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不同耕作方式对当归根际土壤细菌群落多样性的影响
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（ 西北师范大学 生命科学学院， 兰州 ７３００７０ ）

摘　 要： 该研究以甘肃省中部渭源县大豆—当归轮作地、连作 ３ 年的当归地和荒地植物根际土为材料，采用

ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 法研究不同耕作方式下根际土壤细菌的群落多样性。 应用 ＣＴＡＢ⁃ＳＤＳ 法提取土壤微生物总

ＤＮＡ，建立土壤菌群 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆文库。 用 Ｈａｅ Ⅲ， Ｈｈａ Ⅰ和 Ｈｉｎｆ Ⅰ对阳性克隆子进行酶切指纹图谱

分析，测序并绘制系统进化树。 经过初步分析，荒地、轮作地和连作地三者之间根际土壤细菌群落在种群数

量和多样性上无显著差异，但在组成结构上存在明显差异，尤其是轮作和连作地。 结果表明：轮作地和荒地

的优势种群均为变形菌门，连作地的优势种群是拟杆菌门。 进一步分析发现，对农作物有利的鞘脂单胞菌

属（属于变形菌门）仅在轮作和荒地中出现，而在其他作物连作障碍中出现的无色杆菌属（属于拟杆菌门）
仅在当归连作地中出现。 因此，不同耕作方式对土壤细菌的群落组成结构影响较明显，土壤细菌群落组成

结构的变化可能是当地当归连作障碍的重要原因之一；而轮作可有效提高根际土壤中细菌群落组成的多样

性，并使有益细菌种群增加，改善土壤微生态环境，有效防止当归根腐病的发生。
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　 　 当归（Ａｎｇｅｌｉｃａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ）是重要的大宗交易中

药材，以甘肃所产品质最佳，常用于贫血、高血压、
慢性支气管炎、哮喘和心血管疾病的治疗。 随着

人们生活水平的提高及其适用范围扩大，需求量

逐年增加，但高品质中药材产地的地域性严重限

制了当归种植业快速增长。 在实际农业生产中常

用连作来解决类似的矛盾，而当归长期连作却容

易导致连作障碍，常常表现为当归的生长势变弱，
单位面积年产量逐年降低，中药品质下降，易感染

病虫害，市场竞争能力不断下降（马瑞君等，２００８）。
土壤细菌群落组成和结构可作为土壤生态系

统的健康情况、生产力大小及环境干扰程度的新

指标（Ｍｅｎｄｅｓ ｅｔ ａｌ， ２０１１；Ｈｅｒｍａｎｓ ｅｔ ａｌ， ２０１７）。
长期研究发现土壤微生物各菌种的比例关系失衡

及种群数量变化较大是传统耕地连作障碍的主要

原因之一（Ｌｉｎｇ ｅｔ ａｌ， ２００９；刘星等，２０１５），单一物

种长时间的连作后微生物区系由适宜作物稳定生

长的“细菌型”土壤逐步向对植物生长不利或者直

接抑制其快速生长“真菌型”土壤转变，抵抗和应

对生物和非生物胁迫的能力降低，使作物更容易

染病（韩剑等，２０１１）。 分子生物学手段与传统微

生物群落生态研究相互渗透和交叉，为研究连作

障碍耕地微生物群落组成和变化提供了强有力的

技术支持。 本文以当归连作地、大豆—当归轮作

地和荒地为样地，将 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 技术和细菌的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 基因测序手段相结合，比较了不同耕作方式

下细菌群落结构的变化差异，阐明了耕作方式对

细菌数量和组成结构的影响，以探讨根际细菌多

样性和连作障碍之间的关系。

１　 材料与方法

１．１ 土壤样品采集

土壤采样地会川镇位于甘肃省中部渭源县境

内。 用五点采样法收集大豆—当归轮作地、３ 年连

作的当归连作地（该区域地根腐病严重）和荒地的

土壤，按李国庆（２００９）的方法收集根际土后用消

毒毛刷收集根表土，两者混合即为本研究所用根

际土壤，消毒纸袋收集密封后保存于 － ２０ ℃ 冰

箱内。
１．２ 样地微生物总 ＤＮＡ 的提取及目的片段扩增

参照陈旭玉等（２００８）的 ＣＴＡＢ⁃ＳＤＳ 法提取土

壤微生物总 ＤＮＡ，选用细菌通用引物 ７９９Ｆ ／ １４９２Ｒ
对提取的总 ＤＮＡ 特异性扩增（兰阿峰等，２０１４），
并获得目的片段。 ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬ，包括 ２
μＬ 模板 ＤＮＡ，１０ μＬ ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ，上下游引
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物各 １ μＬ（浓度为 １０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１），６ μＬ ｄｄＨ２ Ｏ。
反应程序为 ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，９４ ℃变性 １ ｍｉｎ，
５３ ℃退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃延伸 １．５ ｍｉｎ，共 ３０ 个循环。
ＰＣＲ 产物经 ０．８％的琼脂糖电泳检测，用 ＳｔａｒＰｒｅｐ
快速 ＤＮＡ 胶回收试剂盒（康润生物）进行纯化。
１．３ ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 分析

