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烟草青枯病拮抗菌在有机肥中的定殖效率及田间防治效果 
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（1.华中农业大学农业生命科学技术学院，武汉 430070；2.湖北省烟草公司恩施州公司，湖北 恩施 445000；3.湖北省烟
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摘  要：为有效防治青枯病，采用多种拮抗菌复配菌剂添加至生物有机肥，施用于烟田，研究其对烟田土壤中有益微生物、

病原微生物的影响及对青枯病的控制效果。结果显示，30%茶枯+70%烟草秸秆粉碎物（生物有机肥 C）中添加的拮抗菌有较

好的定殖率，枯草芽胞杆菌 JK-4、解淀粉芽胞杆菌 JK-10菌株在生物有机肥 C中的定殖率分别达到了 945.7%、1970%，链

霉菌 LC-7菌株在生物有机肥 C中定殖率达到 496.7%，同时其防治青枯病的效果最好，在烟草旺长期防治效果达到 57.40%，

在青枯病发病高峰期防治效果为 37.11%。 
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Abstract: For effective prevention and treatment of bacterial wilt, a variety of antagonistic bacterial agents were added to bio-organic 
fertilizers and applied to tobacco fields. The effects of composite microbial agents added in the bioorganic fertilizers on tobacco 
beneficial soil microbes, pathogenic microorganisms, and on bacterial wilt control were studied. The results showed that 30%+70% of 
the dry tea pulverized tobacco stalks (bio-organic fertilizer C) added with antagonistic bacteria had better colonization, with 
colonization rate of Bacillus subtilis JK-4 and Bacillus amyloliquefaciens strain JK-10 reached 945.7% and 1970% in the biological 
organic fertilizer C. The Streptomyces strain LC-7 set in bio-organic fertilizer C with a colonization rate of 496.7 percent. The best 
prevention of bacterial wilt was obtained with this treatment, with a control effect of 57.40% during the fast growing period of tobacco 
and a control effect of 37.11% at the peak of incidence of bacterial wilt. 
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烟草青枯病是一种烟草土传病害，其爆发会造

