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　　摘要：为探明连作与感染根腐病烟株根际土壤细菌群落结构变化，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量技术对细菌１６ＳｒＤＮＡ的
Ｖ３－Ｖ４区域进行测序，对比研究连作烟田健株与感染根腐病烟株根际土壤细菌群落结构。结果表明，变形菌门、放
线菌门、浮霉菌门、酸杆菌门、芽单胞菌门、绿弯菌门是连作烟田健株和病株根际土壤主要的细菌优势种群，相对丰度

累计总和为８９．１％～９３．９％，随连作年限的延长各优势种群发生趋向性变化；随连作年限的延长，健株根际土壤细菌
群落丰富度和多样性呈先增后降趋势，病株根际土壤细菌群落丰富度和多样性呈降低趋势，短期连作（２～４年）烟田
健株和病株根际土壤细菌群落组成较为相似，与连作８年和撂荒２年以上（ＣＫ）土壤样本的细菌群落组成差异较大；冗
余分析结果表明，土壤化学因子与细菌群落分布关联紧密，其中ｐＨ值是影响土壤细菌群落分布的核心因子，其贡献度为
１５．７７％。综上，连作和染病降低了土壤细菌群落丰富度和多样性，优势菌群趋向性演化，有益菌群相对丰度降低。在生
产实践中，提高烟田土壤ｐＨ值，降低连作年限并及时清除烟株病残体有利于维持土壤微生态环境的稳定性。
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　　烤烟（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔｏｂａｃｕｍＬ．）是云南重要的经济
作物，是典型的忌连作作物。受土地资源短缺和其

他经济作物种植面积的挤压，云南烤烟连作现象十

分严重，多个核心烟区烤烟连作年限多在 １０年以
上。连作引发许多土壤问题［１－４］，加上近年来烟叶

秸秆就地粉碎还田带来的弊端［５］，致使连作烟田土

传病害危害、烟叶产量和品质下降等问题持续加

重。烟草病害一直是严重制约世界烟草生产和科

研发展的重要难题［６］。在诸多的土传病害中，烟草

镰刀菌根腐病是由镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）病原菌引起
的一种典型的土传病害，常与黑胫病、青枯病、黑根

腐病复合发生，使得该病具有隐秘性、易混淆、难防

治、危害重等特点，近年来全国各烟区发病率呈上

升趋势。探寻有效防控烟草根腐病的方法，是促进

烟草产业可持续发展的关键。

土壤细菌是土壤养分循环重要的驱动者［７］，具

有重要的生态功能［８－９］。连作可以改变根际细菌的

群落结构，降低土壤细菌物种数和群落 α多样
性［１０］。长期连作严重影响了土壤理化性质，进而显

著降低了土壤细菌群落和组成多样性［１１］，并且土壤

优势菌门的相对丰度和多样性存在时空异质性［１２］，

反映了土壤微生态的复杂性，易受环境因子［１３－１４］、

作物类型［１５］、施肥［１６］等因素的调控，因而了解土壤

细菌群落结构及多样性对维持土壤生态功能具有

重要意义。史普酉等研究指出，不同发病程度烟株

根际细菌群落组成和结构发生趋向性变化，土壤生

物多样性降低［１７］。烟草镰刀菌根腐病发病烟株根

际真菌群落多样性显著降低，病原菌相对丰度显著

高于健康烟株［１８］。郑元仙等研究也指出，烟株根际

土壤真菌群落结构改变及物种多样性降低是根腐

病发生的重要特征［１９］。然而，关于土壤细菌群落结

构及多样性对连作条件下烟株感染根腐病的响应

特征鲜见报道。鉴于此，本研究以不同连作年限烟

田健株和感染根腐病烟株根际土壤为研究对象，探

索连作条件下健株和病株根际土壤细菌群落结构

及多样性特征，以期为连作烟田烟草根腐病的科学

防治提供参考依据。
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１　材料与方法

１．１　连作土壤采集区概况
试验点位于云南省红河州泸西县（１０３°５２′２６″Ｅ，

２４°４０′０３″Ｎ），地处滇南低山丘陵烤烟区，地势平缓，
多数栽烟区域海拔在１１００～１６００ｍ之间，热量条
件优越，降水充沛，年均温为１６．０～１８．０℃，烤烟大
田生育期降水量在１０００．０ｍｍ左右，是云南省典型
的清甜香风格烟叶核心产区，植烟历史悠久。

