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土壤灭菌⁃生物有机肥联用对连作马铃薯及土壤真菌
群落结构的影响

刘　 星１， 张文明１， 张春红１， 邱慧珍
１，∗， 李瑞琴２， 王 蒂３， 沈其荣４

１ 甘肃农业大学资源与环境学院 ／ 甘肃省干旱生境作物学重点实验室， 兰州　 ７３００７０

２ 甘肃省农业科学院畜草与绿色农业研究所， 兰州　 ７３００７０

３ 甘肃农业大学农学院， 兰州　 ７３００７０

４ 南京农业大学资源与环境科学学院， 南京　 ２１００９５

摘要：甘肃省中部沿黄灌区是全国重要的加工型马铃薯生产基地， 然而因集约化生产带来的连作障碍问题已经严重影响到当

地马铃薯种植业的健康发展。 结合田间试验和相关的室内分析， 从马铃薯块茎产量和品质、植株生理特征和土壤真菌群落结

构等角度， 初步评估土壤灭菌和生物有机肥联用（Ａｍｍｏｎｉａ Ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｐｌｕｓ Ｂｉｏ⁃ｏｒｇａｎｉｃ Ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ， ＡＢＲ）对马铃薯连

作障碍的防控效果。 同对照相比， ＡＢＲ 处理的块茎产量和商品薯率分别显著增加约 ７１．１％—１５２．１％和 ３９．２％—５３．３％， 但块

茎化学品质变化不大。 ＡＢＲ 处理叶绿素含量和根系活力较 ＣＫ 均显著增加， 而叶片和根系丙二醛含量显著下降。 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ

分析发现， ＡＢＲ 处理显著影响了马铃薯连作土壤的真菌群落结构， 表现为真菌群落的多样性指数较 ＣＫ 相比显著下降。 ＡＢＲ

处理还有效抑制了土传病害的滋生， 植株发病率和收获后的病薯率较 ＣＫ 分别显著下降约 ６７．２％—８２．２％和 ６９．１％—７０．５％。

采用 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ 评估连作土壤中 ３ 种优势致病真菌的数量变化， 显示 ＡＢＲ 处理下立枯丝核菌、茄病镰刀菌和接骨木镰刀

菌的数量在生育期内较 ＣＫ 均有不同程度的下降。 综合来看， 土壤灭菌和生物有机肥联用技术在防控甘肃省中部沿黄灌区马

铃薯连作障碍上具有较大的应用潜力， 而对土传病害的抑制和微生物群落结构的改善是其主要的作用机理。

关键词：马铃薯； 连作； 生物有机肥； 土壤灭菌； 土传病害
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马铃薯是甘肃省的主导产业， 同时也是促进当地农民增收的主要渠道和重要的粮食来源。 根据区域化

生产和专业化布局的统一规划， 甘肃中部沿黄灌区被定位为西北地区加工型马铃薯的主要生产基地和种薯

繁殖基地。 但规模化和集约化的栽培实践以及农业订单为导向的生产模式造成马铃薯多年连作， 导致植株

生长发育受阻， 块茎产量和品质下降， 土传病害猖獗等一系列问题， 严重影响企业的种植效益， 危害马铃薯

产业的健康发展。 因而在探明马铃薯连作障碍机理的基础上， 寻求能够缓解或克服连作障碍的有效措施对

于促进该地区马铃薯产业的可持续发展具有重要的理论意义和实践价值。
微生物是土壤生态系统的重要组成部分， 其在结构和功能上具有高度的多样性， 驱动着能量传递、养分

循环、矿质化和腐殖化、以及污染物的降解等土壤重要的生化过程。 长期连作种植条件下产生的作物生产力

下降问题通常与土壤微生物因子的变化息息相关［１⁃２］。 连作能够引起土壤微生物群落结构的显著变化， 使得

土壤从抑病型向导病型的方向转变， 土传病害滋生， 作物长势变差并且大幅度地降低农作物的经济产量， 而

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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这其中大部分是真菌型的土传病害［３⁃８］。 基于平板培养并结合 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ、Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和高通量测序等

分子生物学方法， 早前的研究结果也显示， 马铃薯连作导致土壤微生物群落结构显著改变， 病原菌过渡成为

优势种群， Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ 和 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ．等土传病原真菌的数量显著增加， 导致病害大面积发生， 块茎产

