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　　摘要：研究香蕉园土壤可培真菌数量分布特征，并以Ｔ－ＲＦＬＰ（ｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，末
端限制性片段多态性分析）技术研究不同地区发病与健康土壤真菌的多样性，探讨土壤真菌数量分布及群落结构与

土壤因子的关系。结果表明，同一地区的蕉园中，发病蕉园土壤的大部分理化性质指标低于健康蕉园，以ｐＨ值、有效
磷含量的差异最显著，ｐＨ值、有效磷含量同时还影响着土壤中可培真菌的数量与分布；发病土壤的真菌群落多样性比
健康土壤丰富；蕉园土壤中优势真菌种群分别为片段长度为７２、１１２ｂｐ的Ｔ－ＲＦｓ；大部分Ｔ－ＲＦｓ的分布与ｐＨ值、全
氮、碱解氮、速效钾、有效磷及水分含量有关，且在发病土壤中的相对丰度小于健康土壤；真菌群落的辛普森指数与土

壤因子有一定的相关性。
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　　香蕉枯萎病是一种由尖孢镰刀菌古巴专化型（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｂｅｎｓｅ）引起的土传维管束病害。我国香蕉
枯萎病的发病率一般为１０％～４０％，最严重时达９０％甚至毁
园［１－２］。目前主要采取轮作、选用抗病品种、化学防控和生物

防治等措施来防控香蕉枯萎病，但均没有取得理想的效

果［３］，所以必须寻求有效的防控手段。有研究表明，土壤微

生物群落的多样性与植物土传病害有一定关系［４－６］，并可以

影响植物土传病害的发生［７］。

真菌是土壤生物量及有机质分解的主要组成部分，在农

业生态系统的结构和功能上占有重要地位［８］。自然界中约

有１５０万种真菌，但只有０．７％能被分离和培养［９］，因此采用

传统方法研究土壤真菌群落具有很大的局限性。末端限制性

片段多态性分析（Ｔ－ＲＦＬＰ）技术分辨率高、重复性好，还可
以对微生物种群进行定性分析，可应用于各种微生物群落的

分析比较、微生物群落多样性及结构特征研究等多个方面，是

一种较先进的研究微生物群落的分子生态学方法［１０－１１］。

本研究以香蕉枯萎病区土壤为对象，以现代分子技术与

传统方法相结合，研究发病蕉园与健康蕉园土壤的真菌数量

分布特征及真菌群落多样性，并对其与理化性质的相关性进

行探讨，旨在了解土壤养分与真菌群落结构的关系、发病蕉园

与健康蕉园土壤的真菌群落组成和结构的差异，以期为利用

微生物群落平衡防控香蕉枯萎病提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
土壤基因组ＤＮＡ提取试剂盒（北京百泰克生物技术有

限公司）；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（爱思进生物技术公司）；Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶（北京博迈德生物公司）；ＭｓｐⅠ限制性内切酶
（北京ＮＥＢ公司）；引物合成与基因扫描由上海生工生物工程
有限公司完成。ＳＨＰ－４５０生化培养箱（上海精宏实验设备有
限公司）；ＳＴ１６Ｒ型台式冷冻离心机（德国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＴＣ－
９６／７／（ａ）型 ＰＣＲ仪（浙江杭州博日生物技术公司）；ＢＧ－ｇｄｓ
Ａｕｔｏ型凝胶成像仪（北京百晶生物技术有限公司）。
１．２　土壤样品采集与预处理

本研究共设３个采样地区，分别为海南省临高县南宝镇、
美台镇、皇桐镇，每个地区分健康蕉园与枯萎病发病蕉园，各

１个，供试蕉园基本情况见表１。样品为五点混合样，每个点
取量大致相等、位于香蕉假茎０．５ｍ以内，深５～３０ｃｍ的根
围土壤，混匀后置于无菌封口袋中于冰盒中保存。

表１　供试蕉园基本情况

样品

编号

香蕉

品种

种植

年限

枯萎病危害

程度（％）
土壤

类型
经度 纬度

ＨＢ 威廉斯 ３ ３８．５ 黏土 １０９°５０′５８″Ｅ１９°４９′５８″Ｎ
ＨＪ 巴西蕉 ２ ３．３ 黏土 １０９°５０′５８″Ｅ１９°４９′５８″Ｎ
ＭＢ 巴西蕉 ５ ４６．２ 黏土 １０９°３５′５８″Ｅ１９°４０′５１″Ｎ
ＭＪ 巴西蕉 １５ ２．５ 黏土 １０９°３５′５８″Ｅ１９°４０′５１″Ｎ
ＮＢ 巴西蕉 ６ ３９．８ 粉壤土 １０９°５１′１７″Ｅ １９°４７′１″Ｎ
ＮＪ 巴西蕉 １０ ２．８ 粉壤土 １０９°５１′１７″Ｅ １９°４７′１″Ｎ

