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封面图说: 在交配的雨蛙———雨蛙为两栖动物,世界上种类达 250 种之多,分布极广。 中国的雨蛙仅有 9 种,除西部一些省份
外,其他各省(区)均有分布。 雨蛙体形较小背面皮肤光滑,往往雄性绿色,雌性褐色,其指、趾末端多膨大成吸盘,便
于吸附攀爬。 多生活在灌丛、芦苇、高秆作物上,或塘边、稻田及其附近的杂草上。 白天匍匐在叶片上,黄昏或黎明
频繁活动,捕食能力极强,主要以昆虫为食。 特别是在下雨以后,常常 1 只雨蛙先叫几声,然后众蛙齐鸣,声音响亮,
每年在四、五份夜间发情交配。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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连作对芝麻根际土壤微生物群落的影响

华菊玲1, *,刘光荣2,黄劲松3

(1. 江西省农业科学院植物保护研究所, 南昌摇 330200; 2. 江西省农业科学院土壤肥料与资源环境研究所, 南昌摇 330200;

3. 江西省鄱阳县农业技术推广中心, 鄱阳摇 333100)

摘要:采用稀释平板计数法研究了不同连作年限处理芝麻根际土壤细菌、真菌、放线菌、芽孢杆菌、尖孢镰刀菌(FO)和青枯劳尔

氏菌(RS)数量的变化情况。 结果表明,随着连作年限的增加,芝麻根际土壤中细菌和放线菌的数量下降,而真菌的数量则呈上

升趋势。 新种芝麻地根际土壤芽孢杆菌数量显著高于连作 2a 处理和连作 5a 处理,而连作 2a 处理又显著高于连作 5a 处理;连
作 5a 芝麻根际土壤尖孢镰刀菌数量显著高于新种地、轮作 1a 和连作 2a 等 3 个处理;轮作 1a、连作 2a 及连作 5a 等 3 个处理青

枯劳尔氏菌数量显著高于新种地处理。 说明连作导致土壤微生物环境恶化,引起根际微生物区系结构发生定向改变。 连作 2a
与轮作 1a 相比,各菌群(类群)数量差异均不显著。
关键词:芝麻; 根际土壤; 微生物群落; 连作障碍

Effect of continuous cropping of sesame on rhizospheric microbial communities
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Abstract: China is one of four main sesame producing countries in the world, with approximately 600000 hectares planted
annually. When sesame is grown continuously in the same field over several years, yield is reduced due to declining soil
health. This phenomenon is called the continuous cropping obstacle. In 2010, the area of continuous cropping of sesame
was over 1500 hectares in Jiangxi Province alone. The latest hypothesis for the decline in soil health focuses on shifts in the
soil microbial community under continuous cropping. Bacteria, fungi, and actinomycetes are the three main microbial
groups in the soil. Their variation in abundance and diversity reflect the level of biological activity in the soil. Soil with
abundant bacteria and actinomycetes is more biologically active. When the fungal abundance of soil increases, this usually
means a decrease in soil fertility. Bacillus bacteria have vital functions in soil improvement and pest control. Sesame wilt
caused by Fusarium oxysporum ( FO), and sesame bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum (RS), are serious
diseases. We examined changes in abundance of bacteria, actinomycetes, fungi, Bacillus, Fusarium oxysporum, and
Ralstonia solanacearum, in sesame rhizospheric soil under four treatments; using dilution plate counting to investigate
effects of continuous cropping on the microbes present. The four treatments were: normal rotation with vegetable crop
(vegetable鄄vegetable鄄vegetable鄄sesame, VVVS), alternation of sesame with peanut (sesame鄄peanut鄄sesame, SPS), 2 year
continuous sesame (CS2), and 5 year continuous sesame (CS5). Bacteria, actinomycetes, and Bacillus, decreased in
abundance, while fungi, Fusarium oxysporum, and Ralstonia solanacearum increased in abundance, with increasing length
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of continuous cropping. Bacterial abundance under VVVS, SPS, and CS2 was significantly higher than under CS5, and
bacterial abundance under VVVS was significantly higher than under CS2. Actinomycete abundance under VVVS, SPS,
and CS2 was significantly higher than under CS5. Fungal abundance under CS5 was significantly higher than under VVVS,
SPS or CS2, and fungal abundance under CS2 was significantly higher than under VVVS. Bacillus abundance under VVVS
was significantly higher than under CS2 or CS5, and Bacillus abundance was significantly higher under CS2 than under
CS5. Fusarium oxysporum abundance under CS5 was significantly higher than under VVVS, SPS or CS2. Ralstonia
solanacearum abundance under SPS, CS2 and CS5 was significantly higher than under VVVS. There were no significant
differences in the abundance of bacteria, actinomycetes, fungi, Bacillus, Fusarium oxysporum, or Ralstonia solanacearum
between SPS and CS2. It was clear that continuous cropping of sesame led to direct changes in the microbial composition of
the rhizosphere. Bacteria and actinomycetes decreased in abundance, while fungi increased. When rhizospheric soil
changes from “bacterial冶 to “ fungal冶, its biological activity and fertility decline, and it is slower to recover from ecological
fluctuations caused by external factors such as pathogens and waterlogging. Fusarium oxysporum and Ralstonia solanacearum
continue to increase in abundance, causing worsening diseases. These factors eventually lead to continuous cultivation
problems in sesame.

