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研究报告 

烟草连作障碍与土壤理化性质及微生物多样性特征的关联 
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摘  要：【背景】烟草是我国最重要的经济作物之一，其忌连作的特点严重影响了我国烟草产业的发

展。【目的】通过研究烟草连作障碍、土壤理化性质和微生物多样性特征的关系，为解决烟草连作障

碍问题、制定有效的烟草生产技术提供理论基础。【方法】选择连作障碍严重烟田和克服连作障碍烟

田作为研究对象，基于高通量测序技术，探究烟田连作障碍情况、烟田理化性质与土壤微生物多样

性的联系。【结果】克服连作障碍的烟田土壤 pH、总氮和有机质含量显著高于连作障碍严重的烟田

土壤，克服连作障碍烟田和连作障碍严重烟田土壤微生物多样性之间不存在显著差异，但土壤微生

物优势群落发生了显著改变，烟田土壤的 pH、有机质、有效磷、总氮都与微生物群落显著相关。【结

论】烟田克服连作障碍的差异，可能与烟田土壤的理化性质以及微生物组成的差异有关，此研究为

解决湘西烟区连作障碍问题提供理论基础和技术支持。 
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Abstract: [Background] Tobacco is one of the most important economic crops in China, and its 
characteristics of avoiding continuous cropping have seriously affected the development of tobacco 
industry in China. [Objective] The relationship between tobacco continuous cropping obstacles, soil 
physical and chemical properties and microbial diversity was studied to provide a theoretical basis for 
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solving tobacco continuous cropping obstacles and formulating effective tobacco production techniques. 
[Methods] Tobacco fields with serious continuous cropping obstacles and tobacco fields that overcome 
continuous cropping obstacles were selected as research objects. Based on high-throughput sequencing 
technology, the relationship between continuous cropping obstacles, physical and chemical properties of 
tobacco fields and soil microbial diversity was studied. [Results] The contents of pH, total nitrogen and 
organic matter in tobacco fields overcoming continuous cropping obstacles were significantly higher than 
those in tobacco fields with serious continuous cropping obstacles. There was no significant difference in 
soil microbial diversity between tobacco fields overcoming continuous cropping obstacles and serious 
continuous cropping obstacles, but soil microbial dominant communities changed significantly. pH, 
organic matter, available phosphorus and total nitrogen in tobacco soil were significantly correlated with 
microbial community. [Conclusion] The difference of overcoming the obstacle of continuous cropping in 
tobacco field may be related to the difference of soil physical and chemical properties and microbial 
composition in tobacco field. This study provides theoretical basis and technical support for solving the 
problem of continuous cropping obstacles in Xiangxi tobacco area. 

Keywords: Tobacco, Continuous cropping obstacle, Soil physical and chemical properties, Microorganism 

