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摘 要：以有机废弃物堆置腐熟后添加枯草芽孢杆菌、短小芽孢杆菌等功能菌制成两种生物有机肥 FBOF1 和 FBOF2，采用盆栽试

验方法，研究了上述生物有机肥对番茄青枯病的防效，同时对其作用机理进行了初步探讨。结果表明，施用生物有机肥后，番茄青枯

病病情指数降低，防病效果达 27.6%~69.0%，与对照相比差异显著，同时植株中多酚氧化酶、苯丙氨酸解氨酶、过氧化物酶活性明显

提高。96 h 时施用 FBOF1 和 FBOF2 处理的多酚氧化酶活性分别为 5.78、4.98 U·g-1·min-1，比对照高 53.7%和 32.4%；苯丙氨酸解氨

酶活性 96 h 时分别为 1.56、0.77 U·g-1·h-1,比对照高 205.9%和 51.0%；对过氧化物酶活性而言，96 h 时差异更为明显，施用生物有机

肥后其活性分别为 0.79、0.42 U·g-1·min-1，而对照仅为 0.14 U·g-1·min-1。此外，施用生物有机肥后土壤微生物功能多样性提高，从培

养 48 h 的结果看，15、25、40 d 的 AWCD 值都高于对照，其中 FBOF2 第 40 d 时的 AWCD 值与对照相比差异显著，分别为 1.010 7 和

0.505 3。从试验结果还可看出，生物有机肥影响根围土壤中青枯菌和主要微生物类群数量，施用生物有机肥后，土壤中细菌和放线

菌数量增加，而青枯菌数量则明显下降。
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Abstract：Two kinds of biological organic fertilizer FBOF1 and FBOF2 were made based on the decomposed organic wastes, in which the
functional bacteria such as Bacillus subtilis and Bacillus pumilus et al. were appended, and applied on the control of tomato bacterial wilt.
Meanwhile, the working mechanism was researched.The results indicated that the disease index of tomato bacterial wilt decreased and the
disease-control effect reached 27.6%~69.0% after utilizing the biological organic fertilizer, and the difference was obvious compared with the
untreated. The activities of polyphenol oxidase, phenylalanine ammonia lyase and peroxidase in plants improved. The activities of polyphenol
oxidase for FBOF1 and FBOF2 were 5.78, 4.98 U·g-1·min-1 respectively in 96 h, and 53.7%, 32.4% higher than the untreated. For the pheny－
lalanine ammonia lyase, the activities were 1.56, 0.77 U·g-1·h-1, and 205.9%, 51.0% higher compared with the untreated. However, for the
peroxidase, the difference was more obvious, and the activities for FBOF1, FBOF2 reached 0.79, 0.42 U·g-1·min-1, whereas the untreated was
0.14 U·g-1·min-1 only. In addition, the soil microbiology diversity increased after applying the biological organic fertilizer. The results of culti－
vation for 48 h indicated that the treated AWCD of 15 d, 25 d, 40 d were all higher than the untreated, among which the 40 d’AWCD of
FBOF2 reached the significant differences. The research also showed that the amounts of Ralstonia solanacearum and the microbial kinds in
the rhizosphere soil were affected by biological organic fertilizer. The numbers of bacterium and actinomyces increased, while for the Ralsto－
nia solanacearum it reduced evidently.
Keywords：biological organic fertilizer; tomato bacterial wilt; disease-control effect；acting mechanism

