
ｄｏｉ: １０ １１８３８ / ｓｆｓｃ ２０１８０３２５

绿肥压青对喀斯特地区植烟土壤细菌群落特征的影响

林叶春１ꎬ 李　 雨２ꎬ 陈　 伟１ꎬ 陈　 懿１ꎬ 高维常１ꎬ 和凤梅３ꎬ 黄化刚４∗ꎬ 潘文杰１∗

(１. 贵州省烟草科学研究院ꎬ 烟草行业山地烤烟品质与生态重点实验室ꎬ 贵州　 贵阳　 ５５００８１ꎻ
２. 江苏中烟工业有限责任公司ꎬ 江苏　 南京　 ２１００１９ꎻ ３. 云南农业大学烟草学院ꎬ 云南　 昆明　 ６５０２０１ꎻ

４. 河南农业大学作物学博士后科研流动站ꎬ 河南　 郑州　 ４５０００２)

摘　 要: 为研究绿肥压青对喀斯特地区植烟土壤细菌群落特征的影响ꎮ 采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 高通量测序ꎬ 分析了

连续 ４ 年绿肥 (黑麦草、 燕麦、 光叶紫花苕和紫云英) 压青对烤烟根际土壤细菌丰富度和多样性的影响ꎮ 绿肥压

青土壤速效钾和有机质含量分别提高了 ２５ ０４％ ~ ３１ ００％ 和 ６ ４９％ ~ １０ ８４％ ꎬ 土壤有效磷降低了 ０ ６２％ ~
９ ０４％ ꎻ 黑麦草和燕麦压青提高了土壤 ｐＨ 值ꎬ 而紫云英和光叶紫花苕压青则降低了土壤 ｐＨ 值ꎮ 与无绿肥压青比

较ꎬ 紫云英压青对土壤细菌 Ａｃｅ 指数无显著 (Ｐ > ０ ０５) 影响ꎬ 但黑麦草、 光叶紫花苕和燕麦压青分别显著 (Ｐ <
０ ０５) 减小了 ８ ７３％ 、 ６ ４１％和 ８ ８４％ ꎻ 黑麦草、 光叶紫花苕、 燕麦和紫云英压青均显著降低了土壤细菌 Ｓｈａｎ￣
ｎｏｎ 指数ꎬ 分别下降了 ６ ０１％ 、 ２ ０１％ 、 ２ ０１％ 和 ３ ３４％ ꎻ 绿肥压青的植烟土壤放线菌门细菌丰度提高了

４９ ８３％ ~ １１４ ９５％ ꎬ 厚壁菌门和疣微菌门分别降低了 ２０ ０５％ ~ ６６ ８３％ 和 ２５ ３４％ ~ ８３ ４９％ ꎮ 冗余 (ＲＤＡ) 分
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菌门的优势细菌类群芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 则呈明显的负相关关系ꎮ 绿肥压青还田提高了植烟土壤水解氮、 速效钾

和有机质含量ꎬ 改变了土壤 ｐＨ 值ꎬ 调节了细菌群落结构ꎮ
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作者简介: 林叶春 (１９８５ － )ꎬ 男ꎬ 四川邻水人ꎬ 副研究员ꎬ 主要

从事农田生态健康研究ꎮ Ｅ － ｍａｉｌ: ｌｉｎｙｅｃｈｕｎ＠ ｌｉｖｅ. ｃｎꎮ
通讯作者: 潘文杰ꎬ Ｅ － ｍａｉｌ: ｗｅｎｊｉｅｐａｎ＠ １６３. ｃｏｍꎻ 黄化刚ꎬ Ｅ －
ｍａｉｌ: ｈｈｇ４９１１２４＠ １６３. ｃｏｍꎮ

