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内生真菌与苍术粉对连作花生根际微生物区系和微量
元素的影响

苏春沦１， 王宏伟１， 谢星光１， 张　 伟１， 李孝刚２，３， 王兴祥２，３， 戴传超１，∗

１ 南京师范大学生命科学学院， 江苏省微生物资源产业化工程技术研究中心， 江苏省微生物与功能基因组学重点实验室， 南京　 ２１００２３

２ 中国科学院土壤环境与修复重点实验室（南京土壤研究所）， 南京　 ２１０００８

３ 中国科学院红壤生态实验站， 江西省红壤生态研究重点实验室， 鹰潭　 ３３５２１１

摘要：通过盆栽试验，研究了内生真菌拟茎点霉 Ｂ３（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒｉ）及苍术（Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ）粉联合施用对连作花生

根际土壤微生物区系、酶活性及有效态微量元素（Ｍｏ、Ｂ、ＤＴＰＡ⁃Ｆｅ、Ｚｎ、Ｃｕ、Ｍｎ）含量的影响。 结果表明：内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉

复合处理比内生真菌 Ｂ３ 处理的荚果和秸秆产量分别增加 １０．２８％和 １４．１１％，内生真菌 Ｂ３ 处理与正常施肥相比显著提高了根

瘤数量、荚果和秸秆产重，各处理组与正常施肥对照相比分枝数和根长无显著差异。 Ｂ３ 处理与对照相比显著提高了种子期、结
荚期和成熟期根际土壤可培养细菌和放线菌数量，Ｂ３ 和苍术粉复合处理与对照相比显著提高种子期、花期和成熟期可培养真

菌和放线菌数量；细菌 ＤＧＧＥ 指纹图谱聚类分析表明， Ｂ３ 和苍术粉复合处理相对于正常施肥处理，显著改变种子期、苗期、花
期和成熟期花生根际土壤细菌群落结构，同时苗期、花期和结荚期的细菌条带数和香农指数也有所提高，真菌 ＤＧＧＥ 指纹图谱

聚类分析表明，Ｂ３ 和苍术粉复合处理对真菌群落影响较大，除种子期以外的生育期真菌条带数和香农指数都有明显提高，花期

真菌群落结构变化最大，相似度仅为 ４９．６％。 花生关键生育期（花期和结荚期）根际土壤脲酶和蔗糖酶活性 Ｂ３ 处理和复合处

理都显著高于正常施肥对照，促进了连作花生生态系统的物质循环和能量流动。 Ｂ３ 和苍术粉复合处理促进了花生生长发育必

需微量元素 Ｍｏ、Ｂ、Ｆｅ、Ｚｎ、Ｍｎ 的活化，花生叶片和籽粒中微量元素 Ｍｏ、Ｂ、Ｆｅ 的积累显著增加。 本研究结果表明，内生真菌和苍

术粉联合施用能有效改善连作花生根际微生物区系，提高土壤酶活性，促进微量元素的活化和吸收，对缓解花生连作障碍具有

重要意义。
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ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｒａｃｅ ｍｉｎｅｒａｌｓ． Ｔｈｅｓｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｍｉｎｉｍｉｚｉｎｇ ｏｒ ｅｖｅｎ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｎｇ
ｏｂｓｔａｃｌｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｐｅａｎｕｔ ｃｒｏｐｐｉｎｇ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ａｒｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ； Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ； ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ； ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ； ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ； ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

花生是中国重要的油料作物，占中国油料市场份额的三分之一左右，作为中国南方低丘红壤区的主要经

济作物和油料作物，近 ２０ 年来种植面积约占夏季旱作面积的 ６０％－８５％。 但是，连作障碍严重制约了我国花

生种植及相关产业的可持续发展，长期连作导致花生总生物量、荚果产量和品质显著降低［１⁃３］。 微生物区系

失衡是导致花生连作障碍的重要原因之一，有学者认为连作障碍的根本原因是根际土壤微生物结构失衡和恶

化［４］。 王小兵等研究发现红壤旱地长期连作花生导致根际微生物区系结构趋于单一，主要以鞘氨醇单胞菌

属为主，花生病原青枯菌数量增加，群落多样性丰富度指数及香农－威纳指数降低，土壤微生物区系变劣［５］，
Ｃｈｅｎ 等人利用克隆文库分析了连作花生土壤细菌群落变化发现，土壤有益微生物如伯克氏菌目

（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ）、假单胞菌目（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）等种群简单化是导致花生连作减产的主要因素［６］。 连作花

生往往导致土壤酶活性降低，土壤中有效养分减少，最终导致花生连作障碍。 黄玉茜等发现北方花生主产区

连作 ６ 年与正茬相比显著降低了脲酶、蔗糖酶等的活性，分别下降 ２０．４２％和 ６３．０９％，土壤环境恶化，连作障

碍严重［７］。
Ｆｅ、Ｍｎ、Ｃｕ、Ｚｎ、Ｂ 和 Ｍｏ 是豆科植物生长发育过程中必需元素，它们参与氮、磷和碳代谢以及许多酶系统

活动，缺乏时严重影响作物的产量和品质［８］。 土壤微量元素比例失调

与连作障碍的产生有直接密切的关系，大豆根际土壤中锌、钼和硼含量随连作年限增长而下降，连作 １２
年钼、硼含量比正茬分别下降了 ５４．８４％和 ２２．９２％［９］。 番茄连作 ４ 年根际和非根际土壤有效态铜含量分别减

少 ４３．０％和 ３４．８％，连作 １０ 年有效态锌、锰和铁含量严重缺乏，连作年限越长，土壤质量下降越显著［１０］。 目前

解决微量元素不足的主要措施是叶面喷施或者基施微肥［１１⁃１３］，虽然在一定程度上促进花生增产，但是这些措

施无疑增加了生产成本和劳动量。
本课题组前期研究发现，连作花生土壤中施加内生真菌拟茎点霉（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒｉ）Ｂ３ 可以显著提

高花生荚果产量，花生根瘤数量增加 ３０％，同时改善了连作花生土壤环境，在一定程度上缓解花生连作障

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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碍［１４］。 袁志林等人对内生真菌 Ｂ３ 促生机理研究发现，Ｂ３ 菌株能分泌 ＩＡＡ、ＡＢＡ 和 ＶＢ１，同时富含亚油酸和

