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研究报告

不动杆菌 JL-1 菌株的解磷机理 

李文  戴玲  王陶*  严斌  倪琳  李同祥 
徐州工程学院江苏省食品资源开发与质量安全重点建设实验室  江苏 徐州  221018 

摘  要：【背景】不动杆菌(Acinetobacter indicus) JL-1 菌株可将土壤中难溶性磷转化为植物可吸收利

用的可溶性磷，但其解磷机理尚不明确。【目的】探讨不动杆菌 JL-1 菌株的解磷机理。【方法】采用

钼蓝比色法测定菌株在不同难溶性磷源中的解磷效果，确定最佳磷源；通过粒径测定法、超声破碎

法、高效液相色谱法等多种方法，检测不动杆菌 JL-1 菌株在解磷过程中对磷酸钙的溶解作用、对磷

的固化作用及产有机酸和磷酸酶酶活情况。【结果】不动杆菌 JL-1 菌株在磷酸钙液体培养基中解磷

效果最佳，解磷量在 48 h 达到最高值 118.04 μg/mL。在解磷过程中，JL-1 菌株对磷酸钙具有溶解作

用，菌株自身固化了部分磷；可溶性磷的释放是发酵过程中产生的葡萄糖酸、丙酸、乙酸、乳酸等

多种有机酸与磷酸酶共同作用的结果，有机酸中丙酸含量最高可达 118.11 mg/mL；酸性磷酸酶酶活

最高为 22 901.32 μmol/(L·h)，碱性磷酸酶酶活最高为 23 826.02 μmol/(L·h)。【结论】不动杆菌 JL-1

菌株在解磷过程中对磷酸钙颗粒显示出一定的溶解作用，通过分泌有机酸和磷酸酶使可溶性磷释放，

同时菌体固化了一部分磷，本研究为不动杆菌应用于农业生产提供了一定的实验数据参考。 
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Research on phosphate solubilization by Acinetobacter indicus JL-1 
LI Wen  DAI Ling  WANG Tao*  YAN Bin  NI Lin  LI Tong-Xiang 

Jiangsu Key Construction Laboratory of Food Resource Development and Quality Safe, Xuzhou University of 
Technology, Xuzhou, Jiangsu 221018, China 

Abstract: [Background] Acinetobacter indicus JL-1 can convert the insoluble phosphorus into soluble 
phosphate, which can be absorbed by plants, but the mechanism has not been known clearly. [Objective] 
Acinetobacter indicus JL-1 was used to study the mechanism of phosphate solubilization primarily. 
[Methods] To determine the optimal phosphorus source, the phosphorus solubility of strain JL-1 in 
different insoluble phosphorus sources was detected by using Mo-blue colorimetric method, particle-size 
distribution, ultrasonic crushing, HPLC detection were used to study the dissolving effect on calcium 
phosphate, the storage of phosphorus, and the produced organic acids and phosphatase activity during 
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fermentation. [Results] Acinetobacter indicus JL-1 showed the best phosphate-solubilizing ability in the 
liquid medium with calcium phosphate, the solubilizing phosphate concentration peaked at 118.04 μg/mL 
at 48 h incubation. Strain JL-1 had the dissolving effect on calcium phosphate and could absorb a part of 
the released phosphorus. The dissolved phosphorus was released by the combined action of organic acids and 
phosphatase. Organic acids contained gluconic acid, propionic acid, acetic acid, lactic acid, etc. and 
propionic acid content was up to 118.11 mg/mL; the highest acid phosphatase activity was              
22 901.32 μmol/(L·h), and the highest alkaline phosphatase activity was 23 826.02 μmol/(L·h). 
[Conclusion] Strain JL-1 had the erosion effect on calcium phosphate, the soluble phosphate was released 
by the organic acids and phosphatase produced during fermentation, some of the phosphate was absorbed 
by strain cells. The results improve the feasibility that Acinetobacter indicus can be used in agricultural 
production and provides data reference. 

