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摘 要：为了解解磷真菌对生物炭中磷的释放及形态转化的影响，以污泥和水稻秸秆为原料，分别在 400 ℃和 700 ℃下制备得到

两种生物炭，然后从土壤中筛选得到一株有解磷能力的黑曲霉，并以生物炭为唯一磷源进行培养，研究黑曲霉存在下生物炭中磷

的释放和形态转化。结果表明：黑曲霉的存在使污泥生物炭中磷的释放量从 0.73 mg·g-1提高到 78.55 mg·g-1，使秸秆生物炭中磷

的释放量提高了50%以上。热解温度对污泥生物炭中磷的释放具有重要影响，700 ℃下制备的污泥生物炭释放的磷比400 ℃下高

出 46%，但对秸秆生物炭的影响不显著。生物炭直接释放出的磷主要为焦磷酸盐，在黑曲霉的作用下，磷的主要形态由焦磷酸盐

转为正磷酸盐。研究表明，黑曲霉能促进生物炭中磷的释放与形态转化，有利于增大生物炭中有效态磷的含量，进而提高生物炭

在土壤领域的应用价值。
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生物炭是生物质在无氧或缺氧条件下，慢速热解

得到的具有多孔结构、大比表面积和高度芳香化的碳

质材料[1]。其具有较高的化学稳定性和吸附容量，被

广泛应用于土壤改良、温室气体减排和污染土壤修复

等方面[2-3]。生物炭表面含有丰富的孔隙和含氧官能

团，以及较高的阳离子交换量，因而对环境污染物具

有较强的吸附能力 [4-5]。生物炭对污染物的吸附性

能主要受其理化性质的影响，生物质原料及热解温度

是影响生物炭理化性质的两个重要因素[6]。如动物

粪便中不存在木质纤维素，动物粪便类生物炭含碳量

明显低于植物残渣类生物炭，受有机碳含量影响，动

物粪便生物炭的比表面积也低于同热解温度下的

植物残渣类生物炭[7]。同时，生物炭的灰分含量、pH、

电导率、碳稳定性和微量元素含量均受到热解温度的

重要影响[8]。生物炭因含有较多的氮、磷、钾而被认为

是一种优良的土壤改良剂[9]，其中磷的缓慢释放既可

以为农作物提供生物有效态的磷元素，也可以与重金

属离子形成不溶性的磷酸盐矿物，钝化土壤中的重

金属。

作为一种植物营养元素，磷的生物有效态含量对

植物可利用度具有重要影响。然而，农业土壤中的总

磷通常只有很小一部分被释放出来，导致了土壤中有

效态磷含量相对不足[10]。解磷微生物是指能够将土壤

中的难溶性化合态磷转化为可供植物吸收利用的可

溶性磷的特殊微生物功能类群[11]。解磷微生物产生有

机酸可将不溶性磷和有机磷矿化为磷酸根[12]，在不增

加化学磷肥的情况下提高土壤磷元素含量，极大改善了

植物的磷素营养状况。同时，解磷微生物代谢产生的植

酸酶、核酸酶和磷酸酶等可加速有机磷的分解[13]。解磷

微生物中，解磷真菌单位时间内分泌的有机酸量大，解

磷能力强于解磷细菌[14]。解磷真菌的解磷性能也更稳

定，部分细菌在传代培养后会逐渐丧失解磷能力，但真

菌在数代之后依然保有优秀的解磷能力[15]。

生物炭对土壤磷素养分的贡献量取决于制备生

物炭的原料类型和热解温度[16]。污水污泥和水稻秸

秆自身含有大量的磷，以它们为原料制备的生物炭的

磷元素含量也较高[17-18]。热解温度是影响含磷化合

物在生物炭中的聚合度和溶解度的决定因素，生物炭

中磷的形态、晶体结构会随热解温度的升高而改

变[19]。生物炭向土壤缓慢释放磷元素，可以有效减少

磷肥的施用量，降低磷肥对环境造成的污染[20]。值得

注意的是，生物炭中的磷主要为生物有效性较低的

磷，如Al/Fe磷酸盐和不溶性含磷矿物[21]。已有研究

表明，土壤中的解磷微生物能够分泌有机酸，促进难

溶性磷酸盐的溶解，它们也可能会促进生物炭中磷的

释放，从而提高土壤中植物有效态磷的含量。然而，

目前大部分研究主要集中于天然土壤理化条件下生

物炭中磷的释放[22-24]，关于解磷微生物，尤其是解磷

性能更加稳定的真菌对生物炭中磷的释放及形态转

化的影响仍不清楚。因此，研究解磷微生物对不同生

物炭中磷的释放与形态转化的影响，对于在废弃生物

质资源化利用与土壤改良领域选择性制备生物炭具

有重要意义。

本研究从土壤中筛选出一株解磷真菌，分别在

400 ℃和 700 ℃下制备了两种生物质来源（市政污泥

和水稻秸秆）的生物炭，并以生物炭为唯一磷源培养

解磷真菌，测定培养过程中体系磷浓度的变化，同时

分析磷的存在形态，探讨解磷微生物存在下不同生物

炭中磷的释放与形态转化规律。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 土壤样品

