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　　摘要：我国耕地土壤钾元素严重匮乏，亟须解决我国北方山区土壤缺钾的现状，寻求钾肥替代技术。从各地土壤
中筛选得到１株高效解钾菌３２－２，在含钾矿石的复筛培养基中发酵１５ｄ，发酵液中可溶性钾含量达到３７．７７ｍｇ／Ｌ，
是对照的１６．２２倍，经鉴定为草木樨中华根瘤菌（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍｍｅｌｉｌｏｔｉ）。通过盆栽试验结果表明，与对照相比，３２－２
对黄瓜种子、幼苗有显著的促生效果，其中发芽率提高１３．３３百分点，发芽势提高８．０８百分点，株高、地下鲜质量、地
上干质量、壮苗指数、干重根冠比、根系活力分别提高１５．８３％、１３．９５％、７．４５％、５．１９％、９．４６％、３８．５２％；同时，可显
著提高黄瓜产量和品质，黄瓜产量增加 ８．５０％，可溶性固形物、可溶性糖、维生素 Ｃ、可溶性蛋白含量分别提高
６８２％、２．７８％、４３．２１％、２０９０％。今后３２－２可用于微生物肥料的开发。
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　　钾是植物生长所必需的三大营养元素之一，直
接影响着植物的生长发育和抗逆性［１］。我国北方

山区农作物生长缓慢，品质和产量均低于平原地

区，这跟土壤有机质含量低、微生物数量与种类少、

植物生长的营养元素缺乏等有关，其中有效钾含量

低是造成植物生长缓慢的主要因素之一。实际上

北方山区土壤并不缺钾，然而９５％的土壤钾以矿物
钾的形态存在，主要存在于钾长石和云母中［２］，不

能直接被农作物吸收和利用。因此，如何转化土壤

中的矿物钾为有效钾，对缓解我国钾素供给的压

力、提高农作物产量具有重要意义。微生物是地球

矿质元素转化的原动力，采用解钾微生物作为土壤

中钾素资源利用的转化因子，是解决山区土壤缺少

有效钾的有效途径。

吴洪生等研究表明，在一定条件下，钾细菌制

剂可分解土壤矿物中难溶性钾，使土壤速效钾含量

比对照提高１２８．６％［３］。张红娟等试验结果表明，

接种钾细菌能促进土壤中速效钾、磷含量较对照分

别提高１３．２％、８４．５％［４］。多项研究结果表明，解

钾菌对多种植物具有促进生长、改善品质的作用。

其中，郭勋斌等发现解钾菌对水稻的生长发育具有

促进作用［５］。吴洪生等研究指出，解钾菌还可改善

花生品质，使花生增产１７．９３％［６］。薛智勇等研究

发现，甘薯接种解钾菌可增产６．９５％ ～１０２７％［７］。

那文志等田间试验结果表明，解钾菌对大豆有明显

的增产效果，较对照增产１６．８５％，还可提高大豆根
瘤的结瘤数，并在一定程度上抑制病虫害，起到防

病、抗病、增产的效果［８］。虽然关于高解钾率的细

菌已有报道，但其绝对解钾量还是很小的，所以分

离筛选高效解钾菌株仍是现在研究的重点之一。

本试验从全国不同山区采集的土样中分离筛选高

效解钾菌株并进行鉴定，检测筛选到的解钾菌株对

钾元素的利用效果，同时研究解钾菌对黄瓜种子、

幼苗的促生效果及产量和品质的影响，为微生物肥

料的开发提供理论依据和材料基础。

据资料显示，我国的钾肥生产只占世界的

０３４％，而消耗量却占１４．７％，虽然每年进口约６００
万ｔ钾肥［９］，但仍不能满足农业生产对钾肥的需要。

在化学钾肥供不应求的情况下，开辟新的效果好、

成本低、无污染的微生物肥料，挖掘山区土壤中的
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钾素资源，具有重要的研究和应用意义。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　供试土壤和菌株　试验用于解钾菌分离的
土壤分别采集于河北、黑龙江、山西、云南等地的山

区和丘陵地区，土壤样品共７５个；供试菌株主要为
胶质状芽孢杆菌１００１３，购自中国农业科学院微生
物菌种保藏管理中心；黄瓜品种为津研１号，由天津
农业科学研究院天津蔬菜研究所选育。