Keywords: Acinetobacter indicus JL-1, Phosphate solubilization, Mechanism of phosphate solubilization, 
Organic acid, Phosphatase 

磷是植物生长发育所必需的大量元素，参与

酶的各种功能和活性调节，与种子的形成、植物

的生长、细胞代谢过程中积累和释放能量等生理

过程密切相关[1-3]。足够多的磷酸盐对于植物生长

和发育有着极大的促进作用，能增强植物根部的

御寒能力，但如果磷的供给不足，合成核酸和核

蛋白会受到影响，细胞的形成和扩散会被抑制，

根系的生长也会受到影响，所以在农业生产中磷

元素有着极其重要的作用 [4]。然而土壤中仅有

0.1%的有效磷能被植物利用，绝大部分以无效磷

的方式存在[5]。同时，我国南方和北方的土壤都有

不同程度磷酸盐缺乏的现象。通常情况下，一般

使用磷肥来解决各地土壤中磷元素的匮乏。但大

量施用磷肥并不一定起到显著效果，这是因为磷

肥的利用率极低，磷肥中的磷可与土壤中的 Fe3+、

Ca2+等金属离子发生反应，转为无效形式；此外，

磷肥中的部分磷因水土流失等问题慢慢进入水

中，当水中的磷含量过高时会导致水体富营养化，

对生态环境具有严重的破坏作用；另外，磷肥中

除磷元素外，还含有大量的其他金属元素，磷肥

的大量施用可能非但不能满足植物对磷的需求，

反而有可能加重土壤的重金属污染[4]。因此，开发

微生物肥料是解决这一问题的有效途径之一，从

而增加有效磷的持续释放与存在。 

解磷菌是一类可以把土壤中难以利用的磷酸

盐分解为植物能吸收的有效磷的微生物，目前报道

过的解磷菌有细菌、真菌、藻类、放线菌与不动杆

菌等[6-9]。解磷菌的解磷过程十分复杂，解磷机理

也多种多样。目前大量研究结果表明其主要的解

磷机制有以下几个方面：(1) 解磷机制中最主要的

是微生物产生有机酸解磷，如葡萄糖酸、丙酮酸、

柠檬酸、乙酸、苹果酸等[10-11]，有机酸解磷是通

过与金属离子的螯合作用而促进磷酸根被释放，

研究表明当有机酸形成后土壤中磷酸根离子的活

性增加[12-13]。(2) Illmer 等[14]认为解磷过程会释放出

H+，从而达到对不溶性磷的溶解。(3) 酶解磷也是

相当重要的一个解磷机制，细胞分泌出的酸性磷酸

酶与碱性磷酸酶可加速有机化合物的分解，从而促

进降解磷素。宋勇春等[15]的实验揭示了酶解磷的

作用效果。(4) 部分解磷菌释放出的硫化氢能与磷

酸铁产生作用，生成可溶性磷盐而达到解磷[16]。  

(5) 解磷菌能够释放出 CO2，从而降低其生长环境

的 pH 值，pH 值的降低也会使得不溶性磷被溶出。

朱培淼等[17]发现发酵液的 pH 降低与解磷菌的解磷

能力相关性很高。(6) 植物残体分解产生的胡敏酸

可促进磷酸钙等形成可溶性的复合物，进而从无效

态的游离磷变成了有效态的固定磷[16]。 

不动杆菌作为一种解磷菌，可将土壤中难溶性

磷转化为植物可以吸收利用的可溶性磷，但其解磷

机制尚不明确。本文以实验室前期筛选得到的一株
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解磷效果较好的不动杆菌(Acinetobacter indicus) 

