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摘要：以多种磷源培养基培养巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｈｅｒｉｕｍ）ＮＣＴ⁃２，研究了该菌的溶磷特性．结果表明，在以磷酸钙为磷源时，溶磷效果随

菌株的生长而发生变化，在第 ２ ｄ 菌株生长量最大，溶磷效果最好；不同碳氮源会影响菌株的溶磷效果，菌株优先利用葡萄糖，其次为麦芽糖和

蔗糖，而对淀粉的利用能力较差；对氮源的利用顺序依次为（ＮＨ４） ２ＳＯ４＞ＮＨ４Ｃｌ＞尿素＞ＮａＮＯ２＞ＫＮＯ３；磷酸钙的浓度会影响菌株溶磷效果，浓度

过低或过高都会导致溶磷量过低．菌株对多种难溶性含磷物溶解效果的研究表明，菌株对植酸钙溶磷量最高，为 ９８．１ ｍｇ·Ｌ－１，对 ＦｅＰＯ４、ＡｌＰＯ４

的溶解能力稍弱，在 ３０ ～ ４０ ｍｇ·Ｌ－１之间，对卵磷脂溶磷量最小，为 ６．１５ ｍｇ·Ｌ－１ ．通过对培养基中磷酸酶活性和有机酸进行分析，初步研究了

ＮＣＴ⁃２ 的溶磷机制，发现该菌通过产生酸性磷酸酶、碱性磷酸酶或产酸溶解难溶磷，不同磷源的溶磷机制有所不同．
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

磷是促进作物生长和提高农业产量不可缺少

的元素之一（Ｖａｓｓｉｌｅｖ ｅｔ ａｌ．， ２００６），在土壤中主要

以无机磷化合物和有机磷化合物两种形态存在，其
中 ９５％以上为无效磷，植物很难利用（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２００３）．为了提高农业产量，通常在土壤中施加速效

磷肥，其中能被作物吸收的很少，绝大多数磷转化



７ 期 卫星等：一株耐硝酸盐的巨大芽孢杆菌溶磷特性研究

为难溶性磷酸盐并迅速被土壤矿物吸附固定，大量

使用会导致土壤养分比例失调、土壤板结及环境污

染等一系列问题（Ｓｈｉｇａｋｉ ｅｔ ａｌ．， ２００６）．而利用生物

学方法，提高土壤中磷的有效性是解决这一问题的

重要途径．
土壤中存在许多微生物能够将难溶性的磷酸

盐转化为可利用形态，这些微生物称为解磷微生物

（ＰＳＭ），包括解磷细菌、解磷真菌和解磷放线菌．近
年来，国内外科研人员对土壤中溶磷菌的种类、分
布、溶磷机制、应用效果等方面进行了大量的研究．
研究表明， 微生物溶磷机制具有多样性 （ Ｃｈｅｎ
ｅｔ ａｌ．， ２００６），产生低分子量有机酸被认为是溶磷菌

溶解难溶无机磷的主要原因（Ｂｅｈｂａｈａｎｉ， ２０１０），这
些有机酸既能降低 ｐＨ 值，又可与铁、铝、钙等离子

结合，从而使难溶性的磷酸盐溶解；而对有机磷的

溶解主要是通过“酶解作用”，有机磷分子不能透过

细胞膜，必须经过胞外磷酸酶的水解，将有机磷转

化为生物可吸收利用的可溶性磷（Ｍｕｄｒｙｋ，２００４）．磷
酸酶通常分为酸性磷酸酶和碱性磷酸酶，其中，碱
性磷酸酶（Ａｌｋａｌｉｎｅ Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ， ＡＬＰａｓｅ）在含磷有

