
第３５卷 第１期

２０１６年　１月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３５　No．１

Jan．２０１６,８１~８５

收稿日期:２０１５Ｇ０９Ｇ１２
基金项目:国家重点基础研究发展计划(“９７３”计划)项目(２０１５CB１５０５０４);教育部长江学者和创新团队发展计划项目(IRT１２４７);中央高校

基本科研业务费专项(２６６２０１５PY０１６,２０１３PY１１１,２０１３PY１３６)
王珣珏,硕士研究生．研究方向:土壤与环境微生物．EＧmail:xzy２９８８９７０＠１６３．com
通信作者:陈雯莉,博士,教授．研究方向:土壤与环境微生物．EＧmail:wlchen＠mail．hzau．edu．cn

解钾菌解钾效率检测方法的比较

王珣珏　黄巧云　蔡　鹏　陈雯莉

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　以中慢生根瘤菌SＧ１５和类芽胞杆菌SＧ１７作为供试菌株,采用细胞破碎、NH４OAc浸提、H２O２ 溶液

消煮及不作任何前处理等４种方法,利用火焰光度计检测解钾菌发酵液中K＋ 含量,并计算解钾菌在培养基中的

解钾效率.结果表明,配制的３种钾系列标准溶液所绘制的钾标准曲线较为接近,R２分别高达０．９９４４、０．９９９７、

０．９９９８.采用 H２O２ 消煮后所测得的K＋ 浓度最高,２株解钾菌的解钾效率分别达到１０１．１％、１２５．１％,与其他处

理组之间有显著性差异.用 H２O２ 溶液处理所得到的解钾率更能真实反映解钾菌的解钾作用.
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　　钾是作物所需的三大基本营养元素之一,可促

进作物生长发育,提高粮食品质,增强作物的抗病

性、抗逆性等[１].由于我国可直接利用的钾资源匮

乏,且分布不均,严重制约钾肥的生产和使用,近年

来我国钾肥进口比例也在不断攀升.生物钾肥是一

种微生物肥料,可以溶解土壤中的硅酸盐矿物,释放

出可溶性的钾供植物吸收利用,相比化学肥料,生物

钾肥技术新、成本低、污染小,是如今研究的热点,具
有较好的应用前景[２].

研发生物钾肥的前提条件是要筛选出能够高效

溶解硅酸盐矿物的菌株.然而,关于细菌培养液中

K＋ 浓度的测定方法比较多,也比较杂乱[１,３Ｇ５].易浪

波等[１]将钾长石分解菌发酵液振荡离心后直接用电

感耦合等离子体发射光谱仪(ICPＧOES)测定发酵液

中钾含量;连宾[３]将硅酸盐细菌培养液搅拌、热水浴

后过滤,取滤液测水溶性钾的含量;郑传进等[４]、李
玉梅等[５]将细菌培养液用６％ H２O２ 处理后过滤,
取滤液在火焰光度计上测水溶性钾含量.目前,没
有一种明确统一的检测细菌培养液中 K＋ 浓度变化

的方法.本研究采用不同前处理方法检测细菌在培

养基中的解钾效率,旨在通过比较确定能合理评估

解钾菌解钾作用的检测方法.

1　材料与方法

1.1　供试菌株

中慢生根瘤菌(Mesorhizobium sp．)SＧ１５和类

芽胞杆菌(Paenibacillussp．)SＧ１７为笔者所在实验

室筛选的高效钾长石溶解菌.
1.2　矿物材料

钾长石矿物样品购自中国地质大学(武汉).将

钾长石研磨、过筛,收集粒径０．０７５~０．１５mm 的矿

粉颗粒,用超纯水进行超声波清洗后,再用２０％盐

酸溶液淋洗,洗去矿粉中可溶性离子,最后用超纯水

进行超声波清洗若干次,直至溶液呈中性,烘干备用.
1.3　培养基及溶液

有氮液体培养基(g/L):蔗糖１０．０,K２HPO４

２．０,(NH４)２SO４ １．０,MgSO４ 􀅰７H２O ０．５,NaCl
０．１,酵母粉０．５,pH７．２~７．４.１１５℃高压蒸汽灭菌

２０min.
缺钾液体培养基(g/L):蔗糖１０．０,Na２HPO４

２．０,(NH４)２SO４ １．０,MgSO４ 􀅰７H２O ０．５,NaCl
０．１,酵 母 粉 ０．５,钾 长 石 粉 １０．０,pH ７．２~７．４.

