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健康与感染青枯病烟株根际土壤与茎秆真菌

群落结构与多样性
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摘要　为研究感染青枯病后烟株根际土壤与茎秆真菌群落结构与多样性的变化，对健康和感染青枯病烟株的根际

土壤、病株茎秆发病组织和健株茎秆健康组织等样品中真菌ＩＴＳ区的ｒＤＮＡ进行了ＰＣＲ扩增、用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ

测序技术对扩增ＤＮＡ片段进行高通量测序，并分析不同样品的真菌群落组成与多样性。结果表明，所有烟株根际

土壤中优势门为子囊菌门Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ和接合菌门Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ；所有茎秆样品中优势门为担子菌门Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ

和子囊菌门。在属水平，被孢霉属犕狅狉狋犻犲狉犲犾犾犪、镰刀菌属犉狌狊犪狉犻狌犿和隐球菌属犆狉狔狆狋狅犮狅犮犮狌狊为所有土壤中的主要

菌属，犅狅犲狉犲犿犻犪主要存在于发病烟株根际土壤中，而木霉属犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪主要存在于健康烟株根际土壤。发病茎

秆病害组织中优势属为小画线壳属犕狅狀狅犵狉犪狆犺犲犾犾犪、隐球菌属、鬼伞属犆狅狆狉犻狀狅狆狊犻狊和赤霉属犌犻犫犫犲狉犲犾犾犪；发病茎秆

病健交界处组织中优势属为隐球菌属、红酵母属犚犺狅犱狅狋狅狉狌犾犪和小画线壳属。健康烟株茎秆组织中优势属为隐球

菌属、链格孢属犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪和红酵母属；健康烟株中与发病茎秆病健交界处组织等高茎秆中优势属为镰刀菌属、隐

球菌属、链格孢属和犌犻犫犲犾犾狌犾狅狆狊犻狊。青枯菌侵染烟株后根际土壤、发病茎秆病害组织和发病茎秆病健交界处组织的

真菌群落中物种丰富度与多样性均显著提高，且发病茎秆病害组织与发病茎秆病健交界处组织真菌群落的变化大

于根际土壤。研究结果为烟草青枯病的生物防治提供了参考。
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　　由茄科劳尔氏菌犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿 引起

