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研究报告 

拮抗菌群对烟草野火病的防治效果及叶际微生物群落多样性

的影响 
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摘  要：【背景】烟草野火病(Tobacco Wild Fire)是烟草上的主要病害之一，利用拮抗菌防治烟草野火

病是具有较好前景的防治手段。【目的】分析烟草叶际微生物群落结构组成和多样性，阐释拮抗菌群

施用对烟草野火病的防治效果及对叶际微生物群落的影响。【方法】在烟草上施用 3 种拮抗菌群，采

用 16S rRNA 基因高通量测序及生物信息学手段，分析拮抗菌群对烟草叶际微生物群落结构组成和

多样性的影响，研究拮抗菌群在叶片上的定殖。【结果】拮抗菌群对烟草野火病的防治效果达到

50.44%−68.58%。与对照相比，3 种拮抗菌群处理叶际微生物群落结构和组成都产生了明显的变化，

群落多样性显著增高。拮抗菌群处理后，烟草叶际微生物泛菌(Pantoea)、寡养单胞菌(Stenotrophomonas)

和假单胞菌(Pseudomonas)等菌属所占比例发生显著变化，其中芽孢杆菌属(Bacillus)和寡养单胞菌属相

比对照增加分别达到 3.9 倍和 7.02 倍，其丰度与病情指数显著负相关。【结论】拮抗菌群对烟草野火

病有较好的防治效果，施用拮抗菌群显著影响叶际微生物群落的组成和多样性，假单孢杆菌和寡养

单胞菌等优势菌属能够在烟草叶际定殖，起到防治烟草野火病的作用。 

关键词：烟草野火病，拮抗菌群，叶际微生物，群落结构，多样性 
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Abstract: [Background] Tobacco wild fire is one of the main diseases on tobacco. It is a promising method 
to control tobacco wild fire with antagonistic bacteria. [Objective] To analyze the composition and diversity 
of microbial community in tobacco leaf, and explain the control effect of antagonistic bacteria on tobacco 
wild fire. [Methods] Three antagonistic groups were applied to tobacco, and the effects of antagonistic 
groups on the structure and diversity of tobacco leaf microbial community were analyzed by 16S rRNA gene 
high-throughput sequencing and bioinformatics. [Results] The control effect of antagonistic bacteria on 
tobacco wild fire reached 50.44%−68.58%. The community structure and composition of antagonistic groups 
had significant changes, was significantly higher community diversity, compared with the control group. 
After treatment with antagonistic flora, the proportion of tobacco leaf microflora, such as Pantoea, 
Stenotrophomonas and Pseudomonas, changed significantly, Bacillus and Stenotrophomonas increased by 
3.9 and 7.02 times, respectively, compared with the control. The abundance was negatively correlated with 
disease index. [Conclusion] The antagonistic bacteria had a good control effect on tobacco wild fire. The 
composition and diversity of the microbial community in the tobacco leaves were significantly affected by 
the application of antagonistic bacteria. The dominant bacteria such as Pseudomonas and Stenotrophomonas 
could colonize in the tobacco leaves and play a role in controlling tobacco wild fire. 

Keywords: tobacco wild fire, antagonistic bacteria groups, phyllosphere microbial, community structure, 
diversity 
 

