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Condition optimization for phosphorus solubilization by Enterobacter Hormaechei WD01 and its influence on
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Abstract：This study investigated the rhizospheric phosphate-solubilizing bacterium Enterobacter hormaecheii WD01 to optimize its
phosphate-solubilizing culture conditions and evaluated its ability to transform soil inorganic phosphorus（P）fractions, aiming to provide a
theoretical foundation for developing efficient microbial inoculants and soil phosphorus management strategies.Using soluble phosphorus
content in the medium as the evaluation criterion, single-factor experiments and orthogonal array design were combined to optimize
fermentation conditions. Effects of WD01 inoculation on the transformation of inorganic P fractions, soil microbial biomass, and
phosphatase activity were analyzed in soil amended with different exogenous phosphorus sources. Optimal culture conditions were
determined to be initial pH 6, temperature 28 ℃, 5 g∙L-1 tricalcium phosphate, 15 g∙L-1 glucose, and 0.50 g∙L-1 ammonium sulphate.
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摘 要：本研究以根际溶磷菌Enterobacter hormaechei WD01为对象，旨在优化其溶磷培养条件，并探究其对土壤中无机磷形态的

转化能力，以期为开发高效溶磷菌剂及促进土壤磷素调控提供数据支撑。试验以培养基中可溶磷含量为评价指标，将单因素试

验法与正交试验相结合，探寻该菌株的最优发酵条件；分析添加不同外源磷的土壤接种WD01菌液对无机磷形态的转化，以及其

对土壤微生物量和磷酸酶活性的影响。经优化后，确定最优培养条件为：初始 pH 6，培养温度 28 ℃，碳源为 15 g∙L-1葡萄糖，氮源

为 0.50 g∙L-1硫酸铵，磷源为 5 g∙L-1磷酸三钙。在最优条件下，WD01的最大溶磷量可达 323.53 mg∙L-1，较优化前提高了 63.07%；

培养 28 d后，土壤中Ca2-P和Ca8-P的含量在磷酸三钙和磷酸二氢钾处理下，分别提高了 30.56%、24.83%和 36.87%、4.84%，说明

WD01促进了Ca10-P向可利用态的转化；WD01在培养前期定殖良好，菌落数最高达到 8.4×107 CFU∙g-1，降低了土壤 pH，并显著提

高了土壤磷酸酶的活性（P<0.05）。研究表明，WD01既能分解矿物磷（如磷酸三钙），又可降解传统菌株无法处理的植酸钙类磷

源，在碱性环境下仍保持溶磷能力。经优化培养后WD01的溶磷量显著提升（P<0.05）；土培试验中，WD01定殖良好并改善了土壤

pH，促进了土壤无机磷形态的有效性转化，同时增强了土壤磷酸酶活性。未来研究可对WD01在全磷含量高、速效磷含量低的土

壤做进一步有效性验证，并开发配套菌剂工艺，为绿色农业中磷资源的高效利用提供新策略。
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磷元素是植物生长发育不可或缺的三大核心营