机物质的矿化过程中具有重要作用，磷酸酶活性与

微生物的类型、磷源的种类等因素有关（钟传青等，
２００５；姜经梅等，２０１１；徐爽等，２０１３）．

不同土壤由于其特殊的理化性质可能会导致

非土著溶磷菌无法定植，生存竞争较差，对菌株的

溶磷能力影响较大（乔志伟等，２０１３）．因此，筛选出

既能适应土壤性质、又能解磷的微生物对特殊农业

环境来说具有重要意义．目前，关于特殊土壤中分离

到的溶磷菌也有报道，如从红壤中分离出的洋葱伯

克霍尔德氏菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｃｅｐａｃｉａ） Ｃ５⁃Ａ （刘文干

等，２０１２），从石灰性土壤分离筛选出的黑曲霉

（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ）Ｚ６０ 等（乔志伟等，２０１３）．设施栽

培条件下的次生盐渍化土壤，由于其特殊的形成原

因，土壤中硝酸盐含量高，土壤理化性质差，会危害

作物正常生长和农产品的品质（时唯伟等，２００９）．已
有研究表明，盐胁迫会抑制植物对磷元素的吸收

（Ｍａｒｔｉｎｅｚ ｅｔ ａｌ．，１９９４），加速植物衰老．通过有益微

生物缓解盐胁迫，提高土壤中磷素含量，促进作物

生长发育已成为研究的新方向 （ Ｅｇａｍｂｅｒｄｉｙｅｖａ
ｅｔ ａｌ．， ２００４；Ｍａｙａｋ ｅｔ ａｌ．， ２００４；Ｙｕｅ ｅｔ ａｌ．， ２００７）．
但目前针对次生盐渍化土壤中筛选出的解磷菌株

报道较少．
课题组前期从设施栽培的次生盐渍化土壤中

筛选得到一株巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｈｅｒｉｕｍ）
ＮＣＴ⁃２，研究发现，该菌株能够耐受硝酸盐，转化硝

态氮，缓解盐胁迫，同时能够改善土壤理化性质，增
加土壤中微生物的多样性，提高作物产量（张春华

等，２０１１；黄红艳，２０１２）．在此基础上，本文通过摇瓶

实验研究该菌株对不同难溶性含磷物的溶解能力

及其影响因素，并通过研究溶磷量与 ｐＨ、磷酸酶活

性之间的关系及对代谢产物中磷酸酶和有机酸的

分析探讨其溶磷机制，以期为开发具有耐盐促生功

效的微生物菌肥提供种质资源和理论依据．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 菌株

实验室自主筛选得到的一株巨大芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｈｅｒｉｕｍ），命名为 ＮＣＴ⁃２．
２．２　 培养基

ＬＢ 培养基：ＮａＣｌ １０ ｇ，蛋白胨 １０ ｇ，酵母膏 ５ ｇ，
蒸馏水 １０００ ｍＬ，ｐＨ ７．０～７．５．无机磷基础培养基：葡
萄糖 １０ ｇ，（ＮＨ４） ２ＳＯ４ ０．５ ｇ，ＮａＣｌ ０．３ ｇ，ＫＣｌ ０．３ ｇ，
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．０３ ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ ０．０３ ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．３ ｇ，Ｃａ３（ＰＯ４） ２ ５ ｇ，蒸馏水 １０００ ｍＬ，ｐＨ ７．０ ～ ７．５．
无机盐培养基：ＫＮＯ３ ２．１５ ｇ，ＫＣｌ １ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ ０．５ ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．５ ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １０ ｍｇ，ＣａＣｌ２ １ ｍｇ，
葡萄糖 １５ ｇ，蒸馏水 １０００ ｍＬ，ｐＨ ７．２．以上培养基均

经 １×１０５ Ｐａ 灭菌 ２０ ｍｉｎ．
２．３　 溶磷特性分析

２．３．１　 菌株对磷酸钙的溶解特性

１）菌株对磷酸钙的溶磷动态：将菌株接种于无

机磷培养基，连续培养 ５ ｄ，每隔 １ ｄ 测定一次菌液

中溶磷量和 ＯＤ６６０，研究菌株对磷酸钙的溶磷动态．
２） 不同碳、 氮源对菌株溶磷量的影响： 以

（ＮＨ４） ２ＳＯ４ 为氮源，分别以葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、
淀粉为碳源，加入量为 １％，研究不同碳源对菌株溶

