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　　摘要：为提高烟叶安全，探索曲靖烟区烟草赤星病生物防控技术，研究烟草内生菌株对烟草赤星病的防控作用。
以曲靖烟区分离得到的烟草赤星病病原菌为靶标，采用平板对峙培养法从健康烟株体内分离筛选出生防内生细菌，并

应用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件，采用响应面法对其进行发酵培养基的优化。结果表明，从曲靖烟区健康烟株体内分离筛选
出１５株对烟草赤星病病原真菌链格孢菌具有拮抗作用的菌株，其中编号为 ＹＷＦ－１９－０００４、ＹＷＦ－１９－００６５、
ＹＷＦ－１９－００６８、ＹＷＦ－１９－００７０、ＹＷＦ－１９－００７１的５株内生细菌抑菌带宽≥１０ｍｍ、抑菌率≥５０％；采用响应面法
获得ＹＷＦ－１９－００６８菌株的优化培养基配方：大豆粉浓度１４ｇ／Ｌ，蛋白胨浓度２ｇ／Ｌ，鱼粉浓度２ｇ／Ｌ，蔗糖浓度１１ｇ／Ｌ，
玉米粉浓度为７ｇ／Ｌ，碳酸钙浓度５ｇ／Ｌ，氯化钠浓度０．３ｇ／Ｌ，磷酸二氢钾浓度０．３ｇ／Ｌ，磷酸氢二钾浓度０．３ｇ／Ｌ，硫酸锰
浓度０．２ｇ／Ｌ，硫酸镁浓度０．３ｇ／Ｌ，硫酸铵浓度０．５ｇ／Ｌ，利用优化培养基进行发酵，ＹＷＦ－１９－００６８菌株的菌量是基础
培养基发酵所得菌量的４．４７倍，说明优化后的发酵培养基有助于降低生产成本，为其规模化生产应用奠定了基础。
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　　烟草赤星病（ｔｏｂａｃｃｏｂｒｏｗｎｓｐｏｔｄｉｓｅａｓｅ，ＴＢＳＤ）
是由链格孢菌在烟叶成熟时期侵染造成病斑的一

种真菌性病害［１］，在各烟区普遍发生［２］，直接影响

烟叶的产量和品质［３］，给烟农带来巨大的经济损

失，是烟草生产上威胁最大的病害之一［４］。现阶段

对烟草赤星病的防治方法主要有２种。一种是筛选
具有抗病性的烟草品种或通过田间措施增强植株

抗性［５］；另一种是使用化学药剂防治［６－７］。目前国

内针对烟草赤星病的化学药剂主要有氟硅唑、异菌

脲、菌核净、嘧菌酯、醚菌酯、多菌灵、甲基硫菌灵和

腐霉利等［８－９］。化学药剂防治虽取得了一些成效，

但因其选择性差、高残留和不易降解，也造成了生

态环境被破坏、烟叶品质下降、环境污染加重、抗药

性问题日益突出等后果［１０］，且赤星病一般在烟叶成

熟期发病，农药残留会影响卷烟质量及人类身体健

康。因此研究开发出能防治赤星病的生物防控技

术尤为重要［１１］。

筛选烟草赤星病病菌拮抗菌是实施生物防控

的一项重要工作，也是近年来国内外科研工作者研

究的热点［１２］。方敦煌等从烟草赤星病病斑上分离

得到１４株拮抗赤星病病菌的微生物，对峙培养发现
其中６株对赤星病主要病原链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ａｌｔｅｒｎａｔａ）具有不同致病力的６个菌株均具拮抗作
用［１３］；马冠华等从几个不同烟草品种的不同生长时

期的不同生长部位中分离得到近 ２０００株内生细
菌，经过筛选得到４株对赤星病菌的生长都有较强
抑制作用的细菌［１４］；马志远从陕西、云南、湖北和河

南 ４省烟区的烟草根际土壤和烟叶中分离筛选到
１０株对赤星病菌有拮抗效果的芽孢杆菌，其中
Ｍ－０７菌株的拮抗效果最好，抑菌条带宽度达到
１４．２ｍｍ［１５］。目前，大多数研究还只停留在实验室
阶段，少见烟草赤星病病菌拮抗菌规模化生产应用

