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摘  要: 通过传统培养和 PCR-DGGE 技术, 分析了新疆南疆不同连作年限的棉田土壤微生物的变

化情况, 结果表明: 随着连作年限的增加, 土壤中细菌、真菌的数量、比例、多样性指数的变化表

现为先增加后下降, 至连作 15 年时达到较低值, 之后随着连作年限的继续增加又表现为回升的趋

势。细菌的种类数、优势种在不同连作年限的样品中的变化不明显, 多样性指数变化幅度较小, 群

落结构变化不大; 真菌的种类数、优势种在不同连作年限的土样中的变化较大, 群落结构变化较

大 , 随着连作时间的增加 , 优势种的种类趋于单一化 , 真菌的群落结构受到连作年限的影响更

明显。 
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Abstract: Through the method of traditional culture and PCR-DGGE, variety of soil microbial structure 

in continuous cropping cotton fields in south Xinjiang was analyzed. The results showed with the in-

crease of continuous cropping years, the number of bacteria and fungi, ratio of total bacteria and fungi 

and Shannon-Weiner index increased at first, than decreased, and after continuous cropping 15 years 

increased again, it was a lower point in the sample of continuous cropping cotton 15 years. Bacterial 

diversity and structure changed slightly, while the quantity and species of dominant bacteria were not 

much different in the fields with different continuous cropping years. Compared with bacteria, fungi 

structure was more sensitive to continuous cropping years, dominant fungi population presented a single 



690 微生物学通报 2010, Vol.37, No.5 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

tendency and lower species diversity. 

