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　　摘要：利用选择性培养基从草地早熟禾（Ｐｏａｐｒａｔｅｎｓｉｓ）根际土壤中筛选到８株有机磷细菌和７株无机磷细菌，根
据其形态学和生理生化等特性进行了鉴定。结果表明，有机磷细菌菌株ＰＯ１、ＰＯ３、ＰＯ４、ＰＯ５鉴定为Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ（蜡
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　　磷是植物生长发育必需的重要营养元素，但我国目前土
壤缺磷面积较大，增加土壤磷素的主要途径依然是靠草地生

产中施用的磷肥。由于施入可溶性的磷肥会使农田大部分迅

速转变为作物难以吸收的无效磷，最终导致作物对磷肥的当

季利用率很低［１－２］。对于我国而言，提取固定土壤中释放的

无效磷，对提高土壤可利用磷素含量、减少磷肥使用具有重要

的意义［２］。磷细菌是可以将土壤中有机磷和难溶性无机磷

转化为可溶性无机磷的细菌，可分为解磷菌（有机磷细菌）和

溶磷菌（无机磷细菌）两大类［３－５］。研究证明，土壤中存在大

量微生物，能将植物难以吸收利用的磷转化为可吸收利用的

形态［６］，对于将无效磷转变为有效磷有着至关重要的作用。

草地早熟禾（Ｐｏａｐｒａｔｅｎｓｉｓ）是常用的冷季型草坪草，其绿
期长、适应性强、分布广，抗霜冻及耐寒能力强，对于北方城市

草坪美化、绿化有重要意义。肥料的合理施用对其生长及发

挥生态效益具有重要作用，其中磷肥对草坪草的重要作用主

要表现在抗性方面［７－９］。我国目前磷矿资源贫乏，生产能力

低，使用的磷肥主要依靠外国进口，因此，研发生物磷肥，既可

提高作物产量，又可保护土壤资源，对于农业生产可持续发展

有着重要意义。根据生态学原理，特定种类的有益菌株，从原

习居地取样筛选，不仅能满足植物的专一性，且能获得较高成

功率。本研究利用选择培养基，从草地早熟禾根际土壤样品

中对磷细菌进行分离、纯化、鉴定，对于有效利用磷细菌菌株

及调控植物根系微生物系统有重要意义，可为研制专用生物

磷肥提供必要实践及理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试土样基本特征　草地早熟禾根际磷细菌土样取
自山西农业大学校园内年限为３年的健康草地早熟禾根际土
壤，其 ｐＨ值为 ８．２４，有机质含量为 ８．５９ｇ／ｋｇ，全钾为

３．１８ｇ／ｋｇ，全磷为 ０．２１ｇ／ｋｇ，全氮为 ０．１７ｇ／ｋｇ，速效钾为
９０．６７ｍｇ／ｋｇ，速效磷为６０．３７ｍｇ／ｋｇ。
１．１．２　培养基　蒙金娜有机培养基［１０－１１］：葡萄糖１０．０ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．３ｇ，ＮａＣｌ
０．３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，卵磷脂
０．２ｇ，ＣａＣＯ３１．０ｇ，酵母粉０．５ｇ，琼脂２０ｇ，总体积１０００ｍＬ
（蒸馏水补足），ｐＨ值７．０，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

Ｐｉｋｏｖａｓｋａｉａｓ（ＰＫＯ）无机培养基［１０－１１］：葡萄糖 １０．０ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．３ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ
０．３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３６ｇ，Ｃａ３（ＰＯ４）２２．０ｇ，琼脂 ２０ｇ，
ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，总体积１０００ｍＬ（蒸馏水补足），ｐＨ值
７．０，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）培养基［１２］：蛋白胨 １０．０ｇ，酵母膏
５．０ｇ，ＮａＣｌ８．０ｇ，琼脂２０ｇ，总体积１０００ｍＬ（蒸馏水补足），
ｐＨ值７．０，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

