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温哥华假单胞菌菌株 ＰＡＮ４解磷能力及
对核桃的促生作用

谯天敏，李姝江，韩　珊，朱天辉，王树山
（四川农业大学 林学院，四川 成都 ６１１１３０）

摘要：【目的】探讨温哥华假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｖａｎｃｏｕｖｅｒｅｎｓｉｓ菌株 ＰＡＮ４解磷能力的动态变化及不同培养条件对
菌株解磷能力的影响，及其对核桃Ｊｕｇｌａｎｓｓｉｇｌｌａｔａ苗的促生作用和光合特性的影响．【方法】利用Ｐｉｋｏｖｓｋａｙａ培养液

［液体蒙金娜培养基（ＰＶＫ）］研究温哥华假单胞菌溶磷特性，单因素试验测定碳源、氮源、初始培养液ｐＨ、温度对其

解磷能力的影响，采用盆栽试验探究在灭菌土和未灭菌土中菌剂对核桃苗的促生效应．【结果和结论】随时间延长，
温哥华假单胞菌菌株ＰＡＮ４培养的离心上清液中，有效磷含量显著增加，４８ｈ时达到峰值；麦芽糖、玉米浆分别为最

适碳源、氮源；ｐＨ７、温度２８℃时，菌体生长量最大，解磷能力最强，二者呈显著正相关关系．不同浓度菌剂均可使核

桃苗的株高、地径、净光合速率、呼吸速率和叶绿素含量不同程度地增加，浓度越高增幅越大；施复合肥的效果不如

１０８和１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１的菌剂；菌剂在非灭菌土中的促生效果比灭菌土好．
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　　磷是植物生长发育必需的矿质元素之一，虽然
土壤中含有大量磷，但９５％以上为无效磷，植物对其
利用率很低［１２］．为了满足植物对磷的需求，高水溶
性磷肥在生产中被大量使用［３４］，但是磷肥在土壤中

易形成难溶性的磷酸盐，被土壤中 Ｃａ２＋、Ｆｅ３＋、Ａｌ３＋

等离子迅速吸附固定，使得当季利用率仅为 ５％ ～
２５％［５］．由此，如何提高土壤磷元素的利用率，将难
溶性无机磷向可溶性磷的转化成为研究热点之一．
植物根际中存在着解磷微生物（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇ
ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ），能将植物难以吸收的磷元素转化为
可利用的状态［６］．其中，对荧光假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ［７８］研究较为广泛，绿针假单胞菌Ｐ．
ｃｈｌｏｒｏｒａｐｈｉｓ［９］、橘黄假单胞菌 Ｐ．ａｕｒａｎｔｉａｃａ［１０］、恶臭
假单胞菌Ｐ．ｐｕｔｉｄａ［１１］等亦有报道，这些解磷菌对黄
瓜、番茄、葡萄、玉米、小麦、核桃等有较好的促生作

用．温哥华假单胞菌 Ｐ．ｖａｎｃｏｕｖｅｒｅｎｓｉｓＰＡＮ４是在四
川核桃主产区根际土中分离到的１株细菌［１２］，目前

关于该菌的解磷能力及对核桃促生作用的研究鲜见

报道．
核桃Ｊｕｇｌａｎｓｓｉｇｌｌａｔａ属于胡桃科植物，是世界四

大干果之一，也是我国传统的重要外销商品，居四川

省各类干果经济林的首位［１３］．但由于核桃植株的生
长对磷元素需求量很大［１４］，目前主要以施用化学肥

料为主，对林地生态环境造成严重污染．本文以 Ｐ．
ｖａｎｃｏｕｖｅｒｅｎｓｉｓＰＡＮ４为对象，在测定解磷能力基础
上，研究其对核桃幼苗生长、光合生理特性、植株养

分吸收及土壤养分含量的影响，以探讨该菌株对核

桃植株的促生效应机理，同时为开发微生物肥料、推

广绿色无公害核桃的栽植提供技术参考．

１　材料与方法

１．１　供试材料
供试菌种：温哥华假单胞菌 ＰＡＮ４，分离于四川

省核桃主产区根际土，由四川农业大学森林保护重

点实验室提供．
供试植株：２年生铁核桃实生苗，由四川省雅安

市石棉县核桃育种基地提供．
供试土壤：采自四川省雅安市大兴镇大兴寺核

桃种植区，采样深度为０～１００ｃｍ，紫色土．土壤理化
性质为：ｐＨ７１，有机质、全氮、全磷和全钾质量分数
分别为２４３、１２、１８和８４ｇ·ｋｇ－１，速效磷、速效
钾和碱解氮质量分数分别为２５３２、３５３６和３１５６
ｍｇ·ｋｇ－１．样土混合均匀后装袋，样土５ｋｇ·袋 －１，

