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２ 株溶磷、 解钾与产 ＩＡＡ 的内生真菌菌株
的筛选、 鉴定及促生作用研究
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摘　 要: 从钾矿区优势蕨类植物 －芒萁内生真菌中筛选出具溶磷、 解钾、 分泌吲哚乙酸 ( ＩＡＡ) 的功能菌株ꎬ 并

研究其对农作物的促生作用ꎮ 采用菌株的形态学特性、 培养特征及 ５ ８Ｓ ｒＤＮＡ、 １８Ｓ ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列分析方法对菌

株进行鉴定ꎬ 并结合液体培养和固体培养方法初步测定菌株的溶磷、 解钾能力ꎬ 采用回接及盆栽试验研究它们对

玉米幼苗的促生作用ꎮ 从 ４２ 株芒萁内生真菌中筛选得到 ２ 株具有高效溶磷、 解钾、 分泌 ＩＡＡ 功能的内生真菌菌株

(编号为 ＭＱ０１３ 和 ＭＱ０３９)ꎬ 经鉴定 ＭＱ０１３ 菌株为泡盛曲霉 (Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｗａｍｏｒｉ)ꎬ ＭＱ０３９ 菌株为黑曲霉 (Ａｓｐｅｒ￣
ｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ)ꎮ 促生作用试验结果显示ꎬ ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株能有效提高玉米植株体内叶绿素及磷、 钾含量ꎮ
ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株具有一定的溶磷、 解钾和分泌 ＩＡＡ 活性ꎬ 并对玉米幼苗的生长有明显的促进作用ꎬ 该菌株在

研制高效生物肥料接种剂方面可能具有较大潜力ꎮ
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磷、 钾是植物的必需营养元素ꎬ 在植物生长发

育过程中发挥重要的作用ꎮ 土壤中含有丰富的磷、
钾元素ꎬ 但绝大多数以难溶性盐的形式存在ꎬ 不能

被植物直接吸收利用ꎮ 如何将土壤中难溶性磷、 钾

转化成植物可以直接吸收的可溶性磷、 钾倍受关

注[１ － ３]ꎮ 吲哚乙酸 ( ＩＡＡ) 是一种植物体内普遍存

在的内源生长素ꎬ ＩＡＡ 通过不同的信号传导途径激

发各种生理效应ꎬ 参与植物细胞伸长生长、 细胞分

裂、 维管组织分化、 顶端优势、 向性、 同化物的运

输、 叶片和花的脱落等许多生理生化过程的调节与

控制ꎬ 促进植物的生长发育[４ － ５]ꎮ
目前ꎬ 研究者从不同矿物表层、 土壤、 植物根

际中筛选出部分对矿物具有浸溶作用或是具有分泌

ＩＡＡ 活性的微生物菌株并进行有关促生作用研究ꎮ
如葛菁萍等[６]从土壤中筛选得到 ３ 株具有解磷、 解

钾、 固氮能力的真菌ꎬ 龚明波等[７]从植物根部土壤

中分离到一株高效溶磷青霉菌株 Ｚ３２ꎬ 刘文干等[８]

在花生根际分离到 １ 株高效溶磷的黑曲霉菌株 Ｂ１ －
Ａꎬ Ｍｉｃｈｅｌｅ 等[９]从侧柏中分离得到产 ＩＡＡ 的内生真

菌 ９１４３ꎮ 但有关从植物体内筛选出对矿物具有浸溶

作用及产 ＩＡＡ 的内生真菌菌株鲜见报道ꎮ 本试验以

分离自钾矿区优势蕨类植物 － 芒萁 (Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ
ｌｉｎｅａｒｉｓ) 内生真菌菌株为研究对象ꎬ 通过平板活性

测定试验筛选出具有溶磷、 解钾活性以及分泌 ＩＡＡ
功能的活性菌株ꎬ 运用微生物发酵、 回接技术研究

菌株对植物的促生效应ꎬ 为植物内生真菌资源的开

发利用并进一步探究植物内生真菌对植物在矿区适

应机制提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 菌株

龙南钾矿区 (１１４°２３′ ~ １１４°５９′Ｅꎬ ２４°２９′ ~
２５°１′Ｎ) 芒萁 (Ｄ. ｌｉｎｅａｒｉｓ) 内生真菌 ４２ 株 (九江

学院真菌研究室提供)ꎮ
１ １ ２　 矿样

钾长石样品 (鄱阳湖生态经济研究中心矿物研

究室提供)ꎮ 矿样主要化学组成为 Ｋ２ Ｏ １１ ０９％ ꎬ
Ａｌ２Ｏ３ １９ ２５％ ꎬ ＳｉＯ２ ６６ ５７％ ꎬ 粉碎至过 ０ １５ ｍｍ
筛备用ꎮ
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中国土壤与肥料　 ２０１７ (３)　



