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摘  要  烟草青枯病危害严重, 以拮抗菌进行防病的生物防治手段成为研究热点。从不同烟田分离纯化出 238

株细菌菌株, 首先经牙签接种初筛, 选取对青枯病菌抑制效果较好的菌株制备其抑菌物质的粗提物, 以牛津

杯法复筛, 最终获得 3 株对烟草青枯病菌有明显抑制作用的拮抗细菌。全细胞脂肪酸、16S rDNA 及 gyrB 基

因测序等分析结果表明, 菌株 H19、Y6 为解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens), 菌株 H34 为甲基营养

型芽孢杆菌(B.methylotrophicus)。3 株拮抗菌经 CAS 检测平板法和 Salkowski 比色法, 发现均具有产铁载体和

吲哚-3-乙酸(IAA)的能力, 以菌株 H19 能力最强。温室促生试验结果表明, 3 株拮抗菌能显著促进烟草株高、

鲜重及干重等指标, 与对照相比, 平均增长率分别达到 70%~115%、40%~49%和 32%~42%。温室控病试验结

果表明, 菌株 H19、H34 和 Y6 明显降低烟草青枯病的发病率, 防效达 76.57%、60.98%和 69.83%, 稍逊于农

用链霉素处理的 78.66%。 
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Abstract  Tobacco bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum is one of the most destructive bacterial diseases of tobacco. As 
a recurring soil-borne disease, it is controlled mainly by chemical methods that are not only costly and less efficient but also have 
food safety and environment safety problems. Consequently, biological control methods that use antagonistic strains have gained 
strength in tobacco bacterial wilt disease research. To find new antagonist bacteria against R. solanacearum, 238 strains were 
identified and screened for in vitro antibiosis. By placing each strain on cultured pathogen plates with toothpicks 24 strains showed 
inhibition zones. Among the 24 strains, the width of the inhibition zones of 7 antagonist strains exceeded 10 mm. Then pathogen 
inhibitive ingredients of the 7 strains were extracted to determine bacteriostatic efficacy. Finally, 3 promising strains (H19, Y6, H34) 
were obtained. H19 and Y6 were identified as Bacillus amyloliquefaciens and the other strain (coded H34) identified as B. 
methylotrophicus. The strain classification was based on phylogenetic analysis of 16S rDNA sequence, gyrB sequence and fatty acid 
composition. Siderophores secreted by microorganisms to take up iron from the environment had an action mode of disease 
suppression that was solely based on competition with the pathogens for iron. Besides, indole-3-acetic acid (IAA) is a phytohormone 
known to be involved in root initiation, cell division and cell enlargement. In follow-up experiments, all the three strains showed the 
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ability to produce siderophores and plant growth promotor IAA. However, productions of siderophores and IAA were different, with 
H19 and Y6 as the highest and lowest producers under improved CAS and Salkowski colorimetric methods. The three strains were 
further characterized for plant growth promoting traits and disease control effects. Compared with control treatment, the strains 
significantly improved the growth of tobacco with increases of 19%−24% in the maximum leaf length, 7%−12% in the maximum 
leaf width, 70%−115% in plant height, 2%−14% in stem diameter, 40%−49% in fresh weight and 32%−42% in dry weight. H19, H34 
and Y6 reduced bacterial wilt incidence by 76.57%, 60.98% and 69.83%, respectively in greenhouse experiments. This was slightly 
lower than using 40% agricultural streptomycin which had disease incidence control efficacy of 78.66%. In conclusion, the research 
isolated new efficient antagonistic strains against tobacco bacterial wilt. It also proved the mechanism of disease control and plant 
growth promotion by H19, H34 and Y6. The study further showed that the three strains had great potential for plant growth 
promotion and biological control under greenhouse conditions, which developed the needed reference for follow-up studies. 
Keywords  Tobacco bacterial wilt; Antagonistic bacteria; Siderophore; Phytohormone; Growth promotion; Control effect 
(Received Oct. 23, 2013; accepted Dec. 26, 2013) 

烟 草青 枯病 是由 青枯 雷尔 氏菌 (Ralstonia 
solanacearum)引起的典型土传病害 [1], 是烟草上主
要毁灭性病害之一, 每年造成巨额经济损失[2]。由于

