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摘 要：【目的】西南地区土壤酸化问题日益严重，该问题导致不稳定磷库转变为闭蓄态磷库，

土壤磷有效性降低，进而影响作物产量并造成磷肥资源浪费。本研究以生物炭为载体，选用一株

兼具溶解有机磷和无机磷功能的菌株作为固定化菌种，对其制备条件进行优化。在此基础上，评

估生物炭固定化解磷菌剂的稳定性及其对难溶性磷的溶解效果，并探究其解磷机理。【方法】以

植物根际土壤为研究材料，利用选择性培养基分离筛选解磷菌。基于钼锑抗比色法量化细菌解磷

能力，通过生理生化试验和分子生物学分析完成细菌分类鉴定。采用吸附法制备固定化菌剂，并

利用单因素试验法确定生物炭固定化菌剂的最佳制备条件。通过傅里叶变换红外光谱、扫描电子

显微镜等对其进行表征分析，进一步运用 HPLC 和荧光法分别对有机酸代谢谱和磷酸酶活性进行

定量分析。【结果】分离获得的固定化菌株为克雷伯氏菌(Klebsiella sp.)，其对卵磷脂和磷酸三钙

的溶解量分别为 236.5 mg/L 和 200.3 mg/L。基因组分析发现该菌株含有 27 个与有机磷和无机磷

溶解转运相关的基因。单因子优化试验表明，在生物炭添加量为 30.0 mg/mL、N107 接菌量为

6.0%、固定温度为 30.0 ℃、固定时间为 12.0 h 的条件下所制备的固定化菌剂对卵磷脂和磷酸三

钙的溶磷量相较于游离解磷菌分别提高了 24.0% 和 22.5%。固定解磷菌的生物炭含有更多的含氧

官能团，其总比表面积和外表面积较原始生物炭分别提高 61.9% 和 165.1%。解析固定化菌剂的

解磷机理，发现尽管其分泌的有机酸种类未发生明显影响变化，但是酒石酸、柠檬酸及总酸含量

发生显著变化，且有效提高了培养液中酸性和碱性磷酸酶活性。结构方程模型显示，pH 值与磷

酸酶活性和有机酸含量密切相关，固定化菌剂通过提高磷酸酶活性和有机酸含量促进难溶性磷的

活化。【结论】固定化解磷菌剂的制备为难溶性磷活化提供了良好的生物修复材料，并为开发基

于微生物组的绿色修复策略提供了创新视角。
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Abstract: [Objective] As soil acidification in southwestern China becomes increasingly severe, the 
labile phosphorus pool is transformed into a non-labile phosphorus pool, which reduces the 
availability of soil phosphorus, affecting crop yield and wasting phosphate fertilizer resources. In 
this study, we prepared a biochar-immobilized phosphorus-solubilizing bacterial agent with biochar 
as the carrier and a strain capable solubilizing both organic phosphorus and inorganic phosphorus 
as the immobilized strain and then optimized the preparation conditions. Furthermore, this bacterial 
agent was evaluated in terms of the stability and the solubilizing effects on insoluble phosphorus.
[Methods] Selective media were used for the isolation of phosphorus-solubilizing bacteria from 
plant rhizosphere soil. The molybdenum-antimony colorimetric method was employed to quantify 
the ability of bacteria to solubilize phosphorus. The bacterial strain was identified through 
physiological and biochemical tests and molecular biological analysis. The immobilized bacterial 
agent was prepared by the adsorption method, and the preparation conditions were optimized by 
single factor experiments. The prepared agent was characterized by Fourier transform infrared 
spectrometry and scanning electron microscopy. Furthermore, the metabolic spectrum of organic 
acids and phosphatase activity were qualitatively and quantitatively tested by HPLC and the 
fluorescence method, respectively. [Results] The strain Klebsiella sp. was isolated for 
immobilization, and its abilities to solubilize lecithin and tricalcium phosphate were 236.5 mg/L 
and 200.3 mg/L, respectively. Genome analysis showed that the strain N107 carried 27 genes 
related to organic and inorganic phosphorus solubilization. The optimized preparation conditions 
were biochar addition of 30.0 mg/mL, N107 inoculation amount of 6.0%, immobilization 
temperature of 30.0 ℃, and immobilization time of 12.0 h. The bacterial agent prepared under the 
optimal conditions increased the phosphorus-solubilizing capacity for lecithin and tricalcium 
phosphate by 24.0% and 22.5%, respectively, compared with the free bacterial strain. The biochar-
immobilized phosphorus-solubilizing bacterial agent contained more oxygen-containing functional 
groups, compared with the original biochar, its total specific surface area and external surface area 
increased by 61.9% and 165.1%, respectively. The mechanism of phosphorus solubilization by the 
immobilized bacterial agent was preliminarily analyzed. The results showed that the levels of 
tartaric acid, citric acid, and total acids changed significantly and the activities of acid and alkaline 
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phosphatases in the culture medium were effectively improved, although the types of organic acids 
secreted by the agent had no obvious changes. The structural equation model showed that pH value 
was closely related to phosphatase activity and organic acid content, and the immobilized bacterial 
agent can promote the activation of insoluble phosphorus by increasing phosphatase activity and 
organic acid content. [Conclusion] The immobilized phosphorus-solubilizing bacterial agent 
prepared in this study provides a good bioremediation material for the activation of insoluble 
phosphorus. This study provides an innovative perspective for developing green remediation 
strategies based on microbiomes.
Keywords: phosphorus-solubilizing bacteria; biochar; immobilization; insoluble phosphorus; 
Soluble phosphorus

