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３种拮抗烟草疫霉及产 ＩＡＡ内生细菌的分离鉴定
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　　摘要：为挖掘河南省洛阳地区烟株体内的内生细菌功能菌株，以期开发优良生防菌剂。采用稀释涂布平板法分离
纯化烟株各生育时期内生细菌菌株，采用平板对峙法、生长速率法测定内生菌株对烟草疫霉的抑制作用，紫外分光光

度计法测定菌株产生ＩＡＡ的水平。对筛选出的功能内生菌株进行形态学、生理生化鉴定及１６ＳｒＤＮＡ、ｇｙｒＢ序列分析
鉴定，并测定对种子萌发的促生作用。结果表明，筛选出的 １２株内生菌株的鉴定结果为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）７株，沙福芽孢杆菌（Ｂ．ｓａｆｅｎｓｉｓ）４株，奇异变形杆菌（Ｐｒｏｔｅｕｓｍｉｒａｂｉｌｉｓ）１株。芽孢杆菌属占菌株总数的
９１６７％，其中菌株ＬＹＹＹ６３－１、ＬＹＲＹ３９－１、ＬＹＳＸ１４１具有较强的抑制活性，对烟草疫霉的抑菌率分别为８８．１０％、
８４５５％和７３３３％；沙福芽孢杆菌菌株ＬＹＹＹ６１－２、ＬＹＹＹ１１７对烟草疫霉的抑菌率达６２．１０％、６４．７２％；奇异变形杆
菌菌株ＬＹＲＹ４５产ＩＡＡ水平达１１．０６ｍｇ／Ｌ，具有较高的产ＩＡＡ水平。１２株细菌对烟草７种病原真菌具有不同程度的
抑制作用，抑菌谱广，对烟草种子根长和总长均有显著的促生效果，其中菌株ＬＹＲＹ４５的促生效果最为显著，种子萌发
率达９８．００％，处理组根长增长３７．７６％，茎长增长２１．４３％，总长增长３３．９６％。研究分离鉴定了洛阳地区健康烟株中
３类具有抑菌、促生效能的内生细菌菌株，希望为生防菌防治烟草病害提供理论基础。
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　　由烟草疫霉（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）侵染烟草
引起的

!

胫病在全球普遍发生，严重威胁烟草农业

生产［１］。生物防治成为烟草病害防治的发展趋

势［２］。内生细菌丰富多样，几乎存在于地球上所有

的植物中，不少内生细菌具有促进植物生长、提高

产品品质与增强植株抗病、抗逆能力的作用［３］。陈

泽斌等通过培养皿发芽试验，从烟草植株中初步筛

选出 ４株能提高烟草种子发芽率、促进根系生长的
内生细菌，浮育苗试验发现用这些内生细菌处理过

的烟苗生长发育更好［４］。雷丽萍从白肋烟 ＴＮ９０中
分离出一株内生芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）菌株ＷＴ能
显著降低烟株中的亚硝胺（ＴＳＮＡ）含量［５］。邢颖等

发现，相比普通烟株，感染内生菌的烟草中亚硝胺

类物质含量更低，烟草品质更佳［６］。梁志超等发

现，用内生解淀粉芽孢杆菌制成微生物功能基质，

能达到促生烟苗的效果［７］。夏体渊等发现，通过控

制生物炭的不同施用量可以调整烟草内生细菌的

种类和数量［８］。周燕等在黄烟上发现了能够防治
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烟草青枯病的内生细菌［９］。云南省烟草农业科学

研究院建立了国内首个烟草内生菌资源库，保存了

具有较高杀线虫活性、提高烟草种子发芽率、促进

根系生长与对烟草黑胫病、空茎病、野火病等具有

明显拮抗作用的内生菌菌株［１０］。周岗泉等研究发

现，烟草中具有抑菌作用的内生细菌几乎均来自抗

病品种，抗病品种比感病品种具有更多的拮抗内生

细菌［１１］。目前，已经报道的烟草内生细菌有 ３０多
个属，５１个种［１０］。不同烟草种植地区、不同气候条

件和土壤类型，烟草植株体内内生细菌种类和数量

存在差异。本研究报道了河南省洛阳地区烟株内

生功能细菌的分离鉴定结果，旨在为烟株内生有益

微生物的开发利用提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试烟草植株　２０２１年６—９月，选择河南
省洛阳市宜阳、汝阳、洛宁、嵩县等４个县区烟田，于
烟草团棵期、旺长期及成熟期采集健康烟株１６４株，
带回实验室备用。

１．１．２　 供试菌株和烟草品种 　 烟草疫霉
（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）、茄病镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｓｏｌａｎｉ）、轮枝镰刀菌（Ｆ．ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｏｉｄｅ）、异丝腐霉
（Ｐｙｔｈｉｕｍ ｄｉｃｌｉｎｕｍ）、立 枯 丝 核 菌 （Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ
ｓｏｌａｎｉ）、尖孢镰刀菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、层出镰刀菌
（Ｆ．ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ）、葡 萄 座 腔 菌 （Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ
ｄｏｔｈｉｄｅ）以及烟草品种（秦烟９６）均由河南科技大学
植物病害分子鉴定与绿色防控实验室提供。