的报道，同时由于大多数拮抗菌的针对性不强，导

致田间应用的防治效果和稳定性都相对较差。本

研究以曲靖烟区分离得到的烟草赤星病病原菌为

靶标，从曲靖烟区健康烟株内分离得到高效生防内

生细菌，并对其发酵培养基进行优化，旨在为其规

模化生产应用奠定基础，为曲靖烟区烟草赤星病的

防治提供新思路。
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１　材料与方法

１．１　试验时间和地点
１．１．１　试验时间　２０２０年２月７日至６月２３日。
１．１．２　试验地点　云南省安宁市青龙镇禹龙甸云
南省微生物发酵工程研究中心有限公司实验室。

１．２供试材料
１．２．１　供试菌株　供试的烟草赤星病病原真菌链
格孢菌由笔者所在课题组前期从曲靖烟区的病叶

上分离纯化获得，现保藏于云南省微生物发酵工程

研究中心有限公司菌种库，菌株编号：ＹＷＦＢ－
１９－００１３。
１．２．２　供试植株　供试健康烟株的根、茎、叶采自
云南省曲靖市宣威市、麒麟区和师宗县，烤烟品种

为Ｋ３２６。
１．２．３　供试培养基　ＬＢ培养基：用于烟草内生细
菌的分离培养。配方如下（１Ｌ）：蛋白胨１０ｇ，酵母
提取物５ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，加入蒸馏水定容至１Ｌ，充分溶
解后，调节 ｐＨ值至 ７．０，经 １２１℃高压蒸汽灭菌
１５ｍｉｎ即可。加入１．５％琼脂，同等条件灭菌，即可
得到ＬＢ固体培养基。

马铃薯蔗糖（ＰＳＡ）培养基：用于具拮抗作用的
生防菌株筛选。配方（１Ｌ）如下：马铃薯２００ｇ，蔗糖
１４ｇ，加入蒸馏水定容至１Ｌ，充分溶解后，经１２１℃
高压蒸汽灭菌１５ｍｉｎ即可。加入１．５％琼脂，同等
条件灭菌，即可得到ＰＳＡ固体培养基。

发酵培养基原始配方：用于拮抗菌发酵培养基

的优化。配方（１Ｌ）如下：大豆粉１４ｇ，蛋白胨２ｇ，
玉米粉４ｇ，碳酸钙６ｇ，鱼粉２ｇ，蔗糖３ｇ，氯化钠
０３ｇ，磷酸二氢钾０．３ｇ，磷酸氢二钾０．３ｇ，硫酸锰
０．２ｇ，硫酸镁０．３ｇ，硫酸铵０．５ｇ，加入蒸馏水定容
至１Ｌ，充分溶解后，经１２１℃高压蒸汽灭菌１５ｍｉｎ
即可。

１．３　试验方法
１．３．１　烟草内生细菌的分离　将烟草的根、茎、叶
分别用自来水冲洗干净后，先在７０％乙醇中振荡浸
泡１ｍｉｎ，再用有效氯含量１％的次氯酸钠溶液振荡
浸泡１～５ｍｉｎ进行表面消毒后，用灭菌水冲洗 ３
次，于灭菌的研钵中研磨，将研磨汁液涂布于 ＬＢ平
板上。以组织消毒后用灭菌水冲洗的最后一次冲

洗液涂板作为对照，检测样品表面消毒是否彻底，

如长菌落，研磨液所涂平板上长的菌落为非内生细

菌，弃去；若对照中无菌落，在研磨液中长出的菌落

可能是内生细菌，随机挑取形态不同的菌落进行纯

化培养并保存。

１．３．２　链格孢菌拮抗内生细菌的初筛和复筛　以
烟草赤星病病原菌为指示菌，在 ＰＳＡ平板底部中心
用记号笔点上一个点，以它为中心，在距离中心

３ｃｍ处按十字交叉点上４个点，将烟草赤星病病原
菌菌饼接在ＰＳＡ平板中心，在距中心３ｃｍ处的４个
点上用接种环点接分离出的烟草内生菌，以中心向

四周辐射方向未点接烟草内生菌为空白对照，各平

板正置于２８℃培养１周，测量不同烟草内生菌对烟
草赤星病病原菌的抑制效果。

用同样的方法将初筛中抑菌带较宽的菌株进

行复筛，各平板正置于２８℃培养２４ｈ后测定复筛
菌株对烟草赤星病病原菌的抑菌率。

抑菌率＝对照组菌落直径－处理组菌落直径
对照组菌落直径

×１００％。

１．３．３　拮抗内生细菌发酵培养基优化研究　应用
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件，采用响应面法对抑菌率最高
的拮抗菌进行发酵培养基的优化。配制 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ软件程序设计的培养基配方，以１／１０００的
接菌量接入种子液，于３５℃，１６０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇床
内培养７２ｈ后取样检测其菌含量。
１．３．４　数据统计与分析处理

