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摘   要：【目的】为缓解中药绞股蓝种植区由于连作导致的土壤微生态失衡，提高绞股蓝品

质及产量，使用本课题组的娄彻氏链霉菌(Streptomyces rochei) D74 菌剂及新构建的复合菌剂

T3，研究微生物菌剂的施加对绞股蓝产量、品质以及根际细菌群落组成的影响，明确绞股蓝

在连作和正茬不同种植条件下的适用菌剂。【方法】采用五点取样法，测定大田种植试验中各

处理组绞股蓝单位面积的产量。采用紫外 -可见分光光度法及高效液相色谱法测定黄酮、多

糖、皂苷等绞股蓝主要药效成分含量。利用 16S rRNA 基因高通量测序技术分析添加菌剂对

绞股蓝根际细菌群落结构的影响。【结果】在正茬型 Z 区地块，T3 菌剂处理组绞股蓝干重较

对照组增加了 63.44%，总黄酮含量提高 12.50%，总多糖含量提高 32.95%，增产提质效果均

优于 D74 菌剂；而在连作型 P 区地块，D74 菌剂处理组绞股蓝干重较对照组增加了

77.41%，总黄酮含量提高 112.50%，总多糖含量提高 23.10%，效果优于 T3 菌剂。通过分析

微生物群落组间差异发现，与对照组相比富集在 T3 菌剂组中的差异微生物为新鞘氨醇菌属

(Novosphingobium)、罗河杆菌属 (Rhodanobacter) 等有益微生物，富集在 D74 菌剂组中的差

异微生物为慢生根瘤菌属 (Bradyrhizobium)、硝化螺菌属 (Nitrospira)等有益微生物。【结论】

研究表明 T3 复合菌剂及 D74 菌剂均能够通过招募土壤中有益微生物类群，优化根际土壤中
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微生物群落结构，改善绞股蓝根际微生态环境，显著提高绞股蓝药效成分含量及产量。D74
菌剂在连作型地块施用效果更佳，T3 菌剂对正茬型地块施用效果更佳。  

关键词：复合菌剂；根际促生细菌；根际微生物群落；绞股蓝 
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Abstract: [Objective] To alleviate the soil microecological imbalance caused by continuous 
cropping and improve the quality and yield of Gynostemma pentaphyllum, we studied the effects 
of Streptomyces rochei D74 and the newly developed compound microbial agent T3 on the yield, 
quality, and rhizosphere bacterial community composition of G. pentaphyllum, aiming to 
determine the suitable microbial agent for this medicinal plant in continuous cropping and 
rotational cropping. [Methods] The five-point sampling method was used to determine the yield 
of G. pentaphyllum per unit area in the field. The content of main active constituents including 
flavonoids, polysaccharides, and saponins was determined by UV-VIS spectrophotometry and 
high performance liquid chromatography. The 16S rRNA gene high-throughput sequencing was 
employed to reveal the rhizosphere bacterial community structure of G. pentaphyllum. [Results] 
In the Z-zone of rotational cropping, the dry weight, total flavonoids, and total polysaccharides of 
the T3 group increased by 63.44%, 12.50%, and 32.90%, respectively, compared with those in the 
control group, and T3 outperformed D74 in improving the yield and quality. In the P-zone of 
continuous cropping, the dry weight, total flavonoids, and total polysaccharides of the D74 group 
increased by 77.41%, 112.50%, and 23.10%, respectively, compared with those in the control 
group, and D74 outperformed T3. The differential microorganisms enriched in the T3 group 
compared with the control group were beneficial microorganisms such as Novosphingobium and 
Rhodanbacter, and those enriched in the D74 group were Bradyrhizobium and Nitrospira. 
[Conclusion] Both T3 and D74 could optimize the microbial community structure in rhizosphere 
soil and improve the micro-environment for plant growth by recruiting beneficial microorganisms 
in the soil, thus increasing the content and yield of the active constituents of G. pentaphyllum. 
D74 and T3 demonstrate better performance in the fields of continuous cropping and rotational 
cropping, respectively. 
Keywords: compound microbial agent; plant growth-promoting bacteria in the rhizosphere; 
rhizosphere microbial community; Gynostemma pentaphyllum 
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绞股蓝[Gynostemma pentaphyllum (Thunb.) 
Makino]为葫芦科绞股蓝属的多年生攀援草质藤