贵州高原位于亚热带喀斯特典型区域ꎬ 是中国

石灰岩分布最广泛、 喀斯特地貌特征最明显的地

区ꎬ 土壤生态环境恶化较为突出ꎬ 严重制约了当地

经济和社会的可持续发展[１]ꎮ 贵州省是中国第二大

烟叶种植区ꎬ ２０１５ 年烤烟种植面积 １ ８２ × １０５ ｈｍ２ꎬ
占当年全国烤烟种植面积的 １４ ９０％ ꎬ 是贵州省的

第七大农作物[２]ꎮ 近年ꎬ 由于不合理的耕地管理方

式ꎬ 如烤烟连作[３]、 重施化肥、 轻视绿肥[４] 等ꎬ 使

植烟土壤出现板结粘重、 酸化加剧[５]、 有机质含量

降低[６ － ７]等影响耕地生产力的现象ꎮ 烟草根系分泌

物丰富ꎬ 持续单一种植会导致植烟土壤中酚酸类根

系分泌物不断积累ꎬ 将抑制土壤微生物生长或促进

土壤病原菌增殖[８]ꎬ 进而导致连作障碍的发生ꎮ
绿肥是农业生产中一种重要的有机物料ꎬ 绿肥

压青还田在改善土壤理化属性、 提高农作物产量、
土壤培肥等方面具有重要作用[９]ꎮ 持续翻压绿肥可

增加土壤中 > ７ ｍｍ 的团聚体数量ꎬ 降低 < １ ｍｍ 的

团聚体含量ꎬ 并显著降低土层 １０ ｃｍ 处的土壤紧实

度[１０]ꎮ 绿肥压青可显著提高双季稻区稻田土壤的

ｐＨ 值和有机质含量[１１]ꎬ 增加土壤微生物量碳

(ＳＭＢＣ)、 微 生 物 量 氮 ( ＳＭＢＮ ) 和 微 生 物 商

(ＭＱ) [１２]ꎮ 多数研究表明ꎬ 长期翻压绿肥有利于增

加植烟土壤微生物量ꎬ 提高土壤脲酶、 磷酸酶和过

氧化氢酶活性[１０ꎬ１３ － １４]ꎮ 平板培养法、 生物化学法

和分子生物学法是用于研究细菌多样性的主要方

法ꎬ 当前ꎬ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 高通量测序是研究微生

物群落结构和多样性的强有力工具[１５]ꎮ 已有的研

究ꎬ 主要通过微生物量、 高通量测序等技术分析了

翻压绿肥对双季稻区土壤微生物的影响ꎬ 而利用高

通量测序针对喀斯特地区植烟土壤微生物群落结构

和多样性的研究鲜见报道ꎮ 绿肥压青还田有利于缓

解烤烟连作障碍[１６]ꎬ 可能与土壤微生物群落结构改
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变密切相关[１７]ꎮ 本文通过多年定位试验ꎬ 研究了不

同冬种绿肥压青对植烟土壤细菌群落特征的影响ꎬ
为喀斯特地区植烟土壤保育提供理论与技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 试验设计

试验于 ２０１２ ~ ２０１６ 年连续在贵阳设置盆栽试

验ꎬ 试验处理分别为冬季无绿肥作物 － 烤烟 ( ｌｖ＿
ＣＫ)、 冬种黑麦草 －烤烟 (ｌｖ＿ ｈｍｃ)、 冬种光叶紫花

苕 －烤烟 (ｌｖ＿ ｍｓｚ)、 冬种燕麦 －烤烟 (ｌｖ＿ ｙｍ) 和

冬种紫云英 － 烤烟 ( ｌｖ＿ ｚｙｙ) ５ 个处理ꎬ 每个处理

５ 次重复ꎮ 盆栽试验土壤取自贵阳市开阳县龙岗试

验基地 ０ ~ ２０ ｃｍ 耕层ꎬ 土壤类型为黄壤ꎬ 每盆

(盆口直径 ３３ ｃｍꎬ 盆底直径 ２０ ｃｍꎬ 盆高 ２７ ｃｍ)
装入上述经风干过筛的土壤 ２５ ｋｇꎮ 每年 １０ 月将相

应的绿肥种子撒播入盆内ꎬ 不增施化学肥料ꎬ 翌年

４ 月按鲜草还田量 ２２ ５ ｔ / ｈｍ２均匀混入土中ꎬ 同时

混施烤烟专用肥 １００ ｇ /盆ꎬ ５ 月完成烟苗移栽ꎮ 试

验采用滴灌灌溉ꎬ 滴头出水量 ２ Ｌ / ｈꎬ 其他管理措

施同烤烟常规生产ꎮ
１ ２　 样品采集

烤烟盛花期 (２０１６ 年 ７ 月)ꎬ 取烟株不定根根

区土壤样品约 ５００ ｇꎬ 于阴凉处风干ꎬ 用于土壤基

本养分测定ꎮ 采用抖根法取烟株须根根际土壤ꎬ 去

除根系等杂物后用锡箔纸包裹ꎬ 并迅速装入 ５０ ｍＬ
离心管中ꎬ 立即放入液氮冷冻ꎬ 之后转移至 － ８０℃
冰箱中保存用于土壤细菌多样性分析ꎮ
１ ３　 试验方法

１ ３ １　 土壤 ＤＮＡ 提取与扩增

取 ０ ５ ｇ 保存的烟株根际土壤ꎬ 采用 ＦａｓｔＤＮＡ®

Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ (ＭＰ Ｂｉｏ) 试剂盒ꎬ 按照操作说明

提取土壤总 ＤＮＡꎮ 经 ＤＮＡ 浓度和纯度检测后ꎬ 利

用 ＡＢＩ ＧｅｎｅＡｍｐ® ９７００ 型 ＰＣＲ 仪ꎬ 针对细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ Ｖ３ ~ Ｖ４ 区进行 ＰＣＲ 引物扩增ꎮ 设计引物为

３３８ Ｆ ５′ － ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ －３′ꎬ ８０６ Ｒ
５′ － ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ － ３′ꎮ ＰＣＲ 采用

