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黄瓜连作对土壤微生物区系的影响Ⅰ
———基于可培养微生物种群的数量分析

刘亚锋 　孙富林 　周 　毅 　贾新成

摘 　要 　利用平板培养法对黄瓜连作根系微生物种群连续性变化进行了跟踪研究。结果表明 ,黄瓜连作导致

土壤可培养微生物数量减少 ,其中细菌数量降低最为明显 ,对连作表现出较高的敏感性 ,根际根外细菌数目减幅分

别在第三、四茬时达显著水平。放线菌数量对黄瓜连作反应较小 ,根际到第四茬减幅才达到了显著水平 ,而根外在

连作四茬过程中均未达显著水平。黄瓜连作致使少数真菌种群富集 ,同时多种真菌类群数量减少 ,种群变化呈现

单一化趋势。根际土壤微生物主要生理群分析表明 ,连作导致根际自生固氮菌与好气性纤维素分解菌数目明显下

降 ,硝化细菌数量大幅增加 ,而氨化细菌数量变化不大。土壤酶活性测定结果表明 ,土壤过氧化氢酶、酸性磷酸酶

活性随连作茬次增加而降低 ,脲酶活性稍有上升。
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　　连作常导致作物生长发育不良 ,品质及产量

下降 ,抗病能力降低〔1, 2〕。连作障碍发生的原因很

多 ,但主要是土壤中微生物种群结构失衡 ,从而导

致作物减产、土壤质量下降〔1, 3〕。前人从土壤微生

态角度对连作障碍进行过多方面的研究 ,结果表

明连作障碍与土壤微生物活性变化有密切的联

系〔4～8〕。在生产实践中也发现 ,微生物种群减少和

有害微生物数量增加是连作中的普遍现象 ,因此 ,

从根际微生物生态角度出发去研究连作问题 ,不

论是对连作障碍机理的探明还是对连作障碍的解

除都具有重要的意义。但迄今为止 ,对黄瓜连作

土壤微生物区系随连作茬次变化的跟踪研究还鲜

见报道 ,也未探明连作条件下根际微生物区系的

演替规律。

本试验运用传统的平板培养方法对黄瓜连作根

系微生物种群连续性变化进行了跟踪研究 ,试图从

根际微生态角度去重新理解连作障碍问题 ,从而为

连作障碍的成因作理论上的解析。

1　材料与方法

1. 1　试验地选择

试验地设在河南省农业厅无公害蔬菜试验基

地 ,面积 500 m
2。土壤类型为潮土 ,基本理化性质

见文献〔9〕。前茬蔬菜为甘蓝 ,供试黄瓜品种为津

绿小菜园。

1. 2　盆栽条件及样品采集

2004年 10月 13日分别从空白休闲地 ( 2003

年 7月 20日 ～2004年 10月 3日 )、大田种植头茬

黄瓜 ( 2004年 7月 15日 ～10月 3日 )、连作二茬

黄瓜 ( 2004年 4月 25日 ～7月 5日 , 2004年 7月

15日 ～10月 3日 )及三茬黄瓜 ( 2003年 7月 20

日 ～10月 15日 , 2004年 4月 25日 ～7月 5日 ,

2004年 7月 15日 ～10月 3日 )的地块按五点法

取土盆栽黄瓜 ,形成盆栽头茬、二茬、三茬、四茬黄

瓜的种植体系。

盆栽在覆盖防虫网的大棚中进行 ,为增加土壤

疏松度及保湿能力 ,在土样中混合 20 %左右 (体积

比 )的蛭石 ,每盆 ( 250 mm ×180 mm )装混合土样

5～6 kg。为增加营养 ,同时在每盆土中混入干鸡粪

约 100 g。每盆播黄瓜种子两粒 ,待出苗后留长势均

匀一致的幼苗 1株。人工管理 ,不施农药。

分别于黄瓜生长 60 d (12月 15日 )和 70 d (12
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月 25日 )随机选取盆栽头茬至四茬的植株各 10盆 ,