土壤矿物：去除有机残体的土壤，取土样３ｇ，加入２０％
ＨＣｌ３０ｍＬ，煮沸 ３０ｍｉｎ，过滤，用蒸溜水淋洗至无氯离子
反应。

１．２　方法
１．２．１　根际土壤的采集　采样区为山西农业大学校园内健
康的草地早熟禾草坪，取草坪区域良好处作为标准样地

（３ｍ×３ｍ），在每个标准样地内按“Ｓ”形随机选择５株草地
早熟禾植株，先除去其表层的枯草及落叶，随后将整个植株带

根系慢慢挖出，轻轻抖落根系上的大块土壤，收集附于植株根

系表面约２ｍｍ左右的土壤，分别将采集到的根际土样装入
经过高压消毒的无菌纸袋，并在袋上注明采集日期以及土样

号，带回实验室立即进行试验。

１．２．２　磷细菌分离　称取各根际土壤样品１ｇ，在无菌条件
下操作，分别取９ｍＬ无菌水和８粒无菌玻璃珠装入 ２５０ｍＬ
的三角瓶中，置于恒温振荡机上 ２５℃ 、１７０ｒ／ｍｉｎ振荡
２０ｍｉｎ，得到１０－１稀释度的土壤悬液。用无菌吸管分别吸取
１０－１稀释度的土壤悬液１ｍＬ并注入装有９ｍＬ无菌水的三角
瓶中作１０－２稀释度的土壤悬液，随后再用无菌吸管吸取１０－２

稀释度的土壤悬液１ｍＬ并注入装有９ｍＬ无菌水的试管中作
１０－３稀释度的土壤悬液，依此类推，分别得到１０－４、１０－５、１０－６

稀释度的各土样悬液。用移液管吸取上述稀释度为 １０－４、
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１０－５、１０－６的各土壤悬液，每个稀释度设３个重复。稀释平板
法，有机磷细菌菌株于２８℃下培养 ２４ｈ，无机磷细菌菌株在
２８℃下培养２～４ｄ，分别观察其菌落形态。由于有机磷细菌
能分解卵黄中的有机磷产生磷酸，无机磷细菌能分解磷酸钙

盐产生有机酸或无机酸，使难溶性的磷酸钙盐转化为可溶性

磷酸盐，所以在其菌落的周围可形成一个透明圈。挑选周围

产生透明圈的单菌落，接入牛肉膏蛋白胨斜面培养基培养，在

ＬＢ平板上２次活化再接入牛肉膏蛋白胨斜面保存。
１．２．３　磷细菌的形态及生理生化特性鉴定　（１）革兰氏染
色：取用２４ｈ菌龄的纯培养物制片染色后通过镜检观察其染
色结果。（２）芽孢染色：采用淀粉铵盐培养基［１３］培养 ３ｄ，用
芽孢染色法［１３］观察其形状及着生位置。（３）鞭毛染色：取连
续传代培养２次的菌种，接种至新鲜配制的琼脂斜面上（有
冷凝水），３０℃培养２４ｈ，观察硝酸银染色的结果。（４）菌体
大小测定：简单染色后用数码显微镜观测菌体长及宽。（５）
液体培养特征：将供试菌株接种在硅酸盐细菌液体培养基中，

置于３０℃恒温下培养６ｄ，观察是否形成菌环、菌膜、浑浊或
沉淀特征。（６）菌落特征：用接种环接菌，对制成的平板进行
划线，置于３０℃恒温下培养５～６ｄ，观察并且描述其菌落大
小、颜色、形状、是否黏稠、是否透明。（７）过氧化氢酶试验：
将供试菌株活化后（培养１８～２４ｈ），有机磷细菌菌株接种于
蒙金娜有机培养基斜面上，无机磷细菌菌株接种于ＰＫＯ无机
培养基斜面上，分别置于３０℃下培养，７ｄ后，在丰满的菌苔
上滴加３％ Ｈ２Ｏ２１ｍＬ，立即检查其结果，５ｍｉｎ内如出现气泡
则为阳性反应，记录为“＋”，否则为“－”。（８）其他生化性

