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摘要：［目的］探讨南方红豆杉根际微生物草木樨中华根瘤菌（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍｍｅｌｉｌｏｔｉ）ＣＨＷ１０Ｂ的溶磷特性及促生作
用。［方法］利用液体发酵试验比较不同时间、碳源、氮源、碳氮比、培养温度等条件下ＣＨＷ１０Ｂ菌株的溶磷量，采用
温室盆栽法研究该菌株对南方红豆杉生长的影响，并分析该菌株产嗜铁素、精氨酸脱羧酶、ＡＣＣ脱氨酶及有机酸等
成分的能力。［结果］该菌株分别在培养时间４ｄ、磷酸钙５．００ｇ·Ｌ－１、初始ｐＨ值７．０、装液量１／２、ＮａＣｌ为０．０ｇ·
Ｌ－１、温度３０℃、碳源为葡萄糖、氮源为硫酸铵、碳氮比１００∶１时溶磷能力最强。将该菌株接种于１年生南方红豆杉
实生苗３６０ｄ后，苗木的地径、苗高、生物量比对照分别增长了１９．５３％、２０．１４％、２５．３９％。该菌株能够产嗜铁素、
精氨酸脱羧酶、ＡＣＣ脱氨酶（０．９２２Ｕ·ｍｇ－１）和 ＩＡＡ（８．９０８ｍｇ·ｍＬ－１），并可分泌大量有机酸—葡萄糖酸
（５７０４．９２μｇ·Ｌ－１）。［结论］草木樨中华根瘤菌 ＣＨＷ１０Ｂ溶磷能力强，对南方红豆杉促生作用显著，适用于多种
不同酸碱性土壤，可高效应用于南方红豆杉的人工栽培，具有被开发为生物肥料的潜力。
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　　磷是植物生长必需的三大营养元素之一，我国
土壤中总磷量较高，但多以无效形式存在，植物很难

直接吸收利用［１］，而施入土壤的磷肥当季利用率一

般只有１０％ ２５％［２］，不能满足植物对磷的需求。

大量研究证明，在土壤中存在许多溶磷微生物，它们

不仅能将土壤中难溶性的磷酸盐活化，提高土壤中

的有效磷含量［３］，还能在其代谢过程中分泌生长素

（ＩＡＡ）、ＡＣＣ脱氨酶等，促进植物生长和减轻植物病
害［４－５］。应用溶磷微生物活化土壤难溶性磷被公认

为是安全、经济和高效的生物措施［６］。近些年，溶磷

微生物已成为国内外研究的热点，但相关研究多集

中于农作物，多年生林木较少［７］，且南方红豆杉根际

溶磷细菌的系统研究更少［８］。

南方红豆杉（Ｔａｘｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｐｉｌｇｅｒ）Ｒｅｈｄ．
ｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ（ＬｅｍｅｅｅｔＬｅｖｌ．）ＣｈｅｎｇｅｔＬ．Ｋ．Ｆｕ）是
我国一级保护野生濒危药用植物，采取人工栽培措

施，在一定程度上能够克服南方红豆杉天然林生长

缓慢、资源紧缺的问题［９］。本课题组前期从南方红

豆杉根际分离筛选到１株高效溶无机磷细菌———草
木樨中华根瘤菌（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍｍｅｌｉｌｏｔｉ）ＣＨＷ１０Ｂ，经
初步研究发现，该菌株对南方红豆杉６０ｄ实生苗幼
苗期生长有明显的促生作用［８］，并能稳定地定殖于