的烟草青枯病是一种细菌性土传维管束病害［１］。其

病原菌致病力强，寄主范围广，能够侵染包括烟草、

桑树、番茄、马铃薯等在内的５０多个科的４５０余种

植物［２］。它主要在土壤和遗落于土壤的植物残体上

越冬［３］，也可在杂草根部或根际土壤中存活，通过次

生根的根冠或根茎伤口进入木质部，然后迁移至维

管束中蔓延［４５］，同时分泌大量胞外多糖堵塞导管，

阻碍植物体水分和养分的传输，最终导致植株萎蔫、

枯萎和死亡［６７］。近年来，烟草青枯病分布范围逐渐

扩大，并与根结线虫病、黑胫病等根茎类病害混合发

生［８］，防治难度与日俱增。

关于茄科劳尔氏菌侵染植物后导致植物感病部

位微生物群落结构和多样性的变化已有诸多报道。

郑雪芳等［９］报道，茄科劳尔氏菌的侵染能够使番茄

根际土壤微生物（细菌和真菌）总量增加。方树民

等［１０］报道烟草青枯病菌在植株根部定殖后能够导

致根部腐烂，加剧腐生菌在植物根部的定殖。施河

丽等［１１］报道感染青枯病烟株根际土壤中芽胞杆菌

属和链霉菌属等有益菌减少，而劳尔氏菌属和犚狌

犱犪犲犪等病原菌增加。除青枯菌外，其他病原菌的侵

染同样能够导致发病植株微生物群落结构与多样性

发生改变。罗路云等［１２］报道南瓜白粉病菌可以改

变南瓜叶际细菌群落结构、影响细菌群落多样性，随

着病情等级的提高，Ａｌｐｈａ多样性呈现先降后升的

趋势。刘海洋等［１３］报道自然重病棉田土壤中真菌

ＯＴＵ数量、丰度均高于轻病或无病田，而真菌多样

性降低。蒋景龙等［１４］研究表明西洋参根腐病病株

与健株根际土壤微生物组成具有显著性差异，其中

红游动菌属犚犺狅犱狅狆犾犪狀犲狊、犓犪犻狊狋狅犫犪犮狋犲狉、鞘脂菌属

犛狆犺犻狀犵狅犫犻狌犿等可能是引起西洋参根腐病发生的关

键菌群。赵玉美等［１５］报道云南省１８个县（市）的感

病核桃枝干上真菌总数和多样性存在较大差异。

茄科劳尔氏菌通常分布于土壤，但当烟株发病

后其迅速向茎秆等地上部位扩散，从而破坏烟株整

体微生态环境的平衡，加速烟株的衰老与死亡。笔

者前期对健康与感染青枯病烟株不同部位细菌群落

结构与多样性进行了系统分析；但细菌仅是生态系

统中的一类微生物，真菌作为生态系统中的主要分

解者［１６］，在促进生态系统物质循环等方面具有重要

作用，相比细菌，其对于土壤环境的变化更为敏感，

因此，真菌群落结构的动态变化可以指示土壤生态

变化规律［１７］。然而有关烟株感染青枯病后地上茎

秆部位真菌群落结构和多样性的变化却鲜有报道。

高通量测序是目前研究环境微生物多样性的重要技

术手段，如今已被广泛用于土壤［１８１９］、水体［２０２１］、空

气［２２２３］、肠道［２４２５］等微生态系统的微生物多样性研

究。对健康与感染青枯病烟株根际土壤、发病茎秆病

害组织、发病茎秆病健交界处组织以及未发病茎秆组

织中真菌群落结构与多样性进行深入分析，探明青枯

病的发生对烟株各部位真菌群落的影响，以期揭示各

部位真菌群落在青枯病发生过程中的微生态作用，为

青枯病生物防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　样品采集

２０１６年８月，于贵州省黔西南州兴义市烟草公

司白瓦窑基地（２４°５７′８″Ｎ，１０４°５３′９″Ｅ），选取烟草青

枯病发病严重的烟田（种植品种‘Ｋ３２６’）进行样品

采集。随机选取３株青枯病发病严重的烟株，去除

地表土壤后，将烟株连同根部土壤一同拔出，去掉烟

株根部主体土壤，抖落并收集须根２ｍｍ范围的根

际土壤，命名为病株根际土壤组（ＧＴ），编号为Ｔ１、

Ｔ２和Ｔ３。用经７５％乙醇消毒的剪刀，从每个发病
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烟株茎秆发病部位剪取病害组织５ｃｍ的样品，命名