磷量的影响；以葡萄糖为碳源，将（ＮＨ４） ２ＳＯ４ 等量

替换为 ＫＮＯ３、尿素、ＮＨ４Ｃｌ、ＮａＮＯ２，研究不同氮源对

菌株溶磷量的影响．
３）不同浓度磷酸钙对菌株溶磷量的影响：磷酸

钙的加入量分别为 １、３、５、７ ｇ·Ｌ－１ ．
２．３．２　 菌株对不同含磷物的溶解能力 　 将无机磷

基础培养基的 Ｃａ３ （ ＰＯ４ ） ２ 改为等量的 Ａｌ ＰＯ４、
ＦｅＰＯ４、植酸钙，当磷源采用卵磷脂时，加入量为

２ ｇ·Ｌ－１，另加入 ＣａＣＯ３ ５ ｇ·Ｌ－１，研究菌株对不同含

磷物的溶解能力．

３５０２
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２．４　 菌株培养过程

将在 ＬＢ 培养基中培养 ２４ ｈ 的细菌刮入无菌水

中，制备成菌体悬浮液，菌数约为 １０８ ｃｆｕ·ｍＬ－１ ．向
５００ ｍＬ 三角瓶中加入 １００ ｍＬ 含磷培养基，按 ２％接

种量接入制备好的菌悬液，３０ ℃、１８０ ｒ·ｍｉｎ－１条件

下摇床培养． 同时设不接菌处理，每个处理重复

３ 次．
２．５　 分析方法

２．５．１　 ＯＤ６６０和发酵液 ｐＨ 值测定 　 利用酶标仪在

６６０ ｎｍ 波长处测定培养基的光密度（ＯＤ６６０），光密

度值与菌体的细胞浓度成正比，光密度值越大，培
养基中的菌体细胞浓度就越高；用 ＤＥＬＴＡ３２０ 型 ｐＨ
计测定发酵液的 ｐＨ 值．
２．５．２　 发酵液中有效磷和磷酸酶活性测定 　 将发

酵液在 ４ ℃、１００００ ｒ·ｍｉｎ－１下离心 ５ ｍｉｎ，取上清液

稀释适当倍数，通过钼锑抗比色法 （史瑞和等，
１９９６）测定有效磷含量；磷酸酶活性测定采用对硝

基苯磷酸盐法，采用 ｐＨ 为 ６．１５ 和 １１．０ 的缓冲液将

磷酸单脂酶分为酸性磷酸酶和碱性磷酸酶，按照文

献（佩奇等， １９９１）方法检测磷酸酶活性，使用改良

型 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白质定量测定试剂盒（ ＳＫ３０４１，上海

生工）测定蛋白含量．在 ３７ ℃条件下，每 μｇ 蛋白每

小时催化产生 １ μｍｏｌ 的对硝基酚称为 １ 个酶活力

单位，记为 μｍｏｌ·μｇ－１·ｈ－１，以 Ｕ 表示．
２．５．３　 ＧＣ⁃ＭＳ 测定 　 菌株接入无机盐培养基，３０
℃、１８０ ｒ·ｍｉｎ－１ 条件下摇床培养 ２ ｄ，取发酵液在

５０００ ｒ·ｍｉｎ－１、４ ℃下离心 ５ ｍｉｎ，取上清过 ０．２２ μｍ
微孔滤膜，滤液经冷冻干燥先后溶于 ８０ μＬ １５
ｍｇ·ｍＬ－１甲氧胺盐溶液和 ８０ μＬ 衍生试剂 ＢＳＴＦＡ＋
ＴＭＣＳ，待反应后进行测定．

ＧＣ⁃ＭＳ 条件：初始温度 ４０ ℃，维持 ２ ｍｉｎ，以 ３
℃·ｍｉｎ－１升到 ２５０ ℃，再以 １０ ℃·ｍｉｎ－１升到 ２９０ ℃ ．
质谱参数：扫描范围（ｍ ／ ｚ） ２９ ～ ４００；样口温度 ２５０
℃；接口温度 ２８０ ℃；离子源（ＥＩ）温度 ２３０ ℃；电离

