
书书书

吴小军，汪汉成，刘亭亭，等．嘧菌酯处理后烟叶叶际微生物在不同时期的响应［Ｊ］．江苏农业科学，２０２３，５１（２４）：１２３－１３２．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２３．２４．０１７

嘧菌酯处理后烟叶叶际微生物在不同时期的响应

吴小军１，２，汪汉成２，刘亭亭３，蔡刘体２，孟建玉２，彭丽娟１

（１．贵州大学烟草学院，贵州贵阳５５００２５；２．贵州省烟草科学研究院，贵州贵阳 ５５００８１；

３．长江大学农学院，湖北荆州４３４０２５）

　　摘要：为研究烟叶不同部位叶际微生物群落在嘧菌酯处理后不同时期的变化规律，采用高通量测序和Ｂｉｏｌｏｇ代谢
表型技术分别测定了烟叶不同部位叶际微生物在嘧菌酯处理前后不同时期的群落结构、多样性及代谢功能。结果表

明，相较于处理前，２５０ｇ／Ｌ嘧菌酯ＳＣ（０．１５ｋｇａ．ｉ．／ｈｍ２）处理后０～１５ｄ内，叶际真菌群落中，感病与健康烟叶叶际优
势真菌属种类均增加。感病烟叶叶际链格孢属、壳多孢菌属和茎点霉属相对丰度均先增加后降低；枝孢霉属、亚隔孢

壳属和Ｓｙｍｍｅｔｒｏｓｐｏｒａ则先降低后增加。健康烟叶叶际链格孢属、枝孢霉属、亚隔孢壳属和 Ｓｙｍｍｅｔｒｏｓｐｏｒａ相对丰度均
先降低后增加；壳多孢菌属、假丝酵母属、浪梗霉属和蜡壳菌属则先增加，并在处理后５ｄ时成为新的优势菌属。在细
菌群落中，感病与健康烟叶叶际泛菌属、马赛菌属和鞘脂单胞菌属相对丰度均持续降低，感病烟叶叶际的假单胞菌属、

乳杆菌属、肠杆菌属和甲基杆菌属丰度先增加后降低。感病烟叶叶际真菌群落多样性和丰富度持续增加，细菌群落多

样性先增加后降低，丰富度先降低后增加；健康烟叶叶际真菌群落多样性和丰富度先增加后降低，细菌群落多样性先

降低后增加，丰富度先增加后降低。嘧菌酯处理后５ｄ时对感病烟叶叶际微生物的碳源代谢抑制作用较健康烟叶弱，
但１０ｄ时则均表现出较强抑制作用。研究结果揭示了嘧菌酯施用后１５ｄ内烟叶叶际真菌和细菌群落结构、多样性及
代谢功能的时序变化规律，为了解嘧菌酯防控烟草赤星病的微观作用机制提供参考依据。
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　　烟草（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）是一种重要的经济
作物，烟草赤星病（ｔｏｂａｃｃｏｂｒｏｗｎｓｐｏｔ）是国内外烟
叶生产中危害较大的真菌性病害，易在上部叶成熟

期暴发，病斑呈黄褐色，具明显同心轮纹［１－２］。该病

害病原菌为链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．）真菌，目前已
报道的病原物种类有Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ、Ａ．ｌｏｎｇｉｐｅｓ
和Ａ．ｔｅｎｕｉｓｓｉｍ等［３－４］。当前，甲氧基丙烯酸酯类杀

菌剂嘧菌酯（ａｚｏｘｙｓｔｒｏｂｉｎ）在我国部分烟叶产区用于
烟草赤星病防治，该药剂主要作用于细胞色素 Ｂｃｌ

向细胞色素ｃ的电子转移，抑制病菌线粒体的呼吸
作用，从而达到对病菌的杀灭作用；对子囊菌门、担

子菌门和卵菌纲的多种病原菌均有较强的杀菌效

果，在防治真菌性病害方面具有较大应用前景［５－８］。

近年来，国内已有关于嘧菌酯及其复配剂防控

烟草赤星病的报道。Ｗａｎｇ等研究发现嘧菌酯
００９４、０．１９０、０．２８０ｋｇａ．ｉ．／ｈｍ２施用３次后，对烟
草赤星病防效可达８６．００％ ～８９．６７％［９］。陈杰等

报道３２．５％（苯醚甲环唑 ＋嘧菌酯）悬浮剂对烟草
赤星病防效可达 ８３．８４％［１０］。烟草叶斑类病害发

生与叶际微生物群落结构和代谢功能变化密切相

关。刘畅等研究发现，烟草赤星病烟叶叶际优势真

菌属 为 链 格 孢 属［１１］，优 势 细 菌 属 为 泛 菌 属

（Ｐａｎｔｏｅａ）［１２］。Ｄａｉ等研究发现，烟叶在感染烟草赤
星病后其叶际链格孢属随病情的发展相对丰度增

加，微生物群落结构呈复杂的动态变化，且对碳源

的利用率降低［１３］。病害防治过程中施用的化学药

剂能有效改善植物叶际菌群结构。Ｑｉｎ等研究发
现，喷施生防菌剂可改善烟草叶片微生物群落结构

并有效防治烟草野火病［１４］。刘天波等研究发现，拮
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抗菌 群 处 理 烟 叶 后 其 叶 际 假 单 胞 菌 属

