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摇 摇 摘摇 要摇 摇 为提高磷素利用率,从花生根际土壤样品中筛选到一株溶磷能力强的菌株 B1鄄A,结合菌落形

态特征和 ITS rDNA 序列分析将其鉴定为黑曲霉(Aspergillus niger) 。 菌株 B1鄄A 的不同接种量(1% ,3% ,5% )
在两种难溶性磷酸盐(FePO4,AlPO4)培养液的溶磷量和 pH 随时间动态变化表明溶磷量均与 pH 呈显著负相

关,B1鄄A 的溶磷量与接种量、培养时间、磷矿粉浓度有关,实验结果表明菌株 B1鄄A 在接种量为 3%~ 5% 、培养

时间 168 h、云南磷矿粉浓度为 3 g L - 1、江西磷矿粉浓度为 5 g L - 1时溶磷效果较好。 菌株 B1鄄A 对磷酸三钙、
磷酸铝、磷酸铁、磷矿粉有较强的溶解能力,最高溶磷量分别为 418郾 7、942郾 3、242郾 2、177郾 4 mg L - 1,有望为开

发高效红壤微生物磷肥提供种质资源。
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摇 摇 磷是植物生长必须的三大营养元素之一,是植

物细胞分裂和各器官组织的分化发育及产量和品

质形成不可缺少的元素[1]。 植物缺磷时,各类作物

分蘖将减少或延迟,抽穗推迟,开花晚,成熟迟,穗
粒数减少,籽粒不饱满,玉米果穗秃顶,油菜脱荚,
甘薯、马铃薯块变小等[2]。 作物所利用的磷主要来

源于土壤[3]。 红壤是我国南方土壤的主要类型,占
全国土地面积的 22郾 7% ,是我国经济作物和粮食生

产的重要基地,红壤由于其特殊的成土过程,土壤

中黏粒和氧化铁、铝含量均较高,加之大量磷肥长

期不合理施用以及土壤“酸冶、“瘦冶、“板冶、“结冶的

自然特点使土壤磷素水平及有效性较低,制约着该

地区作物产量的提高。
土壤磷素循环是以微生物活动为中心的,微生

物的活动对土壤磷的转化和有效性影响很大。 溶

磷 微 生 物 ( Phosphate鄄solubilizing microorganisms,
PSM) [4]能使土壤中难溶性或不溶性的磷转化成易

于被植物吸收利用的磷,从而提高土壤供磷水平、
增加作物吸磷量、提高作物产量[5],同时还能促进

农作物对植物根系锌、铜等其他营养元素的吸收,
增强植物抗病能力,并减少环境污染[6]。

溶磷菌的分布表现出强烈的根际效应,即根际

土壤的数量较土体要多[7],近年来,从植物根际土

壤中筛选具有活化土壤难溶无机磷能力的高效溶

磷菌成为提高土壤磷有效性的研究热点[8鄄10]。 溶磷

菌广泛存在于土壤中,Kucey[11] 报道真菌的溶磷能

力一般是细菌的 10 倍,许多细菌在进一步的纯化中

失去解磷能力,而真菌则始终保持其磷活力。
红壤由于其特殊的理化性质可能会导致非土

著溶磷菌定殖能力差、生存力与竞争力较弱、溶磷

能力退化快、菌种淘汰率高等劣势,因此,筛选土著

溶磷菌就显得极具意义。 花生是我国南方红壤地

区最主要的经济和油料作物之一,本研究以红壤旱

地长期定位施肥试验为依托,通过对花生根际溶磷

真菌的分离、鉴定和溶磷能力的动态测定,为提高

红壤磷素利用率、丰富溶磷菌菌种资源提供生物学

支撑。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 供试材料

1郾 1郾 1摇 小区概况摇 摇 本实验选择中国科学院红壤
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生态实验站的长期试验土壤(该试验始于 1988 年)
进行研究,小区设计参照文献[12]。
1郾 1郾 2摇 供试土壤摇 摇 第四纪红色黏土发育的旱地