１．１．３　供试培养基　主要培养基有ＮＡ培养基、马
铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基、ＬＢ液体培养基、糖
醇发酵培养基、Ｍ．Ｒ培养基、淀粉水解培养基、硝酸
盐还原培养基、明胶液化培养基、苯丙氨酸脱氨酶

培养基、石蕊牛乳培养基、柠檬酸盐培养基、休和赖

夫森二氏培养基、半固体琼脂培养基、丙二酸盐培

养基［１２］。

１．２　试验时间与地点
烟株样品采集工作于２０２１年６、７、８、９月在河

南省洛阳市宜阳县石村烟草种植田、河南省洛阳市

汝阳县刘家凹烟草种植田、河南省洛阳市洛宁县王

村烟草种植田、河南省洛阳市嵩县流涧峪村烟草种

植田进行。

其他试验部分于２０２１年６月至２０２２年１２月
在河南科技大学植物病害分子鉴定与绿色防控实

验室进行。

１．３　试验方法
１．３．１　烟草内生细菌的分离、纯化　将根、茎、叶通
过清水冲洗后自然晾干，随机称取 ０．４ｇ，依次用
７０％乙醇、３％次氯酸钠消毒，无菌水冲洗３次，以最
后１次冲洗的无菌水涂布平板作为空白对照，检验
样品表面的微生物是否消毒彻底，通过稀释涂布平

板法分离［１３］。

１．３．２　拮抗烟草疫霉内生细菌的筛选　（１）初筛：
采用平板对峙法测定分离所得菌株对烟草疫霉的

抑菌率［１３］。（２）复筛：选择初筛对烟草疫霉抑菌率
大于５０％的内生菌株，通过菌丝生长速率法检验其
发酵液对烟草疫霉的抑菌率［１４］。

１．３．３　产 ＩＡＡ内生细菌的筛选　参照桂楚伊的方
法制备吲哚 －３－乙酸（ＩＡＡ）标准曲线［１５］，利用

Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ比色法对菌株产ＩＡＡ能力进行定性、定量
测定［１６］。

１．３．４　内生有益细菌的鉴定　选择对烟草疫霉初
筛抑菌率大于 ５０％与菌株发酵液 ＩＡＡ含量在
３．７ｍｇ／Ｌ以上的菌株进行鉴定。（１）形态学鉴定：
采用平板划线法接种待鉴定菌株于 ＮＡ平板，２８℃
倒置培养３ｄ，至平板长出单一菌落。观察单菌落的
颜色、形状、大小、黏稠度、透明度、边缘等形态特

征。革兰氏染色和芽孢染色后［１５］，通过光学显微镜

观察菌体和芽孢形态。（２）生理生化鉴定：菌株的
Ｍ．Ｒ试验、淀粉水解与糖醇类发酵等生理生化指标
测定参照刘丽辉等的方法进行［１７］。（３）１６ＳｒＤＮＡ
序列测定：根据生工生物工程（上海）股份有限公司

细菌基因组ＤＮＡ试剂盒方法提取 ＤＮＡ作为模板，
采用细菌通用引物２７Ｆ、１４９２Ｒ进行 ＰＣＲ扩增［１８］。

为了使鉴定结果更加准确，同时选用ｇｙｒＢ基因引物
ＵＰ－１、ＵＰ－２Ｒ进行扩增测序验证［１９］。ＰＣＲ扩增
体系和反应条件见表 １。扩增产物经过电泳检测
后，送往生工生物工程（上海）股份有限公司进行测

序。测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ（ＮＣＢＩ）数据库中进行
ＢＬＡＳＴ比对，以同源性较高的模式菌株基因序列作
为参比对象，通过 ＭＥＧＡ７０软件构建系统发
育树［２０］。

１．３．５　细菌的抑菌谱测定　采用平板对峙培养法
测定１２株细菌对 ７种烟草病原菌的抑菌谱。以只
接种病原真菌为空白对照，２８℃倒置培养３～７ｄ，
计算抑菌率。

１．３．６　细菌对烟草种子促生作用的测定　采用培
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表１　通用引物及ＰＣＲ反应信息

引物 序列（５′→３′） 反应体系 反应条件

２７Ｆ
１４９２Ｒ

ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ
ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ

２５μＬ反应体系：２×ＥｓＴａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，正、反向
引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ，
ＤＮＡ模板 １μＬ，超纯水
１２μＬ

９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ４５ｓ，
５２℃４０ｓ，７２℃９０ｓ，３０个
循环；７２℃ 延伸１０ｍｉｎ

