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黄连根腐病发生与根际土壤、根茎内生、
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摘要　为了探讨细菌群落结构与黄连根腐病发生的关系，本文分析了两个不同地点健康和染病黄连的根茎、叶内生

细菌和根际土壤细菌的组成和差异。结果显示，黄连根茎、叶片和根际土壤样品中根际土壤细菌群落多样性最丰

富，根茎内生菌次之。在所有样品中，主要的优势菌门为变形菌门Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、放线菌门Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、拟杆菌

门Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ和绿弯菌门Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ。相较于健康黄连组样品，染病黄连根际土壤、根茎和叶片样品中多个菌属

细菌相对丰度发生显著改变，如犞犻犫狉犻狅狀犻犿狅狀犪狊，乳杆菌属犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊和鞘氨醇单胞菌属犛狆犺犻狀犵狅犿狅狀犪狊等，表明

可能与黄连根腐病的发生有一定关联。此外，ＲＤＡ分析表明，伯克氏菌属犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪、全噬菌属犎狅犾狅狆犺犪犵犪和雷

尔氏菌属犚犪犾狊狋狅狀犻犪与黄连根际土壤有机质、有效氮、ｐＨ有显著相关性。本研究分析了两个不同地点的健康和染

病黄连根际、叶片内生细菌和根际土壤细菌群落结构差异，为综合分析黄连根腐病的成因和机制提供了参考。
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　　黄连犆狅狆狋犻狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊为毛茛科Ｒａｎｕｎｃｕｌａｃｅａｅ

