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摘 要:【目的】本文探究了枯草芽孢杆菌对白粉病病的抑制作用及其防治效果。【方法】采用扫描电子显微镜( SEM) 观察枯草芽

孢杆菌对白粉菌菌丝的抑制作用，同时结合田间及烘烤对比实验测定烟草生长期和烘烤过程中枯草芽孢杆菌对白粉病的防控效

果。【结果】枯草芽孢杆菌对白粉菌菌丝生长和分生孢子萌发均有明显的抑制作用，其能使白粉菌菌丝顶端肿胀变形呈球状，导致

新生分生孢子的个数显著减少; 田间实验显示，枯草芽孢杆菌对烟草白粉病的田间防效可达 70 % 以上，与化学药剂甲基硫菌灵相

当，且对烟草叶片有一定的促生作用; 烘烤前在发病烟叶上喷施枯草芽孢杆菌，可有效降低烘烤过程中白粉病的发病程度，其防效

为 36． 59 % ，而甲基硫菌灵则不具备这种作用。【结论】枯草芽孢杆菌不仅对田间防治白粉病具有重要应用价值，而且在烘烤过程

中也能降低白粉病原菌的再侵染，其控病作用的机制可能是对病原菌孢子萌发具有一定的抑制作用。
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Abstract:【Objective】In this paper，the inhibition and control efficacy of Bacillus subtilis against powdery mildew were explored．【Method】

The inhibition of Bacillus subtilis to powdery mildew hyphae by scanning electron microscope ( SEM) was observed，combined with contrast

test in the field and curing，the damaging effects of Bacillus subtilis on powdery mildew during tobacco growth and curing were determined．

【Ｒesult】Bacillus subtilis significantly exhibited inhibitory effect on the growth of powdery mildew hypha and its conidium germination，cau-

sing the top of the powdery mildew hyphae deformation and became swelling and spherical and leading to the significant reduce of new born

identify spores． Further study displayed that the control effect of Bacillus subtilis on tobacco powdery mildew in the field was more than 70

% ，similar to Thiophanate-methyl，and the growth of tobacco leaves was promoted． It was effective to reduce the occurrence of powdery mil-

dew spraying Bacillus subtilis on tobacco leaf before curing，the control effect was up to 36． 59 % ． However，thiophanate-methyl did not ex-

hibited this effect．【Conclusion】The results indicated that Bacillus subtilis not only had important application value for prevention and control

of powdery mildew in the field，but also could reduce the infection of powdery mildew． The inhibitory on spore germination may be the main

disease control mechanism．
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【研究意义】烟草是我国重要的经济作物之一，

在国民经济中占有举足轻重的地位，但病虫害的发

生给烟草生产带来巨大的经济损失，其中烟草白粉

病是由二孢白粉菌 ( Erysiphe cichoracearum DC． ) 引

起的一种灾难性真菌病害，对烟草产量和品质均有

严重影响［1］。烟草白粉菌产生的孢子常能借助空

气大范围传播，且可多次重复侵染寄主植物，是我国

西南烟草栽培区的重要病害之一。其侵染烟草的过

程通常是老叶先发病，然后自下而上逐渐蔓延［2 － 3］。
在温度适宜的条件下白粉病孢子快速扩散，并随着

空气相对湿度增高发病速度加快。当前，培育抗病
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品种、加强田间栽培管理、采用药剂防治是防治烟草

