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　 　 摘要:　 为提高黔中黄壤区农田土壤磷素的有效性ꎬ以从该地区筛选的 １ 株具有溶磷能力的硝基还原假单胞

菌(ＱＨＲ￣９)为试验菌株ꎬ通过室内摇瓶培养试验研究菌株的溶磷特性ꎮ 设置对照、ＱＨＲ￣９、ＱＨＲ￣９＋葡萄糖、ＱＨＲ￣９＋
组合糖类等 ４ 个处理ꎬ通过室外土壤培养试验研究菌株在土壤中的作用及对碳循环相关基因的影响ꎮ 室内摇瓶培

养试验结果表明ꎬ培养第 ７ ｄꎬＱＨＲ￣９ 对磷酸三钙、磷酸铝、磷矿粉的溶解能力分别为 ６４５􀆰 ８２ ｍｇ / Ｌ、２６９􀆰 １７ ｍｇ / Ｌ、
２７２􀆰 ４５ ｍｇ / Ｌꎻ ＱＨＲ￣９ 在 １０ 种不同碳源条件下溶磷能力为２８􀆰 ０６~６４５􀆰 ８２ ｍｇ / Ｌꎬ在 １０ 种组合碳源条件下的溶磷能

力为 ９２􀆰 ３１ ｍｇ / Ｌꎮ 室外土壤培养试验结果表明ꎬＱＨＲ￣９ 可以显著增加土壤有效磷含量、酸性磷酸酶和碱性磷酸酶

活性、硝基还原假单胞菌丰度等ꎬＱＨＲ￣９＋葡萄糖与 ＱＨＲ￣９＋组合糖类处理上述 ４ 项指标均高于 ＱＨＲ￣９ 处理ꎻ土壤

ｐＨ 以 ＱＨＲ￣９＋葡萄糖处理最低ꎬ与 ＱＨＲ￣９、ＱＨＲ￣９＋组合糖类处理差异不显著ꎻＱＨＲ￣９ 处理微生物碳循环糖基转移

酶(ＧＴ)和辅助活性酶(ＡＡ)基因相对丰度与对照相比降低ꎬ糖苷水解酶(ＧＨ)基因相对丰度增加ꎬＱＨＲ￣９＋葡萄糖和

ＱＨＲ￣９＋组合糖类处理加剧了这一变化趋势ꎮ 相关性分析结果表明ꎬ土壤有效磷含量、ｐＨ、酸性(碱性)磷酸酶活性

与微生物碳循环相关基因相对丰度均有显著或极显著相关性ꎮ
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　 　 磷在植物生长发育中发挥着重要的作用[１]ꎬ磷
素的丰缺影响生态系统结构和功能的稳定性[２]ꎮ
磷素易在土壤中累积ꎬ这是其利用率较低的重要原

因ꎮ 溶磷细菌可以改善土壤磷素的有效性ꎬ因此成

为土壤磷素利用研究的热点方向ꎮ 通过溶磷细菌的

作用ꎬ对化学磷肥减量增效和增加作物产量等都有

积极的效果[３￣５]ꎮ 不同碳源条件下ꎬ微生物溶磷能力

差异较大[６￣７]ꎬ研究溶磷细菌在不同碳源条件下的溶

磷特性是其应用的前提之一ꎮ 土壤溶磷细菌种类多

样ꎬ芽孢杆菌、假单胞菌等属中许多种类的微生物都

具有溶磷能力ꎬ但是关于硝基还原假单胞菌作为溶

磷细菌的研究未见报道ꎮ
碳是微生物有机体的能源物质ꎬ也是重要的结

构物质ꎬ微生物介导的碳循环是地球物质循环的重

要组成部分ꎬ其微生物驱动机制和关键功能基因是

重要研究内容[８]ꎮ 外源磷添加可以通过改变木质

素的分解和微生物残体的分解[２]、土壤呼吸[９]、团
聚体的稳定性[１０] 等影响碳循环进程ꎮ 土壤微生物

碳循环相关基因丰度与碳合成、分解等有密切关

系[１１]ꎬ宏基因组学及碳水化合物活性酶(ＣＡＺＹ)数
据库的不断完善为全面研究微生物碳循环相关基因

提供了前提条件ꎮ 溶磷细菌施用增加了土壤有效磷

含量ꎬ由溶磷微生物作用导致的土壤有效磷含量增

加对碳循环相关基因的影响ꎬ需要进一步分析ꎬ且通

过宏基因组学探讨溶磷细菌对微生物碳循环相关基

因的影响鲜有研究ꎮ
本研究试验菌株为具有溶磷特性的硝基还原假

单胞菌ꎬ通过室内培养试验ꎬ研究其在不同碳源条件

下的溶磷能力ꎻ通过土壤培养试验ꎬ设置空白、溶磷

细菌、溶磷细菌＋葡萄糖、溶磷细菌＋组合糖类等 ４
个处理ꎬ测定土壤养分含量、磷酸酶活性、硝基还原

假单胞菌丰度、碳循环相关基因丰度等指标ꎬ并分析

不同指标之间的相关性ꎬ以期为溶磷细菌的应用和

探究溶磷细菌对土壤微生物碳循环的影响提供理论

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验菌株

试验菌株为硝基还原假单胞菌 ＱＨＲ￣９ꎬ来源于

安顺学院微生物实验室ꎬ经鉴定为硝基还原假单胞

菌ꎬ从贵州省安顺市农田土壤中分离出来ꎬ具有较强

的溶磷能力ꎮ 菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析采用引物 ７ｆ
(５′￣ＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ￣３′) 、 １５４０ｒ ( ５′￣ＡＧ￣
ＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ￣３′) 建立扩增反应体系并

