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１株溶磷细菌 Ｐ０４１７的溶磷机制
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　　摘要：以Ｃａ３（ＰＯ４）２为磷源，研究溶磷细菌伯克霍尔德氏菌Ｐ０４１７产生的有机酸和磷酸酶对其溶磷效果的影响，

探讨溶磷细菌Ｐ０４１７的溶磷机制。结果发现，溶磷细菌Ｐ０４１７液体摇瓶培养５ｄ后，溶磷量达５０３．５３μｇ／ｍＬ；溶磷细
菌Ｐ０４１７产生的有机酸包括草酸、酒石酸、苹果酸、丙酸、乙酸、柠檬酸、琥珀酸，浓度总量达４２０．５９ｍｇ／Ｌ；有机酸的溶
磷量为４９３．８９μｇ／ｍＬ，磷酸酶粗酶液的溶磷量为１８．３７μｇ／ｍＬ。结果表明，溶磷细菌Ｐ０４１７的溶磷机制主要是通过分
泌有机酸进行溶磷的。
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　　磷在农业中起重要的作用，但也是农业生产中重要的限
制因素之一。磷在土壤中的存在形式主要以难溶性磷酸盐为

主，不易被作物吸收，因此无法满足一般作物的生长需求。在

碱性土壤中，难溶性磷盐主要为Ｃａ３（ＰＯ４）２，酸性土壤中主要
的磷盐为ＦｅＰＯ４、ＡｌＰＯ４

［１－２］。土壤中的一些微生物具有溶解

难溶性磷酸盐的活性，主要包括细菌、真菌、放线菌等［３］。不

同的微生物溶磷能力有较大的差异，其溶磷量在 １４２１～
６４３．２μｇ／ｍＬ之间［４－６］。土壤溶磷微生物不仅可以提高植物

对磷的利用效率，改善植物营养条件，增加抗病能力［７］；而且

还可以改善土壤结构，提高有机质含量，改良盐碱地，对培育

和充分发挥土壤生态肥力、保持农业生态环境的平衡等均具

有极其重要的作用［８］。

有关溶磷微生物的研究和应用已有多年，但其溶磷机理

还不十分清楚，从而极大地限制了溶磷微生物的生产应

用［９］。笔者所在的课题组前期已经从桂花树根际土壤中筛

选出 １株具有溶磷功能的细菌，经鉴定为德克霍尔德氏菌
Ｐ０４１７，本研究从该溶磷菌对 Ｃａ３（ＰＯ４）２的溶磷作用出发，探
讨溶磷菌产生的有机酸和磷酸酶对溶磷量的影响，完善溶磷

菌的溶磷机理，为提高溶磷菌对难溶性磷的利用效率、开发溶

磷微生物肥料等提供参考。

１　材料与方法

１．１　菌株来源
菌株Ｐ０４１７由笔者所在的实验室自行筛选，鉴定为德克

霍尔德氏菌。

１．２　培养基
ＰＫＯ培养基：１０ｇＣａ３（ＰＯ４）２，１０ｇ葡萄糖，０．３ｇＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ，０．３ｇＮａＣｌ，０．３ｇＫＣｌ，０．０３ｇＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．０３ｇ

ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ，０．５ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４，ｐＨ值７．０～７．２，１０００ｍＬ
水。Ｃａ３（ＰＯ４）２单独灭菌后加入。
１．３　主要试剂及配制方法

供液相分析用有关试剂均为分析纯，流动相水为娃哈哈

纯净水。

供液相分析用标准样品的配制：０．０１ｍｇ／ｍＬ酒石酸，
０．１ｍｇ／ｍＬ草酸，０．００５ｍｇ／ｍＬ苹果酸，０．０２ｍｇ／ｍＬ柠檬酸，
０．０００５ｍｇ／ｍＬ乙酸，０．０１ｍｇ／ｍＬ丙酸，０．００２５ｍｇ／ｍＬ琥
珀酸。

改进的通用缓冲试剂（ＭＵＢ）储备液的配制：１２．１ｇ三羟
甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ），１１．６ｇ顺丁烯二酸，７ｇ柠檬酸和６．３ｇ
硼酸于４８８ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液中，用水稀释至１Ｌ，储存
于冰箱中。

