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摘　要：通过平板计数法及变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）分析法对红壤旱地１２年长期连作花生不同生育期根际微生物区
系进行研究。结果表明：同一生育期内，随着生育期的进程各处理微生物数量逐渐增加，有机肥处理（Ｍ）、有机肥＋有效
菌剂处理（ＢＭ）的细菌、放线菌数量显著高于化肥处理（Ｆ），真菌数量显著低于化肥处理。通过对ＰＣＲ－ＤＧＧＥ图谱的研
究，各施肥处理连作花生根际微生物区系结构趋于单一，主要以鞘胺醇单胞菌属为主，青枯菌量增加，土壤微生物区系
变劣。由ＤＧＧＥ图谱聚类分析和群落多样性分析进一步可知，有机肥处理、有机肥＋有效菌剂处理的丰富度指数及香
农－威纳指数均大于施用化肥处理，施用有机肥添加有效菌剂有利于改善连作花生根际土壤微生物群落多样性。综合而
言，土壤微生物区系失衡，土传病害病原菌增加可能是导致花生连作障碍的主要因子。
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花生是我国重要的油料作物和经济作物，近几年随着种植结构的调整，种植面积不断扩大。据统
计，２００２～２００６年花生年均种植面积约７　３００万ｈｍ２，在国内大宗农作物中排第７位，在国际上仅次于
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印度居世界第２位，占全球花生面积的近２０％［１］。花生是一种对连作较为敏感的作物，连作年限愈长，
减产愈重。花生是低丘红壤区主要经济作物，连作障碍已成为南方低丘红壤区花生产量持续下降的重
要因素之一［２］。前人研究［３－４］认为，连作土壤微生物生态平衡破坏是连作障碍的主要原因之一。关于花
生连作对土壤微生物的影响，有报道［５－６］认为，花生随着连作年限的增加，土壤和根际的真菌数量大幅
度增加，细菌和放线菌数量显著减少。徐瑞富等［７］分离鉴定出连作花生地的主要真菌有曲霉、青霉、镰
刀菌、根霉、丛节孢囊和射线串孢囊，土壤真菌化是地力衰竭的标志之一。红壤在我国分布较广，且由于
其特殊的成土特性，一般肥力相对较低，与其他类型的土壤有着较大的差异。迄今为止，该地区花生长
期连作土壤微生物区系变化尚未见报道，其动态变化与演替规律尚不清楚。因此，本课题组从１９９６年
开始在中国科学院红壤生态实验站布置花生连作长期定位试验，运用传统平板培养方法及现代分子生
物学方法对连作花生不同生育期根际微生物区系变化进行跟踪研究，探讨花生连作障碍的成因。

１　材料与方法

１．１　试验地概况
中国科学院红壤生态实验站位于江西省鹰潭市余江县刘家站（１１６°５５′Ｅ，２８°１２′Ｎ）。供试土壤为

第四纪红色黏土。其基础理化性质为：ｐＨ　３．９，有机质８．４４ｇ·ｋｇ－１，全氮０．５９４ｇ·ｋｇ－１，全磷

０．２０ｇ·ｋｇ－１，全钾１４．５０ｇ·ｋｇ－１，水解氮４３．３ｍｇ·ｋｇ－１，速效磷痕迹，速效钾８４ｍｇ·ｋｇ－１。

１．２　试验设计
长期定位试验始于１９９６年４月，试验布置之前该地属未开垦的荒地。共设３个处理，即单施化肥

（Ｆ）、有机肥（Ｍ）、有机肥＋有效菌剂（ＢＭ），各处理小区面积为３３．３ｍ２，重复４次，随机排列。化肥
为尿素（Ｎ　４６％）、钙镁磷（Ｐ２Ｏ５１４％）、氯化钾（Ｋ２Ｏ　６０％），其用量分别为９０、３００和２２５ｋｇ·ｈｍ－２。

有机肥为当地猪场的猪粪，用量为１８　７５０ｋｇ·ｈｍ－２（猪粪干重约９０ｇ·ｋｇ－１，干猪粪全氮含量约

２４．８ｇ·ｋｇ－１），有效菌剂为ＥＭ菌与本实验室分离的有效菌株混合而成，施用量为２０．５５Ｌ·ｈｍ－２，
所有肥料作基肥一次性施入。花生品种为赣花５号，每年４月中旬播种，８月中旬收获，常规田间管理，
冬季休闲。

