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摘  要：【目的】了解抗重茬复合微生物菌剂对重茬苹果园土壤细菌数量及多样性的影响。【方法】

对重茬苹果园土壤进行复合微生物菌剂处理后，采用自动核糖体内转录间隔区序列分析方法

(Automated ribosomal intergenic spacer analysis，ARISA)对新茬苹果园、重茬苹果园土壤细菌群落

多样性进行分析。【结果】经复合微生物菌剂处理 2 年后，重茬果园土壤 OTUs 总数和

Shannon-Weiner 指数分别为 250 和 4.44，新茬果园 OTUs 总数和 Shannon-Weiner 指数分别为 234
和 3.81，经 One-Way ANOSIM 法分析得到二者差异系数 P 分别为 0.108 3 和 0.084 3。另外，重

茬园和新茬园共享核心 OTUs 有 89 个，二者的 Jaccard 群落相似性系数为 0.47，相似程度中等。

【结论】复合微生物菌剂具有提高重茬果园土壤微生物多样性，促进重茬苹果园土壤微生物生态

系统恢复的作用。 

关键词：复合微生物菌剂，重茬苹果园，土壤菌群 
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Abstract: [Objective] To investigate the influence of complex microbial agent on the soil bacterial 
populations in apple replanted orchard. [Methods] After the treatment with complex microbial agent, 
soil specimens were sampled from new crop and replanted apple orchard then analyzed by the method 
of automated ribosomal intergenic spacer analysis to monitor the bacterial community. [Results] Two 
years after treatment with complex microbial agent, the operational taxonomic units (OTUs) and 
Shannon-Wiener diversity index of replanted orchard was 250 and 4.44, respectively. In comparison, 
corresponding values were 234 and 3.81 in new crop orchard. One-Way ANOSIM analysis further 
showed that the difference coefficient was 0.108 3 and 0.084 3 respectively. In addition, the new crop 
and replanted orchard shared 89 core OTUs, and had a moderate similarity (corresponding Jaccard 
community similarity coefficient was 0.47). [Conclusion] The application of complex microbial agent 
could improve the soil microbial diversity and benefits to the recovery of the soil microbial ecosystem 
in replanted orchard. 

Keywords: Complex microbial agent, Apple replanted orchard, Soil bacterial communities 

我国大部分苹果园都是 20 世纪八九十年代建

立的，长期以来的粗放管理和片面追求高产导致相

当一部分果园树势衰弱、病虫缠身，急需更新换代。

而土地资源的限制使得新果园无地倒茬，重茬在所

难免。重茬带来的定植成活率低、幼树生长迟缓、

树体矮小、产量低和品质差等“再植问题”也接踵

而至。 

众多研究表明，重茬土壤微生物结构、功能的

改变是再植病害的重要诱因之一。长期连作时，作

物对土壤微生物的选择压力会增大，导致土壤中细

菌数目减少，真菌数目上升，连作土壤微生物多样

性降低，且由细菌主导型向真菌主导型转化[1-2]。

Shiomi 等研究指出病原菌很难在微生物多样性高

的土壤中滋生[3]，土壤微生物多样性高、生物量大、

功能平衡是抑病土的重要特征。植物病害生物防治

是利用有益微生物和微生物代谢产物对病害进行

有效防治的技术和方法[4]。在这些技术和方法的帮

助下，受损的土壤微生物生态结构和生态功能得以

恢复。谭兆赞等将含有多种有益微生物的生化腐植

酸(BHA)应用到青枯病发病严重的连作番茄中，应

用 Biolog 方法分析发现 BHA 处理的土壤微生物的

各项多样性指数均明显高于对照，且在番茄的整个

生育期保持较高水平，与青枯病的防效呈正相关[5]。

肖逸等将具有生防作用的角担子菌 B6 应用于连作

西瓜的重茬障碍防治，采用稀释平板法研究发现 B6

活菌丝的施用增加了重茬土壤细菌/放线菌的比例，

真菌数量显著减少[6]。孔庆宇等将 EM 菌应用于甜

樱桃，采用稀释平板法研究发现接种 EM 菌剂后

樱桃根际土壤细菌、放线菌数量增多，真菌数量

减少，有效改善了栽培条件下樱桃根际细菌多样
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性低的状态[7]。 
自动核糖体内转录间隔区序列分析方法

