
土 壤 (Soils), 2018, 50(2): 305–311 

 

                          

①基金项目：国家自然科学基金项目(41671306, 41371290)资助。 

* 通讯作者(xxwang@issas.ac.cn) 

作者简介：刘金光(1987—)，男，河南周口人，博士研究生，主要从事土壤微生物生态方面研究。E-mail: ljg.1987@163.com 

http://soils.issas.ac.cn 

DOI: 10.13758/j.cnki.tr.2018.02.012 

 

连续施用有机肥对连作花生根际微生物种群和 
酶活性的影响

① 

刘金光 1,3，李孝刚 1，王兴祥 1,2* 

(1 中国科学院土壤环境与污染修复重点实验室(南京土壤研究所)，南京  210008；2 中国科学院大学，北京  100049； 

3 中国科学院红壤生态实验站，江西鹰潭  335211) 

摘  要：花生连作导致土传病害易发，严重制约其产量和品质。为探讨持续施用有机肥缓解连作花生病害发生

的防治机理，大田条件下研究了连续 6年施用化肥、普通有机肥和生物有机肥(接种内生菌拟茎点霉 B3)后对连作花生

根腐病、根际土壤典型微生物种群和酶活的影响。结果表明：与单施化肥相比，持续施用普通有机肥和生物有机肥可

有效控制连作花生土传病害发生，荚果产量提高 23.8% 和 47.9%。连续施用普通有机肥和生物有机肥均显著提高根际

过氧化氢酶、脱氢酶和酚氧化酶活性，荧光定量 PCR 进一步测定出连续施用有机肥可显著增加连作花生根际细菌和

真菌的数量，说明连续施用有机肥后连作花生根际微生物活性显著提升。连续施用普通有机肥和生物有机肥显著增加

了连作花生根际有益微生物种群的数量，其中放线菌增加 0.9倍和 1.6倍，假单胞菌增加 10.9倍和 13.1倍，伯克氏菌

增加 2.6 倍和 1.9 倍，芽孢杆菌增加 1.1 倍和 2.1 倍；然而连续施用有机肥对连作花生根际主要致病微生物种群(如镰

刀菌属和青枯雷尔氏菌)无明显影响。表明通过持续施用有机肥可有效提高连作花生根际有益微生物种群的数量和土

壤酶活性，进而改善连作花生根际微生态环境，增强连作土壤抑病能力，以达到控制连作花生土传病害易发的目的。 
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花生是我国重要的油料作物，2014 年全国种植

面积为 460.4 万 hm2，占油料作物种植面积的

32.8%[1]。长期连作导致花生病虫害加剧、产量逐年

降低。轮作是克服连作障碍最经济有效的措施，可显

著提高产量[2-6]。然而，花生的经济效益较高，加之

农户种植习惯不易改变，花生依然是红壤旱地春夏主

栽作物之一[2]。 

土传病害易发是限制连作花生持续高产的主要

因素，而花生根际微生物群落失衡可能是其土传病害

易发的重要原因之一[7-8]。因而，通过调控土壤微生

物区系以提升连作土壤抑病能力，是缓解连作下土传

病害易发的有效途径。与长期施用化肥相比，施用有

机肥可提高土壤 pH、微生物多样性和活性[9]。利用

拮抗性微生物与普通有机肥二次发酵得到的生物有

机肥是目前研究的热点，一方面增加拮抗微生物数

量，抑制致病微生物的生长；另一方面普通有机肥提

高根际微生物活性、改善根际微生态，在防控土传病

害中取得良好效果，而关于利用其他植物有益微生物

制备生物有机肥的研究报道得较少[10-13]。广谱内生真

菌拟茎点霉(Phomopsis liquidambari)B3 对致病微生

物没有明显的拮抗作用，但可提高花生根际细菌、放

线菌数量和土壤酶活性，改善植物生长环境[14-15]。因

此，本文通过分析连续施用化肥、普通有机肥和 B3

生物有机肥下连作花生根际微生物种群和土壤酶活

性的效应，探求连续施用有机肥缓解花生连作障碍的

微生物机制，为开发有效稳定的花生连作障碍控制措

施提供理论依据和思路。 

1  材料与方法 

1.1  试验地点 

定位实验地位于江西省鹰潭市余江县刘家站

(28°13′N，116°55′E)，属亚热带季风湿润气候，1月平均

气温 5.9 ℃，7 月平均气温 30 ℃，年降水量 1 750 mm。

供试土壤为第四纪红色黏土，其基础理化性质为：pH 
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5.0，有机质 15.4 g/kg，全氮 0.9 g/kg，全磷 0.7 g/kg，

