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摘  要：【背景】土传病害是世界农业可持续发展的关键限制因子，在我国蔬菜和中药材上发生日

趋严重，引起严重的连作障碍。生物防治对环境和农产品安全，是目前研究的热点和重点。【目的】

明确对土传病原菌具有广谱抗菌活性菌株 JJYY 的种类及其防控效果和主要抗菌产物，为新型生物

农药开发奠定基础。【方法】结合扫描电镜观察、生理生化分析和 16S rRNA 基因扩增测序技术鉴

定菌株 JJYY。分别利用比浊法和菌丝生长抑制法测定该菌提取物对 4 种土传病原细菌和 5 种土传

病原真菌的 EC50，利用盆栽试验评价对番茄青枯病等病害的防控效果。利用二代 Illumina NovaSeq
与三代 PacBio Sequel 相结合测序技术对菌株 JJYY 进行全基因组测序，使用 PGAP 等软件进行基

因注释等分析，利用反相制备液相色谱和质谱初步分离鉴定抗菌物质。【结果】菌株 JJYY 是一株

贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)，该菌提取物对 4 种土传细菌和 5 种土传真菌的 EC50 分别为

0.940−1.092 mg/mL 和 2.733−3.678 mg/mL。对番茄青枯病、菊花根腐病和辣椒枯萎病的最高防效 
在 80.00%−87.74%之间，与化学药剂链霉素或噁霉灵无显著差异(P>0.05)。该菌基因组大小为 
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3 929 792 bp，编码 3 895 个基因，与 B. velezensis JS25R 和 B. subtilis 168 具有 3 445 个和 2 997 个

同源编码基因。预测该基因组共有 12 个次级代谢产物合成功能基因簇。从该菌株提取物中共分离出

9种抗菌组分，其中 2个初步判定为已知大环内酯类抗生素macrolactin D和 7-O-malonyl-macrolactin A。

【结论】菌株 JJYY 是一株对土传病原细菌和真菌病害均有较高防效的贝莱斯芽孢杆菌，该菌基因

组与已知贝莱斯芽孢杆菌不同，并产生多种已知和未知的抗菌物质，继续深入分析鉴定其抗菌物

质和抗菌机制将为开发新型高效的生物农药奠定良好基础。 
关键词：贝莱斯芽孢杆菌；土传病害；青枯病；抗菌活性；反相制备液相色谱；质谱 

Bacillus velezensis JJYY against soil-borne diseases: 
biocontrol effect, whole genome sequencing, and antimicrobial 
components 
WANG Qi1,2, XU Jingxia1,2, ZHANG Yani2, SUN Jing3, ZHANG Shengchao3, WANG La3, 
FENG Zuoshan4, YI Juping2, YANG Yazhen*1, HU Hongtao*2 

1 College of Life Sciences, Yangtze University, Jingzhou 434025, Hubei, China 
2 Hubei Biopesticide Engineering Research Center, Wuhan 430064, Hubei, China 
3 Wuchang Shouyi University, Wuhan 430064, Hubei, China 
4 Beijing Goldenway Bio-Tech Co., Ltd., Beijing 100015, China 

Abstract: [Background] Soil-borne diseases are a key factor limiting the agriculture sustainable 
development in the world and become increasingly serious in vegetables and Chinese medicinal 
herbs in China, leading to critically continuous-cropping obstacles. Biocontrol of soil-borne 
diseases, without causing safety problems to the environment and agricultural products, is a hot 
research topic. [Objective] To identify the strain JJYY with a broad antimicrobial spectrum to 
soil-borne pathogens, evaluate its control effects on major soil-borne diseases, and identify its major 
antimicrobial metabolic products. [Methods] This strain was identified by a combination of 
morphological observation with scanning electron microscopy, physiological and biochemical tests, 
and 16S rRNA gene sequencing. Turbidimetry and mycelial growth inhibition assay were employed 
to determine the EC50 of this strain against four soil-borne bacterial pathogens and five fungal 
pathogens, respectively. Pot experiments were carried out to evaluate the control effects of the 
strain on tomato bacterial wilt and other diseases. Illumina NovaSeq and PacBio Sequel were used 
for whole genome sequencing of this strain, followed by functional annotation in PGAP. 
Preparative reversed-phase liquid chromatography (prep-RPLC) and mass spectrometry (MS) were 
employed to isolate and identify the metabolites of this strain. [Results] The strain JJYY was 
identified as Bacillus velezensis. The EC50 values of the extract of this strain against four soil-borne 
bacterial pathogens and five soil-borne fungal pathogens were 0.940–1.092 mg/mL and 
2.733–3.678 mg/mL, respectively. The strain showed the highest control effects of 80.00%–87.74% 
on tomato bacterial wilt, Chrysanthemum morifolium root rot, and capsicum Fusarium wilt, with no 
significant difference compared with streptomycin or hymexazol (P>0.05). The whole genome of 



 
王麒 等 | 贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis) JJYY 防控土传病害效果评价及其全基因组测序分析… 157 