(Automated ribosomal intergenic spacer analysis，
ARISA)以 16S–23S rRNA 基因间隔区为靶序列，在

群体微生物调查研究方面具有快速、高效等独特优

势，在国外广泛应用，但在国内还未见应用于重茬

病害生物防治领域的微生物多样性研究的相关报

道。本研究室前期研发出一种防治果树土传病害的

复合微生物菌剂，大棚试验和大田试验均表现良

好，已经于 2014 年获得国家发明专利授权[8]。本文

以运城重茬苹果园土壤为研究对象，采用 ARISA
方法研究该复合微生物菌剂对土壤细菌菌群数量、

多样性的影响及施用该菌剂后苹果园树体生长、果

实产量等变化，以便进一步考察该菌剂对重茬土壤

土传病害的生物防治效果。 

1  材料与方法 

1.1  试验地概况 
试验地位于山西省运城市临猗县西 30 km 的耽

子镇西窑里村(110°33'38"N，35°8'8"E)，属暖温带

半湿润大陆性季风气候，海拔 540 m，土壤质地为

沙壤土，有机质含量 1.2%，pH 1.2，土层深厚。

试验园长 120 m，宽 12.5 m，总面积约 1 500 m2，

前茬植物为 15 年生矮化中间砧红富士苹果。拟将

此老果园更新为短枝型秦星苹果园，砧木为八棱海

棠。在相邻地带没有栽种过果树的空地建新园

2 000 m2，同期定植秦星苹果苗，设为对照。重茬

园在定植前采用复合微生物菌剂进行土壤处理，对

照不处理，除此之外，两处理的栽培管理措施与常

规管理相同。 

1.2  土壤生物处理方法 
土壤微生物处理采用实验室前期研究并申请

了国家发明专利的复合微生物菌剂[8]，由枯草芽

孢杆菌、蜡状芽孢杆菌、纳豆芽孢杆菌、解磷菌、

解钾菌、放线菌 X 等菌种复合而成。菌剂处理于

2011 年秋进行，刨除老树后，清理残存物，深耕，

整地，按 3 m×4 m 确定定植点，在定植点挖

1 m×1 m×1 m的定植坑，将稀释后的菌液与有机肥、

秸秆、土壤混匀后回填于定植坑内。然后大水漫灌，

使坑内水分充足。最后用塑料薄膜密闭定植坑，保

温保湿[8]。2012 年春，揭开地膜，按常规方法种植

高 1.5−1.8 m 独条苹果品种“秦星”大苗。 

1.3  土样采集方法 
土壤样品于苹果苗定植两年时(即 2013 年 7 月)