测序[１２]ꎬ将获得的 ＤＮＡ 序列输入 ＧｅｎＢａｎｋꎬ 用

ＢＬＡＳＴ 程序与数据库中的所有序列进行比对ꎬ通过

ＭＥＧＡ ７.０ 软件和 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 方法[１３] 进行系

统发育树的构建ꎮ
１.２　 菌株溶磷特性测定

１.２.１　 菌株活化培养基(牛肉膏蛋白胨培养基) 　
牛肉膏 ５􀆰 ０ ｇꎬ蛋白胨 １０􀆰 ０ ｇꎬ氯化钠 ５􀆰 ０ ｇ ꎬ水 １􀆰 ０
Ｌꎬ调节 ｐＨ ６.５~７􀆰 ５ꎮ
１.２.２　 溶磷能力测定培养基(ＮＢＲＩＰ) [１４] 　 葡萄糖

１０􀆰 ０ ｇꎬ磷酸三钙 ５􀆰 ０ ｇꎬ氯化镁 ５􀆰 ０ ｇꎬ硫酸镁 ０􀆰 ２５
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ｇꎬ硫酸铵 ０􀆰 １ ｇꎬ氯化钾 ０􀆰 ２ ｇꎻ磷酸三钙(或磷酸铝、
磷矿粉)５􀆰 ０ ｇꎬ水 １􀆰 ０ Ｌꎬ调节 ｐＨ ６􀆰 ５~７􀆰 ５ꎮ
１.２.３　 菌株的活化　 将保存于 ４ ℃冰箱中的菌株

取出ꎬ接种在灭菌冷却后的活化培养基上培养 ２４ ｈꎬ
备用ꎮ
１.２.４　 菌株对磷酸三钙、磷酸铝、磷矿粉的溶解能

力　 将配制好的 ＮＢＲＩＰ 培养液分装在 ２５０ ｍｌ 三角

瓶中ꎬ每瓶装培养液 １００ ｍｌꎬ灭菌后冷却ꎬ将 １ ｍｌ 活
化好的菌液接种于冷却后的 ＮＢＲＩＰ 培养液中ꎬ振荡

培养ꎬ无菌操作下分别在第 １ ｄ、第 ３ ｄ、第 ５ ｄ、第 ７ ｄ
取培养液 ５ ｍｌꎬ离心后取上清液测定其有效磷含量ꎬ
并设置空白对照ꎮ 根据接种菌株培养液有效磷含量

和空白培养液有效磷含量的差值计算菌株对难溶态

磷酸盐(磷酸三钙、磷酸铝、磷矿粉)的溶解能力ꎬ每
个处理(包括空白对照)设置 ３ 次重复ꎮ
１.２.５　 不同碳源条件下菌株溶磷能力 　 在 ＮＢＲＩＰ
液体培养基中ꎬ难溶态磷为磷酸三钙ꎮ 分别以鼠李

糖、淀粉、蔗糖、乳糖、木糖、甘露醇、麦芽糖、纤维二

糖、葡聚糖等糖类等质量替换葡萄糖ꎬ接菌(菌液与

培养液体积比为１ ∶ １００)振荡培养 ７ ｄꎬ并设置空白

对照ꎬ测定培养液有效磷含量ꎬ分析不同碳源条件下

菌株的溶磷能力ꎮ
在 ＮＢＲＩＰ 培养基中ꎬ以葡萄糖、鼠李糖、淀粉、

蔗糖、乳糖、木糖、甘露醇、麦芽糖、纤维二糖、葡聚糖

等 １０ 种糖类物质组合作为碳源ꎬ各糖类质量比为

１ ∶ １ꎬ组合碳源含量为 １０ ｇ / Ｌꎬ接菌(菌液与培养液

体积比为１ ∶ １００)振荡培养 ７ ｄꎬ并设置空白对照ꎬ
测定培养液有效磷含量ꎬ分析组合碳源条件下菌株

的溶磷能力ꎮ
１.３　 外加碳源条件下菌株土壤培养试验

１.３.１　 试验土壤 　 试验土壤采集于贵州省安顺市

西秀区的农田ꎬ风干后过筛备用ꎮ 土壤养分基本性

质如下:ｐＨ ４􀆰 ２３ꎬ 碱解氮含量 １３７􀆰 １２ ｍｇ / ｋｇꎬ有效

磷含量 ７９􀆰 ６５ ｍｇ / ｋｇꎬ速效钾含量 ３１８􀆰 １０ ｍｇ / ｋｇꎬ全
氮含量 ２􀆰 ４５ ｇ / ｋｇꎬ全磷含量 ０􀆰 ９１ ｇ / ｋｇꎬ全钾含量

