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摘  要：【背景】根际土壤中分布着丰富的微生物类群，其中不少微生物具有拮抗病原菌的能力，

以此保护植株免受病害侵袭。【目的】分离并鉴定出一株具有促生作用的生防细菌，从基因组学与

生物信息学角度探究生防菌的抑菌机制。【方法】采用平板稀释涂布法筛选出具有拮抗黄瓜炭疽病

作用的细菌。通过 16S rRNA 基因和基因组序列比对来确定生防细菌的生物学分类。以 500 倍生防

菌稀释液(5×108CFU/mL)为材料，测定其对番茄种子、幼苗的促生效果。通过平板对峙试验测定生

防细菌的广谱抑菌性。利用三代(PacBio、Nanopore)结合二代测序技术解析菌株的基因组信息、基

因功能注释等。【结果】从鹅掌柴根际土壤分离出一株生防细菌 YN-2A，结合 16S rRNA 基因与核

酸序列数据库(nucleotide sequence database, NT)比对结果，鉴定出菌株 YN-2A 为贝莱斯芽孢杆菌

(Bacillus velezensis)。菌株 YN-2A 是一株好氧型的革兰氏阳性菌，具有产生生物膜的能力。菌株

YN-2A 的 500 倍稀释液(5×108 CFU/mL)能够有效促进番茄种子发芽率和幼苗的生长，同时提高叶片的

叶绿素荧光参数。在 72、96 和 120 h 的发芽率分别比 CK 组提高 1.45 倍、1.42 倍和 1.09 倍；在幼苗

形态指标上，株高提升 5.90 cm。光化学猝灭指数(photochemical quenching, qP)在荧光参数中提升最

为显著，处理后番茄叶片 qP 指数同 CK 组相比提高 1.27 倍。平板对峙试验中菌株 YN-2A 能够拮

抗多种真菌病原。全基因组测序结果表明，菌株 YN-2A 全基因组长度为 4 046 066 bp，G+C 含量

为 46%，包含 4 090 个编码基因。将全基因组测序数据提交至 NCBI 获得 GenBank 登录号为

CP139086。基本功能注释中大部分基因注释到氨基酸与碳水化合物代谢途径。另外，在病原与宿

主互作(pathogen host interactions, PHI)数据库中毒力降低(reduced virulence)分类涉及基因数量高达

905 个，并有 69 个基因注释到病原菌失去致病力(loss of pathogenicity)分类。初步推断生防细菌

YN-2A 因其含有大量抗病、降低毒力的基因来发挥抑菌作用。【结论】分离并鉴定出一株贝莱斯芽
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孢杆菌(B. velezensis) YN-2A，该菌株对番茄的种子和幼苗具有良好的促生效果，同时该菌株具备

广谱抑菌性。通过测序技术，获得了菌株 YN-2A 的全基因组信息，为深入挖掘菌株 YN-2A 的抑

菌机制提供参考信息。 
关键词：生防细菌；拮抗作用；全基因组测序；基因功能注释 
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Abstract: [Background] There are numerous microorganisms in the rhizosphere soil, many of 
which can antagonize pathogens and thus protect plants from diseases. [Objective] To isolate and 
identify a biocontrol bacterial strain capable of promoting plant growth and explore the antifungal 
mechanism from genomics and bioinformatics. [Methods] The dilution-plate coating method was 
employed to isolate a bacterial strain with antagonistic effects against Colletotrichum orbiculare. 
The strain was identified based on 16S rRNA gene sequencing and genome sequence alignment. 
The effects of the strain suspension (5×108 CFU/mL) on tomato seeds and seedlings were 
determined. The antifungal spectrum of the strain was determined by the plate confrontation test. 
Furthermore, the third-generation (PacBio, Nanopore) sequencing was combined with the 
second-generation sequencing to analyze the genomic information and gene function annotation 
of the strain. [Results] A strain of biocontrol bacteria isolated from the rhizosphere soil of 
Schefflera heptaphylla was named YN-2A. Based on the alignment results of 16S rRNA gene and 
nucleotide sequence database (NT), the strain YN-2A was identified as Bacillus velezensis. Strain 
YN-2A was an aerobic Gram-positive bacterial strain with the ability to produce biofilms. Strain 
YN-2A suspension (5×108 CFU/mL) promoted tomato seed germination and seedling growth and 
increased the leaf chlorophyll fluorescence parameters. Specifically, the suspension increased the 
germination rate at the time points of 72, 96 and 120 h by 1.45 times, 1.42 times and 1.09 times, 
respectively, and it increased the plant height of tomato seedlings by 5.90 cm. Among the 
fluorescence parameters, photochemical quenching (qP) exhibited the most significant increase of 
1.27 times in the strain treatment group compared with the control group. The results of the plate 
confrontation test showed that strain YN-2A can antagonize a variety of fungal pathogens. The 
results of whole genome sequencing showed that the whole genome length of strain YN-2A was  
4 046 066 bp, with the G+C content of 46% and 4 090 coding genes. The whole genome 
sequencing data was submitted to NCBI to obtain the GenBank accession number CP139086. 
Most genes were annotated to the amino acid and carbohydrate metabolic pathways. Particularly, 
905 genes were annotated to reduced virulence in the pathogen host interactions (PHI) database, 
and 69 genes were annotated to the loss of pathogenicity database. It is thus hypothesized that the 
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antifungal effect of YN-2A is attributed to the disease-resistant and virulence-reducing genes. 
[Conclusion] A biocontrol strain B. velezensis YN-2A was isolated and identified. The strain 
promoted tomato seed germination and seedling growth and demonstrated a broad antifungal 
spectrum. The whole genome information of strain YN-2A was obtained by sequencing, which 
provided reference information for deciphering the antifungal mechanism of strain YN-2A.  
Keywords: biocontrol bacteria; antagonistic effect; whole genome sequencing; gene function 
annotation 