采集。在重茬园和新建园内分别随机选取 5 株苹果

树，用土钻于苹果树干周围 20 cm 处分 0−20 cm、

20−50 cm 土层采样。每株树的各土层随机采 5 个点

混合作为一个样品，用无菌离心管保存于−20 °C

备用。 

1.4  ARISA 指纹图谱的构建与数据分析 
1.4.1  土壤微生物总 DNA 提取：称取土样 0.5 g 于

螺帽管中，加入 1.5 mL 磷酸缓冲液 (pH 8.0，

120 mmol/L)。上下颠倒充分混匀后， 4 °C、

12 000 r/min 离心 5 min。弃上清液，沉淀采用球磨

法提取土壤样品中的总 DNA[9]。粗提 DNA 用 0.8%

琼脂糖凝胶电泳检测完整性，用 Nanodrop 2000 分

光光度计(Thermo fisher scientific incorporation，

USA)测定其浓度，然后用无菌水稀释至浓度为

10 mg/L，保存于−20 °C 备用。 

1.4.2  ARISA 指纹图谱构建：选用细菌通用引物

ITS-F/ITS-R，用 FAM 荧光素标记 ITS-R 的末端[10]，

引物由北京奥科公司合成。PCR 采用 10 μL 体系：

10×PCR 缓冲液 1 μL，3.75 mol/L dNTPs 0.8 μL，

10 μmol/L 上下游引物各 0.2 μL，rTaq DNA 聚合

酶[宝生物工程有限公司，大连] 0.15 μL，10 mg/L 

DNA 模板 1 μL，超纯水 6.65 μL。PCR 反应条件为：

94 °C 3 min；94 °C 30 s，55 °C 1 min，72 °C 2 min，

35 个循环；72 °C 10 min。每个反应设两次重复，

PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测合格后送中美

泰和北京生物技术有限公司进行 ARISA 指纹图谱

构建。 

1.4.3  指纹图谱数据处理：利用 GeneMarker 软件

对 ARISA 图谱上的片段进行数字转化处理，假定
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每一个 DNA 片段为 1 个操作分类单元(Operational 

