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植物细菌性青枯病（Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ）是一
种严重的土传病害，严重危害热带、亚热带、温带经济

作物犤１、２犦，目前尚无理想的化学防治方法。青枯病的发

生与土壤环境关系密切，ＹｏｓｈｉｔａｋａＳｈｉｏｍｉ等研究抑病
与易感病土壤微生物群落结构，发现病原菌很难在微

生物多样性高的土壤中滋生 犤３、４犦。台湾的Ｓ－Ｈ土壤
添加剂对青枯病有一定的防治效果犤５、６犦。本研究通过

筛选工农业有机废弃物，研制成生态有机肥，通过有

机物和有益微生物的 “基质—菌种”效应对土壤微生

物群落进行调控，从而控制番茄青枯病犤７犦。

１ 材料与方法

１．１试验地点
番茄青枯病防治试验于２００１年在校内试验地进

行，该地为番茄连作地，多年种植番茄，青枯病发生严

重，土壤为红壤，土壤ｐＨ为５．５，有机质含量为３０．９
ｇ·ｋｇ－１土。新开地为校园内未耕作红壤，植被为杂草
和灌木，ｐＨ为６．０，有机质含量为３０．６ｇ·ｋｇ－１土，于
２００１年春天开垦种植番茄。
１．２试验材料

供试番茄品种为红宝石，是青枯病感病品种。生

态有机肥 （ＥＯＦ）由几种工农业废弃物资源加工改性
制成。
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摘 要：采用田间试验、微生物培养、ＢＩＯＬＯＧＧＮ微平板培养分析，研究了新开地、连作地施用生态有机肥前后土壤微
生物多样性与番茄青枯病的关系。结果表明，新开地没有发生青枯病，连作地番茄青枯病发病率为１００％，连作地施用
生态有机肥后，青枯病发病率降低至４９．８６％，土壤真菌、放线菌的数量略微增加，细菌的数量变化不大，但平板中真
菌、细菌、放线菌的不同形态菌落数明显增多。新开地、施用生态有机肥处理土壤微生物群落在ＢＩＯＬＯＧＧＮ微平板温育
过程中的ＡＷＣＤ值、Ｓｈａｎｎｏｎ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数、ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数、Ａｌａｔａｌｏ均匀度均显著高于连作地土壤，ＰＩＥ相遇几率则
相反。新开地与施用生态有机肥土壤之间无显著差异。由此说明，施生态有机肥能提高土壤微生物多样性，从生态水平

上抑制番茄青枯病的发生。
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１．３试验设计
３个处理，重复３次，共９个小区，每小区植番茄

苗２０株。处理１：施生态有机肥，用量为０．６５ｋｇ·ｍ－
２，在番茄移栽前一天撒施在土壤中，翻耕、淋水润湿

土壤，４月１日移栽番茄；处理２是连作地，处理３是
新开地，处理２、３均没有施生态有机肥。所有处理用
尿素、过磷酸钙、氯化钾作基肥，施用量每平方米分别

为１０ｇＮ、７．５ｇＰ、５．５ｇＫ，相当于每公顷１００ｋｇＮ、７５
ｋｇＰ、５５ｋｇＫ的施用量。其他田间管理措施一致。
１．４测定方法
１．４．１土壤微生物细菌、真菌、放线菌总数测定

采用平板计数法。真菌培养基为Ｍａｒｔｉｎ真菌培养
基；细菌培养基为牛肉膏蛋白胨培养基；放线菌培养

基为高氏一号培养基。

１．４．２土壤微生物多样性测定
参照Ｇａｒｌａｎｄ、ｋｅｌｌｙ和姚永华等利用ＢＩＯＬＯＧ研

究不同微生物群落对单一碳源底物的利用能力

（Ｓｏｌｅ－Ｃａｒｂｏｎ－ＳｏｕｒｃｅＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ牞ＳＣＳＵ）的差异，从
而获得土壤微生物群落结构和功能多样性方面的信

