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摘  要    本文研究减量化肥与哈茨木霉SQR-T037微生物肥配施对盆栽黄瓜产量、品质及土壤有效养分和可培养微生物数量的影响。试验以当地农民惯用化肥施用量的100%作为对照处理（CF），75%的农民惯用化肥量配施普通有机肥（OF）或木霉SQR-T037微生物肥（BF）作处理进行连续盆栽试验。结果表明，75%的农民惯用化肥量配施木霉微生物肥BF与100%的化肥处理CF产量相等且后期有所增产，相对配施普通有机肥处理OF则产量显著提高，同时黄瓜果实中硝酸盐含量降低45%以上，维生素C含量明显增加。此外，BF处理能有效改善土壤养分供应状况，有效磷和速效钾含量明显高于对照CF和OF处理，并显著提高黄瓜根际土壤细菌、有益菌种木霉的数量，维持放线菌数量稳定，且在施用第三季后显著减少真菌数量。因此，减少25%的化肥并配施一定量的木霉微生物肥（50g 株-1），不仅能保证黄瓜稳产，还能显著改善黄瓜果实品质，促进土壤中养分的高效利用，节约施肥成本，促进农业可持续发展。
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化肥的施用对作物增产具有重要意义，但长期大量使用化肥不仅不能促进作物增产，反而会导致土壤质量下降，肥力减退。据统计[1]，近10年来，我国化肥施用量增加了90.7%，而粮食总产量仅增加了9.1%，大量的化肥未发挥出应有的效果。同时，化肥本身大部分来源于不可再生矿质资源，也正在随着人类的不断开采而日益紧缺。微生物肥料是一种以农业固体废弃物为有机载体，通过接种功能型有益微生物，经二次发酵而制成的能提供植物营养、调节植物生长的特定制品[2]。配施微生物肥料可改善土壤生态环境及肥力，将之应用于农业生产中能够获得特定的肥料效应，可作为化学肥料的有益补充。近几年，有大量研究正致力于验证一个假说[2-4]，即植物根际促生菌（PGPR）有可能在减少化肥施用量的前提下使作物获得稳定的产量。不少研究结果显示，减少15%～30%的N、P、K施入量，同时辅以PGPR作用，农作物产量可达到相当于N、P、K正常施用量(无PGPR)时的水平。木霉（Trichoderma spp.）作为植物根际促生菌[5]的一种，是自然界普遍存在的土壤习居真菌。自1932年Weindling[6]发现木素木霉对植物病原真菌具有拮抗作用以来，木霉已成为植病生防学家研究的重点对象[7]。同时有研究发现，木霉不仅对植物病原真菌具有拮抗效应，还能促进植物的生长[8]。Chang和Baler[9]通过试验证实当用泥土或糠为基质的哈茨木霉培养物或其分生孢子悬浮液处理土壤后，辣椒、长春花和菊花等植物均出现高发芽率，开花早而多，株高及鲜重显著增加。杨春林等[10]研究发现，木霉对黄瓜、番茄、芹菜、白菜、菠菜和辣椒等多种蔬菜的生长有较强的促进作用。然而，木霉的促生机制[11]多而复杂，常因木霉的种类、菌株、寄主植物的不同而变化，目前还没有一个公认的方式解释木霉的促生作用，但可以肯定的是木霉对植物的促生作用是多种机制协同作用的结果。减少化肥施用量，同时辅以植物根际促生菌的研究不少，但以促生效应验证性研究居多，少见较为深入的研究报道。本课题组先前的研究表明[12]，在大棚种植条件下，木霉SQR-T037微生物肥对黄瓜产量、品质及土壤养分利用效率有显著影响，特别是对氮肥的利用效率明显高于常规化肥处理。因此，本研究拟通过连续盆栽试验模拟田间连作，分析配施哈茨木霉SQR-T037这一典型PGPR菌株制成的微生物肥对黄瓜产量、品质、土壤养分有效性及土壤微生物数量等的影响，以探讨加入微生物肥而减少部分化肥施用的可行性，为农业可持续发展提供理论依据和技术支持。
1 材料与方法

