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一株具紫色土亲和性解钾菌的筛选及促生效应①
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摘要:解钾菌能改善土壤钾素有效性.为筛选具紫色土适应能力的土著解钾菌应用于专用微生物肥料,以实现替代

钾肥的不当使用和提高钾素的利用率.本研究从重庆市北碚区紫色土中筛选出1株解钾菌(XD-K-2).结合菌体及菌

落形态学特征、生理生化试验结果,以及基于16SrDNA的系统发育分析,该菌被鉴定为环状芽孢杆菌(Bacillus

circulanssp.),并命名为B.circulansXD-K-2.测定其对钾长石的解钾能力,XD-K-2解钾量达到12.8mg/L,与

不接种对照相比,可溶性钾含量增加124%.小白菜促生试验表明,接种XD-K-2能显著促进小白菜的生长,在提高

小白菜株高、总根长、地上部鲜/干质量等植物营养指标和紫色土可溶性钾素养分方面达到了施用钾肥的效果.综

上,菌株XD-K-2是一株具紫色土高亲和性的解钾菌,可作为微生物钾肥研究候选菌株.
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钾是植物必需的三大营养元素之一[1],可促进植物的生长发育,参与细胞渗透作用和物质运输,提高

酶活性,增强植物对氮素的利用,促进蛋白质和糖类物质的合成等.紫色土包含的中层状硅酸盐矿物种类

繁多[2],其全钾含量约高于地壳平均含钾量,在全国各类土壤中含钾量居中上水平,但紫色土的速效钾含

量并不高,平均仅79mg/kg[3].土壤中的钾主要以钾长石、云母等硅铝酸盐含钾矿物形式存在,难被植物

吸收利用[4].为弥补钾素不足,化肥被大量应用于农业生产,但化肥的长期施用,不仅影响作物品质,破坏

土壤结构,降低有机质含量[5],还会破坏生态平衡,不利于农业的可持续发展[6].因此,需要寻求一条既能

缓解紫色土钾素亏缺,又着眼于农业生态环境保护,同时亦能达到农业高产、稳产的生物途径.
解钾菌即硅酸盐细菌,1912年Bassalik首先从蚯蚓肠道中分离出1株解钾菌,1939年研究人员从土壤

中分离出这种细菌并命名为硅酸盐细菌(Silicatebacterium).自1950年前苏联学者亚历山大罗夫[7]从土壤

中分离出具有释放铝硅酸盐矿物中钾元素能力的硅酸盐细菌后,人们便试图利用其改善土壤中严重缺乏有

效态钾的状况.解钾菌能通过分泌柠檬酸、草酸、酒石酸、乙酸等有机酸分解土壤中的硅铝酸盐矿物,是土

壤中的一种特殊功能菌[8].它不仅能补充土壤中的速效钾含量[9],有些解钾菌还具有溶磷固氮能力,改善

植物的氮磷营养[10].由于解钾细菌的独特作用,已广泛应用于微生物肥料、冶金、采矿和饲料工业上[11],

尤其是微生物肥料由于能提高农作物品质和产量[12],增加土壤生物多样性等特点,其发展和应用受到人们

的日益关注.富钾的紫色土钾素形态分配及其转化研究相当薄弱[13],若能利用对紫色土具有亲和性的解钾

菌的特殊代谢功能加速紫色土中钾的释放,为作物提供有效钾,可能是解决紫色土钾素缺乏的一个可行途

径.但解钾菌作为一种微生物接种剂,其有效性一直是人们争议的热点[14].
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小白菜(BrassicarapaL.ChinensisGroup.)作为人们主食的蔬菜之一,其生长速度快、生物量大[15].
重庆地区小白菜种植面积广、品种多,且小白菜对土地肥力状况反应较敏感,是一种可行的肥效试验材料.
本研究从重庆地区紫色土中筛选得到了1株解钾菌,检测其解钾活性,进行了形态学、生理生化鉴定和

16SrDNA鉴定.并测定其对小白菜的促生效应,为开发紫色土资源,充分发挥紫色土钾素的潜力,进一步

研究紫色土中解钾菌的分类地位和高亲和性微生物钾肥的开发利用提供了理论依据.