Key Words: sesame; rhizosphere; microbial community; continuous cropping obstacles

芝麻是世界上重要的优质油料作物,我国是世界四大芝麻主产国之一[1]。 由于耕地面积的逐年减少,连
作已是我国芝麻种植的普遍现象。 据不完全统计,2010 年江西省连作芝麻面积占种植总面积的 30% 以上。
连作导致芝麻病害大量发生,产量和品质降低,造成严重的连作障碍。 从 20 世纪 80 年代开始,国内外学者进

行了大豆[2鄄4]、黄瓜[5鄄6]、棉花[7]、烟草[8]、小麦[9]、马铃薯[10]等多种作物连作障碍减产的研究分析。 大量研究

表明,出现连作障碍不仅与土壤理化性质有关[2鄄3,8],还与土壤微生物的种类和数量密切相关[4鄄10]。 土壤微生

物群落变化是连作障碍的主要原因之一[4鄄8]。 但至今未见芝麻连作障碍的研究报道。 本文分析了不同连作

年限对芝麻根际土壤微生物群落的影响,为克服芝麻连作障碍提供理论指导和实践依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 供试土样

供试土样来自江西南昌芝麻种植基地,该区域年降雨量为 1600—1700 mm,年平均气温为 17. 8 益。 土壤

类型为典型的红壤旱地。 试验共设 4 个处理:(1)芝麻连作 5a(CS5);(2)芝麻连作 2a(CS2);(3)与花生轮作

1a(芝麻—花生—芝麻,SPS);(4)新种芝麻地(蔬菜地改种,VVVS)。 各处理施肥、灌溉等均按常规田间管理

进行。 芝麻播种日期为 2010 年 6 月 30 日—7 月 1 日,整个生长季节均未施用杀菌剂。
1. 2摇 土样采集

于 2010 年 9 月 12 日(芝麻处于成熟期),按 5 点取样法选取芝麻健株。 先去掉 0—2 cm 的表土,用灭菌

小铲切取芝麻根部及其周围土壤样品,轻轻抖掉根系外围土后,用灭菌毛刷轻刷粘附在根表面的土壤样品,用
无菌袋密封包装带回室内备用。
1. 3摇 测定项目与方法

土壤微生物测定采用稀释平板计数法。 将每个处理的 5 份土样混合均匀,称取 25 g,加入 225 mL 无菌水

的三角瓶中振荡 10 min,静置 5 min,依次按 10 倍梯度稀释到 10-6。 细菌、真菌和放线菌分离分别采用牛肉膏

蛋白胨培养基、链霉素一马丁氏孟加拉红培养基和放线菌酮高氏一号培养基[11];芽孢杆菌分离先将土样稀释

悬浮液 80 益恒温水浴 10 min,后用酵母浸膏蛋白胨培养基培养[12];尖孢镰刀菌(FO)测定采用韩宝坤等提出

的培养基和方法[13];青枯劳尔氏菌(RS)测定采用将杜桂萍等提出的 7 种抗菌素加入到四唑培养基的方法进

行[14]。 每处理重复 4 次,接种后置于 28—36 益恒温箱内培养 2—15 d,进行计数。 同时测定供试土壤的有机

质含量、含水量、N、P、K 含量及 pH 值(表 1)。
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表 1摇 供试土壤基本理化性状

