
微生物学通报 Jan. 20, 2025, 52(1): 276-289 
Microbiology China CSTR: 32113.14.j.MC.240282 
tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.240282 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn Copyright ©2025 Microbiology China All Rights Reserved 

                           

资助项目：四川省重点研发项目(2020YFN0100)；四川省烟草公司攀枝花市公司项目(PZH2019003) 
This work was supported by the Key Research and Development Program of Sichuan Province (2020YFN0100) and the 
Sichuan Tobacco Company Panzhihua Branch Project (PZH2019003). 
*Corresponding author. E-mail: guyf@sicau.edu.cn 
Received: 2024-04-10; Accepted: 2024-05-30; Published online: 2024-07-04 

研究报告 

豌豆绿肥翻压入土对攀枝花地区连续多年植烟土壤

细菌多样性的影响 

宋景琦 1，曾宗梁 2，杨鹏 2，余伟 2，闫芳芳 2，张宗锦 2，张鹏 3，辜运富*1 

1 四川农业大学 资源学院，四川 成都 611130 

2 四川省烟草公司攀枝花市公司，四川 攀枝花 617099 

3 山东中烟工业有限责任公司，山东 济南 250014 
 

宋景琦, 曾宗梁, 杨鹏, 余伟, 闫芳芳, 张宗锦, 张鹏, 辜运富. 豌豆绿肥翻压入土对攀枝花地区连续多年植烟土壤细菌多样

性的影响[J]. 微生物学通报, 2025, 52(1): 276-289. 
SONG Jingqi, ZENG Zongliang, YANG Peng, YU Wei, YAN Fangfang, ZHANG Zongjin, ZHANG Peng, GU Yunfu. 
Application of pea green manure alters bacterial diversity in the soil cultivated with tobacco for years in Panzhihua[J]. 
Microbiology China, 2025, 52(1): 276-289. 

摘  要：【背景】攀枝花植烟地区的连作现象及不良施肥习惯给植烟土壤的养分平衡和微生物群

落多样性带来了严重的胁迫，这导致了烟叶产量和品质的下滑，对烟草行业的健康和持续发展造

成了严重威胁。【目的】研究豆科绿肥接种根瘤菌并翻压入土对攀枝花烟区新垦烟地和多年连续

植烟地土壤细菌多样性和组成的影响，以期为科学施肥提供可靠的理论依据，为攀枝花烟区建立

合理的烤烟种植模式。【方法】以攀枝花米易县坪山乡新垦烟地和多年连续植烟地为研究对象，收

集了豌豆绿肥混入土壤的样本，对其土壤的物理和化学性质进行了测定，并利用高通量测序技术

对细菌群落的组成和多样性进行了深入分析。【结果】接种根瘤菌能够有效提高豌豆苗期的结瘤

数和根数，尤以在新垦烟地上的施用效果最佳。使用绿肥进行翻压可以增加烟草种植土壤中的有

机碳和无机营养成分，同时也能降低土壤的 pH 值和容重。豌豆绿肥的翻压显著地影响了种植烟草

的土壤中细菌的多样性和构成。绿肥翻压提高了新垦烟地的土壤细菌 Simpson 和 Shannon 多样性

指数而降低了连作烟地上相关多样性的指标。不同植烟年限土壤的优势菌群包括变形菌门

(Proteobacteria)、绿弯菌门(Chloroflexi)及放线菌门(Actinobacteria)，而不同植烟年限土壤的优势菌

属是不动杆菌属(Acinetobacter)、苍白杆菌属(Ochrobactrum)、鞘脂单胞菌属(Sphingomonas)和链霉

菌属(Streptomyces)。通过冗余分析发现土壤的 pH 值、速效钾(available potassium, AK)及碱解氮

(alkali-hydrolyzed nitrogen, AN)与微生物群落结构之间的相关性是最显著的(P<0.05)。【结论】豌
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豆绿肥翻压入土能提高植烟土壤养分条件，改变不同植烟土壤细菌多样性和细菌群落组成。 
关键词：豆科绿肥；翻压；植烟年限；土壤细菌群落；多样性 