黄连属犆狅狆狋犻狊多年生草本植物，以根茎入药，具有

广泛抗菌、抗病毒和抗氧化作用［１］。此外，黄连常用

作糖尿病降糖和抗肿瘤的药物［２］。最新研究表明，

黄连解毒汤中的活性物质能通过多靶点、多通路治

疗新型冠状病毒肺炎［３］。恩施土家族苗族自治州是

黄连的主产区之一，总种植面积在５０００ｈｍ２左右，

总产量２６００ｔ
［４］。然而，随着种植规模的不断扩大

和连续多年栽培导致利川等地黄连不明原因根腐病

发生严重，造成大面积减产甚至绝收，严重影响了黄

连的产量、质量和农户的种植热情。有报道称镰刀

菌犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐｐ．是黄连根腐病病原真菌之一
［５］，

本文前期研究分离到耧斗菜茎点霉犘犺狅犿犪犪狇狌犻犾犲

犵犻犻犮狅犾犪为病原真菌之一。黄连根腐病病原菌种类

多，具体病因复杂，防控难度较大。

近年来，众多研究表明根际土壤微生物区系变

化是影响中药材种植连作障碍的重要因素［６］，微生

物在土壤 根际 植物之间形成了一个植物与环境相

联系的动态组合，而根际微生物组成和多样性的改

变会影响土壤微生态功能，破坏土壤 根际 植物之

间的微生物动态平衡，间接影响作物生长［７］。相关

研究表明，植物在受到病原菌侵染后，植物根际土

壤、茎秆以及叶际微生物群落结构都会发生变化。

刘海洋等［８］对黄萎病棉田土壤真菌群落结构分析发

现，重病棉田土壤真菌ＯＴＵ数量、丰度均高于轻病

或无病田，而真菌多样性降低。罗路云等［９］报道，南

瓜叶际细菌群落α多样性随着叶片白粉病病情等级

的增加呈现出先降低后升高的趋势。本研究采用Ｉｌ

ｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ高通量测序技术对两个不同地点的健

康、染病黄连的根茎、叶片内生细菌和根际土壤细菌

的组成及多样性进行分析，为进一步分析黄连根腐

病成因和发生机制提供理论依据，这对黄连产业的

健康可持续发展具有十分重要的意义。

１　材料与方法

１．１　样品采集

所有样品于２０１９年１０月采集于恩施州利川市

箭竹溪镇黄连种植基地（３０°２２′Ｎ，１０８°３５′Ｅ，海拔

１３００ｍ）。样品采集自两个不同地点，两地距离在

３ｋｍ以上。共分为１２组：１）大道角村健康黄连根

际土壤组，编号ＤＪＴ；２）大道角村根腐病黄连根际土

壤组，编号ＤＢＴ；３）大道角村健康黄连根茎组，编号

ＤＪＧ；４）大道角村根腐病黄连根茎组，编号ＤＢＧ；

５）大道角村健康黄连叶片组，编号ＤＪＹ；６）大道角村

根腐病黄连叶片组，编号ＤＢＹ；７）板厂坪村健康黄

连根际土壤组，编号ＢＪＴ；８）板厂坪村根腐病黄连根

际土壤组，编号ＢＢＴ；９）板厂坪村健康黄连根茎组，

编号ＢＪＧ；１０）板厂坪村根腐病黄连根茎组，编号

ＢＢＧ；１１）板厂坪村健康黄连叶片组，编号ＢＪＹ；１２）板

厂坪村根腐病黄连叶片组，编号ＢＢＹ。分别在同一

垄的５个不同位置取样混合均匀为一个样品，取地

下５～１０ｃｍ左右的根际土壤，根茎样品和叶片样品

在取样之后立即用７５％乙醇进行表面消毒，每组样

品分别在不同位置采集３个样品为试验重复。样品

装入无菌５０ｍＬ离心管中，低温运输至实验室，在

４℃条件下储藏备用。

１．２　土壤养分检测

速效氮测定采用凯氏定氮仪法［１０］，速效磷测定

采用Ｂｒａｙ法
［１１］，速效钾测定采用醋酸铵 原子吸收

光谱仪法［１２］，ｐＨ测定采用点位法
［１３］，全氮采用凯

氏法［１４］，全磷采用碱熔法［１５］，全钾采用火焰原子吸

收法［１６］。

１．３　样品总犇犖犃提取和犘犆犚扩增

采用ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ（ＭＯＢＩＯ，

美国）提取根际土壤样品微生物总ＤＮＡ。根茎和叶

片剪碎液氮处理磨碎后，采用ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ ＤＮＡ

ＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ提取总ＤＮＡ。同时采用Ｎａｎｏｄｒｏｐ对

ＤＮＡ进行定量，并通过１．２％琼脂糖凝胶电泳检测

ＤＮＡ 质量。采用通用引物 ３３８Ｆ（５′ＡＣＴＣ

ＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ３′）和８０６Ｒ（５′ＧＧＡＣ

ＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ３′）对１６ＳｒＤＮＡ的Ｖ３

～Ｖ４区进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ扩增采用全式金公

司的Ｐｆｕ高保真ＤＮＡ聚合酶，并严格控制扩增循环

数，使循环数尽可能低的同时，也保证同一批样本的

扩增条件一致。ＰＣＲ产物采用 ＶａｚｙｍｅＶＡＨＴ

ＳＴＭＤＮＡＣｌｅａｎＢｅａｄｓ试剂盒进行磁珠纯化回收。

１．４　文库制备与上机测序

采用Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的ＴｒｕＳｅｑＮａｎｏＤＮＡＬＴ

ＬｉｂｒａｒｙＰｒｅｐＫｉｔ制备测序文库。构建好的文库经

检测合格后，使用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ平台测序，委托上

海派森诺生物科技股份有限公司完成。

１．５　测序数据处理和犗犜犝聚类分析

采用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ平台对群落ＤＮＡ片段进

行双端（ｐａｉｒｅｄｅｎｄ）测序，运用 ＱＩＩＭＥ软件（Ｑｕａｎ

ｔｉｔａｔｉｖｅＩｎｓｉｇｈｔｓＩｎｔｏＭｉｃｒｏｂｉａｌＥｃｏｌｏｇｙ，ｖ１．８．０，ｈｔ

ｔｐ：∥ｑｉｉｍｅ．ｏｒｇ／）识别疑问序列，采用ＵＳＥＡＲＣＨ

（ｖ５．２．２３６，ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ／ｕｓｅａｒｃｈ／）检
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查并剔除嵌合体序列，获得每个样品的有效序列。