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）和寡氧单胞菌属（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）
等菌属相对丰度显著改变，群落多样性增加［１５］。

Ｃｈｅｎ等研究发现喷施菌核净后烟叶叶际鞘脂单胞
菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、寡养单胞菌属和沙雷氏菌属
（Ｓｅｒｒａｔｉａ）等细菌相对丰度降低［１６］。当前，嘧菌酯

防控烟草赤星病的效果多是基于病情指数的宏观

评价，缺乏从微观层面分析嘧菌酯对叶际微生物的

影响，特别是药剂施用后一定时期内烟草叶际微生

物群落结构与代谢功能的时序性变化规律缺乏认

识。因此，本研究采用高通量测序和 Ｂｉｏｌｏｇ代谢表
型技术分别测定了嘧菌酯药剂施用后不同时期烟

叶不同部位叶际微生物的群落结构、多样性及代谢

功能，从微观层面揭示嘧菌酯施用后烟叶组织微生

态的变化规律，以期为烟草赤星病的精准化学防控

提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试烟草品种、药剂及试验器材　供试烟草
品种为云烟１０５，供试药剂为２５０ｇ／Ｌ嘧菌酯悬浮剂
（ＳＣ），购自先正达南通作物保护有限公司。ＤＮＡ
提取试剂盒（ＦａｓｔＤＮＡ ＳｐｉｎＫｉｔｆｏｒＳｏｉｌ），购自ＭＰ
Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ生物医学公司；ＩｏｎＰｌｕｓＦｒａｇｍｅｎｔＬｉｂｒａｒｙ
Ｋｉｔ４８ｒｘｎｓ建库试剂盒（货号：４４７１２５２）和 ＧｅｎｅＪＥＴ
胶回收试剂盒（货号：Ｋ０６９１），均购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司（美国）；ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ代谢板（货号：＃
１０５６），购自Ｂｉｏｌｏｇ公司（美国，ＣＡ，Ｈａｙｗａｒｄ）。背负
式电动喷雾器（型号：３ＷＢＤ－２０Ｌ），购自超农力智
慧科技有限公司（浙江，中国）；自动气象站［由雨量

计（ＭＣ－ＹＬ）、温度计（ＭＣ－ＫＷＳ）和湿度计（ＭＣ－
ＫＷＳ）等组成］，购自北京新红科技有限公司。
１．１．２　试验时间及地点　试验于２０２０年８月２９
日至９月１６日在贵州省毕节市威宁县黑石头镇烟
区进行，选择明显感染烟草赤星病的烟田开展试验。

１．２　试验设计
１．２．１　药剂处理　本试验采取随机区组设计，各小区
随机排列，小区内烟株长势一致且烟叶发病情况基本

一致。每个小区８０株烟，小区四周设保护行。嘧菌酯
制剂的用量为４０ｇ／６６６．６７ｍ２（０．１５ｋｇａ．ｉ．／ｈｍ２），
用水量为６０Ｌ／６６６．６７ｍ２，使用背负式喷雾器对烟
株正、反叶面进行均匀喷施，以见药液均匀分布至

