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木醋液对滨海盐土解磷真菌 Apophysomyces sp. SM － 1
生长代谢及其溶磷效果的影响
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摘 要: 为缓解不溶性磷酸盐累积造成的盐碱土壤板结问题，从江苏滨海盐碱土壤中筛选到一株具有较强溶磷能

力的真菌菌株 SM － 1，并初步鉴定为 Apophysomyces sp．，同时考察了木醋液对该菌生长及溶磷效果的影响。结果
表明，木醋液的添加能够显著影响菌株 SM － 1 的生长，添加量为 0. 1%的木醋液是其最适宜的生长浓度。菌株
SM － 1 对不同磷源有着不同的分解能力，其中对磷酸三钙的分解能力最佳，培养基中水溶磷含量由 93 mg·L －1提

高到 246. 9 mg·L －1。木醋液对供试磷源没有分解效果，但添加木醋液则能够显著提高菌株对磷矿粉的分解能力，
培养基中水溶磷含量由 79 mg·L －1提高到 115. 3 mg·L －1，而对磷酸三钙的分解能力与单独接入菌株 SM － 1 的效
果相当。这预示着菌株 SM － 1 与木醋液混合使用在改善盐碱化土壤肥力方面具有很好的应用前景。
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苏北沿海盐碱滩涂面积为 68 万多 hm2，约占全

国的四分之一，有近 10 万 hm2 的低效盐田。盐土
有效磷含量极低，磷素主要以磷灰石的形态存在，

难以被植物吸收利用［1 － 2］。因此，开发盐土磷素资
源潜能，提高土壤磷素利用率，对我国盐土农业的

可持续发展具有重要意义。研究表明，溶磷微生物
能够将植物难以吸收利用的磷转化为易于被吸收利

用的有效磷，从而提高土壤的供磷水平［3 － 5］。盐碱
土特殊的理化性质可能会导致传统非土著溶磷微生

物的定殖能力、竞争力及溶磷能力降低和退化［6］。
因此，筛选土著耐盐碱溶磷菌对于开发微生物肥

料、提高盐碱土壤磷素利用率具有重要实际意
义［7］。木醋液 ( Pyroligneous Acid，PA) 是通过植
物热裂解得到的一种可降解有机酸，含有酸、酚、

醛、酮、酯类等多种有机成分，具有调节土壤 pH
值［8 － 9］、降低土壤盐分和碱化度［10 － 11］、提高土壤
有机质［12］及有效磷含量［13］，同时增加土壤微生物

数量［13］、改善土壤微生物群落功能多样性及代谢
活性［14］，提高土壤酶活性，减弱盐分对作物的胁

迫作用等多方面的功能，进而提高作物产量［15］，

是一种广泛施用的土壤改良剂。然而，木醋液对溶
磷微生物生长及其溶磷能力的影响方面的研究却鲜

有报道。本研究从江苏盐城大丰滨海盐碱土壤中筛
选到一株具有较强溶磷能力的溶磷真菌菌株 SM －
1，通过 18S rDNA序列分析对其进行鉴定，并测定
木醋液对其生长及溶磷能力的影响，不但为提高盐

碱土壤磷素利用率提供优质微生物种质资源，同时

为加速盐碱土壤肥力累积、生态恢复及微生物肥料
的研制提供理论和试验基础。

1 材料与方法

1. 1 材料
试验用盐碱土壤采自盐城国家级珍禽自然保护区

互花米草滩涂 ( 33°36'E，120°36'N) ，其土质为砂壤
土，pH 值 9. 43，含盐量 23. 5‰，全磷含量为 0. 67
g·kg －1，有效磷含量为 2. 19 mg·kg －1，属高盐碱低

肥力土壤。去除约 5 mm表层枯枝败叶等杂质后，分
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别采集 3个不同地点的 0 ～10 cm表层土壤分离得到的
同种解磷真菌，由南京大学盐生植物实验室分离保存，

