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摘 要  研究了利用根际有益微生物和豆科植物相结合培肥新垦地土壤的效果。试验采用裂区设计法研究了重庆北碚新垦坡耕地中性土壤上种植紫花苜蓿并接种根瘤菌和其他根际有益微生物（PGPR）（如联合固氮菌、解磷菌和解钾菌等）对土壤养分的影响。结果显示：接种根瘤菌+其他PGPR的处理对土壤有机质、全氮、全磷、全钾、有效磷和速效钾的提高均达到显著水平，较只接种根瘤菌的处理分别提高33.5%、22.7%、3.8%、11.5%、11.4%和22.3%，较不接种根瘤菌和PGPR的处理分别高42.2%、58.8%、8%、12.6%、37.2%和40.2%，接种根瘤菌+其他PGPR的效果优于只接种根瘤菌和不接种的。同时，上述处理对豆科植物苜蓿植株瘤重、株高、根鲜重、地上部鲜重以及植株全氮含量的提高均达到显著水平，比只接种根瘤菌的处理分别高44.5%、33.2%、77.3%、76.7%和17.7%。将苜蓿和相应的PGPR两者联合使用有更好的土壤改良效果，加速了新垦地贫瘠土壤的培肥过程。
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随着人口数量的激增，人类对农业生态系统作用的频度和强度越来越大，导致农业土壤内在的物理化学性质的改变、生物区系的贫乏和功能的衰退，恢复受损的农业土壤成为经济可持续发展和人类延续的关键。由重庆市移民局公布：三峡工程建成后，库区将淹没土地36 667 hm2，仅重庆市就要淹没耕地23 560 hm2。重庆市库区移民安置量占三峡工程移民安置总量的85%，移民总数达103.4万人；规划农业安置移民35.34万人。为此，国家计划开垦16 667 hm2荒地安置农村移民。由于三峡库区自然地理状况的因素，大部分新垦地都分布在深丘和低山上，新开垦的“生土”上层厚度不足，土壤有机质少，保水保肥和抗旱能力差，相当部分耕地处于25°左右的斜坡上。目前，主要采用无机换有机、有机肥改土熟化、合理间套作熟化、节水抗旱等技术进行新垦地快速培肥。针对土壤有机质和养分缺乏问题，分离、选育功能各异的根际有益微生物（Plant Growth Promoting Rhizobacteria，简称PGPR）及其混合培养物，研制能持久提高新垦地肥力的复合微生物制剂及其微生物培肥方法，对建立三峡库区以及全国其他地区新垦土壤快速培肥、退化农业土壤质量定向培育和地力调控有重要的作用。
根际有益微生物是指自由生活在土壤或附生于植物根际、茎叶的一类可促进植物生长的有益菌类[1,2]。根际有益细菌能够促进植物对矿质营养的吸收和利用[3]，或者产生促进植物生长的代谢物，甚至抑制有害微生物[4]。对PGPR的研究，已日益成为国际上的热门课题，有关PGPR的国际专门研讨会已举行了多次，在PGPR促进植物生长、增加作物产量和有效地用于植物病害的生物防治方面积累了大量的事实。20世纪80年代初，美国奥本大学植病系Kloepper等用某些荧光假单胞菌株处理种子，萝卜增产144％、马铃薯增产100％、甜菜增产20％~80％[3]；加拿大的Philom Bios公司生产的解磷菌剂、固氮菌剂和解磷固氮混合菌剂，主要应用于小麦、油菜、豌豆等作物，可使作物平均增产10%~15%[5]；2005年，李志新等[6]用两种PGPR菌剂（TU-100、YUMI）处理油菜, 具有明显的生防效果，使油菜菌核病的发病率下降48.7%~54%。但关于PGPR的作用机制，则因菌种、植株和环境不同而异[7]，因而国内外有关PGPR的研究主要集中于其生物防治病害和促进植物生长、增加作物产量的机制，对于多种PGPR混合使用和PGPR与植物联合使用来培肥新垦土壤、改良植株性状的则报道较少，且多是单一或较少PGPR菌株混合对植株性状或土壤性状影响的研究。然而，PGPR的作用并不是单一的，接种大量优势有益细菌于农作物根际之所以有促进生长作用应是PGPR综合作用的结果[8]。也正由于这个原因，不少商家以PGPR为招牌，在缺乏研究根据的情况下，在微生物接种剂商品中搭配菌种，一定程度上造成市场的混乱，争议较多[9]。因此，有必要进行PGPR搭配效果的研究。
高振生等[10]种植紫花苜蓿时接种根瘤菌，使苜蓿干草产量提高了50.0%~93.2%；施振云等[11]使用联合固氮菌剂接种于田间水稻，并使水稻每公顷增产213.2~543.3 kg，增产率为2.9%~6.9%；胡小加等[12]用巨大芽孢杆菌拌种，使油菜的植株干重、全氮和全钾分别增加4.1 %、13.9 %和2.3 % , 全磷增加18.4 %；Chabot等[13]研究表明解磷菌的溶磷作用是中低肥力土壤上促进植物生长最重要的机制之一；蒋先军等[14]研究发现硅酸盐细菌除能将矿物中的钾分解出来，从磷灰石中取得磷素营养外，还能从空气中固定氮素，并有增强作物抗病的能力；吴建峰等[15]研究表明土壤中钾细菌和磷细菌能将难溶性盐转化成可溶性盐，将土壤矿物无效态的钾和磷释放出来，提高土壤中的有效养分，直接或间接地影响土壤养分循环的速率。基于上述研究，本文选取了根瘤菌、联合固氮菌、巨大芽孢杆菌和硅酸盐细菌4种菌株做为组合研究其配合效应。
紫花苜蓿(Medicago sativa L.)是多年生豆科草本植物，是一种适口性好、营养价值和可开发价值很高的牧草[16-17]，并具有水土保持和改良退化土壤的生态功能。根系强大，与根瘤菌共生固氮体系效率高，可以提高土壤氮素供应。因此，本项研究通过施用PGPR对紫花苜蓿的农艺性状和土壤养分的影响进行比较，以此来探讨施用PGPR与紫花苜蓿农艺性状及土壤肥力性质变化的相关性。
1  材料与方法