烟叶正反面为准。

１．２．２　环境因子与病情指数的调查　使用自动气
象站调查并记录试验点的环境因子（降水量、温度、

空气相对湿度）。同时分别在处理前（０ｄ），处理后
５、１０、１５ｄ各小区内随机选取１０株烟调查烟叶的发
病情况，计算病情指数［１７］。

１．２．３　样品采集　于处理前０ｄ及处理后５、１０、
１５ｄ，分别在经嘧菌酯处理的３个小区内随机取样，
用经消毒的剪刀剪取中上部烟叶的感病部位与健

康部位烟叶样品（１０ｇ），分别装入５０ｍＬ无菌离心
管中，将从同一小区内采集的感病与健康烟样分别

混合作为感病组与健康组中１个处理，每个处理３
次重复，以感病组与健康组之间互为对照。样品采

集后放入低温保存箱，并迅速带回实验室，一部分

用于代谢功能研究（５ｇ），另一部分放置 －８０℃冰
箱保存用于扩增子测序，样品编号详情见表１。

表１　样品信息

分组 取样小区

编号

施药前

０ｄ
施药后

５ｄ
施药后

１０ｄ
施药后

１５ｄ

健康组 小区１ ＡＪＪ０１ ＡＪＪ１１ ＡＪＪ２１ ＡＪＪ３１

小区２ ＡＪＪ０２ ＡＪＪ１２ ＡＪＪ２２ ＡＪＪ３２

小区３ ＡＪＪ０３ ＡＪＪ１３ ＡＪＪ２３ ＡＪＪ３３

ＡＪＪ０ ＡＪＪ１ ＡＪＪ２ ＡＪＪ３

感病组 小区１ ＡＪＢ０１ ＡＪＢ１１ ＡＪＢ２１ ＡＪＢ３１

小区２ ＡＪＢ０２ ＡＪＢ１２ ＡＪＢ２２ ＡＪＢ３２

小区３ ＡＪＢ０３ ＡＪＢ１３ ＡＪＢ２３ ＡＪＢ３３

ＡＪＢ０ ＡＪＢ１ ＡＪＢ２ ＡＪＢ３

１．２．４　烟草叶际微生物基因组测序分析　参照
ＤＮＡ提取试剂盒说明对不同时期所取烟叶样品中
微生物基因组ＤＮＡ进行提取，用琼脂糖凝胶电泳检
测其纯度和浓度。再将提取的 ＤＮＡ用无菌水稀释
至浓度为１ｎｇ／μＬ，并以此为模板，分别使用真菌引
物 ＩＴＳ１－１Ｆ－Ｒ（５′－ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ－
３′）和ＩＴＳ１－５Ｆ－Ｆ（５′－ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣ
ＡＡＧＧ－３′）及细菌引物８０６Ｒ（５′－ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧ
ＧＴＷＴＣＴＡＡＴ－３′）和５１５Ｆ（５′－ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧ
ＣＧＧＴＡＡ－３′），参照Ｈｕａｎｇ等的ＰＣＲ扩增体系及程
序对所取样品真菌ＩＴＳ１区域与细菌Ｖ４区域进行扩
增［１８］。参照Ｄａｉ等的方法［１３，１９］进行测序分析，样品

中真菌、细菌分别与Ｕｎｉｔ（ｖ７．２）和ＳＳＵｒＲＮＡ数据库
比对注释，并且对数据进行均一化处理，分析各样

本在门属水平上的群落组成；使用 Ｑｉｉｍｅ软件计算
α多样性指数，使用 ｃｏｒｒ．ｔｅｓｔ函数计算环境因子与
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微生物α多样性及物种间的相互变化关系数值并
进行Ｓｐｅａｒｍａｎ分析，此过程在北京诺禾致源科技股
份有限公司完成。原始测序数据上传至 ＧｅｎＢａｎｋ
（ＢｉｏＰｒｏｊｅｃｔＩＤ：ＰＲＪＮＡ８８２６１７、Ｂｉｏｓａｍｐｌｅａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ＩＤ：ＳＵＢ１２０８６６８０和 ＢｉｏＰｒｏｊｅｃｔＩＤ：ＰＲＪＮＡ８８２５９８、
ＢｉｏｓａｍｐｌｅａｃｃｅｓｓｉｏｎＩＤ：ＳＵＢ１２０８５０６１）。
１．２．５　烟草叶际微生物碳源代谢功能分析　分别
取不同时期感病与健康混合烟样各２ｇ，分别置于盛
有１００ｍＬ０．８％无菌生理盐水的３００ｍＬ三角瓶中，
在２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡２ｈ，将振荡液静置３０ｍｉｎ。
用移液枪吸取１００μＬ上清液加入到ＥＣＯ代谢板的
测试孔中，将接完菌的 ＥＣＯ代谢板密封并置于
ＯｍｎｉＬｏｇ恒温培养箱中 ２８℃下培养 ７ｄ。使用
ＢｉｏｌｏｇＤ５Ｅ＿ＯＫＡ＿ｄａｔａ．ｅｘｅ软件收集该过程中代谢
孔内颜色变化值，使用 ＨｅｍＩ软件根据代谢孔颜色
变化值制作热图分析，对不同时期烟叶样品的微生

物代谢功能进行分析。

１．３　数据处理及统计分析
使用ＤＰＳ７．５与Ｅｘｃｅｌ２０１７软件进行数据处理

及统计分析。

２　结果与分析

２．１　环境因子及病情指数
试验开展期间该地区大部分时间有小雨。自

动气象站测量结果显示，在处理前０ｄ及处理后０～
５、５～１０、１０～１５ｄ的日平均降水量（Ｒ）分别为１３．６０、
１９．００、１１．３、２５．４ｍｍ；日平均气温（Ｔ）分别为
１８３２、１８．９７、１７．５１、１６．５４℃；日平均空气相对湿
度分别为 ８２．４９％、８３．８１％、７８．９９％和 ９０．９８％。
处理前０ｄ及处理后５、１０、１５ｄ的病情指数（ＤＩ）分
别为４４４４、４８．１４、６３．５８、７０．５５；处理后５、１０、１５ｄ的
相对防效分别为８１．７５％、５３．９３％和５４．９５％（表２）。

表２　环境因子与病情指数

取样时间
日平均降水量

（ｍｍ）
日平均气温

（℃）
日平均空气相对湿度

（％） 病情指数
相对防效

（％）

施药前０ｄ １３．６０ １８．３２ ８２．４９ ４４．４４ —

施药后５ｄ １９．００ １８．９７ ８３．８１ ４８．１４ ８１．７５

施药后１０ｄ １１．３０ １７．５１ ７８．９９ ６３．５８ ５３．９３

施药后１５ｄ ２５．４０ １６．５４ ９０．９８ ７０．５５ ５４．９５

２．２　烟草叶际真菌和细菌群落结构
２．２．１　ＯＴＵ聚类　Ｖｅｎｎ图分析结果表明，在 ＯＴＵ
水平，感病与健康烟叶叶际真菌群落共有的ＯＴＵ数
分别为１５、２５种（图１－Ａ、图１－Ｂ），叶际细菌群落
共有的ＯＴＵ数分别为９、５种（图１－Ｃ、图１－Ｄ）。
感病与健康烟叶叶际共有的真菌属为链格孢属、亚

隔孢壳属（Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ）、枝孢霉属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）和
附球菌属（Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ）等，而健康烟叶叶际特有的真
菌属为尾孢属（Ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａ）、盘菌属（Ｂｏｔｒｙｏｔｉｎｉａ）和
黑团孢属（Ｐｅｒｉｃｏｎｉａ）等，感病与健康烟叶叶际共有
的细菌属为泛菌属，感病烟叶特有的细菌属为假单

