
第32卷 第2期

2013年 3月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.32 No.2

Mar.2013,72~77

收稿日期:2012-04-23
基金项目:上海市自然科学基金项目(07ZR14030)
赵 玲,硕士研究生.研究方向:微生物-植物相互作用.E-mail:zhaoling.hytc@yahoo.com.cn
通讯作者:欧阳立明,博士,副教授.研究方向:微生物-植物相互作用.E-mail:ouyanglm@ecust.edu.cn

不同基质配方的有机肥对连作辣椒的生长
及根际土壤微生物多样性的影响
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摘要 以山东寿光辣椒大棚的连作土壤为基质,以无机肥料作对照,向辣椒连作土壤中基施5种不同配方

的有机肥,调节土壤N、P、K至相同水平,研究其对辣椒的产量与品质的影响。同时采用RAPD和平板稀释计

数相结合的方法,考察不同肥料处理组中辣椒根际土壤微生物的数量与多样性的变化。结果显示:大部分种类

的有机肥均能增加辣椒根际土壤微生物的多样性,其中,以蚕沙和酵母发酵废液复配的有机肥(SYM)处理的根

际土壤微生物的数量与多样性最高,且在促进辣椒生长、抗猝倒病、提高辣椒品质(维生素C和辣椒素含量)方面

都明显优于其他处理组。结果表明:以发酵废料为基础的配方有机肥应用于连作土壤中,可以提高作物的产量

与品质,改善土壤的微生态结构。
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  在我国,尤其是在一些主要的蔬菜种植基地,温
室连作是一种比较普遍的生产形式。然而,由于长

期的连作以及无机化肥和化学农药过量施用,许多

问题都逐渐显现出来,包括土壤肥力和微生物多样

性的降低、自毒素和土传病害的积累、土壤酸化

等[1-2]。这些都会造成作物产量与品质的下降、环境

的污染等问题。
近年来,施用有机肥改善植物营养备受关注。

有机肥不但可以直接增加土壤有机质的含量,而且

还可以改善土壤的理化性质和微生态结构[3-5]。如

在番茄的盆栽试验中,以棉籽壳作为有机肥施于土

壤中,可以改善土壤的物理性质、提高土壤的肥力、
增加有益菌的数量、提高番茄的产量[6-7]。有机肥的

来源较为广泛,如农业废料、动物粪便、作物残渣、堆
肥等[8]。除此之外,一些富含氨基酸等营养物质的

工业发酵废料也可作为有机肥的重要来源。植物根

际微生物直接参与土壤营养元素的代谢循环,并通

过多种作用机制调节植物的生长、影响病原菌的致

病力[9-10]。然而,由于连作和长期过量的使用无机

化肥和化学杀菌剂,土壤的微生态结构受到了严重

的破坏,自毒物质和病原菌大量积累,植物病害大

面积暴发越来越频繁[9]。已有研究表明:与传统

的施用无机化肥相比,添加有机肥更有利于改善

土壤中微生物的生物量与活性[11],而不同来源的

有机肥对同一作物的生长与产量也会带来不同的

影响。
虽然关于有机肥的研究已经很多,但有机肥对

连作土壤中作物生长、根际微生物多样性的影响研

究较少,而将工业发酵废料作为有机添加物进行相

关研究的报道更是鲜见。本研究以连作土壤为基

质,在维持等水平N、P、K的基础上,以无机肥料作

为对照,基施5种不同配方的有机肥,考察它们对连

作土壤中辣椒生长和产量的影响;同时,以 RAPD
和平板稀释计数相结合的方法,考察根际土壤微生

物的数量与多样性的变化,为合理施用有机肥、克服

连作障碍提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 土壤、种子、肥料与试剂

试验中的土壤为购自山东寿光蔬菜种植基地的
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大棚土壤,已连作辣椒3a;辣椒种子(美国大牛角)
购自上海某市场;味精发酵废液、酵母发酵废液和蚕

沙来自发酵工厂,泥炭购自上海某市场,上述发酵废

料及原始连作土壤中的营养元素等相关性质测定结

果见表1。试验中用到的PCR相关试剂购自上海

捷瑞生物工程有限公司。

表1 连作土壤和有机肥的营养元素含量

Table1 Mineralnutrientcontentsofthecontinuouscroppingsoilandtheorganicfertilizers

