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　　摘要：以常规施肥为对照，比较分析移栽前、团棵期、旺长期、成熟期４个生长阶段施用拮抗菌生物有机肥对烟株
根际与非根际土壤养分、微生物数量及烟草青枯病的影响。结果表明，与常规施肥相比，施用生物有机肥的土壤 ｐＨ
值有所降低，根际土壤碱解氮、速效磷的含量有所升高，非根际土壤的碱解氮含量没有明显变化，根际与非根际土壤的

细菌数量均低于常规施肥；施用生物有机肥的烟草青枯病发病率、病情指数比常规施肥低，烟株移栽９５ｄ时的防效为
３１．４３％；烟叶产量、上等烟的比例高于常规处理，产值增加３０３９．３０元／ｈｍ２。
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　　烟草青枯病是由青枯雷尔氏菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ）
引起的土传病害，其发生不仅与高温高湿的气候有关，还与土

壤种类、土壤养分、连作情况、移栽时期、中期管理等有关，难

以进行有效防治［１－３］。近年来，人们选育出对病原菌具有拮

抗效果的微生物，并制成生物有机肥用来防治土传病害，不仅

能改变土壤微生物区系、增加有益微生物数量、增强烟株抗病

性，而且能改善植物根际的微生态环境，促进根系生长和对养

分的吸收，同时还可以改善和修复土壤生态环境、减少化肥和

农药的使用，突破了有机肥传统的肥料效果，得到广泛的研究

应用［４－５］。本试验是将从福建省邵武市青枯病发病严重的原

位土壤中筛选出拮抗菌［６］制成拮抗菌生物有机肥，考查施用

该生物有机肥对邵武地区烟草生长环境的影响及防治青枯病

的效果，为抗青枯病生物有机肥的进一步应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　拮抗菌生物有机肥的配制
拮抗菌生物有机肥由福建省邵武烟草公司提供。有机肥

为秸秆与动物粪便按８∶２混合的堆肥；拮抗微生物菌剂 Ｔ５
由郑州大学提供，其基本生物性状见文献［６］，在堆肥温度降
至４０℃以下时进行接种，接种量为１０８ＣＦＵ／ｇ。
１．２　试验设计

试验于２０１４年３—８月在邵武市徐溪村青枯病常发烟田
进行，该地块 ２０１２年、２０１３年连续 ２年青枯病发病非常严
重。试验设２个处理：处理１为常规施肥（对照），即施烟叶
专用肥＋化肥＋有机肥；处理２施生物有机肥，即施烟叶专用

肥＋化肥＋生物有机肥。烟叶专用肥、化肥的施用量一致，
Ｎ∶Ｐ２Ｏ５∶Ｋ２Ｏ比例为 １∶０．８∶２．７，折算为纯氮用量
１３６．３５ｋｇ／ｈｍ２；生物有机肥的施用量与常规有机肥的施用量
相等。完全随机区组设计，重复３次，每小区面积为１３２ｍ２，
设有保护行，烟株的种植密度为１．６５万株／ｈｍ２，株行间距为
０．５ｍ×１．２ｍ。施肥在植烟移苗前进行，采用分层方法施肥，
其他大田管理措施按邵武市优质烟生产技术规程进行。

１．３　测定内容及方法
分别在烟株移栽前、团棵期（移栽后３５ｄ）、旺长期（移栽

后６０ｄ）、采摘期（移栽后９０ｄ），采用５点取样法，随机选取
长势良好的烟株，去除烟株根部表层土，将烟株连根拔起，抖

掉根系外围土，取紧贴在根表附近的土样，同时在附近未种烟

草的同一处理地块取非根际土样［７］；采用稀释平板法测定土

壤微生物数量［８］，细菌、真菌、放线菌分离培养基分别为牛肉

膏蛋白胨琼脂、马铃薯蔗糖琼脂、高氏１号琼脂，采用电位法
测定ｐＨ值，分别采用碱解扩散法、火焰分光光度计法、酸性
氟化铵法测定土壤的碱解氮、速效钾、速效磷的含量［９－１０］。

分别在烟株移栽后８５、９５、１０５ｄ，依据《烟草病虫害分级及调
查方法》（ＧＢ／Ｔ２３２２２—２００８）记录青枯病的病情级数，以株
为单位分组调查病害严重程度，统计发病率、病情指数与防控

效果，计算公式为

发病率＝（病株数／总株数）×１００％；
　　病情植株＝∑（病情级数 ×相应的病株数）／（最大病情
级数×调查总株数）×１００％；
　　防控效果＝（对照病情指数－处理病情指数）／对照病情
指数×１００％。
１．４　数据统计分析

