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摘  要: 以中草药麦冬为研究对象, 采用变性梯度凝胶电泳(DGGE)方法, 考察连作对麦冬根际土

壤细菌群落的影响。结果表明, 重茬麦冬根际细菌群落的 Shannon-Wiener 指数从苗期至快速生长

期、再到块根膨大期分别为 3.36-3.40-3.69, 丰富度指数为 55.0-61.5-63.5, 均匀度指数为

0.84-0.82-0.89; 而同期正茬根际细菌群落的上述指数值分别为 3.66-3.33-3.72、67.5-53.5-63.5 和

0.87-0.84-0.90。通过对土壤细菌群落的 DGGE 图谱进行主成分分析, 结果显示, 上述各个时期重

茬与正茬样本均发生显著分离, 表明连作改变了麦冬根际细菌群落的多样性变化趋势和结构组

成。进一步比较麦冬块根膨大期根际主要功能菌群的数量变化, 发现连作后氨化细菌和好气性纤

维素分解菌数量增加, 而硝化细菌和固氮菌的数量减少。对比发现重茬麦冬的产量仅为正茬的

70.6%, 表明麦冬连作减产与其根际土壤细菌群落的变化相关。 
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Abstract: The continous cropping obstacle widely exists in cash crop cultivation, which usually result 

in a decline of the crop yield and quality. The origin of continous cropping obstacle is close related with 

the shift in soil environment, and the evolve of soil microorganism in continous cropping was impor-

tant. This paper studied the effect of continous cropping on the rhizosphere bacterial using liriope 

(Liriope spicata var. prolifera Y. T.) as testing mertials. The diversity of liriope rhizosphere microbial 

communities was investigated by PCR-DGGE, the Shannon-Weaver indices of the continous cropping 

liriope rhizosphere microbial communities were 3.36-3.40-3.69 from seedling stage to rapid growing 

stage and to earthnut intumescentia stage, the richness indices were 55.0-61.5-63.5, the evenness indi-

ces were 0.84-0.82-0.89, those indices of normal liriope rhizosphere were 3.66-3.33-3.72, 

67.5-53.5-63.5, and 0.87-0.84-0.90, respectively. The result shown that the trend of rhizosphere bacte-
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rial communities diversity variation in the continous cropping liriope was different with normal liriope. 

Furthermore, the Principal Components Analysis of DGGE profile of rhizosphere bacterial communities 

shown that the components of bacterial communities in continous cropping liriope were separated from 

normal liriope. That suggested continous cropping could alter the diversity variation trend and compo-

nents of rhizosphere bacterial communities. Comparing the quantity of soil function bacteria at liriope 

tuberous intumescentia stage, the amount of amonifying bacteria and cellulose decomposition bacteria 

were increased while nitrobacteria and azotobacter were significant decreased after continous cropping. 

Besides, the yield of continous cropping was 70.6% of normal, it indicated that the decline in yield of 

liriope in continous cropping was related to the vary of soil bacterial community. 