采用 Ｅｘｃｅｌ和 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件来进行试验
数据的分析与处理。

２　结果与分析

２．１　烟草内生细菌的分离
将所采集的烟草根、茎、叶表面消毒后，一共分

离得到 ７１株内生细菌，将其编号为 ＹＷＦ－１９－
０００１至ＹＷＦ－１９－００７１。部分内生细菌的平板照
片见图１。
２．２　链格孢菌拮抗内生细菌的筛选

以分离得到的７１株烟草内生细菌为目标菌，
采用对峙平板法测定其对链格孢菌的抑制作用。

由表１可知，对链格孢菌具有抑制作用的有 ２２
株，其中抑菌带宽度≥１０ｍｍ的有５株，５ｍｍ≤抑
菌带宽度 ＜１０ｍｍ的有７株，抑菌带宽度 ＜５ｍｍ
的有１０株。部分内生细菌对链格孢菌的抑制效
果见图２。
２．３　链格孢菌拮抗内生细菌的复筛

将上述试验中效果较为明显的５株内生细菌再
次对烟草赤星病病菌进行拮抗验证，对病原菌菌丝
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生长的抑制效果如表２所示。从表２可知，ＹＷＦ－
１９－０００４、ＹＷＦ－１９－００６５、ＹＷＦ－１９－００６８、
ＹＷＦ－１９－００７０和ＹＷＦ－１９－００７１的平均抑菌带
宽度分别为１０．６、１０．３、１２．５、１１．８、１２．３ｍｍ，抑菌
率分别为 ５１．２５％、５０．６７％、５６．７０％、５３．３３％和
５５．５８％。
２．４　生防内生细菌发酵培养基的优化
２．４．１　主要影响因素的确定　应用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
软件，采用响应面法对抑菌率最高的 ＹＷＦ－１９－
００６８菌株进行发酵培养基的优化。响应面法的
Ｐｌａｃｋｅｔｔｂｕｒｍａｎ设计是从多种因素中选取对试验指
标有显著影响的因子，为下一步研究提供参考。影

响发酵液菌量的碳源有碳酸钙、蔗糖、玉米粉。氮

源有大豆粉、蛋白胨、鱼粉。ＰＢ试验筛选 ＹＷＦ－
１９－００６８菌株基础发酵培养基中的显著因子，对基
础培养基的６个组分：玉米粉（Ａ）、大豆粉（Ｂ）、鱼
粉 （Ｄ）、碳酸钙（Ｅ）、蛋白胨（Ｇ）、蔗糖（Ｈ）进行全
面考察，选择１１因子２水平的试验设计，增加５个
虚拟项（Ｃ、Ｆ、Ｊ、Ｋ、Ｌ）来估计试验误差。每个因子
取高低２个水平。分别取高值和低值为：玉米粉浓
度４、８ｇ／Ｌ，大豆粉浓度１０、１６ｇ／Ｌ，鱼粉浓度２、