样品

Samples
酸碱度

pH
有机质/%

Organicmatter
速效氮/(mg/kg)
AvailableN

速效磷/(mg/kg)
AvailableP

速效钾/(mg/kg)
AvailableK

连作土壤Continuouscroppingsoil 6.58 1.91 155 224 426

蚕沙Silkwormexcrement 7.82 44.72 30500 6200 24000

泥炭 Turf 5.00 40.25 804 365 80

酵母发酵废液 Yeastfermentationwaste 5.60 31.50 22267 1083 44833
味精发酵废液

Monosodiumglutamatefermentationwaste
4.22 29.96 45118 1272 41636

1.2 辣椒的种植试验

辣椒种子浸种、催芽后点播于50格(4.5cm×
4.5cm×5.0cm)的穴盘中,每格1粒,2个月后,将
已长出4~5片真叶的辣椒幼苗移植到盆(14cm×15
cm)中,每盆装连作土壤2.5kg,每盆1棵。

基施的6组不同配方的肥料为:泥炭酵母发酵

废液复配肥(TYM)、泥炭味精发酵废液复配肥

(TMM)、蚕沙酵母发酵废液复配肥(SYM)、蚕沙味

精发酵废液复配肥(SMM)、2倍施用量的蚕沙味精

发酵废液复配肥(DSMM)以及无机化肥(CF)。制

备有机复配肥时,用无机化肥补入各复配肥中,以保

证各组肥料的总 N、P、K水平一致。施肥时,每千

克土壤中施用 N、P、K 的量分别为0.2、0.03和

0.17g;在移植后,各组均施以等量的 Arnon营养

液(H3BO3 2.86 mg/L,CuSO4 ·5H2O 0.08
mg/L,ZnSO4·7H2O0.22mg/L,MnCl2·4H2O
1.81mg/L,H2MoO4·4H2O0.09mg/L,0.5%
FeSO40.6mL/L,0.4% 酒石酸0.6mL/L)。每组

分别有40个重复,每日补充等量自来水。
1.3 辣椒的生长状况测定

为考察不同肥料处理下辣椒的生长状况,分别

在幼苗期、花期和成熟期取样测定株高、茎粗、真叶

片数、最大真叶宽、根长、根体积、干质量以及各组的

存活率。每组每次测定均取10株重复,将测定结果

进行方差分析(SPSSversion16.0)。
1.4 根际土壤微生物的稀释计数

在取样测定植株生长的同时收集根际土壤,挖
出植株,尽量不要破坏根系,轻抖去掉非根际土,粘
附在植株根系的土样即为根际土壤,用已灭菌的镊

子小心收集根际土壤于无菌管中。每组分别取10g

根际土壤样品于含90mL无菌水的三角瓶中,180
r/min,30℃摇瓶20min;梯度稀释土壤悬液,分别

接种适当稀释度的土壤悬液于牛肉膏蛋白胨培养

基、马丁氏培养基以及高氏一号培养基中,分别在

35、28、28℃下培养2、3和7d左右,统计并计算菌

的数量,每一土样设3次重复。
1.5 DNA 的提取与 RAPD 分析

分别在花期和成熟期,将取自各组10株辣椒的

根际土壤混匀,取100mg土样,按DNA提取试剂

盒(SoilMasterDNAextractionkit,EPICENTRE
Biotechnologies)的操作说明来提取土壤DNA。

经预试验,确定RAPD的反应体系:25μL的总

体积中含2.5μL10×PCRbuffer,0.15mmol/L
dNTPs,1.5mmol/L MgCl2,1.6μmmol/L 单引

物[12-13](表2),2UTaqDNA聚合酶以及1.5μL
土壤DNA。经PCR仪(Techne,theUnitedKing-
dom)扩增,扩增条件如下:94℃预变性3min;40个

表2 RAPD的引物编号及序列

Table2 Serialnumbersandsequences

oftheprimersusedforRAPD

编号

Code

序列

Sequence/(5′-3′)
G+C含量/%

G+Ccontent

PS01 GTCCACACGG 70
PS02 TCGGCGATAG 60
PS03 CAAACGTCGG 60
PS04 ACCTGAACGG 60
PS06 ACACCCCACA 60
PS09 GGGCTAGTCA 60
PS10 CTATCCTGCC 60
PS12 GTCCACCTCT 60
PS13 CACGAGTCTC 60
PS19 CGGGTCGTTC 70
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循环:94℃变性1min、36℃退火40s、72℃延伸

