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基于噬菌体的烟草青枯病防治策略优化与评价
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摘要　为科学、高效利用噬菌体防治烟草青枯病，本研究通过单因素试验法对盆栽烟草青枯病菌的接种浓度，噬菌

体的施用策略（时期、浓度、频次）进行探索和优化，构建基于噬菌体的盆栽和田间烟草青枯病防治的施用策略，并对

３株噬菌体进行盆栽和田间防效评价。盆栽烟草青枯病菌犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ＮＸ１的发病模型表明，以１０％水

土比无创式灌根的最佳青枯菌接种剂量为土壤中终浓度１０６ｃｆｕ／ｇ，此条件下烟草发病快、周期长，病情发展平稳。

噬菌体防控盆栽烟草青枯病的施用策略为：在青枯病菌接种当天（接种后６ｈ）和接种后第３天，以１０％水土比无创

式灌根方式各施１次，确保每次施用土壤中终浓度达１０６ｐｆｕ／ｇ，基于此，３株噬菌体的盆栽防效显著优于生物农药

３％中生菌素粉剂，且持效期≥４０ｄ，其中复配组在接种青枯菌后４０ｄ的防效显著高于单剂。田间防控试验表明：以

１０％水土比无创式灌根方式，分别在烟草旺长期和打顶期施用噬菌体制剂各１次，使土壤噬菌体终浓度达１０６ｐｆｕ／ｇ

的策略防效良好，３株噬菌体的田间防效达５０．５３％～５８．５４％，显著优于３％中生菌素粉剂３．７５ｍｇ／Ｌ的防效

（３２．５４％），其中３株噬菌体复配施用防效达７４．６３％，显著优于单剂。综上，本研究建立的噬菌体防控烟草青枯病

的施用策略良好，３株噬菌体及其施用策略在盆栽及宁乡烟区青枯病防效评价中防效显著优于中生菌素，本结果将

为宁乡地区烟草青枯病害防控及噬菌体资源评价、规模化应用等提供重要参考。
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　　烟草青枯病是制约烟草生产的重要土传病害，

