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　　摘要：为了明确臭氧水与菌剂组合应用对番茄根结线虫的防治效果，采用定量接种法探究臭氧水与不同菌剂组合
处理对沙培和土培番茄生长、南方根结线虫防治效果及根际土壤微生物群落的影响。结果表明，单独臭氧水处理对番

茄生长无影响，８ｍｇ／Ｌ的臭氧水可显著减少番茄根系根结的形成，使盆栽番茄根际土中南方根结线虫群体密度降低
９０．７９％。臭氧水与哈茨木霉Ｔ１１－Ｗ和伯克氏菌Ｂ４１８组合处理，番茄株高和鲜质量与对照相比分别增加６１６４％、
９０．９０％，对根结线虫的相对防效为 ６９．９５％。臭氧水与 Ｂ４１８组合处理，番茄株高和鲜质量分别增加 ５９１０％、
６８８６％，对根结线虫的相对防效为６４．３９％。臭氧水与哈茨木霉Ｔ１１－Ｗ和伯克氏菌Ｂ４１８组合处理可降低细菌的丰
富度，增加真菌群落多样性和丰富度，显著降低链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）等潜在植物病原真菌的相
对丰度。该研究为臭氧水与菌剂组合防治番茄根结线虫病提供了理论依据。
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　　根结线虫（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅｓｐｐ．）是世界上分布最
广、危害最重的植物病原线虫，每年对全世界作物

造成严重的经济损失，它能侵染几乎所有的蔬菜作

物，对保护地蔬菜的危害尤其严重［１－３］，已经成为我

国设施蔬菜生产的最重要限制因子之一。

目前对根结线虫的防治主要是以化学药剂为

主，分为熏蒸类和非熏蒸类两大类，杀线剂对人畜

普遍呈现高毒性，用量大易产生抗药性，长期使用

会带来非靶标生物毒害和环境污染等问题［４－５］，不

少高毒性的杀线剂已被禁止使用。利用寄生或捕

食性食线虫菌物、拮抗性根际微生物或致病性病原

等进行生物防治是线虫病害防治研究的主流趋势，

已报道的植物寄生线虫生防微生物资源有淡紫拟

青霉（Ｐｕｒｐｕｒｅｏｃｉｌｌｉｕｍｌｉｌａｃｉｎｕｍ）菌株 ２５１［６］、坚强芽
孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｉｕｓｆｉｒｍｕｓ）菌株 Ｉ－１５８２［７］、厚垣孢普
可尼亚菌（Ｐｏｃｈｏｎｉａｃｈｌａｍｙｄｏｓｐｏｒｉａ）菌株 ＺＫ７［８］、长
枝木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｌｏｎｇｉｂｒａｃｈｉａｔｕｍ）菌株 Ｔ６［９］、橘
绿木霉（Ｔ．ｃｉｔｒｉｎｏｖｉｒｉｄｅ）菌株 Ｓｎｅｆ１９１０［１０］、越南伯
克霍尔德氏菌 （Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｖｉｅｔｎａｍｉｅｎｓｉ）菌株
Ｂ４１８［１１］等，其中多株优良生防菌株已被开发为生物
杀线剂产品。

臭氧是一种具有强氧化性的气体，在水中分解

产生的二级氧化剂———氢氧自由基（·ＯＨ），是一
种非选择性的强氧化剂，可破坏微生物膜结构［１２］，

且极易分解，施用后４０ｍｉｎ左右就会分解为氧气和
水，不会对环境造成二次污染，是一种安全、高效、

环保的杀虫灭菌剂［１３］。Ｖｅｒｏｎｉｃｏ等研究发现，浇灌
臭氧水可调控番茄的基本防御系统，降低线虫侵染

率［１４］；Ｇｕｏ等研究发现，０．５ｍｇ／Ｌ的臭氧水可在体
外抑制芸薹属植物病原菌欧文氏菌 （Ｅｒｗｉｎｉａ
ｃａｒｏｔｏｖｏｒａ）的生长［１５］；Ｋｏｂａｙａｓｈｉ等研究证实，臭氧
可使尖镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）和果胶杆菌
（Ｐｅｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃａｒｏｔｏｖｏｒｕｍ）失去活性［１６］。

