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摘要：针对目前连作导至植烟土壤酸化和根茎病害发生重的问题，田间条件下，研究了嗜酸性韩国假单胞 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ
ＣＬＰ⁃７ 对酸化植烟土壤 ｐＨ、养分、酶活性及微生物群落功能多样性的影响。 结果表明：ＣＬＰ⁃７ 可以提高酸化植烟土壤 ｐＨ；同时，
ＣＬＰ⁃７ 显著提高根际土壤速效钾、有效磷、铵态氮、硝态氮和有机质含量，其中有机质含量增加最显著；根际土壤脲酶、蔗糖酶活

性呈上升趋势且均高于未施菌土壤，过氧化氢酶活性变化不明显。 ＣＬＰ⁃ ７ 处理不同时间的土壤微生物代谢多样性指数表现出

明显的差异，施菌 ３０ ｄ 时 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数，Ｒｉｃｈｎｅｓｓ 及 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数均达到最高；所有处理的 Ｐｉｅｌｏｕ 指数变化较小。
微生物碳代谢主成分分析结果显示，施菌 ３０ ｄ 时，根际土壤微生物对碳源利用与其他处理差异显著，主要为羧酸类和糖类碳

源；随着施菌时间增加，微生物对氨基酸类、羧酸类、双亲化合物类、聚合物类和糖类利用率明显提高，说明 ＣＬＰ⁃ ７ 有利于提高

连作烟田根际土壤微生物对碳源的利用能力。 综上所述，Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 能够明显提高土壤 ｐＨ、土壤酶活性，增加土壤养分

含量和土壤微生物群落功能多样性，进而改善酸化植烟土壤质量，在微生物修复酸化土壤和减轻根茎病害发生的烟草绿色防控

中具有较大的应用潜力。
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烟草栽培需要特定的地理和气候条件，受土地资源和水利条件制约，连作障碍严重［１］。 连续种植导致土

壤 ｐＨ、化学性质以及细菌丰度等显著下降，土壤微生物多样性各指标均随连作时间的延长而下降，而某些土

传根部病害，如烟草青枯病（Ｔｏｂａｃｃｏ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｗｉｌｔ）病原青枯劳尔氏菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ）在连作过程中

积累，其数量与连作时间呈显著正相关［２］，且 Ｒ． ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ 具有嗜酸性［３］，因此酸化植烟土壤中青枯病发

生愈发严重。
土壤微生物多样性，是指群落中的微生物种群类型和数量、种的丰度和均度以及种的分布情况［４］，一直

是生物学研究热点之一。 土壤微生物与土壤 ｐＨ 调节和植物病害发生密切相关。 首先，土壤 ｐＨ 值是土壤细

菌群落变化的最佳预测因子，细菌相对丰度和多样性受土壤 ｐＨ 强烈影响［５］，已有研究表明，土壤酸化可引起

青枯病的爆发，酸性条件（ｐＨ ４．５—５．５）有利于病原菌的生长［６］；其次，土传病害的发生与根际土壤微生物的

数量关系密切，土壤微生物群体可在一定程度上抑制作物的土传病害，Ｌｉ 等［７］ 通过“采用变性凝胶梯度电泳

图谱分析微生物群落多样性和丰富度”研究，表明细菌群落多样性与青枯病抑制性呈负相关，也就是说，微生

物群落结构越丰富，多样性越高，对抗病原菌的综合能力越强。 再次，增加土壤微生物功能多样性可以创造有

益于植物生长的条件［８］，而微生物功能多样性可以通过 ＢＩＯＬＯＧ 自动微生物鉴定技术分析。 ＢＩＯＬＯＧ⁃ＥＣＯ 微

平板是一种基于生物和生化特性的新方法，通过描述混合微生物群体水平的生理轮廓及群落功能多样性，能
够快速地表征环境样品的生态状况，以反映微生物种群总体活性，表征其生理特征［９］。 邹春娇等［１０］ 通过

ＢＩＯＬＯＧ⁃ＥＣＯ 技术阐明了黄瓜连作营养基质中微生物群落结构多样性特征：采用营养基质栽培黄瓜，连作第

５ 茬黄瓜产量、微生物碳代谢能力、微生物多样性各项指标及对单一碳源的高利用碳源数均显著高于各茬次；
在连作第 １１ 茬后微生物碳代谢能力显著下降，微生物多样性水平显著降低，微生物对羧酸类碳源利用率明显

