
稻瘟病拮抗菌株的分离、筛选及鉴定!

王闵霞 徐应文 蔡平钟!! 向跃武 任光俊!!

（四川省农业科学院生物技术核技术研究所 成都 !"##!!）

摘要：从水稻病健叶、茎和根组织以及稻田土壤中共分离得到细菌菌株 $%" 株。经发酵法初筛，对稻瘟病菌丝生长

有抑制作用的有 &’ 株，再通过平板对峙法复筛，具有强烈拮抗作用的菌株有 & 株，其抑菌距离达 "!(( 以上。分别

对 & 个菌株进行形态学观察、生理生化指标进行鉴定，结果有 " 株（)*+ "&!）为 !"#$%%&’ ’&()$%$’，% 株（)*+ "’" 和 )*+
"’’）为 !"#$%%&’ *&+$%%&’，% 株（)*+",% 和 )*+%’,）为 !"#$%%&’ *%,-+-."。
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稻瘟病［<"40"*,7)31 47$’1"（\;K;FH）U7FF］是严重

威胁水稻生产的三大病害之一。目前，该病已成为

一种世界性病害，是制约各地水稻生产的重要因

素［"］。稻瘟病每年均有不同程度的发生，流行年份

重病地区一般减产 "#] ^ %#]，严重时达 0#] ^
&#]［%］。

长期以来，我国大多数稻区主要使用富士一

号、三环唑等化学药剂防治，虽能有效控制稻瘟病，

但是大面积长期使用上述药剂，给生态环境、人类

健康带来严重危害。目前，植物病害的生物防治被

认为是具有发展潜力的重要防治方法［$］。近年来，

为了探索生物防治水稻病害，国内外不少学者开始

了探讨筛选和利用拮抗细菌防治稻瘟病的研究，并

取得了一定的进展。本文对从四川雅安草坝和四

川省农业科学院植物保护研究所蒲江实验基地（水

稻稻瘟病抗性鉴定实验田）采集的水稻病健叶、穗

颈及土壤样品进行了细菌菌株分离，并对稻瘟菌拮

抗菌株进行了筛选和初步鉴定。

7 材料与方法

787 材料

稻瘟病病原菌编号 0,/%/"，由四川省农业科学

院植物保护研究所卢代华老师提供。

789 方法

78987 参试病原菌种的制备：液体悬浮菌丝体和固

体菌丝块的制备参照文献［0］。
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!"#"# 菌株的分离、纯化和保存：从四川省雅安草