　　注：ＨＢ、ＨＪ、ＭＢ、ＭＪ、ＮＢ、ＮＪ分别代表皇桐发病土壤、皇桐健康土
壤、美台发病土壤、美台健康土壤、南宝发病土壤、南宝健康土壤。表

２、表３、图１、图２、图３同。

　　土壤样品带回实验室后，除去根系、石块等杂物，充分混
匀后分成２份：一份于４℃冰箱中保存，用于土壤真菌分离及
真菌群落多样性分析，２ｄ内完成土壤真菌分离，１周内完成
土壤基因组ＤＮＡ提取；另一份用于测定土壤养分含量及理化
性质，ｐＨ值及水分含量当天测定，剩余土样于阴凉处室温风
干后过４ｍｍ筛，测定其余指标。
１．３　土壤可培真菌的分离及计数

采用固体平板梯度稀释涂布培养计数法［１２］，选用马丁－
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孟加拉红琼脂培养基（葡萄糖 １０ｇ，蛋白胨 ５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４·
３Ｈ２Ｏ１ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，０．１％孟加拉红溶液３．３ｍＬ，
琼脂２０ｇ，蒸馏水１Ｌ，灭菌后加入过滤除菌的１％链霉素溶
液３ｍＬ）。采用１０－１、１０－２、１０－３３个浓度梯度的土壤悬液，
摇匀后吸取０．１ｍＬ加入培养基中，用涂布棒涂布均匀，每个
浓度梯度３次重复。封口膜密封后置于２８℃恒温培养箱中
培养，２ｄ后记录真菌的菌落数。
１．４　土壤因子测定

测试方法采用常规化学分析方法［１３］，每个指标设２个重
复。测定指标有土壤含水量、ｐＨ值、有机质含量、全氮含量、
碱解氮含量、有效磷含量和速效钾含量。

１．５　末端限制性片段多态性分析
１．５．１　土壤总ＤＮＡ的提取　土样用孔径４ｍｍ的过滤筛过
滤，准确称取 １ｇ土样提取基因组 ＤＮＡ。ＤＮＡ样品置于
－２０℃ 冰箱中保存。
１．５．２　真菌 ＩＴＳｒＤＮＡ的 ＰＣＲ扩增　正向引物 ＩＴＳ１（５′－
ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＣ－３′，反向引物 ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣ
ＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）［１４］；正向引物５′端用６－羟基亚磷
酰胺 （ＦＡＭ）标记。５０μＬ的反应体系为：ＤＮＡ模板
（１００ｎｇ／μＬ）０．５μＬ；２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ２．２５Ｕ；Ｍｇ２＋ ４ｍｍｏｌ／Ｌ；ｄＮＴＰｓ０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）２５μＬ；
１０μｍｏｌ／Ｌ正向引物、１０μｍｏｌ／Ｌ反向引物各 １μＬ；ｄｄＨ２Ｏ
２２．５μＬ。ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性１０ｍｉｎ；９４℃变性
４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃终延伸
１０ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ产物用１．５％ ＴＡＥ－琼脂糖凝胶电泳
检测，凝胶成像仪下观测目的ＤＮＡ条带并切胶回收。
１．５．３　酶切及Ｔ－ＲＦＬＰ分析　纯化的ＰＣＲ产物用 ＭｓｐⅠ进
行酶切，５０μＬ酶切体系：ＭｓｐⅠ １μＬ；１０×ＮＥＢｂｕｆｆｅｒ５μＬ；
１００×ＢＳＡ０．５μＬ；ｄｄＨ２Ｏ３３．５μＬ；３７℃温育４ｈ，６５℃终止
反应３０ｍｉｎ。酶切产物由ＡＢＩ３７３０测序仪扫描，扫描结果用
ＰｅａｋＳｃａｎｎｅｒＳｏｆｔｗａｒｅ１．０软件分析。
１．６　数据及结果处理
１．６．１　Ｔ－ＲＦｓ（ｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔ）处理　对
Ｔ－ＲＦＬＰ图谱设定阈值，片段大小为５０～５００ｂｐ，荧光强度
＞５０荧光单位（ＦＵ）Ｔ－ＲＦｓ视为有效峰［１５］，Ｔ－ＲＦｓ的相对
丰度Ａｐ＝ｎｉ／Ｎ×１００，其中ｎｉ为单个Ｔ－ＲＦ的峰面积，Ｎ为图
谱中所有有效峰的面积总和［１６］。根据图谱中有效峰的数量