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

this strain was 3 929 792 bp in length, carrying 3 895 genes. The genome of this strain shared 3 445 
and 2 997 homologous genes with B. velezensis JS25R and B. subtilis 168, respectively. Twelve 
gene clusters were predicted to be associated with the synthesis of secondary metabolites. A total of 
9 antimicrobial components were separated from the extract of this strain, of which two were 
preliminarily identified as macroactin D and 7-O-malonyl-macroactin A. [Conclusion] B. 
velezensis JJYY demonstrates definite control effects on both soil-borne bacterial and fungal 
diseases, with the genome distinct from reported B. velezensis strains. It produces diverse known 
and possible novel antibiotics. Identifying the antimicrobial substances and deciphering the 
antimicrobial mechanisms of this strain would facilitate the development of novel effective 
biocontrol agents. 
Keywords: Bacillus velezensis; soil-borne disease; bacterial wilt; antimicrobial activities; 
preparative reverse-phase liquid chromatography; mass spectrometry 

土传病害是潜伏在土壤中的病原菌从作物

根部或茎基部侵染导致的病害，该病害在世界上

广为分布并造成严重损失，轻者导致 30%左右

的产量损失，重者损失达到 70%以上[1]。我国耕

地因复种指数高，土传病害在我国呈加重发生趋

势，是连作障碍的主要原因[2]。土传病原菌种类

众多，主要分为细菌、真菌和病毒等，以细菌性

和真菌性土传病害分布最为广泛。细菌性土传病

害以青枯雷尔氏菌(Ralstonia solanacearum)引起

的青枯病发生最为严重，可感染 50 多个科的 
200 多种植物[3]，其中茄科作物受害最重，经常

导致毁灭性损失；真菌性土传病害以镰刀菌

(Fusarium)引起的根腐病和枯萎病等危害最为严

重，在蔬菜、中药材等作物上广为发生[4-5]，造

成作物产量显著下降，尤其影响中药材的品质和

疗效[6]。目前，土传病害的防治方法主要分为化

学防治、生物防治、农业防治等。化学防治是目

前最主要的防治措施，但长期大量地使用化学农

药，不仅导致病原菌产生较为严重的抗药性[7]，

而且造成环境和食品安全问题[8-9]。农业防治主

要包括种植抗病品种、改变种植制度或方式，如

采用水旱轮作、间作套种[10]等来控制土传病害

的发生，其中以选育抗病品种最为经济有效，但

病原菌变异快，品种抗性易丧失[11]，并且缺乏高

抗细菌性病害的商业化品种。生物防治是利用有

益微生物来防控病害的方法，同化学防治相比，

该方法不仅环境兼容性好，对土壤、水体等无污

染，而且在农产品中无残留[12]。此外，许多有益

微生物不仅能抑制病原菌的生长，同时还能够在

作物根系形成生物膜来抵御病原菌的入侵[13-14]，

部分菌株还能诱导作物抗性基因的表达，提高作

物的抗病性[15]。因此，生物防治成为世界研究

的热点和重点，芽孢杆菌因具有良好的抗菌性和

能产生抗逆性的芽孢，一直是生物防治研究的重

点，其中许多菌株，包括解淀粉芽孢杆菌、枯草

芽孢杆菌等[16]，现已被开发成生物农药且在农

业 中 广 泛 应 用 。 贝 莱 斯 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 
velezensis)是近年新发现的一种芽孢杆菌属细

菌，具有抑菌活性好、抗菌谱广等特点[17-18]，如

贝莱斯芽孢杆菌 TSA32-1 菌株能抑制禾谷镰刀

菌、链格孢等 16 种植物病原真菌菌丝的生长[19]。

贝莱斯芽孢杆菌 SF327 菌株对稻瘟病菌等病原

菌生长抑制率在 58.57%−75.92%之间，对水稻白

叶枯病的田间防效为 87.27%[20]。另外，贝莱斯

芽孢杆菌还能产生吲哚乙酸(indoleacetic acid, 
IAA)与铁载体，可促进作物生长与根系发育[21]。

尽管目前已筛选出多种对植物病害具有较好的

防控效果的微生物菌株，但针对土传病害的研究
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不多，具有土传病原真菌和细菌双重抗菌活性的

菌株更少，而且多数仅限于防控效果研究，未深

入分析其有效成分和抗菌机制，导致其在生产中

应用效果不稳定，使用范围受到限制。 
本研究分离到一株具有高效抑菌活性的菌

株，为更好利用该菌株，利用扫描电镜和分子鉴

定等技术明确了它的分类地位，利用第 2 代

Illumina NovaSeq 与第 3 代 PacBio Sequel 相结合

的测序技术对该菌基因组进行了测序分析，并进

行了种内和近缘种的基因组比较和合成次生代

谢产物基因簇挖掘，同时利用反相高效液相色谱

和质谱对其抗菌组分进行了初步分离和鉴定，继

续深入研究该菌的抗菌机制和完善生产加工工

艺，将为开发新一代防控土传病害的生物农药奠

定良好基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  供试病原菌 

本研究所用 4 种土传病原细菌分别为番茄

青枯菌生理小种 1 号、生姜青枯菌生理小种 4
号 、 胡 萝 卜 软 腐 果 胶 杆 菌 (Pectobacterium 
carotovorum) 和 菊 果 胶 杆 菌 (Pectobacterium 
chrysanthemi)；5 种土传病原真菌分别为福白菊

