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四种复种模式对烟草黑胫病发生及土壤细菌群落

多样性的影响 

黄思菁1，肖金讯2，杨磊3，肖楚文1，宋潇瑜1，朱丹丹1，杨友才1*  

(1. 湖南农业大学农学院，湖南 长沙 410128；2. 湖南农业大学环境与生态学院，湖南 长沙 410128；3. 湖南中

烟工业有限责任公司，湖南 长沙 410014) 

摘要：本研究采用16S rRNA基因高通量测序，比较分析4种复种模式(烤烟–大豆、烤烟–玉米、烤烟–水稻、烤烟–

秋季休耕)下土壤细菌群落结构组成差异及其与烟草黑胫病发病率的关系。结果表明：烤烟–大豆(D)、烤烟–玉米

(Y)和烤烟–水稻(S)复种模式下烟草黑胫病发病率分别为59.35%、39.81%和27. 17%，均显著低于烤烟–秋季休耕(L)

模式的(80.22%)；L、D、Y、S复种模式的土壤细菌群落多样性依次增加；变形菌门、绿弯菌门和酸杆菌门是烟田

土壤细菌群落中的优势菌门，朱氏杆菌属、罗河杆菌属、非培养酸杆菌和嗜酸杆菌属为共有优势属，不同复种模

式的优势菌门和共有优势属相对丰度有差异；相比于L模式，其他3种复种模式下朱氏杆菌属、罗河杆菌属、酸热

菌属的相对丰度下降明显；候选物种土源菌属、厌氧绳菌属和嗜盐囊菌属的相对丰度有所上升；朱氏杆菌属、罗

河杆菌属、酸热菌属和厚皮杆菌属的丰度与黑胫病发病率呈显著正相关，候选物种土源菌属、厌氧绳菌属和嗜盐

囊菌属的丰度与黑胫病发病率呈显著负相关。与烤烟–秋季休耕模式相比，另外3种复种轮作模式可以塑造有利于

抵抗病害的土壤细菌群落结构，从而减少烤烟黑胫病的发生。 

关键词：烤烟；高通量测序；细菌群落；复种模式；多样性分析 
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Abstract: In this study, 16S rRNA gene high-throughput sequencing was used to compare and analyze the differences in 

soil bacterial community structure and composition under 4 multiple cropping modes including flue-cured 

tobacco-soybean(D), flue-cured tobacco-maize(Y), flue-cured tobacco-rice(S) and flue-cured tobacco-autumn fallow(L)，

as well as the relationship between different multiple cropping modes and the incidence of tobacco black shank. The 

results showed that the incidence of tobacco black shank in modes D,Y and S were 59.35%, 39.81% and 27.71%, 
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respectively, which were significantly lower than that in mode L, which was 80.22%. The diversity of soil bacterial 

communities in modes L, D, Y and S increased gradually. The sequencing results showed that Proteobacteria, Chloroflexi 

and Acidobacteria were the dominant phyla in soil bacterial community of tobacco field, while Chujaibacter, 

Rhodanobacte, uncultured_Acidobacteria_bacterium and Acidibacter were the common dominant genera, and the 

abundance of dominant phyla and common dominant genera were different among different multiple cropping modes. 

Compared with the L mode, the relative abundance of Chujaibacter, Rhodanobacter and Acidothermus in other 3 modes 

decreased significantly while the relative abundance of Candidatus_Solibacte, Anaerolinea and Haliangium were 

increased. The abundance of Chujaibacte, Rhodanobacter, Acidothermus and Occallatibacte were significantly positively 

correlated with the incidence of black shank disease, while the abundance of Candidatus_Solibacter, Anaerolinea and 

Haliangium were significantly negatively correlated with the incidence of black shank disease. Compared with the 

flue-cured tobacco-autumn fallow continuous cropping mode, the other 3 multiple cropping rotation modes could alter the 

bacterial community structure which was conducive to disease resistance, thereby reducing the occurrence of black shank 

disease in flue-cured tobacco. 

