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摘  要：【背景】由青枯劳尔氏菌(Ralstonia solanacearum)引起的烟草青枯病是一种重要土传病害，在

我国南方烟区普遍发生。生物防控是针对烟草青枯病的一种有效防治措施，但是相关的研究报道

还较少。【目的】分离云南省烟植地的青枯病原菌，筛选其拮抗菌并对其抑菌效果进行鉴定。【方

法】采用平板稀释法从云南感病烟草中分离获得青枯菌，采用平板对峙法筛选青枯菌拮抗菌，筛选

得到的拮抗菌通过 16S rRNA 基因测序比对确定菌种类型，并在实验室和大田鉴定其对青枯病的防

治效果。【结果】从感病烟草茎中分离出一株强致病性青枯菌小种 RS-22，该菌能侵染烟草和番茄并

最终使植物死亡；筛选出 12 株 RS-22 拮抗菌，其中拮抗作用最强的是 Y4；Y4 被鉴定为一株解淀粉

芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)，其菌体和分泌物都能抑制 RS-22 生长；Y4 根部灌根处理能显

著提高烟草和番茄对青枯菌 RS-22 的抗性，Y4 处理能使感病烟草部分恢复正常，在云南文山州烟草

种植大田施加 Y4 菌剂和菌剂有机肥混合物也能显著降低烟草青枯病的感病率。【结论】青枯菌 RS-22

具有广谱的致病性，筛选的拮抗菌 Y4 能显著抑制青枯菌生长，而且对青枯菌侵染植物有很好的防

治效果。研究结果为进一步研究烟草青枯病的生物防控提供了新的理论依据。 
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Abstract: [Background] Tobacco bacterial wilt disease caused by Ralstonia solanacearum is a typical 
soil borne bacteriosis, which widely occurs in the tobacco farms in south of China. Biological control is an 
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effective measure to alleviate the occurrence of the tobacco wilt disease; however, the antagonistic agents 
still lack. [Objective] To identify the R. solanacearum isolates in tobacco plantations of Yunnan province, 
and to screen its antagonistic bacteria for biocontrol of tobacco wilt disease. [Methods] R. solanacearum 
was isolated and identified from the infected tobacco tissues from the farms in Yunnan province by the 
plate dilution method. Antagonistic bacteria were isolated by the plate confrontation method and the 
antagonism against wilt disease was investigated under laboratory and field conditions. [Results] The   
R. solanacearum strain RS-22 was isolated from the infected tobacco plant stem. Koch’s postulates was 
employed to further confirm the causal agent of the wilt disease. The antagonistic microorganism 
screening led to the discoveries of 12 biocontrol bacteria. Among them, the strain Y4, a Bacillus 
amyloliquefaciens, showed the strongest antagonistic effect to RS-22. Pretreatment of the tobacco or 
tomato plants by root irrigation significantly enhanced their resistance to the bacterial wilt disease. 
Moreover, syringe injection of Y4 could significantly promote the survival rate of the RS-22 infected   
N. benthamiana plants. Field application of Y4 remarkably alleviated the wilt disease in the tobacco farms 
in Wenshan county of Yunnan province. [Conclusion] RS-22 has a broad spectrum pathogenicity. Y4 
significantly suppressed the growth of RS-22 and has excellent biocontrol effect on the RS-22 infection. 
This study provides a useful tool for the biological control of tobacco wilt disease. 

Keywords: tobacco bacterial wilt, Ralstonia solanacearum, antagonistic bacteria, biological control 
 