２８􀆰 ０２ ｇ / ｋｇꎬ有机质含量 ３９􀆰 ０３ ｇ / ｋｇꎮ
１.３.２ 　 试验设计 　 将采集的土样风干ꎬ过筛后装

盆ꎬ每盆装土 １􀆰 ５ ｋｇꎬ共设置 ４ 个处理ꎬ分别为对照

(ＣＫ)、ＱＨＲ￣９、ＱＨＲ￣９＋葡萄糖(ＱＨＲ￣９Ｐ)、ＱＨＲ￣９＋
组合糖类 ( ＱＨＲ￣９Ｃ)ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ 其中

ＱＨＲ￣９ 菌液接种量为 １％ (菌液与土壤体积质量

比)ꎬ组合糖类为葡萄糖、淀粉、乳糖、木糖、甘露醇、

麦芽糖、蔗糖、纤维二糖、鼠李糖、葡聚糖等 １０ 种糖

类按照质量等比配制而成ꎬ试验设计见表 １ꎮ
　 　 将上述物质加入塑料盆后与土壤充分混匀ꎬ放
置在室外ꎬ培养时间为 ６０ ｄꎬ定期管理ꎮ 培养结束

后ꎬ采集表层新鲜土样 ５０ ｇ 左右ꎬ除去杂草等杂质

后装于塑封袋中ꎬ样品采集完成后放在干冰箱中寄

送至生工生物工程(上海)股份有限公司ꎬ进行土壤

宏基因组测序ꎻ剩余的土样风干后过筛ꎬ进行土壤养

分和磷酸酶活性的测定ꎮ

表 １　 试验设计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ

处理　 　 　
不同物质加入量

菌液
(ｍｌ / ｋｇ)

葡萄糖
(ｇ / ｋｇ)

组合糖
(ｇ / ｋｇ)

ＣＫ ０ ０ ０

ＱＨＲ￣９ １０ ０ ０

ＱＨＲ￣９Ｃ １０ １０ ０

ＱＨＲ￣９Ｐ １０ ０ １０

１.３.３　 土壤养分和磷酸酶活性测定 　 土壤有效磷

含量采用 ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ碳酸氢钠溶液浸提后ꎬ使用钼锑

抗比色法测定[１５]ꎻｐＨ 通过 ｐＨ 计直接测定(水土质

量比为１ ∶ １) [１５]ꎻ土壤有机质含量采用重铬酸钾容

量法[１５]测定ꎻ土壤酸性或碱性磷酸酶活性采用磷酸

苯二钠比色法[１６]测定ꎮ
１.３.４　 土壤宏基因组测定

１.３.４.１　 土壤 ＤＮＡ 提取和宏基因组测序 　 称取土

样 ０􀆰 ５ ｇꎬ使用 Ｅ.Ｚ.Ｎ.Ａ Ｍａｇ￣Ｂｉｎｄ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂

盒ꎬ按照说明书上的方法提取总群落基因组 ＤＮＡꎬ
使用 Ｑｕｂｉｔ ４.０ 测量 ＤＮＡ 浓度ꎮ 取 ５００ ｎｇ ＤＮＡ 样

品进行宏基因组测序ꎬ采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ６０００
高通量测序平台测序ꎮ
１.３.４.２　 宏基因组序列分析方法　 测得的原始数据

使用 Ｔｒｉｍｍｏｎｍａｔｉｃ 进行过滤处理ꎬ默认参数值为

Ｑ２０ꎬ去除得分值低于 Ｑ２０ 的质量序列ꎬ得到 Ｃｌｅａｎ
数据ꎻ使用基于 Ｄｅ Ｂｒｕｉｊｎ ｇｒａｐｈ 原理的拼接软件 ＩＤ￣
ＢＡ＿ＵＤ 对优质的 ｒｅａｄｓ 进行拼接组装ꎬ获得 ｃｏｎｔｉｇｓꎻ
选择 １００ ｂｐ 以上的基因ꎬ翻译出蛋白质序列ꎮ 将所

有预测出来的基因序列ꎬ用 ＣＤ￣ＨＩＴ 软件进行聚类

(设置参数为 ９５％ ｉｄｅｎｔｉｆｙ、９０ ｃｏｖｅｒａｇｅ)ꎬ构建非冗

余基因集[１７]ꎮ
１.３.４.３　 物种丰度分析方法　 将基因与美国国立生
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物技术信息中心(ＮＣＢＩ)数据库进行 ＢＬＡＳＴｐ 同源

性比对ꎬ得到物种相关信息及丰度信息ꎮ
１.３.４.４　 碳水化合物活性酶注释分析方法 　 通过

ＨＭＭＥＲ３ 将翻译出的蛋白质序列与 ＣＡＺＹ 数据库比

对ꎬ得到其相应的碳水化合物活性酶注释ꎬ筛选条件

Ｅｖａｌｕｅ<１×１０－５ꎬ并统计 ＣＡＺＹ 各功能层级的丰度ꎮ
１.４　 数据处理

使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 和 ＳＰＳＳ ２０.０ 等软件进行数据

处理和显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＱＨＲ￣９同源性分析及系统发育树

菌株 ＱＨＲ￣９ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列长度为１ ４７７ ｂｐꎬ
对其进行序列分析ꎬ结果(图 １)表明ꎬＱＨＲ￣９ 与硝基