ＵＰ－１
ＵＰ－２Ｒ

ＧＡＡＧＴＣＡＴＣＡＴＧＡＣＣＧＴＴＣＴＧＣＡＹＧＣＮＧＧＮＧＧＮＡＡＲＴＴＹＧＡ
ＡＧＣＡＧＧＧＴＡＣＧＧＡＴＧＴＧＣＧＡＧＣＣＲＴＣＮＡＣＲＴＣＮＧＣＲＴＣＮＧＴＣＡＴ

２５μＬ反应体系：２×ＥｓＴａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，正、反
向引 物 （１０μｍｏｌ／Ｌ）各
２μＬ，ＤＮＡ模板 １．５μＬ，超
纯水７μＬ

９４℃ １０ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
５２～５８℃３０ｓ，７２℃ ６０ｓ，
３５个 循 环；７２℃ 延 伸

１０ｍｉｎ

养皿滤纸保湿法测定１２株细菌对烟草种子萌发率
的影响及促生效果［２１］。将健康的烟草种子置于孢

子悬浮液（１×１０７孢子／ｍＬ）中浸泡 １６ｈ，整齐摆放
于铺有灭菌脱脂棉和滤纸保湿的培养皿中，以无菌

水浸种为空白对照，每皿３０粒（５×６），重复３次。
第１４天统计种子萌发率、烟苗根长、茎长和总长
（以种子生长节点区分根长和茎长，总长为根长与

茎长之和），计算增长率。

增长率＝处理组长度（ｃｍ）－对照组长度（ｃｍ）
对照组长度（ｃｍ） ×１００％。

２　结果与分析

２．１　内生细菌的分离
从１６４份烟株样品的根、茎及叶片中分别分离

出细菌单菌落１３３、９９、１５７株，依据这些菌株在 ＮＡ
培养基上菌落的颜色、形态等特征进行归类，共分

离纯化获得２０６株细菌菌株。
２．２　拮抗烟草疫霉菌株的筛选

通过平板对峙法测定２０６株细菌对烟草疫霉的
抑菌活性，抑菌率达５０％以上的有２４株（表２），其
中菌株 ＬＹＹＹ６３－１、ＬＹＳＸ１４１的抑菌效果最好，抑
菌率分别为 ７４．７９％、７２．５８％。菌株 ＬＹＹＹ６１－２
的抑菌率为６２．１０％，抑菌带最大，为１．４８ｃｍ。复
筛结果表明，增加拮抗菌的接种量可以明显提高菌

株的抑菌效果，当ＰＤＡ培养基中添加菌株发酵液至
体积浓度为１０％时，菌株ＬＹＹＹ６３－１、ＬＹＲＹ３９－１、
ＬＹＳＸ１４１对烟草疫霉的抑菌率分别达到８８．１０％、
８４５５％、７３．３３％（表３），说明增加空间用量能有效
提高菌株的抑菌作用。

２．３　产ＩＡＡ菌株的筛选
２．３．１　ＩＡＡ标准曲线　通过 ＩＡＡ不同质量浓度标
准品溶液与Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ比色计进行显色反应，用紫外
分光光度计测量样品溶液在波长５３５ｎｍ处的吸光