表１　拮抗链格孢菌内生细菌初筛结果

序号 菌株编号
抑菌带

宽度
序号 菌株编号

抑菌带

宽度

１ ＹＷＦ－１９－０００１ － ３７ ＹＷＦ－１９－００３７ －

２ ＹＷＦ－１９－０００２ － ３８ ＹＷＦ－１９－００３８ ＋

３ ＹＷＦ－１９－０００３ － ３９ ＹＷＦ－１９－００３９ －

４ ＹＷＦ－１９－０００４ ＋＋＋ ４０ ＹＷＦ－１９－００４０ ＋

５ ＹＷＦ－１９－０００５ ＋ ４１ ＹＷＦ－１９－００４１ －

６ ＹＷＦ－１９－０００６ － ４２ ＹＷＦ－１９－００４２ －

７ ＹＷＦ－１９－０００７ － ４３ ＹＷＦ－１９－００４３ ＋＋

８ ＹＷＦ－１９－０００８ － ４４ ＹＷＦ－１９－００４４ －

９ ＹＷＦ－１９－０００９ ＋ ４５ ＹＷＦ－１９－００４５ －

１０ ＹＷＦ－１９－００１０ － ４６ ＹＷＦ－１９－００４６ －

１１ ＹＷＦ－１９－００１１ － ４７ ＹＷＦ－１９－００４７ －

１２ ＹＷＦ－１９－００１２ － ４８ ＹＷＦ－１９－００４８ －

１３ ＹＷＦ－１９－００１３ ＋ ４９ ＹＷＦ－１９－００４９ －

１４ ＹＷＦ－１９－００１４ － ５０ ＹＷＦ－１９－００５０ ＋

１５ ＹＷＦ－１９－００１５ － ５１ ＹＷＦ－１９－００５１ －

１６ ＹＷＦ－１９－００１６ ＋＋ ５２ ＹＷＦ－１９－００５２ －

１７ ＹＷＦ－１９－００１７ ＋ ５３ ＹＷＦ－１９－００５３ －

１８ ＹＷＦ－１９－００１８ － ５４ ＹＷＦ－１９－００５４ －

１９ ＹＷＦ－１９－００１９ ＋＋ ５５ ＹＷＦ－１９－００５５ －

２０ ＹＷＦ－１９－００２０ － ５６ ＹＷＦ－１９－００５６ ＋＋

２１ ＹＷＦ－１９－００２１ ＋ ５７ ＹＷＦ－１９－００５７ －

２２ ＹＷＦ－１９－００２２ ＋ ５８ ＹＷＦ－１９－００５８ －

２３ ＹＷＦ－１９－００２３ － ５９ ＹＷＦ－１９－００５９ －

２４ ＹＷＦ－１９－００２４ － ６０ ＹＷＦ－１９－００６０ －

２５ ＹＷＦ－１９－００２５ － ６１ ＹＷＦ－１９－００６１ －

２６ ＹＷＦ－１９－００２６ ＋＋ ６２ ＹＷＦ－１９－００６２ －

２７ ＹＷＦ－１９－００２７ － ６３ ＹＷＦ－１９－００６３ －

２８ ＹＷＦ－１９－００２８ － ６４ ＹＷＦ－１９－００６４ ＋＋

２９ ＹＷＦ－１９－００２９ － ６５ ＹＷＦ－１９－００６５ ＋＋＋

３０ ＹＷＦ－１９－００３０ ＋ ６６ ＹＷＦ－１９－００６６ －

３１ ＹＷＦ－１９－００３１ － ６７ ＹＷＦ－１９－００６７ －

３２ ＹＷＦ－１９－００３２ － ６８ ＹＷＦ－１９－００６８ ＋＋＋

３３ ＹＷＦ－１９－００３３ － ６９ ＹＷＦ－１９－００６９ ＋＋

３４ ＹＷＦ－１９－００３４ － ７０ ＹＷＦ－１９－００７０ ＋＋＋

３５ ＹＷＦ－１９－００３５ － ７１ ＹＷＦ－１９－００７１ ＋＋＋

３６ ＹＷＦ－１９－００３６ －

　　注：抑菌带宽度≥１０ｍｍ，用“＋＋＋”表示，５ｍｍ≤抑菌带宽度＜

１０ｍｍ，用“＋＋”表示，抑菌带宽度＜５ｍｍ，用“＋”表示，无抑菌带，

用“－”表示。

６ｇ／Ｌ，碳酸钙浓度４、８ｇ／Ｌ，蛋白胨浓度２、６ｇ／Ｌ，蔗
糖浓度５、１０ｇ／Ｌ。ＰＢ试验设计与结果如表３所示。

利用响应面分析软件对表３中的试验数据进行
分析，得到回归模型方差分析和各因素的主效应结
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表２　拮抗内生细菌对链格孢菌菌丝生长的抑制效果