ＴｒａｎｓＧｅｎ ＡＰ２２１ － ０２: ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｆａｓｔｐｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙ￣
ｍｅｒａｓｅꎬ ２０ μＬ 反应体系包括: ４ μＬ ５ × ＦａｓｔＰｆｕ
Ｂｕｆｆｅｒꎬ ２ ０ μＬ ２ ５ ｍＭ ｄＮＴＰｓꎬ ０ ８ μＬ 前引物ꎬ
０ ８ μＬ 反向引物ꎬ ０ ２ μＬ ＢＳＡꎬ １０ ０ ｎｇ ＤＮＡ 模板

以及 ０ ４ μＬ ＦａｓｔＰｆｕ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ( ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ ＴｒａｎｓＧｅｎ)ꎮ ＰＣＲ 扩增程序如下:
先在 ９５℃反应 ３ ｍｉｎꎬ 然后进入扩增循环ꎬ 每一次

扩增循环分别在 ９５、 ５５ 和 ７２℃下保持 ３０、 ３０ 和 ４５
ｓꎬ 共循环 ２７ 次ꎬ 在 ７２℃保持 １０ ｍｉｎꎬ 最后在 １０℃
条件下结束反应ꎮ ＰＣＲ 扩增产物用 ２％ 琼脂糖凝胶

进行电泳检测ꎬ 并回收ꎮ 土壤 ＤＮＡ 提取与 ＰＣＲ 扩

增均由上海某公司完成ꎮ
１ ３ ２　 高通量测序

Ｍｉｓｅｑ 文库构建和测序均由上海某公司完成ꎬ 测

序平台为 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３００ 测序完成后ꎬ 对有效

序列进行过滤优化处理ꎬ 并根据高于 ９７％序列相似

性定义 ＯＵＴ (Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ)ꎬ 对 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 细菌的所有 ＯＵＴ 序列进行生物信息统计分析ꎮ
１ ４　 数据分析

利用 Ｍｏｔｈｕｒ 软件计算丰富度指数 Ａｃｅ 和 Ｃｈａｏꎬ
计算多样性指数 Ｓｈａｎｎｏｎꎮ 基于 Ｓｉｌｖａ 数据库ꎬ 对

９７％相似水平的 ＯＴＵ 代表序列进行分类学分析ꎬ
利用 Ｅｘｃｅｌ 和 Ｒ 语言工具对统计结果进行图表制作ꎮ
利用 Ｃａｎｏｃｏ 软件 (ｖ ４ ５) 对优势土壤细菌类群和主

要土壤化学性质进行冗余 (ＲＤＡ) 分析ꎬ 并做 ＲＤＡ
排序图ꎮ 采用 ＳＡＳ (ｖ ８ ２) 进行数据方差分析ꎬ
Ｄｕｎｃａｎ 比较法进行差异显著性分析 (Ｐ ＝ ０ ０５)ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 土壤细菌 ＯＵＴ 统计与多样性分析

测序结果显示: 从对照、 黑麦草压青、 光叶紫

花苕压青、 燕麦压青和紫云英压青的烟株根际土壤

中ꎬ 得到细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列 ( ｒｅａｄｓ) 为 ３０４５４、
３０９４２、 ２５１５３、 ３０９３４ 和 ３４１６８ꎬ 分别代表了 １ ２０６、
１ ０７２、 １ ０８５、 １ ０７４ 和 １ １７４ 种细菌 (ＯＴＵｓ) (图 １)ꎮ

图 １　 绿肥压青 ＯＴＵｓ 分布 Ｖｅｎｎ 图
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图 １ 反映不同处理土壤样品之间共有和特有的