成巨大的经济损失[1]。为防止青枯病发生，利用添

加拮抗微生物的有机肥防治青枯病正成为研究热

点。目前有机肥与功能微生物（生防菌、促生菌等）

相结合制成的微生物有机肥对各种土传病害的防

控表现出很好的效果[2-5]。但是单一菌种、单一功能

的生防菌已不能满足农业发展的需求。本研究将筛

选获得的多种青枯雷尔氏菌的拮抗菌发酵菌液添

加到不同种类的有机肥中，检测定殖情况；同时将

添加拮抗菌剂的有机肥施用于烟田，监测烟田土壤

中青枯雷尔氏菌及拮抗菌的数量变化以及青枯病

发病情况，筛选出效果最佳的生物有机肥组合，期

望有助于改变目前青枯病生防药剂单一的现状，获

得防治烟草青枯病的新途径。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 

烟草青枯雷尔氏菌由发病烟草植株分离并在

实验室保存。添加的拮抗菌为华中农业大学微生物

实验室保存菌株，分别为链霉菌 LC-7 菌株

（Streptomyces sp.）、甲基营养型芽胞杆菌（Bacillus 

methylotrophicus）JK-3菌株，枯草芽胞杆菌（Bacillus 

subtilis）JK-4 菌株，解淀粉芽胞杆菌（Bacillus 

amyloliquefaciens）JK-10菌株，已确认有良好的抑

制青枯雷尔氏菌的活性。平板喷雾法：挑取细菌单

菌落，点样至 PDA培养基平板上，倒置放入 28 ℃

恒温培养箱中培养 24 h后，在平板上喷雾接种对数

期的青枯雷尔氏菌，放入 28 ℃培养箱，24 h后观

察是否有抑菌圈。 

设置的 5种有机肥处理由湖北省恩施州烟草公

司提供，分别为生物有机肥 A：100%烟草秸秆粉碎

物；B：30%菜枯+70%烟草秸秆粉碎物；C：30%茶

枯+70%烟草秸秆粉碎物；D：30%菜枯+30%炭化谷

壳+40%烟草秸秆粉碎物；E：30%茶枯+30%炭化谷

壳+40%烟草秸秆粉碎物。 

田间试验在宣恩县晓关乡古路村进行，选择烟

草青枯病发生严重的黄棕壤进行试验，供试品种为

云烟 87。 

1.2  试验设计 

1.2.1  拮抗菌共培养试验  采用平板对峙法，将拮

抗菌分别点接在平板上，点接距离 2 cm，在培养箱

中恒温培养 5~7 d，观察菌株生长是否会互相影响。 

1.2.2  拮抗菌在有机肥中的定殖和存活率测定  5

种不同有机肥分别在 121 ℃高温灭菌 30 min。将培

养的 4种拮抗菌菌株发酵液按 10%（V/W）的接种

量分别加入到灭菌有机肥中，放置于 37 ℃培养箱

中，每天手动摇翻来进行混匀，3 d后，取发酵的有

机肥 10 g，溶于 90 mL无菌水中，系列梯度稀释，

选择合适稀释度涂布牛肉膏蛋白胨培养基或高氏

一号培养基平板，培养 3~5 d后，计算单菌落数量，

计算每种拮抗菌在有机肥中的含菌量。 

1.2.3  将拮抗菌加入有机肥进行二次发酵  将各

个功能菌的菌株发酵液（109 CFU/mL）按 1%（V/W）

的量分别加入到腐熟好的生物有机肥 A-E中，固体

发酵，发酵温度 30~45 ℃，发酵过程中每天翻堆一

次，发酵 5~7 d。分别将各个菌固体发酵获得的菌剂

等体积混合，并后熟 2~3 d，后熟过程中翻堆 2次，

最后在温度不超过 60 ℃的条件下将微生物有机肥

的含水量蒸发至 50%左右。获得含有拮抗菌的生物

有机肥 BOF A-E。 

1.2.4  田间施用生物有机肥  分别以施用 5种不同

生物有机肥（BOF A-E）为 5个处理，每个处理重

复 3次，每个小区植烟 60株。移栽前将 BOF肥料

施于土壤中，施用量为 200 g/株。同时以施用 100%

化肥的处理作为对照，养分差均用化肥补齐。所有

处理氮磷钾的施入总量相等。生物有机肥 A-E施用

量为 200 g/株，移栽前均匀施撒于田间；移栽后的

30 和 60 d，使用拮抗菌稀释 5 倍的发酵液灌根处

理，每株 100 mL，肥料所施小区分别标记为 SF-1—

SF-5。按常规施肥量施化肥，不使用有机肥，作为

对照组，所施小区标记为 SF-6。 

1.2.5  病情调查  自移栽后出现第 1株发病植株起，

每隔 15 d详细调查病情状况，并记录直至烟草成熟

期。青枯病的病情指数按照中华人民共和国烟草行

业标准烟草病害分级及调查方法调查。烟草青枯病

的发病率、病情指数和防治效果按下式计算： 

发病率=发病植株/调查植株总数×100% 

病情指数=Σ[(病情级数×此级株数)/(最高级数×

总株数)]×100 

防治效果=(对照病情指数－处理病情指数)/对

照病情指数×100%。 

1.2.6  烟田青枯雷尔氏菌和拮抗菌数量的检测  

分别在田间施用有机肥 30，60，90 d后以及青枯病

发病高峰期取土壤样品，带回实验室，10倍系列梯

度稀释后，涂布在 TTC培养基上，培养后计算青枯

雷尔氏菌的数量。同时分别用高氏一号培养基和

NA培养基培养后，计算放线菌和芽胞杆菌的数量。
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2  结  果 

2.1  拮抗菌共培养试验 

如图 1所示，平板上的不同菌株在生长中并不

会相互产生明显的抑制作用，所有菌株的共培养试

验均显示各个拮抗菌之间的生长并不会相互产生

影响。 

2.2  拮抗菌在有机肥中的定殖 

从表 1可以看出，拮抗菌株在大部分有机肥中

的定殖率均比较高，均显示了较好的定殖结果。从

总体来看，有机肥 C的定殖结果最好，所有拮抗菌

都有较高的定殖率，其中 JK-3 的定殖率达到了

4595%，JK-3的定殖率在所有组别中最高。其次有

机肥 B与有机肥 E也有较好的定殖结果，但在这两

种肥料中，LC-7的定殖率则明显低于有机肥 C。在

有机肥 A与有机肥 D中，3种细菌的定殖率都比较

高，但 LC-7却不能在其中很好的定殖。可见，在拮

抗菌定殖试验中，有机肥 C可以很好地促进各拮抗

菌的生长，其次是有机肥 B与有机肥 E。 

 

 
 

图 1  拮抗菌共培养结果 

Fig. 1  Antagonistic bacteria co-culture results 

 

表 1  拮抗菌株在 5种生物有机肥中的定殖 

Table 1  Colonization of antagonistic strains in five bio-organic fertilizers 
有机肥 有机肥 A 有机肥 B 有机肥 C 有机肥 D 有机肥 E 发酵液 