１１５℃高压蒸汽灭菌２０min.

１mol/L 中 性 NH４OAc 溶 液:称 取 化 学 纯
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CH３COONH４７７．０９g加水稀释,定容至近１L.用

HOAc或NH３􀅰H２O调至pH７．０,然后稀释至１L.

１００μg/mL钾标准贮备溶液:称取 KCl(分析纯,

１１０℃烘干２h)０．１９０７g溶于不加钾长石粉的缺钾

培养基或无菌去离子水或１mol/LNH４OAc溶液中,
定容至１L,即为含１００μg/mL钾标准贮备液.

钾系列标准溶液:分别准确吸取１００μg/mL钾

标准贮备液０、２．５、５．０、１０．０、１５．０、２０．０mL放入１００
mL容量瓶中,用不加钾长石粉的缺钾培养基或无

菌去离子水或１mol/LNH４OAc溶液定容,即得０、

２．５、５、１０、１５、２０μg/mL钾系列标准溶液.
1.4　方法与步骤

１)钾标准曲线的绘制.将配制好的钾标准系列

溶液,以含 K０μg/mL的钾标准液调火焰光度计上

检流计读数为０,以质量浓度最大的一个调火焰光

度计上检流计为满度(１００),然后从稀到浓依次进行

测定,记录检流计的读数.以检流计读数为纵坐标,
钾的质量浓度为横坐标,绘制标准曲线.

２)细菌的培养.将－８０℃保藏的中慢生根瘤

菌SＧ１５和类芽胞杆菌SＧ１７在有氮液体培养基中活

化４８h,离心后弃上清,用无菌水将菌体细胞清洗

２次(洗去培养基),收集菌体用无菌水将菌体悬浮,
制备菌悬液(D６００约为０．５).接种５mL菌悬液于

装有９５mL 缺钾培养基(含钾长石粉１g)的２５０
mL三角瓶中,以加入同体积的无菌水作为空白对

照,在２８℃、１８０r/min的条件下振荡培养７d.培

养液经不同处理后在火焰光度计上测定溶液中 K＋

浓度.

３)不经前处理直接测钾.将培养７d的细菌培

养液于５０００r/min离心１０min,取上清直接在火

焰光度计上测定 K＋ 浓度.钾标准溶液用不加钾长

石粉的缺钾培养基配制.

４)培养基经 H２O２ 处理后测钾.对刘五星等[６]

检测解钾菌培养液中 K＋ 浓度的方法进行改进:取
细菌培养液１０mL,加入２mL６％ H２O２,在沸水浴

中消化１h,取消化液１３０００r/min离心５min,取
上清在火焰光度计上测定 K＋ 浓度.钾标准溶液用

不加钾长石粉的缺钾培养基配制.

５)细胞破碎后测钾.取１．５ mL 细菌培养液

５０００r/min离心１０min,吸取上清液测溶液中 K＋

浓度(钾标准溶液用不加钾长石粉的缺钾培养基配

制).菌体经自然干燥,用１．５mL无菌去离子水重

悬,放 入 FastPrepＧ２４ 中 破 碎 细 胞 (５ m/s,６０s,

３次),破碎后溶液１３０００r/min离心５min,取上清

用火焰光度计测菌体钾含量(钾标准溶液用无菌去

离子水配制).