土壤细菌种类ꎬ 能够直观呈现处理间土壤细菌种类

的重叠关系ꎬ 可以找出不同处理中的核心土壤细

菌ꎮ 从图 １ 可以看出ꎬ 不同处理之间共有的土壤细

菌 ＯＴＵｓ 数量为 ７２１ 个ꎬ 对照、 黑麦草、 光叶紫花

苕、 燕麦和紫云英压青特有的 ＯＴＵｓ 数量分别为

２６、 １３、 ９、 ４ 和 ２６ 个ꎬ 绿肥压青没有增加烟株根

际土壤特有细菌种类ꎬ 而黑麦草、 光叶紫花苕和燕

麦压青分别使烟株根际土壤特有细菌种类下降了

５０ ００％ 、 ６５ ３９％和 ８４ ６２％ ꎮ
样品多样性分析可以反映土壤细菌群落的丰富

度和多样性ꎬ 样品测序的相应文库覆盖率在 ９９％以

上 (表 １)ꎮ Ａｃｅ 和 Ｃｈａｏ 指数可以反映土壤细菌群

落的丰富度ꎬ 与对照 ( ｌｖ＿ ＣＫ) 无绿肥压青比较ꎬ

紫云英压青 ( ｌｖ＿ ｚｙｙ) 土壤细菌 Ａｃｅ 和 Ｃｈａｏ 指数

没有显著性差异 (Ｐ > ０ ０５)ꎬ 黑麦草压青 ( ｌｖ＿
ｈｍｃ)、 光叶紫花苕压青 ( ｌｖ＿ ｍｓｚ) 和燕麦压青

(ｌｖ＿ ｙｍ) 显著 (Ｐ < ０ ０５) 降低ꎮ 其中ꎬ Ａｃｅ 指数

分别下降了 ８ ７３％ 、 ６ ４１％ 和 ８ ８４％ ꎬ Ｃｈａｏ 指数

分别降低了 ９ ３２％ 、 ７ ６１％ 和 ８ ６７％ ꎮ 冬种紫云

英压青还田ꎬ 烟株根际土壤细菌群落丰富度没有显

著变化ꎬ 冬种黑麦草、 光叶紫花苕和燕麦压青还田

后土壤细菌群落丰富度均显著减小ꎮ
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数反映了土壤细菌群落的多样性 (表

１)ꎮ 与无绿肥比较ꎬ 冬种黑麦草、 光叶紫花苕、 燕麦

和紫云英压青还田均显著降低了 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数ꎬ 分别

下降了 ６ ０１％、 ２ ０１％、 ２ ０１％和 ３ ３４％ꎮ 冬种绿肥

并压青还田会显著降低烟株根际土壤细菌群落多样性ꎮ

表 １　 绿肥压青烟株根际土壤细菌群落丰富度和多样性指数

处理 Ａｃｅ 指数 Ｃｈａｏ 指数 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 覆盖率 (％ )

无绿肥 (ｌｖ＿ ＣＫ) １ ２６４ ３３ ± ２１ ５９ａ １ ２９２ ３３ ± ３８ ２８ａ ５ ９９ ± ０ ０２ａ ９９ ５９

黑麦草 (ｌｖ＿ ｈｍｃ) １ １５４ ００ ± ２７ ６２ｂ １ １７２ ００ ± ４２ ３２ｂ ５ ６３ ± ０ ０２ｄ ９９ ５５

光叶紫花苕 (ｌｖ＿ ｍｓｚ) １ １８３ ３３ ± ３１ １３ｂ １ １９４ ００ ± ４３ ３１ｂ ５ ８７ ± ０ ０２ｂ ９９ ３６

燕麦 (ｌｖ＿ ｙｍ) １ １５２ ６７ ± ２７ １０ｂ １ １８０ ３３ ± ４４ ８４ｂ ５ ８７ ± ０ ０２ｂ ９９ ５６

紫云英 (ｌｖ＿ ｚｙｙ) １ ２６７ ００ ± ２９ ６１ａ １ ２９９ ３３ ± ４９ ８０ａ ５ ７９ ± ０ ０２ｃ ９９ ５４

注: 同列不同小写字母表示在 ０ ０５ 水平上差异显著ꎮ 下同ꎮ

２ ２　 土壤细菌类群分析

各处理测序得到的土壤细菌分属 ２９ 个门ꎮ 其

中ꎬ 优势门类 (丰富度 > ０ ３％ ) 分别为酸杆菌门

Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ、 放线菌门 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、 拟杆菌门

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、 绿弯菌门 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、 蓝藻门 Ｃｙａ￣
ｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、 厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ、 芽单胞菌门 Ｇｅｍ￣
ｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ、 变 形 菌 门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、 Ｓａｃｃｈａｒｉ￣
ｂａｃｔｅｒｉａ 和疣微菌门 Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａꎬ 这 １０ 个优势门

类占细菌总量的 ９５ ４１％ ~ ９７ ８７％ (图 ２)ꎮ 与无

绿肥对照比较ꎬ 冬种绿肥并压青还田的烟株根际土

壤中ꎬ 放线菌门的丰富度分别提高了 ４９ ８３％ (黑
麦草压青)、 ７０ ７２％ (燕麦压青)、 ９１ ７２％ (紫云

英) 和 １１４ ９５％ (光叶紫花苕)ꎬ 厚壁菌门的丰富度

降低了 ２０ ０５％ (紫云英)、 ５１ ６６％ (光叶紫花苕)、
５４ ００％ (燕麦) 和 ６６ ８３％ (黑麦草)ꎬ 疣微菌门的

丰富度减少了 ２５ ３４％ (黑麦草)、 ５５ ６６％ (燕麦)、
７９ ５５％ (光叶紫花苕) 和 ８３ ４９％ (紫云英)ꎬ 其他

细菌门类的变化规律不强ꎮ

图 ２　 绿肥压青对烟株根区土壤优势

细菌门类的影响 (丰富度 > ０ ３％ )