生防细菌主要分布于植物根际周围的土壤

中，是根际土壤微生物群落结构必不可少的一部

分。生防细菌具有繁殖速度快、发酵液制备简便、

防治效果稳定等优点，因此是制作生物菌剂的主

要来源[1]。生防细菌以芽孢杆菌(Bacillus sp.)居

多，芽孢杆菌在土壤、空气和水中均有分布，它

能够抑制多种病原菌的繁殖[2-3]。芽孢杆菌在繁

殖过程中能向胞外分泌各种酶和细菌素，以抑制

病原菌孢子繁殖和萌发，同时破坏细胞膜和细胞

壁来达到抑菌效果[4-5]。夏明聪等[6]研究表明贝莱

斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis) YB-145 是一株

具有防治小麦纹枯病的生防菌株，同时具备促生

长的作用。研究发现，巨大芽孢杆菌(Bacillus 

megaterium) BM1、贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis) 

RC218 能够明显减轻小麦赤霉病的发生[7-8]。促

生作用也是生防菌的一大特点，张秀玥等[9]将枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) gb-1 和常规化肥进

行对比，结果表明枯草芽孢杆菌 gb-1 能增加辣

椒株高和果重，同时降低 6%辣椒青枯病病害发

生率。IAA 具有促进细胞生长、增加细胞体积和

调节植物根系生长变化等功能。施用具有产生

IAA 的生防细菌在豌豆上，发现植株、茎、叶和

鲜重等都有大幅度提高[10]。生物防治优势在于

对土壤、水体等无污染，而且在采后果实中不残

留有毒物质[11]。一些菌种还能够在植物体的根部

形成生物膜来抵御病原菌的侵染[12]。 

本研究以筛选出具有良好促生效果的生防

菌株为目的，通过结合二代、三代测序技术，鉴

定菌株的身份信息。同时测定菌株对番茄的促生

效果响应。为深入了解菌株的作用机理，采用

COG、KEGG 和 GO 数据库进行基因基本功能注

释，碳水化合物相关酶数据库(carbohydrate-active 
enzymes database, CAZy)和病原与宿主互作数据

库(pathogen host interactions database, PHI-base)
进行特殊功能分析，以期全方位解析菌株的作用

机制，为生防微生物的发展贡献新资源。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

土壤样品采集自云南西双版纳傣族自治州

鹅掌柴根际土壤，选取长势健壮无病害植株的根

际周围[13]，除去表面土，采集 5‒10 cm 深处土样。

采样用多点取样法采集土壤；土壤样品保存于自

封袋中，并进行编号。 
病原菌：灰葡萄孢菌(Botrytis cinerea)、黄

瓜 枯 萎 病 菌 (Fusarium oxysporum f. sp. 
Cucumerinum)、黄瓜炭疽病菌 (Colletotrichum 

orbiculare)、轮枝镰刀菌(Fusarium verticillioide)、
木贼镰刀菌(Fusarium equiseti)和葵花菌核病菌

[Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary]保存于东

北农业大学园艺生物技术课题组。 

1.2  主要试剂和仪器 
酵母粉、胰蛋白胨和氯化钠等，哈尔滨赛百

奥科技有限公司；细菌基因组提取试剂盒，天根

生化科技(北京)有限公司。立式压力蒸汽灭菌
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锅，上海申安医疗器械厂；电子显微镜，麦克奥

迪实业集团有限公司。万深根系扫描系统，杭州

万深检测科技有限公司；FluorCam 叶绿素荧光

成像系统，易科泰生态技术公司；损失修复试剂盒，

PacBio 公司；Qubit 3.0 荧光计，ThermoFisher；

Agilent 2100 生物分析仪，安捷伦。 

1.3  培养基 
细菌培养基：LB 培养基(g/L)参考文献[14]

配制。 
真菌培养基：PDA 培养基(g/L)参考文献[15]

配制。 

1.4  生防菌的分离、筛选 
菌株的分离采用平板稀释涂布法，首先称取

2 g 碾碎的土壤样品，倒入无菌锥形瓶中，加入

18 mL 无菌水，振荡 30 min 后静置至分层；然

后吸取上清液 1 mL，加入 9 mL 无菌水，此时试

管内浓度为 10–1，依次梯度稀释至 10–4；取试管

中浓度为 10–4的溶液 0.1 mL在平板中均匀涂布，

重复 3–5 次。将上述涂布好的平板 28 ℃倒置培

养 48 h。待长出菌落后随机选取不同形态的菌落

纯化培养。 
菌株的筛选：初步筛选以黄瓜炭疽病菌(C. 

