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　　摘要：为探明生物有机肥对热区烤烟栽培根际微生态的影响方式及作用规律，以云南热区连作植烟根际土壤为研
究对象，采用ＨＰＬＣ检测和ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ高通量测序技术，分析不同施肥处理对烤烟根际土壤中７种酚酸及细菌群
落结构的影响。结果表明，２种生物有机肥处理（Ｔ１、Ｔ２）均可降低烤烟根际土壤中酚酸类自毒物质的含量，与 ＣＫ相
比，Ｔ１处理烤烟根际土壤中对羟基苯甲酸、丁香酸、４－香豆酸的含量分别显著降低了３３．３３％、２６．１１％、１９．５１％（Ｐ＜
０．０５），Ｔ２处理分别显著降低了２７．５０％、２８．０３％和１９．９２％（Ｐ＜０．０５）；Ｔ１、Ｔ２处理的酚酸类物质总量较 ＣＫ分别显
著降低了１２．１５％和１０．６１％（Ｐ＜０．０５）；施肥处理后有利于提升烤烟根际土壤中细菌群落的多样性指数和丰富度指
数，与ＣＫ相比，Ｔ１、Ｔ２处理的 ＯＴＵ丰度分别增加了８．０６％和１４．４８％、Ｓｈａｎｎｏｎ指数分别增加了０．４９％和２．９５％、
ＡＣＥ指数分别增加了５．２１％和１６．５０％、Ｃｈａｏ１指数分别增加了４．４６％和１５．２３％；不同施肥处理细菌优势菌群和相
对丰度有差异，Ｔ１处理中鞘氨醇单胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、假节杆菌属（Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、慢生根瘤菌属
（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）的相对丰度分别较ＣＫ增加了９１．７２％、１０６．９４％和２７．４８％，同样，Ｔ２处理中上述三者相对丰度较
ＣＫ分别增加了４６．０３％、１０１．７３％和３９．６９％。环境因子关联分析表明，烤烟根际土壤中酚酸类自毒物质的含量与部
分土壤细菌群落有显著相关性，其中鞘氨醇单胞菌属、假节杆菌属与对羟基苯甲酸、４－香豆酸以及酚酸物质总量均呈
显著负相关；芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、慢生根瘤菌属分别与阿魏酸、丁香酸和４－香豆酸亦呈显著负相关。说明生物有
机肥对植烟土壤有一定的改良与提质效应，有利于创造健康的根际微生态环境，研究可为生物有机肥在云南热区烟田

有效利用提供科学依据。
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　　烤烟是典型的忌连作作物，大量研究表明，连
作会导致植烟土壤养分失衡、酶活性变化、微生物

多样性降低，自毒物质积累等一系列土壤问题［１－２］，

进而导致烟株营养失调、土传病害严重发生等生产

问题，从而影响烟叶的产量和质量［３］。因此，探明

连作障碍的发生原因并采取有效措施缓解连作障

碍对烟叶健康生产具有重要理论与实际意义。研

究指出，连作障碍的形成及加重是根际土壤系统内

部诸多因素综合作用的外在表现，烟草连作导致土

壤养分失衡、土壤理化特性恶化，造成土壤中化感

类自毒物质的积累，这些物质对土壤微生物特别是

病原微生物的选择性促进，以及由此导致的根际土

壤微生态系统失衡，是烟草连作障碍产生的主要原

因［４－５］。酚酸类物质是作物根系所分泌的连作主要

障碍物，对土壤理化性质、土壤微生物群落结构以

及植物生长均可产生较大影响［６－７］；而根际土壤微

生物作为土壤中生理活性最强的部分其群落结构

和功能多样性直接影响植物对水分、养分的吸收，
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与植物的生长发育密不可分［８－９。然而，研究发现，