Keywords: Liriope, Continous cropping, Rhizosphere, Bacterial community 

连作障碍问题广泛存在于各类经济作物的种植

过程中, 连作经常导致作物生长不良、产量下降。

引起连作障碍的原因错综复杂, 究其根本在于根际

土壤微生态失衡[1]。土壤微生物作为根际生态系统

的重要组成部分, 参与有机化合物及高等植物和微

生物残体的降解、生物固氮作用、土壤中的碳循环

和氮循环及磷和硫循环等, 是土壤中物质转化、能

量流动及生物化学反应的发动机[23]。土壤微生物群

落结构组成及其变化在一定程度上反映了土壤环境

的生产力和稳定性[4]。 

不同的作物, 连作时根际微生物群落的结构和

功能的变化特性不尽相同。西瓜[5]长期连作后, 随着

种植年限的增加, 土壤中细菌和放线菌呈现先升后

降的趋势, 真菌数量变化趋势则与之相反。大豆[6]、

黄瓜 [7]和麦冬 [8]等作物连作后土壤微生物区系均出

现从高肥的“细菌型”向低肥的“真菌型”转化, 真菌

数量增多使植物更易感染病虫害。这些表明研究根

际微生物的群落结构组成及其变化, 是研究根际微

生态变化进而研究连作障碍成因的关键所在, 但目

前对麦冬连作时根际细菌群落的变化特性研究还少

有报道。 

本文以常用中药麦冬(Liriope spicata var. pro-

lifera Y. T.)为材料 , 运用变性梯度凝胶电泳技术

(Denaturing gradient gel electrophores, DGGE), 并结

合微生物培养计数方法研究连作时麦冬根际土壤细

菌群落的变化, 明确连作对于麦冬根际微生物的影

响, 为发现麦冬连作障碍产生的原因进而克服连作

障碍提供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  麦冬根际土壤样品 
大田麦冬根际土壤样品取自湖北省襄樊市欧庙

镇麦冬种植基地, 试验田设有(1.4 m × 1.4 m)重茬试

验地 3 块(记为 CC)和(1.4 m × 1.4 m)正茬试验地 3

块(记为 ZC), 分别在 2008 年 3、7、12 月(即麦冬的

苗期、生长期、块根膨大期)取正茬和重茬根际土壤

样品, 依次记为 ZC322 与 CC322、ZC719 与 CC719、

ZC1208 与 CC1208, 拂去表层土, 取麦冬根际 2 cm

范围内土壤, 每实验区随机采样 5 点混合, 作为一

个土壤样品, 样品采集后立即放 4°C 冰盒保存, 24 h

内转移到20°C 保存。于 2009 年 4 月收获麦冬块根, 

计算各试验田的平均产量。 

1.2  统计土壤主要功能微生物的数量 
采用 MPN 法统计土壤中的氨化细菌、硝化细

菌、好气性纤维素分解菌和固氮菌等生理菌群的数

量 , 培 养 基 分 别 使 用 蛋 白 胨 氨 化 培 养 基 、 改 良

Stephenson 培养基、Hutchinson 培养基和 Ashby 培

养基[9]。 

1.3  提取土壤样品中微生物总 DNA 
总 DNA 提取方法采用 SDS-酚氯仿抽提法[10]。

称取 1 g 土壤样品 , 加入 1 mL 磷酸钾缓冲液  

(pH 7.0), 振荡使其充分悬浮, 加入 50 μL 100 mg/mL

溶菌酶, 37°C 水浴 30 min 后, 再加入 125 μL 20% 

SDS 在 65°C 中水浴 30 min, 期间每 5 min 上下轻轻

颠倒混匀, 12000 r/min 离心 5 min。取上清液, 加入

等体积酚氯仿(Tris-苯酚: 氯仿: 异戊醇 = 25:24:1, 

V/V/V)静置 5 min, 12000 r/min 离心 5 min。吸取上清, 

加等体积氯仿, 12000 r/min 离心 5 min, 重复 2 次。

吸取上清加入等体积异丙醇冰浴 2 h, 12000 r/min

离心 5 min。沉淀用 75%乙醇洗 , 12000 r/min 离心

5 min, 重复 2 次。晾干后加 50 μL 无菌超纯水溶解, 

20°C 保存。 

DNA 用 TIANgel Midi Purification Kit 普通琼

脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒(普通离心柱型)纯化。 
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1.4  土壤细菌 16S rDNA PCRDGGE 
扩增 16S rDNA 的 V3 区片段, 选用细菌通用引

物对[11] F341-GC: 5-CGCCCGCCGCGCGCGGCGG 

GCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAG
GCAGCAG-3; R518: 5-ATTACCGCGGCTGCTGG 
-3。所有 PCR 反应均在 50 μL 标准反应体系中进

