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摘   要：【目的】土壤微生物对农业生态系统的长期可持续性至关重要。为探讨不同连作年限对

辣椒土壤细菌群落结构和潜在功能的影响。【方法】采用 16S rRNA 基因高通量测序 PICRUSt 功

能预测相结合的研究方法，对不同连作年限下(1Y、3Y、5Y 和 10Y)的辣椒土壤细菌微生物群落

结构和功能进行分析。【结果】微生物多样性指数和共生网络复杂度随连作年限的延长而降低，

同时，连作年限变化对细菌群落组成有显著影响。不同的土壤细菌种群对连作措施的响应程度不

一，长期连作增加了变形菌门和拟杆菌门的相对丰度，但降低了绿弯菌门、酸杆菌门、厚壁菌门

和髌骨细菌门的相对丰度。PICRUSt 功能预测结果表明，延长连作年限改变了土壤细菌整体的氮、

磷代谢能力，导致细菌群预测功能基因发生了变化，能量代谢、氨基酸代谢和碳水化合物代谢等

重要代谢功能基因减少，而折叠、分类和降解、复制和修复、膜转运、细胞生长与死亡等功能基

因丰度明显增加。冗余分析表明，土壤有机质和有效磷是影响细菌群落迁移和功能变化的关键土

壤理化因子。【结论】延长辣椒连作年限后，细菌群落结构改变和多样性下降导致土壤微生物群

落功能失调可能是造成辣椒连作障碍的原因之一。 
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Abstract: [Objective] Soil microorganisms are essential for the long-term sustainability of 
agricultural ecosystems. This study aims to explore the effects of continuous cropping of hot 
pepper on the structure and function of soil bacterial community. [Methods] We employed 
high-throughput sequencing of 16S rRNA and PICRUSt-based functional prediction to 
investigate the bacterial abundance, diversity, community composition, and potential functional 
component in the soils with continuous cropping of hot pepper for 1, 3, 5, and 10 years (1Y, 
3Y, 5Y, and 10Y, respectively). [Results] The Shannon index and co-occurrence network 
complexity of soil bacteria decreased with the extension of continuous cropping years. The 
bacterial community structure was markedly affected by the years of continuous cropping, and 
different bacterial populations had varied responses to continuous cropping. Long-term 
continuous cropping increased the relative abundance of Proteobacteria and Bacteroidetes, 
while decreasing that of Chloroflexi, Acidobacteria, Firmicutes, and Patescibacteria. 
Furthermore, PICRUSt-based functional prediction showed that the continuous cropping 
changed the overall nitrogen and phosphorus metabolism of soil bacteria. After long-term 
continuous cropping, the functional genes in energy metabolism, amino acid metabolism, and 
carbohydrate metabolism showed reduced relative abundance, while those involved in folding, 
classification and degradation, replication and repair, membrane transport, and cell growth and 
death had increased relative abundance. The results of redundancy analysis indicated that soil 
organic matter and available phosphorus were the key factors associated with the migration and 
functional changes of soil bacteria. [Conclusion] After long-term continuous cropping of hot 
pepper, the change of community structure and the decline of diversity to the dysfunction of 
soil microbial community, which may be one of the reasons for the continuous cropping 
obstacles of hot pepper. 
Keywords: hot pepper; continuous cropping; bacterial community structure; function prediction 
 
 

辣椒(Capsicum annuum L.)因含有丰富的

营养和具有独特的风味而广受大众青睐，已成

为世界上仅次于豆类、番茄的第三大蔬菜作物。

近年来，福建的大棚辣椒因品质好、反季产量
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大而走俏全国。但由于市场需求较大，导致栽

培过程中连作现象极其普遍，连作面积不断增

加。诸多研究证实[1-3]，连作会影响植物生长，

加剧土壤环境恶化，加重土壤传播疾病，降低

蔬菜的产量和质量。我们的田间试验也证实延

长连作年限对辣椒产量和品质有明显的负面影

响。目前，连作障碍已经成为辣椒栽培过程中

普遍存在的问题。许多农民试图通过施用更多的

肥料和杀虫剂减缓连作障碍，但这不仅增加了生

产成本，还容易导致蔬菜中农药残留超标[4]。目

前，除了迫不得已的休耕之外，合理的轮作仍

是应对连作障碍最安全有效的方法[2]。但对于

设施农业，轮作不但剥夺了农户潜在的获利空

间，还增加了投资的成本与风险。 

土壤作为农作物生长的载体，其健康状况

直接影响植物长势和抗病害的能力。土壤微生

物作为土壤生态系统的重要组成部分[5]，对环

境变化十分敏感，在一定程度上能够衡量土壤

质量和健康程度[6-7]。近年来，随着高通量测序

技术的发展，土壤微生物与连作实践间的相互

作用成为是科研热点。而细菌作为微生物中含

量最多、丰度最高的类群，在物质转化、有机质

降解、能量流动和信息传递发挥着重要功能[8]，

在植物获取水分和养分、拮抗土传植物病虫害

和病原菌以及诱导植物对病原菌的防御反应

等方面起着至关重要的作用 [9]，因此常被认为

是土壤生态系统质量变化的早期指标。研究表

明，长期连作过程中，植物根系分泌物、根际

微生物以及相同的管理方式创造特定的土壤

微环境[10]，导致连作后土壤细菌群落结构发生

改变[11]，这种变化甚至成为连作障碍的直接原

因[12]。目前，基于设施条件下连作黄瓜[11]和草

莓 [13]后土壤细菌微生物变化的研究已被陆续

报道，但研究的重点多放在土壤细菌群落结构

变化方面，对细菌功能的探索尚少见报道，土

壤细菌功能对连作的响应机制尚不明晰。事实

上，微生物群落功能发挥与群落组成特征密不

可分，微生物群落变化可能进一步影响微生物

的功能发挥。因此，只有加深对土壤微生物群

落结构、功能的了解，才能够更好地阐明连作

对土壤环境的影响机制。近年来，PICRUSt 

(phylogenetic investigation of communities by 
reconstruction of unobserved states)以其方便便

捷，成本低廉，结果准确，已成为预测细菌和古

菌的代谢功能谱重要工具[9]，这为我们进一步研

究土壤微生物群落结构与功能提供了新途径。 

迄今为止，关于辣椒长期连作对土壤的理

化性质、微生物多样性及其功能的研究甚少。

辣椒长期连作体系下土壤细菌群落动态尚不清

楚，尤其是在长期仅施用有机肥的情况下。本

研究以三明农科院蔬菜所辣椒育种基地为研究

对象，采用 16S rRNA 基因 MiSeq 高通量测序

技术，研究不同连作年限对土壤细菌群落组成

的影响，同时结合 PICRUSt 分析连作土壤细菌

功能，阐明土壤细菌多样性、群落组成和功能

潜势随连作年限增加的变化特征，以期揭示土

壤细菌群落结构和功能潜势对连作的响应，并

解析其环境驱动因子，为未来进一步完善管理

策略，改良管理措施，克服辣椒连作障碍和建

立科学栽培制度提供科学指导。 

1  材料与方法 

1.1  试验区域概况和试验设计 
本试验于三明农业科学院蔬菜所辣椒种植

基地(26°15′N，117°41′E)进行。该区属亚热带

季风性湿润气候，气温日际变化大，昼夜温差

悬殊，冷暖不定，一年四季明显，雨水充沛，干

湿明显，年均降雨日 174 d，年日照时数 1 878 h，

无霜期 303 d，年平均降水量 1 754 mm。 

本试验选择不同连作年限的辣椒大棚作
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为样地，辣椒品种为“明椒系列”，本研究共设

