
  土 壤 (Soils), 2012, 44 (5): 776-781 

 

 

花生连作红壤芽孢杆菌的群落多样性及其生防效果研究
① 

 

李  婧， 陈广波， 张  坤， 崔中利， 曹  慧* 
（南京农业大学农业部农业环境微生物工程重点开放实验室，南京 210095） 

 

摘  要： 芽孢杆菌是土壤中常见的微生物类群，在土壤生态系统中占据重要地位。本研究发现低丘红壤区花生连作红壤中

芽孢杆菌的数量为 2.0×105 ~ 2.3×105 cfu/g 干土。通过构建 3 个样品的基因文库，共得到 9 个种类；16S rDNA 测序结果表明该地

区芽孢杆菌的优势类型有短小芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、高地芽孢杆菌，分别占总克隆的 54%、12% 和 14%。并研究了施用不

同微生物制剂对连作花生产量和生育性状的影响，结果显示，施用光合细菌和枯草芽孢杆菌能够在一定程度上提高花生的产量，

枯草芽孢杆菌和光合细菌混合施用的增产效果最好，比对照提高了 32.14%。 
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花生是南方低丘红壤区的主要油料作物和经济作

物。有研究表明花生连作 2 年，可导致花生减产 8% 

~ 10%；连作 3 年则减产 25% ~ 30%；连作 4 年以

上可导致减产 50% 以上[1]。长期以来研究者从不同角

度对作物连作的障碍原因进行了分析，多数学者分析

认为连作后的土壤微生物区系变化是引起作物减产的

重要原因[2-6]。大量研究结果表明，随着花生连作年限

的增加，土壤真菌数量显著增加，细菌和放线菌数量

明显减少[1-3]。同时还有其他研究结果显示，土壤微生

物多样性亦随着连作年限的增加而降低[2,4,6]。而芽孢杆

菌（Bacillus）在土壤生态系统中占据着重要地位，现

已证明在农业[7-12]、工业[12]、医药[12]、卫生[12]、环保[13]

等领域都发挥着重要作用，尤其是作为生物菌剂在生

物防治和促进植物生长方面有着重要的应用价值，目

前已有许多关于芽孢杆菌作为生物菌剂的研究[14-16]。

本试验采用基于 l6S rDNA 的 PCR-RFLP 方法，对花

生连作红壤中可培养的芽孢杆菌群落结构和多样性进

行了研究，分析了花生连作对红壤芽孢杆菌菌群的影

响趋势，并将分离的芽孢杆菌作为生物防治菌剂施用

于供试土壤，探究了微生态制剂对当地连作花生的产

量及品质影响，为推广生物防治菌剂以解除当地花生

连作危害提供了研究参考。 

1  材料与方法 

1.1  土壤样品 

研究区域位于江西省鹰潭市余江县刘家站，该地

区为中亚热带温暖湿润的季风气候，年均温 17.8℃，

年均降雨量 1 785 mm，主要集中在 4—6 月。采集连

续2年种植花生的土壤，共 3 个小区，每个小区面积

为1.1 hm2（90 m × 120 m）。按照五点采样法采集相邻 5 

个地点的土壤样品，采样深度为 0 ~ 15 cm，混合、封

装带回，重复 3 次。除去石块和植物根系等杂物，4℃ 

冰箱中保存。土壤理化性质见表 1(试验结果由中国科

学院南京土壤研究所提供)。 

表 1  3 个土壤样品的理化性质 

Table 1  Physical and chemical properties of the three tested soils 

采集地 pH 有机质（g/kg） 全 N（g/kg） 碱解 N（mg/kg） 速效 P（mg/kg） 

PCC 1 4.76 13.98 0.69 2.57 14.04 

PCC 2 4.91 13.43 0.72 2.78 14.65 

PCC 3 4.76 13.53 0.61 2.48 14.56 

注：PCC 表示花生连作土壤（peanut continuous cropping soil）。 
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1.2  试验试剂 

