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摘   要：【目的】为探究长期连作土壤细菌群落结构和分子生态网络与土壤环境演化的关联性。

【方法】本研究利用 16S rRNA 基因高通量测序技术，解析了湖南省浏阳市两块连作十二年农田

(表现连作障碍的 GD 和健康的 YA)土壤微生物群落组成结构和分子生态网络拓扑性质与土壤理

化性质的关系。【结果】GD 土壤总氮和有效磷含量显著高于 YA，而土壤硝态氮和速效钾含量显

著低于 YA (P<0.05)。GD 土壤细菌群落多样性高于 YA，两地土壤细菌群落结构存在显著差异

(P<0.01)，且与土壤 pH 和有效磷含量相关。进一步分析表明，GD 土壤细菌群落之间比 YA 具有

更复杂的生态网络，主要体现在能量代谢、碳循环和氮循环功能模块。【结论】综上所述，连作

会引起土壤细菌群落多样性、组成结构和生态网络变化，这可能与土壤理化性质恶化、土壤肥力

下降密切相关，进而影响作物生长发育。 

关键词：长期连作；土壤微生物；细菌群落结构；分子生态网络；生物地球化学循环  
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Abstract: [Objective] To explore the relationship of soil bacterial community structure and molecular 

ecological network with soil environment in farmland with long-term continuous cropping. [Methods] 

In this study, high-throughput sequencing of 16S rRNA gene was performed to reveal the correlation of 

soil microbial community structure and topological properties of molecular ecological network with soil 

physicochemical properties of two 12-year continuous cropping fields (GD with continuous cropping 

obstacle and healthy YA) in Liuyang, Hunan province. [Results] The content of total nitrogen and 

available phosphorus in GD soil was significantly higher than that in YA soil, while the content of 

nitrate nitrogen and available potassium was significantly lower than that in YA soil (P<0.05). The 

bacterial diversity of GD soil was higher than that in YA soil, and the soil bacterial community 

structure was significantly different between GD and YA (P<0.01), which was related to soil pH and 

available phosphorus content. Soil bacterial community in GD had a more complex ecological network 

than that in YA, as manifested in the functional modules of energy metabolism, carbon cycle, and 

nitrogen cycle. [Conclusion] Continuous cropping can cause changes in soil bacterial community 

diversity, structure, and ecological network, which may be closely related to the deterioration of soil 

physicochemical properties and soil fertility, and affects crop growth and development. 

Keywords: long-term continuous cropping; soil microorganisms; bacterial community structure; molecular 
ecological network; biogeochemical cycle 
 

耕作制度与农作物产质量密切相关 [1]，连

作是现代集约化农业生产提高作物产量质量常

见制度[2–3]。然而，长期连作会加速消耗某些营

养元素，形成养分偏失，导致土壤理化性质恶

化、土壤微生物群落变化，进而形成连作障碍。

据报道，长期连作会降低农田 pH 和有机质、

速效钾含量，增加农田总氮和有效磷含量[4–7]，

抑制碳、氮矿化[8]，从而阻碍土壤养分循环。 

土壤细菌具有高度多样性[9]，在土壤养分和

有机质转化与循环中扮演着重要生态作用[10]。

土壤细菌群落组成和功能结构与碳、氮、磷等

元素循环和有机物分解密切相关[11–13]。由于土

壤细菌对环境变化的快速响应，土壤细菌被认

为是土壤肥力和土壤管理的有效生物指标[14]。
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土壤细菌群落多样性和结构变化被证实与植