置 4 个处理：分别为连作 1 年(1Y)、连作 3 年

(3Y)、连作 5 年(5Y)和连作 10 年(10Y)。四个处

理分属 4 个不同大棚，且大棚之间的直线距离

均在 500 m 以内。 

辣椒为一年两季，种植茬口分别为春提早

和秋延后。辣椒种植前先进行翻土并沟施基肥，

通常开沟约 20–30 cm 深，基肥选择由猪粪、鸡

粪、蘑菇渣、木耳渣及辅料烟末等为原料，加

入生物菌堆沤混合发酵腐熟后制成的有机肥

(由三明市森耕农业科技发展有限公司提供，有

机质含量≥45%，水含量≤30%，N+P2O+K2O≥ 

5.0%)；一般每年每茬施用有机肥 50 t/hm2。待

辣椒进入旺盛生长期后，平均每两周喷施一次

N:P:K 为 15:15:15 的叶面肥。所有的辣椒大棚

都遵循一致的管理模式，且这些大棚建成后没

有其他作物的种植历史。 

1.2  土壤样品采集 
于 2021 年 11 月 13 日辣椒盛花期进行土壤

样品采集。每个连作年限的辣椒基地中分别设

置 3 个重复，按“S”形在每个重复地块收集 5 个

完整土样混合后作为 1 个土壤样品，取样点距

辣椒根系 5–8 cm，取样深度为 0–20 cm，共收

集 12 个土壤样品。将土壤样品装入无菌袋中，

放入冰盒后迅速转移到实验室。去除大型土壤

动物、石子以及植物残体并混合均匀，将每个

土壤样品分为两份，一份储存 80 ℃冰箱中以

进行土壤微生物分析，另一份自然风干后进行

土壤理化性质分析。 

1.3  土壤理化性质测定 
土壤理化性质分析参照鲍士旦的方法进

行。土壤 pH 值采用电位法测定；电导率

(electrical conductivity, EC)采用电导率仪法测

定；土壤总碳 (total carbon, TC)、总氮 (total 

nitrogen, TN)含量利用元素分析仪 (Elementar 

Vario Macro Cubeelementar)测定；土壤有机质

(soil organic matter, SOM)采用重铬酸钾容量稀

释法测定；速效磷(available phosphorus, AP)采

用碳酸氢钠 - 钼锑抗比色法测定；速效钾

(available potassium, AK)采用 NH4OAc 浸提-火

焰光度法测定；铵态氮 (ammonium nitrogen, 

NH4
+-N)和硝态氮(nitrate nitrogen, NO3

−-N)含

量用 2 mol/L KCl 浸提后，采用 AA3 连续流动

分析仪(AA3 SEAL Analytical，荷兰)测定；可

溶性有机碳(dissolved organic carbon, DOC)和

可溶性总氮(dissolved total nitrogen, DTN)采

用 TOC 测 定 仪 (SHIMADZUTOC-VCPH/ 

CPNAnalyzer 公司)进行测定；可溶性有机氮

(dissolved organic nitrogen, DON)由可溶性总氮

差减溶解性无机氮(NH4
++NO3

−)获得；阳离子交

换量(cation exchange capacity, CEC)通过乙酸铵

交换法-铵态氮比色法测定。 

1.4  土壤 DNA 提取和 PCR 扩增 
土壤细菌利用 Illumina MiSeq PE300 高通

量测序平台测序，测序委托北京奥维森生物科

技有限公司完成。称取 0.5 g 的土壤，利用试剂

盒(Mobio PowerSoil DNA Isolation Kit (100))提

取 DNA，用 1%琼脂糖凝胶电泳检测抽提的

DNA 质量，Nanodrop 检测样品质量，取 30 ng

进行 PCR 扩增。采用引物(5′-ACTCCTACGG 

GAGGCAGCAG-3′，5′-GGACTACHVGGGTWT 

CTAAT-3′)对 16S rRNA 基因 V3–V4 区进行测

序；PCR 反应体系 25 μL，包括 DNA 2 μL，上

下游引物各 1 μL，BSA 3 μL，2×Taq Plus Master 

Mix 12.5 μL，ddH2O 5.5 μL。PCR 反应程序为：

94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，50 ℃ 30 s，72 ℃ 

60 s，28 个循环；72 ℃ 7 min，4 ℃保存，设

置 3 次生物学重复。使用 AxyPrepDNA 凝胶回

收试剂盒(AXYGEN 公司)切胶回收 PCR 产物，

Tris HCl 洗脱，2%琼脂糖电泳检测。而后进行
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MiSeq 文库构建，上机测序。 

1.5  数据处理和分析 
MiSeq 测序得到双端序列数据，经过质

控、拼接与去除嵌合体、短序列后得到优质序

列(clean tags)[14]。利用 Uparse 软件在 97%相

似度下对优化序列进行聚类，得到操作分类单

元 (operational taxonomic units, OTU)，采用

RDP classifier 算法对 OTU 代表序列进行比对

分析，得到每个 OTU 对应的物种分类信息；

采用 Mothur 软件对全部有效序列进行 OTU

聚类统计，绘制韦恩图 [15]；使用 Qiime 软件

计算样品的 Chao1 指数、Shannon 指数等 Α

多样性值 [16]；采用 PICRUSt 软件对 OTU 丰度

表进行标准化后进行功能基因预测分析，将

OTU 信息与 KEGG (Kyoto encyclo-pedia of 

genes and genomes)数据库进行比对 [17]，获得

各功能基因的丰度，参考 KEGG 的一级和二

级代谢通路的功能基因类别划分归类，获得功

能基因组成[16]。 

采用 Excel 2010和 IBM SPSS Statistics 22.0

进行数据处理和分析，土壤理化性质、微生物

群落结构相对丰度等差异显著性采用单因素方

差分析(one-way ANOVA)，Duncan 进行比较

(P<0.05)；利用 Pearson 等级相关系数进行相关

性分析；使用 Bray-Curtis 法进行细菌群落聚类

分析[16]；采用 Origin 9.0 绘制土壤细菌群落组

成与功能热图；对每个样本的土壤细菌 OTUs

为样本源，采用 Spearman 秩进行共发生网络分

析，以相关性(Spearman’s ρ>|0.8|)和显著相关性

(P<0.05)为依据探讨共发生模式，于 Gephi 

(version 9.2)中绘制土壤细菌共现网络图。使用

冗余分析 (distance-based redundancy analysis, 

db-RDA)分析影响土壤细菌群落物种和功能基

因组成的关键环境因子，采用 Canoco 4.5 进行

土壤细菌 RDA 分析。 

2  结果与分析 

2.1  不同连作年限土壤理化性质分析 
方差分析表明(表 1)，连作年限变化对所除

CEC 外的其余测定土壤参数均有极显著影响

(P<0.01)。连作 3Y 时的土壤 pH 最高，但 1Y、

5Y 和 10Y 的土壤 pH 间无显著性差异。而 5Y 

 
表 1  各处理土壤理化性状 
Table 1  Soil physicochemical properties of the different samples  
Soil factor 1Y 3Y 5Y 10Y One-way ANOVA 

pH 5.96±0.34a 6.45±0.11b 5.84±0.01a 5.6±0.03a F=10.07, P=0.004 

EC (μs/cm) 571.33±48.21a 570.33±22.37a 756±7.11b 2 005.6±76.42c F=661.65, P=0.000 