本植物，主要分布在陕西、四川、湖北、福建、

安徽、海南、云南等地，其中陕西秦巴山区的野

生蕴藏量最为丰富[1]。绞股蓝含有皂苷、多糖、

黄酮等多种次生代谢产物，具有神经保护、抗

缺血再灌注损伤、抗氧化、抗肿瘤、免疫调

节、降血糖等药理活性 [2]。我国绞股蓝野生资

源原本非常丰富，但由于过度采收，现已经逐

步变得稀少，目前市面上的绞股蓝多为人工栽

培。然而，随着栽培规模的扩大，种植条件及

道地性等因素的限制，连作障碍、根结线虫等

问题逐渐显现[3]，这不仅严重影响了药材产量，

还会使药材品质降低，大大制约了绞股蓝产业的

持续健康发展。此外，在绞股蓝主要栽培地区，

部分药农为了追求更高的产量而过量使用化肥，

这种做法不仅造成土壤的功能退化、微生物生态

失衡，还可能使药材存在安全隐患，违背了绿色

农业的可持续发展理念。 
随着国家对中药产业生态化发展的高度重

视，减少化肥和农药的施用量、提高种植土壤质

量并增强中药材的抗病性和抗逆性，对于提高中

药材产量和品质具有重要的现实意义。生物肥料

是含有一种或多种促生菌并与其他营养元素组

成的微生物制剂，可改变土壤理化性状、改善

根际微生态、促进植物营养物质的吸收、抑制

病原菌生长、增强作物抗病抗逆性，促进作物

健康生长[4]。合理有效地使用生物肥料能够显著

减少化肥和农药的施用量，有效克服中药材的连

作障碍，从而大幅提高中药材的产量和品质。因

此，针对不同中药材的生长特点和种植过程中的

障碍因子，研发稳定、高效的微生物菌剂已成为

当前中药材生态种植领域的研究热点。 
研究发现，应用于中药材种植的微生物菌

剂可分为单一制剂和复合制剂，如单一施用放

线菌 Act12 菌剂可有效提高丹参的产量和品

质，增加丹参根区土壤中放线菌的数量，能显

著提高丹参根际罗氏菌、球形节杆菌等有益微

生物的丰度，并抑制黄曲霉等有害微生物的繁

殖[5]。使用含哈茨木霉、淡紫拟青霉和枯草芽

孢杆菌的复合菌肥处理生姜连作，能够使土壤

中根瘤菌属、假单胞菌属、芽孢杆菌属等有益

微生物的丰度显著提升，病原菌种类及丰富度

下降 [6]。单一菌剂与复合菌剂各具特点，一般

情况下单一菌剂使用的菌株具有针对性强、生

产及贮藏过程中稳定性高的特点 [7]，而复合菌

剂大多由功能不同且具有协同作用的菌株复配

而来，促生防病效果更强，在根际生态位竞争

中更具优势[8]。已有的研究表明，无论是单一菌

剂还是复合菌剂的使用效果均受到土壤理化性

质、种植年限、农艺措施等诸多因素的影响，

这将导致菌剂功能的不确定性[9]。因此在绞股蓝

的种植过程中，单一菌剂和复合菌剂中哪一类

型更适宜于绞股蓝产量和品质的提升，种植环

境的改变是否对菌剂功能的稳定发挥造成影

响，是绞股蓝生态种植的重要环节，需要深入

地研究。 
本研究以绞股蓝为研究对象，以课题组现

有的对多种作物具有促生作用的 D74 菌剂和以

绞股蓝根际多种促生菌复配的 T3 复合菌剂为

供试菌剂，解析 2 种菌剂对绞股蓝生长、药效

成分含量以及根际细菌群落结构的影响，评估

其对绞股蓝生长与土壤微生态环境的改良作

用，以期为绞股蓝的绿色生态种植及 D74 菌剂

与 T3 复合菌剂的大面积应用提供科学依据。 

1  材料与方法 
1.1  菌株 

T3 复合菌剂由 10 株细菌构成，分别为解

蛋白芽孢杆菌(Bacillus proteolyticus) GS15、特
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基拉芽孢杆菌(Bacillus tequilensis) GS18、贝莱

斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis) GS19、辣椒芽

孢杆菌(Bacillus zanthoxyli) GS20、德伦特省新

颖芽孢杆菌(Neobacillus drentensis) GS75、阿氏

普里斯特氏菌(Priestia aryabhattai) GS88、植物

内生普里斯特氏菌(Priestia endophytica) GS89、
Pseudomonas nicosulfuronedens GS94 、

Pseudarthrobacter defluvi GR156、无花果沙雷

氏菌(Serratia ficaria) GR166。这些菌株从陕西

省安康市平利县神草园茶业有限公司种植基地

的绞股蓝根际土和根内生菌中分离并筛选得

到。其分离筛选方法：首先使用 LB、R2A 培

养基分离纯化得到 174 株细菌，然后通过测定

菌株的固氮、溶磷、解钾、产生长素(indole-3-
acetic acid, IAA)、产铁载体、产 1-氨基环丙烷-1-
羧酸 (1-aminocyclopropane-1-carboxylate, ACC)
脱氨酶能力，筛选得到 14 株兼具多种能力或单

项能力突出的功能菌株，再通过平板对峙试验

检测各菌株之间的协同兼容性，最后获得上述

10 株细菌进行复合菌剂的制备。T3 液体菌剂

是由 10 株细菌的发酵液等比例混合而成，活菌

数为 1.0×107 CFU/mL；T3 固体菌剂是以灭菌

玉米粉为载体，将 10 种细菌的发酵液等比例均

匀地喷洒在载体上，自然风干后制得，活菌数

为 1.2×108 CFU/g。 

娄彻氏链霉菌(Streptomyces rochei) D74 由

西北农林科技大学资源环境学院微生物资源研

究室提供，经前期研究表明，该菌株具有促生

作用和生防特性[10-12]。D74 固体及液体菌剂由

陕西博秦生物工程有限公司提供，其中固体菌

剂活菌数为 1.5×108 CFU/g，液体菌剂活菌数为

1.2×107 CFU/mL。绞股蓝幼苗由平利县神草园

茶业有限公司提供。 

1.2  大田试验 
将公司提供的绞股蓝幼苗移栽至 2 处试验

地，P 区为陕西省安康市平利县神草园茶业有

限公司(109°46′21″E，32°36′17″N)一处连作 3 年

且存在连作障碍的绞股蓝种植地，其土壤有机

质 含 量 为 (20.81±0.32) g/kg ， 全 氮 含 量 为

(1.33±0.01) g/kg，全磷含量为(0.77±0.02) g/kg，
全钾含量为(20.18±0.07) g/kg；Z 区为陕西省安

康市汉滨区五里镇 (108°53′13″E，32°43′48″N)
一处从未种植过绞股蓝的农田，其土壤有机质

含 量 为 (17.12±0.35) g/kg ， 全 氮 含 量 为

(0.95±0.03) g/kg，全磷含量为(1.37±0.01) g/kg，
全钾含量为(19.51±0.31) g/kg。两地土壤类型

均为黄棕壤，设置 2 个区域目的是为探究菌剂

对不同种植背景下绞股蓝的促生效果。试验设

计如表 1 所示，每个处理重复 4 个小区，每个

小区 1.5 m×20 m。 
 

表 1  大田试验设计方案 
Table 1  Design scheme of field test 
Treatment Organic fertilizer 

(g) 
Biofertilizer 
(solid) (g) 

Base fertilizer Biofertilizer (liquid) 
(L) 

P (Pingli County) Control group (PC) 40.0 0.0 NPKS fertilizer Water 0.5 

 T3 treatment (PT) 40.0 2.0 0.5 

 D74 treatment (PD) 40.0 0.7 0.5 

Z (Wuli Town) Control group (ZC) 40.0 0.0 Sheep manure fertilizer 
(1 000.0 kg/666.67 m2) 