Table 1摇 Phisical and chemical factors of study soil

处理
Treatment

有机质
Organic matter

/ (g / kg)

全 N
Total N
/ (g / kg)

碱解 N
Alkail鄄hydro N

/ (mg / kg)

有效 P
Available P
/ (mg / kg)

速效 K
Available K
/ (mg / kg)

含水量
Water content

/ %
pH

新种芝麻地 VVVS 21. 77 0. 82 78. 49 23. 52 61. 68 18. 42 5. 8

轮作 1a SPS 20. 43 1. 02 81. 30 19. 40 63. 30 19. 37 5. 7

连作 2a CS2 18. 36 1. 18 79. 15 19. 34 66. 98 17. 19 5. 8

连作 5a CS5 20. 11 1. 10 76. 59 22. 17 71. 33 18. 66 5. 7

摇 摇 VVVS: vegetable鄄 vegetable 鄄 vegetable 鄄sesame;SPS: sesame鄄peanut鄄sesame;CS2: 2 year continuous sesame;CS5: 5 year continuous sesame

2摇 结果与分析

2. 1摇 连作对芝麻根际土壤三大类群微生物的影响

不同连作年限芝麻根际土壤(以干土计)中细菌、真菌、放线菌数量及相关比值测定结果(表 2)表明,从
总体趋势来看,芝麻根际土壤中细菌数量、细菌 /微生物总数、细菌 /真菌、放线菌数量、放线菌 /微生物总数及

放线菌 /真菌均随着连作年限的增加而下降,真菌数量及真菌 /微生物总数则随连作年限的增加而上升。 其

中,连作 5a 处理的细菌数量显著低于其它处理,连作 2a 处理的细菌数量又显著低于新种芝麻地处理;连作 5a
处理的放线菌数量显著低于其余处理;连作 5a 处理的真菌数量显著高于其余处理,而连作 2a 处理的真菌数

量又显著高于新种芝麻地处理。 但轮作 1a 处理与连作 2a 处理的细菌、真菌、放线菌数量差异均不显著。

表 2摇 连作对芝麻根际土壤三大微生物类群数量的影响

Table 2摇 Effects of continuous sesame on rhizosphere microflora variation in soil

处理
Treatment

细菌

数量
Number

/ (105 cfu / g
干土)

细菌 / 微总
B / M
/ %

细菌 / 真菌
B / F
/ %

真菌

数量
Number

/ (105 cfu / g
干土)

真菌 / 微总
F / M
/ %

放线菌

数量
Number

/ (105 cfu / g
干土)

放线菌 / 微总
A / M
/ %

放线菌 / 真菌
A / F
/ %

新种芝麻地 VVVS 341. 84a 92. 00 155. 38 2. 20c 0. 59 27. 51a 7. 40 12. 50

轮作 1a SPS 321. 67ab 91. 99 108. 31 2. 97b 0. 85 25. 04a 7. 16 8. 43

连作 2a CS2 306. 58b 91. 83 93. 19 3. 29b 0. 99 23. 97a 7. 18 7. 29

连作 5a CS5 260. 52c 90. 71 29. 08 8. 96a 3. 12 17. 71b 6. 17 1. 98

摇 摇 表中数据为 4 次重复平均值,同列数据后相同字母表示在 0. 05 水平上差异不显著(DMRT 法);“微总冶表示微生物总数

摇 图 1摇 连作对芝麻根际土壤芽孢杆菌数量的影响

Fig. 1摇 Effects of continuous sesame on rhizosphere Bacillus spp.

