
书书书

李学平，刘　萍，李甲亮，等．盐碱化草坪土壤耐盐解磷真菌的筛选及解磷能力研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（７）：３６８－３７１．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０７．１２５

盐碱化草坪土壤耐盐解磷真菌的筛选及解磷能力研究

李学平，刘　萍，李甲亮，吴海楠
（滨州学院资源环境系，山东滨州２５６６００）

　　摘要：采集草坪根际盐碱化土壤进行菌种筛选，并研究培养条件对菌株解磷效果的影响。试验结果表明，真菌菌
株ＦＬ０９０８发酵液中的有效磷浓度为３１０．２３ｍｇ／Ｌ，真菌解磷圈直径与菌落直径比值（Ｄ／ｄ）达到１．９６。菌株 ＦＬ０９０８
在所供４种碳源条件下均能生长，不同碳源生长差异显著，最适碳源为葡萄糖，而在乳糖培养基上生长最差；对于所供
４种氮源，在酵母浸膏上生长过于迅速，在亚硝酸钠条件下几乎不生长，最适氮源为酵母浸膏，硝酸钾次之；对于所供４
种温度，真菌均可生长，最适温度为３０℃；在所供的４种ｐＨ值条件下可正常生长，最适ｐＨ值为６。对于试验中发酵
液条件的优化组合，最适解磷条件为：温度３５℃，ｐＨ值７，碳氮比３５∶１，转速１３０ｒ／ｍｉｎ。
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　　磷肥作为作物必需的营养物质对农业效益的提高具有重
大作用，但是施入土壤后由于土壤的固定作用，大部分磷与土

壤中的Ｃａ２＋、Ｆｅ３＋、Ａｌ３＋结合，形成难溶性磷酸盐［１］，大大降

低了肥料的有效性。在土壤性质、作物类型、磷肥种类和用量

等一系列因素的影响下，每年施入的磷有７５％ ～９０％积累在
土壤中成为难溶形态的磷［２］，当季利用率一般为 １０％ ～
２５％［３］；因此，如何提高磷肥利用率一直是研究人员关注的

