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Effects of continuous cropping on tobacco-planting soil bacterial community diversity in typical tobacco-
growing areas of Yunnan Province
AO Jincheng1, LI Bo2, YAN Kai2, LI Yongmei1*

（1.College of Plant Protection, Yunnan Agricultural University, Kunming 650201, China; 2.College of Resources and Environment, Yunnan
Agricultural University, Kunming 650201, China）
Abstract：This study aimed to clarify the influence of continuous cropping on the tobacco-planting soil bacterial community in typical
tobacco-growing areas of Yunnan Province. The V3~V4 region of soil bacterial 16S rDNA was determined using high-throughput MiSeq
sequencing and the influence of continuous cropping on abundance and diversity of the soil bacterial community was analyzed in relation to
the main chemical characteristics. The results showed that with the extension of continuous cropping duration, the number of endemic bacteria
and the abundance and diversity of the bacterial community showed an increasing trend in the Qujing tobacco-growing area, whereas the
Honghe tobacco-growing area showed an decreasing trend. The number of endemic bacteria in the Wenshan tobacco-growing area first
showed a decreasing trend and subsequently, an increasing trend, whereas the abundance and diversity of the bacterial community showed an
increasing trend. At the phylum level, the effective sequences obtained from continuous cropping soils in the three tobacco-growing ecological
areas showed 94.32%~99.31% sequence identity to the bacterial groups Actinobacteria, Proteobacteria, Chloroflexi, Acidobacteria,
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摘 要：为阐明连作对植烟土壤细菌群落的影响，采用MiSeq高通量测序技术对云南省曲靖市、红河州、文山州 3个典型烟区连作

0、2、4、8年及以上的烟田土壤细菌进行 16S rDNA V3~V4区域测序，并结合土壤化学指标分析连作对烟田土壤细菌群落结构的影

响。结果表明：随连作年限的延长，土壤特有细菌数、细菌群落丰度和多样性在曲靖烟区整体呈递增趋势，红河烟区呈递减趋势，

文山烟区特有细菌数呈先下降后上升趋势，细菌群落丰度及多样性则呈递增趋势。在门水平上，3个生态产区连作土壤所获得的

有效序列涵盖了 94.32%~99.31%的细菌类群，放线菌门（Actinobacteria）、变形菌门（Protecobacteria）、绿弯菌门（Chloroflexi）、酸杆

菌门（Acidobacteria）、芽单胞菌门（Gemmatimonadetes）、浮霉菌门（Planctomycetes）是主要的优势类群（相对丰度>4.0%），随连作年

限的延长，不同生态区优势菌门相对丰度和多样性存在时间和空间异质性。连作植烟土壤 pH值、速效钾、有机质、有效磷含量与

细菌群落分布显著相关。研究表明，随着连作年限的延长，土壤细菌群落发生不同程度的结构性变化，在连作烟田土壤改良时加

强土壤 pH值和有效磷含量调控是关键。研究结果为云南典型烟区通过构建差异化的土壤微生物区系和理化环境以消减连作障

碍提供了理论依据。
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受耕地资源短缺及种植其他非烟经济作物的影

