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１株山药内生真菌的鉴定及解钾活性
詹寿发，樊有赋，甘金莲，彭　琴，孙德四，陈　晔

（九江学院生命科学学院，江西九江３３２０００）

　　摘要：以钾长石为唯一钾源，从山药内生真菌中筛选得到１株具有解钾活性的菌株（ＳＹＦ－０１１），通过形态学和
１８ｓｒＤＮＡＩＴＳ序列分析，鉴定ＳＹＦ－０１１菌株为曲霉属棘孢曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓａｃｕｌｅａｔｕｓ）。该菌株菌丝能有效吸附钾长
石颗粒并形成菌丝－矿物聚集体，对矿物产生明显的侵蚀作用，电镜下可见大量侵入矿物颗粒内部的菌丝。结果显
示，该菌株能将钾矿物中不溶性钾转化为可溶性钾，具有较好的解钾活性。
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　　钾是植物生长不可缺少的重要矿质元素。土壤中矿物钾
储量丰富，但主要以稳定的铝硅酸盐状态存在，不能被作物直

接吸收利用。我国可溶性钾肥资源严重紧缺，钾肥供需矛盾

日趋突出［１］。利用微生物转化土壤矿物钾受到了广泛关注，

研究较多的是硅酸盐细菌的解钾作用［２－５］。近年来的研究表

明，在矿物和岩石风化过程中起作用的微生物种类繁多，除细

菌外还有真菌。人们已经从不同矿物表层、土壤、植物内生菌

中选育出部分对含钾矿物具有降解作用的真菌菌株，如

Ｐａｘｉｌｌｕｓｉｎｖｏｌｕｔｕｓ、Ｓｕｉｌｌｕｓ ｖａｒｉｅｇａｔｕｓ、Ｐｉｓｏｌｉｔｈｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ、
Ｐｉｌｏｄｅｒｍａｓｐ．、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ等［６－１１］。

但植物内生真菌解钾活性的研究至今鲜见报道。笔者在前期

工作基础上，从山药内生真菌中筛选得到１株具有解钾活性
的菌株，对该菌株进行了鉴定，并对其解钾作用进行了初步研

究，以期为解钾真菌资源的研究与利用提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料与设备
１．１．１　试验材料　供试菌种：由九江学院生命科学学院实验
室从山药组织中分离获得，编号 ＳＹＦ－０１１。钾长石：由九江
学院鄱阳湖生态经济研究中心矿物研究室提供，粉碎至１００
目备用。培养基：ＰＤＡ培养基，去离子水配制。
１．１．２　主要仪器设备　恒温培养箱（ＧＺ－２５０－Ｓ）；振荡培
养箱（ＣＯＳ－２１１２Ｂ）；电子分析天平（ＢＳＡ１２４Ｓ）；摄影显微镜
（ＪＺ９５ＭＳ６０）；扫描电镜（ＥＪＭ－２０１０）等。
１．２　试验方法
１．２．１　ＳＹＦ－０１１菌株的鉴定
１．２．１．１　形态学鉴定　将从山药组织中分离纯化得到的
ＳＹＦ－０１１菌株接种于ＰＤＡ平板培养基上，２８℃条件下培养，

观察菌落的特征。挑选纯化的 ＳＹＦ－０１１菌株的菌丝（含孢
子梗），制成装片，显微镜观察菌丝形态、产孢结构和孢子的

形态特征，进一步用扫描电镜观察分生孢子的形态，查阅真菌

分类手册，对菌株进行初步鉴定［１２］。

１．２．１．２　分子鉴定 　提取 ＳＹＦ－０１１菌株基因组 ＤＮＡ，选
用通用引物ＩＴＳ１、ＩＴＳ４扩增 ＳＹＦ－０１１菌株１８ＳｒＤＮＡＩＴＳ片
段，ＰＣＲ产物送上海生工生物工程公司测序，通过 Ｂｌａｓｔ程序
在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行同源性比对，确定 ＳＹＦ－０１１菌株
分类地位［１３］。