重要问题。解磷微生物是土壤中能将难溶性磷转化为植物能

够吸收利用的可溶性磷的一类特殊功能微生物类群［４］。土

壤中解磷微生物主要包括细菌、真菌和放线菌。关于解磷细

菌的研究较多，也较深入［５－６］。关于解磷真菌方面的研究相

对较少，但因为其具有解磷能力强的特点，一直也是研究的热

点［７］。对不同种类解磷微生物溶磷效果的研究发现，细菌、

酵母、霉菌接种在不同磷源上时，表现出的溶磷能力不

同［８－１２］。解磷真菌在数量和种类上都少于解磷细菌，但其解

磷能力远远高于解磷细菌，而且遗传性状更加稳定［１３］。因

此，研究解磷真菌的解磷特性以及生物学特性，对促进植物生

长发育以及解磷真菌在农学上的应用有重要作用。本试验采

集草坪根际土壤，对解磷菌进行筛选并研究培养条件对菌株

解磷效果的影响，同时对发酵液条件优化组合进行了研究，探

讨解磷真菌的最适生长环境以及解磷的最适合条件。

１　材料与方法

１．１　供试样品
采集内陆盐碱地草坪根际土壤，采用抖土法将收集的土

样放入密封袋内立刻带回实验室冷藏，备用。

１．２　培养基配方
１．２．１　基础培养基　菌种初筛用的是有机磷固体培养基和无
机磷固体培养基。（１）有机磷固体培养基配方：葡萄糖 １０ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，ＣａＣＯ３
５ｇ，卵磷脂 ０．２ｇ，琼脂 １５～２０ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，ｐＨ值
７．０～７．５。（２）无机磷固体培养基配方：葡萄糖 １０ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０００３ｇ，
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，Ｃａ３（ＰＯ４）２５ｇ，琼
脂１５～２０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．５。
１．２．２　保存培养基　菌种保存时用到的培养基为斜面培养
基，其配方为：葡萄糖 １５ｇ，ＮａＮＯ３１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，ＫＣｌ
０２５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００５ｇ，琼脂
８ｇ，蒸馏水５００ｍＬ，自然ｐＨ值。
１．２．３　复筛培养基　菌种复培（纯化）时用的培养基为有机
磷液体培养基和无机磷液体培养基。（１）有机磷液体培养
基：葡萄糖 １０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ
００１ｇ，ＣａＣＯ３５ｇ，卵磷脂 ０．２ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，ｐＨ值
７．０～７．５。（２）无机磷液体培养基：葡萄糖 １０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４
０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００３ｇ，ＦｅＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，Ｃａ３（ＰＯ４）２５ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．５。
１．２．４　活化培养基　经过观察，获知纯化所得的菌种为真
菌，所以活化时用到的培养基为ＰＤＡ培养基，其配方为：葡萄
糖２０ｇ，马铃薯（去皮）２００ｇ，琼脂１５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ
值自然。配制方法是将马铃薯去皮，切成小块，于锅中加水

１０００ｍＬ，煮沸３０ｍｉｎ，用双层纱布过滤，取其滤液，之后加入
葡萄糖和琼脂，小火加热并用玻璃棒不断搅拌，至琼脂完全溶

解，并加水补足１０００ｍＬ。
１．２．５　发酵培养基　发酵条件优化组合采用的培养基为无
机培养基和有机培养基。（１）有机培养基配方：葡萄糖 １０ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
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０．００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，ＣａＣＯ３５ｇ，
卵磷脂０．２ｇ，琼脂 １５～２０ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～
７５。（２）无机培养基配方：葡萄糖 １０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，
ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，Ｃａ（ＰＯ４）２５ｇ，琼脂 １５～２０ｇ，
蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．５。

以上培养基制作完成之后均在高压灭菌锅中，于

１２１℃、０．１０３ＭＰａ条件下灭菌２０ｍｉｎ。
１．２．６　发酵条件优化组合　本试验中发酵条件优化组合采
用的是４因子（温度、ｐＨ值、碳氮比、转速）３水平的正交试验
（表１），根据试验结果，综合分析确定菌株生长的最适条件。

表１　解磷真菌发酵条件正交试验设计

序号
温度

（℃） ｐＨ值 碳氮比
转速

（ｒ／ｍｉｎ）
１ ２５ ７ ３０∶１ １００
２ ２５ ８ ２０∶１ １５０
３ ２５ ９ ５∶１ １００－１５０－１００

４ ３０ ７ ２０∶１ １００－１５０－１００

５ ３０ ８ ５∶１ １００
６ ３０ ９ ３０∶１ １５０
７ ３５ ７ ５∶１ １５０
８ ３５ ８ ３０∶１ １００－１５０－１００

９ ３５ ９ ２０∶１ １００

　　注：表示摇床设置转速为０～７０ｈ为１００ｒ／ｍｉｎ，７０～１６０ｈ为
１５０ｒ／ｍｉｎ，１６０～１９０ｈ为１００ｒ／ｍｉｎ。
１．３　菌株筛选
１．３．１　初筛　按照培养基配方与配量分别称取各药品，取少
于总量的水于烧杯中，将各培养基成分（琼脂除外）逐一加入

水中待溶；将玻璃杯放在石棉网上文火加热，并不断搅拌，使

各药品快速溶解，然后补充水分至所需配制培养基的量；用

１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ调节ｐＨ值至７．０～７．５；将配制好的培养基
分装在锥形瓶内，加上棉塞包装灭菌。高压灭菌后倒平板，次

日，将采集的土壤过筛磨细，称取１０ｇ样品，进行梯度稀释至
１×１０－７、１×１０－８、１×１０－９，分别滴加菌液于相应编号的平板
表面，每个梯度做３个重复，用涂布器涂布均匀，２０～３０ｍｉｎ
后倒置，并放于２８℃恒温箱中培养。每天观察平板，并记录菌
落出现的日期、菌落解磷能力出现日期、菌落直径ｄ、解磷圈出
现日期及直径Ｄ。培养７ｄ后，得到解磷能力比较强的菌株进
行纯化培养，将纯化培养几代的菌株进行菌种保存。