改进的通用缓冲试剂（ＭＵＢ）的配制：取２００ｍＬＭＵＢ储
存液于５００ｍＬ烧杯中，用０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ滴定到溶液中使ｐＨ
值为６．５，再用水定容至１Ｌ。用０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ滴定另一
份２００ｍＬＭＵＢ储备液使其ｐＨ值为１１，然后用水定容至１Ｌ。
０．０２５ｍｏｌ／Ｌ对硝基苯磷酸二钠溶液的配制：溶解

０．６３０ｇ对硝基苯磷酸二钠于４０ｍＬ改进的通用缓冲液中，缓
冲液ｐＨ值为６．５时用于检测酸性磷酸酶，ｐＨ值为１１时用于
检测碱性磷酸酶，用相同ｐＨ值的ＭＵＢ储备液将溶液稀释到
５０ｍＬ，放置冰箱中，现配现用。
１．４　有机酸的测定

液相色谱分离条件：色谱柱为 ＨｙｐｅｒｓｉｌＣ１８（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ）；流动相为０．０２ｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４缓冲溶液—甲醇溶
液（９８％ ∶１％），用１ｍｏｌ／Ｌ磷酸调节ｐＨ值至２．６，紫外检测
波长２１０ｎｍ；进样量１０μＬ，流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为室温。
１．４．１　有机酸标准品的定性定量测定　将７种有机酸标准
品按上述色谱分离条件在高效液相色谱上样，分别得出其出

峰时间。并将不同浓度的有机酸标准液进样，以峰面积为纵

坐标，以有机酸浓度作为横坐标绘制标准曲线对其定量分析。

１．４．２　发酵液中有机酸的定性定量测定　将菌株用 ＬＢ液
体培养基制成菌悬液（浓度约为１０亿个／ｍＬ，即波长６００ｎｍ，
Ｄ值１．０），按菌悬液与ＰＫＯ液体培养基比例为１∶１００接种，
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即每１００ｍＬ培养基接菌悬液１ｍＬ，以不接菌空白 ＰＫＯ液体
培养基为对照，在２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床培养１２０ｈ。
取发酵液２ｍＬ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心，再经０．２２μｍ滤膜真空抽
滤后上液相色谱，将其图谱与标准样品图谱进行比对。

１．４．３　有机酸对磷酸钙的溶解作用　人工模拟配制菌株
Ｐ０４１７发酵产生的有机酸，即向与发酵液相同浓度的有机酸
混合溶液加入与培养基同质量的 Ｃａ３（ＰＯ４）２于三角瓶中，与
接菌的培养基在相同条件下培养１２０ｈ，做３组平行试验，以
不加有机酸溶液为空白对照组，测定溶磷量［１０－１１］。

１．５　磷酸酶活性测定
１．５．１　发酵液中磷酸酶活性的测定［１２］　标准曲线的绘制：
取６支试管，依次吸取ｌｇ／Ｌ标准对硝基酚溶液０、１、２、３、４、
５ｍＬ分别装于试管中，用无菌水定容至５ｍＬ，在每个试管中
再加入１ｍＬ０．５ｍｏｌ／Ｌ氯化钙和４ｍＬ０．５ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠，
振荡后过滤，测定４２０ｎｍ条件下滤液吸光度。以１ｈ１Ｌ发
酵液中作用于底物并释放出产物的微摩尔数称为１个酶活力
单位，记为μｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）。

吸取１ｍＬ发酵液，加入４ｍＬｐＨ值为６．５的ＭＵＢ，再加
ｌｍＬ０．０２５ｍｏｌ／Ｌ对硝基苯磷酸二钠溶液，振荡几秒钟。塞
住瓶塞，３７℃条件下培养ｌｈ后，加入１ｍＬ０．５ｍｏｌ／Ｌ氯化钙
和４ｍＬ０．５ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠，振荡后用折叠滤纸过滤悬液。
将澄清滤液在４２０ｎｍ比色。此为酸性磷酸酶活性测定方法，
碱性磷酸酶时所用ＭＵＢ试剂ｐＨ值为１１。
１．５．２　发酵液中磷酸酶对磷酸钙的溶解作用
１．５．２．１　磷酸酶粗酶液的制备及分离纯化　按“１．４．２”节
的方法接菌振荡培养７２ｈ，并参照黄毅等的方法［１３－１４］略加修