６)NH４OAc浸提后测钾.根据 NH４OAc浸提

土壤胶体上 K＋ 的基本原理[７],检测解钾菌菌体表

面吸附 K＋ 的含量.取３０mL培养液于５０mL离

心管中,７０００r/min离心１０min,吸取上清液测溶

液中 K＋ 浓度.菌体经自然干燥,加入 １ mol/L
NH４OAc溶液３０mL,振荡３０min,１３０００r/min
离心５min,取上清用火焰光度计测菌体吸附钾含

量.钾标准溶液用１mol/LNH４OAc配制.

2　结果与分析

2.1　3 种钾系列标准液制成钾标准曲线的比较

为了抵消溶液组成(包括酸、碱和阴、阳离子的

浓度)的改变对钾测定结果的影响,使待测液和标准

液组成基本相同,分别配制了３种钾系列标准溶液.
由图１可看出,用不加钾长石粉的缺钾培养基、无菌

去离子水和１mol/LNH４OAc溶液配制的钾系列

标准液,检流计读数较为接近,而且拟合出的一元线

性回归 方 程 均 呈 现 极 显 著 相 关 性,R２ 分 别 达 到

０．９９４４、０．９９９７、０．９９９８.说明采用不同的溶液配

制钾系列标准溶液对钾的测定没有太大影响.
2.2　不同处理方法测得 K+ 质量浓度结果的比较

测定结果表明,细菌培养液经过不同处理后测

得的溶液中 K＋ 质量浓度有一定差异(表１).细菌

培养７d后,培养液经离心后直接测得的 K＋ 质量浓

度均较低,中慢生根瘤菌SＧ１５和类芽胞杆菌 SＧ１７
培养液中 K＋ 质量浓度分别为８．０９±０．５９、８．８７±
０．３３μg/mL,而不接菌的对照组中 K＋ 质量浓度也

仅为６．５４±０．３３μg/mL,接菌组的解钾效果不明

显.此方法测得的钾是细菌培养液中游离态的

K＋ .培养液经６％ H２O２ 消化后测得的溶液中 K＋

质量浓度是最高的.中慢生根瘤菌SＧ１５和类芽胞

杆菌SＧ１７培养液中 K＋ 质量浓度高达４５．５７±４．０９、

５１．０１±３．５６μg/mL;不接菌对照组的 K＋ 质量浓度

相较于不进行前处理的 K＋ 质量浓度也有升高,原
因可能是:H２O２ 的消化对钾长石有一定的溶解作

用;中慢生根瘤菌SＧ１５和类芽胞杆菌SＧ１７均产荚

膜,荚膜具有粘附作用,可以吸附矿物释放的 K＋ ;
培养液经６％ H２O２ 溶液高温消煮后,细菌荚膜被

氧化分解,荚膜吸附的 K＋ 被释放出来.
解钾菌在溶解钾长石的过程中可能会吸收利用

２８
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　A:不加钾长石粉的缺钾培养基;B:去离子水;C:１mol/LNH４OAc溶液.A:K＋limitedmediumwithoutfeldsparpowder．B:DeionＧ

izedwater．C:１mol/LNH４OAcsolution．

图１　不同溶液中的钾标准曲线

Fig．１　StandardcurvesofKindifferentsolutions

溶液中的 K＋ .将细菌细胞经 FastPrepＧ２４仪器破

碎,使细胞中的 K＋ 释放出来;２种细菌细胞内钾含

量均为０μg/mL,K＋ 总量与不经前处理所测得的结

果一致,并没有发现解钾菌细胞内吸收了钾离子,用

NH４OAc浸提法置换细菌细胞表面的钾离子以检

测解钾菌菌体表面 吸 附 K＋ 的 含 量,结 果 表 明,

NH４OAc可以交换出细菌表面的钾离子,但含量较

低,２ 种菌体吸附的钾含量分别是 ２．１３±１．００、

０．５４±０．１２μg/mL,中慢生根瘤菌SＧ１５吸附量比类

芽胞杆菌SＧ１７多.