行 , 其中含有 : 5 μL 10 × Buffer (50 mmol/L KCl, 

10 mmol/L Tris-HCl, 25 mmol/L MgCl2, pH 8.3), 2 μL 
10 mmol/L 混合 dNTPs, 各 2 μL 10 μmol/L 引物 F341

和 R518, 2 μL DNA 模板, 1 μL 2.5 U/μL Taq DNA 聚

合酶, 加超纯水至 50 μL。扩增反应按下述程序进行: 

95°C 5 min; 93°C 30 s, 60°C 30 s, 72°C 30 s, 循环 30

次; 72°C 10 min; 4°C 30 min。扩增反应混合物在 2%

琼脂糖凝胶上进行电泳检测。 

DGGE 电泳采用 DcodeTM Universal Mutation 

Detection Sytem (Bio-Rad)。经垂直电泳和间歇电泳

所确定的电泳条件为: 8%丙烯酰胺凝胶, 30%70%

变性梯度, 1.00 mm 胶厚度, 1 × TAE 电泳缓冲液, 

150 V 稳压, 60°C 恒温下电泳 260 min。电泳结束后

使用硝酸银染色, 显色后拍照。 

1.5  DGGE 图谱分析 
采 用 QuantityOne-1-D 软 件 (Version 4.62) 对

DGGE 条带进行数字化分析, 采用 Shannon-Wiener

指数(H)、丰富度(S)和均匀度(E)来评价土壤微生物

群落的多样性 , 公式为 : H= S (Pi × lnPi); E = 

H/lnS。式中, Pi 为某一条带的灰度值与该条带所在

的泳道中所有条带总灰度平均值的比值, S 为每一泳

道的总条带数[12]。利用 SPSS11.5 软件, 根据泳道的

Pi 值进行主成分分析(PCA)。 

2  结果与分析 

2.1  连作对麦冬根际细菌群落结构多样性的影响 
麦冬重茬与正茬不同时期根际细菌 16S rDNA

的 PCR-DGGE 图谱见图 1, 由图可以看出, 平行样

之间条带位置及亮度构成的整体形貌很接近, 说明

平行样间具有很好的重复性, 该方法能较好的呈现

所分析土壤中细菌群落的结构及其变化; 连作后根

际细菌的条带数量及亮度仍有一定的相似性, 但也

显示有一些条带增加或缺失。 

进一步通过软件将 DGGE 条带进行数字化处

理, 得到表示土壤多样性指数的 Shannon-Wiener 指

数(H)(S-W 指数)、丰富度和均匀度指数, 见表 1。由

表中各个时期样本的多样性指数我们可以看到, 在

麦冬生长之初, 正茬土壤中的微生物多样性指数高

于重茬, 之后到 7 月份正茬土壤中细菌多样性下降, 

而重茬土壤中却上升了, 到 12 月份正茬中则恢复与

重茬相近; 正茬土壤细菌多样性在 3 月份与 12 月份

没有显著性差异, 而与重茬土壤 3 月份和 7 月份以

及正茬土壤 7 月份的细菌多样性有显著性差异。正 

 

 

图 1  麦冬不同时期根际细菌 16S rDNA DGGE 图谱   
Fig. 1  DGGE patterns of 16S rDNA fragments amplified 
with DNA from liriope rhizosphere soil samples 
注: 1,2: zc322; 3,4: cc322; 5,6: zc719; 7,8: cc719; 9,10: zc128; 

11,12: cc128; zc 为正茬; cc 为重茬; 322, 719 和 128: 采样时间分

别为 3 月 22 日、7 月 19 日和 12 月 8 日. 

Note: 1,2,5,6,9,10: Normal cropping rhizosphere soil samples at 22 
March, 19 July, 8 December 2008, respectively; 3,4,7,8,11,12: 
Continuous cropping rhizosphere soil samples at 22 March, 19 July, 
8 December 2008, respectively. 