收稿日期：2009－03－18
基金项目：农业部 948 项目（2006-G62）；广州市科技计划项目（2007Z2-

E0051）
作者简介：肖相政（1972—），男，湖南邵阳人，副研究员，博士研究生，主

要从事生物肥料等方面的研究工作。E-mail：xxzlj@126.com
通讯作者：廖宗文 E-mail：zwliao@sohu.com

青枯病是一种全世界范围广泛分布的细菌性土

传病害[1]，在高温、高湿的热带、亚热带地区大量流行，

是农业可持续发展的主要障碍之一。青枯病是由劳尔

氏菌（Ralstonia solanacearum）引起的一种土传病害[2]，

其侵染寄主多达 50 个科 200 种作物以上[3]，在我国，

番茄、辣椒、烟草等茄科作物普遍发生。青枯病防治的

主要技术包括种植抗病性品种、化学防治、生物防治、
土壤添加剂防治和综合防治等[4-7]，许多研究者进行了

有关这方面的研究。



第 28 卷第 11 期 农 业 环 境 科 学 学 报

施肥防病是近几年发展起来的前沿研究技术，

通过施用有机肥、堆肥等改善土壤微生态环境，提

高土壤微生物多样性指数，提高土壤的健康质量指

标[8]，为防治作物土传病害提供了一种新途径。蔡燕

飞等 [9]在番茄青枯病发生严重的土壤上施用腐熟堆

肥获得显著的抑病效果，在对照发病率为 100%的情

况下，腐熟堆肥处理的发病率仅为 39%~50%。谭兆

赞等[10]研究结果表明，施用复合菌剂可延缓青枯病发

病时间并降低发病率，同时可以不同程度地提高土

壤微生物的多样性。孔维栋[11]试验结果表明，不同腐

熟程度的有机肥对番茄青枯病的发生率有不同的防

治效果。Marvil J 等[12]用农业和城市堆肥防治辣椒和

番茄根结线虫具有很好的防治效果。Raquel G 等[13]研

究发现施用污泥对常见的立枯丝核菌（Rhizoctonia
solani）、青枯菌（Ralstonia solanacearum）、齐整小核菌

（Sclerotium rolfsii）等 5 种作物土传病害有抑制效果。
亦有研究表明，施用生物有机肥能明显提高土壤微

生物多样性[14-15]，增强脲酶、磷酸酶、过氧化氢酶等土

壤酶的活性 [16-17]，从而改善作物根际土壤微生态环

境，增强抗病力。
本文研究了由有机废弃物堆置腐熟后通过添加

微生物功能菌制成的生物有机肥对番茄青枯病的防

治效果，所述功能菌包括枯草芽孢杆菌（Bacillus
subtilis）、短小芽孢杆菌（Bacillus pumilus）、胶质芽孢

杆 菌（Bacillus mucilaginosus）和荧光假单胞菌（Pseu－
domonas fluorescens）， 均为植物根际促生菌（plant
growth-promoting rhizobacteria, PGPR），其中枯草芽孢

