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摘要：枯草芽孢杆菌Tpb55菌株挥发性代谢产物对烟草赤星病菌菌丝生长、孢子产生具有抑制作

用，并延缓黑色素的产生。在相对封闭的试验条件下，Tpb55菌株挥发性物，对烟草赤星病的防治

效果达100%。促生效应测定结果表明，Tpb55挥发物对烟草生长无明显毒害作用，且株高、叶长、

叶宽和鲜重较显著增加。结果表明，Tpb55挥发性代谢产物具良好的抑菌、促生和防病作用，是寻

找抗菌、促生物质新的途径。 
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Abstract: Volatiles produced by Bacillus subtilis Tpb55 strain inhibited 

sporulation, mycelial growth and pigment biosynthesis of Alternaria alternata, 

pathogen of tobacco brown spot. Under enclosed experiment condition, volatiles of 

Tpb55 showed 100% efficiency to control tobacco brown spot. Compared with control, 

volatiles of Tpb55 significantly increased the plant hight, leaf blade length, leaf 

blade width and fresh weight of tobacco. And no obvious adverse effect on tobacco was 

found. Results from this research showed that volatiles produced by Tpb55 had good 

effects of pathogen inhibition, disease control and tobacco growth enhancement. 

Bacterial volatiles provide a new source of compounds with antibiotic and growth-

promoting features.
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  由链格孢（Alternaria alternata）引发的烟草赤星病是烟叶成熟后期重要的叶部病害，在

我国各烟区均有发生，严重影响烟叶的产量和品质。当前该病害的防治依赖化学药剂，受环境因

素影响大，防治效果不理想，易产生农药残留。且主用药剂菌核净在烟草生产上连续使用多年，

由于抗药性产生[1]，防治效果明显下降。寻找新的替代药剂或更好的途径防治烟草赤星病极为重

要。枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)对多种植物病原菌具有生防作用，通过分泌溶菌酶、嗜铁