为病株茎秆组（ＧＪ），编号为Ｊ１、Ｊ２和Ｊ３；从每个发病

烟株茎秆发病部位剪取病健交界处组织５ｃｍ的样

品，命名为病株病健交界处茎秆组（ＧＪ２），编号为

Ｊ４、Ｊ５和Ｊ６。同样，在该区未发病烟田中随机选取３

株健康烟株，参照上述方法分别采集根际土壤样品

和茎秆样品，分别命名为健株根际土壤组（ＺＴ），编

号为Ｔａ、Ｔｂ和Ｔｃ；健株茎秆组（ＺＪ），编号为Ｊａ、Ｊｂ

和Ｊｃ；与病健交界处组织样品等高的健株茎秆组

（ＺＪ２），样本编号为Ｊｄ、Ｊｅ和Ｊｆ。所有样品置入低温

保藏箱，并迅速带回实验室，－８０℃冰箱保存、备用。

１．２　样品犇犖犃提取、扩增及测序

土壤样品：取充分混匀的土壤０．５０ｇ，采用土壤

样品ＤＮＡ提取试剂盒（ＯｍｅｇａＢｉｏｔｅｋ，Ｄ５６２５ ０２）

提取样品ＤＮＡ。烟株茎秆样品：去除茎秆表皮后取

１ｃｍ长的茎秆，其中病健交界茎秆组织中发病组织

与健康组织各占０．５ｃｍ，茎秆经剪碎后放入研钵中

加入液氮研磨至粉状，采用植物组织ＤＮＡ提取试

剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，６９１０４）提取ＤＮＡ，具体步骤按照操作

说明进行。利用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００检测抽提ＤＮＡ的

浓度和纯度，犃２６０／犃２８０要求在１．８～２．０之间。

１．３　犐犜犛文库构建及高通量测序

以样品ＤＮＡ为模板，采用引物ＩＴＳ１Ｆ（５′ＣＴ

ＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ３′）和ＩＴＳ２Ｒ （５′

ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ３′）扩增目标片段

的ＩＴＳ１ＩＴＳ２区。ＰＣＲ扩增体系为２０μＬ：５×

ＦａｓｔＰｆｕ缓冲液４μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ，

５μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各０．８μＬ，ＦａｓｔＰｆｕ聚合酶

０．４μＬ，２０ｎｇ／μＬ模板ＤＮＡ１μＬ，ＢＳＡ（牛血清白

蛋白）０．２μＬ，最后用灭菌的ｄｄＨ２Ｏ将反应体系补

至２０μＬ。ＰＣＲ反应程序参数：９５℃预变性３ｍｉｎ；

９５℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３５个

循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经２％

琼脂糖凝胶电泳检测，纯化后送至上海美吉生物医

药科技有限公司，利用Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司 ＭｉｓｅｑＰＥ３００

平台进行高通量测序。

１．４　测序数据处理与统计分析

原始测序序列使用Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ软件进行质

控：首先过滤ｒｅａｄｓ尾部质量值在２０以下的碱基，

设置５０ｂｐ的窗口，如果窗口内的平均质量值低于

２０，从窗口开始截去后端碱基，过滤质控后５０ｂｐ以

下的ｒｅａｄｓ，去除含 Ｎ碱基的ｒｅａｄｓ；然后根据ＰＥ

ｒｅａｄｓ之间的ｏｖｅｒｌａｐ关系，将成对ｒｅａｄｓ拼接成一

条序列，ｏｖｅｒｌａｐ最小长度为１０ｂｐ；拼接序列的

ｏｖｅｒｌａｐ区允许最大错配比率为０．２，删除不符合序

列；最后根据序列首尾两端的ｂａｒｃｏｄｅ和引物区分

样品，并调整序列方向，ｂａｒｃｏｄｅ允许错配数为０，最

大引物错配数为２。使用ＦＬＡＳＨ软件进行拼接。

使用ＵＰＡＲＳＥ软件（ｖｅｒｓｉｏｎ７．１ｈｔｔｐ：∥ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ／

ｕｐａｒｓｅ／），根据９７％相似度对序列进行ＯＴＵ（ｏｐｅｒａ

ｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ）聚类，并在聚类过程去除单

序列和嵌合体。利用ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ（ｈｔｔｐ：∥ｒｄｐ．

ｃｍｅ．ｍｓｕ．ｅｄｕ／）对每条序列进行物种分类注释，比

对Ｕｎｉｔｅ（Ｒｅｌｅａｓｅ６．０ｈｔｔｐ：∥ｕｎｉｔｅ．ｕｔ．ｅｅ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）

真菌数据库，设置置信度阈值为７０％。

通过Ａｌｐｈａ多样性分析，可以反映微生物群落

中物种的丰富度与多样性。反映样本真菌群落物种

丰富度的指数包括犛ｏｂｓ指数、Ｃｈａｏ１指数。犛ｏｂｓ指数

为实际观测到的ＯＴＵ数，Ｃｈａｏ１指数是利用Ｃｈａｏ１

算法估计样本中所含ＯＴＵ数目的指数，犛ｏｂｓ指数、

Ｃｈａｏ１指数越大群落物种丰富度越高。Ｓｈａｎｎｏｎ指数

越大或Ｓｉｍｐｓｏｎ指数越小则群落物种多样性越高。

Ｓｈａｎｎｏｎｅｖｅｎ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎｅｖｅｎ指数是基于Ｓｈａｎｎｏｎ、