还原假单胞菌[Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｎｉｔｒｏｒｅｄｕｃｅｎｓ ｓｔｒａｉｎ(ＮＲ
０４２４３５.１)]同源性最接近ꎮ

图 １　 ＱＨＲ￣９系统发育树

Ｆｉｇ.１　 ＱＨＲ￣９ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ

２.２　 ＱＨＲ￣９溶磷特性

２.２.１　 ＱＨＲ￣９ 对磷酸三钙、磷酸铝、磷矿粉等的溶

解能力　 ＱＨＲ￣９ 对磷酸三钙、磷酸铝、磷矿粉等的

溶解能力见表 ２ꎮ 由表 ２ 可知ꎬＱＨＲ￣９ 对磷酸三钙、
磷酸铝、磷矿粉的溶解能力在第１~ ５ ｄ 随时间延长

呈现显著增加的趋势ꎬ第 ７ ｄ 菌株溶磷能力趋于稳

定ꎮ ＱＨＲ￣９ 在第 ７ ｄ 对磷酸三钙、磷酸铝、磷矿粉的

溶解 能 力 分 别 为 ６４５􀆰 ８２ ｍｇ / Ｌ、 ２６９􀆰 １７ ｍｇ / Ｌ、
２７２􀆰 ４５ ｍｇ / Ｌꎬ说明 ＱＨＲ￣９ 菌株对各种难溶态磷酸

盐具有较强的溶解能力ꎮ

表 ２　 ＱＨＲ￣９对磷酸三钙、磷酸铝、磷矿粉的溶解能力

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＱＨＲ￣９ ｔｏ ｔｒｉｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｎｄ ｇｒｏｕｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｔｅ

菌株培养时间
(ｄ)

对难溶态磷酸盐的溶磷能力 (ｍｇ / Ｌ)

磷酸三钙 磷酸铝 磷矿粉

１ ３０１.８１±１６.６０ｃ ９７.６７±４.０４ｃ ６１.６４±１２.２８ｃ

３ ５０３.０９±２０.０７ｂ １１７.９９±８.６８ｂ ９８.５１±１３.５１ｂ

５ ６５８.０２±３５.０６ａ ２７１.３２±２０.９０ａ ２６６.０４±１３.１９ａ

７ ６４５.８２±２３.８７ａ ２６９.１７±２２.９８ａ ２７２.４５±１５.５５ａ
同列数据后不同小写字母表示在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ

２.２.２　 不同碳源条件下 ＱＨＲ￣９ 的溶磷特性　 由表

３ 可知ꎬ在不同碳源条件下 ＱＨＲ￣９ 溶磷能力差异较

大ꎬ菌株以葡萄糖为碳源的溶磷能力显著高于其他

糖类ꎬ以乳糖为碳源时溶磷能力次之ꎬ为 ２０１􀆰 ８２
ｍｇ / Ｌꎬ以淀粉、甘露醇、蔗糖、木糖、麦芽糖、鼠李糖、
葡聚糖、 纤维二糖等为碳源ꎬ 其溶磷能力均在

１００􀆰 ００ ｍｇ / Ｌ以下ꎬ菌株对这些糖类的利用率较低ꎮ
ＱＨＲ￣９ 在 １０ 种碳源条件下溶磷能力范围在２８􀆰 ０６~
６４５􀆰 ８２ ｍｇ / Ｌꎬ最大变化幅度为 ６１７􀆰 ７６ ｍｇ / Ｌꎮ ＱＨＲ￣
９ 在组合碳源条件下的溶磷能力为 ９２􀆰 ３１ ｍｇ / Ｌꎬ比
以葡 萄 糖 为 单 独 碳 源 时 的 溶 磷 能 力 降 低 了

８５􀆰 ７１％ꎮ
２.３　 ＱＨＲ￣９土壤培养试验

２.３.１　 土壤养分含量　 由表 ４ 可知ꎬＱＨＲ￣９ 各处理

土壤有效磷含量均显著高于 ＣＫꎬＱＨＲ￣９、ＱＨＲ￣９Ｐ、
ＱＨＲ￣９Ｃ 处理土壤有效磷含量分别比 ＣＫ 增加了

９􀆰 ７４ ｍｇ / ｋｇ、２０􀆰 ８１ ｍｇ / ｋｇ、１７􀆰 １６ ｍｇ / ｋｇꎬ施用 ＱＨＲ￣
９ 对土壤有效磷含量的增加效果显著ꎬＱＨＲ￣９Ｐ、
ＱＨＲ￣９Ｃ 处理土壤有效磷含量显著高于 ＱＨＲ￣９ꎮ
　 　 各处理土壤 ｐＨ 值为４􀆰 １１~４􀆰 ２０ꎬＱＨＲ￣９ 各处理土

壤 ｐＨ 差异不显著ꎮ ＱＨＲ￣９ 处理土壤有机质含量为

３８􀆰 ８１ ｍｇ / ｋｇꎬ与对照差异不显著ꎬＱＨＲ￣９Ｐ、ＱＨＲ￣９Ｃ 处

理土壤有机质含量分别为 ４０􀆰 ５９ ｍｇ / ｋｇ、４０􀆰 ８９ ｍｇ / ｋｇꎬ
显著高于 ＱＨＲ￣９ꎬ但 ２ 个处理之间差异不显著ꎮ
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表 ３　 不同碳源条件下 ＱＨＲ￣９对磷酸三钙的溶解能力