Water 0.5 

 T3 treatment (ZT) 40.0 2.0 0.5 

 D74 treatment (ZD) 40.0 0.7  0.5 
The solid biofertilizer and organic fertilizer are evenly mixed and applied to each hole. The application amount in the table represents 
the amount of each hole. The amount of liquid biofertilizer applied in the table is the total amount of the four plots per time. 
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Z 区处理组于绞股蓝幼苗定植时穴施菌剂

与有机肥的混合物，并分别于第 10、20、40 天

在 ZT 地块浇灌稀释 100 倍的 T3 液体菌剂，在

ZD 地块浇灌稀释 100 倍的 D74 液体菌剂。P
区处理组于绞股蓝幼苗定植时穴施菌剂与有机

肥的混合物，并分别于第 10、20、40 天在 PT
地块浇灌稀释 100 倍的 T3 液体菌剂，在 PD 地

块浇灌稀释 100 倍的 D74 液体菌剂。 
1.3  植物指标测定及土样采集 

在绞股蓝幼苗定植第 12 周收样，此时绞股

蓝处于旺盛生长期，采用五点取样法，每处采

集绞股蓝地上部分 1 m2 样方，测定绞股蓝单位

面积的鲜重，80 ℃烘干至恒重后称其干重。另

采集 5 kg 叶片，将其自然晾干后粉碎，测定绞

股蓝中总皂苷、总黄酮、总多糖含量。 
采用紫外-可见分光光度法，参照文献[13]

的方法，以人参皂苷 Re 为对照品，于 550 nm
波长处测定绞股蓝总皂苷含量。采用高效液相

色谱法，以芦丁为对照品，按照文献[14]的方

法制备供试品溶液，色谱柱为月旭 AQ-C18 
(4.6 mm×150 mm, 5.0 μm)，流动相为甲醇-0.2%
磷酸水溶液，检测波长为360 nm，流速1 mL/min，柱

温 30 ℃，以芦丁为对照计算总黄酮含量。采用

紫外-可见分光光度法，以葡萄糖为对照品，根

据文献[15]的方法得到总多糖标准曲线，样品

稀释 4 倍后各取 1 mL 置于 10 mL 样品管中，

同标曲方法处理完毕后在 625 nm 处测定绞股蓝

总多糖含量。 
在各小区按五点取样法随机选取绞股蓝植株，

挖出其根部，收集根际土用于土壤总 DNA 提取。 
1.4  土壤 DNA 提取及扩增子测序结果分析 

选用 FastDNA® SPIN Kit for Soil 试剂盒

(MP Biomedicals 公 司 ) 提 取 土 壤 微 生 物 总

DNA，每个样本称量 0.5 g，按照操作手册进行

提取。使用引物对 341F (5′-CCTAYGGGRBGC 
ASCAG-3′)和 806R (5′-GGACTACNNGGGTAT 

CTAAT-3′)对细菌 16S rRNA 基因的 V3−V4 区

进行扩增，并在北京诺禾致源科技股份有限公

司完成扩增子测序。使用 QIIME 2 (version 
QIIME 2-202202)软件中的 DADA2 模块进行降

噪，从而获得最终的扩增子序列变异(amplicon 
sequence variants, ASVs)以及特征表。每个 ASV
都使用 QIIME feature-classifier 插件基于 Silva 
138.1 数据库(https://www.arb-silva.de/)进行物种

注释。采用 Chao1 指数和 Shannon 指数表征细

菌群落 α 多样性，微生物群落组成差异采用基

于 Bray-Curtis 距离的主坐标分析(principal co-
ordinates analysis, PCoA)评估，STAMP 分析用来

鉴定 2 组处理中在属水平上存在特异性显著富

集的细菌(检验方法为 t-test，P 值小于 0.05)，
微生物群落和药效成分之间的相关性通过曼特

尔检验(Mantel test)进行评估。 

2  结果与分析 
2.1  菌剂对绞股蓝药效含量及产量的影响 

绞股蓝中主要药效成分测定结果如图 1 所

示，P 区施加 D74 菌剂后使绞股蓝总黄酮含量

提高了 112.50% (图 1A)，总多糖含量提高了

23.10% (图 1B)，药效成分提升效果较 T3 菌剂

更明显；Z 区施加 T3 菌剂后使总多糖含量增加

了 32.95% (图 1B)，总黄酮含量提高了 12.50% 
(图 1A)。皂苷类物质药用价值很高，但对药用

植物自身是一种自毒物质，对人参、西洋参和

三七均可以表现出化感抑制作用[16]。研究人员

发现，中药材“顺境出产量，逆境出品质”[17]，

适度的环境胁迫，会刺激皂苷类次生代谢产物

的积累，抑制药用植物生长。在施用 2 种菌剂

后，P 区及 Z 区的绞股蓝总皂苷含量呈现不同

程度的下降(图 1C)，因此我们推测施加菌剂可

能会缓解与皂苷合成相关的环境胁迫，进而使

绞股蓝中的总皂苷含量降低。 
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图 1  绞股蓝叶片中主要药效成分含量 
Figure 1  Content of main pharmacodynamic components in leaves of Gypenostemma pentaphyllum. A: Total 
flavonoid content. B: Total polysaccharide content. C: Total saponin content. Different letters of a, b, c 
represent significant differences between different treatments in the same area. P refers to the planting area of 
Pingli County, Ankang City; Z refers to the planting area of Wuli Town, Ankang City. 
 

绞股蓝地上部分单位面积的干重、鲜重测

定结果如图 2 所示，与 PC 对照组相比，PT 处

理组干重增加了 63.44%，PD 处理组干重增加

了 77.41% (图 2A)；与 ZC 对照组相比，ZT 处

理组干重增加了 53.52%，ZD 处理组干重增加

了 35.91% (图 2A)，鲜重与干重呈现相同的增

长趋势(图 2B)。2 种菌剂处理结果表明，D74
菌剂在 P 区连作土壤增产效果优于 T3 复合菌

剂，而 Z 区使用 T3 复合菌剂的增产效果优于

D74 菌剂。结合药效成分测定结果可以看出，

D74 菌剂对连作土壤绞股蓝产量和品质的改善

作用更好，而 T3 菌剂对正茬土壤绞股蓝产量

和品质的改善作用更好，因而 D74 菌剂更适合

应用于连作绞股蓝种植中，T3 菌剂更适合应用

于正茬绞股蓝种植中。 

2.2  菌剂对绞股蓝根际微生物群落结构的

影响 
2.2.1  根际细菌 α 多样性指数的变化 

采用 16S rRNA 基因高通量测序分析土壤

细菌群落结构，每个样本有效序列均大于 8 万

条，使用 QIIME 2 中的 DADA2 模块进行降噪，

共获得 33 211 个细菌 ASV，分属于 49 门 139 纲    

331 目 504 科 940 属。利用 Chao1 指数和

Shannon 指数表征细菌群落 α 多样性(图 3A、3B)。 
 

 
 