提高，微生物群落结构发生单一化现象。 表征微生物活性的 ＡＷＣＤ 值和微生物功能多样性指数虽然能反映

土壤微生物的总体变化情况，并不能反映微生物群落代谢的详细信息，但是微生物对不同碳源的利用可以反

映微生物的代谢功能类群［１１］。 本研究通过 ＢＩＯＬＯＧ⁃ＥＣＯ 技术研究施用 ＣＬＰ⁃ ７ 后根际土壤微生物功能代谢

多样性变化，将土壤微生物碳源代谢利用情况与土壤中实际可利用碳源情况相联系，根据碳源利用率了解根

际微生物群落功能多样性。 目前，我国主产烟区土壤酸化趋势明显，且酸化土壤加重了烟草青枯病的发生和

为害，针对有益微生物改善酸性植烟土壤质量和土壤微生物群落功能多样性的影响研究甚少。 专利菌株
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Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７（ＺＬ．２０１７１００８１７１１．Ｘ） ［１２］ 是本实验室自主分离的嗜酸性防病促生菌（ＰＧＰＲ，Ｐｌａｎｔ Ｇｒｏｗｔｈ
Ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ Ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ），对 Ｒ． ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ 具有较强的拮抗活性，该菌株在 ｐＨ５．０—５．５ 条件下生物活性最

强，包括分泌蛋白酶、葡聚糖酶和解钾能力，适用于酸性土壤条件下烟草真菌和细菌病害的生物防治（专利已

授权）。 本试验在大田条件下将嗜酸性 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 施入连作酸化植烟土壤中，以施菌后不同时间的根

际土壤为研究对象，主要通过 ＢＩＯＬＯＧ⁃ＥＣＯ 技术和主成分分析方法研究 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃ ７ 对烟草根际土壤

ｐＨ、养分含量、酶活活性以及微生物群落功能多样性的影响，可以为合理施用嗜酸性 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃ ７ 菌株、
改善酸性土壤质量和烟草青枯病绿色防控提供生态学方面参考。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

供试：ＣＬＰ⁃７ 液体发酵液，有效浓度 １×１０１１ＣＦＵ ／ ｍＬ。
供试烟草：烤烟品种云烟 ８７。
供试培养基：营养琼脂培养基（ＮＡ，Ｎｕｔｒｉｅｎｔ Ａｇａｒ）、营养肉汤培养基（ＮＢ，Ｎｕｔｒｉｅｎｔ Ｂｒｏｔｈ）、添加 １％溴麝香

草酚蓝水溶液的 ＮＡ 培养基［１３］。
１．２　 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 施用方法

试验地点与时间：本试验于 ２０１６ 年 ５—７ 月在湖南省张家界市永定区三家馆岩水井（２８°５２′—２９°４８′Ｎ，
１０９°４０′—１１１°２０′Ｅ）连作烟田进行，供试烟田（１００ ｍ×８０ ｍ，每行 ２４０ 株，共 ７２ 行）平分为 ２ 个处理区，处理 １
是 ＣＬＰ⁃７，处理 ２ 是空白对照（ＣＫ， Ｃｈｅｃｋ），每处理 ３ 次重复，每重复 ２ 行，共 ４００ 株。 以云烟 ８７ 为供试材料

（生育期为出苗后 ４５ ｄ），初移栽后将 ＣＬＰ⁃７ 发酵液 ５００ 倍稀释后灌根做定根水，每株用量为 １００ ｍＬ，施用等

量灌溉水还苗后（间隔 １０ ｄ），再等量施用 １ 次，共施用 ２ 次；ＣＫ 处理同于上述施菌方法，施用等量灌溉水，试
验田间管理同于大田标准管理。

图 １　 五点取样法取样示意图

Ｆｉｇ．１　 Ｆｉｖｅ⁃ｐｏｉｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ

１．３　 根际土壤采集及处理

分别于第二次施菌后 １０ ｄ（团棵期）、３０ ｄ（旺长

期）、５０ ｄ（成熟期）采用 ５ 点取样法，如图 １ 所示，先确

定处理小区对角线的中点作为中心取样点，再在对角线

上选择 ４ 个与中心样点距离相等的点为取样点，处理组

烟草，每点 ５ 棵烟株，共 ２５ 株。 根际土样收集采用抖根

法［１４］，即拔出根系，去除根围土，将离主根和须根根轴

表面数毫米范围之内附着的土壤抖到自封袋中，混合均

匀共约 １００ ｇ；另第 ５０ 天同时采集 ＣＫ 处理土样，采集

方法同上，取好的土样尽快置于－２０ ℃保存、备用。
１．４　 测定指标及方法

１．４．１　 根际土壤 ｐＨ 测定

（１）室内培养基 ｐＨ 测定：通过添加酸碱指示剂———溴麝香草酚蓝测定平板 ｐＨ 变化。 在添加 １％溴麝香

草酚蓝水溶液的 ＮＡ 平板上划线接种 ＣＬＰ⁃７，于 ２８ ℃培养箱中黑暗培养 ４８ ｈ。
（２）烟田土壤 ｐＨ 测定：采用电位法［１５］。 称取各处理（通过 ２ ｍｍ 筛孔）风干土样 ５ ｇ 于 ５０ ｍＬ 烧杯中，加

