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硅酸盐细菌 NBT菌株解钾机理初探

盛下放 � 黄为一
(南京农业大学资源与环境科学学院,南京 � 210095)

摘 � 要 � � 摇瓶条件下,对硅酸盐细菌 NBT 菌株发酵液及其代谢产物分解钾长石的作

用进行了研究。结果表明,培养 48 h 的 NBT 菌株发酵液能活化钾长石中的钾、硅、铝。28 �

振荡 10天后的滤液中 K, SiO2 , Al2O3 含量分别达 184. 1、39. 8和 12. 6 mg L
- 1
, 分别比灭菌发酵

液中的K, SiO2 , Al2O3 含量增加 106. 1%、63. 1%和 133. 3%。NBT 菌株发酵液中含有大量的有

机酸、氨基酸、荚膜多糖。摇瓶试验表明,三者都有较强的分解钾长石的能力, 28� 振荡 10 天

后的滤液中的 K含量分别达 110. 8、84. 9和 19. 7 mg L- 1。另外,三者间有明显的协同作用, 三

者的混合液可使解钾能力提高 62. 2%。三者分解钾长石的能力是通过酸溶和络合作用来实

现的。
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近20年来,先进农业技术的应用使农作物获得持续高产,农田钾素携出量远大于补给

量,钾素亏缺日益严重,钾已成为继N、P元素之后限制农作物产量和品质的第 3种大量元

素[ 1]。我国钾矿资源贫乏,单靠进口无法满足当前和将来农业对钾肥的巨大需求。土壤中

90%~ 98%的钾主要以作物不能直接吸收利用的矿物钾形式存在。因此,矿物钾的生物有

效化是解决土壤中有效钾素亏缺的重要途径之一。一些研究表明[ 2, 3] ,硅酸盐细菌能分解钾

长石、云母等铝硅酸盐类矿物,使土壤中难溶性的钾、磷、硅等元素转变为可溶性,可供植物

吸收利用。但也有一些学者
[ 4]
认为,硅酸盐细菌分解钾长石的能力很低或无分解钾长石能

力。南京农业大学微生物学系分离筛选出一株溶磷、解钾能力很强的硅酸盐细菌(NBT 菌

株)。试验表明, NBT 菌株能通过破坏钾长石的晶格结构使矿物中的钾释放出来[ 5]。因此,

筛选出解钾能力强的硅酸盐细菌并阐明其解钾机理就具有重要的理论和实际意义。目前,

国内外学者对硅酸盐细菌解钾机理的认识还无定论,存在酸解
[ 6]
、酶解

[ 7]
、胞外多糖形成

[ 8]

等观点。而系统、深入地研究硅酸盐细菌解钾作用及其机理的工作缺少见报道。为此,作者

进行了本项研究,以期为阐明硅酸盐细菌促生机理提供试验依据。

1 � 材料与方法

1�1 � 培养基

以 g L- 1计, 蔗糖 10. 0, ( NH4) 2SO4 1. 0, Na2HPO4 2. 0, MgSO4�7H2O 0. 5, NaCl 0. 1, 酵母膏 0. 5, CaCO3
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1. 0, 钾长石粉 10. 0; pH 7. 2 。

1�2 � 钾长石粉的制备

钾长石(南京地质矿产研究所惠赠, 采自南京江宁县小龙山)研磨, 过 100 目筛, 水洗去水溶性钾, 阴

干。

1�3 � 方法

1�3� 1� NBT菌株发酵液的制备 � � 硅酸盐细菌 NBT 菌株纯培养物 10 ml( 3. 15 � 108 个 ml- 1 )接入装有

200 ml无菌培养基的1 000 ml三角瓶中, 30� 振荡培养 48 h, 培养物一部分离心( 12 000 r min- 1, 15 min) ,

收集上清液,用孔径 0. 22�m 的滤膜过滤, 滤液经检查无菌后,即为除菌发酵液。另一部分静置1 h, 除去

钾长石;取其中一部分发酵液 121 � 灭菌 30 min,即得灭菌发酵液; 同时制备灭菌的培养基(不加钾长石

粉)。

1�3� 2� NBT 菌株发酵液中有机酸、氨基酸和荚膜多糖的测定 � � 500 ml三角瓶中装 100 ml培养基,

121 � 20 min 高压灭菌,冷却后将硅酸盐细菌菌悬液按5%接种量接入三角瓶中, 28� 振荡( 180 r min- 1)