采用Ｅｘｃｅｌ２００７、ＳＰＳＳ１９．０软件对数据进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　施肥对根际与非根际土壤ｐＨ值的影响
土壤ｐＨ值是影响土壤养分转化及有效性的决定因素之

一，同时对土壤微生物数量和种类也会产生影响，是影响烟草
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生长发育、烟叶产量和品质的重要因素［１１］。有研究表明，福

建烟区土壤以酸性为主，ｐＨ值在３．５～７．０之间，大多土壤的
ｐＨ值低于５．５［１２－１３］。由图１可知，随烟株生长发育，２种施
肥处理的土壤ｐＨ值呈先升后降趋势，烟株旺长期达到最大
值；烟株根际土壤的ｐＨ值高于非根际土壤，说明烟株根系在
生长过程中会分泌碱性物质以提高根际土壤 ｐＨ值，或是根
系分泌的生物酶可以破开土壤胶体吸附的氢离子以减少酸性

物质的形成；处理２根际与非根际土壤的 ｐＨ值在烟株团棵
期、旺长期、采摘期均低于处理１，尤其在旺长期，处理２根际
土壤的ｐＨ值为５．４３，明显低于处理１根际土壤ｐＨ值（５６３），说
明施用拮抗生物有机肥可降低烟株生长土壤的ｐＨ值。
２．２　施肥对土壤养分的影响

优质烤烟生产通常要求土壤氮素和有机质含量适中，磷、

钾及微量营养元素含量丰富。土壤养分的变化尤其是烟株根

际土壤养分的变化，往往会造成根际微生物区系的变化，对烟

株抵抗青枯病造成一定的影响［１４－１５］。由表１可知，根际土壤
在烟株移栽前到团棵期，由于根系对肥料的吸收和聚集，除处

理１的碱解氮含量变化不显著外，其他各处理的碱解氮、速效

磷、速效钾的含量都显著高于移栽前（Ｐ＜０．０５）；除处理２的
碱解氮含量在团棵期时相对最高，为１８５．４８ｍｇ／ｋｇ外，２个处
理土壤其他养分含量均在旺长期时相对最高，且显著高于移

栽前和团棵期（Ｐ＜０．０５）；处理２各生长阶段根际土壤的碱
解氮和速效磷含量高于处理１，而速效钾含量低于处理１。对
烟株非根际土壤而言，各生长期的速效磷、速效钾含量呈先增

后减趋势外，碱解氮含量差异不显著，变化趋势平缓。

表１　施肥对根际土壤养分的影响

处理
烟株生长

时期

根际土壤养分含量（ｍｇ／ｋｇ） 非根际土壤养分含量（ｍｇ／ｋｇ）
碱解氮 速效磷 速效钾 碱解氮 速效磷 速效钾

１ 移栽前 １２８．２０±７．７２ｂ（ｂ） ４３．２８±３．３４ｄ（ｃ） １６０．７８±１０．７１ｄ（ａ） １２８．２０±７．７２ｂ（ｂ） ４３．２８±３．３４ｄ（ｃ） １６０．７８±１０．７１ｄ（ａ）
团棵期 １２９．５４±１１．８３ｂ（ｂ） ６５．５４±６．１４ｃ（ｃ） ３３６．９６±２９．８７ｂ（ａ） １７２．９０±１６．３３ａ（ｂ） ６７．８４±７．３１ｃ（ｃ） ３４４．３８±２２．９７ｂ（ａ）
旺长期 １５３．３２±１２．９２ａ（ｂ） ７３．３８±６．１９ａ（ｂ） ４５０．２３±３４．３１ａ（ａ） １７１．５１±１７．０７ａ（ｂ） ７６．４８±８．３９ｂ（ｃ） ３７０．８６±２６．４４ａ（ａ）
采摘期 １４８．０３±８．２１ａ（ｂ） ６５．０１±６．０１ｂ（ｂ） ２９１．４８±１６．９６ｃ（ａ） １５６．８２±１５．２４ａ（ｂ） ６２．９７±５．９７ａ（ｃ） ２４６．２４±２０．７６ｃ（ａ）

