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摘 要：从湖南烟区烟草黑胫病重发田块采集根际土壤样品共 900份，经富集培养后筛选出 195个对烟草黑胫病

菌有拮抗效果的细菌菌群。菌群 Miseq 高通量测序结果表明：不动杆菌属(Acinetobacter)和寡养单胞菌属

(Stenotrophomonas)为拮抗细菌菌群共有的优势属。挑选 5 个抑菌效果较好菌群施入烟田土壤，B44R 菌群对烟草

黑胫病防效达 51.56%。将这 5个细菌菌群进行拮抗菌株分离筛选，获得的拮抗菌株分别属于芽孢杆菌属、不动杆

菌属、寡养单胞菌属和克雷伯氏菌属。施入菌群后的土壤高通量测序结果显示这些拮抗细菌菌群可在土壤中定殖，

其中不动杆菌属和芽孢杆菌属的种群数量显著增加。 
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Abstract: A total of 900 rhizosphere soil samples were collected from the main tobacco producing areas in Hunan 
Province and 195 bacterial groups with antagonistic effect on tobacco black shank were screened out after enrichment 
and cultivation. The high-throughput sequencing results of Miseq showed that Acinetobacter and Stenotrophlomonas are 
the common dominant genera of antagonistic bacteria. Five bacteria groups with better bacteriostatic effect were selected 
and applied to the soil of tobacco field, the control effect of group B44R on tobacco black shank was 51.56%. 
Antagonistic strains in the 5 bacteria groups were screened and isolated, the obtained antagonistic strains were found to 
belong to 4 genera: Bacillus, Acinetobacter, Stenotrophomonas and Klebsiella. The results of soil high-throughput 
sequencing showed that after applied to soils, the antagonistic bacteria could colonize in the soil and the populations of 
Acinetobacter and Bacillus increased significantly. 
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Van Breda de Haan在印度尼西亚首次发现烟草
黑胫病[1–2]，该病现已在近 40个国家和地区发生。
20世纪初，中国首次报道烟草黑胫病[3]，安徽、贵

州、河南、云南和福建等多个烟区已发生该病。烟

草黑胫病以根茎部侵染为主，向茎髓部扩展，病株

叶片自下而上依次变黄，茎中腐烂，茎节呈黑色，
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发病严重时整株枯死[4]，整个生育期都可发病。烟

草黑胫病菌潜伏期长，隐蔽性强，发病部位特殊，

病害一旦出现，短期内会大面积流行[5]。目前化学

防治依然是主要的防治措施，长期使用化学药剂导

致病原产生抗药性、农药残留等问题[6]。 
从烟草根际分离筛选出有益根际细菌，再施用

于烟草根部是防治烟草黑胫病的捷径[7]。奚家勤等[8]

发现几丁质酶活性与抑菌作用相关，链霉菌

Streptomyces spp.菌株9–1–1对黑胫病菌有良好的抑
制效果。王革等[9]筛选出 1 株木霉菌株长枝木霉
Trichoderma longibrachiatum，能通过竞争作用、重
寄生作用和抗生作用来拮抗黑胫病菌。王静[10]发现

的短小芽孢杆菌 Bacillus pumilus AR03菌株的菌体
和分泌的胞内物质都对烟草黑胫病菌有很强的拮

抗作用，还能通过与化学农药产生协同作用，达到

抗病的效果。王远山等[11]发现细菌绿针假单胞菌 P. 
chlororaphis PL9 和其液体培养物浓缩过滤液对烟
草黑胫病有较强的抑制作用。千慧敏等[12]获得 2株
对烟草黑胫病有拮抗作用的假单胞菌株 PA2101 和
PG3402。黄大跃[13]发现链霉菌属 F–7 菌株能有效
抑制烟草黑胫病。黄瑞环等[14]对海洋红树林来源木