胞菌属、鞘脂单胞菌属和肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）等。
在处理前０ｄ和处理后５、１０、１５ｄ，感病烟叶叶际真
菌群落特有的ＯＴＵ数分别为８、４、１０、４８种；细菌群
落特有的ＯＴＵ数分别为１２、４、１４３、３２种。健康烟
叶叶际真菌特有的ＯＴＵ数分别为３８、７５、４５、３９种；
细菌群落特有的 ＯＴＵ数分别为 １５、５、１００、８０种。
以上结果表明，感病烟叶叶际真菌群落共有ＯＴＵ数
低于健康烟叶；细菌群落共有 ＯＴＵ数高于健康烟

叶。嘧菌酯处理后感病烟叶叶际真菌群落特有

ＯＴＵ数均呈先降低后增加趋势；健康烟叶叶际真菌
群落特有ＯＴＵ数呈先增加后降低趋势，感病与健康
烟叶叶际细菌群落特有 ＯＴＵ数均呈先降低后增加
再降低趋势。

２．２．２　烟草叶际真菌和细菌门水平群落结构　在
真菌群落门水平上，处理前０ｄ，感病（ＡＪＢ０）与健康
（ＡＪＪ０）烟叶叶际优势真菌门均为子囊菌门
（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ，９３．３８％和 ６２．８４％）和担子菌门
（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ，２．６３％和 ６．７４％）。在处理后 ５、
１０、１５ｄ，感病烟叶叶际子囊菌门和担子菌门相对丰
度分别为 ９２．５２％和 １．０４％、９２．４３％和 １７５％、
８０６１％和３．８３％；健康烟叶叶际子囊菌门和担子
菌门相对丰度分别为６６．２７％和３７４％、６１．５５％和
２．２４％、５０．８６％和 ５２１％。其中，在处理前，感病
烟叶叶际担子菌门相对丰度均明显低于健康烟叶，

而在处理前后不同时期，感病烟叶叶际子囊菌门相

对丰度均明显高于健康烟叶（图２－Ａ）。
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　　在细菌群落门水平上，处理前０ｄ，感病（ＡＪＢ０）
烟叶叶际优势细菌为变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，
３８３８％）；健康（ＡＪＪ０）烟叶叶际优势细菌为变形菌
门（６．９６％）和厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，１６．０５％），其
中，感病烟叶叶际变形菌门相对丰度显著高于健康

烟叶。在处理后５、１０、１５ｄ，感病烟叶叶际变形菌门
相对丰度分别为３２．６６％、１２．７９％和３４．９０％；健康

烟叶叶际变形菌门和厚壁菌门相对丰度分别为

４６０％和 ０．１１％、２．２４％和 ０．７９％、１２３５％和
６８５％；感病烟叶叶际厚壁菌门（２２４％）在处理后
１０ｄ增加成为优势细菌门，其在处理后１５ｄ相对丰
度为１２．０１％。处理前０ｄ和处理后５、１０ｄ，感病烟
叶叶际变形菌门相对丰度显著高于健康烟叶（图

２－Ｂ）。　

２．２．３　烟草叶际真菌和细菌属水平群落结构　在
真菌群落属水平，在处理前 ０ｄ和处理后 ５、１０、
１５ｄ，感病烟叶叶际优势真菌及相对丰度分别为链
格孢属（８４．１０％、８６．６１％、６７．８０％和７３．８４％）、枝
孢霉属（６．６２％、２．２１％、１．０７％和２．２１％）、壳多孢

菌属（Ｓｔａｇｏｎｏｓｐｏｒｏｐｓｉｓ，０．４３％、０．８６％、１０．６０％和
０．５５％）、茎点霉属（Ｐｈｏｍａ，０．００％、０．４６％、６．１０％
和 ０．０６％）和 Ｓｙｍｍｅｔｒｏｓｐｏｒａ（２．２７％、１．０４％、
１１６％和３．５８％），健康烟叶叶际优势真菌及相对
丰度分别为链格孢属（３５．６６％、２５．９２％、４９．３０％和
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３９．４９）、枝孢霉属（１４．８３％、１０．０５％、２．７６％和
２２７％）、亚隔孢壳属（Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ，２．６７％、１．０４％、
１．３２％和 ０．８９％）、壳多孢菌属（０．５５％、２．９４％、
２３３％和０．５２％）、假丝酵母属（Ｃａｎｄｉｄａ，０．００％、
０．７７％、１．９９％ 和 １１．１２％）、浪 梗 霉 属

（Ｐｏｌｙｔｈｒｉｎｃｉｕｍ，０．００％、６．９９％、０．００％和０．００％）、
Ｓｙｍｍｅｔｒｏｓｐｏｒａ（５．６１％、１．５６％、２．０２％和４．６９％）、
蜡壳菌属（Ｓｅｂａｃｉｎａ，０．００％、１．１０％、０．００％和
０００％）和 Ｄｉｕｔｉｎａ（０．００％、０．１５％、０．３１％ 和
１３８％）（图３－Ａ）。其中，在处理前后各个时期，
感病烟叶叶际链格孢属相对丰度均明显高于健康