酚酸类物质在植烟土壤中表现出一定的富集效应，

随连作年限增加植烟土壤中酚酸类物质总含量表

现出升高的趋势［１０，且酚酸物质的积累与植烟土壤

理化性状、酶活性和细菌丰度具有极显著相关

性［１１。总体看来，酚酸类物质在连作植烟土壤中积

累在某种程度上加重了烟草连作障碍的发生。

　　临沧植烟区位于中国云南的西南边陲，主要为
热带、亚热带季风气候类型（热区），干雨季分明，雨

水较多，太阳辐射较为丰富，为全国新开发的重点

烟区之一。但连作导致临沧植烟土壤不断酸化、有

机质含量下降及土传病害普遍发生等一系列问题，

严重制约了临沧烟草经济的可持续发展。通过土

壤调理修复来克服连作障碍已成为近几年研究的

热点。大量研究表明，生物有机肥中含有丰富的有

机质及大量微生物活体，对土壤的保水性、保肥性、

缓冲性和通气状况有较好的协调和改善作用，既可

增加土壤有机质含量，提高土壤肥力［１２］；又能改变

土壤微生物群落结构和多样性，改善土壤质

地［１３－１４］；还能促进作物对营养元素的吸收、作物生

长和提高产量。近年来，生物有机肥在土壤保育方

面已受到越来越多的关注，但现有报道多是关于生

物有机肥对土壤理化性状的改良及作物生长品质

的影响，生物有机肥对烟草根际土壤酚酸类自毒物

质积累的影响目前尚不明确，因此，本试验欲通过

生物有机肥调理修复连作植烟土壤，同时探明其对

连作烤烟根际土壤酚酸类物质及细菌群落的影响，

为进一步克服化感自毒引起的热区烤烟连作障碍

提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　土样采集区基本概况
试验于２０１８年４—１２月在云南省临沧市耿马

县勐撒镇云烟 ８７烤烟的植烟区（９９°２３′２２″Ｅ，
２３°３３′４０″Ｎ）进行，选取连作障碍严重的烟田，试验
区植烟土壤类型为红壤，土壤质地为轻黏土，前茬

作物为玉米，翻耕前０～２０ｃｍ土层土壤理化性状
为：ｐＨ值 ４．６９；有机质 ２９．１３ｇ／ｋｇ；水解性氮
１５５２８ｍｇ／ｋｇ；铵 态 氮 ２．４８ ｍｇ／ｋｇ；有 效 磷
８．８４ｍｇ／ｋｇ；速效钾１４５．９７ｍｇ／ｋｇ；烤烟品种为云烟
８７。
１．２　试验设计和样品采集

试验设置３个处理，ＣＫ组表示当地常规施肥

（单施烟草专用复合肥，施基肥６００ｋｇ／ｈｍ２，养分含
量４９％，Ｎ、Ｐ２Ｏ５、Ｋ２Ｏ含量分别为１０％、１４％、２５％；
追肥３００ｋｇ／ｈｍ２，养分含量４５％，Ｎ、Ｐ２Ｏ５、Ｋ２Ｏ含量
分别为１５％、０、３０％；Ｔ１组表示烟草专用复合肥减
量１０％（施基肥５４０ｋｇ／ｈｍ２，追肥２７０ｋｇ／ｈｍ２）＋生
物有机肥Ａ１５０ｇ／株（青岛海大生物集团有限公司
生产，有机质含量 ≥ ４５％，总养分 ≥ ５％，水
分≤３０％，有效活菌数≥２．０亿／ｇ）；Ｔ２组表示烟草
专用复合肥减量 １０％（施基肥 ５４０ｋｇ／ｈｍ２，追肥
２７０ｋｇ／ｈｍ２）＋生物有机肥Ｂ１５０ｇ／株（昆明神瑞农
业投资有限公司生产，有机质含量≥４０％，总养
分≥５％，水分≤３０％，有效活菌 Ｂ数≥２．０亿／ｇ），
生物有机肥于移栽当天作为基肥拌塘施用。在常

规栽培管理措施如耕作、排灌、密度、防治病虫害等

一致的前提下，采用随机区组排列试验设计，设每

处理３次重复，常规单垄移栽，行距 １．２ｍ，株距
０．６ｍ，移栽后垄高２０．０ｃｍ，每处理种植１００株。
　　样品采集：于旺长期按５点取样法选取烟株，去
除表层土后将烟株整株拔起，抖落较松散的土壤，

