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　　摘要：以烟草根腐病抗病品种云烟８７和易感品种红花大金元为材料，利用盆栽方式和ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ扩增子测序
技术，比较烟草根腐病不同抗性品种根际细菌群落结构及其功能多样性，为解析连作烟田易感根腐病成因及有益功能

菌开发利用提供理论依据。结果表明，相较于抗病品种，感病品种根际土壤ｐＨ值稍低，且长期（４年和８年）连作下土
壤有机质、碱解氮、有效磷和速效钾含量均较高，其中 ｐＨ值和速效钾是影响细菌群落分布的关键因子；变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）优势菌丰度偏低，而放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和拟
杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）优势菌丰度整体较高；细菌群落相对丰度整体偏低，但长期连作下细菌群落的 Ｓｈａｎｎｏｎ指数稍
高；细菌群落ＭｅｔａＣｙｃ代谢途径相对丰度整体随连作年限增加呈降低趋势，撂荒与短期连作土壤主要代谢途径相对丰
度较抗病品种高，长期连作下较抗病品种低。总体来看，烟草根腐病抗病品种根际土壤细菌群落结构相对丰度和代谢

相对丰度较高可能是其抗根腐病的原因之一。本研究结论为烤烟根腐病的生物防治技术开发提供了技术支撑。
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　　良好的土壤微生态环境是保障烟草农业可持
续发展的重要前提。近年来，烤烟连作障碍严重制

约着烟草产业的健康发展。研究表明，连作破坏了

土壤微生物群落平衡，使其根际土壤微生物环境恶

化［１］，表现在病原菌富集和有益菌群减少，从而土

传病害加重，进而影响作物生长发育［２］，使得烟叶

产量和品质降低［３］。敖金成等的研究结果表明，连

作对土壤细菌群落结构及多样性的影响存在时空

异质性［４］。杜杏蓉等研究也指出，不同土壤类型微

生物群落结构对连作的响应存在差异［５］。说明连

作导致土壤微生物群落结构发生趋向性变化、土传

病害加重，但连作障碍是诸多因素共同作用的结果。

土传病原菌严重威胁着农业的可持续发展［６］。

在烤烟诸多病害中，根腐病是一种为害面广、防治

难、危害重的真菌性土传病害，严重影响着全球的

作物安全与粮食安全。近年来，由镰刀菌侵染引起

且危害日益严重的烟草根腐病在我国湖南、云南、

贵州、河南等核心烟区呈暴发趋势［７－１０］，已引起广

泛关注。但根腐病引起作物感病而造成的损失程

度取决于病原体、宿主脆弱性和气候条件［１１］，

Ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎ－Ｂｅｎａｖｉｄｅｓ等还推测细菌可能也直接参
与了根腐病的发病［１２］。

选育并应用抗病品种是目前公认的减少病害、

保障作物产量和质量最经济有效的农业措施之一。

王弋等研究认为，作物根际土壤微生物数量及群落

多样性受生长发育和品种抗逆性影响［１３］。与感病

品种相比，水稻条斑病抗病品种根际土壤细菌群落

结构多样性较丰富，发挥生防作用的菌群更多［１４］。

涂娜娜等研究发现，海南青枯病抗病桑品种根际有

丰度更高的淡紫拟青霉属和丛枝菌根球霉菌目，可

能与其抗性有关［１５］。说明根际土壤微生物群落多

样性及某些类群丰度和功能的改变影响寄主对病

原菌的抗病性。上述研究主要阐释了连作或品种

的抗感性状与品种抗病特征的研究，但关于连作下

品种的抗病性是否与细菌群落及代谢功能有关鲜

见报道。鉴于此，本研究以烟草根腐病抗感品种和

连作土壤为对象，采用高通量测序技术，探究了烟
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草根腐病抗感品种对烤烟连作胁迫的微生物响应

