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连作土灭菌对黄瓜（!"#"$%& &’(%)"&）生长和
土壤微生物区系的影响
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摘要：采用盆栽试验的方法，对黄瓜的生长状况、抗病相关酶及土壤微生物区系特征进行了测定。结果表明：连作土灭菌能在较

大程度上改善黄瓜的生长，灭菌土上生长的黄瓜的叶绿素含量、株高、叶面积和鲜重均大于连作土，但随氨基酸肥料（%%[）施用

量的增加，灭菌土与连作土之间的差异变小。黄瓜叶片的 -)Y和 U)Y活性在不施用 %%[条件下灭菌土显著高于连作土，然而

随着 %%[施用量的增加，活性则相反。&%’活性及可溶性蛋白含量灭菌土所有处理均极显著高于相对应的连作土，3Y%含量

则显著低于相对应的连作土。灭菌土的细菌、真菌数量分别比连作土增加 =2 ;: ? <2 $< 倍和 62 :6 ? !2 8< 倍，放线菌的增加幅度

相对较小，真菌 \细菌比值也显著提高。随 %%[施用量的增加，连作土中的黄瓜枯萎病的致病菌（尖孢镰刀菌）减少，而灭菌土

的所有处理均未分离到。土壤细菌的 U&X7Y++(图谱分析表明，灭菌土 Y++( 图谱带明显比连作土增加，土壤间带谱的相似

性降低，土壤微生物多样性指数增加。灭菌土上的黄瓜未见枯萎病发生，而连作土的黄瓜发病率达 <=2 !#] ?6;2 "#]。

关键词：黄瓜（!"#"$%& &’(%)"&）；灭菌土；连作障碍；土壤微生物区系；U&X7Y++(
文章编号：=$$$7$:<<（!$$"）$#7=;$:7$:^ 中图分类号：_";#，_:<;，_:8;^ 文献标识码：%

9::’("; ): ;"’7,*,<-",). ). +7)%"! ): (0(02=’7 #*-."; -.1 ;),* 2,(7):*)7- ,. -
().",.0)0; 2).)>(7)##,.+ ;),*
>W%.+ -DM7-DJEF=，!， ‘%.+ aAEF73AEF=， 3%) >J7-DJEF=， Wb%.+ _A7cJA=， ab ‘4EF7&DME=，-W(.
_A7X0EF=，!

= !*++,-, *. /,&*"0#,& ’12 31)%0*1$,1(’+ 4#%,1#,&，5’16%1- 7-0%#"+("0’+ 81%),0&%(9，5’16%1- !=$$:#，!:%1’

! ;%1:"’ !*++,-, *. <0*.,&&%*1 ’12 =,#:1*+*-9，;%1:"’ >:,6%’1- <!=$$"，!:%1’

*#(’ +#,-,.%#’ /%0%#’，?@@A，?A（B）：CD@E F CDCA1

5=;"7-("：U0N JdKJIA@JENB QJIJ H4IIAJL 0MN N0 AEZJBNAF4NJ JSSJHN 0S BNJIA1AC4NA0E 4EL 4KK1AH4NA0E 0S 4@AE0 4HAL SJINA1ACJI 0E
FI0QND 0S HMHM@TJI K14ENB 4EL B0A1 @AHI0S10I4 AE 4 H0ENAEM0MB @0E07HI0KKAEF B0A12 ’DJ B0A1 QDAHD D4L TJJE K14ENJL QAND
H0ENAEM0MB @0E07HI0KKAEF HMHM@TJI S0I 8 BJ4B0E41 HI0KB 4EL D4L 4 BJZJIJ H0ENAEM0MB 0TBN4H1J，Q4B MBJL AE NDJ JdKJIA@JEN2
’DJ JdKJIA@JENB D4L 6 NIJ4N@JENB QAND ; IJK1AH4NJB S0I J4HD NIJ4N@JEN，AEH1MLAEF &V （.0E7BNJIA1ACJL B0A1 QAND E0 4KK1AH4NA0E
0S 4@AE0 4HAL SJINA1ACJI），$2 #] %%[ （.0E7BNJIA1ACJL B0A1 QAND NDJ 4LLANA0E 0S $2 #] 4@AE0 4HAL SJINA1ACJI T4BJL 0E B0A1 LI5
QJAFDN），=2 $] %%[ （.0E7BNJIA1ACJL B0A1 QAND NDJ 4LLANA0E 0S =2 $] 4@AE0 4HAL SJINA1ACJI T4BJL 0E B0A1 LI5 QJAFDN），-7&V



!""#：$ $ %%%& ’()*)+,(-& (.