连作障碍是指因作物连年种植而导致作物发

育不良或病虫害发生严重，造成作物减产甚至绝

产的一种现象[1]。由于土地资源和水源条件的相对

不足，我国许多粮食作物、经济作物、药用植

物、园艺植物和蔬菜等都有不同程度的连作障碍

现象[2-4]。烟草是我国重要的经济作物，也是一种

忌连作作物[3]。已有研究表明，长期连作会影响烟

草田间长势及农艺性状[5]、降低烟草的产量和品 

质[6]、加重病虫害的发生[7]，而作物连作障碍的产

生机理十分复杂，是系统内诸多因素综合作用的

结果[8]。随着研究的深入，越来越多学者认为，作

物-微生物-土壤系统的失调是引起烟草连作障碍的

主要因素[9]。连作障碍因子归纳起来主要有土壤理

化性质和生态环境恶化[5]、植物自毒作用[10]、土壤

微生物区系的变化[11]等，要缓解甚至有效解除烟

草连作障碍，可采用对连作烟田进行消毒、调整

种植模式、选用合理的施肥模式、采用微生物菌

剂等方法[9]。 

烟草是湖南省重要的经济作物，常年种植烤

烟面积在 6−8 万 hm2，年收购烟叶 2.0×105 t 以上，

是我国优质烟叶的重要产区之一[12]。根据湖南省

烟草种植区划，全省分为湘西烟区、湘南烟区、

湘中烟区和湘东烟区这 4 个主要产烟区。湘西烟区

是湖南省的主要烟区之一，是湖南烤烟的主产区 

和老烟区，目前年收购烟叶 50 万担左右[8]，其烟

草连作情况比较严重，烟草连作障碍尤为突出，

出现了烟叶的产量降低、烟草病虫害情况加重、

烤烟的质量和口感下降等情况[13]。因此，湘西烟草

连作障碍问题亟待解决。已有工作探究了烟草连

作时间与烟田土壤理化性质、烟田土壤微生物多

样性的相互关系[14-15]，而针对耕作方式相同、地

理位置相差不大但克服连作障碍情况相差较大烟

田的研究还鲜有报道。为此，本研究基于高通量

测序技术，以湘西烟区连作障碍克服情况不同的

烟田为对照，研究烟草连作障碍与土壤理化性质

和微生物多样性特征的关系，从而为解决湘西烟

区连作障碍问题制定有效的烟草生产技术提供理

论基础和技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  采样地概况 

采样地点分别位于湖南省湘西州龙山县大安

乡木鱼坪村(109°64′N、29°49′E)和湖南省张家界市

慈利县双星村(110°61′N、29°38′E)，按照湖南烟区

种植区划，取样地点均属于湘西烟区。结合本次

的研究目标，在两个取样地点分别选取气候条

件、农艺措施和耕作年限等相同但烟叶根茎病害

程度有明显差异的典型烟田进行调查。 
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1.2  样品采集 