SOM (g/kg) 22.85±0.07a 36.10±0.15b 50.01±0.18c 54.78±0.32d F=15 693.06, P=0.000 

C/N 7.50±0.17a 8.79±0.42bc 9.34±0.17c 8.62±0.06b F=29.86, P=0.000 

CEC (cmol/kg) 26.38±3.9a 21.62±2.50a 20.89±1.71a 22.07±1.64a F=0.59, P=0.639 

NH4
+-N (mg/kg) 22.58±1.06b 13.15±0.23a 17.77±2.62a 33.89±2.44c F=67.82, P=0.000 

NO3
-N (mg/kg) 34.27±1.17a 56.88±0.44b 107.18±1.06c 369.83±5.65d F=8 342.83, P=0.000 

DOC (mg/kg) 204.03±29.84a 555.55±68.85c 481.59±77.33c 330.08±77.53b F=25.14, P=0.000 

DON (mg/kg) 29.42±1.76b 33.87±4.94c 17.58±0.68a 12.78±1.69a F=68.89, P=0.000 

AP (mg/kg) 95.21±0.34a 311.15±32.11b 317.04±46.63c 353.07±54.64c F=26.13, P=0.000 

AK (mg/kg) 46.59±1.75a 128.19±1.68b 139.12±3.14b 235.7±10.94c F=531.34, P=0.000 

1Y: Soil from continuous cropping for 1 year; 3Y: Soil from continuous cropping for 3 years; 5Y: Soil from continuous 
cropping for 5 years; 10Y: Soil from continuous cropping for 10 years. The value is mean±standard error (n=3), different 
lowercase letters in the same line indicate significant difference between treatments (P<0.05). 
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和 10Y 处理下的土壤 EC 急剧增加，分别是 1Y

处理的 1.32 和 3.51 倍(P<0.05)；但不同连作年

限下的土壤阳离子交换量无显著性差异。同时，

土壤 SOM、AP、AK 和 NO3
−-N 含量呈现出随

连作年限延长而逐渐增加的变化趋势，10Y 后

的 SOM、AP、AK 和 NO3
−-N 含量分别是 1Y

处理的 2.40、3.71、5.06 和 10.79 倍(P<0.05)。

不同的是，NH4
+-N 在短期连作时(3Y 和 5Y 处

理)显著降低(P<0.05)，但 10Y 后急剧攀升，较

1Y 处理增加了 50.09% (P<0.05)。另外，连作也

显著增加了土壤 DOC 含量(P<0.05)，且 3Y 和

5Y 处理下的 DOC 含量显著高于 10Y 处理

(P<0.05)，但在连作 5Y 后，DON 含量显著降

低(P<0.05)。 

2.2  不同连作年限土壤细菌多样性分析 
通过对不同连作年限土壤样本进行高通量

测定，共获得 1 232 588 条序列，最小抽样深度

序列数为 50 325，分别属于细菌的 46 门 128 纲

294 目 393 科 730 属 768 种，7 460 OTUs。 

2.2.1  土壤细菌群落 α 多样性 

测序结果基于种分类水平的各样本文库覆

盖率均在 97%以上，且稀释曲线随着序列数量

的增加而均趋于平缓，说明结果具有良好的置

信度，已覆盖绝大多数的样本信息，能够较好

地反映土壤样品细菌群落组成的真实情况。 

不同处理 α 多样性结果表明(表 2)，连作年

限变化对细菌 Chao1 指数和 Shannon 指数均有

极显著影响(P<0.001)。其中，3Y 处理的 Chao1

指数显著高于其余处理(P<0.05)，随后 Chao1

指数逐渐降低，但 5Y 和 10Y 处理的 Chao1 指

数仍较 1Y 处理显著增加了 3.39%和 4.84% 

(P<0.05)。Chao1 指数代表着样本内的物种数量

(丰富度)，其值越大，表明群落丰富度越高；这

表明，连作在一定程度上有利于细菌群落丰富

度的增加。而 Shannon 指数用于表示微生物群

落的多样性，Shannon 指数随着连作年限的增

加呈明显降低趋势，表明，延长连作年限导致

土壤细菌群落多样性降低。 

4 个处理土壤样品的细菌 OTUs 数在     

4 854–5 155 个之间，且 1Y、5Y、10Y 和 3Y 的

土壤 OTUs 依次显著递增。韦恩图能够直观反

映不同处理间土壤细菌群落 OTUs 组成的差异

性及重叠关系。本研究采用 97%的序列相似度

作为 OTUs 划分阈值(图 1)。结果显示，4 个处

理所共有的 OTUs 有 2 443 个，分别占 1Y、3Y、

5Y 和 10Y 处理的 50.33%、47.39%、49.44%和

48.38%，此外，1Y 特有的 OTUs 547 个，占 OTUs

总数的 11.27%；3Y 特有的 OTUs 326 个，占

OTUs 总数的 6.32%；5Y 特有的 OTUs 249 个，

占 OTUs 总数的 5.04%；10Y 特有的 OTUs 430 个，

占 OTUs 总数的 8.51%。这些数据表明，不同

连作年限土壤的 OTUs 组成存在差异，且连作

会促进特有细菌物种的生成，但随着连作年限

的增加，这一比例有所降低。 
 

表 2  不同处理下土壤细菌测序数据和 α 多样性指数 
Table 2  Alpha diversity indexes and OTU species of bacteria under different treatments 
Treatments OTU species Chao1 index Shannon index Coverage index 

1Y 4 854±61a 4 603.52±66.22a 10.07±0.05c 0.98±0.001a 

3Y 5 155±39d 5 050.79±36.00c 9.90±0.03b 0.97±0.001a 

5Y 4 941±56b 4 759.22±54.78b 9.82±0.04b 0.98±0.001a 

10Y 5 054±14c 4 825.82±58.56b 9.59±0.08a 0.98±0.001a 

One-way ANOVA  F=26.84, P=0.00 F=4.17, P=0.00 F=44.74, P=0.00 F=0.64, P=0.70 

1Y: Soil from continuous cropping for 1 year; 3Y: Soil from continuous cropping for 3 years; 5Y: Soil from continuous 
cropping for 5 years; 10Y: Soil from continuous cropping for 10 years. The value is mean±standard error (n=3), and different 
lowercase letters in the same column indicate significant difference between treatments (P<0.05). 
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图 1  不同处理土壤细菌 OTUs 韦恩图 
Figure 1  OTUs venn of soil bacteria under 
different treatments. 1Y: Soil from continuous 
cropping for 1 year; 3Y: Soil from continuous 
cropping for 3 years; 5Y: Soil from continuous 
cropping for 5 years; 10Y: Soil from continuous 
cropping for 10 years.  
 

