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摘 要：本试验研究地衣芽孢杆菌 BL-24对烟草炭疽病的生物防治效果，用 BL-24的发酵液与发酵上清液分别进行烟草

炭疽病菌的平板对峙试验，结果显示菌丝生长抑制率分别为 66.67%和 68.89%。通过田间试验，分别采用地衣芽孢杆菌

BL-24的发酵液、发酵上清液以及高温灭菌液与化学农药对比进行小区试验，结果显示，地衣芽孢杆菌 BL-24发酵液较

发酵上清液和高温灭菌液对烟草炭疽病的防治效果更加明显，防治效果达到 56.28%，与化学药剂多菌灵的防治效果差异

不显著，表明地衣芽孢杆菌 BL-24是一株优良的微生物生防菌株，为烟草炭疽病的防治提供一条新的途径，也为地衣芽

孢杆菌开发成生物制剂提供理论依据。

关键词：地衣芽孢杆菌 BL-24；烟草炭疽病；生物防治

中图分类号：S435.72 文献标识码：A 文章编号：2096-5877（2022）02-0075-04

Study on the Biological Control of Bacillus licheniformis BL-24 to Tobacco
Anthracnose
YUAN Chenhong1, REN Guangwei2, ZHANG Jiatao3, CHEN Chao3, CUI Chuanbin3, AN Derong1*
（1. College of Plant Protection, Northwest A&F University, Yangling 712100; 2. Tobacco Research Institute, CAAS,
Qingdao 266000; 3. Tobacco Research Institute of Shaanxi Province, Xi'an 710068, China）
Abstract：In this study, the biological control effect of Bacillus licheniformis BL-24 on tobacco anthracnose was
studied. The tabular confrontation test of tobacco anthrax was carried out with BL-24 fermentation broth and fer⁃
ment supernatant respectively. The results showed that the mycelium growth inhibition rate was 66.67% and
68.89% respectively. Through field experiment, cell experiments were carried out using fermentation broth, ferment
supernatant, and high temperature sterilizing solution of B. licheniformis BL-24 in comparison with chemical pesti⁃
cides. The results showed that the live bacteria of B. licheniformis BL-24 was more effective than the other two in
the control of tobacco anthracnose, and the average control effect reached 56.28%. The difference between the con⁃
trol effect and the chemical agent carbendazim is not significant, indicating that B. licheniformis BL-24 is an excel⁃
lent microbial biocontrol strain, which provides a new way for the prevention and control of tobacco anthracnose, and
also provides a theoretical basis for the development of B. licheniformis biologics.
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烟草炭疽病（tobacco anthracnose）是烟草叶部

上的重要病害，我国各个产烟区均有发病，在烟

草的各个发育时期均出现发病情况，以苗期危害

最重，其病原为毁灭炭疽病菌（Colletotrichum de⁃
structivum）[1-2]，属于真菌病害。除侵染烟草外，炭

疽病菌还会侵染番茄、辣椒、茄子等其他茄科作
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物以及黄瓜、南瓜等瓜类蔬菜 [3]。该病会造成烟

苗生长缓慢甚至大量死亡，导致苗源缺乏，影响

后期的烟叶生产 [4]，炭疽病也会直接影响烟草种

植的品质从而影响烟农的经济效益。

目前对于炭疽病的防治主要以化学防治为

主，长此以往的大量使用化学农药防治病害不仅

会影响烟叶的品质，使得农药在烟叶上残留；而

且还会对大气、土壤和水质等环境造成污染以及

对人和动物造成危害。农药也会危害病菌和害虫

在自然界中的天敌、有益动物以及微生物，造成

病菌、害虫产生抗药性，导致病菌与害虫的再次
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猖獗，使得化学农药的使用越来越多，最后形成

