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　　摘要：为获得对烟草黑胫病有较强生防效果的拮抗细菌，从四川省凉山州５个县（市）烟草种植田地采集１０份土
壤样品，通过稀释平板法分离得到 １１２株细菌。采用平板对峙法获得 ３９株对烟草黑胫病病原菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ
ｐａｒａｓｉｔｉｃａｖａｒ．ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）拮抗效果较好的细菌。选取拮抗效果最好的 ＧＣ－３８菌株进行进一步研究，结果显示，菌株
ＧＣ－３８对烟草黑胫病病菌抑制率为８１．８１％，经鉴定菌株ＧＣ－３８为解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉａｕｅｆａｃｉｅｎｓ）。优
化后得到其最佳发酵条件：碳源为葡萄糖，氮源为蛋白胨，ｐＨ值为９．０，温度在３０～３５℃范围内。可见，ＧＣ－３８菌株
对烟草黑胫病有明显的拮抗作用，是具有较大开发潜能的生防菌株。
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　　烟草是我国重要的经济作物之一，近年来，烟草黑胫病逐
渐成为仅次于烟草病毒病的第二大烟草病害，每年造成的经

济损失平均均为 １亿元［１－２］。烟草黑胫病是由烟草疫霉

（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｐａｒａｓｉｔｉｃａｖａｒ．ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）引发的经土壤传播的
真菌性病害，主要发生在烟草成株阶段，在苗床期发生较少，

烟草黑胫病常年发病率为 １０％ ～１５％，严重时发病率高于
８０％，甚至绝收，给烟草生产带来严重的威胁。

对烟草黑胫病的防治，目前主要集中在化学防治方

面［３］。但化学防治可造成环境污染，且容易产生抗药性［４］。

相对于化学防治而言，生物防治具有成本低、有效期长、不污

染环境、对人畜安全、病害不易产生抗性、可减少化学农药用

料、节约能源等优点。本研究从烟草根际土壤中分离筛选出

有益细菌，筛选拮抗效果较好的菌株，然后对其进行鉴定，研

究其生长曲线及发酵条件，为更好地利用该菌株奠定基础，同

时为黑胫病的生物防治提供资源。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌种　烟草疫霉（Ｐ．ｐａｒａｓｉｔｉｃａｖａｒ．ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ），
由西昌学院植物保护实验室提供。

１．１．２　供试土壤样品　采自四川省凉山州会理县、普格县、
盐源县、冕宁县、西昌市５个县（市）烟草黑胫病发病严重的
健康烟草植株的根际土壤。

１．１．３　供试培养基　ＰＤＡ培养基、燕麦培养基、ＮＡ液体培
养基，培养基配方均参照《微生物及其应用》［５］。

１．２　试验方法
１．２．１　拮抗细菌的分离　采用稀释平板法分离拮抗细菌。

在健康烟草植株的根际采集土壤样品，采用５点法取样，每点
取２０ｇ土壤样品，每块烟田中共取１００ｇ土壤样品。５个县
（市）的取样点共取１０份土壤样品，分别将每份土壤样品充
分混匀后称取１０ｇ装入１０个三角瓶中，并加入适量提前灭
菌的玻璃珠和 ９０ｍＬ无菌水，将三角瓶振荡 ２０ｍｉｎ，静置
５ｍｉｎ后取其上清液。最后用无菌水将上清液稀释成浓度为
１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７、１０－８悬浮液，本试验
取用１０－６、１０－７、１０－８悬浮液，在超净工作台上用三角玻璃棒
将上清液均匀涂抹于ＮＡ平板上，２８℃ 恒温培养１～２ｄ。待
菌落长出后，将单菌落逐个挑出转接于试管中，进行纯化培养

并编号。

１．２．２　拮抗细菌的筛选　以烟草黑胫病病菌作为病原菌，采
用对峙划线法测定拮抗细菌对病原菌的拮抗作用，用直径为

５ｍｍ的打孔器打取病原菌菌饼，接种于ＰＤＡ平板中心，用接
种环挑取供试拮抗细菌于距平板中央约３ｃｍ处划１条贯穿
培养皿的菌线，以接种病原菌菌饼不接拮抗菌的ＰＤＡ平板作
为对照，在２８℃恒温培养，产生抑菌效果后，用游标卡尺测量
菌落半径，计算抑菌率。

抑菌率＝（对照组病原菌菌落半径 －处理组病原菌菌落
半径）／对照组病原菌菌落半径×１００％。

选出对病原菌有拮抗效果的菌株，再以相同的方法进行

复筛，每个菌株３次重复，从中选出拮抗效果最好的１株菌
株，用于发酵条件的优化试验。

１．２．３　拮抗细菌的鉴定　采用划线培养法将筛选出的拮抗
效果最好的细菌菌株接种至 ＮＡ平板上，３５℃倒置培养１～
２ｄ，通过细菌的形态特征及生理生化特征进行初步鉴定。鉴
定方法参考《伯杰氏细菌鉴定手册》［６］和《常见细菌系统鉴定