编号为 SM －1，保藏于中国微生物菌种保藏管理委员
会普通微生物中心 ( No． CGMCC 7717)。
供试木醋液是以杨木木材剩余物为原料，收集

其炭化温度为 550 ℃的冷凝液，静置后取其中部澄
清的木醋液。木醋液的 pH 值为 3. 40; 其主要成分
相对含量为: 乙酸 34. 62%、丙酸 1. 69%、醛类
10. 16%、酚类 21. 95%和酮类 7. 90%。
小米固体培养基: 每瓶含小米 7. 5 g，麸皮 7. 5

g，两滴香油，15 mL 液体。液体: 酵母汁 0. 5 g，
酒石酸钠 0. 1 g，谷氨酸钠 0. 1 g，FeSO4·7H2 O
0. 01 g，蒸馏水 10 ～ 15 mL，自然 pH值。
改良马丁液体培养基: 葡萄糖 10 g，K2HPO4·

12H2O 1. 0 g，MgSO4·7H2O 0. 5 g，蛋白胨 5 g，NaCl
13 g，琼脂粉 15 ～20 g，水 1 000 mL，自然 pH值。
1. 2 方法
1. 2. 1 菌株 SM －1 形态学观察
将菌株接入含有小米固体培养基的培养皿中，

再取已灭菌处理的盖玻片呈 45°角插入接种的培养
基中，且盖玻片与接种线垂直，盖玻片插入的深度

为培养基厚度的 1 /3。将处理好的培养皿置入 28℃
恒温培养箱内培养，定期观察并做记录，待载玻片

上的菌丝长势良好，取出并用光学显微镜观察并拍

照，待载玻片上的菌丝开始变黄，取出处理后用扫

描电镜观察并拍照。
1. 2. 2 菌株 SM －1 18S rDNA序列测定及系统发育
树构建

采用改良马丁液体培养基对菌株 SM － 1 进行富
集培养后，参考文献 ［16］提取其基因组总 DNA。
采用真菌通用引物 NS1f /NS8r ( NS1f: 5’－ GTAGT-
CATATGCTTGTCTC － 3’; NS8r: 5’－ TCCGCAGGT-
TCACCTACGGA － 3’) 对 18S rDNA 基因进行扩增。
扩增体系为 50 μL，包括 3 μL DNA模板，5 μL 10 ×
PCR 缓冲液，4 μL MgCl2 ( 25 mmol·L －1 ) ，4 UL
dNTP混合物 ( 各 2. 5 mmol·L －1 ) ，2 μL NS1f ( 10
μmol·L －1 ) ，2 μL NS8r ( 10 μmol·L －1 ) ，0. 5 μL
Takara rTaq酶 ( 5 U·μL －1 ) ，ddH2O补足至 50 μL。
PCR反应程序为: 94℃预变性 5 min，94℃变性 30 s，
53℃退火 30 s，72℃延伸1 min，30 个循环，最后
72℃延伸5 min。PCR产物经1% ～1. 2%的琼脂糖凝胶
电泳检测并采用 Takara胶回收试剂盒进行纯化。纯化
后的 PCR产物采用 Takara pMD18 － T Vector 克隆试

剂盒进行 TA 克隆，挑取阳性重组子送至华大基因
上海分部进行测序。所测得序列通过MEGA 5. 0软件
采用邻接法 ( Neighbor － Joining Method) 构建系统发
育树。
1. 2. 3 SM －1 种子液制备
挑取生长态势良好的菌丝球接种于改良马丁液

体培养基中，30℃、180 r·min －1恒温振荡培养 2
d，得到供试菌株种子液。
1. 2. 4 木醋液对解磷真菌 SM －1 生长代谢的影响
本试验采用改良马丁液体培养基为基础培养

基，按照 0 ( PA 0 ) 、0. 01% ( PA 0. 01 ) 、0. 1%
( PA 0. 1 ) 、0. 5% ( PA 0. 5 ) 、1% ( PA 1 ) 、2%
( PA 2) 、5% ( PA 5) 的木醋液浓度加入适量木醋
液，每梯度 6 个重复，每个摇瓶 150 mL 培养基，
按 5%的接种量加入供试菌株种子液。30 ℃、180
r·min －1恒温振荡培养 7 d。试验开始后每天进行
菌球计数，同时吸取 10 mL 测定 pH 值及总有机酸
浓度，最后测总菌球数量。
1. 2. 5 木醋液对解磷真菌 SM －1 溶磷能力的影响
本试验采用改良马丁液体培养基为基础培养