烟叶；在处理后５ｄ，健康烟叶叶际假丝酵母属、浪梗
霉属和蜡壳菌属相对丰度显著高于感病烟叶以及

其他各个取样时期的健康烟叶；在处理前０ｄ，健康
烟叶叶际亚隔孢壳属和枝孢霉属相对丰度明显高

于感病烟叶以及处理后１０、１５ｄ的感病烟叶。
在细菌群落属水平，在处理前０ｄ和处理后５、

１０、１５ｄ，感病烟叶叶际优势细菌及相对丰度分别为
泛菌属（２２．７８％、５．９５％、３．５９％和１０．７７％）、假单

胞菌属（５．６１％、２０．７６％、１．５７％和０．５６％）、鞘脂
单胞菌属（６．１７％、１．５７％、０．６７％和０．１１％）和马
赛菌 属 （Ｍａｓｓｉｌｉａ，２．１３％、１．３５％、０．５６％ 和
０００％）、甲基杆菌属（Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，０．００％、
０００％、３．１４％和 ０．１１％）、乳球菌属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ，
０．００％、０．００％、１．５７％和 １１．５６％）和肠杆菌属
（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ，０．２２％、０．７９％、１．０１％和 ６．０６％），
健康烟叶叶际优势细菌属为泛菌属（６．７３％、
０５６％、０．４５％和３．３７％）、魏斯氏菌属（Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ，
１５．３８％、０．００％、０．００％和 ０．００％）、乳球菌属
（０００％、０．００％、０．４５％和 ５．１６％）和肠杆菌属
（０００％、０．２２％、０．４５％和３．８２％）（图３－Ｂ）。其
中，处理前０ｄ，健康烟叶叶际魏斯氏菌属明显高于
健康烟叶以及其他各个取样时期的健康烟叶；处理

后５ｄ感病烟叶叶际假单胞菌属明显高于健康烟叶
以及其他各个取样时期的感病烟叶。

２．３　烟草叶际真菌和细菌α多样性
本研究所测感病与健康烟叶样品中叶际真菌

和细菌的覆盖度指数均大于０．８２，表明本次样品的
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测序结果能够合理反映其叶际微生物的多样性。

嘧菌酯处理后，感病与健康烟叶叶际微生物多样性

（香浓指数）与丰富度（Ｃｈａｏ１与 ＡＣＥ指数）指数均
不同程度发生改变（表３）。于真菌方面，在处理前
０ｄ，感病（ＡＪＢ０）烟叶叶际真菌多样性和丰富度指
数均显著低于健康烟叶（ＡＪＪ０）（Ｐ＜０．０５，下同）。
在处理后０～１５ｄ，感病（ＡＪＢ）烟叶叶际真菌多样性
指数呈先降低后增加趋势，丰富度指数呈持续增加

