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摘　 要：为探究天麻连作根际真菌群落结构及多样性，利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序技术对云南省

昭通市彝良县荞山镇未种植天麻（ｃｈａ００１）、新茬天麻（ｃｈａ００２）、重茬天麻（ｃｈａ００３）的根际土壤样

品进行对比分析。 结果表明：９ 个样品测序获得真菌 １３４２ 个 ＯＴＵｓ，分属 ９ 门 ２７ 纲 ５７ 目 １０７ 科

１６５ 属。 ｃｈａ００２ 较 ｃｈａ００１ 根际土壤真菌群落丰度和多样性指数升高，随种植年限增加，ｃｈａ００３ 根

际真菌群落丰度及多样性下降明显。 其中 ｃｈａ００１ 和 ｃｈａ００２ 中的真菌优势门为子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙ⁃
ｃｏｔａ），相对丰度分别为 ５６．２０％、６３．５８％，而 ｃｈａ００３ 的真菌优势门为担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ），相对

丰度为 ４２．８３％；ｃｈａ００１ 的真菌优势菌纲为 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ，相对丰度为 ３４％，ｃｈａ００２ 的真

菌优势菌纲为古菌根菌纲（Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔｅｓ），相对丰度为 ２５．４５％，ｃｈａ００３ 的真菌优势菌纲为伞

菌纲（Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ），相对丰度 ３８．７７％；ｃｈａ００１ 的真菌优势菌目为 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ，相对

丰度为 ３４％，ｃｈａ００２ 和 ｃｈａ００３ 的真菌优势菌目为古根菌目（Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ），相对丰度分别

为 ２５．４５％、１５．４９％；ｃｈａ００１ 的真菌优势菌属为 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ，相对丰度为 ３４％，ｃｈａ００２ 和

ｃｈａ００３ 的优势菌属为 Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｓ，相对丰度分别为 ２５．４５％、１５．４９％。 ＰＣｏＡ 分析揭示天麻连

作根际和非根际土壤真菌群落分布特征存在明显差异。 天麻连作导致土壤真菌群落结构发生变

化，破坏土壤原有的微生态平衡可能是造成天麻减产且形成连作障碍的原因之一。
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ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ， ｔｈｅ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ａｎｄ ａｎａ⁃
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ｍｙｃｅｔａｌｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗａｓ ２５．４５％ ａｎｄ １５．４９％， ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｕｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ
ｃｈａ００１ ｗａｓ ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗａｓ ３４％， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｕｓ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅ ｃｈａ００２ ａｎｄ ｃｈａ００３ ｗｅｒｅ Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗｅｒｅ ２５． ４５％ ａｎｄ
１５．４９％． Ｔｈｅ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｎｏｎ－ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｄｉａ
ｅｌａｔａ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｅｌａｔａ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｓｏｉｌ
ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｂａｎｌａｎｃｅ ｍａｙ ｂｅ ｏｎｅ ｏｆ
ｔｈｅ ｒｅａｓｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｙｉｅｌｄ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｅｌａｔａ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｏｂ⁃
ｓｔａｃｌｅｓ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｅｌａｔａ； ｔｈｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ；ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ；ｎｏｎ－ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ；
ｆｕｎｇａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ； ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

天麻（Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｅｌａｔａ Ｂｌ．）又名赤箭、定风草、独摇芝等，兰科多年生草本植物，为优质道地药

材［１－３］。 ２０ 世纪 ５０ 年代，天麻人工栽培技术被攻破，在全国范围内广泛推广并促进了天麻种植业

的发展，但天麻连续多代种植后，会出现病害加重、产量降低和天麻品质变劣等问题［４］。 连作障碍

普遍存在于农业生产中，相较于其他作物，药用植物因其特殊化学物质及次生代谢产物，在生产过

程中更易发生连作障碍［５－６］。
微生物是土壤中除植物和动物外的另一种能量载体［７－８］，在土壤功能和植物健康等方面发挥

重要调节作用［９－１０］，其群落结构在很大程度上决定着土壤的生物活性［１１］。 研究［１２－１４］揭示，随着种

植年限的增加，多种药用植物根际土壤中的微生物群落结构均发生显著变化，如西洋参、三七、丹
参等。 刘伟等［１４］研究揭示，丹参重茬种植后，其根际土壤中真菌群落结构发生显著变化，连作致使

