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摘  要：【目的】土壤中磷素供应不足是造成马尾松林地力衰退的原因之一。本研究对前期从

马尾松根际土样中分离筛选出的一株解磷能力较强的嗜松青霉 JP-NJ4 的解无机磷及解有机磷

能力进行探讨。【方法】探究嗜松青霉 JP-NJ4 对 4 种无机磷源及 2 种有机磷源的降解能力，

并对其分泌的有机酸和酶类进行测定，对其解磷特性进行初步分析。【结果】表明 JP-NJ4 菌

株可在 4 种不同无机磷源的培养基中生长，其中对磷酸钙[Ca3(PO4)2]的解磷效果最好，对 4 种

磷源的解磷能力大小为：磷酸钙>磷酸铝>磷酸氢钙>磷酸铁；其分泌的有机酸种类主要为葡萄

糖酸、草酸及丙二酸；JP-NJ4 菌株的磷酸酶活性较高，并具有一定的植酸酶活性；同时对草甘

膦具有较好的生物降解功能，降解率达 49.6%。【结论】嗜松青霉 JP-NJ4 解磷能力受磷源的结

构组成影响，且解磷能力与发酵液 pH 值呈负相关关系；该菌株分泌的葡萄糖酸和草酸对磷酸

钙及磷酸铝的溶解效果较明显。本研究供试菌株嗜松青霉 JP-NJ4 具有良好的解磷功能，在作

为林业生物菌肥方面具有极大的应用潜力。 
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Phosphate-solubilizing characteristic of a Penicillium pinophilum 
strain JP-NJ4 

QIAO Huan  WU Xiao-Qin*  WANG Zao 

(College of Forest Resources and Environment, Nanjing Forestry University, Nanjing, Jiangsu 210037, China) 

Abstract: [Objective] The shortage of phosphorus in the soil is one of the causes for declining of 
Pinus massoniana stands. One fungal strain Penicillium pinophilum JP-NJ4 which had strong 
capability to soluble phosphate was isolated from Pi. massoniana rhizosphere early. The research 
studied on inorganic phosphorus and organophosphorus-solubilizing capability of the strain. 
[Methods] Phosphate-solubilizing efficiencies on different phosphorus compounds, secretion of 
organic acids and enzymes of P. pinophilum JP-NJ4 were measured. Then phosphate-solubilizing 
characteristics of JP-NJ4 were analyzed. [Results] Four insoluble inorganic phosphates were used as 
a sole phosphorus resource for P. pinophilum JP-NJ4. The results showed that the strain JP-NJ4 had 
the highest phosphate-solubilizing capability for Ca3(PO4)2. The capacity to solubilize four inorganic 



1742 微生物学通报 Microbiol. China 2014, Vol.41, No.9 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

phosphates was Ca3(PO4)2>AlPO4>CaHPO4·2H2O>FePO4·4H2O. It revealed that P. pinophilum 
JP-NJ4 mainly secreted gluconic acid, oxalic acid and malonic acid. The results of determining the 
activity of phytase and phosphatase showed that the phosphatase activity of the strain is higher. The 
strain JP-NJ4 also had certain phytase activity. The strain had a promising biodegradation function 
and its degradation rate of glyphosate reached 49.6%. [Conclusion] It showed that different chemical 
bonds had different effects on phosphate-solubilizing capability of the strain JP-NJ4. 
Phosphate-solubilizing capability and pH of fermentation broth was negatively correlated. Gluconic 
acid and oxalic acid had predominance in solubilizing Ca3(PO4)2 and AlPO4. The tested strain JP-NJ4 
had an excellent phosphate-solubilizing function and great application potential on forestry biological 
fertilizer. 