JK-10含菌量/（×1011CFU·g-1） 32 58 197 163 164 10 

JK-10定殖率/% 320 580 1970 1630 1640 - 

JK-4含菌量/（×1011 CFU·g-1） 100 61 870 670 85 92 

JK-4定殖率/% 108.7 66.3 945.7 728.3 92.4 - 

JK-3含菌量/（×1012 CFU·g-1） 2100 1600 1700 2000 1600 37 

JK-3定殖率/% 5676 4324 4595 5405 4324 - 

LC-7含菌量/（CFU·g-1） - 2×105 149×105 - 5×105 3×106 

LC-7定殖率/% - 6.67 496.7 - 16.7 - 

 

2.3  土壤中青枯雷尔氏菌和拮抗菌的检测 

分别在移栽后 30、60、90 d以及青枯病发病高

峰期进行采样检测。 

2.3.1  土壤中青枯雷尔氏菌数量  从表 2可以看出，

在发病高峰期，添加拮抗菌和生物有机肥的 5个小

区土壤中青枯雷尔氏菌数量明显少于对照组的数

量，其中 SF-1 处理组土壤中的青枯雷尔氏菌数量

最少。处理组 SF-1 在各个时期土壤青枯雷尔氏菌

数量如图 2所示，由于青枯雷尔氏菌在各个土样中

不同时期含量的变化波动范围较大，纵坐标采用菌

含量的对数值。可以看出在 30至 90 d青枯雷尔氏

菌在土壤中的含量呈上升趋势，但 90 d至发病高峰

期明显下降，说明添加拮抗菌的有机肥在生长后期

可以抑制烟田土壤中青枯雷尔氏菌的生长。可见 5

种添加了拮抗菌剂的有机肥均可以有效地降低土 

壤中青枯雷尔氏菌的数量，预防青枯病的发生。 

 

表 2  不同处理发病高峰期土壤中青枯雷尔氏菌数量 

Table 2  The number of Ralstonia solanacearum in different 
soil samples in peak period 

项目 SF-1 SF-2 SF-3 SF-4 SF-5 SF-6 

青枯雷尔氏菌数量/

（×106 CFU·g-1） 
4 7 12 12 18 106 

 

 
图 2  SF-1处理不同时期土壤中青枯雷尔氏菌数量 

  Fig. 2  The number of R. solanacearum in different periods 
in SF-1 soil
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2.3.2  土壤中拮抗菌的跟踪监测  土壤中链霉菌

LC-7的检测结果如图 3。在发病高峰期，SF-3处理

组检测到的菌含量最高，同时期 SF-3 处理组的青

枯雷尔氏菌数量明显少于对照组，能很好的抑制青

枯雷尔氏菌的生长。放线菌能产生多种抗生素，对

抑制土壤中病原菌的繁殖起到了关键作用。放线菌

数量最高的 SF-3 土样各个时期的放线菌数量如图

4 所示。在发病高峰期，放线菌数量明显增加，这

有利于抑制土壤中病原菌的生长和繁殖。 

 

 
图 3  不同处理发病高峰期土壤中链霉菌数量 

Fig. 3  The number of Streptomyces strain LC-7 peak period 
in soil samples  

 

 
图 4  SF-3处理不同时期土壤中放线菌数量 

        Fig. 4  The number of Actinomycetes in different 
periods in SF-3 soil 

 

发病高峰期不同处理组土壤中的芽胞杆菌含

结果如图 5所示，其中 SF-1处理组含菌量最多，达

到了 8.9×108 CFU/g 土，其他处理组芽胞杆菌的含

量也基本保持在相同的水平，都达到了 107这个数

量级。含菌量最多的 SF-1 处理组各个时期芽胞杆

菌的数量如图 6所示，相比于 90 d时，发病高峰期

芽胞杆菌的数量有所下降，但仍维持在一个较高的

水平。 

2.4  青枯病田间防治效果 

对各个处理在不同时期的青枯病发病情况进

行了调查并统计，结果见表 3。从表中可以看出，5

种添加了拮抗菌剂的有机肥均可以抑制烟草青枯

病。在团棵期，对照组的发病率为 53.70%，而处理

组中最高的发病率为 38.89%（SF-5），最低只有

24.07%（SF-3）。随着时间推移，处理组的防效略有

下降。在成熟期，最高的防治效果为 SF-3处理组，

防效达到了 37.11%。 

随着进入发病高峰期，各个小区内的烟草发病

率都呈上升的趋势。如图 7所示，施用生物有机肥

C的 SF-3土样，在各个时期发病率都低于其他处理

组，表现出较好的抗病能力。 

各处理组的防治效果如图 8所示，施用有机肥

土样的烟草在初期防治效果均超过了 30%，随着烟 

 

