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摘  要：【目的】为了控制烟草疫霉(Phytophthora nicotianae)引起的烟草黑胫病对烟草生产造成

的危害。【方法】采用稀释平板法从贵州省毕节地区烟草根际土壤中分离筛选拮抗烟草疫霉的

细菌菌株，然后经形态观察、Biolog 鉴定及 16S rRNA 基因序列分析，对分离菌株进行鉴定，

同时测定抗菌谱，单因子变量分析、优化生长条件。【结果】共分离得到 44 株拮抗烟草疫霉的

细菌菌株，其中菌株 21b 对烟草黑胫病菌菌丝生长的抑制率达 78.33%，鉴定为枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)。该菌株对烟草青枯病菌(Ralstonia solanacearum)、烟草灰霉病菌(Botrytis 

cinerea)、烟草赤星病菌(Alternaria alternate)和烟草炭疽病菌(Colletotrichum destructivum)均具有

拮抗作用，抑菌圈大小分别为 19.5、18.2、14.6 和 13.4 mm，最佳的发酵条件为：温度 30 °C、

pH 7.0–8.0、装液量 12%、盐浓度 0.5%。【结论】分离筛选到一株对烟草寄生疫霉有较强拮抗

活性的细菌菌株，为进一步开发烟草黑胫病的生防菌剂提供了菌种资源。 

关键词：烟草黑胫病，枯草芽孢杆菌 21b，拮抗活性，菌株鉴定，液体发酵 
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Abstract: [Objective] Control of the spread of tobacco black shank caused by Phytophthora 
nicotianae in tobacco production. [Methods] With Phytophthora nicotianae used as the assay 
fungus, bacterial strains antagonistic to P. nicotianae were isolated from tobacco rhizosphere soil 
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obtained from Bijie District, Guizhou Province using dilution-plate methods and identified based on 
morphology, Biolog identification and 16S rRNA gene sequence analysis. The antimicrobial 
spectrum of these strains was further tested against Ralstonia solanacearum, Botrytis cinerea, 
Alternaria alternate and Colletotrichum destructivum in vitro. Optimization of growth conditions 
was also investigated through single factor variable analysis. [Results] Of 44 antagonistic strains 
obtained, strain 21b showed an inhibition rate of 78.33% to P. nicotianae and was identified as 
Bacillus subtilis. The size of inhibition zone of this strain against Ralstonia solanacearum, Botrytis 
cinerea, Alternaria alternate, and Colletotrichum destructivum were 19.5, 18.2, 14.6 and 13.4 mm, 
respectively. The optimal fermentation conditions for 21b was a temperature of 30 °C, pH 7.0−8.0, 
media/flask volume 12%, and 0.5% salt. [Conclusion] One bacterial strain with antagonistic activity 
against P. nicotianae isolated in this study could provide microbiological resources for the 
development of biocontrol of tobacco black shank in the future. 

Keywords: Black shank of tobacco, Bacillus subtilis 21b, Antagonistic activity, Bacterial 
identification, Liquid fermentation 

烟草黑胫病是世界范围内烟草种植区都有发

生、具毁灭性的病害之一 [1-2]，其病菌烟草疫霉

(Phytophthora nicotianae)在烟草全生育期内可侵

染根、茎、叶等组织，导致根系坏死、叶片黄化、

植株萎蔫甚至枯死等症状[3]。在不采取防治措施情

形下，损失可达 100%[4]。近年来，该病害严重影

响着我国烟草行业的发展[5]，除黑龙江省尚未发现

该病外，其他各种植烟草产区均有不同程度发生。 

目前烟草生产上尚无有效的抗黑胫病品种，黑

胫病的防治主要依赖甲霜灵等苯基酰胺类杀菌剂，

品种单一[6]。由于化学药剂的残留、对非靶标生物

的毒害以及引起环境污染问题，利用环境友好型生

防菌剂进行植物病害的生物防治被视为替代或减

少农业化学药剂使用的补充，已成为国内外的研究

热点[7-9]。 

笔者从贵州省毕节地区种植烟草的土壤中分

离、筛选根际微生物，其中筛选出一株对烟草黑胫

病菌有明显拮抗活性的细菌菌株 21b，采用传统菌

落形态观察、Biolog鉴定及分子生物学相结合的方

法对该菌株进行了鉴定，并采用单因子变量法对其

生长条件进行研究，旨在为研发烟草黑胫病的生防

菌剂提供种质资源。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株：供试的烟草青枯病菌(Ralstonia 