JL-1 菌株[6]为研究对象，对不动杆菌的解磷机理进

行研究，探讨其对难溶性磷源的溶解效果，测定解

磷过程中的有机酸种类、浓度及磷酸酶活，确定酸

或酶在难溶性磷转化过程中的作用，对解磷微生物

不动杆菌 JL-1 菌株的正确施用并发挥功效具有一

定指导意义。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和培养基 

不动杆菌(Acinetobacter indicus) JL-1 来自徐州

工程学院微生物遗传育种实验室。 

不同磷源液体培养基(g/L)：(NH4)2SO4 0.5，

NaCl 0.2，葡萄糖 10.0，KCl 0.2，MgSO4·7H2O 0.1，

MnSO4·4H2O 0.03，酵母粉 0.5，FeSO4·7H2O 0.03，

各培养基加入不同磷源：Ca3(PO4)2 5.0，过磷酸   

钙 5.0，AlPO4 5.0，FePO4 5.0，K2HPO4，pH 7.0，

1×105 Pa 灭菌 20 min。 

LB 液体培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，NaCl 10.0，

牛肉浸膏 5.0，pH 7.0 左右，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

LB 固体培养基：LB 液体培养基中加入琼脂

粉，使其浓度为 18 g/L。 

1.2  主要试剂和仪器 

对硝基酚磷酸二钠，生工生物工程(上海)股

份有限公司；对硝基苯酚，阿拉丁试剂(上海)有

限公司；三羟甲基氨基甲烷，国药集团化学试剂

有限公司。 

旋式恒温调速摇瓶柜，上海欣蕊自动化设备有

限公司；智能型超声波细胞粉碎机，上海之信仪器

有限公司；激光粒度分布仪，丹东百特仪器有限公

司；紫外-可见分光光度计，北京普析通用仪器有

限责任公司；高效液相色谱仪，安捷伦(中国)科技

有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  不动杆菌对不同不溶性磷源降解效果的

比较 

取 LB 固体斜面保藏的不动杆菌 JL-1 一环至

LB 液体培养基中，30 °C、120 r/min 恒温振荡培养

24 h，即为种子液。制备磷酸钙、过磷酸钙、磷酸

铁、磷酸铝液体培养基，装液量为 150/250 mL，

将种子液接入上述培养基中，接种量为 1%，30 °C、

120 r/min 恒温振荡培养 72 h，每 12 h 取一次样，

动态监测降解磷源过程中的解磷量及 pH 值，通过

钼蓝比色法测定解磷量[18]。 

1.3.2  菌体自身对磷的固化作用 

制备磷酸钙液体培养基培养不动杆菌，接种量

1%，装液量为 150/250 mL，30 °C、120 r/min 培养，

间隔 12 h 取样，取相同的发酵液 2 份，一份置于

超声波细胞粉碎仪中，超声功率 600 W，超声时间

5 s，间隔时间 10 s，超声次数 100 次；另一份不

做任何处理。然后将 2 份发酵液 8 000 r/min 离心   

15 min 后分别测定磷含量，菌体所吸收的磷含   

量(μg)=2 份溶液中磷含量的差值(μg/mL)×解磷体系

的总体积(150 mL)。 

1.3.3  发酵前后粒径的变化 

制备磷酸钙液体培养基，接种不动杆菌 JL-1

菌株，在 30 °C 恒温振荡器中以 120 r/min 的转速

培养 48 h 后取出，于 4 000 r/min 离心 20 min，留

沉淀，在沉淀中加入 10 mL 生理盐水制备菌悬液，

以不接菌的培养基作为对照。在激光粒度分布仪中

测量其粒径分布，参数设置：物质折射率 1.52，介

质折射率 1.33，超声分散时间 2 min，循环泵速    

1 600 r/min[19-20]。 

1.3.4  发酵液中有机酸的测定 

不动杆菌 JL-1 菌株在磷酸钙液体培养基和磷

酸氢二钾液体培养基发酵过程中产生的有机酸，采

用高效液相色谱法进行定性和定量分析[21]。色谱

柱为 Diamonsil Plus C18 (250×4.6 mm，5 μm)；紫

外检测波长 210 nm；柱温 25 °C；水相 pH 2.5 的

0.02 mol/L Na2HPO4，有机相为纯甲醇，比例为 96%

水相+4%有机相；流速 0.5 mL/min；进样量 20 μL。 

1.3.5  磷酸酶活的测定 

制备磷酸钙液体培养基和磷酸氢二钾液体培

养基培养 JL-1 菌株，装液量为 150/250 mL，接种

量为 1%，30 °C、120 r/min 振荡培养 3 d，每 12 h
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取一次样，动态监测降解磷源过程中的酸性磷酸酶

以及碱性磷酸酶活性。 

(1) 标准曲线的制作 

取 1 mL 标准对硝基酚溶液(1 g/L)于 100 mL

容量瓶中并用无菌水定容至 100 mL，然后各吸取

0、1、2、3、4、5 mL 于 10 mL 试管中，加无菌水

补足至 5 mL，最后加入 4 mL 0.5 mol/L NaOH 溶液

与 1 mL 0.5 mol/L CaCl2 溶液，振荡混匀，过双层

滤纸得澄清滤液，在 420 nm 处比色测定。以吸光

度为纵坐标、以对硝基酚浓度为横坐标绘制标准曲

线，见图 1。线性回归方程为 y=0.123 4x−0.015，回

归系数 R²=0.997 2，吸光度与对硝基酚浓度在   

0−5 μg/mL 的范围内拥有很好的线性关系。 

酶活单位定义为：以每小时 1 L 发酵液中作用

于底物并释放出产物的摩尔数为 1 个酶活单位，记

为 μmol/(L·h)。 

(2) 酶活测定程序 

取 1 mL 发酵液于干净的试管中，加入 4 mL 

MUB 缓冲液(酸性磷酸酶用 pH 6.5 的缓冲液，碱性

磷酸酶用 pH 11.0 的缓冲液)，再加入 0.025 mol/L    

1 mL 用相同缓冲液配制的对硝基酚磷酸钠(PNPP)