图 ３ 为属水平上的土壤细菌分类ꎬ 将平均丰度

小于 １ ４％的细菌属合并为 ｏｔｈｅｒꎻ 余下的 １３ 个属

中有 ３ 个属在分类学数据库中没有科学名称ꎬ 以

ｎｏｒａｎｋ 作为标记ꎻ 另有 ２ 个细菌属为不可培养细

菌ꎬ 以 ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ 作为标记ꎮ 芽单胞菌科中的一部

分不可培养细菌属 (Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄａｃｅａｅ＿ ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ)
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平均丰度为 ４ ５％ꎬ 占芽单胞菌门 (Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅ￣
ｔｅｓ) 的 ５２％ꎬ 在紫云英压青还田中相对丰度最大

(６ ５％)ꎬ 黑 麦 草 压 青 还 田 中 相 对 丰 度 最 小

(３ ６％)ꎮ 鞘氨醇单胞菌属 (Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ) 平均丰

度为 ４ ４％ꎬ 在 变 形 菌 门 ( Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ) 中 占

１２％ꎬ 在绿肥压青还田中相对丰度均降低ꎮ Ｇａｉｅｌｌａｌｅｓ
(目) 中的一部分属水平不可培养细菌 (Ｇａｉｅｌｌａｌｅｓ＿
ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ) 平均丰度为 ４ ０％ꎬ 在放线菌门 (Ａｃｔｉ￣
ｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) 中占 ２２％ꎬ 绿肥压青并还田均提高了相

对丰度ꎮ 芽单胞菌属 (Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ) 平均丰度为

３ ５％ꎬ 占芽单胞菌门 (Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ) 的 ３９％ꎬ
在光叶紫花苕压青还田中相对丰度最大 (４ ５％)ꎬ
黑麦草压青还田中相对丰度最小 (２ １％)ꎮ 慢生根

瘤菌属 (Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ) 平均丰度为 ２ ７％ꎬ 在变

形菌门 (Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ) 中占 ７％ꎬ 在光叶紫花苕压

青还田中相对丰度最大 (２ ９％)ꎬ 黑麦草压青还田

中相对丰度最小 (２ ３％)ꎮ 芽孢杆菌属 (Ｂａｃｉｌｌｕｓ)
平均丰度为 ２ ４％ꎬ 在厚壁菌门 (Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ) 中占

７８％ꎬ 在紫云英压青还田中相对丰度最大 (３ ２％)ꎬ
在黑麦草压青还田中相对丰度最小 (１ ４％)ꎮ

图 ３　 绿肥压青对烟株根区土壤细菌属水平分类的影响

２ ３　 土壤细菌优势类群与土壤化学指标的 ＲＤＡ
分析

２０１２ ~２０１６ 年间ꎬ 冬种绿肥压青还田影响烟株

根区土壤主要化学性质的变化 (表 ２)ꎮ 与无绿肥

(ｌｖ＿ＣＫ) 比较ꎬ 黑麦草压青显著提高了土壤全氮含

量ꎬ 黑麦草、 光叶紫花苕和燕麦压青显著提高了土壤

水解氮含量ꎻ 黑麦草和紫云英压青降低了土壤全磷含

量ꎬ 土壤有效磷含量无显著差异ꎻ 光叶紫花苕和紫云

英压青显著降低了土壤全钾含量ꎬ 与速效钾含量无显

著差异ꎻ 黑麦草和光叶紫花苕压青显著提高了土壤有

机质含量ꎻ 黑麦草和燕麦压青提高了土壤 ｐＨ 值ꎬ 紫

云英和光叶紫花苕压青则降低了土壤 ｐＨ 值ꎮ

表 ２　 长期绿肥压青烟株根区土壤的主要化学性质

处理
全氮

(ｇ / ｋｇ)
水解氮

(ｍｇ / ｋｇ)
全磷

(ｇ / ｋｇ)
有效磷

(ｍｇ / ｋｇ)
全钾

(ｇ / ｋｇ)
速效钾

(ｍｇ / ｋｇ)
有机质

(ｇ / ｋｇ)
ｐＨ 值

无绿肥 (ｌｖ＿ ＣＫ) ２ ０６ ± ０ ０４ｂ １９３ ７２ ± ９ ９１ｄ ０ ８５ ± ０ ０１ａｂ ８５ １２ ± ６ ９８ａ １２ ４２ ± ０ ２２ａ ５０５ ９０ ± ３８ ０８ａ ５８ １４ ± １ ０６ｂ ５ ７１ ± ０ ０４ｂ

黑麦草 (ｌｖ＿ ｈｍｃ) ２ ２７ ± ０ ００ａ ２２３ ８６ ± ７ １０ａ ０ ８０ ± ０ ０２ｃ ８４ ６１ ± ４ ９５ａ １２ ７０ ± ０ ３０ａ ５６８ ６１ ± ３９ ００ａ ６４ １１ ± ０ ４０ａ ５ ９８ ± ０ ０３ａ

光叶紫花苕 (ｌｖ＿ｍｓｚ) ２ １２ ± ０ ２０ａｂ ２０５ ４９ ± １ ７１ｂｃ ０ ８７ ± ０ ０１ａ ７９ ８９ ± ５ ７２ａ １１ ７７ ± ０ ２８ｂ ５４３ ９８ ± ６８ ８６ａ ６３ ８８ ± １ ７５ａ ５ ５０ ± ０ １１ｃ

