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研究报告 

烟草根际可培养微生物多样性及防病促生菌的筛选 

周亚男 1  韩小斌 2  魏可可 1  芶剑渝 2  王先勃 2  张成省 1  郑艳芬*1 
1 中国农业科学院烟草研究所  山东 青岛  266101 

2 贵州省烟草公司遵义市公司  贵州 遵义  563000 

摘  要：【背景】根际微生物在植物根部生态系统中扮演着重要角色，影响着植物的营养吸收和健康

生长。【目的】了解常年不发病烟田烤烟品种 K326 根际可培养微生物的多样性，筛选具有防病促生

功能的菌株，为烟草病害绿色防控提供资源。【方法】采用传统培养方法对烟草根际土壤中的细菌和

真菌进行分离鉴定，评价菌株的促生特性及病原菌拮抗能力，并进一步验证典型菌株对盆栽烟苗的

促生效果。【结果】共获得 261 株微生物菌株，包括 160 株细菌和 101 株真菌。经分子鉴定，细菌中

以变形菌门(Proteobacteria)和厚壁菌门(Firmicutes)为主要类群；真菌中以子囊菌门(Ascomycota)和毛

霉菌门(Mucoromycota)为主要类群。在属水平上，细菌以假单胞菌属(Pseudomonas)和芽孢杆菌属

(Bacillus)为主，真菌以曲霉属(Aspergillus)和青霉属(Penicillium)为主。从不同种水平上进一步选择

44 株细菌为代表菌株，发现它们均具有不同程度的吲哚-3-乙酸(Indole-3-Acetic Acid，IAA)产生能力，

9 株能够溶解有机磷，16 株能够溶解无机磷，13 株产生铁载体，14 株产生生 1-氨基环丙烷-1-羧酸

(1-Aminocyclopropane-1-Carboxylate，ACC)脱氨酶。从 160 株细菌中筛选得到抑制青枯病菌和黑胫

病菌的菌株数目分别为 25、26 株。经盆栽试验发现韩国假单胞菌(P. koreensis) HCH2-3、浅黄绿假

单胞菌(P. lurida) FGD5-2 和贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis) EM-1 对烟苗呈现不同程度的促生作用，

其中 3 株菌联合施加对烟苗的促生效果最明显。【结论】烟草根际存在着丰富多样的具有防病促生潜

力的微生物，并且合成菌群或功能互补的菌株联合施用是未来微生物菌剂研发的重要方向。 
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Abstract: [Background] Studies have shown that rhizosphere microorganisms play an important role in 
the root ecosystem, influencing the nutrient absorption and health of plant. [Objective] To understand the 
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culturable microbial diversity in the rhizosphere of flue-cured tobacco variety K326 growing in four 
tobacco fields, which does not occur disease for many years, and to screen strains with the biocontrol and 
plant-growth promoting function for tobacco diseases control. [Methods] Traditional culture-dependent 
methods were used to isolate and identify bacteria and fungi in tobacco rhizosphere soil. The plant 
growth-promoting characteristics and pathogen antagonism of the strains were evaluated, and the 
growth-promoting effects of typical strains were further verified on tobacco seedlings. [Results] In this 
study, 261 isolates were obtained, including 160 bacterial strains and 101 fungal strains. Bacterial phyla of 
Proteobacteria and Firmicutes and fungal phyla of Ascomycota and Mucoromycota are the main groups. 
At the genus level, Pseudomonas and Bacillus were the most abundant genera in bacteria, and Aspergillus 
and Penicillium dominated in fungi. Next, 44 bacterial strains were selected from different species as 
representatives. We found that they all have IAA production ability, 9 strains can dissolve organic 
phosphorus, 16 strains can dissolve inorganic phosphorus, 13 strains produce siderophores, and 14 strains 
produce ACC deaminase. 25 and 26 strains that inhibiting the pathogens of bacterial wilt and black shank 
diseases were obtained from 160 bacterial strains, respectively. The pot experiment found that P. koreensis 
HCH2-3, P. lurida FGD5-2 and B. velezensis EM-1 can promote growth of tobacco seedlings, and 
consortium of these three strains has the most obvious growth-promoting effect. [Conclusion] There are 
numerous microorganisms with the potential to control disease and promote plant growth in the tobacco 
rhizosphere. Application of synthetic bacteria or functional complementary strains is an important 
direction for the development of microbial agents in the future. 

