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　　摘要：对前期从盐碱土壤中筛选到的１株溶磷菌株ＹＪＣ１９进行分子生物学鉴定，探讨分析菌株的耐盐特性及不同
培养条件对其溶磷能力的影响，以期为其在盐碱地改良中的应用提供理论参考，为进一步开发耐盐溶磷微生物菌肥提

供种质资源。通过形态观察和系统发育树分析对溶磷菌株进行鉴定，通过不同盐浓度ＰＤＡ培养基对菌株生长影响判
断其耐盐特性，采用钼锑抗比色法测定菌株ＹＪＣ１９在不同磷源［Ｃａ３（ＰＯ４）２、ＡｌＰＯ４、ＦｅＰＯ４］、盐浓度（０、２．５％、５５％、

７．５％）、初始ｐＨ值（５．５、６．５、７．５、８．５）液体培养条件下的溶磷量。结果表明，菌株 ＹＪＣ１９鉴定为黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｎｉｇｅｒ），可耐受盐浓度高达１５．０％，在盐浓度为０～７．５％培养基中生长良好。菌株ＹＪＣ１９具有较强的溶磷能力，对磷
酸钙的溶解能力远大于磷酸铝和磷酸铁，溶磷量为１７４１．５９ｍｇ／Ｌ；随着盐浓度的提高，菌株 ＹＪＣ１９溶磷能力降低，
２５％盐浓度处理组的溶磷量与无盐对照组差异不显著。菌株 ＹＪＣ１９在 ｐＨ值５．５～８．５范围内均可正常生长，初始
ｐＨ值为６．５时其溶磷量最高。不同环境条件的无机磷液体培养中，溶磷量与 ｐＨ值均呈显著负相关，初步判断菌株
ＹＪＣ１９溶磷机制为酸溶磷。菌株ＹＪＣ１９是１株耐盐碱性较强的高效溶磷真菌，为其应用于盐碱土改良提供了保证，可
为北方盐碱土壤修复改良提供优质种质资源，具有良好的开发与应用潜力。
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　　在农业生产中，磷肥施入土壤，约有８０％的磷
被土壤中铝、铁、钙等阳离子吸附固定，导致土壤中

有效磷含量较低，磷已成为影响植物产量的养分限

制因素之一［１］。化肥过量施用不利于农业可持续

健康发展，研究表明，溶磷微生物可以活化土壤中

的不溶性磷，进而促进植物生长，利用微生物提高

土壤中磷的利用率已成为目前研究的热点［２－３］。目

前已报道的多数溶磷菌都不耐盐碱，在高盐碱环境

中溶磷能力有限，不适合在盐碱地施用。盐碱地的

改良修复是亟需解决的问题，利用微生物改良盐碱

土壤既节本增效，又可促进农业环境生态健康发

展。本试验从河北滨海盐生植物根际土壤中筛选

获得了１株高效溶磷耐盐真菌，对其耐盐能力及在
不同培养环境溶磷特性进行初步分析，以期丰富盐

碱地改良菌种资源库，为在盐碱地实际应用中提高

盐渍土不溶性磷的利用效率提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
试验于２０２１年３—５月在河北省农业生态安全

重点实验室完成。试验菌株：解磷真菌ＹＪＣ１９（由领
先生物农业股份有限公司微生物实验室从曹妃甸

盐地碱蓬根际土壤中筛选分离得到）。

１．２　培养基
含盐ＰＤＡ培养基：以马铃薯葡萄糖琼脂培养

基［４］为基础，分别添加 ０、２．５％、５．５％、７．５％、
１００％、１５．０％ ＮａＣｌ。

含盐无机磷液体培养基：在解磷液体培养基［５］

的基础上添加２．５％、５．５％、７．５％ ＮａＣｌ。
１．３　溶磷菌的鉴定
１．３．１　形态学观察　参照文献［６－７］，对溶磷菌
株 ＹＪＣ１９的菌落和分生孢子进行观察及鉴定。
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１．３．２　菌株分子鉴定　参考文献［８］对溶磷菌株
ＹＪＣ１９进行基因组 ＤＮＡ提取并构建系统发育树。
将测序得到的内源转录间隔区（ＩＴＳ）序列在 ＮＣＢＩ
网站 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）中使用
ＢＬＡＳＴ比对后，使用 ＭＥＧＡ６．０软件 Ｃｌｕｓ－ｔｒａｌＷ
进行聚类分析，以 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建分子系
统发育树，结合形态鉴定，确定各菌株的亲缘关系