素、抗生素等代谢物，直接或间接促进植物生长[2-5]，防治烟草赤星病有良好应用潜力。但是，

有关枯草芽孢杆菌挥发性代谢产物的抗真菌作用研究较少。Compant等[6]报道枯草芽孢杆菌GBO3

菌株对尖孢镰刀菌或枯萎病菌(Fusarium oxysporum)具有拮抗作用。江木兰等[7]发现，油菜内生



枯草芽孢杆菌BY–2菌株挥发性物质，能够抑制油菜菌核病菌(Sclerotinia sclerotiorum)菌丝生

长。Leelasuphakul等[8]测定了205个枯草芽孢杆菌菌株的挥发物，对水果绿霉病菌(Penicillium 

digitatum)菌丝生长抑制作用，有9个菌株的抑制率达80%以上。上述研究表明，枯草芽孢杆菌挥

发性代谢产物与其非挥发性产物一样，是一类重要的生防资源，但对其作用机制和生防途径均未

作深入研究。在本研究中，作者以烟草赤星病菌作为指示病原菌，系统研究了枯草芽孢杆菌Tpb55

[9,10]菌株挥发性代谢产物抑菌、防病及促生效应，对寻找烟草赤星病以及其它植物病害生物防治

的新途径和模式进行了有益探索。 

  1 材料与方法 

  1.1 供试菌株与烟草品种 

  烟草赤星病菌由中国农业科学院病理实验室分离鉴定，PDA培养基斜面4℃下保存。使用前转

接到PDA平板上培养5~7d（26℃），用无菌水洗下，1500g离心3min去除菌丝，取上清液即为孢子

悬浮液，稀释至103个/mL，接种前制备最佳。Tpb55菌株由中国农业科学院病理实验室分离鉴定，

NA培养基斜面4℃下保存，使用前转接到NA平板上活化2次。 

  烟草品种云烟85，托盘育苗，2~4片真叶时假植到育苗盆（Ø10.0cm）消毒土中，备用。 

  1.2 Tpb55挥发物对烟草赤星病菌的抑制作用 

  参照江木兰等[7]方法，将烟草赤星病菌菌块（Ø5.0mm）和Tpb55菌株分别接种在装有PDA培养

基和NA培养基的培养皿中预培养1d，以不接Tpb55的NA培养皿作对照，去掉培养皿盖，将PDA培养

皿倒扣在NA培养皿上，用封口胶将2皿交接处密封，26℃培养，对照菌丝长满平皿时，测定挥发物

对烟草赤星病菌的作用。 

  1.2.1 Tpb55挥发物对赤星病菌菌丝生长的影响 十字交叉法逐日测定对照和挥发物处理赤星

病菌菌落直径，计算抑制率。 

  1.2.2 Tpb55挥发物对菌落性状及菌落色素形成的形态学观察 观察Tpb55挥发物对菌丝生长、

色素产生及孢子产生的影响。 

  1.2.3 Tpb55挥发物对真菌繁殖体产量的测定 将处理与对照赤星病菌的分生孢子用10.0ml无

菌水洗下，用血球计数板分别测定其浓度，然后转化成分生孢子总产量。 

  1.3 Tpb55挥发物对烟草赤星病的防治作用 

  选容积为5.0L的干燥器，用硫酸调节干燥器内部湿度为85%。取4~5真叶期烟苗2盆，每盆2

株，用接种喷雾器，接种烟草赤星病菌孢子。将活化好的Tpb55菌株接种到PDA平板上，28℃培养

24h，去掉皿盖与2盆烟苗一同置入干燥器中，培养皿置于底部，凡士林封口，28℃光照培养箱培

养，观察记载烟株发病率和病斑数。以不接生防菌为对照，3次重复。 

  1.4 Tpb55挥发物对烟草的促生效应 

  方法同1.4。待烟苗长至20d后，小心将苗整株挖出，洗去根部泥土，测量其株高、最大叶的

长宽、整株鲜重等指标。以不接生防菌为对照，3次重复。 

  2 结果 

  2.1 Tpb55挥发物对赤星病菌菌丝生长的影响 

  抑菌测定结果表明，Tpb55在NA培养基上产生挥发性物质抑制病原真菌生长。与烟草赤星病菌

共同培养1d即有挥发性抗菌物质产生，对赤星病菌菌丝生长抑制率达70%以上。5d后，病原真菌仅

仅向4周伸长3.0mm（图1），而对照平板上真菌几乎覆盖整个培养皿，菌丝生长抑制率达95.0%。   

图1 Tpb55挥发物对菌丝生长影响 



 