溶液，塞上塞子振荡使试管内的液体混匀，于 37 °C

水浴锅中培养 1 h，然后打开塞子再加入 0.5 mol/L 

CaCl2 溶液 1 mL 和 0.5 mol/L 的 NaOH 溶液 4 mL， 

 

 
 
图 1  对硝基酚标准曲线 
Figure 1  Standard curve of P-nitrophenol 

振荡混匀于双层滤纸上过滤得澄清液，用紫外可见

分光光度仪在波长 420 nm 下比色。同时做空白对

照，先加入氯化钙溶液和氢氧化钠溶液，再加对硝

基酚磷酸钠溶液，振荡后快速过滤。 

(3) 酶活计算 

酶活计算公式： i
11

1 000
371.14

C
X

t V


 

 
 

式中，Xi：磷酸酶的酶活，μmol/(L·h)；C：回归方

程计算所得的发酵液 PNPP 浓度，μg/mL；11：反

应液体系的总体积，mL；371.14：PNPP 的分子质

量；t：酶反应时间，h；V：粗酶液体积，mL。 

1.3.6  数据处理 

采用 Excel 2010、SPSS 19.0 对数据进行统计

分析，采用 Origin 8.5 作图。 

2  结果与分析 

2.1  不动杆菌 JL-1菌株对不同难溶性磷源的解

磷效果 

磷酸钙、过磷酸钙、磷酸铁与磷酸铝均为难溶

性磷源，JL-1 菌株对不同磷源的溶解效果有差异，

其对上述 4 种难溶性磷源的溶解及发酵体系 pH 的

变化如图 2 所示。 

由图 2 可看出，在磷酸钙液体培养基中 JL-1

菌株在 48 h 时溶磷量达到最大值 118.04 μg/mL，

结合 JL-1 菌株在磷酸钙培养基中的生长曲线[22]以

及 pH 变化曲线分析，在 0−24 h 菌体迅速繁殖时

代谢产生了大量有机酸使 pH 降低，同时也溶解了

磷酸钙，发酵液中的可溶性磷含量得以迅速升高；

24−48 h 菌体生长处于稳定期，溶磷量增长速度变

缓，直到达到峰值；48 h 后，菌体为了生长可能会

利用发酵液中存在的部分磷素，所以溶磷量有所下

降。可以看出发酵液中不动杆菌的溶磷能力与 pH

的变化呈负相关。在过磷酸钙液体培养基中 JL-1

菌株在 60 h 溶磷效果最佳为 24.32 μg/mL，pH 值

自 7.12 下降到 3.16 后就稳定在 3.16 上下。在磷酸

铁液体培养基中 JL-1 菌株在 36 h 溶磷效果最佳为

16.35 μg/mL，pH 值从 0 h 的 7.18 降至 12 h 的 2.53，  
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图 2  菌株 JL-1 对难溶性磷源的溶解及其发酵体系 pH 的变化  
Figure 2  Phosphate solubilizing effects of different insoluble phosphorus sources by strain JL-1 and the pH changes of 
fermentation broth 
注：A：磷酸三钙解磷动态曲线；B：过磷酸钙解磷动态曲线；C：磷酸铁解磷动态曲线；D：磷酸铝解磷动态曲线. 

Note: A: Dynamic phosphorylation curve of tricalcium phosphate; B: Dynamic phosphorylation curve of calcium superphosphate;     
C: Dynamic phosphorylation curve of iron phosphate; D: Dynamic phosphorylation curve of aluminum phosphate. 
 

