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摘  要：【背景】烟草黑胫病是由烟草疫霉侵染所引起的土传类病害，在我国烟草种植区内发病率

高且病情严重，造成的产量损失巨大。【目的】筛选对烟草黑胫病菌有拮抗作用的生防菌株，为烟

草黑胫病的生物防治提供菌种资源。【方法】采用稀释涂布平板法、平板对峙法筛选出对烟草疫霉

(Phytophthora nicotianae)具有拮抗作用的菌株，借助 DNBSEQ 平台和 PacBio 平台对拮抗菌株进行

全基因组测序，通过 antiSMASH 在线软件对拮抗菌株的次级代谢产物基因簇进行预测。【结果】

筛选分离出一株可以抑制烟草疫霉生长的耐受盐芽孢杆菌(Bacillus halotolerans) BY-S2。菌株

BY-S2 具有溶磷、产铁载体的能力，还对重金属铜具有一定的耐受能力。全基因组测序结果表明，

菌株 BY-S2基因组长度为 4 058 008 bp，只有一条环形染色体，平均 G+C含量为 43.78%。antiSMASH
共预测到次级代谢产物基因簇 10 个，其中 5 个与 bacillaene、fengycin、bacillibactin、subtilosin A、

bacilysin 化合物合成相关基因簇完全一致。【结论】耐受盐芽孢杆菌 BY-S2 对烟草疫霉具有拮抗作

用，具有溶磷和产生铁载体的能力，具有 5 种已知的抑菌代谢物合成基因簇。 
关键词：耐受盐芽孢杆菌；烟草黑胫病；促生作用；全基因组测序 

 



 
张雨薇 等 | 一株抑制烟草疫霉的耐受盐芽孢杆菌(Bacillus halotolerans)的分离、鉴定及全基… 1761 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Isolation, identification, and whole genome sequencing of a Bacillus 
halotolerans strain inhibiting Phytophthora nicotianae 
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Abstract: [Background] Tobacco black shank is a soil-borne diseases caused by Phytophthora 
nicotianae. This disease exhibits a high incidence and severity in tobacco cultivation regions 
across China, leading to substantial yield losses. [Objective] To screen the strains with 
antagonistic activity against Phytophthora nicotianae and provide strain resources for the 
biocontrol of tobacco black shank. [Methods] The dilution-plate spreading method and the plate 
confrontation method were employed to screen the strains with antagonistic effects on 
Phytophthora nicotianae. Whole genome sequencing of the antagonistic strain was performed on 
the DNBSEQ and PacBio platforms, and antiSMASH online was used for the prediction of 
synthetic gene clusters of secondary metabolites. [Results] Bacillus halotolerans BY-S2, a strain 
capable of inhibiting the growth of P. nicotianae, was isolated. Strain BY-S2 exhibited 
phosphorus-solubilizing ability, siderophore- producing ability, and tolerance to copper. Whole 
genome sequencing revealed that the genome of strain BY-S2 was a circular chromosome with a 
length of 4 058 008 bp and the G+C content of 43.78%. A total of 10 synthetic gene clusters of 
secondary metabolites were predicted by antiSMASH, including 5 completely consistent with 
known gene clusters for the synthesis of bacillaene, fengycin, bacillibactin, subtilosin A, and 
bacilysin. [Conclusion] B. halotolerans BY-S2 exhibits antagonistic activity against P. nicotianae, 
has the ability to solubilize phosphate and produce siderophores, and carries 5 known gene 
clusters of secondary metabolites. 
Keywords: Bacillus halotolerans; tobacco black shank; growth-promoting effect; whole 
genome sequencing 
 
 

烟草(Nicotiana tabacum L.)是双子叶植物

纲管花目茄科烟草属作物，喜温暖、向阳的环

境，是一种重要的叶用经济作物。烟草黑胫病

又叫烟草黑根、黑杆疯等，是由烟草疫霉

(Phytophthora nicotianae)侵染所引起的土传性真

菌类病害。烟田发病严重时甚至会造成烟叶绝

收，可对烟草生产造成毁灭性的危害[1]。因此，

控制烟草疫霉引起的烟草黑胫病具有重要意义。 
培育抗病品种和施用化学杀菌剂是防治烟

草黑胫病的 2 种有效措施。然而，培育抗病品

种不仅耗时费力，而且品种抗病性不稳定，容

易丧失。长期施用化学药剂也会导致烟株产生

稳定遗传的抗药性，会影响化学杀菌剂的防治

效果。生物防治是指利用有益微生物防治病害

或虫害的方法，具有绿色安全无残留的特点，

符合烟叶绿色发展的要求，因此成为防治烟草

黑胫病的最佳途径[2]。 
已有多项研究证明不同种类的生防菌对于

防治烟草黑胫病具有较好的生防效果，这些微

生物类群主要为芽孢杆菌属(Bacillus)[3-4]、假单胞
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菌属(Pseudomonas)[5-6]、木霉属(Trichoderma)[7-8]

