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不同大豆连作年限对黑土细菌群落结构的影响

刘株秀１，２，刘俊杰１，∗，徐艳霞３，张　 武４，米　 刚４，姚　 钦１，王光华１

１ 中国科学院东北地理与农业生态研究所 黑土农业生态重点实验室， 哈尔滨　 １５００８１

２ 中国科学院大学， 北京　 １０００４９

３ 黑龙江省畜牧研究所， 齐齐哈尔　 １６１００５

４ 黑龙江省农业科学院黑河分院， 黑河　 １６４３００

摘要：大豆连作导致作物产量下降、病原微生物富集和土壤退化等问题日趋严重。 然而，目前关于大豆连作对土壤细菌群落结

构组成及多样性分布的影响及发生机制尚不清楚。 采用高通量测序技术，对大豆连作（不同年限）和大豆⁃玉米轮作下的黑土细

菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因进行测序分析。 结果表明：轮作 ５ 年（ＣＲ５）和 １３ 年长期连作（ＣＣ１３）处理显著增加了土壤 ｐＨ、全氮（ＴＮ）、全
磷（ＴＰ）和速效养分（ＡＮ、ＡＰ 和 ＡＫ）含量。 与短期连作相比，ＣＲ５ 和 ＣＣ１３ 处理均提高了细菌群落的 ＯＴＵｓ 数量、ＰＤ 值、Ｃｈａｏ１
指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数。 聚类分析图谱结果显示细菌群落结构组成受到轮作和连作年限的双重影响，而土壤 ｐＨ、ＴＮ、ＴＰ、ＡＮ、ＡＰ
和 ＡＫ 是细菌群落结构发生变化的主要驱动因子（Ｐ＜０．０５）。 此外，ＶＰＡ 分析发现上述土壤因子中，土壤 ｐＨ 对细菌群落结构变

化的贡献度最大。 本研究证明大豆长期连作提高了土壤养分含量和细菌群落的丰富度和多样性指数，从分子生物学的角度证

实大豆长期连作在一定程度上改善了土壤环境，为大豆连作障碍的研究提供了理论依据。
关键词：高通量测序；大豆连作；轮作；细菌群落；多样性
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东北黑土是我国重要的土壤资源，在保障国家粮食安全和生态安全上具有重要地位。 受耕地面积、经济

效益和气候特征等因素影响，大豆连作在黑龙江省北部地区普遍存在。 Ｌｉｕ 等［１］ 对东北地区大豆连作产量统

计分析表明，大豆连作 ４ 年后不仅导致产量降低 ４０％，而且土壤的生物活性显著退化。 已有研究证明，大豆连

作会导致土壤理化性质改变、土壤微生物群落结构变化、土壤酶活性降低和根系分泌物的化感自毒作用加

剧［２⁃５］。 在这些限制因子中，生物因素被普遍认为是导致连作障碍发生的主要影响因子［６］。
土壤微生物是土壤的重要组成部分，在调节土壤生态系统功能，如养分循环、有机质分解、土壤结构维持、

温室气体产生和环境污染物净化起着重要作用［７⁃９］。 已有研究证实，土壤微生物的数量、种类和多样性是维

持土壤健康和质量的重要因素［１０］。 因此，研究不同种植制度下土壤微生物群落结构的演替规律，对选择合理

种植措施和改善土壤生态功能具有重要意义。
目前关于不同种植措施下，微生物群落结构组成及多样性变化关系研究结果存在差异。 如 Ｔａｎｇ 等［１１］采

用克隆文库方法，对大豆连作和轮作细菌群落结构研究表明，大豆轮作下土壤放线菌数量和多样性指数显著

提高，而其他细菌门类则呈现下降趋势。 Ｌｉ 等［１２］ 研究发现，在非根际土壤中大豆连作没有改变细菌群落结

构，而在根际土中细菌群落结构受连作和轮作影响显著。 利用高通量测序技术，Ｘｕａｎ 等［１３］ 研究表明在水稻⁃
玉米和水稻⁃绿豆的轮作体系中，细菌数量和丰富度显著高于水稻连作处理。 然而，一些研究结果显示轮作条