物物种、土地作用类型和土壤理化性质相   

关[15–17]。土壤环境总体上塑造了土壤细菌的群

落组成[18]、多样性[19]、相互作用模式[20]及其功

能结构[21–22]，而土壤细菌也依靠其代谢活性营

造适宜其生存的土壤环境[23–24]，从而改善农田

土壤肥力。目前大部分关于土壤细菌的研究主

要聚焦于单菌代谢功能上，而对微生物协同作

用的研究较少。 

细菌在土壤中存在复杂的相互作用，并参

与形成生态网络和维持系统功能[25]。生态相互

作用网络为解析土壤细菌群落间的相互作用提

供了新见解，可以更全面地了解细菌群落结构

和指导群落组装的生态规则[20]。据报道，土壤

细菌群落的分子生态网络会随着植物生长逐渐

变得复杂，模块性及模块数量升高[26]，与细菌

氮循环功能团的形成密切相关[27]，表明土壤细

菌可在短期快速参与土壤环境的形成。尽管大

量研究表明了不同土壤理化性质会影响细菌

群落结构，但目前对长期连作土壤理化性质与

细菌群落的生态网络拓扑特征关联性的研究

仍较少。 

湖南省浏阳市两块长期定位试验烟田 GD

和 YA，连续 12 年种植烤烟 G80，采用相同栽

培管理技术，但相比 YA，GD 烟田的烟株生长

发育减慢、产量品质下降。本文以这 2 块烟田

土壤系统为研究对象，利用 16S rRNA 基因高

通量测序技术，研究长期连作农田土壤细菌群

落对连作土壤理化性质差异的响应，探究连作

土壤细菌群落的多样性、结构组成及分子生态

网络拓扑性质与土壤理化性质差异的关联性，

对揭示农田土壤细菌群落演替规律及其在土壤

生物地球化学循环中的生态功能具有重要意

义，还可为开发菌剂进行土壤改良、微生物调

控等提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集和处理 
样品采集自湖南省浏阳市两块长期定位试

验烟田 GD (28°21′N，113°52′E)和 YA (28°10′N，

113°23′E)。2020 年 4 月 29 日，烟草现蕾期，分

别采集试验烟田 GD 和 YA 25 个土壤样品进行土

壤理化性质测定和高通量测序分析。取样方法和

土壤理化性质测定采用之前研究描述的方法[28]。 

1.2  核酸提取和扩增子测序 
利用强力土壤 DNA 提取试剂盒(MoBio)按

说明书从 1.0 g 土壤样品中提取 DNA。利用引

物 338F (5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′)和

806R (5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)扩

增细菌 16S rRNA 基因的 V3–V4 区。PCR 扩增

反应体系含有 1.0 μL DNA 模板(约 25 ng DNA)、

12.5 μL Taq Master Mix (Vazyme)、0.5 μL 引物，

DNase-free 去离子水调节体系体积至 25 μL。

PCR 扩增程序设置如下：98 °C 30 s；98 °C 10 s，

54 °C 30 s，72 °C 45 s，32 次循环；72 °C 10 min，

4 °C 保存。利用 gel extraction kit (OMEGA Bio-Tek 

Inc.)纯化 PCR 产物。利用 Qubit 2.0 Fluorometer 

(Invitrogen)对其定量，等摩尔浓度混库后，在

Illumina NovaSeq PE250 平台上进行高通量测序

(LC-Bio Technology Co.，Ltd)，得到已去接头

FASTQ 格式原始数据。 

1.3  测序数据处理和统计分析 
利用 QIIME 2 处理原始测序数据。按

barcode 拆分样品序列，低质量序列(QC<20；读

长<200 bp)和嵌合体被去除后，以 97%的相似

水平将序列聚类生成可操作分类单元(OTU)，

并构建特征表；利用 OTU 代表性序列构建系统

进化树，并进行物种注释[29]。通过 R 语言中的

microeco 0.5.1 包进行细菌群落生态数据统计和

可视化[30]。利用 Venn 图分析组间共有和特有
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OTUs；利用 ggplot 2 包绘制物种丰度图；利用

Kruskal-Wallis 秩和检验、多重比较方差分析检

验组间细菌群落 alpha 多样性差异；利用主坐

标分析(PCoA)、基于 Bray-Curtis 进行 beta 多样

性分析；利用线性判别分析(LEfSe)确定组间各

分类水平上具有统计学差异的生物标识[31]；基

于 Spearman 相关性构建分子生态网络(MENs)，

利用随机矩阵理论 (RMT) 找到优化相关阈   

值[32]，利用 Gephi 绘制网络图；通过计算节点

模块内连通度(Zi)和模块间连通度(Pi)，可将网

络节点划分为模块中心点(moudule hubs；Zi>2.5

且 Pi<0.62)，连接节点(connectors；Zi<2.5 且

Pi>0.62)和网络中心点(network hubs；Zi>2.5 且

Pi>0.62)等 3 种类型的关键节点，以及外围节点

(peripherals；Zi<2.5 且 Pi<0.62)[30]。利用冗余分

析 (RDA)反映样本和环境因子的关系，利用

Mantel test 检验环境变量和距离矩阵的相关性

程度，进一步解析环境变量与细菌群落相关性；

将分类信息与 FAPROTAX 数据库比对，预测网

络模块的功能。 

2  结果与分析 

2.1  土壤理化性质 
如图 1 所示，GD 土壤总氮(TN)和有效磷含

量(AP)分别为 1 500.64 mg/kg 和 407.50 mg/kg，

显著高于 YA 的 1 267.03 mg/kg 和 43.90 mg/kg 

 