磷是一种不可或缺的养分，对作物生长和

土壤生产力起着至关重要的作用[1]。磷限制通常

被视为农业生产的“瓶颈”问题[2]。为满足植物对

磷的需求，进而提高作物产量，人们大量施用

化肥，这导致土壤生态系统和健康状况迅速恶

化，破坏了土壤微生物群的平衡[3]。此外，施用

于土壤的可溶性磷大部分会迅速结合到土壤不

同的磷组分中，而各种磷组分的有效性和流动

性也存在显著差异[4]。因此，提高土壤磷肥利用

效率对于减缓磷资源消耗、实现农业可持续发

展具有重要意义。

微生物在土壤养分循环中发挥着至关重要

的作用，是土壤磷转化的主要驱动力。解磷微

生物能够将土壤中固定态的磷转化为可直接利

用的水溶性磷[5-6]。理论上，筛选出的解磷微生

物在适应环境后若能在土壤中成功定殖便可对

土壤中固定态的磷进行活化，进而将其转化为

可被植物吸收的有效磷[7]。然而，在实验室中筛

选和培养的特定功能菌株，在实际应用中通常

无法取得令人满意的效果。这些微生物在实际

应用中面临 2 个关键限制：微生物定殖效率低[8]

和环境脆弱性[9]。由于添加到土壤中的大多数微

生物会与土著微生物竞争资源与空间，直接接

种解磷菌通常会导致其种群数量和活性急剧下

降，在大田环境条件下难以存活[10-11]。

为克服功能微生物直接使用的缺点，微生

物固定化技术成为重要的解决方案。该方法通

过吸附或封装的方式将游离的微生物附着到多

孔载体上。由此形成的保护性微生境主要有以

下目的：即减少来自原生土壤微生物的生态

位[12]和养分竞争[13]，同时为微生物提供定殖、

生长和繁殖的栖息地，并保护其免受捕食者的

捕食[14]等，帮助引入的外源微生物更好地适应

环境条件[15]。稳定微环境的存在，使这些固定

化功能微生物对不利的外部环境具有更强的抵

抗力。在固定化技术中载体材料的选择至关重

要。农业废弃物衍生的生物炭是一种理想的微

生物固定化基质，具有生物支架和土壤增强剂

的双重作用[16]。作为一种天然的土壤改良剂，

生物炭通过为微生物提供碳源(不稳定碳)和矿物

质养分[17]，增加土壤溶磷微生物的丰度和活性，

促进微生物对难溶性磷的溶解[18-19]。此外，生

物炭自身的多孔芳香族结构使其具有较大的比

表面积和较强的吸附能力，能为微生物提供定

殖、生长和繁殖的栖息地，成为微生物生存的

庇护所[20]。

目前，有关生物炭固定化微生物技术的研

究主要集中在重金属、石油烃、农药、多环芳

烃等污染物的去除方面[16]，而利用生物炭固定

解磷菌对难溶性磷的活化效应研究鲜有报道。

本研究以玉米秸秆生物炭为载体，采用具有较

强解磷功能的菌种制备固定化菌剂。通过单因

素试验法优化菌剂制备过程中载体添加量、解

磷菌的接种量、固定化温度以及固定化时间，
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以期获得溶磷效果最优的固定化微生物菌剂；

同时，通过对培养液中磷酸酶活性和有机酸代

谢谱进行分析，探究溶磷量与 pH 之间的关系，

明确其解磷机理及应用潜力。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　样品

于 2023 年 9 月在重庆市江津区江津先锋镇

(106°13′3″E，29°7′13″N)的青花椒基地采集酸性

土壤样品。采用五点取样法采集 0−10 cm 的土

壤样品(pH 值：4.4；全磷：1.2 g/kg；有效磷：

90.7 mg/kg)，并按四分法将采集的土样混匀，然

后置于 4 ℃环境中短暂保存，用于解磷菌株分离。

1.1.2　培养基

磷酸三钙无机磷固体培养基(g/L)：葡萄糖

10.0， NaCl 0.3， KCl 0.3， (NH4)2SO4 0.5，

MgSO4·7H2O 0.3， FeSO4·7H2O 0.03， MnSO4 

0.03，卵磷脂 2.0，琼脂 20.0，pH 值 7.0±0.2。

卵磷脂有机磷固体培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，

(NH4)2SO4 0.5，NaCl 0.3，KCl 0.3，MgSO4·7H2O 

0.3， FeSO4·7H2O 0.03， MnSO4·4H2O 0.03，

Ca3(PO4)2 5.0，琼脂 20.0，pH 值 7.0−7.5。

NB 培养基 (g/L)：蛋白胨 10.0，牛肉膏粉

3.0，氯化钠 5.0，pH 值 7.2±0.2。

1.2　解磷菌筛选及解磷能力的测定

采用标准系列稀释法筛选解磷细菌。在无

菌锥形瓶中分别加入 5.0 g 收集的样品和

45.0 mL 无菌水，然后置于 30.0 ℃、160 r/min

振荡 60 min。将上清液连续稀释至 10−6，分别

取 0.1 mL 不同浓度梯度(10−2−10−5)的上清液均匀

涂布于含有磷酸三钙无机磷固体培养基和卵磷

脂有机磷固体培养基上，30.0 ℃培养 2.0−3.0 d，

使用无菌接种环挑选菌落周围有明显透明圆圈

的单菌落，并进行多次分离与纯化。

1.2.1　平板初筛

挑取纯化菌株至有机磷和无机磷培养液中，

30.0 ℃、160 r/min 培养 24 h 后，将菌液(8.0 μL)