１．３．２　复筛　采用液体发酵培养法，将解磷微生物培养在难
溶性磷液体培养基上，按照配方配制液体培养基进行高压灭

菌，在超净工作台上，按照无菌接种法，接种纯化后的解磷真菌

于发酵液中，置于摇床中，在３０℃、１２０ｒ／ｍｉｎ转速条件下培养
７ｄ，每天观察发酵液的变化，并记录菌丝球的出现日期、菌丝
球颜色、目测其大小。发酵结束后，进行发酵液有效磷测定。

１．３．３　生物学测定　本次试验采用察氏培养基进行试验，其
配方如下：碳源 ３０ｇ，ＮａＮＯ３２ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，ＫＣｌ０．５ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，琼脂１８ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，自然ｐＨ值。

２　结果与分析

２．１　解磷真菌菌株筛选
通过菌种初筛和复筛，得到真菌菌株ＦＬ０９０８发酵液中的

有效磷浓度为３１０．２３ｍｇ／Ｌ。真菌解磷圈直径与菌落直径比
值（Ｄ／ｄ）随时间延长而增大，菌株 ＦＬ０９０８在４ｄ增幅最大，
在生长到５ｄ时，解磷圈直径与菌落直径比值（Ｄ／ｄ）趋于稳
定，菌株ＦＬ０９０８的Ｄ／ｄ达到最大值１．９６（表２）。
表２　真菌菌株ＦＬ０９０８解磷圈直径与菌落直径比值（Ｄ／ｄ）

时间 Ｄ／ｄ
１ ０
２ ０
３ １．０４
４ １．５２
５ １．９６
６ １．８２
７ １．６６

２．２　发酵培养性状
通过观察结果（表３）显示，菌株ＦＬ０９０８的上清液较为透

明，粗略判断菌株ＦＬ０９０８的解磷能力较强。

表３　真菌菌株ＦＬ０９０８在发酵条件下的性状

特征 性状

颜色 白色

形状 球状

直径 １．０～２．０ｍｍ
黏稠度 有固体黏于瓶壁，难刮下

上清液 白色或淡黄

２．３　培养条件对解磷能力的影响
２．３．１　不同碳源对真菌生长的影响　真菌菌株ＦＬ０９０８在供
试的４种碳源营养条件下均能生长，生长趋势基本一致，但是
对葡萄糖的利用最好，对乳糖的利用最差（图１）。不同碳源不
仅对真菌菌株ＦＬ０９０８的菌落直径影响较大，对菌丝体及菌落
形态同样产生较为显著的影响。在葡萄糖培养基上，菌丝体较

为粗壮，菌落浓密，在培养基背面产生较明显的黑色次生代谢物；

在蔗糖和乳糖培养基上生长出的菌丝比较稀疏，颜色亦较浅。

２．３．２　不同氮源对真菌生长的影响　不同氮源对真菌菌株
ＦＬ０９０８生长的影响较大（图２）。真菌菌株 ＦＬ０９０８在 ＮａＮＯ２
上基本不生长，在其他不同氮源培养基上均能生长。其中在

酵母浸膏上生长过于迅速，在 ＫＮＯ３和 ＮａＮＯ３上能正常生
长。从整个过程来看，真菌菌株ＦＬ０９０８在酵母浸膏培养基上
生长最好，在ＮａＮＯ２培养基上生长最差。不同氮源不仅对真
菌菌株ＦＬ０９０８的菌落直径影响较大，对其菌丝体及菌落形态
同样产生较为显著的影响。真菌菌株 ＦＬ０９０８在酵母浸膏和
ＫＮＯ３培养基上生长出比较浓密的菌丝；在 ＮａＮＯ２培养基上
菌落颜色比较淡，菌落外围形成白色的生长圈，而且菌丝变为

黑色所需时间更长。
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２．３．３　不同温度对真菌生长的影响　真菌菌株ＦＬ０９０８在供
试的４个不同温度条件下均能生长，但在不同温度条件下的
生长状况差异较显著。在培养 ３ｄ内，真菌菌株 ＦＬ０９０８在
３５℃ 条件下生长最快，在２０℃条件下生长最差，在培养３ｄ
后，３５℃条件下的菌落生长速率减慢；生长到４ｄ后，在３０℃
条件下生长最好，在２０℃条件下生长最差（图３）。不同温度
对真菌菌株ＦＬ０９０８的菌丝体及菌落形态影响不显著，在温度
为２５、３０、３５℃条件下菌丝都比较浓密，在２０℃条件下菌落
颜色比较淡。

