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摘  要: 【目的】从烟草根、茎中分离获得对烟草根黑腐病菌(Thielaviopsis basicola)有较

好控病作用的内生细菌。【方法】采用平板对峙培养, 测定分离获得的 306 个内生细菌对

烟草根黑腐病菌的抑制作用; 通过菌株形态特征、生理生化特性及 16S rDNA 序列对菌株

进行分类鉴定。【结果】筛选获得 6 个菌株对烟草根黑腐病菌有较强拮抗作用, 室内测定

其对病原菌的抑菌带宽达 6.5 mm−11.0 mm, 温室控病效果达 11.9%−77.1%, 其中来自茎

部的内生细菌 T295 菌株对烟草根黑腐病的防效达 77.1%; 无菌滤液实验表明, 拮抗内生

细菌 T295 无菌滤液在实验浓度范围内对病菌菌丝生长、孢子萌发有较好地抑制作用。

【结论】菌株 T295 对烟草根黑腐病具有较好的防治作用, 经鉴定为枯草芽孢杆菌(Bacillus 

subtilis)。 
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Abstract: [Objective] Screening the antagonistic endophytic bacteria against Thielaviopsis 
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basicola from inner of tobacco roots and stems collected from Chongqing. [Methods] The 
antagonistic effect of 306 endophytic bacteria against Thielaviopsis basicola by pairing culture 
on PDA plates, the strain was identified by morphological, physiological and biochemical 
characteristics, and homology analysis of the partial sequence of 16S rDNA. [Results] Six 
endophytic bacteria were showed high antagonistic effect against Thielaviopsis basicola, the 
pathogen of tobacco black root rot. The inhibition zone diameters were ranged from 6.5 mm to 
11.0 mm by pairing culture on PDA plates, and the control efficacy ranged from 11.9% to 
77.1% in a greenhouse experiment. It was found that strain T295 could reduce the incidence of 
tobacco black root rot, the control efficacy reaching to 77.1%, and the culture filtrate of strain 
T295 could inhibit hyphal growth and reduce spore germination of T. basicola. [Conclusion] 
Strain T295 had a good antagonistic effect on Thielaviopsis basicola, was identified as Bacil-
lus subtilis. 

Keywords: Tobacco black root rot, Endophytic bacterium, Biocontrol, Inhibition effect 

烟草根黑腐病是世界各产烟区重要的根部真

菌 性 病 害 , 其 病 原 菌 为 基 生 根 串 珠 霉 菌

(Thielaviopsis basicola), 烟株苗期至成株期均可

受害, 直接影响烟叶的产量和品质, 在生产上带

来巨大的经济损失。近年来, 由于烟草种植面积

的调整, 耕作制度及烟草品种的变化, 烟草根黑

腐病有加重危害的趋势, 已成为威胁烟草生产的

重要限制因素之一[1]。目前对烟草根黑腐病主要

依赖化学药剂为主的防治技术[2], 烟草是叶用经

济作物, 限制了农药的大规模利用, 因此探索该

病害新的防治途径以克服农药残留和病原菌抗

药性等问题也势在必行。 

迄今, 对烟草根黑腐病进行生物防治的研究

已有报道[3−5], 但尚未见有内生细菌作为烟草根

黑腐病生防因子的研究文献。在植物体内生活着

大量的有益菌, 与植物在进化过程中建立了一种

和谐共生的关系, 与其他生防菌相比, 生存于植

物体内, 可以在植株体内定殖和运转, 有可能成

为生物防治中有潜力的微生物农药, 因而更受人

们的关注[6]。本文就内生细菌对烟草根黑腐病抑

菌控病作用的研究予以报道。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 
1.1.1  供试品种: 由云南省烟草农业科学研究院