养元素之一。尽管我国土壤总磷含量丰富，但仅有

5%左右的磷能被植物直接吸收利用，这是因为其余

的磷大多与离子结合或沉淀，形成了不易溶解的磷酸

盐，如酸性土壤中的磷酸铝和磷酸铁，以及碱性土壤

中的磷酸钙[1]，这些形态的磷无法被植物直接有效吸

收。因此，农业生产中高度依赖于化学磷肥的施用。

然而，磷肥在当季的利用率并不高，仅为 10%~25%。

大量施用磷肥不仅会提高生产成本，还可能引发一系

列环境问题[2]。为了提高磷肥施用的经济性和环保

性，研究人员对磷在土壤中的多种形态进行了更为深

入的剖析。当前，我国土壤无机磷的分级体系已经相

对系统化，这一体系是由学者顾益初等[3]提出的，其

将无机磷细致地划分为以下六种：Ca2-P、Ca8-P、Al-
P、Fe-P、O-P和Ca10-P。Han等[4]研究认为，Ca2-P 在

土壤中容易被植物吸收利用，属于活性磷；Ca8-P、Fe-
P 和 Al-P 的有效性低于 Ca2-P，是慢效磷；Ca10-P 和

O-P难以被作物吸收，是稳定性磷。研究发现，当磷

肥被施加到土壤中时，它会迅速转变为不易溶解的无

机磷形态[5]，使其能被植物直接吸收利用，鉴于此，如

何更加高效地利用磷肥已成为备受关注的议题。近

年来，科研人员正积极探索利用土壤中的微生物来调

节磷的形态，释放出土壤中的有效磷，以期提高磷肥

的利用效率。

磷溶解细菌（PSB）作为自然界中一种固有且高

效的生物资源，能够活化土壤中的难溶性磷，提高

磷素利用率并促进作物增产，在土壤磷素的循环转

化过程中扮演着重要角色。溶磷菌通过释放有机

离子或质子，与土壤中的 Ca、Mg、Fe、Al等元素进行

螯合作用，增加土壤磷酸根离子的活性，将不溶性

磷转化为可溶性形式，提高土壤供磷能力 [6]。在速

效磷含量较低的土壤中，PSB 还能通过分泌大量的

磷酸酶，如酸性磷酸酶（ACP）、碱性磷酸酶（AKP）

等，以加速含磷有机化合物的分解，促进磷素释

放 [7]。其中，肠杆菌作为一类广为人知的微生物，在

微生物菌剂领域的应用引起了广泛关注。侯莹莹

等 [8]的研究揭示了 3 株肠杆菌均具备有效溶解无机

磷及活化有机磷的能力。同样，杨立凡等 [9]的研究

也证实了分离得到的肠杆菌对植物生长具有明显

的促进作用。以上研究共同证实了肠杆菌在农业

生产中的广泛应用潜力。

在已有的文献中，关于溶磷霍氏肠杆菌的研究

多集中于分离筛选及溶磷特性的测定，而其在土壤

中对磷形态转化方面的研究仍然有待补充[10]。因

此，本研究选用课题组前期成功分离并鉴定的一株

霍氏肠杆菌WD01[11]，旨在系统性地评估其溶磷潜能

及在农业实践中的应用潜力；通过探索 WD01 的最

适溶磷条件，结合土培试验，在 2种外源磷输入条件

下，深入剖析 WD01 对土壤无机磷组分变化影响及

磷酸酶活性的调节作用，为促进霍氏肠杆菌在微生

物菌肥中的开发及对土壤磷元素有效性转化提供数

据支持。

1 材料与方法

1.1 供试菌株

本试验采用课题组前期于吉林省松原市（124°
15′ E，45° 02′ N）水 稻 根 际 土 壤 中 分 离 纯 化 的

Enterobacter hormaechei WD01（γ-变形菌纲、肠杆菌

属、肠杆菌科），NCBI登录号OQ 946962。
1.2 主要培养基

LB 培养基：NaCl 10 g，酵母浸粉 5 g，蛋白胨 10 g，
蒸馏水 1 L；NBRIP 培养基：葡萄糖 10 g，Ca3（PO4）2
5 g，（NH4）2SO4 0.5 g，MgCl2∙7H2O 5 g，KCl 0.2 g，MgSO4∙
7H2O 0.25 g，蒸馏水1 L，pH为7.8。
1.3 供试土壤

本试验土壤取自吉林农业大学试验田，表层 0~

Under these conditions, WD01 achieved a maximum phosphate solubilisation of 323.53 mg∙L-1, an increase of 63.07%. After 28 days of
soil incubation, Ca2-P and Ca8-P contents increased by 30.56%, 24.83% and 36.87%, 4.84% respectively, indicating an enhanced
conversion of Ca10-P into plant-available forms. WD01 successfully colonised the soil（8.4 × 107 CFU · g-1）, reduced soil pH and
significantly increased phosphatase activity（P<0.05）.WD01 demonstrated dual phosphorus-solubilizing capabilities, effectively degrading
both mineral phosphorus（tricalcium phosphate） and organic phosphorus（calcium phytate）while maintaining activity under alkaline
conditions（pH 9）. Optimised cultivation significantly increased its solubilization efficiency（P<0.05）. Soil experiments confirmed its
ability to colonize, modulate pH and promote phosphorus bioavailability. Future studies should validate the field performance of WD01
under complex conditions and develop compatible inoculant formulations to promote sustainable phosphorus use in agriculture.
Keywords：phosphorus-solubilizing bacteria; culture condition; orthogonal optimisation; inorganic phosphorus fractionation; phosphatase;