Keywords: flue-cured tobacco; high-throughput sequencing; bacterial community; multiple cropping mode; diversity 

analysis 

 

烤烟(Nicotiana tabacum L.)为茄科烟草属植物，

是湖南省重要的经济作物[1]。湖南是我国烟叶主产

区之一，但是部分地区由于种植制度不合理，导致

土壤理化性质恶化、土壤微生物群落结构失衡和化

感自毒物质积累，最终形成烤烟连作障碍[2–4]。烤

烟是典型的忌连作作物，连作障碍是阻碍烟草产业

发展的限制性因素之一[5–7]。烤烟收获后复种不同

的作物能够均衡地利用烟田土壤里的营养成分，有

效地缓减烤烟连作障碍[8–9]。因此，探索适宜的复

种模式成为烤烟栽培研究的重点问题。 

微生物群落可影响土壤功能的发挥，从而影响

作物的生长发育[10]。连作会引起土壤微生物多样性

及组成发生变化，改变土壤微生物群落结构，破坏

土壤微生物生态平衡[11]，致使土壤中滋生大量的土

传病害及拮抗因子，从而导致烟田黑胫病等各种土

传病害发病率升高。 

本研究采用高通量测序技术，分析烤烟–大豆

(D)、烤烟–水稻(S)、烤烟–玉米(Y)及烤烟–秋季休

耕(L)等4种耕种模式下烟田土壤的细菌群落变化，

以探索减轻烤烟连作障碍发生的有效复种模式。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

供试烤烟品种为‘湘烟7号’。 

1.2 方法 

1.2.1 烟田黑胫病调查 

试 验 在 湖 南 省 浏 阳 市 达 浒 镇 金 田 村

(113°54′20′′E、28°26′45′′N)开展，于2021年7月2日

烤烟成熟期调查烤烟黑胫病发病率及病情指数，每

个处理调查总面积为667 m2。参照GB/T 23222—2008
《烟草病虫害分级及调查方法》中的黑胫病害分级

标准将烟株分为0级、1级、3级、5级、7级、9级，

统计每个处理烤烟的黑胫病发病率及病情指数[12]。 

1.2.2 土壤样品的采集 

试验设计4种烤烟复种模式：烤烟–大豆(D)复
种、烤烟–水稻(S)复种、烤烟–玉米(Y)复种及烤烟–
秋季休耕(L)。于上季轮作作物收获后(冬闲期)采集

土壤样品，每种复种模式采集3份土壤样品(10~20 cm)。
去除表层土壤，混合，用四分法分取部分样品，装

入无菌聚乙烯封口袋内，低温保存。 

1.3 基因间隔序列(16S rRNA)基因文库构建和高

通量测序 

以土壤总DNA为模板，对细菌16S rRNA基因

的扩增区域16S rDNA的V4区(515a–806)进行PCR
扩增，在Illumina Miseq PE300平台上进行高通量

测序。利用Uparse软件对各处理样品中测序数据的

有效序列(effective tags)进行去冗余、聚类，并生

成OTU表格。使用make_phylogeny.py计算样品的
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Shannon 指数、Simpson指数以及Chao1指数，以

表征细菌群落的α多样性[13]。 

1.4 数据处理与分析 

选择相对丰度前10的优势菌门和前20的优势

菌属，采用Origin 2025进行绘图和聚类分析；使用

主成分分析对样品细菌群落结构进行PCA分析；

运用  Weighted Unifrac对各组样本进行相似性

(ANOSIM)分析以及距离热图(heat map)分析[14]；

使用SPSS 22.0，采用单因素方差分析法进行显著

性分析以及相关性分析。 

2 结果与分析 

2.1 不同复种模式下烟田烤烟黑胫病调查 

从表1可以看出D、Y、S复种模式下烤烟黑胫

率发病率分别为59.35%、39.81%和27.17%，均显著

低于L模式的(80.22%)。从各级黑胫病发病率来看，

D、Y、S模式下，病株大部分为较轻的1、3级，而

在L模式下5、7和9级的发病率较高。从病情指数看，

S模式下的烤烟黑胫病病情指数最低，仅为6.04。 

表1 不同复种模式下烟田烤烟黑胫病发病情况 
Table 1 Incidence of tobacco black shank under different multiple cropping modes 