Ｓｉｍｐｓｏｎ指数来计算样本真菌群落物种结构的均匀

度，其值越大群落物种均匀度越高。Ｃｏｖｅｒａｇｅ指数

表示测序的覆盖度，其值越高样品中序列被测出的

概率越高，测序结果的真实性越高。Ａｌｐｈａ多样性

指数采用软件Ｍｏｔｈｕｒ（ｖｅｒｓｉｏｎｖ．１．３０．１）计算。

（１）犛Ｃｈａｏ１＝犛ｏｂｓ＋
狀１（狀１－１）

２（狀２＋１）

犛ｏｂｓ＝实际观测到的ＯＴＵ数；狀１＝只含有一条序

列的ＯＴＵ数目；狀２＝只含有两条序列的ＯＴＵ数目。

（２）犎Ｓｈａｎｎｏｎ＝－∑

犛ｏｂｓ

犻＝１

狀犻
犖
ｌｎ
狀犻
犖

犛ｏｂｓ＝实际观测到的 ＯＴＵ数目；狀犻＝第犻个

ＯＴＵ所含的序列数；犖＝所有的序列数。

（３）犇Ｓｉｍｐｓｏｎ＝
∑

犛ｏｂｓ

犻＝１

狀犻（狀犻－１）

犖（犖－１）

犛ｏｂｓ＝实际观测到的 ＯＴＵ数目；狀犻＝第犻个

ＯＴＵ所含的序列数；犖＝所有的序列数。

（４）犆＝１－
狀１
犖

犆＝Ｃｏｖｅｒａｇｅ（覆盖度），狀１＝只含有一条序列的
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２０２０

ＯＴＵ数目；犖＝抽样中出现的总序列数目。

Ｖｅｎｎ图用于统计多组样本中共有和独有的属

和ＯＴＵ数目，表示土壤与茎秆样本的属和ＯＴＵ数

目组成相似性及重叠情况。群落Ｂａｒ图中可以直观

呈现两方面信息：１）各样本在门、属上含有何种真

菌；２）样本中各真菌的相对丰度。Ｈｅａｔｍａｐ图是以

颜色梯度来表征二维矩阵中的数据大小，并呈现群

落物种组成信息。根据样本间丰度的相似性进行聚

类，可使高丰度和低丰度的物种分块聚集，通过颜色

变化与相似程度来反映不同分组（或样本）在各分类

水平上群落组成的相似性和差异性，所用工具为Ｒ

语言ｖｅｇａｎ包。以上分析均在上海美吉生物医药科

技有限公司ＩＳａｎｇｅｒ生信云网站平台（ｈｔｔｐ：∥

ｗｗｗ．ｉｓａｎｇｅｒ．ｃｏｍ／ｐｒｏｊｅｃｔ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）完成。

２　结果与分析

２．１　犐犜犛序列测序深度分析

稀释曲线（ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅ）用来检查测序结

果是否合理，测序深度是否覆盖了试验样品中所有

测序对象。本试验中６组共１８个样品在测序深度

为２５０００时曲线就趋于平缓（图１），说明测序深度

已经足够，测序结果中包含了大多数真菌类群，基本

可以反映样品中绝大多数的真菌多样性信息，进一

步测序对新ＯＴＵ的产生贡献不大。

图１　稀释曲线（犗犜犝水平犛狅犫狊指数）

犉犻犵．１　犚犪狉犲犳犪犮狋犻狅狀犮狌狉狏犲（犛狅犫狊犻狀犱犲狓犪狋犗犜犝犾犲狏犲犾）

２．２　数据质控

原始序列经优化处理后，发病组中９个样本共得

到３３１９７４条高质量序列片段，８２４３３０２０个碱基，单一

样本序列数在３０３３２～４２８９９条之间，序列平均长度

为２４９ｂｐ；健康烟株组中９个样品共得到３２７８９８条

高质量序列片段，８３５９９２８９个碱基，单一样品序列数

在３１７５６～４０３３３条之间，序列平均长度为２５４ｂｐ。

２．３　犗犜犝聚类分析

在９７％的相似度水平对样品序列进行ＯＴＵ聚

类，感染青枯病的烟株３个不同部位样品共鉴定得

出真菌７个门，２５个纲，６６个目，１２４个科，２３７个

属，３４６个种，７３８个ＯＴＵ；健康烟株３个不同部位

样品共鉴定得出真菌７个门，２５个纲，６１个目，１１３

个科，２１５个属，３１２个种，５８２个ＯＴＵ（表１）。

表１　健康烟株与发病烟株根际土壤与茎秆样品中真菌群落各级别分类群的数量

犜犪犫犾犲１　犖狌犿犫犲狉狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犪狓狅狀狅犿犻犮犵狉狅狌狆狊犻狀狋犺犲犳狌狀犵犪犾犮狅犿犿狌狀犻狋犻犲狊犻狀狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾犪狀犱狊狋犲犿狊犪犿狆犾犲狊狅犳狋犺犲

犺犲犪犾狋犺狔狋狅犫犪犮犮狅狆犾犪狀狋狊犪狀犱狋犺犲狋狅犫犪犮犮狅狆犾犪狀狋狊犻狀犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犫犪犮狋犲狉犻犪犾狑犻犾狋

