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摘 要 为研究连作对马铃薯根际土壤中酚酸类自毒物质及真菌群落的影响,通过收集不同连作季(1季、3
季、5季)马铃薯根际土壤,利用高效液相色谱法测定酚酸类物质及Illumina高通量测序技术测定真菌ITS序

列,结果表明:(1)连作土壤中检测出丁香酸、香豆酸、对羟基苯甲酸、阿魏酸,连作增强后,pH不断下降,对羟

基苯甲酸、阿魏酸含量不断增加,丁香酸、香豆酸在连作3季后含量最高。(2)连作3季及5季根际土壤中真

菌多样性及丰度均显著高于连作1季,子囊菌门为连作土壤的优势菌门;节丛孢属为连作3季的优势菌属,盘
菌属为连作5季的优势菌种;对连作土壤进行主成分分析,连作1季与连作3季真菌群落及数量相似,与连作

5季差异较大。(3)自毒物质与根际真菌群落存在相关性,丁香酸与琏格霉属,香草酸与盘菌属丰度达极显著

正相关;阿魏酸与盘菌属丰度间为显著负相关。因此,连作后根际土壤中自毒物质不断积累,真菌群落结构发

生改变,琏格孢霉、镰刀菌等有害真菌富集。
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  马铃薯成为中国第四大主粮后,需求量增加,
与可选倒茬作物低效益间的矛盾导致连作障碍越

发明显[1]。自毒物质积累和根际微生物群落结构

的改变是导致连作障碍发生的两个重要因素[2-3]。
目前,烤烟[4]、花生[5]、甜茶[6]、三七[7]等作物中证

实对羟基苯甲酸、香草酸、丁香酸、阿魏酸等化合

物为主要的自毒物质,连作后土壤中细菌数量下

降,真菌数量增加[8],包括青霉、曲霉、镰霉、粉孢

霉等非病原性腐生菌及寄生性菌[9]。土壤中自毒

物质与微生物存在一定相关性[10],研究表明,酚
酸积累促进了人参锈腐病菌菌丝生长,使人参爆

发锈腐病[11],其通过改变微生物数量和种群的结

构间接影响植物生长[12],造成经济损失。目前连

作条件下马铃薯根际土壤中酚酸类物质及真菌群

落间的相关性还有待进一步研究。本研究采用

HPLC法和高通量测序技术,研究了不同连作季

马铃薯根际土壤中化感物质与真菌群落的变化以

及分析二者的相关性,旨在对马铃薯连作下根际

土壤中化感类物质及微生物群落变化有更深刻的

认识,为西南地区马铃薯生产及农田生态系统可

持续性发展提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试材为‘费乌瑞它’,选取30~45g均匀一致

的原种做种薯。

1.2 试验设计

于2017年8月下旬至2019年8月上旬在四

川农业大学三教楼顶温棚开展盆栽试验,土壤以

蛭石与珍珠岩3∶1(体积比)进行配比,试验盆规

格为37cm×37cm×24cm,每盆4kg基质土。
采用单因素随机区组试验设计,在连作1季的土

壤上继续种植第2季,连作2季的基础上继续种

植第3季(LZ3),以此类推,连续种植5季,每季

重复12次,共计60盆,具体试验设计见表1。每

季马铃薯收获后清理盆内土壤中残体、残根,待出



苗约1cm施加改良赫格兰德营养液提供植株营

养,每4d一次,直到马铃薯块茎形成期,期间管

理同当地大田管理。

表1 试验设计

Table1 Experimentaldesign
时间
Time

连作5季
LZ5

连作3季
LZ3

连作1季(CK)
LZ1(CK)