２ 移栽前 １２７．９０±７．４６ｃ（ｂ） ４３．１２±３．３１ｃ（ｃ） １６２．２８±１０．３３ｃ（ａ） １２７．９０±７．４６ｂ（ｂ） ４３．１２±３．３１ｃ（ｃ） １６２．２８±１０．３３ｃ（ａ）
团棵期 １８５．４８±１５．２１ａ（ｂ） ６７．５７±７．０９ｂ（ｂ） ３０２．８７±２７．３６ｂ（ａ） １７７．１０±１５．９７ａ（ｂ） ６１．０８±４．３６ｃ（ｃ） ３０１．８６±２４．２４ｂ（ａ）
旺长期 １６９．３８±１４．７５ｂ（ｂ） ８０．９４±８．５３ａ（ｂ） ４３６．１２±４８．７４ａ（ａ） １８７．１３±１７．８６ａ（ｂ） ７３．５１±７．１２ａ（ｂ） ４２７．７３±３５．０３ａ（ａ）
采摘期 １６２．４４±１０．５８ｂ（ｂ） ７２．０３±７．８４ａ（ｂ） ２７０．３３±１６．１３ｂ（ａ） １８６．１８±１８．１８ａ（ｂ） ６５．２７±５．７５ｂ（ｃ） ２６２．３９±２０．０１ｃ（ａ）

　　注：表中数据为平均值±标准差。同列数据后不带括号的不同小写字母表示同一处理不同时期的同一养分含量间差异显著（Ｐ＜０．０５），同行数据后带括号的
不同小写字母表示根际或非根际同一时期不同养分间的含量差异显著（Ｐ＜０．０５）。
２．３　施肥对土壤微生物的影响

土壤微生物的种类、数量与土壤种类、气候条件等当地自

然生态及轮作、施肥等农业生产措施密切相关，当这些生态条

件或农业措施发生改变时，土壤微生物的种类和数量也会相

应发生变化［１６］。由表２可见，使用拮抗生物有机肥，对土壤
微生物细菌、真菌和放线菌的数量产生较大影响；在健康烟株

生长期内，２个处理土壤的细菌数量呈逐渐增大趋势，各生长
期的细菌数量均显著高于移栽前（Ｐ＜０．０５）；根际土壤的细
菌数量高于非根际土壤，说明根际土壤微生物区系的细菌更

为活跃；处理２的根际土壤细菌数量低于同期的处理１，可能
是因为处理１的青枯病发生相对较重，诱导拮抗菌成为根际
优势菌；随健康烟株的生长，处理１根际、非根际土壤的真菌
数量呈先升后降趋势，并在旺长期数量相对最多，处理２根
际、非根际土壤的真菌数量变化较小，说明烟株生长过程中，

施用生物有机肥可使土壤碳素和能源利用较为稳定；放线菌

数量比烟株移植前有不同程度提高，这是由于放线菌与土壤

腐殖质含量有关，可以利用烟株的根系纤维素，但这种数量变

化在统计学上意义相对不大。

２．４　施肥对烟株青枯病发病的影响
由表３可知，发病烟田中施入拮抗生物有机肥，青枯病的

发生有明显减轻，处理２的发病率、病情指数均低于处理１；

移栽后８５ｄ，处理２烟株的发病率、病情指数、防控效果分别
为２１．３３％、６．３７％、１０．４１％，移栽后 ９５ｄ的防控效果为
３１．４３％，说明施用生物有机肥不仅可有效抑制烟草青枯病的
发生，还能降低烟株的病情指数，提高防控效果，这可能是因

为烟草根际土壤从施肥中获得青枯病拮抗微生物，并具有一

定的定殖能力，给烟株根际提供较大数量的有益拮抗菌群，在

根际微生物区系中形成相对规模的优势菌。

２．５　各处理经济性状对比
由表４可见，处理２的烟叶产量、上等烟比例、平均单叶

质量、经济效益均高于处理１，说明施用拮抗生物有机肥，可
明显提高烟叶种植的经济效益，增效达３０３９．３０元／ｈｍ２，有
较高的应用价值。

３　结论与讨论

青枯病怕碱喜酸，易在偏酸性的土壤中发病，有研究表

明，土壤理化性状尤其是 ｐＨ值与烟草青枯病的发生有密切
关系［１７］，调节土壤酸碱度可防控青枯病的发生［１８］；而施用拮

抗菌制成的生物有机肥对植物病害具有良好的防控效果，不

仅满足植物的生长需要，还为拮抗菌提供足够的营养物质，使

其在根际土壤微生物区系中更易成为优势菌［１９－２０］。本试验

施用拮抗生物肥，并未导致土壤ｐＨ值的降低，其对青枯病明
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表２　施肥对土壤微生物数量变化的影响