图 2  单位面积绞股蓝地上部分的干重(A)及鲜重(B) 
Figure 2  Dry weight (A) and fresh weight (B) of aerial part of Gypenostemma pentaphyllum per square meter. 
Different letters of a, b, and c represent significant differences between different treatments in the same area. P 
refers to the planting area of Pingli County, Ankang City; Z refers to the planting area of Wuli Town, Ankang 
City. 
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结果发现，处理组的丰富度指数相较于对照组

有所下降，但并无显著性差异，说明施用 T3

和 D74 菌剂对 P 区和 Z 区绞股蓝根际微生物

种群 α 多样性并未产生显著性影响。 

2.2.2  根际细菌群落 β 多样性的变化 
为解析 2 种菌剂对 P 区及 Z 区绞股蓝根际

细菌群落物种组成的差异，对上述各处理的根

际土壤细菌群落 β 多样性进行分析(图 3C)。基

于 Bray-Curtis 距离的细菌群落 PCoA 分析结果

显示，主坐标轴 PCoA1 和 PCoA2 分别解释了

30.27%和 9.94%的变异度。在连作土壤 P 区，

PC、PD 与 PT 组存在较大部分重叠，说明施加

T3 复合菌剂和 D74 菌剂均可调整连作土壤微生

物群落结构，但影响较小；PD 组与 PT 组微生

物群落结构也存在差异，说明 T3 复合菌剂和

D74 菌剂对土壤微生物群落结构的调控作用存

在差异。在正茬 Z 区，ZC、ZD 与 ZT 组分离效

果明显，说明施用 T3 复合菌剂和 D74 菌剂均能

对正茬土壤微生物群落结构产生较大的影响；

与 ZC 组相比，ZD 组与 ZT 组结构更为相似，

说明 2 种菌剂对土壤微生物群落结构的调控存

在趋同作用；但 ZD 组与 ZT 组也存在明显的差

异，说明 2 种菌剂对土壤微生物群落结构的调

控作用并不完全相同，存在不同的调控机制。 

 

 
 

图 3  菌剂对根际微生物群落结构的影响 
Figure 3  Impact of microbial agents on rhizosphere microbial community structure. A: Chao1 index. B: 
Shannon index. C: PCoA analysis. D: Community composition on phylum level. 
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2.2.3  根际细菌群落门水平组成的变化 
选取门水平上相对丰度前 10 的物种作相对

丰度堆叠柱状图，可以看出 2 处试验田中土壤

细菌群落中相对丰度大于 10.00%的优势菌门主

要包括变形菌门 (Proteobacteria)、拟杆菌门

(Bacteroidetes)、酸杆菌门(Acidobacteria)。如图

3D 所示，与 PC 相比，PT 处理的变形菌门、拟

杆菌门丰度平均分别增加了 14.27%、33.75%，

而酸杆菌门、放线菌门(Actinobacteriota)和疣微

菌门 (Verrucomicrobiota)丰度平均分别降低了

18.74%、30.06%和 10.45%；PD 土壤中变形菌

门、酸杆菌门和芽单胞菌门(Gemmatimonadota)
丰度平均增加 3.93%、23.58%和 27.17%，而拟

杆菌门、放线菌门和疣微菌门丰度平均分别降

低了 27.45%、49.67%和 7.76%。与 ZC 相比，

ZT 处理变形菌门、酸杆菌门、放线菌门和疣微

菌门丰度平均增加 5.84%、6.83%、29.74%和

19.60%，而拟杆菌门和芽单胞菌门丰度平均分

别降低了 10.34%和 10.59%；ZD 处理中变形菌

门 、 酸 杆 菌 门 和 放 线 菌 门 丰 度 平 均 增 加

9.16%、39.06%和 103.65%，而拟杆菌门、疣微

菌门和芽单胞菌门丰度平均分别降低了 18.91%、

24.15%和 32.30%。 

2.3  不同处理组间差异微生物分析 
为得到各处理组与对照组之间存在的差异微

生物，使用 STAMP 差异分析得到属水平组间具

有显著差异性的物种(P<0.05)。结果显示 PT 处理

组根际土壤显著富集了全噬菌属(Holophaga)、鞘

氨醇单胞菌科(Sphingomonadaceae)的新鞘氨醇菌

属(Novosphingobium)、变形菌门(Proteobacteria)
的 Inquilinus 属，而绿屈挠菌门(Chloroflexi)的
KD4-96 属 和 迷 踪 菌 门 (Elusimicrobiota) 的

Lineage_IIb 属显著减少(图 4A)。鞘氨醇单胞

菌科曾被报道在抑病根际土壤中显著富集[18]，

由此推测 T3 菌剂的加入可能使根际土壤环境

向抑病土壤类型发展。PD 处理组根际土壤显著

富集了硝化螺菌属 (Nitrospira)、酸杆菌门的

Candidatus_Koribacter 属 、 微 消 化 菌 科

(Micropepsaceae) 、 亚 硝 化 单 胞 菌 科

(Nitrosomonadaceae) 的 IS-44 属 以 及

Patescibacteria 门的 Candidatus_Kaiserbacteria
属，而类诺卡氏菌属(Nocardioides)显著减少(图
4B)。T3 菌剂显著影响了 5 个种属的丰度，

