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温度、湿度、接菌量及 pH对烟草青枯病菌致病力的影响 

汪汉成，余  婧，蔡刘体，陆  宁 

（贵州省烟草科学研究院，烟草行业山地烤烟品质与生态重点实验室，贵阳 550081） 

摘  要：烟草青枯病菌是土传病原细菌，其致病力易受多种因素影响。采用穿刺法接种离体叶片，系统性地研究了温度、湿

度、接菌量和 pH对烟草青枯病菌致病力的影响。试验范围内青枯病菌可致病的病原菌数量为 1.3~1.3×108 cfu，1.3×108 cfu

病斑面积最大；致病的温度范围为 20~35 ℃，最适为 30~35 ℃，病害潜伏期随着温度升高而变短；40%~100%的相对湿度

范围内均可发病；致病 pH范围为 5.0~8.0，最适发病 pH为 6.0。影响青枯病菌致病力的关键因子为温度和 pH，湿度不是青

枯病发生的关键因素，结果为研究烟草青枯病发生机制提供了科学依据。 
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Abstract: Ralstonia solanacearum is a worldwide soil born bacterium on tobacco, and its pathogenicity is affected by many factors 
but the key factors are still unclear. In this study, the effect of temperature, relative humidity, inoculum amount and pH on 
pathogenicity of R. solanacearum was systematically analyzed. The method of stab inoculation on detached leaves was used 
throughout the whole experiment. The results showed that the pathogenic amount of R. solanacearum was between 1.3 cfu and 1.3× 
108 cfu, and the biggest scab in detached tobacco leaves was observed in the treatment of 1.3× 108 cfu. The pathogenic temperature 

of the bacterium was from 20 ℃ to 35 ℃, and the best range was from 30 ℃ to 35 ℃, showing decreased incubation period with 

the raise of temperature. Tobacco bacterial wilt could happen under the relative humidity range of 40% to 100%, thus humidity was 
not the key factor for this disease. The pathogenic pH value range was from 5.0 to 8.0, and the best value was around 6.0. In 
conclusion, temperature and pH value were the key factors for pathogenicity of R. solanacearum. These results provided scientific 
evidence for occurrence mechanism of tobacco bacterial wilt. 
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长期以来，烟叶生产受到烟草土传细菌性病害

烟草青枯病（tobacco bacterial wilt）的危害，其病

原菌为茄科雷尔氏菌 [Ralstonia solanacearum 

（Smith 1896，Yabuuchi et al. 1996 emend）]。该病

害是典型的维管束病害，烟草根、茎、叶各部位均

可被侵染，但主要危害植物的根和茎，病株侧根常

变黑腐烂，茎部可见黑色条斑[1-2]。该病于 1864年

在印度尼西亚首次发现，此后，迅速扩展至主要产

烟国家并成为制约烟草生产的重要病害[3-4]，目前在

我国主要产烟省区均有发生。近年来，由于气候、

土壤酸碱度等方面的原因，该病害在我国的危害范

围逐步扩大。 

烟草青枯病的发生是烟草、病原菌、环境共同

作用的结果，烟草青枯病的发生与病原菌的致病力 
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密切相关。致病力是病原菌侵入寄主后引起致病的

能力。影响致病力的因素包括温度、湿度、病原菌

的浓度、pH 等多个方面，同时病原菌菌株间的致

病力也存在差异。引起我国烟草青枯病的茄科雷尔

氏菌主要为 1 号小种 3 号生化型（R1Bv3）[5]。已

有的研究表明，30 ℃的环境温度和 81.42%以上的

相对湿度比较有利于烟草青枯病的发生[6]，同时温

度也会影响烟草品种对青枯病的抗性[7]；接菌浓度

100~1010 cfu/mL时均会引起番茄青枯病的发生[8]。

目前，烟草青枯病菌可致病的温度、湿度、病原菌

浓度及 pH 范围仍不清楚。本文以一株烟草青枯病

菌致病力菌株为研究对象，对其可致病的温度、湿

度、病原菌数量及 pH 范围进行测定，旨在明确影

响烟草青枯病致病力的关键环境因子，为烟草青枯

病发生机制提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株与烟株  试验于 2017年 2—5月在

贵州省烟草科学研究院微生物实验室开展，烟草青

枯病菌（Ralstonia solanacearum）由该实验室分离

鉴定所得。烟草品种为云烟 87（Nicotiana tabacum cv. 

