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施用微生物菌肥“宁盾”对辣椒根围细菌多样性

及土壤酶活性的影响
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　　摘要：根据本地区设施种植特点，选择红优４号、马六、好农５０、苏椒５号等４个辣椒品种，检测微生物菌肥“宁
盾”的使用对辣椒根围细菌多样性及根围土壤主要土壤酶活性和土壤养分的变化情况。发现“宁盾”中主要成分芽孢

杆菌能够稳定定殖，且随着生长期的延长，处理组与对照组中根围细菌的多样性逐渐呈现差异化；与对照组相比，处理

组在３个采样时间点，土壤脲酶活性、磷酸酶活性、纤维素酶活性、过氧化氢酶活性均高于对照组；水解性氮含量、速效
磷含量、速效钾含量及有机质含量均高于对照组，且随着生长期的延长几种主要养分含量的提高幅度基本呈上升趋

势。土壤酶活性及土壤中养分含量变化在不同辣椒品种之间差异不明显。
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　　淮安红椒产自我国地理南北分界线特定的江苏省淮安市
辖区内，已有近３０年的发展历史，先后荣获“国家地理标志
证明商标”“江苏省名牌农产品”等殊荣。近年来，淮安红椒

生产呈现出快速发展的态势，截至２０１０年，淮安市大棚红椒
种植面积达１．４万 ｈｍ２，占全市设施蔬菜面积的３６．２％。全

市年产红椒４５万ｔ以上，年销售收入超过２３亿元［１－２］。在快

速发展的同时，淮安红椒在种植过程中也存在一系列问题。

如规模经营比例较小、无公害标准化生产技术难以推广以及

滥用农药现象较多，产品质量存在安全隐患。其中，特别是在

病虫害的防治过程中，化学农药的大量使用，对食品安全，品

牌效应的提升等产生了严重的阻碍。其中，在淮安红椒的生

产过程中，尤以疫病的发生最为严重。辣椒疫病是由辣椒疫

霉（ＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉＬｅｏｎ）引起的一种毁灭性病害，一般田
间发病率为５％～６５％，平均发病率达２４．４％，发病严重的可
减产４０％～７０％，甚至绝收［３］。对辣椒疫病的防治方法主要

包括种植抗病品种、农业防治、化学防治、生物防治。抗病品

种使用较少，最常使用的防治方法是化学防治，主要药剂包括
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甲霜灵、代森锰锌、甲霜·锰锌、氧化亚铜可湿性粉剂等

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈｉｎａｐｅｓｔｉｃｉｄｅ．ｇｏｖ．ｃｎ）。
对于辣椒疫病的生物防治在国内外均有较多的研究。

Ｓｅｇａｒｒａ等比较了生防制剂棘孢木霉 Ｔ３４和土菌灵在辣椒疫
病防治中的效果，发现 Ｔ３４菌株的防治效果达７１％，而土菌
灵只有在与病原菌同时接种时才能起到防治作用［４］。

Ｓｏｐｈｅａｒｅｔｈ等在２０１３年报道，伯克霍尔德式菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ
ｃｅｐａｃｉａ）ＭＰＣ－７制剂能够显著防治辣椒疫病，平均防效达
６０％，同时该生防菌能够显著促进植物的生长及生物量的增
加［５］。刘永亮等通过平板对峙法筛选得到１株金色毛壳菌
ＨＴＣ，对辣椒疫病的防治效果高于７０％［６］。欧雄常等应用红

树内生细菌解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）ＲＳ２６１
菌株在辣椒植株根部定殖防治辣椒疫病，６ｄ时的防治效果
高于８０％，并增强了植株的防御酶活性［７－８］。人们还发现，

生防菌能够产生生物膜来阻挡辣椒疫霉的侵染。如约氏黄杆

菌ＧＳＥ０９能够在植物体表面产生生物膜，同时产生一些吲哚
类化合物、酵母促生物、表面活性剂等物质来防治辣椒疫

霉［９］。这些生防菌生物膜和代谢产物在辣椒根围形成了一

定的屏障，改变了根围微生态环境，但根围微生态改变的意义

尚未引起足够的重视。

微生物菌肥“宁盾”是由笔者所在项目组前期与南京农

业大学联合开发研制，于２０１３年取得生物肥料正式登记证
［微生物肥（２０１３）准字（１０９６）号］。在前期工作中，“宁盾”
在防治辣椒土传病害中取得了较好的效果［１０－１１］，在研究中发