烟草青枯病(Tobacco Bacterial Wilt)是由青枯

劳尔氏菌(简称青枯菌，Ralstonia solanacearum)引

起的一类土传植物病害，在我国主要烟区均普遍发

生，而且已经成为严重威胁烟草产量和质量的毁灭

性病害[1]。在自然界中，青枯菌宿主广泛，烟草、

番茄、马铃薯等经济作物都能被其侵染，侵染方式

主要是通过植物根部伤口或天然孔口侵入宿主体

内；侵染过程中，宿主会表现出叶片萎蔫扩散至整

株枯死的现象，同时伴随根部和茎部维管束逐渐变

黑至腐烂变空的症状[2-3]。 

目前，针对烟草青枯病的防治措施主要包括化

学药剂防治、抗性品种选育、生物防治等[4]。化学

药剂防治虽然效果显著，但会造成环境污染，对环

境不够友好；抗性品种选育周期长，而且青枯菌的

变异可能导致抗性减弱或消失，同时抗性品种也可

能存在产量低的问题；生物防治能够利用微生物间

的拮抗、竞争、寄生和捕食等关系抑制或杀死病原

菌，而拮抗微生物生长过程中产生的次生代谢物质

也能够直接或间接地抑制或杀死病原菌[5]。由于生

物防治效果比较显著，而且对环境十分友好，因此

越来越多地受到人们的重视。 

本研究在云南昆明烟草种植区青枯病发病烟

草中分离出一株具有广谱致病性的青枯菌 RS-22，

同时筛选和分离出 12 株能够抑制青枯菌生长的拮

抗菌株，通过 16S rRNA 基因序列鉴定，主要为芽

孢杆菌、假单胞菌等。通过平板、实验室和大田实

验，对其中一株拮抗菌 Y4 进行了鉴定和抑菌效果

研究，以期为今后烟草和番茄等由青枯菌引起的病

害的生物防治提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品 

从云南省文山州青枯病试验田获得青枯病染

病和健康烟草；取长势较为一致的 3 株烟草，采集

与根系结合较紧密的 4 mm 内的根际土壤。其他试

验植物为本氏烟(Nicotiana benthamiana)、烟草栽

培品种红花大金元和番茄，均为实验室内种植。 

1.1.2  培养基、主要试剂和仪器 

牛肉浸膏培养基参照参考文献[6]配制。牛肉

浸膏，生工生物工程(上海)股份有限公司；胰蛋白

胨，Thermo Fisher Scientific 公司；氯化钠，国药

集团化学试剂有限公司；琼脂，北京兰博利德生物

技术有限公司；Phanta Max Super-Fidelity DNA 

Polymerase，诺唯赞生物科技有限公司。恒温培



李军营等: 云南省烟植地青枯菌 RS-22 的分离及其拮抗菌的筛选和鉴定 1073 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

