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摘要：为获得对烟草黑胫病和根黑腐病具有双重防病效果且能够促进烟草生长的假单胞杆菌，采用稀释

涂布法从 40 份土壤样品中分离出 201 株细菌，通过平板对峙和含毒介质法，筛选出对烟草黑胫病和烟草

根黑腐病病原菌均具有良好拮抗作用的菌株 PA2101 和 PG3402。盆栽促生试验表明，菌株 PA2101 和

PG3402 能协调地改善烟草地上部分的生长和烟草根系发育，均在一定程度上增加了烟草的株高、叶面积、

株鲜重、根鲜重、叶片数和根长，提高了烟草的根冠比和根活力。盆栽试验结果表明，菌株 PA2101 对

烟草黑胫病和根黑腐病的防效分别为 70.11%和 62.67%，均高于其对照药剂；菌株 PG3402 对两种病害

的防效分别为 60.92%和 60.00%，与对照药剂相当。抗性标记菌株的定殖试验结果表明，菌株 PA2101
和 PG3402 在接种后第 29 d 能定殖于烟草根际土壤和根内，在烟草茎和叶内也能长时间存在，表明两菌

株能够良好定殖。16S rDNA 序列、菌落形态和生理生化性状分析表明，菌株 PA2101 为铜绿假单胞杆菌

Pseudomonas aeruginosa，菌株 PG3402 为格拉纳达假单胞杆菌 Pseudomonas granadensis。综上所述，菌株

PA2101 和 PG3402 对烟草具有良好的促生作用，并对烟草黑胫病和根黑腐病有较好的防病效果，是具有生

防潜力的菌株。 
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Abstract: In order to obtain Pseudomonas bacteria with good biocontrol effect on tobacco black shank disease 
and black root rot disease, which can also promote tobacco growth, 201 biocontrol bacteria were isolated from 40 
soil samples. Using plate confrontation method and poison media method, we ultimately obtained bacteria strains 
PA2101 and PG3402 that had stronger antagonistic effect on the pathogens of tobacco black shank disease and 
black root rot disease. The pot experiment showed that PA2101 and PG3402 could improve the growth of 
aboveground plants and root system in a coordinated way. Both of them could increase the plant height, leaf area, 
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aerial fresh weight, root fresh weight, leaf number and root length of tobacco, as well as the root shoot ratio and 
root activity of tobacco. The control efficacies of PA2101 on tobacco black shank and black root rot were 70.11% 
and 62.67%, which were better than their fungicide control. And the control efficacies of PG3402 on the two 
tobacco diseases were 60.92% and 60.00%, which were equivalent to that of fungicide control. Colonization test 
with resistant label method showed that PA2101 and PG3402 could stably colonize on tobacco rhizosphere soil 
and root on 29th day after inoculation, and that they could be detected in tobacco stem and leaf, indicating that the 
two strains could well colonize. On the basis of molecular analysis of 16S rDNA sequences, colonial morphology, 
as well as physiological and biochemical characteristics, PA2101 and PG3402 were identified as Pseudomonas 
aeruginosa and Pseudomonas granadensis respectively. PA2101 and PG3402 have good growth-promoting 
effects and disease prevention effects on tobacco black shank disease and root black rot disease, indicating that 
they are of great potential in the biocontrol on the two tobacco fungal diseases. 
Key words: tobacco black shank; tobacco black root rot; biocontrol; Pseudomonas sp.; identification  

