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摘  要：【背景】连作障碍是一种存在于农业生产中的常见现象，连作促使植株根际土壤中的养分

比例失衡及微生物群落结构失衡，导致植株遭受病虫害等侵袭。【目的】揭示三七(Panax notoginseng)
连作及根腐病发生过程中根际土壤的多元生物群落差异变化规律及驱动因素。【方法】对不同生

长年限的健康与患病三七根际土壤细菌、真菌、原生生物群落差异，以及与土壤因子的相互关系

进行研究。【结果】种植三七土样 pH 值均小于 7.0，土样中重金属镉(Cd)、砷(As)含量超标，镉

在 3 年生样品中表现出显著富集的特征。α 多样性结果显示，2 年生患病三七显著降低了细菌、真

菌群落的多样性，而 1 年和 3 年生患病三七显著降低了原生生物群落的多样性。主坐标分析(principal 
coordinate analysis, PCoA)表明三七连作中细菌、真菌和原生生物群落的 β 多样性均表现出显著性

差异，其中真菌群落在患病前后的差异性最为明显。原生生物群落功能分类分析表明，相对于寄生虫

和光养生物，消费者在土壤样本中的类群最多。方差分析表明 3 年生患病三七土壤样品中消费者的丰

度显著降低。真菌病原菌、细菌和原生生物群落的共现网络分析显示，真菌病原菌与原生生物类群间

有更多的种间联系，其中占主导的原生生物类群是消费者。相关分析表明速效钾(available potassium, 
AK)对细菌和真菌的影响最大，镉对细菌、真菌和原生生物群落的影响均大于砷。【结论】土壤根

际多元生物群落差异和土壤理化性质相互作用导致了三七连作根腐病的发生。 
关键词：三七；根际土壤微生物；重金属；原生生物；土壤理化性质 
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Abstract: [Background] Continuous cropping is a common phenomenon in agricultural 
production. Continuous cropping causes an imbalance of micronutrients and disturbs the 
microbial community structure in the rhizosphere soil of plants. Accordingly, plants are 
susceptible to pests and diseases. [Objective] To expose the variation trends and drivers of 
distinct biological communities in the rhizosphere soil of Panax notoginseng during continuous 
cropping and the occurrence of root rot. [Methods] We compared the bacterial, fungal, and 
protist communities in the rhizosphere soil samples of healthy and diseased P. notoginseng 
growing for different years and the relationships between soil microbial communities with soil 
factors. [Results] The soil samples presented pH<7.0, with the content of cadmium (Cd) and 
arsenic (As) exceeding the standard limits. Cadmium was significantly enriched in the soil 
samples of 3-year-old P. notoginseng. The results of α-diversity analysis showed that the 
disease of 2-year-old P. notoginseng significantly reduced the diversity of bacteria and fungi, 
and the disease of 1- and 3-year-old P. notoginseng significantly reduced the diversity of protist. 
The principal coordinate analysis showed that the β-diversity of bacterial, fungal, and protist 
communities in the rhizosphere soil of P. notoginseng exhibited significant differences before 
and after the infection with root rot, with the fungal community showing the most apparent 
differences. In the protist community, consumers were richer than parasites and phototrophs in 
the soil samples. The analysis of variance showed a considerable decrease in the abundance of 
consumers in the soil samples of diseased 3-year-old P. notoginseng. The co-occurrence 
network of fungal pathogens with bacteria and protist showed more interspecific associations 
between fungal pathogens and protist, with consumers being dominant in the protist community. 
The correlation analysis showed that available potassium had larger effects on bacteria and 
fungi. Cd, had more significant effects than As on the bacterial, fungal, and protist communities. 
[Conclusion] The differences in bacterial, fungal, and protist communities in rhizosphere soil 
and the interactions between microorganisms and physicochemical properties of soil result in 
the occurrence of root rot in the field with continuous cropping of P. notoginseng. 
Keywords: Panax notoginseng; microbial communities in rhizosphere soil; heavy metals; 
protist; physicochemical properties of soil 
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三七(Panax notoginseng)是一种隶属于五