１ １ ３　 供试培养基

固体或液体马铃薯葡萄糖培养基 (ＰＤＡ)ꎬ 解

磷无机磷培养基[６]ꎬ 金氏培养基 Ｂ ( Ｋｉｎｇ 培养

液) [１０]ꎮ
１ １ ４　 供试种子

承玉 １１ 玉米种子 (九江市种子管理局种子供

应站购置)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 溶磷内生真菌菌株筛选及测定

将芒萁内生真菌活化培养ꎬ 挑取活化后的内生

真菌菌块 (菌块大小 Φ ０ ５ ｃｍ) 接种至解磷无机

磷培养基上ꎬ ２８ ℃培养 ４８ ~ ７２ ｈꎬ 通过观察透明溶

磷圈的出现并测量、 计算溶磷圈直径 ＨＤ 值与菌落

直径 ＣＤ 值的比值ꎬ 初步筛选出具有溶磷活性的菌

株ꎮ 将初选得到的溶磷菌株 (菌块大小 Φ ０ ５ ｃｍ)
接种至解磷无机磷液体培养基 (１５０ ｍＬ 三角瓶中

装液体培养基 ５０ ｍＬ) 上ꎬ 置恒温摇床 ２８ ℃、 １５０
ｒ / ｍｉｎ 发酵培养 ５ ~ ７ ｄꎬ 以灭活菌株摇瓶作对照ꎬ
每菌株重复 ３ 次ꎮ 将培养液过滤ꎬ 测定培养液 ｐＨ
值ꎻ 采用文献 [６] 中的方法测定培养液中有效磷

含量ꎬ 筛选出高效溶磷菌株ꎮ
１ ２ ２　 溶磷内生真菌菌株的解钾活性测定

１ ２ ２ １　 生长量的测定 　 将初选得到的溶磷菌株

(菌块大小 Φ ０ ５ ｃｍ) 接种在解钾固体培养基

(ＰＤＡ 培养基一侧撒上少量灭菌钾长石粉末ꎬ 另一

侧接种菌株) 上ꎬ ２８ ℃ 培养 ４８ ~ ７２ ｈꎬ 以菌丝生

长速度、 菌丝形态、 菌落形态为考察指标ꎬ 用体视

显微镜、 倒置显微镜观察平板菌丝对含钾矿粉的趋

化性和生长特征ꎬ 初步选出具有解钾活性的菌株ꎮ
将初选解钾活性的菌株 (菌块大小 Φ ０ ５ ｃｍ) 接

种至在 １００ ｍＬ ＰＤＡ (加 １ ｇ 钾长石矿粉) 培养液

中ꎬ 菌株生物量的测定按 １ ２ １ 节的方法进行液体

培养ꎬ 于 ０、 ３、 ６、 ９、 １２、 １５ ｄ 对培养液过滤得到

的菌体干燥ꎬ 称重并记录作图ꎮ 以不加钾长石矿粉

培养作对照ꎬ 每组设 ３ 个重复ꎬ 共测定 ５ 次ꎮ
１ ２ ２ ２　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌丝对钾长石矿粉作用观

察　 用体视显微镜、 倒置显微镜观察加钾液体培养

的菌球对含钾矿粉的亲和性和生长特征ꎻ 在不同时

期用吸管从 １ ２ ２ １ 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ꎬ 自然晾干后电镜观

察ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌丝对钾长石矿粉颗粒的作用[１１]ꎮ
１ ２ ２ ３　 四苯硼酸钾重量法测定发酵液可溶性钾

含量　 在 １００ ｍＬ ＰＤＡ (加 １ ｇ 钾长石矿粉) 培养液

中ꎬ 灭菌后接入 ５ ｍＬ 初步筛选得到的具有解钾活

性菌株种子液ꎬ 按 １ ２ １ 节的方法培养 ３０ ｄ 后将培

养液过滤ꎬ 用去离子水定容至 １００ ｍＬꎬ 取 ５ ｍＬ 培

养液用四苯硼酸钾重量法测定培养液中可溶性钾的

含量ꎬ 以加入 ５ ｍＬ 灭活的菌株种子液 (与培养基

一起灭菌) 作对照ꎬ 每组设 ６ 个重复ꎮ 按下式计算

实验组培养液中可溶性钾的含量ꎬ 以 Ｋ２ Ｏ ｍｇ / １００
ｍＬ (培养液) 为单位:

Ｋ２Ｏ(ｍｇ / １００ ｍＬ) ＝ (Ｍ１ － Ｍ２) × ０ １３１ ４
５ / １００ × １ ０００

式中: Ｍ１—试验所得沉淀的质量 (ｇ)ꎻ
Ｍ２—对照所得沉淀的质量 (ｇ)ꎻ
０ １３１ ４—四苯硼酸钾转换为氧化钾的转换

系数ꎮ
浸出结束后ꎬ 用 ＳＥＭ (ＴＥＳＣＡＮ 公司ꎬ ＶＥＧＩ￣

ＩＬＳＵ) 与 ＥＤＳ (英国牛津公司ꎬ ＩＥ２５０ ＋ ＩＮＣＡＸ －
ａｃ 型) 观察经菌株作用后含钾矿物的表面微观形态

及矿物组成变化ꎮ
１ ２ ３　 溶磷、 解钾内生真菌菌株产 ＩＡＡ 活性鉴定

与测定

采用 Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ 比色法[１２]ꎬ 将活化后具溶磷、 解

钾功能的菌株接种到 Ｋｉｎｇ 培养液进行液体发酵ꎬ 分

别取各菌株培养液上清液 １００ μＬ 置白色陶瓷板上ꎬ
加入等量氯化铁比色液 (ＰＣ 比色液)ꎬ 暗处静置 ０ ５
ｈ 后ꎬ 观察其颜色变化ꎬ 以无菌水的培养液为空白对