腐皮镰刀菌(Fusarium solani)、辣椒尖孢镰刀菌

(Fsuarium oxysporum)、立枯丝核菌(Rhizoctonia 
solani)、核盘菌(Sclerotinia sclerotiorum)和辣椒

疫霉菌(Phytophthora capsici)，以及菌株 JJYY 均

由湖北省生物农药工程研究中心保存。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

720 IU/mg 链霉素，上海源叶生物科技有限

公司；30%噁霉灵水剂，四川润尔科技有限公司；

TruSeqTM DNA Sample Prep Kit，因美纳(中国)
科学器材有限公司；Smrtbell Template Prep Kit 
1.0，Pacific Biosciences。二代测序仪，因美纳(中

国 )科学器材有限公司；三代测序仪，Pacific 
Biosciences；场发扫描电镜 (scanning electron 
microscope, SEM)，日立(中国)有限公司；制备

液相色谱仪、色谱柱、超高效液质联用，沃特世

科技(上海)公司；NanoDrop 仪，赛默飞世尔科

技公司。 
1.1.3  培养基 

LB 培养基参考文献[22]配制，PDA 培养基

参考文献[22]配制，PDB 培养基为不加琼脂的

PDA 培养基，TTC 培养基参考文献[23]配制，

SPA 培养基参考文献[23]配制，豆粕培养基(g/L)：

豆粕 12.5，玉米淀粉 10.0，玉米浆 5.5，pH 7.5。 

1.2  菌株鉴定 
1.2.1  形态学鉴定 

将−80 ℃甘油管保存的菌株 JJYY 在 LB 平

板上活化，28 ℃条件下培养 24−48 h，观察菌落

形态，采用 Guo 等[24]方法制备样品用于扫描电

镜观察。 

1.2.2  生理生化鉴定 
参照文献[25]与《常见细菌系统鉴定手册》[26]

所述方法进行生理生化鉴定，包括革兰氏染色、

V-P 试验、葡萄糖利用、木糖利用、甘露糖利用、

蛋白水解、H2O2 酶、乳糖、淀粉水解等测试。 

1.2.3  16S rRNA 基因序列扩增与同源分析 
采 用 十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵 

(cetyltrimethylammonium bromide, CTAB)法 [27]

提取菌株 JJYY 基因组 DNA，采用 16S rRNA 基

因通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTC 

AG-3′)和 1492R (5′-CTACGGCTACCTTGTTAC 

GA-3′)进行 PCR 扩增[28]，测序后在 NCBI 网站

上进行 BLAST[29]比对，并利用 MEGA 11.0 软件

采用邻接法构建系统发育树[30]。 

1.3  代谢产物提取 
采用乙酸乙酯萃取法[31]提取菌株 JJYY代谢
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产物，所得提取物于−20 ℃冰箱保存。 