1.1 试验材料

供试品种为天津神农种业有限责任公司生产的“新津研四号”黄瓜。供试土壤为江苏宜兴地区水稻土，pH7.3，有机质含量19.1g kg-1,铵态氮27.5mg kg-1，硝态氮1.1mg kg-1，有效磷99.5mg kg-1，速效钾142.8mg kg-1。供试菌种为哈茨木霉SQR-T037（Trichoderma harzianum, CGMCC accession No. 3308）。供试化肥为雅苒苗乐复合肥（15-15-15）和硝酸钙肥，由挪威雅苒公司生产。试验用有机肥料由氨基酸有机肥和猪粪堆肥按1:1（w/w）的比例混合而成，即为普通有机肥。供试微生物肥是将木霉SQR-T037孢子悬液（108cfu ml-1）按10%（v/w）接种量接种于普通有机肥，再经过为期7天的二次发酵获得。使用前检测有效活菌数达106cfu g-1以上。氨基酸有机肥和猪粪堆肥分别由江苏新天地肥料有限公司和江苏田娘农业科技有限公司生产，各肥料的理化性状见表1。

表1 供试肥料理化性状
Table 1  The physico-chemical properties of fertilizers used in this study
	肥料
Fertilizers
	pH
	有机质

Organic matter (g kg-1)
	全氮
Total N

(g kg-1)
	全磷

Total P

(g kg-1)
	全钾

Total K

(g kg-1)

	猪粪堆肥 
Pig manure 
	7.0
	186.0
	13.2
	 5.9
	10.3

	氨基酸有机肥
Amino acid fertilizer
	5.4
	713.2
	65.8
	26.6
	11.3

	普通有机肥 
Organic fertilizer
	6.3
	425.6
	35.1
	 9.3
	 9.9

	木霉微生物肥
Biofertilizer 
	6.1
	399.9
	32.6
	12.4
	10.4


1.2 试验设计

    试验分4季分别于2012年3―6月、2012年8―11月、2013年3―6月、2013年8―11月在江苏宜兴中宜生物肥料工程中心温室内进行。试验采用盆栽土培法，盆钵为直径35cm、高25cm的陶盆，每盆装土10kg，移植黄瓜苗2株。试验设3个处理：（1）CF：100%化肥处理（8g 盆-1雅苒苗乐复合肥，追施4g 盆-1雅苒硝酸钙）；（2）OF：75%化肥+50g株-1普通有机肥；（3）BF：75%化肥+50g株-1木霉SQR-T037微生物肥。每季均施肥，每个处理设6个重复，常规管理。

1.3 产量统计与样品采集
    从黄瓜始果期开始每日采摘各处理黄瓜鲜果，待75天生育期满，采摘其余所有黄瓜鲜果，统计各处理产量，即为本季黄瓜的总产量。黄瓜果实置于冰盒内带回，作品质分析。将植株整株从土中小心取出，去除大部分土壤，将附于黄瓜根系的土抖落于自封袋，各个处理随机取3份，即为当季黄瓜根际土样，编号带回。将各个土壤样品按照四分法均分为2份，一份置于4℃冰箱内待稀释涂布分析，另一份风干并按照所测项目要求过筛待用。

1.4 测定方法
    黄瓜品质的测定：黄瓜果实维生素C（Vitamin C, Vc）[13]、硝酸盐含量（用NO3-表示）[14]的测定采用安捷伦高效液相色谱HPLC（Agilent 1200）法，色谱柱为Agilent ZORBAX SB-C18 半制备型反相柱 （9.4 mm×150 mm, 5 μm）。高效液相色谱测Vc含量方法如下：取黄瓜鲜果打成匀浆，用5g L-1草酸浸提Vc。流动相为0.05mol L-1 KH2PO4:甲醇=95:5(v/v)，流速1ml min-1，紫外检测波长265nm，柱温25℃，进样量10μl。高效液相色谱测硝酸盐含量方法如下：取鲜果打成匀浆，用70～80℃的超纯水超声提取待用。流动相为0.03mol L-1 KH2PO4-H3PO4缓冲液(pH=3.3)，流速1ml min-1，紫外检测波长210nm，室温下进样20μl。Vc和NO3-标准曲线分别采用抗坏血酸(Vc)标准品和KNO3标准品配置测得。各个样品的Vc含量和NO3-含量均以峰面积计算。