件下，细菌群落结构和多样性指数并没有发生显著变化［１４⁃１５］。 他们认为不同的研究方法（ＤＮＡ 指纹图谱和高

通量测序）、不同的轮作体系和种植年限是导致结果不同的主要原因。
针对黑土区大豆种植面积不断增加所导致连作障碍的问题，以往关于连作下微生物群落结构演替的研究

主要是采用分离培养、变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）或磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）等较低通量的研究手段，在一定程度

上限制了对连作障碍下微生物群落结构变化的深入理解［１６⁃１７］。 基于此，本研究采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序对黑

龙江省北部黑河地区大豆不同连作年限（３、５ 和 １３ 年）和大豆⁃玉米轮作体系下土壤细菌群落结构组成和多

样性分布特征进行研究，旨在揭示连作年限和轮作方式下细菌群落结构组成及多样性的异同关系。 同时采用

典范对应分析（Ｃａｎｏｎｉｃａｌ Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＣＡ）和方差分解分析（Ｖａｒｉａｎｃｅ Ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ Ａｎａｌｙｓｉｓ，ＶＰＡ）
方法，阐明大豆连作细菌群落结构发生变化的主要环境驱动因子。

１　 材料与方法

１．１　 试验地概况

本试验地位于黑龙江省农科院黑河分院（５０°１５′１２″Ｎ，１２７°２７′４０″Ｅ），试验地点属中温带大陆性季风气

候，年平均气温－１．５℃，年平均降雨量为 ４５０—６００ ｍｍ，３ 个连作小区面积分别为 ０．５ ｈｍ２，大豆⁃玉米轮作的试

验区面积为 １ ｈｍ２，土壤类型为黑土。 供试样地长期土壤施肥和管理方式一致（每公顷化肥用量为：磷酸二胺

１００ ｋｇ、尿素 ４ ｋｇ 和磷酸二氢钾 ８３ ｋｇ）。
１．２　 试验设计

本研究选取大豆连作 ３ 年处理（ＣＣ３）、大豆连作 ５ 年处理（ＣＣ５）、大豆连作 １３ 年处理（ＣＣ１３）和大豆⁃玉
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米轮作 ５ 年处理（ＣＲ５）为供试土壤。 于 ２０１５ 年 ７ 月 ７ 日在大豆开花期采集大豆非根际土壤。 在试验区内采

用随机采样方法，采集 ０—２０ ｃｍ 耕层土壤，每个样点随机采集 １０ 个土壤样品作为一个重复，每个处理 ４ 次重

复。 土壤样品去除枯枝、树根及石块等杂物后过 ２ ｍｍ 筛，放入带冰袋的保温箱中，带回实验室 ４℃保存，其中

部分样品保存至－８０℃冰箱中用于提取土壤微生物总 ＤＮＡ。
１．３　 试验方法

１．３．１　 土壤理化性质测定

土壤 ｐＨ 值采用 ｐＨ 计测定振荡 ３０ ｍｉｎ 后的土壤水悬浮液（１：２．５ ｗ ／ ｖ）。 土壤全碳（ＴＣ）和全氮（ＴＮ）用
元素分析仪（ＶａｒｉｏＥＬＩＩＩ，Ｇｅｒｍａｎｙ）测定。 土壤全磷（ ＴＰ）、速效磷（ＡＰ）利用连续流动分析系统（ ＳＫＡＬＡＲ
ＳＡＮ＋＋，Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）进行测定［１８］。 土壤全钾（ＴＫ）和速效钾（ＡＫ）利用火焰光度计（ ＩＣＰＳ⁃ ７５００，Ｓｈｉｍａｄｚｕ，
Ｊａｐａｎ）进行测定。 此外，利用碱性水解扩散法测定土壤速效氮（ＡＮ） ［１９］。
１．３．２　 ＤＮＡ 提取

采用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ（ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ， ＵＳＡ），按照说明书进行土壤微生物总 ＤＮＡ 的提取。
提取后的 ＤＮＡ 用 ＴＥ 缓冲液（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ， １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ， ｐＨ ８．０）溶解，并用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００
（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ， ＵＳＡ）测定 ＤＮＡ 含量及质量，土壤 ＤＮＡ 最后保存于－２０℃冰箱中备用。
１．３．３　 高通量测序

以提取的土壤微生物总 ＤＮＡ 为模板，利用通用引物 ５１５Ｆ 和 ９０７Ｒ［２０］ 对细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因进行 ＰＣＲ 扩

