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封面图说: 金灿灿的小麦熟了———小麦是世界上最早栽培的农作物之一,是一种在世界各地广泛种植的禾本科植物,起源于中

东地区。 全世界大概有 43 个国家,近 35%—40%的人口以小麦为主要粮食。 小麦是禾谷类作物中抗寒能力较强的

越冬作物,具有一定的耐旱和耐盐碱能力。 中国的小麦分布于全国各地,主要集中于东北平原、华北平原和长江中

下游一带。 小麦秋季播种、冬季生长、春季开花、夏季结实。 子粒含有丰富的淀粉、较多的蛋白质、少量的脂肪,还有

多种矿物质元素和维生素 B,是一种营养丰富、经济价值较高的粮食。

彩图及图说提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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自生固氮菌活化土壤无机磷研究

张摇 亮1, 杨宇虹2, 李摇 倩1, 吴叶宽1, 黄建国1,*

(1. 西南大学 资源环境学院,北碚摇 400716; 2. 云南省烟草农业研究院, 玉溪摇 653100)

摘要:以土壤为磷源,通过液体培养试验研究了 5 株自生固氮菌(Azotobacter sp. )对土壤无机磷的活化利用。 结果表明,自生固

氮菌能释放大量的氢离子,使液体培养基的 pH 大幅度降低,氢离子的浓度至少提高 58 倍以上。 自生固氮菌分泌有机酸的种

类与数量因菌株不同而异,这些有机酸包括甲酸、乙酸、草酸、丁二酸、柠檬酸、苹果酸和乳酸等,其中均能分泌草酸和苹果酸。
在接种自生固氮菌的液体培养基中,全磷含量显著高于不接种的液体培养基,土壤无机磷总量则显著降低。 由于土壤是培养基

磷的唯一来源,故自生固氮菌促进了土壤无机磷的溶解释放。 相关分析表明,培养基的 pH 值与土壤无机磷总量呈极显著正相

关( r = 0. 959**,n =6),与液体培养基中的无机磷和全磷呈显著或极显著负相关( r= -0. 850*;r = -0. 918**,n = 6),说明自

生固氮菌分泌的氢离子可能是溶解土壤无机磷的原因之一。 接种自生固氮菌显著降低土壤钙磷,土壤中的铁磷、铝磷和闭蓄态

磷的降幅因菌株不同而异,其原因可能与有机酸分泌的数量和种类有关。
关键词:自生固氮菌;土壤;磷

Mobilization of inorganic phosphorus from soils by five azotobacters
ZHANG Liang1, YANG Yuhong2, LI Qian1, WU Yekuan1, HUANG Jianguo1,*

1 College of Resources of Environment, Southwest University, Beibei, Chongqing 400716, China

2 Yunnan Academy of Tobacco Agricultural Sciences, Yuxi 653100, China

Abstract: Phosphorus (P) is one of the most important essential elements for plant growth and function. However, both
the concentration and the availability of P are very low in most soils. The chemical P supplemented through fertilization is
rapidly adsorbed by soil minerals or transformed by soil microbial organisms resulting in a 10%—20% of P use efficiency.
Studies have found that Azotobacter sp. , which can fix nitrogen from the atmosphere to contribute plant nitrogen nutrition,
also has the capacity to mobilize soil P for plant use. As a result, the improvement of plant P use efficiency through some
specific soil Azotobacter to mobilize soil P has attracted much attention around the whole world. However, less information is
available to illustrate the mechanisms how Azotobacter sp. could directly mobilize P from the soil. Five strains of Azotobacter
sp. , which isolated from a gray brown purple soil in Chongqing, southern China and coded as N 01、N 02、N 03、N 04 and
N 05, respectively, were grown a liquid medium to study their capacity to mobilize soil phosphorus (P). The medium
contained 1L H2O, 10 g mannitol, 0. 2 g KCl, 0. 2 g MgSO4 ·7H2O, 0. 2 g NaCl, 0. 2 g CaSO4 ·7H2O and 5. 0 g
CaCO3 . Compared to the non鄄Azotobacter control, concentrations of proton in the liquid media under all five Azotobacter
treatments were increased by 58 times leading a significant pH decrease after 7 days of incubation. All Azotobacter strains
exuded oxalic acid and malic acid, but varied their capacity to exude succinic acid, formic acid, acetic acid, citric acid
and lactic acid. Total P in the liquid medium was significantly higher whilst inorganic P was significantly lower in the soil in
the Azotobacter treatments than in the non鄄Azotobacter treatment. pH in the liquid medium positively correlated with soil total