在本次的取样地点为湖南省湘西州龙山县大

安乡木鱼坪克服连作障碍烟田(A_HLTH)和连作障

碍严重烟田(A_SV)、湖南省张家界市慈利县双星

村克服连作障碍烟田(B_HLTH)和连作障碍严重烟

田(B_SV)，采集烟区耕作层(0−20 cm)土壤，为保

证结果的准确性，每份样品设置 9 个重复，共取 

36 个样品。采样时遵循随机、等量、多点混合的

原则，采用 S 形布点取样[11]。每份土样分 2 份，  

1 份取 100 g 新鲜土样放入液氮冷冻后放在一个试

管里，上面用棉花塞住，再用牛皮纸封存后放入

保鲜袋中，在−80 °C 冰箱中保存，得到 4 个处理的

土壤样品 36 个，用于分子生物学试验。用于土壤

理化性状分析的土壤风干后保存于 4 °C 冰箱，土

壤有机质、总碳、总氮、有效磷、有效钾、速效

氮、pH 等参照国家标准方法进行分析[16]。 

1.3  主要试剂和仪器 

细菌基因组 DNA 提取试剂盒，天根生化科技

(北京)有限公司；Gel Extraction Kit D2500，Omega

公司；2×Taq PCR MasterMix， Solarbio 公司；

TruSeq™ DNA Sample Prep Kit，Illumina 公司。

NanoDrop 1000 分光光度计，Thermo Scientific 公

司；MiSeq PE300 测序平台，Illumina 公司。 

1.4  样品理化性质的测定 

采集的部分土壤样品自然风干后，用常规方

法测定土壤的基本物理化学性质。其中，测定土

壤 pH 需要称取 10.0±0.1 g 试样，置于 50 mL 的高

型烧杯中，并加入 25 mL 水，将容器密封后，用搅

拌器搅拌 5 min，然后静置 1−3 h，以校正后的 pH

计测定读数[17]；土壤有效磷含量采用碳酸氢钠提

取采取钼锑抗比色法测定；土壤总氮含量采用半

微量克氏法测定；土壤氨氮含量采用 KCl 浸提-蒸

馏法测定；测定土壤硝氮含量需要称取土样 10.0 g，

用 100 mL 的 2 mol/L KCl 振荡提取土样 30 min 后，

提取液中硝氮采用紫外分光光度法；测定土壤有

机质含量需要在加热条件下，用过量的重铬酸钾-

硫酸溶液氧化土壤有机碳，多余的重铬酸钾用硫

酸亚铁标准溶液滴定，由消耗的重铬酸钾量按氧

化校正系数计算出有机碳量，乘以常数 1.72，获得

土壤有机质含量[17]。 

1.5  样品 16S rRNA 基因测序 

土壤 DNA 采用试剂盒提取，使用原核生物

16S rRNA 基因的 V3−V4 区域通用引物 515F 

(5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′) 和 806R 

(5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)进行 PCR 扩

增。PCR 反应体系(50 μL)：PCR 2×Master Mix    

25 μL，正、反向引物(10 μmol/L)各 1.5 μL，DNA

模板(20−30 ng/μL) 2 μL， ddH2O 20 μL[18]。PCR

反应条件：94 °C 1 min；94 °C 20 s，57 °C 25 s，

68 °C 45 s，循环30次；68 °C 10 min；4 °C保存[18]。

用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物质量，利用

Gel Extraction Kit D2500 切胶纯化 PCR 产物。根据

纯化 PCR 产物的条带亮度及浓度计算混样体积并

连接测序接头，构建各样本的 16S rRNA 基因

V3−V4 区测序文库。PCR 产物经电泳检测后使用

磁珠纯化作为二轮 PCR 模板，进行二轮 PCR 扩增

和纯化，最后进行 Qubit 定量。根据 PCR 产物浓度

进行等量混样[19]，使用 Illumina 测序平台测序，每

个样本至少获得 1 万条 Reads。 

1.6  数据处理与统计分析 

运用 Excel 软件对植烟土壤理化特性原始数据

的进行整理，SPSS Statistics 17 软件计算各组数据

的 均 值 、 标 准 误 差 并 进 行 方 差 分 析 (analysis of 

variance，ANOVA)，从而探究植烟土壤抗连作能

力与土壤理化性质的联系。 

测序数据处理在 Galaxy 平台(http://zhoulab5. 

rccc.ou.edu/)进行，通过移除引物序列和过滤低质

量序列，使用 Flash 将双末端测序得到的成对短序

列(reads)拼接成一条序列，对拼接后的 Reads 进行

处理而获取去杂序列(clean reads)。把 Tags 中的

Singletons (对应的 reads 只有一条)过滤掉，然后利

用 Usearch 在 0.97 相似度下进行聚类，对聚类后的
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序 列 进 行 嵌 合 体 过 滤 ， 得 到 用 于 物 种 分 类 的

OTU，每个 OTU 被认为可代表一个物种。根据样

本的共有 OTU 以及 OTU 所代表的物种找到核心微

生物组，即覆盖 90%样本的微生物组。 

进行物种注释分析，分别从各个 OTU 中挑选

出一条序列作为该 OTU 的代表序列，与 16S rRNA

基因数据库进行比对，对每个 OTU 进行物种鉴

定，然后根据每个 OTU 中序列的数目得到各 OTU

的丰度值。物种丰度分析是在不同分类水平上，

将每个注释上的物种或 OTU 在不同样本中的序列

数整理在一张表格上，形成物种丰度的星图、柱

状图及统计表等。 

群落分析包括 α多样性指数计算、非度量多维

尺度(nonmetric multidimensional scaling，NMDS)

分 析 、 典 型 对 应 (canonical correspondence 

analysis，CCA)分析、判别效应(linear discriminant 

analysis effect size，LEfSe)分析、Mantel 检验等。

其中，应用 R 语言(V3.3.2)的 Vegan 包(V2.4.2)计算

α 多样性指数，进行非度量多维尺度(NMDS)分析

探 究 不 同 植 烟 土 壤 中 细 菌 的 群 落 结 构 ， 进 行

Mantel 检验和典型对应(CCA)分析表征环境因子与

微生物群落的相关关系。其中，本研究中 α多样性

指数包括物种丰富度指数(Species richness)、香农

指数(Shannon index)、Invsimpson 指数、辛普森指

数(Simpson index)、Pielou 均匀度指数、Fisher 指

数和 Chao1 指数。 

2  结果与分析 

2.1  植烟土壤理化特性的比较 

对采集的植烟土壤样品进行理化特性分析，

分析 2 个取样地点 HLTH 和 SV 样品的差异(表 1)。

由表 1 可知，两个取样点的 HLYH 和 SV 样品在土

壤理化性质方面存在差异，同时存在着较为相似

的规律：pH、总氮含量、硝氮含量和有机质含量

均有较为明显的变化，有机磷含量和硝氮含量变

化不明显；并且与 SV 相比，HLTH 植烟土壤 pH 和

有机质含量显著提高，总氮含量和氨氮含量显著

降低；与取样点 B 相比，取样点 A 的植烟土壤在氨

氮含量普遍较高，pH 和硝氮含量普遍偏低，有效

磷含量、总氮含量和有机质含量差别不明显。以

上结果表明，植烟土壤抗连作能力在一定程度上

与土壤理化性质有一定的关系。 

2.2  植烟土壤微生物组特征分析 

2.2.1  植烟土壤微生物群落多样性比较 

对 2 个取样地点的克服连作障碍烟田(HLTH)

与连作障碍严重烟田(SV)进行土壤微生物 α 多样性

分析(表 2)，分别从 Chao1 丰富度估计量(Chao1 

richness estimator)、香农多样性指数(Shannon 

diversity index)、辛普森多样性指数(Simpson 

diversity index)等 7 个常用的度量指标来探究样品

之间微生物种类数量变化规律。从 α多样性指数来

看，同一取样地的 HLTH 和 SV 在微生物多样性 
 

表 1  植烟土壤理化特征分析 
Table 1  Analysis of physical and chemical properties of tobacco-growing soil 