照ꎬ 以 １００ μＬ ＩＡＡ 标准液 (５０ μｇ / ｍＬ) 加等量 ＰＣ
比色液作阳性对照进行颜色比较ꎮ 与标准液颜色相

同为阳性ꎬ 表示该菌株能分泌 ＩＡＡ (颜色越深表示

ＩＡＡ 分泌量越多)ꎬ 反之为阴性ꎮ 初步筛选出具有

ＩＡＡ 分泌能力的菌株ꎮ
配制 ３ － 吲哚乙酸标准液ꎬ 按上述方法显色ꎬ

分光光度计 (波长 ５３０ ｎｍ) 测定吸光度ꎬ 制作标准

曲线ꎬ 得方程 ｙ ＝ ０ ０３４ ５ｘ ＋０ ０１３ ５ (Ｒ２ ＝ ０ ９９８ ７)ꎮ
将菌株接种至 Ｋｉｎｇ 培养基摇床培养 １５ ｄꎬ 按标准曲

线制作方法测定发酵液中 ＩＡＡ 含量ꎮ
１ ２ ４　 菌株鉴定

１ ２ ４ １　 形态学鉴定　 依据相关文献[１３ － １４]ꎬ 根据

菌落形态、 产孢方式、 孢子形态特征和产孢结构对

菌株进行形态学鉴定ꎮ
１ ２ ４ ２　 分子生物学鉴定 　 ①基因组 ＤＮＡ 提取:
参考 Ｇｕｏ 等[１５]、 曾东方等[１６] 的方法ꎬ 利用反复冻

融、 ＳＤＳ － ＣＴＡＢ 法提取基因组 ＤＮＡꎮ ②ＩＴＳ 序列扩

增: 用引物 ＩＴＳ１ (５′ － ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ
—３４１—
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－ ３′) 和 ＩＴＳ４ (５′ － ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ －
３′) 进行真菌 １８Ｓ ｒＤＮＡ 和 ５ ８Ｓ ｒＤＮＡ 之间的序列

的扩增ꎬ 用 １％ 的琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物ꎬ
并用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒回收ꎬ 送上海生物工程

有限公司测序ꎮ ③系统进化树构建: 将测得的

５ ８Ｓ、 １８Ｓ ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列提交 ＮＣＢＩ 数据库ꎬ 并通

过 Ｂｌａｓｔ 进行相似性搜索ꎬ 下载相似性最高的典型

菌株的序列ꎬ 用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 对所有序列进行比对ꎬ
最后利用 ＭＥＧＡ ４ ０ 软件构建 Ｎ － Ｊ 系统进化树ꎬ
其 ＢｏｏｔｓＶａｐ 值设为 １ ０００ 次重复ꎮ
１ ２ ５　 菌株回接及盆栽试验

将筛选出的具有高效溶磷、 解钾、 分泌 ＩＡＡ 菌

株进行液体发酵[１７]ꎬ 摇床转速 ３９０ ｒ / ｍｉｎꎬ ２８ ℃培

养 １５ ｄꎬ 制成菌悬液备用ꎮ 用 ０ １％ 高锰酸钾溶液

对玉米种子 (承玉 １１) 进行浸种ꎮ 以蛭石 １６０ ｇ ＋
钾矿渣 ４０ ｇ ＋磷酸三钙 １ ｇ 为盆栽基质ꎬ 用自来水浸

润后每盆种刚发芽的玉米种子 ３ 粒ꎬ 将 １０ ｍＬ 菌悬

液均匀施于种子周围ꎬ 以施 １０ ｍＬ 无菌水作对照ꎬ
每组设 １０ 次重复ꎮ 实验组每隔 １５ ｄ 加施 １ 次 １０ ｍＬ
菌悬液ꎬ 对照组为 １０ ｍＬ 无菌水ꎮ 观察记录植株的