坝和四川省农业科学院植物保护研究所蒲江实验

基地（水稻稻瘟病抗性鉴定实验田）采集水稻病健

叶、穗颈，采用系列稀释法分离细菌单菌落。

!"#"$ 供试菌株初筛：取少量稻瘟病液体种子于装

有 !""#$ 酵母淀粉培养液的 %&"#$ 三角瓶中，在

%’(、%&")*#+, 条件下培养过夜，然后于悬液中加入

抗生 素（ 青 霉 素 - 钾 !""#.*/.，诺 氯 沙 星 胶 囊

’"#.*/.），充 分 混 匀 后 用 移 液 枪 分 装 至 %0"#$
1223,45)6 管中，每支 7&"!$，再各支加入供试细菌发

酵液 &"!$，放于 %’(、%&")*#+, 的摇床中振荡培养

%4 8 94，观察有无菌丝体出现，以不加供试细菌发酵

液为对照。试验重复 % 次。

!"#"% 拮抗菌株复筛：采用平板对峙法［&］。在酵母

淀粉培养基平板中心首先接种稻瘟病菌丝块（直径

& ##），放置于 %’ (恒温箱内培养 %: ; 后，在平板

的 : 个角点（距中心 %0& <#）接种拮抗菌株，再在

%’(恒温箱中培养 =4 后观察，并测量各拮抗菌株菌

落边缘与稻瘟病菌落边缘之间的抑菌距离，筛选出

拮抗作用明显且生长较快的菌株。试验重复 9 次，

以不接拮抗细菌为对照。

!"#"& 拮抗细菌菌株的初步鉴定：主要进行形态学

和生理生化鉴定［:］，包括菌落、菌体形态观察，革兰

氏染色，芽孢染色，’"(水浴，水解淀粉试验，甲基红

试验（>?@），-? A 试验，好氧性测定，接触酶反应，明

胶液化试验，比对等主要形态和生理生化指标测

试。

# 结果与分析

#"! 细菌菌株的分离

从采集到的多份样品中共分离纯化得到 9%! 株

细菌。对应编号分别为 ! 8 9%!。

#"# 拮抗细菌的筛选

#"#"! 细菌菌株对稻瘟病菌的拮抗性初筛

采用发酵法测定细菌发酵液抑制稻瘟病菌生

长能力。实验结果表明，具拮抗能力的细菌发酵液

中未见有菌丝体或菌团出现，相反则可见菌丝体或

菌团（如图 !）。经观察统计，分离纯化得到的 9%!
个菌株中有 &= 个具拮抗能力。

#"#"# 拮抗细菌的复筛

经平板对峙法复筛测定经初筛得到的具有拮

抗能力的 &= 株细菌的抑菌距离，结果表明，各菌株

处理都可以抑制稻瘟病菌生长，但不同细菌菌株的

抑菌效果存在明显差异（如图 %）。测量各菌株的抑

菌距离，其中拮抗能力不明显的有 !9 株，抑菌距离

在 "0’## 8 &0"## 有 !’ 株，&0!## 8 !"0" ## 有 !=
株，!"0!## 8 !&0"## 有 : 株，在 !&0!## 以上的有

