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施肥方式对黄瓜连作土壤微生物区系

及多样性的动态影响

张　洋，李　青，梅丽娟，赵海涛，封　克，胡　建
（扬州大学环境科学与工程学院，江苏扬州２２５１２７）

　　摘要：利用稀释平板计数和ＰＣＲ－变性梯度凝胶电泳（简称ＰＣＲ－ＤＧＧＥ）等方法，分析化肥（ＦＴ）、普通有机肥 ＋
化肥（ＦＣ）、微生物有机肥＋化肥（ＦＢ）、不施肥（ＣＫ）等不同基肥处理条件下，连作１、３、５、７茬黄瓜土壤细菌、放线菌、
真菌数量及多样性的动态变化。结果表明：（１）随着连作茬数的增加，根际土壤微生物数量呈逐渐增加趋势；（２）与对
照相比，施用化肥处理总体上明显促进了连作土壤中放线菌、真菌数量的增加，而对细菌数量的增加有明显的抑制作

用，施用普通有机肥＋化肥对细菌、放线菌数量的增加均有不同程度的促进作用；（３）连作及不同施肥方式对土壤细
菌群落结构均能产生不同程度的影响，除对照处理外，其他施肥处理土壤细菌多样性及丰富度随着连作茬数的增加呈

下降趋势，相对于化肥及普通有机肥＋化肥处理，微生物有机肥＋化肥处理对维持连作过程细菌多样性及丰富度具有
明显作用；（４）连作均促进了ＦＴ、ＦＢ、ＦＣ等３种施肥处理根际土壤真菌多样性及丰富度的上升，但与对照相比上升幅
度较小，在连作７茬后土壤真菌多样性及丰富度表现为ＦＢ＞ＦＣ＞ＦＴ。
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　　随着我国现代农业的不断发展，设施栽培面积逐年增加
并呈规模化趋势。在市场经济驱动下的商品化设施蔬菜生产

中，连作障碍普遍发生。黄瓜作为设施蔬菜的主要品种之一，

近年来其连作障碍的发生机制及防治受到学者们的广泛关

注。已有研究表明，自毒作用、土壤理化性质劣化、土壤微生

物区系失衡是黄瓜连作障碍发生的主要原因［１－２］，并且认为

土壤灭菌［３］、嫁接［４］、合理轮作［５］、施用有机肥及微生物肥

料［６－７］等措施可有效防止黄瓜连作障碍的发生。其中施用有

机肥在平衡矿质营养、提高作物品质和产量的同时，可提高土

壤微生物活性，有利于土壤健康微生物区系的形成［８－１０］。作

为一种方便、低成本的农艺措施，合理施用有机肥对黄瓜连作

障碍的预防与控制具有重要的实践意义。目前有关施肥方式

对黄瓜连作土壤微生物区系影响的研究较少，关于不同施肥

方式对黄瓜连作过程土壤微生物区系及多样性动态变化的研

究更是鲜有报道［１０－１２］。本研究基于无机肥（化肥）、有机肥、

微生物有机肥，设置不同的施肥处理，跟踪分析不同施肥条件

下大棚黄瓜连作过程中土壤微生物区系及多样性的动态变

化，以期为黄瓜连作土壤微生物区系的维持及连作障碍的预

防及缓解提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验设计
试验于２０１１年７月至２０１５年５月在江苏省扬州市农作

物品种区域试验站大棚内进行。试验所用土壤为沙质壤土，

已经连续４年种植黄瓜，每年种植２茬，共连作７茬。试验共
设４个处理，每个处理３次重复，每个处理小区面积为２７ｍ２，
小区间隔 ２５ｃｍ，并采用南北向条垄方式种植，每季收获后将
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垄拉平、施肥后再起垄，并逐茬沿用。在盛果期每个小区追施

