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十字花科作物根肿病对根际土壤微生物群落的影响
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摘要：为探究根肿病对十字花科作物根际土壤微生物多样性的影响，以罹病大白菜和健康株根际土壤为研究对象，采用高通量

测序技术对 ２ 组样本的细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和真菌 ＩＴＳ 基因进行序列测定，分析了样本间的微生物群落结构和组成差异，同时测定

根际土壤理化性质，探讨根肿病、土壤微生物群落、土壤环境因子三者的相关性。 研究表明：１）患病植株根际土壤 ｐＨ 和总磷、

总钾、碱解氮、速效钾含量显著低于正常植株根际土，而交换性钙含量明显增加。 ２）根肿病的发生降低了根际土壤中细菌种群

的丰富度和多样性程度，但对根际土壤中的真菌 α⁃多样性无明显影响。 ３）变形菌门、拟杆菌门、放线菌门等是所测土壤样本的

主要优势细菌种群，其中患病植株根际土壤中拟杆菌门丰度显著高于健康植株根际土壤，放线菌门丰度则显著降低（Ｐ＜０．０５）。

优势细菌纲为 γ⁃变形菌纲、拟杆菌纲、α⁃变形菌纲、放线菌纲、酸杆菌纲等，２ 组土壤样本间多种优势细菌纲相对丰度差异显著。

４）根际土壤优势真菌类群为子囊菌门、被孢霉门、担子菌门和壶菌门，其相对丰度在患病和健康株根际土壤样本中均有明显差

异。 主要真菌纲为散囊菌纲、被孢霉纲、锤舌菌纲等，并且土壤样本间的多种优势真菌纲相对丰度存在显著性差异。 ５）主坐标

分析结果表明病株根际土壤与健康株根际土壤细菌和真菌群落结构差异明显，冗余分析结果显示速效钾和交换性钙是根际土

壤微生物群落变化的主要影响因素。 研究结果为揭示根肿病发生的根际微生态机制以及研发根肿病综合防控技术提供理论

支撑。
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十字花科作物根肿病是由芸薹根肿菌（Ｐｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａ ｂｒａｓｓｉｃａｅ）侵染引起的一种毁灭性土传病害［１］，在
世界范围内造成油菜和十字花科蔬菜严重的经济损失，在我国，根肿病的为害范围已经覆盖了所有十字花科

作物的主栽区，危害程度逐年加重，根肿病已成为制约十字花科作物生产的主要病害之一［２⁃３］。 根肿病病原

菌具生命力强（其休眠孢子在土壤中存活 ２０ 年之久仍保持侵染能力）、侵染效率高（土壤中极低病原孢子浓

度即可造成十字花科作物罹病）、传播途径多样（可随流水、农事操作等传播扩散）等特点，导致该病害菌源广

泛传播、种群结构复杂、防治难度高［４⁃５］。 传统的根肿病防治方法主要集中于化学防治、抗病品种选育以及栽

培措施上，在减轻根肿病发生上取得了一定成效，但也存在诸多弊端，例如育成的抗病品种在根肿病流行区连

续种植 ３ 年以上即有丧失抗性的风险［６⁃８］。 近年来，人们寄希望土壤改良的农业措施和生物防治方法以达到

有效防控根肿病流行发生的目的，如通过调节土壤 ｐＨ、增加土壤有机质含量、施用恢复土壤微生物平衡的生

防制剂来恶化根肿病原的生存环境，取得了不错的防病效果［９⁃１１］，土壤微生态治理已然成为十字花科作物根

肿病防治的主要途径之一［１２］。
土壤微生物是土壤生态系统的重要组成部分，参与并推动了生态环境中物质和能量的流动和转移［１３］，其

群落结构组成与土壤健康状况有密切联系，是评价土壤质量的重要指标［１４］。 土传病害的爆发是土壤微生物

特别是根际土壤微生物群落结构失衡的结果，病害的发生打破了植物⁃土壤⁃微生物相对稳定的生态系统，深
刻影响着土壤微生态（土壤理化性质、微生物群落结构、土壤酶活等）环境［１５］。 近年来，我国作物土传病发病

