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　　摘要：利用高压蒸汽对土壤灭菌是研究土壤微生物学的常用方法，用高压蒸汽灭菌方法（１２１℃，３０ｍｉｎ）对土壤
灭菌，调查灭菌次数对土壤灭菌效果、土壤化学性质变化、黄瓜幼苗生长的影响。结果表明，灭菌１次即可完全清除土
壤里的真菌，但灭菌３次才可完全清除土壤里的细菌；灭菌土壤的ｐＨ值和ＥＣ值均显著高于未灭菌土壤，且随着灭菌
次数的增加，ｐＨ值和ＥＣ值都呈现上升趋势；土壤灭菌显著降低黄瓜幼苗的株高和地上部鲜质量，并且随着灭菌次数
的增加，黄瓜幼苗的株高和地上部鲜质量都呈现下降趋势；与灭菌２次的土壤相比，灭菌３次的土壤对黄瓜幼苗生长
的抑制作用不显著，并且ｐＨ值和ＥＣ值的变化也不显著。因此，在土壤微生物学研究中需要根据需要选择灭菌次数。
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　　土壤灭菌能够消除或降低土壤微生物活性，是土壤生物
学研究中常用的试验方法。在研究土壤－微生物－植物之间
的相互作用、土壤单一菌群、土壤酶、土壤有机质降解与吸附

以及杀菌剂在土壤中的移动等方面都要求土壤的无菌环

境［１－４］。比如作物连作会降低作物的产量和品质，造成严重

的连作障碍。对土壤进行灭菌能够研究土壤微生物对作物连

作障碍的“贡献”。季尚宁等对连作大豆的土壤进行灭菌处

理后种植大豆，发现经过灭菌的大豆茬土壤栽培的株高、干质

量和鲜质量均大大超过了未灭菌的豆茬土壤，缓解了连作障

碍［５］；吴凤芝等对连作黄瓜的土壤灭菌后，种植黄瓜幼苗的

株高、茎粗和根系活力都显著高于未灭菌土壤中的植株［６］。

目前常用的土壤灭菌方法有高温灭菌法、γ射线灭菌法、
化学熏蒸法、苯菌灵抑制法和物理割断法等５种常用方法。
这５种方法各有利弊：高温灭菌法、γ射线灭菌法和化学熏蒸
法适用于室内试验，但它们对土壤理化性质有一定的影响；化

学熏蒸法会污染环境；苯菌灵抑制法和物理割断法适用于室

外试验，其中苯菌灵抑制法也会污染环境，须严格控制药剂用

量；物理割断法虽然环保，但可能影响土壤中水分和营养成分

的交换［２－３，７－９］。

在众多的土壤灭菌方法中，高压蒸汽灭菌是实验室普遍

使用的方法，国内外大量研究报告中都采用高压蒸汽灭菌方

法进行土壤灭菌［３，１０－１１］。高压蒸汽灭菌的效果受到灭菌的温

度、灭菌时间、灭菌次数等条件的影响，并且高压蒸汽灭菌能

够引起土壤理化性质的改变，进而影响植物的生长。Ｍａｈ
ｍｏｏｄ等用１２１℃高压蒸汽对土壤灭菌１ｈ，显著提高了土壤的
电导率、水溶性碳和可溶性锰，提高了小麦根的生物量、根长、

表面积、体积及根尖数［３］。Ｖｅｒｈａｇｅｎ等为研究根际细菌诱导
的系统抗性，对土壤进行蒸汽灭菌２次，每次２０ｍｉｎ［８］。李会
娜等对土壤进行高压灭菌３次（１２１℃、３０ｍｉｎ，连续３ｄ），发
现菜园土灭菌后，紫茎泽兰的株高和生物量显著低于对照处

理（未灭菌），而对于番茄的生长具有促进作用［１２］。梁智等

用高压蒸汽灭菌，在１个大气压下高温湿热灭菌２ｈ，使棉花
株高降低１２．７％，地上部干物质质量减少６６．７％，地下部干
物质质量减少 ４４．５％［１３］。由此可见，对于土壤的高压蒸汽