１．３　土壤样品采集
在播前、苗期、花期、荚果期和收获期，按５点取样法选取花生植株，去除根部大颗粒土块，采用抖动

法采集根际土壤，装袋后带回实验室，及时进行土壤微生物区系的测定。

１．４　分析方法

１）微生物数量测定：细菌、真菌、放线菌分别采用牛肉膏蛋白胨培养基、马丁氏（Ｍａｒｔｉｎ）培养基、改
良高氏一号培养基培养，按稀释平板法计数［８］。

２）ＤＮＡ提取：采用ＦａｓｔＤＮＡ　ＳＰＩＮ　Ｋｉｔ　ｆｏｒ　Ｓｏｉｌ试剂盒（美国Ｑｂｉｏｇｅｎｅ公司）提取土壤总ＤＮＡ。
具体方法参照文献［９］进行。

３）ＰＣＲ产物变形梯度凝胶电脉（ＤＧＧＥ）：使用引物３３８ｆ－ＧＣ和５１８ｒ扩增细菌１６ＳｒＤＮＡ基因Ｖ３
区一段大约１５０ｂｐ的片段（ＰＴＣ－１００，美国 ＭＪ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ公司）。５０μＬ 扩增反应体系中包括：

１．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｍｇ２＋，２００ｍｏｌ·Ｌ－１　ｄＮＴＰ，１．５ｍｏｌ·Ｌ－１引物，１μＬ模板，１．５ＵＴａｑ　ＤＮＡ聚合
酶。反应参数：９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃ 变性１ｍｉｎ，５０℃ 退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；
最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。使用ＤＣｏｄｅＴＭ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｍｕｔａｔｉｏｎ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），在
变性梯度为４５％～７５％的８０ｇ·Ｌ－１聚丙烯酰胺凝胶上进行变性梯度凝胶电泳。电泳前对ＰＣＲ产物
定量、校正使上样量一致。待胶凝固后，加入ＰＣＲ样品２５μＬ，在６０℃、８０Ｖ条件下电泳１６ｈ后，使
用Ｓｙｂｒ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ染色３０ｍｉｎ，染色后用Ｇｅｌ　ＤｏｃＴＭ　ＥＱ（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）凝胶成像系统成像，使用

Ｑｕａｎｔｉｔｙ　Ｏｎｅ　４．４软件通过分析样品电泳条带来比较各个土壤样品的微生物多样性的一些基本指
标［１０］。电泳条带的数量可以代表群落ＤＮＡ序列的丰富度指数（Ｓ）。群落ＤＮＡ序列的多样性采用香
农指数（Ｓｈａｎｎｏｎ　ｉｎｄｅｘ）［１１］进行分析。ＤＧＧＥ中条带Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数的计算按以下公式进行，通
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过Ｂｉｏｄａｐ（Ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｄａｔａ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐａｃｋａｇｅ）软件进行分析。
香农（Ｓｈａｎｎｏｎ）指数（Ｈ）：

Ｈ ＝－∑
ｓ

ｉ＝１ＰｉｌｎＰｉ。

式中：Ｐｉ为第ｉ条带灰度值占该泳道总灰度的比率；ｓ为ＤＧＧＥ胶中条带数量。

１．５　数据分析
采用Ｏｒｉｇｉｎ　８．０作图，ＳＰＳＳ　１３．０进行数据分析，Ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ检测显著性差异。

２　结果与分析

２．１　连作花生不同生育期根际土壤可培养微生物群落变化
由图１可知，随生育期的延长，土壤微生物群落数量均提高，细菌数量和放线菌数量变化趋势一致，

在花期之前上升较慢，花期至荚果期几乎没有变化，荚果期以后急剧上升；而真菌数量增加较快，从播
种到收获呈直线上升趋势。在整个生育期中连作花生根际细菌在土壤微生物组成中占有绝对优势，菌
数量由大到小依次为细菌、放线菌、真菌，说明细菌在根际微生态中起着重要作用。不同处理间，有机
肥处理、有机肥＋菌剂处理的细菌、放线菌数量均高于化肥处理，开花期化肥处理的真菌数量低于有机
肥＋菌剂和有机肥处理，而荚果期和收获期时真菌数量高于这两个处理。

图１　连作花生生长期内根际土壤细菌群落变化
Ｆｉｇ．１　Ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ　ｓｏｉｌ　ｏｆ　ｐｅａｎｕｔ　ｗｉｔｈ　ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ　ｃｒｏｐｐｉｎｇ　ｄｕｒｉｎｇ　ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ　ｐｅｒｉｏｄ