趋势；健康（ＡＪＪ）烟叶叶际真菌多样性指数呈先增
加后降低再增加趋势，丰富度指数呈先增加后降低

趋势。其中，在处理后５、１０、１５ｄ，感病烟叶叶际真
菌群落多样性指数均显著低于健康烟叶；在处理后

５、１０ｄ，感病烟叶叶际真菌丰富度指数均显著低于

健康烟叶。

细菌方面，在处理前０ｄ，感病烟叶叶际细菌多
样性和丰富度指数均高于健康烟叶，但差异不显

著。在处理后０～１５ｄ，感病烟叶叶际细菌多样性指
数呈先增加后降低趋势，丰富度指数呈先降低后增

加再降低趋势；健康烟叶叶际细菌多样性指数呈先

降低后增加趋势，丰富度指数呈先增加后降低趋

势。其中，在处理后５、１０、１５ｄ，感病烟叶叶际细菌
多样性指数均高于健康烟叶，在处理后５、１０ｄ，感病
烟叶叶际细菌丰富度指数均高于健康烟叶，在处理

后１５ｄ，感病烟叶叶际细菌丰富度指数低于健康烟
叶，但差异均不显著。

表３　真菌和细菌α多样性指数

类别
取样天数

（ｄ） 组别
多样性指数 丰富度指数

香浓指数 Ｃｈａｏ１指数 ＡＣＥ指数
覆盖度指数

真菌 ０ ＡＪＢ０ １．０１±０．７５ｂ ２６．０６±３．０８ｄ ２６．８４±６．１７ｄ ０．９９４±０．０００６ａ

ＡＪＪ０ ３．１３±０．３４ａ ７３．９８±２９．４１ｂｃ ７９．４９±２９．０２ｂｃ ０．９８３±０．００５７ａｂｃ

５ ＡＪＢ１ ０．９９±０．３８ｂ ２８．９４±２３．５２ｃｄ ２８．４５±２０．１０ｄ ０．９９４±０．００５３ａ

ＡＪＪ１ ３．６３±０．５１ａ １３１．７６±１０．９６ａ １４４．８９±２０．７４ａ ０．９６７±０．００５７ｄ

１０ ＡＪＢ２ １．６３±０．３６ｂ ４１．０８±２８．５１ｃｄ ３８．２５±２１．１８ｃｄ ０．９９１±０．００５２ａｂ

ＡＪＪ２ ３．０１±０．９６ａ １０８．５４±３９．１０ａｂ １１４．５１±４１．１１ａｂ ０．９７４±０．００９９ｃｄ

１５ ＡＪＢ３ １．７９±０．９４ｂ ６５．９２±３８．４９ｂｃｄ ６８．６２±４０．６３ｂｃｄ ０．９８３±０．００９６ａｂｃ

ＡＪＪ３ ３．３３±０．３１ａ ７４．９２±２４．５３ｂｃ ８１．０５±２２．７６ｂｃ ０．９８１±０．００８１ｂｃ

细菌 ０ ＡＪＢ０ １．２７±０．９５ｂｃ ２５．３３±１８．９３ｂ ３９．３０±２８．９５ａｂ ０．９７４±０．０１６３ａ

ＡＪＪ０ １．１２±０．１７ｂｃ １４．７５±４．２６ｂ １８．８９±６．９７ｂ ０．９８２±０．００７２ａ

５ ＡＪＢ１ １．７６±０．４２ａｂｃ １８．６７±２．０８ｂ １９．９８±１．７２ｂ ０．９８５±０．００４０ａ

ＡＪＪ１ ０．６１±０．０８ｃ １６．５３±２．００ｂ １８．３２±２．９６ｂ ０．９８０±０．００３５ａ

１０ ＡＪＢ２ ２．８２±１．１５ａ ２４３．８５±２１８．３２ａ ２７７．２４±２６５．８６ａ ０．８２８±０．１２１２ｂ

ＡＪＪ２ １．５９±１．１５ａｂｃ １８２．８３±１３２．５３ａｂ ２２５．７２±１６３．７５ａｂ ０．８７８±０．０９４０ａｂ

１５ ＡＪＢ３ ２．１７±０．５８ａｂ ６０．２８±２９．９５ａｂ ８２．１６±４２．３５ａｂ ０．９４５±０．０１８２ａ

ＡＪＪ３ ２．１０±０．７２ａｂ １７６．４８±２２４．８７ａｂ ２００．９１±２５２．３９ａｂ ０．９０１±０．０９３４ａｂ

　　注：同栏同列数据后不同字母表示采用ＤＰＳ中的新复极差法（Ｄｕｎｃａｎｓ）检验数值间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．４　Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性
本研究对样品的取样时间、环境因子（平均温

度、相对湿度、降水量）及病情指数与其叶际 ｔｏｐ５０
的菌属进行Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，来研究环境因子与
微生物α多样性和物种之间的相互变化关系。结
果表明，在真菌属水平，取样时间与伊萨酵母属

（Ｉｓｓａｔｃｈｅｎｋｉａ）相对丰度呈显著正相关，与灵芝属
（Ｇａｎｏｄｅｒｍａ）相 对 丰 度 呈 极 显 著 正 相 关，与
Ｈａｎｎａｅｌｌａ相对丰度呈显著负相关。降水量与
Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ相对丰度呈显著负相关。温度与灵芝
属相对丰度呈极显著负相关。病情指数与链格孢

属相对丰度呈极显著正相关，与亚隔孢壳属、黑团

孢霉属（Ｐｅｒｉｃｏｎｉａ）、尾孢菌属、镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）
相对丰度呈极显著负相关，与曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、
壳 二 孢 属 （Ａｓｃｏｃｈｙｔａ）、小 不 整 球 壳 属

（Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ）及双足囊菌属（Ｄｉｐｏｄａｓｃｕｓ）相对丰
度呈显著负相关（图４－Ａ）。

在细菌属水平，取样时间与乳球菌属和肠杆菌

属相 对 丰 度 呈 极 显 著 正 相 关，与 肠 球 菌 属

（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）和 Ｓｅｒｒａｔｉａ相对丰度呈显著正相关，
与魏斯氏菌属相对丰度呈显著负相关。降水量和

空气相对湿度均与果胶杆菌属（Ｐｅｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）相对
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丰度极显著正相关，与肠球菌属和 Ｓｅｒｒａｔｉａ相对丰
度呈显著正相关，与拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）相对丰
度呈极显著负相关，与 Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ相对丰度呈显
著负相关。温度与乳球菌属相对丰度呈极显著负

相关，与肠杆菌属、Ｓｅｒｒａｔｉａ和肠球菌属相对丰度呈
显著负相关。病情指数与马赛菌属和假单胞菌属

相对丰度呈显著正相关（图４－Ｂ）。

２．５　烟草叶际微生物碳源代谢
ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ代谢板中含有可供自然界中大部分

微生物利用的碳源物质，其中包括氨基酸、有糖类

和羧酸类等共３１种碳源。嘧菌酯对感染烟草赤星
病烟叶叶际微生物代谢功能的影响如图５所示，在
处理前，感病（ＡＪＢ０）烟叶叶际微生物可高效代谢
（颜色值变化值＞２００）除α－丁酮酸（α－ｋｅｔｏｂｕｔｙｒｉｃ
ａｃｉｄ）及Ｌ－苏氨酸（Ｌ－ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ）外的２９种碳源，
健康（ＡＪＪ０）烟叶叶际微生物可高效代谢除α－丁酮
酸外的３０种碳源。

在嘧菌酯处理后的５、１０、１５ｄ内，感病与健康
烟叶叶际微生物对３１种碳源代谢均受到不同程度
抑制。在感病烟叶叶际微生物代谢方面，处理后

５ｄ，其叶际微生物（ＡＪＢ１）可高效代谢２６种碳源，
主要包括Ｎ－乙酰－Ｄ－葡萄糖胺（Ｎ－ａｃｅｔｙｌ－Ｄ－
Ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ）、Ｄ－葡萄糖胺酸（Ｄ－ｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｃ
ａｃｉｄ）和Ｌ－苯基丙氨酸（Ｌ－ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ）等，５种
碳源代谢受到抑制，包括 Ｄ－木糖（Ｄ－ｘｙｌｏｓｅ）、