采用ＵＣＬＵＳＴ序列比对工具对前述获得的序列按

９７％的序列一致性进行归并和 ＯＴＵ（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ

ｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ）划分，并选取每个 ＯＴＵ 中丰度最

高的序列作为该ＯＴＵ的代表序列。将丰度值低于

全体样本测序总量０．００１％（十万分之一）的 ＯＴＵ

去除，并将去除了稀有ＯＴＵ 的丰度矩阵用于后续

的一系列分析。

１．６　菌群组成及差异分析

使用ＱＩＩＭＥ软件和Ｒ软件，获取每个样本在

门和属水平的物种组成和丰度分布情况，并绘制成

柱状图。根据所有样本在属水平的物种组成及丰度

信息，选取丰度排名前５０的属，根据其在每个样本

中的丰度信息，从物种和样本２个层面进行聚类，采

用Ｒ软件制作热图。通过Ｒ软件，对属水平的群落

组成结构进行主成分分析（ＰＣＡ），并且以二维图像

描述样本间的自然分布特征。使用 Ｍｏｔｈｕｒ软件，

调用 Ｍｅｔａｓｔａｔｓ的统计学算法，对门和属水平的各

个分类单元在组之间的序列量（即绝对丰度）差异进

行两两比较检验。

１．７　不同样品细菌组成的犖犕犇犛分析

非量度多维尺度分析（ＮＭＤＳ）是通过对样本距

离矩阵作降维分解，简化数据结构，从而在特定距离

尺度下描述样本的分布特征。与ＰＣＡ分析不同，

ＮＭＤＳ分析不依赖于特征根和特征向量的计算，而

是通过对样本距离进行等级排序，使样本在低维空

间中的排序尽可能符合彼此之间的相似距离的远近

关系（而非确切的距离数值）。因此，ＮＭＤＳ分析不

受样本相似距离数值的影响，仅考虑彼此之间的大

小关系，对于结构复杂的数据，排序结果可能更稳

定。ＮＭＤＳ是距离值的秩次（数据排名）信息的评

估，图形上样本信息仅反映样本间数据秩次信息的

远近，而不反映真实的数值差异，横纵坐标轴并无权

重意义，横轴不一定比纵轴更加重要。ＮＭＤＳ整体

降维效果由 （Ｓｔｒｅｓｓ）进行判断。ＮＭＤＳ结果的应力

值越小越好，一般认为当该值小于０．２时，ＮＭＤＳ

分析的结果较可靠。

１．８　细菌多样性和群落结构与环境因子的关系

分析

　　细菌群落结构和环境因子的关联性采用Ｒ

软件 包 进 行 冗 余 分 析 （ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙａｎａｌｙｓｉｓ，

ＲＤＡ）。ＲＤＡ分析是将样本和环境因子反映在同

一个二维排序图上，箭头连线之间的夹角表示相

关性，锐角为正相关，钝角为负相关。夹角越小，

相关性越高。

１．９　数据统计与分析

采用Ｅｘｃｅｌ２０１９和Ｐｒｉｓｍ６．０对数据进行统计

分析和差异显著性检验（狋ｔｅｓｔ，犘＜０．０５）。

２　结果与分析

２．１　健康黄连和根腐病黄连根际土壤养分变化

如表１所示，２个不同地点健康黄连根际土壤

ｐＨ显著高于根腐病黄连根际土壤（犘 ＜０．０５），此

外，健康黄连根际土壤有机质、碱解氮、速效磷、全

磷、全氮均显著高于根腐病黄连根际土壤（犘＜

０．０５）。但是速效钾和全钾含量在２个不同地点表

现不一致，在大道角村样品中根腐病黄连根际土壤

速效钾含量显著高于健康黄连根际土壤（犘＜

０．０５），全钾含量没有显著差异。板厂坪村样品中根

腐病黄连根际土壤速效钾含量和全钾含量均显著低

于健康黄连根际土壤（犘＜０．０５）。这表明土壤ｐＨ、

有机质、碱解氮、速效磷、全磷、全氮含量可能与黄连

根腐病发生有一定联系。

２．２　健康黄连和根腐病黄连根际土壤、根茎、叶片

样品的α多样性分析

　　对健康黄连和根腐病黄连根际土壤、根茎、叶片

样品采用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ平台进行高通量测序，去

噪后用于后续分析的有效序列共６０８２０９３条，各样

品序列信息详见表２。

表１　不同黄连样品根际土壤养分１
）

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狀狌狋狉犻犲狀狋狊犻狀狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犆狅狆狋犻狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊狊犪犿狆犾犲狊

采集地

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ

取样部位

Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｌｏｃａｔｉｏｎ

ｐＨ

有机质／ｇ·ｋｇ－１

Ｏｒｇａｎｉｃ

ｍａｔｔｅｒ

碱解氮／ｍｇ·ｋｇ－１

Ａｖａｉｌａｂｌｅ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ

速效磷／ｍｇ·ｋｇ－１

Ａｖａｉｌａｂｌｅ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

大道角村 Ｄａｄａｏｊｉａｏｖｉｌｌａｇｅ 染病黄连 （４．７３±０．０２５）ｄ （１７．９４±０．６８８）ｂ （６４．７４±１．３３５）ｄ （１０５．２３±２．１４７）ｂ

健康黄连 （４．８０±０．０２１）ｃ （１９．１１±０．２０３）ａ （７１．８５±３．３５９）ｃ （１３７．９６±０．９４１）ａ

板厂坪村 Ｂａｎｃｈａｎｇｐｉｎｇｖｉｌｌａｇｅ 染病黄连 （４．９１±０．０２１）ｂ （１５．８１±０．３４１）ｃ （８７．４３±１．５４１）ｂ （３１．０４±０．３３２）ｄ

健康黄连 （５．１８±０．０２５）ａ （１８．２７±０．６１１）ａｂ （１５２．３９±３．３５９）ａ （７０．１３±１．６５７）ｃ
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续表１　犜犪犫犾犲１（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

