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摘 要：南方根结线虫(Meloidogyne incognita)是全球范围内危害最严重的植物寄生线虫之一，对

农业生产造成严重经济损失。生防细菌可有效防治南方根结线虫，且不同菌株防效差异显著，但

其差异机制尚待深入解析。【目的】探究不同生防细菌对线虫的防效差异机制。【方法】通过分析

生防细菌 B133 和 B104 的杀线活性差异，利用比较基因组学与代谢组学检测技术探究影响 2 株

细菌杀线活性的基因组成及代谢差异机理。【结果】发酵 24−120 h，菌株 B133 的杀线活性均显著

高于菌株 B104，且在第 60 h 达最高值，分别为 77% 和 54%。全基因组分析发现，菌株 B133 的

基因组长度和编码基因数量均大于菌株 B104；基于 16S rRNA 基因和看家基因 gyrB 构建的系统

发育树表明菌株 B133 和 B104 是巨大普里斯特氏菌(Priestia megaterium)的 2 个不同亚种。毒力因

子数据库 (virulence factors database, VFDB)与 KEGG 代谢通路预测结果表明，菌株 B133 相较于

B104 具有 22 个特有毒力因子基因与 75 个特有代谢相关基因。同时，测定培养 60 h 发酵滤液中

的代谢物，采用主成分分析(principal component analysis, PCA)发现 2 株细菌的发酵滤液代谢物组

成存在显著差异。相较于菌株 B104，B133 发酵滤液中 40 种代谢物的相对丰度显著上调(P<0.05)，

如肌醇半乳糖苷、氨苯甲酸、光色素、邻氨基苯甲酸、海藻糖和 3-甲基硫代丙酸等。进一步通过

基因组与代谢组耦联分析发现，半胱氨酸和甲硫氨酸代谢作为关键通路包含 B133 菌株特有的 L-乳

酸脱氢酶编码基因(LDH)和相对丰度显著上调的 3-甲基硫代丙酸，且 3-甲基硫代丙酸与细菌杀线
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活性呈正相关。【结论】本研究通过耦联基因组与代谢组学技术揭示了 2 株 P. megaterium 细菌的

差异功能基因簇及其潜在相关代谢物质，为高效线虫生防菌剂的定向筛选、改造及产业化开发奠

定了重要的理论基础与实践依据。

关键词：生防细菌；比较基因组；非靶向代谢组；植物寄生线虫
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Abstract: Meloidogyne incognita is one of the most destructive plant-parasitic nematodes 
worldwide, causing severe economic losses in agricultural production. Biocontrol bacteria can 
effectively control M. incognita, with significant differences in control efficacy among different 
strains. However, the mechanisms underlying differences in control efficacy remain unclear. 
[Objective] To explore the mechanisms responsible for the different efficacy of various biocontrol 
bacteria against nematodes. [Methods] The differences in nematicidal activity between two 
biocontrol bacterial strains, B133 and B104, were analyzed. Comparative genomics and 
metabolomics techniques were employed to investigate the genetic composition and metabolic 
mechanisms influencing the nematicidal activity of the two strains. [Result] From 24 h to 120 h of 
fermentation, the nematicidal activity of strain B133 was significantly higher than that of strain 
B104, reaching peaks of 77% and 54%, respectively, at the time point of 60 h. Whole-genome 
comparative analysis revealed that strain B133 possessed a larger genome size and a greater 
number of coding genes than strain B104. The phylogenetic trees conducted based on 16S rRNA 
gene or the housekeeping gene gyrB indicated that strains B133 and B104 were two different 
subspecies of Priestia megaterium. Predictions based on the virulence factors database (VFDB) 
and Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) database showed that strain B133 
harbored 22 unique virulence genes and 75 unique metabolism genes compared with strain B104. 
Meanwhile, the metabolites in the fermentation filtrate (60 h) were determined. Principal 
component analysis demonstrated significant differences in metabolite profiles between the two 
strains. Compared with that of strain B104, the fermentation filtrate of strain B133 had 
40 increased metabolites (P<0.05), such as galactinol, 4-aminobenzoic acid, lumichrome, 
anthranilic acid, trehalose, and 3-methylthiopropionic acid. Moreover, through integrated genomics-
metabolomics analyses, cysteine and methionine metabolism was identified as a key pathway 
influencing nematicidal activity. This pathway involves an L-lactic dehydrogenase (LDH) gene 
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unique to strain B133 and 3-methylthiopropanoic acid with an elevated level and a positive 
correlation with the nematicidal effect of the strain. [Conclusion] By coupling genomics and 
metabolomics, this study reveals the different functional gene clusters and potential related 
metabolites of different subspecies of P. megaterium, laying a theoretical foundation and a practical 
basis for the targeted screening, modification, and industrial development of efficient biocontrol 
agents for nematodes.
Keywords: biocontrol bacterium; comparative genomics; non-target metabolomics; plant-parasitic 
nematode