全钾 8.9 g/kg，有效磷 23 mg/kg，速效钾 280 mg/kg。 

1.2  有机肥制备 

普通有机肥(OF)是经过充分腐熟的猪粪堆肥；生

物有机肥 (BOF)为内生真菌拟茎点霉 (Phomopsis 

liquidambari)B3 固体发酵物与普通有机肥 1︰10 比

例充分混匀制备而成。 

1.3  试验设计与方法 

定位试验始于 2011 年，试验布置之前该地已连

续种植花生 5 a。设 3个处理，每个处理 4个重复：常

规施肥(CK)，尿素 300 kg/hm2、钙镁磷肥 750 kg/hm2，

KCl 225 kg/hm2，硼砂 15 kg/hm2；处理 OF和 BOF

分别施用普通有机肥 OF、生物有机肥 BOF，施用量

为 3 000 kg/hm2，硼砂 15 kg/hm2，然后通过测定有机

肥内养分含量，补加相应量的化肥，以保持有机肥处

理与 CK等量的氮、磷、钾。每个小区 10 m × 5 m。

花生品种为赣花 5号，每年 4月播种，8月中旬收获，

常规田间管理，秋冬休闲。 

1.4  样品采集及测定项目 

1.4.1  根际土采集和处理    2016 年花生收获前，

小心拔起花生并去除根部大颗粒土块，轻轻抖动根部收

集根际土，带回实验室分成 2份，分别 4 ˚C和–25 ˚C

保存，用于酶活性测定和微生物种群分析。 

1.4.2  花生生长指标测定    每个小区采集 3个 1 m × 

1 m样方的花生植株，用于花生根瘤数和病情指数的

测定，小区荚果实收、晒干至恒重后测定，折算成单

位面积产量(kg/hm2)。根腐病是江西红壤连作花生主

要病害，其病情指数的评价分级标准如下：0为无症

状，1为主根发病面积占主根总面积的 25% 以下，2

为主根发病面积占主根总面积的 25% ~ 50%，3为主

根发病面积占主根总面积的 50% ~ 75%，4为整个主

根完全发病[16]。 

( ) 100
(%) =

 


 每级发病株数 病级代表值

病情指数
调查总株数 最高病级代表值

 

1.4.3  土壤酶活性测定     土壤脱氢酶活性用碘

硝基四唑紫(iodonitrotetrazolium chloride，INT)法

测定[13]，OD464变化 0.01为一个酶活单位；过氧化

氢酶活性用高锰酸钾滴定法测定[14]，以 20 min 内

每克土壤分解过氧化氢的毫克数表示；酚氧化酶活

性测定参照文献[15]，OD534变化 0.01 为一个酶活

单位。 

1.4.4  根际微生物数量测定    根际土壤微生物数

量采用实时荧光定量PCR检测微生物特异性DNA片

段的方法进行测定，使用土壤 DNA提取试剂盒(Fast 

DNA SPIN for Soil Kit，MP，美国)根际土壤总 DNA，

所用引物及定量 PCR 条件见表 1。将含有特异微生

物 DNA 片段的重组质粒 10 倍梯度稀释后作为标准

曲线，稀释梯度 6 ~ 8个。 

表 1  实时定量 PCR 引物及 qPCR 条件 
Table 1  Primers used for quantitative real-time PCR (qPCR) and qPCR conditions 

目标微生物 引物 qPCR条件 参考文献

细菌 338F/518R 95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，57.5 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，40个循环 [20] 

真菌 ITS1F/ITS4 95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，40个循环 [20] 

放线菌 S-P-Acti-1154-a-S-19/S-P-Acti-1339-a-A-18 95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，59 ℃ 30 s，72 ℃ 20 s，40个循环 [21] 

伯克氏菌 BKH812F/BKH1249R 95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 60 s，40个循环 [22] 

假单胞菌 Pse435F/Pse686R 95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 60 s，40个循环 [23] 

芽孢杆菌 B-K1-F/B-K1-R1 95 ℃ 30 s；94 ℃ 30 s，63 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，40个循环 [24] 

镰刀菌 Fa/Ra 95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，57 ℃ 60 s，72 ℃ 60 s，40个循环 [25] 

