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稻-稻-油菜轮作对土壤枯草芽孢
杆菌数量的影响研究

王 璟 1，杨敬林 1，廖健程 1，丁 鑫 1，陈 哲 1，张立成 2*

（1.湖南农业大学 工学院，湖南 长沙 410128；2.福建省农业科学院 土壤肥料研究所，福建 福州 350013）

摘要：为检测长期进行稻-稻-油菜轮作土壤中枯草芽孢杆菌的数量变化，以长期稻-稻连作土壤为对照比较。

在连续 30年轮作和连作的大田（湖南安仁试验基地）进行试验，应用荧光定量 PCR技术，对两类土壤中的枯草

芽孢杆菌的数量进行检测。试验于 2015年 7月、10月和 2016年 4月 3个时期对定点试验土壤进行取样。通过

枯草芽孢杆菌特异性引物进行荧光定量PCR扩增。3个时期采样土壤的检测结果：轮作土壤中枯草芽孢杆菌数

量比连作土壤分别增加 37.50%，27.06%和 20.20%；轮作和连作 2015年 7月采样土壤中枯草芽孢杆菌数量大于

2016年 4月采样土壤测定值，大于 2015年 10月采样土壤测定值。研究结果表明稻-稻-油菜轮作提高了土壤枯

草芽孢杆菌的数量，使土壤中对作物生长有益的特定功能微生物数量增加，有利于改善土壤生态环境。
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Fluorescent quantitative PCR analysis of Bacillus subtilis
in rice-rice-rape rotation system
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Abstract：In order to test the number of Bacillus subtilis in soil under the long⁃term rice⁃rice⁃rape rotation
condition，taking long⁃term rice⁃rice rotation cultivation as the control，acomparison between the soils of the two
cultivating types in Anren Hunan was made the soils were measured by quantitative PCR，one was the rice⁃rice⁃
rapeseed rotation soil and the other was rice⁃ rice continuous cropping soil，which were both cultivated for 30
years.The soil samples were taken in the fixed⁃point test spot in July，2015 and October，2015 and April，2016.
The special primers of Bacillus subtilis were amplified with fluorescent quantitative PCR.The results of testing
the soils sampled in the 3 periods showed that the Bacillus subtilis of the rice⁃rice⁃rapeseed rotation soil，cmpared
with the rice ⁃ rice continuous cropping soil，increased by 37.50% and 27.06% and 20.20% respectively. The
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number of Bacillus subtilis of the rice⁃rice⁃rapessd rotation soil and the rice⁃rice continuos soil sampled in July，
2015 was greater than that of the soil sampled in October，2015，and both were greater than that of the soil sampled
in April，2016.The cultivation of rice⁃rice⁃rape rotation can improve the number of Bacillus subtilis and then im⁃
prove the micro ecological environment of soil.

Keywords：rice⁃rice⁃rape rotation cropping；Bacillus subtilis；fluorescent quantitative PCR；soil environment