提供烤烟感病品种 K326 种子, 将采用漂浮育苗

技术[7]培育出的无病烟草幼苗移栽在盛有灭菌营

养基质的口径 7.5 cm 的营养钵中, 在温室中进行

单株培育, 期间施用无菌培养液培养幼苗至 8 片

真叶备用, 在接种 3 d 前将营养钵置于无菌托盘, 

使营养钵内基质干燥。 

1.1.2  试验菌株: 烟草根黑腐病菌由西南大学植

物生态病理研究所提供。 

1.1.3  对照药剂: 70%甲基托布津可湿性粉剂(日

本曹达株式会社)、50%多菌灵可湿性粉剂(四川

国光农化有限公司)。 

1.2  试验方法 
1.2.1  拮抗内生细菌的分离和筛选: 取重庆彭

水、武隆烟区烟草根黑腐病发病烟田的健康烟草

根、茎, 经常规表面消毒后, 用印迹法[8]检测表面

消毒无菌的样品, 在研钵中研磨, 将组织汁液涂

布于 NA[9]平板上分离、纯化内生细菌。 

采用平板对峙法[8], 在直径 90 mm 的 PDA 平
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板中心接种已活化的直径 5 mm 大小的烟草根黑

腐病菌菌饼, 26 °C 培养 2 d 后, 用移植饵蘸取 NA
培养基上活化的菌株在 PDA 平板距中心 25 mm

对称的两侧画线, 26 °C 培养 5 d 后, 观察记录抑

菌情况, 将拮抗性好的菌株转移 5 代以上, 继续

观察其抑菌作用, 测定抑菌带宽度, 3 次重复, 并

挑取抑菌带边缘的病菌菌丝进行镜检, 在 Motic 

Imagi 2000 型显微镜 16×40 倍下拍照。采用抗 Rif.