2017-08 播种第1季Sowing1season 待播种 Tobesown 待播种 Tobesown

2017-12 播种第2季Sowing2seasons 待播种 Tobesown 待播种Tobesown

2018-03 播种第3季Sowing3seasons 播种第1季Sowing1season 待播种 Tobesown

2018-05 播种第4季Sowing4seasons 播种第2季Sowing2seasons 待播种 Tobesown

2018-08 播种第5季Sowing5seasons 播种第3季Sowing3seasons 播种第1季Sowing1season

2018-08 收获,共5季Total5seasons 收获,共3季Total3seasons 收获,共1季Total1season

1.3 采样方法及测定指标

于连作5季时马铃薯块茎成熟期采用抖根法

收集种植1、3、5季根际土壤(0~20cm),将根系

完整取出后,抖落并弃去与根系联系较松的土壤,
再用小刷子轻轻将与根系密切接触的土壤刷入到

采样袋中,混合均匀后用无菌塑封袋分装为2份,
一份保存于-80℃冰箱,用于高通量测序;一份

风干后用于酚酸测定。
采用高效液相色谱法(HPLC)测定土壤中酚

酸含量及种类,具体参考熊湖等[13]的测定方法,
略有改进;总酚含量采用福林酚比色法[14]测定;
土壤pH采用电位法[15];真菌群落测定由上海微

分基因公司完成测序。

1.4 数据处理与分析

真菌群落分析参考上海微分基因公司数据处

理方法,其他采用Excel2007进行数据分析,DPS
5.0进行方差分析(LSD法)。

2 结果与分析

2.1 连作对马铃薯根际土壤中酚酸类物质的

影响

表2可知,对羟基苯甲酸与阿魏酸含量呈上

升趋势,丁香酸、香豆酸和总酚含量呈先上升后下

降趋势,土壤pH不断下降。其中LZ5处理下对

羟基苯甲酸与阿魏酸含量显著(P<0.05)高于

LZ1和LZ3;丁香酸与香豆酸含量在LZ3时显著

(P<0.05)高于LZ1和LZ5;LZ3和LZ1间总酚

含量达显著差异;LZ5土壤pH显著低于LZ1和

LZ3。因此,连作对马铃薯根际土壤中酚酸和土

壤pH有较为显著的影响。
表2 马铃薯根际土壤中酚酸类物质含量及pH(􀭵x±s)

Table2 ContentandpHofphenolicacidsinpotatorhizospheresoil mg·g-1

处理
Treatment

对羟基苯甲酸
Hydroxybenzoicacid

丁香酸
Syringicacid

香豆酸
Coumaricacid

阿魏酸
Ferulicacid

总酚
Totalphenol pH

LZ1(CK) 0.95±0.07bB 0.54±0.21bB 1.11±0.16cC 3.76±0.51cC 59.03±6.28bB 7.73±0.05aA

LZ3 1.43±0.44bB 1.77±0.23aA 6.77±0.25aA 13.15±0.70bB 222.39±5.35aA 7.60±0.00aA

LZ5 6.69±0.84aA 0.86±0.03bB 4.49±0.10bB 23.79±2.04aA209.34±19.10aA 7.07±0.09bB

注:同列数据后标不同大写字母表示差异达极显著水平(P<0.01),不同小写字母表示差异达显著水平(P<0.05),下同。

Note:Differentuppercaseandlowercaseletterswithinthesamecolumnsindicatesignificantdifferencesatlevelsof0.05and0.01,respec-

tively,thesamebelow.

2.2 马铃薯连作对根际土壤中真菌群落的影响

2.2.1 测序结果分析  对9个连作根际土壤进

行质控后得到408251个优质序列,在97%相似

度下进行OTU聚类后得到1584个OTUs。
由图1可以看出,3个处理中OTU总数分别

为251个、310个、219个,共780个。其中LZ1
和LZ3共有OTU种类151种,与LZ5共有114
种,LZ3和LZ5共138种,3个根际土壤中共同

OTU种类为93个,表明不同连作处理间的组成

和结构存在着差异。

2.2.2 土壤真菌多样性 由表3可知,Chao1指

数、Shannon指数、Simpson指数趋势一致,均为

先增加后下降,ObservedSpecies指数呈现先下

降后 升 高 的 趋 势。LZ3 处 理 下 Chao1 指 数、

Shannon指数、Simpson指数与LZ5差异不显著,
显著高于LZ1;LZ3时 ObservedSpecies指数显
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著(P<0.05)低于其他两季。因此,不同连作下 真菌多样性差异较大。
表3 马铃薯根际土壤中真菌多样性