南方根结线虫(Meloidogyne incognita)因其分

布范围广、寄主种类多和危害程度重而成为最

具破坏性的植物寄生线虫之一。据统计，南方

根结线虫每年给全球农业生产造成的经济损失

高达 1 250 亿美元，且呈逐年上升趋势[1]。该线

虫的二龄幼虫入侵寄主根系，诱导形成根结，

阻碍植株养分吸收并抑制生长，严重时可致整

株死亡；同时还可联合土传病原菌侵染寄主形

成复合病害，严重制约农业的可持续发展[2-3]。

目前，防治南方根结线虫病的主要措施有化学

防治和生物防治，其中化学防治应用广泛，但

其高毒高残留特性严重威胁环境和人畜健康，

且长期使用易导致线虫产生抗药性[4-5]。生物防

治主要是利用生防微生物及其代谢产物抑制或

杀死线虫，以达到控制病害的目的[6-7]。生物防

治具有高效、安全无毒、不易产生抗性和无污

染等特点，符合农业可持续发展的绿色理念[8-9]。

因此，生物防治日益受到重视，已成为当前防

治南方根结线虫的研究热点之一。

生防细菌是生物防治的重要微生物资源，

常见的有坚强芽孢杆菌(Bacillus firmus)、链霉菌

(Streptomyces)、 荧 光 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 

fluorescens)等。坚强芽孢杆菌 YB-1503 菌株处

理南方根结线虫 48 h 的校正死亡率达 70.0%[5]。

白刺链霉菌(S. albospinus) CT205 菌株处理南方

根结线虫 24 h 的校正死亡率达 91.21%[10]。变黑

链霉菌(S. nigrescens) KA-1 菌株处理南方根结线

虫 48 h 的校正死亡率达 91.3%[11]。荧光假单胞

菌 MF11 菌株处理南方根结线虫 12 h 的校正死

亡率达 94%[12]。尽管已有诸多对南方根结线虫

病具备防治潜力的生防细菌被报道，但现有研

究多聚焦于表型防效，对其内在机制的挖掘仍

显不足，尤其是关键基因调控代谢产物的机理

尚缺乏系统性解析。

测序技术与代谢组学检测技术的飞速发展

为深入解析生防细菌的杀线机制提供了有力

支撑。通过全基因组测序与比较基因组学分

析有助于系统挖掘生防细菌特有的毒力因子及

关键代谢通路相关基因等差异。Xu 等[13]对 2 株

具有不同拮抗活性的产酶溶杆菌 (Lysobacter 

enzymogenes) (细菌拮抗菌株 CX03 和真菌/卵菌

拮抗菌株 CX06)进行比较基因组学分析，发现

二者次级代谢产物合成基因簇及分泌系统相关

基因的差异是导致其拮抗谱不同的核心因素。

代谢组学作为基因组学的重要补充，可直接反

映代谢物的动态变化，为关联基因组特征与杀

线活性搭建桥梁[14-15]。因此，将比较基因组学

与代谢组学相结合，通过解析生防细菌代谢物

差异与基因差异的关联，有望精准定位调控杀

线活性的关键基因与代谢通路。

本研究选取 2 株同属近源细菌 B133 和

B104，测定其杀线活性差异，利用比较基因组

学技术明确二者在基因组特征、毒力因子编码

基因及关键代谢物合成基因方面的差异，并通

过非靶向代谢组学技术分析 2 株生防细菌的代

谢产物差异特征。在此基础上，耦联比较基

因组学与代谢组学分析结果，构建“基因-代谢

物-杀线活性”关联网络，探究高杀线活性菌株中
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的关键代谢物及其合成相关基因，揭示高效生