土壤微生物种类多、数量大，其对土壤养分元素循环、物质分解和植物生长有着直接或间接的影响，

对维持土壤微环境生态系统结构和功能稳定具有十分重要的作用[1-2]。土壤微生物的生长受到土壤理化

性质、酸碱度、湿度、温度和土壤植被类型等多因素的影响。土壤类型和土壤环境条件相同时，土壤中的

微生物群落变化与土壤植被类型有较大的相关性[3]。栽种不同作物的土壤，各类微生物数量会发生变

化，例如种植豆科作物的土壤，固氮菌类微生物数量增加，这与豆科植物根系产生的根瘤菌相关[4]。轮作

和连作是 2种不同的耕作方式，已有研究报道轮作与连作相比较可明显提高作物产量和减少病害现

象[5]。连作是相同作物重茬种植，容易引发致病菌类微生物在土壤中的积累形成土传病菌，轮作是不同

作物之间隔茬种植，已有研究报道轮作能够抑制土传病菌在土壤中的积累[6-7]。稻-稻-油菜轮作是我国

南方地区常见的一种耕作模式，该栽培方式提高了耕地利用率和土地生产力，对作物生长有一定的促进

作用[8]。有学者研究发现轮作后的土壤微生物群落结构发生变化，形成了特定的优势菌群，提高了微生

物的多样性[9-10]。轮作土壤形成的优势菌群包含有大量有益微生物对作物生长产生影响，枯草芽孢杆菌

是土壤中一种有益微生物，它能够促进作物生长，抑制土传病菌等作用[11]。由于枯草芽孢杆菌与其他同

属类菌株具有较高的相似特性，因此采用传统方法难以对其鉴定和检测。荧光定量PCR技术是一项基

于分子水平的分析技术，可以通过DNA扩增过程中荧光显色测定微生物数量[12]。Ito等[13]应用PCR技术

成功测定出根肿病菌类微生物。高苇[14]通过筛选特异引物运用PCR荧光定量分析对土壤中黄瓜棒孢叶

斑病的孢子数目进行测定。关于稻-稻-油菜轮作后土壤中枯草芽孢杆菌的数量变化目前鲜有报道。对

此，本研究应用荧光定量PCR方法分析稻-稻-油菜轮作土壤中枯草芽孢杆菌数量，并以稻-稻连作土壤

作为对照比较。通过对枯草芽孢杆菌数量定量分析，探索稻-稻-油菜轮作栽培对土壤中特定功能类微

生物的影响，以期为稻-稻-油菜轮作栽培后对作物的促长作用机制从特定功能微生物水平上提供理论

参考作用。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验于 2015年和 2016年在湖南省安仁县渡口乡的轮作试验基地采集土壤样品。试验点地理

位置坐标（N26°37′，E113°20′），试验区域属亚热带季风气候，年均温度 14~16 ℃，年均降雨量 1 200~
1 400 mm。

1.2 试验设计

采用单因素分组的田间定位试验，将一块 20 m×8 m试验大田分成“轮作”和“连作”2个试验小区组。

沿试验大田长边方向每隔 3 m起垄将其分隔成 6个 3 m×8 m的试验小区，其中 3个试验小区进行稻-稻-
油菜轮作，另外3个试验小区进行稻-稻连作。稻-稻-油菜轮作种植方式：每年4月份播种早稻，7月份收

割；早稻收割后立即播种晚稻，然后 10月份收割；晚稻收割后立即播种油菜至第二年 4月收割。稻-稻连

作种植方式：每年 4月份播种早稻，7月份收割；早稻收割后立即播种晚稻，10月份收割，然后进入冬闲状

态。稻-稻-油菜轮作和稻-稻连作水稻季种植时间和种植方式完全相同。试验在连续 30年的轮作和连

作后于 2015年 7月、2015年 10月和 2016年 4月分别在早稻收割期、晚稻收割期和油菜收割期采集根际

土壤样品。连作由于不种植油菜，2016年 4月采集冬闲土壤样品。试验按 S型随机采样法从每个试验小

区中采集5个土壤样品混匀后放入无菌自封袋中并编号。采样方式：将作物根系拔出后，抖动根围土壤，

然后用手（戴无菌手套）取出根际土壤装入自封袋中并进行样品标记。试验将稻-稻-油菜轮作编号为

DDY，稻-稻连作编号为DD。采集的土壤样品存放于冰盒中，然后迅速转移至试验室4 ℃冰箱待测。
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1.3 测定项目和方法

1.3.1 枯草芽孢杆菌引物 土壤枯草芽孢杆菌株的引物设计参照相关文献[15-17]所提供土壤常见的几

种芽孢杆菌特异引物，引物类型及序列如表1所示。引物由北京擎科生物科技有限公司（长沙试验中心）

合成。

1.3.2 土壤样品DNA的提取及PCR扩增 采用土壤基因组DNA提取试剂盒（宁波有成生物医药科技有

限公司）提取。采用表 1中的引物对提取的DNA进行PCR扩增，选择最适合本研究的引物序列。PCR总

反应体系为20 μL，10×Taq Buffer 5 μL，上、下游引物各1 μL，dNTP 2 μL，DNA模板1 μL，Taq DNA聚合酶

0.25 μL，ddH2O 9.75 μL。扩增程序：95 ℃预变性 3 min，95 ℃变性 15 s，60 ℃（引物 3为 58 ℃）退火 30 s，
72 ℃延伸 1 min，40个循环，最后 72 ℃延伸 10 min。扩增完成后进行琼脂糖凝胶电脉并用回收试剂盒进