 
 
图 1  GD 和 YA 土壤理化性质 
Figure 1  Soil physicochemical properties of GD and YA. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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(P<0.05)。GD 土壤硝态氮(NO3
–-N)和速效钾含

量(AK)分别为 68.13 mg/kg 和 763.80 mg/kg，

显著低于 YA 的 90.48 mg/kg 和 953.04 mg/kg 

(P<0.05)。 

2.2  土壤细菌群落组成和结构 
利用 16S rRNA 基因高通量测序技术对 GD

和 YA 土壤细菌群落进行检测，将高质量测序序

列基于 97%的相似性进行聚类，共得到 38 942 个

可操作分类单元(OTUs)。GD 和 YA 之间共有

OTUs 有 4 210 个，仅占总 OTUs 的 12.2%。   

GD 特有 OTUs 有 16 267 个，高于 YA (14 140)    

(图 2A)。所有 OTUs 可归类为 61 个门，165 个

纲和 985 个属。GD 和 YA 共有 OTUs 主要属于

Latescibacterota、Pedosphaeraceae 和 subgroup_7，

GD 特有 OTUs 主要属于 Latescibacterota、

Haliangium 和 ADurb.Bin063-1，YA 特有 OTUs

主要属于 Latescibacterota，Haliangium 和

Pedosphaeraceae (图 2B)。在门水平上，GD 和 

 

 
 
图 2  GD 和 YA 土壤细菌群落组成 
Figure 2  Composition of soil bacterial community in GD and YA. A: shared and unique OTUs between 
groups; B: shared and unique genus between groups; C: bacterial community composition at phyla level; D: 
bacterial community composition at class level. 
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YA 优势菌群为 Proteobacteria、Acidobacteriota、

Chloroflexi 、 Bacteroidota 、 Actinobacteria 。

Proteobacteria 和 Acidobacteriota 相对丰度在

GD 较高，而 Chloroflexi 和 Actinobacteriota 相

对丰度在 YA 较高，Bacteroidota 相对丰度在

GD 和 YA 较为相似(图 2C)；在纲水平上，

Proteobacteria 的 Gammaproteobacteria 和

Alphaproteobacteria、Acidobacteriota 的Acidobacteriae

相对丰度在GD较高，而Chloroflexi的Anaerolineae、

Actinobacteria 的 Actinobacteria 相对丰度在 YA

较高(图 2D)。 

α 多样性分析表明(图 3)，GD 和 YA 细菌群

落 物 种 丰 富 度 和 多 样 性 并 无 显 著 性 差 异

(P>0.05)。PCA 结果显示(图 4A)，GD 和 YA 样

本间明显分开并且差异性显著(P=0.001)，但主

成分轴 PCA1 和 PCA2 分别解释了 24.9%和

13.3%细菌群落结构差异，解释度较低，需要前

7 个主成分轴才可使其对群落的解释量达到

60%，表明土壤细菌群落结构是高维复杂的。

图 4B 进一步表明 GD β 多样性高于 YA。 

通过 LEfSe 分析，确定了 1 250 个在 GD 和

YA 之间丰度具有显著差异的物种(P<0.01)，图 5

展示了丰度最高的 200 个差异物种，其中 GD 的

Acidobacteriota、Proteobacteria、Verrucomicrobiota、

Patescibacteria、Chitinophagaceae、Ktedonobacterales

等丰度显著高于 YA，而 Actinobacteriota、

Myxococcota、Firmicutes 和 Anaerolineae 等丰

度则显著低于 YA。 

2.3  土壤细菌群落分子生态网络结构和关

键微生物 
为解析土壤菌群物种间共存模式，基于随

机矩阵理论构建了 GD 和 YA 的分子生态网络 

 

 
 

图 3  GD 和 YA α 多样性分析 
Figure 3  Alpha analysis of GD and YA. A: observed species index; B: Chao1 index; C: Shannon index; D: 
Simpson index. 
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图 4  GD 和 YA 菌群相似性分析 
Figure 4  Community similarity analysis of GD and YA. A: PCA; B: Bray-Curtis distance analysis. 