防菌株的内在杀线机制，以期为开发高效、稳

定的线虫生防菌剂提供坚实的理论基础与技术

支撑。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

供试菌株：细菌 B133 和 B104 为本实验室

从健康番茄根际土中分离筛选获得，经 16S 

rRNA 基因序列鉴定均为 Priestia 属细菌，于

−80 ℃超低温冰箱保存备用。

供试线虫：南方根结线虫由本实验室以空

心菜饲养繁殖。

NB 液体培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，胰蛋白

胨 5.0，牛肉浸膏 3.0，酵母提取物 0.5，用于制

备细菌发酵液。NA 固体培养基(g/L)：葡萄糖

10.0，胰蛋白胨 5.0，牛肉浸膏 3.0，酵母提取物

0.5，琼脂粉 20.0，用于平板培养。所有培养基

均 115 ℃灭菌 30 min。

1.2　菌株的杀线活性测定

南方根结线虫二龄幼虫(J2)的获得：将接种

南方根结线虫约 60 d 的空心菜根部清洗干净，

挑取线虫卵块，置于 25 ℃恒温培养箱中孵化，

每 24 h 收集 1 次，连续收集 5 d，于 4 ℃冰箱暂

存待用。线虫体外生物测定前需对线虫进行消

毒，方法如下：将收集的 J2 线虫转移至 1.5 mL

离心管中，加入 0.05% 吐温-20 (以利于线虫沉

淀富集)，8 000 r/min 离心 1 min，弃上清；加入

1% 次氯酸钠溶液，补充无菌水使管内次氯酸钠

终浓度为 0.5%，对线虫体表消毒 5 min。随后

8 000 r/min 离心 1 min，弃上清；加入无菌水清

洗残留次氯酸钠，10 000 r/min 离心 1 min，弃

上清，重复清洗 3 次；最后，在体视显微镜下

观察并用无菌水调整线虫密度至 100 条/20 µL。

细菌不同发酵时间对线虫致死率的测定：

将−80 ℃保存的菌株于 NA 固体培养基上划线，

28 ℃恒温培养箱中培养 24 h 活化。用无菌枪头

挑取单菌落，接种于 NB 液体培养基中，28 ℃、

170 r/min 培养，分别于 12、24、36、48、60、

72、84、96、108、120 h 收集发酵液。将各时

间点的发酵液于 4 ℃、10 000 r/min 离心 5 min，

去除大部分菌体，上清液经 0.22 μm 无菌滤膜过

滤，获得发酵滤液。在 24 孔细胞培养板中，每

孔加入 1 mL 发酵滤液及 J2 线虫 100 头，每个

处理设 6 次重复，以培养相同时间的 NB 空白液

体培养基为对照。25 ℃培养 24 h 后在体视显微

镜下观察并统计线虫死亡情况。线虫死亡率计

算如公式(1)所示，校正死亡率计算如公式(2)

所示。

线虫死亡率=处理死亡数/线虫总数×100% (1)

校正死亡率=(处理死亡率−对照死亡率)/

(100−对照死亡率)×100% (2)

1.3　菌株鉴定及系统发育树构建

按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒[生工生

物工程(上海)股份有限公司]说明书提取各菌株

总 DNA。采用通用引物 27F (5′-AGAGTTTGAT 

CCTGGCTCAG-3′ )和 1492R (5′-TACGGTTACC 

TTGTTACGACTT-3′)对菌株 16S rRNA 基因进行

PCR 扩增，反应体系与参数同参考文献 [16]。

PCR 产物送至北京擎科生物科技股份有限公司

测序。将测序所得序列与 NCBI 数据库比对，筛

选相似度排名靠前的 16S rRNA 基因序列并下

载，利用 MEGA 7.0 软件采用邻接 (neighbor-

joining)法构建菌株系统发育树。

1.4　细菌全基因组测序和功能分析

1.4.1　全基因组测序

将细菌 B133 和 B104 接种至 NB 液体培养

基中，28 ℃、170 r/min 培养 24 h，收集菌液，

委托北京擎科生物科技股份有限公司进行全基

因组测序。

细 菌 DNA 提 取 并 质 检 合 格 后 ， 使 用

Covaris 超声波破碎仪(强度 4，65 s)进行随机打

断，经末端修复、加 A 尾、连接测序接头、纯

化及 PCR 扩增等步骤，利用 DNA 文库构建试
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剂盒[纽英伦生物技术(北京)有限公司]完成文库

制备。文库构建完成后，先用 Qubit 3.0 进行初

步定量并稀释文库，再用 Qsep100 检测插入片

段大小，片段符合预期后以 qPCR 法对文库有效

浓度进行准确定量。文库质检合格后，根据有

效浓度及目标数据量将不同文库 pooling 至

flowcell，经 cBOT 成簇后使用 Illumina 高通量

测序平台(HiSeq X)进行测序。

对原始测序数据进行质量控制，去除低质量

reads 和接头序列，使用 SPAdes v3.11.1 (http://cab.

spbu.ru/software/spades/)进行 de novo 组装，获得

最优组装结果[17]。将基因组序列提交至 NCBI 

GenBank 数据库，登录号为 SAMN54713093 和

SAMN54712792。

使用 Prodigal v2.6.2 (https://github.com/hyattpd/

prodigal/wiki) 进 行 编 码 基 因 预 测 ， 利 用

tRNAscan-SE 2.0 (http://trna.ucsc.edu/software/)预

测转运 RNA 基因，利用 barrnap 0.7 (https://github.