白粉病病害的主要措施。培育出的抗病强的烟草品

种，因产量和质量问题，难以大规模用于实际生产，

而通过加强田间栽培管理的方法防治烟草白粉病，

因田间温湿度等自然气候因素的不可控制，也逐渐

丧失了优势。当前生产上频繁施用百菌清、腈菌唑

等化学杀菌剂对烟草白粉病进行大田防治，效果均

不太理想，且化学药剂的长期使用会增强病原菌抗

性，导致农药残留增加，影响烟草安全，对环境造成

很大污染; 而生物防治因其无污染、无残留、成本低

等优点，逐渐成为烟草病害防治的有效措施。【前

人研究进展】近年来，有益微生物对植物真菌性病

害显示出较好的防治效果，使得生物防治日益成为

控制真菌性病害的一条很有发展前景的途径。枯草

芽孢杆菌( Bacillus subtilis) 是目前常用的生防菌之

一，诸多研究表明其对多种植物病原菌均具有抑制

作用［4 － 5］。回云静等发现施用枯草芽孢杆菌生物菌

剂对五味子白粉病的防治效果高达 78． 9 %，并能使

叶片增厚［6］。宋双采用云芝菌丝体液体发酵后，测

试出该发酵产物对烟草白粉病病菌有显著的体外钝

化和预防作用，对烟草白粉病也有很好的抑制侵染

效果［7 － 8］。防治烟草白粉菌并不能仅仅局限于大田

生长阶段防治，在烘烤过程中，白粉菌也会继续侵

染。卢志伟等研究表明，烘烤过程中，由于烤房环境

达到烟草白粉菌生长的温度和湿度，白粉菌在散叶

堆放阶段和鲜烟装炕阶段均可侵染烟叶，导致其病

斑第二次扩散［9］。但是目前的研究着重于大田防

治烟草白粉病，对于防治白粉菌在烘烤过程中对烟

叶的侵染尚未见报道。【本研究切入点】本实验研

究枯草芽孢杆菌对烟草白粉病的抑制作用及其防治

效果，以甲基硫菌灵为对照，观察到枯草芽孢杆菌能

通过影响烟草白粉菌菌丝形态继而抑制分生孢子萌

发，进一步研究了枯草芽孢杆菌对烟草白粉病的田

间防治效果及对烟草叶片的促生作用，同时结合枯

草芽孢杆菌对白粉菌在烟叶烘烤过程中二次侵染的

影响，全方位评估枯草芽孢杆菌对烟草白粉菌的抑

制效果。【拟解决的关键问题】该研究以期为枯草

芽孢杆菌制剂今后在烟草白粉病病害的大面积防治

奠定基础，并为烘烤过程中防治烟草白粉病提供安

全可行性方法。

1 材料与方法

1． 1 供试材料

室内盆栽供试菌株: 将在贵州采到的烟草白粉

病新鲜病样，单分生孢子梗接种后分离纯化、扩繁，

采用活体烟株保存在西南大学天然产物农药研究

室。
实验地及栽培情况: 本次实验在贵州省遵义市

桐梓县九坝镇湖南中烟集团芙蓉王品牌九坝烟叶基

地单元进行内，实验地海拔 1205 m，28． 23778°N，

106． 73861°E，常年植烟土，实验地肥力中等，为白粉

病高发地区。烟苗采用集约化漂浮育苗，苗龄一致，

健壮无病，由贵州省遵义市烟草公司桐梓县分公司

统一提供。株行距 1． 1 m ×0． 7 m，供试品种于 4 月

25 日统一移栽，7 月 20 日统一打顶。其它大田管理

措施均按优质烟生产规范进行。用于烘烤阶段白粉

病防治实验的烟叶以中部烟叶为实验材料，依据成

熟采收标准，在烟叶成熟时单叶采收。
烟草品种: 南江三号; 药剂: 1000 亿孢子·g －1

枯草芽胞杆菌( 江西顺泉生物科技有限公司) ; 50 %
甲基硫菌灵( 江苏剑牌农化股份有限公司) ; 扫描电

子显微镜: 日立 S-3400N 型扫描电子显微镜; 烤房:

