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摘   要：【目的】根际促生菌(plant growth promoting rhizobacteria, PGPR)防控青枯病效果不稳定

是目前有益微生物生防应用的瓶颈问题，构建稳定高效拮抗青枯菌的 PGPR 菌群是生物防控的关

键。【方法】以前期筛选到的 8 株 PGPR 菌株(112、114、Ba-S、TLZZ、LX4、LX7、Ps-S 和 VC110)
和青枯菌(Ralstonia solanacearum, Rs)为研究对象，在前期获得烟草根系分泌物组成的基础上，采

用限菌微系统和生态微孔板结合绿色荧光蛋白标记、定量聚合酶链式反应(quantitative polymerase 
chain reaction, qPCR)、断棒模型设计等方法，探究 PGPR 菌群对青枯菌入侵烟草根际的抵御机制，

并在田间进行抗病、促生效果验证。【结果】LX4、Ba-S、LX7 可以充分利用烟草根系分泌物中

的氨基酸、糖类碳源抑制青枯菌生长，LX7 和 112 在所有酸类碳源下均对青枯菌有抑制作用，最

高抑菌率分别为 40.12% (LX7+乳酸)和 35.15% (112+柠檬酸)。Ps-S、112 和 VC110 的基础生态位

宽度(basal niche breadth, Bsw)分别比 Rs (Bsw=2.56)高 41.9%、41.0%和 38.1%，Ba-S 的基础生态

位重叠指数(niche overlap index, NOI)显著比其他 PGPR 菌株高 4.88%–61.76%，与青枯菌存在明显
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的营养利用性竞争。4 株 PGPR 组成的菌群组合中病情指数平均为 27.01%，根际青枯菌数量平均

为 1.1×104 CFU/g，显著低于单株和 2 株 PGPR 菌群组合，8 株 PGPR 组成菌群处理烟株未发病，

根际青枯菌数量平均为 3.5×102 CFU/g。由 LX4、Ba-S、LX7 和 VC110 构成的菌群组合(菌群组合

32)对不同碳源的利用效率显著高于青枯菌，尤其体现在醇类和糖类碳源利用方面，分别是青枯菌

的 1.62 倍和 1.41 倍。菌群组合 32 田间防效显著高于其他处理，分别比菌群 39 (Ba-S、VC110、
114 和 TLZZ)、40 (LX4、LX7、VC110 和 112)和 43 (Ba-S、VC110、114 和 112)高 27.18%、60.05%
和 54.80%，菌群 32 处理的产量和产值相对较好，分别较不施 PGPR 的对照增加 67.50%和 73.53%。

【结论】可以利用不同 PGPR 菌株对青枯菌营养竞争或者拮抗竞争的特点构建 PGPR 菌群，多样

性的 PGPR 菌群可以显著提高抵抗病原菌入侵的能力。 

关键词：根际促生菌；青枯菌；生态位重叠指数；菌群构建；生物防控 
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Abstract: [Objective] The effect of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) on bacterial 
wilt is unstable, which poses a challenge to the application of beneficial microorganisms. Thus, 
developing a stable and efficient PGPR flora against bacterial wilt is the key to the biocontrol. 
[Methods] The 8 anti-Ralstonia solanacearum (Rs) strains of PGPR (112, 114, Ba-S, TLZZ, 
LX4, LX7, Ps-S, and VC110) that had been screened out by our research group and Rs were 
studied. Based on the composition of tobacco root exudates, the microbial restriction 
microsystem, microplate, green fluorescent protein labeling, quantitative PCR, rod model 
design, and other methods were employed to explore the mechanism of PGPR against Rs in 
tobacco rhizosphere. In addition, experiment on the disease-resistant and growth-promoting 
effects was carried out in the field. [Results] LX4, Ba-S, and LX7 can make full use of amino 
acids and carbohydrates in tobacco root exudates as carbon sources to inhibit the growth of Rs. 
LX7 and 112 suppressed Rs with all acid carbon sources, and the highest antibacterial rates 
were 40.12% (LX7+lactic acid) and 35.15% (112+citric acid), respectively. The basal niche 
breadth (Bsw) of Ps-S, 112, and VC110 was 41.9%, 41.0%, and 38.1% higher than that of Rs 
(Bsw=2.56), respectively. The basal niche overlap index (NOI) of Ba-S was 4.88%–61.76% 
significantly higher than that of any other PGPR strains, and this strain obviously competed 
with Rs for nutrients. The average disease index was 27.01% and the average count of Rs in 
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tobacco rhizosphere was 1.1×104 CFU/g in the treatments with the combinations of four PGPR 
strains, which were significantly lower than those in the treatments with one PGPR strain and 
two strains. The tobacco plants treated with 8 strains of PGPR were free from the wilt, with the 
average Rs count of 3.5×102 CFU/g. The utilization efficiency of different carbon sources by 
combination 32 (consisting of LX4, Ba-S, LX7 and VC110) was significantly higher than that 
by Rs and particularly the utilization efficiency of alcohols and carbohydrate by the 
combination was 1.62 and 1.41 folds that by Rs. The field effect of combination 32 against Rs 
was significantly stronger than that of other treatments. Especially, the Rs-controlling rate was 
27.18%, 60.05%, and 54.80% higher than that of combinations 39 (Ba-S, VC110, 114, and 
TLZZ), 40 (LX4, LX7, VC110, and 112), and 43 (Ba-S, VC110, 114, and 112), respectively. 
The yield and output value in the treatment with combination 32 were the highest among all 
treatments, which were 67.50% and 73.53% higher than those of the control treatment, 
separately. [Conclusion] Via the nutrient competition or antagonistic characteristics, different 
PGPR strains can be fully utilized to develop PGPR flora against R. solanacearum. The diverse 
PGPR floras have significantly stronger ability to resist the invasion of pathogenic bacteria. 
Keywords: plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR); Ralstonia solanacearum; niche overlap 
index; microflora construction; biocontrol 
 