http: / / www. ecologica. cn

inorganic P ( r=0. 959**, n = 6), but negative correlated correlations with both inorganic P and total phosphorus in the
liquid medium ( r = -0. 850* or -0. 918**,n = 6). Meanwhile, soil Ca鄄P was significantly reduced by all Azotobacter
treatments, while Al鄄P, Fe鄄P and occluded P were decreased depending on the Azotobacter strain used in this study. On
one hand, our results suggest that the capacity of exuding organic acids and hence mobilizing soil P by Azotobacter may be
species dependent. On the other hand, our results showed that the pH decrease in the liquid medium might be one of the
most important mechanisms to mobilize soil Ca鄄P and / or Mg鄄P while the organic acids might contribute directly in the
mobilization of soil P through the complexion and acidic solution. As a result, our results demonstrated an alternative
pathway to enhance plant P nutrition through Azotobacter and could offer a potential effective practice to increase crop
productivity by intercropping or growing cereal crops with legumes, in which the latter could not only provide nitrogen, but
also P, to meet the growth requirements of both nitrogen and P for the cereal crops. Nevertheless, more research on the
capacity of Azotobacter to mobilze soil P and associated nitrogen and P benefits to its host plants and neighbouring plants are
further required.

Key Words: azotobacter; soil; phosphorus

磷是植物生长必须的大量营养元素之一。 大多数土壤的含磷量较低,且以难溶状态存在[1]。 磷肥施入

土壤之后易形成难溶性的磷酸盐并迅速被土壤矿物吸附固定或微生物固持,其当季利用率通常只有施用量的

10%—20% [2],活化利用土壤中的难溶性磷对于改善植物磷素营养有重要意义。 微生物不同程度的参与土

壤磷的活化,它们对土壤难溶性磷的溶解作用日益引起人们重视[3]。
目前,有关微生物活化土壤难溶性磷的研究多局限在芽孢杆菌(Bacillaceae)、真菌和放线菌[4]。 前苏联

蒙金娜于 1935 年最早从土壤中分离出 1 株解磷的巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium),具有分解核酸和卵磷

脂的能力[5]。 Sundara 等利用磷酸三钙为磷源,经过 14 d 的培养后发现芽孢杆菌和埃希氏菌的溶磷能力最

强[6]。 此外,某些真菌也具有溶解无机磷能力,它们主要是青霉属(Penicillium)和 AM 菌根菌(Arbuscular
mycorrhizal fungus);放线菌主要是链霉菌(Streptomyces) [7]。 进一步的研究发现,溶磷微生物一般都能分泌有

机酸,如甲酸、乙酸、柠檬酸和丁二酸等。 在这些有机酸中,甲酸和乙酸的电离常数最大,能电离出氢离子,溶
解氟磷灰石、氯磷灰石、羟磷灰石等磷酸钙盐,释放磷酸根[8鄄9];高碳有机酸能与铁铝形成稳定络合物,进而溶

解高磷铁矿石、粉红磷铁矿、水铝矿等铁铝磷酸盐[10鄄11]。 就自生固氮菌而言,它们不仅具有固氮作用而且还

能溶解磷酸盐,改善土壤供磷能力[12],但溶磷机理尚待施入探讨。 从多方面研究自生固氮菌的生物学功能,
可更全面地了解它们的生态作用,更好地为农林生产服务。
1摇 材料与方法