形态特征ꎬ 栽培 ６０ ｄ 后ꎬ 检查菌株对玉米根部的侵

染情况ꎬ 并进行植株相关生理指标的测定[１８]ꎮ
１ ２ ６　 生理指标测定和植株体内有效磷、 速效钾含

量测定

１ ２ ６ １　 菌株的侵染率测定 　 取盆栽实验中的玉

米植株的根部清洗后用乳酸甘油酸性品红法染色后

用显微镜观察[１９]ꎬ 按公式: 菌株侵染率 (Ｆ) ＝ 被

侵染的菌根数 /镜检的总根数 × １００％ 计算侵染率ꎮ
取上述已被菌株定殖的玉米根部做分离ꎬ 将培养出

的菌株拍显微照片做形态鉴定ꎬ 看定殖的菌株是否

为实验菌株ꎮ
１ ２ ６ ２　 光合指数 　 用 ＣＩ － ３４０ 光合仪在气温稳

定ꎬ 晴天的状况下ꎬ 于 １２:００ ~ １４:００ 测定植株的

部分光合指数 (玉米叶片的气孔导度、 蒸腾速率、

细胞间 ＣＯ２含量等) 并记录ꎮ
１ ２ ６ ３　 叶绿素含量测定 　 用分光光度计法测定

叶绿素含量[２０]ꎮ
１ ２ ６ ４　 植株茎叶中钾、 磷含量测定 　 称取 ０ ５０
ｇ 干玉米茎叶ꎬ 用 Ｈ２ＳＯ４ － Ｈ２Ｏ２消煮法[２１]将其消煮

完全ꎬ 消煮时做空白试验以矫正试剂误差ꎮ 消煮液

冷却后转入 ５０ ｍＬ 的容量瓶用去离子水定容ꎬ 待

用ꎮ 采用四苯硼钠比浊法测定消煮液中钾的含量ꎻ
采用钼锑抗比色法测定消煮液中磷的含量ꎮ
１ ３　 数据分析

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０、 ＤＰＳ Ｖ１２ ０１ 和ＭＥＧＡ ４ ０ 软件

进行数据统计与分析ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 溶磷内生真菌菌株筛选及测定

运用溶磷圈法从钾矿区优势植物 － 芒萁 ４２ 株

内生真菌菌株中筛选出 ２ 株高效的溶磷能力内生真

菌菌株 (菌株编号为 ＭＱ０１３ 和 ＭＱ０３９)ꎬ 见图 １ꎮ
从溶磷圈大小可知ꎬ ＭＱ０１３ 菌株溶磷效果强于

ＭＱ０３９ 菌株ꎮ
将 ＭＱ０１３ 和 ＭＱ０３９ 菌株接种到磷酸三钙液体

培养基ꎬ 进行发酵培养ꎬ 用钼锑抗比色法测定培养

液有效磷含量ꎬ 结果见图 ２ꎮ 结果表明ꎬ ＭＱ０１３、
ＭＱ０３９ 菌株培养液中有效磷含量均随培养时间增加

而增加ꎬ 说明两菌株均具有溶磷作用ꎬ 但两者的溶

磷效果存在差异ꎬ ＭＱ０１３ 菌株的溶磷效果明显大于

ＭＱ０３９ 菌株ꎮ 从图 ３ 可见ꎬ 随培养时间的延长ꎬ 两

菌株培养液 ｐＨ 值均呈下降趋势ꎬ 显示两菌株在培

养过程中可能产生了酸性物质ꎬ 导致培养液 ｐＨ 值

下降ꎬ 但 ＭＱ０１３ 菌株培养液的酸性强度整体比

ＭＱ０３９ 菌株培养液酸度大ꎬ 且两菌株培养液的酸性

强度及其变化与培养液中可溶性磷含量的变化呈对

应关系ꎬ 预示菌株的溶磷作用可能与其产生酸性物

质有一定关系[２２]ꎮ

图 １　 溶磷菌株筛选

注: : 指示溶磷圈ꎻ Ａ: 无溶磷效果菌株 (对照)ꎻ Ｂ: ＭＱ０１３ 菌株ꎻ Ｃ: ＭＱ０３９ 菌株ꎮ
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图 ２　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 溶磷能力测定

图 ３　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 发酵液中 ｐＨ 值变化

２ ２　 溶磷菌株解钾测定

２ ２ １　 溶磷菌株解钾能力初步鉴定

从图 ４ 可看出ꎬ ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 菌株对钾长石

粉末均存在趋向性生长ꎬ 但两菌株的菌丝趋向性生

长速度存在差异ꎬ ＭＱ０３９ 菌丝对钾长石粉末趋向性

生长速度快于 ＭＱ０１３ ꎮ

图 ４　 菌株对钾长石趋向性

注: ▲: 指示钾长石ꎻ Ａ: ＭＱ０１３ 菌株ꎻ Ｂ: ＭＱ０３９ 菌株ꎮ

２ ２ ２　 菌株在含钾矿物培养基上生长量的测定

ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株在含钾矿物液体培养基上

生物量变化情况见图 ５、 ６ꎮ 从图中可以看出ꎬ 在

培养初期 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株在含钾培养基瓶中

菌丝的生长与对照非常接近ꎬ 随着培养时间的延

长ꎬ 在含钾长石的培养瓶中菌丝生物量迅速上升ꎬ
培养 １２ ｄ 后ꎬ 生物量的增加趋缓ꎮ 对照组菌丝生

长趋势虽然与实验组相似ꎬ 但总生物量低于实验

组ꎬ 显示 ＭＱ０１３ 和 ＭＱ０３９ 菌株的生长能吸收利

用钾元素ꎮ

图 ５　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株在含钾矿物

培养基菌丝生长情况

注: Ａ: 未加钾长石矿物ꎻ Ｂ: ＭＱ０１３ 菌株加钾长石培养ꎻ Ｃ:
ＭＱ０３９ 菌株加钾长石培养ꎮ

图 ６　 在含钾矿物培养基上 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９
菌株生物量变化曲线

２ ２ ３　 菌株菌丝对钾长石矿物表面侵蚀作用观察

液体培养 ３０ ｄ 后ꎬ 通过体视显微镜观察可见ꎬ
对照 组 菌 丝 球 表 面 内 壁 均 呈 乳 白 色ꎬ ＭＱ０１３、
ＭＱ０３９ 菌丝对钾长石具有较好的亲和性ꎬ 菌丝球中

包裹许多深褐色的矿粉颗粒ꎮ 而两菌株菌丝能有效

吸附钾长石矿粉颗粒ꎬ 形成真菌 － 矿物聚集体ꎬ 并

从不溶性的含钾矿物中获得生长所需的钾素ꎬ 但两

菌株对钾长石吸附和包裹作用存在差异ꎬ ＭＱ０３９ 菌

株对钾长石矿粉颗粒吸附能力比 ＭＱ０１３ 菌株强

(图 ７、 ８)ꎮ 扫描电镜观察显示ꎬ 对照组中钾长石

矿样的棱角清晰ꎬ 表面圆滑ꎬ 晶体结构完整 (图
８、 ９)ꎬ ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株菌丝能有效吸附和缠

