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复合微生物菌肥KMM减缓苹果再植病害机制

于松涛 张铭一 陈 蕊 李 波 曹克强 王树桐*

（河北农业大学植物保护学院，保定 071001）

摘要：为揭示木美土里复合微生物菌肥（Kimidori microbial manure，KMM）促进再植苹果树的生长

及减缓苹果再植病的作用机制，采用土壤常规农业化学分析法和 Illumma MiSeq 高通量测序技术

比较分析KMM和常规有机肥（对照）处理后再植苹果树的生长指标、理化因子、根际土壤酶活性以

及细菌群落结构和功能的变化。结果表明，施用KMM后，果树的株高增长率、干径增长率、叶绿素

含量、分枝个数和分枝长度等生长指标均显著升高，有机质含量显著增加，中性磷酸酶、脲酶、蔗糖

酶和过氧化氢酶活性均显著提高，同时增加了再植土壤细菌群落的丰富度和多样性。从采集土壤

中分离得到51株细菌并进行盆栽试验，其中经KMM-15、KMM-37和KMM-50菌株处理后海棠苗

叶绿素含量、株高、茎粗均显著提高，经鉴定这3株菌株为贝莱斯芽胞杆菌Bacillus velezensis。表明

春秋2次施用KMM提高了土壤有机质含量和酶活性，并重塑了根际土壤中细菌群落结构，进而缓

解苹果再植病害发生程度，促进果树生长。
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Abstract: To reveal the mechanism of Kimidori microbial manure (KMM) promoting the growth of re-

planted apple trees and alleviating apple replant disease, the changes of growth indexes, physical and

chemical factors, rhizosphere soil enzyme activities, structure and function of bacterial community in

the rhizosphere of replanted apple trees treated with KMM and conventional organic fertilizer were

compared and analyzed with soil conventional agricultural chemical analysis and Illumma MiSeq high-

throughput sequencing. The results showed that the growth indexes such as plant height growth rate,

stem diameter growth rate, chlorophyll content, branch number and branch length of fruit trees were sig-

nificantly increased after the application of compound microbial fertilizer. The organic matter content

was significantly increased, and the neutral phosphatase, urease, invertase and catalase were also signifi-

cantly increased. At the same time, the richness and diversity of bacterial community in replanted soil

were increased. Fifty-one bacterial strains were isolated from collected soil and subjected to pot experi-

ments. The chlorophyll content, plant height, and stem diameter of potted begonia seedlings treated with

strains KMM-15, KMM-37 and KMM-50 were significantly affected. The three strains were identified

to belong to the bacterial species Bacillus velezensis. The application of KMM in spring and autumn in-

creased soil organic matter content and enzyme activity, and reshaped the bacterial community structure
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in rhizosphere soil, thereby alleviating replanting disease and promoting growth of the apple trees.

Key words: apple replant disease; compound microbial fertilizer; KMM; biological control; Illumma