Table3 Fungidiversityinpotatorhizospheresoil
处理

Treatment
Chao1指数
Chao1-index

香农指数
Shannon-index

辛普森指数
Simpson-index

物种种类指数
Species-index

LZ1(CK) 143.52±14.92bB 2.95±0.47bB 0.73±0.09bB 209.33±12.47aA

LZ3 221.89±14.78aA 4.97±0.40aA 0.93±0.02aA 131.67±10.34bB

LZ5 192.31±12.81aAB 4.72±0.16aA 0.89±0.02aAB 184.33±8.50aA

  不同颜色图形代表不同样品;不同颜色重叠交替部分数字为

两个样品间共有OTU个数

Differentcolorgraphicsrepresentdifferentsamples;the

numberofoverlappingpartsofdifferentcolorsistotalnumberof

OTUbetweentwosamples

图1 马铃薯根际土壤中真菌

群落种类的OTU统计

Fig.1 OTUstatisticsoffungalcommunity
speciesinpotatorhizospheresoil

2.2.3 土壤真菌群落结构  筛选出丰度排名前

20真菌进行统计分析,连作土壤中共检出6个真

菌门群落(表4),包括子囊菌门(Ascomycota)、担
子菌门(Basidiomycota)、丝孢菌门(Mortierello-
mycota)、小孢子菌门(Calcarisporiellomycota)、
毛霉门(Mucoromycota)、球囊菌门(Glomeromy-
cota),子囊菌门不同连作处理占比均高于80%,

LZ1检测出小孢子菌门,LZ5中未检测出球囊菌

门。

LZ1的优势菌为节丛孢属,占比为62.68%,
其次为被孢霉属、枝孢霉属、镰刀菌属;节丛孢属、
枝孢霉属、被孢霉属、镰刀菌属、曲霉属为LZ3的

优势菌属,分别占比19.49%、17.89%、17.64%、

14.60%、9.41%;LZ5时盘菌属为优势真菌,占比

达69.37%,其次为琏格孢属、枝孢霉属、其他未

知菌,表明LZ1和LZ3间真菌群落组成类型相

似,但比例差异较大,而LZ3与LZ5间组成差异

较大。

2.2.4 土壤真菌群落的主成分(PCoA)分析  
采用主成分法分析不同连作处理土壤真菌群落组

成结构及距离差异(图2)。结果显示,2个主成分

的方差累积贡献率为88.41%,第一轴(PC1)解释

样品中63.83%的变量,第二轴(PC2)解释了

24.58%的变量。LZ1、LZ3、LZ5分别分布在第

三、二、四象限,LZ3和LZ1间横坐标间距离较

短,进一步证明这两季间差异较小,群落结构相

似,与LZ5分布较远,群落结构差异较大,说明不

同连作条件对土壤中真菌群落结构组成的影响差

异明显,连作3季可能是连作障碍发生的临界点。

2.3 相关性分析

通过对属水平下优势菌种丰度与根际土壤中

酚酸及pH进行相关关系分析(表5),丁香酸与

被孢霉属之间存在显著(P<0.05)正相关关系,
与琏格霉属之间存在极显著(P<0.01)正相关关

系;香草酸与盘菌属之间存在极显著(P<0.01)
正相关关系,与被孢霉属之间存在显著(P<
0.05)正相关关系;阿魏酸与节丛孢属之间存在显

著(P<0.05)正相关关系,与盘菌属之间存在显

著(P<0.05)负相关关系。

3 讨 论

3.1 连作对马铃薯根际酚酸类物质的影响

前人在西瓜[16]、西洋参[17]连作土壤中证明

棕榈酸、香豆酸等多种酚类化合物的积累是作物

连作障碍产生的重要原因之一[18]。本研究中,连
作根际土壤检测出对羟基苯甲酸、丁香酸、香豆

酸、阿魏酸等4种酚酸,连作后对羟基苯甲酸、阿
魏酸不断增加,丁香酸、香豆酸在连作3季达到最

大值,总酚含量反应一致,说明引起马铃薯连作障

碍的酚酸不一定含量高,可能是丁香酸或其他未

发现的酚酸,还有待进一步研究,连作后根际土壤

pH下降,土壤酸化,病原菌滋生,植物抵御病虫

害的能力下降[19]。
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表4 马铃薯根际土壤中真菌群落结构及丰度