土壤养分含量的测定：土壤或肥料的有机质采用元素分析仪（德国BRAN+LUEBBE,

AutoAnalyzer3）测定；土壤铵态氮和硝态氮的测定参照Raigon的方法[15]；土壤有效磷采用0.05mol L-1 HCl-0.025mol L-1 1/2H2SO4浸提―钼蓝比色法测定[16]；土壤速效钾采用醋酸铵浸提―火焰光度计（上海悦丰，FP640）法测定[16]。
    土壤可培养微生物数量的测定：微生物数量采用系列稀释平板法计数，将土样稀释成10-1、10-2、10-3、10-4、10-5等不同稀释度的土壤溶液。分别吸取不同稀释度的土壤溶液0.1 ml放入准备好的培养基平板，涂布均匀，于培养箱培养。土壤总细菌采用牛肉膏蛋白胨培养基，真菌采用马丁氏培养基，放线菌采用高氏1号培养基，木霉菌用THSM木霉选择性培养基[17-18]。

1.5 数据处理与分析 

数据统计分析使用SPSS 13.0统计软件完成，不同处理间差异显著性检验采用邓肯氏新复极差法[19]，利用SigmaPlot 11.0作图。

2 结  果

2.1 不同施肥处理对黄瓜产量和品质的影响
产量是肥料效应的直接反映。由图1可以看出，不同施肥处理对黄瓜产量的影响显著。第1季中配施微生物肥BF处理相对100%的农民惯用化肥处理CF产量相当，不存在显著差异，但第2、3、4季中BF相对CF处理增产均达24%以上，且差异显著。75%的农民惯用化肥配施普通有机肥OF处理相对于100%的农户惯用化肥CF处理黄瓜减产显著，第2季减产21.5%，其余3季减产均达30%以上。纵观4季盆栽结果，处理BF达到了化肥减量而不减产甚至增产的效果；但同一处理不同种植季间产量变化不大。
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图1 不同施肥处理对黄瓜产量的影响

Fig.1 Yield of cucumber fruit in different treatments
注：处理间相同字母表示差异不显著(P<0.05)。CF：100%化肥处理（8g 盆-1雅苒苗乐复合肥，追施4g 盆-1雅苒硝酸钙）；BF：75%化肥+50g株-1木霉SQR-T037微生物肥；OF：75%化肥+50g株-1普通有机肥；下同。Note: Values with the same letter do not differ significantly (P<0.05). CF: 100 % chemical fertilizer [containing 8g pot-1 YaraMila compound fertilizer and 4g pot-1 YaraLiva Ca(NO3)2 fertilizer]; BF: 75 % chemical fertilizer + biofertilizer; OF: 75% chemical fertilizer + organic fertilizer; the same below.

维生素C含量是反映黄瓜营养品质的重要指标。由图2可知，木霉微生物肥BF处理黄瓜果实中Vc含量均最高，达266.6mg kg-1，且相对其他2个处理（除第3季外）差异显著。第1、2和4季中，CF处理果实中维生素C含量最低。蔬菜硝酸盐含量的高低直接影响着其食用安全性。4季盆栽中，100%化肥CF处理黄瓜果实的硝酸盐含量均显著高于其他2个处理，达154.1mg kg-1以上，表明减少一定量化肥的施用能有效地降低黄瓜果实中硝酸盐含量的积累；但减施化肥的2个处理的硝酸盐含量在4季黄瓜种植中结果不均一，未表现出规律性。
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图2 不同施肥处理对黄瓜品质（维生素C和硝酸盐含量）的影响

Fig.2 Fruit quality (Vc and NO3- content) of cucumber in different treatments
2.2 不同施肥处理对根际土壤可培养微生物数量的影响
土壤微生物是连作障碍的主要因子之一，其群落结构组成及变化在一定程度上反映了土壤的质量及其健全性。由图3可知，微生物肥BF处理和普通有机肥OF处理根际土壤中总细菌数量呈逐渐上升趋势，而化肥CF处理根际土壤总细菌数量呈先上升后下降的趋势。从第3季开始BF处理的细菌总数最高，其次为OF处理，最后是CF处理。图3中，OF和CF处理的真菌数量先降低后逐渐增加，且随着种植季数的增加，增幅加大；BF处理的真菌数量呈先稳定后迅速减少的趋势，至第4季，其真菌数量显著低于其他2个处理。就土壤可培养放线菌数而言，CF和OF处理的土壤可培养总放线菌数随着种植季数的增加呈先下降后回升的趋势；微生物肥BF处理的放线菌数则基本处于一个相对稳定的数量，不随种植季数的增加而剧烈变化，且显著高于其他2个处理。同时，微生物肥BF处理的土壤木霉数量显著高于其他两个处理，其次为OF处理，CF处理的最低，且三者均呈现先增加后减少再增加的趋势。
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图3 不同施肥处理对土壤可培养细菌、真菌、放线菌数量的变化