 

近年来，由于植烟土壤连作、不科学施用化肥，

导致土壤板结酸化、土壤养分富集化、土壤微生

物群落失衡，进而造成土传病害的爆发。烟草青

枯病是由青枯劳尔氏菌(Ralstonia solanacearum)
引起的一种以土壤传播为主的毁灭性细菌性烟

草病害，在我国 14 个省(区)暴发流行，主要为

长江流域及其以南烟区，已经威胁我国烟草产业

的可持续发展[1]。 
为寻求绿色环保的阻控土传病害的手段，研

究者开始关注能够促进植物生长并抑制有害生

物 的 根 际 促 生 菌 (plant growth-promoting 
rhizobacteria, PGPR)[2-5]。增加土壤中有益微生物

类群，有利于恢复土壤生态平衡，实现农业可持

续发展，是目前研究的热点[6]。PGPR 通过直接

(利用性竞争)和间接竞争(拮抗性竞争)等方式抵

御病原菌对根系的入侵[7]。前者主要是指 PGPR
与病原菌争夺根际资源，资源利用效率决定着竞

争结果。后者即 PGPR 利用根际养分资源(如分

泌物)产生一些对青枯菌有抑制作用或有毒的物

质，使病原菌生长(资源利用效率)受到抑制或者

被杀死[8]。以往的研究常将直接竞争和间接竞争

分开考虑，而在复杂的根际生态系统中，这     
2 种竞争方式是相辅相成的[9]。 

目前已有大量PGPR防控烟草病原菌的报道，

分别报道了枯草芽孢杆菌、类芽孢杆菌、多粘芽

孢杆菌等微生物通过植物免疫激发[10]、产生抗生

物质[11]等机制，减少烟草病害发生。然而大多数

PGPR 在温室生防效果较好，施入土壤后无法稳定

抵御病原菌对根系的入侵，主要是因为以往的研

究重点在单株菌株防御能力上，忽略了 PGPR 菌

群之间及其与青枯菌的交互作用。本研究利用前

期获得的多株 PGPR 菌株以及根系分泌物成分，

研究 PGPR 菌株利用烟草根系分泌物中不同碳源

的特征及拮抗青枯菌效果，探明 PGPR 菌株碳源

基础生态位及重叠指数，采用断棒模型等方法利

用生物多样性-生态系统功能理论构建高多样性

PGPR 菌群并验证其应用效果，以期为烟草青枯病

防控提供理论依据和应用基础。 
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1  材料与方法 
1.1  PGPR 菌株 

项目组前期筛选出 LX4 (枯草芽孢杆菌，

Bacillus subtilis，CGMCC No. 8265)、Ba-S (解淀

粉芽孢杆菌，Bacillus amyloliquefaciens，CGMCC 
No. 8262)、LX7 (解淀粉芽孢杆菌，Bacillus 
amyloliquefaciens，CGMCC No. 8267)、VC110 (甲
基营养型芽孢杆菌，Bacillus methylotrophicus，
CGMCC No. 16521)、114 (简单芽孢杆菌，

Bacillus simplex，CGMCC No. 16517)、112 (噬
烟 碱 节 杆 菌 ， Arthrobacter nicotinovorans ，

CGMCC No. 16516)、TLZZ (莫海威芽孢杆菌，

Bacillus mojavensis，CGMCC No. 8268)和 Ps-S 
(荧光假单胞菌，Pseudomonas fluorescens，CGMCC 
No.8263)等 8 株 PGPR 菌株(图 1)，对烟草青枯菌

Rs (GenBank 登录号：CP002819)具有较强的拮抗作

用，抑菌圈直径分别为 5.00、5.06、1.93、0.56、0.85、
5.16、2.56、1.03 cm[12]，彼此间无拮抗作用。 

1.2  供试培养基与土壤 
牛肉膏蛋白胨液体培养基(g/L)[13]：牛肉膏

5，蛋白胨 10，NaCl 5，自来水 1 000 mL，pH 7.0，
用于培养 PGPR 菌株。 

茄科劳尔氏菌半选择培养基(TZC, g/L)[14]：

蛋白胨 10，酪蛋白水解氨基酸 1，琼脂粉 15，

甘油 5 mL、蒸馏水 1 000 mL。培养基 121 ℃灭

菌 20 min 后待降到 50 ℃后再添加多黏菌素 B，

终浓度为 100 μg/mL，结晶紫 5 μg/mL，氯化三苯

基四氮唑 50 μg/mL，杆菌肽 25 μg/mL，青霉素    
0.5 μg/mL，氯霉素 5 μg/mL 和放线菌酮 100 μg/mL，
用于培养烟草青枯病病原菌Rasltonia solanacearum。 

OS 无机盐培养基 (g/L)：Na2HPO4 7.00，

KH2PO4 6.80，MgSO4·7H2O 1.19，(NH4)2SO4 1.00，
CaCl2·7H2O 8.80×10–2，FeSO4·7H2O 2.00×10–3，

Na-EDTA 2.50×10–3，MnSO4·6H2O 1.54×10–3，

CuSO4·5H2O 3.90×10–4，Na2B4O7·10H2O 1.80×10–4。

用于菌种特征性碳源试验。 
TSA 或 TSB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 15.0，

大豆胨 5.0，氯化钠 5.0，琼脂 15.0，pH 值 7.3±0.2，
用于细菌的培养。 

田间防控验证试验供试土壤为黄壤，pH 5.45，
有机质48.6 g/kg，全氮2.29 g/kg，碱解氮158 mg/kg，
速效磷 48.9 mg/kg，速效钾 543 mg/kg。未开展

