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不同连作年限怀牛膝根际土壤理化性质及微生物多
样性

王娟英１，２，３，许佳慧２，３， 吴林坤１，２，３， 吴红淼１，２，３， 朱　 铨１，２，３， 孔露霏１，２，３， 林文雄１，２，３，∗

１ 福建农林大学生命科学学院， 福州　 ３５０００２

２ 福建农林大学生物农药与化学生物学教育部重点实验室， 福州　 ３５０００２

３ 福建农林大学农业生态过程与安全监控重点实验室， 福州　 ３５０００２

摘要：以不同连作年限怀牛膝根际土壤为材料，采用土壤农化分析技术和磷脂脂肪酸生物标记法，对土壤理化性质以及根际微

生物群落结构进行分析。 结果表明：怀牛膝连作会使大部分大量元素（全磷、碱解氮、速效磷和速效钾）含量上升，而全氮、全钾

的变化并无明显趋势。 全量钙、全量镁、全量锰和有效锌的含量也会随着连作年限的增加而增加。 研究发现，怀牛膝连作 １ａ 的

土壤与对照相比，根际土壤微生物群落结构差别不大，但是与连作 １０ａ 和 ３０ａ 的土壤相比微生物多样性却发生了明显变化。 土

壤中总 ＰＬＦＡｓ、细菌、革兰氏阴性菌 Ｇｒａｍ（－）及真菌含量都随连作年限增加而明显上升，微生物多样性增加，且革兰氏阳性菌

Ｇｒａｍ（＋） ／革兰氏阴性菌 Ｇｒａｍ（－）的比值随着连作年限的增加而下降。 此外，土壤中一些嗜热解氢杆菌和真菌等参与土壤物质

循环和木质素降解的微生物类群数量明显增加，假单胞菌等有益微生物类群也显著增多，这是牛膝连作促进作用的生物学基

础。 研究用药用植物怀牛膝证明了植物根际微生物结构和功能多样性对植物连作促进或连作抑制作用的产生与控制的生态学

意义。
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怀牛膝（Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｂｉｄｅｎｔａｔａ Ｂｌ．）为苋科牛膝属多年生草本植物，主产于我国河南温县、武陟、博爱及沁

阳等地，是著名的“四大怀药”之一。 根据《中华人民共和国药典》记载，牛膝性味甘苦、酸平，具有补肝肾、散
淤血、填精补髓、益阴活血之功效［１］。 在长期的生产实践过程中，人们发现大约有 ７０％以上的药用植物连续

在同一块田地上种植后，会出现土壤微生态环境恶化，自身生长发育不良，产量与药用品质下降等现象，即连

作障碍（ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ ｐｒｏｂｌｅｍ）。 根据文献报道，大部分块根类药材（如地黄、人参、三七、当归等）常
会出现这种现象，因而称之为忌连作药用植物［２⁃５］。 然而，与之相反的是，怀牛膝是一种非常耐连作的道地药

材。 近些年来作者在调查中发现，头茬怀牛膝品质较差，而连作 ５ａ 后其品质明显改善。 当连作 １０ａ 以上时，
怀牛膝地下部即药用部位生长良好，主根又长又粗，须根和侧根少，产量高、品质好［６⁃７］。

有研究表明，药用植物连作障碍的产生与其根系分泌物介导下，根际微生物结构变异，病原菌增多，有益

菌下降有关［８］。 而连作促进的产生及其机制至今仍是个迷。 李娟等［９］运用 ＨＰＬＣ 等技术测定牛膝主要药用

活性成分甾酮和皂苷含量，结果显示麦茬地中首次种植的牛膝药材中甾酮含量（０．５４０１ ｍｇ ／ ｇ）和皂苷含量

（１．０４６２ ｍｇ ／ ｇ）均低于多年怀牛膝⁃小麦复种连作地中牛膝的甾酮（０．７４９３ ｍｇ ／ ｇ）和皂苷含量（２．４３８１ ｍｇ ／ ｇ），
因而推断连作促进可能与连作引起土壤中药用活性成分的累积有关。 然而，这些物质能否有效促进药用植物

本身的生长发育，未见直接的试验证据报道。 此外，有研究结果表明，植物根系分泌物进入土壤后易被土壤微

生物降解，很难达到实验室条件下的有效作用浓度［１０］，因而，产生直接化感（ｄｉｒｅｃｔ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ）促进或抑制作