改，取发酵液过滤后滤液在 ４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心
２０ｍｉｎ，收集上清液；向其中加入硫酸铵至４０％饱和度，４℃
静置３ｈ后，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心３０ｍｉｎ，收集上清
液；再向其加入硫酸铵至 ７０％饱和度，４℃条件下盐析 ３ｈ
后，在４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心３０ｍｉｎ，收集沉淀；沉淀
用含０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－Ｈｃｌ缓冲液（ｐＨ值
为８．６）溶解后超滤，虑管通过离心力使有机酸等小分子通
过，大分子蛋白截留得到粗酶液。

１．５．２．２　粗酶液对磷酸钙的溶解作用　加入１％磷酸钙到
粗酶液中，测定溶磷量。

２　结果与分析

２．１　溶磷细菌分泌产生的有机酸的种类及其溶磷效果
２．１．１　有机酸标准品的高效液相色谱图　７种有机酸的出
峰时间分别是草酸 ５．２０１ｍｉｎ，酒石酸 ６．４２０ｍｉｎ，苹果酸
８５１０ｍｉｎ，丙酸 １０．４８６ｍｉｎ，乙酸 １１．３０１ｍｉｎ，柠檬酸
１５．２５０ｍｉｎ，琥珀酸１８．４４５ｍｉｎ（图１）。
２．１．２　发酵液中有机酸的色谱图　与标准样品色谱图的出
峰时间进行比对后，发现不接菌空白样品的色谱图中只有草

酸、酒石酸、苹果酸和乙酸存在，且含量较少，未见丙酸、柠檬

酸和琥珀酸。而接菌的样品发酵液色谱图中７种有机酸均存
在，而且草酸的含量明显增高（图２、图３）。
２．１．３　菌株产有机酸的质量浓度　分别将不同浓度的有机
酸标准液进样，以峰面积为纵坐标，以有机酸浓度作为横坐标

绘制标准曲线（表１），通过比对相应有机酸标准曲线得到该

表１　有机酸标准曲线的回归方程和线性范围

有机酸 回归方程 相关系数
线性范围

（ｍｇ／ｍＬ）

酒石酸 ｙ＝２．９×１０６ｘ－６２４８．４ ０．９９６０ ０．０１～０．０６
草酸 ｙ＝１．３×１０７ｘ＋２．１×１０５ ０．９９６９ ０．１～０．６
苹果酸 ｙ＝１．２×１０６ｘ－１６４．６７ ０．９９８１ ０．００５～０．０３
柠檬酸 ｙ＝１．５×１０６ｘ＋２０２９．８ ０．９９９８ ０．０２～０．０７
乙酸 ｙ＝７．８×１０８ｘ＋８６７０．８ １．００００ ０．０００５～０．００３
丙酸 ｙ＝１．４×１０６ｘ－３７９．４４ ０．９９９９ ０．０１～０．４
琥珀酸 ｙ＝７．５×１０５ｘ－３２３．０７ ０．９９９８ ０．００２５～０．０１５

样品产有机酸的浓度（表２）。
　　菌株Ｐ０４１７的发酵液中，不仅有机酸的种类增多，而且含
量也增加。发酵液中有机酸的浓度最终可达４２０．５９ｍｇ／Ｌ，
约是空白对照组的１０倍，其中草酸和琥珀酸的增加量最多
（表２）。
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表２　细菌发酵液中有机酸浓度

菌株
有机酸浓度（ｍｇ／Ｌ）

草酸 酒石酸 苹果酸 丙酸 乙酸 柠檬酸 琥珀酸 总计

Ｐ０４１７１７３．２ １２．１ ６．５ １１．５ ０．１９ ３５．７ １８１．４４２０．５９
对照 ３０．４ ３．８６ １５．３ ０ ０．０１９ ０ ０ ４９．５７９

２．１．４　有机酸对磷酸钙的溶解作用　在不接溶磷菌条件下，
向培养基中加入同种浓度的７种有机酸混合液，得出７种有
机酸混合液的溶磷量是４９３．８９μｇ／ｍＬ，而溶磷菌 Ｐ０４１７的溶
磷量为５０３．５３μｇ／ｍＬ（表３），说明溶磷菌的溶磷作用可能存
在多种机制，而有机酸的螯合作用是溶磷菌 Ｐ０４１７溶磷的主
要途径。