杆菌对青枯病具有特定的抑制作用；同时分析了施用

功能生物有机肥对土壤微生物多样性的影响以及植

株体内多酚氧化酶（PPO）、过氧化物酶（POD）和苯丙

氨酸解氨酶（PAL）的活性变化，并对其作用机理进行

了初步探索。

1 材料与方法

1.1 试验材料

功能生物有机肥 1（FBOF1）、功能生物有机肥 2
（FBOF2），均由华南农业大学新肥料资源研究中心研

制，其中胶质芽孢杆菌由河北省微生物研究所章淑艳

惠赠；短小芽孢系作者自河北高阳玉米根际土壤分离；

枯草芽孢杆菌系作者自河北邯郸棉花黄萎病发病地根

际土壤分离；荧光假单孢菌 GIM1.49 购自广东省微生

物研究所。生物有机肥（BOF，试验参比用肥料），南京农

业大学研制生产。所用肥料各参数列于表1。

青枯病原菌（Ralstonia solanacearum），华南农业

大学新肥料资源研究中心分离保藏；番茄品种为“益

丰 4 号”，广州蔬菜研究所研制生产。
1.2 试验方法

采用番茄盆栽试验方法，设置了空白对照（CK）、
FBOF1、FBOF2 和 BOF 共 4 个处理，生物有机肥的用

量均为 5 g·kg-1 土，每处理 3 次重复，随机排列。试验

基施尿素 0.15 g·kg-1 土、过磷酸钙 0.4 g·kg-1 土和氯

化钾 0.105 g·kg-1 土，开花期和结果期追肥两次，每次

尿素 0.05 g·kg-1 土、过磷酸钙 0.134 g·kg-1 土和氯化

钾 0.035 g·kg-1 土。
番茄播种前先用 2%的次氯酸钠消毒 2 min，然后

用无菌水反复冲洗，播种在小塑料盒中（有机肥基质

和菜园土按 1∶1 混合而成），20 d 后移苗，每盆 2 株。
移苗时接种青枯病原菌，接种量 3.0×105 cfu·g-1 土，移

苗时随浇水接种于根部。
1.2.1 病情调查

番茄青枯病按发病严重程度分为 5 级[18]。0 级为

叶面无症状；1 级为植株 1/4 以下的叶面表现为萎蔫

症状；2 级为植株上 1/4~1/2 叶面表现为萎蔫症状；3
级为植株 1/2 以上叶面表现萎蔫症状；4 级为全株萎

蔫死亡。病情指数=[∑（病级株数×代表数值）/（株数总

和×发病最重级的代表数值）]×100。每 2 d 记录 1 次。
1.2.2 PPO、POD 和 PAL 测定

施肥后 0、24、48、72、96 h 取叶片进行测定，称取

叶片约 0.5 g，将叶片剪碎放入预冷的研钵中，加入液

氮快速研磨使成粉末，再加入 2 mL 0.2 mol·L-1 硼酸

钠缓冲液（pH8.8）及 0.1 g 石英砂，冰浴中研磨成匀

浆，再用 2 mL 缓冲液洗涤研钵及钵 2 次，合并入离心

管，4℃下 5 000 r·min-1 离心 15 min，上清液即为酶粗

提液。
（1）PPO 测定[19]：底物反应液含有 50 mmol·L-1 磷

酸钠缓冲液（pH6.8）2 mL 和 0.1 mol·L-1 邻苯二酚 1
mL，加入粗酶液 100 μL，于冰上迅速混匀，在 410 nm
处测定初始值 A0，室温（28 ℃）静置 20 min 后，测定

A1。以每小时使OD 增加 0.01 的酶量定义为一个酶活

表 1 生物有机肥理化指标

Table 1 The physical and chemical index of biological
organic fertilizer

肥料 pH 水分/% 有机质/% N/% P2O5/% K2O/% 功能菌数量/cfu·g-1

FBOF1 7.47 32.7 36.2 0.924 1.146 1.511 8.9×107

FBOF2 7.52 31.6 37.3 0.932 1.043 1.643 5.1×107

BOF 7.43 30.5 35.0 3.00 1.80 1.20 2.6×107
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表 2 生物有机肥对番茄青枯病的防治效果

Table 2 The disease-control effect of biological organic fertilizer
on tomato bacterial wilt

注：同一栏中不同字母代表显著性差异（P=0.05）。
Note：Numbers with different letter in the same column show signifi－

cant differences at P≤0.05.

单位（U），表示为 U·g-1·h-1。
（2）PAL 测定[20]：反应液含有 0.01 mol·L-1 硼酸钠

缓冲液（pH8.8）3.9 mL、0.6 mmol·L-1L-苯丙氨酸 1 mL
和粗酶液 0.1 mL，空白不加 L-苯丙氨酸，30 ℃保温 3
min,在 290 nm 处测定初始值 A0，放入 30 ℃水浴 30
min 后测定 A1，30 min 内酶活为 A1-A0。以每小时使