（/"’0,*,1’2 3),* %,"! .) -##*,(-",). )4 -5,.) -(,2 4’0",*,1’0），/67& 89 ::; （/"’0,*,1’2 3),* %,"! "!’ -22,",). )4 7& 89 -5,.)
-(,2 4’0",*,1’0 <-3’2 ). 3),* 20= %’,+!"）-.2 /6>& 79 ::; （/"’0,*,1’2 3),* %,"! "!’ -22,",). )4 >& 79 -5,.) -(,2 4’0",*,1’0
<-3’2 ). 3),* 20= %’,+!"）& ?.,4)05 (@(@5<’0 3’’2*,.+3 %,"! "%) ()"=*’2).3 %’0’ "0-.3#*-."’2 ") #)"3 （7& 8 A，B77 + 3),*）
-" C-0(! D，E77F，-.2 !-0G’3"’2 -" C-= >7，E77F& H!’ 0’3@*"3 )<"-,.’2 -0’ *,3"’2 -3 4)**)%3& /),* 3"’0,*,1-",). ()@*2
,5#0)G’ +0)%"! )4 (@(@5<’0 #*-."3 ") +0’-"’0 ’I"’."，-.2，4)0 ’I-5#*’，/J:K G-*@’，#*-." !’,+!"，*’-4 -0’- -.2 40’3!
%’,+!" )4 (@(@5<’0 #*-."3 +0)%. ,. 3"’0,*,1’2 3),* %’0’ 3,+.,4,(-."*= !,+!’0 "!-. "!)3’ ,. .).63"’0,*,1’2 3),*& H!’ 2,44’0’.(’3
)4 (@(@5<’0 +0)%"! <’"%’’. "!’ 3"’0,*,1’2 3),* -.2 .).63"’0,*,1’2 3),* 2’(0’-3’2 %,"! ,.(0’-3’ )4 ::; -##*,(-",).，3!)%,.+
"!-" "!’ -##*,(-",). )4 ::; ()@*2 3)*G’ 3)5’ #0)<*’53 ()5,.+ 40)5 ().",.@)@3 5).)6(0)##,.+ 3=3"’5& /LK -.2 JLK
-(",G,",’3 ,. "!’ *’-G’3 )4 (@(@5<’0 #*-."3 +0)%. ,. 3"’0,*,1’2 3),* %’0’ !,+!’0 "!-. MN，<@" "!’,0 -(",G,",’3 <’(-5’ *)%’0
%,"! ,.(0’-3’ )4 ::; -##*,(-",).& M:H -(",G,",’3 -.2 3)*@<*’ #0)"’,. ()."’."3 )4 -** "0’-"5’."3 ,. 3"’0,*,1’2 3),* %’0’
3,+.,4,(-."*= !,+!’0 "!-. "!)3’ ,. .).63"’0,*,1’2 3),* %!,*’ CK:3 %’0’ 3,+.,4,(-."*= *)%’0& H!’ .@5<’0 )4 <-("’0,- -.2 4@.+,
,. 3"’0,*,1’2 3),* %-3 ,.(0’-3’2 <= >& OP Q& 7Q 4)*23 -.2 F& PF E& BQ 4)*23，0’3#’(",G’*=，()5#-0’2 %,"! "!)3’ ,. .).6
3"’0,*,1’2 3),* -.2 "!’ 0-",) )4 4@.+, ") <-("’0,- %-3 3,+.,4,(-."*= ,.(0’-3’2& R. -22,",).，:(",.)5=(’"’3 %’0’ 3*,+!"*=
’.!-.(’2& H!’ -.-*=3’3 )4 JMS6KTTU #0)4,*’3 3!)%’2 "!-" "!’ .@5<’0 )4 <-.23 ). "!’ *-.’3 )4 KTTU #0)4,*’3 ,. 3"’0,*,1’2
3),* %-3 5)0’ "!-. "!)3’ ,. .).63"’0,*,1’2 3),*，%,"! *)% 3,5,*-0,",’3 )4 KTTU #0)4,*’3，-.2 "!’ 2,G’03,",’3 )4 3),*
5,(0))0+-.,35 ,. 3"’0,*,1’2 3),* %’0’ ,.(0’-3’2 ()5#-0’2 ") "!)3’ ,. .).63"’0,*,1’2 3),*& H!’ ,.(,2’.(’ )4 ;@3-0,@5 %,*" )4
(@(@5<’0 #*-."3 +0)%. ,. .).63"’0,*,1’2 3),* %-3 @# ") Q>& E9 FO& O9，<@" .) ,.(,2’.(’ ,. 3"’0,*,1’2 3),*&