２０１０—２０２０年间，试验地区域年均温为１５．５℃，年
均降水量为８１０．０ｍｍ，年均日照时数为２０４２．０ｈ，
海拔为１８０３．０ｍ。
１．２　样品采集

试验于２０２０年７月烤烟成熟期，选取２、４、８年
连作植烟地块，随机取健康（以下简称为“健株”）和

感染根腐病烟株（以下简称为“病株”）各４株，去除
地表杂物，然后将烟株整株挖起，去除根系外围土

壤，采用抖根法采集根际土［２０］，轻轻抖落并收集须

根２ｍｍ范围内的土壤。对照（ＣＫ）为同区域撂荒２
年以上未种植烤烟的土壤。每株烤烟根际土为１次
重复，各 ４次重复。健株分别编号为 ＨＴ２、ＨＴ４、
ＨＴ８，病株分别编号为 ＳＴ２、ＳＴ４、ＳＴ８。试验地块均
为同一农户自己栽种，植烟历史可考证。供试烤烟

品种为云烟８７。
１．３　检测项目及方法
１．３．１　土壤化学性状　取样后将样品带回实验室，
土壤经风干、磨细、过筛后备用。土壤有机质、碱解

氮、速效磷、速效钾含量和 ｐＨ值的测定参照文献
［２１］中的方法。
１．３．２　土壤细菌高通量测序　用于高通量测序的
样本取样后立即放入冰盒带回实验室，于 －８０℃保
存备用。基于Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序技术检测分析连
作条件下烟田健株和感染根腐病烟株根际土壤细

菌群落结构的丰度和多样性。

１．３．２．１　基因组ＤＮＡ的提取　样本由广州基迪奥
生物科技有限公司平台（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．Ｏｍｉｃ－
ｓｍａｒｔ．ｃｏｍ）检测。采用 ＨｉＰｕｒｅＳｏｉｌＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔｓ
（广州美基，中国，ｃａｔ＃３４１２）土壤 ＤＮＡ提取试剂盒
进行土壤微生物ＤＮＡ提取。首先在２ｍＬ珠管中加
入０．２５～０．５０ｇ土壤样品和０．６ｍＬ缓冲溶液，利
用涡旋仪（米欧ｍｉｘ－２８＋，广州围谷润仪器有限公
司）充分匀浆裂解，然后７０℃水浴１０ｍｉｎ，并离心收
集管壁上的液滴，然后加入２００μＬ聚苯乙烯缓冲液