 
由寄生疫霉烟草致病变种 Phytophthora parasitica var. nicotianae 引起的烟草黑胫病和由根串珠霉

Thielaviopsis basicola 引起的烟草根黑腐病是烟草生产上的 2 种主要土传病害，在苗期和大田期均能发生，

发病严重时能引起烟株死亡，造成巨大的经济损失；近年来，这 2 种病害在河南省产烟区均有不同程度的

发生，随着烟草连作增多、栽培制度的变化，这 2 种病害常混合发生，危害持续加重，已成为河南烟区主

要的土传病害[1,2]。目前化学防治是这两种病害的主要防治方法，但化学农药的长期施用易引起病原菌产生

抗药性，造成环境污染等问题[3]。生物防治因其无污染、无公害和长效性等优点成为植物病害综合防治的

重要手段，在烟草土传病害的防治中占有越来越重要的地位[4]。目前国内外单一针对烟草黑胫病或烟草根

黑腐病筛选生防菌的研究较多，芽胞杆菌[5,6]、假单胞杆菌[7,8]和木霉菌[9,10]等不同拮抗菌株能够分别抑制这

2 种病原菌菌丝的生长并有效防治病害的发生，但能够同时防治 2 种病害的拮抗菌株还未报道。Ma 等[11]

已经得到能够同时防治烟草青枯病和烟草黑胫病的铜绿假单胞杆菌 NXHG29，表明筛选同时防治多种病害

的生防菌已成为生物防治的新策略。 
假单胞杆菌因其适应能力强、产生多种抗菌素[8]、诱导植物抗性[12]、促生作用[13]等优势成为烟草病害

生防菌株的研究热点。已经有学者筛选出兼具防病和促生功能的假单胞杆菌，杨珍福等[14]分离的铜绿假单

胞菌 YN201458 能促进烟草生长，且对烟草黑胫病的温室防治效果为 41.40%，Fatima 等[15]分离出一株对

小麦禾谷镰刀菌和假禾谷镰刀菌均有抑制作用，并能产生多种促生物质的荧光假单胞杆菌。因此，筛选对

烟草黑胫病和根黑腐病病原菌均具有良好拮抗作用的假单胞杆菌，并研究其防病效果和促生作用，对防治

烟草黑胫病与根黑腐病两种主要土传病害具有重要意义。 
本研究从土壤样品中分离假单胞杆菌，通过平板对峙法和含毒介质法筛选出对烟草黑胫病病原菌和根

黑腐病病原菌均具有拮抗作用的菌株。通过盆栽试验，研究其防病和促生效果，并测定其定殖能力，为开

发烟草黑胫病和根黑腐病的生防菌剂提供高效菌株。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 
1.1.1  供试土样  2016 年 6—10 月从河南省郑州市、洛阳市、许昌市襄城县、驻马店市和黑龙江省阿尔山

等地采集 40 份土壤样品。 
1.1.2  供试菌种  烟草黑胫病病原菌寄生疫霉烟草致病变种（烟草疫霉）和根黑腐病病原菌烟草根串珠霉

均由河南省农业科学院烟草研究所提供。 
1.1.3  供试烟草品种  中烟 100。 
1.1.4  供试培养基  KB 培养基[16]：蛋白胨 20 g，甘油 10 mL，磷酸氢二钾 1.5 g，七水合硫酸镁 1.5 g，琼

脂 20 g（仅做固体培养基时添加），添加蒸馏水定容至 1 L，混匀后分装于三角瓶中，121 ℃灭菌 30 min。
PDA 培养基：马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，琼脂 17 g，加蒸馏水定容至 1 L，121 ℃灭菌 30 min。菌谷培
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养基[17]：将小麦浸泡 6 h 后用清水洗净，淘尽瘪空壳谷粒，煮至谷粒炸开成半开花状，冷却至半干，分装

入 500 mL 三角瓶中高压灭菌 1 h（115 ℃），备用。 
1.1.5  供试药剂  58%甲霜·锰锌可湿性粉剂（一帆生物科技集团有限公司）、70%甲基硫菌灵可湿性粉剂

（山东海讯生物化学有限公司）。 
1.2  方法 
1.2.1  菌株的分离  采用稀释平板涂布法。分别将 1 g 土样加入装有 10 mL 无菌蒸馏水的试管中，用涡旋

振荡器振荡 10 min，为 10−1 的土壤稀释液，再依次稀释至 10−4、10−5和 10−6，各吸取 100 µL 液涂布于含

8-羟基喹啉的 KB 固体平板[18]上，28 ℃培养 2 d 后，挑选在紫外光 UV2 照射下能发出荧光的假单胞杆菌，

划线纯化后，用 25%的甘油保存于-80 ℃。 
1.2.2  拮抗菌株发酵液的制备  挑取分离纯化的假单胞杆菌单菌落，接种于KB培养液中，在28 ℃、180 r/min
条件下振荡培养 16 h 制备种子菌，种子菌以 3%的接种量接种于 KB 培养液中，在 28 ℃、180 r/min 条件