处理 烟株生长时期
细菌数量（×１０６ＣＦＵ／ｇ） 真菌数量（×１０４ＣＦＵ／ｇ） 放线菌数量（×１０４ＣＦＵ／ｇ）
非根际 根际 非根际 根际 非根际 根际

１ 移栽前 ０．３３±０．０５ｄ ０．３３±０．０５ｅ １．７１±０．１２ｃ １．６９±０．０９ｄ １．３７±０．２１ｄ １．３６±０．２０ｃ
团棵期 ４．７３±０．５１ｃ ８．９３±０．２３ｃ ３．４７±０．３１ｂ ２．８０±０．２６ｃ ２．２７±０．３１ａｂ １．４３±０．１３ｃ
旺长期 １３．１３±０．５８ｂ １３．７３±０．３１ｂ ５．８０±０．５３ａ ８．２０±０．６２ａ ２．４７±０．２２ａ ３．２０±０．２０ｂ

采摘期的健康烟株 １４．７３±０．５０ａ １９．１３±０．７０ａ ３．７３±０．４２ｂ ５．８７±０．５１ｂ ２．０７±０．２１ｂ ３．２０±０．２８ｂ
采摘期的发病烟株 ４．６７±０．３１ｃ ３．３３±０．３１ｄ １．８７±０．１５ｃ １．１３±０．１２ｅ １．４７±０．１１ｃ ３．８０±０．１６ａ

２ 移栽前 ０．３４±０．０３ｅ ０．３３±０．０２ｅ １．７４±０．１３ｂ １．７５±０．１５ｂ １．３９±０．１１ｄ １．３５±０．２３ｄ
团棵期 ３．２７±０．５０ｃ ５．８７±０．５０ｃ １．１３±０．１９ｃ １．９３±０．２２ｂ １．１３±０．１１ｃ １．７３±０．１８ｃ
旺长期 ６．４７±０．３１ｂ ８．３３±０．２３ｂ １．４７±０．２１ｂ ３．２７±０．５０ａ １．４７±０．１２ｃ ２．９３±０．２３ｂ

采摘期的健康烟株 １２．８０±１．００ａ １３．４６±０．３１ａ ２．４７±０．３３ａ ３．２０±０．２０ａ ２．４７±０．１５ａ １．８０±０．２０ｃ
采摘期的发病烟株 ２．４６±０．２３ｄ ３．８０±０．５３ｄ ２．２７±０．２３ａ ０．６７±０．０３ｃ ２．２０±０．１２ｂ ３．４７±０．１３ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示同一处理间烟株不同生长时期的微生物数量差异显著（Ｐ＜０．０５）。

表３　施肥对移栽后烟株青枯病发病的影响

处理

移栽后８５ｄ 移栽后９５ｄ 移栽后１０５ｄ

发病率

（％）
病情指数

（％）
防控效果

（％）
发病率

（％）
病情指数

（％）
防控效果

（％）
发病率

（％）
病情指数

（％）
防控效果

（％）

１ ２４．６７ ７．１１ ４４．６７ １６．９６ ６２．６７ ４４．００
２ ２１．３３ ６．３７ １０．４１ ３２．６７ １１．６３ ３１．４３ ５１．３３ ３５．４８ １９．３６