增。 ２５ μＬ 的 ＰＣＲ 体系中含有 ２．５ μＬ １０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ，２ μＬ ２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ，０．２５ μＬ Ｔａｑ 酶（５ Ｕ ／ μＬ）
（ＴａＫａＲａ， Ｄａｌｉａｎ， Ｃｈｉｎａ），０．５ μＬ 正向和反向引物，２ μＬ 样品 ＤＮＡ 为模板，用灭菌超纯水补足至 ２５ μＬ 体系。
ＰＣＲ 反应条件为：初变性 ９５℃ ５ ｍｉｎ；然后变性 ９５℃ １ ｍｉｎ，复性 ６３℃ １ ｍｉｎ 和延伸 ７２℃ １ ｍｉｎ，共 ３０ 个循环；
最后是延伸 ７２℃ ５ ｍｉｎ。 每个样品做 ３ 次重复，混合后利用 Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ， Ｄａｌｉａｎ，
Ｃｈｉｎａ）进行纯化。 ＰＣＲ 纯化后的产物送到上海美吉生物公司（Ｓｈａｎｇｈａｉ， Ｃｈｉｎａ）利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ⁃ＭｉＳｅｑ 平台进行

双端测序分析。
１．３．４　 高通量序列分析

基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ ３００ 测序，首先将获得细菌的 ＦＡＳＴＱ 原始序列文件，通过 ＱＩＩＭＥ Ｐｉｐｅｌｉｎｅ Ｖｅｒｓｉｏｎ １．８．０
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｑｉｉｍｅ．ｏｒｇ ／ ｔｕｔｏｒｉａｌｓ ／ ｔｕｔｏｒｉａｌ．ｈｔｍｌ） ［２１］ 进行序列拆分和质量控制。 利用 ＦＬＡＳＨ（ｆａｓｔ ｌｅｎｇｔｈ ａｄｊｕｓｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｓｈｏｒｔ ｒｅａｄｓ）软件，对质控序列进行双端拼接，并去除序列长度小于 ２００ ｂｐ，平均质量得分小于 ２０ 的序列信

息［１８］。 质控后通过 Ｕｃｈｉｍｅ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ［２２］ 软件去除嵌合体序列信息。 此后，通过 ＲＤＰ （ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｄａｔａｂａｓｅ
ｐｒｏｊｅｃｔ）（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｄｐ．ｃｍｅ．ｍｓｕ．ｅｄｕ ／ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ ／ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ．ｊｓｐ）对有效的序列信息进行分类信息注释。 通过 ＣＤ－ＨＩＴ
方法［２３］，基于 ９７％的相似度水平进行 ＯＴＵｓ 分类单元划分。 利用 ＰｙＮＡＳＴ（Ｐｙｔｈｏｎ Ｎｅａｒｅｓｔ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ Ｓｐａｃｅ
Ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｔｏｏｌ） ［２４］软件对每个分类单元的代表性序列进行聚类分析，同时利用 ＦａｓｔＴｒｅｅ 软件构建系统进

化树［２５］。
１．３．５　 统计分析

本研究基于获得最小序列的 ＣＣ３ 处理，将所有处理的序列数随机抽平至 ３．０ 万条，进行 α 和 β 多样性分

析。 其中 Ｃｈａｏ１ 指数［２６］和基于系统进化距离的 ＰＤ 值［２７］，用来分析不同种植制度下细菌多样性指数的变化

关系。 基于 ＳＰＳＳ（１８．０ 版本）软件，利用 Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ，对不同处理的土壤理化性状、细菌门分类水平的相

对丰度和 α 多样性指数进行单因素方差分析。 同时，利用 Ｒ（ｖ．３．３．１）软件（Ｒ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ＣｏｒｅＴｅａｍ， ２００６）
进行聚类分析（Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ）、典范对应分析（ＣＣＡ）和方差分解分析（ＶＰＡ），以解析不同种植制度下，细菌

群落结构组成的变化特征和主要驱动因子。

２　 结果与分析

２．１　 不同处理土壤的理化性质

不同处理的土壤理化性质如表 １ 所示。 与连作处理相比，除全碳（ＴＣ）和全钾（ＴＫ）含量外，大豆⁃玉米轮
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作处理（ＣＲ５）显著提高了土壤 ｐＨ、全氮（ＴＮ）、全磷（ＴＰ）含量和速效养分（ＡＰ、ＡＫ 和 ＡＮ）含量。 此外，对比

