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外生菌根真菌对土壤钾的活化作用
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摘要:【目的】外生菌根真菌是森林生态系统中的重要组成成分，与木本植物的根系形成菌根，参与树木养分
吸收。【方法】试验在液培条件下，以土壤为钾源，利用我国西南地区分离的牛肝菌(Boletnus sp．，Bo 07)、松
乳菇(Lactarius delicious，Ld 03)、彩色豆马勃(Pisolithus tinctorius，Pt 715)和内蒙古大青山分离的土生空团菌
(Cenococcum geophilum，Cg 04)为材料，研究了它们的生长、钾吸收、氢离子和有机酸分泌，以及土壤钾的变
化。【结果】结果表明，Bo 07、Ld 03 和 Pt 715 的生物量、含钾量和吸收量显著高于 Cg 04，说明在长期缺钾的
环境中，外生菌根真菌经过“物竞天择”可能进化出适应低钾和较强的吸钾能力。以土壤为钾源培养菌根真
菌，培养液中的钾浓度显著提高，故外生菌根真菌可促进土壤钾的溶解。在外生菌根真菌的培养液中，分别
检测到苹果酸、丁二酸和柠檬酸，均检测到草酸和乙酸。Bo 07、Ld 03 和 Pt 715 显著提高土壤交换性钾含量，
Bo 07 和 Ld 03 还显著降低矿物结构钾含量，说明外生菌根真菌不同程度地活化了土壤无效钾，分离自南方
的菌株 Bo 07、Ld 03 和 Pt 715 总体上大于分离自北方的菌株 Cg 04。此外，土壤矿物结构钾分别与总有机酸
和草酸分泌量呈极显著负相关( r有机酸 = － 0. 989＊＊，r草酸 = － 0. 950* ，n = 5)，与培养液 pH 值呈显著正相关
( r = 0. 916* ，n = 5)，故外生菌根真菌分泌的氢离子和有机酸尤其是草酸可能活化土壤无效钾。【结论】供试外
生菌根真菌能不同程度的活化土壤无效钾，其活化能力可能与分泌氢离子和有机酸尤其是草酸密切相关。
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钾是树木生长的必需大量元素之一。我国西南
地区的森林土壤主要分布于山区，土层瘠薄，高度风
化，严重缺钾。此外，森林一般不施肥，活化利用土
壤无效钾对于树木营养十分重要。

外生菌根真菌是森林生态系统中的重要组成成
分。它们与木本植物形成菌根之后，单位重量的根
系所吸收的钾高于普通根系［1 － 2］。桉树和松树也因

形成菌根而使增加钾含量［3］。此外，外生菌根真菌
吸收钾离子的 Km 值很低，故能有效吸收土壤中极

低浓度的钾离子［4］。在培养基中分别加入垤石和
金云母作为钾源，发现外生菌真菌能利用其层间钾
和晶格钾，这说明外生菌根真菌具有利用某些无效
钾的能力［5］。有研究表明，外生菌根真菌能分泌多
种低分子有机酸，降低培养液 pH 值，进而活化利用
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土壤无效钾［6］。在土壤中，外生菌根真菌是一种根
际微生物，能够分泌草酸、乙酸、酒石酸、柠檬酸等，
直接作用于长石、云母、花岗岩等含钾矿物中的铁、
铝、钙、镁离子，分解释放钾离子，供植物吸收利
用［7 － 8］。

通常认为，外生菌根活化土壤中的无效钾是因
为外延菌丝数量多，分布广泛，表面积大，与土壤紧
密接触，益于交换吸收［9 － 10］。但是，在有效钾极低
的森林土壤中，上述观点难于充分解释外生菌根真
菌促进木本植物吸收钾的机理。为此，本试验以土
壤为钾源，液培外生菌根真菌，研究了它们活化土壤
无效钾的机理，旨在为外生菌根真菌在林业生产中
的应用提供更多的有益信息。