1 试验材料与方法

1.1 供试土壤

采集重庆市北碚区紫色土,取样地点为种植蔬菜10a以上,且蔬菜产量和质量都较高的种植区.
将土样混匀,置于冰桶内,带回实验室于4℃冰箱保存备用.土壤基本理化性质见表1,测定方法见

参考文献[16].
表1 供试土壤基本理化性质

供试土壤 pH
有机质/

(g·kg-1)

全氮/

(g·kg-1)

全磷/

(g·kg-1)

全钾/

(g·kg-1)

碱解氮

/(mg·kg-1)

速效磷

/(mg·kg-1)

速效钾

/(mg·kg-1)
紫色土 7.5 8.44 0.920 0.539 16.7 43.2 11.0 65.3

1.2 培养基

解钾菌选择培养基[17]:蔗糖10.0g;酵母粉0.5g;0.5gMgSO4·7H2O;1.0g(NH4)2SO4;2.0g
Na2HPO4;1.0gCaCO3;钾长石粉1.0g;琼脂15g;去离子水1000mL;pH7.0.

LB(Luria-Bertani)培养基:胰蛋白胨10g;酵母粉5g;10gNaCl;琼脂15g;去离子水1000mL,

pH7.0.
1.3 解钾菌的分离、纯化

称取10g紫色土溶于90mL无菌水中,28℃、120r/min振荡2h,选择稀释梯度为10-5,10-6和

10-7,分别取100μL涂于解钾菌选择培养基上,28℃培养3d.挑取周围有透明圈的菌株,使用划线法于

解钾菌选择培养基分离纯化,直至纯培养后转接至LB斜面培养,-80℃保存菌种.
1.4 解钾菌的鉴定

1.4.1 形态学及生理生化鉴定

将保藏的菌种经解钾菌选择培养基活化后,观察其菌落形态特征;然后再挑取菌株进行革兰氏染色、

荚膜染色和芽孢染色后于显微镜下观察菌体形态[18].并参照《常见细菌鉴定手册》[19],对解钾菌进行生理生

化测定.
1.4.2 16SrDNA分子生物学鉴定

菌种活化后,接种于LB液体培养基,28℃,120r/min振荡培养24h,再采用TAKARAMiniBEST
BacteriaGenomicDNAExtractionKitVer.3.0提取细菌全基因组DNA,以此为模板进行聚合酶链式反应

(PCR).使用通用引物27F:5-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3,1492R:5-TACGGTTACCTTGT-
TACGACTF-3.PCR反应体系(50μL)为:PremixTaq(TakaraTaqTMVersion2.0plusdye)25μL,引

物27F和1492R各2μL,模板DNA1.0μL,去离子水20μL.扩增条件为:95℃预变性5min,95℃变性

60s,55℃退火60s,72℃延伸2min,循环30次,然后72℃延伸10min,得到扩增后的DNA样品.将

PCR扩增产物送交上海英潍捷基贸易有限公司纯化、测序.所得测序结果在NCBI进行BLAST比对,以

MEGA6.06软件的Neighbor-join法构建系统发育树.
1.5 解钾菌的解钾能力测定

首先配制LB液体培养基,取100mL培养基分装于250mL三角瓶中.高压灭菌后,接种筛选菌株,

28℃、120r/min培养24h,调整发酵液菌体浓度至108cfu/mL,备用[20].
再配制解钾菌选择液体培养基,取100mL选择培养基分装于250mL三角瓶中,121℃,30min灭菌
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后,试验组接种解钾菌发酵液2mL,对照组加2mL未接菌的LB液体培养基,每个处理重复3次.28℃、

120r/min培养7d.用稀释平皿菌落计数法(解钾菌选择培养基,28℃培养3d)测定发酵终止的菌数;用

pH计测定发酵终止的pH;取发酵液5000r/min离心10min,收集10mL上清液,加入2mL6% H2O2
消煮1h,定容至10mL,采用火焰光度法[7]测定发酵液中可溶性钾含量.
1.6 解钾菌对小白菜的促生效应

试验共计4个处理,每个处理重复4次,试验设计见表2.肥料用量为 N:0.2g/kg、P2O5(P):

0.15g/kg、K2O(K):0.2g/kg,按底肥一次性施入,肥源依次为尿素、过磷酸钙和氯化钾.
紫色土(土壤基本理化性质见表1)经灭菌(121℃,120min)风干后,取花盆装土1.5千克/盆,按试验

设计用量施入肥料.
试验材料为超纯四季小白菜;试验地点设置于西南大学资源环境学院盆栽场;试验时期为2014年4月

至2014年6月.
表2 解钾菌对小白菜的促生效应实验设计

试验设计 不同处理 肥料处理 接种处理(10mL/株)