com/tseemann/barrnap) 预测核糖体 RNA 基因[18]。

1.4.2　代谢通路注释

采用 KEGG 数据库 (http://www.genome. jp/

kegg/)对 2 株细菌全基因组序列进行代谢通路注

释，通过统计与比较 2 株菌在各代谢通路中注

释的基因数量，分析其代谢潜能差异。

1.4.3　功能预测

采用病原菌毒力因子数据库(virulence factors 

database, VFDB) (https://www. mgc. ac. cn/VFs)对

菌株 B133 和 B104 的全基因组序列进行毒力因

子基因注释，鉴定 2 株菌各自携带的毒力因子

基因，并筛选出菌株 B133 中特有的毒力因子

基因。

1.4.4　基因组共线性分析

采用 Mauve 软件对菌株 B133 与 B104 进行

全基因组共线性分析，比较共线性区块的排列

顺序、方向和断裂情况，分析 2 菌株基因组间

的结构异同。

1.5　菌株代谢产物组学检测

将菌株 B133 和 B104 接种至 NB 液体培养

基中，28 ℃、170 r/min 培养 60 h，收集菌液，

委托北京擎科生物科技股份有限公司采用非靶

向代谢组 LC-MS 技术进行代谢物分析。样品

预处理与代谢物提取流程如下：吸取 100 μL 菌

液于 EP 管中，加入−40 ℃预冷提取液 400 μL 

(甲醇:乙腈=1:1)，涡旋振荡，冰浴静置 5 min，

4 ℃、8 000 r/min 离心 20 min；取上清液加入

250 µL 水，充分混匀后，4 ℃、8 000 r/min 离心

10 min，收集上清液。预处理后的样品上机分

析，原始数据经质量控制剔除不稳定 feature，

并结合内标峰的峰形完整性和响应强度一致性

筛选合格数据。预处理环节依次进行峰对齐、

峰识别、基线校正及噪声去除，并进行峰面积

归一化处理以消除样本基质差异与进样量波动

的影响。最后基于自建数据库，依据一级质谱

精确质量数匹配及二级质谱碎片离子峰匹配度

等标准进行化合物鉴定，并通过自主编写的 R

包开展多维可视化分析，最终获得经质控验证、

预处理优化与精准注释的代谢组学数据[19-20]。

1.6　数据统计与分析

采 用 主 成 分 分 析 (principal component 

analysis, PCA)对代谢物进行可视化，并基于置

换多元方差分析(PERMANOVA)检验处理间代谢

物组成差异(P<0.05)。数据统计采用 Microsoft 

Excel 2018 完成，基于 R 4.3.1 进行独立样本 t 检

验(Student’s t-test)和倍数变化分析，以 P<0.05

且倍数变化(fold change)>2.0 为差异显著标准，

并采用火山图对差异代谢产物进行可视化。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　菌株 B133 和 B104 对南方根结线虫

的杀线活性

采用体外生物测定法研究了菌株 B133 和

B104 的杀线虫活性，结果表明 2 株细菌对南方

根结线虫均具有致死效果(图 1)。发酵 24−120 h
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期间，菌株 B133 的杀线活性均显著高于菌株

B104 (P<0.05)。发酵 60 h 时，菌株 B133 和

B104 对线虫的校正死亡率均达最高值，分别为

77% 和 54% (图 1C)。

2.2　基因组概述

分别对菌株 B133 和 B104 进行全基因组测

序、组装与注释，获得完整的基因组图谱(图 2)。

菌株 B133 的基因组大小为 5 817 014 bp，G+C

含量为 37.54 %，共预测出 5 934 个编码基因、

11 个 tRNA 基因和 72 个 rRNA 操纵子。菌株

B104 的基因组大小为 5 077 453 bp，G+C 含量

为 38.05 %，共预测出 5 164 个编码基因、11 个

tRNA 基因和 82 个 rRNA 操纵子。对比 2 株细

菌的基因组发现，菌株 B133 的基因组大小和编

码基因数量均高于 B104。

2.3　系统发育和共线性分析

基于 16S rRNA 基因和看家基因 gyrB 序列

分别构建系统发育树，结果表明 B133 和 B104

均属于普里斯特氏菌属(Priestia) (图 3A)。为进一

步明确其分类地位，利用看家基因 gyrB 构建系

统发育树，发现菌株 B133 和 B104 与多株已知的

巨大普里斯特氏菌 P. megaterium (GenBank 登录

号分别为 CP174470.1、CP180722.1、CP022674.1

和 CP026736.1 等) 聚 为 一 支 ， 其 中 B133 与

P. megaterium (CP174470.1) 的 序 列 相 似 度 为

100%，B104 与 P. megaterium (CP022674.1)的序

列相似度为 98% (图 3B)。全基因组共线性分析

结果显示，2 株细菌基因组之间存在 15 个共线

性区块，最大区块约为 2 841 636 bp，表明二者

基因组整体结构具有较高的相似度(图 3C)。同

时，发现多个明显的倒位和易位区域，表明

B133 和 B104 是 P. megaterium 种水平下的 2 个

不同亚种。

2.4　VFDB 毒力因子预测

基于毒力因子数据库预测结果显示，菌株

B133 中共鉴定出 252 个毒力因子基因，菌株

B104 中共鉴定出 249 个毒力因子基因，其中

230 个为二者共有(图 4)。菌株 B133 特有 22 个

图1　两株生防细菌对南方根结线虫的影响

Figure 1　Effects of two biocontrol bacteria on Meloidogyne incognita. A: Alive nematodes; B: Dead nematodes; 

