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种植年限对枳壳根际微生物群落和土壤性质的影响* 

吴微微1，韩  雪1，王继朋2†，孙年喜2，李  勇1† 
（1. 西南大学资源环境学院，重庆 400715；2. 重庆市中药研究院，重庆 400065） 

摘  要：根际微生物影响土壤养分的有效性与转化，和植物的生长及健康密切相关。探讨不同种植年限枳壳根际微生物和土

壤性质的变化，可为枳壳的田间管理提供科学依据。采集重庆市种植 4、20 和 40 a 的枳壳根际土壤，高通量测序技术分析

不同种植年限土壤细菌和真菌多样性和群落结构变化规律，进一步研究微生物群落与土壤性质的相关性。结果表明，连续种

植 40 a 枳壳的土壤有机质、全氮、碱解氮、有效磷和速效钾含量显著高于 4 a 和 20 a，而土壤 pH 则显著降低（P<0.05）。随

着种植年限增加，细菌的多样性指数无明显变化，而真菌的多样性和均匀度指数显著增加（P<0.05）。主坐标分析显示，种

植 40 a 的枳壳根际土壤细菌和真菌群落结构和组成与其他年限显著不同。在门水平上，优势细菌门为变形菌门、酸杆菌门、

放线菌门和芽单胞菌门，占总丰度的 61.07%～87.79%；优势真菌门为子囊菌门和担子菌门，占总丰度的 64.70%～85.75%。

在属水平上，随种植年限的增加，40 年枳壳根际土壤有益细菌和真菌属丰度较第 4 年的显著减少（P<0.05），如鞘氨醇单胞

菌属、苍白杆菌属、类诺卡氏菌属、假单胞菌属、毛孢子菌属和毛壳菌属，分别下降了 51.21%、91.32%、78.60%、81.87%、

70.58%和 60.74%。此外，致病菌属丰度显著增加，如镰刀属、Plectosphaerella 属和 Ilyonectria 属分别增加了 117.6%、323.9%

和 1 631%。Mantel 分析表明，土壤 pH 和营养因素是影响细菌和真菌群落组成的重要环境因子。枳壳长期种植会改变根际

微生物群落结构和组成，随着种植年限增加，真菌的多样性指数显著增加，有益的根际细菌和真菌属丰度减少，而潜在的致

病菌属丰度增加，这可能是枳壳长期栽培长势变差和病害逐渐加重的主要原因。 

关键词：枳壳；种植年限；土壤养分；高通量测序；微生物群落 
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Abstract: 【Objectives】Rhizosphere microorganisms affect the availability and transformation of soil nutrients, which are 

closely related to the growth and health of plants. Changes in rhizosphere microorganisms with plantation years of Fructus 

aurantii were studied for better field F. aurantii management. 【Methods】The rhizosphere soil samples of F. aurantii planted for 

4 (Y4), 20 (Y20), and 40 (Y40) years in Chongqing were collected on 2020. The changes in diversity index and community 

composition structure of bacteria and fungi were analyzed by high-throughput sequencing technology, and the correlation between 

rhizosphere microbial community composition(bacterial and fungal)and soil properties was explored. 【Results】Soil organic 

matter (SOM), total nitrogen (TN), available N (AN), available phosphorus (AP) and available potassium (AK), except pH, were 

significantly higher (P < 0.05) in Y40 than those under Y4 and Y20. The Shannon and Pielou indices of fungi were significantly 

increased with the increase in plantation age (P < 0.05), while those of bacteria had no significant changes. The principal 

coordinate analysis (PCoA) indicated that the rhizosphere bacterial and fungal community structures under Y40 significantly 

differed from those under Y4 and Y20. At the phylum level, the dominant bacteria phyla were Proteobacteria, Acidobacteria, 

Actinobacteria and Gemmatimonadetes, and their total relative abundance accounted for 61.07%–87.79%. Also the dominant 

fungal phyla were Ascomycota and Basidiomycota which accounted for 64.70–85.75%. At the genus level, the abundance of 

beneficial bacteria and fungi in rhizosphere soil under Y40 was significantly lower than those under Y4 (P < 0.05). For example, 

the abundance of Sphingomonas, Ochrobactrum, Nocardioides, Pseudomonas, Trichosporon and Chaetomium were decreased by 

51.21%, 91.32%, 78.60%, 81.87%, 70.58% and 60.74%, respectively. Furthermore, the abundance of pathogenic genera including 

Fusarium, Plectosphaerella and Ilyonectria, were significantly increased by 117.6%, 323.9% and 1631% under Y40 compared to 

Y4 (P < 0.05), respectively. The mantel analysis showed that soil pH and nutrient availability were the important abiotic factors 

influencing the composition of bacterial and fungal communities under different F. Aurantii planation years. 【Conclusions】 

Long-term plantation of F. Aurantii altered soil bacterial and fungal community structures. Specifically, the fungal diversity index 

and the abundance of pathogenic fungi increased, while the abundance of beneficial microbes in the rhizosphere soil decreased. 

These alterations were the main reasons for inducing an aggravation of the related disease and then a worse plant growth with the 

increasing age of F. Aurantii plantation. 