和１５０μＬ吸收溶液，涡旋混匀２０ｓ，静置５ｍｉｎ后离
心５ｍｉｎ，取上清液至２ｍＬ离心管，加入等体积５′－
二磷酸鸟苷二钠缓冲液，混匀，获得 ＤＮＡ柱。然后
用１％琼脂糖（ＢｉｏｗｅｓｔＡｇａｒｏｓｅ，西班牙）凝胶电泳
（ＤＹＹ－６Ｃ，北京市六一仪器厂）检测基因组 ＤＮＡ
的完整性及是否发生蛋白等污染，ＤＮＡ样品于
－８０℃ 保存待用。
１．３．２．２　目的基因扩增及 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序　采用具
有条形码标记的引物３４１Ｆ：ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＴＣＷＧＣ
ＡＧ、８０６Ｒ：ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＡＣＴＡＡＴ对细菌１６Ｓ
ｒＤＮＡ的Ｖ３－Ｖ４区进行 ＭｉＳｅｑ扩增子测序。第１
轮扩增体系包括：１０×ＢｕｆｆｅｒＫＯＤ５μＬ，２ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ５．０μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４３．０μＬ，引物３４１Ｆ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．５μＬ，引物 ８０６Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
１．５μＬ，ＫＯＤ酶 １．０μＬ，模板 ＸμＬ（１００ｎｇ），用蒸
馏水定容至 ５０μＬ。然后利用ＡＭＰｕｒｅＸＰＢｅａｄｓ进
行ＰＣＲ纯化，纯化后用 Ｑｕｂｉｔ３．０定量。进入第二
轮扩增，扩增体系包括：１０×ＢｕｆｆｅｒＫＯＤ５μＬ，
２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ５．０μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４３．０μＬ，
索引引物 （１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＰＣＲ通用引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＫＯＤ酶１μＬ，模板ＸμＬ（１００ｎｇ），
再用蒸馏水定容至 ５０μＬ。使用 ＡＭＰｕｒｅＸＰＢｅａｄｓ
对第二轮扩增产物进行纯化，用 ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ
Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，美国）进
行定量，根据Ｎｏｖａｓｅｑ６０００的样品要求规范化操作
后，采用ＰＥ２５０模式上机测试。
１．４　数据分析

采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１６进行数据处理，用
ＩＢＭＳｔａｔｉｓｔｉｃｓＳＰＳＳ１９．０进行方差分析。利用软件
平台Ｕｓｅａｒｃｈ（ｖｅｒｓｉｏｎ７．０）对相似度在９７％条件下
的操作分类单元（ＯＵＴ）进行质控拼接和Ｔａｇ聚类去
嵌合体，获得ＯＴＵ的丰度和 ＯＴＵ代表序列，生成稀
释曲线，由图１可知，各样本的稀释曲线基本趋于平
坦，说明本次测序数据量合理，能够比较真实地反

映土壤样本的细菌群落。利用软件 Ｍｏｔｈｕｒ（ｖｅｒｓｉｏｎ
ｖ．１３０１）计算反映群落丰富度的 Ｓｏｂｓ指数、Ｃｈａｏ１
指数、Ａｃｅ指数和反映群落多样性的 Ｓｈａｎｎｏｎ－
Ｗｉｅｎｅｒ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数。然后利用 Ｒ语言 ｖｅｇａｎ
包进行群落柱状图的统计和作图，以及主坐标分析

（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｏｒｄｉｎａｔｅａｎａｌｙｓｉｓ，简称ＰＣｏＡ）、非度量多
维尺度分析（ｎｏｎｍｅｔｒｉｃｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｓｃａｌｉｎｇ，简称
ＮＭＤＳ）、非加权组平均法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒ－ｇｒｏｕｐ
ｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎｓ，简称ＵＰＧＭＡ）分析，利
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用冗余分析（ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙａｎａｌｙｓｉｓ，简称ＲＤＡ）评价环
境因子与细菌群落分布的关联性。

２　结果与分析

２．１　连作烟田健株和感染根腐病烟株根际土壤的
化学性质

由表１可知，不同连作年限烟田健株和病株根
际土壤样本的有机质、碱解氮、速效磷、速效钾含量

及ｐＨ值存在显著（Ｐ＜０．０５）或极显著（Ｐ＜０．０１）
差异。与ＣＫ相比，健株和病株根际土壤样本的 ｐＨ
值随连作年限增加极显著（Ｐ＜０．０１）降低，有机质
和碱解氮含量呈先升后降的趋势，速效磷和速效钾

含量呈极显著（Ｐ＜０．０１）增加的趋势。与 ＣＫ相
比，ＨＴ２、ＨＴ４和 ＨＴ８样本的 ｐＨ值分别下降 ０．８、
０９、２．５，ＳＴ２、ＳＴ４和 ＳＴ８样本的 ｐＨ值分别下降
０８、０．７、２１。除连作８年烟田健株和病株根际土
壤样本的有机质含量均低于 ＣＫ外，其他处理显著
高于ＣＫ或与ＣＫ一致。总体看，连作２年和连作４
年烟田健株和病株根际土壤样本的土壤养分含量