Application of pea green manure alters bacterial diversity in the soil 
cultivated with tobacco for years in Panzhihua 
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Abstract: [Background] The continuous cropping and poor fertilization habits in the 
tobacco-planting areas of Panzhihua have brought serious stress to the nutrient balance and 
microbial diversity in the soil, leading to declines in the yield and quality of tobacco and 
seriously affecting the development of the tobacco industry. [Objective] To study the effects of 
applying rhizobium-inoculated leguminous green manure on the microbial diversity and 
community composition in the soil cultivated with tobacco for years in Panzhihua and provide a 
theoretical basis for scientific fertilization and establishment of a reasonable planting pattern of 
flue-cured tobacco in Panzhihua. [Methods] We collected soil samples from the newly 
reclaimed tobacco field and the field planted with tobacco for years (both with the application of 
green manure) in Pingshan Township, Miyi County of Panzhihua. The physical and chemical 
properties of the soil samples were determined, and the bacterial community composition and 
diversity were analyzed by high-throughput sequencing. [Results] Inoculation with rhizobia 
increased the number of nodules and roots of pea seedlings, especially in the newly reclaimed 
tobacco field. The application of green manure increased the content of organic carbon and 
inorganic nutrients in soil and reduced soil pH and volume weight. In addition, the application 
of pea green manure changed the bacterial diversity and community composition in the soil. 
Specifically, it elevated the Simpson and Shannon indexes of bacteria in the newly reclaimed 
tobacco field and reduced the relevant diversity indexes in the field cultivated with tobacco for 
years. The predominant bacterial phyla of the soil samples planted with tobacco for different 
years included Proteobacteria, Chloroflexi, and Actinobacteria, while the dominant bacterial 
genera were Acinetobacter, Ochrobactrum, Sphingomonas, and Streptomyces. The redundant 
analysis showed that soil pH, available potassium (AK), and alkali-hydrolyzed nitrogen (AN) 
had strong correlations with the microbial community structure (P<0.05). [Conclusion] The 
application of green manure improves the nutrients and changes the bacterial diversity and 
community composition of the tobacco-growing soil. 
Keywords: leguminous green manure; application of green manure; tobacco cultivation years; 
soil bacterial community; diversity 
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烤烟(Nicotiana tabacum L.)作为卷烟工业