养箱，上海一恒科学仪器公司；PCR 仪，Bio-Rad

公司。 

1.2  青枯菌的分离与纯化 

选取新鲜的发病植株，从茎部的病健结合处

切取少量组织，先以灭菌水清洗 2−3 次，然后 75%

酒精浸泡 10 s，随后以灭菌水冲洗 3 次，在超净

工作台晾干磨碎后加入 10 mL 灭菌水。28 °C、  

200 r/min 培养 30 min。随后将裂解液稀释到浓度

为 10−2−10−4，吸取 100 μL 均匀涂布于牛肉浸膏培

养基，在 28 °C 培养箱中培养 2−3 d，挑取细菌菌

落，通过平板划线的方法进行纯化，得到纯化后的

菌株，总共得到 26 株。采用 CTAB 法[7]提取细

菌基因组 DNA，以细菌 16S rRNA 基因序列引物  

27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)进行 PCR 扩增，

PCR 反应体系和反应条件参考 Phanta Max Super- 

Fidelity DNA Polymerase 说明书。PCR 产物的测序

结果在 NCBI 数据库中进行比对，确定该菌株为青

枯菌，并将其命名为 RS-22。 

1.3  柯赫氏法则鉴定 

将分离纯化得到的青枯菌 RS-22 以茎部划伤

接种以及根部灌溉[8]的方式接种到本氏烟、红花大

金元和番茄上，观察植物的发病状况。 

1.4  拮抗菌的筛选和鉴定 

利用平板对峙的方法[9]筛选拮抗菌：挑取青枯

菌 单 克 隆 于 牛 肉 浸 膏 液 体 培 养 基 中 ， 28 °C、    

200 r/min 培养过夜，调整 OD600 为 2.0，将青枯菌

按照 1:500 的体积分数加入到牛肉浸膏培养固体

中，制成含菌平板，待用。 

将青枯菌发病程度较轻的地块烟草根际土壤

作为筛选对象。将土壤溶解于 10 mL 无菌水，以

0.25 mm 孔径滤网过滤，仅留下溶液，依次稀释到

10−1−10−6 的浓度，吸取 100 µL 均匀涂布至含有青

枯菌的平板，28 °C 恒温培养 2−3 d。筛选抑制青

枯菌生长的菌落，通过平板划线的方式分离纯化出

单克隆后，提取菌体基因组 DNA，同 1.2 节通过

PCR 扩增 16S rRNA 基因并进行测序，将数据在

NCBI 中进行比对，确定拮抗菌的种属。 

1.5  拮抗菌 Y4 在培养基上对青枯菌的抑制作用 

将筛选鉴定的 Y4 菌株培养液 5 μL (OD600 为

1.0)点到青枯菌平板上，观察青枯菌与拮抗菌的生

长状态。 

1.6  拮抗菌 Y4 在本氏烟、红花大金元和番茄

上对青枯菌的预防作用 

将拮抗菌 Y4 挑取单克隆，接种到 20 mL 牛肉

浸膏液体培养基中，28 °C、200 r/min 培养 2 d 后   

6 000 r/min 离心 5 min 收集菌体，以无菌水重悬，

调整菌体浓度到 OD600 为 2.0，直接灌入生长   

4 周的本氏烟、烟草红花大金元和番茄幼苗的土

壤中，在第 7 天以及第 14 天时，在植物根部灌

入 OD600 为 1.0 的青枯菌，观察植物生长和发病

状态。 

1.7  拮抗菌 Y4 对本氏烟的治愈效果 

将青枯菌在牛肉浸膏液体培养基中 28 °C、 

200 r/min 培养过夜，调节菌体 OD600 为 2.0，通过

伤口接种到烟草的茎秆上，等到烟草出现叶片萎

蔫时，将 Y4 接种到萎蔫的烟草上，观察烟草的

生长变化。 

1.8  拮抗菌 Y4 在云南文山烟草种植基地对烟草

青枯病的预防作用 

将拮抗菌 Y4 制成菌剂和添加至有机肥 2 种形

式(1.04×1010 CFU/mL，75 L/hm2)，于 2019 年 4 月

25 日在烟草移栽时施加于云南文山州青枯病常年

发病程度较高的田块，分别在烟草团棵期、旺长期

和打顶期观测烟草青枯病的发病情况。 

1.9  数据分析 

数据采用 SPSS 18.0 软件进行单因素 ANOVA

分析。 

2  结果与分析 

2.1  青枯菌 RS-22 的分离和鉴别 

利用牛肉浸膏培养基，从田间获得的青枯病发

病烟草茎秆中分离出 26 种纯化的菌体，其中 3 株

和已报道的青枯菌具有相似的菌落形态。对这 3 株
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菌的 16S rRNA 基因进行 PCR 扩增和基因测序，经

过序列比对，发现该 3 株菌是同一株菌，均为青枯

菌(Ralstonia solanacearum)。该菌与 GMI1000 亲缘

关系最近[10]，将这个菌株编号为 RS-22，相关的菌

株和常见菌进化树见图 1A。 

2.2  柯赫氏法则鉴定 RS-22 的致病性 

利用分离出来的青枯菌 RS-22 通过柯赫氏法

则鉴定其致病性。RS-22 通过茎部伤口接种生长  

4 周的本氏烟，大约经过 5−7 d 植株开始出现萎蔫，

大约 10 d 植株完全死亡；而根部灌溉接种 RS-22

的本氏烟，7−8 d 烟草开始出现萎蔫，大约 12 d 植

株完全死亡(图 1B)。这表明 RS-22 通过烟草的伤

口以及根毛部位侵入到烟草中，从而导致植株发病

直至死亡。同时，根部灌溉接种 RS-22 的烟草栽

培 种 红 花 大 金 元 和 番 茄 也 能 发 病 并 最 终 死 亡   

(图 1B)，表明青枯菌 RS-22 具有广谱致病性。 

2.3  RS-22 拮抗菌的筛选与鉴定 

通过平板筛选、分离纯化和平板对峙的方法，

从云南烟草感病田块和健康烟草植株的根部土壤

中筛选出共 12 株对 RS-22 有显著抑菌效果的拮抗

菌株。通过 16S rRNA 基因序列检测，筛选到的拮

抗菌如表 1 所示，主要有芽孢菌和假单胞菌等拮抗

菌。这些拮抗菌对青枯菌有不同的抑制效果，其中

抑制能力较强的是 Y4 和 Y8，其次是 Y1 和 Y2，

而其余菌株对青枯菌生长的抑制效果较弱，但抑菌

圈直径都大于 1 cm。 

 

 
 
图 1  青枯菌 RS-22 对红花大金元、本氏烟和番茄的致病性分析 
Figure 1  Symptoms of bacterial wilt disease caused by RS-22 in tobacco, N. benthamiana and tomato plants 
Note: A: Phylogenetic tree of RS-22 and its relative strains based on 16S rRNA gene by neighbor-joining method. The number upon the 
branch was branch length, and the GenBank numbers were showed in parentheses. Scale bar: Each nucleotide sites replacement value. B: 
Symptoms of bacterial wilt infected by RS-22 
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表 1  从烟草根际土壤筛选出的拮抗菌种类 
Table 1  Antagonistic strains isolated from the rhizosphere soil of the healthy tobacco plants  

拮抗菌株 

Antagonistic bacteria 

菌株种类 

Species name 

相似度 

Identity (%) 