Keywords: tobacco rhizosphere, culturable microorganisms, plant growth-promoting rhizobacteria, 
biocontrol bacteria 
 

烟草是我国重要的经济作物之一，由于长期

使用农药化肥及单作种植等因素，致使植烟土壤

结构变差，土传病害时有发生，烟叶品质和产量

持续下降。近年来，微生物制剂被认为是一种绿

色农业投入品，是提升植物产量和防控植物病害

的有效途径[1]。 

根际微生物在促进植物营养吸收和维持植物

健康中发挥着关键作用[2-4]，对作物的生长和产量具

有重要的科学和农艺价值[5]。生活在植物根际或根

表并能够促进植物生长的一类微生物被称为植物

根际促生菌(Plant Growth-Promoting Rhizobacteria，

PGPR)[6]。它们的作用方式分为直接作用或间接

作用，直接作用途径包括：(1) 产生 1-氨基环丙

烷 -1- 羧 酸 (1-Aminocyclopropane-1-Carboxylate ，

ACC)脱氨酶，将乙烯前体 ACC 进行转化，降低植

物根系中的乙烯水平，从而促进根系生长；(2) 产

生吲哚-3-乙酸(Indole-3-Acetic Acid，IAA)等植物

激素，促进植物生长；(3) 通过溶磷、固氮、解钾和

产生铁载体等作用，为植物提供可利用的营养元

素，促进植物营养吸收[7]。间接作用途径包括通过产

生抗菌物质、诱导植物产生系统抗性以及与病原菌

竞争营养物质和生态位而降低植物的发病几率[8]。 

研究表明，根际微生物在特定环境下能够产

生“根际效应”，为根际微生物提供丰富的碳源和

能量，从而提高根际微生物数量、活性和多样性，

增强植物在不利环境下的适应性[9]。近年来已有

很多学者通过扩增子测序等免培养技术，对不同

健康状况的烟草根际微生物组进行了研究，发现

健康烟草根际富含大量有益微生物，如假单胞菌

属(Pseudomonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)和固氮螺

菌属(Azospirillum)等[10-12]。然而这种免培养技术虽

然能提供大量菌种信息，却无法了解根际微生物

的活性特征和功能，而传统的培养技术能使我们

全面认识微生物的特性及其在防病促生中的作

用，也是烟草病害绿色防控和微生物制剂开发的

资源基础。 

本研究对遵义烟区 4 个常年不发病田块(抑病

土壤)的烟草根际土进行了微生物分离培养，基于
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16S rRNA 基因和 rDNA ITS 测序鉴定其分类地位，