的主要原料，是重要的经济作物，其产量和质

量的高低决定着烟草产业是否能可持续健康发

展[1]。由于经济收益、耕地资源及种植习惯等

多种因素的综合影响，植烟地区的连作现象非

常普遍[2]。同时，种烟农民为追求经济利益，

每年向土壤中投入大量化肥，给植烟土壤的养分

平衡和微生物群落多样性带来了严重危害，导致

植烟土壤质量下降，烟株生长发育不良，烟叶产

量和质量严重下滑，不仅影响其吸食的安全性[3]，

还导致了巨大的经济损失[4]，并对烟草行业的持

续和健康发展产生了不良影响。 
土壤微生物构成了土壤生态系统的一个关

键部分，它们不仅有助于维护土壤生态结构和

功能的稳定性，还在植物营养吸收和生长发育

方面发挥着至关重要的作用[5-7]。土壤中微生物

的多样性和组成受到多种环境因素的影响，而

植被无疑是其中的关键影响因素之一[8]。绿肥

作为重要的有机肥料，在化肥减施、地力培肥

等方面具有重要作用，是当前土壤改良的重要

手段[9]。绿肥种类很多，常见的绿肥包括十字

花科绿肥和豆科绿肥等[10-11]。尤其是豆科植物

绿肥与其根瘤菌共生能把气态氮转化为氨态

氮，是重要的生物肥源[12-13]。豌豆(Pisum sativum 
L.)具有生长周期短、适应能力强和广泛分布的

特点，因此它是一种非常重要的用于土地养护

的倒茬绿肥植物[14]。多项研究证实，对豌豆植

株进行根瘤菌的接种不仅可以有效地促进其生

长和发育，还能增加鲜草的产量、提高土壤中

的养分含量及土壤微生物的数量[15-16]。然而，关

于豌豆接种根瘤菌并进行翻压入土对新垦烟

地和多年连续植烟土壤微生态的影响特征尚

不清楚。 
攀枝花市的烤烟种植范围广、年限久，存

在不同程度烤烟连作现象。为了探索豆科绿肥

接种根瘤菌对植烟连作土壤微生物生态的影响，

本研究以攀枝花新垦烟地和多年连续植烟土壤

为供试土壤，将豌豆根瘤菌接种到攀枝花烟区

冬闲种植的豌豆，分析接种根瘤菌的豌豆翻压

对该区域新垦烟地和连续多年植烟土壤肥力和

土壤细菌多样性及群落组成的影响，以期提高

植烟土壤质量、建立合理的绿肥-烤烟轮作模

式，促进烤烟产业可持续健康发展。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

攀 枝 花 米 易 县 (101°44′–102°15′E ，

26°42–27°10′N)的年均气温为 19.7 ℃，年均日

照时间为 2 700 h，年降雨量高达 1 100 mm，光

热资源及水资源都较丰富，为国内少有的烤烟

生态最适宜区[17]。 
烤烟品种为云烟 87，新垦烟地和连作烟地

的土壤样本来自米易县坪山乡的试验地，海拔

高度为 1 800 m，土壤类型为紫色土。于 2020 年

3 月 20 日，待翻压的豌豆植株完全腐烂后，按

“梅花型”法采集表层土壤放入冰盒并带回实验

室，将这些土壤分为两部分：一部分是新鲜的

土样，用于提取土壤的总 DNA；另一部分经过

风干后测定其理化性质。新垦烟地和连作烟地

土壤样品的具体理化性质见表 1。 
供试绿肥：豌豆(Pisum sativum L.)，中豌

6 号(当地品种)。 
供试菌株：豌豆根瘤菌 (Rhizobium sp.) 

CP4-2，分离自豌豆根系，由四川农业大学徐开

未教授提供。 
专用根瘤菌菌剂：在 YMB 培养基中培养至

对数生长时期的 CP4-2 菌液[18]。 

1.2  培养基 
YMB 培养基(g/L)：甘露醇 10.0，酵母粉

1.0，K2HPO4·3H2O 0.5，MgSO4·7H2O 0.2，NaCl 
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表 1  两种植烟土壤的基础理化性质 
Table 1  Basic physical and chemical properties of 
two tobacco-growing soils 
基础理化性质 
Basic physical and 
chemical property 

新垦烟地对照 
The newly 
cultivated tobacco 
field control 

连作多年烟地 
Continuous 
cultivation for 
many years 

pH 7.11±0.015a 6.53±0.032b 
有机质 
Organic matter (g/kg) 

5.49±0.22a 4.95±0.09b 

容重 
Unit weight (g/cm) 

1.31±0.01a 1.27±0.01b 

碱解氮 
Alkali-hydrolyzed 
nitrogen (mg/kg) 

3.26±0.81b 21.90±1.40a 

有效磷 
Available phosphorus 
(mg/kg) 

12.20±0.20b 21.60±0.51a 

速效钾 
Available potassium 
(mg/kg) 

58.90±3.06b 134.60±3.06a 

植烟年限 
Planting years (years) 

<1 <1 

不同小写字母代表数据间存在显著差异。 
Different lowercase letters represent significant differences 
between the data. 