加科人参属的阴生植物，在中国被视为特有珍

稀中药，并因其极高的药用价值而被尊称为“金
不换”及“南国神草”[1-2]。受到品种和生长环境特

殊性的限制，国外研究报道甚少，其具有活血、

散瘀、消肿定痛、抗氧化、抗衰老等功效[3]，

还有研究发现三七含有 50 余种单体皂苷、三七

黄酮、三七多糖等多种生理活性成分，这些成

分对血液系统、中枢神经系统及免疫系统等均

显示出显著的药理效果[4]。然而，三七种植面

临一个严重的问题，即连作障碍，通常情况下，

在同一块土地上再次种植三七前需间隔至少 8 年

的时间[5]。三七栽培过程中遇到连作障碍这一

瓶颈直接影响了三七的药材产量和品质，不利

于发展规模化种植模式，所以克服连作障碍问题

对于三七产业的健康发展尤为重要。 
引起三七发生连作障碍的主要因素包括：

(1) 土壤物理化学性质的变化；(2) 根际土壤微

生物群落结构发生变化，表现为病原微生物数

量增多而有益微生物数量减少；(3) 化感自毒效

应[6]。土壤理化性质的改变是造成三七连作障

碍的重要原因之一，涉及的因素包括土壤 pH
值、土壤质地、土壤养分含量(如氮、磷、钾等)、
阳离子交换量及土壤重金属污染物含量等。尤

其是在全球工业化、现代农业绿色发展和城市

化进程的影响下，重金属污染导致的土壤问题

日益严重[7]。化感自毒作用是指植物通过自然

挥发和根系分泌等多种途径，向土壤环境中释

放次生代谢产物(即化感物质)，进而对自身或其

他同种植物的生长产生抑制作用，并引发连作

障碍的现象[8]。根腐病是连作障碍的一种主要

表现形式。现有的研究主要聚焦于对三七根际

土壤中的细菌和真菌群落的研究。研究结果表

明，三七根际土壤中病原真菌的丰度增加通常

是导致根腐病发生的关键因素[9]。然而，作为

土壤生物群重要组成的原生生物，仍然知之甚

少[10]。原生生物在根际微生物群落的构建中发

挥着关键作用，它们广泛分布于土壤和各种环

境中，数量庞大且种类繁多。然而，在微生物

生态学的研究中，它们的作用常常被忽略[11]。

鉴于原生生物对土壤管理实践的动态响应及其

在连接土壤微生物网络中的核心地位，它们能

够在土壤管理与细菌和真菌微生物群之间起到

杠杆作用，从而有助于改善土壤健康状况。因

此，本研究一方面以不同连作时间的健康与患

病三七的根际土壤为材料，表征细菌、真菌和

原生生物群落在根际土壤中的多样性和组成，

探索土壤多元生物群落对连作的响应区别与特

征；另一方面探讨土壤理化性质与土壤多元生

物之间的作用关系和驱动原理，揭示连作对三

七土壤生物群及其与土壤理化性质的关系。 

1  材料与方法 
1.1  野外场地和土壤采集 

本研究所用土壤样品采自云南省昆明市石林

县的某三七种植农场(24°39′50″N, 103°28′54″E)。
所有土样均采用五点采样法采集，用小刷将与根

系紧密结合的土壤刷下来，作为根际土[12]。在

三七种植基地，我们采集了种植 1 年的健康三

七根际土(标记为 H_1)、2 年的健康三七根际土

(H_2)和 3 年的健康三七根际土(H_3)，以及种

植 1 年的患病三七根际土(D_1)、2 年的患病三

七根际土(D_2)和 3 年的患病三七根际土(D_3)。
此外，还收集了未种植任何植物的地表下 3−5 cm
的土作为对照组(CK)。每个处理均选取了 3 个

三七种植大棚重复开展后续实验，即共有 21 个

样品进行理化性质测定和测序分析。所有土壤

样品均在冰上运输至实验室，过筛至样品直

径<2 mm，分别储存在−80 ℃用于 DNA 提取，

以及储存在 4 ℃用于土壤理化性质的测定。 
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1.2  主要试剂和仪器 
E.Z.N.A.® Soil DNA Kit，Omega Bio-Tek

公司；AxyPrep DNA Gel Extraction Kit，Axygen
公司；Quantus™ Fluorometer，Promega 公司。

pH 计，赛多利斯科学仪器(北京)有限公司；PCR
仪，ABI 公司；元素分析仪，Elementar 公司；

微型荧光计，Promega 公司；火焰光度计，上

海元析仪器有限公司；电感耦合等离子体质谱

仪，杭州谱育科技发展有限公司。 

1.3  土壤理化性质的测定 
用 pH 计测定土壤 pH 值；采用重铬酸钾容

量法测定土壤有机质(organic matter, OM)含量；

使用元素分析仪测定全氮(total nitrogen, TN)含
量 ； 采 用 钼 锑 抗 比 色 法 测 定 全 磷 (total 
phosphorus, TP) 含 量 和 速 效 磷 (available 
phosphorus, AP)含量；采用火焰光度计法测定全

钾(total potassium, TK)含量和速效钾(available 
potassium, AK)含量；采用碱解扩散法测定水解

性氮(hydrolyzable nitrogen, HN)含量；用电感耦

合等离子体质谱仪(inductively coupled plasma 
mass spectrometry, ICP-MS)测定铅、铬、镉、汞、

砷各金属的含量[13]。 

1.4  DNA 的提取和扩增测序 
使用 E.Z.N.A.® Soil DNA Kit 提取土壤

DNA。采用 16S rRNA 基因引物 314F (5′-CC 
TAYGGGRBGCASCAG-3′)和 806R (5′-GGAC 
TACNNGGGTATCTAAT-3′)[14]、ITS 引物 ITS1F 
(5′-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3′)和 ITS2R 
(5′-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3′)[15]、18S rRNA
基因引物 TAReuk454FWD1 (5′-CCAGCASCYG 
CGGTAATTCC-3′)和 TAReukREV3 (5′-ACTTT 
CGTTCTTGATYRA-3′)[16]分别对细菌 V3–V4 区、