标记法[10]测定拮抗作用较好菌株在烟株内的定

殖性。 

1.2.2  拮抗菌的控病效果测试: (1) 拮抗菌的准

备: 将在 NA 斜面上活化的拮抗菌株接入盛有

90 mL 牛肉膏蛋白胨液体(NB)培养基的三角瓶

中, 置于 28 °C−30 °C 下 180 r/min 振荡培养 72 h, 

收集发酵液。用 5 mL 发酵液灌根备用烟苗, 每处

理 15 株, 重复 4 次, 设 70%甲基托布津可湿性粉

剂、50%多菌灵可湿性粉剂 1 000 倍液以及清水

和液体培养基处理的为对照。上述处理 24 h 后灌

根接种。 

(2) 灌根接种 : 将烟草根黑腐病菌接种于

PDA 平板上, 25 °C 培养 9 d 后, 用无菌水将孢子

洗脱下来, 将浓度调节至 2×105 个/mL。取 2 mL

孢子悬浮液灌根接种于烟株茎基部, 将放置营养

钵的托盘注无菌水, 保持基质湿润, 气温控制在

24 °C−26 °C。接种后第 15 天调查发病率及发病

严重度, 严重度分级参考中华人民共和国烟草行

业 标 准 [ 烟 草 病 害 分 级 及 调 查 方 法 ( YC/T 

39-1996)], 发病率、病情指数和防效用 SPSS12.0
软件进行统计分析。 

1.2.3  拮抗内生细菌无菌滤液的制备: 按上述方

法将控病效果好的菌株接种到 NB 液体培养基中, 

28 °C、180 r/min 振荡培养 72 h 后, 经 15 000 r/min

离心 20 min, 取上清液, 经孔径为 0.22 μm 的微

孔滤膜过滤除菌即得无菌滤液。将无菌滤液涂布

在 NA 平板上, 检测有无活菌体。 

1.2.4  拮抗内生细菌无菌发酵液对根黑腐病菌

的抑制作用: (1) 无菌滤液对菌丝生长的抑制作

用: 采用菌落直径法[9], 将无菌发酵原液 80%、

60%、40%、20%的稀释液各 5 mL 与 15 mL 溶化

的 PDA 迅速混匀, 倒入 90 mm 直径的培养皿内

制成含无菌滤液终浓度为 20%、15%、10%、5%

的平板, 冷却后将直径 5 mm 的根黑腐病菌菌块

置入平板中央, 以未接菌的液体培养基过滤液按

比例制成的平板为对照, 设 3 次重复, 26 °C 培养

3、6、9 d 后, 测量各处理菌落增长直径, 计算抑

菌率。 

(2) 无菌滤液对孢子萌发的影响: 将发酵液

60%、40%、20%的稀释液按 1:1 体积比同浓度为

2×105 个/mL 病菌孢子悬浮液混和, 使无菌发酵

液终浓度为 30%、20%、10%, 以未接菌的液体

培养基过滤液以相同比例处理的作对照, 26 °C 下

培养, 于 6、12、24 h 后镜检孢子萌发个数, 以芽

管长度超过孢子直径一半作为萌发标准, 每个处

理重复 3 次, 计算孢子萌发抑制率。 

1.2.5  菌株的分类鉴定: 菌落形态、革兰氏染色

反应、鞭毛染色等观察均按照常规细菌学方法进

行[9]。生理生化指标测定均按文献[11]方法进行。

根据伯杰细菌鉴定手册[12]进行菌株分类鉴定。 

菌落裂解法制备模板, 采用通用引物[13]进行

16S rDNA 的 PCR 扩增, PCR 扩增产物纯化后送

交上海生工进行核酸序列测定, 将所得序列在

GenBank 数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)中

进行 BLAST 比对。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗内生细菌的筛选 
分离获得 306 个分离物, 编号为 T1−T306。

初步拮抗测定筛选到有较好拮抗作用的菌株 T3、

T12、T43、T181、T267 和 T295, 其抑菌带宽度

达 6.5 mm−11.0 mm, 其中 T295 的抑制效果最好, 



易龙等: 烟草根黑腐病拮抗内生细菌的筛选及其抑菌作用 1467 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

抑菌带宽度为 11.0 mm。拮抗菌除了产生明显的

抑菌带外, 对病菌菌落生长有明显地抑制作用, 

表现在菌落边缘和抑菌带接触部位的菌丝生长

缓慢, 而正常生长的菌丝菌落铺展平板呈圆形扩

展。镜检发现受抑菌的病菌菌丝顶端、中部等菌

丝膨大呈泡状, 部分前端膨胀泡破裂、消解, 内

含物外溢(图 1), 菌丝因致畸作用而停止生长。拮

抗菌转移 5 代以上, 抑菌能力无明显变化。菌株

T295 经抗 Rif.标记法测定能在烟株体内定殖。 
2.2  温室控病试验 

控病测试中, 拮抗菌菌液处理烟草幼苗后, 

植株发病率和病情指数均降低, 温室盆栽防治效 

 
图 1  菌株 T295 对烟草根黑腐病菌菌丝生长的影响 
Fig. 1  Influence of strain T295 on the hyphal growth of 
T. basicola 
注: A: 正常菌丝; B: 畸形菌丝. 
Note: A: Normal mycelium; B: Abnormal mycelium. 

果达 11.9%−77.1% (表 1), 培养液浇灌处理与对

照无差异, 无防病作用, 表明防病效果均为拮抗

菌菌液作用的结果。同时还观察到对照烟苗几乎

全部发病, 植株生长受到严重制约, 重者表现出

萎蔫症状, 根系坏死且呈特异黑色。而经拮抗菌

T295 处理的烟苗发病程度轻, 植株生长发育正

常, 其病情指数与对照相比, 在 α 为 0.05 水平上

达到显著, 与对照药剂多菌灵、甲基托布津防治

的效果无明显差异, 可作为烟草根黑腐病的生防

菌株进一步研究。 

2.3  拮抗菌无菌滤液对烟草根黑腐病菌的抑

制作用 
2.3.1  无菌滤液对烟草根黑腐病菌菌丝生长的

抑制作用: T295 无菌滤液对烟草根黑腐病菌菌丝

生长的抑制效果见表 2。实验结果表明, 4 个浓度

梯度对病菌的菌丝生长均有抑制作用, 但 5%的

效果不佳, 10%的终浓度能有效地对病菌生长产

生抑制作用, 但随着浓度的增加, 从 15%到 20%

对病菌菌丝生长的抑制作用并没有显著增加, 抑

制率差异无显著变化。 
 

表 1  拮抗内生细菌温室对烟草根黑腐病的防治效果 
Table 1  The effect of antagonistic endophytic bacteria to control tobacco black root rot disease 