机制，研究结果为深入理解烟草连作障碍成因及根

腐病精准生物防控提供理论支撑。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　供试土壤　供试撂荒（２年以上）土壤和连作
２、４、８年土壤均采自于云南省曲靖市马龙区（１０３°２３′Ｅ，
２５°２０′Ｎ）核心烟区同一农户的不同地块，撂荒土壤
为同区域未种植任何作物的荒地。于烤烟成熟期

随机挖取垄土（０～２０ｃｍ），每个连作年限地块及撂
荒土壤随机选取５个点，混匀后装袋运至云南农业
大学试验场（１０２°４５′Ｅ，２５°８′Ｎ）备用。
１．１．２　供试品种　供试根腐病感病品种为红花大
金元（以下称红大），记为 Ｈ；抗病品种为云烟
８７［１６］，记为Ｙ。
１．２　试验设计

于２０２１年６月１日，采用漂浮育苗方式育苗。
待烟苗培育至４叶１心时，于２０２１年８月１０日移
栽至塑料花盆（３３ｃｍ×１７ｃｍ×２１ｃｍ），每盆栽种１
株烟苗，栽后浇足定根水。试验设４个处理，即撂荒
土壤（记为Ｔ０）、连作２年土壤（记为Ｔ２）、连作４年
土壤（记为Ｔ４）、连作８年土壤（记为Ｔ８），每个处理
１５盆，重复３次。所用基肥为烟草专用复合肥（Ｎ、
Ｐ２Ｏ５、Ｋ２Ｏ含量分别为１２％、１０％、２４％）３６ｇ／株和
商品有机肥（有机质含量≥６０％）３００ｇ／株。提苗肥
施农用硝酸钾（Ｎ、Ｋ２Ｏ含量分别为１３．５％、４４．５％）
９．０ｇ／株，环施后覆薄土。移栽后第６５天，取根际
土，用于土壤理化性质检测和细菌高通量测序。

１．３　检测项目及方法
１．３．１　土壤理化性质的测定　参照文献［１７］中的
方法测定土壤机质（ＳＯＭ）、碱解氮（ＡＮ）、有效磷
（ＡＰ）、速效钾（ＡＫ）含量及ｐＨ值。
１．３．２　土壤细菌 ＤＮＡ的抽提和 ＰＣＲ扩增　土壤
细菌多样性检测和分析由北京果壳生物科技有限

公 司 （ｗｗｗ．ｂｉｏｇｕｏｋｅ．ｃｏｍ）完 成。采 用 ＭＮ
ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ９６Ｓｏｉｌ试剂盒对土壤样本的基因组ＤＮＡ
进行抽提，然后利用琼脂凝胶电泳检测ＤＮＡ的纯度
和浓度。稀释后的基因组 ＤＮＡ采用具有 Ｂａｒｃｏｄｅ
标记的引物：３３８Ｆ：５′－ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＧＣＡＧＣ
Ａ－３′；８０６Ｒ：５′－ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ－３′
对细菌１６ＳｒＤＮＡＶ３＋Ｖ４区进行 ＭｉＳｅｑ扩增子测
序。采用ＯｍｅｇａＤＮＡ纯化柱进行过柱纯化，１．８％

的琼脂糖凝胶于１２０Ｖ４０ｍｉｎ电泳后，切取目的片
段并回收。采用 Ｑｕｂｉｔ定量和文库检测合格后，使
用ＮｏｖａＳｅｑ６０００平台进行上机测序。
１．４　生信分析流程