solanacearum) 、 烟 草 赤 星 病 菌 (Alternaria 

alternate)、烟草灰霉病菌(Botrytis cinerea)和烟草

炭疽病菌(Colletotrichum destructivum)由贵州省烟

草科学研究院微生物实验室提供；烟草疫霉由本研

究分离鉴定并保存；拮抗菌株 21b由本研究从贵州

省毕节地区的烟草根际土壤分离获得。 

1.1.2  培养基及试剂：牛肉膏蛋白胨培养基(NA)[10]

用于拮抗细菌的分离、培养及生长条件优化。利马

豆培养基(LBA)和 10% V8培养基分别用于烟草疫

霉的菌丝培养及孢子囊的诱导 [11]。拮抗菌株的

Biolog 鉴定使用 BUG+B培养基，其中 BUG琼脂

由 Biolog公司提供，冻干脱纤维羊血(B)购自北京

友康基业生物科技有限公司。细菌基因组 DNA提

取试剂盒(TaKaRa Code: D304)购自宝生物工程(大

连)有限公司。 

1.2  细菌分离 

从贵州省毕节地区烟草种植地采集烟草根际

距离地表 15 cm左右土壤样品，按 Oku等[12]方法

分离细菌，28 °C黑暗培养，待细菌长出后挑取单

菌落纯化，保存于 30%甘油的液体 NA中，–20 °C

保存、备用。 

1.3  菌株对烟草疫霉的抑制 

采用“对峙培养法”测定细菌菌株的拮抗作用。

将融化好的 LBA 与 NA 培养基按 1:1 比例混合均

匀倒平板，用打孔器取烟草疫霉菌落边缘菌饼(直
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径 5 mm)接种于平板中央，28 °C 黑暗培养。2 d

后用无菌牙签在距菌饼 2 cm左右处“十字线”上接

种待测细菌，对称地分布于菌饼的 4个方向，重复

3次，置 28 °C培养，4 d后观察抑菌圈的大小。 

采用同样方法对初筛细菌进行烟草疫霉的复

筛测定。复筛时一条“十字线”上接种同一待测细

菌，另一条线上接种无菌水为对照。4 d后观测结

果，计算抑制率[13]。 

1.4  菌株鉴定 

1.4.1  拮抗菌株的菌落观察及 Biolog 鉴定：(1) 将

待测菌液均匀涂布于 NA平板中，参照 Kauffmann

等[14]方法观察菌落形态特征。(2) 采用 Biolog GEN 

III 96 孔微孔板，按操作指南对待测菌株进行

Biolog鉴定[15]。 

1.4.2  拮抗菌株的分子鉴定：(1) 按试剂盒指南抽

提菌株基因组 DNA，用于 PCR扩增。(2) 以基因

组 DNA 为 模 板 ， 采 用 通 用 引 物 27F 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3′) 和 1492R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)[16](由上海生

工生物工程技术有限公司合成)进行 PCR扩增。反

应体系为 50 µL，扩增条件为：94 °C 10 min；94 °C 

30 s，55 °C 30 s，72 °C 105 s，30个循环；72 °C     

5 min。采用 1.0%琼脂糖电泳检测 PCR产物，送上

海英骏测序公司测序。测序结果在 GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov)数据库中 BLAST 比对    

分析[17]。 

1.5  抗菌谱测定 

拮抗菌株对病原真菌的拮抗测定同 1.3，对病

原细菌的拮抗测定采用“喷雾法”[18]，即将拮抗菌株

接种于 NA平板中央，28 °C黑暗培养 2 d，然后喷

雾法接种烟草青枯菌菌悬液(1×107个/mL)，以接种

同体积无菌水作为对照，重复 3次，48 h后采用“十

字交叉”法测抑菌圈大小。 

1.6  拮抗菌株的活体验证 

1.6.1  烟草疫霉孢子悬浮液的制备：将烟草疫霉置

LBA平板培养 4 d，取菌落 1/3处直径为 5 mm的

菌丝块 10块放入盛有 20 mL 10% V8培养液的培

养皿中，光照培养 4 d 后，置于 4 °C 低温处理    

30 min，然后再置于室温 2 h，收集游动孢子悬浮

液，浓度调整为 1×104个/mL，待用。 

1.6.2  拮抗菌对烟草黑胫病的防治效果：采用拮抗

菌菌液灌根处理烟苗测定其防效。用 50 mL 28 °C

黑暗下摇瓶培养 48 h的拮抗细菌菌液(1×108个/mL)