MiSeq high-throughput sequencing; bacterial community structure

苹果具有良好的生态适应性，种植范围广泛

（Xiang et al.，2021），我国苹果种植受土地资源限

制，老龄果园的改造更新只能选择连作栽培（Jiang

et al.，2019），导致再植苹果幼树根系发育异常、树体

矮小、生长衰弱、抗性降低、寿命缩短，甚至死亡，这

种现象称为苹果连作障碍，又称苹果再植病害

（Mazzola & Manici，2012）。苹果再植病害是长时

间栽培累积形成的，其病因复杂，涉及生物因素和非

生物因素。生物因素包括细菌、真菌、卵菌和线虫

等，非生物因素包括 pH、非生物胁迫、植物毒素、土

壤肥力和重金属污染等，而生物因素起主导作用

（Berendsen et al.，2012）。目前，已经提出许多苹果

再植病害的防控策略，如更换土壤、土壤堆肥、轮作

和熏蒸等（Mazzola & Manici，2012；Franke-Whittle

et al.，2019）；应用生物制剂是减轻植物病害的一种

环保和可持续的方法，并在许多国家广泛应用（Zali-

la et al.，2016）。

现有针对苹果再植病害病原的拮抗细菌多数为

芽胞杆菌Bacillus spp.，刘丽等（2019）发现枯草芽胞

杆菌 B. subtilis 和漠海威芽胞杆菌 B. mojavensis 对

苹果再植病害的病原菌有明显拮抗效果，其菌剂对

苹果再植病害有一定的防治作用；Duan et al.（2021）

研究结果显示芽胞杆菌 QSB-6 菌株的挥发物质能

够抑制镰孢菌属 Fusarium、链格孢属 Alternaria、黄

曲霉Aspergillus flavus和立枯丝核菌Rhizoctonia so-

lani等病原真菌生长，具有很好的生防效果。拮抗

细菌不仅能够抑制病原真菌生长繁殖，往往还具有

促进植物生长的功能。本课题组前期田间试验发

现，施用木美土里复合微生物菌肥（Kimidori micro-

bial manure，KMM）后苹果再植病害的发生率显著降

低，证实KMM菌肥对苹果再植病害具有显著的防效

（赵璐，2018），但该菌肥的作用机理尚不清楚。

土壤微生物群落的丰度、组成和多样性在改

善生态系统以保证土壤质量和作物健康方面发

挥着重要作用（Manici & Caputo，2009）。Illumina

Miseq高通量测序作为当今应用最普遍的新一代测

序技术，可以解析复杂环境中微生物群落物种组成

和相对丰度，该技术已经在土壤微生物群落结构研

究中广泛应用（秦楠等，2011；Rinke et al.，2013）。

本试验采用土壤常规农业化学分析法和 Illumma

MiSeq高通量测序技术比较分析KMM和常规有机

肥处理后再植苹果树的生长指标、理化因子、根际土

壤酶活性以及细菌群落结构和功能的变化，并从

KMM 处理的根际土壤中筛选具有生防潜力的菌

株，以期明确复合微生物菌肥减缓苹果再植病害机

制，为防治苹果再植病害提供潜在生物资源。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株：尖孢镰刀菌 Fusarium oxysporum

HS2菌株，由河北农业大学植物病害流行与综合防

治实验室分离鉴定。

供试植物：苹果品种为长富2001，乔木型，以湖

北海棠为砧木嫁接，砧木购自河北怀来县好运八棱

海棠苗木基地，嫁接枝条采集自顺安绿生农业科技

开发有限公司苹果种植基地。八棱海棠种子，来自

河北怀来县好运八棱海棠苗木基地。经2 ℃低温沙

藏3周，25 ℃催芽1周，待种子萌芽长度达种子直径

的 1/2时定植于盆栽基质中，每盆定植 5株，待生长

至5周（6 叶期）时供试。

供试培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dex-

trose agar，PDA）培养基成分为马铃薯200 g、葡萄糖

20 g、琼脂粉 18 g、蒸馏水 1 000 mL；LB（Luria-Ber-

tani）液体培养基成分为胰蛋白胨10 g、NaCl 10 g、酵

母粉 5 g、蒸馏水 1 000 mL；酵母浸出粉胨葡萄糖

（yeast extract peptone dextrose，YPD）培养基成分为

酵母提取物 10 g、蛋白胨 20 g、葡萄糖 20 g、蒸馏

水 1 000 mL。

肥料、试剂及仪器：KMM，有效活菌数≥2.0亿/g，

陕西枫丹百丽生物科技有限公司生产；常规有机肥

为当地养殖的羊粪腐熟烘干。土壤中性磷酸酶测试

盒、土壤脲酶测试盒、土壤蔗糖酶测试盒、土壤过氧

化氢酶测试盒，苏州科铭生物技术有限公司；革兰氏

染色试剂盒，北京奥博星生物技术有限责任公司；

FastDNA SPIN Kit for Soil，美国 Mp Biomedicals 公

司；其他试剂均为国产分析纯。JA1003电子分析天

平，上海精密科学仪器有限公司；T-gradient Thermal

Cycler PCR扩增仪，德国Biometra公司；DYY-4电泳

仪，北京六一生物科技有限公司；RXZ人工气候培

养箱，宁波江南仪器厂；NanoDrop 2000 分光光度

计，美国赛默飞世尔科技公司；叶绿素测定仪，日本
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柯尼卡美能有限公司。