1.4  对土传病原菌 EC50 测定 
分别采用比浊法[32]和菌丝生长抑制法[33]测

定菌株 JJYY 乙酸乙酯提取物对 4 种土传病原细

菌和 5 种土传病原真菌的 EC50。 

1.5  对 3 种土传病害的防控效果评价 
1.5.1  菌株发酵液制备 

取−80 ℃甘油管保存的菌株 JJYY 在 LB 培

养基上活化 24 h，挑取单菌落于豆粕培养基中

28 ℃、150 r/min 振荡培养 48 h，调整菌液浓度

至 108、107 和 106 CFU/mL 备用。 
1.5.2  病原菌制备 

番茄青枯菌的制备：取−80 ℃甘油管保存的

番茄青枯菌在 TTC 培养基上活化 48 h，挑取中

间粉红色、周围白边的单菌落接种于 SPA 培养

基中 28 ℃、150 r/min 发酵 48 h，调整菌液浓度

至 108 CFU/mL 备用。 
福白菊腐皮镰刀菌孢子悬浮液制备：取

−80 ℃甘油管保存的腐皮镰刀菌菌株在 PDA 培

养基上活化 48 h，挑取单菌落菌丝块于 PDB 液

体培养基中 28 ℃、150 r/min 振荡培养 72 h，
发酵液采用四层无菌纱布过滤，调整孢子浓度至

107 个孢子/mL。 
辣椒尖孢镰刀菌孢子悬浮液制备：参照福白

菊腐皮镰刀菌孢子悬浮液制备方法制备 107 个 

孢子/mL 辣椒尖孢镰刀菌孢子悬浮液。 
1.5.3  对番茄青枯病防控效果的评价 

将 3 种 不 同 浓 度 的 JJYY 发 酵 液 按       
10 mL/株灌到 4−6 叶期番茄苗根部，24 h 后接种

5 mL 浓度为 108 CFU/mL 的番茄青枯菌，链霉素

作为化学药剂对照，无菌水作为空白对照，每个

处理 10 株，3 个重复。幼苗放置于温室中培养，

温度 30 ℃，12 h 光照，12 h 黑暗。接种 15 d 后

观察发病情况，调查病情指数，番茄青枯病病情

分级标准[34]如下：0 级：无症状；1 级：1%−25%

萎蔫；2 级：26%−50%萎蔫；3 级：51%−75%萎

蔫；4 级：76%−100%萎蔫。 
1.5.4  对福白菊根腐病和辣椒枯萎病防控效果

的评价 
试验分别采用温室培养健康的 4−6 叶期福

白菊和辣椒幼苗，方法如下：将不同浓度的菌株

JJYY 发酵液按照 10 mL/株灌入幼苗根部。24 h
后，灌入 5 mL 107 个孢子/mL 腐皮镰刀菌孢子悬

浮液(福白菊)，或尖孢镰刀菌孢子悬浮液(辣椒)。
30%噁霉灵 1 000 倍液为阳性对照，无菌水作为

空白对照。每个处理 10 株，3 个重复。温室培

养条件：温度 28 ℃，12 h 光照，12 h 黑暗。接

种 30 d 后，分别调查福白菊与辣椒病情指数。 
福白菊根腐病病情指数分级标准如下：    

0 级：叶片无症状；1 级：1%−25%叶片枯萎变

黄；2 级：26%−50%叶片枯萎变黄；3 级：

51%−75%叶片枯萎变黄；4 级：76%以上叶片枯

萎变黄。辣椒枯萎病病情分级标准[35]如下：0 级：

叶片无症状；1 级：1%−25%叶片枯萎；2 级：

26%−50%叶片枯萎；3 级：51%−75%叶片枯萎；

4 级：76%−100%叶片枯萎，植株死亡。 
1.5.5  防效计算方法 

病情指数和防效采用下列公式进行计算： 
=病情指数  

( )
100

4
×

×
×

 各级病株数 相对级数值

调查总株数
； 

(%) =防效  

( ) 100− ×空白对照病指 处理病指

空白对照病指
。 

采用 IBM SPSS 19 调用 Duncan 法计算不同

处理防效的方差显著性。 
1.6  代谢产物分离和鉴定 

参照张亚妮等[36]方法采用反相制备液相色

谱对菌株 JJYY 发酵提取物进行初步分离纯化，

使用氮吹仪将分离组分干燥后使用甲醇进行溶

解使其浓度为 2 mg/mL，采用牛津杯法[37]对分离
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得到的组分对青枯菌的抑制活性进行检测，分别

取 100 µL 加入至牛津杯，每个组分重复 3 次，

甲醇为对照，对有活性的组分采用超高效液质联

用进行分析。根据组分的分子离子、碎片离子、

紫外吸收光谱和保留时间等数据，查阅相关文献

进行化合物初步鉴定。 

1.7  全基因组测序与分析 
1.7.1  基因组 DNA 提取 

采用 CTAB 法 [27]提取菌株 JJYY 基因组

DNA，所得 DNA 使用 1%琼脂糖凝胶电泳和

NanoDrop 仪检测其完整性和纯度，测试合格后

用于基因组测序。 
1.7.2  基因组测序与组装 

按照厂家说明书，分别采用 TruSeqTM DNA 
Sample Prep Kit 和 Smrtbell Template Prep Kit 1.0
制 备 二 代 和 三 代 测 序 文 库 。 采 用 FastQC 
v0.11.7[38]对 Illumina NovaSeq 测序数据进行质

量控制，使用 AdapterRemoval v2.2.2[39]过滤低质

量 reads 和接头，采用 SOAPec v2.03[40]对所有

reads 进行质量校正，获得高质量的 reads 序列。

PacBio Sequel 数据使用 CANU v1.7.1[41]进行拼

接，使用 Pilon v1.18[42]对拼装序列利用 Illumina 
NovaSeq 数据进行碱基校正。所有软件均采用默

认参数。 
1.7.3  生物信息学分析 

采用 NCBI 原核基因组注释工具 Prokaryotic 
Genome Annotation Pipeline 对菌株 JJYY 基因组

进行注释。采用 MCScanX[43]对菌株 JJYY 与    
B. velezensis JS25R (GenBank 登 录 号 为

CP009679)和 B. subtilis 168 (GenBank 登录号为

AL009126)进行共线性分析，采用 Mauve 软件[44]

对结果进行可视化。采用 antiSMASH v7.0[45]分

析合成次生代谢产物的基因簇。 

2  结果与分析 
2.1  菌株 JJYY 鉴定结果 
2.1.1  形态学鉴定结果 

菌株 JJYY 在 LB 培养基上生长的菌落呈乳

白色、半透明状，表面褶皱，有黏性(图 1A)。

菌体为杆状，大小为 2.0−3.5 μm (图 1B)。 
2.1.2  生理生化鉴定结果 

菌株 JJYY 生理生化鉴定结果见表 1。该菌

株革兰氏染色、V-P 试验、葡萄糖利用、木糖

利用、甘露糖利用、蛋白水解、H2O2 酶、乳糖、

淀粉水解、脲酶、甘油、果糖利用、蔗糖利用

和柠檬酸盐利用阳性，甲基红、硝酸还原阴性。 
 

 
 

图 1  菌株 JJYY 菌落和菌体图   A：LB 培养基上的菌落. B：菌体扫描电镜图 
Figure 1  The colonies and SEM image of cells of the strain JJYY. A: The colonies on LB medium. B: The 
SEM image of cells of the strain JJYY. 
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表 1  菌株 JJYY 的生理生化分析结果 
Table 1  Results of physiological and biochemical 
assays of the strain JJYY 
Test item Result Test item Result 

Gram stain + Proteolysis + 

Methyl red test − Catalase + 

V-P test + Lactose + 

Nitrate 
reduction 

− Starch 
hydrolysis 

+ 

Citrate + Urease + 

Glucose + Glycerol + 

Xylose + Fructose + 

Mannose + Sucrose + 

+：阳性反应；−：阴性反应 
+: Positive reaction; −: Negative reaction. 