2.2.2  土壤细菌 β 多样性 

细菌群落的 UPGMA 聚类分析(OTUs)水平

结果如图 2 所示，在 0.12 的相似性水平上，所

有土壤样品可聚为 2 大类，其中，1Y 处理单独

为 1 簇，其他三个处理细菌群落聚为 1 簇，在

0.06 的相似性水平上，3Y 与 5Y 处理、10Y 处理

又聚为两个独立的亚类。表明，连作过程明显的

改变了土壤细菌群落结构，且连作处理与 1Y 处

理的群落结构相似度随连作年限的延长而降低。 

2.3  不同连作年限土壤细菌共生网络分析 
为进一步了解微生物群落的相似性，利用

OTUs 数据构建四个处理土壤细菌网络(图 3)，

并计算相关的拓扑性质(表 3)。四个处理中，变

形菌门和放线菌门在共现网络所占比重最大

(数据已提交国家微生物科学数据中心，编号：

NMDCX0000152)。细菌群落总链接数以 1Y 处

理最高，且随着连作年限的延长逐渐降低。而

平均度也表现出一致的变化趋势，通常，平均

度越高，表明节点的连通度越高[18]。同时，1Y、

3Y 和 5Y 处理中，正链接数的数量是多于负链

接数的数量，相反的，10Y 处理中下的正负链

接数比小于 1，且随连作年限的延长，正链接

数与负链接数的比例而逐渐降低。这些结果表

明，4 个连作处理中，1Y 处理下的细菌网络复

杂性更高，而 10Y 处理的复杂性最低。同时，

4 个处理的模块度指数均为>0.4[18]，而 1Y 处理

的菌群模块化程度最高，且模块化指数随着连

作年限增加而下降。 
 

 
 

图 2  不同连作年限的土壤细菌群落 UPGMA 聚类分析 
Figure 2  UPGMA cluster analysis of bacterial community in soil sample from different continuous 
cropping years. 1Y-1, 1Y-2 and 1Y-3: Soil from continuous cropping for 1 year. 3Y-1, 3Y-2 and 3Y-3: Soil 
from continuous cropping for 3 years. 5Y-1, 5Y-2 and 5Y-3: Soil from continuous cropping for 5 years. 10Y-1, 
10Y-2 and 10Y-3: Soil from continuous cropping for 10 years.  
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图 3  不同连作年限土壤细菌共生网络图 
Figure 3  The co-occurrence network of bacteria in soil sample from different continuous cropping years. A: 
Soil from continuous cropping for 1 year. B: Soil from continuous cropping for 3 years. C: Soil from 
continuous cropping for 5 years. D: Soil from continuous cropping for 10 years. The connections stands for a 
strong (Spearman’s ρ>|0.8|) and significant (P<0.05) correlations. The node of each network is colored 
according to microbial phylum and sized according to the degree, the node sizes reflect their degree of 
connection (edge numbers assigned to the node). 
 
表 3  不同连作处理细菌群落共生网络主要拓扑性质 
Table 3  Major topological properties of soil bacteria under different treatments 
Network properties 1Y 3Y 5Y 10Y 

Average degree 8.84 8.53 6.444 5.58 

Modularity index 1 0.97 0.889 0.84 

Total nodes 19 19 18 19 

Total edges 84 81 58 53 

Positive edges 68 (80.95%) 59 (72.84%) 42 (72.41%) 24 (45.28%) 

Negative edges 16 (19.05%) 22 (27.16%) 16 (28.59%) 29 (54.72%) 

1Y: Soil from continuous cropping for 1 year; 3Y: Soil from continuous cropping for 3 years; 5Y: Soil from continuous 
cropping for 5 years; 10Y: Soil from continuous cropping for 10 years.  

 

2.4  不同连作年限土壤细菌群落结构分析 
4 个处理的土壤中总共检测出 13 个细菌

门和 27 个细菌属(包括未鉴定类群和其他)，

将平均相对丰度大于 1%的细菌门划分为优

势细菌门，共有 13 个细菌门，占比达 90%以

上。其中，变形菌门(Proteobacteria)在 4 个处

理的比例均最高，占比为 24.50%–32.16%，

其他优势菌门有放线菌门(Actinobacteriota)、

芽单胞菌门 (Gemmatinonadota)、酸杆菌门

(Acidobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、绿

弯菌门(Chloroflexi)、粘球菌门(Myxococcota)、

疣微菌门 ( Ve r ru co mi c ro b i a )、髌骨细菌门

(Patescibacteria)、浮霉菌门(Planctomycetes)和

厚壁菌门(Firmicutes)。方差分析结果表明，除

浮霉菌门和和疣微菌门外，其余 9 个优势菌门

均在 0.01 水平有显著差异(表 4)。其中，变形菌

门相对丰度随连作年限的延长而逐渐增加；而

芽单胞菌门、粘球菌门和疣微菌门在 3Y 和/或

5Y 处理下显著增加(P<0.05)，然 10Y 处理下相

对丰度下降，但均与 1Y 处理无显著差异；相

反的，放线菌门相对丰度在 3Y 和 5Y 处理下显

著降低，10Y 时显著增加，但仍较 1Y 降低了 
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表 4  不同处理土壤细菌群落优势门水平上物种相对丰度分布 
Table 4  The most relative abundance of soil bacterial community at phylum levels under different 
treatments (%) 
Dominant bacteria phylum 1Y 3Y 5Y 10Y 

Proteobacteria 24.50±1.89a 25.93±0.88a 31.14±0.70b 32.16±1.03b 

Actinobacteriota 16.87±0.02d 12.04±1.07b 9.76±1.11a 14.18±0.48c 

Acidobacteria 15.08±2.11b 13.47±1.59b 8.25±1.57a 6.03±0.44a 

Bacteroidetes 6.80±0.62a 8.81±0.48b 11.34±0.7c 9.27±0.77b 

Gemmatinonadota 10.84±0.82a 14.57±1.59b 16.31±0.90b 10.85±0.17a 

Myxococcota 3.20±0.20a 4.04±0.11b 5.05±0.40b 3.21±0.06a 

Chloroflexi 10.46±0.21c 8.51±0.03b 6.22±0.87a 7.64±0.66b 

Verrucomicrobia 2.78±0.75ab 2.41±0.20a 3.60±0.66b 2.53±0.28a 

Patescibacteria 1.32±0.37a 1.94±0.32b 2.08±0.28b 5.37±0.19c 

Firmicutes 0.45±0.43a 0.86±0.25a 1.99±0.67b 2.39±0.61b 

Planctomycetes 1.64±0.54a 1.67±0.31a 2.39±0.32a 2.53±0.37a 

1Y: Soil from continuous cropping for 1 year; 3Y: Soil from continuous cropping for 3 years; 5Y: Soil from continuous 
cropping for 5 years; 10Y: Soil from continuous cropping for 10 years. The value is mean±standard error (n=3), and different 
lowercase letters in the same line indicate significant difference between treatments (P<0.05). 
 