1.5min;72℃ 保温10min,最后将扩增产物保存于

4℃。扩增产物在含0.5μg/mLEB的1.5%琼脂

糖凝胶中电泳,用 FR-980电泳图像分析软件和

QuantityOne软件(ShanghaiFuriScience& Tech-
nologyCo.,Ltd.,China)进行电泳结果分析,以Shan-
non-Weaver指数和丰富度修正值作为分析参数[14]。
1.6 辣椒产量与品质分析

在成熟期,采摘辣椒果实,测定质量,并以2,6-
二氯靛酚法[15]测定辣椒果实中维生素C的含量,按
照 Trejo-Gonzaler等[16]的方法,测定辣椒素的含

量,对测定结果进行方差分析。

2 结果与分析

2.1 植株的生长状况

由于测定的株高、茎粗、真叶片数等各参数变化

趋势一致,此处以植株平均株高作为代表,测定结果

见图1。在花期,DSMM 处理组的平均株高最高

(14.98cm),SYM 和 TMM 处 理 组 次 之,均 为

13.83cm,除TYM处理组外,其他各组间基本没有

显著差异(P>0.05);在成熟期,SYM 处理组的平

均株高最高(41.6cm),与其他组相比,SYM 组表

现出了显著(P<0.05)差异。

 CF:无机化肥 Chemicalfertilizer;TYM:泥炭酵母发酵废液复

配肥 Turfplusyeastfermentationwaste;TMM:泥炭味精发酵废

液复配肥 Turfplusmonosodiumglutamatefermentationwaste;

SYM:蚕沙酵母发酵废液复配肥Silkwormexcrementplusyeast

fermentationwaste;SMM:蚕沙味精发酵废液复配肥 Silkworm

excrement plus monosodium glutamate fermentation waste;

DSMM:2倍施用量的蚕沙味精发酵废液复配肥 Twotimesappli-
cationrateofSMM;含相同字母,表示差异不显著;不含相同字

母,则表示差异显著。Accordingtosignificancetest(P<0.05),

differentlettersatthesamecolumnmeansignificantlydifferent,

withthesameletterisnotsignificantlydifferent.下同 Thesame

asbelow.

图1 花期和成熟期各处理组的平均株高

Fig.1 Averageheightoftheplantswiththeapplications

ofdifferentfertilizertreatmentsduringtheflowering
stageandthematuritystage

在幼苗移植后,各组中的幼苗都暴发了不同程

度的猝倒病,为评估有机肥对提高植株抗土传病害

的能力,试验中对植株的存活率进行了统计(图2)。
其中,CF组为62.5%,SYM 和 DSMM 组分别为

84.0%和88.5%,TMM 和SMM 处理组分别为

70.0%和62.8%,而TYM最低,为41.3%。

图2 各处理组辣椒的存活率

Fig.2 Thesurvivalofplantsamongthe
differentfertilizertreatments

2.2 根际土壤微生物平板稀释计数

表3为不同生长时期,辣椒根际土壤微生物(细
菌、真菌和放线菌)的计数结果。从该表中可以看

到,除TMM组外,其他组的细菌在辣椒生长周期中

基本保持一致的变化趋势:原始连作土壤中的细菌

数量最高(1×108cfu/g);花期细菌数量下降;成熟

期时,细菌数目又有所回升,但并未达到原始连作土

壤中的量,而TMM组成熟期的细菌数量比花期还

要低。辣椒生长周期中,各组的真菌数量都呈下降

的趋势。从幼苗期到花期,除DSMM 组外,其他组

的放线菌数量均降低;从花期到成熟期,TMM 组的

放线菌数量降低,而其他处理组均增加。
2.3 根际土壤 DNA 的 RAPD 分析

经预试验,确定了10条重现性较高的引物,扩
增的条带数为2~9条。图3是RAPD扩增的部分

电泳图。各组花期和成熟期土壤DNA扩增结果分

析(图4)显示:在花期,SYM 组的Shannon-Weaver
指数和丰富度修正值最高,分别为1.68和1.34;