Keywords: Continuous cropping cotton field, Soil microbes, DGGE, Biodiversity 

棉花是我国主要的经济作物, 在我国国民经济

中占有很重要的地位。我国中、东部棉花因连作障

碍, 种植面积不断缩小, 目前新疆已成为我国棉花

的主要种植区, 南疆的很多耕地自开垦以来一直进

行棉花连作, 新疆棉花由于多年连作而导致棉花病

害, 尽管棉花枯、黄萎病的发生也十分严重, 但并未

形成规律性的连作障碍 , 这一现象引起人们的关

注。连作障碍是植物和土壤两个系统内部诸多因素

综合作用的结果 [1], 土壤微生物对维持土壤系统稳

定性、健康和质量非常关键[23], 对植物生长具有重

要作用[4]。土壤微生物群落结构的变化会直接影响

土壤功能发挥[5]。有研究表明南疆连作棉田几种可

培养有益细菌与连作年限变化之间没有明确的规

律, 棉花连作对土壤有益细菌的影响较小[6]。然而, 

土壤微生物除了可培养有益细菌外, 还有其他很多

类型的微生物, 诸如放线菌、真菌以及一些不可培

养的微生物, 它们对土壤生态系统可能起着重要的

作用, 目前尚未见有相关系统研究报道。据估计大

约有 90%的微生物不可培养[7], 这限制了人们对土

壤微生物资源及其基因资源的研究与利用。目前 , 

对土壤微生物的研究获得巨大进展主要是由于借助

了分子生物学的手段, 直接从土壤中获得微生物的

宏基因组 DNA, 利用变形梯度凝胶电泳(DGGE)技

术或构建 16S rDNA 文库的方法, 分析土壤微生物

群落结构。1998 年, Muzyer 等首次将 DGGE 技术应

用于分析其微生物种群结构的差异变化 [8], 并证实

了这种检测技术以其高灵敏性在揭示自然界微生物

区系的遗传多样性和种群差异方面具有独特的优越

性。越来越多的人将其应用于追踪微生物的变化与

环境条件变化的规律[911]并取得较好的结果。 

棉花枯、黄萎病均为土传性的病害, 土传病害

流行的主要原因在于土壤微生物群落结构失衡, 土

壤微生态平衡被破坏。本研究以新疆南疆不同连作

年限的棉田土壤为研究对象, 通过可培养和免培养

的方法分析不同连作年限棉田土壤微生态物种数量

和多样性变化, 揭示不同连作年限对棉田土壤微生

物群落结构的影响, 为构建土壤健康的微生态系统

提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试土壤 
采样地点位于新疆生产建设兵团农一师三团 , 

地处叶尔羌河冲积平原下游 , 属于暖温带大陆性

干旱荒漠气候 , 降雨少 , 光照强 , 土壤为灰色沙壤

土[12]。于 2008 年 8 月进行土壤样品的采集, 棉花种

植连作时间分别为 1、2、5、10、15、20 和 25 年, 每

个样地随机选择 15 个采样点 , 取棉花窄行间的

025 cm 耕层土, 均匀混合, 过筛。 

1.2  可培养棉田土壤细菌、真菌分离计数 
土壤细菌和真菌的分离测定采用稀释平板法[13]。

土壤细菌采用牛肉膏蛋白胨(NA)培养基, 稀释梯度

为 103。土壤真菌采用添加有孟加拉红的马丁氏培

养基, 稀释梯度为 102。每一样品设 3 个重复, 分别

计算每克干土中细菌、真菌的数量。 

1.3  土壤微生物的 DGGE 分析 
提取土壤宏基因组 DNA 进行 PCR 反应: 细菌

的 16S rDNA 的扩增使用引物 F27 和 R1522, 然后以

上扩增产物为模板, 使用引物 F357-GC 和 R518 进

行嵌套式 PCR 扩增; 真菌 18S rDNA 的扩增使用引

物 Geo11 和 GeoA2, 然后以上述扩增产物为模板, 

利用引物 NS1-GC 和 NS2 进行嵌套式 PCR 扩增。扩

增产物再利用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测[14]。 

PCR 反应产物的 DGGE 分析采用基因突变检测

系统(Bio-Rad, DcodeTM)对 PCR 反应产物进行分离。

细菌的 DGGE 检测分析用浓度为 10%、变性剂范围

为 30%60%的聚丙稀酰胺凝胶电泳, 真菌分析用浓

度为 6%、变性剂范围为 25%45%的聚丙稀酰胺凝

胶电泳, 150 V, 6 h。EB 染色 15 min 后, 用凝胶成像

系统(Bio-Rad, Gel Doc 2000TM)观察拍照。 

1.4  DGGE 图谱分析及数据分析 

采用 Quantity One 软件对 DGGE 条带进行数字

化分析, 依据 Quantity One 软件分析样品的 DGGE

条带的位置和亮度的数字化结果, 计算样品中可检

测到的 DGGE 条带数, 并利用 DGGE 图谱的数字化

结果进行微生物群落结构的多样性指数计算和主成

分分析。 

多样性指数: Shannon-Weiner index = Σ(n!/N) 
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× ㏑(n!/N) 

式中的 n!为每个带的亮度, N 为某一样品所有

亮度的和。 

微生物群落结构组成的分析采用 Statistica 6.0

软件处理, 聚类采用 Quantity One 软件。 

2  结果与分析 

2.1  不同连作年限棉田土壤细菌、真菌总数 
分析结果表明 , 不同连作年限的棉田土壤细

菌、真菌数量有明显差异, 细菌、真菌数量变化均

达差异显著水平(P < 0.05), 整体出现波动的动态变

化趋势(图 1)。无论细菌还是真菌的数量在连作年限

较短的时候均较低, 随着连作年限的增加逐渐增加, 

到连做 5 年达到最高值, 之后种群数量又逐渐降低, 

到连作 15 年时达到较低值, 随后又出现升高的趋

势。细菌在数量上占绝对优势, 细菌与真菌总数的

比值变化见图 2。在连作年限较低的情况下, 细菌所

占的比例较高, 连作 5 年以上的样品中, 所占的比

例较低, 并且在连作 15 年达到最低, 连作 20 年和

25 年的土样中细菌所占的比例开始逐渐回升。 

2.2  不同连作年限棉田土壤微生物群落的变化 

2.2.1  不同连作年限棉田土壤细菌群落变化情况:  

细菌的 DGGE 分析结果如图 3 所示, 利用 Quantity 

One 软件对 DGGE 图谱的分析结果, 可以看出细菌

的 DGGE 图谱条带较多, 表明细菌的种类比较丰富, 

每个样品中的主要条带差别不大, 表明细菌优势种

的差别并不大, 多数条带在每个泳道中几乎都存在, 

泳道中的条带的差别主要表现在条带的亮弱强度的

差别, 表明不同样品中细菌种类组成差别不大, 但

不同种类在数量上有一定的差别。Quantity One 软

件聚类结果表明, 连作 2 年的土样和连作 5 年的土

样首先聚类, 相似性较高, 其次与连作 10 年的样品

较为相似, 连作 15 年的样品与连作 25 年的样品的

相似程度达到 79%, 连作 20 年的土样与其他的土壤

样品的相似程度较低, 连作 1 年的土壤的细菌种类

数量单独聚为一类 , 与其他的样品的相似程度最

低。主成分分析(图 4)显示, 不同样品的根际细菌群

落结构的组成差异, 除了连作 10 年的样品, 其他多

数样品在主成分分析中横坐标的变异小于纵坐标 , 

这表明不同的年限的样品在横坐标方向上的差异程

度除了连作 10 年的样品以外, 其他样品之间的差异 

 