土壤中耐冷酵母属真菌丰度显著降低，异常威克汉姆酵母属真菌丰度显著上升，且连作两年土壤

中炭疽菌属真菌等致病菌成为优势菌属，进而导致丹参发病率提升；高嵩等［１５］ 基于龙胆草根际土

壤细菌多样性研究表明：随连作年限增加，龙胆草根际土壤细菌多样性逐年降低，而病原微生物丰

度增加，进而导致根际微生态失衡，造成龙胆草连作障碍；周界等［１６］基于高通量测序技术分析穿心

莲连作根际土壤细菌群落多样性发现连作种植降低了土壤细菌的丰富度和多样性，使土壤微生态

平衡遭到破坏，同时有益菌相对丰度降低，病原菌相对丰度增加，进而造成细菌群落结构改变和失

衡。
开展天麻及其根际土壤微生物研究，不仅有助于分析天麻与根际土壤微生物之间的相互作用

机制，而且也有助于解决天麻病害防治及连作障碍等实际生产应用问题，提高天麻产量和品质。
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目前关于云南省昭通地区天麻与根际土壤微生物相互作用的研究报道较少，天麻在生长过程中与

根际微生物相互作用的机制也不明确，因此，本研究通过高通量测序技术研究不同种植茬数天麻

根际土壤真菌群落，分析其组成、丰度和多样性，旨在找到连作土壤中优势真菌类群，进而从微生

物生态学角度研究天麻连作障碍的成因，为天麻连作障碍防治提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 土壤样地条件

本研究对象分布于云南省昭通市彝良县乔山镇海坝村 （海拔 １６５０ ｍ，２７°３９′３３″Ｎ，１０４°１６′１４″
Ｅ），年均气温 １１ ℃，年均降水量 ８６０ ｍｍ，属亚热带季风气候。
１．２　 土壤样品采集

试验共设 ３ 个处理，所有处理均在同一块地上进行，土壤类型相同，每组试验相邻种植，间距

３０ ｃｍ，每个处理平行取样 ３ 份，共 ９ 个土样。 空白组为未种植天麻的土壤 （ ｃｈａ００１：ＣＬＺ０１９、
ＣＬＺ０２０、ＣＬＺ０２１）、新茬天麻土壤（ ｃｈａ００２：ＣＬＺ００１５、ＣＬＺ０１６、ＣＬＺ０１７）、重茬天麻土壤 （ ｃｈａ００３：
ＣＬＺ０７９、ＣＬＺ０８０、ＣＬＺ０８１）。 新茬天麻于 ２０１９ 年 １２ 月种下，２０２０ 年 ９ 月份收集天麻根际土壤样

本；重茬天麻于 ２０２０ 年在新茬天麻土壤样地连续种下天麻，２０２１ 年 ９ 月收集重茬天麻根际土壤样

本。 根际土壤采用五点取样法，用铁铲除去覆盖天麻表面的土壤、植物根系、碎石及其他杂物，挖
至天麻的块根部位，用灭菌的刷子和不锈钢铲收集附着于根系 ０ ～ ５ ｍｍ 范围内的土壤，装入已灭