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＱＨＲ￣９ ｔｏ ｔｒｉｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ

糖类　 　 　 　 ＱＨＲ￣９ 溶磷能力(ｍｇ / Ｌ)

葡萄糖 ６４５.８２±２３.８７ａ

淀粉 ５７.４４±３.５８ｅ

乳糖 ２０１.８２±１３.０２ｂ

蔗糖 ６４.４３±２.５５ｄ

麦芽糖 ９３.９２±３.６９ｃ

甘露醇 ５９.７７±１.６２ｅ

木糖 ３４.９７±１.８１ｇ

鼠李糖 ４１.８８±４.４３ｆ

纤维二塘 ４６.３５±３.５０ｆ

葡聚糖 ２８.０６±３.２７ｈ

组合碳源 ９２.３１±６.７７ｃ
同列数据后不同小写字母表示在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ

表 ４　 ＱＨＲ￣９不同处理土壤养分含量

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｏｉｌ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＱＨＲ￣９ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

试验处理　 　 有效磷含量
(ｍｇ / ｋｇ) ｐＨ 有机质含量

(ｇ / ｋｇ)
ＣＫ ８１.１２±６.９２ｄ ４.２０±０.０３ａ ３８.９４±１.２４ａｂ

ＱＨＲ￣９ ９０.８６±０.５８ｃ ４.１７±０.０３ａｂ ３８.８１±０.３５ｂ

ＱＨＲ￣９Ｐ １０１.９３±０.１１ａ ４.１１±０.０４ｂ ４０.５９±０.３４ａ

ＱＨＲ￣９Ｃ ９８.２８±１.８９ｂ ４.１５±０.０３ａｂ ４０.８９±１.１７ａ
ＣＫ:对照ꎻＱＨＲ￣９:ＱＨＲ￣９ 菌株ꎻＱＨＲ￣９Ｐ:ＱＨＲ￣９＋葡萄糖ꎻＱＨＲ￣９Ｃ:
ＱＨＲ￣９＋组合糖类ꎮ 同列数据后不同小写字母表示在 ０􀆰 ０５ 水平上差
异显著ꎮ

２.３.２　 土壤磷酸酶活性　 由图 ２ 可知ꎬＣＫ、ＱＨＲ￣９、
ＱＨＲ￣９Ｐ、ＱＨＲ￣９Ｃ 处理土壤酸性磷酸酶活性分别为

２􀆰 ２４ ｍｇ / ｋｇ、２􀆰 ６７ ｍｇ / ｋｇ、３􀆰 ３１ ｍｇ / ｋｇ、３􀆰 ７１ ｍｇ / ｋｇꎬ
ＱＨＲ￣９、ＱＨＲ￣９Ｐ、ＱＨＲ￣９Ｃ 处理的土壤酸性磷酸酶活

性分别比 ＣＫ 显著增加了 １９􀆰 ２０％、４７􀆰 ７７％、６５􀆰 ６３％ꎬ
溶磷细菌可以显著增加土壤酸性磷酸酶的活性ꎬ
ＱＨＲ￣９Ｐ、ＱＨＲ￣９Ｃ 处理酸性磷酸酶活性分别比 ＱＨＲ￣
９ 处理显著增加了 ２３􀆰 ９７％、３８􀆰 ９５％ꎬ溶磷细菌与葡萄

糖或者组合糖类可以进一步增加土壤酸性磷酸酶的

活性ꎻＱＨＲ￣９Ｃ 处理土壤酸性磷酸酶活性最高ꎬ比
ＱＨＲ￣９Ｐ 处理显著增加了 １２􀆰 ０８％ꎮ 各处理土壤碱性

磷酸酶活性的变化趋势与酸性磷酸酶一致ꎮ
２.３.３　 土壤硝基还原假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｎｉｔｒｏｒｅ￣
ｄｕｃｅｎｓ ｓｔｒａｉｎ)丰度　 由图 ３ 可知ꎬ培养 ６０ ｄ 后 ＱＨＲ￣
９ 各处理土壤 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｎｉｔｒｏｒｅｄｕｃｅｎｓ ｓｔｒａｉｎ 的相

对丰度显著高于 ＣＫꎬＱＨＲ￣９、ＱＨＲ￣９Ｐ、ＱＨＲ￣９Ｃ 处

理土壤 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｎｉｔｒｏｒｅｄｕｃｅｎｓ ｓｔｒａｉｎ 的相对丰度

分别比 ＣＫ 显著增加了 ３６􀆰 ５６％、６７􀆰 ４４％、８２􀆰 ９０％ꎬ

ＣＫ、ＱＨＲ￣９、ＱＨＲ￣９Ｐ、ＱＨＲ￣９Ｃ 见表 ４ 注ꎮ 不同小写字母表示在

０.０５ 水平上差异显著ꎮ
图 ２　 ＱＨＲ￣９不同处理土壤磷酸酶活性

Ｆｉｇ.２　 Ｓｏｉｌ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＱＨＲ￣９ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ＱＨＲ￣９ 在土壤中表现出较强的生长和繁殖能力ꎻ
ＱＨＲ￣９Ｐ、ＱＨＲ￣９Ｃ 处理土壤 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｎｉｔｒｏｒｅｄｕ￣
ｃｅｎｓ ｓｔｒａｉｎ 的相对丰度分别比 ＱＨＲ￣９ 显著增加了