红壤,2010 年 8 月收获花生时采样,每个小区采用

五点采样法采集花生根际土壤,充分混合后分成三

份:一份 4益保存,一份 - 20益保存,一份土样风干

后过 2 mm 筛备用。
1郾 1郾 3 摇 培养基 摇 摇 (1) 分离培养基 (改良后的

PVK[13]);(2)筛选培养基(NBRIP[14] );(3)真菌培

养基(PDA 培养基)。
1郾 1郾 4 摇 供试磷源 摇 摇 难溶磷酸盐为磷酸三钙

(Ca3(PO4) 2)、磷酸铝(AlPO4),购于天津科密欧

试剂公司;磷酸铁(FePO4)购于 SIGMA 试剂公司。
云南昆阳磷矿粉(Kunyang Yunnan RPP)、江西吴

村磷矿粉(Wucun Jiangxi RPP),所有磷矿石粉碎

过 100 目筛。 用 2%的柠檬酸浸提,钒钼黄法测定

磷矿粉有效磷含量;用硝酸浸提(1 颐 1),钒钼黄法

测定磷矿粉全磷含量,结果云南昆阳和江西吴村

磷矿粉全磷和有效磷分别为 3郾 46、0郾 29 g kg - 1 和

0郾 51、0郾 18 g kg - 1。
1郾 2摇 溶磷真菌的分离筛选

1郾 2郾 1摇 平板初筛摇 摇 称取 1郾 0 g 土样溶于 99 ml 无
菌水中,用 10 倍稀释法分别配制 10 - 4、10 - 5、10 - 6的

土壤悬液,分别涂布至分离培养基上,28益培养4 d,
观察出现溶磷圈的菌落,测定溶磷圈直径(D),菌落

直径(d),根据能否产生溶磷圈与 D / d 值大小来初

步确定菌株的溶磷能力。 将 D / d逸1郾 5 的菌株利用

平板划线法分离纯化后,4益下保存于 LB 斜面培养

基, - 70益保存菌种于甘油管中。
1郾 2郾 2摇 溶磷菌菌落形态特征观察摇 摇 用接种环取

上述分离到的已纯化的菌落分离物,用平板划线法

将其分别接种于分离培养基中,置于 28 ~ 30益培养

箱中培养 4 d,观察并记录菌落形状、大小、边缘结

构、光泽度、透明度和颜色等菌落形态特征。
1郾 2郾 3摇 摇瓶复筛摇 摇 250 ml 三角瓶中装入 NBRIP
液体培养基 100 ml,121益 高压灭菌 21 min,备用。
将在 PDA 培养基中摇瓶生长过夜的真菌孢子制成

孢子悬液,取孢子悬液 2 ml 接种于灭菌的 NBRIP 液

体培养基中,以不接菌为对照,每个处理 4 次重复,
摇床培养(28益,180 r min - 1)7 d,测定有效磷含量

和 pH。
1郾 3摇 菌株溶磷效果的测定

1郾 3郾 1摇 孢子悬液的制备摇 摇 将 PDA 培养基上培养

48 h 的真菌孢子刮入无菌水中,于涡旋仪中混合

30 s,制成孢子悬液 (1 伊 109CFU ml - 1)。
1郾 3郾 2摇 菌株对两种难溶性磷酸盐溶解能力测定摇
摇 三角瓶中装入 100 ml 已灭菌的 NBRIP 液体培养

基和难溶磷酸盐(磷酸铁和磷酸铝浓度为 5 g L - 1),
分别 接 种 1 ml、 3 ml、 5 ml 孢 子 悬 夜, 28益、
180 r min - 1摇床培养,分别于 1、3、5、7、9 d 取发酵