响，云南烤烟连作现象极为严重。连作引起连作障

碍[1-4]。近年来，关于烤烟连作障碍导致的烟叶品质

和耕地质量下降问题已引起广泛关注。在众多连作

障碍成因中，有研究认为根际微生态系统失调可能是

发生连作障碍的主要原因[5]。烤烟连作破坏了微生

物种群的平衡，抑制土壤酶活性[6]，降低了土壤微生

物的种群多样性和功能多样性[7]，致使烟田土壤细菌

群落结构趋于简单[8]。土壤细菌是土壤养分循环重

要的驱动者[9]，具有重要的生态功能[10-12]。烤烟黄壤

连作 5 年后，其土壤细菌群落多样性和丰度开始下

降，并在连作 12年时降至最低[13]，连作条件下土壤细

菌多样性明显低于轮作[14]。王佩雯等[15]的研究认为，

连作植烟土壤细菌群落易受环境变化的影响，表现出

一定的时间差异性。在实际生产中，不同区域相同连

作年限地块作物的发病率、田间长势等也存在差异，

但这种差异是否与土壤细菌群落演化有关鲜见报道。

因此，了解连作烟田土壤细菌群落的区域特征，对

进一步理解土壤微环境对连作的响应机制具有重要

意义。

以往传统的土壤微生物研究方法，如微生物平板

培养法、生物标记法、Biolog鉴定系统法等[16]很难客观

全面地反映土壤微生物的群落结构组成。高通量测

序技术有效避免了传统方法通量低、操作复杂和准确

率低等缺陷[17]，实现了大规模土壤微生物基因直接测

序[18]，在土壤微生物物种多样性、结构多样性、功能多

样性、遗传多样性研究中被广泛应用[15，19-20]。基于此，

本研究以云南省曲靖市、红河州、文山州 3个典型烟

区不同连作年限土壤为研究对象，旨在了解不同生态

区连作烟田土壤细菌群落特征，加深对连作条件下土

壤微生物演替规律的认识，为制定连作障碍消减措施

提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 连作土壤采集区概况

试验于 2020年 3—4月烤烟移栽前，在云南省曲

靖市（103°23′ 10″ E，25°20′ 20″ N）、红河州（103°52′
26″ E，24°40′ 03″ N）、文山州（104°31′ 23″ E，23°48′
56″N）3个典型烟区分别选取 2、4 a和 8 a及以上连作

地块，按梅花形五点法取耕作层（0~20 cm）土壤，对照

（连作 0 a）为同区域撂荒 2 a及以上土壤。取样时轻

轻拨开表土，去除根系等杂物，将混合土样分为 2份，

一份用于土壤化学性质检测，常温风干后备用，另一

份装入无菌密封袋，并及时置于-20 ℃冰盒，快速带

回实验室置于-80 ℃冰箱待用。每个生态区每种连

作年限烟田随机取5个混合样，共计60个土样。曲靖

采样点土壤类型为黄壤，红河和文山采样点土壤类型

为红壤。土壤基础化学性质见表 1。试验烟田均为

不同农户自己栽种，植烟历史可考证。3个生态区主

栽烤烟品种均为云烟87。
云南曲靖烟区地处滇东高原烤烟区，地势较为平

坦，烤烟栽培历史悠久，是我国重要的烟叶产区，烤

烟产量约占云南的 1/3、全国的 1/10。栽烟地海拔

1 500~2 100 m，年均气温为 13.3~15.1 ℃，烤烟大田生

育期降水量为 740.0~810.0 mm。云南红河、文山烟区

同属滇南低山丘陵烤烟区，地势平缓，多数栽烟地

海拔在 1 100~1 600 m 之间，热量条件优越，降水充

沛，年均温为 16.0~18.0 ℃，烤烟大田生育期降水量为

1 000.0 mm左右。红河州为云南主要核心烟叶产区

之一，烤烟栽培历史悠久，烟叶颇受喜爱。文山州烟

区多为近年来新开发的烟区。

1.2 检测项目及方法

1.2.1 土壤化学性状

土壤有机质、碱解氮、有效磷、速效钾含量和 pH
值的测定参照文献[21]方法进行。

1.2.2 土壤细菌DNA的提取、测序及生信分析

样品由广州基迪奥生物科技有限公司平台检测

（https：//www.omicsmart.com）。采用 HiPure Soil DNA
Mini Kit（Magen，中国，广州，cat#3412）进行土壤微生

物DNA提取。然后用 1%琼脂凝胶电泳检测基因组

DNA的完整性。采用具有 Barcode标记的引物 341F
‘CCTACGGGNGGTATCTAAT’、806R‘GGACTACH⁃

Gemmatimonadetes, and Planctomycetes, which were the dominant community groups（relative abundance>4.0%）. The abundance and
diversity of the dominant phylum were spatially and temporally heterogeneous in different ecozones with the extension of continuous cropping
duration. Soil pH and available K, organic matter, and available P content were significantly correlated with bacterial community distribution
in the continuous cropping soil. The results provide a theoretical basis for reducing challenges owing to continuous cropping by revealing the
differences in soil microflora and physical and chemical environment in typical tobacco-growing areas of Yunnan Province.
Keywords：high-throughput sequencing; typical tobacco planting area; continuous cropping; bacterial community; redundancy analysis
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VGGGTACTAAT’对细菌进行 16S rDNA V3~V4 区

