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摘  要：采用构建真菌克隆文库和 T-RFLP 相结合的方法，研究了甘肃、陕西和山西省 20 个地区再

植苹果园土壤中的真菌群落结构特征，同时还研究了平邑甜茶幼苗的生长与再植苹果园土壤中优势真菌

属的相关性。结果表明，在真菌分类门的水平上，子囊菌门真菌是西北黄土高原地区苹果连作土壤中主

要的真菌类型；在属的水平上，镰孢菌属、被孢霉属、毛壳菌属、隐球酵母菌属等是主要优势菌群。从

果园地区分布来看，甘肃省的 5 个地区土壤真菌具有相对较高的多样性指数、均匀度指数、丰富度指数

和相对较低的优势度指数。陕西富平，山西平陆，山西盐湖区的苹果连作障碍较严重，镰孢菌的丰度较

高。从平邑甜茶幼苗生长受抑制量与土壤中优势真菌属的相关性来看，镰孢菌的丰度与苹果连作障碍的

严重程度呈极显著性正相关（r = 0.585，P < 0.01），而被孢霉属的丰度与其呈显著性负相关（r =–0.473，

P < 0.05）。引起西北黄土高原地区苹果连作障碍的主要有害真菌类型是镰孢菌属。 
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    Abstract：The aim of this study was to investigate the main reasons of apple replant disease（ARD）

around Northwest Loess Plateau area. The characteristics of fungi in the soil of different replanted apple 

orchards were studied by combining the construction of fungi clone library and terminal restriction 

fragment length polymorphism（T-RFLP）. The correlation between the seedling growth of Malus 

hupehensis Rehd. and the dominant fungal species in the apple replanted soil was also studied. The results 

showed that Ascomycetes were the main fungi in the replanted apple orchards in Northwest Loess Plateau 

area at phyla level；Fusarium，Mortierella，Chaetomium and Cryptococcus were the dominant microflora  
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at genus level. Among the 20 orchards，5 belong to Gansu Province，which had a relatively high Shannon 

diversity index，Pielou index，Margalef index and low Simpson index. The soils from Shaanxi Fuping in 

Pinglu and Saline Lake area in Shanxi showed more serious ARD and higher abundance of Fusarium. The 

severity of ARD positively correlated with Fusarium（r = 0.585，P < 0.01），but negatively correlated with 

Mortierella（r =–0.473，P < 0.05）. Overall，Fusarium in the apple replanted soil was the key factor for 

ARD around Northwest Loess Plateau area. 

Keywords：apple；replant disease；fungal clone library；T-RFLP；Fusarium；fungal community 

structure 

 