灭菌的条件比较混乱，没有统一的标准，最重要的是没有验证

不同灭菌条件下的灭菌效果。目前对于高压蒸汽灭菌的温

度、时间、次数、灭菌效果及其对植物生长的影响尚未见报道。

本试验在前人研究的基础上，研究灭菌次数对土壤真菌、细菌

的清除效果，以及对黄瓜幼苗生长的影响，以期对利用高压蒸

汽进行土壤灭菌的条件进行优化，为相关研究提供参考和

借鉴。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试品种　黄瓜品种为津研四号，购自天津科润黄瓜
研究所。

１．１．２　供试土壤　土壤为采自东北农业大学园艺站的育
苗土。

１．２　方法
１．２．１　土壤灭菌　试验共设４个处理：未灭菌（ＣＫ）、灭菌１
次（ＣＳ１）、灭菌２次（ＣＳ２）、灭菌３次（ＣＳ３）。将２ｋｇ土壤样
品装入直径为２５ｃｍ、长度为４０ｃｍ的灭菌袋（高密度聚乙烯
膜，北京鑫明宏塑料有限公司）中图１，于立式压力蒸汽灭菌
器（上海申安医疗器械厂）中灭菌，每次灭菌的条件为１２１℃
（０．１～０．２ＭＰａ）高温灭菌３０ｍｉｎ。每次灭菌间隔２４ｈ。
１．２．２　灭菌土壤中细菌和真菌的培养和数量检测　参照
Ｋｏｍａｄ等的方法［１４－１５］，用平板培养法测定黄瓜根际土壤中细

菌和真菌的数量。细菌测定采用牛肉膏蛋白胨培养基；真菌

测定采用马丁氏培养基。
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　　本试验中所用的灭菌袋每袋装入２ｋｇ土，是为了保证灭
菌效果和高压灭菌器的容积，使其更有利于灭菌。将每个处

理的土壤随机取出３袋，在超净工作台（ＤＬ－ＣＪ－２ＮＤ，北京
东联哈尔仪器制造有限公司）中取袋中间部分的土壤５ｇ，加
入到盛有４５ｍＬ无菌水的锥形瓶（２５０ｍＬ）中，振荡１５ｍｉｎ使
土样中菌体、芽孢或孢子均匀分散，静置１ｍｉｎ后依次制成
１０－２、１０－３、１０－４、１０－５梯度的土壤稀释液。

在超净工作台中，依次在分离细菌和真菌的培养基上用

平板涂布法涂布１０－５、１０－３、１０－２的土壤稀释液１００μＬ，每个
处理重复３次，每个重复涂布５个平板。置于２８℃恒温培养
箱中暗培养３～７ｄ，观察计数并计算单位质量干土细菌和真
菌的数量。

１．２．３　灭菌次数对土壤ｐＨ值和ＥＣ值的影响　根据鲍士旦
等的方法［１６］，分别取不灭菌（ＣＫ）、灭菌１次（ＣＳ１）、灭菌２次
（ＣＳ２）、灭菌３次（ＣＳ３）土壤各 ５ｇ溶于 ２５ｍＬ无菌蒸馏水
（土水比１∶５）中，充分混匀后分别用 ｐＨ计（Ｓ２０，梅特勒 －
托利多仪器有限公司）和电导率仪（ＦＥ３０，梅特勒－托利多仪
器有限公司）测定ｐＨ值和ＥＣ值。
１．２．４　土壤灭菌次数对黄瓜幼苗生长的影响　２０１４年１１
月３０日播种育苗，子叶展平时定植于装有上述不同处理土壤
的营养钵（８ｃｍ×８ｃｍ）中，每钵２００ｇ土、１株黄瓜幼苗。每
个处理３０次重复，共１２０钵。于东北农业大学园艺站人工气
候室培养，光照时间和湿度设置：光照时间 １２ｈ／ｄ（６：００—
２０：００），光照度为７０００ｌｘ；湿度为７５％。每２ｄ每钵定量浇
５０ｍＬ无菌水。不使用杀菌剂和杀虫剂。为了消除光照造成
的误差，定期调换幼苗的位置。