生产中该病害频发，常造成毁灭性危害［１２］，已成为

烟草产业健康发展的较大潜在危害。当前，在青枯

病害防治实践中，化学防治、农业防治和生物防治等

传统手段均未能取得理想效果［１４］。青枯病病原青

枯雷尔氏菌复合种犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ｃｏｍ

ｐｌｅｘｓｐｅｃｉｅｓ，被列为全球十大植物病原细菌之一，可

侵染番茄、茄子、马铃薯、辣椒和烟草等茄科作物，花

生等豆科植物，以及生姜等姜科植物，共计４５０余种

寄主植物［４５］。由于该病原菌具有土壤传播特性，其

侵染过程隐蔽性强、扩散速度快，加之缺乏高效防控

手段，往往造成作物产量严重下降，极端情况下可导

致田间绝收，给防治工作带来巨大挑战［６］。

“噬菌体疗法”作为近年来的一种新型细菌病

害防治方法，因其高效、绿色、经济的优势，受到了

越来越多的关注［７８］，并已在一些植物细菌性病害

防治中取得进展［９１０］。Ａｌｖａｒｅｚ等
［１１］报道了将青枯

病菌的烈性噬菌体通过灌溉水施用，可使番茄青枯

病发病率从对照的９５．８％显著下降到１４．５％；

Ｈｕａｎｇ等
［１２］报道噬菌体ＰＱ４３Ｗ 液体制剂对烟草

青枯病的室内盆栽防治效果可达９２．８０％，田间防

治效果达７８．０２％；林志坚等
［１３］采用创伤接种法接

种噬菌体ＲＰＺＨ６原液，对盆栽烟草青枯病的防治

效果达５３．８５％。王佳宁等
［１４］在番茄开花期（移栽

４０ｄ后）以灌根的形式每株施用１０ｍＬ噬菌体混合

液（１０７ｐｆｕ／ｍＬ），青枯病的发病率显著降低了

８６．２１％。Ｂｈｕｎｃｈｏｔｈ等
［１５］的研究表明，采用噬菌

体Ｊ２进行土壤伴施（病菌提前１ｄ伤根接种处理）可

有效防控番茄青枯病，噬菌体施用后的第１０天防效

仍达１００％。

然而，在噬菌体防控作物病害的具体实践中，由

于缺乏成熟稳定的室内评价体系或标准，无法进行

直接的对比来判断噬菌体资源的防效大小。此外，

噬菌体的应用评价又需田间试验，存在评价周期长、

标准及效果不一、影响因素多、成本高等问题，不利

于优异噬菌体资源的发掘与评价。因而，基于噬菌

体的烟草青枯病害防控亟须建立科学合理的室内盆

栽及田间防效评价体系，并据此探索和优化噬菌体

的施用策略，对推动噬菌体生物农药的应用和产业

化发展具有重要意义。

本研究通过单因素试验，筛选室内盆栽烟草青

枯病菌的稳定接种发病剂量，建立稳定的温室盆栽

烟草青枯病接种发病模型；在此基础上优化噬菌体

施用策略，评价３株噬菌体的温室盆栽和田间防效，

为３株青枯菌烈性噬菌体在该地区的推广应用，以

及科学、高效利用噬菌体资源防控作物青枯病提供

科学指导和参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料

试验所用烟草青枯菌为高致病力菌株犚犪犾狊狋狅狀犻犪

狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿ＮＸ１，于２０２２年６月分离自湖南宁乡市

喻家坳乡南岭村烟草青枯病发病严重的烟草病茎，并

经科赫氏法则验证，保存于湖南省微生物研究所。

·６５１·



５２卷第１期 易克等：基于噬菌体的烟草青枯病防治策略优化与评价

由于青枯雷尔氏菌复合种的复合侵染特性，以

及噬菌体的专一性，田间青枯病菌的防控，通常采用

多药剂或多措施的复合防控策略防止病菌抗药性提

升并提高防效［１４，１６］。因此，本试验选用了３株噬菌

体制剂ＱＤＮＡ０１、ＱＤＮＡ０２、ＱＤＮＡ０３（均为单一的

噬菌体产品，青岛诺安百特生物技术有限公司），效

价均大于１０１０ｐｆｕ／ｍＬ（使用前用含青枯菌ＮＸ１的

双层板测定）。３株噬菌体侵染ＮＸ１后均能形成裂

解斑。

药剂对照为３％中生菌素粉剂，福建凯立生物

制品有限公司。

１．２　烟草室内盆栽及管理

烟草以盆栽方式种植于湖南省长沙市天心区湖

南省微生物研究所的植物光照培养室，温度（２８±

３）℃，相对湿度６０％～９０％，光强６０００ｌｘ，光周期

Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ。

烟草播种及移栽：将烟草包衣种子（‘云烟８７’，

湖南省烟草科学研究所提供）播种于含育苗基质（湖

南湘晖）的育苗盘（１２０孔），每孔播种１粒，烟苗长

至４叶期时进行移苗，每钵１株烟苗，每个苗钵中装

２００ｇ育苗基质。每间隔２～３ｄ浇无菌水１０～

３０ｍＬ／株，确保盆栽基质水分含量在３０％～４０％。

１．３　噬菌体制剂及药剂的配制与使用

噬菌体制剂均于施用前２４ｈ参照Ｈｕａｎｇ等
［１２］

的噬菌体效价测定方法，采用含青枯病菌ＮＸ１的双

层板分别进行效价测定。随后以无菌水稀释成不同

浓度用于不同试验（现配现用），复合噬菌体为３株

噬菌体按１∶１∶１体积比的等效价混合液。３％中生

菌素粉剂配制成８００倍稀释，即３７．５ｍｇ／Ｌ（现配现

用）。

施用方式为无创伤灌根法。室内盆栽试验施用

标准为：每株烟草苗接种２０ｍＬ相应浓度的药剂／

噬菌体制剂（接种前２４ｈ停止浇水）；田间试验施用

标准为：每株烟草接种１．５Ｌ对应浓度的药剂或噬

菌体制剂；对照组均施用等量无菌水作为空白对照。

１．４　烟草青枯病害调查

烟草青枯病病害调查参照ＧＢ２３２２２２００８烟草

病虫害分级及调查方法［１７］。分级标准为：０级，无病

症；１级，发病侧半数叶片萎蔫或枯死；３级，茎部出

现黑斑但未超过茎高的一半，或发病侧二分之一至

三分之二叶片枯死；５级，茎部黑斑超过茎高一半但未

达茎顶端，或发病侧超过三分之二叶片萎蔫；７级，茎

部黑斑延伸至茎顶端，或发病植株所有叶片枯死；

９级，植株完全死亡。

发病率＝发病株数／调查总株数×１００％；

病情指数＝１００×∑（各级病株数×各级代表

值）／（调查总株数×最高级代表值）；

防效＝（对照病情指数—处理病情指数）／对照

病情指数×１００％。

１．５　烟草青枯病盆栽接种发病体系构建

１．５．１　最佳青枯病菌接种量筛选

将超低温保存的高致病力青枯菌菌株ＮＸ１于

ＮＢ固体培养基平板上划线活化，２８℃恒温培养

２４ｈ后挑取单菌落转接至 ＮＢ液体培养基。取

２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养至ＯＤ６００≈１．０的菌液，通

过稀释平板计数法精确测定菌液浓度，随后以无菌

水将菌悬液梯度稀释为５×１０６、１×１０７、２×１０７、５×

１０７、１×１０８、２×１０８、５×１０８、１×１０９ｃｆｕ／ｍＬ（现配现

用，２ｈ内），接种量分别为５×１０５、１×１０６、２×１０６、

５×１０６、１×１０７、２×１０７、５×１０７和１×１０８ｃｆｕ／ｇ（干

基质计），接种等量无菌水作为空白对照。每个处理

３个重复，每重复１５钵苗，不同处理组和重复间均

进行物理隔离，避免病菌跨区扩散与迁移。下同。

１．５．２　发病动态模型构建与检验

１．５．２．１　模型方程构建

烟草青枯病发病进程呈现典型的“Ｓ”型曲线特

征，符合“慢 快 慢”的病情发展规律。现有研究表

明，具有“Ｓ”型增长特征的系统采用ｌｏｇｉｓｔｉｃ曲线方

程拟合可获得理想效果［１８１９］。鉴于当前烟草青枯病

定量模型研究领域尚存空白，本研究基于ｌｏｇｉｓｔｉｃ生

长曲线模型进行适应性改进。模型参数拟合采用Ｒ

语言ＳＳｌｏｇｉｓ自启动算法实现，数据可视化处理通过

ｇｇｐｌｏｔ２软件包（ｖ３．５．２）完成。

标准ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型公式为：

犢＝
Ｋ

１＋ｅ
ａ－犡

（ ）ｂ

其中，Ｋ表示曲线渐进线值，在生物学应用中，

通常代表环境容纳量或最大可能值，本研究设定为

１００（对应发病率及病情指数的最大值）；ａ为曲线拐

点参数，表示生长速率最大时对应的犡值（即犢＝

Ｋ／２时）；ｂ为曲线陡峭度参数，决定增长速率（ｂ值

越小曲线越陡峭）。

１．５．２．２　模型检验

依据ｌｏｇｉｓｔｉｃ分布的理论特性
［２０］，从以下两方
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面验证模型可靠性：

