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摘  要：强还原土壤灭菌(reductive soil disinfestation，RSD)是一种抑制土传病原菌的高效和环保的方法。本试验

通过荧光定量 PCR和变性梯度凝胶电泳研究 RSD对土壤尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum)及微生物区系的影响。结果

表明：处理 15 天后，较对照(CK)相比，除添加氨水处理(NH3)土壤 pH 上升外，以苜蓿粉和乙醇为有机碳源的

RSD(Al-RSD和 Et-RSD)处理土壤 pH 分别降低了 0.54 和 1.16；NH3、Al-RSD 和 Et-RSD 处理将尖孢镰刀菌数量分别

降低了 74%、98% 和 93%；Al-RSD显著增加了细菌的数量和多样性，Al-RSD和 Et-RSD处理显著降低了土壤中真菌

的数量，但增加了真菌的多样性。结果表明 RSD与氨气熏蒸相比对于土壤微生物区系的改善具有更好的作用。 
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香蕉是一种历史悠久的水果，在世界上一度认为

是继水稻、小麦和玉米之后需求最大的农作物[1]，然

而一场对香蕉具有毁灭性的土传病害给香蕉产业带

来了极大的打击。香蕉枯萎病，又称巴拿马病，是一

种由尖孢镰刀菌古巴专化型 (Fusarium oxysporum 

f.sp. cubense，FOC)引起的、世界广泛分布的土传真

菌病害[2]。FOC主要通过根部感染植株并寄生于根茎

中，引起植株维管束坏死，导致香蕉树枯萎[3]。该菌

腐生能力强，即使没有寄主，也能产生厚垣孢子在土

壤中长期存活[4–5]。它的传播途径分为自然因素和人

为因素，主要包括苗木、土壤、流水、耕作工具以及

人等途径传播，其感染力高、致病力强、死亡率大，

防治非常困难[6]。 

目前，彻底防治香蕉枯萎病的方法仍未找到，而

现阶段采用较多的是物理防治、化学防治、培育抗病

品种以及生物防治。物理防治如土壤暴晒法，虽然有

一定的效果，但操作复杂，气候条件限制性大；某些

化学杀菌剂，如溴甲烷，具有很强的杀菌效果，但对

食品和人类健康具有很大的安全隐患[7]；抗病品种在

现阶段倍受青睐，但在土传病害防治上仍未发挥应有

的作用[8]，且存在病原菌不断积累的风险；由于具有

环保、有效等优点，近年来生物防治土传病害的相关

研究越来越多，在国内外已有诸多学者采用生防菌

抑制病原菌，如哈茨木霉、枯草芽孢杆菌等[9–10]，

但外源添加的生防菌，它既要克服土著微生物的排

斥，也要适应土壤以及周围的环境，见效慢和效果

不稳定[11]。 

2000年，日本 Shinmura[12]和荷兰 Blok等[13]人相

继采用强还原法(reductive soil disinfestation，RSD)杀

灭土壤病原微生物，此方法是由向土壤中添加易分解

有机碳源并维持土壤厌氧状态组成，可在 2 ~ 4周内

杀灭大量土传病原菌，目前作为化学熏蒸剂替代品广

泛用于农业生产中。国内黄新琦等[14–15]采用淹水方

式实施 RSD，虽然杀菌效果很明显，但是对于持水

力较差的土壤采用淹水方式操作较为困难，因此，本

试验采用添加有机物料后灌溉土壤至最大田间持水

量并覆膜的方式实施 RSD。此外，尽管 RSD在日本

和美国已取得一系列推广应用，但已有的研究表明，

RSD 对土壤微生物区系影响的相关研究较少[16]，因

此，本试验研究了不同有机物料的 RSD 及氨气熏蒸

对于连作土壤中 FOC、细菌和真菌数量及土壤微生

物区系的影响。 
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1  材料与方法 

1.1  试验材料 

供试土壤：试验地位于海南省乐东县(109.17°E、

18.75°N)香蕉种植园内，由于较高的香蕉枯萎发病率，此

地块已被撂荒一年。该土壤 pH 6.5，电导率 40.8 μS/cm，

有机碳和全氮含量分别为 9.46 g/kg与 0.43 g/kg。供试

有机物料：苜蓿粉和乙醇。供试氨水浓度为 25%。 

1.2  试验处理 

试验分为 4个处理：原位土壤(CK)、土壤中添加