和链霉菌属(Streptomyces)[9]。在烟草黑胫病生

物防治菌株的研究中，研究者多从筛选菌株着

手，筛选环境主要集中在烟草根际健康土壤，

筛选出来的菌株功能也较为单一。对于筛选出

的具有生物防治潜力的菌株，在田间应用实践

时，研究者们通常采用单一菌株进行防治。随

着研究的深入，越来越多的研究者开始将研究

视野扩展至更广泛的生态环境，目前，已有研

究者从美洲大蠊肠管 [10]和西太平洋深海沉积

物 [3]中筛选出具有防治烟草黑胫病潜力的菌

株。研究者们也开始关注生防菌株的促生功能，

包括溶磷、解钾、固氮、产氨、分泌吲哚乙酸

(indole-3-acetic acid, IAA)等能力，并研究这些

菌株对烟草生长性状如株高、茎粗、最大叶长、

总鲜重、总干重、根系生长等的影响。在田间

应用时，研究者们也尝试采用生防菌株与杀菌

剂等其他试剂复配的策略，以期增强防治效果。

例如，将抗性诱导剂与木霉菌结合使用[11]、壳

寡糖与解淀粉芽孢杆菌(B. amyloliquefaciens)共
同使用[12]、甲霜灵与玫瑰黄链霉菌(Streptomyces 
roseoflavus)联合使用[13]，以及生物炭负载枯草

芽孢杆菌(B. subtilis)[14]等方法，均能显著提升

对烟草黑胫病的防治效果。同时，在烟草黑胫

病生物防治菌株的研究中，对于烟草黑胫病生

防菌株分子机制的深入研究相对较少，对菌株

功能基因的挖掘尚不充分，目前仅对少量烟草

黑胫病生防菌株进行了全基因组测序，如菌

株枯草芽孢杆菌 MC4-2[10]和蜡样芽孢杆菌   
(B. cereus) Z4[3]。 

鉴于此，本研究旨在筛选对烟草疫霉具有

良好抑制作用的菌株，研究其促生特性以及对

重金属铜的耐受能力；同时对菌株进行全基因

组测序，根据测序结果对菌株的次级代谢产物

合成基因簇进行深入挖掘，以期为烟草黑胫病

的防治提供优良的生防资源，并为生防菌剂的

开发与应用奠定坚实的基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

烟草根际土壤样品采集于河南省驻马店市

泌阳县小程庄。取样过程：用便携式土铲去除

土壤表层杂质，挖出烟草根系，运用抖根法收

集根际土壤，然后将收集到的土壤充分混匀。

采集到的根际土壤样品放置于无菌无酶离心管

中，用干冰封装并运回。 
供试病原真菌为烟草疫霉(P. nicotianae)[15]，

由河南农业大学烟草学院品质生态实验室保藏。 
金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus) 

ATCC 29213T 购自青岛海博生物技术有限公

司，将冻干菌株复苏以进行后续试验。 

1.2  主要试剂和仪器 
胰蛋白胨，北京奥博星生物技术有限责任

公司；酵母提取物，Oxoid 公司；琼脂粉，北

京索莱宝科技有限公司；磷酸三钙，天津市登

峰化学试剂厂；植酸钙，上海易恩化学技术有

限公司；氯化钠和七水硫酸镁等试剂，国药集

团化学试剂有限公司。 
电热式压力蒸汽灭菌器，浙江新丰医疗器

械有限公司；精密恒温培养箱，上海一恒科学

仪器有限公司；高速离心机，Eppendorf 公司；

卧式全温振荡器，金坛市杰瑞尔电器有限公司；

紫外可见分光光度计，上海美谱达仪器有限公司。 

1.3  培养基 
燕麦粉琼脂培养基(g/L)：燕麦粉 60.0，琼

脂 12.5，pH 7.2±0.2。 
马铃薯葡萄糖琼脂培养基(potato dextrose 

agar, PDA)参考文献[16]配制；营养琼脂培养基

(nutrient agar, NA)参考文献[17]配制；LB 液体

培养基参考文献[18]配制。 
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本研究用于检测菌株溶磷能力的培养基包