orbiculare)为病原菌，采用平板对峙法筛选出具

有拮抗作用的细菌，从中选择拮抗效果最好的生

防细菌，按 1%的接种量接种到无菌液体 LB 培

养基，28 ºC、200 r/min 培养 48 h，即可得到菌

悬液(1×109 CFU/mL)。在灭菌过后的平板左侧放

入无菌牛津杯，并在杯中加入 80–100 μL 菌悬

液；右侧接种黄瓜炭疽病原菌菌饼(直径 6 mm)，
5 d 后测量抑菌带宽度，从中筛选出抑菌效果最好

的菌株 YN-2A 进行后续研究，试验重复 3 次。 

1.5  生防菌的鉴定 
菌株 YN-2A 在 LB 固体培养基上划线培养

用以观察形态。从划线培养基中挑取菌落，接种

于 LB 液体培养基中，28 ºC、200 r/min 培养 48 h，

以备革兰氏染色观察，具体方法参照王笠等[16]。 
接触酶、好氧或厌氧性、葡萄糖氧化发酵

(O/F)和甲基红测定的方法参照《常见细菌系统

鉴定手册》 [17]。生物膜测定方法如下：接种

YN-2A 到 LB 液体培养基中，28 ºC、200 r/min
培养 1 d。吸取 4 mL 菌悬液注入无菌试管底部，

28 ℃静置 2 d。将菌悬液倒出后，用无菌水多次

清洗试管内壁，加入 1%的结晶紫染液 5 mL，

静置 15 min，去结晶紫，无菌水清洗 3 次，若

此时试管壁有蓝紫色环痕形成，表明可以产生

生物膜。 
菌株 DNA 提取按照细菌基因组提取试剂盒

方法操作，以菌株 YN-2A 基因组 DNA 为模板，

使用鉴定细菌的通用引物 27F (5′-AGAGTTTGA 
TCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGCTAC 
CTTGTTACGACTT-3′)进行 16S rRNA 基因扩

增。PCR 反应体系：Super Mix 15 µL，Primer F 
(10 µmol/L) 1 µL，Primer R (10 µmol/L) 1 µL，

模板 1 µL，ddH2O 12 µL。PCR 反应条件：96 ℃ 
5 min；96 ℃ 6 min，62 ℃ 20 s，72 ℃ 30 s，35 个

循环；72 ℃ 10 min；16 ℃保存。 
将菌株 YN-2A 的 16S rRNA 基因序列提交

到 NCBI 的 GenBank 数据库中并进行 BLAST 比

对，并与已报道的序列进行同源性比对。将

YN-2A 菌株样品送武汉菲沙基因信息有限公司

进行全基因组测序。采用 pb_assembly_hifi_ 
microbial (from SMART Link v11.0.0)软件进行

细菌基因组组装，使用 Pilon v1.24 软件[18]基于

pair reads 进行二代数据组装矫正得到最终的组

装结果。将每条序列通过 BLAST+软件 [19]的

BLASTn 程序比对到 NT 数据库，比对参数是

“-task megablast-outfmt 5-e value 1e-5-max_ 
target_seqs 3”，其余为默认参数。结合 NT 数据

库比对结果和 16S rRNA 基因测序结果来鉴定菌

株身份信息。 
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1.6  分泌 IAA 能力的检测 
在 LB 液体培养基中加入 1% L-色氨酸，再

将菌株 YN-2A 接种于 LB 液体培养基中，28 °C、

200 r/min 培养 48 h，4 °C、12 000 r/min 离心

10 min，取 2 mL 上清液加入 4 mL Salkowski 检
测液和两滴正磷酸，将混合液于 28 °C 水浴 2 h，
若混合液变为橘红色或红色则表明生防细菌可

以分泌 IAA[20-21]。试验重复 3 次。 

1.7  番茄种子发芽率的测定 
首先制备生防菌稀释液，具体方法为取

1×109 CFU/mL 的菌悬液 1 mL 加入无菌锥形瓶

中，再加入 499 mL 无菌水，混合均匀，即为 500 倍

稀释液(5×108 CFU/mL)。 
将番茄种子用温水浸泡、消毒后，CK 组中

加入 10 mL 无菌水；菌株 YN-2A 组中加入 500 倍

稀释液 10 mL，各浸泡 30 粒种子，3 h 后用无菌

水冲洗种子，再将种子装入种子袋。分别记录

48、72、96、120 和 144 h 番茄种子发芽率。 

1.8  番茄幼苗促生作用的测定 
将番茄种子进行消毒，使用 55 °C 左右温水

浸泡种子 3 h 后播入穴盘中，待幼苗长至两叶一

心(约 15 d)时移入营养钵中；在 30 d 时，采取灌

根的方法将每个营养钵中加入 10 mL YN-2A 稀

释液，CK 组加入等量无菌水。20 d 后，测量植

株形态指标，在不伤害根系的情况下清洗根系，

使用根系扫描系统测定根系指标。 
灌根处理后 20 d 的幼苗进行 30 min 黑暗处

理，用 FluorCam 叶绿素成像系统测定叶片的叶

绿素荧光参数。测定参数包括：非光化学猝灭

(nonphotochemical quenching, NPQ)指数、光化学

猝灭(photochemical quenching, qP)指数、初始荧

光(fluorescence origin, Fo)参数。 

1.9  生防菌的广谱抑菌性测定 
将灰葡萄孢菌(B. cinerea)、黄瓜枯萎病菌(F. 

oxysporum f. sp. Cucumerinum)、黄瓜炭疽病菌(C. 

