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不同种植模式烟田土壤细菌种群特征与青枯病发生的关系 
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摘 要：为明确烟田细菌种群特征与烤烟青枯病发生的相互关系，采用Miseq高通量测序技术及生物信息学分析

方法，研究了烟草连作(连作 4 年、8 年和 12 年)，轮作(烟草–玉米、烟草–百合、烟草–萝卜)，绿肥(黑麦草、箭

舌豌豆和油菜)还田等种植模式下烟田耕层土壤的细菌种群特征。结果表明：连作年限越长，烟田土壤细菌多样性

与均一度越低，土壤细菌生态网络趋于松散，青枯病害发生更为严重，连作 8 年与 12 年烤烟青枯病发病率分别

为连作 4年的 33.60倍与 33.69倍；烟草–玉米轮作与黑麦草还田可明显改善烟田细菌群落结构，在青枯病发病盛

期，土壤细菌多样性指数分别为 6.42 与 6.92，均一度指数分别为 0.81 与 0.85，青枯病发病率相对较低，分别较

烟草连作降低 59.26%与 95.80%；发病盛期，烟田土壤酸杆菌门和总病原菌的种群丰度与烟草青枯病的发病率呈

正相关，放线菌门与烟草青枯病发病率呈负相关。 
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Relationship between soil bacterial population characteristics and  
bacterial wilt in tobacco field under different planting patterns 
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Abstract: In order to clarify the relationship between the characteristics of bacterial population and the occurrence of 
bacterial wilt in flue–cured tobacco, characteristics of soil bacterial population in tobacco fields under different cropping 
patterns, including continuous cropping (4 years, 8 years and 12 years), rotation methods (tobacco–maize, tobacco–lily 
and tobacco–radish) and green manure (ryegrass, common vetch and rape) returning to field were analyzed by using 
Miseq High–Throughput sequencing technique and bioinformatics. Results showed that the longer the continuous 
cropping underwent, the lower the soil bacterial diversity and homogeneity exhibited in tobacco fields, with loose 
bacterial ecological networks and bacterial wilt occurrence rate more seriously. The incidence rates of bacterial wilt with 
successive 8 years and 12 years of continuous cropping were 33.60 times and 33.69 times higher than that with 4 years of 
continuous cropping, respectively. Tobacco–corn rotation and ryegrass returning could significantly improve the bacterial 
community structure: during the peak period of bacterial wilt, the bacterial diversity index of tobacco soil was 6.42 and 
6.92, respectively; the bacterial uniformity index were 0.81 and 0.85, respectively; and the incidence of bacterial wilt was 
low, decreased by 59.26% and 95.80%, respectively, compared to tobacco continuous pattern. Acidobacteria and soil total 
Solanacearum ralstonia was positively correlated to while soil Actinobacteria was negatively correlated to the incidence 
of tobacco bacterial wilt. 
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烟草长期连作会造成烟田土壤质量下降，烟株

生长发育受阻，烟草病虫害特别是土传性病害加重，

烟叶产量和品质降低。研究表明，调控土壤有益微

生物种群结构，对因连作障碍引起的烟草土传病害

有较好的抑制效果[1–2]；利用作物多样性种植和采取

不同耕作措施有利于构建良好的烟田土壤微生态系

统，也能在一定程度上减轻烟草的连作障碍[3–4]。 
连作障碍的发生，取决于作物生长的生物条件

与非生物条件[5]。烤烟根际微生态环境失衡特别是

土壤细菌群落变化是引起其连作障碍的主要生物

因素[6]，因连作导致作物病害特别是土传性病害的

严重发生均与土壤细菌多样性及种群结构的变化

有直接关系[7–9]，说明土壤中细菌的种群结构及其

丰度是促进土壤微生态平衡的重要因素[10–12]。大量

研究表明，作物轮作[13–14]、绿肥返田[15–16](也是一
种轮作方式)能增加土壤微生物多样性及土壤酶活
性，改善土壤微生态条件，从而减轻作物土传性病

害发病率。目前为止，关于不同种植模式下烟田土

壤微生物种群特征及其与烟草青枯病发病关系尚

少见报道。为阐明土壤细菌群落特征与烤烟青枯病

发病率的关系，笔者拟通过对烤烟不同种植模式下

烟田土壤细菌种群结构的特征差异的研究，探明烟

草连作障碍发生的微生态机制，为探索减轻烟草青

枯病发生的有效种植模式提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

在湖南省湘西自治州的花垣县道二乡、排料乡

和凤凰县千工坪乡烟草种植区，按连作年限、轮作

作物、绿肥种类分田块采集土样，其中轮作作物与

绿肥种类试验均分别另选择烟草连作田块作为对

照(CK1与 CK2)，共采集田块 11个(表 1)，分别于
2015年 3月 30日(冬闲期)和 7月 28日(青枯病发病
盛期)，采集耕层 0～20 cm土壤约 50 g，共 220个
土样，自封袋单独收集并暂存于装有冰袋的聚乙烯