采集地

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ

取样部位

Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｌｏｃａｔｉｏｎ

速效钾／ｍｇ·ｋｇ－１

Ａｖａｉｌａｂｌｅ

ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

全氮／％

Ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ

全磷／％

Ｔｏｔａｌ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

全钾／％

Ｔｏｔａｌ

ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

大道角村 Ｄａｄａｏｊｉａｏｖｉｌｌａｇｅ 染病黄连 （１４６．９５±０．７３８）ｃ （０．１２±０．００５）ｂ （０．１１±０．００１）ｂ （２．２９±０．０４３）ａ
健康黄连 （１２８．２３±１．２２４）ｄ （０．１３±０．００２）ａ （０．１５±０．００１）ａ （２．２３±０．０３６）ａ

板厂坪村 Ｂａｎｃｈａｎｇｐｉｎｇｖｉｌｌａｇｅ 染病黄连 （１５１．２１±０．７３８）ｂ （０．１２±０．００２）ｂ （０．０５±０．００１）ｄ （２．０８±０．０１０）ｃ
健康黄连 （２１７．７２±１．２７９）ａ （０．１４±０．００２）ａ （０．０６±０．００１）ｃ （２．１２±０．０２０）ｂ

　１）表中同列不同小写字母表示经ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件中的多重狋测验分析样品间差异显著（犘＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｙｍｕｌｔｉｐｌｅ狋ｔｅｓｔｏｎＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ．

表２　不同黄连样品序列信息

犜犪犫犾犲２　犛犲狇狌犲狀犮犲犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犆狅狆狋犻狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊狊犪犿狆犾犲狊

采集地

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ

取样部位

Ｓａｍｐｌｉｎｇｌｏｃａｔｉｏｎ

原始序列数／条

Ｉｎｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｅ

净化序列数／条

Ｆｉｌｔｅｒｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

有效序列数／条

Ｄｅｎｏｉｓｅｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ

平均长度／ｂｐ

Ａｖｅｒａｇｅ

ｌｅｎｇｔｈ

大道角村

Ｄａｄａｏｊｉａｏｖｉｌｌａｇｅ

健康黄连根际土壤 ６０４８４８ ５６７８５６ ５５００９７ ４１５

染病黄连根际土壤 ５４０９２９ ５０９４８６ ４９０２２８ ４１３

健康黄连根茎 ６０５５３８ ５６４７１３ ５５７１３１ ４１４

染病黄连根茎 ５４１６６５ ４９９２５０ ４８９９６２ ４１０

健康黄连叶片 ５１４７７６ ４８３０７１ ４８１３２７ ４１１

染病黄连叶片 ４８２８０８ ４５２９１８ ４４９２８４ ４１２

板厂坪村

Ｂａｎｃｈａｎｇｐｉｎｇｖｉｌｌａｇｅ

健康黄连根际土壤 ５９２３５８ ５５８０４０ ５４１４８３ ４１４

染病黄连根际土壤 ５４６９１８ ５１０７３３ ４８８７０２ ４１３

健康黄连根茎 ５０９４３５ ４７７０７３ ４７３５９６ ４１０

染病黄连根茎 ５５１７１４ ５１０７９６ ５０２７９９ ４１２

健康黄连叶片 ５５５６４８ ５２３１８６ ５２１９２９ ４１１

染病黄连叶片 ５８９３４２ ５３７３９８ ５３５５５５ ４１２

　　对所有样品细菌α多样性指数进行分析表明，

根腐病黄连根际土壤、根茎、叶片样品的丰富度指

数（ｏｂｓｅｒｖｅｄｓｐｅｃｉｅｓ，Ｃｈａｏ１）普遍高于对应的健康

黄连样品，仅根际土壤样品无显著差异，这表明根

腐病黄连根茎、叶片样品的丰富度高于对应的健康

黄连样品。从种群多样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ和Ｓｉｍｐ

ｓｏｎ）的差异可以看出，根腐病黄连根际土壤、根茎、

叶片样品与对应的健康黄连样品细菌种群多样性

指数差异并不明显，有病样高于健康样品，也有健

康样品高于根腐病样，多数没有显著差异（表３）。

总体上看，根际土壤样品种群丰富度和多样性大于

根茎样品，根茎样品种群丰富度和多样性大于叶片

样品。

２．３　测序深度和犗犜犝聚类分析

测序结果经稀释曲线（ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅ）检查

显示合理，１２组共３６个样品测序结果中包含了大

多数细菌类群，测序深度覆盖了试验样品中所有测

序对象，基本可以反映样品中绝大多数的细菌多样

性信息。从花瓣图可以看出，黄连根际土壤细菌群

落丰富度最高，均在８００～１０００个ＯＴＵｓ，其次是根

茎样品，约有３００～６００个ＯＴＵｓ，黄连叶片样品细

菌群落丰富度最低，均在１００～３００个ＯＴＵｓ（图１）。

此外，１２组样品共有的ＯＴＵ只有４个，这说明各个

样品间细菌群落组成相差较大。

表３　不同黄连样品的α多样性指数１
）

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犪犾狆犺犪犱犻狏犲狉狊犻狋狔犻狀犱犲狓狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犆狅狆狋犻狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊狊犪犿狆犾犲狊