整体一致，而连作８年烟田健株和病株根际土壤样
本的土壤 ｐＨ值和有机质、碱解氮含量整体较低。
健株根际土壤 ｐＨ值整体低于染病烟株，但速效磷
含量均明显高于染病烟株，短期连作（２～４年）烟田
健株根际土壤样本的速效钾含量明显低于病株，连

作８年的烟田则以健株稍高。

表１　连作土壤健康和感染根腐病烟株根际土壤化学性质

处理 ｐＨ值 有机质含量

（ｇ／ｋｇ）
碱解氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）
速效磷含量

（ｍｇ／ｋｇ）
速效钾含量

（ｍｇ／ｋｇ）

ＣＫ ６．９±０．４Ａ ３８．６±９．２ｂｃ ７３．５±３０．１ｃ ６．６±２．３Ｃ ８１．８±８．４Ｃ

ＨＴ２ ６．１±０．６Ｂ ３５．１±８．４ｂｃ １１０．３±６．２ａｂｃ ６３．５±４４．９ＢＣ ２６９．０±１０３．２Ｂ

ＨＴ４ ６．０±０．１Ｂ ６４．２±２０．０ａ １５４．０±２０．１ａ ６９．２±３２．９ＢＣ ３４５．８±１３９．１ＡＢ

ＨＴ８ ４．４±０．０Ｃ ２８．５±１３．２ｃ ８９．３±１３．２ｂｃ １４６．０±５５．４Ａ ３６５．６±９１．１ＡＢ

ＳＴ２ ６．１±０．１Ｂ ４７．２±１１．６ａｂｃ ５７．０±４４．８ｃ ３８．９±９．１ＢＣ ４１６．２±１４９．７ＡＢ

ＳＴ４ ６．２±０．３Ｂ ５６．７±２４．３ａｂ １３８．３±２０．１ａｂ ２１．３±６．８ＢＣ ５０３．９±１０２．９Ａ

ＳＴ８ ４．８±０．４Ｃ ２６．８±８．６ｃ ９６．３±８．２ｂｃ ８０．６±５５．２Ｂ ３１０．７±１０７．８Ｂ

　　注：同列数据后不同小写、大写字母表示各处理在０．０５、０．０１水平上差异显著。表３同。

２．２　连作烟田健株和感染根腐病烟株根际土壤细
菌群落组成分析

在门水平上，不同连作年限烟田健株和病株根际

土壤细菌优势菌群相对丰度存在一定差异。由物种

分布堆叠图（图２）和相对丰度值（表２）可以看出，变
形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、浮
霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、
芽单 胞 菌 门 （Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、绿 弯 菌 门
（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）是不同连作年限烟田健株和病株根际土
壤的６个优势菌群，累积相对丰度总和为８９．１％ ～
９３．９％。随连作年限的延长，ＨＴ２、ＨＴ４和ＨＴ８样本
变形菌门和髌骨细菌门的相对丰度呈增加趋势，且

均大于ＣＫ，放线菌门、芽单胞菌门的相对丰度呈先
降后升趋势，浮霉菌门、酸杆菌门、拟杆菌门、己科

河菌门的相对丰度呈先升后降趋势，绿弯菌门的相

对丰度呈降低趋势。ＳＴ２、ＳＴ４和ＳＴ８样本的变形菌
门、放线菌门、髌骨细菌门的相对丰度呈增加趋势，

浮霉菌门、酸杆菌门、芽单胞菌门、绿弯菌门、拟杆

菌门和己科河菌门的相对丰度呈降低趋势，仅疣微

菌门的相对丰度呈先升后降趋势。

２．３　连作烟田健株和感染根腐病烟株根际土壤细
菌群落的α多样性分析

Ｓｏｂｓ指数是细菌群落丰富度的实际观测值，
Ａｃｅ指数和Ｃｈａｏ１指数用于反映细菌群落丰富度，
Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数用于反映群落多样性。由表
３可知，连作烟田健株和病株根际土壤细菌群落丰富
度和多样性存在差异。ＨＴ２、ＨＴ４和ＨＴ８样本的Ｓｏｂｓ
指数、Ｃｈａｏ１指数和Ａｃｅ指数及Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指
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表２　门水平上连作烟田健株和病株根际土壤细菌群落的相对丰度