 
0.1，CaCO3 3.0，pH 7.0−7.2，121−126 ℃湿热

灭菌 30 min。 

1.3  主要试剂和仪器 
FastDNA® SPIN Kit for Soil，MP Biomedicals

公司；5×ExTaq 缓冲液和 dNTPs，Thermo Fisher 
Scientific 公司。双层恒温摇床，武汉汇诚生物

科技有限公司；立式高压蒸汽灭菌锅，上海申

安医疗器械厂；PCR 仪，Eppendorf 公司；电泳

仪，北京市六一生物科技有限公司；凝胶成像

系统，北京凯元信瑞仪器有限公司。 

1.4  试验设计 
在新垦烟地(X)和连作烟地(L)中均设 3 个

试验处理：(1) 空闲处理(XCK 和 LCK)；(2) 单
纯种植豌豆(XW 和 LW)；(3) 种植豌豆并接种

专用根瘤菌菌剂(XWR 和 LWR)。每个处理重复

3 次，随机区组布置，每个肥力植烟地共设置 9 个

小区，每个小区的长度为 7.5 m，宽度为 5.0 m，

并且各小区之间的距离为 1.0 m。豌豆播种量为

210 kg/hm2。将根瘤菌株接种到 YMB 培养基中，

28 ℃、180 r/min 培养至对数生长期(3 d)以制备

根瘤菌剂。种植豌豆时将根瘤菌剂与豌豆种子混

合拌种，根瘤菌剂用量为 15 kg/hm2。于 2019 年

10 月 8 日撒播绿肥种子。用旋耕机整地后将豌

豆种子播下，并再次用旋耕机将种子翻入土中。

绿肥种植期间不施用肥料，适当挖排水沟，确保

能灌能排。于 2020 年 2 月 16 日豌豆盛花期时(生
育期 130 d)将绿肥进行翻压入土，采用旋耕机

将植物完整地翻入深度为 10−20 cm 的土地里，

以无豌豆植株裸露在土壤表面为准。 

1.5  豌豆植株性状测定 
于豌豆盛花期时测定各项指标。取样方式：

采用 30 cm×40 cm 的取样框，随机取样 5 株植

株。测定指标：株高、根长、根重、根瘤数。

在进行根瘤的采集过程中，首先摘下粉红色和

浅粉红色的根瘤，用清水彻底清洗，用吸水纸

将其吸干，最后对根瘤的数量进行统计并进行

称重。 

1.6  土壤 DNA 提取及高通量测序 
利用 FastDNA® SPIN Kit for Soil 提取土壤

的总 DNA，以提取的 DNA 为模板采用特异性引

物 515F (5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′)和
806R (5′-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3′) 进
行 PCR 扩增[19]。PCR 反应体系：5×ExTaq 缓冲

液 10.0 μL，正、反向引物(4 μmol/L)各 0.5 μL，

dNTPs (2.5 mmol/L) 4.0 μL，DNA 模板(10 ng/μL) 
1.0 μL，ddH2O 补足 50.0 μL。PCR 反应条件：

94 ℃ 3 min；94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 
30 s，35 个循环；72 ℃ 10 min。PCR 扩增后

的产物送至生工生物工程(上海)股份有限公司

测序。 
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1.7  生物信息学分析及统计分析 
采用 QIIME 2 软件对原始的数据序列执行

质量监控。使用 Mothur v1.31.2 软件对 OTU 进

行计算划分，并设定 97%的阈值。此外，还利

用 RDP classifier 软件对物种进行注释，并采用

R 语言 pheatmap 包绘制物种组成的热图。使用

QIIME2 软件来估算 Chao1、Shannon、Simpson
和 Observed_species 指数。使用 CANOCO5.0 软

件进行土壤环境参数及细菌群落特性的冗余分

析(redundancy analysis, RDA)。使用 Excel 2013
处理和绘制基础数据，并采用 SPSS 21.0 软件

进行了单因素方差的分析[20]。 

2  结果与分析 
2.1  接种根瘤菌对豌豆苗生长的影响 

接种根瘤菌对豌豆的生长有明显的促进作

用，特别是在新垦烟地上(表 2)。接种根瘤菌处

理(XWR 和 LWR)与不接种根瘤菌处理(XW 和

LW)比较，接种根瘤菌后，豌豆植株大大地增

加了根部根瘤数量，差异均达显著水平，接种

根瘤菌的豌豆植株与不接种根瘤菌的豌豆植

株根数比较，增幅均在 50.0%以上。同种绿肥

接种根瘤菌与不接种根瘤菌比，株高也有所提

高，豌豆根数增幅达 63.9%。然而，与未接种

根瘤菌的处理相比，接种根瘤菌后根的长度变

化并不显著。 

2.2  种植豌豆绿肥和接种根瘤菌对新

垦烟地和连作烟地土壤养分含量的影响 
种植豌豆绿肥和接种根瘤菌对新垦烟地和

连作烟地土壤理化性质的影响见表 3。 
从表 3 可以看出，接种根瘤菌后的豌豆绿肥

可以显著提高土壤的有机碳含量，降低土壤的容

重并提高土壤的全氮和碱解氮(alkali-hydrolyzed 
nitrogen, AN)含量，此外，土壤中的有效磷(available 
phosphorus, AP)和速效钾(available potassium, 
AK)含量也得到了显著的提升，其中有机碳(soil 
organic carbon, SOC)的含量分别增加了 6.5%和

52.9%，碱解氮分别提高 26.2%和 175.5%，有

效钾分别提高 56.3%和 64.3%。两种烟地以新垦

烟地的效果更显著，有机质和速效钾的增幅最

大。实验结果显示豌豆绿肥翻压能够明显提升

土壤中的养分含量，并且能明显增加土壤中有

机质的含量。 

2.3  种植豌豆绿肥和接种根瘤菌对土

壤细菌群落多样性及结构的影响 
2.3.1  种植豌豆绿肥和接种根瘤菌对土壤

细菌多样性的影响 
通过 Simpson、Chao1、Observed_species 和

Shannon 4 个 α 多样性指标对 2 种烟地的细菌多

样性进行评价，结果见图 1。 
 
表 2  接种根瘤菌 CP4-2 对豌豆生长的影响 
Table 2  Impact of inoculate strain CP4-2 to the Pisum sativum L. 
Item 新垦烟地 

New reclamation of tobacco land 
 
 

