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摘要：为提高生防菌在酸性土壤中对烟草青枯病的生防效果，采用室内酸性平板快速筛选法从烟

草根际土壤中筛选嗜酸性拮抗细菌，应用Biolog GEN Ⅲ自动微生物鉴定系统结合16S rDNA序列

分析进行种类鉴定，并采用室内琼脂扩散法在pH 5.5和pH 7.0培养条件下比较其对烟草青枯病菌

Ralstonia solanacearum的抑制活性，通过盆栽试验测定其对烟草青枯病的防效及对烟草的促生作

用，通过测定胞外酶活性和铁载体含量分析其生防特性。结果表明：从烟草根际土壤中筛选获得1株

具有高拮抗活性的嗜酸性细菌，命名为 CLB-17，并将其鉴定为枯草芽胞杆菌 Bacillus subtilis。在

pH 5.5条件下，菌株CLB-17的拮抗活性最强，其发酵液对烟草青枯病菌的抑菌带宽度为7.11 mm，

而在pH 7.0条件下抑菌带宽度为6.37 mm；在pH 5.5条件下，CLB-17菌株的铁载体相对含量（2.12）

及蛋白酶活性（40.12 U/mL）、葡聚糖酶活性（142.52 U/mL）和酸性磷酸酯酶活性（6.42 U/mL）均高

于 pH 7.0 条件下各指标（1.51、36.14 U/mL、110.24 U/mL 和 6.11 U/mL）；该菌株在 pH 5.5 条件下对

烟草青枯病的防效为76.99%，高于在pH 7.0条件下的防效66.18%；且烟草株高、整株干重、根干重

和叶绿素含量均显著高于pH 7.0处理和空白对照。表明枯草芽胞杆菌CLB-17在酸性条件下的生

防活性高，在酸性土壤中对烟草青枯病的生防效果更好，且对烟草生长具有促进作用。
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Abstract: To search for biocontrol agent for tobacco bacterial wilt in acid soils, an antagonistic bacteri‐

um against Ralstonia solanacearum causing tobacco bacterial wilt was screened out from tobacco rhizo‐

sphere based on a rapid screening method using a pH 5.5 nutrient agar (NA) medium and identified by

Biolog GEN Ⅲ combined with 16S rDNA sequence analysis. Its efficacy against tobacco bacterial wilt

and growth promoting effect on tobacco were evaluated in pH 5.5 and pH 7.0 soils in greenhouse, and
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the biocontrol related siderophore contents and enzyme activities were characterized by biochemical

test. The results showed that an acidophilic antagonistic bacterium was obtained and named as CLB-17,

identified as Bacillus subtilis. Bacillus subtilis CLB-17 had a higher inhibitory activity against R. sola‐

nacearum in acid conditions than in neutral conditions. At pH 5.5, the fermentation broth of CLB-17

had a 7.11 mm inhibitory bandwidth on NA plates, which was wider than the 6.37 mm inhibitory band‐

width at pH 7.0. The B. subtilis CLB-17 could secret siderophore, protease, glucanase and acid phospha‐

tase. The relative content of siderophore (2.12), protease activity (40.12 U/mL), glucanase activity

(142.52 U/mL) and acid phosphatase activity (6.42 U/mL) of CLB-17 at pH 5.5 were higher than those

at pH 7.0 (1.51, 36.14 U/mL, 110.24 U/mL and 6.11 U/mL). In pot experiments, the control efficacy of

B. subtilis CLB-17 on tobacco bacterial wilt was 76.99% at pH 5.5, which was higher than the control

efficacy of 66.18% at pH 7.0. Similarly, CLB-17 significantly increased tobacco plant height, whole

plant dry weight, root dry weight and chlorophyll content more in pH 5.5 soil than in pH 7.0 soil. These

results suggested that an efficient plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) strain was obtained for

further improving the biocontrol effect on tobacco bacterial wilt and the growth promotion of tobacco in

acid soils.
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烟草青枯病是由茄科劳尔氏菌 Ralstonia sola‐