然后收集附着在根上０～４ｍｍ间的土壤作为根际
土，去除土样中的杂物、细根后混匀放入自封袋中，

混匀的土样分 ２份，一份自然风干保存，一份于
－８０℃ 冰箱内保存，用于土壤酚酸类物质和土壤
微生物的测定。

１．３　测定项目与方法

１．３．１　土壤酚酸类物质的测定　土壤酚酸类化合
物的测定采用液相色谱法（ＨＰＬＣ）进行。供试烤烟
根际土壤风干，除去须根等杂物，过４０目筛，称取
５０ｇ置于 ２５０ｍＬ具塞三角瓶中，加入 １５０ｍＬ
２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，１２０ｒ／ｍｉｎ振荡提取３ｈ，静置３ｈ，采
用滤纸过滤。取上清液用５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调至 ｐＨ值
为２．５。然后采用乙酸乙酯萃取３次，合并乙酸乙
酯萃取液，４５℃蒸干，残渣采用５ｍＬ色谱纯甲醇溶
解，４℃避光保存［１５］。过０．２２μｍ滤膜，待测。
　　仪器为 Ｗａｔｅｒｓ超高效液相色谱仪，色谱柱：
ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８（２．１ｍｍ ×５０ｍｍ，
１．７μｍ，美国Ｗａｔｅｒｓ公司）；流动相Ａ：０．３％乙酸水
溶液；流动相 Ｂ：甲醇。梯度洗脱：０ｍｉｎ，流动相 Ａ
９５％，Ｂ５％；１ｍｉｎ，流动相Ａ８０％，Ｂ２０％；５ｍｉｎ，流
动相 Ａ７０％，Ｂ３０％；７．５ｍｉｎ，流动相 Ａ２０％，Ｂ
８０％；１０ｍｉｎ，流动相 Ａ ９５％，Ｂ５％；流速为
０．３ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３５℃；进样量１０μＬ。每个周期
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分析结束后，等待１ｍｉｎ，以便去除干扰成分的影响，
保证分析结果的稳定性和重复性。

１．３．２　土壤细菌多样性的测定
１．３．２．１　基因组 ＤＮＡ的提取和 ＰＣＲ扩增　参照
ＦａｓｔＤＮＡ ＳＰＩＮＫｉｔｆｏｒＳｏｉｌ（ＭＰ，ＵＳＡ）土壤基因组
ＤＮＡ提取试剂盒的步骤提取各根际土壤样品ＤＮＡ，
ＤＮＡ浓度和纯度利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００进行检测，利
用１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ提取质量。使用
引物３３８Ｆ（５′－ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－３′）
和８０６Ｒ（５′－ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ－３′）对
１６ＳｒＤＮＡ基因 Ｖ３～Ｖ４区进行 ＰＣＲ扩增［１６］，扩增

程序为：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退
火３０ｓ，７２℃ 延伸４５ｓ，２７个循环；最后７２℃延伸
１０ｍｉｎ。扩增体系为２０μＬ：４μＬ５×ＦａｓｔＰｆｕ缓冲
液；２μＬ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ；０．８μＬＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ
（５μｍｏｌ／Ｌ）；０．８μＬＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（５μｍｏｌ／Ｌ）；
０４μＬＦａｓｔＰｆｕ聚合酶；０．２μＬＢＳＡ；１０ｎｇＤＮＡ模
板；加 ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。使用２％琼脂糖凝胶回收
ＰＣＲ产物，利用 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ
（ＡｘｙｇｅｎＵＳＡ））试剂盒进一步纯化回收后，送上海
美吉生物医药科技有限公司进行ＭｉＳｅｑ测序。
１．３．２．２　下机数据的质控与分析　剔除标签序列
（Ｂａｒｃｏｄｅ）和引物序列，用 ＦＬＡＳＨ［１７］软件进行序列
拼接；通过 Ｕｓｅａｒｃｈ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ７．０）过滤得到的
序列，并去除嵌合体序列得到有效序列；采用

Ｕｐａｒｓｅ［１８］软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ７．１）在９７％的相似性水平
上划分操作分类单元；代表序列用 ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ软
件［１９］和 ＳＩＬＶＡ［２０］数据库进行物种注释，利用
Ｍｏｔｈｕｒ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎｖ．１．３０．１）作稀释度曲线，计算
文库覆盖率（Ｃｏｖｅｒａｇｅ），Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ、ＡＣＥ及

Ｃｈａｏ１指数，对物种的多样性和丰富度指数进行评
价；利用Ｑｉｉｍｅ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．７．０）建立的 Ｂｒａｙ－
Ｃｕｒｔｉｓ距离算法进行主坐标分析（ＰＣｏＡ）；利用 Ｒ语
言中的Ｖｅｇａｎ软件作图进行ＲＤＡ冗余分析，检测环
境因子、样本、菌群三者间的关系或者两两之间的

关系；通过Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数计算不同环境因子与
微生物物种组成的关系，利用相关性 ｈｅａｔｍａｐ图评
估微生物分类与环境变量之间的相关性。　
１．４　数据处理