1 材料和方法

1. 1 供试材料
供试菌株保存于西南大学资源环境学院微生物

实验室，共 4 株。它们分别是牛肝菌(Boletnus sp． )
Bo 07 和松乳菇(Lactarius delicious) Ld 03，分别采自
于重庆市金佛山和缙云山马尾松林下的强酸性土壤
(pH 4. 0 － 4. 2，有效钾 17. 4 mg /kg)，地处北亚热
带;土生空团菌(Cenococcum geophilum) Cg 04，采自
于内蒙古大青山油松森林中性土壤( pH 6. 5 － 7. 5，
有效 钾 87. 6 mg /kg )，地 处 温 带; 彩 色 豆 马 勃
(Pisolithus tinctorius)Pt 715，采自四川西昌桉树林下
的微酸性红壤(pH ≤ 5. 9，有效钾 24. 5 mg /kg)，属
于干热河谷气候。在 25 1℃ 的条件下，采用
Pachlewsk 固体培养基暗培养供试菌株 14 d 后备
用。培养 基 组 成 为 ( g /L ): 0. 5 酒 石 酸 铵、1. 0
KH2PO4、0. 5 MgSO4、20 葡萄糖、20 琼脂、0. 1 维生
素 B1、1. 0 mL /L 微量元素混合液［mg /L: 8. 45
H3BO3、5 MnSO4、6 FeSO4、0. 625 CuSO4、2. 77 ZnCl2
和 0. 27 (NH4) 2MoO4］，pH 5. 5。

供试土壤为侏罗纪紫色泥岩发育的、尚未充分
风化的紫色石骨子土，有效钾含量较低，全钾含量较
高。蒸汽灭菌后的土壤 pH 值 7. 45、全钾 22. 45 g /
kg、有效钾 70. 33 mg /kg、有机质 4. 52 g / kg。风干土
壤，磨细过 100 目筛，取 1. 0000 g 土壤置于两端开
口的塑料管(直径 ×长 = 1 cm × 2 cm)中部，然后两
端塞入玻璃纤维，将土壤夹在中间，再用孔径为
0. 22 μm 微孔滤膜密封两端，水分子、无机离子、低

分子有机酸等均可自由通过微孔滤膜，但可防止土
壤进入溶液和菌丝进入土壤，121℃蒸汽灭菌装有土
壤的塑料管 120 min 备用。

试验用有机酸标样为色谱纯，其余试剂均为分
析纯。精确称取草酸、柠檬酸、苹果酸、丁二酸、乙酸
各 100 mg，用流动相溶解并定溶于 100 mL 容量瓶
中，配置成 1. 0 g /L 的有机酸的标准混合溶液，再用
流动相将标准溶液分别稀释至 0. 01、0. 02、0. 04、
0. 06、0. 08 和 0. 10 g /L 备用。
1. 2 试验设计

取 150 mL 三角瓶，加入 20 mL 用 NaH2PO4 代
替 KH2PO4 的 Pachlewsk 液体培养基，再加 1 个装有
土壤的灭菌塑料管作为钾源，蒸汽灭菌(121 1℃，
30 min)，冷却。接种一块直径为 6 mm 的圆形固体
菌块;不接种的液体培养基为对照，余同接种处理，
试验设置 12 次重复。25 1℃静置暗培养 28 d，备
测有关项目。
1. 3 测定项目与方法

过滤收集菌丝，去离子水洗净，烘干测定生物
量。用硫酸—过氧化氢消化菌丝后，火焰光度计法
测定消化液中的钾含量［11］。收集滤液，用 PHS-3C
精密酸度计测定 pH 值，火焰光度计测定钾浓度，高
效液相色谱仪(日本 HITACHI 公司生产)测定有机
酸含量(样品先经过酸化处理)。

高效液相色谱测定有机酸的色谱条件:Diode
Array L-7455 紫外检测器，Ion-300 有机酸分析专用
柱 ( Phenomenex，Torrance，CA，USA )，流 动 相 为
2. 5 mmol /L硫酸，流速 0. 5 mL /min;进样量 20 μL，
紫外检测波长 210 nm，柱温 35℃，压力 450 psi。测
定的有机酸包括草酸、柠檬酸、苹果酸、丁二酸、乙
酸，其保留时间 (min)依次是 9. 57、11. 52、13. 31、
15. 95、20. 72(图 1)。