在定植２０ｄ（２叶１心期）和４０ｄ（４叶１心期）时取样，
每个处理分别随机选 １０株黄瓜幼苗测定株高和地上部鲜
质量。

２　结果与分析

２．１　灭菌次数对土壤细菌和真菌数量的影响
高压蒸汽灭菌能有效杀死土壤中的微生物。由表１、图２

可见，与对照相比，灭菌１次（ＣＳ１）可以有效地杀灭土壤中的
真菌，且培养３、４ｄ的平板都未见真菌菌落出现，说明灭菌１
次即可杀灭土壤中的真菌；但是对于细菌，灭菌２次后还有大
量的菌落出现，直到灭菌３次才未见菌落出现。

表１　灭菌次数对土壤细菌和真菌数量的影响

不同处理

不同培养时间的微生物数量

细菌数量（×１０６ＣＦＵ／ｇ） 真菌数量（万ＣＦＵ／ｇ）
２ｄ ３ｄ ４ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ

ＣＫ ６．０９±０．５５ａ １５．９７±０．３４ａ ２７．８７±０．５４ａ — １．９４±０．２７ ４．２５±０．５７
ＣＳ１ ３．４３±０．１５ｂ ６．４２±０．１４ｂ １３．０±０．７７ｂ — — —

ＣＳ２ １．３８±０．１１ｃ ３．０９±０．３４ｃ ５．５１±０．７３ｃ — — —

ＣＳ３ — — — — — —

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。“— ”表示平板上没有菌落产生。

２．２　灭菌次数对土壤ｐＨ值和ＥＣ值的影响
由图３可以看出，未灭菌的土壤 ｐＨ值显著低于灭菌土

壤，但是灭菌不同次数的土壤其 ｐＨ值变化不显著；土壤 ＥＣ
值随土壤灭菌次数的增加而升高，但是灭菌２、３次的 ＥＣ值
差异不显著。

２．３　灭菌次数对黄瓜幼苗生长的影响
黄瓜幼苗定植４０ｄ的生长情况见图４。本研究中未灭菌

土壤种植的黄瓜幼苗在２０、４０ｄ时地上部鲜质量和株高均显
著高于灭菌土壤；与对照相比，随着灭菌次数的增加，在２０ｄ
时，黄瓜幼苗的地上部鲜质量分别减少了２５％、４９％和５２％，
株高分别降低了１３％、２７％和２９％，但２次灭菌和３次灭菌
差异不显著；在４０ｄ时，黄瓜地上部鲜质量分别减少了２５％，
６０％和６３％，株高分别降低了２４％、３７％和４０％，但２次灭菌
和３次灭菌差异不显著。

３　讨论与结论

高压蒸汽灭菌是在较高的温度和气压下进行的，势必会

对土壤的理化性质产生影响，进而影响植物的生长。

Ｍａｈｍｏｏｄ等用１２１℃高压蒸汽对土壤灭菌１ｈ，显著提高了土
壤的电导率［３］，和本试验结果一致。李会娜等用高压蒸汽灭

菌３次的菜园土培养紫茎泽兰，发现紫茎泽兰的株高和生物
量显著低于对照处理（未灭菌）［１２］。梁智等用高压蒸汽灭菌

的土壤种植棉花，使棉花株高降低１２．７％，地上部干物质质
量减少６６．７％，地下部干物质质量减少４４．５％［１３］。
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　　在本试验中，利用高压蒸汽灭菌器，在 １２１℃（０．１～

０．２ＭＰａ）条件下灭菌，每次灭菌３０ｍｉｎ，灭菌１次就能消除
土壤中的真菌，而消除细菌则需要灭菌３次。灭菌次数越多
必然使灭菌效果更好，但是不可避免地会对土壤的理化性质

造成影响。与未灭菌的土壤相比，灭菌显著提高了土壤的ｐＨ
值和ＥＣ值，但是灭菌２次和灭菌３次后这２个指标没有显著
变化。同样，从对植物生长的反馈结果来看，几次灭菌的土壤

均显著抑制了黄瓜幼苗的生长，但是灭菌２次和３次的土壤
对黄瓜幼苗生长的影响则不显著。因此，如果想消除土壤中

的真菌，只要灭菌１次即可；而要消除所有的微生物，则最好
灭菌３次。
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