液5 ml。将上述发酵液于 12 000 r min - 1、4益 离心

10 min,取上清液测定有效磷含量和 pH。 设不接菌

为对照,每个处理重复 3 次。
1郾 3郾 3摇 菌株对两种磷矿粉溶解能力的测定摇 摇 取

2 ml 孢子悬液接入 100 ml 筛选培养基中,磷源选用

磷矿粉,加入量分别为 3 g L - 1和 5 g L - 1,在 28益、
180 r min - 1摇床条件下培养 7 d,测定培养液中有效

磷含量。 设不接菌和接菌 2 个处理,每个处理重复

3 次。
1郾 3郾 4摇 测定方法摇 摇 用 pHS - 29 A 型酸度计测定

发酵液的 pH。 将发酵液 12 000 r min - 1、4益 离心

10 min,取上清液稀释适当倍数,利用 UV3010 紫外

可见分光光度计在 700 nm 处通过钼锑抗比色法测

定光密度并计算有效磷含量,溶磷量为扣除不接种

对照的值。 数据采用 DPS 9郾 50 和 SPSS16郾 0 统计软

件进行分析。
1郾 4摇 溶磷菌株的鉴定

1郾 4郾 1摇 菌株的形态观察 摇 摇 参照文献[15],依据

菌落、菌体形态和产孢特征。
1郾 4郾 2摇 菌株的分子生物学鉴定摇 摇 刮取少量培养

24 h 的菌丝体,转至液氮中研磨,DNA 的抽提采用

改良的 CTAB 法[16]。 ITS 区域扩增选择真核生物

ITS 通用引物 ITS1颐 5忆鄄TCC GTA GGT GAA CCT GCG
G鄄3忆和 ITS4颐 5忆鄄TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC鄄3忆。
50 滋lPCR 反应体系:灭菌双蒸水 30郾 4 滋l,10 伊 Taq
聚合酶反应缓冲 5 滋l,Mg2 + (25 mmol L - 1 ) 5 滋l,
d NTP(2郾 5 mmol L - 1 each)5 滋l,Its1(25 pmol 滋l - 1)
1 滋l, Its4 ( 25 pmol 滋l - 1 ) 1滋l, 总 DNA ( 约

20 ng 滋l - 1)2 滋l,Taq DNA 聚合酶 (5 U 滋l - 1 )0郾 6
滋l,扩增 ITS rDNA 区段。 PCR 扩增程序为:95益
5 min; 95益 35 s,55益 35 s,72益 40 s,35 个循环;
72益 8 min。 用 1郾 5%琼脂糖凝胶电泳对 PCR 扩增

产物进行检测,PCR 产物经试剂盒纯化后送至上海

生工生物技术有限公司测序后,将获得的 DNA 序

列,输入 GenBank,用 Blast 程序与数据库中的所有

序列进行比较分析,利用 MEGA4郾 1 的 Neighbor鄄
Joining 软件进行系统发育树的构建。
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2摇 结果与分析

2郾 1摇 不同利用方式红壤溶磷菌的初筛

经过筛选,共得到 4 株具有明显溶磷圈(D / d逸

1郾 5)的真菌,4 株真菌全部来源于长期有机肥无机

肥配施试验地,其中施低量 NPK(CK)处理 3 株,记
为 B1鄄A、B1鄄B、B1鄄C;绿肥处理 1 株,记为 B4鄄A,说
明有机肥试验地中溶磷真菌数量可能较无机肥试

验地多,各菌株的菌落特征及 D / d 比值见表 1。

表 1摇 溶磷菌株的菌落特征和 D / d 值

Table 1摇 Colonial characteristics and D / d value of the phosphorus solubilizing bacteria (PSB)

菌株

Strains
菌落特征

Colonial characteristics
D / d

B1鄄A 辐射状,直径 22 ~ 30 mm,边缘丝状,菌丝紧密,黑色,中部凸起 2郾 3

B1鄄B 棉絮状,直径 15 ~ 18 mm,边缘丝状,菌丝疏松,中间绿色边缘白色,凸起 2郾 2

B1鄄C 棉絮状,直径 16 ~ 18 mm,边缘丝状,菌丝疏松,中间绿色边缘白色,凸起 2郾 5

B4鄄A 辐射状,直径 24 ~ 27 mm,边缘丝状,菌丝紧密,黑色,中部凸起 1郾 8

摇 摇 由表 1 可知,4 株溶磷真菌溶磷能力差异不大,
在 Ca3(PO4) 2 平板上培养 4 d 时菌株的 D / d 值在

1郾 8 ~ 2郾 5 之间,比值较大。
2郾 2摇 溶磷真菌的复筛

液体培养法是测定溶磷效果的定量方法之一,
在培养基上观察得到溶菌圈,只是表征了菌体的解

磷特性,其解磷能力大小还需要通过定量测定加以

说明。 将分离的 4 株真菌在 NBRIP 液体培养基中

进行液体发酵试验,摇瓶培养 7 d 后测得发酵液中

有效磷含量见表 2。
由表 2 可知,4 株溶磷真菌溶磷量在 330郾 1 ~

418郾 7 mg L - 1之间,均显著高于对照。 菌株 B1鄄A 与

B4鄄A 溶磷量无显著差异,与 B1鄄B、B1鄄C 溶磷量差异

达极显著水平。 B1鄄A 溶磷量最高 418郾 7 mg L - 1,与

表 2摇 液体摇瓶培养条件下第 7 天溶解 Ca3(PO4) 2的

效果(Ca3(PO4) 2 5 g L -1)
Table 2摇 Dissolution rate of Ca3(PO4) 2 in the culture on D7