生产上基本无优质抗病的烟草品种可利用, 青枯病
的防治主要以铜制剂和农用链霉素等药剂防治为主
[3], 易污染环境, 破坏生态系统。土壤中存在着多种微
生物, 在营养、生存空间等方面存在激烈竞争, 因此, 
可通过调节土壤微生态抑制土传病害[4]。近年来, 人
们开始利用拮抗微生物防治烟草青枯病, 从烟草茎[5]、

根 [6]以及根际土壤 [7]分离获得大量生防细菌菌株。

Phae等 [8]利用拮抗细菌处理感病土壤, 染病植株的
死亡率明显下降; 胡军华等 [9]和Soad等 [10]应用筛选

获得的拮抗细菌防治青枯病取得了明显的温室防效

和小区试验防治效果。生防菌株还能分泌生长素促

进植物生长, Monk等[11]从新西兰牛毛草根部筛选细

菌研究他们促进植物生长的原因, 发现10%的根部
细菌会产生生长素。同时许多研究都证实了拮抗菌

产生的铁载体可与植物根际病原微生物争夺有限的

铁营养, 从而抑制病原微生物的生长繁殖, 在抑制
病原细菌和真菌方面发挥重要作用 [12]。综上表明 , 
利用拮抗细菌防控烟草青枯病展现了良好的应用前

景。目前, 我国利用拮抗细菌防治烟草青枯病研究
基础还比较薄弱, 特别是高效菌种资源明显缺乏。
本研究从发病烟区健康烟株上分离对烟草青枯病菌

有拮抗作用的细菌菌株 , 对3株优良菌株进行了脂
肪酸分析和分子生物学鉴定, 测定了其对烟草的促
生和控病效果, 旨在进一步丰富青枯病菌拮抗细菌
菌种资源 , 为3株优良生防菌株的进一步开发利用
提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料  
供试材料: 致病性青枯病原菌由烟草行业烟草

病虫害监测与综合治理重点实验室从福建省南平市

烟田采集感染青枯病典型症状的病株分离纯化获

得。培养基: LB液体培养基、NA固体培养基、CAS
检测平板[13]及 R2A液体培养基[14]。烟草感病品种为

‘红花大金元’。 
1.2  菌株的分离纯化  

从山东省、湖北省不同烟草青枯病烟田采集健

康烟株及其根际土, 分别采用常规的内生细菌 [2]和

根际细菌[15]的分离方法来获得供试菌株。通过显微

镜观察菌落, 挑取单菌落接在试管 LB 液体培养基
中, 28 ℃条件下培养 48 h, 于 NA固体培养基上采用
平板划线法纯化, 将纯化出来的菌株保存于 4 ℃冰
箱中备用。 
1.3  拮抗细菌的筛选  
1.3.1  拮抗细菌的初筛  

拮抗细菌的初筛参照苏婷等[15]的方法。制备烟

草青枯菌浓度为108 cfu·mL−1的菌悬液, 取1 mL加入
50 ℃左右的NA培养基, 摇匀, 待培养基凝固后, 用
灭过菌的牙签挑取1.2中备用菌株单菌落点接于培
养基上, 每板测试4种菌, 每菌株重复3次, 28 ℃条
件下培养48 h, 用十字交叉法测量抑菌圈直径, 求
平均值。 
1.3.2  拮抗细菌的复筛  

将初筛获得的效果较好的拮抗细菌于 28 ℃、
120 r·min−1振荡培养 48 h即成各菌株发酵液, 各 2 L
发酵液离心弃菌体, 离心条件为: 4 ℃、10 000 r·min−1、

15 min。上清液用 6 mol·L−1 HCl 溶液调至 pH 3.0, 
4 ℃静置 4~6 h。离心收集产生的沉淀, 条件同上。
沉淀经甲醇抽提, 真空减压浓缩, 得到抑菌物质的
粗提物。用甲醇溶解抑菌物质的粗提物, 定容得到
10 mg·mL−1提取液[16]。 