连作障碍是指同种作物或近缘作物在同一土壤上连续种植时，即使用正常的栽培管理措施也会

发生产量降低、品质变劣、生育状况变差的现象（Mazzola，1998；陈晓红和邹志荣，2002；尹承苗

等，2014；Nicolaa et al.，2017）。中国西北黄土高原地区是苹果优势产区之一，连作障碍的发生具

有普遍性，严重制约了果树生产的可持续发展（Narwal & Zeng，2010）。能否有效缓解或克服连作

障碍已成为苹果产业可持续发展的一项重要工作（Tewoldemedhin et al.，2011a）。苹果连作障碍原

因复杂，Mazzola（1998）将其分为非生物因素和生物因素两类。较多的研究表明生物因素是引起苹

果连作障碍的主要因素（Braun，1995；Mazzola，1999；Rumberger et al.，2004）。近期研究结果显

示，土壤中有害真菌的积累是导致苹果连作障碍的主要原因（Mazzola & Manici，2012）。 

间型腐霉、立枯丝核菌、柱孢菌属和腐皮镰孢菌等约 75%的根系定殖真菌，被美国（Mazzola，

1998）和加拿大（Braun，1995）专家报道与再植苹果幼苗的根腐病复合症有关；Mai 等（1994）和

Traquair（1984）的研究结果显示，在镰孢菌中，仅腐皮镰孢菌表现出低致病性，证实镰孢菌是引起

苹果连作障碍的重要原因；在意大利，立枯丝核菌和腐霉菌被证明是引起苹果连作障碍的主要有害

真菌，侵染植株根系从而引起根腐病（Manici et al.，2003）；在南非，镰孢菌属、丝核属、疫霉属

以及腐霉属被证明与苹果连作障碍相关（Schoor et al.，2009）。中国学者对环渤海湾地区重茬园取

样分析得出了不同结果：徐文凤（2011）的研究结果表明镰孢菌是引起重茬园连作障碍的主要真菌；

Sun 等（2017）对再植苹果园根际真菌群落的研究表明根霉属菌、棘壳孢菌、曲霉菌属是影响苹果

连作障碍的主要真菌；Jiang 等（2017）的分析表明，苹果园连作土壤中单孢锈菌属，毛壳菌属，轮

枝菌属等含量较高。邹庆甲等（2014）对河北省苹果园根际土壤中的有害真菌进行分离鉴定表明，

镰孢菌是分离频率最高的真菌类群。可以发现，不同地区引起苹果连作障碍的主要致病真菌不同。 

探究西北黄土高原地区连作苹果园土壤真菌群落结构，尤其是有害真菌的种类和数量，对进一

步了解和防控苹果连作障碍具有重要意义。应用克隆文库技术和末端限制性片段长度多态性

（Terminal restriction fragment length polymorphism，T-RFLP）相结合的方法，对连作苹果园土壤真

菌群落结构进行深入分析，以明确西北黄土高原地区的主要有害真菌类型和分布规律，为苹果连作

障碍的防控技术研究提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验设计 

供试土样采集于甘肃省 5 个地区（清水、秦州、静宁、庄浪、崆峒），陕西省 9 个地区（礼泉、

乾县、彬县、旬邑、富平、白水、黄陵、洛川、富县）以及山西省 6 个地区（平陆、芮城、临猗、
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万荣、盐湖区、吉县）共 20 个连作苹果园。每个果园（更新换代果园，2 ~ 3 年树龄）随机选取 3

个取样点，于再植苹果幼树周围半径 0.5 m 范围内，5 ~ 30 cm 深度范围内取根际土约 50 kg，充分

混匀。参照《土壤农化分析》第 3 版（鲍士旦，2000）的方法，对土壤氮磷钾和有机质进行测定。 

将每份土样分为两个处理：高温灭菌（121 ℃持续 30 min，重复 2 次）和连作对照，用于栽植

平邑甜茶（Malus hupeheusis Rehd.）实生苗，每个处理 6 个重复。 

2017 年 1 月将平邑甜茶种子于 4 ℃层积 30 d 左右，种子露白后，于 2017 年 3 月播种于装有育

苗基质的营养钵中进行育苗。待幼苗长至 6 片真叶时选取长势一致无病虫害植株，于 4 月 26 日移栽

至装约有 4 kg 试验土壤的泥瓦盆中（上直径 17 cm、下直径为 15 cm、高 16 cm），每盆定植 2 株幼

苗，统一田间管理。 

2017 年 8 月 1 日取样测定平邑甜茶植株鲜样质量指标。通过两个处理间平均鲜样质量减少的比

率来评估 20 个果园苹果连作障碍的严重程度。 

1.2  土壤中真菌总 DNA 的提取 

将取回的土样过筛编号，于–80 ℃保存样品。样品基因组总 DNA 的提取及纯化按照 E. Z. N. A. 

Soil DNA Kit 说明书进操作，提取后于–20 ℃保存备用。 

1.3  T-RFLP 分析 

1.3.1  ITS-PCR 扩增 

用于 ITS 片段扩增的引物采用带 FAM 荧光标记的真菌通用引物 ITS-F-FAM（5-CTTGGTCAT 

TTAGAGGAAGTAA-3）和 ITS4（5-TCCTCCGCTTATTGATAGC-3），该引物由生工生物工程（上

海）股份有限公司合成。ITS 扩增反应体系为：12.5 μL 2 × Taq MasterMix（Trans Gen Biotech Co，

Ltd，Beijing，China），1 μL 模板 DNA，ITS1-F 和 ITS4（10 μmol · L-1）各 1.5 μL，加 dd H2O 至 25 

μL。PCR 反应条件：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性 60 s，55 ℃退火 60 s，72 ℃延伸 60 s，共 34 个

循环；最后 72 ℃延伸 10 min。取 5 μL ITS-PCR 扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳检测，按照 PCR 产