试验前青枯病发病率为 63.7%。 
1.3  绿色荧光蛋白标记(green fluorescent 
protein, gfp)标记茄科劳尔氏菌与测定 gfp-R. 
solanacearum 的数量 

项目组通过前期研究，对茄科劳尔氏菌(青
枯菌)进行了 gfp 标记[15]，待长出菌落后在荧光

显微镜上检测 gfp 标记情况并计算质粒转化效 
 

 
 

图 1  烟草青枯菌及筛选到的 PGPR 菌株及拮抗 Rs 菌落形态 
Figure 1  The colonial morphology and antagonistic effect the selected PGPR strains to Ralstonia 
solanacearum. R. solanacearum is the pathogen of tobacco bacterial wilt. LX4, Ba-S, LX7, VC110, 114, 112, 
TLZZ, and Ps-S means the PGPR strains. 
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率。标记后茄科劳尔氏菌菌落形态与野生型形态

进行对比，gfp 标记的茄科劳尔氏菌命名为 gfp-R. 
solanacearum (gfp-Rs)。 

茄科劳尔氏菌的荧光定量 PCR 反应中，特

异性引物选用正向引物 Flic-F：5′-GAACGCCA 
ACGGTGCGAACT-3′，反向引物 Flic-R：5′-GGC 
GGCCTTCAGGGAGGTC-3′，片段大小为 400 bp。
反应总体系、荧光定量 PCR 仪反应程序、溶解曲线

步骤以及基因克隆、筛选、质粒提取均参照 Li 等[16]

的方法进行。 
1.4  PGPR 菌株与青枯菌竞争碳源基础生

态位及重叠指数 
将牛肉膏蛋白胨液体培养基和茄科劳尔氏

菌半选择培养基分装于 2 mL 离心管后，将 8 株

PGPR (112、114、Ba-S、TLZZ、LX4、LX7、
Ps-S、VC110)及茄科劳尔氏菌 Rs 接种于离心管

内，放入 30 ℃、170 r/min 的摇床内培养 48 h
后用生理盐水(0.85%)洗脱 3 遍，去除内生碳源，

调整 OD600 为 0.5 待用。 
从前期研究中选取烟草根系分泌物中主要

的 48 种碳源[17](表 1)。在 96 孔微孔板中分别加

入四唑类氧化还原染料和专性培养基(OS 无机

盐培养基与根系分泌物中主要物质按 1:1 配置)。
培养好的 PGPR 或病原菌菌液接种量都为 5%，

48 种化学碳源的浓度为 10 mmol/L。分别设定

A1、A2 为空白，只加四唑类氧化还原染料和专

性培养基，不加菌液，放入 30 ℃恒温培养箱培

养。由于无机盐培养基不含碳源，菌种使用的

碳源由化学碳源提供。PGPR 菌株和青枯菌培

养 24 h 后用酶标仪测定 OD600 值。 
基础生态位宽度(basal niche breadth, Bsw)又

称生态位大小，反映物种对资源环境的适应状态

和对资源的利用程度[18]。如果资源的可利用性

较多，则生态位宽度相就增加。其计算方法见公

式(1)。 

Bsw=
s

1
lni i

i
P P

=
−                          (1) 

式中，Pi 为物种在资源系列中第 i 资源位的利用

占该种对资源总数利用的比值；s 为资源位数；

Bsw 的取值范围为[0, lnS]。 
生态位重叠区域即两物种均能利用的碳源

(图 2)，两者碳源利用的相似性即为生态位重叠指

数(niche overlap index, NOI)。其计算方法见公式(2) 

NOI= 1

2 2

1 1

s

ik jk
k

s s

ik jk
k k

P P

P P

=

= =



 
                   (2) 

式中，Pik、Pjk 分别为物种 i 和物种 j 在第 k 资源

位上的利用占物种在整个资源的总利用的比例；

s 为资源位数。 

 
图 2  微孔板系统测定 PGPR 菌株基础生态位和重叠指数 
Figure 2  Determination of basal niche and niche overlap index of PGPR strains by microplate system. 
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表 1  烟草根系分泌物主要碳源 
Table 1  Main carbon sources in tobacco root exudates 
Carbon types Carbon sources 
Alcohols Inositol 

D-mannitol 
Sorbitol 

Amino acids Alanine 
Glycine 
Histidine 
Lysine 
Phenylalanine 
Proline 
Serine 
Threonine 
Tryptophan 
Valine 

Carbohydrate Glucose 
Sucrose 
Arabinose  
Rhamnose  
D-mannose 
Fructose 
Galactose 
Xylose 
Ribose 

Acids Acetic acid 
Citric acid 
Lactic acid 
Maleic acid 
Malic acid 
Tartaric acid 
Oxalic acid 
Benzoic acid 
Phenylpropionic acid 
Cinnamic acid 
Myristic acid 
Fumaric acid 
Palmitic acid 
Succinic acid 
3-hydroxybutyric acid 
Stearic acid 
p-hydroxybenzoic acid 

Others Vitamin H 
Nicotine 
Eugenol 
Glycerin 
Neophytadiene 
Scopolamine 
Solanone 
4-tert-phenol 
Pectin 