Fig.3 Population of soil culturable bacteria, fungi and actinomyces in different treatments
2.3 不同施肥处理对根际土壤速效养分含量的影响

不同施肥处理对根际土壤速效养分含量影响显著。由图4可知，随着黄瓜的连续种植，土壤中铵态氮含量处于波动状态，至第4季时3个处理的铵态氮含量无显著差异。除第3季外，其余3季BF处理的硝态氮含量均高于其他2个处理，但在第1、4季中差异不显著；且3个处理土壤中硝态氮含量均随着种植季数的增加呈先增加后降低的趋势。由图5可知，BF处理的有效磷含量一直维持在一个较高水平，相对CF处理增加28%～89%，从第2季开始，普通有机肥OF处理的有效磷含量也显著高于CF处理，表明配施一定量的有机肥（微生物肥）能使土壤中有效磷含量维持在一个较高水平。图4中，BF处理的速效钾含量一直维持在一个较高水平，且较其他2个处理差异显著。
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图4 不同施肥处理对土壤速效养分含量的影响
Fig.4 Variation of soil available nutrients in different treatments      

3 讨  论

我国在提高粮食产量方面过分依赖于化肥，化肥平均用量达460kg hm-2，远远超过了发达国家或地区的安全使用上限225kg hm-2 [20]。菜农为了追求高产，盲目施用化肥，蔬菜的化肥用量更远远超过粮食作物，而目前化肥的利用率仅为35%左右，从而导致大量的化肥施用后未被作物吸收利用，造成土壤总体养分过剩而有效成分含量低、土壤板结、土壤微生物活性差等不良结果。同时，随着设施园艺在中国的迅速发展，单一作物连作成为我国设施农业生产中常见的蔬菜栽培制度。但连续种植某种（类）蔬菜如黄瓜[21]会造成土壤单一养分累积或亏缺，土壤生态环境恶化，蔬菜产量下降，连作障碍严重，这严重影响了设施农业的可持续发展和食品安全。植物促生菌PGPR及其相关产品的应用近年来被认为是能有效活化土壤中未被利用的养分，节省化肥施入，促进作物增产，同时能防治土壤连作障碍的有效手段之一。不少研究报道，生物有机肥能够显著提高产量[22-24]，而且凌宁等[25]对西瓜的研究也表明施用生物有机肥不仅能促进西瓜植株生长，增加其产量，还能显著降低西瓜枯萎病发病率。本试验结果也表明哈茨木霉SQR-T037微生物肥与75%的化肥配施，相对于100%的化肥处理不仅不会导致黄瓜减产，连续处理2次（季）以上反而有一定增产作用（图1）。因此，在原有惯用化肥施用量的前提下，减施25%的化肥，并配施一定量木霉微生物肥，不仅能保证黄瓜稳产，还能节约施肥成本，保护土壤环境；这与本课题组先前在大田环境下获得的实验结果相吻合，并补充支撑了微生物肥提高土壤养分利用率这一假说[12]。

作物品质主要受根系营养组分的影响。蔬菜中硝酸盐积累的原因很多，施肥是最重要的影响因素之一[26]。为了控制蔬菜对硝态氮的过量吸收，国外学者进行了大量的研究，并取得了一定的效果[27-28]。但施用有机肥料能否有效减少蔬菜硝酸盐含量，目前研究结论还不统一。研究表明，微生物肥料具有改善作物品质的作用，被认为是微生物肥料的重要功效之一。本实验中，减施化肥的OF处理和BF处理的黄瓜硝酸盐含量显著低于100%化肥处理CF，其中木霉微生物肥BF处理相比CF处理降低45%以上，有效地控制了黄瓜果实中硝酸盐的积累，改善了果实的安全品质（图2）。同时，我们发现，连续4季的结果中，BF处理的黄瓜果实Vc含量均高于CF处理；而至第3、4季，OF处理黄瓜的Vc含量与CF处理相比无明显差异，表明减少25%的化肥并不影响黄瓜中Vc的含量，而在此基础上施用木霉微生物肥才能有效提高黄瓜果实中Vc的含量。因此，减施25%化肥配以促生菌SQR-T037制成的微生物有机肥，能有效提高黄瓜的产量，增加Vc含量，降低硝酸盐积累，果实品质得到改善。