培养;培养时间 0, 12, 24, 36, 48, 72, 96 h 后分析。( 1) 有机酸的测定。发酵液中有机酸的提取系用硫酸

提取法[9] ,用 HPLC 法测各种有机酸含量。色谱条件: 色谱柱 ALLTLMA C18 ( 150 mm � 4. 6mm) , 流动相

0. 1% H3PO4, 流速 0. 7 ml min- 1 ,柱温 40� , UV�= 214 nm ,检测。( 2) 氨基酸的测定。发酵液的处理用三氯

醋酸法,用 0. 02 mol L- 1 HCl稀释至适当的浓度上氨基酸分析仪( 835 � 50 氨基酸分析仪) 测定。分析条

件:氨基酸分析专用阳离子交换柱( 0. 4cm � 30cm) , 柱温 62� , 流速 0. 4 ml min- 1, 检测器 UV�= 254 nm。

( 3) 荚膜多糖的测定。取不同培养时间的发酵液, 用丙酮法提取[ 10] , 提取物按文献 [ 11]进行纯化,得到

的荚膜多糖经干燥、压片, 用 Nicolet 170SXFT- IR型红外光谱仪描记、红外光谱分析。

1�3� 3� 钾长石在不同条件下的溶解作用 � � 称取1. 5g钾长石粉, 放入250 ml三角瓶, 121� 灭菌 30 min,

然后按表 1方式设灭菌培养基( CK1)、灭菌发酵液( CK2)、除菌发酵液、含菌发酵液(不加蔗糖, 加 10%蔗

糖5 ml和 10 ml三组) 6个处理。每种处理的溶液各加 50 ml, 试验设三个重复, 30� 振荡培养 10 天后测

滤液中的钾和硅[12]。

1�3� 4� 有机酸、氨基酸、荚膜多糖对钾长石的破坏 � � 根据试验检出的有机酸种类和含量范围( 33. 36~

291. 94 mg L- 1)分别配制 50, 100, 150, 200, 250, 300 mg L- 1草酸、酒石酸、柠檬酸、苹果酸等四种有机酸系

列溶液;根据检出的氨基酸种类和含量配制氨基酸的混合液(每种氨基酸取其中间浓度) ;同样配制 2. 0,

4. 0, 6. 0, 8. 0, 10. 0 g L- 1 5 个浓度系列的荚膜多糖溶液; 另外, 用 30%的H2O2溶液在加热条件下分别破

坏有机酸、氨基酸和荚膜多糖的结构, 配制等系列浓度的有机酸、氨基酸和荚膜多糖的水解液。称取

1. 5 g钾长石粉放入 250 ml三角瓶中, 121� 30 min灭菌, 有机酸和氨基酸溶液用过滤法除菌, 分别将有机

酸、氨基酸和荚膜多糖溶液及它们的水解液加入三角瓶中,每瓶 50 ml,另设加等体积0. 01 mol L- 1HCl和

HNO3 两组无机酸,具体安排见表2, 30� 振荡( 180 r min- 1) 10 天后测滤液中的钾和硅, 剩下的残渣用去

离子水洗,阴干, 用于扫描电镜分析。

1�3� 5� 分析项目 � � 滤液用原子吸收分光光度法测钾, 发酵液中二氧化硅的测定采用硅钼蓝比色法,

三氧化二铝的测定采用铝试剂比色法。

1�3� 6� 钾长石扫描电镜观察 � � 取不同处理的钾长石残渣,用去离子水洗涤, 阴干,扫描电镜(日立 S-

450,工作电压 20kV)观察钾长石表面特征, 拍照。

2 � 结果与分析

2�1 � NBT菌株发酵液对钾长石的溶解作用
培养 48 h的硅酸盐细菌 NBT 菌株发酵液能活化钾长石中的钾、硅、铝(表1)。除菌发
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酵液、灭菌发酵液和灭菌培养基与钾长石混合振荡 10 d后的滤液中钾含量分别达 178. 8、