ｉ）参数显著性检验：公式中参数ａ，ｂ的估算需

满足犘≤０．０５，才具有统计学意义。

ｉｉ）模型拟合优度评价：利用残差的标准误

（ＲＳＥ）、收敛容差和决定系数（犚２）进行模型拟合优

度评价，其中ＲＳＥ值越小表明模型预测精度越高，

收敛容差趋近于０时模型收敛性更佳，犚２趋近于１

时拟合模型解释度更强。

１．６　噬菌体防控盆栽烟草青枯病的施用策略构建

基于１．５节建立的盆栽发病模型，采用单因素

正交试验法依次进行施用时期、剂量和频次的三阶

段优化。每阶段试验均设阳性对照（ＣＫ＋，仅接种

病菌）和阴性对照（ＣＫ－，无菌处理）。于噬菌体接

种后第２１、４０天进行系统性病害调查。

１．６．１　施用时期筛选试验

设置４个关键时间节点：接种前３ｄ（－３ｄ）、

接种当天（０ｄ）、接种后３ｄ（３ｄ）和７ｄ（７ｄ），分别

对应田间防治的预防期（病原菌侵入前）、侵染初

期（病原菌侵入时）、发病初期（田间初现病株时）

和发病扩展期（田间发病率约１０％时）。噬菌体混

合液浓度为１０１０ｐｆｕ／ｍＬ，每株２０ｍＬ（盆栽土壤终

浓度为１０９ｐｆｕ／ｇ）。

１．６．２　施用剂量梯度试验

依据Ｈｕａｎｇ等
［１２］和林志坚等［１３］前期研究，设置

６个剂量梯度：１×１０８，１×１０７，５×１０６，１×１０６，５×１０５

和１×１０５ｐｆｕ／ｇ，同时设置中生菌素３．７５ｍｇ／Ｌ为对

照。施用时期选择１．６．１的最佳施用时间。

１．６．３　施用频次组合试验

以１．６．２节等效中生菌素的最低噬菌体剂量，

设计多时期组合的施用频次试验，其中多时期组合

按照“最优防效时期”＋“次优防效时期”＋“次次优

防效时期”＋“最差防效时期”从左到右依次叠加组

合成施用频次为１、２、３和４次的试验分组。

若１．６．１节不同施用时期的防治效果排序为：

时期１＞时期２＞时期３＞时期４，则设置施用１次

（时期１）、２次（时期１＋时期２）、３次（时期１＋时期

２＋时期３）、４次（时期１＋时期２＋时期３＋时期４）

进行防效测定评价，筛选最优施用频次的多时期组

合方案。

１．７　噬菌体的盆栽防效测定与盆栽施用策略验证

基于１．５节的接种发病策略和１．６节的噬菌体

施用策略，利用３株噬菌体（ＱＤＮＡ０１、ＱＤＮＡ０２、

ＱＤＮＡ０３）进行防效测定和施用策略评估，以中生菌

素处理组为对照。

各处理组的试验方法及病害调查时间、条件完

全相同，并与１．６节保持一致。

１．８　噬菌体防控烟草青枯病的田间防效测定与田

间施用策略验证

１．８．１　田间施用策略的构建

噬菌体的田间施用策略参照１．６节的盆栽施用

策略确定。

药剂施用时期依据宁乡地区田间烟草青枯病流

行规律（６月至７月上旬为发病高峰期）、烟草生育

期（３月下旬移栽，７月中旬采收全部完成）等特征，

对盆栽试验中的４个用药时间点（接种前３ｄ，接种

后０、３、７ｄ），分别对应到田间的４个时期：１）团棵期

（４月上旬，病原菌入侵前）；２）旺长中期（４月下旬，

病原菌侵入初期）；３）打顶期（５月下旬，病害始发

期）；４）底部叶成熟期（６月中旬，病害显症期，发病

率约１０％）。

田间剂量依据Ｈｕａｎｇ等
［１２］前期研究，按田间烟

株根际１５ｋｇ／株土壤计算施用量，噬菌体在土壤中

的终浓度与盆栽施用策略一致。

此外，田间施用频次等其他措施与盆栽施用策

略保持一致。

１．８．２　田间防效测定与施用策略评价

试验于湖南省宁乡市喻家坳乡（１１２．２７°Ｅ，

２８．１９°Ｎ）开展，该试验田为多年烟草青枯病高发田

（青枯病菌ＮＸ１分离地），地势平坦，土壤质地均一，

肥力均衡，无旱、涝胁迫，总面积７２００ｍ２（１２０ｍ×

６０ｍ）。采用完全随机区组设计，共设６个处理组：

单一噬菌体ＱＤＮＡ０１、ＱＤＮＡ０２、ＱＤＮＡ０３；复合噬

菌体（ＱＤＮＡ０１＋ＱＤＮＡ０２＋ＱＤＮＡ０３）；中生菌素

（阳性对照）和清水对照（阴性对照），每组４个重复，

共２４个小区（１０ｍ×３０ｍ），小区间设置双沟覆膜

隔离带，防止水肥交叉污染。

供试烟草品种为‘云烟８７’，采用单垄栽培模

式，株行距１．１ｍ×０．６ｍ，试验期间遵循常规田间

管理措施，禁止使用任何其他土传病害防治药剂。

病害调查统一于７月上旬（中部叶采收前）

进行。

１．９　数据统计与分析

采用Ｒ语言ｓｔａｔｓ包（ｖ４．３．２）对病害调查的发

病率和病情指数进行单因素方差分析（α＝０．０５），多
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重比较采用Ｄｕｎｃａｎ氏新复极差法，通过ａｇｒｉｃｏｌａｅ

包（ｖ１．３．７）实现。数据可视化通过Ｅｘｃｅｌ软件

实现。

２　结果与分析

２．１　盆栽烟草青枯病接种发病模型的建立与验证

烟草幼苗接种不同浓度青枯病菌ＮＸ１的室内

盆栽试验中，在发病率评价指标方面（表１），病菌接

种量在１×１０６～１×１０
８ｃｆｕ／ｇ接种处理的第４天都

表现出了发病症状，发病率为６．６７％ ～７５．５６％，发

病迅速；３０ｄ后发病率均达到１００％，其中接种量在

１×１０６ｃｆｕ／ｇ时的发病周期最长（发病率从０～

１００％，＞２５ｄ）。此外，５×１０５ｃｆｕ／ｇ接种处理组在

接种后１１ｄ才表现出发病症状（２．２２％），但与不接病

菌组相比差异不显著（犘＞０．０５）；在第４０天时，发病

率（５５．５６％）与对照组无显著差异（犘＞０．０５），这可能

是因病菌接种量低于发病阈值，不能较好地诱导发

病，表现出了发病慢、发病率评价指数偏差大的特征。

病情指数整体变化趋势（表２）与发病率（表１）

基本一致，同样表现为接种浓度与病情指数呈正相

关，且随着盆栽时间的延长病情指数增加；病菌浓度

为１×１０６ｃｆｕ／ｇ处理组的病程周期最长（病情指数

为０～１００，＞３５ｄ）。同样，５×１０５ｃｆｕ／ｇ接种处理

组的发病速度慢，病情指数偏差大，与对照组无显著

差异（犘＞０．０５）。

由表１和表２可知，病菌接种浓度在１×１０６ｃｆｕ／ｇ

时，盆栽烟草幼苗在接种后第４天表现出了明显的

病症，直到第３０天发病率才达到１００％，第４０天病

情指数才达到１００，相比于其他病菌浓度接种处理

组，病菌接种浓度１×１０６ｃｆｕ／ｇ的接种处理组具有

发病迅速（＜４ｄ），病程持续周期最长（约４０ｄ），且

整体病情发展具有渐进、平稳的特点。

基于表１和表２中病菌接种浓度为１×１０６ｃｆｕ／ｇ

的处理组的时间变量与发病率及病情指数的ｌｏｇｉｓｔｉｃ

拟合曲线，时间变量与发病率（图１ａ）及病情指数

（图１ｂ）均呈现典型的“Ｓ”形曲线特征，所有病害调

查的观测数据点紧密围绕趋势线分布，且模型拟合

效果良好（犚２＞０．９８）。

表１　烟苗接种不同剂量青枯病菌后在不同时期的发病率１
）

犜犪犫犾犲１　犇犻狊犲犪狊犲犻狀犮犻犱犲狀犮犲狅犳狋狅犫犪犮犮狅狊犲犲犱犾犻狀犵狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犪狔狊犪犳狋犲狉犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳

犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿

接种浓度／

（ｃｆｕ／ｇ）

Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

第４天

Ｔｈｅ４ｔｈｄａｙ

第７天

Ｔｈｅ７ｔｈｄａｙ

第１１天

Ｔｈｅ１１ｔｈｄａｙ

第１６天

Ｔｈｅ１６ｔｈｄａｙ

第２１天

Ｔｈｅ２１ｓｔｄａｙ

第２５天

Ｔｈｅ２５ｔｈｄａｙ

第３０天

Ｔｈｅ３０ｔｈｄａｙ

第３５天

Ｔｈｅ３５ｔｈｄａｙ

第４０天

Ｔｈｅ４０ｔｈｄａｙ

５×１０５ （０．００±

０．００）ｆ

（０．００±

０．００）ｆ

（２．２２±

３．８５）ｅ

（６．６７±

６．６７）ｄ

（６．６７±

１１．５５）ｃ

（１５．５６±

２１．４３）ｂ

（２４．４４±

２６．９４）ｂ

（３７．７８±

２７．７９）ｂ

（５５．５６±

４９．１４）ａｂ

１×１０６ （６．６７±

０．００）ｅ

（２６．６７±

０．００）ｅ

（５５．５６±

７．７０）ｄ

（７５．５６±

３．８５）ｃ

（９１．１１±

３．８５）ｂ

（９７．７８±

３．８５）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

２×１０６ （１１．１１±

３．８５）ｅ

（３７．７８±

３．８５）ｄ

（６２．２２±

３．８５）ｄ

（８４．４４±

３．８５）ｂ

（９３．３３±

６．６７）ａｂ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

５×１０６ （２８．８９±

３．８５）ｄ

（４８．８９±

１０．１８）ｃ

（７３．３３±

０．００）ｃ

（９３．３３±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

１×１０７ （３３．３３±

０．００）ｄ

（５５．５６±

３．８５）ｃ

（８０．００±

６．６７）ｂｃ

（９３．３３±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

２×１０７ （５３．３３±

６．６７）ｃ

（７７．７８±

３．８５）ｂ

（８４．４４±

３．８５）ａｂ

（９５．５６±

３．８５）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

５×１０７ （６８．８９±

３．８５）ｂ

（８６．６７±

０．００）ａ

（８８．８９±

３．８５）ａ

（９７．７８±

３．８５）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

１×１０８ （７５．５６±

３．８５）ａ

（８８．８９±

７．７０）ａ

（９１．１１±

３．８５）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

０ （０．００±

０．００）ｆ

（０．００±

０．００）ｆ

（０．００±

０．００）ｅ

（０．００±

０．００）ｄ

（０．００±

０．００）ｃ

（０．００±

０．００）ｂ

（０．００±

０．００）ｂ

（０．００±

０．００）ｃ

（０．００±

０．００）ｂ

　１）数值为平均值±标准差。同列数据后不同小写字母表示经Ｄｕｎｃａｎ氏新复极差法检验差异显著（犘＜０．０５）。下同。

Ｖａｌｕｅｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓｍｅａｎ±ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｃｃｏｒｄｉｎｇ

ｔｏＤｕｎｃａｎ’ｓｎｅｗｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅｔｅｓｔ（犘＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅｃｒｉｔｅｒｉｏｎａｐｐｌｉｅｓｈｅｒｅｉｎａｆｔｅｒ．
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表２　烟苗接种不同剂量青枯病菌后在不同时期的病情指数

犜犪犫犾犲２　犇犻狊犲犪狊犲犻狀犱犲狓狅犳狋狅犫犪犮犮狅狊犲犲犱犾犻狀犵狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犪狔狊犪犳狋犲狉犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿

接种浓度／

（ｃｆｕ／ｇ）

Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

第４天

Ｔｈｅ４ｔｈｄａｙ

第７天

Ｔｈｅ７ｔｈｄａｙ

第１１天

Ｔｈｅ１１ｔｈｄａｙ

第１６天

Ｔｈｅ１６ｔｈｄａｙ

第２１天

Ｔｈｅ２１ｓｔｄａｙ

第２５天

Ｔｈｅ２５ｔｈｄａｙ

第３０天

Ｔｈｅ３０ｔｈｄａｙ

第３５天

Ｔｈｅ３５ｔｈｄａｙ

第４０天

Ｔｈｅ４０ｔｈｄａｙ

５×１０５ （０．００±

０．００）ｅ

（０．２５±

０．４３）ｆ

（０．７４±

１．２８）ｇ

（２．７２±

２．９９）ｅ

（３．２１±

５．５６）ｄ

（６．６７±

１０．９１）ｄ

（１５．０６±

２０．５９）ｃ

（２７．４１±

２７．７９）ｃ

（４６．６９±

３９．９７）ｂ

１×１０６ （１．７３±

０．８６）ｅ

（８．８９±

２．５７）ｅ

（１８．５２±

２．５７）ｆ

（３２．５９±

６．０６）ｄ

（５６．０５±

４．０８）ｃ

（６４．２０±

４．７６）ｃ

（８７．６５±

０．８６）ｂ

（９５．５６±

２．５７）ｂ

（１００．００±

０．００）ａ

２×１０６ （２．７２±

０．４３）ｅ

（１４．５７±

２．２６）ｄｅ

（２８．６４±

１．１３）ｅ

（５３．８３±

５．４６）ｃ

（６４．２０±

４．８２）ｂｃ

（７９．０１±

６．０３）ｂ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

５×１０６ （７．１６±

１．１３）ｄ

（１９．２６±

２．６７）ｃｄ

（３６．５４±

２．１４）ｄ

（５８．７７±

６．６８）ｂｃ

（６９．３８±

５．９９）ａｂ

（８０．００±

４．１２）ｂ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

１×１０７ （９．６３±

２．５７）ｄ

（２４．９４±

２．３８）ｃ

（４７．４１±

５．７９）ｃ

（５９．２６±

７．４１）ａｂｃ

（７４．８１±

８．２５）ａｂ

（８８．１５±

２．９６）ａｂ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

２×１０７ （２１．２３±

１．８６）ｃ

（３６．３±

４．８６）ｂ

（５１．８５±

５．５９）ｂｃ

（６１．４８±

６．０６）ａｂｃ

（７６．３±

４．４４）ａｂ

（９２．１±

２．２６）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

５×１０７ （２５．４３±

１．８６）ｂ

（４０．２５±

３．４２）ａｂ

（５７．２８±

８．１３）ａｂ

（６４．６９±

３．８）ａｂ

（７３．８３±

８．４２）ａ

（９４．５７±

０．８６）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

１×１０８ （３０．６２±

３．３４）ａ

（４５．９３±

６．７９）ａ

（６２．４７±

４．４６）ａ

（６９．３８±

３．０８）ａ

（７８．７７±

２．２６）ａ

（９７．０４±

１．４８）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

（１００．００±

０．００）ａ

０ （０．００±

０．００）ｅ

（０．００±

０．００）ｆ

（０．００±

０．００）ｇ

（０．００±

０．００）ｅ

（０．００±

０．００）ｄ

（０．００±

０．００）ｄ

（０．００±

０．００）ｃ

（０．００±

０．００）ｃ

（０．００±

０．００）ｂ

图１　青枯病菌浓度为１×１０６犮犳狌／犵处理组中时间与发病率（犪）、病情指数（犫）的犾狅犵犻狊狋犻犮拟合曲线

犉犻犵．１　犔狅犵犻狊狋犻犮犳犻狋狋犻狀犵犮狌狉狏犲狊狅犳犱犻狊犲犪狊犲犻狀犮犻犱犲狀犮犲（犪）犪狀犱犱犻狊犲犪狊犲犻狀犱犲狓（犫）狅狏犲狉狋犻犿犲犻狀狋犺犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋犵狉狅狌狆狅犳

犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿犪狋１×１０６犮犳狌／犵

　
　　其时间变量与发病率及病情指数的拟合ｌｏｇｉｓ

ｔｉｃ曲线的方程及参数如下：

犢发病率＝
１００．００

１＋ｅ
１０．９９３９－犡
（ ）３．６０２５

其中：Ｋ＝１００．００；ａ＝１０．９９３９，犘＝２．４２×

１０－７＜０．００１；ｂ＝３．６０２５，犘＝７．４０×１０－５＜

０．００１；残差标准误（ＲＳＥ）为４．４４５（犱犳＝６）；收敛迭

代数为８；实现收敛容差为９．９９７×１０－６；犚２＝

０．９８９９。

犢病情指数＝
１００．００

１＋ｅ
２０．０８７６－犡
（ ）５．４６８６

其中：Ｋ＝１００．００；ａ＝２０．０８７６，犘＝１．８１×

１０－１１＜０．００１；ｂ＝５．４６８６，犘＝１．９６×１０－７＜

０．００１；ＲＳＥ为３．０８（犱犳＝８）；收敛迭代数为６；实现

收敛容差为１．４３３×１０－６；犚２＝０．９９４６。

根据ｌｏｇｉｓｔｉｃ分布理论
［２０２１］，２个ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归

模型的估计参数ａ、ｂ均达到极显著水平（犘≤

０．００１），收敛容差精度高（＜１０－５），拟合曲线犚２大

（＞０．９８），这表明，基于１×１０６ｃｆｕ／ｇ病菌接种浓度

处理的时间变量与发病率及病情指数的２个ｌｏｇｉｓ

ｔｉｃ拟合曲线都具有病害流行传播的“Ｓ”形典型特

征，且拟合优度好，病害发展动态模拟解释力强。但
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病情指数的ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归拟合方程具有更优的估计

参数、更低的收敛容差和更大的犚２，因而，拟合曲线

优度更高，病害发展动态模拟解释力更准确。

此外，根据ｌｏｇｉｓｔｉｃ曲线的拐点参数，发病率和

病情指数增长最快时对应的时间分别是１０．９９３９ｄ

和２０．０８７６ｄ，因此，在病害发展早期，采用发病率

的ｌｏｇｉｓｔｉｃ拟合曲线方程估测病害发展具有更大的

尺度，更为适合；采用病情指数的ｌｏｇｉｓｔｉｃ拟合曲线

方程估测病害发展动态的中后期，具有解释尺度更

大更准确的优势。

因此，本研究确立的盆栽烟草青枯病菌接种发病

模型的关键要素为：用青枯菌ＮＸ１以１０％的水土比

无创灌根，使土壤中病菌终浓度为１×１０６ｃｆｕ／ｇ。可

选用发病率和病情指数作为病害评价的主要指标。

２．２　噬菌体盆栽施用策略的构建

为科学评价噬菌体制剂施用对烟草青枯病的防

控效果，利用２．１节中盆栽烟草青枯病菌接种发病

模型，对噬菌体室内盆栽施用策略的时期、浓度和频

次，依次进行单因素的要素优化试验，以组合构建最

佳的盆栽施用策略。

２．２．１　施用时期对防治效果的影响比较

基于２．１节盆栽接种发病模型，将３株噬菌

体按１∶１∶１体积比等效价复配后以土壤终浓度

１０９ｐｆｕ／ｇ进行施用，结合病害发展进程，分别于接种

后第２１天（发病中期）和第４０天（发病末期）进行病

害调查，结果见表３。病原菌接种后第２１～４０天，

４个不同时期的噬菌体施用处理其青枯病发病率

和病情指数均显著降低（犘≤０．０５），不同时期施用

噬菌体的防效表现为：接种青枯菌后０ｄ＞接种后

３ｄ＞接种后７ｄ＝接种前３ｄ（犘≤０．０５）；且随着时

间增长，４个不同时期的施用防效都呈现明显下降

趋势。

表３　噬菌体不同施用时期对盆栽烟草青枯病的防效１
）

犜犪犫犾犲３　犆狅狀狋狉狅犾犲犳犳犻犮犪犮狔狅犳犫犪犮狋犲狉犻狅狆犺犪犵犲狊犪狆狆犾犻犲犱犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犲狉犻狅犱狊犪犵犪犻狀狊狋犫犪犮狋犲狉犻犪犾狑犻犾狋犻狀狆狅狋狋犲犱狋狅犫犪犮犮狅

施用时期

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

第２１天

Ｔｈｅ２１ｓｔｄａｙ

发病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

第４０天

Ｔｈｅ４０ｔｈｄａｙ

发病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

接种前３ｄ

Ｄａｙ３ｂｅｆｏｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

复合噬菌体

１０９ｐｆｕ／ｇ
盆栽土壤

（６８．８９±

３．８５）ｂ

（４１．７３±

６．３０）ｂ

（３５．２４±

９．７８）ｃ

（８６．６７±

６．６７）ｂ

（６８．８９±

８．５４）ｂ

（２３．９８±

９．４３）ｃ

接种后０ｄ

Ｄａｙ０ａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

（４４．４４±

３．８５）ｄ

（２２．７２±

４．８２）ｄ

（６４．７４±

７．４８）ａ

（６６．６７±

６．６７）ｄ

（４１．９８±

４．０８）ｄ

（５３．６８±

４．５０）ａ

接种后３ｄ

Ｄａｙ３ａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

（５４．６０±

２．２０）ｃ

（３１．６０±

３．０８）ｃ

（５０．９５±

４．７９）ｂ

（７７．７８±

３．８５）ｃ

（５２．１０±

１．５４）ｃ

（４２．５１±

１．７０）ｂ

接种后７ｄ

Ｄａｙ７ａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

（７１．１１±

３．８５）ｂ

（４１．９８±

４．７０）ｂ

（３４．８６±

７．３０）ｃ

（８８．８９±

３．８５）ｂ

（６７．１６±

４．０８）ｂ

（２５．８９±

４．５０）ｃ

ＣＫ＋ －
（８２．２２±

３．８５）ａ

（６４．４４±

１．９６）ａ
－

（１００．００±

０．００）ａ

（９０．６２±

０．８６）ａ
－

ＣＫ－ －
（０．００±

０．００）ｅ

（０．００±

０．００）ｅ
－

（０．００±

０．００）ｅ

（０．００±

０．００）ｅ
－

　１）ＣＫ＋：只接病原菌；ＣＫ－：空白对照。下同。

ＣＫ＋：ＯｎｌｙｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＮＸ１；ＣＫ－：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ．Ｔｈｅｓａｍｅａｐｐｌｉｅｓｂｅｌｏｗ．

２．２．２　施用浓度对防治效果的量化分析

根据表３结果，选择获得最佳防效的时期（接

种青枯菌后０ｄ）进行噬菌体不同施用浓度的防效

试验，结果表明（表４）：噬菌体施用能有效降低青

枯病的发病率和病情指数，且浓度越高防效越好，

但随时间延长，防效呈下降趋势。接种噬菌体后

２１ｄ，噬菌体施用浓度在５×１０５ｐｆｕ／ｇ及以上时的

防治效果可等效或优于中生菌素处理；至第４０天

时，噬菌体施用浓度在１×１０６ｐｆｕ／ｇ以上处理组仍

能保持等效或优于中生菌素的防效。因此，选择第

４０天时等效于中生菌素防效的最低噬菌体施用浓

度，即１×１０６ｐｆｕ／ｇ作为后续噬菌体施用策略条件

优化的基础参数。

２．２．３　施用频次对病害持续控制效果的评价

根据不同噬菌体施用时期的防治效果（表３），

确定对噬菌体的施用频次及时期，组合为：施１次

（接种青枯菌后０ｄ），２次（接种青枯菌后０、３ｄ），３次

（接种青枯菌后０、３、７ｄ），３次（接种青枯菌前３ｄ、

接种后０、３ｄ）和４次（接种前３ｄ、接种后０、３、７ｄ）。

结合噬菌体不同施用浓度（表４）的试验结果，选择
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噬菌体施用浓度为１０６ｐｆｕ／ｇ，开展不同时期组合的