菌株
平均抑菌带宽度

（ｍｍ）
抑菌率

（％）

ＹＷＦ－１９－０００４ １０．６±０．６２ｂ ５１．２５±１．７１ａ

ＹＷＦ－１９－００６５ １０．３±０．５７ｂ ５０．６７±１．３４ｂ

ＹＷＦ－１９－００６８ １２．５±０．５８ａ ５６．７０±１．２７ａ

ＹＷＦ－１９－００７０ １１．８±０．６８ａ ５３．３３±１．８４ａ

ＹＷＦ－１９－００７１ １２．３±０．８２ａ ５５．５８±１．８４ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示不同处理间差异显著（Ｐ＜

００５）。

果（表４、表５），该模型的Ｐ值为０．０１９５＜０．０５，说
明该模型显著，能较好地拟合数据。根据 Ｐ值的大
小可以判定，培养基中各因子对ＹＷＦ－１９－００６８菌
株菌量影响的重要性排序为 蔗糖浓度 ＞玉米粉浓
度＞碳酸钙浓度＞蛋白胨浓度 ＞鱼粉浓度 ＞大豆

表３　ＰＢ试验设计及结果

序号 Ａ Ｂ Ｃ
（空项）

Ｄ Ｅ Ｆ
（空项）

Ｇ Ｈ Ｊ
（空项）

Ｋ
（空项）

Ｌ
（空项）

菌含量

（×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）

１ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ １ ５．３２

２ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １ １２．７８

３ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ １１．４８

４ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １１．４３

５ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ １７．０５

６ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ １９．６５

７ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ １５．２１

８ １ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １７．４３

９ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １４．４３

１０ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ １２．０７

１１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ６．３４

１２ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ ９．２６

表４　Ｐｌａｃｋｅｔｔｂｕｒｍａｎ试验分析与结果

因子
水平（浓度ｇ／Ｌ）

１ －１
Ｐ 重要性排序

玉米粉 ８ ４ ０．０２３４ ２

大豆粉 １６ １０ ０．７８８０ ６

鱼粉 ６ ２ ０．５５１６ ５

碳酸钙 ８ ４ ０．０３５９ ３

蛋白胨 ６ ２ ０．３０５２ ４

蔗糖 １０ ５ ０．００３５ １

粉浓度。蔗糖浓度、玉米粉浓度和碳酸钙浓度３个
因子的 Ｐ值均小于 ０．０５，说明其对 ＹＷＦ－１９－
００６８菌株菌量有显著影响，因此选定蔗糖浓度、玉
米粉浓度和碳酸钙浓度作为下一步试验的关键

表５　Ｐｌａｃｋｅｔｔｂｕｒｍａｎ试验回归分析结果

因素 ｄｆ 平方和 均方值 Ｆ值 Ｐｒｏｂ＞Ｆ

模型 ６ １８９．０５ ３１．５１ ７．８４ ０．０１９５

玉米粉 １ ４１．７０ ４１．７０ １０．３８ ０．０２３４

大豆粉 １ ０．３２ ０．３２ ０．０８ ０．７８８０

鱼粉 １ １．６４ １．６４ ０．４１ ０．５５１６

碳酸钙 １ ３２．５７ ３２．５７ ８．１１ ０．０３５９

蛋白胨 １ ５．２４ ５．２４ １．３０ ０．３０５２

蔗糖 １ １０７．５８ １０７．５８ ２６．７７ ０．００３５

因素。

２．４．２　最适浓度范围的确定　对蔗糖 、玉米粉和
碳酸钙浓度３个主要影响因子进行最陡爬坡路径试
验，确定此３个因子的最适浓度范围（表６、图３）。
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蔗糖、玉米粉和碳酸钙浓度对发酵液含菌量均是正

影响，ｔ为正值，当蔗糖浓度为１１ｇ／Ｌ，玉米粉浓度
为７ｇ／Ｌ，碳酸钙浓度为５ｇ／Ｌ时对应的发酵液含菌
量达到最大值，对链格孢属病原菌抑菌率达６７％以
上，为３个因子的最大响应值区域。

