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一株高效溶解钾长石芽孢杆菌的分离鉴定与生物学特性研究
① 

谢庆东，何琳燕，王  琪，盛下放* 

(农业部农业环境微生物实验室，南京农业大学生命科学学院，南京  210095) 

摘  要：从风化的钾质粗面岩表面分离筛选到 1 株高效风化钾长石的芽孢杆菌 E31 菌株，通过菌株的生理生化

特征并结合菌株 16S rDNA序列分析，E31菌株被鉴定为苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis)。同时对 E31菌株溶解

钾长石的效应与机制以及生物学特性进行了研究。结果表明，E31 菌株能风化钾长石并释放出其中的元素，28℃ 振

荡培养不同时间，接菌处理发酵液中可溶性 K、Fe、Ca、Al含量分别比对照提高了 19.6% ~ 25.6%、1 ~ 12.5倍、10.4% ~ 

47.2% 和 1.2 ~ 4.5倍。在钾长石存在条件下接菌处理发酵液 pH为 3.62 ~ 3.80，发酵液中葡萄糖酸含量达 61 ~ 1 794 mg/L，

发酵液细胞数量达 (8.7 ~ 16.1)×106 cfu/ml，表明菌株可以通过代谢产生的有机酸来加速对钾长石的分解作用。另外，

E31菌株能够合成生长素和铁载体，E31菌株对温度、pH和盐浓度具有较强的耐受性。 
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微生物–矿物相互作用是地球上广泛发生的一种

地质作用，微生物作用下硅酸盐矿物的风化作用是表

生环境中普遍存在的地球化学过程[1]。细菌可以通过

产生的有机酸、胞外多聚物以及铁载体等不同的机制

加速土壤矿物的溶解，对于岩石风化、土壤形成以及

土壤肥力的维持有重要的作用，同时在长时间尺度上

对土壤环境和大气 CO2产生重要的影响
[2–6]。芽孢杆

菌(Bacillus spp.)是一类革兰氏染色阳性、能够产生抗

逆性芽孢、好氧或兼性厌氧，且分布广泛的一类细菌

种群[7]。芽孢杆菌的芽孢对高温、干燥、强电离辐射、

紫外线、各种有害物质都有很强的抗性，良好的抗

逆性使得它在各种恶劣的环境下可以正常地生长繁

殖[8]。芽孢杆菌在矿物的生物风化和元素的释放等方

面的研究已受到人们的重视。Song 等[9]发现 Bacillus 

subtilis 能够显著增强矿物风化的速率；Basak 和 

Biswas[10]的研究表明，胨冻样芽孢杆菌能够风化云母

并能够活化淋溶土中的 K 元素；黄智等[11]在摇瓶条

件下研究了 Bacillus altitudinis 溶解钾长石的效应，

发现菌株能明显降低发酵液的 pH 并释放矿物中的

Fe、Si、Al、K等元素。虽然芽孢杆菌分解矿物及其

机制的研究已有报道，但从风化的钾质粗面岩表面分

离筛选高效风化钾长石的芽孢杆菌并研究其对钾长

石的溶解效能与机制等至今未见报道。本研究采用选

择性培养基，从钾质粗面岩表面分离筛选到一株高效

分解钾长石的苏云金芽孢杆菌，并探明该菌株溶解钾

长石的效能、机制及其生物学特性，丰富矿物风化芽

孢杆菌资源库，同时为研发高效微生物肥料、提高土

壤矿质营养提供理论依据和菌种资源。 

1  材料与方法 

1.1  钾长石和培养基 

钾长石(购自烟台市华威矿业有限公司)元素组

成：SiO2 63.6%，K2O 13.5%，Al2O3 18.4%，Fe2O3 

1.7%，MgO 0.1%，CaO 0.04%。矿物样品处理参照

文献[12]。矿物样品研磨、过 100 ~ 300目筛，去离

子水超声波清洗、盐酸溶液浸泡、去离子水超声清洗

若干次，烘干备用。 

BHm 培养基：150 mg MgSO47H2O，80 mg 

NaH2PO4，90 mg Na2HPO4，65 mg (NH4)2SO4，20 mg 

CaCl2，2 g葡萄糖，1 L蒸馏水，调节 pH至 7.0；LB

培养基：10 g 胰蛋白胨，5 g 酵母粉，10 g 氯化钠，

1 L 蒸馏水，调节 pH至 7.0；有氮改良培养基：10 g 

蔗糖，2 g K2HPO4，1 g (NH4)2SO4，0.5 g MgSO47H2O，

0.1 g NaCl，1 L蒸馏水，调节 pH至 7.0。 
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1.2  芽孢杆菌分离、纯化与筛选 