１．２．２　ＳＹＦ－０１１菌株在含钾长石培养基上生长情况观察
１．２．２．１　菌种种子液制备　在１００ｍＬＰＤＡ培养液中接入１
环纯化ＳＹＦ－０１１菌种，２８℃ １２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养 １ｄ，制成
菌种种子液。

１．２．２．２　ＳＹＦ－０１１菌株在含钾长石培养基上生长情况观察
　在不含钾的ＰＤＡ平板培养基上撒入１ｇ灭菌后的钾长石矿
粉，将２ｍＬ菌种种子液涂布在平板表面，２８℃条件下培养，
以不添加钾长石矿粉为对照，定期观察平板上菌落的生长情

况；同时在１００ｍＬＰＤＡ培养液中加入１ｇ钾长石矿粉，灭菌
后接种１０ｍＬ菌株种子液，于２８℃１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，以不
添加钾长石矿粉为对照，定期观察培养瓶中菌丝生长情况。

１．２．２．３　ＳＹＦ－０１１菌株生物量的测定　按“１．２．２．２”节的
方法进行液体培养，每隔２４ｈ取３个培养瓶中的菌丝球与培
养液混合物，先用分液漏斗分离菌丝球和培养液，用去离子水

冲洗２次，将所得菌丝球抽滤除去水分，置５０℃烘箱中干燥，
电子分析天平分别称重，取平均值计算生物量。以不加钾长

石矿粉培养作对照，每组设２１个培养瓶，共测定７次。
１．２．３　ＳＹＦ－０１１菌株对钾长石矿粉作用观察　在不同时期
用吸管从“１．２．２．２”节试验组培养瓶下部取１滴培养液置于
扫描电镜样品支撑铜网上，自然晾干后电镜观察 ＳＹＦ－０１１
菌丝对钾长石矿粉颗粒的作用（电镜观察及图像拍摄由九江

学院电镜室完成）。

１．２．４　发酵液中可溶性钾含量的测定　按“１．２．２．２”节的
方法进行液体培养，在１００ｍＬＰＤＡ培养液中加入１ｇ钾长石
矿粉，灭菌后接入 １０ｍＬＳＹＦ－０１１菌种种子液，２８℃
１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，２０ｄ后将培养液过滤，用去离子水定容
至１００ｍＬ，取５ｍＬ培养液用四苯硼酸钾重量法［１４］测定培养
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液中可溶性钾的含量，以加入１０ｍＬ灭活的菌株种子液（与
培养基一起灭菌）作对照，每组设６个重复。按下式计算试
验组培养液中可溶性钾的含量（高出对照组），以 Ｋ２Ｏ
（ｍｇ／ｍＬ）为单位：

可溶 性 钾 含 量 （ｍｇ／ｍＬ）＝
（ｍ２－ｍ２）×０．１３１４

５／１００ ×

１０００／１００。
式中：ｍ１为试验所得沉淀的质量（ｇ）；ｍ２为对照所得沉淀的
质量（ｇ）；０．１３１４为四苯硼酸钾转换为氧化钾的转换系数。
１．３　数据处理与分析

采用ＳＰＳＳ１３．０软件对试验数据进行统计分析，Ｅｘｃｅｌ
２００３工作表制作图表。

２　结果与分析

２．１　ＳＹＦ－０１１菌株的鉴定
２．１．１　ＳＹＦ－０１１菌株形态学鉴定　ＳＹＦ－０１１菌株菌落特
征、分生孢子梗、分生孢子形态观察见图１。

　　由图１可见，该菌株菌丝发达，分生孢子梗顶囊大球形，
小梗双层，孢子黑褐色。扫描电镜观察，分生孢子为球形，表

面粗糙有棘刺，符合曲霉属棘孢曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓａｃｕｌｅａｔｕｓ）的
形态特征。