nacearum引起的一种毁灭性土传病害，每年给烟草

生产带来巨大的经济损失（Robertson et al.，2004）。

影响烟草青枯病发生的因素很多，其中土壤环境条

件是最重要的影响因子，包括土壤类型、酸碱度和微

量元素含量等（陈玉蓝，2004）。近年来，由于大面积

连作、环境污染和酸性肥料施用等因素导致我国植

烟土壤酸化日趋严重。另外，烟草青枯病菌具有嗜

酸性，喜欢偏酸性环境（Li et al.，2017）。因此，土壤

酸化与青枯病的发生密切相关，发生青枯病的土壤

pH明显低于正常土壤pH（Seo et al.，2012），酸化植烟

土壤中青枯病发生日趋严重，降低了烟草产量和品质。

目前，我国极酸性植烟土壤（pH<4.5）面积占全

国植烟土壤面积的比例为 2.4%，酸性植烟土壤（pH

介于4.5~5.5）所占比例为18.6%，弱酸性植烟土壤（pH

介于 5.5~6.5）所占比例为 26.3%（陈江华等，2004），

其中，湖南省烟区植烟土壤pH 5.0以下的占9.64%，

pH介于 5.5~6.5的占 26.91%（许自成等，2008）。土

壤酸化导致烟草青枯病等土传病害发生严重，已影

响到当地烟草产业的可持续发展（张翼，2008）。而

防治青枯病的措施主要包括生物、化学、农业和综合

管理方法（Huet et al.，2014；Yuliar et al.，2015；Liu et

al.，2016），但由于烟草青枯病菌地理分布广、寄主范

围大和生存能力强的特点，至今仍无理想的防治措

施（Yang et al.，2018），酸性土壤中烟草青枯病的防

控更为困难。因此，筛选适用于酸性土壤中烟草青

枯病绿色防控的拮抗微生物具有重要意义。

基于拮抗微生物和病原物互作的生物防治被

认为是减少化学农药使用和改善植物健康的可替

代或补充的方式（Patiño-Vera et al.，2005）。在植物

根茎类病害的生物防治中，根际促生菌通过分泌拮

抗物质和诱导植物抗性从而直接或间接抑制病原

菌侵染和促进植物生长（Compant et al.，2005）；这类

菌还可以通过竞争根系分泌物来减少病原物可用营

养物质，进而减轻植物所受伤害（Wu et al.，2017）。

植物根际促生菌中的优势菌属主要包括芽胞杆菌属

Bacillus、假单胞菌属 Pseudomonas 和肠杆菌属 En‐

terobacter，均具有较强的适应逆境能力，且能够产

生抗生物质和生长调节物质，在促进烟株生长和防

治病害方面发挥着重要作用（Yendyo et al.，2018）。

目前，国内外已利用有益细菌（潘文道等，2008；李碧

德，2018；Song et al.，2018）和真菌（朱红惠等，

2005）、噬菌体（Elhalag et al.，2018）、抗性植株（彭曙

光等，2011）以及芸薹属植物（Gómez-Lama et al.，

2018）等对青枯病进行生物防治，但在酸性植烟土壤

条件下对烟草青枯病进行生物防治的研究尚少。因

此，本研究从湖南省张家界市酸化植烟地块中烟草

青枯病重发田采集的健株根际土样中分离拮抗菌

株，结合Biolog GEN Ⅲ自动微生物鉴定系统和 16S

rDNA基因序列分析对其进行鉴定，并分别在酸性

和中性条件下研究其对烟草青枯病菌的抑制活性、

相关生防特性及防病促生作用，以期为酸性土壤中

高效防控烟草青枯病的微生物资源开发及其应用研

究提供参考。
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1 材料与方法

1.1 材料

供试青枯菌：参照Li et al.（2016）方法自湖南省

张家界市慈利县江垭镇酸性植烟田块（pH 5.6）罹病

烟株根部分离获得，经室内鉴定为茄科劳尔氏菌

1号生理小种，生物型Ⅲ，可在pH 5.2条件下正常生

长（杨晓宇等，2014），保存于中国农业科学院烟草研

究所植物保护研究中心-80℃冰箱。

供试烟草和土壤：烟草品种为中国农业科学院

烟草研究所培育的K326，培养条件为光周期 14 L∶

10 D、昼夜温度 28℃/25℃、相对湿度 75%，生育期

45 d；供试灭菌土壤为中国农业科学院烟草研究所

试验基地提供的湿热灭菌土，pH 6.6；野外烟草根际

土壤样品于 2018年 7月采集自湖南省张家界市慈

利县高峰乡双河村（pH 5.75）、江垭镇细毛坪村（pH

5.4）和三官寺镇吴王坡村（pH 4.9）的酸性植烟土壤

烟田，每块田随机采集健株根际土壤 10份，每份样

品100 g，混匀后于-20℃保存，备用。

培养基：营养肉汤（nutrient broth，NB）液体培养

基成分为葡萄糖15 g、酵母粉1 g、胰蛋白胨5 g、牛肉

浸膏3 g，去离子水定容至1 L，pH 7.0；营养琼脂（nu‐

trient agar，NA）培养基为 NB 液体培养基中加 15 g