 
2.1.3  16S rRNA 基因鉴定结果 

采用通用引物 27F/1492R 扩增出菌株 JJYY
的 16S rRNA 基因长度为 1 000 bp (GenBank 登

录号为 OQ749654)，在 NCBI 数据库中进行同源

性序列比对(图 2)，该菌株的 16S rRNA 基因序

列与 B. velezensis GS-7 (GenBank 登录号为

MT365117)相似性最高，为 99.80%。综合形态学、

生理生化和 16S rRNA 基因鉴定结果，将该菌株鉴

定为贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis) JJYY。 

2.2  对 3 种土传病害的防控效果 
2.2.1  对重要土传病原菌 EC50 测定结果 

菌株 JJYY 代谢产物对 9 种土传病原菌的

EC50 测定结果见表 2。对 4 种土传病原细菌的

EC50 在 0.940−1.092 mg/mL 之间，对菊果胶杆菌

的 EC50 最小(0.940 mg/mL)，然后依次为生姜青

枯菌 (0.949 mg/mL)、胡萝卜软腐果胶杆菌

(1.069 mg/mL)和番茄青枯菌(1.092 mg/mL)；对

5 种土传病原真菌的 EC50 在 2.733−3.678 mg/mL
之间，对腐皮镰刀菌的 EC50 最小(2.733 mg/mL)，
然后依次为尖孢镰刀菌(2.900 mg/mL)、辣椒疫

霉菌(3.001 mg/mL)、核盘菌(3.377 mg/mL)和立

枯丝核菌(3.678 mg/mL)。 

 

 
 

图 2  菌株 JJYY 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号中序号代表菌株的登录号；分支点

上的数字代表 bootstrap 值；标尺代表进化距离 
Figure 2  Phylogenetic tree of the strain JJYY based on 16S rRNA gene sequence. Number in parentheses 
represent the accession number of the strain in GenBank; The number on the branch point represents the 
bootstrap; The scale represents the evolutionary distance. 
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表 2  菌株 JJYY 对 9 种土传病原菌的 EC50 测定结果 
Table 2  Measurements of EC50 of the strain JJYY to 9 soil-borne pathogens 
Type Plant soil borne pathogens Host plants EC50 (mg/mL) Regression equation R2 
Bacteria R. solanacearum  Tomato 1.092 Y=0.529X−0.521 0.932 

R. solanacearum  Ginger 0.949 Y=0.724X−0.621 0.920 
P. carotovorum Rape 1.069 Y=0.517X−0.495 0.945 
P. chrysanthemi Konjak 0.940 Y=0.648X−0.536 0.944 

Fungi F. solani Chrysanthemum 
morifolium 

2.733 Y=0.157X−0.332 0.936 

F. oxysporum Pepper 2.900 Y=0.136X−0.299 0.929 
S. sclerotiorum Rape 3.377 Y=0.122X−0.335 0.951 
P. capsica Pepper 3.001 Y=0.092X−0.170 0.932 
R. solani  Cucumber 3.678 Y=0.095X−0.276 0.945 

 
2.2.2  对 3 种重要土传病害的防控效果 

菌株 JJYY 对番茄青枯病、福白菊根腐病

和辣椒枯萎病的防控效果见表 3。在 3 种不同

浓度 JJYY 发酵液处理中，以 108 CFU/mL 处理

对番茄青枯病的病情指数最低(10.83)且防效最

高(87.74%)，其防效与链霉素处理相比无显著

差异(90.57%, P>0.05)，高于 107 CFU/mL 处理

(84.91%)，显著高于 106 CFU/mL 处理(69.81%, 
P<0.05)。 

对福白菊根腐病的防效，以 108 CFU/mL
处理病情指数最低(13.33)且防效最高(82.02%)，
其防效高于 107 CFU/mL 处理(77.53%)，显著高

于 106 CFU/mL 处理(60.67%, P<0.05)，而与噁霉

灵处理相比无显著差异(84.27%, P>0.05)。 

对辣椒枯萎病的防效，以 108 CFU/mL 处理

的病情指数最低(14.17)且防效最高(80.00%)，其

防效高于 107 CFU/mL 处理(75.29%)，显著高于

106 CFU/mL 处理(61.18%, P<0.05)，而与噁霉灵

处理相比无显著差异(82.35%, P>0.05)。 

2.3  全基因组测序与分析 
菌株 JJYY 基因组二代测序深度为 241×，三

代测序深度为 571×，基因组组装后得到 1 个

contig (图 3)，整个基因组(GenBank 登录号为

CP122460)大小为 3 929 792 bp，G+C 含量为

46.50%，该基因组含有 3 895 个基因，3 777 个

编码序列(coding sequences, CDS)，86 个 tRNA，

27 个 rRNA 基因(5S、16S 和 23S rRNA 各 9 个)，
5 个 non-coding RNAs (ncRNAs)。 

 
表 3  菌株 JJYY 对 3 种土传病害的防控效果 
Table 3  The control effect of the strain JJYY on 3 soil-borne diseases 
Treatment Tomato bacterial wilt Chrysanthemum root rot  Pepper Fusarium wilt 

Disease incidence Control efficiency 
(%) 

Disease incidence Control efficiency 
(%) 

Disease  
incidence 

Control efficiency 
(%) 