有研究表明[29]，微生物种群结构失衡是导致作物减产、土壤质量下降的主要原因之一。本试验中，BF处理的可培养总细菌、放线菌、木霉数量高于CF处理，并随着种植季数的增加，其数量也逐渐增加，而真菌数量相应减少，但其余2个处理的真菌数量均有不同程度的增长（图3）。根据马云华等[17]的研究结果，连作黄瓜土壤真菌数量随连作年限的增加呈线形增长。在本试验中，BF处理的土壤真菌数量不仅没有随黄瓜连作季数的增加而增加，反而在第三季之后显著减少，并显著低于CF和OF处理的真菌数量，这表明，常规化肥处理CF不利于提高土壤微生物种群数量；在化肥减量情况下，配施普通有机肥虽然可以一定程度上增加土壤细菌和放线菌的数量，但其真菌数量也在第三季之后大幅增加，这与已知报道的健康的土壤区系相冲突[30-32]；3个施肥处理中，配施微生物肥BF，不仅有利于提高土壤中主要微生物种群数量，而且真菌数量得到抑制，有利于降低土壤真菌病害的发生率(总真菌数量被报道与土传真菌病害发生率呈正比[30-32])。根际微生物与植物的相互作用，可以因为接种大量优势有益菌于农作物根际而起到调节生态平衡的作用[31-34]，在植物根际形成一个生物屏障，阻止有害菌的定殖和入侵，促进有益菌群对作物生长的复合有益功能（包括促生、防病、固氮、解磷等作用）的发挥；本试验中，BF处理有效地验证了这一解释。

PGPR类微生物可直接或间接地对根际微生态环境中营养元素的循环产生影响，微生物的活动可释放或活化某些营养元素，直接地增加根际营养物质的有效性、加快循环过程，同时也可通过影响根系的生长发育，间接影响养分的循环过程及其有效性[34-37]。本实验中采用的功能菌株哈茨木霉SQR-T037，正是一株高效的植物促生菌，其被报道可产生类植物激素Harzianolide显著增加植物根长和根尖数[35]，同时其可活化一系列土壤难溶养分，包括P、Fe、Cu和Zn[36]。作物收获时土壤速效养分的高低，反映了土壤养分的供给能力。本试验中BF处理土壤有效磷、速效钾的含量均最高，而速效氮（铵态氮和硝态氮）结果不一，表明施用木霉SQR-T037微生物肥能有效活化土壤磷素和钾素，而对氮素影响不大。有不少研究证实[32-33]，生物有机肥能将土壤中难以被作物吸收的无效养分分解转化为易吸收的形态，提高养分供应速率。同时，由于木霉微生物肥的施用而造成的土壤总细菌、木霉等的大量增加也有利于养分的活化与快速转运，这与我们先前的田间试验结果及番茄种植上的研究结果相一致[12,37]。BF处理所施用的微生物肥含有大量的木霉，能在适宜的土壤环境中迅速繁殖，不仅起到激活有益微生物的作用，还增加了外源微生物数量，活化了土壤中的养分，加速土壤养分的分解转化和释放，使得土壤中的营养元素更好地向植株中转移积累，为黄瓜的生长提供了养分保障[38]。因此，施用化肥虽可以短暂地维持土壤速效养分的供给，而微生物肥则可以长期地作用于土壤，维持并提高土壤速效养分的供给水平。