taxonomic unit，OTU)，代表 1 个细菌类群，相应条

带荧光强度占总OTUs荧光强度百分比代表该OTU

在菌群的相对丰度。相对丰度>0.1%，且每个样本

两次重复中均可以检测到的 OTU 才计为有效

OTU，用于后续分析。相对丰度>0.5%的 OTU 为核

心 OTU。将获得的有效 OTU 及其相对丰度导入

Paleontological statistics (PAST)软件包进行物种多

样性分析。 

采 用 的 物 种 多 样 性 指 数 包 括 丰 度 (S) 、
Shannon-Weiner 指数(H′)和群落相似性系数(Cs)。丰

度即指 OTU 数量，描述细菌群落物种种数的多寡。

Shannon-Weiner 指数描述细菌群落分布情况，计算

公式为： i iln
s

i
H' P P= −∑  

其中，S：OTU 数；Pi：第 i 个条带的强度占总

强度的比例。 
相似性系数是根据两个群落中共同拥有物种

的多少来判断相似程度。按 Jaccard 群落相似性系

数公式计算：Cs=Nc /(Na +Nb −Nc) 
当两个群落内的物种完全一样时，Cs 取最大值

为 1；完全不同时，Cs 取最小值为 0。Na 为群落 a
的全部条带数；Nb 为群落 b 的全部条带数；Nc 为群

落 a 与 b 的共有条带数[11]。 

1.5  苹果树生长、产量调查 
参照王建斌等的方法于 2013 年 11 月调查苹果

树成活率、干周长、新梢长、百叶鲜重[12]。 

2  结果与分析 

2.1  苹果园土壤微生物分子指纹图谱 
图 1 是部分样本的分子指纹图谱，可以看出，

样本中包含丰富的指纹信息，群落构成复杂，种类

和数量都不尽相同。但大多数 OTUs 长度都集中在

250−850 bp，且都在 800 bp 左右各有一个绝对优势

条带。 

2.2  复合微生物菌剂对重茬土壤菌群数量和多样

性的影响 
按 1.4.3 的方法经过一系列的剔除假阳性等数

据处理，将指纹图谱转换成 OTUs 丰富度数据，经

统计得到各处理所获得的 OTUs 数量(图 2)。从图 2
可以看出，不论是 20 cm 土层还是 50 cm 土层，菌

处理的 OTUs 数量均高于对照土壤。说明重茬土壤

经复合菌剂处理两年后，土壤中的细菌群落在数量

上已经恢复到正常水平，甚至略高于对照，但在统

计学上还未达到显著水平。 

为了观察菌剂处理后不同深度土层中的微生

物响应变化，采样时分别取了 20 cm 和 50 cm 两个

土层。从图 2 可以看出复合菌剂处理的 20 cm 土层

和 50 cm 土层 OTUs 数量分别为 221 个和 213 个，

二者差别仅 8 个；对照的两个土层中的 OTUs 数量

也仅相差 8 个。说明 20 cm 土层和 50 cm 土层细菌

在数量上没有明显差异。因此，若不分土层，统计

得到复合菌剂处理后的土壤中 OTUs 总数为 250，

略高于对照(234)，经 One-Way ANOSIM 法分析得

到二者差异系数 P 为 0.108 3，在 0.05 水平上差异

不显著。 

Shannon-Weiner 指数包含两方面的意义：物种

数和各个物种在分配上的均匀性。因此，常用

Shannon-Weiner 指数来比较群落间的物种多样性。

从图 3 可以看出，在 20 cm 和 50 cm 两种土层深度

样品中，复合菌剂处理的 Shannon-Weiner 指数均高

于对照。说明采用复合菌剂进行土壤处理后，重茬

土壤中的细菌群落多样性能够有效提高，经过两年

时间能够恢复到比非重茬土壤细菌多样性稍高的

水平，但单因素方差分析表明各土层多样性指数在

统计学上差异不显著。因此，若不分土层，统计得

到复合菌剂处理后的土壤中 Shannon-Weiner 指数

为 4.44，高于对照(3.81)，经 One-Way ANOSIM 法

分析得到二者差异系数 P 为 0.084 3。 

2.3  复合微生物菌剂对重茬土壤菌群核心OTUs
的影响 

虽然 2.2 的结果表明复合菌剂处理后的重茬土

壤在经过两年恢复后，拥有与正常土壤相似的物种

丰富度和多样性指数，但这还不能充分说明经微生

物复合制剂处理后的重茬土壤与正常土壤间的细 
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图 1  土壤微生物分子指纹图谱示例 
Figure 1  Examples of soil microbial molecular fingerprint 

注：A：菌处理 20 cm 土层；B：菌处理 50 cm 土层；C：对照 20 cm 土层；D：对照 50 cm 土层. 
Note: A: 20 cm soil layer of microbial inoculant treatment; B: 50 cm soil layer of microbial inoculant treatment; C: 20 cm soil layer of the 
normal control; D: 50 cm soil layer of the normal control. 
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图 2  微生物菌剂处理后 OTUs 数量分析 
Figure 2  Analysis of OTUs after the treatment with complex microbial agent  

注：1：菌处理 20 cm 土层；2：对照 20 cm 土层；3：菌处理 50 cm 土层；4：对照 50 cm 土层；5：菌处理(不分土层)；6：对照(不
分土层). 
Note: 1: 20 cm soil layer of microbial inoculant treatment; 2: 20 cm soil layer of the normal control; 3: 50 cm soil layer of microbial 
inoculant treatment; 4: 50 cm soil layer of the normal control; 5: Microbial inoculant treatment (regardless of soil layer); 6: The normal 
control (regardless of soil layer). 
 

 
 

图 3  微生物菌剂处理后 Shannon-Weiner 指数分析 
Figure 3  Analysis of Shannon-Weiner indexes after compound microbial inoculant treatment 

注：1：菌处理 20 cm 土层；2：对照 20 cm 土层；3：菌处理 50 cm 土层；4：对照 50 cm 土层；5：菌处理(不分土层)；6：对照(不
分土层). 
Note: 1: 20 cm soil layer of microbial inoculant treatment; 2: 20 cm soil layer of the normal control; 3: 50 cm soil layer of microbial 
inoculant treatment; 4: 50 cm soil layer of the normal control; 5: Microbial inoculant treatment (regardless of soil layer); 6: The normal 
control (regardless of soil layer). 
 