筛选解磷真菌的土壤样品于 2020年 5月采集自

of phosphate solubilizing fungi. Two kinds of biochar were prepared using pyrolyzing sludge and rice straw at 400 ℃ and 700 ℃ in
anaerobic conditions. A strain with phosphate-solubilizing ability, Aspergillus niger, was screened from the soil, and biochar was used as
the only phosphorus source while culturing Aspergillus niger for the study. The results showed that the release of phosphorus from sludge
biochar increased from 0.73 mg·g-1 to 78.55 mg·g-1, and from straw biochar, increased by more than 50%. The pyrolytic temperature of
biomass had an important effect on the release of phosphorus in sludge biochar. The release of phosphorus from sludge biochar prepared at
700 ℃ was 46% higher than that released from sludge biochar prepared at 400 ℃ , but no obvious effect of pyrolytic temperature was
exhibited for rice straw biochar. The speciation of phosphorus released from biochar was pyrophosphate in the absence of Aspergillus niger,
while orthophosphate was the dominant species in the microcosm experiment with Aspergillus niger. This study indicates that Aspergillus
niger can promote the release and transformation of phosphorus in biochar, which can elevate the levels of phytoavailable phosphate in soil
and further improve the application of biochar.
Keywords：soil; Aspergillus niger; biochar; release of phosphorus; transformation of phosphorus
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南昌市红谷滩区（115°47′ 31″~115°47′ 34″E，28°39′
47″~28°39′49″N），采用“S”形布点采样，采集表层 0~
10 cm土壤样品，快速运回实验室后放置于冰箱 4 ℃
保存。

1.1.2 培养基

NBRIP 液体培养基[25]：葡萄糖 10.0 g，MgCl2 ·
6H2O 5.0 g，Ca3（PO4）2 5.0 g，（NH4）2SO4 0.1 g，KCl 0.2
g，MgSO4·7H2O 0.25 g，蒸馏水 1 000 mL，调 pH为 7.0~
7.5，121 ℃ 灭 菌 20 min。 NBRIP 固 体 培 养 基 ：在

NBRIP 液体培养基基础上加琼脂粉 2%，121 ℃灭菌

20 min。PDA培养基：马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，琼脂

18 g，蒸馏水 1 000 mL。生物炭培养基：将 NBRIP 液

体培养基中的 Ca3（PO4）2替换为生物炭，其他不变。

无磷培养基：减去NBRIP液体培养基中的Ca3（PO4）2，

其他不变。

1.1.3 生物质原料

从南昌市朝阳污水处理厂收集污泥，静置 30 min
后，弃上清液，然后在 7 000 r·min-1下离心 15 min，弃
上清液，收集浓缩污泥，然后在 60 ℃的烘箱中干燥