琼脂粉；蔗糖-天冬酰氨（glucose asparagine agar，

GAA）液体培养基成分为蔗糖20 g、L-天冬酰胺2 g、

K2HPO4 1 g、MgSO4·7H2O 0.5 g、FeCl3 0.16 μmol/L，

去离子水定容至 1 L，pH 7.0；无机磷液体培养基成

分为葡萄糖 10 g、MgCl2·6H2O 5 g、MgSO4·7H2O

0.25 g、（NH4）2SO4 0.1 g、KCl 0.2 g、Ca3（PO4）2 25 g，

去离子水定容至 1 L，pH 7.5；产 IAA培养基成分为

牛肉膏5 g、蛋白胨10 g、NaCl 5 g、L-色氨酸0.5 g，去

离子水定容至1 L，pH 7.2。

药剂、试剂及仪器：3%中生菌素（zhongsheng‐

mycin）可湿性粉剂，江西正邦作物保护有限公司。2×

Taq PCR Master Mix、铬天青（chromeazurol S，CAS），

日本TaKaRa公司；EsayPure®Bacteria Genomic DNA

Purification Kit，北京全式金生物技术有限公司；

BUG+B培养基，美国伯腾仪器有限公司；其余试剂

均为国产分析纯。Biolog GEN III微孔板、Biolog自

动微生物鉴定系统和Biolog浊度仪，美国伯腾仪器

有限公司；S-3E pH 计，北京胜达惠捷科技有限公

司；ProFlex PCR 仪，美国 Applied Biosystems 公司；

DYY-8C 电泳仪，北京市六一仪器有限公司；Gel‐

Doc-It TS Imaging System凝胶成像仪，美国UVP公

司；UV-6000 METASH紫外分光光度计，上海仪元析

仪器有限公司；LHP-150恒温培养箱，常州中诚仪器

制造有限公司；JEM-2100透射电镜，日本JEOL公司。

1.2 方法

1.2.1 嗜酸性根际促生菌的筛选

嗜酸性植物根际促生菌筛选参照刘国红等

（2013）方法并略作改动。称取 10 g 野外烟草根际

土壤样品置于装有 90 mL 无菌水的三角瓶中，于

28℃、150 r/min条件下振荡20 min，即制成土壤悬液

原液，以10倍梯度稀释至10-1、10-2、10-3、10-4后，分别

吸取 100 μL各梯度土壤悬液涂布到预先混有烟草

青枯病菌、pH 5.5的NA平板上，每个浓度处理 3次

重复。于28℃下黑暗培养2 d后观察有无抑菌圈产

生，以抑菌圈直径的大小为依据判断筛选细菌的拮

抗活性，并选择抑菌活性表现最好的 1株嗜酸性拮

抗细菌作为供试菌株进行后续试验。

1.2.2 嗜酸性拮抗细菌的鉴定

参照Biolog GEN III自动微生物鉴定系统操作

指南，通过 Biolog GEN III 微孔板对嗜酸性拮抗细

菌进行94种表型测试，其中包括71种碳源利用测试

和23种化学敏感测试（张朝正和郭兰珍，2009）。将

拮抗菌株在 Biolog 鉴定专用 BUG+B 培养基上于

33℃黑暗培养 24 h后，利用Biolog浊度仪将菌株细

胞浓度的透光率调至90%~98%，然后将培养获得的

菌悬液倒入V型加样水槽中，用 8通道电动移液器

将菌悬液按顺序加入 Biolog GEN III 微孔板中，每

孔100 μL，33℃黑暗培养4~6 h和16~24 h时用读数

仪读取菌株的特征性碳源代谢指纹特征，并将测定

结果与Biolog数据库中的菌株进行比对分析，对嗜

酸性拮抗细菌进行初步鉴定。

同时对拮抗菌株进行分子生物学鉴定。按照

EsayPure® Bacteria Genomic DNA Purification Kit 操

作步骤提取拮抗菌株的基因组DNA，采用16S rDNA

通用引物 27 F（5ʹ -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-

3）́/1492 R（5ʹ-GGCTACCTTGTTACGACTT-3）́进行

PCR扩增（张朝正和郭兰珍，2009），试验所用引物均

由上海派森诺生物科技股份有限公司合成。25 μL

PCR反应体系：模板DNA 2 μL、上下游引物各1 μL、

5×Prime STAR Buffer（Mg2+ Plus）5 μL、dNTP Mix‐

ture 2 μL、DNA 聚合酶 0.25 μL，ddH2O 补足 25 μL。

PCR反应条件：94℃预变性 5 min；94℃变性 1 min，

56℃退火1 min，72℃延伸90 s，35个循环；72℃终延

伸 7 min。PCR扩增产物送上海派森诺生物科技股

份有限公司进行测序，将测序所得序列在NCBI数
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据库进行BLAST同源性比对并递交GenBank获取