１．１．２　培养基　培养基主要有阿须贝氏培养基
（０．２ｇＫＨ２ＰＯ４、０．２ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、０．２ｇＮａＣｌ、
５ｇＣａＣＯ３、１０ｇ甘露醇、０．１ｇＣａＳＯ４·２Ｈ２Ｏ、１８ｇ
琼脂、１０００ｍＬ水，ｐＨ值６．８～７．０）、解钾菌选择培
养基（５ｇ蔗糖、２ｇＮａ２ＨＰＯ４、０．５ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、
０．００５ｇＦｅＣｌ３、０．１ｇＣａＣＯ３、１ｇ钾长石（４００目）、
１８ｇ琼脂、１０００ｍＬ水）、解钾菌复筛培养基［１０ｇ
蔗糖、１ｇＮａ２ＨＰＯ４、０．５ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４、１ｇＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ、０．２ｇ酵母粉、０．１ｇＮａＣｌ、０．１ｇＣａＣＯ３、
０．００５ｇＦｅＣｌ３、５ｇ钾长石、１０００ｍＬ水］。
１．１．３　主要仪器与试剂　Ｔａｑ聚合酶、ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ、ＰＣＲ产物纯化试剂盒均购自生工生物工程
（上海）股份有限公司；引物合成和ＤＮＡ测序由上海
英骏生物技术有限公司完成，其他试剂为国产分析

纯。电泳仪ＰＣＲ仪购自Ｂｉｏ－ＲＡＤ公司，紫外可见分
光光度计均购自岛津企业管理（中国）有限公司。

１．１．４　供试土壤　盆栽土壤取自邢台市信都区浆
水镇前南峪村山区土壤，其理化性质：有机质含量

为２４．１３ｇ／ｋｇ，全氮含量为１．４３ｇ／ｋｇ，全磷含量为
０．９１ｇ／ｋｇ，全钾含量为２０．０３ｇ／ｋｇ，速效氮含量为
８９．１５ｍｇ／ｋｇ，速效磷含量为４７．１５ｍｇ／ｋｇ，速效钾含
量为 １１９ｍｇ／ｋｇ，ｐＨ值为７．３。
１．２　试验方法
１．２．１　解钾菌的分离筛选　从邢台等地采集共７５
份土样，取１０ｇ土样加入到含９０ｍＬ无菌水的三角
瓶中，振荡培养３０ｍｉｎ，将土壤悬液稀释 １０３、１０４、
１０５倍，取 １００μＬ土壤悬液涂布在阿须贝培养基和
解钾菌选择性培养基中，３０℃培养３～４ｄ，挑取圆
形、透明、表面湿润黏稠的大菌落，划线纯化３次，将
纯培养菌株于－８０℃冰箱中保存备用。
１．２．２　解钾菌解钾能力的测定　采用解钾菌复筛
培养基，按５％的接种量接种Ｄ６００ｎｍ值为１．５的各菌
株发酵液，２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ培养１５ｄ，于培养３、６、

９、１２、１５ｄ采用原子吸收法测定发酵液中的可溶性
钾含量。

１．２．３　解钾菌３２－２的鉴定　在解钾菌选择培养
基进行菌株培养，４８ｈ观察菌落形态。（１）菌株形
态和生理生化鉴定。参照文献［１０］对菌株进行形
态观察和生理生化试验。（２）菌株１６ＳｒＤＮＡ鉴定。
采用通用引物２７Ｆ：（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣ
ＡＧ－３′）和 １４９２Ｒ：（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴ
Ｔ－３′），用菌落 ＰＣＲ扩增菌株的１６ＳｒＤＮＡ选用扩
增体系（２５μＬ）：１０×ＴａｑＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｍｇ２＋２．０μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２．０μＬ，２５ｐｍｏｌ／μＬ
引物各 ０．５μＬ，Ｔａｑ０．３μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１７．２μＬ。反应
条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５２℃退火
３０ｓ，７２℃延伸 ９０ｓ，循环 ３０次；７２℃终末延伸
１０ｍｉｎ，４℃保温。