行纯化回收。

1.3.3 重组质粒构建标准曲线 将枯草芽孢杆菌PCR扩增产物纯化回收后的目的基因连接至pMD18-T
质粒载体，转化至DH5α感受态细胞。转化步聚：将 100 mL感受态细胞置于冰上，完全解冻后轻轻将细

胞均匀悬浮，然后加入10 mL连接酶，轻轻混匀后于冰上放置30 min，42 ℃水浴热45 s，冰上放置15~20 s；
加 600 mL SOC（强化营养）培养基，37 ℃ 200 r/min振荡培养 1 h；室温下 4 000 r/min离心 5 min，用枪头吸

掉 400 mL上清液，用剩余的 SOC培养基将细胞悬浮培养；将细菌涂布在预先用 20 μL 100 mmol/L IPTG
（异丙基硫代半乳糖苷）和 100 μL 20 mg/mL X-gal（β-半乳糖苷酶显色剂）混合的氨苄青霉素平板上，将

平板倒置培养过夜。挑取转化后平板上白色显阳性细菌质粒，使用GENERAY质粒提取试剂盒GK2004
提取质粒DNA，对质粒DNA测序后与目的基因比对确定重组质粒是否成功。用紫外分光光度计测定质

粒DNA OD260的值计算重组质粒浓度，以 10倍梯度稀释质粒浓度，选择稀释后的 7个不同浓度的重组质

粒作为构建标准曲线的模板DNA。以重组质粒模板DNA初始拷贝数的对数值为横坐标，Ct（荧光定量

PCR中的循环数）值为纵坐标绘制标准曲线。

1.3.4 荧光定量PCR土壤样品DNA的检测 对重组质粒的DNA和土壤样品提取的DNA进行绝对荧光定

量检测，每个土壤DNA样品进行3个重复。荧光定量PCR的总反应体系为20 μL：上、下游引物各0.5 μL，
Super Mix（SYBR Green 1染料、dNTP、Taq酶混合物）10 μL，DNA模板 1 μL，ddH2O 8.0 μL。反应条件：

95 ℃预变性3 min，95 ℃变性15 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延伸1 min，40次循环，最后72 ℃延伸10 min。
1.4 数据分析

采用Excel 2010软件整理数据，应用 SPSS19.0软件进行差异性统计分析。标准曲线中质粒浓度与

拷贝数的关系式[18]：

C = T × 10-9 × 6.02 × 1023
W

（1）
式（1）中C表示拷贝数（单位：copies·μL-1），T表示质粒浓度（单位：ng·μL-1），W表示重组载体分子量

（计算方式为碱基数×660道尔顿，单位：g·mol-1）。

表1 枯草芽孢杆菌的特异PCR引物筛选

Tab.1 Screening of specific PCR primers for Bacillus subtilis

序号

Serilal
number

1

2

3

引物（5′-3′）
Primer
F
R
F
R
F
R

序列

Sequence
ATG AAG ATT TAC GGA ATT TA
TTA TAA AAG CTC TTC GTA CG

GTAAGGCGGGATCTAGAATGAGTCG
ATACCACCAGATCTCTATTGCC
AGA GTT GAT CCT GGC TCA G
GGT TAC CTT GTT ACG ACT T

基因

Gene

sfp

rodA

16Sr DNA

退火温度/℃
Annealing
temperature

60

60

58
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2 结果与分析

2.1 土壤样品DNA普通PCR扩增

试验对土壤提取的基因组DNA，参照已发表文献[15-17]中的枯草芽孢杆菌PCR扩增引物。所选用

的表 1中的 3对引物进行PCR扩增，第 1对引物扩增出 340 bp大小的基因片段、第 2对引物扩增出 450 bp
大小的基因片段、第3对引物扩增出650 bp大小的基因片段。为了适于荧光定量对枯草芽孢杆菌进行较

