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研究报告 

枯草芽孢杆菌 J-15 抗大丽轮枝菌次生代谢产物对棉田 

土壤真菌多样性的影响 

谢尔瓦尼木·阿不都艾尼∆1  海孜尼姑力·努尔∆1  赵歉歉 1  李淑婷 1  刘佳奇 1   

赵和平 2   赵惠新*1 
1 新疆师范大学生命科学学院 干旱区植物逆境生物学实验室  新疆 乌鲁木齐  830054  

2 北京师范大学生命科学学院 抗性基因资源与分子发育北京市重点实验室  北京  100875 

摘  要：【背景】目前利用拮抗菌进行作物病害防治的研究较多，但拮抗菌次生代谢产物如何影响棉

花根际土壤微生物群落相关的研究较少。【目的】探讨枯草芽孢杆菌 J-15 抗大丽轮枝菌次生代谢产

物对棉田土壤真菌多样性的影响，为利用枯草芽孢杆菌 J-15 及其次生代谢产物防治棉花黄萎病的土

壤微生物生态安全进行评估。【方法】以新疆北部玛纳斯地区棉田为土壤采样点，随机选取 10 个点

进行采样后混合，经枯草芽孢杆菌 J-15 抗大丽轮枝菌次生代谢产物处理一定时间后，提取土样总

DNA，利用 Illumina HiSeq 高通量技术，对样品中真菌 ITS1−ITS2 区进行高通量测序，分析 J-15 抗

大丽轮枝菌次生代谢产物处理对土样真菌多样性的影响。【结果】在 97%相似度水平下，处理 10、

30 d 后，样品中真菌的 OTU 数量、Chao1 和 ACE 丰度指数均分别高于相同时间放置的未处理的对

照组，而 Simpson 指数低于其对照组。从群落组成分析来看，与对照组相比，受 J-15 次生代谢产物

处理的土壤样品，子囊菌门(Ascomycota)的盘菌属(Tricharina)和被孢霉门(Mortierellomycota)的被孢

霉属(Mortierella)等优势真菌相对丰度提高，而丰度高于 1%的 2 类病原真菌轮枝孢属(Verticillium)、

镰孢霉属(Fusarmm)的丰度显著降低。【结论】J-15 抗大丽轮枝菌次生代谢产物对棉田土壤真菌群落

及丰度有显著影响，但不改变影响农业生产的土壤真菌群落的结构。 

关键词：枯草芽孢杆菌 J-15，代谢产物，抗大丽轮枝菌，棉田土壤，真菌多样性及丰度 
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Effects of Bacillus subtilis J-15 secondary metabolites against 
Verticillium dahliae on diversity of soil fungi 
Xieerwanimu·Abuduaini∆1  Haiziniguli·Nuer∆1  ZHAO Qianqian1  LI Shuting1   
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1 Laboratory of Plant Stress Biology in Arid Land, College of Life Sciences, Xinjiang Normal University, Urumqi, Xinjiang 
830054, China 

2 Beijing Key Laboratory of Gene Resource and Molecular Development, College of Life Sciences, Beijing Normal 
University, Beijing 100875, China 

Abstract: [Background] There are many studies on the use of antagonistic bacteria to control crop 
diseases, but there are few studies on the effects of secondary metabolites of antagonistic bacteria on 
cotton rhizosphere soil microbial community. [Objective] To investigate the effects of Verticillium dahliae 
resistant metabolites of Bacillus subtilis J-15 on the diversity of soil fungi in cotton fields, and to evaluate 
the ecological security of soil microorganisms for controlling Verticillium wilt of cotton with Bacillus 
subtilis J-15 and its secondary metabolites. [Methods] The cotton field in Manas area of Northern 
Xinjiang was selected as the soil sampling point, and 10 sampling points were randomly selected for 
mixing. After treated with the substance that secondary metabolites of Bacillus subtilis J-15 against 
Verticillium dahliae for a certain time, the total DNA of soil sample was extracted, and then the ITS1−ITS2 
region of fungi in the samples was used to sequence by Illumina HiSeq high-throughput technology, and 
the effects of the secondary metabolites of Bacillus subtilis J-15 against Verticillium dahliae on the 
diversity of soil fungi were analyzed. [Results] At the 97% similarity level, the OTU number, Chao1 and 
ACE abundance index of fungi in the samples after 10 and 30 d of treatment were higher than those of the 
untreated control group at the same time, while Simpson index was significantly lower than that of the 
control group. From the community composition analysis, compared with the control group, the relative 
abundance of dominant fungi in Ascomycota and Mortierellomycota, such as Mortierella and Tricharina, 
was significantly increased in soil samples treated with secondary metabolites of J-15, while the 
abundance of Verticillium and Fusarmm, which were higher than 1%, were significantly lower. 
[Conclusion] Secondary metabolites of J-15 resistant to Verticillium dahliae had significant effect on soil 
fungal community and abundance in farmland, but did not change the structure of soil fungal community 
affecting agricultural production. 