取出塑料管中的土壤，风干，依次用蒸馏水、
1 mol /L醋酸铵和 1 mol /L 沸硝酸提取水溶性钾、交
换性钾和缓效钾，残余土壤再用氢氧化钠 450℃熔
融，获得矿物结构钾。用火焰光度计测定各提取溶
液及土壤熔融液中的钾［12］。
1. 4 数据处理

用 Excel2003 对 试 验 数 据 进 行 基 本 计 算，
SPSS18. 0 进行统计分析，不同处理间的差异显著性
用单因素方差分析进行比较，使用 Pearson 法进行双
因素相关分析。
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图 1． 有机酸标准色谱图
Figure 1． Standard chromatogram of organic acids． a:oxalate; b: citrate; c: malate; d: succinic acid; e: acetate．

2 结果和分析
2. 1 外生菌根真菌的生物量及钾吸收

表 1 可见，培养 28 d 之后，4 株外生菌根真菌的
生长速率差异显著，生物量变化于 29. 37 mg / flask

(Cg 04) － 67. 58 mg / flask(Bo 07)之间。此外，外生
菌根真菌的菌丝钾含量 Ld 03 (6. 06 mg / g·DW) ＞
Bo 07 (5. 42 mg / g·DW) ＞ Pt 715 (4. 21 mg / g·
DW) ＞ Cg 04 (3. 04 mg / g·DW);钾吸收量 Bo 07
最高，Ld 03 次之，Pt 715 第三，Cg 04 最低。

表 1． 外生菌根真菌的生物量及钾含量和吸收量
Table 1． Fungal biomass，K concentration and accumulation in fungal hyphae grown in vitro

treatment biomass /(mg / flask) c(K) /［mg /( g·DW)］ K / accumulation (μg / flask)
Bo 07 67. 58 ± 2. 58a 5. 42 ± 0. 52b 366. 28 ± 6. 58a
Cg 04 29. 37 ± 2. 17d 3. 04 ± 0. 48d 89. 28 ± 5. 78d
Ld 03 50. 38 ± 1. 94b 6. 06 ± 0. 41a 305. 30 ± 7. 44b
Pt 715 44. 25 ± 2. 10c 4. 21 ± 0. 56c 186. 29 ± 6. 85c

In each column，date followed by different letters are significantly different at P = 0. 05 (Fisher test) ．

2. 2 培养液 pH、有机酸及钾含量
图 2 可见，培养 28 d 之后，外生菌根真菌显著

降低培养液 pH，但菌株不同，培养液 pH 降幅也不
一样。接种 Ld 03，培养液的 pH 仅 3. 35，降幅最大;
接种 Cg 04，培养液的 pH 为 4. 52，降幅最小;其余培
养液的 pH 变化于 3. 50 － 4. 50 之间。

在液体培养基中，检测到草酸、苹果酸、丁二酸、
乙酸、柠檬酸等 5 种有机酸(表 2)。在不接种外生
菌根真菌的培养液中(对照)，也检测到少量草酸和
乙酸，但含量极低，可忽略不计。值得注意的是，外
生菌根真菌因菌株不同而分泌的有机酸种类和数量
也不一样。在 4 株外生菌根真菌的培养液中，均检
测到草酸和乙酸，其含量显著高于对照;Ld 03 的培
养液中检测到苹果酸;Ld 03 和 Pt 715 的培养液中

图 2． 培养基中 pH 的变化
Figure 2． The changes in pH in liquid culture mediums． Different

letters indicate significant differences at P = 0. 05．
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检测到丁二酸;Bo 07 和 Ld 03 的培养液中检测到柠
檬酸。从有机酸的总量看，Bo 07 的分泌量最高，Ld
03 次之，Pt 715 居第三，Cg 04 最低。其中，草酸占
有机酸重量的 54. 31% － 89. 24%。

在培养液中，含钾量对照最低，仅 1. 39 mg /L;

Cg 04 与对照相似，为 1. 65 mg /L;Ld 03 和 Pt 715 显
著高于对照，变化于 1. 91 mg /L － 1. 99 mg /L 之间;
Bo 07 又显著高于 Ld 03 和 Pt 715，达到 2. 59 mg /L
(图 3)。