菌菌群结构完全一样。为此，对两种处理的核心

OTUs 进行了更为细致的分析。试验中将丰度>0.5%
的 OTUs 定义为核心 OTUs (或优势菌)。它们在群

落中的地位是：数量上占一定优势；且是固定的，

被检测到的频率非常高；它们的平衡稳定与群落的

整体生态功能息息相关。 

如图 4 所示，试验中复合菌剂处理共统计出

152 个核心 OTUs，对照非重茬土壤中共统计出

128 个核心 OTUs，二者共有的核心 OTUs 有 89 个。

复合菌剂处理后的优势菌数量多于对照。根据

Jaccard 相似性系数算法，Cs 取值 0−0.25 时，为极

不相似；Cs 取值 0.25−0.75 时，为中等相似；Cs 取

值 0.75−1.00 时，为极相似[11]。按照两个群落中共

同拥有物种的多少来计算，二者的 Jaccard 群落相

似性系数为 0.47，处于中等相似水平。说明经复合

菌剂处理两年后，土壤细菌种群结构发生改变，重

茬土壤与非重茬土壤中的核心细菌类群拥有中等

程度的相似性。



肖蓉等: 复合微生物菌剂对重茬苹果园土壤细菌群落的影响 307 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

63 3989

Core and specific OTUs in treated soils

Core and specific OTUs in normal control soils

 
 

图 4  微生物菌剂处理后重茬土与新茬土核心 OTUs 分析 
Figure 4  Analysis of core and specific OTUs in treated and normal control soils 

 
2.4  复合微生物菌剂对重茬苹果园树体生长的

影响 
全文主要讨论复合微生物菌剂处理对重茬果

园土壤微生物多样性的影响，研究它的最终目的是

要让受损的重茬土壤恢复健康。在植物-微生物-土
壤共同构成的三角关系中，土壤微生物是土壤品质

的重要方面，无法肉眼观察，但是可以通过植物的

生长状况来侧面感知。因此，本文也同时调查了重

茬果园和非重茬果园的果苗成活率及树体生长

状况。 
重茬果园土壤处理后即定植秦星苹果树，处理

组和对照组的果苗成活率均为 100%。表 1 是定植

后第 2 年(2013 年)菌剂处理组和对照组苹果树树体

生长指标。可以看出，复合菌剂处理后两年，重茬

果园的各项树体生长指标均高于非重茬果园，且干

周长、中心干抽生新枝数、新梢长和每株新萌发的

短枝数达到极显著差异，每株新萌发的中枝数和延

长枝生长量差异显著，每株新萌发的长枝数在统计

学上差异不显著。说明对重茬土壤进行复合微生物 

菌剂处理后，重茬果园的树体生长状况优于非重茬

果园。 

3  讨论 

许多研究表明，随着连作年限的延长，土壤中

微生物多样性降低[13-14]，优势种群数量降低[15]或改

变[16]。有效的抗重茬微生物菌剂应能够调节根区土

壤微生物数量、组成和结构，对失衡的土壤微生态

进行修复，使根域微环境有利于植物生长，减少重

茬障碍的发生。付青霞等采用 Biolog-Eco 微平板法

和 DGGE 研究施用添加了固氮菌、解磷菌、解钾菌

的生物复混肥对猕猴桃果园土壤微生物群落的影

响，发现生物复混肥处理的 Shannon 指数、Simpson

指数、McIntosh 指数均显著高于(LSD，P<0.05)其

它化肥处理和不施肥处理，说明该生物复混肥能显

著增加土壤微生物丰富度、优势度和均匀度[17]。赵

兰凤等采用限制性片段长度多态性技术(RFLP)研

究施用含有解磷菌、解钾菌和抗病功能菌的生物复

混肥 40 d 后，香蕉枯萎病(一种严重的土传病原菌) 
 

表 1  菌剂处理组和对照组苹果树树体生长指标 
Table 1  Preference of the treated and normal control apple trees 

萌发枝条数 
Total number of branches 样本 

Sample 

干周 
Trunk girth 

(cm) 