在水平放置的带有青枯病菌的平皿中均匀地放

置 4只无菌牛津杯(8 mm)。同时吸取 150 µL拮抗菌
株提取液加入牛津杯中, 每个平板 4 个处理, 每处
理重复 3 次。对照加入等量甲醇。平板于超净工作
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台内放置 4 h 以确保大部分菌液扩散到琼脂中, 之
后置于 28 ℃恒温培养箱培养 48 h, 用十字交叉法测
量抑菌圈直径, 求平均值。选取效果最佳的 3 株拮
抗细菌, 进行后续试验。 
1.4  拮抗细菌的鉴定 
1.4.1  全细胞脂肪酸分析  

由中国农业微生物菌种保藏管理中心完成。 
1.4.2  16S rDNA序列分析鉴定  

拮抗细菌 16S rDNA PCR扩增参考谢永丽等[17]

的方法。将 16S rDNA扩增产物回收纯化后测序, 测
序所得序列通过 NCBI数据库进行 BLAST比对。 
1.4.3  gyrB基因序列分析鉴定 

gyrB 基因扩增引物序列及 PCR 扩增条件参照谢
永丽等[17]的方法。将 gyrB 基因扩增产物纯化后测序, 
所测序列通过 NCBI 数据库进行 BLAST 比对, 通过
MEGA3.1软件[18]对拮抗菌与模式菌进行系统发育分析。 
1.5  拮抗细菌分泌铁载体的定性检测 

参照荣良燕等[13]的方法, 将拮抗细菌菌株转接
到 NA 平板上培养 24 h 后, 采用点接法, 用灭菌的
牙签将菌种接在 CAS 固体检测平板上, 每皿测试 3
种菌, 每菌 3次重复, 28 ℃培养 48 h, 观察平板上橘
黄色透明圈的产生和大小、颜色, 并记录, 同时计算
可溶性指数。 
1.6  拮抗细菌分泌生长素(IAA)的定性检测 

参照姜晓宇等[14]方法, 将拮抗细菌菌株接种于
50 mL 液体 R2A 培养基的三角瓶中, 每菌株 3 次重
复, 处理完毕后观察其颜色变化, 颜色变粉红者为
阳性, 表示能够分泌 IAA, 颜色越深表示分泌的强
度越大, 不变色为阴性, 表示不能分泌 IAA。 
1.7  拮抗细菌的室内促生试验 

室内促生试验参照王静等[19]的方法。试验共设

4个处理, 处理 1~3分别为菌株 H19、H34和 Y6的
菌悬液(108 cfu·mL−1), 处理 4(对照)为清水。每处理
8 株烟苗, 3 次重复, 随机排列。取 5~6 片真叶烟苗
移栽于装有灭菌土的花盆中, 缓苗后约 3 d, 于根际
接种拮抗菌菌悬液, 每株约 5 mL, 重复接种 2 次, 
间隔为 3 d。对照接入等量清水。待烟苗长至 30 d
后, 各处理随机选取 10株烟苗, 小心将苗整株挖出, 
洗去根部泥土, 按烟草行业标准 YC/T142—1998《烟
草农艺性状调查方法》测量并记载各处理烟株最大

叶长、最大叶宽、株高、茎围和整株鲜重, 然后 70 ℃
烘干至恒重, 测量各烟株整株干重。对各处理的促
生效果采用 SPSS 16.0统计软件 Duncan法比较分析
相关数据在显著性水平为 0.01时的差异。 
1.8  拮抗细菌的温室控病试验 

拮抗细菌的温室控病试验参照王静等 [19]的方

法。试验共设 4个处理, 处理 1~3分别为菌株 H19、
H34 和 Y6 的菌悬液(108 cfu·mL−1), 处理 4(对照)为
清水。每处理 5株烟苗, 3次重复, 随机排列。取 5~6
片真叶的烟苗浸根于拮抗菌菌悬液(108 cfu·mL−1)中, 
30~40 min后取出并移栽于装有灭菌土的花盆中。缓
苗后约 3 d, 于根际接种拮抗菌菌悬液, 每株约 5 mL, 
重复接种 2次, 间隔为 3 d。对照接入等量清水。1 d
后, 将烟草青枯菌菌悬液(108 cfu·mL−1)接种于烟苗
根际, 每株 5 mL。对照接等量清水。完成后将烟株
置于 30 ℃左右的温室中保温保湿, 观察发病情况。
见病株后, 每日观察记录发病株数。以接种病原菌
日为起点日, 共观察 30 d。分级标准按全国烟草行
业烟草病害调查分级标准 Yc/T39—1996进行。病情
指数和防治效果按烟草病害药效试验方法 Yc/T40— 
1996计算。 