施用频次对烟草青枯病的防效评价。

结果（表５）表明：施用１～４次噬菌体制剂在接种

病原菌后第２１～４０天均能显著降低盆栽烟草青枯病

的发病率和病情指数（犘≤０．０５），且防效随时间增加，

呈现明显的下降趋势；在第２１天和４０天时，施用２

次及以上处理相比施用１次有显著防效优势，而施用

２～４次处理组间防效无显著差异（犘＞０．０５）。

综合考量防效与成本，推荐最优施用频次和时

期组合方案为病菌接种的第０天（接种后６ｈ）和第

３天各施用１次，可在保障防效的同时又具备成本、

人工等优势。

表４　施用不同浓度噬菌体对盆栽烟草青枯病的防效

犜犪犫犾犲４　犆狅狀狋狉狅犾犲犳犳犻犮犪犮狔狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犫犪犮狋犲狉犻狅狆犺犪犵犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊犪犵犪犻狀狊狋犫犪犮狋犲狉犻犪犾狑犻犾狋犻狀狆狅狋狋犲犱狋狅犫犪犮犮狅

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

施用浓度

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

第２１天

Ｔｈｅ２１ｓｔｄａｙ

发病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

第４０天

Ｔｈｅ４０ｔｈｄａｙ

发病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

复合噬菌体

Ｃｏｍｐｌｅｘ

ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓ

１×１０８ｐｆｕ／ｇ（５３．３３±１１．５５）ｃ （３４．０７±６．５８）ｃ （５２．５８±９．１６）ａ （８５．５１±２．７６）ｃ （７４．３２±４．３４）ｄ （２５．６８±４．３４）ａ

１×１０７ｐｆｕ／ｇ（６４．４４±１３．８８）ｂｃ（４２．２２±２．２２）ｃ （４１．２４±３．０９）ａ （９１．６３±２．９４）ｂ （８４．２０±４．９３）ｃ （１５．８０±４．９３）ｂ

５×１０６ｐｆｕ／ｇ（７３．３３±６．６７）ｂ （５８．５２±１．９６）ｂ （１８．５５±２．７３）ｂ （９５．６９±３．７３）ｂｃ（８６．９１±４．９３）ｂｃ（１３．０９±４．９３）ｂｃ

１×１０６ｐｆｕ／ｇ（７１．１１±１０．１８）ｂ （５９．７５±７．４９）ｂ （１６．８４±１０．４３）ｂ （９７．７８±３．８５）ａ （９１．８５±３．２３）ｂ （８．１５±３．２３）ｃ

５×１０５ｐｆｕ／ｇ（７３．３３±６．６７）ｂ （５９．５１±８．９０）ｂ （１７．１８±１２．３９）ｂ（１００．００±０．００）ａ （９８．０２±０．８６）ａ （１．９８±０．８６）ｄ

１×１０５ｐｆｕ／ｇ（９１．１１±３．８５）ａ （７１．３６±４．９３）ａ （０．６８±６．８６）ｃ （１００．００±０．００）ａ （９９．５１±０．８６）ａ （０．４９±０．８６）ｄ

中生菌素

ｚｈｏｎｇｓｈｅｎｇｍｙｃｉｎ

３７．５ｍｇ／Ｌ （７３．３３±０．００）ｂ （５８．５２±３．９２）ｂ （１８．５５±５．４６）ｂ （９７．７８±３．８５）ａ （８９．８８±４．９３）ｂｃ（１０．１２±４．９３）ｂｃ

ＣＫ＋ － （７７．７８±１０．１８）ａｂ（７１．８５±９．６９）ａ － （１００．００±０．００）ａ（１００．００±０．００）ａ 　－

ＣＫ－ － （０．００±０．００）ｄ （０．００±０．００）ｄ －　 （０．００±０．００）ｄ （０．００±０．００）ｅ －

表５　噬菌体施用不同频次对盆栽烟草青枯病的防效１
）

犜犪犫犾犲５　犆狅狀狋狉狅犾犲犳犳犻犮犪犮狔狅犳犫犪犮狋犲狉犻狅狆犺犪犵犲犪狆狆犾犻犮犪狋犻狅狀狊狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犳狉犲狇狌犲狀犮犻犲狊犪犵犪犻狀狊狋犫犪犮狋犲狉犻犪犾狑犻犾狋犻狀狆狅狋狋犲犱狋狅犫犪犮犮狅

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

施用频次（时期）

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

（ｔｉｍｉｎｇ）

第２１天

Ｔｈｅ２１ｓｔｄａｙ

发病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

第４０天

Ｔｈｅ４０ｔｈｄａｙ

发病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

复合噬菌体

１０６ｐｆｕ／ｇ

Ｃｏｍｐｌｅｘ

ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓ

１０６ｐｆｕ／ｇ

１次（０ｄ） （６６．０１±１．１３）ｂ（５４．０７±４．１２）ｂ （１９．１８±６．１６）ｂ （９１．１１±３．８５）ｂ（７０．３７±３．２３）ｂ （１５．４３±３．８８）ｂ

２次（０，３ｄ） （４６．６７±６．６７）ｃ（３５．３１±２．８０）ｃ （４７．２３±４．１９）ａ （８４．４４±３．８５）ｃ（５８．２７±６．０３）ｃ （２９．９７±７．２５）ａ

３次（０，３，７ｄ） （４５．６９±６．８８）ｃ（３２．３５±９．１４）ｃ （５１．６６±１３．６６）ａ（８２．２２±３．８５）ｃ（５２．５９±４．８６）ｃ （３６．８０±５．８４）ａ

３次（－３，０，３ｄ） （４６．６７±６．６７）ｃ（３０．８６±７．４９）ｃ （５３．８７±１１．２０）ａ（８２．２２±７．７０）ｃ（５１．１１±４．４４）ｃ （３８．５８±５．３４）ａ

４次（－３，０，３，７ｄ）（４６．６７±１１．５５）ｃ（３１．８５±５．１９）ｃ （５２．４０±７．７５）ａ （８０．００±６．６７）ｃ（５１．８５±５．７９）ｃ （３７．６９±６．９５）ａ

ＣＫ＋ － （８０．５６±５．８５）ａ（６６．９１±４．３４）ａ － （１００．００±０．００）ａ（８５．６８±２．２６）ａ －

ＣＫ－ － （０．００±０．００）ｄ （０．００±０．００）ｄ －　 （０．００±０．００）ｄ （０．００±０．００）ｄ －　

　１）噬菌体的施用时期分别设置为接种青枯菌前３ｄ（－３ｄ），接种青枯菌后０、３、７ｄ。

Ｔｈｅｐｈａｇｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｗｅｒｅｓｅｔａｓ３ｄａｙｓｂｅｆｏｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈ犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿 （－３ｄ），ａｎｄ０，３ａｎｄ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ｗｉｔｈ犚．狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．２．４　噬菌体盆栽施用策略的确立