限制性内切酶 Hha I 和 Xsp I 购于大连宝生物工

程有限公司，丙酰胺、过硫酸胺、四甲基已二胺均购自

上海生工生物公司，Taq 酶等 PCR 试剂购自上海申能

博彩公司，16S 通用引物由上海英骏生物公司合成。 

1.3  试验方法 

1.3.1  芽孢杆菌的计数、分离    平板稀释涂布计

数，高温加热分离芽孢杆菌见参考文献[17,18]。 

1.3.2  菌落 PCR 扩增 16S rDNA    16S rDNA 的

扩增体系和方法见参考文献[19]，通用引物参考文献

[20-21]。所得 PCR 产物通过 0.75% 的琼脂糖电泳，

EB染色后紫外分析仪检测。 

1.3.3  限制性酶切  PCR 产物     限制性内切酶 

Hha I 和 Xsp I 都是四碱基的酶，酶切位点丰富，可

直接应用于对某些细菌的种间分类分析[22]。酶切体系

为：10×酶切缓冲液 1 μl ，PCR产物 2 μl，Hha I 酶

或 Xsp I 酶 0.5 μl，无菌双蒸水补至 10 μl，37℃ 水

浴过夜。 

1.3.4  聚丙烯酰胺凝胶（PAGE）电泳    酶切产物

用 8% 的聚丙烯酰胺凝胶电泳分开，室温条件下，恒

流 30 mA，约 3 h 分离。再剥胶银染（包括染色、显

色两个步骤），最后扫描仪扫描、保存图片。每 100 ml 

8% 的 PAGE 胶中各物质含量分别为：52.7 ml 的水，

20.0 ml 的 5×TBE，0.7 ml 的 10% APs，60 μl 的 

TEMED，26.6 ml 的 30% 丙烯酰胺。 

1.3.5  RFLP 分析及多样性指数计算    以基因片

段多态图谱为基础进行聚类，根据不同图像间的相似

性将所有的图谱聚合成一个聚类树。通过聚类分析而

被聚合到一起的具有相同基因图谱的基因，被认为是

同一基因型。每一个基因型称为一个操作分类单位

（operational taxonomic units，OTUs）或称为唯一基因

型[23]。 

多样性指数计算的方法参考文献[24]进行，16S 

rDNA 克隆文库的库容（Coverage C）值的计算公式参

见文献[25]。 

1.3.6  测序及系统发育树的构建    3 个土壤样品

的优势菌群由上海英骏生物公司完成测序工作，测出

的16S rDNA 基因序列在 NCBI 网站中比对同源性并

提交 GenBank 数据库，登录号为： JF495459 ~ 

JF495465。根据 NCBI 同源性比对的结果，从核酸数

据库中下载同源性高的 16S rDNA 序列以及不同分

类来源的代表性 16S rDNA 序列，用 BioEdit 将序列

转换为  FASTA 格式。以上  FASTA 格式文件用

ClustalX 进行多序列比对后，用 MEGA 进行分析比

对，最后通过邻接法（neighbor-joining）生成系统进

化树。 

1.4  生物防治试验 

随机选择其中一个连作小区 PCC 2 进行生防试

验。枯草芽孢杆菌是目前研究报道较多的一类芽孢杆

菌，广泛存在于土壤、湖泊、海洋和动植物的体表，

由于其无致病性，并可以分泌多种酶和抗生素，而且

还具有良好的发酵基础，所以用途十分广泛[26]。而施

用光合细菌作为微生物菌肥可以增加生物固氮作用，

提高作物根际固氮效应，增进土壤肥力[27]。 

微生态制剂施肥方案为：处理 1 为芽孢杆菌；处

理 2 为光合细菌；处理 3 为芽孢杆菌+光合细菌；处理

4 为灭菌后的制剂（LB 液态培养基）。所有处理小区

预先施入尿素 0.75 kg，钙镁磷肥 1.46 kg，有机肥 5.4 kg