样品组

Ｓａｍｐｌｅ

ｇｒｏｕｐ

门

Ｐｈｙｌｕｍ

纲

Ｃｌａｓｓ

目

Ｏｒｄｅｒ

科

Ｆａｍｉｌｙ

属

Ｇｅｎｕｓ

种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

操作分类

单元

ＯＴＵ

样品组

Ｓａｍｐｌｅ

ｇｒｏｕｐ

门

Ｐｈｙｌｕｍ

纲

Ｃｌａｓｓ

目

Ｏｒｄｅｒ

科

Ｆａｍｉｌｙ

属

Ｇｅｎｕｓ

种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

操作分类

单元

ＯＴＵ

ＺＴ ７ ２４ ６１ １１０ １８５ ２５８ ４６９ ＧＴ ７ ２４ ６１ １０９ ２０５ ２９０ ５９１

ＺＪ ４ １７ ３２ ５２ ８４ １１４ １８０ ＧＪ ５ １９ ４５ ８０ １２７ １６９ ３１４

ＺＪ２ ４ １７ ２９ ４６ ６６ ８３ １２２ ＧＪ２ ７ ２３ ５６ １００ １８５ ２５８ ４６９

总计

Ｔｏｔａｌ
７ ２５ ６１ １１３ ２１５ ３１２ ５８２

总计

Ｔｏｔａｌ
７ ２５ ６６ １２４ ２３７ ３４６ ７３８
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２．４　真菌群落中物种多样性指数分析

如表２所示，所有组别样本的覆盖度指数均在

０．９９以上，表明样本中序列被检测出的概率高，测序

结果能够表示样本中实际的真菌群落结构。健康烟

株根际土壤与茎秆样品中真菌群落犛ｏｂｓ指数和Ｃｈａｏ１

指数均低于发病烟株对应部位，表明烟株发病后各个

部位真菌物种丰富度增加；多样性指数显示，感病后

烟株根际土壤与茎秆较健康烟株Ｓｈａｎｎｏｎ指数升高，

Ｓｉｍｐｓｏｎ指数降低，因此青枯病导致烟株真菌物种多

样性增加；群落物种均匀度方面，烟株感染青枯病后

根际土壤与发病茎秆组织中真菌物种均匀度增加，而

病健交界处茎秆组织真菌物种均匀度降低。

表２　不同样品组真菌群落中犗犜犝的犃犾狆犺犪多样性指数

犜犪犫犾犲２　犃犾狆犺犪犱犻狏犲狉狊犻狋狔犻狀犱犲狓狅犳犗犜犝狊犻狀狋犺犲犳狌狀犵犪犾犮狅犿犿狌狀犻狋犻犲狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊犪犿狆犾犲犵狉狅狌狆狊

样品组

Ｓａｍｐｌｅ

ｇｒｏｕｐ

丰富度指数

Ｒｉｃｈｎｅｓｓｉｎｄｅｘ

犛ｏｂｓ Ｃｈａｏ１

均匀度指数

Ｅｖｅｎｎｅｓｓｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎｅｖｅｎ Ｓｉｍｐｓｏｎｅｖｅｎ

多样性指数

Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ

覆盖度指数

Ｃｏｖｅｒａｇｅｉｎｄｅｘ

Ｃｏｖｅｒａｇｅ

ＺＴ ２９２±２７ ３８７±２３ ０．４５２±０．０２５ ０．０１９±０．００３ ２．５７±０．１８ ０．１８１±０．０３３ ０．９９８±０．００１

ＺＪ ９７±１２ １３７±２５ ０．２８７±０．０５４ ０．０２５±０．００７ １．３１±０．２６ ０．４３３±０．１４３ ０．９９９±０．００１

ＺＪ２ ６９±１４ ９２±１１ ０．３３７±０．０４７ ０．０４４±０．００５ １．４３±０．２６ ０．３４３±０．０７６ ０．９９９±０．００１

ＧＴ ３４９±３１ ４４５±３３ ０．４７６±０．０３５ ０．０２２±０．００８ ２．７８±０．１６ ０．１４２±０．０３７ ０．９９７±０．００１

ＧＪ １６２±４２ ２０９±３４ ０．３２２±０．０２３ ０．０１９±０．００７ １．６３±０．１５ ０．３５２±０．０８６ ０．９９９±０．００１

ＧＪ２ １７６±４４ ２３８±５８ ０．３０７±０．１４１ ０．０１８±０．００６ １．６１±０．７９ ０．３８６±０．２５５ ０．９９９±０．００１

２．５　真菌群落基本组成和结构分析

如图２所示，在门水平，发病烟株与健康烟株根

际土壤中的主要真菌为子囊菌门Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ、接合

菌门Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ和担子菌门Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ，所有