1.5  断棒模型构建 PGPR 菌株群落组合及

对青枯菌的防治效果 
采用断棒模型设计试验(图 3)，用来组建不

同种类或丰富度的群落[19-21]，这种方法使得每个

多样性水平下每种微生物出现的频次一致，减少

工作量的同时保障试验设计的科学严谨性。本研

究中设计的群落组合见表 2。 
通过限菌微系统研究烟株根际 PGPR 群落

与青枯菌的拮抗效果。烟草种子在营养琼脂平

板上进行无菌催芽后，移植到装有蛭石 :石英 
砂=1:1 的组培瓶中，浇灌无菌的 1/2 浓度的

Hongland 营养液，将组培瓶放置到光照培养箱，

光照强度为 2 500 lx，16 h/8 h 光/暗周期。将不

同 PGPR 群落按照表 2 组合接种至限菌微系统

中，每株 PGPR 菌株接种量为 2 mL，2 d 后，

将青枯菌作为入侵者接种到限菌微系统，接种

量为 PGPR 群落总接种量的 50%，限菌 25 ℃暗

室培养 30 d (湿度保持为 80%)，检测烟株青枯

病发病情况。 

1.6  PGPR 群落组合和青枯菌 Rs 对不同碳

源的利用程度 
分别将 NA 培养基上活化的 PGPR 菌株和

TZC 培养基上活化的 Rs 菌株转接到 TSA 固体

培养基上划线，30 ℃连续培养 24 h，挑取 TSA
平板上的单菌落摇菌后，以 1:10比例转接至 TSB
液体培养基，30 ℃、170 r/min 培养 24 h，至 OD600

值为 1.0 左右。 
由于 TSA 和 TSB 培养基不含碳源，菌株在

TSA 和 TSB 培养基上培养一段可以消耗细菌本

身的内生碳源[22]。将 1/10 TSB 培养基上培养的

新鲜菌液 4 500 r/min 常温离心 5 min，收集菌体，

用无菌生理盐水(0.95% NaCl)洗涤菌体，具体步骤

为：用生理盐水重悬菌体，4 500 r/min 离心 5 min
收集菌体，重复 3 次洗涤过程以除去残留的培养

基，最后用无菌生理盐水调节 OD600=0.5。 
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图 3  断棒模型设计 PGPR 群落组合 
Figure 3  Broken-rod model design of PGPR community assembles. 

 
为检测 PGPR 菌株群落组合与 Rs 对单一碳

源的利用效率，在 96 孔细胞培养板(Costar)中加

入根系分泌物中的单一碳源 OS 培养基，单一碳

源的终浓度为 10 mmol/L，接种配制好的菌悬液

使初始菌 OD600 值为 0.05。96 孔细胞培养板

(Costar)置于 30 ℃、170 r/min 培养，48 h 后在酶

标仪上检测菌液 OD600 值。 
以在单一碳源条件下细菌生长的最大生长速

率表征细菌对该种碳源的利用效率。瞬时生长速

率计算公式为[23]：μ=(lnXt2−lnXt1)/(t2−t1)，其中 μ、
X、t 分别指的是瞬时生长速率、0 h 和 48 h 细菌

细胞密度(OD600)、时间(h)。综合各碳源的利用效

率分别统计醇类、氨基酸类、糖类、酸类和其他

类碳源不同 PGPR 群落组合和 Rs 的利用效率。 

1.7  不同 PGPR 群落组合田间防控验证 
田间防控验证试验于 2021 年在贵州省黔南

州长顺县广顺镇石洞村 (26.03°N, 106.45°E)开
展。采用随机区组试验设计，对限菌微系统中青

枯病防治效果较好的 4 个菌群组合(PGPR 菌群

组合 32、39、40 和 43)处理开展田间效果验证，

其中清水为对照，各小区采用井窖式栽烟，栽烟

120 株，4 次重复。各处理于移栽时先对烟苗进

行蘸根，然后按每株 10 mL 进行灌根，封窖时，

按每株 20 mL 进行灌根。移栽后 90 d，按 GB/T 
23222 标准调查青枯病发病情况[24]，计算防治效

果[25](公式 3)。 

( ) 100% × 
 

防治效果=

对照病情指数-处理病情指数

对照病情指数

    (3) 

烟叶成熟后依据 GB 2635—1992 统计烟叶

主要经济性状。 

1.8  数据处理 
采用 Microsoft Excel 2016 、 SPSS Base 

Ver.13.0 软件进行数据统计分析。 

2  结果与分析 
2.1  不同 PGPR 菌株在单一碳源条件对青

枯菌的抑菌效果 
LX4、Ba-S、LX7、VC110、112 以及 TLZZ

在烟草根系分泌物单一碳源为醇类的条件下，均

能对青枯菌的生长产生抑制作用，114 和 Ps-S
在山梨糖醇作为唯一碳源时对青枯菌无抑制作

用(表 3)。TLZZ 在肌醇作为单一碳源条件下较

其他 PGPR 菌株抑菌率最大，达到 35.67%，LX7 
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表 2  利用断棒模型设计的 PGPR 群落组合 
Table 2  PGPR community assembles by broken-rod model design 
Community 
assemblage 

Community composition Level 
LX4 Ba-S LX7 VC110 114 112 TLZZ Ps-S 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
5 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
6 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
7 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
8 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
9 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
10 0 0 0 1 0 0 0 0 1 
11 0 0 0 1 0 0 0 0 1 
12 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
13 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
14 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
15 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
16 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
17 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
18 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
19 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
20 1 1 0 0 0 0 0 0 2 
21 0 0 1 1 0 0 0 0 2 
22 0 0 0 0 1 1 0 0 2 
23 0 0 0 0 0 0 1 1 2 
24 1 0 1 0 0 0 0 0 2 
25 0 1 0 1 0 0 0 0 2 
26 0 0 0 0 1 0 1 0 2 
27 0 0 0 0 0 1 0 1 2 
28 1 0 0 0 1 0 0 0 2 
29 0 1 0 0 0 1 0 0 2 
30 0 0 1 0 0 0 1 0 2 
31 0 0 0 1 0 0 0 1 2 
32 1 1 1 1 0 0 0 0 4 
33 0 0 0 0 1 1 1 1 4 
34 1 0 1 0 1 0 1 0 4 
35 0 1 0 1 0 1 0 1 4 
36 1 1 0 0 1 1 0 0 4 
37 0 0 1 1 0 0 1 1 4 
38 1 0 1 0 0 1 0 1 4 
39 0 1 0 1 1 0 1 0 4 
40 1 0 1 1 0 1 0 0 4 
41 0 1 0 0 1 0 1 1 4 
42 1 0 1 0 0 0 1 1 4 
43 0 1 0 1 1 1 0 0 4 
44 1 1 1 1 1 1 1 1 8 
45 1 1 1 1 1 1 1 1 8 
46 1 1 1 1 1 1 1 1 8 
47 1 1 1 1 1 1 1 1 8 
48 1 1 1 1 1 1 1 1 8 
1, 0 indicate whether the bacteria are present in the community or not, respectively. 
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表 3  不同 PGPR 菌株在单一碳源条件下对青枯菌的抑菌率(%) 
Table 3  The bacteriostatic effect of the different PGPR strains against Ralstonia solanacearum under the 
single carbon source condition (%) 
Carbon source LX4 Ba-S LX7 VC110 114 112 TLZZ Ps-S 
Alcohols 