点接至有机磷和无机磷固体培养基上，30.0 ℃

恒温培养 7 d，每组设置 5 个平行。观察并记录

菌株透明圈的产生和变化情况，用刻度尺测量

菌株的透明圈直径(D)和菌落直径(d)，并计算

D/d 值，初步判定菌株的解磷能力[21]。

1.2.2　液体培养复筛

将经平板初筛的解磷菌接种至 NB 培养基，

30.0 ℃、160 r/min 培养 24 h 后，用无菌水将菌

液稀释至 OD600=0.6。将 1.0% 的种子液分别接

种到有机磷和无机磷培养液中，并设置空白

对照组，每个处理设置 3 个重复，30.0 ℃、

160 r/min 培养，连续 7 d，每 12 h/24 h 取样

1 次，以测定解磷菌的生长情况和可溶性磷含

量。采用钼锑抗分光光度法[22]测定可溶性磷含

量，并用 pH 计(Mettler Toledo 公司)测定上清液

的 pH 值。

1.3　解磷菌的鉴定及其生长特性

记录平板上解磷菌菌落的形状、大小、光

泽、边缘和颜色，同时利用透射电子显微镜

(JEOL 公司)观察其超微结构形态。根据《伯杰

细菌鉴定手册》[23]，使用全自动微生物生化鉴定

系统对解磷菌进行生化鉴定。

采用快速 DNA 提取检测试剂盒(Tiangen 公

司)提取解磷菌的 DNA。使用 16S rRNA 基因

通用引物 27F 和 1492R[21]进行 PCR 扩增，PCR

反应参考文献[21]完成。将扩增后的 PCR 产物

送至生工生物工程(上海)股份有限公司进行测

序。利用 SeqMan 软件(DNAStar 10.1)进行序列

拼接，再使用 EzBioCloud 数据库 (http://www.

ezbiocloud.net/)进行 16S rRNA 基因序列比对。

最 后 利 用 MEGA 11.0 软 件 ， 采 用 neighbor-

joining 方法通过 Kimura 2-parameter 模型构建系

统发育树。

细菌全基因组测序由上海派森诺生物科技

股份有限公司采用全基因组鸟枪法 (whole 

genome shotgun, WGS)策略，利用 PacBio Sequel

和 Illumina NovaSeq 测序平台，采用二代和三代
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技术建库、测序。测序结果通过数据库进行比

对后获得相应的注释信息，利用多种绘图工具

对注释信息进行汇总。

1.4　固定化菌剂的制备及其条件优化

以玉米秸秆为原料制备生物炭。将玉米秸

秆洗净剪碎，放入烘箱中烘干(60 ℃)备用。采用

厌氧慢热解工艺制备生物炭。将玉米秸秆放入

电 炉 内 加 热 ， 以 8.5 ℃/min 的 速 度 升 温 至

400 ℃，并保持约 8−10 h，直至通风管道无烟排

出。得到的玉米秸秆源生物炭的 pH 值为 8.42，

全碳 465.2 g/kg，全氮 15.2 g/kg，全磷 2.4 g/kg，

全钾 22.4 g/kg。

基础制备条件：为了制备固定化菌剂

(Biochar-N107)，首先对生物炭进行灭菌处理，

按 30.0 mg/mL 的添加量加入 NB 培养基，同时

接入菌株 N107 的菌悬液(OD600=1.0，接种量为

4.0%)，在 30 ℃、160 r/min 持续培养 16 h。随

后，通过 8 000 r/min 离心 5 min 并使用无菌蒸

馏水进行 2−3 次清洗循环，以去除残留的培养

液成分和游离的菌体，最后通过冷冻干燥获得

固定化菌剂。

将按照上述制备条件获得的固定化菌剂分

别添加至有机磷和无机磷培养液中，同时采用

单因素试验法，依次改变单一条件，每个处理

设置 3 个平行，7 d 后测定可溶性磷含量，以最

终确定固定化菌剂的最佳制备条件(表 1)。

1.5　固定化菌剂的表征

分别通过实时荧光定量 PCR (qPCR)和平板

计数法对菌株 N107 在生物炭表面的定殖密度进

行定量检测。基于菌株 N107 序列，针对目标基因

设计引物 F (5′-AGGCAGCAGTGGGGAATA-3′ )

和 R (5′-ACGGTGAATACGTTCGGT-3′ )。利用

DNeasy PowerSoil 试剂盒(Tiangen 公司)对解磷

菌进行 DNA 提取，并使用 2.0% 琼脂糖和 1×TAE

电泳缓冲液进行电泳以评估 DNA 质量，然后使

用特定引物在 qPCR 仪器(Roche 公司)上进行扩

增反应。PCR 反应体系(50 μL)：2×Taq PCR Mix

预混液 25 μL，特定引物 F 及 R 各 1 μL，DNA 模

板 1 μL，ddH2O 22 μL。反应条件：94 ℃ 3 min；

95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 40 s，共 35 个循

环。最后将 PCR 结果与标准曲线进行比较来确

定固定化菌剂中解磷菌 N107 的数量。

利用扫描电子显微镜(Hitachi 公司)表征固定

化后生物炭表面解磷菌的分布状况。利用

BELSORP Max II 分析仪(MicrotracBEL 公司)分

析固定解磷菌后生物炭的表面积和孔隙率等结

构特征的变化。同时，用傅里叶变换红外光谱

(Thermo Nicolet 公司)获取生物炭样品表面官能

团的信息。

1.6　解磷机理实验设计及指标测定方法

将最佳制备条件下获得的固定化菌剂分别

添加至有机磷和无机磷培养液中，以初始生物

炭、解磷菌液和空白培养液为对照组，30.0 ℃、

160 r/min 培养 168 h，测定培养液 pH 值和可溶

性磷含量。每隔 12 h/24 h 取样，利用碱性/酸性

磷酸酶检测试剂盒(荧光法，BioAssay Systems

表1　生物炭固定化功能菌剂的不同制备条件

Table 1　Various preparation conditions of functional bacteria immobilized on biochar

试验变量
Experimental 
variable

1

2

3

4

5

生物炭添加量
Biochar addition amount 
(mg/mL)

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

解磷菌接种量
Inoculation amount 
(%)

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

固定化温度
Immobilization 
temperature (℃)

20.0

25.0

30.0

35.0

40.0

固定化时间
Immobilization time 
(h)

4.0

8.0

12.0

16.0

20.0
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公司)测定碱性和酸性磷酸酶活性。在培养 168 h

