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溶磷黑曲霉 An510 筛选鉴定及其溶磷机理
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摘 要: 为了活化土壤磷库资源，解决磷肥大量使用所产生的面源污染问题，以鉴别培养基从玉米根际土壤

中分离到 1 株溶磷真菌 An510，结合形态特征和 ITS 序列比对的方法对其进行分类鉴定，从不同碳源和氮源

的角度探究其对溶磷量和 pH 的影响，采用高效液相色谱法分析了其发酵液中有机酸含量的变化。结果表

明: 溶磷 真 菌 An510 为 黑 曲 霉 ( Aspergillus niger )。优 先 利 用 葡 萄 糖 和 硫 酸 铵 进 行 溶 磷，最 高 可 达

1 366. 50 μg /mL，其发酵液中有机酸的种类和含量随培养时间的变化和营养基质的不同而不同; 菌株 An510

可能通过产有机酸螯合发酵液中 Ca2+，降低发酵液 pH 的方式溶磷。菌株 An510 具有较好的溶磷能力，在微

生物肥料的开发方面具有潜在的应用价值。
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Screening and Identification of Phosphate-Soluble Aspergillus niger
An510 and Its Mechanism of Phosphate Solubilization
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Abstract: To activate soil phosphorus pool resources and solve the problem of non-point source pol-
lution caused by large-scale use of phosphate fertilizer，a phosphate-soluble fungus An510 was isola-
ted from rhizosphere soil of maize by the medium，and identified by morphological characteristics
and ITS sequence comparison． The effects of different carbon and nitrogen sources on phosphorus
solubility and pH were investigated． The changes of organic acids in fermentation broth were ana-
lyzed by high performance liquid chromatography ( HPLC) ． The results showed that the phosphate-
soluble fungus An510 was Aspergillus niger． It could use glucose and ammonium sulfate preferentially
to dissolve phosphorus，and the highest phosphorus solubility was 1 366. 50 μg /mL． The type and
content of organic acids in the fermentation broth varied with culture time and nutrient matrix． Strain
An510 may dissolve phosphorus by producing organic acid to chelate Ca2+ in the fermentation solu-
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tion and reduce pH value of the fermentation solution． In conclusion，strain An510 has good phos-
phorus solubility and potential application value in the development of microbial fertilizers．
Key words: phosphate-soluble fungus; phosphate-soluble mechanism; agricultural non-point source

pollution; rhizosphere soil

磷矿资源的日益枯竭已成为限制农业可持续

发展的世界性问题［1-3］。在生产实践中，为提高作

物产量，大量磷肥施入土壤，但约有 80%的磷被

土壤中的钙、铝、铁、锌等阳离子以难溶性无机磷

的形式固定在土壤中，造成土壤全磷含量很高而

植物可利用的有效磷含量低［4-5］; 同时，磷的径流

又存在引发严重环境面源污染( 水体富营养化)

问题的风险［6-9］。因此，提高磷肥当季利用率和土

壤累积态磷的活化利用是农业资源领域急需解决

的重大问题。
开发高效溶磷微生物资源，探索土壤无效磷

素活化—转化—再生的微生物机理及其影响因

素，确定最佳的土壤磷素活化条件，为以溶磷微生

物为主体的土壤磷素活化增效剂的研制，推动土

壤磷素活化增效剂从实验室向田间应用迈进，解

决农业资源领域“磷”问题，找出提高磷肥当季利

用率和土壤累积态磷的活化利用的最佳途径，为

达到农业部“到 2020 年化肥使用量零增长行动方

案”中磷肥减施增效的目的奠定理论基础。
本试验以种植玉米和大豆的农田土壤为研究

材料，筛选溶磷真菌，重点研究高效溶磷真菌在不

同营养条件下的溶磷模式、代谢物动态变化，从代

谢水平上研究培养状态下的溶磷机理。

1 材料与方法

1. 1 土壤样品来源和培养基

土壤取自玉米和大豆根际土壤。
无机磷培养基( NBＲIP 培养基) ［10］: 葡萄糖

10. 0 g，MgCl2 · 6H2 O 5. 0 g，MgSO4 · 7H2 O
0. 25 g，( NH4 ) 2 SO4 0. 1 g，KCl 0. 2 g，Ca3( PO4 ) 2