1. 1摇 材料准备

自生固氮菌(Azotobacter sp. )保存于西南大学资源环境学院微生物实验室,从重庆市北碚灰棕紫泥菜地

土壤中分离获取,菌种均已进行固氮酶活性的测定。 取其中的 5 株为供试菌株,代号分为 N 01、N 02、N 03、N
04 和 N 05。 先将自生固氮菌固体培养基蒸汽灭菌((121依1) 益,30 min),冷却后接种供试菌株,(30依1) 益斜

面培养 4 d 备用。 正常培养基组成为:蒸馏水 1000 mL、琼脂 20 g、葡萄糖 10 g、KH2PO4 0. 2 g、MgSO4·7H2O
0. 2 g、NaCl 0. 2 g、CaSO4·7H2O 0. 2 g、CaCO3 5. 0 g、pH 值 7. 0—7. 2。 然后,再接种到盛有 50 mL(KCl 代替

KH2PO4)的自生固氮菌液体培养基中,摇床培养((28依1)益、60 r / min)3 d,获得菌悬液备用。
供试土壤为侏罗纪紫色砂泥岩发育的灰棕紫泥。 蒸汽灭菌后的土壤 pH 值 6. 15、有机质 15. 0 g / kg、全氮

1. 07 g / kg、全磷 0. 89 g / kg、全钾 16. 3 g / kg、铝磷 94. 3 mg / kg、铁磷 65. 9 mg / kg、闭蓄态磷 130. 8mg / kg、钙磷

274. 0 mg / kg、有机磷 320. 8 mg / kg、有效磷 20. 0 mg / kg、速效钾 92. 6 mg / kg。 风干土壤,磨细过 100 目筛,取
1. 0000 g 土壤置于两端开口的直径为 1 cm 的塑料管中部,然后两端塞入玻璃纤维,将土壤夹在中间,再用孔

径为 0. 22 滋m 的微孔滤膜密封两端,121 益蒸汽灭菌 150 min。 在振荡培养自生固氮菌时,将盛有土壤的塑料
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管放入液体培养基中,水分子、无机离子和有机酸等均可自由进出,但土壤又不会穿过滤膜而进入溶液,自生

固氮菌也不能穿过滤膜进入土壤中。
试验中有机酸标准品为色谱纯,其余试剂均为分析纯。 精确称取草酸、柠檬酸、苹果酸、丁二酸、乳酸、甲

酸、乙酸各 100 mg,用流动相溶解并定溶于 100 mL 容量瓶中,配置成 1. 0 g / L 的有机酸的标准混合溶液,再用

流动相将标准溶液分别稀释至 0. 01、0. 02、0. 04、0. 06、0. 08 和 0. 10 g / L。
1. 2摇 试验设计

取 250 mL 三角瓶,加入 50 mL KCl 代替 KH2PO4 的供试培养基,蒸汽灭菌((121依1) 益,30 min),冷却。

接入 1 mL 1. 1 中制备的菌悬液,再加 1 个装有土壤的灭菌塑料管;不接种的液体培养基为对照,余同接种处

理,重复 6 次。 摇瓶培养((28依1) 益、60 r / min)7 d,备测有关项。
1. 3摇 测定项目与方法

将液体培养基摇匀,用 PHS鄄3C 精密酸度计测定 pH 值;取 10 mL 液体培养基用 H2SO4 鄄H2O2 消化,钼蓝比

色法测定消化液的含磷量;另取 20 mL 将液体培养基于 10000 r / min 离心 8 min,钼蓝比色法测定上清液的无

机磷含量。
利用高效液相色谱仪(日本 HITACHI 公司生产)测定液体培养基中的有机酸含量。 色谱条件为:Diode

Array L鄄7455 紫外检测器,Ion鄄 300 有机酸分析专用柱 ( Phenomenex, Torrance, CA, USA),流动相为 2. 5
mmol / L 硫酸,流速为 0. 5 mL / min,进样量为 20 滋L 样液(样液先经硫酸酸化),紫外检测波长为 210 nm,柱温