南方红豆杉根际和根部［１０］。本研究在前期工作的

基础上，进一步探讨该菌株产 ＩＡＡ、ＡＣＣ脱氨酶、嗜
铁素及精氨酸脱羧酶等促生长特性，分析比较其溶

磷特性及对１年生南方红豆杉的促生效果，旨在完
善该菌株的系统研究，为高效利用该菌株以更好提

高南方红豆杉人工栽培效率、丰富生物肥料菌种资

源奠定基础。

１　材料
１．１　供试菌株

高效溶磷草木樨中华根瘤菌 ＣＨＷ１０Ｂ，由本课

题组前期从南方红豆杉根际分离筛选得到。

１．２　供试植物
南方红豆杉１年生盆栽实生苗，栽培于长治市

林业局苗圃。

１．３　供试培养基
溶磷能力测定培养基（ＮＢＲＩＰ）：葡萄糖 １０ｇ，

Ｃａ３（ＰＯ４）２５ｇ，ＫＣｌ０．２ｇ，ＭｇＣｌ２５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．２５ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．１ｇ，Ｈ２Ｏ１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０；
溶磷细菌活化和保藏培养基（ＬＢ）：Ｔｒｙｐｔｏｎｅ１０ｇ，
ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ５ｇ，ＮａＣｌ１０ｇ，Ｈ２Ｏ１０００ｍＬ，ｐＨ值
７．０ ７．４，溶磷细菌保藏培养基另加 １５ ２０ｇ
Ａｇａｒ作为凝固剂；ＩＡＡ定量测定培养基（ＫＢ）：Ｐｅｐ
ｔｏｎｅ２０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１．５ｇ，甘油
１０ｍＬ，Ｈ２Ｏ１０００ｍＬ，ｐＨ值７．２；ＡＣＣ脱氨酶菌株
生长培养基（ＡＤＦ）见参考文献［１１］。

２　研究方法
２．１　ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷动态

将ＣＨＷ１０Ｂ菌株于 ＬＢ液体培养基中活化２
３次，制备种子液（１×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１）。向灭菌的
ＮＢＲＩＰ培养基中加入已灭菌磷酸钙，按１％接种量
接入ＣＨＷ１０Ｂ种子液。以接入等量的ＬＢ培养基为
空白对照。３０℃、１８０ｒ·ｍｉｎ－１摇培１周。每天取发
酵液离心１０ｍｉｎ（４℃，１００００ｒ·ｍｉｎ－１），取上清
液，用钼锑抗比色法对可溶性磷含量进行测定［１２］，

并选择最适天数开展本研究中的后续实验。

２．２　磷酸钙浓度对ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力的影响
向灭菌的 ＮＢＲＩＰ培养基中分别加入终浓度为

０．６３、１．２５、２．５０、５．００、１０．００ｇ·Ｌ－１的磷酸钙，按
１％接种量接入 ＣＨＷ１０Ｂ种子液。各处理均设３个
重复和１个空白对照，在３０℃、１８０ｒ·ｍｉｎ－１培养最
适天数（４ｄ）后，取适量发酵液测定可溶性磷含量，

２５７
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方法同２．１。
２．３　碳源、氮源、碳氮比对ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力
的影响

　　将葡萄糖、果糖、蔗糖、甘露醇、麦芽糖和可溶性
淀粉分别按１％比例加入到ＮＢＲＩＰ液体培养基中作
为唯一碳源；将（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＮＨ４ＮＯ３、ＫＮＯ３、牛肉
膏、酵母膏、蛋白胨分别按０．１‰的比例加入 ＮＢＲＩＰ
液体培养基中作为唯一氮源；以最适的碳源和氮源，

将ＮＢＲＩＰ培养基的 Ｃ／Ｎ调到 １５０／１、１２５／１、１００／１、
７５／１、５０／１和２５／１。每处理设３个重复和１个空白对
照，按１％接种量进行接种，在３０℃、１８０ｒ·ｍｉｎ－１培
养最适天数（４ｄ）后，测定可溶性磷含量，方法同２．１。
２．４　温度、ｐＨ值、装液量、ＮａＣｌ浓度对 ＣＨＷ１０Ｂ
菌株溶磷能力的影响

　　按 １％的接种量将 ＣＨＷ１０Ｂ种子液接入到
ＮＢＲＩＰ液体培养基中，设置培养温度分别为２０、２５、
３０、３５、４０℃；将ＮＢＲＩＰ液体培养基ｐＨ值分别调至４、
５、６、７、８、９、１０；分别将２０、４０、５０、６０、８０ｍＬＮＢＲＩＰ培
养基加入到１００ｍＬ三角瓶中，使其体积比分别为
１／５、２／５、１／２、３／５、４／５；调节ＮＢＲＩＰ培养基的ＮａＣｌ浓
度为０．０、２．５、５．０、１０．０、１５．０、２０．０ｇ·Ｌ－１。各处理
设３个重复和１个空白对照，３０℃、１８０ｒ·ｍｉｎ－１培养
最适天数（４ｄ）后，测定可溶性磷含量，方法同２．１。
２．５　ＣＨＷ１０Ｂ菌株产有机酸、ＡＣＣ脱氨酶、ＩＡＡ、
ＡＤＣ、嗜铁素能力测定
　　用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定有机酸。取培
养７２ｈ的ＣＨＷ１０Ｂ发酵液（ＮＢＲＩＰ液体培养基）并
进行离心（４℃，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心２次，每次２０
ｍｉｎ），取上清液５ｍＬ过０．２２μｍ微孔滤膜，用高效
液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ｓｅｒｉｅｓ，美国产）测定有机
酸的种类和含量。色谱条件为：色谱柱为菲罗门