89. 3和 11. 5 mg L- 1。方差分析表明,活化钾长石中钾的能力,除菌发酵液、灭菌发酵液和

灭菌培养基之间的差异达极显著水平( F= 4792. 5> F0. 01= 10. 92)。说明 NBT 菌株发酵

液对钾长石具有溶解作用。除菌发酵液比灭菌发酵液与钾长石混合振荡后的滤液中钾含

量增加99. 3% ,说明NBT 菌株发酵液中除了一些理化因素外,还有一些在高温下易被破

坏的代谢物参与溶解作用。另外, 含菌发酵液、添加蔗糖含菌发酵液与除菌发酵液活化钾

长石中的钾、硅、铝的能力相当,但添加蔗糖的含菌发酵液活化钾长石的能力略强。说明

在振荡过程中NBT 菌株细胞的代谢活动可在一定程度上提高溶钾能力。从表 1 还可发

现,除菌发酵液的解钾能力是灭菌发酵液的 2倍。因此, 对两者进行生化分析或组分分

析,将有可能更深入地揭示NBT 菌株的解钾机理。

表 1� NBT菌株发酵液对钾长石的分解作用
Table 1 � Destruct ion of feldspar by fermented broth of the strain NBT

处理

Treatment

各种元素含量

Contents of elements( mg L- 1)

K SiO2 Al2O3

pH
F 值

F value

灭菌培养基( CK1) 11. 5 9. 4 0. 9 7. 10

灭菌发酵液( CK2) 89. 3 24. 4 5. 4 6. 84 4792. 5* *

除菌发酵液 178. 8 31. 9 9. 2 6. 15

含菌发酵液 180. 2 34. 2 9. 6 6. 05

含菌发酵液+ 10%蔗糖 5 ml 181. 6 37. 5 10. 1 5. 75 1. 61

含菌发酵液+ 10%蔗糖 10ml 184. 1 39. 8 12. 6 5. 60

2�2 � NBT菌株代谢产物对钾长石的溶解作用
2�2�1 � 有机酸对钾长石的溶解作用 � � 发酵液中检出的 4种有机酸对钾长石的溶解试

验结果表明(图 1) , 4种有机酸对钾长石均有不同程度的溶解作用, 且在 50~ 250 mg L- 1

浓度范围内溶解钾长石的效果(以溶液中钾、硅含量为指标)表现为随有机酸浓度增加而

提高的趋势(草酸、柠檬酸) ,各种有机酸对钾长石中钾的溶解作用分别为酒石酸> 草酸>

苹果酸> 柠檬酸; 对钾长石中硅的溶解作用分别为草酸> 柠檬酸> 酒石酸> 苹果酸;用

30%H2O2破坏上述有机酸,结果发现它们溶解钾长石的能力大大降低。说明上述有机酸

能溶解钾长石, 使其中的钾、硅等元素释放出来, 而且这种作用与其特有的结构, 如

� COOH有关。

为了研究有机酸溶解钾长石的机制,按照检测到的 4种有机酸的含量范围( 50~ 250

mg L- 1) ,分别配制浓度为 200 mg L- 1的草酸、酒石酸、柠檬酸、苹果酸溶液。每种有机酸

溶液的 pH值分别调到 2. 5和 7. 0,同时分别配制 pH 值为 2. 5的乙二胺四乙酸二钠溶液

(浓度为 200 mg L- 1)和蒸馏水作为对照。将 1. 5 g钾长石粉( 100目)分别加入 50 ml上述

浓度的有机酸溶液和乙二胺四乙酸二钠溶液及蒸馏水中, 28 � 振荡作用 10天后, 过滤,取

滤液测其中的钾、硅、铝含量。由表 2可以看出, 在酸性条件下( pH2. 5)有机酸溶解钾长石

的作用大于在中性条件下( pH 值 7. 0)有机酸对钾长石的溶解。说明, 有机酸溶解钾长石
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图 1 � 有机酸对钾长石的溶解
Fig. 1 � Dissolution of feldspar by organic acids