真菌 ITS1 区、原生生物 V4 区进行 PCR 扩增。

PCR 反应体系：5×FastPfu Buffer 4.0 µL，dNTPs 
(2.5 mmol/L) 2.0 µL，上、下游引物(5 µmol/L)

各 0.8 µL，FastPfu Polymerase (2.5 units/µL)  
0.4 µL，0.1% (W/V) BSA 0.2 µL，模板 DNA   
10 ng，ddH2O 补足 20.0 µL。PCR 反应条件：

95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，
细菌和真菌 28 个循环，原生生物 33 个循环；

72 ℃ 10 min；10 ℃至结束。将同一样本的 PCR
产物混合后用 2%琼脂糖凝胶电泳检测，使用

AxyPrep DNA Gel Extraction Kit 纯化 PCR 产

物，并用 Quantus™ Fluorometer 对 PCR 产物进

行检测定量。产物的测序由上海凌恩生物科技

有限公司完成。 

1.5  数据统计 
对原始测序数据进行质量控制和序列拼接

后使用软件 UPARSE v7.1，基于 97%[17]的相似

度对序列进行 OTU 聚类。与 Silva 16S rRNA 数

据库 v138 进行比对，进行细菌的分类学分析；

针对真菌的分类学分析，通过比对 Nucleotide 
Sequence Database (NT)数据库进行；而对于原

生生物，则依据 Protist Ribosomal Reference 
Database (PR2)数据库进行分类学比对[18]，并根

据 Zhao 等 [19]的方法，将门水平中的红藻门

(Rhodophyta)、链形植物(Streptophyta)及后鞭毛

生物(Opisthokonta)等群体从数据中剔除，然后

再进行后续的数据分析。根据原生生物的摄食

习惯鉴定原生生物功能群，包括消费者、寄生

虫和光养生物 [20]。通过计算 Chao1 指数和

Shannon 指数来量化群落的 α 多样性。用 R 软件

包 ape v5.6-1 进行主坐标分析(principal coordinate 
analysis, PCoA)，并通过“vegan”包计算 Bray-Curtis
距离。此外，使用斯皮尔曼相关性[相关系数

(R)>0.8 或<–0.8，P 值<0.01]构建真菌病原体、

原生生物和细菌分类群的共现网络[21]。为了进

一步评估环境变量对微生物群落的影响，我

们构建了一个网络，该网络涵盖了细菌、真

菌、原生生物属水平上丰度排名前 30 的物种
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与相关环境因子之间的相互作用 [22]。运用

SPSS 26.0、Origin 2017 和 Microsoft Excel 2010
进行数据处理。原始序列已上传至 NCBI 数据

库(16S: PRJNA1114929; 18S: PRJNA1114934; 
ITS: PRJNA1114936)。 

2  结果与分析 
2.1  理化性质分析 

整体的土壤理化性质数据如表 1 所示。结

果表明种植过三七的根际土中 pH 值的变化范

围为 5.80−6.81，pH 值均小于 7.0，呈弱酸性。

在种植了 3 年的患病三七的根际土中的 pH 值

最高，并发现在种植过三七的土壤中 OM、HN、

AP、AK、TN、TP 含量均显著高于对照土壤；

对于 AK，在患病土中的含量显著高于健康土。 

2.2  各土壤样品中重金属污染分析 
对各土样中含量进行测定，通过所得数据

与国家土壤标准[23]进行比较，结果见表 2 所示。

我们发现镉(Cd)和砷(As)的含量均超过了国家

规定的限值。具体而言，镉的含量普遍超过了

国家二级标准的限值(0.3 mg/kg)，表明这些土

壤样本已经受到镉的污染。另外，随着种植年 
 
表 1  不同种植年限三七根际土壤理化性质 
Table 1  Physical and chemical properties of rhizosphere soil of Panax notoginseng at different planting 
years 
样品 
Sample 

pH 有机质 
Organic 
matter (g/kg) 

水解性氮 
Hydrolyzable 
nitrogen 
(mg/kg) 

速效磷 
Available 
phosphorus 
(mg/kg) 

速效钾 
Available 
potassium 
(mg/kg) 

全氮 
Total 
nitrogen 
(g/kg) 

全磷 
Total 
phosphorus 
(g/kg) 

全钾 
Total 
potassium 
(g/kg) 

CK 5.17±0.40c 5.67±1.47b  27.01±7.52c 7.72±3.06c 191.49±59.01c 0.57±0.10d 0.62±0.30c 10.60±1.08a 
H_1 6.20±0.42ab 22.59±3.00a 111.26±6.32b 121.64±16.45ab 348.07±78.90b 1.66±0.03c 1.59±0.20ab 8.72±0.60ab 
H_2 6.10±0.40ab 26.21±4.27a 121.77±1.85ab 127.15±4.71a 389.09±45.04b 2.11±0.35ab 2.04±0.40a 8.48±1.78ab 
H_3 6.53±0.54ab  24.41±3.48a 121.58±17.14ab 103.43±6.67b 359.15±42.19b 1.71±0.19bc 1.59±0.18ab 7.94±1.12b 
D_1 6.36±0.24ab 26.14±2.44a 127.20±7.15ab 100.41±6.36b 760.17±42.89a 1.94±0.15abc 1.48±0.37b 9.22±1.96ab 
D_2 5.80±0.32bc 26.96±4.62a 142.43±13.43a 128.50±22.46a 774.94±102.65a 2.29±0.26a 1.97±0.31ab 8.44±0.82ab 
D_3 6.81±0.34a 22.53±7.75a 109.08±25.85b 126.76±7.13a 745.47±103.43a 1.52±0.35c 1.46±0.16b 8.31±0.35ab 
同列数据不同小写字母表示各分组间存在显著差异(P<0.05)。 
Different lowercase letters in the same column indicate significant differences among the groups (P<0.05). 
 