物纯化试剂盒说明书进行 PCR 产物纯化，–20 ℃保存备用。 

1.3.2  酶切  

用限制性内切酶 HhaⅠ（科尚生物技术有限公司，青岛，中国）对上述 PCR 纯化产物进行酶切。

酶切反应体系为 30 μL：含 10 μL ITS-PCR 纯化产物、2 μL HhaⅠ（10 U · μL-1）、2 μL 10× Buffer，

加 ddH2O 至 30 μL，放入 37 ℃培养箱中 15 min。将酶切产物送至上海生工进行测序。 

1.4  真菌克隆文库构建 

用于真菌 ITS 片段扩增的引物为上引物 ITS1-F（5′-CTTGGTCATTTAGACGAAGTAA-3′）和 ITS4

（5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′）。PCR 扩增体系包括 12.5 μL 的 2× Easy Tap PCR Super Mix

（Trans Gen Biotech Co，Ltd，Beijing，China），1.5 μL 的模板 DNA，ITS1-F 和 ITS 4（10 μmol · L-1）

各 1 μL 和 9 μL 的 ddH2O。PCR 反应条件：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 60 s，

72 ℃延伸 60 s，共 35 个循环；最后 72 ℃ 延伸 10 min。 

扩增产物经 2 %琼脂糖凝胶电泳检测，按照 PCR 产物纯化试剂盒（Trans Gen Biotech Co，Ltd，

Beijing，China）说明书进行 PCR 产物纯化，然后按照说明书将纯化后的产物克隆到 PMD18-T 载体 

（Trans Gen Biotech Co，Ltd，Beijing，China）上。质粒转化到大肠杆菌感受态细胞中（DH5α，Trans 

Gen Biotech Co，Ltd，Beijing，China）。转化后转接于加过氨苄青霉素的 LB 平板培养基上培养并挑
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选菌落，检测 ITS 序列的存在是通过 PCR 扩增引物 M13F（5-GGTGTTAGGAACGCCTTCC-3）和

M13R（5-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3）实现的，该引物由生工生物工程（上海）股份