细菌种类
相对丰度（％）

ＣＫ ＨＴ２ ＨＴ４ ＨＴ８ ＳＴ２ ＳＴ４ ＳＴ８

变形菌门 １８．５±４．５ｃ ２４．１±４．３ｂｃ ２４．５±５．２ｂｃ ３４．２±７．７ａｂ ２５．０±７．１ｂｃ ２６．１±２．０ｂｃ ３８．０±８．７ａ

放线菌门 ２１．４±６．９ａｂｃ １８．８±５．２ａｂｃ １４．１±３．７ｂｃ ２５．２±３．６ａｂ １３．２±１．７ｃ ２０．８±７．９ａｂｃ ２７．４±１１．５ａ

浮霉菌门 １８．８±１１．１ａｂ １６．３±３．４ａｂ ２３．５±２．９ａ １３．５±５．８ａｂ ２１．１±４．９ａ １８．７±４．２ａｂ ９．４±５．６ｂ

酸杆菌门 １９．０±２．４ａ １３．１±１．５ｂ １３．５±３．１ｂ ５．９±０．９ｃ １４．６±５．１ａｂ １１．７±４．０ｂ ６．３±３．６ｃ

芽单胞菌门 ４．７±０．７ｃ １１．７±１．８ａ ８．８±４．２ａｂｃ ９．３±２．３ａｂｃ １０．８±０．９ａｂ ７．７±３．８ａｂｃ ５．７±４．４ｂｃ

绿弯菌门 ８．８±１．１ａ ７．８±１．９ａｂ ６．５±１．６ｂｃ ３．７±０．３ｃｄ ７．３±１．５ａｂ ６．４±０．４ｂｃ ４．６±１．０ｄ

疣微菌门 ２．５±１．４ａ １．９±１．２ａ ２．５±１．１ａ ３．２±１．６ａ １．５±０．６ａ ３．０±１．５ａ ２．８±１．８ａ

拟杆菌门 １．５±０．７ａ １．８±０．２ａ １．９±０．４ａ １．３±０．３ａ １．６±０．５ａ １．６±０．８ａ １．２±０．４ａ

髌骨细菌门 ０．５±０．１ｂ ０．８±０．４ｂ １．０±０．７ａｂ １．５±０．５ａｂ ０．８±０．６ｂ １．０±０．４ａｂ ２．６±２．２ａ

己科河菌门 １．５±０．６ａ ０．８±０．３ａｂ １．０±０．７ａｂ ０．２±０．０ｂ ０．９±０．５ａｂ ０．６±０．４ａｂ ０．３±０．４ｂ

　　注：同行数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

数均表现为随连作年限的增加呈先增后降的趋势，

说明随连作年限的延长，连作烟田健株根际土壤细

菌群落丰富度和多样性先增后降，其中 ＨＴ８样本细
菌群落丰富度和多样性均明显小于 ＨＴ２和 ＨＴ４样
本。ＳＴ２、ＳＴ４和 ＳＴ８样本的 Ｓｏｂｓ指数、Ｃｈａｏ１指数
和Ａｃｅ指数及Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数均表现为随连

作年限的增加呈降低趋势，说明随连作年限的延

长，烟田病株根际土壤细菌群落的丰富度和多样性

降低。健株和病株根际土壤样本间物种覆盖度均

无显著性差异，均大于０．９９，说明样本测序饱和度
均较高。

表３　连作条件下健康和感染根腐病烟株根际土壤细菌α多样性

处理 Ｓｏｂｓ指数 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数 Ｃｈａｏ１指数 Ａｃｅ指数 物种覆盖度

