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摘 要 ：由土传青枯菌入侵引起的土壤青枯菌生物障碍造成番茄、马铃薯、烟草等粮经作物大面积减产甚至绝收，

严重威胁了农产品的安全供给。根际微生物在消减土壤生物障碍的过程中发挥重要作用，其中有益细菌能够通过拮

抗或营养竞争抑制病原菌，噬菌体能够通过专性侵染精准靶向病原菌。但在实际应用中，有益细菌或噬菌体单一施

用通常消减效果不稳定，且菌种高密度发酵的成本较高。为建立高效稳定的土壤生物障碍消减技术，构建了拮抗竞

争型和营养竞争型两类有益细菌与噬菌体的组合，探究有益菌-噬菌体协同消减土壤青枯菌生物障碍的效果，并进一

步探究二者协同抑制青枯菌的潜在机制。结果发现，大部分噬菌体与有益菌组合具有协同效应，能够显著提升对病

原青枯菌生长和土壤青枯菌生物障碍的抑制消减效果。温室试验结果表明，与对照相比，协同效应平均降低病情指

数 58.18%，其中营养竞争型有益菌 WR21 与噬菌体组合后病情指数显著降低 67.28%。进一步研究发现在有益菌浓

度较低时噬菌体-有益菌协同仍表现出良好的消减效果，其中 T-5 在 104 CFU·g-1 基质浓度下，与噬菌体组合后较单

独施用有益菌的病情指数降低 21.56%，根际病原菌数量降低 19.21%。研究发现噬菌体-营养竞争型有益菌组合时能

够显著降低病原菌的碳源利用能力，同时发现病原菌在噬菌体-拮抗竞争型有益菌双重胁迫下，对 T-5 产生的拮抗物

质的敏感性提高 64.10%。本研究明确了噬菌体-有益菌组合消减土壤青枯菌生物障碍的潜力，并初步揭示了噬菌体-

有益菌协同消减土壤青枯菌生物障碍的潜在机制，为建立高效消减土壤生物障碍的技术体系提供了理论和技术支撑。  
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Abstract: 【Objective】Bacterial wilt disease, caused by soil-borne Ralstonia solanacearum, has led to significant yield 

reductions or even crop failures in tomatoes, potatoes, and tobacco, severely limiting the safe supply of agricultural products. 

Rhizosphere microorganisms play a crucial role in mitigating soil biotic impediments. Probiotics can inhibit pathogens 

through antagonism or nutrient competition, while phages can target pathogens through specific infections. However, the 

single use of either probiotics or phages often results in unstable effects, and the high-density fermentation cost of these 

strains is considerable. 【Method】To establish an efficient and stable technology for reducing soil biotic impediments, this 

study constructed combinations of antagonistic-competitive and nutrient-competitive beneficial bacteria with phages. It 

explored their synergistic effects in reducing soil wilt disease through in vitro microplate and greenhouse pot experiments. 
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The potential mechanisms of synergy between probiotics and phages were also investigated. 【Result】 The results showed 

that most combinations of phages and probiotics exhibited synergistic effects, significantly enhancing the inhibition of 

pathogenic R. solanacearum growth and the reduction of bacterial wilt disease. Notably, the combination of the antagonistic-

competitive beneficial bacterium T-5 with phages resulted in an 89.19% reduction in pathogenic bacterial growth compared 

to the control. Greenhouse experiments indicated that the synergistic effect reduced the disease index by an average of 

58.18%, with the combination of the nutrient-competitive beneficial bacterium WR21 and phages significantly reducing the 

disease index by 67.28%. Further studies revealed that even at lower concentrations of beneficial bacteria, the phage-bacteria 

synergy remained effective. At a concentration of 104 CFU·g-1 substrate, the combination of T-5 with phages reduced the 

disease index by 21.56% and the number of rhizosphere pathogenic bacteria by 19.21% compared to the application of 

beneficial bacteria alone, demonstrating a strong synergistic effect. Additionally, the study explored the impact of phage-

beneficial bacteria combinations on the characteristics of pathogenic R. solanacearum. The results showed that the phage-

nutrient-competitive beneficial bacteria combination significantly reduced the pathogen's carbon source utilization ability, 

with the WR21 and phage combination reducing the number of carbon sources utilized by the pathogen by 87.9%. 

Furthermore, under the dual stress of phages and antagonistic-competitive beneficial bacteria, the sensitivity of the pathogen 

to the antagonistic substances produced by T-5 increased by 64.10%. 【Conclusion】This study highlights the potential of 

phage-beneficial bacteria combinations in mitigating bacterial wilt disease and preliminarily elucidates the potential 

mechanisms behind their synergistic effects. These findings provide theoretical and technical support for the development of 

efficient soil biological obstacle reduction techniques. 