入 １２．５ ｍＬ 无二氧化碳的水，搅拌 ５ ｍｉｎ，静置 ３０ ｍｉｎ，使用 ＰＨＳ⁃３Ｅ 型 ｐＨ 计测定土壤 ｐＨ，３ 次重复。
１．４．２　 根际土壤酶活活性与养分含量测定

土壤酶活测定均参照关松荫［１６］方法，包括土壤脲酶（Ｓ⁃ＵＥ，ｓｏｉｌ ｕｒｅａｓｅ）、蔗糖酶（Ｓ⁃ＩＡ，ｓｏｉｌ ｉｎｖｅｒｔａｓｅ）和过

氧化氢酶（Ｓ⁃ＣＡＴ，ｓｏｉｌ ｃａｔａｌａｓｅ）；土壤养分含量测定均参照鲍士旦［１７］方法：速效钾（ＡＫ，Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ）用火焰光

度计法测定、速效磷（ＡＰ，Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ）用钼蓝比色法测定、铵态氮（ＡＮ，Ａｍｍｏｎｉｕｍ Ｎ）用靛酚蓝比色法测定、硝

９５３５　 １５ 期 　 　 　 赵倩　 等：施用韩国假单胞菌 ＣＬＰ⁃７对连作烟田土壤质量及微生物群落功能多样性的影响 　
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态氮（ＮＮ，Ｎｉｔｒａｔｅ Ｎ）用酚二磺酸比色法测定和有机质（ＯＭ，Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ）用重铬酸钾容量法（外加热法）测
定。 试验均为 ３ 次重复。
１．４．３　 ＢＩＯＬＯＧ⁃ＥＣＯ 分析根际土壤微生物群落功能多样性

ＢＩＯＬＯＧ⁃ＥＣＯ 含有 ３１ 种碳源，分为氨基酸类、糖类、羧酸类、胺类、双亲化合物及聚合物六类物质［１８］。
ＥＣＯ 接种液制备方法：将土样放在 ２５ ℃条件下活化 ２４ ｈ，取 ５ ｇ（当量干重）土样于 １００ ｍＬ 三角瓶中，加入 ４５
ｍＬ 灭菌水，３０ ｍｉｎ 后，用移液枪取 １ ｍＬ 泥浆到 ２ ｍＬ 离心管中。 在 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 ２０ ｍｉｎ，弃去上清液，
加 １ ｍＬ 生理盐水，在振荡器上振动 ５ ｍｉｎ 使之混匀；再于 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 ２０ ｍｉｎ，重复 ２ 次，除去其中的

碳源；弃去上清液，加 １ ｍＬ 生理盐水，在振荡器上振动 ５ ｍｉｎ 使之混匀，于 ２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １ ｍｉｎ。 取上清

液倒人装有 ２０ ｍＬ 已灭菌生理盐水（ＮａＣ１，０．８５％）的离心管中，并使其 ＯＤ５９０ ｎｍ维持在 ０．１３±０．０２，制备出接种

液并移至储液槽。 使用 ８ 孔道排枪向 ＥＣＯ 板培养基孔中加 １５０ μＬ 接种液，每个样品 ３ 次重复。 接种好的微

孔板用自封袋封好，作好标记后放入 ２８ ℃恒温培养箱中。 分别于 ２４、４８、７２、９６、１２０、１４４、１６８、１９２、２１６、２４０ ｈ
使用 ＢＩＯＬＯＧ 微孔板读数仪自动测定吸光度。
１．５　 数据处理

（１）孔的平均颜色变化率：微平板孔中溶液吸光值平均颜色变化率［１９］（ ａｖｅｒａｇｅ ｗｅｌｌ ｃｏｌｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，
ＡＷＣＤ）ＡＷＣＤ＝∑（Ｃ ｉ－Ｒ） ／ ｎ。 式中，Ｃ ｉ为第 ｉ 个非对照孔的吸光值，Ｒ 为对照孔的吸光值，ｎ 为培养基碳源种

类数（本研究中 ｎ＝ ３１）。
（２）Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数［１０］ 　 　 　 　 Ｈ＝ －∑（Ｐ ｉ－ｌｎＰ）

式中 Ｐ ｉ表示第 ｉ 个非对照孔中的吸光值与所有非对照孔吸光值总和的比值，即 Ｐ ｉ ＝（Ｃ ｉ－Ｒ） ／∑（Ｃ ｉ－Ｒ）。
（３）Ｓｉｍｐｓｏｎ 优势度指数［１０］ Ｄ＝ １－∑Ｐ ｉ

２

（４）Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数［１０］ Ｊ＝Ｈ ／ ｌｎＲ
式中，Ｒ 为被利用的碳源总数。

（５）ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数［１０］是基于群落物种多维空间上的 Ｅｕｃｌｉｄｉａｎ 距离的多样性指数，Ｕ ＝ ∑ｎ２
ｉ 。 式中，ｎｉ是

