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摘要：【目的】利用454高通量测序技术分析生防菌株枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis) Tpb55对烟草根围

土壤细菌群落的影响；同时测定施加Tpb55处理对烟草黑胫病的大田防效。【方法】试验设置Tpb55菌剂

108 CFU/mL灌根和空白对照2个处理，分别在处理0、10、22 d采集烟草根围土壤，提取土壤细菌总DNA,
扩增细菌16S rDNA V1-V3区，对扩增产物进行454高通量测序，使用Qiime软件分析不同处理的细菌群落

结构。【结果】对照和处理样品测序后共获得了41207个优质序列，鉴定属于细菌的25个门。所有样品

中优势菌群均为放线菌门 (Actinobacteria)、变形菌门 (Proteobacteria) 和酸杆菌门 (Acidobacteria)。在病情

发展过程中，放线菌门的细菌丰度逐渐下降，变形菌门含量呈上升趋势。施用Tpb55后，酸杆菌门含量

明显上升并高于对照。对照中芽孢杆菌科 (Bacillaceae)和多样性指示菌草酸杆菌科 (Oxalobacteraceae) 的
细菌丰度均明显下降，Tpb55处理的样品中芽孢杆菌科含量不断上升，草酸杆菌科含量相对稳定。Chao
1、ACE和Shannon指数分析表明，Tpb55处理的样品中细菌多样性和丰富度不断提高且高于对照。

Tpb55处理后10 d和22 d, OTU序列数据库中与Tpb55 16S rDNA V1-V3区PCR产物高度同源OTU数目分别

为31和45。Tpb55处理的烟草黑胫病病情指数  (5.29)显著低于对照  (38.52)。【结论】施用Tpb55
可以提高根围土壤细菌多样性和群落结构稳定性，这可能是其发挥良好生防作用的重要机制之一。
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由烟草疫霉(Phytophthora parasitica  var.

nicotianae)引起的烟草黑胫病是我国烟草生产上最

具破坏性的土传病害之一[1]，每年造成巨额经济

损失[2]。目前生产上该病害的防治主要依赖甲霜

灵、霜霉威等化学农药，由于可供选择药剂品种
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性[3–4]、农药残留及环境污染等负面效应。相对于

化学防治，生物防治通常被认为环境友好，成为

现代、绿色农业的首选方法[5]，成为近年来研究

的热点领域。

细菌是土壤中的主要微生物类群，在土壤的

物质和能量代谢方面发挥重要作用，土壤细菌的

多样性和群落结构与植物生长发育及病害防治紧

密相关[6]。因此，有益细菌成为人们研究和应用

最为广泛的生防因子。为获得更佳防治效果，将

大量生防细菌引入局部区域，这种外来生物入侵

会对土壤中原有的微生物群落造成明显影响，有

时甚至会严重破坏微生态平衡[7]。因此，对生防

细菌的微生态效应评价非常重要。最早，人们用

生物培养法来测定生防细菌对土壤微生物群落的

影响[8]，但土壤中可培养微生物十分有限[9]，这种

方法不能真实反应土壤微生物群落结构。随着分

子生物学技术的发展，以PCR为核心技术的PCR-

DGGE、RFLP和RAPD等分子生物学研究方法，

使微生物多样性研究有了长足发展。但上述方法

存在操作复杂、实验周期长、痕量微生物检测困

难等弊端，无法达到深入分析的目的。近年来发

展的高通量测序技术，使高效、全面认识土壤微

生物成为可能。其中，454测序技术因序列读长较长，

已经被广泛应用于土壤细菌多样性的分析[10–12]。

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)是重要的生防

细菌，由于能产生芽孢以及生防机制多样性，被

广泛用于植物病害的生物防治[13–14]。本实验室前

期研究获得1株枯草芽孢杆菌Tpb55菌株，该菌株

对烟草黑胫病菌表现出了良好的生防潜力[15–17]。

游偲等[18]采用限制性片段长度多态性分析(ARDRA)