 
图 5  不同处理发病高峰期土壤中芽胞杆菌数量 

Fig. 5  The number of Bacillus in peak period in different soil 
samples 

 

 
图 6  SF-1处理不同时期土壤中芽胞杆菌数量 

Fig. 6  The number of Bacillus in different periods in SF-1 
soil 

 

表 3  田间试验中各时期青枯病发病率和防治效果   % 

Table 3  The incidence and control efficacy of bacterial wilt at 
different periods in field experiments   %  

处理 
团棵期 旺长期  成熟期

发病率 防治效果 发病率 防治效果  发病率 防治效果

SF-1 37.96 29.31 62.04 12.99  73.15 18.56

SF-2 33.33 37.93 40.74 42.86  62.96 29.9 

SF-3 24.07 55.17 30.37 57.4  56.48 37.11

SF-4 32.41 39.66 38.7 45.72  69.44 22.68

SF-5 38.89 27.59 54.63 23.38  68.52 23.71

SF-6 53.7 - 71.3 -  89.82 - 
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草的生长，施用不同有机肥的土样在烟草生长过程

中表现出了不同的变化趋势，随着发病高峰期的到

来，防治效果有所下降但仍保持在一定水平，其中

生物有机肥 C在高峰期防治效果最佳，达到 37.11%。 

 

 
图 7  田间试验中烟草各时期青枯病的发病率 

Fig.7  The incidence of tobacco bacterial wilt in field 
experiments in different periods 

 

 
图 8  田间试验中生物有机肥对青枯病的防治效果 

Fig. 8  The control efficacy of bio-organic fertilizers on 
tobacco bacterial wilt in field experiments 

 

3  讨  论 

生物有机肥可以促进土壤养分的释放，增加土

壤肥力，利于植物的吸收，同时产生的抑菌物质和

生长调节因子可以有效地抑制植物病虫害的发生

并促进植物稳健生长[6]。生物有机肥的防病效果，

已经突破了它传统上增加肥力作用，受到了广泛的

关注[7-8]。 

研究了 5种不同生物有机肥添加复合拮抗菌剂

后对烟草青枯病的防治效果发现，添加了复合拮抗

菌剂的生物有机肥都能够减少土壤中青枯雷尔氏

菌的数量，同时一定程度上减少了烟草青枯病的发

生，虽然随着时间推移各处理组青枯病发病率呈上

升趋势，但在发病高峰期仍表现出稳定的防效，其

中，SF-3处理组在发病高峰期对青枯病防治效果最

高，达到 37.11%。生物有机肥由于添加了烟草青枯

菌复合拮抗菌剂，包括芽孢杆菌、链霉菌等[9-13]，这

些有益菌在土壤中定殖并大量繁殖后，可以在烟草

植株的根际成为优势菌株，产生的抗生素类物质对

病原菌具有一定的抑制作用，因此可以减少青枯病

的发病。其中芽胞杆菌通过空间和营养位点竞争、

产生抗菌物质、溶菌作用以及诱导植物产生抗性几

种方式综合达到防治效果[14]，而链霉菌则会产生抗

生素[15]。徐福乐等[16]利用添加复合菌剂的生物有机

肥对番茄青枯病的防治效果达到了 69%，另外添加

的有益菌还会分泌多种代谢产物，有助于烟草的生

长，提高抗病能力[17-18]。除此之外生物有机肥还会

增加烟草植株过氧化物酶等酶活性的提高，增强抵

御病虫害的能力，降低病害的发生[19]。试验中观察

各处理组的发病情况，可以明显看出与对照组相比，

各处理组的发病时间均向后推迟，施用有机肥 C的

SF-3土样在烟草旺长期的发病率为 30%，大大低于

对照组的 71%。丁传雨等[20]的研究也发现生物有机

肥能够延缓青枯病的发病时间。 

生物有机肥中添加的有益菌无毒害，不污染环

境，成功定殖后可以长期发挥作用，而且可以改变

土壤中的微生物群落结构[21]，使病原菌数量减少，

同时生物有机肥能够提供植株生长所需的各种微

量元素和大量有机物质，提高土壤供肥能力。施用

生物有机肥对改善土壤质量[22]，提高土壤更新恢复

能力，防治土传病害具有十分重要的意义[23-24]。 

4  结  论 

施用的 5种生物有机肥可以在一定程度上降低

青枯病的发病率。拮抗菌定殖率、发病率统计等结

果说明，有机肥 C为最佳的有机肥配比，最适宜拮

抗菌定殖，可以较好地防治青枯病。生物有机肥的

使用将对保护环境，提高烟草产量，保证烟草产业

健康发展做出贡献。其施用方式与施用量还需进一

步研究。 
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