后取培养液 1.0 mL，于 4 ℃、8 000 r/min 离心

10 min，再经 0.22 μm 孔径滤膜真空抽滤后，采

用高效液相色谱测定菌液中有机酸的种类和数

量[24]。利用 R 语言构建结构方程模型(structural 

equation modeling, SEM)，分析 pH、有机酸和磷

酸酶活性对培养液中可溶性磷含量的影响机制。

采用卡方与自由度比值(χ2/df)、比较拟合指数

(Goodness-of-fit index, GFI)、 标 准 化 残 差

(standardized root mean square residual, SRMR)和

近 似 均 方 根 误 差 (root mean square error of 

approximation, RMSEA)对模型进行检验，符合

RMSEA<0.08，SRMR<0.08，GFI>0.9，χ2/df<3.0

条件，则认为模型拟合结果较好[25]。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　解磷菌 N107 的分类鉴定

筛选的菌株编号为 N107，其菌落呈浅土黄

色、湿润、圆形，表面光滑、均匀，不透明，

边界规则(图 1A)。菌株 N107 为革兰氏阴性菌，

呈杆状，长 1.5−2.5 μm，宽 0.5−0.8 μm，无鞭毛

(图 1B)。测序结果显示，菌株 N107 (GenBank

登录号为 PX106403)的 16S rRNA 基因序列与

Klebsiella variicola DSM 15968T 的相似性最高，

达 99.9%。进一步基于 16S rRNA 基因构建的系

统发育树表明，菌株 N107 和 K. variicola DSM 

15968T 在 Klebsiella 属内处于同一分支(图 1C)。

结合形态学特征，将其鉴定为变异克雷伯氏菌。

根据生化鉴定结果，该菌株对赖氨酸脱羧酶、

脲酶、脂肪酶、葡萄糖、纤维二糖、山梨醇、

鼠李糖、木糖、蔗糖、阿拉伯糖呈阳性反应，

对鸟氨酸脱羧酶、酪氨酸芳胺酶、西蒙氏柠檬

酸盐、色氨酸、明胶、木糖、麦芽糖和甘露醇

等呈阴性反应。

为进一步明确解磷菌株 N107 的磷代谢潜

能，对其基因组进行测序分析。经过拼接和修

补，获得菌株 N107 基因组大小为 5.6 Mb，基因

组包含 11 个 contigs，G+C 含量为 54.5%。基因

组分析发现，解磷菌 N107 共含有 27 个与有机

磷矿化、无机磷溶解和磷转化相关的基因。其

中，7 个无机磷溶解基因，包括吡咯喹啉醌

(pyrroloquinoline quinone, PQQ)合成过程中的相

关基因(pqqB、pqqC、pqqD、pqqE)、葡萄糖脱

氢酶基因(gcd)、柠檬酸合成酶基因(gltA)和无机

焦磷酸酶基因(ppx)；9 个有机磷矿化基因，包括

碱性磷酸酶基因(phoA)和可将磷酸酯水解成磷酸

盐和烷烃的 C−P 键裂解酶基因 (phnB、phnA、

phnF、phnK、phnJ、phnI、phnH、phnG)；11 个磷

化合物转运基因，包括磷酸酯运输基因(ugpB、

ugpA、ugpE、ugpC、cpdA、glpQ)和无机磷酸盐

运输基因 (pstB、pstA、pstC、pstS、phoU)。此

外，还有 2 个磷缺乏响应双组分调节基因，包

括磷酸盐调节感应激酶基因(phoR)和磷酸盐调节

反应调控子(phoB)。

2.2　解磷菌 N107 的解磷特性

菌株 N107 在有机磷和无机磷固体培养基中

均具有溶磷能力，其在有机磷和无机磷固体培

养基中的溶磷系数分别为 2.3 和 1.9 (图 2A)。该

菌株在有机磷和无机磷培养液中的生长趋势总

体一致，即在 0−48 h 内快速生长，随后缓慢生

长(图 2D)。2 种不同培养液中溶解磷含量均随时

间增加而上升，培养 96 h 后，分别达到最大值

236.5 mg/L (有机磷培养液)和 200.3 mg/L (无机

磷培养液) (图 2B)，之后趋于稳定。此外，随着

培养时间的延长，有机磷培养液的 pH 值逐渐降

低(图 2C)，菌株 N107 培养 144 h 后 pH 值降至

最低水平，为 3.6。相比之下，无机磷培养液的

pH 值也在培养 144 h 后降至最低，为 3.4。总体而

言，pH 值的变化与可溶性磷的增加趋势相对应。

2.3　固定化菌剂的结构表征

扫描电镜显示生物炭内部空腔具有光滑的

表面(图 3A)。如图 3B 所示，固定后的生物炭表

面保留了丰富的杆状细菌，且菌外形饱满，这

表明微生物确实能够附着在生物炭表面，且生
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长环境条件良好。对基础制备条件下固定化菌

剂中解磷菌 N107 的生物量进行检测。结果表

明，在生物炭添加量为 30.0 mg/mL、解磷菌接

种量为 4.0%、固定化时间为 16.0 h、固定化温度

为 30.0 ℃的条件下生物炭固定的解磷菌生物量为

3.4×109 拷贝/g，而其菌落数量为 1.7×108 CFU/g 

(图 3C)。FT-IR 分析检测到生物炭表面存在丰富

的官能团，包括 O−H、C=O、C=H、Si−O。固定

图1　解磷菌N107的形态特征和系统发育分析。A：菌落形态特征；B：菌株形态特征；C：系统发育树

(括号中的序号为序列GenBank登录号；分支点的数字表示该分支的自展值，可判断该分支的可靠程度；

标尺代表进化距离)。

Figure 1　Morphological characteristics and phylogenetic analysis of phosphate-solubilizing bacteria N107. A: 

Morphological characteristics of colonies; B: Morphological characteristics of strain; C: Phylogenetic tree (The 

serial number in parentheses is the GenBank access number; The number at the branch point indicates the 

bootstrap value of the branch, which can be used to judge the reliability of the branch; The ruler represents 

evolutionary distance).
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图2　解磷菌菌液可溶性磷含量、pH和生长曲线动态变化。A：有机磷和无机磷固体培养基溶磷圈；B：