多种游离氨基酸［１５］，Ｂ３ 菌株还能与水稻建立共生关系促进其氮素吸收与积累［１６⁃１７］。 药材苍术与花生间作作

为一种新颖的缓解花生连作障碍的套种模式，在江西花生产区取得了一定成效，间作降低了连作土壤中酚酸

物质的含量，提高了土壤脲酶和转化酶活性，ＰＬＦＡ 分析发现花生根际土壤中革兰氏阴性细菌种群增加了

３１．２—７９．９ ％，花生产量和土壤微生态环境都得到显著改善［１８⁃１９］。 此外，苍术间作花生同时接种内生真菌 Ｂ３
能够显著减少土壤霉菌数量、增加土壤细菌数量和土壤蔗糖酶活性，增加花生超氧化物歧化酶活性，同时花生

产量进一步提高，比单独接种 Ｂ３ 处理高 ２８％［２０］。 但是，苍术与花生的生长时期不同，江西花生主产区 ３－６
月降水较多，不利于苍术生长，而且随着机械化生产的普及，苍术间作花生在生产操作中遇到一定困难，因为

苍术为多年生草本植物，商品化一般以三年生根茎为佳［２１］，而花生播种之前都要进行机械化翻地，未收获的

苍术影响了机械化生产。 此外，苍术根茎富含茅术醇、β－桉油醇、苍术酮等倍半萜类化合物，而萜类化合物对

枯萎病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ．）等病原菌具有抗菌和抑制孢子萌发的作用［２２］。 因此，本研究的目的：探讨苍

术粉是否可以代替苍术活体植株发挥作用，内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉是否可以发挥协同作用缓解连作花生障

碍，内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉复合处理对连作花生土壤微环境特别是微量矿质营养和微生物区系的影响。

１　 材料与方法

１．１　 供试材料

花生盆栽土壤取自江西鹰潭市中国科学院红壤生态实验站（北纬 ２８°１３′，东经 １１６°５５′）周边一分场示范

基地，为第四纪红黏土发育的红壤，连作花生 １０ 年，土壤基本理化性质：有机质 １３．３５ｇ ／ ｋｇ，全氮 ０．７５ ｇ ／ ｋｇ，碱
解氮 １７．５０ｍｇ ／ ｋｇ，速效磷 ６２．６７ ｍｇ ／ ｋｇ，速效钾 ２６０．６４ ｍｇ ／ ｋｇ，ｐＨ５．６（１∶５ 水）。

供试植物内生真菌 Ｂ３ 菌株（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒｉ）分离自大戟科重阳木（Ｂｉｓｃｈｏｆｉａ ｐｏｌｙｃａｒｐａ）茎内皮，属
于拟茎点霉属，保藏于南京师范大学江苏省微生物与功能基因组学重点实验室。 将保藏的 Ｂ３ 菌株转接至新

鲜马铃薯固体培养基上 ２５℃活化 ５ｄ，用接种针刮起少量菌丝转移至 １００ｍｌ 液体马铃薯葡萄糖培养基中，１８０
ｒ ／ ｍｉｎ ２５ ℃ 培养 ５ｄ，滤纸过滤后获得湿菌丝，使用去离子水清洗 ３ 次，抽滤后用于花生盆栽试验。

苍术粉：取适量苍术（Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ）干燥根茎机械粉碎至粉末。 花生（Ａｒｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ） 为江西省鹰

潭市常规品种“赣花 ５ 号”。
１．２　 试验设计

花生盆栽试验布置于南京师范大学植物园（北纬 ３１°１４′，东经 １１８°２２′），试验共 ４ 个处理，每个处理 １０ 次

重复，处理分别为：正常施肥（ＣＫ）、正常施肥和施加内生真菌 Ｂ３（Ａ）、正常施肥和施加苍术粉（Ｂ）、正常施肥

和施加内生真菌 Ｂ３、苍术粉（Ｃ）。 正常施肥包括尿素 １．５ｇ、钙镁磷肥 ４ｇ、氯化钾肥 １．５ｇ、硼砂 ０．１ｇ、有机肥

５０ｇ。 苍术粉 ２ｇ ／盆、内生真菌 Ｂ３ 菌丝约 ２．５ｇ ／盆。 试验盆钵高 ２３ｃｍ，直径 ２５ｃｍ，每盆装连作红壤 ８ｋｇ，花盆埋

入土壤中，距地面 ５ｃｍ，随机区组排列。 按照试验设计将肥料、苍术粉、内生真菌 Ｂ３ 菌丝与土壤拌匀后，于
２０１３ 年 ５ 月 １３ 播种花生，每盆 ４ 粒种子，花生出苗后每盆留 ２ 株幼苗，正常田间管理。

分别在播种前 １ｄ（５．１２）、种子期（５．１８）取盆栽土壤，在苗期（６．１１）、花期（７．２）、结荚期（８．１５）和成熟期

（９．１８）取花生根际土壤用于微生物数量、多样性，土壤酶活和有效态微量元素分析，根际土壤按照张超等

人［２３］的方法进行采集，即先取出具有花生完整根系的土体，轻轻抖落大块土壤，然后用力将附着在根系的土

壤抖落并收集到塑料自封袋中。 成熟期花生植株用于籽粒和叶片微量元素分析及农艺性状测定。 根际土壤

立即带回实验室，使用 ＵｌｔｒａＣｌｅａｎＴＭ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ 试剂盒（ Ｍｏ ＢＩＯ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ） 提取土壤总 ＤＮＡ，然后用

１％的琼脂糖凝胶电泳检测。 剩余土样于 ４℃保存，用于微生物数量、土壤酶活和有效态微量元素分析。
１．３　 测定项目与方法

１．３．１　 土壤可培养微生物数量

采用稀释平板法分离根际土壤中的细菌、真菌和放线菌，细菌采用牛肉膏蛋白胨培养基分离，真菌采用孟

３　 ７ 期 　 　 　 苏春沦　 等：内生真菌与苍术粉对连作花生根际微生物区系和微量元素的影响 　
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加拉红培养基分离，放线菌采用高氏一号培养基分离。
１．３．２　 土壤细菌、真菌 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ

使用 ＵｌｔｒａＣｌｅａｎＴＭ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ 试剂盒（ Ｍｏ ＢＩＯ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ） 提取土壤总 ＤＮＡ，用 １％的琼脂糖凝胶