２．３．４　不同ｐＨ值对真菌生长的影响　真菌菌株 ＦＬ０９０８在
供试的４种ｐＨ值条件下均能生长，在培养３ｄ内，在ｐＨ值为
６时生长最快，菌落直径达到２８ｍｍ；生长到４ｄ时，ｐＨ值为５
时菌落生长速率最快；综合整个过程来看，在ｐＨ值为６时生
长最好，在ｐＨ值为８时生长最差（图４）。ｐＨ值为５、６、７这
３种酸碱度下真菌菌株ＦＬ０９０８的菌落形态基本无显著差异，
菌落浓密；ｐＨ值为８时生长最差，颜色暗淡，菌落稀疏。

２．４　发酵条件研究
菌株ＦＬ０９０８不同试验组发酵液有效磷含量差异较大（表

４）。酸碱度的极差最大，是影响发酵液有效磷含量的关键性因
子，碳氮比极差最小，对发酵液有效磷含量影响较小。根据各

试验因子的平均数可以看出：因素Ａ选择水平３，因素Ｂ选择
水平２，因素Ｃ选择水平１，因素Ｄ选择水平２，为最优组合，即
温度为３５℃，ｐＨ值为７，碳氮比为３５∶１，转速为１３０ｒ／ｍｉｎ。

表４　菌株ＦＬ０９０８不同试验组发酵液有效磷含量

试验组
Ａ：温度
（℃） Ｂ：酸碱度 Ｃ：碳氮比 Ｄ：转速

（ｒ／ｍｉｎ）
有效磷含量

（ｍｇ／Ｌ）
１ ２５ ６ ３５∶１ １００ ２７０．１８０
２ ２５ ７ ２０∶１ １３０ ３２２．４２０
３ ２５ ８ ５∶１ １００－１３０－１００ １５５．１７０
４ ３０ ６ ２０∶１ １００－１３０－１００ ２５４．３１０
５ ３０ ７ ５∶１ １００ ３１６．２６０
６ ３０ ８ ３５∶１ １３０ １９７．１９０
７ ３５ ６ ５∶１ １３０ ３０７．７１０
８ ３５ ７ ３５∶１ １００－１３０－１００ ３４１．１８０
９ ３５ ８ ２０∶１ １００ ２０６．５６０
ｋ１ １６６．１７ １８４．９３ １７９．６８ １７６．２２
ｋ２ １７０．６１ ２１７．７５ １７４．０６ １８３．８５
ｋ３ １９０．１０ １２４．２０ １７３．１４ １６６．８１
Ｒ ２３．９３ ９３．５５ ６．５４ １７．０４

３　结论

筛选获得１株解磷特性比较好的真菌菌株ＦＬ０９０８，对其
解磷能力进行研究，真菌解磷圈直径与菌落直径比值（Ｄ／ｄ）
达到１．９６。

真菌菌株ＦＬ０９０８在供试的４种碳源营养条件下均能生
长，不同碳源条件下差异显著，最适碳源为葡萄糖，而在乳糖

培养基上生长最差；对于所供４种氮源，在酵母浸膏上生长过
于迅速，在亚硝酸钠条件下几乎不生长，最适氮源为酵母浸

膏，硝酸钾次之。

对于所供４种温度，真菌均可生长，菌株 ＦＬ０９０８的最适
温度为３０℃；在所供的４种 ｐＨ值条件下可正常生长，最适
酸碱度为ｐＨ值为６。

对于试验中发酵液条件的优化组合，真菌菌株ＦＬ０９０８最适
解磷条件为：温度３５℃，ｐＨ值７，碳氮比３５∶１，转速１３０ｒ／ｍｉｎ。
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　　摘要：通过设置玉米在不同浓度重金属铜、铅处理下的污染试验，测定玉米冠层在不同浓度重金属铜、铅污染下的
高光谱反射率及其对应玉米叶片中的叶绿素、铜含量，分析玉米叶片中的叶绿素含量与土壤中重金属铜、铅浓度的关