采集地

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ｓｉｔｅ

取样部位

Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｌｏｃａｔｉｏｎ

Ｃｈａｏ１ Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｓｈａｎｎｏｎ
均匀度／％

Ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ

覆盖度／％

Ｃｏｖｅｒａｇｅ

大道角村

Ｄａｄａｏｊｉａｏ

ｖｉｌｌａｇｅ

健康黄连根际

土壤
（５５７４．３５±２７３．８８）ａ （１．００±０．０００１７）ａ （１０．５７±０．０８）ａ （８５．５０±０．１７）ａ （９９．３９±０．０６）ａ

染病黄连根际

土壤
（５９５３．３４±８３６．０５）ａ （１．００±０．０００４４）ａ （１０．６９±０．２３）ａ （８５．７１±０．５０）ａ （９９．４２±０．１８）ａ

健康黄连根茎 （１７２８．７２±１９１．９１）ｂ （０．９６±０．００１１４）ｂ （７．１９±０．０７）ｂ （６７．２３±０．４０）ｂ （９９．７１±０．１０）ａ
染病黄连根茎 （２６５６．３６±１１３．７２）ａ （０．９９±０．０００１２）ａ （９．２１±０．０３）ａ （８１．３２±０．０２）ａ （９９．５８±０．１０）ａ
健康黄连叶片 （２９２．８３±２６．６５）ｂ （０．９８±０．００１２３）ａ （６．８２±０．０２）ａ （８３．９４±０．８３）ａ （９８．８１±０．４３）ａ
染病黄连叶片 （３９３．７３±２７．９９）ａ （０．９５±０．０００１８）ｂ （５．６１±０．０２）ｂ （７０．８４±０．１８）ｂ （９６．４５±０．２５）ｂ
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续表３　犜犪犫犾犲３（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

采集地

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ｓｉｔｅ

取样部位

Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｌｏｃａｔｉｏｎ

Ｃｈａｏ１ Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｓｈａｎｎｏｎ
均匀度／％

Ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ

覆盖度／％

Ｃｏｖｅｒａｇｅ

板厂坪村

Ｂａｎｃｈａｎｇｐｉｎｇ

ｖｉｌｌａｇｅ

健康黄连根际

土壤
（６１１８．２２±３２９．７６）ａ　 （０．９９８３±０．０００１９）ａ （１０．８２±０．０９）ａ　 （８６．５５±０．３３）ａ （９９．３６±０．１０）ｂ

染病黄连根际

土壤
（６２６１．９３±７８３．８５）ａ　（０．９９７８±０．０００１９）ｂ （１０．８８±０．１３）ａ　 （８６．５４±０．２３）ａ （９９．５４±０．１３）ａ

健康黄连根茎 （８７３．８８±３１．６７）ｂ （０．９８８５±０．０００６１）ａ （７．８８±０．０４）ｂ （８０．９１±０．３４）ａ （９９．６８±０．０５）ａ
染病黄连根茎 （２１２８．９７±６７．３６）ａ　 （０．９８７２±０．０００３６）ｂ （８．３９±０．０４）ａ （７７．９６±０．１３）ｂ （９７．７０±０．１１）ｂ
健康黄连叶片 （１０９．７３±２０．８３）ｂ （０．９６２９±０．００５３２）ｂ （５．６７±０．２０）ｂ （８４．４５±１．４７）ａ （９８．８３±０．８９）ａ
染病黄连叶片 （２４０．７８±１２．５３）ａ （０．９７５５±０．００１２４）ａ （６．４２±０．０１）ａ （８４．９９±０．５６）ａ （９３．８２±０．５９）ｂ

　１）表中数据为平均值±ＳＥ。不同小写字母表示相同地点和取样部位的病健样品间经ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件中的狋测验α多样性指数差异显

著（犘＜０．０５）。

Ｔｈｅｄａｔａｉｎｔｈｅｔａｂｌｅａｒｅｍｅａｎ±ＳＥ．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｈｅａｌｔｈｙａｎｄｉｎｆｅｃｔｅｄｓａｍｐｌｅｓ

ｆｒｏｍｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅａｎｄｓａｍｐｌｉｎｇｌｏｃａｔｉｏｎ（犘＜０．０５）．Ｔｈｅｓｅｄａｔａａｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙ狋ｔｅｓｔｏｎＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ．

图１　不同黄连样品１６犛狉犇犖犃测序的犗犜犝花瓣图

犉犻犵．１　犗犜犝狆犲狋犪犾犿犪狆狅犳１６犛狉犇犖犃狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犆狅狆狋犻狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊狊犪犿狆犾犲狊