Yunyan 87）。 

1.1.2  供试培养基与试剂  烟草青枯病菌的培养

使用牛肉膏蛋白胨培养基（NA、NB）[9]、青枯菌

专性培养基（SMSA）[10]和（BUG+B）培养基[11]，

BUG琼脂由Biolog公司提供，冻干脱纤维羊血（B）

由北京友康基业生物科技有限公司提供。青枯病菌

不同 pH 下生长采用的代谢板 PM9、接种液 IF-0a 

GN/GP（#72268）和 IF-10b GN/GP（#72266）、染

料Mix A（#74221），均购自美国 Biolog公司。 

1.2  接种量对烟草青枯病菌致病力的影响 

将青枯病菌于 NB培养液中 30 ℃、170 r/min

黑暗培养，48 h后吸取 5 mL菌液，从中吸取 0.5 mL，

用无菌水将菌液依次稀释至 100~10−8。采用 1 mL

无菌注射器从 100~10−8 的梯度稀释液中分别吸取

0.1 mL菌液，采用“穿刺接菌法”将菌液注射至 8

叶期烟草离体叶片，每点注射 15 μL菌液，以注射

同体积的 NB培养基为对照，每个处理重复 4次。

接菌后将叶片置于 30 ℃、RH 80%、16 h黑暗和 8 h

光照交替的环境下培养，72 h后测量病斑的直径并

计算病斑面积。此外，从 100~10-8的梯度稀释液中

分别吸取 0.1 mL菌液，分别将其均匀涂布于制备好

的 SMSA平板上，每处理重复 3次，将接菌后的平

板置于 30 ℃黑暗条件下培养，72 h后计数平板上

长出的菌落数。 

1.3  温度对烟草青枯病菌致病力的影响 

将青枯病菌于 NB培养液中 30 ℃、170 r/min

黑暗培养，48 h后吸取 1 mL菌液，用无菌水将菌

液稀释，制备 107 cfu/mL的菌液。采用“穿刺接菌

法”将菌液注射至 8叶期烟草离体叶片，每点注射

15 μL菌液，以注射同体积的 NB 培养基为对照，

每个处理重复 4次。接菌后将叶片置于 RH 80%、

16 h黑暗和 8 h光照交替、及不同温度（18、20、

25、28、30、35 ℃）的环境下培养，分别于接菌

后 24、36、60、84、108和 132 h观察叶片发病情

况，测量病斑的直径并计算病斑面积。 

1.4  湿度对烟草青枯病菌致病力的影响 

参照上述方法制备青枯病菌 107 cfu/mL的菌液。

采用“穿刺接菌法”将菌液注射至 8叶期烟草离体

叶片，每点注射 15 μL，以注射同体积的 NB 培养

基为对照，每个处理重复 4次。接菌后将叶片置于

30 ℃、16 h黑暗和 8 h光照交替、及不同相对湿度

（40%、60%、80%、100%）的环境下培养，分别

于接菌后 72 h观察叶片发病情况，测量病斑的直径

并计算病斑面积。 

1.5  pH对烟草青枯病菌致病力的影响 

将烟草青枯病菌在 BUG+B 平板上纯化培养 2

代，参照 Biolog革兰氏阴性细菌代谢的操作规程[12]

进行烟草青枯病菌的不同 pH 环境下的生长培养，

30 ℃培养 5 d后取出培养菌液。用 1 mL无菌注射

器从 pH 3.5~10的菌液中分别吸取 0.1 mL菌液，采

用“穿刺接菌法”将菌液注射至 8叶期烟草离体叶
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片，每点注射 15 μL菌液，以注射同体积的无菌水