有限公司合成。 

1.5  计算方法与统计分析 

对优化序列提取非重复序列，去除没有重复的单序列，按照 97%相似性对非重复序列进行聚类，

分成数量较少的分类单元（OTU），基于分类单元进行物种注释。在聚类过程中去除嵌合体，得到

OTU 代表序列并将 ≥ 97%的代表序列通过软件平台 Uparse（vsesion 7.1 http：//drive5.com/uparse/）

分配到相同的OTU中。用物种注释应用数据库Unite Database（Release 6.0 http：//unite.ut.ee/index.php）

进行真菌门、属的分类注释，查询对比数据系统进行自动归类命名。 

通过 T-RFLP 分析微生物群落的丰富度和多样性，包括一系列统计学分析指数估计环境群落的

物种丰度和多样性。计算菌群丰度指数（Margalef index）、多样性指数（Shannon index）、均匀度指

数（Pielou index）和优势度指数（Simpson index）。 

平邑甜茶鲜质量差比率参考 Schoor（2009）的方法加以改进，将植株鲜质量差比率与优势真菌

属（丰度 > 0.1%）进行相关性分析。 

试验数据为 3次生物性重复试验的均值和标准误差（SE）。统计计算采用 SPSS软件（version 19.0，

SPSS Inc，Chicago，USA）。不同处理间平均差异比较采用方差分析（ANOVA）和邓肯氏新复极差

法（DMRT）保持在 0.05 的概率水平下。 

2  结果与分析  

2.1  连作苹果园土壤样品的理化性质及苹果连作障碍的严重程度 

表 1 列出了 20 个连作果园土壤 N、P、K 和有机质含量。4 种指标因管理、施肥和地域的不同

而不同，但各地区土壤有机质含量普遍较低。以灭菌土和未处理土壤中再植平邑甜茶幼苗的鲜质量

差比率来计算各土壤中苹果连作障碍的严重程度，可分为 3 种等级（Tewoldemedhin et al.，2011b），

即严重（富平、平陆、盐湖区，3 个地区），中（清水、庄浪、崆峒、礼泉、乾县、白水和吉县，7

个地区）和低（秦州、静宁、彬县、旬邑、黄陵、洛川、富县、芮城、临猗、万荣，10 个地区）。

试验结果显示，土壤理化性质与连作障碍严重程度无相关性。 

2.2  T-RFLP 法分析不同样品土壤真菌的多样性 

根据 T-RFLP 图谱中 OTUs 的数量、种类及丰度，分别计算了 20 个地区土壤样品中的真菌多样

性指数（表 2）。从 20 个地区所属省份来看，甘肃省的 5 个地区具有相对较高的多样性指数、均匀

度指数、丰富度指数和相对较低的优势度指数，其中甘肃省 3 号地区（静宁）具有最高的多样性指

数、均匀度指数、丰富度指数和最低的优势度指数；陕西咸阳的 4 个地区和山西运城的 6 个地区的

菌群多样性指数、均匀度指数、丰富度指数综合看来次于甘肃省的 5 个地区；陕西省的 9 个地区多

样性指数、均匀度指数、丰富度指数和优势度指数数值分布很不均匀，其中 10 号地区（富平）具有

最低的多样性指数、均匀度指数、丰富度指数和最高的优势度指数，14 号地区（富县）具有仅次于

3 号地区（静宁）的多样性指数、均匀度指数、丰富度指数。 
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表 1  土壤性状及苹果连作障碍的严重程度 

Table 1  Soil characteristics and severity degree of ARD 

省份 
Province 

地区编号 
Area 
number 

果园 
Orchard 

N/ 
（mg · kg-1） 

P/ 
（mg · kg-1） 

K/ 
（mg · kg-1） 

有机质/ 
（g · kg-1） 
Organic matter 

鲜质量差比率/% 
Fresh quality 
difference ratio 

连作障碍程度 
ARD test 
result 

甘肃 1 清水 Qingshui 212.36 28.25 87.87 14.63 79 中 Medium 
Gansu 2 秦州 Qinzhou 63.02 5.03 107.54 11.15 16 低 Low 
 3 静宁 Jingning 67.13 100.01 173.11 15.14 20 低 Low 
 4 庄浪 Zhuanglang 52.06 15.04 94.43 9.56 79 中 Medium 
陕西 5 崆峒 Kongtong 82.20 30.89 61.64 15.67 88 中 Medium 
Shaanxi 6 礼泉 Liquan 34.94 9.69 48.52 7.90 54 中 Medium 
 7 乾县 Qianxian 137.00 34.58 55.08 11.52 76 中 Medium 
 8 彬县 Binxian 16.44 29.81 68.20 11.70 25 低 Low 
 9 旬邑 Xunyi 89.74 30.56 114.10 12.08 8 低 Low 
 10 富平 Fuping 50.01 25.34 71.48 13.59 160 严重 Serious 
 11 白水 Baishui 52.75 6.31 74.75 15.67 71 中 Medium 
 12 黄陵 Huangling 9.59 3.59 45.25 6.13 3 低 Low 
 13 洛川 Luochuan 101.38 28.40 81.31 9.26 6 低 Low 
 14 富县 Fuxian 28.77 21.81 45.25 10.69 25 低 Low 
山西 15 平陆 Pinglu 26.03 13.67 61.64 17.92 107 严重 Serious 
Shanxi 16 芮城 Ruicheng 28.77 26.73 55.08 9.10 15 低 Low 
 17 临猗 Linyi 6.85 41.16 97.70 10.72 47 低 Low 
 18 万荣 Wanrong 24.66 62.20 74.75 10.36 11 低 Low 
 19 盐湖 Yanhu 39.05 30.40 114.10 10.66 175 严重 Serious 
 20 吉县 Jixian 189.07 6.37 61.64 12.08 64 中 Medium 
r   0.107 –0.155 –0.09 0.402   

注：鲜质量差比率（%）=（熏蒸土壤的植株鲜质量–未熏蒸处理土壤的植株鲜质量）/未熏蒸处理土壤的植株鲜质量 × 100。苹果连作

障碍程度：严重，鲜质量差比率 > 100%；中，鲜质量差比率 99% ~ 50%；低，鲜质量差比率 < 50%。r：与鲜质量差比率的相关性。 

Note：Fresh quality difference ratio（%）=（fresh plant quality of fumigated soil–fresh plant quality of unfumigated soil）/ fresh plant quality 

of unfumigated soil × 100. The degree of ARD：Serious，fresh quality difference ratio > 100%；Medium，fresh quality difference ratio 99%–50%；

Low，fresh quality difference ratio < 50%.  r：Correlation with fresh quality difference ratio. 