２２􀆰 ６１％、３３􀆰 ９３％ꎬ添加葡萄糖或者组合糖类可以进

一步增强 ＱＨＲ￣９ 在土壤中的生存能力ꎮ

ＣＫ、ＱＨＲ￣９、ＱＨＲ￣９Ｐ、ＱＨＲ￣９Ｃ 见表 ４ 注ꎮ 不同小写字母表示在

０.０５ 水平上差异显著ꎮ
图 ３　 ＱＨＲ￣９ 不同处理土壤硝基还原假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

ｎｉｔｒｏｒｅｄｕｃｅｎｓ ｓｔｒａｉｎ)丰度

Ｆｉｇ.３　 Ｓｏｉｌ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｎｉｔｒｏｒｅｄｕｃｅｎｓ ｓｔｒａｉｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＱＨＲ￣９ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２.３.４　 土壤微生物碳循环相关基因相对丰度　 ＧＨ
(糖苷水解酶)参与土壤有机碳分解ꎬＧＴ(糖基转移

酶)参与土壤有机碳生物合成ꎬ ＡＡ(辅助活性酶)参与

木质素的微生物分解ꎮ 由表 ５ 可知ꎬＱＨＲ￣９ 处理微生

物碳循环基因相关 ＧＴ 基因相对丰度与对照相比显著

减少ꎬＧＨ 基因相对丰度呈现增加趋势ꎬ比对照显著增

加ꎬ溶磷细菌可以在一定程度上影响土壤微生物碳循

环ꎻＱＨＲ￣９＋葡萄糖和 ＱＨＲ￣９＋组合糖类处理微生物碳

循环相关基因 ＡＡ、ＧＴ 丰度与 ＱＨＲ￣９ 处理相比ꎬ均呈

减少趋势ꎬＧＨ 基因相对丰度呈现增加趋势ꎬＱＨＲ￣９ 与
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葡萄糖或者组合糖类共同施用ꎬ进一步影响了土壤微

生物碳循环相关基因的相对丰度ꎻＱＨＲ￣９＋葡萄糖和

ＱＨＲ￣９＋组合糖类处理微生物碳循环各类基因丰度之

间差异均不显著ꎮ
２.３.５　 土壤微生物碳循环基因相对丰度与土壤养

分含量、磷酸酶活性的相关性　 由表 ６ 可知ꎬ土壤有

效磷含量、酸性磷酸酶活性、碱性磷酸酶活性与 ＡＡ、
ＧＴ 基因相对丰度呈现极显著负相关ꎬ与 ＧＨ 基因相

对丰度呈现极显著正相关ꎻｐＨ 与 ＡＡ、ＧＴ 基因相对

丰度呈现极显著正相关ꎬ与 ＧＨ 基因相对丰度呈现

显著负相关ꎻ有机质含量与 ＧＨ 基因相对丰度呈现

显著正相关ꎬ与 ＡＡ、ＧＴ 基因相对丰度相关性不显

著ꎮ

表 ５　 ＱＨＲ￣９不同处理土壤微生物碳循环相关基因相对丰度

Ｔａｂｌｅ ５　 ＱＨＲ￣９ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ ｃｙｃｌｅ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

不同处理
微生物碳循环基因丰度 (％)

ＡＡ ＧＨ ＧＴ

ＣＫ ０.２０３±０.００５ａ １.５７４±０.００８ｃ １.５１９±０.００２ａ

ＱＨＲ￣９ ０.１９８±０.００２ａ １.６００±０.００７ｂ １.４７４±０.００７ｂ

ＱＨＲ￣９Ｐ ０.１８９±０.００６ｂ １.６５７±０.０５８ａｂ １.４３２±０.０１４ｃ

ＱＨＲ￣９Ｃ ０.１８５±０.００４ｂ １.６９１±０.０１５ａ １.４４９±０.０４６ｂｃ
ＣＫ、ＱＨＲ￣９、ＱＨＲ￣９Ｐ、ＱＨＲ￣９Ｃ 见表 ４ 注ꎮ ＧＨ、ＧＴ、ＡＡ 分别代表糖苷
水解酶、糖基转移酶、辅助活性酶ꎮ 同列数据后不同小写字母表示在
０􀆰 ０５ 水平上差异显著ꎮ