ＣＫ ２４１０．３±１７７．４ａｂ ９．１２４±０．２２１ａ ２８６６．９±２３３．９ｂｃ ２７９９．１±２１９．８ｂｃ ０．９９２±０．０１２ａ

ＨＴ２ ２５９５．３±１６２．６ａ ９．０９３±０．２０１ａ ３１０２．７±９３．９ａｂ ３０４９．２±８３．０ａｂ ０．９９２±０．０００ａ

ＨＴ４ ２７２４．３±８１．４ａ ９．１７２±０．２８５ａ ３２７３．３±１１１．４ａ ３２４３．５±１１５．４ａ ０．９９２±０．０２４ａ

ＨＴ８ ２１１８．５±１４４．３ｂ ７．７９０±０．６９６ｂｃ ２７０２．１±１１４．２ｃ ２６５８．５±９０．６ｃ ０．９９２±０．００１ａ

ＳＴ４ ２６９３．５±３７．３ａ ９．０８９±０．０９６ａ ３２２５．５±６３．９ａ ３１８６．４±６２．９ａ ０．９９１±０．００１ａ

ＳＴ４ ２５３０．５±３５１．０ａ ８．７４２±０．８５３ａｂ ３１１８．７±２４３．８ａｂ ３０３９．３±２５２．２ａｂ ０．９９１±０．００１ａ

ＳＴ８ ２１１７．３±４１４．０ｂ ７．０９５±１．２０３ｃ ２６８１．８±３６９．６ｃ ２６６４．２±３８９．０ｃ ０．９９３±０．００１ａ

２．４　连作烟田健株和感染根腐病烟株根际土壤细
菌群落的β多样性分析

主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，简称
ＰＣＡ）和非度量多维尺度分析是基于 ＯＴＵ列表的物

种丰度信息反映样本间群落组成距离关系的方法。

ＰＣＡ用于研究样本间的组成距离关系，ＮＭＤＳ分析
可以更好地反映生态学数据的非线性结构，胁强系

数（ｓｔｒｅｓｓ）越小（小于０．１较好），说明模型越可靠。
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从图３－ａ可以看出，第１主成分（ＰＣ１）和第２主成
分（ＰＣ２）对样品差异的贡献值为 ８２．１８％，且 ＰＣ１
对样品差异的贡献值最高。ＮＭＤＳ分析结果
（图３－ｂ）显示，ｓｔｒｅｓｓ为０．０５０，小于０．１，说明模型
可靠性高。图３－ａ和图３－ｂ均表现出短期连作
（２～４年）烟田的健株和病株样本距离较近，群落组
成较相似，而与ＣＫ、ＨＴ８和ＳＴ８样本的距离较远，说

明群落结构差异较大。进一步进行Ａｎｏｓｉｍ检验，结
果表明，相同连作年限烟田健株和病株样本细菌群

落组成无显著差异，但均与 ＣＫ样本有显著差异
（Ｐ＜０．０５）。３种连作年限的烟田健株（ＨＴ２、ＨＴ４和
ＨＴ８）样本、病株（ＳＴ２、ＳＴ４和ＳＴ８）样本与ＣＫ样本之
间，及ＨＴ２、ＨＴ４和ＨＴ８样本之间，ＳＴ２、ＳＴ４和ＳＴ８样
本之间的细菌组成均有极显著差异（Ｐ＜００１）。

２．５　连作烟田健株和感染根腐病烟株根际土壤理
化性质对细菌群落的影响

为了解土壤理化因子对连作烟田健株和病株

根际土壤微生物群落分布的影响，在属水平上进行

冗余分析。从图４－ａ可以看出，在属水平上，ＲＤＡ
的前２个轴总共解释了９５．６０％的群落变化，第 １
个轴和第２个轴分别解释了８５．１５％、１０．４５％的群
落变化，说明观察样本聚类特征与分组一致。从图