采用Ｅｘｃｅｌ软件进行数据处理；采用 ＳＰＳＳ１７．０
数据处理系统进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　生物有机肥对烟草根际土壤酚酸类物质的
影响

由表１可知，不同施肥处理烤烟根际土壤中均
检测出６种酚酸类物质，分别为对羟基苯甲酸、香草
酸、丁香酸、４－香豆酸、阿魏酸、肉桂酸。除肉桂酸
变化不明显外，不同处理各酚酸物质的含量有明显

差异，施用生物有机肥能降低植烟土壤中部分酚酸

物质的含量，Ｔ１处理的对羟基苯甲酸、丁香酸、４－
香豆酸的含量较ＣＫ分别降低了３３．３３％、２６．１１％、
１９．５１％，差异显著（Ｐ＜０．０５）；Ｔ２处理较 ＣＫ降低
了２７．５％、２８．０３％和１９．９２％（Ｐ＜０．０５）。生物有
机肥处理后烤烟根际土壤中酚酸物质的总量均低

于常规施肥处理，Ｔ１、Ｔ２处理酚酸物质总量较 ＣＫ
分别降低了１２．１５％和１０．６１％（Ｐ＜０．０５）。以上
结果表明，生物有机肥能在一定程度上降低烤烟根

际土壤中酚酸物质的含量，减少化感自毒作用。

表１　不同处理烤烟根际土壤酚酸类物质的种类和含量

处理
酚酸类物质种类（μｇ／ｇ）

阔马酸 对羟基苯甲酸 香草酸 丁香酸 ４－香豆酸 阿魏酸 肉桂酸 总量

ＣＫ － １．２０±０．０１７ａ ０．４７±０．００６ｂ １．５７±０．０１３ａ １２．１５±０．０２１ａ ０．４５±０．０４４ｂ ０．３６±０．０３２ａ １６．２１±０．０５９ａ

Ｔ１ － ０．８０±０．０２５ｃ １．５８±０．０１５ａ １．１６±０．０１１ｂ ９．７８±０．０３１ｂ ０．５６±０．０２１ｂ ０．３５±０．０１５ａ １４．２４±０．０６８ｂ

Ｔ２ － ０．８７±０．０１５ｂ ０．３３±０．０１２ｃ １．１３±０．００６ｂ ９．７３±０．０２０ｂ ２．０７±０．０１０ａ ０．３６±０．０２３ａ １４．４９±０．０２６ｂ

　　注：“－”表示该类物质未被检出；同列数字后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　生物有机肥对烟草根际土壤细菌群落的影响
２．２．１　细菌的ＯＴＵ丰度和Ａｌｐｈａ多样性　在９７％
相似水平上土壤样品细菌群落 ＯＴＵ丰度和多样性
指数，由表２可知，ＯＴＵｓ丰度稀释度曲线（图１）显
示，随着测序数量的上升，稀释度曲线斜率逐渐下

降，趋向平坦，说 明 测 序 数 量 足 够。覆 盖 率

（Ｃｏｖｅｒａｇｅ）是指样本中序列被检测出的概率，其值
越高，代表本次测序结果越符合样本中微生物的实

际情况，在本试验中，３个处理的覆盖率分别为
９８６２％、９８．３９％和９８．２０％（表２），表明测序读长
足以进行此项分析。

　　ＣＫ、Ｔ１、Ｔ２处理根际土壤样品中细菌的ＯＴＵ丰
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度分别为２３９６个、２５８９个和２７４３个（表２），Ｔ１、
Ｔ２处理的 ＯＴＵ丰度分别较 ＣＫ增加了 ８．０６％和
１４４８％。细菌ＯＴＵｓ分布韦恩图（图２）表明，３个
处理根际土壤中一共有７７２８个ＯＴＵｓ，三者共有的
ＯＴＵｓ为１９４２个，只占 ＯＴＵｓ总数的２５．１３％；ＣＫ、
Ｔ１、Ｔ２处理根际土壤样品中特有的细菌 ＯＴＵｓ数分
别为１０５、１６５和２３４个，分别占各自总数的４．３８％、
６．３７％和８．５３％；且 Ｔ１、Ｔ２处理特有的 ＯＴＵｓ数分
别为ＣＫ的１．５７倍和２．２３倍。说明不同处理根际
细菌群落在 ＯＴＵｓ水平上存在明显差异。此外，生