为 35 益,压力为 450 P。 测定的有机酸包括草酸、柠檬酸、苹果酸、乳酸、丁二酸、甲酸、乙酸,其出峰时间

(min)依次是 9郾 57、11. 52、13. 31、14. 53、15. 95、17. 47、20. 72(图 1)。

图 1摇 有机酸的标准色谱图

Fig. 1摇 Standard chromatogram of organic acids

a. 草酸;b. 柠檬酸;c. 苹果酸;d. 乳酸;e. 丁二酸;f. 甲酸;g. 乙酸

从塑料管中取出土壤,风干后用 Olsen 法提取,钼蓝比色法测定土壤中的有效磷含量[13];土壤无机磷组

分测定:采用张守敬和 Jackson 提出的方法[14]。 该方法将土壤无机磷分为:1 mol / L NH4C1 浸提疏松态磷,0. 5
mol / L NH4F 浸提 Al鄄P,0. 1 mol / L NaOH 浸提 Fe鄄P,0. 3 mol / L 柠檬酸钠+1. 0 g Na2S2O4+0. 5 mol / L NaOH 浸

提的闭蓄态磷(O鄄P),0. 5 mol / L (1 / 2H2SO4)浸提 Ca鄄P。
1. 4摇 数据处理

用 Excel2003 对试验数据进行基本计算,SPSS18. 0 进行统计分析,不同处理间的差异显著性用单因素方

差分析进行比较,使用 Pearson 法进行双因素相关分析。
2摇 结果

2. 1摇 自生固氮菌对培养基 pH 值的影响

图 2 可见,培养 7 d 之后,液体培养基的 pH 值显著低于对照(不接种),但菌株不同,液体培养基的 pH 值
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降幅也不一样。 接种 N 02 之后,液体培养基的 pH 值为 3. 45,降幅最大;接种 N 04,液体培养基的 pH 值为

5郾 45,降幅最小;其余菌株培养基的 pH 值介于 3. 50 和 4. 00 之间。

图 2摇 液体培养基中 pH 变化

Fig. 2摇 The changes in pH in liquid culture mediums

2. 2摇 自生固氮菌的有机酸分泌

表 1 可见,在液体培养基中检测到甲酸、乙酸、草
酸、乳酸、丁二酸、柠檬酸、苹果酸等 7 种有机酸。 在不

接种的液体培养基中(对照),检测到草酸、苹果酸和丁

二酸,但含量极低,可忽略不计。 值得注意的是,自生固

氮菌不同菌株分泌有机酸的种类和数量也不一样。 在

接种自生固氮菌的液体培养基中,草酸和苹果酸的含量

显著高于对照,说明自生固氮菌均能分泌草酸和苹果

酸,其中草酸分泌量普遍最高;此外,大多数自生固氮菌

能分泌丁二酸和甲酸(N 04 除外),N 01、N 03、N 05 能

分泌乙酸;N 02、N 03、N 05 能分泌柠檬酸;N 02 和 N 04
能分泌乳酸。 从 5 种有机酸的总量看,N 03 的分泌量

最高,N 01 次之,N 02 和 N 05 居第三,N 04 最低。

表 1摇 液体培养基中有机酸的含量

Table 1摇 Contents of organic acids in liquid culture mediums / (mg / L)

菌株 Strain
草酸
Oxalic
acid

苹果酸
Malic
acid

丁二酸
Succinic
acid

甲酸
Formic
acid

乙酸
Acetic
acid

柠檬酸
Citric
acid

乳酸
Lactic
acid

总量
Total

content

CK 9. 91d 8. 83d 5. 46c ND ND ND ND 24. 20d
N 01 77. 50ab 38. 54a 12. 41a. 12. 22a 15. 21a ND ND 155. 88ab
N 02 48. 75b 19. 39b 9. 22b 8. 78b ND 22. 01a 10. 26a 118. 41b
N 03 84. 87a 34. 88a 12. 23a 10. 92a 5. 03b 26. 18a ND 174. 11a
N 04 17. 07c 17. 77c ND ND ND ND 7. 56a 42. 40c
N 05 42. 83b 21. 50b 10. 03ab 9. 08b 2. 01c 18. 62a ND 104. 07b