 

 
 
图 5  GD 和 YA 差异物种进化分支图 
Figure 5  Species evolutionary branching diagram of differential taxa between GD and YA (P<0.01). 
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(图 6)。相比 YA，GD 分子生态网络节点数和边

数较多，平均度较高，平均路径长度和网络直

径较短(表 1)，这表明 GD 分子生态网络更加复

杂、物种联系更紧密。GD 和 YA 分子生态网络

正相关连接占比分别为 92.29%和 98.31%，表明

长期连作土壤细菌间趋于合作关系而不是竞争

关系。 

网络节点拓扑性质分析结果表明(图 7)，

GD 分子生态网络具有 20 个模块中心，主要为

Acidobacteriota 、 Bacteroidota 、 Chloroflexi 、

Gemmatimonadota 和 Proteobacteria，21 个连接

节点，主要为 Acidobacteriae、Alphaproteobacteria、 

 

 
 
图 6  分子生态网络 
Figure 6  Molecular ecological network of GD (A) 
and YA (B). Different colors represent different 
modules. 

表 1  GD 和 YA 土壤细菌群落分子生态网络拓扑

性质 
Table 1  Topological properties of molecular ecological 
network of GD and YA soil bacterial communities 

Property GD YA 

Vertex 1 368 1 125 

Edge 10 023 3 497 

Modularity 67 80 

Average degree 14.65 6.22 

Average path length 5.13 7.26 

Network diameter 13.00 17.00 

Clustering coefficient 0.43 0.45 

Density 0.01 0.01 

Heterogeneity 1.23 1.10 

Centralization 0.07 0.03 

Positive links/% 93.22 97.75 

 

 
 

图 7  分子生态网络 Zi-Pi 图 
Figure 7  Zi-Pi diagram of molecular ecological 
network. A: GD; B: YA. 
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Bacteroidia 和 Gammaproteobacteria，和 1 个网

络中心点，为 Blastocatellia。而 YA 分子生态网

络具有 20 个模块中心点，主要为 Chloroflexi 和

Proteobacteria，和 2 个连接节点，主要为

Gemmatimonadota 和 Proteobacteria。 

2.4  土壤理化性质与细菌群落结构相关性

分析 

RDA 结果(图 8)表明，土壤细菌群落结构

与土壤 pH、有效磷和氨态氮含量相关性较强，

土壤 pH和有效磷含量与 GD细菌群落变化相关

性较强，土壤硝态氮含量与 YA 细菌群落变化

相关性较强。 

土壤理化性质与相对丰度最高的 30 个属

Pearson 相关性分析结果(图 9)表明，Azoarcus

等属与土壤 pH 显著正相关(P<0.01)；Taibaiclla、

Dyella 和 Pandoraea 等属与土壤有效磷含量

显著正相关(P<0.001)，而 Gaiella 等属与土壤

有效磷含量显著负相关(P<0.01)；Dyella 等属

与土壤氨态氮含量显著正相关(P<0.001)，而

Anaerolinea 等属与土壤氨态氮含量显著负相关 

 

 
 
图 8  GD 和 YA 土壤理化性质与细菌群落结构相

关性分析 
Figure 8  Correlation analysis of soil physicochemical 
properties and bacterial community structure of GD 
and YA. 