将根系区土样用铁铲挖出 ,取紧贴在根系上的土样

作为根际土 ,根系外围土作为根外土。将土样装入

取样袋 ,研碎 ,过 1 mm筛后于 4 ℃冰箱保存。

1. 3　可培养微生物的数量分析

1. 3. 1　土壤细菌、放线菌、真菌类群数量分析 　称

取 10 g土样用无菌水 10倍梯度稀释后 ,取合适稀

释度悬液于各培养基上进行培养计数。

采用贫营养培养基 R2A及富营养培养基 TSBA

表面涂抹法〔10〕培养细菌 (取 10
- 7 ～10

- 6稀释度悬

液 200μL)。每稀释度 5次重复 , 25 ℃培养 9 d,并

于培养第 2天开始计算菌落形成斑 ,每 24 h计数 1

次 ,计算生长较快菌落与较慢菌落比例 ,并由此统计

生理生态指数 ( Eco2Physiological index, EP I)
〔11〕。

采用改良高氏 1号培养基表面涂抹法培养放线

菌 (取 10
- 4 ～10

- 3稀释度悬液 200μL ) ,每稀释度 3

次重复 , 30 ℃培养 5 d后开始计数。

采用马丁氏 (Martin)培养基中混菌法培养真菌

(取 10
- 4 ～10

- 3稀释度悬液 1 mL )。为抑制细菌生

长 ,培养基中加入链霉素 50 mg·kg
- 1。30 ℃培养 3

d后开始计数 ,对各平板中真菌种类、数目进行统

计。土壤真菌采用水浸片法进行常规鉴定〔12〕。

1. 3. 2　EP I( Eco2Physiological index) 　为评价土壤

中细菌群体组成情况 ,引入 EP I反映土壤中快速生

长菌落与缓慢生长菌落的比例。 EP I按如下公式

计算。
H = - ∑ ( pi ×lg pi)

以培养 2、3、5、7、9 d的细菌菌落形成数作为菌

落生长的 5个等级 , pi代表各等级菌落形成数与细

菌总数量的比值。各级细菌分布越均匀 , EP I越高。

1. 3. 3　根际土壤微生物主要生理群数量分析 　硝

化细菌用 Stephenson培养液 MPN法 ;自生固氮菌用

A shby无氮培养液 MPN 法 ; 纤维素分解菌用

Hutchinson培养液 MPN法 ;氨化细菌用蛋白胨氨化

培养液 MPN法〔13〕。

1. 4　土壤酶活性的测定

过氧化氢酶活性用高锰酸钾滴定法测定〔13〕;酸

性磷酸酶活性用磷酸苯二钠比色法测定〔14〕;脲酶活

性用苯酚钠比色法测定〔14〕。

2　结果与分析

2. 1　土壤细菌、放线菌类群数量分析

从表 1可以看出 ,根际、根外放线菌数量从第三

茬开始减少 ,至第四茬时分别比头茬减少了 20. 9 %

和 20. 1 %。根际、根外细菌数量随连作茬次增加呈

减少趋势 ,根际细菌减幅更大 ,至第四茬时贫营养培

养基 R2A上的细菌数量已减少 31. 0 % ,而根外减

少 24. 8 %。根际、根外细菌减幅分别在第三、四茬

时达到显著水平。贫营养培养基 R2A上细菌数目

较多 ,但其细菌数量变化趋势与富营养培养基

TSBA 上得到的结果相似。从上述结果来看 ,细菌

对连作的反应较敏感 ,而放线菌则没有细菌明显。

表 1　黄瓜连作根际、根外土壤放线菌、细菌数量变化

(干土 )

种植
茬次

放线菌 /×104 cfu·g - 1

根际土样 根外土样

细菌 / ×107 cfu·g - 1

R2A培养基

根际土样 根外土样

TSBA培养基

根际土样 根外土样

头茬 6. 053 a 4. 571 a 13. 032 a 6. 501 a 12. 023 a 5. 943 a

二茬 6. 137 a 4. 519 a 12. 274 ab 6. 138 a 10. 864 ab 5. 546 a

三茬 5. 370 ab 4. 169 a 10. 351 bc 5. 649 ab 9. 683 bc 4. 955 ab

四茬 4. 786 b 3. 650 a 18. 995 c 4. 887 b 8. 670 c 4. 246 b

　　注 :同列数据后不同小写字母表示差异显著 (α = 0. 05)

由图 1可以看出 ,头两茬的根际、根外 EP I变化

不大 ,三、四茬开始降低 ,表明连作使土壤细菌分布

不匀 ,茬数越多分布越不匀 ,且根际土壤比根外土壤

明显。

图 1　黄瓜连作根际、根外土壤 EP I

2. 2　土壤真菌类群数量分析

由表 2可以看出 ,根际真菌总量波动较小 ,连

作四茬时略有减少。从真菌类群来看 ,头茬土壤

中主要真菌种群有 10 种 ,其中 Trichoderm a sp. ,

A sp. fum iga tus, Pen icillium sp. , M ucor sp. , Geotri2
chum sp. 数量较多 ,为主要真菌类群。A sp. f lavus,