C: Nematicidal activity of bacteria against M. incognita. The asterisks represent the significance of the difference 

between the two strains. **: P<0.01; ***: P<0.001; ns: No significant.
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图2　两株生防细菌的基因组圈图

Figure 2　Genomic circle diagram of two biocontrol bacteria. A: Genomic circle diagram of strain B133; B: 

Genomic circle diagram of strain B104.
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图3　两株生防细菌的系统发育树和共线性分析

Figure 3　Phylogenetic tree and collinearity analysis of two biocontrol bacteria. A: Phylogenetic tree based on 

16S rRNA gene sequences; B: Phylogenetic tree based on gyrB gene sequences; C: Collinearity analysis of strains 

B133 and B104. In the phylogenetic trees, strain names are followed by their corresponding accession numbers in 

the GenBank database. The phylogenetic trees were constructed using the neighbor-joining (NJ) method, numbers 

at the nodes of branch indicate the phylogenetic relationship between strains (calculated by bootstrap, n=1 000). 

In the collinearity analysis, the same color represents the same collinear region.
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毒力因子基因，包括防御性毒力因子相关基因

9 个、攻击性毒力因子相关基因 6 个和非特异性

毒力因子相关基因 7 个(表 1)。

2.5　KEGG 代谢通路预测

基于 KEGG 数据库比较 2 株细菌基因组中

代谢相关基因的数量差异，结果如图 5 所示。

菌株 B133 有 826 个代谢相关基因，菌株 B104

有 777 个(图 5A)。其中，751 个基因为 2 株细菌

共有，菌株 B133 有 75 个特有基因，菌株 B104

有 26 个特有基因。特有代谢相关基因分布于

氨基酸代谢(amino acid metabolism)、碳水化合

物 代 谢 (carbohydrate metabolism)、 能 量 代 谢

(energy metabolism)、糖链的生物合成与代谢

(glycan biosynthesis and metabolism)、脂质代谢

(lipid metabolism)、 辅 因 子 与 维 生 素 代 谢

(metabolism of cofactors and vitamins)、萜类与聚

酮类化合物的代谢(metabolism of terpenoids and 

polyketides)、核苷酸代谢(nucleotide metabolism)、

异 生 物 质 生 物 降 解 与 代 谢 (xenobiotics 

biodegradation and metabolism)、其他次级代谢产

物的生物合成 (biosynthesis of other secondary 

metabolites)以及其他氨基酸的代谢(metabolism 

of other amino acids)等 11 条代谢通路(表 2)。此

外，在二级代谢通路中 2 菌株的基因数量也存

在明显差异，B133 在各通路中的基因数量均高

于 B104 (图 5B)。尤其是在氨基酸代谢通路中，

B133 有 475 个基因，高于 B104 的 440 个；在

碳水化合物代谢通路中，B133 有 643 个基因，

高于 B104 的 561 个。

2.6　差异代谢物分析

非靶向代谢组 LC-MS 共检测出 1 763 种代

谢物，包含 834 种负离子模式和 929 种正离子

模式代谢物。PCA 分析结果显示，菌株 B133 与

B104 的样本沿 PC1 轴明显分离，其解释度为

42.2%，且 2 株细菌的代谢物组成存在显著差

异 (P=0.01) (图 6A)。火山图分析结果显示，相

较于 B104，B133 中有 40 种代谢物显著上调、

86 种显著下调(图 6B)。其中，上调的差异代谢

物主要涉及苯类化合物(benzenoids)，脂质和类

脂分子(lipids and lipid-like molecules)，核苷、核

苷酸及其类似物 (nucleosides, nucleotides, and 

analogues)，有机酸及其衍生物(organic acids and 

derivatives)， 有 机 氮 化 合 物 (organic nitrogen 

表1　菌株B133特有毒力因子基因

Table 1　Unique virulence factor genes of strain B133

Functional 
classification

Defensive 
virulence factors

Aggressive 
virulence factors

Non-specific 
virulence factors

Number of 
genes

9

6

7

Secondary classification (gene count)

Immune modulation (9)

Adherence (1), effector delivery system (2), 
exoenzyme (1), exotoxin (2)

