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木霉菌是一种传统的植物病害生物防治因子[1]袁Harman
研究还发现木霉菌具有提高作物营养利用的能力[2]遥Yedidia等
对木霉菌吸收利用微量元素并促进黄瓜生长进行了研究[3]遥
Rudresh等发现木霉菌可以在液体培养条件下溶解难溶性
磷酸盐 [4]遥 Altomare等发现袁T.harzianum菌株 T22具有溶解
可溶性或微溶性矿物质的能力袁通过螯合或降解作用来溶
解金属氧化物袁促进植物对矿物质的吸收袁提高植物的生长
量[5]遥对木霉菌解磷作用的研究可以说明木霉菌刺激作物生
长的可能机制袁同时为其作为稳定的解磷菌进行推广应用
奠定基础遥 笔者研究在液体纯培养条件下袁经 REMI转化构
建的已证明具有植物病害生物防治功能的木霉菌转化子对

磷酸盐的溶解能力袁并研究影响解磷效应的主要碳尧氮源种
类袁以期获得具有防病和解磷双重功能的木霉菌 REMI转
化子袁为今后创制多功能木霉菌剂奠定基础遥
1 材料与方法

1.1 菌株 康氏木霉菌 T30及其 REMI转化子袁由上海交通
大学农业与生物学院植科系微生物代谢实验室构建和保存遥
1.2 培养基

1.2.1 无机磷基础培养基遥 NaCl 0.1 g袁NH4Cl 1 g袁KCl 0.2 g袁
CaCl2窑2H2O 0.1 g袁MgSO4窑7H2O 1.2 g袁葡萄糖 10 g袁酵母浸汁
0.5 g袁蒸馏水 1 000 ml袁pH 7.0袁将其分装于 250 ml三角瓶袁
每瓶 100 ml袁每瓶添加磷源 0.2 g袁120 益灭菌 30 min遥供试的
不同磷源为磷酸氢钙尧磷酸铝尧磷酸铁遥
1.2.2 碳源培养基遥 将无机磷基础培养基中的葡萄糖分别
替换成果糖尧蔗糖尧麦芽糖尧木糖尧可溶性淀粉袁共设 6种碳
源处理袁加入量仍为 1 %遥
1.2.3 氮源培养基遥 将无机磷基础培养基中的氮源氯化铵

分别替换成硫酸铵尧钼酸铵尧尿素尧硝酸铵尧硝酸钠袁共设 6
种氮源处理袁每处理折合纯氮 0.264 g/L遥
1.3 方法

1.3.1 液体条件下解磷 REMI转化子的筛选遥分别将不同木
霉菌 T30及其 60株转化子在 PDA培养基上培养 4 d后产
孢袁将孢子用无菌接种钩刮下袁用无菌水稀释到 107 cfu/ml袁
吸取 1 ml稀释好的孢子悬浮液加入到装有 100 ml磷酸氢
钙培养基的三角瓶中袁设置不接菌的空白对照袁每个处理 3
次重复遥 28 益下 180 r/min摇床培养 9 d遥
1.3.2 REMI转化子对难溶性磷酸盐解磷能力的测定遥REMI
转化子 TK蛳20尧TK蛳36尧TK蛳46 及出发菌 T30在 PDA 平板上
培养产孢后袁稀释孢子浓度为 107 cfu/ml袁然后将 1 ml分生
孢子悬浮液加入 100 ml含有磷酸氢钙尧磷酸铝和磷酸铁的
无机磷基础培养基中袁每个处理重复 3次袁以未接菌的培养
基为空白对照袁28 益下 180 r/min摇床培养 9 d遥
1.3.3 碳源种类对转化子解磷效果的影响遥 转化子 TK蛳46
在 PDA平板上培养产孢子后袁 配制成 107 cfu/ml的孢子悬
液袁将 1 ml孢子悬浮液加入到含有不同碳源的 100 ml磷酸
氢钙和磷酸铝的无机基础培养基中袁每个处理重复 3次袁以未
接菌的培养基为空白对照袁28 益下 180 r/min摇床培养 9 d遥
1.3.4 氮源种类对转化子解磷效果的影响遥 方法同野 1.3.3冶遥
1.4 测定方法 培养滤液含磷量用钼锑抗比色法测定 [6]袁
pH值用雷磁 PHS蛳3C精密 pH计测定遥
2 结果与分析