现“宁盾”的使用对田间病害的防治效果可以持续到下一茬

作物，下一茬种植过程中即便不再施药，辣椒仍然生长良好，

病害发生较轻。因此，本试验旨在检测“宁盾”在防治辣椒土

传病害过程中，对辣椒根围细菌多样性及主要土壤酶活性和

土壤养分的影响，以期为该微生物菌肥的进一步应用提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　试验设计及土壤样品采集
本研究地点设在江苏省淮安市农业技术推广中心蔬菜园

区，在辣椒移栽时利用微生物菌剂“宁盾”进行灌根处理，并

分别在移栽１、２、３个月后采集辣椒根围土壤进行检测。以未
使用微生物菌剂的辣椒作为对照组，处理组和对照组试验小

区随机分布，每个处理３次重复，每个小区面积为３ｍ×２ｍ。
处理组包含 ４个辣椒品种，分别为红优 ４号（ＴＨ）、马六
（ＴＭ）、好农 ５０（ＴＡ）、苏椒 ５号（ＴＳ），对照组为红优 ４号
（ＣＨ）。

整个土壤采集过程采用３点取样法，每个小区选取３株
间距１ｍ的辣椒植株，首先将植株拔出，轻轻抖动以去除黏附
在根部的大量土壤，再利用毛刷轻轻刷下紧贴在辣椒根部的

土壤，３株辣椒土壤样品混合在一起，装入塑封袋放在冰盒中
带回实验室。样品前期处理后研磨过２ｍｍ筛，一部分进行
土壤总 ＤＮＡ的提取、变性梯度凝胶电泳（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ－ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， 简 称

ＰＣＲ－ＤＧＧＥ）分析；另一部分置于阴凉通风处自然干燥至恒
质量，用作土壤理化性质及酶活性检测；剩余的则置于

－２０℃ 冰箱保存备用。

１．２　土壤样品ＤＮＡ提取及ＤＧＧＥ分析
本研究利用 ＦａｓｔＤＮＡＳＰＩＮＫｉｔｆｏｒＳｏｉｌ试剂盒（ＭＰＢｉｏ，

ＵＳＡ）进行土壤样品总 ＤＮＡ的提取，提取方法参照试剂盒试
验说明。以样品基因组 ＤＮＡ为模板，采用细菌通用引物
ＧＣ－３３８Ｆ和５１８Ｒ扩增样品１６ＳｒＤＮＡ高变区序列，引物信
息如表１所示。

表１　土壤样品１６ＳｒＤＮＡ扩增引物信息

引物 引物序列

５１８Ｒ ５′－ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ－３′
ＧＣ－３３８Ｆ ５′－ＣＧＣＣＣＧＧＧＧＣＧＣＧＣＣＣＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧ

ＧＣＧＣＧＧＧＧＧＧＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－３′

　　ＰＣＲ扩增体系（５０μＬ）：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ、ｄＮＴＰ
（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）３．２μＬ、ｒＴａｑ（５Ｕ／μＬ）０．４μＬ、ＧＣ－３３８Ｆ
（２０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、５１８Ｒ（２０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、模板 ＤＮＡ５０ｎｇ、
补充ｄｄＨ２Ｏ至５０μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃复性４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；
最终７２℃ 延伸 １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物采用 ＯＭＥＧＡ公司 ＤＮＡ
ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒纯化回收。ＤＧＧＥ梯度胶根据Ｈｅｕｅｒ
等的方法［１２］制备。ＤＧＧＥ在 ＤＣｏｄｅ突变检测系统（Ｂｉｏ－
Ｒａｄ）中完成。用２５μＬＰＣＲ浓缩产物进行 ＤＧＧＥ，采用变性
梯度为３０％～６０％、浓度为８％的丙烯酰胺凝胶［１００％浓度
定义为 ７ｍｏｌ／Ｌ尿素和４０％的去离子甲酰胺］在１×ＴＡＥ电
泳缓冲液中、１３０Ｖ电压、６０℃下电泳７ｈ。电泳后用银染１０
～１５ｍｉｎ，扫描并拍照。比对不同处理组和对照组之间差异
性条带，切胶回收、测序比对。测序结果采用 ＤＮＡｓｔａｒ和
Ｃｌｕｓｔｅｒ软件进行序列分析，下载最相似的菌株序列作为系统
发育树的参考序列。然后采用ＭＥＧＡ软件、Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ
法构建系统发育树，自展数为１０００。主成分分析在ＣＡＮＯＣＯ
４．５软件中进行。