复种模式 
各级发病率/% 

发病率/% 病情指数 
0级 1级 3级 5级 7级 9级 

D 40.65 28.78 18.05  7.48 3.61 1.43 (59.35±4.94)b (17.61±3.19)b 

Y 60.19 13.77 11.20  7.56 5.13 2.15 (39.81±2.94)c (15.06±2.01)b 

S 72.83 17.97  5.54  2.93 0.73 0.00 (27.17±2.83)d  (6.04±0.82)c 

L 19.78 22.22 13.82 17.89 15.12 11.17 (80.22±1.21)a (39.94±0.64)a 

注：同列不同小写字母表示处理间的差异有统计学意义(P< 0.05)。  

2.2 细菌16S rRNA测序数据统计及操作分类单元

(OTU)分析 

经过 Miseq 测序和质控后，4组土壤样品共得

到956 208条优质序列。土壤样本稀释曲线(图1)基本

趋于平缓，说明测序数量足够。按照97%的相似度

进行OTU聚类，4组样品共测得7 476个土壤细菌

OTU，其中，D模式注释到50个门、567个属、4 227
个OTU，Y模式注释到54个门、535个属、4 883个

OTU， S模式注释到62个门、541个属、4 932个OTU， 
L模式注释到51个门、535个属、3 309个OTU。 

 
图1 各样本稀释曲线 

Fig.1 Rarefaction curve of soil samples from different treatments  
 

对4组样品土壤细菌群落的OTU进行分析，结

果如图2所示。分别将这4组进行两两比较，发现D、

Y模式共有3 058个OTU, D、S模式共有2 809个OTU, 
D、L模式共有2 413个OTU，Y、S模式共有 3 579
个OTU，Y、L模式共有2 383个OTU，S、L模式共

有2 233个OTU。D、Y、S、L模式特有的OTU数分

别为560、590、881、421个。4种模式共有的OTU
数为1 749个。 

 
图2 不同复种模式土壤细菌组成Venn分析结果 

Fig.2 Venn analysis for soil bacterial composition under 

different multiple cropping modes  
S、Y、D、L模式的土壤中所含OTU数依次减

少，说明S模式的细菌群落最丰富，L模式的细菌群

落最少。Y、S模式共有的OTU数最多，说明Y、S  
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模式农田土壤细菌群落的一致性较高，差异较小；

D、Y、S模式与L模式共有的OTU数较少，说明D、

Y、S模式与L模式土壤细菌群落差异较大。S模式

特有的OUT数量最多，占总OTU数量的11.78%，具

有显著优势；L模式特有的OUT数量最少，不具有

优势。4种模式共有的OTU数量占总OTU数量的

23.39%，表明4种复种模式土壤类型有部分一致

的细菌群落。  
 

2.3 土壤样品中细菌多样性指数分析 

从表2可以看出，本次16S rRNA测序土壤细菌

的覆盖率都达到95%以上，说明本次测序构建的文

库数据合理，能够反映出样品中绝大部分的细菌物

种信息。D、Y、S模式中Chao1指数、Shannon指数

和Simpson指数均高于L模式的，表明烟后复种不同

的作物可以提高土壤中细菌群落的丰富度、多样性

和均匀度。 

表2 不同复种模式下土壤细菌α多样性指数 
Table 2 Bacterial alpha diversity index in soils under different multiple cropping modes 

复种模式 高质量序列数/条 物种类/种 OTU数/个 Shannon指数 Simpson指数 Chao1指数 覆盖率/% 

D 222 773 459 4 227 8.427±0.647 0.988±0.006 4 138.441±375.510 96.1 

Y 299 424 495 4 883 9.385±0.811 0.995±0.006 4 587.813±782.536 95.9 

S 123 695 498 4 936 9.970±0.047 0.997±0.000 4 897.739±084.079 95.6 

L 310 316 380 3 309 7.338±1.252 0.968±0.032 3 120.717±368.891 97.2 
 
在属水平上，对植烟土壤细菌组成进行主成分

(PCA)分析。从图3可以看出，4组样品组内分布距

离较近，说明样品组内细菌群落结构相似度较高；

而样本组间距离相对较远，表明4组土壤样品组间

细菌群落结构有明显差别。从PC1轴来看，S、Y模

式主要分布在PC1的正半轴(Y2在负半轴)，D、L模

式主要分布在PC1的负半轴，表明S模式与Y模式土

壤细菌群落结构较为相似，且这2个模式与L模式差

异较大；D、L模式较为相似，差异不明显。 

 
图3 细菌群落结构的PCA分析结果 

Fig.3 PCA analysis result of bacterial community structure  
在属分类单元水平上，ANOSIM(R=0.615 1，