Table4 Communitystructureandabundanceoffungiinpotatorhizospheresoil %
分类

Classification
真菌优势门及属名称
Phylumandgenus LZ1(CK) LZ3 LZ5

门水平Phylum 子囊菌门 Ascomycota 91.11 84.40 99.29

丝孢菌门 Mortierellomycota 6.78 11.22 0.01

担子菌门Basidiomycota 0.75 1.96 0.67

毛霉亚门 Mucoromycota 0.1 2.37 0.02

球囊菌门 Glomeromycota 1.1 0.05 0

小孢子菌门Calcarisporiellomycota 0.16 0 0

属水平 Genus 节丛孢属 Arthrobotrys 62.68 19.49 0.01

盘菌属 Peziza 0.01 0.27 69.37

枝孢霉属Cladosporium 8.59 17.89 6.24

被孢霉属 Mortierella 8.7 17.64 0.02

镰刀菌属Fusarium 4.58 14.60 0.21

链格孢属 Alternaria 5 2.61 10.38

曲霉属 Aspergillus 0.68 9.41 1.52

球壳属 Plectosphaerella 2.25 2.57 0.84

葡萄穗霉属Stachybotrys 2 1.98 0

根霉菌属 Rhizopus 0 3.86 0.04

色串孢属 Torula 0.01 0 3.37

青霉属 Penicillium 0.09 1.16 1.03

毛壳菌属Chaetomium 0.06 1.08 0.95

黑孢壳属 Melanospora 0 1.79 0

圆盘菌属Orbilia 0 0 1.17

Eupenidiella 0.27 0.51 0.03

刚毛四枝孢菌属 Tetracladium 0.82 0.01 0

枝顶孢霉属 Acremonium 0.03 0.79 0.01

凯氏腔菌属 Keissleriella 0 0 0.69

球腔菌属 Phaeosphaeria 0.02 0.09 0.53

其他 Other 4.23 4.26 3.59

  横纵坐标表示第一、二主成分,括号中数据表示第一、二主成分对样品的贡献率

Horizontalandverticalcoordinatesdenotefirstandsecondprincipalcomponents,anddatainparenthesesdenotecontributionrateof

firstandsecondprincipalcomponentstosamples

图2 根际土壤中真菌群落主成分(PCoA)分析

Fig.2 Analysisofmaincomponentsoffungalcommunities(PCoA)incontinuouscroppingsoil
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表5 属水平下优势菌种丰度与土壤酚酸含量及pH的相关性

Table5 CorrelationbetweenabundanceofdominantstrainsandcontentandpHofsoilphenolicacidatgenuslevel
属水平下优势菌种
Dominantgenus

对羟基苯甲酸
Hydroxybenzoicacid

丁香酸
Syringicacid

香豆酸
Coumaricacid

阿魏酸
Ferulicacid

总酚
Totalphenol pH

节丛孢属 Arthrobotrys -0.74 -0.65 0.95 0.98* -0.90 -0.68

盘菌属 Peziza -0.02 -0.86 0.99** -0.97* 0.93 0.93

枝孢霉属Cladosporium 0.30 -0.73 -0.85 0.82 -0.68 -0.54

被孢霉属 Mortierella 0.09 0.95* 0.96* -0.82 0.85 -0.19

镰刀菌属Fusarium -0.50 -0.42 -0.60 0.72 0.59 0.70

链格孢属 Alternaria -0.30 1.00** 0.90 0.41 -0.33 0.15

曲霉属 Aspergillus -0.79 -0.26 0.68 -0.52 0.29 -0.88

注Note:**P<0.01,*P<0.05.

3.2 连作对马铃薯根际土壤中真菌群落的影响

土壤微生物多样性是土壤环境的健康状况的

重要指标[20]。本研究显示,土壤中真菌多样性随

连作加深呈先增加后下降的趋势,这与在丹参、花
生、烟草等连作土壤中真菌多样性研究一致[21-23],
与大豆[24]不一致,但与丁香酸、香豆酸趋势相同,
推测可能和这些根际分泌物积累变化有关。