箱中后，集中于－80 ℃冰箱保存、备测。 

表 1 土壤样品信息 
Table 1 Information of soil samples 

种植模式 海拔高度/m 烟草青枯病发病率/% 土壤含水率/% pH 质地 

连作 4年 765  1.19 19.96 5.27 黏壤土 

连作 8年 799 39.98 21.77 5.40 黏壤土 

连作 12年 766 40.09 23.04 5.15 黏壤土 

烟–玉米 494 23.54 22.70 5.16 黏土 

烟–百合 495 48.67 23.58 5.13 黏土 

烟–萝卜 492 59.62 21.61 5.44 黏土 

CK1 497 57.78 21.29 5.56 黏土 

黑麦草返田 479  3.38 22.49 4.91 砂/壤土 

箭舌豌豆返田 479  8.78 22.50 5.71 砂/壤土 

油菜返田 479 22.97 20.39 5.27 砂/壤土 

CK2 479 80.45 19.28 5.30 砂/壤土 
 

1.2 方法 

土壤总 DNA提取、细菌 16S rDNA 序列 PCR

扩增以及 Miseq 测序参照文献[17]的方法进行。其

中，土壤宏基因组高通量测序由北京华大基因研究

院完成。 

1.3 数据处理与生物信息学分析 

软件 SPSS 20.0用于各类数据的统计分析。 

1) 代表序列分类。利用 Bespoken Java程序筛

选有效样品序列，并在 Silva数据库中(http://www.  

arb–silva.de/)进行分类，即以 97%的相似度划分可

操作分类单位 OTUs，以每一类最丰富 OTU作为代

表序列(Mothur程序，1.25.1版)。 

2) 代表序列的鉴定。利用代表序列分别比对核

糖体数据库，以可信度 80%为参数，鉴定各代表序

列(OTUs)。 

3) 基于 OUT的数据分析。利用 R软件(2.14.2

版)分析各代表序列的 OTU值，得出各代表序列(各

样品 )的丰度、均匀度和多样性指数 (Shannon– 
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Wiener多样性指数、Simpson多样性指数和均匀度

指数)。 

4) 细菌群落结构相似性分析。采用去趋势分析

(DCA)法，即采用 UPGMA 聚类分析和主成分分析

法(PCA)分析。聚类各样品间影响结构相似性的主要

因素，选择权重最大的两类因素进行相似性分析。 

5) 分子生态网络构建。以各代表序列为对象，

利用软件 Perl scipts生成分子生态网络关系图。 

2 结果与分析 

2.1 连作烟田土壤细菌的群落结构及生态网络 

连作年限不同，耕层土壤细菌的群落结构具有

显著性差异。去趋势对应分析(图1)表明，连作 4年，

冬闲期和发病盛期，烟田细菌群落结构比较相似；

连作 8 年和连作 12 年的烟田细菌群落结构比较相

似，但与连作 4年明显不同，说明连作改变了细菌

群落的结构与组成。随着连作年限的增长，冬闲期

与发病盛期烟田细菌群落均发生较大变化(均一度

降低)，烟草青枯病的发病率也逐渐增加，连作 8

年与 12年青枯病发病率分别为连作 4年的 33.60倍

与 33.69倍(表 1)。 
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DCA1(71.5%) 

DCA1 为影响土壤样品间细菌群落结构相似性的主要聚类因

素，DCA2为次要聚类因素，括号中的数值表示各类因素的权重；

纵、横坐标值表示样品在相关聚类因素(维度)中的评分值。 

图 1 连作烟田土壤细菌群落结构的相似性 
Fig.1 Similarity of soil bacterial community in different continuous 

cropping tobacco fields 
 

连作年限不同，土壤细菌生态网络(图 2)存在差

异。连作年限增加，无论是冬闲期还是发病盛期，

微生物之间的联系逐渐被破坏，生态网络趋于松散，

微生物之间的相互作用减少，微生物之间的相互制 

 