菌株

Strains

溶磷量

P dissolution

rate (mg L - 1)

最终 pH
Final pH

pH 降幅

pH drop鄄out value

CK 28郾 10c 6郾 80 a 0郾 20

B1鄄A 418郾 7 a 1郾 68 c 5郾 12

B1鄄B 330郾 1 b 4郾 12 b 2郾 68

B1鄄C 338郾 3 b 3郾 95 b 2郾 85

B4鄄A 388郾 3 a 1郾 68 c 5郾 12

摇 摇 注:表中字母不同表示在 0郾 05 水平差异显著,下同 Note: Differ鄄
ence in letter following the table shows significant difference at 0郾 05 lev鄄
el郾 The same below

Molla 等[17]报道的基本一致。 B1鄄B、B1鄄C 菌株溶磷

量分别为 330郾 1、338郾 3 mg L - 1,差异不显著,因此本

实验中选择 B1鄄A 作进一步研究。
摇瓶培养 7 d 后 4 株溶磷真菌培养液的 pH 均

有不同程度的下降,B1鄄A 和 B4鄄A 最终 pH 均为

1郾 68,pH 下降了 5郾 12,B1鄄B 和 B1鄄C 也有不同程度

的下降。 比较 4 株溶磷菌培养液 pH 下降幅度与其

溶磷量之间的关系时发现:培养液的 pH 降幅大,有
效磷含量高;pH 降幅小,有效磷含量低。
2郾 3摇 菌株 B1鄄A 的鉴定

菌株 B1鄄A 在查氏琼脂培养基上培养 4 d 后分

生孢子头经乳酸棉兰酚染色后的显微照见图 1,直
径为 30 mm,中心稍凸起,有规则的辐射状沟纹,质
地丝绒状,表面呈暗褐黑色,有少量渗出液,具有轻

微霉味,菌落反面呈黄色。 顶囊球形,直径 50 ~
80 滋m,产孢结构双层,分生孢子球形,直径 3郾 2 ~
4郾 5 滋m,壁稍粗糙。

利用 ITS1 和 ITS4 为引物对菌株 FP1 的 ITS 区

进行 PCR 扩增和正反向测序,得到的序列长度为

594 bp。 通过 BLAST 将该序列与 GenBank 数据库

中序列进行比对,结果表明菌株 B1鄄A 与黑曲霉

Aspergillus niger ( FJ629341郾 1 )、 Aspergillus niger
( FJ878650郾 1 )、 Aspergillus niger ( HQ014692郾 1 )、
Aspergillus niger strain JC鄄A3 (HQ285563郾 1)的同源

性均大于 99% ,支持了形态鉴定的结果,将其鉴定

为黑曲霉 ( Aspergillus niger)。 利用 MEGA4郾 1 的

Neighbor鄄Joining 软件进行系统发育树的构建,结果

如图 2。
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图 1摇 菌株 B1鄄A 在 PDA 培养基上(4 d)的菌落形态(A)和分生孢子头形态特征(B)( 伊 400)
Fig郾 1摇 Morphologies of the colony (A) and conidial heads (B) ( 伊 400) of B1鄄A on PDA medium for 4 days

图 2摇 菌株 B1鄄A 的基于 ITS rDNA 序列同源性构建的系统发育树

Fig郾 2摇 Phylogenetic tree of StrainB1鄄A and reference Aspergillus species

摇 摇
2郾 4摇 溶磷菌 B1鄄A 对 4 种不同形态难溶磷酸盐溶磷

动态分析

摇 摇 经筛选菌株 B1鄄A 无论在固体还是在 Ca3(PO4)2

溶液中均具有较强的溶磷能力,为进一步验证 B1鄄A
的溶磷能力,分析测定不同接种量(1% 、3% 、5% )
对同一浓度(5 g L - 1)磷酸铝、磷酸铁的动态溶磷特