 

表 2  土壤真菌多样性分析 

Table 2  Species diversity of soil fungi 

省份 
Province 

地区编号 
Area number 

果园 
Orchard 

多样性指数 
Shannon index 

优势度指数 
Simpson index 

均匀度指数 
Pielou index 

丰富度指数 
Margalef index 

甘肃 Gansu 1 清水 Qingshui 2.88 ± 0.03 abc 0.06 ± 0.01 e 0.91 ± 0.01 a 5.38 ± 0.08 abc 
 2 秦州 Qinzhou 2.99 ± 0.01 abc 0.05 ± 0 e 0.93 ± 0.00 a 5.70 ± 0.06 abc 
 3 静宁 Jingning 3.11 ± 0.02 a 0.04 ± 0 e 0.94 ± 0.01 a 6.32 ± 0.09 a 
 4 庄浪 Zhuanglang 2.89 ± 0.05 abc 0.06 ± 0.01e 0.92 ± 0.01 a 5.09 ± 0.14 bcd 
陕西 Shaanxi 5 崆峒 Kongtong 2.92 ± 0.05 abc 0.06 ± 0 e 0.91 ± 0.01 a 5.54 ± 0.22 abc 
 6 礼泉 Liquan 2.25 ± 0.38 e 0.20 ± 0.08 bc 0.75 ± 0.09 d 4.05 ± 0.64 defg 
 7 乾县 Qianxian 2.71 ± 0.03 abcd 0.09 ± 0 de 0.87 ± 0.01 ab 4.89 ± 0.08 cde 
 8 彬县 Binxian 2.47 ± 0.03 de 0.11 ± 0 de 0.86 ± 0.01 abc 3.90 ± 0.12 efg 
 9 旬邑 Xunyi 3.01 ± 0.03 abc 0.05 ± 0 e 0.93 ± 0.01 a 5.68 ± 0.24 abc 
 10 富平 Fuping 0.71 ± 0.05 g 0.63 ± 0.02 a 0.51 ± 0.02 e 0.68 ± 0.14 i 
 11 白水 Baishui 2.96 ± 0.12 abc 0.06 ± 0.01 e 0.91 ± 0.02 a 5.60 ± 0.44 abc 
 12 黄陵 Huangling 1.86 ± 0.13 f 0.23 ± 0.04 b 0.73 ± 0.03 d 2.60 ± 0.19 h 
 13 洛川 Luochuan 2.62 ± 0.14 cd 0.10 ± 0.01 de 0.86 ± 0.02 abc 4.68 ± 0.51 cde 
 14 富县 Fuxian 3.05 ± 0.02 ab 0.05 ± 0 e 0.93 ± 0 a 6.06 ± 0.19 ab 
山西 Shanxi 15 平陆 Pinglu 2.96 ± 0.06 abc 0.05 ± 0 e 0.92 ± 0.01 a 5.64 ± 0.35 abc 
 16 芮城 Ruicheng 2.18 ± 0.08 ef 0.18 ± 0.01 bc 0.78 ± 0.01 cd 3.50 ± 0.21 fgh 
 17 临猗 Linyi 2.84 ± 0.05 abcd 0.06 ± 0 e 0.92 ± 0.01 a 4.93 ± 0.18 cde 
 18 万荣 Wanrong 2.66 ± 0.02 bcd 0.10 ± 0 de 0.87 ± 0.01 ab 4.64 ± 0.07 cde 
 19 盐湖 Yanhu 2.63 ± 0.26 cd 0.09 ± 0.03 de 0.91 ± 0.04 a 4.20 ± 0.91 def 
 20 吉县 Jixian 2.17 ± 0.07 ef 0.15 ± 0.01 cd 0.81 ± 0.01 bcd 3.09 ± 0.19 gh 

注：不同小写字母表示不同处理间差异显著（P < 0.05）。 

Note：Different letters stand for the significant difference at the 0.05 level.  
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2.3  克隆文库法分析真菌群落结构组成 