表６　最陡爬坡路径试验设计及结果

序号
蔗糖浓度

（ｇ／Ｌ）

玉米粉

浓度

（ｇ／Ｌ）

碳酸钙

浓度

（ｇ／Ｌ）

菌含量

（×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）
抑菌率

（％）

１ ５ ４ ２ ２０．３４ ５４．３１±１．３１

２ ７ ５ ３ ２３．４０ ５７．２８±４．９５

３ ９ ６ ４ ３１．７０ ５８．２２±５．６９

４ １１ ７ ５ ３８．５６ ６７．５３±３．４４

５ １３ ８ ６ ２９．８０ ５９．５３±４．７１

２．４．３　响应面分析　采用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ的中心组
合设计原理，以蔗糖浓度１１ｇ／Ｌ、碳酸钙浓度５ｇ／Ｌ
和玉米粉浓度７ｇ／Ｌ为中心点施行响应面分析，设
计３因素３水平的响应面分析试验，各自变量水平
见表７，试验设计及结果见表８。

表７　响应分析法设计因子及水平

因子
水平（浓度ｇ／Ｌ）

－１ ０ １

蔗糖 ９ １１ １３

碳酸钙 ４ ５ ６

玉米粉 ６ ７ ８

　　响应面分析法对菌含量浓度的分析见表９，由
表９可知，本试验二次多项回归方程的 Ｐ值小于
００５，说明模型显著，回归方程失拟项检验 Ｐ值为
０．２３５９＞００５，说明失拟项不显著，未知因素对试
验结果干扰小。拟合检验显著，说明所建立的模型

是有效的，与实际情况拟合，３个参数对菌含量浓度
的影响是显著的。

表８　响应分析法试验设计及结果

序号
因子

蔗糖浓度 玉米粉浓度 碳酸钙浓度

菌量

（×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）

１ １ ０ １ ３２．００

２ ０ ０ ０ ３７．４２

３ ０ １ １ ３３．３４

４ ０ ０ ０ ３６．５

５ ０ －１ －１ ３４．４５

６ １ ０ －１ ３１．５６

７ －１ ０ －１ ２８．６７

８ ０ ０ ０ ３６．５６

９ ０ １ －１ ３０．８９

１０ －１ １ ０ ２７．３４

１１ １ －１ ０ ２８．００

１２ ０ ０ ０ ３８．００

１３ －１ －１ ０ ２６．２３

１４ ０ －１ １ ３４．００

１５ １ １ ０ ２９．０５

１６ －１ ０ １ ３０．４５

１７ ０ ０ ０ ３８．５６

表９　响应面分析法对菌含量浓度的分析

方差来源 平方和 自由度 均方和 Ｆ值 Ｐ

模型 ２４２．６６ ９ ２６．９６ ２２．３９ ０．０００２

Ａ ７．８４ １ ７．８４ ６．５１ ０．０３８０

Ｂ ０．５３ １ ０．５３ ０．４４ ０．５２８２

Ｃ ２．２３ １ ２．２３ １．８５ ０．２１６１

ＡＢ ９．００ １ ９．００ ７．４７ ０．９７９０

ＡＣ ０．４５ １ ０．４５ ０．３７ ０．５６０８

ＢＣ ２．１０ １ ２．１０ １．７５ ０．２２８０

Ａ２ １５８．０４ １ １５８．０４ １３１．２２ ０．０００１

Ｂ２ ５５．３７ １ ５５．３７ ４５．９８ ０．０００３

Ｃ２ １．５７ １ １．５７ １．３１ ０．２９０５

残差 ８．４３ ７ １．２０

失拟项 ５．２１ ３ １．７４ ２．１６ ０．２３５９

纯误差 ３．２２ ４ ０．８１

　　根据回归方程所做出的响应曲面和等高线图
见图４。如果等高线图形呈椭圆形，说明２个因素
的交互作用显著，如呈圆形，说明交互作用不显著；

等高线的密集程度可说明该因子对菌含量影响的

大小。由图４可以看出，等高线为椭圆形，说明交互
作用显著。等高线的疏密可以看出玉米粉浓度和

碳酸钙浓度对菌含量的影响 ＞蔗糖和玉米粉浓度
对菌含量的影响 ＞蔗糖和碳酸钙浓度对菌含量的
影响。
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２．４．４　优化试验验证　在相同的发酵条件下利用
基础培养和优化后的培养基对 ＹＷＦ－１９－００６８菌
株进行发酵的结果见表１０。从表１０中可以看出，
采用优化后的培养基进行发酵，菌量为 ３６．８５×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ，是基础培养基发酵所得菌量 ８．２４×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ的４．４７倍。

