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生物有机肥对烟草青枯病的防效及对土壤细菌群落的影响 

施河丽 1，孙立广 2，谭  军 1，赵秀云 2，王  瑞 1* 

（1.湖北省烟草公司恩施州公司，湖北 恩施 445000；2.华中农业大学生命科学技术学院，武汉 430070） 

摘  要：烟草青枯病是一种危害严重的土传性病害，为了防治烟草青枯病，筛选了 3株拮抗青枯雷尔氏菌的芽孢杆菌（甲

基营养型芽孢杆菌 JK3、枯草芽孢杆菌 JK4 和解淀粉芽孢杆菌 JK10），将其发酵液添加到有机肥中，经二次发酵后获得生

物有机肥（SF2、SF4），施入烟田。结果表明，生物有机肥能较好地防治烟草青枯病，同时促进烟株的生长，SF2、SF4处

理的防效分别为 82.18%、68.82%。同时，采用高通量测序技术分析了土壤细菌的群落结构，发现生物有机肥显著影响了土

壤细菌的群落结构，促进了土壤中有益菌（如鞘氨醇单胞菌属、类芽孢杆菌属、耐热芽孢杆菌、梭菌属等）的增殖。芽孢杆

菌和链霉菌的数量也明显增加，推测链霉菌和芽孢杆菌可抑制青枯雷尔氏菌的繁殖，进而控制烟草青枯病的发生。施用添加

拮抗芽孢杆菌的生物有机肥是防治烟草青枯病的一项有效措施。 
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Control Efficiency of Bio-organic Fertilizers on Tobacco Bacterial Wilt and 
Their Effects on Soil Bacterial Community 
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Abstract: Tobacco bacterial wilt is a severe soil-borne disease. In order to control tobacco bacterial wilt, we isolated and selected 
Bacillus methylotrophicus strain JK3, B. subtilis strain JK4, and B. amyloliquefaciens strain JK10 which exhibited strong antibacterial 
activity against Ralstonia solanacearum. Fermentation solutions of these three antagonistic strains were added to organic fertilizers to 
make bio-organic fertilizers (SF2, SF4). Bio-organic fertilizers were applied to the field to control bacterial wilt. The results showed 
that after application of bio-organic fertilizers tobacco bacterial wilt was effectively controlled. The control efficiency of SF2 and SF4 
treatments were 82.18% and 68.82%, respectively. We analyzed the soil bacterial community through high-throughput sequencing 
technology. It was found that the soil bacterial community changed dramatically after application of bio-organic fertilizers. Compared 
to the control, the abundance of beneficial bacteria including Sphingomonas spp., Paenibacillus spp., Thermobacillus spp., and 
Clostridium spp. significantly increased in the SF2 and SF4 treated soils. Abundance of Streptomyces spp. and Bacillus spp. also 
increased noticeably after the application of bio-organic fertilizers. Streptomyces spp. and Bacillus spp. might inhibit the growth of R. 
solanacearum. Our results indicated that bio-organic fertilizers added with antagonistic Bacillus spp. could effectively control tobacco 
bacterial wilt. 
Keywords: Ralstonia solanacearum; bio-organic fertilizers; Bacillus; soil bacterial community; high-throughput sequencing 
 

烟草青枯病是由青枯雷尔氏菌（Ralstonia 

solanacearum）感染引起的毁灭性烟草病害。青枯雷

尔氏菌是一种土传病原细菌，致病力强，寄主范围

广，分布广泛。人们采用多种拮抗菌如芽孢杆菌、

放线菌、假单胞菌等来防治青枯病[1-2]，但由于这些

拮抗菌施入土壤中后，不能很好地在土壤中定殖，

造成其防效不稳定。此外，有机肥被广泛用于控制

土传病害[3]，研究表明，土壤中添加有机肥后，青

枯雷尔氏菌的数量显著降低[4]。由此，人们尝试将

有机肥与拮抗菌两者相结合研制具有抗病性的生
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物有机肥，拮抗菌在有机肥中大量繁殖，并以有机

