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摘要:以一株分离于植物根际土壤且有较强溶磷能力的真菌研究其对磷矿石的风化作用 。对该菌株的 ITS序

列进行 PCR扩增及序列测定后 ,再结合该菌株的形态特征对其进行鉴定 ,结果为黑曲霉(Aspergillusniger)。用

ICP-OES测定培养液中的 Ca2+浓度 ,磷钼比色法测定可溶性磷的含量 ,电子探针、透射电镜和能谱仪分析菌株

作用后的残留物 。培养液中的 Ca2 +浓度由第 3天的 10.02 mg/L增加到第 30天 的 217.61mg/L,可溶性磷的

浓度由第 3天的 5.37mg/L增加到第 30天的 921.37mg/L;风化过程中形成了大量的次生矿物草酸钙 ,大分子

有机物形成的生物膜以及菌丝体穿插破坏矿物颗粒促进磷矿石的风化 。表明该菌株对磷矿石有较强的风化

能力 ,黑曲霉生长产生的生物物理破坏作用和胞外分泌物的生化降解作用是引起磷矿石风化的主要因素 。
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　　微生物在自然界普遍存在 ,其在营养元素的

生物地球化学循环以及生物非必需元素的活化与

固定中起相当重要的作用
[ 1]
。磷矿石作为地球

上最重要的含磷矿产资源 ,其主要矿物组成是磷

灰石。研究微生物对磷矿石的风化作用对认识磷

的生物地球化学循环 、土壤的形成与演化 、土壤肥

力的形成 、植物的矿物营养研究中有重要意义。

微生物对磷矿石的风化作用主要有微生物代谢产

物造成矿物的风化溶解
[ 2-6]
,络合作用

[ 7-9]
和微生

物的数量增多或体积增大而导致的矿物风化作用

等
[ 5-11]
。磷矿石属不可再生资源 ,大规模的磷矿

开采造成资源逐年减少 ,而磷矿开采产生的废弃

物也给生态环境带来严重影响 。微生物溶解矿物

具有能耗低 、污染小的特点
[ 12]
,尝试利用微生物

作用的方式来解决磷矿资源开发利用与环境保护

相矛盾的问题更具有经济与社会意义 ,但前提必

须弄清微生物与磷矿石相互作用的机制与过程。

微生物对磷矿石的风化作用与所用菌种及环境条

件密切相关 。目前 ,磷矿石的微生物风化过程中

生物物理作用的研究关注不多
[ 13, 14]

。本文利用

一株分离自植物根际有较强溶磷能力的真菌研究

其对磷矿石的风化作用。探讨真菌对磷矿石风化

作用机制 ,分析风化作用过程中的生物物理作用。

为磷矿石的开发利用提供基础资料 。

1　材料与方法

1.1　磷矿石

　　磷矿石采自贵州省开阳县 ,磷矿石经岩石薄

片显示磷灰石矿物以椭球状集合体形式存在 ,颗

粒大小 0.05 ～ 0.1 mm左右 ,颗粒支撑和基质支

撑 ,胶结物为胶磷矿;磷矿石样品中还含有少量的

方解石 、粘土矿物等副矿物 。根据 X射线衍射结

果得出其矿物组成为:磷灰石 91.1%;石英

1.98%, 高岭石 1.7%, 伊利石 2.46%, 蒙脱石

2.45%,非晶质 0.31%。其化学成分分析见表 1。
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表 1　磷矿石的化学成分(%)

Table1.Elementcompositionoftheapatite
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O Na