方式 ＥＩ，电子能量 ７０ ｅＶ，四级杆温度 １５０ Ｖ．色谱条

件：ＨＰ⁃５ＭＳ （３０ ｍ×０．２５ ｍｍ×０．２５ μｍ），载气为高

纯氦气，载气流速 １．０ ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样方式为不分

流；进样量 １ μＬ．
２．６　 数据处理

数据采用 Ｏｒｉｇｉｎ ８．０ 和 ＳＰＳＳ １８．０ 统计软件进

行处理分析．

３　 结果和讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

３．１　 菌株 ＮＣＴ⁃２ 对磷酸钙的溶磷特性

３．１．１ 　 菌株 ＮＣＴ⁃２ 对磷酸钙的溶磷动态 　 菌株

ＮＣＴ⁃２ 在无机磷培养基中连续培养 ５ ｄ，测定培养基

中有效磷含量和菌体生物量，结果表明，培养液中

的有效磷含量与菌体生长状况密切相关（图 ４）．在
菌株培养前期，随着菌体生物量的增加，培养基中

有效磷含量逐渐增大，在第 ２ ｄ，菌株对磷的释放达

到最大值 ９３．３４ ｍｇ·Ｌ－１，第 ２ ｄ 之后，菌体的生长情

况基本呈稳定状态，而培养基中有效磷含量随时间

逐渐下降，在第 ４～５ ｄ，培养基中有效磷含量下降至

６０ ｍｇ·Ｌ－１并逐渐保持平衡．解磷微生物溶解难溶性

磷酸盐是一个随微生物生长状况而变化的动态过

程，微生物不断地生长、繁殖，并分泌出相关的代谢

产物与难溶磷发生作用，使难溶磷不断地释放出

来，除供菌体利用外还要剩余供测定．巨大芽孢杆菌

ＮＣＴ⁃２ 的解磷动态变化趋势表明，在 ２ ｄ 左右，当
ＮＣＴ⁃２ 菌株的生物量达到最大时，溶磷效果最好；随
着培养时间的延长，微生物数量趋于稳定，但溶磷

量缓慢下降，可能是由于培养液中营养成分逐渐减

少，难以满足微生物的生长需要，微生物的生理活

性受到抑制，从而导致代谢能力下降，与溶磷相关

的代谢产物减少，溶磷量因此减少．

图 １　 菌株 ＮＣＴ⁃２的生物量和溶磷量随时间的变化

Ｆｉｇ．１　 ＯＤ６６０ ａｎｄ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＮＣＴ⁃２ ｃｕｌｔｕｒｅ

ｄｕｒｉｎｇ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ

３．１．２　 不同碳源对菌株溶磷的影响 　 菌株 ＮＣＴ⁃２
在含有不同碳源的磷酸钙培养液中培养 ２ ｄ 后，测
定发酵液中有效磷含量．结果表明，不同碳源对溶磷

菌溶解 Ｃａ３（ＰＯ４） ２能力影响很大（图 ２），当以葡萄

糖为碳源时发酵液中有效磷含量在 ９０ ｍｇ·Ｌ－１以上；
以淀粉为碳源时发酵液中有效磷含量最低，约是葡

４５０２



７ 期 卫星等：一株耐硝酸盐的巨大芽孢杆菌溶磷特性研究

萄糖处理组的 １ ／ ３，说明菌株优先利用单糖如葡萄

糖，其次为双糖类麦芽糖和蔗糖，而对大分子多糖

类物质如淀粉的利用能力较差．这可能是由于菌株

对双糖和多糖的利用较为复杂，需要酶的参与将这

些双糖或者多糖水解为单糖．当以葡萄糖为碳源时，
培养液的 ｐＨ 值大幅度下降，说明菌株因生长活跃，
产生了较多的有机酸，溶磷量也明显增加；以淀粉

为碳源时，介质的 ｐＨ 值最高，说明菌株产酸能力较

以葡萄糖为碳源时减弱；而以麦芽糖和蔗糖为碳源

时，ｐＨ 值变化介于以葡萄糖和淀粉为碳源之间．培
养基中 ｐＨ 的变化与菌株对碳源的利用次序的一致

性也说明了菌株的产酸能力与碳源的利用顺序是

一致的．

图 ２　 不同碳源条件下菌株 ＮＣＴ⁃２培养液中 ｐＨ 和有效磷含量

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｐＨ ａｎｄ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＮＣＴ⁃２ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ

３．１．３　 不同氮源对菌株溶磷的影响　 由图 ３ 可知，
菌株 ＮＣＴ⁃２ 以硫酸铵为氮源时溶磷量为 ９３． ３４
ｍｇ·Ｌ－１，以硝酸钾为氮源时溶磷量约为 ３０ ｍｇ·Ｌ－１，
以氯化铵和尿素为氮源时，溶磷量在 ６０ ｍｇ·Ｌ－１左

右； 菌 株 ＮＣＴ⁃２ 对 氮 源 的 利 用 顺 序 依 次 为

（ＮＨ４） ２ＳＯ４＞ＮＨ４Ｃｌ＞尿素＞ＮａＮＯ２ ＞ＫＮＯ３ ．图 ３ 结果

表明，不同氮源显著影响菌株的溶磷能力，菌株对

氮源的利用跟氮的形态（ＮＨ＋
４、ＮＯ

－
３、ＮＯ

－）密切相关．
菌株 ＮＣＴ⁃２ 在以铵态氮为氮源时较以硝态氮为氮

源时对磷有更好的溶解能力，这可能与氮在菌株体

内的代谢途径有关．该菌株对硝酸盐的代谢途径研

究结果表明，细胞吸收环境周围的硝酸盐并在硝酸

盐还原酶的作用下转化为亚硝酸盐，此后在亚硝酸

盐还原酶和谷氨酰胺合成酶的作用下转变为谷氨

酰胺， 进而满足菌株生长代谢需要 （ Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ．，
２０１４），因此，该菌株对铵态氮的代谢更为迅速直接．
由于铵态氮较硝态氮更容易吸收利用，导致以铵态

氮为氮源时，菌株的溶磷能力增强，使培养液中溶

磷量显著增加．不同形态的氮素对不同溶磷菌的影

响各异，有的溶磷菌在以 ＫＮＯ３为氮源时溶磷量最

大（乔志伟等，２０１３）；也有研究表明，某些菌株在供

给 ＮＨ＋
４ 时解磷活性最高，供给 ＮＯ－

３ 则降低了解磷活

性（赵小蓉等，２００２）．以（ＮＨ４） ２ＳＯ４、ＮＨ４Ｃｌ 为氮源

时，溶磷量的差异可能与 ＳＯ２－
４ 、Ｃｌ－对菌株的不同生

理作用相关．５ 种氮源的溶磷体系 ｐＨ 变化与对氮源

的利用顺序一致，ｐＨ 由低到高依次为（ＮＨ４） ２ＳＯ４、
ＮＨ４Ｃｌ、尿素、ＮａＮＯ２、ＫＮＯ３，说明在以铵态氮为氮源

时，菌株代谢活跃，产生了较多的有机酸，使 ｐＨ 明

显降低，从而有利于磷的溶解．

图 ３　 不同氮源条件下菌株 ＮＣＴ⁃２培养液中 ｐＨ 和有效磷含量

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｐＨ ａｎｄ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＮＣＴ⁃２ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ

３．１．４　 不同浓度的磷酸钙对菌株溶磷的影响 　 将

巨大芽孢杆菌 ＮＣＴ⁃２ 接种至不同浓度的磷酸钙培

养液中培养 ２ ｄ，发现菌株的生长情况受磷酸钙浓度

影响，在 ７ ｇ·Ｌ－１磷酸钙培养基中菌株的生物量最

低；而不同浓度的磷酸钙培养基中有效磷含量不

同，３、５ ｇ·Ｌ－１磷酸钙体系的溶磷量均在 ９０ ｍｇ·Ｌ－１以

上，显著大于 １ ｇ·Ｌ－１和 ７ ｇ·Ｌ－１磷酸钙的体系，而 ７
ｇ·Ｌ－１磷酸钙体系的溶磷量最低，仅为 １．３０ ｍｇ·Ｌ－１

（图 ４）．显然菌株的溶磷能力受到培养基中磷源浓

度的影响，过低和过高的磷酸钙浓度都会导致溶磷

量的减少．低浓度磷酸钙培养基中由于自身所含磷

元素较少，使得有效磷含量也相应较小；而过高浓

度的 Ｃａ２＋可能影响了菌株的生长状态，使菌株产酸

能力减弱，从而抑制了菌株对磷酸钙的溶解．
３．２　 菌株 ＮＣＴ⁃２ 对不同含磷物的溶磷效果

菌株 ＮＣＴ⁃２ 对不同含磷化合物的溶磷特性有

较大差异，如表 １ 所示，菌株对磷酸钙和植酸钙的溶

解能力很强，溶磷量均在 ９０ ｍｇ·Ｌ－１ 以上，而对

５５０２
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图 ４　 不同浓度 Ｃａ３（ＰＯ４） ２对培养液中溶磷量的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃａ３（ＰＯ４） ２ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｒａｔｅ　

ＦｅＰＯ４、ＡｌＰＯ４ 的溶解能力稍弱，溶磷量为 ３０ ～ ４０
ｍｇ·Ｌ－１，溶磷量最小的是卵磷脂，仅为 ６．１５ ｍｇ·Ｌ－１ ．
显然，菌株 ＮＣＴ⁃２ 对无机磷的溶解能力大于有机

磷，这与前人的研究结果一致（向文良等，２００９）．菌
株对磷酸钙和植酸钙两种无机磷具有很强的溶解

能力，可能是由于菌株分泌的有机酸对 Ｃａ２＋具有更

强的螯合能力，而有机酸对 Ａｌ３＋、Ｆｅ３＋的螯合能力没

有 Ｃａ２＋强，导致以 ＡｌＰＯ４、ＦｅＰＯ４为磷源的培养基中

有效磷含量明显低于以 Ｃａ２＋为磷源的培养基．实验

结果表明，含有 Ａｌ３＋、Ｆｅ３＋磷源的培养基的 ｐＨ 值明

显低于其他磷源，一方面是由于菌株本身产生的有

机酸降低了体系的 ｐＨ，另一方面，由于酸解游离出

来的 Ａｌ３＋、Ｆｅ３＋会发生酸性水解，导致培养基酸性降

低．此外，无机磷培养基的 ｐＨ 值都发生了明显降低，
充分证明了菌株在生长过程中自身代谢产生了一

定量的有机酸；而卵磷脂培养基解磷液的 ｐＨ 值高

于对照组，其原因可能是细菌产生的酶作用于卵磷

脂产生胆碱（向文良等，２００９），这也表明了菌株对

有机磷的溶解方式不是基于有机酸的参与．菌株对

卵磷脂的溶磷能力最弱，这是由于卵磷脂为有机

表 １　 不同磷源条件下菌株 ＮＣＴ⁃２培养液有效磷含量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＮＣＴ⁃２ ｃｕｌｔｕｒｅ ｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｏｕｒｃｅｓ

磷源 有效磷含量 ／ （ｍｇ·Ｌ－１） 培养液 ｐＨ

Ｃａ３（ＰＯ４） ２ ９３．３４±９．８３ ５．４１±０．１９
ＦｅＰＯ４ ３８．１６±５．３４ ３．７１±０．１１

植酸钙 ９８．１±１０．２６ ４．５６±０．１５
ＡｌＰＯ４ ３２．０５±４．２７ ４．２１±０．１６

卵磷脂 ６．１５±１．４２ ７．２４±０．０６

磷，本身磷元素含量就相对较低，可能导致菌株的

溶磷量相对于几种无机磷源要小的多，另外，由于

无机磷和有机磷的溶解机理有所不同，对有机磷的

溶解主要靠磷酸酶的参与而不是菌株自身代谢的

有机酸，这在机理上的不同也可能导致有机磷的溶

解能力要比无机磷弱一些．
３．３　 溶磷机制的初步研究

产酶或产酸在解磷微生物溶解各种难溶性磷

酸盐时都起一定作用（ Ｉｌｌｍｅｒ ｅｔ ａｌ．， １９９５），而何种

溶磷方式起主导作用，主要取决于环境中磷的的存

在形式，因而有必要对菌株在不同磷源培养条件下

磷酸酶的活性进行测定，同时也有必要确定菌株在

代谢过程中是否产生了有机酸．
３．３．１　 磷酸酶活性与溶磷量的关系 　 菌株 ＮＣＴ⁃２
在不同磷源的培养基中，产生的酸性磷酸酶和碱性

磷酸酶活性差异很大（图 ５），以磷酸钙、植酸钙为磷

源时，酸性磷酸酶和碱性磷酸酶活性都很低；以

ＦｅＰＯ４和 ＡｌＰＯ４为磷源时，酸性磷酸酶的活性较高，
碱性磷酸酶较低；而以卵磷脂为磷源时，酸性磷酸

酶活性最低，碱性磷酸酶最高．这应该是由于微生物

对不同磷源的不同溶磷机理导致的．磷酸钙、植酸钙

体系中较低的磷酸酶活性，说明这两个体系中磷的

溶解并不依赖于磷酸酶，而是另有机制，如微生物

产酸等．ＦｅＰＯ４、ＡｌＰＯ４体系中较高的酸性磷酸酶可能

是导致难溶磷溶解的部分原因．该酶催化葡萄糖与

可溶性磷酸盐中的 ＰＯ３－
４ 结合生成葡萄糖⁃１⁃磷酸、

葡萄糖⁃６⁃磷酸等，从而使发酵液 ｐＨ 下降（钟传青

等，２００５）．

图 ５　 不同含磷化合物下菌株 ＮＣＴ⁃２磷酸酶活性

Ｆｉｇ．５　 Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＣＴ⁃２ ｃｕｌｔｕｒｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｓｏｕｒｃｅｓ

碱性磷酸酶在以卵磷脂为磷源时活性最高，在
其他 ４ 种无机磷培养基中活性很低，从而证实了解

６５０２
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磷微生物分解有机磷的主要方式是通过分泌碱性

磷酸酶，将有机磷转变为可溶性磷．其他 ４ 种无机磷

培养基中也能检测到微弱的碱性磷酸酶活性，主要

原因可能是培养基中存在其他有机磷底物，如微生

物菌体的核酸、细胞膜上的磷脂等，这与菌体的生

长状态及菌体的生物量等因素也相关（钟传青等，
２００５）．有研究显示，碱性磷酸酶活性与水体中可利

用磷的关系一般是“抑制⁃诱导机制”，即有机磷或

可酶解磷含量的增加可诱导碱性磷酸酶活性的提

高，高的正磷酸盐（溶解无机磷）含量对碱性磷酸酶

活性产生抑制作用（刘存歧等，２００７）．

图 ６　 ＧＣ⁃ＭＳ 总离子流图谱

Ｆｉｇ．６　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

３．３．２　 ＧＣ⁃ＭＳ 对 ＮＣＴ⁃２ 代谢产物的初步分析　 有

研究表明，培养液溶磷量与培养液 ｐＨ 的变化有一

定的相关性（康贻军等，２００６；刘文干等，２０１２），也
有研究表明两者之间不存在必然的或者显著的关

系（Ｎａｒｓｉａｎ ｅｔ ａｌ．，２０００；郝晶等，２００６）．本研究中，以
磷酸钙为培养基，不同碳氮源条件下溶磷量和 ｐＨ
之间呈显著相关性（ｐ＜０．０５），但不同磷源培养基中

有效磷含量和 ｐＨ 值之间相关性不显著（ ｐ＞０．０５）．
由此可见，培养液溶磷量与 ｐＨ 的关系比较复杂，与
难溶性含磷物的种类和培养基中碳氮源密切相关．
在培养过程中，除卵磷脂培养液，其他各培养液中