12 h。最后将干燥的污泥研磨后过60目筛。

将水稻秸秆洗净烘干，剪成 3~4 cm小段后用粉

碎机破碎，然后将得到的秸秆粉过60目筛。

1.2 实验方法

1.2.1 解磷微生物的分离及筛选

将采集的土壤样品制成土壤悬液，稀释后涂布于

NBRIP固体培养基上培养。通过观察菌落周围是否

产生透明圈初步筛选解磷微生物。将筛选所得解磷

微生物的孢子悬液或菌悬液接入无菌NBRIP液体培

养基中，培养后采用钼锑抗比色法测定培养液中可溶

性磷的含量。对比各菌株培养液中可溶性磷浓度的

大小，筛选出高效解磷菌[26]。

1.2.2 解磷菌的鉴定

（1）解磷真菌DNA的提取

将纯菌株在 PDA 培养基中活化，按照真菌基因

组DNA抽提试剂盒说明书（上海生工生物工程公司）

中的步骤提取基因组DNA，产物于-20 ℃保存。

（2）解磷真菌 ITS基因序列测定

本研究采用真菌鉴定通用引物[27]ITS1（TCCG⁃
TAGGTGAACCTGCGG）和 ITS4（TCCTCCGCTTATT⁃
GATATGC）进行 PCR 扩增，扩增产物于 4 ℃保存。

PCR产物经纯化后测序，用Blast程序与NCBI数据库

中的序列进行比较分析，利用 MEGA 7.0 软件进行系

统发育树的构建。

1.2.3 生物炭的制备与表征

（1）生物炭的制备

分别以污泥和水稻秸秆为生物质原料，将装满污

泥或秸秆粉末的坩埚放入炉中。为了使坩埚内的氧

气含量降到最低，将污泥压实，并在坩埚上盖上盖子。

升温速率设定为 20 ℃·min-1，400 ℃（700 ℃）下停留

时间设定为 2 h。当加热后炉内温度低于 50 ℃时，取

出坩埚。待样品冷却后用去离子水冲洗生物炭，去除

附着的小颗粒。洗涤后收集生物炭，用冷冻干燥机干

燥，然后研磨过 60目筛并密封保存。经以上热解过

程制备的污泥生物炭、水稻秸秆生物炭，分别记为

SBC和RBC。
（2）生物炭的表征

采用比表面积与孔隙度分析仪（TriStar II 3020，
Micromeritics Instrument Corporation，美国）对生物炭

的比表面积及孔径进行测定。

1.2.4 解磷微生物的培养

将黑曲霉在PDA培养基中预培养 3 d，用 0.9%的

生理盐水冲洗固体培养基表面，在含玻璃珠的锥形瓶

中充分振荡 30 min，将霉菌的菌丝体打散，释放出成

熟孢子，最后用 4层无菌纱布过滤掉菌丝体。用血细

胞计数板调节菌液浓度为1×106 cfu·mL-1。将2 mL的

接种物转移到 250 mL以生物炭为唯一磷源的生物炭

培养基中，在（25±3）℃、150 r·min-1的摇床上培养，以

不加黑曲霉孢子作为对照，每组重复3次。

以 8 d 为一个周期，在第一个周期内每日取样

10 mL，之后的每个周期，在最后一日取样 10 mL。
取样后需重新添加无磷培养基，先停止振荡，让锥形

瓶中的混合物沉淀 30 min以分离培养悬浮液和生物

炭，然后将上层 200 mL 含黑曲霉的培养液替换为

200 mL 无磷培养基。新补充的培养基在振荡器中

继续培养 8 d，然后再次更换培养基。一共更换 3次

培养基。由于污泥生物炭释放的磷主要为正磷酸

盐、焦磷酸盐和微生物磷[28]，同时解磷微生物可通过

分泌有机酸和释放磷酸酶等方式将不溶性磷和有机

磷矿化为可溶性无机磷[12-13]。因此，本研究只考虑

了正磷酸盐、焦磷酸盐和微生物磷 3 种形态。将 10
mL 样品分为 A、B 两个子样品，A 样品用于测定总

磷。B样品过 0.22 μm 滤膜，分为样品 B1、B2和 B3，
样品 B1 和 B2 分别用于测定总溶解磷和正磷，样品

B3测定 pH。

1.2.5 磷的浓度与形态的测定方法

样品A用过硫酸钾消解后，采用钼酸铵分光光度
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法测定总磷。样品B1在过滤后用过硫酸钾消解，再