率不断上升，对此，土传病害发生与根际土壤微生物相应地成为研究热点之一［１６⁃１７］。 李金萍等［１８］研究表明青

稞根腐病显著改变根际土壤微生物组成，碳、氮、磷等物质代谢受到抑制，并且能量代谢发生紊乱。 陆晓菊

等［１９］在研究三七根际土壤微生物区系遗传多样性中发现，土传病害的发生与土壤理化性质和土壤微生物的

种群结构及其优势微生物的种群比例具有密切的关联性。 Ｓｈｅｎ 等［２０］ 研究显示香蕉枯萎病的发生与土壤微

生物群落结构和土壤有机质含量紧密相关。 目前，针对十字花科作物根肿病对寄主根际土壤微生物群落影响

的研究尚无人报道，本研究以罹病大白菜和健康株根际土壤为研究对象，采用高通量测序技术结合生物信息

学技术分析 ２ 组样本间的根际土壤细菌和真菌物种组成、群落结构及多样性，同时测定根肿病对根际土壤理

化性质影响，旨在分析根肿病、微生物群落以及土壤理化性质三者间的相关性，通过研究根际土壤中微生物群

落的结构差异，探究土壤中制约根肿病发生的关键因素，为揭示根肿病发生的根际微生态机制以及研发根肿

３３５１　 ５ 期 　 　 　 伍文宪　 等：十字花科作物根肿病对根际土壤微生物群落的影响 　
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病综合防控技术提供理论支撑。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况、土壤采集和理化性质测定

研究区位于成都平原腹心地带的郫都区唐昌镇柏木村，地理坐标为 ３０°５４′５６．６１″Ｎ，１０３°４８′３２．４３″ Ｅ，海拔

（５７４±２０） ｍ，属亚热带季风性湿润气候，年平均气温 １６℃，无霜期大于 ３４０ ｄ，降水集中于 ７—８ 月，年均降水

量 ９７９．４ ｍｍ，平均相对湿度为 ８２％，年日照率仅 ２４％—３２％，日照 １０１４．０ ｈ。 土壤类型灰色潮土性水稻土，土
地垦殖指数高，土壤采集样地的周年种植模式为大白菜⁃黄瓜⁃大白菜。

于 ２０１８ 年 １１ 月 １９ 日在研究区的同一田块进行采样，采用多点采样法取样，在试验田的未发病中心区域

选取呈三角形的 ３ 个采样点，每个采样点距离 １０ ｍ，每个采样点按 ５ 点取样法将植株挖出，抖落根部附着的

疏松土壤后，收集与根系结合紧密的土壤，混合均匀后合为一个土壤样品，共计 ３ 个重复。 健康大白菜根际土

壤样品采集与罹病植株根际土采样方法一致，土样装密封袋低温带回实验室，过 ２ ｍｍ 筛后立即保存在超低

温冰箱（－８０ ℃）冷冻暂存。
土壤样本的各项理化性质测定由四川省农业科学院土壤肥料研究所分析测试研究室完成，检测方法均依

据国家农业标准进行测定。
１．２　 土壤微生物总 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增和高通量测序

根际土壤 ＤＮＡ 采用 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ． Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒（ＯＭＥＧＡ 公司，美国）进行提取，利用 １％琼脂糖凝胶

电泳和 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，美国）分光光度仪检测提取的 ＤＮＡ 含量和纯度。 对细菌的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 的 Ｖ４ 区进行 ＰＣＲ 扩增， 采用的引物为 ５１５Ｆ （ ５′⁃ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ⁃ ３′） 和 ８０６Ｒ （ ５′⁃
ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃３′） ［２１］，利用引物 ＩＴＳ１⁃ １７３７Ｆ（５′⁃ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ⁃ ３′）和 ＩＴＳ２⁃
２０４３Ｒ（５′⁃ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ⁃３′）对真菌 ｒＤＮＡ ＩＴＳ１ 区进行 ＰＣＲ 扩增［２２］。 ＰＣＲ 反应体系为 ５０ μＬ，
包括稀释后的模板基因组 ＤＮＡ，带 Ｂａｒｃｏｄｅ 的特异引物，Ｐｈｕｓｉｏｎ Ｈｉｇｈ⁃Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｗｉｔｈ ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ
（Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公司，英国）和高保真酶（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，美国）等。 扩增程序为：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；９５ ℃
３０ ｓ，５５ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ６０ ｓ，共 ３０ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 对扩增的 ＰＣＲ 产物进行质量检测，根据产物浓度进