不同连作年限大豆的土壤理化性状发现，除速效磷（ＡＰ）含量在连作 ３ 年处理（ＣＣ３）达到最高值外，大豆连作

１３ 年处理（ＣＣ１３）的 ＴＣ、ＴＮ 和速效养分 ＡＮ、ＡＫ 含量均显著高于连作 ３ 年（ＣＣ３）和 ５ 年（ＣＣ５）处理。

表 １　 不同处理对土壤理化性状的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐＨ

全碳
Ｔｏｔａｌ Ｃ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

全氮
Ｔｏｔａｌ Ｎ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

全磷
Ｔｏｔａｌ Ｐ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

全钾
Ｔｏｔａｌ Ｋ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

速效氮
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

速效磷
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ＣＣ３ ４．６１±０．００ｄ １５．７５±０．２１ｃ １．０８±０．０２ｄ ０．６８±０．０１ｄ １８．９３±０．１９ａ １５５．６８±２．９９ｄ １９．９５±０．６３ｂ １２２．７７±６．９５ｃ

ＣＣ５ ４．６９±０．０１ｃ １８．７８±０．１１ｂ １．２４±０．００ｃ ０．７１±０．００ｃ １８．９３±０．０２ａ １７２．１５±０．６０ｃ １６．２７±０．１０ｃ １２２．５７±０．１９ｃ

ＣＣ１３ ４．７７±０．０７ｂ ２２．７５±０．６０ａ １．５１±０．０２ｂ ０．７５±０．０１ｂ １８．７７±０．０４ａ １７９．９８±７．３６ｂ １６．４７±０．８４ｃ ２０９．２８±１６．７７ｂ

ＣＲ５ ５．０１±０．０１ａ １８．５９±０．０９ｂ １．５８±０．０２ａ ０．７９±０．０１ａ １８．８８±０．０１ａ ２０６．８９±２．２７ａ ２３．４３±０．０４ａ ２４９．２０±２．７５ａ

　 　 （１） ＣＣ３： 连作 ３ 年，ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ３ ｙｅａｒｓ； ＣＣ５： 连作 ５ 年，ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ５ ｙｅａｒｓ； ＣＣ１３：连作 １３ 年，ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ １３ ｙｅａｒｓ；

ＣＲ５：轮作 ５ 年，ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｒｏｔａｔｉｏｎ ５ ｙｅａｒｓ； （２） 用 Ｄｕｎｃａｎ 法统计（ｎ＝ ４）， 同行数据后不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

图 １　 不同种植制度下土壤细菌门水平下群落结构组成

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ

ＣＣ３： 连作 ３ 年，ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ３ ｙｅａｒｓ， ＣＣ３⁃１， ＣＣ３⁃２， ＣＣ３⁃３， ＣＣ３⁃４ 为 ４ 个重复；ＣＣ５： 连作 ５ 年，ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ５ ｙｅａｒｓ， ＣＣ５⁃１，

ＣＣ５⁃ ２， ＣＣ５⁃３， ＣＣ５⁃４ 为 ４ 个重复； ＣＣ１３：连作 １３ 年，ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ １３ ｙｅａｒｓ， ＣＣ１３⁃１， ＣＣ３⁃２， ＣＣ１３⁃３， ＣＣ１３⁃４ 为 ４ 个重复； ＣＲ５：轮作

５ 年，ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｒｏｔａｔｉｏｎ ５ ｙｅａｒｓ， ＣＲ５⁃１， ＣＲ５⁃２， ＣＲ５⁃３， ＣＲ５⁃４ 为 ４ 个重复

２．２　 细菌门水平相对丰度

本研究共获得细菌序列 ６１８０２９ 条（３００８７—４４６１５），以 ９７％的相似水平进行 ＯＴＵ 聚类，共获得 ２６９６ 个

ＯＴＵ，分布在 ３７ 个细菌门 （图 １），其中酸杆菌门 （ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ） （ ２０． １３％）、放线菌门 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）
（１７．１５％）、α⁃变形菌门（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）（１３．５５％）、β⁃变形菌门（Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） （１１．７４％）、绿弯菌门

（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）（８．６９％）和芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ） （７．６１％）为土壤中的优势菌门（相对丰度均大于

