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　　摘要：在草莓苗期施用木霉菌可湿性粉剂后，通过对土壤微生物基因进行高通量测序，研究土壤微生物多样性变
化。结果表明，木霉菌对细菌的影响主要表现为假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）数量明显增多；对真菌的影响主要表现为头
梗霉属（Ｃｅｐｈａｌｉｏｐｈｏｒａ）、赤霉菌属（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ）和毛壳菌属（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ）数量明显减少，四枝孢属（Ｔｅｔｒａｃｌａｄｉｕｍ）数量明显
增多。总体看出，施用木霉菌可湿性粉剂对细菌多样性的影响较小，对真菌多样性的影响较大，会使真菌多样性指数明

显降低。此外，施入木霉可湿性粉剂对草莓植株具有明显的促生长作用，并对草莓灰霉病有很好的预防和治疗作用。
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　　木霉菌是优良的生防真菌，在应用真菌防治土传病害的
研究中，应用最广泛的真菌杀菌剂便是木霉菌［１］。土壤微生

物群落结构失衡是造成土传病害发生的主要原因［２－３］，其多

样性高低是衡量土壤健康与否的一项重要指标［４］。施用木

霉菌后，通过对土壤微生物多样性产生影响来达到防治病害、

改良土壤的作用，因此，研究土壤微生物多样性意义重大。目

前微生物多样性的研究方法多为活菌培养，局限在部分微生

物总体数量研究，对种类的研究比较少，而土壤中的大多数微

生物是无法进行培养的，可培养率只有０．１％ ～１．０％［５－６］。

高通量测序具有无需培养、能够客观还原菌群结构和数据量

大等优点［７］，近年来，高通量测序技术不断发展，尤其是第二

代测序方法，即Ｉｌｌｕｍｉｎａ４５４和ＳＯＬｉＤＩｏｎＴｏｒｒｅｎｔ具有诸多优
点［８－１０］。这些测序平台最大数据产出通量高，在土壤微生物

多样性的研究中可以获得丰富的信息［１１－１２］。因此，笔者试图

通过对土壤微生物基因组进行高通量测序，研究木霉菌施用

后对土壤微生物多样性的影响，为进一步揭示木霉菌和土壤

微生物多样性之间的关系提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试菌剂为青岛农业大学研发的木霉菌可湿性粉剂，棘

孢木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａａｓｐｅｒｅｌｌｕｍ）的孢子浓度为１×１０９ＣＦＵ／ｇ，
草莓品种为红颜。

１．２　试验方法
１．２．１　田间试验设计　试验在黑龙江省大庆市萨尔图区春
雷农场塑料大棚内进行，木霉菌可湿性粉剂于苗期施用。设

木霉菌可湿性粉剂、对照２个处理，小区面积为 ０．０２ｈｍ２，共
３次重复。木霉菌可湿性粉剂处理为将木霉菌可湿性粉剂稀
释３００倍进行灌根，灌根量为３００ｍＬ／株，对照用等体积的水
灌根。灌根时间为２０１６年１１月４日，２１ｄ后采用对角线五
点取样法取草莓根际土。

１．２．２　土壤微生物测序　微生物多样性研究主要基于编码
核糖体ＲＮＡ的核酸序列，其中细菌多样性研究主要是基于
１６ＳｒＤＮＡＶ３＋Ｖ４区，真菌多样性研究主要基于内转录间隔
区ＩＴＳ１区。提取样品总ＤＮＡ，细菌Ｖ３＋Ｖ４扩增采用的引物
如下：Ｆ，５′－ＡＲＡＣＴＹＣＴＡＣＧＧＲＡＧＧＣＷＧ－３′；Ｒ，５′－
ＧＡＣＴＡＣＮＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ－３′。真菌 ＩＴＳ１扩增引物如
下：ＺＦ，５′－ＡＡＣＣＴＧＣＧＧＡＡＧＧＡＴＣＡＴＴ－３′；ＺＲ，５′－
ＧＡＲＣＣＡＡＧＡＧＡＴＣＣＲＴＴＧ－３′。进行 ＰＣＲ扩增并对其产物
进行纯化、定量和均一化形成测序文库，对于建好的文库先进