青枯雷尔氏菌 R.sol1/R.sol2 94 ℃ 4 min；94 ℃ 30 s，63 ℃ 30 s，40个循环 [26] 
 

1.5  数据处理与统计分析 

用 Microsoft Excel 2013进行数据处理和作图，

并利用 SPSS 16.0 进行不同处理之间数据显著性分

析。图中不同字母的处理表示 Duncan检验差异显著

(P＜0.05)。 

2  结果 

2.1  施用有机肥对连作花生根瘤数、荚果产量和

根腐病病情指数的影响 

常规单施化肥(CK)的花生植株矮小、根瘤少且

小、结果数少，病情指数最高，达到 75.2%(图 1)。

与 CK相比，连续施用普通有机肥和生物有机肥的花

生根瘤数分别增加了 160.3% 和 252.9%，荚果产量

分别提高 23.8% 和 47.9%，而根腐病病情指数显著

降低。 

2.2  施用有机肥对花生根际土壤酶活性的影响 

与 CK相比，施用普通有机肥和生物有机肥均显

著提高了花生根际土壤过氧化氢酶、脱氢酶和酚氧化

酶活性，施用普通有机肥和生物有机肥之间无显著性

差异(图 2)。 
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(CK为单施化肥处理；OF和 BOF分别为施用有机肥 OF和 BOF，并保持与 CK等量氮、磷、钾。小写字母不同代表处理间差异达到 P<0.05

显著水平，下同) 

图 1  施用有机肥对连作花生根瘤数(A)、荚果产量(B)和病情指数(C)的影响 
Fig. 1  Effects of organic fertilizers on root nodules (A), pod yield (B) and disease index (C) of peanut under monoculture 

 

图 2  施用有机肥对连作花生根际土壤过氧化氢酶(A)、脱氢酶(B)和酚氧化酶(C)活性影响 
Fig. 2  Effects of organic fertilizers on activities of dehydrogenase (A), catalase (B) and phenol oxidase (C) in peanut 

rhizosphere soil under monoculture 
 

2.3  施用有机肥对花生根际土壤主要微生物种群

数量的影响 

采用 qPCR 的技术手段分析了不同施肥条件下

花生根际土壤主要微生物种群的数量。与 CK相比，

普通有机肥和生物有机肥处理土壤细菌数量分别提

高 74.2% 和 132.7%，真菌分别提高 44.4% 和

44.7%(图 3)。施用普通有机肥和生物有机肥的花生根

际土壤有益菌如放线菌、假单胞菌、伯克氏菌和芽孢 

杆菌的数量显著高于对照处理：放线菌增加 0.9倍和

1.6倍，假单胞菌增加 10.9倍和 13.1倍，伯克氏菌增

加 2.6倍和 1.9倍，芽孢杆菌增加 1.1倍和 2.1倍(图

4)。花生根际土壤致病微生物镰刀菌和青枯雷尔氏菌

的数量各处理之间无显著差异(图 5)。与施用普通有

机肥相比，施用生物有机肥增加细菌数量的幅度更

大，尤其根际有益微生物类群，如放线菌、假单胞菌

和芽孢杆菌。 

 

图 3  施用有机肥对连作花生根际细菌(A)和真菌(B)数量的影响 
Fig. 3  Effects of organic fertilizers on abundances of bacterial (A) and fungal (B) in peanut rhizosphere soil under monoculture 
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图 4  施用有机肥对连作花生根际土壤主要有益微生物数量的影响 
Fig. 4  Effects of organic fertilizers on abundance of representative beneficial microorganisms in peanut rhizosphere soil under monoculture 

 

图 5  施用有机肥对连作花生根际土壤镰刀菌(A)和青枯雷尔氏菌(B)数量的影响 
Fig. 5  Effects of organic fertilizers on abundance of Fusarium spp. (A)and Ralstonia solanacearum(B)in peanut rhizosphere soil under monoculture 

 
 