的作用既有酸溶作用,又包含有机酸的络合作用, 而且络合作用也起重要作用,因为在有

机酸结构受到破坏时,它们溶解钾长石的能力就减弱。由于 EDTA 具有很强的络合 Si、Al

等金属离子的能力, 从而增加了这些离子的溶解性。

2�2�2 � 氨基酸对钾长石的溶解 � � 氨基酸含有 � COOH 和 � NH2, 这些基团具有络合金

属离子的作用。本试验发现, 氨基酸对钾长石有一定的溶解作用(表 3)。28 � 作用 10天,

溶液中钾、硅含量比 CK分别增加 12倍和 4倍,当氨基酸结构受到破坏时,其溶解钾长石

的能力大大减少。
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表 2 � 有机酸对钾长石的溶解
Table 2 � Dissolution of feldspar by organic acids

有机酸

Organic acids

溶解后溶液中元素含量

Content of elements(mg L- 1)

K SiO2 Al2O 3

草酸( pH2. 5) 76. 7 50. 5 18. 4

草酸( pH7. 0) 49. 8 36. 7 16. 4

柠檬酸( pH2. 5) 68. 8 48. 6 16. 4

柠檬酸( pH7. 0) 41. 4 31. 9 11. 1

酒石酸( pH2. 5) 66. 2 18. 9 14. 2

酒石酸( pH7. 0) 29. 4 11. 5 10. 2

苹果酸( pH2. 5) 56. 7 18. 7 13. 7

苹果酸( pH7. 0) 24. 7 12. 6 11. 4

乙二胺四乙酸二钠( pH2. 5) 94. 5 64. 4 24. 3

蒸馏水( pH2. 5) 48. 6 11. 2 7. 6

表 3 � 氨基酸对钾长石的溶解能力
Table 3 � Dissolution of feldspar by amino acids

处理

Treatment

溶液中的钾

K in solut ion ( mg L- 1)

溶液中的二氧化硅

SiO2 in solution (mg L
- 1)

钾长石+ 蒸馏水 5. 4 6. 7

钾长石+ 混合氨基酸 84. 9 18. 7

钾长石+ 混合氨基酸+ H2O2 24. 2 10. 7

2�2�3 � 荚膜多糖对钾长石的溶解作用 � � 准备 250 ml三角瓶,加 1. 5 g 钾长石和 50 ml

蒸馏水,灭菌( 121 � , 30 min)。分别将一定量的荚膜多糖(干燥荚膜多糖,紫外线杀菌 1h)

加入 250 ml三角瓶中,分别配制成浓度为 0. 2% , 0. 4%, 0. 6%, 0. 8%和 1. 0%的荚膜多糖

溶液。每个浓度三个重复, 28 � 振荡作用 10天后测溶液中的钾、硅浓度。可以看出(表

4) ,NBT 菌株产生的荚膜多糖对钾长石有一定的破坏作用, 随着荚膜多糖含量的增加,溶

液中的钾、硅含量明显增加。用 30% H2O2 降解多糖, 结果溶解钾长石中钾、硅的能力减

小。从荚膜多糖红外光谱图(图2)可以看出,荚膜多糖除了有一些基本的多糖结构外,在

1 551. 0 cm- 1处有一 � COO- 吸收峰,荚膜多糖分子结构中含有具络合作用的官能团。这

些官能团能与Al、Si等金属离子络合[ 10] ,从而使溶液中的 K、Si含量增加。
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表 4 � 硅酸盐细菌 NBT菌株荚膜多糖对钾长石中钾、硅活化作用

