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不同种植模式下丹参根际土壤微生物群落结构的变化

王　 悦１， ２，杨贝贝１， ２，王　 浩１， ２，杨　 程１， ２，张　 菊１， ２，朱　 濛１， ２，杨如意１，２，∗

１ 安徽师范大学环境科学与工程学院， 芜湖　 ２４１００２
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摘要：采用 ＭｉＳｅｑ 高通量测序技术对连作、轮作、套作 ３ 种种植模式下丹参根际土壤中细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 Ｖ３—Ｖ４ 区片段和

真菌 １８Ｓ ｒＤＮＡ 基因 Ｖ４ 区片段进行了测序，研究了细菌和真菌群落结构的变化，并分析了其与土壤因子的关系，从根际微生态

系统的变化阐释了丹参连作障碍的发生机理。 总体上，细菌和真菌群落的大部分 Ａｌｐｈａ 多样性指数在 ３ 种种植模式之间没有

显著差异，但呈现轮作＞套作＞连作的趋势。 与连作相比，轮作显著提高了细菌群落的香农－威纳指数和丛枝菌根真菌的侵染

率。 从细菌群落的组成上看，轮作模式下芽单胞菌门的相对丰度显著低于连作和套作。 相反，轮作和套作时浮霉菌门和拟杆菌

门的相对丰度则高于连作。 轮作和套作模式下，真菌群落中的接合菌门、壶菌门和子囊菌门的相对丰度显著高于连作。 另外，

不同种植模式下微生物之间的相互作用关系也有明显差异，轮作甚至会造成真菌之间的相互关系发生逆转。 连作模式下检出

了丹参枯萎病的病原菌镰刀菌，而有益菌枯草杆菌属的数量却呈下降趋势，这可能是引起丹参病害加剧的原因之一。 主坐标成

分分析表明，微生物群落在 ３ 种种植模式之间没有发生显著的分化，前两个主坐标成分的总解释能力均小于 ３０％，表明没有显

著的主导因子。 轮作和套作可以提高土壤 ｐＨ 和部分矿质营养，降低 ＯＲＰ。 但是，土壤性质的变化仅影响细菌群落，对真菌群

落的影响不明显。 套作模式下，总钾和有效钾会提高细菌和真菌群落的多样性；轮作和连作模式下的真菌群落则刚好相反，它
们更适应低钾和高 ＯＲＰ 的环境。 研究结果表明，轮作和套作可以在一定程度上改善土壤质量，提高根际细菌群落多样性，改变

微生物群落组成，以及微生物⁃微生物、微生物⁃丹参之间的相互关系，这些可能是缓解丹参连作障碍的重要原因。
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ｕｎｄｅｒ ＣＣＭＯ， ｗｈｉｃｈ ｍｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅ ｔｈｅ
ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ Ｓ． ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｅｖｉｄｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｃｒｏｐｐｉｎｇ
ｍｏｄｅｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣｏＡ）． Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｗａｓ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｂｙ ｅｉｇｈｔ
ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ， ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｗｏ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ｅｘｐｌａｉｎｅｄ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ３０％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｖａｒｉａｎｃｅ． Ｔｈｉｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｆａｃｔｏｒ ｔｈａｔ ｓｈａｐｅｄ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｓｏｉｌ ｐＨ， ＯＲＰ，
ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌ ｍｉｎｅｒａｌ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ＲＣＭＯ ａｎｄ ＩＣＭＩ ｍｏｄｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ＣＣＭＯ． Ａ Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ
ｔｅｓｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｓｏｉｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｂｕｔ ｎｏｔ ｔｈｅ
ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ． Ｔｏｔａｌ ａｎｄ ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ＩＣＭＩ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ， ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ＲＣＭＯ ａｎｄ ＣＣＭＯ ｗｅｒｅ ｂｅｔｔｅｒ ａｄａｐｔｅｄ ｔｏ ｌｏｗ ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ ａｎｄ ｈｉｇｈ ＯＲＰ
ｉｎ ｓｏｉｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ． Ｏｕｒ ｓｔｕｄｙ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＲＣＭＯ ａｎｄ ＩＣＭＩ ｃａｎ， ｔｏ ｓｏｍｅ ｅｘｔｅｎｔ， ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ
ｏｆ ｓｏｉｌ， ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｏｆ Ｓ． ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ， ａｎｄ ｃｈａｎｇｅ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｅ⁃
ｍｉｃｒｏｂｅ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｅ⁃ｐｌａｎｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ＣＣＭＯ， ｔｈｕｓ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｏｂｓｔａｃｌｅｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ， ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ， ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅ

丹参（Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｕｎｇｅ）是唇形科（Ｌａｍｉａｃｅａｅ）鼠尾草属的一种多年生草本植物，以干燥的根和根

状茎入药（Ｄａｎｓｈｅｎ）。 丹参是一味常用的传统中药材，对冠心病、心胶痛、心肌梗死和高血压等心血管系统疾

病具有显著疗效［１］，其植株浸提液还具有抗菌、抗氧化、抗肿瘤和抗炎症等功能［２⁃５］。 丹参属大宗中药材，市
场需求量大，但野生资源稀缺，适宜人工栽培的道地产区也非常有限，导致其栽培地重茬连作现象十分普遍。
长期连作造成丹参枯萎病、根腐病、根结线虫病加剧，生长势减弱，黄苗、死苗、裂根等现象严重，有效成分含量

和商品率逐年下降，产生连作障碍（ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｏｂｓｔａｃｌｅｓ） ［６］。 连作障碍在人参（Ｐａｎａｘ ｇｉｎｓｅｎｇ Ｃ． Ａ．
Ｍｅｙｅｒ）、地黄（Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ （Ｇａｅｔｎ．） Ｌｉｂｏｓｃｈ． ｅｘ Ｆｉｓｃｈ． ｅｔ Ｍｅｙ．）、三七（Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ （Ｂｕｒｋ．） Ｆ．Ｈ．
Ｃｈｅｎ）、黄芩（Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ Ｇｅｏｒｇｉ）、当归（Ａｎｇｅｌｉｃａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ （Ｏｌｉｖ．） Ｄｉｅｌｓ）等其他中药材栽培过程中也