为对照，每处理重复4次。接菌后将叶片置于30 ℃、

RH 80%、16 h黑暗和 8 h光照交替的环境下培养，

72 h后观察叶片发病情况，测量病斑的直径并计算

病斑面积。此外，吸取 0.1 mL pH 3.5~10范围内的

青枯菌培养液，将菌液用无菌水进行梯度稀释，吸

取 0.1 mL稀释液均匀涂布于制备好的 SMSA平板

上，每处理重复 3 次，将接菌后的平板置于 30 ℃

黑暗条件下培养，72 h后计数平板上长出的菌落数。 

2  结  果 

2.1  接菌量对烟草青枯病菌致病力的影响 

如表 1 所示，在烤烟云烟 87 的离体叶片上，

烟草青枯病菌在 1.3~1.3×108 cfu的接菌范围内均可

使烟草叶片致病，接菌量 1.3×102 cfu 48 h时，发病

面积可达 0.63 cm2，接菌量不影响病斑扩展面积。 

2.2  温度对烟草青枯病菌致病力的影响 

结果如表 2所示，烟草离体叶片接菌 15 μL的

107 cfu/mL的菌液，在 18~35 ℃的温度范围内，除

18 ℃外，烟草青枯病菌均具有致病力；20 ℃时，

青枯病菌接菌 84 h 后才开始使离体叶片发病；

25~30 ℃处理，接菌 36 h后叶片开始发病；35 ℃

处理 24 h后叶片就开始发病。在 24~132 h的培养

时间内，各温度处理下的烟草叶片发病面积均会随

着培养时间的延长而逐渐扩大。此外，在 20~35 ℃

的测试温度范围内，36~132 h各时离体叶片的发病

面积均随着温度的升高而增大。 

2.3  湿度对烟草青枯病菌致病力的影响 

测定结果表明，相对湿度 40%、60%、80%和

100%的条件下，烟草离体叶片穿刺接种 15 μL 的

107 cfu/mL的菌液，青枯病菌均可使叶片发病，其

平均病斑面积分别为 0.87、1.04、0.87和 0.95 cm2。 

 
表 1  烟草青枯病菌接菌量在烟叶上对其致病力的影响 

Table 1  Effect of inoculum quantity on Ralstonia 
solanacearum pathogenicity in tobacco leaf 

稀释倍数 接菌量/cfu 病斑面积/cm2 

100 1.3×108 0.78±0.14a 

101 1.3×107 0.57±0.03b 
102 1.3×106 0.69±0.09a 

103 1.3×105 0.59±0.02b 
104 1.3×104 0.53±0.03c 

105 1.3×103 0.70±0.06a  
106 1.3×102 0.63±0.02b 

107 1.3×101 0.57±0.03b 
108 1.3 0.51±0.04c 

CK 0 0 

注：不同小写字母表示 0.05水平上差异显著，下同。 

 
表 2  温度对烟草青枯病菌在烟叶上致病力的影响 

Table 2  Effect of temperature on Ralstonia solanacearum pathogenicity in tobacco leaf 

温度/℃ 
病斑面积/cm2 

24 h 36 h 60 h 84 h 108 h 132 h 
18 0 b 0 c 0 c 0 d 0 e 0 e 
20 0 b 0 c 0 c 0.57±0.13 c  0.79±0.07 d 1.37±0.12 d 
25 0 b 0.50±0.05 b 0.82±0.06 b  1.06±0.22 b  1.55±0.13 c 2.02±0.43 c 
28 0 b 0.45±0.06 b 0.98±0.08 b  1.57±0.33 b  2.64±0.23 b 3.97±0.67 b 
30 0 b 1.37±0.13 a 2.05±0.28 a 3.96±0.54 a 4.21±0.32 a  4.67±0.74 a 
35 0.8±0.07 a 1.62±0.24 a 2.14±0.17 a 4.32±0.36 a  4.65±0.29 a 4.89±0.53 a 

 

2.4  pH对烟草青枯病菌致病力的影响 

结果如表 3所示，在 pH 3.5~10.0的测试范围

内，烟草青枯病菌可生长的 pH范围为 5.0~9.0，最

适为 6.0，pH 3.5~4.5和 9.5~10.0的环境下青枯病菌

均不能存活。在相同的接菌体积下，pH 6.0处理的

菌落数量可达 1.4×1010 cfu，其次为 pH 5.0、7.0、

5.5和 8.0的处理，pH 8.5和 9.0处理的菌落数最小

（1.7×103 cfu）。不同 pH下的致病力测定结果（表

3）表明，烟草青枯病菌可致病的 pH范围为 5.0~8.0，

该范围内的离体叶片发病面积均随叶片培养时间

的延长而逐渐增大；pH 8.5和 pH 9.0的处理，青枯

病菌虽能存活，但离体烟草叶片培养 120 h内均未

发病。 

3  讨  论 

烟草青枯病菌是世界性的土传病原细菌，寄主

广，变异强，难以防治。本文以中抗品种云烟 87

为材料，采用单因子试验，开展了温度、湿度、接 
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表 3  pH对烟草青枯病菌在烟叶上致病力的影响 

