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防治烟草赤星病有益内生细菌的筛选及抑菌作用
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摘 要：从健康烟草的叶、茎中分离到 6$#株非病原内生细菌，通过平板对峙培养，筛选出对烟草赤星病菌［!*#.’-$’/
&$ $*#.’-$#$（*-(）F+;AA’］不同致病力的 !个代表菌株均有拮抗作用的 ""个菌株。室内测定其对赤星病菌抑菌带的宽
度达 7G7 H "6G#::；拮抗、防病试验测定，来自叶片内的内生菌株 IJ,"4#对赤星病菌有较强和稳定的拮抗作用，对赤
星病有 7#G$K的防病效果。无菌滤液实验表明，拮抗内生细菌 IJ,"4#无菌滤液在一定浓度范围内均能有效地抑制
菌丝生长，减少孢子萌发，且浓度越高，抑制能力越强。

关键词：烟草赤星病菌，内生细菌，筛选，生物防治

中图分类号：L86 文献标识码：M 文章编号 $$$"54#$8（#$$!）$"5$$"85$!

烟草赤星病是烟叶成熟后期重要的叶部真菌性

病害，在各烟区普遍发生，直接影响烟叶的产量和品

质，带来巨大的经济损失，已成为严重威胁烟草生产

的病害，对烟草赤星病的防治，目前国内主要采用化

学防治为主的防治技术［"］。烟草是叶用经济作物，

对烟叶的外观和内在质量有特殊的要求，农药残留、

病原菌抗药性以及对卷烟卫生的影响，限制了农药

的大规模利用，同时也不利于烟叶出口［#］。因此有

必要探讨烟草赤星病的最佳控制途径，寻找新的防

治途径以克服烟叶的农药残留和病菌抗药性问题。

近年来，对烟草赤星病进行生物防治的研究已

有报道［6，!］，但尚未见有内生细菌作为烟草赤星病生

防因子的研究报道，植物与微生物之间存在着一种

复杂的微生态关系，在这个微生态中发挥重要作用

的成员之一是植物有益内生细菌，在植物体内生活

着大量的有益细菌，与植物在进化过程中建立了一

种和谐联合的关系［7］。内生菌与其他生防菌相比，

生存于植物体内，不易受环境条件的影响，具有稳定

的生存空间，可以在其中定殖和运转，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［4，2］。国外已有内生细菌用于马铃薯、水稻、棉花、

玉米以及蔬菜和水果产后病害防治的报道［1，8］，国内

只见在棉花、马铃薯和水稻病害的防治［"$，""］，本文就

有关内生细菌对赤星病抑菌控病作用研究结果予以

报道。

! 材料和方法

!"! 供试品种
烤烟感病品种 F6#4种子由云南省烟草科学研

究所提供，幼苗由温室培育至 "7 H "4叶。
!"# 供试菌株
由涪陵、酉阳、武隆三大产烟区采集的烟草赤星

病斑上单孢分离获得，并鉴定具有较强致病力的烟

草赤星病菌菌株 3,A6，致病力中等的菌株 3,A#，致
病力弱的菌株 3,A7，无致病力的菌株 3,A8［"#］。非病
原内生细菌从健康烟草叶、茎中分离获得。

!"$ 拮抗内生细菌的分离和筛选
选择采集于涪陵、酉阳、武隆烟区健康烟草叶、

茎，经常规表面消毒后，用印迹法［"6］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

)M［"!］平板上分离、纯化内生细菌，将获得的菌株用
IJ,编号。采用平板对峙培养法［"6］，用 !种烟草赤星
病菌菌株作初步拮抗测定，筛选出对 !种病菌菌株
均有拮抗作用的内生细菌，在 #4N条件下再用致病
力强的 3,A6 菌株测定，培养 2O后测量各拮抗菌的
抑菌带宽度及拮抗菌和病原菌的长、宽度；将拮抗性



好的菌株转移 !代以上，继续观察其抑菌作用，测定
抑菌带宽度。

!"# 拮抗内生细菌对赤星病的控病作用
将有拮抗作用的内生细菌（浓度 " # $%& ’()*+,）

菌液喷洒在烟苗上，以叶面布满雾点为度，每株再用

!+,菌液进行灌根。每菌株重复 -次，每重复处理 !
株烟苗，温度调于 $& . //0。-1后悬滴法接种孢子
含量为 /2! # $%!个*+,的 345-菌株孢子悬浮液［$/］，
每株幼苗接种第 6 . "片真叶，每叶接种 $/滴，每滴
/!!,，于 /"0下保湿培养 !1。严重度分级标准见参
考文献［$!］，统计各菌株的叶片接种位点发病率、发
病严重度和病情指数，结果用 7877软件进行统计分
析。