登录号，应用MEGA 6.0软件基于邻接法以海胆芽

胞 杆 菌 Bacillus hemicentroti（GenBank 登 录 号

HM460885）为外群构建系统发育树，1 000次重复检

验，确定菌株分类地位。

1.2.3 不同酸碱度条件下拮抗菌株抑菌活性的测定

采用琼脂扩散法（张立帆，2017）测定拮抗菌株

发酵液的抑菌活性。首先用 pH 4.0及 8.0的酸碱缓

冲液滴定 NB 液体培养基 pH 至 5.5、6.0、6.5、7.0 和

7.5，121℃灭菌20 min，然后将拮抗菌株分别接种于

不同 pH的NB液体培养基中，于 28℃、150 r/min条

件下振荡培养 24 h，利用紫外分光光度计测量并

用 NB 液体培养基将拮抗菌株发酵液浓度调整为

108 CFU/mL和109 CFU/mL，备用。同时将烟草青枯

病菌接种于 pH 7.0 的 NB 液体培养基中，于 28℃、

150 r/min 条件下振荡培养 48 h，利用紫外分光光

度计测量并用 NB 液体培养基将其浓度调整为

108 CFU/mL 和 1010 CFU/mL，备用。取 108 CFU/mL

烟草青枯病菌悬浮液均匀喷雾NA平板，打取直径

9 mm琼脂孔并在其中加入108 CFU/mL拮抗菌株发

酵液 50 μL，阴性对照为等量相同 pH 的 NB 液体培

养基，28℃培养48 h后观察烟草青枯病菌的生长情

况，并采用十字交叉法测量各处理的抑菌带宽度。

为进一步明确拮抗菌株的抑菌活性，测定其在

酸性条件下无菌滤液的抑菌活性。将上述制备的不

同 pH的 108 CFU/mL拮抗菌株发酵液在 4℃条件下

以 5 000 r/min离心 5 min，取上清液经孔径 0.22 μm

细菌过滤器滤去菌体细胞，即获得无菌滤液，按照上

述发酵液抑菌方法通过测量抑菌带宽度测定无菌滤

液对烟草青枯病菌的抑制作用。同时，分别取不同

pH的108 CFU/mL拮抗菌株无菌滤液9 mL与浓度为

1010 CFU/mL的烟草青枯病菌悬浮液 1 mL混合，于

28℃、150 r/min 条件下振荡培养 48 h，以 9 mL NB

液体培养基混合1 mL 1010 CFU/mL烟草青枯病菌悬

浮液作为对照，于相同条件下进行培养，每个处理

3次重复。分别取适量混合培养48 h的菌液在4℃、

5 000 r/min条件下离心5 min，收集菌体沉淀经PBS

缓冲液冲洗3次，并以200 μL PBS缓冲液重悬后，加

入 500 μL 2.5%戊二醛固定 2 h，10 000 r/min 离心

20 min，留下沉淀经50%、75%、90%、100%叔丁醇梯

度脱水，每次15 min，真空干燥1 h，采用透射电镜观

察烟草青枯病菌菌体的变化情况。

1.2.4 酸性和中性条件下拮抗菌株生防特性测定

参照胡碧惠（2014）方法测定拮抗菌株的铁载体

产量。将1.2.3制备的109 CFU/mL拮抗菌株发酵液

按体积比1∶100分别接种于pH 5.5和pH 7.0的GAA

液体培养基中，以未接种的GAA液体培养基为空白

对照，于28℃、150 r/min条件下振荡培养32 h后，以

10 000 r/min离心15 min，取上清液和CAS检测液按

体积比 1∶1 充分混匀，采用紫外分光光度计测定

630 nm波长处的吸光值A；以相同方法测定空白对

照吸光值Ar作为参比值，铁载体的相对含量为A/Ar。

每个处理3次重复。

采用钼锑抗比色法测定拮抗菌株的溶磷作用

（Pikovskaya et al.，1948）。将 109 CFU/mL拮抗菌株

发酵液按体积比 1∶100分别接种于 pH 5.5和 7.0的

无机磷培养基中，于 28℃、150 r/min条件下振荡培

养 5 d，采用紫外分光光度计测定 630 nm波长处的

吸光值，以未接种无机磷培养基为空白对照，每个处

理3次重复。

参照Salkowski比色法测定拮抗菌株的 IAA分

泌量（詹寿发等，2017）。将109 CFU/mL拮抗菌株发

酵液按体积比 1∶100分别接种于 pH 5.5 和 pH 7.0、

色氨酸含量为 100 mg/L 的 NB 液体培养基中，于

28℃、150 r/min条件下振荡培养12 d，采用紫外分光

光度计测定 540 nm波长处的吸光值，以未接种、含

100 mg/L色氨酸的 NB 液体培养基为空白对照，每

个处理3次重复。

参照福林酚试剂法（赵伟伟，2016）测定拮抗菌

株的蛋白酶活性。将 109 CFU/mL拮抗菌株发酵液

按体积比1∶100分别接种于pH 5.5和7.0的NB液体

培养基中，于 28℃、150 r/min 条件下振荡培养 3 d，