电泳检测。 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 引物和扩增条件见表 １［２４］，反应体系为 ５０μＬ： ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ （ Ｔａｑ ＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０．０５ｕｎｉｔｓ ／ μＬ，ＭｇＣｌ ４ｍＭ，ｄＮＴＰｓ ０．４ｍＭ，Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｚｏｍａｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ．，Ｌｔｄ．） ２５μＬ，上下游引物各

１μＬ，ＤＮＡ 模板 ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ２１μＬ，ＰＣＲ 产物用 １％琼脂糖凝胶检测。

表 １　 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 引物和扩增条件

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

模板
Ｔａｒｇｅｔ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

ＰＣＲ 扩增条件
ＰＣＲ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

细菌
Ｂａｃｔｅｒｉａ

５１８Ｒ（５′⁃ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ⁃３′）

ＧＣａ ⁃３３８Ｆ（５′⁃ＧＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ⁃３′）
９４℃， ５ ｍｉｎ； ３０ ｃｙｃｌｅｓ， ９４℃， ４５ ｓ， ６０℃， ３０ ｓ， ７２℃， ４５ ｓ；
７２℃， １０ ｍｉｎ

真菌
Ｆｕｎｇｉ

ＮＳ１（５′⁃ＧＴＡＧＴＣＡＴＡＴＧＣＴＴＧＴＣＴＣ⁃３′）

ＧＣｂ ⁃Ｆｕｎｇ（５′⁃ＡＴＴＣＣＣＣＧＴＴＡＣＣＣＧＴＴＧ⁃３′）
９４℃， ４ ｍｉｎ； ３５ ｃｙｃｌｅｓ， ９４℃， ３０ ｓ， ５５℃， ３０ ｓ， ７２℃， １ ｍｉｎ；
７２℃， １０ ｍｉｎ

　 　 ａ（ＣＧＣ ＣＣＧ ＣＣＧ ＣＧＣ ＧＣＧ ＧＣＧ ＧＧＣ ＧＧＧ ＧＣＧ ＧＧＧ ＧＣＡ ＣＧＧ ＧＧＧ Ｇ）

ｂ（ＣＧＣ ＣＣＧ ＣＣＧ ＣＧＣ ＣＣＣ ＧＣＧ ＣＣＧ ＧＣＣ ＣＧＣ ＣＧＣ ＣＣＣ ＣＧＣ ＣＣＣ）

变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）使用 ＣＢＳ⁃ＤＧＧＥ 电泳系统（ ＣＢＳ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｃｏ． ）进行。 细菌使用 ８％聚丙烯酰

胺凝胶，变性梯度 ３５％—６５％，真菌使用 ６％聚丙烯酰胺凝胶，变性梯度 ２０％—５０％，电泳缓冲液为 １×ＴＡＥ（４０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ，４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 冰乙酸，１． ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ ｐＨ ８．０），ＰＣＲ 产物上样量 ２０μＬ， ６０℃１００ Ｖ 电泳 １２ ｈ，
电泳结束后 ＥＢ 染色 ２０ ｍｉｎ，ＵＶＰ 凝胶影像分析系统拍照。

ＤＧＧＥ 指纹图谱使用 ＧｅｌｃｏｍｐａｒⅡ软件分析［２５］，聚类分析使用 ＵＰＧＭＡ （ ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ⁃ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ

ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ａｖｅｒａｇｅｓ） 方法。 用于计算群落生物多样性的指标有： １） Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｈ ＝ － ∑（ ｎｉ ／ Ｎ） ｌｎ（

ｎｉ ／ Ｎ） ，式中： ｎｉ为单一条带的峰面积；Ｎ 为所有峰的总面积。 ２） 条带数量 Ｓ，为所在泳道的条带总数目［２６］。
１．３．３　 土壤酶活性

土壤脲酶采用苯酚钠比色法，其活性以 ３７℃条件下 ２４ｈ 后 １ｇ 风干土中 ＮＨ３⁃Ｎ 的毫克数表示；土壤蔗糖

酶采用 ３，５⁃二硝基水杨酸比色法，其活性以 ３７℃条件下 ２４ ｈ 后 １ ｇ 风干土中葡萄糖的毫克数表示。
１．３．４　 土壤有效态微量元素含量

花生根际土壤有效态 Ｆｅ、Ｚｎ、Ｃｕ、Ｍｎ 采用 ＤＴＰＡ（ｐＨ７．３０）浸提法［２７］，土液比 １∶５，用原子吸收分光光度计

测定（ＡＡ⁃６３００Ｃ 日本岛津 ＳＨＩＭＡＤＺＵ ＪＡＰＡＮ）；土壤有效钼采用 ｐＨ３．３ 草酸铵⁃草酸溶液超声波溶样、ＡＰＤＣ⁃
ＭＩＢＫ 萃取，石墨炉原子吸收法测定［２８］（ＧＦＡ⁃ＥＸ７ｉ 日本岛津 ＳＨＩＭＡＤＺＵ ＪＡＰＡＮ）；土壤有效硼采用沸水浸提

姜黄素比色法测定［２９］。
１．３．５　 花生叶片及籽粒微量元素含量

花生叶片和籽粒机械粉碎过 １００ 目筛，准确称取 １．００００ｇ 样品于瓷坩埚中，预灰化至无烟后转移至高温

马弗炉，缓慢加热至 ５００℃，干灰化保持 ４ｈ。 灰化后降至室温后加 ５ｍｌ 浓硝酸使样品完全溶解，最后定容至

５０ｍｌ，摇匀待测。 同时做好空白对照。 全 Ｆｅ、Ｚｎ、Ｃｕ、Ｍｎ 使用原子吸收分光光度计测定［３０］（ＡＡ⁃６３００Ｃ 日本岛

津 ＳＨＩＭＡＤＺＵ ＪＡＰＡＮ），全钼采用石墨炉原子吸收法测定（ＧＦＡ⁃ＥＸ７ｉ 日本岛津 ＳＨＩＭＡＤＺＵ ＪＡＰＡＮ） ［３１］，全硼

采用甲亚胺比色法测定［３２］。
１．３．６　 花生农艺性状

花生结荚期和成熟期取样，测定花生的株高、主根长、分枝数、根瘤数、荚果数、荚果干重和秸秆干重。
１．４　 数据处理

使用 Ｏｆｆｉｃｅ ＥＸＣＥＬ 软件分析各组数据的平均值和标准差，绘制图形。 应用 ＳＰＳＳ １３．０ 软件进行方差分析
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（Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），不同数据组间显著性差异采用 Ｄｕｎｃａｎ 法检验（Ｐ ＝ ０．０５）。