1.1  试验材料
1.1.1  供试植株   紫花苜蓿为美国引进品种“三得利”，购自甘肃省草原总站草业中心（发芽率85.4%）。
1.1.2  供试菌株   苜蓿根瘤菌(菌株代号91522)（由本实验室分离，能在pH4.8~7.0的YMA固体培养基上正常生长）[18]、巨大芽孢杆菌（Bacillus megatherium，中国菌保中心菌株号ACCC 10008）、联合固氮菌（Associative-nitrogen-fixing Bacterium）[19]和硅酸盐细菌（Bacillus mucilaginosus，胶质芽孢杆菌，西南大学微生物研究中心提供）。
1.1.3  配方    植物营养液：采用Fahraeus无氮营养液。根瘤菌培养基（液）：采用改进的YMA培养基：甘露醇，10 g；酵母浸出粉，5 g；NaCl，0.1 g；MgSO4·7H2O，0.2 g；K2HPO4，0.5 g；1 000 ml水。固氮菌培养基（液）：葡萄糖，10 g；NaCl，0.2 g；KH2PO4，0.2 g；CaSO4·2H2O，0.1 g；MgSO4，0.2 g；CaCO3，5 g；1 000 ml水。硅酸盐细菌培养基（液）：蔗糖，5 g；Na2HPO4，2 g；MgSO4·7H2O，0.5 g；FeCl3，0.005 g；CaCO3，0.1 g；1 000 ml水；pH 7.0~7.5。牛肉膏蛋白胨培养基（液）：牛肉膏，3.0 g；蛋白胨，10.0 g；NaCl，5.0 g；1 000 ml水；pH 6.2~7.4。

1.1.4  试验地概况    试验地位于西南大学后山，为新垦坡耕地，坡度约为25°。土壤为紫色土，土壤养分情况如表1。

表1 新垦土样化学肥力指标

Table 1  Chemical properties of the newly reclaimed soil 

	项目

Item
	pH
	有机质
OM
	全氮
TN
	全磷
TP
	全钾
TK
	碱解氮
Alkalytic N
	有效磷
Available P
	速效钾
Available K