 

表 1  麦冬根际细菌 16S rDNA PCR-DGGE 图谱多样

性指数(H)、均匀度指数(E)和丰富度(S) 
Table 1  Shannon-Weaver diversity (H), evenness index 
(E) and abundance index (S) of the bacterial community 

in liriope rhizosphere soils 

样本 
Sample 

多样性指数 
Shannon-Weaver 

diversity 

均匀度指数 
Evenness 

index 

丰富度 
Abundance 

index 

ZC322 3.66 ± 0.01a 0.87 67.5 ± 0.5a

CC322 3.36 ± 0.14b 0.84 55.0 ± 5.0b

ZC719 3.33 ± 0.15b 0.84 53.5 ± 4.5b

CC719 3.40 ± 0.17b 0.82 61.5 ± 5.5b

ZC128 3.72 ± 0.02a 0.90 63.5 ± 0.5a

CC128 3.69 ± 0.04a 0.89 63.5 ± 0.5a

注 : ZC: 正茬 ; CC: 重茬; 322, 719和128: 采样时间分别为3月22日 , 

7月19日和12月8日 ; a, b表示在P < 0.05水平下有显著差异 . 

Note: ZC: Normal cropping; CC: Continuous cropping; 322, 719, 
128: Sampling at 22 March, 19 July, 8 December 2008, respec-
tively. Means of 3 replicates ± standard error. Values in the same 
column followed by different letters (a,b) are significantly dif-
ference (P < 0.05). 
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茬土壤中细菌群落多样性经历了先降后升的过程 , 

与重茬土壤中一直上升的趋势有较大差异。 

2.2  连作对麦冬根际细菌群落结构组成的影响 
利用 SPSS 软件对 DGGE 图谱各泳道每个条带

的 Pi 值进行主成分分析, 结果见图 2。主成分分析

结果显示, ZC322 与 ZC719 相近, ZC128 与 CC322

和 CC719 相近, 而 ZC128 独处一区, 在各个时期重

茬麦冬根际细菌群落结构组成与正茬麦冬均发生显

著分离。 

2.3  连作对土壤主要生理菌群的影响 
利用 MPN 法统计得到块根膨大期麦冬根际土

壤中的氨化细菌、硝化细菌、纤维素分解菌和固氮

菌的数量, 见表 2。由表可以看出, 连作后土壤中的

氨化细菌和纤维素分解菌数量增加, 而硝化细菌和

固氮菌的数量大幅减少, 土壤细菌功能群的数量有

明显变化, 会影响它们所参与的土壤物质元素循环, 

提示土壤细菌群落的生态功能发生了改变。 

 

图 2  土壤微生物群落结构主成分分析 
Fig. 2  Principal component analysis of the microbal com-
munities in rhizosphere soils 
注: ZC: 正茬; CC: 重茬; 322, 719 和 128: 采样时间分别为 3 月

22 日, 7 月 19 日和 12 月 8 日. 

Note: ZC: Normal cropping; CC: Continuous cropping; 322, 
719, 128: Sampling at 22 March, 19 July, 8 December 2008, 
respectively. 

 

表 2  主要土壤功能菌群的数量 
Table 2  The amount of soil main functional bacteria 

样本 
Sample 

氨化细菌 
Amonifying bacteria 

(g/dry soil) 

硝化细菌 
Nitrobacteria  
(g/dry soil) 

固氮菌 
Azotobacter  
(g/dry soil) 

纤维素分解菌 
Cellulose decomposition 

bacteria (g/dry soil) 

正茬 Normal cropping 5.0 × 106 3.5 × 103 1.65 × 102 2.5 × 102 

重茬 Continuous cropping 6.0 × 106 2.0 × 103 1.10 × 10 5.5 × 102 

 