以 10 000 r/min离心 10 min，取上清液即为粗酶液，

采用紫外分光光度计测定500 nm波长处的吸光值，

以未接种的NB液体培养基为空白对照，每个处理

3次重复。参照DNS比色法（李皎等，2014）测定拮

抗菌株的葡聚糖酶活性。粗酶液的提取同蛋白酶，

采用紫外分光光度计测定540 nm波长处的吸光值，

以未接种的NB液体培养基为空白对照，每个处理

3次重复。

采用对硝基酚比色法（邢楠楠等，2011）测定拮

抗菌株的磷酸酯酶活性。将 109 CFU/mL拮抗菌株

发酵液按体积比 1∶100分别接种于 pH 5.5和 7.0的

NB液体培养基中，于28℃、150 r/min条件下振荡培

养3 d，以10 000 r/min离心10 min，取上清液即为粗

酶液。取 0.02 mol/L对硝基苯磷酸二钠 0.5 mL、pH

4.6 乙酸缓冲液 1.5 mL于试管中混匀，在 37℃预热

5 min，加入粗酶液0.5 mL，立即混匀并记时，37℃保
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温20 min，加入0.5 mol/LNaOH l mL终止酶反应，以

先加入NaOH再加入酶液作为空白对照，采用紫外

分光光度计测定405 nm处的吸光值。每个处理3次

重复。

1.2.5 酸性和中性条件下拮抗菌株的防病效果测定

采用盆栽试验测定拮抗菌株对烟草青枯病的防

效。试验共设3个处理，分别为108 CFU/mL拮抗菌

株发酵液、3%中生菌素可湿性粉剂 1 500倍稀释液

和无菌水对照。首先参照施河丽等（2018）方法制备

不同酸碱度的土壤。将供试灭菌土壤过孔径 9 mm

的筛，用适量酸、碱缓冲液充分混匀，称取5 g土壤至

50 mL锥形瓶中，按照质量比2.5∶1.0加入去离子水，

250 r/min 振荡 20 min，静置 30 min 测定 pH 并将其

pH分别调整至5.5和7.0，备用。将供试烟苗根部经

无水乙醇消毒和无菌水漂洗后，于各处理液体中浸

根 40 min，然后移栽至分别盛有 pH 5.5和 pH 7.0的

土壤、直径为10 cm的花盆中缓苗3 d，用10 mL浓度

为108 CFU/mL的烟草青枯病菌悬浮液灌根，接种后

烟苗置于光周期为14 L∶10 D、昼夜温度均为30℃、

相对湿度为75%的人工气候室内培养，每个处理3次

重复，每个重复25株烟苗。待烟株出现青枯病萎蔫

症状后，逐日观察烟株发病情况，待空白对照的发病

率达到 60%以上时，调查各处理烟株的发病情况，

并计算病情指数和防效。病情指数=（发病株数×该

病级代表值）/（调查总株数×9）×100；防效=（对照病

情指数-处理病情指数）/对照病情指数×100%。病

情分级参照烟草病虫害分级及调查方法（GB/T

23222—2008）。0级，全株无病；1级，茎部偶有褪绿

斑，或病侧1/2以下叶片凋萎；3级，茎部有黑色条斑，

但不超过茎高1/2，或病侧1/2至2/3叶片调萎；5级，

茎基部黑色条斑超过茎高 1/2，但未到达茎顶部，或

病侧 2/3以上叶片调萎；7级，茎部黑色条斑到达茎

顶部，或病株叶片全部调萎；9级，病株基本枯死。

1.2.6 酸性和中性条件下拮抗菌株的促生作用测定

在室内盆栽条件下测定拮抗菌株对烟草的促生

作用。试验共设2个处理，分别为108 CFU/mL拮抗

菌株发酵液和无菌水对照。将各处理烟苗分别移栽

至装有 pH 5.5 和 pH 7.0 的灭菌土壤、直径为 10 cm

的花盆中，置于光周期为 14 L∶10 D、昼夜温度为

28℃/25℃、相对湿度为 75%的人工气候室内培养，

每个处理3次重复，每个重复25株烟苗。30 d后拔出

所有烟苗用流水小心洗去根部泥土，按YC/T 142—

2010方法调查烟草的农艺性状，测量并记录各处理

烟株株高，将烟株于 70℃烘箱中烘干至恒重，称量

整株干重和根干重，采用丙酮乙醇混合液法（Chen

et al.，2014）测定各处理烟叶叶绿素含量。

1.3 数据分析

利用DPS 9.50软件对数据进行统计分析，应用

Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 嗜酸性拮抗细菌筛选结果

经酸性NA平板初筛获得10株对烟草青枯病菌

有较高抑制活性的拮抗细菌（图 1）；从中选择对峙

拮抗活性最好的 1株菌株进行后续试验，并将其命

名为CLB-17。

A: CLP-23; B: CLB-4; C: CLB-17; D: CLP-10; E: CLP-7; F: CLP-13; G: CLP-9; H: CLB-21; I: CLB-3; J: CLB-1.