　
２．４　不同样品的细菌物种组成

如图２所示，根际土壤、根茎和叶片样品细菌组

成在门水平上的丰富度差异较大，根际土壤样品相

对丰度前５的菌群依次为变形菌门Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

（２７．９４％ ～４８．４３％）、酸 杆 菌 门 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ

（１１．４５％ ～２６．７８％）、放线菌门 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

（８．０８％～１３．１７％）、绿弯菌门Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ（４．１４％

～１６．５２％）、拟杆菌门 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（４．４４％ ～

７．７１％）；根茎样品相对丰度前５的菌群依次为变形

菌门（６２．６６％～７４．１８％）、放线菌门（１０．４３％～

１８．４７％）、拟杆菌门（４．２０％～９．９０％）、酸杆菌门

（１．７５％～３．０５％）、绿弯菌门（０．２６％～１．２９％）；叶

片样品相对丰度前５的菌群依次为变形菌门

（６４．１５％ ～８８．０５％）、放 线 菌 门 （０．７３％ ～

２１．１２％）、拟杆菌门（６．４９％～２１．１２％）、绿弯菌门

（０．２６％～１．２９％）、厚壁菌门Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（０．２３％～

７．０２％）。相同地点相同部位根腐病和健康黄连样

品相比较，细菌菌群组成差异不明显，但各菌门相对

丰度差异明显，如大道角村根腐病黄连根际土壤样

品较健康黄连根际土壤样品变形菌门丰度显著上

升，酸杆菌门和绿弯菌门丰度显著下降（犘＜０．０５）。

为了更直观地展示所有根腐病和健康黄连样品

细菌群落结构的差异，根据所有样品在属水平上细

菌群落结构差异，绘制了相对丰度前２０属的相对丰

度堆积图。如图３所示，各样品属水平细菌组成差

异较大，其中土壤样品细菌多样性更丰富，前２０属

细菌相对丰度仅占１０％左右。其次为黄连根茎样

品，前２０属细菌相对丰度占４０％左右。黄连叶片

样品细菌多样性最差，前２０属细菌相对丰度占

７０％左右。土壤样品、根茎样品和叶片样品之间细

菌组成差异明显，而土壤样品、根茎样品和叶片样品

内部差异较小。黄连根际土壤样品细菌组成复杂多
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样，相对丰度较高的属为全噬菌属犎狅犾狅狆犺犪犵犪、嗜

酸栖热菌属犃犮犻犱狅狋犺犲狉犿狌狊、犘狊犲狌犱狅犾犪犫狉狔狊和鞘氨醇

单胞菌属犛狆犺犻狀犵狅犿狅狀犪狊等。黄连叶片样品细菌组

成最简单，相对丰度较高的属为甲基杆菌属犕犲狋犺狔

犾狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿、鞘氨醇单胞菌属、雷尔氏菌属犚犪犾狊狋狅

狀犻犪和薄层菌属犎狔犿犲狀狅犫犪犮狋犲狉等。黄连根茎样品

细菌组成与叶片样品比较相似，相对丰度较高的属

为鞘氨醇单胞菌属、伯克氏菌属犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪、慢生

根瘤菌属犅狉犪犱狔狉犺犻狕狅犫犻狌犿和异根瘤菌属犃犾犾狅狉犺犻

狕狅犫犻狌犿。

图２　不同黄连样品的门水平细菌组成

犉犻犵．２　犅犪犮狋犲狉犻犪犾犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀犪狋狋犺犲狆犺狔犾狌犿犾犲狏犲犾狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犆狅狆狋犻狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊狊犪犿狆犾犲狊

　

图３　不同黄连样品的属水平细菌堆积图

犉犻犵．３　犜犺犲犫犪犮狋犲狉犻犪犾犪犮犮狌犿狌犾犪狋犻狅狀犱犻犪犵狉犪犿犪狋狋犺犲犵犲狀狌狊犾犲狏犲犾狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犆狅狆狋犻狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊狊犪犿狆犾犲狊
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２．５　不同样品细菌组成差异性及与根腐病发生关

联性分析

　　为进一步分析各细菌群落与黄连根腐病发生的

关系，选取相对丰度前１０的细菌群落分析各处理间

细菌群落的差异与黄连根腐病发生的关联。如图４

所示，健康黄连样品与染病黄连样品的部分细菌菌

图４　不同黄连样品的属水平细菌相对丰度差异

犉犻犵．４　犜犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀犮犲狊犻狀狋犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲犪犫狌狀犱犪狀犮犲狊狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犪狋狋犺犲犵犲狀狌狊犾犲狏犲犾犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犆狅狆狋犻狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊狊犪犿狆犾犲狊
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群相对丰度差异明显。在两个不同地点根际土壤样