采用 LB 培养基按文献[12]分离。已风化钾质粗

面岩样品采自南京小龙山钾矿区 (118°45′E， 31° 

47′N)。岩石样品 10 g 加入 90 ml 无菌水中，充分

振荡(10 min)以制备成菌悬液，菌悬液置于 80℃水浴

锅中水浴 15 min以杀死非芽孢杆菌，采用稀释涂布

的方法分离岩石样品中的芽孢杆菌，平板在 30℃培

养 3天后挑取单菌落并进行菌种划线纯化。 

采用贫营养的 BHm 培养基，以发酵液中有效

Al含量的增加作为钾长石溶解的标志。100 ml 塑料

三角瓶中分装 BHm培养基 30 ml，加入 0.15 g 钾长

石粉，调节培养基 pH为 7.0，115℃ 灭菌 30 min，

将供试菌株分别接种于 2 ml LB培养基中培养 12 ~ 

16 h，离心(8 000 r/min，5 min)收集菌体后，用无菌

水洗涤 2 次后重悬于无菌水中，调整其 OD600为 0.8

左右(108 cfu/ml)，接种于每一只塑料瓶中，对照接等

量灭活菌液，28℃振荡(150 r/min)培养 7天后分析发

酵液中有效 Al 含量，以筛选高效分解钾长石的芽孢

杆菌菌株。发酵液中有效 Al 含量的测定：将发酵液

10 000 r/min离心 5 min，取上清液用电感耦合等离子

发射光谱仪(ICP-OES)测定溶液中 Al的含量。  

1.3  高效菌株对钾长石的溶解作用 

高效菌株对钾长石的溶解试验同 1.2。摇瓶培养

时间分别为 0、1、2、3、5、7和 15 d，在不同培养

时间取样分析发酵液 pH，细胞数量，有机酸以及其

中有效态 Fe、Al、K、Ca等元素的含量。发酵液 pH

采用 pH计测定，细胞数量采用平板计数，发酵液高

速离心(10 000 r/min，15 min)，0.25 μm 滤膜过滤，滤

液用高效液相色谱法测定发酵液中有机酸，测定条件：

色谱柱：C18 Agilent ZorbaxSB-AQ (4.6 mm × 250 mm)，

流速 0.6 ml/min，进样量 20 μl，流动相：0.02 mol/L 

KH2PO4(pH 2.4)和 1% 色谱甲醇，检测波长 214 nm；

发酵液有效态 Fe、Al、K、Ca等元素的含量采用 ICP- 

OES测定。 

1.4  高效矿物风化芽孢杆菌形态、生理生化特性

与鉴定 

按常规方法对菌株形态和生理生化特性进行

分析。将菌株接种于灭菌的 2 ml LB液体培养基，

30℃、180 r/min振荡培养 12 h。取 1.5 ml纯培养物

6 000 g离心 5 min，细菌基因组总 DNA的提取采用

CTAB法[13]。菌株 16S rDNA扩增采用细菌通用引物

27F(5-AGAGTTTGATCGGCTCAG-3)和 1492R(5- 

TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3)，扩增片段长度

为 1.5 kb。反应体系为 25 μl，包括 12.5 μl 2×Taq 

Master Mix，0.5 μl浓度为 10 μmol/L的引物，1 μl 

DNA模板，10.5 μl ddH2O；PCR反应条件为 95℃ 预

变性 5 min，95℃ 变性 45 s，56℃ 退火 45 s，72℃ 延

伸 1.5 min，30个循环，最后 72℃ 延伸 10 min。PCR

产物用经 EB染色的 1% 的琼脂糖凝胶电泳检测。将

获得的序列用 BLAST软件与 GenBank中已知的 16S 

rRNA基因序列进行比对分析，鉴定菌株。 

1.5  菌株产吲哚乙酸(IAA)和铁载体能力测定 

菌株产 IAA 能力测定采用王璐等[14]方法。将供

试菌株接入有氮培养基中振荡培养，发酵液离心，取

上清液，加正磷酸和 Sackowski’s显色剂，混匀，黑

暗下显色，测定 530 nm波长处吸光值。以 IAA标准

液作标准曲线，计算发酵液中 IAA的浓度[15]。 

菌株产铁载体能力测定参照王璐等[14]方法。将

供试菌株接入有氮液体培养基，振荡培养，发酵液离

心，取上清液加入 CAS 检测液，混匀，以去离子水