表 ６　 土壤微生物碳循环相关基因相对丰度与土壤养分含量、磷酸

酶活性的相关性系数

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ ｃｙｃｌｅ

ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ

土壤养分含量和
磷酸酶活性指标

ＡＡ 基因
相对丰度

ＧＨ 基因
相对丰度

ＧＴ 基因
相对丰度

有效磷含量 －０.７９５∗∗ ０.７４４∗∗ －０.７７３∗∗

ｐＨ ０.７４３∗∗ －０.６３５∗ ０.７１５∗∗

有机质含量 －０.５６０ ０.６５１∗ －０.５５８

酸性磷酸酶活性 －０.７６３∗∗ ０.７４７∗∗ －０.８２４∗∗

碱性磷酸酶活性 －０.７６６∗∗ ０.７０９∗∗ －０.８２８∗∗

ＡＡ、ＧＨ、ＧＴ 见表 ５ 注ꎮ∗表示 ０.０５ 水平上显著相关ꎬ∗∗代表 ０.０１ 水
平上显著相关ꎮ

３　 讨论与结论

３.１　 溶磷细菌溶磷能力及不同碳源对其影响

微生物对难溶态磷酸盐的溶解能力是评价其溶

磷能力大小的重要指标[１８￣１９]ꎮ 溶磷能力为接菌培养

后培养液有效磷含量与未接菌培养液有效磷含量的

差值ꎮ 李慧萍等[２０]对祁连山云杉林土壤溶磷细菌的

研究中筛选出 ５ 株对磷酸三钙溶解能力为３８７.４１~
４７９􀆰 ８７ ｍｇ / Ｌ的菌株ꎻ朱芙蓉等[２１]在滇重楼根际土壤

分离出 ４２ 株无机溶磷细菌ꎬ对磷酸三钙溶磷能力为

６６􀆰 ６８~１０４􀆰 １０ ｍｇ / Ｌꎻ刘萍等[２２] 的研究结果显示ꎬ溶
磷细菌 ＲＰＢ０３ 在较高的温度、盐度和碱性条件下对

磷酸三钙溶磷能力均在 ３００􀆰 ００ ｍｇ / Ｌ以上ꎻ吕俊

等[２３]、刘春菊等[２４]筛选的溶磷菌株对磷酸三钙溶磷

能力在 ２００ ｍｇ / Ｌ以上ꎮ 本试验中ꎬ在培养第 ７ ｄ
ＱＨＲ￣９ 对磷酸三钙、磷酸铝、磷矿粉的溶解能力分别

为 ６４５􀆰 ８２ ｍｇ / Ｌ、２６９􀆰 １７ ｍｇ / Ｌ、２７２􀆰 ４５ ｍｇ / Ｌꎬ对各种

难溶态磷酸盐都具有较强的溶解能力ꎬ可以作为黔中

黄壤区农田土壤溶磷细菌研究的菌株资源ꎮ
培养基碳源种类对溶磷微生物溶磷能力影响较

大[８]ꎮ 本试验中ꎬＱＨＲ￣９ 以葡萄糖为碳源时溶磷能

力最强ꎬ在 １０ 种碳源条件下其溶磷能力为２８􀆰 ０６~
６４５􀆰 ８２ ｍｇ / Ｌꎬ最大变化幅度为 ６１７􀆰 ７６ ｍｇ / Ｌꎮ 这是

因为溶磷细菌对不同碳源的利用率不尽相同ꎬ在利

用率高的碳源条件下溶磷能力强ꎬ在无法利用或者

利用率较低的碳源条件下溶磷能力显著降低ꎮ 研究

结果表明ꎬ不同碳源通过影响微生物产生有机酸的

种类和含量不同进而影响溶磷能力[２５]ꎬ产生有机酸

是微生物溶磷的重要机理之一[２６￣２７]ꎮ 溶磷细菌研

究的关键在于应用ꎬ土壤中的碳源种类繁多ꎬ含量也

不尽相同ꎬ因此研究碳源对菌株溶磷能力的影响ꎬ不
仅要分析单一碳源的影响ꎬ更要分析组合碳源的影

响ꎮ 本研究采用室内摇瓶培养ꎬＱＨＲ￣９ 在组合碳源

条件下的溶磷能力比以葡萄糖为单一碳源降低了

８５􀆰 ７１％ꎬ组合碳源是 １０ 种糖类的等量组合ꎬ其中有

８ 种是 ＱＨＲ￣９ 利用率较低的碳源ꎬ其余 ２ 种利用率

较高的碳源在培养液中的含量也较低ꎬ不足以提供

其正常生长所需要的能量物质ꎬ因此菌株在组合碳

源条件下的溶磷能力也较低ꎮ
３.２　 溶磷细菌外加碳源对土壤有效磷含量、磷酸酶

活性和微生物碳循环相关基因相对丰度的影响

　 　 本研究中ꎬＱＨＲ￣９ 各处理与 ＣＫ 相比ꎬ土壤有效

磷含量均显著增加ꎬ这与 Ｂａｒｒａ 等[２８] 的研究结果相

同ꎬ溶磷细菌在提升土壤磷素有效性方面发挥积极的

作用ꎻＱＨＲ￣９Ｐ 处理的土壤有效磷含量最高ꎬ溶磷细

菌与其可高效利用的碳源共同施用ꎬ对溶磷能力的发

挥可以起到协同作用ꎮ 土壤磷酸酶的作用之一是将
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有机磷转化为无机磷[２９]ꎬ酸性磷酸酶是中国农业和
自然生态系统磷素有效性的重要预测因子[３０]ꎬ碱性
磷酸酶活性高低与微生物磷素丰缺有显著相关

