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　 　 摘要:　 本研究从植物根际土壤中分离获得菌落形态各异的细菌分离株 ４３２ 株ꎬ以引起水稻恶苗病的藤仓镰

刀菌菌群为指示菌ꎬ通过孢子萌发和平板对峙试验筛选获得对孢子和菌丝都具有显著抑制作用的细菌 ６ 株ꎮ 生防

相关特征分析结果显示ꎬ菌株 ＬＳＲＳ２６、ＪＴＧＳＬ１２ 和 ＪＴＧＳＭ１ 对水稻恶苗病病菌的抑菌效果、生物膜形成能力、群集

游动能力和产抑菌物质方面的作用较为优秀ꎮ 分子鉴定结果表明ꎬ菌株 ＬＳＲＳ２６、ＪＴＲＳＭ１、ＪＴＧＳＬ１２ 和 ＡＨＧＨＬ２ 是

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ(解淀粉芽孢杆菌)ꎬ菌株 ＪＴＧＳＭ２２ 和 ＪＴＬＭ２ 是 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｊａｍｉｌａｅ(杰米拉类芽孢杆菌)ꎮ
水稻促生试验结果显示ꎬ当浸种菌液浓度(ＯＤ６００)＝ ０􀆰 １ 时ꎬ菌株 ＬＳＲＳ２６ 和 ＪＴＲＳＭ１ 对水稻出芽具有促进作用ꎻ当
浸种菌液浓度(ＯＤ６００)＝ ０􀆰 １ 时ꎬ菌株 ＪＴＧＳＬ１２ 对水稻植株鲜质量和株高的促进效果最为显著ꎮ 盆栽防效试验结果

显示ꎬ当浸种菌液浓度(ＯＤ６００ ) ＝ １􀆰 ０ 时ꎬ３ 株芽孢杆菌对水稻恶苗病都表现出不同程度的防治作用ꎬ防效为

５８.００％~７２􀆰 ００％ꎬ其中 ＪＴＧＳＬ１２ 的防效最高ꎬ为 ７１􀆰 ６２％ꎮ 本研究通过筛选获得 ３ 株优秀的生防菌ꎬ为防治水稻恶

苗病的生物农药种子处理剂的创制积累了菌株资源ꎮ
关键词:　 水稻恶苗病ꎻ 拮抗细菌ꎻ 促生作用ꎻ 生防效果
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　 　 水稻恶苗病是常见种传病害ꎬ自 １８２８ 年日本首

次报道后ꎬ几乎在世界各水稻种植区均有发生ꎬ在中

国稻区分布广泛ꎬ造成不同程度的危害ꎬ一般减产

１０％~２０％ꎬ严重时达 ５０％[１￣２]ꎮ 水稻恶苗病由藤仓

镰刀菌复合菌群引起ꎬ已报道的病原菌种属包括藤

仓镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｆｕｊｉｋｕｒｏｉ)、层出镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉ￣
ｕｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ)、拟轮枝镰刀菌 (Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｖｅｒｔｉｃｉｌ￣
ｌｉｏｄｅｓ)、Ｆｕｓａｒｉｕｍ ａｎｄｉｙａｚｉ、Ｆｕｓａｒｉｕｍ ａｓｉａｔｉｃｕｍ 和禾