绕钾长石矿粉颗粒ꎬ 形成矿物 － 真菌聚合体ꎬ 但两

菌株对钾长石吸附和包裹作用存在差异ꎬ ＭＱ０３９ 菌

株对钾长石矿粉颗粒吸附能力比 ＭＱ０１３ 菌株强ꎮ
—５４１—
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矿物颗粒被ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 作用后ꎬ 表层被深度浸

蚀ꎬ 且其晶体结构基本被破坏ꎻ 在胞外多聚物的作

用下ꎬ 大量晶形不完整或非晶态物质相互黏连在一

起ꎬ 然后聚积到原矿物表面ꎮ

图 ７　 菌丝与钾矿物形成的复合体

注: Ａ: 对照ꎻ Ｂ: ＭＱ０３９ 与钾矿物形成的复合体ꎻ Ｃ: ＭＱ０１３ 与钾矿物形成的复合体ꎮ

图 ８　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株对钾长石作用电镜观察

注: Ａ: 对照ꎻ Ｂ : ＭＱ０１３ 真菌菌丝包裹矿物形成矿物菌丝体聚集体ꎻ Ｃ: ＭＱ０３９ 真菌菌丝包裹矿物形成矿物菌丝体聚集体ꎮ

图 ９　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株作用后钾长石矿物表面电镜观察 (培养 ３０ ｄ)
注: Ａ: 对照ꎻ Ｂ: ＭＱ０１３ 菌株ꎻ Ｃ: ＭＱ０３９ 菌株ꎮ

２ ２ ４　 菌株解钾能力测定

采用四苯硼酸钾重量法测定培养 ３０ ｄ 后培养液

中钾的含量ꎬ 测定结果见表 １ꎮ 从表中可以看出ꎬ
在接种ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 菌株的培养瓶中ꎬ 可溶性钾

的含量明显高于对照ꎬ 表明ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 菌株均

能将钾长石中难溶性钾溶出ꎮ ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 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ꎬ １００ ｍＬ 培养液中可溶性钾的剩余量分别为 Ｋ２Ｏ
１５ ３６、 １３ ２７ ｍｇꎬ 显示 ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 菌株对钾

长石中难溶性钾具有较好的浸出效果ꎮ

表 １　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株培养液中可溶性钾含量

菌株
沉淀质量 (ｇ)

１ ２ ３ ４ ５ 平均值

培养液中可溶性钾净增量

(Ｋ２Ｏ ｍｇ / １００ ｍＬ)

ＭＱ０３９ ０ ３４８ ２ ０ ３５３ ４ ０ ３４８ ９ ０ ３５４ ８ ０ ３５５ ７ ０ ３５６ ８ ａ １５ ３６

ＭＱ０１３ ０ ３３７ ８ ０ ３４３ ２ ０ ３４１ ６ ０ ３４８ ３ ０ ３４２ ６ ０ ３４４ ７ ｂ １３ ２７

ＣＫ (接入灭活菌种) ０ ３０９ ２ ０ ３２７ ３ ０ ３３０ ４ ０ ３３２ ７ ０ ３３８ ６ ０ ３３１ ３ ｃ —

注: 同列数值不同小写字母表示处理间差异显著 (Ｐ < ０ ０５)ꎮ
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从 ＥＤＳ 图谱中可以看出ꎬ 经 ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３
菌株作用后钾长石表面各离子特征峰的变化 (图
１０)ꎬ 基本能反映在 ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 作用下矿物的

风化演变规律ꎬ 但两者对含钾矿物的转化程度存在

差异ꎬ ＭＱ０３９ 菌株强于 ＭＱ０１３ 菌株ꎮ

图 １０　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株作用后钾长石表面 ＥＤＳ 图谱

注: : 指示可溶性钾ꎻ Ａ: 对照ꎻ Ｂ: ＭＱ０１３ꎻ Ｃ: ＭＱ０３９ꎮ

研究表明ꎬ 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ꎬ 这些化学物质可能是无机酸ꎬ 也可能是各种有

机酸及其他有机化合物[２２]ꎮ 胡婕等[２３]、 连宾等[２４]

认为ꎬ 真菌除了可以分泌各种代谢物 (有机酸、 铁

载体等) 对矿物酸解和络解作用外ꎬ 还可以通过菌

丝体的机械作用破坏矿物结构ꎬ 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ꎬ 并逐

渐向纵深推进ꎮ 本实验发现ꎬ 两菌株对钾长石具有

较好的亲和性ꎬ 其菌丝能有效吸附并与钾长石矿物

形成真菌 －矿物聚集体ꎮ 化学测定和 ＥＤＳ 图谱结果

表明两菌株能将钾长石中难溶性钾溶出ꎬ 表现出较

好的解钾活性ꎻ 同时发现ꎬ ＭＱ０１３ 和 ＭＱ０３９ 菌株

的溶磷效果与其培养液的酸度成正相关ꎬ 预示其在

培养过程中可能通过产生酸性物质ꎬ 促进难溶的磷

酸盐分解ꎮ
２ ３　 溶磷、 解钾内生菌株产 ＩＡＡ 能力测定

采用 Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ 比色法[１２] 对 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 两

个菌 株 定 性ꎬ 从 显 色 结 果 可 以 看 出ꎬ ＭＱ０１３、
ＭＱ０３９ 两个菌株均具有分泌 ＩＡＡ 能力ꎬ ＭＱ０３９ 颜

色较深ꎬ 表明 ＭＱ０３９ 菌株 ＩＡＡ 产生量高于 ＭＱ０１３
菌株ꎮ 定量测定结果显示ꎬ ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株