Key words: Phage; Probiotics; Synergistic effect; Ralstonia solanacearum; Carbon source utilization; Antagonistic 

substances 

 

当前集约化农业快速发展，过量施用化肥、农药以及单一连作经济作物导致土壤生物障碍频发[1]，

严重威胁农产品安全供给。以茄科劳尔氏菌（Ralstonia solanacearum，简称青枯菌）引起的土壤青枯菌

生物障碍为例，在我国乃至世界广泛存在，能够侵害两百多种植物包括番茄、马铃薯、烟草、花生等重

要的粮食和经济作物[2]，制约了农业的可持续发展。传统的化学防治，如农药杀菌剂或土壤熏蒸，短期

内见效快但容易诱导病原菌产生耐药性，且因其广谱的杀菌作用，对土著微生物区系有破坏压制的风险
[3]，亟需绿色生态、精准高效消减土壤生物障碍的策略。 

噬菌体是专性侵染细菌的病毒，噬菌体通过靶定宿主特异性受体，对目标病原菌进行精准裂解。当

前噬菌体被广泛用于土壤生物障碍的消减[4-5]，研究发现，土壤中施用噬菌体能有效降低病原青枯菌的种

群数量，并且显著降低植物发病率[6]。但由于单一噬菌体宿主范围窄、病原菌的抗性进化等原因，在实

际应用中对病原菌的消减效果不稳定[7]，亟需建立提升噬菌体消减土壤生物障碍的技术体系。  

植物根际定殖了大量的有益微生物，这些有益微生物可通过分泌抗生素、生长素、铁载体等功能物

质，提高根际免疫力并促进作物生长[8-9]，降低土壤生物障碍的发生。在病原菌入侵植物根际后，一些土

著细菌与病原菌的资源利用特征相似，这些土著细菌通过与病原菌竞争根际土壤中有限的资源，抑制病

原菌的增殖[10]，将其定义为营养竞争型有益菌。另一部分土著细菌通过分泌抑制病原菌生长的次级代谢

物，来抵制病原菌的定殖[11-12]，将其定义为拮抗竞争型有益菌。在农业生产中，营养竞争型和拮抗竞争

型有益菌均被广泛使用，但土壤环境复杂多变，有益菌的生防效果受到温度、湿度、养分等多种环境因

素影响，使得单一有益菌的消减效果不稳定。 

前期研究表明，噬菌体联合有益菌解淀粉芽孢杆菌能够增强消减土壤青枯菌生物障碍的效果[13]，二

者联用产生协同效应。但是否所有的有益菌与噬菌体组合均存在协同效应，低浓度有益菌与噬菌体组合

是否会影响协同效应尚不清楚。为此，本研究拟以土壤青枯菌生物障碍为研究对象，通过不同类型（营

养竞争型和拮抗竞争型）有益菌与噬菌体组合，评估二者的协同效果及接种浓度对协同效果的影响。进

一步基于实验进化学探究了噬菌体-有益菌协同消减土壤青枯菌生物障碍的潜在机制。 
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1 材料与方法 

1.1 供试材料 

1.1.1 供试菌株     病原菌：强致病力青枯菌 QL-Rs1115
[14]，分离自南京麒麟镇发病番茄根际，其红色荧

光蛋白标记菌株 RFP 为本研究的模式病原菌（表 1）。噬菌体：分离自发病番茄根际的病原青枯菌的专

性噬菌体 NN-P42
[15]（表 1）。有益菌为实验室保存的 8 株有益菌，分别为营养竞争型有益菌：皮氏罗尔

斯顿菌 Ralstonia pickettii QL-A6、QL-117、QL-A2
[10]

 和 Chryseobacterium daecheongense WR21 以及拮抗

竞争型有益菌：解淀粉芽孢杆菌 Bacillus amyloliquefaciens T-5
[13]、荧光假单胞菌 Pseudomonas fluorescens 

CHA0
[9]、球形赖氨酸芽孢杆菌 Lysinibacillus sphaericus HR92

[16]、Flavobacterium johnsoniae WR4
[16]（表

1），均对青枯菌具有较强的抑制效果。8 株有益菌的菌落形态如图 1a 所示。 

 

表 1 有益菌菌种信息 

Table 1 Probiotics strain information 

菌株 

Strains 

物种信息 

Species information 

菌株说明 

Strain description 

RFP Ralstonia solanacearum 病原菌[14] 

NN-P42 Firingavirus 噬菌体[15] 

QL-A6 Ralstonia pickettii 营养竞争型有益菌[10] 

QL-117 Ralstonia pickettii  营养竞争型有益菌[10] 

QL-A2 Ralstonia pickettii 营养竞争型有益菌[10] 

WR21 Chryseobacterium daecheongense 营养竞争型有益菌[10] 

T-5 Bacillus amyloliquefaciens 拮抗竞争型有益菌[13] 

CHA0 Pseudomonas fluorescens 拮抗竞争型有益菌[9] 

HR92 Lysinibacillus sphaericus 拮抗竞争型有益菌[16] 

WR4 Flavobacterium johnsoniae 拮抗竞争型有益菌[16] 