及丰度，用ＢＩＯ－ＤＡＰ软件进行多样性指数计算，包括香浓指
数、辛普森指数、均匀度指数。

１．６．２　方差分析及多重比较　可培真菌数量、土壤理化因子
的方差分析、多重比较及简单相关性分析采用 ＳＡＳ６．１２

软件。

１．６．３　去趋势对应分析（ＤＣＡ）与典范对应分析（ＣＣＡ）　对
多样性指数、超过５０％的样品中出现的２４种 Ｔ－ＲＦｓ在不同
图谱中的分布及丰度进行去趋势对应分析（ＤＣＡ），计算其第
一排序轴的梯度范围［１７］。土壤因子数据进行标准化处理后，

进行典范对应分析。数据标准化、ＤＣＡ及 ＣＣＡ分析采用
ＣＡＮＯＣＯＶｅｒｓｉｏｎ４．５软件。

２　结果与分析

２．１　土壤中可培真菌数量
６个供试蕉园５～３０ｃｍ土层的真菌数量见图１。不同地

区之间，ＨＢ、ＨＪ２处蕉园的土壤可培真菌数量较大，分别为
１．５４×１０５、１．３２×１０５ＣＦＵ／ｇ，其中 ＨＢ与 ＭＪ、ＮＪ之间的差异
达显著水平（Ｐ＜０．０５）；ＭＪ、ＮＪ最低，分别为 ０．８９×１０５、
０．８４×１０５ＣＦＵ／ｇ；ＭＢ、ＮＢ分别为 １．０２×１０５、０．９８×
１０５ＣＦＵ／ｇ。相同地区之间，发病蕉园的土壤可培真菌数量均
大于健康蕉园，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

２．２　土壤因子特征
供试蕉园土壤理化性质见表２。相同地区之间，发病蕉

园土壤的有效磷含量显著低于健康土壤（Ｐ＜００５）；发病土
壤ｐＨ值显著低于健康土壤（Ｐ＜００５）；发病土壤的含水量、
有机质、全氮、碱解氮、速效钾等指标含量大多低于健康蕉园

土壤，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。不同地区之间，南宝地区蕉
园土壤的有效磷最高、有机质含量最低，其中有机质含量的差

异显著（Ｐ＜０．０５）；皇桐地区蕉园土壤的有机质、全氮显著高
于其他地区（Ｐ＜０．０５），此外，该地区土壤含水量、碱解氮与
速效钾低于其他地区，其中 ＨＪ速效钾含量与其他样品差异
显著，ＨＢ速效钾与美台地区蕉园差异显著（Ｐ＜０．０５）；美台
地区的速效钾含量差异高于其他地区（Ｐ＜０．０５），其碱解氮
含量最低，差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表２　土壤样品主要理化性质

样品编号 ｐＨ值 含水量

（％）
有机质含量

（ｇ／ｋｇ）
全氮含量

（％）
碱解氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）
有效磷含量

（ｍｇ／ｋｇ）
速效钾含量

（ｍｇ／ｋｇ）

ＨＢ ４．１７ｃ １１．５８ａ ２．４３ａ ０．１５０１ａ ９２．４ａ ３７．４ｆ ２１４．５ｂ
ＨＪ ４．６３ｂ １２．３９ａ ２．４５ａ ０．１４９５ａ ８４．８ａ ５４．２ｅ ８５．４ｃ
ＭＢ ４．０７ｃ １５．２６ａ １．７４ｃ ０．１０９２ｂ １３３．２ａ １０４．１ｄ ５１８．６ａ
ＭＪ ５．０３ｂａ １６．７５ａ １．９１ｂ ０．１１４３ｂ １４５．４ａ １２０．０ｃ ６７６．９ａ
ＮＢ ４．５３ｂｃ １７．８７ａ １．５６ｄ ０．０９８３ｂ １０９．１ａ ２７６．１ｂ ２８６．２ｂ
ＮＪ ５．４７ａ １６．４８ａ １．７０ｄｃ ０．１１１４ｂ １２５．１ａ ３１４．５ａ ３０９．０ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。表３同。
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２．３　多样性指数分析
根据Ｔ－ＲＦＬＰ图谱中有效 Ｔ－ＲＦｓ的数量及相对丰度，

分别计算６个样品的真菌多样性指数（表３）。ＮＢ拥有最高
的香浓指数、均匀度指数与最低的辛普森指数；ＨＢ、ＨＪ则拥
有较低的香浓指数、均匀度指数与较高的辛普森指数。相同