２　 结果与分析

２．１　 内生真菌 Ｂ３、苍术粉处理对花生农艺性状的影响

从表 ２ 可知，施加内生真菌 Ｂ３ 处理的花生主要农艺指标都高于正常施肥处理（ＣＫ），根瘤数、荚果数量、
荚果干重和秸秆干重达到显著水平，分别提高 ６５．４５％、８３．６７％、４７．３３％和 ４０．４９％。 施加苍术粉处理与正常施

肥处理相比并没有显著提高根瘤和荚果数量，但显著提高了荚果和秸秆干重，施加内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉复

合处理比施加内生真菌 Ｂ３ 处理增产效果更显著，荚果干重和秸秆干重分别提高 １０．２８％和 １４．１１％，说明苍术

粉可以协助内生真菌 Ｂ３ 发挥作用缓解花生连作障碍，促进花生产量的提高。 根瘤的生物固氮作用是花生氮

素的主要来源之一，施加内生真菌 Ｂ３ 处理与正常施肥处理相比显著提高了花生根瘤数量，值得注意的是，内
生真菌 Ｂ３ 和苍术粉复合处理在一定程度上减少了根瘤数量，但是花生产量未受到影响，这可能与花生与根

瘤菌定殖之间对营养的供需平衡有关，适量的根瘤在消耗较少能量的同时为花生提供生长发育所需的氮源。

表 ２　 内生真菌拟茎点霉 Ｂ３ 和苍术粉对成熟期花生农艺性状的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ Ｂ３ ａｎｄ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ ｐｅａｎｕｔ ａｔ ｍａｔｕｒｉｔｙ ｓｔａｇｅ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

株高
Ｈｅｉｇｈｔ ／ ｃｍ

根长
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｃｍ

分枝数
Ｔｉｌｌｅｒｓ

根瘤数量
Ｒｏｏｔ ｎｏｄｕｌｅｓ

荚果数量
Ｐｏｄ ｎｕｍｂｅｒｓ

荚果干重
Ｐｏｄ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ／ ｇ

秸秆干重
Ｓｔｒａｗ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ／ ｇ

ＣＫ ４１．７５±２．０６ａ １３．００±１．０３ａ ６．００±１．８３ａ ５５．００±７．５７ａ １２．２５±１．７１ａ １１．０３ ±０．８５ａ １０．６７±０．４４ａ

Ａ ４７．１５±３．５６ｂｃ １５．７５±１．５０ａ ７．００±１．４１ａ ９１．００±６．５９ｂ ２２．５０±４．８０ｂ １６．２５ ±０．４２ｃ １４．９９±０．６７ｃ

Ｂ ４３．２５±１．１５ａｂ １４．２５±２．８７ａ ５．７５±０．９６ａ ５１．５０±７．２３ａ １３．２５±２．３６ａ １３．１９ ±０．４１ｂ １２．３３±０．３３ｂ

Ｃ ４９．０６±３．６５ｃ １５．７５±１．８９ａ ７．５０±１．００ａ ６９．７５±６．６２ａｂ １７．００±２．４５ａ １７．９２ ±０．６５ｄ １６．７３±０．３０ｄ

　 　 ＣＫ：正常施肥 ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

Ａ：正常施肥和施加内生真菌 Ｂ３ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ Ｂ３ ａｎｄ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

Ｂ：正常施肥和施加苍术粉 Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ ｐｏｗｄｅｒ ａｎｄ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

Ｃ：正常施肥、施加内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉 ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ Ｂ３， Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ ｐｏｗｄｅｒ ａｎｄ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

同一列不同字母表示处理间显著差异（Ｐ＜０．０５，Ｄｕｎｃａｎ 多范围检验） Ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ （Ｐ＜０．０５，Ｄｕｎｃａｎ′ｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒａｎｇｅ ｔｅｓｔ） 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ

２．２　 内生真菌 Ｂ３、苍术粉处理对连作花生根际土壤可培养微生物数量的影响

总的来看，苗期和结荚期花生根际土壤细菌数量处于相对较高水平，种子期、花期和成熟期细菌数量处于

相对较低水平（表 ３）。 内生真菌 Ｂ３ 处理与对照（ＣＫ）相比显著提高种子期、结荚期和成熟期细菌数量，分别

提高了 １６．０２％、４０．８６％和 ２３．５３％。 内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉联合施用与施加苍术粉处理相比，除苗期外的其他

生育期都显著提高细菌数量，结荚期达到最高值 ８．６０±０．５６ ´１０７ＣＦＵ．ｇ－１干土，提高了 ５２．７５％。 内生真菌 Ｂ３
和苍术粉联合施用与施加内生真菌 Ｂ３ 处理相比效果基本一致，种子期和苗期细菌数量无显著差异，花期和

成熟期细菌数量前者高于后者，结荚期细菌数量后者高于前者。
从表 ３ 可知，种子期、苗期和成熟期花生根际土壤放线菌数量处于较低水平，花期和结荚期放线菌数量处

于较高水平。 内生真菌 Ｂ３ 处理与对照（ＣＫ）相比显著提高种子期、结荚期和成熟期放线菌数量，分别提高了

１０．６９％、４２．１５％和 ３２．８７％，苗期和花期放线菌数量无显著差异。 苍术粉处理对根际土壤放线菌数量无显著

影响，内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉联合施用与正常施肥相比，在种子期、花期和成熟期显著提高放线菌数量，分别

提高了 １５．７２％、５０．５６％和 ７６．９２％。
从表 ３ 可知，苗期花生根际土壤真菌数量达到最高水平，随着花生的生长真菌数量逐渐降低减少，成熟期

显著降低。 内生真菌 Ｂ３ 处理与正常施肥对照（ＣＫ）相比显著提高苗期、结荚期和成熟期真菌数量，分别提高

了 ６１．１７％、９５．６３％和 ３５．７７％，种子期和花期差异不显著。 内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉联合施用与苍术粉处理相比

