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摘要：研究在苹果连作土壤中添加甲壳素对苹果幼苗生长、土壤酶及土壤真菌群落结构的影响，探讨甲壳素缓解苹果连作障碍

的可能性，为防控苹果连作障碍提供依据。 盆栽条件下，以平邑甜茶幼苗为试材，在苹果连作土壤中分别添加 ０，０．５，１．０ 和 ２．５

ｇ ／ ｋｇ 的甲壳素，测定了连作土壤中添加不同量的甲壳素后，幼苗生物量、根系保护酶活性、土壤主要酶（蔗糖酶、脲酶、磷酸酶

等）活性以及土壤中真菌群落结构的变化。 ９ 月份结果表明，与对照相比，１．０ ｇ ／ ｋｇ 的甲壳素处理连作土，可显著提高平邑甜茶

幼苗株高和干鲜重，分别比对照增加了 ３６．８％、８２．１％和 １００．８％；甲壳素处理能增加幼苗根系保护酶活性，其中 １．０ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素

处理 ＳＯＤ、ＰＯＤ 和 ＣＡＴ 活性最高，其次为 ０．５ ｇ ／ ｋｇ，而 ２．５ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素处理显著抑制了幼苗根系保护酶活性。 １．０ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素处

理可提高土壤中细菌 ／真菌值，并且提高了土壤中蔗糖酶、脲酶、蛋白酶、磷酸酶、过氧化氢酶和多酚氧化酶活性，分别比对照提

高了 ８．６％、４０．５％、８１．１％、１５．３％、１８．７％和 ４９．８％，２．５ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素处理则降低土壤酶活性或者使土壤酶活性与对照相当。 根据

Ｔ⁃ＲＦＬＰ 的图谱中 ＯＵＴ 的数量、种类及丰度，分别计算了不同处理土壤的真菌多样性，发现 １．０ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素处理的连作土具有

最高的多样性、均匀度和丰富度指数，分别比对照增加了 ５２．２％、８．０％和 ８７．１％。 主成分分析（ＰＣＡ）结果显示，不同剂量甲壳素

处理的连作土壤中真菌被 ＰＣ２ 分成了两部分，其中 ０．５ ｇ ／ ｋｇ 和 １．０ ｇ ／ ｋｇ 的甲壳素添加量分布在 ＰＣ２ 的负方向上，而 ＣＫ 和 ２．５

ｇ ／ ｋｇ 的甲壳素处理分布在 ＰＣ２ 的正方向上，这说明添加不同量的甲壳素对连作土壤真菌群落多样性有显著影响，添加量太多

或者太少均会造成土壤真菌多样性下降，只有适量的甲壳素可提高真菌群落结构多样性。 实验结果表明 １．０ ｇ ／ ｋｇ 的甲壳素可

提高连作平邑甜茶幼苗生物量，改善连作土壤环境，有效缓解平邑甜茶的连作障碍。
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ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎ ｃｏｕｌｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ＡＲＤ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ｍ． ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ Ｒｅｈｄ． ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ， ｗｈｅｒｅａｓ ｈｉｇｈ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｃｏｕｌｄ ａｇｇｒａｖａｔｅ ＡＲＤ ｓｔｒｅｓｓ． Ｃｏｌｌｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｃｈｉｔｉｎ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｒｅｐｌａｎｔ ｓｏｉｌ ａｔ １．０ ｇ ／ ｋｇ
ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ， ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ＡＲＤ ｓｔｒｅｓｓ
ｉｎ Ｍ． ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ Ｒｅｈｄ． ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ， ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ａ ｃｈｉｔｉｎ ｄｏｓｅ ｏｆ １．０ ｇ ／ ｋｇ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ｏｐｔｉｍａｌ ｆｏｒ ｒｅｐｌａｎｔ ｓｏｉｌ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｒｅｐｌａｎｔ ｄｉｓｅａｓｅ； Ｍａｌｕｓ ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ Ｒｅｈｄ．； ｃｈｉｔｉｎ； ｓｏｉｌ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