 

 

图 1  连作棉田土壤细菌、真菌总数 
Fig. 1  Total bacteria (A) and fungi (B) in continuous crop-
ping cotton field soil 
注: 不同字母代表差异显著(LSD 检测 P < 0.05). 

Note: Different letters are different (LSD test P < 0.05). 
 

 

图 2  连作棉田土壤细菌总数与真菌总数的比值 
Fig. 2  Ratio of total bacteria and fungi in continuous crop-
ping cotton field soil 
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图 3  不同连作年限棉田土壤细菌 16S rDNA 片段的 DGGE 图谱及其遗传相似性聚类分析 
Fig. 3  DGGE profile of bacteria 16S rDNA fragment and genetic similarity community of continuous cropping  

cotton field soil 
注: 1: 连作 1 年; 2: 连作 2 年; 3: 连作 5 年; 4: 连作 10 年; 5: 连作 15 年; 6: 连作 20 年; 7: 连作 25 年. 

Note: 1: Continuous cropping cotton 1 year; 2: Continuous cropping cotton 2 years; 3: Continuous cropping cotton 5 years; 4: Continuous 
cropping cotton 10 years; 5: Continuous cropping cotton 15 years; 6: Continuous cropping cotton 20 years; 7: Continuous cropping cotton 25 
years. 

 

 

图 4  连作棉田土壤细菌群落结构的主成分分析 
Fig. 4  Principle components analysis ordination diamgrams of 
bacterial community in cotton siol base on DGGE profile  
注: 1: 连作 1 年; 2: 连作 2 年; 3: 连作 5 年; 4: 连作 10 年; 5: 连

作 15 年; 6: 连作 20 年; 7: 连作 25 年. 

Note: 1: Continuous cropping cotton 1 year; 2: Continuous crop-
ping cotton 2 years; 3: Continuous cropping cotton 5 years; 4: 
Continuous cropping cotton 10 years; 5: Continuous cropping cot-
ton 15 years; 6: Continuous cropping cotton 20 years; 7: Continu-
ous cropping cotton 25 years. 
 