A lterna ria sp. , V erticillium sp. , B otry tis sp. 数量较

少。连作使真菌各种群数目发生较大波动 , M ucor

sp. , R h izopus sp. , Pen icillium sp. 数目略有降低 ;

Trichoderm a sp. , A sp. fum iga tus数目下降幅度较大 ;

Geotrichum sp. , B otry tis sp. 数目变化不大 ;而 A sp.

f lavus, V erticillium sp. , A lterna ria sp. 数目则有小幅

度上升。连作致使多数真菌种群数目下降 ,而少

数种群数目增加。
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细菌与真菌数量的比值 (B /F)是表征土壤肥

力的一个潜在指标〔15〕。根际 B /F值呈明显的下

降趋势 (头茬 1. 99 ,二茬 2. 00,三茬 1. 49,四茬

1. 51) ,暗示黄瓜连作土壤肥力下降 ,根际肥力由

细菌型向真菌型变化。

表 2　黄瓜连作根际土壤真菌种类与数量变化

×103 ·g- 1 (干土 )

真菌类群 头茬 二茬 三茬 四茬

M ucor sp. 15. 3 14. 8 14. 0 14. 4

Rhizopus sp. 4. 0 4. 5 3. 5 3. 2

Asp. fum igatus 6. 4 5. 2 5. 8 4. 4

Asp. flavus 3. 8 4. 8 4. 7 4. 2

Penicillium sp. 5. 4 5. 5 4. 2 4. 5

Trichoderm a sp. 7. 5 5. 3 5. 7 4. 2

Geotrichum sp. 4. 3 4. 7 4. 4 4. 2

B otrytis sp. 2. 3 3. 1 2. 6 2. 5

A lternaria sp. 3. 8 3. 4 4. 3 4. 5

Verticillium sp. 2. 8 3. 5 3. 2 3. 6

Unidentified species 20. 3 16. 7 27. 3 17. 7

2. 3　根际土壤微生物主要生理群数量分析

表 3表明 ,连作使根际土壤中自生固氮菌、纤维

素分解菌经历先升高后降低的过程 ,在第二茬时数

量最高 ,随后开始降低 ,至第四茬时分别比头茬减少

47. 9 %和 53. 9 %。硝化细菌连作三茬数量变化不

大 ,到第四茬时数量增加较快 ,而氨化细菌连作二、

三茬数量有所波动 ,但连作四茬后数量与头茬相比

变化不大。

表 3　黄瓜连作根际土壤微生物主要生理群数量变化

(干土 )

种植

茬次

自生固氮菌

×103 cfu·g - 1

纤维素分解菌

×103 cfu·g - 1

硝化细菌

×104 cfu·g - 1

氨化细菌

×10　8　cfu·g - 1

头茬 13. 114 14. 825 18. 816 34. 211

二茬 28. 276 18. 662 13. 007 22. 620

三茬 7. 011 11. 100 19. 864 29. 212

四茬 6. 834 6. 834 34. 172 34. 172

表 4　黄瓜连作根系土壤酶活性变化 (干土 )