用的可能性不大［１１］。 近年来，越来越多的研究结果认为，植物化感作用（包括连作化感促进或连作化感抑制

作用）是由植物根系分泌物介导而间接产生的化学生态学现象。 换一句话说，植物化感作用是植物与土壤微

生物相互作用的结果。 在这一过程中，根际环境作为土壤微生物活动的一个复杂的、动态的微生态系统，在植

物生长、吸收、分泌过程中扮演着重要角色。 诸多研究表明，根际土壤微生物多样性参与根际生态系统的物质

转化和循环，在维持土壤健康方面扮演着越来越重要的角色［１２⁃１３］。 因此，从植物⁃微生物根际互作角度，探讨

怀牛膝连作促进的根际生态学效应是一项亟待解决的问题。
研究植物根际土壤微生物的群落结构变化是植物⁃微生物根际互作机制的重要内容之一。 通常可采用可

培养微生物法、磷脂脂肪酸生物标记法（ＰＬＦＡｓ）和 ＢＩＯＬＯＧ 技术、限制性片段长度多态性（Ｔ⁃ＲＦＬＰ）、变性梯

度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）、同位素标记等方法［１４］。 磷脂脂肪酸生物标记法（ＰＬＦＡ）主要根据不同类群微生物的指

示 ＰＬＦＡｓ 不同，具有高度专一性，能够快速、直接提供土壤微生物的生物量和群落结构的信息，且实验步骤要

求较低，因此，该方法仍是目前较为常用的和有效的一种微生物群落结构分析方法［１５⁃１６］。 马琨等［１７］ 采用

ＰＬＦＡｓ 方法研究发现，连作与间作处理下，马铃薯根际土壤微生物群落结构差异大，具体表现在马铃薯与蚕豆

间作下，其根际效应比马铃薯与玉米间作的明显。 李奇松等［１８］研究也发现在无隔和网隔处理（即存在间作作

物地下部根系互作）时，玉米和花生间作不仅是产量高而且根际微生物总 ＰＬＦＡｓ、细菌、真菌都高于全隔（即
不存在间作作物地下部根系互作）处理。 可见 ＰＬＦＡｓ 至今仍是经济有效的方法。 据此，本研究采用 ＰＬＦＡｓ 技
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术，以不同连作年限牛膝根际土壤为研究对象，探讨牛膝根际土壤微生物群落结构随连作年限增加的动态变

化，为阐明牛膝的连作促进机理提供依据。

１　 材料和方法

１．１　 材料

以“核桃纹”牛膝为供试品种，同一时间种植在不同连作年限的土壤中，在其块根膨大期，采用五点取样

法收集不同土壤样本，即收集以下 ４ 个处理的土壤样本：（１）对照土，即对应于各处理，且只种前作作物小麦

的土壤（ＣＫ）；（２）连作牛膝 １ａ 的土壤；（３）连作 １０ａ 的土壤；（４）连作 ３０ａ 的土壤。 田地种植模式采用不同年

限的复种连作，即前茬种植小麦，收获后种植牛膝。
怀牛膝播种期为 ７ 月 ２０ 日，花期 ７—９ 月，果期 ９—１０ 月。 播种前，施有机复合肥 １２００ｋｇ ／ ｈｍ２，翻地约

５０ｃｍ 左右再整地播种。 之后在整个牛膝生长发育期间均采用相同的田间管理措施。 本试验于怀牛膝块根膨

大期（９ 月 ２０ 日）取样，土壤样品采用五点取样法，牛膝根际土壤取样方法如下：首先用铲子去除怀牛膝地上

部表层土壤，然后用铲子挖出地下部块根，轻轻抖去根围土，收集块根表面根际土。 收集的土壤样品过 ２ｍｍ
孔径筛子后分成两部分，一部分风干用于测定土壤理化性质，另一部分用于提取土壤微生物磷脂脂肪酸。
１．２　 土壤理化性质测定方法

１．２．１　 土壤中大量元素的测定

称取风干后土壤 １．０００ｇ 土装入开氏瓶中，加入 ５ｍＬ 浓硫酸，电压调制 ３６０Ｖ，消煮 ３ｈ 至土变白。 待其稍

冷却后，加入 ５００μＬ 过氧化氢，将电压调制 ２３０Ｖ，以后每隔 ５ｍｉｎ 加少于 ５００μＬ 过氧化氢，直至上清液变澄清

后取出开氏瓶。 加入 ２０ｍＬ 双蒸水，过滤，定容 １００ｍＬ。 滤液保存用于全 Ｎ、全 Ｐ 和全 Ｋ 的测定。 碱解 Ｎ 的测

定：采用碱解扩散法。 速效 Ｐ 的测定：采用（碳酸氢钠浸提）钼锑抗比色法。 速效 Ｋ 的测定：采用醋酸铵浸提

原子吸收法［１９］。
１．２．２　 土壤中微量元素的测定

全量微量元素测定：将土壤风干后过孔径为 ２ｍｍ 的塑料筛，称取 ０．１０００ｇ 土样，加入 ５ｍＬ 浓硝酸和 １ｍＬ
的 ３０％过氧化氢，经微波消解，微波仪工作条件如表 １。