Inositol 11.65 29.51 31.44 22.86 23.67 19.16 35.67 4.73 
D-mannitol 28.24 23.07 32.03 30.95 17.33 14.92 11.74 4.94 
Sorbitol 7.65 28.53 32.29 25.17 0 25.74 12.01 0 

Amino acids         
Alanine 32.65 28.59 28.53 34.27 2.51 29.11 0 3.47 
Glycine 24.07 40.60 30.18 28.53 14.08 15.90 13.32 0 
Histidine 27.94 31.44 28.06 32.76 25.81 20.63 0 12.54 
Lysine 19.68 33.01 32.45 26.37 33.17 26.74 2.29 13.49 
Phenylalanine 24.85 32.91 25.17 26.24 10.57 27.34 31.81 2.29 
Proline 27.52 29.45 26.92 30.41 19.38 27.70 0 10.39 
Serine 31.01 28.12 21.27 34.62 9.84 26.61 33.47 0 
Threonine 30.63 30.24 24.85 34.37 5.04 30.57 0 0 
Tryptophan 32.86 32.71 27.46 30.74 1.85 27.82 12.62 0 
Valine 31.39 31.23 21.41 32.71 7.55 32.08 0 0 

Carbohydrate         
Glucose 22.66 30.46 21.34 30.02 14.92 18.48 38.65 0 
Sucrose 27.94 23.87 38.73 30.35 14.75 22.11 28.06 0 
Arabinose 31.81 31.81 27.58 36.97 6.86 32.86 0 6.26 
Rhamnose 22.80 27.64 31.23 33.17 24.79 19.23 0 2.83 
D-mannose 22.38 26.06 28.18 32.50 18.63 19.16 0 0 
Fructose 28.99 15.9 22.11 30.52 17.09 24.59 21.55 5.35 
Galactose 27.22 28.76 29.74 31.01 0 27.52 7.35 4.94 
Xylose 28.47 33.37 27.52 26.74 15.66 30.90 16.86 5.56 
Ribose 28.06 30.90 27.46 30.29 0 30.74 0 7.06 

Acids          
Acetic acid 0 32.13 9.37 0 0 0.06 0 0 
Citric acid 34.76 33.97 37.69 36.42 31.81 35.15 16.06 29.90 
Lactic acid 37.29 41.12 40.12 16.78 0 32.03 0 30.41 
Maleic acid 30.63 36.60 31.23 32.29 68.93 22.93 12.19 0 
Malic acid 26.68 23.67 28.65 31.65 26.86 25.49 13.83 0 
Tartaric acid 31.23 33.52 33.72 32.08 24.46 28.12 29.79 15.08 
Oxalic acid 31.44 39.83 36.00 33.82 0 27.82 35.95 8.99 
Benzoic acid 29.28 25.17 26.24 32.96 0 28.53 0 1.74 
Phenylpropionic acid 29.17 30.24 22.73 35.10 16.46 26.68 0 0.85 
Cinnamic acid 23.07 30.63 21.06 35.77 0 26.37 23.47 0 
Myristic acid 22.73 33.77 32.13 28.71 3.37 28.99 0 0.28 
Fumaric acid 24.46 0 29.79 33.27 11.83 26.92 24.26 11.92 
Palmitic acid 20.12 29.22 28.82 31.71 6.36 29.96 11.74 0.74 
Succinic acid 33.12 29.96 26.92 34.47 11.39 29.90 2.83 3.47 
3-hydroxybutyric acid 28.47 39.91 39.87 26.12 0 30.35 33.92 18.94 
Stearic acid 29.90 33.12 18.48 36.05 19.61 25.55 0 0 
p-hydroxybenzoic acid 31.12 27.10 19.97 34.47 0 24.46 0 6.06 

Others          
Vitamin H 28.41 27.52 24.26 35.24 20.12 26.74 0 3.15 
Nicotine 24.85 27.28 19.97 33.07 19.01 29.28 0 0 
Eugenol 28.53 29.57 22.73 36.19 26.49 24.53 0 0 
Glycerin 29.90 34.81 24.79 33.22 0 30.29 10.30 3.26 
Neophytadien 22.04 36.56 30.29 30.57 0 27.70 0 0.51 
Scopolamine 28.06 32.50 19.75 31.17 17.64 26.55 0 0.28 
Solanone 28.76 28.82 23.67 30.24 16.62 25.74 18.56 0 
4-tert-phenol 24.33 28.47 23.07 34.27 10.30 29.11 0 0 
Pectin 23.67 30.90 17.09 35.39 21.48 27.70 0 5.66 
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在山梨糖醇作为单一碳源条件下抑菌效果最好，