系，受不同浓度重金属铜、铅污染的冠层光谱的一阶、二阶、三阶、四阶微分光谱及其所对应的微分光谱角的区别，以及

微分光谱及其所对应的微分光谱角与叶片中重金属铜含量的相关性。结果表明，玉米叶片中的叶绿素含量与土壤中

Ｃｕ２＋、Ｐｂ２＋含量呈负相关；微分光谱波段位置的微分值和微分光谱角值可明显分辨受不同浓度重金属铜、铅的污染，
微分光谱波段位置的微分值和微分光谱角值与叶片中重金属铜含量有显著相关性。
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通信作者：史钢强，硕士，主要从事高光谱遥感在重金属监测中的应

用等方向的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｇａｎｇｑｉａｎｇ３３４４＠１６３．ｃｏｍ。

　　铜、铅是非常重要的２种重金属元素，在人类生产中有着广
泛应用。然而，当土壤中的重金属元素含量超过一定的浓度后，

就会影响植物生长、污染食物链，进而危害人类健康，因此重金

属污染监测技术一直是环境与安全等学科研究的热点问题。

使用传统常规的化学分析方法进行重金属污染监测具有测量

范围小、费用高、等待时间长、监测用工多等缺点，而高光谱遥

感的植物光谱监测技术具有视野宽、测量信息广、监测速度快、

对地面植被无破坏、能够实现实时动态监测等诸多优点［１－２］。

基于高光谱遥感的重金属污染监测可以应用植被光谱维

特征提取模型［３－４］、反射率面积［５］、红边蓝移［６］、归一化植被

指数［７］、光谱角［４］、微分光谱［８］等理论方法，其中微分光谱具

有减弱大气效应的优点，更能反映植被光谱的本质特征。刘

厚田等运用水稻３５０～７４０ｎｍ波段的一阶、二阶微分分析了
土壤中过量铜对水稻叶片光谱反射特性的影响［９］；吴长山等

利用导数光谱数据对叶绿素密度进行估计并取得一定的效

果［１０］；王秀珍等研究了３３３～１０５６ｎｍ水稻微分光谱并得出
微分光谱在消除土壤背景信息方面的影响和对混合光谱分解

方面更加有效［８，１１］；王维等利用一阶微分模型与反射率模型、

倒数对数模型精度的对比，得出一阶微分高光谱反演模型具

有较好的快速估算土壤中重金属铜含量潜力的结论［１２］。微

分光谱在高光谱分析中非常有效，精度也相对较高，但之前微

分光谱的研究主要关于土壤和水稻，对我国广泛种植的玉米

在重金属污染方面的研究甚少，并且应用波段区间不全，未对

微分光谱充分研究。因此，本研究进行不同浓度铜、铅污染的

玉米盆栽试验，将微分光谱应用在受铜、铅污染的玉米冠层光

谱上，充分应用３５０～２５００ｎｍ之间的微分光谱，并将微分光
谱与光谱角结合，研究重金属铜、铅对玉米的污染，以期为通

过监测玉米光谱监测重金属污染提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
试验对象为中糯１号玉米，其铜、铅重金属胁迫的分析纯

试剂分别为ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、Ｐｂ（ＮＯ３）２。
光谱测量等试验仪器包括：光谱范围为３５０～２５００ｎｍ

的ＳＶＣＨＲ－１０２４Ｉ高性能地物光谱仪；ＳＰＡＤ－５０２叶绿素含
量测定仪；ＷＦＸ－１２０原子吸收分光光度计。
１．２　试验方法
１．２．１　植物培养　选取中糯１号玉米种子作为试验种子进
行培育，试验采用不透水、有底漏的花盆进行培育。２０１４年５
月６日对玉米种子进行催芽；５月８日将玉米种子分别种在
含有ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、Ｐｂ（ＮＯ３）２的盆栽土壤中；５月９日出苗
后浇灌营养液 ＮＨ４ＮＯ３、ＫＨ２ＰＯ４、ＫＮＯ３。试验分别设置 ０、
２５０、５００μｇ／ｇ铜、铅的３个污染梯度，每个浓度均设置３组平
行试验（铜、铅共用０μｇ／ｇ污染试验），共１５盆盆栽。在培育
期玉米每天进行换气通风，定期浇水。
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