连作障碍是指同一作物或近缘作物连作以后，即使在正常管理的情况下，也会产生产量降低、品质变劣、
生长发育状况变差的现象。 苹果连作障碍表现为植株矮小、叶片变小、生长衰弱、根系分生能力差且抗性差、
果实品质低劣，而且再植成活率低［１］。 尽管连作障碍的产生的原因复杂多样，但土壤中的微生物群落结构失

衡，尤其是土壤中真菌群落结构的变化是引起连作障碍的主要原因［２］。 在苹果连作土壤中不断分离出腐霉

菌 （Ｐｙｔｈｉｕｍ）、镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）、柱孢菌（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎ ｓｐｐ．）以及少量丝核菌 （Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｐｐ．） 等有害真

菌［３］；大蒜长期连作后，土壤中的真菌成上升趋势，根际土壤微生物结构失调，连作障碍明显［４］；刘星等［５］ 研

究认为根际土壤真菌群落组成结构的改变，特别是与土传病害有关的致病菌滋生可能是导致马铃薯连作障碍

的重要原因。 因此，土壤真菌群落结构变化的研究，对于进一步了解和预防苹果连作障碍具有重要意义。
土壤化学消毒法是缓解连作障碍的有效措施之一，但是随着现代社会的发展，人们对绿色无公害食品的

需求，探寻其他无污染、可缓解防控连作障碍的措施是生产者亟需解决的问题。 研究表明土壤添加剂可以改

善土壤结构，促进作物生长，提高农作物的品质与产量，如连作土壤中添加外源物质如 ＮＯ、有机物料、芥菜籽

粉、壳质粗粉、绿肥、饼肥、堆肥和粪肥等有利于提高土壤养分，降低土壤中有害物质，提高土壤质量，缓解连作

障碍［６］。 张国斌等［７］研究发现外源 ＮＯ 和 ＡＢＡ 可提高自毒作用下辣椒抗氧化酶活性，有效地阻止辣椒体内

ＭＤＡ 积累，缓解自毒作用对辣椒幼苗的伤害，增强辣椒的抗逆性。 连作果园连续两年施用芥菜籽粉后，苹果

根际具有独特的细菌和真菌群落，其中包括一部分对病原真菌有抑制作用的微生物，因此可缓解连作障

碍［８］。 孙海兵等［９］研究发现，春季发酵 ６０ ｄ、夏季和秋季发酵 ４５ ｄ 的有机物料发酵流体，对促进连作苹果幼

９１２６　 １９ 期 　 　 　 王艳芳　 等：甲壳素对连作条件下平邑甜茶幼苗生长及土壤环境的影响 　
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树株高、地茎、鲜重及干重增加的影响最大，缓解苹果连作障碍的效果最好。 袁玉娟等［１０］ 以拮抗菌枯草芽孢

杆菌 ＳＱＲ９ 和哈茨木霉 Ｔ３７ 制成的生物有机肥可有效防治连作条件下黄瓜枯萎病。 甲壳素及其水解产物壳

聚糖可有效促进植物的生长，提高作物的产量，并且可以改善土壤的结构，因此也可作为土壤添加剂［１１］。 壳

聚糖可提高茶树叶片中保护酶活性，对提高茶树抗逆能力具有潜在的调节作用［１２］。 甲壳素可提高苹果幼苗

的抗旱性［１３］。 关于甲壳素缓解逆境胁迫方面已有较多报道，但是甲壳素对连作条件下平邑甜茶幼苗生长的

影响，以及对连作土壤酶和土壤真菌群落结构的影响未见报道，缺乏对其施用效果和作用机制的研究和探讨。
本实验以 ６０ａ 果园连作土为研究对象，通过添加不同量的甲壳素，测定苹果幼苗植株生物量、主要土壤酶活