3  讨论 

化肥较有机肥肥效快，成为现代农业最为普遍应

用的肥料。但近年来化肥用量不断增加，导致土壤养

分比例失衡，花生根瘤减少，固氮能力减弱[2]；而土

壤中有益微生物(如假单胞菌、伯克氏菌和根瘤菌)所

占比例逐年降低，有害微生物(镰刀菌、青枯雷尔氏

菌)逐年增加[8, 27-28]。有机肥比化肥肥效慢，但长期施

用可提高土壤生物活性、改良土壤。张鹏等[13]在连

作土壤中施用生物有机肥降低了番茄和辣椒青枯病

的发病率，提高了产量。施用有机肥也可缓解连作条

件下草莓、黄瓜和西瓜等枯萎病的发生[14, 29-31]。本研

究连续 6 a施用有机肥较常规施化肥的花生病情指数

显著降低，根瘤数量和荚果产量显著提高 (增产

23.8%)。孔宏敏 [32]连续施猪粪有机肥 13 a(1988—

2001年)处理的红壤旱地花生平均产量比单施化肥处

理增产 18.2%；Liu等[28]连续施用猪粪有机肥处理，

第 5年和第 7年花生产量平均较长期施用化肥处理增

产 34.8%(利用软件 Engauge Digitizer 6.0从图表中提

取数据)，这表明施用猪粪有机肥可在一定程度上减

轻花生连作障碍。本研究中生物有机肥比普通猪粪有

机肥增产效果更显著(增产 47.9%)，表明利用内生菌

B3 制备的生物有机肥可进一步提高有机肥(腐熟猪

粪)缓解花生连作障碍的效果。试验土壤及施肥条件
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下，养分元素一般不会影响花生生产，土壤 pH也无

