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烟草青枯病生防真菌的分离鉴定与
拮抗活性的初步研究

缪　莉，董夏伟，周晓见，丁碧婷，刘　杨，查鑫垚，董昆明＊
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摘要：为了获得对烟草青枯病菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ　ｓｏｌａｎｃｅａｒｕｍ）具有较高拮抗活性的生防菌株，对其拮抗

真菌进行了分离鉴定和活性筛选。采用系列稀释法和平板涂布法从黔江烟区土壤中分离到真菌

１１６株。经滤纸片法测定，筛选出６株（约５．２％）对烟草青枯病菌有一定拮抗作用的菌株，并用最

小抑制浓度（ＭＩＣ）法测定了其中２株活性较高菌株３Ｆ０３和７Ｆ０６的拮抗活性。结果显示，菌株

３Ｆ０３和７Ｆ０６的粗提物对烟草青枯病菌的半有效抑制浓度（ＩＣ５０）分别为３６１．９６μｇ／ｍＬ和１０２．６７

μｇ／ｍＬ。采用形态学观察结合ＩＴＳ　ｒＤＮＡ序列分析，鉴定其分别为烟曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｆｕｍｉｇａ－
ｔｕｓ）和浅黄新萨托菌（Ｎｅｏｓａｒｔｏｒｙａ　ａｕｒｅｏｌａ）。
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　　烟草青枯病是烟草的一种毁灭性病害，俗称“烟
瘟”、“半边疯”，由青枯罗尔氏菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ　ｓｏｌａｎａ－
ｃａｒｕｍ）引起［１］。在我国高温高湿的产烟地区，青枯

病常暴发流行，造成整田烟草的绝产。长期以来，由
于没有理想的防治方法，烟草青枯病一直得不到有
效控制。目前除了培育烟草的抗病品种［２］外，烟草
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青枯病的防治主要还是依赖化学方法，但采用化学
农药防治只能部分减轻病害。并且，随之产生的长
期化学农药污染，已成为影响人类健康和环境恶化
的重要因素之一［３］。
基于拮抗微生物的生物防治方法近年来日益受

到重视［４］。通过将对烟草青枯病菌有拮抗作用且在
烟草生长土壤中能持续生长繁殖的功能微生物施用

到烟田，可以达到防治烟草青枯病、改善土壤微生物
生态体系的目的。其特点是不使用化学农药、无残
留，高效，抑菌效果持久、稳定，对人体无害，是一种
具有广阔前景的“绿色”方法［５］。有关烟草青枯病的
生防研究主要集中于弱毒力的青枯假单孢杆菌、链
霉菌、假单孢杆菌、菌根真菌和芽孢杆菌。目前，对
青枯病菌有拮抗作用的微生物主要有多黏芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｏｌｙｍｙｘａ）、荧光假单孢杆菌（Ｐｓｅｕｄｏ－
ｍｏｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）和芽孢杆菌类的拮抗菌［６－８］，然
而这些微生物在酸性土壤中施用时拮抗作用效果甚

微。目前，关于适宜在偏酸性环境生长的烟草青枯
病菌拮抗真菌的研究鲜有报道。重庆黔江烟草种植
区的土壤偏酸，目前市售的生防制剂对黔江烟草青
枯病的防治效果均不理想，因此，开发新型适用于酸
性土壤的青枯病生防菌十分必要。鉴此，对采自黔
江烟区未发病土壤中的真菌进行分离并从中筛选具

有拮抗烟草青枯病的功能菌，为进一步开发烟草青
枯病生防菌提供菌源。

１　材料和方法

１．１　土壤样品与取样

试验所用的土壤样品采自重庆黔江烟区未发病

地块。采用５点取样法取表层土（２～５ｃｍ深，Ｂ）、
中层土（１５ｃｍ深，Ｚ）和底层土（３０ｃｍ深，Ｄ），分别混
合后装袋，带回实验室，５℃保存。从５处未发病地
块共采集样品１５份，编号为ＱＪ－３Ｂ，ＱＪ－３Ｚ，ＱＪ－３Ｄ，