有机磷和无机磷培养液中可溶性磷含量；C：有机磷和无机磷培养液中pH；D：有机磷和无机磷培养液中

解磷菌OD600。D：透明圈直径；d：菌落直径。

Figure 2　The dynamic changes of soluble phosphorus content, pH and growth curves of phosphate-solubilizing 

bacteria solution. A: Phosphorus dissolving ring of organic and inorganic phosphorus solid medium; B: Soluble 

phosphorus content in organic and inorganic phosphorus culture solution; C: pH in organic and inorganic 

phosphorus culture solution; D: Phosphate-solubilizing bacteria OD600 in organic and inorganic phosphorus 

culture solution. D: Transparent ring diameter; d: Colony diameter.
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图3　固定化菌剂的结构表征和生物量。A：生物炭扫描电镜图；B：生物炭固定菌剂扫描电镜图；C：生

物炭固定N107的生物量；D：傅里叶变换红外光谱分析；E：生物炭元素组成；F：生物炭固定菌剂元素

组成。生物炭固定菌剂：Biochar-N107。

Figure 3　Structural characterization and biomass of immobilized bacterial agent. A: Biochar scanning electron 

microscope; B: The scanning electron microscope of biochar immobilized bacterial agent; C: Biomass of biochar 

immobilized bacterial agent; D: Fourier transform infrared spectrum analysis; E: Biochar element composition; 

F: The element composition of biochar-immobilized bacterial agent. Biochar-immobilized bacterial agent: 

Biochar-N107.
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解磷菌后， 3 442 cm−1 和 1 384 cm−1 (O −H)、

1 608 cm−1和 1 096 cm−1 (C=O)，795 cm−1 (C=H)和

473 cm−1 (Si−O)的特征峰强度减弱(图 3D)。这些

结果共同证明了解磷菌在生物炭上的成功定殖。

能谱结合扫描电镜表明，固定解磷菌后生物炭

的 C 含量降低了 3.4%，O 含量增加了 4.4%，这表

明固定后的生物炭含有更多的含氧官能团(图 3E、

3F)。此外，固定解磷菌的生物炭其总比表面积

和外表面积较原始生物炭分别提高了 61.9% 和

165.1%。相比之下，固定解磷菌后其总孔隙体积

和平均孔径则分别降低了 40.1% 和 15.6% (表 2)。

2.4　固定化菌剂的制备与条件优化

生物炭添加量在 10.0−50.0 mg/mL 范围时所

制备的固定化菌剂对难溶性磷的溶解量均呈

现先增加后降低的趋势。相较于单独接种解

磷菌，添加固定化菌剂的有机磷和无机磷培养

液中可溶性磷的含量分别从 210.2 mg/L 增加到

274.9 mg/L 和从 186.9 mg/L 增加到 241.6 mg/L，

随后逐渐减小(图 4A、4B)。接菌量为 6.0% 时

所制备的固定化菌剂中可溶性磷含量最高，

分别为 287.6 mg/L (有机磷培养液，图 4C)和

244.3 mg/L (无机磷培养液，图 4D)。此外，当

固定温度≤30.0 ℃时所制备的固定化菌剂对难溶性

有机磷和无机磷的溶解量随温度的升高而提高，

在 30.0 ℃时均达到最高值，分别为 283.7 mg/L

和 244.4 mg/L (图 4E、4F)。与此同时，固定

化的时间长短也会影响固定化菌剂的溶磷效

果。随着固定时间增加，固定化菌剂对难溶性

磷的溶解量呈先增加后降低的趋势。当固定时

间≤12.0 h 时，所制备的固定化菌剂对有机磷和

无机磷的溶解量持续增加。固定时间为 12.0 h 时

其溶解量最高，分别为 286.4 mg/L (有机磷培养

液，图 4G)和 242.3 mg/L (无机磷培养液，图 4H)。

因此，当载体生物炭添加量为 30.0 mg/mL、解

磷菌接种量为 6.0%、固定化温度为 30.0 ℃以及

固定时间为 12.0 h 时，固定化菌剂对难溶性有

机磷和无机磷具有最高的溶解量。

2.5　固定化菌剂的解磷机制探究

最佳制备条件下获得的固定化菌剂对难溶

性有机磷和无机磷的溶磷效果如图 5A、5C 所

示。从解磷能力曲线来看，0−96 h 时固定化菌

剂在有机磷和无机磷培养液中的可溶性磷含量

迅速增加，分别于 72 h 和 96 h 达到最高值，分

别为 293.2 mg/L (较游离解磷菌提高了 24.0%)和

245.4 mg/L (较游离解磷菌提高了 22.5%)，随后

趋于平缓或略有下降。与此同时，固定化菌剂

在有机磷和无机磷培养液中的 pH 值在 0−96 h

内呈快速下降趋势，最低分别降至 4.3 和 4.1，

随后基本保持稳定(图 5B、5D)。如图 5E、5F

所示，固定化菌剂和游离解磷菌在有机磷和无

机磷培养液中其 pH 值均与解磷能力成反比，说

明培养液 pH 值越低，溶解难溶性磷的能力越强。

不同处理下有机磷和无机磷培养液中酸性

和碱性磷酸酶活性如图 6 所示。有机磷培养液

中培养 6 h 时固定化菌剂的碱性磷酸酶活性显著

高于游离解磷菌，而无机磷培养液中固定化菌

剂的酸性磷酸酶活性也显著高于游离菌(图 6A、

6C，P<0.05)。相比之下，24−72 h 固定化菌剂

在有机磷和无机磷培养液中的酸性磷酸酶活性

均显著高于游离解磷菌(P<0.05)，提高率分别为

表2　生物炭的结构表征和表面性质

Table 2　Structural characterization and surface properties of biochars with different treatments

材料
Materials

生物炭Biochar

生物炭固定化菌剂
Immobilized bacterial agent

总表面积
Total surface
area (m2/g)

1 628.5

2 635.7

外部表面积
External surface 
area (m2/g)

331.7

879.2

总孔隙体积
Total pore 
volume (cm3/g)

2.1

1.2

微孔体积
Micropore volume 
(cm3/g)