分别采用 Ｅｘｃｅｌ２０１６和ＳＰＳＳ２０．０进行数据处
理及方差分析。首先对原始数据进行拼接、过滤、

去除嵌合体后得到高质量的 Ｔａｇｓ序列。然后利用
软件平台Ｕｓｅａｒｃｈ（ｖｅｒｓｉｏｎ１．９．１）基于９７％相似度
对分类操作单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，ＯＴＵ）
进行聚类。数据库选择 Ｓｉｌｖａ（Ｒｅｌｅａｓｅ１２８，ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ａｒｂ．ｓｉｌｖａ．ｄｅ）。采用 ＲＤＰＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ（ｈｔｔｐ：／／
ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．Ｎｅｔ／ｐｒｏｊｅｃｔ／ｒｄｐｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ／） 和 ＰｙＮＡＳＴ
（ｈｔｔｐ：／／Ｂｉｏｃｏｒｅ．ｇｉｔｈｕｂ．ｉｏ／ｐｙｎａｓｔ／）进行物种注释
和多重比较。采用Ｍｏｔｈｕｒ（ｖｅｒｓｉｏｎｖ．１．３０）进行α多
样性分析（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．Ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ／）。采用主坐标
分析（ｐｒｉｃｉｐａｌｃｏｏｒｄｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ）进行 β多
样性分析。利用 ＭｅｔａＣｙｅ预测土壤细菌代谢途径。
群落组成柱状图的统计和作图，以及冗余分析

（ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙａｎａｌｙｓｉｓ，ＲＤＡ）均利用 Ｒ语言工具
进行。

２　结果与分析

２．１　连作条件下烟草根腐病不同抗性品种根际土
壤化学性质

烟草根腐病不同抗性品种对根际土壤化学性

质的影响存在差异。由表１可知，连作条件下，烤烟
红大和云烟８７的根际土壤ｐＨ值降低０．１～０．３，撂
荒土壤和连作２年、连作４年土壤以抗病品种稍高，
连作８年抗（感）品种根际土壤 ｐＨ值大小一致；烟
草根腐病感病品种根际土壤 ＳＯＭ、ＡＮ、ＡＫ含量整
体高于抗病品种，ＳＯＭ、ＡＮ含量以ＨＴ４与ＹＴ４、ＨＴ８
与ＹＴ８样本间差异较大，ＡＫ含量以 ＨＴ８与 ＹＴ８样
本间差异较大；相同连作年限烟草根腐病抗病品种

根际土壤ＡＰ含量均高于感病品种。综上所述，感
病品种根际土壤 ＡＮ和 ＡＫ富集效应较抗病品种
强，ＡＰ含量相反。
２．２　连作条件下不同抗性品种根际土壤细菌优势
菌的丰度分析

由图１－ａ可知，在门水平上，ＨＴ０到 ＨＴ８样本
前１０位的优势菌相对丰度累积总和介于９８．４％ ～
９８．７％之间，ＹＴ０到ＹＴ８样本介于９８．５％ ～９８．８％
之间，其中变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、酸杆菌门
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表１　连作条件下烟草根腐病抗（感）品种根际土壤化学性质