5. 0 g，去离子水 1 000 mL，琼脂 20. 0 g，pH 7. 5 ～
8. 0。
1. 2 溶磷真菌的分离和筛选

称取新鲜混合土样 10 g，置于 100 mL 无菌水

中，采用 平 板 稀 释 法 制 备 土 壤 稀 释 液，涂 布 至

NBＲIP 培养基上，30 ℃ 培养 96 h，挑取具有明显

溶磷圈的菌落进行纯化。将纯化后的菌株分别于

4 ℃和－80 ℃保存备用。

1. 3 溶磷真菌 An510 的鉴定

1. 3. 1 形态鉴定 对分离得到的菌株 An510 用

光学显微镜对其菌落和分生孢子结构进行观察，

并参照文献［11-12］进行鉴定。
1. 3. 2 ITS 核苷酸序列的扩增与分子鉴定 取

100 mg 菌株 An510 液氮研磨物，用真菌基因组提

取试剂盒提取其基因组 DNA，利用 ITS1 ( 5'-TC
CGTAGGTGAACCTGCGG-3') 和 ITS4 ( 5'-TCCTC
CGCTTATTGATATGC-3') 引 物 进 行 PCＲ 扩 增，

PCＲ 反应体系: 菌株 An 的 DNA ( 50 mg /L) 3 μL，

ITS1 和 ITS4 引物各 2 μL，Takara Ex Taq 0. 5 μL，

加 ddH2O 至 50 μL。反应条件: 94 ℃ 5 min; 94 ℃
45 s，55 ℃ 35 s，72 ℃ 1 min，35 个循环; 72 ℃
10 min。PCＲ 扩增产物按照试剂盒说明回收后进

行序列测定。
1. 3. 3 系统发育树构建 将测序得到的 ITS 序

列在 NCBI( http:∥www．ncbi．nlm．nih．gov / ) 网站中

使用 BLAST 比对后，使用 MEGA 6. 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，对菌株 An510 进行鉴定。
1. 4 不同营养基质对菌株 An 溶磷能力的影响

以不同的碳源( 葡萄糖、蔗糖、淀粉) 和氮源

( 蛋白胨、尿素、硝酸钾、氯化铵、硫酸铵) 分别替

代 NBＲIP 培养基中相应组分，按 1%接种量将菌

株接入 NBＲIP 培养基中，28 ℃、160 r /min 摇床培

养 7 d，每 12 h 取 发 酵 液 10 mL，发 酵 液 经

1 万 r /min离心 10 min，利用钼锑抗比色法，测出

离心后的发酵液中可溶性磷的含量，pH 计测发酵

液的 pH，从而确定溶磷放线菌在不同碳源和氮源

条件下的溶磷特性。
1. 5 菌株 An 发酵液中有机酸的分析

对最佳溶磷条件下菌株的发酵产物采用高效

液相色谱( HPLC) 法进行测定，进一步确定菌株

分泌有机酸的种类和浓度。测定有机酸色谱条

件: 色谱柱为 150 mm× 4. 6 mm 的 AgilentZorbax
SB-C18柱，柱 温 35 ℃，检 测 波 长 210 nm，流 速
1. 0 mL /min，流动相为 0. 1%H3PO4的超纯水与乙
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腈体积比 98 ∶ 2，进样量 20 μL。有机酸标准液分

别为琥珀酸、乳酸、草酸、柠檬酸、苹果酸和乙酸的

单 标 准 溶 液 和 混 标 准 溶 液 ( 质 量 浓 度 为

50 μg /mL) 。将 有 机 酸 的 标 准 溶 液 分 别 通 过

0. 22 μm的微孔滤膜进行过滤，进样量为 20 μL
进行色谱分析，将试验所得的有机酸单标准溶液

的色谱图和有机酸的混标准溶液的色谱图进行比

对，确定6 种有机酸的出峰时间。
将菌 株 最 佳 溶 磷 培 养 条 件 下 的 发 酵 产 物

1 万 r /min离 心 10 min，量 取 发 酵 液 2 mL，用

0. 22 μm的微孔滤膜进行过滤，进行高效液相色

谱分析。对比 6 种有机酸的标准溶液的色谱图并

进行数据分析，从而确定菌株分泌的有机酸类型

和含量。
1. 6 数据分析

采用 Oringin9. 0 和 Excel 软件进行数据分析

并作图。利用 Ｒ 语言 function ( df) 功能包，结合

ggplot2 对试验过程中发酵液可溶磷含量与发酵

液 pH 的变化进行拟合曲线回归分析; 利用“corr．
test”包 ( version 1. 6． 6 ) 和“corrplot”包 ( version
0. 77) 对不同营养基质条件下产生的有机酸与发