地区之间，发病蕉园的香浓指数均大于健康蕉园，但发病蕉园

的辛普森指数小于健康蕉园；皇桐、南宝地区发病蕉园的均匀

度指数大于健康蕉园。

表３　土壤真菌群落的多样性指数

样品编号 香浓指数 辛普森指数 均匀度指数 Ｔ－ＲＦｓ数量
ＨＢ ２．１０ ０．２２ ０．６６２ ２４
ＨＪ ２．０７ ０．２３ ０．６５４ ２３
ＭＢ ２．５４ ０．１７ ０．６８８ ４８
ＭＪ ２．３５ ０．１７ ０．７２８ ２８
ＮＢ ２．５６ ０．１４ ０．７３６ ４４
ＮＪ ２．３４ ０．２０ ０．６６２ ３４

２．４　优势真菌群落的种类及丰度
Ｔ－ＲＦＬＰ图谱中的１个片段代表了１个或１个以上的物

种［１８］，用峰面积来定量描述物种丰度。在 ６个样品的 Ｔ－
ＲＦＬＰ图谱中，片段长度为７２、１１２ｂｐ的２个 Ｔ－ＲＦｓ占据了
绝对优势。各样品的优势 Ｔ－ＲＦｓ略有差异：ＨＢ、ＨＪ为７２、
１１２ｂｐ；ＭＢ为７２、１１１、１１２ｂｐ；ＭＪ为６０、７２、１１２ｂｐ；ＮＢ为７２、
１１１、１１２ｂｐ；ＮＪ为８６、１１１、１１２ｂｐ。
２．５　土壤因子与可培真菌的相关分析

土壤真菌与土壤理化性质之间有着紧密联系：土壤 ｐＨ
值、有效磷含量与真菌数量表现为负相关，相关性均较大但未

达到显著水平（Ｐ＞０．０５）；水分、速效钾含量均与真菌数量呈
正相关，相关程度不显著（Ｐ＞０．０５）；有机质、全氮、碱解氮与
真菌数量呈负相关，相关程度均不显著（Ｐ＞０．０５）（表４）。

表４　土壤因子与可培真菌的相关性

土壤因子 相关系数

ｐＨ值 －０．５３９４
含水量 ０．０５８６
有机质 －０．１６４５
全氮 －０．１３４８
碱解氮 －０．１２３９
有效磷 －０．４５４２
速效钾 ０．０１９１

２．６　土壤因子与土壤真菌群落结构的关系
ＣＣＡ结果将２４个Ｔ－ＲＦｓ分成１０组（图２）。组Ⅰ包括

长度为６０、２１９ｂｐ的Ｔ－ＲＦｓ，该组的相对丰度与土壤中水分、
碱解氮、有效磷和速效钾的含量呈正相关，与有机质、全氮的

含量呈负相关；组Ⅱ包括长度为７２、８３、１１２ｂｐ的 Ｔ－ＲＦｓ，该
组位于远点附近，与土壤因子的相关性很小，且在健康蕉园土

壤中的相对丰度大于发病蕉园；组Ⅲ包含了 １１１、２６１ｂｐ的
Ｔ－ＲＦｓ，该组的相对丰度与土壤ｐＨ值、碱解氮含量和速效钾
含量呈负相关，在发病蕉园土壤中的相对丰度大于健康蕉园；

组Ⅳ包含了９３、９８、２３８、２８９、２９９ｂｐ的Ｔ－ＲＦｓ，该组的分布与
土壤中水分、碱解氮、速效钾的含量与 ｐＨ值呈负相关，多数
在发病蕉园土壤中的相对丰度大于健康土壤且在美台健康蕉

园土壤中未见该组 Ｔ－ＲＦｓ的存在；组Ⅴ包括了２１８、２６９ｂｐ
的Ｔ－ＲＦｓ，该组的分布与土壤中水分、碱解氮、速效钾的含量

呈负相关，该组健康蕉园土壤的相对丰度大部分大于发病土

壤；组Ⅵ包含了２１７、４２６ｂｐ的Ｔ－ＲＦｓ，与有机质、全氮的含量
呈正相关而与水分、碱解氮、有效磷和速效钾呈负相关，在健

康蕉园土壤中的相对丰度大于发病土壤，且在美台地区的蕉

园中几乎不存在；组Ⅶ仅由４６４ｂｐ的Ｔ－ＲＦｓ组成，其与土壤
中有机质、全氮含量与 ｐＨ值呈正相关而与水分、碱解氮、有
效磷和速效钾呈负相关，且相关程度较大，在健康蕉园土壤中