１．Ｆ处理；２．Ｍ处理；３．ＢＭ处理

２．２　连作花生不同生育期根际土壤细菌总群落分析

１）ＤＧＧＥ图谱分析：从连作花生不同生育期根际土壤中提取到了片段长度约为２３ｋｂ的土壤总

ＤＮＡ基因组，以此为模板，通过特异性引物对３３８ｆ－ＧＣ和５１８ｒ进行扩增，扩增片段长约１５０ｂｐ。根据

ＤＧＧＥ的原理，不同细菌的１６ＳｒＤＮＡ片段由于其碱基组成的差异导致电泳时泳动速率的不同，从而在
凝胶上得以分开。ＤＧＧＥ条带数基本体现了根际土壤中细菌种群的数量，而条带亮度则反映该种细菌
数量的多少［１２］。
由图２可知，花生连作不同生育期根际细菌种群构成较稳定，条带 Ａ４、Ａ５、Ａ７、Ａ８、Ａ９、Ａ１０和

Ａ１２在整个生育期均有出现，但某些细菌种群的数量发生较大的变化，如Ａ４、Ａ９和Ａ１０表现出灰度增
加的趋势，而Ａ１１后期成为优势条带，Ａ１０对应的是茄青枯雷尓氏菌条带，后期逐渐增强，发病率上升。
不同处理间，Ａ２在Ｆ处理中由优势条带逐渐变成非优势条带，而在ＢＭ 处理中整个生育期均为优势条
带，Ａ３在ＢＭ处理中存在，而Ｆ处理中没有发现。Ａ６后期在Ｆ处理中成为优势条带，而在ＢＭ处理中
没有。Ａ１３在Ｆ处理中出现，后期成为优势条带。将其中几个条带序列测定后与ＧｅｎＢａｎｋ数据库序列
进行比对，结果见表１。条带Ａ１与黄杆菌相似度９７％，而Ａ３、Ａ４、Ａ５、Ａ９和Ａ１２均与鞘胺醇单胞菌属
有较近的亲缘关系。Ａ１０条带与茄科雷尔氏菌（Ｒ）相似，后期灰度加强。

２）ＤＧＧＥ图谱相似性分析：采用Ｑｕａｎｔｉｔｙ　Ｏｎｅ（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）软件分析连作花生不同生育期
根际土壤微生物ＤＧＧＥ图谱，根据电泳条带的数量、质量和迁移率进行聚类分析。由图３可知，Ｆ和

ＢＭ　２个处理分成２类，相似度较低，只有５０％左右。表明红壤花生长期连作后，施用化肥和施用猪粪
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图２　连作花生不同生育期
土壤细菌种群ＤＧＧＥ图谱

Ｆｉｇ．２　ＤＧＧＥ　ｐｒｏｆｉｌｅｓ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｉｎ
ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ　ｓｏｉｌ　ｏｆ　ｐｅａｎｕｔ　ｗｉｔｈ　ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ
ｃｒｏｐｐｉｎｇ　ｄｕｒｉｎｇ　ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ　ｐｅｒｉｏｄ

Ｒ．茄科雷尔氏菌；Ｓ１～Ｓ４
和Ｓ５～Ｓ８分别为Ｆ小区和ＢＭ小区播前、
花期、荚果期、收获期根际土

导致根际微生物区系显著区别。不同生育期间，苗期和花期根
际微生物区系相似度很高，Ｆ和 ＢＭ 处理分别达到７８％和

７５％。而后期（荚果期、收获期）与前期（播前、开花期）之间相似
度降低。

３）ＤＧＧＥ图谱群落多样性分析：根据细菌１６ＳｒＤＮＡ的

ＰＣＲ－ＤＧＧＥ图谱中条带的位置和亮度的数字化结果计算了细
菌群落结构多样性指标。香农指数表明细菌群落多样性，香农
指数值越大表明多样性越高。由表２可知，施用化肥的不同生
育期根际土壤香农指数平均为３．０３，而施用有机肥的为３．１４，
可见施用有机肥香农指数大于施用化肥；从每条泳道的条带数
方面进行细菌群落丰富度比较，施用化肥处理条带总数８７条，
施用有机肥处理为９８条，说明施用有机肥处理丰富度指数大于
施用化肥处理。