状：甲基乙酰甲醇试验（Ｖ．Ｐ试验）、酪素水解、淀粉水解、产
吲跺试验、卵磷脂酶、硝酸盐还原试验等均按常用方法［１４］

进行。

２　结果与分析

２．１　菌株的分离
用接种环取上述分离到的各类菌株的纯培养物，再以平

板划线法将其分别接种于平板培养基上，置于２８℃的培养箱
中培养２４～４８ｈ。视菌落生长情况，在蒙金娜有机培养基挑
出８株有机磷细菌菌落，分别编号为ＰＯ１至ＰＯ８。在ＰＫＯ培
养基挑出７株无机磷细菌菌落，分别编号为ＰＭ１至 ＰＭ７。然
后对挑出的菌株进一步分离纯化后，对菌株的形态和生理生

化特征进行鉴定。

２．２　菌株的培养特征
将分离纯化得到的８株有机磷菌株和７株无机磷菌株，

分别接种在分离培养基平板上３０℃条件下培养４８ｈ，发现有
机磷菌株（表１）在蒙金娜有机培养基上菌落形状不一，主要
呈现乳白色或浅黄色，像半粒玻璃珠平贴于平板上；菌落凸起

呈圆形或不规则，边缘完整或锯齿状，表面光滑，湿润有光泽，

黏稠，富有弹性。无机磷菌株（表２）在 ＰＫＯ培养基上形状为
圆形，呈现色泽不一，边缘完整或锯齿状，表面光滑，湿润有光

泽，黏稠，富有弹性。在液体培养条件下，分离的菌株能在培

养液底部形成透明度不一的雾状沉淀，沉淀胶结成团，不易摇

散，培养液浑浊度不一。

表１　草地早熟禾根际有机磷细菌在蒙金娜有机培养基上的菌落形态

菌株号 形状 隆起度 透明度 边缘 颜色 表面状况 生长速度

ＰＯ１ 不规则 凸起 不透明 锯齿状 浅黄色 较湿润 较慢

ＰＯ２ 圆形 凸起 不透明 完整 白色 湿润 较慢

ＰＯ３ 不规则 凸起 不透明 完整 乳白 很湿润 较快

ＰＯ４ 不规则 平坦 不透明 波浪状 浅黄色 很湿润 较慢

ＰＯ５ 不规则 凸起 稍透明 完整 乳白 较湿润 较快

ＰＯ６ 圆形 平坦 不透明 波浪状 乳白 较湿润 较快

ＰＯ７ 圆形 平坦 不透明 完整 白色 湿润 较慢

ＰＯ８ 圆形 凸起 不透明 锯齿状 灰白色 很湿润 较快

表２　草地早熟禾根际无机磷细菌在ＰＫＯ培养基上的菌落形态

菌株号 形状 隆起度 透明度 边缘 颜色 表面状况 生长速度

ＰＭ１ 圆形 凸起 不透明 锯齿状 乳白 很湿润 较快

ＰＭ２ 圆形 平坦 不透明 锯齿状 灰白色 很湿润 较慢

ＰＭ３ 圆形 凸起 透明 完整 乳白 很湿润 较快

ＰＭ４ 圆形 平坦 不透明 完整 浅黄色 很湿润 较慢

ＰＭ５ 圆形 凸起 稍透明 完整 乳白 较干燥 较快

ＰＭ６ 圆形 平坦 透明 齿状 无色 较干燥 较快

ＰＭ７ 圆形 平坦 透明 完整 无色 很湿润 较慢

２．３　菌株的形态
对８株有机磷菌株进行革兰氏染色、荚膜染色及芽孢染

色，发现８株菌株革兰氏染色均为阳性，菌体呈杆状，大小约
为２．２～４．０μｍ×１．１～１．４μｍ，鞭毛周生，在淀粉铵盐培养
基中易形成芽孢，无囊泡。对７株无机磷培养基进行革兰氏
染色、芽孢染色及荚膜染色，发现７株菌株革兰氏染色均为阴
性，菌体呈杆状，大小约为 １．５～３．０μｍ×０．５～０．７μｍ，