2
O Fe

2
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Al

2
O

3
SiO

2
P
2
O

5
TiO

5
MnO

2 其他

51.37 0.47 0.14 0.31 1.04 0.63 2.90 36.46 0.07 0.05 6.56

1.2　菌种分离纯化与鉴定

从中国科学院地球化学研究所园区内植物根

际取土样 ,在含无机磷的固体培养基上利用稀释

平板法分离到多株溶磷性真菌 ,以培养基上溶磷

圈大小为根据(溶磷圈大则溶磷能力强),从中筛

选出一株溶磷能力较强的菌株 ,按菌落及菌丝的

形态特征进行初步鉴定;然后对该菌株的 ITS序

列进行 PCR扩增(ITS序列引物为 ITS5和 ITS4),

将扩增产物测序 ,获得的 ITS序列在 Genbank中

比对
[ 15]
,此菌株与 AspergillusnigerstrainUWFP

515相似性达到 100%,认定该菌株为黑曲霉(As-

pergillusniger),此结果提交到 GenBank,此菌株编

号为 DQ834378。以上过程所用试剂皆购于 Bio-

Rad公司 。

1.3　真菌与矿粉作用

在 250mL三角瓶中 ,加入 100 mL马铃薯蔗

糖培养基及磷矿石粉(过 100目筛)5g, 1×10
5
Pa

灭菌 30 min。冷却后 ,无菌操作接入事先准备好

的真菌悬液 1 mL(悬液中孢子数浓度约为 10
5

mL
-1
),同时设定不接菌种的对照组 ,置 25 ℃培

养 ,设 6个重复。

1.4　Ca
2+
浓度及可溶性磷的测定

用电感耦合等离子体 -发射光谱仪 (美国

Varian公司 VistaMPX型 , ICP-OES)测定培养液

中的 Ca
2 +
浓度 ,用磷钼比色法测定培养液中的可

溶性磷的质量浓度。

1.5　残留物分析

电子探针及 EDS分析:风化作用 30天后的

固体残留物经冷冻干燥后 ,将其分散在导电胶上 ,

在表面喷镀导电碳膜 ,最后用电子探针及 EDS仪

进行分析(日本岛津 EPMA-1600型电子探针 ,仪

器的工作参数为:加速电压 25kV,速流 0.25 nA,

扫描二次电子成像;EDS的工作参数为:加速电

压 25kV,速流 0.45nA,束斑直径 0.1μm)。

透射电镜分析:将风化作用 30天后液体样品

充分摇匀 ,取一小滴液体样品于微筛铜网上 ,自然

凉干后 ,用透射电镜和能谱仪分析培养液中有机

物质与矿物间相互作用过程 (日本 NEC公司

JEM-2000FXⅡ透射电镜 ,仪器工作参数:加速电

压 160kV,速流 82μA;能谱仪:OxfordLinkISIS;

EM-ASID20扫描成像系统)。

2　结果与讨论

2.1　培养液中 Ca
2 +
质量浓度和可溶性磷的质量

浓度变化特征

　　每 3 d取培养液过滤 ,测定滤液中 Ca
2+
质量

浓度和可溶性磷的质量浓度。图 1显示黑曲霉作

用下 ,培养液上清液中主要 Ca
2 +
和可溶性磷的质

量浓度随时间的变化特征 。

图 1　黑曲霉对磷矿石风化作用过程中 Ca2+和可溶性磷

的质量浓度随时间的变化特征(n=6, P<0.05)。

Fig.1.ThevariationcharacteristicsofthecontentsofCa2+

anddissolvedPinsupernatantwithtimeduringtheprocess

(n=6, P<0.05).

图 1表明 ,在此作用阶段内 , Ca
2 +
和可溶性磷

的质量浓度均随着培养时间的增加而增加 , Ca
2+

质量浓度由第 3天(第一次取样)时的 10.02 mg/

L(处理组浓度减去相应对照组浓度)增加到第 30

天 的 217.61 mg/L,可溶性磷的质量浓度由第 3

天时的 5.37mg/L增加到第 30天的 921.37 mg/
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L。 Whitelaw等人
[ 5]
研究 Penicilliumradicum对不

同的磷灰石的溶解作用时发现 ,当作用到第 20天

时 ,从 CaHPO4溶出的可溶性磷的质量浓度达到

475mg/L。通过比较可认为黑曲霉在此培养条件

下对磷矿石有较强的风化能力 。

2.2　固体残留物的电子探针扫描分析

对未经黑曲霉作用和经黑曲霉作用 30天后

的残体进行电子探针扫描及 EDS分析 ,结果见

图 2。

图 2　菌体矿物复合体的电子探针及相应 EDS图(图中箭头所指矩形区为能谱仪分析区):

(a)未经作用的矿粉;(b-d)作用 30天后形成的菌体矿粉复合体

Fig.2.ElectronprobeandEDSimagesofthecompoundsofmyceliumandminerals.(TherectanglearearepresentsEDS

analyticpoint).a.illustratesunprocessedmineralpowder, b-d.illustratesprocessedmineralpowderafter30days.

　　图 2(a)表示未经作用的磷矿石粉 ,矿粉颗粒

的棱角分明 ,大小不等 ,且大的矿粉颗粒较多。图

2(b-d)为直接风化作用后的扫描图 ,从图可以看

出:矿粉颗粒被菌丝紧紧的包裹;黑曲霉生长产生

的分泌物将矿粉颗粒胶连 ,矿粉颗粒呈现出已无

规则状 。大颗粒矿石表面被分泌物溶蚀 ,形成较

多如图 2(b)中 b2和图 2(d)中 d3样的溶蚀坑 ,

菌体矿物复合体中形成较多细小的溶蚀洞 ,增加

了黑曲霉菌丝及其代谢物与其它矿石颗粒接触的

面积。从图 2(b)和图 2(c)可发现较多大小规则

成串状的颗粒体 ,如图 2 (b)的 b1和图 2(c)的

c1和 c2处 ,分布在矿石颗粒与菌丝体周围 。 b1

和 c2处的串状颗粒穿过溶蚀洞缠绕住矿石颗粒;