普遍存在，且影响非常严重。 因此，研究连作障碍的发生机理对于提出合理有效的消减措施，保障中药材生产

的可持续发展和药材资源供应的安全性具有重要的理论和现实意义。
丹参连作障碍的发生机理十分复杂，包括化感自毒作用、根际理化环境失衡，以及微生物区系的变化［７⁃８］

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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等。 近年来，从植物⁃土壤⁃微生物组成的根际微生态系统探讨连作障碍的成因和消减措施已成为一个新的研

究思路和重要的发展趋势［９⁃１１］。 丹参根际次生代谢物的产生与释放，以及在环境介质中的迁移、转化、降解等

过程与根际微生物之间存在密切的相互作用。 研究发现，蜡状芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ）、丛枝菌根真菌

（Ｇｌｏｍｕｓ ｍｏｓｓｅａｅ）和内生菌等不仅能够促进丹参根系的生长，而且会诱导其产生更多丹参酮和丹酚酸 Ｂ［１２⁃１４］。
但是，连作条件下大量次生代谢物的积累将改变土壤中微生物的群落结构，使根际微生态系统失衡，从而对植

物产生负反馈［１５］。 已有研究证实，丹参酮和丹酚酸 Ｂ 等均具有很强的抑菌作用［２，１６］，会导致根际放线菌和真

菌群落结构发生明显变化［８］，有益微生物数量减少，致病菌增加，使丹参更易受病原菌侵染，抗逆性降

低［９， １７］。 在农林生产实践中，轮作、间作、套作可以有效缓解连作障碍，这与植物根系之间的地下化学作用有

关［１８］，但相关的微生态机理尚不清楚。
安徽省亳州市是国家科技部批准建立的中药特色产业基地，具有多年从事丹参栽培和加工的历史。 本课

题组于 ２０１６ 年 ６ 月调研发现，连作两年以上丹参即出现黄苗和枯萎现象（枯苗率 １０％—２０％），产量和品质严

重下降，与玄参（Ｓｃｒｏｐｈｕｌａｒｉａ ｎｉｎｇｐｏｅｎｓｉｓ Ｈｅｍｓｌ．）、桔梗（Ｐｌａｔｙｃｏｄｏｎｉｓ ｒａｄｉｘ）等其他根类药材实行轮作方可缓解

（枯苗率＜５％）。 本研究通过高通量测序对比分析了轮作、连作、套作 ３ 种栽种模式下丹参根际微生物群落的

变化，尝试从微生态系统的变化阐明丹参连作障碍的发生机理，为缓解这一重大生产难题，加快建立道地中药

材生产质量管理规范化（Ｇｏｏｄ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｐｒａｃｔｉｃｅ， ＧＡＰ）基地提供科学依据。

１　 材料与方法

１．１　 采样点概况和样品采集

本研究采样点位于安徽省亳州市谯城区十八里镇的一处中药材种植基地（３３°５２′４８＂ Ｎ， １１５°４６′１２＂ Ｅ）。
该地位于皖豫交界处，地势平坦，属于暖温半湿润季风性气候，雨热同季，年均降水量约 ８２１．３ ｍｍ，年均气温

约 １４．９℃，年均日照约 ２１８４ ｈ。 土壤质地属沙质或沙淤两合土质，种植有丹参、白芍（Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ Ｐａｌｌ．）、
桑（Ｍｏｒｕｓ ａｌｂａ Ｌ．）、桔梗、亳菊（Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ ｃｖ． Ｂｏｊｕ）等中药材，种植历史悠久。

本研究采集的丹参包括 ３ 种种植模式：即与桔梗轮作 １ 年（ｒｏｔａｔｉｏｎ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ， ＲＣＭＯ），连作 ２
年（ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ， ＣＣＭＯ）和与白芍连续套作 ２ 年（ｉｎｔｅｒｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｉｘ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ， ＩＣＭＩ）。 轮作或

连作丹参的密度约为 １１２５００—１２００００ 株 ／ ｈｍ２，套作丹参的密度约为 ６００００ 株 ／ ｈｍ２，白芍密度约为 ４５０００ 株 ／
ｈｍ２。 白芍种植时间为 １０ 月，次年 ３—４ 月套作丹参。

每种种植模式随机选取 ３ 个面积为 ２ ｍ×２ ｍ 的样方，将样方内的丹参整株取出，采用抖根法收集根际土

壤，同一样方内的土样混合均匀作为一个混合样，所有土壤样品立即带回实验室，４℃冰箱保存。 混匀的土样

一部分风干保存，测定土壤理化性质，另一部分新鲜土壤用于提取微生物总 ＤＮＡ 进行高通量测序。
１．２　 实验方法

１．２．１　 土壤理化性质测定

称取过 １ ｍｍ 筛孔的风干土 １０ ｇ，加入 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＫＣｌ 溶液 ２５ ｍＬ（土水比为 １：２．５），摇匀 ３０ ｍｉｎ 后用 ｐＨ
计测定土壤 ｐＨ。 土壤氧化还原电位（ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ＯＲＰ）采用铂电极法测定。 土壤有机质采用

Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７⁃Ｈ２ＳＯ４稀释热法测定［１９］。 土壤全磷和速效磷浓度分别采用 Ｈ２ＳＯ４⁃ＨＣｌＯ４消解和 ＨＣｌ⁃Ｈ２ＳＯ４浸提，钼
铵蓝比色法进行测定［１９］。 同时，称量 １００ ｇ 新鲜土壤在 １０５℃烘箱干燥 ８ 小时计算土壤含水率。
１．２．２　 细菌宏基因组 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序

利用土壤基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒（Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＴＭＭａｇ⁃Ｂｉｎｄ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ， ＯＭＥＧＡ）提取细菌总 ＤＮＡ。 总