物有机肥对烟草根际土壤细菌群落的多样性和丰

富度均有影响，Ｔ１、Ｔ２处理的Ｓｈａｎｎｏｎ指数较ＣＫ分
别增加了０．４９％和２．９５％；Ｓｉｍｐｓｏｎ指数分别降低
了３．２３％和１６．１３％，说明，施用生物有机肥能增加
烟草根际土壤中细菌群落的多样性（Ｓｈａｎｎｏｎ指数
值越大，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数值越小，群落多样性越高）。
除群落多样性外，施用生物有机肥还能提高烟草根

际土壤中细菌群落的丰富度，与 ＣＫ相比，Ｔ１、Ｔ２处
理的 ＡＣＥ指数分别增加了 ５．２１％和 １６．５０％；
Ｃｈａｏ１指数分别增加了４．４６％和１５．２３％。

表２　不同处理根际土壤细菌ＯＴＵ丰度和Ａｌｐｈａ多样性

处理 原始序列数 有效序列数 ＯＴＵ丰度
Ａｌｐｈａ多样性

Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ ＡＣＥ Ｃｈａｏ１
Ｃｏｖｅｒａｇｅ
（％）

ＣＫ ４０６４１ ３２１９９ ２３９６ ６．１０ ０．００６２ ２２９０．６０ ２３３３．３１ ９８．６２

Ｔ１ ３９７７０ ２９７４８ ２５８９ ６．１３ ０．００６０ ２４０９．９８ ２４３７．４１ ９８．３９

Ｔ２ ３８８９４ ２９８４４ ２７４３ ６．２８ ０．００５２ ２６６８．５９ ２６８８．５８ ９８．２０

２．２．２　细菌的群落种类组成及相对丰度　根据各
ＯＴＵ中代表序列的物种注释结果，选取各处理根际
土壤样品中细菌在门（Ｐｈｙｌｕｍ）分类水平上最大丰
度排名前１０的物种，生成物种相对丰度堆积柱形图

（图３）。由图３可知，３个处理根际土壤中细菌在
门的分类水平上，最大丰度排名前１０的种类为：变
形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、放
线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、
Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ、ＷＰＳ－２、破壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、芽
单 胞 菌 门 （Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、拟 杆 菌 门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和浮霉状菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）。
ＣＫ、Ｔ１、Ｔ２处理细菌区系在门水平上的组成相似，
主要由变形菌门、绿弯菌门、放线菌门、酸杆菌门组

成，四者含量分别占各自总量的８０．４６％、８１．３４％
和８３．７９％。进一步分析处理间差异表明，生物有
机肥对部分群落的相对丰度有影响，生物有机肥处

理的变形菌门、放线菌门和芽单胞菌门的相对丰度

均高于常规施肥处理（ＣＫ），Ｔ１处理三者的相对丰
度较ＣＫ分别增加了２７．０３％、２０．９２％和３５．９０％，
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Ｔ２处理较 ＣＫ分别增加了 １５．９４％、１２．６８％和
６９２３％。有机肥处理中绿弯菌门、ＷＰＳ－２和破壁
菌门的相对丰度较常规施肥处理（ＣＫ）降低，Ｔ１处

理三者的相对丰度较 ＣＫ分别减少了 ２８．０３％、
１６７４％和 ４１．０４％；Ｔ２处理减少了 １３．８７％、３５．
６８％和５１．９３％。

　　不同处理属水平上细菌群落组成差异分析（图
４）表明，在相对丰度排名前２０的物种中，鞘氨醇单
胞 菌 属 （Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、 假 节 杆 菌 属

（Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、慢生根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）
的相对丰度均表现为生物有机肥处理高于常规施

肥处理（ＣＫ），Ｔ１处理中三者相对丰度分别较ＣＫ增
加了９１．７２％、１０６．９４％和２７．４８％，Ｔ２处理中三者
相对丰度较 ＣＫ增加了 ４６．０３％、１０１．７３％ 和

３９６９％；与此相反，生物有机肥处理中热酸菌属
（Ａｃｉｄｏｔｈｅｒｍｕｓ）和芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）的相对丰度
却低于常规施肥处理（ＣＫ），Ｔ１处理较 ＣＫ降低了
５５．８８％和５９．６９％，Ｔ２处理较 ＣＫ降低了４４．１２％
和５５．１０％。综上所述，２种生物有机肥处理（Ｔ１、
Ｔ２）间差异不显著，但与常规施肥处理中烟株根际
土壤细菌群落组成及相对丰度均存在明显差异。