连作烟地 
Continuous cropping of smoke 

 XCK XW XWR  LCK LW LWR 
株高 Plant height (cm) nd 39.44±1.60b 41.58±1.61a  nd 37.38±2.32a 37.09±2.23a 
根长 Root length (cm) nd 27.87±1.33a 27.03±2.87a  nd 25.86±1.34a 25.90±2.29a 
根数 Root number nd 61.00±13.20b 100.00±16.65a  nd 27.00±5.69b 36.33±5.49a 
根瘤数 Nodule number nd 7.67±1.76b 17.67±3.53a  nd 0.33±0.33b 3.67±1.20a 
数字为平均值±标准误(n=3)，不同小写字母代表差异显著(P<0.05)，nd：未检测到。 
The numbers are average±standard error (n=3), and the different lowercase letters represent significant differences (P<0.05), 
nd: Not detected. 
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表 3  豌豆接种根瘤菌对新垦烟地和连作烟地土壤理化性质的影响 
Table 3  Impact of Pisum sativum L. cultivation with strain CP4-2 inoculum on the physico-chemical 
parameters of newly reclaimed tobacco fields and continuously cropped tobacco fields 
Item 新垦烟地 

New reclamation of tobacco land 
 
 
连作烟地 
Continuous cropping of smoke 

 XCK XW XWR  LCK LW LWR 
pH 6.71±0.17b 6.72±0.10b 6.27±0.11c  5.73±0.07b 5.81±0.11b 5.37±0.04b 
有机碳 
Soil organic carbon (g/kg) 

5.03±0.21c 4.91±0.17c 7.69±0.11a  7.08±0.13b 6.70±0.33c 7.54±0.74a 

容重 
Bulk density (g/cm) 

1.28±0.01b 1.26±0.02c 1.24±0.01c  1.27±0.01a 1.27±0.01a 1.25±0.01b 

全氮 
Total nitrogen (g/kg) 

1.35±0.18c 1.62±0.10c 2.28±0.10b  1.96±0.15bc 2.03±0.04b 2.72±0.09a 

碱解氮 
Alkali-hydrolyzed nitrogen 
(mg/kg) 

5.59±0.81b 6.53±1.40b 15.40±0.81a  22.91±0.81b 28.91±1.40a 28.90±1.41a 

有效磷 
Available phosphorus (mg/kg) 

4.97±0.31d 9.07±0.15c 15.93±0.25a  27.31±0.31b 21.93±0.41c 30.82±0.55a 

速效钾 
Available potassium (mg/kg) 

39.32±2.00d 46.90±2.08c 64.61±2.52a  167.91±4.16c 219.12±4.57b 262.52±2.15a 

数字为平均值±标准误(n=3)，不同小写字母代表差异显著(P<0.05)。 
The numbers are average ± standard error (n=3), and the different lowercase letters represent significant differences (P<0.05). 
 