1.2 方法

1.2.1 施肥方案及土壤样本采集

于山东省烟台市海城市辛安镇前黄塘村果园

（120°70' E，37°17' N，海拔 178 m）进行试验。果园

面积2.3 hm2，前茬为34年生乔纳金品种苹果树，果树

被砍伐后，深耕果园，清除残根，2016 年3月22 日，在

原址再植苹果幼树，品种为长富2001（乔木型，以湖北

海棠为砧木）。试验区属于暖温带东亚大陆性季风半

湿润气候，平均气温11.4 ℃，年平均日照时数2 660 h，

年平均降水量640~846 mm。果园均匀划分为6个试

验区，每个试验区30株苹果树，株行距为1 m×4 m，试

验小区间间隔8 m。试验共设2个处理，（1）KMM 处

理：果树定植时施用KMM，施肥量2 kg/株，于2016年

秋季再次施KMM，施肥量3 kg/株；（2）对照处理：定

植时施用有机肥，施肥量2 kg/株，于2016年秋季再次

施有机肥，施肥量3 kg/株。其他农事操作2个处理完

全一致。每个处理 3次重复，1个重复为 1 个小区。

2017 年3 月22 日，用五点采样法采集各小区苹果树

根际土样（Knight et al.，2018），每个小区选取3株树

定点采集土壤样本，在距树干基部 0.5 m 处分别设

置 5个取样点，用内径 10 cm土钻挖取 20~40 cm土

壤采集根系，抖落根系上附着的土壤。然后通过四

分法将同一小区的土壤充分混合作为 1个土样，用

于测定土壤理化因子以及分析土壤微生物群落结构。

1.2.2 苹果树长势测定

每个小区选择并标记 3 株树，于 2016 年 3 月

22 日定植时对苹果幼树的株高和干径进行测量得

到初始值，2017年3月23日对标记苹果树进行再次

测量作为最终值，并测定叶片叶绿素含量、统计植株

分枝个数和测量分枝长度。用卷尺测量株高，株高

为植株顶端生长点到地面的距离。用游标卡尺采用

十字交叉法对树体干径进行测量即树体嫁接口以上

20 cm位置的主干干径，并用红色记号笔标记，以便

下次测量同一位置。对标记的每株植株分东、南、

西、北 4个方向各取 5片叶，共 20片叶，测定每个枝

条顶端叶片 6~7片以下的功能叶片的叶绿素含量，

将每株果树的所有测量数据取平均值作为该株叶片

的叶绿素含量值。统计不同处理每株标记果树的主干

分枝个数。不同处理中标记的每株植株在不同高度和

方位选择5个枝条，测量分枝着生处到分枝顶端生长

点的长度，取平均长度作为该株果树的分枝长度。

1.2.3 土壤理化因子及酶活性的测定

将 1.2.1中获得的土壤样品风干及过筛后参照

鲁如坤（2000）试验方法，制备 pH待测液、电导率待

测液、有机质待测液、碱解氮待测液、速效钾待测液

和有效磷待测液，进行常规土壤理化因子测定。

为研究不同处理土壤的活力，分别取1 g土壤样

品，按照土壤中性磷酸酶、土壤脲酶、土壤蔗糖酶和

土壤过氧化氢酶测试盒使用说明书测定中性磷

酸酶、脲酶、蔗糖酶和过氧化氢酶的活性，每个处

理 3 次重复。

1.2.4 土壤微生物总DNA 提取和高通量测序分析

取 1 g 土壤样品，采用 Fast DNASPIN Kit for

Soil 试剂盒提取土壤微生物的总 DNA，采用 Nano-

Drop-ND2000分光光度计检测DNA浓度和提取质

量。将合格的DNA样品送至上海派森诺生物科技

有限公司，利用 Illumina MiSeq 高通量测序技术进

行测序。测序原始数据采用DADA2方法（Callahan

et al.，2016）利用 QIIME2 软件进行质控，首先调用

qiimecutadapttrim-paired程序切除序列的引物片段，

弃去未匹配的引物序列，然后通过 qiime dada2 de-

noise-paired 程序调用 DADA2 进行质控、去噪、拼

接、去嵌合体。质控后得到的序列以 100%相似度

聚类，产生的每个去重复序列称为扩增子序列变体，

或称为特征序列，对应于操作分类单元（operational

taxonomic unit，OTU）代表序列，而这些序列在样本

中的丰度表称为特征表，对应于 OTU 表。基于

UNITE release 8.0数据库（https://unite.ut.ee/）分类学

数据库，对于每个扩增子序列变体的特征序列，在

QIIME2 软件中使用Naive Bayes分类器进行物种注

释（Bokulich et al.，2018）。利用QIIME2软件中R语

言和ggplot2包对细菌物种丰富度进行 alpha多样性

分析，本试验以Chao1指数和Observed species指数

表征丰富度，以Shannon指数和Simpson指数表征多

样性，以 Faith’s PD指数表征基于进化的多样性，以

Pielou指数表征均匀度，以Goods coverage指数表征

覆盖度。使用未抽平的 ASV/OTU 表，调用“qiime

diversity alpha-rarefaction”命令，设置最小抽平深度

为 10，全体样本中最低测序深度样本序列量为

95%，再在这一深度与最小深度之间均匀选取10个

深度值，每个深度值抽平 10次，选取最大抽平深度

时的得分平均值作为 alpha多样性指数。使用R语

言和 vegan 包对获得的 bray-curtis 距离矩阵进行

NMDS（non-metric multidimensional scaling）分析，并

通过二维排序图展示土壤中微生物群落的组成差异。

1.2.5 根际土壤中可培养细菌的分离和纯化

取 10 g土壤于装有 90 mL无菌水的 250 mL三

角瓶中，于120 r/min摇床上振荡30 min，即为10-1稀
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释液，取1 mL 10-1稀释液加入盛有9 mL无菌水的试