orbiculare)、轮枝镰刀菌(F. verticillioide)、木贼

镰刀菌(F. equiseti)、葵花菌核病菌[S. sclerotiorum 
(Lib.) de Bary]制作成 6 mm 菌饼，用无菌接种针

将菌饼置于灭菌晾干的 PDA 培养基中心偏右位

置，将无菌牛津杯置于中心偏左位置，吸取菌悬

液 80‒100 μL 注入牛津杯中，对照组则在牛津杯

中加入等量无菌水。密封培养皿后，28 ℃恒温

箱培养 7 d，测量抑菌距离。 

1.10  基因组测序 
为保证测序数据的准确性，首先对样品进行

质量检测，质检结果达到要求后进行建库，构建

主要流程为：gTube 将基因组 DNA 打断至 10 kb；
使用核酸外切酶 VII 消化，去除 3'端的单链末端；

采用损失修复试剂盒修复 DNA 链上的单链断裂

或碱基缺失、氧化等；末端修复将 DNA 修复为平

末端；连接带 barcode 的 SMRT 哑铃型接头；进

行核酸外切酶消化，去除两端未连接上 SMRT 哑

铃型接头的片段；使用 0.45×的 PB 磁珠进行二次

筛选纯化，获得测序文库。使用 Qubit 3.0 荧光计

进行准确定量、Agilent 2100 生物分析仪对文库大

小进行检测，当文库大小符合预期后进行上机测序。 

1.11  基因功能注释 
关于基本功能注释，将预测到的基因蛋白序

列分别比对到 COG、KEGG 和 GO 数据库。COG：

使用 diamond v2.0.9.147 软件的 BLASTp 命令将

预测基因的蛋白序列比对到 COG2020 库，E 值

1e-5，挑选得分最高的 hit 作为最终注释结果。

KEGG：使用 diamond v2.0.9.147 软件的 BLASTp
命令将预测基因的蛋白序列比对到 KOBAS-v3.0
的全库中，再使用 KOBAS-v3.0 软件解析比对结

果，将基因 ID 对应到 KO，最后利用 KEGG 
BRITE 库中的层级关系表做层级注释。GO：GO 
term 的注释是通过 ID Mapping (20210616)利用

Swiss-Prot 注 释 结 果 映 射 而 来 ， 然 后 利 用

go-basic.obo (v2021-09-01)进行层级注释。 
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关于特殊功能注释，CAZy 数据库注释使用

dbCAN2 的 dbCAN-HMMdb-V10，注释软件

HMMER-v3.3.2，参数 E 值≤1e−15，coverage≥0.35 

(参考 dbCAN2)；PHI 数据库注释使用 diamond 

v2.0.9.147 软件的 BLASTp 命令将预测基因的蛋

白序列比对到 PHI 库，E 值 1e−5，挑选得分最

高的 hit 作为最终注释结果。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗菌株的筛选 
从鹅掌柴根际土壤样品中共筛选出 7 株对

黄瓜炭疽病菌有拮抗作用的生防细菌，其中菌株

YN-2A 抑菌距离为(0.55±0.07) cm，抑菌效果好

于其他菌株(表 1)。 
2.2  菌株 YN-2A 的鉴定 
2.2.1  菌株的形态学特征和生理生化特征 

YN-2A 的菌落呈乳白色，表面褶皱、干燥、

不透明(图 1A)，革兰氏染色后菌体呈紫色，大

小相似的杆状，为革兰氏阳性菌(图 1B)。在生

理生化特性测定中，如表 2 所示，菌株 YN-2A
为好氧型细菌，接触酶试验为阳性；在葡萄糖氧

化发酵试验上，菌株 YN-2A 为产酸型的细菌，

甲基红试验为阴性，具有产生生物膜的能力。 
 

表 1  初步筛选的抑菌带宽度 
Table 1  Preliminary screening of the width of 
bacteriostatic zone 
菌株编号 
Strain No. 

黄瓜炭疽病菌抑菌带宽度  
Inhibition zone of Colletotrichum orbiculare (cm) 

YN-2A 0.55±0.07a 
YN-2B 0.28±0.02bc 
YN-3 0.11±0.01d 
YN-4 0.19±0.03cd 
YN-5 0.29±0.04bc 
YN-6 0.49±0.10a 
YN-8 0.35±0.06b 
不同小写字母表示组间差异显著(P<0.05). 下同 
Different lowercase letters indicate that significant differences 
(P<0.05). The same below. 

 
 

图 1  菌株 YN-2A 菌落形态(A)与革兰氏染色观

察(B) 
Figure 1  Observation of colony morphology (A) 
and Gram staining (B) of strain YN-2A.  
 
 

表 2  生理生化鉴定 
Table 2  Physiological and biochemical identification 
项目 Item 结果 Result 

革兰氏染色 
Gram staining 

+ 

接触酶试验 
Catalase test 

+ 

好氧或厌氧 
Aerobic or anaerobic 

好氧 
Aerobic  

葡萄糖氧化发酵 
Glucose oxidative fermentation (O/F) 

产酸型 
Acidogenic type 

甲基红 
Methyl red 

‒ 

生物膜 
Biofilm 

+ 

+：阳性；‒：阴性 
+: Positive; ‒: Negative. 
 