１次２．０２４ｋｇ的复合肥，具体处理和代号见表１。

表１　不同处理方式及编号

代号
普通有机肥

用量（ｋｇ）
化肥（复合肥）

用量（ｋｇ）
微生物有机肥

用量（ｋｇ）

ＣＫ
ＦＴ ２．０２４
ＦＣ ８．０９６ １．６１９
ＦＢ １．６１９ ８．０９６

　　注：肥料用量为每个小区的。

１．２　试验材料
化肥（复合肥，即无机肥）为市售，其中Ｎ∶Ｐ２Ｏ５∶Ｋ２Ｏ为

１５∶１３∶１２；普通有机肥为发酵鸡粪；微生物有机肥由南京农
业大学提供。供试土壤基本理化性质：总氮含量１．８１ｇ／ｋｇ，
总磷含量０．８７ｇ／ｋｇ，速效磷含量４３．６６ｍｇ／ｋｇ，速效钾含量
１５５．８１ｍｇ／ｋｇ，有机质含量２６．９６ｇ／ｋｇ，总盐含量５．６７ｇ／ｋｇ，
电导率为８０６．５０μＳ／ｃｍ，ｐＨ值为７．８０。
１．３　土壤样品采集与处理

于每茬黄瓜成熟期对不同处理及各重复小区采用５点法
采集黄瓜根际土壤样品，采用４分法混匀后置于４、－８０℃
冰箱中保存。

１．４　土样微生物数量测定
采用稀释平板法［１３］。分别用牛肉膏蛋白胨培养基、马丁

氏孟加拉红培养基、高氏１号培养基对土壤细菌、霉菌、放线
菌数量进行测定。微生物数量以１ｇ干土中的菌落数表示。
１．５　土壤总ＤＮＡ的提取

采用试剂盒（ＦａｓｔＤＮＡ ＳＰＩＮＫｉｔ，ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，美国）
提取各土壤样品微生物总 ＤＮＡ，经１％琼脂糖凝胶电泳检测
后，－２０℃保存。
１．６　土样ＤＮＡ的ＰＣＲ扩增

分别采用细菌１６Ｓ通用引物 Ｐ２／Ｐ３＋ＧＣ［１４］和真菌２８Ｓ
通用引物Ｕ１／Ｕ２＋ＧＣ［１５］对土壤微生物总 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩
增，引物具体信息如表２所示。细菌 ＰＣＲ扩增反应程序为
９４℃２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３５个循环；
７２℃１０ｍｉｎ。真菌ＰＣＲ扩增反应程序为９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃
１ｍｉｎ，５５℃４０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

细菌、真菌 ＰＣＲ扩增体系为 ＴａｑＤＮＡ聚合酶（大连
ＴａＫａＲａ公司）０．２５Ｕ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／反
应，大连ＴａＫａＲａ公司）４μＬ，引物各１μＬ（２０μｍｏｌ／Ｌ），牛血
清白蛋白（ＢＳＡ）５μＬ（１０ｍｇ／ｍＬ），模板 ＤＮＡ２μＬ，无菌水
补足至５０μＬ。

扩增产物均经１．５％琼脂糖凝胶电泳检验后，于４℃冰
箱中保存。

表２　ＰＣＲ扩增引物

目的序列 引物 引物序列（５′→３′）
片段长度

（ｂｐ）
细菌１６Ｓ Ｐ２ ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ ２００

Ｐ３ ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ
真菌２８Ｓ Ｕ１ ＧＴＧＡＡＡＴＴＧＴＴＧＡＡＡＧＧＧＡＡ ２６０

Ｕ２ ＧＡＣＴＣＣＴＴＧＧＴＣＣＧＴＧＴＴ
ＧＣ夹序列：ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧ

ＧＧＧＧ

１．７　ＰＣＲ－变性梯度凝胶电泳（ＰＣＲ－ＤＧＧＥ）
采用Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司的ＤｃｏｄｅＴＭ基因突变检测系统对ＰＣＲ

产物进行电泳分离。细菌及真菌电泳条件均为８％聚丙烯酰
胺凝胶，变性梯度为 ２０％ ～６０％，电泳缓冲液为 １×ＴＡＥ，
１３０Ｖ电压，６０℃电泳 ７２０ｍｉｎ。电泳结束后用 ＥＢ染色
３０ｍｉｎ，无菌水褪染１０ｍｉｎ，最后用 Ｂｉｏ－Ｒａｄ凝胶成像分析
系统观察结果并拍照。

１．８　数据处理
采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）软件对 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ

图谱进行分析，电泳条带的数量代表细菌和真菌的群落丰富

度（Ｓ）；通过ＤＧＧＥ图谱的数字化结果分别计算土壤样品中
细菌和真菌群落的多样性指数（Ｈ），Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｅａｖｅｒ多样性

指数Ｈ＝－∑
ｓ

ｉ＝１

ｎｉ
Ｎｌｎ

ｎｉ
Ｎ。式中ｎｉ为每个峰的面积，Ｎ为所有峰

的面积和，ｓ为条带数。对样品采用不加权平均连锁聚类
（ＵＰＧＭＡ）的处理方法进行簇群归类。

２　结果与分析

２．１　不同施肥处理对黄瓜连作土壤微生物区系的影响
土壤细菌、放线菌、真菌是土壤微生物的主要组成部分，

其数量是衡量土壤中微生物区系健康状况的１个重要指标。
由图１－ａ可知，随着连作茬数的增加，各施肥处理根际土壤
细菌数量均呈增加趋势；微生物有机肥＋化肥处理（ＦＢ）根际
土壤细菌数量除连作第５茬外其他茬均显著高于其他处理；
化肥处理（ＦＴ）细菌数在黄瓜连作各阶段均低于对照，且从连
作第３茬开始差异达显著水平。上述结果说明，随着连作茬
数的增加，各肥料处理根际土壤细菌数量均持续增加，但相对

于同茬对照处理，化肥处理对细菌数量有明显的抑制作用，而

有机肥＋化肥处理（ＦＣ、ＦＢ）尤其是微生物有机肥＋化肥处理
（ＦＢ）对细菌增加有明显的促进作用。
　　由图１－ｂ可知，随着连作茬数的增加，各施肥处理根际
土壤放线菌数量均呈增加趋势；与 ＣＫ处理相比，ＦＴ处理的
放线菌数量除连作第３茬外其他茬均显著高于ＣＫ处理；ＦＢ
处理的放线菌数量除连作第３茬外均显著高于 ＣＫ处理，且
随连作茬数的增加，其增幅逐渐明显高于ＦＴ处理；ＦＣ处理除
连作第１茬外根际土壤放线菌数量均高于其他处理。上述结
果表明，随着连作茬数的增加，各肥料处理根际土壤放线菌数

量均持续增加，与对照相比，化肥、普通有机肥＋化肥、微生物
肥料＋化肥处理对放线菌数量增加均有不同程度的促进作
用，其中，普通生物有机肥＋化肥的促进作用在各茬次均比较
明显。

由图１－ｃ可知，随着连作茬数的增加，各施肥处理根际
土壤真菌数量均呈增加趋势；相对于ＣＫ处理，各连作茬次ＦＴ
处理除连作第 ３茬外其他茬土壤真菌数量均明显提高，而
ＦＣ、ＦＢ处理真菌数量在不同茬次表现为高低交替状态，其中
ＦＣ处理根际土壤真菌数量均除连作第１茬外显著高于其他
处理。上述结果表明，随着连作茬数的增加，各肥料处理根际

土壤真菌数量均持续增加。

２．２　不同施肥处理对黄瓜连作土壤细菌群落结构及多样性
的影响

依据不同施肥处理连作第１、７茬土壤细菌ＰＣＲ－ＤＧＧＥ
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指纹图谱（图２－ａ），进行群落结构聚类分析（图２－ｂ）。结
果显示，相对于ＣＫ，不同施肥处理对同茬土壤细菌群落结构
的影响存在差异，连作前期表现为 ＦＢ＞ＦＣ＞ＦＴ，连作７茬后

表现为 ＦＢ＞ＦＴ＞ＦＣ；除 ＦＢ处理外，连作过程各施肥处理土
壤细菌群落结构均发生变化；ＦＢ处理对连作前期土壤细菌群
落结构有较大影响，并且在连作７茬后未发生明显变化。