(P<0.01)；此外，Parafilimonas 等属与土壤总氮

和有机质含量显著负相关(P<0.05)；Nitrospira

属与土壤速效钾含量显著负相关(P<0.001)。 

土壤理化性质与网络模块 Pearson 相关性

分析结果表明，GD 网络模块 4 与土壤有效磷和

铵态氮含量显著正相关，模块 9 与土壤总氮含

量显著负相关，模块 10 与土壤硝态氮含量显著

正相关(P<0.001)；YA 网络模块 9 与土壤硝态氮

含量显著正相关，模块 4 与土壤 pH 显著正相

关(P<0.01)。 

土壤理化性质与细菌群落 α 多样性指数的

Pearson 相关性分析结果表明，土壤 pH 与细菌

群落 α 多样显著正相关(P<0.05)，土壤速效钾和

铵态氮含量与细菌群落 α 多样性显著负相关

(P<0.05)。 

2.5  FAPROTAX 预测土壤细菌群落生物

地球化学作用 
网络模块与细菌群落功能关联分析结果显

示(图 10)，GD 网络模块主要与好氧化能异养功

能相关，其模块成员主要为 Proteobacteria 和

Acidobacteriota；YA 网络模块主要与能量流动、

碳和氮循环等功能相关，其模块成员主要为

Patescibacteria 和 Firmicutes。 

3  讨论 

土壤细菌群落在土壤生物地球化学循环中

扮演着关键的生态角色，其群落结构差异与土

壤理化性质及系统功能变化具有密切联系。本

研究结果表明，长期连作会改变烟田细菌群落

多样性和组成结构，降低土壤硝态氮和速效钾

含量，增加总氮和速效磷含量。之前烟草连作

障碍案例研究结果表明，微生物群落结构差异

影响了土壤总氮和硝态氮含量[28]；相似的，草

地和混合针叶林土壤微生物群落结构差异与土

壤总氮和硝态氮含量密切相关[33]。此外，本研 
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图 9  土壤理化性质与关键菌属丰度的 Pearson 相关性分析 
Figure 9  Pearson correlation analysis between soil physicochemical properties and the abundance of key 
genera. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 

 
究结果表明，烟草连作土壤细菌群落结构特征

与土壤 pH、有效磷和铵态氮含量相关性较强，

这与西瓜、马铃薯连作土壤研究结果一致[34–35]。

不同的是，西瓜和马铃薯连作土壤的微生物群

落结构特征还与土壤有机质含量相关性较强。

这表明，长期耕作土壤理化性质可能受到微生

物与作物种类的交互作用。 

微生物的相互作用网络性质及其模块与耕

作土壤系统功能密切相关。本研究发现，相比

YA，土壤总氮和有效磷含量高的 GD 地区，其

分子生态网络节点和连接较多，平均路径长度

较短，这表明微生物相互作用网络的差异可能

是引起土壤肥力变化的一个重要因素。对比健

康土壤和青枯病易感土壤微生物的土壤理化性 
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图 10  FAPROTAX 预测土壤细菌群落生物地球化学作用 
Figure 10  FAPROTAX predicts the biogeochemical roles of soil bacterial communities. A: GD; B: YA. 
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质和网络结构，结果表明土壤 pH、氮和磷含量

高的土壤网络节点和连接均较高[36]，而这些网

络拓扑性质被证实与氮循环基因丰度呈正相关

关系[37]。 

此外，微生物相互作用网络模块被认为是

相似生态角色组成的功能团。本研究发现微生

物相互作用网络中各模块具有相应的功能，土

壤硝态氮含量较高的 YA 地区，其氮循环相关

网络模块数量明显高于 GD，YA 模块中心成员

Chloroflex 是氮元素的生物地球化学循环的主

要参与成员[38]。土壤有效磷含量较高的 GD 模块

中心成员 Proteobacteria 在生物磷循环中发挥着

关键作用[39]。相似地，玉米地土壤网络关键类群

Proteobacteria、Acidobacteria、Actinobacteria、

Ascomycota和 Basidiomycota主要参与土壤碳循

环和氮循环，植被恢复过程中土壤有机碳、总

氮含量显著增加(P<0.05)[33]。这些结果表明，土

壤微生物可能通过相互作用形成功能团进而影

响土壤环境演化和改善肥力，深入剖析模块成

员的组成及其相互作用将更有利于认识微生物

群落在生物地球化学循环中的作用。 

4  总结 

本研究解析了 GD 和 YA 两块长期连作农

田土壤理化性质差异与土壤细菌群落结构及分

子生态网络拓扑性质的关联性。研究结果发现，

土壤细菌群落中的关键物种及其分子生态网络

特 性 与 土 壤 理 化 性 质 密 切 相 关 。 例 如 ，

Azoarcus 、 Pandoraea 、 4-29-1 、 Dyella 和

Anaerolinea 等丰度与土壤 pH 和有效磷、铵态

氮含量变化显著相关(P<0.01)。连作土壤的分子

生态网络模块可能主要执行系统能量代谢和碳

氮循环功能，但总氮和有效磷含量较高的土壤

以 Proteobacteria 和 Acidobacteriota 为功能模块

的主要成员，而硝态氮和速效钾含量较高的土

壤则以 Patescibacteria 和 Firmicutes 为主要成

员。本研究结果为长期连作土壤理化性质变化

与微生物群落差异联系的理解提供了新视角，

同时为开发菌剂进行土壤改良，进而缓解连作

障碍提供理论依据。 
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