Table 4 � Act ivation of potassium and silicon from feldspar by the capsular polysaccharide

处理

Treatment

溶液中的钾

K in solution( mg L- 1)

溶液中的硅

Silicon in solution ( SiO2 mg L
- 1)

比对照增加的钾

Increased by( % )

� 钾长石+ 蒸馏水 5. 4 6. 7 �

� 荚膜多糖+ 蒸馏水 3. 6 2. 8 �

� 钾长石+ 荚膜多糖( 0. 2% ) 11. 2 10. 8 24. 4

� 钾长石+ 荚膜多糖( 0. 4% ) 12. 4 11. 4 37. 8

� 钾长石+ 荚膜多糖( 0. 6% ) 15. 6 14. 4 73. 3

� 钾长石+ 荚膜多糖( 0. 8% ) 16. 4 15. 6 82. 2

� 钾长石+ 荚膜多糖( 1. 0% ) 21. 5 18. 7 138. 8

� 钾长石+ 荚膜多糖+ H2O2 10. 2 10. 3 13. 3

图 2� NBT 菌株荚膜多糖红外光谱图

Fig. 2 � IR spectra of capsular polysaccharide

2�2�4 � 有机酸、氨基酸、荚膜多糖协同作用 � � 有机酸、氨基酸、荚膜多糖在活化钾长石
中钾、硅的能力上有明显的协同作用(图 3)。单独的荚膜多糖、有机酸和氨基酸能够溶解

钾长石,使溶液中钾的含量分别达 19. 7 mg L
- 1
、110. 8 mg L

- 1
和 84. 9 mg L

- 1
, 溶液中硅的

含量分别达13. 8 mg L- 1、64. 4 mg L- 1和58. 7 mg L- 1,它们之间溶解钾长石的能力为:有

机酸> 氨基酸> 荚膜多糖;荚膜多糖与氨基酸的混合物作用于钾长石,使溶液中的钾、硅

含量分别达 94. 4 mg L- 1和 59. 1 mg L- 1, 溶解钾的能力分别比荚膜多糖和氨基酸增加

379. 2%和 11. 2%,荚膜多糖与有机酸的混合物溶解钾的能力分别比荚膜多糖和有机酸溶

钾能力增加 620. 8%和 28. 2%,氨基酸与有机酸的混合物溶钾能力比有机酸增加 51. 2% ,

而氨基酸、荚膜多糖和有机酸三者的混合物, 溶解钾长石的能力大大增加, 溶液中钾、硅含

量分别为 349. 4 mg L
- 1
和 86. 1 mg L

- 1
,分别比有机酸溶解钾长石的能力增加 215. 3%和

33. 7%。另外, 菌株的代谢产物活化钾长石中的钾、硅的能力与其一定结构有关, 用H2O2
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图 3 � 不同化合物对钾长石的溶解作用
Fig. 3 � Dissolut ion of feldspar by different compounds