表 １　 微波仪工作条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｗａｖｅ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ

步骤 Ｓｔｅｐ ｎｕｍｂｅｒ 压强 Ｐｒｅｓｓｕｒｅ ／ ＭＰａ 时间 Ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ 功率 Ｐｏｗｅｒ ／ Ｗ

１ ０．５ ５ ３

２ １．０ ２ ２

３ １．５ ２ ２

４ ２．０ ３０ ３

待冷却后，将液体转移至 １０ｍＬ 离心管，１００００ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ｍｉｎ。 将上清液倒出，用超纯水定容至 ２５ｍＬ，最
后过滤备用，同时做空白实验。 测定时采用 ＷＦＸ⁃ １３０Ａ 原子吸收分光光度计来测量土壤中全量 Ｆｅ、Ｍｎ、Ｚｎ、
Ｃｕ、Ｃａ、Ｍｇ 的含量［２０］（表 ２）。

有效态铜、锌、铁、锰的测定：采用二乙三胺五乙酸（ＤＴＰＡ）浸提法［２１］，称取风干后怀牛膝根际土壤 １０．００ｇ
于 ５０ｍＬ 离心管中，加入新鲜配制的 ＤＴＰＡ 浸提液 ２０ｍＬ，盖好瓶盖，置于 ２５℃，１８０ｒ ／ ｍｉｎ 条件的摇床上摇 ３ｈ，
立即过滤。 滤液立即用原子吸收分光光度计测定。 除了标曲用 ＤＴＰＡ 浸提液配置外，浓度及仪器工作条件与

全量元素测定方法相同。
１．３　 土壤微生物群落 ＰＬＦＡ 生物标记分析

土壤微生物群落结构分析：采用磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）生物标记法进行测定［２２］。 操作步骤为：将 ２０ｍＬ 的

０．２ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＫＯＨ 甲醇溶液和 ４ｇ 的新鲜土样加到 ５０ｍＬ 的离心试管中，混合均匀，在 ３７℃下温育 １ｈ（磷脂脂
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肪酸释放，并甲脂化，样品 １０ｍｉｎ 摇匀 １ 次）。 加入 ３ｍＬ １．０ｍｏｌ ／ Ｌ 的醋酸溶液（中和 ｐＨ 值），充分混匀后加

１０ｍＬ 正己烷（使 ＰＬＦＡｓ 转到有机相中），６００ｒｐｍ ／ ｍｉｎ 离心 １５ｍｉｎ，然后将上层正己烷转到干净试管中，用冷冻

干燥仪挥发掉溶剂。 最后将 ＰＬＦＡｓ 溶解在 １ｍＬ 体积比为 １ ∶ １ 的正己烷 ∶ 甲基丁基醚溶液中，再加入

１０μｍｏｌ ／ Ｌ的内标 １９∶０，过滤后用作 ＧＣ 分析。

表 ２　 ＷＦＸ⁃１３０Ａ 原子吸收分光光度计火焰法工作条件

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ＷＦＸ⁃１３０Ａ ａｔｏｍｉｃ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ

元素
Ｅｌｅｍｅｎｔ

波长
Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ／ ｎｍ

狭缝宽度
Ｓｌｉｔ ｗｉｄｔｈ ／ ｎｍ

灯电流
Ｌａｍｐ ｃｕｒｒｅｎｔ ／ ｍＡ

燃烧头高度
Ｂｕｒｎｅｒ

ｈｅｉｇｈｔ ／ ｍｍ

乙炔流量
Ａｃｅｔｙｌｅｎｅ ｆｌｏｗ ／

（Ｌ ／ ｍｉｎ）

空气流量
Ａｉｒ ｆｌｏｗ ／
（Ｌ ／ ｍｉｎ）

Ｆｅ ２４８． ３ ０．４ ３．０ ６ １．７ ６．５

Ｍｎ ２７９．５ ０．２ ３．０ ６ １．７ ６．５

Ｚｎ ２１３．９ ０．４ ３．０ ６ １．０ ６．５

Ｃｕ ３２４．７ ０．４ ３．０ ６ １．７ ６．５

Ｃａ ４２２． ７ ０．４ ３．０ ６ １．７ ６．５

Ｍｇ ２８５． ２ ０．４ ２．０ ６ １．５ ６．５

采用美国 Ａｇｉｌｅｎｔ ６８９０Ｎ 型气相色谱仪，条件：二阶程序升高柱温，７０℃ 起始 １ｍｉｎ，接着 ２０℃ ／ ｍｉｎ 升至

１７０℃，持续 ２ｍｉｎ，尔后 ５℃ ／ ｍｉｎ 升温至 ２８０℃，维持 ５ｍｉｎ，最后以 ４０℃ ／ ｍｉｎ 升温至 ３００℃，１．５ｍｉｎ 后结束。 进

样量 １μＬ，进样分流比 １００∶１。
１．４　 数据分析

方差分析采用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＤＰＳ ３．０ 结合，数据均采用单因子方差，多重比较方法选用 Ｔｕｋｅｙ 法（Ｐ＜０．０５）来分

析。 当分析不同连作年限牛膝土壤的 ４ 个样本之间土壤微生物 ＰＬＦＡｓ 的分布特性时，将数据对数转化，以欧

氏距离为聚类尺度，用（ＷＰＧＭＡ）进行系统聚类。 并采用 Ｃａｎｏｃｏ 软件进行主成分（ＰＣＡ）分析。

２　 结果与分析

２．１　 土壤理化性质分析

２．１．１　 土壤中大量元素分析

从表 ３ 可见，除了全氮、全钾并无明显的变化趋势外，牛膝连作下，土壤中全磷、碱解氮、速效磷和速效钾

的含量均上升。 进一步分析发现，在连作 １０ａ 的土壤中这些营养成分的含量已经有明显的增加，而在连作

３０ａ 的土壤中最高。 可见，怀牛膝连作会使土壤大部分大量元素（特别是速效的元素）含量上升。

表 ３　 不同连作年限怀牛膝根际土壤中大量元素的含量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓｂｉｄｅｎｔａｔａ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｙｅａｒｓ

连作年限 ／ ａ
Ｙｅａｒｓ

全氮
Ｔｏｔａｌ Ｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

碱解氮
Ａｌｋａｌｉｎｅ Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

全磷
Ｔｏｔａｌ Ｐ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

速效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

全钾
Ｔｏｔａｌ Ｋ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

ＣＫ ０．１８６４ａ ６２．４１６７ｂ ０．４６９１ｄ ５．６６５４ｃ ４．８４１５ｂ ８５．３８３１ｄ

１ ０．２１７２ａ ４７．８３３３ｃ ０．６０９５ｃ ３０．４３１３ｂ ４．７４７６ｂ １２４．４８１ｃ

１０ ０．１８３９ａ ７２．９１６７ｂ ０．６７０４ｂ ３３．０２１２ｂ ６．７８０７ａ １４１．６８４１ｂ

３０ ０．２１５４ａ ９２．１６６７ａ ０．８５５４ａ ６９．６４９７ａ ６．５３０５ａ ３２６．２２６４ａ
　 　 ＣＫ：表示对照土壤 ＣＫ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｏｉｌ； 同一列不同字母表示不同样品差异水平达 ０． ０５

２．１．２　 土壤中微量元素分析

试验分析发现：除了土壤的全量钙、全量镁、全量锰含量随着连作年限的增加而增加外，其它 ３ 种元素

（如全量铁、全量锌和全量铜）的含量并无明显增加的趋势，有的甚至还呈现下降的趋势（表 ４）。 对土壤有效

态微量元素分析还发现，除了土壤有效锌含量随着连作年限的增加而增加外，土壤中有效铁、有效锌和有效锰

含量都呈先下降后上升变化的规律（表 ５），这说明怀牛膝连作会影响土壤中全量微量元素的变化，但是对于
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土壤有效态的微量元素却影响不显著。

表 ４　 不同连作年限怀牛膝根际土壤中全量微量元素的含量

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｂｉｄｅｎｔａｔａ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｙｅａｒｓ

连作年限 ／ ａ
Ｙｅａｒｓ

全铁
Ｔｏｔａｌ Ｆｅ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

全锌
Ｔｏｔａｌ Ｚｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

全钙
Ｔｏｔａｌ Ｃａ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

全镁
Ｔｏｔａｌ Ｍｇ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

全锰
Ｔｏｔａｌ Ｍｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

全铜
Ｔｏｔａｌ Ｃｕ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

ＣＫ １６．２４６２ｂ １４４．４５０９ｂ ３．２７６３ｂ ５０．１１４１ｃ ７８．２０７８ｄ ５．３５３９ｂ

１ ２０．３３６７ａ ９６．８３７４ｃ ３．４３７５ｂ ６０．３９５３ｂ １５３．３８５２ｃ ９．８６０２ａ

１０ １６．０９４２ｂ ９０．２２１２ｃ ６．００４６ａ ６６．５２９４ａ １７１．０３８８ｂ ８．９０７１ａ

３０ １４．８６６８ｃ ２４１．２１０７ａ ６．０５４２ａ ６６．７０２４ａ ２１５．５３０４ａ ８．９７６２ａ

表 ５　 不同连作年限怀牛膝根际土壤中有效态微量元素的含量

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｔｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｂｉｄｅｎｔａｔａ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｙｅａｒｓ

连作年限 ／ ａ
Ｙｅａｒｓ

有效锰
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｍｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

有效锌
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｚｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

有效铜
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｃｕ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

有效铁
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｆｅ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

ＣＫ ０．２１７３ｄ ０．７０５７ｂ １．０２３５ｃ １．９１３５ｃ

１ ３．９１４４ａ ０．７０５１ｂ １．３６０４ｂ １０．９６９２ｂ

１０ １．６８９２ｃ ０．７００３ｂ ０．９０６４ｄ ９．７４６７ｂ

３０ ２．３４０９ｂ ０．９３３５ａ １．４５８４ａ １２．７０６ａ

２．３　 不同连作年限怀牛膝根际土壤微生物群落 ＰＬＦＡｓ 检测

磷脂脂肪酸结果显示，共检测到 １５ 种 ＰＬＦＡｓ 的生物标记（表 ６）。 包括细菌的 ＰＬＦＡｓ 生物标记，如 １２：０、
１６：０；革兰氏阳性细菌 ＰＬＦＡｓ 生物标记，如 ｉ１４：０、 ａ１５：０、 ａ１７：０；革兰氏阴性细菌 ＰＬＦＡｓ 生物标记，如
１６：１ω９ｔ、１６：１ ω ７ｃ、ｃｙ１９：０；放线菌 ＰＬＦＡｓ 生物标记，如 １０Ｍｅ１８：０；真菌 ＰＬＦＡｓ 生物标记，如 １８：２ ω６，９、１８：１
ω９ｃ；嗜

表 ６　 不同连作年限牛膝根际土壤中各 ＰＬＦＡｓ的浓度

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＬＦＡｓ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｂｉｄｅｎｔａｔａ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｙｅａｒｓ

磷脂脂肪酸
ＰＬＦＡ

对照
ＣＫ

１ａ
１ｙｅａｒ

１０ａ
１０ ｙｅａｒ

３０ａ
３０ ｙｅａｒ

微生物类型和参考文献
Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
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１０ １８：２ω６，９ ４．３２０７ｃ ５．２６１６ｂ ５．７１０１ｂ ６．８１８９ａ Ｆｕｎｇｉ［２６］

１１ １８：１ω９ｃ １３．０８９ｂ １４．２３５７ｂ １７．２０５９ａ １８．５０９１ａ Ｆｕｎｇｉ
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１３ ２０：４ω６ｃ（６，９，１２，１５） ０．６０９２ｂ ０ｃ １．４１７１ａ １．４７８２ａ Ｐｒｏｔｏｚｏａ ［２５，２７］

１４ １３：０ ０．３４０３ｂ ０ｃ ０．６９０３ａ ０．４１６４ｂ Ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｃ

１５ ９Ｍｅ１５：０ ４．４４９ｃ ６．２４２９ｂ ７．０３３５ａ ６．０７３４ｂ Ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｃ

　 　 浓度单位 ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｕｎｉｔ：（ｎｍｏｌ ／ ｇ ｄ．ｍ． ｓｏｉｌ）；１ａ 表示种植牛膝第 １ 年土壤 １ ｙｅａｒ ｒｅｆｅｒｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｂｉｄｅｎｔａｔａ

ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｏｎｅ ｙｅａｒ；１０ａ 表示种植牛膝第 １０ 年土壤 １０ ｙｅａｒ ｒｅｆｅｒｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ａ． ｂｉｄｅｎｔａｔａ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｔｅｎ ｙｅａｒｓ，３０ａ 表示种