表 2  不同种植年限三七根际土壤重金属含量 
Table 2  Heavy metal content in rhizosphere soil of Panax notoginseng at different planting years 
样品 
Sample 

镉 
Cd (mg/kg) 

铬 
Cr (mg/kg) 

汞 
Hg (mg/kg) 

砷 
As (mg/kg) 

铅 
Pb (mg/kg) 

CK 0.31±0.04b 98.10±10.53b 0.14±0.03a 60.90±10.27a 30.17±6.57a 
H_1 0.37±0.02b 117.32±9.89a 0.18±0.08a 66.63±20.96a 29.34±5.35a 
H_2 0.53±0.11b 111.04±4.94ab 0.23±0.11a 54.78±8.12a 29.52±8.62a 
H_3 0.94±0.10a 104.49±7.94ab 0.14±0.01a 71.30±9.83a 29.48±4.84a 
D_1 0.44±0.08b 108.38±8.42ab 0.22±0.14a 63.67±15.09a 32.90±8.41a 
D_2 0.45±0.15b 105.45±6.33ab 0.26±0.03a 52.88±7.80a 28.74±6.05a 
D_3 0.98±0.21a 103.53±1.21ab 0.20±0.02a 69.82±6.84a 38.28±11.71a 
同列数据不同小写字母表示各分组间存在显差异(P<0.05)。 
Different lowercase letters in the same column indicate significant differences among the groups (P<0.05). 
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限的增加，土壤中的镉含量呈现出逐渐累积的