Keywords: Bacillus subtilis J-15, metabolites, against Verticillium dahliae, cotton soil, fungal diversity 
and abundance 

新疆是我国最大的棉花种植区，棉花区位优

势明显，年产量占全国六成以上。由大丽轮枝菌

(Verticillium dahliae Kleb.)引起的棉花黄萎病是新

疆棉花生产上最具破坏性的土传病害之一[1]。目

前，我国对棉花黄萎病的防治主要包括培育抗性

品种、轮作倒茬、化学防治和生物防治[2-3]。针对

土传病害的生物防治主要就是利用自然界中的有

益微生物来防治各种病原微生物，其中在棉花黄

萎病防治上应用较多的是芽孢杆菌、假单胞菌和

木霉等[4-6]。 

真菌是土壤微生物的重要组成部分，其群落

结构的变化能够反映土壤微生态的状态及变化趋

势[7]。近年来，农药、化肥等对农田土壤微生物群

落结构及多样性影响的研究较多[8-9]，也有研究报道

表明有些抗植物病原菌的生防菌及其代谢产物能

够影响土壤微生物生态[10-17]。 

前期研究发现，来源于新疆棉田土壤的枯草芽

孢杆菌 J-15 发酵产物对实验室盆栽棉花黄萎病有

良好的防治作用，平板对峙实验表明其对大丽轮枝

菌拮抗作用很强[18]。然而枯草芽孢杆菌 J-15 及其发
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酵产物施入土壤后是否会对土壤中微生物群落结