及分类地位。

１．４　溶磷菌株ＹＪＣ１９耐盐能力探究
参考文献［９］测定菌株 ＹＪＣ１９的耐盐能力，用

接种环挑取菌株 ＹＪＣ１９的菌丝１环于含盐 ＰＤＡ固
体培养基中，３０℃培养７ｄ，观察菌株生长情况。
１．５　不同培养条件对菌株ＹＪＣ１９溶磷能力的影响

分别改变原有无机磷培养基中磷源［Ｃａ３
（ＰＯ４）２、ＡｌＰＯ４、ＦｅＰＯ４］、盐浓度（２５％、５．５％、
７５％）、初始 ｐＨ值（５．５、６．５、７．５、８５）等，在
１００ｍＬ无机磷液体培养基中接种１０８ＣＦＵ／ｍＬ菌株
ＹＪＣ１９孢子悬液１ｍＬ，２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培
养５ｄ［１０］，每隔２４ｈ取２ｍＬ发酵液，测定上清液中
有效磷的含量和ｐＨ值，以不接菌种处理为对照。
１．６　数据分析

采用Ｅｘｃｅｌ２０１０、ＳＰＳＳ２５、Ｏｒｉｇｉｎ８．０和 ＭＥＧＡ
６．０软件进行数据统计与分析。

２　结果与分析

２．１　溶磷菌株ＹＪＣ１９分类学鉴定
２．１．１　形态学特征　菌株 ＹＪＣ１９的菌落颜色先呈
黄白后变黑。分生孢子梗长度不同，分生孢子头呈

放射状，黑褐色，分生孢子呈褐色，球形。将纯化的

菌株ＹＪＣ１９接种到无机磷固体培养基中，观察菌株
的溶磷效果，如图１所示，培养５ｄ后，菌株 ＹＪＣ１９
周围的Ｃａ３（ＰＯ４）２已经明显被溶解并形成了透明
的溶磷圈。

２．１．２　菌株分子鉴定　利用 ＩＴＳ通用引物 ＩＴＳ１和
ＩＴＳ４有效扩增出 ６０３ｂｐ的片段。测序结果在
ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ上进行比较。利用
ＢＬＡＳＴ软件构建系统发育树，利用 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－
Ｊｏｉｎｉｎｇ方法构建系统发育树。从图２可以看出，菌
株ＹＪＣ１９与已报道的黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）在分
类学生态学中亲缘关系最密切，同源性较高。结合

形 态 分 析 鉴 定 菌 株 ＹＪＣ１９为 黑 曲 霉 （Ａ．
ｎｉｇｅｒ）ＹＪＣ１９。
２．２　溶磷菌株ＹＪＣ１９的耐盐能力

培养７ｄ后，与对照组（无盐培养基）相比，盐含
量为１５．０％的培养基中，菌株ＹＪＣ１９有被抑制的趋
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势，长势较弱；盐含量为１０．０％时，菌株可生长。可
见，菌株 ＹＪＣ１９可耐受高达１５．０％的 ＮａＣｌ（表１）。
目前研究的耐盐解磷菌主要为江红梅等筛选得到

的草酸青霉 Ｍ２，最高可耐受７％的盐浓度［４］；范延

辉等筛选的草酸青霉 ＰＳＦ２最高可耐受盐浓度阈值
为１２．５％［１１］；而本研究中菌株 ＹＪＣ１９可耐受高达
１５．０％的盐浓度。菌株 ＹＪＣ１９生长能力随盐胁迫
的增加而降低，其原因可能是高盐浓度下细胞内

Ｎａ＋浓度较低，以此来免受毒害［１２］，大量的能量用

来调整自身的代谢途径以及适应环境，用于生长繁

殖的能量相对减少，所以自身生长受到影响。

表１　不同盐浓度下菌株生长状况

氯化钠浓度

（％） ＹＪＣ１９生长状况

０ ＋＋＋

２．５ ＋＋＋

５．５ ＋＋

７．５ ＋＋

１０．０ ＋

１５．０ ｗ

　　注：＋＋＋说明菌株长势快；＋＋说明菌株生长较慢；＋说明菌株

可生长；ｗ说明菌株生长较弱。

２．３　不同培养条件对其溶磷效果的影响
２．３．１　不同磷源对菌株 ＹＪＣ１９溶磷能力的影响　
由图３可知，菌株 ＹＪＣ１９对３种磷酸盐的溶解能力
总体表现为 Ｃａ３（ＰＯ４）２ ＞ＦｅＰＯ４ ＞ＡｌＰＯ４。培养
１４４ｈ，３种磷化合物培养液中有效磷含量均呈先升
后降再趋于稳定的趋势。以Ｃａ３（ＰＯ４）为磷源时，培
养液中有效磷含量在４８～７２ｈ内快速增加，９６ｈ时
达到峰值（１７４１．５９ｍｇ／Ｌ），此后平缓减少，同一培
养时间内它的有效磷含量显著高于其他２种磷源。
磷源为 ＡｌＰＯ４ 时，在 ７２ｈ时有效磷含量最高
（４０３３３ｍｇ／Ｌ）；磷源为ＦｅＰＯ４时，在９６ｈ时有效磷
含量最高（６９３．７５ｍｇ／Ｌ）。　