　　进一步对上述处理土壤细菌遗传多样性指数进行计算。
表３表明，与 ＣＫ相比，有机、无机肥处理均能在短期内促进
根际土壤细菌多样性及丰富度的提高，并且这种作用在不同

肥料处理间存在差异；连作７茬后不同肥料处理土壤细菌多
样性及丰富度均有不同程度下降甚至低于同期 ＣＫ处理，ＦＢ
处理下降程度相对小于ＦＴ及ＦＣ处理。

表３　不同施肥处理下连作黄瓜土壤中细菌群落遗传多样性指数

处理

遗传多样性指数 丰富度 均匀度指数

连作

第１茬
连作

第７茬
连作

第１茬
连作

第７茬
连作

第１茬
连作

第７茬

ＣＫ ３．０３ ３．２２ ２４．００ ２５．００ ０．９５ １．００
ＦＴ ３．１０ ３．０６ ２５．００ ２３．００ ０．９６ ０．９８
ＦＣ ３．２０ ３．０１ ２９．００ ２２．００ ０．９５ ０．９７
ＦＢ ３．２３ ３．１３ ２８．００ ２５．００ ０．９７ ０．９７

　　上述结果说明，连作导致土壤细菌群落结构发生明显变
化，各施肥处理对连作不同时期土壤细菌群落结构产生不同

程度的影响；从细菌多样性及丰富度上看，连作后对照处理呈

增加趋势，而其他施肥处理均呈相反趋势，且连作７茬后土壤
细菌多样性及丰富度呈现ＦＢ＞ＦＴ＞ＦＣ。
２．３　不同施肥处理对黄瓜连作土壤中真菌群落结构及多样
性的影响

依据不同施肥处理第１、７茬土壤真菌ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹

图谱（图３－ａ），进行群落结构聚类分析（图３－ｂ）。结果显
示，相对于ＣＫ处理，不同施肥处理对同茬土壤真菌群落结构
的影响存在差异，连作前期ＦＴ、ＦＢ处理对真菌群落结构的影
响比ＦＣ处理更大，连作７茬后表现为 ＦＢ＞ＦＴ＞ＦＣ；连作导
致各施肥处理土壤真菌群落结构均发生变化；ＦＴ、ＦＢ处理对
连作前期土壤真菌群落结构有较大的影响，但在连作７茬后
对真菌群落结构的影响变小（图３）。
　　进一步对上述处理土壤真菌遗传多样性指数进行计算。
结果表明，与ＣＫ处理相比，ＦＣ、ＦＢ处理均能在短期内促进根
际土壤真菌多样性及丰富度的提高，而 ＦＴ处理降低了根际
土壤真菌的多样性及丰富度；连作７茬后不同肥料处理土壤
真菌多样性及丰富度均有不同程度上升，但是均不高于同茬

ＣＫ处理，ＦＣ处理上升程度相对小于ＦＴ及ＦＢ处理（表４）。
上述结果说明，连作导致土壤真菌群落结构发生明显变

化，各施肥处理对连作不同时期土壤真菌群落结构有不同程

度的影响。总体上，连作促进了施肥处理根际土壤真菌多样

性及丰富度的上升，但与对照相比上升幅度较小；在连作７茬
后土壤真菌多样性及丰富度表现为ＦＢ＞ＦＣ＞ＦＴ。

３　结论与讨论

周宝利等认为，随着连作年限的增加，根际土壤中细菌和

放线菌数量急剧下降，真菌数量显著上升［１６－１７］。马云华等研
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表４　不同施肥处理下连作黄瓜土壤真菌群落遗传多样性指数

处理
遗传多样性指数 丰富度 均匀度指数

第１茬 第７茬 第１茬 第７茬 第１茬 第７茬
ＣＫ １．７１ ２．４１ ７．００ １４．００ ０．８８ ０．９１
ＦＴ １．４１ １．８４ ５．００ ８．００ ０．８７ ０．８９
ＦＣ ２．０４ ２．１２ ８．００ ９．００ ０．９６ ０．９８
ＦＢ １．８４ ２．３７ １０．００ １４．００ ０．８０ ０．９０

