值的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ ｖａｌｕｅ ｏｎ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｎｄ ｐＨ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｐ－１４０７

为 ９ 时ꎬ培养基中可溶性磷含量急剧下降ꎬ仅为

１５１.７１ μｇｍＬ－１ꎬ显著低于对照ꎮ
发酵液的 ｐＨ 值随着培养基 ｐＨ 值的升高而升

高ꎬ培养基 ｐＨ 值为 ７.５、８ 和 ８.５ 时ꎬ发酵液 ｐＨ 值分

别为 ４.３２、４.４３ 和 ４.８５ꎬ与对照(ｐＨ＝ ７)相比差异不

显著ꎬ而且增幅较小ꎬ分别为 ０.６１、０.７２ 和 １.１４ꎬ但
是ꎬ当培养基 ｐＨ 值为 ９ 时ꎬ发酵液 ｐＨ 值急剧升高ꎬ
达 ５.９８ꎬ增幅为２.２７ꎬ显著高于对照ꎮ
２.７　 溶磷菌株 Ｐ－１４０７ 的鉴定

２.７.１　 培养性状和形态特征　 在 ＰＤＡ 培养基上菌

丝生长迅速ꎬ２８℃培养ꎬ初期产生白色菌丝ꎬ无色素ꎬ
后期分生孢子结构大量产生ꎬ呈灰绿色至暗绿色ꎬ
无渗出液ꎮ ７ ｄ 直径为 ２.０ ~ ３.０ ｃｍꎬ正面灰绿色ꎬ背
面灰黄色ꎮ 分生孢子梗有隔膜ꎬ呈扫帚状ꎬ在顶囊

上生出 ２ 层小梗ꎬ下面一层为梗基ꎬ每个梗基上再着

生几个小梗ꎬ从每个小梗的顶端相继生出一串分生

孢子ꎬ分生孢子灰绿色ꎬ圆形或椭圆形ꎬ直径 ３.０ ~
５.６ μｍꎮ 初步确定为青霉属一种(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ)ꎮ
２.７.２　 分子鉴定　 以溶磷真菌 Ｐ－１４０７ 的 ＤＮＡ 作

为模板ꎬ利用通用引物 ＩＴＳ１ 和 ＩＴＳ４ꎬ进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ１.０％琼脂糖凝胶电泳检测结果表明ꎬ在 ５００ ~
７００ ｂｐ 之间得到一条明亮的条带ꎬ且没有其他非特

异性条带(图 １)ꎮ 切胶回收目的片段并进行 ＩＴＳ 序

列测定ꎬ得到长度为 ５６７ｂｐ 的序列ꎮ 通过 Ｂｌａｓｔ 将该

　 　 注:Ａ 菌落正面ꎻＢ 菌落背面ꎻＣ 分生孢子梗(４０×)ꎻＤ 分生孢子(４０×)ꎮ
Ｎｏｔｅｓ:Ａ:Ｔｈｅ ｆｒｏｎｔ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙꎻＢ:Ｔｈｅ ｂａｃｋ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙꎻＣ:Ｃｏｎｉｄｉｏｐｈｏｒｅ(４０×)ꎻＤ:Ｃｏｎｉｄｉｕｍ(４０×).

图 ４　 溶磷菌株 Ｐ－１４０７ 培养性状和显微形态特征
Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ Ｐ－１４０７

序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中序列进行同源性比对ꎬ结
果表明ꎬ解磷菌株 Ｐ －１４０７ 与草酸青霉(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｏｘａｌｉｃｕｍ)的同源性为 ９９％ꎬ其同源性系统进化树如

图 ５ꎮ 综合形态特征和 ＩＴＳ 基因序列同源性分析ꎬ
将菌株 Ｐ－１４０７ 鉴定为草酸青霉(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｏｘａｌｉ￣
ｃｕｍ)ꎮ
２.８　 溶磷菌株 Ｐ－１４０７ 对番茄促生作用

２.８.１　 菌株 Ｐ－１４０７ 发酵液对番茄种子的影响　 菌

株 Ｐ－１４０７ 发酵液对番茄种子活性有显著的影响ꎬ

不同浓度的发酵液处理番茄种子以后ꎬ其发芽率、
发芽指数和活力指数均显著提高ꎬ尤其是 １００×发酵

液处理后ꎬ番茄种子的发芽率、发芽指数和活力指

数均最高ꎬ分别为 ９６.５４％、１４.５６ 和 ９.７８ꎬ分别较对

照提高了 ２.５３％、４９.３３％和 １０５.８９％(表 ４)ꎮ
２.８.２　 菌株 Ｐ－１４０７ 发酵液对番茄幼苗生长的影响

　 由表 ５ 可以看出ꎬ菌株 Ｐ－１４０７ 发酵液对番茄幼

苗有明显的促生作用ꎬ且与对照相比不同稀释倍数

发酵液对幼苗生长的影响存在显著的差异ꎬ不同浓
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　 　 注:Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ １~３: ＰＣＲ 产物ꎮ
Ｎｏｔｅｓ: Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ １ ~ ３: ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉ￣

ｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ.