３　小结与讨论

作物经多年连作后，土壤微生物区系发生变化较大。有些
微生物种群由于受到连作作物大量积累的根系分泌物和残茬腐

解物等化学成分的刺激而变得活跃，生长旺盛，数量大增［１３］，有
些微生物种群由于受到抑制或毒害而生长受阻，数量大减，甚至灭绝，从而引起土壤微生物区系变化和
微生态平衡的改变［１４－１５］。
本研究结果表明，随着花生生长，根系分泌物增多，给根际土壤微生物生长、繁衍提供了丰富的养

分，根际土壤微生物数量逐渐增加，这与前人研究［１６－１７］。结果一致。有研究［１８］表明，长期连作导致土壤
由“细菌型”向“真菌型”转变，而真菌型土壤是地力衰竭的标志。在本试验中，施用化肥处理根际土壤
真菌数量要高于施用有机肥、有机肥＋菌剂的处理，表明施用化肥会导致土壤地力衰竭更严重，这与前
期研究发现施用化肥处理土传病害发生严重结果一致［１９］。

表１　花生不同生育期根际土壤微生物部分ＤＧＧＥ片段序列比对
Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＤＧＧＥ　ｂａｎｄｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ　ｓｏｉｌ　ｄｕｒｉｎｇ　ｐｅａｎｕｔ　ｇｒｏｗｔｈ

条带 登录号 最相近序列 相似度／％ 登录号

Ａ１ ＡＢ５４３５２０　 ＢａｃｔｅｒｉｕｍＥ２
Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．ＫＧＦ１
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｃｌｏｎｅ　ｉｎｗｏｏｄ－ｏ１３

９７
９７
９７

ＧＱ３９８３４２
ＦＪ９６５８４５
ＤＱ９８０８７９

Ａ３ ＡＢ５４３５２１　 Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．ＣＩ６３
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．ｃｌｏｎｅ　ＩＡＦＩＬ７９
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．ｃｌｏｎｅ：Ｎ２－Ｓ４Ｅ１２ｆ

１００
１００
９９

ＤＱ５３０１６６
ＤＱ１４５５７６
ＡＢ４８５５８９

Ａ４ ＡＢ５４３５２２　 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｃｌｏｎｅ　１５
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｃｌｏｎｅ　Ｆｉｎ－ＣＬ－１００６２１－ＯＴＵ－３２
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｃｌｏｎｅ　ＡＦＹＥＬ－ａａｊ６８ｂ０３

１００
９６
９６

ＦＪ３４８６９８
ＥＵ８０８４１１
ＥＵ４６５１０３

Ａ５ ＡＢ５４３５２３　 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．ｃｌｏｎｅ　１８６
Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｉｙａｎｇｅｎｓｉｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＹＲＬ１４
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｃｌｏｎｅ　Ｄ７１

１００
９８
９７

ＧＱ４１０４３７
ＥＵ３７３４２３
ＧＱ３８９１９９

Ａ９ ＡＢ５４３５２４　 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｃｌｏｎｅ　ＺＪ３６
Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｈａｌｐｏｐｈｉｌｕｍ，ｓｔｒａｉｎ　ＤＳＭ　１１７２３Ｔ
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｃｌｏｎｅ　ｎｂｗ６７６ｄ０９ｃ１

１００
１００
９９

ＧＱ２５２６４０
ＡＪ４３８１７７
ＧＱ１１３１７６

Ａ１２ ＡＢ５４３５２５　 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ　ｍｅｌｏｎｉｓ　ｇｅｎｅ
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｆｅｒｖｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．ｃｌｏｎｅ　ＢＮＢ－２

１００
１００

ＡＢ２０１２５４
ＦＪ８９８３４８

近几年，随着分子生物学技术飞速发展，ＰＣＲ－ＤＧＧＥ、ＲＴ－ＰＣＲ等技术在土壤微生物区系分析中得
到了广泛应用［２０］。ＰＣＲ产物ＤＧＧＥ直接以土壤微生物总基因组ＤＮＡ为研究对象，通过比较细菌种群
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图３　连作花生不同生育期根际微生物
ＤＧＧＥ图谱聚类分析

Ｆｉｇ．３　Ｃｌｕｓｔｅｒ　ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ
ＤＧＧＥ　ｂａｎｄｓ　ｉｎ　ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ　ｓｏｉｌ　ｏｆ
ｐｅａｎｕｔ　ｗｉｔｈ　ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ　ｃｒｏｐｐｉｎｇ
ｄｕｒｉｎｇ　ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ　ｐｅｒｉｏｄ