ＰＣＲ产物经回收试剂盒纯化，送上海英骏生物
技术有限公司进行测序，测序结果提交 ＮＣＢＩ数据
库中进行序列比对分析，选取同源性较高的序列，

利用ＭＥＧＡ５．０软件，构建菌株系统发育进化树。
１．２．４　解钾菌对黄瓜种子和幼苗的促生效果　挑
选籽粒饱满的黄瓜种子，用 ７５％乙醇表面消毒
３０ｓ，蒸馏水洗涤３～４遍，２５℃恒温培养箱中浸种
２４ｈ，然后置于铺有灭菌湿纱布的培养皿上，室温下
催芽。待黄瓜种子整齐发芽后，播种于５０孔塑料穴
盘中，盘中装有经２次高压蒸汽灭菌的山区菜园土，
试验分３个处理：处理１，菜园土中浇灌浓度为１×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ３２－２菌悬液；处理２，浇灌浓度为１×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ１００１３菌悬液；处理３，清水对照（ＣＫ）。
将解钾菌接于发酵培养基中，２５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡
培养４８ｈ。离心发酵液，去除上层液体，用无菌水稀
释菌体，混匀即为所需菌悬液。１０ｋｇ菜园土加入
菌悬液１Ｌ，每盘播种５０粒黄瓜种子，黄瓜幼苗置于
光照培养箱内，温度为２８℃，相对湿度为６５％，光
周期为１２ｈ／１２ｈ。第４天计算发芽势，第７天计算
发芽率，待种子发芽结束后分别从各处理中选取１２
组发育基本一致的黄瓜幼苗，每组５株，培养３周，
测量黄瓜茎粗、株高、鲜质量和干质量，并计算植株

壮苗指数。

１．２．５　解钾菌对黄瓜产量及品质的影响　黄瓜幼
苗移栽至口径为５０ｃｍ、高为３５ｃｍ的花盆中，每盆
定植１株，盆中装有经２次高压蒸汽灭菌的山区菜
园土，试验于河北省石家庄鹿泉区河村温室大棚中

进行。采用１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ３２－２和１００１３菌悬液
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灌根处理，用量为１Ｌ／株，黄瓜生长期内每２周处理
１次，共处理９次，对照为清水灌根。测定黄瓜的果
实横径、纵径、平均单果质量和单株产量以及可溶

性糖、可溶性蛋白、维生素 Ｃ、可溶性固形物含量。
其中，可溶性固形物含量采用手持折光仪测定；可

溶性糖含量采用蒽酮比色测定；可溶性蛋白含量采

用考马斯亮蓝染色法测定；维生素 Ｃ含量采用 ２，
６－二氯靛酚滴定法［１１］测定。

１．３　数据统计与分析
数据采用 Ｅｘｃｅｌ２０１０进行处理，用 ＤＰＳ统计分

析软件进行差异分析。

２　结果与分析

２．１　解钾菌的分离筛选
在阿须贝氏培养基和解钾选择培养基平板上

进行解钾菌株的筛选，共筛选出７株解钾菌株（图
１），分别命名为２１－２、Ｚ１４－３、６３－４、３１－４、ＢＭ－
１、３２－２、６４－６。对初筛的７株菌株进行摇瓶解钾
试验，分别测定培养３、６、９、１２、１５ｄ发酵液中的可
溶性钾含量，其中接种邢台油麦菜地中分离到的菌

株３２－２，发酵 １５ｄ时发酵液中可溶性钾含量为
３７．７７ｍｇ／Ｌ，是对照中可溶性钾含量的１６．２２倍。

２．２　解钾菌３２－２的鉴定
在解钾选择培养基上进行 ３２－２菌株培养，

４８ｈ观察菌落形态，该菌株菌落呈圆形、边缘整齐、
透明凸起、表面湿润、菌落黏稠、菌落挑起时有弹

性、可拉成丝。用显微镜观察菌体发现，该菌呈革

兰氏阴性，菌体椭圆形，产生椭圆形芽孢和肥大的

荚膜。由表 １可以看出，对菌株 ３２－２进行 １６Ｓ
ｒＤＮＡ扩增得到１条１５００ｂｐ左右的条带，将其测序
后的序列信息提交给ＮＣＢＩ，构建菌株系统发育进化
树（图２）。可以看出，３２－２与草木樨中华根瘤菌
（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｍｅｌｉｌｏｔｉ） ｓｔｒａｉｎ ＯＲＳ１０４４（ＬＭＧ
１５２８５）聚于同一个支上，序列相似性达９９％，结合
形态观察和生理生化特性，３２－２初步鉴定为草木
樨中华根瘤菌（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍｍｅｌｉｌｏｔｉ）菌株。

表１　菌株３２－２的生理生化特征

特征 结果 特征 结果

菌落形态 圆形透明 吲哚试验 －

菌体形态 椭圆形　 甲基红试验 ＋

革兰氏染色 － Ｖ－Ｐ试验 －

淀粉水解试验 ＋ 硝酸盐试验 ＋

明胶水解试验 ＋ 接触酶 ＋

葡萄糖发酵试验 ＋ 柠檬酸盐 －

乳糖发酵试验 ＋ Ｈ２Ｓ试验 ＋

　　注：“＋”、“－”分别表示阳性、阴性。

２．３　解钾菌３２－２对黄瓜种子和幼苗的促生效果
发芽势是指种子发芽达到高峰期的发芽率，是

衡量种子发芽整齐程度的指标。由表２可知，在浓
度为１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的３２－２和１００１３处理下黄瓜
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表２　黄瓜发芽率和发芽势