下摇培 48 h，盆栽试验使用前用 KB 培养液将发酵液中活菌浓度调至 8×108 cfu/mL。 
1.2.3  拮抗菌株的筛选  以烟草疫霉和烟草根串珠霉为靶标，采用平板对峙法筛选具有拮抗作用的菌株。

于 9 cm PDA 平板中心接种直径 0.5 cm 的靶标菌菌饼，拮抗菌株与其相距 2 cm，同时以单独接种病原菌作

为对照，每个处理 3 次重复。28 ℃恒温培养 7 d，测量对照和处理的靶标菌菌落直径，计算相对抑菌率。

相对抑菌率（%）＝（对照菌落直径—处理菌落直径）/（对照菌落直径—0.5）×100。 
采用含毒介质法[19]测定拮抗菌株发酵滤液抑菌效果：将 1.2.2 中摇培 48 h 的菌悬液离心，留上清液，

用微孔滤膜过滤两次，制作含 10%无菌滤液的 PDA 平板，在平板中央接入 0.5 cm 靶标菌菌饼，以不含滤

液的 PDA 培养基为对照，每个处理重复 3 次。28 ℃恒温培养 7 d，测量对照和处理的靶标菌菌落直径，

计算相对抑菌率。 
1.2.4  生防菌株盆栽促生试验  促生试验参考夏艳等[20]的方法。取长势一致的 5～6 片真叶烟苗移栽于装有

灭菌土与品氏基质（pindstrup）体积比为 3:1 的花盆中，缓苗 3 d 后，于根际接种拮抗菌发酵液，每株 5 mL，
共灌根接种 3 次，间隔 2 d，以等量的无菌 KB 培养液为对照（CK）。每处理 3 株烟苗，3 次重复。置于

28 ℃、10 h 光照，23 ℃、14 h 黑暗、75%湿度条件下培养。30 d 后，小心将苗整株挖出，洗去根部泥土，

按《烟草农艺性状调查方法》[21]测量并记载烟株株高、有效叶片数、最大叶长、最大叶宽、根长、地上鲜

重、根鲜重和根活力。 
1.2.5  生防菌株盆栽防病试验  防病试验参考陈泽斌等[22]的方法。取长势一致的 5～6 片真叶烟苗移栽于

装有灭菌土与品氏基质（pindstrup）体积比为 3:1 的花盆中，缓苗 3 d 后，于根际接种拮抗菌发酵液，10 mL/
株，共灌根接种 3 次，间隔 2 d，同时以无菌 KB 培养液为对照（CK）。另外，设置药剂对照，烟草黑胫

病药剂对照为 58%甲霜·锰锌可湿性粉剂 500 倍稀释液，烟草根黑腐病药剂对照为 70%甲基硫菌灵可湿性

粉剂 1000 倍稀释液，缓苗 3 d 后每株烟苗 15 mL，7 d 后再次灌根 15 mL，共灌根 2 次。每个处理 5 株烟

苗，3 次重复。 
拮抗菌发酵液第 3 次接种结束 24 h 后分别接种烟草疫霉和烟草根串珠霉。接种方法：用手术刀划伤烟

苗茎基部（2 mm 伤口），然后分别接种烟草疫霉菌谷 5 g/株（将保存的烟草黑胫病菌丝接入 PDA 平板上培

养 5～7 d 后，转入小麦菌谷培养基上培养 18～20 d）和根串珠霉分生孢子悬浮液 5 mL/株（将保存的根串珠

霉接入 PDA 平板上培养 7 d 后，用 0.05%的吐温 80 洗去平板上的分生孢子液，将浓度调至 1×106孢子/mL）。
置于 28 ℃、10 h 光照，23 ℃、14 h 黑暗、75%相对湿度条件下培养。培养 30 d 后调查发病情况，计算发