表２　内生细菌菌株对烟草疫霉的平板抑制效果

菌株
菌落直径（ｃｍ）

对照组 处理

抑菌带

（ｃｍ）
抑菌率

（％）

ＬＹＹＹ６３－１ ６．６８ ２．１３ １．００ ７４．７９

ＬＹＳＸ１４１ ８．００ ２．６３ １．２８ ７２．５８

ＬＹＲＹ２５ ６．９８ ２．３５ １．１２ ７２．１６

ＬＹＬＮ１４６ ６．８０ ２．５１ １．２５ ６９．０９

ＬＹＲＹ６９－２ ６．６８ ２．４８ １．２０ ６９．０４

ＬＹＲＹ８ ６．９８ ２．７０ １．２８ ６７．０６

ＬＹＲＹ３９－１ ６．９８ ２．７１ ０．９７ ６６．２７

ＬＹＬＮ２７ ６．９８ ２．６８ ０．４９ ６５．８８

ＬＹＳＸ７３ ５．７１ ２．３５ １．１８ ６５．８０

ＬＹＹＹ６３－３ ６．６８ ２．７０ ０．７０ ６５．４８

ＬＹＹＹ１１７ ８．０２ ３．２２ １．３６ ６４．７２

ＬＹＹＹ６１－２ ６．８０ ２．９５ １．４８ ６２．１０

ＬＹＹＹ７ ７．４３ ３．３３ ０．９０ ６０．００

ＬＹＲＹ２９ ６．９８ ３．２０ ０．６５ ５９．２２

ＬＹＲＹ５８－２ ６．８０ ３．２８ １．３３ ５６．７２

ＬＹＹＹ３２ ６．９８ ３．４０ ０．６３ ５６．０８

ＬＹＬＮ４３－２ ５．７２ ２．８７ １．５１ ５５．７０

ＬＹＲＹ１０７ ６．８０ ３．３８ ０．４７ ５５．２４

ＬＹＲＹ８ ６．８０ ３．３８ ０．９６ ５５．１１

ＬＹＲＹ５８－１ ５．７２ ２．９５ １．４３ ５４．０７

ＬＹＲＹ３４ ６．９８ ３．５５ １．１０ ５３．７３

ＬＹＹＹ９６－１ ８．０２ ４．０３ ０．８９ ５３．７１

ＬＹＬＮ１１６ ８．０２ ４．１０ １．００ ５２．８１

ＬＹＲＹ６８ ６．６８ ３．６３ １．１８ ５０．１４

度。ＩＡＡ标准品质量浓度分别为 １０、２０、３０、４０、
５０ｍｇ／Ｌ时，测得吸光度分别为 ０．２３８、０．６５９、
０９９３、１．３２６、１．６８５，得到标准曲线 ｙ＝０．０３５６ｘ－
０．０８８１，ｒ２＝０．９９８１（图１）。
２．３．２　ＩＡＡ定性测定和定量测定　定性检测筛选
出能产生 ＩＡＡ的细菌菌株。利用紫外分光光度计
法测定菌株发酵液的吸光度，通过ＩＡＡ标准曲线计
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表３　内生细菌菌株发酵液对烟草疫霉的抑菌效果

菌株
抑菌效果（％）

１％发酵液 ５％发酵液 １０％发酵液

ＬＹＲＹ８ －３．８１ １２．８６ ２２．２７

ＬＹＲＹ２５ ５．２４ １８．１８ ６０．００

ＬＹＬＮ２７ １１．４３ ２６．６７ ５１．７１

ＬＹＲＹ３９－１ －２．７３ ０．００ ８４．５５

ＬＹＲＹ４５ －９５．７１ １３．３３ ５７．６２

ＬＹＹＹ６１－２ ６．１９ ２３．３６ ７１．８２

ＬＹＹＹ６３－１ －１２．８６ ２８．５７ ８８．１０

ＬＹＹＹ６３－３ ７．１４ ３．３３ ５７．１４

ＬＹＲＹ６９－２ －２．８６ １２．３８ ６６．１９

ＬＹＳＸ７３ ３．８１ ９．０５ ４４．２９

ＬＹＹＹ１１７ ７．１４ １２．７３ ５０．９１

ＬＹＳＸ１４１ －４．７６ １４．９２ ７３．３３

算出各菌株产ＩＡＡ含量，ＩＡＡ产量在７ｍｇ／Ｌ以上的
有２８株（表４）。

表４　产吲哚－３－乙酸优势菌株的筛选结果

菌株 Ｄ５３５ｎｍ
吲哚－３－
乙酸产量

（ｍｇ／Ｌ）
菌株 Ｄ５３５ｎｍ

吲哚－３－
乙酸产量

（ｍｇ／Ｌ）

ＬＹＲＹ２５ ０．１６ ７．０１ ＬＹＹＹ１１７ ０．１９ ７．８４

ＬＹＲＹ２３－２－１１．０９ ３２．９７ ＬＹＲＹ９９－１ ０．２９ １０．７１

ＬＹＲＹ６９－３ ０．４４ １４．９３ ＬＹＲＹ８９－２ ０．２６ ９．９０

ＬＹＳＸ１２７ ０．４０ １３．８２ ＬＹＲＹ８２ ０．２６ ９．８７

ＬＹＲＹ１２０ ０．２４ ９．２２ ＬＹＳＸ９７ ０．２３ ８．８４

ＬＹＲＹ４９ ０．２４ ９．１０ ＬＹＲＹ５４－２ ０．２１ ８．３５

ＬＹＲＹ１７ ０．２３ ８．９４ ＬＹＲＹ３９－１ ０．２１ ８．２８

ＬＹＲＹ１０１ ０．２０ ８．２２ ＬＹＬＮ１１６ ０．２０ ８．０６

ＬＹＲＹ２６ ０．３０ １０．９６ ＬＹＹＹ８３ ０．２５ ９．５０

ＬＹＳＸ１４１ ０．１８ ７．６３ ＬＹＲＹ９８ ０．１７ ７．３１

ＬＹＲＹ８４ ０．１８ ７．５８ ＬＹＹＹ１０５－１ ０．１７ ７．１９

ＬＹＲＹ４５ ０．３１ １１．０６ ＬＹＲＹ７６－２ ０．２０ ８．０２

ＬＹＹＹ６６－３ ０．１７ ７．１４ ＬＹＲＹ１６ ０．１６ ７．１０

ＬＹＲＹ８９－１ ０．１６ ７．０５ ＬＹＲＹ１４８ ０．１６ ７．０５

２．４　烟草内生功能细菌的鉴定
２．４．１　形态学特征　供试菌株在 ＮＡ平板上划线
接种，置于２８℃条件下恒温培养３ｄ，大部分菌株呈
现乳白色和白色，少部分呈现黄色，菌落整体上不