soil culture experiment

——238



2026年1月

http://www.aed.org.cn

季欣悦，等：Enterobacter hormaechei WD01溶磷培养条件优化及对土壤无机磷转化的影响

20 cm土层，自然风干后过 2 mm和 0.25 mm筛。土壤

类型为黑土，有机质含量 15.32 g·kg-1，全氮 0.87 g·
kg-1，全磷 0.73 g·kg-1，碱解氮 105.48 mg·kg-1，有效磷

28.24 mg·kg-1，速效钾 115.06 mg·kg-1，pH 为 6.75；土
壤中无机磷形态分别为 Ca2-P 12.81 mg·kg-1，Ca8-P
15.31 mg·kg-1，Ca10-P 387.61 mg·kg-1，Al-P 34.70 mg·
kg-1，Fe-P 44.37 mg·kg-1，O-P 320.42 mg·kg-1。

1.4 培养条件优化

将 WD01 接入 LB 液体培养基培养至对数生长

期，按 1%接种量接种至 NBRIP培养基，在恒温培养

摇床中以 28 ℃、150 r·min-1培养 168 h，每隔 24 h 取

样，4 ℃、2 500 r·min-1离心 10 min，取上清液，用钼锑

抗比色法[12]测定有效磷含量和 pH。菌株溶磷量为接

菌培养液有效磷含量减去空白对照有效磷含量，单位

为mg∙L-1。

1.4.1 单因素试验

（1）培养条件优化：在培养基组分不变的情况下，

分别改变培养基的初始 pH（4、5、6、7、8、9）以及培养

温度（20、24、28、32、36、40 ℃）。

（2）基于最适培养环境，对配方中的唯一磷源

（磷酸三钙 5.00 g∙L-1、磷酸铁 6.02 g∙L-1、磷酸铝 3.95
g∙L-1和植酸钙 4.99 g∙L-1），唯一碳源（葡萄糖 10.00
g∙L-1、蔗糖 9.50 g∙L-1、乳糖 9.50 g∙L-1、可溶性淀粉