1.1.2 培养基   营养琼脂培养基（NA）：葡萄糖 10 g‧ L
-1，蛋白胨 5 g‧ L

-1，牛肉膏 3 g‧ L
-1，酵母粉 0.5 

g‧ L
-1，添加 1%琼脂制备半固体培养基，2%琼脂制备固体培养基。 

青枯菌选择性培养基（SMSA）：在 NA 培养基的基础上，加入结晶紫 50 mg‧ L
-1、多黏菌素 100 

mg‧ L
-1、杆菌肽 20 mg‧ L

-1、氯霉素 5 mg‧ L
-1、放线菌酮 50 mg‧ L

-1、青霉素 0.5 mg‧ L
-1[17]。 

胰酪大豆胨液体培养基（TSB）：胰蛋白胨 15 g‧ L
-1，大豆蛋白胨 5 g‧ L

-1，氯化钠 5 g‧ L
-1。 

胰酪大豆胨琼脂培养基（TSA）：TSB 培养基加 1.5%琼脂粉。 

基础无机盐培养基（OS）：磷酸氢二钠 7.01 g‧ L
-1，磷酸二氢钾 6.8 g‧ L

-1，七水硫酸镁 1.1 g‧ L
-1，

硫酸铵 1.2 g‧ L
-1，七水氯化钙 88 mg‧ L

-1，七水硫酸亚铁 7 mg‧ L
-1，四水钼酸铵 0.2 mg‧ L

-1，EDTA

（乙二胺四乙酸）-钠 2.5 mg‧ L
-1，七水硫酸锌 1.11 g‧ L

-1，六水硫酸锰 1.54 mg‧ L
-1，五水硫酸铜 0.39 

mg‧ L
-1，六水硝酸钴 0.25 mg‧ L

-1，十水硼酸钠 0.18 mg‧ L
-1，六水氯化镍 1.3 mg‧ L

-1。 

1.2 方法 

1.2.1 噬菌体特异性侵染评价试验     本试验采用的青枯菌专性噬菌体 NN-P42，利用划线法测定其对 8 株

供试有益菌的侵染能力。具体方法：在平板上用噬菌体悬液淋一条直线，待噬菌体直线风干后，再利用

无菌枪头蘸取细菌悬液，在噬菌体直线上方垂直划过，培养一段时间后，若细菌经过噬菌体的位置出现

生长受到明显抑制的现象（菌株生长线会发生断裂），说明噬菌体能够侵染该细菌，反之不能侵染[18]。 

1.2.2 供试菌悬液制备方法     青枯菌 RFP 悬液制备：挑取青枯菌 RFP 单菌落转接至 NA 培养基中，30 ℃、

170 r‧ min
-1培养 12 h，获得指数增长期的青枯菌。 

噬菌体 NN-P42 悬液制备：将专性噬菌体 NN-P42 接种至指数增长期青枯菌悬液中，30 ℃、170 

r‧ min
-1培养 12 h，4 ℃、10 000×g 离心 10 min，0.22 µm 无菌滤膜过滤除菌，得到噬菌体的悬液。 
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有益菌悬液制备：挑取 8 株有益菌单菌落转接至 NA 培养基中，30 ℃、170 r‧ min
-1培养 12 h，获

得指数增长期的有益菌。 

1.2.3 噬菌体-有益菌协同抑菌的室内效果评估试验     为探究 8 株有益菌与噬菌体是否存在协同效应，每

株有益菌设置 4 个处理：1）仅接种青枯菌，2）接种青枯菌和噬菌体，3）接种青枯菌和有益菌，4）接

种青枯菌、噬菌体和有益菌。采用 96 孔板体系，按 200 μL 总体系接种液体 NA 培养基，2 μL 10
10

 

CFU‧ mL
-1的青枯菌悬液、2μL 10

7 
CFU‧ mL

-1的有益菌悬液、2μL 10
7
 PFU‧ mL

-1
 的噬菌体悬液。30 ℃，

170 r‧ min
-1培养 96 h，利用酶标仪（SpectraMax M5, Molecular Devices, Sunnyvale, 加拿大）测定红色荧