采用 Microsoft Excel 2010 对试验数据进行基
本处理, 计算出发病率、病情指数以及相对防效, 然
后采用 SPSS 16.0统计软件Duncan法比较分析相关
数据在显著性水平为 0.01时的差异。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗细菌的初筛及复测 
分离纯化得到细菌共计 238株, 初筛获得 24株

具有拮抗效果的菌株, 其中 17株根际细菌, 7株内生
细菌, 拮抗率为 10.1%。抑菌圈直径与菌落直径差值, 
即抑菌带直径超过 10 mm的菌株有 7株, 其菌株编
号分别为 H10、H15、H19、H34、H44、H55、Y6, 均
为根际细菌。对此 7 株拮抗细菌进行抑菌物质的粗
提, 测其抑菌效果, 最终得到效果较好的 3 株拮抗细
菌, 分别为H19、H34和Y6, 抑菌圈直径达 17.68 mm、
14.35 mm和 15.95 mm(表 1及图 1)。说明该 3株拮抗
细菌的抑菌粗提物比菌株本身对青枯菌有更强的抑菌

能力, 后期的研究将主要针对该 3株拮抗细菌展开。  

表 1   7 株拮抗细菌对青枯菌的抑菌效果初测及复测  
Table 1  Antagonistic effect of 7 strains of antagonistic bacte- 

           ria against Ralstonia solanacearum   mm     

菌株编号 
Code 

抑菌带直径 
Width of the inhibition 

zone 

抑菌圈直径 
Diameter of inhibition 

zone 

H10 13.97±0.21D 10.75±0.72E 
H15 11.73±0.21F  12.95±1.62CD 
H19 17.23±0.21B 17.68±1.03A 
H34 15.53±0.35C 14.35±0.31C 
H44 13.27±0.15E 12.73±0.25CD 
H55 12.27±0.21F 12.38±0.28D 
Y6 18.53±0.35A 15.95±0.79B 
CK — 8.00±0.00F 

同列数据后不同大写字母表示经邓肯氏新复极差测验差异极

显著。下同。Different capital letters in the same column indicate very 
significant difference at P < 0.01 level by Ducan’s new multiple range 
test. The same below. 
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图 1  7 株拮抗细菌对青枯菌的抑菌效果复测 
Fig. 1  Antagonistic effect of 7 strains of antagonistic bacteria against Ralstonia solanacearum 

2.2   拮抗细菌的鉴定 
2.2.1  全细胞脂肪酸分析 

对 H19、H34和 Y6 3株拮抗细菌进行全细胞脂
肪酸分析, H19和 Y6各含有 9种脂肪酸, 与解淀粉
芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)具有较高相似
性; H34含有 6种脂肪酸, 与甲基营养型芽孢杆菌(B. 
methylotrophicus)具有较高相似性。初步判定 3株拮
抗菌为芽孢杆菌属(表 2)。 
2.2.2  分子生物学鉴定 

以 3 株拮抗菌的基因组 DNA 为模板扩增 16S 
rDNA片段, 得到大小约 1 500 bp的 PCR特征性条
带, 与芽孢杆菌 16S rDNA的理论值基本相符。测序
结果与 GenBank 中己知序列比较得到 H19 与 B. 
amyloliquefaciens ESR9的 16S rDNA序列相同(或一
致)性为 100%; H34与B. methylotrophicus PY3的 16S 
rDNA 序列相同(或一致)性为 99%; Y6 与 B.amylo-
liquefaciens HS8的 16S rDNA序列相同(或一致)性为
99%。 

以 3 株拮抗菌的基因组 DNA 为模板扩增 gyrB
基因片段, 得到大小约 1 300 bp的 PCR特征性条带, 

与芽孢杆菌 gyrB基因的理论值基本相符。测序结果
与 GenBank中已知序列比较得到 H19和 Y6均与 B. 
amyloliquefaciens Y2的 gyrB基因序列相同(或一致)
性为 99%; H34与 B.methylotrophicus的 gyrB基因序
列相同(或一致)性为 98%。将 H19、H34、Y6 与已
知模式菌株的 gyrB序列构建系统进化树见图 2。 