表４　２种施肥处理的烟叶经济性状对比

处理
产量

（ｋｇ／ｈｍ２）
产值

（元／ｈｍ２）
上等烟比例

（％）
平均单叶质量

（ｇ）

１ １９８５．４０ ５３８６３．９５ ５９．５０ ７．８９
２ １９８６．１５ ５６９０３．２５ ６０．７９ ７．９４

　　注：烟叶价格按《国家发展改革委国家烟草专卖局关于２０１４烟
叶收购价格的通知》执行。

显的抑制主要是通过拮抗菌促进烟草根际微生物群落发生多

样性变化而获得，这与王丽丽等的研究结果［２１－２２］一致。

肥料中硝态氮和铵态氮的适当配比可有利于烟株对氮素

的吸收；钾的吸收主要是根际的钾，非根际区的钾必须迁移至

根际才可被吸收利用；磷的吸收在整个生长过程中相对持续

稳定。有试验表明，南平市邵武地区的烟田土壤已呈现出土

壤供氮、供钾能力降低，而供磷能力增加的趋势［１４］。根际土

壤对植物的影响比非根际土壤更为明显［２３］，养分含量变化较

大，这是由于植物根系与根际土壤养分交换更为频繁。施用

生物有机肥，土壤的理化性质发生改变，烟草的生长环境得到

改善，随烟株的生长发育，其根际土壤碱解氮、速效磷含量都

高于常规施肥。

生物防治青枯病等土传病害，土壤微生物区系的动态变

化更为重要，烟株生长期内土壤细菌数量增大，表明烟株的发

育生长良好，根系发育旺盛。试验结果表明，烟株生长期内不

同处理的细菌数量表现出先增加后减少的变化趋势，这与罗

明等研究结论［２４］相类似。随烟株生长发育，施用生物有机肥

的根际和非根际土壤真菌数量没有较大变化，说明烟株生长

过程中，生物有机肥的加入使土壤碳素和能源利用较为稳定。

烟株发病后，由于放线菌与土壤腐殖质含量有关，发病株的根

际土壤放线菌数量有一定增加。通过对土壤微生物数量的测

定分析，可以初步了解生物有机肥对土壤微生物区系的影响，

下一步可通过基于宏基因组数据的根际微生物群落结构分

析，更深层次地了解生物有机肥防治青枯病的机理。

总之，有机肥与拮抗青枯病的微生物结合制成生物有机

肥，在为烟株生长提供营养的同时，可使青枯病的发病率、病

情指数较常规施肥有明显下降，移栽后９５ｄ对青枯病的防控
效果达到３１．４３％；施用生物有机肥，烟叶产量、上等烟比例
都高于常规施肥，产值提高了３０３９．３０元／ｈｍ２，经济性状较
佳，具有良好的应用价值。
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土壤芽孢杆菌 ＮＤＤ－１及其拮抗菌短小芽孢杆菌
ＮＤＹ－１０的分离、鉴定和抑菌特性

李静泉１，高　坤１，许继飞１，张志磊２，赵　吉１

（１．内蒙古大学环境与资源学院／内蒙古自治区环境污染控制与废物资源化重点实验室，内蒙古呼和浩特０１００２１；
２．包头市机动车排气检测管理中心，内蒙古包头０１４０６０）

　　摘要：从内蒙古大唐国际托总托发电有限责任公司储煤区土壤样品中筛选到１株拮抗菌株ＮＤＹ－１０及被其抑制
的菌株ＮＤＤ－１。通过菌落形态和显微镜观察，结合１６ＳｒＲＮＡ、ｇｙｒＢ基因比对分析对菌株进行鉴定；采用牛津杯法对
菌株ＮＤＹ－１０进行抑菌谱试验；通过紫外线照射、不同温度、不同 ｐＨ值等处理对菌株 ＮＤＹ－１０发酵上清液对菌株
ＮＤＤ－１的抑菌活性及稳定性进行研究。结果表明，经鉴定，菌株 ＮＤＹ－１０、ＮＤＤ－１分别为短小芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｕｍｉｌｕｓ）、土壤芽孢杆菌（Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）。短小芽孢杆菌ＮＤＹ－１０对土壤芽孢杆菌 ＮＤＤ－１、大肠杆菌、金黄色葡萄
球菌的抑制作用依次减弱，而对枯草芽孢杆菌、酵母菌、青霉菌没有抑制作用；短小芽孢杆菌 ＮＤＹ－１０发酵上清液抑
菌活性受热处理影响较大，受紫外线照射处理影响较小，在 ｐＨ值为５～９范围内保持较高的稳定性。首次报道了短
小芽孢杆菌对土壤芽孢杆菌的抑菌作用。
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　　由于短小芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ）在植物病害防
治［１－３］、微生态制剂［４－５］、水环境保护［６－８］等方面具有巨大的

应用潜力，因此近年来逐渐成为研究热点。已有研究表明，短

小芽孢杆菌对多种病原性微生物具有抑菌作用。郑敏筛选出

１株短小芽孢杆菌，在平板试验中对芒果炭疽病病原菌的抑

制率为８８．８７％，在活体试验中该株菌的抑菌率高于８０％，可
有效降低芒果自然腐烂［９］。胡晓璐等以水稻稻瘟病病菌

（Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ）为试验菌株，发现短小芽孢杆菌 ＤＸ０１
对水稻稻瘟病病原菌孢子萌发的抑制率为３６％［１０］。Ｇｈａｓｅｍｉ
等从伊朗高盐环境中筛选出１株短小芽孢杆菌，发现它可分
泌２种几丁质酶（ＣｈｉＳ、ＣｈｉＬ），可抑制多种植物病原菌［１１］。

于婷等对分离出的短小芽孢杆菌ＢＳＨ－４菌株及其抗菌蛋白
进行抑菌谱研究，发现它对８种常见蔬菜病原真菌具有抑制
作用，其中对黄瓜蔓枯病病菌、番茄早疫病病菌和黄瓜立枯病

病菌具有较高的抑菌活性［１２］。彭虹旎对筛选出具有抑菌活

性的短小芽孢杆菌４Ｄ－１４进行研究，确定其分泌的抗菌物
质为小肽类，受蛋白酶影响不大，具有较高的热稳定性［１３］。

颜爱勤等的研究结果表明，短小芽孢杆菌 ＪＫ－ＳＸ００１菌株产
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