行等量混样，充分混匀后使用 ２％琼脂糖胶电泳纯化 ＰＣＲ 产物，剪切目标条带后使用 ＧｅｎｅＪＥＴ （Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，美国）胶回收试剂盒回收产物。 将纯化质量合格的 ＰＣＲ 产物用于 ＤＮＡ 文库构建，委托北京诺

和致源科技有限公司执行建库及测序工作。
１．３　 数据处理和统计分析

下机的数据经 Ｃｕｔａｄａｐｔ（Ｖ１．９．１， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｕｔａｄａｐｔ．ｒｅａｄｔｈｅｄｏｃｓ．ｉｏ ／ ｅｎ ／ ｓｔａｂｌｅ ／ ）过滤掉低质量 ｒｅａｄｓ，随后根据

Ｂａｒｃｏｄｅ 序列将 ｒｅａｄｓ 拆分并截去引物序列和 Ｂａｒｃｏｄｅ 标签，得到原始数据（Ｒａｗ ｒｅａｄｓ），再通过去除嵌合体序

列处理，最终得到有效数据（Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ） ［２３］。 使用 Ｕｐａｒｓｅ 软件（Ｕｐａｒｓｅ ｖ７．０．１００１，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ ／
ｕｐａｒｓｅ ／ ）将 ９７％以上一致性的 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ 聚类为一个操作分类单元（ＯＴＵ， Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔ） ［２４］，
使用 Ｑｉｉｍｅ 软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ １．９．１）中的比对方法（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｑｉｉｍｅ．ｏｒｇ ／ ｓｃｒｉｐｔｓ ／ ａｓｓｉｇｎ＿ｔａｘｏｎｏｍｙ．ｈｔｍｌ）与数据库 Ｕｎｉｔ
（ｖ７．２， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｕｎｉｔｅ．ｕｔ．ｅｅ ／ ）对 ＯＴＵｓ 进行物种注释分析，并在各分类水平上统计样本的群落组成［２５⁃２６］。 ＯＴＵｓ
间的系统发生关系则通过 ＭＵＳＣＬＥ（Ｖｅｒｓｉｏｎ ３．８．３１，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ ／ ｍｕｓｃｌｅ ／ ）软件进行快速多序列比

对［２７］。 最后得到的各样品数据，以样品数据量最少的为标准进行均一化处理。
通过 Ｑｉｉｍｅ 软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ １．９．１）计算 α⁃多样性指数，配对样本 Ｔ 检验进行理化性质数据和样本间的 α⁃多

样性指数差异分析，利用 Ｒ 软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ ２．１５．３）绘制稀释曲线，主坐标分析（ＰＣｏＡ）图用 Ｒ 软件的 ＷＧＣＮＡ，
ｓｔａｔｓ 和 ｇｇｐｌｏｔ２ 软件包绘制，对环境因子进行筛选的方差膨胀因子检验（ＶＩＦ， Ｖａｒｉａｎｃｅ ｉｎｆｌａｔｉｏｎ）使用的是

ｖｅｇａｎ 包中的 ｖｉｆ．ｃｃａ 函数，冗余分析（ＲＤＡ， Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ）是通过 ｖｅｇａｎ 包中的 ｒｄａ 函数进行的排序

分析。
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２　 结果与分析

２．１　 罹病与健康植株根际土壤理化性质差异

对患根肿病的大白菜和健康株根际土壤进行理化性质测定，结果显示两个区组样本间的有机质、全氮、有
效磷含量以及碳氮比无显著性差异（Ｐ＞０．０５），患病植株根际土壤 ｐＨ 值，全磷、全钾、碱解氮和速效钾含量显

著低于健康根际土壤（Ｐ＜０．０５），而土壤交换性钙含量显著高于健康植株根际土壤（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表 １　 发病植株和健康植株根际土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ （Ｇｒｏｕｐ １） ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ （Ｇｒｏｕｐ ２） ｐｌａｎｔｓ