表 2． 液体培养基中有机酸含量
Table 2． The contents of organic acids in the liquid culture mediums(mg /L)

treatment oxalate malate succinate acetate citrate total content
CK 3. 05 ± 0. 64d ND ND 1. 09 ± 0. 21d ND 4. 14 ± 0. 78e
Bo 07 35. 45 ± 1. 85a ND ND 4. 32 ± 0. 46bc 4. 95 ± 0. 56a 44. 72 ± 2. 02a
Cg 04 18. 57 ± 1. 24bc ND ND 2. 24 ± 0. 37c ND 20. 81 ± 1. 75d
Ld 03 24. 12 ± 1. 15b 2. 06 ± 0. 45a 0. 41 ± 0. 07a 5. 49 ± 0. 55b 3. 01 ± 0. 42ab 35. 09 ± 2. 56b
Pt 715 13. 85 ± 1. 05c ND 0. 49 ± 0. 09a 11. 16 ± 0. 89a ND 25. 50 ± 2. 24c

ND indicates not detected． In each column，date followed by different letters are significantly different at P = 0. 05 (Fisher test) ．

图 3． 培养液中的含钾量
Figure 3． Contents of K in culture solutions /(mg /L) ． Different

letters indicate significant differences at P = 0. 05．

2. 3 土壤含钾量
培养外生菌根真菌 28 d 之后，土壤中的水溶

性、交换性、缓效钾和矿物结构钾的含量及变化见表
3。其中，土壤水溶性钾略有升降，但与对照无显著
差异。Bo 07、Ld 03 和 Pt 715 显著提高土壤交换性
钾含量，比对照增加了 34. 29% － 58. 82%，但培养
Cg 04 对土壤交换性钾含量无显著影响。培养外生
菌根真菌后，土壤缓效钾的增幅因菌株不同而异，
Bo 07、Cg 04 和 Ld 03 的增幅达到显著水平，比对照
增加 22. 78% － 26. 73%。此外，培养 Bo 07 和 Ld 03
显著降低土壤矿物结构钾含量，分别比对照降低了
335. 74 mg /kg 和 432. 87 mg /kg，但培养 Cg 04 和 Pt
715 对土壤结构钾含量无显著影响。

表 3． 土壤钾含量的变化
Table 3． The changes of K pools in soils /(mg /kg)

treatment water-soluble K exchangeable K slow effective K mineral K

CK 1. 68 ± 0. 06a 67. 39 ± 2. 06c 168. 33 ± 3. 21c 22210. 99 ± 18. 74a

Bo 07 1. 75 ± 0. 08a 90. 50 ± 2. 58ab 211. 67 ± 4. 01a 21778. 12 ± 15. 21b

Cg 04 1. 74 ± 0. 04a 79. 16 ± 2. 18bc 206. 67 ± 3. 89ab 22083. 47 ± 20. 01ab

Ld 03 1. 40 ± 0. 10ab 107. 03 ± 2. 56a 213. 33 ± 3. 45a 21875. 25 ± 18. 42b

Pt 715 1. 61 ± 0. 08ab 93. 80 ± 2. 88ab 188. 33 ± 3. 98bc 22020. 87 ± 16. 28ab

In each column，date followed by different letters are significantly different at P = 0. 05 (Fisher test) ．

2. 4 各因素的相关分析
表 4 可见，土壤矿物结构钾与培养液中的草酸、

pH 及有机酸总浓度呈显著或极显著相关，相关系数
分别为: r = － 0. 950* ，r = 0. 916* ，r = － 0. 989＊＊

(n = 5)。外生菌根真菌草酸分泌量与土壤缓效钾
及有机酸分泌总量也呈显著正相关，相关系数依次
是 r = 0. 892* ，r = 0. 961＊＊，(n = 5)。
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表 4． 试验各因素的相关系数
Table 4． Coefficients among experimental factors

potassium form WSK EK SEK mineral K oxalate TOA pH
WSK 1. 000
EK － 0. 718 1. 000
SEK － 0. 201 0. 687 1. 000
Mineral K 0. 220 － 0. 770 － 0. 817 1. 000
Oxalate 0. 008 0. 610 0. 892 * － 0. 950 * 1. 000
TOA － 0. 171 0. 775 0. 855 － 0. 989＊＊ 0. 961＊＊ 1. 000
pH 0. 524 － 0. 849 － 0. 830 0. 916 * － 0. 835 － 0. 879 * 1. 000