酵液可溶性磷含量和 pH 的相关性进行分析。

2 结果与分析

2. 1 菌株 An510 形态特征

菌株 An510 菌落初白色，后变黑。分生孢子

头黑褐色放射状，分生孢子梗长短不一。顶囊球

形，双层小梗。分生孢子褐色球形( 图 1－A) 。
将纯化后的菌株 An 接种于 NBＲIP 固体培养

基中，待菌株生长完全后，观察菌株生长区的溶磷

效果。由图 1 可见，培养 3 d 后，菌株 An 生长区

的 Ca3( PO4 ) 2已经明显的溶解并形成了透明的溶

磷圈 ( 图 1 － C ) ，当 培 养 到 5 d 时，培 养 基 中

Ca3( PO4 ) 2几乎完全溶解( 图 1－D) 。
2. 2 菌株 An510 系统发育树的构建

应用 ITS 通用引物 ITS1 和 ITS4 有效扩增出

598 bp 的片段。将测序结果在 http: ∥www．ncbi．
nlm．nih． gov 上通过 BLAST 软件进行同源性序列

比对，以 Neighbour-Joining 法 构 建 系 统 发 育 树。
由图 2 可见，在分类生态学地位上菌株 An 与已

报道的 Aspergillus niger ( KM259827) 菌亲缘关系

最近，具有较高的同源性，结合形态学分析，将菌

株 An510 鉴定为黑曲霉，命名为 Aspergillus niger
An510。

A． 菌株 An 分生孢子器和分生孢子显微特征; B． 菌株 An 在

NBＲIP 培养基上的正面培养特征; C．培养 3 d 的反面溶磷

特征; D． 培养 5 d 的反面溶磷特征

图 1 菌株 An510 微观和宏观形态特征

Fig．1． Micro and macro morphological characteris-
tics of strain An510

2. 3 不同营养基质对菌株 An510 溶磷特性的影

响

2. 3. 1 不同碳源对菌株 An510 溶磷特性的影

响 分别以葡萄糖、蔗糖和淀粉为 NBＲIP 培养基

中的碳源，在不改变其他成分的基础上，探究不同

碳源对菌株 An510 溶磷性能的影响。由图 3 可

见，在以葡萄糖、蔗糖和淀粉为唯一碳源和能源的

情况下均能溶解 Ca3( PO4 ) 2，且发酵液中可溶性

磷含量表现出波动上升的趋势。菌株 An510 优

先以葡萄糖为碳源和能源进行难溶性磷的溶解，

培养 84 h 之前，发酵液中可溶性磷含量均高于蔗

糖和淀粉，培养到 48 h 时，发酵液中可溶性磷含

量达到最高( 1 366. 50±87. 92) μg /mL; 由于淀粉

结构复杂，其对菌株溶磷能力的影响比葡萄糖表

现出明显的迟效性，且在培养 96 h 后对溶磷能力

的影响超过葡萄糖，发酵液中可溶性磷含量最高，

达 到 ( 1 499. 31 ± 84. 59 ) μg /mL; 蔗 糖 对 菌 株

An510 溶磷能力的影响不如葡萄糖和淀粉，其发

酵 液 中 可 溶 性 磷 含 量 最 高，达 到 ( 748. 50 ±
22. 44) μg /mL。
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图 2 菌株 An510 基于 ITS DNA 序列的系统发育树

Fig．2． Phylogenic tree of ITS DNA sequence in strain An510

图 3 不同碳源对菌株 An510 溶磷能力的影响

Fig．3． Effects of different carbon sources on phos-
phate solubilizing capacity of strain An510

2. 3. 2 不同氮源对菌株 An510 溶磷特性的影

响 分别以蛋白胨、尿素、硝酸钾、氯化铵和硫酸

铵为 NBＲIP 培养基中的氮源，在不改变 NBＲIP
培养基其他成分的基础上，探究不同氮源对菌株
An510 溶磷性能的影响。由图 4 可见，分别以蛋

白胨、尿素、硝酸钾、氯化铵和硫酸铵为 NBＲIP 培

养基中的氮源时，发酵液中可溶性磷最高含量分

别为 ( 1 246. 55 ± 38. 26 ) ，( 966. 36 ± 47. 13 ) ，

( 1 258. 81± 85. 76 ) ，( 1 199. 35 ± 74. 42 ) ，

( 1 366. 50±87. 92) μg /mL; 达到最高溶磷量的时

间分别为 60，72，72，84，48 h。

图 4 不同氮源对菌株 An510 溶磷能力的影响

Fig．4． Effects of different nitrogen sources on phos-
phate solubilizing capacity of strain An510