２．３．２　不同ＮａＣｌ浓度对菌株ＹＪＣ１９溶磷能力的影
响　在不同盐浓度的无机磷液体培养基中，菌株
ＹＪＣ１９对磷酸三钙的溶解能力存在显著差异（Ｐ＜
０．０５），总体表现为随着盐浓度的提高，菌株 ＹＪＣ１９
的溶磷能力降低。盐浓度为 ２．５％时，菌株 ＹＪＣ１９
溶磷能力仅次于对照组；盐浓度为７．５％时，溶磷能
力最差。１４４ｈ培养期间，菌株 ＹＪＣ１９对磷酸钙的
溶磷量变化如图４所示，不同盐浓度对菌株 ＹＪＣ１９
溶磷能力的影响基本表现一致，溶磷量达到峰值的

培养时间不同，盐浓度为２．５％和５．０％时溶磷量随
培养时间的延长逐渐提高而后下降。盐浓度为

２５％时，前１２０ｈ溶磷量逐渐增加，１２０ｈ时达到峰
值（１７１９．４８ｍｇ／Ｌ）；盐浓度为５．０％时，９６ｈ溶磷
量达到峰值（７９０．８３ｍｇ／Ｌ）；盐浓度为７．５％时，溶
磷量变化曲线呈“Ｓ”形，７２ｈ时溶磷量达到峰值
（４９７０８ｍｇ／Ｌ），随后溶磷量略有降低再升高后趋
于平稳趋势。

２．３．３　不同初始 ｐＨ值对菌株 ＹＪＣ１９溶磷能力的
影响　如图５显示，菌株 ＹＪＣ１９在 ｐＨ值５．５～８．５
范围内均可正常生长，但溶磷特性不同，处理组间

差异极显著（Ｐ＜０．０１）。各处理组溶磷量出现峰值
的时间不同，溶磷量峰值排序为６．５＞７．５＞５．５＞
８．５。初始 ｐＨ值为 ６．５时，溶磷量峰值达到
１７４１．７１ｍｇ／Ｌ，分别比 ｐＨ值为５．５、７５、８．５处理
组增加 ２９．４５％、９．３８％、４６．２６％，表明培养菌株
ＹＪＣ１９的培养基最适初始ｐＨ值为６．５。
２．４　菌株ＹＪＣ１９溶磷能力与ｐＨ值的关系

将菌株ＹＪＣ１９接种到不同环境条件的无机磷
液体培养基中，总体来看，培养液的 ｐＨ值在培养
１４４ｈ内均逐渐降低，在 ４８～７２ｈ迅速降低，均在
１２０ｈ后逐渐平缓（图６）。不同磷源［Ｃａ３（ＰＯ４）２、
ＡｌＰＯ４、ＦｅＰＯ４）培养液在１４４ｈ内溶液 ｐＨ值从７．０
分别下降到２．３３、３．９６、３．０２；不同盐浓度（２．５％、
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５．５％、７．５％）培养液在１４４ｈ内溶液 ｐＨ值从７．０
分别下降到２．６５、３．５６、３．９８；不同初始ｐＨ值（５．５、
６５、７．５、８．５）培养液在１４４ｈ内溶液 ｐＨ值分别下
降到２．２１、２．４８、２．７５、３．６１。培养液 ｐＨ值变化范
围在２．０～８．５之间，在此范围内菌株均能正常生

长，这表明菌株ＹＪＣ１９具有广泛的酸碱适应性。
　　对溶磷量与 ｐＨ值数据进行 Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分
析，不同环境的无机磷液体培养液中溶磷量与 ｐＨ
值两者均呈负相关（图７）。菌株ＹＪＣ１９在难溶磷源
［Ｃａ３（ＰＯ４）２、ＡｌＰＯ４、ＦｅＰＯ４］培养液中的溶磷量与
ｐＨ值的相关系数分别为 －０．８８６（Ｐ＜０．０５）、
－０．８１５（Ｐ＜００５）、－０．９０３（Ｐ＜０．０５）；不同盐
浓度（２．５％、５５％、７．５％）培养液中的溶磷量与
ｐＨ值的相关系数分别为 －０．９７６（Ｐ＜０．０１）、
－０．９５２（Ｐ＜００１）、－０．８２９（Ｐ＜０．０５）；不同初
始ｐＨ值（５．５、６．５、７．５、８．５）培养液中的溶磷量与
ｐＨ值的相关系数分别为 －０．８９４（Ｐ＜０．０５）、
－０．８１２（Ｐ＜００５）、－０．８１８（Ｐ＜０．０５）、－０．９７８
（Ｐ＜０．０１）。这可能是因为 ＹＪＣ１９菌体适应环境
后，不断产生释放酸性代谢产物，随着溶磷量的增