肥为载体，施用于田间后，能更好地抑制病原菌的

繁殖，从而达到控制土传病害的目的。 

目前，生物有机肥施入土壤后，对土壤微生物

群落结构的影响也是一个研究热点。土壤微生物在

土壤有机质的降解、土壤养分（C、N、P、S）的循

环中发挥着重要作用，对植物的健康生长至关重要[5]。

人们对土壤微生物的了解主要通过纯培养土壤微

生物，并进行鉴定分析。然而，能够通过纯培养获

得的微生物只占土壤微生物的 1%，绝大多数微生

物是不可培养的[6]。而基于高通量测序技术的宏基

因组学是一项崭新的研究土壤微生物的技术[7]，能

够更加深入全面地研究各种农业措施对土壤微生

物的影响[8-9]。 

本研究筛选了 3株拮抗青枯雷尔氏菌的芽孢杆

菌（甲基营养型芽孢杆菌 JK3、枯草芽孢杆菌 JK4、

解淀粉芽孢杆菌 JK10），添加至有机肥后配制成抗

病的生物有机肥，用于控制烟草青枯病。此外，为

了研究生物有机肥施入田间后对土壤微生物群落

结构的影响及其作用机制，采用高通量测序技术对

土壤细菌的群落结构进行分析[10]，研究施用生物有

机肥后土壤细菌种群和丰度的改变，对深入了解生

物有机肥的作用机制有着重要意义，也为烟草青枯

病的生物防治提供一条有效途径。 

1  材料与方法 

1.1  菌株来源 

前期研究中，从湖北省恩施州健康烟株的根际

土壤中分离筛选了对青枯雷尔氏菌具有较强抑菌

活性的 3 个芽孢杆菌菌株：甲基营养型芽孢杆菌

（Bacillus methylotrophicus）JK3、枯草芽孢杆菌

（Bacillus subtilis）JK4、解淀粉芽孢杆菌（Bacillus 

amyloliquefaciens）JK10，保存于实验室，备用。 

1.2  拮抗芽孢杆菌在有机肥中的定殖 

分析 3株芽孢杆菌在不同种类的有机肥中的定

殖率。按组成成分分别配制 5种不同有机肥 A、B、

C、D、E，121 ℃高压灭菌 30 min。分别接种 JK3、

JK4、JK10的单菌落至牛肉膏蛋白胨液体培养基中，

37 ℃，210 r/min震荡培养 48 h，通过稀释涂布，

测发酵液的含菌量。将 3 株拮抗菌发酵液分别按

1/10（V/m）的接种量混合加入到灭菌的 100 g有机

肥中（放于 500 mL 三角瓶），含水量为 60%，于

37 ℃恒温培养，每天手动摇翻、混匀。7 d后，取

发酵后的有机肥 10 g，溶于 90 mL无菌水中，系列

梯度稀释，稀释液涂布于牛肉膏蛋白胨培养基平板，

培养 2~3 d后，计算单菌落数量。拮抗菌在有机肥

中的增殖率计算方法为：（有机肥中的含菌量/发酵

液的含菌量）×100%。 

1.3  生物有机肥的二次固体发酵 

选择芽孢杆菌定殖率高的 2种有机肥（有机肥

C、有机肥 D），进行二次固体发酵，获得抗青枯病

的生物有机肥。 

将 JK3、JK4、JK10菌株分别用发酵培养基（1.2%

豆粕粉，0.2% NH4NO3，0.2% Na2HPO4，1.5%淀粉），

于 210 r/min振荡培养 48 h，通过稀释涂布，测发酵

液的含菌量。将发酵液中菌体浓度调整到 1×109 

CFU/mL，分别按照 1/10（V/m）的接种量添加至有

机肥 C 或有机肥 D 中进行二次固体发酵，室温固

体发酵，当发酵堆肥的中心温度接近 45 ℃时，进

行翻堆，发酵 7 d。最后将含单株拮抗菌的 3 种有

机肥按 1∶1∶1 的体积进行混合，并后熟 2~3 d，

后熟过程中翻堆 2 次。摊开使有机肥中水分挥发，

控制生物有机肥的含水量为 30%左右。经测定，生

物有机肥 C的养分含量为：45.86%有机质，1.96% 

N，1.43% P2O5，3.38% K2O。生物有机肥 D的养分

含量为：43.34%有机质，2.33% N，2.75% P2O5，6.79% 

K2O。将配制好的生物有机肥在室温下保存 4 个月

后，经稀释涂布测定芽孢杆菌含量。 

1.4  生物有机肥防治烟草青枯病效果田间试验 

试验田位于湖北省宣恩县椒园镇凉风村，为烟

草青枯病发病严重地块（前季发病率为 42%）。设置

4个处理：处理 SF2，生物有机肥 C；处理 SF4，生

物有机肥 D；处理 SF7，不添加拮抗菌 JK3、JK4、

JK10的有机肥 C，做为有机肥对照；处理 SF8，化

肥[m(N)∶m(P2O5)∶m(K2O)=1∶1.5∶2.5]，施氮量
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为 97.5 kg/hm2。SF2、SF4和 SF7处理均按 200 g/株