植牛膝第 ３０ 年土壤 ３０ ｙｅａｒ ｒｅｆｅｒｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ａ． ｂｉｄｅｎｔａｔａ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｔｈｉｒｔｙ ｙｅａｒｓ

５２６５　 １７ 期 　 　 　 王娟英　 等：不同连作年限怀牛膝根际土壤理化性质及微生物多样性 　
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热解氢杆菌和原生生物的 ＰＬＦＡｓ 生物标记，分别是 １８：０ 和 ２０：４ ω６ｃ（６，９，１２，１５），种类丰富。 除了在 １ａ 的

根际土壤里未检测到原生生物和 １３：０ 的 ＰＬＦＡｓ 标记外，其他磷脂脂肪酸在所有土壤里均有分布。 且种植过

牛膝的根际土壤 ＰＬＦＡｓ 丰富度大部分都高于对照土壤。 进一步分析还发现，特别是 １６：０ 这类磷脂脂肪酸的

含量随着连作年限的增加而增加，且增长幅度非常明显。 而 ｉ１４：０ 的含量则呈下降趋势。
２．４　 不同连作年限怀牛膝根际土壤 ＰＬＦＡｓ 种类和含量变化

从表 ７ 可以看出，不同连作年限怀牛膝根际土壤磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡｓ）生物标记种类和含量差异明显。 但

是不同连作年限的怀牛膝土壤微生物种类和含量变化趋势相似，都呈现出细菌＞革兰氏阴性细菌 Ｇ－ ＞真菌＞
革兰氏阳性细菌 Ｇ＋的趋势。 并且发现与连作 １ａ 的土壤相比，除了 Ｇ＋的含量下降之外，连作 １０ａ 和 ３０ａ 的土

壤中其他的微生物（包括总 ＰＬＦＡｓ、细菌、Ｇ－、真菌）含量都明显上升。 另外，Ｇ＋ ／ Ｇ－的比值随着连作年限的增

加而下降，而真菌 ／细菌得比值表现出相反的变化趋势。

表 ７　 不同连作年限牛膝根际土壤中总 ＰＬＦＡｓ和各类菌所占百分比

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＰＬＦＡｓ ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＰＬＦＡｓ ｔｏ ｔｏｔａｌ ｏｎｅｓ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｂｉｄｅｎｔａｔａ

ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｙｅａｒｓ

项目 Ｉｔｅｍ 对照 ＣＫ １ａ １０ ａ ３０ａ

总 ＰＬＦＡ Ｔｏｔａｌ ＰＬＦＡ ８３．１８６３ｃ １１０．０２８５ｂ １２６．５１６２ａ １２３．５２７９ａ

细节 Ｂａｃｔｅｒｉａ ５４．９３３ａ ５６．５０４ａ ５７．４４４１ａ ５７．１６４９ａ

Ｇ＋ １０．３９６１ｂ １２．４３５６ａ ９．２３３８ｂ ９．４１２７ｂ

Ｇ－ ２０．０８８６ａ ２０．５２６５ａ ２１．３３８３ａ ２１．６６４４ａ

真菌 Ｆｕｎｇｉ ２０．９６４２ａ １７．７１９８ｂ １８．１１４２ｂ ２０．５０６１ａ

细菌 ／ 真菌 Ｇ＋ ／ Ｇ－ ／ ％ ５１．８８３９ｂ ６０．５７２２ａ ４３．２９４６ｃ ４３．４８ｃ

Ｆｕｎｇｉ ／ Ｂａｃｔｅｒｉａ ／ ％ ３８．１８９３ａ ３１．３６７ｂ ３１．５４８３ｂ ３５．９２４８ａｂ

　 　 Ｔｏｔａｌ ＰＬＦＡ 浓度单位 ｃｏｎｃｅｎｔ ｕｎｉｔ：（ｎｍｏｌ ／ ｇ ｄ．ｍ． ｓｏｉｌ）；其它单位用“％”表示 ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｕｎｉｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｉｎ “％”

２．５　 基于 ＰＬＦＡｓ 生物标记的不同连作年限怀牛膝聚类及主成分分析

将所有土壤样品（６ 个处理，３ 次重复）进行主成分分析（图 １Ａ），发现牛膝连作对根际微生物群落结构有

明显影响。 主成分 １（ＰＣ１）和主成分 ２（ＰＣ２）分别解释总方差变量的 ４４．３％和 ７４．２％。 对照和连作 １ａ 的怀牛

膝根际土壤距离相近，均分布于主成分 １ 的正端，连作 １０ａ 与连作 ３０ａ 的距离较近，均分布于主成分 １ 的负

端。 如图 １Ｂ 所示，当欧式距离为 １４．２３ 时，不同连作年限怀牛膝根际土壤可聚为两大类，第一类包括 ＣＫ，连
作 １ａ 怀牛膝根际土壤，而连作 １０ａ 和连作 ３０ａ 的怀牛膝根际土壤则聚在第二类中，说明这些土壤微生物多样