性，结合土壤真菌多样性、丰富度以及群落结构的变化，分析甲壳素对苹果连作土壤的改良效果，以期为有效

减轻苹果连作障碍提供科学依据。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

试验于 ２０１２—２０１３ 年在山东农业大学园艺科学与工程学院的国家苹果工程中心实验站进行。 供试材料

为苹果常用砧木平邑甜茶（Ｍａｌｕｓ ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ Ｒｅｈｄ）实生苗，选取长势一致的 ６ 片真叶的幼苗栽植到泥瓦盆（上
内径为 ２５ ｃｍ，下内径为 １７ ｃｍ，高为 １８ ｃｍ）中。 供试甲壳素购自济南阿波罗甲壳素肥业有限公司。 试验用土

取自泰山市满庄镇 ６０ 年生红富士苹果园，砧木为八棱海棠（Ｍ． ｍｉｃｒｏｍａｌｕｓ），土壤取自距离树干 ８０ ｃｍ 以内，
深 ５—４０ ｃｍ 范围，采用多点随机取土，混匀备用。 土壤为棕壤土 （ＮＯ－

３ ⁃Ｎ １３．２３ ｍｇ ／ ｋｇ，ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ４．３２ ｍｇ ／ ｋｇ，速

效钾 １０８．８６ ｍｇ ／ ｋｇ，速效磷 ９．２８ ｍｇ ／ ｋｇ，有机质 ５．０６ ｇ ／ ｋｇ）。
１．２　 试验处理

幼苗移栽缓苗一周后，用甲壳素处理。 甲壳素浓度参照崔健和刘怀锋［１３］ 的试验结果及本试验预试结果

设定。 试验共设 ４ 个处理，各处理的甲壳素在连作土中的用量分别为：０，０．５、１．０、２．５ ｇ ／ ｋｇ。 每处理 ３０ 盆，每
盆 ２ 株幼苗，随机排列，正常肥水管理。 分别于 ７、８、９ 月份取样测定植株生物量；９ 月份测定植株生物量的同

时，对根系保护酶活性、ＭＤＡ 含量，以及相应的土壤环境进行测定。 土壤样品研磨过 ２ｍｍ 筛，分 ３ 部分保存，
一部分装入无菌封口袋，放入实验室 ４℃冰箱保存，用于测定土壤微生物数量；另一部分风干，用于土壤酶活

的测定；第三部分带回实验室－２０ ℃冰箱保存，用于提取 ＤＮＡ，分析土壤中微生物多样性。
１．３　 试验方法

根系抗氧化酶 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ 活性按照 Ｗａｎｇ［１４］等试验方法测定，ＭＤＡ 含量按照赵世杰［１５］方法测定。
土壤酶活采用关松荫［１６］的方法测定。
土壤细菌、真菌、放线菌均用平板涂抹法测定［１７］，测定前计算水分系数。 细菌采用牛肉膏蛋白胨培养基，

真菌采用马丁氏培养基，放线菌采用高氏一号培养基。
１．４　 土壤总 ＤＮＡ 提取及 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析

取 ０．５ ｇ 不同处理的样品土壤，按照 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴＭ土壤 ＤＮＡ 提取试剂盒 （Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ Ｏｍｃ． ＵＳＡ）说明书

操作，提取样品 ＤＮＡ，每个样品重复 ３ 次。 然后用真菌 ＩＴＳ 区通用片段引物（ＩＴＳ１⁃Ｆ 和 ＩＴＳ４） ［１８］进行扩增，反
应体系为：２５ μＬ ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ，３ μＬ ＤＮＡ 模板，ＩＴＳ１⁃Ｆ 和 ＩＴＳ４ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ３ μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ５０ μＬ。
ＰＣＲ 反应条件为 ９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４ ℃变性 １ ｍｉｎ，５１ ℃退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，共 ３４ 个循环；最后 ７２
℃延伸 １０ ｍｉｍ。 取 ５ μＬ ＩＴＳ⁃ＰＣＲ 扩增产物经 １．５％ （ｇ ／ ｍＬ）琼脂糖凝胶电泳检测，然后用 ＥａｓｙＰｕｒｅ ＰＣＲ 纯化