图1 Tpb55挥发物对菌丝生长影响 

  2.2 Tpb55挥发物对菌落性状的形态学观察 

  Tpb55挥发物作用于烟草赤星病菌后，菌丝较稀疏，生长缓慢，黑色素形成受阻，菌落呈黄色

(图2A)；挑菌落置显微镜下观察，菌丝形态无明显变化，较透明，未见有分生孢子(图2C)。而对

照菌丝则致密，生长旺盛，菌落呈灰褐色，菌丝稍暗，夹杂大量分生孢子(图2B)。 

  2.3 Tpb55挥发物对真菌繁殖体产量的测定 

  Tpb55挥发物作用于烟草赤星病菌5d后测定，所有平板均检测不到赤星病菌分生孢子，而对照

分生孢子产量平均达2.36×107个/皿。 

  2.4 Tpb55挥发物对烟草赤星病的防治作用 

  接种赤星病菌后3d，对照烟株陆续开始发病，接种后5d，对照烟株全部发病，病斑主要集中

在底部2~3片叶上。接种后10d调查，对照烟苗病株率为100%，病斑数达8.02个/株，发病叶片变黄

枯死。Tpb55挥发物处理烟株全部生长良好，叶色正常，未见有发病叶片。 

  2.5 Tpb55挥发物对烟草的促生效果 

  促生试验结果表明（表1），Tpb55挥发物对烟苗有较好的促生效果。与对照相比，Tpb55挥发

物处理烟苗在株高、最大叶长、叶宽、鲜重等指标上显著增加，增加幅度分别为11.95%、

18.49%、11.29%和12.35%。Tpb55挥发物处理烟苗20d后，与对照烟苗植株相比，叶色浓绿，叶片

肥厚且大，长势更加旺盛。 

表1 Tpb55挥发物对烟草的防病、促生效应 

  3分析与讨论 

  生物防治资源是可持续农业研究与发展的重要前提，发展生物防治的新思想、新方法和新技

术，提高综合防治水平，有利于环境保护、食品安全、生物多样性。拮抗微生物是植物病害生物

防治的重要因子[4]。微生物产生拮抗物质包括非挥发性物质和挥发性物质，长期以来，大量植病

生防研究集中于微生物产非挥发性物质研究，纯化、鉴定了多种抗菌物质，如细菌素

(bacteriocins)、荧光素（fluorescein）、土壤杆菌素（agrocin）、酚类物质、多肽类抗生素

（polypeptides）、蛋白质类抗真菌素等，并广泛应用于植物病害的生物防治。 

  有关微生物挥发性代谢产物用于植病生防的研究报道较少。大量研究结果表明，Marco Kai等

[11]测定了9个细菌菌株挥发性代谢物对立枯丝核菌Rhizoctonia solani菌丝生长的抑制作用，供

 



试菌株均表现不同程度的拮抗作用，其中枯草芽孢杆菌 B2等7个菌株具强烈抑制作用（99–

80%），证明了拮抗细菌产生的挥发性物质对植物病原菌有明显的影响。本研究结果表明，对烟草

赤星病菌菌丝生长抑制率达95%以上，说明产挥发性抗菌物质是Tpb55菌株重要抑菌机制之一。挥

发性物质的抗真菌作用主要有抑制孢子萌发或菌丝生长[12-13]、孢子形成[14]、子囊的产生[14]和

致畸作用[15]。Tpb55挥发物对赤星病菌抑制作用主要以抑制菌丝生长和分生孢子的产生，对防止

病原菌的侵染和病害传播具有重要意义。 

  较非挥发性抗菌物质，挥发性抗菌物质更易于在土壤或空气中渗透和扩散，能更有效的杀灭

病原菌接种体[16]。Leelasuphakul等[8]认为芽孢杆菌对仓储水果的防治效果主要得益其挥发性抗

菌物质的产生。为了探索微生物挥发物用于植病生防的途径，本研究开展了封闭条件下，模拟病

害环境，测定了Tpb55挥发物对烟草赤星病的防治作用。结果表明，Tpb55挥发物在实验条件下，

有效抑制了病害的发生，防治效果达100%。生防菌对寄主植物的影响是判断其是否具有推广应用

价值的重要方面，此前研究结果枯草芽孢杆菌挥发物对寄主植物（拟南芥）无不良影响[12]或有促

生作用[17,18]。本文研究结果与上述研究一致，Tpb55挥发物对烟草生长无明显毒害作用，且在株

高、鲜重等方面较对照显著增加。 

  大量研究表明，微生物产挥发性抗菌物质是重要的植病生防资源，具有良好的生防潜力和应

用前景，但长期以来相关领域研究却受到忽视，生防潜力没有得到充分的发掘。本研究为微生物

挥发性代谢产物抗真菌作用机理提供了直接证据，丰富了植病生防理论，对利用微生物挥发性抗

菌物质用于植病生防途径或模式作了有益探索。Ryu C M等[19]和Farag M A等[18]研究证明，细菌

产生的挥发物2,3-丁二醇和3-羟基-2-丁酮对拟南芥对具促生作用，有关Tpb55挥发性抗菌物质产

生的条件和种类，以及在生产上利用和推广的方法和途径等，还有待于深入研究。 
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