性相类似，生物量相近。 这结果与主成分分析的结果相类似。 综合主成分与聚类分析结果可以看出，连作年

限短的土壤样品（如连作 １ａ）明显区别于连作年限长的土壤样品（如连作 １０ａ、连作 ３０ａ）。
２．６　 不同连作年限牛膝根际土壤中各类 ＰＬＦＡｓ 和大量元素冗余分析（ＲＤＡ）

从 ＲＤＡ（图 ２）结果发现各类 ＰＬＦＡｓ 以及营养元素均分布在 ３ 个象限内。 进一步分析表明 Ｇ＋ ／ Ｇ－和 Ｇ＋和

绝大多数环境变量和各类微生物菌群呈负相关，而与全氮呈正相关关系。 细菌以及革兰氏阴性菌的含量和绝

大多数的元素（包括全磷、速效氮、速效磷、全钾、速效钾）含量密切相关。 而真菌以及真菌 ／细菌的比值与元

素含量关系不大。

３　 讨论

前人研究表明，在单一化种植模式下，农作物减产的原因可大致总结为以下 ３ 点：（１）土壤养分匮乏或失

调［２８⁃２９］；（２）根系分泌物中化感物质的自毒效应［３０］；（３）连作土壤微生态结构失衡［３１⁃３２］。 对于这 ３ 个原因，不
同的学者有不同研究结论与看法。 孙冰玉［３３］研究认为，连作下，东北烤烟根际土壤肥力发生了很大变化，土
壤有机质含量、供钾和供磷水平明显不足，且必需元素等都显著降低。 但是，韩春丽等［３４］ 发现连作大豆土壤

中微量元素锌、锰、铁、铜含量的变化在不同年限中并无明显下降变化规律。 近年来，不少学者研究认为同一

６２６５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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图 １　 不同连作年限牛膝根际土壤中 ＰＬＦＡｓ生物标记主成分分析（Ａ）和聚类分析（Ｂ）

Ｆｉｇ．１ 　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＬＦＡｓ ｂｉｏｍａｒｋｓ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｂｉｄｅｎｔａｔａ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｙｅａｒｓ ｂｙ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ （Ａ） ａｎｄ ＷＰＧＭＡ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ （Ｂ）

　 图 ２　 不同连作年限牛膝根际土壤中各类 ＰＬＦＡｓ 和大量元素冗

余分析

Ｆｉｇ． ２ 　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＲＤＡ ） ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ （ ＰＬＦＡｓ） ａｎｄ ｓｏｉｌ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ｉｎ

ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｂｉｄｅｎｔａｔａ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｙｅａｒｓ

种植物长时间在同一田块上种植，会造成了土壤中有益

微生物数量的减少及有害病原菌数量的增长，在此消彼

长的过程中影响植物体的正常功能、生长发育等生命活

动。 华菊玲等［３５］发现，连作下芝麻根际土壤有益菌（芽
孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ）的菌群数量明显低于新种植地，而尖孢

镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、青枯劳尔氏菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ
ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ）的含量显著高于新种植地，正是这样的微

生物区系失衡导致了芝麻的连作障碍产生，因而导致减

产降质，其结果充分说明了土壤微生物群落结构与功能

多样性的重要性。
本研究结果提供了一个作物连作促进的特例。 研

究发现怀牛膝连作会使得土壤中有效态的大量元素含

量增加，微量元素则相反。 然而，对全量大量元素影响

却不明显。 郝慧荣等［３６］和 Ｃｈｅｎ 等［６］研究结果也认为，
与牛膝连作 ２ａ 土壤相比，连作 ２０ａ 的土壤有机质、全
氮、全磷、全钾、速效氮（铵态氮）和速效磷均有所增加，
尤其以全磷、速效氮（铵态氮）和速效磷增加较为显著，
说明怀牛膝连作一定程度上改善了根际土壤环境，提高