后续发酵过程中 pH 变化不明显。在磷酸铝液体培

养基中 36 h 达到最佳溶磷量 22.47 μg/mL，pH 的

变化与在磷酸铁液体培养基中相似。不动杆菌 JL-1

菌株在这 3 种培养基中的溶磷效果十分微弱。通过

pH 值来看，从 12 h 开始，除磷酸钙培养基以外的

其他 3 种培养基 pH 值太低导致发酵液的环境过

酸，这种环境不适宜不动杆菌 JL-1 菌株的生长以

及代谢产生有机酸或酶类。因此可判断出不动杆菌

JL-1 菌株对难溶性磷源的溶磷效果强弱依次为：

磷酸钙>过磷酸钙>磷酸铝>磷酸铁。 

2.2  菌体自身对磷的固化作用 

菌体在自身繁殖前期需要磷元素，会固化吸收

培养基中的磷，因此对同一份发酵液做破碎与不破

碎 2 种处理，使得菌体裂解释放出已固化的磷，处

理前后上清液中的磷含量如图 3 所示，被菌体固化

的磷量如表 1 所示。 

由图 3 与表 1 可知，JL-1 菌株在磷酸三钙培

养基中发酵 12 h 时，菌体固化吸收了 586.5 μg 磷

量，培养 24 h 时固化吸收了 1102.5 μg，36 h 时固

化吸收了 771.0 μg，48 h 后固化吸收的磷量明显降

低，可见 24 h 固化的磷最高。根据不动杆菌 JL-1

菌株在磷酸钙中的生长曲线[22]可知，此时间段为

菌体生长的对数期，菌体的生长需要消耗磷，菌株

在进行解磷的同时，为了满足自身生长的需要固化 
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图 3  超声前后上清液中磷含量变化 
Figure 3  Changes of phosphorus concentration before 
and after ultrasonication 
 

表 1  被固化的磷量 
Table 1  The amount of phosphorus absorbed by the 
strain 

Time (h) Amount of phosphorus absorbed (μg) 

12 586.5±3.91c 

24 1 102.5±10.10a 

36 771.0±5.05b 

48 297.0±7.15d 

60 127.5±8.66e 

72 120.0±9.90e 

注：不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 

Note: Different lowercase letters represented significant 
difference (P<0.05). 

 
了一部分磷用于自身代谢[23]，当菌体生长达到平

稳期以及衰亡期时，对磷的需求量将会减少，而且

在细胞死亡后胞内的磷又可释放到培养液中。 

2.3  发酵前后粒径的变化 

动态解磷曲线表明不动杆菌 JL-1 菌株具有溶

磷效果，为进一步证实菌体对磷酸钙的溶解作用，

通过激光粒度仪测量出发酵前后发酵体系粒径大

小，如图 4 所示。 

发酵前的体系 D50=18.07 μm (D50 是指累计分布

百分数达到 50%时对应的粒径值)，D10=3.439 μm，

D90=42.78 μm 。 发 酵 48 h 后 的 发 酵 液 体 系  

D50=14.64 μm，D10=1.260 μm，D90=37.04 μm。发酵

48 h 后发酵液中的颗粒粒径分布相较于发酵 0 h 明

显整体变小，且大粒径处的颗粒消失，证明了不动  

 
图 4  发酵前后粒径的变化 
Figure 4  Particle size distribution before and after 
fermentation 
 

杆菌 JL-1 菌株在溶磷过程中对磷酸钙有侵蚀作

用。图 4 中发酵 48 h 的曲线前端有一处凸起的曲

线，即 48 h 的发酵液中粒径为 1 μm 的颗粒分布明

显高于 0 h 的发酵液中，而不动杆菌 JL-1 菌株的

菌体直径在 1 μm 左右，所以此处凸起的曲线是粒

度仪检测到的不动杆菌菌体，小粒径处的颗粒分布

增加可能是由于出现大量菌体的贡献。 

2.4  发酵液中的有机酸种类及其含量测定 

前期研究表明，在不动杆菌 JL-1 菌株的解磷

过程中起主要作用的是酸解，辅助的是酶解[22]。

酸解是指在微生物代谢过程中分泌各种小分子量

有机酸使不溶性磷溶解的过程。为确定酸解在不动

杆菌 JL-1 菌株解磷过程中的作用，利用高效液相

色谱对不溶性磷酸钙和易溶性磷酸氢二钾培养基

中的有机酸种类与含量进行分离和测定，比较结果

见表 2 和表 3。 

由表 2 可知，在磷酸钙培养基中共检测到葡萄

糖酸、丙酸、丙酮酸、乳酸、乙酸、柠檬酸、琥珀

酸 7 种有机酸，且随发酵时间的延长其含量有所变

化。葡萄糖酸、丙酸、乳酸、乙酸、柠檬酸自开始

(0 h)就存在，应该是种子液本身就含有 JL-1 菌株代

谢产生的有机酸，接入发酵液后菌体继续进行有机

酸代谢，葡萄糖酸、丙酸、乙酸于发酵 24 h 时浓度

达到了最高，分别为 0.91、118.11 和 0.65 mg/mL； 
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表 2  磷酸钙培养液中有机酸检测结果 
Table 2  Organic acids in medium with Ca3(PO4)2 
Fermentation 
time (h) 