in soil

SE=3. 41

2. 2摇 连作对芝麻根际土壤芽孢杆菌的影响

从不 同 连 作 年 限 芝 麻 根 际 土 壤 中 芽 孢 杆 菌

(Bacillus spp. )数量变化(图 1)可看出,新种芝麻地根

际土壤芽孢杆菌数量与轮作 1a 差异不显著,但显著高

于连作 2a 和连作 5a 处理,连作 2a 与轮作 1a 2 个处理

芽孢杆菌数量差异不显著,但均显著高于连作 5a 处理。
2. 3摇 连作对芝麻根际土壤尖孢镰刀菌(FO)的影响

尖孢镰刀菌 Fusarium oxysporum(FO)是一类非常

重要的土传病原菌,芝麻三大病害之一的芝麻枯萎病即

由该病原菌引起。 不同连作年限芝麻根际土壤 FO 数

量测定结果表明(图 2),随着连作年限的增加,芝麻根

际土壤 FO 累积数量虽有所增加,但连作 1a、连作 2a 及新种芝麻地三者间无显著差异,而连作 5a 芝麻根际 FO
数量则显著高于前三者。 采用韩宝坤等提出的 FO 分离培养基(PEA)检测土壤中 FO,操作简单,菌落特征明

显:FO 菌丝为白色略带粉色,从平皿背面看,菌落中心有蓝紫色素形成。 选择 9 株土壤分离菌株采用灌根法
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回接芝麻苗(接种浓度 105cfu / ml),有 7 株菌能引发枯萎病。

图 2摇 连作对芝麻根际土壤尖孢镰刀菌数量的影响

摇 Fig. 2摇 Effects of continuous sesame on rhizosphere FO in soil

SE=0. 38

摇 图 3摇 连作对芝麻根际土壤青枯劳尔氏菌数量的影响

Fig. 3摇 Effects of continuous sesame on rhizosphere RS in soil

SE=1. 72

2. 4摇 连作对芝麻根际土壤青枯劳尔氏菌的影响

芝麻细菌性青枯病是由青枯劳尔氏菌 Ralstonia solanacearum(RS)引起的毁灭性土传病害,芝麻青枯病是

南方芝麻生产上分布广、危害严重的病害,尤以红壤旱地夏芝麻发病最甚。 本试验测定结果表明(图 3),新种

地芝麻根际土壤中 RS 数量显著低于其它 4 个处理,而轮作 1a、连作 2a 及连作 5a 各处理 RS 数量差异均不显

著。 选择 4 个强致病力菌株采用剪叶法接种处于初花期的芝麻健株(接种浓度 108cfu / ml),均出现典型的芝

麻青枯病症状。
3摇 讨论

土壤生物活性是反映土壤生态系统功能的重要指标。 土壤生物活性高,土壤的生态系统稳定性和缓冲容

量就大,因而土壤对外来协迫引起的生态系统波动的恢复能力就高。 土壤微生物是土壤中活的有机体,细菌、
放线菌和真菌是土壤微生物的三大类群,构成了土壤微生物的主要生物量,它们的区系组成和数量变化常反

映出土壤生物活性水平[15]。 土壤中细菌和放线菌密度高,土壤的生物活性就高[16],而土壤真菌密度上升,则
是土壤地力衰竭的标志之一[8]。 本研究表明,随着连作年限的增加,芝麻根际土壤细菌和放线菌数量显著下

降,而真菌的数量则明显上升。 由此说明连作导致土壤生物活性水平下降,土壤从“细菌型冶向“真菌型冶转
变。 因此,土壤对外来协迫如病原菌、渍害等引起的生态系统波动的恢复功能下降,从而导致连作障碍的

产生。
芽孢杆菌是土壤微生态系统的优势种群之一,其中的很多种类可以产生多种微生物酶制剂和抗菌抗虫物

质,在土壤改良和病虫害防治中具有重要作用[17鄄18]。 本研究结果表明,连作 5a 导致芝麻根际土壤中芽孢杆

菌数量显著下降。 但这并不一定意味着具拮抗作用的菌株数量下降,因此,有待于进行更为细化的研究。
由青枯劳尔氏菌引起的芝麻青枯病和由尖孢镰刀菌引起的芝麻枯萎病是芝麻生产上的重要土传病