行文库质检，质检合格的文库用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２５００进行测
序。测序由北京百迈客生物科技有限公司完成。

１．２．３　信息分析流程　利用双末端测序（ｐａｉｒｅｄ－ｅｎｄ）的方
法，构建小片段文库进行测序。通过对 ｒｅａｄｓ（读长）拼接过
滤，得到优化序列（ｔａｇｓ）。将优化序列进行操作分类单元
（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，简称 ＯＴＵｓ）聚类，并进行物种注
释及丰度分析，以揭示样品的物种构成。进一步进行 α多样
性分析（ａｌｐｈａｄｉｖｅｒｓｉｔｙ），研究单个样品内部的物种多样性，统
计各样品在 ９７％相似度水平下的 Ａｃｅ、Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ及
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数。
１．２．４　草莓生长指标测定　施用木霉菌可湿性粉剂 ５０ｄ
后，测定单株叶片数及单张叶面积，测定数量为１０株。单张
叶面积的测定参考乔宝营等的方法［１３］。

１．２．５　草莓灰霉病的调查　施药后在生育期内定期观测连
作草莓土传病害的发生情况，主要调查整个试验处理草莓灰

霉病的病株数，并参照朱虹等方法计算防效［１４］。

２　结果与分析

２．１　样品测序结果评估
通过数据统计软件处理各阶段样品序列数，评估数据质
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量。各样品测序数据评估结果如表１、表２所示。
　　稀释性曲线（ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅ）用于验证测序数据量是否
足以反映样品中的物种多样性，并间接反映样品中物种的丰

富程度［１５］。由图１可以看出，在一定范围内，随着测序数的
增多，若曲线表现为急剧上升，则表示群落中有大量物种被发

现；当曲线趋于平缓时，则表示此环境中的物种并不会随着测

序数量的增加而明显增多。稀释曲线可以作为对各样本测序

表１　样品细菌测序数据结果统计

处理
双端ｒｅａｄｓ数
（个）

原始序列

数（个）

优化序列

数（个）

优化序列占比

（％）
Ｔ１ ８０４１５ ７６２９７ ６３６９８ ７９．２０
Ｔ２ ８０５０９ ７６４２２ ６４１９６ ７９．７４
Ｔ３ ７９５８３ ７５４２８ ６３２０６ ７９．４２
ＣＫ１ ７９９４８ ７５３９６ ６３５１３ ７９．４１
ＣＫ２ ７９９１６ ７５６０５ ６３２５４ ７９．１５
ＣＫ３ ７９８０９ ７５６５６ ６３６５２ ７９．７６

表２　样品真菌测序数据结果统计

处理
双端ｒｅａｄｓ数
（个）

原始序列

数（个）

优化序列

数（个）

优化序列占比

（％）
Ｔ１ ８０１１８ ５１３３７ ４９５７２ ６１．８７
Ｔ２ ８０１９２ ５３５７６ ５１０６９ ６３．６８
Ｔ３ ８０１３７ ５２３２７ ５０６４０ ６３．１９
ＣＫ１ ７９５９３ ５０９６９ ４６４５７ ５８．３７
ＣＫ２ ７９８３６ ５６２６９ ５２９５７ ６６．３３
ＣＫ３ ８００９０ ５３９４３ ５０８３４ ６３．４７

量是否充分的判断，如果曲线急剧上升，表明测序量不足，需

要增加序列数；反之，则表明样品序列充分，可以进行数据分

析。样品稀释曲线分别在测序数为１００００、２００００条处逐渐
趋向平坦，而表１显示，细菌的优化测序数量超过６００００条，
表２显示，真菌的优化序列超过４００００条，说明样品序列充
分，测序数量合理。

２．２　ＯＴＵ划分结果
６个样品测序共获得４７９９６６对 ｒｅａｄｓ，双端 ｒｅａｄｓ拼接、

过滤后共产生 ３０１５２９条 ｔａｇｓ，平均每个样品产生 ４３０７６
ｔａｇｓ。根据不同的相似度水平，对所有序列进行ＯＴＵ划分，在
一般情况下，如果序列之间的相似性高于９７％就可以把它定
义为１个ＯＴＵ，每个ＯＴＵ对应１种代表序列［１６］。使用ＱＩＩＭＥ