方法，研究了Tpb55菌株对烟草根围细菌群落的

影响。然而，ARDRA方法检测的细菌种群有限，

只能检测到土壤中的优势菌群和易扩增菌群。为

了更深入分析枯草芽孢杆菌对烟草根围土壤细菌

种群的影响，本研究以未施药的烟草根围土壤作

为对照，采用454高通量测序技术，分析枯草芽孢

杆菌对烟草根围细菌群落的影响，以期为烟草黑

胫病的生物防治提供依据。

1    材料和方法

1.1    试验处理

田间试验在山东即墨市中国农业科学院烟草

研究所试验站黑胫病病圃地进行，土壤类型为壤

土[18]。供试烟草品种为感黑胫病烟草品种小黄金

1025。供试药剂：4.1×1010 CFU/g枯草芽孢杆菌粉

剂 (烟草行业烟草病虫害监测与综合治理重点实

验室制备)。2014年3月8日播种，5月17日移栽，

行距100 cm, 株距30 cm, 所有试验小区的栽培条件

一致。试验共设2个处理：处理：4.1×1010 CFU/g

枯草芽孢杆菌粉剂稀释成108 CFU/mL灌根，每株

100 mL；对照：清水。每个处理重复3次，每个

小区3行，每行15株烟。7月7日进行灌根处理。

7月7日(灌根前)，7月17日、7月29日分别进行取

样。每个小区随机选3株烟，根围土采集方法参照

Zhang等方法[19]，每株烟取根围土100 g混匀，取

100 g为1个小区的样品。将3个试验小区土样组成

混合样，取100 g为1个处理的终样品，并按处理

和取样时间进行编号(表1)。取样完成后，立即用

无菌封口袋包扎密封，置于冰盒中带回实验室

–80 °C保存备用。分别于7月17日、7月24日、8月

1日和8月11日进行烟草黑胫病病情指数的统计。

1.2    土壤细菌总DNA的提取与纯化

取0.50 g土样，用土壤DNA提取试剂盒(Ultra

Clean DNA Isolation kit, MOBIO)提取土壤细菌总

DNA, 提取的粗DNA用DNA纯化试剂盒进行纯

化，提取和纯化方法均按照操作说明进行。

1.3    16S rDNA PCR扩增

将纯化后的基因组DNA作为PCR扩增模板，

扩增细菌16S rDNA V1-V3区，使用通用引物27F
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(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和533R (5′-

TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3′)，合成融合引物

F (5′-454adapter-mid-AGAGTTTGATCCTG
GCTCAG-3′)和R (5′-454adapter-TTACCGCGG
CTGCTGGCAC-3′)，由上海派森诺生物科技有限

公司合成。样品稀释至20 ng/μL作为PCR模板，反

应体系包括：灭菌超纯水16.375 μL, Buffer (10x)
2.50 μL, dNTPs (2.5 mmol/L) 2.00 μL, 模板(20 ng/μL)

2.00 μL, 引物F (10 μmol/L) 1.00 μL, 引物R (10 μmol/L)
1.00 μL, TaKaRa Pyrobest 酶(5 U/μL) 0.125 μL, 总

量25.00 μL。PCR循环梯度反应参数：94 °C 4 min；
94 °C 30 s, 55 °C 45 s，72 °C 1 min, 28个循环；72 °C
7 min, 保持10 °C直到反应完成。

1.4    PCR扩增提纯和焦磷酸测序

取5 μL PCR产物用1.5%的琼脂糖凝胶电泳检

测。使用AMPure Beads对PCR产物进行纯化，除

去扩增引物和缓冲液；纯化后，使用分光光度计

确定DNA的浓度，将所有扩增产物等量(100 ng)
混合于1个管中。扩增产物在上海派森诺生物科技

有限公司使用454 GS-FLX (454 Life Sciences/Roche
Diagnostics, CT, USA)测序，读长为400 bp。

1.5    Tpb55菌株16S rDNA V1-V3测序

使用细菌基因组提取试剂盒(Sangon Biotech)
提取Tpb55菌株基因组DNA, 以Tpb55基因组作为

PCR扩增模板，参照1.3方法PCR扩增Tpb55 16S

rDNA V1-V3区，测序工作由上海立菲生物技术有

限公司完成。

1.6    序列数据分析

通过Qiime[20]和Mothur[21]软件中uchime[22]的方

法对原始序列进行过滤和去除嵌合体。去除的序

列包括：(1) 5′端引物错配碱基数大于1的序列；

(2) 模糊碱基或单碱基高重复区大于6的序列；(3)