图 1 显示，在新垦烟地和连作烟地上种植

豌豆植物并接种根瘤菌对植烟土壤细菌多样性

具有明显影响。总体而言，种植豌豆绿肥并接

种根瘤菌提高了新垦烟地的土壤细菌多样性。

而在连作烟地上，种植豆科植物豌豆绿肥(LW) 
以及接种根瘤菌 (LWR)的土壤细菌 Chao1、

Shannon、Simpson 和 Observed_species 多样性

指数均表现为略有降低。 

2.3.2  种植豌豆绿肥和接种根瘤菌对土壤

细菌群落的影响 
利 用 非 度 量 多 维 尺 度 (non-metric 

multidimensional scaling, NMDS)分析技术对 2 种

不同烟地的细菌群落变化进行了评估，具体结

果见图 2。 
图 2 显示，2 个肥力条件的植烟土壤细菌

群落结构分为 2 个群，显示新垦烟地和连作烟

地的土壤细菌群落结构明显不一样。另外，种

植豌豆(XW, LW)及接种根瘤菌(XWR, LWR)的
细菌群落结构和 CK 土壤也明显不一样，表现

为在图中明显分隔开。上述结果表明，在新垦

烟地上种植豌豆植物并接种根瘤菌对土壤细菌

的影响更为深刻。 

2.3.3  种植豌豆绿肥和接种根瘤菌对土壤

细菌群落组成和细菌优势物种的影响 
图 3 显示 2 种烟地中土壤细菌的群落组成。

结 果 表 明 ， 土 壤 优 势 菌 群 为 放 线 菌 门

(Actinobacteria)、变形菌门(Proteobacteria)和绿

弯菌门(Chloroflexi) (图 3A)。在新垦烟地中，种

植豌豆(XW)和接种根瘤菌(XWR)能使放线菌

门(Actinobacteria)的相对丰度增加，而使变形菌

门的相对丰度减小；而在连作烟地中，种植豌

豆(LW)和接种根瘤菌(LWR)均明显增加了变形

菌门的相对丰度，但对于放线菌门细菌的相对

丰度，只有种植豌豆(LW)时才有所增加。 
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图 1  种植豌豆接种根瘤菌 CP4-2 对植烟土壤细菌多样性的影响   A：各处理土壤中细菌群落的 Chao1
指数；B：各处理土壤中细菌群落的 Shannon 指数；C：各处理土壤中细菌群落的 Simpson 指数；D：各

处理土壤中细菌群落的 Observed_species 指数。 
Figure 1  Impact of Pisum sativum L. cultivation with strain CP4-2 inoculum to the soil bacterial diversity. 
A: Chao1 index of bacterial communities in each treated soil; B: Shannon index of bacterial communities in 
each treated soil; C: Simpson index of bacterial communities in soil of each treatment; D: Observed_species 
index of bacterial communities in soil of each treatment. 

 
通过 top10 的数据统计可以观察到，在相

同的处理条件下，群落的组成和数量在属级别

上有所不同。土壤中的优势细菌是鞘脂单胞菌属

(Sphingomonas)、不动杆菌属(Acinetobacter)和苍

白杆菌属(Ochrobactrum) (图 3B)。在新垦烟地中，

种植豌豆(XW)的土壤不动杆菌属(Acinetobacter)
相对丰度值最高(11.47%)，而其相对丰度最低是

种植豌豆+接种根瘤菌处理；而在连作烟地中，

种植豌豆和接种根瘤菌均降低了其相对丰度值。

对于苍白杆菌属(Ochrobactrum)，在新垦烟地中

绿肥翻压入土降低了该属细菌的相对丰度值，但

在连作烟地中表现为增加的趋势。鞘脂单胞菌属

(Sphingomonas)在新垦烟地土壤中表现为降低，

在连作烟地土壤中变化不明显。此外，链霉菌属

(Streptomyces)细菌在新垦烟地的各处理下也表现

增加的趋势，而在连作烟地土壤中表现为降低。 
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图 2  种植豌豆接种根瘤菌 CP4-2 对植烟土壤细菌群落结构的影响   I 和 II 分别代表新垦烟地和连作

烟地两种土壤在细菌群落结构的明显分异。 
Figure 2  Impact of Pisum sativum L. cultivation with Rhizobium sp. CP4-2 inoculum on the soil bacterial 
community structure. I and II represent the obvious difference in bacterial community structure between 
newly cultivated and continuously cultivated tobacco-growing soils. 
 

为了揭示种植豌豆绿肥和接种根瘤菌对土

壤细菌优势物种的影响，本文进一步统计了不

同处理下不同植烟土壤细菌前 20 个优势物种相

对丰度值的变化，结果见图 4。 
从图 4 可以看出，种植豌豆绿肥和接种根瘤

菌对植烟土壤优势细菌物种产生显著影响。在新

垦烟地中，种植豌豆和接种根瘤菌处理下(XWR)
的土壤优势细菌物种是马赛菌属(Massilia)、拟无

知酸菌属(Amycolatopsis)、Streptomyces 和泥单

胞菌属(Pelomonas)等；而在连作烟地(LWR)中
是 Ochrobactrum、Candidatus_Solibacter、苔藓

杆菌属(Bryobacter)、硝化螺菌属(Nitrospira)及
根瘤菌属(Rhizobium)等。新垦烟地和连作烟地

中单纯种植豌豆处理(XW 和 LW)的土壤优势细

菌也表现出明显的差异，优势细菌物种分别是

Acinetobacter、代尔夫特菌属(Delftia)、RB41 和

假节杆菌属(Pseudarthrobacter)、Nitrospira、类诺

卡式菌属(Nocardioides)等。此外，接种根瘤菌后

新垦烟地土壤(XWR)中的根瘤菌(Rhizobium)相
对丰度较对照(XCK)有所降低，而连作烟地(LWR)