Keywords: Pinus massoniana, Phosphate-solubilizing fungi, Inorganic phosphorus, Organic 
phosphorus 

磷是植物生长发育所需的大量和限制性元素

之一，我国土壤全磷密度自西北部向东南沿海地

区，自干旱、半干旱地区向湿润地区，自寒温带、

温带向热带地区呈递减趋势，南方土壤多为酸性，

大部分区域处于“贫磷”状态[1]。马尾松是我国南方

地区的主要造林树种。土壤中磷素的供应不足是造

成目前马尾松林地力衰退较严重的原因之一[2]。在

自然条件下，土壤中 90%以上的磷为无效磷，植

被难以直接吸收利用，而施入的磷肥又多与土壤中

的 Ca2+、Fe2+、Fe3+、Al3+等结合成难溶性磷酸盐[3-4]，

同时磷肥的过量施用还会造成环境污染。提高土壤

磷素利用率，是当今解决土壤磷素供应不足的重要

途径。研究表明，解磷微生物可将土壤中难溶性磷

转化成植物能够吸收利用的可溶性磷。因此，通过

微生物途径改善土壤的磷素供应有助于解决土壤

磷素供应不足的问题。 

解磷微生物主要包括解磷细菌、解磷真菌和解

磷放线菌等[5]。近年来，对于根际土壤高效解磷微

生物的研究主要集中在细菌方面[6-7]。解磷细菌洋

葱伯克霍尔德氏菌(Burkholderia cepacia) IS-16已

被用作生物菌肥，施用于多种作物[8]。Tao 等[6]从

土壤中分离出 10株具有解磷活性的蜡状芽孢杆菌

(Bacillus cereus) 和 巨 大 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

megaterium)，发现其在培养条件下对有机磷矿化

活性达 13.862.8 mg/L。研究表明解磷真菌在数量

和种类上都少于解磷细菌，但解磷真菌的溶磷能力

一般要强于细菌，甚至是细菌的几十倍，且遗传性

状更加稳定[9]。赵小蓉等[10]对解磷真菌 Aspergillus 

2TCiF2 的解磷能力研究发现其解磷量峰值达  

490 mg/L，而细菌节杆菌 (Arthrobacter spp.) 

1TCRi7和 1TCRi14的解磷量仅为 0.08±0.20 mg/L

和 1.05±1.70 mg/L。解磷真菌对于植物根际土壤中

磷素循环具有重要作用，除可将难溶磷转变为可溶

磷外，还可一定程度上促进植物生长，在作为高效

磷肥应用方面具有极大的潜力[11]。近年有研究发

现解磷真菌黑曲霉 (Aspergillus niger)及点青霉

(Penicillium notatum)可对花生生长及养分吸收具

有显著的促进作用[12]。宋勇春等[13]发现内生菌根

真菌 (Glomus mosseae， Glomus versiformea，

Gigaspora margarita)可促进土壤难溶性有机磷有

效化。刘辉等[14]发现林木外生菌根真菌(Xerocomus 

chrysenteron，Boletus edulis，Rhizopogen luteous

及 Lactarius insulsus)对难溶性磷酸盐具有溶解能

力。然而目前对解磷真菌，尤其是森林生态系统的

解磷真菌研究仍较少[15-18]。鉴于我国南方地区马尾

松林面临的地力衰退现状，从林地根际土壤中筛选

高效解磷真菌并研制具解磷功能的微生物肥料，是

改善林地土壤养分，促进松树生长的一条有效途

径。本重点实验室前期从马尾松林根际土壤分离筛

选 获 得 一 株 解 磷 真 菌 嗜 松 青 霉 (Penicillum 

pinophilum) JP-NJ4，其对松树具有良好的促生作 

用[19]，但关于这株真菌的解磷特性目前尚不十分
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清楚。为此，本研究对筛选出的这株解磷真菌的解

磷特性进行探讨，以期为今后研究开发和利用解磷

生物菌肥提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

为本实验室分离自南京林业大学后山马尾松

林根际土壤(黄棕壤 )的嗜松青霉 (P. pinophilum) 