息犤８－１０犦。具体步骤如下：

（１）称去相当于２５ｇ烘干土样的新鲜土壤。
（２）高压灭菌过的三角瓶中加 ２５０ｍＬ无菌０．１

ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲溶液（Ｋ２ＨＰＯ４／ＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ７．０），加

入称好的土壤，封口。

（３）摇床振荡１ｍｉｎ，冰浴１ｍｉｎ，共重复３次（１∶
１０提取液）。

（４）静置２ｍｉｎ；取上清液５ｍＬ于灭过菌的５０ｍＬ
的三角瓶中，加入４５ｍＬ无菌０．１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲
溶液，稍加振荡（１∶１００提取液）。

（５）重复步骤牗４牘，直至稀释到每毫升稀释液大约
为（３—４）×１０４个微生物。将ＢＩＯＬＯＧ平板从冰箱内
取出，预热到２５℃。

（６）用２００μＬ移液器取稀释液加到平板中，每孔
加１５０μＬ，重复３次。将加好样的平板进行２８℃温
育。

（７）温育过程中，每隔一定时间，用３１８ＭＣ微平
板读数器（ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒ）在５７８ｎｍ处读数。
１．５数据处理方法

土壤微生物群落ＢＩＯＬＯＧＧＮ微平板在温育过程
中的每孔颜色平均变化率（Ａｖｅｒａｇｅｗｅｌｌｃｏｌｏｒｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔ牞ＡＷＣＤ）计算方法如下式：

ＡＷＣＤ值＝犤∑牗Ｃ－Ｒ牘犦／９５
式中：Ｃ指各反应孔在５７８ｎｍ下的吸光值，Ｒ是

对照孔Ａ１的吸光值。用于计算土壤微生物群落功能
多样性的公式如表１，采用反应７２ｈ的数据计算。其
中在计算Ｓｉｍｐｓｏｎ指数时，数据扩大了１０００倍，以防

图１ 各处理番茄青枯病发生率的比较

Ｆｉｇｕｒｅ１ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｗｉｌｔｏｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

表１计算土壤微生物群落功能多样性指数的公式犤１２－１４犦

Ｔａｂｌｅ１ Ｆｏｒｍｕｌａｓｆｏｒｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｓｏｆｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｓｏｉｌｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

多样性指数 特点和用途 公式 备注

Ｓｈａｎｎｏｎ指数
基于信息论范畴的牞预测从群落中随机
排出一个一定个体的种的平均不定数

Ｈ＝－ΣＰｉｌｎＰｉ
Ｐｉ为第 ｉ个孔相对吸光值 牗Ｃ－Ｒ牘
与整个平板相对吸光总值和的比率

Ｓｉｍｐｓｏｎ指数
基于概率论提出的牞两个个体同属一个物种
的概率牞如果概率大牞则多样性低牞反则高

Ｄ＝Ｎ牗Ｎ－１牘／Σｎｉ牗ｎｉ－１牘
ｎｉ是第 Ｉ孔的相对吸光值 牗Ｃ－

Ｒ牘牷Ｎ是相对吸光值总和

Ｍｃｌｎｔｏｓｈ指数
基于群落物种 Ｓ维空间上的 Ｅｕｃｌｉｄｉａｎ
距离的多样性指数

Ｕ＝ ∑ｎｉ樤 ２ Ｓ为颜色变化的孔的数目

Ａｌａｔａｌｏ均匀度 指群落中不同物种分布的均匀程度 Ｅ＝［（∑Ｐｉ２）－１－１］／［ｅｘｐ（－∑ＰｉｌｏｇＰｉ）－１］

ＰＩＥ相遇几率 表示不同种的个体在随机活动情况下相遇的概率 ＰＩＥ＝Σ牗ｎｉ／Ｎ牘犤牗Ｎ－ｎｉ牘／牗Ｎ－１牘犦

止出现负数。

２ 结果与分析

２．１番茄青枯病防治效果
图１显示，新开地番茄没有发生青枯病，连作地

番茄于５月１９日开始发病，于７月３日番茄青枯病
发病率达１００％。施用生态有机肥后，连作地番茄青
枯病推迟５ｄ发生，青枯病发病率降低至４９．８６％。新
开地土壤中没有青枯菌存在，因而没有发病，连作地