9.00 g∙L-1），唯一氮源（硫酸铵 0.5 g∙L-1、草酸铵 0.47
g∙L-1、乙酸铵 0.5 g∙L-1、氯化铵 0.41 g∙L-1）进行等摩

尔质量替换，以上清液中可溶性磷含量最高的条件

为最适。

1.4.2 正交试验

基于以上单因素试验结果，确定正交试验的葡萄

糖浓度（A）、硫酸铵浓度（B）、磷酸三钙浓度（C）3个因

素，每个因素均设定 3个水平，采用 L9（33）的正交表

（表 1），随机安排因素和设定水平，按正交试验的方

式来配制培养基成分，其他发酵条件与单因素试验得

到的条件相同。

1.5 土壤培养试验

本试验采用土培试验，取田间土壤，除去砾石及

杂草枯枝后自然风干，混匀过 2 mm 筛，灭菌后每盆

装土 200 g（花盆直径 20.0 cm，高 18.5 cm）待用。试

验共设置 4个处理，每个处理重复 3次，完全随机排

列。试验设置磷浓度为 200 mg∙kg-1[13]，磷源为磷酸

三钙和磷酸二氢钾，分接种和不接种 2种方式，每个

处理重复 3次，完全随机排列，如表 2所示。根据盆

栽土壤水分状况，不定期浇水，按田间持水量的 70%
确定灌水量。用保鲜膜封口，扎孔透气，放置于智能

生化培养箱中，设置 28 ℃进行培养。每隔 3 d，根据

称质量法计算失水量，并滴加去离子水至原始质量，

以保持恒定的含水量。试验共培养 28 d，其中分别

在第 7、14、28 天测定土壤生物量和 pH；培养结束

后，取出土壤并混匀，自然风干后过 2 mm筛，测定无

机磷形态及磷酸酶活性。

1.6 土壤指标测定

（1）无机磷形态测定：不同形态的磷含量按照顾

益初等[3]的方法分别测定，将土壤中磷分为 Ca2-P、
Ca8-P、Al-P、Fe-P、O-P、Ca10-P六级。

（2）生物量测定：在无菌操作下，取 1 g待测土壤

梯度稀释后，吸取 1 mL稀释液，采用平板计数法测定

微生物生长量。

（3）土壤磷酸酶活性测定：酸性、碱性磷酸酶的活

性测定参考磷酸苯二钠比色法[13]。

1.7 数据处理

采用 Excel 2019 进行数据整理；采用 SPSS 27进

行统计分析；采用正交试验助手设计正交试验；不同

处理间的差异显著性校验采用最小显著差异法（α=
0.05）；使用 Origin 2024制图，图表中的数据均为平均

值±标准差。

2 结果与分析

2.1 培养条件对WD01溶磷效果的影响

2.1.1 环境因子

如图1a所示，WD01菌株表现出较广泛的pH适应

表1 L9（33）的正交试验因素水平表
Table 1 Table of orthogonal test factor levels for L9（33）

水平
Level

1
2
3

因素Factor
A（葡萄糖浓度

Glucose
concentration）/

（g∙L-1）

10
15
20

B（硫酸铵浓度
Ammonium sulphate

concentration）/
（g∙L-1）

0.25
0.50
0.75

C（磷酸三钙浓度
Tricalcium phosphate

concentration）/
（g∙L-1）

5
7
9

表2 土培试验设计

Table 2 Experimental design for the cultivation of soil
分组Group

ICK
IPSB
SCK
SPSB

处理Treatment
去离子水+磷酸三钙

WD01菌液+磷酸三钙

去离子水+磷酸二氢钾

WD01菌液+磷酸二氢钾
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范围。在 pH为 6时达到最大溶磷量 223.45 mg∙L-1且

pH在5~7区间溶磷量差异不显著（P>0.05），能保持稳

定溶磷能力。在 pH为 9时仍能达到 145.32 mg∙L-1的

溶磷活性，表明其具备碱性适应机制。基于最大溶磷

效率考量，本研究选择pH为6作为最佳初始条件。

不同温度对 WD01 溶磷量也存在影响（图 1b）。

菌株WD01在 28 ℃时溶磷量达峰值（188.01 mg∙L-1），

且在 20~36 ℃范围内溶磷能力保持稳定（>120 mg∙
L-1），降幅不足 36.3%，证实其对温度波动具有广泛适

应性。基于此选取28 ℃为最佳溶磷培养温度。

2.1.2 营养因子

试验结果（图2a）表明，WD01对磷酸三钙的溶磷

效能显著优于其他磷源（P<0.05），其最大溶磷量达

198.41 mg∙L-1，较植酸钙、磷酸铝及磷酸铁分别提高

24.00%、171.75%和 189.18%，表明磷酸三钙为菌株的

最佳磷源选择。Pearson相关性分析进一步揭示，所有

处理组中溶磷量与培养液 pH值均呈显著负相关（r=
-0.869；植酸钙：r=-0.879；磷酸铁：r=-0.912；磷酸铝：r=
-0.858；P<0.05）。值得注意的是，尽管磷酸铁组表现