透明，多为圆形或者近圆形。大小、表面特征和黏

稠度特征存在差异。１２株细菌革兰氏染色结果表
明，其中５株为阳性反应，７株为阴性反应（表５）。
菌体呈杆状，少数为卵球形，部分产芽孢，呈柱形。

２．４．２　生理生化鉴定　生理生化试验结果表明，１２
株细菌多为兼性厌氧细菌，菌株ＬＹＲＹ８、ＬＹＹＹ６３－１

表５　１２株内生细菌的形态特征

菌株
菌落形态

形状 大小 颜色 透明度 边缘 表面 黏稠性 背面
菌体形状

革兰氏

反应

ＬＹＲＹ８ 圆形　 中 浅黄 不透明 整齐　 光滑，凸起 不太黏稠 浅黄 杆状　 ＋

ＬＹＲＹ２５ 圆形　 中 浅黄 不透明 整齐　 不光滑，中心凸起 不黏稠　 浅黄 长杆状 ＋

ＬＹＬＮ２７ 近圆形 大 乳白 半透明 整齐　 光滑，凸起 黏稠　　 乳白 长杆状 －

ＬＹＲＹ３９－１ 近圆形 中 乳白 不透明 不整齐 不光滑，平整 不黏稠　 乳白 长杆状 －

ＬＹＲＹ４５ 圆形　 小 浅白 透明　 整齐　 光滑，凸起 不黏稠　 浅白 球状　 ＋

ＬＹＹＹ６１－２ 圆形　 中 黄　 不透明 整齐　 光滑，凸起 不太黏稠 黄　 杆状　 －

ＬＹＹＹ６３－１ 近圆形 中 白　 不透明 不整齐 不光滑，平整 黏稠　　 白　 长杆状 ＋

ＬＹＹＹ６３－３ 近圆形 中 白　 不透明 不整齐 不光滑，平整 黏稠　　 白　 长杆状 －

ＬＹＲＹ６９－２ 近圆形 中 白　 不透明 不整齐 不光滑，平整 黏稠　　 白　 杆状　 －

ＬＹＳＸ７３ 近圆形 中 白　 不透明 不整齐 不光滑，较平整，粉状 不黏稠　 浅白 长杆状 ＋

ＬＹＹＹ１１７ 近圆形 小 黄　 不透明 整齐　 不光滑，凹陷 不太黏稠 黄　 杆状　 －

ＬＹＳＸ１４１ 圆　　 中 乳白 不透明 不整齐 不光滑，皱缩 不黏稠　 乳白 长杆状 －

　　注：“＋”表示阳性反应；“－”表示阴性反应。
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表６　１２株内生细菌的生理生化检验结果

反应类别 反应名称 ＬＹＲＹ８ ＬＹＲＹ
２５

ＬＹＬＮ
２７

ＬＹＲＹ
３９－１

ＬＹＲＹ
４５

ＬＹＹＹ
６１－２

ＬＹＹＹ
６３－１

ＬＹＹＹ
６３－３

ＬＹＲＹ
６９－２

ＬＹＳＸ
７３

ＬＹＹＹ
１１７

ＬＹＳＸ
１４１

生理特征 厌氧性 ＋ ± ± ± ± ± ＋ ± ± ± ± ±

柠檬酸盐 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

丙二酸盐 － － － Ｗ － Ｗ Ｗ Ｗ － － － －

运动性 ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ －

生化特征 氧化酶 Ｙ ＋ － Ｙ － ＋ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ

接触酶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

甲基红 － － － － ＋ － － － － － － －

乙酰甲基甲醇 Ｗ － Ｗ ＋ ＋ Ｗ ＋ ＋ Ｗ ＋ ＋ Ｗ

淀粉水解 － － ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋

硝酸盐还原 － － ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋

明胶液化 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

石蕊牛乳 Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ

苯丙氨酸脱氢 － － － － ＋ － － － － － － －

葡萄糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

蔗糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

乳糖 － － － － ＋ － － － － － － －

甘露醇 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”表示阳性反应；“＋＋”表示产酸产气反应；－表示阴性反应；±表示兼性反应；Ｗ表示弱阳反应；Ａ表示产酸胨化反应；Ｙ表示