基，加入 0. 1%木醋液，接种量为 5%，分别加入
0. 5 g磷矿粉 ( PRP) 、磷酸三钙 ( TCP) 及卵磷脂
( Lecithin) 作为供试磷源。每种磷源下设: CK
( 灭活菌液) 、供试菌株 SM － 1 ( SM) 、0. 1%木醋
液 ( PA) 、SM － 1 + 0. 1%木醋液 ( SM + PA) 共 4
个处理，30 ℃、180 r·min －1恒温振荡培养。试验
进行 7 d后取上清液，硅钼蓝比色法测定其中有效
磷含量，同时测定发酵液中 pH值及有机酸含量。
1. 2. 6 总有机酸含量测定
在 10 mL待测溶液中加入酚酞指示剂 2 滴，用

标定好的氢氧化钠溶液 ( 0. 1 mol· L －1 ) 滴定至溶

液显粉红色。每 1 mL 氢氧化钠滴定液相当于 9. 916
mg的水杨酸，总有机酸以水杨酸计。
1. 3 数据处理
所有数据用 Excel 2010 软件进行整理，用 SPSS

19. 0 软件进行处理分析。其中，菌株溶磷效果的差
异用 one － way ANOVA 进行分析，Duncan法进行显
著性检验 ( P ＜ 0. 05) 。

2 结果与分析

2. 1 菌株 SM －1 形态学特征
菌落呈圆状，紧密，边缘整齐无凹陷，正面初

期白色，后期淡黄色，反面褐色。菌落高度可达 12
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cm，有假根，气生菌丝为白色絮状，具明显的向外
性生长，不形成子实体，生长茂盛的菌丝可观察到

液滴流动，具有真菌特有芳香气味。该菌与 Misra
等［17］描述的 Apophysomyces 属基本特征基本一致，
如在普通培养基难以形成孢子，有假根，菌丝为絮

状，白色后转灰黄色，有少量横隔壁等。

图 1 菌株 SM － 1 菌落 ( A) 及假根 ( B) 形态

2. 2 菌株 SM － 118S rDNA 序列测定及系统发育树
构建

采用真菌通用引物 NS1f /NS8r 对解磷真菌菌
株 SM － 1 的 18S rDNA 基因进行扩增并克隆测序
后得到长度为 1 577 bp 的序列片段。该结果在美
国国立生物技术信息中心 ( National Center for
Biotechnology Information，NCBI ) 上 的 Genbank
数据库进行了 BLAST 同源性比对并构建系统发
育树 ( 图 2 ) 。结果表明，菌株 SM － 1 与 Apophy-
somyces elegans 同源性最高，匹配程度高达 99%，
且覆盖率为 100%。结合菌落形态观察结果，推
测该菌为Apophysomyces属的一种，即 Apophysomy-
ces sp． SM － 1。

图 2 基于菌株 SM － 1 18S rDNA序列的系统发育树

2. 3 木醋液对菌株 SM －1 生长代谢的影响
解磷真菌菌株 SM －1 在含不同木醋液浓度的基

础培养基中的生长状况见图 3。结果表明，菌株
SM －1 在含 0. 5% ～ 2% 木醋液 ( PA 0. 5 ～ PA 2 )
处理中均无法生长。在试验开始的前 3 d，含 0% ～
0. 01%木醋液 ( PA 0 ～ PA 0. 01 ) 处理中 SM － 1 的
菌球数量均显著高于含 0. 1%木醋液 ( PA 0. 1) 处
理。随着时间推移，自第 4 d 起，PA 0. 1 处理中
SM －1 的菌球数量急剧上升并显著高于 PA 0 和 PA
0. 01 处理，且 PA 0 处理高于 PA 0. 01 处理。由此
可见，木醋液的添加能够明显影响解磷真菌 SM － 1 图 3 不同木醋液浓度对菌株 SM － 1 生长的影响
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的生长，过低或过高的木醋液浓度对菌株 SM －1 的
生长均有着明显的抑制作用，添加量为 0. 1%的木
醋液浓度是最适宜菌株 SM －1 生长的浓度。
解磷真菌菌株 SM －1 在含不同木醋液浓度的基