显著提高了种子期、花期、结荚期和成熟期真菌数量，分别提高了 ２４．２９％、６０．１１％、１３０．７７％和 ４５．３０％。 内生

真菌 Ｂ３ 和苍术粉联合施用与施加内生真菌 Ｂ３ 处理相比，在花期前者真菌数量高于后者，在结荚期后者高于

５　 ７ 期 　 　 　 苏春沦　 等：内生真菌与苍术粉对连作花生根际微生物区系和微量元素的影响 　
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前者，成熟期无显著差异。

表 ３　 内生真菌拟茎点霉 Ｂ３ 和苍术粉对花生根际可培养细菌、放线菌、真菌数量的影响

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ Ｂ３ ａｎｄ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ， ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ａｎｄ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｐｅａｎｕｔ

ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

项目
Ｉｔｅｍｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

种子期
Ｓｅｅｄ

苗期
Ｓｅｅｄｌｉｎｇ

花期
Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ

结荚期
Ｐｏｄｄｉｎｇ

成熟期
Ｍａｔｕｒｉｔｙ

细菌 Ｂａｃｔｅｒｉａ ／ ＣＫ ２．０６±０．０５ｂ ４．３０±０．９５ａ １．５０±０．５６ａｂ ７．９３±０．４９ｂ １．７０±０．２０ａ
（１０７ＣＦＵ ／ ｇ Ｄｒｙ Ｓｏｉｌ） Ａ ２．３９±０．３２ｃ ４．５７±０．３１ａ １．３０±０．２０ａ １１．１７±０．４７ｃ ２．１０±０．１０ｂ

Ｂ １．７０±０．０６ａ ３．６７±０．５７ａ １．３０±０．１０ａ ５．６３±０．７４ａ １．５７±０．２１ａ
Ｃ ２．１７±０．１５ｂｃ ４．３０±０．７８ａ ２．０３±０．３１ｂ ８．６０±０．５６ｂ ２．６３±０．２５ｃ

放线菌 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ／ ＣＫ １．５９±０．０４ａ １．７７±０．４１ａ ５．４０±０．９６ａ ２．２３±０．２５ａｂ １．４３±０．１５ａ
（１０５ＣＦＵ ／ ｇＤｒｙ Ｓｏｉｌ） Ａ １．７６±０．０８ｂ １．８０±０．１３ａ ５．９０±０．５３ａ ３．１７±０．４７ｃ １．９０±０．１７ｂ

Ｂ １．５２±０．０６ａ １．８０±０．３４ａ ４．９８±０．５２ａ １．９３±０．１５ａ １．６３±０．２１ａｂ
Ｃ １．８４±０．０６ｂ １．７８±０．３５ａ ８．１３±１．４４ｂ ２．７０±０．１７ｂｃ ２．５３±０．２５ｃ

真菌 Ｆｕｎｇｉ ／ ＣＫ ０．６９±０．０８ａ ２．７３±０．７１ａ １．８７±０．４０ａ １．６０±０．３５ａ １．２３±０．０６ａ
（１０５ＣＦＵ ／ ｇＤｒｙ Ｓｏｉｌ） Ａ ０．７６±０．１０ａｂ ４．４０±０．２１ｂ １．９３±０．４０ａ ３．１３±０．３８ｂ １．６７±０．１２ｂ

Ｂ ０．７０±０．１２ａｂ ２．７３±０．２３ａ １．８３±０．３１ａ １．１７±０．３５ａ １．１７±０．０６ａ
Ｃ ０．８７±０．０４ｂ ３．８３±０．２１ａｂ ２．９３±０．３２ｂ ２．７０±０．５６ｂ １．７０±０．１７ｂ

２．３　 内生真菌 Ｂ３、苍术粉处理对连作土壤微生物区系的影响

（１）细菌的 ＤＧＧＥ 指纹图谱聚类分析（图 １）表明，内生真菌 Ｂ３ 处理与正常施肥相比细菌群落结构在种

子期、苗期和结荚期发生了显著变化，花期和成熟期 ＣＫ 和 Ａ 处理聚为一类，相似度分别为 ８０．４％和 ８０．７％。
内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉联合施用相对于正常施肥处理，显著改变了种子期、苗期、花期和成熟期花生根际土壤

图 １　 花生根际土壤细菌群落 ＤＧＧＥ 指纹图谱聚类分析

Ｆｉｇ． １　 ＤＧＧＥ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ （ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎｓ） ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｐｅａｎｕｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

ＳＥ：种子期 Ｓｅｅｄ，ＳＤ：苗期 ｓｅｅｄｌｉｎｇ，ＦＬ：花期 Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ，ＰＯ：结荚期 Ｐｏｄｄｉｎｇ，ＭＡ：成熟期 Ｍａｔｕｒｉｔｙ
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细菌群落结构。 由图 １ 可知，种子期 Ａ 和 Ｃ 处理聚为一类，种子期、花期和结荚期 Ｂ 和 Ｃ 处理聚为一类，说明

苍术粉处理与内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉联合处理对根际土壤细菌微生物群落结构的影响较为相似，苍术粉协同

内生真菌 Ｂ３ 改善了花生植株根际微生态环境。
从表 ４ 可知，花生根际土壤细菌群落多样性分析表明，内生真菌 Ｂ３ 处理与正常施肥处理相比条带数和香

农指数都有所提高，花期和结荚期细菌香农指数达到最高，分别为 ３．６３ 和 ３．７１，比正常施肥处理提高 ２３．４７％
和 ２０．４５％。 内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉联合施用与内生真菌 Ｂ３ 处理相比条带数更多，在花生关键生长期花期和

结荚期分别提高 ６．２５％和 ９．０９％，香农指数在种子期、苗期和结荚期略有提高。

表 ４　 花生根际土壤细菌、真菌群落多样性

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｅａｎｕｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｂｙ ＤＧＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ

项目
Ｉｔｅｍｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

种子期
Ｓｅｅｄ

苗期
Ｓｅｅｄｌｉｎｇ

花期
Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ

结荚期
Ｐｏｄｄｉｎｇ

成熟期
Ｍａｔｕｒｉｔｙ

Ｓ Ｈ Ｓ Ｈ Ｓ Ｈ Ｓ Ｈ Ｓ Ｈ
细菌 ＣＫ １８ ２．７２ ２２ ２．９０ ２８ ２．９４ ２９ ３．０８ １９ ２．７１

Ｂａｃｔｅｒｉａ Ａ ２５ ２．９０ ２７ ３．１９ ３２ ３．６３ ３３ ３．７１ ２２ ２．８４
Ｂ １９ ２．６８ １８ ２．６２ ２７ ２．９０ ２９ ２．９６ １９ ２．６２
Ｃ ２６ ３．００ ２９ ３．２８ ３４ ３．５３ ３６ ３．９３ ２０ ２．７６