106 CFU/mL 26.67±3.82b 69.81±4.32b 29.17±5.20b 60.67±7.02b 27.50±4.33b 61.18±6.11b 
107 CFU/mL 13.33±3.82c 84.91±4.32a 16.67±1.44c 77.53±1.95a 17.50±2.50c 75.29±3.53a 
108 CFU/mL 10.83±1.44c 87.74±1.63a 13.33±2.89c 82.02±3.89a 14.17±3.82c 80.00±5.39a 
Streptomycin 8.33±3.82c 90.57±4.32a − − − − 
Hymexazol − − 11.67±1.44c 84.27±1.95a 12.50±2.50d 82.35±3.53a 
CK 88.33±1.44a − 74.17±7.22a − 70.83±2.89a − 
−：无；同列数据后不同小写字母表示在 P<0.05 水平差异显著 
−: None; Different lowercase letters behinds the data in the same column represented significant difference at P<0.05 level. 
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图 3  菌株 JJYY 基因组圈图   从内到外，第 1 圈代表基因组序列位置坐标；第 2 圈代表 G+C skew；

第 3 圈代表 G+C 含量；第 4 圈和第 5 圈代表 CDS、tRNA 及 rRNA 在基因组上的位置 
Figure 3  Genomic map of the strain JJYY. From the inside to the outside of the genomic map image, the first 
circle represents position marker; The second circle represents G+C skew; The third circle represents the G+C 
content; The fourth and fifth circles represent the positions of CDS, tRNAs and rRNAs, respectively. 
 

如图 4 所示，基因组共线性分析结果表明该

菌株与 B. velezensis JS25R 有 3 445 个同源基因，

占菌株 JJYY 编码基因数 91.21%，与 B. subtilis 
168 有 2 997 个同源基因，占菌株 JJYY 编码基

因数 79.35%。 

2.4  基因组功能注释 
在 NR、Swiss-Prot 等 5 个数据库中对菌株

JJYY 基因功能注释结果见表 4。在 NR 数据库

得到注释的功能基因的数量最多，共 3 858 个基

因 得 到 注 释 ， 占 总 数 的 99.05% ； 其 次 为

Swiss-Prot 数据库，共 3 533 个基因得到注释，

占总数的 90.71%；eggNOG、GO 和 KEGG 数据

库分别有 3 355 (86.14%)、2 737 (70.27%)和    

2 162 (55.51%)个基因得到注释。 
KEGG 基因功能通路分析获得 8 个不同的代

谢功能通路(图 5)，其中 BTITE hierarchies 包含基

因数量最多(1 413)，其次为 metabolism (1 333)、
not included in pathway or BRITE (413) 、

environmental information processing (291)、genetic 
information processing (208) 、 cellular processes 
(160)、human diseases (96)和 organismal systems 
(67)。进一步分类的二级功能类别中，共有 47 条

KEGG 二级功能类别，其中 genetic information 
processing 、 signaling and cellular processes 和

carbohydrate metabolism通路包含的基因数量最多，

分别为563 (26.04%)、542 (25.07%)和375 (17.35%)。 
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图 4  菌株 JJYY 与 Bacillus velezensis JS25R 和 Bacillus subtilis 168 的共线性分析   跨基因组连接的相

同颜色的区域为每个基因组中的同源区块 
Figure 4  Synteny analysis of the strain JJYY with Bacillus velezensis JS25R and Bacillus subtilis 168. 
Homologous blocks in each genome are shown as identically colored regions linked across genomes. 
 
表 4  菌株 JJYY 基因组在不同数据库中注释结果 
Table 4  Results of annotations of the genome of the 
strain JJYY in different databases 
Database Gene number Proportion (%) 

NR 3 858 99.05 

Swiss-Prot 3 533 90.71 

eggNOG 3 355 86.14 

GO 2 737 70.27 

KEGG 2 162 55.51 

 
2.5  次生代谢产物合成基因簇分析结果 

预测菌株 JJYY 基因组存在 12 个次生代谢

产物合成基因簇(表 5)，其中 6 个与已知基因簇

相 似 度 为 100% ， 分 别 合 成 macrolactin 、

bacillaene、fengycin、difficidin、bacillibactin 和

bacilysin；1 个与 surfactin 合成基因簇相似度为

82%，1 个与 butirosin A/butirosin B 合成基因簇

相似度为 7%。此外 4 个次生代谢产物基因簇与

已知的基因簇无相似性，分别合成 1 个Ⅱ类羊毛

硫肽类化合物(lantipeptide-class-Ⅱ)、1 个Ⅲ型聚

酮合酶(T3PKS)类和 2 个萜类。 

2.6  抗菌成分分离和鉴定结果 
菌株 JJYY 代谢产物经反向制备液相色谱分

离获得 30 个组分，如图 6 所示，其中 9 个组分

表现出抗青枯菌活性，保留时间(retention time, 
RT)分别为 13.30、13.65、14.18、15.30、15.75、
16.80、17.30、18.93 和 24.90 min，其抑菌圈半

径(inhibition zone radius, IR)在 0.60−1.70 cm 之

间。质谱分析结果表明组分 4 (RT: 15.30 min)最
大紫外吸收峰值为 227 nm；264 nm，ESI-MS 
m/z：663.46 [M−H]−，687.53 [M+Na]+，正离子