理化性质 

Physical and chemical properties 

A B 

HLTH SV HLTH SV 

pH 4.4±0.12c 4.19±0.13d 6.55±0.18a 6.18±0.15b 

有效磷 Available phosphorous (mg/kg) 112.94±22.91a 113.48±19.35a 85.79±15.34b 121.77±27.04a 

总氮 Total nitrogen (mg/kg) 1 914±153a 1 730±138b 1 395±93c 1 825±207b 

氨氮 Ammonia nitrogen (mg/kg) 6.32±1.6b 9.5±3.64a 0.30±0.10c 0.76±0.21c 

硝氮 Nitrate nitrogen (mg/kg) 80±14c 64±17d 159±24a 126±33b 

有机质 Organic matter (%) 2.63±0.21a 2.36±0.03b 2.32±0.21c 1.96±0.17b 

注：表中数据为平均值±标准差，同一列中不同小写字母表示处理间差异显著(0.05 水平差异). 
Note: The data in the table are average±standard deviation; Different lowercase letters in the same column indicate significant differences 
between treatments at 0.05 level. 
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表 2  植烟土壤微生物多样性指数比较  
Table 2  Comparison of microbial diversity index in tobacco-growing soil 
多样数指数 

Diversity index 

A_HLTH A_SV B_HLTH B_SV 

Species richness 520±136 394±71 755±115 711±121 
Shannon index 5.08±0.16 4.83±0.15 5.71±0.11 5.73±0.15 
Invsimpson index 66±25.27 51.35±8.78 111.69±26.09 134.86±25.79 
Simpson index 0.982 8±0.006 5 0.980 0±0.003 4 0.990 4±0.003 4 0.992 3±0.001 5 
Pielou index 0.82±0.05 0.81±0.02 0.86±0.02 0.87±0.02 
Fisher index 132.19±11.76 113.3±12.48 242.21±18.16 247.23±16.58 
Chao1 index 615±110 522±59 937.4±101.6 922.1±82.2 

 
方面没有显著的差异，而且 HLTH 的多样性指数值

普遍比 SV 略大，说明同一取样地的 HLTH 和 SV

样品在微生物多样性上差别不明显。不同取样地点

相比，可以明显发现取样地 B 点的多样性指数值比

取样地 A 点高，而且部分指标值差别明显。以上结

果说明，烟田克服连作障碍的能力与土壤中微生物

种类数量无较为明显的联系，但很有可能与植烟土

壤理化特征有较大联系。结合已有分析，推断最有

可能影响烟田克服连作障碍能力的土壤理化特征

为 pH、氨氮含量和硝氮含量。 

利用非度量型多维尺度分析(NMDS)方法分析

不同取样点 HLTH 和 SV 土壤微生物群落之间的差

别(图 1)，可以看出，同一取样地的克服连作障碍烟

田(HLTH)和连作障碍严重烟田(SV)土壤微生物组

成发生显著的改变，并且与取样点 B 相比较，取样

点 A 的样品之间距离较为紧凑，样品间差距较小。 

2.2.2  植烟土壤微生物优势群落的比较 

利用 LEfSe 分析，实现各取样点土壤微生物

优势群落之间的比较(图 2)，从而找到组间在丰度

上有显著差异的物种(即 biomaker)。同样可以看

出，同一取样点克服连作障碍烟田(HLTH)和连作

障碍严重烟田(SV)土壤微生物组成有明显的差异，

在取样点 A，与 SV 样品中微生物群落相比，HLTH

样品微生物明显的优势群落为放线菌门，如链霉

菌、单孢菌和微球菌等；在取样点 B，与 SV 样品

中微生物群落相比，HLTH 样品微生物明显的优势

群落为厚壁菌门和变形菌门，如芽孢杆菌、根瘤

菌、鞘氨醇单胞菌等。以上研究结果表明，土壤 

 

 
 

图 1  HLTH 和 SV 土壤微生物组成的 NMDS 分析 
Figure 1  NMDS analysis of soil microbial composition of HLTH and SV 

注：A：取样点 A；B：取样点 B.  
Note: A: Sampling point A; B: Sampling point B. 
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图 2  LEfSe 解析取样点 A、B 中 HLTH 和 SV 土壤中关键微生物类群 
Figure 2  Key microbial groups in HLTH and SV soils at sampling sites A and B by LEfSe analysis 

注：A：取样点 A；B：取样点 B.  
Note: A: Sampling point A; B: Sampling point B. 
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是否克服连作障碍与土壤中微生物群落的组成有