2. 4 菌株 An510 溶磷机理的分析

2. 4. 1 溶磷量与发酵液 pH 之间的关系 拟合

曲线回归分析结果表明，培养过程中菌株 An510
通过溶解 Ca3( PO4 ) 2释放到发酵液中的磷与发酵

液介质的 pH 之间存在显著的负相关性，并且只

有当 pH 降低到 5 以下时，才表现出较强的溶磷

活性( 图 5) 。
2. 4. 2 发酵液中有机酸与溶磷量和发酵液 pH
之间的相关性 利用 Ｒ 语言的“corr．test”包( ver-
sion 1. 6．6) 和“corrplot”包( version 0. 77) 对不同

营养基质条件下产生的有机酸与发酵液可溶性磷
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含量和 pH 的相关性进行分析。由表 1 可知，菌

株 An510 以葡萄糖、蔗糖和淀粉为唯一碳源和能

源培养条件下，发酵液中有机酸的种类及表达量

有明显的不同，且发酵液中有机酸的种类与发酵

液可溶性磷和 pH 间的相关性不同; 以葡萄糖为

基质的条件下，乳酸和琥珀酸与菌株 An510 发酵

液中可溶性磷含量呈正相关关系，相关系数分别

为 0. 55 和 0. 38，但乳酸和琥珀酸与菌株 An510
发酵液 pH 相关性低; 以蔗糖为基质的条件下，草

酸和苹果酸是影响菌株 An510 溶磷的重要有机

酸，且草酸对发酵液 pH 下降的贡献最大; 以淀粉

为基质的条件下，苹果酸和柠檬酸是影响菌株

An510 溶磷的重要有机酸，且苹果酸对发酵液 pH
下降的贡献最大。

图 5 菌株 An510 溶磷能力与发酵液 pH 的关系

Fig．5． Ｒelationship between phosphate solubilizing
ability of strain An510 and pH in fermenta-
tion broth

表 1 不同碳源基质条件下有机酸与可溶性磷和发酵液 pH 相关性

Table 1． Correlation between organic acids and soluble phosphorus and pH in fermentation broth under different car-
bon source matrix conditions

项目 草酸 苹果酸 乳酸 乙酸 柠檬酸 琥珀酸

葡萄糖
可溶性磷含量 －0. 04 －0. 13 0. 55 －0. 14 0. 20 0. 38

pH 0. 26 －0. 35 －0. 10 0. 40 0. 20 －0. 05

蔗糖
可溶性磷含量 0. 20 0. 31 0. 02 －0. 22 －0. 06 －0. 17

pH －0. 52 －0. 13 0. 06 0. 04 －0. 04 0. 00

淀粉
可溶性磷含量 －0. 91 0. 59 －0. 03 NA 0. 14 －0. 26

pH 0. 93 －0. 62 －0. 05 NA －0. 21 0. 07

注: “－”表示负相关，差异显著 P＜0. 05; NA 表示没有检测到该有机酸。下表同

由表 2 可知，菌株 An510 以蛋白胨和尿素为

唯一氮源培养条件下，发酵液中草酸和柠檬酸含

量与发酵液可溶性磷含量呈正相关关系，相关系

数分别为 0. 25，0. 35 和 0. 31，0. 55，且草酸对发酵

液中 pH 下降的作用高于柠檬酸; 以氯化铵为唯

一氮源培养条件下，发酵液中乳酸含量与发酵液

可溶性磷含量呈正相关，相关系数为 0. 51; 以硝

酸钾唯一氮源培养条件下，发酵液中草酸和苹果

酸含量与发酵液可溶磷含量呈正相关，相关系数

分别为 0. 53，0. 41，且草酸对发酵液中 pH 下降的

作用 高 于 苹 果 酸，相 关 系 数 分 别 为 －0. 56 和
－0. 08; 以硫酸铵为唯一氮源培养条件下，发酵液

中苹果酸、乳酸和琥珀酸含量与发酵液可溶磷含

量呈正相关，相关系数分别为 0. 21，0. 52，0. 33，

且苹果酸含量与发酵液 pH 呈负相关，相关系数

为－0. 51，而乳酸和琥珀酸含量与发酵液 pH 相关

系数只有－0. 12 和－0. 07。

表 2 不同氮源基质条件下有机酸与可溶性磷和发酵液 pH 相关性

Table 2． Correlation between organic acids and soluble phosphorus and pH in fermentation broth under different nitro-
gen source matrix conditions