好的定量分析，试验选用第 1对引物进行荧光定量PCR扩增。普通PCR扩增完成后将第 1对引物扩增产

物进行回收和纯化，然后对其重组质粒构建标准曲线。

2.1 荧光定量PCR标准曲线的构建

2.1.1 质粒浓度构建标准曲线PCR扩增检验 重组质粒经Nanodrop分光光度计检测，测得枯草芽孢杆

菌重组质粒浓度为 0.42 ng/μL根据重组序列的引物和质粒载体碱基数和阿伏加德罗分子数计算出枯草

芽孢杆菌重组质粒的初始浓度对应的拷贝数分别为 1.216 1×108个/μL、1.368 2×108个/μL。采用 10倍梯

度稀释法对重组质粒样品进行稀释。将枯草芽孢杆菌重组质粒的初始拷贝数按 10倍梯度递减稀释至

12.161个/μL。图 1和图 2为实时荧光定量 PCR梯度稀释样品扩增曲线和溶解曲线（扩增曲线仅选择中

间5个点作图分析）。图1中扩增曲线光滑平稳，指数增长期明显，不同浓度之间间隔一致，图2中溶解曲

线仅出现一个单峰，没有杂峰和低峰，说明试验扩增效果较好。

图1 实时荧光定量PCR梯度稀释样品扩增曲线

Fig.1 Emulsion curve of real-time fluorescence quantitative PCR gradient dilution samples

图2 实时荧光定量PCR梯度稀释样品溶解曲线

Fig.2 Dissolution curve of real-time fluorescence quantitative PCR gradient dilution sample
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2.1.2 实时荧光定量 PCR标准曲线结果 通过对枯草芽孢杆菌 spf基因克隆的重组质粒构建的标准曲

线如图3所示。枯草芽孢杆菌标准曲线的相关系数（R2）为0.997 2，符合标准曲线相关系数大于0.99的计

算要求。荧光定量 PCR的扩增效率（Eff）为 90.329%，扩增效果较好。通过线性拟合计算得出枯草芽孢

杆菌的标准曲线函数方程为 y=-3.143x+36.083。y表示循环次数Ct值，x表示拷贝数的对数值，重组质粒

DNA拷贝数的对数值与Ct值呈较好的线性关系可作为样品荧光定量分析参比曲线。

2.3 稻-稻-油菜轮作土壤枯草芽孢杆菌定量分析

表 2为荧光定量PCR对 3次采样土壤测定得的枯草芽孢杆菌拷贝数，所有土壤样品中均检测出含目

的基因的荧光信号，说明两类耕作土壤均含有枯草芽孢杆菌微生物。2015年 7月、2015年 10月和 2016
年 4月 3个不同时期采样，土壤枯草芽孢杆菌通过荧光定量的结果各不相同。3次采样均为稻-稻-油菜

轮作土壤中枯草芽孢杆菌数量显著高于稻-稻连作。从整体上比较，2015年 7月所采集的土壤样品中枯

草芽孢杆菌数量大于 2016年 4月土壤样品，大于 2015年 10月土壤样品。这可能是枯草芽孢杆菌的繁殖

受温度影响，在不同季节生长条件存在差异。其中 7月份土壤样品中枯草芽孢杆菌数量最多，表明枯草

芽孢杆菌是一种嗜热菌，在其适宜生长温度条件内温度越高生长越好。轮作土壤枯草芽孢杆菌的数量

与连作土壤的差异，说明土壤枯草芽孢杆菌生长与耕作方式有较大的相关性。2015年7月、2015年10月
和 2016年 4月这 3个时期稻-稻-油菜轮作土壤中枯草芽孢杆菌数量相比稻-稻连作分别增加了 37.50%、

27.06%和 20.20%。3次采样测定结果均表明轮作土壤中枯草芽孢杆菌绝对定量值较高，长期稻-稻油菜

轮作栽培对土壤中枯草芽孢杆菌数量增加是轮作栽培产生促长作用的一个重要因素。

Tarquet:16S rDNA Slope:-3.143 Y-Inter:36.083 R2:0.997 2 Eff %:90.329
图 3 重组质粒浓度（copies）与Ct循环数的标准曲线

Fig.3 Standard curve of recombinant plasmid concentration(copies) and Ct cycle number

表2 稻-稻-油菜轮作和稻-稻连作土壤枯草芽孢杆菌的数量比较

Tab.2 The Bacillus numbers compares between rice-rice-rape rotational
cropping and rice-rice continuous cropping