（ｖｅｒｓｉｏｎ１．８．０）软件中的ＵＣＬＵＳＴ对ｔａｇｓ在９７％的相似度水
平下进行聚类，获得 ＯＴＵ，并基于 Ｓｉｌｖａ（细菌）和 ＵＮＩＴＥ（真
菌）分类学数据库对 ＯＴＵ进行分类学注释。由表３看出，各
处理组和对照组细菌的总种类数变化非常小，而真菌种类的

数量差异较大，处理组较对照组真菌种类总数明显减少，降低

了１７．５７％。
表３　通过聚类得到的不同处理土壤中的ＯＴＵ数量

菌类
ＣＫ的ＯＴＵ数（个） 处理的ＯＴＵ数（个）

ＣＫ１ ＣＫ２ ＣＫ３ 平均 Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３ 平均

总ＯＴＵ数
（个）

细菌 １２４７ １１４６ １２６０ １２１７ １１９７ １２４１ １２１０ １２１６ １３９１
真菌 ３４７ ２３３ ３１０ ２９６ ２２０ ２９５ ２１９ ２４４ ４５９

２．３　属水平丰度变化
由图２可以看出，细菌属水平的丰度变化表现如下：在土

壤中，特吕珀菌属（Ｔｒｕｅｐｅｒａ）、Ｃｈｒｙｓｅｏｌｉｎｅａ、藤黄单胞菌属
（Ｌｕｔｅｉｍｏｎａｓ）、铁矿沙单胞菌属（Ａｒｅｎｉｍｏｎａｓ）、鞘鞍醇单胞菌
属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、冷菌属（Ａｌｇｏｒｉｐｈａｇｕｓ）和热单胞菌属
（Ｔｈｅｒｍｏｍｏｎａｓ）丰度较高，处理组和对照组相比没有明显变
化。处理组的假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）丰度所占比例比对
照增加４５．８百分点。假单胞菌属是土壤中病原菌的拮抗菌，
其种类和数量增多有利于土壤健康［１７］。

　　由图３可以看出，真菌属水平丰度的变化表现如下：镰刀
菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）在 Ｔ３处理中丰度占比２．４１％，Ｔ３处理中其
他种类真菌数量较少，镰刀菌占据绝对优势，与往年 Ｔ３处理

是根腐病严重区有关。大棚内有相同根腐病发生区的土壤

中，镰刀菌丰度占比达３．３５％，木霉菌处理后下降２８．０６百
分点。丰度占比前１０的头梗霉属（Ｃｅｐｈａｌｉｏｐｈｏｒａ）、赤霉菌属
（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ）、毛壳菌属（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ）相对丰度明显减少，分
别降低２４５．２０、３２２．５３、３８．４６百分点，羽藓属（Ｔｅｔｒａｃｌａｄｉｕｍ）
相对丰度明显增多，增加３４８．２９百分点。毛壳菌广泛存在于
土壤中，它可以有效降解纤维素和有机物，对微生物产生拮抗

作用，是广泛应用的生防菌［１８］。而木霉菌和毛壳菌互相拮

抗，所以会造成毛壳菌丰度的减少［１９］。

２．４　物种丰度聚类热图
Ｈｅａｔｍａｐ是以颜色梯度来代表数据矩阵中数值的大小并

根据物种或样品丰度相似性进行聚类的一种图形展示方式。
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将高丰度和低丰度的物种分块聚集，通过颜色梯度及相似程