ｐＨ 值均有明显下降，尤其在 ＦｅＰＯ４培养液中 ｐＨ 值

为 ３．７１，表明菌株 ＮＣＴ⁃２ 具有较强的产酸能力．经过

ＧＣ⁃ＭＳ 检测，证实菌株 ＮＣＴ⁃２ 在代谢过程中产生了

酸类物质，主要有乳酸、乙酸、琥珀酸、丙酸、丁酸、
葡萄糖酸等（图 ６）．目前，葡萄糖酸（草酸）是大多数

溶磷菌产生的最主要的有机酸，此外还包含琥珀

酸、柠檬酸、乙酸、乳酸、丙酸等多种有机酸（ Ｐａｔｅｌ
ｅｔ ａｌ．， ２００８）．关于有机酸和溶磷量之间的关系一直

没有定论，有学者认为溶磷量与所分泌的有机酸量

之间不存在显著相关性（林启美等，２００１），有研究

显示某种酸含量的可能是决定溶磷量的重要因素

（刘文干等，２０１２），也有学者认为有机酸种类较数

量对溶磷的影响更大（Ａｇｎｉｈｏｔｒｉ，１９７０）．有关菌株

ＮＣＴ⁃２ 溶磷过程中有机酸的种类、数量与溶磷量之

间的关系还有待于进一步深入研究．

４　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１）耐硝酸盐的巨大芽孢杆菌 ＮＣＴ⁃２ 对磷酸钙

的溶解效果随菌株的生长而发生变化，在第 ２ ｄ 菌

株生物量最大，溶磷效果最好；不同碳氮源会影响

菌株的溶磷效果，菌株优先利用葡萄糖，其次为麦

芽糖和蔗糖，而对淀粉的利用能力较差；菌株对氮

源的利用次序为（ＮＨ４） ２ＳＯ４＞ＮＨ４Ｃｌ＞尿素＞ＮａＮＯ２＞
ＫＮＯ３；磷底物的浓度会影响菌株溶磷效果，磷源浓

度过低或过高都会导致溶磷量过低．当培养基中磷

酸钙浓度为 ３、５ ｇ·Ｌ－１ 时，菌株的溶磷量均在 ９０
ｍｇ·Ｌ－１以上，而对 ７ ｇ·Ｌ－１磷酸钙的溶磷量仅为 １．３０
ｍｇ·Ｌ－１ ．

２）菌株 ＮＣＴ⁃２ 能溶解包括无机磷和有机磷在

内的多种难溶性含磷物，对植酸钙溶磷量最高，溶
磷量为 ９８．１ ｍｇ·Ｌ－１，对 ＦｅＰＯ４、ＡｌＰＯ４的溶解能力稍

弱，溶磷量在 ３０～ ４０ ｍｇ·Ｌ－１之间，对卵磷脂溶磷量

较小，最高溶磷量仅为 ６．１５ ｍｇ·Ｌ－１，这可能与无机

磷和有机磷的不同溶磷机制有关．
３）溶磷体系的 ｐＨ 变化受磷源种类影响，无机

磷源 ｐＨ 下降较多，ｐＨ 下降程度与阳离子种类有

关，含有 Ａｌ３＋、Ｆｅ３＋ 的体系，由于阳离子的水解及酸

性磷酸酶的参与，导致体系酸性增强；有机磷源溶

磷体系 ｐＨ 变化不大，这是由无机磷和有机磷的不

同溶磷机制决定的．
４）无机磷和有机磷的溶磷机制有所不同．卵磷

脂溶磷体系中碱性磷酸酶含量明显高于无机磷源

体系，说明碱性磷酸酶是有机磷溶解的主要机制；
ＧＣ⁃ＭＳ 分析表明，菌株 ＮＣＴ⁃２ 在代谢过程中产生了

乳酸、乙酸、琥珀酸、丙酸、丁酸、葡萄糖酸等物质，
这些酸类物质促进了难溶性含磷物的溶解，是无机

磷的主要溶解机制．
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