摇 摇 在同一列中,有不同字母者表示差异显著(P<0. 05);ND 表示未检测出

2. 3摇 培养基中磷的形态与含量

表 2 可见,培养 7 d 之后,液体培养基中的无机磷含量因菌株不同而异。 在接种 N 02、N 03 和 N 05 的液

体培养基中,无机磷含量显著高于对照组,分别比对照提高 28. 54% (N 02)、21. 12% (N 03)和 15. 73% (N
05);其余菌株培养基中的无机磷含量与对照相似,变化于 4. 58—4. 82 mg / L 之间。

表 2摇 自生固氮菌培养液中的磷形态与含量

Table 2摇 Phosphorus forms and contents in the liquid culture mediums grown with Azotobacter sp. / (mg / L)

菌株 Strain 无机磷 Inorganic phosphorus 有机磷 organic phosphorus 全磷 Total phosphorus

CK 4. 45c 2. 12c 6. 57c
N 01 4. 82bc 4. 03a 8. 85ab
N 02 5. 72a 4. 17a 9. 89a
N 03 5. 39a 4. 09a 9. 48a
N 04 4. 58bc 3. 66ab 8. 24ab
N 05 5. 15b 4. 03a 9. 18ab

在接种自生固氮菌的液体培养基中,全磷含量均显著高于对照,比对照提高 25. 42%—50. 53% ,但接种

不同菌株之间无显著差异,变化于 8. 24—9. 89 mg / L 之间(表 2)。
培养基中的全磷减无机磷等于有机磷,少量是自生固氮分泌的有机磷,大部分存在于自生固氮菌细胞中

(简称自生固氮菌细胞磷)。 全部接种菌株的液体培养基中有机磷含量均显著高于对照,比对照提高
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72郾 64%—96. 70% (表 2)。

图 3摇 土壤中有效磷含量变化

Fig. 3摇 The changes in available phosphorus in soils

2. 4摇 土壤有效磷

图 3 可见,土壤有效磷的含量因自生固氮菌菌株不

同而异。 与不接种相比,N 01 和 N 05 显著增加土壤有

效磷含量,培养 7 d 后分别增加了 28. 01%和 22. 06% ,
其余菌株土壤中的有效磷与对照相似。
2. 5摇 土壤无机磷的组分与含量

培养 7 d 之后,土壤无机磷组分及含量见表 3。 在

液体培养基中接种自生固氮菌,土壤铝磷、铁磷、钙磷和

闭蓄态磷不同程度地降低。 其中,除 N 04 之外,4 株自

生固 氮 菌 显 著 降 低 土 壤 中 的 铝 磷, 降 幅 变 化 于

22郾 03%—29. 19%之间。 除 N 04 和 N 05 之外,3 株自生固氮菌显著降低土壤中的铁磷,降幅变化于

6郾 52%—9郾 60%之间。 除 N 04 之外,4 株自生固氮菌显著降低土壤中的闭蓄态磷,降幅变化于 16. 94%—
24郾 39%之间。 全部接种菌株显著降低土壤中的钙磷,降幅变化于 8. 15%—17. 89% 之间。 从土壤无机磷总

量看,自生固氮菌均能显著降低土壤中的无机磷总量,降幅变化于 8. 11%—19. 54% 之间。 此外,菌株不同,
土壤无机磷各组分的降幅也不一样。 就土壤无机磷总量而言,N 02 降幅最大,N 04 降幅最低,其余菌株介于

二者之间。

表 3摇 土壤中无机磷组分的变化

Table 3摇 The changes in inorganic phosphorus fractions in soil / (mg / kg)

菌株
Strain

铝磷
Al鄄P

铁磷
Fe鄄P

闭蓄态磷
O鄄P

钙磷
Ca鄄P

无机磷总量
Total inorganic P

CK 91. 25a 63. 00a 125. 15a 267. 22a 546. 62a
N 01 71. 15b 57. 73b 102. 26bc 224. 66c 455. 80c
N 02 68. 82b 56. 95b 94. 63c 219. 41c 439. 81d
N 03 65. 08b 58. 89b 98. 02bc 236. 64bc 458. 63c
N 04 79. 72ab 59. 63ab 117. 52ab 245. 43b 502. 30b
N 05 64. 61b 59. 74ab 103. 95bc 232. 99bc 461. 29c