燕麦 (ｌｖ＿ ｙｍ) ２ １２ ± ０ ０２ａｂ ２０８ ８６ ± １ ４１ｂ ０ ８３ ± ０ ０１ｂ ８１ ８５ ± ９ ６８ａ １２ ４１ ± ０ １８ａ ５７４ ３９ ± ２８ ６７ａ ６２ ０７ ± １ ５１ａｂ ５ ９６ ± ０ ０９ａ

紫云英 (ｌｖ＿ ｚｙｙ) ２ ０７ ± ０ １４ｂ １９６ ５０ ± ０ ４１ｃｄ ０ ８０ ± ０ ０２ｃ ７９ １５ ± ４ ６２ａ １１ ４６ ± ０ ４８ｂ ５３２ １３ ± ５２ ８２ａ ５８ ８６ ± ４ １７ｂ ５ ５７ ± ０ ０３ｃ

根据不同绿肥压青处理中共有的各土壤细菌属

并且丰富度 > １％的类群ꎬ 选取 １３ 个土壤细菌属与

土壤环境因子进行去趋势对应分析 (ＤＣＡ)ꎮ 分析

显示最大的梯度长度为 ０ ３９４ꎬ 远小于 ３ꎬ 应选择

对土壤细菌属与土壤环境因子做 ＲＤＡ 分析ꎬ 以研

究不同绿肥压青烟株根际优势土壤细菌属与土壤 ５
个环境化学因子间的关系ꎮ ＲＤＡ 分析显示ꎬ 前两个

轴的特征值分别为 ０ ５８８ 和 ０ ２３４ꎬ 共解释了土壤

优势细菌属类群变异程度的 ８２ ２％ ꎮ
ＲＤＡ 分析排序图 (图 ４) 表明ꎬ 土壤环境化学
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因子与轴 １ 均为负相关ꎬ 其中有机质 (ＳＯＭ) 相关

性最大ꎬ 相关系数为 － ０ ９０２ ５ꎻ 土壤全磷 ( ＴＰ)
和全钾 (ＴＫ) 与轴 ２ 成正相关ꎬ 相关系数分别为

０ ７４７ ２ 和 ０ ２８７ ８ꎬ 土壤全氮 (ＴＮ)、 ＳＯＭ 和 ｐＨ
值与轴 ２ 成负相关ꎬ 相关系数分别为 － ０ ５１９ ９、
－ ０ ３３９ ０ 和 － ０ ０４０ ４ꎮ 待定 ＳＣ － Ｉ － ８４ 细菌属与

土壤 ＴＮ、 ＳＯＭ 和 ｐＨ 值呈正相关ꎬ 提高土壤 ＴＮ、
ＳＯＭ 和 ｐＨ 值将增加其种群丰度ꎻ 粘球菌目成员

Ｈａｌｉａｎｇｉｕｍ 与土壤 ＴＰ 正相关关系明显ꎬ 表明其适

宜生长在磷水平较高的土壤中ꎬ 相反ꎬ Ｂｒｙｏｂａｃｔｅｒ
则偏好于低磷含量的土壤ꎻ Ｒｈｉｚｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ 与土壤

ＴＮ 呈明显正相关ꎬ 鞘氨醇单胞菌属 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ
则呈明显的负相关关系ꎻ 芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 和

Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ 与土壤 ＳＯＭ 和 ｐＨ 值负相关关系明

显ꎻ 慢生根瘤菌属 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 和不可培养芽单

胞菌科 Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄａｃｅａｅ 与土壤 ＴＫ 呈明显负相关

关系ꎮ 可见ꎬ 烟株根区不同优势土壤细菌类群对土

壤主要化学性质的响应存在差异ꎬ 土壤细菌群落结

构受土壤环境化学因子的调控ꎮ

Rhizomicrobium

图 ４　 土壤细菌优势类群 (相对丰度 > １％ )
与环境因子的 ＲＤＡ 分析

注: ＴＮ 表示土壤全氮ꎬ ＴＰ 表示土壤全磷ꎬ ＴＫ 表示土壤全钾ꎬ ＳＯＭ
表示土壤有机质ꎬ ｐＨ 值为土壤提取液酸碱度ꎮ

３　 讨论

３ １ 　 绿肥压青对土壤细菌群落结构与多样性的

影响

绿肥压青对土壤微生物群落的影响最为显

著[１１]ꎬ 本研究以无绿肥压青为对照ꎬ 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＭｉｓｅｑＰＥ３００ 高通量测序平台ꎬ 分析了 ４ 种绿肥压青