2.1 液体条件下解磷木霉菌筛选结果 图 1 表明袁从
REMI转化子中可以筛选出比出发菌解磷作用更理想的菌
株袁 其中 TK蛳46解磷作用为 363.79 滋g/ml袁TK蛳2为 337.73
滋g/ml袁TK蛳47为 336.32 滋g/ml袁说明木霉菌 REMI技术改良
后可以提高其解磷的效果遥

转化子培养后滤液 pH值下降袁从 pH 7.0下降到 pH 3.0
左右遥 pH下降有利于转化子与铁尧铝尧钙尧镁等离子结合袁从
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摘要 [目的]为了获得具有防病和解磷双重功能的木霉菌 REMI转化子遥 [方法]从康氏木霉菌渊 Trichoderma koningii冤T30及其 60株
REMI渊 限制性内切酶介导的基因整合技术冤转化子中筛选出 3株解磷作用较好的转化子袁并研究不同碳尧氮源对转化子 TK蛳46解磷
作用的影响遥 [结果]结果表明袁碳源对转化子解磷能力影响较小袁而氮源的作用较大袁其中转化子在解磷过程中最适氮源是氨态氮遥
[结论]该研究为研制多功能木霉剂奠定了基础袁但完全揭示木霉菌解磷机理仍需进一步研究遥
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REMI渊 restriction enzyme mediated DNA integration冤 transformants. Furthermore, the effect of different carbon and nitrogen sources on phosphate
solubilization of TK蛳46 was investigated. [Result] Result showed that there was minor influence of carbon sources on the phosphate solubilization.
But significant influence of nitrogen sources was found on the phosphate solubilization of Trichoderma. Comparatively NH4+蛳N was subjected to be
utilized more easily by Trichoderma transformant than NO3蛳N during the solubilization of phosphate. [Conclusion] This research provided basis for
the study of Trichoderma with multiple functions. But there still needed further study to reveal the phosphate蛳dissolving mechanism of Trichoderma.
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而使难溶性磷酸盐溶解遥 但 pH下降与解磷的关系还有待
于深入研究遥
2.2 REMI转化子对难溶性磷酸盐解磷能力的测定 图 2
表明袁转化子对磷酸铝的溶解能力比对磷酸氢钙弱一些袁但
溶解能力仍保持在 300 滋g/ml以上遥转化子均不能溶解磷酸
铁遥无论是溶解磷酸氢钙还是磷酸铝袁所筛选出的转化子的
解磷能力均比出发菌 T30高遥

同样袁转化子溶解磷酸铝和磷酸铁过程中 pH值均下
降遥 由于转化子不能溶解磷酸铁袁说明 pH值下降并不是解
磷的必要条件遥

2.3 碳源种类对转化子解磷效果的影响 图 3表明袁不同
碳源对转化子 TK蛳46溶解磷酸氢钙和磷酸铝的效率不同遥
溶解磷酸氢钙的最适碳源为麦芽糖袁解磷量可以达到
373.78 ug/ml袁溶解磷酸铝的最适碳源为蔗糖袁解磷量为
302.52 ug/ml遥 麦芽糖是 TK蛳46解磷过程中最易利用的碳
源遥可溶性淀粉不利于 TK蛳46解磷作用的发挥袁在该碳源

条件下袁TK蛳46 对磷酸氢钙和磷酸铝的解磷量分别为
277.85 滋g/ml和 239.85 滋g/ml遥 总的来说袁碳源对转化子解
磷能力影响较小遥

表 1尧表 2表明袁在不同碳源条件下袁转化子 TK蛳46溶
解磷酸氢钙和磷酸铝后培养滤液 pH值都下降袁 同时发现
解磷效率与培养滤液 pH值之间不存在必然相关性袁 例如
在以蔗糖为碳源时 TK蛳46对磷酸铝的解磷量比其他碳源
的解磷量高袁但是 pH值下降却是最小的渊 表 1尧图 3冤遥