作为基肥。微生态制剂为液体菌剂，菌剂总密度为 1010 

cell/ml，分别于苗期和花期喷施花生，每次施用量 75 

L/hm2。其中枯草芽孢杆菌分离来自于原连作花生土

壤；光合细菌是购买的菌剂粉末（江苏绿科生物技术

有限公司）。 

花生供试品种为江西省鹰潭市常规品种赣花 5 号。            

微生物制剂小区设计：试验小区共设置 16 个，分

别为 4 个处理 4 个重复，随机排列。每个小区面积 35 

m2（5 m × 7 m），并设置保护行，小区与小区之间分割

沟的宽度为 40 ~ 50 cm。 

九月初花生收获后分别测定其产量、株高、根长、

饱果率、百果重，每个处理 4 个重复均要测量。整理

并处理相关数据。 

2  结果 

2.1  平板计数结果 

从图 1 可以看出，该地区连作土壤中的芽孢杆菌

数量为 2.0 × 105 ~ 2.3 × 105 cfu/g 干土，平均值为 2.1 × 

105 cfu/g 干土。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  3 个土样的芽孢杆菌菌群数量 

Fig. 1  Numbers of Bacillus in the six tested soils  
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2.2  土壤芽孢杆菌16S rDNA的扩增及PCR-RFLP分析 

直接以菌体为模板扩增的 16S rDNA 基因片段约

为 1 500 bp， PCR 产物经限制性内切酶 Hha I 及 Xsp I

酶切，酶切产物用 8% 的聚丙烯酰胺凝胶电泳后得到

的图谱如图 2。 

 

（1 ~ 16：Xsp digestion of 16S rDNAⅠ ；M：DL2000 DNA marker） 
 

图 2  16S rDNA 的部分 XspⅠ酶切图谱 

Fig. 2  Xsp digestion of 16S rDNAⅠ  

 

2.3  芽孢杆菌的酶切类型分析 

从 3 种土壤样品中共随机挑选了 147 株单菌落， 

 

采用 Hha I 和 Xsp I 联合酶切，经过归类，共得到了 9 

个 OTUs，分别以大写的英文字母命名（A ~ J）。每个

文库的类型和所占比例如图 3 所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

从图 3 明显可以看出：A 为 3 种样品均有相同的

优势 OTUs，在 3 个连作土样的比例都占到 50% 左右，

类型 B、C 也是所有土样中的数量较大的菌群，即为

所有土样中的优势或次优势菌群。D、E 两种类型未  

能从 PCC 2 土样中检测到，类型 H 没有从 PCC 1 土样

中检测到，F 和 G 只出现了某一种土样中，为单一克

隆。 

表 2  3 个土壤样品芽孢杆菌基因文库的群落多样性结构指数 

Table 2  Diversity indices of bacillus gene libraries from three soil samples 

土壤样品 OUT 数目 库容（%） Shannon-Wiener 指数 Margalef 指数 Simpson 指数 均匀度 

PCC 1 54 96.30 1.40 1.50 0.66 0.72 

PCC 2 47 100 1.22 1.04 0.62 0.93 

PCC 3 46 97.83 1.34 1.31 0.65 0.75 

 