达到 32.29%。LX4、Ba-S、LX7、VC110、114
和 112 在单一碳源为氨基酸类条件下，均对青枯

菌有抑制作用，以上各菌株分别在色氨酸

(32.86%)、甘氨酸(40.6%)、赖氨酸(32.45%)、丝

氨酸(34.62%)、赖氨酸(33.17%)和缬氨酸(32.08%)
为单一碳源条件下，对青枯菌的抑菌率达最高

值。LX4、Ba-S、LX7、VC110 和 112 在单一碳

源为糖类条件下，均对青枯菌有抑制作用，以上

各菌株分别在阿拉伯糖(31.81%)、木糖(33.37%)、
蔗糖 (38.73%)、阿拉伯糖 (36.97%)和阿拉伯糖

(32.86%)条件下的抑菌率达到最高。LX7 和 112
在单一碳源为酸类条件下，均对青枯菌有抑制作

用，以上各菌株分别在乳酸(40.12%)和柠檬酸

(35.15%)条件下达到最高抑菌率。LX4、Ba-S、LX7、
VC110和112在其他碳源条件下也均可以抑制青枯

菌的生长。 

2.2  PGPR 碳源基础生态位宽度及其与青

枯菌生态位重叠指数 
不同 PGPR 菌株基础生态位宽度和重叠指

数见图 4。Ps-S、112 和 VC110 的基础生态位宽

度 (Bsw)相对较高，无显著差异，分别比 Rs 
(Bsw=2.56)高 41.9%、41.0%和 38.1%。TLZZ 的

Bsw 显著低于 Ps-S、112、VC110 和 114，与 LX4
无显著差异，显著高于 Ba-S 和 LX7。LX4、Ba-S
和 LX7 菌株的 Bsw 无显著差异。Ba-S 的 Bsw 在

8 株 PGPR 菌株最小，仅比 Rs 高 4.78%。各 PGPR
菌株与青枯菌基础生态位重叠指数(NOI)与 Bsw
趋势并不一致，Ba-S 的 NOI 显著高于其他 PGPR
菌株，较 LX4、LX7、VC110、114、112、TLZZ
和 Ps-S 分别高 4.88%、61.76%、33.71%、14.50%、

14.15%、13.99%和 8.50%。LX4 和 Ps-S 的 NOI
无显著差异，均显著高于 114、112、TLZZ 和

LX7。114、112 和 TLZZ 的 NOI 无显著差异，

均显著高于 LX7，LX7 的 NOI 仅为 Ba-S 的

61.82%。8 株 PGPR 与青枯菌比较后的 NOI 分

别为 0.47、0.49、0.30、0.37、0.43、0.43 和 0.45，
都介于 0.10–0.50 之间，说明 8 株 PGPR 与青枯

菌间存在一定程度的竞争。 

2.3  不同 PGPR 菌群组合下烟草青枯病的

防治效果 
在限菌微系统条件下，16 个单一 PGPR 菌

株处理 (菌群组合 4 – 1 9 )的病情指数平均为

60.52%，根际青枯菌数量平均为 1.30×106 CFU/g 
(表 4)，其中 Ba-S 处理(菌群组合 7)的病情指数

最低，仅是病情指数最高 Ps-S 处理(菌群组合 18)
的 57.28%，同时根际青枯菌数量也最低，为

7.94×104 CFU/g，仅为对照处理(菌群组合 1–3)
的 1.10%；由 2 株 PGPR 组成的菌群组合中(菌
群组合 20–31)，病情指数平均为 45.09%，根际

青枯菌数量平均为 2.03×105 CFU/g，菌群组合

20、21、22、24、25、28、29 和 30 之间的病情

指数无显著差异，显著低于其他菌群处理；由   
4 株 PGPR 组成的菌群组合中(菌群组合 32–43)，
病情指数平均为 27.01%，根际青枯菌平均数量

为 1.10×104 CFU/g，菌群组合 32、39、40 和     
43 之间的病情指数无显著差异，均显著低于其 

 

 
 

图 4  不同 PGPR 菌株基础生态位宽度和重叠指数 
Figure 4  The basal niche breadth and niche overlap 
index of the selected PGPR strains. Different lowercase 
letters on the top of each bar indicate significant 
difference at the 0.05 level, the same as below. 
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表 4  不同 PGPR 菌群组合对烟草青枯病的防治效果 
Table 4  Biocontrol of different PGPR community combinations on tobacco bacterial wilt 
Community 
assemblage 

Disease 
index (%) 

Rs population 
(lg(CFU/g)) 

Community 
assemblage 

Disease 
index (%) 

Rs population 
(lg(CFU/g)) 

Community 
assemblage 

Disease 
index (%) 

Rs population 
(lg(CFU/g)) 

1 100a 6.8a 17 71.8b 6.5a 33 44.3e 4.8c 

2 100a 6.9a 18 78.9b 6.6a 34 30.9f 4.1c 

3 100a 6.9a 19 76.7b 6.6a 35 22.1g 3.5d 

4 60.2c 5.8b 20 32.4f 4.4c 36 28.6g 3.3d 

5 61.5c 5.7b 21 35.2f 4.2c 37 35.7f 4.3c 

6 48.6e 5.1b 22 50.2d 5.1bc 38 33.3f 4.1c 

7 45.2e 4.9bc 23 60.8c 6.0a 39 16.7h 2.0e 

8 56.7d 5.8b 24 38.4f 4.8c 40 18.4h 2.7e 

9 53.2d 5.6b 25 36.7f 4.7c 41 30.8fg 3.7d 

10 51.3d 5.5b 26 48.3e 5.1b 42 39.4ef 4.1c 

11 50.9d 5.4b 27 66.9c 5.8b 43 13.2h 2.8e 

12 65.2c 6.3a 28 40.1ef 4.6c 44 0.0i 2.3e 

13 63.8c 6.2a 29 38.5f 4.4c 45 0.0i 2.1e 

14 55.6d 5.6b 30 38.4f 4.3c 46 0.0i 2.5e 

15 57.8d 5.5b 31 55.2d 5.5b 47 0.0i 2.8e 

16 70.9b 6.4a 32 10.6g 2.2e 48 0.0i 2.7e 

Different lowercase letters within the same column indicate significant difference at the 0.05 level, the same as below. 
 