MiSeq扩增子测序。PCR采用 TransStart Fastpfu DNA
Polymerase 聚合酶，每个样本 3 次 PCR 重复，扩增后

将 PCR产物混合后用 2%琼脂糖凝胶电泳检测纯化

效果。用 AxyPreDNA 凝胶回收试剂盒（AXYGEN 公

司）切胶回收 PCR产物，使用 Tris-HCl洗脱，并用 2%
琼脂糖凝胶电泳检测。然后用QuantiFluorTM-ST蓝色

荧光定量系统（Promega公司）进行检测定量，按照每

个样本的测序量要求，进行相应比例的混合，最后采

用高通量 Illumina Miseq 测序的方法，对不同连作年

限烟田土壤细菌群落进行分析。从云南曲靖、红河、

文山 3个典型产区 60个土壤样本中共获得 5 846 101
条有效序列，总碱基数为 2 641 381 292 bp，平均长度

为441 bp，共获得11 167个分类操作单元（OTUs）。

1.3 数据分析

采 用 Microsoft Excel 2016 进 行 数 据 处 理 ，用

IBM Statistics SPSS 20.0 进行方差分析。利用软件

平台 Usearch version 7.0 对相似度在 97% 条件下的

OTU 进行质控拼接和 Tag 聚类去嵌合体，获得 OTU
的丰度和 OTU代表序列。然后利用软件Mothur ver⁃
sion v.1.30.1 计算反映群落丰富度（Community rich⁃
ness）的 Sobs、Chao1、Ace 指数和反映群落多样性的

Shannon、Simpson指数 [22-23]。利用R语言工具进行群

落柱状图的统计、绘制，以及冗余分析（Redundancy
analysis，RDA）。

2 结果与分析

2.1 连作年限对烟田土壤化学性质的影响

云南 3个典型烟区不同连作烟田土壤有机质、碱

解氮、有效磷、速效钾含量和 pH值检测结果见表 1。
从表 1可以看出，与对照相比，随连作年限的增加，曲

靖烟区土壤 pH值极显著（P<0.01）降低，连作 2、4 a和
8 a及以上 pH值分别降低 0.7、0.4和 0.5个单位，红河

烟区土壤 pH 值显著（P<0.05）降低（除连作 2 a 土壤

外），分别降低 0.1、0.5、0.6个单位，文山烟区 pH升高，

分别上升 0.1、0.4、0.5个单位。曲靖烟区不同连作年

限烟田土壤有机质含量差异不显著，对照最低，红河

州烟区连作 2、4、8 a及以上土壤有机质含量均极显著

（P<0.01）高于对照，文山烟区连作 2 a土壤有机质含

量显著（P<0.05）低于对照。土壤碱解氮含量整体呈

增加趋势，相较于对照，曲靖烟区连作 2 a和 8 a及以

上土壤碱解氮含量增幅分别为 12.0%和 44.0%，连作

4 a土壤碱解氮含量降幅为10.0%，红河烟区增幅分别

为 86.7%、174.8%、171.8%，文山烟区连作 4 a和 8 a及
以上增幅分别为 32.8%、65.2%，连作 2 a土壤碱解氮

含量降幅为 17.2%。曲靖烟区连作 8 a及以上烟田土

壤的有效磷含量均极显著（P<0.01）高于其他连作年

限烟田土壤，红河和文山烟区连作 4 a烟田土壤有效

磷含量均极显著（P<0.01）高于其他处理。相较于对

照，3个生态烟区的 3种连作年限烟田土壤速效钾含

表1 不同连作年限烟田土壤化学性质特征

Table 1 Characteristic of soil chemical properties of tobacco fields with different continuous cropping years
生态区

Ecological area
曲靖市

Qujing City

红河州
Honghe

Prefecture

文山州
Wenshan
Prefecture

连作年限
Continuous cropping years/a

0
2
4
8
0
2
4
8
0
2
4
8

pH 值
pH value
5.7±0.4A
5.0±0.4B
5.3±0.2B
5.2±0.1B
7.1±0.2a
7.0±0.1a
6.6±0.2b
6.5±0.1b
5.1±0.1b
5.2±0.2ab
5.5±0.2ab
5.6±0.5a