光值（激发光：587 nm，发射光：610 nm）来表征共培养体系中青枯菌的生长情况。 

1.2.4 噬菌体-有益菌协同消减土壤青枯菌生物障碍的盆栽效果评估试验    利用盆栽体系探究噬菌体-有益

菌协同消减土壤青枯菌生物障碍的效果。选取三叶期且长势一致的番茄幼苗移栽至 6 孔盘，每孔装有

200 g 栽培专用基质土（江苏兴农基质科技有限公司）。番茄苗移栽后一周接种有益菌，接种有益菌一周

后接种病原青枯菌，3 d 后接种噬菌体[12]。接种浓度为青枯菌终浓度 10
6
 CFU‧ g

-1 基质、噬菌体终浓度 

10
5
 PFU‧ g

-1基质、有益菌终浓度 10
5
 CFU‧ g

-1基质。对 8 株有益菌分别设置 4 个处理：1）仅接种青枯

菌，2）接种青枯菌和噬菌体，3）接种青枯菌和有益菌，4）接种青枯菌、噬菌体和有益菌。每个处理 4

个重复，每个重复 6 株番茄苗。盆栽试验结束时统计各处理青枯病的发病等级（病情植株分级为 0~4，0

为 无枯萎症状，1 为 1%~25%叶面积枯萎，2 为 26%~50%叶面积枯萎，3 为 51%~75%叶面积枯萎，4 为 

76%~100%叶面积枯萎）。病情指数（%）= [∑（各级病株数×相应病情等级）/（调查总株数×最高病情等

级）]×100
[19]。 

1.2.5 不同接种浓度对噬菌体-有益菌协同消减土壤青枯菌生物障碍效果的影响试验     为探究不同接种浓

度对噬菌体-有益菌协同消减土壤青枯菌生物障碍效果的影响，基于盆栽消减效果，分别选择一株营养竞

争型有益菌和一株拮抗竞争型有益菌，通过上述室内孔板和盆栽试验体系探究浓度对协同效果的影响。

孔板试验中，分别设置 1）青枯菌初始接种浓度为 10
4
 CFU‧ mL

-1、10
8
 CFU‧ mL

-1，噬菌体初始接种浓

度为 10
5
 PFU‧ mL

-1
 ，有益菌初始接种浓度为 10

5
 CFU‧ mL

-1；2）青枯菌初始接种浓度为 10
8
 

CFU‧ mL
-1，噬菌体初始接种浓度为 10

4
 PFU‧ mL

-1
 、10

8
 PFU·mL

-1
 ，有益菌初始接种浓度为 10

5
 

CFU‧ mL
-1；3）青枯菌初始接种浓度为 10

8
 CFU‧ mL

-1，噬菌体初始接种浓度为 10
5
 PFU‧ mL

-1
 ，有益

菌初始接种浓度分别为 10
4
 CFU‧ mL

-1、10
8
 CFU‧ mL

-1。每个处理设置 4 个重复。通过测定共培养体系

中的荧光值表征病原菌在不同处理中的生长情况，通过与对照（仅接种青枯菌）处理相比，计算有益菌-

噬菌体协同的抑菌率。 

利用盆栽试验中探究不同浓度有益菌与噬菌体组合对协同消减土壤青枯菌生物障碍的影响。其中有

益菌浓度分别为 0、10
4、10

5、10
6、10

7
 CFU‧ g

-1 基质，噬菌体与青枯菌接种浓度同 1.2.4。青枯菌、噬

菌体和有益菌的接种方式同 1.2.4。盆栽试验过程中统计青枯病的发病等级，25 d 后盆栽试验结束。根据

青枯病病情指数评价不同有益菌接种浓度对噬菌体-有益菌协同消减效果的影响。采集根际土壤，利用梯

度稀释涂布法检测根际青枯菌的数量。 

根际青枯菌数量测定：称取根际土 3 g，加 27 mL 无菌水放置在 30 ℃、170 r‧ min
-1摇床中振荡 2 h，

吸取浊液梯度稀释后在 SMSA 选择性培养基上进行涂布，培养 48 h 后，统计各平板菌落数量，通过稀

释倍数计算得到根际病原青枯菌数量。 

1.2.6 噬菌体与有益菌组合对病原青枯菌的影响试验    以上述营养竞争型有益菌 WR21 和拮抗竞争型有益

菌 T-5 与噬菌体组合为例，从 1.2.3 室内孔板试验中随机选取培养 48 h 后不同处理（3 个重复）的培养物，

用选择性培养基 SMSA 筛选进化后的青枯菌。每个重复随机挑取 2 个青枯菌，每个处理各 6 个青枯菌。

针对与营养竞争型有益菌-噬菌体共进化的青枯菌菌株，测定其对文献报道的番茄根系分泌物 48 种单一

碳源的利用谱[9]；针对与拮抗竞争型有益菌-噬菌体共进化的青枯菌，测定其对有益菌 T-5 产生的抗生物

质的敏感性[12]。 

碳源利用谱的测定：将 NA 培养基上活化的 24 个进化后青枯菌转接至 TSA 固体培养基上划线，30 ℃

连续培养 24 h，挑取单菌落转接至 1/10 TSB 液体培养基，培养 24 h，调节 OD600 = 0.5。在 96 孔板中每
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孔加入 180 μL OS 无机盐基础培养基和单一的碳源母液 20 μL（终浓度为 10 mmol·L
-1）。每孔接种 2μL