ＩＡＡ 分泌量 (培养 １５ ｄ) 分别为 １８ ２１、 ４３ １９ μｇ /
ｍＬꎬ 两者达到极显著差异 (Ｐ < ０ ０１)ꎬ 与定性观

察结果一致ꎬ 进一步确定 ＭＱ０３９ 菌株分泌 ＩＡＡ 能

力较 ＭＱ０１３ 强ꎮ
表 ２　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株分泌 ＩＡＡ 定性定量测定

测定项目 ＣＫ (无菌水) 　 ＣＫ (ＩＡＡ) 　 ＭＱ０１３　 　 ＭＱ０３９

定性显色

定量测定

(ＩＡＡ μｇ / ｍＬ)
　 　 ０ ００　 　 　 　 　 　 —　 　 １８ ２１ ±０ ３９　 ４３ １９ ±３ ３１

２ ４　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株鉴定

通过形态学和 ５ ８Ｓ、 １８Ｓ ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列分析鉴

定ꎬ ＭＱ０３９ 菌 株 为 黑 曲 霉 ( Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ )ꎬ
ＭＱ０１３ 菌株为泡盛曲霉 (Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｗａｍｏｒｉ)ꎬ 见

图 １１、 １２ꎮ

图 １１　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株显微观察

注: Ａ: ＭＱ０１３ 菌株ꎻ Ｂ: ＭＱ０３９ 菌株ꎮ
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图 １２　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株 １８Ｓ ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列系统进化树

注: 标尺表示每 １００ 个核苷中有 ２０ 个核苷代替ꎮ

２ ５　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 对玉米的促生作用

２ ５ １　 玉米根部菌株侵染观察

菌株对玉米根部侵染情况观察结果见图 １３ꎮ 由图

可以看出ꎬ ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 两菌株均能有效侵染玉米

根部组织并在玉米根部皮层薄壁细胞内定殖ꎬ 统计结

果显示ꎬ ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株对玉米根的侵染率分别

达到 ７６％和 ６９％ꎮ 在重新分离被定殖的菌根后ꎬ 得到

两种菌株ꎬ 经形态分析ꎬ 与接种菌株相同 (图 １４)ꎮ

图 １３　 玉米根部组织菌株侵染观察

注: ＣＫ 为未受到真菌侵染的组织ꎮ

图 １４　 分离自盆栽试验的玉米根部组织的菌株显微观察

２ ５ ２　 ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 对玉米光合作用的影响

用 ＣＩ － ３４０ 光合仪测定接种 ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 菌

株的玉米幼苗光合速率、 蒸腾速率、 胞间 ＣＯ２ 浓

度、 气孔导度等 ４ 项光合生理指标ꎬ 结果见图 １５ꎮ
由图 １５ 可以看出ꎬ 接种 ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 菌株的

玉米叶片的气孔导度、 蒸腾速率、 细胞间 ＣＯ２含量

均显著高于对照组ꎬ 差异达到极显著水平 (Ｐ <
０ ０１)ꎮ 被 ＭＱ０３９ 侵染植株的气孔导度、 蒸腾速

率、 细胞间 ＣＯ２含量分别为 ９２ ９５ ｍｍｏｌ / (ｍ２ｓ)、
４ ９９ ｇ / (ｍ２ｈ)、 １６６ ７７ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ 被 ＭＱ０１３ 菌

株侵染植株的气孔导度、 蒸腾速率、 细胞间 ＣＯ２含

量分别为 １０４ １９ ｍｍｏｌ / (ｍ２ｓ)、 ４ ２７ ｇ / (ｍ２ｈ)、

图 １５　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株对玉米幼苗光合作用的影响

注: Ａ: 蒸腾速率 ｇ / (ｍ２ｈ)ꎻ Ｂ: 气孔导度 ｍｍｏｌ / (ｍ２ｓ)ꎻ

Ｃ: 细胞间 ＣＯ２含量 μｍｏｌ / ｍｏｌꎻ Ｄ: 光合速率 ＣＯ２ ｍｇ / (ｍ２ｓ)ꎮ
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１４１ ６７ μｍｏｌ / ｍｏｌꎮ 光合速率测定结果显示ꎬ 接种

ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 菌株后植株的光合速率亦高于对照

组ꎬ 说明ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 菌株侵染后能有效提高宿

主的光合作用效率ꎮ 比较ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 两菌株对

玉米光合指标的影响ꎬ 被 ＭＱ０３９ 菌株侵染的植株

在蒸腾速率、 细胞间 ＣＯ２含量等指标比 ＭＱ０１３ 菌株

侵染的植株高ꎬ 但其气孔导度、 光合速率则稍低于

ＭＱ０１３ 菌株侵染的植株ꎬ 预示两菌株对宿主光合特

性影响的方式有所不同[２５]ꎮ
２ ５ ３ 　 ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 菌株对玉米植株生长的

影响

通过测定植物株高、 植株干重、 叶绿素含量和

根冠比等指标研究ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株的发酵菌液

对玉 米 的 促 生 效 果ꎬ 结 果 显 示ꎬ 与 对 照 相 比

ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株都能不同程度地提高玉米的株

高、 植株干重、 根冠比以及叶绿素含量 (表 ３)ꎮ
同时测定玉米茎叶的磷、 钾含量ꎬ ＭＱ０１３ 菌株

侵染植株ꎬ 其茎叶的磷、 钾含量分别为 ３４ ５０、
３２ ８０ ｍｇ / ｇꎻ ＭＱ０３９ 菌株侵染植株ꎬ 其茎叶磷、
钾含量分别为 ２９ ７８、 ３６ ４５ ｍｇ / ｇꎬ 处理组植株的