霉分离纯化，发现 13 株对烟草黑胫病有抑制效果
的木霉。马丽等[15]通过将铜绿假单胞菌 NXHG29
与一种新型生物有机肥组合来降低烟草黑胫病的

发病率。这一系列对烟草黑胫病生防菌的研究，多

集中于单菌的防效上，最具明显防治作用的是芽孢

杆菌 Bacillus sp.[16–22]。刘璇等[23]将拮抗菌株同具有

促进作用的细菌组合，得到对烟草黑胫病有良好防

治效果的复合微生物。傅春风[24]将筛选的 PGPR细
菌菌株复合，发现它对烟草黑胫病的防效为

49.05%。张维[25]发现的复配拮抗菌 FP246是由芽孢
杆菌构成，田间防效能达到 81.06%。 
笔者从湖南省烟区烟草黑胫病重发田块收集了

900份根际土壤样品，利用培养基富集烟草根际土壤
中的微生物，继代培养后筛选出对烟草黑胫病有明

显拮抗作用且相对稳定的细菌菌群，运用 Miseq 高
通量测序方法，分析拮抗细菌菌群的结构和种群丰

度；选取抑菌效果好的细菌菌群施于烟草根部，验

证拮抗细菌菌群对烟草黑胫病的防治效果，并对施

入菌群后的土壤进行 Miseq 测序，分析土壤中菌群
结构和种群丰度，筛选拮抗细菌菌群中的拮抗单菌，

旨在为烟草黑胫病的生物防治提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

于 2016年，在湖南永州市、郴州市、衡阳市、
长沙市和湘西自治州烟田采集烟草根际土壤样品

共 900份，其中永州市 300份，郴州市 180份，衡
阳市 60份，长沙市 120份，湘西州 240份。 

1.2 方法 

1.2.1 拮抗细菌菌群的筛选 

称取 0.5 g土样，分别使用 1/2 LB和 R2A培养
基培养，27 ℃、180 r/min振荡培养 5 d。取 2 mL用
细菌过滤头过滤，用作拮抗试验，剩余用甘油于–80 
℃保存。参考陆新莉等[20]的方法筛选拮抗细菌菌群。 

1.2.2 拮抗细菌菌群的 Miseq 高通量测序 

使用OMEGA Bacterial DNA Kit试剂盒，提取细
菌菌群DNA后，参考肖云花[26]的方法进行PCR扩增。
利用 Gel–Imaging 软件获得条带净光密度以及分子
量大小。再用 NanoDrop 测定的浓度做校正，计算每
个样品的浓度。按每个样品 200 ng 来混样。PCR扩
增产物送中南大学资源加工与生物工程学院测序。 

1.2.3 拮抗细菌菌群对烟草黑胫病的田间防效试验 

选择湘西科技示范园烟草黑胫病历年发病严

重的田块进行大田防效试验。根据拮抗细菌菌群筛

选结果，挑选抑菌效果较好的 5 个菌群处理，设 1

个阳性对照和 1个阴性对照。阳性对照为 10%甲霜

灵+48%代森锰锌可湿性粉剂(北农绿亨公司提供)；

阴性对照为清水。每处理 3个重复，随机排列，每

小区 30 m2。按当地烟草良好农业操作规范施基肥，

起垄后移栽烟草，将菌群分别稀释 800倍液后作为

定根水灌根，每株 300 mL；移栽后 30 d，再灌根 1

次。6 月中旬调查各处理烟草黑胫病的发病情况，

参照 GB/T 23222—2008 进行病情分级，计算发病

率和病情指数。 

1.2.4 拮抗菌株的分离与鉴定 

参照杨艺炜等[27]的方法，对抑菌效果较好的 5
个拮抗细菌菌群进行分离与拮抗筛选，对获得的拮

抗菌株进行分子鉴定。 
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1.2.5 根际土壤细菌的高通量测序 

于菌群施入土壤后 30、60、90 d，分别采集土
壤样品，每个处理取 10个重复。提取土壤 DNA，
通过Miseq高通量测序，分析土壤中菌群种类和种
群丰度。采用单因素方差分析(ANOVA)方法比较其
中菌属的丰度变化。 