衡被破坏，导致根际微生物的多样性降低，发病率

随之增高(表 1)；在青枯病发病盛期，微生物群落之

间互作的紧密程度较冬闲期低，且不同连作年限其

微生物互作程度与发病率呈现出相反变化趋势。 

 
4年连作            8年连作            12年连作 

图中每一个点表示一个细菌种类，点与点之间的连线表示相

互间存在互作。 
图 2 连作烟田土壤细菌生态网络 

Fig.2 Ecological networks in continuous cropping tobacco field 
 

2.2 轮作烟田土壤细菌的群落结构差异 

细菌群落结构分析(表 2)表明，除烤烟–玉米轮

作外，发病盛期土壤细菌的多样性和均一度都明显

低于冬闲期(P<0.01)，且烟草–百合轮作、烟草–萝

卜轮作与烟草连作烟田土壤细菌种群多样性降低

以及均一度减小，说明烤烟–玉米轮作可有效保持

细菌群落的多样性，即土壤细菌群落中未出现一类

或几类优势种/属现象；群落结构不相似性分析表

明，各处理冬闲期和发病盛期之间、各时期不同轮

作制度间的细菌群落结构均存在显著差异(表 3)，这

种差异直观地反映在 DCA图(图 3)上：冬闲期，烟

草–萝卜轮作和烟草–百合轮作的微生物群落结构

比较相似，与烟草连作对照的差异大(距离远)；发

病盛期烟草–萝卜轮作和连作对照比较相似，而烤

烟–玉米轮作在各时期的微生物群落与其他处理均

有较大差异。同时，轮作玉米后，烟田青枯病发病

率最轻，分别较烟草–百合轮作、烟草–萝卜轮作以

及烟草连作(CK1)的发病率低 51.63%、60.52%和

59.26%(表 2)。上述结果表明，土壤细菌群落结构

与烟草青枯病发病率可能存在某种对应关系。 
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表 2 轮作烟田土壤的细菌群落结构 
Table 2 Soil bacterial community structure in rotation tobacco fields 

轮作模式 时期 发病率/% 多样性 均一度 P1  P2  P3  
烤烟–玉米 冬闲期 — 6.36 0.81  0.130  0.240 0.001 
 发病盛期 23.54% 6.42 0.81    
烤烟–百合 冬闲期 — 6.26 0.82 <0.001 <0.001 0.001 
 发病盛期 48.67% 5.50 0.76    
烤烟–萝卜 冬闲期 — 6.44 0.83 <0.001 <0.001 0.001 
 发病盛期 59.62% 5.86 0.78    
CK1 冬闲期 — 6.53 0.83 <0.001 <0.001 0.001 
 发病盛期 57.78% 6.03 0.80    

细菌群落多样性指数与均一度指数的数值越大，表示细菌种群多样性越高或均一性越好；P1、P2、P3分别为多样性、均一度、不相似

性指数的显著性差异。 
 

表 3 轮作烟田土壤细菌群落的多样性差异 
Table 3  Diversity difference of soil bacterial community in 

rotation tobacco fields 

P值 
采样时期 轮作模式 

CK1 烤烟–玉米 烤烟–百合

冬闲期 烤烟–玉米 0.001   

 烤烟–百合 0.006 0.001  

 烤烟–萝卜 0.001 0.001 0.003 

发病盛期 烤烟–玉米 0.001   

 烤烟–百合 0.001 0.001  

 烤烟–萝卜 0.001 0.001 0.001 

数值为不同轮作(作物)烟田土壤细菌多样性指数的显著性差异。 
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   DCA1(53.1%) 

DCA1 为影响土壤样品间群落结构相似性的主要聚类因素，DCA2

为次要聚类因素，括号中的数值表示各类因素的权重；纵、横坐标值表

示样品在相关聚类因素(维度)中的评分值。 

图 3 轮作烟田土壤细菌群落结构的相似性 
Fig.3 Similarity of soil bacterial community in tobacco rotation fields 
 

2.3 绿肥还田烟田土壤的细菌群落结构差异 

不同绿肥还田烟田土壤细菌群落多样性存在

明显差异。由表 4可知，黑麦草还田明显提高了烟
田土壤细菌群落多样性，青枯病的发病率相对较

低，箭舌豌豆还田的发病率次之，油菜还田的发病

率最高，但均远低于对照(CK2)。黑麦草和箭舌豌
豆还田提高了土壤细菌群落的均一度，但油菜还田

后发病盛期的细菌均一性与对照相比未明显提高，

同时油菜还田后烟草青枯病发病率明显高于其他 2
种绿肥还田处理。2 个取样期，不同绿肥还田处理
土壤细菌群落结构均有显著差异(表 5)，但在冬闲期
黑麦草和箭舌豌豆还田土壤细菌群落结构较为相