品中，全噬菌属和犘狊犲狌犱狅犾犪犫狉狔狊的相对丰度均为染

病黄连根际土壤样品高于健康黄连根际土壤样品

（图４ａ）；在两个不同地点黄连叶片样品中，犞犻犫狉犻狅狀

犻犿狅狀犪狊和乳杆菌属犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊的相对丰度均为

染病黄连叶片样品低于健康黄连叶片样品，鞘氨醇

单胞菌属的相对丰度均为染病黄连叶片样品高于健

康黄连叶片样品（图４ｂ）；在两个不同地点黄连根茎

样品中，伯克氏菌属的相对丰度均为染病黄连根茎

样品低于健康黄连根茎样品，慢生根瘤菌属和贪噬

菌属犞犪狉犻狅狏狅狉犪狓的相对丰度均为染病黄连根茎样

品高于健康黄连根茎样品（图４ｃ）。而其他菌属在两

地不同样品中的差异不一致。两组样品染病组症状

相同，因此推测在大道角村和板厂坪村健康黄连根

际土壤样品和染病黄连根际土壤样品中相对丰度变

化趋势相同的菌群更有可能与黄连根腐病发生有一

定关联。

图５　不同黄连样品犖犕犇犛二维排序图

犉犻犵．５　犜狑狅犱犻犿犲狀狊犻狅狀犪犾狊犲狇狌犲狀犮犲犖犕犇犛犱犻犪犵狉犪犿狅犳

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犆狅狆狋犻狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊狊犪犿狆犾犲狊

２．６　不同样品细菌组成的犖犕犇犛分析

如图５所示，总体上看所有样品大致聚集于３

个区域，分别为大道角的根际土壤和根茎样品、板厂

坪的根际土壤和根茎样品、两地的黄连叶片样品。

两地黄连根际土壤和根茎样品分布较为集中，而与

叶片样品距离较远，说明黄连根际土壤样品细菌群

落与根茎样品细菌群落亲缘关系较近，根茎样品细

菌群落中部分菌群可能直接来源于根际土壤。相同

地点相同部位不同染病状态的样品区分不明显，而

不同采样地点的样品区分明显，这表明地域因素对

黄连细菌群落组成影响较大，是影响黄连各样品细

菌群落组成的主要因素。而是否染病对样品细菌群

落组成的影响相对较小。

２．７　细菌多样性和群落结构与环境因子的关系

利用ＲＤＡ分析不同地点健康黄连和染病黄连

根际土壤细菌主要差异菌群与土壤环境因子之间的

关系，结果如图６所示，黄连根际土壤中土壤有效氮

和ｐＨ与伯克氏菌属犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪、全噬菌属犎狅犾

狅狆犺犪犵犪、雷尔氏菌属犚犪犾狊狋狅狀犻犪和鞘氨醇单胞菌属

犛狆犺犻狀犵狅犿狅狀犪狊显著正相关。黄连根际土壤中有机

质含量与嗜酸栖热菌属犃犮犻犱狅狋犺犲狉犿狌狊显著相关。

图６　黄连根际土壤细菌群落与环境因子的犚犇犃图

犉犻犵．６　犚犇犃狅狉犱犻狀犪狋犻狅狀犵狉犪狆犺犳狅狉狋犺犲犫犪犮狋犲狉犻犪犾犮狅犿犿狌狀犻狋狔犪狀犱

犲狀狏犻狉狅狀犿犲狀狋犪犾犳犪犮狋狅狉狊犻狀狉犺犻狕狅狊狆犺犲狉犲狊狅犻犾狊狅犳犆狅狆狋犻狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊

　

３　讨论

黄连根际土壤样品中细菌群落主要为变形菌

门、酸杆菌门、放线菌门和绿弯菌门，这一结果与前

人关于土壤细菌群落结构的测序分析结果相

同［１７１８］。但与宋旭红等［１９］所测石柱县黄连根际土

壤微生物结果不尽相同，这可能是因为采样地点的

差异造成的。微生物种群的丰富度和多样性在土壤
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质量、功能和土壤生态系统的可持续发展中发挥着