Ｃ１８柱，缓冲液为０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾（ｐＨ值
２ ３），柱温３０℃，流速１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长
２１４ｎｍ。同时，设置未接种空白对照，测定方法同
ＣＨＷ１０Ｂ发酵液。

参考Ｓａｌｅｈ等［１１，１３］的研究方法进行ＣＨＷ１０Ｂ菌
株 ＡＣＣ脱氨酶活性测定，ＩＡＡ含量测定采用
Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ比色法［１４］，产精氨酸脱羧酶（ＡＤＣ）能力测
定参照Ｓｕｎ等［１５］的方法，产嗜铁素参照 Ｙｕ等［１６］的

方法采用ＣＡＳ平板进行定性检测。
２６　ＣＨＷ１０Ｂ菌株对 １年生南方红豆杉的促生
作用

　　 活化ＣＨＷ１０Ｂ菌株，３０℃、１８０ｒ·ｍｉｎ－１培养２

ｄ，取培养液离心５ ６ｍｉｎ（４℃，５０００ｒ·ｍｉｎ－１），
无菌生理盐水润洗菌体３次后，用无菌生理盐水制
成８×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１接种剂。灌根接种于南方红豆
杉实生苗（苗龄１ａ），每株２５ｍＬ，对照为等量的无
菌生理盐水。每处理设 １５个重复，置于温室中培
养，３６０ｄ后测定南方红豆杉的生物量、地径和苗高。

３　结果与分析
３．１　ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷量动态变化

从图１可看出：前４ｄＣＨＷ１０Ｂ菌株培养液的
可溶磷含量逐渐增加，到第 ４天时达到峰值
（７５７．７５２ｍｇ·Ｌ－１），此时溶磷能力最强；４ｄ后该菌
的溶磷能力明显降低，但到第７天却有所回升，回升
原因可能是培养后期营养耗尽，菌体细胞大量死亡

裂解导致可溶性磷释放。以上结果说明，该菌株溶

磷的最佳培养时间为４ｄ。

图１　ＣＨＷ１０Ｂ菌株在３０℃下摇床培养７ｄ时培养液

可溶磷含量的变化

Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｏｌｕｂｌｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｕｌｔｕｒｅｌｉｑｕｉｄｏｆ

ｓｔｒａｉｎＣＨＷ１０Ｂｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ７ｄａｙｓｕｎｄｅｒ３０℃

３．２　磷酸钙浓度对ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力的影响
图２表明：随着磷酸钙浓度的增加，ＣＨＷ１０Ｂ菌

株的溶磷量呈先上升后下降的趋势；在磷酸钙浓度

为２．５０ １０．００ｇ·Ｌ－１时，该菌株皆表现出较强的
溶磷活性；磷酸钙为５．００ｇ·Ｌ－１时，该菌株的溶磷
量最高（７４０．３１０ｍｇ·Ｌ－１），溶磷能力最强。
３．３　碳源、氮源、碳氮比对ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力
的影响

３．３．１　碳源对 ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力的影响　图
３表明：不同碳源明显影响 ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶解磷酸
钙的能力；以葡萄糖为唯一碳源时，该菌株溶磷能力

最强，溶磷量达 ７４０．３１０ｍｇ·Ｌ－１；其次为果糖
（７９４５７ｍｇ·Ｌ－１）；以麦芽糖、甘露醇、蔗糖和可溶
性淀粉为碳源时，溶磷量大幅降低，尤其以可溶性淀
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粉为碳源时，溶磷量最小（２．９０７ｍｇ·Ｌ－１）。由此可
知，葡萄糖为 ＣＨＷ１０Ｂ菌株充分发挥其溶磷功能的
最适碳源。因此，在 ＣＨＷ１０Ｂ菌株的实践应用中，
应考虑与可以降解土壤中多糖的菌株结合使用。