WSK = Water soluble K; EK = Exchangeable K; SEK = Slow effective K; TOA = Total organic acids; * and ＊＊ show that correlations are significant at

P = 0. 05 and P = 0. 01，respectively．

3 讨论

在可溶性钾受限条件下，Bo 07、Ld 03 和 Pt 715

(源于西南地区微酸-强酸性缺钾森林土)的菌丝生

物量、含钾量和吸收量显著高于分离自北方内蒙古

大青山的 Cg 04。据报道，在正常含有 KH2PO4 的
Pachlewski 培养基中，Cg 04 与 Ld 03 和 Pt 715 的生

物量无显著差异［13］，故 Cg 04 利用土壤难溶性钾的

能力可能低于分离自南方的菌株。在西南地区的酸

性和强酸性土壤中，有效钾含量较低［14］，分离的供

试南方菌株可能已进化出适应低钾和较强的吸钾能

力。外生菌根真菌与木本植物形成外生菌根之后，

外延菌丝将吸收的养分供给寄主植物［15］，从而促进

菌根依赖性植物的生长和钾的吸收［16 － 17］。

在土壤中，钾主要以无机态存在，包括速效钾、

缓效钾和无效钾 (矿物结构钾)，它们之间互相转

化。在培养外生菌根真菌之后，培养液含钾量显著
高于对照(不接种)，由于土壤是培养液中钾的唯一

来源，说明培养液含钾量的增加必然来自于土壤钾

的溶解，外生菌根真菌具有活化土壤无效钾的能力。

外生菌根真菌显著降低培养液 pH 值，至少降
低了 0. 41 个单位，即氢离子浓度增加 3 倍以上。由

于氢离子直径为(1. 6 － 1. 7) × 10 － 15 m，小于钾离

子，故氢离子能进入 2∶ 1型含钾矿物的晶层，取代释

放其中的钾到土壤溶液中，提高有效性［18］。因此，

培养液 pH 值与土壤矿物结构钾呈显著正相关( r =

0. 916* ，n = 5)。培养外生菌根真菌之后，有机酸

的分泌总量比对照增加了 4. 0 － 9. 8 倍，并与土壤矿

物结构钾含量呈显著负相关( r = － 0. 989＊＊，n = 5)，

说明有机酸可能参与土壤矿物钾的溶解释放。在北
欧的森林土壤溶液中，检测到高达 1. 0 mmol /L 的有
机酸，如草酸、丁二酸、甲酸、乙酸和柠檬酸等。利用

显微切片技术结合染色观察发现，在土壤中的矿物
和岩石表面不仅存在大量的微孔，而且充满了外生

菌根真菌的菌丝，菌丝顶端的有机酸尤其是草酸和
乙酸的浓度可能极高。若外生菌根真菌菌丝体产生

的乙酸和草酸达到 2. 0 mmol /L 的浓度，完全可以
0. 15 － 3. 5 mm /a 的速率溶解 2:1 型含钾矿物，所释

放的养分足已满足森林植被对钾、钙、镁等营养元素
的需要［19］。Welch 等(1999)指出，钾细菌能够分泌

草酸、柠檬酸、苹果酸等低分子有机酸，与土壤矿物

中的铁、铝、钙、镁发生络合作用，分解矿物释放钾离

子［20］，说明低分子有机酸在外生菌根真菌与钾细菌

的解钾过程中发挥着相似的作用［21］。

在外生菌根真菌分泌的有机酸中，以草酸数量

最多。与其它低分子有机酸相比，草酸络合钙、镁、

铁、铝 的 能 力 最 强，［Al ( C2O4 ) 3］
3 － 和 ［Fe

(C2O4) 3］
3 －的稳定常数分别为 16. 3 和 20. 8，容易

与土壤含钾矿物晶格中的钙、镁、铁、铝等离子发生

络合反应，风化分解土壤含钾矿物，释放钾离子，进
而向树木提供钾营养［22 － 23］。因此，培养液中的草酸

含量与土壤缓效钾呈显著正相关 ( r = 0. 892* ，

n = 5)，与 土 壤 矿 物 结 构 钾 呈 显 著 负 相 关
( r = － 0. 950* ，n = 5)。说明外生菌根真菌分泌的草

酸对于活化土壤无效钾至关重要。

总之，供试外生菌根真菌能不同程度的活化土
壤无效钾，其活化能力可能与长期所处的土壤条件

密切相关。考虑到纯培养和形成菌根后的差异，进
一步研究外生菌根对土壤无效钾的活化很有必要。
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Mobilization of potassium from soil by ectomycorrhizal fungi
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Abstract:［Objective］Ectomycorrhizal fungi (ECMF)，important components in forest ecosystems，could form symbionts