从表 2 可以看出：3 个文库的库容值都较高，均

超过 95%，表明所建立的基因文库能够比较完整地

反映土壤芽孢杆菌群落结构。各类多样性指数数值

显示 3 个土壤样品的多样性相似度较高。总体而言，

供试连作土壤样品的多样性指数为 PCC1＞PCC3＞

PCC2。 

从均匀度指数和丰富度指数来看，文库的均匀程

度都较高，其中样品 2 的均匀度最高。说明 3 个土壤

样品中的芽孢杆菌群落很好地适应了当地的土壤环

境，没有受到其他条件的作用使其发生单一化。 

2.4  序列测定与系统发育树构建 

选择 7 种 OTUs 进行测序，这 7 种 OTUs 的数量

与其来源培养平板的酶切菌落数量比例＞5% 以上，

被定义为优势菌群。7 种 OTUs 所代表的菌经 16S 

rDNA 扩增、纯化、转化后的克隆被送上海英骏生物

公司完成测序。 

测序结果提交 NCBI 数据库，获得相应的登录号，

分别是 JF495459 ~ JF495465，利用 Mega 4.0 生物软件

构建系统发育树（图 4）。 

从图 4 可以看出，这些优势菌群分别是短小芽孢

杆菌（B. pumilus）、枯草芽孢杆菌（B. subtilis）、高地

芽孢杆菌（B. altitudinis）、解淀粉芽孢杆菌（B. 

amyloliquefaciens）、苏云金芽孢杆菌（B. thuringiensis）、

腊质芽孢杆菌（B. cereus）及类芽孢杆菌（Paenibacillus 

sp.）。其中短小芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、高地芽孢杆

菌在 3 种土样的检出率均很高，短小芽孢杆菌是所有
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图 3  3 个基因文库 RFLP 类型与比例 

Fig. 3  Frequencies of saculus phylogenetic lineages detected 

in three gene clone libraries from all samples 
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土样的主要类型，均占 50% 以上，且数量相差不大。

PCC 2 的枯草芽孢杆菌检出率明显低于其他 2 种土样，

而高地芽孢杆菌的数量是其他 2 种土样的两倍，这两

类芽孢杆菌也是所有土壤样品的重要类型。解淀粉芽

孢杆菌和苏云金芽孢杆菌未从 PCC 2 中检出；腊质芽

孢杆菌存在于 PCC 2 和 PCC 3 中，数量很少；类芽孢

杆菌属的这类菌在 PCC 2 土样中占 10%，但其他两个

土样并未检测到。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

   

图 4  基于 16S rDNA 序列的土壤微生物系统发育树 

Fig. 4  Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequencing of soil microbe 

 

2.5  不同微生态制剂处理对连作花生产量及生育性

状的影响结果 

表 3 的结果显示，施用光合细菌和枯草芽孢杆菌

能够在一定程度上提高花生的产量，与对照（处理 4）

相比，分别提高了 18.58%、10.34%、32.14%，增长效

果是两种菌剂混施＞施用芽孢杆菌＞施用光合细菌，

但各处理间差异不显著。施用微生物菌剂对株高也有

一定的促进作用，分别依顺序比对照高出 0.57 cm、1.86 

cm、0.17 cm。光合细菌和芽孢杆菌混施还对花生的饱

果率有一定的提高作用，比对照提高了 3.1%。 

3  讨论 

本研究对鹰潭地区花生连作红壤的芽孢杆菌种群

与多样性进行了研究，结果发现连作土壤的芽孢杆菌

数量较丰富[28]，范围在 2.0 × 105 ~ 2.3 × 105cfu/g 干土，

平均值为 2.1 × 105cfu/g 干土。总数量与 Garbeva 等[29]

报道的相近，但比唐志燕等[28]报道的研究低。龚国   

淑[18]采用“直接法-麦芽汁”分离芽孢杆菌得到 21 个   
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表 3  不同微生态制剂对连作花生产量与生育性状品质的影响 

Table 3  Effects of different microorganisms on growth of continuous cropping peanut 

处理 产量（kg/hm2） 百果重（g） 饱果率（%） 株高（cm） 根长（cm） 

处理 1 191.53 ± 3.90 101.25 ± 15.48 56.77 ± 9.34 10.44 ± 1.81 36.23 ± 5.90 

处理 2 178.23 ± 2.62 101.25 ± 36.37 47.96 ± 8.66 11.73 ± 2.60 37.80 ± 2.11 

处理 3 213.47 ± 5.98 101.25 ± 33.01 58.73 ± 2.92 10.04 ± 1.26 35.00 ± 3.08 

处理 4 161.55 ± 3.87 110.00 ± 29.72 56.97 ± 9.98 9.87 ± 0.99 36.90 ± 4.63 

 