图２　不同磷酸钙浓度下ＣＨＷ１０Ｂ菌株培养液

可溶磷含量的变化

Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｏｌｕｂｌｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｕｌｔｕｒｅｌｉｑｕｉｄｏｆ

ｓｔｒａｉｎＣＨＷ１０Ｂｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｌｃｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｓ

图３　不同碳源下ＣＨＷ１０Ｂ菌株培养液可溶磷含量的变化

Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｏｌｕｂｌｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｕｌｔｕｒｅｌｉｑｕｉｄｏｆ

ｓｔｒａｉｎＣＨＷ１０Ｂｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓ

３．３．２　氮源对 ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力的影响　图
４表明：不同氮源条件下，ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力差
异显著；以（ＮＨ４）２ＳＯ４为氮源时，ＣＨＷ１０Ｂ菌株的
溶磷能力最强，溶磷量为 ７３８．３７２ｍｇ·Ｌ－１；以
ＮＨ４ＮＯ３ 为氮源时，该菌株的溶磷能力 比 以
（ＮＨ４）２ＳＯ４为氮源时略低（溶磷量为７２０．５０４ｍｇ·
Ｌ－１），但二者差异不显著。以牛肉膏、酵母膏和蛋白
胨为氮源时，该菌株的溶磷能力明显下降，而以

ＫＮＯ３为氮源时，该菌株的溶磷能力最弱（溶磷量为
１７９．２０１ｍｇ·Ｌ－１）。说明该菌株以 ＮＨ４

＋为氮源时

的溶磷能力明显比以 ＮＯ３
－为氮源时的强，ＮＨ４

＋适

合该菌株溶磷能力的充分发挥。因此，ＣＨＷ１０Ｂ菌

图４　不同氮源下ＣＨＷ１０Ｂ菌株培养液可

溶磷含量的变化

Ｆｉｇ．４　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｏｌｕｂｌｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｕｌｔｕｒｅｌｉｑｕｉｄｏｆ

ｓｔｒａｉｎＣＨＷ１０Ｂｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓ

株溶磷作用最适氮源为（ＮＨ４）２ＳＯ４，在实践应用中
与（ＮＨ４）２ＳＯ４没有显著差异的 ＮＨ４ＮＯ３也可以
考虑。

３．３．３　碳氮比对 ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力的影响　
以最适碳源（葡萄糖）和最适氮源（硫酸铵）分别作

为碳源和氮源，比较不同Ｃ／Ｎ对ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷
能力的影响。图５表明：不同Ｃ／Ｎ对ＣＨＷ１０Ｂ菌株
的溶磷能力影响显著；Ｃ／Ｎ≤１００／１时，Ｃ／Ｎ越大，
ＣＨＷ１０Ｂ菌株的溶磷能力越强；Ｃ／Ｎ＞１００／１，随着
Ｃ／Ｎ升高，该菌株的溶磷能力反而减弱。Ｃ／Ｎ为
２５／１时，该菌株的溶磷量最低（３１８．５４２ｍｇ·Ｌ－１），
Ｃ／Ｎ为１００／１时，该菌株的溶磷量最高（６８４．１０８ｍｇ
·Ｌ－１），此时溶磷能力最强。

图５　不同Ｃ／Ｎ下ＣＨＷ１０Ｂ菌株培养液可溶磷含量的变化

Ｆｉｇ．５　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｏｌｕｂｌｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｕｌｔｕｒｅｌｉｑｕｉｄｏｆ

ｓｔｒａｉｎＣＨＷ１０ＢｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣ／Ｎ

３．４　环境条件对ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力的影响
３．４．１　初始 ｐＨ值对 ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力的影
响　图６表明：随着 ｐＨ值的升高，ＣＨＷ１０Ｂ菌株的
溶磷能力表现为先增长后降低；当初始 ｐＨ值为１０
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时，该菌株的溶磷能力最差，但可溶性磷含量仍达