处理 
Treatment 

发病率 
Disease incidence (%) 

病情指数 
Disease index 

防治效果 
Control effect (%) 

清水(CK) 96.0±1.3a 64.7±1.6a − 

液体培养基 Liquid medium 95.7±0.6a 64.3±1.2a 0.6±4.2a 

T3 54.7±1.8c 24.4±1.6e 62.2±3.2e 

T12 44.6±3.5e 30.6±1.3d 52.8±2.2d 

T43 48.8±1.9d 36.1±2.0c 44.3±1.7c 

T181 32.1±1.7f 21.7±1.9e 66.4±3.8e 

T267 72.0±2.1b 57.0±3.0b 11.9±6.3b 

T295 33.7±1.9f 14.8±2.4f 77.1±4.0f 

多菌灵 Carbendazol 30.5±0.7f 13.1±1.0fg 79.8±1.2f 

甲基托布津 Thiophanatemethyl 26.8±1.5g 11.0±1.4g 82.9±2.4f 

注: 同列数据后不同小写字母表示差异显著(P<0.05, 邓肯氏新复极差法), 下同. 
Note: Values followed by different small letters in the same column are significantly different at 0.05 level by DMRT. The same as 
below. 
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2.3.2  无菌滤液对烟草根黑腐病菌孢子萌发的

抑制作用: 拮抗菌 T295 菌株无菌滤液在 30%、

20%、10%终浓度对烟草根黑腐病菌孢子的萌发

均有抑制作用, 在 6 h 前抑制效果较好, 12 h 后抑

制作用逐渐减弱, 其中 10%的终浓度抑制作用减

弱最快(表 3)。 
 

表 2  拮抗内生细菌 T295 无菌虑液对烟草根黑腐病菌菌丝生长的抑制作用 
Table 2  Inhibition of culture filtrate of strain T295 on mycelium growth of T. basicola 

终浓度 
Final concentration 

(%) 

3 d 
增长直径       抑制率 

Increase diameter   Inhibit rate 
(mm)          (%) 

6 d 
增长直径        抑制率 

Increase diameter   Inhibit rate 
(mm)          (%) 

9 d 
增长直径        抑制率 

Increase diameter   Inhibit rate 
(mm)           (%) 

CK 28.4±0.6 − 53.4±0.8 − 70.0±1.0 − 

5 23.3±0.9 17.9±2.3a 39.4±0.6 26.2±2.3a 51.5±1.3 26.4±2.6a 

10  7.8±0.5 72.7±1.3b 15.1±0.9 71.6±1.3b 18.4±0.7 73.7±1.3b 

15  5.6±0.7 80.3±2.3c  7.4±0.8 86.0±1.4c  9.6±0.7 86.2±1.1c 

20  3.9±0.3 86.4±1.2d  5.9±0.4 88.9±0.7c  8.0±0.4 88.6±0.6c 

 
表 3  拮抗内生细菌 T295 无菌虑液对烟草根黑腐病菌孢子萌发的抑制作用 

Table 3  Inhibition effect of the culture filtrate of T295 on spore germination of T. basicola 
6 h 12 h 24 h 

终浓度 
Final concentration 

(%) 
萌发率 

Germination rate 
(%) 

抑制率 
Inhibition rate

(%) 

萌发率 
Germination rate

(%) 

抑制率 
Inhibition rate

(%) 

萌发率 
Germination rate 

(%) 

抑制率 
Inhibition rate

(%) 

CK 52.5±1.0 − 75.8±1.2 − 88.5±0.8 − 

10 23.8±1.1 54.6±2.6a 62.1±1.1 18.1±0.3a 76.8±1.5 13.2±2.5a 

20  8.4±0.6 83.9±1.4b 16.4±0.8 78.3±1.0b 39.8±0.9 55.1±1.4b 

30  4.2±0.7 92.0±1.3c 12.0±1.6 84.2±2.0c 28.3±1.3 68.0±1.8c 

注: 每个处理检测 150−200 个孢子. 
Note: Check 150−200 conidia for each treatment. 
 