烟草野火病是烟草上主要病害之一，在世界烟

区普遍发生，其中中国烟区主要在黑龙江、辽宁、

山东等地发生，每年给烟叶生产造成重大损失[1-2]。

烟草野火病的传统防治方法主要为施用化学药  

剂[3]，而化学农药带来抗药性、生态系统的破坏以

及农药残留等问题越来越严重，亟需开发利用有效

且环保的生物防治方法防治病害[4]。 

开发利用有益微生物的生物防治方法具有较

好前景，受到人们的普遍关注。微生物菌剂施用已

成为目前防治烟草野火病的重要措施[5]。近年来，

人们从植物和土壤中分离微生物来控制烟草野火

病，如从烟草叶片中分离得到一种拮抗菌(枯草芽

孢杆菌)[6]，对野火病菌有明显的抑制作用，能够

有效防治烟草野火病。与单一靶向生防菌相比，生

防菌群的适应能力更强，更容易在新环境中定殖，

对植物病害的防控效果更好[7]。Liu 等[8]利用筛选

到的拮抗菌群来防治烟草黑胫病，田间防效达到

50%以上。Qin 等[9]在烟草叶片上喷洒生防菌剂可

以极大地改变叶面微生物群落，能够有效抑制烟草

野火病的发生。 

叶际是微生物群落的栖息地，叶际微生物是植

物生态系统的重要组成部分[10]。有益微生物直接

作用于病原菌以及其他叶际微生物，或者在植物叶

际定殖并改变微生物群落结构，起到控制病害的作

用[11]。因此，研究有益微生物对叶际微生物群落

结构和多样性的影响，明确其在叶际定殖与否，对

烟草野火病的防治很有必要。目前大多研究集中在

有益微生物对病害的防治效果，而对有益微生物施

用后的叶际微生物群落结构和多样性研究鲜有报

道。本研究将前期研究获得的对烟草野火病菌有较
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好拮抗作用的 3 种拮抗菌群施用于烟草，采用 16S 