分析烟草根际可培养细菌和真菌的多样性；选取代

表性细菌进行促生指标测定，筛选对烟草常见病原

菌具有拮抗能力的菌株，并经盆栽试验验证典型菌

株的促生效果，研究结果将丰富烟草根际微生物

库，为改善植烟土壤质量和提升烟草品质与效益提

供重要资源。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试植物 

烤烟品种 K326 由玉溪中烟种子有限责任公司

提供。 

1.1.2  供试培养基 

微生物分离培养所用培养基包括 LB 培养基和

PDA 培养基[13]。细菌促生指标测定所用培养基包

括：PKO 培养基[14]，用于测定无机磷溶解能力；

蒙金娜培养基[14]，用于测定有机磷溶解能力；PAF、

DF 盐和 ADF 培养基[14]，用于 ACC 脱氨酶活性测

定；CAS 培养基[15]，用于铁载体产生能力测定。

拮抗菌株的筛选所用培养基包括营养琼脂培养基

NA[16]和燕麦培养基 OA[13]。 

1.1.3  供试菌株 

试 验 所 用 的 烟 草 青 枯 病 菌 [ 青 枯 雷 尔 氏 菌

(Ralstonia solanacearum) Rs10]和烟草黑胫病菌[烟

草疫霉(Phytophthora nicotianae) JM1]均为本实验

室保存。 

1.2  样品收集 

2018 年 8 月份从遵义烟区选择常年种植烟草

不发病的 4 个田块，整棵烟株带根挖出，抖落非根

际土，根系样品及其附着的根际土壤放入无菌自封

袋，4 °C 条件下运回实验室进行菌株分离培养。 

1.3  微生物的分离培养 

细菌的分离培养：在超净工作台中称取 1.0 g

烟草根际土加入 9 mL 无菌生理盐水中，充分振荡，

静置后吸取 100 μL 加入 900 μL 生理盐水中，梯度

稀释至 10−4。吸取 100 μL 涂布于 LB 固体培养基

上，置 28 °C 恒温培养箱中培养 4−6 d，根据菌落颜

色、形态、表面光滑度等挑取单菌落。纯化 2−3 次

后，接种于 LB 液体培养基，28 °C、180 r/min 振

荡培养 24−48 h 至浑浊，菌液与 50%甘油在冻存管

中 1:1 (体积比)混匀，于−80 °C 冰箱冷冻保存。 

真菌的分离培养：分离方法同细菌，不同的是

将稀释后的土壤悬液涂布于 PDA 培养基上，在

28 °C 恒温培养箱中培养 7−10 d。根据菌落特征挑

取菌丝于 PDA 培养基上纯化。 

1.4  微生物的分子鉴定 

细菌使用菌落 PCR 法，利用细菌 16S rRNA

基 因 通 用 引 物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGC 

TCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGAC 

TT-3′)进行 PCR 扩增[17]。对于真菌，则先提取基

因组 DNA 再进行 PCR 扩增：取 50 μL 裂解液(Lysis 

Buffer for Microorganism to Direct PCR)于灭菌的

离心管中，挑取少许菌丝置于管中，80 °C 热变性

15 min 后，5 000 r/min 离心 2 min，上清液用作 PCR

反应模板。真菌以 ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAAC 

CTGCGG-3′)和 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATA 

TGC-3′)为引物进行 PCR 扩增[18]。所有 PCR 产物

送往青岛睿博生物技术有限公司进行测序，所得细

菌 序 列 经 校 对 后 上 传 至 EzBioCloud 数 据 库

(https://www.ezbiocloud.net/)进行比对；rDNA ITS

序列则提交至 NCBI 进行比对。比对完成后分别下

载相似性最高的模式菌株序列，使用 MEGA 5.0 进

行 ClustalX 多重比对，采用邻接法(Neighbor-Joining 

Method) 构 建 系 统 发 育 树 ， 自 举 值 (Bootstrap) 为   

1 000，并用 iTOL 在线工具(https://itol.embl.de/login. 

cgi)处理进化树。 

1.5  细菌的促生特性测定 

从获得的所有细菌中挑选出 44 株代表性菌株

进行促生指标的测定。 

菌株解磷能力测定：将选出的 44 株代表性

菌株接种至 LB 液体培养基中，28 °C、180 r/min

培养至 OD600 为 0.6 时，点接到 PKO 无机磷和蒙
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金娜有机磷培养基上，28 °C 恒温培养 3 d，观察

是否有溶磷圈的产生，根据溶磷圈的大小判断菌

株溶磷能力强弱。 

菌株 ACC 脱氨酶活性测定：参考 Penrose 等[19]