!"$ 拮抗内生细菌对赤星病菌的抑制作用
!"$"! 无菌滤液对赤星病菌孢子萌发的抑制作用：
将防效最好的菌株，取浓度为 " # $%& ’()*+, !+,，接
种于 $!%+,的 9:培养液，/"0下 $!%;*+<= 振荡培
养 >/? 后，将培养液 !%%%;*+<= 离心 -%+<=，取上清
液，用 %2//!+微孔滤膜除菌。$%%@、"%@、/%@的
无菌滤液按 $ A$（B*B）同赤星病菌孢子悬浮液［$/］混
合（孢子含量为 ! # $%!个*+,，无菌滤液终浓度为
!%@、-%@、$%@），同时以未接菌的 9:培养液以相
同比例与赤星病菌孢子悬浮液混合作对照，/"0下
培养，于 "?、$/?、/6?后镜检其孢子的萌发，以芽管
长度超过分生孢子小端直径一半时被记录为萌发，

每处理重复 -次，计算孢子萌发抑制率。
!"$"% 无菌滤液对赤星病菌菌丝生长和菌丝形态
的影响：无菌滤液对赤星病菌菌丝生长的抑制测

定，采用菌落直径法，将直径 !++赤星病菌块分别
移至含不同无菌滤液（终浓度为 $!2%@、$%2%@、
"2%@、-2%@、$2!@）的平板，以未接菌的 9:培养液
按比例制成的平板作对照，每处理重复 -次，/"0恒
温培养 -1、!1、>1后，测量各处理菌落的增长直径，
计算抑制率，于 !1 后镜检各种浓度处理的菌丝形
态。

% 结果和分析

%"! 分离内生细菌的拮抗性测定
分离纯化获得 -%/ 个内生细菌，编号为 CD4$ .

CD4-%/。初步拮抗测定筛选到有较好拮抗性的菌株
CD4$/、CD4!>、CD4>!、CD4&%、CD4$%$、CD4$"/、CD4$&!、CD4//%、
CD4//!、CD4/>$和 CD4/E!，在 8F:［$6］平板上作对峙测定
（见表 $）。

表 ! 各菌株在 &’(平板上对 )*+,的拮抗作用
3G4HI $ J((I’D K( G=DGLK=<5D<’ 4G’DI;<G GLG<=5D
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表 % 拮抗内生细菌在幼苗上对赤星病的防治效果
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9KDI：U<KX’K=D;KH I((<’G’R Y（’K=D;KH 1<5IG5I <=1IT D;IGDI1 1<5IG5I <=X

1IT）* ’K=D;KH 1<5IG5I <=1ITM FGDG (KHHKOI1 4R D?I 5G+I HIDDI;5 <= D?I 5G+I
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其中 CD4$"/、CD4/E!的抑制效果最好，其抑菌带
宽度达 $/2%++和 $-2/++，对病原菌菌落扩展也具
有明显的抑制作用。拮抗菌除了产生明显的抑菌带

外，对赤星病菌生长也有影响，表现在菌落边缘和抑

菌带接触部位的菌丝溶解，整个菌落的生长明显受

到抑制。赤星病菌菌落（长 #宽）处理与对照相比，
对照病菌生长正常，菌落铺展平板呈圆形扩展，而受

拮抗的病原菌呈长条形生长，且长、宽度均受抑制。

CD4&%、CD4$"/在平板上的拮抗作用见图 $，菌株转移
!代以上，抑菌带的宽度仍达 &2%++以上。
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图 ! 拮抗菌 "#$%&（’）、"#$!()（*）在 +,’平板上
对赤星病菌的抑制作用

!"#$% &’( ())(*+ ,) -.+-#,."/+"* 0-*+(1"- 2+034（5），

2+0%67（8）-#-"./+ ! $ "#$%&’"$" ,. 9:5 ;(<"=;

)-) 各菌株在幼苗上对赤星病的防效
测定结果表明，>< 后对照已明显发病，整个叶

片黄化，有赤星病斑。而经 2+034和 2+0%67处理的叶
片，只有部分接种点变黄，整个叶片呈绿色，发病较

轻（见表 7）。
用拮抗内生细菌 2+034、2+0%67处理烟苗后，叶片

接种位点发病率和病情指数均降低，病斑面积减小，

温室盆栽防治效果为 ?%@3A和 >7@4A。试验中还
观察到，经拮抗细菌 2+0%67处理的烟苗，叶色正常，
病斑边缘枯死，病斑面积不再扩大，烟株生长发育正

常，而对照烟苗叶片枯黄，病斑有继续扩展的趋势，

烟苗的生长发育受到严重影响。拮抗内生细菌

2+0%67菌株的病情指数与对照相比，在 - B 4@4>水平
上达到显著，在 - B 4@4%水平上达到极显著，可作为
烟草赤星病的生防菌株进一步研究。

)-. 拮抗菌无菌滤液对烟草赤星病菌的抑制作用
)-.-! 无菌滤液对孢子萌发的抑制作用：实验结果
见表 C。

表 . 无菌滤液对赤星病菌孢子萌发的抑制作用
&-0D( C E))(*+ ,) *=D+=1( )"D+1-+( ,. /F,1( #(1;".-+",. ,) ! $ "#$%&’"$"

G,.*(.+1-+",.
6’ %7’ 7?’