α－丁酮酸和Ｉ－赤藓糖醇（Ｉ－ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ）等；处理后
１０ｄ，其叶际微生物（ＡＪＢ２）的代谢功能进一步受到
抑制，无可高效代谢的碳源；处理后１５ｄ，其叶际微
生物（ＡＪＢ３）的大部分代谢功能恢复，可高效代谢
２８种碳源，包括 Ｄ－半乳糖酸内酯（Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｎｉｃ
ａｃｉｄｌａｃｔｏｎｅ）、４－羟基苯甲酸（４－ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ
ａｃｉｄ）和Ｌ－天冬酰胺酸（Ｌ－ａｓｐａｒａｇｉｎｅ）等，代谢仍
受到抑制的碳源有 Ｄ－木糖、２－羟基苯甲酸
（２－ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ）及４－羟基苯甲酸。

在健康烟叶叶际微生物代谢方面，处理后５ｄ，
其叶际微生物（ＡＪＪ１）可高效代谢１１种碳源，包括
β－甲基 －Ｄ－葡萄糖苷 （β－ｍｅｔｈｙｌ－Ｄ－
ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）、Ｄ－葡萄糖胺酸和 γ－羟基丁酸（γ－
ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ）等，对２０种碳源代谢受到抑制，
包括丙酮酸甲酯、２－羟基苯甲酸和 α－丁酮酸等；
处理后１０ｄ，其叶际微生物（ＡＪＪ２）的代谢功能进一
步受到抑制，仅可高效代谢 Ｌ－天冬酰胺酸和
Ｄ－苹果酸（Ｄ－ｍａｌｉｃａｃｉｄ）２种碳源，２９种碳源代
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谢受到抑制；处理后１５ｄ，其叶际微生物（ＡＪＪ３）代
谢功能大部分恢复，可高效代谢除 α－丁酮酸、４－
羟基苯甲酸、Ｄ－木糖、２－羟基苯甲酸４种碳源外
的２７种碳源。

３　讨论与结论

烟草叶斑类病害的发生与其叶际微生物群落

结构密切相关，烟叶发病后其叶际菌群落结构随之

发生改变［２０］。本研究发现，嘧菌酯处理前，感病与

健康烟叶叶际优势真菌均为链格孢属、枝孢霉属和

Ｓｙｍｍｅｔｒｏｓｐｏｒａ等，优势细菌均为泛菌属。结果与刘
畅等关于烟草赤星病烟叶叶际优势真菌和细菌报

道结果类似［１１－１２］，进一步验证链格孢属为感赤星病

烟叶叶际绝对优势菌属。本研究发现烟叶叶际还

存在另一种叶斑病病原菌亚隔孢壳属［１８］。嘧菌酯

处理后０～１５ｄ内，感病烟叶叶际链格孢属、壳多孢
菌属和茎点霉属相对丰度先增加后降低，枝孢霉

属、亚隔孢壳属和Ｓｙｍｍｅｔｒｏｓｐｏｒａ相对丰度先降低后
增加，健康烟叶叶际链格孢属、枝孢霉属、亚隔孢壳

属和Ｓｙｍｍｅｔｒｏｓｐｏｒａ相对丰度均先降低后增加，壳多

孢菌属、假丝酵母属、浪梗霉属和蜡壳菌属相对丰

度先增加后降低。此结果与何涛等报道施用烯酰

吗啉后葡萄叶际白粉菌属和赤霉属等真菌属丰度

上升，枝孢属和链格孢属等真菌属丰度下降类

似［２１］。化学药剂的使用是植物叶际微生物群落结

构改变的一个重要影响因素［２２］。本研究中，嘧菌酯

处理后烟叶叶际致病菌链格孢属和亚隔孢壳属等

多个病原菌菌属较长时间内处于较低丰度，表明该

药剂对多种烟草叶斑病害均有较好防效，同时也进

一步说明了该药剂的广谱性和持效性［２３－２４］。此外，

本研究还发现在处理后５ｄ烟叶叶际壳多孢菌属、
假丝酵母属、浪梗霉属和蜡壳菌属相对丰度显著增

加。有研究报道，自然界有部分特殊微生物能够降

解农药并利用农药作为营养物质进行生长［２５］。微

生物群落生物量增加后可通过拮抗和竞争等作用

机制抑制病菌生长［２２］。推测嘧菌酯抑制了部分病

原菌的生长，同时为壳多孢菌属、假丝酵母属、浪梗

霉属和蜡壳菌属等增殖创造了条件，但上述菌属是

否能降解并利用嘧菌酯作为营养物质还有待进一

步研究。
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微生物作为叶际微生态的重要组成部分［２６］，在