括两类，NBRIP 培养基用于检测菌株溶无机磷

能力，植酸钙固体培养基用于检测菌株溶有机

磷的能力。NBRIP 培养基参照 Mehta 等 [19]的

方法进行改良后配制，调整 Ca3(PO4)2 含量为

2.0 g，加入琼脂 15.0 g。植酸钙固体培养基除

替换 Ca3(PO4)2 为植酸钙，其余成分与 NBRIP
培养基相同。 

CAS 检测培养基用于检测菌株是否产生铁

载体，参照赵翔等[20]的方法进行改良后配制，

调整十六烷基三甲基溴化铵、NaH2PO4·2H2O、

Na2HPO4·12H2O、NH4Cl、K2HPO4 和 NaCl 的用

量至参考文献用量的一半，琼脂用量为 9.0 g/L。 

1.4  烟草黑胫病拮抗菌株的分离与纯化 
采用稀释涂布平板法进行烟草根际土壤细

菌的分离。取 10 g 烟草根际土壤样品，置于灭

菌后的盛有 90 mL 无菌水的锥形瓶(内含 5 个无

菌玻璃珠)中。于 160 r/min、30 ℃振荡 30 min
制成土壤悬浮液，即成 10−1 稀释液。将其静置

5 min，随后取 100 µL 的上清液对其进行稀释，

分别得到 10−2–10−7 稀释度的稀释液。吸取 10−5、

10−6 和 10−7 稀释度的稀释液均匀涂布于 NA 培

养基上，于 30 ℃恒温培养箱中倒置培养 3 d，培

养完成后挑取平板上的单菌落进行划线纯化。 
用燕麦粉琼脂培养基活化烟草疫霉，PDA

培养基活化分离出的菌株。 
以烟草疫霉为靶标，采用平板对峙法筛选

对烟草疫霉具有拮抗作用的菌株。用 1 mL 无菌

枪头(直径约 7.5 mm)对活化的烟草疫霉打菌

饼，将其接种于 PDA 培养基的中心，并在其相

等距离(2.5 cm)十字交叉线的四端接种纯化后

的细菌，同时单独接种病原菌烟草疫霉为对照，

试验设置 3 次重复，30 ℃条件下培养至对照组

疫霉长满平板，分别测量对照直径和抑制直径，

按照公式(1)计算抑制率： 
抑制率 =(对照直径 –抑制直径 )/对照直

径×100%                              (1) 

1.5  拮抗菌株的促生功能测定 
1.5.1  菌株溶磷能力的检测 

用 NBRIP培养基和植酸钙固体培养基检测

拮抗菌株是否具有溶磷功能。将拮抗菌株以打

菌饼的方式分别接种于 NBRIP培养基和植酸钙

固体培养基中，30 ℃培养箱中倒置培养 7 d，
观察菌落周围有无透明圈的产生。测量其透明

圈直径(D)和菌落直径(d)，通过二者比值(D/d)
大小判断拮抗菌株的溶磷能力。 

1.5.2  菌株分泌铁载体能力的检测 
采用 CAS检测培养基对菌株是否能产生铁

载体进行检测。将拮抗菌株接种在 CAS 检测培

养基上，培养 3 d 后观察菌落周围是否有橘黄色

晕圈的产生，并测定菌落直径与晕圈的直径。 

1.6  拮抗菌株的抗重金属铜胁迫能力

检测 
将拮抗菌株接种于 LB 液体培养基于

30 ℃、160 r/min 条件下培养过夜，取菌液在

4 ℃、4 000 r/min 条件下离心 10 min 后弃去上

清液，用无菌水洗涤沉淀 2 次，最后用 LB 液

体培养基调整细菌菌悬液浓度为 0.5 麦氏浓度，

再使用 LB 液体培养基稀释细菌菌悬液 100 倍。 
用 CuSO4·5H2O 试剂配制浓度梯度为 120、

160、200、240、280、320 mg/L 的重金属铜浓

度。在 96 孔细胞板每孔中分别加入重金属铜浓

度为 120、160、20、240、280、320 mg/L 的铜

盐溶液 150 μL，最后一孔加入 300 μL LB 培养

液，设置为对照组，然后除对照组外，每孔加

入 150 μL 稀释菌液，30 ℃培养 24 h，以抑制细

菌生长的最低浓度作为细菌的最小抑菌浓度

(minimal inhibitory concentration, MIC)。以金黄
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色葡萄球菌 ATCC 29213T 为阳性对照菌株。 