越南伯克霍尔德氏菌 Ｂ４１８和哈茨木霉（Ｔ．
ｈａｒｚｉａｎｕｍ）Ｔ１１－Ｗ是笔者所在研究室保存的多功
能生防菌株，其中哈茨木霉 Ｔ１１－Ｗ对南方根结线
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虫分散卵具有寄生作用，是一种潜在的寄生植物线

虫真菌资源［１７］，越南伯克霍尔德氏菌 Ｂ４１８对番茄
和茄子根结线虫病的防治效果分别为 ６３．４２％、
７５６％［１１］。在以往的试验中由于土壤中根结线虫

含量较高，单独使用菌剂对线虫的防治效果还不甚

理想。关于臭氧水与生防菌剂组合使用防治根结

线虫是否会出现叠加或协同的效果尚未见报道。

本研究在温室条件下，研究了沙培和土壤栽培模式

下，臭氧水与哈茨木霉 Ｔ１１－Ｗ和越南伯克霍尔德
氏菌Ｂ４１８菌剂联合应用对番茄植株生长的影响和
对根结线虫的抑制作用，同时研究了联合应用对番

茄根际土壤微生物菌落的影响，以期为根结线虫的

防治提供安全有效的防控新技术。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试线虫和植物：南方根结线虫（Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ

ｉｎｃｏｇｎｉｔａ）由笔者所在实验室自感病番茄根部分离
并鉴定；供试番茄为金冠八号，购自济南伟丽种业

有限公司。

供试微生物菌剂为哈茨木霉Ｔ１１－Ｗ和越南伯
克霍尔德氏菌Ｂ４１８，为笔者所在实验室发酵制备的
草炭制剂，有效活菌数均为２×１０８ＣＦＵ／ｇ。
１．２　臭氧发生仪器

试验所用臭氧水发生器为山东泽恩农业科技

股份有限公司生产的土壤消毒灭菌机，臭氧浓度检

测仪为启立 ＤＯＺ－３０（广州启立环保设备有限公
司）。

１．３　番茄南方根结线虫卵（虫）悬浮液的制备
从根结线虫发病严重地块挖取感病番茄植株，

流动自来水冲洗干净根部，带回实验室。参考

Ｈｕｓｓｅｙ等的线虫悬浮液制备方法［１８］，将洗净的番茄

根用５％ ＮａＣｌＯ溶液消毒１０ｍｉｎ，无菌水冲洗３遍
后用灭菌剪刀将根部剪成０．５ｃｍ的小段，然后加入
适量无菌水，充分搅拌均匀。将根及溶液依次倒入

２００目和５００目的套筛上，收集５００目筛上的卵及
少量２龄幼虫，制成每毫升５００个卵（幼虫）的悬浮
液备用。

１．４　土壤中根结线虫ｑＰＣＲ定量检测
根据已发布的南方根结线虫ＩＴＳ区的保守序列

（ＮＣＢＩ：ＫＦ４１８３６８．１、ＦＪ５３４５１６．１）设计特异性引物，
预期扩增片段大小为１３９ｂｐ。引物由生工生物工程
（上海）股份有限公司合成，引物序列为 ＭＩＩＴＳ７－Ｆ

（５′－ＣＣＡＡＴＴＴＡＡＴＣＧＣＡＧＴＧＧＣＴＴＧ），ＭＩＩＴＳ１２７－
Ｒ（５′－ＣＧＡＣＡＧＣＣＧＴＴＴＣＡＣＡＡＣＡＡＴＡ）。

ｑＰＣＲ标准曲线中根结线虫 ＤＮＡ的提取参考
Ｇｏｒｎｙ等的方法［１９］，于显微镜下挑取１０００条２龄
幼虫，利用 ＭＯＢＩＯ的土壤 ＤＮＡ提取试剂盒（Ｐｏｗｅｒ
ＳｏｉｌＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ）提取 ＤＮＡ作为标准品，以其
梯度稀释液作为模板进行实时荧光定量ＰＣＲ反应，
每个标准品重复３次，得到各自循环阈值 Ｃｑ，通过
Ｃｑ值与２龄幼虫的对数值之间的线性关系，建立标
准曲线。