平均质量分数小于25；(4) 长度小于等于200 bp或
者长度大约等于1000 bp的序列；(5) 嵌合体。

在Qiime中调用uclust[23]的方法对优质序列按

相似度0.97进行聚类，选取每个类最长的序列为

代表序列。同时采用BLAST的方法对序列数据

库[24]进行比对，获得每个OTU分类学信息。使用

稀释曲线[25]和Chao 1指数和ACE指数表示物种的

丰富度[26]，Mothur程序得出OTU维恩图[27]和物种

多样性Shannon指数[26]。以Tpb55 16S rDNA V1-

V3区扩增序列为参照，采用BLAST的方法对

OTU序列数据库进行比对，获取与Tpb55菌株16S

rDNA V1-V3区序列同源的OTU。

1.7    样品群落组成分析

对OTU表利用Qiime生成不同分类水平上

(门、纲、目、科、属)的物种丰度表和多样品物

种分布图[28]。

表1.  不同样品测序数据统计

Table 1.  Sequence data statistics of different samples

Time Sample
codes

Effective
sequence

High quality
sequence Percent/% Observed

OTUs Coverage
Richness index Diversity index

ShannonChao 1 ACE

7 July 707T 12556 7129 57 2732 0.8754 2665 2605 6.9186

707CK 11582 6563 57 2491 0.8702 2618 2501 6.8628

17 July 717T 12337 6920 56 2671 0.8731 2729 2566 6.9531

717CK 13242 7236 55 2699 0.8865 2585 2422 6.9166

29 July 729T 12593 7099 56 2844 0.8633 2848 2798 7.0199

729CK 11412 6260 55 2351 0.8796 2263 2179 6.6889

T: Tpb55 treatment; CK: control.
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2    结果和分析

2.1    测序信息

通过对土壤细菌16S rDNA的高度变异区V1-

V3区的测序分析，共检测了3个时间点6个土壤样

品，对原始序列整理和过滤后，6个样品一共获得

73722条有效序列，其中优质序列为41207条，占

有效序列55.90% (表1)。每个样品包括11412–

13242条有效序列，优质序列范围在6260–7236之

间。处理和对照优质序列长度分别集中于

361–421和445–520之间，所有样品中有效序列和

优质序列最高的为7月17日对照土壤样品，最低的

为7月29日的对照样品。

2.2    细菌群落的丰富度和多样性

处理和对照丰富度指数呈相反的变化趋势。

处理的丰富度指数逐渐增加，Chao 1和ACE处理

前分别为2665和2605，处理后22 d分别增加到

2848和2798，增幅分别为6.87%和7.41%。对照丰

富度指数逐渐降低，Chao 1和ACE分别由7月7日
的2618和2501下降到7月29日的2263和2179，降幅

分别达13.56%和12.87%。类似地，处理和对照的

S h a n n o n指数也呈不同的变化趋势。处理的

Shannon指数逐渐增加，7月7日Shannon指数

6.92，7月17日和7月29日分别增加到6.95和7.02。
对照的Shannon指数则由7月7日的6.86，小幅上升至

7月17日的6.91，然后快速下降至7月29日的6.69。

在相似度97%下将获得的序列聚类为OUT

(Operational Taxonomic Units)，统计每个采样时

间点不同样品的OTU数目(表1)，各样品OTU数目

分布在2351–2844之间，数目最多的样品编号是

7月29日处理样品，最少的是7月29日的对照样

品。处理前、处理后10 d和处理后22 d, 处理和对

照间特有的OTU数目分别为2081、2044、2230 和

1840、2072、1737 (图1)，共有的OTU数目分别为

651、627和614。不同处理的土壤样品OTUs数量

变化有明显差异(图1)。处理的OTUs数量先下降

后上升，但波动范围较窄(2671–2844)。对照的

OTUs在处理后10 d由2491上升至2699，处理后22 d

下降到2351，波动较大(2351–2699)。

将每个样品测序获得的优质序列(6260–7236)

用于评价细菌多样性。如图2所示，6个样品的稀

释曲线趋于平缓，但均未达到饱和，OTU数目分

别达到Chao 1和ACE指数估计数目的95.1%–104.4%

和99.6%–111.4%，说明测序深度基本能完整反映

细菌群落多样性。

2.3    细菌群落分布和组成

41207优质序列共归属细菌的25个门，83个

纲，155个目，237个科，351个属。图3显示了3个采

样时间点处理和对照细菌在门的分类水平上的相对

图 1.  0.97相似度下不同采样时间点样品间venn图
Figure 1.  Venn diagrams between the treated and
control samples under 0.97 sequence similarity level at
different time. T: Tpb55 treatment; CK: control.