出更高的负相关性，但实际溶磷量仍显著低于磷酸三

钙组（P<0.05），这可能源于 WD01 分泌的有机酸对

Ca2+螯合能力显著高于对Al3+、Fe3+的络合效率，进而

促使磷酸三钙中的磷素能被更高效地溶解[14]。

不同碳源类型对菌株WD01溶磷效能影响显著

（图 2b）。当以葡萄糖作为单一碳源时，WD01溶磷过

程中表现出产酸特性，培养基中 pH 值显著降低至

4.18（P<0.01），同时可溶性磷浓度达到峰值，为

208.41 mg∙L-1。Pearson相关性分析揭示培养液 pH值

与溶磷量呈显著负相关（r=-0.877，P<0.01）。相比之

下，当以乳糖或蔗糖为碳源时，菌株的磷素活化效率

显著降低（P<0.05），有效磷含量较葡萄糖组分别下降

40.54%~42.41%，且产酸能力明显减弱，体系 pH最低

值仅维持在 5.0~5.2区间。上述结果表明，WD01对单

糖类碳源——葡萄糖，优先于其他碳源被快速同化利

用，故将其作为优选碳源。

氮源对WD01溶磷能力的影响如图 2c所示。在

以硫酸铵为氮源时，溶磷量最高为187.27 mg∙L-1，与其

他氮源物质有显著差异（P<0.05）；4种氮源的溶磷体

系 pH变化与对氮源的利用顺序一致，pH由低到高依

次为硫酸铵<乙酸铵<草酸铵<氯化铵。进一步说明溶

左侧纵坐标对应柱状图，表示溶磷量；右侧纵坐标对应线段图，表示pH值。不同小写字母表示同一时间不同处理间差异显著（P<0.05）。下同。

图1 不同初始培养pH（a）和温度（b）处理下WD01溶磷特性及pH的动态变化

Figure 1 Dynamics of pH and dissolved phosphorus characteristics of WD01 under different initial incubation
temperature（a）and pH（b）treatments

（b）

（a）
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磷量与pH呈负相关。故选择硫酸铵为最佳氮源。

2.2 正交优化试验结果

依据正交试验的直观分析结果，极差值R：A（葡

萄糖浓度）>B（硫酸铵浓度）>C（磷酸三钙浓度）（表

3）。最优水平为A2、B2、C1，即葡萄糖浓度 15 g∙L-1、

硫酸铵浓度 0.50 g∙L-1、磷酸三钙浓度 5 g∙L-1。由于 9
组正交试验中未涉及此组合，为验证正交试验理论所

得最优组合的实际性，进行补充试验。经测定，

WD01 在改良 NBRIP 培养基中最大溶磷量达 323.53
mg∙L-1，较优化前（198.40 mg∙L-1）提高了 63.07%。且

溶磷量在所有试验组中最高，与理论一致。

2.3 WD01对土壤无机磷组分的影响

Ca2-P 是土壤中可以直接被植物所吸收利用的

磷源[15]。在培养结束后，IPSB和 SPSB处理的土壤中

Ca2-P 含量均有不同程度地增加，分别为 15.85 mg∙
kg-1和 37.75 mg∙kg-1，比未接菌对照组（ICK、SCK）分

别提高了 30.56%和 24.83%（表 4）。这说明WD01能

够将其他形态的难溶性磷转化为可利用的 Ca2-P形

态磷。并且，相较于 SPSB，IPSB中的Ca2-P含量变化

幅度更大。这说明在外界环境中存在无机难溶磷时，

WD01能更好地促进土壤磷组分向Ca2-P的转化。

Ca8-P、A1-P 和 Fe-P 在土壤中作为缓效磷源存

图2 不同磷源（a）、碳源（b）、氮源（c）处理下WD01溶磷特性及pH的动态变化
Figure 2 Dynamics of pH and dissolved phosphorus characteristics of WD01 under different treatments of phosphorus（a），

carbon（b），and nitrogen（c）sources

（a）

（b）

（c）
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在，对有效磷起到补充作用[16]。由表 4可以看出，添

加了磷酸三钙大幅提高了土壤中Ca8-P的形态含量。

但从有效性转化率的角度来看，相比于未接种处理，

SPSB 和 IPSB 中 Ca8-P 的含量分别增加了 36.87% 和

4.84%。说明含磷酸二氢钾的土壤接菌后，对促进无机

磷组分向Ca8-P转化的能力更强。同样地，SPSB中Al-
P的含量与对照组相比下降了18.00%，而 IPSB中Al-P
的含量与对照组相比略有上升，但差异不显著（P>
0.05），说明外源可溶磷的加入也促进了WD01对Al-P
的转化作用。SPSB和 IPSB两组中Fe-P含量与对照组