２．１．２　ＳＹＦ－０１１菌株分子生物学鉴定　ＳＹＦ－０１１菌株１８Ｓ
ｒＤＮＡＩＴＳ序列测定结果显示，该序列含５７４ｂｐ。通过 Ｂｌａｓｔ
程序与ＧｅｎＢａｎｋ中核酸数据进行同源性比较，该菌株 ＩＴＳ序
列与曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）的 ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓａｃｕｌｅａｔｕｓＡ３Ｓ１－４０菌
株（登录号：ＪＸ５０１３９４．１）ＩＴＳ序列同源性达到１００％。确定该
菌株属于曲霉属棘孢曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓａｃｕｌｅａｔｕｓ）。
２．２　ＳＹＦ－０１１菌株在含钾长石培养基上生长情况观察
２．２．１　ＳＹＦ－０１１菌株在含钾长石培养基上生长情况　由图
２可见，ＳＹＦ－０１１菌株在含钾长石矿粉的平板培养基上长势
明显好于对照组，产孢速度快，孢子量大，而对照组产孢稀少。

在液体培养条件下，试验组培养瓶中菌丝生物量多，且形成了

大量菌丝球，对照组菌丝生物量明显低于试验组（图３）。说
明该菌株在含钾长石矿粉的培养基中生长情况明显好于不含

钾长石矿粉的培养基。显微观察显示，试验组菌丝球中包裹

许多棕褐色的矿粉颗粒，说明该菌株菌丝能有效吸附钾长石

矿粉颗粒，形成真菌－矿物聚集体，并从不溶性的含钾矿物中
获得生长所需的钾素（图４）。

—１２３—江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１０期



２．２．２　ＳＹＦ－０１１菌株在含钾长石培养基上生长量的测定　
ＳＹＦ－０１１菌株在不同培养基上生物量变化情况见图５。从
图５可以看出，培养初期，添加钾长石矿粉的培养瓶中菌丝的
生长速度与对照非常接近；随着培养时间的延长，添加钾长石

矿粉的培养瓶中菌丝生物量迅速上升；培养５ｄ后，生物量的
增加速度明显变缓。对照组菌丝生长趋势虽然与试验组相

似，但总生物量明显低于试验组，在培养３ｄ后，两者的差异
达到极显著水平（Ｐ＜０．０１），进一步看出培养液中添加钾长

石对ＳＹＦ－０１１菌株的生长具有较大的促进作用。
２．３　ＳＹＦ－０１１菌株对钾长石矿粉作用观察

经ＳＹＦ－０１１菌丝作用后的矿物扫描电镜观察结果见图
６。由图６可以看出，ＳＹＦ－０１１菌株的分生孢子和菌丝能有
效吸附钾长石矿物，并逐渐包裹矿粉颗粒，形成真菌－矿物聚
集体（图６－Ｂ、Ｃ、Ｄ）。受ＳＹＦ－０１１菌丝作用后，矿粉颗粒在
大小与形状上与未被菌丝作用的矿物（图６－Ａ）相比呈现出
明显的变化，原始矿样棱角分明，表面平整光滑，而经过 ＳＹＦ
－０１１作用后的矿样，矿粉颗粒边缘棱角逐渐消失，由原来的
不规则多角形变为不规则椭球形，表面凹凸不平，显示出菌体

对矿物的溶蚀作用。电镜下可见伸入矿物颗粒内部的菌丝

（图６－Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ），显示 ＳＹＦ－０１１菌丝可通过某种方式伸
入矿物内部，有可能通过机械作用使矿粉颗粒破碎，从而加速

矿物的风化。

２．４　培养液中可溶性钾含量的测定
采用四苯硼钾法重量法，测定培养３０ｄ后培养液中可溶

性钾的含量，以加入１０ｍＬ灭活的 ＳＹＦ－０１１菌种种子液为
对照，测定结果见表１。从表１可以看出，接种ＳＹＦ－０１１活
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表１　ＳＹＦ－０１１菌株培养液中可溶性钾含量的测定