2 结果与分析 

2.1 拮抗细菌菌群筛选结果 

以 1/2 LB和 R2A为富集培养基，对 900份根
际土壤样品进行富集培养后，筛选得到对黑胫病菌

有抑制作用的菌群 195个，其中湘西和郴州筛选到
的拮抗细菌菌群分别有 82和 42个，数量较多。 

2.2 拮抗细菌菌群 Miseq 高通量测序结果 

对 195 个拮抗菌群进行 Miseq 测序，结果(表

1)发现：拮抗效果较好的 5 个拮抗细菌菌群中，

R156R 和 B100R 中的优势菌属为鞘氨醇杆菌

(Sphingobacterium)，相对丰度分别为 29.18%和

13.19%；R182R 中的优势菌属为不动杆菌属

(Acinetobacter)，相对丰度为 59.08%；B7L 中的优

势菌属为苍白杆菌属(Ochrobactrum)，相对丰度为

55.35%；B44R 中的优势菌属为丛毛单胞菌属

(Comamonas)，相对丰度为 17.03%；其中不动杆菌

属 (Acinetobacter) 和 寡 养 单 胞 菌 属 (Stenotrop- 

homonas)是 5个拮抗细菌菌群共有的优势属。 

表 1 拮抗细菌菌群的优势属 
Table 1 Dominating genera of antagonistic microorganisms 

相对丰度/% 
拮抗菌群优势属 学名 

R156R R182R B100R B7L B44R 

无法分类的属  0.62 0.06 43.47 8.96 17.84 
鞘氨醇单胞菌属 Sphingomonas 0.06 0.00 0.00 0.05 0.04 
Gaiella Gaiella 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 
寡养单胞菌属 Stenotrophomonas 1.66 6.14 1.70 14.53 6.96 
鞘氨醇杆菌属 Sphingobacterium 29.18 0.02 13.19 0.00 0.23 
短小芽孢杆菌 Lysinibacillus 0.00 7.64 4.93 3.76 1.98 
无色杆菌属 Achromobacter 0.30 3.95 0.09 8.05 0.19 
假苍白杆菌属 Pseudochrobactrum 0.01 0.00 10.79 0.00 0.00 
短波单胞菌属 Brevundimonas 0.00 0.02 0.12 0.00 0.13 
产碱杆菌属 Alcaligenes 0.15 0.03 0.00 0.00 0.00 
亮杆菌属 Leucobacter 0.01 0.81 0.69 0.01 0.03 
类香味菌属 Myroides 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 
假单胞菌属 Pseudomonas 9.53 1.51 0.00 0.00 12.32 
肠杆菌属 Enterobacter 5.06 14.35 0.00 0.01 0.31 
丛毛单胞菌属 Comamonas 20.73 0.87 9.48 0.00 17.03 
苍白杆菌属 Ochrobactrum 1.46 0.01 0.38 55.35 0.45 
鞘脂杆菌属 Pedobacter 21.68 0.00 0.00 0.00 1.71 
黄杆菌属 Flavobacterium 4.08 0.00 0.00 0.00 1.13 
申氏杆菌属 Shinella 1.25 0.05 0.72 0.01 0.03 
不动杆菌属 Acinetobacter 3.12 59.08 12.33 4.65 11.20 
潘多拉菌属 Pandoraea 0.00 2.24 0.00 0.00 0.00 
微枝形杆菌属 Microvirga 0.00 1.04 0.00 0.01 0.00 
代尔夫特菌属 Delftia 0.00 0.00 1.41 0.00 0.10 
类芽孢杆菌属 Paenibacillus 0.00 0.05 0.07 2.96 0.00 
芽孢杆菌 Bacillus 0.00 0.00 0.00 0.00 8.98 
金黄杆菌属 Chryseobacterium 0.00 0.01 0.00 0.00 9.28 
马赛菌属 Massilia 0.00 0.00 0.00 0.00 4.63 
伊丽莎白菌属 Elizabethkingia 0.01 0.22 0.00 0.00 3.90 
伯克霍尔德菌属 Burkholderia 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 
短杆菌属 Brevibacillus 0.00 0.00 0.02 0.01 0.00 
Dyella Dyella 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 
贪铜菌属 Cupriavidus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.42 
库特氏菌属 Kurthia 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 
其他  1.09 1.89 0.60 1.61 1.10 
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2.3 拮抗细菌菌群对烟草黑胫病的田间防效 