!"# $%&’(：(@(@5<’0 （!"#"$%& &’(%)"&）；3"’0,*,1’2 3),*；)<3"-(*’ )4 ().",.@)@3 5).)6(0)##,.+；3),* 5,(0)4*)0-；
JMS6KTTU

在同一块土地上连续栽培同一种作物，即使在正常的管理条件下，也会发生作物生长不良的现象，这种现

象被称为连作障碍［>］。

蔬菜作物连作障碍的产生机理极为复杂，是蔬菜作物6土壤系统内部诸多因素综合作用的外在表现，按生
态学原理可划分为两大类：即非生物因素和生物因素。非生物因素主要是连作造成土壤营养失衡、盐分积累、

结构恶化以及作物本身分泌的化感物质而影响蔬菜作物的生长；而生物因素是指长期连作造成土壤微生物区

系恶化，土壤有益微生物受抑制、有害微生物成为优势菌群，致使作物生长不良［E，Q］。虽然国内外学者对蔬菜

的连作障碍进行了广泛而深入的研究，但其确切机理至今仍没有定论。

很多学者曾采用化学（溴甲烷）、物理（日晒和高温）等方法［B V D］对连作土壤进行灭菌来消除土壤生物环

境因素对植物生长的影响，从中探索连作障碍的产生机理及生产中应用的可能性。从生态健康和可持续农业

理念出发，化学灭菌方法有带来环境风险的致命弱点，物理方法既能消除土壤有害生物，又不至于引起土壤污

染，是生产中宜于采用的较为理想的土壤灭菌方法。也有很多学者从施用生态有机肥的角度，通过调节土壤

微生态结构及微生物区系来研究连作障碍的产生机理及克服方法。

本文在高温灭菌和施用氨基酸肥料（:5,.) -(,2 4’0",*,1’0，::; ）的条件下，系统探讨了连作土灭菌对黄
瓜生长、抗病相关酶及土壤微生物区系的影响，以期进一步验证土壤生物因素在连作障碍产生过程中所起的

作用及其机理，观察植物体内与抗病相关的抗氧化酶和土壤微生物群落结构的变化特征，以及 ::;对连作土
功能恢复的作用，为连作障碍的克服提供理论和实践依据。

)* 材料与方法
)& )* 供试材料
黄瓜连作土W 连续种植黄瓜超过 B 茬的连作土壤，土壤的基本理化性状为：#X F& O、土壤有机质含量

Q8Y QF + $ Z+、全 [ E& >E + $ Z+、全 J E& >D + $ Z+；物理性粘粒含量 QB9、属中壤土。
灭菌土W 将上述相同的黄瓜连作土用布袋分装，每袋 E Z+ 左右，放入高压灭菌锅 >E>\灭菌 > !，冷却后
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在室温下培养 /0 !，再按前述方法灭菌一次，冷却后备用。
供试的黄瓜品种1 天津黄瓜研究所的津春 2 号。
供试 334由本实验室自行研制，用菜粕为原料，接入本实验室自行筛选的高效蛋白酶分泌细菌（菌种保

藏号：56755 89& 2:/;），经发酵分解后形成含有丰富活性氨基酸的肥料。其养分含量为：总氨基酸含量
0<、全 8 :=& >2 + $ ?+、全 @ 22& ;> + $ ?+、全 A B& :/ + $ ?+、有机质含量 /;:& > + $ ?+、含水量 ;C<。全部养分含量
以湿 334（含水量 ;C<）计算。
!& "# 试验方法
试验采用盆栽方法，设 = 个处理，分别为 5A（对照，不施任何肥料）、C& :< 334（施用土壤重量 C& :<的

334）、2& C< 334，DE5A （灭菌土对照，F"’G,*,H’I F),* 5A，不施任何肥料）、DEC& :< 334（灭菌土，施肥同 C& :<
334）、DE2& C< 334，每个处理重复 0 次。
黄瓜种子 >CC= 年 > 月 >J 日催芽后播入育苗盘中，; 月 J 日子叶刚展开时移栽。移栽方法：称相当于 /CC

+干土（因土壤的含水量约为 J<，所以实际称土为 /;0 +）的土壤，放入盆钵中与按量称好的氨基酸肥料混合
均匀，转入底部有透性孔的 C& : K小盆钵中，每盆移入两株黄瓜小苗，浇透水。在黄瓜生长过程中只浇水不施
任何肥料。整个过程在温室中完成。

!& $# 测定方法
叶绿素相对含量（D@3L 值）用日本产 D@3L 仪测量，在每个处理中选植株第一张完全展开叶测定 : 株以

上；叶面积测定采用复印称重法，在移栽后第 =/ 天（: 月 2C 日）采收时将每盆黄瓜的所有叶片用标准纸（已测
算了单位重量纸的面积 (M> $ +的纸）复印下来称重计算。
黄瓜叶片的超氧化物歧化酶（DN#’G)O,I’ I,FMN"-F’，D9L）、过氧化物酶（@’G)O,I-F’，@9L）、过氧化氢酶