方法进行测定。 

菌株 IAA 产生能力测定：将待测菌株在 28 °C、

180 r/min 条件下振荡培养至 OD600 为 0.6，接种到

含 0.1 g/L 色氨酸的 LB 液体培养基，以不接菌的

培养基为对照，28 °C、180 r/min 振荡培养 3 d。然

后 4 °C、8 000 r/min 离心 10 min，取 1 mL 上清液

加入 1 mL Salkowski 比色液于黑暗中反应 30 min，

迅速用分光光度计于 530 nm 波长下测定吸光度，

根据标准曲线计算 IAA 的含量。标准曲线(0、20、

40、60、80、100 mg/L)用 IAA 纯品制作。 

菌株产生铁载体能力的测定：将同上培养的菌液

转接至 5 mL 新鲜 LB 液体培养基中，28 °C、180 r/min

振荡培养 3 d。然后将培养液于 4 °C、10 000 r/min

离心 15 min，取上清液，并加入等体积的 CAS 检测

液，充分混匀后于黑暗中静置 30 min，测定 630 nm

处吸光值(As)。另取空白培养基与 CAS 检测液等

体积混匀，以其吸光值作为参比值(Ar)。根据公式

[(Ar−As)/Ar]×100%计算，即得铁载体的相对含量。 

1.6  细菌对烟草常见病原菌的拮抗能力测定 

所有细菌菌株采用平板对峙法检测其是否对

烟草常见病原菌具有拮抗作用。对烟草青枯病菌具

有拮抗作用的细菌的筛选：将青枯雷尔氏菌 Rs10

在 28 °C、180 r/min 条件下振荡培养至 OD600为 0.6，

均匀喷洒至 NA 固体培养基上，并将活化的待测菌

液点种在 NA 平板上，28 °C 培养 48 h，观察是否

有抑菌圈出现，并测量抑菌圈直径。对于烟草黑

胫病菌拮抗菌的筛选，在燕麦培养基中央接入直

径为 5 mm 的黑胫病菌菌饼，轻轻刮取待测细菌

点种于距供试菌饼 22.5 mm 处，放于 28 °C 培养

箱中培养 5 d，观察是否有抑菌圈出现，并测量抑

菌圈直径。 

1.7  细菌对盆栽烟苗的促生作用 

烟草种子均匀播撒在育苗盘中，置于 28 °C  

(10 h，光照)/25 °C (14 h，黑暗)培养箱中萌发。   

15 d 后挑选大小一致的幼苗进行假植，待烟苗长出

第 3 片叶时进行移栽。每个小盆装 180 g 土(基质

与土壤的质量比为 3:7)，每个处理 6 盆烟苗。将筛

选得到的菌株 HCH2-3、FGD5-2 和 EM-1 接种至

LB 液体培养基，28 °C、180 r/min 培养 24 h 后，

于 4 °C、4 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，然后

用无菌水重悬，调节 OD600 为 0.8。每盆烟苗浇菌

液 20 mL 至终浓度为 107 CFU/g。混合菌液按照

1:1:1 (体积比)混合。每隔 5 d 浇一次菌液，共浇    

2 次。7 d 后调查农艺学性状，评价菌株是否具有

促生效果。 

2  结果与分析 

2.1  烟草根际可培养细菌的多样性 

对遵义烟田 4 个田块的烟草根际土样品进行

了微生物分离鉴定，共获得 160 株细菌，分属于   

4 个门 6 个纲 9 个目 14 个科 17 个属和 63 个种   

(图 1)。4 个门为变形菌门(Proteobacteria)、厚壁菌

门(Firmicutes)、放线菌门(Actinobacteria)和拟杆菌

门(Bacteroidetes)，分别占总分离菌株的 66.2%、

26.9%、5.0%和 1.9%。在纲水平上，γ-变形菌纲

(Gammaproteobacteria)占绝对优势，占总菌株数

的 60.6%；其次为芽孢杆菌纲(Bacilli，26.9%)、

放 线 菌 纲 (Actinobacteria ， 5.0%) 和 β- 变 形 菌 纲

(Betaproteobacteria，5.0%)。在属水平上，γ-变形

菌纲中的假单胞菌属 (Pseudomonas)所获菌株最

多，共分离得到 56 株，属于 31 个种；第二大优势

属为芽孢杆菌纲中的芽孢杆菌属(Bacillus)，共分离

得到 43 株，属于 11 个种；其次为不动杆菌属

(Acinetobacter)和肠杆菌属(Enterobacter)，分别获

得 15 株和 17 株细菌(表 1)。以上研究结果表明，

遵义烟田根际可培养细菌具有丰富的多样性，并且

假单胞菌属和芽孢杆菌属细菌为优势类群(图 2)。 
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图 1  烟草根际可培养细菌在门(A)、纲(B)和属(C)水平上的组成 
Figure 1  The culturable bacterial composition of tobacco rhizosphere at the phylum (A), class (B) and genus (C) levels 
 
表 1  烟草根际可培养细菌菌株信息 
Table 1  The detailed information of culturable bacteria isolated from tobacco rhizosphere 

种类 

Species 

菌株数 

Strain number 

所占比例 

Percentage (%) 

相似度范围 

Similarity range (%) 

相似度中位数 

Similarity median (%) 

Acinetobacter guillouiae 1 0.63 99.89 99.89 

Acinetobacter oleivorans 7 4.38 99.55−100.00 100.00 

Acinetobacter oryzae 4 2.50 98.54−98.97 98.88 

Acinetobacter rudis 3 1.88 99.55−100.00 100.00 

Bacillus acidiceler 1 0.63 99.89 99.89 

Bacillus cereus 7 4.38 99.79−100.00 100.00 

Bacillus mobilis 1 0.63 99.93 99.93 

Bacillus mycoides 4 2.50 99.58−100.00 99.69 

Bacillus pacificus 2 1.25 100.00 100.00 

Bacillus proteolyticus 2 1.25 99.79−100.00 99.90 

Bacillus pseudomycoides 5 3.13 99.16−100.00 100.00 

Bacillus velezensis  2 1.25 100.00 100.00 

Bacillus thuringiensis 9 5.63 99.44−100.00 99.79 

Bacillus toyonensis 8 5.00 99.17−100.00 99.76 

Bacillus wiedmannii 2 1.25 99.93−100.00 99.97 

    (待续)
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    (续表 1)

Burkholderia pyrrocinia 2 1.25 99.66 99.66 

Burkholderia stabilis 1 0.63 99.89 99.89 

Burkholderia ubonensis 1 0.63 99.65 99.65 

Delftia acidovorans 2 1.25 100.00 100.00 

Enterobacter kobei 1 0.63 99.76 99.76 

Enterobacter ludwigii 12 7.50 99.77−100.00 100.00 

Enterobacter mori 4 2.50 99.42−100.00 99.53 

Glutamicibacter mishrai 2 1.25 99.89−100.00 99.95 

Klebsiella michiganensis 1 0.63 98.97 98.97 

Microbacterium esteraromaticum 2 1.25 99.32−99.43 99.38 

Microbacterium sorbitolivorans 1 0.63 99.77 99.77 

Microbacterium xylanilyticum 1 0.63 99.32 99.32 

Morganella morganii subsp. sibonii 1 0.63 98.36 98.36 

Ochrobactrum intermedium 1 0.63 100.00 100.00 

Pantoea endophytica 1 0.63 99.66 99.66 

Pseudarthrobacter niigatensis 1 0.63 99.89 99.89 
Pseudarthrobacter 
phenanthrenivorans 