管中，即为 10-2稀释液，依此类推，用无菌水稀释成

10-3~10-7稀释液，各稀释度分别取20 μL均匀涂布于

PDA 和 LB 培养基上，每个浓度重复 3 次，倒置于

30 ℃人工气候培养箱黑暗培养5 d。分别挑取单菌

落，根据形态、颜色、透明度等特征将纯化后的菌株

编号为KMM-X格式保存。

1.2.6 分离菌株对海棠植株的生长促进作用

用 5 mm的灭菌打孔器在 30 ℃黑暗培养 5 d的

PDA平板上打取尖孢镰孢菌和拮抗菌菌饼，分别接

种于含有 50 mL YPD 液体培养基的锥形瓶中，在

30 ℃、180 r/min条件下黑暗培养3 d，用灭菌滤布进

行过滤收集滤液，通过血球计数板把尖孢镰孢菌和

拮抗菌孢子悬浮液分别调节浓度为 1×106 CFU/mL

和 1×108 CFU/mL。挑选长势一致的 6 叶期盆栽

海棠苗，测量其株高、茎粗及叶绿素含量的初始值，

方法同 1.2.2。在其根区用灌根方式接种浓度为 1×

106 CFU/mL 的尖孢镰孢菌孢子悬浮液，接种量为

5 mL/株，接种2周后，设2个处理，即分别用3 kg/株

的KMM菌肥和1.2.5中筛选的浓度为1×108 CFU/mL

的拮抗菌孢子悬浮液进行处理，每株幼苗浇灌30 mL

拮抗菌孢子悬浮液于1个花盆中，以浇灌等量清水处

理作为对照，其余常规管理措施相同。2个月后测量植

株株高、茎粗及叶绿素含量的最终值，计算增长率。

每个处理 3次重复，每次重复 10株苗。增长率=（最

终值-初始值）/初始值×100%。

1.2.7 促生菌株的分子生物学鉴定

选取对海棠植株生长具有明显促进作用的菌株

KMM-15、KMM-37 和 KMM-50，参照 DNA 抽提试

剂盒说明书提取各菌株的DNA，利用引物UP1F（5'-

GAAGTCATCATGACCGTTCTGCAYGCNGGNG -

GNAARTTYGA-3'）/UP2R（5'AGCAGGGTACGGA-

TGTGCGAGCCRTCNACRTCNGCRTCNGTCAT-3'）

对 gyrB基因序列进行PCR扩增。引物由生工生物

工程（上海）股份有限公司合成。25 μL PCR 反应体

系：10×Reaction Buffer 2.5 μL、10 μmol/L 上下游引

物各 0.5 μL、2.5 mmol/L dNTP 0.5 μL、Taq 酶 1 μL、

DNA 模板1 μL、灭菌水19.5 μL。反应程序：95 ℃预

变性 4 min；98 ℃变性 10 s，2 ℃退火 1 min，72 ℃延

伸 2 min，共 30个循环；72 ℃最终延伸 8 min。将具

有 gyrB阳性克隆条带的PCR产物送北京华大基因

科技有限公司测序。将测序所得序列与 GenBank

中所有已报道的相关序列进行BLAST比对分析，根

据比对结果获得相似性高的菌株序列，用MEGA 6软

件采用邻接法构建系统发育树，重复次数为1 000次，

初步确定该菌株的种属类别。

1.3 数据分析

试验数据采用SPSS 24.0软件进行统计分析，用

LSD法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 KMM处理对连作苹果植株长势的影响

KMM 处理后，植株的株高增长率、干径增长

率、叶绿素含量、分枝个数和分枝长度分别提高了

27.09%、28.02%、12.72%、18.53%和24.10%（表1），表

明KMM 对连作苹果幼树的生长有明显的促进作用。

表1 复合微生物菌肥KMM 对连作苹果植株生长的影响

Table 1 Effect of Kimidori microbial manure on the growth of continuous cropping apple

处理
Treatment

KMM

对照CK

株高增长率
Plant height growth

rate/%

106.18±3.82 a

83.55±4.51 b

干径增长率
Stem diameter growth

rate/%

51.22±2.97 a

40.01±3.16 b

叶绿素含量
Chlorophyll content/

SPAD

62.05±0.39 a

55.05±0.83 b

分枝个数