	
	
	――――――――――(g kg-1)――――――――――
	―――――――(mg kg-1)――――――

	含量
Content
	6.8
	9.68
	0.52
	0.25
	2.53
	54.01
	2.31
	56.55

	正常范围
Normal range
	
	10~50
	0.5~4.0
	0.3~1.0
	10~40
	20~200
	5~30
	10000~14000

	指标
Level
	
	偏低
Lower
	中等偏低Slight low
	偏低
Lower
	极低

Extremely low
	中等

Middle
	偏低
Lower
	极低
Extremely low


1.2  试验方法
1.2.1  根瘤菌株的准备    取生长于斜面的一支供试菌株，用5 ml无菌水洗下菌体，取1 ml接种于100 ml中性YMA培养液中，28℃下置恒温振荡器中培养20~24 h，调节其OD600值约为1.0后，经4 000 r min-1离心10 min，收集菌体，重新悬浮于新鲜YMA液体培养基中，加1%羧甲基纤维素纳溶液作为黏着剂[10]，用于拌种。
1.2.2  除根瘤菌外的其他PGPR菌（注：为书写方便，以下简称PGPR处理）的准备    分别取生长于斜面的4种供试菌株，分别用5 ml无菌水洗下菌体，各取1 ml接种于对应的培养液中，后续步骤同根瘤菌株的准备。

1.2.3  紫花苜蓿种子的制备    挑选均匀饱满健壮的苜蓿种子，于50~60℃水中浸泡0.5 h，捞出。白天放在阳光下暴晒，夜间转至阴凉处，并加水保持种子湿润，当大部分种子略有膨胀时用根瘤菌、PGPR拌种播种。
1.2.4  土样处理与土壤性状测定方法    本次试验土样分两次采集，时间分别为2008年9月（播种时）和2009年6月（收获时），采样深度为5~10 cm，多点（5~6个）取样混合均匀，将采回的湿土及时进行处理，在室内沿自然结构将土块分成约1 cm的小土块，除去植物残体、小石块以及蚯蚓等动物，土壤样品经风干、磨细过筛（1 mm、0.25 mm土壤筛）， 用于测定土壤有机质（稀释热-重铬酸钾容量法:K2Cr2O7-H2SO4）、土壤碱解氮（碱解扩散法）、有效磷（Olsen法即NaHCO3法）、全钾和速效钾（火焰光度法）、全氮（半微量开氏蒸馏法）、全磷（钼蓝比色法：660 nm比色）[20]，土样不用时应保存在4℃冰箱中。植株全氮采用半微量凯氏定氮法测定[21]。

1.2.5  试验设计   （1）试验处理。将试验地采用裂区设计法分成12个小区。试验设4个处理水平：种植紫花苜蓿不接种（M）、种植紫花苜蓿接种根瘤菌（M+R）、种植紫花苜蓿接种根瘤菌和其他PGPR（M+R+PGPR）、不种植紫花苜蓿不接种（W）。每个小区面积为7.2 m2，每处理重复3次，随机排列。（2）田间管理。2008年9月16日播种，将Fahraeus无氮植物营养液均匀浇入各个小区，每个小区浇营养液20 L。栽培期间除杂草，施打农药。（3）收获及处理。2009年6月20日收获，统计每个小区成苗数，由于各处理水平不同，各小区紫花苜蓿的生长情况有较大差异，直接表现为成苗数不同。经统计，发现成苗数最多的小区可达到约612株/小区，最少的约为203株/小区。为了便于找出不同处理对紫花苜蓿各农艺现状的影响，计算成苗系数，其公式如下：

成苗系数=每小区成苗数/最大生长苗数
每小区随机采植株20株，测定植株高、上部鲜重、根鲜重、根瘤重和植株全氮。以每小区成苗数比最大生长苗数得到每个小区成苗系数，各测定指标乘以成苗系数后进行统计分析。