共计１００袋．其中５０袋于１２１℃灭菌３０ｍｉｎ即灭菌
土，剩余的５０袋不作任何处理即非灭菌土．

蒙金娜培养基（Ｐｉｋｏｖｓｋａｙａ，ＰＶＫ）［１５］：葡萄糖
１０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０５ｇ，ＮａＣｌ０３ｇ，ＫＣｌ０３ｇ，
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ００３ｇ， ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ ００３ ｇ，
ＭｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ００３ｇ，Ｃａ３（ＰＯ４）２１０ｇ，蒸馏水１０００

ｍＬ，ｐＨ７０；ＬＢ培养基［１５］：蛋白胨１０ｇ，ＮａＣｌ１０ｇ，酵
母提取物５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ７０，加入琼脂１５ｇ
成为固体培养基．以上培养基均于１２１℃灭菌３０ｍｉｎ．
１．２　种子液制备

一级种子：取温哥华假单胞菌 ＰＡＮ４斜面种子
在ＬＢ培养基平板上划线，２８℃条件下培养１４ｈ，出
现游离单菌落，即一级种子；二级种子液：取一级种

子的单菌落，接种于具５０ｍＬＬＢ液体培养基的２５０
ｍＬ摇瓶中，２８℃、２００ｒ·ｍｉｎ－１条件下培养 １２ｈ，
Ｄ６００ｎｍ达到２０，即为二级种子液

［１６］．
１．３　菌株解磷能力及菌体生长量测定

在１５０ｍＬ的摇瓶中装入ＰＶＫ培养液３０ｍＬ，调
整ｐＨ为７０，灭菌后接种二级种子液１ｍＬ，２８℃、
２００ｒ·ｍｉｎ－１条件下培养２４ｈ．每隔８ｈ检测菌体生
长量（Ｄ６００ｎｍ）并用钼蓝比色法

［１７］计算有效磷含量

（发酵液于４℃条件下１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，
取上清液测定），到８０ｈ终止．以上处理均重复３次，
以灭活菌为对照（ＣＫ）．
１．４　不同条件对菌株解磷能力的影响
１．４．１　碳源对解磷能力的影响　选择麦芽糖、葡萄
糖、蔗糖、可溶性淀粉４种含碳量高的常见碳源，等
量代替ＰＶＫ培养基中碳源，２８℃、２００ｒ·ｍｉｎ－１条件
下培养４８ｈ，测定发酵液有效磷含量，每个处理３个
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重复．
１．４．２　氮源对解磷能力的影响　选择玉米浆、
ＮＨ４ＮＯ３、ＮＨ４Ｃｌ、（ＮＨ４）２ＳＯ４、酵母膏、牛肉膏６种含
氮量高的常见氮源，等量代替ＰＶＫ培养基中氮源，２８
℃、２００ｒ·ｍｉｎ－１条件下培养４８ｈ，测定发酵液有效
磷含量，每个处理３个重复．
１．４．３　初始ｐＨ对解磷能力的影响　利用浓度均为
０１ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＯＨ或ＨＣｌ调节ＰＶＫ液体培养基
ｐＨ为 ５０～８５，以 ０５为 １个梯度，２８℃、２００
ｒ·ｍｉｎ－１条件下培养４８ｈ，测定发酵液有效磷含量，
每个处理３个重复．
１．４．４　温度对解磷能力的影响　在１５０ｍＬ的摇瓶
中装入ＰＶＫ液体培养基，分别在温度为２０、２２、２４、
３６、２８、３０、３２和３４℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１条件下培养４８
ｈ，测定发酵液有效磷含量，每个处理３个重复．
１．５　菌株对核桃实生苗的促生作用
１．５．１　菌剂制备及接种　菌剂制备：将一级种子接
种于ＬＢ液体培养基，在１５Ｌ的ＪＳＡ发酵罐（上海保
兴设备工程有限公司）发酵４８ｈ后，测定菌种悬浮液
Ｄ６００ｎｍ．通过调整菌悬液的Ｄ６００ｎｍ

［９］，使菌剂的含菌量

为１０２～１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１．
盆栽试验采取完全随机选择核桃苗，核桃苗盆