2.4  连作对麦冬产量的影响 
重茬与正茬试验田所收获的块根经过严格的分

组、清除表面的泥土后计算为: 平均产量分别是 375

和 525 g/m2, 前者只有后者的 70.6%左右, 进一步实

验证实了连作会使块根的产量降低。 

3  讨论 

正茬麦冬生长过程中, 从 3 月份至 7 月份为麦

冬恢复生长期, 麦冬生长缓慢, 其根际细菌的多样

性指数出现下降现象, 之后伴随着麦冬的快速生长, 

土壤中细菌的多样性指数在块根膨大期恢复到初期

水平。在连作情况下, 初期重茬麦冬根际细菌群落

结构多样性指数低于正茬麦冬 , 经过麦冬生长期 , 

土壤中细菌群落多样性指数快速增加, 到麦冬块根

膨大期, 重茬土壤细菌群落多样性指数与正茬土壤

没有显著差异, 可以看到连作使得麦冬根际微生物

群落多样性的变化趋势发生了改变(表 1)。进一步对

土壤细菌群落的 DGGE 图谱进行主成分分析显示, 

各个时期的重茬麦冬根际细菌群落结构组成与正茬

均发生显著分离(图 2), 这表明连作后土壤细菌群落

的结构组成有明显变化。因为作物连作时, 土壤环

境相对稳定, 因而对土壤根际微生物的繁殖发育具

有定向选择性, 促进或抑制某些微生物生长, 进而

改变正常情况下的微生物群落的多样性和土壤的生

物活性。根际土壤微生物功能的差异将影响植物所

需营养物质的提供[13], 这又将会影响到植物的生长

发育。 

从我们的研究结果看, 正常麦冬经过块根膨大

期后到第 2 年春季, 根际细菌多样性下降; 如果继

续在这片地栽种麦冬, 也就是成为重茬麦冬, 在土

壤定向选择压力下, 根际微生物不仅表现为总真菌

数上升、总细菌数下降的趋势[8], 而且细菌群落的结

构组成发生了显著的变异, 使得根际土壤微生态环

境向不利于麦冬块根膨大的方向变化。对主要功能
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细菌群的研究表明, 土壤中的氨化细菌和纤维素分

解菌数量增加, 硝化细菌和固氮菌的数量大幅减少, 

从中可以反映连作麦冬根际氮素营养中铵态氮的形

式增加[13]。有研究显示, 当植物以铵态氮的形式吸

收氮素, 会引起土壤中 H+增加, pH 值下降[14], 从而

导致植物生长不良或发病率提高。例如, 在白菜栽

培中施用铵态氮田块的白菜黄化病发生率显著高于

施用硝态氮的田块, 番茄青枯病在酸性土壤中的发

生率显著高于中性和碱性土壤中的发病率[15]。因此

连作情况下 , 根际细菌群落作为重要的介导因素 , 

可能通过影响土壤中营养元素的供给形式对麦冬进

行 反 作 用 。 同 时 连 作 后 麦 冬 的 产 量 只 有 正 常 的

70.6%, 这表明麦冬连作减产与根际细菌群落的变

化相关。 

由以上讨论可知, 连作后麦冬根际细菌群落组

成及功能的改变, 使得根际土壤微生态环境发生了

变化, 这与麦冬块根产量降低相关。但连作后麦冬

根际微生物群落除了上述功能菌外, 其组成中还有

哪些菌群发生了大的改变, 以及它们是如何影响麦

冬产量的还有待进一步研究。 

4  结论 

本研究发现连作对麦冬根际土壤细菌群落的结

构组成和多样性变化趋势有明显影响; 在麦冬块根

膨大期, 连作使得土壤中的氨化细菌和纤维素分解

菌数量增加, 而硝化细菌和固氮菌的数量大幅减少, 

土壤细菌功能群的数量有明显变化。对比发现重茬

麦冬的产量仅为正茬的 70.6%, 表明麦冬连作减产

与其根际土壤细菌群落的变化相关。 
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