表３　溶磷菌Ｐ０４１７与７种有机酸对磷酸钙的溶解效果比较

处理 溶磷量（μｇ／ｍＬ）
接菌 ５０３．５３±２．５ａ
未接菌 １０．７０±０．２ｃ

加入有机酸混合液 ４９３．８９±７．８ｂ

　　注：表中数据为３个重复的平均值，数值后不同小写字母表示不
同处理间在０．０５水平上差异显著。

２．２　溶磷细菌分泌产生的磷酸酶活性及其溶磷效果
２．２．１　发酵液中磷酸酶活性的测定　在相同条件下同时测
定１２０ｈ内发酵液中酸性磷酸酶活力的变化和碱性磷酸酶活
力的变化，发现酸性磷酸酶活力随时间变化而不断变化，且在

７２ｈ时达到最高，达２１８６μｍｏｌ／（Ｌ·ｈ），碱性磷酸酶活性也
随时间变化，且在７２ｈ时达到最高，为２５７１μｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）。
此外，在以磷酸钙为单一磷源的培养基中，碱性磷酸酶的活力

明显高于酸性磷酸酶的活力（图４）。

２．２．２　发酵液中磷酸酶对磷酸钙的溶解作用　提取溶磷细
菌Ｐ０４１７代谢产生的磷酸酶粗酶液，加入一定量磷酸钙反应
后测其溶磷量为１８．３７μｇ／ｍＬ。说明磷酸酶也会产生一定的
溶磷效果，但这种作用不是溶磷菌产生溶磷作用的主要原因。

３　结论与讨论

２０世纪初，人们就开始研究土壤微生物与磷转化之间的
关系，利用土壤溶磷菌降解土壤中丰富的难溶性磷源具有广

阔的应用前景。目前，有关溶磷的研究多集中在菌株筛选及

应用效果等方面，有关溶磷机制的研究仍比较薄弱，樊磊等认

为微生物对土壤溶磷的机理涉及有机酸、质子和酶解等作

用［１５］。关于有机酸溶磷的观点认为，在微生物代谢过程中分

泌的各种小分子量有机酸能与复合磷酸盐中的钙、铁和铝螯

合释放出磷酸根形成稳定的可溶性复合物而被植物体吸收利

用［１６］。关于质子溶磷的观点认为，微生物在代谢活动中产生

大量的质子可以与磷酸盐发生交换，使酸度提高，从而使磷矿

粉溶解［１７］。关于磷酸酶溶磷的观点是指，溶磷微生物分泌的

磷酸酶能够溶解无机难溶磷［１８］。也有研究报道有的菌株同

时存在这几种溶磷机制［１９］。Ｎａｒｓｉａｎ等认为溶磷的最主要原
因是溶磷微生物能够产生大量的有机酸及磷酸酶等［２０］。

本试验对溶磷微生物分泌的有机酸及产生的磷酸酶进行

了研究。通过液相色谱对发酵液分析后得出该微生物产生了

草酸、酒石酸、苹果酸、丙酸、乙酸、柠檬酸、琥珀酸等多种有机

酸，总浓度达 ４２０．５９ｍｇ／Ｌ，其中草酸和琥珀酸的分泌量最
多。有机酸对Ｃａ３（ＰＯ４）２的溶解量为４９３．８９μｇ／ｍＬ，而溶磷
菌的溶磷量为５０３．５３μｇ／ｍＬ，说明该微生物的溶磷作用主要
来源于有机酸的分泌，这与 Ａｇｎｉｈｏｔｒｉ的研究结果［２１］基本一

致。这些酸一方面使培养液的 ｐＨ值下降，另一方面还与
Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋、Ａｌ３＋等离子以多种形式结合，使难溶
性磷释放出来［２２］。溶磷过程中磷酸酶的活力随时间的变化