病率、病情指数和防治效果。 
烟草根茎病害分级标准参照国家标准（GB/T 23222-2008）进行[23]。烟草黑胫病分级标准：0 级，全株

无病；1 级，茎部病斑不超过茎围的 1/3，或 1/3 以下叶片凋萎；3 级，茎部病斑环绕茎围 1/3～1/2，或 1/3～
1/2 叶片轻度凋萎，或下部少数叶片出现病斑；5 级，茎部病斑超过茎围的 1/2，但未全部环绕茎围，或 1/2～
2/3 叶片凋萎；7 级，茎部病斑全部环绕茎围，或 2/3 以上叶片凋萎；9 级：病株基本枯死。烟草根黑腐病

分级标准：0 级，无病，植株生长正常；1 级，植株生长基本正常或稍有矮化，少数根坏死呈黑色，中下

部叶片褪绿（或变色）；3 级，病株株高比健株矮 1/4～1/3，或半数根坏死呈黑色，1/2～2/3 叶片萎蔫，中
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下部叶片稍有干尖、干边；5 级，病株比健株矮 1/3～1/2，大部分根坏死呈黑色，2/3 以上叶片萎蔫，明显

干尖、干边；7 级，病株比健株矮 1/2 以上，全株叶片凋萎，根全部坏死呈黑色，近地表的次生根受害明

显；9 级，病株基本枯死。 
1.2.6  生防菌株的定殖试验  参考蔡学清的抗性标记法[24]。因野生假单胞杆菌不具备利福平抗性，将其逐

级接种到利福平浓度为 10、25、50、100、150、200 和 300 μg/mL 的 KB 平板上，诱导得到能够在 300 μg/mL
利福平的 KB 培养基上稳定生长的抗性标记菌株，并用平板对峙法挑选对烟草疫霉和烟草根串珠霉有拮抗

作用的标记菌株。 
标记菌株发酵液制备同 1.2.2，其中 KB 培养液加入利福平（浓度 300 μg/mL）。用标记菌株发酵液（浓

度调至 8×108 cfu/mL）处理长势一致的 5～6 片真叶的烟苗，移栽缓苗 3 d 后每株灌根接种 5 mL 接种液，

以无菌 KB 培养液（浓度 300 μg/mL）为对照。分别在接种第 2、3、4、6、8、15、22 d 取 2 株烟苗，各取

其根际土壤、根系、茎和下部第二片真叶 0.1 g，用 75%的酒精浸泡 20 s 进行表面消毒（土壤不经消毒，

直接进行分离）后于研钵磨碎，用无菌水逐级稀释，取合适倍数的稀释液 100 μL 均匀涂布于 200 μg/mL
利福平的 KB 培养基平板上，培养 2 d 后统计菌落数。 
1.2.7  形态及生理生化鉴定  参照蔡妙英等[16]《常见细菌系统鉴定手册》方法。 
1.2.8  16S rDNA 鉴定 采用 CTAB 法提取生防菌株基因组 DNA。用通用引物 27F（5′-AGAGTTTGATCC 
TGGCTCAG-3′）和 1492R（5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′）对 16S rDNA 进行 PCR 扩增。PCR
反应程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 40 s，55 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 1 min 30 s，35 个循环；72 ℃
充分延伸 10 min。回收后的片段连接到 pMD-19T Vector 上，含目的片段的单克隆菌液送至生工生物工程

（上海）股份有限公司完成测序。测序结果通过 Blast 方法在 GenBank 中与模式菌株序列进行比较，采用

BioEdit 7.0 进行序列匹配分析，应用 MEGA 4.0，以邻位法构建菌株的系统发育树。 
1.3  数据统计与分析   

数据处理采用 Excel 和 SPSS17.0 软件分析，方差分析采用 Duncan’s 新复极差法。 

2  结果与分析 
2.1  生防菌株的分离筛选 

从 40 份土壤样品分离得到 201 株发荧光的假单胞杆菌，通过平板对峙法和含毒介质法筛选得到拮抗

作用较好的 2 株菌株，分别为 PA2101 和 PG3402，菌株 PA2101 分离自河南襄城县汾城乡仲庄村烟草黑胫

病病株根围土壤，菌株 PG3402 分离自阿尔山土壤。由平板对峙法结果可知，相比对照，与菌株 PA2101
和 PG3402 对峙培养的病原菌菌落直径显著降低（P＜0.05），两株菌株对烟草疫霉和根串珠霉的相对抑菌

