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� � 稻瘟病是水稻的重要病害,可引起大幅度减产。

目前, 利用水稻抗瘟性品种和使用化学农药仍是防

治稻瘟病行之有效的方法,但因抗瘟品种的单一化、

稻瘟病菌生理小种组成的复杂性和变异性、化学农

药的毒性以及病原菌的抗药性,使水稻稻瘟病的防

治受到一定的制约,因此, 生物防治越来越受到人们

的关注。Yoshida等
[ 1 ]
从健康桑树叶分离获得对稻

瘟菌生长有较好抑制作用的解淀粉芽孢杆菌 Bacil�
lus amy loliquef aciens ( RC�2) ; 林福呈等 [ 2]

、周华强

等
[ 3]
和彭化贤等

[ 4 ]
分别获得对稻瘟病有一定防效

的枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis、多粘类芽孢杆菌

Paenibacillus polymyxa和蜡状芽孢杆菌 B. cereus。本

试验从稻叶表面分离获得 1株对稻瘟病菌有较好抑

制作用的拮抗细菌 b io�2,并探讨其作用方式和分类
地位。

1 材料与方法

1. 1 材料

生防菌株: 拮抗细菌 bio�2和稻瘟病菌 Magna�
porthe grisea由仲恺农业工程学院植物病理实验室

提供。

马铃薯葡萄糖琼脂培养基 PDA、酵母蛋白胨培

养基 YPG、营养液 NB和营养琼脂培养基 NA配方

参考方中达
[ 5]
;稻瘟菌产孢培养基 ( 1 /2番茄燕麦培

养基 )配方参考李广旭等
[ 6]
; 糖类利用培养基和吲

哚产生培养基配方参考任欣正
[ 7 ]
。去菌体发酵上

清液的准备参考林福呈等
[ 2 ]
方法, 分生孢子悬浮液

配制参考李广旭等
[ 6]
方法。

1. 2 方法

拮抗细菌 b io�2对稻瘟病菌的抑制作用:分别取

25�L拮抗菌发酵液和去菌体发酵液与 25�L稻瘟

病菌分生孢子悬浮液混合后滴于玻片上, 25 � 下保

湿培养 12 h, 镜检孢子萌发数量、附着胞形成数量,

参考林福呈等
[ 2]
方法计算孢子萌发率、孢子萌发抑

制率、附着胞形成率和附着胞形成抑制率。对稻瘟

病菌菌丝的抑制作用测定参考彭化贤等
[ 4]
方法。

拮抗细菌的分子鉴定:细菌总 DNA的提取参考

奥斯伯
[ 8 ]
的方法。引物的设计、PCR扩增体系和

PCR反应条件参考何红等
[ 9]
, PCR引物合成和 PCR

产物测序均由上海生物工程有限公司完成。测序结

果在 GenBank上进行 BLAST比对。

拮抗细菌形态与生理生化特征鉴定: 革兰氏染

色、芽孢染色、糖类的利用、吲哚的产生和需氧性测

定均参考任欣正
[ 7]
。

2 结果与分析

2. 1 拮抗细菌发酵液对稻瘟病菌的抑制作用

结果显示, 发酵液和去菌体发酵上清液对稻瘟

病菌有明显的抑制作用, 对其分生孢子萌发的抑制

率分别为 86. 31%和 85. 51% , 对附着胞的形成具

有显著的抑制作用 , 抑制率分别为 5 5. 5 8%和

52. 23%; 拮抗菌 b io�2对稻瘟病菌生长具有显著的
抑制作用, 抑菌圈边缘的大部分稻瘟病菌菌丝扭

曲变形, 其中 , 有些菌丝细胞肿胀, 形成膨大的泡

囊状结构 (图 1�A ),而对照菌落边缘的菌丝呈丝状

(图 1�B)。
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图 1 拮抗菌株 b io�2对稻瘟病菌菌丝的抑制作用

F ig. 1 Inhib ition effects o f an tagon istic stra in bio�2 aga inst hyphal grow th o fM agnapor the grisea

� � 注: A: 抑制圈边缘的畸形菌丝; B: 对照菌落边缘的正常菌丝。Note: A: D eformed hyphae ( see arrow) ofM. grisea atmarg in of inhib�

itive zone; B: norm al hyphae ( see arrow) at marg in o f control co lony ofM. grisea.

2. 2 16S rDNA序列分析

PCR扩增的片段经测序为 1 462 bp。将所得序

列在 GenBank中进行比对, 拮抗细菌 bio�2菌株的
16S rDNA序列与芽孢杆菌 Bacillus sp. 的序列相似

度达 99% ,与枯草芽孢杆菌 B. subtilis、蜡状芽孢杆

菌 B. cereus、苏云金芽孢杆菌 B. thuringiensis的序列

相似度达 98%。

2. 3 拮抗细菌 bio�2形态及生理生化反应
拮抗细菌 b io�2菌体形态为直杆状, 产生芽孢,

芽孢椭圆或柱状,位于菌体中央或稍偏;菌株呈不同

长度的链状排列,也有单生; 革兰氏反应为阳性、好

氧、能利用葡萄糖和甘露醇,并产生酸,不产生吲哚。

菌株 b io�2的这些生理生化性状与枯草芽孢杆菌
Bacillus subtilis一致。因此, 拮抗细菌 bio�2初步鉴
定为枯草芽孢杆菌。

3 讨论

拮抗细菌对病原真菌作用方式主要是抑制病原

真菌菌丝生长和孢子萌发
[ 2- 3]

, 以及诱发病菌菌丝

畸形, 如膨大、消解
[ 10]

, 这在本研究中已得到证实。

常规细菌的鉴定是根据其形态和大量的生理生化反

应等特征来进行,近年来,许多新的方法,如 B io log、

16S rDNA序列比对法,已广泛应用于细菌的鉴定。

本试验通过 16S rDNA的序列分析, 并结合生理生

化特征
[ 11]

, 将 bio�2初步鉴定为枯草芽孢杆菌。有
关拮抗细菌菌株 b io�2在水稻植株表面的定殖、田间
防治效果以及生物安全性等还有待深入研究。
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