1.3  数据处理
数据采用SPSS16.0、Excel数据处理系统进行统计分析。

2  结果与分析
2.1  接种PGPR对土壤养分的影响
表2 不同接种处理对土壤养分的影响

Table 2  Effects of inoculation treatments on soil nutrients

	处理代号
Treatment code
	有机质
(g kg-1)

OM
	全氮
(g kg-1)

Total N
	全磷
(g kg-1)

Total P
	全钾
(g kg-1)

Total K
	碱解氮
(mg kg-1)

Alkalytic N
	有效磷
(mg kg-1)

Available P
	速效钾
(mg kg-1)

Available K

	M
	10.74b
	0.51c
	0.25b
	1.90b
	49.47b
	1.99c
	55.56c

	M+R
	11.44b
	0.66b
	0.26b
	1.92b
	67.01a
	2.45b
	63.72b

	M+R+PGPR
	15.27a
	0.81a
	0.27a
	2.14a
	67.78a
	2.73a
	77.92a

	W
	9.71c
	0.53c
	0.25b
	1.86b
	53.25b
	2.29b
	57.83c

	F值
F value
	60.74**
	31.65**
	7.68*
	7.00*
	40.09**
	35.33**
	46.85**


注：同一列数据后不同字母表示在5%水平差异显著，下同；* 和 ** 分别表示在5%和1%水平差异显著，下同 Note: The different letters following the data in same column mean significant difference at 5% level, and the same below; * and ** denote significant difference at 5% and 1% level, respectively, and the same below
表2分别比较了4种处理对土壤养分的影响。从各测定指标来看，M+R+PGPR处理，即种植紫花苜蓿接种根瘤菌和PGPR处理，对除碱解氮外的土壤化学指标的影响与M、M+R处理（即只种植苜蓿处理和种植并接种其根瘤菌处理）相比差异显著，M+R+PGPR处理显著提高了土壤全氮、全磷、全钾的含量；土壤全氮的增值中来自PGPR菌的贡献为0.15 g kg-1；比较M、M+R两个处理，种植紫花苜蓿并接种根瘤菌处理在土壤全氮、碱解氮、有效磷和速效钾等指标显著高于只种植苜蓿处理，然而全磷、全钾并无显著差异；根瘤菌对全氮提高的贡献为0.15 g kg-1，对土壤碱解氮提高的贡献约18 mg kg-1；M处理和W处理，即只种植苜蓿处理与不种植不接种处理对土壤养分的影响无显著性差异，且养分含量一直维持在较低水平。总体来看，接种根瘤菌和PGPR能够显著提高其有机质、全氮、全磷、全钾、有效磷和速效钾的含量，较只接种根瘤菌而不接种PGPR的处理分别高33.5%、22.7%、3.8%、11.5%、11.4%和22.3%，较不接种根瘤菌不接种PGPR的处理分别高42.2%、58.8%、8%、12.6%、37.2%和40.2%，足见根瘤菌和其他PGPR菌对土壤性质的重要作用。

通过F值检测（表2）可看出，研究所设处理对全磷、全钾的影响均达到了显著水平（p<0.05），对其他各指标则达到极显著水平（p<0.01）。
2.2  接种PGPR对紫花苜蓿农艺性状的影响
PGPR不仅对上述土壤养分变化影响显著，而且对紫花苜蓿的农艺性状也产生了明显的影响。紫花苜蓿不仅是上好的豆科饲料作物，还是在我国各地广泛种植的豆科绿肥，其多年生根系兼具水土保持功能。为此，本研究针对根瘤菌和其他PGPR对紫花苜蓿农艺性状的影响作了研究。

表3 接种PGPR对紫花苜蓿各农艺性状的影响

Table 3  Effects of inoculating PGPR on alfalfa agronomic properties

	处理代号
Treatment code
	瘤鲜重
Fresh nodule weight

(mg plant-1)
	株高
Plant height
(cm plant-1)
	根鲜重
Fresh root weight
(mg plant-1)
	地上部鲜重
Fresh shoot weight
(mg plant-1)
	植株全氮含量
Plant total N
(%)