关联。根据此结果初步判定以上微生物类群可能为

克服障碍严重烟田(HLTH)土壤中的关键核心微生

物类群，与已有研究结果相一致：放线菌门、厚壁

菌门和变形菌门均为烟草生长的有益菌[20]，如芽孢

杆菌属能促进植物生长，控制传播病害[21]；鞘氨醇

单胞菌可以有效降解土壤中的有毒物质，能促进植

物的吸收和生长[22]。 

2.3  植烟土壤理化性质与微生物群落的联系 

通过 Mantel 指数分析，计算环境因子矩阵和

微 生 物 群 落 矩 阵 的 相 关 性 ， 得 出 R=0.132 3，

P=0.015，表明植烟土壤理化性质与细菌丰度显著

相关。将植烟土壤理化性质与微生物群落作相关

性分析(表 3)并利用 CCA 方法进一步探究土壤理化

性质与微生物群落的关联性(图 3)，结果 P 均小于

0.05，同样可以得出结论：植烟土壤的各理化性质

与微生物群落均相关联，并且由 R 可以看出，土壤

的 pH、有机质含量与微生物群落存在着紧密的正

相关，总氮含量、有效磷含量、氨氮含量和硝态

氮含量与微生物群落关联性较小。 

3  讨论与结论 

作物根须分泌物-土壤-微生物在土壤微生态系

统中相互作用，共同影响着作物的生长发育，协 
 

表 3  植烟土壤理化性质与微生物群落典型相关系数及

显著性 
Table 3  Correlation analysis between physical and 
chemical properties and microbial community of tobacco 
planting soil 
理化性质 

Physical and chemical properties 

R P 

pH 0.799 0.001 

有机质 

Organic matter 

0.692 0.002 

总氮 

Total nitrogen 

0.319 8 0.023 0 

有效磷 

Available phosphorous 

0.398 4 0.008 

氨氮 

Ammonia nitrogen 

0.447 0.006 

硝态氮 

Nitrate nitrogen 

0.407 0.005 

 
 

图 3  CCA 解析土壤理化性质与微生物群落的关系 
Figure 3  CCA analysis of soil physical and chemical 
properties and microbial community 

注：OM：有机质；TN：总氮；AP：有效磷；amN：氨氮；nitN

硝态氮. 
Note: OM: Organic matter; TN: Total nitrogen; AP: Available 
phosphorous; amN: Ammonia nitrogen; nitN: Nitrate nitrogen. 
 

调好它们之间的关系是解决作物连作障碍的关键[23]。

本研究基于高通量测序技术，以湖南省连作障碍

克服情况不同的烟田为对照，研究烟草连作障碍

与土壤理化性质和微生物多样性特征的关系，发

现在相同的气候条件、农艺措施和耕作年限情况

下，连作障碍差异明显的烟区，其土壤理化性质

差异明显，主要体现在 pH、总氮含量、硝氮含

量、有机质含量和氨氮含量方面，有效磷含量变

化不明显，因此可以推测土壤理化性质的差异是

导致连作障碍不同的因素之一；对土壤中的微生

物进行分析，发现连作障碍的差异并不会对微生

物的多样性产生较大的影响，但是对其中核心微

生物的影响较大，并且克服连作障碍的烟田中有

益微生物占据比例较大，烟田不易受病虫害的影

响，并且对烟叶的产量和质量无明显影响；为了

探究微生物和土壤理化性质在作物-微生物-土壤系

统中的联系，利用 CCA 分析验证了土壤理化性质

与环境微生物有着较为明显的相关性，并且土壤

的 pH、有机质含量与微生物群落存在着紧密的正

相关。以上研究证明了连作障碍的差异和微生物

性状及土壤理化性质相互关联，由于土壤本身理
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化性质的差异，使有助于克服连作障碍的微生物

聚集，微生物在整个微系统中对提升烟叶的质

量、促进土壤中有益物质的释放发挥着重要的作

用。同时，土壤理化性质及烟草根部释放的物质

促进了微生物的聚集和生长，从而形成了相互联

系的系统，有效提高了克服连作障碍的能力。 

本次试验初步探究了作物-微生物-土壤系统的

相互联系，利用高通量测序技术明确了样品中微生

物的种类及相对丰度，但是对于各类微生物在克服

连作障碍中发挥的作用、如何调节土壤理化性质克

服连作障碍以及研究有助于克服连作障碍的菌剂，

还需要进一步的研究。另外，扩大研究范围对本次

研究结论的广泛性也具有重要意义。 
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