茎秆组织样品中的主要真菌为子囊菌门和担子菌

门。真菌种类上健康烟株与发病烟株各部位无显著

性差异，二者的差异主要集中于优势菌门的相对丰

度，不同组间各优势菌门相对丰度差异较大。

图２　不同样品中各真菌门的相对多度

犉犻犵．２　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲犪犫狌狀犱犪狀犮犲狅犳犲犪犮犺犳狌狀犵犪犾狆犺狔犾狌犿犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊犪犿狆犾犲狊

　　在属水平（图３），发病烟株根际土壤中的主要

真菌为被孢霉属犎犻狉狊狌狋犲犾犾犪、镰刀菌属犉狌狊犪狉犻狌犿、

犅狅犲狉犲犿犻犪、隐球菌属 犆狉狔狆狋狅犮狅犮犮狌狊、小画线壳属

犕狅狀狅犵狉犪狆犺犲犾犾犪、链格孢属犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪，相对丰度分别

为２８．６１％、２４．３８％、６．３４％、４．２８％、３．２０％、２．１０％；

发病烟株发病茎秆中的主要真菌为小画线壳属、隐

球菌属、犆狅狆狉犻狀狅狆狊犻狊、镰刀菌属，相对丰度分别为

３３．２５％、２２．１２％、１１．８２％、９．６４％；发病烟株病健

交界茎秆的主要真菌为隐球菌属、红酵母属

犚犺狅犱狅狋狅狉狌犾犪、小画线壳属、镰刀菌属、链格孢属，相

对丰度分别为３３．０９％、２５．５０％、１５．９７％、４．３２％、

２．７４％。健康烟株根际土壤中的主要真菌为镰刀菌

属、被孢霉属、隐球菌属、链格孢属、小画线壳属，相

对丰度分别为４２．０５％、２４．７０％、３．１３％、２．３１％、
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１．１５％；健康烟株茎秆中主要的真菌为隐球菌属、链

格孢属、红酵母属、小画线壳属，相对丰度分别为

３３．５２％、２４．４３％、４．８１％、１．１５％；与发病烟株病健

交界等高的健康烟株茎秆主要的真菌为镰刀菌属、

隐球菌属、链格孢属、红酵母属，相对丰度分别为

４５．４３％、２３．８６％、１９．９３％、２．２９％。

图３　不同样品中各真菌属的相对多度

犉犻犵．３　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲犪犫狌狀犱犪狀犮犲狅犳犲犪犮犺犳狌狀犵犪犾犵犲狀狌狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊犪犿狆犾犲狊