恶性循环，导致滥用农药 [5]。随着化学农药的危

害越来越大，寻找更有效的防治方法迫在眉睫，

其中利用微生物进行生物防治成为研究的热点，

而且利用拮抗微生物也会促进烟草产业持续稳定

发展，对其有重大意义 [6]。

利用生物防治的方法防治植物病害是以后重

点的发展方向 [7]，主要有两种途径：（1）通过有益

微生物 [8]；（2）利用微生物的代谢产物 [9]来防治病

害的发生。存在于自然界中的有益微生物多种多

样，主要有真菌（木霉、酵母菌、淡紫拟青霉以及

菌根真菌）、细菌（假单胞菌、芽孢杆菌）、放线菌

（链霉菌）以及病毒的弱毒株系等。目前应用比

较广泛且最具潜力可促进植物生长的有益菌其可

以附着在植物的根际、茎和叶上 [10]。其中，芽孢杆

菌属具有抗逆性强，容易在田间定植且对人畜无

伤害等优点，使得这一类细菌在生物防治方面占

有很大的优势 [11]。

地衣芽孢杆菌 (Bacillus licheniformis)是目前国

内外许多领域报道最有潜力的芽孢杆菌菌株之

一。地衣芽孢杆菌W10可以很好地防治苹果炭

疽病 [12]；地衣芽孢杆菌对马铃薯晚疫病病菌的菌

丝生长、游动孢子释放以及萌发有明显的抑制作

用 [13]；地衣芽孢杆菌 L-3对玉米小斑病菌、小麦赤

霉病菌和莴苣菌核病菌等多种病原菌具有较强的

抑制作用 [14]；不同剂量的地衣芽孢杆菌水剂对黄

瓜枯萎病均有一定的防治效果 [15]。但是地衣芽孢

杆菌对烟草炭疽病的防治鲜为报道，本试验在前

人研究的基础上，探索地衣芽孢杆菌对烟草炭疽

病的田间防效，并与化学农药相比较，为今后烟

草病害的田间防治奠定基础。

1 材料和方法

1.1 试验材料

试验作物：烟草品种 NC89。供试菌源：地衣

芽孢杆菌 (B. licheniformis)BL-24、烟草炭疽病菌均

由西北农林科技大学植物保护学院植物病毒及微

生物资源实验室保存。供试药剂：50%多菌灵可湿

性粉剂(WP)（石家庄百纳化工助剂有限公司）。培

养基：LB培养基（酵母浸提物 5 g/L、蛋白胨 10 g/L、
NaCl 10 g/L)用于培养地衣芽孢杆菌 BL-24；PDA
培养基 (土豆 200 g/L煮沸提取液、葡萄糖 20 g/L、
琼脂 15~20 g/L）用于培养炭疽病菌。