有机质
Organic matter/（g·kg-1）

31.4±4.4a
40.6±9.2a
44.5±18.0a
46.0±5.7a
18.4±2.6B
32.2±8.8A
37.4±5.4A
37.5±13.0A
41.0±7.1a
27.4±11.5b
33.0±4.7ab
31.6±7.5ab

碱解氮
Available N/（mg·kg-1）

70.0±21.7b
78.4±20.0ab
63.0±14.0b
100.8±10.0a
41.2±4.8C
76.9±20.4B
113.2±9.5A
112.0±30.6A
61.0±19.7bc
50.5±13.8c
81.0±6.3ab
100.8±15.2a

有效磷
Available P/（mg·kg-1）

9.1±1.3B
15.8±1.7B
12.4±2.1B
44.6±15.3A
3.9±0.6D
16.5±3.0C
54.3±6.0A
27.4±7.8B
16.5±2.9D
53.9±3.6B
54.8±6.0A
30.3±8.6C

速效钾
Available K/（mg·kg-1）

27.3±3.3B
44.2±4.4A
35.7±5.4A

119.6±38.7A
69.3±20.8D
320.2±15.0B
756.3±41.8A
148.5±20.2C
88.5±16.1C
267.9±47.4A
188.2±8.7B
167.7±17.3B

注：同列不同小写和大写字母分别表示连作年限间差异显著（P<0.05）和极显著（P<0.01）。下同。
Notes：The different lowercase letters and uppercase letters in a column indicate significant difference among different continuous cropping years at P<

0.05 and P<0.01 level，respectively. The same below.
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量均极显著（P<0.01）增加，曲靖烟区连作 8 a及以上、

红河烟区连作 4 a、文山烟区连作 2 a土壤速效钾含量

最高。以上结果说明，连作烟田土壤主要化学性质存

在空间异质性。

2.2 连作对烟田土壤细菌OTU的影响

Venn 图能够反映组间或样品之间共有或特有

OTU，能够直观地反映出组间或样品间OTU的重叠情

况。由图1可知，与对照相比，曲靖烟区3种连作烟田

土壤所获得的细菌OTU均增加，其中连作4 a和8 a及
以上烟田土壤共有OTU数最多，连作2 a和4 a土壤共

有OTU数次之；红河烟区连作 2 a土壤细菌OTU多于

对照，连作4 a和8 a及以上烟田土壤共有细菌OTU数

少于对照；随连作年限的增加，文山烟区烟田土壤细

菌OTU呈增加趋势，连作4 a和8 a及以上土壤共有细

菌OTU数最多。与对照相比，曲靖烟区 3种连作年限

烟田土壤特有 OTU数整体呈增加趋势，增幅分别为

23.3%、220.8%、39.4%；红河烟区 3种连作年限烟田土

壤特有 OTU 数呈降低趋势，降幅分别为 24.3%、

53.9%、49.0%；文山烟区连作 2 a和 4 a的烟田土壤特

有OTU 降幅分别为 34.7%、9.3%，连作 8 a及以上土壤

特有OTU数增加 54.7%。说明不同生态区中，连作土

壤细菌物种丰度及特有细菌丰度存在差异，整体表现

为连作4 a和8 a及以上土壤共有细菌OTU数最多。

2.3 连作对烟田土壤细菌群落多样性的影响

不同生态区连作烟田土壤细菌群落多样性和丰

富度存在差异（表 2）。由表 2可知，曲靖烟区 3种连

作年限烟田土壤Ace和Chao1指数均极显著（P<0.01）
高于对照，连作 4 a土壤 Shannon和 Simpson指数均最

高，其中Shannon指数极显著（P<0.01）高于0、2 a和8 a
及以上烟田土壤，处理间 Simpson指数和 Sobs指数差

图1 不同生态烟区连作烟田土壤细菌Venn图
Figure 1 Venn diagrams of bacterial community in continuous cropping tobacco soils of Yunnan Province
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表2 不同连作年限烟田土壤细菌群落丰富度和多样性

Table 2 Community richness and diversity of soil bacterial community in tobacco field with different continuous cropping years
生态区

Ecological area
曲靖市

Qujing City

红河州
Honghe

Prefecture

文山州
Wenshan
Prefecture

连作年限
Continuous cropping years/a

0
2
4
8
0
2
4
8
0
2
4
8

Chao1指数
Chao1 index

1 828.85±159.09B
2 664.24±243.54A
2 868.61±606.30A
3 024.91±215.34A
4 024.62±65.43B
4 240.09±165.65A
3 936.44±83.55B
3 946.88±84.77B
3 284.55±123.60C
3 328.31±186.28C
3 710.78±177.48B
4 153.92±104.74A