rRNA 基因高通量测序技术，分析拮抗菌群对烟草

叶际微生物群落组成及多样性的影响，以期为烟草

病害的生物防治提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品 

本实验室前期通过拮抗试验从健康烟叶中

分离出对烟草野火病菌有较好的抑制作用的 3 种

拮 抗 菌 群 A 、 B 、 C ， 主 要 由 寡 养 单 胞 菌

(Stenotrophomonas)、假单胞菌(Pseudomonas)、芽

孢杆菌(Bacillus)等属组成。 

1.2  主要试剂和仪器 

提取细菌 DNA 试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA 回

收试剂盒，北京全式金生物技术有限公司；rTaq

酶、dNTP、DNA Marker，宝生物工程(大连)有限

公司；其他试剂及化学药品为国产分析纯。 

小型台式高速离心机，Eppendorf 公司；PCR

仪，赛默飞世尔科技公司；电泳仪、凝胶成像分析系

统，Bio-Rad 公司；MiSeq 测序仪，Illumina 公司。 

1.3  小区试验设计 

2017 年 5−7 月在湖南龙山县试验基地(109°25'E，

29°14'N)进行小区试验，种植品种为‘云烟 87’，按

当地优质烟叶生产技术要求进行栽培管理。设拮抗

菌群 A、拮抗菌群 B、拮抗菌群 C、春雷霉素和空

白对照 5 个处理，每处理 3 个小区(重复)，每个小

区 30 株烟(约 20 m2)，共 15 个小区。在田间初见烟

草野火病零星病斑时开始处理，拮抗菌群浓度

1×109 CFU/mL，田间按 7.5 L/hm2 施用，春雷霉素

(4%可湿性粉剂)按 1.8 L/hm2，分别兑水 7 500 kg/hm2

施用。每 7 d 施用 1 次，正反面均匀喷施叶片，共

施 3 次，田间不施用其他病虫害防治药剂。 

1.4  病害调查及样品采集 

参照国家标准 GB/T 23222-2008 调查每个处

理烟草野火病病情指数，统计防治效果。以叶为调

查单位，每个小区随机选取 10 株烟上的全部叶片

调查，从第一次施用后 14、21 和 28 d 调查，共调

查 3 次，计算病情指数及防治效果。 

从第一次喷施后 0、14、28 d 随机从每个小区

15 株烟上采集 8 个叶片样本，分别装入自封袋放

入低温保藏箱后运回实验室。实验室中取叶片 25 g

放入三角瓶，加入 50 mL 灭过菌的磷酸盐缓冲液，

25 °C、170 r/min 振摇 30 min，收集菌悬液，重复

收集 3 次后，4 °C、12 000 r/min 离心 20 min，弃

上清液，收集菌液。用无菌水洗脱得到的菌斑，收

集至 1.5 mL 离心管，用于提取细菌 DNA。 

1.5  叶际微生物 DNA 提取、扩增及测序 

按照 Xiao 等[12]方法对收集的细菌提取 DNA、

16S rRNA 基因 PCR 扩增及测序。提取细菌 DNA

参照试剂盒的说明书，采用通用引物 515F (5'-GTG 

CCAGCMGCCGCGGTAA-3')和 806R (5'-GGACTA 

CHVGGGTWTCTAAT-3')扩增 16S rRNA 基因[13]，

PCR 反应体系和条件(程序)参照杨红武[14]的方法，

16S rRNA 基因文库构建和测序在 Illumina MiSeq

测序仪上进行[15]，测序数据参照文献[16-18]处理。 

1.6  微生物多样性分析 

在 R 统计平台(V3.6.1)上进行微生物群落的

统计分析[19]。采用香农指数、均匀度指数和辛普

森指数分析微生物群落的多样性[20]，用非度量多

维 尺 度 (Nonmetric Multidimensional Scaling ，

NMDS)、去趋势对应分析(Detrended Correspondence 

Analysis，DCA)比较不同细菌群落结构差异，通过

单因素方差分析不同组分之间的差异性。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗菌群对野火病的防效 

田间小区试验烟草野火病发生情况调查结

果表明(表 1)，随着时间延长，烟草野火病的病

情指数逐渐升高，拮抗菌群处理病情指数比对照

显 著 较 低。拮抗菌群处理后 14 d，防治效果为

19.37%−40.84%；处理后 28 d，防治效果达到最高，

3 种拮抗菌群的防治效果均在 50%以上，其中拮抗

菌群 C 的防治效果最好，达到 68.58%，且防治效

果优于化学药剂。 
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表 1  不同处理对烟草野火病的防治效果 
Table 1  Control effect of antagonistic bacteria on tobacco wild fire 

处理 

Treatment 

14 d  21 d 28 d 

病情指数 

Disease index  

防治效果 

Control effect (%) 

病情指数 

Disease index 

防治效果 

Control effect (%) 

病情指数 

Disease index  

防治效果 

Control effect (%) 

拮抗菌群 A 

Antagonistic 

microflora A 

1.45±0.02b 24.08±1.34b 1.13±0.03bc 40.21±1.45ab 3.36±0.04b 50.44±1.45c 

拮抗菌群 B 

Antagonistic 

microflora B 

1.54±0.05ab 19.37±1.07c 1.28±0.08b 32.28±1.76b 3.25±0.05b 52.06±1.56bc 

拮抗菌群 C 

Antagonistic 

microflora C 

1.13±0.04c 40.84±1.87ab 1.07±0.02c 43.39±1.87a 2.13±0.03c 68.58±1.68a 

4%春雷霉素 

4% chunleimycin 

1.09±0.04c 42.93±1.26a 1.09±0.03c 42.33±1.08a 3.16±0.05bc 53.39±1.53b 

对照 Control 1.91±0.03a  1.89±0.05a  6.78±0.06a  

注：不同小写字母表示差异达到显著(P<0.05)水平 

Note: Different lowercase letters indicate that the difference reaches a significant (P<0.05) level 
 
 