& 株，最大值 %"0"## B "0&C##。结果见表 !。

表 ! 拮抗菌株对稻瘟病的抑菌效果

菌株

DE)F+,

抑菌距离

G,;+H+E+5,

I5,3J（##）

菌株

DE)F+,

抑菌距离

G,;+H+E+5,

I5,3J（##）

菌株

DE)F+,

抑菌距离

G,;+H+E+5,

I5,3J（##）

: &0’ B "0C"H !== !’09 B "0=74 %:% !0& B "0%%F

= K !’7 :0" B "0%CF %:: K

9’ =0" B "0!9H !7% !C0C B "0!’4 %&: ’09 B "0:"H

:" !!0! B "0:%< !7& K %&= =0" B "0%9H

:& K !7= K %C% &0’ B "0C&H

:7 ’0" B "0:&H !77 !0: B "0&"F %C7 &0" B "0:7H

C! !0& B "0CF! %"% K %=% 90& B "0%’F

=: 90! B "0&:F %": K %=9 K

’" K %"& C0= B "0&"H %=C K

!"" !0= B "0&9F %"C C09 B "0%!H %=7 !=0" B "0C=4

!!" !0: B "0=7F %"= K %’% ’0’ B "0&9H

!9: "0’ B "0%9F %"7 K %’9 &0& B "0&=H

!:! "0’ B "0!CF %!" !0C B "0%&F" %’: !0& B "0=7F

!&" &0& B "09%H %!9 ’0& B "0!"H %’C C0" B "0:"H

!&% %0" B "0!’F %!& !907 B "0%"< %7C !%0& B "0:’<

!&C !’0" B "0%&4 %!7 :0& B "0%9F %7’ "07 B "09CF

!C: =0! B "0&%H %%! 909 B "09%F 9"9 70" B "0!CH

!=" K %%’ &0" B "0!&H LM K

!=! %"0" B "0&C4 %9C 90: B "09"F

!=C "0’ B "0C=F %:" !90" B "0&&<

注：K 拮抗能力不明显或无拮抗现象，"差异显著性为 &N，英文字

母相同表示差异不显著，不相同表示差异显著。

#"$ 拮抗细菌的鉴定

#"$"! 形态特征和培养特征：观察并记录菌株的个

体形态及培养特征，结果 & 株菌均为 OP 、杆状，都

不产生可溶性色素，菌落形态都为圆形，除菌株 !7%
表面有皱纹、干燥，边缘不规则外其于菌株均表面

光滑、湿润，边缘整齐。结果见表 %。

#"$"# 生理生化特征：& 株细菌的生理生化特征见

表 9。

·&!:·%""= 年 9:（9） 微 生 物 学 通 报



图 ! 发酵法初筛结果

左不表现为拮抗，右表现为拮抗
图 " 平板对峙法复筛结果

不同菌株的抑菌效果，右下角平板为对照

表 ! " 株拮抗菌株的形态特征和培养特征

菌株 革兰氏染色 形状 菌体大小（#$） 芽孢位置
菌落

形态 表面 边缘 颜色
可溶性色素

!%& ’ 短杆 ()* + (), - " + . 端生 圆形 光滑粘稠 整齐 乳白色 /
!*! ’ 杆状 ()& + (), - " + % 中生 圆形 光滑粘稠 整齐 奶黄色 /
!** ’ 杆状 ()& + (), - " + % 中生 圆形 光滑粘稠 整齐透明 乳白 /
!0" ’ 杆状 ()& + ()* - " + . 中生 圆形 邹纹干燥 不规则 恢白色 /
"*0 ’ 杆状 ()& + ()* - " + . 中生 圆形 光滑湿润 整齐 白色 /

注：’ 阳性，/ 阴性。

表 # " 株菌株的生理生化特征

菌株
明胶

液化

淀粉

水解

接触酶

实验

厌氧

生长

123

反应

425

实验

,(6

水浴

!%& / ’ ’ / ’ / ’
!*! / ’ ’ ’ ’ / ’
!** / ’ ’ ’ ’ / ’
!0" ’ / ’ / ’ / ’
"*0 ’ / ’ / ’ / ’

注：’ 阳性或能够利用，/ 阴性或不能利用

结合形态和生理生化分析，初步鉴定菌株 !%&
为 !"#$%%&’ ’&()$%$’，菌 株 !*! 和 !** 为 !"#$%%&’
*&+$%%&’，菌株 !0" 和 "*0 为 !"#$%%&’ *%,-+-."。

# 讨论

目前筛选和应用拮抗细菌防治稻瘟病的研究，

国内外已有不少报道［!，*，,］，本实验经筛选获得的 %
个菌株对水稻稻瘟病菌的生长均有较强的抑制作

用，其中菌株 !*! 抑菌距离达到 "($$ 以上。目前

防治水稻稻瘟病的农药主要有三环唑，该药能抑制

稻瘟病菌黑色素的形成，使病菌不能形成附着胞而

进一步侵入水稻叶表。但是由于稻瘟病生理小种

多，变异快，目前世界范围内许多地区的稻瘟病菌

已对三环唑产生抗性［%］。分离筛选对附着胞具有

抑制作用的拮抗细菌，弄清它们的拮抗机理，显然

有利于控制该病害的发生。而在平板对峙试验中，

作者将平板放在室温中继续培养了一个月，观察发

现这 % 株菌株均能有效抑制稻瘟病菌黑色素的生

成，表明了其具有的潜在应用价值。

从田间分离筛选水稻病害拮抗菌株的方法很

多［.，&］，如抑制孢子萌发法，平板对峙法等。实验过

程中发现采用这些方法从海量供试菌株中筛选拮

抗菌株费力又耗时。经摸索，本实验首次采用了液

体发酵法，可轻松快速获得稻瘟病菌拮抗细菌。该

方法可以为其它病原真菌，特别是平板上生长缓

慢，一时难以找到其能快速生长的培养基及供试细

菌数量大的拮抗菌株，提供新的研究思路。
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