量降低［９⁃１５］。 在国内外的连作障碍防控研究中， 病原菌的合理有效抑制是首要考虑的科学问题。 健康的微

生物区系是高产高效土壤的重要特征， 同时对土传病害的抑制具有积极作用， 因此修复和重建连作土壤健

康的微生物区系并使之朝着具有自主抑病能力的方向转变同样十分关键［１６⁃１９］。 土壤灭菌的方法在农业生产

中被广泛使用来抑制病原菌， 但这类方法通常未能够照顾到连作土壤微生物区系的修复和重建问题。 除存

在生态安全风险外， 甲基溴和三氯硝基甲烷等强力型化学灭菌剂的使用也使得土壤中的非靶标微生物类群

同样受到破坏性的影响， 微生物群落结构改变， 土壤酶活性显著下降， 这不利于土壤可持续生产力的维

持［２０⁃２３］。 仅通过播前土壤灭菌尽管能够在短期内抑制或消除大部分的微生物， 但从生态学角度看， 灭菌完

成后土壤中残存的病原微生物会在近似于无限养分和低强度竞争的土壤介质中重新生长繁殖， 致病菌数量

反弹［２４⁃２８］。 因而发展可行的替代方法来抑制土传病害并进行有效地土壤微生物区系调控已成为研究的热

点［１９］。 也有学者从施用生物有机肥的角度， 通过外源微生物和有机碳的输入来进行土壤改良进而克服连作

障碍， 但这类实践仍然存在较多的争议且效果并不稳定［１９，２９］。 本课题组前期试验结果也显示， 在长期连作

条件下， 单独的生物有机肥施用并不能有效缓解马铃薯连作障碍， 减少块茎产量损失。 生物有机肥虽然能

够降低病害的发生， 但是对于病害严重的长年连作土壤， 其防治效果仍不能将病原菌控制在不发病或不会

引起重大经济损失的阈值范围内［２９］。 本研究采取连作土壤播前病原菌抑制和播后土壤微生物区系改良并重

的策略， 即在马铃薯播前进行土壤灭菌， 而后在马铃薯生长发育过程中将生物有机肥直接兑水浇灌于植株

根际， 增加有益菌和拮抗菌向马铃薯根际的输入， 试图通过此方法来达到病原菌的持续性抑制和人工改善

连作马铃薯根际微生态环境的目的， 进而缓解或克服马铃薯连作障碍。 结合田间试验和相关室内分析， 本

研究初步评估土壤灭菌和生物有机肥联用对甘肃省中部沿黄灌区马铃薯连作障碍的防控效果， 特别是该方

法对长期连作条件下马铃薯块茎产量和品质， 植株生理生态特征， 土壤真菌群落结构和病原菌数量， 以及植

株发病率的影响， 以期探索能够缓解或克服连作障碍的有效措施， 为该地区马铃薯生产的可持续发展提供

科学依据。

１　 材料与方法

１．１　 试验区概况

田间试验设置在地处甘肃省中部沿黄灌区的白银市景泰县， 当地有充足的水源和良好的农业灌溉条件。
地理坐标处于 １０３°３３′—１０４°４３′ Ｅ， ３６°４３′—３７°３８′ Ｎ 之间， 境内平均海拔约 １５００ ｍ， 属温带大陆干旱气候，
年平均气温为 ９．１ ℃， 无霜期在 １４１ ｄ 左右。 年平均降水量为 １８５．６ ｍｍ， 年平均蒸发量为 １７２２．８ ｍｍ。 年平

均日照时数 ２７１３ ｈ， 全县光热资源丰富，日照百分率 ６２％， 年平均辐射量 １４７．８ Ｋｃａｌ ／ ｍ２， ≥０℃的年活动积温

为 ３６１４．８ ℃， ≥１０℃的年有效积温为 ３０３８ ℃， 是我国除青藏高原外光热资源最丰富的地区之一。 供试土壤

为灰钙土， 质地为砂壤。
１．２　 试验设计与方法

田间试验于 ２０１１ 年在景泰县条山农场进行。 基于试验结果的重现性考虑， 同时选择连作年限为 ５ 年和

６ 年的马铃薯种植地块进行田间试验（分别以 ＣＰ５ 和 ＣＰ６ 表示）。 供试地块在 ２０１０ 年的块茎产量仅有农场

平均产量的 ２０％—２５％， 属连作障碍重度地块， 土传病害发病严重。 灭菌处理前采集供试地块耕层土壤样

品， 基础农化性状见表 １。 田间试验设计为：对照 （ ＣＫ） 和土壤灭菌⁃生物有机肥联用处理 （ Ａｍｍｏｎｉａ
Ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｐｌｕｓ Ｂｉｏ⁃ｏｒｇａｎｉｃ Ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ， ＡＢＲ）。 ３ 次重复， 随机区组排列， 小区面积为 ５４ ｍ２（５．４ ｍ×
１０ ｍ）。 采用统一的马铃薯栽培模式和施肥量， 宽垄双行， 覆膜种植， 播种前一天切种薯， 并用浓度为 １．５％
的高锰酸钾溶液消毒， 垄宽和行距分别为 １．３５ ｍ 和 ０．３０ ｍ， 株距为 ０．１７ｍ， 种植密度约为 ５６０５ 株 ／ ６６７ｍ２。

３　 ２０ 期 　 　 　 刘星　 等：土壤灭菌⁃生物有机肥联用对连作马铃薯及土壤真菌群落结构的影响 　
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联用处理和对照均采用相同的化肥用量， 氮肥为 ２１０ｋｇ Ｎ ／ ｈｍ２， Ｎ：Ｐ ２Ｏ５：Ｋ２Ｏ 比例为 １．４：１．０：２．０， 化肥分别

用养分含量为 １５⁃１５⁃１５ 的复合肥和含 Ｎ ４６％的尿素以及含 Ｋ２Ｏ ５１％的硫酸钾。 播种和施肥过程机械化同步

进行， 人工覆膜。 化肥在播种时一次性基施， 无追肥， 其余栽培和灌溉以及田间管理措施均按农场统一方法

进行。 当年 ５ 月 ２８ 日播种， ９ 月 １６ 日收获。 供试材料为当地主栽的加工型马铃薯品种“大西洋”， 由条山农

场提供。
土壤灭菌在马铃薯播种前一个半月进行， 具体操作如下：将半腐熟玉米秸秆平铺至处理小区， 氨水均匀

洒到秸秆表面， 然后快速地将秸秆人工翻埋， 深度为 ０—２０ｃｍ， 再用水浇灌使上层土壤达到饱和， 最后使用

双层地膜覆盖整个小区， 四周用土压实密闭防止氨挥发和风吹。 土壤灭菌持续一个月时间， 而后揭膜晾晒 ７
天， 使氨完全挥发， 最后采集少量灭菌后土壤进行室内发芽试验， 以保证马铃薯正常出苗。 市售氨水的用量