2.3.1  真菌门水平丰度及多样本相似度分析 

研究中发现，子囊菌门（Ascomycota）和担子菌门（Basidiomycotak）真菌在各样品中普遍存在

且丰度较高。子囊菌门真菌占主导地位，存在于每个样品中且比例较高，1 ~ 20 号地区分别为 72.31%、

67.90%、84.51%、57.14%、49.37%、80.43%、28.04%、82.19%、54.12%、94.44%、55.26%、30.97%、

70.64%、50.62%、77.42%、80.36%、80.00%、9.09%、80.88%和 76.74%，尤其是 10 号地区（富平）

高达 94.44%。担子菌门是第 2 大真菌门，存在于大部分样品中，18 号（万荣）、2 号（秦州）和 5

号（崆峒）地区分布较广，分别为 54.55%、20.99%和 26.58%。其他未知菌门丰度相对较低。另外

土壤中不可培养的真菌占比较大，4 号（庄浪）、7 号（乾县）、11 号（白水）和 12 号（黄陵）地区比

例较高，其中 7 号（乾县）和 12 号（黄陵）地区以不可培养真菌为主，高达 56.07%和 66.37%。 

真菌群落在 OTU 水平上的多样本相似度树状图（图 1）表明，3 个省的 20 个地区间菌群分布

的地域性不明显。除个别地区所属相同省份相似度较高外，其余地区不存在同一个省份或相邻地区

间菌群分布一致的情况。 

 

图 1  20 个地区在门的分类水平上真菌群落相对丰度柱形图及相似度分析 
Fig. 1  The relative abundance column of fungal communities at the phylum in the 20 areas and similarity dendrogram 

 
2.3.2  真菌属水平分析 

在属的分类水平上，20 个果园中共获得 70 个真菌属，不同地区获得的真菌种类和百分比存在

差异。镰孢菌属、被孢霉属、毛壳菌属、隐球酵母菌属、单孢锈菌属、腐质霉属、梭孢壳属和酵母

菌属是连作土壤中的优势菌属（图 2）。镰孢菌几乎存在于每个地区且丰度较高，尤其是在 2 号（秦

州）、6 号（礼泉）、8 号（彬县）、10 号（富平）、15 号（平陆）和 16 号（芮城）地区中相对丰度分

别占到 30.86%、53.26%、57.53%、90.74%、41.94%和 50.00%。被孢霉属是第 2 大真菌属，存在于大

部分地区，14 号（富县）和 18 号（万荣）丰度较高，分别为 25.93%和 27.27%。毛壳菌属和隐球酵

母菌属也大量存在于连作土壤中。单孢锈菌属、腐质霉属、梭孢壳属以及酵母菌属相对丰度较低。18

号（万荣）地区是唯一不存在镰孢菌的地区，该地区中被孢霉属和隐球酵母菌是优势属，高达 27.27%

和 54.55%；17 号（临猗）地区中绿僵菌占到 29.09%，该菌属在其他地区丰度很低或者几乎不存在。 
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图 2  20 个地区在属的分类水平上真菌群落结构柱形图 

Fig. 2  The relative abundance column of fungal communities at the genus in the 20 areas 

2.4  幼苗生长与优势属间相关性 

为了确定某些优势真菌属与苹果连作障碍严重程度的相关性以及土壤的健康状况，将土壤中优

势菌属的丰度与植株鲜质量差比率进行相关性分析。 

由表 4 可知，优势菌属被孢霉属、隐球酵母、单孢锈菌属、腐质霉属、梭孢壳属和酵母菌属的

丰度与植株鲜质量差比率的相关性系数为负。镰孢菌和毛壳菌属的丰度与植株鲜质量差比率的相关

性系数为正。镰孢菌的丰度与苹果连作障碍的严重程度呈极显著性正相关（r = 0.585，P < 0.01）；

而被孢霉属的丰度与苹果连作障碍的严重程度呈显著性负相关（r =–0.473，P < 0.05）。 
 

表 3  优势菌属丰度与植株鲜质量差比率相关系数（r） 

Table 3  Correlation coefficients（r）between the abundance of fungal dominant fungal and difference of fresh weight 

优势菌属 

Dominant fungal 

与植株鲜质量差比率相关系数 

Correlation with fresh weight difference ratio 

镰孢菌 Fusarium 0.585 

被孢霉属 Mortierella ﹣0.473 

毛壳菌属 Chaetomium 0.227 

隐球酵母 Cryptococcus ﹣0.296 

单孢锈菌属 Geomyces ﹣0.900 

腐质霉属 Humicola ﹣0.206 

梭孢壳属 Thielavia ﹣0.038 

酵母菌属 Saccharomyces ﹣0.206 

注： 表示在 0.01 水平上显著相关， 表示在 0.05 水平上显著相关。 

Note：** Significantly correlated at the 0.01 level；* Significantly correlated at the 0.05 level. 
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3  讨论 