长期种植番茄，土壤中潜伏了大量青枯菌，生态有机
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肥为植株和土壤微生物提供了丰富的营养，提高了植

物的抗病性，促进土壤微生物的腐生性，抑制病菌滋

生。

２．２各处理土壤微生物数量和种类的比较
各处理土壤微生物平板计数结果如表２。从中发

现：新开地、连作地生态有机肥处理，土壤真菌、放线

菌的数量略微增加，细菌的数量变化不大，但最高稀

释度平板上分离到的真菌、细菌、放线菌的不同形态

菌落数明显增多。

２．３土壤微生物群落功能多样性测定

注：菌落数是指最高稀释度平板上出现的形态不同的菌落种类。

表２各处理土壤微生物数量的比较

Ｔａｂｌｅ２ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｏｉｌｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图２ 各处理土壤微生物群落温育过程中ＡＷＣＤ变化

Ｆｉｇｕｒｅ２ ＡＷＣＤｃｈａｎｇｅｓｄｕｒｉｎｇｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｏｆｓｏｉｌｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２．３．１ＢＩＯＬＯＧＧＮ微平板颜色变化率 （ＡｖｅｒａｇｅＷｅｌｌ
ＣｏｌｏｒＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ牞ＡＷＣＤ）

ＢＩＯＬＯＧＧＮ微平板是９６孔的反应平板，除对照
孔Ａ１只装有四氮叠茂和一些营养物质外，其余９５孔
还装有不同的单一碳底物，温育过程中，各孔微生物

新陈代谢过程中三羧酸循环产生脱氢酶，它能降解四

氮叠茂，从而使四氮叠茂变成紫色。在一定时期内颜

色变化孔的数目和各孔颜色变化的程度与微生物群

落结构和功能有密切的相关性，因此可用于微生物群

落功能特性的研究。由于真菌、放线菌的代谢反应不

能分解四氮叠茂，此方法只能检测微生物群落中细菌

（主要是革兰氏阴性菌）的信息，存在一定的局限，不

同的微生物对同一碳源的利用能力是有差异的，微生

物对不同单一碳源的代谢指纹并不能简单地归纳为

微生物群落的差异，因为土壤微生物在ＢＩＯＬＯＧ系统
中生长时，由于环境的改变引起微生物对碳底物实际

利用能力的改变，同时在温育过程中存在适应性问题

如代谢补偿、代谢适应等犤１５、１６犦。它最大的优点就是快

速简便，可获得大量土壤微生物群落结构和功能多样

性方面的信息。

各处理土壤微生物的ＢＩＯＬＯＧＧＮ微平板在温育
过程中 ＡＷＣＤ值变化结果如图２所示，土壤微生物
群落的 ＡＷＣＤ值在 ＢＩＯＬＯＧＧＮ微平板温育过程中
差异显著，连作地施用生态有机肥后，ＡＷＣＤ值迅速
增加。其土壤微生物利用碳底物的能力增强了。