Motility (6), nutritional/metabolic factor (1)

Gene name

bplA, cap8G, FTT_RS04105, GBS_RS06600, 
gmd, lgtA, ppsC, wcbF, YE_RS15445

chpA, coxFIC1, cwp84, cylB, llsG, tagT

cheB-2, flaA, fliN, fliS, lfgK, pseB, pvdL

图4　毒力因子基因韦恩图分析

Figure 4　Venn diagram analysis of virulence factor 

genes.
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compounds)， 有 机 氧 化 合 物 (organic oxygen 

compounds)，有机杂环化合物(organoheterocyclic 

compounds) 及 苯 丙 烷 类 和 聚 酮 类 化 合 物

(phenylpropanoids and polyketides)等类别(表 3)。

2.7　关键代谢通路筛选

为深入解析菌株 B133 高杀线活性的物质基

础，进一步将基因组与代谢组进行耦联分析，

通过整合菌株 B133 特有基因与关键上调代谢产

物，筛选可共同映射的 KEGG 代谢通路，最终

获得 1 条关键代谢通路，即半胱氨酸和甲硫氨

酸代谢通路(cysteine and methionine metabolism) 

(图 7A)。该通路中，L-乳酸脱氢酶合成基因

LDH (K00016) 为菌株 B133 所特有，同时参

与该通路的重要代谢产物 3-甲基硫代丙酸

(3-methylthiopropionic acid)在菌株 B133 中的相

对丰度显著上调，约为菌株 B104 的 2 倍(图 7B)。

进一步分析发现，3-甲基硫代丙酸的相对丰度与

细菌杀线活性呈显著正相关(R2=0.854 1, P<0.01)，

图5　KEGG代谢相关基因统计

Figure 5　Statistics of KEGG metabolism-related genes. A: Venn diagram analysis of metabolism-related genes 

in strains B133 and B104; B: Differences in the number of metabolism-related genes between strains B133 and 

B104 (The numbers on the bars indicate the number of genes involved in that metabolic function).
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表2　菌株B133特有代谢相关基因

Table 2　Metabolism-related genes unique to strain B133

Secondary metabolic pathway

Amino acid metabolism (17)

Biosynthesis of other secondary 

metabolites (6)

Carbohydrate metabolism (32)

Energy metabolism (12)

Glycan biosynthesis and 

metabolism (9)

Lipid metabolism (5)

Metabolism of cofactors and 

vitamins (9)

Metabolism of terpenoids and 

polyketides (2)

Nucleotide metabolism (3)

Xenobiotics biodegradation and 

metabolism (6)

Metabolism of other amino 

acids (2)

Gene name

LDH, HAAO, DNMT1, argA, proB, EC 3.5.5.1, davA, ldcC, MCCC2, mhpD, ACMSD, mhpF, 

AUH, dmpC, ydfG, EC 1.5.1.45, kce

Cah, babC, UGT84A13, proB, EC 4.1.1.18, rfbD

BDH, SORD, AKR1B, kduD, frdA, UGT, xylB, EC 3.1.1.11, IMA, EC 3.2.1.14, xfp, fumA, fumB, 

kdgD, garD, nanE, xylA, uxaC, accC, gatA, gatB, gatC, malX, nagE, iolJ, ioll, rmd, pseB, dgaF, 

hxpB, LDH, mhpF

nirD, SUOX, tauD, tauB, tauA, tauC, doxD, EC 3.5.5.1, frdA, fumA, fumB, accC

rfbD, hya, waaL, gmhB, ugtP, wcaJ, pssF, rmd, pseB

HSD17B11, AKR1B, UGT, ugtP, accC

mocA, rfk, selA, pepN, phnW, phnX, EC 1.5.1.45, AKR1B, UGT

asm25, rfbD

ygeS, guaC, ydfG

dmpH, mhpD, dmp, mhpF, UGT, EC 3.5.5.1

tauD, EC 3.5.5.1

图6　两株生防细菌代谢物差异分析

Figure 6　Differential analysis of metabolites between two biocontrol bacteria. A: Principal component analysis; 

B: Volcano plot analysis.
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表明该代谢物可能是菌株 B133 高杀线虫活性的