土壤样品

Soil sample

DDY
DD

2015年7月采样土壤

Ct值

Ct value
20.81±0.22
21.35±0.18

拷贝数

（×103 copies·μL-1)
Copies

1.87±0.06
1.36±0.08*

2015年10月采样土壤

Ct值

Ct value
21.71±0.33
22.07±0.28

拷贝数

（×103 copies·μL-1)
Copies

1.08±0.02
0.85±0.03*

2016年4月采样土壤

Ct值

Ct value
21.56±0.16
21.84±0.22

拷贝数

（×103 copies·μL-1)
Copies

1.19±0.07
0.99±0.05*

*表示DDY和DD处理组之间差异显著（P<0.05）
* significant at 0.05 level between DDY and DD
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3 讨论与结论

3.1 讨 论

土壤微生物特定菌种检测方式中荧光定量是一种比较精确的测定方法。实时荧光定量是利用

SYBR Green荧光染料能够与双链DNA相结合发出荧光，而荧光强弱与双链分子数目相关，通过荧光值

间接反映出DNA分子数量，可以定量检测出土壤样品的起始模板拷贝数[19-20]。荧光染料剂在DNA双链

合成过程中与新扩增的DNA双链结合产生荧光，单独存在时不会产生荧光。通过选用适当的目的基因

扩增引物，然后设置合理的升温和退火扩增循环程序等反应条件得到了比较理想的扩增曲线。本研究

中选择枯草芽孢杆菌的 sfp基因定为目的基因，是由于该目的基因的扩增片段大小为 340 bp比较适合于

荧光定量 PCR。本研究通过优选的枯草芽孢杆菌的特异性引物进行 PCR扩增，将目的基因的导入重组

质粒，以重组质粒浓度计算拷贝数的方法绘制标准曲线，对比标准曲线中的浓度和循环数Ct值计算枯草

芽孢杆菌的绝对数量具有较好的科学性。

已有研究中关于轮作土壤微生物的报道大多是从土壤微生物群落多样性展开研究，以土壤微生物

整体类群作为研究对象[21-22]，研究微生物的物种范围较广，不能从单一类别进行分析。本研究是以土壤

中特定微生物物种——枯草芽孢杆菌为研究对象，可以从某一种类微生物数量变化反映耕作方式对其

生长的影响。枯草芽孢杆菌是土壤中可促进作物生长，增强土壤中难分解肥效元素的分解和抑制土传

病菌危害的多功能微生物。稻-稻-油菜轮作土壤中枯草芽孢杆菌微生物数量显著高于稻-稻连作土壤。

说明稻-稻-油菜轮作在土壤中形成了一类对作物生长有益的优势菌体。土壤微生物是由成千上万的不

同种类微生物组成，不同种类的微生物之间又存在竞争和互利共生关系，在一定的环境条件下不同微生

物类群处于一种动态平衡状态[23-24]。稻-稻-油菜轮作下土壤中枯草芽孢杆菌数量显著增加，说明了该轮

作方式对土壤微生物特定种群数量产生影响，这可能是油菜作物根系分泌物影响的结果，作物根系可以

分泌多类有机物和释放光合作用传导的氧气，这对微生物的种群数量影响较大。此外，油菜成熟后叶片

会凋落在土壤中被微生物降解，进而增加土壤中的碳源和氮源，为微生物生长提供更多的食物来源，有

利于土壤中的一些微生物生长繁殖。

3.2 结 论

本研究通过荧光定量 PCR技术检测了长期稻-稻-油菜轮作和稻-稻连作 2种耕作方式下枯草芽孢

杆菌数量变化，研究结果表明，稻-稻-油菜轮作能够提高土壤中有益微生物枯草芽胞杆菌的数量。本研

究应用荧光定量PCR测定了土壤中难以鉴定到物种类别的微生物的数量，试验结果更加精准地反映了

土壤中单一物种微生物的数量变化。关于稻-稻-油菜轮作土壤中枯草芽孢杆菌的增加的影响机理，以

及轮作后土壤中功能类微生物更深层次的变化有待进一步研究。
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