ＱＪ－４Ｂ，ＱＪ－４Ｚ，ＱＪ－４Ｄ，ＱＪ－５Ｂ，ＱＪ－５Ｚ，ＱＪ－５Ｄ，ＱＪ－
６Ｂ，ＱＪ－６Ｚ，ＱＪ－６Ｄ，ＱＪ－７Ｂ，ＱＪ－７Ｚ，ＱＪ－７Ｄ。

１．２　病原菌

烟草青枯病菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ　ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ）由江
苏省固体有机废弃物资源化利用高技术重点实验室

提供。

１．３　培养基

（１）ＴＴＣ培养基：蛋白胨１０ｇ，葡萄糖５ｇ，琼
脂１５ｇ，蒸馏水１　０００ｍＬ，１％ＴＴＣ溶液０．５ｍＬ。

（２）ＰＤＡ培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼
脂２０ｇ，蒸馏水１　０００ｍＬ。

（３）ＰＤＢ培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，蒸
馏水１　０００ｍＬ。

（４）孟加拉红培养基：蛋白胨５ｇ，葡萄糖１０ｇ，
磷酸二氢钾１ｇ，硫酸镁（ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ）０．５ｇ，琼
脂２０ｇ，１／３０００ 孟加拉红溶液 １００ｍＬ，氯霉素

０．１ｇ，蒸馏水１　０００ｍＬ。

１．４　真菌菌株分离纯化与保存

土样中的真菌分离采用平板涂布法［９］进行。称
取土壤样品１０ｇ，加到盛有１００ｍＬ无菌水的三角瓶
中，振荡３０ｍｉｎ，再通过取１ｍＬ样品液加入到９ｍＬ
无菌水的方式逐级稀释，分别配制成１０－１、１０－２、

１０－３的悬浮液，充分振荡，静置５ｍｉｎ。吸取不同稀
释度悬浮液各１００μＬ，分别加至孟加拉红培养基和
含有青霉素、链霉素的ＰＤＡ培养基平板中，涂布，
每种悬浮液处理３皿，置于培养箱中２５℃培养。培
养２～３ｄ后，将培养基上长出的不同菌株的菌丝体
取小块转接到新的ＰＤＡ培养基上继续培养，若长
出的菌不纯则继续从新长出的菌丝体部分挑取少许

转接到新的ＰＤＡ培养基上进行纯化，直至得到纯
菌。对纯化的菌株根据土样号进行编号，并从菌落
挖取２～３小块放入含有１ｍＬ　１０％无菌甘油的冻
存管中，－８０℃保存。

１．５　真菌菌株的发酵培养与发酵液提取

将分离到的真菌菌株接种到含有１００ｍＬ　ＰＤＢ
培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，２５℃ １００ｒ／ｍｉｎ培养

７ｄ。培养好的真菌培养物用８层纱布过滤去除菌
体，滤液用乙酸乙酯（１∶１）萃取２次，合并萃取液，

３０℃减压旋转浓缩至体积不再减少。将浓缩物称质
量后溶于乙酸乙酯中，配成２５ｍｇ／ｍＬ的样品液
备用。

１．６　真菌菌株对青枯病菌拮抗活性的测定

青枯病拮抗菌筛选采用滤纸片法［１０］。在圆形
无菌滤纸片上滴加１０μＬ样品液，等溶剂挥发后，将
滤纸片贴放于涂布接种有青枯病菌的平板上。３０℃
培养过夜后，测量抑菌圈直径。
拮抗活性菌的半有效抑制浓度（ＩＣ５０）测定采用