2.2  拮抗菌群群落组成 

在属水平上对原始拮抗菌群和施用拮抗菌群

28 d 后的烟草叶际细菌的群落组成(细菌群落的物

种构成成分)进行分析，结果表明，寡养单胞菌属

(Stenotrophomonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)和短杆

菌属(Brevibacterium)为原始拮抗菌群的主要组成，

丰度占菌群的 49.4%−99.1%，这 3 个属可能为发挥

拮抗作用的主要菌属(图 1A)；施用拮抗菌群 28 d

后(图 1B)，与空白对照相比，细菌群落组成发生

了一定程度的改变，拮抗菌群处理的细菌群落主要

组成均为泛菌属(Pantoea)、寡养单胞菌属和假单胞

菌属(Pseudomonas)，但不同属所占比例差异显著，

其中施用拮抗菌群 B 的群落组成差异最大，说明

加入拮抗菌群对原始微生物群落的组成会造成不

同程度的影响。 

2.3  多样性分析 

2.3.1  多样性指数分析 

利用多样性指数分析叶际微生物的多样性 

(表 2)，结果显示，对照组喷施前(0 d)和喷施后   

28 d 相比，多样性指数显著降低，说明随着病情的

发展，细菌群落多样性变得单一，群落均一度降低。

与对照相比，28 d 后拮抗菌群 A 和拮抗菌群 C 处

理的群落香农指数、均匀度指数和辛普森指数变化

不显著，而拮抗菌群 B 处理显著增加，表明施用

拮抗菌群 A 和拮抗菌群 C 改变叶际细菌的多样性

和均匀度不明显，而拮抗菌群 B 可以显著增加群

落多样性和均匀度。 

2.3.2  DCA 分析 

DCA 分析结果显示(图 2)，不同处理之间分开

聚类，拮抗菌群 A 处理与对照区分不明显，拮抗

菌群 B、C 处理群落组成与对照区分明显，说明拮

抗菌群 B、C 处理的叶际细菌群落结构与对照存在

显著差异。 

2.3.3  NMDS 分析 

NMDS 分析结果显示(图 3)，在 NMDS 图

上拮抗菌群 A 与对照距离较近且存在部分重

叠，表明拮抗菌群 A 处理与对照的群落相似度

最高；拮抗菌群 B 和拮抗菌群 C 处理的微生物

群落距离与对照相距较远，说明群落相似度降

低，即拮抗菌群 B、C 处理的群落组成与对照

组 发 生 更 为 显 著 的 变 化 ， NMDS 分 析 结 果 与

DCA 分析结果相似。 
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图 1  原始拮抗菌群(A)和施用拮抗菌群 28 d 后(B)细菌群落在属水平上的相对丰度 
Figure 1  The relative abundance of original antagonistic microflora (A) and 28 days after application (B) at the 
genus level 

 
表 2  多样性指数分析 
Table 2  Diversity index analysis 

处理时间 

Time (d) 

处理 

Treatment 

香农指数 

Shannon index (H) 

均匀度指数 

Pielou evenness (J) 

辛普森指数 

Simpson index (I/D) 

0 对照 Control 1.947±0.146 0.372±0.029 3.408±0.376 

14 对照 Control 3.085±0.431a 0.508±0.066a 12.945±3.914a 

拮抗菌群 Antagonistic microflora A 3.065±0.358a 0.536±0.045a 13.403±3.722a 

拮抗菌群 Antagonistic microflora B 2.085±0.072a 0.473±0.007a 5.465±0.394a 

拮抗菌群 Antagonistic microflora C 2.394±0.121a 0.517±0.013a 5.954±0.449a 

28 对照 Control 0.819±0.311b 0.183±0.062b 2.030±0.579b 

拮抗菌群 Antagonistic microflora A 0.846±0.336b 0.164±0.053b 2.082±0.617b 

拮抗菌群 Antagonistic microflora B 2.361±0.134a 0.425±0.018a 4.573±0.321a 

拮抗菌群 Antagonistic microflora C 1.126±0.101b 0.221±0.012b 1.621±0.062b 

注：不同小写字母者表示差异达到显著(P<0.05)水平 

Note: Different lowercase letters indicate that the difference reaches a significant (P<0.05) level 
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图 2  不同处理之间 DCA 分析 
Figure 2  Detrended correspondence analysis (DCA) 
between different treatments 
 

 
 
图 3  不同处理间 NMDS 分析 
Figure 3  Nonmetric multidimensional scaling (NMDS) 
analysis between different treatments 