（5-"-*-F’，53P）以及丙二醛（7-*).I,-*I’!QI’，7L3）取第一片完全展开叶测定，参照陈建勋等［0］方法。D9L
以抑制 8RP 光化还原 :C < 定义为一个酶活性单位（S）；@9L 采用愈创木酚氧化法，以在 /JC .M 处 9L 每
分钟增加 C& C2 为一个酶活性单位（S）；53P 以每分钟 9L 减少 C& C2 为一个酶单位。蛋白质含量用考马斯
亮蓝 6E>:C 法测定［B］。
微生物计数用稀释平板法［2C］，细菌采用牛肉膏蛋白胨琼脂平板表面涂布法，真菌采用马丁氏（7-G",. ）

培养基平板表面涂布法，放线菌采用改良高氏一号培养基平板表面涂布法，结果以每 + 鲜土所含微生物菌落
形成单位数量（5)*).Q T)GM,.+ N.," #’G +G-M TG’F! F),* ，(TN $ + F),*）表示。
尖孢镰刀菌计数所用选择性培养基参照 A)M-I- U 的方法［22］，其具体配制方法为：将 2 + A>U@9/、C& : +

7+D9/·JU>9、C& : + A5*、C& C2 + 4’E8-EVLP3、> + KE天门冬酰胺（KE-F#-G-+,.’）、>C + LE半乳糖（LE+-*-(")F’）溶
于约 ;CC M* 水中，定容至 2CCC M*，加入 >C + 琼脂装瓶灭菌。等培养基冷却至 =CW 以下，迅速加入 2 + 五氯
硝基苯（每 2CCC M* 培养基加入量，下同）、C& : + 牛胆汁、2 + 8->R/9J·2CU>9、C& ; + 硫酸链霉素，再用 2C< 磷
酸将 #U 调至 ;& 0 X /& C，然后倒平板备用。
土壤 L83 提取与聚合酶链反应（@5Y）：每个处理取相当于 : + 干土的鲜土用于土壤微生物基因组 L83

提取，重复 ; 次，提取步骤参照张平究的方法［2>］。用于扩增的引物为对大多数细菌和古细菌的 2=D GL83 基
因的特异性 Z; 区的通用引物对 @YS8:20Y （D’[N’.(’：:’3PP 355 656 65P 65P 66 ;’）和 @YR3;;0 4E
65 （D’[N’.(’：:’565 556 556 565 665 666 566 665 666 665 356 666 635 P55 P35 666 366
536 536 ;’）［2;］，扩增产物片段长约 >>C \#。:C !* @5Y 反应体系组成如下：> !* 的 L83 模板、> 种引物各
2 !*、> !* I8P@、: !* 的 2C ] @5Y \NTT’G、2 !* P-[ L83 聚合酶，最后用无菌超纯水加至 :C !*；@5Y 反应程序：
B/W 预变性 : M,.，;: 个循环为 B/W ;C F ，::W /C F 和 J>W 2 M,.；最后在 J>W 下延伸 J M,.。扩增后的
@5Y 产物用 >< 琼脂糖凝胶电泳检测质量。
变性梯度凝胶电泳（L66V）：电泳采用 L ()I’ L66V 系统（R,)EY-I），变性梯度从上到下是 ;:< 到

=C<，聚丙烯酰胺凝胶浓度是 0<；首先在 >CC Z 电压下预电泳约 2C M,. ，随后在 0: Z 的恒定电压下电泳
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/0 !。电泳完毕后，将凝胶在 12中染色 03 4 05 6,.，用自来水洗脱 /3 6,.，用 2,)78-9 的 :’*;)(00333 凝胶
影像分析系统成像，以 <=-.","> ?.’ 分析软件（2,)78-9）分析 ;::1 带谱及其相似性。
!& "# 统计分析

土壤微生物丰富度用数条带数量的方法，多样性指数 ! （@!-..).7A’-B’C 指数）的计算方法采用
1,(!.’C 等［/D］的方法，计算公式：

! " #"
$

% " /
&%*.&%

式中，&% E ’% $ (，’%为 ;::1 泳道第 %条泳带亮度峰值高度，( 为泳道中所有泳带亮度峰值高度的总和。本
试验所有数据均运用 @F@ G& 0 软件在 ) H 3& 35 水平上进行差异显著性分析。
$# 结果与分析
$& !# 连作土灭菌和施用氨基酸肥料对黄瓜生长的影响
连作土上的黄瓜，在移栽后的第 I 天 （D 月 /3 日）JK的养分就显不足，叶色发黄；3& 5L FFM 和 /& 3L