28%；同时，短期连作(3Y 和 5Y)也促进了拟杆

菌门的增加，但随年限延长，拟杆菌门相对丰

度显著下降；另外，绿弯菌门、酸杆菌门、厚

壁菌门和髌骨细菌门随连作年限的延长呈递减

趋势。 

在属水平上，未知菌群(Unidentified)的相

对丰度最高，为 29.07%–34.24%。优势属群中(相

对丰度大于 1%)，芽单胞菌属(Gemmatimonas)、

鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)、MND1 属、黄

色土源菌(Flavisolibacter)、Haliangium 属和苔

藓杆菌属(Bryobacter)是 4 个处理的共有优势属

群(表 5)；其余包括链霉菌属(Streptomyces)、

Ellin6067 属、不动杆菌属(Acidibacter)、Dongia

属、苔藓杆菌属(Bryobacter)、类诺卡氏菌属 
 

表 5  不同处理土壤细菌群落优势属水平上物种相对丰度分布 
Table 5  The most relative abundance of soil bacterial community at genus levels under different   
treatments (%) 
Dominant bacteria genus 1Y 3Y 5Y 10Y 

MND1 1.26±0.10a 1.51±0.21a 3.82±0.10c 2.92±0.12b 

Ellin6067 1.65±0.22c 1.26±0.11b 1.04±0.01b 0.33±0.04a 

Acidibacter 1.53±0.41c 0.58±0.03ab 0.85±0.08b 0.40±0.03a 

Dongia 0.69±0.06b 0.54±0.06a 1.03±0.12c 0.70±0.02b 

Rhodanobacter 0.33±0.06a 0.22±0.002a 0.25±0.04a 2.72±0.43b 

Chujaibacter 0.70±0.09ab 0.54±0.14a 1.78±0.15c 0.83±0.10b 

Streptomyces 1.02±0.12b 0.63±0.08a 0.74±0.15a 1.79±0.04c 

Nocardioides 0.58±0.07a 0.88±0.16b 1.05±0.05b 2.23±0.22c 

Sphingomonas 2.33±0.25a 4.11±0.38c 3.29±0.09b 4.03±0.14c 

Bryobacter 1.14±0.19c 0.83±0.58b 0.48±0.10a 0.42±0.06a 

Flavisolibacter 1.48±0.24b 2.11±0.37c 1.65±0.14b 1.00±0.09a 

Gemmatimonas 5.08±0.87b 6.99±0.59c 4.82±0.42b 2.04±0.68a 

Haliangium 1.08±0.13a 1.42±0.21a 2.34±0.27b 1.17±0.27a 

1Y: Soil from continuous cropping for 1 year; 3Y: Soil from continuous cropping for 3 years; 5Y: Soil from continuous 
cropping for 5 years; 10Y: Soil from continuous cropping for 10 years. The value is mean±standard error (n=3), different 
lowercase letters in the same line indicate significant difference between treatments (P<0.05). 
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(Nocardioides)、罗河杆菌属(Rhodanobacter)和

竹杆菌属(Chujaibacter)为其中一个或两个处理

的优势菌属。同时，连作年限变化对除 Dongia

属外的 12 个细菌优势属群均有极显著影响

(P<0.01)。随连作年限的增加，苔藓杆菌属、

Ellin6067 属、不动杆菌属的相对丰度呈递减趋

势，而类诺卡氏菌属则呈现出递增的趋势；同

时，芽单胞菌属、黄色土源菌属、Haliangium

属和 MND1 属均呈现出在连作 3Y 或 5Y 内持

续增加，随后又显著降低的变化趋势；但相反

的，链霉菌属则呈现出连作 5Y 内显著降低

(P<0.05)，随后又显著增加的变化趋势；而罗河

杆菌属在连作 5Y 内相对丰度无显著变化，但

10Y 时急剧增加，是 1Y 处理的 7.2 倍(P<0.05)。 

2.5  环境因子与微生物群落结构及多样性

之间的相关性 
Pearson 相关性分析结果表明(表 6)，Chao1

指 数 与 DOC 呈 极 显 著 正 相 关 性 (r=0.775, 

P<0.01)，而 Shannon 指数则与 C/N 比(r=−0.853, 

P<0.01)、SOM (r=−0.787, P<0.01)和 AP (r=−0.781, 

P<0.01)均呈极显著负相关。 

利用 Canoco 4.5 软件对细菌 OTUs 水平群

落丰度进行除趋势对应分析方法 (Detrended 

correspon-dence analysis, DCA)分析。结果显示，

4 个轴中的特征值最大为 0.588 (该值小于 3.0)，

故选择线性模型中冗余分析(RDA)用于后续分

析。从图 4 看出，所有被选择的土壤环境因子

共解释了土壤细菌群落变化的 83.3%，RDA 的 
 

表 6  土壤细菌群落多样性指数与被选择的土壤理化性质相关性 
Table 6  Pearson’s rank conrrelation coefficients between soil bacterial diversity indices and selected soil 
physicochemical properties  
Alpha diversity index NH4

−-N NO3
−-N C/N SOM pH EC CEC DOC DON AK AP 

Chao 1 index −0.354 0.082 0.537 0.281 0.556 0.035 −0.275 0.775** 0.245 0.405 0.301 
Shannon index 0.071 −0.268 −0.853** −0.787** 0.206 −0.178 0.267 −0.555 0.574 −0.503 −0.781** 
Simpon index 0.129 0.076 −0.252 −0.218 0.104 0.110 −0.012 −0.158 0.218 −0.003 −0.291 
*: Significant correlation (P<0.05); **: Extremely significant correlation (P<0.01). 
 

 
 

图 4  基于 OTU水平细菌群落与被选择土壤理化

因子 RDA 分析 
Figure 4  RDA analysis of bacterial community 
species and selected soil physicochemical properties at 
the OTU level. 1Y: Soil from continuous cropping for 
1 year; 3Y: Soil from continuous cropping for 3 years; 
5Y: Soil from continuous cropping for 5 years; 10Y: 
Soil from continuous cropping for 10 years.  

前两个轴分别解释总变异的 68.1% (RDA1)和

15.2% (RDA2)。不同连作年限土壤样本分别分

布在四个不同的象限，其中，1Y 与 3Y 位于 X

轴的正侧，而 5Y 和 10Y 位于 X 轴的负侧，同

时，1Y 和 10Y 与 3Y 和 5Y 在 Y 轴上分开。结

合蒙特卡洛置换检验，进一步揭示影响细菌微

生物群落结构的关键理化因子，与第 1 排序轴

相关性高的理化性质依次为：SOM (r=0.973, 

P=0. 001)、AP (r=−0.922, P=0. 001)、DON 

(r=0.868, P=0. 002)、AK (r=−0.872, P=0. 002)，

其中 SOM 和 AP 对细菌组成影响更大。1Y 和

3Y 与 SOM、AP 和 AK 呈负相关，与 DON 呈

正相关，相反，5Y 和 10Y 与 SOM、AP 和 AK

呈正相关，与 DON 呈负相关。这些环境因子与
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细菌群落组成具有显著的相关性，是影响细菌