菌悬液，置于 30 ℃、170 r‧ min
-1连续培养 48 h，利用酶标仪测定 OD600值，判定菌株在单一碳源条件

下的生长情况。OD600>0.05 则认为该菌株能够利用这种碳源，反之不能利用。统计进化后的青枯菌能够

利用的 48 种单一碳源的总数，即为该菌株的碳源利用谱。 

拮抗物质敏感性测定：收集拮抗竞争型有益菌 T-5 发酵液（37 ℃、170 r‧ min
-1 振荡培养 36 h）。2 

μL 对数生长期进化后的青枯菌菌悬液（24 个）分别接种至 193 μL NA 液体培养基中（96 孔板体系），接

种 5 μL T-5 发酵液，以 5 μL NA 液体培养基作为对照，30 ℃、170 r‧ min
-1培养 24 h 后测定 OD600。青

枯菌敏感性=OD600 T5/OD600 CK×100%（OD600 CK：对照的生长量，OD600 T5：加有益菌发酵液的生长量）。 

1.3 数据处理 

试验数据处理使用 SPSS Statistics 22 进行统计分析，两组数据的差异分析采用 Wilcoxon 秩和检验，

多组数据差异分析采用单因素方差分析（Turkey’s HSD），采用 R 语言作图。 

2 结 果 

2.1 噬菌体-有益菌组合对病原青枯菌生长的影响 

检测供试噬菌体 NN-P42 对 8 株有益菌的侵染能力，结果发现该噬菌体能够特异性侵染病原青枯菌

RFP，而对 8 株有益菌的生长不产生影响，表明这 8 株有益菌均不会被噬菌体 NN-P42 侵染（图 1b）。进

一步探究噬菌体与 8 株有益菌单独或组合对病原青枯菌生长的影响。如图 2 所示，与单独接种有益菌的

处理相比，营养竞争型有益菌 117、A2、A6、WR21 与噬菌体组合后，抑菌效果均显著提高（P ＜ 

0.001），呈现协同效应。而在拮抗竞争型有益菌中，4 株有益菌呈现出不同程度的抑菌效果，其中 HR92

与噬菌体的协同抑菌效果最为显著（P ＜ 0.01），T-5 与噬菌体协同后抑菌效果同样存在显著差异（P ＜ 

0.05），而 WR4 和噬菌体组合后，并未呈现协同效应。 

与仅施用噬菌体相比，有益菌 117、A2、A6、WR21、HR92、T-5、WR4 在与噬菌体组合后抑菌效

果显著提升（P ＜ 0.05），病原菌增长分别降低 58.78%、76.25%、76.28%、75.06%、56.87%、70.92%、

77.93%，而 CHA0 与噬菌体协同后，抑菌效果反而不如单独施用噬菌体。 

上述结果表明，噬菌体和有益菌组合后会产生一定的协同效应，不同组合协同效应的强弱存在差异，

且并非所有的有益菌与噬菌体组合均存在协同效应。 

 

注：A2 为皮氏罗尔斯顿菌，117 为皮氏罗尔斯顿菌, A6 为皮氏罗尔斯顿菌, WR21 为金黄杆菌, HR92 为球形赖氨酸

芽孢杆菌, WR4 为约氏黄杆菌, T-5 为解淀粉芽孢杆菌, CHA0 为荧光假单胞菌，RFP 为茄科劳尔氏菌。图 b 中红色框

表示噬菌体悬液形成的一条直线，若菌株生长受到影响则表示能侵染，反之不能侵染。下同。Note: A2 is Ralstonia 

pickettii, 117 is Ralstonia pickettii, A6 is Ralstonia pickettii, WR21 is Chryseobacterium daecheongense, HR92 is Lysinibacillus sphaericus, 

WR4 is Flavobacterium johnsoniae, T-5 is Bacillus amyloliquefaciens, CHA0 is Pseudomonas fluorescens, RFP is Ralstonia solanacearum. 

The red box in panel b indicates a straight line formed by the phage suspension. If the growth of the bacterial strain is inhibited, it means the 

phage can infect the strain; if there is no inhibition, the phage cannot infect it. The same as below.  
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图 1 8 株有益菌菌落形态（a）及噬菌体对该 8 株有益菌的感染能力（b） 

Fig. 1 The colonial morphology of eight probiotic strains (a) and the detection of phage infectivity to these strains (b) 

   

注：同一菌株比较有无添加噬菌体的效果，显著性 *P < 0.05 , **P < 0.01 , ***P < 0.001, ns 表示无显著差异。下同。Note: The effects of 

phage addition on the same bacterial strain were compared. Statistical significance is denoted as follows: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 

0.001, ns indicates no significant difference. The same as below. 