最小抑制浓度（ＭＩＣ）法。在９６孔板中分别加入

９３ｍＬ　ＬＢ液体培养基、５ｍＬ过夜培养的青枯病菌和

２ｍＬ溶于ＤＭＳＯ中的活性菌发酵液提取物，使提取
物的终质量浓度分别为５００ｍｇ／ｍＬ、２５０ｍｇ／ｍＬ、

１００ｍｇ／ｍＬ、５０ｍｇ／ｍＬ。每个质量浓度设３次重复，
阳性对照为２５ｍｇ／ｍＬ链霉素，阴性对照为２ｍＬ
ＤＭＳＯ，以１００ｍＬ　ＬＢ液体培养基为空白对昭。培
养１６ｈ后，于酶标仪上测量其在６３０ｎｍ处的吸光
值。根据以下公式计算提取物对青枯病菌生长的抑
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制率。
抑制率＝（阴性对照 ＯＤ－试验 ＯＤ）／（阴性对

照ＯＤ－空白ＯＤ）×１００％。

１．７　高活性菌株的鉴定

对具有高拮抗活性的菌株，根据其菌落的平皿
培养特征，并利用光学显微镜观察产孢结构和孢子
形态等特征，结合ＩＴＳ　ｒＤＮＡ序列分析，参考Ｓａｃ－
ｃａｒｄｏ分类系统［１１］鉴定菌株的分类单元。

ＩＴＳ　ｒＤＮＡ分析：（１）真菌总ＤＮＡ的提取：采用

ＳＤＳ－ＣＴＡＢ法［１２］。（２）ＩＴＳ　ｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增：以细
菌的总ＤＮＡ为模板，采用真菌ＩＴＳ　ｒＤＮＡ的通用引
物 ＩＴＳ１ （５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）和

ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）进行

ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ的反应体系（２５μＬ）：ＤＮＡ 模板
（真菌总 ＤＮＡ 稀释５０倍）１μＬ，１０×Ｅｘ　Ｂｕｆｆｅｒ
２．５μＬ，正向引物ＩＴＳ１和反向引物ＩＴＳ４各１μＬ，

Ｔａｑ酶０．２μＬ，ｄＮＴＰ　１．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　１７．８μＬ。ＰＣＲ
反应条件为：９５℃５ｍｉｎ，然后９５℃变性１ｍｉｎ，６５℃

退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环后，７２℃延伸

５ｍｉｎ。（３）ＩＴＳ　ｒＤＮＡ序列的测定：由上海生工生
物技术有限公司完成。

２　结果与分析

２．１　真菌菌株的分离结果

经平板涂布法对土壤样品的真菌菌落进行计

数。结果显示（表１），采集的土壤样品中真菌数量
约为１０３ｃｆｕ／ｇ（湿土壤）。从不同地块取出的土壤样
品中，表层土壤的真菌数均明显高于中层和底层土
壤，约为中层、底层土壤的２～５倍，而中层土壤与底
层土壤中的真菌数量差别不大。各编号土样中的真
菌数量差别也不大。真菌在孟加拉红培养基上生长
缓慢，数量也相对少于 ＰＤＡ 培养基。经分离、纯
化，从各土壤样品中挑取形态不同的真菌菌株共

１１６株。总的来说，虽然孟加拉红培养基上长出的
总菌落数少于ＰＤＡ培养基，但获得的真菌种数却
略大于ＰＤＡ培养基。

表１　不同培养基分离的不同土壤样品中的真菌数量

土壤样品 培养基
真菌数量／（×１０３　ｃｆｕ／ｇ）

ＱＪ－３ ＱＪ－４ ＱＪ－５ ＱＪ－６ ＱＪ－７
分离到的
菌数／株

Ｂ 孟加拉红 ６．０　 ６．０　 ５．５　 ２．３　 ４．６　 ２９

ＰＤＡ　 ７．１　 １４．０　 １１．０　 ５．６　 １０．０　 ２０

Ｚ 孟加拉红 ３．０　 １．２　 １．１　 ０．９　 １．９　 １８

ＰＤＡ　 ２．３　 ４．３　 ４．４　 １．４　 ４．４　 ２２

Ｄ 孟加拉红 １．２　 １．４　 １．６　 ０．７　 ０．９　 １４

ＰＤＡ　 ２．５　 ５．９　 ３．９　 １．４　 ２．１　 １３

２．２　烟草青枯病菌拮抗真菌的筛选结果

将分离到的１１６株真菌分别摇瓶液体培养７ｄ
后，提取代谢物，采用滤纸片法对提取的代谢物做青
枯病菌的拮抗活性测试。结果显示（图１），共有６株
真菌对青枯病菌具有显著的抑制作用，占测试菌的