处理 ｐＨ值 ＳＯＭ含量
（ｇ／ｋｇ）

ＡＮ含量
（ｍｇ／ｋｇ）

ＡＰ含量
（ｍｇ／ｋｇ）

ＡＫ含量
（ｍｇ／ｋｇ）

ＨＴ０ ５．２±０．１ａ ２６．７±１．７ｂ ３１．６±３．２Ｂ ３７．４±２．３ｂ ３１０．９±６．８Ｃ

ＨＴ２ ５．１±０．１ａｂ ２８．２±１．４ａｂ ５４．３±４．６Ａ ４０．０±０．７ｂ ４３６．６±１８．２Ｂ

ＨＴ４ ４．９±０．２ｂ ２９．２±１．５ａ ５７．８±６．２Ａ ４８．０±３．５ａ ４８３．６±１３．２Ａ

ＨＴ８ ５．０±０．２ａｂ ２６．０±０．２ｂ ６１．８±１０．８Ａ ５１．１±６．５ａ ５０１．５±２１．５Ａ

ＹＴ０ ５．３±０．１Ａ ２６．７±２．３ａ ４１．１±３．１ｂ ４９．２±２．０Ｂ ２８９．０±１８．４Ｃ

ＹＴ２ ５．２±０．１Ａ ２７．８±４．９ａ ５２．２±８．８ａ ４５．３±５．０Ｂ ４２７．１±２４．３Ｂ

ＹＴ４ ５．２±０．０Ａ ２６．９±１．３ａ ４６．８±３．０ａｂ ６６．１±４．９Ａ ４８３．４±１３．０Ａ

ＹＴ８ ５．０±０．２Ｂ ２３．４±０．７ａ ５１．４±０．７ａ ５１．３±１．０Ｂ ４７０．４±２１．６Ａ

　　注：表中数据采用平均值±标准误表示，同栏同列数据后不同大写字母、小写字母分别表示处理间差异极显著（Ｐ＜０．０１）、显著（Ｐ＜

００５）。下表同。

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）是各样本
主要的优势细菌门，相同连作年限下，抗病品种根

际土壤的变形菌门、酸杆菌门和绿弯菌门相对丰度

高于感病品种，放线菌门和拟杆菌门相对丰度整体

低于感病品种。由图１－ｂ可知，在属水平上，ＨＴ０
到ＨＴ８样本前１０位的优势菌属相对丰度累积总和介
于３４．７％～５４．７％之间，ＹＴ０到 ＹＴ８介于３８４％ ～
４０．８％之间，以感病品种撂荒土壤和连作２年的土壤
样本较高，而长期（４、８年）连作条件下感病品种根际
土壤优势菌属相对丰度累积总和均低于抗病品种，

ＹＴ４样本相对丰度高于ＨＴ４样本５４％，ＹＴ８样本相
对丰 度 高 于 ＨＴ８样 本 ６．０％。罗 河 杆 菌 属
（Ｒｈｏｄａｎｏｂａｃｔｅｒ）、Ａｒａｃｈｉｄｉｃｏｃｃｕｓ、Ｃｈｕｊａｉｂａｃｔｅｒ、鞘氨醇
单细胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｇｏｍｏｎａｓ）为前４种优势细菌类
群，撂荒土壤和短期（２年）连作土壤４种优势菌属
累积相对丰度总和以ＨＴ０和ＨＴ２较高，长期连作土
壤以ＹＴ４和ＹＴ８样本较高。综上所述，连作下，撂
荒土壤和短期连作条件下感病品种根际土壤优势

菌累积相对丰度总和较高，而长期（４、８年）连作下
抗病品种根际土壤优势菌相对丰度较高。

２．３　连作条件下不同抗性品种根际土壤细菌群落
多样性对连作的响应

２．３．１　细菌群落 ＯＴＵ聚类分析　由图２可知，基
于９７％的相似性条件下，３２个样品共得到 ２４２８４
个ＯＴＵ。其中，共有细菌ＯＴＵ为 １４６６个。相较于
ＨＴ２样本，ＨＴ４、ＨＴ８样本特有 ＯＴＵ分别减少４个

和１８个，且均较 ＨＴ０样本多。相较于 ＹＴ２样本，
ＹＴ４样本特有ＯＴＵ增加１个，ＹＴ８样本特有ＯＴＵ减
少４３个，且 ＹＴ２和 ＹＴ４特有 ＯＴＵ均大于 ＹＴ０和
ＹＴ８样本。撂荒土壤条件下，ＹＴ０样本细菌群落特
有ＯＴＵ较ＨＴ０样本增加了３１个。在相同连作年限
下，ＹＴ２样本特有 ＯＴＵ数高于 ＨＴ２样本，ＹＴ４样本
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特有ＯＴＵ数高于 ＨＴ４样本，但 ＹＴ８样本特有 ＯＴＵ
数则低于ＨＴ８样本。综上所述，短期连作条件下烟
草根腐病抗病品种根际土壤特有细菌种类较感病