还田对烟株根际土壤细菌多样性与丰富度的影响ꎮ

烟株根际土壤细菌群落在门和属分类水平上的优势

细菌类群分析显示ꎬ 根际土壤细菌类群分布特征表

现为少数常见类群占比较高ꎬ 如变形菌门 Ｐｒｏ￣
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、 放 线 菌 门 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、 酸 杆 菌 门

Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ、 绿弯菌门 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ 和芽单胞菌门

Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ 等 ５ 个细菌门类相对比例达 ８３％ ꎬ
其余 ２４ 个少数细菌门类仅占 １７％ ꎮ 绿肥压青还田

烟株根际土壤细菌的分布特点ꎬ 符合生态学经典的

物种多度分布特征ꎬ 即物种多样性分布表现为大量

丰富的不常见种群和少数的常见种群模式ꎬ 这与

ＭｃＧｉｌｌ 等[１８]和杨浩等[１９] 对微生物群落结构研究的

结果一致ꎮ
绿肥压青显著降低了烟株根际土壤细菌 Ｓｈａｎ￣

ｎｏｎ 指数ꎬ 降低了细菌多样性ꎬ 这与王秀呈[１１] 基于

３０ 年长期 “稻 － 稻 － 绿肥” 种植模式下稻田土壤

微生物多样性研究的结果一致ꎮ 种植绿肥并压青还

田可调节土壤 Ｃ / Ｎꎬ 提供碳氮源而影响土壤微生物

活性ꎬ 改变土壤微生物群落组成和功能[１２]ꎮ 本研

究中ꎬ 冬种绿肥并压青提高了放线菌门 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅ￣
ｒｉａ 的丰富度ꎬ 与放线菌门大多为腐生菌ꎬ 以及促

进土壤中动植物残体腐烂分解的主要生理功能有

关ꎻ 冬种绿肥并压青降低了烟株根际土壤厚壁菌门

Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 和疣微菌门 Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ 细菌丰富度ꎬ
可能与 “烤烟 －绿肥” 轮作改善土壤结构和提高植

烟土壤质量存在一定关系[２０ － ２１]ꎮ 初烤烟叶 (Ｃ３Ｆ)
化学成分分析显示ꎬ 绿肥压青明显增加了烟碱、 总

氮等含氮化合物含量ꎬ 其中ꎬ 光叶紫花苕压青烟叶

烟碱和总氮含量比无绿肥压青分别提高了 １６ ７５％
和 ３６ ２０％ ꎮ 这与绿肥压青提高土壤水解氮和全氮

水平密切相关ꎬ 与绿肥压青提高放线菌门细菌丰富

度以及光叶紫花苕增加慢生根瘤菌属 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ
丰富度存在一定联系ꎮ
３ ２　 土壤细菌与土壤环境化学因子的关系

微生物的群落结构既受各种生物因素的影响ꎬ
还与环境因子的调控密切相关[２２ － ２３]ꎮ 冬种绿肥并

翻压还田ꎬ 有利于提高土壤主要养分含量ꎬ 改善地

力[２４]ꎮ 本研究中ꎬ 持续冬种绿肥并压青还田ꎬ 提

高了植烟土壤全氮、 水解氮、 速效钾和有机质含

量ꎬ 降低了土壤有效磷含量ꎬ 改变了土壤全磷、 全

钾和 ｐＨ 值ꎮ 土壤中主要养分含量等环境因子的变

化影响土壤微生物群落结构及丰富度ꎬ 但不同环境

因子的调控作用存在差异ꎮ 土壤 ｐＨ 值[２５]和有机质

含量[２６]是引起土壤微生物群落结构变化的主要因
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素ꎬ 而土壤全钾[２２] 则没有明显的作用ꎮ 环境氮磷

含量水平高ꎬ 拟杆菌属、 芽孢杆菌属、 克雷伯氏菌

属和不动杆菌属等细菌丰富度会明显增加[１９]ꎮ 已

有的研究表明ꎬ 变形菌门的大多数细菌在生物脱

氮、 去磷及有机物降解过程中起重要作用[２７ － ２８]ꎬ
属于土壤有益菌[２２]ꎮ 因此ꎬ 本研究中 Ｒｈｉｚｏｍｉｃｒｏｂｉ￣
ｕｍ、 Ｈａｌｉａｎｇｉｕｍ 和产黄杆菌属 Ｒｈｏｄａｎｏｂａｃｔｅｒ 等变