先增强后减弱又增强，说明磷酸酶活力与溶磷量无关，Ｐａｔｇｉｒｉ
等的研究结果也表明高效溶磷菌株的溶磷量与磷酸酶的活力

无关，而与蛋白质的分泌量有关［２３］。提取发酵粗酶液进行溶

磷效果分析时发现，微生物分泌的磷酸酶也具有一定的溶磷

效果，但溶磷量只有１８．３７μｇ／ｍＬ。因此，在溶磷菌的溶磷作
用中，溶磷菌分泌的有机酸主要起溶磷作用。

在细菌Ｐ０４１７代谢过程中，草酸和琥珀酸的浓度相对较
高，但菌体溶磷作用是否与这２种酸的产生有关需要进行进
一步研究。Ｄｅｕｂｅｌ等指出，溶磷细菌分泌的有机酸种类和数
量并不是一成不变的，随着外界碳源的改变，培养液中有机酸

种类和含量都会发生变化［２４］，今后有必要在这方面开展深入

研究。
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贡湖壬子港藻体堆积下黑水团发生风险研究

邱　阳１，苗作云２，刘学芝３

（１．江苏省环境科学研究院，江苏南京２１００２９；２．黄河科技学院，河南郑州４５００６３；３．国环宏博（北京）节能环保科技有限公司，北京 １０００３５）

　　摘要：利用室内实验装置，通过分别添加２０００、５０００、８０００ｇ／ｍ２藻细胞以模拟高、中、低３种藻华聚集密度水体，
研究不同藻华细胞聚集模拟水体发生黑水团的风险。结果表明，试验３ｄ，上覆水体中溶解氧含量降低到２ｍｇ／Ｌ以
下，高藻华聚集模拟水体中的ＮＨ＋４ －Ｎ含量增加到１４ｍｇ／Ｌ以上，ＰＯ

３－
４ －Ｐ含量增加到０．２０ｍｇ／Ｌ，总氮、总磷含量分

别高达１５、２．０ｍｇ／Ｌ；水体中叶绿素含量呈现快速下降趋势，３ｄ后含量下降为１５００ｍｇ／ｍ３；水体浑浊度增加，ＣＯＤＭｎ
含量从５０ｍｇ／Ｌ快速上升为１２０ｍｇ／Ｌ，大量藻细胞聚集，出现快速死亡，藻华聚集区出现黑水团现象。
　　关键词：藻华聚集；黑水团；风险；上覆水；溶解氧；贡湖
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作者简介：邱　阳（１９７９—），女，硕士，工程师，主要从事环境监测、环
境工程和环境科研等工作。Ｅ－ｍａｉｌ：４９４８９２０９＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：刘学芝，硕士，工程师，主要从事环境监测及环境影响评价

等工作。Ｅ－ｍａｉｌ：３９５５５２４４３＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　近年来，不少水体因藻华堆积使氮磷过量累积而引起水
体富营养化，导致水体发生质的变化，发生“水体黑臭”现象。

２００７年５月，因藻华聚集造成无锡贡湖水厂取水口水质恶化
而发生饮用水供应危机，引起国内外广泛关注［１］。２００８年以
来，太湖多次发生这种现象，主要分布在太湖的竺山湖和西部

的部分沿岸水域，且发生面积远大于２００７年，对当地生产和
生活用水造成极大影响［２－３］。近１０年来，随着湖泊富营养化
程度的加剧，水污染现象频发，甚至已严重威胁到城市供水，

“水体黑臭”成为继藻类暴发现象后又一类湖泊灾害问

题［４－６］。因此，弄清湖泊中水体黑臭发生的原因和风险，对治

理太湖水环境问题是非常迫切和重要的。

“水体黑臭”是一种俗称，在湖泊中又称黑水团、湖泛等，

与周边正常水体颜色在视觉感官上有明显不同，水体黑色，边

缘清晰可辨，且多伴有臭味，水域明显缺氧，溶解氧含量多在

０～４ｍｇ／Ｌ之间，化学需氧量、氨氮、硫化物和异味物质等含
量高，有底泥参与、可移动，事发水面多无藻类聚集等。目前，

河道黑臭的发生原因已较为清楚，有关湖泊黑水团问题至今

没有定论。

湖泊主要指太湖、巢湖等，黑水团发生的原因当前主要有

４种观点，即藻源说、泥源说、河源说和混合源说。藻源说指
黑臭的发生是由于藻类聚集后死亡，沉降于湖底并分解而导

致缺氧；泥源说指湖底底泥中因富含有机质，水温上升等外在

因素作用下，底泥中微生物对有机质分解速度加剧，产生分解

不完全的产物，连同因缺氧环境产生的硫化物随挥发性气体
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