目的 片 段 与 ＰＴＧ１９⁃Ｔ ｖｅｃｔｏｒ 连 接 后 转 入

Ｔｒａｎｓ５α 中，经蓝白斑实验筛选后，使用通用引物

Ｍ１３⁃４７ ／ Ｍ１３⁃４８ 对阳性克隆进行检验。 菌液 ＰＣＲ
产物分别用内切酶 Ｈａｅ Ⅲ ／ Ｈｈａ Ⅰ ／ Ｈｉｎｆ Ⅰ消化（１
μＬ 消化酶，３ μＬ １０×Ｑｕｉｃｋ Ｃｕｔ Ｂｕｆｆｅｒ，１０ μＬ ＰＣＲ
产物，１６ μＬ ｄｄＨ２Ｏ，３７ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ）。 酶切产物

用 １．５％的琼脂糖凝胶电泳分离，染色凝胶成像后

分析带型。 统计酶切图谱上经内切酶处理后片段

的大小并进行“０－１”分析结合 Ｎｔｓｙｓ２．０２ 对结果进

行统计。 定义经两种酶切条带形都相同的克隆子

为一个 ＯＴＵ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔ，操作分类

单位），通过统计单个样地 ＯＵＴ 总数及单个 ＯＴＵ
所包含的克隆子数，计算土壤中细菌的多样性。

（１）克隆文库覆盖率（Ｃｏｖｅｒａｇｅ）：

Ｃ ＝ １－ ｎ
Ｎ

式中，ｎ 为克隆文库中仅一个序列的 ＯＴＵ 数，
Ｎ 为单文库中的 ＯＴＵ 数。

（２）辛普森多样性指数（Ｄ⁃Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ）：

Ｄ＝ １－􀰐
ｉ＝ｎ

ｉ＝ １
［ｎ ｉ（ｎ ｉ－１）］ ／ Ｎ（Ｎ－１）

式中，Ｎ 为单个文库中序列数， ｎ ｉ 为第 ｉ 种

ＯＵＴ 中包含的序列数，ｎ 为单文库中序列数。
（３）香农指数（Ｈ⁃Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ）：

Ｈ＝􀰐
ｓ

ｉ＝ １
ｐ ｉ ｌｎｐ ｉ

式中，ｐ ｉ 为第 ｉ 种 ＯＵＴ 中序列数在单文库序

列总数中的比例，ｎ 为单文库中 ＯＵＴ 个数。
（４）均匀度指数（Ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ）：

Ｅ ＝ Ｈ
ｌｎＳ

式中，Ｈ 为香农指数，Ｓ 为单文库中总序列数。
（５）丰富度指数（Ｓｃｈａｏｌ ｉｎｄｅｘ）：

Ｓｃｈａｏｌ＝ Ｓｏｂｓ＋
Ｆ１（Ｆ１－１）
２（Ｆ２＋１）

式中，Ｓｏｂｓ 为单文库中 ＯＵＴ 个数，Ｆ１ 和 Ｆ２ 分

别为克隆文库中只包含 １ 个和 ２ 个序列的 ＯＵＴ
个数。
１．４ 克隆文库系统发育分析

在各样地中分别取 ３０ 个具有代表性的 ＯＴＵ
测序， 测 序 结 果 使 用 ＶｅｃＳｃｒｅｅｎ 和 Ｂｅｌｌｅｒｏｐｈｏｎ
（Ｖｅｎｔｅｒ ＆ Ｓｍｉｔｈ，２００４）去除载体序列和嵌合体，通
过 ＢＬＡＳＴ 进行序列比对。 选取相似度不小于 ９５％
的序列，在 ＭＥＧＡ６．０ 中使用 Ｎ⁃Ｊ 法聚类（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ⁃
１０００）构建系统发育树。 所得序列的登录号为

ＫＲ１３３５８０⁃ＫＲ１３３６２６。

２　 结果与分析

２．１ 总 ＤＮＡ 的提取及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因选择性扩增

通用引物扩增的目的片段大小约为 ７３０ ｂｐ，
如图 １ 所示，目的条带单一，扩增效果良好，可以

用于后续的实验。

图 １　 细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因扩增结果　
Ｆｉｇ． １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ

２．２ 细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的酶切结果

土壤微生物群落的丰富度、多样性、均匀度与

优势度大体呈负相关，能较好地表征了群落的综

合特征。 荒地产生 ９７ 种 ＯＴＵ 类型，大豆—当归轮

作地 ９１ 种，连作地最少为 ８８ 种。 单一克隆所占比

例为荒地 ８．２１％，当归连作地 ４．５５％，轮作地最少

只有 ３．１５％。
从表 １ 可以看出，三个采样地的库容值都不小
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表 １　 三样地克隆文库的库容和 α多样性
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｖｅｒａｇｅ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ｔｙｐｅｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

采样地
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅ

库容
Ｃｏｖｅｒａｇｅ
（％）

香农多样性指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

辛普森指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

丰富度指数
Ｓｃｈａｏｌ ｉｎｄｅｘ

均匀度指数
Ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ

轮作地
Ａｎｇｅｌｉｃａ⁃ｓｏｙｂｅａｎ ｒｏｔａｔｅｄ ｐｌａｎｔｅｄ ｆｉｅｌｄｓ

８７．９ ４．３２６ ７０７ ０．９８４ ２４５ ９３．７６３ ７５ ０．９５９ １７６

当归连作地
Ａｎｇｅｌｉｃａ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｆｉｅｌｄｓ

８５．５ ４．２９２ ３６ ０．９８３ ５９３ ９０．６０７ ２２ ０．９５８ ６８６

荒地
Ｗａｓｔｅｌａｎｄ

７８．３ ４．４０７ ０２７ ０．９８５ ４８６ １０２．８４１ ４ ０．９６３ ３４５

于 ７０％，说明该文库能较全面反映三样地细菌群

落的 α 多样性（游偲等，２０１４）。 均匀度指数、辛普

森指数、香农多样性指数和丰富度指数均为荒地

最大连作地最小，说明荒地中细菌物种丰富分布

均匀但物种优势度最不明显，连作地则相反。

２．３ 细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因系统发育分析

使用在线工具 ＶｅｃＳｃｒｅｅｎ、Ｂｅｌｌｅｒｏｐｈｏｎ 处理测

序结果，使用 ＢＬＡＳＴ 进行序列比对，通过 ＭＥＧＡ
６．０ 中构建系统发育树，结果如图 ２ 至图 ４ 所示。

三样地共有 ８ 个类群，其中轮作与连作对酸杆

菌门（ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、芽单胞菌门 （ Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａ⁃
ｄｅｔｅｓ）、 拟 杆 菌 门 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ） 和 浮 霉 菌 门

（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）的组成和数量有比较大的影响。
其中变形菌门（ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）是轮作地和荒地的

优势菌群（３８．５％和 ３８．９％）。 本研究中 α－变形菌

纲只包含 Ａ１８、Ｃ３、Ｃ１３ 和 Ｃ１４，其余均为 β－变形

菌纲。 Ａ１ 和 Ａ１１ 属于 β－变形菌纲草酸杆菌科

（Ｏｘａｌｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ）。 Ｂ１３ 和 Ｂ２１ 属于 β－变形菌纲

无色杆菌属（ Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ）。 拟杆菌门为当归连

作地的优势菌群（２０． ０％），拟杆菌门在轮作地中

未出现，Ａ２１ 和 ２７ 属于浮霉菌门，未培养细菌占总

ＯＵＴ 数的 ３９．１％。 值得指出的是连作地 Ｂ４、Ｂ２２、
Ｂ２５ 在 ＢＬＡＳＴ 分析中分别属于 Ｄｅｎｉｔｒａｔｉｓｏｍａ 属

（９３％，变形菌门）、Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ 属（９０％，芽单胞

菌门） 和 Ｔｅｒｒｉｍｏｎａｓ 属 （ ９９％，拟杆菌门）， Ｂ４ 和

Ｂ２２ 未达到 ９５％皆为未培养细菌，但 Ｂ２５ 为何不

能归属为拟杆菌门尚无法解释。

３　 讨论

随着不同领域对连作障碍研究的深入，特别

是多元组学和系统生物学算法的应用，为人们从

整体上了解和研究农作物连作障碍发生的机制提

供了更好的帮助。 连作障碍的发生并不是单个或

是少数几个因素的简单组合导致的，而是涉及到

农作物－土壤微生态环境－农作物之间非常复杂的

相互作用，此观点得到了大多数学者的认同。
不同作物发生连作障碍的原因不一，但是土

壤微生态环境的变化是导致连作障碍的主要原因

之一，其中以农作物根际的变化尤为显著。 很多

研究学者将改变土壤微生物群落结构和组成作为

调节根际微生态环境的重要手段，并以此来改善

长期连作对农作物的影响。 黄瓜连作研究显示，
拮抗菌木霉菌（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｓｐｐ．）种群数量逐年下

降，具有致病潜力的尖孢镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏ⁃
ｒｉｕｍ）则渐渐成为优势菌群（胡元森等，２００６）。 针