率均达 80%以上。由含毒介质法抑菌结果可知，菌株 PA2101 的发酵滤液对烟草疫霉的相对抑菌率达到

100%，对根串珠霉的相对抑菌率为 58.10%，均显著高于菌株 PG3402（P＜0.05）；PG3402 发酵滤液对烟

草疫霉有一定抑制作用，其病原菌落直径与对照有显著差异，对根串珠霉基本无抑制作用（表 1）。 

表 1  生防菌株对烟草疫霉和根串珠霉的抑菌效果 
Table 1  Biocontrol effect of biocontrol bacteria on P. nicotianae and T. basicola 

平板对峙法 Plate confrontation method 含毒介质法 Poison media method 

疫霉 P. nicotianae 根串珠霉 T. basicola 疫霉 P. nicotianae 根串珠霉 T. basicola 

菌株 
Strains 

菌落直径 
Colony diameter 

(cm) 

相对抑菌率 
Relative inhibition 

rate (%) 

菌落直径 
Colony diameter

(cm) 

相对抑菌率 
Relative 

inhibition rate (%)

菌落直径 
Colony diameter

(cm) 

相对抑菌率 
Relative inhibition 

rate (%) 

菌落直径 
Colony diameter 

(cm) 

相对抑菌率 
Relative 

inhibition rate (%)
PA2101 1.37±0.06 b 85.75±1.05 a 1.03±0.06 b 81.42±2.01 a 0.50±0.00 c 100.00±0.00 a 1.97±0.15 b 58.10±4.36 a 

PG3402 1.72±0.03 b 80.04±0.41 a 0.87±0.12 b 87.22±4.02 a 4.17±0.15 b 40.18±2.49 b 3.93±0.06 a 1.90±1.65 b 

CK 6.90±0.36 a 0.00±0.00 b 3.37±0.23 a 0.00±0.00 b 6.63±0.32 a 0.00±0.00 c 4.00±0.00 a 0.00±0.00 b 

注：数据为平均值±标准误，不同小写字母表示 0.05 水平上差异显著，下同。 

Note：Data were presented as mean±SE, data with different lowercase letters indicated significant difference at 0.05 level, the same below. 
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2.2  生防菌株的促生效果 

盆栽促生试验结果表明，经菌株 PA2101 和 PG3402 发酵液处理后，烟草的株高、最大叶面积、有效

叶片数、地上鲜重、根长、根鲜重及根活力均比对照组高。 
PA2101 发酵液处理后烟草株高、根长、最大叶面积、有效叶片数、地上鲜重、根鲜重、根活力和根

冠比分别比对照增加了 28.12%、25.48%、5.91%、39.35%、27.97%、108.02%、24.88%和 49.17%，除了有

效叶片数和根冠比外，其他植物性状均显著高于清水对照（P＜0.05）。PG3402 处理后烟草各个性状分别

增加了 52.96%、13.59%、5.91%、31.08%、21.79%、131.38%、58.00%和 76.64%，除了有效叶片数，其他

植物性状均显著高于清水对照（P＜0.05）（表 2）。 

表 2  生防菌株对烟草的促生作用分析 
Table 2  Analysis of biocontrol bacteria to growth-promoting of tobacco 

处理 
Treatment 

株高 
Plant height  

(cm) 

最大叶面积 
Maximum area 

of leaf (cm2) 

有效叶片数 
Effective number 
of blades (piece)

地上鲜重 
Aerial fresh 
weight (g) 

根长 
Root length 

(cm) 

根鲜重 
Root fresh 
weight (g) 

根活力 
Root activity 
(mg TTF/g/h) 