1.2 试验方法

1.2.1 室内抑菌活性测定

将活化后的地衣芽孢杆菌 BL-24接种于 LB
培养基中，于 28 ℃、180 r/min摇床培养 48 h后得

到发酵液，然后将发酵液用 4 ℃、8 000 r/min的离

心机离心 10 min，得到发酵上清液，之后用孔径为

0.22 μm的细菌过滤器过滤，得到无菌滤液，将烟

草炭疽病菌的菌饼（直径为 5 mm）接种于 PDA培
养基的中心位置；采用点接法，分别将地衣芽孢

杆菌 BL-24发酵液（OD600=1.084 7）、发酵上清液接

种在距烟草炭疽病菌菌饼 3 cm处，采用牛津杯

法，将高温灭菌液接种于烟草炭疽病菌菌饼 3 cm
处，置于 28 ℃培养箱中培养 3 d，观察烟草炭疽病

菌的生长情况。

将稀释浓度分别为 500倍、2 000倍的多菌灵

农药倒入 55 ℃的 PDA培养基中混匀，倒平板，再

将烟草炭疽病菌接种于 PDA培养基的中心位置，

置于 28 ℃培养箱中培养 3 d，观察烟草炭疽病菌

的生长情况。

1.2.2 田间防治效果

1.2.2.1 试验地区

试验地设在陕西省安康市旬阳县麻坪镇，常

年种植烟草，土壤类型为沙壤土，土壤肥力中等，

排灌方便。有机质含量 1.12%，pH 6.9。试验田海

拔 1 020 m，东经 103°58'，北纬 32°29'。
1.2.2.2 试验设计

本试验设 5个处理（表 1），每个处理 3个重

复，每个重复每行 10株，3行共 30株，小区随机区

组排列，各处理间设有 2行保护行。

表 1 处理方法

处理编号

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅴ

处理

地衣芽孢杆菌BL-24活菌液

地衣芽孢杆菌BL-24发酵滤液

地衣芽孢杆菌BL-24高温灭菌液

多菌灵WP 500倍液

清水

地衣芽孢杆菌 BL-24培养液及无菌液的制

备：将保存并活化后的地衣芽孢杆菌 BL-24接种

于配制好的 LB培养基中，于 28 ℃、180 r/min摇床

培养 48 h后制成发酵液（OD600=1.284 4），即为处

理Ⅰ，置于 4 ℃冰箱中保存备用；取另一部分培养

液用 4 ℃、8 000 r/min的离心机离心 20 min，得到发

酵上清液，即为处理Ⅱ；另取培养上清液用孔径为

0.22 μm的细菌过滤器过滤，经过 121 ℃、30 min高
温灭菌，得到高温灭菌液，即为处理Ⅲ；在 1 g多
菌灵WP中加入 500 mL水进行稀释，得到多菌灵
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WP 500倍液，即为处理Ⅳ。