2.4 氮源种类对转化子解磷效果的影响 图 4表明袁不同
形态的氮素袁显著地影响转化子 TK蛳46溶解磷酸氢钙和磷
酸铝的能力遥TK蛳46溶解磷酸氢钙最适氮源为氯化铵袁解磷
量为 345.99 滋g/ml曰TK蛳46 溶解磷酸铝最适的氮源为硫酸
铵袁 解磷量为 288.68 滋g/ml曰TK蛳46对其他几种氮源的利用
率较小袁以尿素为氮源时对磷酸氢钙和磷酸铝的解磷量仅
为 67.63 滋g/ml和 9.29 滋g/ml袁以硝酸铵为氮源时对磷酸氢
钙和磷酸铝的解磷量仅为 96.21 滋g/ml和 6.95 滋g/ml袁说明
氯化铵和硫酸铵是 TK蛳46解磷时较易利用的氮源遥总之袁
木霉菌比较易于利用铵态氮而不易于利用硝态氮遥

表 3尧4表明袁 不同的氮源对于培养滤液 pH值的影响
不同遥 转化子 TK蛳46在以氯化铵和硫酸铵为氮源时袁磷酸
氢钙的培养滤液 pH值分别由 7.0下降到 5.12和 5.74袁磷酸
铝的培养滤液的 pH值分别由 7.0下降到 2.74和 2.86袁培养
滤液的 pH值下降较明显遥 而以尿素和硝酸钠为氮源时溶
解磷酸氢钙 pH值由 7.0升高到 7.69和 8.61遥TK蛳46在以硫
酸铵和氯化铵为氮源时袁 降低了磷酸氢钙和磷酸铝的培养
滤液的 pH值袁其解磷量也较其他氮源时高渊 结果见表 3尧图
4冤袁表明在以 NH4+蛳N为氮源时有利于降低木霉菌培养介质
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表 1 不同碳源条件下 TK蛳46溶解磷酸氢钙过程中 pH值的变化
碳源 pH值
葡萄糖 2.72
蔗糖 2.63
麦芽糖 2.71
木糖 2.75
果糖 2.77
可溶性淀粉 2.70

表 2 不同碳源条件下 TK蛳46溶解磷酸铝过程中 pH值的变化
碳源 pH值
葡萄糖 2.83
蔗糖 5.62
麦芽糖 5.07
木糖 5.24
果糖 3.34
可溶性淀粉 3.33

图 1 不同木霉菌转化子对磷酸氢钙的溶解能力
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图 2 不同木霉菌转化子对不同磷酸盐的溶解能力
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图 3 不同碳源对木霉菌转化子 TK蛳46解磷能力的影响
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图 4 不同氮源对木霉菌转化子 TK蛳46解磷能力的影响

0

100

200

300

400

磷源

CaHPO4 AlPO4

氯化铵 硫酸铵 钼酸铵
尿素 硝酸铵 硝酸钠

安徽农业科学 2007年6180



表4 不同氮源条件下 TK蛳46溶解磷酸铝过程中 pH值的变化
氮源 pH值
氯化铵 2.74
硫酸铵 2.86
钼酸铵 5.43
尿素 7.68
硝酸铵 3.48
硝酸钠 6.12

表 3 不同氮源条件下 TK蛳46溶解磷酸氢钙过程中 pH值的变化
氮源 pH值
氯化铵 5.12
硫酸铵 5.74
钼酸铵 5.76
尿素 7.69
硝酸铵 6.33
硝酸钠 8.61