Key words: Fructus aurantii; Cropping years; Soil nutrient; High-throughput sequencing; Microbial community 

枳壳（Fructus aurantii，FA）为芸香科柑橘属

植物酸橙及其栽培变种的干燥未成熟果实，是我国

传统的大宗中药材，主要分布于重庆、四川、江西

和湖南等地区[1-2]。枳壳植株为多年生乔木，定植 6

年后进入盛果期，可采果 40 年，但随生长年限增加

会出现土壤环境质量下降、树体衰退和土传病害加

重等问题，显著降低枳壳的产量和品质[3-4]，制约了

枳壳产业的可持续发展。 

根际土壤微生物是土壤微生态的重要组成部

分，具有促进土壤中大量元素如 C、N、P、K 等物

质的转化，协助植物养分吸收，提高植物抗病性等

作用[5-6]。同时，根际土壤微生物多样性不仅代表微

生物群落的稳定性，还能反映出土壤的健康状况，

与土壤质量密切相关[7]。土壤微生物研究已成为土

壤研究中的一个热点。研究表明，栽培年限变化对

植物根际微生物群落多样性和结构组成均会产生较

大影响。如宁夏枸杞根际土壤细菌群落在不同年限

下变化不显著，但真菌群落变化显著[6]。柑橘种植

年限过长会引起土壤微生物细菌与真菌结构失衡，

部分有益菌属丰度减少，从而降低土壤养分的有效

性和植物养分的吸收能力；而病原真菌丰度增加，

提高植物患病的风险，不利于植物生长[4，8]。不同连

作年限百合土壤细菌多样性指数随种植年限显著上

升，真菌多样性显著下降[9]。目前国内外对枳壳的

研究主要集中在药用价值、药用有效成分和加工生

产技术等方面 [1-2， 10]；或是接种外源微生物如丛枝

菌根真菌对枳壳生长的影响[11]，从而寻找提高枳壳

产量的方法。但对其根际微生物群落结构随种植年

限的变化，以及与土壤性质的相关性研究还少见报

道。本研究采用高通量测序技术，对不同年限下枳

壳根际土壤微生物群落组成及多样性进行分析，并

测定土壤性质，揭示影响土壤细菌和真菌群落的关

键环境因子，为枳壳的田间管理和土壤培育提供科

学指导。 
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1  材料与方法 

1.1  研究区概况 

试验地位于潼南区上和镇团山村重庆市中药研

究院枳壳种植基地（30°07′N，105°89′E），属亚热带

季风湿润气候，四季分明，雨量充沛，年均降水量

为 900～1 082 mm，年均日照 1 091～1 228 h，年均

气温 17.9～22.8 ℃，无霜期 319～360 d，枳壳栽培

株行距 3 m  3 m，每公顷约 1 050 株。栽培土壤为

红棕紫泥土，适合枳壳生长，在重庆当地有长期栽

培的传统；除施肥外，枳壳的修枝、喷洒农药等病

虫害管理均参照当地的常规管理模式进行。 

枳 壳 园 施 肥 分 为 基 肥 和 追 肥 ， 其 中 有 机 肥

15 000 kg·hm–2（养分含量 2.0-1.4-1.8，有机质≥

40%）、复合肥 600 kg·hm–2（养分含量 15-10-10）作

为基肥，在树冠流水线内外约 10 cm 处开相对环形

沟 2 条，8 月上旬采果后至 11 月上旬前混匀后施用，

同时用牡蛎粉 750 kg·hm–2，补充钙的同时调节土壤

pH；3 月下旬枳壳萌芽追施尿素 300 kg·hm–2、磷酸

一铵 150 kg·hm–2 和硫酸钾 75 kg·hm–2，6 月上旬枳

壳 结 果 旺 长 期 追 施 尿 素 150 kg·hm–2 、 硫 酸 钾

255 kg·hm–2。 

1.2  土壤样本采集 

于 2020 年 6 月下旬采集种植年限为 4 a、20 a、

40 a 的枳壳根际土壤（分别用 Y4、Y20 和 Y40 表示）。

分别选取有代表性的枳壳树，沿着主干基部 10～

50 cm 的范围内采用五点取样法采样，除去地表凋

落物及较大石块等杂物，挖出 20 cm 左右深度土壤，

采用抖根法除去多余土壤，收集紧密附着在根系上

0～2 mm 的土壤，最后将样品混匀，装入无菌样品

袋，并保存于冰盒迅速带回实验室，每个处理 3 个

重复。将取回的土壤样品分为两部分，一部分暂存

在–80 ℃冰箱中用于后续 DNA 提取，进行高通量

测序；另一部分土样置于室内室温下自然风干后，

除去大的石砾等，研磨后分别过孔径为 1 mm、

0.25 mm 和 0.15 mm 的标准筛，用于土壤理化性质

的测定。 

1.3  土壤性质测定 

土壤有机质（Soil organic matter，SOM）、pH、

全氮（Total nitrogen，TN）、全钾（Total potassium，

TK）、全磷（Total phosphorus，TP）、碱解氮（Available 

nitrogen，AN）、速效钾（Available potassium，AK）

和有效磷（Available phosphorus，AP）测定均参考

《土壤农化分析与环境监测》的相关标准方法[12]。其

中 SOM 采用重铬酸钾–浓硫酸消解–外加热法；pH

采用玻璃电极法（土水比 1︰2.5）；TN 采用凯氏定

氮法；TK 采用碱熔火焰光度法；TP 采用碱熔–钼蓝

比色法；AN 采用碱解扩散法；AK 采用火焰光度法

（NH4Ac）；AP 采用钼锑抗比色法。 

1.4  土壤总 DNA 提取、PCR 扩增及测序 

采用 PowerSoil® DNA Isolation Kit 试剂盒抽提

土壤微生物总 DNA，使用琼脂糖凝胶（1%）电泳

检测  DNA 的质量，再使用 NanoDrop2000 测定 