Y1 Pseudomonas protegens CHA0  99.64 

Y2 Pseudomonas sp. strain 2-31  98.49 

Y4 Bacillus amyloliquefaciens strain MPA1034  98.70 

Y8 Pseudomonas paralactis strain DSM29164  99.23 

Z1 Pseudomonas brenneri strain CFML97-391 98.63 

Z2 Pseudomonas brenneri strain CFML97-391 97.94 

T3 Bacillus subtilis strain IAM 12118  99.33 

T4 Serratia nematodiphila DZ0503SBS1   97.42 

T5 Bacillus mobilis strain MCCC1A05942  94.74 

T6 Bacillus mobilis strain MCCC1A05942 99.52 

T7 Bacillus mobilis strain MCCC1A05942  99.38 

T8 Serratia nematodiphila strain DZ0503SBS1 99.36 

 

2.4  拮抗菌 Y4 抑制 RS-22 的生长 

拮抗菌 Y4 是一株解淀粉芽孢杆菌(Bacillus 

amyloliquefaciens strain MPA1034，图 2A)，对青

枯 菌 的抑 菌效 果 最强 ，抑 菌 圈直 径接 近 3 cm     

(图 2B)，因此选定拮抗菌株 Y4 进行后续试验。同

时，通过分析拮抗菌 Y4 的分泌物质对青枯菌的抑

制效果，发现其培养液上清可以显著抑制青枯菌在

平板上的生长(图 2C)。此外，拮抗菌 Y4 上清液也

会显著抑制 RS-22 在培养基中的生长，而且抑制

效率随着上清液浓度的提高而逐渐加强(图 2D)，

表明拮抗菌 Y4 菌体及其分泌物质都能显著拮抗青

枯菌 RS-22。 

2.5  拮抗菌 Y4 对烟草和番茄青枯病的预防作用 

提前一周用 Y4 菌液灌入生长 4 周左右本氏烟

和烟草栽培种红花大金元的根部，再通过根部灌溉

接种 RS-22。结果发现用 Y4 菌液预处理的植株几

乎不感病，成活率达到约 95%，而对照植株则全

部发病致死(图 3A 和 3B)。利用相同的方法发现

Y4 预处理也能显著提高番茄对 RS-22 的抗病性，

其成活率约 90% (图 3C 和 3D)。这些结果表明拮

抗菌 Y4 可能防止青枯菌从植物的根部侵入，达到

预防的效果。 

2.6  拮抗菌 Y4 对发病烟草的治愈作用 

将本氏烟草划伤接种青枯菌 5 d 后，烟草叶片

开始出现萎蔫症状，随后在烟草茎部注射 OD600

为 2.0 的 Y4 菌液。随着烟草的生长，约 60%注射

Y4 菌液的烟草萎蔫症状消失，生长逐渐恢复至健

康植株的表型。相反，注射无菌水的烟草则全部萎

蔫死亡(图 3E 和 3F)。这些结果表明拮抗菌 Y4 对

感染青枯病的植物有一定的治愈效果。 

2.7  拮抗菌 Y4 的烟草田间预防试验 

为了进一步验证拮抗菌 Y4 对青枯病的防治作

用，分别将其制成菌剂(Microbial Inoculum，MI)