延迟反应。

为厌氧性菌。柠檬酸盐利用、接触酶、明胶液化和

产酸反应试验结果呈阳性，具有一定的运动性。可

以利用葡萄糖、蔗糖和甘露糖，大部分能够利用石

蕊产酸，菌株 ＬＹＲＹ４５利用葡萄糖时能够产气（表
６）。结合《常见细菌系统鉴定手册》将１１株拮抗细
菌鉴定为芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．），菌株 ＬＹＲＹ４５
鉴定为变形杆菌属（Ｐｒｏｔｅｕｓｓｐ．）。
２．４．３　１２株内生细菌１６ＳｒＤＮＡ序列分析　将测
序得到的１２株细菌基因序列上传至 ＧｅｎＢａｎｋ数据
库（获得登录号分别为 ＯＰ６４６６２２、ＯＰ６４６６２３、
ＯＰ６４６６２４、 ＯＰ６４６６２５、 ＯＰ６４６６２６、 ＯＰ５０３４４１、
ＯＰ６４６６２７、 ＯＰ６４６６２８、 ＯＰ６４６６２９、 ＯＰ６４６６３０、
ＯＰ６４６６３１、ＯＰ６４６６３２），并将基因测序结果进行序列
分析及同源性对比。结果表明，菌株ＬＹＲＹ８的基因
序列与Ｂ．ｓａｆｅｎｓｉｓＥＧＩ２８７（ＭＮ７０４５５２．１）同源相似
性为９９．６８％，菌株 ＬＹＹＹ６１－２和 ＬＹＲＹ６９－２与
Ｂ．ｓａｆｅｎｓｉｓＳ２１（ＭＮ０６２６２０．１）同源相似性为
９９５５％，菌 株 ＬＹＹＹ１１７与 Ｂ．ｓａｆｅｎｓｉｓＥＧＩ２８７
（ＭＮ７０４５５２．１）同源相似性为 ９８．３９％，菌株
ＬＹＲＹ２５与Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＪＸ－２（ＫＸ７０８６９９．１）同源相
似性为９９．２８％，菌株 ＬＹＬＮ２７与 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＨ１０－７
（ＦＪ３９２７２７．１）同源相似性为９９．３７％，菌株ＬＹＲＹ３９－１

与Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＵＫ１９（ＯＮ３５７９４７．１）同源相似性为
９７５３％，菌 株 ＬＹＹＹ６３－１与 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＢ１１
（ＫＪ８７０１９１．１）同源相似性为 ９８．５０％，菌株
ＬＹＹＹ６３－３与 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＨＧＵＰ３３２（ＭＫ１０３１２３．１）
同源相似性为 ９７．８１％，菌株 ＬＹＳＸ７３与 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ
ＳＲＣＭ１０２７５０ （ＣＰ０２８２１５．１）同 源 相 似 性 为
９８６９％，菌株 ＬＹＳＸ１４１与 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＡＣＨＢ－２
（ＫＵ８６７６３６．１）同源相似性为９９．４６％。构建系统
发育树（图２）发现有４株细菌与沙福芽孢杆菌位于
同一进化分支，亲源关系最近；另７株细菌与枯草芽
孢杆菌位于同一进化分支，亲源关系最近。菌株

ＬＹＲＹ４５与ＰｒｏｔｅｕｓｍｉｒａｂｉｌｉｓＭ３－１－１７（ＣＰ０５３６８１．
１）同源相似性为９９．１３％。构建系统发育树（图３）
发现ＬＹＲＹ４５与奇异变形杆菌位于同一进化分支。
ｇｙｒＢ序列测定结果也与上述一致。

结合形态学鉴定、生理生化检验及 １６ＳｒＤＮＡ
序列 分 析，将 ＹＲＹ２５、ＬＹＬＮ２７、ＬＹＲＹ３９－１、
ＬＹＹＹ６３－１、ＬＹＹＹ６３－３、ＬＹＳＸ７３、ＬＹＳＸ１４１菌株鉴
定为枯草芽孢杆菌 （Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ），ＬＹＲＹ８、ＬＹＹＹ６１－
２、ＬＹＲＹ６９－２、ＬＹＹＹ１１７菌株鉴定为沙福芽孢杆菌
（Ｂ．ｓａｆｅｎｓｉｓ），均属厚壁菌门，芽孢杆菌纲，芽孢杆菌
目，芽孢杆菌科，芽孢杆菌属。ＬＹＲＹ４５菌株鉴定为
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奇异变形杆菌 （Ｐ．ｍｉｒａｂｉｌｉｓ），属变形菌门，变形菌
纲，肠杆菌目，肠杆菌科，变形杆菌属。

２．５　功能细菌的抑菌谱测定
试验结果证明，１２株功能细菌对７种常见的烟

草病原真菌均表现出不同程度的拮抗作用，抑菌率

介于０．６８％ ～７１．２８％（表７），具有较好的抑菌广
谱性。对比结果发现，１２株细菌对轮枝镰刀菌、异
丝腐霉和立枯丝核菌的拮抗效果最好，抑菌率平均值

高于其他病原真菌。沙福芽孢杆菌菌株 ＬＹＹＹ６１－
２、ＬＹＲＹ８、ＬＹＹＹ１１７对立枯丝核菌的防治效果最
好，抑菌率分别为７１．２８％、７０．９５％、６１．１５％。
２．６　功能细菌对烟草种子促生作用的测定