作对照，测定 630 nm波长处的吸光值；取未接菌的

LB液体培养基与 CAS检测液混匀，同法测定为参比

值[16–17]。 

1.6  温度、初始 pH 和盐浓度对芽孢杆菌生长的

影响 

温度、初始 pH和盐浓度对芽孢杆菌生长的影响

采用王璐等[14]方法进行分析。将供试菌株点接于 LB

固体平板，分别在 4℃、15℃、30℃、45℃和 55℃的

温度下培养 72 h，观察其能否生长及生长情况；用   

1 mol/L的 HCl和 1 mol/L的 NaOH将 LB培养基的

pH调节至 2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、

10.0和 11.0。将活化的供试菌株分别点接于上述不同

pH的培养基中，28℃ 培养 72 h，观察其能否生长及

生长情况；按质量百分比浓度分别配制 NaCl浓度为

0.1%、0.5%、1.0%、5.0%、10%、20% 和 30% 的

LB 培养基，将供试菌株分别点接于上述培养基上，

30℃ 培养 72 h，观察其能否生长。 

1.7  数据处理 

所有试验数据均采用Microsoft Office Excel 2007

处理，采用 SPSS 19.0对数据进行方差分析。 

2  结果与讨论 

2.1  芽孢杆菌的分离筛选 

细菌广泛分布在岩石(矿物)表面和土壤中[12, 18]。

采用热处理和添加钾长石的贫营养培养基(BHm 培

养基)筛选到 18 株能够从钾长石中释放 Al 的芽孢杆

菌，其中菌株 E31 风化钾长石的能力最强，接菌处理

发酵液中的有效 Al(0.53 mg/L)含量比对照(0.09 mg/L)
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增加了 4.9倍，因此，以下试验均以菌株 E31为供试

菌株。另外，供试钾质粗面岩表面可培养细菌数量达

2.86×106 cfu/g，芽孢杆菌数量达 3.24×105 cfu/g，芽

孢杆菌数量占总细菌数量的 11.3%。 

2.2  E31菌株对钾长石的溶解作用及其机制 

研究表明，细菌可以通过产生的有机酸、铁载

体、多糖以及氧化还原作用加速矿物的风化并释放

其中的元素[5, 9, 12, 19]。由图 1 可以看出，芽孢杆菌

E31 菌株具有显著的溶解钾长石的能力。接菌处理

的发酵液中有效性 K、Ca、Fe、Al的含量分别比对

照增加了 19.6% ~ 25.6%、10.4% ~ 47.2%、1 ~ 12.5

倍和 1.2 ~ 4.5倍(图 1)。随着培养时间的延长，菌株

E31 溶解钾长石的能力增强，而对照处理发酵液中

的 K、Ca、Fe、Al含量没有显著变化。菌株 E31在

含钾长石的贫营养培养基中能够正常生长，培养 1 d

后发酵液中活细胞数量由初始的 1.4×106 cfu/ml 增

加到 1.5×107 cfu/ml，培养时间在 1 ~ 7 d内发酵液中

活细胞数量没有显著变化，培养 7 d 后发酵液中的

活细胞数量显著下降(图 2A)。另外，菌株 E31 在风

化钾长石的过程中可以通过产酸来降低发酵液中的

pH，培养 1 d后，接菌处理的发酵液 pH为 3.66 ~ 3.80，

而对照处理发酵液中的 pH在培养过程中没有显著变

化(图 2B)。菌株 E31 在含钾长石的贫营养培养基中

能够大量合成葡萄糖酸，培养 1 d后发酵液中葡萄糖

酸含量最高(1 794 mg/L)，随着培养时间的延长，发

酵液中葡萄糖酸含量快速下降，培养后期发酵液中

葡萄糖酸含量为 61 ~ 66 mg/L(图 3)。由此可见，菌

株 E31 能够在贫营养条件下通过细胞生长和代谢活

动来降低发酵液中的 pH，并通过发酵液的酸化作用

和合成的葡萄糖酸的络合作用来溶解钾长石并释放

出其中的元素，增加发酵液中可溶性 K、Ca、Fe、

Al含量[5, 12]。 

 

图 1  E31 菌株对 K、Ca、Fe 和 Al 的溶解作用 
Fig. 1  K, Ca, Fe, and Al releases from feldspar in presence of strain E31 

 