第 ｉ 孔的相对吸光值（Ｃ ｉ－Ｒ）。
（６）丰富度指数（Ｒ） ［１０］，指被利用的碳源总数目，本研究中为每孔中（Ｃ ｉ－Ｒ）的值大于 ０．２５ 的孔数。
主成分分析应用 ＳＰＳＳ １９．０ 软件的 Ｄａｔａ Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ 工具，多样性指数、碳源相对利用率，采用 １６８ ｈ 各施菌

时间样 ＡＷＣＤ 值计算［９］，绘图应用 Ｏｒｉｇｉｎ ９．０ 软件。

　 图 ２　 ＣＬＰ⁃７划线前后添加指示剂培养基的显色变化

Ｆｉｇ．２ 　 Ｃｏｌｏｒ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ａｍｅｎｄｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ

ａｆｔｅｒ ｉｎｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ ＣＬＰ⁃７ ｂｙ ｐｌａｔｅ ｓｃｒｉｂｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

２　 结果与分析

２．１　 添加 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃ ７ 对培养基和根际土壤 ｐＨ
的影响

首先，ＣＬＰ⁃７ 培养 ４８ ｈ 后，添加指示剂的培养基由

初始的黄色（ｐＨ ６．０）变为绿色（＞ｐＨ ７．０）（图 ２）说明该

菌株的生长代谢过程能引致培养基 ｐＨ 明显升高。 其

次，田间试验（３ 次重复）结果显示（图 ３），随着施用

ＣＬＰ⁃７ 时间的增加，根际土壤 ｐＨ 发生较明显的变化，
第一次采样（团棵期，施菌 １０ ｄ）的根际土壤 ｐＨ 是 ５．１±
０．０，处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）；第二次采样（旺长期，
施菌 ３０ ｄ）的根际土壤 ｐＨ 是 ５．３±０．１；第三次采样（成
熟期，施菌 ５０ ｄ）的根际土壤 ｐＨ 升高至 ５．４±０．０，ＣＫ 处

理的 ｐＨ 是 ５． ２ ± ０． １，各处理与对照组差异显著（Ｐ ＜
０．０５）。 说明施菌后，土壤 ｐＨ 呈升高趋势。
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图 ３　 ＣＬＰ⁃７不同处理时间烟草根际土壤 ｐＨ 变化

　 Ｆｉｇ．３　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｐＨ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｂｙ ＣＬＰ⁃７

不同字母代表差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．２　 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 对根际土壤酶活性的影响

如表 １ 所示，ＣＬＰ⁃７ 处理对根际土壤酶活性存在不

同程度的影响。 施菌后 １０ ｄ、３０ ｄ 和 ５０ ｄ 时，脲酶、蔗
糖酶和过氧化氢酶活性均呈先上升后下降的趋势，其
中，蔗糖酶、脲酶活性高于 ＣＫ，３０ ｄ 时活性最高，分别比

ＣＫ 增加 ５．８％和 ３５．５％，处理间差异显著；过氧化氢酶

活性在整个取样时间内均低于 ＣＫ。
２．３　 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 对根际土壤养分含量的影响

由表 ２ 数据可知，Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 可以不同程度

提高土壤养分含量。 铵态氮和硝态氮含量在施菌后 １０
ｄ 最高，分别比 ＣＫ 增长 ３４．９％和 ３６．３％；然后随施菌时

间增加而下降，处理间差异显著；速效钾含量随施菌时

间增加呈先上升后下降趋势，但 ３ 个处理的含量均高于

ＣＫ，处理间差异显著；且 ３０ ｄ 时，速效钾含量最高，比
ＣＫ 增加 １３．４％；ＣＬＰ⁃ ７ 对根际土壤有效磷含量影响较

大，施菌 １０ ｄ 时，根际土壤有效磷含量最高，比 ＣＫ 增加

３９４．３％，然后逐渐下降，至 ５０ ｄ 时，有效磷含量仍比 ＣＫ 增加 １１０．０％，处理间差异显著；根际土壤有机质含量

增加明显，所有取样时间的土壤有机质含量呈先上升后下降的趋势，且均高于 ＣＫ 处理，分别增加了 １１．１％，
１９．０ ％和 １６．７％，３０ ｄ 时含量最高。

表 １　 ＣＬＰ⁃７对烟草根际土壤酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｔｙ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｂｙ ＣＬＰ⁃７ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