菌的离心管（５０ ｍＬ），注明样品编号、名称、地点、日期及采集者，置于－８０ ℃冰箱保存，用于提取土

壤真菌 ＤＮＡ。
１．３　 试验方法

１．３．１　 土壤总 ＤＮＡ 的提取与电泳检测

分别取 ３ 个处理的土壤样品，使用 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．Ⓒ ｓｏｉｌ ＤＮＡ ｋｉｔ（Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ－ｔｅｋ， Ｎｏｒｃｒｏｓｓ， ＧＡ， Ｕ．
Ｓ．）土壤 ＤＮＡ 试剂盒，按照说明书进行微生物群落总 ＤＮＡ 的提取，使用 １％的琼脂糖凝胶电泳检测

ＤＮＡ 的提取质量，ＤＮＡ 浓度和纯度用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 紫外可见分光光度计测定。
１．３．２　 土壤真菌 ＩＴＳ 序列的 ＰＣＲ 扩增及高通量测序

将提取的总 ＤＮＡ 作为模板，采用真菌通用引物 ＩＴＳ１－ＩＴＳ２ （ＩＴＳ１Ｆ： ５′－ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧ⁃
ＧＡＡＧＴＡＡ－３′， ＩＴＳ２Ｒ： ５′－ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ－３′）扩增。 扩增程序为 ９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ，
９５ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ４５ ｓ，共 ３５ 个循环，７２ ℃终止延伸 １０ ｍｉｎ 结束。 每个样

品重复 ３ 次，混合同一样品的 ＰＣＲ 产物，后使用 ２％琼脂糖凝胶回收 ＰＣＲ 产物，利用 ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ
Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｎ Ｋｉｔ 凝胶回收试剂盒进行回收产物纯化，２％琼脂糖凝胶进行电泳检测，采用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕ⁃
ｏｒＴＭ－ＳＴ 对回收产物进行检测、定量。 Ｍｉｓｅｑ 文库构建和测序均在北京诺禾致源科技股份有限公司

进行，测序平台为 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００。
１．３．３　 生物信息学分析

对 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 测序所得数据进行处理，得到优质序列进行下列分析。 使用 ＱＩＩＭＥ２ 软件对

所得优质序列进行聚类，以 ９７％的相似性将序列聚类为 ＯＴＵｓ，挑选丰度最大的序列作为代表进行

分类注释及分类学分析，使用 Ｒ 语言进行稀释曲线构建［１７］。 利用 ＱＩＩＭＥ 软件进行多样性分析，计
算各物种多样性指数，用来衡量不同种植年限天麻根际土壤真菌多样性。 利用 ＱＩＩＭＥ 软件生成不

同分类水平上的物种丰度表，再利用 Ｒ 语言工具绘制成样品各分类学水平下的群落结构图。 使用

ＱＩＩＭＥ 软件进行 Ｂｅｔａ 多样性分析，比较不同样品在物种多样性方面的相似程度。

２　 结果与分析

２．１　 稀释曲线

基于稀释曲线可直接反映测序数据的合理性，间接反映样品中物种的丰富程度。 当曲线趋于

平缓时，说明测序数据量满足试验要求［１８］。 本研究测序数据的稀释曲线 （图 １）表明：ＯＴＵ 数目随
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着测序数量的增加而增加，曲线呈先上升后趋于平缓的趋势，当达到足够的数量之后，真菌曲线均

进入饱和状态，即测序量足以覆盖土壤样品的真菌类群。 本研究测序数据量合理，测序深度能够

覆盖样品根际土壤中的全部真菌微生物。

图 １　 天麻根际土壤样品真菌的稀释曲线

Ｆｉｇ．１　 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｅｌａｔａ

２．２　 真菌群落丰富度多样性统计分析

本研究通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平台深入分析 ９ 个土壤样品，获得 １ ９５７ ７０４ 条 ｅａｄｓ，每个样品至少

产生 ３０ ８９１ 条 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ，平均产生 １８６ ９８４ 条 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ。 在 ９７％序列相似性基础上可划分为