 
他菌群处理，因此选择这 4 种菌群组合作为后续田

间试验验证。由 8 株 PGPR 组成的菌群组合，烟株

均未发病，根际青枯菌数量平均为3.54×102 CFU/g，
但生产成本较高。综合考虑病情指数、根际青枯

菌数量和生产成本，选择菌群组合 32、39、40
和 43 进一步进行田间验证试验。 

2.4  不同 PGPR 菌群组合和 Rs 对不同碳源

的利用效率差异 
以微生物菌群在不同碳源条件下的生长速

率来表征微生物对这种碳源的利用效率，4 种菌

群组合和青枯菌均能利用烟草根系分泌物中的

碳源，但其利用碳源的强度有所差异(表 5)。菌

群组合 32 对醇类利用效率显著高于其他处理，

是青枯菌的 1.62 倍，菌群 39 和青枯菌对醇类利

用效率无显著差异，菌群组合 32、40 和 43 对醇

类碳源的利用效率分别比 Rs 的增加 62.48%、

38.21%和 22.30%；菌群组合 32、39 和 43 对氨

基酸类碳源的利用效率无显著差异，均显著高于

菌群 40；菌群组合 32 对糖类利用效率显著高于

其他处理，是青枯菌的 1.41 倍，菌群组合 39、
40 和青枯菌对糖类利用效率无显著差异，菌群

组合 43 为各处理的最低，仅为菌群组合 32 的

57.91%；菌群组合 39 对酸类利用效率显著高于

其他处理，菌群组合 32 和青枯菌对酸类利用效

率无显著差异，菌群组合 40 和 43 之间无显著差

异；菌群组合 32 对其他类碳源利用效率显著高

于其他处理，菌群组合 40 和青枯菌对其他类碳

源利用效率无显著差异，菌群组合 39 和 43 之间

无显著差异，菌群组合 32 对其他类碳源的利用

效率是青枯菌的 1.18 倍。 
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表 5  不同菌群组合和 Rs 在不同碳源条件下的最大生长速率 
Table 5  The maximum growth rate of the different community combinations and Rs in the different carbon source 
Carbon source Strain assemblage 32 Strain assemblage 39 Strain assemblage 40 Strain assemblage 43 gfp-Rs 
Alcohols 1.654±0.002c 1.035±0.003d 1.407±0.004a 1.245±0.003c 1.018±0.005e 
Amino acids 1.284±0.003e 1.306±0.003b 1.119±0.004e 1.253±0.003b 1.194±0.005d 
Carbohydrate 1.701±0.002b 1.286±0.003c 1.369±0.002b 0.985±0.002d 1.212±0.003c 
Acids 1.953±0.002a 2.223±0.003a 1.341±0.005c 1.324±0.004a 1.965±0.005a 
Others 1.477±0.002d 0.832±0.005e 1.248±0.003d 0.778±0.004e 1.251±0.004b  
Different lowercase letters within the same column indicate significant difference at the 0.05 level, the same as below. 
 
2.5  不同 PGPR 菌群组合的田间防控验证 

添加不同处理的 PGPR 菌群组合均能显著

降低青枯病的发生(表 6)，其中 PGPR 菌群 32
组合防治效果显著高于其他处理，分别比菌群

39、40 和 43 高 27.18%、60.05%和 54.80%，PGPR
菌群 39 组合防治效果好于菌群 40 和 43 处理，

分别比菌群 40 和 43 高 25.85%和 21.72%；PGPR

菌群 32 组合的产量和产值在所有处理中最高，

分别比对照处理高 67.50%和 73.53%。PGPR 菌

群 40 和 43 在产量和产值上无显著差异，与

不施 PGPR 对照之间存在显著差异。虽然

PGPR 处理烟株也存在部分发病，但发病时

间推迟 7–20 d，增加采烤叶片数，进而增加

产量和产值。  
 
表 6  不同 PGPR 菌群组合处理田间防控验证 
Table 6  Effect of the different PGPR community combinations on tobacco bacterial wilt control 
Treatments Yield (kg/hm2) Output value (RMB yuan/hm2) Control efficiency (%) 
CK 1 211.55d 35 535d – 
Strain assemblage 32 2 029.35a 61 665a 61.3a 
Strain assemblage 39 1 777.95b 54 120b 48.2b 
Strain assemblage 40 1 585.35c 47 550c 38.3c 
Strain assemblage 43 1 558.20c 46 740c 39.6c 
Different lowercase letters within the same column indicate significant difference at the 0.05 level. –: No such value. 
 

3  讨论 
大量研究证实 PGPR 广泛存在于多种植物

的根围，主要种类包括芽孢杆菌属(Bacillus sp.)