FFM 叶色均正常，并且没有表现差异。而灭菌土上的黄瓜的各个处理均出现僵苗现象，生长较差。
移栽 N9后，3& 5L FFM 处理的黄瓜的叶色开始逐渐退绿，但 /& 3L FFM 处理的黄瓜的叶色仍能保持正

常。而灭菌土上的黄瓜，无论是 @7JK，还是施用 FFM 的处理，叶色均开始逐渐转绿，生长加速。至移栽后第
OD 天（5 月 /3 日）试验结束，灭菌土上的黄瓜叶片的叶绿素含量（@PF;值）比相同 FFM 施用量的连作土上的
黄瓜叶片的叶绿素含量显著增加（图 /F），并且 @7JK 比 3& 5L FFM 的黄瓜的叶绿素含量更高，差异达显著水
平。从图 /F 还可以看出，无论是连作土还是灭菌土，随着 FFM 施用量的增加，黄瓜叶绿素含量均显著增加，
FFM 作为黄瓜的氮素养分来源，在土壤微生物的作用下表现出了很好的供肥性能。

图 /Q 连作土灭菌和施用氨基酸肥料对黄瓜叶绿素含量（@PF; 值）（F ）、株高（2 ）、叶面积（J ）和植株鲜重（; ）的影响

M,+& /Q J)6#-C,R). )S (!*)C)#!>** （@PF; B-*=’）()."’." （F ），#*-." !’,+!" （2 ），*’-S -C’- （J ）-.9 #*-." SC’R! %’,+!" （; ）)S (=(=6T’C

#*-."R +C)%. ,. .).7R"’C,*,U’9 R),* （V@@）-.9 R"’C,*,U’9 R),* （@@）

图中不同小写字母表示 W@8 检验差异达显著水平（) H 3& 35），下同Q X!’ 9,SS’C’." *)%7(-R’ *’""’CR -T)B’ ’-(! T-C ,.9,(-"’ R,+.,S,(-." 9,SS’C’.(’

-" ) H 3& 35 *’B’* -(()C9,.+ ") "!’ S,R!’C’R W@; "’R"，X!’ R-6’ ,. "!’ S)**)%,.+ S,+=C’R

图 /2表明，同样为对照，连作土灭菌比连作土上的黄瓜株高增加 0& I3 倍，但 3& 5L FFM与 @73& 5L FFM
之间和 /& 3L FFM与 @7/& 3 L FFM之间则没有表现出差异。
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连作土灭菌对黄瓜生长的改善作用还从黄瓜的叶面积（图 /0）上得到体现。1203 较 03 的叶面积显著
增加，但 124& 56 778比 4& 56 778以及 12/& 46 778比 /& 46 778增加的幅度则变小；黄瓜的鲜重也表现
出同样趋势（图 /9）。
!& !" 连作土灭菌和施用氨基酸肥料对黄瓜叶片抗病相关酶活性的影响
图 :7 表明，随着 778 施用量的增大，黄瓜的 1;9 活性呈下降趋势。灭菌土与连作土相比，1203 比 03

的 1;9 活性显著增强，124& 56 778 与 4& 56 778 之间没有差异，12/& 4 6 778 比 /& 4 6 778 则显著降低。

图 :< 连作土灭菌和施用氨基酸肥料对黄瓜叶片超氧化物歧化酶（1;9）（7）、过氧化物酶（=;9）（>）、过氧化氢酶（07?）活性（0）和丙二荃

（@97）含量（9）的影响

8,+& :< 0)A#-B,C). )D 1;9 （7），=;9 （>）-.E 07? （0）-(",F,",’C -.E @97 ()."’." （9）,. *’-F’C )D (G(GAH’B #*-."C +B)%. ,. I11 -.E 11

图 :>表明，黄瓜叶片的 =;9在不施肥情况下活性最高，并随着施肥量的增加，活性显著降低。灭菌土与
连作土比较，1203与 03没有差异，124& 56 778比 4& 56 778下降 JK& K6，12/& 46 778比 /& 46 778下降
5L& M6。而黄瓜叶片的 07?则与 1;9、=;9趋势不同（图 :0），不施肥的情况下，07? 活性最小，随施肥量的
增加，07?活性极显著增加。灭菌土的 07?活性均极显著高于相对应处理的连作土，1203的 07?活性是 03
的 :& NK 倍，124& 56 778是 4& 56 778的 :& NN 倍，12/& 46 778则是 /& 46 778的 /& 5J 倍。
从图 :9 可以看出，随着施肥量的增加，植株生长状况改善，植株体内的 @97 含量显著减少。灭菌土与