 

2.2.2  分子生物学鉴定 
以菌株 YN-2A 基因组 DNA 为模板，通过

通用引物扩增得到约 1 400 bp 的 PCR 产物。

将菌株 YN-2A 的 16S rRNA 基因序列提交到

NCBI 的 GenBank 数据库和已报道的序列进行

同源性比对。与菌株 YN-2A 相似性最高的前

3 条 分 别 为 Bacillus subtilis strain Y17B 
(MT571500.1)、 B. velezensis strain ROA048 
(MT525304.1) 和 B. velezensis strain B268 
(CP053764.1) (表 3)。 
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为进一步鉴定菌株 YN-2A 的物种分类信息

将组装后基因组每条序列通过 ncbi-blast-2.11.0+

软件的 BLASTn 程序比对到 NT 数据库，结果表

明得分最高的是 CP046918.1。参考 16S rRNA 基

因比对结果，最终将菌株 YN-2A 确定为贝莱斯

芽孢杆菌(B. velezensis) (表 4)。 
 

表 3  YN-2A 的 16S rRNA 基因序列比对结果 
Table 3  Results of 16S rRNA gene sequence alignment of YN-2A 
Purification steps Bacillus subtilis strain Y17B 16S 

rRNA gene, partial sequence 
Bacillus velezensis strain ROA048 
16S rRNA gene, partial sequence 

Bacillus velezensis strain B268 
chromosome, complete genome 

Max score 2 519 2 519 2 519 

Total score 2 519 2 519 22 635 

Query cover (%) 100 100 100 

E-value 0 0 0 

Percent identity (%) 100 100 100 

Accession number MT571500.1 MT525304.1 CP053764.1 

 
表 4  菌株 YN-2A 基因组与 NT 数据库比对结果 
Table 4  Comparison between strain YN-2A genome and NT database 
Item CP046918.1 CP071970.1 CP065137.1 

Length 4 035 062 4 160 003 4 096 172 

Identity 803 225/805 182 (99.76) 734 402/734 815 (99.94) 667 380/668 367 (99.85) 

Score 1 475 850 1 354 650 1 228 750 

E-value 0 0 0 

Description Bacillus velezensis strain BA-26  
chromosome, complete genome 

Bacillus amyloliquefaciens strain XJ5 
chromosome, complete genome 

Bacillus sp. A1 (2020) 
chromosome, complete genome 

 
2.3  菌株分泌 IAA 的能力 

加入 Salkowski 检测液后，菌株 YN-2A 检

测溶液变为橘红色，说明生防细菌 YN-2A 具有

分泌少量 IAA 的能力(图 2)。 

2.4  菌株对番茄种子发芽率的影响 
分别在 48、72、96、120 和 144 h 测定番

茄种子发芽率(图 3)。结果表明在 48 h 以后，菌

株 YN-2A 的稀释液对番茄种子发芽率均有不

同程度的提高(图 3B–3E)。其中在 72–120 h，菌

株 YN-2A 处理组与对照组(CK)相比差异显著

(图 3B–3D)。随时间增加，在 144 h，对照组(CK)

和处理组(YN-2A)发芽率趋于平稳，组间差异不

显著(图 3E)。 

 

 

 
图 2  菌株 YN-2A 的 IAA 分泌能力检测 
Figure 2  Detection of IAA secretion ability of 
strain YN-2A. 
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图 3  菌株 YN-2A 的稀释液对番茄种子发芽率的影响   A：在 48 h 测定的番茄种子发芽率. B：在 72 h
测定的番茄种子发芽率. C：在 96 h 测定的番茄种子发芽率. D：在 120 h 测定的番茄种子发芽率. E：在

144 h 测定的番茄种子发芽率. **: P<0.01. ns：两组对比无显著性差异 
Figure 3  Effect of strain YN-2A diluent on the germination percentage of tomato seeds. A: The germination 
percentage of tomato seeds was measured after 48 hours. B: The germination percentage of tomato seeds was 
measured after 72 hours. C: The germination percentage of tomato seeds was measured after 96 hours. D: The 
germination percentage of tomato seeds was measured after 120 hours. E: The germination percentage of 
tomato seeds was measured after 144 hours. **: P<0.01. ns: There was no significant difference between the 
two groups. 
 
2.5  菌株对番茄幼苗形态指标的影响 

菌株 YN-2A 稀释液处理番茄幼苗的株高、

茎粗、鲜重和干重都优于对照组 (CK)。菌株

YN-2A 稀释液处理后植株株高(29.57±2.09) cm，

茎粗(0.46±0.01) mm，鲜重(5.90±0.20) g，干重

(1.30±0.19) g。通过数据分析发现通过灌根的方

式施用菌株 YN-2A 稀释液对番茄幼苗具有良好

的促生作用(表 5)。 
2.6  菌株对番茄根系指标的影响 

菌株 YN-2A 稀释液处理的番茄植株根系长

度、根系表面积、根尖数和根系节点数均显著 

表 5  番茄幼苗形态指标 
Table 5  Morphological indexes of tomato seedlings 
Index CK Strain YN-2A 

株高 

Plant height (cm) 
23.67±1.62 29.57±2.09* 

茎粗 

Stem diameter (mm) 
0.39±0.01 0.46±0.01** 

鲜重 

Fresh weight (g)  
3.52±0.92 5.90±0.20* 

干重 

Dry weight (g) 
0.48±0.11 1.30±0.19** 

*: P<0.05; **: P<0.01. 
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高于 CK (图 4A‒4D)。生防细菌的加入可以提高