2.4  拮抗菌群优势菌属在叶片上的定殖分析 

对比施用拮抗菌群 28 d 后 3 个拮抗菌群处理

与空白处理的优势菌属相对丰度比值，结果表明，

施用拮抗菌群 A 后，相比空白处理不动杆菌属

(Acinetobacter)、芽孢杆菌属(Bacillus)和短芽孢杆

菌属(Brevibacillus)这 3 个属相对丰度显著增加，其

中不动杆菌属、芽孢杆菌属的相对丰度增加最为明

显，分别是对照的 2.68 和 1.95 倍(图 4A)；施用拮

抗菌群 B 后，假苍白杆菌(Pseudochrobactrum)、鞘

脂单胞菌、芽孢杆菌和单胞菌(Brevundimonas)等菌

属相比空白处理增加，假苍白杆菌属、鞘脂单胞菌

属和芽孢杆菌属比值达到 4 倍以上，单胞菌属增加

最大，其相对丰度是对照的 38.6 倍(图 4B)；施用

拮抗菌群 C 后，寡养单胞菌属、芽孢杆菌属、不

动杆菌属、短芽孢杆菌属和假单胞菌属相比空白处

理有所增加，其中寡养单胞菌属和芽孢杆菌属增加

比值较大，分别达到 7.02 倍和 2.9 倍(图 4C)。从

以上结果可知，在施用 3 种拮抗菌群 28 d 后，与

对照相比，寡养单胞菌属、苍白杆菌属、假单胞和

芽孢杆菌属等优势菌属均能增殖(相对丰度比值大

于 1)，表明 3 种拮抗菌群均能在叶片较好地定殖。 

拮抗菌剂施用后其中的功能微生物在烟草叶

际微生物群落中定殖，导致其对应的细菌相对丰度

发生显著增加(图 5)。拮抗菌群 A 群落的优势物种

是短杆菌属(Brevibacterium)的 OTU_7 (相对丰度 

 

 
 
图 4  施用拮抗菌群 A (A)、B (B)、C (C) 28 d 后各处理与空白对照的优势菌属相对丰度比 
Figure 4  The relative abundance ratio of dominant bacteria between the treatment group and the control group after  
28 d of application of antagonistic microflora A (A), B (B) and C (C) 
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图 5  烟草叶际微生物群落中的菌剂功能微生物相对丰

度变化 
Figure 5  The relative abundance of bacteria from 
biocontrol agents in phyllosphere microbial communities 

 
98.74%)，在菌群 A 处理过的烟草叶际微生物群落

中没有有效定殖，其他相对丰度较低的物种在叶际

微生物群落中也没有发生显著性变化；拮抗菌群 B

群落中的优势物种鞘脂单胞菌属的 OTU_3 和肠杆

菌科(Enterobacteriaceae)的 OTU_3002，在拮抗菌

群 B 处理后的烟草叶际微生物群落中，甲基杆菌

属(Methylobacterium)的 OTU_39、寡养单胞菌属的

OTU_34、塔特姆氏菌属(Tatumella)的 OTU_44 和

假单胞菌属的 OTU_98 等这些菌属相对丰度较低，

但增加显著，而且检测到了无色杆菌属(Achromobacter)

的 OTU_12 和苍白杆菌属的 OTU_16；嗜酸菌属

(Acidovorax) OTU_56 在拮抗菌剂 C 处理过的烟草

叶际微生物群落中显著增加。 

2.5  微生物丰度与烟草野火病病情指数的相关性 

对施用拮抗菌群 28 d 后的烟草叶际微生物优

势菌属和病情指数进行相关性分析(图 6)，结果显

示，叶际微生物中芽孢杆菌属和寡养单胞菌属的相

对丰度越高，则病情指数越低，表明此 2 个优势菌

属的相对丰度与病情指数呈负相关，而且相关性达

到显著(P<0.05)。表明多次施用拮抗菌群后，芽孢

杆菌属和寡养单胞菌属可以在烟草叶际定殖，对烟

草野火病的发生起到较好的抑制作用。 

3  讨论与结论 

利用生物菌剂是防治植物病害的有效措施之

一，研究应用也越来越多。本研究发现田间施用   

3 个拮抗菌群后，能够降低田间烟草野火病的病情

指数，对烟草野火病有较好的防治效果，其中拮抗

菌群 C 防治效果好于化学农药，防治效果达到 50%

以上。这与王娜娜[21]通过盆栽和大田试验证明芽孢

杆菌对烟草野火病有明显的控制效果结论相一致，

效果好于韩欣宇等[22]筛选出多种枯草芽孢杆菌及

发酵液的代谢产物对烟草野火病的防治效果。 
 

 
 