500 ml/m2 氨水后灌溉至最大田间持水量并覆膜

(NH3)、土壤中添加 2 kg/m2苜蓿粉后灌溉至最大田间

持水量并覆膜(Al-RSD)、土壤中添加 1 L/m2乙醇后

灌溉至最大田间持水量并覆膜(Et-RSD)，每个处理 3

个重复，每个重复面积为 1 m ×1 m。处理期间温度

25 ~ 35℃，处理周期为 15 天，处理完成后揭膜，分

别采取各处理 0 ~ 20 cm和 20 ~ 40 cm土层的土壤。 

1.3  测定方法 

1.3.1  土壤 pH的测定    将土壤与去离子水以 1︰

2.5的比例混匀，然后以 200 r/min在摇床中振荡 30 min

后用 pH计(Mettler S220K，Switzerland)测定土壤 pH。 

1.3.2  土壤 DNA 的提取    土壤 DNA 提取使用试

剂盒 Power SoilTM  DNA Isolation Kit(MO BIO Labora-

tories Inc.，USA)。 

1.3.3  实时荧光定量 PCR对真菌、细菌和 FOC的定

量    本试验通过实时荧光定量 PCR 和相应的特异

性引物对真菌、细菌和 FOC进行定量。定量 PCR扩

增采用 8联管在 CFX96TM Real-Time System(Bio-Rad 

Laboratories Inc.，Hercules， CA，USA)上进行。每

个PCR管的反应体系总量为 20 μl[17]：2 μl DNA模板，

10 μl SYBR Green premix EX Taq(2×)，正反引物各 1 

μl(真菌特异性引物：ITS1-f 和 5.8 s；细菌特异性引

物：Eub338 和 Eub518；FOC 特异性引物：ITS1-F

和 AFP308，表 1)，6 μl无菌水。真菌和细菌的反应

条件：95℃ × 2 min预变性，95℃ × 10 s高温解链，

53℃ × 20 s低温退火，72℃ × 30 s延伸，40个循环；

FOC反应条件：95℃ × 2 min预变性，95℃ × 10 s高

温解链，58℃ × 15 s低温退火，72℃ × 20 s延伸，40个

循环；在每个循环的延伸阶段采集荧光信号，并在反

应结束后绘制熔解曲线。标准品的构建参照文献[18]，

得出的真菌、细菌及 FOC 标准曲线分别为：y =  

–3.003 0x + 47.779，R2 = 0.999；y = –3.368 0x + 49.903，

R2 = 0.996 1；y = –3.358 6x + 51.282，R2 = 0.995 3。 

1.3.4  变性梯度凝胶电泳检测土壤微生物多样性    对

土壤 DNA 进行 PCR 扩增所使用的细菌引物为 GC- 

U968(GC夹子 40 bp)和 L1401，真菌引物为 GC-Fungi

和 NS1(表 1)。PCR反应体系总量为 25 μl：1 μl DNA

模板，正反引物各 1 μl，12.5 μl Mix Taq(2×)，9.5 μl

无菌水。细菌 PCR反应条件为 94°C × 5 min预变性，

94℃ × 10 s高温解链，52℃ × 20 s低温退火，72℃ × 

30 s延伸，32个循环，72℃ × 10 min再延伸；真菌

PCR反应条件：95℃ × 5 min预变性，94℃ × 20 s

高温解链，55℃ × 20 s低温退火，72℃ × 30 s延伸，

32个循环，72℃ × 7 min再延伸。PCR扩增后的产

物通过琼脂糖凝胶电泳进行检测。  

表 1  实时荧光定量 PCR 与 PCR-DGGE 引物列表 
Table 1  The primers used in quantitative real-time PCR and 

PCR-DGGE 

引物 序列(5’-3’) 参考文献

ITS1-f(F) TCCGTAGGTGAACCTGCGG [19] 

5.8s(R) CGCTGCGTTCTTCATCG [20] 

338(F) CCTACGGGAGGCAGCAG [21] 

518(R) ATTACCGCGGCTGCTGG [22] 

ITS1-F(F) TCCGTAGGTGAACCTGCGG [19] 

AFR308(R) CGAATTAACGCGAGTCCCAAC [23] 