４－ｂ和表４可以看出，在门水平上，土壤ｐＨ值与变
形菌门的相对丰度呈极显著负相关关系（ｒ＝
－０．５０５，Ｐ＜０．０１），与酸杆菌门（ｒ＝０．５７８，Ｐ＜
００１）和绿弯菌门（ｒ＝０．５８１，Ｐ＜０．０１）的相对丰度
呈极显著正相关关系，与浮霉菌门（ｒ＝０．４０２，Ｐ＜
０．０５）和装甲菌门（ｒ＝０．４２９，Ｐ＜０．０５）的相对丰度
呈显著正相关关系，与蓝藻细菌门的相对丰度呈显

著负相关关系（ｒ＝－０．４１７，Ｐ＜０．０５）；土壤有机质
含量与拟杆菌门的相对丰度呈显著正相关关系（ｒ＝
０．３７９，Ｐ＜００５）；土壤碱解氮含量与细菌群落的相
对丰度无显著相关性；速效磷含量与酸杆菌门（ｒ＝
－０．３９５，Ｐ＜０．０５）和绿弯菌门（ｒ＝－０．４０７，Ｐ＜
００５）的相对丰度呈显著负相关关系；土壤速效钾
含量仅与硝化螺旋菌门的相对丰度呈极显著正相

关关系（ｒ＝０４７９，Ｐ＜０．０１）。从图４－ｃ可以看出，
在属水平上，根际土壤有机质、速效磷、速效钾含量

及ｐＨ值对细菌群落的分布影响以 ｐＨ值的贡献度

（１５．７７％）最大，碱解氮和速效钾含量的贡献度为
负值，表示对根际土壤细菌物种分布无意义。

３　讨论与结论

本研究结果表明，连作烟田健株与感染根腐病

烟株根际土壤细菌群落的相对丰度及多样性存在

差异。变形菌门、放线菌门、浮霉菌门、酸杆菌门、

芽单胞菌门、绿弯菌门为几种连作烟田土壤健株和

病株根际土壤的优势菌群。研究表明，变形菌门是

最为普遍的细菌门［２２］，同时包含了大量的动植物致

病菌［２３］，其丰度的增加可能引起土壤环境抗逆性降

低，植株发病率增加。本试验中，随连作年限的增

加，变形菌门的相对丰度呈明显增加的趋势，且感

染根腐病烟株根际土壤变形菌门的相对丰度明显

高于健株。试验中，除了连作２、４年的健株和连作
２年的病株放线菌菌门相对丰度较低外，其余样本
均较高，且表现出病株大于健株。说明随连作年限

的延长，土壤变形菌门逐渐演化成优势菌群。绝大

多数放线菌为腐生菌，但少数寄生性放线菌则能引

起某些动植物的病害［２４］，其含量的高低可作为土壤

健康状况的评价指标［２５］。随连作年限的增加，总体

上连作烟田健株和病株根烟株根际土壤酸杆菌门、

绿弯菌门的相对丰度呈明显降低趋势，且整体表现

为病株下降幅度大于健株。有研究认为，土壤细菌

是环境变化的敏感指标，其组成和多样性与气温、
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表４　门水平上细菌群落的相对丰度与土壤化学性质的相关性