培养皿滤纸保湿法结果显示（表８），浸种处理

后，除菌株ＬＹＲＹ８、ＬＹＬＮ２７、ＬＹＳＸ７３未表现出明显促
生作用外，９株细菌的萌发率、根长均高于空白对照
组。菌株ＬＹＲＹ４５促生效果显著，出芽率达到９８％，
促进根部生长３７．７６％，ＬＹＹＹ１１７菌株次之。

３　讨论与结论

烟草中已报道的内生细菌资源包括芽孢杆菌

属、微杆菌属、变形杆菌属、假单胞菌属等［６］。陈泽

斌等报道芽孢杆菌是烟草内生菌的优势类群［２２－２３］。

本研究筛选出的１２株内生细菌，有１１株鉴定为芽
孢杆菌属，占比９１．６７％，与陈泽斌等的报道［２２］相

符。杨桃从烟株上分离出内生枯草芽孢杆菌 Ｉｔｂ５７，
证实该菌株对烟草疫霉抑菌效果良好，研究发现其
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表７　１２株细菌对常见烟草病原真菌的抑制作用

菌株
对病原菌的抑菌率（％）

茄病镰刀菌 轮枝镰刀菌 异丝腐霉 立枯丝核菌 尖孢镰刀菌 层出镰刀菌 葡萄座腔菌

ＬＹＲＹ８ １６．６０ ２０．５０ ２８．９９ ７０．９５ ２７．６５ １６．９７ １６．９８
ＬＹＲＹ２５ ３６．６０ ３４．７３ ４０．３４ １８．５８ ５３．４１ ２３．３９ ２７．０４
ＬＹＬＮ２７ ６０．００ ４２．２６ ６６．３９ ３６．１５ ４８．４８ １９．２７ ３８．３６
ＬＹＲＹ３９－１ ２１．２８ ２６．３６ ２１．０１ ２７．０３ ２４．６２ ２５．２３ ２５．７９
ＬＹＲＹ４５ ２５．１１ ２４．６９ １２．１８ １．６９ ２１．２１ ２４．３１ １１．９５
ＬＹＹＹ６１－２ ２５．９６ ２７．６２ ２３．９５ ７１．２８ ２１．９７ ２２．４８ １７．６１
ＬＹＹＹ６３－１ ４１．２８ ５４．８１ ５０．００ ２．７０ ３０．６８ ２６．６１ １８．８７
ＬＹＹＹ６３－３ １６．６０ ８．７９ ４．２０ ０．６８ ２．２７ １３．３０ ８．８１
ＬＹＲＹ６９－２ １０．２１ ２６．３６ １８．０７ ４．７３ ２１．９７ ２５．２３ １８．２４
ＬＹＳＸ７３ ３４．４７ ６０．２５ ５８．８２ ２９．７３ ３５．２３ ３５．７８ １６．９８
ＬＹＹＹ１１７ ２５．１１ ２８．０３ ３１．９３ ６１．１５ １９．７０ ２１．１０ １８．２４
ＬＹＳＸ１４１ ５６．６０ ３３．０５ ４１．１８ ５０．６８ ３９．３９ ２５．４６ ２２．６４

表８　１２株细菌悬浮液浸种对种子萌发及生长的影响

处理

萌发情况 根长 茎长 总长

出芽数

（个）

萌发率

（％）
根长

（ｃｍ）
增长率

（％）
茎长

（ｃｍ）
增长率

（％）
总长

（ｃｍ）
增长率

（％）

ＣＫ ２３．００±１．７３ｅｆ ８０．００ ０．９８±０．２５ｂｃ ０．３５±０．１３ａｂ １．３３±０．３３ｃ

ＬＹＲＹ８ ２６．００±１．７３ｂｃｄ ８６．６７ ０．９５±０．１７ｃ －３．０６ ０．３４±０．０９ａｂ －３．５７ １．２９±０．１９ｃ －２．８３

ＬＹＲＹ２５ ２８．００±１．００ａｂｃ ９３．３３ １．００±０．０８ｂｃ ２．０４ ０．３５±０．０４ａｂ ０．００ １．３５±０．０９ｃ １．８９

ＬＹＬＮ２７ ２６．００±０．００ｂｃｄ ８６．６７ ０．９８±０．０２ｂｃ ０．００ ０．３５±０．０６ａｂ ０．００ １．３３±０．０７ｃ ０．６３

ＬＹＲＹ３９－１ ２８．３３±０．５８ａｂ ９３．３３ １．２１±０．２２ａｂ ２３．４７ ０．２３±０．０５ｂ －３５．７１ １．４４±０．２６ｂｃ １１．９５