为 １３０Ｌ ／ ６６７ｍ２，秸秆的用量为 ３ｍ３ ／ ６６７ｍ２。
在马铃薯出苗后每间隔 ２０ ｄ 左右进行生物有机肥的浇灌， 全生育期共浇灌 ３ 次。 捅破地膜后轻轻扒开

马铃薯植株茎基部周围表土， 用兑水后搅拌均匀的生物有机肥悬浊液直接沿植株茎基部浇灌， 浇灌完成后

将土壤回填并重新盖上地膜， 膜上覆土并用手压平垄面。 生物有机肥的浇灌浓度为 ２％（ｗ ／ ｖ）， 每株马铃薯

单次的浇灌量为 ０．５ ｋｇ。 对照小区植株浇灌等量清水。 生物有机肥由南京农业大学植物营养系提供， 有机质

含量为 ５６．４％， 全氮含量为 ２．０％， 其中氨基酸态氮占总氮的 ６０％以上， Ｐ ２Ｏ５含量为 ３．７％， Ｋ２Ｏ 含量为 １．
１％， 含根际促生细菌和抗土传病害功能菌数量大于 １０８ ｃｆｕ ／ ｇ， 拮抗型微生物菌种为 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｌｉｓ 和

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｓｐ．。

表 １　 供试土壤的基础农化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔａｉｌｅｄ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ０—２０ｃｍ ｔｏｐｓｏｉｌ ａｇｒｏ－ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ｓｏｉｌ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

地块
Ｐｌｏｔ

容重
Ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ ／
（ｇ ／ ｃｍ３）

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ
ｍａｔｔｅｒ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

全氮
Ｔｏｔａｌ Ｎ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

碱解氮
Ａｌｋａｌｉｎｅ⁃

ｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅ Ｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

速效磷
Ｏｌｓｅｎ⁃

ｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅ Ｐ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

速效钾
ＮＨ４ＯＡｃ⁃

ｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅ Ｋ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ｐＨ 值
ｐＨ ｖａｌｕｅ

ＣＰ５ １．１５±０．０２ １２．１８±０．５４ ０．５０±０．０５ ５１．５３±４．２７ １９．０５±２．３０ ２３３±１０．６７ ８．２２±０．１４

ＣＰ６ １．１４±０．０７ １０．４５±０．４６ ０．５４±０．０７ ６７．４７±１．２９ １９．４７±１．９８ ２３７±１８．３４ ８．１６±０．２４

　 　 表中数据为平均值±标准差

１．３　 样品采集与分析

根据生育时期， 分别在马铃薯播前（即土壤灭菌结束后）、苗期、块茎膨大期、淀粉积累期和收获期采用五

点取样法采集土样， 采样均在垄上马铃薯行间靠近植株根系处进行， 且避开生物有机肥浇灌时间， 采样深度

为 ０—２０ ｃｍ。 将每个小区的土壤样品混合均匀后， 密封贮存于－８０ ℃冰箱中待提取土壤 ＤＮＡ。 马铃薯收获

时在每个小区随机选择健壮程度和长势一致的无病害植株 １０ 株， 使用铁锹在尽量不破坏根系的前提下将植

株整株挖出， 用清水将根系缓缓冲洗干净， 调查农艺性状和产量构成要素后， 将植株分根、茎、叶和块茎四部

分带回实验室， １０５ ℃下杀青 ３０ ｍｉｎ， ８０ ℃烘至恒重， 称量干物质， 并计算根冠比和收获指数。 各个试验小

区马铃薯块茎进行实收计产， 并对薯块进行分级， 调查商品薯率、病薯率和畸形薯率。 同时在每一个小区内

选取大小相近的无病害块茎 ２０ 个， 带回实验室制备混合鲜样后进行化学品质指标的测定。
连作马铃薯植株的生理特征调查在块茎膨大期和淀粉积累期进行。 在每个试验小区选取长势中庸且无

明显病症的马铃薯植株 ５ 株， 测定其主茎顶枝第 ３ 和第 ４ 片完全展开叶的叶绿素含量， 而后使用铁锹将植株

带土挖出并运回实验室， 剪下叶片和根系部分用于测定相关的生理指标。 采用 ＳＰＡＤ 值来表征叶绿素含量，
ＳＰＡＤ ５０２ 型叶绿素仪测定， 多次重复并求取平均值； 叶片和根系的丙二醛含量采用硫代巴比妥酸

（Ｔｈｉｏｂａｒｂｉｔｕｒｉｃ Ａｃｉｄ， ＴＢＡ） 显色法测定； 根系活力采用氯化三苯基四氮唑 （ Ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ Ｃｈｌｏｒｉｄｅ，
ＴＴＣ）法测定［３０］。 各试验小区马铃薯植株病害的发生情况采用病薯率和植株发病率共同表示， 病薯率在收获

时通过调查薯块分级计算， 植株发病率调查分别在块茎膨大期、淀粉积累期和收获期进行。 由于试验区域内
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马铃薯病害主要为土传病害， 因此在植株发病率调查过程中未详细区分病害种类。
聚合酶链式反应－变性梯度凝胶电泳（ＰＣＲ－ＤＧＧＥ）技术评估土壤真菌群落结构。 采用 Ｐｏｗｅｒ ＳｏｉｌＴＭ ＤＮＡ

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｋｉｔ（ＭｏＢｉｏ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， ＵＳＡ）提取土壤微生物总 ＤＮＡ， 称取 ０．２５ ｇ 混匀的土壤样品装入提取柱中， 按

