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　　摘要：前期分离得到１株草莓枯萎病高效拮抗菌ＪＭ－３，以其制备的固体菌剂处理草莓连作土壤，采用生理生化
手段评价其对土壤酶活性的影响，同时采用高通量测序技术分析其对土壤微生物群落结构的调控规律。结果表明，在

盛果期，拮抗菌ＪＭ－３处理可提高草莓连作土壤的纤维素酶、酸性磷酸酶和蔗糖酶活性。土壤微生物多样性分析发
现，拮抗菌ＪＭ－３处理的盛果期毛壳属（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ）和腐质酶属（Ｈｕｍｉｃｏｌａ）相对丰度较高，表明其可在一定程度上提
高土壤有益菌的含量。ＰＣＡ结果表明，在盛果期和末果期，拮抗菌ＪＭ－３处理与多菌灵处理之间的距离较近，表明其
群落结构相似度较高。
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　　草莓（Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａＤｕｃｈ．）为蔷薇科草
莓属多年生草本植物，其果实饱满多汁、香气宜人，

深受消费者喜爱，素有“水果皇后”的美誉［１］。近年

来，随着人民生活水平的提高，市场对鲜食草莓的

需求量逐渐增大。在规模化生产地区，由于轮作、

倒茬困难，重茬普遍，草莓枯萎病等土传性病害发

生日益严重［２］。

草莓枯萎病是由半知菌亚门瘤座菌科镰孢属

尖孢镰刀菌草莓专化型（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．
ｆｒａｇａｒｉａｅ）侵染引起，它从根部侵染草莓维管束组
织，阻碍养分物质输导，导致植株萎蔫死亡［３］。目

前，对于该病害的防治仍以化学药剂为主，而长期

频繁施用化学杀菌剂具有较高的环境生态代价和

抗药性风险［４］。生防菌防治植物土传病害，无药剂

残留风险，对环境友好，且能活化土壤，有助于作物

健壮栽培［５］，已成为国内外科研人员的研究热点。

笔者前期从山东省泰安市草莓枯萎病发生严重的

设施草莓根际土壤中分离得到 １株高效拮抗菌
ＪＭ－３，授权专利号为ＺＬ２０１８１０２７２１４５．５，它对草莓

枯萎病菌的平板对峙抑制率为５７．４２％，以其制备
的固体菌剂对草莓枯萎病的 ９０ｄ田间防效为
８０００％，且可提高草莓果实的糖酸比，有助于提升
草莓果实品质，但其修复草莓连作土壤的生态机理

尚未进行系统研究。

微生物在土壤生态系统中作用巨大，生防菌的

大量投入必将对土壤酶活性、微生物多样性及相对

丰度等指标产生影响［６］。生防菌与土著微生物的

相互作用，对其防控效果的发挥也至关重要［７］。本

研究通过生理生化手段评价枯萎病拮抗菌 ＪＭ－３
制剂对土壤酶活性的影响；采用高通量测序技术，

系统分析该生防菌制剂处理草莓根际不同时间对

草莓连作根际土壤微生物群落结构的影响，探索该

生防菌缓解草莓连作障碍的作用机制，对推动草莓

产业可持续发展具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　试验区概况
试验取样地位于山东省泰安市岱岳区房村镇

三棵树草莓采摘园（３５°５８′１２３″Ｎ，１１７°１２′１３″Ｅ），属
温带气候，全年平均气温１２．８℃，降水量６９７ｍｍ，
日照时数２５２７．１ｈ。土壤为棕壤土，连续种植草莓
４年，土传病害发生较重，土壤养分及理化性质如表
１所示。
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表１　试验区土壤理化性质

全氮含量

（％）
全磷含量

（％）
全钾含量

（％）
碱解氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）
硝态氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）
速效磷含量