　　如图４所示，发病烟株根际土壤中独有的属共

６１个，主要有：节担菌属犠犪犾犾犲犿犻犪、光盖伞属犘狊犻犾狅

犮狔犫犲、犠犪狉犱狅犿狔犮狅狆狊犻狊、子囊壳属犆狅狀犻狅犮犺犪犲狋犪、被毛

孢属和壳二孢属犃狊犮狅犮犺狔狋犪等；健康烟株根际土壤

独有的属为４１个，主要有：犜狉犲犮犺犻狊狆狅狉犪、单端孢属

犜狉犻犮犺狅狋犺犲犮犻狌犿、犛犪狉狅犮犾犪犱犻狌犿、犆狅狀犾犪狉犻狌犿、拟青霉 属

犘犪犲犮犻犾狅犿狔犮犲狊和犆犾犪犱狅狉狉犺犻狀狌犿；二者共有的属共１４４

个，主要有：镰刀菌属、隐球菌属、犅狅犲狉犲犿犻犪、犆犾犪犱狅狆犺犻

犪犾狅狆犺狅狉犪、犘狊犲狌犱狅狕狔犿犪和犃狉狀犻狌犿等。发病烟株茎秆

组织独有的属共６８个，主要有：鬼伞属犆狅狆狉犻狀狅狆狊犻狊、

犆犾犪犱狅狆犺犻犪犾狅狆犺狅狉犪、犆犲狉犮狅狆犺狅狉犪、犆狅犱犻狀犪犲狅狆狊犻狊、犚犺犻

狕狅狆犺犪犵狌狊和犆狔狊狋狅犳犻犾狅犫犪狊犻犱犻狌犿等；健康烟株茎秆组织

独有的属有２５个，主要包含：犆狅狉犱狔犮犲狆狊、盾壳霉属

犆狅狀犻狅狋犺狔狉犻狌犿、枝孢属犆犾犪犱狅狊狆狅狉犻狌犿、犌狔犿狀狅狆狌狊、犅犻

狆狅犾犪狉犻狊和匍柄霉属犛狋犲犿狆犺狔犾犻狌犿等；二者共有的属为

５９个，包括：小画线壳属、隐球菌属、赤霉属犌犻犫犫犲狉犲犾

犾犪、红冬孢酵母属犚犺狅犱狅狊狆狅狉犻犱犻狌犿、红酵母属和链格孢

属等。发病烟株病健交界处组织独有的属为节担菌

属、犐犾狔狅狀犲犮狋狉犻犪、犠犪狉犱狅犿狔犮狅狆狊犻狊、犆犾犪犱狅狆犺犻犪犾狅狆犺狅狉犪、

犚犺犻狕狅狆犺犪犵狌狊和犆狔狊狋狅犳犻犾狅犫犪狊犻犱犻狌犿等８０个属；健康烟

株与发病茎秆处组织等高部位茎秆独有的属为犓犲狉

狀犻犪、枝孢属、平脐蠕孢属犅犻狆狅犾犪狉犻狊、可可毛色二孢

犔犪狊犻狅犱犻狆犾狅犱犻犪、犣犪狊犿犻犱犻狌犿和假丝酵母属犆犪狀犱犻犱犪等

９个属；二者共有的真菌属为：隐球菌属、红酵母属、小

画线壳属、镰刀菌属、曲霉菌属犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊和木霉属

犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪等５７个属。

图４　发病烟株与健康烟株不同部位真菌群落犞犲狀狀图

犉犻犵．４　犞犲狀狀犱犻犪犵狉犪犿狊狅犳犳狌狀犵犪犾犮狅犿犿狌狀犻狋犻犲狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犪狉狋狊狅犳狋犺犲犺犲犪犾狋犺狔狋狅犫犪犮犮狅狆犾犪狀狋狊犪狀犱狋犺犲

狋狅犫犪犮犮狅狆犾犪狀狋狊犻狀犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犫犪犮狋犲狉犻犪犾狑犻犾狋
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　　各样品前３０个属相对丰度热图如图５所示，通

过颜色的变化能直观表示出属相对丰度的高低。热

图上部样本层级聚类树表明，根际土壤与茎秆中真

菌群落结构与多样性存在显著性差异。本次试验的

１８个样本共聚集为４大类：健康烟株茎秆样本Ｊａ与

其余样本间差异最大，因此单独聚为一类；Ｊｅ、Ｊｂ、

Ｊｃ、Ｊ４和Ｊ１共５个样本聚集为一类；Ｊｄ、Ｊｆ、Ｔ３、Ｔ２、

Ｔａ、Ｔ１、Ｔｂ和Ｔｃ共８个样本聚集为一类；Ｊ５、Ｊ６、Ｊ２

和Ｊ３共４个样本聚集为一类。健康烟株与发病烟

株根际土壤样本间无明显差异，表明发病对根际土

壤真菌群落结构的影响较小。健康烟株与发病烟株

茎秆样本间存在显著差异，发病茎秆（Ｊ１除外）与健

康茎秆间的样本距离差异显著，病健交界茎秆（Ｊ４

除外）与健康茎秆间样本距离相差明显。因此青枯

病感染烟株后主要影响茎秆部位真菌群落结构及多

样性，而对于根际土壤真菌的影响程度较小。

图５　不同样品中各真菌属的相对多度热图

犉犻犵．５　犎犲犪狋犿犪狆狅犳狋犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲犪犫狌狀犱犪狀犮犲狅犳犲犪犮犺犳狌狀犵犪犾犵犲狀狌狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊犪犿狆犾犲狊