土壤中的根瘤菌 (Rhizobium)相对丰度较对照

(LCK)显著增加。 

2.3.4  不同处理下土壤细菌群落与土壤肥

力间的关系 
本研究以 pH、有机碳(SOC)、容重(bulk 

density, BD)、全氮(TN)、碱解氮(AN)、有效磷

(AP)和速效钾(AK)来表征土壤养分特性差异。对

新、连作植烟土壤不同处理下细菌群落和土壤理

化性质进行冗余分析(图 5)，结果显示连作烟地

土壤细菌群落与 pH 显著正相关，与其他 6 个所

测土壤养分指标呈负相关；而在新垦烟地中土壤

细菌与土壤理化性质间的相关性则呈相反的特

征。总体而言，从箭头的连线长度可以看出土

壤 pH、土壤速效钾(AK)和碱解氮(AN)是该区域

影响植烟土壤细菌群落结构的主要因素。 

3  讨论 
土壤是各种生物赖以生存的根基，不仅支

持着植物和微生物的生存，也将两者紧密地联

系起来。土壤中的微生物不仅影响物质在土壤 



 
284 微生物学通报 Microbiol. China 

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

 
 
图 3  种植豌豆接种根瘤菌 CP4-2 对植烟土壤细菌群落组成在门(A)和属(B)水平上的影响 
Figure 3  Impact of Pisum sativum L. cultivation with Rhizobium sp. CP4-2 inoculum on the soil bacterial 
community composition at the phylum (A) and genus level (B). 
 
中的循环机制，而且还对该土壤生态系统的稳定

性和抗逆性产生影响[21]。农业耕作不仅是人类

生存所依赖的社会行为，也是人类文明不断积累

和发展的体现。不同的耕作方法对土壤中的微生

物群落构成和土壤的物理化学性质产生了显著

的影响，这在一定程度上塑造了土壤的生物和非

生物结构[22]。连作是当前很多地区的主要耕作

方式，它是指在同一土壤上种植同一种作物，可

以在短期内满足作物的生产需求[23]。马文富等[4]

的研究表明烤烟连作会导致土壤中养分含量

和土壤 pH 显著下降，并积累对烤烟有害的病虫

害和化学性物质，并且烤烟连续种植的时间越 
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图 4  种植豌豆接种根瘤菌 CP4-2 对植烟土壤中属水平上前 20 优势细菌物种的影响 
Figure 4  Impact of Pisum sativum L. cultivation with Rhizobium sp. CP4-2 inoculum on the top 20 bacterial 
species at the genus level in the tobacco cultivation soil. 
 
长，其累积的危害就越严重，导致土壤质量的

进一步恶化。本研究也显示连作烟地烤烟根际

土壤 pH 明显低于新垦烟地，再次完全证明了

这一点。 
农业田间管理措施会对土壤养分和微生物

种群产生明显影响，种植豆科绿肥并翻压还田能

明显提高土壤的养分含量。研究发现，种植豆科

绿肥能更好地帮助种植玉米的土壤进行氮素的

固定和转移，增加土壤氮素的供应[24-25]；同时豆

科植物还可与混作植物在根际空间产生磷养分

利用差异，从而改善根际磷素养分供应[25]。对豆

科植物与其他农作物的种植模式进行优化，不

仅有助于调整间作或混作系统中氮素的使用效

率[26]，还能改变土壤中营养成分的分布和积累

模式。与同行混作相比，豆科植物与玉米的异

行混作方式更有助于土壤中碱解氮、速效钾和

有机质的累积，同时，同行混种方式下的有效

磷含量也相对较高[27]。在种植豆科绿肥的过程

中，接种适当的根瘤菌有助于进一步增加土壤

中的有机物、全氮和碱解氮含量。与前人研究 
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图 5  土壤细菌与土壤理化性质的冗余分析   SOC：

有机碳；BD：容重；TN：全氮；AN：碱解氮；

AP：有效磷；AK：有效钾。 
Figure 5  Redundancy analysis between soil 
bacterial community composition and physico- 
chemical properties. SOC: Organic carbon; BD: 
Bulk density; TN: Total nitrogen; AN: Available 
nitrogen; AP: Available phosphorus; AK: Available 
potassium. 
 