５．２％。其中７Ｆ０６抑制活性最高，在使用剂量为

２５０μｇ／ｄｉｓｃ时，对青枯病菌的抑菌圈直径达２．６ｃｍ，

图１　活性菌株对青枯病菌的抑制活性

明显高于其他活性菌株；其次是３Ｆ０３，相同测试剂量
下对青枯病菌的抑菌圈直径为１．９ｃｍ；其余的菌株活
性较弱，对青枯病菌的抑菌圈直径不到１．０ｃｍ；阳性
对照５０μｇ／ｄｉｓｃ链霉素的抑菌圈直径为３．５ｃｍ。

２．３　高活性菌株对烟草青枯病菌的拮抗活性

对初筛得到的２株活性较高的菌株３Ｆ０３和

７Ｆ０６，进行最小抑制浓度测定，分别测定其在５００、

２５０、１００、５０μｇ／ｍＬ时对青枯病菌生长的抑制活性。
结果显示（图２），在所有测试质量浓度下，２株菌对
青枯病菌的生长均有不同程度的抑制。当质量浓度
为５００μｇ／ｍＬ时，３Ｆ０３和７Ｆ０６对青枯病菌的抑制
率分别为６４．７２％和９０．３９％，７Ｆ０６的活性略低于
阳性对照２５μｇ／ｍＬ链霉素（９７．８７％）。７Ｆ０６的活
性总体高于３Ｆ０３，在质量浓度为５０μｇ／ｍＬ时，其对
青枯病菌的抑制率仍在３０％以上。３Ｆ０３和７Ｆ０６粗
提物对烟草青枯病菌的ＩＣ５０分别为３６１．９６μｇ／ｍＬ
和１０２．６７μｇ／ｍＬ。
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图２　高活性菌株对青枯病菌的抑制活性曲线

２．４　高活性菌株３Ｆ０３和７Ｆ０６的鉴定结果

菌株３Ｆ０３在ＰＤＡ培养基上生长迅速，呈绒毛
状，开始为白色，２～３ｄ后转为绿色且不断加深，反
面为黄色，分生孢子绿色。菌株７Ｆ０６在ＰＤＡ培养
基上呈米黄色，反面近白色，分生孢子呈长链状。
将所得的菌株３Ｆ０３和７Ｆ０６的ＤＮＡ序列分别输

入ＧｅｎＢａｎｋ数据库，进行ＢＬＡＳＴ分析，结果表明，与

３Ｆ０３ＩＴＳ　ｒＤＮＡ序列相似性达９９％的菌株均为曲霉属
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐ．），与７Ｆ０６ＩＴＳ　ｒＤＮＡ序列相似性达

１００％的菌株均为新萨托菌属真菌（Ｎｅｏｓａｒｔｏｒｙａｓｐ．）。
分别选取８株与３Ｆ０３序列相似性在９５％以

上、１２株与７Ｆ０６序列相似性在９８％以上的不同菌
株，运用 ＭＥＧＡ　５．０软件的Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法建
立系统发育树并进行分析。从发育树中发现，菌株