ＰＭ１、ＰＭ４、ＰＭ５、ＰＭ７的鞭毛周生，其余菌株的鞭毛为极生，在
淀粉铵盐培养基中不产生芽孢，无囊泡。这与文献［１５－１６］
中有关磷细菌的特征一致。

２．４　菌株的生理生化特征
参考磷细菌特征，对８株有机磷细菌菌株的主要生理生

化指标进行测定（表３）。由表３可知，有机磷细菌供试菌株
均能在葡萄糖为碳源的培养基上生长；此外还具有淀粉、酪素
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水解等特征，过氧化氢酶试验为阳性反应，不产生吲哚。由表

４可知，７株无机磷细菌供试菌株均能在葡萄糖为碳源的培养
基上生长；此外还具有淀粉、果胶水解等特征，过氧化氢酶试

验为阳性反应，不产生色素，不产生吲哚。

表３　草地早熟禾根际有机磷细菌菌株的生理生化反应特性

反应特性
菌株号

ＰＯ１ ＰＯ２ ＰＯ３ ＰＯ４ ＰＯ５ ＰＯ６ ＰＯ７ ＰＯ８
过氧化氢酶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｖ．Ｐ反应 ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ － －
产酸：葡萄糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

阿拉伯糖 － ＋ － － － ＋ ＋ －
木糖 － ＋ － － － ＋ ＋ －
甘露糖 － ＋ － － － ＋ ＋ －

水解：酪素 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
明胶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
淀粉 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

利用柠檬酸盐 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
卵磷脂酶 ＋ － ＋ ＋ ＋ － － －
吲哚反应 － － － － － － － －
厌氧生长 ＋ － ＋ ＋ ＋ － － ＋
ｐＨ值５．７肉汤生长 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：＋：阳性反应；－：阴性反应。

表４　草地早熟禾根际无机磷细菌菌株的生理生化反应特性

反应特性
菌株号

ＰＭ１ ＰＭ２ ＰＭ３ ＰＭ４ ＰＭ５ ＰＭ６ ＰＭ７
过氧化氢酶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
氧化酶 ＋ － ＋ － ＋ ＋ －
葡萄糖氧化发酵 － － － － － － －
水解：明胶 ＋ － ＋ ＋ － ＋ ＋

淀粉 － － － － － － －
果胶 － － － － － － －

吲哚反应 － － － － － － －
硝酸盐还原 ＋ － － ＋ － － －
产生色素 － － － － － － －
厌氧生长 － － － － － － －
ｐＨ值５．７肉汤生长 － － － － － － －

　　注：＋：阳性反应；－：阴性反应。

２．５　磷细菌的鉴定
根据以上形态学特性和生理生化特征，将草地早熟禾根

际有机磷细菌鉴定为Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．（杆菌属），其后均按Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ．的分类方法继续进行鉴定，将供试菌株的鉴定结果与
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．属的相关种群进行比较后，将菌株 ＰＯ１、ＰＯ３、
ＰＯ４、ＰＯ５鉴定为 Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ（蜡状芽孢杆菌），菌株 ＰＯ２、
ＰＯ６和ＰＯ７鉴定为Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ（巨大芽孢杆菌），菌株
ＰＯ８鉴定为 Ｂａｃｉｌｌｕｓｂａｄｉｕｓ（栗褐芽孢杆菌）。而本试验筛选
到的无机磷细菌菌株均为Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．（荧光假单胞菌）。

３　结论

目前微生物肥料的应用与开发尚有许多不足，但此方面

的研究对启动土壤磷库资源、减少化肥的投入及环保等诸多

方面具有深远的意义。本研究通过对８株有机磷菌株和７株
无机磷菌株的细胞形态及生理生化特征的初步考察，对照

《常见细菌系统鉴定手册》［１４］及有关文献报道［１７－１９］，可以确

定８株有机磷细菌中的 ＰＯ１、ＰＯ３、ＰＯ４、ＰＯ５为 Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ
（蜡状芽孢杆菌），ＰＯ２、ＰＯ６和 ＰＯ７为 Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ（巨