性以及相同接种量 (2% ) 对不同浓度 (3 g L - 1、
5 g L - 1)的两种磷矿粉的溶磷效果。
2郾 4郾 1 摇 B1鄄A 对磷酸铝、磷酸铁的动态溶磷特性

摇 摇 多数学者在研究溶磷菌的溶磷效果时,将溶

磷菌接种在液体培养基中,振荡培养 7 ~ 10 d,培
养结束后 1 次测定溶磷量 [18鄄20] 。 而康贻军等 [21]

建议对不同培养时期的溶磷量进行测定,才能更

准确地说明溶磷菌的溶磷能力。 本实验中菌株

B1鄄A 在接种 24 h 后开始测定菌液中有效磷含量

及 pH,以后每隔 48 h 各测定一次,结果见表 3 和

表 4。

由表 3 和表 4 可知,菌株 B1鄄A 的接种量不

同,最大溶磷量也不同。 菌株 B1鄄A 在接种量分

别为 1%、3%、5%的 FePO4培养液中摇瓶培养216 h
后最高溶磷量分别为 237郾 9、242郾 2、207郾 0 mg L - 1;
在 AlPO4 溶 液 中 最 高 溶 磷 量 分 别 为 883郾 9、
910郾 4、962郾 3 mg L - 1。 在 AlPO4 和 FePO4 培 养

液,接种量为 1% 和 3% 时,最高溶磷量无显著

性差异,在接种量为 5% 的 FePO4培养液中的最

高溶磷量显著降低,而在接种量 5% 的 AlPO4 培

养液中最高溶磷量显著增加,说明溶磷菌的最

高溶磷量受到菌种的接种量的影响,选择合适

的接种量对于研究溶磷菌的最高溶磷量具有重

要意义。
菌株 B1鄄A 对不同磷酸盐的溶磷特性有较大

差异,在 FePO4 培养液中最高溶磷量在 207郾 0 ~
242郾 2 mg L - 1 之间,当接种量分别为 1% 、3% 、
5% 时,溶磷量均在 168 h 后趋于稳定。 在 AlPO4

培养液中最高溶磷量在 883郾 9 ~962郾 3 mg L -1之间,
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表 3摇 FePO4培养液中溶磷量和 pH 随时间的变化

Table 3摇 P dissolution rate and pH in FePO4 culture medium during solubilizing period

时间

Time(h)

接种量 Inoculation rate

1% 3% 5%

溶磷量

P dissolution rate (mg L - 1)
pH

溶磷量

P dissolution rate (mg L - 1)
pH

溶磷量

P dissolution rate (mg L - 1)
pH

24 18郾 11 依 0郾 53 2郾 30 17郾 65 依 0郾 95 2郾 22 21郾 15 依 1郾 58 2郾 26

72 33郾 85 依 1郾 40 2郾 20 43郾 28 依 5郾 51 2郾 12 59郾 09 依 13郾 46 2郾 11

120 98郾 21 依 14郾 86 1郾 98 110郾 4 依 8郾 0摇 1郾 94 124郾 9 依 27郾 0 1郾 92

168 223郾 0 依 21郾 5 1郾 92 216郾 3 依 17郾 3 1郾 89 185郾 9 依 22郾 3 1郾 95

216 237郾 9 依 15郾 0 1郾 80 242郾 2 依 16郾 6 1郾 78 207郾 0 依 3郾 6摇 1郾 86

表 4摇 AlPO4培养液中有效磷含量和 pH 随时间的变化

Table 4摇 Variation available phosphate content and pH in AlPO4 solution with the time

时间

Time(h)