ＤＮＡ 用琼脂糖凝胶检测 ＤＮＡ 完整性，然后用于 ＰＣＲ 扩增。 利用 Ｑｕｂｉｔ２．０ ＤＮＡ 检测试剂盒对基因组 ＤＮＡ 精

确定量，以确定 ＰＣＲ 反应加入的 ＤＮＡ 量。 ＰＣＲ 所用的引物已经融合了 Ｍｉｓｅｑ 测序平台的 Ｖ３—Ｖ４ 通用引物

（３４１Ｆ ／ ８０５Ｒ）。

３　 １３ 期 　 　 　 王悦　 等：不同种植模式下丹参根际土壤微生物群落结构的变化 　
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ＰＣＲ 体系包括 ２×Ｔａｑ ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １５ μＬ、Ｂａｒ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ Ｆ （１０ μＭ） １ μＬ、ｐｒｉｍｅｒ Ｒ （１０ μＭ） １ μＬ、
Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ １０—２０ ｎｇ，补充无菌水至 ３０ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件为：９４℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ ｓ，４５℃退火

２０ ｓ、６５℃延伸 ３０ ｓ，共 ５ 个循环；９４℃变性 ２０ ｓ，５５℃退火 ３０ ｓ、７２℃延伸 ３０ ｓ，共 ２０ 个循环；最后 ７２℃延伸 ５
ｍｉｎ。 ＰＣＲ 结束后，引入 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 桥式 ＰＣＲ 兼容引物进行第二轮扩增。 ＰＣＲ 体系包括 ２×Ｔａｑ ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １５
μＬ、ｐｒｉｍｅｒ Ｆ （１０ μＭ） １ μＬ、ｐｒｉｍｅｒ Ｒ （１０ μＭ） １ μＬ、Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ２０ ｎｇ，补充无菌水至 ３０ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件

为：９５℃预变性 ３０ ｓ；９５℃变性 １５ ｓ，５５℃退火 １５ ｓ，７２℃延伸 ３０ ｓ，共 ５ 个循环；最后 ７２ 度延伸 ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 结束

后对扩增产物进行琼脂糖电泳，并对 ＤＮＡ 进行回收。 回收产物用 Ｑｕｂｉｔ２．０ ＤＮＡ 检测试剂盒定量，根据测得的

ＤＮＡ 浓度，将所有样品按照 １∶１ 的比例进行混合，混合后充分震荡均匀。 等量混合时，每个样品 ＤＮＡ 量取 １０ ｎｇ，
最终测序浓度为 ２０ ｐｍｏｌ。 该混合样品由上海生工生物工程有限公司进行后续的样品建库与宏基因测序。
１．２．３　 真菌宏基因组 １８Ｓ ｒＤＮＡ 测序

真菌总 ＤＮＡ 提取、检测方法与细菌相同，１８Ｓ Ｖ４ 区通用引物为 Ｖ４３ＮＤＦ ／ Ｅｕｋ＿Ｖ４＿Ｒ。
ＰＣＲ 体系包括 １０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ、ｄＮＴＰ （１０ ｍＭ ｅａｃｈ） ０．５ μＬ、Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ１０ ｎｇ、Ｂａｒ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ Ｆ

（５０ μＭ） ０．５ μＬ、ｐｒｉｍｅｒ Ｒ （５０ μＭ） ０．５ μＬ、Ｐｌａｎｔｉｕｍ Ｔａｑ （５Ｕ ／ μＬ） ０．５μＬ，补充无菌水至 ５０ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条

件为：９４℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ ｓ，４５℃退火 ２０ ｓ、６５℃延伸 ３０ ｓ，共 ５ 个循环；９４℃变性 ２０ ｓ，５５℃退火 ３０
ｓ、７２℃延伸 ３０ ｓ，共 ２０ 个循环；最后 ７２℃延伸 ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 结束后，引入 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 桥式 ＰＣＲ 兼容引物进行第二

轮扩增。 ＰＣＲ 体系包括 １０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ、ｄＮＴＰ （１０ ｍＭ ｅａｃｈ） ０．５ μＬ、ＤＮＡ ２０ ｎｇ、ｐｒｉｍｅｒ Ｆ （５０ μＭ） ０．５
μＬ、ｐｒｉｍｅｒ Ｒ （５０ μＭ） ０．５ μＬ、Ｐｌａｎｔｉｕｍ Ｔａｑ （５Ｕ ／ μＬ） ０．５ μＬ，补充无菌水至 ５０ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件为：９５℃预

变性 ３０ ｓ；９５℃变性 １５ ｓ，５５℃退火 １５ ｓ，７２℃延伸 ３０ ｓ，共 ５ 个循环；最后 ７２℃延伸 ５ ｍｉｎ。 真菌 ＰＣＲ 扩增产

物的后续检测、回收、混合、建库、测序等处理与细菌的方法相同。
１．２．４　 丛枝菌根真菌侵染率测定

将新鲜丹参的须根剪下，用自来水将根部土壤冲洗干净，然后放置在 ＦＡＡ 固定液（甲醛∶醋酸∶５０％酒精＝
５∶ ５∶９０）中固定，洗净固定液，加入 １０％的 ＫＯＨ 溶液，９０℃下水浴加热 １０ ｍｉｎ，之后在 １０％的盐酸中酸化 １５
ｍｉｎ，最后用酸性品红染色过夜。 将须根剪成约 ２ ｃｍ 的小段，用十字交叉法计算侵染率［２０］。
１．３　 分析方法

１．３．１　 数据分析

使用 ＳＰＳＳ １７．０ 对土壤理化性质数据进行统计分析（ＳＰＳＳ， Ｉｎｃ．， Ｃｈｉｃａｇｏ， ＩＬ），先进行正态分布和方差齐

性检验（Ｎｏｒｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｔｅｓｔ），然后做单因素方差分析（Ｏｎｅ ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 不同

处理的均值在 ５％的显著性水平下做 ＬＳＤ（Ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ）多重比较。
１．３．２　 微生物多样性、网络及相互作用分析

将多条序列按其序列间的距离进行聚类，根据序列之间的相似性作为域值分成操作分类单元

（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ， ＯＴＵ），序列相似性域值设为 ０．９７。 采用 ｕｃｌｕｓｔ 软件（ｖ１．１．５７９）对 ＯＴＵ 进行聚类，
ｕｃｌｕｓｔ 首先筛选出序列中最长的 ｒｅａｄｓ 作为种子序列，找出所有与该序列的相似度在阈值范围内的序列，并归