细菌多样性指数是研究群落物种数和个体数以及均匀度

的综合指标。根据电泳图谱中样品条带数目及每个条带的强

度（灰度），对各样品中细菌香农指数、均匀度、丰富度等指标

进行分析。ＤＧＧＥ图谱采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件对每个样品的
电泳条带数目、条带密度进行数字化分析。

１．３　土壤酶活性及理化性质测定
土壤酶活性测定包括脲酶、磷酸酶、蔗糖酶、过氧化氢酶

等的测定，具体操作参考关松荫的方法［１３］。土壤理化性质测

定包括速效氮、速效磷、速效钾、有机质等含量的测定，具体操

作参考鲁如坤的方法［１４］。试验数据采用 Ｅｘｃｅｌ处理后作图，
用ＳＰＳＳ１６．０对各处理之间的差异性进行分析。

２　结果与分析

２．１　辣椒根围细菌ＤＧＧＥ指纹图谱分析
由表２可知，微生物菌肥“宁盾”处理组相对于对照组，

辣椒根围微生物多样性呈现下降趋势，从香农指数、丰富度的

结果来看，处理组除了 ＴＭ组在第２个采样时间点高于对照
组以外，其他所有处理组在３个采样时间点均低于对照组。
说明在施用微生物菌肥后能够降低辣椒根围土壤微生物的多

样性，使其中个别微生物成为优势种群。另外，由于本次试验

采用的是基质栽培，因此，辣椒根围微生物多样性总体偏低。
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表２　基于ＤＧＧＥ图谱的土壤样品微生物多样性分析

编号 香农指数 均匀度 丰富度

ＣＨ１ １．７６ ０．９１ ７
ＣＨ２ １．７８ ０．９５ ７
ＣＨ３ １．９４ ０．９２ ８
ＴＨ１ １．６０ ０．９３ ６
ＴＨ２ １．６５ ０．９８ ６
ＴＨ３ １．５８ ０．９２ ６
ＴＭ１ １．８１ ０．９２ ７
ＴＭ２ ２．２０ ０．９５ １１
ＴＭ３ １．７３ ０．９２ ７
ＴＡ１ １．７７ ０．９３ ７
ＴＡ２ １．７４ ０．９３ ７
ＴＡ３ １．５３ ０．９１ ６
ＴＳ１ １．７８ ０．９６ ６
ＴＳ２ １．４８ ０．９６ ５
ＴＳ３ １．４９ ０．９４ ５

２．２　ＤＧＧＥ图谱的主成分分析
为了使ＤＧＧＥ结果显现更加直观，本试验中将 ＤＧＧＥ图

谱进行量化，根据其灰度进行主成分分析。由图１可知，在施
用微生物菌剂后短时间内，处理组４个品种和对照组辣椒根
围土壤微生物多样性差异不明显，但随着种植时间的延长，处

理组中ＴＭ、ＴＡ组与对照组之间逐渐开始显现差异性，而ＴＨ、
ＴＳ组无明显变化，说明微生物菌剂的应用能够改变辣椒根围
微生物的组成与密度。

２．３　ＤＧＧＥ测序条带的系统发育树构建
为明确施用微生物菌剂对辣椒根围微生物种类的影响，

对ＤＧＧＥ指纹图谱中差异条带进行切胶测序比对。由图２可
知，在处理组和对照组中有些微生物类群始终处于优势种群

地位，如球形杆菌属（ｂａｎｄ６，Ｓｐｈａｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．）、Ｄｙｅｌｌａ属
（ｂａｎｄ７，Ｄｙｅｌｌａｓｐ．）、链霉菌属（ｂａｎｄ３２，Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．）等。
另外，使用微生物菌剂后辣椒根围新出现的微生物类群主要