采用气流上升式密集烤房进行烘烤，装烟密度为 72
kg·m －3，参照“三段式烘烤工艺”正常烘烤。
1． 2 试验方法

1． 2． 1 枯草芽孢杆菌对烟草白粉菌菌丝形态的影

响 用毛笔将新鲜烟叶上的白粉菌刷到烧杯中，用

蒸馏水稀释成到 10 × 显微镜下每个视野含有 10 ～
15 个孢子的悬浮液。使用喷雾器将分生孢子悬浮

液均匀喷洒到每株幼苗叶片上接种白粉菌。7 d 后

对叶片喷施枯草芽孢杆菌( 1 ∶ 600 ) 、药剂对照甲基

硫菌灵( 1∶ 600) 、清水，各处理药剂以厂家推荐浓度

进行稀释，施用方式为叶面两面喷施。采集用药后

7 d 的叶片，PBS( 磷酸缓冲液，pH7． 4，0． 01 M) 清洗

2 次，2． 5 %戊二醛固定 4 h，PBS 清洗 1 ～ 2 次，1 %
锇酸固定 1 h，PBS 清洗 1 ～ 2 次，30 %、50 %、70
%、90 %、100 % 酒精梯度脱水，10 min /次，临界点

干燥，日立 E1010 离子溅射仪镀膜，日立 S-3400N 型

扫描电子显微镜观察白粉菌菌丝、分生孢子梗和分

生孢子形态变化。
1． 2． 2 枯草芽孢杆菌对田间烟草白粉病防治效果

共设 3 个处理组，枯草芽孢杆菌处理组、甲基硫菌

灵处理组、清水对照组。各处理田间随机区组排列，

3 次重复，共计 9 个小区，每个小区面积约 40 m2，四

周设保护行。喷施枯草芽孢杆菌、甲基硫菌灵、清

水，施用方式参照 1． 2． 1。调查每棵烟株上的所有

展开的叶片，记载各处理药害情况。记总叶数及各

级病叶数，严重度分级应符合 GB /T23222 的规定。
首次施药前田间基本无病斑，调查时间定为第 2 次

施药前、第 3 次用药前和第 3 次用药后 7、15 d 调查

病情。并计算病情指数、防效。
病情指数 =
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Σ ( 发病叶数) × ( 病级代表值)
( 调查总叶数) × ( 病级最高值)

× 100 ( 1)

防治效果( % ) =
( 对照病情指数 － 处理病情指数)

对照病情指数
× 100 ( 2)

1． 2． 3 枯草芽孢杆菌对烟草叶片生长的影响 调

查对象与“1． 2． 2”相同，每个小区选择中间 2 行去 2
头烟株后，每小区定点调查 8 株，按 YC /T 142-1998
《烟草农艺性状调查方法》标准，定点定株在烟草现

蕾期和打顶后 7 d 测定烟株的最大叶长、最大叶宽、
并利用公式( 3) 计算叶面积。

叶面积( cm2 ) =
0． 6345 × 叶长( cm) × 叶宽( cm) ( 3)

1． 2． 4 枯草芽孢杆菌对烟叶烘烤阶段白粉菌再侵

染的抑制效果 实验面积约 400 m2，烟株种植期间

未喷施任何杀菌药剂，只施用清水保持田间湿度使

烟株发病，采摘后烟叶按白粉病发病“0、1、3、5、7、9
级”分类，喷施不同药剂，于自然通风处晾干后烘

烤。共设 3 个处理，各 3 次重复，各处理药及剂稀释

倍数为依次为: 枯草芽孢杆菌( 1∶ 600 ) 、甲基硫菌灵
( 1∶ 600 ) 和清水，每个重复分别选取“0、1、3、5、7、9
级”烟叶各 20 片烟叶挂牌 ( 标记烤前病级、处理和