处理 发芽率（％） 发芽势（％）

３２－２ ８８．００ａ ８０．８３ａ

１００１３ ８４．６７ｂ ７４．８６ｂ

ＣＫ ７４．６７ｃ ７２．７５ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。

发芽率均显著高于对照，而３２－２处理的发芽率比

１００１３处理的高出３．９３％，发芽势高出７．９７％。
　　由表３知，３２－２处理的黄瓜幼苗，其株高、地
下鲜质量、地上干质量、壮苗指数、干质量根冠比、

根系活力等指标均显著高于对照，且该处理的黄瓜

幼苗株高、地下鲜质量、地上干质量、干重根冠比、

根系活力等指标也显著高于 １００１３处理的黄瓜
幼苗。

表３　解钾菌对黄瓜幼苗生长及质量的影响

基质
株高

（ｃｍ）
茎粗

（ｃｍ）
面积

（ｃｍ２）
鲜质量（ｇ） 干质量（ｇ）

地上部 地下部 地上部 地下部
壮苗指数

干质量

根冠比

叶绿素含量

（ｍｇ／ｇ）
根系活力

［μｇ／（ｇ·ｈ），ＦＷ］

３２－２ １３．１７ａ ４．６７ａ ８４．５６ａ １７．６４ａ １．４７ａ １．７３ａ ０．１４ａ ０．８１ａ ０．０８１ａ １．８ａ ３３．９８ａ

１００１３ １１．５３ｂ ４．３８ａ ８３．８９ａ １７．０１ａ １．３３ｂ １．６６ｂ ０．１２ａ ０．８０ａ ０．０７２ｂ １．８２ａ ２５．１６ｂ

ＣＫ １１．３７ｂ ４．２２ａ ８２．７５ａ １７．１１ａ １．２９ｂ １．６１ｂ ０．１２ａ ０．７７ｂ ０．０７４ｂ １．７９ａ ２４．５３ｂ

２．４　解钾菌对黄瓜产量及品质的影响
通过测量黄瓜果实横径、纵径、单果质量、产量

发现，３２－２处理后果实的横径、纵径、单果质量、产
量均显著高于对照，而１００１３处理后的果实横径、产
量分别与对照无显著差异。３２－２产量比对照增产
８．４１％，而 １００１３处理的黄瓜产量只比对照增产
０２４％（表４）。通过测量黄瓜各项品质指标发现，
３２－２处理后黄瓜的可溶性固形物、可溶性糖、维生
素Ｃ、可溶性蛋白含量均显著高于对照，而１００１３处
理后的黄瓜品质各项指标与对照无显著性差异