（ｍｇ／ｋｇ）
速效钾含量

（ｍｇ／ｋｇ）
有机质含量

（ｇ／ｋｇ） ｐＨ值

０．１３７ ０．０８２ ０．６４０ １１．１ ２９８．４ １０１．１ ２３８．９ １６．３４ ６．８１

１．２　试验设计
２０１９年８月２７日进行土壤处理，共设３个处

理：（１）以黄腐酸钾、硅藻土等载体制备菌株 ＪＭ－３
菌体浓度为２×１０８ＣＦＵ／ｇ固体制剂，按２０ｇ／株拌
土处理；（２）５０％多菌灵可湿性粉剂 １０００倍稀释
液，按２０ｍＬ／株灌根处理；（３）空白对照，不做任何
处理。每个处理重复 ３次，每个小区面积 ５０ｍ２。
随机区组排列，处理间设空白保护行。

移栽３叶１心期章姬草莓幼苗，起垄、覆黑膜栽
培，每垄２行，垄高４０ｃｍ，垄顶宽６０ｃｍ，垄底宽９０
ｃｍ，垄沟宽２０ｃｍ，株距１５ｃｍ，定植密度１２万株／
ｈｍ２，实施常规栽培管理。
１．３　样品采集

分别于１１月２７日（初果期）、３月７日（盛果
期）和５月７日（末果期）采集土壤。每个处理选取
２０个点，除去表层土壤后，以钻土器打取５～１５ｃｍ
土层土壤样品，充分混匀。土样过１ｍｍ孔径筛子
后，分成２份。其中１份以干冰保存，用于高通量测
定土壤微生物多样性；另１份于４℃保存，用于测定
土壤酶活性。

１．４　样品测定与分析
１．４．１　土壤酶活性测定　土壤脲酶活性测定采用
苯酚钠 －次氯酸钠比色法，蔗糖酶活性测定采用
３，５－二硝基水杨酸法［８］，酸性磷酸酶活性测定采

用磷酸苯二钠比色法［９］，纤维素酶活性测定采用苏

州格锐思土壤纤维素酶试剂盒（Ｇ０３０８Ｆ）。
１．４．２　土壤微生物多样性测定　高通量测序分析
由北京诺禾致源生物信息科技有限公司代理完成。

采用ＣＴＡＢ法提取土壤基因组 ＤＮＡ，以琼脂糖凝胶
电泳检测纯度和浓度，并稀释至１ｎｇ／μＬ。分别采
用带Ｂａｒｃｏｄｅ的１６ＳＶ４区５１５Ｆ、８０６Ｒ和１８ＳＶ４区
５２８Ｆ、７０６Ｒ特异性引物进行 ＰＣＲ，扩增产物经电泳
检测，根据浓度等量混样，以１×ＴＡＥ浓度２％的琼
脂糖胶电泳纯化，回收目的条带。构建文库，经过

Ｑｕｂｉｔ定量和文库检测合格后，使用 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ的
ＩｏｎＳ５ＴＭＸＬ进行上机测序。

剪切掉低质量部分 ｒｅａｄｓ，拆分出各样品数据，
截去Ｂａｒｃｏｄｅ和引物序列，去除嵌合体序列，得到最

终有效数据。利用Ｕｐａｒｓｅ软件（ｖ７．０．１００１）进行聚
类分析，依据算法原则筛选 ＯＴＵｓ代表序列。对
ＯＴＵｓ序列进行物种注释，并分别在各个分类水平统
计各样本的群落组成。以各样品中数据量最少的

为标准进行均一化处理，基于此进行后续的 α－多
样性分析和 β－多样性分析。使用 Ｑｉｉｍｅ软件
（ｖ１．９．１）计算 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ－ｏｔｕｓ、Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ、
Ｓｉｍｐｓｏｎ、ＡＣＥ、Ｇｏｏｄｓ－ｃｏｖｅｒａｇｅ、ＰＤ＿ｗｈｏｌｅ＿ｔｒｅｅ指
数，使用Ｒ软件（ｖ２．１５．３）绘制稀释曲线，并进行
α－多样性指数组间差异分析。使用 Ｒ软件
（２１５３）绘制ＰＣＡ图。
１．５　数据处理