综合全细胞脂肪酸分析、16S rDNA及 gyrB基
因序列比对结果及与模式菌株系统发育树分析, 最
终将菌株 H19、Y6 鉴定为解淀粉芽孢杆菌 B. 
amyloliquefaciens, 菌株 H34鉴定为甲基营养型芽孢
杆菌 B. methylotrophicus。 
2.3  拮抗细菌分泌铁载体的定性检测 

H19、H34和 Y6 3株拮抗细菌在 CAS检测平板
上均出现橘黄色晕圈, 表明 3 株拮抗细菌都可以分
泌铁载体, 可溶性指数 H19>Y6>H34(表 3)。 
2.4  拮抗细菌分泌生长素(IAA)的定性检测 

生长素分泌测定结果如图 3所示, H19为深粉色, 
H34株为粉色, Y6株为浅粉色,  说明 3株拮抗菌均
可分泌生长素。颜色越深, 表明分泌 IAA能力越强, 
分泌生长素的能力大小为 H19>H34>Y6。 

表 2  3 株拮抗细菌的全细胞脂肪酸分析 
Table 2  Analysis of whole-cell fatty acid of 3 strains of antagonistic bacteria 

相对含量 Relative content (%) 特征性脂肪酸 
Characteristic fatty acid H19 H34 Y6 Bacillus amyloliquefaciens B.methylotrophicus 

14:0 iso 1.04 — 1.17 2.9 — 

15:0 iso 23.22 18.01 17.80 21.5 20.8 

15:0 anteiso 34.81 40.90 40.70 44.2 52.7 

16:0 7.22 6.71 6.50 8.5 — 

16:0 iso 2.44 2.38 3.16 — 13.9 

17:0 iso 6.99 6.72 6.72 9.7 — 

17:0 anteiso 7.16 13.11 10.53 12.5 12.6 

16:1 w11c 2.07 — 1.45 — — 

17:1 iso w10c 1.66 — 1.23 — — 
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图 2  基于 gyrB 基因序列构建的拮抗菌株与模式菌株系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree based on gyrB sequences of antagonistic bacteria and type bacteria 

表 3  CAS 检测平板上菌落大小、晕圈直径及其他特征  
Table 3  Size, halo and other characteristics of bacterial colony on CAS plates 

菌株编号 
Code 

菌落直径 
Diameter of colony (mm) 

晕圈直径 
Diameter of halo (mm)

颜色 
Color 

可溶性指数 
Soluble index

特征 
Characteristic 

H19 3.50  8.53 淡橘黄色 
Light orange

2.43 生长旺盛, 橘黄色周围蓝色加深较明显
Vigorous growth, obvious dark blue 

H34 7.27 14.10 橘黄色 
Orange 

1.97 生长旺盛, 橘黄色周围蓝色不加深 
Vigorous growth, no dark blue 

Y6 7.03 14.07 橘黄色 
Orange 

2.01 生长旺盛, 橘黄色周围蓝色不加深 
Vigorous growth, no dark blue 

 

 

图 3  3 株拮抗细菌分泌 IAA 能力 
Fig. 3  Ability of 3 strains of antagonistic bacteria for secreting IAA 

2.5  拮抗细菌的室内促生试验 
促生试验结果如图 4所示, Y6处理后的烟株的

最大叶宽、株高及整株鲜重比对照分别增长 12.40%、
115.44%、48.98%, 与对照差异最显著; 经 H34处理
后的烟株茎围和整株干重比对照增长 13.98%、
41.75%, 高于另外两株拮抗细菌; 而经 H19 处理后
的烟株最大叶长增长率为 23.67%, 高于 H34和 Y6。
可见, 3株拮抗细菌均表现出较好的促生作用, 与之
前分泌铁载体及生长素测定试验结果相符。 
2.6  拮抗细菌的温室控病试验 

如表 4所示, H19、H34和 Y6 3株拮抗细菌对烟 

 

图 4  3 株拮抗细菌对烟草的促生作用测定结果 
Fig. 4  Growth-promoting effect on tobacco of 3 strains of 

antagonistic bacteria 
LM: 最大叶长(cm); WM: 最大叶宽(cm); PH: 株高(cm); SD: 

茎围(cm); FW: 整株鲜重(g); DW: 整株干重(g). LM: maximum 
length of leaf (cm); WM: maximum width of leaf (cm); PH: plant 
height (cm); SD: stem diameter (cm); FW: fresh weight (g); DW: 
dry weight (g). 