JP-NJ4[19]，供试菌株保存于中国典型培养物保藏 

中心。 

1.2  磷标准曲线的绘制 

准确吸取磷标准使用液 0、1.0、2.0、4.0、6.0、

8.0、10.0 mL (分别相当于含磷量 0、0.1、0.2、0.4、

0.6、0.8、1.0 mg)置于刻度试管中，依次加入 2滴

2,4-二硝基酚，摇匀，静置 5 s。再加入钼锑抗显色

剂 5 mL，混合均匀。定容至刻度。室温下静置 30 min。

以零管为空白对照，用 UV-160PC 紫外-可见光分

光光度计测量其在 720 nm处的吸光度值，以磷含

量和吸光度值间的相关关系绘制标准曲线。 

1.3  青霉 JP-NJ4 解无机磷能力的测定 

1.3.1  青霉 JP-NJ4 液体培养基溶磷量的动态测

定：采用磷钼蓝分光光度法分别测定发酵液中可溶

性磷的含量。将供试菌株接入含 1.5 L NBRIP培养

基[20]的发酵罐(上海国强)中发酵(25 °C，pH 7.2)，

自发酵第 2天起每隔 12 h测一次发酵液中可溶磷

的含量，用 UV-160PC 紫外-可见光分光光度计测

定钼蓝在 720 nm处的吸光度值，对磷含量进行定

量分析[21]，共测至 120 h。 

1.3.2  青霉 JP-NJ4 对不同无机磷源培养基溶磷量

的测定：制作分别含磷酸铝 (AlPO4)、磷酸铁

(FePO4·4H2O)、磷酸氢钙(CaHPO4·2H2O)、磷酸钙

[Ca3(PO4)2]的 NBRIP 液体培养基，上述不同磷源

按每升 NBRIP培养基中加入相同含量的磷(1 g)折

算其加入量，在各培养基中分别接入供试青霉，

25 °C振荡 7 d，测定各发酵培养液中可溶磷的含

量(方法见 1.3.1)，并按下式计算解磷率[22]。 

解磷率(%)=(接菌可溶性磷含量−对照可溶性

磷含量)÷加入无机磷源的量×100 

1.3.3  青霉 JP-NJ4 分泌有机酸种类及含量的测

定：将供试菌株接入 50 mL NBRIP液体培养基，

25 °C 摇瓶振荡 45 d 后采用高效液相色谱

(Agilent1200液相色谱仪，美国加利福尼亚州 Santa 

Clara 市)分别对其分泌的有机酸种类及含量进行

测定。 

测定有机酸色谱条件：色谱柱： Thermo 

Hypersil Gold，250 mm×4.6 mm，5 μm；流动相：

50 mmol/L KH2PO4，pH 2.5；流速：1 mL/min；梯

度：08 min；B相：0%；83 min；B：40%；测

定波长：203 nm；进样体积：2 μL。 

测定葡萄糖酸色谱条件：色谱柱：Agilent 

ZORBAX SB-Phenyl，4.6 mm×250 mm，5 μm；流

动相：A：0.1% H3PO4；B：CH3CN；流速：1 mL/min；

梯度：04 min；B相：40%；57 min；B：90%；

测定波长：203 nm；进样体积：2 μL。 

1.4  青霉 JP-NJ4 解有机磷能力的测定 

1.4.1  液体培养基溶磷量动态变化的测定：将供试

菌株接入含 1.5 L 蒙金娜培养基[23]的发酵罐(上海

国强)中发酵(25 °C，pH 7.2)，自发酵第 2天起每

隔 12 h 测一次发酵液中可溶磷的含量(方法见

1.3.1)，共测至 120 h。 

1.4.2  青霉 JP-NJ4 磷酸酶酶活性测定：将供试菌

株接入 PD液体培养基[24]中 25 °C振荡培养 45 d

后，使用 MUB试剂(检测酸性磷酸酶时所用 MUB

试剂 pH 6.5，碱性磷酸酶时所用 MUB试剂 pH 11)

在 420 nm比色下对其磷酸酶活性进行测定。 

1.4.3  青霉 JP-NJ4 植酸酶酶活性测定：将供试菌

株接入 PD液体培养基，25 °C振荡培养 45 d后，

取 8 mL菌液于 1 000 r/min离心 10 min后取 1 mL

上清液，水浴 1 h后加 2 mL终止液。用 UV-160PC

紫外-可见光分光光度计测 415 nm的吸光值[25]。 

1.4.4  青霉 JP-NJ4 对草甘膦的生物降解：将供试
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菌株接入 50 mL 无机盐液体培养基中，每瓶培养