图1 筛选获得10株对烟草青枯病菌有较高拮抗作用的嗜酸性菌株

Fig. 1 Ten strains with antagonistic effects against Ralstonia solanacearum
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2.2 菌株CLB-17的鉴定结果

2.2.1 Biolog GEN Ⅲ鉴定结果

Biolog GEN Ⅲ鉴定结果显示，培养24 h后菌株

CLB-17能利用α-D-葡萄糖、D-山梨醇、L-丙氨酸、甘

油、L-天门冬氨酸、柠檬酸、L-谷氨酸和蔗糖，该菌株

代谢特征与枯草芽胞杆菌Bacillus subtilis的相似度

较高，可初步鉴定为枯草芽胞杆菌B. subtilis。

2.2.2 分子生物学鉴定结果

序列分析结果显示，菌株CLB-17的 16S rDNA

基因序列长度为 1 417 bp，提交至 GenBank 获得登

录号为KX664475，BLAST同源性比对结果显示，菌

株 CLB-17 与枯草芽胞杆菌（GenBank 登录号为

JF496383.1）的同源性最高，相似度为 100%。基于

16S rDNA基因序列构建菌株CLB-17的系统发育树

（图2），结果显示菌株CLB-17与枯草芽胞杆菌聚为

一支。结合Biolog GEN Ⅲ鉴定结果和分子生物学

分析结果，最终将菌株 CLB-17 鉴定为枯草芽胞杆

菌B. subtilis。

图2 基于16S rDNA序列构建拮抗菌株CLB-17与相关菌株的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic tree of strain CLB-17 and other related strains constructed based on 16S rDNA sequences

2.3 不同酸碱度条件下菌株CLB-17的抑菌活性

对峙培养 48 h 后，拮抗菌株 CLB-17 发酵液和

无菌滤液对烟草青枯病菌均有较好的抑制作用，在

NA平板上出现宽窄不同的透明抑菌圈，抑菌带宽

度分别为9.39 mm和7.00 mm（图3）。

A：对照；B：CLB-17发酵液；C：CLB-17无菌滤液。

A: CK; B: bacteria suspension of CLB-17; C: sterile filtrate of CLB-17.

图3 pH 5.5培养条件下嗜酸拮抗细菌CLB-17对烟草青枯病菌的抑制活性

Fig. 3 Inhibition effects of Bacillus subtilis CLB-17 against Ralstonia solanacearum at pH 5.5

2.3.1 菌株CLB-17发酵液的抑菌活性

pH 5.5条件下菌株CLB-17发酵液对烟草青枯

病菌的抑制活性最强，抑菌带宽度为7.11 mm；随着

pH升高，菌株CLB-17的抑制活性逐渐下降，当 pH

7.5 时，抑菌带宽度仅为 6.37 mm，处理间差异显著

（图 4）。表明菌株CLB-17在酸性条件下的拮抗活

性较强，在 pH 5.5条件下活性最强，随 pH升高其拮

抗活性呈下降趋势。

2.3.2 菌株CLB-17无菌滤液的抑菌活性

经透射电镜观察发现，菌株 CLB-17 无菌滤液

与烟草青枯病菌混合培养48 h后，烟草青枯病菌菌

体出现不同程度的损伤，杆状菌体细胞壁边缘破损，

杆状菌体变形，出现不同程度的凹陷、畸形，且大部

分内含物已外泄（图5-A），菌体处于严重瓦解状态。
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而对照烟草青枯病菌菌体在培养48 h时仍呈完整的

杆状，外形规则饱满，细胞壁完整（图5-B）。表明菌

株 CLB-17 能够破坏烟草青枯病菌菌体，最终导致

病菌死亡，从而起到拮抗作用。

图4 不同酸碱度条件下拮抗菌株CLB-17

对烟草青枯病菌的抑制活性

Fig. 4 Antagonistic activities of Bacillus subtilis CLB-17

under different pHs

图中数据为平均数±标准差。不同字母表示经Duncan

氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±SD.

Different lowercase letters indicate significant difference by

Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

2.4 酸性和中性条件下菌株CLB-17 的生防特性

酸性（pH 5.5）和中性（pH 7.0）培养条件下，菌株

CLB-17的铁载体相对含量分别为2.12和1.51，前者

显著高于后者（图6-A）；蛋白酶活性分别为40.12 U/mL

和36.14 U/mL，两者差异不显著（图6-B）；葡聚糖酶

活性在酸性条件下为 142.52 U/mL，较中性条件下

（110.24 U/mL）显著提高 30.6%（图 6-C）；磷酸酯酶

活性分别为 6.42 U/mL和 6.11 U/mL，两者差异显著

（图6-D）。表明菌株CLB-17能够分泌铁载体、蛋白

酶、葡聚糖酶和酸性磷酸酯酶，且在酸性条件下的各

指标均高于在中性条件下。但菌株CLB-17不能分

泌 IAA且不具备溶磷能力。

A：CLB-17无菌滤液处理；B：空白对照。

A: Treatment of strain CLB-17 sterile filtrate; B: CK.