1.7  拮抗菌株的分子生物学鉴定及全

基因组测序 
1.7.1  拮抗菌株的分子生物学鉴定 

在拮抗菌株的基因组注释文件中找到其

16S rRNA 基因序列，然后从基因组序列中将其

提取出来，与 EzBioCloud (https://www.ezbiocloud. 
net/identify)数据库进行比对，根据序列比对结

果，获得与其同源性较高的相关菌株的 16S rRNA
基因序列，采用 MEGA 11.0 软件的 MUSCLE
程序进行序列比对，根据比对结果，采用

neighbor-joining 方法构建菌株的系统发育树，

参数 bootstrap 值设为 1 000。 
根据 16S rRNA 基因比对结果，选取与拮

抗菌株 16S rRNA 基因序列相似度较高且在公

共数据库中有完整基因组序列的 8 株菌，采用

orthologous ANI tool (OAT)软件对拮抗菌株与

选取的 8 株菌进行平均核苷酸一致性(average 
nucleotide identity, ANI)分析[21]。 

1.7.2  拮抗菌株的全基因组测序 
将拮抗菌株接种于 LB 液体培养基中 30 ℃、

160 r/min 培养过夜，然后于 4 ℃、12 000 r/min
离心 2 min 收集菌体，收集的菌体送到深圳华

大基因公司进行 DNA 的提取及基因组测序。采

用二代 DNBSEQ 平台和三代 PacBio 平台相结

合的方式进行拮抗菌株的全基因组测序。 

1.7.3  基因组组装 
对原始测序数据进行过滤得到 clean data。

利用 Canu v1.5、Falcon v0.3.0 等软件对获取的

高质量的 CCS subreads 序列进行自纠正，得到

高可信的 corrected reads。将 corrected reads 采

用 Canu 进行组装，选择出最优组装结果。通过

GATK 3.4-0-g7e26428 软件利用二代小片段数

据对组装进行单碱基纠正，得到高可信的组装

序列，最后，对组装结果进行序列成环判断、

基因组序列及质粒序列区分。 

1.7.4  基因预测与功能注释 
基因预测及基因功能的注释采用 NCBI 

Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP)[22]，

包括预测蛋白质编码基因及其他功能基因组单

元，如非编码 RNA、tRNAs 等。 
将 拮 抗 菌 株 的 基 因 编 码 蛋 白 序 列 与

BacMet 数据库进行比对，以鉴定重金属铜耐受

基因[23]。 
以文献报道的溶磷相关功能基因[24-25]为基

础，对 PGAP 注释结果进行检索，以挖掘拮抗

菌株所含有的溶磷相关功能基因。 
利用 antiSMASH在线数据库预测拮抗菌株

的次级代谢产物合成基因簇[26]。 

2  结果与分析 
2.1  拮抗菌的筛选结果 

通过对驻马店地区的烟草根际土壤样本进

行微生物分离，经过平板对峙法筛选获得 1 株

拮抗菌株。平板对峙结果如图 1 所示，拮抗菌

株对烟草疫霉的抑制率为(69.00±0.97)%。 

2.2  拮抗菌株的促生功能 
2.2.1  菌株的溶磷能力分析 

如图 2、图 3 所示，拮抗菌株具有一定的

溶解无机磷和植酸钙的能力。在 NBRIP 培养基

上，溶磷圈直径(D)为(17.23±1.01) mm、菌落直

径(d)为(13.52±0.88) mm，溶磷圈直径(D)和菌落

直径(d)大小的比值为(1.28±0.15)。在植酸钙固体

培养基上，溶磷圈直径(D)为(28.09±0.94) mm、

菌落直径(d)为(17.02±2.52) mm，溶磷圈直径(D)
和菌落直径(d)大小的比值为(1.65±0.06)，以上

数据说明拮抗菌株具有一定的溶解无机磷和有

机磷的能力。 
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图 1  拮抗菌株与烟草疫霉的平板对峙结果   A：对照组烟草疫霉的菌落形态；B：拮抗菌株对烟草疫

霉的抑制效果图。 
Figure 1  Inhibitory effect of antagonistic strain against P. nicotianae evaluated by plate confrontation 
experiment. A: The control group shows the normal colony morphology of P. nicotianae. B: The treatment 
group shows the inhibitory effect of antagonistic strain against P. nicotianae. 
 

 
 
图 2  拮抗菌株溶无机磷能力测试结果   拮抗菌

株在培养基上产生透明圈表示其具有溶解无机磷

的能力。 
Figure 2  Detection of solubilization of inorganic 
phosphate by antagonistic strain. The clear zone on 
NBRIP agar plate indicates that antagonistic strain 
has the ability to solubilize inorganic phosphate. 

 
 
图 3  拮抗菌株溶有机磷能力测试结果   拮抗

菌株在培养基上产生透明圈表示其具有溶解有机

磷的能力。 
Figure 3  Detection of solubilization of organic 
phosphate by antagonistic strain. The clear zone on 
medium indicates that antagonistic strain has the 
ability to solubilize organic phosphate. 
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2.2.2  菌株分泌铁载体的能力分析 
由于铁载体竞争 CAS 检测培养基中的