Gluconic acid 
(mg/mL) 

Propionic acid 
(mg/mL) 

Pyruvic acid 
(μg/mL) 

Lactic acid 
(mg/mL) 

Acetic acid 
(mg/mL) 

Citric acid 
(mg/mL) 

Succinic acid 
(mg/mL) 

0 0.52±0.09bc 56.55±0.84c − 0.25±0.06c 0.09±0.03d 0.05±0.02c − 

12 0.64±0.09b 42.46±1.09d − 0.34±0.08c 0.23±0.05bc 0.07±0.02bc 0.02±0.02d 

24 0.91±0.07a 118.11±2.00a − 0.35±0.06c 0.65±0.06a 0.12±0.03bc 0.77±0.08c 

36 0.43±0.06d 62.84±2.35b − 0.31±0.04c 0.17±0.05cd 0.12±0.03b 0.75±0.06c 

48 0.57±0.09bc 60.14±1.01b 10.58±0.52b 0.76±0.07b 0.12±0.05d 0.13±0.02b 3.00±0.11b 

60 0.60±0.04b 34.97±1.73e 22.84±0.79a 0.80±0.07ab 0.25±0.05bc 0.29±0.06a 4.66±0.36a 

72 0.60±0.03b 41.32±1.18d 11.57±0.27b 0.96±0.08a 0.29±0.03b 0.30±0.03a 4.45±0.47a 

注：同列数值后不同小写字母表示差异显著(P<0.05)；−：未检测到. 

Note: Different lowercase letters after the same column of values represented significant difference (P<0.05). −: Not detected. 

 
表 3  磷酸氢二钾培养基中有机酸检测结果 
Table 3  Organic acids in medium with K2HPO4 
Fermentation 
time (h) 

Gluconic acid 
(mg/mL) 

Propionic acid 
(mg/mL) 

Pyruvic acid 
(μg/mL) 

Lactic acid 
(mg/mL) 

Acetic acid 
(mg/mL) 

Citric acid 
(mg/mL) 

Succinic acid 
(mg/mL) 

0 1.53±0.06a 27.61±0.62de 32.92±2.13c − − 0.2±0.04 − 

12 0.59±0.09c 18.01±0.71f 26.17±0.82d 0.80±0.11b 1.08±0.09b − 0.28±0.02c 

24 0.81±0.15b 42.66±1.09a 46.02±0.88a 0.97±0.12a 1.40±0.07a − 0.45±0.05a 

36 0.72±0.09bc 28.21±0.50d 36.18±0.97b 0.87±0.05ab 1.13±0.09b − 0.31±0.03bc 

48 0.68±0.06bc 33.30±1.74b 38.13±0.88b 0.89±0.11ab 1.21±0.09b − 0.40±0.03a 

60 0.73±0.06bc 31.04±0.69c 32.79±1.15c 0.88±0.04ab 1.19±0.06b − 0.38±0.06ab 

72 0.84±0.05b 26.00±1.08e 44.14±0.98a 0.96±0.03ab 1.22±0.06b − 0.45±0.04a 

注：同列数值后不同小写字母表示差异显著(P<0.05)；−：未检测到. 

Note: Different lowercase letters after the same column of values represented significant difference (P<0.05). −: Not detected. 