ｑＰＣＲ反应参考 Ｚｈａｏ等的方法［２０］，使 用

ＴａＫａＲａ公司的ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试剂盒（Ｐｅｒｆｅｃｔ
Ｒｅａｌｔｉｍｅ）和 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司的 ｉＱ５实时荧光定量
ＰＣＲ仪。２５μＬ体系如下：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ预混液
１２．５μＬ，２０μｍｏｌ／Ｌ正向和反向引物各１μＬ，模板
ＤＮＡ１μＬ，添加无菌水至终体积 ２５μＬ。ｑＰＣＲ反
应采用三步法：在９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃ 变性
３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共４０个循环；
循环结束后，样品加热到９５℃，立刻降至６０℃ 保
持５ｓ，然后每５ｓ提高０．５℃递增到９５℃。
１．５　番茄沙培试验设计

试验设无菌水对照和臭氧水浇灌２个处理，每
个处理２０个重复。将长有４张真叶且长势一致的
供试番茄苗种植在装有灭菌河沙的５０ｍＬ塑料离心
管中（底部有直径约２ｍｍ的洞），每管种植１株苗。
定植后，在距离番茄根周围０．５ｃｍ处滴入１ｍＬ的
卵（幼虫）悬浮液，使每株番茄苗接种的卵（幼虫）数

目为２０００个。接种７２ｈ后，向管中加入过量的浓
度为８ｍｇ／Ｌ臭氧水（以底部刚刚有水流出为准）。
根据番茄长势，每３ｄ浇１次Ｈｏｇｌａｎｄ溶液［２１］，置于

光照培养箱（光暗比１４ｈ—１０ｈ，２５℃）中培养６周
后，小心取出整株根系，用自来水冲洗干净后，采用

ＥＰＳＯＮ扫描仪记录根系形态，获取根系图像，分别
测量植株根系及地上部干质量等指标。同时统计

番茄根系上的根结数量，并计算根结减退率［９］。

根结减退率＝（对照根结数 －处理根结数）／对
照根结数×１００％。
１．６　番茄土壤盆栽试验

盆栽试验于２０２０年９—１１月在山东省科学院
生态研究所试验基地（１１７°１５．８７′Ｅ，３６°３９．６８′Ｎ）进
行，盆栽土来自于基地连续种植番茄且根结线虫发

病严重地块。除去表层土后，采集０～２０ｃｍ土样，
多点采样混匀后过５０目筛。土壤理化性质为：有机
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质含量２２．１４ｇ／ｋｇ、全氮含量１．０２ｇ／ｋｇ、速效磷含
量８．３７ｍｇ／ｋｇ、速效钾含量 ２１９．１６ｍｇ／ｋｇ，ｐＨ值
６７０，参考刘维志的方法［２２］测定根际土壤中根结线

虫数量（以密度计，ｇ／头）。
试验用盆为深２１ｃｍ、直径２３ｃｍ的圆形花盆，

装土２ｋｇ／盆。所用臭氧水浓度为８ｍｇ／Ｌ。共设５
个处理，每个处理 ６个重复，分别为 ＳＯ臭氧处理
组，浇２Ｌ臭氧水；ＳＯＢ处理组：浇２Ｌ臭氧水，４８ｈ
后加入Ｂ４１８菌剂５ｇ／盆；ＳＯＴ处理组：浇２Ｌ臭氧
水，４８ｈ后加入Ｔ１１－Ｗ菌剂５ｇ／盆；ＳＯＢＴ处理组，
浇２Ｌ臭氧水，４８ｈ后加入 Ｔ１１－Ｗ菌剂５ｇ／盆和
Ｂ４１８菌剂５ｇ／盆；ＳＣＫ对照处理组浇等量蒸馏水。
定植５株／盆具有 ４张真叶、长势一致的番茄苗。
依据土壤干湿情况，每间隔３～４ｄ浇水１次，６周
后剪取植株地上部用于测量植株高度和地上部鲜