Branch number

11.64±0.41 b

9.82±0.38 b

分枝长度
Branch length/cm

86.51±3.15 a

69.71±4.18 b

表中数据为平均数±标准误。同列不同字母表示经LSD法检验差异显著（P<0.05）。Data in the table are mean±SE. Differ-

ent letters in the same column indicate significant difference by LSD test (P<0.05).

2.2 KMM 处理对根际土壤理化因子的影响

KMM处理后，土壤样品电导率由 0.061 ms/cm

升高为 0.074 ms/cm，土壤中碱解氮、速效钾和速效

磷的含量均升高，但与对照之间均无显著差异；有

机质含量由 9.51 g/kg 提高至 15.88 g/kg，两个处理

间差异显著。KMM 处理和对照土壤样品的 pH

分别为 7.91 和 7.36，说明土壤样品均属于非盐化

土壤，偏碱性（表 2）。

2.3 KMM 处理对根际土壤酶活性的影响

KMM处理后，土壤中中性磷酸酶、脲酶、蔗糖

酶和过氧化氢酶活性分别为 3 307.50 nmol·d-1·g-1、

207.88 μg·d-1·g-1、10.02 mg·d-1·g-1和10.46 μmol·d-1·g-1，

均显著高于对照的相应酶活性（图1）。

2.4 OTU聚类与物种分类学注释

6个细菌样品共测序获得537 918条序列，平均

每个样品获得原始序列89 653条，有效序列79 862条，
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共获得 7 491个OTU，共同拥有的OUT为 2 053个，

对照独有的 OUT 为 2 388 个，KMM 处理独有的

OUT为3 050个，可划分为44门109纲266目474 科

999属2 116种。

表2 复合微生物菌肥KMM对连作苹果根际土壤理化性质的影响

Table 2 Effect of Kimidori microbial manure on physicochemical properties of rhizosphere soil of continuous cropping apple

处理
Treatment

KMM

对照CK

碱解氮
Nitrogen

hydrolysis/(mg/kg)

33.61±1.88 a

27.89±1.99 a

速效钾
Available potassium/

(mg/kg)

200.88±13.68 a

175.12±22.02 a

速效磷
Available

phosphorus/(mg/kg)

123.32±1.86 a

116.13±1.97 a

有机质
Organic matter/

(g/kg)

15.88±1.77 b

9.51±0.06 a

pH

7.91±0.22 a

7.36±0.09 a

电导率
Electric conductivity/

(ms/cm)

0.074±0.070 a

0.061±0.002 a

表中数据为平均数±标准误。同列不同字母表示经LSD法检验差异显著（P<0.05）。Data in the table are mean±SE. Differ-

ent letters in the same column indicated significant difference by LSD test (P<0.05).

图1 复合微生物菌肥KMM对连作苹果树根际土壤酶活性的影响

Fig. 1 Effect of Kimidori microbial manure on enzyme activity in rhizosphere soil of continuous cropping apple trees.

图中数据为平均数±标准误。不同字母表示经LSD法检验差异显著（P<0.05）。Data in the figure are mean±SE. Different

letters indicated significant difference by LSD test (P<0.05).