模式下主要碎片离子为 349.34、 367.36 和

385.57，得出该化合物分子量为 664.46；组分 8 
(RT: 18.93 min)最大紫外吸收峰值为 226 nm；

262 nm，ESI-MS m/z： 487.63 [M−H]−，511.53 
[M+Na]+，正离子模式下主要碎片离子为 349.44、
367.55，得出该化合物分子量为 488.35。这 2 种

化合物质谱特征与文献[46]报道的 macrolactin D
和 7-O-malonyl-macrolactin A 的分子量和碎片离

子完全一致，因此将其初步推断为 macrolactin D
和 7-O-malonyl-macrolactin A。另外 7 个组分因

成分复杂，有待进一步纯化鉴定。 
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图 5  KEGG 基因组功能注释 
Figure 5  KEGG functional annotation of the genome. 
 
表 5  JJYY 菌株次生代谢产物基因簇预测结果 
Table 5  Prediction of gene clusters of the strain JJYY for synthesis of secondary metabolites 
Cluster ID Type Gene-start Gene-end Most similar known cluster Similarity (%) 

Cluster 1 NRPS 323 410 387 387 Surfactin 82 

Cluster 2 PKS-like 924 057 965 301 Butirosin A/Butirosin B 7 

Cluster 3 Terpene 1 050 180 1 067 588 − − 

Cluster 4 Lanthipeptide-class-Ⅱ 1 188 578 1 217 466 − − 

Cluster 5 transAT-PKS 1 384 086 1 471 921 Macrolactin 100 

Cluster 6 trasAT-PKS, T3PKS, NRPS 1 691 450 1 792 015 Bacillaene 100 

Cluster 7 NRPS, trasAT-PKS, 
betalactone 

1 865 757 2 000 067 Fengycin 100 

Cluster 8 Terpene 2 028 705 2 050 588 − − 

Cluster 9 T3PKS 2 113 906 2 155 006 − − 

Cluster 10 transAT-PKS 2 282 382 2 376 174 Difficidin 100 

Cluster 11 NRP-matallophore, NRPS, 
RiPP-like 

3 000 878 3 052 669 Bacillibactin 100 

Cluster 12 Other 3 588 979 3 630 397 Bacilysin 100 

−：未预测到相似的基因簇 
−: No similar gene cluster is predicted. 
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图 6  分离得到 9 种抗菌组分对青枯菌抗性结果   A：组分 1 [RT: 13.30 min, IR=(1.30±0.10) cm]. B：组

分 2 [RT: 13.65 min, IR=(1.43±0.06) cm]. C：组分 3 [RT: 14.18 min, IR=(1.33±0.06) cm]. D：组分 4 [RT: 15.30 min, 
IR=(1.03±0.10) cm]. E：组分 5 [RT: 15.75 min, IR=1.70±0.10) cm]. F：组分 6 [RT: 16.80 min, IR=(0.60±0.00) cm]. 
G：组分 7 [RT: 17.30 min, IR=(1.03±0.06) cm]. H：组分 8 [RT: 18.93 min, IR=(1.53±0.10) cm]. I：组分 9 [RT: 
24.90 min, IR=(1.30±0.10) cm]. J：甲醇处理 
Figure 6  Results of identification of antagonistic activities of isolated 9 fractions to Ralstonia solanacearum. 
A: Fraction 1 (RT: 13.30 min, IR=(1.30±0.10) cm). B: Fraction 2 (RT: 13.65 min, IR=(1.43±0.06) cm). C: 
Fraction 3 (RT: 14.18 min, IR=(1.33±0.06) cm). D: Fraction 4 (RT: 15.30 min, IR=(1.03±0.06) cm). E: Fraction 
5 (RT: 15.75 min, IR=(1.70±0.10) cm). F: Fraction 6 (RT: 16.80 min, IR=(0.60±0.00) cm). G: Fraction 7 (RT:  
17.30 min, IR=(1.03±0.06) cm). H: Fraction 8 (RT: 18.93 min, IR=(1.53±0.06) cm). I: Fraction 9 (RT:    
24.90 min, IR=(1.30±0.10) cm). J: Methanol treatment. 
 

3  讨论与结论 
土传病害是农业可持续发展的重要限制因

子，因病原菌潜伏于土壤中，从根部或茎基部侵

染植物，并且受到感染的植物在发病初期并无明

显症状，同时病原菌在植物维管束内繁殖，导致

植物输导组织完全堵塞，致使药剂无法有效发挥

作用[47]，所以预防病原菌感染是防控土传病害

的关键。化学防治是防治土传病害的主要措施，

但大量的化学农药的使用，导致病原菌抗性增

加、环境污染和食品安全问题日益突出[9-10]。与

化学防治比较，生物防治具有以下明显的优点：

(1) 有益微生物能在根系表面或内部定殖而占

领生态位，并能产生生物膜和分泌抗生素，抵御 

病原菌的入侵[13-14,48]。(2) 微生物在土壤中具有

一定的繁殖能力，能在较长时间内保持一定的种

群数量，并能通过水等媒介进行传播，从而在

较大范围内发挥作用[49]。化学农药在土壤中易

被吸收、固定和降解，导致半衰期短和作用范

围小[50]。菌株 JJYY 是从土壤中分离到的一株对土

传病害防控效果较好的贝莱斯芽孢杆菌，该菌株

对 4 种土传病原细菌和 5 种土传病原真菌的生长

具有显著的抑制作用，EC50在 0.940−3.678 mg/mL
之间(表 2)。该菌对番茄青枯病、菊花根腐病和

辣椒枯萎病的预防效果最高达到 87.74%，与化

学农药噁霉灵或者链霉素无显著差异(表 3)，说

明该菌株对土传病害具有较好的预防效果。目前

文献报道的贝莱斯芽孢杆菌多限于对病原真菌
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有较好的抑制效果[19-20]，较少报道其对土传病原