图 2.  不同样品的稀释曲线

Figure 2.   The rarefaction curves of different samples.
T: Tpb55 treatment; CK: control.
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丰度。各个样品中百分含量均大于1%的细菌类群有

放线菌门(Actinobacteria)、变形菌门(Proteobacteria)、

酸杆菌门(Acidobacteria)、绿弯菌门(Chloroflexi)、

芽单胞菌门 (Gemmat imonadetes)、浮霉菌门

(Planctomycetes)、厚壁菌门(Firmicutes)、拟杆菌

门(Bacteroidetes)、硝化螺旋菌门(Nitrospirae)。

不同取样时间点各样品细菌类群所占比例有

较大差别。7月7日，处理和对照的优势菌群分别

为放线菌门、变形菌门和酸杆菌门，其中放线菌

门为第一优势菌群，在处理和对照中所占比例分

别为37.3%和33.5%。随后，放线菌门含量不断下

降，至7月29日取样时，放线菌门比例分别下降至

23.2% (处理)和27.6% (对照)，以处理的下降幅度

最大(–14.1%)。变形菌门在处理和对照中含量均

呈小幅上升趋势，分别从25.8%上升至27.6%和从

27.8%上升至28.2%，并取代放线菌门成为第一优

势菌群。酸杆菌门含量在Tpb55处理中变化明

显，其所占比例不断上升，由7月7日的10.5%增

加至7月29日的16%；而对照中酸杆菌门比例则相

对稳定(9.8%–10.5%)。前10大菌群中，处理的绿

弯菌门、厚壁菌门比例逐渐增加，而对照相反；

芽单胞菌门、拟杆菌门比例在处理和对照中变化

趋势一致，均逐渐增加，但对照拟杆菌门比例增

加幅度 (由1.4%增加至5.3%)显著高于处理 (由

1.4%增加至2.1%)；处理和对照中浮霉菌门和硝化

螺旋菌门比例则均相对稳定。

在科的水平上，所有的序列分为237个科，表

2列出了占比排在前14位的科。7月7日，处理和对

照 丰 富 度 最 大 的 科 均 为 小 单 孢 菌 科

(Micromonosporaceae) (大于5%)；7月17日，

Gaiellaceae成为处理优势菌群；7月29日，处理和

对照丰富度最大的科分别为Koribacteracea和

Gaiellaceae。对照中，随病害发展，Koribacteraceae

和鞘脂单胞菌科(Sphingomonadaceae)丰富度呈上

升趋势，其中以Koribacteraceae上升最为明显

(1.50%至3.8%)；慢生根瘤菌科(Bradyrhizobiaceae)、

弗兰克氏菌科 ( F r a n k i a c e a e )、草酸杆菌科

(Oxalobacteraceae) 和芽孢杆菌科(Bacillaceae) 丰富

度均呈下降趋势，其中以芽孢杆菌下降最为明显，

从3.2%下降到1.5%；链霉菌科(Streptomycetaceae)

含量呈先上升后下降的趋势，3个时间点百分含量

分别为1.2%、1.6%和1.2%。T中，小单孢菌科、

类诺卡氏菌科(Nocardioidaceae)、地嗜皮菌科

(Geodermatophilaceae)、链霉菌科和弗兰克氏菌科

丰富度呈下降趋势，以小单孢菌科下降最为明

显；生丝微菌科(Hyphomicrobiaceae)、鞘脂单胞

图 3.  门分类水平下不同样品中细菌分布图

Figure 3.  The distribution of bacteria at phylum level in different samples. T: Tpb55 treatment; CK: control.
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菌科和芽孢杆菌科呈上升趋势，草酸杆菌科相对

稳定(波动范围1.7%–1.9%)。

2.4    不同时间黑胫病病情指数统计

对照和处理样品黑胫病病情指数如表3所示，

对照烟田7月24日开始出现烟草病株，随后病情快

速发展，至8月11日，病情指数达38.52。108 CFU/mL

枯草芽孢杆菌Tpb55处理烟田8月1日开始发病，

且病情发展缓慢，至8月11日病情指数为5.29，显

著低于对照烟田的病情指数，表明枯草芽孢杆菌

Tpb55菌剂对烟草黑胫病有良好的防治效果。

2.5    Tpb55菌株16S rDNA V1-V3区扩增产物同源

OTU序列

Tpb55 16S rDNA V1–V3区PCR产物获得516 bp

片段，以该PCR产物为参照，使用BLAST 2.2.31+

软件在OTU序列数据库中进行序列相似性比对，

共获得76个高度同源OTU (E<10–10)。其中，枯草

芽孢杆菌Tpb55菌株7月17日处理OTU数目为31，

7月29日处理OTU数目为45，呈增加趋势。

3    讨论

高通量测序具有测序通量高、实验过程简

化、速度快、准确率高等技术优点[29]。本实验室

前期采用的ARDRA方法分析枯草芽孢杆菌Tpb55

施用50 d后对烟草根围土壤微生物多样性的影

响[18]，每个样品平均获得74.5个OTU, 划分为12个

细菌门。而本研究在病情发展过程中设置3个取样

时间点，分别从施用Tpb55菌剂0 d、10 d和22 d后

表2.  不同时间点科分类水平下前14个优势群落统计

Table 2.  Relative abundance (%) of 14 most abundant family presented at different time