３　讨论

本文数据质控分析中，发病组９个样品获得高

质量序列片段数目高于健康烟株组９个样品，表明

发病后烟株根际土壤和茎秆中真菌的数目大于健康

烟株对应部位。所有扩增样品产物长度为２４９～

２５４ｂｐ，略高于ＩＴＳ１ＩＴＳ２区域的实际长度。病害

的发生与植株各部位微生物群落结构密切相关，微

生物群落结构健康稳定，即病原菌少，有益菌多，微

生物多样性高，能够一定程度上阻止或延缓病害的

侵染［２６］。此结论往往是基于健康的环境或植物体

而言。本研究所用部分样品取自发病严重的烟株，

因此ＯＴＵ聚类分析中发病后烟株根际土壤、发病

茎秆组织及病健交界处茎秆组织３个部位真菌种类

及数量均明显增加，其中茎秆病健交界处组织真菌

种类增加最多，其次为发病茎秆组织，根际土壤中真

菌种类增加最少。Ａｌｐｈａ多样性分析表明，发病烟

株各部位样品真菌丰富度、均匀度和多样性均高于

健康烟株对应部位样品。与真菌种类增加趋势相

同，真菌群落中物种多样性同样为病健交界茎秆的

增幅最大而根际土壤增幅最小。造成这种结果的原

因可能为，劳尔氏菌的侵染可能破坏烟株各部位的
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正常组织，从而降低了烟株对真菌的防御能力，使更

多外界环境中的真菌侵入烟株。因此，发病后烟株

各部位外来真菌多样性逐渐增加。

青枯病的发生导致烟株根际土壤子囊菌门相对

丰度显著降低，接合菌门和担子菌门相对丰度显著

增加；发病茎秆组织子囊菌门相对丰度增加，担子菌

门相对丰富降低，而病健交界处茎秆组织样品的子

囊菌门降低，担子菌门增加。宋旭红等发现感染根

腐病后黄连根际土壤中子囊菌门、担子菌门和壶菌

门的相对丰度显著高于健株土壤［２７］，而本研究则是

子囊菌门相对丰度降低而担子菌门相对丰度增加，

这可能与研究对象及致病菌的差异有关。属水平

上，烟草根际土壤的优势真菌为镰刀菌属和被孢霉

属，该结果与武俊男等［２８］对长期不同施肥处理的黑

土真菌群落研究的结果存在差异。发病后烟株根际

土壤中除镰刀菌属外其余主要菌属相对丰度均有增

加，其中犅狅犲狉犲犿犻犪在健康烟株根际土壤中相对丰度

小于１％，而发病后相对丰度增加到６．３４％。文朝

慧等［２９］进行甘肃省马铃薯坏疽病病原鉴定后首次

发现犅狅犲狉犲犿犻犪犳狅狏犲犪狋犪可引起马铃薯坏疽病，因此

推测犅狅犲狉犲犿犻犪可能为烟草上的真菌致病菌，其致病

性有待进一步研究。发病茎秆中镰刀菌属、小画线

壳属和犆狅狆狉犻狀狅狆狊犻狊显著增加，隐球菌属和链格孢属

相对丰度显著降低。病健交界茎秆中镰刀菌属、链

格孢属相对丰度显著降低，隐球菌属、红酵母属和小

画线壳属相对丰度显著增加。青枯病的侵染对烟株

各部位真菌群落组成的影响不尽相同，可能由于各

部位的抗性差异，致使外源真菌对发病烟株不同部

位的侵染出现差异。

本研究的结果显示，同一样品组的３个样品间

真菌群落结构与多样性差异较大，个别组样品的组

内差异甚至大于组间的差异。微生物群落结构与多

样性受多种因素影响，包括气候条件、土壤类型、人

类活动以及营养条件等［３０３１］。本研究所取样品均来

自大田，即使同一块田地每株烟的生长环境不尽相

同，因此导致本研究中同类样本组内差异较大。虽

然同组样本存在一定差异，但发病烟株各部位真菌

群落的总体变化趋势一致，能够反映田间感染青枯

病烟株不同部位真菌群落结构及多样性的变化情

况。笔者前期研究健康与感染青枯病烟株不同部位

细菌群落结构与多样性时发现，烟株感染青枯病后

根际土壤细菌群落结构的变化大于发病茎秆组织和

病健交界处茎秆组织，而本文根际土壤真菌群落变

化小于茎秆样本。为何真菌与细菌对于青枯病的侵

染在不同部位表现出截然相反的变化趋势，相关问

题有待进一步研究。
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