1 0.63 99.43 99.43 

Pseudomonas alloputida 1 0.63 100.00 100.00 

Pseudomonas atagosis 3 1.88 99.63 99.63 

Pseudomonas baetica 2 1.25 99.57 99.57 

Pseudomonas capeferrum 2 1.25 99.55−99.66 99.61 

Pseudomonas chlororaphis  1 0.63 99.50 99.50 

Pseudomonas costantinii 1 0.63 99.89 99.89 

Pseudomonas extremorientalis 1 0.63 100.00 100.00 

Pseudomonas fluorescens 2 1.25 99.86−99.93 99.90 

Pseudomonas frederiksbergensis 1 0.63 99.79 99.79 

Pseudomonas geniculata 2 1.25 98.84−99.64 99.24 

Pseudomonas gessardii 1 0.63 98.84 98.84 

Pseudomonas glycinae 1 0.63 99.72 99.72 

Pseudomonas granadensis 1 0.63 99.77 99.77 

Pseudomonas hibiscicola 1 0.63 99.30 99.30 

Pseudomonas koreensis  11 6.88 99.36−100.00 99.93 

Pseudomonas kribbensis  10 6.25 99.86−100.00 99.89 

Pseudomonas lurida 2 1.25 100.00 100.00 

Pseudomonas mandelii 1 0.63 99.78 99.78 

Pseudomonas marginalis 2 1.25 99.78−100.00 99.89 

Pseudomonas monteilii 2 1.25 99.77−100.00 99.89 

Pseudomonas moraviensis 1 0.63 99.64 99.64 

Pseudomonas mosselii 2 1.25 99.79−100.00 99.90 

Pseudomonas putida 1 0.63 99.93 99.93 

Pseudomonas rhodesiae 1 0.63 99.93 99.93 

Pseudomonas syringae 2 1.25 99.64−100.00 99.82 

Pseudomonas thivervalensis 1 0.63 99.93 99.93 

Ralstonia pickettii 1 0.63 99.54 99.54 

Ralstonia pseudosolanacearum 1 0.63 100.00 100.00 

Raoultella terrigena 1 0.63 99.66 99.66 

Sphingobacterium siyangense 3 1.88 99.20−99.54 99.20 

Stenotrophomonas maltophilia 5 3.13 98.32−99.66 99.66 
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图 2  烟草根际可培养细菌与其参考菌株的系统进化树 
Figure 2  Neighbor-joining phylogenetic tree of culturable bacteria isolated from tobacco rhizosphere and their closest 
type strains based on 16S rRNA gene sequences 

 

2.2  烟草根际可培养真菌的多样性 

对遵义烟田 4 个田块的烟草根际土样品进行

微生物分离鉴定共获得 101 株真菌，分属于 3 个

门 6 个纲 7 个目 11 个科 14 个属和 26 个种。3 个

门 为 子 囊 菌 门 (Ascomycota) 94 株 、 毛 霉 菌 门

(Mucoromycota) 6 株 和 担 子 菌 门 (Basidiomycota)  

1 株，分别占总分离菌株的 93.1%、5.9%和 1.0%。

在纲水平上，散囊菌纲(Eurotiomycetes，81 株)占
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绝对优势，占总菌株数的 80.2%；其次为锤舌菌纲

(Leotiomycetes ， 6 株 ， 占 5.9%) 、 毛 霉 菌 纲

(Mucoromycetes ， 6 株 ， 占 5.9%) 和 粪 壳 菌 纲

(Sordariomycetes，5 株，占 5.0%)。在属水平上，

散囊菌纲中的曲霉属(Aspergillus)菌株最多，共

分离出 40 株，分属于 5 个种，占真菌分离总数

的 39.60%；散囊菌纲中的青霉属(Penicillium)为

第二大优势属，共分离出 23 株菌，分属于 3 个种，

占 真 菌 分 离 总 数 的 22.77% ； 另 外 ， 篮 状 菌 属

(Talaromyces)获得的菌株数目也较多，共获得 6 种

16 株菌(表 2)。以上研究结果表明遵义烟苗根际土

可培养真菌丰富多样(图 3)。 

2.3  细菌菌株促生指标测定 

为了探究菌株的促生特性，从不同种的细菌中

选择了 44 株细菌作为代表性菌株。结果发现，   

44 株细菌均具有不同程度的 IAA 产生能力，其中

菌株盖氏假单胞菌(Pseudomonas gessardii) GT03

的 IAA 产生能力最强，可达 170.31 mg/L；此外，

菌株 FGH1-4-1、HCH2-3、GT83 和 GT31 产生的 IAA

也超过 50 mg/L。能够溶解有机磷的细菌有 9 株， 

 
表 2  烟草根际可培养真菌菌株信息 
Table 2  The detailed information of culturable fungi isolated from tobacco rhizosphere 

种类 

Species 

菌株数 

Strain number 

所占比例 

Percentage (%) 

相似度范围 

Similarity range (%) 

相似度中位数 

Similarity median (%) 