编号) 挂杆烘烤。处理间随机排列，重复之间用健

康烟叶隔开。对烤后烟叶白粉病病级进行分级。记

录采烤前和烘烤后总叶数及各级病叶数，严重度分

级应符合 GB /T23222 的规定，计算病情指数和防治

效果，参照公式( 1) 和公式( 2) 。并测定不同处理烟

叶产量和产值相关指标。
1． 3 数据处理

Origin8． 0、Excel 和 SPSS18． 0 进行相关实验数

据处理与统计分析，差异显著性应用 LDS 及 T 检验

进行分析。

2 结果与分析

2． 1 枯草芽孢杆菌对烟草白粉菌菌丝形态的影响

采集用药后 7 d 的叶片进行扫描电镜观察，如

图 1 所示。枯草芽孢杆菌均对白粉菌分生孢子萌发

及菌丝生长有抑制作用，其作用与甲基硫菌灵相当，

都表现为孢子不萌发，菌丝顶端肿胀变形膨大呈球

状，新生分生孢子的个数显著减少 ( 图 1c、1d、1e、
1f) ，而对照清水处理组无抑制作用。清水处理组菌

丝完整、粗壮、表面光滑，有明显的分生孢子梗，每个

分生孢子梗上串生孢子个数多为 5 ～ 6 个 ( 图 1a、
1b) ，而 2 个药物处理组白粉菌丝有变形、凹陷，甚

至扭曲现象，菌丝没有分生孢子梗或分生孢子梗上

的串生孢子大多表现为不萌发，少部分个数为 1 个。
喷施枯草芽孢杆菌和甲基硫菌灵的病菌发育受到阻

滞，表明其对白粉菌菌丝有显著破坏作用而阻止孢

子萌发。
2． 2 枯草芽孢杆菌对田间烟草白粉病防治效果

数据显示枯草芽孢杆菌对烟草白粉病的防治效

果与甲基硫菌灵相当，表现枯草芽孢杆菌对烟草白

粉病较好的抑制作用( 表 1) 。第 1 次施药前，田间

基本无病斑，3 次施药分别间隔 7 d。相比清水处

理，枯草芽孢杆菌对病原菌的防治效果在调查时期

内依次为 44． 93 %、64． 87 %、69． 54 %和 71． 58 %，

随时间呈现上升趋势，而甲基硫菌灵则无此现象，且

第 3 次用药后两种药剂处理后的防治效果皆无显著

性差异。
2． 3 枯草芽孢杆菌对烟草叶片生长的影响

生育期( 现蕾期和打顶后 7 d) 调查结果表明，

喷施甲基硫菌灵和枯草芽孢杆菌对烟草叶片的的生

长都显示一定的促进作用，其中枯草芽孢杆菌效果

较好( 图 2) 。喷施枯草芽孢杆菌后，现蕾期和打顶

后 7 d 叶长依次为 75． 63 和 78． 93 cm，而对应甲基

硫菌灵组仅为 73． 25 和 77 cm; 打顶后 7 d，枯草芽

孢杆菌处理叶面积值高于甲基硫菌灵处理和空白对

照。由此可见，喷施生防菌剂枯草芽孢杆菌对叶片

长、宽和叶面积都具有一定程度的增大作用，其对枯

草芽孢杆菌烟草叶片生长发育的促进能力高于甲基

硫菌灵。
表 1 不同药剂对烟草白粉病的田间防治效果

Table 1 Control efficacy of different pesticides against tobacco powdery mildew

处理
Treatment group

第 2 次施药前
Second medication before

第 3 次施药前
Third medication before

第 3 次施药后 7 d
Third time after 7 days

第 3 次施药后 15 d
Third time after 15 days

病情指数
Disease
index

防治效果( % )
Control
effect

病情指数
Disease
index

防治效果( % )
Control
effect

病情指数
Disease
index

防治效果( % )
Control
effect

病情指数
Disease
index

防治效果( % )
Control
effect

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 0． 49 44． 93 ± 4． 90 2． 41 64． 87 ± 2． 85 3． 97 69． 54 ± 2． 32 4． 60 71． 58 ± 1． 06

甲基硫菌灵 Thiophanate methyl 0． 46 48． 67 ± 3． 94 1． 46 79． 48 ± 1． 65* 3． 41 74． 11 ± 1． 11 4． 47 72． 74 ± 1． 35

水 Water 0． 89 － 7． 03 － 13． 19 － 16． 22 －
注: * 表示 t 检验法 P ＜ 0． 05 水平差异显著。
Note: * indicates significant difference at 0． 05 level by t-test．
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清水处理( a、b) ; 枯草芽孢杆菌处理( c、d) ; 甲基硫菌灵处理( e、f)