DNA 纯度和浓度。细菌 16S rRNA 基因中 V3+V4

区扩增引物是：5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′，

5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′；真菌 ITS2 区

扩增引物为：5′-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3′，

5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′[13]。使用 Phusion ®

高保真 PCR 扩增组合对细菌和真菌序列进行 PCR

扩增，PCR 反应条件参考 Huang 等[14]。随后对 PCR

产物进行定量、纯化和均一化最终形成测序文库，

质检合格的文库在 BioMarker 生物信息学技术有限

公司（中国北京）Ilumnina MiSeq 平台进行测序。

原始序列已经上传到 NCBI 序列阅读档案（SRA）

数据库，登录号为 PRJNA1017124。 

1.5  测序数据信息分析 

首先对原始序列进行拼接（FLASH，version 

1.2.7），质量过滤（Trimmomatic，version 0.33），去

除嵌合体（UCHIME，version 8.1），得到可用于后

续分析的 Tag 序列[13，15]。然后在相似性 97% 的水

平上对 Tag 序列进行 OTU（Operational Taxonomic 

Units）聚类，可获得多个 OTUs。最后挑选出各个

OTUs 的代表序列，基于 RDP Classifier（贝叶斯算

法，置信度阈值 0.8）将细菌和真菌的代表序列分别

与 Sliva 128 数据库和 Unite 数据库（Release 8.0，

https://unite.ut.ee/）进行比对物种注释[16]。 

利用 R 4.1.3 软件的 vegan 包对抽平后的测序

数据进行 α 多样性指数计算和 β 多样性分析；linkET

包 和 dplyr 包 进 行 Mantel 分 析 ， psych 包 计 算

Spearman 相关性；ggplot2、patchwork 和 paletteer

等包进行可视化。采用 IBM SPSS Statistics 26 软件

进行单因素方差分析（ANOVA）和 LSD 检验（P<0.05）。 
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2  结  果 

2.1  不同种植年限枳壳根际土壤性质变化 

由表 1 可知，土壤 pH 随枳壳生长年限的增加

而显著下降，Y40 组较 Y4 和 Y20 组分别降低了 1.03

和 0.87（P<0.05）。土壤有机质、全氮和碱解氮含量

随种植年限增加呈增加趋势，Y40 组分别较 Y4 和 

Y20 组显著增加了 425.03%和 107.28%（有机质），

431.45%和 113.42%（全氮），413.69%和 127.97%（碱

解氮）（P<0.05）。Y40 组的土壤全磷、有效磷、全

钾和速效钾含量均表现为 Y40 组显著高于 Y4 和

Y20 组（P<0.05），但在 Y4 组和 Y20 组间无显著差

异。综上可知，不同种植年限对土壤 pH、有机质、

全氮和碱解氮含量影响显著。 

表 1  不同种植年限枳壳土壤性质的变化 

Table 1  Changes properties of Fructus aurantii soil in different planting years 

年限 

Year 
pH 

有机质 

Organic matter/ 

（g·kg–1） 

全氮 

Total N/ 

（g·kg–1）

碱解氮 

Available N/

（mg·kg–1）

全磷 

Total P/ 

（g·kg–1）

有效磷 

Available P/

（mg·kg–1）

全钾 

Total K/ 

（g·kg–1） 

速效钾 

Available K/ 

（mg·kg–1） 

Y4 8.67±0.03a 7.45±1.05c 0.43±0.06c 49.1±9.4c 0.80±0.04b 5.36±2.70b 25.1±0.43b 615.0±59.2b 

Y20 8.50±0.00b 18.87±1.98b 1.08±0.15b 110.7±11.2b 0.84±0.02b 5.83±1.57b 23.2±0.36b 661.7±44.8b 

Y40 7.63±0.03c 39.11±1.49a 2.29±0.08a 252.4±15.4a 1.36±0.04a 205.87±5.22a 22.5±0.44a 2 766.7±30.0a 

注：Y4：种植 4 年；Y20：种植 20 年；Y40：种植 40 年；表中数据为平均值±标准误差（n=3）；同一列不同小写字母表示处

理间差异显著（P<0.05）。下同。Note：Y4，soil from cropping for 4 years；Y20，soil from cropping for 20 years；Y40，soil from cropping 

for 40 years. The value is the means ± standard error（n=3），and different lowercase letters in the same column indicate significant differences 

between treatments（P<0.05）. The same below. 