with wooden plant roots and participate in nutrient absorption． ［Methods］Boletnus sp． (Bo 07)，Lactarius delicious (Ld
03) and Pisolithus tinctorius (Pt 715) isolated from Southwest China and Cenococcum geophilum ( Cg 04) from Daqing
Mountain，Inn Mongolia，China，were cultured in liquid Pachlewsk medium at 25 1℃ for 28 days with soil as sole K
source． Fungal biomass，K uptake，efflux of protons and organic acids，and changes of soil K pools were measured to
study K mobilization from soil by ECMFs． ［Ｒesults］ The fungal biomass，K concentration and uptake of Bo 07，Ld 03
and Pt 715 were much higher than Cg 04，indicating their strong abilities to absorb K and to adapt low K environment by
bio-evolution and selection． K concentrations in culture solution were increased by ECMFs compared to blank control
(without ECMF) ． ECMFs could promote K release from the soil into culture solution． Bo 07，Ld 03 and Pt 715 increased
significantly exchangeable K in soils，while structural K in soil was decreased by Bo 07 and Ld 03． They could thus
mobilize unavailable K from［Conclusion］ECMF isolates could mobilize unavailable K in soils．
Keywords: ectomycorrhizal fungi，soil，potassium，mobilization
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《微生物学报》编委白逢彦
在啤酒酵母菌的起源与驯化研究方面取得新进展

文章来源:中国科学院微生物研究所真菌室白逢彦组

发表时间:2014． 05． 22

啤酒根据发酵工艺和所用菌种的不同可分为两大类，即爱尔 ( ale)啤酒和拉格 ( lager)啤酒。前者使用酿酒酵母菌
(Saccharomyces cerevisiae)在相对较高的温度下发酵，酵母菌往往浮在上层，故又称上层发酵啤酒。后者在低温(10°C 左右)条
件下发酵，酵母菌往往沉于底层，故又称下层发酵啤酒。人类最开始酿造的是爱尔啤酒，已有数千年的历史。拉格啤酒一般
认为最早于 15 世纪出现在德国巴伐利亚，但很快流行开来，逐步取代爱尔啤酒成为全球生产和消费量最大的酒精饮料。我国
生产的啤酒基本上都属于拉格啤酒。

拉格啤酒发酵菌种称为巴斯德酵母 ( S． pastorianus)，研究显示该种酵母菌是一个杂合种，是由爱尔啤酒发酵菌种 S．
cerevisiae 与另一种酵母菌杂交而形成。后者赋予了拉格啤酒酵母的低温发酵能力，但其来源一直是个待解之谜。由美国、阿
根廷和西班牙研究者组成的联合研究组最近在阿根廷的巴塔哥尼亚(Patagonia)高原地区发现了一种酿酒酵母属新种，命名为
真贝氏酵母(S． eubayanus)。比较基因组学研究发现这种酵母菌与拉格啤酒酵母菌基因组中的非 S． cerevisiae 部分具有
99. 56%的序列相似性，是已发现的与拉格啤酒酵母最接近的野生酵母菌种，故上述国际团队认为 S． eubayanus 是拉格啤酒酵
母的野生亲本，并在他们于 2011 年发表在 PNAS 上的论文中提出了拉格啤酒酵母的巴塔哥尼亚起源说。这一研究结果受到
了学术界、酿造业和啤酒爱好者的广泛关注。

中国科学院微生物研究所真菌学国家重点实验室的白逢彦研究组，近年对青藏高原和相邻地区的酵母菌多样性进行了
系统研究，发现这一地区酿酒酵母属( Saccharomyces)的物种多样性远高于世界其他地区，显示青藏高原或相邻地区可能是该
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