Shannon指数
Shannon index
8.203±0.283C
8.546±0.076B
8.948±0.311A
8.704±0.166AB
9.445±0.145a
9.506±0.087a
9.186±0.080b
9.080±0.086b
8.343±0.091B
8.413±0.356B
9.104±0.070A
9.286±0.179A

Simpson 指数
Simpson index
0.991±0.003a
0.992±0.000a
0.993±0.002a
0.992±0.001a
0.996±0.001a
0.996±0.000a
0.994±0.005b
0.994±0.000b
0.989±0.001ab
0.988±0.005b
0.993±0.001a
0.993±0.003a

Sobs指数
Sobs index

1 443.8±91.6a
2 173.2±183.1a
2 502.0±482.5a
2 502.8±167.0a
3 375.4±42.0B
3 547.8±142.2A
3 334.2±76.6B
3 276.6±63.7B
2 667.2±122.4C
2 708.8±117.0C
3 186.2±157.9B
3 567.2±61.1A

Ace指数
Ace index

1 803.19±133.35B
2 715.93±249.62A
2 843.76±621.30A
3 016.37±252.06A
4 005.91±74.50B
4 193.69±161.74A
3 932.52±95.12B
3 919.14±78.89B
3 320.40±132.25C
3 294.30±174.75C
3 691.80±197.80B
4 124.99±85.51A

物种覆盖度
Coverage

1.00±0.00A
0.99±0.00B
0.99±0.00B
0.99±0.00B
0.99±0.00a
0.99±0.00a
0.99±0.00a
0.99±0.00a
0.99±0.00a
0.99±0.00a
0.99±0.00a
0.99±0.00a
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异不显著（P>0.05），但均高于对照；红河烟区连作 2 a
烟田土壤细菌 Sobs、Ace 和 Chao1 指数均极显著（P<

0.01）高于对照和连作 4、8 a及以上土壤，对照和连作

2 a土壤细菌的Shannon和Simpson指数明显高于连作

4 a和 8 a及以上土壤；文山烟区连作 8 a及以上烟田

土壤的 Sobs、Ace 和 Chao1指数均极显著（P<0.01）高

于对照和连作 2、4 a烟田土壤，整体呈现出随连作年

限增加而升高的趋势。文山烟区连作 4、8 a及以上年

限土壤细菌的 Shannon 指数极显著（P<0.01）高于

对照和连作 2 a 土壤，Simpson 指数则达到显著水平

（P<0.05）。

2.4 连作对烟田土壤细菌群落组成的影响

从图2可以看出，门水平上，云南3个典型烟区不

同连作年限土壤样本中检出 10 个主要细菌门类

（94.32%~99.31%）。曲靖烟区土壤细菌相对丰度前

10的优势菌门分别为变形菌门（Protecobacteria）、放

线菌门（Actinobacteria）、绿弯菌门（Chloroflexi）、浮霉

菌门（Planctomycetes）、酸杆菌门（Acidobacteria）、芽

单 胞 菌 门（Gemmatimonadetes）、厚 壁 菌 门（Fir⁃
micutes）、拟杆菌门（Bacteroidetes）、疣微菌门（Verru⁃
comicrobia）、装甲菌门（Armatimonadetes）；红河烟区

土壤细菌相对丰度前 10 的优势菌门分别为放线菌

门、变形菌门、芽单胞菌门、酸杆菌门、绿弯菌门、浮霉

菌门、拟杆菌门、疣微菌门、装甲菌门、厚壁菌门；文山

烟区土壤细菌相对丰度前 10的优势菌门分别为变形

菌门、放线菌门、绿弯菌门、酸杆菌门、芽单胞菌门、浮

霉菌门、疣微菌门、拟杆菌门、厚壁菌门、装甲菌门。

从表 3可知，随连作年限的延长，曲靖烟区烟田

图2 在门水平上连作烟田土壤细菌群落组成和相对丰度

Figure 2 Composition and relative abundance of continuous cropping soil bacteria community at the phylum level
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表3 在门水平上土壤细菌群落组成差异分析（%）