害[19],连作芝麻发病尤为严重,是导致芝麻连作减产的直接原因。 因此,研究分析连作对芝麻根际土壤尖孢

镰刀菌和青枯劳尔氏菌的影响,具有十分重要的意义。 本研究结果表明,连作使芝麻根际土壤中这两种致病

菌数量显著上升。 人们很早就认识到决定土壤中病原菌密度、在土壤中的生长和存活状态及寄主鄄寄生物关

键性的生态因子是根分泌物[20]。 王茹华等认为植物根系分泌物作为寄主自身抗病性的第一阶段(侵染前阶

段)起着不可忽视的作用。 一方面根系分泌物对病原菌直接表现出促进或抑制作用;另一方面,根系分泌物

通过改变根际微生物区系组成影响病原微生物[21]。 研究表明,大豆[22鄄23]、西瓜[24]、茄[25] 根分泌物对其致病

病原菌的生长均具有明显的促进作用。 吴凤芝等研究结果表明,与正茬相比,连茬土壤的黄瓜根分泌物更有

利于黄瓜枯萎病菌菌丝的生长[26]。 因此,深入分析芝麻根系分泌物对这两种致病菌的影响是今后有待研究

的重要课题。
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连作年限对芝麻根际土壤中两种致病菌的影响有所不同。 连作 1a 芝麻根际土壤中青枯劳尔氏菌数量显

著高于新种芝麻地,这与该连作地芝麻青枯病发生严重的实际情况相吻合,也与生产上存在连作 1a 青枯病就

发生严重的普遍现象相符。 青枯病的严重发生直接导致了土壤中青枯劳尔氏菌的快速积累。 芝麻青枯病从

苗期至成熟期均可发生,其病原菌可在土壤中长期习居。 本研究中各处理地块,在整个芝麻生长期间均未施

用任何杀菌剂。 理论上芝麻根际土壤中青枯劳尔氏菌的数量应随着连作年限的增加而显著上升,但在本研究

中连作 5a 与连作 2a 及轮作 1a 之间差异均不显著,这从一个侧面反应了土壤微生物种群变化的复杂性。 尽

管芝麻枯萎病菌亦可在土壤中长期习居,但是由于芝麻枯萎病发生轻,因此新种芝麻地、轮作 1a、连作 2a 3 个

处理间芝麻根际土壤中尖孢镰刀菌数量差异均不显著。 而连作 5a 芝麻根际土壤中尖孢镰刀菌数量的显著上

升是由于病原菌的长期积累所致。
土壤中杂菌过多往往严重干扰土样青枯劳尔氏菌的成功分离。 利用血清学检测技术虽能快速检测出土

样中的青枯劳尔氏菌,但往往存在假阳性和特异性不够高的缺限[27鄄28]。 分子生物学方法不能区分检测样品

中的活菌和死菌,而且检测结果的假阳性问题也经常存在[29],因此传统的平板分离技术仍是简单而有效的分

离方法[30]。 Kelmans 研究出的四氮唑(TZC)培养基[葡萄糖 2. 5 g、 蛋白胨 10 g、酸水解酪素 1. 0 g、蒸馏水

1000 mL,使用时加入 0. 005%氯化三苯四氮唑(TZC)]可特异性地区分青枯劳尔氏菌和其它细菌[31],但不能

排除其它杂菌(尤其是腐生细菌)的干扰,因而不适用于土壤青枯劳尔氏菌的分离。 杜桂平等提出的添加氨

苄西林、氧氟沙星、罗红霉素等七种抗菌素的选择性牛肉浸膏培养基能较好地排除杂菌干扰。 本试验在 上述

研究基础上进行改良,即将杜桂平提出的抗菌素配方(氨苄西林 9. 996伊10-5 滋g / mL、氧氟沙星 9. 990伊10-7

滋g / mL、罗红霉素 2. 998伊10-6 滋g / mL、头孢拉定 3. 000伊10-6 滋g / mL、已酰螺旋霉素 1. 998伊10-5 滋g / mL、克拉霉

素 2. 998伊10-5 滋g / mL、阿齐霉素 1. 999伊10-6 滋g / mL)加入到 TZC 培养基中,这样既能排除其它杂菌的干扰,又
能直观准确检测土样中的青枯劳尔氏菌数量。

综合分析本研究结果还可看出,连作 2a 与轮作 1a 相比,芝麻限际土壤中各菌群(类群)数量差异均不显

著。 轮作是克服连作障碍的简单有效措施,需进一步深入研究不同轮作年限土壤微生物变化趋势,为合理轮

作提供理论依据。
芝麻连作障碍是土壤鄄微生物鄄植物鄄气候综合相互作用的结果,本试验尝试从土壤微生物群落生态的角度

研究连作障碍的机理,以期找出连作障碍与土壤微生物群落之间的联系,为克服芝麻连作障碍提供理论指导

和实践依据。
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