灌根处理 6叶期的烟苗(品种：红花大金元)，以同体

积无菌水灌根为对照，2 d 后接浓度为 1×104个/mL

的烟草疫霉游动孢子悬浮液 10 mL，每处理 4株烟

苗重复。接菌后将烟苗置于 20–30 °C、RH>80%的

自然光照条件下培养，21 d 后调查烟苗的发病情

况，计算烟株的发病率、病情指数及拮抗菌的防治

效果[19]。 

1.7  拮抗菌株的生长条件优化 

采用“单因子变量法”[20]对菌株 21b 生长的最

适温度、最适 pH、最适装液量及最适盐浓度等生

长条件进行优化，每处理 3次重复。 

1.7.1  种子液的制备：接种拮抗菌株到装有 5 mL

培养基的试管中，30 °C、170 r/min培养 12 h，制

得种子液。 

1.7.2  活菌量测定：取 10 mL 种子液加入到盛有

250 mL无菌液体 NA的三角瓶，混合均匀。分别

取 5 mL细菌混合培养液置入无菌试管，于 30 °C、

200 r/min振荡培养，测定不同培养时间(0、6、12、

18、24、30、33、36、39、42、45、48、51和 54 h)

细菌培养液的 OD600值，重复 3次。同时，从不同

培养时间段的试管中取出 1 mL培养液，稀释平板

法测定活菌落数。以培养时间为横坐标，OD600值

和菌落数为纵坐标，绘制 OD600值与活菌量的相关

性曲线。 

1.7.3  生长温度的优化：将种子液以 1%接种量转

接到装有 50 mL培养基的 250 mL三角瓶中，分别

在 20、30、37、45、50和 55 °C，170 r/min培养

24 h，分光光度计测定菌液 OD600值。 

1.7.4  生长 pH 的优化：将种子液以 1%接种量分

别转接到装有不同 pH (4.0、5.0、6.0、7.0、8.0和

9.0)的 50 mL培养基的 250 mL三角瓶中，30 °C、
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170 r/min 培养 24 h，分光光度计测定菌液    

OD600值。 

1.7.5  装液量的优化：将种子液以 1%接种量转接

到不同装液量培养基的 250 mL三角瓶中，设 5个

装液量梯度：30、50、100、150和 180 mL，30 °C、

170 r/min 培养 24 h，分光光度计测定菌液    

OD600值。 

1.7.6  盐浓度的优化：将种子液以 1%接种量转接

到装有 50 mL培养基不同 NaCl浓度的 250 mL三

角瓶中，设 5 个浓度梯度：0.5%、2.0%、5.0%、

7.0%和 10.0%，接种后，30 °C、170 r/min培养 24 h，

分光光度计测定菌液 OD600值。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗菌株的分离及拮抗活性测定 

自贵州省毕节地区种植烟草的根际土壤共分

离得到 104个细菌菌株，以烟草疫霉为指示菌，筛

选出 44株具有拮抗作用，其中，菌株 21b的抑制

效果最好。菌株 21b对烟草疫霉 3次重复的抑菌圈

大小平均为 17.6 mm，抑菌率达 78.33% (图 1)。 

2.2  拮抗菌株的鉴定 

菌株 21b在 NA培养基中菌落呈白色，圆形，

边缘不规则，不透明，菌落中间褶皱突起，具典型

的枯草芽孢杆菌属特征(图 2)，细胞呈杆状，大小

为(0.7−0.8) μm×(2.0−3.0) μm。 
 

 
 