趋势，说明镉在土壤中的累积效应较强，并且

其中 3 年生健康和患病植株根际土壤中的镉达到

0.94 mg/kg 和 0.98 mg/kg，呈现出与 1 年生和

2 年生土壤差异显著的特征；铬(Cr)仅 1 年生健康

样品中表现为显著增加，并且在所有样品中的

含量均小于国家二级标准(150 mg/kg)，均未超标；

汞(Hg)在土壤中的含量变化与生长年限无明显规

律，均小于国家二级标准(0.3 mg/kg)，未超标；

砷(As)与生长年限无明显规律，但所有样本中含量

均高于国家二级标准值(40 mg/kg)，均超标；铅(Pb)
在土壤中的含量变化与年限变化也无明显规律，

均小于国家二级标准(250 mg/kg)，均未超标。 

2.3  三七根际土壤微生物群落 α 多样性

变化 
在大棚种植条件下，对于细菌群落(图 1A)，

除种植 2 年患病三七的根际土和 3 年健康三七

的根际土之外，种植过三七的根际土中细菌

Chao1 指数显著高于对照土。1 年和 2 年的健康

三七的根际土中细菌 Shannon 指数也高于对照

土壤。患病前后比较显示，2 年患病三七的根

际土中 Chao1 指数与 Shannon 指数均显著低于

相应健康的根际土样。在真菌群落中(图 1B)，
相较于空白对照组，健康三七的根际土中真菌

的 Chao1 指数显著升高，1 年健康三七的根际

土中 Shannon 指数显著升高，而 2 年患病三七

的根际土中 Shannon 指数显著降低。患病前后

比较，3 年患病三七的根际土中真菌 Chao1 指

数显著低于 3 年健康根际土，2 年患病三七的

根际土中Shannon指数显著低于 2年健康三七的

根际土。对于原生生物群落(图 1C)，所有样本

间的 Chao1 指数均无显著性差异，患病前后对

比发现，种植 1 年和 3 年患病三七的根际土壤的

Shannon 指数显著低于 1 年和 3 年健康三七根

际土壤，同时表现出显著低于对照土壤的特征。 

2.4  三七根际土壤微生物群落 β 多样性

变化 
为了直观地显示三七种植前后和患病三七

前后的根际土壤中细菌、真菌、原生生物的总

体结构变化，我们采用基于 Bray-Curtis 距离的

PCoA 方法，提供了带统计学检验的细菌、真菌、

原生生物的主坐标分析图，如图 2 所示。结果

显示，细菌、真菌、原生生物群落在不同样品

中的 β 多样性存在显著差异，这表明样品间在

群落组成和多样性方面存在明显区别。土壤中

3 种生物群落比较发现，细菌的主坐标分析表现

出在第 2 主成分中，种植三七的根际土壤样品

与对照之间存在显著性的差异。真菌的主坐标

分析显示，在第 1 主成分中，种植三七的根际土

样与对照之间表现出显著差异。此外，在第 1
和第 2 主成分中，患病三七与健康三七的根际

土之间也表现出显著差异，这表明了真菌群落

对患病响应敏感的特征。原生生物的主坐标分

析表现在第 1 主成分中，3 年健康与 3 年患病的

三七根际土之间存在显著差异。而在第 2 主成分

中，种植三七的土壤与对照土之间存在显著差

异，同时 1 年和 3 年健康根际土与相应的患病

土样之间也存在显著差异。 

2.5  三七根际土壤微生物群落门、属水

平物种相对丰度分析 
通过对细菌门水平物种的丰度堆积冲击图

(图 3A)分析发现，三七连作的优势细菌门包括变

形菌门(Proteobacteria)、酸杆菌门(Acidobacteriota)
和绿弯菌门(Chloroflexi)。变形菌门和拟杆菌门

(Bacteroidota)在 2 年患病三七的根际土中的相

对丰度最高；酸杆菌门在 1 年健康三七的根际

土中相对丰度最高；绿弯菌门和放线菌门

(Actinobacteriota)在 3年健康三七的根际土中相 
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图 1  不同种植年限三七根际土壤微生物群落 α 多样性图   A：细菌 Chao1 指数与 Shannon 指数；B：

真菌 Chao1 指数与 Shannon 指数；C：原生生物 Chao1 指数与 Shannon 指数。CK：空白对照土样；H_1：
种植 1 年的健康三七的根际土；H_2：种植 2 年健康三七的根际土；H_3：种植 3 年健康三七的根际土；

D_1：种植 1 年患病三七的根际土；D_2：种植 2 年患病三七的根际土；D_3：种植 3 年患病三七的根

际土。 
Figure 1  Alpha diversity of microbial communities in rhizosphere soil of Panax notoginseng at different 
planting years. A: The Chao1 index and Shannon index of bacteria; B: The Chao1 index and Shannon index 
of fungi; C: The Chao1 index and Shannon index of protist. CK: Blank control soil sample; H_1: 1-year 
cultivated healthy P. notoginseng inter-root soil; H_2: 2-year cultivated healthy P. notoginseng inter-root soil; 
H_3: 3-year cultivated healthy P. notoginseng inter-root soil; D_1: 1-year cultivated sick P. notoginseng 
inter-root soil; D_2: 2-year cultivated sick P. notoginseng inter-root soil; D_3: 3-year cultivated sick       
P. notoginseng inter-root soil. 
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图 2  不同种植年限三七根际土壤微生物群落主坐标分析图   A：细菌；B：真菌；C：原生生物。 
Figure 2  The principal coordinate analysis (PCoA) of microbial communities in the rhizosphere soil of 
Panax notoginseng at different planting years. A: Bacteria; B: Fungi; C: Protist. 
 
对丰度最高。对真菌门水平物种而言(图 3B)，子

囊菌门(Ascomycota)是三七连作的优势真菌门，

在种植 2 年的患病三七的根际土中相对丰度最

高。担子菌门(Basidiomycota)在空白对照中相对

丰度最高，毛霉菌门(Mucoromycota)在 3 年健康

三七的根际土中相对丰度最高。在原生生物门中

(图 3C)，三七连作的优势门是囊泡虫门(Alveolata)，

其在 3 年患病三七的根际土中的相对丰度最高。

有孔虫门(Rhizaria)在 3年健康三七的根际土中相

对丰度最高，不等鞭毛生物门(Stramenopiles)在
空白对照土样中相对丰度最高，Evosea 门和绿

藻门(Chlorophyta)在种植了 2 年的健康三七的

根际土中相对丰度最高，核变形虫门(Tubulinea)
在 2 年患病三七根际土中相对丰度最高。 
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图 3  不同种植年限三七根际土壤微生物群落门水平物种丰度堆积冲击图   A：细菌；B：真菌；C：原

生生物。 
Figure 3  Accumulation impact map of species abundance accumulation at the level of microbial community 
phylum in rhizosphere soil of Panax notoginseng at different planting years. A: Bacteria; B: Fungi; C: Protist. 
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此外，我们还重点讨论了各个群落中相

对丰度前 10 的属水平物种(图 4)。细菌群落中

(图 4A)，慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)在空白

土 样 中 的 相 对 丰 度 最 高 。 新 鞘 氨 醇 菌 属

(Novosphingobium)在患病三七的根际土中的相

对丰度均高于健康三七根际土，并且在种植 2 年

的患病三七土样中的相对丰度最高。 H S B 
OF53-F07 和伯克霍尔德氏菌属-卡瓦列罗菌属-副
伯克霍尔德氏菌属(Burkholderia-Caballeronia- 
Paraburkholderia)在 3 年患病根际土中的相对 

 

 
 
图 4  不同种植年限三七根际土壤微生物群落属水平物种丰度堆积冲击图   A：细菌；B：真菌；C：

原生生物。 
Figure 4  Accumulation impact map of species abundance accumulation at the level of microbial community 
genus in rhizosphere soil of Panax notoginseng at different planting years. A: Bacteria; B: Fungi; C: Protist. 
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丰度最高。在真菌群落中 (图 4B)，土赤壳属