品种丰富，长期连作条件下则相反。

２．３．２　细菌群落α多样性分析　由表２可知，红大

根际土壤细菌群落的 ＡＣＥ、Ｃｈａｏｌ指数随连作年限
的延长呈先增后降趋势，仅ＨＴ４样本显著高于 ＨＴ２
（Ｐ＜０．０５），与ＨＴ０和ＨＴ８差异不显著（Ｐ＞０．０５）；
抗病品种呈先降后升趋势，且均高于ＹＴ０，样本间均
无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。ＹＴ２、ＹＴ８样本根际土壤
细菌群落的 ＡＣＥ、Ｃｈａｏｌ指数高于 ＨＴ２、ＨＴ８样本，
而ＹＴ４则低于 ＨＴ４。ＨＴ０到 ＨＴ８样本的 Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数介于 ０．９６～０．９９之间，ＹＴ０到 ＹＴ８样本的
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数介于０．９８～０９９之间，组间差异较小。
感病品种的Ｓｈａｎｎｏｎ指数随连作年限的延长呈明显
增加趋势，ＨＴ４和ＨＴ８样本差异不显著（Ｐ＞００５），
但极显著大于ＨＴ０和ＨＴ２（Ｐ＜０．０１）。抗病品种根
际土壤细菌群落的Ｓｈａｎｎｏｎ指数随连作年限的延长
呈降低趋势，组间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。总体看，
连作下，抗病品种根际土壤细菌群落丰度均高于感

病品种，撂荒和短期连作抗病品种根际土壤细菌群

落多样性高于感病品种，但长期连作下感病品种根

际土壤细菌群落多样性略高于抗病品种。

表２　连作条件下抗感品种根际土壤细菌群落α多样性分析（ＯＴＵ水平）

处理 ＡＣＥ指数 Ｃｈａｏｌ指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 Ｓｈａｎｎｏｎ指数

ＨＴ０ １４４６．２２±１６．８９ａｂ １４５５．６４±４．３４ａｂ ０．９８±０．０１ａ ７．６９±０．１９Ｂ

ＨＴ２ １４２１．４０±４３．２７ｂ １４１４．８５±４７．５４ｂ ０．９６±０．０１ａ ６．９８±０．３５Ｃ

ＨＴ４ １４８２．３０±４１．８２ａ １４９９．２１±３６．０９ａ ０．９９±０．００ａ ８．３７±０．２３Ａ

ＨＴ８ １４３７．３８±１５．５８ａｂ １４５８．６９±９．８６ａｂ ０．９９±０．００ａ ８．４１±０．０９Ａ

ＹＴ０ １４５４．０３±４３．９７ａ １４５０．５２±４５．３８ａ ０．９９±０．００ａ ８．１５±０．３２ａ

ＹＴ２ １５０２．５３±３５．４６ａ １５１１．７０±４０．１０ａ ０．９９±０．００ａ ８．２６±０．１５ａ

ＹＴ４ １４５５．２９±３２．６３ａ １４６５．６２±３７．８９ａ ０．９９±０．００ａ ８．０２±０．１２ａ

ＹＴ８ １４９４．３１±１５．０９ａ １５１０．１７±８．６７ａ ０．９８±０．００ａ ８．００±０．１１ａ

２．３．３　细菌群落β多样性分析　从图３－ａ主坐标
分析法（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓａｎａｌｙｓｉｓ，简称ＰＣｏＡ）可
以看出，ＰＣｏＡ１和ＰＣｏＡ２排序轴对样品差异性的解
释度分别为２９．４％和１３１％，两者累计可解释全部
样本的４２．５％，说明连作下抗感品种根际土壤细菌
群落结构存在差异，且高度复杂，以 ＨＴ０和 ＨＴ２样
本距离较近，但与 ＨＴ４和 ＨＴ８距离较远，ＹＴ０和
ＹＴ２距离较近，但与ＹＴ４和ＹＴ８距离较远。进一步
Ａｄｎｏｉｓ分析表明，决定性系数 ｒ２为０．６６９４，Ｐ值为
０．００１，说明抗感品种根际土壤细菌群落组成与连作
年限紧密相关。

通过组间差异显著物种分析（ＬｅｆＳｅ），确定了
４５个显著富集的细菌类群（图３－ｂ），感病品种有
２２个富集细菌类群，抗病品种有２３个富集细菌类
群。在属水平上，ＨＴ０富集生物标志细菌属为藤黄

杆菌属（Ｒｈｏｄａｎｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ）；ＨＴ２为 Ａｒａｃｈｉｄｉｃｏｃｃｕｓ、
罗 河 杆 菌 属 （Ｒｈｏｄａｎｏｂａｃｔｅｒ）和 节 杆 菌 属
（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）；ＨＴ４ 为 鞘 氨 醇 单 细 胞 菌 属
（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）；ＨＴ８为 ｕ＿ｆ＿Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄａｃｅａｅ。
ＹＴ０富集生物标志细菌属为苔藓菌属（Ｂｒｙｏｂａｃｔｅｒ）
和ｕ＿Ａｃｕｄｉｖａｃｔｅｒｕａ＿ｂ＿ｆ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ；ＹＴ４为假节杆菌
属 （Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）；ＹＴ８ 为 鲍 特 氏 菌 属
（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ）。
２．４　连作条件下不同抗性品种根际土壤细菌群落
功能代谢多样性分析

由表３可知，感病品种根际土壤细菌排前１０位
的ＭｅｔａＣｙｃ代谢途径相对丰度均随连作年限的延长
呈递减趋势，ＨＴ２样本均高于 ＨＴ０，但差异不显著，
ＨＴ４和 ＨＴ８均小于 ＨＴ０，其中 ＨＴ４样本与 ＨＴ０样
本差异不显著，ＨＴ８样本细菌排前１０位的ＭｅｔａＣｙｃ
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表３　烟草根腐病抗感品种根际土壤真菌代谢途径对连作的响应

处理

相对丰度

有氧呼吸Ⅰ
（细胞色素ｃ）

丙酮酸发酵

呈异丁醇

（ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ）

Ｌ－缬氨酸
生物合成

支链氨基酸

生物合成

的超途径

磷酸戊糖

途径（非

氧化分支）

Ｌ－异亮
氨酸生物

合成的超

途径Ⅰ

Ｌ－赖氨酸
生物合成Ⅲ

磷酸戊糖

途径

磷脂生物

合成超

途径Ⅰ（细菌）

卡尔文－
本森－

巴沙姆循环

ＨＴ０ １６０２６５．７ａ ８６２６７．５Ａ ８４７１７．９Ａ ７４８４７．１Ａ ７２０３３．０Ａ ６７１６２．７Ａ ６３８４０．６Ａ ６０５５６．２Ａ ６３２０１．５Ａ ５９９６４．１Ａ

ＨＴ２ １６２０８６．０ａ ８８０８５．５Ａ ８６５３２．０Ａ ７６０３６．５Ａ ７５３５１．９Ａ ６９５３７．６Ａ ６６１２９．５Ａ ６１２０１．３Ａ ６６１７２．４Ａ ６２９２３．３Ａ

ＨＴ４ １４６２５９．７ａｂ８７００７．４Ａ ８２４５５．１Ａ ７０６８３．２Ａ ６４６５２．６Ａ ６０１３２．７ＡＢ５７９５０．９Ａ ５７２７６．４Ａ ５６２３２．９ＡＢ５５４３８．０Ａ

ＨＴ８ １２１７０９．３ｂ ７２８３７．０Ｂ ６９３２３．４Ｂ ５８６４９．２Ｂ ５３３７７．９Ｂ ５００８９．４Ｂ ４８２４３．３Ｂ ４７８４８．７Ｂ ４６５２７．３Ｂ ４５７１０．５Ｂ

ＹＴ０ １４７６４４．３ａｂ８７６９５．４ａ ８４７３８．４ａ ７２２４０．６ａ ６６６８２．７ａ ６２６４３．３ａ ５８９８０．９ａ ５７３４１．７ａｂ ５７２６３．３ａｂ ５４３９５．８ａｂ

ＹＴ２ １４０９７２．５ｂ ８２１９１．８ａ ８００５８．３ａ ６８９４０．７ａ ６３２３０．５ａ ５９９６１．３ａ ５７３８２．１ａ ５４６４１．４ｂ ５４９７２．６ｂ ５２７０７．３ｂ