根冠比 
Root shoot ratio 

(%) 
PA2101 20.00±2.85 b  238.30±17.52 a 7.88±0.33 a 36.90±2.75 a 10.95±1.15 a 2.85±0.92 a 0.27±0.00 b 7.71±2.28 ab 

PG3402 23.88±5.45 a  215.72±26.69 a 7.88±0.60 a 34.71±4.15 a 10.43±1.89 a 3.17±1.56 a 0.35±0.03 a 9.13±3.97 a 

CK 15.61±1.58 c  189.91±24.58 b 7.44±0.53 a 26.48±5.28 b 8.56±1.20 b 1.37±0.63 b 0.22±0.01 c 5.17±1.87 b 

2.3  生防菌株盆栽防病效果 

盆栽防效试验结果表明，对照烟草黑胫病和根黑腐病的病情指数分别为 66.44 和 55.56，PG3402 和

PA2101 处理后能显著降低烟草黑胫病和根黑腐病的发病率和病情指数（P＜0.05）。PA2101 对烟草黑胫

病和根黑腐病防效分别为 70.11%和 62.67%，效果优于药剂对照处理；PG3402 对烟草黑胫病的防效为

60.92%，效果与药剂对照处理相当，对烟草根黑腐病的防效为 60.00%，优于药剂对照处理的防治效果（表

3、4）。 

表 3  生防菌株对烟草黑胫病的防治效果 
Table 3  Control effect of biocontrol bacteria on tobacco black shank 

病级 Grade 处理 
Treatment 

株数 
Number of stems 0 1 3 5 7 9 

发病率 
Disease incidence (%)

病情指数 
Disease index 

防效 
Control efficiency (%)

PA2101 15 7 4 1 1 2 0 53.33 b 19.26 b 70.11 a 

PG3402 15 5 3 3 3 1 0 66.67 b 25.19 b 60.92 a 

甲霜·锰锌 
metalaxyl mancozeb 

15 4 7 1 1 2 0 73.33 b 21.48 b 66.67 a 

CK 15 0 1 2 4 6 2 100.00 a 64.44 a  0.00 b 

表 4  生防菌株对烟草根黑腐病的防治效果 
Table 4  Control effect of biocontrol bacteria on tobacco root black rot 

病级 Grade 处理 
Treatment 

株数 
Number of stems 0 1 3 5 7 9 

发病率 
Disease incidence (%)

病情指数 
Disease index 

防效 
Control efficiency (%)

PA2101 15 7 3 2 1 2 0 53.33 b 20.70 b 62.67 a 

PG3402 15 5 5 2 1 2 0 66.67 b 22.22 b 60.00 a 

甲基硫菌灵 
thiophanate-Methyl 

15 5 3 3 2 2 0 66.67 b 26.67 b 52.00 a 

CK 15 0 1 4 5 4 1 100.00 a 55.56 a  0.00 b 

2.4  生防菌株在烟草根围及体内的定殖 

诱导抗性标记法得到能够在 300 μg/mL 利福平的 KB 培养基上稳定生长的抗性标记菌株 PA2101R 和

PG3402R，平板对峙试验发现，两株标记菌株对烟草疫霉的相对抑菌率分别为 83.10%和 79.81%，对烟草根

串珠霉的相对抑菌率分别为 82.28%和 78.85%，表明利福平抗性标记菌株 PA2101R和 PG3402R对烟草疫霉 
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和烟草根串珠霉的拮抗作用与野生菌株相当。 
定殖试验结果表明，PA2101R和 PG3402R在烟草根际土壤、根内、茎内和叶内的种群动态随时间的延长

呈不同的变化。接种后 2 d，PA2101R和 PG3402R在根际土壤定殖量最大，然后依次为根内、茎内、叶内。 
2 d 后，PA2101R定殖数量呈现下降的趋势。第 29 d，其在根际土壤的定殖数量趋于稳定，仍能达到