P<0.001)相似性分析结果(表3)表明，4组样本的组间

差异大于组内。4组样本距离热图(图4)显示，S、Y、

D、L复种模式土壤细菌群落多样性之间均有差异，

且S、L模式之间差异最大。 

表3 不同复种模式土壤细菌物种ANOSIM分析结果 
Table 3 ANOSIM analysis for bacterial species in soils with 

different multiple cropping modes 

分组 R P 

D–L 0.555 6  0.108 

Y–L 0.777 8  0.092 

S–L 1.000 0  0.089 

4组 0.615 1 <0.001 

注：R>0说明组间差异显著，P< 0.05表示差异显著。 

 
图4 不同复种模式土壤细菌物种的距离热图 

Fig.4 Distance heat map for bacterial species in soils under 

different multiple cropping modes  

2.4 细菌群落组成分析 

在门分类水平上对不同复种模式下烟田土壤细

菌进行群落组成分析，结果(图5)表明，4组土壤样品

的细菌群落主要由10个门组成。其中，最大占比超

过 10% 的 门 有 3 个 ， Proteobacteria( 变 形 菌 门 ) 、

Chloroflexi(绿弯菌门)和Acidobacteriota(酸杆菌门)。 

L3 
L2 
L1 
S3 
S2 
S1 
Y3 
Y2 
Y1 
D3 
D2 
D1 

D1 
 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

0.0 

D2 
 
D3 

 
Y1 

 
Y2 

 
Y3 

 
S1 

 
S2 

 
S3 

 
L1 

 
L2 

 
L3 

 

L3 

 

2 

1 

0 

–1 

–2 

 

PC
2(

15
.6

%
) 

 

–2 
 

–1 
 

0 
 

1 
 

2 
 PC1(26.0%) 

 

D 
L 
S 
Y 

L2 

 
L1 

 

S1 

 

S3 

 
S2 

 
Y3 

 
Y1 

 
D1 

 
D2 

 

D3 

 
Y2 

 



   
   

第 51 卷第 3 期 黄思菁等 四种复种模式对烟草黑胫病发生及土壤细菌群落多样性的影响 13  

 
 

图5 不同复种模式土壤样本的细菌类群(门水平) 
Fig.5 Bacterial groups at phylum level in soil samples with 