 

2.2  不同种植年限枳壳根际土壤物种多样性变化 

通过对枳壳土壤样本基于细菌 16SrRNA 和真

菌 ITS 基因的高通量测序可知，9 个土壤样本共获

得细菌有效序列 664 242 条，按照相似性 97% 的水

平对序列进行 OTU 聚类，OTU 总数为 13 007；而

真菌所有样本的有效序列为 706 583 条，OTU 总数

是 4 445。细菌所有样本的覆盖率在 99.55%以上，

真菌基因文库覆盖率达 99.91%（表 2），说明测序结

果有较好代表性，能真实反映样本信息。 

不同种植年限枳壳土壤微生物群落多样性的变

化如表 2 所示，细菌多样性分析结果显示，各组的

Shannon 指数无显著差异，Chao1 指数呈先增加后降

低的趋势，在 Y20 组最大，表明种植 20 年的枳壳

根际土壤细菌丰富度最高，随种植年限继续延长，

其丰富度开始有明显下降。Pielou 指数随年限增加

呈降低的趋势，表明细菌分布均匀度随种植年限增

加开始减少。真菌多样性分析结果表明，各组的

Chao1 指数无显著差异，表明根际真菌丰富度受种

植年限影响不大，但 Y40 组 Shannon 和 Pielou 指数

均最高，与 Y4 组、Y20 组存在显著差异（P<0.05），

表明根际真菌多样性随种植年限增加而增加。 

2.3  不同种植年限枳壳土壤微生物群落结构变化 

基于 bray-curtis 算法，利用主坐标（Principal 

Co-ordinates Analysis，PCoA）进行基于 OTU 水平 

表 2  不同种植年限土壤微生物群落的多样性指数变化 

Table 2  Change of diversity index of soil microbial community under planting years 

细菌 Bacteria 真菌 Fungi 
年限 

Year 
多样性

Shannon 

均匀度 

Pielou 

丰富度 

Chao1 

覆盖率

Coverage/%

多样性

Shannon 

均匀度

Pielou 

丰富度 

Chao1 

覆盖率

Coverage/%

Y4 8.77±0.20a 0.88±0.01a 1 359.3±211.0b 99.66 5.94±0.13b 0.94±0.03b 768.7 ±100.4a 99.91 

Y20 9.30±0.14a 0.87±0.01ab 1 852.4±83.5a 99.58 6.28±0.07b 0.99±0.01b 656.6±60.1a 99.95 

Y40 8.73±0.17a 0.84±0.01b 1 546.5±50.6ab 99.55 6.70±0.11a 1.14±0.01a 566.1±19.7a 99.89 
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的微生物群落组成相似度分析。结果表明，细菌和

真菌两主坐标 PC1 轴和 PC2 轴分别共解释 62.22%

和 70.93%的样本信息（图 1）。同时，经 ADONIS

检验表明，不同种植年限枳壳土壤的微生物群落结

构具有显著差异（细菌：R2 = 0.543，P = 0.005；真

菌：R2 = 0.667，P = 0.004），Y40 组与 Y4 组、Y20

组土壤细菌和真菌的物种差异均较大，在图中样本

被明显分开，表明 Y40 组细菌和真菌群落结构相比

其他组发生了明显变化。对土壤真菌而言，Y4 组和

Y20 组的样本距离相对较近，说明其物种组成具有

一定的相似性。此外，基于相似性（Analysis of 

similarities，ANOSIM）分析，发现不同种植年限下

土壤细菌（R = 0.621，P = 0.004）和真菌（R = 0.712，

P = 0.008）群落分组解释率较高。 

 

注：4 年、20 年和 40 年根际微生物群落结构之间的差异及分组解释率分别用置换多元方差（ADONIS）检验和相似性分析（ANOSIM）

获得，*和**分别表示在 0.05 和 0.01 水平上差异显著。Note：The significant differences between soil microbial community in Y4，Y20 and 

Y40，and the grouping interpretation rates were obtained by Permutational multivariate analysis of variance（ADONIS）test and similarity 

analysis（ANOSIM），respectively. The significant differences are marked with * and ** at the levels of P<0.05 and P<0.01，respectively. 