图 1 不同药剂对菌丝形态的影响

Fig． 1 Effects of different pesticides on powdery mildew characteristic

2． 4 枯草芽孢杆菌对烟叶烘烤阶段白粉菌再侵染

的抑制效果

由表 2 可知，烘烤前对有病斑的叶面喷施枯草

芽孢杆菌，对离体叶片的烟草白粉病的防治效果可

高达 36． 59 %，显著优于甲基硫菌灵处理组。除此

之外，枯草芽孢杆菌还具有生防菌剂安全的优点。
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柱上不同字母表示 LSD 法检验 P ＜ 0． 05 水平差异显著

Different letters on the bars indicate significant difference at P ＜ 0． 05 levels by LSD test，respectively

图 2 不同药剂对叶片的影响

Fig． 2 Effects of different pesticides on leaf traits
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表 2 不同药剂对烘烤过程中烟草白粉病的防治效果

Table 2 Control efficacy of different pesticides against powdery mildew of flue-cured tobacco during curing

处理
Treatment group

病情指数
Disease index

防治效果( % )
Control effect

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 37． 25 36． 59 ± 1． 71*

甲基硫菌灵 Thiophanate methyl 49． 29 16． 54 ± 1． 97

水 Water 58． 80 －

注: * 表示 t 检验法 P ＜ 0． 05 水平差异显著。
Note: * indicates significant difference at 0． 05 level by t-test．

清水处理的烟叶烘烤后病情指数较烤前呈现明

显上升趋势( 图 3 ) ，但是枯草芽孢杆菌处理后显著

降低。就烤前不同病级而言，喷施枯草芽孢杆菌烘

烤后其病级都显示下降的现象，甲基硫菌灵则无此

现象。相比清水处理，2 种药剂都有显著效果，其中

以枯草芽孢杆菌最明显。当烤前病级为 1、3、5 级

时，喷施枯草芽孢杆菌对白粉病都有较好抑制效果。
烘烤前病级为 1、3、5 级时，使用枯草芽孢杆菌处理

后病情指数能降低 40 %左右，7 级时变化率仅为 22
%。然而使用相同方法喷施甲基硫菌灵后，3、5、7
级的病叶病情指数会升高 3 % ～ 5 %，1 级时升高