处理
沉淀质量（ｇ）

１ ２ ３ ４ ５ ６ 平均值

培养液中可溶性钾

净增量（ｍｇ／ｍＬ）
试验组（Ｗ１） ０．３４５２ ０．３５１４ ０．３４３１ ０．３４４８ ０．３４５７ ０．３５０６ ０．３４６８ａ ０．１４３４
对照组（Ｗ２） ０．３３９２ ０．３４４３ ０．３４１４ ０．３４２０ ０．３３８６ ０．３４２３ ０．３４１３ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

菌株的培养瓶中可溶性钾的含量明显高于对照，证明

ＳＹＦ－０１１菌株能将钾长石中的不溶性钾溶出。经测定，通过
ＳＹＦ－０１１菌株解钾作用产生的可溶性钾素除被菌体本身生
长利用外，培养液中可溶性钾（Ｋ２Ｏ）的剩余量仍高达
０．１４３４ｍｇ／ｍＬ，显示ＳＹＦ－０１１菌株对钾长石中不溶性钾具
有较好的浸出效果。

３　结论与讨论

利用微生物转化矿物获得植物生长所需的矿质元素的研

究倍受人们关注。利用微生物转化矿物不仅能满足微生物本

身的生长需要，同时也能为植物的生长提供所需的矿质元素。

植物根际真菌和内生真菌具有丰富的多样性，从植物根际真

菌和内生真菌中筛选出具有解钾、溶磷活性的菌株，将其应用

于农林业生产，对解决土壤缺磷、缺钾问题具有重要的价值。

本试验从山药内生真菌中获得１株对钾长石具有解钾活性的
菌株，经形态学和分子生物学方法鉴定，该菌株属于曲霉属棘

孢曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓａｃｕｌｅａｔｕｓ）。显微镜及电镜观察显示，该菌
株对钾长石具有较好的亲和性，其菌丝体及分生孢子能有效

吸附并与钾长石矿物形成真菌－矿物聚集体。化学测定结果
表明该菌株能将钾长石中不溶性钾溶出，表现出较好的解钾

活性。

目前微生物对矿物风化作用的机理尚未形成定论，有研

究表明，微生物促进矿物的风化机制主要是通过微生物新陈

代谢产物和分泌的化学物质腐蚀岩石，这些化学物质可能是

无机酸，也可能是各种有机酸及其他有机化合物［１５］。胡婕等

通过测定黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）对含钾矿粉的解钾量、黑
曲霉作用含钾矿粉后的代谢产物（多糖、蛋白质、小分子分泌

物）以及微环境中的 ｐＨ值等，比较静置培养和振荡培养条件
下黑曲霉对含钾矿粉的作用效果，并分析振荡培养下黑曲霉

对含钾矿粉的风化作用机理，结果表明黑曲霉与矿物形成的

真菌－矿物聚集体、黑曲霉菌丝生长及其形成的代谢产物、酸
性微环境在含钾矿粉转化过程中发挥重要作用［１１］。也有研

究认为，真菌除了可以分泌各种代谢物（有机酸、铁载体等）

对矿物产生酸解和络解作用外，还可以通过菌丝体的机械作

用破坏矿物结构。连宾等认为，微生物对矿物表面的风化作

用首先发生在其表面最脆弱的部位，并逐渐向纵深推进［１６］。

Ｊｏｎｇｍａｎｓ等报道，某些“食岩真菌”（ｒｏｃｋ－ｅａｔｉｎｇｆｕｎｇｉ）的菌丝
能够以顶端伸长的方式钻进矿物颗粒内部，通过机械作用使

矿物破碎，从而加速矿物的风化与解体［１７］。本研究观察到大

量侵入矿物内部的 ＳＹＦ－０１１真菌菌丝，为上述学者的观点
提供了有力支持。微生物转化矿物的过程和影响因素多而复

杂，目前学界倾向于微生物转化矿物是多种因素综合作用的

结果，其确切机理还有待进一步深入研究。
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