Table 3 Composition and relative abundance of bacteria community at the phylum level（%）

细菌群落
Bacteria community

放线菌门 Actinobacteria
变形菌门 Proteobactera
绿弯菌门 Chloroflexi

酸杆菌门 Acidobacteria
芽单胞菌门Gemmatimonadetes

浮霉菌门 Planctomycetes
疣微菌门 Verrucomicrobia
拟杆菌门 Bacteroidetes
厚壁菌门 Firmicutes

装甲菌门Armatimonadetes

曲靖市Qujing City
0 a

21.1±5.0a
25.7±7.8a
18.2±8.0a
7.4±2.4b
4.2±3.7b
9.7±5.0c
1.1±1.8a
1.9±1.9a
1.2±1.0b
0.5±4.0bc

2 a
20.9±1.4a
21.0±2.7a
23.1±5.4a
10.4±1.6a
5.4±1.8b

11.3±1.6bc
0.5±0.2a
0.5±0.1a
0.2±0.0b
0.3±0.2c

4 a
23.3±5.1a
24.0±3.8a
10.3±1.2b
7.5±1.4b
10.6±1.8a
16.0±6.2ab
0.9±0.4a
1.5±0.8a
1.1±1.7b
1.0±0.2a

8 a
20.4±3.9a
24.7±1.0a
6.5±1.1b
9.9±1.4a
11.5±0.7a
17.7±4.8a
1.2±0.6a
1.2±0.4a
3.3±0.9a
0.8±0.1ab

红河州Honghe Prefecture
0 a

38.9±1.9A
16.9±1.2b
9.3±1.4a

13.7±0.5A
7.5±2.3C
3.4±1.2B
1.9±1.0A
2.0±0.4B
0.6±0.1a
0.6±0.0A

2 a
30.5±3.8C
24.4±2.1a
6.9±1.0b
10.1±0.7B
10.9±0.2B
6.1±1.1AB
1.9±0.4A
5.8±1.1A
0.5±0.2a
0.9±0.3A

4 a
38.9±2.3A
19.9±0.9a
7.5±0.5a
6.8±1.0C
11.3±1.1B
8.1±1.3A
1.3±0.4B
2.9±0.3B
0.8±0.1a
0.4±0.1B

8 a
35.8±3.5B
18.8±0.7b
6.5±0.3b
6.9±1.0C
15.3±1.0A
8.8±1.3A
2.3±0.7A
2.1±0.2B
0.5±0.1a
0.9±0.2A

文山州Wenshan Prefecture
0 a

19.7±4.7B
22.1±3.0B
20.9±3.4a
17.5±3.4a
4.6±1.0C
6.0±0.8B
3.4±1.2ab
0.8±0.3b
2.2±1.7a
0.8±0.2c

2 a
22.0±4.4B
23.2±3.3B
17.5±4.3a
11.1±1.2b
9.9±2.2B
6.5±0.5B
2.5±0.5b
1.4±0.5ab
2.7±1.9a
1.2±0.1a

4 a
17.9±1.1B
28.5±2.3A
8.2±1.1b
14.9±1.7a
13.5±2.4A
5.2±1.1B
4.2±1.3a
2.2±0.8a
1.6±1.1a
1.1±0.2ab

8 a
27.6±3.5A
21.7±1.1B
7.6±0.7b
10.3±1.0b
14.7±1.9A
8.5±1.9A
3.3±0.6ab
1.9±0.3a
1.4±1.2a
0.8±0.1bc

注：同行不同小写和大写字母分别表示连作年限间差异显著（P<0.05）和极显著（P<0.01）。
Notes：The different lowercase letters and uppercase letters in a line indicate significant difference among different continuous cropping years at P<0.05

and P<0.01 level，respectively.