群落组成的重要因素。 

Pearson 相关性分析显示(图 5)，SOM、EC、

NH4
+-N、 NO3

−-N、 AK、 AP 与罗河杆菌属

(Rhodanobacter)、链霉菌属(Streptomyces)、类

诺卡氏菌属(Nocardioides)、MND1 属呈显著正

相关，与芽单胞菌属(Gemmatimonas)、Ellin6067

属、苔藓杆菌属 (Bryobacter)、黄色土源菌属

(Flavisolibacter)、不动杆菌属(Acidibacter)和鞘

氨醇单胞菌属 (Sphingomonas)呈负相关；而

DON 与 芽 单 胞 菌 属 、 黄 色 土 源 菌 属 、

Ellin6067 属 和 苔 藓 杆 菌 属 呈 正 相 关 ， 与

Dongia 属、罗河杆菌属、链霉菌属、类诺卡

氏菌属、MND1 属呈负相关，除此之外，pH

也显著影响了芽单胞菌属和黄色土源菌属的

菌群丰度。由上述结果可以看出，长期连作

下土壤理化性质的变化是导致微生物群落结

构发生改变的重要原因。  

2.6  细菌 PICRUSt 功能预测分析 

通 过 KEGG 数 据 库 中 的 KO (KEGG 

orthology)数据库进行对比，得到所有样品细菌

群落的基因功能分类。其中，一级功能层共获

得细胞过程(cellular processes)、环境信息处理

(environmental information processing)、人类疾

病(human diseases)、代谢(metabolism)、有机系

统(organismal systems)和遗传信息处理(genetic 

information processing) 6 类生物代谢通路功能。

其中，代谢、遗传信息处理和环境信息处理为

主要一级功能，占比分别为 80.49%–81.28%、

11.83%–12.13%和 1.96%–2.02%。 

 

 
 

图 5  细菌优势属水平菌群与被选择土壤理化性质相关性分析 
Figure 5  Pearson correlation analysis between relative abundance of bacteria and selected soil 
physicochemical properties. *: P<0.05; **: 0.001<P<0.01; ***: P<0.001. 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

308 LI Ying et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(1) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

对预测基因二级功能层进行分析，发现其由

34 个子功能组成。其中，共有 17 个二级功能

层相对丰度大于 1% (图 6)，除 A2、A6 和 B1 外

的其余 14 类基因的相对丰度对连作年限变化

均有显著的响应(P<0.05)。对于属于同一级代谢

通路的二级代谢通路基因，随连作年限的延长，

其变化趋势也并不一致。其中，氨基酸代谢(A6)

或碳水化合物代谢 (A1)占主导地位，其次为

辅助因子和维生素代谢(A3)，其他功能相对丰

度均低于 10%。碳水化合物代谢(A1)、能量代谢

(A4)、萜类化合物和聚酮化合物的代谢(A7)、其

他次生代谢产物的生物合成(A8)和外源物质生

物降解和代谢(A9)五类功能基因的相对丰度表

现出随连作年限的增加而逐渐降低的变化特

征，相反的，辅助因子和维生素代谢(A3)、核

苷酸代谢(A5)、折叠、分类和降解(B2)、复制

和修复(B4)、膜转运(C1)、细胞生长与死亡(D1)

六类功能基因的相对丰度随连作年限的增加

而增加；而其他包括氨基酸代谢(A10)、聚糖生

物合成和代谢(A11)和细胞运动(D2)三类功能基

因的相对丰度随连作年限延长呈倒“U”型变化

趋势。 

采用 RDA (全部土壤样品细菌二级功能基

因类群的 DCA1=0.168<3)分析影响 4 类土壤细

菌二级功能变异的主要土壤理化因子(图 7)。结

果表明，全部土壤理化性质参数解释了不同土

壤样品细菌功能差异的 87.9% (RDA1：68.8%；

RDA2：18.1%)；连作 1Y 的土壤样品的细菌功

能基因类群位于 RDA1 的正侧，而 5Y 和 10Y

处理位于 RDA1 负侧。土壤 C/N、SOM、AP

和 AK 与 RDA1 呈显著正相关，而 pH 与 RDA2

呈显著负相关。表征土壤 SOM、AP、C/N 和

AK 是导致连作土壤细菌功能显著差异的主要

土壤因子。 

利用 PICRUSt 预测部分氮(N)、磷(P)循环

关键基因的相对丰度(图 8)，共检测到 45 个与

N 代谢相关的直系同源基因(KEGG orthology, 

KO)具有数值，P 代谢共检测到 36 个。N 代谢 

 

 
 

图 6  KEGG 二级代谢通路基因相对丰度随连作年限的变化 

Figure 6  Variations in the relative abundance of KEGG pathway (level Ⅱ) genes with cropping years. A1: 
Carbohydrate metabolism; A2: Lipid metabolism; A3: Metabolism of cofactors and vitamins; A4: Energy 
metabolism; A5: Nucleotide metabolism; A6: Amino acid metabolism; A7: Metabolism of terpenoids and 
polyketides; A8: Biosynthesis of other secondary metabolites; A9: Xenobiotics biodegradation and 
metabolism; A10: Metabolism of other amino acids; A11: Glycan biosynthesis and metabolism; B1: Translation; 
B2: Folding, sorting and degradation; B4: Replication and repair; C1: Membrane transport; D1: Cell growth 
and death; D2: Cell motility. Different lowercase letters in the same column indicate significant difference 
between treatments (P<0.05). 
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图 7  土壤细菌群落二级功能基因与被选择土壤

理化性质的 RDA 分析 
Figure 7  RDA analysis of selected soil 
physicochemical properties and secondary functional 
genes for soil bacterial community. 
 