关键因子(图 7C)。

3　　讨论讨论

在细菌分类学与系统发育研究中比较基因

组序列同源性是判定菌株间亲缘关系的关键依

据。其中，16S rRNA 基因序列保守性较高，常用

于细菌属级水平鉴定；而看家基因 gyrB 进化速率

更快、种间分辨率更高，常用于种水平鉴定[21]。

吴蔚然等[22]在黄瓜根结线虫生防菌株鉴定中，

基于 16S rRNA 和 gyrB 基因序列构建系统发育

树，结合序列比对结果确定菌株 Sneb2550 与解

蛋白芽孢杆菌(B. proteolyticus)、菌株 Sneb2556 与

解淀粉芽孢杆菌(B. amyloliquefaciens)分别聚类

且同源性最高，明确了其分类地位，验证了该

方法在生防芽孢杆菌鉴定中的有效性。类似地，

本研究中菌株 B133 和 B104 均与巨大普里斯特

氏菌(P. megaterium)聚类且序列高度同源，同时

2 株细菌的全基因组 G+C 含量、tRNA 基因及

rRNA 操纵子数量等均表现出高度相似性，表

明二者在基础代谢、蛋白质合成能力等核心生

命活动上保持高度一致性[23-24]。细菌全基因组

间共线性区块的分布、方向和连续性结构是

菌株同源的典型特征，能够进一步解析亲缘

关系的远近[25-26]。Wu 等[27] 发现双歧杆菌属

(Bifidobacterium)不同种之间基因组共线性区块

的保留反映了种水平的适应性进化。此外，Yi

等[28]对 Bacillus 细菌亚种的比较基因组学研究揭

示，通过识别易位和倒位等结构变异可以区分

subtilis、spizizenii 和 inaquosorum 等亚种。类似

地，本研究中菌株 B133 和 B104 基因组间存在

明显的倒位和易位结构，这可能是驱动二者对

南方根结线虫杀线能力分化的关键因素。

生防细菌间抗病虫害功能存在强弱差异，

其本质在于菌株间的遗传多态性，尤其是基因

组大小、编码基因种类和数量的差异[29-30]。姚

萌等[31] 研究苏云金芽胞杆菌 (B. thuringiensis) 

G03 和 HD1 的杀虫活性时发现，菌株 G03 的杀

虫活性更强，与其基因组中代谢相关基因数量

表3　菌株B133的上调代谢物

Table 3　Upregulated metabolites in strain B133

Classification (count)

Benzenoids (6)

Lipids and lipid-like 
molecules (6)

Nucleosides, nucleotides, 
and analogues (2)

Organic acids and 
derivatives (8)

Organic nitrogen 
compounds (1)

Organic oxygen 
compounds (8)

Organoheterocyclic 
compounds (5)

Phenylpropanoids and 
polyketides (1)

Others (3)

Upregulated metabolites

Salicylamide, anthranilic acid, 4-aminobenzoic acid, bisoprolol, 3-bromo-5-phenylsalicylic acid, 
1,1′-binaphthyl-8,8′-dicarboxylic acid

3-methylthiopropionic acid, 3′-methoxy-6-gingerdiol-3,5-diacetate, 6-gingerdiol-3,5-diacetate, 
(10E,15Z)-9,12,13-trihydroxyoctadeca-10,15-dienoic acid, garcinoic acid, geniposidic acid

6-thioinosine, 3-methyluridine

Lysine-N2,N6-diacetyl, N-acetyltryptophan, formiminoglutamic acid, diaminopimelic acid, 
N-acetylglutamic acid, threoninyl-alanine, royal jelly acid, 2-hydroxyglutaric acid

Tetradonium cation

Maltose, trehalose, sucrose, melibiose, turanose, galactinol, 
(2S)-[(6-O-pentopyranosylhexopyranosyl)oxy](phenyl)acetonitrile, cadabicine_methyl_ether

Lumichrome, 2,3-quinoxalinedione-6-chloro-1,4-dihydro, indolelactic acid, piperazine-
N,N′-bis(2-hydroxypropanesulfonic acid), N-[6,6-dimethyl-5-(1-methylisonipecotoyl)-
1,4-dihydropyrrolo(3,4-c)pyrazol-3-yl]-3-methylbutyramide

3,4-diphenyl-7-hydroxycoumarin

3-hydroxyundecanoyl carnitine, 3,5-dihydroxydodecanoylcarnitine, 4-hydroxydodecanedioylcarnitine
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更多有关。董婉玉[32]对松材线虫的 2 种不同伴

生细菌进行基因组比较发现，对线虫致病性较

强的伴生细菌携带有更多的氨基酸、糖和能量

等代谢功能基因。在细菌亚种分化的驱动下，

具有强抗病性的菌株通常携带比家族其他成员

更多的代谢基因簇和毒力因子基因簇[33-35]。
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Susič 等[36]对比芽孢杆菌 Bacillus sp. ZZV12-4809