田间病情调查结果(表 2)表明，5个拮抗细菌菌
群处理和阳性对照的病情指数均低于阴性对照，且

各个处理的病情指数差异显著。B44R 对烟草黑胫
病的田间防效为 51.56%，R182R 和 B7L 防效也高
于阳性对照，且存在显著性差异，表明拮抗细菌菌

群对烟田烟草黑胫病有一定的防治效果。 

表 2 5 种菌群对烟草黑胫病的田间防效 
Table 2 Field control effects of 5 bacterial groups on tobacco 

black shank 
菌群编号 病情指数 防效/% 

B7L 31.93e 45.77b 
B44R 26.81f 51.56a 
R182R 36.07d  39.23c 
B100R 40.52b 24.92e 
R156R 41.63b 26.71e 
阳性对照 38.89c 27.88d 
阴性对照 53.48a    

不同字母表示差异显著(P<0.05)。  

2.4 拮抗菌株的鉴定结果 

将 5个拮抗细菌菌群进行分离，在每个涂布平
板上选取形态大小相似、数量最多的 6个菌落进行
对峙拮抗试验，每个重复 3次，3 d后记录抑菌率，
结果发现有 24个菌株(表 3)对烟草黑胫病菌有拮抗
作用。通过测序结果比对分析，发现 24 个菌株分
别来自芽孢杆菌属、不动杆菌属、寡养单胞菌属和

克雷伯氏菌属 4个属，其中 B44R–6菌株的抑菌率
为 66.67%，B44R–2 和 B7L–3 的抑菌率分别为
61.90%和 52.38%。通过进化树分析，B44R–6属于
醋酸钙不动杆菌(A. calcoaceticus)，B7L–3属于嗜麦
芽窄食单胞菌 (Stenotrophomonas maltophilia)，
B44R–2 与克雷伯氏菌属中的解鸟氨酸克雷伯菌
(Klebsiella ornithinolytica)最相近。 

 

表 3 拮抗菌株对烟草黑胫病菌的抑菌率 
Table 3 Inhibitory effect of 24 antagonistic strains on tobacco black shank disease 