采用钼酸铵分光光度法测定磷含量，即可得到总溶解

磷含量。样品 B2在同样品 B1的方法中省去过硫酸

钾消解样品的步骤即测得正磷酸盐含量。培养基中

焦磷酸盐和微生物中磷的含量可由上述所测的数据

计算得到[28]，焦磷酸盐的含量是总溶解磷与正磷酸盐

含量之差，而微生物中的磷是总磷与总溶解磷含量之

差。对照组中不含微生物，因此只需测定总磷与正磷

酸盐含量，释放的焦磷酸盐含量即为总磷与正磷酸盐

含量的差值。

2 结果与分析

2.1 解磷微生物的筛选与鉴定

利用NBRIP固体培养基平板分离，获得 4株能产

生解磷圈的微生物，包括 1株真菌和 3株细菌。将这

4种微生物分别在无机磷液体培养基中培养 7 d后，

测定培养液中的可溶性磷浓度，结果表明其中真菌的

解磷能力较强，达到 586.0 mg·L-1，远高于其他 3株解

磷细菌（解磷能力仅为 22.6、14.9、34.0 mg·L-1）。将该

真菌菌株命名为PSF-1，对其进行进一步的分子鉴定

和解磷特性研究。

用 Blast 程序将菌株 PSF-1 基因序列与 NCBI 数
据库中的序列进行比较分析，结果显示，PSF-1的 ITS
序列与黑曲霉（Aspergillus niger）的序列具有高度同源

性，相似度高达 99%。利用MEGA 7.0进行系统发育

树的构建（图 1），根据形态观察和 ITS序列对比，鉴定

PSF-1为黑曲霉。

2.2 生物炭的比表面积

由表 1 可知，BC700 的比表面积比 BC400 高，而

两种生物炭的平均孔径受热解温度影响不同。两种

生物炭中，秸秆生物炭比表面积更大，平均孔径远低

于污泥生物炭。总孔体积则是污泥生物炭高于秸秆

生物炭，BC700高于BC400。这表明随着热解温度升

高，生物质中微孔孔道拓宽，变为中孔甚至大孔。

2.3 黑曲霉存在下生物炭释磷过程中体系pH的变化

4种生物炭培养基中，RBC700培养基初始状态

下呈碱性，其他 3种培养基则为弱酸性。在培养过程

中，黑曲霉存在下 4种生物炭培养体系的 pH均大幅

下降（图 2）。第一个周期内，4种培养基的 pH均在第

6 d时达到最低。第二个培养周期末的 pH较第一周

图1 菌株PSF-1基于 rDNA-ITS序列同源性构建的系统发育树

Figure 1 Phylogenetic tree of strain PSF-1 based on rDNA-ITS sequence homology

表1 生物炭的孔结构参数

Table 1 Parameters of pore structure in biochar

注：SBC400、SBC700分别代表 400、700 ℃下制备的污泥生物炭；
RBC400、RBC700分别代表400、700 ℃下制备的秸秆生物炭。下同。

Note：SBC400 and SBC700 represent sludge biochar prepared at
400 ℃ and 700 ℃，respectively. RBC400 and RBC700 represent straw
biochar prepared at 400 ℃ and 700 ℃，respectively. The same below.

样品
Sample
RBC400
RBC700
SBC400
SBC700

BET比表面积
BET specific
area /（m2·g-1）

41.1
64.5
20.1
40.3

总孔体积
Total pore

volume/（cm3·g-1）

0.004
0.037
0.098
0.151

平均孔径
Average pore size

/nm
0.4
2.3
19.4
15.0
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期末小幅度下降，后续两个培养周期末的 pH则保持