试验田烟株有轻微发病症状时，首先调查各

试验小区的发病基数。然后将各参试药剂分别称

（量）取后，配制成相应浓度的药液，采用喷雾

法 [16]，均匀喷雾于各处理相应的烟株上。采用鲁

农 3WBS-16-1型背负式手动喷雾器，进口圆锥雾

喷头，稳定阀压力 1 bar，流速 340 mL/min，药液残

留≤0.02 L。在烟草炭疽病发病初期（大田出现轻

微症状）开始在叶片正反面喷药，每隔 10 d喷施 1
次，共喷施药剂 2次。时间分别为 2018年 6月 10
日和 6月 20日。施药当天，多云无风。

1.2.2.3 调查时间及方法

在第 1次施药前进行病情基数的调查，在第 2
次施药后 10 d再进行一次调查，每个重复固定调

查 5株，每株烟草自下而上从常绿叶片开始计数，

每株调查 10片叶片，分别调查每叶片病情并记录

调查总叶数及各级病叶数 [17]，严重度分级应符合

GB/T23222的规定。

炭疽病调查分级标准（以叶片为单位）如下，0
级：全叶无病。1级：病斑面积占叶片面积 5％或

以下。3级：病斑面积占叶片面积大于 5%等于或

小于 10％。5级：病斑面积占叶片面积大于 10%
等于或小于 20％。7级：病斑面积占叶片面积大

于 20%等于或小于 40％。9级：病斑面积占叶片

面积的 40％以上。

1.2.2.4 计算方法

病情指数 =∑ 各级病叶数 × 各级代表值
调查总叶数 × 最高级代表值

× 100

防效 = 空白对照区病指增长 - 施药后处理区病指增长
空白对照区病指增长

× 100%

菌丝生长抑制率 = 对照菌落直径 - 处理菌落直径
对照菌落直径

× 100%

2 结果与分析

2.1 室内抑菌活性测定

图 1结果显示：地衣芽孢杆菌 BL-24对烟草

炭疽病菌有很好的抑菌效果，用发酵液进行对峙

试验的菌丝生长抑制率为 66.67%，用发酵上清液

进行对峙试验的菌丝生长抑制率为 68.89%，与抑

菌带接触的病原菌菌丝变得稀薄几乎停止生长，

说明地衣芽孢杆菌 BL-24对烟草炭疽病菌菌丝的

生长有明显的抑制作用；高温灭菌过的发酵滤液

对病原菌的菌丝生长抑制率较低；多菌灵 500倍
液对烟草炭疽病菌有很好的抑制效果。

2.2 田间防治效果

各处理的防治效果见表 2。利用微生物防治

炭疽病已有很多相关报道 [18-20]，但大多都处于基

础研究阶段。本研究通过对地衣芽孢杆菌 BL-24
进行不同的处理来防治烟草炭疽病，采用邓肯氏

新复极差法对结果进行方差分析，在 5%显著水

平下，各个处理对烟草炭疽病菌均有一定的防治

效果。通过方差分析可知：利用地衣芽孢杆菌

BL-24发酵液对烟草炭疽病菌的平均防治效果达

到 56.28%，与用药剂 50%多菌灵WP对烟草炭疽

病菌处理的防治效果差异不显著，利用地衣芽孢

杆菌 BL-24的发酵上清液以及高温灭菌液对烟草

炭疽病菌的防治效果则不明显。生物防治与化学

农药处理进行对比，采用微生物防治具有无污染，

不易产生抗药性等优点，具有很好的发展前景。

表 2 各处理的病情指数以及防效

处理Ⅰ
处理Ⅱ
处理Ⅲ
处理Ⅳ
处理Ⅴ
注：同列小写字母不同表示差异显著（P<0.05），数据均为“平

均值±标准差”

药前病情指数

14.22
12.81
12.81
14.29
14.00

药后病情指数

15.70
14.67
15.26
15.55
17.25

平均防效（%）
56.28±9.64a
41.88±5.63b
23.92±5.28c
61.04±6.11a

3 讨 论

烟草虽然在我国的种植面积不大，只占耕地

面积的 0.7%，但是却能带来极大的经济效益 [21]。

近年来，病害的大面积发生和快速传播，导致烟

田产量损失达到 10%~30%，病害主要有病毒病、

赤星病、青枯病、炭疽病以及黑胫病等 [22]。烟草为
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注：a为烟草炭疽的空白对照；b为 BL-24发酵液对峙；c为 BL-
24发酵上清液对峙；d为 BL-24高温灭菌液对峙；e为多菌

灵 500倍液含药平板图；f为多菌灵 2 000倍液含药平板图

图 1 平板对峙培养结果
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叶用植物，危害叶部的病害会直接影响其品质，

从而间接影响其商品价值。

目前，关于烟草病害的防治方法主要有农业

防治、化学防治和生物防治 3种措施。王向东 [17]

用 50%施保功WP对烟草炭疽病进行药效试验，

结果显示：50%施保功WP1 000倍液防治效果最

好，相对防治率可以达到 90%；王静等[2]采用短小芽

孢杆菌AR03防治烟草炭疽病，试验结果表明：短小

芽孢杆菌 AR03对烟草炭疽病菌有很好的拮抗作

用，能显著抑制菌丝的生长，防止病害的发生。本研

究利用地衣芽孢杆菌BL-24对烟草炭疽病菌进行防

治，通过室内试验以及田间防效试验，结果显示防治

效果较好。

利用拮抗微生物对植物病害进行防治主要是

通过微生物活体、微生物代谢产物以及利用转基

因技术培育抗病品种 3种途径 [23]。其中，利用微

生物活体及微生物代谢产物来防治植物病害的方

法已经日益成熟，且已有商品用于实践。随着科

学技术的快速发展，对于植物病害生防领域的研

究应该集中在深入研究抗菌物质的作用机理，明

确不同的抗菌物质防治植物病害的分子机制，为

研制与环境相容的生物农药新产品提供理论基

础，从而减少化学农药的使用量，缓解和改变化

学农药所导致的“3R”问题，保障环境及农产品安

全。拮抗微生物的作用方式主要有竞争作用、重

寄生作用、诱导作用以及拮抗作用等 [24]。本研究

采用拮抗细菌中的芽孢杆菌属对烟草炭疽病进行

生物防治，其作用机理尚不清楚，以及其发酵液

的有效成分还需要进一步探索和研究。

本试验对于地衣芽孢杆菌 BL-24的培养是常

规培养基类型，其他类型的培养基会不会对地衣

芽孢杆菌 BL-24的培养更有利使抗菌物质更具有

活力、地衣芽孢杆菌 BL-24更有利的发酵条件还

有待进一步研究。
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