 
图 1  不同种植年限土壤细菌（a）和真菌（b）群落的主坐标分析 

Fig. 1  PCoA analysis of soil bacterial（a）and fungal（b）communities in different planting years 

2.4  不同种植年限枳壳土壤微生物群落组成变化 

枳壳根际土壤细菌共检测到 28 门、84 纲、189

目、308 科、540 属，其中，变形菌门（Proteobacteria）、

酸杆菌门（Acidobacteria）、放线菌门（Actinobacteria）

和芽单胞菌门（Gemmatimonadetes）为优势菌门（平

均相对丰度>5%），平均相对丰度分别为 34.20%、

27.67% 、 7.88% 、 5.65% ， 占 总 丰 度 的 61.07%～

87.79%。真菌 12 门、34 纲、80 目、152 科、314

属，优势真菌门是子囊菌门（Ascomycota）和担子

菌 门 （ Basidiomycota ）， 平 均 相 对 丰 度 分 别 为

59.54%、18.87%，占总丰度的 64.70%～85.75%。 

不同年限根际土壤微生物群落组成存在一定差

异（图 2）。其中，Y40 的放线菌门和芽单孢菌门的

相 对 丰 度 显 著 低 于 Y4 ， 分 别 下 降 了 59.51% 和

47.68%（P<0.05）。Y40 中子囊菌门的相对丰度显著

低于 Y4，下降了 39.49%，但 Y40 中的担子菌门和

被孢霉门（Mortierellomycota）显著高于 Y4，分别

增加了 93.68%和 279.9%（P<0.05）。 

枳壳土壤样品平均相对丰度>1%优势细菌属为

鞘氨醇单胞菌属、MND1、Haliangium、Candidatus_ 

Udaeobacter、硝化螺菌属（Nitrospira）、Bryobacter、

RB41，占总丰度的 6.95%～16.51%。其中，Y40 组

鞘氨醇单胞菌属的相对丰度显著低于 Y4 组，降低

了 51.21%。优势真菌属为镰刀菌属、被孢霉属 
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图 2  不同种植年限土壤细菌（a）和真菌（b）群落组成门水平变化（前 10） 

Fig. 2  Changes of soil bacterial（a）and fungal（b）communities composition at the phylum level（Top 10）in different planting years 

（Mortierella）、曲霉属（Aspergillus）、Apiotrichum、

Saitozyma、链格孢属，占总丰度的 7.99%～25.56%。

其中，Y40 组镰刀菌属相对丰度显著高于 Y4 组，

高出 117.6%（P<0.05），但链格孢属的相对丰度则显

著低于 Y4，降低了 73.49%（P<0.05）。 

此外，进一步统计分析表明（表 3），在平均相

对丰度为 0.05%～1%之间的细菌和真菌属中，有 19

个细菌属和 16 个真菌属发生显著变化。其中，Y40

组苍白杆菌属、假单胞菌属、Pseudolabrys、根瘤菌属

（Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium ）、

类诺卡氏属、假诺卡氏菌属、Microvirga、Marmoricola

属的相对丰度显著低于 Y4 组，下降了 91.32%、

81.87%、92.81%、66.96%、78.60%、96.37%、70.37%

和 81.67% （ P<0.05 ）。 真 菌 属 中 ， Y40 组 的

Plectosphaerella、Ilyonectria 属的相对丰度显著高于

Y4 组的，高出 323.9%、1631%（P<0.05）；但毛孢

子 菌 属 、 Iodophanus 、 毛 壳 菌 属 、 Tomentella 、

Acrophialophora 、 Preussia 、 Mycothermus 、

Geminibasidium 、 Clavulinopsis 、 Paraphoma 、

Hirsutella 属的相对丰度则显著低于 Y4 组，降低了

70.58%、99.86%、60.74%、77.78%、99.86%、93.24%、

91.01%、99.55%，且 Geminibasidium、Clavulinopsis、

Hirsutella 属在 Y40 组的相对丰度为 0%（P<0.05）。

因此，Y40 组有益细菌和真菌属的相对丰度显著下

降，但有害菌属相对丰度显著增加。 

2.5  枳壳根际土壤微生物群落与土壤环境因子的

关联性 

采用 Mantel test 来评估土壤环境因子对 OTU

水平上细菌和真菌群落组成的影响，并对土壤环境

因子进行 Spearman 相关性分析。结果如图 3 所示，

pH 与全钾呈极显著正相关，与有机质、全氮、碱

解 氮 、 全 磷 、 有 效 磷 和 速 效 钾 呈 极 显 著 负 相 关

（P<0.01）。有机质与全钾呈极显著负相关（P<0.01），

与全氮、碱解氮、全磷、有效磷和速效钾呈显著正

相关（P<0.05）。全氮与全钾呈极显著负相关，与

碱 解 氮 、 有 效 磷 和 速 效 钾 呈 极 显 著 正 相 关

（P<0.01）。碱解氮与全磷、有效磷和速效钾呈显著

正相关（P<0.05）。细菌和真菌群落与土壤 pH、有

机质、全氮、碱解氮、全磷、有效磷和速效钾呈显

著正相关（P<0.05）。 

在 Mantel 分析的基础上，进一步筛选出对细菌

和真菌群落影响显著的土壤环境因子进行优势菌群

的相关性分析，结果显示，在细菌群落中（图 4a），

芽单胞菌门和鞘氨醇单胞菌属与有机质、全氮、碱

解氮和速效钾显著负相关；而与 pH 显著正相关

（P<0.05）。Candidatus_Udaeobacter 属与有机质、全 
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表 3  枳壳根际土壤微生物群落相对丰度在属水平上的变化 

Table 3  Relative abundance of soil microbial communities in the rhizosphere of Fructus aurantii at the genus level 