质量。然后取出全部根系，调查所有植株的根系

根结数量。

１．７　番茄根际土壤微生物ＤＮＡ提取及高通量测序
土壤盆栽番茄收获后，将整株挖出，轻轻抖落

根系外围的大土块，只收集附着在根系上的土壤作

为根际土，５株／盆根际土混合作为１个样品。称取
０．５ｇ土壤样品，利用 ＤＮｅａｓｙＰｏｗｅｒＳｏｉｌＤＮＡ
ＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）试剂盒，按照说明
书提取土壤 ＤＮＡ，最终洗脱体积为７０μＬ，０．８％琼
脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ质量和浓度，一部分用于根
际土壤中根结线虫 ｑＰＣＲ定量测定，另一部分用于
高通量测序。

土壤微生物 ＤＮＡ高通量测序方法［２３］：利用通

用引物３４１Ｆ（５′－ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡＧ）和
８０５Ｒ（５′－ＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ）对ＤＮＡ
中的细菌基因组１６ＳｒＲＮＡ的 Ｖ３～Ｖ４区域进行扩
增，利用通用引物 ＩＴＳ３Ｆ（５′－ＧＣＡＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣ
ＧＣＡＧＣ）和ＩＴＳ４Ｒ（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ）
对真菌 ＩＴＳ２区进行扩增。３０μＬ扩增体系如下：
ＰｈｕｓｉｏｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）１５μＬ，２μｍｏｌ／Ｌ引物
３μＬ，１ｎｇ／μＬ模板ＤＮＡ１０μＬ，超纯水２μＬ。ＰＣＲ
反应程序为：９８℃预变性 １ｍｉｎ；９８℃变性 １０ｓ，
５０℃ 退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环；７２℃延
伸５ｍｉｎ。高通量测序采用 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ平台，由
生工生物工程（上海）股份有限公司完成。

１．８　数据处理
番茄根结指数按照０～５级划分，以根结数量和

根受害程度为分级标准［４］，具体如下：０级，根系健

壮，无根结；１级，根系上只有极少数根结，且直径大
小在２ｍｍ以内；２级，２５％及以内的根系上有根结，
未连接成串，且直径大小在２ｍｍ以内；３级，２６％～
５０％根系有根结，部分根结相连成直径大于３ｍｍ
的不规则根结；４级，５１％ ～７５％的根系有根结，多
数相连成直径大于３ｍｍ的不规则根结；５级，７６％
及以上的根系上有根结，且相连直径大于３ｍｍ，主、
侧根呈畸形或腐烂。根结病情指数计算公式如下：

根结病情指数 ＝［∑（各级植株数量 ×相应的
级数）／（调查植株总株数×５）］×１００；

相对防效＝［（对照根结病情指数 －处理根结
病情指数）／对照根结病情指数］×１００％；

试验数据采用Ｅｘｃｅｌ２０１０软件整理、ＳＰＳＳ２１．０
软件统计分析，同一处理样品数据的差异显著性采

用ｔ检验分析。
高通量测序后对各样本优化序列提取非重复

序列，去冗余序列后按照９７％相似性对非重复序列
（不含单序列）进行 ＯＴＵ聚类，在聚类过程中去除
嵌合体，得到ＯＴＵ的代表序列。１６Ｓ扩增片段使用
ＲＤＰＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ比对ＲＤＰ数据库；ＩＴＳ使用Ｂｌａｓｔ比对
ＵＮＩＴＥ数 据 库，最 终 分 别 在 域 （ｄｏｍａｉｎ）、门
（ｐｈｙｌｕｍ）、纲（ｃｌａｓｓ）、目（ｏｒｄｅｒ）、科（ｆａｍｉｌｙ）、属
（ｇｅｎｕｓ）、种（ｓｐｅｃｉｅｓ）等各个分类水平上统计各样本
的群落组成，应用ｍｏｔｈｕｒ软件计算Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｃｈａｏ等
多样性指数［２４］。