包括类香味菌属（ｂａｎｄ１２，Ｍｙｒｏｉｄｅｓｓｐ．）、芽孢杆菌属（ｂａｎｄ
３６，Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）、嗜冷芽孢杆菌属（ｂａｎｄ２７，Ｐｓｙｃｈｒｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ．）、赤细菌属（ｂａｎｄ２８，Ｅｒｙｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．）等，其中出现最多
的为芽孢杆菌属，芽孢杆菌为微生物菌肥“宁盾”的主要

成分。

２．４　土壤酶活性测定结果
由图３可知，微生物菌肥处理后，在３个采样时间点，处

理组的土壤酶活性相对对照组普遍升高。不同辣椒品种之间

土壤酶活性变化差异不大。作为同一品种，红优４号经过微

生物菌肥处理后在３个采样时间点除蔗糖酶外所有土壤酶活
性均明显高于对照组，其中脲酶活性分别提高 ２０％、１２％、
２１％，磷酸酶活性分别提高２９％、３１％、３３％，纤维素酶活性
分别提高 １００％、１８０％、２６５％，过氧化氢酶活性分别提高
４０％、６６％、１６％。说明微生物菌肥使用后能够在一定时期内
提高辣椒根围土壤酶活性。

２．５　土壤主要营养指标测定结果
由图４可知，微生物菌肥处理组和对照组在３个采样时

间点根围土壤中氮、磷、钾及有机质含量变化趋势基本一致，

均呈先降后升的趋势。但微生物菌肥处理组在３个时间点的
主要营养指标含量均高于对照组。不同辣椒品种之间，在微

生物菌肥处理后３个时间点氮、磷、钾及有机质含量差异不
大。在同一品种红优４号中，微生物菌肥处理组与对照组相
比水解性氮含量分别提高８％、２９％、３７％，速效磷含量分别
提高２１％、４８％、０，速效钾含量分别提高１９％、２６％、３６％，有
机质含量分别提高１１％、２３％、４３％。除了处理３个月后时
的速效磷含量之外，其他营养指标在３个时间点的提高幅度
均呈现上升趋势。说明在微生物菌肥处理后，能够在更长时

间内为寄主植物提供充足营养。

３　讨论与结论

微生物菌肥由于含有能够协助寄主植物抗病促生的活性

有益菌，在施用后能够在植物根围有效定殖，且在较长时期内

通过提高土壤酶活性、加速土壤中养分循环、抑制病害发生等

方面发挥有益作用［１５－１６］。但对于微生物菌肥的使用方式、对

不同土壤条件的适应性以及在不同品种寄主植物上的作用差

异等还须要更深入地研究。

本研究通过 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ分析方法研究了微生物菌肥
“宁盾”在不同辣椒品种上使用后对于寄主根围细菌多样性

的变化，并测定了相关土壤酶活性以及土壤主要养分含量的

变化情况。发现在“宁盾”使用以后，其中主要成分芽孢杆菌

能够在寄主根围土壤中稳定定殖，且随着生长期的延长，处理

组与对照组在根围细菌多样性上开始逐渐呈现差异化。同

时，与根围微生物活性相关的几种土壤酶活性在处理组中均

高于对照组，包括脲酶、过氧化氢酶、蔗糖酶，纤维素酶、磷酸

酶等。另外，从辣椒根围土壤中主要养分指标测定结果来看，

处理组均明显高于对照组，且随着辣椒生长期的延长，主要营

养指标在３个时间点的提高幅度基本呈上升趋势。说明在微
生物菌肥处理后，能够在更长时间内为寄主植物提供充足营

养。从辣椒品种来看，微生物菌肥使用后在不同辣椒品种之

间的影响差异不明显。
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