相对丰度 Relative abundance/% 
属别 Genus 分类 Taxonomy 

Y4 Y20 Y40 

鞘氨醇单胞菌属 Sphingomonas  3.19±0.28a 1.88±0.11b 1.56±0.27b 

Dongia 1.15±0.22a 1.34±0.02a 0.30±0.01b 

Steroidobacter 0.67±0.22b 1.37±0.16a 0.38±0.04b 

苍白杆菌属 Ochrobactrum  1.48±0.33a 0.21±0.08b 0.13±0.04b 

Subgroup_10 0.71±0.25a 0.76±0.09a 0.15±0.05b 

假单胞菌属 Pseudomonas  1.09±0.18a 0.13±0.06b 0.20±0.02b 

Candidatus_Solibacter 0.22±0.11b 0.27±0.06b 0.86±0.16a 

Pseudolabrys 0.57±0.22a 0.10±0.03b 0.04±0.01b 

Allorhizobium-Neorhizobium 

-Pararhizobium-Rhizobium 
0.34±0.09a 0.24±0.04ab 0.11±0.02b 

Christensenellaceae_R-7_group 0.67±0.31a 0.01±0.00b 0.00±0.00b 

Candidatus_Alysiosphaera 0.27±0.03a 0.29±0.04a 0.04±0.02b 

Solirubrobacter 0.19±0.06ab 0.33±0.05a 0.06±0.02b 

类诺卡氏菌属 Nocardioides  0.27±0.10a 0.12±0.01ab 0.06±0.01b 

假诺卡氏菌属 Pseudonocardia  0.30±0.08a 0.11±0.03b 0.01±0.00b 

Microvirga 0.19±0.05a 0.13±0.04ab 0.06±0.01a 

分枝杆菌属 Mycobacterium  0.03±0.03b 0.16±0.01a 0.12±0.00a 

Roseburia 0.06±0.03b 0.01±0.00b 0.15±0.03a 

Oerskovia 0.01±0.01b 0.02±0.01b 0.16±0.02a 

Adhaeribacter 0.01±0.01b 0.09±0.03a 0.09±0.02a 

细菌属 

Bacteria genus 

Marmoricola 0.12±0.03a 0.05±0.01b 0.02±0.00b 

镰刀属 Fusarium  4.25±1.91b 6.16±1.14ab 9.25±0.45a 

被孢霉属 Mortierella  1.94±1.27ab 1.15±0.26b 4.79±0.62a 

Apiotrichum 0.02±0.02b 0.05±0.03b 5.12±1.58a 

链格孢属 Alternaria  1.74±0.33a 1.13±0.17ab 0.46±0.21b 

毛孢子菌属 Trichosporon  1.37±0.34a 0.98±0.11ab 0.40±0.28b 

Candida 0.26±0.08b 0.18±0.04b 1.43±0.13a 

Exophiala 0.04±0.02b 0.10±0.07b 1.27±0.21a 

Plectosphaerella 0.18±0.02b 0.25±0.08b 0.76±0.14a 

Iodophanus 0.35±0.08a 0.45±0.03a 0.00±0.00b 

毛壳菌属 Chaetomium  0.35±0.02a 0.28±0.02ab 0.14±0.09b 

Tomentella 0.34±0.08a 0.35±0.07a 0.08±0.08b 

Ilyonectria 0.03±0.03b 0.04±0.03b 0.55±0.03a 

Acrophialophora 0.36±0.08a 0.24±0.11ab 0.00±0.00b 

真菌属 

Fungi genus 

葡萄穗霉属 Stachybotrys  0.19±0.09ab 0.33±0.07a 0.04±0.04b 
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续表 

相对丰度 Relative abundance/% 
属别 Genus 分类 Taxonomy 

Y4 Y20 Y40 

Trichothecium 0.25±0.06a 0.27±0.03b 0.00±0.00b 

Preussia 0.34±0.09a 0.14±0.08ab 0.02±0.02b 

Ceratobasidium 0.09±0.02ab 0.39±0.18a 0.00±0.00b 

Mycothermus 0.27±0.10a 0.15±0.05ab 0.02±0.02b 

Geminibasidium 0.17±0.01a 0.09±0.03b 0.00±0.00c 

Clavulinopsis 0.12±0.04a 0.10±0.03ab 0.00±0.00b 

Paraphoma 0.11±0.04a 0.05±0.02ab 0.00±0.00b 

真菌属 

Fungi genus 

Hirsutella 0.14±0.03a 0.02±0.02b 0.00±0.00b 

 

注：线条的粗细代表 Mantel 相关 r 值；线条颜色代表 Mantel 相关 P 值，热图颜色代表 Spearman 相关系数，并用数值进

行表示，Spearman 显著性的差异在 P<0.05、P<0.01 和 P<0.001 的水平上分别用*、**和***标注。Note：The thickness of the line represents 

the related r value of Mantel；The line color represents Mantel correlation P value，and the heat map color represents Spearman correlation 

coefficient，which is expressed by numerical values. The significant differences of Spearman are marked with *，** and *** at the levels of 

P<0.05，P<0.01 and P<0.001，respectively. 