ＹＴ４ １６７１８６．２ａ ９５６４５．４ａ ９１９６４．３ａ ７９５８６．５ａ ７４０５５．４ａ ６８８９７．１ａ ６６１５３．４ａ ６４６４２．７ａ ６５２２０．５ａ ６３１３３．１ａ

ＹＴ８ １６５８３６．２ａ ９７１６５．１ａ ９４６４７．０ａ ７９６８５．２ａ ７４０６３．２ａ ６９９４６．７ａ ６６０１９．９ａ ６３６２８．７ａ ６４１７５．５ａｂ ６１７８４．８ａｂ

代谢途径相对丰度显著或极显著低于 ＨＴ０、ＨＴ２样
本；抗病品种随连作年限的延长，根际土壤细菌的

有氧呼吸Ⅰ、戊糖磷酸途径、磷脂生物合成超通路
Ⅰ、卡尔文循环 ＭｅｔａＣｙｃ代谢途径相对丰度呈先增
后降趋势，且ＹＴ４和 ＹＴ８均高于 ＹＴ０样本，但差异
不显著，而 ＹＴ２样本小于 ＹＴ０，差异不显著。抗病
品种根际土壤细菌的丙酮酸发酵呈异丁醇、Ｌ－缬

氨酸生物合成、支链氨基酸生物合成的超通路、Ｌ－
异亮氨酸生物合成的超通路Ⅰ ＭｅｔａＣｙｃ代谢途径相
对丰度随连作年限延长呈增加趋势，ＹＴ２样本小于
ＹＴ０，而ＹＴ４和ＹＴ８均高于ＹＴ０，且处理间无显著性
差异。短期连作年限（２年）下，感病品种代谢相对
丰度较抗病品种高，反之，长期（４、８年）连作下抗病
品种较高。
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２．５　不同抗性品种根际土壤细菌群落与环境因子
的关联分析

冗余分析（ＲＤＡ）结果（图４－ａ）表明，第一、二
排序轴累计解释率分别为４４．２３％、９．２４％，累计解
释变异量达到５３．４７％，说明第一、二排序轴能很好
地反映出细菌群落与土壤理化性质之间的相关性。

进一步Ｍａｎｔｅｌ检测结果表明，ｐＨ值、有机质含量、
碱解氮含量、有效磷含量、速效钾含量环境因子与

细菌群落属水平丰度达极显著（ｒ＝０．１７０６，Ｐ＝

０００６）相关。土壤碱解氮、有效磷、速效钾含量与
细菌群落丰度相关性较高，且呈正相关，有机质含

量与细菌群落分布相关性较小。ｐＨ值和速效钾箭
头较长，说明土壤 ｐＨ值和速效钾含量是影响细菌
群落分布的主要因子。主要细菌类群罗河杆菌属、

Ａｒａｃｈｉｄｉｃｏｃｃｕｓ、鞘氨醇单细胞菌属、Ｂｒｙｏｂａｃｔｅｒ和
Ｃｈｕｊａｉｂａｃｔｅｒ丰度受土壤ｐＨ值、碱解氮含量、有效磷
含量、速效钾含量影响较大（图４－ｂ）。