图 6  优势菌芽孢杆菌属(A)和寡养单胞菌属(B)相对丰度与烟草野火病病情指数的相关性 
Figure 6  The correlation between the abundance of Bacillus (A) and Stenotrophomonas (B) and the disease index of 
tobacco wild fire  
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细菌群落与植物病害的关系是微生物生态学

和植物病害生物防治的重要课题[23]。以往在生物

防治方面的研究主要集中在细菌群落在植物病害

发生中的重要作用，很少有研究涉及拮抗菌群、叶

际微生物群落与植物病害之间的潜在相互作用[24]。

微生物菌剂可通过激活植物微生物群落，即改变植

物叶际或根际微生物的种群丰度或群落结构，发挥

防治病害的作用[25]。本研究分析了拮抗菌群对烟

草叶际微生物群落结构组成的影响，拮抗菌群处理

的细菌群落中假单胞菌属、鞘氨醇单胞菌属和泛菌

属所占比例较对照差异显著，说明施用拮抗菌群显

著改变了叶际微生物群落组成。假单胞菌属可以作

为一种拮抗菌，用于防治植物细菌和真菌病害；鞘

氨醇单胞菌属是一种有益微生物，可以通过竞争保

护植物免受病原菌侵害；泛菌属可作为生防菌剂或

植物生长促进剂。本研究结果显示在施用拮抗菌群

后，假单胞菌属、鞘脂单胞菌属和泛菌属作为优势

菌属在叶际微生物群落中发生了显著改变，表明这

些菌属在抑制病害方面起了重要作用，与万秀清 

等[26]和 Innerebner 等[27]研究结果一致。 

拮抗菌发挥生防作用的关键是其能够在叶际

定殖[28]。本研究对 3 个拮抗菌群处理后群落组成

与对照组进行比较分析，发现施用 3 种拮抗菌群

后，拮抗菌群中含有寡养单胞菌属、假单胞菌和芽

孢杆菌属等优势菌属在处理组群落中均能显著增

加，而且拮抗菌群中的物种(OTU)在对应处理组叶

际微生物群落中的相对丰度显著增加，表明拮抗菌

群已较好地定殖。同时，将定殖芽孢杆菌属和寡养

单胞菌属和病情指数进行相关性分析，发现它们的

相对丰度与烟草野火病的病情指数负相关，再次证

明拮抗菌群能够较好地在烟草定殖，对病害发生的

严重程度发挥了抑制作用。以上定殖分析结果仅为

初步推断，下一步将分离优势功能菌属中起关键作

用的微生物，并研究微生物之间的相互作用，以及

它们在防治病害的潜在不同作用和分工，进一步揭

示拮抗菌群防治病害的作用机理。 

微生物群落多样性的增强能够抑制植物病害

发生[29]。微生物群落多样性可以通过 Shannon、

Pielou 和 Simpson 等多样性指数评价[30] 偲。游 等[31]

用枯草芽孢杆菌处理烟草，显著提高了烟草根际土

壤的细菌多样性。本研究发现拮抗菌群处理和对照

的 叶 际 微 生 物 多 样 性 指 标 (Shannon 、 Pielou 和

Simpson 指数)具有显著差异，DCA 和 NMDS 分析

也显示 3 次施用拮抗菌群后各处理与对照组细菌

群落差异显著，表明拮抗菌群处理显著改变了叶际

微生物群落多样性，这些结果与黄阔等[32]研究结

果一致。 

本研究结果表明拮抗菌群对烟草野火病有较

好的防治效果，施用拮抗菌群对叶际微生物群落

的组成会造成显著影响，拮抗菌群能够在烟草叶

际有效定殖，拮抗菌群施用改变了叶际微生物群

落多样性。本文仅通过 16S rRNA 基因高通量测序

分析了拮抗菌群对叶际微生物群落结构与多样

性，下一步将进行拮抗菌群对烟草叶际微生物真

菌的群落结构与多样性研究，探求相互作用关

系，为揭示拮抗菌群的作用机理提供更充足的理

论支撑。 
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