对棉花（李锐等，２０１５）不同连作年限的研究表明

随着年限的不断延长，细菌菌落组成越发单一，多
样性也逐年降低。 与黄瓜连作不同，镰刀菌和枯

草芽孢杆菌随棉花连作年限的增加呈先下降后升

高，这可能与棉花连作年限较长有关。 本实验将

分子实验技术应用到当归的连作障碍研究中，与
Ｔｒａｂｅｌｓｉ ｅｔ ａｌ（２０１２）和 Ｌａｒｋｉｎ ｅｔ ａｌ（２０１０）用不同农

作物分别与连作马铃薯进行轮作的实验结果不

同，土壤细菌种群数量和多样性在大豆当归轮作
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图 ２　 基于轮作地 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列构建的系统发育树
Ｆｉｇ． ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ａｎｇｅｌｉｃａ ｂｅａｎ ｒｏｔａｔｅｄ ｐｌａｎｔｅｄ ｆｉｅｌｄｓ

地和当归连作地之间差异不显著。 主要原因可能

有以下两个方面：一方面是生物因素，细菌本身的

特性和不同植物根分泌物的差异对根际细菌的影

响；另一方面是非生物因素，如泥土类型、泥土温
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图 ３　 基于当归连作地 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列构建的系统发育树
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ

１６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ａｎｇｅｌｉｃａ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｆｉｅｌｄｓ

度、有机质含量、泥土湿度、酸碱度等。 除上述原

因之外，不同菌种之间竞争能力差异和对生存适

应性能力大小（ Ｐｈｉｌｉｐｐｏｔ ｅｔ ａｌ，２０１３；Ｊｏｒｄａｎ ｅｔ ａｌ，
２０１３）都会对根际微生物群落结构产生影响。
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图 ４　 基于荒地 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列构建的系统发育树
Ｆｉｇ． ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｗａｓｔｅｌａｎｄ

耕作方式的改变对分布于该区域土壤内的细

菌种群数量和多样性影响不显著，但对细菌群落

组成结构具有明显的影响。 文库中不少序列来自

未纯培养细菌，表明该研究区域可能存在很多新

７４２２ 期 霍庆迪等： 不同耕作方式对当归根际土壤细菌群落多样性的影响



细菌。 拟杆菌门是连作地的优势种群，轮作地和

荒地 的 均 为 变 形 菌 门， 本 研 究 结 果 同 付 琳 等

（２０１２）对不同施肥条件下香蕉根际土可培养细菌

区系变化相似。 α－变形菌纲均为具固氮能力的鞘

氨醇单胞菌属，对西瓜（王志刚等，２０１５）连作障碍

研究中发现该属的细菌具有较高的解磷能力，可
分泌 ＩＡＡ 对改善根系组成具有一定作用。 无色杆

菌属在三七根腐病病根和黄瓜枯萎病植株中出现

（张智慧等，２０１４；高玉亮等，２０１５），间接说明了当

归根腐病的发生和无色杆菌属也具有一定联系。
芽单胞菌门和浮霉菌门只在轮作地中存在，说明

与荒地相比大豆—当归轮作可以使这一类群数量

增加而连作会使这一类群数量减少，该现象显示

轮作地的微生物环境有利于此种细菌的生长。
对不同耕作方式下当归耕地土细菌的多样性

研究表明，土壤微生态环境的变化同当归连作障

碍发生或危害加重之间存在直接或者间接的联

系，长期连作导致土壤细菌的多样性、组成结构和

数量均发生变化。 同时，微生态环境的变化也加

重了连作障碍对植物的危害。 因此，根据目前的

研究结果，在耕地面积较少的情况下，我们建议在

当归种植过程中采取以下措施：（１）尽量采用轮作

的耕作方式，轮作的作物尽量采用具有地上生产

力与经济价值的植物（如大豆、小麦、玉米等），避
免与根茎生产力的作物轮作（如马铃薯、萝卜等）；
（２）投放生物菌剂，通过人为的投放有益细菌，提
升土壤微生物的多样性，维持土壤微生态环境的

动态平衡，增强当归的抵抗力；（３）改变土壤的理

化性质，例如深耕 ３０ ｃｍ 以上可以明显改善土壤的

水、气、热状况，促进作物根系深扎，增强当归对不

利因素的抵抗力；（４）培育高品质的耐连作当归品

种，这是对抗连作障碍最经济的办法；（５）生物消

毒法，通过人为添加易降解有机物改变增强土壤

还原性从而抑制病原微生物的生长，目前有关此

类方法的田间研究主要集中在少数经济作物上

（Ｅｂｉｈａｒａ ＆ Ｕｅｍａｔｓｕ， ２０１４；Ｂｕｔｌｅｒ ｅｔ ａｌ，２０１４）。
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