表２　连作花生不同生育期土壤微生物ＤＧＧＥ
条带多样性指数和丰富度指数

Ｔａｂ．２　Ｓｈａｎｎｏｎ　ｉｎｄｅｘ（Ｈ）ａｎｄ　ｒｉｃｈｎｅｓｓ（Ｓ）ｏｆ　ＤＧＧＥ
ｂａｎｄｓ　ｉｎ　ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ　ｓｏｉｌ　ｏｆ　ｐｅａｎｕｔ　ｗｉｔｈ

ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ　ｃｒｏｐｐｉｎｇ　ｄｕｒｉｎｇ　ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ　ｐｅｒｉｏｄ

生育期 香农指数（Ｈ） 丰富度指数（Ｓ）

Ｓ１　 ３．０６　 １９
Ｓ２　 ２．９４　 ２２
Ｓ３　 ３．２１　 ２５
Ｓ４　 ２．９４　 ２１
Ｓ５　 ３．０９　 ２２
Ｓ６　 ３．１３　 ２５
Ｓ７　 ３．２８　 ２８
Ｓ８　 ３．０７　 ２３

１６ＳｒＤＮＡ基因信息来了解其多样性变化，能够更直接更可靠地
反映土壤微生物的原始组成情况［２１］。花生连作不同生育期ＰＣＲ产物ＤＧＧＥ图谱分析结果表明，多年
花生连作后，细菌种类减少，连作花生根际土壤微生物区系改变。对ＰＣＲ产物ＤＧＧＥ条带进行割胶
测序后发现，细菌种群出现单一性趋势，主要以鞘胺醇单胞菌属为主。有研究［２２］表明，鞘氨醇单胞菌
能够耐受高度贫营养环境和恶劣环境，它们有着特殊的代谢调控机制以适应多变的环境（尤其是营养物
缺乏的环境），能够高效调整自身的生长来抵抗不利的环境变化。由ＤＧＧＥ图谱聚类分析和群落多样
性分析进一步可知，长期施肥花生连作已导致花生根际土壤微生物结构发生显著变化，施用有机肥处
理、有机肥＋有效菌剂处理的丰富度指数、香农指数大于施用化肥处理。Ｓｈｉｏｍｉ等［２３］研究抑病土和易
染病土壤微生物区系，结果发现，病原菌很难在微生物多样性高的土壤中滋生。本课题组在分析不同施
肥处理对连作花生土传病害的影响时发现，施用有机肥、有机肥＋有效菌剂处理能够有效控制土传病害
的发生［１９］，研究结果证实了花生连作障碍与土壤微生物多样性变化有密切联系。
花生长期连作导致土壤微生物区系发生变化、病原菌的积累，而微生物区系的变化导致花生连作障

碍加重。根系分泌物导致根际微生物种群、土壤酶活性、植物营养状态等多种微生态因子的变化，可能
是引发土壤物理、化学及生物学性质恶化的最初动力。因此，应加强根分泌物，特别是根分泌物中敏感
物质与土壤微生物区系的生态效应研究。
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［９］　滕　应，骆永明，赵祥伟，等．重金属复合污染农田土壤ＤＮＡ的快速提取及其ＰＣＲ－ＤＧＧＥ分析 ［Ｊ］．土壤学报，

２００４，４１（３）：３４３－３４７．
［１０］　贾志红，易建华，苏以荣，等．云南玉溪烟区轮作与连作土壤细菌群落多样性比较研究 ［Ｊ］．应用与环境生物学
报，２０１１，１７（２）：１６２－１６８．

［１１］　Ｘｕｅ　Ｄ，Ｙａｏ　Ｈ　Ｙ，Ｈｕａｎｇ　Ｃ　Ｙ．Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｂｉｏｍａｓｓ，ｎ　ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，ａｎｄ　ｍｉ－
ｃｒｏｂｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｉｎ　ｔｅａ　ｏｒｃｈａｒｄ　ｓｏｉｌｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｓｏｉｌ，２００６，２８８（１）：３１９－３３１．

（下转第３８面）
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［７］　郑霏琴，王宗阳，高继平．水稻籽粒胚乳总ＲＮＡ的提取 ［Ｊ］．植物生理学通讯，１９９３，２９（６）：４３８－４４０．
［８］　胡　宏，盛　婧，郭文善，等．氮素对弱筋小麦宁麦９号淀粉形成的调节效应 ［Ｊ］．麦类作物学报，２００４，２４（２）：