基加入草甘膦 0.04 mL，25 °C摇瓶振荡 7 d。 

(1) 发酵液中总磷含量的测定。取 5 mL发酵

液于凯氏瓶中，加入 9 mL浓硫酸及 1 mL高氯酸

消煮至溶液透明，冷却后调整 pH至 7.0并定容至

50 mL，测定总磷含量(方法见 1.3.1)。 

(2) 发酵液中无机磷含量的测定。取 45 mL发

酵液于离心管中，加 0.5 g无磷活性炭，细胞破碎

20 min后离心，取上清液测定无机磷含量(方法见

1.3.1)。 

发酵液中总磷含量减去无机磷含量等于供试

菌株降解出的有机磷含量。按下式计算解磷率[9]。 

有机磷农药解磷率(%)=(培养前有机磷含量−

培养后有机磷含量)÷培养前有机磷含量×100 

1.5  数据处理 

本试验数据使用 Microsoft Excel 2003软件、

SPSS 17.0软件等进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  嗜松青霉 JP-NJ4 解磷能力的动态变化 

2.1.1  JP-NJ4 菌株解无机磷能力的动态变化：嗜

松青霉 JP-NJ4种子液接入含NBRIP培养基的发酵

罐发酵后，25 °C经过连续 5 d培养及解磷能力的

动态测定，发现 0–48 h解磷量逐渐升高，在 60 h

时解磷量最大，为 4.3 g/L。此后其解磷能力出现

下降趋势。同期测定嗜松青霉发酵液 pH值发现，

pH 值与解磷量呈负相关的关系，随着解磷量的增

大，pH值呈明显下降趋势。在 60 h时达到最低 3.2，

后期变化幅度不大，但仍保持在较低水平(图 1A)。 

2.1.2  JP-NJ4 菌株解有机磷能力的动态变化：对

嗜松青霉 JP-NJ4在 25 °C经连续 5 d发酵培养及解

卵磷脂能力进行动态测定，发现其在 0–60 h时的

解磷量逐渐升高，至 72 h时解磷量达最大，为 0.1 g/L。

此后该菌株的解磷能力出现下降趋势。同期测定发

酵液 pH值发现，pH值与解磷量呈负相关的关系，

随着解磷量的增大，pH值呈明显下降趋势，在 72 h

时达到最低，pH 为 3.6，后期 pH 保持上升趋     

势(图 1B)。 

2.2  嗜松青霉JP-NJ4对不同无机磷源的解磷能力 

供试青霉 JP-NJ4菌株在 4种含不同无机磷源的

培养基上均能生长，但其对不同磷源的溶解效果  

明显不同(图 2A)。其中对于磷酸钙的溶解效果最好，

解磷量为 1 390 mg/L (图 2A)，解磷率为 24.1% (图

2B)。JP-NJ4菌株对 4种磷源的解磷效果为：磷酸钙> 

 

 
 
 

 
 
图 1  嗜松青霉 JP-NJ4 的解无机磷(A)及解有机磷(B)
动态曲线 
Figure 1  Inorganic phosphorus-solubilizing (A) and 
organophosphorus-solubilizing (B) curve of P. pinophilum 
JP-NJ4 
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磷酸铝>磷酸氢钙>磷酸铁，溶磷率分别为 24.1%、

14.0%、8.7%、6.0%。它们在 1%水平上具有极显

著差异(图 2B)。 

试验表明，供试菌株发酵滤液的 pH值较未接

种的对照都有不同程度的降低(图 3A)。且在不同

无机磷源的发酵滤液中可滴定酸含量相差很大，可

滴定酸含量与 pH值呈正相关关系(图 3B)。嗜松青

霉 JP-NJ4 在以磷酸铁为磷源时，可滴定酸含量为

1.0 mmol/L，在 1%水平上具有极显著差异，表明

该磷源培养滤液中含有的可滴定酸量最高。JP-NJ4

菌株在不同无机磷源发酵液中产生可滴定酸的量

为：磷酸铁>磷酸铝>磷酸氢钙>磷酸钙。 

2.3  嗜松青霉 JP-NJ4 分泌有机酸种类及含量

的比较 

采用高效液相色谱分析了嗜松青霉 JP-NJ4 发 
 

 
 

 
 

图 2  嗜松青霉 JP-NJ4 对不同无机磷源的溶解能力(A)
及解磷率(B) 
Figure 2  Solubilization of different inorganic insoluble 
phosphates (A) and phosphate-solubilizing rate (B) by P. 
pinophilum JP-NJ4 
Note: P<0.01. 