相似[27]，本研究也发现种植豌豆并接种根瘤菌

可以提高植烟土壤的有机碳、全氮和碱解氮含

量。关于种植豆科绿肥并接种根瘤菌对土壤钾

含量的影响，目前的研究尚存在争论。曾长立

等[28]研究发现，豆科植物苜蓿在接种根瘤菌后

土壤中有效钾的含量显著降低，而朱亚琼等[27]

研究却得到相反的结论，具体原因尚待进一步

研究证实。本研究显示，种植豌豆绿肥并接种

根瘤菌有利于提高植烟土壤的有效钾含量。总

体而言，本研究显示，植烟土壤种植豌豆并接

种根瘤菌有利于提高土壤肥力。 
利用绿肥翻压还田的方法，可以通过提高

土壤中的营养成分和有机物含量，进而刺激土

壤微生物的增长[29]。之前的研究已经证实，对

绿肥进行翻压处理可以增强土壤微生物的多样

性，并调整土壤微生物的相对数量分布[30]。土

壤微生物多样性影响着土壤中物质的分解、流

动和循环，因此高水平的土壤微生物多样性有

利于土壤质量的提高[31]。本研究表明，在不同

种植年数的烟草种植土壤中，绿肥翻压对土壤

微生物多样性产生的影响并不统一。在新垦的

烟草种植区，使用绿肥进行翻压有助于增加土

壤中微生物的多样性，特别是在连续种植烟草

的土地上，绿肥翻压降低了土壤微生物的多样

性，这可能是因为连作烟地受施肥和农药的选

择性改变了土壤微生物的群落结构，绿肥翻压

的土壤生物学效应较弱。具体原因尚待进一步

研究证实。 
前人研究表明，绿肥翻压能明显改变土壤

微生物的群落，如 Wang 等[32]研究表明，绿肥

翻压有利于提高水稻种植土壤中变形菌门和放

线菌门的相对丰度，Zhao 等[33]的研究也得到了

类似的结果。本研究结果与前人研究结果相似。

变形菌门和放线菌门在土壤生态系统中广泛存

在，具有重要的土壤培肥能力，特别是在土壤生

态系统的氮素固定和有机物降解方面[34]。不动杆

菌属、苍白杆菌属和鞘脂单胞菌属细菌是土壤

中重要的指示微生物。研究显示不动杆菌属细

菌对于土壤中的磷循环具有重要意义，能够提

高植物磷素营养[35]。同时，Wu 等[36]研究发现

不动杆菌属细菌可以有效降解土壤中的阿魏酸

和对羟基苯酸，从而可以保护连作土壤中的植

株的健康生长。苍白杆菌属的细菌在土壤中是

一种常见的微生物群体，它们在土壤元素的生

物地球化学循环中起到了关键的调节作用。然

而，这一属中的某些细菌种类也是对人类和植物

造 成 威 胁 的 主 要 病 原 菌 ， 如 人 苍 白 杆 菌

(Ochrobactrum anthropic) 和 中 间 苍 白 杆 菌

(Ochrobactrum intermedium)[37]，本研究发现苍
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白杆菌属细菌的相对丰度在烤烟连作土壤中呈

增加的趋势，关于它是否会给烤烟带来不良影

响，还需要进行更深入的研究。链霉菌属

(Streptomyces)放线菌在土壤培肥、质量维持和

元素循环方面也具有重要作用[38]。本研究显示，

新垦植烟土壤中进行绿肥翻压提高了土壤中链

霉菌属放线菌的相对丰度值，可能的原因是绿

肥的翻压作用为土壤提供了丰富的有机物，这

对链霉菌的成长是有益的。此外，本研究发现

接种根瘤菌后新垦烟地土壤(XWR)中的根瘤菌

相对丰度较对照(XCK)有所降低；而连作烟地

(LWR)土壤中的根瘤菌度较对照(LCK)显著增

加，其原因可能是新垦烟地中微生物生态系统尚

未完全建立，使得新添加的根瘤菌竞争激烈，难

以迅速定殖；而连作土壤的生态系统相对成熟稳

定，新添加的根瘤菌更容易适应和繁殖，从而显

著增加其丰度[39-40]。 

4  结论 
本文通过化学分析和扩增子测序研究了豌

豆绿肥翻压入土对攀枝花烟区不同植烟年限植

烟土壤理化性质以及土壤微生物群落及多样

性的影响。研究发现，使用豌豆绿肥进行翻压

可以明显地改变种植烟草的土壤的物理和化

学性质，同时也会改变土壤中微生物群落的结

构，从而提高新开垦的烟草地土壤的微生物多

样性，而减少连续种植烟草地土壤的微生物多

样性。植烟土壤的优势菌群有变形菌门、绿

弯菌门和放线菌门。不动杆菌属、苍白杆菌

属及鞘脂单胞菌属为优势属。土壤 pH、速效

钾 (AK)和碱解氮(AN)是驱动攀枝花不同年限

烟区植烟土壤微生物群落组成及多样性的重

要土壤理化因子。相关研究结果可为提高攀枝

花植烟土壤质量、建立合理的植烟制度提供理

论依据。 
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