GC-U968(F) GC-AACGCGAAGAACCTTAC [24] 

L1401(R) GCGTGTGTACAAGACCC [20] 

GC(Bacteria)
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGG 
CGGGGCGGGGGCACGGGGGG 

 

GC-Fungi(F) GC-ATTCCCCGTTACCCGTTG [25] 

NS1(R) GTAGTCATATGCTTGTCTC [25] 

GC(Fungi) 
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCC 
CGGCCCGCCGCCCCCGCCCC 

 

 

采用 D-Code System(Bio-Rad Laboratories Inc.，

Hercules，CA，USA)进行变性梯度凝胶电泳(DGGE)，

在 6%(w/v)的聚丙烯酰胺凝胶(40% acrylamide/bis- 

acrylamide，37.5︰1，Bio-Rad)中加入等量浓度 PCR

产物，然后以 60℃、80 V进行电泳，持续 16 h。细

菌和真菌的变性梯度分别为 45% ~ 60% 和 25% ~ 

40%，通过成像仪和 Quantity One 4.6.3对电泳效果进

行检测及分析。 

1.4  数据处理与分析 

采用 Excel 2003、Origin 8.0和 SPSS 19.0(SPSS 

Inc.，Chicago，USA)统计分析软件对土壤 pH、微生

物数量(细菌、真菌和 FOC)及微生物多样性数据进行

处理与分析，并结合 LSD 多重比较法检验各处理间

的差异显著性(P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  土壤 pH的变化 

处理 15天揭膜后，0 ~ 20和 20 ~ 40 cm土层：

NH3处理的 pH较 CK分别显著增加了 1.29和 1.06；

而 Et-RSD 处理的 pH 较 CK 分别显著降低了 1.3 和
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0.34。Al-RSD处理 0 ~ 20 cm pH较 CK降低了 0.54，

但 20 ~ 40 cm土层显著增加了 0.53(图 1)。 

 

(图中小写字母不同表示同一土层不同处理间差异达到 P<0.05显

著水平，下图同) 

图 1  处理结束后原位土壤(CK)、添加氨水(NH3)、苜蓿粉

RSD 处理(Al-RSD)和乙醇 RSD 处理(Et-RSD)的土壤 pH 
Fig. 1  Soil pH in untreated soil (CK), treated with NH3, RSD with alfalfa 

(Al-RSD), and RSD with ethanol (Et-RSD) at the end of treatments 
 

2.2  土壤真菌和细菌数量变化 

处理结束后，0 ~ 20 cm土层，NH3处理的真菌

数量较 CK无显著差异，Al-RSD和 Et-RSD处理的真

菌数量(1.26 × 108、7.05 × 107 copies/g)较 CK(4.29×108 

copies/g)分别显著降低了 71% 和 84%(图 2)；20~40 cm

土层，除 Al-RSD处理的真菌数量(3.16 × 108 copies/g)

较 CK(1.59 × 108 copies/g)显著增加了 97%之外，NH3

和 Et-RSD处理较 CK都无显著变化。Al-RSD处理

0 ~ 20 cm、20 ~ 40 cm的细菌数量(4.21 × 1010、2.48 × 1010 

copies/g)较 CK(1.90 × 1010、1.11 × 1010 copies/g)分别

显著增加了 121.42% 和 123.42%，NH3和 Et-RSD处

理的土壤细菌数量与 CK比较差异均不显著(图 2)。 

   

图 2  处理结束后土壤真菌和细菌数量 
Fig. 2  Populations of bacteria in soils at end of treatments     

2.3  尖孢镰刀菌(FOC)数量及其占真菌比重 

处理结束后，0 ~ 20 cm土层，NH3、Al-RSD和 Et- 

RSD处理的 FOC数量(3.32 × 106、2.63 × 105、8.63 × 

105 copies/g)较 CK(1.28×107 copies/g)分别显著降低了

74%、98% 和 93%。NH3处理 20 ~ 40 cm 土层 FOC

数量与 CK 相比差异不显著，但 Al-RSD 和 Et-RSD

处理较 CK分别显著降低了 71% 和 61%(图 3)。 

 

图 3  处理结束后土壤 FOC 数量 
Fig. 3  Populations of FOC in soils at end of treatments 

 