９２－９６．
［９］　沈　鹏，金正勋，罗秋香，等．氮肥对水稻籽粒淀粉合成关键酶活性及蒸煮食味品质的影响 ［Ｊ］．东北农业大学学
报，２００５，３６（５）：５６１－５６６．

［１０］　Ｄｉａｎ　Ｗ　Ｍ，Ｊｉａｎｇ　Ｈ　Ｗ，Ｃｈｅｎ　Ｑ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｒａｎｌｅ－ｂｏｕｎｄ　ｓｔａｒｃｈ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　ＩＩ　ｇｅｎｅ　ｉｎ
ｒｉｃｅ：ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｓ　ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｌｅｖｅｌ，ｓｕｇａｒ　ａｎｄ　ｃｉｒｃａｄｉａｎ　ｒｈｙｔｈｍ ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔａ，２００３，２１８（２）：

２６１－２７８．

（责任编辑　王子斌）

（上接第２７面）

［１２］　吴宇澄，骆永明，滕　应，等．多氯联苯污染农田土壤的细菌群落结构差异及其影响因素 ［Ｊ］．土壤学报，２００７，

４４（５）：８５４－８５９．
［１３］　松本满夫，西尾道德，草野秀．异なる地域で连作した陆稻の根面丝状菌フロラ ［Ｊ］．日本土壤肥料学杂志，

１９７８，４９（６）：４４３－４４７．
［１４］　平野晓．物の連作障害－原因、機構、対策の研究 ［Ｍ］．東京：社団法人農山漁村文化協会，１９７７．
［１５］　马汇泉，郑桂平，赵九州，等．大豆连作障碍及产生机理 ［Ｊ］．土壤，１９９７（１）：４６－４８．
［１６］　胡元森，吴　坤，李翠香，等．黄瓜连作对土壤微生物区系影响（Ⅱ）：基于ＤＧＧＥ方法对微生物种群的变化分析

［Ｊ］．中国农业科学，２００７，４０（１０）：２２６７－２２７３．
［１７］　王明道，吴宗伟，原增艳，等．怀地黄连作对土壤微生物区系的影响 ［Ｊ］．河南农业大学学报，２００８，４２（５）：

５３２－５３８．
［１８］　孙秀山，封海胜，万书波，等．连作花生主要微生物类群与土壤酶活性变化及其交互作用 ［Ｊ］．作物学报，２００１，

２７（５）：６１７－６２１．
［１９］　王小兵，骆永明，刘五星，等．长期定位施肥对红壤地区连作花生土传病害、生物学性状及产量的影响 ［Ｊ］．土壤
学报，２０１１，４８（４）：７２５－７３０．

［２０］　Ｗａｌｌｉｓ　Ｐ　Ｄ，Ｈａｙｎｅｓ　Ｒ　Ｊ，Ｈｕｎｔｅｒ　Ｃ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｌａｎｄ　ｕｓｅ　ａｎｄ　ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ　ｏｎ　ｓｏｉｌ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ａｓ
ｍｅａｓｕｒｅｄ　ｂｙ　ＰＣＲ－ＤＧＧＥ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｏｉｌ　Ｅｃｏｌｏｇｙ，２０１０，４６（１）：１４７－１５０．

［２１］　Ｈｕ　Ｙ　Ｓ，Ｗｕ　Ｋ，Ｌｉｕ　Ｎ，ｅｔ　ａｌ．Ｄｙｎａｍｉｃｓ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ　ｉｎ　ｂｕｌｋ　ａｎｄ　ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ　ｃｕｃｕｍｂｅｒ　ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ
ｓｏｉｌ［Ｊ］．Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｃｈｉｎａ，２００４，３（５）：３７６－３８３．

［２２］　胡　杰，何晓红，李大平，等．鞘氨醇单胞菌研究进展 ［Ｊ］．应用与环境生物学报，２００７，１３（３）：４３１－４３７．
［２３］　Ｓｈｉｏｍｉ　Ｙ，Ｎｉｓｈｉｙａｍａ　Ｍ，Ｏｎｉｚｕｋａ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｈｉｚｏｐｌａｎｅ　ｏｆ　ｔｏ－

ｍａｔｏ　ｐｌａｎｔｓ　ｇｒｏｗｎ　ｉｎ　ｓｏｉｌｓ　ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ　ａｎｄ　ｃｏｎｄｕｃｉｖｅ　ｔｏｗａｒｄｓ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｗｉｌｔ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄ　ａｎｄ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｍｉ－
ｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９９９，６５（９）：３９９６－４００１．

（责任编辑　王子斌）
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