采用ＥＸＣＥＬ２０１０和ＳＰＳＳ１８．０进行数据统计
分析。

２　结果与分析

２．１　拮抗菌ＪＭ－３对草莓连作土壤酶活性的影响
由图１可知，对于土壤脲酶，在初果期、盛果期

和末果期，拮抗菌ＪＭ－３处理的酶活性均略高于多
菌灵药剂处理和空白对照。对于纤维素酶，在盛果

期，拮抗菌ＪＭ－３处理的酶活性远高于多菌灵处理
和空白对照，末果期活性略低。对于酸性磷酸酶，

在盛果期和末果期，拮抗菌 ＪＭ－３处理的酶活性均
高于药剂处理和空白对照。对于蔗糖酶，在初果期

和盛果期，拮抗菌ＪＭ－３处理的酶活性高于药剂对
照和空白对照。

２．２　拮抗菌ＪＭ－３对草莓连作土壤真菌多样性的
影响

由图 ２可知，多菌灵处理的初果期曲霉属
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）相 对 丰 度 较 高，盛 果 期 根 霉 属
（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）相对丰度较高，盛果期和末果期毛壳属
（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ）相对丰度较高。拮抗菌 ＪＭ－３处理
的初果期新赤壳属（Ｎｅｏｃｏｓｍｏｓｐｏｒａ）相对丰度较高，
盛果期毛壳属和腐质酶属（Ｈｕｍｉｃｏｌａ）相对丰度较
高，末果期新赤壳属和漆斑菌属（Ｍｙｒｏｔｈｅｃｉｕｍ）相对
丰度较高。对照区盛果期新赤壳属和漆斑菌属相

对丰度较高，末果期曲霉属相对丰度较高。
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２．３　拮抗菌ＪＭ－３对草莓连作土壤细菌多样性的
影响

由图 ３可知，多菌灵处理的初果期酸杆菌
（Ａｃｉｄｉｂａｃｔｅｒ）相对丰度较高，盛果期鞘脂单胞菌属
（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）相对丰度较高。拮抗菌ＪＭ－３处理
的初果期蓝藻细菌（Ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）相
对丰度比较高，盛果期溶杆菌属（Ｌｙｓｏｂａｃｔｅｒ）相对丰
度较高，末果期鞘脂单胞菌属相对丰度较高。对照

区盛果期单胞菌属（Ａｒｅｎｉｍｏｎａｓ）和溶杆菌属相对丰
度较高，末果期酸杆菌相对丰度较高。

２．４　不同处理草莓连作土壤真菌群落结构的 ＰＣＡ
分析

由图４可见，在初果期，各处理间的真菌群落
ＰＣＡ距离较远，其中 ＣＫ与拮抗菌 ＪＭ－３和多菌灵
处理的距离更远，表明处理间的真菌群落结构差异

较大。在盛果期和末果期，各处理的真菌群落ＰＣＡ
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距离较近，其中拮抗菌ＪＭ－３处理与多菌灵处理之
间的真菌群落距离较近，可以推测该拮抗菌对土壤