种，本研究的分型结果显示 3 种土样的总体种类并不

多，147 株单菌株归属于 9 个种，且有 3 个 OUTs 只出

现在某一种土壤样品中。目前还未发现一种能真正测

定土壤中芽孢杆菌的实际数量和类群的有效方法，分

子生物学方法结合常规分离法虽然简便快捷，但获得

芽孢杆菌种群数量有限，不利于全面反映该地区的实

际情况，不过可以反映芽孢杆菌在微生物群体中的相

对比例。 

张华勇等[30]分析了不同生态下红壤中的芽孢杆

菌，发现巨大芽孢杆菌、蜡质芽孢杆菌、枯草芽孢杆

菌和短小芽孢杆菌在林地、旱地、水田中比较常见，

没有报道其数量状况。但不同土壤类型、水热条件下

的微生物种群差异较大。而刘国红[31]在调查我国 15 个

省 15 份土样中芽孢杆菌情况时发现，江西鹰潭贵溪的

林地中优势种群为蜡状芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌、

巨大芽孢杆菌，常见种群为简单芽孢杆菌、短小芽孢

杆菌。本研究的数据表明实验地域连作花生土壤中的

3 种主要的优势芽孢杆菌类型为短小芽孢杆菌、枯草

芽孢杆菌和高地芽孢杆菌，常见类型为蜡状芽孢杆菌、

苏云金芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌，一定程度上印证

和补充了张华勇等[30]和刘国红[31]的研究结论。 

采用微生物制剂解除作物连作障碍的研究是当前

的研究热点之一，有研究表明枯草芽孢杆菌在芽孢形

成初期分泌各种抗菌物质，对病原真菌有特异性的防

治作用，从而能有效地防治植物病虫害；同时用芽孢

杆菌制成的生物菌剂克服了传统化学农药污染环境、

危害人畜、易产生抗性等缺点，具有选择性强、安全、

原料简单等优点[32]。早在 1879 年，拜耳前身公司生产

的一种菌肥，使用的就是枯草芽孢杆菌[33]。光合细菌

由于其自身富含的多种营养物质和生物活性物质，以

及可以进行光合作用、有氧呼吸、发酵及固氮、固碳、

防氢等生理功能[34-36]。本研究中选取土壤中分离的枯

草芽孢杆菌和光合细菌联用作为生物防治菌剂，发现

施用枯草芽孢杆菌菌剂能一定程度增加作物的产量，

与光合细菌联合施用的增产效果最好，表明该枯草芽

孢杆菌作为微生物调节剂用于克服作物生产中的重茬

连作具有较好的效果。芽孢杆菌作为环保型的生物抗

重茬剂，未来有望成为减轻或解除花生连作障碍的一

项经济有效的对策，但仍需要长期试验验证效果。目

前我们对芽孢杆菌的生防机制尚不明了，需要进一步

研究探讨。 
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Research on Diversity of Bacullus Species in Peanut Continuous Cropping Red Soils  

and Bio-preparation Effect of Bacullus 
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( Key Laboratory of Microbiological Engineering of Agricultural Environment, MOA, Nanjing Agricultural University, Nanjing  210095, China) 

 

Abstract:  Bacullus spp. are the common microorganisms in soils, occupying an important position in soil ecosystem. Our study found that 

the total number of culturable Bacullus spp. was 2.0×105-2.3×105cfu/g dry soil in peanut continuous cropping red soils. 9 OUTs restriction 

endonuclease types were obtained in the three gene libraries. B. pumilus, B. subtilis and B. altitudinis, as the three main restriction types, accounted 

for 54%, 12% and 14% respectively of the total 16S rDNA clones. The application of photosynthetic bacteria and bacillus subtilis could increase 

peanut yield, particularly when they mixed which could increased the yield by 32.14% compared to the control. 

Key words:  Peanut continuous cropping, Microbial diversity, Bacuillus spp., RFLP analysis, Bacullus subtilis 