连作土比较，1203 的 @97 含量比 03 降低 :J& K6，124& 56 778 也比 4& 56 778 下降了 /K& M6，均达显著
水平，但 12/& 46 778 与 /& 46 778 之间则没有差异。
不施肥的情况下，黄瓜生长较差，体内积累的可溶性蛋白质较少（图 J）。随着施肥量的增加，可溶性蛋白

质含量呈梯度显著增加。在同样 778 施用量下，灭菌土上生长的黄瓜叶片的可溶性蛋白质含量比连作土显
著增加。其中，1203 比 03 增加 NN& K6，124& 56 778 比 4& 56 778 增加 L/& /6，12/& 46 778 比 /& 46
778 增加 :M6。
!& #" 连作土灭菌和施用氨基酸肥料对土壤微生物区系的影响
表 / 表明，移栽后第 LN 天，灭菌土的各个处理的细菌和真菌的数量均比连作土相应处理显著增加，其中，

细菌增加 /& MO P J& 4J 倍、真菌增加 L& OL P :& NJ 倍；放线菌的增加幅度相对较小。无论是灭菌土还是连作土，
随着 778施用量的增加，细菌、放线菌和真菌的数量均呈增加趋势。从真菌 $细菌比值看，灭菌土的 J 个处理
的真菌 $细菌比值均较大，与 /& 46 778的比值较接近；而连作土的 03的比值相对较小，但随 778施用量的
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/ 图 0/ 连作土灭菌和施用氨基酸肥料对黄瓜叶片可溶性蛋白质含

量的影响

1,+& 0/ 2)3#-4,5). )6 5)*78*’ #4)"’,. ()."’." ,. *’-9’5 )6 (7(738’4

#*-."5 +4)%. ,. :;; -.< ;;

增加，比值有显著升高趋势。

除此，连作土的各个处理均能分离到尖孢镰刀菌

（黄瓜枯萎病的致病菌），但其数量以及尖孢菌 $总真菌
比值随 ==1施用量的增加而减少；而灭菌土则未分离
到尖孢镰刀菌。

图 > 是连作土与灭菌土的细菌 ?@@A 图谱及其土
壤细菌 ?@@A 相似性分析的系统发生树。图谱上的泳
带反映了土壤中的优势菌群，泳带数量、位置以及亮度

的复杂性说明了菌群的多样性。由图 > 可以看出，不
同处理的土壤间的 ?@@A 图谱有一些相同泳带，但大
多数优势带在位置、亮度及数量上差异明显。从土壤微

生物丰富度看，连作土的 2B 有 C> 条、D& EF ==1 CG
条、C& DF ==1 HD 条；而灭菌土的 ;I2B 有 HC 条泳带、
;ID& EF ==1有 HH 条、;IC& D F ==1有 H0 条。

表 !" 连作土灭菌和施用氨基酸肥料对土壤微生物区系的影响

#$%&’ !" ())’*+ ,) -,.& -+’/.&.0$+.,1 ,1 -,.& 2.*/,)&,/$

处理

J4’-"3’."

细菌

K-("’4,-
（L CDE (67 + M C 5),*）

放线菌

=(",.)3N(’5
（L CDE (67 + M C 5),*）

真菌

17.+,
（L CD> (67 + M C 5),*）

尖孢镰刀菌

!" #$%&’#()*
（L CDH (67 + M C 5),*）

真菌 $细菌
17.+, $ K-(&
（L CD MH）

尖孢 $真菌
!& $ 17.+,
（L CD MH）

2B O& PG Q D& HO < C& EE Q D& H> < C& >0 Q D& 00 ’ 0& OE Q D& PE - C& OP Q D& >> < H& GG Q C& ED -

D& EF ==1 G& RE Q D& >E < H& >0 Q D& HE ( 0& CG Q D& GG ’ H& OE Q D& PR -8 0& RO Q D& PD ( D& PP Q D& RG 8

C& DF ==1 P& OE Q D& ED < 0& 0G Q D& 0E 8 O& 0E Q D& OE < H& DD Q D& GH 8( O& E> Q D& RE - D& HG Q D& CH 8

;I2B CE& CH Q C& >P ( C& RE Q D& >E < P& PE Q D& PO ( D R& EG Q D& OD -8 D

;ID& EF ==1 HH& RH Q >& HH 8 >& DD Q D& EE - CH& GH Q D& PP 8 D E& RO Q C& >H 8 D

;IC& DF ==1 HP& ED Q C& R0 - 0& PG Q D& 0P - CO& GO Q 0& >R - D R& DR Q C& CG -8 D

/ / 表中数据为 > 次重复的平均值 Q 标准差/ S-*7’5 ,. "!’ "-8*’ -4’ 3’-.5 （> 4’#*,(-"’5） Q ;?