细菌以及对真菌和细菌均具有较高的抑制活性，

而菌株 JJYY 对细菌和真菌均具有较好的抑制效

果，说明该菌株具有开发成为新一代防控土传病

害生物农药的潜力。 
比 较 基 因 组 分 析 证 实 该 菌 株 分 别 有

91.21%和 79.35%编码基因与现有的贝莱斯芽孢

杆菌 JS25R 和枯草芽孢杆菌 168 同源(图 2)，说

明该菌株基因组与现有贝莱斯芽孢杆菌及其近

缘种存在着明显的差异。从该菌株基因组挖掘到

12 个合成次生代谢产物的基因簇，其中 8 个合

成已知的抗生素，包括 surfactin、bacillaene、
fengycin 和 macrolactin 等，还有 4 个基因簇可能

合成新的次生代谢产物(表 5)。通过反向制备液

相色谱和质谱分析明确了菌株 JJYY 产生 9 种抗

菌活性组分，其中 2 种初步推断为 macrolactin D
与 7-O-malonyl-macrolactin A 这 2 种大环内酯类

抗生素，而其余 7 种有待进一步鉴定，该结果与

antiSMASH 预测其基因组中存在 macrolactin 类

次生代谢产物基因簇结果一致。Macrolactin 类

抗生素能抑制病原真菌孢子萌发、芽管伸长和菌

丝生长，也能破坏细胞膜的结构，引起细胞膜通

透性变化，造成蛋白质、核酸等生物大分子外泄，

进而导致细胞凋亡[51]，对土传病原菌如青枯菌、

尖孢镰刀菌等生长具有明显抑制效果[52]。其余

预测得到的几种抗生素如 bacillaene 与 difficidin
可通过破坏青枯菌细胞壁和细胞膜的完整性，并

抑制蛋白质的合成而起到抑制青枯菌生长的效

果[53-54]。Fengycin 是一种脂肽，该物质被报道是

贝莱斯芽孢杆菌产生的主要抗菌物质，能显著抑

制青枯菌与尖孢镰刀菌的生长[17]，并通过对细

胞膜的干扰作用来抑制腐皮镰刀菌的生长[55]，

且可诱导植物系统抗性[56]。Bacillibactin 是一种

铁载体类抗生素，对腐皮镰刀菌、胡萝卜软腐果

胶杆菌等多种土传病原菌具有杀菌活性 [57]。

Chen等[17]报道贝莱斯芽孢杆菌 FJAT-46737也产

生 以 上 抗 生 素 ， 但 通 过 比 较 发 现 ， 菌 株

FJAT-46737 合成 surfactin 的基因簇与现有的基

因簇的相似性为 91%，而菌株 JJYY 的相似性仅

为 82%，说明菌株 JJYY 可能合成与菌株

FJAT-46737 不同的 surfactins。此外，菌株 JJYY
另外 4 个与已知基因簇无相似度的基因簇合成Ⅱ
类羊毛硫肽类化合物、Ⅲ型聚酮合酶和 2 个萜类

物质。Ⅱ类羊毛硫肽类化合物是由核糖体合成的

一大类肽类天然产物，对尖孢镰刀菌菌丝生长具

有明显抑制效果[58]。聚酮合酶是一种多功能酶，

合成了自然界中多种聚酮化合物，研究表明在真

菌感染植物宿主根部后，植物内生菌通过合成大

量聚酮合酶类化合物以及与真菌细胞壁降解相

关的酶来抵御病原菌的入侵[59]。萜类化合物是

由甲戊二羟酸衍生、且分子骨架以异戊二烯为基

本结构单元的化合物及其衍生物，是重要的医药

和化工原料，该物质通过调节细菌的氧摄入和氧

化磷酸化抑制细菌的呼吸作用起到杀菌作用，并

且对耐药性细菌具有较好的杀菌作用[60]，而青

枯菌是一种含有多个抗生素抗性基因的病原细

菌[61]，容易对常见抗生素产生抗性，而菌株 JJYY
能合成萜类物质，将有利于提高对青枯菌尤其是

抗性青枯菌的杀菌活性。结合基因簇分析和色谱

测定结果，菌株 JJYY 具有抑制病原菌的能力可

能是因为其基因组中存在多个与抗菌活性相关

的次级代谢产物编码基因簇，可通过合成上述代

谢产物从而发挥对多种病原菌的抑制效果，并且

菌株 JJYY 除了分泌已知的抗生素发挥抑菌活性

外，还可能产生新的、未知的抗生素。 
综上所述，贝莱斯芽孢杆菌 JJYY 对土传

病原细菌和真菌具有较高的抑制效果，能有效防

治重要的土传病害，进一步深入挖掘其抗菌物质

及抗菌机制，将为开发新的生物农药奠定良好的

基础。 
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