蔗糖酶
Ｉｎｖｅｒｔａｓｅ ／ （ｍｇ ／ ｇ± ／ ｄ）

过氧化氢酶
Ｃａｔａｌａｓｅ ／ （ｍＬ ／ ｇ± ／ ｈ）

脲酶
Ｕｒｅａｓｅ ／ （ｍｇ ／ ｇ± ／ ｄ）

１０ ｄ ３．３±０．１ｃ ０．１±０．０ｃ ２８．６±０．１ｄ

３０ ｄ ６．０±０．１ａ ０．４±０．１ｂ ３７．５±０．３ａ

５０ ｄ ３．３±０．０ｃ ０．３±０．０ｂ ３２．６±０．４ｂ

ＣＫ ５．７±０．２ｂ １．２±０．２ａ ２７．６±０．３ｅ

　 　 同列数据后不同字母代表差异显著（Ｐ＜０．０５）

表 ２　 ＣＬＰ⁃７不同处理时间烟草根际土壤养分含量变化

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｂｙ ＣＬＰ⁃７ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

有效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

铵态氮
Ａｍｍｏｎｉｕｍ Ｎ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

硝态氮
Ｎｉｔｒａｔｅ Ｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

１０ｄ ３９３．５±０．９ｃ ４５６．５±０．５ａ １１８．８±０．４ａ ５０．７±０．８ａ ２８．９±０．４ｃ

３０ｄ ４３４．３±０．８ａ ２３５．５±０．４ｂ ９３．５±０．７ｂ ２１．５±０．６ｂ ３６．８±０．５ａ

５０ｄ ４１３．８±０．２ｂ １７２．１±１．８ｃ ６５．６±０．６ｄ １１．１±０．４ｅ ３４．５±１．２ｂ

ＣＫ ３８３．１±１．６ｄ ６２．１±０．６ｆ ８３．９±０．２ｃ １４．４±０．７ｃ １７．８±１．０ｄ

　 　 同列数据后不同字母代表差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．４　 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 对根际土壤微生物代谢功能多样性的影响

２．４．１　 根际土壤微生物代谢功能的变化特征及主成分分析

由图 ４ 可以看出，随着培养时间的增加，根际土壤中的微生物活性不断升高，自 ２４ ｈ 起 ＡＷＣＤ 值迅速升

高，１６８ ｈ 后趋于稳定状态。 对比不同施菌时间根际土壤微生物 ＡＷＣＤ 值发现，其变化趋势为 ３０ ｄ＞５０ ｄ＞ＣＫ
＞１０ ｄ，即施菌 ３０ ｄ 时，ＡＷＣＤ 值达到最高值 １．３，比 ＣＫ 增加 ３７１．６％；施菌后 ５０ ｄ 时，ＡＷＣＤ 值下降为 ０．６７，但

１６３５　 １５ 期 　 　 　 赵倩　 等：施用韩国假单胞菌 ＣＬＰ⁃７对连作烟田土壤质量及微生物群落功能多样性的影响 　
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仍比 ＣＫ 增加 １．２３％，施菌 １０ ｄ 时的 ＡＷＣＤ 值最小，为 ０．１９，比 ＣＫ 减少 ０．３８％。 上述结果说明， ＣＬＰ⁃ ７ 能显

著提高根际土壤微生物对碳源的利用率。
对不同处理根际土壤培养 １６８ ｈ 后各碳源 ＡＷＣＤ 值进行主成分分析，在 ３１ 种因子中提取 ３ 个主成分因

子，第 １、２、３ 主成分得分贡献率分别为 ４９．０％、３６．９％、１１．３％，累计贡献率达 ９７．３％，其余各主成分的贡献率很

小，因此将前 ３ 个主成分得分作图，来表征施菌后不同时间根际土壤微生物碳源代谢特征。 结果如图 ５ 所示，
１０ ｄ 在 ＰＣ１、ＰＣ２ 上得分最高，说明施菌 １０ ｄ 烟株土壤微生物碳源利用影响最大；反之，３０ ｄ 和 ＣＫ 得分相近

且较小，施菌 ３０ ｄ 后与 ＣＫ 处理土壤微生物对碳源利用能力相似程度较高。

　 图 ４　 ＣＬＰ⁃ ７ 不同处理时间烟草根际土壤微生物的 ＡＷＣＤ 值

变化

Ｆｉｇ．４　 ＡＷＣＤ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｂｙ ＣＬＰ⁃

７ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｅｓ

　 图 ５　 ＣＬＰ⁃７不同处理时间烟草根际土壤微生物碳源代谢主成分

分析

Ｆｉｇ．５ 　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＰＣＡ） ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ｂｙ ＣＬＰ⁃７ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

Ａ—Ｄ：１０ ｄ， ３０ ｄ， ５０ ｄ，ＣＫ

２．４．２　 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 对根际土壤微生物多样性指数的影响

施用 ＣＬＰ⁃７ 后，根际土壤微生物 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 优势度指数、Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数、
Ｒｉｃｈｎｅｓｓ Ｉｎｄｅｘ 丰富度指数以及 Ｍｃｌｎｔｏｓｈ 指数在不同取样时间内发生了不同程度的变化，从表 ３ 可以看出，
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、Ｒｉｃｈｎｅｓｓ 指数和 Ｍｃｌｎｔｏｓｈ 指数随着施菌时间的增加呈升高趋势，施菌 ３０ ｄ
时达到最高，分别为 ３．３、１．０、２６．７ 和 ８．０，比 ＣＫ 分别增长 １６．５％、３．２％、５３．７％和 ２７．５％，处理间差异显著；而
Ｐｉｅｌｏｕ 指数随着施菌时间的增加变化不明显，与 ＣＫ 基本持平。