Table 3  Effect of pH on Ralstonia solanacearum pathogenicity in tobacco leaf 

pH 菌落数/cfu 
病斑面积/cm2 

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 

3.5 0 0 d  0 d 0 d 0 c 0 d 
4.0 0 0 d 0 d 0 d 0 c 0 d 
4.5 0 0 d 0 d 0 d 0 c 0 d 
5.0 8.2×109 0.33±0.03 b 0.64±0.13 b 0.81±0.07 c 0.95±0.10 b 1.03±0.07 c 
5.5 2.7×109 0.44±0.04 a 0.78±0.12 b 0.93±0.12 b 1.04±0.11 b 1.16±0.12 c 
6.0 1.4×1010 0.47±0.05 a  1.05±0.34 a 1.41±0.24 a 1.60±0.32 a 1.79±0.26 a 
7.0 6.7×109 0.31±0.01 b 0.54±0.02 c 0.94±0.11 b 1.12±0.12 b 1.36±0.05 b 
8.0 3.3×108 0.27±0.02 c 0.50±0.04 c 0.80±0.06 c 0.98±0.09 b 1.38±0.07 b 
8.5 1.7×103 0 d 0 d 0 d 0 c 0 d 
9.0 1.7×103 0 d 0 d 0 d 0 c 0 d 
9.5 0 0 d 0 d 0 d 0 c 0 d 
10.0 0 0 d 0 d 0 d 0 c 0 d 

注：同列中不同小写字母表示 0.05水平上差异显著。 

 

菌量和 pH 对烟草青枯病菌致病力影响的系统性研

究，获得了烟草青枯病菌致病的病原菌数量范围为

1.3~1.3×108 cfu，致病的温度范围为 20~35 ℃，致

病的湿度范围为 40%~100%，致病的 pH 范围为

5.0~8.0。 

温度是重要的环境因素，对植物病原菌的生长

和病害的发生均具有较大的影响。据报道番茄青枯

病菌在液体培养基中最适生长温度为 30 ℃[8]，青

枯病菌侵染番茄的最低温度为 22 ℃，且温度越高

病害发生的潜伏期越短[13]；30 ℃最有利于辣椒青

枯病的发生[14]；大部分青枯病菌菌株在 20 ℃以下

没有致病力，但青枯病菌 3 号小种 2 号生化型

（R3Bv2）被报道 18 ℃时在土豆和番茄上可以致

病 [15-16]；烟草青枯病菌的可生长温度范围为

15~43 ℃，28.52 ℃为病原菌在平板上的最适生长

温度，同时 30 ℃左右为烟草青枯病发展的最有利

温度[17]；30 ℃和 35 ℃时不同青枯病抗性的烟草品

种均会被青枯病菌侵染[7]。本文采用的离体叶片穿

刺接种的方法虽然与上述研究不同，但获得的烟草

青枯病菌致病力温度范围同上述报道基本一致。 

烟草青枯病菌是土传细菌性病害，土壤 pH 环

境影响着它的定殖和侵染。据报道一些烟草青枯病

菌菌株可以存活的 pH范围为 5.0~9.5[18]，青枯雷尔

氏菌在偏酸和偏碱条件下生长较好[19]。本文所测得

的青枯病菌可存活的 pH范围为 5.0~9.5，研究结果

与之前报道一致。MICHEL等[20]报道了不同类型土

壤中不同 pH 的土壤处理措施对青枯病病情指数影

响，仅在土壤环境中评价了青枯病菌的病情指数与

pH的关系。pH对青枯病菌致病力影响方面未见报

道，本文首次系统性地评价了 pH 对青枯病菌致病

力的影响。青枯病菌虽然在 pH 8.5~9.0的范围内能

够存活，但并不能致病，该结论为通过改良土壤 pH

来防控青枯病提供了科学依据。 

本文发现湿度和青枯病菌的数量为烟草青枯

病发生的非必要因素。烟草青枯病菌的环境适应能

力较强[18]，可供其生长的营养物质范围广泛，在无

氮的情况下仍然能够生长[5]。只要温度合适，该病

原菌就能迅速繁殖，在寄主存在的条件下，就能侵

染烟草进而造成危害。湿度虽不是其致病力的关键

因子，但对病害的流行与传播起到积极作用。 
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