种植
茬次

脲酶

NH3 - Nμg·g - 1 ·

d - 1

过氧化氢酶

0. 1mol·L - 1 KMnO4

mL· g - 1

酸性磷酸酶

酚μg·g - 1

头茬 232. 6 3. 87 155. 6

二茬 273. 5 2. 75 125. 6

三茬 244. 5 3. 01 149. 5

四茬 250. 3 2. 81 136. 1

2. 4　土壤酶活性分析

土壤酶参与了腐殖质的合成和分解 ,使植物和

微生物的残体分解转化成植物可利用的养分形态 ,

土壤酶主要来自微生物细胞 ,也可以来自动植物残

体〔16〕。本试验结果表明 (表 4) ,黄瓜连作使土壤脲

酶活性有较小的升高 ,但过氧化氢酶、酸性磷酸酶活

性降低。

3　讨论

试验发现黄瓜连作引起细菌和放线菌数量减

少 ,其中细菌减幅较大 ,而放线菌对黄瓜连作的反应

不如细菌明显 ,到第三茬才开始表现出减少趋势 ,这

一结果与孙秀山等〔17〕的报道相似。从影响部位看 ,

连作造成的微生物群落变化主要发生在根际部位。

虽然可培养微生物占土壤微生物总量的比例不足

1 %
〔18〕

,但土壤中可培养细菌可能是对土壤生态系

统贡献最大的类群 ,它们比整个微生物群体更容易

遭受土壤生态系统变化的影响 ,可用作与污染影响

有关的指示剂〔19〕。试验中黄瓜连作土壤细菌及放

线菌数量在根际、根外均表现出下降趋势 ,表明此时

土壤生态系统已开始失调 ,根际微生物平衡状态正

被破坏。

从数量上看 ,黄瓜连作使根际真菌总量变化不

明显 ,但真菌各种群间数量波动较大。木霉 (M ucor

sp. )具有较强的氨化作用和分解纤维素的能力 ,是

土壤有机质矿化的积极参与者 ,而且 ,木霉还具有抑

制病原菌繁殖的作用 ,木霉数量减少将削弱蔬菜的

抗病能力〔20〕。而 V erticillium sp. 被认为是土壤中常

见的病原菌〔3〕
,其数量增加说明土壤致病性增强。

总体看来 ,几种主要可培养真菌在黄瓜连作 2～3茬

时进入数量调整期 ,少数真菌种群在根际选择性富

集 ,另一部分种群由于不适应微环境变化而数量逐

渐减少。随连作茬次增加 ,选择性富集于此土壤微

环境的真菌类群开始形成优势菌群并对其他种群产

生抑制作用 ,导致真菌多样性水平降低。

试验中连作根际、根外 EP I都较头茬略有下降 ,

说明在连作过程中 ,细菌种群结构发生改变 ,均一性

及丰富度都稍有降低 ,土壤质量开始下降。

自生固氮菌、纤维素分解菌、硝化细菌与氨化细

菌都是参与土壤氮素循环的有益微生物生理群。试

验中自生固氮菌、纤维素分解菌数量降低 ,不利于植

物氮素营养的转化 ,这可能是由土壤的异常反应引

起的 ;氨化细菌和硝化细菌有利于促进土壤有机氮

的矿化和硝化作用 ,其中硝化作用增强又有利于土

壤铵态氮转化为硝态氮 ,可避免因土壤铵态氮积累

而引起蔬菜铵中毒 ,说明连作四茬过程中虽然土壤

中许多有益的微生物生理群受到了影响 ,但某些有

益的生物学特性仍然得到了保留。

土壤微生物活性与土壤酶活性密切相关。酶作
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为土壤的组成部分 ,其活性大小可较敏感地反映土

壤中生化反应的方向和强度。土壤脲酶是决定土壤

中氮素转化的关键酶 ,土壤脲酶活性增强 ,促进土壤

有机氮转化 ,提高土壤氮素肥力。土壤酸性磷酸酶

能加速土壤有机磷的脱磷速度 ,从而提高磷的有效

性。本试验研究发现连作使土壤脲酶活性升高 ,而

过氧化氢酶和酸性磷酸酶的活性降低 ,这表明连作

土壤中微生物能促使 C源和 N源的营养循环 ,但却

减弱了对土壤中有效磷的转化能力。土壤酶活性的

上述变化也可能与土壤胶体对脲酶独具一定的保护

能力〔16〕有关。

总之 ,黄瓜连作对土壤微生物环境产生了显著

影响 ,导致微生物种群平衡被破坏 ,根际微生态平衡

失调 ,这可能是导致黄瓜连作障碍的主要原因之一。
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The Effects of Con tinuous Cucum ber Cropp ing on M icrob ia l Comm un ities Structure Ⅰ

—Ba sed on Quan tita tive Ana lysis of Culturable M icrob ia l Popula tion

L iu Yafeng, Sun Fulin, Zhou Yi, et al. (College of L ife Sciences, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002)

Abstract　Variation of culturable m icrobial population structure and essential soil enzyme activities were investigated

with continuous cucumber cropp ing. The results indicated that culturable m icrobial population gradually decreased with con2
tinuous cucumber cropp ing. Bacteria showed a greater decrease trend in population than actinomyces and fungi. The decrease

of bacterial population in rhizosphere and bulk soil reached a significant level when the third and the fourth cucumber crop

were p lanted. The number of actinomyces occured a decline tendency in the third cropp ing season. Data in this paper also

indicated that continuous cucumber cropp ing could induce a few fungal population increasing as well. The fungi species in

rhizosphere decreased. The major rhizospheric m icrobial physiological group s were also analyzed. The results indicated that

there was significant decrease in the number of rhizosphere azotobacter and aerobic cellulose2decomposing m icrobes, and

great increase in nitrobacteria population. However, there was little variation in the number of ammonifying bacteria popula2
tion when cucumber cropp ing continued. Soil enzyme activities showed Catalase and acid phosphotase activities declined,

and U rease activities rose slight as intensive mono cucumber cropp ing was conducted.

Key words　Continuous cucumber cropp ing, Culturable m icrobes,M icrobial physiological group s, Soil enzyme
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