和 I-1582 的基因组发现，菌株 ZZV12-4809 的基

因组更大，且特有几丁质酶合成基因及丰富的

次级代谢产物基因簇增强了其杀线活性。同样地，

菌株 B133 特有的几丁质酶合成基因可有效降解病

原真菌细胞壁、昆虫及线虫体壁中的几丁质，抑

制病原真菌孢子萌发和菌丝生长，以及昆虫和线

虫的发育[37]。与菌株 B104 相比，菌株 B133 基因

组中特有的毒力因子基因(如 cwp84 和 pvdL 等)可

能与其强杀线活性密切相关。其中，半胱氨酸蛋

白酶合成基因 cwp84 的核心功能是切割 SlpA 前

体蛋白，使其形成成熟的 S 层亚基，而完整的

SlpA 蛋白是艰难拟梭菌(Clostridioides difficile)在

线虫肠道内定殖和致病的关键因子[38]。pvdL 调

控铜绿假单胞菌(P. aeruginosa)合成绿脓菌素，

在秀丽隐杆线虫体内结合并夺取铁元素，破坏

线粒体功能，通过自噬途径引发体内线粒体损

伤，进而杀死宿主[39-40]。

生防细菌能合成分泌丰富的代谢物，直接

或间接抑制病原物，从而减轻植物病害发

生[41-42]。例如，肌醇半乳糖苷(galactinol)是根际

有益细菌绿针假单胞菌(P. chlororaphis) O6 诱导

植物产生系统抗性所必需的长距离移动信号

组分，可直接增强植物对多种病原菌的抗性，

还可提高植物对干旱和高盐等非生物胁迫的

耐 受 性[43]。 田 间 条 件 下 ， 施 用 氨 苯 甲 酸

(4-aminobenzoic acid)可通过调节植物体内与抗

病性相关酶活(POD、PAL)的变化，间接降低马

铃薯块茎早疫病的发生[44]。光色素(lumichrome)

是由根际有益细菌产生的植物生长促进信号分

子，可增强植物的整体健康和抗逆能力[45]。水

稻种子内生菌瓜类鞘氨醇单胞菌(Sphingomonas 

melonis)可分泌小分子信号物质邻氨基苯甲酸

(anthranilic acid)，靶向干扰苗床伯克霍尔德氏菌

(Burkholderia plantarii)使其丧失侵染能力，进而

保护水稻抵御病害侵染[46]。海藻糖(trehalose)与

芽孢杆菌 A2 混合使用可显著减轻黄瓜枯萎病发

生，并能增强黄瓜的抗旱能力[47]。同时，3-甲基

硫代丙酸(3-methylthiopropionic acid)能抑制南方

根结线虫卵孵化，对孵化幼虫表现出诱吸和杀

线活性，可用土壤熏蒸，是一类新型杀线虫制

剂[48-49]。除已知的抗病相关代谢物外，菌株

B133 还分泌多种其他上调代谢物，但其杀线活

性有待验证。值得注意的是，在半胱氨酸和甲

图7　关键代谢通路筛选

Figure 7　Screening of key metabolic pathways. A: Co-mapping of strain B133-specific genes and upregulated 

metabolites to KEGG metabolic pathways; B: Differential analysis of the relative abundance of 

3-methylthiopropionic acid between strains B133 and B104 (*: P<0.01); C: Correlation analysis between the 

relative abundance of 3-methylthiopropionic acid and the nematicidal activity of bacteria (**: P<0.01).
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硫氨酸代谢通路中，L-乳酸脱氢酶合成基因

LDH 和 3-甲基硫代丙酸均在菌株 B133 中显著

上调。该通路是否直接调控其高杀线活性仍需

进一步探究。

4　　结论结论

发酵 24−120 h 期间，菌株 B133 的杀线活

性均显著高于菌株 B104，且第 60 h 活性最高。

比较基因组分析表明，2 株细菌基因组间存在

15 个共线性区块及多个易位区域，菌株 B133 的

全基因组大小和编码基因数量均高于 B104。

B133 特有 22 个毒力因子基因，多于 B104 的

19 个；同时 B133 特有 75 个代谢相关基因，远

多于 B104 的 26 个，且含有特有的几丁质酶合

成基因。进一步比较 2 株生防细菌培养 60 h 的

代谢物组成差异，B133 有 40 种代谢物显著上

调，包括苯类化合物、脂质和类脂分子、核苷

酸及其类似物、有机酸及其衍生物、有机氮化

合物、有机氧化合物、有机杂环化合物及苯丙

烷类和聚酮类化合物等。其中，肌醇半乳糖苷、

氨苯甲酸、光色素、邻氨基苯甲酸、海藻糖和

3-甲基硫代丙酸等已被证实对植物病害具有显著

抑制效果。值得注意的是，在半胱氨酸和甲硫

氨酸代谢通路中包含菌株 B133 特有的 L-乳酸脱

氢酶合成基因 LDH 和相对丰度显著上调的 3-甲

基硫代丙酸，且 3-甲基硫代丙酸与细菌杀线活

性呈显著正相关，推测该通路可能是调控其高

杀线活性的关键，但仍需进一步验证。
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