显著变化(数据未列)，土壤微生物区系的变化可能是

施用有机肥缓解连作障碍的作用机制。 

土壤一般属于碳缺乏环境，而有机肥中含有大量

的易分解碳和其他丰富的微生物生长所需的营养物

质[33]，另外，有机肥中含有丰富的微生物类群，因

此持续施用有机肥具有提高生物活性和培肥土壤的

作用。本研究发现连续施用普通有机肥和生物有机肥

显著提高了花生根际土壤脱氢酶和过氧化氢酶活性，

表明土壤根际微生物活性提高[14,17]。qPCR结果进一

步证实施用有机肥可显著提高土壤细菌和真菌数量，

尤其有益微生物的数量，如放线菌、假单胞菌、伯克

氏菌和芽孢杆菌。与施用普通有机肥相比，施用生物

有机肥对根际有益微生物的促进效果更好，这也与花

生的产量结果相一致。根际微生物活性和生物量的提

高，可增加与病原菌产生营养和空间资源的竞争，有

利于阻止病原菌的侵入[12, 34]。因此，提高连作作物

根际微生物活性可能是持续施用有机肥控制病害发

生的重要作用机制。 

根际有益微生物种群可提高植物获取营养物质

的效率，促进植物生长，同时抑制土传病原微生物侵

染。然而随着连作年限增加，土壤中有益微生物逐渐

减少而致病微生物不断累积[8, 28, 35]。放线菌、伯克氏

菌、假单胞菌和芽孢杆菌是农田土壤中的典型有益微

生物种群，含有大量植物促生功能菌、病原拮抗菌等，

在土壤抑病过程中扮演重要角色[11, 36-38]。大量研究表

明施用普通有机肥和生物有机肥均可显著增加土壤

中放线菌的数量，提高土壤抑病能力[13, 28-29]。此外，

本研究中伯克氏菌、假单胞菌和芽孢杆菌的数量也显

著高于单施化肥处理。伯克氏菌和假单胞菌是植物

根际主要微生物，与植物生长关系密切[37]。随着连

作年限的增加，二者在花生土壤中的所占比例逐渐

降低[27]。芽孢杆菌对长期施用有机肥响应敏感，随

着有机肥施用年限的增加，Bacillus asahii逐渐成为优

势种，并可能与长期施用有机肥作物的增产有关[39]。

Wang 等[11]利用含有 Bacillus amyloliquefaciens W19

的生物有机肥能够有效抑制香蕉镰刀萎蔫病的发病，

并促进其生长。与长期施用化肥相比，长期施用有机

肥的连作花生土壤具有更高水平的链霉菌、芽孢杆菌

等有益微生物[28]。因此，持续施用有机肥下连作花

生病情指数的降低和根瘤数量的增加与其根际有益

微生物种群显著增加有关。对此，通过持续施用有机

肥可有效诱导有益微生物种群在连作土壤中定殖，进

而改善连作作物生长，提升连作花生对病害菌的抑病

能力。 

根腐病和青枯病对花生生产造成严重损害，分别

由镰刀菌和青枯雷尔氏菌侵染引起。随着连作年限的

增加，镰刀菌和青枯雷尔氏菌在土壤中逐渐累积，是

连作土壤土传病害高发的主要诱导因子[2, 8, 28]。酚酸

是土壤中的主要化感物质，可直接对植物生长造成毒

害，同时可促进尖孢镰刀菌的生长、萎蔫酸的生成及

提高致病相关水解酶活性，其在土壤中累积被认为是

导致土壤连作障碍的原因之一[20, 40-41]。酚氧化酶是土

壤微生物转化酚类物质的重要酶，本研究中施用有机

肥提高了花生根际土壤酚氧化酶活性，有利于酚酸类

物质的及时转化。基于 Biolog 微平板法的微生物功

能多样性研究发现，施用有机肥(腐熟猪粪)有利于以

酚酸类物质为碳源的微生物生长[42]。本研究中，致

病微生物在不同处理之间并无差异，但施用有机肥的

花生病情指数显著低于对照。因此，酚氧化酶活性

的增加可能归因于有机肥引起的伯克氏菌、假单胞

菌和芽孢杆菌数量的增加，三者与镰刀菌竞争酚酸

的利用[43-44]，降低酚酸对镰刀菌的刺激作用。作物

发病是植物、致病微生物和其他微生物种群相互影

响、综合作用的结果。因此，面对连作作物土传病

害高发的问题，不能仅引入拮抗菌或者杀菌剂、强

调抑制致病微生物，而应从生态学的角度，培育有

益微生物种群、调节土壤微生物环境，整体提升土

壤抑病能力。 

综上所述，通过持续施用腐熟猪粪制成的有机肥

可提高连作花生根际微生物活性，培育有益微生物种

群在连作花生根际定殖，提升连作花生的根际抑病能

力，以达到缓解连作花生土传病害发生的目的。有机

肥持续施用后诱导的有益微生物种群和微生物活性

的增加是有效降低连作花生病害发生的更为普遍、稳

定的机制，所以持续施用有机肥是缓解连作障碍的长

效稳定措施。 
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Effects of Successive Application of Organic Fertilizers on 
Rhizosphere Microbial Populations and Enzyme Activities of 

Monoculture Peanut 
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(1 Key Laboratory of Soil Environment and Pollution Remediation, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, 

Nanjing  210008, China; 2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing  100049, China; 3 Experimental Station of Red 
Soil, Chinese Academy of Sciences, Yingtan, Jiangxi  335211, China) 

 

Abstract: Continuous peanut planting leads to the prevalence of soilborne diseases, and constitutes a serious constraint to 

the yield and quality. To investigate the biocontrol effects of organic fertilizers on suppressing the soilborne diseases and possible 

mechanisms, a 6 year field experiment was conducted to study the effects of successive application of chemical fertilizer, organic 

fertilizer and bioorganic fertilizer (organic fertilizer inoculated with Phomopsis liquidambari B3) on the peanut root rot disease 

and on the abundance of group specific rhizosphere microbes and enzyme activities. Compared with the single application of 

chemical fertilizer, successive application of organic fertilizer and bioorganic fertiliaer could effectively control the soilborne 

diseases, and increased the peanut pod yields by 23.8% and 47.9%, respectively. organic fertilizer and bioorganic fertiliaer 

applications enhanced the activities of catalase, dehydrogenase and phenol oxidase in rhizosphere soil. The quantitative real-time 

PCR analysis further detected an increase of the bacterial and fungal abundance, indicating an increase in the soil microbial 

activities. organic fertilizer and bioorganic fertiliaer applications also promoted the growth of the beneficial rhizosphere 

microorganisms, including Actinobacteria increased 0.9-and 1.6–fold, Pseudomonas increased 10.9-and 13.1–fold, Burkholderia 

increased 2.6-and 1.9–fold, and Bacillus increased 1.1-and 2.1–fold, respectively. However, no significant difference was 

observed on the abundance of major pathogenic microorganisms, such as Fusarium and Ralstonia solanacearum, two notorious 

pathogenic microorganisms of peanut between treatments. The above results indicated that successive application of organic 

fertilizers, especially bioorganic fertiliaer, can control the prevalence of soilborne diseases by increasing the number of beneficial 

rhizosphere microorganisms and manipulating the soil microbiome to increase soil health. 

Key words: Continuous peanut production; Organic fertilizer; Beneficial microorganism; Soilborne diseases 

 