真菌 ＣＫ １４ ２．４０ ２０ ２．６２ ２１ ２．８０ １５ １．９３ ２１ ２．４２
Ｆｕｎｇｉ Ａ １２ ２．２６ ２５ ２．９９ ３１ ３．１７ １６ ２．２３ ２４ ２．８０

Ｂ １２ ２．１５ １６ ２．３２ １８ ２．２１ １８ ２．３３ ２３ ２．９８
Ｃ ２０ ２．５２ ２７ ３．０９ ２９ ３．２２ ２０ ２．４５ ２５ ３．０９

　 　 Ｓ⁃条带数 Ｂａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ，Ｈ⁃香农指数 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

（２）真菌 ＤＧＧＥ 指纹图谱聚类分析（图 ２）表明，种子期和苗期内生真菌 Ｂ３ 处理与正常施肥处理花生根

图 ２　 花生根际土壤真菌群落 ＤＧＧＥ 指纹图谱聚类分析

Ｆｉｇ． ２　 ＤＧＧＥ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ （ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎｓ） ｏｆ １８Ｓ ｒＲＮＡ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｐｅａｎｕｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ
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际土壤真菌群落聚为一类，相似度分别为 ９３．５％和 ８１．７％，结荚期和成熟期苍术粉处理和正常施肥处理的真

菌群落结构较相似，相似度分别为 ９２．４％和 ９１．７％。 内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉联合施用与正常施肥处理相比，花
期真菌群落相似度仅为 ４９．６％，说明真菌的群落结构发生了强烈的变化。

由表 ４ 可知，内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉联合施用处理与内生真菌 Ｂ３ 处理相比，种子期、结荚期和花期的香

农指数分别提高 １１．５０％、９．８７％和 １０．３６％，真菌群落多样性略有改善。 内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉联和施用处理

与苍术粉处理相比也提高了种子期、苗期和花期真菌群落多样性，香农指数分别提高 １７．２１％、３３．１９％和

４５．７０％。 成熟期真菌群落多样性较高，这与土壤中凋落物增加有关，多种多样的真菌可以有效降解凋落物，
促进养分循环。
２．４　 内生真菌 Ｂ３、苍术粉处理对连作土壤酶活性的影响

２．４．１　 脲酶

从图 ３ａ 可知，播种前及种子期花生盆栽土壤脲酶活性处于较低水平，随着花生生长至苗期，脲酶活性逐

渐升高，花期脲酶活性达到最高值，结荚期至成熟期又逐渐降低。 内生真菌 Ｂ３ 处理显著提高了花期、结荚期

和成熟期脲酶活性，与正常施肥（ＣＫ）相比分别提高 １５．５８％、１８．８６％和 １５．９９％。 内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉复合

处理与苍术粉处理（Ｂ）相比显著提高了脲酶活性，同时效果优于单独施加内生真菌 Ｂ３ 处理，与施加内生真菌

Ｂ３ 相比花期、结荚期和成熟期脲酶活性分别提高 ５．８３％、３．０７％和 ４．４５％。

图 ３　 内生真菌拟茎点霉 Ｂ３ 和苍术粉对花生根际土壤脲酶和蔗糖酶活性影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ Ｂ３ ａｎｄ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ ｕｒｅａｓｅ ａｎｄ ｓｕｃｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｐｅａｎｕｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ
不同字母表示处理间差异显著（ Ｐ＜０． ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ０． ０５ ｌｅｖｅｌ 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ

２．４．２　 蔗糖酶

从图 ３ｂ 可知，花生盆栽土壤蔗糖酶活性从种子期开始升高，苗期、开花期至结荚期都保持较高活性，结荚
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期蔗糖酶活性达到最高值，成熟期活性有所下降，但依然保持较高水平。 内生真菌 Ｂ３ 处理显著提高花生从

种子萌发至成熟收获整个生育期的蔗糖酶活性，分别提高了 ３７．９９％、９３．６０％、１７４．８３％、５１．２７％和 ５３．３７％。
内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉复合处理苗期和成熟期蔗糖酶活性低于单独内生真菌 Ｂ３ 处理，但是在花生生长关键

期花期和结荚期显著提高了蔗糖酶活性，分别提高了 １９．００％和 １８．４９％。 内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉复合处理与

苍术粉处理（Ｂ）相比显著提高蔗糖酶活性。
２．５　 连作花生根际土壤有效态微量元素的动态变化

由图 ４ａ 可知，内生真菌 Ｂ３ 处理在花生苗期、花期和结荚期显著提高了土壤中有效钼含量，结荚期有效钼

的含量最高，达到 ０．３２±０．０３ｍｇ ／ ｋｇ 风干土。 花期和结荚期内生真菌 Ｂ３ 处理比对照（ＣＫ）提高了 ４９．８７％和

３９．８５％，成熟期除了 ＣＫ 外各处理之间无显著差异，有效钼含量在 ０．１５—０．１８ ｍｇ ／ ｋｇ 风干土之间。 内生真菌

Ｂ３ 和苍术粉复合处理与苍术粉处理相比显著促进苗期和花期土壤中钼的活化，苗期和花期有效钼含量分别

提高 ７２．２５％和 ３４．３９％，与内生真菌 Ｂ３ 处理相比无显著差异。
由图 ４ｂ 可知，花生根际土壤有效硼的变化趋势较复杂，纵观花生整个生育期，内生真菌 Ｂ３ 处理对土壤中

硼的活化影响较小，甚至在种子期和苗期低于对照组。 内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉复合处理与苍术粉处理相比显

著增加苗期和结荚期有效硼含量，分别提高 ３４．３９％和 １９．８５％。 在花生生长前期，施加内生真菌 Ｂ３ 的基础上

添加苍术粉更有利于土壤硼的活化，为花生后期生长发育提供充足的硼营养。
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图 ４　 内生真菌拟茎点霉 Ｂ３ 和苍术粉对花生根际土壤有效态微量元素的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ Ｂ３ ａｎｄ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｐｅａｎｕｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