Family 7 July
B. subtilis Control 17 July

B. subtilis Control 29 July
B. subtilis Control

Micromonosporaceae 5.80 3.10 3.10 6.20 2.50 2.10

Gaiellaceae 5.30 4.60 5.60 3.80 4.50 5.00

Nocardioidaceae 3.60 4.00 3.10 2.80 2.00 3.20

Geodermatophilaceae 3.30 2.40 2.40 1.60 1.70 2.70

Koribacteraceae 3.30 1.50 2.60 2.30 4.90 3.80

Rhodospirillaceae 3.10 2.20 2.30 3.20 2.60 1.50

Streptomycetaceae 2.70 1.20 1.90 1.60 1.20 1.20

Hyphomicrobiaceae 2.60 4.00 2.70 2.10 2.80 2.50

Nitrospiraceae 2.30 1.80 1.50 1.60 2.00 2.30

Sphingomonadaceae 2.10 3.60 2.30 3.90 2.70 4.00

Bradyrhizobiaceae 2.00 2.00 1.10 1.70 1.50 1.30

Frankiaceae 2.00 1.50 1.20 1.30 0.90 1.20

Oxalobacteraceae 1.90 2.80 1.80 2.00 1.70 1.40

Bacillaceae 1.80 3.20 2.20 2.10 2.30 1.50

表3.  不同时间黑胫病病情指数统计

Table 3.  Black shank disease index of different
treatments

Treatment 17 July 29 July 1 August 11 August

CK 0a 1.73a 20.26a 38.52a

T 0a 0b 0.90b 5.29b
T: Tpb55 treatment; CK: control. Different small letters in the
same column meant significant difference at 0.05 lever (P<0.05).
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深入分析细菌群落变化。通过高通量测序获得了