c1处的串状颗粒穿过大的矿石颗粒后伸向其它

矿石颗粒;图 2(c)中能谱仪分析区域的串状颗粒

包裹矿石颗粒 。经能谱仪分析球状颗粒 ,其结果

是类似于草酸钙的次生矿物。草酸钙的生成与

Burford等人研究真菌对矿物岩石的生物风化作

用时次生矿物的生成促进风化的结论一致
[ 1]
。

草酸钙颗粒的排列比较规则 ,产生此现象的原因

是菌丝体处于生长期时 ,附着在菌丝体上 ,当菌丝

体解体后 ,也就保留原来的存在形态 ,该结果是此

次研究中的新发现。因而 ,可从串状次生矿物的

分布形态推测菌丝对矿粉颗粒的机械破坏作用过

程:即串状次生矿物穿透矿粉颗粒进行破坏作用

[图 2(b),图 2(c)] ;串状次生矿物缠绕在矿石颗

粒上 ,可认为菌丝体和大分子有机物形成的生物

膜将矿石包裹而溶蚀矿物;这是菌丝对矿物进行

生物物理破坏作用的佐证。图 2(d)中颗粒经能

谱仪成分分析可推测为草酸钙晶体颗粒(图 2(d)

中方框区域为能谱分析区),它以扁平的盘状形

态出现 ,因此可认为黑曲霉成因的草酸钙有多种

形态 ,有盘状 、球状 [图 2(d)中 d2]等。 Warren和

Haack
[ 16]
研究水体环境中金属迁移转化的生物地

球化学控制作用时 ,认为矿物结晶与水体环境中

有机物种类 ,环境条件等有关。因此 ,形成草酸钙

不同晶形的原因可能与黑曲霉不同的生长时期的

代谢分泌物 ,培养环境有密切相关 。真菌作用形

成的草酸钙在生物化学和地球化学作用过程中有

重要的影响 ,一方面它可成为生态系统中的钙库 ,
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另一方面它能对磷的生物地球化学循环产生重要

影响
[ 8, 17, 18]

。

2.3　培养液中有机成分与矿物间的相互作用过

程的透射电镜分析

　　黑曲霉与磷矿石粉风化作用 30天后 ,培养液

中有机成分与矿物间相互作用的微观过程如图 3

所示:首先 ,矿物被生物膜包裹;然后 ,菌丝体和大

分子有机物风化剥蚀矿物;之后 ,菌丝体与矿物进

一步发生相互作用。

图 3　黑曲霉对矿物风化过程透射电镜照片(图中矩形区为能谱仪分析区):

a.矿物被生物膜包裹;b.菌丝体和大分子有机物风化剥蚀矿物;c.菌丝体与矿物相互作用过程

Fig.3.TEMmicrographsofweatheringtophosphoriterockbyfungi(TherectanglearearepresentsEDSanalytic

point).a.mineralsenclosedbybioflim;b.mineralssufferingfromweatheringdenudationbymyceliumand

macromolecularorganiccompounds;c.myceliumerodedminerals.

　　图 3(a)表示矿物被黑曲霉分泌的大分子有

机物如多糖类物质包裹形成生物膜 ,生物膜内对

矿物进行风化作用 ,图中颜色较深处为矿物成分

(右边为方框区域的能谱图 ,分析表明其主要成

分为磷灰石 ,其中铁元素的含量相对较高),颜色

较浅处为有机成分 ,矿物已呈现出无规则状;图中

a1处显示柱状形的磷灰石矿物已被有机物完全

包裹。 Jayasinghearachchi和 Seneviratne研究了几

种不同的溶磷真菌和细菌对磷灰石的溶解 ,发现

能形成生物膜的微生物溶解磷灰石的能力强 ,因

此生物膜的形成将促进矿物的风化
[ 19]
。图 3a中

a2显示出矿物晶体被有机物交联的状态 。

图 3(b)表示菌丝体及黑曲霉分泌物风化剥

蚀矿物的过程 , b1处显示有机物从矿物边沿处风

化剥蚀矿物晶体 ,产生出大量且小的剥落碎片 ,剥

落碎片与大分子有机物充分混合;b2处为菌丝体

穿插矿物晶体 ,将大的矿物晶体风化剥蚀成小碎

屑块 ,菌丝体以及有机物将碎屑块交结成团。图

3(b)右边为方框区域的能谱图 ,图中 P和 K含量

相对较高 ,且出现了磷矿石能谱图(图 3b右下部

分所示)上不存在的 Na、Mg、Si、S和 Cl元素 ,这些

元素都是生物体生长所需 ,因而可认为生物有机成

分与溶蚀的矿物成分形成了菌体-矿物复合物。

图 3(c)表示菌丝体与矿物晶体相互作用的
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微观过程 , c1和 c2处显示出菌丝穿插矿物晶体 ,