２．２．３　生物有机肥对烟草根际土壤细菌的群落构
成的影响　ＰＣｏＡ主成分分析（图５）表明，主成分１
（ＰＣ１）和主成分２（ＰＣ２）对样品差异性的解释度分
别为４０．７５％和２０．６４％，两者总计可解释全部土壤
样品的６１．３９％。由图５可知，Ｔ１和Ｔ２处理共同分
布在ＰＣ１的正值区域，虽然 Ｔ１处理分布 ＰＣ２的０
值和正值区域、Ｔ２处理均分布 ＰＣ２的负值区域，但
二者的距离相对较近，说明２种生物有机肥处理的
细菌物种组成更为相似；总体看来，Ｔ１和Ｔ２处理主
要分布在 ＰＣ１的正值区域，而 ＣＫ主要分布在 ＰＣ１

的负值区域，且间隔距离较大，进一步说明生物有

机肥处理与常规施肥处理烟株根际土壤细菌物种

组成存在明显差异。

２．３　烤烟根际土壤细菌群落组成与环境因子的关
联分析

ＲＤＡ分析即冗余分析，是环境因子约束化的
ＰＣＡ分析，可以将样本和环境因子反映在同一个二
维排序图上，直观地反映出环境因子、样品、菌群三

者之间的关系或者两两之间的关系。环境因子（酚

酸类物质）、优势菌群（属水平）和不同处理间的关
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系如图６所示，图中ＲＤＡ１和ＲＤＡ２两轴对样品的
解释度分别为４０．８３％和１４．５５％，两轴累计解释度
为５５．３８％。由图６可知，不同酚酸物质之间呈不
同程度的相关性，对羟基苯甲酸（ＰＨＡ）、丁香酸
（ＳＡ）和４－香豆酸（ＣＡ）两两呈正相关性，但三者
与香草酸（ＶＡ）和阿魏酸（ＦＡ）均呈负相关性；香草
酸（ＶＡ）与阿魏酸（ＦＡ）亦呈负相关。酚酸物质的含
量对菌群分布有一定的影响，其中香草酸（ＶＡ）的
影响程度大于其余４种酚酸。

　　进一步利用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数计算不同环境
因子与微生物群落组成的关系，由环境因子与细菌

群落组成相关性热图可以看出（图７），属水平上相
对 丰 度 排 名 前 ２０ 的 物 种 中，热 酸 菌 属
（Ａｃｉｄｏｔｈｅｒｍｕｓ）与对羟基苯甲酸、酚酸物质总量呈显
著正相关，相关系数分别为０．８２８、０．８３３；芽孢杆菌
属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）与阿魏酸呈显著负相关，相关系数为
－０．６６７；鞘氨醇单胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）与对羟基
苯甲酸、酚酸物质总量以及４－香豆酸呈显著负相
关，与阿魏酸呈显著正相关，相关系数分别为

－０．７１１、－０．７００、－０．７６２和 ０．６６７；假节杆菌属
（Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）与对羟基苯甲酸、酚酸物质总量

以及４－香豆酸呈显著负相关，相关系数分别为
－０．７０３、－０．７１７和 －０．６９５；慢生根瘤菌属
（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）与丁香酸和４－香豆酸呈显著负相
关，相关系数分别为 －０．６７２和 －０．７８７。此外，一
些未被准确分类命名的细菌类群，如 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿
Ｉｎｔｒａｓｐｏｒａｎｇｉａｃｅａｅ、ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ、ｎｏｒａｎｋ
＿ｆ＿Ｘａｎｔｈｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ、ｎｏｒａｎｋ＿ｃ＿ＡＤ３等菌群均与酚
酸类物质的含量呈不同程度的相关性。以上结果