大芽孢杆菌），ＰＯ８为Ｂａｃｉｌｌｕｓｂａｄｉｕｓ（栗褐芽孢杆菌），而７株
无机磷菌株均为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．（荧光假单胞菌）。分析结
果表明有机磷细菌菌株为芽孢杆菌属，无机磷细菌为假单胞

菌属。通过此次研究可知山西农业大学校园内草地早熟禾根

系常见的磷细菌种类，为将来更好地挖掘草地早熟禾微生物

的解磷潜能，对开发高效微生物肥料，提高土壤中有效磷的含

量、减少化学肥料的使用、改善土壤环境方面具有积极作用，

对探索草地早熟禾根际土壤的潜在肥力、发展草地早熟禾土

壤地可持续农业具有一定的理论与实际作用。关于各磷细菌

菌株的解磷机制和在土壤中的活动规律有待于进一步研究。
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土壤压实对土壤生化循环和生态效应的影响

罗友进，王　武，余　端，胡佳羽，程癑晴，陈　霞，谢永红
（重庆市农业科学院，重庆４０１３２９）

　　摘要：土壤压实改变了土壤的物理属性，从而对土壤化学属性、生物性状等产生影响。对国内外关于土壤压实对
土壤物质生化循环、生态效应研究进行了回顾，重点阐述了土壤压实对土壤碳氮循环的影响，并对下一步的研究方向

进行了展望。
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　　土壤是一个复杂多层次的开放性体系，它在各种因素的
共同作用下，处于不断变化之中。土壤压实是指土壤颗粒重

新排列达到更紧密结合、降低孔隙度、增加密度的过程。土壤

压实会引起土壤物理属性的改变，进一步对土壤化学属性、土

壤生物性状以及植物生长产生影响。只有在极少数情况下，

轻微的土壤压实会对土壤性质、生产性能产生正面影响［１］，

绝大多数都是负面影响。在耕作土壤中，机械压实主要集中

于土壤表层，随着农业机械化的发展，耕作机械的牵引力、载

重逐渐增加，压实作用也随之增加，从而对心土层土壤产生影

响。心土层压实后难以恢复［２］。土壤机械压实问题若得不

到解决，土壤环境将遭到严重破坏，农田生产力严重下降，从

而对农业可持续发展产生影响。土壤机械压实对农业的主要

危害表现为土壤密度增加、通气孔隙减少、水渗透能力降低，

从而对土壤生化属性、生物多样性产生影响，进而导致作物生

长受阻、产量降低、土壤环境遭到破坏［３］。近年来，不少学者

对土壤机械压实的诱因、特征、危害以及消除或避免措施进行

了大量研究［３－５］。本研究对国内外有关机械压实对土壤生化

属性、生态环境的影响研究进行了归纳，旨在为我国土壤机械

压实研究提供参考。

１　土壤物理属性

在农机重力、剪切力的作用下，土壤大孔隙、充气孔隙逐

渐减少，团聚体相互靠近，甚至发生变形，土壤密度明显增加。

经耕作机械压实后，黏性土土壤密度从１．１～１．３ｇ／ｃｍ３增至
１．５～１．７ｇ／ｃｍ３，沙性土壤密度可以增至２．２ｇ／ｃｍ３［６］。土壤
压实造成土壤表面局部土壤密度明显增加，大孔隙减少，持水

能力、水分渗透率明显降低，导致水土流失加剧。目前，土壤

压实已成为农田土壤水土流失加剧的主要因素之一。Ｓｉｎｇｈ
等研究表明，随着土壤密度的增加，水分渗漏率由１２．３５ｃｍ／ｈ
降为３．４６ｃｍ／ｈ，导致土壤水分减少［７］。土壤压实后，充气孔

隙明显减少，气体扩散率下降，进而影响土壤溶液流动。土壤

严重压实后，土壤通气大孔隙降为３％以下，团聚体相互靠近
并发生摩擦，稳定性明显降低，土壤环境质量下降。Ｎａｄｉａｎ
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