长期的自然选择下，真菌和细菌分别适应烟叶叶际

环境形成了一个复杂的微生态系统［２２］。研究表明，

烟叶真菌性病害发生后，其叶际真菌丰富度和多样

性均降低，而细菌性病害则相反［２７－２９］。本研究发

现，处理前感病烟叶叶际真菌丰富度和多样性指数

均低于健康烟叶，感病烟叶叶际细菌丰富度和多样

性指数则高于健康烟叶，结果与前人研究基本一

致，进一步验证了烟叶感病后丰富度和多样性的变

化规律。嘧菌酯处理后，感病与健康烟叶叶际真菌

群落丰富度和多样性增加，细菌群落丰富度和多样

性短时间内降低后随时间延长迅速增加。嘧菌酯

被报道主要用于真菌性病害和卵菌病害的防治，其

对叶际细菌微生态的改变，可能是由于其影响了叶

际真菌菌群结构，进而细菌群落结构也随之变化，

已有的研究发现嘧菌酯能够通过抑制与蓝藻存在

竞争关系的绿藻促进蓝藻的竞争优势，改变水体环

境中微生物群落结构［３０］。因此，嘧菌酯是否也对烟

草叶际细菌具有抑菌活性有待下一步通过敏感性

测定进行验证。

植物叶际菌群结构与所处环境密切相关，温

度、紫外线、降雨等环境因子均影响着叶际微生物

的群落结构，植物叶际真菌和细菌复杂的时空分布

是各种环境因子与寄主植物相互作用的结果［２０］。

本文发现，病情指数与真菌群落中的链格孢属及细

菌群落中的马赛菌属和假单胞菌属相对丰度呈极

显著正相关，取样时间与真菌群落中的灵芝属及细

菌群落中的乳杆菌属和肠杆菌属相对丰度呈显著

正相关。推测随着烟叶病情的发展，病原菌链格

孢属与亚隔孢壳属和镰孢菌属间存在某种复杂的

竞争关系。微生物在植物叶际定殖存在优先效

益［３１］。已有的研究发现假单胞菌属为叶际初级定

殖菌，可保护次级定殖菌抵御环境胁迫［３２］。该发

现与本文中取样时间与各菌属之间的相关性基本

符合。表明烟草叶际菌群演替过程还受到微生物

优先效益影响。此外，本研究还发现温度与真菌

群落中的灵芝属及细菌群落中的乳杆菌属相对丰

度呈极显著负相关，这与韩秋影等报道假单胞菌

属和 Ｔｈａｌａｓｓｏｓｐｉｒａ等细菌属随温度升高数量急剧
降低类似［３３］，进一步说明了本研究嘧菌酯对叶际

微生物菌群结构的影响中，环境因子也起到了一

定影响。

碳源是微生物生长代谢所必需的基本物质，

ＢｉｏｌｏｇＥＣＯ代谢板内含有自然界大部分微生物所能
代谢的３１种常见碳源［３４］。本研究测定了感赤星病

烟叶处理前及处理后不同时期感病与健康烟叶叶

际微生物对糖类、羧酸类、氨基酸、聚合物类、胺类

和酚类等６类共３１种碳源代谢活性，发现处理前，
感病与健康烟叶均可高效代谢除 α－丁酮酸和 Ｌ－
苏氨酸外的２９种碳源。结果与刘亭亭等发现感病
与健康烟叶叶际微生物均较弱代谢２－羟基苯甲酸
和Ｌ－苯基丙氨酸等碳源结果类似［３５］。因此，是否

可以通过使用 α－丁酮酸和 Ｌ－苏氨酸来调控烟叶
叶际环境进而防控烟草赤星病，有待下一步验证。

在嘧菌酯处理后，感病与健康烟叶叶际微生物碳源

代谢活性差异较大，在５ｄ时对感病烟叶叶际微生
物的碳源代谢活性抑制作用较弱，但随着时间的延

长，在１０ｄ时对感病与健康叶际微生物的碳源代谢
活性均表现出较强的抑制作用，结果与刘亭亭等报

道的波尔多液处理可抑制烟草叶际微生物碳源代

谢结果类似［３６］，表明该药剂发挥作用所需较长时间

且具有持效性，适合发病初期使用。

本研究发现感赤星病烟叶与健康烟叶叶际微

生物的群落结构、多样性和代谢功能在嘧菌酯施用

后不同时期的变化规律存在共性与差异。在嘧菌

酯处理后０～１５ｄ内，感病与健康烟叶叶际优势真
菌属种类均增加，感病烟叶叶际链格孢属、壳多孢

菌属和茎点霉属相对丰度均先增加后降低；枝孢霉

属、亚隔孢壳属和 Ｓｙｍｍｅｔｒｏｓｐｏｒａ则先降低后增加。
健康烟叶叶际链格孢属、枝孢霉属、亚隔孢壳属和

Ｓｙｍｍｅｔｒｏｓｐｏｒａ相对丰度均先降低后增加；壳多孢菌
属、假丝酵母属、浪梗霉属和蜡壳菌属则先增加，并

在处理后第５ｄ时成为新的优势菌属。感病与健康
烟叶叶际泛菌属、马赛菌属和鞘脂单胞菌属相对丰

度均持续降低；感病烟叶叶际的假单胞菌属、乳杆

菌属、肠杆菌属和甲基杆菌属丰度先增加后降低。

感病烟叶叶际真菌群落多样性和丰富度持续增加，

细菌群落多样性先增加后降低，丰富度先降低后增

加；健康烟叶叶际真菌群落多样性和丰富度先增加

后降低，细菌群落多样性先降低后增加，丰富度先

增加后降低。嘧菌酯处理后５ｄ时对感病烟叶叶际
微生物的碳源代谢抑制作用较健康烟叶弱，但１０ｄ
时则均表现出较强抑制作用。本文从微观层面揭

示了嘧菌酯施用后感病与健康烟叶叶际微生物在

不同时期变化规律的差异，为烟草赤星病的精准化

学防控提供一定理论参考。
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