Arcopilus aureus 1 0.99 100.00 100.00 

Aspergillus fischeri 1 0.99 99.83 99.83 

Aspergillus fumigatus 3 2.97 100.00 100.00 

Aspergillus lentulus 28 27.72 99.32−100.00 100.00 

Aspergillus terreus 5 4.95 99.83−100.00 100.00 

Aspergillus udagawae 3 2.97 98.95−100.00 100.00 

Fusarium oxysporum 3 2.97 100.00 100.00 

Gongronella butleri 1 0.99 100.00 100.00 

Monascus fumeus 1 0.99 99.64 99.64 

Mucor circinelloides 2 1.98 98.52−100.00 99.26 

Mucor racemosus 3 2.97 99.23−99.48 99.48 

Neosartorya udagawae 1 0.99 100.00 100.00 

Penicillium citrioviride 7 6.93 99.64−100.00 99.64 

Penicillium coprophilum 1 0.99 99.64 99.64 

Penicillium janthinellum 15 14.85 99.64−100.00 100.00 

Pseudeurotium ovale 6 5.94 98.02−98.22 98.02 

Purpureocillium lilacinum 1 0.99 100.00 100.00 

Schizophyllum commune 1 0.99 100.00 100.00 

Talaromyces flavus 2 1.98 99.81−100.00 99.91 

Talaromyces gossypii 1 0.99 100.00 100.00 

Talaromyces liani 1 0.99 99.09 99.09 

Talaromyces pinophilus 3 2.97 99.15−100 99.21 

Talaromyces purpureogenus 2 1.98 98.59−99.83 99.21 

Talaromyces trachyspermus 7 6.93 98.20−100 98.64 

Thielavia hyrcaniae 1 0.99 99.25 99.25 

Westerdykella dispersa 1 0.99 99.17 99.17 
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图 3  烟草根际可培养真菌在门(A)、纲(B)和属(C)水平上的组成 
Figure 3  The culturable fungal composition of tobacco rhizosphere at the phylum (A), class (B) and genus (C) levels 

 
溶解无机磷的有 16 株，产生铁载体的有 13 株，产

生 ACC 脱氨酶的有 14 株(表 3)。重要的是，有     

2 株细菌同时具有产 IAA、溶磷、产铁载体和 ACC

脱氨酶 4 项促生特性，分别为菌株 GT24 和 GT79。

该部分结果体现出烟草根际细菌在植物促生方面

具有较好的应用潜力。 

2.4  细菌菌株对青枯病菌和黑胫病菌的拮抗作用 

为了探究烟草根际细菌对常见烟草土传病害

(青枯病和黑胫病)的防治潜力，将所有获得的细菌

菌株进行平板对峙试验。结果发现，在 160 株细菌

中，能够抑制青枯病菌的菌株有 25 株，能够抑

制黑胫病菌的菌株有 26 株，两者都能抑制的菌

株有 10 株(表 4)。其中，菌株 EM-1 对青枯病菌

的拮抗作用最强，抑菌圈直径可达 4.1 cm；菌株

ZAD2-1 对黑胫病菌的拮抗作用最强，抑菌率可

达 56% (图 4)。 

 
表 3  44 株代表性细菌菌株的促生特性 
Table 3  The plant growth promoting features of 44 representative bacterial strains 

菌株编号 

Strain No. 

最相似菌 

Closest relatives 

IAA 产量 

IAA production 

(mg/L) 

铁载体产生
Siderophore 

production 

溶磷 

Phosphate solubilizing 

ACC 脱氨酶
ACC 

deaminase 有机磷 

Organic 

phosphorus 

无机磷 

Inorganic 

phosphorus 

GT63 Acinetobacter oleivorans 8.27 − + + − 

FGH4-3-2 Bacillus cereus 5.36 + − − + 

HCD2-1-2 Bacillus proteolyticus 20.03 − − − + 

MTD1-1-2 Bacillus thuringiensis 3.58 − − − − 

FGH4-1-1 Bacillus toyonensis 3.06 + − − − 

HCH3-2 Bacillus toyonensis 6.20 − − − − 

      (待续)
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      (续表 3)