由图 ４ｃ 可知，连作花生土壤有效铁含量较高，播种前有效铁含量在 ２３．２７—２５．８３ｍｇ ／ ｋｇ 风干土。 处理后

至苗期有效铁有一定程度增加，含量在 ３９．６７—４３．１３ｍｇ ／ ｋｇ 风干土。 内生真菌 Ｂ３ 处理与对照（ＣＫ）相比显著

提高了花期土壤有效铁的含量，从苗期到花期一直维持在较高水平，为花生光合作用提高了充足铁营养。 内

生真菌 Ｂ３ 和苍术粉复合处理与苍术粉处理相比显著提高了花期和结荚期土壤有效铁的含量，分别提高了

３５．０７％和 ４５．５３％，苍术粉协同内生真菌 Ｂ３ 活化土壤中的铁，在结荚期为花生提供了源源不断的铁营养。
由图 ４ｄ 可知，内生真菌 Ｂ３ 处理与对照（ＣＫ）相比在花期显著提高了土壤有效锌的含量，对锌的活化影响

不大。 内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉复合处理在花生种子期迅速显著地提高了有效锌含量，与苍术粉处理相比显著

提高了花期和结荚期有效锌含量，分别提高了 ３８．３３％和 ９８．１４％。
由图 ４ｅ 可知，连作花生土壤中有效铜的含量在整个生育期变化不大，基本与播种前水平一致。 内生真菌

Ｂ３ 处理对有效铜基本无影响，内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉复合处理在结荚期和成熟期与苍术粉处理相比显著提高

了有效铜含量，分别提高 ５０．６８％和 ３７．２６％。
由图 ４ｆ 可知，花生根际土壤有效锰含量在花期和结荚期升高，内生真菌 Ｂ３ 处理与对照（ＣＫ）相比显著提

高了苗期和花期土壤有效锰含量，分别提高了 １４．７６％和 ２２．６０％。 内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉复合处理与苍术粉
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处理显著提高了苗期和花期有效锰含量，与内生真菌 Ｂ３ 处理相比显著提高苗期和结荚期有效锰含量。
２．６　 花生叶片和籽粒中微量元素的含量

由表 ５ 可知，苍术粉处理与正常施肥对照（ＣＫ）相比促进了叶片中 Ｆｅ 和 Ｚｎ 的积累，内生真菌 Ｂ３ 处理对

花生叶片微量元素 Ｍｏ、Ｂ、Ｆｅ、Ｚｎ、Ｍｎ 的积累具有显著促进作用，同样，内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉联合施用与正常

施肥处理相比显著促进了叶片中必需微量元素 Ｍｏ、Ｂ、Ｆｅ、Ｚｎ、Ｍｎ 的积累，与对照相比分别增加了 ４８．７８％、
３８．２２％、２４．７５％、１８７．１１％、７５．３７％，为花生的光合作用提供了较充足的矿质营养来源，微量元素的积累与花

生荚果和秸秆产量增加结果相一致。
花生籽粒具有较高的营养价值，富含蛋白质、不饱和脂肪酸、维生素和微量元素等。 由表 ５ 可知，苍术粉

处理与正常施肥对照相比对籽粒中微量元素积累没有显著影响，内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉联合施用与对照相比

显著促进了花生籽粒中 Ｍｏ、Ｆｅ、Ｂ 和 Ｚｎ 的积累，尤其是 Ｍｏ 和 Ｆｅ，分别增加 ４１．１８％和 ７６．６６％。 总体上看，内
生真菌 Ｂ３ 和苍术粉联合施用促进了花生叶片和籽粒中微量元素（Ｍｏ、Ｆｅ、Ｂ 等）的积累，为花生的生长发育提

供了必需的微量矿质营养。

表 ５　 内生真菌拟茎点霉 Ｂ３ 和苍术粉对花生叶片和籽粒微量元素含量的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ Ｂ３ ａｎｄ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｐｅａｎｕｔ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｓｅｅｄｓ

组织
Ｏｒｇａｎ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

钼 Ｍｏ 铁 Ｆｅ 硼 Ｂ 锌 Ｚｎ 铜 Ｃｕ 锰 Ｍｎ

ｍｇ ／ ｋｇｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ

叶片 ＣＫ ０．４１± ０．０１ａ ３５４．０３± ７．７０ａ ７５．９５ ±１．１５ａ ３１．２７ ±０．９７ａ ５．６６ ± ０．２５ａ １０１．４４ ±４．５６ａ

Ｌｅａｆ Ａ ０．６７ ±０．０１ｃ ５０３．１１ ±１．８３ｄ １１３．６５±２．４７ｃ ８６．０６ ±０．２０ｃ ５．５５ ±０．２７ａ ２０８．１７±２．９８ｃ

Ｂ ０．４１ ±０．０１ａ ３８１．１４ ±１．７５ｂ ７８．６３ ±２．０７ａ ４１．８５ ±０．７８ｂ ５．７７ ±０．２４ａ １０２．４９±２．０７ａ

Ｃ ０．６１ ±０．０１ｂ ４４１．６７ ±１．５９ｃ １０４．９８±１．４２ｂ ８９．７８ ±１．７８ｄ ５．４４ ±０．２１ａ １７７．９０±２．５６ｂ

籽粒 ＣＫ ０．６８ ±０．０１ａ ３６．０８ ±２．４８ａ １３．９８ ±１．４７ａ ３６．９５ ±０．３７ａ ９．８４ ±０．３９ａｂ ２７．８７±１．０４ｂ

Ｓｅｅｄ Ａ ０．９０ ±０．０２ｂ ６７．５８ ±３．１７ｂ １５．９２ ±０．５５ｂ ４２．０９ ±１．３３ｃ ９．１８ ±０．５４ａ ３１．３５±０．２４ｃ