试剂盒（北京全式金生物技术有限公司） 纯化。 将纯化产物用限制性内切酶 ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ ＨｈａⅠ（ Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ， ＵＳＡ）进行酶切。 酶切反应体系为 １０ μＬ ＩＴＳ⁃ＰＣＲ 纯化产物，２ μＬ ＨｈａⅠ（１０ Ｕ ／ Ｌ），２ μＬ １０×Ｂｕｆｆｅｒ，
加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ３０ μＬ。 反应体系于 ３７ ℃保温孵育 １５ ｍｉｎ，将酶切产物送至上海生工生物技术有限公司进行测

序，扫描结果采用 Ｐｅａｋ Ｓｃａｎｎｅｒ １．０ 软件输出。
１．５　 统计分析

通过 ＳＰＳＳ １９．０ 进行方差分析，采用 Ｄｕｎｃａｎ′ｓ 新复极差法进行差异显著性检测，用 Ｏｒｉｇｉｎ ８．５ 完成对试验

０２２６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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数据的制图。
选择介于 ５０ ｂｐ 和 ５００ ｂｐ 间的 Ｔ⁃ＲＦＳ，仅采用峰面积比重＞１％的 Ｔ⁃ＲＦｓ 进行分析。 每个 Ｔ⁃ＲＦ 视为 １ 个

ＯＴＵ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔ），以相对峰面积作为对应 ＯＴＵ 的丰度。 ＢＩＯ⁃ＤＡＰ 程序（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｎｈｓｂｉｇ． ｉｎｈｓ．
ｕｉｕｃ．ｅｄｕ ／ ｗｅｓ ／ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ．ｈｔｍｌ）计算 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、Ｐｉｅｌｏｕ 指数和 Ｍａｒｇａｌｅｆ 指数，分别对

应真菌群落的多样性、优势度、均匀度和丰富度［１９⁃２０］。 使用 ＳＰＳＳ １９．０ 软件进行主成分分析。

２　 结果

２．１　 甲壳素对幼苗生物量的影响

由表 １ 可以看出，７、８、９ 三月份甲壳素对平邑甜茶幼苗的影响趋势相同，因此分析 ９ 月份的影响。 与对

照相比，１．０ ｇ ／ ｋｇ 的甲壳素添加量可显著平邑甜茶幼苗株高和干鲜重，分别比对照增加了 ３６．８％、８２．１％和

１００．８％。 添加 ０．５ ｇ ／ ｋｇ 的甲壳素也能使幼苗的株高、干鲜重增加，但促进不明显。 而添加 ２．５ ｇ ／ ｋｇ 的甲壳素

后，却明显抑制了连作条件下幼苗生长。

表 １　 甲壳素对平邑甜茶幼苗生物量影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎ ｏｎ ｐｌａｎｔ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ Ｍａｌｕｓ ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ Ｒｅｈｄ． ｓｅｅｄｌｉｎｇ

甲壳素添
加量 ／ （ｇ ／ ｋｇ）
Ｃｈｉｔｉｎ ａｐｐｌｉｅｄ

株高 Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ ／ ｃｍ 鲜重 Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ ／ （ｇ ／ 株） 干重 Ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ／ （ｇ ／ 株）

７ 月
Ｊｕｌｙ

８ 月
Ａｇｕｅｓｔ

９ 月
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ

７ 月
Ｊｕｌｙ

８ 月
Ａｇｕｅｓｔ

９ 月
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ

７ 月
Ｊｕｌｙ

８ 月
Ａｇｕｅｓｔ

９ 月
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ

０ ３１．８±０．９ｃ ４０．３±３．５ｃ ５２．２±４．１ｂｃ １８．０±０．８ｃ ２７．８±６．２ｂｃ ５１．４±１０．９ｂ ６．０±０．５ｄ １４．１±３．４ｂｃ ２２．５±４．３ｂｃ