２　结果与分析

２．１　根结线虫ｑＰＣＲ标准曲线的建立
利用引物 ＭＩＩＴＳ７－Ｆ／ＭＩＩＴＳ１２７－Ｒ建立根结

线虫的标准曲线，Ｃｑ值与根结线虫２龄幼虫量的对
数值之间呈显著负相关性，标准曲线方程为 ｙ＝
－３．５２９ｘ＋３０．２９７，决定系数 ｒ２＝０．９８３８，表明建
立的实时荧光ＰＣＲ标准曲线具有良好的线性关系。
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２．２　臭氧水对沙培番茄生长的影响及根结线虫的
作用

番茄沙培６周后，各处理间植株的地上部和根
系干质量并无显著性差异（表１），但植株根系形态
和根结发生现象差异明显（图２），对照处理组须根

较少，在近主根的位置形成多个根结，且部分互连

形成５ｍｍ以上的大根结；而臭氧水处理的番茄植
株须根较多，根结个体直径多在２ｍｍ以内，主要分
布在须根末端，且数量较少，平均根结减退率为

６４４０％，与对照相比差异显著（Ｐ＜０．０５）。
表１　不同处理对沙培番茄生长及根结形成的影响

处理
地上部干质量

（ｇ）
根系干质量

（ｇ）
根结数

（个）

根结减退率

（％）

对照 ２．２４±０．１７ａ ０．５５±０．０９ａ １７．３３±３．６１ａ

臭氧水 ２．１８±０．１６ａ ０．５８±０．０６ａ ６．１７±２．０４ｂ ６４．４０±０．３５

　　注：表中数据为“平均数±标准差”。同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

２．３　不同处理对土培番茄生长和根结线虫的防治
效果

番茄土壤盆栽６周后，臭氧水单独处理组（ＳＯ）
株高和单株鲜质量与对照相比无显著差异。臭氧

水与菌剂组合的２个处理均可促进番茄株高和单株
鲜质量增加（表２），其中与Ｔ１１－Ｗ和Ｂ４１８组合处
理组（ＳＯＢＴ）增加最显著（Ｐ＜０．０５），对株高和鲜质
量的增加率分别为６１．６４％、９０．９０％；其次是臭氧
水与Ｂ４１８组合处理组（ＳＯＢ），对株高和鲜质量的
增加率分别为５９．１０％、６８．８６％。

对照处理组番茄植株根结线虫病害发生严重，

其根结病情指数达７９．２，而臭氧水单独或与菌剂组
合处理都可抑制根结的产生，与对照相比根结病情

指数显著降低（Ｐ＜０．０５）。ＳＯＢＴ和 ＳＯＢ处理组对
根结线虫病的相对防效分别为６９．９５％、６４．３９％，
二者之间无显著差异；ＳＯ处理组相对防效为
５５．０６％。
２．４　不同处理对根际土壤根结线虫数量的影响

利用ｑＰＣＲ检测根际土壤中南方根结线虫虫口
密度结果见图３，各处理根际土壤中南方根结线虫密
度存在着显著差异（Ｐ＜０．０５），对照处理组（ＳＣＫ）密

表２　不同处理对土培番茄生长及根结线虫的防治作用

处理
株高

（ｃｍ）
单株鲜质量

（ｇ）
根结

病情指数

相对防效

（％）

ＳＣＫ １７．３６±１．１０ｂ ４２．１０±３．６６ｃ ７９．２ａ

ＳＯ １８．２５±０．９１ｂ ３９．７１±１．５９ｃ ３５．６ｃ ５５．０６ｂ

ＳＯＢ ２７．６２±４．０２ａ ７１．０９±２．７２ｂ ２８．２ｄ ６４．３９ａ

ＳＯＴ ２５．９１±３．５８ａ ６９．２４±３．１９ｂ ４７．５ｂ ４０．０３ｃ

ＳＯＢＴ ２８．０６±２．３３ａ ８０．３７±２．８７ａ ２３．８ｄ ６９．９５ａ

度最大，为１７４．４１头／ｇ。臭氧水及其菌剂联合处理
组检测出的南方根结线虫密度显著减少，其中单独

臭氧处理组 ＳＯ密度最小，为 １６．０７头／ｇ；臭氧 ＋
Ｂ４１８组合处理组 ＳＯＢ和臭氧 ＋Ｂ４１８＋Ｔ１１－Ｗ 组
合处理组 ＳＯＢＴ之间差异不显著，分别为 ３６．２４、
３０４９头／ｇ。
２．５　不同处理对盆栽番茄根际微生物群落多样性
和丰富度的影响