对照组 CK1 不施肥 LB液体培养基

CK2 N,P LB液体培养基

CK3 N,P,K LB液体培养基

试验组 XD-K-2 N,P XD-K-2菌悬液

  施肥10d后,取若干小白菜种子,用10% H2O2 浸泡10min,无菌水冲洗3~5次,风干后,按每盆

10~15粒播种.出苗后分次间苗,三叶期预定苗(5株/盆),5d后依生长势一致间苗,每盆定苗3株.定苗

后灌根接种:对照组为每盆30mLLB液体培养基;试验组分别灌根等体积的XD-K-2菌悬液(活菌数为

108cfu/mL).随机放置.
接种30d后,采样测定各项指标包括:株高、茎粗(游标卡尺测量)、总根长(EPSONV700Photo扫描

根系)、最大叶片叶面积和地上部/地下部鲜质量;于105℃杀青10min后,80℃烘干至恒重,分别测定植

株地上部/地下部干质量;采集土壤,风干后,用于土壤全钾和速效钾含量的测定[16].
1.7 数据处理

使用SPSS18.0进行单因素方差统计分析,应用Duncan多重分析法对试验数据进行多重比较分析.

2 结果与分析

2.1 解钾菌的分离结果

通过解钾菌选择培养基的筛选,分离纯化得到1株(XD-K-2)能在解钾菌培养基上生长(图1),且产生

溶钾圈的解钾菌.

图1 XD-K-2菌株芽孢染色及培养基解钾图
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2.2 菌株的鉴定结果

2.2.1 形态及生理生化特征

该菌株在固体解钾菌选择培养基(35℃)上的形态为菌落湿润凸起、乳白色、边缘整齐.革兰氏染色

为阳性,孢子呈椭圆型,孢子囊明显膨胀,生长位置为中生到次端生,荚膜肥厚.培养1~2d的菌落直

径为1~2mm,3~5d为5~7mm.XD-K-2生理生化特征表明:菌株接触酶、氧化酶、硝酸盐还原及柠

檬酸盐利用等试验呈现阳性,能水解淀粉、液化明胶(表3).
表3 菌株XD-K-2生理生化特征

特  征 菌株XD-K-2 特  征 菌株XD-K-2

接触酶试验 + D 葡萄糖产酸 +

氧化酶试验 + D 木糖产酸 +

V-P试验 - 明胶液化 +

M-R试验 + 葡萄糖产气 -

淀粉水解 + 吲哚试验 -

硝酸盐还原 + 柠檬酸盐利用 +

苯丙氨酸脱氨酶 -

  注:“+”表示反应为阳性,“-”表示反应为阴性.

2.2.2 16SrDNA系统发育分析

对分离出的1株解钾菌进行16SrDNA测序,将测序结果提交GenBank.通过NCBI的GenBank数据

库进行Blast比对,从结果中选取具有代表性的菌株,用 MEGA6.06软件程序中的Neighbor-Joining法构

建基于16SrDNA序列的系统发育树.基于16SrDNA系统发育分析结果表明,XD-K-2菌株与登录号为

HQ003414的环状芽孢杆菌处于同一最小分枝,且与多株芽孢杆菌属菌株相似度达到98%以上(图2).结

合形态学及生理生化分析判断,本次研究筛选的解钾菌属于环状芽孢杆菌(Bacilluscirculanssp.),将其

命名为B.circulansXD-K-2.
自从亚历山大罗夫[7]从土壤中分离出解钾菌并获得纯培养,并对该菌进行了较为详细的形态学研究以

来,国内外对解钾菌也进行了大量的研究.已有研究表明,从紫色土中成功分离出包括胶冻样芽孢杆菌

(Bacillusmucilaginosus)[21-22]和蜡质芽孢杆菌(Bacilluscereus)[22]等解钾菌,而直接从紫色土中分离出

较强解钾能力的环状芽孢杆菌(B.circulans)则鲜有报道.

2.3 解钾菌的解钾能力

XD-K-2在摇瓶条件下表现出较强的分解钾长石的能力(表4).以钾长石为底物,该菌能分解钾长石释

放出可溶性钾.培养7d,菌株可以从钾长石中分别释放23.2mg/L钾,较对照高出124%,解钾率达到

1.80%,高于钮旭光等[14]分离的6株解钾菌的解钾能力;与盛下放[23]的研究结果基本保持一致.
表4 XD-K-2菌株的解钾能力

菌株 可溶性钾含量/(mg·L-1) 增加量/% pH 值 菌体浓度/(cfu·mL-1)

CK 10.3±0.15b - 6.7a -

XD-K-2 23.2±0.79a 124 4.7b 7.42×107

  注:同一列中不同字母表示不同处理间差异有统计学意义p≤0.05,下同.