H(1;".-+",. 1-+(IA 2.’"0"+",. 1-+(IA H(1;".-+",. 1-+(IA 2.’"0"+",. 1-+(IA H(1;".-+",. 1-+(IA 2.’"0"+",. 1-+(IA
GJ >K@K I 33@C I K?@6 I
%4A >4@3 %>@7 34@6 3@L K4@7 ?@L
C4A K@L 3C@C %6@K 34@K C%@L 66@>
>4A ?@4 KC@C 3@6 K4@C K@K 3K@>
M,+(：G’(*N 7>4 O C44 *,."<"- ),1 (-*’ +1(-+;(.+ $

从表 C 可见，2+0%67 无菌滤液在 >4A、C4A、
%4A的终浓度时均能抑制孢子的萌发，在 %4A中虽
能萌发，但孢子萌发后的芽管只长一小段菌丝，且表

现为芽管粗短、无分格，不能进一步发育成菌丝体，

失去侵染能力。可见，%4A的浓度对赤星病菌孢子
的萌发仍有抑制作用。

)-.-) 无菌滤液对赤星病菌菌丝生长和形态的影
响：实验结果见表 ?。

表 / 无菌滤液对赤星病菌菌丝生长的抑制作用
&-0D( ? 2.’"0"+",. ,) *=D+=1( )"D+1-+( ,. ;P*(D"=; #1,Q+’ ,) ! $ "#$%&’"$"

G,.*(.+1-+",.
C <-P/ -)+(1 +1(-+;(.+ > <-P/ -)+(1 +1(-+;(.+ L <-P/ -)+(1 +1(-+;(.+

2.*1(-/( <"-;(+(1I;; 2.’"0"+",. 1-+(IA 2.*1(-/( <"-;(+(1I;; 2.’"0"+",. 1-+(IA 2.*1(-/( <"-;(+(1I;; 2.’"0"+",. 1-+(IA
GJ 7C@3 I ?C@3 I 6L@L I

%@>A 74@> %C@K C>@7 %K@6 >C@7 7%@?
C@4A %?@> CK@% 77@> ?3@6 C7@7 >7@?
6@4A K@4 67@7 %>@C 6>@% 77@4 6L@>
%4@4A L@C 6K@C %%@7 L?@? %>@L L6@3
%>@4A ?@L 34@C L@C 3C@C %4@7 3?@K

图 ) 光学显微镜下受 "#$!()抑制的烟草赤星病菌丝形态
!"#$7 R,1F’,D,#P ,) ;P*(D"=; ,) ! $ "#$%&’"$"

".’"0"+(< 0P 2+0%67 =.<(1 +’( ;"*1,/*,F(

5$ M,1;-D ;P*(D"=;；8$:(),1;"+P ;P*(D"=;$

2+0%67无菌滤液对赤星病菌丝生长有很强的抑
制作用，菌丝在含无菌滤液培养基上生长缓慢；镜检

观察到在含无菌滤液培养基上生长的赤星病菌菌丝

形态均受到明显的影响，菌丝膨大呈结节状，并且破

裂、消解（图 7）。

. 讨论
植物内生细菌是能够定殖在植物细胞间隙或细

胞内，并与寄主植物建立和谐联合关系的一类微生
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物，可系统地分布于植物组织内，并有足够的碳源、

氮源，而且受到植物组织的保护，比暴露于恶劣环境

（强烈日照、紫外线、暴风雨等）的附生细菌更具稳定

的生存环境，易于发挥作用［!］，同时植物内生细菌还

可以产生植物促生物质，直接促进植物生长［"#］。内

生菌还能通过与病原菌竞争营养和空间或直接产生

拮抗物质抑制病原菌，起到间接促生作用。

拮抗细菌 $%&"#’对烟草赤星病菌菌丝生长有明
显的抑制作用，在含无菌滤液培养基上菌丝生长缓

慢，在显微镜下可见生长的菌丝形成膨胀泡，破裂、

消解，致使菌丝停止生长，具体的作用机理及代谢产

物有待进一步的生化分析。本试验结果表明，$%&"#’
可以较好地抑制烟草赤星病菌丝的生长及其致病

性，温室盆栽对赤星病具有一定的防治效果。另外，

无菌滤液实验结果表明，$%&"#’ 无菌滤液对赤星病
菌丝的生长和孢子的萌发有明显地抑制作用。

随着现代科技的发展，化肥、农药的大量使用，

造成环境污染致使农业生态系统中生物多样性下

降，而植物内生细菌因与寄主植物在长期共同进化

过程中形成密切的相互关系，且生存微环境稳定，成

为化肥、农药和其它微生态制剂的最佳竞争者，它的

合理应用将减少化学药剂造成的环境污染，提高农

田生态系统的生物多样性，有利于保持生态平衡，因

此植物内生细菌的应用具有广阔的前景，对于实现

烟草赤星病的安全、有效治理具有十分重要的意义。

内生菌是现今研究的热点，该研究是国内采用

内生细菌对烟草赤星病菌生物防治的首次报道，对

内生菌的应用及烟草赤星病的生物防治都具有极大

地推动作用，为其深入研究打下基础，有关的研究，

作者将作进一步报道。
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