０．５ ５１．０±１．８ｂ ５３．５±４．７ｂ ５４．０±３．３ｂ ３４．７±３．１ｂ ３６．７±６．２ｂ ４９．４±８．２ｂ １５．０±２．７ｂ １７．１±２．６ｂ ２３．６±０．６ｂ

１．０ ５３．８±１．３ａ ７０．８±０．９ａ ７１．４±１．５ａ ４３．３±３．１ａ ６８．４±１３．２ａ ９３．６±１．９ａ ２１．２±１．０ａ ３６．１±６．３ａ ４５．２±１．３ａ

２．５ ３１．３±０．４ｃ ３９．６±２．５ｃ ４７．２±１．９ｃ １３．７±０．７ｃ １９．８±５．３ｃ ４０．４±１．７ｂ ５．４±０．８ｃ ９．１±２．４ｃ １９．５±１．０ｃ

　 　 表中不同小写字母表示不同处理简的差异（Ｐ＜０．０５）

２．２　 甲壳素对幼苗根系保护酶 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ 活性和 ＭＤＡ 含量的影响

由图 １ 可以看出，不同添加量的甲壳素处理后，平邑甜茶幼苗根系 ＳＯＤ 活性大小不一，其中以 １．０ ｇ ／ ｋｇ
甲壳素处理 ＳＯＤ 活性最高，其次为 ０．５ ｇ ／ ｋｇ 和对照，２．５ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素处理显著抑制了幼苗根系 ＳＯＤ 活性，
ＰＯＤ 和 ＣＡＴ 活性变化与 ＳＯＤ 变化趋势一致，均是 １．０ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素处理使得根系抗氧化酶活性最高，ＳＯＤ、
ＰＯＤ 和 ＣＡＴ 活性分别为对照的 ２．１、１．７、１．８ 倍。

与对照相比，０．５ ｇ ／ ｋｇ 和 １．０ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素处理可显著降低根系 ＭＤＡ 的含量，分别为对照的 ５８．３％和

４３．８％，而 ２．５ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素处理使得根系 ＭＤＡ 含量显著增加。
２．３　 甲壳素对土壤酶活性的影响

由表 ２ 可以看出，添加 ０．５ ｇ ／ ｋｇ 和 １．０ ｇ ／ ｋｇ 的甲壳素添加量均可增加各种土壤酶活性，蔗糖酶、脲酶、蛋
白酶、磷酸酶、过氧化氢酶和多酚氧化酶活性分别比对照提高了 ７％、３０．８％、１４．９％、１２．５％、１７．６、２６．８ 和８．６％、
４０．５％、８１．１％、１５．３％、１８．７％、４９．８％，２．５ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素处理则降低土壤酶活性或者使土壤酶活性与对照相当。
甲壳素处理后蔗糖酶、多酚氧化酶活性随甲壳素添加量的改变而显著变化，但蛋白酶、磷酸酶、过氧化氢酶活

性除 １．０ ｇ ／ ｋｇ 处理显著增加外，其他处理变化不明显。
２．４　 甲壳素对土壤微生物数量的影响

由表 ３ 可以看出，连作土壤中加入 ０．５ ｇ ／ ｋｇ 和 １．０ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素后，均使土壤中真菌数量明显减少而细菌