根系生长量、增强根系吸收土壤中养分的能力，

进一步提高植株抗逆性。根系长度、根系表面

积、根系节点数和根尖数是反映根系状态的重

要指标。 

2.7  菌株对番茄叶片叶绿素荧光参数的影响 
NPQ 指数反映植株可通过调节叶片以热耗

散量来维持光合活性和稳定性，数值越高说明植

株抗逆性越强。菌株 YN-2A 稀释液处理后番茄

叶片的 NPQ 指数为 0.56，显著高于 CK 组。由

此可见，菌株 YN-2A 稀释液能够提高番茄叶片

的光保护力(图 5A)。 

根据 qP 结果表明，菌株 YN-2A 稀释液处理

后番茄叶片的 qP 指数是 0.80，与 CK 组相比差

异性显著。以上数据表明，使用菌株 YN-2A 稀

释液处理植株后，能够帮助番茄叶片光电子传递

活性增强(图 5B)。 
Fo 指数是 PSII 反应中心处于完全开放状态

的荧光产量，与叶绿素浓度相关联。植株经暗适

应后，取大小一致的叶片使用 FluorCam 系统检

测 Fo 指数。分析发现菌株 YN-2A 稀释液处理后

叶片颜色明显趋近红色部分更多。菌株 YN-2A
稀释液处理的叶片与 CK 相比，Fo 指数有小幅

度提高(图 5C)。 
 

 
 

图 4  菌株 YN-2A 的稀释液对根系指标的影响   A：根长. B：根系表面积. C：根尖数. D：根系节点数  
Figure 4  Effect of strain YN-2A diluent on root index. A: Root length. B: The surface area of the root. C: Root 
tip number. D: Number of nodes. *: P<0.05. 
 

 

 
 

图 5  菌株 YN-2A 的稀释液对叶片上荧光参数的影响   A：NPQ 指数. B：qP 指数. C：Fo 指数在叶片

上的变化 
Figure 5  Effect of strain YN-2A diluent on fluorescence parameters on leaves. A: Index of NPQ. B: Index of 
qP. C: The change of Fo index on leaves.  
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.

2.8  菌株的广谱抑菌能力  
将菌株 YN-2A 与灰葡萄孢菌(B. cinerea)、

黄瓜枯萎病菌(F. oxysporum f. sp. cucumerinum)、

黄瓜炭疽病菌(C. orbiculare)、葵花菌核病菌[S. 

sclerotiorum (Lib.) de Bary]、轮枝镰刀菌 (F. 

verticillioide)和木贼镰刀菌(F. equiseti)进行平板

对峙，测量抑菌带距离。菌株 YN-2A 的抑菌梯

度为灰葡萄孢菌>木贼镰刀菌>轮枝镰刀菌>黄

瓜炭疽病菌>黄瓜枯萎病菌、葵花菌核病菌(图 6，

表 6)。针对不同类型病原真菌菌株 YN-2A 的抑

菌范围为 0.49‒0.77 cm。以上表明，菌株 YN-2A

对 6 种病原菌有着不同程度的抑菌效果，因而具

备广谱抑菌能力。 

2.9  菌株全基因组测序结果 
全基因组测序结果表明，菌株 YN-2A 全基

因组长度为 4 046 066 bp，G+C 含量为 46%，其中

A、T、G 和 C 的含量分别是 1 083 174 bp (26.77%)、

1 085 754 bp (26.83%)、939 033 bp (23.21%)和

938 105 bp (23.19%)。共涉及 4 090 个编码基因，

长度为 3 613 401 bp。tRNA 与 rRNA 分析结果

表明，YN-2A 含有 87 个 tRNA、27 个 rRNA    

(图 7)。将YN-2A全基因组测序数据提交至NCBI

网站，获得 GenBank 登录号为 CP139086。 

与CRISPR相关基因(CRISPR-associated genes, 

Cas gene)构成 CRISPR-Ca 系统。YN-2A 基因组

中预测到 8 个 CRISPR (表 7)。前噬菌体的存在

有助于细菌获得抗生素抗性，使用 PhiSpy 

v.4.2.19 来预测前噬菌体的存在，菌株 YN-2A

基因组中预测到 2 个前噬菌体(prophage)。前噬

菌体 1 (prophage 1)起始位置位于 12 247 977 bp，

终止位置 1 274 629 bp，左附着位点序列

GTGACGGAAACGG ， 右 附 着 位 点 序 列

GTGACGGAAACG；前噬菌体 2 (prophage 2)起

始位置位于 2 042 422 bp，终止位置 2 082 463 bp，

左附着位点序列 GGCTTTGCCGTT，右附着位点

序列 AACGGCAAAGCC (图 8)。 

 

 
 

图 6  菌株 YN-2A 的广谱抑菌性   A：灰葡萄孢菌. B：黄瓜枯萎病菌. C：黄瓜炭疽病菌. D：葵花菌核

病菌. E：轮枝镰刀菌. F：木贼镰刀菌 
Figure 6  Broad-spectrum bacterial inhibition of strain YN-2A. A: Botrytis cinerea. B: Fusarium oxysporum f. 
sp. cucumerinum. C: Colletotrichum orbiculare. D: Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. E: Fusarium  
verticillium. F: Fusarium equiseti.  
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表 6  菌株 YN-2A 广谱抑菌带距离 
Table 6  Broad-spectrum bacteriostatic band 
distance of strain YN-2A 
病原菌名称 
The name of the pathogen 