（表５）。　
表４　解钾菌对黄瓜产量的影响

处理
果实横径

（ｍｍ）
果实纵径

（ｍｍ）
单果质量

（ｇ）
产量

（ｔ／ｈｍ２）
增产率

（％）

３２－２ ３３．７８ａ ３４８．１５ａ ３３８．０３ａ １３５．８８ ８．５０

１００１３ ３１．６７ｂ ３２７．２３ｂ ３１０．３５ｂ １２５．１３ ０．２９

ＣＫ ３０．８４ｂ ３２９．２８ｂ ３１１．５４ｃ １２４．７７

表５　解钾菌对黄瓜品质的影响

处理
可溶性固形物

含量（％）
可溶性糖

含量（ｍｇ／ｇ）
维生素Ｃ
含量（ｍｇ／ｇ）

可溶性蛋白

含量（μｇ／ｇ）

３２－２ ４．２３ａ ０．１８５ａ １０．８７ａ ７２７１．３２ａ

１００１３ ４．０１ｂ ０．１８３ａｂ ７．５４ｂ ６１９８．４４ｂ

ＣＫ ３．９６ｂ ０．１８０ｂ ７．５９ｂ ６０１４．３９ｂ

２．５　解钾菌对土壤养分状况的影响
施用菌株３２－２和１００１３后种植黄瓜的土壤有

机质和速效钾含量均有一定程度提高。可见，微生

物菌剂对改善土壤养分具有较好的效果（表６）。

３　结论与讨论

本试验发酵条件是在实验室条件下应用摇瓶

表６　黄瓜不同处理对土壤养分状况的影响

时间 处理
有机质含量

（ｇ／ｋｇ）
速效钾含量

（ｍｇ／ｋｇ） ｐＨ值

试验前 ２４．１３ １１９ ７．３
试验后 ３２－２ ２５．３８ １３３ ７．２

１００１３ ２５．４２ １２４ ７．２
ＣＫ ２４．２７ １２０ ７．２

试验完成的，菌株如果应用到实际生产，还应综合

考虑各方面因素，在保证菌株效果的前提下，选用

廉价原料和合适的培养条件，使菌剂的生产效益最

大化。吴凡等在对桑树根际解钾菌进行鉴定时，发

现了２株具有较强解钾能力的根瘤菌（ＦＫ１１和
ＦＫ８）［１２］。有研究表明，接种根瘤菌对相思苗木的
生长有显著的促进作用，并明显提高土壤有效钾的

含量［１３］。张亮等通过液体培养试验研究了８株菜
豆根瘤菌对土壤钾的活化作用。由此可知，根瘤菌

除具有固氮能力，某些菌株还可以活化土壤中的无

效钾，从而提高土壤钾的生物有效性，达到对植物

促生的效果［１４］。本试验获得的高效解钾菌株

３２－２可高效分解钾矿石中的钾元素，发酵１５ｄ时
发酵液中可溶性钾含量为３７．７７ｍｇ／Ｌ，是对照中可
溶性钾含量的１６．２２倍。同时，对黄瓜有显著的促
生作用，黄瓜幼苗浓度为１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的３２－２
处理下发芽率均显著高于对照，且处理后的黄瓜幼

苗株高。地下鲜质量、地上干质量、壮苗指数、干质

量根冠比、根系活力等指标均显著高于对照，同时

果实的产量和品质各项指标均显著高于对照。但

是，中华草木樨根瘤菌３２－２的解钾机制和促生机
制还有待进一步研究。
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多菌灵降解菌 ｄｊｌ－６和啶虫脒降解菌
Ｄ－２液体菌剂的研发

徐铭阳１，卢家森１，耿　翔２，刘卜郡１，何　健１，黄　星１

（１．南京农业大学生命科学学院，江苏南京２１００９５；２．江苏省南京市江宁区湖熟街道农业服务中心，江苏南京２１１１２１）

　　摘要：以长期受多菌灵和啶虫脒农药污染的土壤中分离筛选得到的多菌灵降解菌株庆笙红球菌（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ
ｑｉｎｇｓｈｅｎｇｉｉｓｐ．ｎｏｖ．）ｄｊｌ－６和啶虫脒降解菌株噬染料菌（Ｐｉｇｍｅｎｔｉｐｈａｇａｓｐ．）Ｄ－２为供试菌株，研究了降解菌菌剂的
不同保存剂型与初步应用的情况。结果表明，２株降解菌均以苯甲酸钠作为防腐剂的处理效果最好，能维持活菌数较
高且不产生杂菌污染。降解菌ｄｊｌ－６复配保护剂的最佳使用浓度：０．３０％柠檬酸钠、０．３０％羧甲基纤维素、０．２０％
ＣａＣｌ２。降解菌Ｄ－２复配保护剂的最佳使用浓度：０．２０％糊精、０．２０％柠檬酸钠、０．３０％ ＣａＣｌ２。与对照相比，添加保

护剂后，菌株ｄｊｌ－６、菌株Ｄ－２活菌数分别够提高３２．０３％、３８．７０％。２株菌的液体菌剂保存４５ｄ后，降解菌 ｄｊｌ－６
能够在１０ｄ内将土壤５ｍｇ／ｋｇ多菌灵降解９５．２３％，降解菌Ｄ－２能够在１０ｄ内将土壤５ｍｇ／ｋｇ啶虫脒降解９２．７５％，
有效延长了液体菌剂的保存期。
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　　设施农业作为农业现代化发展的重要产业越 来越受到各国政府的重视，设施农业不仅有效解决

了我国淡季期间蔬菜短缺问题，还促进了居民传统

消费结构的改变［１］。但是设施农业中蔬菜病虫害

较多，农药的使用率也相对较高，以多菌灵和啶虫

脒为代表的农药因其高效低毒的特点［２－４］而被广泛

应用于设施农业之中。多菌灵是一种内吸性的广

谱杀菌剂，土壤中残留的多菌灵会导致土壤微生物

数量下降，抑制土壤脱氢酶、磷酸酶活性［５－６］。啶虫

脒是一种内吸杀虫剂，残留在土壤中会抑制土壤固
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