度来反映多个样品群落组成的相似性和差异性。在热图聚类

结果中，颜色代表物种丰度；纵向聚类表示不同物种在各样品

间丰度的相似情况，２个物种间距离越近，枝长越短，说明这２
个物种在各样品间的丰度越相似；横向聚类表示不同样品的

各物种丰度的相似情况，与纵向聚类一样，２个样品间距离越
近，枝长越短，说明这２个样品的各物种丰度越相似。

从图４可以看出，木霉菌制剂处理的土样真菌丰度明显
降低，尤其是处理１和处理３。处理２和对照２横向聚类丰度
相近，纵向聚类丰度差异较大。头梗霉属、赤霉菌属等一些土

壤致病菌明显减少，而圆酵母属（Ｔｏｒｕｌａ）、摩西管柄囊霉
（Ｆｕｎｎｅｌｉｆｏｒｍｉｓ）、羽藓属（Ｔｅｔｒａｃｌａｄｉｕｍ）丰度增加，其中摩西管
柄囊霉和羽藓属均是菌根真菌，对土壤健康的保持非常重要。

２１ｄ后木霉菌的数量会明显降低。
２．５　Ａｌｐｈａ多样性分析

Ａｌｐｈａ多样性有 Ｃｈａｏ１、Ａｃｅ、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ等多种衡

量指标［２０］。其中Ｃｈａｏ１和 Ａｃｅ指数能简单地反映群落中物
种的数量，而不表示群落中每个物种的丰度信息。Ｓｈａｎｎｏｎ
和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数用于衡量群落多样性，受样品群落中物种丰
度和物种均匀度的影响。Ｃｈａｏ１、Ａｃｅ、Ｓｈａｎｎｏｎ指数越大，
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数越小，说明样品的物种多样性越高［２１］。另外，本

研究还统计了样本文库的覆盖率（Ｃｏｖｅｒａｇｅ），其数值越高，则
表明样本中序列被测出的概率越高，而没有被测出的概率越

低。该指数可以反映测序结果是否能够代表样本中微生物的

真实情况。

从表４、表５可以看出，经过木霉菌处理后，土壤微生物
多样性指数整体上变低，细菌多样性指数变化不大，Ａｃｅ和
Ｓｈａｎｎｏｎ指数变化较小，Ｃｈａｏ１和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数略微下降。真
菌的多样性指数明显降低，对照 Ａｃｅ、Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ指数分
别比处理增加１８．５１％、１８．８１、３１．０３％；对照 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数比
处理降低５０．９６％。分析原因，可能是由于木霉菌对细菌的
拮抗性较小，主要拮抗真菌。

２．６　木霉制剂对草莓植株生长及灰霉病发生的影响
施入可湿性粉剂后，分别在生育期内进行草莓叶片数量、

面积测定。表６结果表明：处理组的草莓叶片数量、叶面积均
比对照组明显增加。施药后５０ｄ时，处理组叶片数量、叶面
积分别比对照组增加１０．７８％、１０．９４％，对草莓灰霉病的相
对防效达６５％。结果说明，施入木霉菌对草莓植株具有明显
的促生长作用，并对草莓灰霉病有很好的预防和治疗作用。

３　结论与讨论

本试验采用土壤宏基因组高通量测序的方法研究木霉菌

制剂施用后对土壤微生物多样性的影响，结果表明，施用木霉

菌对土壤中细菌多样性影响较小，但会使真菌多样性明显降

低。木霉菌对细菌多样性的影响主要表现为假单胞菌属数量

明显增多；对真菌多样性的影响主要表现为头梗霉属、赤霉菌

属和毛壳菌属等数量明显减少，酵母菌、羽藓属等数量明显增

多。木霉菌的施用会造成很多病原菌含量减少，也会造成一

些有益菌含量减少，从而重新塑造土壤的微生态系统，间接改

良土壤，增强植株长势，并减轻灰霉病等土传病害的发生

程度［２２］。

马建华等报道，在土壤中施入深绿木霉后细菌增长速度

缓慢，而真菌数量显著降低［２３］。古丽君等研究发现，施入深

绿木霉１７ｄ后，真菌的数量比对照减少了４×１０３ＣＦＵ／ｇ，土
壤中细菌的数量增加了１．２７×１０１０ＣＦＵ／ｇ，放线菌数量没有
明显变化［２４］。另有报道显示，木霉菌和假单胞菌属可以协同