将有机肥做为基肥，在移栽前穴施到烟株根际周围，

与 SF8 处理的 N、P、K 差量均用化学肥料补齐。

每个处理 3个小区，随机区组排列，每个小区种植

60株烟苗。 

移栽后 2个月，测量和调查各处理中烟株的茎

围、株高、青枯病发病率和病情指数。病情指数(DI)

和防治效果（BE）按照下列公式计算[11]： 

DI=[Σ(该病级株数×病级指数)/(调查总株数

×最高病级指数)]×100 

防治效果=[(对照组病情指数-处理组病情指

数)/对照组病情指数]×100% 

1.5  土壤样品的采集和 DNA提取 

分别在移栽后 0、60、120 d，通过五点采样法

采集烟草根际土壤（采样深度为 0~15 cm），将土样

混匀后保存在−80 ℃。采用 FastDNATM SPIN kit 

（MP Biomedicals, Santa Ana, CA）试剂盒提取土壤

微生物基因组 DNA。利用正向引物 338F（5'-

ACTCCT ACGGGAGGCAGCA-3'）和反向引物

806R（5'-GGA CTACHVGGGTWTCTA AT-3'）扩增

细菌 16S rDNA 的 V3-V4 可变区。PCR 反应体系

为：0.4 µL FastPfupolymerase，4 µL 5×Fastpfu buffer，

0.8 µL 338F primer (5 µM)，0.8 µL 806R primer (5 

µM)，10 ng土壤微生物 DNA模板，加 ddH2O至总

体积为 20 µL。反应条件为：95 ℃ 变性 3 min；95 ℃ 

30 s、55 ℃ 30 s、72 ℃ 45 s进行 27次循环；72 ℃

延伸 10 min。PCR产物采用 Agencourt® AMPure XP 

Beads（Beckman, Brea, CA）进行纯化。扩增产物用

于构建文库，文库采用MiSeq sequencer （Illumina） 

测序仪，在上海伯豪生物技术有限公司进行高通量

测序分析。 

1.6  土壤细菌群落结构分析 

原始数据采用 FASTX Toolkit 0.0.13 软件包进

行分拣，去除 Q20<50%的片段、末端低质量的碱基

（Q20值<20），并去除长度小于 35 bp的片段。有

效 reads进行以下分析： 

OTU（Operational Taxonomic Units）聚类和细

菌丰度分析：将序列进行聚类，高相似性（97%）

的序列归为同一类，即为一个 OTU[12]。OTU 的产

生采用 mothur 软件生成，序列与已知数据库

GreenGene[13]，Silva[14]进行比对分析。计算其距离，

并进行 OTU 聚类。微生物种类的划分采用 RDP 

training set (V9) database数据库[15]。选择 50个丰度

最高的 OTUs用来构建 Heatmap图。 

细菌群落结构相似性分析：根据 OTU 组成和

丰度，样品间相似性用 thetayc algorithm进行计算，

构建样品的相似聚类图。进行 PCoA分析，确定不

同样品间相似性和差异性。如果样品点间的距离越

近，说明两个样品间相似度越高。 

2  结  果 

2.1  拮抗菌在不同有机肥的定殖效果 

3 株拮抗芽孢杆菌在 5 种不同有机肥中的定殖

情况如表 1所示。从表 1可以看出，甲基营养型芽

孢杆菌 JK-3 菌株在 5 种有机肥中定殖效果最好，

含菌量和增殖率都明显高于枯草芽孢杆菌 JK-4 和

解淀粉芽孢杆菌 JK-10菌株，说明甲基营养型芽孢

杆菌 JK-3可利用有机肥中的营养物质进行大量繁

表 1  3株拮抗菌在 5种有机肥中定殖率 

Table 1  Colonization rate of three antagonistic strains in five organic fertilizers 
拮抗菌 