３Ｆ０３与Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｓｐ．Ｍａｃｏｆ　０６等构成一个小分
支（图３），相似性最高。结合形态特征和生长特性
测定结果，判断菌株３Ｆ０３可能为烟曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌ－
ｌｕｓ　ｆｕｍｉｇａｔｕｓ）。菌株７Ｆ０６与浅黄新萨托菌（Ｎｅｏ－
ｓａｒｔｏｒｙａ　ａｕｒｅｏｌａ）和费希新萨托菌（Ｎｅｏｓａｒｔｏｒｙａ
ｆｉｓｃｈｅｒｉ）聚类在同一分支（图４），相似性最高。结
合形态特征和生长特性结果，判定７Ｆ０６为浅黄新
萨托菌（Ｎｅｏｓａｒｔｏｒｙａ　ａｕｒｅｏｌａ）。

图３　菌株３Ｆ０３的ＩＴＳ　ｒＤＮＡ核苷酸序列系统发育树

图４　菌株７Ｆ０６的ＩＴＳ　ｒＤＮＡ核苷酸序列系统发育树

３　讨论

土壤中微生物的分布情况是影响烟草发病的重

要因素，本试验的分离材料为取自重庆黔江烟区的健
康土壤，植株未见发病，表明土壤中很可能存在对病
原菌有抑制作用的拮抗菌，这对拮抗菌的分离筛选具
有明确的导向作用。本试验对适宜在偏酸性环境中
生长的土壤真菌进行分离，并对青枯病菌拮抗活性真
菌进行筛选，从而为偏酸性土壤中烟草青枯病的防治
提供适宜的生防菌。从重庆黔江烟区共采集５个地

点的健康土样１５份，分离到了１１６株真菌，通过滤纸
片法筛选出了６株对烟草青枯病菌具有明显抑菌活
性的菌株。其中菌株３Ｆ０３和７Ｆ０６的活性较高，采用
滤纸片法测得其在使用剂量为２５０μｇ／ｄｉｓｃ时对烟草
青枯病菌的抑菌圈直径分别为１．９ｃｍ和２．６ｃｍ。

目前对茄科作物青枯病生物防治方面的研究主

要集中在细菌上，而有关真菌作为生防菌防治青枯
病的研究鲜有报道。真菌和细菌、放线菌一样，也是
抗菌天然产物的重要来源。本研究中所分离筛选出
的２株高活性菌株分别属于曲霉属和新萨托菌属
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（曲霉属的有性世代）。关于曲霉属真菌产生抗菌物
质的报道很多，但对其有性世代新萨托菌属真菌活
性物质的研究却不多。Ｊａｙａｓｕｒｉｙａ等［１３］从一株光滑
新萨托菌中分离到３种具有抗菌活性的新型双环内
酯化合物ｇｌａｂｒａｍｙｃｉｎｓ　Ａ－Ｃ，其中ｇｌａｂｒａｍｙｃｉｎｓ　Ｃ
的抗菌活性较高，对肺炎链球菌和金黄色葡萄球菌
的 ＭＩＣ分别为２μｇ／ｍＬ和１６μｇ／ｍＬ。Ｓｈｅｎ等

［１４］

发现一株费希新萨托菌具有一定的抗烟草花叶病毒

和抗肿瘤活性，其对烟草花叶病毒、ＳＧＣ－７９０１和

ＢＥＬ－７４０４肿瘤细胞的 ＩＣ５０ 分别为 ８７１μｇ／ｍＬ、

２０μｇ／ｍＬ、１９８μｇ／ｍＬ。本研究中所得到的浅黄新
萨托菌７Ｆ０６和烟曲霉３Ｆ０３对烟草青枯病菌的

ＩＣ５０为１０２．６７μｇ／ｍＬ和３６１．９６μｇ／ｍＬ，显示出很
强的拮抗活性。关于这２种真菌在植物病害防治方
面的作用均未见报道，本试验首次研究了它们对烟
草青枯病菌的抑制作用。

在菌株筛选过程中，还采用连续继代培养的方
法，观察２株高活性菌株是否有发生变异、退化以及
抑菌活性降低的现象。结果表明，菌株３Ｆ０３和

７Ｆ０６都显示出良好的遗传稳定性和生防潜力，具有
进一步研究的价值，可进行活性物质分离及盆栽控
病试验。
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