相比分别下降了1.44%~1.57%，差异不显著（P>0.05）。

Ca10-P和O-P难以被植物吸收利用，并且在土壤

中存在形态稳定。本试验的土壤中，无机磷均以

Ca10-P为主要形态。在 2种磷源处理下，接种WD01
的土壤中 Ca10-P 和 O-P 含量下降范围在 11.38%~
14.37%之间，表明WD01的添加有利于稳定态磷向可

利用态磷的转化。

2.4 土壤中生物量及磷酸酶活性的变化

为了明晰WD01在土壤无机磷形态转化过程中

的影响，本试验对土壤微生物量及磷酸酶活性进行了

测定，如表 5所示。接种到不同磷源土壤后，WD01均

在培养第 7 天时菌落数达到最高，IPSB 组达到 8.4×
107 CFU∙g-1，在SPSB组达到7.9×107 CFU∙g-1。随着培

养时间的延长，WD01的菌落数逐渐减少至 4.9×102~
9.2×102 CFU∙g-1。整个培养周期中，SPSB菌落数始终

小于 IPSB组。这说明WD01菌株在含有难溶性磷的

土壤中能表现出更高的生物活性，从而分泌代谢产物

促进土壤无机磷形态的有效性转化。

土壤 pH 在整个培养周期中也发生了显著变化

（表 5）。培养至第 7天时，IPSB和 SPSB两组处理中的

土壤 pH 值分别降低至 6.50 和 6.36；相较于对照组，

pH值下降了 0.25~0.39个单位。在第 14天和第 28天

观测中，土壤 pH值进一步下降，随后维持在 6.3~6.4
的范围内。说明WD01可能通过酸化作用促进土壤

中难溶磷向有效态磷转化。分析结果显示，WD01的

接种显著降低了土壤 pH值，但添加的 2种磷源并未

使 pH 值呈现出显著差异（P>0.05），这说明 WD01对

土壤的酸化能力可能不受不同磷源处理的影响。

土壤磷酸酶分为酸性磷酸酶（ACP）和碱性磷酸

酶（AKP），其活性是评价溶磷速率和土壤磷素有效性

的重要标志[17]。如图 3所示，SPSB处理中ACP活性最

高，为 2.53 mg∙g-1∙d-1，相较于未接菌对照和 IPSB分

别增加了51.87%和14.08%。说明土壤中的外源磷为

磷酸二氢钾时，其提高土壤 ACP 活性的能力更强。

此外，接种 WD01 对土壤 AKP 活性变化也有明显影

响，其中 IPSB 的 AKP 活性为 1.99 mg∙g-1∙d-1，高于

表3 L9（33）正交试验设计及结果（g∙L-1）
Table 3 Design and results of L9（33）orthogonal

experiment（g∙L-1）

试验组
Group

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1
K2
K3
T1
T2
T3

极差R

最优组合

A
（葡萄糖浓度

Glucose
concentration）

1
1
1
2
2
2
3
3
3

533.19
876.06
572.74
177.73
292.02*
190.91
114.29

A2 B2 C1

B
（硫酸铵浓度

Ammonium
sulphate

concentration）
1
2
3
1
2
3
1
2
3

598.64
769.19
614.16
199.55
256.40*
204.72
56.85

C
（磷酸三钙浓度

Tricalcium
phosphate

concentration）
1
2
3
2
3
1
3
1
2

680.52
658.24
643.23
226.84*
219.41
214.41
12.43

溶磷量
Quantity of
dissolved
phosphorus

158.03
205.84
169.32
283.44
316.74
275.88
157.17
246.61
168.96

注：K值为每个因素同水平之和，T为K的均值，R表示极差，*表示
处理中所得的最大平均值。

注：不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。

表4 接种WD01对土壤无机磷形态的影响（mg∙kg-1）

Table 4 Effects of WD01 inoculation on inorganic phosphorus forms in soil（mg∙kg-1）

分组Group
ICK
IPSB
SCK
SPSB

Ca2-P
12.14±1.57d
15.85±1.15c
30.24±0.39b
37.75±0.55a

Ca8-P
53.61±3.40a
56.21±2.80a
16.11±1.28b
22.05±1.11b

Al-P
35.93±0.37a
36.80±0.56a
24.05±0.98b
19.72±0.93c

Fe-P
59.10±1.15a
58.17±0.85a
51.49±1.40b
50.75±1.15b

O-P
35.51±0.87a
33.04±1.51a
34.28±1.75a
33.66±0.87a

Ca10-P
391.32±27.78a
346.77±13.89a
387.61±24.06a
331.92±15.75a
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SPSB组 12.15%。这表明WD01在添加磷酸三钙的土