构及多样性有影响，需要进一步研究。本文以分离

于棉花根际土壤、对大丽轮枝菌有高效拮抗作用的

枯草芽孢杆菌 J-15 次生代谢产物为材料，在实验室

模拟田间条件，对棉田土壤进行处理，采用高通量

测序技术研究该代谢物对土壤真菌多样性和丰度

的影响，并分析其对大丽轮枝菌等几种病原真菌、

相对丰度大于 1%的毛壳(菌)属和被孢霉属等有益

真菌的影响，以期为开发利用枯草芽孢杆菌 J-15 及

其抗真菌次生代谢产物奠定基础，为其对土壤微生

物生态的安全性评价提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株及抗大丽轮枝菌次生代谢产物的

制备 

枯草芽孢杆菌 J-15：新疆师范大学生物化学与

分子生物学实验室从新疆和硕棉田棉花根际土壤

分离、纯化、鉴定、保存的菌株[18]。 

参照赵君洁[19]活性物质提取方法：挑取枯草

芽孢杆菌 J-15 单菌落接种于液体牛肉膏蛋白胨培

养基中，37 °C、180 r/min 振荡培养 18 h 后，采

用 抽 滤 法 去 除 菌 体 ， 无 菌 发 酵 液 中 加 盐 酸 调   

pH 为 2.0，置于 4 °C 处理 10 h，12 000 r/min 离

心 15 min 后取沉淀进行抗真菌活性检测，作为枯

草芽孢杆菌 J-15 抗真菌次生代谢产物(Secondary 

Metabolites of Bacillus subtilis J-15，SMs)，冷冻

干燥备用。以蒸馏水为溶剂，配制 0.3 mg/mL SMs

溶液备用，该浓度相当于原发酵液中次生代谢产

物的浓度。 

1.1.2  土壤样品的采集与处理 

于 2017 年 3 月底在新疆玛纳斯棉田(2016 年

种植棉花)采集土样。随机选取 10 个采样点，避

开棉花根际，采集 5−20 cm 土层土壤。采样后将

各样品混合、研磨、过 20 目筛网，备用。参照赵

勇等[20]的方法，取 4 个纸杯，底部钻孔，加 100 g

土样，采用底部吸水法添加 0.3 mg/mL SMs 溶液

至土壤最大含水量，并覆盖秸秆避免水分快速蒸

发，在室温、黑暗静置，分别于 0、10、30、60 d

时取样，作为处理组，分别编号为 SMs-0、SMs-10、

SMs-30、SMs-60，各组均设置 3 个重复；另取相

同的一组添加等量的去离子水作为对照组，编号为

CK-0、CK-10、CK-30、CK-60，各组均设置 3 个

重复。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

土壤基因组提取试剂盒(Soil DNA Kit)，北京康

维世纪生物科技有限公司；2×Taq Master Mix，天

根生化科技(北京)有限公司。台式离心机，Thermo 

Fisher 公司；PCR 仪，Bio-Rad 公司。 

1.2  土壤样品总 DNA 的提取及高通量测序 

使用 DNA 提取试剂盒并参照说明书进行总

DNA 的提取。采用琼脂糖凝胶电泳检测之后，委托

北京百迈客生物科技有限公司构建 DNA 文库，并

采 用 Illumina HiSeq 2500 技 术 ， 针 对 真 菌 的

ITS1−ITS2 区域进行高通量测序。 

1.3  数据处理与分析 

对 测 序 结 果 进 行 PE Reads 拼 接 (FLASH 

V1.2.7)、质量过滤(Trimmomatic V0.33)、去除嵌合

体(UCHIME V4.2)，得到有效序列数据(Effective 

Tags)。进一步对有效序列进行聚类分析(UCLUST，

V1.2.22)，在 Unite 真菌 ITS 数据库中进行比对。利

用 Mothur V1.30 软件进行 α 多样性指数分析，包括

Chao1 丰富度估计量(Chao1 Richness Estimator)、

ACE 丰富度估计量(ACE Richness Estimator)与辛普

森多样性指数(Simpson Diversity Index)。针对 OTU

序列对应的物种分类信息，利用 QIIME 在门、属分

类水平上对实验组与对照组样品的微生物物种丰

度及群落结构进行对比，并利用 SPSS 软件和

SigmaPlot 12.0 软件进行数据整理和图标制作，用

Duncanʼs 新复极差法进行显著性分析，显著性水平

设定为 P<0.05。 

选择相对丰度大于 1%的属种中的病原真菌属

及有益真菌属为对象，进一步分析 SMs 处理对土壤

中其丰度的影响。 
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2  结果与分析 

2.1  测序数据统计及 α多样性分析 

8 种处理的样品产生的原始序列质控后获得

ITS1−ITS2 区优化序列为 68 276−71 117 条，按照

97%相似性，分别聚成 155−230 个 OTU (表 1)。基

于 OTU 数及相对丰度，对不同处理的土壤真菌进 

行多样性分析。施用 SMs 分别处理 10 d 和 30 d 后，

土壤样品真菌的 OTU 数量、Chao1 指数、ACE 指

数均显著高于对照组，而 Simpson 指数均分别低于

对照组，表明 J-15 抗大丽轮枝菌次生代谢产物(SMs)

处理棉田土壤 10−30 d 在一定程度上能提高土壤中

真菌群落的丰度。 

2.2  基于 β 多样性分析 SMs 处理对土壤真菌群

落多样性的影响 

对样本进行主成分分析 (Principal Component 

Analysis，PCA)，结果如图 1 所示，主成分 1 (PC1)

和主成分 2 (PC2)占比分别为 46.33%和 30.02%，处理

10 d 和 30 d 时的对照组和处理组之间的相似性较低，

菌群多样性差异较大；处理 0 d 和 60 d 时的对照组和

处理组之间的相似性较高，菌群多样性差异较小，说

明施用 SMs 处理对土壤中真菌多样性有一定的影响。 

2.3  SMs 处理土壤不同时间真菌群体门水平的

优势种群分析 

根据各 OTU 中代表序列的物种注释结果，在

门水平上对各处理样品真菌的丰度进行分析，所测

土 壤 样 品 优 势 菌 门 (51.71%) 均 为 子 囊 菌 门

(Ascomycota)，其相对丰度在各样品中均占绝对优

势。相较于对照样品，受 SMs 处理后，土壤中子囊

菌门(Ascomycota)的丰度较对照组有提高趋势，尤

其在处理 30 d 的样品中相对丰度较对照组明显提

高；次优势菌(15.79%)被孢霉门(Mortierellomycota)