(Ilyonectria)在患病三七的根际土样中的相对丰

度比健康三七根际土中高，并且在 2 年患病中

的相对丰度最高。而被孢霉属(Mortierella)在
健康三七根际土中的相对丰度高于患病三七

根际土，尤其在 3 年健康根际土中的相对丰度

最高。而镰刀菌属(Fusarium)和 Dactylonectria
在 3 年患病三七根际土中的相对丰度最高，假

畸胎球属(Pseudoteratosphaeria)在空白土样中

的相对丰度最高。对于原生生物群落(图 4C)，
结果显示，Colpodellida_CHR1_X 在 3 年患病三

七 根 际 土 中 的 相 对 丰 度 最 高 ， 匙 口 虫 属

(Platyophrya)在 2 年患病三七根际土中的相对

丰度最高，杯棕鞭藻属(Poterioochromonas)和
Ochromonadales_clade−XIII_X 在空白土中的相

对丰度最高，韦尔马莫巴属(Vermamoeba)在 1 年

健康三七根际土中的相对丰度最高。 

2.6  原生生物群落组成和潜在功能 
据功能分类特征，本研究将不同土样中的

原生生物划分为消费者(图 5A)、寄生虫(图 5B)、
光养生物(图 5C)和未知生物(图 5D)。我们发现，

相对于寄生虫和光养生物，消费者在土壤样本中

类群更多。对于原生生物消费者，3 年生患病前

后比较发现，患病三七显著降低了其消费者的相

对丰度，并且内黏体门(Endomyxa)的相对丰度在

空白样中的值最大，显著高于其他组。对于原

生生物寄生虫枝黏菌纲(Endomyxa-Phytomyxea)，
3 年生患病前后比较发现，患病三七显著降低

了其寄生虫的相对丰度。在原生生物光养生物

中，所有土样间未表现出显著性差异。 

2.7  三七根际土壤多元生物群落的关

系分析 
本研究通过构建共现网络了解真菌病原菌、

原生生物群落和细菌群落之间的跨组联系(图 6)。
其中真菌病原菌与原生生物类群之间有 115 个

种间联系(73 个种间联系正相关，42 个种间联

系负相关)，真菌病原菌与细菌类群之间有 94 个

种间联系(50 个种间联系正相关，44 个种间联

系负相关)。细菌与原生生物之间有 106 个种间

联系(65 个种间联系正相关，41 个种间联系负

相关)。另外，原生生物-真菌病原菌的相互作用

中占主导地位的是原生生物消费者，有 38 个连

接(25 个正连接，13 个负连接)。其次是光养生

物有 4 个连接(2 个正连接，2 个负连接)和寄生

虫有 1 个连接(正连接)。 
原生生物消费者有孔虫门中的阿波罗鲨属

(Trinema)与真菌病原菌子囊菌门中的大多数属

物种呈显著正相关。但原生生物消费者有孔虫门

中的 Group-Te 与真菌病原菌中子囊菌门的镰刀菌

属呈显著负相关性。原生生物光养生物中不等鞭

毛生物门中的杯棕鞭藻属与真菌病原菌中担子

菌门中的阿太菌属(Amphinema)呈显著正相关。细

菌变形菌门中的苯基杆菌属(Phenylobacterium)与
真菌病原菌中子囊菌门的大多数属呈显著负相

关性。细菌的变形菌门中的苯基杆菌属与原生

生物光养生物不等鞭毛生物门中的杯棕鞭藻属

呈显著负相关，并且苯基杆菌属与原生生物消

费者孔虫门中的属呈显著负相关。 

2.8  环境因子与土壤微生物群落的相

关性分析 
环境因子对微生物相关性影响结果见图 7所

示。图 7 中发现，AK (15 条相关联系)、HN (8 条)、
TN (7 条)对细菌群落的影响最大。在细菌中，

AK 对变形菌门产生最强的正向影响，相关系数

为 0.871。而 AK (12 条相关联系)、pH (10 条)、
Cd (9 条)、AP (9 条)对真菌群落的影响最大，

并且三者对子囊菌门的正向影响均较大，其中

AK 的相关影响系数达 0.902。HN、OM、TN
及 pH 值对原生生物群落的影响最显著，各自

的相关联系均为 11 条。而且，HN、OM、TN、 
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图 5  原生生物纲水平功能群相对丰度变化图   A：消费者；B：寄生虫；C：光养生物；D：未知生物.
不同小写字母代表组间差异显著性检验结果。NS：表示无显著差异。  
Figure 5  Relative abundance of functional groups at the level of protest. A: Consumer, B: Parasitic; C: 
Phototrophic; D: Unknown. The different lowercase letters represent the significance test results of the 
difference between groups. NS: No significant differences; *: P<0.05. 
 