2. 6摇 各因素的相关分析

表 4 可见,培养液中的 pH 值与培养液中的无机磷和全磷呈显著或极显著负相关( r = -0. 850* 和 r =
-0. 918**,n=6,与土壤无机磷总量呈极显著正相关( r = 0. 959**,n = 6);自生固氮菌的草酸分泌量与有机酸

分泌总量呈极显著正相关( r =0. 991**,n=6)。

表 4摇 试验各因素的相关系数

Table 4摇 Correlation coefficients among experimental factors

培养液无机磷
CMIP

培养液全磷
CMTP

无机磷总量
Total inorganic P

草酸
Oxalic acid

有机酸总浓度
TOA pH

培养液无机磷 CMIP 1. 000
培养菌液全磷 CMTP 0. 884* 1. 000
无机磷总量 Total inorganic P -0. 836* -0. 973** 1. 000
草酸 Oxalic acid 0. 573 0. 702 -0. 772 1. 000
有机酸总浓度 TOA 0. 668 0. 728 -0. 842* 0. 991** 1. 000
pH -0. 850* -0. 918** 0. 959** -0. 835* -0. 900* 1. 000
摇 摇 CMIP: Culture mediums inorganic P; CMTP: Culture mediums total P; TOA: Total organic acids; *,**分别表示在 0. 05 和 0. 01 水平上相关

性达到显著水平
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3摇 讨论

液体培养基中的全磷包括无机磷和有机磷,后者主要存在于自生固氮菌细胞中(简称自生固氮菌细胞

磷)。 在部分自生固氮菌液体培养基中,无机磷显著增加;在全部自生固氮菌液体培养基中,自生固氮菌细胞

磷和培养液中的全磷含量均显著高于对照。 与此同时,土壤无机磷总量(铁磷、铝磷、闭蓄态磷、钙磷四者之

和)则显著降低。 由于土壤磷是培养基磷的唯一来源,说明自生固氮菌可促进土壤无机磷的溶解释放,以无

机磷或自生固氮菌细胞磷的形式存在于液体培养基中。 值得注意的是,在全部自生固氮菌的液体培养基中,
土壤钙磷显著降低。 由于氢离子的释放有利于钙镁磷酸盐的溶解[15鄄16],这说明自生固氮菌能分泌大量的氢

离子,也是自生固氮菌活化无机磷能力较强的原因之一。 此外,自生固氮菌因菌株不同,土壤中的闭蓄态磷、
铁磷、铝磷发生不同程度的降低,说明自生固氮菌活化土壤不同形态的无机磷因菌株不同而异。 在接种 N 01
和 N 05 的处理中,土壤有效磷含量显著增加;而在接种其余菌株的处理之中,土壤有效磷含量无显著变化,进
一步说明自生固氮菌菌株不同活化释放无机磷的能力也不一样。

磷细菌能够分泌草酸、苹果酸、乳酸、乙酸、柠檬酸等多种有机酸,不同菌株之间差异很大[17];有研究者认

为解磷细菌的溶磷能力与培养液中的介质有关,磷细菌通过 NH+
4 的同化作用释放出质子,降低 pH 值,从而引

起磷酸盐的溶解[18]。 Wallander 曾报道,溶磷微生物通过呼吸作用释放 CO2,能降低培养液中的 pH 值,从而

释放出磷酸根离子[19]。 Whitelaw 等[20]发现磷细菌溶解难溶性磷酸盐时,是培养液中氢离子和有机酸共同作

用的结果。 Hameeda 等[21]研究表明,微生物溶解无机磷的能力与其产生葡萄糖酸的量有一定的关系,解无机

磷能力强的菌株,其相应的产生葡萄糖酸的量也多,并且还发现在培养过程中 pH 值是降低的。 在本试验中,
全部菌株均能分泌草酸和柠檬酸。 此外,大多数自生固氮菌能分泌丁二酸和甲酸(N 04 除外),因菌株不同分