经观察烟草根黑腐病菌孢子虽在 10%终浓度

下能大量萌发, 但萌发产生的芽管粗短、扭曲、

畸形, 不能进一步生长为菌丝体(图 2)。 

 
图 2  T295 无菌虑液对烟草根黑腐病菌孢子芽管的

影响 
Fig. 2  Influence of culture filtrate of strain T295 to the 
germ tube of T. basicola 
注: A: 正常芽管; B: 畸形芽管. 
Note: A: Normal germ tube; B: Abnormal germ tube. 

2.4  菌株 T295 的分类地位 
菌株 T295 在 NA 培养基上菌落圆形, 边缘不

整齐, 乳白色, 不透明, 无光泽; 菌体杆状, 大小

为(0.9−1.3) µm×(2.1−4.2) µm, 周生鞭毛; 革兰氏

染色阳性, 芽孢卵圆形, 不膨大; 厌氧生长、丙酸

盐利用、乳糖发酵为阴性; 石蕊牛奶胨化、产碱; 

淀粉水解、接触酶、V-P 反应、明胶液化、葡萄

糖产酸、硝酸盐还原反应均为阳性; 能在 7% 

NaC1 和 pH 5.7 的 NA 培养基上生长。 

将 T295 菌株 16S rDNA 的 PCR 扩增产物测

定的 1 463 bp DNA 序列在 NCBI 数据库中经

BLAST 比对, 与其同源性较高的菌株均属于芽
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孢 杆 菌 属 , 其 中 与 数据 库 中 的枯 草 芽 孢杆 菌

(Bacillus subtilis)的序列相似性达 99.7%。结合菌

株 T295 的形态特征, 生理生化特性及 16S rDNA

序列, 将其鉴定为枯草芽孢杆菌。 

3  讨论 

植物内生细菌具有特有的生存优势, 可以在

植物体内生存和繁殖, 不易受外界环境的影响, 

具有相对稳定的生存空间, 更易在植物病害生物

防治中发挥作用[10]。烟草根黑腐病菌是一种土壤

习居菌, 能通过菌丝生长和孢子萌发产生的芽管

侵入寄主植物导致发病, 本试验筛选获得的内生

细菌 T295 菌株对烟草根黑腐病菌菌丝生长和孢

子萌发均有较好的抑制效果, 可减弱病菌对寄主

的侵染能力, 起到较好的防控作用。菌株 T295

经传统分类和分子生物学鉴定, 归为枯草芽孢杆

菌(Bacillus subtilis), 芽孢杆菌是土壤和植物微生

态区系的优势生物种群, 许多性状优良的天然分

离株已成功应用于植物病害的生物防治, 其具有

很高的抗逆能力, 有利于生防菌剂的生产、剂型

加工及环境中存活、定殖与繁殖[14−18]。 

本研究试验菌株 T295 来之于发病烟田烟株

茎内, 对烟草植株生态环境更为适应, 并且在控

病测试中防效达 77.1%, 接近目前在生产上使用

的多菌灵和甲基托布津药剂的处理效果, 表明其

具有较好的开发应用潜能。关于菌株 T295 在烟

草植株体内的定殖方面, 本研究只是对其定殖性

进行初步测定, 而其在烟株体内的定殖量、定殖

时间及病原菌侵染的时间关系及其代谢产物的

控病作用及其提取、浓缩和抗菌物质等还有待进

一步研究。 
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