表１　不同前处理方法得到的钾含量(均值±标准差)

Table１　DeterminationresultsofKconcentration(Mean±SD)withfourdifferentpreＧtreatmentmethods μg/mL

前处理方法

PreＧtreatment
methods

菌株

Strains

溶液中 K＋ 含量

Concentrationof
K＋insolution

菌体钾含量

Contentof
Kincells

菌体吸附钾含量

ContentofKabsorbed
bycells

总钾

TotalK

无

None

Mesorhizobiumsp．SＧ１５ ８．０９±０．５９

Paenibacillussp．SＧ１７ ８．８７±０．３３

CK(不接菌 Nostrains) ６．５４±０．３３

H２O２ 消煮

DigestionbyH２O２

Mesorhizobiumsp．SＧ１５ ４５．５７±４．０９

Paenibacillussp．SＧ１７ ５１．０１±３．５６

CK(不接菌 Nostrains) ２２．６６±２．１０

细胞破碎

Celldisruption

Mesorhizobiumsp．SＧ１５ ８．０９±０．５９ ０．００±０．００ ８．０９±０．５９

Paenibacillussp．SＧ１７ ８．８７±０．３３ ０．００±０．００ ８．８７±０．３３

CK(不接菌 Nostrains) ６．５４±０．３３ ０．００±０．００ ６．５４±０．３３

NH４OAc浸提

Extractionby
NH４OAc

Mesorhizobiumsp．SＧ１５ ８．０９±０．５９ ２．１３±１．００ １０．２２±１．５９

Paenibacillussp．SＧ１７ ８．８７±０．３３ ０．５４±０．１２ ９．４１±０．４５

CK(不接菌 Nostrains) ６．５４±０．３３ ０．４１±０．００ ６．９５±０．３３

３８
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2.3　不同处理方法对 2 种解钾菌解钾效率测定结