５２１．３１８ｍｇ·Ｌ－１；初始ｐＨ值为７时，该菌株的溶磷
能力最强（７２７．７１３ｍｇ·Ｌ－１）。以上结果表明，
ＣＨＷ１０Ｂ菌株对不同的 ｐＨ值具有较强的适应能
力，但中性条件最利于其溶磷功能的发挥，这也暗示

了该菌株可以应用于多种不同酸碱性土壤中。

图６　不同初始ｐＨ值下ＣＨＷ１０Ｂ菌株培养液可溶磷含量的变化

Ｆｉｇ．６　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｏｌｕｂｌｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｕｌｔｕｒｅｌｉｑｕｉｄｏｆ

ｓｔｒａｉｎＣＨＷ１０ＢｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｐＨ

３．４．２　装液量对 ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力的影响　
溶氧量对微生物的生长有重要作用，不同微生物对

溶解氧需求也不同。装液量是影响溶氧量的一个重

要因素，装液量越少，溶氧系数越大，溶氧量越多。

图７表明：ＣＨＷ１０Ｂ菌株在不同装液量下均有一定
的溶磷能力，但溶磷能力的强弱不同：装液量 ４００
ｍＬ· Ｌ－１（２／５）和８００ｍＬ·Ｌ－１（４／５）时，ＣＨＷ１０Ｂ
菌株的溶磷能力差异不显著；装液量６００ｍＬ·Ｌ－１

（３／５）时，ＣＨＷ１０Ｂ菌株的溶磷能力最差；装液量
５００ｍＬ·Ｌ－１（１／２）时，ＣＨＷ１０Ｂ菌株的溶磷能力最
强，溶磷量高达７５０．００１ｍｇ·Ｌ－１。由此可知，装液
量５００ｍＬ·Ｌ－１（１／２）为本研究条件下 ＣＨＷ１０Ｂ菌
株溶磷的最适装液量。

图７　不同装液量下ＣＨＷ１０Ｂ菌株培养液可溶磷含量的变化

Ｆｉｇ．７　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｏｌｕｂｌｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｕｌｔｕｒｅｌｉｑｕｉｄｏｆ

ｓｔｒａｉｎＣＨＷ１０Ｂｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｉｑｕｉｄｖｏｌｕｍｅｉｎｆｌａｓｋ

３．４．３　ＮａＣｌ浓度对ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力的影响
　图 ８表明：ＣＨＷ１０Ｂ菌株在 ＮａＣｌ浓度为 ０．０

２０．０ｇ·Ｌ－１内均能生长，但溶磷能力不同，且差异
显著（Ｐ＜０．０５），ＮａＣｌ浓度越高，其溶磷量反而越
低。当ＮａＣｌ浓度为０．０ｇ·Ｌ－１时，ＣＨＷ１０Ｂ菌株的
溶磷能力最强，发酵液中可溶性磷含量为７３６．４３４
ｍｇ·Ｌ－１；ＮａＣｌ为２０．０ｇ·Ｌ－１时，该菌株几乎不表
现溶磷功能。可能由于高浓度Ｎａ＋造成的高渗溶液
中微生物体细胞活动受抑制甚至死亡，进而影响到

该菌株的溶磷能力。

图８　不同ＮａＣｌ浓度下ＣＨＷ１０Ｂ菌株培养液可溶磷含量的变化

Ｆｉｇ．８　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｏｌｕｂｌｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｕｌｔｕｒｅｌｉｑｕｉｄｏｆ

ｓｔｒａｉｎＣＨＷ１０ＢｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＮａｃｌ

３．４．４　温度对 ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力的影响　图
９表明：ＣＨＷ１０Ｂ菌株培养液在２０ ４０℃下均有一
定的溶磷能力，但差异显著（Ｐ＜０．０５）。该菌株培
养液的溶磷能力由大至小的温度为：３０、３５、２５、４０、
２０℃，其最高溶磷量为７４９．５７６ｍｇ·Ｌ－１，最低溶磷
量为２８７．４６２ｍｇ·Ｌ－１。温度低于３０℃时，随着温
度的升高，ＣＨＷ１０Ｂ菌株的溶磷量增加；当温度超过
３０℃后，其溶磷量随着温度的增加反而降低。可能
是因为３０℃时 ＣＨＷ１０Ｂ菌株的生长发育和新陈代
谢皆处于较好状态，相关的酶活性较强，而温度的升