EDTA 螯合的铁离子，使培养基颜色由蓝色变

为橘黄色，因此菌落周围橘黄色晕圈的产生可

代表铁载体的产生。如图 4 所示，拮抗菌株具

有产生铁载体的能力，在 CAS 检测培养基上菌

落直径为(9.63±0.19) mm，产生的橘黄色晕圈直

径为(22.18±0.83) mm。 

2.3  菌株的抗铜离子胁迫能力 
对拮抗菌株的抗铜离子胁迫能力进行检

测，结果表明，拮抗菌株具有一定的铜耐受能

力，MIC 为 140 mg/L。对照菌株金黄色葡萄球

菌 ATCC 29213T 的 MIC 为 160 mg/L。 

2.4  拮抗菌株的鉴定结果 
2.4.1  拮抗菌株的分子生物学鉴定结果 

将菌株 16S rRNA 基因序列上传至EzBioCloud
数据库进行序列比对，比对结果选择“val id 
names only”选项，过滤掉非模式菌株。比对结 

 

 
 
图 4  拮抗菌株 BY-S2 产生铁载体测试结果   
拮抗菌株在培养基上产生橘黄色晕圈表明其具有

产生铁载体的能力。 
Figure 4  Detection of siderophore production by 
antagonistic strain. The orange halo zone on CAS 
agar plate indicates that antagonistic strain has the 
ability to produce siderophores. 

果显示，拮抗菌株与模式菌株 B. halotolerans 
ATCC 25096T 的 16S rRNA 基因序列(GenBank
登录号：LPVF01000003)的相似性最高，为

100%。同时，拮抗菌株与其他 10 株菌株的 16S 
rRNA 基因序列相似度也较高，均在 99%以上，

为 99.59%–99.93%。根据 16S rRNA 基因序列比

对结果，采用 MEGA 11.0 软件以邻接法构建拮

抗菌株的系统发育树。结果显示，拮抗菌株与

B. halotolerans ATCC 25096T 聚为一簇，亲缘关

系最近，该结果与 16S rRNA 基因序列比对结

果一致(图 5)。 

2.4.2  平均核苷酸一致性分析 
选取与拮抗菌株的 16S rRNA 基因序列相

似度较高且在公共数据库中有完整基因组序

列的 8 株菌，采用 OAT 软件对拮抗菌株与选

取的 8 株菌进行 ANI 值计算分析，这 8 株菌及

其 NCBI 登录号分别为 B. halotolerans ATCC 
25096T (GCF_001517105.1)、莫哈韦芽孢杆菌

(B. mojavensis) RO-H-1T (GCF_014499005.1)、
特基拉芽孢杆菌(B. tequilensis) KCTC 13622T 
(GCF_000507145.1)、卡布氏芽孢杆菌(B. cabrialesii) 
TE3T (GCF_004124315.2)、贫瘠水芽孢杆菌  
(B. inaquosorum) KCTC 13429T (GCF_003148415.1)、
斯皮宰曾氏芽孢杆菌(B. spizizenii) NRRL B-23049T 
(GCF_000227465.1) 、 B. subtilis NCIB 3610T 
(GCF_002055965.1)和中村氏芽孢杆菌(B. nakamurai) 
NRRL B-41091T (GCF_001584325.1)。ANI 值计

算结果显示，拮抗菌株与 B. halotolerans ATCC 
25096T 的 ANI 值最高，为 99.05%，高于细菌种

水平鉴定的判定阈值 95%−96%，说明拮抗菌株

与 B. halotolerans 为同一个种(图 6)。结合 16S 
rRNA 基因比对结果，基于 16S rRNA 基因序列

的系统发育树分析及 ANI 分析，可以将拮抗菌

株鉴定为 B. halotolerans，命名为 B. halotolerans 
BY-S2。 
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图 5  基于 16S rRNA 基因序列构建的拮抗菌株的系统发育树   “T”代表模式菌株；菌株后面括号中的

序号为 GenBank 登录号；分支处的数字为 bootstrap 值；标尺代表每个位点碱基的替换频率。 
Figure 5  Phylogenetic tree constructed based on 16S rRNA gene sequences of antagonistic strain and 
closely related antagonistic strains of the genus Bacillus. “T” stands for type strain, the GenBank accession 
numbers are given in parentheses after the strain name, the numbers at the branch nodes are the bootstrap 
values, and the ruler represents the frequency of base substitution at each site. 
 

 
 
图 6  拮抗菌株与相似度较高的 8 株菌之间的平均核苷酸一致性值(%) 
Figure 6  The average nucleotide identity (ANI) values between antagonistic strain and other eight similar 
strains (%). 
 
2.5  全基因组测序结果 

全基因组测序结果表明，菌株 BY-S2 全基

因组长度为 4 058 008 bp，仅包含一条环形染色

体，整个基因组的平均 G+C 含量为 43.78%，

根据基因组数据绘制了基因组圈图(图 7)。将获

得的菌株 BY-S2 的基因组序列上传至 NCBI 
(https://www. ncbi.nlm.nih.gov)，获得登录号为

CP139782。 
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图 7  菌株 BY-S2 基因组圈图   从最内环到最外环：第 1 环为刻度，第 2 环为 G+C skew，第 3 环为

G+C 含量，第 4 环和第 5 环为编码序列、tRNA 和 rRNA 在基因组中的位置。 
Figure 7  Circular genome map of strain BY-S2. From the innermost ring to the outermost ring: The first 
ring is the sequence ruler, the second ring is G+C skew, the third ring is G+C content, the fourth ring and the 
fifth ring are the positions of coding sequence, tRNA and rRNA in the genome. 
 