图 1  LBA 和 NA 混合培养基上拮抗菌株 21b 对烟草寄

生疫霉的抑制作用 
Figure 1  Inhibition effect of antagonistic bacterial strain 
21b against Phytophthora nicotianae on mixture media of 
LBA and NA in vitro 

 
 
图 2  NA 培养基上菌株 21b 的菌落形态 
Figure 2  Colony morphology of bacterium 21b on NA 
plate 

 
菌株 21b培养 24 h后，经 Biolog GEN III自动

测定对 71种碳源的利用和 23种化学敏感性物质的

代谢反应，结果表明，相似性值(Similiarity) 0.596，

距离(Distance) 5.861，可能性(Probability) 0.596，

革兰氏反应阳性，初步鉴定为枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)。 

此外，菌株 21b 的 16S rRNA 基因序列长为 

934 bp (GenBank收录号为 KF179609)，BLAST分

析表明，菌株 21b 与枯草芽孢杆菌 G2 (GenBank

收录号 EU257699)的相似性最高，相似性达 99% 

(922/931)。 

综合上述形态观察、Biolog鉴定及 16S rRNA

基因序列数据，将菌株 21b鉴定为枯草芽孢杆菌。 

2.3  抗菌谱的测定 

抑菌结果表明，菌株 21b对烟草灰霉病菌、烟

草赤星病菌和烟草炭疽病菌均有抑制作用(图 3)，

抑菌圈大小 3次重复的平均值分别为 18.2、14.6、

13.4 mm (表 1)，菌丝生长抑制率分别为 74.8%、

59.1%和 70.8%；其中，对烟草灰霉病病菌的抑菌

活性最高。该细菌对烟草青枯病菌也具有较高的抑

菌活性，抑菌圈大小为 19.5 mm。 
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图 3  在 LBA 和 NA 混合培养基中拮抗菌株 21b 对 4

种烟草病原菌的抑制作用 
Figure 3  Inhibition effect of antagonistic bacterial strain 
21b against four tobacco pathogens on mixture media of 
LBA and NA in vitro 
注：A：烟草青枯病菌；B：烟草灰霉病菌；C：烟草赤星病

菌；D：烟草炭疽病菌.  

Note: A: Ralstonia solanacearum; B: Botrytis cinerea; C: 
Alternaria alternate; D: Colletotrichum destructivum.  

 
 

表 1  菌株 21b 对 4 种烟草病菌的拮抗作用 
Table 1  Inhibition of bacterial strain 21b against 

four tobacco pathogens 

烟草病原菌 

Tobacco pathogens 

抑菌圈大小 

The size of inhibition zone 
(mm) 

Ralstonia solanacearum 19.5 aA 

Botrytis cinerea 18.2 bB 

Alternaria alternate 14.6 bB 

Colletotrichum destructivum 13.4 cC 

注：小写字母和大写字母分别表示在 5%和 1%水平上的差异

显著. 

Note: The lowercases and capital letters represent the 
significance levels of difference at 5% and 1%, respectively. 