根据 FOC与真菌的数量可知 FOC在 4个处理土

壤中占真菌的比重。0 ~ 20 cm土层，CK处理 FOC

占真菌的比重最高，NH3、Al-RSD 和 Et-RSD 处理

FOC占真菌的比重较 CK分别显著下降了 66%、92% 

和 64%。20 ~ 40 cm土层，NH3处理 FOC占真菌比

重与 CK相比差异不显著，Al-RSD与 Et-RSD处理分

别显著下降了 83% 和 55%(表 2)。 

表 2  尖孢镰刀菌占真菌比重(%) 
Table 2  Proportions of FOC in Fungi 

处理 0 ~ 20 cm 20 ~ 40 cm 

CK 2.98  0.3 a 1.63  0.5 a 

NH3 1.02  0.2 b 1.64  0.1 a 

Al-RSD 0.24  0.04 c 0.24  0.02 c 

Et-RSD 1.07  0.08 b 0.73  0.1 b 

注：表中同列数据小写字母不同表示处理间差异达到

P<0.05显著水平，下表同。 

 

2.4  土壤微生物多样性的变化 

采用 Quantity one 软件对 DGGE图谱(图 4)进行

分析后，选用 Shannon-Weaver 指数(H’)、丰度(S)并

结合聚类分析构建系统发育树分析各处理土壤微生

物多样性[26]。从图 4可以看出 Al-RSD处理土壤细菌

条带数量和组成较 CK处理相比发生了明显变化。从

表 3可知细菌的 H’ 和 S的大小排列依次为 Al-RSD、

Et-RSD、NH3和 CK，并且 Al-RSD的 H’ 和 S与另 3  
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(图中数字分别表示为 CK：1、2、3；NH3：4、5、6 ；Al-RSD：7、8、9；Et-RSD：10、11、12；下同) 

图 4  处理结束后细菌和真菌 DGGE 图谱 
Fig. 4  DGGE profiles of bacteria and fungi at end of treatments 

 

表 3  各样品微生物多样性分析结果 
Table 3  Microbial diversities of four treatments 

细菌 真菌 处理 

香浓指数 H’ 丰度 S 香浓指数 H’ 丰度 S 

CK 2.01  0.11 b 7.66  0.88 b 2.64  0.06 b 14.66  0.88 b

NH3 2.05  0.07 b 8.00  0.57 b 2.72  0.02 ab 15.66  0.33 b

Al-RSD 2.96  0.08 a 20.00  1.73 a 2.87  0.09 a 18.33  1.85 a

Et-RSD 2.10  0.03 b 8.33  0.33 b 2.89  0.01 a 18.66  0.33 a
 

个处理差异相比均显著增加，表明 Al-RSD处理细菌

物种多样性最丰富；真菌的 H’ 和 S的大小排列依次

为 Et-RSD、Al-RSD、NH3和 CK，并且 Al-RSD 和

Et-RSD的 H’ 与 S与 CK相比均显著增加，表明 Al- 

RSD和 Et-RSD处理真菌的物种多样性最为丰富。从

图 5可知，NH3和 Et-RSD处理中的细菌群落具有较

高的相似度；CK与 NH3、Al-RSD与 Et-RSD间的真

菌群落也具有较高相似度。  

 

图 5  聚类分析系统发育树 
       Fig. 5  Clustering analysis of phylogenetic tree 
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3  讨论 