主要包括固氮作用(narG、narH、narI、napA

和 napB)、反硝化作用(narG、nirK、nirS 等)和

氮同化还原及异化还原作用(narA、narB、nirA

和 nasB 等)。P 循环相关功能基因主要参考

LeBrun 和 Kang 的文献[19]。从 N (图 8A)、P 循

环(图 8B)基因拷贝数聚类分析结果可知，连作

改变了土壤细菌 N 和 P 代谢能力，且长期连作

(10Y)和短期连作(1Y 和 3Y)之间的细菌 N 和 P

代谢能力也存在显著差异。 

3  讨论 

3.1  辣椒连作降低了土壤细菌群落多样性

和网络复杂性 
诸多研究表明，土壤微生物群落在土壤功

能和生态系统可持续性中起着重要作用。因此，

揭示连作制度下土壤微生物群落的变化规律，

有助于理解发生辣椒连作障碍的原因。其中，

微生物群落的多样性和丰富度被认为是土壤生

态系统完整性、功能和长期可持续性的关键[20]。

本研究发现，尽管连作后的土壤有更多可被微

生物利用的养分和有机物质，但细菌群落多样

性随着连作年限的延长而降低，这与部分前人

的研究结果相一致[2,21-22]，但细菌丰富度的变化

与前期研究结果有所差异[7,23]。本研究中，细菌

丰富度随连作年限延长呈现出先增加后降低的

趋势，转折点在连作 3Y 附近，但尽管如此，

5Y 和 10Y 处理的细菌丰富度仍显著高于 1Y 处

理。表明，连作过程提高了土壤细菌丰富度。

细菌适合生长在养分富足的土壤环境中，较高

的土壤肥力能够刺激细菌的生长，有利于土壤

中细菌总体的丰富度的提高。但在连作系统中，

相同的田间管理模式、植物化感物质的长期累

积以及同类型根系分泌物长期释放的生态效

应，导致土壤中的微生物区系发生改变，微生

物群落结构的失衡，可能是微生物多样性下降

的重要原因[24-25]。同时，种植过程中农药和杀

虫剂的使用也可能降低土壤细菌群落多样性。

此外，有学者曾提出[26]，向土壤添加营养物质

后，土壤中的部分物种对过量的营养物质反应迅

速，进而通过快速繁殖占领寡营养微生物的生态

位，导致微生物多样性立即下降，一般来说土壤

微生物多样性越丰富则微生物群落的稳定性越

好，而土壤细菌多样性的丧失被认为是生态系统

功能的主要威胁，可能对与生物量生产、养分循

环和分解有关的生态系统功能产生明显的负面

影响[27]。另外，我们还发现，随着连作年限延

长，细菌网络的复杂性和菌群模块化程度逐渐降

低。此前有研究表明，具有复杂网络结构的细菌

群落比简单网络更能抵抗环境干扰[28]。因此，

延长连作年限导致土壤细菌对环境变化的抵抗

力减弱[29]，不利于土壤可持续发展。 

3.2  辣椒连作影响了土壤细菌的组成和功能 
辣椒连作显著影响土壤细菌微生物群落。

本研究显示，连作后的细菌群落结构组成发生
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明显的分异，并且随着连作年限的延长，细菌

结构变化越明显。这与 Liu 等[2,21]的研究结果相

近，他们发现，大豆和葡萄长期和短期连作体

系中土壤细菌群落均存在显著差异。 
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图 8  氮、磷代谢相关 KO 预测基因拷贝数相对丰度热图 
Figure 8  Heatmap of nitrogen and phosphorus metabolism related KO based on predicted genes copy 
number. A: Nitrogen metabolism. B: Phosphorus metabolism. 
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细菌的相对丰度受连作年限的影响发生

了显著变化，本研究中，4 个连作土壤的细菌

优势门为变形菌门、放线菌门、绿弯菌门、芽

单胞菌门、酸杆菌门和拟杆菌门。变形菌门是

4 个处理中占绝对优势的细菌门类群。变形菌

门和拟杆菌门为富营养菌门，二者相对丰度在

连作后养分含量和土壤有机质显著增加的情况

下随连作年限的延长呈增长趋势；而酸杆菌门

通常在土壤中被鉴定为一种寡养(或 k 选择)细

菌群[30]，其相对丰度也随土壤养分的累积而降

低。表明，三者在对连作措施的响应与其营养

性关系基本保持一致。而其他富营养型菌门如

放线菌门相对丰度在连作后明显降低，但寡营

养菌门中的厚壁菌门相对丰度随连作年限延长

而增加，表明连作过程在一定程度上改变了这

些菌群的生长策略。前期有研究发现[31]，放线

菌门是形成土壤有机质的关键生物，能够促进

土壤有机质的分解，且具有解磷作用。但高有

机质的环境不利于其生长繁殖[23]，这与本研究

放线菌门与 SOM、DOC、C/N 和 AP 的相关性

结果一致。而厚壁菌门可以产生芽孢抵御外界

的有害因子，具有极强的抗逆性，本研究中厚

壁菌门丰度随着连作年限的增加而增加在一定

程度上增加土壤抗病害风险的能力。有文献发

现[32]，粪肥中富含丰富的厚壁菌门和拟杆菌门，

因此，有机粪肥的施用可能有利于以上菌门的

富集。相反的，绿弯菌门能够降解纤维素并维

持土壤中碳含量的水平稳定，芽单胞菌属(芽单

胞菌门)与土壤氮代谢、磷酸盐与次磷酸盐代谢

密切相关[33]，Bryobacter 属(酸杆菌门)可以降解

包括纤维素和木聚糖在内的各种多糖为自身碳

源[31]。以上菌群相对丰度随连作年限延长均显

著降低，说明连作(尤其是长期连作)改变了细菌

微生物的代谢方式，不利于土壤有机质的降解

和物质循环。 

此前有研究证实，类诺卡氏菌属(放线菌门)

和鞘氨醇单胞菌属(放线菌门)与杀虫剂和抗菌

剂的降解密切相关[27]。本研究中，以上两个属

群的相对丰度在连作 10Y 时最高，这可能是由

于连作过程中长期采用化学杀虫剂进行有害生

物管理，导致土壤有机物污染严重，促进了降

解大分子有机污染物的微生物的繁殖。同时，

鞘氨醇单胞菌属丰度显著增加，也有利于促进

辣椒次生代谢产物的降解[34]。链霉菌属(放线菌

门)和罗河杆菌属(变形菌门)为生防菌，链霉菌

属可通过产生抗真菌、抗菌活性和抗病毒毒素

来预防部分土传疾病[31]。而罗河杆菌属具有氧

化酶和过氧化氢酶活性，对根腐病病原菌有明

显的拮抗效应[35]。本研究中，链霉菌属和罗河

杆菌属相对丰度随连作年限延长呈现出不对称

的“U”型，在 3Y 和 5Y 时降低，说明连作 3Y

年后土壤对病原菌的抗性下降，在 10Y 处理中

显著增加，在此考虑在连作 5 年至 10 年期间有

土传病害爆发促进了拮抗生防菌的繁殖。值得

注意的是，本研究中，芽孢杆菌属(厚壁菌门)

相对丰度在长期连作后显著增加，但最高占比

仍然低于 1% (数据未列出)，研究证实，大多数

芽孢杆菌成员可以抑制土壤中致病微生物的繁

殖，减少植物的土传疾病。因此，芽孢杆菌的

增加可能是对连作措施下土壤理化性质、微生

物群落结构和组成变化的微弱响应。 

利用 PICRUSt 对不同连作处理下土壤细菌

进行功能预测，结果显示，以碳水化合物代谢、

氨基酸代谢、辅助因子和维生素代谢、萜类化

合物和聚酮化合物的代谢四种功能丰度最高，

表明土壤细菌群落积极参与了基本的代谢过

程。其中，碳水化合物的代谢过程与固氮、溶

磷等作用密切相关，且其中间产物可以为许多

物质的合成提供原料[36]；脂类作为维持生物体

正常生命活动基本物质，其合成代谢对能量存
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储和物质运输都至关重要；微生物的能量代谢，

特别是矿质养分代谢，对植物生长至关重要。

同时，细菌能够通过合成次生生物活性代谢物

来抑制土壤中病原性疾病的传播，从而保持宿

主健康。本研究中，碳水化合物代谢(A1)、脂

质代谢(A2)、能量代谢(A4)、萜类化合物和聚酮

化合物的代谢(A7)以及其他次生代谢产物(A8)