为一个类，而后依次执行此步骤，直到所有序列均完成聚类，每一个类作为一个 ＯＴＵ。
微生物 Ａｌｐｈａ 多样性指标包括 ＡＣＥ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数、香农⁃威纳指数（Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ）、丰富度指

数（ｒｉｃｈｎｅｓｓ）、均匀度和覆盖度，各指数的计算方法参见邵宗圆等人的方法［２１］。
细菌群落 Ｂｅｔａ 多样性可以用来比较多组样本之间的差别，本研究利用 Ｆａｓｔ ＵｎｉＦｒａｃ 软件进行主坐标分析

（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣｏＡ）。
选取丰富度高于 １％或丰富度排序在前 １００ 位的物种，利用 ＱＩＩＭＥ（ｖ１．８．０）和 ＳｐａｒＣＣ 软件（ｖ１．０．０）分别

进行网络（ｎｅｔｗｏｒｋ）分析和微生物之间相互作用关系分析。
１．３．３　 基于 Ｃａｎｏｃｏ 软件的冗余分析（ＲＤＡ）

利用 Ｃａｎｏｃｏ（ｖ ４．５， Ｃｅｎｔｒｅ ｆｏｒ Ｂｉｏｍｅｔｒｙ， Ｗａｇｅｎｉｎｇｅｎ， Ｔｈｅ Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）软件分析土壤理化因子和细菌群

４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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落之间的关系。 首先，对丹参根际土壤细菌群落做降趋势对应分析 （Ｄｅｔｒｅｎｄｅｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ，
ＤＣＡ）。 结果显示，细菌的第一排序轴长度为 ０．５９４，真菌的第一排序轴长度为 ０．７８３，均小于 ３，因此本研究选

择基于线性模型的冗余分析（Ｒｅｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＲＤＡ）进行排序［２２］。
蒙特卡罗置换检验（Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ）用以检验限制性排序模型的显著性，置换次数选择默认值 ４９９

次。 预筛选（Ｆｏｒｗａｒｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｓ）可以检验哪种环境因子对微生物群落组成有显著性的影响。 根据预筛选的结

果，通过偏冗余分析（ｐａｒｔｉａｌ ＲＤＡ）的 ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ 能够确定具有显著性影响的各因子的贡献率［２２］。

２　 结果

２．１　 土壤理化性质

土壤理化性质见表 １。 结果显示，所有土壤均属于酸性土，不同样点的酸度有显著差异（Ｐ＜０．０５），其中连

作两年的土壤 ｐＨ 最低，而轮作土壤 ｐＨ 最高。 土壤呈氧化状态，轮作和连作土壤的 ＯＲＰ 无显著差异，但套作

土壤的 ＯＲＰ 明显低于其他两种种植模式。 土壤有机质在 １２．９２—２１．５１ ｇ ／ ｋｇ 之间，含量较高，且呈现轮作＜连
作＜套作的规律。 连作两年的丹参根际土壤总磷和总钾均最低，但有效磷和有效钾的变化趋势与总磷和总钾

有所不同。 ３ 种种植模式下，丹参根际土壤微生物量（以 ＤＮＡ 含量计）没有明显差异，但呈现连作＜套作＜轮
作的趋势。

表 １　 土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

土壤性质
Ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

种植模式 Ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅｓ

轮作一年 ＲＣＭＯ 连作两年 ＣＣＭＯ 套作两年 ＩＣＭＩ
ｐＨ ６．３８±０．０１ａ ６．１４±０．０２ｃ ６．２４±０．０１ｂ
氧化还原电位 Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ＯＲＰ ／ （ｍｖ） ４３．３３±０．５８ａ ４４．００±１．００ａ １８．００±０．００ｂ
有机质 Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ ／ （ｇ ／ ｋｇ） １２．９２±０．２０ｃ １８．７２±０．１９ｂ ２１．５１±０．１６ａ
总磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．８２±０．００ａ ０．６６±０．００ｃ ０．７０±０．０１ｂ
有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ４８．８３±０．１８ａ １９．７１±０．００ｂ ６．６８±０．００ｃ
总钾 Ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．２１±０．０１ｂ ０．１８±０．００ｃ ０．２４±０．０１ａ
有效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ０．１３±０．０１ｃ ０．３６±０．０３ｂ ０．６０±０．０４ａ
总氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ） １１．５３±０．３６ｂ １３．１１±０．４５ａ １２．２７±０．２６ｂ
微生物 ＤＮＡ 含量 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＤＮＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （ｎｇ ／ μＬ） ３７．７７±１０．７０ａ ３１．４０±８．３４ａ ３３．５３±１２．６１ａ
　 　 表中数据为平均值±标准偏差， 不同字母标记的数值表示在 ５％的显著性水平下有显著性差异； ＲＣＭＯ： 轮作， Ｒｏｔａｔｉｏｎ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ；

ＣＣＭＯ： 连作， Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ； ＩＣＭＩ： 套作， Ｉｎｔｅｒｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｉｘ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ

２．２　 丹参根部 ＡＭＦ 真菌的侵染率

本研究未单独分析丹参根际 ＡＭＦ 的群落变化，仅测定了其侵染率。 从表 ２ 可以看出，３ 种种植模式下丹

参根部 ＡＭＦ 真菌的侵染率有明显差异（Ｐ＜０．０５），其中连作两年的丹参根部 ＡＭＦ 侵染率最低，仅为 ２３．５７％，
而轮作丹参的侵染率最高，达 ４４．６７％。

表 ２　 ３ 种种植模式下丛枝菌根真菌对丹参的侵染率 ／ ％

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｕｎｇｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｒｅｅ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅｓ
种植模式 Ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅｓ

轮作一年 ＲＣＭＯ 连作两年 ＣＣＭＯ 套作两年 ＩＣＭＩ
４４．６７±７．５１ａ ２３．５７±１．７８ｂ ３１．２６±０．９５ｂ

２．３　 丹参根际细菌群落结构变化

２．３．１　 细菌群落 Ａｌｐｈａ 多样性

３ 种种植模式下测序文库的覆盖度均达到 ９７％以上，说明绝大部分细菌的序列可以被测出，测序结果有

较好的代表性。 细菌丰富度指数通过 ＯＴＵ 的个数来计算，可以衡量细菌的物种数，数量均在 ５０００ 条以上，表

５　 １３ 期 　 　 　 王悦　 等：不同种植模式下丹参根际土壤微生物群落结构的变化 　
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明细菌丰富度非常高。 轮作条件下，丹参根际细菌群落的香农⁃威纳指数显著高于连作和套作（Ｐ＜０．０５，表
３），其他 Ａｌｐｈａ 多样性指数在 ３ 种种植模式之间均无显著差异，但均呈现轮作＞套作＞连作的变化趋势。 虽然

都是种植两年，但套作丹参根际的细菌多样性明显好于连作。

表 ３　 土壤细菌 Ａｌｐｈａ 多样性指标

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

多样性指标
Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ

种植模式 Ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅｓ

轮作一年 ＲＣＭＯ 连作两年 ＣＣＭＯ 套作两年 ＣＣＭＩ

覆盖度 Ｃｏｖｅｒａｇｅ ０．９７ ± ０．０１ａ ０．９７ ± ０．０１ａ ０．９７ ± ０．０１ａ

丰富度（Ｓ） Ｒｉｃｈｎｅｓｓ ５９６９．００ ± ６１９．９５ａ ５０９７．３３ ± ２８５．４８ａ ５２５２．６７ ± ４６２．４１ａ

香农⁃威纳指数（Ｈ）Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ ７．１５ ± ０．０８ａ ６．８６ ± ０．０５ｂ ６．８４ ± ０．１３ｂ
均匀度（ＥＨ） Ｅｖｅｎｎｅｓｓ ０．８２ ± ０．０１ａ ０．８０ ± ０．０１ａ ０．８０ ± ０．０２ａ

ＡＣＥ 指数 ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ ７９９７．４９ ± ４９９．６２ａ ７１５５．３６ ± ２２４．１５ａ ７２５２．５０ ± ５１５．９８ａ

Ｃｈａｏ１ 指数 Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ７７８１．３０ ± ５４３．４９ａ ６９８５．３９ ± １９２．１７ａ ７１０４．６８ ± ４７３．１４ａ

辛普生指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ０．００５１ ± ０．００２７ａ ０．００４７ ± ０．００９ａ ０．００４９ ± ０．００１１ａ

２．３．２　 细菌主要类群及分布

３ 种种植模式下，相对丰富度排名前 １０ 的优势细菌所占比例均达到 ９４％以上，尽管排序有所差异，但前

１０ 个优势细菌门在 ３ 种种植模式中是相同的（图 １），包括 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ（酸杆菌

门）、Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ（芽单胞菌门）、Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ（浮霉菌门）、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（放线菌门）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟
杆菌门）、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ（疣微菌门）、Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ（未分类门）、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚壁菌门）和 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ（绿弯菌

门）。 芽单胞菌门在轮作模式下占比仅为 ５．０１％，与连作和套作相比明显下降（Ｐ＜０．０５）。 其他细菌门在 ３ 种

种植模式之间无明显差异，但是浮霉菌门和拟杆菌门在连作模式下的相对丰富度均低于其他两种模式。
２．３．３　 细菌群落 ＰＣｏＡ 分析

由图 ２ 可见，３ 种种植模式中 ３ 个重复并不聚类于同一象限，表明组内变异较大，３ 种种植模式之间细菌

群落没有发生明显的分化。 ＰＣｏＡ 分析结果表明，细菌群落结构的变异受 ８ 个主坐标成分的控制（累积解释

的总方差达 １００％），主坐标成分的特征值均大于 ０．７６９，其中前两个主坐标成分影响最大，分别能够解释 １５．
０８％和 １３．９７％的变异，累积解释能力达 ２９．０５％。 但是，所有主坐标成分的特征值相差不大，说明本研究中影

响土壤细菌群落结构的主导因子并不明显。
２．４　 丹参根际真菌群落结构变化

２．４．１　 真菌群落 Ａｌｐｈａ 多样性

真菌群落的丰富度均在 ６００ 条以上，数量显著低于细菌。 由于数量相对较少，３ 种种植模式下测序文库

的覆盖度均达到 １００％，表明测序结果有较好的代表性。 真菌群落的所有 Ａｌｐｈａ 多样性指数在 ３ 种种植模式

之间均无明显差异（Ｐ＞０．０５，表 ４），但是除了覆盖度和辛普生指数以外，均呈现轮作＞套作＞连作的变化趋势。

表 ４　 土壤真菌 Ａｌｐｈａ 多样性指标

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

多样性指标
Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ

种植模式 Ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅｓ

轮作一年 ＲＣＭＯ 连作两年 ＣＣＭＯ 套作两年 ＩＣＭＩ
覆盖度 Ｃｏｖｅｒａｇｅ １．００±０．００ａ １．００±０．００ａ １．００±０．００ａ
丰富度（Ｓ） Ｒｉｃｈｎｅｓｓ ７６５．００±１２４．５９ａ ６０３．６７±９７．９０ａ ７２５．３３±８７．６７ａ
香农⁃威纳指数（Ｈ）Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ ４．９８±０．２８ａ ３．２７±１．７９ａ ４．３３±０．８４ａ
均匀度（ＥＨ） Ｅｖｅｎｎｅｓｓ ０．７５±０．０４ａ ０．５１±０．２７ａ ０．６６±０．１２ａ
ＡＣＥ 指数 ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ ８１５．１９±１３７．５０ａ ７１２．２２±３０．３０ａ ８０２．７０±９１．９０ａ
Ｃｈａｏ１ 指数 Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ８１４．１３±１２２．１０ａ ６９９．６８±６１．７６ａ ７９０．７６±８７．２９ａ
辛普生指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ０．０２±０．０２ａ ０．２６±０．３７ａ ０．０７±０．０９ａ
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图 １　 ３ 种种植模式下主要细菌类群相对丰度

Ｆｉｇ．１　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｒｅｅ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅｓ

ＲＣＭＯ： 轮作， Ｒｏｔａｔｉｏｎ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ； ＣＣＭＯ： 连作， Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ； ＩＣＭＩ： 套作， Ｉｎｔｅｒｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｉｘ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ

图 ２　 ３ 种种植模式下细菌群落 ＰＣｏＡ 聚类分析

　 Ｆｉｇ． ２ 　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＰＣｏＡ ） ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｒｅｅ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅｓ

２．４．２　 真菌的主要类群及分布

共发现 ９ 个真菌门，其中未分类门相对丰富度最

高，除此之外其他所有真菌门的相对丰富度在 ３１．
９６％—５１．４８％，说明土壤中已知真菌类群较少，尤其是

连作模式（图 ３）。 已知真菌主要包括 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ（子囊

菌门）、Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ（担子菌门）、Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ（接合菌

门）、 Ｃｈｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ （ 壶 菌 门 ）、 Ｎｅｏｃａｌｌｉｍａｓｔｉｇｏｍｙｃｏｔａ
（新丽鞭毛菌门）、Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ （球囊菌门）、Ｆｕｎｇｉ ＿
Ｉｎｃｅｒｔａｅ＿Ｓｅｄｉｓ（未知菌门）和 Ｂｌａｓｔｏｃｌａｄｉｏｍｙｃｏｔａ（芽枝霉

菌门）等。 除未分类门以外，子囊菌门在所有种植模式

中的相对丰富度最高，但是套作（１５．２２％）显著高于连

作（９．３１％）。 同样，轮作模式下接合菌门和壶菌门的相

对丰富度也显著高于连作模式（Ｐ＜０．０５）。
２．４．３　 真菌群落 ＰＣｏＡ 分析

与细菌群落类似，３ 种种植模式中真菌群落的 ３ 个

重复也较分散，种植模式之间没有明显分化。 ＰＣｏＡ 分

析结果表明，真菌群落组成的变异受 ８ 个主坐标成分的

控制，主坐标成分的特征值均大于 ０．８９０，其中前两个主坐标成分影响最大，分别能够解释 １４．１２％和 １３．６３％
的变异，累积解释能力达 ２７．７５％（图 ４）。 但是，所有主坐标成分的特征值相差不大，说明本研究中影响土壤

７　 １３ 期 　 　 　 王悦　 等：不同种植模式下丹参根际土壤微生物群落结构的变化 　
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图 ３　 ３ 种种植模式下主要真菌类群相对丰富度

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｆｕｎｇｉ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｒｅｅ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅｓ

真菌群落结构的主导因子并不明显。

图 ４　 ３ 种种植模式下真菌群落 ＰＣｏＡ 聚类分析

　 Ｆｉｇ． ４ 　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＰＣｏＡ ） ｏｆ ｆｕｎｇｉ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｒｅｅ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅｓ

２．５　 土壤微生物群落网络分析和相互作用关系

网络分析表明，优势细菌门在 ３ 种种植模式之间变

化不大，只有芽单胞菌门在轮作模式下的丰富度显著低

于连作和套作（Ｐ＜０．０５）；而非优势细菌门的变化较大，
尤其是热脱硫杆菌门（Ｔｈｅｒｍｏｄｅｓｕｌｆｏｂａｃｔｅｒｉａ），但其变化

趋势与芽单胞菌门刚好相反（Ｐ＜０．０１）。 连作模式下

Ｉｇｎａｖｉｂａｃｔｅｒｉａｅ 门和 Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ⁃Ｔｈｅｒｍｕｓ 门之间存在显

著的负相互作用（Ｐ＜０．０５），而套作和轮作模式下只有

正相互作用，如变形菌门、酸杆菌门和硝化螺旋菌门

（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）（套作， Ｐ＜０．０５），衣原体门（Ｃｈｌａｍｙｄｉａｅ）
和蓝藻门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ／ Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ） （轮作， Ｐ＜０．０１）。
但是，未发现细菌门之间的相互作用关系在不同种植模

式下发生明显转变的情况。
套作模式下球囊菌门和子囊菌门的优势度较高，而

轮作模式下新丽鞭毛菌门、壶菌门和接合菌门占优势，
但连作模式下未发现优势真菌门。 虽然真菌门数量很

少，它们之间的相互作用却更加复杂。 连作模式下球囊

菌门与子囊菌门、未知菌门均有负相互作用，但在轮作模式下球囊菌门与子囊菌门之间转变为正相互作用（Ｐ
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＜０．０１）；套作模式下未知菌门与接合菌门、新丽鞭毛菌门有负相互作用，但在轮作模式下均转变为正相互作用

（Ｐ＜０．０１）。
２．６　 土壤细菌群落与环境因子之间的关系

蒙特卡罗置换检验结果显示，第一典范轴 Ｐ 值为 ０．０８７（Ｆ ＝ ０．４８７），所有典范轴的 Ｐ 值为 ０．０２７（Ｆ ＝
１．４５８），表明该排序模型的解释变量（即土壤环境因子）可以很好地解释响应变量（即土壤细菌群落结构）的
变化，但第一典范轴的影响不显著。 丹参根际土壤细菌群落与根际土壤环境因子的冗余分析结果见表 ５，其
中 ＲＤＡ 前两个排序轴的特征值分别为 ０．３２８ 和 ０．１３３，分别解释了 ３２．８％和 １３．３％的细菌群落变化。 本文所

选的 ８ 个土壤环境因子共解释了 ８６．２％的总特征值，说明对丹参根际土壤细菌群落有显著影响。

表 ５　 土壤细菌群落冗余分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

排序轴
Ａｘｅｓ

特征值
Ｅｉｇｅｎ ｖａｌｕｅ

物种⁃环境
相关系数

Ｓｐｅｃｉｅｓ⁃ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

物种累积
百分比变化率

Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｖａｒｉａｎｃｅ ｏｆ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｄａｔａ

物种⁃环境累积
百分比变化率

Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｖａｒｉａｎｃｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ⁃
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｒｅｌａｔｉｏｎ

典范特征值总和
Ｓｕｍ ｏｆ ａｌｌ ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅｓ

排序轴 １ Ａｘｉｓ１ ０．３２８ １．０００ ３２．８ ３６．０ ０．８６２

排序轴 ２ Ａｘｉｓ２ ０．１３３ ０．９９７ ４６．０ ５０．６

排序轴 ３ Ａｘｉｓ３ ０．１０８ １．０００ ５６．８ ６２．４

排序轴 ４ Ａｘｉｓ４ ０．０９０ １．０００ ６５．８ ７２．３

　 图 ５　 ３ 种种植模式下细菌群落和土壤理化因子间的 ＲＤＡ 双序图

Ｆｉｇ．５ 　 Ｔｈｅ ＲＤＡ ｂｉｐｌｏｔｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

ｕｎｄｅｒ ｔｈｒｅｅ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

图中黑线和实心箭头表示显著性因子， 黑线和空心箭头表示非显

著性 因 子； ＯＭ： 有 机 质， Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ； ＴＰ： 总 磷， Ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ； ＡＰ： 有效磷， Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ； ＴＮ： 总氮， Ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＴＫ： 总 钾， Ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ； ＡＫ： 有 效 钾， Ａｖａｉｌａｂｌｅ

ｐｏｔａｓｓｉｕｍ； ＯＲＰ： 氧化还原电位， Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

为了研究影响丹参根际细菌群落结构的主导因素，
对 ８ 个土壤理化因子进行预筛选。 结果表明，只有土壤

总钾（ＴＫ， Ｐ＝ ０．０３４， Ｆ ＝ ２．２４）对细菌群落的构建有显

著性影响（Ｐ＜０．０５）。 ＲＤＡ 双序图（图 ５）显示，ＴＫ 对套

作模式下丹参根际细菌群落有正向影响，相反对连作模

式下的细菌群落不利。
２．７　 土壤真菌群落与环境因子之间的关系

蒙特卡罗置换检验结果显示，第一典范轴 Ｐ 值为

０．３３２ （Ｆ ＝ ０． ９６１），所有典范轴的 Ｐ 值为 ０． ６０４ （Ｆ ＝
０．９７９），表明该排序模型的解释变量（即土壤环境因

子）与响应变量（即土壤真菌群落结构）的变化关系不

大。 丹参根际土壤真菌群落与土壤环境因子的冗余分

析结果见表 ６，其中 ＲＤＡ 前两个排序轴的特征值分别

为 ０．４９０ 和 ０．２３９，分别解释了 ４９．０％和 ２３．９％的真菌物

种变化。 本文所选的 ８ 个土壤环境因子共解释了 ８７．
３％的总特征值，对丹参根际土壤真菌群落有显著影响。

偏冗余分析的结果表明，８ 个土壤因子中只有有效

钾（ＡＫ）和 ＯＲＰ 对真菌群落的构建有显著性影响（表
７， Ｐ＜０．０５），分别可以解释 １９．７％和 ４．４０％的真菌群落变化。 从双序图中可以看出，影响真菌群落结构的关

键土壤因子在不同种植模式下有明显差异，套作丹参根际真菌群落主要受 ＡＫ 影响，而轮作和连作主要受

ＯＲＰ 影响（图 ６）。
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表 ６　 土壤真菌群落冗余分析结果

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

排序轴
Ａｘｅｓ

特征值
Ｅｉｇｅｎ ｖａｌｕｅ

物种⁃环境
相关系数

Ｓｐｅｃｉｅｓ⁃ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

物种累积
百分比变化率

Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｖａｒｉａｎｃｅ ｏｆ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｄａｔａ

物种⁃环境累积
百分比变化率

Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｖａｒｉａｎｃｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ⁃
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｒｅｌａｔｉｏｎ

典范特征值总和
Ｓｕｍ ｏｆ ａｌｌ ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅｓ

排序轴 １ Ａｘｉｓ１ ０．４９０ ０．９９３ ４９．０ ５６．２ ０．８７３

排序轴 ２ Ａｘｉｓ２ ０．２３９ ０．９０９ ７２．９ ８３．５

排序轴 ３ Ａｘｉｓ３ ０．０８４ ０．９９１ ８１．３ ９３．２

排序轴 ４ Ａｘｉｓ４ ０．０２３ ０．８３６ ８３．６ ９５．８

表 ７　 土壤环境因子偏冗余分析（ｐＲＤＡｓ）

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｐａｒｔｉａｌ ＲＤＡｓ ｔｅｓｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

模型参数
Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ

特征值
Ｅｉｇｅｎ ｖａｌｕｅ

解释能力 ／ ％
Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｅｘｐｌａｉｎｓ ｓｏｌｅｌｙ Ｆ 值 Ｐ 值

有效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ （ＡＫ） ０．１９７ １９．７％ ２．２９５ ０．０４２

氧化还原电位 Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ＯＲＰ ０．０４４ ４．４０％ ０．５１８ ０．０４６

所有参数 Ａｌｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ０．４８５ ４８．５％ ２．８２３ ０．０２８

　 图 ６　 ３ 种种植模式下真菌群落和土壤理化因子间的 ＲＤＡ 双序图

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ＲＤＡ ｂｉｐｌｏｔｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ

ｔｈｒｅｅ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍｏｄｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

３　 讨论

根际土壤微生物对植物的生长繁殖、营养物质的吸

收运输和残体分解等方面具有重要影响，它们与植物之

间存在着十分紧密的相互作用，也是环境土壤学研究的

热点问题之一。 植物在连作后其根系分泌物、残根和凋

落物的质与量会发生显著变化，从而对根际土壤微生物

产生明显的影响［２３⁃２４］。
３．１　 不同种植模式下丹参根际微生物群落的变化

本研究利用高通量测序法对丹参根际土壤中的微

生物群落进行了测序和分析。 从种植时间上来看，细菌

的丰富度、香农⁃威纳指数、ＡＣＥ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数和

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数随丹参种植年限增加而降低，其中香农⁃威

纳指数显著降低。 但是，真菌的 Ａｌｐｈａ 多样性指数均无显著变化，变化规律与细菌相似。 真菌 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数