较小, 而在纵坐标方向分布较均匀, 差异程度较小, 

总体上分析不同的连作年限的土壤中细菌的群落结

构组成差异不明显。 

利用 Quantity One 软件对 DGGE 图谱数字化结

果, 计算 Shannon-Weiner 指数, 如图 5 所示, 细菌的

多样性指数较高, 表明包含的种类数目较多, 个体

分配的均匀度较高, 连作 15 年的样品的多样性指数

最低 , 表明其个体分配的均匀度及种类数目稍低 , 

在不同连作年限的土壤中细菌的多样性指数波动幅

度不大, 表明连作对于棉田土壤中细菌的多样性影

响不大, 土壤中细菌的种群稳定性较高, 不易受到

外界环境的影响。 

2.2.2  不同连作年限棉田土壤真菌多样性变化情

况: 真菌的 DGGE 分析结果如图 6 所示 , 利用

Quantity One 软件对 DGGE 图谱的分析结果, 可以看

出, 真菌条带数较细菌的少, 代表着真菌的种类数较

细菌的少, 不同连作棉田的土壤样品真菌 DGGE 电

泳的条带数目和强度均存在较大的差异, 每个泳道

中主条带的位置差别很大, 代表着不同样品中真菌

类型差别大、数量上的差别较明显、优势种的类型不

同, 连作 1、2 和 5 年的样品中, 条带数较多, 并且较

亮的条带数较多, 代表着这 3 个样品中真菌种类多, 

优势种种类数较多, 连作 10、15 年的样品中的较亮

的条带数较少, 并且总的条带数较少, 连作 20 年和

连作 25 年的样品中条带数虽然逐渐增多, 但每个样

品中相对较亮的条带仅有一条, 表明连作年限较低

的样品中真菌的种类数、优势种的种类数较多, 连作

10、15 年的样品中真菌总的种类数、优势种数菌较

低, 连作 20 年和连作 25 年的样品种类数增多, 但是

优势种变得较为单一。利用 Quantity One 聚类的结果

看出不同连作年限的样品间真菌的相似性与细菌的

相似性不一致, 真菌的 DGGE 图谱聚类分为两大类, 

连作 2 年与连作 10 年的样品之间的相似程度最高, 

其次与连作 15 年的样品较为相似, 连作 1 年的样品
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与连作 20 年的样品聚在一起, 其次与连作 5 年的土

样较为相似, 连作 25 年的土样与其他的土壤样品的

相似程度最低。进行主成分分析(图 7), 从而进一步

显示不同样品的真菌群落结构的组成差异, 连作 1、

5、15、25 年的样品分布于一个区域内, 连作 2、10、

20 年的样品之间及其与连作 1、5、15、25 年的样品

分布在不同的区域内, 总体分析表明不同的连作年

限的土壤中真菌的群落结构组成差异明显。 

连作棉田的真菌多样性指数分析结果如图 8 所

示, 可以发现真菌的多样性指数普遍低于细菌的多

样性指数, 表明真菌的种类数目和均匀度较细菌低, 

连作 15 年的样品的多样性指数较低, 连作 10 年的

土样的多样性指数最高, 连作 15 年的土样的真菌物

种的数目和均匀度也较低, 连作 10 年土样的真菌物

种的数目和均匀度也较高, 与细菌多样性指数变化

相似。总体看真菌多样性指数变化幅度较细菌大 , 

表明连作对于棉田土壤的真菌的多样性影响较大 , 

土壤中真菌的种群稳定性较低, 易受到外界环境的

影响。 

3  讨论 

DGGE 是一种较为直观分析土壤中微生物群

落结构的方法 , 本研究利用微生物计数和 DGGE

的方法对新疆南疆不同连作年限的棉田土壤细菌、

真菌的群落结构组成及变化进行了研究。在不同样

品间, 真菌与细菌的聚类结果差别很大, 表明细菌

和真菌类群受到连作条件的影响不同, 从连作棉田

土壤中细菌和真菌的比值发现, 细菌始终占绝对优

势 , 细菌可能是对土壤生态系统贡献最大的类群 ; 

主成分分析结果显示, 随着连作年限的变化, 细菌

的群落结构变化不明显 , 受到连作条件的影响较

小, 可能是新疆南疆棉花连作障碍不明显的原因之

一, 但是真菌的群落结构变化较明显, 可能是棉花

连作过程中根际分泌物的累积或者棉花秸秆还田

的过程中所产生的某些物质对真菌类群的影响更

大一些, 至于棉花根际分泌物及秸秆还田所产生的

物质成分及其对细菌和真菌的影响, 还有待于进一

步研究。 

 

 

图 5  基于 DGGE 图谱的细菌多样性指数 
Fig. 5  shannon-weiner index of bacterial community in 
cotton soil base on DGGE profile 

 

 

图 6  不同连作年限棉田土壤真菌 18S rDNA 片段的 DGGE 图谱及相似性聚类分析 
Fig. 6  DGGE profile of fungi 18S rDNA fragment and similarity community in continuous cropping cotton field soil 

注: 1: 连作 1 年; 2: 连作 2 年; 3: 连作 5 年; 4: 连作 10 年; 5: 连作 15 年; 6: 连作 20 年; 7: 连作 25 年. 

Note: 1: Continuous cropping cotton 1 year; 2: Continuous cropping cotton 2 years; 3: Continuous cropping cotton 5 years; 4: Continuous 
cropping cotton 10 years; 5: Continuous cropping cotton 15 years; 6: Continuous cropping cotton 20 years; 7: Continuous cropping cotton 25 
years. 
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图 7  不同连作棉田土壤真菌群落结构的主成分分析 
Fig. 7  Principle components analysis ordination diam-
grams of fungi community of continuous cropping cotton 
Field soil base on DGGE profile 
注: 1: 连作 1 年; 2: 连作 2 年; 3: 连作 5 年; 4: 连作 10 年; 5: 连

作 15 年; 6: 连作 20 年; 7: 连作 25 年. 