Stover[4]通过土壤淹水方式杀灭引起香蕉枯萎病

的 FOC，但是耗时近 4 个月，且杀菌效果不好。黄

新琦等[14]研究结果也表明单独淹水在短时间内并不

能很好地抑制病原菌，但是淹水同时添加有机物料使

土壤呈现强烈还原状态显著地降低了土壤中 FOC 数

量，本试验结果与此相似。然而，对于持水力较差的

土壤采用淹水方式操作较为困难，且费时费水，所以

本试验采用添加有机物料后灌溉土壤至最大田间持

水量并覆膜的方式实施 RSD，结果表明此方法也能

取得较好的杀菌效果。 

已有的研究报道表明[13, 27]，RSD 的杀菌机理可

能有：厌氧状态、抑菌物质(有毒有机酸和还原性产

物 )以及土壤微生物群落结构的改变。本试验中

Al-RSD和 Et-RSD处理 0 ~ 20 cm的 pH降低是由于

在厌氧条件下，微生物分解有机物料产生有机酸所

致，然而这些有机酸在土壤转为好氧状态后便会很快

挥发或分解，并不会导致土壤酸化[17]。研究表明，

RSD 过程中产生的某些有机酸，如乙酸和丁酸对

FOC 具有很强的抑制作用[17, 28]，Al-RSD 和 Et-RSD

处理土壤中 FOC数量急剧下降可能是 RSD过程中产

生的有毒有机酸所造成的。相关研究表明氨气对于土

传病原菌具有较好的抑制效果[29]，本试验中 NH3处

理 0 ~ 20 cm FOC显著下降可能是因为氨水熏蒸具有

直接的杀菌作用。 

土壤微生物区系对植物生长至关重要，它是衡量

土壤微生物多样性和肥力的一个重要指标[30]。而土

壤微生物多样性也是土壤生态系统稳定性及土壤生

产力一个重要组成部分[31]。有研究表明植物根际促

生菌(plant growth promoting rhizobacteria，PGPR)在

防治土传病害和促进植物生长方面也具有重要的作

用[32]。本试验中 Al-RSD处理的细菌数量较 CK显著

增加，而 Et-RSD处理较 CK相比无显著差异，可能

是因为苜蓿粉中有机碳源比较丰富，从而促使能利用

这些碳源的细菌增加；而 Et-RSD处理中碳源单一，

能利用乙醇的细菌较少。此外，尤为重要的是 Al-RSD

处理显著地增加了土壤细菌多样性，改善了土壤微生

物区系。Mowlick 等[33]人研究指出在 RSD 过程中会

产生许多厌氧细菌，其中以厚壁菌门梭菌属

Clostridia和芽孢杆菌属 Bacilli为主，其产生的孢子

可以快速生长并繁殖为优势种，从而抑制病原菌的生

存，本研究中 RSD 处理后所增加的新菌种可能与之

相似。然而，Mowlick 等[16]指出 RSD 处理后细菌多

样性与处理前相比显著降低，与本试验结果相反，原

因可能是 DGGE 与克隆文库检测的灵敏度不一，或

不同有机碳源的 RSD 对不同土壤微生物区系的影响

不尽相同。就真菌而言，RSD 处理均显著减少了真

菌数量，但显著增加了土壤真菌多样性，这对后续植

物的健康生长至关重要。虽然利用氨水熏蒸对土壤病

原微生物有一定的抑制效果，但其对土壤微生物区系

的改善并无明显作用，同时还存在着许多问题，如处

理后不能及时种植，否则会出现严重的烧苗现象[29]。

相比而言 RSD 处理不仅减少了土壤中病原菌的数

量，而且显著增加了土壤微生物多样性，改善了土壤

微生物区系。 

虽然Blok等[13]提到采用固体有机物料的RSD操

作耗费劳动力的缺点，Momma等[34]人研究表明其杀

菌效果不如乙醇，但是本研究表明采用固体有机物

料的 RSD 对土壤微生物区系的改良效果要优于乙

醇处理，此外还可以解决秸秆处理一直存在的困境

从而变废为宝[35]。因此，乙醇和作物秸秆相结合的

RSD对于退化土壤的改良效果可能会更佳，这有待

进一步研究。 
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Abstract: Reductive soil disinfestation (RSD) is an effective and environmentally-friendly method to suppress soil-borne 

pathogens. Real-time PCR and denaturing gradient gel electrophoresis were performed to investigate the influences of RSD on 

Fusarium oxysporum and soil microflora. Results showed that in 15 days after treatment, except for the NH3 treatment, soil pH in 

Al-RSD and Et-RSD treatments decreased by 0.54 and 1.16 compared with that in the control treatment. NH3, Al-RSD and 

Et-RSD significantly reduced the numbers of Fusarium oxysporum in soil by 76%, 98% and 94%, respectively. Al-RSD 

significantly increased the populations and diversities of bacteria. Al-RSD and Et-RSD significantly decreased the populations of 

fungi in the upper soil, but increased the fungal diversities. These results indicated that RSD has a better effect on the improvement 

of soil microflora compared with ammonia fumigation. 

Key words: Reductive soil disinfestation; Soil-borne disease; Fusarium oxysporum; soil microflora 

 

 