SMM 最 低;到 了 成 熟 期,DSMM 组 的 Shannon-
Weaver指数和丰富度修正值最高,为1.31和1.38,

SYM组次之。
2.4 辣椒的产量与品质

辣椒产量、维生素C和辣椒素的含量测定结果

(表4)显示:与CF组相比,施用有机肥组的产量均

有显著增加,其中,SYM 组的产量最高,其次是

TMM组;除DSMM 组外,其他各组的维生素C含

量都要显著高于CF组;而除TYM 组外,辣椒素的

含量均高于CF组,且表现出显著差异。
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表3 不同生长时期各组根际土壤中细菌、真菌和放线菌的稀释计数

Table3 Theamountofthebacteria,fungiandactinomyceteoftherhizosphericsoilsamongthedifferent

fertilizertreatmentsduringthethreestages cfu/g

处理组

Treatments

细菌/×107Bacteria
幼苗期

Seedling
stage

花期

Flowering
stage

成熟期

Maturity
stage

真菌/×105Fungi
幼苗期

Seedling
stage

花期

Flowering
stage

成熟期

Maturity
stage

放线菌/×106Actinomyces
幼苗期

Seedling
stage

花期

Flowering
stage

成熟期

Maturity
stage

CF 10.0±2.9a 1.4±0.2a 2.9±0.6a 41.0±5.0a 12.0±1.0a 14.0±0.9a 4.6±0.4a 3.0±0.1a 5.7±3.4ad
TYM 10.0±2.9a 2.3±0.7ac 5.2±0.6a 41.0±5.0a 7.6±0.5b 12.0±0.4b 4.6±0.4a 2.4±0.1a 4.7±0.6ab
TMM 10.0±2.9a 3.8±1.5bd 2.7±1.2a 41.0±5.0a 16.0±1.3c 10.0±0.2b 4.6±0.4a 4.5±0.9ab 2.5±0.3b
SYM 10.0±2.9a 3.5±1.2bcd 9.3±3.0b 41.0±5.0a 23.0±1.3d 4.8±0.5c 4.6±0.4a 3.5±2.3a 8.8±0.2cde
SMM 10.0±2.9a 2.8±0.2ade 5.3±1.2a 41.0±5.0a 5.9±0.6e 7.2±1.8d 4.6±0.4a 3.5±0.4a 9.4±2.1ce
DSMM 10.0±2.9a 3.7±0.6bce 5.3±2.1a 41.0±5.0a 6.4±0.6be 4.1±0.7c 4.6±0.4a 6.5±1.6b 7.7±1.3ae

 Marker:含7个条带,依次为3000,2000,1400,900(最亮),600,400和200bp;A和B均由引物PS13扩增而来;A中模板是花期

各组根际土壤 DNA;B中模板是成熟期各组根际土壤 DNA。Marker:theDNAladderconsistingof7fragments,respectivelyare

3000,2000,1400,900(brightest),600,400and200bp;AandBweretheresultsoftheprimerPS13;theDNAtemplateofAwasex-
tractedfromthefloweringstageofthesixtreatments,Bwasextractedfromthematuritystage.

图3 各组根际土壤DNA经RAPD扩增的部分图谱

Fig.3 TheRAPDfingerprintsofDNAfromsixrhizosphericsoils

图4 不同生长时期各组根际土壤DNA的RAPD参数分析

Fig.4 RAPDanalysisinthefloweringandmaturitystagesfromthesixtreatments

表4 各组产量、维生素C和辣椒素含量

Table4 Theaveragefreshweight,vitaminCandcapsaicincontentsamongthesetreatments

参数Parameters CF TYM TMM SYM SMM DSMM
产量(总鲜质量)/g
Yield(Totalfreshweight)

27.4±0.7a 37.5±4.0b 44.6±3.7c 60.0±1.0d 41.0±1.2bc 32.7±2.1e

维生素C/(mg/100g)VitaminC 12.27±0.12a 15.53±0.42b 18.27±0.12c 14.47±0.23d16.60±0.00e 8.20±0.00f
辣椒素/(mg/g)Capsaicin 28.4±0.7a 30.0±1.6ac 41.4±1.0d 37.8±1.1b 31.6±0.4c 35.3±3.1b
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3 讨 论