Note: 1: Continuous cropping cotton 1 year; 2: Continuous crop-
ping cotton 2 years; 3: Continuous cropping cotton 5 years; 4: 
Continuous cropping cotton 10 years; 5: Continuous cropping cot-
ton 15 years; 6: Continuous cropping cotton 20 years; 7: Continu-
ous cropping cotton 25 years. 
 

 

图 8  基于 DGGE 图谱的真菌多样性指数 
Fig. 8  Shannon-Weiner index of fungi community in cot-
ton soil base on DGGE profile 

 

连作障碍是严重影响农业生产的因素之一, 近

年来, 许多学者[1517]对于不同作物连作后土壤中微

生物的数量、群落结构进行了研究, 结果表明, 随着

连作年限的增加, 土壤细菌的数量大大减少, 真菌

数量明显增多。真菌数量的增多通常是土壤性质不

良的反映指标。连作使细菌类群数量减少, 种群变

化出现单一化的趋势。不少学者研究认为, 真菌型

土壤是地力衰竭的标志, 细菌型土壤是土壤肥力提

高的一个生物指标。但是在本研究中, 以新疆南疆

不同连作年限的棉田土壤为研究材料, 并未发现这

种规律性的变化, 土壤随着连作年限的增加, 细菌、

真菌的数量并没有呈现规律性的降低或者上升的趋

势, 而是出现波动的态势。细菌的种类数、优势种

在不同连作年限样品中较稳定, 真菌的种类数表现

为先降低后增加的现象 , 优势种群有单一化的趋

势。新疆南疆有很多耕地自开垦以来一直在进行棉

花连作, 并没有形成明显的连作障碍, 可能与土壤

中微生物种群结构有很大的关系 , 与新疆南疆气

候、土壤条件等因素的特殊性有关系。近年来随着

引种等原因, 新疆棉田在连作过程中也伴有枯、黄

萎病的出现, 但并没有对产量产生较大地影响, 可

能也与棉田中的土壤微生态系统有关系, 分析了连

作棉田中土壤细菌和真菌的数量、比例、种类、多

样性, 发现连作 15 年是南疆棉田连作时间的特殊的

值, 真菌、细菌的总数、比例、多样性指数均达到

较低值, 但是随着连作年限的继续增加又表现为回

升的趋势。新疆的南疆很多耕地由于直接开荒种植

棉花, 在连作早期, 真菌、细菌的数量及多样性指数

均较低, 由于其本底微生物的数量较少, 在连作的

过程中随着有机物质的增多, 土壤微生态结构发生

变化, 种类数量逐渐增多, 并且随着近年来的引种, 

枯、黄萎病病菌的入侵, 大大改变了原有的微生态

结构, 连作的过程是土壤微生态系统的平衡在不断

地被破坏到重建的过程, 到达 15 年时, 微生态系统

的稳定程度达到最低, 微生物的数量、细菌和真菌

的比值、以及多样性都达到较低的值, 此时是其微

生态最为脆弱的时期 , 而后随着连作年限的增加 , 

微生物的数量、细菌和真菌的比值、多样性指数又

回升, 使其微生态系统趋于达到新的平衡状态, 从

而构建相对稳定的微生态系统。 
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稿件书写规范 

专论与综述论文的撰写要点 

专论与综述是本刊重要栏目之一, 主要反映国内外微生物学及相关领域学科研究最新成果和进展, 其

内容要求新颖丰富, 观点明确, 论述恰当, 应包含作者自己的工作内容和见解。因此, 作者在动笔之前必须

明确选题, 一般原则上应选择在理论和实践中具有重要意义的学科专题进行论述。围绕专题所涉及的各个方

面, 在综合分析和评价已有资料基础上提出其演变规律和趋势, 即掌握其内在的精髓, 深入到专题研究的本

质, 论述其发展前景。作者通过回顾、观察和展望, 提出合乎逻辑并具有启迪性的看法和建议。另外, 作者

也可以采用以汇集文献资料为主的写作方法, 辅以注释, 客观而有少量评述, 使读者对该专题的过去、现在

和将来有一个全面、足够的认识。 

需要特别说明的是：在专论与综述中引用的文献应该主要是近 5 年国内外正式发表的研究论文, 引用文

献数量不限。 

 