５％），占获得总细菌序列量的 ７８．８７％。
对比处理间细菌门水平相对丰度关系发现，上述优势菌门中酸杆菌门和放线菌门各处理间差异不显著；

α⁃变形菌门在 ＣＣ１３ 处理中的相对丰度显著高于处理 ＣＣ５ 和 ＣＲ５，而 β⁃变形菌门在 ＣＣ１３ 处理中含量最低，
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与 ＣＣ３、ＣＣ５ 和 ＣＲ５ 对比，分别降低 １６．２４％、１８．４５％和 ４．３６％。 此外，绿弯菌门和芽单胞菌门在轮作 ＣＲ５ 处

理中的丰度显著高于其他连作处理。
不同处 理 中 检 测 到 丰 度 较 低 的 一 些 细 菌 门 类， 如 浮 霉 菌 门 （ Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ ）、 δ⁃变 形 菌 门

（Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、γ⁃变形菌门（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和装

甲菌门（Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ），其相对丰度变化范围在 １％—５％之间。 其中拟杆菌门和 δ⁃变形菌门在轮作处理

ＣＲ５ 中，相对丰度显著高于连作处理；厚壁菌门和装甲菌门的相对丰度在 ＣＣ３ 和 ＣＣ５ 处理中显著高于 ＣＣ１３
和 ＣＲ５ 处理；而浮霉菌门在 ４ 个耕作处理中分布较稳定，处理间差异不显著。 此外，本研究检测到包括蓝细

菌（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）在内的，２４ 个丰度很低的痕量菌门以及未分类的细菌门。

图 ２　 不同种植制度下部分细菌属水平下群落结构组成

Ｆｉｇ．２ 　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ

此外，研究共检测到 ５５２ 个不同细菌属，其中 ４３．
２５％的序列注释经 ＲＤＰ 注释后没有明确的分类信息

（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ）。 共有 ４９ 和 １４０ 个细菌属的相对丰度分

别大于 ０．５％和 ０．１％，其中 Ｓｕｂｇｒｏｕｐ＿１ 的相对丰度最

高，达到 ６． ８４ ± ０． ７８，其次为 Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ、Ｇａｉｅｌｌａｌｅｓ、
Ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ 和 ＳＣ－Ｉ⁃８４ 相对丰度分别为 ３．８８±０．３０、３．６６±
０．５２、３．５６±０．０８ 和 ３．４２±０．１１。 对比处理间细菌属水平

相对丰度关系发现，上述优势菌属中 Ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ 和 ＳＣ⁃Ｉ⁃
８４ 各 处 理 间 差 异 不 显 著； ＣＲ５ 处 理 显 著 降 低 了

Ｓｕｂｇｒｏｕｐ＿１ 和 Ｇａｉｅｌｌａｌｅｓ 的相对丰度，而显著增加了

Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ 的相对丰度。 此外，研究发现连作处理

ＣＣ１３ 和轮作处理 ＣＲ５ 分别显著增加了 Ｓｐｉｎｇｏｍｏｎａｓ
（丰度＞ １． ５％）和 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ（丰度＞ ０． ５％）的相对丰度

（图 ２）。
２．３　 Ａｌｐｈａ 多样性分析

不同耕作处理的 Ａｌｐｈａ 多样性指数变化关系如表 ２
所示。 各处理的覆盖率均大于 ９８％，说明本研究获得的细菌序列覆盖度较好，其测序深度可以满足细菌群落

结构组成及多样性分析。 本研究将各处理间序列随机抽平到 ３．０ 万条，用以比较分析不同处理 Ａｌｐｈａ 多样性

大小。 总体可以看出，处理 ＣＣ１３ 和 ＣＲ５ 的 Ａｌｐｈａ 多样性指数，包括获得的 ＯＴＵｓ 数量、ＰＤ 值、Ｃｈａｏ１ 指数和

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均显著高于处理 ＣＣ３ 和 ＣＣ５，而长期连作处理 ＣＣ１３ 与轮作处理 ＣＲ５ 间差异不显著。 该结果表

明，短期大豆连作处理降低了土壤细菌多样性指数，但长期大豆连作土壤的 Ａｌｐｈａ 多样性指数有恢复的趋势。

表 ２　 不同处理对土壤中微生物群落多样性的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＯＴＵ 数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＯＴＵｓ

ＰＤ 值
Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

Ｃｈａｏ １ 指数
Ｃｈａｏ １ ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

覆盖率
Ｃｏｖｅｒａｇｅ ／ ％

ＣＣ３ １７５６．８±４２．１５ｂ １２２．６４±１．６４ｂ ２２８３．２±７４．３５ｂ ６．２０±０．０３ｃ ９８．４７±０．００

ＣＣ５ １７９９．６±３９．７４ｂ １２４．４６±３．１４ａｂ ２３９５．８±１０１．８１ａｂ ６．２３±０．０３ｂｃ ９８．３８±０．００

ＣＣ１３ １８７０．１±４１．７２ａ １２８．５５±３．１２ａ ２４２９．８±５７．４８ａ ６．２６±０．０４ａｂ ９８．３４±０．００

ＣＲ５ １８８４．７±２４．７３ａ １２７．７５±１．６６ａ ２４５０．４±６９．４５ａ ６．３０±０．０２ａ ９８．４４±０．００

　 　 （１） ＯＴＵ： 可操作分类单元，ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ； ＰＤ： 系统发育多样性，ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ； （２） 用 Ｄｕｎｃａｎ 法统计（ｎ ＝ ４）， 同行数

据后不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．４　 细菌群落结构分析

基于 Ｂｒａｙ⁃ｃｕｒｔｉｓ 距离细菌群落结构变化的聚类分析图谱如图 ３ 所示。 细菌群落结构主要划分为轮作处

理（Ｉ 群）和连作处理（ＩＩ 群）两大集群，说明连作与轮作处理间细菌群落结构差异显著。 此外，在连作处理的

５　 １２ 期 　 　 　 刘株秀　 等：不同大豆连作年限对黑土细菌群落结构的影响 　
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图 ３　 不同种植制度下大豆土壤细菌群落的聚类分析

　 Ｆｉｇ．３　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ

分布集群中，区别于 ＣＣ１３ 处理（亚类 ＩＩ），短期连作的

ＣＣ３ 和 ＣＣ５ 处理独立分布于另一个亚类中（亚类 Ｉ），说
明随着连作年限的进一步延长，土壤细菌群落结构的分

异度增加。
利用典范对应分析发现，土壤 ｐＨ、ＴＮ、ＴＰ、ＡＮ、ＡＰ

和 ＡＫ 是细菌群落结构发生变化的主要驱动因子（Ｐ＜
０．０５），且所有相关因子均与大豆⁃玉米轮作处理呈正相

关分布关系，其中土壤 ｐＨ 对细菌群落结构的分异贡献

度最大（图 ４）。 此外，方差分解分析（图 ４）发现上述土

壤因子对不同种植制度引起细菌群落分异的贡献率为

７７．７６％，其中 ｐＨ 对土壤微生物群落变化的贡献率最

大，为 ８．４９％，而土壤理化因子 ＴＮ、ＴＰ 和速效养分含量

对细菌群落分异的共同解释率为 ３２．０６％。

6.75%

7.43%
6.
54
%

6.14%

图 ４　 不同种植制度下土壤细菌群落结构与环境因子间的典范对应分析和方差分解分析

Ｆｉｇ．４　 Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｖａｒｉａｎｃｅ ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ

ｆａｃｔｏｒｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ

ＣＣＡ：典范对应分析，ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ； ＴＮ：全氮，ｔｏｔａｌ Ｎ； ＴＰ：全磷，ｔｏｔａｌ Ｐ； ＡＮ：速效氮，ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｎ； ＡＰ：速效磷，ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ；