栽前用１０μｇ·ｍＬ－１多菌灵溶液完全淹没后，浸泡
２４ｈ，共设２０个处理，分为２个区进行对比试验．分
别是：菌剂１×１０２、１×１０３、１×１０４、１×１０５、１×１０６、
１×１０７、１×１０８和１×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１，以及复合肥［１８］

（硫酸钾型，云南顺丰生物科技肥业开发有限公司产

品，按ｍ（Ｐ２Ｏ５）∶ｍ（Ｎ）∶ｍ（Ｋ２Ｏ）＝２∶３∶２施入复合
肥，每千克土施肥３ｇ］、无菌水；２个区分别是灭菌土
区和非灭菌土区；每处理５个重复．

接种方法：当核桃苗栽植成活后，在其根际周围

用无菌注射器注射菌剂或无菌水５０ｍＬ，每隔７ｄ接
种１次，连续接种３次．
１．５．２　生理指标测定　在接种前和３次接种后，选择
天气晴朗阳光充足的上午对核桃苗进行测定．生长效
应：测定植株高度和地径［７］．光合特性：选择植株中部
复叶的顶生叶片，采用Ｌｉｃｏｒ６４００（美国）便携式光合
测定仪测定净光合速率（Ｐｎ）和蒸腾速率（Ｔｒ），每片
叶测定 １０次，取平均值．叶绿素含量测定：参照王
斌［１９］的方法．以上指标按下式计算增长率：

增长率＝（接种后－接种前）／接种前×１００％．
１．６　数据分析

试验数据采用 Ｅｘｃｅｌ和 ＳＰＳＳ１９０软件分析处

理，ＬＳＤ法做多重比较．

２　结果与分析

２．１　温哥华假单胞菌解磷能力变化
在０～８０ｈ检测期内，温哥华假单胞菌菌株

ＰＡＮ４上清液的有效磷含量呈先增加后下降趋势，且
显著高于对照，而对照有效磷含量低且变化很小（图

１）．０～４８ｈ内随培养时间延长，ＰＡＮ４上清液有效磷
含量显著增加，并于４８ｈ时达到峰值，之后缓慢下
降，说明该菌株在培养的前４８ｈ内解磷能力较好．另
外，０～４８ｈ温哥华假单胞菌 ＰＡＮ４上清液中其生长
量不断增加（图２），其解磷能力逐渐增强，在菌体数
量达到最大值的４８ｈ时，解磷能力也达到了最大值．
温哥华假单胞菌ＰＡＮ４上清液有效磷含量和菌体量
均在４８ｈ达到最大值，表明菌体的解磷能力与其生

图中同一曲线的不同时间上，凡具有一个相同小写字母者，表示差异

不显著（ＬＳＤ法，Ｐ＞００５）．

图１　温哥华假单胞菌菌株ＰＡＮ４解磷能力动态变化

Ｆｉｇ．１　Ｄｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆ

ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｖａｎｃｏｕｖｅｒｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎＰＡＮ４

图中不同时间上，凡具有一个相同小写字母者，表示差异不显著（ＬＳＤ

法，Ｐ＞００５）．

图２　温哥华假单胞菌菌株ＰＡＮ４生长量动态变化

Ｆｉｇ．２　ＤｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｇｒｏｗｔｈｍａｓｓｏｆＰｓｅｕｄｏ

ｍｏｎａｓｖａｎｃｏｕｖｅｒｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎＰＡＮ４
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长状况一致．将菌体生长量和解磷能力做相关性分
析，结果也表明两者之间极显著正相关（相关系数

ｒ＝０９８１５，Ｐ＜００１）．
２．２　不同条件对温哥华假单胞菌生长量和解磷能

力的影响

２．２．１　碳源　图３Ａ、图４Ａ显示，不同碳源对菌株
ＰＡＮ４生长量和解磷能力影响不同．用麦芽糖作为碳
源时，菌体数量显著高于其他 ３种物质，说明菌株
ＰＡＮ４能很好地利用麦芽糖，这可能跟麦芽糖所含的
微量营养素更适宜菌株生长有关．另外，以麦芽糖作
为碳源，菌株ＰＡＮ４的解磷能力也最强．
２．２．２　氮源　氮源对菌株生长量和解磷能力影响的
试验结果（图３Ｂ、图４Ｂ）显示，以玉米浆作为氮源时，
菌株生长繁殖最好，可以获得比较高的菌体数量，玉米