数量显著增加，但是对放线菌影响规律不明显。 ２．５ ｇ ／ ｋｇ 的甲壳素添加量，增加了真菌、细菌数量，减少了放

线菌数量。 细菌 ／真菌比值以 １．０ ｇ ／ ｋｇ 处理最高，为 ４７６．８；其次是 ０．５ ｇ ／ ｋｇ 处理为 ２４７．０，对照为 １６８．４；最后

是 ２．５ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素处理，为 １４４．１。

１２２６　 １９ 期 　 　 　 王艳芳　 等：甲壳素对连作条件下平邑甜茶幼苗生长及土壤环境的影响 　
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图 １　 甲壳素对平邑甜茶幼苗根系保护酶活性和 ＭＤＡ 的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｍａｌｕｓ ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ Ｒｅｈｄ． ｓｅｅｄｌｉｎｇ

表中不同小写字母表示不同处理简的差异（Ｐ＜０．０５）

表 ２　 甲壳素对土壤酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

甲壳素添加量
Ｃｈｉｔｉｎ ａｐｐｌｉｅｄ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

蔗糖酶
Ｓｕｃｒａｓｅ ／

（ｍｇ 葡萄糖 ｇ－１ ｄ－１）

脲酶
Ｕｒｅａｓｅ ／

（μｇＮＨ３⁃Ｎ ｇ－１ ｄ－１）

蛋白酶
Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ／

（μｇＮＨ２⁃Ｎ ｇ－１ ｄ－１）

磷酸酶
Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ／

（ｍｇＰ２Ｏ５ ｇ－１ ｄ－１）

过氧化氢酶
Ｃａｔａｌａｓｅ ／

（μｇ Ｈ２Ｏ２ ｇ－１ ｍｉｎ－１）

多酚氧化酶
Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｏｘｉｄａｓｅ ／

（ｍｇ ｇ－１ ｄ－１）

０ ２．４４±０．０２ ｃ ２４．７±３．１ ｃ １２３．３±２９ ｂ ０．２８１±０．０１２ ｂ ０．６３８±０．０１３ ｂ ０．２３１±０．０２ ｃ

０．５ ２．６１±０．０２ ｂ ３２．３±３．５ ａｂ １４１．７±２５ ｂ ０．３１６±０．０１８ ａ ０．７５±０．０４ ａ ０．２９３±０．０２３ ｂ

１．０ ２．６５±０．０１ ａ ３４．７±４．２ ａ ２２３．３±５５ ａ ０．３２４±０．０１６ ａ ０．７５７±０．１６ ａ ０．３４６±０．０２４ ａ

２．５ ２．０７±０．０２ ｄ ２７．３±３．１ ｂｃ ９１．７±３９ ｂ ０．２７４±０．０８５ ｂ ０．７７５±０．０２５ ａ ０．２２２±０．０２７ ｃ

表 ３　 甲壳素对微生物数量的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ

甲壳素添加量
Ｃｈｉｔｉｎ ａｐｐｌｉｅｄ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

真菌×１０３

Ｆｕｎｇｉ ／
（ＣＦＵ ／ ｇ 干土）

细菌×１０５

Ｂａｃｔｅｒｉａ ／
（ＣＦＵ ／ ｇ 干土）

放线菌×１０４

Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ／
（ＣＦＵ ／ ｇ 干土）

细菌 ／ 真菌
Ｂａｃｔｅｒｉａ ／ Ｆｕｎｇｉ

０ ３９．７±８．１ ａｂ ６６．７±９．０ ｂ １４１．０±１５．６ ｂ １６８．４±２６．０ ｃ

０．５ ３０．３±４．２ ｂ ７４．３±３．５ ｂ ５６．７±４．９ ｄ ２４７．０±２１．３ ｂ

１．０ ２６．３±５．０ ｂ １２３．７±１１．７ ａ １８５．３±２０．２ ａ ４７６．８±６１．４ ａ

２．５ ５３．３±１１．９ ａ ７５．７±１１．０ ｂ ８５．３±７．５ ｃ １４４．１±１６．３ ｃ

２．５　 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 图土壤真菌多样性分析

根据 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 的图谱中 ＯＵＴ 的数量、种类及丰度，分别计算了不同处理土壤的真菌多样性指数（表 ４）。