手册》［７］。

１．２．４　拮抗细菌菌株种子液制备　从筛选出的拮抗效果最
好的细菌菌株斜面上挑取１环培养物接种于５０ｍＬＮＡ液体
培养基中，于３５℃、１４０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ得到拮抗细菌种
子液。

１．２．５　生长曲线的测定　将细菌菌株种子液以４ｍＬ的接种
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量接入２５０ｍＬ的ＮＡ液体培养基中，３５℃、１４０ｒ／ｍｉｎ振荡培
养，分别于０、３、６、９、１２、１５、１８、２１、２４、２７、３０、３３、３６、３９、４２、
４５、４８ｈ取出２ｍＬ培养液测其Ｄ６００ｎｍ，绘制生长曲线。
１．２．６　发酵条件优化　ＮＡ培养基中分别含有蛋白胨和葡
萄糖，为使发酵条件得到优化可以在其他培养基配方不变的

基础上，分别用其他可用氮源、碳源将蛋白胨、葡萄糖换掉。

本试验能够使用的氮源有硝酸铵、硝酸钾、氯化铵和硝酸钠，

可使用的碳源有蔗糖、可溶性淀粉、乳糖和麦芽糖。通过对氮

源、碳源的更换分别制成了不同氮源、碳源的培养基。改变温

度、ｐＨ值，以４ｍＬ的接种量将种子液接入到２５０ｍＬ不同培
养基中，１４０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，测其 Ｄ６００ｎｍ，得到拮抗细菌的最

适发酵条件。

２　结果与分析

２．１　烟草黑胫病根际拮抗细菌的筛选
用稀释平板法分离并得到了１１２株细菌，采用平板划线

对峙法分别接种病原菌和细菌。首先取５ｍｍ病原菌菌饼接
种于ＰＤＡ平板中央，再用划线法在距平板中心约３ｃｍ处将
细菌接种于平板上，２８℃倒置培养６ｄ后观察抑菌效果，计算
抑菌率。由表 １可知，有抑菌作用的菌株共 ３９株，占
３４８２％，这３９株拮抗菌对病原菌的平均抑制率为６４．５７％，
拮抗效果最好的菌株是ＧＣ－３８，其抑菌率高达８１．８１％。

表１　３９株烟草黑胫病拮抗细菌的抑菌率

菌株编号
菌落半径

（ｍｍ）
抑菌率

（％） 菌株编号
菌落半径

（ｍｍ）
抑菌率

（％） 菌株编号
菌落半径

（ｍｍ）
抑菌率

（％）

ＣＫ ３７．３ — ＧＣ－３７ ８．３ ７７．７５ ＧＣ－７８ １３．４ ６４．０８
ＧＣ－１ １６．７ ５５．２３ ＧＣ－３８ ６．８ ８１．８１ ＧＣ－８３ ２０．２ ４５．８４
ＧＣ－２ １５．３ ５８．９８ ＧＣ－３９ １３．６ ６３．５４ ＧＣ－８４ １２．９ ６５．４２
ＧＣ－３ ９．２ ７５．３４ ＧＣ－４０ １５．３ ５８．９８ ＧＣ－８９ ８．９ ７６．１４
ＧＣ－５ １０．６ ７１．５８ ＧＣ－４５ １７．６ ５２．８２ ＧＣ－９０ ９．１ ７５．６０
ＧＣ－８ １８．５ ５０．４０ ＧＣ－４７ １１．４ ６９．４４ ＧＣ－９５ ２１．１ ４３．４３
ＧＣ－９ １０．１ ７２．９２ ＧＣ－４８ １５．６ ５８．１８ ＧＣ－９８ １５．９ ５７．３７
ＧＣ－１３ １２．３ ６７．０２ ＧＣ－４９ ７．１ ８０．９７ ＧＣ－１００ １２．４ ６６．７６
ＧＣ－１８ ９．８ ７３．７３ ＧＣ－５０ １５．２ ５９．２５ ＧＣ－１０２ １７．８ ５２．２８
ＧＣ－１９ ９．１ ７５．６０ ＧＣ－５１ １２．６ ６６．２２ ＧＣ－１０５ ２０．３ ４５．５８
ＧＣ－２３ １０．５ ７１．８５ ＧＣ－６２ １２．５ ６６．４９ ＧＣ－１０６ １６．１ ５６．８４
ＧＣ－２４ １４．２ ６１．９３ ＧＣ－６４ ２０．３ ４５．５８ ＧＣ－１０８ ９．９ ７３．４６
ＧＣ－２８ ８．３ ７７．７５ ＧＣ－６５ １１．８ ６８．３６
ＧＣ－２９ １１．３ ６９．７１ ＧＣ－６９ １３．４ ６４．０８

２．２　菌株ＧＣ－３８的鉴定
ＧＣ－３８菌株在ＮＡ培养基上菌落为乳白色至淡黄色，菌

落直径２～３ｍｍ，圆形，周围不规则，表面不光滑，有皱纹。显
微镜下观察，菌体呈杆状，直或接近直，（０．３～２．２）μｍ×
（１．２～７．０）μｍ，多数运动，鞭毛典型侧生。由表 ２可知，
ＧＣ－３８菌株的革兰氏染色、葡萄糖、蔗糖、氧化酶、接触酶、淀
粉水解、硝酸盐还原、甲基红、伏 －普反应（Ｖ－Ｐ）、明胶液化
和柠檬酸盐试验结果均为阳性，而吲哚、乙醇氧化、乙酸试验