更多的原始序列，平均每个样品OTU数为2631，

划分为25个门，83个纲，155个目，237个科，

351个属，数据更为精确全面。此外，序列比对发

现，处理后10 d和22 d的OTU序列数据库中与

Tpb55 16S rDNA V1–V3区PCR产物的高度同源

OTU数目分别为31和45，间接证明Tpb55能在烟

草根际定殖，这与盆栽试验结果一致[30]。

本试验中各样品优势菌群(含量大约9%)均为

放线菌门、变形菌门、酸杆菌门，但是其比例有

较大差异。这与前人[31–33]研究结果一致，其分别

报道了放线菌门、变形菌门、酸杆菌门为不同土

壤类型的优势菌群。放线菌门是土壤细菌含量相

对较大的菌门。放线菌是抗生素的主要产生菌，

土壤中放线菌数量及拮抗放线菌的比例，对调整

土壤微生物生态平衡起着至关重要的作用[34]。对

照和处理中放线菌门比例均明显下降，但在处理

中的放线菌门降幅更大，有可能是Tpb55分泌抗

菌物质对放线菌门具有抑制作用。特定的细菌，

如变形菌门和酸杆菌门，可以用作土壤养分状况

的指示菌[26]。酸杆菌在土壤中普遍存在[35–36]，多

存活于营养贫乏的土壤的环境中[37]，其丰富度与

碳可用性呈负相关[38]。枯草芽孢杆菌Tpb55处理导

致酸杆菌门比例明显上升，反映出土壤中有效营

养物质下降，表明Tpb55对该种群有促进作用。

变形菌门已被认为是世界上最普遍的菌门[39]。之

前报道的大部分变形菌门与碳的利用性有关[38]。

处理和对照中的变形菌门比例变化幅度较小，说

明Tpb55处理对变形菌门相对丰度无明显影响。

枯草芽孢杆菌Tpb55有利于烟草根围土壤厚壁菌

门丰富度增加，处理中芽孢杆菌科呈现不断上升

趋势，可能与枯草芽孢杆菌Tpb55在烟草根围定

殖有关。此外，草酸杆菌科[40]是一类土壤生态多

样性的重要指示菌，处理中草酸杆菌科比例较为

稳定(波动范围在1.7%–1.9%)，而对照比例急剧下

降，这表明Tpb55促进了土壤细菌群落结构的相

对稳定。

OTU的丰度可以初步反应不同样品的物种丰

富度[32]，丰富度指数和多样性指数则显示了群落

结构的变化。随着时间的推移，处理的Chao 1指

数在不断的增长，而对照不断下降。处理的

Shannon指数同样也显示出了和Chao 1指数一样的

趋势，从最初的6.9186增长到最后的7.0199。对照

的Shannon指数在7月17日有小幅度增加，随后大

幅下降到6.6889。以上结果表明，施用枯草芽孢

杆菌Tpb55明显提高烟草根围土壤细菌的丰富度

和多样性，这一研究结果与游偲等[18]、Sang等[41]

研究结果一致。

土壤微生物多样性对维持土壤健康和抑制植

物病害非常重要[42–43]。已有研究表明，微生物多

样性的降低是土传病害发生的重要原因[44]。同样

地，本研究中随着烟草黑胫病病情的逐渐发展，

对照的Shannon指数也逐渐降低。大量研究表明，

添加外源生防微生物能提高植物根围土壤微生物

种群多样性和丰富度，从而抑制病害的发生和发

展。谭兆赞等[45]发现向土壤中施入复合菌剂，提

高了土壤微生物群落的多样性，并延缓了青枯病

发病时间，降低发病率。有研究表明青枯病病原

菌很难在土壤微生物多样性高的土壤中繁殖[46]，

说明微生物多样性的提高可能是生防菌的重要作

用机制。本研究中，施用枯草芽孢杆菌Tpb55对

烟草黑胫病有较好的防治效果，能减轻发病程

度，延迟发病时间(表3)。与上述研究结果一致，

Tpb55处理后，烟草根围细菌丰富度、多样性和

群落结构稳定性均明显提高，暗示这可能是其重

要生防作用机制。
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Correlation between root irrigation of Bacillus subtilis Tpb55
and variation of bacterial diversity in tobacco rhizosphere

Teng Han1, Limeng Zhang2, Jiaming Gao3, Fanyu Kong1, Chao Feng1, Jing Wang1,
Chengsheng Zhang1 *

1 Key Laboratory of Tobacco Pest Monitoring & Integrated Management, Tobacco Research Institute, Chinese Academy of
Agricultural Sciences, Qingdao 266101, Shandong Province, China
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3 Hubei Tobacco Company, Wuhan 430000, Hubei Province, China

Abstract: [Objective] The impact of inoculation with the biocontrol agent Bacillus subtilis on bacterial communities
in rhizospheric soil of Nicotiana tabacum was assessed by using 454 pyrosequencing technology. The control effect of
Tpb55 on tobacco black shank was also studied. [Methods] Two treatments were done as follows: irrigating root with
Bacillus subtilis strain Tpb55 inoculants (108 CFU/mL) and the control. Soil samples from tobacco rhizosphere were
collected at 0d, 10d and 22 d after the treatment. Genomic DNA of soil samples was extracted and amplified for the
16S rDNA V1–V3 tags, and then the tags were sequenced by 454 sequencing. Qiime was used to analyze soil
bacterial diversities. [Results] A total of 41207 high quality sequences were obtained from all samples, which were
classified into 25 phyla. The dominant bacteriophyta were Actinobacteria, Proteobacteria and Acidobacteria in all
samples. The content of Actinobacteria was decreased gradually in the development of disease, whereas
Proteobacteria showed an opposite tendency. Acidobacteria revealed a marked increase andexceeded control in
content after inoculation with Tpb55. The control showed a significant decline in Bacillaceae, as well as
Oxalobacteraceae which was known as an indicator for bacterial diversity. However, Bacillaceae showed an
increasing tendency and Oxalobacteraceae was relatively constant in Tpb55 treatment. The Chao 1, ACE and Shannon
index of treatment showed a constant improvement of variety and richness. In 10 d and 22 d after Tpb55 inoculation,
the number of sequences with high homology of V1–V3 regions of Tpb55 16S rDNA was 31 and 45, respectively.
The disease index of tobacco black shank in inoculated tobacco (5.29) was significantly lower than the control
(38.52). [Conclusion] Tpb55 could improve the diversity of soil bacterial community and ecosystem stability, which
presented a possible reason for its biocontrol efficacy on tobacco black shank.
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