接种量 Inoculation rate

1% 3% 5%

溶磷量

P dissolution rate(mg L - 1)
pH

溶磷量

P dissolution rate (mg L - 1)
pH

溶磷量

P dissolution rate (mg L - 1)
pH

24 35郾 32 依 3郾 27 3郾 04 138郾 3 依 10郾 0 2郾 84 179郾 8 依 10郾 6 2郾 80

72 579郾 1 依 19郾 4 2郾 53 803郾 6 依 11郾 7 2郾 38 855郾 3 依 13郾 0 2郾 32

120 851郾 7 依 39郾 9 2郾 30 870郾 7 依 20郾 1 2郾 06 849郾 9 依 8郾 3摇 2郾 12

168 871郾 1 依 42郾 0 2郾 10 910郾 4 依 34郾 0 1郾 85 962郾 3 依 29郾 4 2郾 07

216 883郾 9 依 21郾 5 1郾 85 851郾 9 依 19郾 5 1郾 76 961郾 4 依 22郾 6 2郾 05

当接种量为 1% 时,溶磷量在 120 h 后趋于稳定,当
接种量为 3% 和 5% 时,溶磷量均在 72 h 后趋于稳

定,表明 B1鄄A 的溶磷量除了与接种量有关还与培

养时间有关。 相对于 FePO4,菌株 B1鄄A 易于迅速高

效溶解 AlPO4。 在 FePO4培养液中,接种量为 5% 时

的最高溶磷量反而较接种量为 1% 和 3%的最高溶

磷量低,可能是由于溶磷菌在不同的磷酸盐溶液中

有不同的溶磷动力学机制。
有研究发现溶磷菌的溶磷量与培养液的 pH 存

在一定的相关性[22鄄23],但也有研究证明两者间不存

在显著或必然相关性[18,24鄄25]。 比较表 3 和表 4 中溶

磷量和 pH 随时间的变化可知,B1鄄A 的不同接种量

在 FePO4 和 AlPO4 溶液中溶磷量均先升高后稳定,
pH 先下降后稳定。 经计算可知:不同接种量下,在
FePO4溶液中溶磷量与 pH 的相关性系数分别为

- 0郾 937、 - 0郾 955、 - 0郾 927,在 AlPO4溶液中的相关

性系数分别为 - 0郾 934、 - 0郾 881、 - 0郾 968 ( p <
0郾 01),表明溶磷菌 B1鄄A 的溶磷量与 pH 呈极显著

负相关,与赵晓蓉[26] 和 Asea[27] 等研究结果一致。

虽然目前关于微生物的溶磷机理说法不一,但是本

次实验中 B1鄄A 的溶磷量与 pH 显著相关,无论是代

谢过程中产生质子还是有机酸,均导致培养液的 pH
降低从而导致难溶性磷酸盐中的磷酸根被释放

出来。
观察菌株 B1鄄A 在 FePO4和 AlPO4溶液中 pH 变

化可知, pH 在 24 h 内由 7郾 0 迅速下降至 3郾 0 左右,
之后 pH 变化趋于平缓,说明该菌的产酸能力很强,
在短时间内使培养液 pH 迅速下降,并能良好生长,
可能在酸性红壤中具有较强的定殖能力。
2郾 4郾 2摇 B1鄄A 对不同浓度的两种磷矿粉的溶磷特

性摇 摇 为进一步确定 B1鄄A 的溶磷能力,将 B1鄄A 接

种至不同浓度的两种磷矿粉中培养 7 d,结果见图 3。
图 3 结果表明,菌株 B1鄄A 对不同浓度两种磷矿

粉均有显著的溶磷效果,有效磷含量按云南(3 g L -1、
5 g L - 1)和江西(3 g L - 1、5 g L - 1 )分别为 175郾 6、
119郾 4 和 151郾 7、177郾 4 mg L - 1,林启美等[28] 以磷矿

粉为唯一的磷源培养溶磷菌发现大多数真菌的溶

磷量在 59郾 64 ~ 145郾 4 mg L - 1。 本实验菌株 B1鄄A 对
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图 3摇 不同磷矿粉浓度对培养液中溶磷量的影响

Fig郾 3摇 Effect of RPP concentration on phosphate dissolution rate in the solution