说明书上的操作步骤提取 １００ μｌ 土壤 ＤＮＡ， １％琼脂糖凝胶电泳进行 ＤＮＡ 提取效果检测， 提取的微生物

ＤＮＡ 总量约为 ２３ Ｋｂ。 真菌 ＰＣＲ 反应采用 １８Ｓ ｒＤＮＡ 特异性通用引物 ＧＣ－Ｆｕｎｇｉ（含 ＧＣ 夹）和 ＮＳ⁃１［３１］。 ＰＣＲ
反应体系：１ μＬ 的模板， ２ μＬ ｄＮＴＰｓ（２ｍｍｏｌ·Ｌ）， ２．５ μＬ １０× ＰＣＲ－ｂｕｆｆｅｒ， ２．５ μＬ Ｍｇ２＋（２５ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， ０．３ μＬ
Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，引物各 ０．５ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ 为 １５．７ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ， 然后 ９４ ℃变性

４５ ｓ， ５８ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ４５ ｓ， ３２ 个循环， 最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ， １０ ℃保温。 使用 １％琼脂糖凝胶电

泳进行 ＰＣＲ 产物检测， 真菌 ＤＮＡ 的 ＰＣＲ 产物片段长度在 ３７０ ｂｐ 左右。 聚丙烯酰胺凝胶浓度为 ８％， 变性梯

度为 ２５％—４０％， ＰＣＲ 产物在 Ｄ－Ｃｏｄｅ ＤＧＧＥＴＭ系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）中进行电泳， 条件为 ８０ Ｖ， 恒温 ６０ ℃， 在 １×
ＴＡＥ 中电泳 １６ ｈ。 电泳结束后银染， 胶片用 Ｗｉｎ ＲＨＩＺＯＴＭ扫描系统成像。 胶图的谱带分析采用凝胶定量软

件 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 进行。 真菌群落的多样性指数的计算基于 ＤＧＧＥ 条带的位置和条带的强度：Ｈ＝ －∑Ｐ ｉ ｌｎＰ ｉ ＝ －
∑（ｎｉ ／ Ｎ）ｌｎ（ｎｉ ／ Ｎ），其中， ｎｉ为 ＤＧＧＥ 泳道第 ｉ 条泳带亮度峰值高度， Ｎ 为泳道中所有泳带亮度峰值高度

总和［３２］。
采用实时荧光定量 ＰＣＲ（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ）的方法评估土壤中 ３ 种真菌致病菌的数量动态变化， 分别是立

枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ）， 茄病镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｎｍ ｓｏｌａｎｉ）和接骨木镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓａｍｂｕｃｉｎｕｍ）， 标准菌

株由甘肃农业大学植保系和甘肃省农科院植保所提供。 供试菌株在液体培养基中 ２５ ℃摇动培养 ３—５ ｄ 后，
收集菌丝团， 提取 ＤＮＡ。 三种病原菌 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ 序列 ＰＣＲ 扩增的特异性引物和反应体系以及反应条件同早

前的文献报道［１２⁃１３］。 荧光定量 ＰＣＲ 采用 ＡＢＩ ７５００ 实时定量 ＰＣＲ 仪进行， 扩增反应体系为 ２０ μＬ：２× ＳＹＢＲ
􀳏 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ混合液 １０ μＬ， 引物各 ０．４ μＬ， ５０× Ｒｏｘ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ＩＩ ０．４ μＬ， ＤＮＡ 模板 ２ μＬ， 超纯水

６．８ μＬ。 扩增的反应条件：９５ ℃预变性 ３０ ｓ， 然后 ９５ ℃变性 ５ ｓ， ６０ ℃退火 ３４ ｓ ，４０ 个循环。 在每一循环的

退火阶段收集荧光， 实时检测反应并且记录荧光信号变化， 得出扩增产物熔解曲线。 将病原菌特异引物扩

增后的 ＰＣＲ 产物纯化， 连接至 ＰＵＣ１８Ｔ 载体上， 转化至大肠杆菌中， 挑取转化后平板上的白色单克隆提取质

粒 ＤＮＡ， 测序确定插入片段是否正确。 在 １．０×１０－８至 １．０×１０－３的质粒浓度范围内选择 ６ 个模板梯度进行反

应， 确定阈值和基线， 绘制标准曲线， 横坐标为病原菌拷贝数的常用对数， 纵坐标为荧光定量 ＰＣＲ 测得的 Ｃｔ
值。 立枯丝核菌的标准曲线方程为 ｙ ＝ －３．２３３０ｘ＋３２．９８４， Ｒ２ ＝ ０．９９９０； 茄病镰刀菌为 ｙ ＝ －３．４９２５ｘ＋３６．６８８，
Ｒ２ ＝ ０．９９９４； 接骨木镰刀菌为 ｙ＝ －３．４９０１ｘ＋３４．８１１， Ｒ２ ＝ ０．９９７８。 通过 Ｃｔ 值， 计算待测样品中病原菌的数量。
１．４　 数据处理

田间试验数据计算和图表绘制在 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２００７ 软件上进行。 使用 ＤＰＳ 软件进行处理间差异的显