的丰度受 SMs 处理后也明显上升，到了 30 d 及之

后，处理组与对照组间的差异不显著；另外，SMs

处理初期对一些未知门的真菌相对丰度也有一定

的影响，但处理 30 d 之后与对照组的丰度无显著性

差异，说明 SMs 处理对土壤中真菌门水平上的群落

结构及丰度有一定的影响(图 2)。 

2.4  SMs 处理土壤不同时间真菌群体属水平的

优势种群分析 

在属水平上，被孢霉属(Mortierella)和盘菌属

(Tricharina)在所有处理的土壤样品中相对丰度均

占绝对优势。其中被孢霉属(Mortierella)在 SMs 处

理初期的土壤中相对丰度有所上升，处理 30 d 后其 

 
 

表 1  SMs 处理土壤不同时间的真菌丰度和多样性指数 
Table 1  Fung abundance and diversity indexes of soil treated with SMs at different time 

样品 

Sample 

分类单元 

OTUs 

Chao 1 指数 

Chao 1 index 

ACE 指数 

ACE index 

Simpson 指数 

Simpson index 

覆盖率 

Coverage (%) 

CK-0 209.00±34.83ab 227.28±4.79b 233.33±19.2b 0.06±0.002d 99.98 

SMs-0 211.00±34.66ab 230.01±8.59b 232.5±2.17bc 0.06±0.002d 99.97 

CK-10 155.00±4.36c 177.89±0.53e 175.7±0.47d 0.12±0.01a 99.98 

SMs-10 230.00±27.49a 231.52±0.90b 240.7±1.06b 0.08±0.01bc 99.98 

CK-30 174.67±9.51bc 186.50±1.28d 185.9±0.34d 0.12±0.01a 99.97 

SMs-30 218.67±2.52ab 247.38±1.51a 253.2±0.96a 0.09±0.01b 99.96 

CK-60 185.67±8.62abc 200.68±0.40c 220.7±0.47c 0.08±0.01bc 99.97 

SMs-60 175.67±39.63bc 185.27±0.49d 186.1±0.4d 0.07±0.01cd 99.98 

注：同列数据后不同小写字母表示差异显著(P<0.05，n=3) 
Note: Different lowercases after data in the same column indicate significant difference (P<0.05, n=3) 
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图 1  主成分(PCA)分析 
Figure 1  The principle component analysis 

 

 
 

图 2  SMs 处理土壤不同时间真菌门水平上的相对丰度 
Figure 2  Relative abundances of fungi at phylum in soil 
treated with SMs at different times 
 

丰度与对照组无显著差异，这与在门水平上被孢霉

门(Mortierellomycota)的变化趋势一致；另外，盘菌

属(Tricharina)在处理 30 d 的土壤中相对丰度较对

照组仍明显提高，表明 SMs 对盘菌属(Tricharina)

丰度的影响是土壤子囊菌门(Ascomycota)丰度提高

的重要原因(图 3)。 

 
 

 
图 3  SMs 处理土壤不同时间真菌属水平上的相对丰度 
Figure 3  Relative abundances of fungi at genus in soil 
treated with SMs at different times 
 
 

2.5  SMs 处理土壤不同时间真菌属水平聚类  

分析 

选取丰度排名前 20 的属，按照上述各组样

品间真菌物种丰度相似性进行聚类分析，生成聚

类热图，直观反映 SMs 处理不同时间的土壤在属

水平上真菌群落组成的相似性和差异性。结果如

图 4 所示，横向代表不同样品，纵坐标表示丰度

排名前 20 的属，从纵向比较可以看出受 SMs 处

理 0 d 和 60 d 的优势属较多、复杂度较高，真菌

群落的多样性较高；从横向看，除 0 d 外，各个

样品的优势属各不相同，不同时间段的样品差异

性较大，各取样时间段的对照组与 SMs 处理组更

为相似，说明 J-15 抗大丽轮枝菌次生代谢产物处

理土壤可以在一定程度上提高真菌群落的多样

性和丰度。 
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图 4  SMs 处理土壤不同时间真菌属水平聚类分析 
Figure 4  Cluster analysis of fungi genus in soil treated with SMs at different times 
 