１３４２ 个 ＯＴＵｓ，３ 组样品所含真菌 ＯＴＵ 数量分别为 ７２３、６７５、２１０ 个，种植不同茬数天麻的根际土壤

ＯＴＵ 数量排序为 ｃｈａ００１（未种植） ＞ｃｈａ００２（新茬） ＞ｃｈａ００３（重茬）。 Ａｌｐｈａ 多样性分析结果（表 １）
表明，不同种植茬数天麻根际土壤真菌群落丰富度指数 （Ａｃｅ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数）和多样性指数

（Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数）存在如下规律：ｃｈａ００２＞ｃｈａ００１＞ｃｈａ００３，即 ３ 个处理样品变化趋势均

呈现先升高后下降趋势。 样品 ｃｈａ００２ 的 Ａｃｅ 指数和 Ｃｈａｏ１ 指数最高，揭示该样品中根际土壤微生

物丰富度较高；样品 ｃｈａ００２ 的 Ｓｈａｎｎｏｎ 均匀度指数最大，表明该样品中微生物群落分布的均匀度

较高；３ 组样品覆盖度均为 １．０，进一步阐释测序结果能够代表荞山镇天麻根际土壤微生物的真实

情况。 结果表明：新茬天麻土壤中的真菌多样性比未种植天麻的根际土壤丰富，而重茬天麻土壤

中的真菌多样性显著低于未种植和新茬天麻土壤的，其暗示随着种植茬数增加，丰富度及多样性

指数呈明显下降趋势，揭示了连续种植天麻明显降低了土壤真菌多样性，连作使土壤真菌群落的

种类趋于单一化，且种类数量降低。
表 １　 天麻根际土壤样品真菌 Ａｌｐｈａ 多样性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｕｎｇｉ Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｄｉａ ｅｌａｔａ

处理 ＯＴＵ 数量 ／个 Ａｃｅ 指数 Ｃｈａｏ１ 指数 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 覆盖度 Ｃｏｖｅｒａｇｅ
ｃｈａ００１ ７２３ ３５３．０００ ０ ３５３．０００ ０ ６．２１２ ３ ０．９６２ ０ １．０
ｃｈａ００２ ６７５ ３８０．４６９ ９ ３８０．６６６ ７ ６．５９８ ６ ０．９６８ ６ １．０
ｃｈａ００３ ２１０ １５９．４２６ ４ １５９．３３３ ３ ４．９１４ ２ ０．８４６ ６ １．０

２．３　 土壤真菌群落结构分析

２．３．１　 在门水平上的土壤真菌群落丰富度分析

基于天麻不同种植茬数根际土壤的真菌群落在门水平进行分析，图 ２ 表明，其主要为 Ａｓｃｏｍｙ⁃
ｃｏｔａ、Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｆｕｎｇｉ、Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ、Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ、Ｃｈｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ、Ｒｏｚｅｌｌｏｍｙ⁃
ｃｏｔａ、Ｍｕｃｏｒｏｍｙｃｏｔａ、Ｋｉｃｋｘｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ ９ 个门。 其中，Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ、Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｆｕｎｇｉ 和
Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ 为突出优势菌门，Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ 为未种植天麻 （ｃｈａ００１）和新茬天麻 （ｃｈａ００２）根际

４２３ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 中国麻业科学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ４４ 卷



土壤真菌群落的第一优势菌门，相对丰度分别为 ５６．２０％和 ６３．５８％，随种植茬数增加相对丰度呈先

升高后降低趋势；Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ 为重茬天麻根际土壤真菌群落的第一优势菌门，相对丰度达

４２．８３％，其丰度随种植茬数增加呈上升趋势；ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｆｕｎｇｉ 在未种植天麻土壤中所占比例较

高，达 ２１．９８％，丰度随连作茬数增加而降低；Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ 的丰度随连作茬数增加呈先升高后

降低趋势。

图 ２　 不同根际土壤样品真菌在门水平上的相对丰度

Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

２．３．２　 在纲水平上的土壤真菌群落丰度分析

通过对不同种植茬数天麻根际土壤纲水平的分析（图 ３），揭示其真菌群落分为 ２７ 个类群，由
高到低依次为 Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ、Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔｅｓ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｆｕｎｇｉ。 其