性[２９]ꎮ 本研究中 ＱＨＲ￣９Ｃ 处理的土壤磷酸酶活性最

高ꎬ溶磷细菌增加土壤有效磷含量的重要原因之一是

磷酸酶活性增强ꎬ这与 Ａｎｇｅｌｉｃａ 等[３１]、张雪梅等[３２]

的研究结果一致ꎮ 微生物增殖会导致土壤磷酸酶活

性增强[３３]ꎬ本研究中不同处理土壤 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｎｉ￣
ｔｒｏｒｅｄｕｃｅｎｓ ｓｔｒａｉｎ 相对丰度与土壤有效磷含量、酸性磷

酸酶活性、碱性磷酸酶活性等呈现一致的变化趋势ꎬ
ＱＨＲ￣９ 的增殖在一定程度上增加了磷酸酶活性ꎬ进而

促进了土壤有效磷含量的增加ꎮ 在土壤中添加不稳

定碳源(葡萄糖等)ꎬ微生物可以利用添加的碳源进行

自身生长[３４]ꎬ因此本试验中 ＱＨＲ￣９Ｐ 和 ＱＨＲ￣９Ｃ 处

理土壤碳循环相关基因相对丰度显著高于 ＱＨＲ￣９ 处

理ꎬ土壤中以 ＱＨＲ￣９ 为代表的溶磷细菌数量的增加ꎬ
进一步促进了土壤磷酸酶活性和有效磷含量等磷素

相关指标的变化ꎮ
土壤碳循环相关基因中ꎬＧＨ 参与有机碳的微生

物分解ꎬＧＴ 与有机碳的合成有关ꎬＡＡ 参与木质素的

微生物分解ꎮ ＱＨＲ￣９ 处理土壤 ＧＴ 基因相对丰度与

对照相比呈现减少趋势ꎬＧＨ 基因相对丰度增加ꎬ这可

能是因为溶磷细菌需要利用土壤中的碳源作为生长

的碳骨架和能源物质ꎬ维持自身生长和发挥溶磷能

力ꎬ促进了土壤碳的分解ꎬ土壤有机碳分解相关基因

ＧＨ 相对丰度增加ꎬ有机碳合成相关基因 ＧＴ 相对丰

度减少ꎮ Ｌｕｏ 等[２] 的研究结果表明ꎬ添加人工磷ꎬ通
过降低氧化酶活性抑制了木质素的分解ꎬ施用溶磷细

菌的土壤有效磷含量显著增加ꎬ有效磷含量的增加对

木质素的分解产生抑制作用ꎬ与木质素分解有关的

ＡＡ 基因丰度呈现下降的趋势ꎮ 外加不稳定碳源(葡
萄糖等)会产生正激发效应ꎬ导致土壤有机碳分解增

加[３４]ꎬ因此 ＱＨＲ￣９Ｃ 处理 ＧＨ 基因相对丰度高于

ＱＨＲ￣９ 处理ꎬＱＨＲ￣９Ｃ 处理的 ＧＴ 基因相对丰度与

ＱＨＲ￣９ 处理相比呈下降趋势ꎮ ＱＨＲ￣９ ＋葡萄糖与

ＱＨＲ￣９＋组合糖类处理 ＧＨ、ＧＴ、ＡＡ 基因相对丰度差异

不显著ꎬ这可能与土壤微生物系统的复杂性以及对碳

源利用的多样性有关ꎬ单独加入葡萄糖或者加入组合

糖类ꎬ两者对土壤微生物碳循环相关基因影响的差异

性较小ꎮ
３.３　 土壤微生物碳循环相关基因相对丰度与土壤

养分含量、磷酸酶活性的相关性

　 　 本研究中ꎬ土壤有效磷含量与微生物碳循环 ＡＡ、

ＧＴ 基因相对丰度等均呈现极显著负相关ꎬ与 ＧＨ 基

因相对丰度呈现极显著正相关ꎮ 土壤有效磷是影响

土壤微生物碳循环功能相关基因的重要因素ꎬ袁银龙

等[３５]的研究结果也证明土壤有效磷对土壤微生物碳

循环具有重要影响ꎬ这也揭示了外源磷添加对碳库的

影响ꎬ即外源磷添加会增加土壤有效磷含量ꎬ进而影

响碳循环过程ꎮ 在影响微生物群落和结构方面ꎬｐＨ
是关键因子之一[３６]ꎬＤａｉ 等[３７]的研究结果表明ꎬ土壤

ｐＨ 与土壤微生物碳循环 ＡＡ、ＧＴ 基因相对丰度呈正

相关ꎬ与 ＧＨ 基因相对丰度呈负相关ꎬ这与本试验研

究结果一致ꎮ 溶磷细菌在土壤中分泌低分子量有机

酸ꎬ通过降低土壤 ｐＨ 促进有效磷含量的增加ꎬ土壤

ｐＨ 的变化与有效磷含量的变化呈现相反趋势ꎬ因此

ｐＨ 与土壤微生物碳循环相关基因相对丰度的相关性

也呈相反的趋势ꎮ 微生物参与土壤有机质的分解和

合成ꎬ因此与微生物碳循环相关基因有密切的关系ꎮ
本研究中ꎬ由于试验包含添加葡萄糖或组合糖等处

理ꎬ有机质含量仅与 ＧＨｓ 基因相对丰度呈现显著正相

关ꎮ
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