Ｃｈａｏ指数可反映群落物种丰富度，其值越大，
表明样品中生物群落丰富度越高。由表 ３可以看
出，单独臭氧水处理组 ＳＯ与对照 ＳＣＫ相比细菌
Ｃｈａｏ指数降低，真菌 Ｃｈａｏ指数无显著变化；臭氧水
与菌剂组合处理组与对照相比细菌Ｃｈａｏ指数无显著
差异，真菌Ｃｈａｏ指数显著增加（Ｐ＜０．０５）。臭氧水
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表３　不同处理的番茄根际土壤细菌和真菌群落丰富度和多样性指数

处理
细菌 真菌

ＯＴＵｓ Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｃｈａｏ指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 ＯＴＵｓ Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｃｈａｏ指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数

ＳＣＫ ３７６．３３±１６．５６ａ ５．４３±０．０７ａ ３７８．１１±１４．００ａ ０．００８±０．００２ａ ５９．６７±９．０７ｂ １．５６±０．０５ｂ ５９．６７±９．０７ｂ ０．４０±０．０２ａ

ＳＯ ３４４．６７±１５．９６ａ ５．３８±０．１８ａ ３４５．１９±１５．５６ｂ ０．００７±０．００１ａ ６０．００±１１．２７ｂ ２．００±０．２６ａ ６０．００±１１．２７ｂ ０．２８±０．０６ｂ

ＳＯＢ ３９０．６７±１４．６９ａ ５．４５±０．１８ａ ３９１．５０±１５．２７ａ ０．００７±０．００２ａ ７９．３３±２２．３７ａ ２．２０±０．１２ａ ７９．３３±２２．３７ａ ０．２４±０．０２ｂ

ＳＯＴ ３９５．３３±２９．６７ａ ５．４５±０．０５ａ ３９７．７５±３１．８０ａ ０．００８±０．００１ａ ８９．３３±１３．０１ａ ２．５３±０．４７ａ ８９．３３±１３．０１ａ ０．２０±０．０８ｂ

ＳＯＢＴ ３１９．６７±２３．３５ｂ ５．３５±０．０６ａ ３２０．６７±１３．１２ｂ ０．００７±０．０００ａ ７６．６７±５．５１ａ ２．１３±０．０９ａ ７６．６７±５．５１ａ ０．２６±０．０２ｂ

与２个菌剂联合处理组 ＳＯＢＴ降低了细菌 Ｃｈａｏ指
数，增加了真菌Ｃｈａｏ指数。臭氧水与菌剂联合可以
增加根际土壤中真菌的丰富度，降低细菌的丰富度。

　　Ｓｈａｎｎｏｎ指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数反映了样品中微
生物群落的多样性，Ｓｈａｎｎｏｎ指数值越大说明群落
多样性越高；Ｓｉｍｐｓｏｎ指数则相反，值越大说明群落
多样性越低。由表 ３可知，所有处理间细菌的
Ｓｈａｎｎｏｎ指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数没有显著变化。在真
菌方面，臭氧水单独处理或与菌剂联合处理都可显

著增加真菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ指数（Ｐ＜０．０５），且臭氧水
参与的３个处理之间没有显著差异。表明臭氧水或
与菌剂联合处理不会影响细菌群落多样性，但可以

增加真菌群落多样性。

２．６　不同处理对盆栽番茄根际微生物群落结构的
影响

在门分类水平上，各处理番茄根际土壤中鉴定得

到的细菌归属于 ２３个门，主要分布在变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、疣微菌门
（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆
菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）等。其中 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ为优势
菌，占比４４．１５％ ～４７．０４％。不同处理之间没有显
著差异。