Ｇａｒｌａｎｄ等 （１９９１）认为土壤微生物群落ＢＩＯＬＯＧＧＮ
微平板反应速度和最终能达到的程度与群落内能利

用单一碳底物的微生物数目和种类相关 犤８、９犦，因此从

各处理土壤微生物利用碳底物的代谢差异可推测土

壤微生物群落组成的差异。

新开垦土壤原来是自然植被条件下长期自然选

择的结果，形成了较和谐、平衡的微生态环境，微生物

对不同单一碳底物的代谢能力较强，土壤微生物多样

性比较高。连作地多年连作番茄，土壤中积累了大量

危害同种作物的病原微生物，破坏土壤微生态平衡，

微生物利用不同单一碳底物的种类减少，利用单一碳

底物的能力降低，微生物种群结构趋于单一，对作物、

环境变化的缓冲容量较小，当番茄种植时，以番茄为

寄主的青枯菌容易大量生长，病害发生严重。施用生

态有机肥后，改善土壤微生物的营养，尤其是土壤腐

生菌的营养，提高了土壤微生物的代谢能力，从而提

高了其在土壤中的竞争势，使土壤微生物群落对抗以

作物为营养的病原菌的能力提高了，有助于对病害的

抑制。

２．３．２土壤微生物群落功能多样性的分析
由表３可知，连作地施用生态有机肥后，其土壤

微生物群落的Ｓｈａｎｎｏｎ指数略微增加，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数、
ＭｃＩｎｔｏｓｈ指数、Ａｌａｔａｌｏ均匀度极显著升高，ＰＩＥ相遇
几率下降，和新开地土壤差不多。由此看来，连作地施

生态有机肥后，土壤微生物的物种多样性和均匀度大

处理
真菌 细菌 放线菌

数量 ／个·ｇ－１土 ×１０４ 菌落数 数量 ／个·ｇ－１土 ×１０７ 菌落数 数量 ／个·ｇ－１土 ×１０６ 菌落数

连作地 ２．４ ２ １．９ ２ ２．４ １
施生态有机肥 ４．８ ４ １．８ ５ ３．６ ２
新开地 ４．５ ３ ２．０ ４ ３．２ １
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表３ 土壤微生物群落功能多样性

Ｔａｂｌｅ３ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｅｖｅｎｎｅｓｓｉｎｄｉｃｅｓｆｏｒｓｏｉｌｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

处理 Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｓ Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 Ｍｃｌｎｔｏｓｈ指数 Ａｌａｔａｌｏ均匀度 ＰＩＥ相遇几率
连作地 １４．４２Ｂ ８２Ｂ ７４．５１Ｂ ５．８Ｃ ２．５９Ｂ １．００７

连作地施有机肥 １４．８０Ａ ９３Ａ ８３．６４Ａ ７．１６Ａ ２．６４Ａ １．００３
新开地 １４．７７Ａ ９１Ａ ８３．３２Ａ ６．７０Ｂ ２．６５Ａ １．００４

大提高，接近于新开土壤，使得整个微生物群落趋于

和谐、优化、平衡、稳定，有助于抑制病害。土壤微生物

群落在ＢＩＯＬＯＧＧＮ微平板温育７２ｈ时颜色变化孔的
数目，施生态有机肥处理的土壤极显著高于对照。由

此说明，连作地施用生态有机肥后，其土壤微生物群

落中利用不同单一碳底物种类的能力提高，也同样说

明土壤微生物多样性提高。

３ 小结

（１）利用工农业废弃物资源，根据“基质—菌种”
效应配制的生态有机肥对青枯病具有明显的防治效

果，在连作地番茄青枯病发病率为１００％的情况下，
施用生态有机肥后，青枯病发病率降低至４９．８６％。

（２）连作地施用生态有机肥后，土壤真菌、放线菌
的数量略微增加，可培养的真菌、细菌、放线菌的菌落

数明显增多，土壤微生物群落在ＢＩＯＬＯＧＧＮ微平板
温育过程中，其ＡＷＣＤ值、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数、ＭｃＩｎｔｏｓｈ指
数、Ａｌａｔａｌｏ均匀度极显著升高，ＰＩＥ相遇几率下降。

由此说明，施生态有机肥，改善了土壤微生物的

营养条件，提高了土壤微生物多样性，从生态水平上

抑制了番茄青枯病的发生。

（３）由于化学肥料的大量施用，土地复种指数的
增加，导致土壤理化性质和微生物群落的恶化，引起

土传病害滋生。通过加强筛选有机肥料和有益微生

物，加工研制肥料品种、合理施肥、配合适当的农艺措

施来改善、维护、培育土壤微生物群落，使之保持和

谐、稳定的功能，从而提高土壤微生物多样性，进而实

现土壤稳定、适度的生态肥力，可以从根本上抑制土

传病害的发生，实现农业的可持续发展。
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