PGAP 注释结果表明，菌株 BY-S2 的全基

因组含有 4 100 个基因，其中，3 870 个为编码

蛋白的编码序列(coding sequence, CDS)，6 个为

5S rRNA 基因，6 个为 16S rRNA 基因，6 个为

23S rRNA 基因，71 个为 tRNA 基因，5 个非编码

RNA (non-coding RNA, ncRNA)，136 个假基因。 
采用 antiSMASH 在线软件(http://antismash. 

secondarymetabolites.org/)对菌株 BY-S2 基因组

的次级代谢产物合成基因簇进行预测分析，发

现菌株 BY-S2 基因组中共含有 10 个次级代谢

产物合成基因簇，结果如表 1 所示。菌株 BY-S2
编码的次级代谢产物有脂肽类的表面活性素

(surfactin)、丰原素(fengycin)、laterocidine、二肽

化合物的溶杆菌素(bacilysin)、铁载体类的儿茶酚

型铁载体(bacillibactin)、聚酮类的 aurantinin B/ 
aurantinin C/aurantinin D、芽孢杆菌烯(bacillaene)、
塞克肽类(sactipeptide)的芽孢杆菌素(subtilosin A)，
以及萜烯(terpene)类的 2 种未知化合物。其中，

基因簇 1 与贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis) 
FZB42 的表面活性素(surfactin)基因簇有 91%的

相似性，基因簇 4 与 B. velezensis FZB42 的芽孢

杆菌烯(bacillaene)基因簇有 100%的相似性，基因

簇 5 与 B. velezensis FZB42 的丰原素(fengycin)基
因簇有 100%的相似性，基因簇 8 与 B. subtilis 
subsp. subtilis str. 168 的铁载体(bacillibactin)基
因簇有 100%的相似性，基因簇 9 与 B. subtilis 
subsp. spizizenii ATCC 6633 的芽孢杆菌素

(subtilosin A)基因簇有 100%的相似性，基因簇 10 
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与 B. velezensis FZB42 的溶杆菌素(bacilysin)基
因簇有 100%的相似性，基因簇 2 和基因簇 7 与