土壤样本
Ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｐＨ

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

全氮
ＴＮ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

碳氮比
Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏ

全磷
ＴＰ ／

（ｇ ／ ｋｇ）
Ｇｒｏｕｐ １ ４．６１±０．０９ｂＡ ２７．５０±１．８４ａＡ ２．０１±０．１２ａＡ ７．９７±０．８０ａＡ １．７９±０．０８ｂＡ

Ｇｒｏｕｐ ２ ４．８１±０．１０ａＡ ２７．０３±０．８１ａＡ ２．２４±０．１０ａＡ ７．０１±０．１３ａＡ １．８５±０．０８ａＡ

土壤样本
Ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

全钾
ＴＫ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

碱解氮
ＡＮ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

有效磷
ＡＰ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

速效钾
ＡＫ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

交换性钙
ＥＣａ ／

（ｃｍｏｌ ／ ｋｇ）

Ｇｒｏｕｐ １ ２０．４３±０．１３ｂＡ ３２６．６７±２９．９４ｂＡ １２７．００±９．４３ａＡ ５００．００±６１．５１ｂＡ ７．３７±０．４０ａＡ

Ｇｒｏｕｐ ２ ２３．６９±０．２８ａＡ ４０１．００±３５．００ａＡ １３４．６３±９．０５ａＡ ８０９．３３±５２．３１ａＡ ６．３０±０ｂＡ

　 　 Ｇｒｏｕｐ １ 代表患根肿病大白菜根际土壤样本，Ｇｒｏｕｐ ２ 表示健康植株根际土壤样本，下同。 同列不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），同一

列不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）

２．２　 根肿病对土壤细菌和真菌群落 Ａｌｐｈａ 多样性影响

对 ２ 区组共计 ６ 个土壤样本高通量测序，结果显示患根肿病的大白菜根际土壤共获得细菌和真菌有效序

列分别为 ８０１４７ 和 ７４５１０ 条，健康植株根际土壤则获得的细菌和真菌的有效序列数分别为 ８１７８４ 和 ８０１０６
条。 从表 ２ 和表 ３ 中可知，无论细菌还是真菌，其测序覆盖度均高达 ９９％以上，说明本试验测序深度接近饱

和，土壤中的物种未被测出的概率低，测序结果能够真实反映土壤中细菌和真菌情况。

表 ２　 患根肿病和健康植株根际土壤细菌 α⁃多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｆｏｒ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ （Ｇｒｏｕｐ １） ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ （Ｇｒｏｕｐ ２） ｐｌａｎｔｓ

土壤样本
Ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

操作分类单元
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ

Ｕｎｉｔｓ（ＯＴＵｓ）

香农指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ

覆盖度
Ｃｏｖｅｒａｇｅ ／ ％

Ｇｒｏｕｐ １ １１７４±３６ｂＢ ７．１９±０．２６ｂＡ １１６４．９０±４０．０６ｂＡ １１６１．６７±４５．８５ｂＢ ９９．８０

Ｇｒｏｕｐ ２ １３４３±５２ａＡ ７．９２±０．０４ａＡ １３２４．８９±５９．７１ａＡ １３１８．１７±５０．２０ａＡ ９９．８３

表 ３　 患根肿病与健康植株根际土壤真菌 α⁃多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｆｏｒ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ （Ｇｒｏｕｐ １） ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ （Ｇｒｏｕｐ ２） ｐｌａｎｔｓ

土壤样本
Ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

操作分类单元
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ

Ｕｎｉｔｓ（ＯＴＵｓ）

香农指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ

覆盖度
Ｃｏｖｅｒａｇｅ ／ ％

Ｇｒｏｕｐ １ ８１８±１９ａＡ ６．４２±０．１１ａＡ ７９８．０６±３１．１４ａＡ ８２４．４９±２８．９１ａＡ ９９．７３

Ｇｒｏｕｐ ２ ８９０±７１ａＡ ６．７６±０．５２ａＡ ８７７．２９±４２．４９ａＡ ８９０．３５±５１．７７ａＡ ９９．７７

分析罹病和健康植株根际土壤微生物 α⁃多样性发现，患病植株根际土壤中检测到细菌 ＯＴＵ 数目为 １１７４
个，检测到真菌 ＯＴＵ 数目为 ８１８ 个，健康株系根际土壤中检测到 １３４３ 个细菌 ＯＴＵ 和 ８９０ 个真菌 ＯＴＵ，２ 个区