其中部分菌丝体缠绕矿物晶体进行破碎作用;

Jongmans等研究结果认为真菌菌丝能伸入钾长

石矿物颗粒中促成矿物孔洞的形成
[ 20]
。菌丝表

面有较多的 10 ～ 20 nm的小颗粒 ,对菌丝体附着

的小颗粒物进行能谱分析(图 c右下部分所示),

结果表明其中 Mg和 Mn的质量含量较高 ,但不知

其矿物类型 ,可能是菌丝体外鞘的组成成分
[ 21]
,

其作用是增强菌丝的抗压能力 ,利于菌丝的机械

破坏作用。

通过黑曲霉对磷矿石风化的微观过程的分

析 ,表明菌丝体和大分子有机物形成生物膜以及

菌丝体的机械破坏和剥蚀作用是造成磷矿石风化

的重要原因 。

3　结　语

(1)以风化作用时培养液中离子浓度的变化

特征及风化过程的微观分析表明 ,黑曲霉对磷矿

石有较强的风化作用 。

(2)黑曲霉分泌的胞外大分子物质可直接或

间接地促进矿物风化 ,一方面通过胞外大分子物

质的络合作用直接破坏矿物晶格中的某些化学

键 ,如草酸钙的大量产生 ,促进了磷的释放和钙积

累;另一方面胞外大分子物质对矿粉颗粒的黏附

作用也有利于矿物的风化 。

(3)黑曲霉菌丝体的生物物理作用是造成矿

物风化的重要因素。其中菌丝的穿插破碎矿物以

及菌丝和分泌物形成生物膜包裹矿物等是以往研

究所关注不够的地方 。

总之 ,黑曲霉生长产生的生物物理破坏作用

和胞外分泌物的生化降解作用是引起磷矿石风化

的主要因素 。
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EFFECTOFASTRAINOFAspergillusNigerONWEATHERINGOFPHOSPHORITE

CHENShu1, 2 , LIUCong-qiang2 , LIANBin2

(1.KeyLaboratoryofSolidWasteTreatmentandResourceRecycle, MinistryofEducation,

(SouthwestUniversityofScienceandTechnology), Mianyang, 621010, China;

2.TheStateKeyLaboratoryofEnvironmentalGeochemistry, InstituteofGeochemistryChineseAcademyofSciences, Guiyang550002, China)

Abstract:Theaimofthisstudyistoexaminetheeffectofaphosphate-solubilizingfungusisolatedfromtherhizo-

sphereofplantontheweatheringofphosphoriterock.ThefungalITSsequencewasamplifiedbythePCRmethod

withgeneralprimersofITS5 andITS4, andsequenced.Thefunguswasidentifiedbythemethodsofidentifyingmor-

phologicfeaturesandcomparingITSsequencesinGenbank.ThefunguswasAspergillusniger.Thesupernatantliquid

collectedatdifferentincubationperiodswasdeterminedfortheconcentrationsofCa2+ byICP-OES, theconcentra-

tionsofsolublephosphorusbythemolybdenumphosphoruscolorimetricmethod.Theresiduesweremicromorphologi-

callyanalyzedbyelectronprobeandTEM.TheresultindicatedtheconcentrationsofCa2+inthesupernatantliquid

rosefrom10.02 mg/Lonthethirddayto217.61 mg/Lonthe30thday, andtheamountofthesolublephosphorus

increasedfrom5.37 mg/Lonthethirddayto921.37 mg/Lonthe30thd.Duringweathering, manysecondary-min-

eralssuchascalciumoxalatewereproduced, biofilmwasformedbymacromolecularmetabolitesandfungalmycelium

erodedminerals, thusacceleratingweathering.Thefungalmyceliumerodedmineralsandacceleratedweathering.

Basedonexperimentalresults, itisconcludedthatithadastrongereffectontheweatheringtophosphoriterock, and

themechanicalbreakageofthemyceliumgrowthandbio-degradationofextracellularmacromoleculesarethemain

reasonsformineralbio-weathering.

Keywords:phosphate-solubilizingfungus;phosphoriterock;weathering;identification
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