菌株 抑菌率/% 菌株鉴定结果  菌株 抑菌率/% 菌株鉴定结果 

B7L–3 52.38b 寡养单胞菌属 R182R–1 38.10de 不动杆菌属 

B44R–1 42.86cd 克雷伯氏菌属 R182R–2 23.81gh 克雷伯氏菌属 

B44R–2 61.90a 克雷伯氏菌属 R182R–3 42.86cd 不动杆菌属 

B44R–4 38.10de 不动杆菌属 R182R–4 47.62bc 不动杆菌属 

B44R–5 47.62bc 芽孢杆菌属 R182R–5 23.81gh 克雷伯氏菌属 

B44R–6 66.67a 不动杆菌属 R182R–6 28.57fg 克雷伯氏菌属 

B100R–1 42.86cd 克雷伯氏菌属 R156R–1 33.33ef 不动杆菌属 

B100R–2 28.57fg 不动杆菌属 R156R–2 4.76i 克雷伯氏菌属 

B100R–3 19.05h 克雷伯氏菌属 R156R–3 23.81gh 克雷伯氏菌属 

B100R–4 52.38b 不动杆菌属 R156R–4 23.81gh 不动杆菌属 

B100R–5 47.62bc 克雷伯氏菌属 R156R–5 38.10de 克雷伯氏菌属 

B100R–6 38.10de 不动杆菌属 R156R–6 42.86cd 不动杆菌属 
 

2.5 施入拮抗细菌菌群土壤的 Miseq 测序结果 

对施入拮抗细菌菌群的土壤样品进行Miseq测
序，得到细菌 32门 71纲 99目 240科 753属。在
属分类水平上，鞘脂单胞菌属(Sphingomonas)、节
杆菌属(Arthrobacter)、芽单胞菌属(Gemmatimonas)、
Gaiella、酸杆菌 Gp16、酸杆菌 Gp4、酸杆菌 Gp6、
酸杆菌 Gp7和酸杆菌 Gp3为优势菌属(相对丰度大
于 1%)。施入菌群 30 d 和 60 d 时，根瘤菌属
(Mesorhizobium)、Lacibacterium、剑菌属(Ensifer) 
 
 

和微枝形杆菌属(Microvirga)相对丰度增加(图 1)，

说明这些菌属可能与拮抗烟草黑胫病或诱导烟株

抗性有关；节杆菌属(Arthrobacter)、酸杆菌 Gp16、

类诺卡氏菌属(Nocardioide)和 Aeromicrobium 相对

丰度在施入菌群 30、60、90 d 时都显著减少，

Aquihabitans、Spartobacteria_genera_incertae_sedis、

大理石雕菌属(Marmoricola)、壤霉菌属(Agromyces)

和 Phycicoccus相对丰度在 30 d和 60 d时减少，说

明这些菌属可能与烟草黑胫病的发生有关。 
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图 1 施入菌群 30、60、90 d 后土壤微生物在属水平

的相对丰度 
Fig.1 Relative abundance of soil microorganisms at genus level 30, 

60, 90 days after bacterial flora treatment  
为了明确分离获得的 4种拮抗菌属随拮抗菌群

进入土壤后能否发挥相应的拮抗作用，通过单因素

方差分析(ANOVA)方法，选择防效较好菌群 B44R

与阴性对照 NCK 进行比较。结果发现：不同时期

的同一处理土壤中的 4种拮抗菌属的相对丰度不一

致，在 30 d和 60 d时，B44R处理土壤中不动杆菌

属的相对丰度显著增加，芽孢杆菌属在 90 d时显著

增加，说明不动杆菌属和芽孢杆菌属可能在拮抗菌

群抑制烟草黑胫病菌过程中发挥作用(图 2)。 

  

  

  
Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ分别表示施入 B44R土壤中 30、60、90 d不动杆菌属的

相对丰度；Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ分别表示施入 B44R土壤中 30、60、90 d芽孢杆

菌属的相对丰度。 

图 2 施入B44R 的土壤不动杆菌属和芽孢杆菌属的相对丰度 
Fig.2 Relative abundance of Acinetobacter and Bacillus in soil 

under B44R treatment  

3 讨论 

从湖南长沙、衡阳、郴州、永州和湘西 5 个烟
区烟草黑胫病重发田块采集根际土壤，富集土壤中

的细菌微生物后，筛选出 195 个具有拮抗效果的细
菌菌群，其中湘西和郴州的拮抗细菌菌群数量较多，

对烟草黑胫病菌的拮抗效果也优于其他地区，可能

因为这 2个地区的土壤环境复杂，微生物种类丰富，
其复杂的生物多样性可能抑制烟草黑胫病的发生。

对 5 个抑菌效果较好的拮抗细菌菌群进行 Miseq 测
序，发现不动杆菌属与寡养单胞菌属是其共同的优

势菌属，从中分离获得的拮抗菌株分别属于不动杆

菌属、寡养单胞菌属、克雷伯氏菌属和芽孢杆菌属。

将 5个菌群施入土壤，其中施入 B44R菌群的田间防
效为 51.56%，土壤中不动杆菌属和芽孢杆菌属相对
丰度显著增加，不动杆菌属和芽孢杆菌属可能在菌

群拮抗过程中发挥重要作用。高通量测序结果发现，

拮抗细菌菌群的施入，明显改变了烟田土壤微生物

群落的结构和种群丰度，相较于单一菌株，拮抗细

菌菌群可能更具稳定性和环境适应性。 
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