关于解钾菌解钾机理的报道较多,贺积强[21]等研究表明硅酸盐细菌溶磷、解钾量与pH值的降低呈正

相关;盛下放[23]等对解钾菌解钾机理探讨表明,解钾作用是通过NBT菌株产生的有机酸、氨基酸的酸溶

以及有机酸、氨基酸和荚膜多糖的络合作用共同实现的.本次研究处理组接种解钾菌后,溶液pH值显著降

低,表明XD-K-2分解钾长石可能与其生长过程中分泌有机酸有关.
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图2 基于16SrDNA序列同源性的解钾菌系统发育树

2.4 解钾菌对小白菜和土壤的影响

2.4.1 小白菜生物量

小白菜的株高,茎粗,单株总根长和单株叶面积生物量指标测定结果见表5.接种XD-K-2处理的小白

菜生物量指标均显著高于3个对照处理(p≤0.05).尤其值得注意的是,与施全量K肥的CK3相比,XD-

K-2提高小白菜的株高、茎粗、总根长和叶面积分别达22.61%,13.99%,177.70%和72.32%.
表5 接种解钾菌对小白菜农艺性状的影响

处理 株高/cm 茎粗/mm 总根长/cm 叶面积/cm2

CK1 16.83±0.76d 1.84±0.12b 275.36±48.66c 58.07±10.99d

CK2 20.33±1.25c 1.82±0.09b 142.02±14.72c 112.50±39.55c

CK3 24.33±1.89b 1.93±0.09b 410.91±96.39b 168.94±20.24b

XD-K-2 29.83±1.89a 2.20±0.03a 619.18±68.81a 291.12±15.82a

2.4.2 小白菜干物质积累情况

小白菜的干物质积累情况见表6.与小白菜生物量指标测定结果一致,接种 XD-K-2处理的小白

菜干物质量积累均显著高于CK1和CK2处理(p≤0.05);与施全量 K肥的CK3相比,XD-K-2提高

小白菜的地上部鲜质量、干质量分别达92.02%,50.84%;XD-K-2处理与CK3对提高小白菜地下部

干质量差异不显著.
上述结果说明,接种XD-K-2能显著促进小白菜的生长,在提高小白菜株高、叶面积、总根长、地上部

鲜质量、干质量等植物营养指标方面,达到了施用钾肥的效果.
表6 接种解钾菌小白菜的干物质积累状况

处理 地上部鲜质量/g 地上部干质量/g 地下部鲜质量/g 地下部干质量/g

CK1 7.04±1.46d 0.86±0.10c 0.56±0.13c 0.12±0.04b

CK2 17.19±0.65c 1.24±0.13c 0.52±0.10c 0.07±0.02b

CK3 39.61±3.52b 2.99±0.49b 1.31±0.13b 0.21±0.04a

XD-K-2 76.06±6.79a 4.51±0.46a 1.92±0.64a 0.28±0.08a
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2.4.3 土壤钾素养分变化

土壤全钾、速效钾测定含量见表7.如图所示,接种XD-K-2后,土壤全钾含量与其他处理差异不显著;

接种XD-K-2后,土壤速效钾含量显著高于其他处理,且与施全量K肥的CK3相比,可溶性钾含量提高

34.06%.说明本试验中XD-K-2菌株定植于植物根际,其生长代谢过程有利于紫色土中钾离子的释放,能

有效弥补紫色土钾素供应不足.
表7 接种解钾菌对土壤钾素的影响

处理
全钾/

(g·kg-1)

速效钾/

(mg·kg-1)
处理

全钾/

(g·kg-1)

速效钾/

(mg·kg-1)

CK1 15.4±1.4a 45.4±4.5b CK3 16.6±1.0a 51.6±6.6b

CK2 15.7±0.9a 45.6±1.8b XD-K-2 16.8±0.4a 61.8±3.4a

  自1912年以来,解钾菌备受关注,人们在高效解钾菌的筛选、解钾能力测定、解钾作用机制和优良菌

株的选育等方面进行了广泛研究[24].虽然它们对矿物中元素有特殊的利用能力,能在以钾长石、云母为钾

源的培养液中生长得很好[25].但是,其依然存在解钾效率低、解钾速度慢、解钾成本过高等问题,大大限制

了其推广与应用.钾细菌的解钾作用和肥效研究,一直存在争议:一方面,易浪波等[1]从土壤中筛选得到4
株高效解钾菌;钮旭光等[14]研究了解钾菌的解钾活性,并在电镜下观察了解钾菌对钾长石结构的改变,发