结果均为阴性。菌株ＧＣ－３８的形态及生理生化特性与解淀
粉芽孢杆菌最为接近，经鉴定，ＧＣ－３８为解淀粉芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉａｕｅｆａｃｉｅｎｓ）。

表２　菌株ＧＣ－３８生理生化特征测定结果

测试项目 结果 测试项目 结果

革兰氏染色 ＋ 吲哚 －
葡萄糖 ＋ 甲基红 ＋
蔗糖 ＋ Ｖ－Ｐ ＋
氧化酶 ＋ 明胶液化 ＋
接触酶 ＋ 柠檬酸盐 ＋
淀粉水解 ＋ 乙醇氧化 －
硝酸盐还原 ＋ 乙酸 －

　　注：“＋”表示阳性，“－”表示阴性。

２．３　生长曲线的绘制
由图１可知，ＧＣ－３８菌株的生长曲线基本呈“Ｓ”形，０～

１２ｈ其生长较为平缓，为延迟期；１２～３３ｈ菌株生长相对于

０～１２ｈ要快很多，为对数生长期；在３３～４２ｈ菌株基本停止
生长，为稳定期；４２ｈ后菌株不再生长甚至出现死亡的现象，
此时为衰亡期。该菌株在对数生长期生长迅速，代谢比较强，

生命力强，最适合用作种子液，因此，选取１２ｈ时的发酵液作
为种子液。

２．４　ＧＣ－３８菌株发酵培养基的优化
２．４．１　ｐＨ值对ＧＣ－３８菌株生长的影响　将 ＧＣ－３８菌株
的种子液按４ｍＬ的接种量分别接种于初始 ｐＨ值分别为６、
７、８、９、１０、１１、１２，装液量为 ２５０ｍＬ的发酵培养基中，于
１４０ｒ／ｍｉｎ、３５℃恒温振荡培养２０ｈ，测定其Ｄ６００ｎｍ。由图２可
知，ｐＨ值为９时，ＧＣ－３８菌株的 Ｄ６００ｎｍ最高，即菌株生长量
较大。因此，ＧＣ－３８菌株发酵的最适ｐＨ值为９。
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２．４．２　温度对ＧＣ－３８菌株生长的影响　将ＧＣ－３８菌株的
种子液按４ｍＬ的接种量接种到２５０ｍＬ、ｐＨ值为９的基础培
养基中，分别在１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５℃条件下，１４０ｒ／ｍｉｎ
振荡培养２０ｈ，测定其Ｄ６００ｎｍ。由图３可知，温度为３０～３５℃
时，ＧＣ－３８菌株的生长量较大，因此，最适温度范围为３０～
３５℃。

２．４．３　碳源筛选　将ＧＣ－３８菌株的种子液按４ｍＬ的接种
量接种到 ２５０ｍＬ、ｐＨ值为 ９的碳源培养基中，１４０ｒ／ｍｉｎ、
３５℃ 恒温振荡培养２０ｈ，稀释２０倍测定其 Ｄ６００ｎｍ。由图４
可知，以葡萄糖为碳源对ＧＣ－３８菌株生长量的作用最大，因
此，确定最适碳源为葡萄糖。

２．４．４　氮源筛选　将ＧＣ－３８菌株的种子液按４ｍＬ的接种
量，接种到２５０ｍＬ、ｐＨ值为 ９的氮源培养基中，１４０ｒ／ｍｉｎ、
３５℃ 恒温振荡培养２０ｈ，测定其 Ｄ６００ｎｍ。由图５可知，蛋白
胨为氮源时菌株的 Ｄ６００ｎｍ最高，即菌株生长量最大，因此，确
定最适氮源为蛋白胨。

３　讨论

２０世纪９０年代以来，越来越多的人开始关注生物防治，

用于生物防治的微生物有很多，主要包括真菌、细菌、放线菌、

病毒等。易龙等从烟草病株提取出对烟草赤星病病菌有明显

抑制作用的拮抗内生细菌 Ｔｔｂ１６２［８］。刘鑫海等从甜瓜表面
分离得到的假单胞菌对甜瓜枯萎病的生防效果较好［９］。唐

圣华等从烟草根际土壤中分离得到的１株枯草芽孢杆菌对烟
草赤星病有较好的防效［１０］。

近年来，芽孢杆菌用于病害防治的研究较多，某些芽孢杆

菌不仅能防病而且在防病的同时还能促进作物的生长，使作

物的产量得到显著的增加［１１－１２］。朱晓飞等从土壤中筛选出

的解淀粉芽孢杆菌对水稻纹枯病的抑制率高于７０％［１３］。本

研究筛选的ＧＣ－３８解淀粉芽孢杆菌对烟草黑胫病具有较好
的抑菌活性，这在此前还未见报道，但解淀粉芽孢杆菌对烟草

黑胫病病原菌的抑制机理及大田防治效果还有待进一步

研究。
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