 

 
 

 
 
图 3  嗜松青霉 JP-NJ4 在对不同磷源培养基 pH (A)及
可滴定酸含量(B)的影响 
Figure 3  Changes of the pH of the culture filtrate (A) 
and titratable acidity values produced by P. pinophilum 
JP-NJ4 in liquid media containing different insoluble 
phosphates 
Note: P<0.01. 
 

酵液中主要分泌的有机酸种类与浓度(表 1)。结果

显示，JP-NJ4 菌株主要分泌葡萄糖酸、草酸及丙

二酸 3 种，有机酸总量为 7.2 g/L，其中葡萄糖酸

含量最高，为 6.1 g/L；其次为草酸和丙二酸，分

别为 0.9 g/L和 0.2 g/L。 

2.4  嗜松青霉 JP-NJ4 对草甘膦生物降解的动

态变化 

嗜松青霉 JP-NJ4 接入含草甘膦的无机盐液体

培养基中 25 °C振荡培养 5 d后，对培养基中草甘

膦的降解率进行了测定，发现嗜松青霉 JP-NJ4 在

72 h时的降解率达到最大，为 49.6%。该菌株降解 
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表 1  嗜松青霉 JP-NJ4 分泌的有机酸种类与浓度 
Table 1  The type and concentration of organic acids secreted by P. pinophilum JP-NJ4 

菌株 Strain 
有机酸种类 Organic acid species (g/L) 

总酸含量 
Total acids (g/L) 葡萄糖酸 

Glucose acid 
草酸 

Oxalic acid 
丙二酸 

Malonic acid 
嗜松青霉 JP-NJ4 
P. pinophilum JP-NJ4 

6.1 0.9 0.2 7.2 

 

草甘膦的过程中在 72 h 和 96 h 出现了 2 次降解高

峰，此后该解磷青霉对草甘膦的降解率呈下降   

趋势(图 4)。 

2.5  嗜松青霉 JP-NJ4 磷酸酶和植酸酶活性 

从表 2 可知，嗜松青霉 JP-NJ4 具有较高的磷

酸酶活性，酸性和碱性磷酸酶活性均达 2 100 U/L

以上。胞内酸性及碱性磷酸酶活性无显著差异，胞

外酸性及碱性磷酸酶活性在 1%水平上有显著差

异。供试菌株 JP-NJ4 的磷酸酶活性对其解卵磷脂

能力具有一定影响。同时，嗜松青霉 JP-NJ4 具有

一定的植酸酶活性(表 2)，说明 JP-NJ4 菌株对植酸

盐也具有一定的降解能力。 

3  结论与讨论 

溶磷圈法是判定菌株是否具有解磷能力的常用 
 

 
 

图 4  嗜松青霉 JP-NJ4 降解草甘膦的动态曲线 
Figure 4  Glyphosate-degrading curve of P. pinophilum 
JP-NJ4 

方法，但存在一定的局限性[20,26]，相对于溶磷圈判

定法，使用液体培养基测定更为合理和科学[27]。本

试验对采用溶磷圈法初筛出来的高效解磷真菌嗜松

青霉 JP-NJ4 利用发酵罐液体培养对其解磷量进一步

进行了测定，表明该青霉菌株具有较好的解无机磷

能力。徐爱芳等[28]测定春兰(Cymbidium goeringii)根

内生解有机磷细菌伯克霍尔德菌 (Burkholderia 

arboris) N85 水解卵磷脂能力为 0.03 g/L，本试验中

嗜松青霉 JP-NJ4 菌株对卵磷脂的溶解性为 0.1 g/L，

说明其具有良好的解有机磷能力。 

微生物的解磷能力除取决于微生物本身的遗

传特性外，还与不同难溶性磷源的结构和组分有 

关[10, 29-30]。由于不同无机磷源结构组成差别很大，

因此解磷微生物对其解磷效果也会产生较大差异。

本试验中嗜松青霉 JP-NJ4 在 4 种不同磷源的培养

基上均能生长，其中对磷酸钙溶解效果最好，解磷

量为 1 390 mg/L，其次是磷酸铝，说明解磷青霉的

解磷能力受磷源的结构组成影响。Reddy 等[31]对解

磷真菌塔宾曲霉(Aspergillus tubingensis)和黑曲霉

溶解 4 种磷矿粉的结果表明，不同菌株对不同磷矿

粉的溶磷效率相差很大；可利用淀粉酶的解磷真菌

马昆德拟青霉(Paecilomyces marquandii) AA1 在不

同地区的磷矿粉、不同的氮源种类和培养条件下解

磷能力也均有差异[32]。 

有研究表明解磷能力与溶液 pH 值及可滴定酸

含量相关[33-36]，但也有些结果证明两者间不存在显 
  

 