浆中含有丰富的可溶性蛋白、生长素和一些前体物质，

成分主要有氮、葡萄糖、乳糖、铁、磷、钙、钾、锌等，这些

营养物质能够很好地促进菌株生长．另外，玉米浆作为

氮源时，菌株解磷能力也是最强的，因此最适氮源为

玉米浆．
２．２．３　初始ｐＨ　当初始ｐＨ为５０时，菌株可以进
行生长，也有一定的解磷效果，但是当初始 ｐＨ超过
７时，液体培养基内的菌体数量和解磷能力都随着初
始ｐＨ增大而减小（图３Ｃ、图４Ｃ）．可见中性环境更
有利于菌株生长、繁殖和解磷能力的发挥．
２．２．４　温度　在２０℃的相对低温和３４℃的相对
高温环境下，培养基中的菌体数量和解磷能力均比

较低（图３Ｄ、图４Ｄ），２８℃时二者均达到最大值，且
与其他处理存在显著差异．

另外，４个条件下菌体生长量和解磷能力的相关
系数分别为０９４４８（碳源）、０８９２１（氮源）、０９３１０
（初始ｐＨ）、０９５７２（温度），均达到显著（Ｐ＜００５）
正相关或极显著（Ｐ＜００１）正相关，同样证明了菌体
的解磷能力与其生长状况的一致性．

各图中，柱子上方凡具有一个相同小写字母者，表示差异不显著（ＬＳＤ法，Ｐ＞００５）．

图３　不同条件对温哥华假单胞菌菌株ＰＡＮ４生长量的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｍａｓｓｇｒｏｗｔｈｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｖａｎｃｏｕｖｅｒｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎＰＡＮ４ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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各图中，柱子上方凡具有一个相同小写字母者，表示差异不显著（ＬＳＤ法，Ｐ＞００５）．

图４　不同条件对温哥华假单胞菌菌株 ＰＡＮ４解磷能力的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｖａｎｃｏｕｖｅｒｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎＰＡＮ４ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２．３　温哥华假单胞菌对核桃苗的促生效应
２．３．１　不同处理对核桃苗株高和地径的影响　结
果（表１）显示，不同处理均可以促进核桃苗植株株
高和地径增加，但接种菌剂与无菌水、复合肥对核桃

苗株高和地径的影响差异显著．从菌体数量上看，随
着菌剂浓度增加，核桃苗株高和地径增幅增大，最大

增长率分别为２５８１％和１４２７％（１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１），
显著高于其他浓度处理．施肥和接种菌剂都能够增
加核桃植株的株高和地径，但复合肥较菌剂来说，

其增长率仅高于１０６或１０７ｃｆｕ·ｍＬ－１及以下，低于
１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１甚至１０８和１０７ｃｆｕ·ｍＬ－１，说明高浓
度的菌剂更有利于核桃苗的生长．从土壤处理方式
上看，土壤灭菌与否在菌剂对核桃苗株高和地径的

影响中存在差异，除无菌水的处理外，非灭菌土接

种菌剂后核桃苗植株株高和地径都显著高于灭

菌土．
２．３．２　不同处理对核桃苗叶片光合特性的影响　
从表２可以发现，不同处理均可以使核桃苗叶片净
光合速率（Ｐｎ）和蒸腾速率（Ｔｒ）增加，各处理间差异
显著．接种菌剂浓度越大，核桃苗叶片的净光合速率
和蒸腾速率增幅越大，其中１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１的菌剂其
增长率分别高达３８６９％和３０４５％，显著高于其他

处理．在接种菌剂浓度相同时，非灭菌土的核桃叶片
的净光合速率和蒸腾速率增长率比灭菌土更高，说

明菌株可以与土壤中的其他微生物对核桃植株起到

协同促生作用．施肥和接种菌剂都能够增加核桃植
株的净光合速率和蒸腾速率，但复合肥较菌剂来说，

其增长率仅高于 １０６ｃｆｕ·ｍＬ－１及以下处理，低于
１０７、１０８和１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１处理，说明高浓度的菌剂更
能促进核桃苗的光合作用．
２．３．３　不同处理对核桃苗叶片叶绿素含量的影响
　表３显示，接种菌剂后，核桃苗叶片的叶绿素含量
比无菌水处理有显著增加．不同处理可以使核桃苗
叶片叶绿素含量增加，且处理间差异显著．菌剂浓度
越高，增长率越大．其中１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１菌剂灭菌土和
非灭菌土的增长率分别为１７０６％和１７４７％，显著
高于其他浓度处理．同灭菌土相比，同一浓度下非灭
菌土所栽植的核桃苗叶片叶绿素含量增幅更加明