pH 均对原生生物群落中的不等鞭毛生物门产

生较强负相关影响，其中 HN 的相关系数达

0.907。因此，AK 对细菌和真菌的影响最大，

HN 对原生生物群落影响最大。 

对于本文着重分析的 2 种超标重金属，我

们发现，Cd 对细菌群落(2 条相关联系)的影响大

于 As (0 条)，其中 Cd 对变形菌门中的慢生根瘤

菌属产生负相关影响，相关系数达 0.631，对

MND1 属产生正相关影响，相关系数 0.619。Cd

对真菌群落(9 条相关联系)的影响大于 As (0 条)，

其中 Cd 对真菌群落中子囊菌门的 Dactylonectria

属产生了最高正相关影响，相关系数 0.809，而

对子囊菌门中的 Aphanophora 属产生了最高负

相关影响，相关系数 0.672。Cd 对原生生物群

落(9 条相关联系)的影响大于 As (1 条)，其中

Cd 对不等鞭毛生物门中的 Pythium 属和囊泡虫

门中的 Colpodellida_CHR1_X 属产生较强正向

影响，相关系数分别为 0.698 和 0.635。As 对不

等鞭毛生物门中的腐霉属(Pythium)产生正向影

响(相关系数 0.436)。 
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图 6  真菌病原菌与原生生物和细菌分类群的共现网络   图例标识为门水平物种名称，颜色代表不同

水平的门，图中的节点是门下不同属水平的物种。节点大小与跨组连接的数量成比例，红色线条表示

正向相互作用，绿色线条表示负向相互作用。 
Figure 6  Co-occurrence network of fungi pathogens with protists and bacteria taxa. The legend is identified 
as the name of the phylum-level species, the colors represent the different levels of the phylum, and the nodes 
in the diagram are the species at the different genus levels under the phylum. The node size is proportional to 
the number of connections across the group, with the red line indicating positive interactions and the green 
line representing negative interactions.  
 

3  讨论 
在农业生产中，连作障碍是一种常见现象。

连作引起植株根际土壤中养分比例失衡、微生

物群落结构失衡，导致植株遭受虫害侵袭等[4]。

先前的研究表明，长期连作会导致土壤中微生

物群落的多样性改变，并破坏群落的结构平

衡 [24]。本研究观察到细菌群落在 2 年患病三七

根际土中的 Chao1 指数和 Shannon 指数显著低

于对应种植年限的健康土样。真菌群落中，3 年

患病的三七根际土中 Chao1 指数显著低于相应

年限健康根际土，并且在 2 年患病三七根际土

中的 Shannon 指数与同年限的健康三七土相比

也显著降低。在原生生物群落中，1 年和 3 年

患病三七的根际土中 Shannon 指数显著低于同 

 

种植年限健康土。这表明 2 年生三七植株患病

显著减少了根际土壤中细菌和真菌群落的多样

性，而种植 1 和 3 年的患病三七则显著降低了

其土样中的原生生物群落多样性。主坐标分析

结果显示，细菌、真菌、原生生物群落的 β 多

样性变化均表现出显著性的差异，说明样品间

的群落组成和多样性方面的区别，表明连作使

得根际土壤微生物类群发生变化。本文研究发

现，三七连作的优势细菌门包括变形菌门、酸

杆菌门和绿弯菌门，这一结果与先前的研究结

果相似[25]。本研究中的三七连作的优势真菌门

是子囊菌门，并且前人对三七及西洋参等进行

的研究显示，此类植株连作下的优势真菌门呈

现出子囊菌门占比最大的特征[26]。本文中三七

连作的原生生物优势门为囊泡虫门，该结果与 
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图 7  环境因子对微生物群落影响网络图   A：细菌；B：真菌；C：原生生物。图例标识为门水平物

种名称，颜色代表不同水平的门。图中的外环节点是门下不同属水平的物种，内环的节点代表不同的

环境变量，节点大小与相关性成正比。红线表示正向相互作用，蓝线表示负向相互作用。 
Figure 7  The influence network of environmental factors on microbial communities. A: Bacteria; B: Fungi; 
C: Protist. The legend specifies the phylum-level species names, with colors representing the different phyla. 
The outer link points in the diagrams indicate species at various genus levels within each phylum, the nodes 
in the inner ring represent different environmental variables, and node sizes are proportional to the degree of 
relevance. Red lines denote positive interactions, whereas blue lines signify negative interactions. 
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罗正明等[27]研究不一致，这表明土壤原生生物

群落在不同地区及种植不同植物的土壤中，其

群落组成和相对丰度有较大差异。罗文富等[28]