真菌具有一定的抑制作用。

２．５　不同处理草莓连作土壤细菌菌群落结构的
ＰＣＡ分析

由图５可见，初果期各处理的细菌群落与盛果
期和末果期的ＰＣＡ距离较远，表明初果期的细菌群
落结构与盛果期和末果期差距较大。盛果期和末

果期的ＣＫ处理细菌 ＰＣＡ距离较近，表明草莓连作
土壤在中后期的细菌群落结构变化不大。

３　讨论与结论

土壤酶由植物根系分泌和微生物代谢产生，参

与土壤生物化学反应过程和养分循环，是土壤中具

有催化能力的一类生物活性物质，也是影响土壤微

生态环境的重要因素［１０］。土壤酶是衡量土壤生态

系统变化的敏感指标。生防制剂或化学药剂的大

量投入，必将对土壤酶活性产生影响。土壤脲酶催

化酰胺化合物水解，产生的氨是植物生长所需的重

要氮素来源。酸性磷酸酶催化土壤中的有机磷转

化为植物可直接吸收的无机磷［１１］。蔗糖酶又称转

化酶，参与有机质代谢过程，为植株生长提供能

源［１２］。纤维素酶可催化降解土壤纤维素，促进土壤

能量转化［１３］。刘丽等报道，接种根瘤菌和促生菌，

可显著提高大豆成熟期土壤的脲酶和蔗糖酶活

性［１４］。范琳娟等报道，以棉隆熏蒸处理草莓重茬土

壤，土壤脲酶和磷酸酶活性分别降低 ２０１．００％和
２７．４８％，并引起土壤肥力降低［１５］。田给林等报道，

草莓连作土壤灭菌后施用蚯蚓粪，可提高土壤脲酶

活性，是缓解草莓连作土壤灭菌对草莓植株生长发

育影响的有效措施［１６］。曹丹等报道，生物有机肥可

显著提高草莓连作土壤脲酶、酸性磷酸酶和过氧化

氢酶的活性［１７］。本研究发现，在盛果期，拮抗菌

ＪＭ－３处理可提高草莓连作土壤的纤维素酶、酸性
磷酸酶和蔗糖酶活性，在初果期和末果期影响不明

显，推测拮抗菌ＪＭ－３可促进草莓连作土壤的能量
和有机磷转化。

土壤微生物是土壤生态系统的重要组成，促进
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土壤有机质的分解和养分的吸收、转化［１８］。土壤微

生物群落结构失衡是造成草莓连作障碍的主要原

因［１５］。深入研究拮抗菌 ＪＭ－３土壤处理后与土著
微生物的互作关系，对于揭示该生防菌缓解草莓连

作障碍的作用机制、开发新型生防制剂以及保障草

莓可持续绿色生产等具有重要科学意义。曹坳程

等报道，草莓田多年施用氯化苦熏蒸会导致细菌多

样性显著下降，而真菌多样性不受影响［１９］。王廷峰

等报道，玉米套作及秸秆还田处理后，草莓连作土

壤微生物结构由“真菌型”转变为“细菌型”，增强了

抵御病虫害侵染的能力［２０］。马丽等报道，施用生物

炭能够增加连作草莓根际土壤微生物含量，促进草

莓根系生长［２１］。陈哲等报道，以敌磺钠和微生物肥

料共同处理草莓连作土壤，可降低真菌多样性，提

高细菌多样性及有益菌属的丰度［２２］。本研究以拮

抗菌ＪＭ－３固体制剂处理草莓连作土壤，采用高通
量测序分析发现，对于真菌而言，拮抗菌 ＪＭ－３处
理的初果期新赤壳属（Ｎｅｏｃｏｓｍｏｓｐｏｒａ）相对丰度较
高，盛果期毛壳属 （Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ）和腐质酶属
（Ｈｕｍｉｃｏｌａ）相对丰度较高，末果期新赤壳属和漆斑
菌属（Ｍｙｒｏｔｈｅｃｉｕｍ）相对丰度较高，可见其可在一定
程度上提高盛果期草莓连作土壤的有益菌含量。

对于细菌而言，拮抗菌ＪＭ－３处理的盛果期溶杆菌
属（Ｌｙｓｏｂａｃｔｅｒ）相对丰度较高，末果期鞘脂单胞菌属
（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）相对丰度较高。主成分分析（ＰＣＡ）
结果表明，对于真菌，在盛果期和末果期，拮抗菌ＪＭ
－３处理与多菌灵处理之间的真菌群落距离较近，
推测该拮抗菌对土壤真菌具有一定的抑制作用；对

于细菌，初果期的细菌群落结构与盛果期和末果期

差距较大。盛果期和末果期的空白对照处理细菌

群落ＰＣＡ距离较近，表明草莓连作土壤在中后期的
细菌群落结构变化不大。
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