组间的细菌 ＯＴＵ 数目存在极显著差异（Ｐ＜０．０１）。 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数可反映微生物的多样性程度，而 Ｃｈａｏ１ 指数

和 ＡＣＥ 指数表示土壤中微生物群落物种丰富度［２８］，从表 ２ 可知，患病根际土壤细菌 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｃｈａｏ１ 指
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数显著低于健康株根际土壤（Ｐ＜０．０５），并且 ＡＣＥ 指数极显著低于健康株根际土壤（Ｐ＜０．０１）。 从表 ３ 可知，２
区组间的真菌 ＯＴＵ 数目、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数、ＡＣＥ 指数等未达到显著性差异。 以上结果表明，患病植

株根际土壤细菌数量下降极为明显，且细菌群落多样性程度和丰富度均显著低于健康根际土壤，而根肿病没

有改变寄主根际土壤的真菌物种数和各项 α⁃多样性指数。

图 １　 门水平下的细菌群落组成

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

∗表示存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）

２．３　 根际土壤微生物群落组成和结构分析

对测序结果进行物种注释，结果显示所测土壤样本中

的总计 ２５１７ 个细菌 ＯＴＵｓ 分属于 ２８ 门 ４０ 纲 ９１ 目 １６８ 科

３２６ 属，主要细菌门（相对丰度≥１％）分别是变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）６１．１３％，拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）１３．４３％，
放 线 菌 门 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ） ６．９３％， 酸 杆 菌 门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）５．１０％，绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）３．４２％，未
知细菌门 （ ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ） ２． ７１％，芽单胞菌门

（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ） ２． ３７％ 和厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）
１．４６％。 主要细菌纲（相对丰度≥１％）分别是 γ⁃变形菌

纲 （ Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ） ４９． ３８％， 拟 杆 菌 纲

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ）１３．４６％，α⁃变形菌纲（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）
１１．６５％，放线菌纲 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） ５． ３５％，酸杆菌纲

（ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ） ４． ７３％， 未 知 细 菌 纲 （ ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｂａｃｔｅｒｉａ）２．８８％，芽单胞菌纲（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）２．３６％
以及纤线杆菌纲（Ｋｔｅｄｏｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） ２．２０％，其余细菌门

类所占比例均低于 １％，共占 ７．９８％。 差异分析结果表

明，患病植株根际土壤拟杆菌门相对丰度显著高于健康植株根际土壤，但放线菌门相对丰度显著降低（Ｐ＜０．
０５）（图 １）。 细菌纲分类水平上，患根肿病植株与健康株根际土壤在拟杆菌纲、放线菌纲、未知细菌纲和生养

光细菌纲上有显著差异（Ｐ＜０．０５）（图 ２）。
而真菌的 １７０８ 个 ＯＴＵ 隶属于 １４ 门 ４１ 纲 ８７ 目 １４６ 科 ２０７ 属，主要真菌门是子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）

４０．９７％，担子菌门 （ Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ） ９． ５０％，被孢霉门 （ Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ） ９． ４３％，壶菌门 （ Ｃｈｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）
４．３３％，其他门占比 ３５．７８％。 Ｔ 检验结果表明，２ 区组在这 ４ 个真菌门水平上的相对丰度均存在着显著性差异

（Ｐ＜０．０５）（图 ３）。 真菌纲水平上，主要由散囊菌纲（Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）、被孢霉纲（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｅｔｅｓ）、锤舌菌纲

（Ｌｅｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）、 粪壳菌纲 （ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ ）、 座囊菌纲 （ Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ ）、 银耳纲 （ Ｔｒｅｍｅｌｌｏｍｙｃｅｔｅｓ ）、
Ｒｈｉｚｏｐｈｌｙｃｔｉｄｏｍｙｃｅｔｅｓ 纲、壶菌纲（Ｃｈｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）、伞菌纲（Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ）等优势菌纲组成，在患病植株根