 
在测定的 7 种有机酸中，丙酸在发酵液中的浓度是

最高的，可见其在不动杆菌 JL-1 菌株酸解磷酸钙的

过程中起到了主要作用，对应于 24 h 丙酸含量最

高，发酵体系的 pH 值也在此时达到最低值，而乳

酸、柠檬酸的含量于 72 h 达到最大值，分别为 0.96、

0.30 mg/mL；丙酮酸和琥珀酸并不是发酵初始就存

在，而是随着发酵过程逐渐产生，并于发酵 60 h 时

达到其最大值 22.84 μg/mL 和 4.66 mg/mL。在整个

溶磷过程中，48 h 时的溶磷量最高，而有机酸浓度

最高的时间点与此时间不一致，如浓度最大的丙酸

其浓度于 24 h 即达到最大值，而后浓度有所下降，

有些有机酸如琥珀酸于 60 h 时才达到最大值，这说

明伴随着发酵进程，溶磷量的增加是一个累积过

程，是多种有机酸综合作用的效果，不同的有机酸

在菌体内的代谢途径存在差异，可在发酵的不同时

间为酸解磷做出贡献，最终使得溶磷量增加。 

在磷酸氢二钾培养基中，随着发酵的进行主要

检测到 6 种有机酸，柠檬酸只在发酵 0 h 时存在。

葡萄糖酸的浓度在 0 h 最高，稍后有所降低；丙酸、

丙酮酸、乳酸、乙酸及琥珀酸的浓度均于 24 h 时

达到了最大值，分别为 42.66 mg/mL、46.02 μg/mL、

0.97 mg/mL、1.40 mg/mL、0.45 mg/mL；磷酸氢二

钾为可溶性磷源，当存在磷饥饿胁迫时不动杆菌

JL-1 菌株溶磷效果会更强，所以面对可溶性磷源

时，不动杆菌 JL-1 菌株代谢分泌出大量有机酸的

能力有所减弱，体现在某些有机酸的浓度有所下

降，如丙酸的最高浓度较难溶性磷源大幅下降，且

发酵后期有机酸的种类有所减少。 
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2.5  酸性磷酸酶活性与碱性磷酸酶活性的测定 

不动杆菌 JL-1 菌株在磷酸钙培养基与磷酸氢

二钾培养基中产生酸性磷酸酶与碱性磷酸酶的结

果比较见图 5 和图 6。 

在 0−24 h 磷酸钙培养基中的酸性磷酸酶活性

低于磷酸氢二钾培养基中的酸性磷酸酶活性，但从

24 h 后磷酸钙培养基中的酸性磷酸酶活性持续升

高，直到 60 h 达到峰值为 22 901.32 μmol/(L·h)，

而磷酸氢二钾培养基中的酸性磷酸酶活性呈曲折

型前进，在 36 h 达到了最高值 9 547.22 μmol/(L·h)，

可见，不动杆菌 JL-1 菌株在磷酸钙培养基中比在

磷酸氢二钾培养基中能分泌更多的酸性磷酸酶。碱 

 

 
 
图 5  不同培养基中的酸性磷酸酶活性的变化 
Figure 5  Changes of acid phosphatase activity in 
medium with different phosphorus sources 
 

 
 
图 6  不同培养基中的碱性磷酸酶活性的变化 
Figure 6  Changes of alkaline phosphatase activity in 
medium with different phosphorus sources 

性磷酸酶的变化趋势与酸性磷酸酶基本一致，自

24 h 后一直是磷酸钙培养基中的碱性磷酸酶酶活

较高，最高达 23 826.02 μmol/(L·h)，与酸性磷酸

酶最高活性相差甚小。总体而言，不溶性磷酸钙

造成的贫磷条件对酸性磷酸酶和碱性磷酸酶的分

泌有一定的诱导作用，而高浓度的磷素水平则会

抑制部分酶活。 

3  讨论 

土壤中含有多种存在形式的难溶性磷酸盐，占

土壤磷酸盐总量的 95%–99%[23]，施肥可以一定程

度缓解植物磷素供应的问题，但肥料中水溶性磷能

被土壤矿物固定，此外还可以与土壤中金属离子如

钙、铁、镁等结合成难溶性磷酸盐[24]，因此需要

鋆解磷微生物将以上难溶性磷释放出来。伊 等[25]