抑菌带宽度 
Inhibition zone (cm) 

Botrytis cinerea 0.77±0.06a 
Fusarium oxysporum f. sp. 
cucumerinum 

0.49±0.04c 

Colletotrichum orbiculare 0.59±0.07bc 
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary 0.49±0.03c 
Fusarium verticillium 0.70±0.12ab 
Fusarium equiseti 0.71±0.09ab 
 

2.10  菌株基因组功能注释 
为进一步分析 YN-2A 的基因组信息，将菌

株 YN-2A 的序列信息比对到 NR、COG、GO、

Swiss-Prot 和 KEGG 数据库，5 个数据库共注释

到基因数量为 2 142 个，其中 NR 数据库特有基

因 4 019 个、COG 数据库 3 146 个、GO 数据库

3 073 个、Swiss-Prot 数据库 3 524 个和 KEGG

数据库 2 233 个(图 9A)。 

 
图 7  菌株 YN-2A 基因组圈图 
Figure 7  The genome circle of strain YN-2A. 
 

表 7  CRISPR 预测结果 
Table 7  CRISPR prediction results 
CRISPR ID Chromosome Copies Repeat length (bp) Spacer length (bp) Position 
CRISPR1 YN_2A_chr 5 35 25 502 045‒502 319 
CRISPR2 YN_2A_chr 9 42 48 769 843‒770 604 
CRISPR3 YN_2A_chr 20 27 48 774 644‒776 110 
CRISPR4 YN_2A_chr 12 38 43 1 262 366‒1 263 294 
CRISPR5 YN_2A_chr 2 41 67 1 307 591‒1 307 739 
CRISPR6 YN_2A_chr 5 28 56 2 738 375‒2 738 741 
CRISPR7 YN_2A_chr 3 24 54 2 907 178‒2 907 357 
CRISPR8 YN_2A_chr 4 24 51 3 578 347‒3 578 595 
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图 8  前噬菌体分布位置 
Figure 8  Distribution location of prophage. 
 

COG 数据库分析发现，主要包含氨基酸转

运及代谢(amino acid transport and metabolism)、
翻 译 (transcription) 、 主 要 功 能 预 测 (general 

function prediction only)和碳水化合物转运代谢

(carbohydrate transport and metabolism)这 4 个分

类，其中氨基酸转运及代谢包含 313 个基因、

翻译包含基因数量为 297 个，主要功能预测和

碳水化合物转运代谢基因数量分别为 287 个和

285 个(图 9B)。 
KEGG 分析的结果表明，在一级分类中，代

谢(metabolism)中的数量最多，共注释到 1 105 个

基因，其中碳水化合物代谢(carbohydrate metabolism)
涉及到 237 个基因，是所有二级分类中最多的。

其次氨基酸代谢(amino acid metabolism)也涉及

较多的基因，有 204 个。同时 165 个基因被注释

到 辅 因 子 和 维 生 素 的 代 谢 (metabolism of 
cofactors and vitamins)中，初步推断这 3 类代谢

途径在菌株 YN-2A 发挥抗菌功能中发挥重要作

用(图 9C)。 
GO数据库侧重于描述编码基因参与的生物

过程、分子功能及编码基因所在的细胞环境，

GO 数据库包含三大分类：生物过程、分子功能

和细胞组分。在一级分类结果中可知注释到生物 
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图 9  细菌基因组基本功能数据库注释结果图   A：基础数据库共有和特有注释分析统计图. B：COG
数据库注释结果. C：KEGG 数据库注释结果. D：GO 数据库注释结果 
Figure 9  Annotation result map of the basic function database of the bacterial genome. A: Statistical charts of 
common and unique annotation analysis in the basic database. B: COG database comment results. C: KEGG 
database comment results. D: GO database comment results. 
 

过程的基因数量最多，其次是分子功能。在生物

过程中，代谢过程(metabolic process)、细胞过

程(cellular process)注释到的基因数量明显多于

其他分类。细胞组分中的细胞解剖完整性

(cellular anatomical entity)中注释 1 907 个基因，

是所有二级分类中基因数量最多的。分子功能

中，有 1 677 个和 1 466 个基因分别注释到催化

活性(catalytic activity)及结合(binding)。GO 数据

库的分析结果对后续基因组功能挖掘有着重要

的意义(图 9D)。 

2.11  碳水化合物相关酶数据库(CAZy)和
病原与宿主互作数据库(PHI)注释 

在 CAZy 数据库中共注释到 89 个基因，糖

苷水解酶(glycoside hydrolases)注释到的基因数

量最多，为 40 个，显著高于其他分类。其次是

糖基转移酶(glycosyl transferases)和糖类酯解酶

(carbohydrate esterases)，分别涉及 18 个和 17 个

基因(图 10)。进一步分析表明菌株 YN-2A 基因 
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图 10  CAZy 注释分类统计图 
Figure 10  CAZy annotated classification statistical chart. 
 