ＡＫ：速效钾，ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ

３　 讨论

连作导致土壤理化性质恶化，养分失调和作物产量降低被广泛报道［２８⁃３０］。 本研究对比轮作和连作大豆

土壤理化性质发现，轮作大豆的土壤 ｐＨ、ＴＮ、ＴＰ 和速效养分含量（ＡＰ、ＡＮ 和 ＡＫ）均显著高于连作大豆。 这

与傅慧兰等［３１］和李玉洁等［３２］的研究结果相一致。 轮作大豆土壤速效养分高于连作大豆，可能与轮作体系中

种植玉米有关，玉米种植施肥量大，玉米茬口的残余肥料可导致后茬大豆土壤速效养分增加。 与不同连作年

限大豆茬口相比，轮作处理下土壤 ＴＣ 含量没有显著变化，该结果与 Ｍａｒｔｅｎｓ［３３］ 报道的 ＴＣ 含量在轮作处理中

高于连作处理的结果相悖。 导致这种差异的原因可能是由于本研究中大豆⁃玉米的轮作体系只有 ５ 年，其中

玉米茬口 ２ 年，尽管玉米生物量大，玉米残茬还田量大于大豆茬，但短短 ２ 年的玉米残茬还田不足以导致土壤

ＴＣ 产生显著的变化［３４⁃３５］。 此外，对比不同连作年限处理间的土壤理化性状变化发现，ＣＣ１３ 的土壤 ｐＨ、ＴＣ、

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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ＴＮ、ＴＰ 和速效养分 ＡＮ 和 ＡＫ 含量均显著高于 ＣＣ３ 和 ＣＣ５ 处理，说明大豆长期连作在一定程度上改善了土壤

环境，提高了土壤养分含量。 王娟英等［３６］对怀牛膝连作的研究发现，随连作年限的不断延长，土壤中革兰氏

阳性与阴性细菌比值的降低和一些参与土壤物质循环和木质素降解的微生物类群数量的提高是导致长期连

作土壤养分有效化增强和含量提高的主要原因。
土壤微生物多样性指数被认为是评价土壤生态功能的重要指标［３７］。 有研究证明轮作体系通过增加作物

的种类和生物量的方式增加了土壤微生物的食物来源，进而导致土壤微生物的多样性升高［３８］。 然而，目前基

于不同轮作方式下微生物多样性变化的研究结果不尽相同［３９⁃４０］。 最近，Ｖｅｎｔｅｒ 等［４１］ 对不同种植方式下土壤

微生物多样性指数变化研究的文章进行综合分析发现，轮作体系中仅有 １５．１％和 ３．４％的微生物群落丰富度

和多样性指数呈增加的趋势。 本研究发现，大豆⁃玉米轮作体系下，细菌群落 ａｌｐｈａ 多样性指数显著高于短期

连作处理 ＣＣ３ 和 ＣＣ５，而与长期连作处理 ＣＣ１３ 差异不显著。 此外，本研究发现细菌群落的多样性指数与土

壤 ｐＨ、ＴＰ、ＡＫ、ＡＰ 和 ＡＮ 呈显著正相关关系（Ｐ＜０．００１）。 然而目前基于不同种植制度下，微生物群落多样性

指数与环境因子间的相关性研究较少［４２］，Ｚａｋ 等［４３］研究证实轮作下细菌多样性指数的增加不仅是由于作为

微生物外源植物残体种类数量的增加，而土壤养分尤其是速效养分的升高是微生物多样性增加的另一主要因

素。 朱琳等［４４］对不同大豆连作年限的研究发现，大豆长期连作（１０ 年以上）处理增加了土壤微生物群落的丰

富度和多样性。 此外，本研究基于大豆长期连作 ＣＣ１３ 处理下，土壤养分含量和多样性指数的升高，间接佐证

了关于土壤养分的提高导致微生物多样性升高的研究结果。
近年来，土壤 ｐＨ 在细菌群落结构形成中的重要作用得到了充分的论证［４５⁃５１］。 如在细菌的大尺度空间分

布研究［４５⁃４６］、不同海拔梯度研究［４７⁃４８］和一些定点长期野外试验研究［４９⁃５０］中土壤 ｐＨ 均被揭示出是决定细菌群

落结构发生演替的主导因子。 本研究发现，尽管不同耕作方式引起土壤 ｐＨ 的最大变异只有 ０．４ 个 ｐＨ 单位，
基于 ＣＣＡ 和 ＶＰＡ 的分析结果均表明土壤 ｐＨ 与土壤细菌群落的相关性最高，且对细菌群落结构变化的单独

贡献率高于其他任一个土壤理化因子，说明种植制度改变后土壤 ｐＨ 的变化是引起细菌群落结构发生分异的

主要驱动因子。 Ｄｅｇｒｕｎｅ 等［５２］对不同种植制度下细菌群落结构研究也证实，虽然土壤 ｐＨ 只有 ０．３ 个单位的

变化，但是土壤 ｐＨ 与细菌群落组成及多样性指数存在显著的相关性（Ｐ＜０．０１）。 此外，ＣＣＡ 结果显示 ＴＮ、ＴＰ
和速效养分 ＡＮ、ＡＰ 和 ＡＫ 与细菌群落结构存在相关关系（Ｐ＜０．０１），且 ＶＰＡ 结果得出养分含量对细菌群落结