稳定。最后一个培养周期末的 4种培养基中，SBC400
培养基的 pH最高，为（1.74±0.02）；RBC700培养基的

pH最低，为（1.48±0.01）。上述 pH的变化说明，在第

一个周期内黑曲霉释放大量有机酸，随着葡萄糖的不

断消耗，黑曲霉释放有机酸的速度降低，在更换培养

基补充葡萄糖和其他营养物质后，黑曲霉能继续释放

有机酸。因为更换的是无磷培养基，体系中的磷并没

有得到补充，黑曲霉新陈代谢受到限制，体系 pH趋于

稳定。

2.4 生物炭培养基中总磷释放量

随着培养时间的延长，4种生物炭释放的总磷量

逐渐增加。对比没有黑曲霉的空白实验发现，4种生

物炭培养基在黑曲霉存在下均显著提高了总磷释放

量（P<0.05）（图 3）。无黑曲霉存在时，BC400释放的

总磷量高于BC700，在同一热解温度下的两种生物炭

中秸秆生物炭释放的总磷量显著高于污泥生物炭

（P<0.05）。黑曲霉存在下，污泥生物炭的磷释放量则

明显高于秸秆生物炭（P<0.05），SBC700在黑曲霉的

作用下磷释放量可达（78.55±1.06）mg·g-1，远高于

RBC700 的（3.64 ± 0.05）mg · g-1。黑曲霉作用下，

SBC700 的 磷 释 放 量 显 著 高 于 SBC400（P<0.05），

SBC700在 32 d时的总磷释放量比 SBC400高 46.0%。

而黑曲霉存在时热解温度对秸秆生物炭的影响不显

著，32 d 时 RBC700 总磷释放量比 RBC400 仅高出

5.23%。

2.5 黑曲霉存在下生物炭中磷的形态转化

为了解黑曲霉存在下生物炭中磷的形态转化，本

研究测定了黑曲霉培养过程中 SBC400释放的不同形

态的磷含量。研究结果表明，无黑曲霉存在时，

SBC400释放的磷主要为焦磷酸，正磷酸所占比例小

于 20%（图 4a）。在黑曲霉存在下，SBC400释放的磷

主要为正磷酸（图 4b），培养 1 d时，SBC400体系中正

磷酸占总磷的 44.9%，培养 2 d 时正磷酸占总磷的

88.3%，培养 32 d后体系中正磷酸比例达到了 97.2%；

焦磷酸盐含量在培养过程中先升高后降低，在第 7 d
时达到最高值（1.78±0.96）mg·g-1，然后在第 8 d时降

低至（0.01±1.00）mg·g-1，后续两个周期焦磷酸盐含量

小幅度回升。整个培养周期中，黑曲霉存在体系中焦

磷酸盐的含量显著少于空白实验（P<0.05），这可能是

因为黑曲霉将体系中的焦磷酸盐吸收转化；微生物磷

一直小幅度增长，说明有一部分的焦磷酸盐被黑曲霉

利用于自身的生长繁殖。

3 讨论

本研究从土壤中筛选出一株高效解磷菌株PSF-
1，鉴定为黑曲霉（Aspergillus niger）。黑曲霉是一种解

磷能力较强的溶磷菌株，在培养过程中，随着黑曲霉

图3 黑曲霉存在下生物炭中磷的释放量

Figure 3 The amount of total phosphorus released from biochars with Aspergillus niger

图2 接种黑曲霉后生物炭培养基pH的变化

Figure 2 pH of biochar medium after Aspergillus niger inoculation

后缀接CK代表不接种黑曲霉的空白对照。下同
“-CK”represents the experiment without Aspergillus niger.

The same below
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（a）污泥生物炭Sludge biochar
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（b）秸秆生物炭Straw biochar
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菌丝的生长，其对不溶性磷酸盐的溶解能力增强[29]。