2.6  SMs 处理对土壤中重要病原真菌的影响 

选择在属水平上相对丰度大于 1%的几类病原真

菌，分析 SMs 处理对其丰度的影响。结果如图 5 所

示，与对照相比，SMs 处理后链格孢属(Alternaria)、

头束霉属(Cephalotrichum)、枝孢属(Cladosporium)、

镰孢霉属(Fusarmm)、鳞斑霉属(Malassezia)、轮枝孢

属(Verticillium)等作物病原真菌的丰度均下降，其中处

理 10 d 和 30 d 对枝孢属(Cladosporium)和鳞斑霉属

(Malassezia)的相对丰度影响最显著；处理 10 d 和 60 d

后轮枝孢属(Verticillium)的相对丰度显著下降。 

2.7  SMs 处理对土壤中优势有益真菌的影响 

选择在属水平上相对丰度大于 1%的毛壳(菌)

属(Chaetomium)和被孢霉属(Mortierella)这 2 种优势

有益真菌属，分析 SMs 处理对其丰度的影响。结果

如图 6 所示，相较于对照组，SMs 处理 10 d 后毛壳

菌属(Chaetomium)的相对丰度显著上升；处理 10 d

后被孢霉属(Mortierella)的相对丰度有显著上升，处

理时间再延长则差异不显著。 

3  讨论与结论 

众多研究表明，采用拮抗菌防治植物病害具有

良好的效果[21-22]，但是不同的外来微生物对土壤微

生态具有一定的影响，使用生防菌之前有必要检测

其对土壤微生态的影响[11-12]。土壤微生物多样性是

评价群落特征和稳定性的重要指标，能反映生态系统

的功能演变及环境的变化，一般来说，微生物多样性

越好，土壤生物活性越强，越有利于植物生长[20]。本

研究选用的农田土壤样品，子囊菌门(Ascomycota)、

被 孢 霉 门 (Mortierellomycota) 和 担 子 菌 门

(Basidiomycota)三大类真菌的相对丰度在其真菌群

里中占绝对优势，这与前人报道的子囊菌门是土壤

中的优势真菌类群的结果[23-24]相一致。子囊菌门

(Ascomycota)的真菌能够分解土壤中动植物残体， 
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图 5  SMs 处理不同时间对土壤中病原真菌属丰度的影响 
Figure 5  Effects of SMs treatment at different time on the abundance of pathogenic fungi in soil 

注：A：链格孢属；B：头束霉；C：枝孢属；D：镰孢霉属；E：鳞斑霉属；F：轮枝孢属。*：相同时间的处理组与对照组间差异

显著(P<0.05，n=3) 
Note: A: Alternaria; B: Cephalotrichum; C: Cladosporium; D: Fusarmm; E: Malassezia; F: Verticillium. *: There was significant difference 
between the treatment group and the control group at the same time (P<0.05, n=3) 
 
 

 
 
 

图 6  SMs 处理不同时间对土壤中 2 种优势有益真菌属丰度的影响 
Figure 6  Effects of different time of SMs treatment on the abundance of two beneficial fungi in soil 
注：A：毛壳(菌)属；B：被孢霉属。*：相同时间的处理组与对照组间差异显著(P<0.05，n=3) 
Note: A: Chaetomium; B: Mortierella. *: There was significant difference between the treatment group and the control group at the same 
time (P<0.05, n=3) 
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在土壤微生态中占有重要地位。SMs 处理土壤后，