重要作用［２０］。在一定程度上，土壤微生物群落结构

的变化可以反映出土壤质量的变化。有研究表明，

土壤微生物种群丰富度和多样性的降低可能与连作

障碍［２１］和植株抗病能力［１８］有一定关系。本研究中，

健康黄连根际土壤样品与感染根腐病黄连土壤样品

细菌群落多样性并没有显著差异，但健康黄连根际

土壤样品与感染根腐病黄连土壤样品的部分菌群的

相对丰度存在明显差异。在门水平上，酸杆菌门和

绿弯菌门在健康黄连根际土壤样品中相对丰度显著

高于感染根腐病黄连土壤样品，变形菌门和拟杆菌

门在健康黄连根际土壤样品中相对丰度显著低于感

染根腐病黄连土壤样品。从黄连根标土壤、根茎和

叶片样品中相对丰度前１０的属来看，全噬菌属、慢

生根瘤菌属和贪噬菌属等的相对丰度与黄连根腐病

的发生呈正相关。犞犻犫狉犻狅狀犻犿狅狀犪狊、乳杆菌属和伯克

氏菌属等的相对丰度与黄连根腐病的发生呈负相

关。鞘氨醇单胞菌属能提高植物抗逆性，常被视作

植物益生菌［２２］。在染病黄连叶片样品中鞘氨醇单

胞菌属相对丰度高于健康黄连叶片样品，这可能是

因为染病的逆环境因素刺激了其在叶片中的积累。

这也提示我们，后续研究黄连根腐病生防菌筛选工

作时，不仅要关注和黄连根腐病的发生呈负相关的

相关菌群，也要重点关注部分染病样品中丰度较高

的有益菌群。谢学文等就从番茄根际土壤中筛选出

番茄疫霉 犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪犮犪狆狊犻犮犻Ｌｅｏｎｉａｎ的拮抗

菌［２３］。此外，α多样性分析表明相同地点相同部位

健康样品和染病样品之间菌群结构差异表现为根茎

样品和叶片样品差异大于根际土壤样品差异。相关

菌群可能通过分泌物促使植物发病，也可能通过降

解土壤中有机质，产生某种抑制病原生长的物质，从

而减缓病害的发生［２４］。此外，测序发现黄连根茎样

品和叶片样品中细菌群落丰富度和多样性显著低于

黄连根际土壤样品。这可能是由于黄连内部某些物

质具有一定抑菌作用，因为黄连本身就有解毒抗菌

的作用。李阳波等研究发现黄连根须浸提液对细菌

有一定抑制作用［２５］，这应该也是相同原理。在分析

染病根际土壤养分时发现，染病黄连根际土壤样品

有机质、碱解氮、速效磷、全磷、全氮均显著高于健康

黄连根际土壤。同时我们在调查过程中发现，农户

在种植过程中大量使用化肥，这可能也是黄连根腐

病严重的一个重要原因。在分析根茎样品细菌群落

结构时发现，慢生根瘤菌属和异根瘤菌属相对丰度

很高。慢生根瘤菌属和异根瘤菌属能与植物互利共

生通过生物固氮为植物提供养分［２６］。在大豆等豆

科植物中根瘤菌能寄生植物形成根瘤，在黄连种植

过程中也发现在须根上有类似根瘤的存在。这是首

次有关黄连根瘤菌的报道，当然慢生根瘤菌属和异

根瘤菌属是否发挥固氮作用需要进一步研究。

此外，本研究仅分析了染病后黄连根际土壤、根

茎和叶片样本中细菌群落结构的变化，对于染病样

本真菌群落结构的变化需要进一步研究。宋旭红

等［１９］研究发现黄连根腐病植株土壤中子囊菌门、担

子菌门和壶菌门相对丰度显著高于健康黄连植株，

而接合菌门、囊球菌门的相对丰度显著低于健康黄

连植株。丹参红叶病病株根区土细菌数量较健株减

少４１．３％，真菌和放线菌数量分别较健株增

１５６．６％和１８９．５％
［２７］。也有研究表明真菌与豆科

植物根部病害的发生关系密切，是潜在的土壤生物

指示因子［２８］。这些都说明根际土壤和植物体内真

菌和细菌都与植物病害的发生有一定关系。

总之，本研究通过对两个不同地点黄连根际土

壤、根茎、叶片样品细菌群落结构多样性分析表明：

在细菌多样性上，黄连根际土壤样品＞根茎样品＞

叶片样品。在所有样品中，主要的优势菌门为变形

菌门、放线菌门、拟杆菌门和绿弯菌门。相较于健康

黄连组样品，染病黄连根际土壤、根茎和叶片样品中

多个菌属细菌相对丰度发生显著改变，如犞犻犫狉犻狅狀

犻犿狅狀犪狊、乳杆菌属和鞘氨醇单胞菌属等可能与黄连

根腐病的发生有一定关联。此外，ＲＤＡ分析表明，

伯克氏菌属、全噬菌属和雷尔氏菌属与黄连根际土

壤有机质、有效氮、ｐＨ有显著相关性。这些都为黄

连根腐病防治提供了理论依据，同时也为黄连根腐

病生物防治等提供了研究基础。
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度量。例如阿维菌素和井冈霉素，它们对靶标生物

都是高效的。但是它们对环境生物的毒性相差很

大，阿维菌素是高毒，而井冈霉素是微毒。

由此我们建议，在农药减施增效的评价工作中，

从绿色防控、保护生态环境的角度来看，作物上农药

的使用不仅仅是减量，应该是在保障防病治虫，农作

物增产增收的前提下，综合考虑选用毒性指数低的

农药，鼓励农药减量化走出一条绿色发展道路。
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