各处理番茄根际土壤中鉴定得到的真菌主要

来自８个门，其中子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）、油壶菌门
（Ｏｌｐｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）、担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）为优势
菌。各处理中根际土壤真菌群落结构构成相近，但

臭氧水处理番茄根际土壤各真菌类群所占比例发

生了明显的变化，如臭氧水与菌剂组合可显著增加

子囊菌门和油壶菌门的相对丰度。

根据物种注释结果，选取每个样品在各分类属

水平上最大丰度排名前１４的物种，生成物种相对丰
度柱形累加图（图４）。分析表明，臭氧水处理可使
番茄根际土壤真菌群落组成发生显著改变，被毛枝

葡萄孢属（Ｂｏｔｒｙｏｔｒｉｃｈｕｍ）、链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、镰
刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）、被孢霉属（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ）等相对丰

度减少。其中臭氧水与 Ｔ１１－Ｗ和 Ｂ４１８联合处理
组ＳＯＢＴ的链格孢属相对丰度降低９７．６１％，镰刀菌
属相对丰度降低４２．２７％。

３　讨论与结论

土壤中根结线虫群体密度与作物的受害程度

关系密切［２５］，准确检测和定量根结线虫群体密度对

病害防治至关重要。实时荧光 ＰＣＲ技术已广泛应
用于植物病原菌和线虫的定量检测中，本研究利用

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料，采用南方根结线虫特异性引物
ＭＩＩＴＳ７－Ｆ／ＭＩＩＴＳ１２７－Ｒ和循环阈值（Ｃｑ）（ｒ

２＝
０９８３８），建立了不同线虫数量的高质量标准曲线，
可用于定量检测土壤样品中南方根结线虫的数量。

在根结线虫群体密度低的情况下，生防菌可通

过产生代谢物或者提高植物抗逆性来实现根结线

虫病的防治作用，但若群体密度过高，生防效果将

大打折扣。本研究在定植前浇灌８ｍｇ／Ｌ臭氧水，可
降低根结线虫群体密度，再接种哈茨木霉、越南伯

克霍尔德氏菌，植入大量的有益微生物，不仅可以

通过竞争抑制根结线虫，同时还可诱导植物抗性，

促进植物生长，呈现增效作用，对番茄株高和鲜质
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量分别增加６１．６４％和９０．９０％，对根结线虫病的相
对防效达到６９．９５％。

臭氧极强的灭生性氧化作用，不仅能抑制线虫

的存活，对土壤中有益微生物也会产生影响。在臭

氧处理对土壤微生物群落结构的影响方面尚存在

争议，如王永强等研究认为，臭氧水喷洒对设施植

物根际微生物群落多样性影响不大［２６］，而陈展等的

试验则表明，高浓度臭氧水可抑制小麦土壤微生物

总量，降低微生物多样性指数［２７］。本研究发现

８ｍｇ／Ｌ臭氧水浇灌处理６周后，细菌和真菌的群落
结构并未发生显著变化。但臭氧水与菌剂联合处

理可降低细菌的丰富度，增加真菌群落多样性和丰

富度，进一步分析发现，臭氧水及菌剂组合可显著

降低链格孢属、镰刀菌属等潜在植物病原真菌的相

对丰度。扈进冬等研究发现，哈茨木霉 ＬＴＲ－２拌
种可以增加小麦根际真菌群落的丰富度［２８］，说明臭

氧水与菌剂组合处理对番茄根际土壤微生物群落

的影响主要是由于菌剂的作用引起的。

综上所述，臭氧水与哈茨木霉 Ｔ１１－Ｗ和越南
伯克霍尔德氏菌 Ｂ４１８制剂联合，具有协同增效作
用，能够有效防治番茄根结线虫病害，增加植株鲜

质量，显示出较好的防病和增产效果，二者联用可

替代部分化学农药。臭氧水与菌剂联用还增加了

根际土壤真菌群落多样性和丰富度，降低镰刀菌等

潜在植物病原真菌的相对丰度，促进了植物根系发

育和作物生长。
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纳米硒、铜对干旱胁迫下番茄生长、光合特性