EM-1 Bacillus velezensis 8.59 − − − − 

GT79 Burkholderia pyrrocinia 11.11 + + + + 

GT14 Burkholderia stabilis 4.16 + − + − 

GT29 Delftia acidovorans 5.98 − − − + 

GT41 Delftia acidovorans 11.42 − − − + 

GT83 Enterobacter kobei 50.22 − − + − 

FGH1-1-1 Enterobacter mori 42.86 − − + + 

GT07 Glutamicibacter mishrai 38.58 − − − − 

GT16 Microbacterium esteraromaticum 49.47 + − − − 

GT12 Microbacterium sorbitolivorans 1.31 − − − − 

GT18 Microbacterium xylanilyticum 6.06 − − − − 

GT70 Ochrobactrum intermedium 1.49 − − − + 

GT04 Pantoea endophytica 5.02 + + + − 

GT60 Pseudomonas alloputida 1.00 − − − − 

ZAH4-2 Pseudomonas atagosis 6.79 + − − + 

FGD5-1 Pseudomonas baetica 7.38 − − + − 

GT64 Pseudomonas chlororaphis  3.89 − + + − 

MTD6-1 Pseudomonas extremorientalis 8.29 − − + − 

ZAH5-1-1 Pseudomonas fluorescens 9.19 − − − − 

MTH4-2-1 Pseudomonas frederiksbergensis 38.06 − + + − 

MTH4-1-2 Pseudomonas geniculata 20.03 − − − − 

GT03 Pseudomonas gessardii 170.31 − + − − 

FGH5-2-1 Pseudomonas glycinae 8.61 − − − − 

GT33 Pseudomonas granadensis 25.25 − − − − 

MTH1-2-1 Pseudomonas hibiscicola 11.03 + + − − 

HCH2-3 Pseudomonas koreensis 61.36 + − + + 

HCH4-1-1 Pseudomonas kribbensis 22.58 − − − − 

FGD5-2 Pseudomonas lurida 6.17 + − − − 

FGH1-4-1 Pseudomonas marginalis 50.22 − − + − 

MTD6-2 Pseudomonas monteilii 7.29 − − − − 

GT31 Pseudomonas mosselii 51.28 + + + − 

MTD4-1 Pseudomonas rhodesiae 2.60 + − + − 

ZAH4-1-2 Pseudomonas syringae 9.48 − − + + 

FGH3-2-2 Pseudomonas thivervalensis 16.28 − − − − 

GT24 Ralstonia pickettii 8.29 + + + + 

GT35 Sphingobacterium siyangense 2.71 − − − + 

MTD3-1-1 Stenotrophomonas maltophilia 0.40 − − − + 

MTH5-2-1 Stenotrophomonas maltophilia 48.67 − − − + 

注：+：阳性反应；−：阴性反应 

Note: +: Positive; −: Negative 
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表 4  对青枯病菌和黑胫病菌具有拮抗作用的菌株信息 
Table 4  The list of strains inhibiting growth of Ralstonia solanacearum and Phytophthora nicotianae 

编号 

Strain No. 

最相似菌 

Closest relatives 

抑制青枯病菌 

Inhibition against R. solanacearum

抑制黑胫病菌 

Inhibition against P. nicotianae 

HCH6-2 Bacillus cereus − + 

HCH1-4-2 Bacillus cereus − + 

ZAD3-2 Bacillus pacificus + − 

MTH1-1 Bacillus pseudomycoides − + 

MTH5-1 Bacillus pseudomycoides − + 

HCH3-1 Bacillus pseudomycoides − + 

EM-1 Bacillus velezensis + + 

T-9 Bacillus velezensis + + 

FGH6-3 Bacillus thuringiensis − + 

FGH6-2 Bacillus thuringiensis − + 

ZAH6-1 Bacillus thuringiensis − + 

MTH6-2 Bacillus thuringiensis − + 

ZAH5-1-2 Bacillus thuringiensis − + 

ZAD5-1 Bacillus thuringiensis − + 

HCH1-1-1 Bacillus toyonensis − + 

GT14 Burkholderia stabilis − + 

GT07 Glutamicibacter mishrai − + 

GT04 Pantoea endophytica − + 

ZAH4-2 Pseudomonas atagosis + + 

FGD2-1 Pseudomonas atagosis + − 

FGD5-1 Pseudomonas baetica + − 

GT64 Pseudomonas chlororaphis + + 

GT77 Pseudomonas costantinii + − 

MTD6-1 Pseudomonas extremorientalis + − 

ZAH5-1-1 Pseudomonas fluorescens + − 

GT03 Pseudomonas gessardii + + 

ZAD2-1 Pseudomonas koreensis − + 

ZAD2-3 Pseudomonas koreensis + − 

ZAD2-2 Pseudomonas koreensis + + 

HCD1-1 Pseudomonas koreensis + + 

HCD6-1 Pseudomonas koreensis + + 

HCH2-3 Pseudomonas koreensis + + 

HCH6-1 Pseudomonas koreensis  + + 

T-11 Pseudomonas kribbensis  + − 

T-137 Pseudomonas kribbensis  + − 

FGD5-2 Pseudomonas lurida + − 

FGH1-4-1 Pseudomonas marginalis + − 

FGD4-2 Pseudomonas moraviensis + − 

GT39 Pseudomonas mosselii + − 

FGD1-1 Pseudomonas putida + − 

MTD4-1 Pseudomonas rhodesiae + − 

注：+：具有拮抗作用；−：无拮抗作用 

Note: +: With antagonistic activity; −: No antagonistic activity 
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图 4  菌株 EM-1 和 ZAD2-1 对烟草青枯病菌(A)和黑胫病菌(B)的平板抑制效果 
Figure 4  The inhibition of strains EM-1 and ZAD2-1 against Ralstonia solanacearum (A) and Phytophthora nicotianae (B) 
respectively 

 

2.5  实验菌株对盆栽烟苗生长的影响 

由于前期研究发现韩国假单胞菌(P. koreensis) 