３　讨论与结论

国家烟草专卖局提倡绿色防控理念，减少化学

农药使用，采用微生物菌剂或其他绿色防控措施替

代化学农药，这已经成为烟草病虫害防控的主要思

路。因此，筛选出具有生防功能的微生物，将其应

用到烟草生产中，并评价其针对烟草赤星病的防控

效果，对烟草赤星病防控、生态环境保护以及人们

生命健康具有重大意义［１６］。而在进行工业发酵时，

碳源和氮源是微生物细胞和代谢产物的重要营养

物质，也是发酵培养基的重要组成部分，不同细菌

对各种营养物质的需求量不同。通过优化发酵培

养基配方，提高发酵液中的菌含量，为大规模工业

化生产奠定基础，有助于降低生产成本，提高制剂

的生防效果。

本研究利用烟草鲜样，分离出烟草内生细菌共
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表１０　发酵培养基优化前后的结果对比

培养基配方 优化 对照

大豆粉浓度（ｇ／Ｌ） １４ １４

蛋白胨浓度（ｇ／Ｌ） ２ ２

鱼粉浓度（ｇ／Ｌ） ２ ２

蔗糖浓度（ｇ／Ｌ） １１ ３

玉米粉浓度（ｇ／Ｌ） ７ ４

碳酸钙浓度（ｇ／Ｌ） ５ ６

氯化钠浓度（ｇ／Ｌ） ０．３ ０．３

磷酸二氢钾浓度（ｇ／Ｌ） ０．３ ０．３

磷酸氢二钾浓度（ｇ／Ｌ） ０．３ ０．３

硫酸锰浓度（ｇ／Ｌ） ０．２ ０．２

硫酸镁浓度（ｇ／Ｌ） ０．３ ０．３

硫酸铵浓度（ｇ／Ｌ） ０．５ ０．５

菌量（１０８ＣＦＵ／ｍＬ） ３６．８５ ８．２４

计７１株，编号ＹＷＦ－１９－０００１～ＹＷＦ－１９－００７１，
并以烟草赤星病病原真菌链格孢菌为指示菌，筛选

出１５株对其具有拮抗作用的菌株。针对其中抑制
作用效果较好的菌株进行复筛，最终得到５株抑菌
带宽≥１０ｍｍ、抑菌率≥５０％的拮抗菌，编号分别为
ＹＷＦ－１９－０００４、ＹＷＦ－１９－００６５、ＹＷＦ－１９－
００６８、ＹＷＦ－１９－００７０、ＹＷＦ－１９－００７１。
　　应用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件，采用响应面法对抑
菌率最高的ＹＷＦ－１９－００６８菌株进行发酵培养基
的优化研究，获得ＹＷＦ－１９－００６８菌株的优化培养
基配方：大豆粉浓度１４ｇ／Ｌ，蛋白胨浓度２ｇ／Ｌ，鱼粉
浓度２ｇ／Ｌ，蔗糖浓度１１ｇ／Ｌ，玉米粉浓度为 ７ｇ／Ｌ，
碳酸钙浓度５ｇ／Ｌ，氯化钠浓度０３ｇ／Ｌ，磷酸二氢钾
浓度０．３ｇ／Ｌ，磷酸氢二钾浓度０．３ｇ／Ｌ，硫酸锰浓度
０．２ｇ／Ｌ，硫酸镁浓度０．３ｇ／Ｌ，硫酸铵浓度０．５ｇ／Ｌ。
利用优化培养基进行发酵，ＹＷＦ－１９－００６８菌株的
菌量为３６．８５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ，是基础培养基发酵所
得菌量８．２４×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的４．４７倍，说明优化培
养基能有效提高ＹＷＦ－１９－００６８菌株的菌量，有助
于降低生产成本，具有较高的实用价值。

总而言之，从健康的烟草植株中，可筛选出烟

草赤星病高效生防内生细菌，通过对其发酵培养基

进行优化研究，可以有效提高生防菌的菌量，为其

规模化生产奠定基础。本研究团队将继续进行烟

草内生菌株防治烟草赤星病的研究，旨在将筛选出

的菌株制成菌剂应用于田间，并研究其田间验证效

果，为烟草内生菌株在烟草赤星病防控方面提供基

础及技术支撑，也为其在后期的推广应用提供数据

支撑。
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