 
图 3  土壤微生物群落与土壤环境因子的相关性分析 

Fig. 3  Correlation analysis between microbial community and soil environment factors 

氮、全磷和碱解氮显著正相关，而与 pH 显著负相

关（P<0.05）。在真菌群落中（图 4b），子囊菌门与

全氮、碱解氮、全磷、有效磷和速效钾显著负相关；

而与 pH 显著正相关（P<0.05）。担子菌门与有机质、

全氮、碱解氮、速效钾和有效磷显著正相关；而与

pH 显著负相关（P<0.05）。镰刀菌属和 Apiotrichum

属与有机质、全氮和碱解氮显著正相关，而与 pH

显著负相关（P<0.05）。链格孢属与有机质、全氮、

碱解氮、全磷、有效磷和速效钾显著负相关，而与

pH 显著正相关（P<0.05）。 
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注：热图中红色和蓝色分别表示正相关和负相关关系，显著相关性在 P<0.05、P<0.01 和 P<0.001 的水平分别用*、**、***标注。

Note：The red or blue color in the heatmap indicates a positive or negative correlation，respectively. The sign of *，** and *** indicates 

significant correlation at P<0.05，P<0.01 and P<0.001，respectively. 

 
图 4  土壤细菌（a）和真菌（b）群落与土壤环境因子的相关性热图 

Fig. 4  Correlation heatmap between soil environment factors and soil bacterial（a）and fungal（b）communities 

3  讨  论 

3.1  不同种植年限枳壳根际土壤性质的变化 

土壤养分含量状况直接影响枳壳的生长发育及

产量和品质的提高[4]。本研究显示，第 40 年枳壳根

际土壤有机质、全氮、碱解氮、有效磷和速效钾含

量最高，显著高于其他种植年限，但土壤 pH 最低，

其变化规律与李晶晶和续勇波 [9]的研究结果相一

致。一方面因为长期大量地施肥，枳壳施肥量超过

了消耗量，造成养分在土壤中的积累，同时随着化

学肥料用量增加，土壤 pH 下降。另一方面，在枳

壳的长期种植过程中，有机酸和酚酸等根系分泌物

在土壤中不断积累，也会导致 pH 的下降。此外，

与《全国第二次土壤普查养分分级标准》[17]相比，

第 40 年枳壳土壤的有效磷和速效钾含量远高于一

级水平，这与目前磷肥和钾肥的用量过高有关。 

3.2  不同种植年限枳壳根际土壤多样性和群落组

成的变化 

土壤微生物多样性通常被认为是评估土壤健康

状态的重要参数之一。对种植不同年限的枳壳根际

微生物群落高通量测序发现，细菌的多样性无显著

变化，这与姚泽秀等[18]在茶树研究中发现随种植年

限的增加，其细菌多样性呈下降趋势不同，但与纳

小凡等[6]发现宁夏枸杞根际土壤细菌多样性随种植

年限增加而无显著变化相一致。细菌的丰富度随种

植年限的延长呈先增加后降低的趋势，在第 20 年最

高。而真菌多样性和均匀度在枳壳第 40 年中较其他

年限均显著升高，与冼康华等[19]发现的不同种植年

限华重楼根际土壤真菌多样性变化相似，表明随生

长年限增加，枳壳根际土壤中真菌多样性的增加，

使得土壤的微生态发生变化。 

植物根际土壤微生物群落的动态平衡是保证植

物健康发育的重要因素[15]。本研究表明，枳壳种植不

同年限后，根际土壤细菌和真菌群落组成发生了显著

变化。同时，PCoA 分析和 ADONIS 结果显示不同种

植年限间土壤细菌和真菌群落结构存在显著差异，说

明种植年限显著影响了枳壳土壤微生物群落结构。 

在细菌门水平上，随着年限的增加，放线菌门

和芽单胞菌门丰度呈下降趋势，有研究表明放线菌

门是碱性土壤中的优势类群，在土壤养分循环、病

害防治、促进植物生长等方面发挥重要作用[20]，其

在第 40 年丰度显著下降，可能不利于枳壳后期的生

长。从真菌门水平可以看出，子囊菌门和担子菌门

是枳壳土壤中的两大优势菌门，这与朱书红等[21]在 
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不同种植年限甜龙竹土壤优势真菌门的研究结果相