Antagonistic strains 

有机肥 A 

Organic fertilizer A 

有机肥 B 

Organic fertilizer B

有机肥 C 

Organic fertilizer C

有机肥 D 

Organic fertilizer D

有机肥 E 

Organic fertilizer E 
发酵液 

Fermentation broth

JK-10 
含菌量/(1011 CFU·g-1） 32 58 197 163 164.0 10 

增殖率/% 320 580 1970 1630 1640.0 — 
     

JK-4 
含菌量/(1011 CFU·g-1） 100 61 870 670 85.0 92 

增殖率/% 108.7 66.3 945.7 728.3 92.4 — 
     

JK-3 
含菌量/(1011 CFU·g-1） 2100 1600 1700 2000 1600 37 

增殖率/% 5676 4324 4595 5405 4324 — 
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殖，适应性较广。枯草芽孢杆菌 JK-4在有机肥 C中

的菌含量和增殖率最高，其次为有机肥 D，而有机

肥 B 和有机肥 E 的菌含量较低，表明有机肥 B 和

有机肥 E不适合 JK-4生长。解淀粉芽孢杆菌 JK-10

菌株在 5种有机肥中也能很好地定殖，在有机肥 C

中菌含量和增殖率最高，其次为有机肥 D 和有机

肥 E，而在有机肥 B和有机肥 A中的菌含量和增殖

率低于前 3 种有机肥。以上结果表明，3 株芽孢杆

菌均可在有机肥 C中大量繁殖和生长，其次为有机

肥 D。 

生物有机肥保存 4个月后，检测芽孢杆菌的数

量。从图 1可以看出，生物有机肥 C和生物有机肥

D 中芽孢杆菌的数量分别为 7×1010 CFU/g 和 8×

1010 CFU/g，较初始菌浓度（1×107 CFU/g）增加了

7000 和 8000 倍。表明，芽孢杆菌可在生物有机肥

中长期定殖和存活。 

 

 
图 1  生物有机肥中芽孢杆菌的数量 

Fig. 1  Number of Bacillus in bio-organic fertilizers 
 

2.2  生物有机肥对烟草青枯病的防治效果 

从图 2可以看出，SF2、SF4、SF7 3个处理组

的病情指数分别为 5.13、6.84、11.11，均低于对照

组（SF8），对照组病情指数为 18.38，各处理之间差

异达到极显著水平（p<0.01）。SF2、SF4和 SF7的

防治效果分别为 82.18%、68.82%和 56.99%，各处

理之间差异也达到极显著水平（p<0.01）。表明，施

用有机肥和抗青枯生物有机肥对烟草青枯病均有

不同程度的防治效果。与有机肥（SF7）相比，添加

了芽孢杆菌的生物有机肥的防治效果更好。SF2 因

原料组成不同以及芽孢杆菌的定殖率较高，其防治

效果最好。 

 

 
图 2  生物有机肥对烟草青枯病的防治效果 

Fig. 2  Control efficiency of bio-organic fertilizers on tobacco 
bacterial wilt 

 
2.3  生物有机肥对烟株生长的影响 

从图 3可以看出，SF2、SF4、SF7处理组烟株

的茎围均高于对照组（SF8），分别增加了 6.3%、

9.6%、5.2%。其中，SF2、SF4、SF7处理组的烟株

茎围显著高于对照组（p<0.05）。SF4处理组烟株的

株高最高，SF4和 SF7处理组烟株的株高显著高于

对照组（p<0.05）。SF2处理组烟株的株高与对照组

无显著差异。表明，施用生物有机肥可显著促进烟

株的生长。 

 

  
图 3  生物有机肥对烟株生长的影响 

Fig. 3  Effects of bio-organic fertilizers on tobacco growth 
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2.4  不同土样中细菌群落结构分析 