细菌种类

相关系数

ｐＨ值 有机质

含量

碱解氮

含量

速效磷

含量

速效钾

含量

变形菌门 －０．５０５ －０．１５６ －０．０８５ ０．１７６ ０．０６４

放线菌门 －０．３６９ －０．１５１ ０．０６１ ０．１４９ －０．１７８

浮霉菌门 ０．４０２ ０．１６１ ０．０５０ －０．１３４ ０．１５６

酸杆菌门 ０．５７８ ０．１８０ －０．１３２ －０．３９５ －０．２５１

芽单胞菌门 －０．０２７ －０．０６５ ０．０３５ ０．２９５ ０．３５９

绿弯菌门 ０．５８１ ０．２４６ ０．０３３ －０．４０７ －０．１６３

疣微菌门 ０．０００ －０．０３９ ０．１４１ ０．２６６ ０．２３６

拟杆菌门 ０．２００ ０．３７９ ０．１９４ －０．２１７ －０．２０７

髌骨细菌门 －０．３４７ －０．１８０ ０．０２８ ０．１２７ －０．０１２

棒状杆菌门 ０．３１４ ０．１９１ ０．０３５ －０．２１３ －０．２２０

硝化螺旋菌门 ０．２０７ ０．２１２ ０．２７５ －０．０１０ ０．４７９

厚壁菌门 －０．０１１ ０．００３ ０．０７８ －０．１３３ ０．０７０

装甲菌门 ０．４２９ ０．０４６ －０．２９９ －０．２８５ －０．３３９

蓝藻细菌门 －０．４１７ －０．１１２ ０．１９５ ０．２８７ －０．００１

ＢＲＣ１ ０．１２８ ０．３５３ ０．２４６ －０．０７２ ０．０８６

　　注：表示显著相关（Ｐ＜０．０５），表示极显著相关（Ｐ＜

００１）。　

降水以及土壤 ｐＨ值、有机碳和全氮等含量密切相
关［２６］，土壤微生物群落结构差异可指示土壤环境的

变化［２７］。岳思君等研究认为，引起硒砂瓜连作障碍

的发生主要因素是随着连作时间的增加，放线菌

门、绿弯菌门、酸杆菌门、厚壁菌门等有益微生物丰

度下降造成的［２８］。该研究说明随连作年限的延长，

土壤细菌群落结构趋向性改变，土壤细菌性病原菌相

对丰度可能增加，而细菌有益菌群落相对丰度降低。

有研究表明，土壤中微生物多样性越高、结构

越复杂，系统的稳定性也越高［２９］。试验中，烤烟短

期连作（２～４年）烟田健株和病株根际土壤细菌群

落丰度和多样性较高，群落组成较为相近，与撂荒

土壤（ＣＫ）的距离较远，而连作８年烟田健株（ＳＴ８）
和病株（ＳＴ８）根际土壤细菌群落相对丰度和多样性
均显著减小。说明随连作年限的延长，土壤微生态

稳定性降低，进而影响土壤系统抗性。土传病害的

发生与土壤环境密切相关［３０－３１］，土壤微生物与植物

健康的相互关系研究备受关注。土壤微生物尤其

是根际微生物的组成、结构、多样性和生态网络关

系与植物土传病害的发生密切相关［３２－３５］。汪洋等

综述了农田管理措施对土壤微生物的影响，认为提

高有机肥和磷肥的施用比例有利于土壤中微生物

丰富度的提高和微生物量碳的积累［３６］。纳小凡等

研究认为，因为土壤 ｐＨ值是影响微生物群落结构
组成最重要的因素之一［１０］，本试验中根际土壤 ｐＨ
值对健株和病株根际土壤细菌群落分布影响最大，

说明ｐＨ值是影响细菌群落分布及丰富度的核心环
境因子。本研究的供试土壤随连作年限的延长，ｐＨ
值明显降低。因而针对连作植烟地块，生产中可通

过撒施生石灰，增施有机肥、生物质炭、过磷酸钙等

方式以提高连作土壤 ｐＨ值，进而改善连作土壤微
生态环境。

综上所述，本研究利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序技
术探明了连作烟田健株和感染根腐病烟株根际土

壤细菌群落结构和多样性的变化，为连作烟田烤烟

根腐病的防治及土壤改良提供了借鉴。然而本研

究只关注了连作烟田健株和病株根际细菌群落的

丰富度、多样性及其细菌群落与连作土壤理化因子

的关联性，未探明根腐病发病与相关细菌菌群的相

关性，以及真菌群落丰富度、多样性的变化情况，在

今后的研究中将加以完善。
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