著性检验（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ， Ｐ＜０．０５）。

２　 结果与分析

２．１　 土壤灭菌⁃生物有机肥联用对连作马铃薯产量品质和农艺性状的影响

ＡＢＲ 处理块茎产量较 ＣＫ 在 ＣＰ５ 和 ＣＰ６ 地块分别显著增加约 １５２．１１％和 ７１．１３％（表 ２）。 处理间在单株

结薯数量上并无显著差异， 但在单株产量和单薯重量上差异明显。 两个地块上， ＡＢＲ 处理单株产量较 ＣＫ 分

别显著增加约 ７０．８９％和 ７７．７５％， 单薯重量也分别增加约 ８１．４９％和 １０８．１１％。 从产量构成看， 单薯重量大幅

增加是 ＡＢＲ 处理下连作马铃薯块茎产量增加的直接原因。 ＡＢＲ 处理较 ＣＫ 相比株高有显著增加， 两个地块

上增幅分别约为 １０．６２％和 ２６．２０％。 但在植株茎围、分株数和主茎分枝数上， ＡＢＲ 处理和 ＣＫ 并无显著差异。
土壤灭菌和生物有机肥联用显著改善连作马铃薯植株生产力（表 ３），ＡＢＲ 处理整株生物量较 ＣＫ 在两个

地块下分别显著增加约 ３６．９９％和 ４５．２０％。 就植株各器官而言， ＡＢＲ 处理下茎、叶和块茎的生物量较 ＣＫ 在

两个供试地块下均有不同程度的显著增加。 ＡＢＲ 处理较 ＣＫ 还显著降低植株根冠比， ＣＰ５ 和 ＣＰ６ 地块上分
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别降低约 ３０．３６％和 ３６．１８％。 统计分析表明， 根冠比与块茎产量（Ｒ２ ＝ －０．５１５３， Ｐ ＝ ０．００８６， ｎ ＝ １２）和单株产

量（Ｒ２ ＝ －０．４１２９， Ｐ＝ ０．０２４２， ｎ＝ １２）均有着显著或极显著的负相关关系。 ＡＢＲ 处理和 ＣＫ 在收获指数上无显

著性差异。
收获后马铃薯块茎品质的分析结果见表 ４。 整体来看， 土壤灭菌和生物有机肥联用对块茎品质影响较

小， 反映在对加工型马铃薯最为重要的淀粉和还原糖含量上。 两个供试地块上， ＡＢＲ 处理与 ＣＫ 的淀粉和还

原糖含量均无显著差异； 在可溶性总糖含量上， ＡＢＲ 处理较 ＣＫ 分别显著下降约 １０．３０％和 １２．２４％。 但在还

原型维生素 Ｃ 含量上， ＡＢＲ 处理较 ＣＫ 分别显著增加约 ６７．１７％和 １０．９５％。 ＡＢＲ 处理的可溶性蛋白质和游

离氨基酸含量较 ＣＫ 在两个地块下均未显示出一致的变化特征。
２．２　 土壤灭菌⁃生物有机肥联用对连作马铃薯商品薯率和发病情况的影响

土壤灭菌和生物有机肥联用能够显著提高连作马铃薯的商品薯率（表 ５）。 在 ＣＰ５ 和 ＣＰ６ 地块上， ＡＢＲ
处理商品薯率较 ＣＫ 分别显著增加约 ３９．１５％和 ５３．２５％； 而病薯率相比于 ＣＫ 则分别显著下降约 ６９．０５％和

７０．５２％。 另外， 土壤灭菌和生物有机肥联用也大幅降低连作马铃薯植株发病率， 不同生育时期下 ＡＢＲ 处理

较 ＣＫ 下降约 ６７．２３％—７６．９０％（ＣＰ５ 地块）和 ７４．３９％—８２．２０％（ＣＰ６ 地块）。 相关分析结果表明， 块茎产量

与病薯率（Ｒ２ ＝ －０．５９９９， Ｐ＝ ０．００３１， ｎ＝ １２）和不同生育时期下植株发病率（Ｒ２ ＝ －０．５６９７—０．６０４４， Ｐ ＝ ０．００２９
－０．００４５， ｎ＝ １２）之间均有着极显著的负相关关系。

表 ４　 收获后马铃薯块茎化学品质的比较

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｐｏｔａｔｏ ｔｕｂｅｒ ａｆｔｅｒ ｈａｒｖｅｓｔ ｔｉｍｅ

地块
Ｐｌｏｔ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

淀粉 ／ ％
Ｓｔａｒｃｈ

可溶性总糖 ／ ％
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｔｏｔａｌ

ｓｕｇａｒ

还原糖 ／ ％
Ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ｓｕｇａｒ

可溶性蛋白质
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ／

（ｍｇ ／ ｇ）

游离氨基酸
Ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ／

（ｍｇ ／ ｇ）

还原型维生素 Ｃ
Ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｖｉｔａｍｉｎ

Ｃ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

ＣＰ５ ＣＫ １２．８５±０．２７ａ ０．９７±０．０１ａ ０．６９±０．０１ａ １．０６±０．０９ａ ０．０８７±０．００１ｂ ７８．４４±０．０４ｂ

ＡＢＲ １３．２９±０．６９ａ ０．８７±０．０２ｂ ０．７３±０．０２ａ ０．７４±０．０９ａ ０．１０２±０．００２ａ １３１．１３±０．２０ａ

ＣＰ６ ＣＫ １４．１８±０．２７ａ ０．９８±０．０１ａ ０．４３±０．０１ａ １．２０±０．０４ｂ ０．１０６±０．００７ａ １１８．１３±４．４３ｂ

ＡＢＲ １３．２０±０．５３ａ ０．８６±０．０２ｂ ０．４２±０．０１ａ ２．３４±０．０９ａ ０．１０９±０．００２ａ １３１．０６±０．１３ａ

表 ５　 马铃薯商品薯率、病薯率和植株发病率的比较

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｍａｒｋｅｔａｂｌｅ ｔｕｂｅｒ，ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｔｕｂｅｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｐｌａｎｔ

地块
Ｐｌｏｔ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

商品薯率 ／ ％
Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ

ｍａｒｋｅｔａｂｌｅ ｔｕｂｅｒ

病薯率 ／ ％
Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ

ｄｉｓｅａｓｅｄ ｔｕｂｅｒ

植株发病率 Ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｐｌａｎｔ ／ ％
块茎膨大期
Ｔｕｂｅｒ ｂｕｌｋｉｎｇ

ｓｔａｇｅ

淀粉积累期
Ｓｔａｒｃｈ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ

ｓｔａｇｅ

收获期
Ｈａｒｖｅｓｔ ｔｉｍｅ

ＣＰ５ ＣＫ ４５．４１±３．２４ｂ ２０．１３±２．０２ａ ３４．６７±４．５１ａ ３２．００±２．６５ａ ３９．６７±１．５３ａ

ＡＢＲ ６３．１９±４．０３ａ ６．２３±１．３７ｂ ８．０１±３．０２ｂ ９．３３±３．０６ｂ １３．００±１．００ｂ

ＣＰ６ ＣＫ ４４．６２±４．０８ｂ ２１．２７±２．４０ａ ３９．３３±３．０６ａ ３６．００±３．０１ａ ４０．３３±３．２１ａ

ＡＢＲ ６８．３８±４．２６ａ ６．２７±０．７５ｂ ７．００±１．７３ｂ ８．３３±２．０８ｂ １０．３３±１．５３ｂ

２．３　 土壤灭菌⁃生物有机肥联用对连作马铃薯植株生理特征的影响

由图 １ 可知， 土壤灭菌和生物有机肥联用能够显著影响连作马铃薯植株生理特征。 在 ＣＰ５ 地块上，
ＡＢＲ 处理的叶绿素含量较 ＣＫ 在块茎膨大和淀粉积累期分别显著增加约 ９．３６％和 ７．２７％； 在 ＣＰ６ 地块上， 两

个生育时期也分别显著增加约 ７．２７％和 １１．１７％。 同时， 两个地块下， 不同生育时期内 ＡＢＲ 处理较 ＣＫ 均显

著提高连作马铃薯植株的根系活力。 此外， ＡＢＲ 处理下植株叶片和根系的丙二醛含量较 ＣＫ 均显著降低， 其

中以根系降幅最大， 约为 ６２．３２％—６７．５３％。
２．４　 土壤灭菌⁃生物有机肥联用对连作土壤真菌群落结构的影响

应用变性梯度凝胶电泳技术（ＤＧＧＥ）分离真菌 １８Ｓ ｒＤＮＡ 片段的 ＰＣＲ 产物， 不同 ＤＮＡ 片段迁移为若干

７　 ２０ 期 　 　 　 刘星　 等：土壤灭菌⁃生物有机肥联用对连作马铃薯及土壤真菌群落结构的影响 　
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图 １　 土壤灭菌⁃生物有机肥联用对连作马铃薯植株生理特征的影响
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ＴＢＳ：块茎膨大期 ｔｕｂｅｒ ｂｕｌｋｉｎｇ ｓｔａｇｅ；ＳＡＳ：淀粉积累期 ｓｔａｒｃｈ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ；图中数据为平均值±标准差（ｎ＝ ３）， 不同小写字母表示相同

供试地块下处理间差异达到显著水平（Ｐ＜０．０５）

条带。 整体来看， 土壤灭菌和生物有机肥联用处理改变了马铃薯连作土壤的真菌群落结构， 这从 ＤＧＧＥ 图

谱的条带数量和相关条带的明暗程度上均能体现（图 ２）。 进一步通过计算多样性指数来定量化描述连作土

壤真菌群落结构变化（图 ３）。 灭菌降低连作土壤真菌群落的多样性， 表现在 ＡＢＲ 处理下播前土壤真菌群落

的多样性指数较 ＣＫ 在两个供试地块上均显著下降， 这是由于真菌病原菌受到抑制所致。 但在马铃薯苗期，
ＣＰ５ 地块上 ＡＢＲ 处理和 ＣＫ 间多样性指数却并未表现出显著差异， 这可能与土壤灭菌结束后短期内连作土

壤残存真菌重新生长繁殖有关， 而在马铃薯播种过程中因耕作所带来的土壤扰动和施肥也有利于这种真菌

群落的快速恢复。 在 ＣＰ５ 地块上， 随着生育进程的推进并伴随着生物有机肥的浇灌， ＡＢＲ 处理的真菌群落

多样性指数逐渐下降， 而 ＣＫ 则变化不大， 表现在块茎膨大期和淀粉积累期， ＡＢＲ 处理多样性指数较 ＣＫ 分

别显著下降约 １１．６８％和 ２４．６８％， 这种处理间差异直至收获期消失。 而就 ＣＰ６ 地块来看， ＡＲＲ 处理和 ＣＫ 的

真菌群落多样性指数变化趋势与 ＣＰ５ 地块整体一致， 只是变化程度略有不同。 统计分析表明， 在块茎膨大
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期和淀粉积累期， 连作土壤真菌群落的多样性指数与植株发病率之间有着极显著的正相关关系（Ｒ２ ＝ ０．５３８５，
Ｐ＜０．０００１， ｎ＝ ２４）。

图 ３　 土壤灭菌⁃生物有机肥联用对马铃薯连作土壤真菌群落多样性的影响

Ｆｉｇ．３ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｍｅｎｄｍｅｎｔ ｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ

ＢＳ：播前 ｂｅｆｏｒｅ ｓｏｗｉｎｇ； ＳＳ：苗期 ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｇｅ；ＴＢＳ：块茎膨大期 ｔｕｂｅｒ ｂｕｌｋｉｎｇ ｓｔａｇｅ；ＳＡＳ：淀粉积累期 ｓｔａｒｃｈ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ；ＨＴ：收获期

ｈａｒｖｅｓｔ ｓｔａｇｅ

图 ４　 土壤灭菌⁃生物有机肥联用对马铃薯连作土壤真菌致病菌数量的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｍｅｎｄｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｉｎ

ｓｏｉｌｓ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ

２．５　 土壤灭菌⁃生物有机肥联用对马铃薯连作土壤致病菌数量的影响

马铃薯连作土壤中 ３ 种真菌致病菌数量的动态变化见图 ４。 可以看出， 土壤灭菌和生物有机肥联用能够

显著抑制土传真菌致病菌数量。 在 ＣＰ５ 地块上， ＡＢＲ 处理立枯丝核菌的数量在播前、苗期、淀粉积累期和收

获期较 ＣＫ 相比显著下降约 ３０．３５％—６０．４０％； 而在块茎膨大期， 尽管也表现为 ＡＢＲ 处理低于 ＣＫ， 但并未达

到差异显著水平。 在 ＣＰ６ 地块上， ＡＢＲ 处理和 ＣＫ 土壤立枯丝核菌数量的变化趋势与 ＣＰ５ 地块表现一致。
此外， ＡＢＲ 处理较 ＣＫ 也显著降低整个生育期内接骨木镰刀菌和茄病镰刀菌的数量， 且不同供试地块表现基
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本一致。 土壤致病菌数量的显著下降是连作系统下马铃薯植株发病率和病薯率下降的直接原因， 相关分析

结果证明， ３ 种致病菌数量与植株发病率间均有着极显著的正相关关系（Ｒ２ ＝ ０．２０００—０．４１１３， Ｐ＜０．０１， ｎ ＝
３６）， 且立枯丝核菌（Ｒ２ ＝ ０．４７２６， Ｐ＝ ０．０１３５， ｎ＝ １２）和接骨木镰刀菌数量（Ｒ２ ＝ ０．３８６２， Ｐ＝ ０．０３１０， ｎ＝ １２）与
病薯率之间也均有着显著的正相关关系。

３　 结论与讨论

３．１　 土壤灭菌⁃生物有机肥联用能够有效缓解马铃薯连作障碍

集约化生产实践和订单农业种植模式导致甘肃省中部沿黄灌区出现严重的马铃薯连作障碍问题， 危害

马铃薯产业的可持续健康发展。 随着马铃薯主粮化战略的实施， 发展高效的马铃薯连作障碍防控技术也愈

发紧迫。 目前， 马铃薯连作障碍防控研究更多是通过田间试验来筛选或验证对连作障碍具有高抗性的种质

资源［３３］， 但对于以农业订单为导向的加工型马铃薯生产企业而言， 新品种的选用往往存在着极大的市场风

险。 并且通过基因工程手段来培育新的种质资源或抗连作的马铃薯新品系也进展缓慢。 也有研究采用化学

调控方法来进行马铃薯连作障碍防控， 其主要机理是改善马铃薯植株对连作胁迫整体的生理抗性， 比如外

源水杨酸和黄腐酸等［３４⁃３５］， 但这类方法对于生产实践来讲只是治标不治本， 并且以上研究都是在模拟条件

下进行的， 未得到田间验证。 本研究表明， 在大田条件下， 土壤灭菌和生物有机肥联用能够改善植株生长发

育， 显著增加块茎产量， 提高植株生产力， 降低长期连作下马铃薯产量损失。 从植株生理生态角度来看， 土

壤灭菌和生物有机肥联用处理有效缓解了马铃薯植株所受到的连作胁迫程度， 表现在 ＡＢＲ 处理下植株根冠

比以及叶片和根系的丙二醛含量较 ＣＫ 均有显著下降。 根冠比的调整是高等植物应对外界生物或非生物胁

迫的基本策略， 它能反映作物的生长发育状况， 连作条件下土壤理化和生化环境的恶化导致马铃薯植株根

冠比显著增加［３６⁃３７］。 丙二醛是活性氧自由基对细胞质膜系统自由基链式攻击的产物， 其含量下降对连作马

铃薯叶片和根系细胞质膜维持正常的结构和功能具有重要的意义［３６］。 田间试验结果表明， ＡＢＲ 处理叶绿素

含量和根系活力较 ＣＫ 均显著增加， 连作马铃薯植株光合生理得到改善， 根系对水分和养分吸收增强， 这是

土壤灭菌和生物有机肥联用后连作马铃薯块茎产量大幅增加的生理基础。 而土壤环境改善是马铃薯植株连

作障碍能够得到缓解的必要条件。
３．２　 土壤灭菌⁃生物有机肥联用影响马铃薯连作土壤真菌群落结构

大量的报道均已指出， 连作障碍问题的实质是土壤障碍问题， 而调控连作土壤微生态环境是解决连作

障碍问题的突破口。 根据已有的文献资料， 本研究首次报道马铃薯连作土壤微生态环境调控策略并加以田

间验证， 即在抑制土传病害致病菌的前提下通过携带有大量益生菌和拮抗菌的商品化生物有机肥应用来逐

步改善连作土壤微生物区系。 农作物长期连作种植通常导致土壤微生物群落结构发生改变， 各种土传病害

滋生， 而其中真菌型土传病害往往居多［８］。 有鉴于此， 本研究将连作土壤真菌群落结构变化作为研究重点。
ＰＣＲ－ＤＧＧＥ 结果表明， 土壤灭菌和生物有机肥联用能够显著影响马铃薯连作土壤真菌群落结构。 在苗期、
块茎膨大期和淀粉积累期， ＡＢＲ 处理真菌群落多样性指数较 ＣＫ 显著下降约 ５％—２０％， 并且多样性指数与