了土壤的保肥能力和补给能力，不仅有利于植株的生

长，还为根际微生物活动提供营养和能源。 据此，本研

究从土壤微生物角度入手，利用磷脂脂肪酸生物标记

法，研究连作下怀牛膝根际土壤微生物的变化情况。 结

果表明，在连作条件下，怀牛膝根际土壤微生物群落结

构明显发生了改变，即连作年限越长，微生物群落结构

差异越大，且土壤中细菌特别是革兰氏阴性细菌的数量呈上升趋势，革兰氏阳性细菌的数量变化不大，所以

Ｇ＋ ／ Ｇ－比值明显下降。 前人研究认为该比值下降，说明土壤中可利用养分逐渐增多，佐证了我们对牛膝土壤

７２６５　 １７ 期 　 　 　 王娟英　 等：不同连作年限怀牛膝根际土壤理化性质及微生物多样性 　
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有效养分随连作年限延长而增多的结论［３７］。 进一步分析发现，随连作年限的延长，土壤中一些嗜热解氢杆

菌、放线菌和真菌等一些参与土壤物质循环和木质素降解菌［２５⁃２７］ 的微生物类群的数量也明显提高，这是促进

牛膝连作土壤养分有效化不断增强的生物学基础。 此外，本研究还发现，随连作年限的延长，土壤中一些有益

微生物类群如假单胞菌 Ｐｓｕｄｏｍｏｎａｓ（ＰＬＦＡ１６：０） ［１５］ 芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ（ＰＬＦＡａ１５：０） ［２３⁃２４］ 也显著增多（表 ６）。
作者所在的课题组郝慧荣等［３６］和 Ｃｈｅｎ 等［６］在对牛膝根际土壤微生物群落结构分析时发现，连作 ２０ａ 牛膝土

壤微生物对氨基酸类的代谢活性较高，对多聚物、酚酸类、羧酸类的代谢活性较低，放线菌和原生动物的

ＰＬＦＡ 相对含量比连作 ２ 年分别高出 １．４％和 ２．３％；Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析发现，一些促生根际菌（ＰＧＰＲ，以芽孢杆菌属

Ｂａｃｉｌｌｕｓ 和类芽孢杆菌属 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ 为主），包括假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、枯草芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ、浸
麻类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｍａｃｅｒａｎｓ）、环状芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｉｒｃｕｌａｎｓ）、球形芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐｈａｅｒｉｃｕｓ）
等和一些改善土壤质地、防治植物病害的功能菌（如链霉菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔｅｓ 等）随着连作年限的增加而不断

增加，而以支原体属（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ）为主的病原菌则不断减少，这是牛膝连作促进的重要根际生物学特性。
综上所述，植物根际微生物结构与功能多样性对植物的健康生长有着极其重要的作用。 近年来，有学

者［３８］将植物根际微生物组称为植物的第二基因组学，已引起国内外学者的普遍关注。 众所周知，植物根系分

泌物是介导根际微生物变化的诱导因子。 不同的植物以及植物在其生长发育的不同阶段，其根系会分泌各种

次生代谢产物，而这些植物根系分泌物能产生间接的生态效应，并有效抑制某些类群微生物的生长，同时也会

有效促进另一些类群微生物的生长，从而影响根际微生物的区系结构和功能多样性，最终导致土壤微生物群

落的选择性效应［３９⁃４１］。 其中最为典型的就是豆科植物与根瘤菌的共生关系。 豆科植物根系会分泌一种类黄

酮物质，从而诱导根瘤菌在其根系表面定殖，从而形成共生关系，这就说明根系分泌物与根际微生物之间存在

着密切关系。 覃逸明等［４２］采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）对药用植物丹凤（Ｐａｅｏｎｉａ ｏｓｔｉｉ Ｔ．）自毒物质进行检

测，发现根系分泌物的浓度（包括阿魏酸、肉桂酸、香草醛、香豆素和丹皮酚）随着连作年限的增加而上升，进
而影响丹凤地下部根长、根系活力以及地上部植株的生物量。 Ｚｏｌｌａ 等［４３］在研究干旱胁迫对拟南芥植株生长

的影响时发现，种植在同域土壤中的植物生物量要高于非同域土壤的，这是由于同域土壤中存在许多根际促

生菌的原因。 本研究结果发现随着连作年限增加，总 ＰＬＦＡｓ 生物量和细菌总量特别是革兰氏阴性细菌和一

些有益菌含量都在增加。 这可能就是因为根系分泌物介导下，植物根际促生菌（ＰＧＰＲ）在土壤中产生富集作

用的结果。 然而，究竟是何种牛膝根系分泌物，且如何介导连作牛膝根际土壤微生物差异变化及其作用的内

在机制尚需深入研究。
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