	M
	0.011c
	68.59b
	8.77c
	53.77c
	3.103c

	M+R
	0.227b
	85.13b
	28.77b
	119.97b
	3.303b

	M+R+PGPR
	0.328a
	113.43a
	51.00a
	211.97a
	3.887a

	F值
F value
	150.1**
	14.44**
	140.7**
	306.3**
	25.57**


表3分别比较了三种处理（M、M+R、M+R+PGPR）对紫花苜蓿瘤鲜重、株高、根鲜重、地上部鲜重、干重、地上部干重和全氮含量的影响。从各测定指标来看，同时接种根瘤菌和PGPR处理（M+R+PGPR）的效果均优于不接种PGPR只接种根瘤菌（M+R）的效果，在瘤鲜重、株高、根鲜重、地上部鲜重和植株全氮含量方面，较不接种PGPR的处理分别高44.5%、33.2%、77.3%、76.7%和17.7%，较不接种根瘤菌不接种PGPR的处理分别提高2 882%、65.4%、482%、294%和25.3%。同时接种根瘤菌和PGPR处理的苜蓿瘤重、株高、根鲜重、地上部鲜重和植株全氮等在各处理中均达到最大。表3还表明接种根瘤菌对紫花苜蓿各农艺性状的影响显著优于不接种的，其结果与石杰等[22]种植紫花苜蓿并接种根瘤菌所得出的结论相一致。
通过F值检测（表3）显示，三种处理（M、M+R、M+R+PGPR）对紫花苜蓿瘤重、株高、根鲜重、植株地上部鲜重和全氮含量的影响均达到了极显著水平（p<0.01）。
2.3  瘤重与紫花苜蓿其他农艺性状的相关关系分析
有效根瘤的形成是促进紫花苜蓿生长和共生系统高效固氮的关键，瘤重是根瘤形成的有效检测形式。通过相关分析，检测了瘤重与苜蓿其他农艺性状的相关关系，相关系数如表4所示。
表4结果显示，瘤重与植株上部鲜重、根鲜重和株高呈极显著相关关系(p<0.01)，与植株全氮含量呈显著正相关关系(p<0.05)，说明良好的结瘤性能能够提高紫花苜蓿的产量和品质。
表4 瘤鲜重与紫花苜蓿株高、根鲜重、地上部鲜重和植株全氮含量的相关关系

Table 4  Correlations between fresh nodule weight and fresh aboveground biomass weight, fresh root weight, plant height and total nitrogen

	项目
Item
	株高
Plant height
	根鲜重
Fresh root weight
	地上部鲜重
Fresh shoot weight
	植株全氮含量
Plant total N