表 2  嗜松青霉 JP-NJ4 磷酸酶及植酸酶活性 
Table 2  Phosphatase and phytase activity of P. pinophilum JP-NJ4 

菌株 
Strain 

胞内 Intracellular 胞外 Extracellular 
植酸酶活性 

Phytase activity 
(U/L) 

酸性磷酸酶活性 
Acid phosphatase 

activity (U/L) 

碱性磷酸酶活性 
Alkaline phosphatase activity 

(U/L) 

酸性磷酸酶活性 
Acid phosphatase activity

(U/L) 

碱性磷酸酶活性 
Alkaline phosphatase 

activity (U/L) 

JP-NJ4 2 107.70±0.03B 2 107.80±0.03B 2 110.20±0.10A 2 109.00±0.05B 111.50±1.60 

Note: P<0.01. 
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著相关性[11]。本试验表明，嗜松青霉 JP-NJ4 针对

同一种无机磷源时，解磷能力与发酵液 pH值呈负

相关的关系，当该菌株解磷量达最大时其 pH值最

低，说明解磷真菌可分泌可滴定酸溶解难溶磷源。 

有机酸的生成是解磷真菌解磷的重要机理之

一[37-38]。有机酸的种类和含量对阴离子抑制磷酸根

吸附阳离子及有机酸与 Al3+、Ca2+、Fe3+等金属离

子结合能力具有极大的影响[36,39-40]。Hameeda等[41]

研究发现葡萄糖酸产量对解磷能力具有较大影响，

Cunningham[42]认为草酸是溶解磷酸钙的主要机

制。本研究使用液相色谱分析表明供试菌株可分泌

3种有机酸，其中葡萄糖酸含量最高，为 6.1 g/L，

其次为草酸。说明该菌株对磷酸钙和磷酸铝的溶解

过程中，葡萄糖酸及草酸发挥了较大的作用。 

当真菌受到低磷胁迫时，会分泌植酸酶和磷酸

酶等物质使有机磷酸盐转化成可溶性磷[43-44]。本 

试验对嗜松青霉磷酸酶及植酸酶活性测定发   

现，JP-NJ4 菌株具有较高的磷酸酶活性。一般认

为，解磷微生物对有机磷酸酯的分解主要是通过分

泌磷酸酶进行酶解实现[45]。另据研究，碱性磷酸

酶的活性对有机磷农药的降解具有较大的影响[46]。

草甘膦是目前世界上使用面积最大的除草剂品种，

虽然具有经济、高效、广谱等优点，但长期施用对

非靶标生物和环境的毒害作用较强[47]，因此有关

草甘膦的环境修复技术近年来成为热点问题[48]。

嗜松青霉 JP-NJ4 具有较强的碱性磷酸酶活性，对

草甘膦也具有较好的生物降解功能，降解率达

49.6%。嗜松青霉 JP-NJ4 除可分泌磷酸酶外，还可

分泌一定量的植酸酶。因此嗜松青霉 JP-NJ4不仅可

分解卵磷脂，还具有降解植酸盐的能力，故其对有机

磷的分解是其植酸酶及磷酸酶共同作用的结果。 

嗜松青霉对难溶性无机磷及有机磷均具有较

好的降解能力。磷是土壤营养的重要组成成分之

一，解磷微生物肥料的应用效果往往与土壤类型及

其酸碱度相关[25]。我国北方和西北地区土壤多数

为石灰性、碱性或中性土壤，钙含量较高[49]，而

南方酸性土壤铝含量较高。因此，嗜松青霉 JP-NJ4

作为解磷生物菌肥在我国北方和南方地区开发及

应用均具有较大的潜力。关于该菌对植物促生作用

及对土壤微环境的影响等有待进一步研究。本研究

不仅丰富了林业解磷真菌资源，还为更有效地改善

林分土壤磷素的利用及解磷真菌生物肥料的研制

提供了参考依据。 
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