在门水平下，KMM处理与对照土壤样品中相对

丰度大于1%的细菌优势门有10个。KMM处理后，厚

壁菌门、放线菌门、酸杆菌门和蓝藻菌门的相对丰度分

别提高了7.43、0.34、0.29和1.32个百分点，其中厚壁菌

门的相对丰度上升最显著，由13.21%上升至20.64%；

变形菌门、芽单胞菌门、疣微菌门的相对丰度分别下

降了3.18、4.20和1.01个百分点，芽单胞菌门的相对

丰度下降最显著，由8.87%下降至4.67%（图2-A）。

在属水平上，KMM处理和对照细菌前 20位优

势 属 的 相 对 丰 度 分 别 占 各 组 内 的 48.73% 和

37.08%。KMM 处理后，芽胞杆菌属 Bacillus、伯克

氏菌属 Burkholderia、乳球菌属 Lactococcus 和罗丹

杆菌属Rhodanobacter的相对丰度分别提高了4.07、

5.48、2.91和1.28个百分点，其中伯克氏菌属的相对

丰度上升最显著，由 4.05%上升至 9.53%；芽单胞菌

属 Gemmatimonas、Subgroup_6、马赛菌属 Massilia、

鞘氨醇单胞菌属 Sphingomonas和假单胞菌属Pseu-

domonas 的相对丰度分别下降了 0.87、0.87、0.97、

0.30和1.15个百分点（图2-B）。

2.5 细菌群落α多样性和β多样性分析

α多样性分析结果显示，KMM 处理后土壤样品

中细菌群落的 Chao1、Shannon、Faith’s PD、Simp-

son、Pieloue、Observed species等指数均显著增加，表

明KMM处理后土壤细菌群落的丰富度显著提高。
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样品点的排布代表了样本与样本之间的相似度程

度，样本间的距离越远，离散度越好。2个处理样本间

距离较远，离散度越好，β多样性分析结果表明KMM

处理与对照的细菌群落结构存在显著差异（图 3）。

图2 复合微生物菌肥KMM对连作苹果树根际土壤细菌优势门（A）和优势属（B）分布的影响

Fig. 2 Effect of Kimidori microbial manure on bacterial dominant gate (A) and dominant genus (B) distribution

in rhizosphere soil of continuous cropping apple trees

图3 再植苹果树根际土壤细菌群落的距离矩阵与PCoA分析

Fig. 3 Distance matrix and PCoA analysis of bacterial commu-

nity in rhizosphere soil of replanted apple trees

2.6 拮抗菌株对海棠苗的促生作用

KMM 处理后植株的叶绿素、株高及茎粗的增

长率分别为 10.67%、33.33%和 25.67%，显著高于对

照的 6.86%、10.02%和 5.42%。从土壤中共分离获

得 51 菌 株 ，其 中 经 菌 株 KMM-15、KMM-37 及

KMM-50 处理后，植株株高增长率分别为 52.33%、

47.76% 和 50.19%，茎粗增长率分别为 44.78%、

35.24% 和 34.07%，叶绿素增长率分别为 20.61%、

8.47%和 21.36%，除了菌株 KMM-37的叶绿素增长

率与KMM 处理差异不显著外，其余指标皆显著高

于 KMM 处理（图 4），表明 KMM-15、KMM-37 及

KMM-50菌株对海棠苗具有促生作用。

2.7 分子生物学鉴定结果

系统发育树显示，菌株 KMM-15、KMM-37 和
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KMM-50 的 gyrb 基因序列与贝莱斯芽胞杆菌 B．

velezensis位于 1个分支上，相似度最高（图 5），最终

将KMM-15、KMM-37和KMM-50菌株鉴定为贝莱

斯芽胞杆菌B. velezensis。

图4 促生菌株对再植苹果幼树生长的影响

Fig. 4 Effects of plant growth promoting strains on the growth of replanted apple saplings

图中数据为平均数±标准误。不同字母表示经LSD法检验差异显著（P<0.05）。Data in the figure are mean±SE. Different

letters indicate significant difference by LSD test (P<0.05).