报道茄腐镰刀菌(Fusarium solnai)可引起三七

根腐病。本实验中三七连作的优势真菌属包括

土赤壳属、镰刀菌属和被孢霉属。镰刀菌属在

种植 3 年的患病三七的根际土中相对丰度最

高。汪静等[29]分离并验证了 3 株三七根腐病病

原真菌，它们分别是尖孢镰刀菌 (Fusarium 
oxysporum)、茄病镰刀菌(Fusarium solani)及链

格孢菌(Alternaria alternata)。因此，三七根腐

病的发生不是单因素决定的，其与多种因素都

有关。 
一直以来，人们热衷研究土壤微生物包括

细菌、真菌群落的组成变化对三七连作障碍的

影响。然而，作为群落稳定性的关键组分，原

生生物在先前的大多数作物微生物研究中未被

提及[30]。土壤中原生生物种类众多，它们可以

促进动植物残体分解、土壤有机物矿化及营养

元素的释放，广泛参与着土壤中的物质能量循

环，对提高土壤代谢活性有着积极的作用[31]。

将分类学概述与功能群落联系起来可以为阐明

生态系统功能提供有用的知识[32]。我们将核心

原生生物群落分为 4 个主要功能组：消费者、

寄生虫、光养生物和未知生物[33]。原生生物消

费者是指以细菌、真菌、藻类及线虫等为食的

原生生物。光养生物是通过光合作用合成能量

的原生生物。寄生虫是寄生在各种宿主(动物、

植物或其他器官寄生物)上的原生生物。其他未

分类的原生生物分类群为“未知”[31]。在本研究

中，相对于寄生虫和光养生物，消费者在土壤

样本中的类群更多，这可能意味着其在调节作

物微生物群落中的细菌和真菌群落方面发挥着

更多的潜在作用，诸如影响营养循环和病原

菌控制等[34]。我们发现，对于原生生物消费者，

3 年生患病前后比较发现，患病三七显著降低

了其相对丰度，表明连作下患病三七使土壤中

原生生物消费者的相对丰度下降。 
在生态系统研究中，网络是调查微生物组

中共生模式和识别关键类群的主要工具[35]。我

们通过构建一个包含细菌、真菌病原菌和原生

生物功能群的组合共现网络，进一步发现，相

较于真菌病原菌与细菌类群之间，真菌病原菌

与原生生物类群之间有更多的种间联系。这可

能是因为原生生物和真菌一般比细菌大，因此

原生生物和真菌在土壤基质中可能占据相似的

土壤孔隙空间，经常相遇。并且，原生生物-真
菌病原菌的相互作用中占主导地位的是原生生

物群落中的消费者，其次是光养生物和寄生虫。 
连作障碍导致三七大量减产甚至绝收，其

严重制约了三七产业的发展[36]。土壤理化性质

的改变是三七连作障碍的原因之一[37]。有研究

表明，土壤连续种植三七后，引起氮、磷等营

养元素逐年增加积累，土壤酸化及盐渍化水平

加重[38]。而施肥不合理、长期连作则会引起土

壤钾素水平的明显下降，从而影响三七的正常

生长，造成三七减产[39]。本研究通过对土壤理

化性质测定发现，所有土壤样本均呈弱酸性，

并且所有样本中重金属 Cd、As 含量超标。先

前的相关研究表明，不同种植年限的三七土壤

中的全氮和全磷含量随年限显著增加，而全钾

含量反而呈现出下降趋势[40]，该结果与我们的

研究结果相一致。还有研究显示，土壤微生物

活动与有机质含量紧密相关，钾含量升高而有

机质含量降低，可能会破坏土壤微生物群落的

多样性，并使土壤板结及肥力下降等，这可能

会加剧作物连作障碍发生[41-42]。土壤微生物能

感知氮肥引起的土壤性质的改变从而做出不同

的响应[43]。石灰氮的施用导致烤烟植株根际土

壤微生物数量减少，还降低了其群落多样性与



 
刘志丹 等 | 三七连作土壤细菌、真菌和原生生物群落的差异及驱动因素分析 1163 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

丰富度[44]。相关研究表明，全氮和有机质对细

菌群落有显著影响，过量使用氮肥会导致土壤

盐分积累，改变植物根际土壤细菌群落[45-46]。

本研究中速效钾、水解性氮及全氮对细菌群落

的影响最大，并且速效钾对变形菌门正向影响

最强。另外，速效钾对细菌和真菌的影响最大，

这可能是因为当地土壤中缺失速效钾肥。此外，

对于本文着重分析的 2 种超标重金属，我们发

现，重金属 Cd 对细菌、真菌和原生生物群落的

影响均大于 As。其中 Cd 对真菌群落中子囊菌

门的 Dactylonectria 属产生了最高正相关影响，

也表明了该重金属对根腐病的发生具有一定的

促进作用。 

4  结论 
基于对三七不同生长年限的健康与患病三

七根际土壤细菌、真菌、原生生物群落差异

和与土壤因子的相互关系进行研究，得到如下

结果。 
(1) 种植过三七的根际土中 pH 值范围是

5.80−6.81，均小于 7.0，土样中重金属镉和砷含

量超过标准值，镉在 3 年生样品中表现出显著

富集的特征。速效钾对细菌和真菌的影响最大，

超标重金属镉对细菌、真菌和原生生物群落的

影响均大于砷。 
(2) 2 年生的患病三七显著减少了根际土壤

中细菌和真菌群落的多样性，而 1 年和 3 年生的

患病三七则显著降低了原生生物群落的多样性。

并且在连作下，三七根际土壤中的细菌、真菌和

原生生物群落的 β 多样性均表现出显著性差异，

真菌群落在患病前后的差异性最为明显。 
(3) 相对于寄生虫和光养生物，消费者在土

壤样本中的类群最多，3 年生患病三七土壤样

品中消费者的相对丰度显著降低。 
(4) 真菌病原菌与原生生物类群间有更多

的种间联系，并且占主导的原生生物类群是消

费者类群。 
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