高或降低，都会影响到该菌株的生长繁殖和新陈代

谢，使其溶磷能力降低。因此，该菌株溶磷最适温度

为３０℃。
３．５　ＣＨＷ１０Ｂ菌株产有机酸能力

表１表明：ＣＨＷ１０Ｂ菌株发酵液产生有机酸，且
有机酸总量为 ５７１０．８２μｇ·Ｌ－１，比对照组的
６６５０５μｇ·Ｌ－１高７５８．７０％。ＣＨＷ１０Ｂ菌株分泌的
有机酸为草酸和葡萄糖酸，与对照相比，虽然少了甲

酸和柠檬酸，但其葡萄糖酸的产生量远大于对照，分

泌草酸的量与 ＣＫ的相差不大。葡萄糖酸一方面能
降低 ｐＨ值从而溶解难溶性磷，另一方面还能与

５５７
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图９　不同温度下ＣＨＷ１０Ｂ菌株培养液可溶磷含量的变化

Ｆｉｇ．９　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｏｌｕｂｌｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｕｌｔｕｒｅｌｉｑｕｉｄｏｆ

ｓｔｒａｉｎＣＨＷ１０Ｂｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ａｌ３＋等螯合释放磷酸根［１７］。由此可见，ＣＨＷ１０Ｂ菌
株发酵液良好的分泌葡萄糖酸的能力促进了其高效

溶磷作用。

表１　ＣＨＷ１０Ｂ菌株分泌的有机酸种类和含量
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｋｉｎｄｓａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄ

ｓｔｒａｉｎＣＨＷ１０Ｂｓｅｃｒｅｔｅｄ

有机酸

Ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓ

有机酸含量／（μｇ·Ｌ－１）
Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓ
ＣＨＷ１０Ｂ ＣＫ

草酸 Ｏｘａｌｉｃａｃｉｄ ５．９０ ５．９４

葡萄糖酸 Ｇｌｕｃｏｓｅａｃｉｄ ５７０４．９２ ６４１．５３

甲酸 Ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ － １５．１９

柠檬酸 Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ － ２．３８

有机酸总量 Ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓａｍｏｕｎｔ ５７１０．８２ ６６５．０４

　　注：“－”代表未检测到。Ｎｏｔｅ：“－”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ．

３．６　ＣＨＷ１０Ｂ菌株产 ＡＣＣ脱氨酶、ＩＡＡ、嗜铁素
及精氨酸脱羧酶能力

　　经测定，ＣＨＷ１０Ｂ菌株可以产生吲哚乙酸
（ＩＡＡ）和 ＡＣＣ脱氨酶，产 ＩＡＡ量为 ８．９０８ｍｇ·
ｍＬ－１，其ＡＣＣ脱氨酶比活力为０．９２２Ｕ·ｍｇ－１。采
用ＣＡＳ平板对 ＣＨＷ１０Ｂ菌株进行产铁载体定性测
定，结果表明：ＣＨＷ１０Ｂ菌株能产生铁载体（图１０）。
图１１表明：该菌株还具有产精氨酸脱羧酶的能力。
以上结果说明，ＣＨＷ１０Ｂ菌株具有多种植物促生
特性。

图１０　ＣＨＷ１０Ｂ菌株的ＣＡＳ平板检测

Ｆｉｇ．１０　ＳｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎＣＨＷ１０Ｂ

ｏｎＣＡＳａｇａｒｐｌａｔｅｓ

图１１　ＣＨＷ１０Ｂ菌株产精氨酸脱羧酶定性测定结果

Ｆｉｇ．１１　ＱｕａｌｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔｒａｉｎＣＨＷ１０Ｂ

ｏｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇＡｒｇｉｎｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ

３．７　ＣＨＷ１０Ｂ菌株对南方红豆杉的促生作用
南方红豆杉１年生实生苗接种ＣＨＷ１０Ｂ菌株后

３６０ｄ的生长情况（表２）表明：接种ＣＨＷ１０Ｂ菌剂对
南方红豆杉生长具促进作用，与对照相比，南方红豆

杉实生苗地径、苗高和生物量的增长率分别为

１９．５３％、２０．１４％和２５．３９％。ＣＨＷ１０Ｂ菌株对南方
红豆杉实生苗生物量和苗高的促生作用达极显著（Ｐ
＜００１），而对地径的促生作用达显著（Ｐ＜０．０５）。