据已有研究报道,有机肥可显著影响作物的产

量,且只有当有机肥的配方合理时,才能增加土壤肥

力、提高作物的产量,反之亦会造成减产[17-18]。本试

验得到了一致结果:与无机肥相比,有机肥一般可以

提高连作土壤中辣椒的产量与品质,但不同配方有

机肥对其影响又有所差异,本研究中有机肥SYM
组为最佳。施用含酵母发酵废液的有机肥处理组,
其细菌的数量高于含味精发酵废液的有机肥处理

组,这可能是由于酵母发酵废液中的pH 高于味精

发酵废液,且有机质含量较高,更有利于细菌的生长

所造成的。与泥炭相比,蚕沙含有更多的氨基酸和

植物激素[19],且pH 较高,这些差异可能是导致

SYM处理组根际土壤微生物数量多、多样性高的一

个重要因素,而微生态结构的差异又直接影响到了

辣椒的生长。
对RAPD 进行参数分析时,Shannon-Weaver

指数是描述微生物群落DNA条带多样性的主要参

数,条带数表示样品总DNA的丰富度常以丰富度

修正值来比较样品间的差异。从RAPD的结果中

可以看出,SYM和DSMM组可以提高微生物的多

样性。此外,在本研究中,对同一样品分别进行

RAPD和传统的平板稀释计数分析,其结果并不是

始终保持一致:如 DSMM 组在成熟期,Shannon-
Weaver指数和丰富度修正值最高,但平板稀释计数

结果显示其生物量并不是最高。导致这一现象的原

因可能是自然环境中可培养的微生物仅占1%,而
以土壤为样本,直接从分子水平上比较微生物的多

样性,其可信度更高[20]。
在SYM 组中,根际土壤微生物的丰富度与该

组的辣椒生长、产量和品质呈现正相关,这表明有机

肥、植物及微生物三者之间存在着某种复杂的相互

作用,这种作用直接影响到作物的产量与品质。与

其他组相比,SYM组最有利于促进辣椒的生长、提
高抗病性、维持土壤较好的微生态结构,提高辣椒的

产量,研究结果表明:在改善辣椒连作生产中,SYM
有机复配肥为最佳配方的有机肥料。

本研究结果表明:将酵母发酵废液、味精发酵废

液作为有机肥应用于农业生产中,具有成本低、来源

广的特性,且能够提供给微生物和植物更丰富的营

养。然而,对不同的作物而言,使用有机肥的品种和

配方还都需要进一步的研究。
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Effectsofdifferentorganicfertilizersonrhizosphericmicrobial
diversityandgrowthofpeppersincontinuouscroppingsoil

ZHAOLing OUYANGLi-ming LUXiao-chen

StateKeyLaboratoryofBioreactorEngineering,SchoolofBiotechnology/

EastChinaUniversityofScienceandTechnology,Shanghai200237,China

Abstract Usingcroppingsoil(ShandongShouguangpeppergreenhouse)asbasicmatrixandthe
chemicalfertilizerascontrol,fivedifferentorganicfertilizerformulationswiththesamelevelofN,Pand
Kcontentwereappliedtopepperplantspottedinsoilfromacontinuouscroppinggreenhousetocompare
impactsoforganicfertilizersonrhizosphericmicrobialdiversityandthegrowthofpeppers.Therhizo-
spheremicrobialquantityanddiversitywereinvestigatedusingrandomamplificationofpolymorphic
DNA(RAPD)andatraditionalplatecountingmethod.Resultsshowedthatmosttypesoforganicfertil-
izercanincreaserhizospheresoilmicrobialdiversityandtheorganicfertilizermadefromsilkwormex-
crementplusyeastfermentationwaste(SYM)isthehighestone.SYMprovidesthebestresultsinpro-
motingplantgrowth,protectionofseedlingsfromdamping-off,andimprovingthevitaminCandcapsai-
cincontentoffruits.Theseresultsindicatedthatorganicfertilizerproducedbyfermentedwasteiscondu-
civetothesustainabledevelopmentofagriculturewhichcanincreaseyieldsandqualityofcrop,improve
micro-ecologicalstructureofsoilincontinuouscropping.

Keywords fermentationwaste;organicfertilizer;pepper;randomamplificationofpolymorphic
DNA(RAPD);continuouscroppingsoil;rhizosphericmicrobe
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