D74 菌剂显著影响了 6 个种属的丰度，并且未

出现重叠种属，研究表明 2 个菌剂在调控连作

绞股蓝根际微生物生物群落方面存在差异，通

过不同的作用方式影响其他种属的丰富度。 
ZT 处理组根际土壤显著富集了罗河杆菌属

(Rhodanobacter) ， 而 亚 硝 化 单 胞 菌 科 的

Ellin6067 属、芽单胞菌门(Gemmatimonadota)的

YC-ZSS-LKJ147 属 和 S0134_terrestrial_group

属、酸杆菌门的 Subgroup_10 属以及拟杆菌门

的 Parasegetibacter 属的丰度显著降低(图 4C)。

ZD 处理组根际土壤显著富集了罗河杆菌属

(Rhodanobacter)、黄杆菌科(Xanthobacteraceae)

的慢生根瘤菌属 (Bradyrhizobium)、根瘤菌科

(Rhizobiaceae)的中慢生根瘤菌属(Mesorhizobium)、

噬几丁质菌科(Chitinophagaceae)的沉积物杆状

菌 属 (Sediminibacterium) 以 及 黄 单 胞 菌 科

(Xanthomonadaceae) 的 藤 黄 单 胞 菌 属

(Luteimonas)，而蛭弧菌属(Bdellovibrio)、拟杆

菌门的黏结杆菌属(Adhaeribacter)及红游动菌属

(Rhodoplanes)丰度显著下降(图 4D)。T3 菌剂显

著影响了 6 个种属的丰度，D74 菌剂显著影响

了 8 个种属的丰度，仅共同显著影响了罗河杆

菌属 (Rhodanobacter)的丰度，但影响程度不

同，研究表明 2 个菌剂在调控正茬绞股蓝根际

微生物生物群落方面也存在差异，通过不同的

作用方式影响其他种属的丰富度。 
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图 4  不同处理组间差异微生物分析   A：PC 与 PT 处理间差异微生物；B：PC 与 PD 处理间差异微
生物；C：ZC 与 ZT 处理间差异微生物；D：ZC 与 ZD 处理间差异微生物 
Figure 4  Differential microorganism analysis between different treatment groups. A: differential microbes 
between PC and PT, B: differential microbes between PC and PD, C: differential microbes between ZC and 
ZT, D: differential microbes between ZC and ZD. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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2.4  药效成分含量、产量与根际微生物的

相关性分析 
通过曼特尔检验(Mantel test)将前文中使用

STAMP 差异分析筛选得到的差异物种，与绞股

蓝叶片中主要药效成分含量进行相关性分析(图

5)。黄酮含量与 Inquilinus、Micropepsaceae 和

全噬菌属(Holophaga)存在极显著相关性，同时

与罗河杆菌属(Rhodanbacter)、新鞘氨醇菌属

(Novosphingobium)、Candidatus_Kaiserbacteria、

IS-44、Sediminibacterium 存在显著相关性；皂 

苷 含 量 与 Micropepsaceae 、 Candidatus_ 

Kaiserbacteria 和硝化螺菌属(Nitrospira)存在极显

著相关性，与慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)、罗

河杆菌属(Rhodanbacter)、全噬菌属(Holophaga)存

在显著相关性。多糖含量与 Micropepsaceae、IS-

44 存在极显著相关性，与 Sediminibacterium、

Candidatus_Kaiserbacteria 存在显著相关性。此

外，绞股蓝产量与 IS-44 存在极显著相关性，

与 Sediminibacterium 及 藤 黄 单 胞 菌 属

(Luteimonas)存在显著相关性。 
 
 

 
 
 

图 5  药效成分含量、产量与根际微生物的相关性分析 
Figure 5  Correlation analysis among the content of pharmacodynamic components content, yield, and 
rhizosphere microorganisms. 
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3  讨论 
本研究发现在绞股蓝大田种植试验中施用