果的影响

　　根据所测溶液中 K＋ 质量浓度,计算２株解钾

菌的解钾效率,并对其进行单因素方差分析(SPSS
Version１８．０),结果如表２所示.对于２株解钾菌

来说,用 H２O２ 处理后得到的解钾率均是最高的,分
别为１０１．１％、１２５．１％,与其他处理方法间差异显

著;无前处理直接测钾和将细胞破碎后测钾所得的

解钾率之间无差异;中慢生根瘤菌SＧ１５和类芽胞杆

菌SＧ１７的解钾率分别为２３．７％、３５．７％,说明细菌

细胞内的 K＋ 可能是极少的,用火焰光度计检测不

到.而用 NH４OAc浸提后,有少部分 K＋ 释放到溶

液中,２株菌的解钾率分别为４７．１％、３５．５％,中慢

生根瘤菌SＧ１５较不经前处理时所测得的高,而类芽

胞杆菌SＧ１７的解钾率则略有下降.
表２　不同前处理方法检测解钾效率(均值±标准差)的比较

Table２　ComparisonofKsolubilizingrate(Mean±SD)determined

byfourdifferentpreＧtreatmentmethods ％

前处理方法

PreＧtreatmentmethods

２种菌株的解钾率

Rateofpotassiumsolubilizing
bytwostrains

Mesorhizobium
sp．SＧ１５

Paenibacillus
sp．SＧ１７

无前处理 None ２３．７±９．０b ３５．７±５．１b

H２O２ 消煮

DigestionbyH２O２
１０１．１±１８．１a １２５．１±１５．７a

细胞破碎

Celldisruption
２３．７±９．０b ３５．７±５．１b

NH４OAc浸提

ExtractionbyNH４OAc
４７．１±１１．６b ３５．５±５．８b

　注:表中字母不同表示差异显著(P＜０．０５).Note:Thedifferent

lettersmeanssignificantdifference(P＜０．０５)．

3　讨　论

解钾菌是自然界中天然存在的一种可以溶解硅

酸盐矿物的细菌,可以将矿物中难溶性的钾、硅等养

分元素转化成可溶性养分.盛下放等[８]对硅酸盐细

菌 NBT菌株解钾机制进行了研究,认为硅酸盐细

菌的荚膜多糖分子结构中含有具络合作用的官能

团,对钾长石的溶解起重要作用.如果解钾菌可以

使矿物中溶解出的 K＋ 释放到周围的环境中,就可

直接被植物吸收利用,但是解钾菌与矿物的相互作

用均发生在细菌Ｇ矿物复合体中[９],因此,从矿物中

释放的 K＋ 极易吸附在矿物及细菌细胞表面,可能

只有很少一部分释放到周围环境中.
本研究通过不同前处理方法检测２株解钾菌的

解钾效率,经过６％ H２O２ 消煮后所测得的溶液中

K＋ 质量浓度最高,得到的解钾率也最高,与其他前

处理方法得到的结果差异显著.H２O２ 可以氧化分

解细菌表面荚膜,并且在高温条件下,细菌细胞会部

分裂解,所以,经过 H２O２ 处理后所检测到的钾离子

包括溶液中游离态的钾、菌体吸附的钾和部分细胞

内的钾,这样计算得到的解钾效率是最贴近真实情

况的,是４种前处理方法所得到的结果中最准确的.
目前,对真核细胞(如人体红细胞)中 K＋ 浓度

的研究较多,破碎细胞后常用火焰光度计[１０]或电解

质监测仪[１１]测定细胞内的钾浓度.但是经过液体

培养基摇瓶培养得到的细菌细胞质量小、数量少,由
于火焰光度计检测范围很小,且检测下限的测量具

有不确定性[１２],很难直接检测出细菌细胞中的离子

浓度.Eisenstadt[１３]利用高特异活性４２K 的泄漏间

接检测枯草芽胞杆菌(Bacillussubtilis)生长、产芽

胞过程中细胞中钾含量的变化,在细菌生长对数期

钾含量占细胞干质量的２．５％~３．０％.此外,细菌

荚膜对硅酸盐矿物的络合主要是荚膜多糖中官能团

的作用[１４],与土壤胶体吸附阳离子的作用是不一样

的,用 NH４OAc浸提法测得的溶液中 K＋ 浓度并不

准确.
本研究仅初步探讨了解钾菌解钾效率的检测方

法,下一步将结合解钾作用机制对其进行研究,探索

出一套标准的解钾效率检测方法,为高效解钾菌的

筛选提供理论基础和技术指导.
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Comparingdifferentmethodsofdetectingpotassiumsolubilizing
efficiencywithpotassiumsolubilizingbacteria

WANGXunjue　HUANGQiaoyun　CAIPeng　CHEN Wenli

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　UsingMesorhizobium sp．SＧ１５andPaenibacillussp．SＧ１７asexperimentalstrains．After
celldisruption,NH４OAcextraction,H２O２solutiondigestionorwithoutanypreＧtreatment,K＋contentin
thefermentationbrothofpotassiumsolubilizingbacteriawasdeterminedwithflamephotometer．TheefＧ
ficiencyofKsolubilizingbypotassiumsolubilizingbacteriaintheculturemediumwascalculated．ThereＧ
sultsshowedthatthestandardcurvesofthethreekindsofKseriesofstandardsolutionsweresimilar
withtheR２valuesof０．９９４４,０．９９９７and０．９９９８,respectively．AfterdigestedbyH２O２solution,concenＧ
trationofK＋ wasdetected．Theefficiencyoftwostrainswas１０１．１％ and１２５．１％,significantlyhigher
thanthatofothergroups．TheefficiencyofpotassiumsolubilizingdetectedafterH２O２digestionwellreＧ
flectedpotassiumsolubilizationofbacteria．

Keywords　potassiumsolubilizingbacteria;efficiencyofpotassiumsolubilizing;K＋ ;bioＧpotassium
fertilizer;preＧtreatmentmethods;detectionmethod
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