础培养基中的代谢产酸状况见图 4。结果表明，随
着时间的推移，自第 4 d 起，发酵液中 pH 值急剧
下降，而其中有机酸 ( OA) 含量则急剧上升，即
发酵液中 pH 与有机酸含量呈现相反的变化趋势。
但木醋液添加量对菌株 SM － 1 代谢产酸的影响不
显著。

图 4 不同木醋液浓度对菌株 SM － 1 代谢产酸的影响

2. 4 木醋液对解磷真菌 SM －1 溶磷效果的影响
将菌株 SM － 1 接种于分别含 0. 5 g 磷矿粉

( PRP) 、磷酸三钙 ( TCP) 及卵磷脂 ( Lecithin) 的
改良马丁培养基中，培养基中水溶磷含量变化趋势

见图 5。从图中可以看出，菌株 SM － 1 对不同磷源
有着不同的分解能力。

图 5 不同磷源及木醋液对菌株 SM － 1 溶磷效果的影响

在含有磷矿粉的基础培养基中，与 CK 相比，
菌株 SM － 1 ( SM) 对磷矿粉有一定的分解效果，
但未达到显著差异，而木醋液 ( PA) 对磷矿粉无

分解能力。菌株 SM － 1 与木醋液的混合培养
( SM + PA) 则显著提高了对磷矿粉的分解能力，水
溶磷含量由 79 mg·L －1提高到 115. 3 mg·L －1。在
含有磷酸三钙的基础培养基中，与 CK 相比，木醋
液 ( PA) 对磷酸三钙无分解能力，而菌株 SM － 1
对磷酸三钙则具有显著的分解效果 ( P ＜ 0. 05) ，培
养基中水溶磷含量由 93 mg·L －1提高到 246. 9 mg·
L －1。菌株 SM － 1 与木醋液的混合培养对磷酸三钙
的分解能力与单独接菌 SM －1 的效果相当。在含有
卵磷脂的基础培养基中，与 CK 相比，各处理
( SM，PA，SM + PA) 培养基中水溶磷含量并无明
显增加。
与此同时，解磷真菌菌株 SM －1 在含不同磷源

的基础培养基中的代谢产酸状况见图 6。由图可知，
CK与单独添加木醋液处理 ( PA) 的各发酵液中
pH值并无明显差异，而接菌处理各发酵液中 pH值
均显著低于 CK 及 PA 处理。其中，含磷矿粉、磷
酸三钙及卵磷脂发酵液中 pH值有依次降低的趋势，
且SM －1 与木醋液混合培养含卵磷脂的发酵液
( SM + PA － Lecithin) 中 pH值最低，差异显著。发
酵液中有机酸含量与 pH值的变化趋势相反。CK与
PA处理的各发酵液中有机酸含量并无明显差异，
而接菌处理各发酵液中有机酸含量均显著高于 CK
及 PA处理。其中，含磷矿粉、磷酸三钙及卵磷脂
发酵液中有机酸含量有依次升高的趋势，且 SM +
PA － Lecithin处理发酵液中有机酸含量最高，差异
显著 ( P ＜ 0. 05) 。

图 6 不同磷源及木醋液对菌株 SM － 1 代谢的影响

3 小结与讨论

本研究通过对采自盐城滨海滩涂盐碱土壤中解

磷真菌的筛分，筛选得到 1 株溶磷效果较好的解磷
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真菌 SM －1，并对其进行了形态学及分子生物学鉴
定，命名为 Apophysomyces sp. SM － 1。分别将菌株
SM －1 接种到含不同磷源及木醋液浓度的改良马丁
氏培养基中进行代谢培养及解磷转化率的研究发

现，菌株 SM －1 对不同磷源有着不同分解能力，其
对磷酸三钙的分解能力最佳。除此之外，菌株
SM －1 在 0. 1%木醋液的存在下生长代谢最为旺盛，
并对磷矿粉亦有着较强的溶解能力。
自 1903 年，Stalstrom［18］在土壤中发现溶磷微