0.6

0.3

平均孔径
Average pore 
diameter (nm)

3.3

2.8
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图4　不同制备条件下固定化菌剂对有机磷和无机磷的溶解效果。A−B：不同生物炭添加量下有机磷(A)和

无机磷(B)培养液中可溶性磷含量；C−D：不同接种量下有机磷(C)和无机磷(D)培养液中可溶性磷含量；

E−F：不同固定化温度下有机磷(E)和无机磷(F)培养液中可溶性磷含量；G−H：不同固定化时间下有机磷

(G)和无机磷(H)培养液中可溶性磷含量。不同小写字母表示组间存在显著差异(P<0.05)。

Figure 4　Dissolution effect of immobilized bacterial agent on organic and inorganic phosphorus under different 

preparation conditions. A−B: Soluble phosphorus content in organic (A) and inorganic (B) phosphorus culture 

solution with different biochar addition amount; C−D: Soluble phosphorus content in different inoculation 

amount of organic (C) and inorganic (D) phosphorus culture solution; E−F: Soluble phosphorus content in 

organic (E) and inorganic (F) phosphorus culture solution at different immobilization temperature; G−H: Soluble 

phosphorus content in organic (G) and inorganic (H) phosphorus culture solution at different immobilization 

time. Different lowercase letters indicate statistically significant differences (P<0.05).
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图5　有机磷和无机磷培养液中可溶性磷含量和pH值动态变化以及培养液可溶性磷与pH值的相关性。

A：固定化菌剂在有机磷培养液中的可溶性磷含量；B：固定化菌剂在有机磷培养液中的pH值；C：

固定化菌剂在无机磷培养液中的可溶性磷含量；D：固定化菌剂在无机磷培养液中的pH值；E：有机

磷培养液中pH值与可溶性磷的相关性；F：无机磷培养液中pH值与可溶性磷的相关性。生物炭固定菌剂：

Biochar-N107。

Figure 5　Dynamic changes of soluble phosphorus content and pH value in organic phosphorus and inorganic 

phosphorus culture solution and their correlation. A: Soluble phosphorus content of organic phosphorus culture 

solution with immobilized bacterial agent; B: pH value of organic phosphorus culture solution; C: Soluble 

phosphorus content of inorganic phosphorus culture solution with immobilized bacterial agent; D: pH value of 

inorganic phosphorus culture solution; E: Correlation between pH of organic phosphorus culture solution and 

soluble phosphorus content; F: Correlation between pH of inorganic phosphorus culture solution and soluble 

phosphorus content. Biochar-immobilized bacterial agent: Biochar-N107.

714



周留艳 等 || 微生物学报, 2026, 66(2)

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

图6　有机磷和无机磷培养液中磷酸酶活性和有机酸含量动态变化。A−B：固定化菌剂在有机磷培养液中

的酸性和碱性磷酸酶活性；C−D：固定化菌剂在无机磷培养液中的酸性和碱性磷酸酶活性；E−F：固定化

菌剂在有机磷和无机磷培养液中的有机酸含量和种类。生物炭固定菌剂：Biochar-N107。

Figure 6　 Dynamic changes of phosphatase activity and organic acid content in organic and inorganic 

phosphorus culture solutions. A − B: Acid and alkaline phosphatase activities of immobilized bacterial agent 

inorganic phosphorus culture solution; C−D: Acid and alkaline phosphatase activities of immobilized bacterial 

agent in inorganic phosphorus culture solution; E − F. Contents and types of organic acids in organic and 

inorganic phosphorus culture solutions with immobilized bacterial agent. Biochar-immobilized bacterial agent: 

Biochar-N107.
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7.1%−27.6% 和 10.0%−24.5%。相较于酸性磷酸