PSF-1的解磷能力较强，以磷酸钙为唯一磷源培养 7
d后培养基中的磷浓度可达到 586 mg·L-1，与其他研

究筛选得到的黑曲霉解磷能力相近。胡南等[30]从尾

矿淤泥中筛选出的黑曲霉在以磷矿粉为唯一磷源培

养 22 d后，培养基中的磷浓度可达到 242 mg·L-1。在

另一项研究中，孙冉等[31]通过单孢株筛选得到解磷能

力较强的黑曲霉，其在液体培养基中的解磷能力在第

4 d达到平稳，为617 mg·L-1。

生物炭的原料类型及热解温度决定其孔隙结构、

表面官能团等性质，这些性质影响着生物炭在微生物

活动及土壤物质交换中的作用[32]。本研究中，BC700
比BC400的比表面积更大（表 1），使其可以充分地与

微生物接触，从而释放出更多的磷。此外，当生物炭

施用于土壤时，其多孔性和吸附性可以使土壤中的磷

在得到保存的同时缓慢释放，避免磷被生物利用而快

速消耗。

无黑曲霉存在下，秸秆生物炭的磷释放量高于污

泥生物炭，BC400磷释放量高于BC700（图 3），这可能

是因为BC400中磷的聚合度较低[28]，更容易释放。而

黑曲霉作用下，污泥生物炭磷释放量高于秸秆生物

炭，BC700磷释放量高于 BC400。通常，磷含量较高

的生物质制备的生物炭含磷量也较高，因此使用污

泥、猪粪[20]等磷含量较高的原料制备的生物炭改良剂

可以有效补充土壤中的磷元素。从实验结果看，热解

温度对污泥生物炭中磷的释放有较大影响，但对秸秆

生物炭的释磷效应影响较小，总体上，在黑曲霉作用

下热解温度高的生物炭能释放出更多的磷。有研究

表明，700 ℃热解制备的污泥生物炭释放出的磷最

多，因其含有较多的FePO4和AlPO4等酸溶性磷酸盐，

而更高热解温度制备的污泥生物炭中会产生既不溶

于水也不溶于稀酸的Fe2P，导致生物炭中磷的释放量

下降[17]。

通常生物炭中的磷大部分不能直接释放到环境

中，但是这些磷可能会被解磷微生物转化利用。在复

杂的土壤环境中，解磷微生物分泌的有机酸在生物炭

表面为磷的释放创造了一个酸性微环境[19]。解磷微

生物可以通过分泌低分子量有机酸溶解无机磷，通过

释放磷酸酶、植酸酶等分解有机磷[33-34]。已有研究表

明，在解磷微生物的多种解磷机制中，有机酸的溶解

占主导作用，解磷微生物在培养过程中会产生草酸、

柠檬酸等多种有机酸，有机酸阴离子与磷酸盐矿物中

的磷酸根发生离子交换，从而释放出磷[35]。与对照实

验相比，本研究中含有黑曲霉的 4种生物炭培养体系

pH均大幅下降，说明黑曲霉在培养过程中产生了有

机酸，这可能是葡萄糖氧化过程中产生的葡萄糖酸向

培养物中释放H+，使得体系 pH下降[36]。因此，黑曲霉

分泌的有机酸与生物炭表面的（焦）磷酸根之间的阴

离子交换作用，可能是其促进生物炭中磷释放的主要

机制。

对于磷的存在形态，本研究发现无黑曲霉存在时

SBC400 释放的磷主要为焦磷酸，黑曲霉存在下

SBC400释放的磷主要为正磷酸（图 4）。焦磷酸和土

壤中有机磷（如植酸）的磷酸基团的键合方式相似[28]，

因此解磷微生物分泌的磷酸酶也可能参与焦磷酸盐

的水解，将焦磷酸转化为正磷酸。同时，微生物磷一

直小幅度增长，表明一部分磷作为营养元素被用于黑

曲霉的生长繁殖。有研究表明，解磷微生物能吸取环

境中的磷并将其转化为有机磷和聚磷酸盐储存在细

胞中[37]，然后通过降解聚磷酸盐释放正磷酸盐。在磷

图4 SBC400中磷的释放及其种类

Figure 4 The amount of released P from SBC400
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的各种形态中，正磷酸盐的生物有效性最高 [38]，因

而黑曲霉将各种不溶性的磷转化为正磷酸盐，这可

以提高土壤中磷的生物有效性，有利于土壤中植物的

生长。

4 结论

（1）从土壤中筛选得到一株具有解磷能力的黑曲

霉（Aspergillus niger），并成功鉴定与培养。

（2）污泥生物炭比秸杆生物炭释放出更多的磷，

表明磷含量较高的生物质所制备的生物炭中可释放

的磷含量也较高；同时，较高的生物质热解温度有利

于生物炭中磷的释放。

（3）黑曲霉可以促进生物质炭中磷的释放，促进

焦磷酸盐转化为正磷酸盐，提高生物质炭有效态磷的

含量。
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