中心干抽生新枝数 
Number of new 

branch 

新梢长 
Length of new 

shoots (cm) 长枝 
Long branch

中枝 
Middle branch 

短枝 
Short branch 

延长枝长度 
Length of 
elongated 

branches (cm)

处理 Treatment 19.80A 6.2A 106.00A 19.6a 23.0a 98.0A 60.48a 

对照 Control 15.82B 3.8B 90.13B 17.2a 17.6b 66.8B 55.44b 

注：同列不同大写字母代表在 0.01 水平上差异极显著；不同小写字母代表在 0.05 水平上差异显著. 
Note: Different letters (A, B) and (a, b) in the same column means the significant difference at 0.01 and 0.05 levels. 
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发病指数降低，且该处理的土壤细菌 OTU 种类及

丰富度都高于含有病原菌而不施肥处理，但低于不

含病原菌的新茬土[18]。说明在短期施肥试验中，生

物复混肥显示出防治枯萎病方面的优势，且提高了

病土中的细菌多样性，但仍然低于新茬土。 
本试验研究结果表明，经复合微生物菌剂处理

两年后，重茬苹果园和新茬苹果园土壤 OTUs 总数

分别为 250 和 234，Shannon-Weiner 指数分别为 4.44
和 3.81，One-Way ANOSIM 方差分析表明二者差异

系数 P 分别为 0.108 3 和 0.084 3。在 0−20 cm 土层

与 20−50 cm 土层比较中，二者的微生物数量、

Shannon-Weiner 指数在统计学上差异不显著，这与

赵国栋的研究结果相似，他指出黄土高原苹果根系

土壤细菌、放线菌、真菌集中分布于 0−40 cm 土

层[19]。另外，本试验中复合菌剂处理后重茬苹果园

土壤中的优势菌数量多于新茬园，且二者共有的核

心 OTUs 有 89 个，Jaccard 群落相似性系数为 0.47，
相似程度中等。重茬果园的各项树体生长指标均高

于非重茬果园，干周长、中心干抽生新枝数、新梢

长和每株新萌发的短枝数达到极显著差异。表明在

长达两年的试验中，复合微生物菌剂处理在恢复重

茬苹果园土壤细菌群落多样性、提高优势菌群方面

具有明显作用，在防治苹果重茬病害方面具有应用

潜力。 
从研究方法的角度来看，研究微生物群落结构

的方法主要包括培养法、基于 16S rRNA 基因的分

子指纹图谱法、基于代谢的 Biolog 微平板法、高通

量测序等。每种方法都有各自的适用范围及优缺

点，且随着分子生物学日新月异的蓬勃发展，曾经

的“新技术”很快就面临淘汰。比如曾被世界各地实

验室广泛使用的 DGGE，为群落微生物的研究做出

了很大的贡献。但随着自动毛细管电泳的出现，

DGGE 繁复的操作过程、重现性差、分离的条带数

量少、涵盖的信息量有限等问题凸显，人们在群体

微生物多样性研究方面更多的选择 ARISA 方法，

它具有自动化程度高、操作更简单、重现性好、分

离的条带多、更准确反应样本中的微生物多样性的

特点。尤其是在微生物多样性很高、且样本数量又

很多的试验中，ARISA 方法是快速了解群落多样性

的最合适方法。但是，ARISA 方法最大的遗憾就是

不能切胶测序，对后续深入的试验可能会有影响。

因此，在实际中应根据研究目的将各种方法结合使

用。Cherif 等采用 DGGE 和 ARISA 两种方法研究

了经城市固体垃圾堆肥改良后的农田土壤细菌群

落多样性，并比较了这两种方法的优缺点，也得到

了上述观点[20]。当然，倘若高通量测序的成本还能

持续降低，在不久的将来，高通量测序将是大趋势。

本研究首次将 ARISA 方法应用于微生物菌剂处理

对重茬果园土壤细菌群落的影响研究，为快速评估

复杂环境中的微生物多样性做出新的尝试。 
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