T3 复合菌剂及 D74 菌剂均能显著提高绞股蓝

产量，并提高绞股蓝总黄酮及总多糖含量，表

明 D74 菌剂不仅能够应用于经济作物，也可在

中药材的种植中起到提质增产作用。新构建的

T3 复合菌剂也可应用于绞股蓝生态种植中，而

且 T3 复合菌剂对正茬绞股蓝的增产提质效果

更好，D74 菌剂对连作绞股蓝的促生作用更

好。构建 T3 复合菌剂所用的 10 株细菌都具有

良好的促生能力，其多是文献报道过的植物根

际促生菌。例如，无花果沙雷氏菌 (Serratia 
ficaria)能够对多种难溶磷表现出较强的溶磷能

力[19]；溶蛋白芽孢杆菌(Bacillus proteolyticus)对
常见的病原菌(黄瓜枯萎菌、西瓜尖孢镰刀菌和

立枯丝核菌)具有拮抗作用[20]，并且对于早期防

控根结线虫具有良好的效果，有助于实现蔬菜的

绿色安全生产 [21]；阿氏普里斯特氏菌 (Priestia 
aryabhattai)溶磷能力及产 IAA 能力均较强[22-23]，

具有促进植物生长的作用[24-25]，因此新构建的

T3 复合菌剂能够安全地应用于绞股蓝种植，并

取得了良好的提质增产效果。 
新构建的 T3 复合菌剂使绞股蓝的根际土

壤细菌 α 多样性有所降低，但与对照组相比无

显著差异(P>0.05)，推测这可能与 T3 菌剂中的

菌株均来源于绞股蓝根际有关，高浓度原著微

生物的施入可能在抢占生态位上更具优势，从

而导致根际土壤细菌群落的物种趋于均一化。

同样地，D74 菌剂也使绞股蓝 α 多样性略有降

低，但这种变化并不显著。这与李凤等[26]报道

的接种促生菌 JP2-3 会使土壤中细菌群落丰富

度非显著性降低的结果一致，结合绞股蓝产量

及药效成分含量分析，说明部分根际促生菌对

根际微生物群落的调控作用表现为 α 多样性的

降低，这一结果不会影响菌剂的促生效果。 
PCoA 分析结果显示，P 区与 Z 区本底微

生物群落结构受土壤理化性质、种植年限、施

肥措施等的影响存在显著性差异，而施加 T3
复合菌剂和 D74 菌剂均可调整连作 P 区和正茬

Z 区土壤微生物群落结构，而且对连作土壤微

生物群落结构扰动较小，对正茬土壤微生物群

落结构影响较大，说明 P 区微生物群落结构较

Z 区不易被扰动。这可能是由于 P 区为连作土

壤，微生物群落结构已经失衡，导致促生菌对

土壤微生物群落结构的改变较为困难，这也是

连作障碍难以治理的一个重要因素。土壤微生

物组高度依赖土壤有机质提供的养分，细菌群

落可根据其生态类型分为富营养型细菌(r 策略

型细菌)和寡营养型细菌(K 策略型细菌)[27]。研

究发现在草地退化后的恢复过程中，土壤微生

物群落是由寡营养型向富营养型转变，变形菌

门、拟杆菌门等快速生长的富营养菌丰度增加[28]。

在本研究中，T3 菌剂使土壤中的变形菌门、拟

杆菌门相对丰度增加，PT 处理组有机质含量显

著升高，由此推测 T3 菌剂能够在一定程度上

促进连作地块的细菌群落向富营养型转变，缓

解连作障碍。 
虽然施加 T3 复合菌剂和 D74 菌剂均可调

整连作 P 区和正茬 Z 区土壤微生物群落结构，

但 2 种菌剂对 P 区和 Z 区微生物结构产生了不

同的影响。STAMP 差异分析表明，2 种菌剂在同

区域显著影响的微生物种属不同，同一菌剂在不

同区域之间显著影响的微生物种属也不同，表明

2 种菌剂通过不同的方式调控群落结构，调控方

式也随着环境的变化而变化。PT 处理组中显著

富集鞘氨醇单胞菌科(Sphingomonadaceae)的新鞘

氨醇菌属(Novosphingobium)，PD 处理组中显著

富集硝化螺菌属(Nitrospira)，ZT 处理组中显著

富集罗河杆菌属(Rhodanobacter)，ZD 处理组
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中显著富集慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)及黄

单胞菌科的藤黄单胞菌属 (Luteimonas)。研究

表明慢生根瘤菌属在降低根际土壤酚酸毒性方

面发挥重要作用[29]，富含次级代谢产物合成基

因的鞘氨醇单胞菌科(Sphingomonadaceae)和黄

单胞菌科(Xanthomonadaceae)在抑病根际土壤

中显著富集 [18]。本研究结果表明，T3 复合菌

剂和 D74 菌剂通过招募不同的有益菌群构建

“特异性”的根际微生物群落结构，从而表现

出不同的促生效果。 
曼特尔检验(Mantel test)分析发现，新鞘氨

醇菌属与总黄酮含量显著相关，慢生根瘤菌属

与总皂苷含量显著相关，藤黄单胞菌属与产量

显著相关，Micropepsaceae 属与绞股蓝中总黄

酮、总多糖、总皂苷均存在显著相关性。许多

研究均证实微生物能够影响药用植物次生代谢

产物的产生，例如施用含荧光假单胞菌和固氮

螺菌的生物菌肥能通过分泌 IAA 诱导蒲公英等

双子叶药用植物产生侧根，增强其对矿物质和

水分的吸收能力[30]；丹参的种传微生物能够促

进丹参酮的合成且能提高丹参的生物量[31]；印

度梨形孢菌能通过上调黄酮类物质的合成途径

以促进其积累[32]；施用短小芽孢杆菌菌肥能上

调甘草 HMGR、β-AS、SQS1 关键酶的表达，

进而促进总黄酮、总多糖、甘草酸等次级代谢

产物在根部的积累[33]；本研究后续也将深入探

究与药效成分显著相关的微生物调节次级代谢

产物合成途径。由于大田试验所受的影响条件

非常复杂，无法确定菌剂中每株菌在大田环境

下的定殖效果，所以微生物菌剂施加后在大田

中的有效活菌数也需要进一步地研究。 

4  结论 
D74 菌剂及 T3 复合菌剂在绞股蓝种植中

有着良好的促生效果，使绞股蓝生物量(干重)

提高了 35.91%−77.41%，总黄酮含量提高了

12.50%−112.50%，总多糖含量提高了23.10%−32.95%，

两者能够通过富集附近土壤中的新鞘氨醇菌属

(Novosphingobium)、慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)、
罗 河 杆 菌 属 (Rhodanobacter) 、 硝 化 螺 菌 属

(Nitrospira)、藤黄单胞菌属(Luteimonas)等有益

微生物，优化根际土壤中微生物群落结构，改

善绞股蓝根际微生态环境。D74 菌剂对连作型

绞股蓝效果更佳，T3 菌剂对正茬型绞股蓝效果

更佳。研究结果可为绞股蓝专用微生物肥开发

提供新思路，同时为进一步阐明植物-微生物-
根际分泌物互作机理提供参考。 

参考文献  

[1] 庞敏. 药用植物绞股蓝种质资源研究[D]. 西安: 陕西

师范大学硕士学位论文, 2006. 
PANG M. Study on the different idioplasmic resources of 
Gynostemma pentaphyllum (Thunb.) Makino[D]. Xi’an: 
Master’s Thesis of Shaanxi Normal University, 2006 (in 
Chinese). 

[2] 鲍凤霞, 陶泠雪, 章海燕. 绞股蓝有效成分的药理作用

研究进展[J]. 中国新药与临床杂志, 2018, 37(1): 11-17. 
BAO FX, TAO LX, ZHANG HY. Research progress on 
pharmacological effects of Gynostemma pentaphyllum 
active ingredients[J]. Chinese Journal of New Drugs and 
Clinical Remedies, 2018, 37(1): 11-17 (in Chinese). 

[3] 李瑜, 覃剑锋, 刘运华, 孙莹莹, 唐晓东. 一种绞股蓝

根结线虫的研究初报[J]. 中国农学通报, 2022, 38(22): 
110-114. 
LI Y, QIN JF, LIU YH, SUN YY, TANG XD. A 
preliminary study on root knot nematode of Gynostemma 
pentaphyllum[J]. Chinese Agricultural Science Bulletin, 
2022, 38(22): 110-114 (in Chinese). 

[4] 曹佩. 基于生物肥料的根际微生物结构重建对西洋参

生长及品质的影响[D]. 北京: 北京协和医学院硕士学

位论文, 2022. 
CAO P. Effects of rhizosphere microbial structure 
reconstruction based on biological fertilizer on growth 
and quality of Panax quinquefolium L.[D]. Beijing: Master’s 
Thesis of Peking Union Medical College, 2022 (in Chinese). 