生物以来，溶磷菌的研究一直受到广大学者的关

注。据报道，解磷真菌在数量上虽远远不及解磷细
菌，但在菌株纯化过程中有近 50%的解磷细菌会失
去解磷能力，而大部分解磷真菌则可始终保持解磷

活性［19］，为以后解磷真菌的进一步筛选和研究提供

了理论依据。目前发现的解磷真菌种类较少，主要
局限于青霉 ( Penicillium) 、曲霉 ( Aspergillus) 、镰
刀菌 ( Fusarium) 、小丝核菌 ( Sclerotium) 等几个
属种。本研究首次发现了鳞质霉菌 ( Apophysomyces)
也具有较强的解磷活性，为提高盐碱土壤磷素利用

率提供了优质微生物种质资源。
木醋液作为土壤改良剂，成本低廉，易获得，

易降解，不仅促进植物的生长，而且有利于有益微

生物的繁殖与存活。有报道指出，施用木醋液可显
著改善土壤微生物学区系［14］，提高土壤酶活性［15］，

改善盐碱土化学性质，但其对盐碱土有效磷含量影

响不显著［20］。本研究首次将解磷真菌与木醋液结
合起来，研究了木醋液对解磷真菌 Apophysomyces
sp. SM －1 生长代谢及解磷效果的影响。结果表明，
过低或过高的木醋液浓度对解磷真菌均有着明显的

抑制作用，但 0. 1% 的木醋液浓度能够促进菌株
SM －1 的生长，该结果与已有的报道一致［21］。这
可能是由于木醋液中含有酚类、酸类、酮类、呋喃
类、醇类及酯类等多种有机化合物，而这些物质大
多具有一定的抗菌活性，其在合适的浓度下对微生

物的生长有抑制作用［22］。此外，菌株 SM － 1 与
0. 1%木醋液的混合培养虽然没有增加发酵液中的
有机酸含量，但却显著提高了菌株对磷矿粉的分解

能力。这可能是由于木醋液及磷矿粉中的某些微量
元素能够刺激供试菌株产生更多具有溶磷效果的有

机酸种类，有待于进一步的深入研究。
综上所述，添加木醋液后解磷真菌 Apophysomy-

ces sp. SM －1 生长代谢及解磷能力的变化，一方面
与木醋液成分对微生物活性的影响有关，另一方面

也与木醋液对其代谢途径的改变有关，从而间接影

响了菌株的解磷能力。由于木醋液成分复杂，具有
抑制与促进的双重功效，因此在盐碱土农业应用及

微生物肥料生产中，应注意木醋液施用浓度与用量

的问题。
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Effect of pyroligneous acid on growth，metabolism and phosphate-dissolving ability of phosphate-solubilizing fungi
Apophysomyces sp. SM-1
ZHAO Fei1，2，ZAI Xue-ming3，LI Si-yu4，QIN Pei4，ZHANG Huan-shi2* ( 1． Jiangsu Provincial Key Laboratory of Coastal
Wetland Bioresources and Environmental Protection，Yancheng 224003; 2． Nanjing Institute for Comprehensive Utilization of
Wild Plant，Nanjing 210042; 3． Department of Horticulture，Jinling Institute of Technology，Nanjing 210038; 4． Halo-
phyte Research Lab，Nanjing University，Nanjing 210008)
Abstract: In order to alleviate the problem of the hardened soil due to the accumulation of insoluble phosphate，a phosphate-
solubilizing fungi strain SM-1 had been isolated from the Jiangsu seashore saline soil． Strain SM-1 was identified as Apophyso-
myces sp．，and how its growth，metabolism and phosphate-dissolving ability were affected by pyroligneous acid was tested．
The results showed that strain SM-1 grew the best under 0. 1% pyroligneous acid concentration． The strain SM-1 could decom-
pose different phosphorus forms，especially for the tricalcium phosphate． The available phosphate was improved from 93
mg·L －1 to 246. 9 mg·L －1 ． Although pyroligeneous acid didn't dissolve the tested phosphate resource，but it promoted the
solubilizing capability of strain SM-1 in the liquid phosphate rock powder． Strain SM-1 improved the available phosphate from
79 mg·L －1 to 115. 3 mg·L －1 ． In conclusion，phosphate-solubilizing fungi strain SM-1 mixed with pyroligeneous acid had
great potential to improve phosphorus utilization rate in saline soil．
Key words: saline soil; phosphate-solubilizing microorganism; pyroligeneous acid; molecular identification
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