Ｂ ０．６７ ±０．０１ａ ３１．４１ ±１．８３ａ １４．９３ ±０．６１ａｂ ４１．１６ ±１．４２ｂｃ ９．８４ ±０．４２ａｂ ２５．２３±０．９７ａ

Ｃ ０．９６ ±０．０２ｃ ６３．７４ ±３．２４ｂ １８．１３ ±０．１７ｃ ３９．９６ ±０．４７ｂ １０．２９ ±０．４６ｂ ２９．３７±２．１３ｂ

３　 讨论

３．１　 内生真菌和苍术粉联合施用对连作花生根际土壤微生物数量和多样性的影响

土壤微生物是土壤质量和植物健康的生物指示物，是土壤生态系统健康可持续发展和植物健康生长的关

键因子［３３］。 目前对连作花生障碍的研究普遍认为土壤真菌化是导致连作花生减产的主要原因，连作改变了

微生物群落结构，使土壤由细菌型向真菌型转变［５，３４⁃３６］。 王小兵等对连作花生不同生育期的微生物区系变化

研究发现，有机肥和有效菌剂处理可以显著提高细菌和放线菌数量［５］，本研究同样发现内生真菌 Ｂ３ 和苍术

粉复合处理的放线菌数量在种子期、花期和成熟期显著高于对照，内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉能协同促进土壤中

细菌和放线菌的增加，有利于土壤环境的改善。 黄玉茜［３４］等人发现随着连作年限的增加，根际和非根际土壤

中细菌、放线菌数量明显减少，真菌数量明显增加，本研究发现内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉复合处理增加了真菌数

量，在花生生长关键时期（花期、结荚期）达到显著水平，这与前人的研究不同，可能是因为内生真菌 Ｂ３ 对土

壤中真菌群落结构产生刺激作用，前人发现内生真菌 Ｂ３ 处理导致酵母菌［２０］、木霉和被孢霉［１９，３７］等有益真菌

大量繁殖，这种刺激机制有待于进一步的研究。 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 方法能够在分子水平上对微生物多样性进行分

析［３８⁃４０］，目前在研究土壤微生物种群的多样性和对种群动态监测应用较广泛，因此，本研究采用 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ
对花生根际土壤微生物区系进行研究。 王宏伟等对花生开花期土壤细菌与真菌进行 ＤＧＧＥ 分析发现，内生真

菌 Ｂ３ 显著提高了细菌和真菌的条带数和香农指数，土壤微生物群落结构得到显著改善［１４］，本研究发现内生

真菌 Ｂ３ 和苍术粉复合处理的条带数和香农指数高于对照，细菌的群落结构在种子期、苗期、花期和成熟期发

生显著性改变，真菌的群落结构在花期发生显著性改变，这可能与土壤环境以及不同种类微生物的繁殖能力

１１　 ７ 期 　 　 　 苏春沦　 等：内生真菌与苍术粉对连作花生根际微生物区系和微量元素的影响 　
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相关。 总的来说，本研究复合处理有效地提高了土壤中微生物的多样性（香农指数和条带数），改善了微生物

群落结构，在一定程度上改善了连作花生土壤微环境。
３．２　 内生真菌和苍术粉联合施用对土壤酶活的影响

土壤酶是土壤有机体的代谢动力，在土壤生态系统的物质循环和能量流动方面扮演重要的角色［４１］。 土

壤蔗糖酶能够增加土壤中小分子糖类的含量，与土壤中有机质的转化和呼吸强度密切相关，其活性强弱能反

映土壤的熟化程度和肥力水平。 土壤脲酶能够将尿素转化为氨供植物利用，其活性能够在一定程度上反映土

壤的供氮能力。 本研究发现内生真菌苍术粉复合处理提高了花期、结荚期和成熟期脲酶活性以及种子期、花
期和结荚期蔗糖酶活性，改善了连作花生土壤的肥力，为花生生长发育提供了必需的碳氮源。 尹淑丽等人对

黄瓜根际土壤酶活的研究也发现微生态菌剂能够提高脲酶和蔗糖酶的活性［４２⁃４３］，这与本研究发现相同。 本

课题组谢慧［２０］等人发现苍术间作花生同时接种内生真菌 Ｂ３ 处理土壤蔗糖酶和脲酶活性最高，本研究也发现

类似结果，复合处理在花期和结荚期两种酶活性也达到最高值，说明苍术粉可以代替活体苍术植株提高土壤

酶活性，改善连作土壤环境。 究其原因，土壤酶活性的提高与土壤微生物数量的增加，微生物群落结构的改善

有关，内生真菌对花生根系分泌物的刺激可能也是土壤酶活性提高的原因。
３．３　 内生真菌和苍术粉联合施用对花生根际土壤和花生叶片籽粒微量元素的影响

微量元素（Ｆｅ、Ｍｎ、Ｃｕ、Ｚｎ、Ｂ、Ｍｏ）涉及到植物细胞几乎全部新陈代谢过程，例如能量代谢，初级和次级代

谢等，细胞的自我保护、基因调节、激素感知和信号传导都需要微量元素的参与［４４⁃４５］。 前人的研究发现植物

内生菌能促进宿主植物对微量元素的吸收，Ｌａｂｉｄｉ 等人发现碳酸钙胁迫下丛枝菌根真菌促进根部对铁、锌和

铜的吸收［４６］，王艺等人也发现外生菌根真菌能促进宿主马尾松对微量元素铁、锰、铜和锌的吸收，进而促进苗

木生长，提高苗木抗旱性［４７］。 本研究对花生全生育期土壤中钼、硼、铁、锌、铜和锰的动态变化进行监测，在花

生成熟期对叶片和籽粒中微量营养含量进行定量分析，结果表明，复合处理可以显著促进连作土壤中有效态

微量元素的活化，促进钼铁在花生叶片和籽粒中的积累，提高花生产量的同时对其品质有显著的改善作用。
本研究发现内生真菌促进豆科植物花生对微量元素钼铁的吸收与积累，改善了花生的生理代谢水平，最终促

进花生的产量和品质的提高。

３　 结论

内生真菌 Ｂ３ 和苍术粉联合施用促进了根际微生物数量的增加，特别是在放线菌和真菌的数量，ＰＣＲ⁃
ＤＧＧＥ 聚类分析显示联合施用有效地提高了土壤中微生物的多样性，改善了微生物群落结构。 同样，联合施

用显著促进了花期和结荚期脲酶和蔗糖酶活性，加速了物质循环过程，除此之外，联合施用还促进根际土壤微

量元素的活化，促进钼铁在花生叶片和籽粒中的积累，提高花生产量的同时对其品质有显著的改善作用。 本

研究的结果显示，内生真菌和苍术粉联合施用对改善连作花生土壤环境及缓解花生连作障碍具有重要意义。
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