图 ５　 溶磷菌株 Ｐ－１４０７ 的 ＰＣＲ 扩增产物电泳图

Ｆｉｇ.５　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ Ｐ－１４０７

度的发酵液处理幼苗后ꎬ幼苗的株高、根长、地上部

鲜重、地上部干重、地下部鲜重和地下部干重显著

高于对照ꎬ其中 １００×稀释液处理后效果最好ꎬ幼苗

的株高、根长、地上部鲜重、地上部干重、地下部鲜

重和地下部干重分别为 ２０.３ ｃｍ、１８.３ ｃｍ、１.６１ ｇ、
０.１８４ ｇ、１.１１ ｇ 和 ０. １１２ ｇꎬ分别增加了 １０９. ２７％、
７８.４１％、８２.９５％、１２１.６９％、９４.７４％和 ６４.７１％ꎬ显著

高于对照ꎮ
２.８.３　 菌株 Ｐ－１４０７ 发酵液对番茄幼苗叶绿素和丙

二醛含量的影响　 由图 ７ 可以看出ꎬ不同浓度的菌株

Ｐ－１４０７ 发酵液对番茄叶片中的叶绿素含量影响较大ꎬ
各个浓度梯度相较对照的叶绿素含量均有较大提高ꎬ
其中 １００×处理后的叶片叶绿素含量最高ꎬ达 ３.２２ ｍｇ
ｇ－１ꎬ 显著高于对照(２.４５ ｍｇｇ－１)ꎬ提高了 ３１.４％ꎮ

图 ６　 基于 １８Ｓ ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列的溶磷菌株 Ｐ－１４０７ 系统发育树

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ Ｐ－１４０７ ｂａｓｅｄ ｏｎ １８Ｓ ｒＤＮＡ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

表 ４　 菌株 Ｐ－１４０７ 发酵液对番茄种子活性的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｐ－１４０７ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

发芽率 / ％
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

提高率 / ％
Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｒａｔｅ

发芽指数
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ

提高率 / ％
Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｒａｔｅ

活力指数
Ｖｉｇｏｒ ｉｎｄｅｘ

提高率 / ％
Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｒａｔｅ

２００× ９３.３３±２.３１ｂ ２.０２ １０.３８±０.９８ｃ ６.４６ ５.３８±０.９２ｃ １３.２６
１００× ９６.５４±２.６９ａ ５.５３ １４.５６±０.５７ａ ４９.３３ ９.７８±１.０３ａ １０５.８９
５０× ９４.０４±２.４７ｂ ２.８０ １２.３２±０.９８ｂ ２６.３６ ６.９５±０.６３ｂ ４６.３２
原液

Ｓｔｏｃｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ９３.５８±１.８７ｂ ２.３０ １１.５９±０.４９ｂｃ １８.８７ ６.０７±０.９４ｂｃ ２７.７９

对照
Ｃｏｎｔｒｏｌ ９１.４８±１.０５ｃ ０ ９.７５±０.８１ｄ ０ ４.７５±０.５９ｃ ０
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表 ５　 菌株 Ｐ－１４０７ 发酵液对番茄幼苗生长的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｐ－１４０７ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

株高 / ｃｍ
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ

根长 / ｃｍ
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ

茎叶鲜重 / ｇ
Ｌｅａｆ ａｎｄ ｓｈｏｏｔ
ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔｓ

茎叶干重 / ｇ
Ｌｅａｆ ａｎｄ ｓｈｏｏｔ
ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔｓ

根鲜重 / ｇ
Ｒｏｏｔ ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔｓ

根干重 / ｇ
Ｒｏｏｔ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔｓ

２００× １４.８±１.２１ｃ １４.７±１.１３ｃ １.２５±０.２７ｂｃ ０.１１０±０.０３ｂｃ ０.８９±０.０７ｂｃ ０.０８３±０.０５ｃ
１００× ２０.３±２.１５ａ １８.３±１.５４±ａ １.６１±０.５１ａ ０.１８４±０.０６ａ １.１１±０.２８ａ ０.１１２±０.０１ａ
５０× １６.３±２.１３ｂ １５.８±１.２７ｂ １.３１±０.１８ｂ ０.１４２±０.０４ｂ ０.９６±０.５８ｂ ０.０９８±０.０４ｂ
原液

Ｓｔｏｃｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ １５.２±０.８８ｂ １４.３±０.７４ｃ １.０５±０.３９ｃ ０.０９７±０.０８ｃ ０.８９±０.０８ｂｃ ０.０８４±０.０１ｃ

对照
Ｃｏｎｔｒｏｌ ９.７±０.４５ｄ １０.２±１.０１ｄ ０.８８±０.０８ｄ ０.０８３±０.０４ｄ ０.５７±０.０４ｃ ０.０６８±０.０２ｄ

　 　 菌株 Ｐ－１４０７ 发酵液处理ꎬ 对番茄叶片丙二醛

含量有较明显的影响ꎬ不同浓度发酵液处理后ꎬ番
茄叶片的丙二醛含量均出现不同程度的减少ꎬ其中

１００×处理后叶片中丙二醛含量最低ꎬ为 １.８５ ｍｍｏｌ
ｇ－１ꎬ与对照(２.８４ ｍｍｏｌｇ－１)差异显著(图 ８)ꎮ

３　 讨论与结论

土壤中的微生物是土壤肥力的核心ꎬ数量巨

大ꎬ种类繁多ꎬ而且部分种类对土壤氮、磷和钾等养

分的转化和供给起到非常重要的作用[３０]ꎮ 土壤中

的溶磷微生物主要有细菌、真菌和放线菌ꎬ与细菌

相比ꎬ真菌的溶磷能力强而且稳定ꎬ因此ꎬ挖掘可利

用的溶磷真菌资源受到人们的高度重视ꎮ 目前已

报道的溶磷真菌主要有青霉(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ)、曲霉(Ａｓ￣
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ)、根霉(Ｒｈｉｚｏｐｕｓ)、镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)、小丝

核菌(Ｓｃｌｅｒｏｔｉｕｍ)等[３１]ꎬ其中以曲霉和青霉的研究

居多ꎬ尤其青霉达 ２６ 种之多[１７]ꎮ 本研究从甘肃民

勤荒漠绿洲过渡带白刺根际土壤中分离到一株溶

磷菌株 Ｐ－１４０７ꎬ结合形态学特征和分子生物学特性

鉴定为草酸青霉ꎮ
溶磷圈法和液体培养是判定菌株是否具有溶

磷能力以及解磷能力大小常用的方法ꎮ 多数的研

究表明ꎬ同一菌株而言ꎬＤ / ｄ 值大小与菌株在液体振

荡培养条件下的溶磷量没有必然的相关性ꎬ溶磷圈

法只能对菌株有无溶磷能力作定性判断ꎬ而液体培

养法测出的菌株溶磷能力ꎬ理论上更为合理和科

学[３２]ꎮ 本试验采用溶磷圈法和液体培养对 Ｐ－１４０７
不同培养时间的溶磷效果进行研究ꎬ发现不同培养

时间的 Ｄ / ｄ 值大小与液体培养发酵液中可溶性磷

含量的变化趋势一致ꎬ说明对于 Ｐ－１４０７ 菌株来说ꎬ
通过测定其 Ｄ / ｄ 值可以直观反映出其溶磷能力的

强弱ꎮ
菌株的溶磷能力与菌株种类、土壤环境、植物

种类和根系分泌物不同有关[３３]ꎬ因此ꎬ不同植物或

图 ７　 菌株 Ｐ－１４０７ 发酵液对番茄叶片叶绿素

含量的影响

Ｆｉｇ.７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｐ－１４０７ ｏｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｐｌａｎｔ

图 ８　 菌株 Ｐ－１４０７ 发酵液对番茄叶片丙二醛

含量的影响

Ｆｉｇ.８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｐ－１４０７ ｏｎ ｍａｌｏｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｐｌａｎｔ

同一植物根际溶磷菌的溶磷能力差异较大ꎮ 范丙

全等[３４]筛选得到 ２ 株具有溶磷作用的草酸青霉菌

Ｐ８ 和 Ｐｎ１ 对磷酸钙的溶解能力分别为 １９４.２ μｇ
ｍＬ－１和 １３６.４ μｇｍＬ－１ꎻ王莉晶[３５]测定的草酸青霉

Ｃ２'菌株对于磷酸钙的溶解量为 ５５７.６８ μｇｍＬ－１ꎬ
史发超[１] 测定的斜卧青霉(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄｅｃｕｍｂｅｎｓ)
Ｐ８３ 菌株对磷酸钙的溶解能力达 ９５６ μｇｍＬ－１ꎮ 本