表２　ＣＨＷ１０Ｂ菌株对南方红豆杉生长的影响
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｔｒａｉｎＣＨＷ１０ＢｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＴａｘｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ

项目

Ｉｔｅｍ

南方红豆杉 Ｔａｘｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ
ＣＫ

平均值±标准差
珋ｘ±ｓ

最大值

Ｍａｘ
最小值

Ｍｉｎ

ＣＨＷ１０Ｂ
平均值±标准差

珋ｘ±ｓ
最大值

Ｍａｘ
最小值

Ｍｉｎ

增长率

Ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ／％

生物量Ｂｉｏｍａｓｓ／（ｍｇ·株 －１） １１．５４±１．８７ａ １５．６５ ９．６０ １４．４７±２．０４ｂ １８．１３ １１．４１ ２５．３９
苗高Ｓｅｅｄｌｉｎｇｈｅｉｇｈｔ／ｃｍ ３１．０９±２．０６ａ ３３．２１ ２６．６２ ３７．３５±２．７５ｂ ３９．３５ ２９．３９ ２０．１４
地径Ｇｒｏｕｎｄｄｉａｍｅｔｅｒ／ｍｍ ５．５８±０．９９ａ ７．６２ ３．５３ ６．６７±１．１６ｂ ９．２５ ５．０９ １９．５３
　　注：同行不同小写字母表示差异显著，Ｐ＜０．０５。

Ｎｏｔｅ：ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｍｅａｎｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔＰ＜０．０５．
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４　讨论
不同溶磷微生物的溶磷能力有差异，如王舒

等［３，７］从油茶根际分离到的耳假单胞菌 ＷＢ３８等５
株溶磷细菌发酵液中有效磷含量为 ４０１．５６
４７５０１ｍｇ·Ｌ－１，而阿氏芽孢杆菌 ＮＣ２８５则高达
７９４．７８ｍｇ·Ｌ－１；王俊娟等［１８］从油松根际分离到的

泛菌属溶磷菌Ｄ２发酵液有效磷含量最高为３９２．１３
ｍｇ·Ｌ－１；张希涛等［１］从厚荚相思树根际分离的相

思根瘤菌 Ｇ７３无机磷发酵液有效磷含量为４．１４２
ｍｇ·Ｌ－１。本研究中，从南方红豆杉根际分离得到
的草木樨中华根瘤菌 ＣＨＷ１０Ｂ，其基本培养基发酵
液中可溶磷量最高可达７５７．７５２ｍｇ·Ｌ－１。以上菌
株皆为溶无机磷细菌，草木樨中华根瘤菌 ＣＨＷ１０Ｂ
溶磷能力虽比阿氏芽孢杆菌 ＮＣ２８５稍弱，但比其他
菌株强很多，为高效溶磷菌。

溶磷微生物的溶磷作用并非一成不变，随着外

界环境或营养物质的变化，其溶磷效果也发生改

变［１９］。许多研究表明，碳是影响溶磷菌生长繁殖和

生理生化代谢包括溶磷作用等的最主要因素，不同

溶磷菌株的最佳碳源及利用碳源的广泛性存在明显

区别，如节杆菌１ＴＣＲｉ７只有以葡萄糖为碳源时才具
有溶磷能力［２０］；而洋葱伯克霍尔德氏菌Ｃ５Ａ［１７］、耳
假单胞菌 ＷＢ３８［７］、泛菌属溶磷菌 Ｄ２［１８］、荧光假单
胞菌 ＪＷＪＳ１［２１］和本研究中的草木樨中华根瘤菌
ＣＨＷ１０Ｂ溶磷碳源较广，以葡萄糖、麦芽糖、蔗糖等
分别作为碳源时皆具有溶磷能力；在后４株菌中，除
洋葱伯克霍尔德氏菌 Ｃ５Ａ以麦芽糖为碳源时溶磷
作用最强外，其余均以葡萄糖为碳源时溶磷能力最