项目 草酸 苹果酸 乳酸 乙酸 柠檬酸 琥珀酸

蛋白胨
可溶性磷含量 0. 25 NA －0. 21 －0. 55 0. 35 －0. 05

pH －0. 40 NA 0. 17 0. 40 －0. 07 0. 21

666



王呈玉，等: 溶磷黑曲霉 An510 筛选鉴定及其溶磷机理

吉林农业大学学报 Journal of Jilin Agricultural University

续表 2
Continued table 2

项目 草酸 苹果酸 乳酸 乙酸 柠檬酸 琥珀酸

尿素
可溶性磷含量 0. 31 －0. 15 0. 16 0. 16 0. 55 －0. 24

pH －0. 67 0. 09 0. 30 0. 06 －0. 03 0. 00

NH4Cl
可溶性磷含量 －0. 40 －0. 16 0. 51 －0. 22 －0. 26 －0. 18

pH 0. 19 0. 10 －0. 68 0. 07 0. 21 0. 09

KNO3
可溶性磷含量 0. 53 0. 41 －0. 62 0. 03 －0. 11 －0. 14

pH －0. 56 －0. 08 0. 74 0. 15 0. 22 0. 24

( NH4 ) 2SO4
可溶性磷含量 －0. 16 0. 21 0. 52 －0. 30 0. 13 0. 33

pH 0. 27 －0. 51 －0. 12 0. 43 0. 19 －0. 07

3 讨论与结论

一般认为微生物溶磷的机理有如下 5 个方

面［8，13-18］:①溶磷微生物的一个重要溶磷机制是

通过分泌低分子有机酸( 琥珀酸、苹果酸、草酸、
乙酸、乳酸、柠檬酸) ，这些低分子有机酸不仅能

与 Ca2+、Al3+、Fe3+等离子络合，释放与之结合的磷

酸根，还能够使生长环境的 pH 降低，从而促进难

溶性磷溶解。微生物分泌有机酸产生的溶磷能力

不但与有机酸的种类及数量有关，还与磷酸根结

合态阳离子有关。②溶磷微生物的另一个溶磷机

理是分泌质子。微生物借助质子泵将氢离子释放

到细胞膜外，从而降低介质的 pH，引起磷酸盐的

溶解。一些溶磷微生物具有溶解难溶性磷的能

力，是因为介质中含有 NH4
+，由 NH4

+同化作用释

放出质子而降低 pH，促进难溶性磷的溶解; 有些

不分泌有机酸的微生物，也有溶磷的作用，其本质

可能是通过 NH4
+的同化作用释放质子，使得磷酸

盐溶解。③解磷微生物可以通过分泌核酸酶、植
酸酶、磷酸酶等活性酶，将有机磷化物中的磷酸酯

键打开，从而溶解有机磷。酶解作用是溶解有机

磷的主要途径，酶解释放的磷酸，可以为植物提供

所需的磷营养。④通过呼吸作用释放出 CO2，降

低 pH，引起磷酸盐的溶解。⑤释放出的 H2 S 与

磷酸铁反应产生硫酸亚铁和可溶性的磷酸盐。本

试验分离到的菌株 An510，以不同碳源和氮源为

基质的条件下可以产生多种有机酸，且各种有机

酸的含量随培养时间变化而不断变化。有机酸的

产生是菌株 An510 具有溶磷能力的主要原因，但

不同种类的有机酸的溶磷机理不同: 发酵液中草

酸含量与 pH 的相关系数较大，其可能是通过降

低发酵液中 H+浓度，从而增加发酵液中可溶性磷

的含量; 发酵液中苹果酸、乳酸、柠檬酸和琥珀酸

在不同基质培养条件下的含量与 pH 的相关性不

同，在以氯化铵为氮源时，主要通过乳酸降低发酵

液的 pH 来达到增加发酵液中可溶磷含量的目

的; 而以尿素和硫酸铵为氮源时，乳酸可能通过螯

合发酵液中的 Ca2+，从而增加发酵液中可溶磷的

含量，发酵液中柠檬酸和琥珀酸的含量与发酵液

pH 的相关性较低，推测菌株 An510 可能也是通

过柠檬酸和琥珀酸的螯合作用来促进发酵液中难

溶磷的溶解。
本研究结果表明，菌株 An510 在不同碳源与

氮源的培养条件下可能通过产有机酸螯合发酵液

中 Ca2+，同时降低发酵液 pH 的方式进行溶磷。
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