图 2 不同噬菌体-有益菌组合对病原青枯菌生长的影响（a.营养竞争型有益菌，b.拮抗竞争型有益菌） 

Fig. 2 Effects of different phage-probiotics combinations on growth of Ralstonia solanacearum (a. resource competition probiotics, b. 

antagonistic competition probiotics) 

2.2 噬菌体-有益菌组合对土壤青枯菌生物障碍发生的影响 

噬菌体-有益菌协同处理可显著降低番茄青枯病的病情指数（图 3），其中，营养竞争型有益菌 117、

A2、A6、WR21 和噬菌体组合后，与单独施用有益菌相比，病情指数分别降低 54.57%（P ＜ 0.001）、

57.32%（P ＜ 0.05）、46.29%（P ＜ 0.05）、39.51%（P ＜ 0.05），并且病情指数均低于单独施用噬菌体。

在拮抗竞争型有益菌 CHA0、HR92、T-5、WR4 和噬菌体组合后，与单独施用有益菌相比，病情指数均

有不同程度的降低，其中 T-5 效果最显著，病情指数降低 43.13%（P ＜ 0.05）。上述结果进一步表明，

噬菌体-有益菌的协同效应并非普遍现象。 

 

图 3 不同噬菌体-有益菌组合对青枯病病情指数的影响（a.营养竞争型有益菌，b.拮抗竞争型有益菌） 

Fig. 3 Effects of different phage-probiotics combinations on bacterial wilt disease severity (a. resource competition probiotics, b. antagonistic 

competition probiotics) 

2.3 不同接种浓度对噬菌体-有益菌协同抑菌的影响 
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为进一步探究不同接种浓度对噬菌体-有益菌协同效应的影响，基于上述盆栽试验，分别选择了组合

抑制病情指数效果最好的一株营养竞争型有益菌 WR21 和一株拮抗竞争型有益菌 T-5 与噬菌体 NN-P42

组合，探究初始接种浓度对协同效应的影响。 

如图 4a 所示，在青枯菌初始接种浓度由 10
4
 CFU‧ mL

-1增加为 10
8
 CFU‧ mL

-1时，WR21 与噬菌体

组合协同效应降低 37.53%（P < 0.05），T-5 与噬菌体组合协同效应没有显著变化。当噬菌体初始接种浓

度由 10
4
 PFU‧ mL

-1增加为 10
8
 PFU‧ mL

-1时， WR21、T-5 与噬菌体的组合分别抑制病原菌生长达 11.73%

（P < 0.05）和 30.03%（P < 0.05）（图 4b）。当改变有益菌浓度时，如图 4c 所示，WR21、 T-5 与噬菌体

组合抑制病原菌生长的能力随着有益菌浓度的增加而分别显著增加 37.69%（P < 0.05）和 33.52%（P < 

0.05）。 

上述结果表明，接种浓度会影响噬菌体-有益菌的协同效应，病原菌浓度在一定范围内变化时，

WR21 与噬菌体组合的协同效应仍能保持较高的抑菌率；随着噬菌体浓度增高时，WR21 与噬菌体和 T-5

与噬菌体协同效应的整体趋势也会增强；而当有益菌浓度较高时，WR21 与噬菌体和 T-5 与噬菌体的协

同抑菌能力很强，而当有益菌浓度较低时，协同效应依然存在良好的抑菌效果。 

 

注：同一组合比较不同接种浓度的效果，显著性**P < 0.01 , ***P < 0.001, ns 表示无显著差异。WR21+P 和 T-5+P: 

噬菌体和有益菌组合处理。Note: The effects of initial inoculation concentration on the same combination were compared. Statistical 

significance is denoted as follows: **P < 0.01, ***P < 0.001, ns indicates no significant difference. WR21+P and T-5+P: probiotic and phage 

combination treatment. 

图 4 初始接种浓度对噬菌体-有益菌协同的影响（a.不同病原菌浓度，b.不同噬菌体浓度，c.不同有益菌浓度） 

Fig. 4 Effect of initial inoculation concentrations of pathogen, phage and probiotics on phage-probiotics combination (a. different 

concentrations of pathogen, b. different concentrations of phage, c. different concentrations of probiotics) 

 

2.4 不同有益菌接种浓度对噬菌体-有益菌协同消减效应的影响 

为进一步探究有益菌浓度对噬菌体-有益菌协同消减土壤青枯菌生物障碍的影响，检测了番茄青枯菌

生物障碍发生情况和根际病原菌的数量。在有益菌接种浓度为 10
4、10

5、10
6、10

7
 CFU‧ g

-1 与噬菌体的

组合中，如图 5 所示，随着有益菌终浓度的增高，番茄盆栽的病情指数总体呈下降趋势，根际病原菌数

量也呈减少趋势。 

与仅施用有益菌相比，如图 5a 和图 5b 所示，WR21 与噬菌体组合在有益菌接种浓度为 10
7
 CFU‧ g

-1

时病情指数下降 39.51%（P < 0.01），根际病原菌数量在 10
6
 CFU·g

-1降低 23.7%（P < 0.01）。T-5 与噬菌

体组合在有益菌浓度为 10
7
 CFU‧ g

-1时病情指数下降 43.14%（P < 0.05）（图 5c），根际病原菌数量在 10
6
 

CFU‧ g
-1降低 46.07%（P < 0.001）（图 5d）。值得一提的是，即使是在 10

4 
CFU‧ g

-1浓度下，WR21、 T-5

与噬菌体的组合的消减效果均优于单独施用有益菌。 

与仅施用噬菌体相比，随着营养竞争型有益菌 WR21 浓度的升高，盆栽病情指数和根际病原菌数量

显著降低（P ＜ 0.05）（图 5a，图 5b），抑菌效果逐渐变强。图 5c 和图 5d 显示，T-5 在 10
4
 CFU‧ g

-1浓

度时的组合的病情指数与仅施用噬菌体相比反而显著增高（P ＜ 0.05），在 10
6
 CFU‧ g

-1、10
7
 CFU‧ g

-1
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浓度时病情指数显著降低（P ＜ 0.05），但根际病原菌数量随有益菌浓度的升高并未发生显著变化，抑菌