OD 增加 0.01 的酶量定义为一个酶活单位（U），表示

为 U·g-1·h-1。
（3）POD 测定[21]：底物反应液含有 0.1 mol·L-1 磷酸

盐缓冲液（pH7.8）3 mL、愈创木酚 15μL 和 30%H2O2 30
μL，32℃水浴中平衡 5 min 后，加入粗酶液 20 μL 启

动反应。每 0.5 min 测 1 次 OD470，共测 3 min。以每分钟

OD 增加 0.01 的酶量定义为一个酶活单位（U），表示为

U·g-1·min-1。
1.2.3 土壤微生物多样性分析

采用 Biolog ECO 板研究不同生物有机肥对土壤

微生物多样性的影响。分别在移苗 15、25、40 d 后取

土分析，具体方法参照文献[22]。
1.2.4 土壤微生物数量测定

取移栽 40 d 后的土壤，采用稀释涂平板法测定

其中细菌、霉菌和酵母、放线菌及青枯菌数量。细菌采

用牛肉膏蛋白胨培养基，放线菌采用高氏一号培养

基，霉菌和酵母采用孟加拉红培养基，青枯菌采用

TTC 培养基[23]。
1.2.5 统计方法

采用 SAS 8.0 进行数据统计分析 （SAS Institute,
Gary, NC, USA）。

2 结果与分析

2.1 生物有机肥对番茄青枯病病情指数的影响

从表 2 结果可以看出，不同生物有机肥对番茄青

枯病均有防治效果，达到 27.6%~69.0%，其中以

FBOF1 效 果 最 好 ，40、60 d 时 的 病 情 指 数 分 别 为

12.5、28.1，与对照相比，差异显著，同时从移栽 60 d
时的病情指数可以看到，FBOF1 与 FBOF2、BOF 相比

也达到了显著水平。各处理移栽 40 d 时发病相对较

轻，随着时间的延长，发病程度加重，对照的病情指数

达到 90 以上，但生物有机肥表现了比较稳定的防治

效果。
2.2 生物有机肥对番茄 PPO、POD 和 PAL 活性的影响

施用生物有机肥后，番茄植株体内 PPO、PAL、
POD 活性呈现不同的变化规律。图 1 结果显示，施用

FBOF2 的处理 PPO 活性第 1 d 明显增加，达到一活

性高峰，随后逐渐下降，而施用 FBOF1 和 BOF 的处

理则表现较为平稳，PPO 活性呈递增趋势，至第 4 d
略有下降，CK 中的变化没有明显规律，酶活低于施生

物有机肥的处理。
对 PAL 而言（图 2），施用 FBOF1 和 FBOF2 后，

从第 1 d 开始活性明显增加，CK 从施用时到第 4 d 一

直比较平稳，第 4 d 时施用 FBOF1 的处理其 PAL 活

处理
病情指数 防治效果/%

40 d 60 d 40 d 60 d

CK 34.4a 90.6a

FBOF1 12.5b 28.1c 63.7 69.0

FBOF2 21.9ab 65.6b 36.3 27.6

BOF 18.8ab 53.1b 45.3 41.4
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注：1．“－”表示在 10－3 平板上未计出；2．同一栏中不同字母代表显著性差异（P＝0．05）。
Note：1． The“－”in the table means no growth in the plate of 10－3；2．Numbers with different letter in the same column show significant differences at P≤

0．05．

性是对照的 3 倍，用 BOF 处理的植株 PAL 活性与对

照相比无明显差异,略高于对照。
从图 3 可以看出，FBOF2 和 BOF 的 POD 活性变

化趋势相似，呈缓慢的递增规律，而用 FBOF1 的处

理，从第 2 d 起其 POD 活性急剧上升，到第 3 d 时达

到峰值，整个过程中处理的 POD 活性都要高于 CK。
综合 3 种植物防御性酶活性变化曲线可知，施用

生物有机肥后，酶活总体呈现递增的趋势，且 PPO 响

应速度要快于 PAL 和 POD。

2.3 生物有机肥对土壤微生物多样性的影响

平均每孔颜色变化率（AWCD）是反映土壤中微

生物多样性的一个指标[24]。表 3 显示，施用生物有机

肥后，AWCD 值增加。从培养 48 h 的结果看，在 3 个

取样时间用 FBOF1、FBOF2 和 BOF 的处理 AWCD 值

都高于 CK，其中第 15 d 时，用BOF 的处理其 AWCD
值与 CK 相比差异显著，第 40 d 时，用 FBOF2 的处理

其 AWCD 值与 CK 相比差异显著；从培养 72 h 的结

果看，第 25、40 d 取样时，生物有机肥处理的 AWCD
值都高于 CK，差异达显著水平,AWCD 值的增加意味

着土壤微生物功能多样性的增强。同时从表中结果可

以发现，随着取样时间的推后，AWCD 值总体呈现下

降趋势，分析原因是由于环境气温逐渐降低所致。
2.4 生物有机肥对土壤中主要微生物菌群数量的影

响

采用活菌稀释计数是分析土壤中可培养微生物

的一个重要手段，可以直接反映各主要微生物类群的

数量状况。从表 4 可以看出，施用生物有机肥后，细菌

数量都有不同程度的增加；霉菌和酵母菌 CK 和

FBOF1、FBOF2 差异不大，BOF 中霉菌和酵母菌数量

增加较多；放线菌中 FBOF1 增加明显，与其他处理相

比，达到极显著差异水平；青枯菌数量 FBOF2、BOF

表 4 生物有机肥对土壤中微生物类群数量的影响（cfu·g-1 土）

Table 4 The effect of biological organic fertilizer on the number of main microorganisms in soil（cfu·g-1soil）