表 ３　 ＣＬＰ⁃７不同处理时间烟草根际土壤微生物群落功能多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｂｙ ＣＬＰ⁃７ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

香浓指数（Ｈ）
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ Ｉｎｄｅｘ

优势度指数（Ｄ）
Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｉｎｄｅｘ

丰富度指数（Ｒ）
Ｒｉｃｈｎｅｓｓ Ｉｎｄｅｘ

均匀度指数（Ｊ）
Ｐｉｅｌｏｕ Ｉｎｄｅｘ

Ｍｃｌｎｔｏｓｈ 指数（Ｕ）
Ｍｃｌｎｔｏｓｈ Ｉｎｄｅｘ

１０ ｄ ２．３±０．３ｃ ０．４±０．３ｂ ６．３±１．２ｄ １．３±０．３ａ ２．６７±０．４１ｃ

３０ ｄ ３．３±０．０ａ １．０±０．０ａ ２７．７±１．２ａ １．０±０．０ｂ ８．０２±０．４１ａ

５０ ｄ ２．５±０．１ｃ ０．９±０．０ａ １０．０±１．０ｃ １．１±０．０ａｂ ２．９２±０．２４ｃ

ＣＫ ２．８±０．０ｂ ０．９±０．０ａ ８．０±１．０ｄ １．０±０．０ｂ ２．９０±０．６８ｂ

　 　 同列数据后字母不同代表差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．４．３　 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 对根际土壤微生物利用碳源能力的影响

ＢＩＯＬＯＧ ＥＣＯ 微孔板含有 ３１ 种碳源，基于碳源官能团的不同，将其分为 ６ 类，分别是氨基酸类、羧酸类、
胺类、聚合物类、双亲化合物类和糖类。 本试验各处理土壤微生物群落对 ６ 类碳源的相对利用率如图 ６ 所示，
ＣＬＰ⁃７ 对根际土壤微生物碳源利用有不同程度的影响。 随着施菌时间的增加，根际土壤微生物对碳源的利用

２６３５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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率逐渐增强，尤其是对羧酸类和糖类碳源的利用率较高，均超过 ５０％，但利用率也存在明显差异，对羧酸和糖

类碳源利用率强弱顺序分别为 １０ ｄ＞５０ ｄ＞ＣＫ＞３０ ｄ 和 ５０ ｄ＞１０ ｄ＞３０ ｄ＞ＣＫ。 施菌 １０ ｄ 时，土壤微生物对土壤

中羧酸类碳源相对利用率达到 １００％；施菌 ５０ ｄ，土壤微生物对糖类、胺类和聚合物类碳源相对利用率均达到

１００％，氨基酸类和双亲类碳源相对利用率在施菌后 ３０ ｄ 达到最高，分别为 ７０．３％和 １００％。

图 ６　 ＣＬＰ⁃７不同处理时间烟草根际土壤微生物对 ６ 类碳源相对利用率

Ｆｉｇ．６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｂｙ ＣＬＰ⁃７

不同字母代表差异显著（Ｐ＜０．０５）

如图 ７ 所示，碳源低利用率预示着微生物对其利用能力的衰退，碳源高利用率表明微生物对其利用需求

较强。 施用 ＣＬＰ⁃７ 后，土壤微生物对 ３１ 种碳源的利用能力显著提高，变化规律为 ３０ ｄ＞ＣＫ＞５０ ｄ＞１０ ｄ，与 ＣＫ
差异显著。 施菌 ５０ ｄ 时，碳源基本被土壤中微生物完全利用。 另外，随着施菌时间增加，土壤微生物对大部

分氨基酸类碳源（Ｌ⁃精氨酸、Ｌ⁃天冬酰氨酸、Ｌ⁃苯基丙氨酸、Ｌ⁃丝氨酸、Ｌ⁃苏氨酸）、部分羧酸类碳源（Ｄ⁃葡萄氨

酸、Ｄ⁃半乳糖醛酸、２⁃羟苯甲酸）、部分聚合物类（吐温 ４０、肝糖）、双亲类化合物碳源的丙酮酸甲酯和大部分糖

类碳源（α⁃Ｄ⁃乳糖、ｉ⁃赤藻糖醇、Ｎ⁃乙酰基⁃葡萄胺）代谢活性有明显的提高，而对氨基酸类碳源的 Ｌ⁃苏氨酸、羧
酸类的 Ｄ⁃半乳糖醛酸、γ⁃羟基丁酸和衣康酸、胺类碳源中的苯乙胺和部分糖类碳源，包括葡萄糖⁃ １⁃磷酸、Ｄ，Ｌ⁃
α⁃甘油和 β⁃甲基⁃Ｄ⁃葡萄糖苷的代谢活性降低。