２２２６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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１．０ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素处理的连作土具有最高的多样性、均匀度和丰富度指数，分别比对照增加了 ５２．２％、８．０％和

８７．１％，同时具有最低的优势度。 而 ２．５ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素处理的连作土壤中的多样性、均匀度和丰富度最低，优势

度是最高的，比对照增加了 ６８％。

表 ４　 甲壳素对土壤真菌多样性的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

甲壳素添加量 ／ （ｇ ／ ｋｇ）
Ｃｈｉｔｉｎ ａｐｐｌｉｅｄ

多样性指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

ｉｎｄｅｘ

均匀度指数
Ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ

优势度指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ′ｓ

ｄｏｍｉｎａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ

丰富度指数
Ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ

０ １．３８±０．２ ｃ ０．８８±０．１ ａｂ ０．２５±０．０５ ｂ １．３９±０．３ ｃ

０．５ １．６８±０．１ ｂ ０．８５±０．１ ａｂ ０．２０±０．０１ ｃ １．９７±０．０７ ｂ

１．０ ２．１±０．１ ａ ０．９５±０．０５ ａ ０．１０±０．０１ ｄ ２．６±０．２ ａ

２．５ ０．９４±０．０６ ｄ ０．８２±０．１ｂ ０．４２±０．０３ａ ０．７±０．０１ｄ

图 ２　 不同添加量甲壳素处理间 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 图谱主成分分析

Ｆｉｇ．２　 ＰＣＡ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２．６　 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 图谱的主成分分析