的 pH值袁该菌株的解磷机制可能与质子的分泌有关遥
3 讨论

木霉菌在利用碳源过程中 pH变化与解磷作用的相关
性没有利用氮源的规律性明显袁说明解磷过程中酸度变化
与解磷相关性的规律比较复杂袁pH变化是解磷的原因还是
结果袁是否还涉及到其他因素袁尚需进一步研究遥 已有研究
表明院解磷量与培养介质的 pH之间缺乏相关性[7-9]遥 微生物
之所以能够溶解难溶性磷酸盐袁机制之一是由于其在代谢
过程中分泌质子袁 或通过呼吸过程放出的 CO2降低周围的
pH值袁从而引起磷酸盐的溶解使培养介质的酸度升高袁导
致磷酸盐溶解遥质子来源于呼吸作用和呼吸利用 NH4+袁呼吸
作用中的质子主要用来生成 NADH2尧NADHP2和 FADH2袁进
入培养介质的质子比较少袁所以袁培养介质中的质子主要来
源于 NH4+遥 Roos和 Luckner发现 Penicillum cyclopium每吸
收利用 1 mol NH4+袁就释放出等量的 H+袁使培养介质的 pH
升高[10]遥 相反袁Hynes报道当微生物吸收利用 1 mol NO3-时袁
释放出等量的 OH-或消耗掉等量的 H+袁使培养介质的 pH
升高[11]遥该研究表明院木霉菌在以 NH4+为氮源时 pH值都下降袁

而以 NO3-为氮源时 pH值升高袁与上述报道结果一致袁说明
木霉菌的解磷机制可能与代谢过程中分泌的质子有关遥

该研究结果是在液体培养基体条件下得出的袁 与自然
农田土壤条件相差很大袁因此要完全揭示木霉菌解磷机理
尚需做大量工作袁对进一步揭示木霉菌-作物共生体的营养
生理具有重要意义遥
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质参重比率分别为 79.51 %尧77.48 %尧74.12 %渊 表 4冤遥
2.2.2 有机肥改土对人参存根率的影响遥试验结果表明袁不
同有机肥种类上存根率顺序为树叶肥尧猪粪尧牛粪尧鹿粪曰鹿
粪最差袁为 48.17 %曰树叶肥最高袁为 62.67 %遥树叶肥与其他
肥料相比袁分别高出 3.78尧12.24和 14.50个百分点遥 说明树
叶肥保苗作用较好遥 从施量上看袁 顺序由低至高为 7.5尧
15.0尧22.5 kg袁存根量分别为 50.72 %尧53.52 %尧60.67 %袁说明
施用有机肥在 7.5~22.5 kg/m2范围内保苗率是随施量而增加
的遥从施肥方法上看袁单施某种有机肥不如掺树叶肥存根率
高袁 说明农田栽参大面积生产上以树叶肥掺有机肥是切实
可行的渊 表 5冤遥

3 结论与讨论

试验结果表明院人参产区资源比较丰富的猪粪尧牛粪尧
鹿粪和树叶肥均能用作改造农田土的基质袁 可达到改良农
田土壤理化性质的目的袁改良后土壤栽植人参袁能够获得相
当于或高于腐殖土栽参的产量袁其中以猪粪和树叶肥最佳曰
施用量袁猪粪尧牛粪尧鹿粪以 22.5 kg/m2袁树叶肥以 15 kg/m2

为最佳曰为了同时改变土壤物理性质和化学性质袁往往同时
施用牲畜粪和树叶肥袁因树叶肥对土壤结构改良效果高袁可
明显降低容重遥 两种肥料混合总量不超过 22.5 kg/m2袁轻型
土壤以牲畜粪为主袁少加树叶肥施肥效果为佳曰重型土壤以
树叶肥为主袁少加牲畜粪施肥效果为佳遥在进行土壤消毒处
理的基础上袁采用猪粪和树叶肥改良土壤进行农田栽参袁根
病发生率低袁优质参率高袁可以获得高产优质的农田人参遥
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表 5 有机肥改土对人参存根率的影响 %
处理 鹿粪 猪粪 牛粪 树叶肥 T量 X軍量7.5 40.10 56.51 43.49 62.76 202.86 50.72
15.0 51.56 51.82 49.74 60.94 214.06 53.5222.5 52.86 67.44 58.07 64.32 242.69 60.67
T类 144.52 176.67 151.30 188.02
X軍类 48.17 58.89 50.43 62.67
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