" " " 表 3" 连作土灭菌和施用氨基酸肥料对黄瓜枯萎病发病率的影响

#$%&’ 3" ())’*+ ,) -,.& -+’/.&.0$+.,1 ,1 .1*.4’1*’ ,) 56-$/.62 7.&+ ,)

*6*62%’/ 8&$1+-

处理

J4’-"3’."

活株数

:738’4 )6
!’-*"! #*-."5

死株数

:738’4 )6
<’-< #*-."5

发病率（F）
T.(,<’.(’ )6
175-4,73 %,*"

2B E CC RG& OE

D& E F ==1 CD R 0O& E

C& D F ==1 CC E 0C& HE

;I2B CR D D

;ID& E F ==1 CR D D

;IC& D F ==1 CR D D

?@@A 带谱相似性分析发现（图 >K），连作土灭菌与连作土之间的 ?@@A 图谱的相似性相距很远；连作
土之间比较，2B 与 D& EF ==1 的相似性较强 （RCF），2B 与 C& DF ==1 的相似性减弱；灭菌土之间的相似性
均较弱。相似性分析说明连作土灭菌或施用 ==1 都能促进土壤细菌特征性菌群的形成，改变土壤微生物群
落结构特征。由于在土壤 ?:= 的提取纯化、U2V 的扩增及 ?@@A 电泳中的各种因素影响，?@@A 图谱的相
似性会受到一些影响，但还是能够反映不同土壤间的关系。土壤微生物多样性指数 （图 E）表明，灭菌土的土
壤微生物多样性高于连作土，而连作土施用适量的

==1 也能提高土壤微生物的多样性。
3& 9/ 连作土灭菌和施用氨基酸肥料对黄瓜枯萎病发
病率的影响

从表 H 可以看出，至试验结束（E 月 CD 日）止，灭
菌土上生长的黄瓜没有枯萎病发生，而连作土则不一

样，2B 在生长初期就开始发生黄瓜枯萎病，随后发病
加重；D& EF ==1和 C& DF ==1则在 E 叶期后有较轻
枯萎病发生。

:" 讨论
连作土灭菌能在较大程度上改善黄瓜的生长，黄

>CGC / 生/ 态/ 学/ 报/ / / HO 卷/



!""#：$ $ %%%& ’()*)+,(-& (.

图 /0 灭菌土与连作土的 1223 图谱 （4 ）及其相似性分析 （5 ）

6,+& /0 7)8#-9,:). ); 1223 #9);,*’ （4 ）<’"%’’. =>> -.? >> -.? *-.’ :,8,*-9,",’: （#!@*)+’.’",( "9’’ ); "!’ *-.’:）（5 ）

A B C 泳道为 7D，/ B E 为 F& GH 446，I B J 为 A& FH 446，AF B AK 为 >L7D，AC B AG 为 >LF& GH 446，AE B AM 为 >LA& F H 4460 N!’ *-.’: ); A

C ;)9 7D；/ E ;)9 F& GH 446；I J ;)9 A& FH 446；AF AK ;)9 >L7D；AC AG ;)9 >LF& GH 446；AE AM ;)9 >LA& FH 446

图 G0 不同处理对土壤微生物区系多样性指数的影响

6,+& G0 3;;’(" ); ?,;;’9’." "9’-"8’.": ). >!-..).LO’-P’9 ,.?’Q

瓜的叶绿素含量、株高、叶面积和鲜重 >L7D 均显著大
于 7D，随着 446 施用量的增大，各项指标的差异缩小
或不表现出差异 （图 A ）。连作土灭菌，由于杀灭了对
土壤养分转化至关重要的微生物菌群，植物生长的前期

往往会出现生长迟缓的现象，与阮维斌［I］的报道一致。

但土壤微生物群落及其功能在灭菌后会快速重新建立

并显现养分转化的功能［AG］，土壤灭菌还彻底消除了土

壤中的不利生物因素，高温灭菌也会使土壤中的某些缓

效养分得到释放［AE］，因而使黄瓜的生长得到显著改善，

并且这种作用在低肥力条件下表现得特别明显。由于

446 含有各种营养元素和氨基酸、多肽等生理活性物
质，能改善作物根系微生态环境以及微生物群落的结构

与功能，使土壤中的不利生物因素得到抑制，因此，连作

土施用适量的 446 会使连作土的生长环境与灭菌土的
生长环境趋于一致，连作土与灭菌土上的黄瓜的生长差异也会变小，甚至不表现出差异。

植物在逆境下会诱导植物体内活性氧（R’-(",P’ )Q@+’. :#’(,’:，RS> ）的积累，激发植物的抗病反
应［AI B AJ］，但活性氧的积累可导致膜脂过氧化而使膜系统受损，引起植物体内发生一系列的生理生化反应，致