际土壤中，按丰富度由高到低的排列顺序为：被孢霉纲＞粪壳菌纲＞座囊菌纲＞散囊菌＞锤舌菌纲＞银耳纲＞
Ｒｈｉｚｏｐｈｌｙｃｔｉｄｏｍｙｃｅｔｅｓ 纲＞壶菌纲＞伞菌纲，而在健康植株根据土壤中的丰度顺序是：散囊菌纲＞粪壳菌纲＞银
耳纲＞被孢霉纲＞座囊菌纲＞茶渍纲＞伞菌纲＞锤舌菌纲＞壶菌纲＞ Ｒｈｉｚｏｐｈｌｙｃｔｉｄｏｍｙｃｅｔｅｓ 纲，并且通过物种差异

分析，发现患病和健康植株根际土壤中的被孢霉纲、锤舌菌纲、Ｒｈｉｚｏｐｈｌｙｃｔｉｄｏｍｙｃｅｔｅｓ 纲和壶菌纲相对丰度存

在显著性差异（Ｐ＜０．０５），并且在散囊菌纲中的相对丰度差异达极显著水平（Ｐ＜０．０１）（图 ４）。
主坐标分析（ＰＣｏＡ）是通过一系列的特征值和特征向量排序从多维数据中提取最主要的元素和结构，可

直观反映样本间的微生物群落结构差异。 ＰＣｏＡ 可基于 Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ 距离和 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ 距离这两

种形式进行分析，如果样本间距离相近，说明物种组成结构相似。 本研究采用基于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ 距离进行

ＰＣｏＡ 分析，结果表明，无论是细菌还是真菌，患根肿病后的植株和健康植株根际土壤样本间的距离相差较

大，说明根肿病改变了根际土壤微生物群落结构（图 ５）。
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图 ２　 纲水平下土壤细菌群落组成

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ

图 ３　 土壤真菌在门水平上的群落组成

Ｆｉｇ．３　 Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ｐｈｙｌｕｍ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

２．４　 微生物群落与土壤理化因子相关性分析

采取矩阵检验分析和经方差膨胀因子（ＶＩＦ）筛选

后基于距离的冗余分析（ｄｂ⁃ＲＤＡ）环境因子与微生物群

落结构关系，其中环境因子为在 ２ 组根际土壤样本间有

显著性差异的 ｐＨ、全磷 （ ＴＰ ）、全钾 （ ＴＫ）、碱解氮

（ＡＮ）、速效钾（ＡＫ）和可交换性钙（ＥＣａ），微生物群落

数据为样品中 ＯＴＵｓ 的相对丰度，从表 ４ 可知，全钾、碱
解氮、交换性钙与细菌群落结构存在显著相关性，而对

根际土壤真菌群落而言，全钾、速效钾和交换性钙是重

要的影响因子。 由于对微生物菌群产生影响的相关环

境因子较多，并且环境因子存在严重的自相关性，因此

在进行环境因子与微生物群落结构分析时，有必要对环

境因子进行筛选，ＶＩＦ 检验可以计算每一个环境因子的

ＶＩＦ 值，当值大于 ２０ 时则被认定为无用的环境因子，进
而达到过滤筛选环境因子的目的，本研究基于 ＶＩＦ 的冗

余分析结果如图 ６ 所示，对于细菌群落而言，全磷、速效

钾和可交换性钙解释了 ８４．６９％的总特征值，并且这 ３ 个土壤化学因子对根际土壤真菌群落结构的影响，解释

了 ８３．３３％的总特征值，说明全磷、速效钾和可交换性钙对根际土壤微生物有较大影响。 进一步分析表明，速
效钾和交换性钙是影响根际土壤微生物群落改变的主要环境因子，且与速效钾呈显著性正相关（Ｐ＜０．０５），与
可交换性钙呈显著性负相关（Ｐ＜０．０５）。
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图 ４　 土壤真菌在纲水平上的群落组成