different multiple cropping modes   
变形菌门是最主要的细菌类群，占整个细菌群落的

20.02%～35.53%，其在L、D、Y、S模式的相对丰度

依次降低；绿弯菌门占整个细菌群落的15.53%～

19.68%，在S复种模式下相对丰度最低；酸杆菌门占

整个细菌群落的9.06%～22.61%，在L、D、Y、S模

式中的相对丰度依次升高。 
在属水平，4组土壤样品中细菌覆盖778属，各

组土样中细菌群落组成与结构明显不同。丰度排名

前20的物种中，D、Y、S、L模式中的烟田土壤中

细菌分别有13、17、15、12个优势属，其相对丰度

的总和均大于75%，D模 式 为78.61%、Y模 式 为

76.82% 、 S 模 式 为 75.9% 、 L 模 式 为 79.6% 。

Chujaibacter(朱氏杆菌属)、Rhodanobacter(罗河杆

菌属)、uncultured_Acidobacteria_bacterium(未培养酸杆

菌)和Acidibacter(嗜酸杆菌属)为样本共有的优势属

(表4)。L模 式 朱氏杆菌属的相对丰度最高，达

13.58%，显著高于Y、S模式的；L模式中罗河杆菌

属的相对丰度达3.07%，显著高于S的；Y模式中未

培养酸杆菌与嗜酸杆菌属的相对丰度均为最高，S、

D模式的其次，L模式的最低，各组间无显著差异。 

表4 共有优势属种群的相对丰度 
Table 4 Relative abundance of the common dominant populations 

属名 
相对丰度/% 

D  Y  S  L  

朱氏杆菌属(Chujaibacter) 7.19ab 1.44b 0.92b 13.58a 

罗河杆菌属(Rhodanobacter) 2.40ab 0.91ab 0.64b 3.07a 

未培养酸杆菌(uncultured_Acidobacteria_bacterium) 1.81 2.87 2.15 1.17 

嗜酸杆菌属(Acidibacter) 1.08 1.38 1.08 0.86 

注：同行不同小写字母表示组间的差异有统计学意义(P<0.05)。  
以土壤细菌丰度排名前20的细菌以样本，在属

水平上构建群落热图，结果(图6)显示，不同复种模

式间细菌物种的组成存在差异，与L模式相比，其

他复种模式Chujaibacter(朱氏杆菌属)、Rhodanobacter 

 
图6 不同复种模式土壤样本的细菌群落热图(属水平) 

Fig.6 Heat map of bacterial communities at genus level in soil samples with different multiple cropping modes  
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(罗河杆菌属)、Acidothermus(酸热菌属)相对丰度有