加，培养液ｐＨ值下降，这表明将菌株 ＹＪＣ１９作为微
生物菌剂应用于盐碱土中，不仅能增加盐碱土中可

溶磷的含量，也可以改善盐碱土的酸碱环境。

３　结论与讨论

研究表明，溶磷真菌比溶磷细菌具有更高的溶

磷能力［１３］，从高盐环境中筛选分离得到的溶磷真菌

主要 局 限 于 青 霉 属 （Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）［１４］、曲 霉 属
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）［１５－１６］等。本研究所用的菌株是１株从
盐地碱蓬根际土中分离得到的溶磷真菌，鉴定为黑

曲霉（Ａ．ｎｉｇｅｒ），命名为ＹＪＣ１９。
研究表明，随着外界环境或营养物质的变化，

溶磷菌的生长代谢会发生变化，导致菌株溶磷能力

有明显差异［１４，１７］。在不同环境下菌株 ＹＪＣ１９均具
有溶磷能力，但溶磷效果有显著差异，它对磷酸钙

（１７４１．５９ｍｇ／Ｌ）的溶解能力显著高于磷酸铁
（６９３．７５ｍｇ／Ｌ）和磷酸铝（４０３．３３ｍｇ／Ｌ），这与相关
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文献研究结论［１８－２０］一致。但与刘文干等的结论［２１］

不一致，其从红壤中筛选的黑曲霉菌株Ｂ１－Ａ对磷
酸盐溶磷能力排序为 ＡｌＰＯ４＞Ｃａ３（ＰＯ４）２＞ＦｅＰＯ４，
这可能是由于北方盐碱土壤中难溶磷的主要形态

为磷酸钙，强酸性红壤中以磷酸铝铁形态存在，微

生物对土壤环境表现出高度的生理响应特性，进而

不同菌株的溶磷机制不同，因此筛选土著溶磷菌具

有重要意义。经过对菌株 ＹＪＣ１９在不同 ＮａＣｌ浓度
下的耐盐性和溶磷能力分析得知，菌株 ＹＪＣ１９在
０～７．５％ ＮａＣｌ浓度范围内生长良好，溶磷量随着
ＮａＣｌ浓度的增加而减少。２．５％盐浓度处理组与无
盐对照组无显著性差异，说明该菌有较强的耐盐

性，为其在盐碱化土壤中的生长定殖提供了基本保

障，提高盐碱地磷素利用率潜力巨大，但盐碱化程

度高的土壤中该菌的溶磷能力降低。

ｐＨ值会影响微生物的生长和代谢。微生物溶
解磷的方式多种多样，一般认为有机酸分泌是微生

物溶解磷的主要途径［１］。王呈玉等研究发现，黑曲

霉菌株 Ａｎ５１０的溶磷能力可能来自于有机酸的产
生，发酵液中有机酸的含量和种类随培养时间和培

养基质的不同而变化［８］。刘晓芳等研究发现，黑曲

霉菌株ＭＬ４发酵液中含有多种有机酸［２２］。本试验

中菌株 ＹＪＣ１９在初始 ｐＨ值为５．５～８．５的培养液
中均可正常生长，培养液中可溶磷含量基本表现为

先升后降再趋于稳定的趋势，ｐＨ值在培养 ７ｄ内呈
下降趋势，不同环境的无机磷液体培养中溶磷量与

ｐＨ值均呈显著负相关，因此推测菌株 ＹＪＣ１９的溶
磷能力主要源自其分泌的有机酸物质，也可能与菌

株代谢有关，其溶磷机制需进一步深入研究。

盐碱地改良是急需解决的问题，微生物改良盐

碱地是一种环保、经济、高效的生物措施。本研究

中的溶磷黑曲霉菌株 ＹＪＣ１９兼具较强的耐盐性和
溶磷能力，最高溶磷量可达１７４１．５９ｍｇ／Ｌ，为其应
用于盐碱土壤改良提供了保证，具有良好的开发与

应用潜力。
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