磷和钾的含量均显著高于对照ꎬ 说明 ＭＱ０１３、
ＭＱ０３９ 菌株均能有效促进植物对磷、 钾的吸收ꎮ
有研究表明ꎬ 钾元素能够提高叶肉细胞渗透势ꎬ
增加植物叶片水势ꎬ 增加叶绿体内基粒ꎬ 促进光

合电子传递及光合磷酸化ꎬ 提高光合速率和生物

产量 [２６] ꎮ 本实验结果预示ꎬ 实验植株钾元素的

增加可能与玉米幼苗生物量的增长存在一定相

关性ꎮ

表 ３　 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株对玉米的促生效果 (ｎ ＝ ５)

菌株 植株干重 (ｍｇ) 株高 (ｃｍ)
根冠比

(ｇ / ｇ 干重)
叶绿素含量

(ｍｇ / ｇ 鲜重)
茎叶 Ｐ 含量

(ｍｇ / ｇ 干重)
茎叶 Ｋ 含量

(ｍｇ / ｇ 干重)

ＣＫ (未接入菌种) ０ ３０４ ４ ± ０ ０１９ ａ ２６ ８９ ± ４ ９７ ａ ０ ５９ ± ０ １５ ａ ６ ４１ ± １ ７９ ａ ２０ ７８ ± ０ ４５ ａ ９ ７７ ± １ ０８ ａ

ＭＱ０１３ ０ ４１４ ４ ± ０ ０２４ ｂ ３４ ７７ ± ２ ４２ ｃ ０ ８１ ± ０ ２２ ｂ １１ ６８ ± ２ ３７ ｂ ３４ ５０ ± ０ ４３ ｃ ３２ ８０ ± １ ７７ ｂ

ＭＱ０３９ ０ ４４２ ２ ± ０ ０５７ ｃ ３１ ２３ ± ０ ４９ ｂ １ ３０ ± ０ ３６ ｃ １５ ９２ ± ２ ４９ ｃ ２９ ７８ ± ０ ７１ ｂ ３６ ４５ ± １ ３３ ｃ

注: 同列数值不同小写字母表示处理间差异极显著 (Ｐ < ０. ０１)ꎮ

３　 讨论

促生菌是指能够促进作物生长的细菌、 放线菌

和真菌的统称ꎮ 根据其来源不同主要分为两类ꎬ 一

类是从植物根际分离得到的菌株ꎬ 另一类是从植物

组织中分离得到的菌株ꎮ 据目前已有的文献报道ꎬ
绝大多数具有溶磷、 解钾、 分泌 ＩＡＡ 活性的促生菌

都来自植物根际[２７ － ２８]ꎬ 研究者从花生、 小麦、 苎

麻[２９]等植物根际土壤中分离出高效溶磷的青霉

(棘孢青霉菌 Ｚ３)、 曲霉 (黑曲霉 Ｂ１ － Ａ 菌株) 以

及一些溶磷、 固氮、 产 ＩＡＡ 的细菌ꎮ 近年来ꎬ 许多

学者从葛根、 小麦、 珠芽蓼、 乳白香青、 生姜

等[３０ － ３２]植物组织分离得到具有溶磷、 解钾或分泌

ＩＡＡ 活性的内生菌株ꎬ 而这些菌株主要为植物内生

细菌ꎻ 詹寿发等[１１] 从山药分离得到高效解钾的棘

孢曲霉 ＳＹＦ －０１１ 内生菌株ꎬ 目前未见有关具溶磷、
解钾和分泌 ＩＡＡ 能力的内生真菌的报道ꎮ

研究表明ꎬ 植物内生真菌对宿主植物的促生作

用表现在许多方面ꎬ 如促进植物营养生长ꎬ 增强光

合作用ꎬ 增加生物量ꎬ 提高宿主的抗逆性等[３３ － ３４]ꎮ
目前研究报道较多的根际或土壤的溶磷真菌为青霉

属和曲霉属ꎬ 溶磷能力大多在 ２００ ~ ４００ ｍｇ / Ｌ 之

间ꎬ 溶磷细菌则大多在 １００ ~ ３００ ｍｇ / Ｌ 之间ꎮ Ｖａｓ￣
ｓｉｌｅｖ 等[３５]也研究了黑曲霉溶解矿物磷酸盐的能力ꎬ
结果发现其溶解能力为 ２９２ ｍｇ / Ｌꎻ 李显刚等[２８] 研

究从葛根中分离的高效溶磷细菌溶磷能力ꎬ 发现其

溶磷量在培养 ７ ｄ 后为 １３８ ７２ ｍｇ / Ｌꎮ 有溶磷能力

的内生真菌菌株鲜见报道ꎬ 而本研究利用定量法测

定 ＭＱ０１３、 ＭＱ０３９ 菌株溶磷量ꎬ 结果发现 ＭＱ０１３
菌株培养 ５ ｄ 后发酵液中有效磷含量达到最大值ꎬ
为 ２７０ ３９ ｍｇ / Ｌꎬ ＭＱ０３９ 菌株发酵液中有效磷含量