３　 结论与讨论

无论是从土壤 ｐＨ、养分、酶活性的物质代谢，还是从土壤微生物对碳源的利用率和土壤微生物功能多样

性的角度出发，Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃ ７ 有助于改善连作酸化土壤质量，包括提高土壤 ｐＨ，增加土壤速效钾、有效

磷、铵态氮、硝态氮含量，提高土壤脲酶和土壤蔗糖酶活性，增强土壤微生物功能多样性，提高对烟草青枯病的

防治和促生效果［１２］。
已有研究表明，长期连续耕作可导致严重的土壤酸化、营养失衡和根际微生态环境恶化，如植烟土壤缓解

ｐＨ 的能力降低、土壤养分含量发生非均衡变化等；当连作达到一定年限时，土壤 ｐＨ 显著下降，有机质、全氮、
全钾和有效磷含量也出现不同程度的降低［１９］。 而土壤细菌群的组成、相对丰度和多样性是由土壤 ｐＨ、土地

利用和恢复等因素决定的［５］。 本试验在室内添加指示剂培养和田间试验条件下，验证了 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 能

一定程度提高其生长环境的 ｐＨ，施用于连作导致的酸化植烟土壤后，烟草根际土壤 ｐＨ 呈升高趋势，施菌 ５０
ｄ 时土样的 ｐＨ 为 ５．４，高于 ＣＫ（ｐＨ＝ ５．２），说明 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 可通过生物修复在一定程度上改善土壤酸

化。 沈灵凤等［２０］研究表明，土壤硝态氮含量与 ｐＨ 值呈极显著负相关关系，硝态氮在土壤中大量累积会造成

土壤 ｐＨ 下降。 而本研究中，施菌后土壤中硝态氮含量呈下降趋势，进一步验证了 ＣＬＰ⁃ ７ 减少了硝态氮在土
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图 ７　 ＣＬＰ⁃７不同处理时间烟草根际土壤微生物对 ３１ 种碳源利用率

Ｆｉｇ．７　 Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｔｏ ３１ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｂｙ ＣＬＰ⁃７ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

壤中的累积，从而提高土壤 ｐＨ。 因此，在酸性土壤中施用嗜酸性 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 可以通过减少硝态氮的积

累缓解土壤酸化，创造良好的、适宜烟株生长而不利于青枯病等根茎病害发生的土壤生态环境。
据 Ｌｕｏ 等 ［２１］研究发现，土壤 ｐＨ 与土壤酶活性正相关且随着连作时间的增加，ｐＨ 下降的同时土壤酶活

性也呈下降趋势。 土壤脲酶是一种酰胺酶，是土壤中唯一一种能将尿素转化为有效氮的酶［２２］，能促进土壤尿

素水解生成氨，而氨是植物重要的氮源之一，间接为植物提供氮源。 除此之外，土壤脲酶还可以催化土壤有机

磷化合物的矿化，直接影响土壤中有机磷的分解、转化及其生物有效性［２３］。 而本研究发现随 ＣＬＰ⁃７ 处理时间

的延长，土壤脲酶活性显著提高，在施菌 ３０ ｄ 达到最高值，且施菌 １０ ｄ 时，土壤中铵态氮含量远高于对照组，
烟草根际土壤中可溶性磷含量也随施菌时间增加呈上升趋势，由此可知 ＣＬＰ⁃ ７ 可通过提高土壤脲酶的活性

将土壤中的尿素转化成氨，同时将土壤中难溶性磷酸盐转化成可溶性磷供烟株吸收，提高植物对土壤中氮和

磷元素的利用，从而促进植物生长。 与徐欣等［２４］研究的土壤脲酶活性与氮磷含量呈显著正相关关系基本一

４６３５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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致。 除此之外，在本研究中，ＣＬＰ⁃７ 处理的根际土壤中蔗糖酶和过氧化氢酶活性以及养分硝态氮和铵态氮含

量均显著提高。 而土壤蔗糖酶又称转化酶，是一种可以把土壤中高分子量蔗糖分解成能够被植物和土壤微生

物吸收利用的葡萄糖和果糖的水解酶，可为土壤生物体提供充分能源，通常情况下，土壤肥力越高，蔗糖酶活

性越强，它不仅能够表征土壤生物学活性强度，也可以作为评价土壤熟化程度和土壤肥力水平的一个指

标［２５］；过氧化氢酶主要分解土壤中的过氧化氢，降低土壤中过度累积的过氧化氢对植物根系的危害。 土壤蔗

糖酶、过氧化氢酶活与土壤中全氮含量极相关。 ＣＬＰ⁃７ 菌株不但可以通过影响土壤酶活改善土壤中氮、磷、钾
等营养元素的含量，同时其自身也具有解钾特性［１２］。 Ｖｉｒｕｅｌ 等［２６］ 指出，韩国假单胞菌 ＳＰ２８ 具有溶磷作用以