105 cfu/g，与第 22 d 定殖数量无显著差异（P＜0.05）；根内的定殖数量为 104 cfu/g，与 14 d 定殖数量相当；

同时，烟草茎内和叶内均能分离到菌株（图 1）。 
2 d 后，PG3402R定殖数量呈现上升、下降、上升后下降的趋势。第 29 d 时，其在根际土壤的定殖数

量为 105 cfu/g，与第 22 d 时的定殖数量无显著差异（P＜0.05）；根内的定殖数量为 104 cfu/g，显著高于

21 d 的定殖数量（P＜0.05）；同时，烟草茎内和叶内均能分离到菌株（图 2）。 
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图 1  生防菌株 PA2101R的定殖结果 

Fig. 1  Colonization of biocontrol bacterium PA2101R 
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图 2  生防菌株 PG3402 R的定殖结果 

Fig. 2  Colonization of biocontrol bacterium PG3402R 

2.5  菌株鉴定结果 

2.5.1  PA2101 鉴定  菌株 PA2101 革兰氏染色阴性，在 KB 培养基上，28 ℃培养 48 h 的菌落扁平近圆形，

半透明，圆心黄色微凸，边缘浅黄色不规则，后期菌落颜色变深变暗，底部有绿色颗粒物形成，周围有肉

眼可见的黄绿色可扩散性物质；生理生化特征符合铜绿假单胞杆菌的特征（表 5）；16S rDNA 序列（GenBank
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登录号为 MK607452）与铜绿假单胞菌 DSM50071 和 ATCC10145 的 16S rDNA 全部或部分序列一致性高

达 99.80%，从系统发育分析来看，PA2101 为铜绿假单胞杆菌 Pseudomonas aeruginosa（图 3）。 
2.5.2  PG3402 鉴定  菌株 PG3402 革兰氏染色阴性，在 KB 培养基上，28 ℃培养 48 h 的菌落凸起圆形，

表面光滑湿润，乳黄色半透明，菌落粘稠；生理生化特征符合假单胞杆菌属的特征（表 5）；16S rDNA
（GenBank 登录号为 MK607455）与格拉纳达假单胞菌 LMG27940 的 16S rDNA 全部序列一致性高达

99.67%，从系统发育分析来看，PG3402 为格拉纳达假单胞杆菌 Pseudomonas granadensis（图 3）。 

表 5  生防菌株的生理生化特征 
Table 5  Physiological and biochemical characteristics of biocontrol bacteria  

特征 Feature PA2101 PG3402 

4 ℃生长 Growth at 4 ℃ - ＋ 

41 ℃生长 Growth at 41 ℃ ＋ - 

KOH 反应 KOH reaction ＋ ＋ 

氧化酶 Oxidase  ＋ ＋ 

荧光物质 Fluorescent material ＋ ＋ 

淀粉水解 Amylolysis - - 

甲基红 Methyl red - - 

V-P 试验 V-P text - - 

明胶水解 Gelatin hydrolysis  ＋ ＋ 

硝酸盐还原 Nitrate reduction ＋ - 

精氨酸双水解 Arginine hydrolysis ＋ ＋ 

注：＋，阳性；-，阴性。 Note: ＋, Positive; -, negative. 

 PG3402

Pseudomonas granadensis (HG764746.1T)

Pseudomonas granadensis (MG571669.1)

Pseudomonas granadensis (MH071326.1)

Pseudomonas baetica (NR116899.1T)

Pseudomonas jessenii (AF068259.1T)

Pseudomonas jessenii (NR024918.1T)

Pseudomonas putida (NR114479.1T)

Pseudomonas putida (D37923.1T)

Pseudomonas fluorescens (AF094732.1)

Pseudomonas fluorescens (NR114476.1T)

Pseudomonas chlororaphis (FJ652611.1)

Pseudomonas chlororaphis (NR116763.1T)

 PA2101

Pseudomonas aeruginosa (AF094719.1T)

Xanthomonas axonopodis (JN036625.1)
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图 3  基于 16S rDNA 构建的系统发育树 

Fig. 3  Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences 

3  讨论 
烟草黑胫病和烟草根黑腐病等土传病害制约着烟草的健康生长，严重时造成毁灭性的损失。近年在河

南省植烟地区发生严重。随着烟草病害绿色防控技术生产体系的提出，烟草生物防治受到各方面的关注，
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有关烟草病害生防菌筛选的研究逐渐增多，成为烟草病害极具发展潜力的防治方法之一[25,26]。很多研究表