的相关微生物功能基因相对丰度随连作年限延

长而降低，结合 RDA 结果说明，延长连作年限

后 SOM 和养分累积不利于土壤细菌对碳源的

利用、物质循环与转化及生物体代谢调控[37]，

这与前面我们对微生物菌群变化的分析结论一

致。同时，萜类化合物、聚酮类化合物代谢被

证实在抗生素及抗逆性的增强方面具有重要意

义[38]。氨基酸是脂类、碳水化合物、核酸和信

号分子合成的前体[39]，同时，氨基酸代谢主要

参与脱氨作用和转氨作用，与植株氮素的循环

息息相关[40]，连作 5Y 后，土壤细菌氨基酸代

谢相对丰度显著降低预示着土壤环境逐渐不利

于细菌物质合成和繁衍，且土壤氮循环可能受

到抑制[41]。我们推测，长期连作下，重要代谢

功能基因相对丰度显著降低是形成连作障碍的

原因之一。此外，土壤辅助因子和维生素代谢

相对丰度在 5Y 后显著提高，有利于细菌适应

不良环境，这可能由于该功能基因与土壤 AP

含量密切相关[41]；细胞生长与死亡(D1)和复制

和修复(B4)功能基因相对丰度的变化说明连作

年限的延长改变了细菌细胞的生长和死亡周

期，有助于提高土壤细菌对因连作引起的土壤

环境变化的适应能力，加快细菌群落演替。而

膜转运(C1)的功能基因丰富有利于促进土壤中

铁和小分子物质的溶解，保证细菌快速成活[42]。

但目前，由于 PICRUSt 功能预测存在局限性，

后续仍需结合宏基因组测序等技术进一步进行

分析验证。 

3.3  土壤细菌微生物群落的环境驱动因素 
据报道，长期连作导致土壤化学性质恶化，

土壤养分含量失衡，最终导致植物产量和品质

下降[3]。本研究发现，连作环境下，长期施用

有机肥促进了土壤 SOM 和有效养分(有效氮、

有效磷和速效钾)的大量累积，提高了土壤肥

力，这与前人[20,43]的研究结果一致。同时，刘

来等[44]研究发现，辣椒连作 9 年后土壤 pH 显

著降低，但本研究中，连作 10 年后的 pH 下降

不明显，而连作 5 年时的 pH 甚至有所增加，

这可能是由于有机肥呈碱性，常年定期施用减

缓土壤酸化。另外，10Y 的土壤 EC 值是 1Y 处

理的 3.5 倍，说明，长期连作导致土壤盐渍化

严重，而次生盐渍化加剧是设施大棚土壤质量

退化的一个重要特征[45]。 

任何环境因子的变化都可能在一定程度上

改变土壤微生物群落结构[46-47]。连作中长年施

用有机肥，土壤有机质及速效养分改变较大，

这些土壤特性的变化可能驱动着细菌群落结构

的变化。本研究中，C/N 比、SOM 和 AP 与细

菌群落多样性极显著负相关关系，而 DOC 则是

影响细菌丰富度的重要因子。SOM 对土壤生态

至关重要，可为植物和微生物提供养分[48]。连

作过程中，有机肥为土壤提供大量有机质，有

机质分解过程中形成不同类型的碳源，直接增

加了土壤中 DOC 含量，从而促进微生物的生长

和繁殖[46]；另一方面，这些碳源在进入土壤后

增加了土壤的 C/N 比，对细菌群落结构也具有

调控作用[37]。冗余分析中解释变量的前向选择

结果表明土壤 SOM 和 AP 的变化能最大程度上

解释土壤细菌群落的改变，且二者与大部分的

细菌优势属群有显著相关性。这与前人的研究

相似[19,33]。前期，Zhang 等[49]发现，随着连作年

限的增加，土壤有机质积累导致微生境中氧的扩

散减少，从而影响微生物群落组成。Li 等[11]也
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发现，在设施连作黄瓜系统中，AN 和 AP 含量

的增加诱导土壤微生物群由细菌向真菌转变。

因此，土壤养分变化对土壤微生物群落组成和

结构的影响可能比以往认为的更为重要[30]。 

土壤中有效磷是土壤细菌的重要营养来

源 [50]。前期，唐宏亮等[51]研究发现，土壤磷的

生化过程与碳氮循环紧密耦合，土壤有效磷含

量的增加能够改变微生物的碳源利用方式，并

有助于加快微生物代谢，这与本研究中对细菌

功能潜势的预测结果存在一致性。除此之外，

本研究中，C/N 也是影响细菌群落功能的重要

因子[52]。前期证实，提高 C/N 比会引起微生物

对 N 源的争夺利用，不利于微生物的分解和氮

的转化[37]。同时，陆地长期施肥后土壤中有效

氮含量的提升不利于自生固氮菌的生长和繁

殖，导致土壤固氮的基本过程受到抑制[53]，这

也可能是本研究中长期连作后 N 矿化增加的重

要原因。这里对细菌 N 代谢能力的预测也证实

长期连作改变了细菌整体 N 代谢能力。前期，

有诸多证实连作过程中土壤 pH 值在调控细菌

种群生长和代谢过程中的关键作用[54]，但本研

究中，pH 并不是影响细菌群落结构演替的主导

因子，这可能与此处 pH 变化范围较窄有关。

但随着连作持续，土壤中硝态氮含量的不断累

积会加速土壤酸化[44]，pH 的影响性也可能会逐

渐凸显。 

除此之外，根系分泌物被认为是影响土壤

微生物的重要因素之一，并且在植物不同生长

阶段驱动微生物群落变化。此前，江山等[55]发

现，辣椒根系分泌物中的邻苯二甲酸、邻苯二

甲酸酯类衍生物及雪松醇等物质均具有自毒

作用，甚至分析认为分泌物影响下导致的微生

物群落结构失衡可能是辣椒连作障碍的重要

成因[56]。但针对这一结论目前仍缺乏最直接性

证据。因此，研究根系分泌物-微生物相互作用

及其相关机制，探寻根系分泌物-土壤微生物-

连作障碍的关系方面是我们未来重点关注的方

向。同时，为了解土壤因子和微生物群落结构

的变化，也有必要对辣椒不同生育期连作障碍

的影响进行跟踪分析。 

4  结论 

综上所述，本研究发现，辣椒连作显著影

响细菌微生物群落结构，且不同连作年限间细

菌群落结构也存在显著差异。延长连作年限导

致土壤中细菌多样性显著降低，群落网络的复

杂性减少，导致细菌群落稳定性和对环境变化

的抵抗性减弱。同时，连作也改变了部分优势

菌群的生长策略，导致与有机质分解密切相关

的放线菌门、绿弯菌门和酸杆菌门，与土壤氮

代谢、磷酸盐与次磷酸盐代谢密切相关的芽单

胞菌门相对丰度随连作年限的延长而降低，而

链霉菌属和罗河杆菌属等生防菌在长期连作后

(10Y)增加则在反映出土壤细菌对环境的适应

能力。此外，细菌群落功能发生显著变化，包

括碳水化合物的代谢、脂类代谢和氨基酸代谢

等重要微生物代谢功能基因相对丰度在长期连

作后降低，说明，连作(尤其是长期连作)降低了

细菌微生物的物质调控能力。冗余分析结果证

实，土壤 SOM 和 AP 的累积与细菌微生物群落

和功能变化密切相关。未来，设施条件下有必

要根据土壤实际情况进行肥料定制或搭配微生

物菌肥以求进一步优化土壤环境，缓解连作障

碍，提高辣椒产量。 
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