两种磷矿粉的溶磷量在 119郾 4 ~ 177郾 4 mg L - 1,最大

溶磷量为 177郾 4 mg L - 1,具有较强溶解磷矿粉的

能力。
有研究表明溶磷菌对不同类型的磷矿粉溶磷

效果不同[29],也有研究表明微生物的溶磷量与磷矿

粉的浓度有关,林启美等[30]研究表明磷矿粉浓度越

高,溶磷量越低;Narsian 和 Patel[25] 也发现真菌 As鄄
pergillus aculeatus 的溶磷量随着磷矿粉加入量的增

加而降低,溶磷活性最高时的磷矿粉用量为 P2 O5

0郾 5 g L - 1。 合理确定磷矿粉的浓度对研究其溶磷

能力有重要意义,本次实验中,菌株 B1鄄A 在 5 g L - 1

的江西磷矿粉中较 3 g L - 1的溶磷量要高;在 5 g L - 1

的云南磷矿粉中较 3 g L - 1的溶磷量低,说明溶磷菌

的溶磷量受磷矿粉浓度的影响,确定磷矿粉的用量

对研究溶磷菌的溶磷量有重要意义。
B1鄄A 对 4 种 难 溶 性 磷 酸 盐 ( Ca3 ( PO4 ) 2、

AlPO4、FePO4、磷矿粉)的最高溶磷量分别为 418郾 7、
962郾 3、242郾 2、177郾 4 mg L - 1,溶磷能力为 AlPO4 >
Ca3(PO4) 2 > FePO4 > 磷矿粉,与冯宏等[31] 研究结

果基本一致。 黄伟等[20] 从江西红壤中筛选到一株

溶磷菌 CY 06,其对 AlPO4、FePO4 有效磷含量分别

为 336郾 6 mg L - 1 和 107郾 6 mg L - 1。 而本实验菌株

B1鄄A 对 AlPO4和 FePO4 的最高溶磷量均显著高于

CY 06,可望能开发成为微生物肥料应用于红壤地

区,且对丰富微生物种质资源有重要意义和价值。

3摇 结摇 论

1) 在以 Ca3 (PO4) 2为唯一磷源的分离培养基

上根据溶磷菌株的 D / d 筛选到 4 株溶磷能力较强

的菌株,溶磷量在 330郾 1 ~ 418郾 7 mg L - 1,明显高于

对照,其中 B1鄄A 溶磷量最高为 418郾 7 mg L - 1,经形

态学和 ITS 序列分析,鉴定为黑曲霉 ( Aspergillus
niger)。

2) 比较 4 株溶磷菌在 NBRIP 培养液中 pH 下

降幅度与其溶磷量之间的关系时发现:培养液的 pH
降幅大,溶磷量高;pH 降幅小,溶磷量低。

3) B1鄄A 的高溶磷量与接种量和培养时间有

关,并非接种量越大溶磷量越高,在 AlPO4培养液中

溶磷量在接种后 72 h 趋于稳定;在 FePO4培养液中

溶磷量在接种后 168 h 趋于稳定,不同接种量的

B1鄄A在 FePO4和 AlPO4培养液中溶磷量均与 pH 呈

显著负相关。
4) B1鄄A 对两种磷矿粉的溶磷量在 119郾 4 ~

177郾 4 mg L - 1,具有较强的溶解磷矿粉能力。 对不

同浓度的磷矿粉溶解效果不同,云南磷矿粉浓度为

3 g L - 1、江西磷矿粉浓度为 5 g L - 1 时溶磷效果较

好。 B1鄄A 对 4 种难溶性磷酸盐溶磷能力排序为

AlPO4 > Ca3 (PO4 ) 2 > FePO4 > 磷矿粉,对 AlPO4 和

FePO4有较好的溶磷效果,有望为开发微生物肥料

应用于红壤地区提供优质种质资源。
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Abstract摇 To improve use efficiency of phosphorus in farming,a phosphate鄄solubilizing strain of fungi (PSF) labeled
as B1鄄A was isolated from the rhizosphere of peanuts growing in red soil and identified as Aspergillus niger according to its
colonial morphological characteristics and ITS rDNA sequence analysis郾 In the culture prepared out of two hard鄄to鄄dissolve
phosphates (FePO4 and AlPO4),B1鄄A was added at a rate of 1% ,3% and 5% separately郾 It was found that the P dissolu鄄
tion rate in and pH of the culture varied with the time,that a significant negative correlation existed between the rate and
the pH,and that the former was also related to B1鄄A inoculation rate,incubation time and the concentration of rock phos鄄
phate powder (RPP) in the solution as well郾 Results show that B1鄄A demonstrated its highest capability when the solution
was 3 g L - 1 in Yunnan and 5 g L - 1 in Jiangxi RPP concentration,inoculated with 3%~ 5% of B1鄄A,and incubated for 168
hours郾 B1鄄A was quite good at dissolving tricalium phosphate,aluminium phosphate,ferric phosphate and RPP,and might
dissolve as much as 418郾 7,942郾 3,242郾 2 and 177郾 4 mg L - 1,respectively郾 So B1鄄A is a promise microbial resource for de鄄
velopment of high efficiency biological phosphorus fertilizer for use in latosolic red soil郾
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