图5 菌株CLB-17无菌滤液对烟草青枯病菌的影响（40 000×）

Fig. 5 Effects of sterile filtrate of Bacillus subtilis CLB-17

on Ralstonia solanacearum (40 000×)

图6 酸性和中性条件下拮抗菌株CLB-17的生防特性

Fig. 6 The contrast of biocontrol characteristics of Bacillus subtilis CLB-17 under acid and neutral conditions

图中数据为平均数±标准差。不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±SD. Differ‐

ent lowercase letters indicate significant difference by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

2.5 酸性和中性条件下菌株CLB-17的温室防效

接种烟草青枯病菌20 d后病情调查结果显示，

在酸性和中性土壤中菌株 CLB-17对烟草青枯病均

具有较好的防效。在酸性（pH 5.5）土壤中，菌株

CLB-17处理后烟草青枯病病情指数为 17.63，防效

为76.99%，对照药剂中生菌素处理后烟草青枯病病
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情指数为 46.96，防效为 38.69%，前者防效显著高于

后者（图 7），而空白对照烟草青枯病病情指数为

76.59，发病较重。在中性（pH 7.0）土壤中，菌株

CLB-17处理后烟草青枯病病情指数为 23.56，防效

显著下降为66.18%，对照药剂中生菌素处理后烟草

青枯病病情指数 37.48，防效为 46.30%，而空白处理

烟草青枯病病情指数为 69.78，发病程度重于上述

2 个处理，生防菌处理和药剂处理防效差异显著。

表明菌株CLB-17在酸性和中性土壤中对烟草青枯

病均有一定的防效，且在酸性土壤中的防效更高，并

高于中生菌素的防效。

2.6 酸性和中性条件下菌株CLB-17对烟草的促生作用

在酸性和中性土壤中，相较于空白对照，菌株

CLB-17处理对烟草的株高、整株干重、根干重和叶

绿素含量均有显著的促进作用。pH 5.5 酸性土壤

中，菌株 CLB-17 处理后烟草的株高、整株干重、根

干重和叶绿素含量分别较空白对照显著增加了

43.73%、35.29%、17.16%和46.88%。此外，pH 7.0中

性土壤中，菌株CLB-17处理后烟草的株高、整株干

重、根干重和叶绿素含量分别较空白对照显著增加

了19.97%、11.22%、5.04%和35.61%（表1）。表明菌

株CLB-17有助于酸性和中性土壤中烟草生物量的

积累，从而促进烟草生长，且菌株CLB-17在酸性条

件下对烟草的促生效果更显著。

图7 菌株CLB-17在酸性和中性土壤中对烟草青枯病的防效

Fig. 7 Control efficacy of Bacillus subtilis CLB-17 under

acidic and neutral soils

图中数据为平均数±标准差。不同字母表示经Duncan

氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±SD.

Different lowercase letters indicate significant difference by

Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

表1 CLB-17菌株在酸性和中性土壤中对烟草的促生效果

Table 1 The growth promotion of CLB-17 under acid and neutral conditions

处理
Treatment

CLB-17

对照 CK

pH 5.5

pH 7.0

pH 5.5

pH 7.0

株高
Plant height/cm

10.55±0.71 a

9.01±0.81 b

7.34±1.42 d

7.51±0.93 c

整株干重
Whole plant dry weight/g

12.23±1.26 a

10.21±0.98 b

9.04±1.01 d

9.18±0.99 c

根干重
Root dry weight/g

3.21±0.26 a

2.71±0.28 b

2.74±0.31 c

2.58±0.29 d

叶绿素
Chlorophyll content/（mg/g）

2.43±0.41 a

1.98±0.71 b

1.68±0.81 c

1.46±1.04 d

表中数据为平均数±标准差。同列不同字母表示经 Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±SD.

Different lowercase letters in the same column indicate significant difference by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