及产量的影响

陈绕生１，薛林宝２

（１．江苏联合职业技术学院植物工程系，江苏淮安２２３２００；２．扬州大学园艺园林与植保学院，江苏扬州 ２２５００９）

　　摘要：随着农业技术的发展，越来越多的纳米技术已应用于农业生产中，然而纳米肥料对植物的影响尚不清楚。
采用盆栽试验，研究干旱胁迫下施用纳米铜（ＣｕＮＰｓ）、纳米硒（ＳｅＮＰｓ）对番茄生长、光合生理特性及产量的影响。结
果表明，干旱胁迫（ＤＳ）条件下番茄干物质累积、根系形态、光合生理代谢及产量皆受到显著影响。ＤＳ条件下，与对照
（ＣＫ）相比，施用ＣｕＮＰｓ（ＣＵ）、ＳｅＮＰｓ（ＳＥ）及二者结合施用（ＣＵ＋ＳＥ）处理均可有效增加番茄植株地上部、根系干物
质累积量及根系性状指标，提高光合色素（叶绿素ａ、叶绿素ｂ、类胡萝卜素）含量、光合特征参数、叶绿素荧光参数及上
调表达光合作用基因（ＰｅｔＥ、Ｐｓｂ２８），处理间整体呈ＣＫ、ＣＵ＜ＳＥ＜ＣＵ＋ＳＥ。正常水分（ＷＷ）条件下，与ＣＫ相比，施用
ＣｕＮＰｓ、ＳｅＮＰｓ可提高光合生理参数，但对植株生长参数及产量无明显影响。与ＷＷ条件下的ＣＫ相比，ＤＳ条件下纳
米材料处理（ＣＵ、ＳＥ、ＣＵ＋ＳＥ）植株生长及光合生理特征参数整体较低；产量变幅为－４．５３％～－０．２２％，且处理间差异
不显著。可见干旱胁迫下施用ＣｕＮＰｓ、ＳｅＮＰｓ可促进番茄植株生长发育、提高光合作用及维持产量，以二者结合施用
处理效果较好。
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　　随着温室效应带来的气候持续变暖，干旱性问
题已成为全球植物生长和粮食安全生产面临的主

要威胁之一［１］。目前，世界上有大面积耕地处于干

旱或半干旱状态，干旱胁迫可对植物生长发育及生

理代谢产生显著影响，包括水分利用效率、养分吸

收、光合效率、总叶绿素含量以及激素水平等［２］，从

而对农作物的生长发育、产量及品质等具有不利影

响。目前针对缓解干旱环境下作物生长发育的相

关技术已报道了微生物策略、保水剂研发及品种培

育等［３－４］。为增加作物种子活力、抗逆性以及提高

粮食品质，施用硅（Ｓｉ）、铜（Ｃｕ）以及硒（Ｓｅ）等有益

元素已成为农业生产中的必要措施［５］。随着农业

技术的发展，越来越多的纳米农药、纳米肥料已应

用于农业生产中，为提高作物生产力和作物保护提

供了新思路。

最近的研究表明，由于纳米颗粒（＜１００ｎｍ）类
似于蛋白质等生物分子，能够穿过细胞膜［６］，其物

理、化学性质与大颗粒的常规种类存在功能差

异［７］。因此与养分有效态相比，纳米颗粒（ＮＰｓ）形
式的元素生物利用度和功能效率在植物生长和代

谢方面效果更佳［７］。目前，在农业生产中以Ｓｅ、Ｃｕ、
锌（Ｚｎ）等为主的几种类型的纳米材料已逐渐得到
运用［８］。且研究发现，纳米硒（ＳｅＮＰｓ）具有潜在的
抗氧化活性，在花生（ＡｒａｃｈｉｓｈｙｐｏｇａｅａＬ．）的栽培
中，ＳｅＮＰｓ可增加花生植株的抗氧化酶和非酶抗氧
化剂活性［９］；提高黄瓜作物中用于渗透保护的光合

能力、脯氨酸和总可溶性碳水化合物的积累［１０］。目

前与植物相关的研究中，纳米铜（ＣｕＮＰｓ）是目前运
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