壤中，对AKP活性的增幅大于可溶磷源。

整体来看，土培试验中 ACP 的活性始终大于

AKP的活性，这可能是因为试验所用的黑土 pH值为

6.75，属于偏酸性土壤，这有利于 ACP 的活性发挥。

经过 28 d的培养周期，ACP和 AKP的总活性呈现上

升趋势。这可能是由于土壤中定殖的微生物随时间

推移数量增加，提升了土壤中磷的有效性。这表明磷

酸酶作为一种诱导酶，其活性不仅紧密关联于溶磷微

生物的数量及其活性状态，还与土壤中有效磷含量存

在密切关联。

3 讨论

3.1 培养条件优化对WD01溶磷能力的影响

溶磷菌对难溶磷的分解是一个很复杂的过程，会

受到诸多因素影响。环境 pH值和温度的变动可导致

微生物代谢速率的改变，从而影响其溶磷能力[18]。溶

磷菌通常在中性至微酸性（pH 5.5~7.0）环境中生长最

佳[19-20]。本研究表明，菌株WD01适宜的温度在 28 ℃
左右。在初始 pH为 6时溶磷能力最强，且在 pH为 9
时仍具有较好的溶磷能力。

研究表明，溶磷菌对难溶性磷的溶解能力与其作

用底物的化学特性密切相关。如图 2所示，WD01菌

株展现出较传统溶磷菌更广泛的磷源适应性。

WD01不仅对无机磷源如磷酸三钙有高效的溶解能

力，还能实现对有机磷源——植酸钙的有效矿化

（160.02 mg∙L-1），这一特性在已报道菌株中较为少

见[21-22]。相较于仅能高效溶解无机磷的传统菌株，

WD01具备的多磷源溶解特性，能为开发广谱型溶磷

菌剂提供新的微生物资源。

研究表明，碳源和氮源通过影响溶磷菌代谢产物

的分泌（如有机酸等），进而影响微生物的溶磷效

果[18]。例如芽孢杆菌 FG 5以甘露醇为碳源时解磷能

力最强[23]。而贝莱斯芽孢杆菌Lb-1则以葡萄糖为碳

源时溶磷量最高[24]，本试验研究也证实了葡萄糖为

WD01的最适碳源。这说明单糖能直接通过糖酵解

途径为 WD01的溶磷过程实现了快速供能[25]。一些

研究在对比不同氮源对菌株溶磷能力的影响时，认为

溶磷菌对铵态氮的利用较硝态氮好。这是因为铵离

子可以直接作为溶磷菌生长发育及溶磷过程的营养

源[26]。龙锡恩等[27]对Ps.chlororaphis的研究也发现，以

硫酸铵为氮源的溶磷效果要优于硝酸钾、尿素和硝酸

铵。经过试验测定，WD01菌株对氮源的利用也偏好

于铵态氮，尤其以硫酸铵中的铵离子为主。

外部环境与营养组分因素是制约溶磷菌效能的

关键因素，考虑因素间的协同作用也很重要。本研究

通过正交试验证实了WD01在葡萄糖浓度 15 g∙L-1、

硫酸铵浓度 0.50 g∙L-1、磷酸三钙浓度 5 g∙L-1条件下，

溶磷量可以达到最大值，为 323.53 mg∙L-1。已有研究

显示，通过优化溶磷条件可使培养基中的有效磷含量

提高45.16%[28]。这表明经优化培养后，溶磷菌可以最

大限度地发挥其溶磷作用。

3.2 接种WD01对土壤生物化学性质的影响

溶磷菌能够加速土壤中稳定态磷向活性磷和缓

效磷的转化[29]。本试验结果表明，接种外源溶磷菌

后，土壤中 Ca2 - P、Ca8 - P 的含量提高了 24.83%~
30.56%，而稳定态磷 Ca10-P 和 O-P 的含量含量有所

下降。已有研究证实，向小麦土壤中施加溶磷菌液可

使土壤中 Ca2-P、Ca8-P的含量提高 13.4%~83.3%[30]。

表5 WD01在土壤中定殖情况及其对土壤pH影响

Table 5 WD01 colonization in soil and its effects on soil pH
分组
Group
CK

IPSB
SPSB

第7天Day 7
生物量Biomass/（CFU∙g-1）