一致。它们被视为土壤中的分解者，在养分循环和

能量流动中具有重要作用[21]。其中，担子菌门的相

对丰度在第 40 年最高，与其倾向于生活在高营养的

土壤生态系统中有关[22]，与相关性分析结果相一致。

而子囊菌门第 40 年的丰度最低，为 41.22%，可能

与土壤酸碱度变化有关；再加上担子菌门等其他

菌门的大量繁殖，共同限制了子囊菌门真菌的繁

殖 [21-22]。在对细菌和真菌属水平分析发现，随着年

限的增加，第 40 年根际土壤有益细菌和真菌属的相

对丰度比第 4 年显著减少，可能是由于枳壳有机酸

和酚酸等根系分泌物在土壤中不断积累所导致环境

的变化，一些微生物不能适应这种变化从而减少。

如具有促进植物对激素、生物碱合成以及氮代谢等

作用的 Pseudolabrys 属[23]，降低了 92.81%；具有溶

磷、产铁载体和固氮能力的类诺卡氏菌属[24]，降低

了 78.60%；苍白杆菌属 [ 25 ]成员能产生吲哚乙酸

（IAA）和 ACC 脱氢酶，从而促进植物的生长，降

低了 91.32%；鞘氨醇单胞菌属和假诺卡氏菌属是促

进植物生长的有益菌。其中，鞘氨醇单胞菌属能产

生 IAA 并诱导根系生长[26]；假诺卡氏菌属参与土壤

养分循环和氮的转化 [27]，这两个菌属分别下降了

51.21%和 96.37%；具有生防、溶磷和固氮作用，增

强寄主抗病性，促进生长的假单胞菌属[28]，下降了

81.87%。真菌属中的毛壳菌属[29]成员对多种植物病

原菌表现出潜在的生物防治作用，如苹果树腐烂病

菌和杨树腐烂病菌等，降低了 60.74%；Tomentella

属[30]可与多种植物形成外生菌根，促进植物生长，

提高植物的抗病性和抗逆性，降低了 77.78%；具

有产生铁载体、纤维素酶和蛋白酶能力的毛孢子

菌属 [31]，降低了 70.58%；Acrophialophora 属[32]具

有增强植物的抗氧化酶活性，诱导植物产生系统防

御反应，还能产生纤维素酶和果胶酶，从而有助于

植株的生长发育，降低了 99.86%；Geminibasidium

属[33]具有分解和释放土壤中矿质养分的能力，提高

土壤有效养分的含量，在土壤生态系统中发挥着重

要作用，在 40 年降低至 0%。此外，种植 40 年的枳壳

显著增加了对植物生长不利的镰刀属、Plectosphaerella

和 Ilyonectria 属的相对丰度。研究表明，镰刀属的成员

可引起多种植物的根腐病发生，影响全球不同气候

地区作物，如尖孢镰刀菌引起香榧[34]根腐病的发生、

芳香镰刀菌为平贝母鳞茎腐烂致病菌[35]，丰度增加

了 117.6%。Plectosphaerella 属也可引起多种植物患 

病，如该属可使菊花的茎部腐烂[36]、地黄地下根部

萎蔫[37]，丰度增加了 323.9%。Ilyonectria 属可引发

西洋参锈腐病[38]，丰度增加了 1631%。因此，枳壳

种植年限增加后土壤 pH 值降低，微生物群落结构

失衡，有益微生物丰度降低和致病微生物丰度的增

加，这是造成枳壳生长不良的关键。 

3.3  不同种植年限枳壳根际土壤微生物群落与土

壤性质的关联性 

土壤理化性质对土壤微生物群落有显著影响，其

中 pH 常被认为是显著影响土壤微生物群落组成的重

要环境因子[7]。在本研究中，长期种植枳壳使得土壤

pH 降低，显著影响土壤中细菌和真菌群落的相对丰

度。经过相关性分析显示，优势放线菌门、芽单胞菌

门、子囊菌门和担子菌门与 pH 显著相关，pH 能影响

土壤中细菌和真菌群落的丰度和多样性。此外，本研

究发现除 pH 之外，其他土壤环境因子如有机质、全

氮、全磷、碱解氮、速效钾和有效磷也是决定枳壳根

际土壤细菌和真菌群落组成的重要因素。 

在本研究中，土壤环境因子与细菌和真菌群落

结构间存在相互促进或抑制的关系，不同种植年限

枳壳根际土壤细菌和真菌群落的改变与土壤性质之

间具有不同程度的关联性。鞘氨醇单胞菌属与土壤的

有机质、全氮、碱解氮、有效磷和速效钾呈显著负相

关，表明土壤有效养分含量的增加不利于鞘氨醇单胞

菌 属 的 生 长 ， 印 证 了 其 丰 度 在 第 40 年 最 低 。

Candidatus_Udaeobacter 属和镰刀菌属与土壤 pH 呈显

著负相关，说明 pH 的下降会增加镰刀菌属的丰度，

与第 40 年土壤 pH 最低但镰刀菌属丰度最高的结果相

一致。综上所述，由种植年限引起土壤养分含量变化

是推动土壤细菌和真菌群落变化的重要原因之一。 

4  结  论 

随种植年限增加，枳壳根际土壤细菌多样性无

显著变化，土壤真菌多样性和均匀度显著增加，鞘

氨醇单胞菌属、苍白杆菌属、假诺卡氏菌属、毛孢

子菌属和毛壳菌属等有益菌属相对丰度显著降低，

而镰刀属、Plectosphaerella 和 Ilyonectria 属等有害

真菌属相对丰度显著增加，是造成枳壳产量和品质

降低的原因之一。枳壳连续种植 40 年后，土壤 pH

显著低于其他种植年限，pH、有机质、全氮、碱解

氮、全磷、有效磷和速效钾是影响枳壳土壤微生物

群落组成的重要环境因子。 
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