及促进玉米生长特性。 由此可知，ＣＬＰ⁃７ 可通过提高酸化土壤酶活和解磷解钾增加氮磷元素含量，进而促进

植株的生长发育，抑制青枯病的发生。
一般来说，土壤有机质含量的多少，是土壤肥力的一个重要指标，另外，据吴迪等［２７］研究发现，根际微

生物丰富度和多样性指数均与土壤有机质含量呈显著正相关。 本试验中 ＣＬＰ⁃ ７ 菌株能显著提高根际土壤有

机质含量，施菌后三个时间处理比 ＣＫ 处理分别增加约 ６２．９％、１０９．２％和 ９３．８％，分析其原因可能是土壤有机

质含量的升高，有利于某些微生物数量的增加，进而能提高根际土壤微生物群落的丰富度，本试验也验证了这

一结论，但 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 可以促进哪类微生物数量的增加，还有待进一步研究。
植物根际土壤微生物是根部最活跃的部分，能敏感地反映出土壤生态系统的变化［２８］。 通过 ＢＩＯＬＯＧ⁃

ＥＣＯ 微平板检测获得的 ＡＷＣＤ 值提供不同微生物对相同碳源利用的差异性，反映了微生物对碳源的利用能

力，从功能代谢方面显示了微生物群落功能多样性，用于描述土壤微生物代谢活性［１０］。 除此之外，土壤微生

物优势度越大，则其群落结构受优势种的影响越大，若其物种多样性指数同时随之增大，则说明该群落结构越

趋于稳定［２７］，通常土壤微生物优势度由 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、Ｒｉｃｈｎｅｓｓ 指数、Ｍｃｌｎｔｏｓｈ 指数和 Ｐｉｅｌｏｕ 指

数体现。 而本试验中 ＣＬＰ⁃７ 处理组根际土壤有机质含量显著提高，分析其原因可能是 ＣＬＰ⁃ ７ 有利于根际土

壤中微生物数量和微生物群落丰富度的增加，进而提高土壤有机质含量，本推论通过 ＢＩＯＬＯＧ⁃ＥＣＯ 微平板检

测获得的 ＡＷＣＤ 值和土壤微生物多样性指数变化得到验证。
除了土壤微生物的变化，有机酸类烟草根系分泌物在 Ｒ． ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ 侵染烟草过程中也扮演着重要的作

用。 前期研究鉴定出了肉桂酸、延胡索酸、肉豆蔻酸能够作为化学信号物，诱导 Ｒ． ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ 的运动趋化活

性，刺激生物膜的形成，促进烟草青枯病发生，同时 Ｒ． ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ 对多种氨基酸（甘氨酸）、糖类（半乳糖）和
有机酸（柠檬酸）具有特殊的吸引力［２９］。 本研究还发现，随着施用 ＣＬＰ⁃７ 时间的增加，根际微生物对羧酸类、
双亲化合物类、聚合物类和糖类利用率明显提高，说明偏好羧酸类、双亲化合物类、聚合物类和糖类微生物种

群得到富集，微生物群落结构发生偏单一化现象。 糖类、羧酸类和氨基酸类碳源与根系分泌物关系最密

切［３０］，本研究对土壤微生物代谢功能主成分分析明确了施菌 １０ ｄ—３０ ｄ 期间，烟株根际土壤中微生物对碳源

利用差异显著，主要是氨基酸类、羧酸类和糖类碳源，与孙家骏等［３１］ 研究的施用生物有机肥对土壤微生物群

落功能多样性试验结果一致，即土壤微生物群落主要是利用碳水化合物、氨基酸和羧酸。 再加上 Ｒ．
ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ 对这三种碳源有特殊吸引力，因此在施用 Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃ ７ 后，喜好氨基酸类、羧酸类和糖类碳

源的土壤微生物增多，土壤中这三类碳源被彻底利用，与 Ｒ． ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ 竞争氨基酸类、羧酸类和糖类碳源，
从而降低青枯病的发生，解释了前期试验结果，即在酸性土壤条件下，Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 能推迟烟草青枯病发

病 １０ ｄ，对烟草青枯病的防效为 ８５．６％，且高于中性土壤条件下防效 ７１．６％［１２］。
综上所述，Ｐ． ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ ＣＬＰ⁃７ 能够明显提高土壤 ｐＨ 和酶活性，增加土壤养分含量和土壤微生物群落功能

多样性，进而改善酸化植烟土壤质量，在微生物修复酸化土壤和减轻根茎病害发生的烟草绿色防控中具有较

大的应用潜力。
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