HCH2-3 和浅黄绿假单胞菌(P. lurida) FGD5-2 为遵

义抑病土壤中的关键菌株[12]，而贝莱斯芽孢杆菌

(B. velezensis) EM-1 具有较强的青枯病菌拮抗能

力，因此选择上述 3 株细菌进行后续盆栽烟苗促生

试验。结果表明，菌株 EM-1、HCH2-3、FGD5-2

及 其 混 合 菌 对 烟 苗 呈 现 不 同 程 度 的 促 生 作 用   

(图 5A)。3 株菌的联合施用显著提高了烟苗的最大

叶面积，而单株细菌对烟苗最大叶面积的影响不

显著(图5B)。与对照相比，所有处理均增加了烟苗

的株高，但差异不显著(图5C)。所有处理均显著提

高了烟苗地上部分的鲜重，尤其以混合菌和菌株

HCH2-3 处理最为明显，与对照相比分别提高了

32.0%和 28.6% (图5D)。 

3  讨论与结论  

烟草根际具有丰富的微生物类群，这些微生物

在烟草营养吸收和健康生长中发挥着重要作用[20]。

虽然扩增子测序及宏基因组测序等免培养技术已

广泛应用于烟草根际微生物组的研究中，但要深入

解析微生物对烟草的促生和防病机制，仍需传统培

养技术获得单个微生物菌株进行探索。 

本研究对 4 个常年不发病烟田中的烟草根际

微生物进行了分离培养和鉴定，并对其促生和抗

病活性进行了检测，从 4 个采样点共分离获得 

160 株细菌和 101 株真菌。细菌主要由变形菌门和

厚壁菌门组成，γ-变形菌纲和芽孢杆菌纲为主要优

势类群；在属水平上，假单胞菌属和芽孢杆菌属是

主要优势菌，说明 2 个属中的细菌可能在烟草生长

中具有重要作用。真菌主要由子囊菌门和毛霉菌门

组成，散囊菌纲为主要优势类群；在属水平上，散

囊菌纲中的曲霉属和青霉属占优势地位。李正风 

等[21]通过高通量测序技术也发现青霉属在植烟土

壤中的丰度较高。据报道曲霉属和青霉属为烟草根

际的常见生态类群[22]，能够溶磷、解钾并产生抗

生素或通过营养和生态位竞争以及诱导植物产生

系统抗性的方式，促进植物生长和防治病害[23-26]。

因此，它们在烟草健康生长中可能发挥着有益作用。 

研究表明，PGPR 能够以多种途径促进植物的

生长[27-28]，因此，本研究对 44 株代表性细菌的促

生特性进行了检测，以筛选出对烟草具有促生活性

的潜在促生菌株。结果发现，所有细菌均具有不同

程度的 IAA 产生能力，9 株细菌能够溶解有机磷，

16 株溶解无机磷，13 株产生铁载体，14 株产生

ACC 脱氨酶；同时，具有产 IAA、溶磷、产铁载

体和 ACC 脱氨酶 4 项促生特性的菌株占 11.4%。

王艳霞等对田菁根际分离得到的 105 株细菌进行

了 促 生 特 性 测 定 ， 也 发 现 所 有 菌 株 均 可 产 生

IAA[29]，因此，IAA 产生能力在植物根际微生物中

较为常见，可能只有 IAA 产生能力较强的菌株才 
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图 5  实验菌株对盆栽烟苗生长的影响 
Figure 5  The shoot growth of tobacco treated with single strains EM-1, HCH2-3 and FGD5-2 and with a consortium of 
all three strains (mix)  
注：A：促生效果图；B：最大叶面积；C：株高；D：鲜重。图 B、C 和 D 柱状图上的不同小写字母表示两组处理间具有显著性

差异(P<0.05) 

Note: A: The growth promoting effects; B: Maximum leaf area; C: Shoot length; D: Fresh weight. Different letters in panels B, C and D 
indicate statistically significant differences between treatments as determined by student’s t-test (P<0.05) 
 

具有植物促生的潜力。此外，本研究从 160 株细菌

中筛选出 25 株青枯病菌拮抗菌和 26 株黑胫病菌拮

抗菌，两者都能拮抗的细菌有 10 株。所有拮抗菌

株均为假单胞菌属和芽孢杆菌属细菌，这 2 个属中

的众多物种已被证明具有防病作用[30-33]，暗示着烟

草根际主要微生物类群的存在是其常年不发病的

原因。盆栽试验表明，韩国假单胞菌 HCH2-3、浅

黄绿假单胞菌 FGD5-2 和贝莱斯芽孢杆菌 EM-1 均

能促进烟苗的生长。先前的报道也发现韩国假单胞

菌能够提高土壤 pH 值、土壤酶活性并增加土壤养

分含量[34]。另外，在本研究中，上述 3 株细菌联

合施加对烟苗的促生效果最明显，说明这 3 株细菌

在促进烟苗生长中具有协同作用。因此，合成菌群

或者接种具有不同促生特性的 PGPR 是未来微生

物菌剂开发的一个重要方向[12,35-36]。 

综上所述，烟草根际具有丰富多样的可培养

微生物，本研究获得了许多具有防病促生潜力的

菌株，为后续应用研究提供了核心微生物资源。

然而要想获得更多数量以及更加多样的根际可培

养微生物，仍需不同种类的培养基和培养条件相
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结合，或者利用最新开发的高通量分离培养技 

术[37]。另外，本研究还证实了多种细菌混合施加

的效果优于单株细菌，多种微生物间的协同互作

机制还需要进一步研究。 
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