 

 

 

曹麟 等 | 微生物学报, 2024, 64(7) 2335 

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

[5] NAIK K, MISHRA S, SRICHANDAN H, SINGH PK, 
SARANGI PK. Plant growth promoting microbes: 
potential link to sustainable agriculture and 
environment[J]. Biocatalysis and Agricultural 
Biotechnology, 2019, 21: 101326. 

[6] AZIZOGLU U, YILMAZ N, SIMSEK O, IBAL JC, 
TAGELE SB, SHIN JH. The fate of plant growth-
promoting rhizobacteria in soilless agriculture: future 
perspectives[J]. 3Biotech, 2021, 11(8): 382. 

[7] XIONG W, GUO S, JOUSSET A, ZHAO QY, WU HS, 
LI R, KOWALCHUK GA, SHEN QR. Bio-fertilizer 
application induces soil suppressiveness against Fusarium 
wilt disease by reshaping the soil microbiome[J]. Soil 
Biology and Biochemistry, 2017, 114: 238-247. 

[8] 赵红杰. 3 株放线菌组合菌剂对西瓜枯萎病的防治[D]. 
杨凌: 西北农林科技大学硕士学位论文, 2010. 
ZHAO HJ. Control effect of combining bio-control strains 
against Fusarium oxysporium F. sp. niveum[D]. Yangling: 
Master’s Thesis of Northwest A&F University, 2010 (in 
Chinese). 

[9] HUGHES BS, CULLUM AJ, BENNETT AF. 
Evolutionary adaptation to environmental pH in 
experimental lineages of Escherichia coli[J]. Evolution, 
2007, 61(7): 1725-1734. 

[10] 段佳丽 , 薛泉宏 , 舒志明 , 王东胜 , 何斐 . 放线菌

Act12 与腐植酸钾配施对丹参生长及其根域微生态的

影响[J]. 生态学报, 2015, 35(6): 1807-1819. 
DUAN JL, XUE QH, SHU ZM, WANG DS, HE F. 
Effects of combined application of actinomycetes Act12 
bio-control agents and potassium humate on growth and 
microbial flora in rooting zone of Salvia miltiorrhiza 
Bge[J]. Acta Ecologica Sinica, 2015, 35(6): 1807-1819 
(in Chinese). 

[11] 马军妮. 放线菌对玉米小麦的促生抗旱作用及机理研

究[D]. 杨凌: 西北农林科技大学硕士学位论文, 2016. 
MA JN. The study on promotion, drought resistance and 
mechanism about actinomycetes of maize and wheat[D]. 
Yangling: Master’s Thesis of Northwest A&F University, 
2016 (in Chinese). 

[12] LI YL, GUO Q, HE F, LI YZ, XUE QH, LAI HX. 
Biocontrol of root diseases and growth promotion of the 
tuberous plant Aconitum carmichaelii induced by 
actinomycetes are related to shifts in the rhizosphere 
microbiota[J]. Microbial Ecology, 2020, 79(1): 134-147. 

[13] 黄敏珠, 王栋, 尹忠臣, 吕燊. 紫外分光光度法测绞股

蓝片中绞股蓝总苷的含量[J]. 中国中药杂志 , 2010, 
35(18): 2410-2411. 
HUANG MZ, WANG D, YIN ZC, LV S. Determination 

of total gypenosides in Gynostemma pentaphyllum tablets 
by ultraviolet spectrophotometry[J]. China Journal of 
Chinese Materia Medica, 2010, 35(18): 2410-2411 (in 
Chinese). 

[14] 彭亮, 李诒光, 陈杰, 饶毅, 季巧遇, 魏惠珍. 不同产

地、不同品种绞股蓝总黄酮含量比较研究[J]. 亚太传

统医药, 2015, 11(21): 33-35. 
PENG L, LI YG, CHEN J, RAO Y, JI QY, WEI HZ. 
Study of total flavounes content in Gynostemma 
pentaphyllum (Thunb.) Makino from different producing 
areas and different varieties[J]. Asia-Pacific Traditional 
Medicine, 2015, 11(21): 33-35 (in Chinese). 

[15] 王莹, 阿来·赛坎, 邢亚楠, 田树革. 杜仲叶中总黄酮与

总多糖的含量分析[J]. 应用化工, 2016, 45(3): 550-552. 
WANG Y, Alai·Saikan, XING YN, TIAN SG. Analysis 
of content of total flavonoids and total polysaccharides in 
leaves of Eucommia ulmoides Oliv.[J]. Applied Chemical 
Industry, 2016, 45(3): 550-552 (in Chinese). 

[16] 张亚琴, 陈雨, 雷飞益, 李思佳, 石峰, 窦明明, 马留

辉, 陈兴福. 药用植物化感自毒作用研究进展[J]. 中草

药, 2018, 49(8): 1946-1956. 
ZHANG YQ, CHEN Y, LEI FY, LI SJ, SHI F, DOU 
MM, MA LH, CHEN XF. Advances in research on 
allelopathic autotoxicity effects of medicinal plants[J]. 
Chinese Traditional and Herbal Drugs, 2018, 49(8): 1946-
1956 (in Chinese). 

[17] 郭兰萍, 周良云, 康传志, 王红阳, 张文晋, 王升, 王
瑞杉, 王晓, 韩邦兴, 周涛, 黄璐琦. 药用植物适应环

境胁迫的策略及道地药材“拟境栽培”[J]. 中国中药杂

志, 2020, 45(9): 1969-1974. 
GUO LP, ZHOU LY, KANG CZ, WANG HY, ZHANG 
WJ, WANG S, WANG RS, WANG X, HAN BX, ZHOU 
T, HUANG LQ. Strategies for medicinal plants adapting 
environmental stress and “simulative habitat cultivation” 
of Dao-di herbs[J]. China Journal of Chinese Materia 
Medica, 2020, 45(9): 1969-1974 (in Chinese). 

[18] DENG XH, ZHANG N, LI YC, ZHU CZ, QU BY, LIU 
HJ, LI R, BAI Y, SHEN QR, FALCAO SALLES J. Bio-
organic soil amendment promotes the suppression of 
Ralstonia solanacearum by inducing changes in the 
functionality and composition of rhizosphere bacterial 
communities[J]. The New Phytologist, 2022, 235(4): 
1558-1574. 