发病率之间存在着显著或极显著的正相关关系， 这种真菌群落结构的变化是土壤灭菌和生物有机肥浇灌共

同作用的结果［２９，３８⁃３９］。 沈宗专等［２８］指出， 灭菌处理后土壤微生物活性下降， 不利于土壤生态系统稳定， 易

受其它微生物侵染。 故在土壤灭菌后， 需及时补施生物有机肥， 增加土壤中有益微生物的数量及比例［２７］。
Ｗｕ 等［３９］对烟草青枯病的研究表明， 土壤灭菌和生物有机肥施用结合较单独的土壤灭菌处理、土壤灭菌和堆

肥结合相比能够给土壤中补充大量的有益微生物， 如 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．， Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．， Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｓｐ．，
Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ．和 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ．等， 土壤微生物群落结构得到明显改善， 而这是植株发病率下降的重要原

因。 传统的肥料施用方法导致外源有益菌和拮抗菌远离根系， 不能形成在根区范围的有效定植［４０⁃４２］， 本研

究通过将生物有机肥进行多次兑水浇灌， 在生育期内将有益菌和拮抗菌持续性地向马铃薯根际补充， 不仅

能够达到抑制病原菌的目的， 还能够改善微生物群落结构， 有助于有益菌和拮抗菌在连作马铃薯根系周围
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的“生物墙”形成［３２］， 这也是本研究与已有的相关报道在方法学上的最大不同。
３．３　 土壤灭菌⁃生物有机肥联用降低马铃薯连作土壤致病菌的数量

田间试验结果也表明， 土壤灭菌和生物有机肥联用处理能够显著降低马铃薯连作土壤中土传致病菌的

数量。 在两个供试地块上， ＡＲＢ 处理土壤中 ３ 种致病菌数量较 ＣＫ 在生育期内均有大幅下降， 致病菌数量与

植株发病率和病薯率之间均有着显著或极显著的正相关关系。 土传致病菌数量的下降减少了植株和薯块被

侵染的风险， 这是发病率和病薯率显著降低的直接原因。 氨水已被证明是一种良好的化学灭菌剂， 能够杀

灭土壤中多种病原微生物， 其机理是氨能够抑制真菌的孢子萌发和菌丝生长［２８，３８］。 氨水灭菌后土壤真菌数

量会出现显著下降， 而细菌数量并不会发生明显的变化， 氨水灭菌对细菌的影响要小于真菌［２８］， 这对于以

真菌型土传病害为主的甘肃省中部沿黄灌区马铃薯连作系统而言尤为重要， 能够有效避免对土壤微生物区

系的过度扰动。 此外， 在本研究的土壤灭菌处理过程中， 半腐熟玉米秸秆的添加结合饱和灌水实际上也诱

导了上层土壤强还原环境的形成， 这对于播前土壤中真菌型病原菌的抑制同样具有积极作用［４３］。 但播前灭

菌并不能完全杀灭土壤中所有的致病微生物， 因而在生育期内通过土壤调控形成对病原菌的持续抑制十分

重要， 将病原菌的数量控制在不发病或轻度发病的阈值内。 在本试验中也可以看出， ＡＢＲ 处理和 ＣＫ 间土壤

病原菌数量差异出现播前小于块茎膨大和淀粉积累期的现象， 表明在播前灭菌的基础上通过生物有机肥的

浇灌能够形成对病原菌的持续抑制。 连作马铃薯生长过程中， 除了生物有机肥携带的拮抗菌直接作用于病

原菌外， 土壤微生物区系结构的改变也是真菌型土传病原菌能够被持续抑制， 植株发病率和病薯率下降的

重要原因， 这在其它研究中已被充分验证［２７，３１⁃３２，４４］， 但其机理尚需进一步研究。 早前关于苹果连作障碍的研

究表明， 使用溴甲烷作为化学灭菌剂并结合堆肥改良并不能改善果树生长发育状况和提高果实产量， 推测

可能与供试作物差异以及连作障碍程度有关［４５］。 此外， 堆肥中缺乏有益微生物或拮抗微生物， 土壤灭菌结

束后， 单靠有机碳输入来提高土壤生物活性难以达到持续抑制致病菌的目的［１９］。
综上所述， 在甘肃中部沿黄灌区， 土壤灭菌和生物有机肥联用能够有效改善长期连作条件下马铃薯植

株的生长发育和生理特征， 显著抑制土传病害滋生， 提高块茎产量， 降低集约化生产条件下马铃薯产量损

失。 其主要机理在于土壤灭菌和生物有机肥联用有效降低了连作土壤中病原菌数量和改善了土壤微生物群

落结构。 但在马铃薯长期连作条件下， 土壤细菌群落结构对土壤灭菌和生物有机肥联用的响应本研究并未

涉猎。 因而在下一步研究工作中， 弥补这一短板并结合高通量测序等分子生物学技术能够加深我们对“疾
病”土壤微生物区系向“健康”土壤微生物区系的变化路径或演进特征等方面的了解。
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