图 2  发酵液细胞数量(A)和 pH (B)的变化 
Fig. 2  Change of cell numbers and pH in culture medium in presence of strain E31 
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图 3  芽孢杆菌 E31 菌株合成的葡萄糖酸 
Fig. 3  Production of gluconic acid by strain E31 during feldspar 

weathering process 

2.3  菌株 E31的鉴定 

菌株 E31的鉴定主要依据 16S rRNA序列并结合

菌株基本特征进行。菌株 E31 的基本特征：革兰氏

阳性、好氧、杆状、菌体大小为(1.5 ~ 2.0) μm×(3.0 ~ 

3.5) μm，能产生芽孢。在 LB培养基上菌落为白色、

圆形、边缘不规则、厚实且较湿润、易挑取。将 E31

菌株 16S rRNA序列在数据库中进行相似性比对，采

用 MEGA 5.0软件经临近法(Neighbor-joining)构建系

统发育树(图 4)。由系统发育树可以看出，菌株 E31

与 Bacillus thuringiensis ATCC 10792T (ACNF01000156)

的 16S rRNA 基因序列相似性为 100%。因此，E31

菌株被鉴定为 Bacillus thuringiensis。 

 

图 4  基于 16S rDNA 序列系统发育树(邻接法) 
Fig. 4  Neighbour-joining phylogenetic tree based on 16S rDNA gene sequences 
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2.4  苏云金芽孢杆菌 E31 菌株产生长素和铁载体

能力 

菌株 E31具有产 IAA的能力，产量为 30.8 mg/L。

铁载体是一类特异性螯合剂，是微生物在限铁条件下

(即铁离子浓度较低时)产生并分泌的一种低分子量

(<1 000 Da)、能够螯合 Fe (III) 离子的化合物。本试

验采用 CAS 通用检测法检测供试菌株产铁载体的能

力[16–17]。根据 A/Ar比值(即菌株测定值/对照值)对细

菌铁载体产量进行半定量比较，A/Ar 比值越小菌株

产铁载体能力越强[15–16]。菌株 E31 的 A/Ar 比值为

0.45(在 0.4 ~ 0.6范围内)，产铁载体能力中等。 

2.5  苏云金芽孢杆菌 E31菌株对环境的适应能力 

苏云金芽孢杆菌 E31菌株对不同的温度、pH和

盐浓度等表现出一定的耐受性。菌株 E31为中温菌，

在 15 ~ 37℃下能较好生长，最适生长温度为 30℃左

右；菌株 E31生长的 pH范围是 3 ~ 10，最适生长 pH 

7.0；菌株 E31在 0.5% ~ 20% 的 NaCl中良好生长，

最适生长盐浓度为 1.0% NaCl，值得注意的是，菌株

E31耐高渗能力较强，在 20% NaCl中能够正常生长。 

3  结论 

1) 从风化的钾质粗面岩表面分离筛选到一株高

效风化钾长石的苏云金芽孢杆菌 E31菌株。 

2) 研究表明，苏云金芽孢杆菌 E31 菌株能够显

著促进钾长石的溶解并释放出其中的 Fe、K、Al、

Ca 等元素，E31 菌株主要通过培养基的酸化和合成

的葡萄糖酸加速钾长石的风化。 

3) E31 菌株能够合成植物促生物质生长素和铁

载体，同时对温度、酸碱有一定的耐受性，尤其具有

较强的耐高渗能力。 
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Isolation and Identification of a Feldspar-dissolving Bacillus  
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Abstract: One mineral-weathering Bacillus strain was isolated from the surface of weathered potash trachyte and was 

identified as Bacillus thuringiensis based on the physiological and biochemical traits and 16S rDNA sequence analysis. The 

dissolution of feldspar by strain E31 and the mechanism involved as well as the biological characteristics were characterized. The 

results showed that strain E31 could weather feldspar and release elements from the mineral. The concentrations of K, Fe, Ca, and 

Al were increased by 19.6%–25.6%, 1–12.5 times, 10.4%–47.2% and 1.2–4.5 times in the presence of strain E31 compared with 

the controls respectively during the mineral weathering process. pH value, gluconic acid content, and cell numbers in the culture 

medium were 3.62–3.80, 61–1 794 mg/L, and (8.7–16.1)×106 cfu/ml, respectively, in the presence of strain E31, suggesting that 

strain E31 could promote the mineral weathering by increasing the production of organic acids in the culture medium. 

Furthermore, E31 strain has the ability to produce IAA and siderophores in culture medium and also has the characteristics of acid 

or alkali and salt tolerance and temperature resistance. 

Key words: Potash trachyte; Feldspar; Bacillus thuringiensis; Mineral weathering; Gluconic acid; Biological characteristics 

 