早期人们对苹果连作障碍的研究主要集中在养分问题上，然而，通过增加土壤中的速效养分和

定期施肥的措施对消除连作障碍并没有明显效果（Manici et al.，2003）。本试验研究结果显示，与

未处理的连作土相比，灭菌土中再植平邑甜茶植株鲜样质量均有显著提高；植物可吸收利用的 N、

P、K 和有机质等与苹果连作障碍的严重程度并无相关性。因此，土壤理化性质等非生物因素并不

是导致苹果连作障碍的主要原因，微生物群落结构改变等生物因素才是苹果连作障碍的主要诱因，

这与 Schoor 等（2009）的研究结果一致。  

土壤微生物是决定土壤肥力和生产力的重要指标之一，也是评价土壤质量的潜在指标之一

（Wang et al.，2016），微生物群落多样性高的土壤更有可能抑制土传病害的发展（Lazarovits，2001）。

本试验中 T-RFLP 的分析结果显示，甘肃省的 5 个地区菌群丰富度和多样性指数较高，优势度较低，

该省的连作障碍严重程度偏低；山西省的 6 个地区有 2 个地区连作障碍程度严重，而该省的菌群丰

富度和多样性指数普遍较低，优势度指数较高；陕西渭南地区的菌群优势度指数最高，丰富度指数

和多样性指数偏低，连作障碍程度较为严重。长期连作会改变苹果根际周围的微生物群落结构，导

致细菌数量下降，真菌数量增多。 

镰孢菌与苹果连作障碍的严重程度呈极显著性正相关，而被孢霉属则呈显著性负相关。该结果

与前人部分研究结果相一致：河北以及环渤海湾地区的重茬苹果园中分离得到大量镰孢菌；Laurent

等（2008）和 Schoor 等（2009）曾证明尖孢镰孢菌和茄腐镰孢菌是纽约和南非地区苹果连作障碍的

病原菌。此外，镰孢菌能导致花生果腐病和根腐病（滕应 等，2015）；腐皮镰孢菌和尖孢镰孢菌是

引起西瓜连作障碍的主要病原菌（张蕾 等，2016）；在枯萎病病原菌中，尖孢镰孢菌最为常见，主

要危害葫芦科植物、香蕉、番茄和棉花等高经济价值作物（高晓敏 等，2014）。结合镰孢菌与再植

病的相关性可知，镰孢菌是导致西北黄土高原地区苹果连作障碍的主要致病真菌。被孢霉属与苹果

连作障碍的严重程度呈显著性负相关，对植株的生长起促进作用。有研究表明健康的三七植株根际

土壤中被孢霉属的相对丰度显著高于发病植株根际土壤中的被孢霉属的相对丰度（吴照祥 等，

2015），具体作用机制尚不清楚。有研究发现能够从被孢霉菌株中提炼一种微生物油脂，这类油脂具

有较强的生理功能，对被孢霉属这种潜在的有益价值值得做进一步研究。本次试验中丝核菌属和柱

孢菌属相对丰度很低且仅存于在个别地区，不能说明其是西北地区苹果连作障碍的主要有害真菌。

有害真菌对苹果幼苗的作用机制目前还不清楚，接下来应加强对此机制的研究。土壤中的微生物群

落结构相当复杂，不同地区间，相同地区间，微生物群落也会有很大差异，多样本相似度树状图也

表明，虽然地区空间距离较大但菌群不存在明显的空间分布规律。各群落之间不仅相互影响，而且

与周围环境相互作用，随着苹果的持续大规模栽培，土壤微生物群落可能从适合苹果树生长的生物

系统转变为引起苹果连作障碍的生物系统（Sun et al.，2017）。 

4  结论 

本研究结果表明，镰孢属真菌是引起西北黄土高原地区苹果连作障碍的主要有害真菌，与平邑

甜茶再植病极显著正相关（r = 0.058，P < 0.01），而被孢霉属（Mortierella）的丰度与苹果再植病的

严重程度显著性相关（r =–0.473，P < 0.05）。在徐文凤（2011）的研究中已初步分离到 4 种镰孢属

真菌，分别是串珠镰孢菌、腐皮镰孢菌、层出镰孢菌和尖孢镰孢菌，果园连作条件下镰孢属真菌还
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涉及哪些镰孢菌种群，以及它们与苹果连作障碍的发病程度的相关性仍需进一步研究。 
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