曲靖Qujing 红河Honghe 文山Wenshan
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土壤绿弯菌门、酸杆菌门群落相对丰度整体呈减少趋

势，芽单胞菌门、浮霉菌门、厚壁菌门和装甲菌门群落

相对丰度整体呈增加趋势，其中连作 4 a和 8 a及以上

烟田土壤绿弯菌门群落相对丰度均显著（P<0.05）低

于对照和连作 2 a烟田土壤；红河烟区对照土壤放线

菌门、酸杆菌门和装甲菌门群落相对丰度均极显著

（P<0.01）高于 3种连作土壤。随种植年限的延长，红

河烟区烟田土壤芽单胞菌门群落相对丰度呈极显著

（P<0.01）增加趋势，连作 2 a和 4 a烟田土壤的放线菌

门、变形菌门、浮霉菌门、装甲菌门群落相对丰度变化

规律不明显；随连作年限的延长，文山烟区烟田土壤

放线菌门、芽单胞菌门、浮霉菌门群落相对丰度整体

呈明显增加趋势，其中，绿弯菌门、酸杆菌门和装甲菌

门群落丰度则整体呈降低趋势。

2.5 连作烟田土壤化学性质与细菌群落关联分析

从图 3a可以看出，属水平上，第一排序轴贡献率

为 56.10%，第二排序轴贡献率为 30.02%，累积解释变

异量达到86.12%，说明排序轴很好地反映了土壤细菌

群落结构和土壤化学性质之间的关系。从图 3a中可

以看出，pH值和速效钾含量与连作土壤细菌物种分

布呈正相关，有机质和有效磷含量与土壤细菌物种分

布呈负相关，碱解氮与土壤细菌物种分布无相关性。

从图 3b可以看出，在门水平上，皮尔森（Pearson）相关

性分析表明，土壤 pH值与放线菌门、变形菌门、绿弯

菌门、芽单胞菌门、浮霉菌门、拟杆菌门、棒状杆菌门

（Rokubacteria）、硝化螺旋菌门、迷踪菌门（Elusimicro⁃
bia）群落分布呈极显著正相关（P<0.01）。有机质含

量与浮霉菌门和棒状杆菌门群落分布呈极显著负相

关（P<0.01），与放线菌门群落分布呈显著负相关（P<
0.05）。碱解氮仅与硝化螺旋菌门（Nitrospirae）群落

分布呈显著相关。有效磷含量与芽单胞菌门、厚壁菌

门群落分布呈极显著负相关（P<0.01），与疣微菌门、

装甲菌门、棒状杆菌门和硝化螺旋菌门群落分布呈显

著负相关（P<0.05）。速效钾含量与放线菌门、拟杆菌

门、硝化螺旋菌门群落分布呈极显著负相关（P<
0.01），与绿弯菌门和迷踪菌门群落分布呈显著负相

关（P<0.05）。

3 讨论

3.1 连作对烟田土壤细菌群落结构多样性的影响

研究表明，长期连作严重影响了土壤理化性状，

进而显著降低了土壤细菌群落和组成多样性[13]。本

图3 环境因子与土壤细菌群落的冗余分析和相关性热图分析

Figure 3 RDA and correlation heat map analysis of environmental factors and soil bacterial community

ML代表曲靖烟区；LX代表红河烟区；GN代表文山烟区。pH、OM、AN、AP、AK分别表示土壤pH值、有机质、碱解氮、有效磷、速效钾。
*表示显著相关，P<0.05；**表示极显著相关，P<0.01；***表示极显著相关，P<0.001

ML stands for Qujing tobacco area；LX stands for Honghe tobacco area；GN stands for Wenshan tobacco area. pH, OM, AN, AP and
AK represent soil pH, organic matter, alkali-hydrolyzable nitrogen, available phosphorus and available potassium, respectively.

* indicates a significant correlation at P<0.05; ** indicates a very significant correlation at P<0.01；
***indicates a very significant correlation at P<0.001
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研究中，云南 3个典型烟区连作土壤细菌多样性及丰