酶，碱性磷酸酶活性的增加幅度更大，分别为

13.3%−36.9% 和 16.0%−32.7% (图 6B、6D)。

固定化菌剂和解磷菌在有机磷和无机磷培

养液中的有机酸种类及含量如图 6E 和 6F 所示。

在有机磷培养液中固定化菌剂和游离解磷菌分

泌的含量较高的有机酸种类均为苹果酸、酒石

酸、丙二酸、草酸、柠檬酸和琥珀酸。相较于

游离解磷菌，固定化菌剂显著提高了酒石酸、

丙二酸、草酸、柠檬酸、琥珀酸和总酸含量

(P<0.05)，其中总酸含量提高了 35.3%。在无机

磷培养液中固定化菌剂显著提高了苹果酸、酒

石酸、柠檬酸和总酸含量，其中总酸含量提高

了 31.5%。由此可见，尽管在有机或无机磷培养

液中添加固定化菌剂均未明显影响其分泌的有

机酸种类，但不同种类有机酸含量存在显著变

化，且总酸含量也显著提高。

进一步利用 SEM 解析有机磷和无机磷培养

液中可溶性磷含量变化的关键控制因子。SEM

分析表明，有机磷培养液中游离解磷菌的酸性

和碱性磷酸酶活性增加时可溶性磷含量提高，

而 pH 和有机酸降低时可溶性磷含量增加。相比

之下，固定化菌剂的有机酸、酸性和碱性磷酸

酶活性对可溶性磷含量有直接正向影响(图 7A)。

无机培养液中游离解磷菌的可溶性磷含量变化

主要受有机酸和磷酸酶的调控(图 7C)。其中 pH

主要通过调控酸性和碱性磷酸酶活性以及有机

酸含量间接影响可溶性磷含量。值得注意的是，

区别于游离解磷菌，生物炭固定解磷菌在无机

培养液中酸性和碱性磷酸酶活性对可溶性磷含

量有直接正向影响。重要的是，pH 值通过与有

机酸含量、酸性和碱性磷酸酶活性的关联，间

接影响有机磷培养液中可溶性磷含量。此外，

有机磷和无机磷培养液中固定化菌剂的有机酸、

酸性和碱性磷酸酶活性对可溶性磷的直接正向

影响均明显高于游离解磷菌(图 7B、7D)。

3　讨论　讨论

3.1　解磷菌的分类鉴定和解磷特性

本研究以磷酸三钙和卵磷脂为难溶性磷源，

利用平板筛选法初筛获得具有较高溶磷指数的

解磷细菌，再通过摇瓶培养法复筛，最终确定

N107 菌株为最高效解磷菌株。本研究分离获

得的解磷菌 N107 同时具有较强的溶解无机磷

和有机磷的能力，但其在 30.0 ℃培养条件下

的解有机磷能力(236.5 mg/L)高于解无机磷能力

(200.3 mg/L)。杜艺等[26]从荒漠植物柠条根际筛

选出 6 株解磷菌，它们从磷酸钙中释放的磷素

最高为 63. 93 mg/L，本研究中菌株 N107 的解磷

量是它的 2.5 倍。Wang 等[27]从盐碱地区鸟粪中

分离获得 Bacillus sp. DYS211，该解磷菌在培养

48 h 时无机磷溶解量最大，达到 258.2 mg/L。功

能菌株分离生境的不同导致解磷菌种类及其产

酸、产酶能力和代谢途径等生理功能存在差异，

进而表现出不同的解磷能力[28]。例如，酸性环

境(pH<6.0)促进微生物分泌有机酸，碱性环境

(pH>8.0)诱导其表达碱性磷酸酶。相比之下，高

碳环境(如黑土)能够促进菌株生长和产酸[29]，而

缺磷环境 (如冻土)则刺激菌株激活磷酸酶基

因[30]。总的来说，与其他植物根际无机磷解磷

细菌的研究相比，本研究筛选得到的菌株 N107

具有较好的解磷能力，显示出巨大的应用潜力。

通过对菌株 N107 进行多相分类鉴定，初步

将其鉴定为克雷伯氏菌属。克雷伯氏菌属是肠

杆菌科中的一类革兰氏阴性杆菌，广泛分布于

土壤、水体、植物表面及动物肠道中[31]。尽管

克雷伯氏菌属中的某些种类(如肺炎克雷伯菌)是

机会性致病菌，但部分环境菌株作为丰富的根

系联合固氮微生物资源，对植物的生长及代谢

起着间接的促进作用，尤其在植物根际中发挥

生态功能[32]。此外，近年来基于基因组学的研

究发现，部分环境菌株(如产酸克雷伯菌)与致病

菌株在代谢和生态功能上差异显著，这为其开

发为生物接种剂、减少农业中化学氮肥的使用
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奠定了基础。

3.2　固定化菌剂的结构表征及其制备条

件优化

微生物菌剂在应用中的性能很大程度上取

决于其在土壤中的定殖情况，而土壤定殖通常

受到环境变化的影响。生物炭固定解磷菌后比

表面积明显增加，而微孔体积和孔径等则不同

程度降低。扫描电子显微镜进一步鉴定出覆

盖在生物炭表面的一层细胞外分泌物。结合

已建立的微生物固定机制(表面吸附和孔隙填

充)[33-34]，我们假设孔隙参数的减少主要是由分

泌介导的孔隙堵塞引起的。具体来说，细胞外

分泌物通过毛细作用穿透微孔，在中孔上形成

致密的生物膜。这种生物修饰同时掩盖了原始

孔隙，并创造了新的微生物-载体界面，有利于

图7　结构方程模型(SEM)显示各驱动因子对有机磷和无机磷培养液可溶性磷含量的影响和标准化总效应。

A−B：有机磷培养液；C−D：无机磷培养液。红色和黑色箭头分别表示正显著和负显著关系；箭头的宽

度表示标准化路径系数的强度；线上数值为标准化的路径系数；*和**分别表示在P<0.05和P<0.01水平上

差异显著。生物炭固定菌剂：Biochar-N107。

Figure 7　 Structural equation model (SEM) showed the influence of each driving factor on the soluble 

phosphorus content in organic phosphorus and inorganic phosphorus culture solution and the total effect of 

standardization. A−B: Lecithin organic phosphorus culture solution; C−D: Calcium phosphate inorganic 

phosphorus culture solution. Red and black arrows indicate positive and negative significant relationships, 

respectively; The width of the arrow indicates the strength of the standardized path coefficient; Online values are 

standardized path coefficients; * and ** indicate significant differences at the levels of P<0.05 and P<0.01, 

respectively. Biochar-immobilized bacterial agent: Biochar-N107.
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稳定的解磷菌 N107 定殖。此外，固定后生物炭