表明，烤烟根际土壤中酚酸类化合物含量与土壤细

菌群落分布有显著的相关性。

３　讨论与结论

酚酸类物质作为单一连作体系中重要的化感

物质近年来受到越来越多的关注，业已证明，酚酸

类物质在地黄［２１］、草莓［２２］和三七［２３］等的连作土壤

中的含量数倍于轮作，且其在植烟土壤中同样表现

出富集效应，随连作年限增加积累过程明显，酚酸

类物质的积累与作物连作障碍的发生关系密切。

然而，有研究发现，通过施入不同有机肥提供多样

化的碳源，能促进土壤微生物多样化生长，从而能

减轻连作病害及自毒作用［２４－２５］。本研究亦发现植

烟土壤进行有机肥补充能在一定程度上降低烤烟

根际土壤中酚酸物质的含量，２种生物有机肥处理
植烟土壤中对羟基苯甲酸、丁香酸、４－香豆酸的含
量均较常规单施烟草专用复合肥有不同程度的减

少，且不同施肥处理后烤烟根际土壤中酚酸物质的

总量表现为烟草专用复合肥 ＋生物有机肥 ＜单施
烟草专用复合肥，增施生物有机肥后酚酸物质总量

降低达１０％以上，说明，生物有机肥对缓解烟草的
化感自毒也有一定的作用。这与前人常规复合

肥＋有机肥较单施常规复合肥更有利于减轻烟草
土壤的自毒作用的研究结论［２６］相一致。

众多学者研究表明，生物有机肥中含有大量的

有机质及微生物活体，能够优化土壤微生物群落结

构，增加土壤微生物的功能多样性［２７－２８］。本研究结

论与之一致，植烟土壤中增施生物有机肥明显提升

了烤烟根际土壤中细菌群落的多样性指数和丰富

度指数，与常规单施烟草专用复合肥相比，生物有

机肥Ｔ１、Ｔ２处理的ＯＴＵ丰度分别增加了８．０６％和
１４．４８％、Ｓｈａｎｎｏｎ指数分别增加了 ０．４９％ 和
２９５％、ＡＣＥ指数分别增加了 ５．２１％和 １６．５０％、
Ｃｈａｏ１指数分别增加了４．４６％和 １５．２３％。此外，
不同施肥处理烤烟根际土壤细菌群落存在明显差
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异，２ 种 生 物 有 机 肥 处 理 的 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和芽单
胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）的相对丰度较常规单施
烟草专用复合肥均有明显提升，而绿弯菌门

（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、ＷＰＳ－２和破壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）的相
对丰度却有不同程度的降低；同时，鞘氨醇单胞菌

属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、假节杆菌属（Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、
慢生根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）等有益微生物的相
对丰度均表现为有机肥处理高于常规单施烟草专

用复合肥处理。总体看来，施用生物有机肥有利于

提升植烟土壤中细菌群落的多样性和丰富度，促进

有益土壤微生物的生长。

　　研究发现，酚酸类物质可通过直接的自毒作用
或间接地抑制或促进土壤微生物生长，进而显著地

影响土壤中微生物的生物量、多样性和群落结

构［２９－３０］。环境因子的关联分析表明，烤烟根际土壤

中酚酸类自毒物质的含量与土壤细菌群落的分布

有显 著 的 相 关 性，其 中，鞘 氨 醇 单 胞 菌 属

（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、假节杆菌属（Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）与

对羟基苯甲酸、酚酸物质总量以及４－香豆酸均呈
显著负相关；芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）与阿魏酸、慢生
根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）与丁香酸和４－香豆酸亦
呈显著负相关；与此相反，热酸菌属（Ａｃｉｄｏｔｈｅｒｍｕｓ）
与对羟基苯甲酸、酚酸物质总量呈显著正相关。由

此可见，本研究中增施生物有机肥后植烟土壤中鞘

氨醇 单 胞 菌 属 （Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、假 节 杆 菌 属
（Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、慢生根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）
等有益微生物的相对丰度增加可能与其根际土壤

中对羟基苯甲酸、丁香酸、４－香豆酸的含量以及酚
酸物质总量降低密切相关，但各种酚酸类物质与不

同细菌群落的互作及其作用机制还有待进一步

研究。

　　根际微生态是作物 －土壤 －微生物及其环境
相互作用的特殊系统，作物根系分泌物 －土壤 －微
生物在它们构成的土壤微生态系统中相互作用，共

同影响着作物的生长发育，协调好它们之间的关系

是解决作物连作障碍的关键［２］。生物有机肥可通

过物理、化学及生物过程参与形成土壤有机 －无机
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复合体，形成稳定团聚体结构，改善土壤理化性

状［３１］，促进土壤微生物多样性生长，有利于协调作

物根系分泌物、土壤、土壤微生物三者之间的关系，

营造健康的根际微生态环境，对缓解化感自毒引起

的烟草连作障碍能起到一定的提质增效作用。
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