已报道化合物编码基因簇相似性较低，此外，

萜烯类的 2 种次生代谢产物与 MiBiG 数据库比

对没有同源性，可能为该菌株所特有的产物，

值得进一步研究。 

2.6  菌株 BY-S2 耐受重金属铜、溶磷和

产铁载体的相关功能基因的鉴定 
为了探究菌株 BY-S2 耐重金属铜的分子机

制，我们将菌株 BY-S2 的基因编码蛋白序列与

BacMet 数据库进行比对，以鉴定菌株 BY-S2
所携带的重金属铜耐受基因。比对结果显示，

菌株 BY-S2 携带铜耐受相关基因 copZ、csoR、

copA、yfmP、yfmO、ycnK 和 ycnJ。同时，我们

也探究了菌株 BY-S2 溶磷和产铁载体的分子机

制。通过对 PGAP 注释结果进行检索，我们发

现菌株 BY-S2 携带多个有机酸合成相关的功能

基因，包括乙酸(ackA)、丙酮酸(pyk、pyc)、丁

酸(buk)、莽草酸(aroK)、乳酸(ldh)、柠檬酸(citA、

citZ)，这些有机酸通过提升土壤酸度，促进难

溶性磷酸盐向植物可利用的游离态磷酸盐转

化，从而实现无机磷的有效利用。菌株 BY-S2
还包含一个溶有机磷的基因 phyC，编码植酸

酶，具有溶解植酸钙的能力，可以提高植酸磷

的利用率。利用 antiSMASH 在线数据库预测菌

株 BY-S2 的次级代谢产物合成基因簇，通过分

析这些次级代谢产物合成基因簇，我们发现菌

株 BY-S2 中含有完整的编码铁载体合成的

DHB 合成基因簇(dhbACEBF)。菌株 BY-S2 含

有的耐受重金属铜、溶磷和产铁载体的相关功

能基因结果见表 2。 

3  讨论 
烟草黑胫病是烟草农业生产上危害严重的

真菌土传病害，可以采用施加化学杀菌剂、培育

抗病品种、改变耕作方式等措施加以控制。目前，

生物防治由于其符合环保的要求日益受到关注，

也符合绿色优质烟叶生产的要求。芽孢杆菌为棒

状的革兰氏阳性细菌，广泛地分布在自然界中，

于极端环境中可以形成孢子抵抗不良环境，并可以

产生抗菌物质对植物病原菌起到拮抗作用，被广

泛地用于防治烟草黑胫病。耐受盐芽孢杆菌   
(B. halotolerans)是芽孢杆菌属的一个种，研究表

明耐受盐芽孢杆菌对多种植物病原菌有抑制作

用，具有一定的生防潜力，同时研究还发现耐受

盐芽孢杆菌有促进植物生长发育的作用[27-28]。刘

雪停等 [29]研究发现耐受盐芽孢杆菌对黄斑病

菌、灰霉病菌等不同病原菌有稳定的拮抗活性。

许世洋等[30]筛选出耐受盐芽孢杆菌 XP236，可有

效防治辣椒镰孢根腐病。Jiménez-Gómez 等[31]

发现耐受盐芽孢杆菌 SCCPVE07 可以促进芫荽

的生长发育并提高其营养成分的含量，并且在

盐胁迫条件下有利于酚类化合物的合成。本研

究中筛选出的耐受盐芽孢杆菌 BY-S2，对烟草

疫霉有较好的抑制活性，并且目前未见关于耐

受盐芽孢杆菌防治烟草黑胫病的研究，为烟草

黑胫病的积极防控提供新的生防资源。此外，

该菌株具有一定的抗重金属铜离子的胁迫能

力，可以在重金属铜胁迫条件下防治烟草黑胫

病，在微生物制剂的应用中前景广阔。 
铁载体又叫嗜铁素，是微生物在缺铁条件

下产生的一种低分子量的有机化合物，可以与

环境中的铁离子螯合随即运输到植物体内。微

生物产生的铁载体在缺铁环境下可以促进植物

对铁元素的吸收，另外，也可以与病原菌直接

进行铁的竞争，从而抑制病原菌的生长[32]。磷

是植物生长的必需元素，土壤中虽含有大量磷

元素，但只有少部分可被植物直接吸收利用，

农业上以施用磷肥为主要措施补充植物生长所

需的磷[33]。磷肥的长期过量施用导致了土壤结 
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表 2  菌株 BY-S2 中重金属铜耐受基因、溶磷基因和产铁载体基因 
Table 2  Key genes associated with copper resistance, phosphate solubilization, and the production of 
siderophore in strain BY-S2 
基因座标签 
Locus tag 

基因 
Gene 

位置 
Position 

产物 
Product 

NCBI 登录号 
NCBI accession 
number 

功能 
Function 

RSQ21_16410 copA 3 250 869−3 253 280 Copper-exporting P-type ATPase CopA O32220 耐受重金属铜 
Tolerance to 
heavy metal 
copper 

RSQ21_16415 copZ 3 253 364−3 253 573 Copper chaperone CopZ O32221 
RSQ21_16420 csoR 3 253 649−3 253 951 Copper-sensing transcriptional repressor 

CsoR 
O32222 

RSQ21_03525 yfmP 763 774−764 196 HTH-type transcriptional regulator YfmP O06474 
RSQ21_03530 yfmO 764 262−765 452 Multidrug efflux protein YfmO O06473 
RSQ21_01750 ycnJ 363 050−364 675 Copper transport protein YcnJ C0SP95 
RSQ21_01755 ycnK 364 710−365 282 HTH-type transcriptional repressor YcnK P94433 
RSQ21_01250 ldh 243 817−244 782 L-lactate dehydrogenase NP_388187.2 溶无机磷 

Solubilization of 
inorganic 
phosphate 

RSQ21_01305 aroK 255 092−255 652 Shikimate kinase NP_388197.2 
RSQ21_04640 citA 970 875−971 975 Citrate synthase CitA NP_388825.2 
RSQ21_07495 pyc 1 497 210−1 500 656 Pyruvate carboxylase NP_389369.1 
RSQ21_11865 buk 2 383 831−2 384 916 Butyrate kinase WP_003246025.1 
RSQ21_14155 citZ 2 810 367−2 811 485 Citrate synthase NP_390792.1 
RSQ21_14175 pyk 2 814 002−2 815 759 Pyruvate kinase NP_390796.1 
RSQ21_14265 ackA 2 833 148−2 834 335 Acetate kinase NP_390825.1 
RSQ21_10460 phyC 2 144 191−2 145 339 Phytase WP_007407926.1 溶有机磷 

Solubilization of 
organic phosphate 

RSQ21_15610 dhbF 3 090 929−3 098 068 Amino acid adenylation domain-containing 
protein 

CAB15186.3 产铁载体 
Siderophore 
production RSQ21_15615 dhbB 3 098 087−3 099 022 Isochorismatase CAB15187.1 