组信息涉及细胞壁降解酶类 (GH4、GH1 和

GH53)。初步推测菌株 YN-2A 通过破坏病原细

胞壁的完整性，从而抑制病原菌的繁殖。 
PHI 数据库是目前医疗、农业真菌和卵菌候

选靶向位点的重要在线资源。通过 PHI 数据注

释结果分析，有 905 个基因被注释到毒力降低

(reduced virulence)，是所有分类中基因数量最多

的(图 11)。同时在对病原菌致病性没有影响的

(unaffected pathogenicity)分类中注释到 430 个基

因，使病原菌失去致病力(loss of pathogenicity) 
 

 
 

图 11  PHI 突变表型统计图 
Figure 11  Phenotypic statistics of PHI mutation. 
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的分类注释到 69 个基因(图 11)。菌株 YN-2A 还

具有致病效应基因 18 个。存在大量的毒力降低

(reduced virulence)基因可能是菌株 YN-2A 能够

抑制病原菌生长的主因素。 

3  讨论 
生物防治技术已逐渐成为化学防治技术的

替代者。目前用作生物防治的微生物主要包括：

生防真菌、细菌和放线菌等，其中以生防细菌和

生防真菌居多。越来越多的生防菌被分离、鉴定。

詹发强等[22]分离出的解淀粉芽孢杆菌 S-13，灌

根于番茄根部，菌株在土壤中形成一个稳定的拮

抗细菌群落，使植株对番茄枯萎病病原菌产生拮

抗作用。赵士振[23]通过制备 S-56 孢子悬浮液喷

施番茄植株，防治效果达 87.9%。本研究中番茄

种子经过 500 倍(5×108 CFU/mL)生防菌稀释液处

理后，在 72、96 和 120 h 测定的发芽率，与 CK
组相比分别提高 1.45、1.42 和 1.09 倍，而且菌株

YN-2A 稀释液处理番茄种子后，发芽率要优于

FC21 稀释 1 000 倍液处理后种子发芽率[24]。光合

作用是植物光合器官在光的驱动下将水和二氧

化碳合成碳水化合物的过程[25]。菌株 YN-2A 稀

释液通过提高番茄叶片光能转化率提高了植株

光合作用能力，也提高了 NPQ、qP 和 Fo 指数，

这对维持光合活性稳定性和增强植株抗逆性具

有重要意义。 
微生物基因组学测序技术的存在对研究人

员探究微生物的抗病基因提供了可靠的信息来

源。为进一步解析 YN-2A 的抑菌特性，本研究采

用三代(PacBio+Nanopore)结合二代测序技术来测

定菌株 YN-2A 的基因组信息。通过生物信息学分析

了解到，菌株 YN-2A 全基因组长度为 4 046 066 bp，
G+C 含量为 46%，共涉及 4 090 个编码基因，有

87 个 tRNA 和 27 个 rRNA。在 COG 和 KEGG
数据库中大量基因被注释到氨基酸和碳水化合

物分类，这与李小杰等[26]对菌株 Ba-0321 的研究

结果一致。已有大量的菌株通过基因组学与生物

信息学相结合的方式来阐述基因功能和信息。二

代 Illumina NovaSeq 与三代 PacBio Sequel 相结

合对菌株 JJYY 进行全基因组测序表明 JJYY 序

列长度为 3 929 792 bp，有 3 895 个编码基因[27]。 
CAZy 数据库注释是碳水化合物相关酶的

专业数据库，包括能催化碳水化合物、降解、修

饰及生物合成的相关酶系家族[28]。在 CAZy 数

据库中发现菌株 YN-2A 大部分基因注释到糖

苷水解酶(glycoside hydrolases)中。已有研究表

明，糖苷水解酶活性能够降低黏附生物膜的生

物量，产生低分子量的 Pel 胞外多糖分泌形式，

能够降低铜绿假单胞菌在秀丽隐杆线虫和果蝇

中的毒力[29]。 
PHI 数据的存储经过专业整理这些信息已

证明会影响病原体与宿主相互作用的表型结

果。在本研究中，有 905 个基因被注释到毒力

降低分类中，而毒力降低也被认为是减弱病原

菌致病力的重要突变表型。因此，初步推测菌

株 YN-2A 能够在平板对峙中限制多种病原菌

的生长与存在大量毒力降低相关基因密不可

分。与此同时，注释到 69 个对病原菌失去致病

力(loss of pathogenicity)的基因，从 PHI 分析结

果推测菌株 YN-2A 发挥生防作用是因其含有

大量抗病基因，这为后续抗病基因的挖掘提供

了重要基础。 
近年来，大量使用化学制剂控制真菌病害，

导致土壤团聚体结构下降，微生物群落遭到破

坏。此外，果实上的残留物难以清理，严重影响

消费者的健康[30]。随着可持续发展农业的不断

推进，我国已对农药残留问题进行严格把控。在

植物保护过程中，许多地区都发现植物耐药性的

发生，导致病害防治效果减弱，因此开展生物防

治技术尤为紧迫。 
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4  结论 
本研究从鹅掌柴根际土壤中分离并鉴定出

一株贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis)，将其命名为

YN-2A，该菌株对番茄的种子和幼苗具有良好的

促生效果，同时该菌株具备广谱抑菌性。从基因

组学分析中发现该菌株含有大量毒力降低的相

关基因，为后续深入挖掘菌株 YN-2A 的抑菌机

制提供了可靠信息。 
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