和添加至有机肥(Organic Fertilizers，OF)这 2 种形

式，于 2019 年 4 月施加于云南文山州青枯病常年

发病程度较高的试验田块，观测其对烟草青枯病的

抑制效果。与对照相比，施加 Y4 菌剂和添加 Y4

的 有 机 肥 可 以 显 著 降 低 烟 草 青 枯 病 的 感 染 率   

(图 4A 和 4B)。在团棵期、旺长期和打顶期，施加

Y4 菌剂的烟草发病率分别是 3%、3.7%和 8.4%，

施加 Y4 有机肥的发病率约为 6%、7%和 17.4%，

而对照田块烟草的发病率分别为 11%、19%和

42%，Y4 菌剂的防治效果要好于 Y4 有机肥(图 4A

和 4B)。这些结果证明了拮抗菌 Y4 在田间对烟草

青枯病有比较好的防治效果。 
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图 2  Y4 对青枯菌 RS-22 的抑制作用 
Figure 2  Y4 suppresses the growth of RS-22 
Note: A: Phylogenetic tree of Y4 and its relative strains based on 16S rRNA gene by neighbor-joining method; The number upon the 
branch was branch length, and the GenBank numbers were showed in parentheses; Scale bar: Each nucleotide sites replacement value. B: 
Antagonism of Y4 against RS-22. C: The secretions of Y4 suppress the growth of RS-22; The secretions of Y1 served as a negative 
control. D: The secretions of Y4 suppress the growth of RS-22 in culture 
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图 3  Y4 对 RS-22 对植物侵染的预防和治愈作用 
Figure 3  Y4 suppressed RS-22 infection in plants 
Note: A: Pretreatment of Y4 suppressed RS-22 infection in N. benthamiana and tobacco; B: The survival rate of Y4 pretreated        
N. benthamiana and tobacco infected by RS-22; C: Pretreatment of Y4 suppressed RS-22 infection in tomato; D: The survival rate of Y4 
pretreated tomato infected by RS-22; E: Y4 treatment enhanced the survival rate of N. benthamiana caused by the RS-22; F: The survival 
rate of Y4 treated N. benthamiana. **: Significant differences from the mock at P<0.01 (student’s t-test) 
 

3  讨论与结论 

烟草青枯病是影响世界烟草生产的重要病害

之一，各国学者一直在从事相关方面的研究，虽然

取得了一定的进展，但仍有很多问题需要解决。青 

 

枯菌是目前国际上研究植物病原细菌致病机制的

模式系统之一[11]。我们从云南青枯病感病烟草上分

离出一种新的青枯菌 RS-22，该菌相对来说与已经

鉴定的青枯菌(Ralstonia solanacearum) GMI1000 
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图 4  拮抗菌 Y4 处理降低了云南文山州大田烟草青枯病的感病率 
Figure 4  Y4 reduced the incidence rate of the bacterial wilt in fields of Wenshan of Yunnan 
Note: A: Phenotype of tobacco treated with Y4 in fields at the prosperously growing stage; B: The incidence rate of bacterial wilt at 
different stages of tobacco under different treatments. MI: Microbial inoculum; OF: Organic fertilizers added with Y4. **: Significant 
differences from the mock at P<0.01 (student’s t-test) 
 

亲缘关系接近[10]，与别的青枯菌亲缘关系则远一

些 。 同 时 ， 初 步 的 实 验 结 果 也 显 示 RS-22 与

GMI1000 相比在发病程度上有一定的不同，表现

在烟草上侵染性更强，发病程度更加严重，这也表

明 RS-22 作为云南烟草青枯病的主要病原具有一

定的特异性。 

目前烟草青枯病的防治仍然是烟草生产上有

待解决的一大难题，人们仍难以用一种方法从根

本上解决烟草青枯病的问题，只能多种方法相结

合，尽量减轻青枯病的危害。由于抗药性和农药

残留等问题，生物防控以对环境污染较小且具有

可持续发展性而越来越被重视，但是相关的研究

进展较为缓慢[12]。早先研究发现拮抗菌株 K1 和

K2 显著抑制烟草青枯病，而 K2 的抑制效果好于

K1，进一步研究发现适当浓度的 K1 和 K2 能破坏

青枯菌的形态[13]，但是它们在大田对青枯病的抑

制效果还有待进一步研究。重庆黔江烟区健康土

壤筛选出一株对烟草青枯菌有较明显抑制作用的

铜绿假单胞菌[14]。曾维爱等的研究表明苗期使用

菌根真菌结合生防制剂能够有效地防治烟草青枯

病，并能改善烟叶品质[15]。刘艳霞等在贵州烟区

经鉴定分离到青枯菌及其拮抗菌枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)，并发现了烟草菌与拮抗菌对根

系分泌物的竞争作用[16]。 

我们从云南烟草田块土壤分离出了 12 株

RS-22 的拮抗菌，其中 Y4 解淀粉芽孢杆菌对青枯

菌的抑菌效应最强，并且在实验室和田间以不同

形式的处理都使烟草等植物对青枯菌的侵染有比

较好的预防效果，同时也对已经感染青枯菌的烟

草具有一定的治愈效果，显示出了其作为生物菌

剂来防治烟草青枯病的潜力和可能性。值得注意

的是，这些拮抗菌来源于云南采样地青枯病发病
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的田块，拮抗菌的应用方面必须适应当地的气候

和土壤条件，适宜在当地作为生物有机肥进行使

用和推广。接下来，我们将分析其他拮抗菌对青

枯菌侵染植物的影响及其在田间对青枯病预防能

力的鉴定，包括单个拮抗菌和与拮抗菌 Y4 混合共

同使用等方式鉴定其效果，评估这些拮抗菌对烟

草田间土壤生态的影响，使其更加适合烟草和番

茄等植物的生长，降低下一季的投入成本，以期

达到综合治理的效果，为环境的可持续发展提供

保障。 
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