 
2.4  拮抗菌对烟草黑胫病的防治效果 

盆栽试验结果表明，对照在接种烟草寄生疫霉

第 7天茎基部开始出现黑胫病症状，第 14天发病

烟株茎部出现黑斑，上部叶片萎蔫，第 21天烟株

开始死亡，病情指数达到 100%。菌株 21b 菌液

(1×108 个/mL)灌根处理的烟苗至接菌 21 d后仍未

发病，防效达 100%。 

2.5  拮抗菌生长条件的优化 

活菌量测定表明，OD600值与细菌平板培养数

量成正相关关系(图 4)，OD600值能够反应枯草芽孢

杆菌 21b的活菌量。 

4 种单因素生长条件测定结果表明，菌株 21b

在温度 20–55 °C范围内均可生长，最佳温度范围

为 30–37 °C；在 pH 4.0–9.0范围内均可较好地生

长，能适应较广的 pH范围，最适 pH为 7.0–8.0；

在 250 mL三角瓶中，随着装液量的逐渐增加，菌

株 21b 的生长量呈下降趋势，装液量为 12%时  

(30 mL)生长最好；该细菌在低盐浓度的培养基中

生长很好，而在高盐浓度的培养基中几乎不生长，

最适生长盐浓度为 0.5% (表 2)。 

3  讨论 

自然界存在着很多在植物病害防治上具有潜

力的生防微生物[21]。本研究从贵州省毕节地区种

植烟草的根际土样中，分离筛选到一株细菌 21b，

对烟草黑胫病有较强的拮抗活性，菌丝生长抑制率

达 78.33%。通过形态学特征、Biolog 鉴定及 16S 

rRNA基因序列的分析，将该细菌鉴定为枯草芽孢

杆菌(B. subtilis)。采用“单因子变量法”对菌株生长

条件进行优化，获得其最优生长条件为温度 30 °C、

pH 7.0–8.0、装液量 12%、盐浓度 0.5%。 
 

 
 

图 4  活菌量与 OD600 值相关性 
Figure 4  The correlation between OD600 and viable 
bacteria quantity 
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表 2  生长条件的优化结果 
Table 2  Results of optimization of growth conditions for the strain 21b 

处理号 

Number 

温度 

Temperature (°C) 
pH 

装液量比例 

Volume of the solution rate* (%) 

盐浓度 

Salt concentration (%) 
OD600 

1 20 7.0 12 0.5 1.18cC 

2 30 7.0 12 0.5 1.80aA 

3 37 7.0 12 0.5 1.48bB 

4 45 7.0 12 0.5 0.75dD 

5 50 7.0 12 0.5 0.25eE 

6 55 7.0 12 0.5 0.12fE 

7 30 4.0 12 0.5 0.85eE 

8 30 5.0 12 0.5 1.23cC 

9 30 6.0 12 0.5 1.65bB 

10 30 7.0 12 0.5 2.03aA 

11 30 8.0 12 0.5 1.98aA 

12 30 9.0 12 0.5 1.12dD 

13 30 7.0 12 0.5 1.98aA 

14 30 7.0 20 0.5 1.15bB 

15 30 7.0 40 0.5 1.03cC 

16 30 7.0 60 0.5 0.96dD 

17 30 7.0 72 0.5 0.89eE 

18 30 7.0 12 0.5 1.75aA 

19 30 7.0 12 2.0 0.08bB 

20 30 7.0 12 5.0 0.05cBC 

21 30 7.0 12 7.0 0.03cC 

注：小写字母和大写字母分别表示在 5%和 1%水平上的差异显著. *：测定容器的容量为 250 mL. 

Note: The lowercases and capital letters represent the significance levels of difference at 5% and 1%, respectively. *: The volume of test 
container is 250 mL. 
 

近年来，利用拮抗微生物防治烟草黑胫病的研

究越来越受到人们的重视。已报道的烟草黑胫病的

生防细菌有芽孢杆菌属、假单胞杆菌属等[22-23]。枯

草芽孢杆菌在生长过程中产生的枯草菌素、多粘

素、制霉菌素、短杆菌肽等活性物质对致病菌有明

显的抑制作用[24]，由于生长快、营养简单以及耐

热、抗逆等特征而成为一种潜在的生防菌剂[25]。

本研究筛选的枯草芽孢杆菌 21b 对烟草黑胫病菌

菌丝生长抑制率达 78.33%，盆栽试验表明，该菌

株能预防病害，提高烟叶产量，为进一步开发高效

安全的生防菌剂提供了菌种资源。 

据报道，烟草疫霉主要靠孢子囊及游动孢子的

形式在田间迅速传播，若此环节能得到控制，将可

切断烟草黑胫病病原菌再侵染源，有效控制此病害

的扩散蔓延[26]。因此，生防菌对烟草疫霉孢子囊

形成和游动孢子的释放与孢子萌发的抑制效果也

是衡量生防菌抑菌作用的重要方面。另外，生防菌

防病效果的发挥是一个受多种因素影响的过程，该

过程与生防菌在自然条件下的生存能力、定殖能

力、抗菌物质的产生能力和在植物体内的传导能力

和方式等密切相关[27]。 

本研究表明，尽管枯草芽孢杆菌 21b对烟草疫

霉在内的多种植物病原真菌具有拮抗作用，然而，

关于该菌株对烟草疫霉的拮抗机理包括是否抑制

孢子囊及游动孢子的形成、抑或产生抗菌物质及其

在烟草根际的定殖能力等均有待进一步研究。 
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