试验分离的草酸青霉 Ｐ－１４０７ 菌株对磷酸钙的最高
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溶磷量达 ５４１.３２ μｇｍＬ－１ꎬ虽然溶磷能力低于 Ｐ８３
菌株ꎬ但显著优于 Ｐ８ 和 Ｐｎ１ 菌株ꎬ也优于 Ｃｈａｔｌｉ
等[１８]从低温沙漠地区分离的溶磷青霉菌株 ＦＣ２８
(１３６.９ ｍｇＬ－１)、ＦＣ３９(１０３.３ ｍｇＬ－１)ꎬ与 Ｃ２'菌
株解磷能力相当ꎬ说明其具有良好的溶磷能力ꎮ

溶磷微生物培养液溶磷量与培养液 ｐＨ 值的变

化关系比较复杂ꎬ有研究表明溶磷能力与溶液 ｐＨ
值及可滴定酸含量相关[３６－３７]ꎬ但也有些结果证明两

者间不存在显著相关性[３８－３９]ꎮ 本研究显示ꎬ草酸青

霉 Ｐ－１４０７ 菌株在培养时间内ꎬ其溶磷能力与发酵

液 ｐＨ 值呈显著负相关ꎬ当培养 ７ｄ 的溶磷量达最大

值ꎬ此时其 ｐＨ 值最低ꎬ这说明溶磷真菌能够分泌可

滴定酸来溶解难溶磷源ꎮ 多种研究表明ꎬ溶磷菌的

溶磷机理具有多样性[３４]ꎮ 一般认为ꎬ溶磷真菌在生

长过程中分泌低分子量有机酸类物质是其溶磷的

主要机理之一[４０]ꎮ 目前ꎬ溶磷菌产生的有机酸主要

有葡萄糖酸、草酸、乳酸、甲酸、乙酸、丙酸、柠檬酸、
富马酸、丙二酸和琥珀酸等[４１－４２]ꎬ这些有机酸通常

一方面能够降低培养液 ｐＨ 值ꎬ另一方面可与 Ｆｅ３＋、
Ｃａ２＋和 Ａｌ３＋等金属离子螯合ꎬ从而使不溶性磷或难

溶磷转化为有效磷[４３－４４]ꎮ 而且ꎬ不同溶磷菌所分泌

的有机酸数量和种类差异很大ꎮ 乔欢[２５] 等研究得

出嗜松青霉(Ｐ. ｐｉｎｏｐｈｉｌｕｍ)分泌的葡萄糖酸和草酸

在对磷酸钙和磷酸铝的溶解发挥了较大的作用ꎮ
Ｃｕｎｎｉｎ￣ｇｈａｍ [４５]认为ꎬ拜莱青霉(Ｐ.ｂｉｌａｉｉ)产生的草

酸和柠檬酸是溶解磷酸钙的主要机制ꎮ 本研究使

用液相色谱分析表明ꎬ草酸青霉 Ｐ－１４０７Ｊ 菌株可以

分泌 ３ 种有机酸ꎬ其中葡萄糖酸含量最高ꎬ其次为草

酸ꎬ说明该菌株对磷酸钙溶解过程中ꎬ葡萄糖酸及

草酸发挥了重要作用ꎮ 与王莉晶等[２０] 报道的 Ｐ.
ｏｘａｌｉｃｕｍ 在代谢过程中产生苹果酸和酒石酸结果不

一致ꎬ这可能是由于溶磷菌株的筛选地不同ꎬ其地

理环境的差异所造成的ꎮ
另外ꎬ在自然条件恶劣的环境中ꎬ传统物理化

学技术难以发挥作用的情况下ꎬ溶磷微生物在改良

土壤和推进植被群落结构演替中可发挥独特的作

用[４６]ꎮ 溶磷真菌不但能够改良盐碱土壤的磷素营

养供应ꎬ还可以降低盐碱土的 ｐＨ 值ꎬ对盐碱土壤的

改良具有重要的作用ꎮ 本试验分离得到的草酸青

霉 Ｐ－１４０７ 菌株在 ＮａＣｌ 浓度小于 ６％、ｐＨ<８.５ 时其

溶磷能力所受影响不大ꎬ这对寻找发现可在盐碱土

壤中有效定殖的菌株ꎬ改善磷循环有实际的意义ꎮ
以后应该通过培养和非培养相结合的方法来关注

长期定位实验解磷菌的定殖效果以及与土壤土著

微生物群落的相互作用ꎮ
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