３　结论与讨论

细菌是土壤养分循环的重要的驱动者［１８］，具有

重要的生态功能［１９－２０］，在土壤－作物健康维持机制
中发挥着重要作用，而群落结构差异与土壤化学性

质及系统功能变化有着密切关系。本研究结果表

明，烤烟连作改变了土壤细菌群落多样性、组成及

功能代谢，降低土壤ｐＨ值，促进土壤氮、磷富集，烟
草根腐病感病品种根际土壤 ＡＮ和 ＡＫ富集效应较
抗病品种强，ＡＰ含量相反，这与烟草［２１］、西瓜［２２］、

马铃薯［２３］连作土壤研究结论基本一致。

土壤细菌群落多样性对连作的响应取决于土

壤、作物类型等。有研究认为，大豆长期连作提高

土壤养分含量和细菌群落丰富度和多样性指数［２４］，

也有研究指出，大豆连作会降低土壤的细菌多样

性，改变细菌群落结构［２５］，说明土壤细菌群落构建

受多种因素的驱动，因为土壤细菌表现出高度多样

性，且对环境变化的响应迅速［２６］。本研究中，短期

（２年）连作下，感病品种根际土壤细菌群落多样性
小于抗病品种，相对丰度累积总和高于抗病品种，

而长期连作（８年）下相对丰度累积总和低于抗病品

种，但多样性略高于抗病品种，其原因是否与品种

根系分泌物对细菌召集效应有关有待进一步研究。

研究表明，土壤细菌群落结构的差异主要由栽

培年限造成［２７］。本研究中，不同连作年限抗病品种

根际土壤的变形菌门、放线菌门、拟杆菌门、酸杆菌

门和绿弯菌门为主要的优势菌门，罗河杆菌属、

Ａｒａｃｈｉｄｉｃｏｃｕｓ、Ｃｈｕｊａｉｂａｃｔｅｒ和鞘氨醇单细胞菌属为主
要的优势菌属，其中抗病品种根际土壤变形菌门、

酸杆菌门、绿弯菌门丰度均高于感病品种，放线菌

门和拟杆菌门丰度整体低于感病品种。变形菌门

是土壤细菌类群中丰度最高的细菌之一，广泛分布

在土壤中，具有多种代谢种类，参与多种化学循环

过程［２８］。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［２９］。酸杆菌门

对于降解植物残体聚合物具有重要作用［３０］，说明抗

病品种根际土壤能维持较高丰度有益菌类群。杨

尚东等研究认为，细菌丰富度和多样性显著下降，

部分优势菌门属占比发生剧变可能是导致甘蔗宿

根矮化病发生的重要原因［３１］。而根际土壤细菌群

落结构的变化受到植物性状的显著影响［３２］，可见根

腐病抗病品种能刺激连作土壤中有益菌的增殖，抑
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制病原菌增殖，可能是其具有抗根腐病原菌和缓解

连作胁迫的原因之一，而当连作年限延长，抗病品

种的抗病性出现减弱。

本研究发现随连作年限的延长，烟草根腐病感

病品种根际土壤细菌 ＭｅｔａＣｙｃ数据库的前１０位代
谢反应集丰度均呈降低趋势，且均小于对应抗病品

种样本，而抗病品种有氧呼吸Ⅰ、戊糖磷酸途径、磷
脂生物合成超通路Ⅰ、卡尔文循环 ＭｅｔａＣｙｃ代谢途
径丰度呈先增后降趋势，丙酮酸发酵呈异丁醇、

Ｌ－缬氨酸生物合成、支链氨基酸生物合成的超通
路、Ｌ－异亮氨酸生物合成的超通路Ⅰ ＭｅｔａＣｙｃ代谢
途径丰度随连作年限延长呈增加趋势。细菌群落

代谢功能强弱与其群落结构和组成密切相关。研

究表明，根际微生物释放脂肪酸以应对胁迫并调节

微生物群落结构［３３－３４］，乙醛酸循环对于三羧酸

（ＴＣＡ）循环和糖异生，以及更重要的是通过代谢储
备在幼苗萌发中发挥着重要作用［３５］。说明烟草根

腐病抗病品种通过提高根际土壤细菌群落代谢水

平以适应病原菌及连作障碍的胁迫，从而表现出较

强的抗病性。

本研究主要从根际细菌群落组成、功能及理化

性质解析了连作下不同抗性品种的差异，认为抗病

品种根际土壤能维持相对高的细菌有益菌群丰度

和代谢水平可能是其抗烟草根腐病的机制之一。

在真菌群落结构及功能方面，Ａｏ等研究已发现，连
作下烟草根腐病不同抗性品种根际土壤真菌群落

富集能力存在差异［３６］。
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