ＬＹＲＹ４５ ２７．００±１．００ａｂｃｄ ９８．００ １．３５±０．１３ａ ３７．７６ ０．４３±０．１５ａ ２１．４３ １．７８±０．０５ａ ３３．９６

ＬＹＹＹ６１－２ ２６．００±１．００ｂｃｄ ８６．６７ １．００±０．０９ｂｃ ２．０４ ０．３８±０．０２ａ ８．５７ １．３８±０．０９ｂｃ ４．１５

ＬＹＹＹ６３－３ ２５．３３±１．５３ｄｅ ８６．６７ １．００±０．０８ｂｃ ２．０４ ０．３８±０．０３ａ ７．１４ １．３７±０．０９ｂｃ ３．４０

ＬＹＹＹ６３－９ ２７．００±１．７３ａｂｃｄ ９０．００ １．００±０．１４ｂｃ ２．０４ ０．３６±０．０３ａｂ ２．８６ １．３６±０．１６ｂｃ ２．２６

ＬＹＲＹ６９－２ ２５．６７±１．５３ｃｄ ８６．６７ １．０３±０．１０ｂｃ ５．１０ ０．３５±０．０９ａｂ ０．００ １．３８±０．１２ｂｃ ３．７７

ＬＹＳＸ７３ ２１．６７±１．１５ｆ ７６．６７ １．００±０．１４ｂｃ ２．０４ ０．３３±０．０２ａｂ －５．７１ １．３３±０．１３ｃ ０．３８

ＬＹＹＹ１１７ ２９．００±１．００ａ ９６．６７ １．２０±０．１１ａｂ ２２．４５ ０．４３±０．０１ａ ２２．８６ １．６３±０．１２ａｂ ２３．０２

ＬＹＳＸ１４１ ２６．６７±０．５８ａｂｃｄ ９０．００ １．１０±０．０７ｂｃ １２．２４ ０．４０±０．０８ａ １４．２９ １．５０±０．０４ａｂｃ １３．２１

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。

抑菌活性与蛋白物质有关［２４］。马冠华等先后报道

了枯草芽孢杆菌对烟草黑胫病、烟草青枯病具有良

好的防治效果［２５－２７］。本试验得到的７株枯草芽孢
杆菌对茄病镰刀菌、轮枝镰刀菌、异宗腐霉、立枯丝

核菌以及尖孢镰刀菌均表现出明显的抑制作用。

菌株 ＬＹＹＹ６３－１、ＬＹＲＹ３９－１、ＬＹＳＸ１４１对烟草疫
霉的平板抑制拮抗效果可达 ８８．１０％、８４５５％和
７３３３％，形态和颜色特征与马冠华分离鉴定的
Ｉｔｂ５７菌落较相似［２５］，生理生化特征略有差异，分析

这与菌落培养环境条件不同有关。

　　沙福芽孢杆菌作为生防内生细菌，目前已在核
桃、槐树、瓜果类和木豆等植物体内发现［２８－３１］，烟草

方面相关研究甚少。焦蓉等曾在烟草种子部位发

现一株具有拮抗和促生作用的沙福芽孢杆菌菌株

ＹＮ２０１７０２［３２］。本研究获得的沙福芽孢杆菌菌株
ＬＹＲＹ８、ＬＹＹＹ１１７、ＬＹＹＹ６１－２对烟草疫霉的室内
抑菌率分别达到６７．０６％、６４．７２％和６２．１０％，菌株
ＬＹＹＹ６９－２的抑菌率为６９．０４％，在烟草植株的茎
部、叶部均有分离发现，具备作为生防菌的良好潜

力。抑菌谱试验结果说明菌株 ＬＹＲＹ８、ＬＹＹＹ６１－
２、ＬＹＹＹ１１７针对立枯丝核菌具有显著的抑制效果。
烟种经菌株 ＬＹＹＹ１１７发酵液处理后，萌发率达到
９６．６７％，较空白对照组根长、茎长及总长指标均具
有明显提高。相比于室内培养，室外田间环境易受
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各种因素干扰影响，情况更加复杂多变，生防菌的

作用效果尚需要结合盆栽或田间试验进行验证。

本研究首次于烟株体分离出奇异变形杆菌菌

株ＬＹＲＹ４５。奇异变形杆菌常作为动物体的病原菌
存在［３３］。试验分离得到的菌株 ＬＹＲＹ４５相比其他
１１株细菌产 ＩＡＡ含量更高，在 ＬＢ液体培养基中
ＩＡＡ产量为１１．０６ｍｇ／Ｌ。种子萌发试验的萌发率
达９８．００％，促进根长增长 ３７．７６％，茎长增长
２１４３％，总长增长 ３３．９６％，其促生效果明显高于
其他菌株处理，与 ＩＡＡ含量测定试验结果一致，促
进作用显著。内生菌促生作用的机制途径复杂，这

种产生植物生长素的机制在烟株体内能否表达及

对植株生长的促进作用是否稳定仍需验证研究。

本研究筛选得到的１２株烟草内生细菌，经鉴定
为枯草芽孢杆菌、沙福芽孢杆菌、奇异变形杆菌 ３
类，对烟草疫霉具有显著的抑制作用及产 ＩＡＡ能
力，抑菌谱广且具备一定的促生作用，具有较好的

应用潜力。
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