显；虽１０３、１０４、１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１这３个浓度的灭菌土和
非灭菌土差异不显著，但增长率后者仍高于前者．施
肥和接种菌剂都能够增加核桃苗叶片的叶绿素含

量，但复合肥较菌剂来说，高于１０７ｃｆｕ·ｍＬ－１及以下
处理，低于１０９甚至１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１处理，说明高浓度
的菌剂更能提高核桃苗的叶绿素含量．
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表１　不同处理对核桃苗株高和地径的影响
Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅｐｌａｎｔｈｅｉｇｈｔａｎｄｂａｓａｌｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｗａｌｎｕｔｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

菌剂处理／
　　（ｃｆｕ·ｍＬ－１）

土样
株高１）／ｃｍ 地径１）／ｍｍ

处理前 处理后
株高增长率２）／％

处理前 处理后
地径增长率２）／％

１０２ 灭菌土 ４２．０６±１．２１ ４５．７７±１．５６ ８．８２Ｂｈ １０．１１±０．５５ １０．６７±０．５７ ５．５３Ｂｅ
非灭菌土 ４８．７９±１．１７ ５４．３４±１．７１ １１．３７Ａｇ １１．７３±０．４２ １２．５５±０．５０ ６．９１Ａｆ

１０３ 灭菌土 ４１．２６±１．０９ ４５．７６±１．５１ １０．９１Ｂｇ １１．３７±０．３５ １２．０３±０．４８ ５．７２Ｂｅ
非灭菌土 ４２．７８±１．１５ ４９．３５±１．５５ １５．３６Ａｆ １１．０９±０．５１ １１．０２±０．６２ ８．３８Ａｅ

１０４ 灭菌土 ４１．８４±１．２３ ４７．２２±１．４６ １２．８６Ｂｅ １１．０２±０．６１ １１．７９±０．７７ ６．９８Ｂｄ
非灭菌土 ４６．２０±１．５５ ５３．７５±１．４８ １６．３４Ａｆ ９．７７±０．６７ １０．８６±０．７６ １１．１５Ａｃ

１０５ 灭菌土 ５２．３８±１．３０ ５８．４０±１．５０ １１．４９Ｂｆ １２．８９±０．５５ １３．７８±０．７２ ６．９０Ｂｄ
非灭菌土 ４３．８０±１．１３ ５２．１２±１．６２ １８．９９Ａｅ １２．２０±０．４８ １３．４１±０．５５ ９．９２Ａｄ

１０６ 灭菌土 ４８．２２±１．２５ ５５．０６±１．７２ １４．２３Ｂｄ １０．２７±０．５４ １１．２４±０．７４ ９．４４Ｂｃ
非灭菌土 ４７．１５±１．３３ ５６．４２±１．６０ １９．６６Ａｄｅ １０．７０±０．４１ １２．０１±０．５５ １２．０６Ａｂｃ

１０７ 灭菌土 ４４．６６±１．１０ ５２．２４±１．５３ １６．９７Ｂｃ １０．６７±０．３２ １１．７７±０．４９ １０．３１Ｂｂｃ
非灭菌土 ４７．４０±１．０７ ５７．６６±１．４１ ２１．６５Ａｃｄ １０．８５±０．４４ １２．３１±０．５２ １２．６３Ａｂ

１０８ 灭菌土 ５０．６８±１．２４ ５９．１０±１．５５ １６．６１Ｂｃ １１．３７±０．５６ １２．５６±０．６３ １０．４７Ｂｂ
非灭菌土 ４６．８０±１．２７ ５８．２３±１．７８ ２４．４２Ａｂ １２．１５±０．５０ １３．６０±０．６１ １１．８５Ａｂｃ

１０９ 灭菌土 ４２．５０±１．４４ ５１．６７±１．３３ ２１．５８Ｂａ １１．２８±０．６１ １２．５９±０．６９ １１．６１Ｂａ
非灭菌土 ４５．７５±１／４０ ５７．５６±１．４１ ２５．８１Ａａ １１．００±０．６７ １２．５８±０．７０ １４．２７Ａａ