 
草青枯病均有明显的防治效果 , 防效分别高达
76.57%、60.98%和 69.83%, 其中 H19的防治效果最
佳。但与 40%农用链霉素的 78.66%相比, 防效稍逊。 
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表 4  3 株拮抗细菌对烟草青枯病的防治效果 
Table 4   Control efficacy of 3 strains of of antagonistic bacteria against tobacco bacterial wilt 

菌株编号 
Code 

发病率 
Disease incidence (%) 

病情指数 
Disease index 

防治效果 
Control effect (%) 

H19 10.50±1.00C 4.17±0.38B 76.57±2.52AB 

H34 17.50±1.00B 6.94±0.64B 60.98±2.87C 

Y6  13.50±1.91BC 5.83±0.73B 69.83±4.90B 

40%农用链霉素 40% agricultural streptomycin  9.50±1.00C 3.39±0.58C 78.66±3.69A 

CK 55.00±3.83A 28.22±4.40A — 

 

3  讨论 

 由于生产上基本无优质抗病品种可利用 , 轮
作也较难大面积实施, 化学防治又有抗药性和农药
残留等问题, 迫使人们亟待寻找一种安全高效的防
治方法。生物防治具有安全无公害、长效等优点[20], 
是现在植物病害防治的热点研究领域。目前青枯病

的生物防治措施包括利用无致病力菌株和拮抗微生

物等。本试验从生防角度出发, 通过体外活性筛选
获得了 H19、H34和 Y6 3株拮抗细菌, 经鉴定均属
于芽孢杆菌属。许多研究发现, 芽孢杆菌具有生长
速度快、营养需求简单、有较强抗逆性、在植物表

面易于存活与繁殖、对人畜无害、不污染环境、制

剂稳定、施用方便等优点[21], 是理想的生防菌筛选
对象。 

芽孢杆菌能够产生铁载体、几丁质酶、脂肽类

等抗菌物质 ; 与病原菌竞争营养物质和空间位点 ; 
诱导植物获得系统抗性; 同时产生 IAA 等促进植物
生长[22−23]。如枯草芽孢杆菌(B. subtilis)拥有广泛的
寄主群体, 可形成内生孢子, 并产生杀菌谱广的不
同生物活性物质; 从茶根际土壤中获得的巨大芽孢
杆菌(B. megaterium)具有溶磷作用 , 可产生植物生
长素(IAA)、铁载体和其他抗真菌代谢物, 从而可促
进植物生长并降低病害程度[24]。刘邮洲等[25]筛选出

22株对番茄枯萎病菌和番茄青枯病菌皆具有很强拮
抗作用的菌株, 其中 3 株能分泌铁载体, 防效较好
的 4株拮抗菌均为枯草芽孢杆菌(B. subtilis)。本试验
为初步验证 H19、H34和 Y6 3株拮抗细菌能够促进
烟株生长同时有效防治烟草青枯病的作用机制, 对
其进行了产铁载体和生长素能力的测定, 结果表明
3株拮抗菌均可产生铁载体和生长素, 且以菌株H19
的分泌能力最强。而随后做的温室促生和控病试验, 
进一步证明三者具备对烟草的促生和防病能力。 

拮抗菌的促生和防病作用是相辅相成的, 充分
开发自然界中的拮抗菌, 可以有效保护作物, 获得
高产同时有利于环境友好, 可谓是一举多得。本试
验筛选获得的 3 株拮抗细菌对烟草青枯病具有较好
的抑菌防病作用 , 同时对烟草有明显的促生效应 , 

具有较高的开发利用价值, 可围绕上述菌株的生防
作用机制及其发酵工艺等展开深入研究。 
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