28 %。清水对照的病情指数变化率随病级升高而

降低，其中 1 级时该升高率达 128 %。因此，本实验

通过对不同病级的白粉病烟叶使用枯草芽孢杆菌

( 生防菌剂) 和甲基硫菌灵( 化学药剂) 处理后烘烤，

表明烟叶烘烤前只有喷施生防菌剂能有效抑制烟叶

烘烤后白粉菌的二次侵染。

3 讨论与结论

白粉菌属植物专性寄生菌，温度和湿度等条件

对其分生孢子萌发都有显著性影响，因此在人工培

养基上很难得到准确的萌发率［10］。本实验利用枯

草芽孢杆菌处理白粉菌感染烟草叶片，采用扫描电

镜观查枯草芽孢杆菌对白粉病分生孢子形成及菌丝

生长的影响，结果表明: 枯草芽孢杆菌能抑制白粉菌

孢子梗的产生，进而抑制分生孢子的萌发，初步推测

其抑菌机理可能是枯草芽孢杆菌在叶面快速大量定

殖，分泌抑菌物质，该抑菌物质能破坏菌丝形态，导

致白粉菌菌丝畸形，同时抑制分生孢子产生。有研

究表明枯草芽孢杆菌生长代谢过程中能够产生多种

抑菌物质，包括低分子量抑菌肽［11］、抑菌蛋白［12］和

挥发性抑菌物质［13］等，但具体作用机制尚待研究。
枯草芽孢杆菌作为植物体内常见的内生细菌，在自

然界中广泛存在，对人畜无毒无害，不污染环境，主

要通过营养和空间位点竞争、分泌抗菌等机制发挥

生防功能［6，13 － 14］，对豌豆的根腐病、水稻纹枯病、三
七根腐病、烟草黑胫病、黄瓜白粉病［14 － 17］等都有较

好防效，且芽孢杆菌是土壤和植物微生态区系的优

势生物种群，在植物微生态区繁殖能力较高。有文献

报道多种生防药剂根施能综合提高植株的抗病能

力［19 －22］，根据生防菌各自不同的作用方式合理复配，

可达到增效的目的。本实验证明枯草芽孢杆菌对白粉

病菌防治具有积极效果，以后的实践中可结合不同生

防药剂及不同施药方式科学复配，增加防治效果。
通过大田阶段进一步调查，结果显示枯草芽孢

杆菌对烟草白粉病的防治效果与甲基硫菌灵无显著

性差异，且第 3 次施用枯草芽孢杆菌后防效最高可

达到 70 %以上，再次验证了其对白粉病显著的防治
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图 3 不同药剂对烘烤后白粉病病情指数的影响

Fig． 3 Effects of different pesticides on disease index growth rate of powdery mildew after flue-curing
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作用。实验调查同时发现烟叶喷施枯草芽孢杆菌后

叶面积增大，表明枯草芽孢杆菌在一定程度上促进

了烤烟叶片生长发育的能力，这与相关研究报道一

致［23 － 25］。目前大多数研究认为生防菌是通过提高

植物对氮、钾吸收和光合速率促进生长，因为光合速

率与叶绿素含量密切相关，叶绿素含量增加促进植

物光合速率增加，进而提高植物对营养物质吸收，促

进植物生长［24］，由此可以推断，生防菌对植物的促

生作用主要在生长期，对叶片有增大的效果。
对烘烤前的发病烟叶喷施枯草芽孢杆菌，烘烤

后烟叶发病程度明显减轻，防效达到 36． 59 %，极大

减少了白粉病带来的损失。本实验观察到在烟叶烘

烤期间白粉菌仍有继续侵染的现象，这与其他学者

的研究报道相一致［9］。推测可能由于在堆放和烘

烤过程中烟叶温度的升高和水分的蒸发，形成适宜

白粉菌生长的温度和湿度，使得在散叶堆放阶段和

鲜烟装炕阶段白粉菌对烟叶造成大幅度侵染。
在对叶面喷施枯草芽孢杆菌后，我们发现烘烤

过程中白粉病菌的二次侵染得到了有效的抑制，这

一特性可以显著降低烟叶烘烤期间白粉菌继续侵染

所造成的损失，提高经济效益。有研究表明枯草芽

孢杆菌在 100 ℃ 条件下仍然可以存活 29． 4 %［24］，

而烟草烘烤期间最高温度为 68 ℃ 左右，就此可推

测枯草芽孢杆菌在此过程中仍可大量存活，并分泌

抗菌物质抑制白粉菌生长，同时在烟叶表面形成生

物被膜，进一步抵御白粉菌对植物的侵害［26 － 27］。
枯草芽孢杆菌还是一种公认的益生菌，安全性

较高，已经广泛应用在食品、药品领域［28 － 29］，目前市

场上已经有药品通过枯草芽孢杆菌以孢子的形式进

入消化道抑制有害细菌生长，对腹泻、下痢等肠胃道

疾病都具有很好预防效果［30 － 32］，且张玉芹等也得出

浓度高达 5000 mg·kg －1 的枯草芽孢杆菌对实验动

物无急性毒性和刺激性等，因此，烘烤后烟叶上枯草

芽孢杆菌的残留不会增加安全隐患［33 － 34］。
综上所述，枯草芽孢杆菌不仅对烟草生长期白

粉病防治效果显著，而且能有效抑制烘烤过程中白

粉病菌的二次侵染。枯草芽孢杆菌对白粉病防治效

果显著，其对人畜安全、对环境无污染、不易产生抗

药性、对作物生长有促进作用，这些优点更符合现代

烟草绿色生产及有害生物综合防治的要求。
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