似，而油菜还田后烟田土壤细菌群落结构与连作处

理均相似，但明显不同于黑麦草和箭舌豌豆还田处

理。上述结果表明，绿肥还田明显改变了土壤细菌

群落结构，进而影响烟草青枯病的发病情况，黑麦

草还田改善烟田土壤细菌群落结构的效果最好。 

表 4 绿肥还田烟田土壤的细菌的群落多样性 
Table 4 Diversity of soil bacterial community in green manure 

returning tobacco fields 

还田模式 时期 发病率/% 多样性 均一度 

黑麦草 冬闲期 — 6.84 0.85 

 发病盛期  3.38 6.92 0.85 

箭舌豌豆 冬闲期 — 6.79 0.84 

 发病盛期  8.78 6.99 0.86 

油菜 冬闲期 — 6.78 0.84 

 发病盛期 22.97 6.66 0.83 

CK2 冬闲期 — 6.52 0.82 

 发病盛期 80.45 6.64 0.83 
 

表 5 绿肥还田烟田土壤细菌的群落多样性差异 
Table 5  Diversity difference of soil bacterial community in 

green manure returning tobacco field 

P值 
采样期 还田模式 

黑麦草 箭舌豌豆 油菜

冬闲期 箭舌豌豆 0.240     

 油菜 0.040 0.007  

 CK2 0.001 0.001 0.001

发病盛期 箭舌豌豆 0.001     

 油菜 0.001 0.008  

 CK2 0.001 0.001 0.003

数值为不同轮作(作物)烟田土壤细菌多样性指数的显著性差异。 
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图 4 绿肥还田烟田土壤细菌群落结构的相似性 
Fig.4 Similarity of soil bacterial community in green manure 

returning tobacco fields 
 

2.4 土壤细菌的种群丰度与烟草青枯病发病率的

相关性 

不同时期(取样期)烟田土壤细菌种群丰度与烟
草青枯病发病率的相关分析(图 5)表明，烟草青枯病
发病率与冬闲期烟田土壤放线菌门和总病原菌的

种群丰度呈显著正相关，而与酸杆菌门种群丰度呈

显著负相关；发病盛期，烟草青枯病发病率与放线

菌门种群丰度呈负相关关系，而与酸杆菌门和总病

原菌的种群丰度呈正相关，但均未达显著水平。暂

未发现其他细菌种群与发病率有直接关联。 
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图 5 细菌种群丰度与烟草青枯病发病率的相关性 
Fig.5 Relationships between the abundance of soil bacteria populations and the incidence of tobacco wilt disease 

 

3 结论与讨论 

本研究结果表明，烟草连作降低了烟田土壤细

菌多样性与均一度，破坏了微生物之间的相互制

衡，易使病原菌成为优势种群，可能是导致青枯病

发生的土壤微生态条件；烟草–玉米轮作以及烟田
种植黑麦草还田能明显改善烟田微生物群落结构，

进而减轻病害的发生；在门的水平上，发病盛期烟

田土壤酸杆菌门和总病原菌的种群丰度与烟草青

枯病的发病率呈正相关，而放线菌门与发病率呈负

相关。 
丰富的土壤微生物多样性是土壤健康的基础[18]，

虽然绿肥还田 [19]、种植模式(连作、轮作及间套
作)[20–21]、增施有机肥[22]等均能引起土壤微生物绝

对量的变化，但其土壤微生物的多样性特征仍不清

楚。土壤中的微生物不是孤立存在，由于绝大多数

微生物不可培养，使得通过高通量测序获得不同

OTU 划分水平的数据和通过微生物生态网络构建
来预测微生物之间的作用关系成为全面分析土壤

中实际发生的相互作用关系的主要方法[23]。 
烟草根系分泌物对根际微生物具有选择或富

集作用，这是导致连作烟田土壤微生态失衡的重要

因素[24]，也是烟草对连作障碍的反应表现出基因型

差异的直接原因[25]。本研究结果表明，无论是烟草

连作，还是烟草与玉米、百合、萝卜轮作，在烟草

青枯病发病盛期，烟田土壤细菌的多样性和均一度

都明显低于冬闲期；而不论是冬闲期还是发病盛

期，烟田土壤细菌群落结构均存在显著差异，同时

烟草青枯病害的发生程度也存在对应的差异，其中

以烟草–玉米轮作制度下土壤细菌群落的多样性、
均一度相对较高，青枯病的发病率相对较低，说明

通过合理选择轮作作物来减轻烟草连作障碍具有

可行性。 
烟草绿肥轮作成本低、便于操作以及改土效果
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明显[26–27]，是受青睐的种植模式之一。对于烟草绿

肥轮作以及不同绿肥品种搭配对缓解连作障碍的

作用机制可从以下 2个方面进行阐明：一方面，绿
肥还田能够提高烟田土壤微生物数量[19,28]，不同绿

肥还田对烟田土壤微生物数量的影响存在差异，以

禾本科绿肥如黑麦草对提高烟田土壤微生物数量

的效果最好[19]；另一方面，由于绿肥还田明显提高

了烟田土壤细菌群落多样性及均一度，且不同种类

绿肥还田其微生物群落多样性和均一度存在差异，

黑麦草还田后烟田土壤细菌群落多样性及均一度

相对较高，其田间烟草青枯病的发病率相对较低。

在采取绿肥还田种植模式时，选择绿肥品种应充分

考虑其对烟田土壤微生物数量、群落多样性及均一

度等方面的促进作用。 
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