Ｆｉｇ．４　 Ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ

图 ５　 基于 ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｕｎｉｆｒａｃ 距离的根际土壤微生物群落主坐标分析

Ｆｉｇ．５　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣｏＡ） ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｕｎｉｆｒａｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ

ＰＣｏＡ：主坐标分析 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

表 ４　 土壤理化因子与细菌和真菌群落结构的相关性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

微生物群落
Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｐＨ 全磷

ＴＰ
全钾
ＴＫ

碱解氮
ＡＮ

速效钾
ＡＫ

交换性钙
ＥＣａ

总因子
Ｏｖｅｒａｌｌ

细菌群落 Ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ０．３３６ ０．０４８ ０．６００∗ ０．４６０∗ ０．２８６ ０．５３４∗ ０．５２１∗

真菌群落 Ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ０．５５４ ０．１１６ ０．７５０∗ ０．４６８ ０．６３９∗ ０．６１２∗ ０．６８２∗
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图 ６　 经 ＶＩＦ 筛选后的土壤理化因子与土壤微生物群落冗余分析

Ｆｉｇ．６　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｂｙ ｓｏｉｌ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ａｆｔｅｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｂｙ ｖａｒｉａｎｃｅ ｉｎｆｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｔｅｓｔ

３　 讨论

土壤理化性质与植物土传病害的发生有直接的联系，例如钾、钙等元素直接关系到植物的抗病性，氮、磷、
钾的比例失调显著增加病害的发生几率，有机质含量多少与土传病害的病情指数呈显著性负相关［２０，２９⁃３０］。 因

此，详细了解土壤理化性质对解释根肿病的发生具有重要意义，本研究的土壤理化性质测定结果显示，患病植

株根际土壤的 ｐＨ 值及全磷、全钾、碱解氮、速效钾含量显著低于对照。 而 ｐＨ 的下降导致的土壤酸性环境利

于根肿病孢子萌发、侵染和传播，试验结果恰与前期研究相吻合，另外，患病植物根际土壤的全钾和速效钾含

量显著低于对照也从侧面解释了草木灰防控根肿病的有效性，草木灰的 ｐＨ 值高达 １２ 左右，主要成分为碳酸

钾，施用草木灰可增加土壤钾含量以及提高 ｐＨ 以恶化根肿病病原菌生存环境，以此达到防控根肿病的目的。
病株土样中碱解氮含量下降与宋旭红等［３１］的研究结果一致，而碱解氮含量与土壤脲酶活性密切相关，推测病

株土壤中的脲酶活性降低影响了碱解氮的形成。 通常来讲，土壤中高含量可交换性钙可一定程度减轻病害的

危害，但有意思的是患根肿病大白菜根际土可交换性钙浓度要比健康株根际土要明显升高，其原因有可能是

根肿病侵染寄主根部后，一方面阻止植物根系对 Ｃａ２＋吸收，另一方面引起寄主 Ｃａ２＋外溢，进而增加了根际土壤

可交换性钙含量［３２⁃３４］。 因此，提高土壤 ｐＨ，增施钾肥，调减氮肥，均衡施肥对于防控根肿病是必要的。
土壤微生物指标是指示土壤健康的重要因子，土壤微生物群落多样性对于土壤生态及作物健康至关重

要［１６］，当根际微生物特别是细菌区系结构合理，多样性程度越高，物种越丰富，作物抗病能力就越强［３５］，α⁃多
样性分析结果表明，无论是罹病还是健康的植株，其根际土壤中的细菌 ＯＴＵｓ 数都比真菌的要多，说明根际土

壤中细菌种群数量要高于真菌，这与李岩等［３６］在研究根际土与非根际土中得出的土壤中微生物以细菌为主

一致的结果相似。 与此同时，根肿病侵染寄主后，引起寄主根际土壤的细菌数量急剧下降，多样性程度和丰富

度也显著低于健康植株根际土壤，有研究认为土壤细菌的数量和多样性的高低在一定程度上反映了土壤的健

康状况，细菌型土壤是土壤肥力提高的一个生物指标［１７， ３７］，本研究结果说明根肿病占领根际生态位后，对根

际土壤的细菌影响较大，导致土壤中细菌种群数量急剧减少，群落多样性趋于单一，土壤有由“细菌型”向“真
菌型”方向转化的趋势，影响到土壤生态系统，从而使得土壤微生态发生变化。