中，ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ 为未种植天麻土壤真菌群落的第一优势菌纲，相对丰度达 ３４％，该菌群

丰度随天麻连作茬数的增加显著降低，其次为 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｆｕｎｇｉ，相对丰度达 ２１．９８％，相对丰度随

种植茬数增加呈降低趋势；Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔｅｓ 为新茬天麻根际土壤真菌群落的第一优势菌纲，相
对丰度达 ２５．４５％，连作提高了 Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔｅｓ 的丰度，并随种植茬数的增加呈降低趋势；而
Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ 为重茬天麻根际土壤真菌群落的第一优势菌纲，相对丰度达 ３８．７７％，该菌纲相对丰

度随种植茬数的增加呈显著上升趋势。
２．３．３　 在目水平上的土壤真菌群落丰度分析

基于不同种植茬数天麻根际土壤真菌群落在目水平上（图 ４）研究揭示：其分为 ５９ 个类群，优
势菌目由高到低依次为 Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ、 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｅｄ＿Ｆｕｎｇｉ、Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌ⁃
ｌａｌｅｓ。 其中 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ 和 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｅｄ＿Ｆｕｎｇｉ 在未种植天麻土壤中占比最高，相对丰度

分别达 ３４％、２１．９８％，并随种植茬数增加呈降低趋势；Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ 在新茬天麻和重茬天麻

土壤中相对丰度最高，达 ２５．４５％、１５．４９％，可以看出，连作显著提高了 Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ 的相对

丰度，随种植茬数增加其丰度逐渐降低；连作天麻土壤中的 Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａｌｅｓ 丰度高于未种植天麻土壤

中的相对丰度，且随种植茬数增加丰度逐渐降低。 重茬天麻土壤中 Ｈｅｌｏｔｉａｌｅｓ 和 Ｐｏｌｙｐｏｒａｌｅｓ 相对丰

度显著升高，该目在未种植和新茬天麻土壤中相对丰度极低，Ｐｏｌｙｐｏｒａｌｅｓ 在新茬天麻土壤中相对丰

度为 ０，由此可见，天麻连作在目水平上改变了土壤中真菌群落结构。
２．３．４　 在属水平上的土壤真菌群落丰度分析

对不同种植茬数天麻根际土壤真菌群落属水平上 （图 ５）分析表明：共分为 １６５ 个类群，优势

菌属由高到低依次为 Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｓ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｆｕｎｇｉ、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ 和
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Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ。 其中 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ 和 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ｆｕｎｇｉ 为未种植天麻土壤中相对丰度最高

的两个类群，相对丰度为 ３４％、２１．９８％，且丰度随种植茬数的增加呈显著降低趋势；Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙ⁃
ｃｅｓ 为新茬和重茬天麻根际土壤真菌群落的第一优势菌属，相对丰度达 ２５．４５％、１５．４９％，连作土壤

中该类群丰度高于未种植天麻的土壤，随种植茬数增加呈降低趋势；连作还提高了土壤中 Ｍｏｒ⁃
ｔｉｅｒｅｌｌａ 的丰度，且在重茬天麻根际土壤中出现新类群 Ｓｅｂａｃｉｎａ 和 Ｐａｘｉｌｌｕｓ。

图 ３　 不同根际土壤样品真菌在纲水平上的相对丰度

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ ｃｌａｓｓ ｌｅｖｅｌ

图 ４　 不同根际土壤样品真菌在目水平上的相对丰度

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ ｏｒｄｅｒ ｌｅｖｅｌ

２．４　 不同年限土壤真菌菌群的分类学组成分析

采用 Ｒ 软件对不同种植茬数天麻根际真菌在门水平上的群落组成数据根据分类单元的丰度

加以聚类，并通过热图呈现其分析结果（图 ６），通过聚类可以将高丰度和低丰度的分类单元区分，
并以颜色梯度反映样品之间的群落组成相似度［１２］。 结果表明：横向真菌群落根据进化关系聚类为