使植物组织受到伤害。>S1、TS1 作为植物逆境胁迫的诱导酶，在逆境情况下（养分缺乏或不利生物因素）黄
瓜的 >S1、TS1 活性会应急升高，并且维持较高水平以消除体内的活性氧的伤害。当连作土灭菌或施用适量
的 446 后，使逆境得到缓解，黄瓜体内的活性氧处于较低水平，因而黄瓜叶片的 >S1、TS1 活性也相应处于
较低的水平，与前人研究一致［KF B KK］。

在本试验条件下，连作土灭菌和施用适量 446，74N 活性极显著提高。74N 活性的增加，自然能迅速有
效地清除黄瓜体内由活性氧转化来的过氧化氢，使黄瓜免受伤害。虽然大多数研究结果表明，74N 在受到胁
迫的情况下其活性增加［KF，KA］，但也有研究表明受到胁迫后其活性下降［KK］，与本研究的结果一致。这也从另

一个方面反映出黄瓜的抗氧化酶系统对养分和不利生物胁迫的反应机制是极为复杂的。
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植物在逆境胁迫条件下，体内代谢失衡，活性氧增多，致使膜脂发生过氧化作用或脱脂作用而产生丙二

醛（/01）。丙二醛（/01）作为膜脂过氧化作用的最终产物，它的含量是膜脂过氧化程度的一个重要标
志［23］。本研究表明，连作土灭菌与施用适量的 114 都能缓解黄瓜逆境胁迫强度，减少膜脂过氧化风险。

/-56(!.’5 等［78］的试验表明，土壤灭菌后在种植小麦的情况下，土壤微生物群落结构会在很短的时间内
迅速得以恢复。其可能机理是土壤灭菌后消除了土壤中的所有生物，一旦外源微生物（5 对策生物）通过各
种途径侵入土壤，就等于微生物进入到一个养分和空间的无限环境，在一定时期内会以指数形式迅速繁殖，其

数量也会在短期内超过存在环境压力的自然土壤。本试验中，连作土灭菌后，土壤中的微生物也在很短的时

间内得到恢复，并且细菌、真菌的数量极显著地高于连作土壤，其特点与其类似。

蔡燕飞［29，28］、0)5-.［2:］和 ;’<%’［2=］的研究表明，土壤中真菌数量以及真菌 $细菌比值越高，土壤生态系统
的稳定程度越高，土壤抑制病害能力越强［2>，2?］。在本研究中，灭菌土的 3 个处理的真菌数量均显著高于连作
土，并且真菌 $细菌比值也都较大；同时，连作土的真菌 $细菌比值在施用 114后也得到显著提高（表 7），这充
分说明了连作土灭菌或施用适量的 114 均能使连作土向着稳定健康的方向发展。既然真菌 $细菌比值在一
定程度上能反映土壤的稳定健康程度，如果能够得出一个合理的比值范围，对连作障碍的克服极有意义，值得

进一步研究。

@AB C 0DDE 是研究土壤微生物群落结构多样性的极为实用的方法之一，它能反映土壤细菌优势菌群的
变化［79］。连作土灭菌消除了土壤中的病原菌和有害微生物，建立了新的土壤微生物特征性群落，0DDE 带谱
增多，与连作土的 0DDE 带谱的相似性下降，土壤微生物多样性增强。0DDE 图谱相似性分析以及 F!-..).
指数还说明，施用适量的 114 也能在一定程度上增加连作土谱带，增加土壤微生物多样性，从而起到缓解黄
瓜连作障碍作用。

总之，连作土灭菌能改善黄瓜的生长，增强黄瓜体内生理防御酶体系，改善土壤微生物多样性，对预防黄

瓜枯萎病的发生有积极的作用。这也说明了黄瓜连作障碍的产生主要是由土壤的生物因素造成。采用更为

经济有效的方法协调土壤微生态环境，改善土壤微生物群落结构和功能，增加土壤微生物的多样性，仍然是克

服连作障碍今后研究的重点。同时，本试验在连作土上施用 114发现，114对连作土功能的恢复有明显的促
进作用，也能使土壤中的尖孢镰刀菌的百分含量显著下降，起到了缓解黄瓜连作障碍发生的效果，特别是施用

114比土壤灭菌有更强的可操作性，因此，对生产实际有重要的指导意义。
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