所下降；Candidatus_Solibacter(候选物种土源菌属)、
Anaerolinea(厌氧绳菌属 )和Haliangium(嗜盐囊菌

属)的相对丰度有所上升。其中，S模式的相对丰度

变化最为明显，Y模式的其次。从物种聚类上看，

酸热菌属和厚皮杆菌聚类程度较高。 

2.5 烟田黑胫发病率与烟田细菌丰度在属水平上

的相关性 

将4组处理的土壤细菌丰度排名前20的物种与

烤烟黑胫病发病率进行Pearson相关性分析。结果

(表5)显示，有4个属的相对丰度与烤烟黑胫病发生

率呈显著正相关，分别为Chujaibacter(朱氏杆菌

属)、Rhodanobacter(罗河杆菌属)、Acidothermus(酸
热 菌 属 ) 、 Occallatibacter( 厚 皮 杆 菌 属 ) ；

Candidatus_Solibacter( 候 选 物 种 土 源 菌 属 ) 、

Anaerolinea(厌氧绳菌属 )和Haliangium(嗜盐囊菌

属)的相对丰度与烤烟黑胫病发生率呈显著负相关。 

表5 烤烟黑胫病发病率与冬闲期土壤细菌丰度在属

水平上的相关性 
Table 5 Correlation between the incidence of tobacco black 

shank and the abundances of bacteria at genus level in 

soil with winter fallow 

属名 R P 

uncultured_bacterium –0.123 0.702 

Chujaibacter 0.743** 0.006 

gamma_proteobacterium –0.475 0.119 

uncultured_Acidobacteria –0.494 0.102 

Rhodanobacter 0.705* 0.010 

Acidothermus 0.853** 0.001 

Candidatus_Nitrosotalea –0.073 0.823 

Acidibacter –0.284 0.372 

Candidatus_Solibacter –0.865** 0.001 

Actinospica –0.287 0.365 

Sphingomonas –0.400 0.198 

Candidatus_Koribacter –0.270 0.397 

Candidatus_Udaeobacter –0.531 0.075 

Bradyrhizobium –0.399 0.199 

Anaerolinea –0.710** 0.009 

Haliangium –0.735** 0.006 

Occallatibacter 0.656* 0.021 

Bryobacter –0.269 0.397 

Gemmatimonas –0.074 0.818 

Pseudolabrys –0.483 0.112 

注：*表示P<0.05, **表示P<0.01。  

3 结论与讨论 

烟田进行连作，残留在烟株残体和土壤中的疫

霉病菌就会成为侵染源，加重烟草黑胫病蔓延，复

种轮作则可以有效减缓连作障碍，降低病虫害的发

生[15–16]。本研究发现，烤烟–大豆(D)、烤烟–玉米(Y)
和烤烟–水稻(S)复种模式下的烟田黑胫病发病率及

病情指数均显著低于烤烟–秋季休耕(L)模式的，4
种模式中，烤烟–水稻(S)模式对黑胫病的防治效果

最好。 
土壤微生物群落对土壤健康及作物生产具有

重要作用。土壤微生物群落结构越丰富，物种分布

越均匀，表明土壤微生态系统越稳定，越有利于作

物的生长和抵御病害[17–20]，而土壤病原微生物的富

集不利于土壤微生物种群的平衡[21]。近年来，高通

量测序技术被广泛应用于环境样品微生物群落组

成的分析研究[22–23]。本研究对烤烟–大豆(D)、烤烟–
玉米(Y)、烤烟–水稻(S)及烤烟–秋季休耕(L)4种复种

模式下土壤细菌群落结构进行了测序分析，研究结

果表明，烤烟–大豆(D)、烤烟–玉米(Y)、烤烟–水稻

(S)模式的细菌群落的OTU数均高于烤烟–秋季休耕

(L)模式的，且与L模式共有的OTU数较少，说明复

种轮作可以增加土壤细菌的种类和数量。烤烟–水

稻(S)模式总OTU数及特有OTU数在4种模式中最

高，说明在该模式下土壤细菌群落变化最为显著。

4 种种植模式下D、Y、S模 式烟田土壤细 菌的

Shannon指数、Simpson指数和Chao1指数均高于L模

式的，说明复种轮作可以有效改变土壤细菌多样性

及均匀度。这可能是因为烤烟–水稻轮作过程中水

旱交替的环境有利于土壤细菌群落的变化。OTU及

多样性指数分析结果表明，复种轮作可以影响土壤

不同细菌的丰度与多样性，可能增加有益细菌的数

目，减少烤烟病害的发生。 
本研究中，在门分类水平上，不同种植模式下

土壤细菌门水平优势群落组成相似，但各优势菌门

相对丰度差异明显。变形菌门、绿弯菌门和酸杆菌

门是烟田土壤细菌群落中的优势菌门。相比于烤烟–
秋季休耕(L)，其他3种复种模式变形菌门的相对丰

度呈下降趋势，而酸杆菌门呈上升趋势，绿弯菌门

无明显变化规律。本研究中，烤烟–秋季休耕(L)模
式的变形菌门相对丰度明显高于其他处理的。变形

菌门相对丰度的增加可以有效固定氮源[24]，但有研
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究[25]表明，土壤氮素含量过高并不利于成熟期烟叶

质量的形成。酸杆菌门有降解植物残体多聚物的功

能[26]，复种轮作可以增加土壤中植物残体，从而导

致土壤酸杆菌门丰度的增加。在属水平上，相对丰

度排名前20的物种中，相比于L模式，其他3种复种

模式优势属的数量都有一定程度的提高，其中Y、S
模式的优势属分别达17、15个；在属水平排名前20
的物种中，朱氏杆菌属、罗河杆菌属、未培养酸杆

菌和嗜酸杆菌属为4种复种模式下共有的优势属。其

中，L模式中朱氏杆菌属、罗河杆菌属相对丰度较

高，而S模式朱氏杆菌属、罗河杆菌属相对丰度较

低。这与前人的研究结果基本一致[27]。相关性分析

结果表明，朱氏杆菌属、罗河杆菌属、酸热菌属和

厚皮杆菌属的相对丰度与烤烟黑胫病发生率呈显

著正相关，候选物种土源菌属、厌氧绳菌属和嗜盐

囊菌属的相对丰度与烤烟黑胫病发生率呈显著负

相关。有研究[28]表明烟草黑胫病往往在低洼地、土

壤黏重地及碱性大、氮含量较高的地块更易发病。

朱氏杆菌属、罗河杆菌属和酸热菌属都是土壤氮循

环中活跃的细菌属，容易造成土壤氮素富集，而反

硝化菌嗜盐囊菌属可以消耗土壤中过多的氮素营

养，抑制致病菌[29]。候选物种土源菌属则可降解植

物残体多聚物，分解有机质，利用碳源，提高植物

对常见病害的抵抗力[30]。 
GRIFFITHS等[31]研究指出，生物多样性与功能

之间没有直接关系，但生物多样性高的土壤比生物

多样性受损的土壤更能抵抗胁迫。在本研究中，不

同复种模式可以改变土壤细菌群落结构，从而塑造

有利于抵抗病害的土壤细菌群落，进而减少黑胫病

的发生。 
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