复合肥 灭菌土 ４５．２３±１．４２ ５４．３２±１．３０ ２０．０９Ｂｂ １１．８０±０．５３ １２．９６±０．６８ ９．８３Ｂｃ
非灭菌土 ５０．２３±１．５０ ６１．３８±１．４２ ２２．１９Ａｃ １１．２５±０．３９ １２．５９±０．５０ １１．８２Ａｂｃ

无菌水 灭菌土 ４５．６０±１．２２ ４８．６８±１．１０ ６．７５Ａｉ １１．９２±０．２８ １２．３０±０．３３ ３．１０Ｂｆ
非灭菌土 ５１．９３±１．５５ ５５．５２±１．２５ ６．９１Ａｈ ９．３３±０．２９ ９．８８±０．３４ ５．８９Ａｇ

　１）表中数据为５次重复的平均值±标准误；２）相同浓度菌剂处理的２个数据后，凡具有一个相同大写字母者，表示灭菌土
和非灭菌土差异不显著（ＬＳＤ法，Ｐ＞００５）；相同土样不同浓度菌剂处理的同列数据后，凡具有一个相同小写字母者，表示不
同菌剂浓度间差异不显著（ＬＳＤ法，Ｐ＞００５）．

表２　不同处理对核桃苗光合特性的影响
Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｏｆｗａｌｎｕｔｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

菌剂处理／
　（ｃｆｕ·ｍＬ－１）

土样
Ｐｎ１）／（μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１） Ｔｒ１）／（ｍｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１）
处理前 处理后

Ｐｎ增长率２）／％
处理前 处理后

Ｔｒ增长率２）／％

１０２ 灭菌土 ４．５６±０．２２ ４．６７±０．２０ ２．４１Ｂｉ ２．６６±０．２５ ２．７８±０．３２ ４．５１Ａｇ
非灭菌土 ４．７５±０．１８ ５．０５±０．３３ ６．３１Ａｈ ２．６４±０．２０ ２．７７±０．３０ ４．９２Ａｇ

１０３ 灭菌土 ４．７４±０．２０ ５．１９±０．３５ ９．４９Ｂｈ ２．６８±０．２２ ２．９９±０．２１ １１．５６Ｂｆ
非灭菌土 ４．８５±０．２３ ５．５６±０．３７ １４．６４Ａｇ ２．７２±０．２４ ３．２１±０．２６ １８．０１Ａｆ

１０４ 灭菌土 ４．５２±０．１７ ５．６５±０．３０ ２５．００Ａｇ ２．７６±０．１９ ３．０９±０．３５ １１．９５Ｂｆ
非灭菌土 ４．８２±０．１８ ５．９９±０．４１ ２４．２７Ａｆ ２．７７±０．１８ ３．３４±０．３０ ２０．５７Ａｅ

１０５ 灭菌土 ４．６５±０．１５ ５．９８±０．３９ ２８．６０Ｂｅ ２．７２±０．２０ ３．１１±０．２８ １４．３３Ｂｅ
非灭菌土 ４．３９±０．２７ ５．７７±０．４２ ３１．４４Ａｅ ２．５１±０．２０ ３．０８±０．２９ ２２．７１Ａｄ

１０６ 灭菌土 ４．５３±０．２６ ５．９６±０．４０ ３１．５７Ｂｃ ２．７０±０．２２ ３．１２±０．４０ １５．５５Ｂｄ
非灭菌土 ４．６８±０．２３ ６．２３±０．５５ ３３．１２Ａｄ ２．６６±０．２９ ３．２５±０．３６ ２２．１８Ａｄ

１０７ 灭菌土 ４．３９±０．１９ ５．８４±０．４５ ３３．０３Ｂｂ ２．６０±０．２７ ３．０６±０．３０ １７．６９Ｂｂ
非灭菌土 ４．５３±０．２０ ６．２５±０．５１ ３７．９７Ａｂ ２．５３±０．２７ ３．２０±０．２６ ２６．４８Ａｃ

１０８ 灭菌土 ４．７８±０．２１ ６．２６±０．５２ ３０．９６Ｂｄ ２．７６±０．２６ ３．２３±０．２５ １７．０２Ｂｂｃ
非灭菌土 ４．４７±０．２６ ６．１９±０．４９ ３８．４８Ａａｂ ２．５３±０．２５ ３．２３±０．３０ ２７．６６Ａｂ