作用，从而提高生防效果［２５］。毛壳菌属是优良的生防菌，但

木霉菌施用后会造成其数量下降，已有报道显示两者互相

拮抗［１９］。

有关木霉菌在土壤中存活时间的问题，当前研究结果不

一，康萍芝等研究发现，施用木霉菌后１１ｄ，木霉菌含量达到
高峰，之后开始降低，５５ｄ后土壤中几乎检测不到木霉菌［２６］。

杜婵娟等发现，施用木霉菌后３５ｄ，木霉菌含量达到高峰，之
后开始下降［２７］。古丽君等发现，木霉在施入２５ｄ时，相对含
量达到最低值［２４］。本研究发现，施用木霉制剂 ２１ｄ后根际
土壤中木霉菌含量已经很低，其原因有待进一步研究。

　　土壤微生物多样性是衡量土壤健康与否的重要指标。木
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表４　细菌Ａｌｐｈａ多样性指数统计

处理
ＯＴＵ数
（个）

Ａｃｅ
指数

Ｃｈａｏ１
指数

Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数

Ｓｈａｎｎｏｎ
指数

覆盖率

（％）
ＣＫ１ １２４７ １３０９．２６ １３１８．６６ ０．００３５ ６．３７ ９９．２０
ＣＫ２ １１４６ １１９３．６８ １１９５．９６ ０．００７７ ５．９９ ９９．４７
ＣＫ３ １２６０ １３１５．２６ １３２５．００ ０．００３０ ６．４０ ９９．２９
ＣＫ平均 １２１８ １２７２．７３ １２７９．８７ ０．００４７ ６．２５ ９９．３２
Ｔ１ １１９７ １２６８．９４ １２８３．１４ ０．００５１ ６．１０ ９９．２８
Ｔ２ １２４１ １２９５．３６ １３２９．２６ ０．００８０ ６．１２ ９９．３７
Ｔ３ １２１０ １２６７．９９ １２８３．０６ ０．００４０ ６．２５ ９９．３６

处理平均 １２１６ １２７７．４３ １２９８．４９ ０．００５７ ６．１６ ９９．３４

霉菌的施用会改变土壤中的微生态系统，往往使一些土传病

害真菌种类和数量减少，而土壤中有许多真菌往往是重要的

病原菌［２８］，从而使土壤有益菌和病原菌保持一种动态平衡，

达到抑制病害发生和促进作物生长的目的。

参考文献：

［１］杨依军，王　勇，杨秀荣，等．拮抗木霉菌在生物防治中的作用
［Ｊ］．天津农业科学，２０００，６（３）：２９－３３．
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表５　真菌Ａｌｐｈａ多样性指数统计

处理
ＯＴＵ数
（个）

Ａｃｅ
指数

Ｃｈａｏ１
指数

Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数

Ｓｈａｎｎｏｎ
指数

覆盖率

（％）
ＣＫ１ ３４７ ３８０．１８ ３６８．６２ ０．０７６０ ３．５２ ９９．８７
ＣＫ２ ２３３ ２４９．９１ ２７０．１９ ０．１３３１ ２．５９ ９９．９１
ＣＫ３ ３１０ ３１７．４８ ３１８．６４ ０．１５９１ ３．０１ ９９．９５
ＣＫ平均 ２９７ ３１５．８６ ３１９．１５ ０．１２２７ ３．０４ ９９．９１
Ｔ１ ２２０ ２４１．６４ ２４５．５５ ０．１６２０ ２．４０ ９９．９０
Ｔ２ ２９５ ３１２．３６ ３１４．８４ ０．１５７９ ２．８６ ９９．９２
Ｔ３ ２１９ ２４５．５８ ２４５．４６ ０．４３０８ １．７１ ９９．９２

处理平均 ２４５ ２６６．５３ ２６８．６２ ０．２５０２ ２．３２ ９９．９１

表６　木霉制剂对草莓生长和灰霉病发生的影响（施药后５０ｄ）

处理
平均叶片数量

（张／株）
平均叶面积

（ｃｍ２／张） 施后病情指数
防效

（％）

木霉菌 １１．３ ７．１ １．４４ ６５
对照　 １０．２ ６．４ ４．１１
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