根据主成分分析的提取原则，被选的主成分所代表

的主轴总长度占所有主轴长度之和约 ８５％即可。 本研

究根据不同添加量甲壳素处理样品的 Ｔ⁃ＲＦｓ 在图谱中

的分布及丰度进行主成分分析（ＰＣＡ），结果显示，第一

主成分方差贡献率为 ６６．３６％，第二主成分方差贡献率

为 １９．８３％，两者贡献和为 ８６．１９％，可以代表整个系统

状况（图 ２）。 不同添加量的甲壳素处理的连作土壤中

真菌被 ＰＣ２ 分成了两部分，其中 ０．５ ｇ ／ ｋｇ 和 １．０ ｇ ／ ｋｇ 的

甲壳素添加量分布在 ＰＣ２ 的负方向上，而 ＣＫ 和 ２．５ ｇ ／
ｋｇ 的甲壳素处理分布在 ＰＣ２ 的正方向上，这说明不同

添加量的甲壳素对连作土壤真菌群落多样性有强烈的

影响，添加量太多或者太少均会造成土壤真菌多样性下

降，只有适量的甲壳素可提高真菌群落结构多样性。

３　 讨论

大量研究表明，壳质粗粉、植物残体、绿肥、堆肥、粪肥和生物炭等土壤添加剂有利于提高土壤养分，降低

土壤中有害物质，改善土壤的微生物体系以及团粒结构，提高土壤质量，增强土壤生态系统的稳定性，降低连

作土壤中农作物病害的发生，从而缓解连作障碍［６， １４， ２１⁃２２］。 本研究发现当连作土壤中添加的甲壳素的量为

１．０ ｇ ／ ｋｇ时，可显著增加平邑甜茶幼苗株高与干鲜重，增强幼苗根系抗氧化酶 ＳＯＤ、ＰＯＤ 和 ＣＡＴ 活性，降低根

系 ＭＤＡ 含量的积累，显著提高幼苗抗性。 马彦霞等［２３］在辣椒叶面喷施壳聚糖，结果发现壳聚糖可提高辣椒

抗氧化物质的含量，降低 ＭＤＡ 的积累，进而缓解水分胁迫对幼苗造成的膜脂过氧化，增强辣椒幼苗的抗旱

性。 甲壳素对于提高“嘎啦”苹果幼苗的光合作用有非常明显的效果，在很大程度上缓解了干旱胁迫［１３］。 高

浓度的甲壳素（２．５ ｇ ／ ｋｇ）则抑制连作条件下幼苗的生长，这可能是因为施入过量的甲壳素对幼苗根系产生了

毒害作用，进而抑制了幼苗的生长发育。
土壤酶是土壤活跃的有机组分之一，是土壤中物质、能量代谢的驱动力，对土壤养分循环和污染物的净化

起着重要作用［１６］，土壤酶来源于动物、植物、微生物及它们的分泌物，其活性受多种因素的控制，可反映土壤

中各种生物化学过程的强度和方向，也是土壤肥力评价的重要指标之一。 玉米长期连作土壤脲酶活性呈先上

升后下降的趋势［２４］；大豆重茬使土壤脲酶和转化酶活性均显著降低［２５］，陈慧等研究发现地黄连作土壤中过

氧化氢酶活性降低［２６］；连作土壤中，过氧化氢酶、脲酶、蔗糖酶和中性磷酸酶活性降低，可能是连作使土壤环

３２２６　 １９ 期 　 　 　 王艳芳　 等：甲壳素对连作条件下平邑甜茶幼苗生长及土壤环境的影响 　
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境恶化表现之一，而浇灌 ３％浓度的有机物料发酵液可提高苹果连作土壤酶活性［２７］。 本研究结果发现，连作

土壤中添加 １．０ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素可提高土壤中蔗糖酶、脲酶、蛋白酶、磷酸酶、过氧化氢酶和多酚氧化酶活性，２．５
ｇ ／ ｋｇ 的甲壳素仅仅提高了过氧化氢酶活性，对其他酶活影响不明显，这可能是因为适量甲壳素可改变土壤细

菌群落结构［２８］，而其脱 Ｎ⁃乙酰基后产物的壳聚糖对多种植物病原菌均显示出良好的抑菌性能［２９］，因此甲壳

素和壳聚糖可改变土壤中微生物群落结构，使主要由土壤微生物产生的土壤酶数量和活性增加，改善了土壤

酶系统，推测这可能是甲壳素缓解连作障碍的一个原因。
微生物是土壤生态系统中最具活力的组成部分，长期连作可导致土壤微生物群落结构失衡、增加病原菌

数量而减少有益微生物，使土壤微生物从细菌主导型向真菌主导型转化，使病原菌更容易侵染植物而引发植

物的各种土传病害［３０］。 本研究用平板涂布法结合末端限制性片段长度多态性（Ｔ⁃ＲＦＬＰ）技术研究连作苹果

园土壤中微生物数量和真菌群落结构。 基于 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 图谱，运用多样性指数和主成分分析比较了不同处理间

真菌多样性及群落结构。 结果发现，添加 １．０ ｇ ／ ｋｇ 甲壳素能增加土壤中细菌、放线菌的数量，降低土壤真菌数

量，显著增加细菌 ／真菌值，使土壤类型由真菌型向细菌型转变。 而 ２．５ ｇ ／ ｋｇ 的甲壳素却增加了土壤中真菌的

数量，对细菌数量影响不大。 甲壳素的添加，对连作土壤中真菌种类及丰度均产生了一定的影响，添加适量的

甲壳素可提高连作土壤中真菌的多样性、均匀度和丰富度，降低其优势度，使得病原菌数量减少，整个真菌群

落结构往更利于幼苗生长的方向渐变。 因此，在生产应用中，连作土壤中添加适量的甲壳素可使连作土壤由

真菌型向细菌型转变，而且也有利于维持土壤微生物群落结构的多样性，缓解连作障碍，提高连作条件下苹果

幼苗生长发育。
适宜添加量的甲壳素（１．０ ｇ ／ ｋｇ）可提高平邑甜茶幼苗根系保护酶活性，降低根系 ＭＤＡ 的积累，提高连作

土壤酶活性，增加土壤细菌和放线菌数量，增加土壤微生物多样性，缓解苹果连作障碍。
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