[19] 朱斌. 玉米根际高效溶磷菌株的分离鉴定、室内溶磷

条件和溶磷效果研究[D]. 重庆: 西南大学硕士学位论

文, 2012. 
ZHU B. The study of high dissolved phosphorus isolation 
identification, conditions of indoor dissolved phosphorus 



 

 

 

2336 CAO Lin et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2024, 64(7) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

and dissolved phosphorus effect in rhizophere soil of 
maize[D]. Chongqing: Master’s Thesis of Southwest 
University, 2012 (in Chinese). 

[20] 李海云, 姚拓, 张榕, 荣良燕, 马亚春, 张惠荣, 罗慧

琴, 李政璇, 高亚敏, 张建贵. 红三叶根际促生菌中具

生防效果菌株筛选、鉴定及特性研究[J]. 植物营养与

肥料学报, 2018, 24(3): 743-750. 
LI HY, YAO T, ZHANG R, RONG LY, MA YC, 
ZHANG HR, LUO HQ, LI ZX, GAO YM, ZHANG JG. 
Screening, identification and characterization of 
biocontrol bacteria from PGPR in Trifolium pretense[J]. 
Journal of Plant Nutrition and Fertilizers, 2018, 24(3): 
743-750 (in Chinese). 

[21] 茆振川, 谢丙炎, 杨宇红, 殷楠, 凌键, 李彦. 一株溶

蛋白芽孢杆菌及其在防治根结线虫中的应用 : 
CN110172422B[P]. 2020-12-25. 
MAO ZC, XIE BY, YANG YH, YIN N, LING J, LI Y. 
Bacillus proteolyticus and application thereof in 
controlling root-knot nematode: CN110172422B[P]. 
2020-12-25 (in Chinese). 

[22] 罗兴. 高效促生抗病乌头内生细菌筛选鉴定及应用初

探[D]. 绵阳: 西南科技大学硕士学位论文, 2022. 
LUO X. Screening, identification and application of 
endophytic bacteria with high efficiency promoting 
growth and disease resistance of Aconitum carmichaelii 
Debeaux[D]. Mianyang: Master’s Thesis of Southwest 
University of Science and Technology, 2022 (in Chinese). 

[23] 孟丽媛, 邱涵, 谢瑾, 林星宇, 吴兰, 欧阳双, 魏赛金. 
解磷菌、解钾菌和固氮菌的分离筛选与鉴定[J]. 生物

灾害科学, 2022, 45(2): 241-246. 
MENG LY, QIU H, XIE J, LIN XY, WU L, OUYANG S, 
WEI SJ. Isolation, screening and identification of 
phosphorus-solubilizing bacteria, potassium-solubilizinc 
bacteria and nitrogen-fixing bacteria[J]. Biological 
Disaster Science, 2022, 45(2): 241-246 (in Chinese). 

[24] LEE S, KA JO, SONG HG. Growth promotion of 
Xanthium italicum by application of rhizobacterial 
isolates of Bacillus aryabhattai in microcosm soil[J]. The 
Journal of Microbiology, 2012, 50(1): 45-49. 

[25] MELDAU DG, LONG HH, BALDWIN IT. A native 
plant growth promoting bacterium, Bacillus sp. B55, 
rescues growth performance of an ethylene-insensitive 
plant genotype in nature[J]. Frontiers in Plant Science, 

2012, 3: 112. 
[26] 李凤, 周方园, 张广志, 周红姿, 吴晓青, 吴金娟, 张

新建. 促生菌对基质栽培番茄根系细菌群落的影响[J]. 
微生物学通报, 2022, 49(2): 583-597. 
LI F, ZHOU FY, ZHANG GZ, ZHOU HZ, WU XQ, WU 
JJ, ZHANG XJ. Impacts of growth-promoting bacteria on 
root bacterial community of tomato in substrate culture[J]. 
Microbiology China, 2022, 49(2): 583-597 (in Chinese). 

[27] SU RL, WU X, HU JL, LI HB, XIAO HB, ZHAO JS, HU 
RG. Warming promotes the decomposition of oligotrophic 
bacterial-driven organic matter in paddy soil[J]. Soil Biology 
and Biochemistry, 2023, 186: 109156. 

[28] YANG Y, DOU YX, WANG BR, XUE ZJ, WANG YQ, 
AN SS, CHANG SX. Deciphering factors driving soil 
microbial life-history strategies in restored grasslands[J]. 
iMeta, 2023, 2(1): e66. 

[29] ZHAO Y, QIN XM, TIAN XP, YANG T, DENG R, 
HUANG J. Effects of continuous cropping of Pinellia 
ternata (Thunb.) Breit. on soil physicochemical 
properties, enzyme activities, microbial communities and 
functional genes[J]. Chemical and Biological 
Technologies in Agriculture, 2021, 8(1): 43. 

[30] 温佳旭, 陈雪丽, 肖洋, 万书明, 孙磊, 方海瑞. 土壤

中主要溶磷菌种类及其作用机制 [J]. 北方园艺 , 
2023(14): 139-145. 
WEN JX, CHEN XL, XIAO Y, WAN SM, SUN L, 
FANG HR. Major phosphorus-dissolving bacteria species 
in soils and mechanisms of action[J]. Northern 
Horticulture, 2023(14): 139-145 (in Chinese). 

[31] HUANG WJ, LONG CL, LAM E. Roles of plant-
associated microbiota in traditional herbal medicine[J]. 
Trends in Plant Science, 2018, 23(7): 559-562. 

[32] RAHMAN SU, KHALID M, KAYANI SI, TANG KX. 
The ameliorative effects of exogenous inoculation of 
Piriformospora indica on molecular, biochemical and 
physiological parameters of Artemisia annua L. under 
arsenic stress condition[J]. Ecotoxicology and 
Environmental Safety, 2020, 206: 111202. 

[33] XIE ZC, CHU YK, ZHANG WJ, LANG DY, ZHANG 
XH. Bacillus pumilus alleviates drought stress and 
increases metabolite accumulation in Glycyrrhiza 
uralensis Fisch[J]. Environmental and Experimental 
Botany, 2019, 158: 99-106. 

 