两大支，其中 ｃｈａ００３ 组单独聚为一类，再与 ｃｈａ００１ 和 ｃｈａ００２ 组聚为另一类，这表明 ｃｈａ００１ 和

ｃｈａ００２ 组在群落结构分布上相近，与 ｃｈａ００３ 组的真菌菌群结构分布有明显差异。 纵向 ＯＴＵ 间聚

为两大支，根据变化趋势的类型基本上可以分为 ４ 类，类群（Ⅰ）在 ｃｈａ００１ 组中所占比例较低，在
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ｃｈａ００３ 组中所占比例最高；类群（Ⅱ）在 ｃｈａ００３ 组中所占比例较低，在 ｃｈａ００１ 组中所占比例较

ｃｈａ００２ 组高；类群（Ⅲ）在 ｃｈａ００１ 组中所占比例较高，在 ｃｈａ００２ 组和 ｃｈａ００３ 组中所占比例均显著

降低；类群（Ⅳ）在 ｃｈａ００２ 组中所占比例较高，在 ｃｈａ００３ 组中所占比例显著降低。

图 ５　 不同根际土壤样品真菌在属水平上的相对丰度

Ｆｉｇ．５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

图 ６　 不同根际土壤样品真菌在门水平上的聚类热图

Ｆｉｇ．６　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

２．５　 Ｂｅｔａ 多样性分析

采用 β－多样性分析深入探究不同样本之间群落结构的相似性，主坐标分析［１９］（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒ⁃
ｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣｏＡ）结果表明（图 ７）：ＰＣ１ 的贡献率为 ４６．７２％，ＰＣ２ 的贡献率为 １７．５５％，两者共

解释了方差变量的 ６４．２７％。 ｃｈａ００１、ｃｈａ００２ 和 ｃｈａ００３ 相互之间的距离较远，说明不同种植茬数天

麻根际真菌群落结构均具明显差异；ｃｈａ００２ 和 ｃｈａ００３ 组表现出明显的组内聚集，表明这两组土壤

样品具有极相似的真菌群落结构。 ＵＰＧＭＡ 分析结果显示，样品越靠近，枝长越短，说明两个样品
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的物种组成越相似，如图 ８ 所示，不同种植茬数天麻根际真菌群落差异与 ＰＣｏＡ 分析结果一致。

图 ７　 不同根际土壤样品真菌群落的 ＰＣｏＡ 分析

Ｆｉｇ．７　 ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ８　 不同根际土壤样品真菌群落的 ＵＰＧＭＡ 分析

Ｆｉｇ．８　 ＵＰＧＭＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

３　 讨论与结论

土壤养分和微生物群落对作物的生长发育有着重要的影响［２０］。 在农业生态系统中，微生物多

样性受多种因素影响，如气候条件、地理地势、植物物种、植物轮作、间作与连作等，其中，连作对微

生物有显著影响［２１］。 土壤中有益微生物减少和病原微生物富集可引发作物各种土传病害，导致土

壤微生物群落组成多样性失衡，这是造成连作障碍的根本原因［２２］。 本研究采用高通量测序技术开

展了未种植天麻与连作天麻根际土壤真菌多样性及群落组成深入分析，结果表明：未种植天麻土

壤中的 ＯＴＵ 数量多于连作天麻根际土壤，新茬天麻根际土壤样本的 Ｃｈａｏ１ 指数、Ａｃｅ 指数和 Ｓｈａｎ⁃
ｎｏｎ 指数数值高于未种植天麻土壤样本，但无显著差异，重茬天麻根际土壤样本的 Ｃｈａｏ１ 指数、Ａｃｅ
指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数数值显著降低，其揭示新茬天麻在一定程度上提高了土壤真菌