4 结  论

在原有惯用化肥施用量的前提下，减施25%的化肥，并配施一定量木霉SQR-T037微生物肥或普通有机肥，不仅能保证黄瓜稳产，还能显著改善黄瓜果实品质，促进土壤中养分的高效吸收和利用，节约施肥成本，保护土壤环境。但由于普通有机肥处理与75%的化肥配施会造成黄瓜产量显著下降，因此，减施部分化肥而配以促生菌（PGPR）制成的微生物肥才是减施肥条件下黄瓜保产增收的有效途径。
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 Effect of Trichoderma biofertilizer on continuous cropping cucumber cultivation with reduced rates of chemical fertilizer application
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Abstract 
[Aims] The aims of this work were to determine 1) whether reduced rates of chemical fertilizer coupled with PGPM inoculants (Trichoderma biofertilizer) would produce cucumber yield and quality equivalent to those obtained using full rates of chemical fertilizer and 2) how this type of fertilization affects the soil fertility of a continuous cropping system. 
[Methods] Pot trials were conducted 4 times with a reduced application of chemical fertilizer (75% of the recommended application) plus Trichoderma-enriched biofertilizer (BF) or organic fertilizer (OF), with 100% of the recommended chemical fertilizer (CF) as the control. 
[Results and Discussion] The results showed that supplementing 75% of the idiomatic fertilizer with Trichoderma SQR-T037 biofertilizer (BF) produced yield that was statistically equivalent to or higher than the 100% chemical fertilizer (CF) and increased by >21% of yield compared to the OF treatment. This result was consistent across in our previous field experiments, which also indicates that only biofertilizer could be a viable supplementary strategy of fertilizer for maintaining or increasing cucumber yield. Reduced chemical fertilization, both of the BF and OF treatments, resulted in a higher Vitamin C (2-23% and 35-54%, respectively) contents in the BF and OF treatments but a lower (32-46%) accumulation of NO3- in the cucumber fruits compared than those of the control (CF), suggesting that replacing 25% of the chemical fertilizer rates with (bio) organic fertilizer could significantly increase cucumber fruit quality. The application of SQR-T037 biofertilizer (BF) significantly (p< 0.05) increased cucumber rhizospheric nutrient availability. Specifically, the highest contents of available P were more frequently observed in the BF treatment. Moreover, the BF treatment maintained at a higher level of available K compared with that of the CF and OF treatments. Also, the BF treatment significantly increased the population of soil microflora, including bacteria and Trichoderma, maintaining the population of actinomycetes, but with the reduced abundance of fungi, compared with the CF treatment. Based on the explanations known in other researches, the relationship between soil nutrients and microflora in this study may be explained as follows: plant growth might initially be improved by enhanced root growth, which occurs in response to a powerful plant-growth-promoting fungus, T. harzianum SQR-T037, as reported in our previous study. Then, better root growth influences soil microbes via the supply of additional root exudates or rhizodeposition, and soil microbes, in turn, alter plant performance through higher microbial abundance and more frequent interactions resulting in more available nutrients. This process continues in a cycle. More bio-available nutrients promote better root growth, which facilitates more microbial colonization in the rhizosphere, and ultimately results in greater nutrient uptake by the inoculated plants.

 [Conclusions] The results of this study imply that the excessive use of expensive chemical fertilizer can be significantly avoided without compromising yield (at least in cucumbers) through the application of a Trichoderma-enriched biofertilizer. Additionally, the use of Trichoderma-enriched biofertilizer with lower fertilizer application resulted in enhanced fruit quality and an improvement in soil fertility and the microbial environment. Therefore, biofertilizer such as this could be used in combination with the appropriate rates of chemical fertilizer and should be applied over a long-term period as a component of integrated nutrient management strategies to obtain maximum benefits in terms of the yield, sustainable use of soil and fertilizer savings.
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( 基金项目：长三角现代农业区大学农业科技服务模式关键技术集成与示范，2013BAD20B05；


            国家863计划课题肥效微生物资源的手机选育与专用菌种库的建立，2013AA102802。


† 通讯作者，E-mail: chenwei@njau.edu.cn


作者简介：� AUTHOR  姓名（出生年-），性别，籍贯，职称，最后学位或在读学历，主要研究领域。邮箱和电话  \* MERGEFORMAT �顾小龙（1989―），男，江苏苏州人，硕士研究生，主要从事功能微生物肥料研究。E-mail:� 522846542@qq.com


� MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc 收稿日期： �2015年3月23日；� MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc 收到修改稿日期： �





_1234567890.unknown