明，生防菌对烟草黑胫病和烟草根黑腐病具有一定的防治效果。杨艺炜等[27]分离一株绿针假单胞菌 XF10，
对烟草疫霉有较强的拮抗作用，易龙等[28]研究发现，芽胞杆菌 T295 对烟草根黑腐病具有较好的防治作用。

众所周知，假单胞杆菌属广泛存在于植物根部，其防病和促生功能[12,29]以及机理[30]被广泛研究，但促生作

用在烟草上的应用较少，因此筛选兼具防病和促生效果的假单胞杆菌，在烟草病害绿色防控中具有更好的

开发应用前景。 
本研究从 40 份土壤样品中分离筛选出 201 株具有荧光的假单胞杆菌，有 2 株菌株在平板对峙法和含

毒介质法中对烟草黑胫病和烟草根黑腐病的病原菌均具有较强的拮抗作用，分别为菌株 PA2101 和

PG3402。依据生理生化特征和 16S rDNA 序列系统发育分析鉴定 PA2101 为铜绿假单胞杆菌，PG3402 为荧

光假单胞杆菌谱系[31]中的格拉纳达假单胞杆菌。铜绿假单胞杆菌 YN201458[14]在对峙平板中对烟草疫霉的

抑菌率为 76.07%，盆栽试验对烟草黑胫病的防效为 41.40%，均明显小于本研究中 PA2101 和 PG3402 对烟

草疫霉的抑菌率和烟草黑胫病防效。关于烟草根黑腐病生防菌的研究较少，假单胞杆菌更少，仅 Laville
等[8]分离到一株荧光假单胞杆菌 CHA0 对根串珠霉有较好的抑制作用；易龙等[28]研究发现，枯草芽胞杆菌

T295 对烟草根黑腐病的防效较好，但效果低于药剂对照甲基硫菌灵，而本研究中菌株 PA2101 和 PG3402
的防效均高于甲基硫菌灵。由上可知，菌株 PA2101 和 PG3402 对烟草疫霉和根串珠霉的拮抗作用优于其

他假单胞杆菌，对烟草黑胫病和烟草根黑腐病的防效优于其他研究中的生防菌，因此，菌株 PA2101 和

PG3402 可以作为单独或同时防治烟草黑胫病和烟草根黑腐病的高效潜力生防菌株。 
本研究的盆栽促生试验表明，菌株 PA2101 和 PG3402 能协调改善烟草地上植株的生长和根系发育，

作为促生菌在烟草生产上具有良好的应用前景。理想的生防菌不仅要求拮抗和促生能力，还需具备在寄主

根围和体内良好的定殖能力。李洪林等[32]筛选的荧光假单胞杆菌 G20-9 在接种菌液 15 d 时，在烟株根内

的定殖数量为 104 cfu/g，本试验中菌株 PA2101 和 PG3402 在接种 29 d 时，能在根际土壤和根内稳定定殖，

数量为 105 cfu/g，比荧光假单胞杆菌 G20-9 的定殖效果好，同时在茎内和叶内也可检测到菌株 PA2101 和

PG3402。菌株 PA2101 和 PG3402 较强的土壤和烟草植株内定殖能力，为其充分发挥防病和促生功能提供

了保障。 
菌株 PA2101 和 PG3402 能够在烟草上发挥如此强大的生防功能，除了菌株本身具有的生防特性外，

还可能与烟草本身有密切关系，Ma 等[33]发现烟草根系分泌物烟碱、东莨菪碱和十八烷对假单胞杆菌的生长、

根定殖能力和对烟草黑胫病等土传病害的防控等有增强作用，因此菌株 PA2101 和 PG3402 的防病以及与

烟草互作的机理值得进一步探索。另外，关于烟草防病和促生的生防菌研究较多[14,34]，但很少应用于实际

生产中，菌株 PA2101 和 PG340 作为极具潜力的防病促生菌，在田间的应用效果还需进一步研究。 
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