从图 4（A，B）可以看出，移栽后 0和 60 d，

SF2 和 SF4 土样细菌种群的组成在 PC1 和 PC2 坐

标轴上均表现出明显差异，在移栽后 120 d，SF2与

SF4土样细菌群落结构趋于一致。SF2和 SF4土壤

的细菌种群在烟草的各个生长时期均与对照组

（SF8）有明显差异。SF7 与 SF8 土样的细菌种群

在移栽后 0和 60 d较为相似，在栽后 120 d，两者

差异明显。从图 4C可以看出，移栽后 120 d，SF7

处理组中放线菌门（Actinobacteria）细菌的相对丰

度高于 SF8对照组（SF7，22.11%；SF8，20.78%），

厚壁菌门（Firmicutes）的丰度也明显增加（SF7， 

10.14%；SF8，5.87%）。变形菌门（Proteobacteria）

的相对丰度则明显低于对照组（SF7，27.43%；SF8，

34.66%）。表明，有机肥和添加芽孢杆菌的生物有机

肥对土壤细菌种群及丰度均有不同程度的影响。两

种生物有机肥的土壤细菌群落结构在烟草生长后

期较相似。 

2.5  生物有机肥促进土壤中有益菌的增殖 

分析土壤中不同细菌种属的数量，表明土壤中

优势细菌包括（图 5）：鞘氨醇单胞菌属（Sphingomonas 

spp.）、链霉菌属（Streptomyces spp.）、芽孢杆菌属

（Bacillus spp.）、短根瘤菌属（Bradyrhizobium spp.）

紫色非硫细菌属（Rhodoplanes spp.）、节细菌属 

 

      

 

 
图 4  不同土样细菌群落结构分析 

Fig. 4  Analysis of the soil bacterial community in different soil samples 

 

A B

C 
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（Arthrobacter spp.）。从图 5看出，SF4处理的鞘氨

醇单胞菌（Sphingomonas spp.）丰度最高，其次为

SF2和 SF7，对照组（SF8）则最低。SF7处理组的

链霉菌（Streptomyces spp.）丰度最高，其次为 SF4，

均高于对照组（SF8）。SF2，SF4处理组中芽孢杆菌

数量明显高于 SF7和对照组，其原因是由于生物有

机肥中含有大量芽孢杆菌，因此使土壤中芽孢杆菌

的数量明显增加。此外，SF2、SF4、SF7处理组中

类芽孢杆菌属（Paenibacillus spp.）、耐热芽孢杆菌

（Thermobacillus spp.）、梭菌属（Clostridium spp.）

的数量均明显高于 SF8对照（图 5）。表明施用生物

有机肥促进了土壤中有益菌的生长和繁殖。 

2.6  生物有机肥抑制土壤中青枯雷尔氏菌的繁殖 

从图 5看出，与移栽当天相比，移栽后 60 d时，

SF2、SF4 和 SF7 处理组土壤中青枯雷尔氏菌的数

量明显减少，且 SF2和 SF4减少的幅度更大。然而，

与移栽当天相比，对照组（SF8）土壤中青枯雷尔 

氏菌的数量在移栽后 60 d却有所增加。表明使用生

物有机肥可抑制病原菌在土壤中的增殖，从而有效

控制烟草青枯病的发生。这也与田间病情指数的调

查结果相吻合。 

2.7  不同生长时期土壤细菌丰度的变化 

从图 6可以看出，移栽当天，SF2土壤中丰度

最高的细菌为鞘氨醇单胞菌（Sphingomonas spp.）

和纤线杆菌属（Ktedonobacter spp.）。移栽后 120 d，

短根瘤菌属（Bradyrhizobium spp.）、分支杆菌属

（ Mycobacterium spp. ） 和 球 形 杆 菌 属

（Sphaerobacter spp.）的数量明显增加。而地杆菌

属（Terrabacter spp.）、产黄杆菌属（Rhodanobacter 

spp.）和鞘氨醇单胞菌（Sphingomonas spp.）的数量

明显减少。 

与生长早期相比，移栽后 120 d，SF4处理的土

壤中鞘氨醇单胞菌（Sphingomonas spp.）、短根瘤菌

属 （ Bradyrhizobium spp. ）、 产 黄 杆 菌 属

（ Rhodanobacter spp. ） 和 分 支 杆 菌 属

（Mycobacterium spp.）的数量明显增加。而节杆菌

属（Arthrobacter spp.）、海藻球菌属（Phycicoccus 

spp.）、慢生根瘤菌（Mesorhizobium spp.）的数量明

显减少。表明在烟草生长的不同时期，各处理组中

不同细菌的丰度和数量随着时间的推进发生了明

显改变。生物有机肥使用后，土壤中多种细菌的数

量发生了变化。 

3  讨  论 

青枯病是由青枯雷尔氏菌感染植株引起的土

传性细菌病害，青枯雷尔氏菌可侵染多种植物，如

烟草、番茄、马铃薯、辣椒等，造成了巨大经济损

失[16]。研究表明，添加有益菌的生物有机肥能有效

控制土传病害，如使用添加了木霉的有机肥后，土

壤中引起黄瓜腐烂的丝核菌的数量明显降低[17]；

添加短芽孢杆菌（Brevibacillus brevis）和链霉菌

 
 