４６４ｂｐ的相对丰度大于发病土壤；组Ⅷ包括８６、９０、１０６、４５８
ｂｐ的Ｔ－ＲＦｓ，该组只与土壤 ｐＨ值呈正相关，且在健康蕉园
土壤中的相对丰度高于发病土壤；组Ⅹ仅含有３３０ｂｐ的 Ｔ－
ＲＦｓ，其在土壤中的分布与有机质、全氮的含量与 ｐＨ值呈正
相关而与有效磷含量呈负相关，且多存在于健康蕉园土壤中。

２．７　土壤因子与土壤真菌群落多样性的关系
土壤因子与土壤真菌群落多样性的 ＣＣＡ分析结果见图

３，香浓指数与均匀度指数均位于原点附近，表明这２项指数
与土壤因子的关联性很小；辛普森指数与土壤 ｐＨ值、有机
质、全氮含量成正相关，而其与土壤水分、碱解氮、速效钾和有

效磷的含量成负相关，表明土壤 ｐＨ值、有机质、全氮、含水
量、碱解氮、速效钾和有效磷在一定程度上可以影响土壤真菌

群落优势度。

３　结论与讨论

香蕉感病后，植株正常生理活动必会受到影响［１９］，并会

在其根围土壤的性质变化中表现出来。对同一地区的蕉园土

壤的理化性质分析表明，发病蕉园土壤的ｐＨ值、有效磷含量
均显著低于健康蕉园，该结果与前人对于土壤ｐＨ值、有效磷
的研究结果［２０］一致。

香蕉枯萎病区土壤可培真菌的数量分析结果表明，同一

样地的发病蕉园土壤的可培真菌数量大于健康蕉园，这与蔬
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菜、棉花等研究结果［２１－２４］一致，发病蕉园土壤的真菌数量增

加，反映了土壤微生物群落向真菌化发展。土壤真菌的分布

受诸多因素影响，例如季节、气候变化［２５］和土壤层次［２６］等。

在本研究中，可培真菌的数量与土壤ｐＨ值、有效磷含量呈负
相关。

基于Ｔ－ＲＦＬＰ图谱的多样性指数分析结果说明，发病蕉
园植株根围土壤比健康蕉园土壤有着更丰富的真菌多样性。

造成这个结果的主要原因可能有：感病蕉园土壤理化性质的

改变，尤其是土壤酸碱度的变化，引起了土壤真菌群落的组成

和结构的变化［２７］；发病蕉园中为了控制枯萎病的蔓延大量施

用有机肥，而有机肥能够促进蔬菜等作物根际真菌的繁

殖［２８］。土壤真菌群落多样性与土壤因子的 ＣＣＡ分析结果
中，只有辛普森指数与土壤因子有一定的相关性。辛普森指

数体现的是群落的优势度，由此可见，土壤环境的变化可能会

引起一些真菌的消长，但对总体真菌群落多样性与均匀度的

影响不大。

土壤真菌群落结构与土壤因子的ＣＣＡ分析结果显示，大
部分的Ｔ－ＲＦｓ的分布与ｐＨ值、全氮含量、碱解氮含量、速效
钾含量、有效磷含量与含水量有关，而且发病蕉园植株根围土

壤中的相对丰度小于健康蕉园；而处于绝对优势的７２、１１２ｂｐ
的Ｔ－ＲＦｓ在发病土壤中的相对丰度均低于健康土壤。此
外，在ＨＢ、ＨＪ２个样品中，７２、１１２ｂｐ的 Ｔ－ＲＦｓ的相对丰度
与其他Ｔ－ＲＦｓ相差极大，而这２个样品中真菌的数量显著
高于其他样品，其碱解氮、有效磷、速效钾与水的含量均低于

其他地区样品，且其具有最低的多样性指数、均匀度指数与最

高的优势度指数，这表明该地区蕉园土壤真菌群落的功能与

结构均处于相对不稳定的状态。

本研究对香蕉枯萎病区土壤的真菌多样性进行分析，但

在ＲＤＰ数据库中没有真菌ＩＴＳ区域的数据，因此无法对土壤
真菌进行定性分析。Ｔ－ＲＦＬＰ技术作为一种基于 ＰＣＲ的分
子生态学方法，具有一定缺陷，例如不同微生物种群 ＤＮＡ的
差异性扩增；以基于Ｔ－ＲＦＬＰ图谱中峰面积计算所得的多样
性指数描述微生物种类和丰度，也存在一定局限性［２９］。Ｔ－
ＲＦＬＰ技术与构建１６Ｓ文库的方法结合才能克服Ｔ－ＲＦＬＰ技
术的缺陷，以便更精确地分析细真菌群落多样性。
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