3 讨论

为筛选适用于防治连作酸性土壤中烟草青枯病

的生防菌株，本研究基于酸性培养条件和烟草青枯

病菌拮抗菌快速筛选方法，从酸化植烟地块烟草青

枯病重发田采集的健株根际土样中筛选到1株嗜酸

性拮抗细菌CLB-17，通过Biolog GEN III自动微生

物鉴定系统和16S rDNA序列分析将其鉴定为枯草

芽胞杆菌。在pH 5.5酸性条件下，拮抗菌株CLB-17

发酵液和无菌滤液对烟草青枯病菌的拮抗活性最

强，说明酸性条件有利于该拮抗菌株的生长和繁殖；

进一步通过透射电镜观察到菌株CLB-17的无菌滤

液能破坏烟草青枯病菌杆状细胞并使其内含物泄

露，进而造成菌体死亡，说明枯草芽胞杆菌菌株

CLB-17可以通过分泌胞外物质抑制烟草青枯病菌

的生长。已有研究表明，许多由真菌和细菌产生的

胞外酶都参与了微生物在植物病害生物防治中的生

防活动，一些生防菌株会产生胞外蛋白酶、葡聚糖酶

和磷酸酯酶等细胞壁降解酶类，通过降解病原真菌

或细菌细胞壁从而起到破坏作用（da Silva et al.，

2019）。因此，透射电镜观察结果验证了菌株CLB-

17在发酵过程中产生可以拮抗烟草青枯病菌的抗

生物质。

筛选并利用具有多种拮抗机制的芽胞杆菌作为

生防菌剂是植物病害生物防治研究的重要内容。芽

胞杆菌作为重要的植物根际促生细菌，被用于多种

作物病害生物防治研究中，如芽胞杆菌BPR7菌株

通过产生 IAA、铁载体、ACC脱氨酶、氰化物和裂解

酶等物质强烈抑制了多种植物病原物的生长，并溶

解了各种有机和无机磷酸盐以及钾和锌（Kumar et

al.，2012）；李全胜等（2018）发现莫哈韦芽胞杆菌B.
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mojavensis菌株H14通过产生蛋白酶和分泌表面活

性素、丰原素及溶杆菌素脂肽类抗生素抑制病原菌

的生长；张斌等（2015）筛选出的解淀粉芽胞杆菌B.

amyloliquefaciens菌株SY177、SY290和SQ728以及

枯草芽胞杆菌菌株LS536通过分泌蛋白酶抑制番茄

青枯病菌的生长。本研究发现，枯草芽胞杆菌菌株

CLB-17能够向胞外分泌蛋白酶和葡聚糖酶，可能通

过在发酵过程中分泌这些胞外抗生物质破坏烟草青

枯病菌杆状细胞，进而抑制其正常生长。另一方面，

菌株CLB-17还能产生与防病直接相关的铁载体以

及促进生长密切相关的酸性磷酸酯酶，且酸性培养

条件下其铁载体含量以及酶活力高于中性培养条件

下。铁作为细菌生长和代谢过程中必不可少的微量

元素，很多生防菌株通过与病原微生物竞争铁元素

从而抑制病原微生物的生长，控制病害的发生。如

Kloepper et al.（1980）报道在低铁条件下，植物根际

促生菌株通过合成螯合铁离子——铁载体，限制病

原微生物生长，且增强自身对低量铁的高效利用。

铁载体是一种对Fe3+具有极高亲和力的低分子量化

合物，可以改变铁的难溶性，将Fe3+还原为Fe2+，并从

铁载体-铁复合物中释放出来，通过这种方式消耗

铁元素来与病原微生物竞争铁，从而降低病害的发

生（周波和代金霞，2017）。本研究结果进一步阐明

了在酸性条件下，菌株 CLB-17 可能通过分泌更多

的螯合物来限制烟草青枯病菌吸收铁元素，从而发

挥其抑菌作用。生防菌株除了产生以上抗生物质

外，Margalef et al.（2017）研究指出，磷酸酯酶是由细

菌、真菌和植物根部产生的，能将复杂的、不可利用

的磷转化为可同化的磷，为土壤提供磷素供植物生

长利用，该酶与促进植物生长效应密切相关。本研

究结果显示，在酸性培养条件下，菌株CLB-17分泌

的酸性磷酸酯酶活性增强，表明其在酸性条件下对

烟草的促生作用更强，综合分析该菌株在酸性土壤

中施用时能够提高其对烟草青枯病的防效以及对烟

草的促生效果。不同生防芽胞杆菌的拮抗机制亦不

同，有的菌株以一种生防机制为主，有的菌株则以多

种生防机制协同作用，但枯草芽胞杆菌菌株CLB-17

在其防病和促生效应中是如何发挥各自作用的还需

进一步研究验证。

为进一步了解筛选获得的拮抗菌株的应用生防

潜力，本研究模拟大田中的酸性土壤条件，采用温室

盆栽试验验证嗜酸性枯草芽胞杆菌CLB-17菌株的

防病和促生效果。目前，市售的一些生物肥料以芽

胞杆菌属种类居多。谷纪涛（2017）通过抑菌试验、

酶活性测定试验、室内盆栽试验以及大田控病试验，

发现枯草芽胞杆菌和多黏类芽胞杆菌Paenibacillus

polymyxa对烟草野火病的防控效果均较为理想，可

以应用于生产上烟草野火病的防治。本研究结果显

示，在酸性土壤中，枯草芽胞杆菌菌株CLB-17发酵

液对烟草青枯病的防效显著高于对照药剂中生菌

素，说明菌株 CLB-17 适用于酸性土壤中烟草青枯

病的生物防治，具有研发为防治烟草青枯病以及其

他作物青枯病生物菌剂的潜力。同时，经枯草芽胞

杆菌菌株 CLB-17 发酵液处理过的烟株在株高、根

干重、整株干重和叶绿素含量上均较空白对照有显

著增长，且酸性条件下的促生效果更显著，表明枯草

芽胞杆菌菌株CLB-17在酸性土壤中更有利于发挥

其促生作用。
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