和假单胞菌属(Pseudomonas sp.)，其中荧光假单

胞菌(Pseudomonas fluorescens)在许多植物的根

围都占了绝对优势，可达 60%–93%[26]；此外，

还包括黄杆菌属(Flavobacteria sp.)、固氮菌属

(Azotobacter sp.)、固氮螺菌属(Azospirillum sp.)、

肠杆菌属(Enterobacter sp.)[27]。Guo 等[28]的研究

发现 3 种植物促生根际细菌——沙雷氏菌属、假

单胞菌和芽孢杆菌，组合配方使用一年防效达 

68.4%–99.5%，使用两年防效达 63.4%–78.5%。

本研究的 8株 PPGR在前期的研究中发现都具有

较强的拮抗和促生效果，抑菌圈直径为 0.56– 
5.16 cm，其中 LX4、LX7 具有较大的促生潜力

和对大多数的病原菌均具有一定的拮抗作用，根

际定殖的数量在 30 d 后仍然维持在 106 CFU/g
根以上[12]。 

目前研究发现烟草根系分泌物中主要物质

为水溶性有机酸、酚酸类、糖类、氨基酸、多肽、

嘌呤和核苷等[29]。由于不同烟草品种分泌物的

种类和含量不相同，因此对病原菌和拮抗菌生长

的影响不同[30]。郝文雅等[31]的研究结果发现，
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水稻和西瓜根系分泌物中的丙氨酸、谷氨酸、天

冬氨酸和精氨酸可促进西瓜专化型尖孢镰刀菌

孢子萌发，而丝氨酸主要抑制此病原菌的生长。

而本研究中发现 LX4、Ba-S、LX7、VC110 和

112 在所有氨基酸、糖类碳源下均对青枯菌有抑

制作用，最高抑菌率均达到 30%以上，说明以

上 PGPR 可以充分利用烟草根系分泌物中的氨

基酸、糖类碳源对青枯菌进行防控。前人研究发

现青枯菌对有机酸的利用显著高于外加施入拮

抗菌[32]，这也是土壤酸化往往容易导致青枯病

高发的原因之一[33]，而本研究发现 LX7 和 112
在所有酸类碳源下均对青枯菌有抑制作用，LX7
在乳酸条件下最高抑菌率达 40.12%，说明 LX7
和 112 具有生物防控青枯病的潜力。 

生态位宽度即微生物可利用的资源总数，

可以表明微生物物种丰富度的水平[34]。微生物

物种的丰富度在群落中多体现出生物多样性效

应[35]，在时间和空间的双重波动下可以提高微

生物在根际中的存活率[20]。微生物种群多样下

的生态位宽度可加强环境整体的资源利用，从而

帮助细菌在根际定殖[36-37]。生态位宽度越大越能

增加引入细菌群落与潜在病原体之间的资源竞

争力，增强植株对病原入侵的抵抗力，从而达到

生物防控的目的[22]。生态位重叠指数是指非病

原微生物与病原菌共同可利用的碳源与病原菌

可利用碳源的比值。非病原微生物的 NOI 越高，

其与病原菌的竞争能力越强，能获取大部分病原

菌能利用的碳源[38]。Ji 等[22]发现，拮抗菌与病

原菌生态位重叠指数越高，生防菌的生防效率越

高，生防菌与病原菌的利用性竞争能力显著影响

生防菌的生防效率。在本研究中，Ba-S、LX4
和 Ps-S 与 Rs 的生态重叠指数显著高于其他

PGPR，分别比生态位重叠指数最低的 LX7 高

61.8%、54.3%和 49.2%，高值生态位重叠指数表

明 PGPR 与青枯病菌 Rs 存在较强的营养竞争；

Ps-S 虽然对碳源利用的生态位宽度较高，但其

由于与 Rs 的生态位重叠指数较高，因此在利用

这些抵御 Rs 的能力上有所欠缺，表现为抵御病

原菌入侵的碳源利用效率较低。 
植物微生物组在帮助植物抗逆和抗病虫害

过程中发挥着重要作用[39-40]。微生物群落成员

之间存在着复杂的相互作用，从而形成生态网

络[41]。进化理论认为自然选择下微生物会通过

驱动相互竞争利用不重叠的资源达到共存[42]。

前人基于生物多样性-生态系统功能理论模型和

微生物群落成员的互作关系，构建了稳定增强有

益功能的人工合成菌群，并预测了复杂群落的互

作关系以及对病原菌入侵的抵抗能力[20]。构建

人工合成菌群应充分考虑 3 个方面，一是增加合

成菌群与病原菌资源利用的重叠度，同时避免菌

群资源分配的不均衡[34]；二是结合菌株资源竞

争、拮抗竞争能力或其他有益特性，确保有益

菌群施用后能更好地适应环境和发挥有益功 
能[43-44]；三是合成菌群成员的筛选应考虑多个营

养级别微生物间的协同效应[45]。本研究中群落

组合 32 (由 LX4、Ba-S、LX7 和 VC110 构成)和
群落组合 39 (由 Ba-S、VC110、114 和 TLZZ 构

成)中，各组成菌株基础生态宽度和生态位重叠

指数均与青枯菌在多个营养级别形成竞争关系，

另一方面部分菌株还可以分泌拮抗物质，比如

LX7 在烟苗根际定殖能力强，产生氰化氢

(hydrogen cyanide, HCN)，抑制病原菌[14]，是比

较理想的生防菌株。同时微生物群落的多样性改

善了根际引入益生菌群落的存活条件，PGPR 群

落丰富度与青枯病的发生率显著负相关，这表明

高 PGPR群落多样性可能存在多种PGPR互作或

促进次生代谢物质的产生[46]。前人已经证明，

PGPR 菌株通过合作从生产环境中清除铁载体[47]。

此外，PGPR 的多样性也可能影响微生物的表型

性状，例如生物膜形成[48]，这在本研究中没有
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进行检测，但可能对微生物群落及青枯病的防控

具有重要的作用，可以在后续研究中开展研究。 

4  结论 
利用不同 PGPR 菌株对青枯菌营养竞争或

者拮抗竞争的特点构建 PGPR 菌群，多样且彼此

间无拮抗作用的 PGPR 菌群可以显著提高抵抗

病原菌入侵的能力。由 LX4、Ba-S、LX7 和 VC110
构成的菌群组合(菌群组合 32)在对醇类、氨基酸

类和有机酸、糖类等碳源条件下的生长速率高，

田间应用产量、产值和防治效果都显著优于其他

菌群组合，具有广泛应用前景。 
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