效果也逐步稳定。上述结果表明，在有益菌高浓度下，噬菌体-有益菌的协同效应会得到加强， 在有益

菌低浓度下，噬菌体-有益菌仍然会存在良好的协同效应。 

    

注：同一接种浓度比较有无添加噬菌体的效果，显著性 *P < 0.05 , **P < 0.01 , ***P < 0.001, ns 表示无显著差异。

Note: The effects of phage addition on the same initial inoculation concentration were compared. Statistical significance is denoted as 

follows: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns indicates no significant difference. 

图 5 不同有益菌接种浓度对噬菌体-有益菌组合防控青枯病病情指数和根际病原菌数量的影响（a. 营养竞争型有益菌

WR21 与噬菌体组合的病情指数和 b.根际病原菌数量； c.拮抗竞争型有益菌 T-5 与噬菌体组合的病情指数和 d.根际

病原菌数量） 

Fig. 5 Effects of different probiotic inoculation concentrations on the disease severity and the number of rhizosphere pathogens with phage-

probiotics combinations (a. Disease severity and b. rhizosphere pathogen density with the resource-competitive probiotic WR21 and phage 

combination; c. Disease severity and d. rhizosphere pathogen density with the antagonistic competitive probiotic T-5 and phage combination) 

 

2.5 噬菌体-有益菌协同胁迫对青枯菌特性的影响 

为初步探究协同效应抑制青枯菌的潜在机制，分别选取上述营养竞争型有益菌 WR21 和拮抗竞争型

有益菌 T-5 与噬菌体的组合，筛选不同处理胁迫下（共培养 48 h）进化后的青枯菌。 

通过青枯菌对 48 种根系分泌物资源的碳源利用谱来表征病原菌在营养竞争型有益菌-噬菌体协同效

应下受到的影响。图 6a 显示在施用噬菌体-有益菌组合时，与仅青枯菌单独进化的菌株相比，二者组合

胁迫下进化的青枯菌能够利用的碳源数量下降 87.9% (P < 0.05)，与单独有益菌或噬菌体胁迫相比，分别
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降低 81.7% (P < 0.05)、69.1% (P < 0.05)。上述结果表明，噬菌体-有益菌组合能够显著抑制病原菌可利

用的碳源种类，说明二者协同可能会削弱病原菌的资源竞争能力。 

通过测定病原菌对有益菌 T-5 产生的抗生物质的敏感性来反映青枯菌在拮抗型有益菌-噬菌体协同胁

迫下受到的影响。如图 6b 所示，青枯菌在噬菌体-有益菌协同胁迫下，对 T-5 产生的抗生物质的敏感性

提高 64.1% (P < 0.05)，与单独 T-5 处理相比提高 45.1% (P < 0.05)。试验结果表明，噬菌体-有益菌协同

会显著提高青枯菌对有益菌产生的抗生物质的敏感性，从而减缓病原菌的生长。说明噬菌体-有益菌组合

时能够大大增加病原菌的生长成本，使得病原菌在资源竞争和拮抗竞争中处于劣势，进而达到消减病原

菌的作用。 

 

注：不同字母代表在 P ≤ 0.05 的水平上有显著差异。Note: Different letters indicate statistical significance at P ≤ 0.05 levels. 

图 6 不同处理进化后的病原菌的碳源利用能力（a）和对 T-5 产生的抗生物质的敏感性（b） 

Fig. 6 Carbon source utilization ability of pathogens evolved under different treatments (a) and sensitivity to antibiotics produced by T-5 (b) 

3 讨 论 

3.1 噬菌体-有益菌组合提升土壤生物障碍消减的效果 

大量研究表明，根际微生物在消减土壤生物障碍的过程中发挥重要作用，一些功能微生物与噬菌体

均能够不同程度减缓土壤生物障碍的发生[4,20]，但单一措施消减效果受到多种因素影响且成本较高。本

研究通过构建噬菌体-有益菌协同体系，评估了噬菌体-有益菌组合协同消减土壤青枯菌生物障碍的效果，

初步探究协同效应的潜在机制。实验室前期发现营养竞争型有益菌 Chryseobacterium daecheongense 

WR21 对有机酸具有更强的趋化能力，且能够利用多种碳源，与青枯菌具有较强的碳源利用竞争能力[21]；

而拮抗竞争型有益菌 Bacillus amyloliquefaciens T-5 通过分泌 Macrolactin A 和 Bacillaene 两类抑菌物质[22]