强。草木樨中华根瘤菌 ＣＨＷ１０Ｂ溶磷最佳碳源为
葡萄糖也可能与其溶磷过程中产生大量的葡萄糖酸

有关［１９，２２］。

不同溶磷微生物对不同氮源利用效率也不尽相

同。本研究中，草木樨中华根瘤菌 ＣＨＷ１０Ｂ以
ＮＨ４

＋为氮源时的溶磷能力明显比以ＮＯ３
－为氮源时

的强，以硫酸铵为氮源时溶磷能力最强，以硝酸铵为

氮源时溶磷能力次之，而以硝酸钾为氮源时的溶磷

能力明显降低，这与耳假单胞菌 ＷＢ３８［７］溶磷氮源
情况相似，不同的是后者以硝酸铵为氮源时溶磷能

力最强，硫酸铵次之。本研究结果与赵小蓉等［２０］和

范丙全等［２３］发现的溶磷菌通常以 ＮＯ３
－为氮源时的

溶磷量高于以 ＮＨ４
＋为氮源时的溶磷量相反。另

外，范丙全等［２３］认为，使用铵态氮时主要分泌苹果

酸、柠檬酸、乙酸、琥珀酸、丙酸，而硝态氮条件下几

乎不产生这些有机酸。本研究中，ＣＨＷ１０Ｂ菌株以
（ＮＨ４）２ＳＯ４为氮源时产生大量的葡萄糖酸，并没有
产生其他有机酸，其具体原因有待进一步研究。

有研究表明，适当调整 Ｃ／Ｎ值，溶磷微生物可
能会释放更多磷［２１］，不同菌株对培养基中Ｃ／Ｎ值反
应差异显著。本研究发现，当 Ｃ／Ｎ＜１００／１时，随培
养基的Ｃ／Ｎ值升高，草木樨中华根瘤菌ＣＨＷ１０Ｂ的
溶磷能力逐渐增强；当 Ｃ／Ｎ＝１００／１时，草木樨中华
根瘤菌ＣＨＷ１０Ｂ菌株溶磷能力最强，这与刘辉等［２１］

关于荧光假单胞菌 ＪＷＪＳ１菌株和赵小蓉等［２０］关于

欧文氏杆菌的研究结果相同；当 Ｃ／Ｎ＞１００／１时，
ＣＨＷ１０Ｂ菌株的溶磷能力逐渐减弱，与青霉和肠杆
菌的结果［２０］不一致，可能是因为不同菌株自身所适

宜的Ｃ／Ｎ有所不同。
本研究中的草木樨中华根瘤菌 ＣＨＷ１０Ｂ是分

离自南方红豆杉根际的高效溶磷菌株，具有在南方

红豆杉根际发展成优势种群的前提，该菌株除产生

葡萄糖酸具有较强溶磷能力外，还可产 ＡＣＣ脱氨
酶、ＩＡＡ、铁载体和精氨酸脱羧酶，具有多种植物促
生特性。将该菌株制成菌剂作用于１年生南方红豆
杉实生苗后，具有良好的促生效应。在本课题组的

前期研究中，ＣＨＷ１０Ｂ对６０ｄ南方红豆杉幼苗生长
也表现出明显的促生作用。可以看出，该菌株有望

被制成生物肥料，应用于南方红豆杉等的人工栽培，

具有较高的应用潜力。若将该菌株更好应用于农林

业生产中，还需进一步结合实践中土壤和周围环境

的实际情况，进行深入验证。

５　结论
碳源、氮源、碳氮比和温度等环境条件均对

ＣＨＷ１０Ｂ菌株的溶磷能力有一定的影响，以葡萄糖
为碳源，硫酸铵为氮源，且碳氮比为１００／１时，该菌
株的溶磷能力最强。该菌株溶磷能力最强的其他环

境条件分别为培养时间４ｄ、磷酸钙５．００ｇ·Ｌ－１、初
始ｐＨ值７．０、装液量１／２、ＮａＣｌ为０．０ｇ·Ｌ－１、温度
３０℃。将该菌株接种于１年生南方红豆杉根部３６０
ｄ后，发现其对南方红豆杉有明显的促生作用。经
检测，该菌株除产生大量葡萄糖酸外，还产生可促进

植物生长的ＩＡＡ、ＡＣＣ脱氨酶、嗜铁素和精氨酸脱羧
酶。鉴于该菌株对南方红豆杉良好的促生作用，结

合其溶磷特性，可将该菌株应用于南方红豆杉的

种植。

７５７
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