微生物对土壤环境敏感，植物种类、耕作方式、土壤营养状况、气候变化等等均会不同程度改变土壤群落

结构和微生物的组成［３８⁃４０］，植物土传病害发生后，根际土壤的微生物组成和优势微生物也会发生一定程度的

改变，李雪萍等［１８］研究表明青稞根腐病导致根际土壤的放线菌等其他有益细菌减少，Ｂｅｎｉｚｒｉ 等［４１］ 研究桃树
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根部病害对根际土壤微生物关系时，发现桃树根部发病与根际土壤拮抗细菌数量和种类降低有密切联系。 在

本研究中，根肿病显著改变了根际土壤微生物的群落结构，并且分析群落组成，发现无论是细菌还是真菌，其
优势种群丰度存在较为明显的变化，受根肿菌侵染的植株根际土壤放线菌的相对丰度显著降低，生养光细菌

等有益微生物数量亦明显下降。 另外，子囊菌门、被孢霉门、担子菌门和壶菌门是根际土壤丰度最高的真菌类

群，李岩等［３６］对枸杞根际土壤真菌群落的研究发现，子囊菌、担子菌和被孢霉是根际土壤中的优势菌群，高雪

峰等［４２］ 在短花针茅草原土壤微生物群落研究中发现子囊菌门、接合菌门、担子菌门和壶菌门是优势真菌类

群，本研究与这些研究结果的真菌群落主要构成类似。 前人报道子囊菌门大多数为腐生菌，对降解土壤有机

质等养分循环起着重要作用，是土壤中主要的真菌分解者［４３］，本试验结果显示健康植株根际土壤子囊菌门丰

度显著高于患病根际土壤，说明根肿菌可能对土壤的养分循环也起到了不同程度地干扰作用。 除此之外，２
个区组间多种真菌类群的相对丰度发生变化，意味着根肿病对土壤中优势真菌群落组成影响较大。

矩阵检验分析表明，土壤理化因子对微生物群落变化密切相关，土壤中全钾、碱解氮和交换性钙对细菌群

落结构影响显著，真菌群落结构则与土壤全钾、速效钾和交换性钙相关。 经 ＶＩＦ 筛选后的冗余分析结果显示，
速效钾和可交换性钙是影响细菌和真菌群落结构的主要因子，并且健康植株根际土壤微生物对速效钾表现出

正相关性。 后续我们通过方差分解分析（ＶＰＡ， Ｖａｒｉａｎｃｅ ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ）研究土

壤各环境因子对微生物群落分布的解释量，发现全钾、速效钾和可交换性钙对根际土壤细菌群落分布差异贡

献度达 ６８．４３％，对真菌群落分布贡献度为 ７１．７９％，说明钾和钙两种元素对根肿病发生和微生物群落变化起

着重要作用。 综上，根肿病的发生与根际土壤微生态环境失衡显著相关，它改变了微生物结构，影响了微生物

群落多样性，特别是生防有益微生物丰富度，与此同时，土壤理化因子与微生物群落结构存在着紧密联系。

４　 结论

患根肿病植株根际土壤 ｐＨ 值和全磷、全钾、碱解氮、速效钾含量显著低于健康植株根际土壤，交换性钙

含量显著增加；根肿病引起寄主根际土壤细菌数量急剧减少，并且显著降低了根际细菌的丰富度和多样性程

度，但真菌物种数、丰富度和多样性程度在罹病和健康植株根际土壤间则无显著性变化；根肿病改变了根际土

壤微生物群落结构，提高了拟杆菌、真菌壶菌、被孢霉、担子菌等的相对丰度，降低了放线菌、生养光细菌等有

益微生物的相对丰度；土壤微生物群落受多种土壤理化因子影响，其中速效钾和交换性钙是影响患根肿病和

健康植株根际土壤微生物结构变化的主要因子。 本研究可为优化微生态调控措施，提升植物根际微生态抗性

来防控根肿病提供理论依据。
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