富度特征存在空间异质性和时间异质性。曲靖烟区

连作 4 a、红河烟区连作 2 a、文山烟区连作 8 a及以上

土壤细菌群落的丰富度和多样性最高，说明不同生态

区连作烟田土壤样本组成表现出不同的聚集性。胡

元森等[24]、王佩雯等[15]的研究认为，土壤细菌群落是

一个相对稳定的系统，连作或施肥等条件很可能只影

响某些种群的丰度。施肥很可能是从细菌群落的丰

度上影响群落，进而影响土壤微生物的富集，而没有

改变群落种类[15]。本试验中，烤烟连作烟田土壤细菌

群落丰富度均高于对照土壤，说明连作导致某些土壤

病原菌的积累，或者可能与实际生产中烟农补充外源

菌以及施肥水平等管理因素有关，因此连作土壤细菌

群落丰富度和多样性提高可能是多种因素共同作用

的结果，有待进一步验证。

3.2 连作对烟田土壤细菌群落组成的影响

王佩雯等[15]的研究认为，连作植烟土壤细菌群落

易受环境变化的影响，表现出一定的时间差异性。连

作土壤的细菌菌群在大田期变化较大，致病菌增

多[25]。这可能是连作土壤细菌群落相对丰度提高的

主要原因之一。本研究结果表明，在门水平上所检出

的前 10 位的细菌门类（相对丰度 94.32%~99.31%）

中，曲靖、红河、文山 3个生态烟区烟田土壤细菌门类

表现出空间上的异质性，相同生态区不同连作年限烟

田土壤优势菌群相对丰度也存在异质性。曲靖烟区

和文山烟区变形菌门群落相对丰度最高，红河烟区放

线菌门群落相对丰度最高。变形菌门是最为普遍的

细菌菌门[26]，同时包含了大量的动植物致病菌[27]。绝

大多数放线菌为腐生菌，但少数寄生性放线菌能引起

某些动植物的病害[28]。随着连作年限的延长，曲靖烟

区烟田土壤绿弯菌门群落相对丰度显著（P<0.05）减

少，酸杆菌门群落相对丰度整体呈减少趋势，芽单胞

菌门、浮霉菌门、厚壁菌门和装甲菌门相对丰度整体

呈增加趋势；红河烟区烟田土壤芽单胞菌门相对丰度

呈极显著（P<0.01）增加趋势；文山烟区烟田土壤放线

菌门、芽单胞菌门、浮霉菌门相对丰度整体呈极显著

（P<0.01）增加趋势，绿弯菌门和酸杆菌门细菌相对丰

度则整体呈显著（P<0.05）降低趋势，表现出明显的时

间异质性。尤垂淮等[29]的研究认为，重茬导致土壤酚

酸物质富集，进而促进了以酚酸为底物的微生物生

长，因而病原微生物增加。说明连作导致细菌群落组

成发生变化，但连作土壤细菌群落结构区域异质性是

否与施肥、气候等因素有关有待进一步研究。

3.3 连作土壤主要理化性质对土壤细菌群落结构的

影响

土壤为细菌群落的生长繁殖提供重要的微环境，

种植模式会改变其微环境，间接影响土壤细菌群落结

构的组成。JAN等[30]认为RDA可以分析解释变量和

多个响应变量之间的关系。研究结果表明，在几种主

要的理化因子中，pH值对细菌物种分布影响最大，磷

素影响次之，而氮素无相关性。这与NACKE等[31]的

研究结论一致，该研究发现土壤 pH值是影响土壤细

菌群落结构和多样性的主要因子。这可能与连作土

壤出现磷素积累，反而成为限制因子有关。试验中，

与对照土壤相比，曲靖烟区和红河烟区连作烟田土壤

pH值均随连作年限延长而降低，这与娄翼来等[32]的

研究结论一致，该研究发现随着植烟年限的延长，表

层和次表层土壤的 pH 值均呈现不同程度的下降趋

势，重茬 5年后表层土壤酸化明显。而与对照土壤相

比，文山烟区 pH值则呈小幅增加趋势，这可能与该烟

区习惯施用生石灰有关。土壤酸碱度决定土壤细菌

丰度和多样性，因为 pH值对某些土壤细菌表现出生

理限制，而有些细菌则能更好地适应土壤酸化带来的

胁迫[33]，也有可能是由于土壤的酸碱度虽不能直接改

变细菌群落，但可以作为一种整体的综合变量，推动

微生物区系组成的变化[34]。生产实践中可通过添加

生石灰，增加农家肥、有机肥的施用量调控土壤 pH值

和磷素水平，从而改良连作土壤细菌群落结构，改善

连作土壤微环境。

4 结论

（1）云南 3个典型烟区连作烟田土壤细菌群落相

对丰度、多样性及群落组成存在空间异质性和时间异

质性。

（2）随着连作年限的延长，土壤细菌群落发生不

同程度的结构性变化。

（3）在连作烟田土壤改良时加强土壤 pH值和有

效磷含量调控是关键。
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