研究产气杆菌 PSB28 对磷酸钙、过磷酸钙、磷酸

铝、磷酸铁的溶解能力时发现，菌株对不同难溶性

磷源的溶解能力有巨大差异，溶解性最好的是磷酸

钙，其次是过磷酸钙，再次是磷酸铝、磷酸铁，这

与本研究中不动杆菌 JL-1 菌株对于几种不溶性磷

源的溶解效果是一致的。观察 pH 值的变化可见，

从 12 h 开始除磷酸钙培养基以外的其他 3 种培养

基 pH 值太低而导致发酵液的环境过酸，这种环境

不适宜不动杆菌 JL-1 菌株的生长以及代谢产生有

机酸或酶类。因此，在实际利用时可以结合其他解

磷菌完成对除磷酸钙以外其他形式难溶性磷酸盐

中磷元素的释放。 

微生物可以吸收利用土壤中的有效磷，将其转

变为体内的有机磷化合物，再经体内酶解释放出磷

酸，一部分被微生物同化，一部分再被土壤胶体吸

附固定。本研究在发酵培养中也发现了类似的现

象，经超声波破碎后发酵上清中的可溶性磷含量有

升高的现象，这部分磷即来自于菌体在溶磷过程中

固化吸收的部分，随着发酵时间的延长，固化的磷

量减少。这可能是由于发酵液中基质被消耗，不能

很好地满足微生物的生长，部分菌体发生了死亡现

象[26]，死亡的细胞又释放部分固定的磷素，形成

一个动态平衡。 
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由于解磷微生物能溶解释放土壤含磷物质中

的磷，从而有可能导致了土壤矿物结构发生转化。

对于含有磷酸钙不溶性颗粒的发酵体系，通过激光

粒度仪测定其发酵前后颗粒分布的变化，直观地分

析微生物对难溶性磷源的作用效果，进一步证明

JL-1 菌株的溶磷能力。JL-1 菌株发酵后，发酵体

系的大粒径处的颗粒消失，很好地证明了 JL-1 菌

株对大颗粒磷酸钙颗粒的溶解作用。 

有机酸在解磷微生物解磷过程中发挥着重要

的作用，一种猜测是由于在微生物代谢过程中分泌

各种小分子量有机酸，如柠檬酸、草酸、乙酸等，

使培养介质的酸度升高，同时有机酸阴离子能鳌合

钙、镁、铝、铁等金属阳离子，从而将难溶性磷酸

盐中的磷转化成可溶形态[25]。本研究测定表明不

动杆菌 JL-1 菌株在解磷过程中主要分泌 7 种有机

酸：葡萄糖酸、丙酸、丙酮酸、乳酸、乙酸、柠檬

酸、琥珀酸，这些有机酸的种类在不同发酵时间存

在差异，如丙酮酸在 36 h 后才检测到；而且产生的

有机酸的含量存在很大的差异，如 24 h 的丙酸含量

为 118.11 mg/mL，柠檬酸的含量只有 0.12 mg/mL。

研究表明，不同的微生物在溶解不溶性磷酸盐时，

产生的有机酸种类和数量都有很大的不同，特定的

解磷菌在解磷过程中分泌的有机酸种类和数量也

在变化[27]，这与本研究结果一致。Kerkut[28]认为

葡萄糖酸是一些革兰氏阴性解磷细菌产酸解磷的

主要机制。然而不动杆菌 JL-1 菌株呈革兰氏阴  

性[22]，发酵过程中也检测到葡萄糖酸的存在，但

丙酸的含量更高，说明丙酸在不动杆菌 JL-1 菌株

解磷的过程中起到了主要作用，这可能是不同菌株

的代谢特点所致。 

微生物在生长繁殖时能利用其自身矿化或溶

解的部分磷组建其细胞组分，磷酸酶所起的作用

是能够将死亡微生物菌体中的有机磷转化为无机

磷，这部分无机磷被微生物吸收后又可以参与微

生物的新陈代谢过程[29]。本实验以可溶性磷源为

对照，测定了酸性磷酸酶和碱性磷酸酶在不动杆

菌 JL-1 菌株解磷过程中的作用，结果显示在贫磷

条件下两种酶的酶活都较高且显著高于对照，这

可能是菌株处于贫磷环境时激活了代谢过程中酸

性磷酸酶和碱性磷酸酶的合成途径。因此，在不

动杆菌 JL-1 菌株解磷过程中测定到的可溶性磷含

量，是有机酸溶解的难溶性磷和由磷酸酶催化后

由菌体内的有机磷转化的可溶性磷含量之和，即

不动杆菌 JL-1 菌株所活化的磷应包括其自身利用

的那部分磷[3]。 

4  结论 

不动杆菌 JL-1 菌株对难溶性磷源的溶解效果

具有一定的差异，对磷酸钙有最好的溶解作用，粒

度测定显示菌株对磷酸钙颗粒有一定的侵蚀作用，

菌株在解磷过程中通过分泌有机酸和酸性、碱性磷

酸酶，使不溶性磷释放。本研究对将不动杆菌运用

到实际生活中研发出可利用的微生物磷肥、解决目

前的土壤磷素难利用这一问题提供了有价值的菌

株资源与技术参考。 
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