泌乙酸、柠檬酸和乳酸的情况而异,这说明不同的菌株溶磷机理可能有所差异。 需要指出的是,草酸分泌量与

有机酸分泌总量呈极显著正相关( r = 0. 991**,n = 6),自生固氮菌的草酸分泌量普遍最高。 由于草酸

(HOOC—COOH)中的两个羧基的电子互相吸引,产生共轭作用,其酸度约是甲酸的 100 倍,乙酸的 1000 倍;
乙酸也属于较强的有机酸,其电离常数为 1. 8伊10-5(25益),大于碳酸(4. 3伊10-7)100 倍,推测草酸在活化土壤

无机磷的过程中可能起重要作用。
供试自生固氮菌菌株显著降低液体培养基中的 pH 值,至少降低了 1. 76 个单位,即氢离子浓度增加约 58

倍。 但是,接种自生固氮菌之后,液体培养基中的有机酸最高仅增加 7. 19 倍(N 03),推测自生固氮菌分泌氢

离子的数量可能远远超过所有机酸离解产生的氢离子。 有研究表明,豆科植物在低磷环境中能向周围土壤中

分泌氢离子和有机酸,进而溶解土壤中的难溶性磷,改善植物的磷素营养[22]。 相关分析表明,培养液中的 pH
值与培养液中的无机磷和全磷呈显著或极显著负相关( r = -0. 850*和 r = -0. 918**,n = 6),这说明培养液中

pH 值的降低是导致土壤无机磷向培养液中释放磷酸根的直接原因;并且培养基的 pH 值与土壤无机磷总量

呈极显著正相关( r = 0. 959**,n=6),溶解钙镁磷酸盐的机理可能与自生固氮菌细胞的质子分泌有关。 因为

在酸性条件下,钙镁磷酸盐溶解度提高。 这可能是部分豆科植物改善土壤磷素营养的原因之一。 与此同时,
铝磷、铁磷和闭蓄态磷的溶解可能与高碳有机酸的分泌密切相关。 因为柠檬酸和草酸络合 Fe3+和 Al3+的能力

极强,并且 Fe3+、Al3+分别和柠檬酸、草酸的 logK稳最低为 7. 26,最高达到 25. 00[23]。 其中,[Al(C2O4) 3] 3-和

[Fe(C2O4) 3] 3-的稳定常数分别为 2. 0伊1016 和 3. 9伊1016。 所以,草酸能络合铁铝磷酸盐和铁铝氧化物胶膜中

的 Al3+、Fe3+,导致铁铝磷酸盐和闭蓄态磷释放,提高生物有效性[24]。 考虑到试验中自生固氮菌的草酸分泌量

占有机酸分泌总量的比重大,推测草酸的分泌在活化土壤无机磷的过程中可能起着至关重要的作用。 有学者

研究表明,磷细菌在生长过程中分泌到介质中的草酸、柠檬酸和苹果酸是溶解铝磷和铁磷的主要原因[25鄄26]。
并且,有研究表明,直接向含有难溶性磷酸盐的红壤中加入草酸、苹果酸等有机酸,发现培养液中的可溶性磷

含量显著增加[27],这直接说明有机酸对难溶性磷酸盐有活化作用。 试验中自生固氮菌与大多数磷细菌一样,
都能分泌有机酸,产生相似溶磷机理。 除此之外,自生固氮菌还能直接分泌氢离子,直接溶解钙镁磷酸盐。 因

此,自生固氮菌兼具分泌氢离子和多种有机酸的能力,以多种方式活化土壤不同形态的无机磷,促进周围植物
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的生长。 这一点也得到了证实,有学者曾将自生固氮菌接种到杨柴根际的土壤中,对其有明显的促生作用,同
时提高了土壤有效磷的活性[28]。

总之,自生固氮菌除固氮活性之外,还具有活化土壤无机磷的作用。 因菌株不同,它们以不同的方式活化

土壤中的铝磷、铁磷、闭蓄态磷、钙磷,导致自生固氮菌的溶磷机理出现了多样性。
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