	瘤鲜重
Fresh nodule weight
	0.885**
	0.940**
	0.948**
	0.795*


3  讨论与结论
三峡水库新开垦耕地壤质差，肥力低，加剧人地、人粮矛盾，制约经济发展。目前，主要采用无机换有机、有机肥改土熟化、合理间套作熟化、节水抗旱等技术进行新垦地快速培肥。随着社会对环境保护的日益重视和生态农业的发展，PGPR作为微生物肥料必然会有相应的发展，为新兴的“绿色产业”在农业生产中发挥其应有的经济价值、社会价值和生态价值。例如，吕军等[23]在新垦地上套种牧草，土壤有机质和有效氮、有效磷分别较不套种牧草的新垦地高41.7%、87.5%和11.6%。逄焕成等[24]用含钾细菌和芽孢杆菌的菌剂处理土壤，使土壤有机质、碱解氮、有效磷和速效钾分别提高了55.9%、50.2%、71.4%和28.9%。与前人成果相比，本研究利用根瘤菌和其他PGPR与紫花苜蓿的联合使用，在一年的时间内使新垦贫瘠土壤有机质、全氮、全磷、全钾、有效磷和速效钾的含量比只种植苜蓿分别提高了42.2%、58.8%、8%、12.6%、37.2%和40.2%，同时，还使苜蓿在瘤鲜重、株高、根鲜重、地上部鲜重和植株全氮含量方面分别较种植苜蓿提高了2 882%、65.4%、482%、294%和25.3%。此外，本研究虽只进行一年时间，但根据王彦荣等[25]经过9年连续施用有益微生物菌群处理试验区土壤，土壤改良效果和作物品质一直保持相对稳定，推知本试验的研究效果亦能维持数年之久。本研究中，种植紫花苜蓿、种植紫花苜蓿并接种苜蓿根瘤菌、种植紫花苜蓿并接种苜蓿根瘤菌和PGPR较不种植紫花苜蓿对土壤化学性质的提高呈现依次升高的趋势。本研究结果显示，接种PGPR可使紫花苜蓿明显增产；PGPR与紫花苜蓿联合使用，能够较明显地改良土壤部分化学性质，其结论与Summer等[26]所得出短期的生物化学处理不会明显改变土壤化学性质的结论不完全一致。
从本试验的结果来看，苜蓿植株、PGPR、土壤性质三者关系相当密切。首先，在对苜蓿接种根瘤菌的基础上接种PGPR菌可使固氮效果成倍提高。说明PGPR促进了根瘤菌的固氮作用，抑或其中的联合固氮菌也参与了生物固氮作用，因此对土壤全氮的含量做出了贡献。其次，接种PGPR促使难溶性磷、钾盐转化成可溶性磷、钾盐，从而提高了土壤的磷、钾供应，这也证实了前人有关土壤微生物能够改良土壤性状的论点[27]。第三，与只接种根瘤菌相比，同时接种根瘤菌和PGPR的效果显著优于前者，更进一步验证了接种PGPR改善根际土壤化学性质促进植物生长的作用。最后，已有大量研究证明PGPR能够改善土壤结构、修复受损土壤[28-30]，而紫花苜蓿具有水土保持、土壤改良、地力培肥、植物修复等多重生态功能，将二者联合使用加速了新垦地贫瘠土壤的培肥过程。

综上所述，紫花苜蓿并接种包括根瘤菌在内的PGPR，较只接种根瘤菌更有利于提高紫花苜蓿的产量、品质、固氮能力以及改良土壤性状。这对紫花苜蓿大规模的产业化种植及新垦贫瘠土壤性状的改良将有着积极全面的推进作用。此外，PGPR与紫花苜蓿的联合作用机制尚不明确，该措施长期应用于三峡库区以及其他地区新垦或退化农业土壤的效果有待在更大尺度面积上试验研究。
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Effects of PGPR and alfalfa on soil building of newly-reclaimed land 

Han Guang 1  Zhang Lei 1†  Qiu Qin 1  Shi Jie 2  Hu Zhengfeng 1
( 1 College of Resources and Environment, Southwest University, Chongqing 400716, China)
(2 Daqing Branch of Heilongjiang Academy of Sciences, Daqing, Heilongjiang 163318, China）
Abstracts  Effect of planting legume crops and inoculation of Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) and legumes on soil building in newly-reclaimed land was studied with a field experiment laid out in a newly-reclaimed slopeland in Beibei, Chongqing, China. The experiment field was divided into several plots, which were all planted with alfalfa, but inoculated separately with nil, rhizobia or rhizobia + other PGPR (including associative azotobacters, P-releasing bacteria, and K-releasing bacteria). Results show that the incubation of rhizobium and PGPR in combination significantly increased organic matter, total N, total P and total K, available P and available K in the soil, by 33.5%, 22.7%, 3.8%, 11.5%, 11.4% and 22.3%, respectively, over the incubation of rhizobia alone and by 42.2%, 58.8%, 8%, 12.6%, 37.2% and 40.2%, respectively, over the treatment of no incubation. Furthermore, the treatment of rhizobium + PGPR also significantly increased the nodule weight, plant height, fresh root weight, fresh aboveground biomass and plant’s total nitrogen by 44.5%, 33.2%, 77.3%, 76.7% and 17.7% respectively over the treatment of rhizobia. It is obvious that plant alfalfa in combination of incubation of proper PGPR has a much better effect on soil building, thus accelerating the process of ameliorating newly-reclaimed poor land.
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