或产生挥发性有机物抑制病原青枯菌[23]。这两株菌作为营养竞争型和拮抗竞争型有益菌的典型代表，在

与噬菌体组合后均表现出良好的协同效果。与对照相比，拮抗竞争型有益菌 T-5 和噬菌体组合后病情指

数降低 69.39%，营养竞争型有益菌 WR21 和噬菌体组合病情指数降低 67.28%（图 3），这与王佳宁[24]等

的研究结果类似，将噬菌体鸡尾酒联合生物有机肥消减土壤青枯菌生物障碍，发现二者联用后较仅施用

生物有机肥的障碍发生降低了 86.21%，且显著改变根际细菌群落结构和物种组成。 

本研究发现，当病原菌数量在 10
4
~10

8
 CFU‧ mL

-1范围内变化时，噬菌体-有益菌 T-5 的协同抑菌效

果未发生显著变化（图 4），表明噬菌体-有益菌协同效应仍能很好地应对病原菌数量变化，这也意味着

噬菌体-有益菌协同可能在植株发病前期、中期、后期均能维持良好的消减效果。但研究也发现，有益菌

的浓度也并非越高越好（图 5）。拮抗和营养竞争是微生物群落的主要驱动因素[22]，菌株之间可能存在一
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定的竞争作用，当有益菌浓度过高时，协同效应反而会降低，如营养竞争型有益菌（WR21）、拮抗型有

益菌（T-5）在浓度由 10
6
 CFU‧ g

-1提升至 10
7
 CFU‧ g

-1时，与噬菌体协同处理下的番茄盆栽病情指数和

根际病原菌数量并未发生显著变化（图 5），说明在噬菌体的协助下，低浓度的有益菌可以实现稳定的消

减效果，在实际生产应用过程中可利用噬菌体和有益菌协同来降低有益菌的发酵成本。 

3.2 噬菌体-有益菌协同的潜在机制 

根际微生物对有限根系分泌物和生态位的争夺使得群落中竞争能力强的物种具有更强的竞争优势。

而根际微生物对于根系分泌物和生态位的竞争主要来源于两部分，一是利用性竞争，即微生物对根际生

态位和营养的竞争；二是干扰性竞争，即微生物通过分泌代谢产物干扰或抑制其余微生物。而前期研究

结果[21]发现，WR21 与青枯菌 QL-Rs1115 均能够利用番茄根系分泌物中的多种碳源，两者的生态位高度

重叠，WR21 通过与青枯菌 QL-Rs1115 竞争有限的营养物质来抑制病原菌的生长，进一步抑制或干扰青

枯菌 QL-Rs1115 的生长，使得 WR21 在与病原青枯菌的营养竞争中占据优势地位[21]。除此之外，微生物

还可通过其他策略增加资源的获取，如产生拮抗物质等。拮抗竞争型有益菌 T-5 能够分泌两种聚酮类拮

抗物质，分别为 Macrolactin A 和 Bacillaene
[22]。其中，Macrolactin A 通过抑制细胞壁的合成以及细胞分

裂中的一个或多个过程而具有抑菌活性[25]。Bacillaene 能够抑制原核生物蛋白质的合成[26]，董月[27]从 T-5

的发酵液中分离纯化得到 Bacillaene 并证明其对青枯菌具有强烈的抑制作用。本研究发现噬菌体-有益菌

协同能够增加青枯菌的生存成本，降低青枯菌的碳源利用能力，增加其对有益菌产生的拮抗物质的敏感

性（图 6），这与前期研究结果[12,28]一致。根据生存-致病权衡[29]，病原菌为了应对噬菌体胁迫，会将更

多的资源分配至生长和繁殖，使得噬菌体抗性增强但竞争、毒性下降[10]，有益菌（如 WR21、T-5）则会

快速占据有限的生态位，使其在与病原菌的竞争中占据优势。前期研究表明噬菌体侵染病原菌后裂解细

菌，为有益菌创造了有利的生存空间，帮助土壤中的有益菌在根际定殖[5]。噬菌体和有益菌对病原菌的

消减机制不同，二者的协同能够弥补单一措施的局限性，提高土壤生物障碍的消减效率和稳定性。  

4 结 论 

本研究探究了营养竞争型和拮抗竞争型两类有益菌与噬菌体组合对土壤青枯菌生物障碍的消减效果

和潜在机制，发现与单独施用有益菌或噬菌体相比，营养竞争型有益菌 WR21 和拮抗竞争性有益菌 T-5

与噬菌体 NN-P42 组合后消减效果较为显著，其中 WR21-噬菌体组合后能够显著降低青枯菌利用碳源的

种类，而 T-5-噬菌体组合后能够提高青枯菌对拮抗物质的敏感性，增加病原青枯菌的生存成本，削弱其

竞争能力。研究结果为高效稳定的土壤生物障碍消减技术体系的建立提供了理论基础和技术支撑。 
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