构变化的解释度达到 ３２．０６％，说明除土壤 ｐＨ 外，土壤养分是引起不同种植制度中土壤细菌群落结构变化的

另一主要贡献因子。
Ｙｉｎ 等［４０］研究显示，与连作相比，轮作体系显著改变微生物的群落结构。 然而，Ｊｉａｎｇ 等［１５］ 和 Ｖｅｎｔｅｒ

等［４１］发现轮作条件下微生物群落并不发生改变，且不同的研究手段和轮作方式、种植年限等因素会导致研究

结果产生差异。 本研究基于高通量测序技术的研究结果显示，轮作和连作处理下的细菌群落结构在聚类分析

图谱中分为二大类，而短期连作 ＣＣ３、ＣＣ５ 和长期连作 ＣＣ１３ 处理聚为一个独立的亚类，说明大豆⁃玉米轮作和

连作不同年限对细菌群落结构均有显著影响。 此外，本研究发现一些细菌在门水平上的相对丰度发生了显著

变化。 如被普遍报道的富营养菌门中的拟杆菌门在长期连作和轮作处理中丰度最高，而寡营养菌门中的厚壁

菌门在短期连作中丰度最高，说明上述菌门受种植制度影响后的丰度变化与其营养型关系保持一致。 然而，
其他富营养型菌门如放线菌门、β⁃变形菌门和 γ⁃变形菌门的丰度没有发生显著变化，说明不同的种植制度在

一定程度上改变了上述菌门的 ｒ 型生长策略［３４，５３］。 此外，研究发现具有土壤污染物降解功能的芽单胞菌属

（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ） ［５４］和将土壤中的亚硝酸氧化成硝酸盐的硝化螺旋菌属（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ）在轮作处理中的相对丰度

显著高于其他处理，说明轮作方式有助于降解土壤污染和提高土壤的氮肥力［５５］。 另外，对比三个连作处理发

现，α⁃变形菌门中能利用苯甲酸、水杨酸等物质作为唯一碳源［５６］的鞘氨醇单胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）的相对丰

度在连作 １３ 年处理中相对丰度最高，鞘氨醇单胞菌属能够降解土壤有毒物质，并且有助于植物抵抗病原

菌［５７］。 Ｗｅｉ［５８］等对连作大豆根部微生物群落结构数量变化关系研究发现，长期连作显著增加了哈茨木霉

（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｈａｒｚｉａｎｕｍ）、厚垣普可尼亚菌（Ｐｏｃｈｏｎｉａ ｃｈｌａｍｙｄｏｓｐｏｒｉａ）和拟青霉菌（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ ｌｉｌａｃｉｎｕｓ）的数

７　 １２ 期 　 　 　 刘株秀　 等：不同大豆连作年限对黑土细菌群落结构的影响 　
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量，导致长期连作土壤对大豆根部真菌病原菌和线虫产生了抑制作用。 上述研究结果证明，长期大豆连作改

变了土壤微生物群落结构，有助于促使抑病土的产生。 此外，近年来的研究结果也发现，长期连作大豆的株

高、生物量和产量均显著高于短期大豆连作［１２］。
综上所述，本研究发现区别于连作处理，大豆⁃玉米轮作体系下的细菌群落结构在聚类图谱中被划分为独

立的集团，说明轮作后细菌群落结构组成发生了明显的分异。 一些细菌的相对丰度受种植制度影响发生了显

著变化，其中富营养型的拟杆菌门和寡营养型的厚壁菌门相对丰度的变化与其营养型分布关系一致，而富营

养型放线菌门、β⁃变形菌门和 γ⁃变形菌门没有因轮作处理提高养分含量的情况下，而显著增加其相对丰度。
此外，与连作处理相比，ＣＲ５ 处理显著提高了细菌群落的丰富度和多样性指数，说明轮作处理有助于改善土壤

环境。 有趣的是，本研究发现长期连作 ＣＣ１３ 处理显著提高了土壤养分含量和细菌群落的丰富度和多样性指

数，说明长期大豆连作在一定程度上改善了土壤环境，提高了土壤的保肥能力，为土壤微生物提供了营养和能

源物质。 本研究利用高通量测序技术，提供了长期连作后细菌群落多样性升高的实例，然而关于土壤⁃作物⁃
微生物三者如何介导连作退化土壤环境改善的内在机制尚需要进一步研究。
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