中富含氧的官能团明显提高，这也显示出生物

炭作为固定材料的生物相容性，促进了微生物

的附着[35]。其官能团 O−H、C=O、C=H、Si−O

的特征峰强度减弱，表明微生物细胞和生物炭

官能团之间存在潜在的共价相互作用[36-37]。总

的来说，解磷菌 N107 在生物炭表面成功定殖，

且生长环境条件良好。

固定化菌剂的载体添加量对其实际应用具

有重要意义，最佳的生物炭添加量既可以为微

生物生长提供温和的生存环境和足够的营养物

质，又能避免投料过多或过少带来的资源浪费、

达不到预期效果等问题。当生物炭添加量为

30.0 mg/mL 时其溶磷效果最好，这可能是因为

生物炭添加量较少时解磷菌生长空间有限且营

养物质有限，抑制了其生物量，从而导致其溶

磷量降低；而当生物炭添加过多时，培养液 pH

值过高，进而抑制了解磷菌的生长。本研究中

解磷菌的接种量为 6.0% 时其溶磷量最高。当接

种量较高时，菌群经过短时间生长后迅速进入

衰亡期而大量死亡[38]，导致固定到生物炭的解

磷菌数量较少。此外，有机酸分泌增加导致发

酵液 pH 迅速降低，也会对微生物活性产生负反

馈调节机制，包括抑制酶活性，损伤细胞膜功

能以及导致能量代谢失衡等[39]。温度是影响微生

物生长的关键因素。解磷菌 N107 的温度生长范

围较广(10−45 ℃)，其最适生长温度为 30.0 ℃。

本研究发现其最适固定化温度也为 30.0 ℃，高

于或低于该温度均不利于微生物的生长，从而

对生物炭固定化微生物数量产生影响[40]。此外，

固定化时间也是其重要影响因素。固定化时间

过短，解磷菌处于生长迟缓期，导致被固定的

解磷菌数量较少；而固定化时间太长，解磷菌

进入衰亡阶段，也会导致其固定的数量减少，

最终导致溶磷效果降低[41]。

3.3　固定化菌剂解磷机制

不同自然环境中的微生物种类存在显著差

异，这也导致不同研究中筛选的解磷菌种类及

其解磷能力存在明显差异。解磷菌的解磷机理

非常复杂，一般认为解磷菌通过分泌相对分子

质量小的有机酸、H+、NH4
+和 CO2 等来溶解难

溶性无机磷酸盐，通过分泌磷酸酶、核酸酶和

植酸酶等溶解难溶性有机磷酸盐，本研究结果

基本符合这种观点。

微生物通过三羧酸循环分泌多种低分子量

有机酸，如柠檬酸、乙酸、葡萄糖酸、苹果酸、

酒石酸、乳酸、草酸等，这些有机酸均对难溶

性无机磷酸盐的溶解释放有促进作用[42]。在难

溶性无机磷和有机磷源培养液中，固定化菌剂

和解磷菌的可溶性磷含量均与 pH 呈极显著负相

关(P<0.01)，即有机酸在降低培养液 pH 的同时

可直接溶解根际磷酸盐。尽管在有机磷和无机

磷培养液中固定化菌剂有机酸的分泌量均高于

游离解磷菌，但是由于生物炭的添加提高了培

养液 pH 值，因此在 0−168 h 固定化菌剂的 pH

值始终高于解磷菌。赵小蓉等[43]提出质子作用

和有机酸作用同步进行，并发现速效磷含量与

pH 之间存在一定相关性，但 pH 的降低并不是

解磷微生物溶解磷酸盐的必要条件。菌株分泌

的一些非有机酸类物质也可以溶解部分难溶性

磷，因此其解磷能力并不是由单一因素决定。

此外，研究证实有机酸对土壤中磷的相对解吸

能力的变化顺序为：三羧酸>二羧酸>单羧酸[44]。

尽管固定化菌剂和解磷菌的培养液中均以草酸、

苹果酸、酒石酸、丙二酸、乳酸、柠檬酸和琥

珀酸为主要产物，但固定化菌剂中柠檬酸(三羧

酸)的含量远高于游离解磷菌，这可能是由于添

加生物炭改变了培养液的微环境，进而影响微

生物的代谢，如培养液 pH 值、有效碳源、营养

元素等[45-46]。

酶解作用是有机磷降解的重要途径。当有

效磷低于一定值时，微生物感受到低磷胁迫就

会分泌胞外酸性或碱性植酸酶、脱氢酶和磷酸

酶等物质，将难溶性有机磷降解，释放可溶性

磷。微生物矿化作用易受环境因素的影响，研

究证实适中的碱性环境更有利于其发挥作用[47]，
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本研究结果与该结论一致。生物炭固定化菌剂

提高了有机磷和无机磷培养液 pH，与此同时，

培养过程中酸性磷酸酶和碱性磷酸酶活性也均

不同程度地提高(15.0%−30.0%)。研究发现，土

壤 pH 偏酸性时酸性磷酸酶较多，土壤 pH 偏碱

性或中性时碱性磷酸酶相对较多[48-49]。本研究

结果则与之相反，这可能是由于解磷菌 N107 同

时分泌有机酸和磷酸酶，偏酸性环境的干扰会

影响酸性、碱性磷酸酶的比例。解磷菌解磷能

力除与解磷机制相关之外，还与磷源自身的供

磷特点有关[27,50]。pH 对有效磷的重要影响也在

SEM 分析结果中得到验证。研究证实，pH 能够

通过直接改变酶结构、底物结合能力及微生物

代谢策略成为调节有机酸分泌和磷酸酶活性的

核心因子[51-52]。生物炭的添加提高了有机磷和

无机磷液体培养基 pH 值，促进了有机酸分泌并

提高了磷酸酶活性(图 6、图 7)，共同促进难溶

性磷的溶解。此外，生物炭的多孔结构和表

面官能团也能为解磷菌提供了附着位点和营

养源，刺激其代谢活动，从而增加有机酸的分

泌量[52-53]。本研究仅在单一浓度及单一磷源状

态下开展试验，未探究不同浓度、不同类型磷

源条件下固定化菌剂的作用及其解磷机理是否

存在差异。因此，后续试验将继续探究不同磷

源如铝磷、铁磷等背景下固定化菌剂的解磷

特性。

4　结论　结论

本研究采用定向筛选获得一株解磷效果优

异的菌株，通过多相分类鉴定确定为 Klebsiella 

sp. N107，其对有机磷和无机磷的溶解量分别为

236.5 mg/L 和 200.3 mg/L，同时含有 27 个与有

机磷和无机磷溶解相关的功能基因，在微生物

菌肥开发利用方面具有良好的应用潜力。进一

步以生物炭为载体，利用吸附法对解磷菌进行

固定。在生物炭添加量 30.0 mg/mL、接种量

6.0%、固定温度 30.0 ℃以及固定时间 12.0 h 条

件下溶磷效果最优，对有机磷和无机磷的解磷

量分别为 293.2 mg/L 和 245.4 mg/L。固定解磷

菌的生物炭含有更多的含氧官能团，其总比表

面积和外表面积均有不同程度提高。该固定化

菌剂提高解磷效果的机制主要涉及改变不同有

机酸的分泌量，提高总有机酸和磷酸酶活性的

产生。本研究可为开发适用于西南酸性土壤的

多功能生物磷肥提供更多选择。未来研究将重

点解析其对土壤难溶性磷组分的转化作用，并

通过根际定殖强化技术构建微生物-生物炭联合

改良体系，推动其在酸性紫色土改良中的应用。
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