综上，基于盆栽青枯病菌接种模型下的３次噬

菌体施用要素的独立试验，优化并确立噬菌体防控

盆栽烟草青枯病的施用策略为：以１０％的水土比无

创灌根方式，在病原菌接种后第０天（接种后６ｈ）和

第３天分两次施用，确保每次施用后土壤噬菌体终

浓度达１０６ｐｆｕ／ｇ，对盆栽烟草青枯病有显著防效，

且持效期≥４０ｄ（表５）。

２．３　噬菌体的盆栽防效评价与盆栽施用策略验证

基于室内盆栽烟草青枯病接种发病模型和噬菌

体室内盆栽施用策略，对３株噬菌体（ＱＤＮＡ０１～

ＱＤＮＡ０３）进行室内盆栽烟草青枯病的防效评价

及噬菌体的室内盆栽施用策略验证，结果如表６

所示：接种后第２１天，噬菌体处理组的发病率和

病情指数均显著低于中生菌素对照组（犘 ≤

０．０５），防效４８．３５％～５８．６１％，显著优于中生菌

素处理组的３０．４１％（犘≤０．０５）；至第４０天时，各

处理组发病率与病情指数均加重，但噬菌体组的防

治优势持续存在，且３株噬菌体的复合施用处理组

防效（４８．４４％）＞单一噬菌体组防效（３５．３３％～

３９．６０％）＞中生菌素对照组防效（２３．６５％）（犘≤

０．０５）。表明建立的盆栽施用策略科学、高效、可

·２６１·
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行，其防效优于传统生物药剂中生菌素，持效期≥

４０ｄ。

２．４　噬菌体的田间施用策略与防效评价

２．４．１　田间施用策略的构建

参照噬菌体室内盆栽施用策略，对噬菌体的田

间施用策略确立为：在４月下旬（旺长期，模拟病菌

侵入初期）和５月下旬（开花期，模拟田间病株初现

期），以１０％的水土比无创灌根的方式，分别施用２

次，每次按每株烟１５ｋｇ根际土壤计，施用土壤噬菌

体终浓度达１０６ｐｆｕ／ｇ。

２．４．２　田间防效评价及施用策略验证

基于２．４．１节噬菌体田间施用策略，３株噬菌

体田间防效评价结果见表７。３株噬菌体对烟草青

枯病均具有显著防治效果，噬菌体施用组的发病率

和病情指数均显著低于中生菌素对照组（犘≤

０．０５），且噬菌体施用组的防效均超过５０％，显著优

于中生菌素处理组３２．５４％的防效（犘≤０．０５）；其

中，复合噬菌体处理组（ＱＤＮＡ０１，０２，０３混合施用）

的发病率和病情指数最低，防效达７４．６３％。表明：

本文构建的噬菌体田间施用策略（２．４．１节）对基于

噬菌体的科学防控本地区（宁乡）的田间烟草青枯病

策略高效、可行，其相对防效优势（相比生物药剂中

生菌素）可持续到烟叶采收尾期（７月上旬，烟株中

部叶采收前）。

表６　噬菌体对烟草青枯病的室内盆栽防效评价１
）

犜犪犫犾犲６　犈狏犪犾狌犪狋犻狅狀狅犳犫犪犮狋犲狉犻狅狆犺犪犵犲犮狅狀狋狉狅犾犲犳犳犻犮犪犮狔犪犵犪犻狀狊狋犫犪犮狋犲狉犻犪犾狑犻犾狋犻狀犻狀犱狅狅狉狆狅狋狋犲犱狋狅犫犪犮犮狅

噬菌体或药剂

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｏｒｐｅｓｔｉｃｉｄｅ

第２１天

Ｔｈｅ２１ｓｔｄａｙ

发病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

第４０天

Ｔｈｅ４０ｔｈｄａｙ

发病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

噬菌体ＱＤＮＡ０１

ＢａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅＱＤＮＡ０１

（４６．６７±

６．６７）ｃ

（３４．８１±

４．６３）ｃ

（４８．３５±

６．８６）ａ

（８２．６４±

３．５４）ｂｃ

（５３．８３±

１．１３）ｃ

（３７．８９±

１．３１）ｂ

噬菌体ＱＤＮＡ０２

ＢａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅＱＤＮＡ０２

（４８．８９±

７．７０）ｃ

（３２．１０±

８．６８）ｃ

（５２．３８±

１２．８８）ａ

（８４．４４±

３．８５）ｂｃ

（５２．３５±

５．０４）ｃ

（３９．６０±

５．８２）ｂ

噬菌体ＱＤＮＡ０３

ＢａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅＱＤＮＡ０３

（４６．８１±

３．１３）ｃ

（２８．８９±

１０．３７）ｃ

（５７．１４±

１５．３８）ａ

（８２．２２±

３．８５）ｂｃ

（５６．０５±

２．６０）ｃ

（３５．３３±

３．００）ｂ

复合噬菌体

Ｃｏｍｂｉｎｅｄｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

（４２．２２±

１０．１８）ｃ

（２７．９０±

６．８８）ｃ

（５８．６１±

１０．２１）ａ

（７７．７８±

３．８５）ｃ

（４４．６９±

２．９９）ｄ

（４８．４４±

３．４５）ａ

中生菌素

ｚｈｏｎｇｓｈｅｎｇｍｙｃｉｎ

（６６．８７±

４．４７）ｂ

（４６．９１±

１．７１）ｂ

（３０．４１±

２．５４）ｂ

（８８．８９±

７．７０）ｂ

（６６．１７±

７．６０）ｂ

（２３．６５±

８．７７）ｃ

ＣＫ＋
（８２．２２±

３．８５）ａ

（６７．４１±

１．９６）ａ
－

（１００．００±

０．００）ａ

（８６．６７±

２．９６）ａ
－

ＣＫ－
（０．００±

０．００）ｄ

（０．００±

０．００）ｄ
－

（０．００±

０．００）ｄ

（０．００±

０．００）ｄ
－

　１）噬菌体菌体或药剂的盆栽施用策略按２．２．４节执行。

Ｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｏｒａｇｅｎｔｓａｒｅｃｏｎｄｕｃｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｓｅｃｔｉｏｎ２．２．４．

表７　噬菌体对田间烟草青枯病的防效评价１
）

犜犪犫犾犲７　犈狏犪犾狌犪狋犻狅狀狅犳犫犪犮狋犲狉犻狅狆犺犪犵犲犮狅狀狋狉狅犾犲犳犳犻犮犪犮狔犪犵犪犻狀狊狋狋狅犫犪犮犮狅犫犪犮狋犲狉犻犪犾狑犻犾狋犻狀犳犻犲犾犱犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狊

噬菌体或药剂

Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｏｒｐｅｓｔｉｃｉｄｅ

发病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

噬菌体ＱＤＮＡ０１　ＢａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅＱＤＮＡ０１ （２９．５０±１．７３）ｄ （１３．２８±１．１０）ｃ （５８．５４±３．４２）ｂ