图5 基于gyrB基因序列采用邻接法构建菌株KMM-15、KMM-37和KMM-50以及相似菌株的系统发育树

Fig. 5 The phylogenetic trees of strains KMM-15, KMM-37, KMM-50 and similar strains were constructed with neighbor-joining

method based on gyrB gene sequence

3 讨论

本研究选择株高、茎粗、叶绿素含量、分枝个数

和分枝长度等生长指标来反映果树的生长势，结果

复合微生物菌肥对这些生长指标均有明显的促进

作用，该结果与赵璐等（2019）研究发现复合微生

物菌肥对海棠苗的生长指标具有促进作用的结

果相一致。

理化因子作为土壤的本质特征和基本属性，与

植物的生长密切相关（Muoz-Rojas，2018）。碱解氮、

速效磷、速效钾是评价土壤近期供氮、供磷、供钾水

平情况的重要指标（Hartemink，2005），有机质是土
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壤中各类营养元素的主要来源，能提供植株生长所

需的大部分营养元素，使土壤具有保肥力和缓冲性

（Karlen et al.，2019；Ondrasek et al.，2019）。本试验

主要检测了土壤的有机质、碱解氮、速效磷、速效钾、

pH、电导率等指标来评价土壤肥力。本研究中，复

合微生物菌肥处理与对照的土壤样本中氮素供应整

体水平偏低，钾、磷的供应水平都达到丰富的程

度，但 2 个处理间均无显著差异。而对照根际土壤

有机质含量处于缺乏状态，施用复合微生物菌肥后

有机质含量显著提高，表明有机质含量的增加促进

了苹果幼树植株生长。

土壤酶参与催化有机物代谢过程中发生的各种

反应和代谢过程（郭辉和唐卫平，2020）。脲酶的活

性表示土壤氮素的供应状况；蔗糖酶的活性直接影

响着土壤中碳的转化；磷酸酶的活性与有机磷的分

解相关；过氧化氢酶能够促进土壤对生物和有害物

质的过氧化氢分解（唐玉姝等，2007）。蔗糖酶、脲

酶、磷酸酶的活性从本质上反映了土壤中碳、氮、磷

的转化强度（Nannipieri et al.，2012）。土壤酶能显著

促进土壤微生物的代谢活动，故将土壤酶活性作为

土壤生物功能多样性和微生物活性潜力的指标（Hu

et al.，2010）。本试验施用复合微生物菌肥后，根际

土壤中的中性磷酸酶、脲酶、蔗糖酶和过氧化氢酶活

性相较于施用有机肥对照土壤中的相应酶活性均有

显著提高，这与赵艳和张晓波（2011）研究发现施用

菌肥有利于植物对土壤中氮、碳、磷等营养元素循环

和微生物活动的结果一致。

本研究中，在属水平上，复合微生物菌肥处理相

对于对照处理总属数显著增加，说明施用菌肥后根

际土壤中细菌群落的多样性显著提升，且前20位属

的相对丰度之和也显著高于对照，表明施用菌肥使

细菌种群总数增加的同时，优势种群也更为突出，施

用菌肥可以提高土壤细菌群落的多样性，调控土壤

微生物群落结构（Jiang et al.，2019）。土壤中细菌群

落的多样性显著提升，很可能引起根际微生物区系

组成的定向改变和富集，即向高肥的“细菌主导型”

转化（Liu et al.，2020）。施用复合微生物菌肥改变

了连作土壤根际细菌群落结构，体现在类别和丰度

2个方面（Li et al.，2018）。从属水平来说，前20位优

势细菌属的相对丰度发生了显著变化，其中芽胞杆

菌属、伯克氏菌属和乳球菌属的相对丰度显著上

升。结合本研究室田间试验结果，即复合微生物菌

肥显著缓解了苹果再植病害，表明施用复合微生物

菌肥改变了连作苹果根际土壤细菌微生物的多样

性，有益的拮抗菌和固氮菌含量大幅提升。

本研究的盆栽试验证明，从处理土壤中分离的

贝莱斯芽胞杆菌KMM-15、KMM-37和KMM-50在

海棠幼树生长过程中能够有效促进其生长。

综上所述，施用复合微生物菌肥显著提高了根

际土壤中有机质的含量和土壤酶的活性，同时提高

了根际土壤细菌群落的多样性，尤其是有益微生物

类群，使土壤微生物朝着促进植物生长的方向转

化。施用复合微生物菌肥缓解了苹果再植病害，促

进了果树生长。
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