22.7±5.44
8.4×107±8.3×106

7.9×107±1.3×107

pH
6.75±0.03b
6.50±0.05a
6.36±0.04a

第14天Day 14
生物量Biomass/（CFU∙g-1）

1.8×102±57.3
6.1×105±1.1×105

4.3×105±1.3×105

pH
6.73±0.04b
6.33±0.04a
6.26±0.08a

第28天Day 28
生物量Biomass/（CFU∙g-1）

1.15×102±31.0
9.2×102±1.1×102

4.9×102±67.0

pH
6.72±0.07b
6.37±0.06a
6.30±0.04a

图3 不同磷源处理下土壤磷酸酶活性
Figure 3 Soil phosphatase activity with the application of

different P source

分组Group
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此外，溶磷菌还可以促进土壤中不可溶性Ca10-P向可

溶性Ca2-P和Al-P的转化[31-32]。

菌株的溶磷效果与其土壤定殖能力密切相关[33]。

一般来说，溶磷菌在土壤中的定殖能力越强，其代谢

分泌物就越多，对土壤无机磷的转化作用也越明显。

研究发现，溶磷菌可以通过分泌有机酸和磷酸酶等特

定物质，促进磷素的转化与释放，从而维持土壤的生

产力[34]。接种溶磷菌不仅能改善植物根际环境，还能

显著提高根际土壤酶活性[35]。Khalid等[36]发现，通过

接种 PSB使酸性磷酸酶和碱性磷酸酶活性分别提高

了 46%和 48%。这可能是因为溶磷菌活化了土壤中

的生物酶类，提高了土壤酶含量。本研究处理组中

WD01对酸性磷酸酶和碱性磷酸酶活性提高的更多，

分别为51.87%和48.50%。这说明溶磷菌在土壤中定

殖后，可以通过释放磷酸酶等物质促进磷素释放，从

而加快土壤无机磷形态的转化。

值得注意的是，WD01的代谢活动受外源添加磷

的影响。当添加磷酸三钙时，该菌株更有利于土壤磷

组分向 Ca2-P转化；而在添加磷酸二氢钾的土壤中，

其对Ca8-P的转化效果更突出，同时能更显著地提高

酸性磷酸酶活性。这一差异反映了溶磷菌在复杂土壤

环境中的代谢灵活性，对农业磷管理具有指导意义。

本研究揭示菌株 Enterobacter hormaechei WD01
兼具高效溶解无机磷与有机磷的双重功能，其溶磷特

性表现为宽泛的温度适应性（20~36 ℃）及良好的耐

碱性（pH 8.0~9.0）。土培试验表明，WD01接种至土

壤后有良好生物活性，可以调控无机磷形态转化，并

显著提升土壤磷酸酶活性，实现难溶性无机磷库的生

物活化。本研究成果为溶磷微生物的工业化开发提

供优质菌种资源，并为该菌株发展成为新型绿色微生

物菌肥提供理论基础。

4 结论

（1）WD01的最适环境因子和最优营养因子分别

为：培养温度 28 ℃，初始 pH 6；磷源：磷酸三钙，碳源：

葡萄糖，氮源：硫酸铵。经正交优化后，培养基最优营

养条件为：葡萄糖浓度 15 g∙L-1、硫酸铵浓度 0.50 g∙
L-1、磷酸三钙浓度 5 g ∙ L-1，WD01 最大溶磷量达

323.53 mg∙L-1，较优化前提高了63.07%。

（2）土壤溶磷试验证明，WD01 能够促进 Ca10-P
向Ca8-P和Ca2-P的有效性转化，菌悬液施入土壤后

生物活性较强，降低了土壤的 pH，并提高了土壤磷酸

酶的活性。
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