现解钾菌对含钾矿物确有溶解作用,能使固定钾转化为可溶性钾,对油菜的生长及产量提高均有促进作

用;林启美等[26]将解钾菌接种到种植有番茄的土壤中,发现解钾菌能在番茄的根际和非根际大量繁殖,还

能增加番茄的产量.另一方面,亦有研究表明解钾菌没有明显的解钾效果[27],这可能与解钾菌筛选培养基

的选择[28]、是否驯化[29]、接种浓度的控制[30]、不同生存条件[31]、季节变化[32]以及对病原菌是否有拮抗作

用[33]等有关.
本研究结果证明,在盆栽条件下接种XD-K-2能显著促进小白菜的生长,达到施用钾肥的效果.
解钾菌本身并不是肥料,该菌只有在植物根部形成优势菌落时其解钾能力才能体现.我国生产的微生

物肥料种类繁多,不少品牌宣传其含有的有益微生物种类数多,这种宣传是不合理的,只有针对植物和土

壤适宜的菌种搭配才能取得良好的效果[34].因此,研究解钾菌对供试土壤是否具有亲和性、在根际环境中

的成活率、定殖情况及与土著细菌和其他微生物的竞争尤为重要.另外微生物肥料的目的在于改善植物营

养成分,刺激生产和抑制病菌等综合作用,而非单纯的解钾效果.本研究在液体培养条件下测定了XD-K-2
的解钾能力,并在盆栽条件下分析了接种XD-K-2对小白菜的促生效应.我们还将在后续试验中继续研究

如何保持菌种的稳定性和解钾能力的持续性、测定液体培养条件下溶液中有机酸种类和含量,以进一步揭

示其解钾机制以及XD-K-2对紫色土地区其它农作物是否具促生作用和稳定的生态适应性等.本研究有望

为紫色土高亲和性解钾菌的筛选和微生物肥料的应用提供理论依据和物质基础.

3 结 论

研究采用选择培养基从紫色土中筛选出1株解钾菌(XD-K-2),经鉴定为环状芽孢杆菌(Bacilluscir-
culanssp.),并命名为B.circulansXD-K-2.

实验室条件下,XD-K-2能分解钾长石,与不接种对照相比,发酵液中可溶性钾含量提高达124%.
盆栽条件下,接种XD-K-2能显著促进小白菜的生长,XD-K-2在提高小白菜株高、总根长、地上部鲜/

干质量等植物营养指标,以及提高紫色土可溶性钾素等方面优于施全量K肥的CK3处理,达到了施用钾

肥的效果.因此,接种XD-K-2能有效缓解紫色土钾素供应不足.
本试验最为重要的是,所分离的解钾菌在紫色土中表现出极高的亲和能力和促生效应,有望成为紫色

土专用微生物钾肥生产的备选菌株.
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ScreeningandIdentificationofaPotassium-Solubilizing
BacteriumStrainwithAffinityforPurplishSoil

andItsPlant-PromotingEffects

CHEN Yi1, CHENGYong-yi1, GUO Tao1, SHEN Hong1,2
1.SchoolofResourcesandEnvironment,SouthwestUniversity,Chongqing400716,China;

2.NationalMonitoringStationforSoilFertilityandFertilizerEfficiency,Chongqing400716,China

Abstract:Potassium-solubilizingbacteriacanimprovetheavailabilityofsoilpotassium.Inordertoscreen

outindigenousK-solubilizingbacteriathatcanbeappliedasthespecialmicrobialfertilizerofpurplishsoil

andimprovetheutilizationofpotassium,oneK-solubilizingstrain,XD-K-2,wasisolatedfromthepur-

plishsoilofBeibei,Chongqing.Basedonitsmorphological,physiologicalandbiochemicalcharacteristics

andtheresultsof16srDNAsequenceanalysis,itwasidentifiedasastrainofBacilluscirculansJordan,

andnamedasB.circulansXD-K-2.XD-K-2wasshowntohaveefficientabilityofKreleasing.Under

pure-cultureconditionswithpotassiumfeldsparasthesubstrate,theamountofreleasedKwasashighas

12.84mg/L,anincreaseof124%comparedwiththecontrol.InoculatedinapotexperimentofChinese

cabbage,XD-K-2significantlypromotedthegrowthoftheplant,itseffectsonplantheight,totalroot

length,fresh/dryweightoftheshoot,andtheincreaseinsolublepotassiumofthesoilbeingcomparable

tothoseofKfertilizerapplication.Basedontheaboveresults,XD-K-2isaK-releasingbacteriumthathas

ahighaffinitywithpurplishsoil,andmightbeusedasacandidatestrainformicrobialpotashfertilizer.

Keywords:purplishsoil;potassium-solubilizingbacteria;Bacilluscirculans;potassiumnutrient
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