子囊菌门(Ascomycota)的相对丰度有所上升；被孢

霉门(Mortierellomycota)的相对丰度初期有所上升，

后期影响不大；其中盘菌属(Tricharina)的相对丰度

在处理初期迅速提高，可能是优势真菌子囊菌门

(Ascomycota)的相对丰度升高的重要因素。另外，

SMs 处理后，土壤中相对丰度大于 1%的病原真菌

丰度均有下降，其中枝孢属(Cladosporium)和鳞斑霉

属(Malassezia)的相对丰度与对照组相比显著下降，

这与周晓芬等[25-26]施肥可减少致病菌的数量从而

减轻土传性植物病害这一研究结果类似。毛壳菌属

(Chaetomium)在自然界广泛存在，并对许多植物病

原菌具有抑制作用，具有潜在的生防作用[27-28]，SMs

处理土壤 10 d 后土壤中毛壳菌属(Chaetomium)的相

对丰度显著上升，处理 60 d 后有所下降。被孢霉属

(Mortierella)可以用于生产多不饱和脂肪酸[29]，也对

有些作物病原菌具有抑制作用[30]，SMs 处理土壤

10 d 后对被孢霉属(Mortierella)的相对丰度有显著

上升，这与李双喜等[31]有机肥的施用能够增加土壤

中有益菌群数量的研究结果类似。 

已有研究表明，棉花黄萎病的发生能够引起其

根际土壤中真菌的富集，土壤中真菌数量、病原真

菌种类均明显增加[32-33]。从本次研究结果可见，J-15

抗大丽轮枝菌次生代谢产物 SMs 处理土壤，虽然真

菌 群 落 的 丰 度 显 著 上 升 ， 但 病 原 真 菌 枝 孢 属

(Cladosporium)和鳞斑霉属(Malassezia)的相对丰度

显著降低，而有益真菌毛壳菌属(Chaetomium)和被

孢霉属(Mortierella)的相对丰度显著上升。初步证明

SMs 能使土壤中优势真菌相对丰度明显上升、病原

真菌相对丰度减少，从而达到拮抗大丽轮枝菌防治

棉花黄萎病的效果。 

不同时间对照组样品的真菌种类及丰度也有

一 定 差 异 。 如 门 水 平 上 的 优 势 菌 子 囊 菌 门

(Ascomycota)和被孢霉门(Mortierellomycota)在对照

组 10−30 d 时的含量比 0 d 时显著下降了，而未知

菌门显著增高了；再如，属水平上的优势菌属被孢

霉属(Mortierella)在对照组 10−60 d 时的含量比 0 d

时显著下降了，盘菌属(Tricharina)也是先明显下

降、60 d 后才显著增多。这可能是因为对照组吸水

处理后土壤中原本处于休眠状态的真菌被活化而

进一步繁殖，增加了真菌群落丰度；相当于同一时

间的处理组，优势菌子囊菌门(Ascomycota)含量仍

显著高于所对应的对照组，而致病菌轮枝孢属

(Verticillium)含量则明显低于所对应的对照组。 

生防菌对土壤真菌群落结构的影响存在复杂

的机制，一方面可能通过分泌拮抗活性物质或分泌

益生活性物质来影响土壤微生物群落生态，另外通

过对营养素(包括铁)和生存空间竞争影响微生物丰

度，但不同的芽孢杆菌具有不同的代谢物质、机制

以及不同的作用。目前，研究发现枯草芽孢杆菌能

产生的影响土壤微生物多样性的常见代谢产物包

括表面活性素、伊枯草菌素、芬荠素等抗真菌活性

物质，其中最常见的是伊枯草菌素[34-35]。然而本文

实验材料枯草芽孢杆菌 J-15 从基因组分析来看，有

43 个抗菌相关的基因，包括与生物膜形成、几丁质

酶和铁载体合成等功能基因，以及抗霉枯草菌素 

操纵子，但不含有最常见的伊枯草菌素的完整操纵

子[36]。推测枯草芽孢杆菌 J-15 的代谢产物对土壤微

生物多样性的影响可能与抗霉枯草菌素等有关，该

代谢产物中是否存在促进一些真菌生长的组分，以

及其影响土壤微生物丰度的具体机制还需要进一

步深入研究。 

基于以上分析，说明枯草芽孢杆菌 J-15 抗大丽

轮枝菌次生代谢产物虽然对棉田土壤真菌群落结

构及多样性具有一些影响，但并不改变影响农业生

产的土壤真菌群落结构，为开发利用枯草芽孢杆菌

J-15 进行农业病毒防治提供了依据。 
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