某些特定植物病原微生物富集会引起作物感

病,如镰刀菌富集后引起花生的根腐病[25]。本研

究表明,连作土壤中子囊菌门为优势种群。节丛

孢属同为连作1季与连作3季优势菌群,两季的

真菌结构类似,连作5季的优势真菌主要为盘菌

属,也包括引起马铃薯块茎腐病的镰刀霉属和早

疫病的琏格孢霉属,说明连作改变了土壤真菌群

落结构,连作3季可能是一个临界点,在此之后有

害真菌丰度增加,真菌群落结构的失衡后有害真

菌富集也是连作障碍产生的重要因素。
自毒物质的积累与土壤微生物存在密切的联

系[26]。根际微生物对根际分泌的自毒物质代谢

和降解使其发生改变,进一步影响土壤微生物的

种类和分布[27]。本研究中酚酸类物质与真菌群

落结构关系密切,不同类型真菌丰度群落对不同

酚酸的反映不一致,丁香酸、香豆酸、阿魏酸对链

格孢属、被孢霉属等真菌丰度表现为正相关性,可
能是这几种酚酸为微生物提供了能源,加快了新

陈代谢,增加了微生物数量[28],如苯甲酸、肉桂酸

增加了枯萎病的发病几率[29]。阿魏酸与盘菌属

间表现为负相关,可能是因为阿魏酸不是盘菌属

的主要碳源,因此不利于该类真菌的繁殖。综上,
马铃薯根际分泌物改变了根际真菌群落结构。

4 结 论

马铃薯连作后根际土壤中4种酚酸类物质趋

势不同,阿魏酸、对羟基苯甲酸在连作5季含量最

高,丁香酸、香豆酸含量在连作3季最高。
连作改变根际微生物群落,使真菌多样性增

加,连作3季后具有最高多样性,连作增加了病菌

的数量和丰度,连作5季的优势菌包括盘菌属、镰
刀菌属和琏格孢霉属,而连作1季和3季间真菌

结构更相似。
综上所述,连作3季为连作障碍发生的临界

点,而根际自毒物质和土壤微生物群落的改变存

在关联性,为今后缓解马铃薯连作障碍提供了理

论依据。
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EffectofContinuousCroppingonAutotoxicSubstances
andRhizosphereFungiCommunitiesinPotato

GONGJing1,MAHaiyan1,ZHENGShunlin1,2,XIANGZhuqing1,
XIONGHu1,HUANGQiang1andFANGXiaoting1

(1.SichuanAgriculturalUniversity,KeyLaboratoryofCropPhysiology,EcologyandCultivationinSouthwestChina,Chinese

MinistryofAgriculture,Chengdu 611130,China;2.KeyLaboratoryofPotatoCropGeneticsandBreeding,Ministryof

Agriculture,ChengduJiusenAgriculturalTechnologyCo.,Ltd,XinduSichuan 610500,China)

Abstract Bycollectingthepotatorhizospheresoilfromdifferentcontinuousseasons,whichinclud1-
season(CK),3-season,and5-seasonperiods.TheHPLCmethodwasusedtodeterminatephenolic
acids,theIlluminahigh-throughputsequencingtechnologywasusedtodeterminateITSsequences,

theeffectofcontinuouscroppingonpotatoautotoxinsandrhizospherefungicommunitieswasstudied
forprovidingtheoreticalbasistoeliminatetheobstaclesforpotatocontinuouscropping.Theresults
revealedthat(1)Thecontentsof4phenolicacids,includingsyringicacid,coumaricacid,p-hydroxy-
benzoicacidandferulicacid,weredetectedinthecontinuouscroppingsoil.Thecontentsof
phydroxybenzoicacidandferulicacidincreasedcontinuouslywhilethepHdeclinedconstantly.The
contentsofsyringicacidandcoumaricacidwerethehighestinthe3-seasoncontinuouscroppingsoil.
(2)Thediversityandabundanceoffungiinthe3-seasonand5-seasoncontinuouscroppingrhizosphere
soilweresignificantlyhigherthanthatoftheCK.Therewere6mainphylainthefungalcommunity
whilethemostdominantfungiphylumwasAscomyceteinthe3-seasonand5-seasoncontinuouscrop-
pingsoil.Arthrobotyrswasdominantin3-seasoncontinuouscroppingsoilwhilePepzizawasdomi-
nantinthatof5-seasoncontinuouscropping.Theprinciplecomponentanalysisofcontinuouscropping
soilrevealedthatthereweresimilarMycofloracommunitiesandquantitiesbetweenthesoilofCKand
3-seasoncontinuouscropping,whichwassignificantlydifferentfromthatofthe5-seasoncontinuous
cropping.(3)Therewasacorrelationbetweenpotatoautotoxinsandrhizospherefungicommunities
andquantities.TheabundancesofsyringicacidandAlternaria,vanillicacidandPezizahadsignifi-
cantlypositiverelation,theabundancesofferulicacidandPezizahadsignificantlynegativerelation.
Therefore,autotoxinsaccumulatedconstantlyaftercontinuouscroppingofpotatoesintherhizosphere
soil,italteredthestructureoffungalcommunitiesandamassedtheharmfulfungisuchasAlternaria
andFusarium.
Keywords Solanumtuberosum L;Continuouscropping;Phenolicacid;High-throughputsequen-
cing;Fungalcommunities
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