形菌门的细菌属与土壤全氮、 全磷和有机质含量呈

正相关关系得到了验证ꎮ 本研究的土壤取样时期为

烤烟盛花期ꎬ 晚于绿肥压青养分释放的高峰期ꎬ 土

壤中的主要化学指标和烟株根际土壤微生物群落结

构存在差异ꎬ 下一步需要补充分析ꎮ

４　 结论

冬种绿肥翻压还田提高了植烟土壤水解氮、 速

效钾和有机质含量ꎬ 降低了土壤有效磷含量ꎬ 禾本

科绿肥可提高土壤 ｐＨ 值ꎬ 豆科绿肥可降低土壤 ｐＨ
值ꎮ 常年种植绿肥并翻压ꎬ 显著降低了土壤细菌

Ａｃｅ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数ꎬ 降低土壤细菌丰富度和多样

性ꎮ 不同细菌门类的变化存在差异ꎬ 冬种绿肥压青

还田均提高了放线菌门的丰度ꎬ 降低了厚壁菌门和

疣微菌门类群的丰度ꎮ 土壤变形菌门优势细菌类群

与土壤速效钾和有机质等环境因子呈正相关关系ꎬ
厚壁菌门的优势细菌类群则呈明显的负相关关系ꎮ
综上ꎬ 连续冬种绿肥并压青还田改变了植烟土壤养

分状况ꎬ 调节了烤烟根际土壤细菌群落结构ꎮ
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ｊｉｅ１∗ (１. Ｕｐｌａｎｄ Ｆｌｕｅ￣Ｃｕｒｅｄ Ｔｏｂａｃｃｏ Ｑｕａｌｉｔｙ ＆ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｈｉｎａ Ｔｏｂａｃｃｏꎬ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｔｏｂａｃｃｏ Ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅꎬ Ｇｕｉｙａｎｇ ５５００８１ꎻ ２. Ｃｈｉｎａ Ｔｏｂａｃｃｏ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｃｏ. ꎬ Ｌｔｄ. ꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１９ꎻ ３. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｔｏｂａｃｃｏ ａｎｄ Ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０２０１ꎻ ４. Ｃｒｏｐ Ｓｃｉｅｎｃｅ ｏｆ Ｐｏｓｔ￣ｄｏｃｔｏｒａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｓｔａｔｉｏｎｓꎬ Ｈｅｎａｎ Ａｇｒｉ￣
ｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００２)
Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｒｅｅｎ ｍａｎｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｂａｃｃｏ￣ｐｌａｎｔｉｎｇ ｓｏｉｌ ｉｎ
ｋａｒｓｔ ａｒｅａ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ. Ｔｈｒｏｕｇｈ ４ ｙｅａｒｓ￣ｌｏｃａｔｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｇｒｅｅｎ ｍａｎｕ￣
ｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ. Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ ａｎｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔ￣
ｔｅｒ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ２５ ０４％ ~ ３１ ００％ ａｎｄ ６ ４９％ ~ １０ ８４％ ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｓｏｉｌ ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ０ ６２％ ~
９ ０４％ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｇｒｅｅｎ ｍａｎｕｒｅ. Ｒｙｅｇｒａｓｓ ａｎｄ ｏａｔ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓｏｉｌ ｐＨ. Ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎꎬ ｍｉｌｋ ｖｅｔｃｈ ａｎｄ ｈａｉｒｙ ｖｅｔｃｈ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｏｉｌ ｐＨ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｇｒｅｅｎ ｍａｎｕｒｅꎬ Ａｃｅ ｉｎｄｅｘ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ > ０ ０５) ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ８ ７３％ ꎬ ６ ４１％
ａｎｄ ８ ８４％ ｆｏｒ ｒｙｅｇｒａｓｓꎬ ｈａｉｒｙ ｖｅｔｃｈ ａｎｄ ｏａｔꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｎｏｎｅｔｈｅｌｅｓｓꎬ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｈａｎｇｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｌｋ ｖｅｔｃｈ. Ｇｒｅｅｎ
ｍａｎｕｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘꎬ ｆｏｒ ｅｘａｍｐｌｅꎬ ｒｙｅｇｒａｓｓꎬ ｈａｉｒｙ ｖｅｔｃｈꎬ ｏａｔ ａｎｄ ｍｉｌｋ ｖｅｔｃｈ ｒｅｄｕｃｅｄ Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ
ｂｙ ６ ０１％ ꎬ ２ ０１％ ꎬ ２ ０１％ ａｎｄ ３ ３４％ ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ４９ ８３％ ~ １１４ ９５％ .
Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ａｎｄ Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ２０ ０５％ ~ ６６ ８３％ ａｎｄ ２５ ３４％ ~ ８３ ４９％ ｗｉｔｈ ｇｒｅｅｎ
ｍａｎｕｒｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ Ｒｈｉｚｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ａｎｄ Ｒｈｏｄａｎｏｂａｃｔｅｒ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ｈａｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａ￣
ｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ａｎｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒꎬ ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｏｆ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ｈａｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ. Ｇｒｅｅｎ
ｍａｎｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ Ｎꎬ ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｋ ａｎｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒꎬ ｃｈａｎｇｅｄ ｓｏｉｌ ｐＨꎬ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｉｎ ｆｌｕｅ￣ｃｕｒｅｄ ｔｏｂａｃｃｏ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｇｒｅｅｎ ｍａｎｕｒｅꎻ ｆｌｕｅ￣ｃｕｒｅｄ ｔｏｂａｃｃｏꎻ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌꎻ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
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