RSQ21_15620 dhbE 3 099 048−3 100 667 (2,3-dihydroxybenzoyl)adenylate synthase CAB15188.1 
RSQ21_15625 dhbC 3 100 696−3 101 892 Isochorismate synthase DhbC CAB15189.2 
RSQ21_15630 dhbA 3 101 918−3 102 703 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate 

dehydrogenase 
CAB15190.2 

 
构板结、环境污染等问题。具有解磷性能的细

菌可以溶解土壤中的难溶性磷并将其转化为可

被植物吸收利用的磷形态，从而提高土壤磷的

利用效率[34]。此外，溶磷菌可以促进植物生长

发育，还可以改善土壤结构[35]。铜是植物正常

生命活动所必需的微量元素之一，参与多种生

理代谢过程。但是过量的铜会对植株产生毒害，

抑制植株的光合作用、打破激素平衡，影响植株

的生长发育[36]。研究发现 4 mg/L 的铜浓度就会

对烟草植株产生毒害作用，抑制其生长发育[37]。

菌株 BY-S2 可以产生铁载体，具有溶磷能力，

同时具有良好的重金属铜耐受能力，施用菌株

BY-S2 可以于铜污染环境中提高植株养分的利

用率、促进烟草植株的生长发育，增强烟草植

株对铜的耐受能力，具有农业生产的应用潜力。 
全基因组序列的获得对菌株后续进行基因

生物学功能分析提供了便利，为了进一步探究

菌株 BY-S2 的抑菌机制，本研究采用 DNBSEQ
平台和 PacBio 平台相结合的方式进行菌株

BY-S2 的全基因组测序。测序结果表明，菌株

BY-S2 由一条全基因组长度为 4 058 008 bp 的

染色体组成，平均 G+C 含量为 43.78%，有    
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71 个 tRNA、18 个 rRNA、5 个 ncRNA。本文

运用 antiSMASH分析方法从菌株BY-S2基因组

中鉴定出 10 个次生代谢产物合成相关基因簇，

有 5 种与已知的基因簇完全相似，分别为脂肽

类的丰原素(fengycin)、二肽化合物的溶杆菌素

(bacilysin) 、 铁 载 体 类 的 儿 茶 酚 型 铁 载 体

(bacillibactin)、聚酮类的芽孢杆菌烯(bacillaene)
和塞克肽类的芽孢杆菌素(subtilosin A)。芽孢杆

菌烯(bacillaene)是芽孢杆菌属产生的一类重要

的聚酮类物质，具有较强的抗真菌活性，可以

增强菌株的生物防治效果[38]。丰原素(fengycin)
由具有 7 个氨基酸的环状七肽和具有两亲性特

性的疏水性脂肪酸尾部组成，可以破坏真菌细

胞膜导致细胞死亡，从而具有有效的抗真菌活

性 [39]。铁载体(bacillibactin)属于儿茶酚型嗜铁

素，可以与植物病原菌竞争环境中的铁，导致

病原菌缺铁从而抑制病原菌的生长[40]。芽孢杆

菌素(subtilosin A)是一种疏水性细菌素，可以与

细胞膜的脂质双分子层结合，导致其膜的渗透

性增加[41]。溶杆菌素(bacilysin)是最简单的肽类

抗生素，可被转运到宿主细胞内，细胞内的肽

酶将其水解成抗荚膜菌素(anticapsin)，抗荚膜

菌素(anticapsin)可以导致细菌和真菌细胞壁形

成所必需的 6-磷酸葡萄糖胺的合成受阻，导致

细胞内含物外流，从而达到抗菌作用[42]。这些

抑菌代谢物的合成对耐受盐芽孢杆菌 BY-S2 发

挥拮抗作用具有重要的意义。相较于已报道的

完成全基因组测序的烟草黑胫病生物防治菌株

枯草芽孢杆菌 MC4-2[10]与蜡样芽孢杆菌 Z4[3]，

通过 antiSMASH 分析发现，菌株 BY-S2 携带有

编 码 2 种 独 特 次 级 代 谢 产 物 aurantinin 
B/aurantinin C/aurantinin D 以及 laterocidine 的

基因簇。未来研究可进一步深入，例如对这 2 种

独特次级代谢产物进行分离和鉴定，同时评估

这些次级代谢产物对烟草疫霉的抑制效果，以

揭示其在生物防治中的应用潜力。 

4  结论 
本研究从烟草根际土壤中筛选出一株耐受

盐芽孢杆菌 BY-S2，该菌株对烟草疫霉具有良

好的拮抗作用，可以产生铁载体，具有溶解无

机磷和有机磷的能力，同时对重金属铜有耐受

能力，是防治烟草黑胫病值得开发利用的生防

资源。在后续研究中需进一步明确菌株 BY-S2
产生的次级代谢产物以及评价其对烟草疫霉的

抑制效果。同时也可以探究菌株 BY-S2 与新型

材料复配对烟草黑胫病的防治效果。 
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