１０９ 灭菌土 ４．７７±０．３１ ６．５１±０．５４ ３６．４８Ｂａ ２．７４±０．３０ ３．３５±０．３１ ２２．２６Ｂａ
非灭菌土 ４．７３±０．３５ ６．５６±０．５８ ３８．６９Ａａ ２．６６±０．２４ ３．４７±０．３３ ３０．４５Ａａ

复合肥 灭菌土 ４．７１±０．３３ ５．９８±０．５５ ２６．９６Ｂｆ ２．７１±０．１７ ３．１６±０．２５ １６．６１Ｂｃ
非灭菌土 ４．５６±０．２８ ６．１２±０．５２ ３４．２１Ａｃ ２．５３±０．２４ ３．１９±０．２９ ２６．０９Ａｃ

无菌水 灭菌土 ４．５５±０．１６ ４．５８±０．３３ ０．６６Ｂｊ ２．８３±０．１６ ２．８５±０．２３ ０．７１Ａｈ
非灭菌土 ４．０５±０．１４ ４．１９±０．３２ ３．４５Ａｉ ２．３１±０．１３ ２．３２±０．２０ ０．４３Ａｈ

　１）表中数据为５次重复的平均值±标准误；２）相同浓度菌剂处理的２个数据后，凡具有一个相同大写字母者，表示灭菌土
和非灭菌土差异不显著（ＬＳＤ法，Ｐ＞００５）；相同土样不同浓度菌剂处理的同列数据后，凡具有一个相同小写字母者，表示不
同菌剂浓度间差异不显著（ＬＳＤ法，Ｐ＞００５）．
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表３　不同处理对核桃苗叶绿素含量的影响
Ｔａｂ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｗａｌｎｕｔｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

菌剂处理／
（ｃｆｕ·ｍＬ－１）

　土样
ｗ（叶绿素）１）／（ｍｇ·ｇ－１）
处理前 处理后

增长率２）／
％

１０２ 灭菌土 ４．２７±０．２１ ４．５６±０．１９ ６．７９Ｂｈ
非灭菌土 ３．８９±０．１５ ４．２０±０．２０ ７．９６Ａｉ

１０３ 灭菌土 ４．０７±０．１３ ４．４１±０．３３ ８．３５Ａｇ
非灭菌土 ４．２６±０．２２ ４．６２±０．２９ ８．４５Ａｈ

１０４ 灭菌土 ３．９０±０．２６ ４．２７±０．２６ ９．４８Ａｆ
非灭菌土 ３．９２±０．２０ ４．３１±０．２４ ９．９４Ａｇ

１０５ 灭菌土 ４．０２±０．２２ ４．４６±０．２４ １０．４４Ｂｅ
非灭菌土 ３．４９±０．２５ ３．９１±０．１８ １２．０３Ａｆ

１０６ 灭菌土 ３．９１±０．２３ ４．３８±０．２０ １２．０２Ｂｄ
非灭菌土 ３．６７±０．１７ ４．１４±０．１９ １２．８１Ａｅ

１０７ 灭菌土 ３．６７±０．１９ ４．１７±０．１４ １３．６２Ｂｃ
非灭菌土 ３．５７±０．２５ ４．１０±０．２０ １４．８４Ａｄ

１０８ 灭菌土 ４．０９±０．２０ ４．６５±０．２２ １３．６９Ｂｃ
非灭菌土 ３．６８±０．２１ ４．２８±０．１４ １６．３０Ａｂ

１０９ 灭菌土 ４．１６±０．２３ ４．８７±０．２４ １７．０６Ａａ
非灭菌土 ３．７２±０．２８ ４．３７±０．２５ １７．４７Ａａ

复合肥 灭菌土 ４．１５±０．３０ ４．７８±０．３２ １５．１８Ｂｂ
非灭菌土 ３．５７±０．２７ ４．１３±０．２６ １５．６８Ａｃ

无菌水 灭菌土 ３．９３±０．２１ ４．１８±０．２５ ６．３６Ｂｈ
非灭菌土 ３．２５±０．１７ ３．４８±０．１８ ７．０７Ａｊ

　１）表中数据为５次重复的平均值±标准误；２）相同浓度菌
剂处理的２个数据后，凡具有一个相同大写字母者，表示灭菌
土和非灭菌土差异不显著（ＬＳＤ法，Ｐ＞００５）；相同土样不同
浓度菌剂处理的同列数据后，凡具有一个相同小写字母者，