虽然随种植年限增加呈上升趋势，但变异主要来自组内。 从种植模式而言，套作在一定程度上能够提高土壤

微生物群落多样性，因为大多数 Ａｌｐｈａ 多样性指标都高于连作。 由于亳州地区丹参连作障碍非常严重，因此

很少连作两年以上，这可能是多数微生物群落多样性指标没有发生显著变化的原因之一。 相比而言，新疆的

棉花连作时间可长达 ３０ 年，根际细菌群落多样性的变化要明显的多［２３］。 除连作时间的影响以外，土壤性质

和丹参品种也可能导致土壤微生物群落多样性的变化有所差异。 Ｔａｎｇ 等发现，四川中江县的丹参连作 １—３
年，其根际真菌群落的丰富度和香农⁃威纳指数与未耕作地相比均显著降低［８］。

从根际微生物聚类分析的结果来看，无论细菌还是真菌群落在 ３ 种种植模式之间均没有发生显著分化。
但是，出现这种现象可能与各种种植模式组内差异较大有关，微生物群落组成的细微差别，以及由此造成的根

际微生物与丹参相互作用关系的变化仍然值得关注。 由于微生物，尤其是细菌的种类较多，本研究从门这一

较高的分类单元进行了统计和分析。 芽单胞菌门在轮作模式下的相对丰富度显著低于连作和套作，表明该门

的细菌对连作环境的耐受性较强，有可能成为连作模式下的优势菌。 与此相反，轮作和套作时浮霉菌门和拟
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杆菌门的相对丰富度则高于连作，说明这两个门的细菌对连作环境较为敏感，保持根际微环境的多样性对它

们有利。 真菌的数量远小于细菌，套作模式下占优势的子囊菌门的相对丰富度显著高于连作。 与此类似，轮
作模式下接合菌门和壶菌门的相对丰富度也显著高于连作模式。

ＡＭＦ 是一种普遍存在的专性内共生真菌，可以通过侵染植物根系和植物形成共生体系。 ＡＭＦ 需要依靠

宿主获得 Ｃ 源，同时能够增强植物获取 Ｐ 等矿质营养的能力，从而实现互利共生。 被 ＡＭＦ 真菌侵染可以提

高植物的抗逆性、抗病虫害等能力，促进植物的生长，提高作物的质量和产量［２５］。 研究发现，ＡＭＦ 不仅可以

改善连作丹参的生长，而且能够增加丹酚酸 Ｂ、丹参酮的产量和对铁、锰等微量元素的积累［１３， ２６］。 本研究表

明，随着种植年限的增加，无论是连作还是套作，ＡＭＦ 真菌对丹参根部的侵染率均显著下降。 另外，与套作相

比，连作丹参的 ＡＭＦ 真菌侵染率降低，但未达到显著水平。
３．２　 丹参根际微生物群落变化的原因及与连作障碍的关系

大量研究结果表明，陆地生态系统中地上的植物多样性，以及土地利用方式或耕作方式的变化是驱动地

下微生物群落多样性、代谢类型多样性变化的重要因素［１８， ２３， ２７⁃２８］。 丹参连作会导致土壤酸化，团聚体结构破

坏，土壤营养失衡等现象［６］。 本研究结果表明，轮作和套作不仅提高了土壤 ｐＨ，降低了 ＯＲＰ，改善了部分土

壤矿质营养，而且能够在一定程度上影响丹参根际的微生物群落组成，从而可能对缓解连作障碍起到积极作

用。 微生物群落结构受 ８ 个主坐标成分的影响，但前两个主坐标成分的综合解释能力均小于 ３０％，表明没有

显著的主导因子。 本研究将 ８ 个土壤环境因子通过冗余分析投影成 ４ 个典范轴。 结果表明，土壤性质的变化

对细菌群落的影响较大，但对真菌群落的影响不明显。 因此，真菌群落变化的主导因素并非土壤理化性质。
研究表明，植物根际分泌物可以直接或间接影响微生物群落［８， ２３⁃２４］，但由于丹参根际分泌物组成复杂本研究

未将此因子纳入冗余分析。 总钾和有效钾可以提高套作模式下细菌和真菌群落的多样性，说明丹参和白芍套

作形成的根际微环境更适合喜钾微生物的生长。 而轮作和连作模式下的真菌群落与此刚好相反，它们更适应

低钾和高 ＯＲＰ 的环境。
研究表明，在低 Ｐ 环境下 ＡＭＦ 对宿主的侵染率较高［２９⁃３０］。 但本研究发现，连作条件下丹参根际土壤的

总磷和有效磷均低于轮作。 因此，土壤营养条件的变化可能不是导致 ＡＭＦ 侵染率下降的主要原因。 由于丹

参是根类药材，根际分泌物将随着种植时间的增加在土壤中发生积累，并引起土壤微生物群落结构的显著变

化［８， ２３⁃２４］，这可能是导致 ＡＭＦ 侵染率下降的潜在原因之一，但具体机制还要进一步的研究来证实。 ＡＭＦ 侵

染率的下降可能会造成连作丹参的品质和产量降低［１３， ２６］，抗病能力下降，进一步加剧连作障碍。 镰刀菌属

（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｅｎｕｓ）是丹参枯萎病和根腐病的主要病原菌。 虽然该属在真菌中的相对丰富度很低（０．０１％），但
间作和套作两种模式下均未发现该菌，仅在连作模式下有检出。 另外，有研究发现枯草杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｇｅｎｕｓ）和 ＡＭＦ 可以有效控制枯萎病的发生［３１⁃３２］，属有益菌。 但本研究发现，连作模式下枯草杆菌属的相对丰

富度（０．１８％）低于套作（０．２２％）和轮作（０．２６％），ＡＭＦ 的侵染率也同样显著下降。 微生物组成和功能群的变

化会影响根际有机质的代谢和循环，改变根际微环境，以及微生物与植物之间的关系，这也可能是导致连作障

碍的重要原因之一［３３］。 此外，本研究表明，不同的丹参种植模式下微生物之间的相互关系有明显差异。 细菌

在轮作和套作模式下均表现为正相互作用，但在连作模式下存在负相互作用，而轮作甚至还会造成真菌之间

的相互关系发生逆转。 这种现象与丹参连作障碍是否有关值得进一步深入研究

本研究的结果仅基于一次性取样，只能表征一个时间断面上的变化。 未来应开展不同种植模式下丹参根

际微生态环境的动态监测，这对于揭示连作障碍发生机理和探索应对策略具有重要意义。
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