处理 细菌（×107） 霉菌和酵母（×103） 放线菌（×105） 青枯菌（×103）

CK 21a 38a 28a 141a

FBOF1 24a 34a 72b -

FBOF2 24a 38a 31a 29b

BOF 29a 51a 33a 37b

表 3 不同生物有机肥处理的 AWCD 值比较

Table 3 The AWCD of different biological organic fertilizer treatment

注：同一栏中不同字母代表显著性差异（P=0.05）。
Note：Numbers with different letter in the same column show significant differences at P≤0.05.

处理
AWCD/48 h AWCD/72 h

15 d 25 d 40 d 15 d 25 d 40 d

CK 0.809 7b 0.653 3a 0.505 3b 1.332 4ba 0.972 9b 0.792 1b

FBOF1 0.906 9b 0.686 8a 0.809 9ba 1.304 3b 1.209 3a 1.137 6a

FBOF2 0.911 5b 0.825 6a 1.010 7a 1.425 3ba 1.262 8a 1.246 4a

BOF 1.203 5a 0.748 5a 0.827 5ba 1.442 5a 1.123 4ba 1.149 9a

2371



2009 年 11 月

显著低于 CK，而 FBOF1 在同浓度平板上未生长，说

明数量更低，青枯菌数量的减少大大降低了植株感病

的几率。

3 结论与讨论

植物防御酶与植物抗性关系密切，它的诱导产生

是植物重要的生理生化抗性机制之一，在植物病原物

互作中，PPO、PAL、POD 等酶通过参与植物抗病次生

物质（如木质素、酚类化合物和质保素）的代谢，或植

物体内活性氧的代谢，或直接抑制、杀死病原菌，从而

使植物对病原物具有抗性。本研究中施用生物有机肥

后，番茄植株体内的防御性酶 PPO、PAL、POD 活性增

强，这可能与加入其中的枯草芽孢杆菌等 PGPR 功能

菌有关。许多报道表明，PGPR 菌能诱导作物产生系

统抗性[25-27]，增强抗病力，如 Jetiyanon[27]研究表明作物

体内超氧化物歧化酶（SOD）和过氧化物酶（PO）活性

的增加是由于 PGPR 复合菌剂的诱导作用所致，但把

生物有机肥的应用与诱导作物系统抗性联系起来，尚

未见相关报道。PGPR 的生防机制除诱导作物系统抗

性外，还包括与病原菌竞争生态位点，产生对病原菌

具有直接拮抗作用的代谢产物，如铁载体、抗菌素等，

这为本研究中施用生物有机肥后导致根际土壤中青

枯菌数量下降提供了有力的证据。但本文生物有机肥

中使用的功能菌是否产生对青枯菌具有直接拮抗作

用的代谢物，需进一步深入研究。
施用有机肥可以提高土壤微生物的生物多样性，

改善土壤微生态环境，增强番茄对青枯病的抵抗力。
本研究表明，施用生物有机肥可以提高土壤微生物的

AWCD 值，降低青枯病的病情指数，提高防病效果，与

以前的研究结果一致 [9,15]，但本文研制的生物有机肥

还具有抑制土壤中青枯病原菌的存活、降低其数量的

作用。
综上所述，施用生物有机肥能显著降低番茄青枯

病的发病率，提高植株的防病效果，其可能的作用机

制包括施用生物有机肥提高土壤微生物功能多样性，

抑制青枯菌在土壤中的存活和繁殖，同时能诱导作物

产生系统抗性，提高植株相关防御性酶的活性。
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