表示不同菌剂浓度间差异不显著（ＬＳＤ法，Ｐ＞００５）．

３　讨论与结论
菌种的生长繁殖和解磷能力，主要与其遗传特

性有关，但受到培养条件（环境 ｐＨ、培养时间、培养
温度等）和培养基中氮源及碳源的影响也较大，且不

同解磷菌特性存在很大差异［２０］．因此针对不同解磷
菌培养特性的研究十分重要．碳水化合物是所有不
能自养的微生物的能源物质，碳氮源是微生物的主

要营养物质，对于微生物的生长繁殖和生理生化代

谢都有重大的影响．刘辉等［７］发现，以葡萄糖为碳源

时，荧光假单胞菌 Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ溶磷能力最强；刘文
干等［２１］认为，洋葱伯克霍尔德氏菌 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅ
ｐａｃｉａ在以麦芽糖为碳源时，其溶磷效果最佳．最适氮
源同样如此，草酸青霉Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｏｘａｌｉｃｕｍ在硝态氮
存在条件下的溶磷效率要高于铵态氮处理［２２］；而

Ｗｈｉｔｅｌａｗ［２３］的报道则相反：放射青霉 Ｐ．ｒａｄｉｃｕｍ在
铵态氮培养基中比在硝态氮培养基中分泌出更多的

葡萄糖酸等有机酸．本试验中麦芽糖、玉米浆分别为

最佳碳、氮源，说明不同细菌在不同的碳源和氮源培

养下，溶磷活性不同，只有在特定的碳源和氮源下，

溶磷能力才能达到最大．环境条件的改变能显著影
响溶磷微生物的生长和溶磷功效的发挥，本研究结

果中，ｐＨ为７、温度为２８℃时温哥华假单胞菌菌株
ＰＡＮ４生长量和溶磷量最大，与多数报道一致［２４－２５］，

说明培养液ｐＨ和培养温度可以直接影响菌株的生
长能力及溶磷能力．另外，本试验还发现菌体生长量
和溶磷量之间具有相关性，与 Ｎａｒｓｉａｎ等［２６］、胡晓

峰［２７］的结果不一致，可能与不同微生物的溶磷机制

有关，本试验中，温哥华假单胞菌菌株 ＰＡＮ４数量的
增多是溶磷量增加的直接因素．因此，对温哥华假单
胞菌菌株ＰＡＮ４溶磷特性的研究，可以为进一步探讨
菌种溶磷机制打下坚实的基础．

假单胞菌是植物根系中较为活跃的一类解磷微

生物，作为生物肥料，可以提高土壤中磷的利用率，

提高作物产量［２８］．刘辉等［７］指出，来自植物根际土

壤中的微生物能够抵抗不良环境并生存，是改善植

物营养、促进植物生长的最有优势的微生物资源．温
哥华假单胞菌 ＰＡＮ４是分离自核桃根际土的１株细
菌，因此具备在核桃根际发展为优势菌株的前提．作
为底物或调节物质，磷直接参与光合作用的各个环

节［９］，本试验接种温哥华假单胞菌 ＰＡＮ４菌剂后，核
桃苗的株高、地径、净光合速率、呼吸速率和叶绿素

含量均有不同程度的增加，这可能与解磷菌剂活化

了土壤中的磷素并被核桃苗根系吸收后参与光合作

用有关．高浓度菌剂促生效应优于复合肥，加之对环
境友好、人畜安全的特点，为这一微生物肥料资源开

发利用提供良好支撑．此外，菌剂在未灭菌土中促生
效果比灭菌土好，结合余旋等［９］的报道，推测可能是

由于未灭菌土中本身含有一些解磷微生物，或者原

有微生物并未限制菌株的繁殖与发展，甚至增强温

哥华假单胞菌菌株ＰＡＮ４的解磷作用的缘故．本研究
是在人工控制条件下进行的盆栽试验，应用的菌株

获得正向效应符合大多数报道的结果［２９］．但在自然
条件下，环境因子的影响很大，为使该菌在生产中稳

定、有效地发挥作用，其定殖能力是后续研究重点之

一．许多研究认为［３０－３３］，溶磷细菌能够分泌植物激

素、ＡＣＣ脱氨酶、抗生素、嗜铁素等物质及通过溶磷
等方式调节植物微生态环境，从而起到对植物促生

防病的作用，本研究中温哥华假单胞菌 菌株 ＰＡＮ４
对核桃苗促生作用显著，但该菌是否具有分泌以上

物质的功能，有待深入探讨．
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