 
图 5  土壤优势细菌的 OTU数量 

Fig. 5  OTU number of abundant bacteria in soil 
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图 6  不同生长时期丰度最高的 50个 OTU的数量变化 

Fig. 6  Changes of top 50 OTUs during different growth periods 

 
（Streptomyces rochei）的有机肥施于土壤后，有效

控制了烟草青枯病[18]。本研究发现，将 3株拮抗青

枯雷尔氏菌的芽孢杆菌（JK3，JK4，JK10）添加至

有机肥中，经 2次发酵制备的生物有机肥，可有效

控制烟草青枯病，与仅施用有机肥相比，添加了芽

孢杆菌的生物有机肥具有更好的防效，生物有机肥

可作为一种控制烟草青枯病的有效措施。 

近年来发展起来的宏基因组学（Metagenomics）

通过从土壤样品中提取微生物基因组 DNA，继而利

用高通量测序技术分析土壤微生物种群和组成[19]，

可研究不同农业措施对土壤微生物的影响，目前广

泛用于研究环境样品及土壤中微生物群落结构。本

研究通过高通量测序技术全面分析了添加拮抗菌

的有机肥对植烟土壤微生物群落的影响，可更加全

面地分析生物有机肥控制青枯病的机制。 

据报道，有机肥改变了土壤微生物种群结构，

增加了微生物多样性。我们发现，与单施化肥（SF8）

相比，使用有机肥（SF7 处理）后，土壤中鞘氨醇

单胞菌（ Sphingomonas spp. ）、类芽孢杆菌

（ Paenibacillus spp. ）、 耐 热 芽 孢 杆 菌

（Thermobacillus spp.）、梭菌（Clostridium spp.）的

丰度明显增加了。鞘氨醇单胞菌（如 S. yanoikuyae，

S. japonicum）能降解芳香族污染物，如多环芳香烃

类物质[20,21]。这些菌可降解土壤中有机污染物和肥

料中有机物，从而减少污染物危害，促进烟株的生

长。类芽孢杆菌属（Paenibacillus spp.）、耐热芽孢

杆菌（Thermobacillus spp.）和梭菌属（Clostridium spp.）

数量的增加，则有助于降解肥料中的有机物[22-24]。此

外，SF7处理中链霉菌（Streptomyces spp.）增加非

常明显，链霉菌属可产生多种活性物质如抗生素、杀
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虫剂、除草剂、植物生长促进剂[25]。链霉菌广泛用

于植物病害的生物防治中，如 S. mycarofaciens SS-

2-243、S. philanthi RL-1-178菌株可抑制红辣椒的青

枯病[26]。推测 SF7 处理土壤中链霉菌数量的增加，

能抑制青枯雷尔氏菌的生长，从而控制了青枯病的

发生。 

添加了芽孢杆菌的生物有机肥（SF2和 SF4处

理）也能增加上述土壤中有益菌的数量，但影响种

类和程度存在一定差异。芽孢杆菌（Bacillus spp.）

属于厚壁菌门（ Firmicutes）的芽孢杆菌目

（Bacillales），许多芽孢杆菌能分泌大量的酶和抗

生素。枯草芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌等能有效控

制多种植物病害（如青枯病）[27-28]。与仅施用有机

肥（SF7）相比，添加了芽孢杆菌的生物有机肥（SF2

和 SF4）处理组土壤中芽孢杆菌的数量增加更加明

显，且青枯雷尔氏菌的数量也减少的更多，表明通

过在有机肥定殖后再施入土壤，芽孢杆菌在土壤中

能更好更稳定地生长和定殖，从而更好地抑制青枯

雷尔氏菌的生长，达到更高的防效。 
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