究发现，连作黄瓜土壤细菌和放线菌数量在５年前明显上升，
５年后急剧下降，呈倒马鞍形变化［２］；真菌数量随连作年限的

增加而增长，赵萌等的研究也有相似结果［１８］。本试验结果表

明，连作４年的黄瓜根际土壤中细菌、放线菌、真菌的数量均
呈增加趋势。这与马云华等的研究结果［２，１８］一致，而与周宝

利等的研究结果［１６－１７］并不完全一致，其原因可能是由于种植

作物种类不同、土壤基本性状不同［１９］。与对照相比，单施复

合肥使根际土壤真菌、放线菌的数量呈增加的趋势，而细菌的

数量呈下降趋势；有机－无机肥的配施使根际土壤细菌、放线
菌的数量总体呈增加趋势，而真菌的数量多数呈下降趋势，与

单施化肥相比下降更明显。这与其他学者的研究结果［２０］相

似，说明相比化肥的单施，有机－无机肥的配施可以有效地降
低黄瓜连作土壤中真菌与细菌比率，为作物提供更加良好的

生长环境［２１］。

土壤微生物群落结构的研究结果表明，不施基肥条件下

（ＣＫ），连作增加了细菌及真菌的多样性，马宁宁等通过
ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术对设施番茄连作土壤微生物群落结构及多
样性的研究也证实了这一结果［２１］；而吴凤芝等通过随机扩增

多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）技术研究设施黄瓜连作对微生物群落多
样性的影响时发现，随着连作年限的增加，土壤细菌和真菌多

样性及丰富度处于下降趋势［２２］。本试验条件下得到的结果

与吴凤芝等的结果［２２］不一致，可能与以上２种分子生物学技
术有关，当然土壤质地、肥力以及施肥等均会影响结果，有关

方面还需进一步研究。

夏昕等认为，与对照相比，在红壤性水稻土壤中长期施用

化肥降低了土壤细菌多样性，而长期施用无机 －有机猪粪肥
增加了细菌的多样性［２３］。夏昕等对长期施肥条件下菜田土

壤真菌多样性研究表明，与对照相比，无机－有机马粪肥的配
施增加了真菌的多样性，而无机肥单施降低了真菌的多样

性［２４］。魏巍等在研究长期施肥对黑土农田土壤微生物群落

的影响时发现，长期施用化肥降低了细菌和真菌的多样性，化

肥配施有机猪粪肥降低了细菌多样性，却增加了真菌的多样

性［２５］。因为土壤类型是影响细菌的最主要因素，而土壤管理

与施肥是影响真菌的最主要因素，上述试验的供试土壤基础

养分对比显示，魏巍等试验用的土壤为典型黑土，有机质含量

明显高于其他２种土壤，所以结果的差异可能与供试土壤的
养分状况有关［２５－２６］。而本试验结果显示，连作条件下各施肥

处理的土壤细菌与真菌多样性均低于 ＣＫ处理，但无机肥配
施微生物有机肥条件下土壤细菌和真菌的多样性与 ＣＫ处理
并没有显著差异。本试验供试土壤基础养分状况与魏巍等的

试验土壤最为接近，所以细菌多样性与魏巍等的研究结果趋

于相似，而施肥种类的不同可能导致了两者在真菌变化趋势

上的差异［２５］。

通过比较不同施肥处理对黄瓜连作土壤微生物区系以及

细菌和真菌群落结构的影响可以看出，较其他施肥处理而言，

微生物有机肥的连续施用能够使连作土壤中细菌多样性更为

丰富，群落物种分布更为均匀，群落结构更为稳定；而对于真

菌，无机－有机肥配施的２种处理都能够较好地稳定真菌的
群落结构，但是化肥－微生物有机肥配施较化肥 －普通有机
肥配施能更好地提高土壤中真菌的多样性及丰富度。土壤微

生物结构越稳定，多样性越丰富，物种分布越均匀，对病原菌

拮抗能力就越强［２７］。

综上所述，微生物有机肥与化肥（复合肥）的配施更有利

于根际健康土壤细菌、真菌群落结构的构建。ＰＣＲ－ＤＧＧＥ
技术虽然具有重现性强、可靠性高、速度快等优点，但是它只

能对微生物群落中数量大于１％的优势种群进行分析［２８］，而

且不同的ＤＧＧＥ试验条件也可能导致出现不同的指纹图谱，
这对系统发育分析均有一定的影响。因此，仍需进一步应用

高通量测序技术，更全面、详细地了解不同施肥处理对连作土

壤中细菌、真菌的多样性及丰富度的影响。
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