在第 ４ ｄ 达最大值ꎬ 仅为 ３２ ４７ ｍｇ / Ｌꎬ 表明 ＭＱ０１３
菌株具有高效的溶磷能力ꎬ ＭＱ０３９ 溶磷能力稍弱ꎬ
两菌株的溶磷能力差异大ꎬ 究其原因ꎬ 一方面可能

是不同菌株对同一难溶性磷源的溶磷机制不同ꎬ 谌

书等[２２]发现菌株的溶磷作用可能与其产生酸性物

质有一定关系ꎻ 另一方面可能是不同植物根系或内

生溶磷真菌的溶磷能力各异ꎮ 龚明波等[３６] 对草酸

青霉 (Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ａｃｕｌｅａｔｕｍ) 和构巢曲霉 ( Ａｓｐｅｒ￣
ｇｉｌｌｕｓ ｎｉｄｕｌｎａｓ) 溶磷菌株在玉米的应用研究中发

现ꎬ 其能显著地提高土壤中的有效磷含量ꎬ 在第 ４９
ｄ 时ꎬ 有 效 磷 含 量 分 别 高 于 土 壤 初 始 含 量 的

—９４１—
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２８ ０５％ 和 ３７ ０４％ ꎬ 收获玉米干重比对照分别高

２６ ０４％ 和 ２０ ２１％ ꎬ 而本研究的 ＭＱ０１３ 菌株和

ＭＱ０３９ 菌株定殖后的玉米苗干重比对照分别高

３６ １４％和 ４５ ２７％ ꎬ ＭＱ０１３ 菌株侵染的玉米植株茎

叶的磷含量比对照高 ６６ ０３％ ꎬ ＭＱ０３９ 菌株侵染的

植株茎叶磷含量比对照高 ４３ ３１％ ꎬ 这说明具有溶

磷能力的曲霉属内生真菌对植物的生长有一定的促

进作用ꎮ
在菌株的解钾能力研究中发现ꎬ 培养 ３０ ｄ 后用

四苯硼钾重量法测定培养液中钾的含量ꎬ 除被菌体

本身生长利用外ꎬ ＭＱ０３９ 菌株的可溶性钾素是

１５ ３６ ｍｇ / １００ ｍＬꎬ ＭＱ０１３ 菌株是 １３ ２７ ｍｇ / １００
ｍＬꎬ 并通过生长量测定和 ＥＤＳ 图谱结果都显示

ＭＱ０３９、 ＭＱ０１３ 菌株对可溶性钾具有较好的浸溶作

用ꎮ 此外 Ｌｉａｎ 等[３７] 研究了烟曲霉 (Ａ. ｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ)
的解钾作用机制ꎻ 胡婕等[２３] 对黑曲霉含钾矿物的

解钾作用与机理的研究ꎬ 都提出了真菌对矿物的风

化作用机理包括菌丝体对矿物的吸附、 包裹、 吸

收ꎬ 菌体与矿物形成有机—矿物聚集体ꎬ 菌丝体对

矿物的蚀刻作用及其代谢产物对矿物的化学降解作

用的说法ꎮ 本研究中泡盛曲霉和黑曲霉的实验结果

为以上学者的研究提供了有力的支持ꎮ
Ｍｉｃｈｅｌｅ 等[９]不仅从侧柏叶分离一株内生真菌

菌株 (鉴定为 Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｓｐ. ) 产生 ＩＡＡꎬ 而且研

究发现ꎬ 当这内生真菌菌株与细菌形成内生真菌 /
细菌复合体时 ＩＡＡ 产量显著增强ꎬ 并分析了内生真

菌和细菌强烈影响 ＩＡＡ 产生的共生机制ꎬ 为进一步

探索内生真菌与植物的关系提供了新框架ꎮ 本实验

通过内生真菌回接方法ꎬ 观察到内生真菌可能通过

分泌 ＩＡＡ、 改善宿主的光合特性 (如提高植株气孔

导度、 蒸腾速率、 细胞间 ＣＯ２含量、 叶绿素含量)、
促进植株对 Ｐ、 Ｋ 的吸收等对宿主表现出明显促生

效应ꎬ 为具有功能活性内生真菌资源的开发利用提

供有益的参考ꎮ

４　 结论

从 ４２ 株芒萁内生真菌中筛选得到两株具有溶

磷、 解钾、 分泌 ＩＡＡ 活性的菌株 ＭＱ０１３ 和 ＭＱ０３９ꎬ
经鉴定 ＭＱ０１３ 菌株为泡盛曲霉 (Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｗａｍｏ￣
ｒｉ)ꎬ ＭＱ０３９ 菌株为黑曲霉 (Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ)ꎮ 两菌

株均能在玉米根部有效定殖ꎬ 并对玉米幼苗的生长

发挥明显的促进作用ꎮ 其中ꎬ ＭＱ０１３ 菌株的溶磷活

性大于 ＭＱ０３９ 菌株ꎬ ＭＱ０３９ 菌株的解钾能力和分泌

ＩＡＡ 能力均高于 ＭＱ０１３ 菌株ꎮ 通过菌株回接盆栽试

验和化学测定发现ꎬ ＭＱ０３９ 菌株对玉米幼苗的总体

促生效应大于 ＭＱ０１３ 菌株ꎮ 实验结果在研制高效微

生物肥料和矿区生态恢复等方面具有一定意义ꎮ
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