破坏代谢物的结构, 它们活化钾长石的能力大大减小, 同时菌株 NBT 的代谢物对钾长石

的活化主要是通过具有络合基团的有机物的络合作用,因为 0. 01 mol L- 1HCl和 0. 01 mol

L- 1HNO3( pH 均低于荚膜多糖、氨基酸和有机酸的混合物)溶解钾长石后,溶液中的钾、硅

含量分别为44. 6 mg L- 1、36. 4 mg L- 1和49. 8 mg L- 1、43. 8 mg L- 1, 远低于上述混合物作

用于钾长石后溶液中钾、硅含量。扫描电镜照片也可看出(图4) ,菌株 NBT 的代谢产物破

坏钾长石的晶格结构的能力大于0. 01 mol L
- 1
HNO3对钾长石晶格结构的破坏,而用H2O2

分解NBT 菌株代谢产物后,其破坏钾长石晶格的能力下降。

3 � 讨 � 论

硅酸盐细菌能释放由硅酸盐组成的岩石矿物中的磷、钾、硅等元素, 直接供给植物生

长利用,同时亦具有固氮功能[ 13]。这为挖掘土壤潜在肥力, 发展可持续农业提供了诱人

的前景。硅酸盐细菌 NBT 菌株在以钾长石为惟一钾源的培养基中能形成丰厚的大荚膜,

同时NBT 菌株能合成并分泌草酸、柠檬酸、酒石酸以及多种氨基酸到发酵液中,这些细胞

代谢物分子均含有具络合作用的官能团,它们能与矿物中的硅、铝等离子发生络合作用,

使矿物分解并释放出钾、硅。陈廷伟、陈华癸等[ 7]的研究表明菌体与矿石紧密接触是硅酸

盐细菌分解磷钾矿石的必要条件, 硅酸盐细菌的荚膜多糖紧紧包绕着矿物,NBT 菌株合成

并分泌的草酸、柠檬酸、酒石酸以及多种氨基酸等在矿石表面的浓度很高,从而大大加强

了硅酸盐细菌对矿物的分解能力, 这一点为本试验结果所证实。有机酸、氨基酸和荚膜多

糖的混和物分解钾长石的能力明显高于这几种化合物单独分解钾长石的能力。在酸性条

件下( pH2. 5)有机酸溶解钾长石的作用大于在中性条件下( pH 值 7. 0)有机酸对钾长石的
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图 4� 不同化合物处理的钾长石扫描电镜照片

Fig. 4 � Scanning electronic photograph of feldspar treated by different compounds

溶解。说明,有机酸溶解钾长石的作用既有酸溶作用, 又包含有机酸的络合作用, 而且络

合作用也起重要作用,因为在有机酸结构受到破坏时, 它们溶解钾长石的能力就减弱。荚

膜多糖能通过提供质子和与溶液中的离子形成复合物来提高分解矿物的能力
[ 14]
。可以

认为, 硅酸盐细菌NBT 菌株分解钾长石的作用是其产生的代谢产物共同作用的结果。随

着分子生物学技术的不断发展,可望在基因水平上更深入地阐明硅酸盐细菌解钾机理,更

好地利用硅酸盐细菌促进作物生长、提高作物产量、改善作物品质和环境条件等方面的作

用。
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MECHANISM OF POTASSIUM RELEASE FROM FELDSPAR AFFECTED

BY THE STRAIN NBT OF SILICATE BACTERIUM

Sheng Xia�fang � Huang Wei�yi
( College of Resources and Environmental Sciences, Nanjing Agric . Univ . , Nanjing � 210095)

Summary

The study on dissolution of potassium from feldspar powder by fermented broth and themetabolites of

the strain NBT was carried out in shake flask. The results showed that K, Si, Al from feldspar was activated

by fermented broth cultured for 48 hours. The contents of K, SiO2, and Al2O3 in the fermented broth were

184. 1, 39. 8 and 12. 6 mg L- 1 respectively after shaking with feldspar in it at 28 � for 10 days and were

106. 1% , 63. 1% and 133. 3% respectively over that the control of sterilized fermented broth; In addi�
tion, a lot of organic, ammonia acids and capsular polysaccharide were detected in the fermented broth. The

shake flask study showed that themetabolites had the potential of dissolving the feldspar and the contents of

K in the solut ion were 110. 8 mg L- 1 for organic acids, 84. 9 mg L- 1 for ammonia acids and 19. 7 mg L- 1

for capsular polysaccharide. The effect of K release was increased by 62. 2% by the mixed metabolites.

The dissolution of feldspar was through the acid�dissolution action and chelation of the metabolites.

Key words � � Silicate bacterium,Mechanism of potassium release, Feldspar,Metabolites

8716期 盛下放等:硅酸盐细菌NBT菌株解钾机理初探