噬菌体ＱＤＮＡ０２　ＢａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅＱＤＮＡ０２ （３１．５０±１．９１）ｃｄ （１３．４８±１．５９）ｃ （５７．９１±４．９６）ｂ

噬菌体ＱＤＮＡ０３　ＢａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅＱＤＮＡ０３ （３４．７５±２．５０）ｃ （１５．８４±２．２６）ｃ （５０．５３±７．０７）ｂ

复合噬菌体　Ｃｏｍｂｉｎｅｄｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ （２７．５０±１．９１）ｄ （８．１２±１．４４）ｄ （７４．６３±４．５０）ａ

中生菌素　ｚｈｏｎｇｓｈｅｎｇｍｙｃｉｎ （４５．２５±３．５９）ｂ （２１．６０±２．１０）ｂ （３２．５４±６．５５）ｃ

对照组（ＣＫ－） （７０．２５±３．３０）ａ （３２．０２±１．２７）ａ －

　１）噬菌体或药剂的施用策略参照２．４．１节执行。

Ｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓｏｒａｇｅｎｔｓａｒｅｃｏｎｄｕｃｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｓｅｃｔｉｏｎ２．４．１．
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３　结论与讨论

本研究所建立的室内盆栽烟草青枯病发病模型

采用无创灌根法接种，相较于传统有创式接种［１３］，

更贴近自然发病条件，为盆栽及田间试验的药剂评价

等提供了重要参考。方树民等［２２］的研究表明，大蒜烤

烟轮作时土壤青枯菌浓度达１．２１×１０６ｃｆｕ／ｇ时，烟

苗开始发病，与本研究中确立的盆栽接种发病模型

的１．０×１０６ｃｆｕ／ｇ浓度高度吻合（图１）。彭怀俊

等［２３］发现土壤菌量激增会导致病情急剧加重，本研

究接种高浓度病原菌时病情快速发展的结果与之一

致。值得注意的是，５×１０５ｃｆｕ／ｇ的病菌接种浓度

处理组的发病率和病情指数呈现标准差大于或接近

均值的过离散现象，这与低浓度接种时发病随机性

高的特性相符，属于高变异场景的正常表现，表明该

浓度下的模型拟合价值有限，不适用于病害发展动

态模拟。本研究确立的室内盆栽烟草青枯病接种发

病模型的核心技术要素：采用青枯菌ＮＸ１菌株，按

１０％水土比、无创式灌根接种，确保病菌在土壤终浓

度达１×１０６ｃｆｕ／ｇ；其发病动态符合病害流行发展的

ｌｏｇｉｓｔｉｃ曲线增长特征，具有发病迅速（＜４ｄ），病情

发展平稳，病程周期长（约４０ｄ）等特点，可用于室内

盆栽青枯病害流行发展的动态模拟。

在噬菌体制剂的施用时期研究中，病菌接种后

６ｈ时施用的防效最优，接种后第３天施用防效次

之。这种防效差异可能与噬菌体的裂解动力学特征

相关：早期施用可充分利用其指数级增殖能力，在病

原菌出现在植株根际且尚未侵入植株时，快速降低

植株根际病菌种群密度以降低发病率［１２１３，２４］。值得

注意的是，噬菌体作为非自主复制生物，其环境适应

性显著弱于生防菌，受土壤ｐＨ、紫外线辐射及温度波

动等因素影响明显［８，２５］，这限制了其通过提前定殖抢

占生态位以实现提前预防的可能性。接种青枯菌后

第３天施用可达到相对高的防效，可能与此时病原菌

在根际处于初期聚集阶段，噬菌体可高效识别并裂解

游离病原菌。而延迟至接种青枯菌后第７天施用防

效下降，推测可能是部分病原菌已侵入植株根部完

成定殖，并开始快速增殖［２６２７］。此时施用的噬菌体

难以快速高效地接触到根内病原菌并将其裂解，因

而该时期施药防效较差，不能有效遏制病害。这一

结果揭示了噬菌体防控青枯病需精准把握病原菌侵

染的窗口期，过早或过晚施用都会降低防控效果。

噬菌体制剂的施用剂量研究表明，噬菌体施用

剂量与防控效果呈显著正相关，剂量递增可有效提

升病害防控率，该结论与 Ｈｕａｎｇ等
［１２］利用噬菌体

ＰＱ４３Ｗ防治青枯病的研究结果具有一致性。进一

步分析施用频次的影响发现，在２～４次施用范围内

防效未显著提升，这可能与防控时机存在强关联性：

在病原菌侵入烟草根系阶段（接种后０ｄ）及烟苗显

症初期（接种后３ｄ）施用噬菌体干预，可有效阻断病

害发展，而在此时间窗口外增加施用频次对防效的

改善作用有限。基于浓度效应，建议后续可通过提

高单次施用浓度来优化噬菌体的防控策略。

噬菌体盆栽施用策略试验表明，不同浓度、时

期、频次的施用策略对烟草青枯病的防控效果有显

著差异。最优实施方案为：采用无创灌根方式，按

１０％水土比，在人工接种青枯病菌后６ｈ及第３天，

分２次将噬菌体制剂施用于土壤，使其土壤终浓度

达１０６ｐｆｕ／ｇ。该施用方案结果表明（表６），与传统

生物药剂中生菌素防效相比，噬菌体单剂施用即能

取得更优的防治效果，而采用多株噬菌体复配的施

用效果更优。田间试验进一步验证了噬菌体田间施

用策略的可行性，在烟草旺长期和打顶期，按每株

１５ｋｇ土壤的标准进行无创灌根施用，确保每次土壤

噬菌体终浓度达１０６ｐｆｕ／ｇ，可有效防控烟草青枯

病。３株噬菌体 ＱＤＮＡ０１、ＱＤＮＡ０２和 ＱＤＮＡ０３

的混配施用防效显著优于单一噬菌体制剂及中生菌

素，噬菌体“鸡尾酒疗法”的协同增效作用已获学者

认可［１４，２８２９］，本试验结果进一步支持该技术路线作

为未来噬菌体防控细菌病害的重要发展方向。

Ａｌｖａｒｅｚ等
［１１］的研究证实，通过灌溉水添加噬

菌体可显著降低作物青枯病发病率（从９５．８％降至

１４．５％），本试验采用１０％ 水土比灌根施用策略，推

测可能是适宜的土壤湿度促进了噬菌体迁移扩散，

这可能是本试验取得良好防效的关键。

由于噬菌体疗法已被广泛认为是绿色高效的细

菌病害防控方案［１２１３，１６，２９］，但由于宿主特异性强、环

境适应性有限、易受田间环境干扰且存在施药时间

与剂量难以精准把控等因素［８，２５］，当前噬菌体在作

物病害防控中尚未实现大规模推广。３株噬菌体采

用本研究构建的施用策略在盆栽和田间试验中，对

烟草青枯病的防效均显著优于传统生物农药中生菌

素，这一结果不仅验证了本研究构建的噬菌体施用

策略的科学性和有效性，更为优异噬菌体资源的高

·４６１·
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效快速筛选评价体系建立及田间规模化应用奠定了

基础。
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