群落的多样性，但重茬种植会导致土壤中真菌多样性降低。 整体门水平剖析表明，天麻连作并未

改变根际土壤真菌在门水平的种类组成，改变趋向于门下水平组成，其导致不同真菌类群比例在

不同种植茬数中呈现出明显差异。 门水平明晰连作天麻与未种植天麻根际土壤真菌界内 Ａｓｃｏｍｙ⁃
ｃｏｔａ 为优势菌，这与前人相关研究结果一致［２３－２６］，Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ 内部分腐生菌对土壤中不易降解的

有机物有分解作用，可驱动养分循环［２７－２８］，且自然界中多数 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ 具有很强的无性繁殖能力，
可以产生大量分生孢子，其快速增长，在数量上占据明显优势［２９］，也是 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ 在众多植物根际
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中所占比例最大的原因。 本研究中 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ 类群真菌在纲、目、属水平上 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ 真菌占比

较高，且随连作茬数增加，丰度显著降低，但该类群真菌是否对天麻生长发育有直接影响，以及与

天麻连作障碍的成因是否有关联还需进行深入研究。 门水平上聚类热图结果表明，Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ、
Ｃｈｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ 及 Ｒｏｚｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ 的丰度均在重茬天麻土壤中显著增加，而 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ、Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙ⁃
ｃｏｔａ、Ｍｕｃｏｒｏｍｙｃｏｔａ、Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ 及 Ｋｉｃｋｘｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ 的丰度在重茬天麻土壤中均显著降低。 本

研究分析发现，ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆｕｎｇｉ 在土壤真菌类群中占比较高，且随天麻连作茬数的增加，其丰度显

著降低，其暗示天麻根际与非根际土壤中存在大量未知真菌类群或 ＮＣＢＩ 未报道类群，且其土壤生

态学功能和与天麻生长发育之间互动关系有待进一步研究。
本研究基于属水平分析揭示各处理的真菌优势菌属存在较大差异，ｃｈａ００１ 处理优势菌属为

ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ，ｃｈａ００２ 和 ｃｈａ００３ 的优势菌属为 Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｓ。 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ
与 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ＿Ｆｕｎｇｉ 随连作茬数增加丰度显著降低。 Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｓ 是常见的陆生好气真

菌［３０］，该属一些种能利用葡萄糖或纤维素作为其唯一碳源，其暗示可能参与分解，且不需要通过共

生从植物获得碳源，但其生态作用尚不清楚，前人研究［３１］揭示该属真菌既不是病原菌，也不是外生

菌根共生体。 Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ 真菌在不同种植茬数天麻土壤中占据一定比例，这与赵文静等［３２－３３］ 研究

土壤真菌的多样性及茎瘤芥根肿病不同发病时期根际土壤真菌群落变化特征结果一致。 Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌ⁃
ｌａ 真菌是土壤中较为常见的真菌，且对土壤生态和作物健康有益，并能促进植物根系吸收矿质元

素、抑制病原菌等［３４－３５］。 基于门、纲、目、属水平上分析，连作天麻根际土壤中 Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ 丰度均呈

现升高趋势，但随连作种植茬数增加其丰度逐渐降低，因此，其暗示 Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ 在天麻连作过程中

扮演一种益生菌的角色，重茬土壤中其丰度显著降低，可能导致土壤中部分病原菌数量的增加，也
是导致天麻连作障碍形成的因素之一。 重茬天麻根际土壤中 Ｓｅｂａｃｉｎａ 和 Ｐａｘｉｌｌｕｓ 真菌类群呈现由

无到有的趋势，其在未种植天麻和新茬天麻根际土壤中未曾检查到，其揭示天麻连作直接对属水

平土壤真菌组成结构造成影响。
本研究利用高通量测序技术分析未种植天麻与连作天麻根际土壤中微生物多样性和群落组

成结构差异性，结果揭示连作种植改变了土壤真菌群落结构组成，导致土壤中部分真菌数量下降，
致使土壤微生态平衡遭到破坏，进而不利于天麻的健康生长，最终导致连续单一种植天麻出现严

重连作障碍。
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