谷镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)ꎬ其中藤仓镰刀菌

和层出镰刀菌分布最广ꎬ致病力最强ꎬ是引起水稻恶

苗病的主要致病菌ꎬ其他种属的镰刀菌有混合侵染

的现象[３￣４]ꎮ 水稻恶苗病症状主要表现为:苗期徒

长、叶片细长呈淡绿色、矮化、死苗ꎻ成株期出现根部

和茎基部腐烂ꎬ严重时整株枯死或徒长ꎬ长倒生根ꎻ
水稻灌浆后ꎬ发病严重的植株籽粒带菌(粉红色霉

层) [５￣６]ꎮ
目前水稻生产上ꎬ采用化学药剂拌种、浸种或包

衣防治水稻恶苗病ꎮ 截至 ２０２０ 年ꎬ中国农药信息网

数据显示ꎬ中国登记防治水稻恶苗病的种衣剂有 ６８
种(包括单剂和复配剂)ꎬ产品有效成分均为化学药

剂ꎬ其中约 ８０％的产品有效成分含有咪鲜胺、精甲

霜灵、咯菌腈或多菌灵ꎮ 随着水稻恶苗病病菌对多

菌灵、咪鲜胺产生抗药性[７￣９]ꎬ咯菌腈、精甲霜灵和氰

烯菌酯成为市场上防治水稻恶苗病的主要制剂[１０]ꎮ
由于水稻恶苗病病菌对化学药剂产生的抗药性逐年

上升ꎬ过量使用化学农药造成生态环境严重污染ꎬ农
药残留增加ꎬ严重危害人类健康ꎮ 随着中国植保绿

色防控的推广ꎬ生物防治成为绿色综合防控技术中

的重要措施ꎮ 生物农药源于自然ꎬ对环境友好ꎬ在病

虫害综合治理中ꎬ是一类理想的可替代或部分替代

化学农药的产品ꎬ大力发展生物农药ꎬ符合当前中国

农业和环境可持续发展的要求[１１]ꎮ
中国在 ２０ 世纪 ９０ 年代即有关于防治水稻恶苗

病的生防微生物筛选的相关研究ꎬ如陈志谊等[１２] 报

道了利用拮抗芽孢杆菌防治水稻纹枯病和恶苗病ꎻ
２００６ 年ꎬ李斌等[１３] 报道了枯草芽孢杆菌和巨大芽

孢杆菌对水稻恶苗病病菌具有较好拮抗效果ꎮ 已有

研究主要是以水稻恶苗病病菌 (Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｍｏｎｉｌｉ￣
ｆｏｒｍｅ)为指示菌筛选拮抗菌株ꎬ由于水稻恶苗病是

多种菌群复合侵染ꎬ因此利用致病菌复合菌群为指

示菌筛选拮抗菌株ꎬ更符合生产实际ꎮ 本研究以不

同种属的恶苗病致病菌为指示菌筛选拮抗菌ꎬ通过

温室盆栽试验ꎬ最终获得优良生防促生菌株ꎬ以期为

创制防治水稻恶苗病的种子处理剂提供具有潜力的

菌株资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

土壤样品采集于江苏省南京市溧水区和常州市

金坛区的水稻、西瓜、青菜、辣椒和安徽淮南的樟树、
紫荆、鹅掌楸、桂花和朴树等植物根围土壤ꎬ共 １６ 份ꎮ

供试菌株为实验室保存的水稻恶苗病病菌:Ｆｕ￣
ｓａｒｉｕｍ ｆｕｊｉｋｕｒｏｉ ５０￣１、Ｆｕｓａｒｉｕｍ ａｓｉａｔｉｃｕｍ ２５￣２、Ｆｕｓａｒｉ￣
ｕｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ Ｅ￣Ｑ、 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ ＤＧ￣９、
Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ ＤＧ￣１１、Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ
６３￣２ꎮ 水稻品种:金刚 ３０ꎮ

水稻恶苗病病菌活化、培养所用的培养基为马

铃薯葡萄糖琼脂(ＰＤＡ)培养基ꎮ 拮抗细菌的分离、
纯化及发酵培养等所用的培养基为 １ / ２ ＴＳＢ、Ｍ７１５、
ＬＢ、ＹＰＧＡ 培养基ꎬ生物膜形成所用培养基为 Ｍｓｇｇ
培养基ꎬ芽孢杆菌产孢所用的培养基为 ＳＳＭ 培养

基ꎮ 各培养基配方见表 １ꎮ
１.２　 拮抗细菌的分离和纯化

采用稀释涂板法进行拮抗细菌的分离ꎮ 称取

１０ ｇ 土壤于 ９０ ｍｌ 无菌水中ꎬ２５ ℃ １５０ ｒ / ｍｉｎ振荡 １
ｈ 后ꎬ即得到所需的土壤悬浮液ꎬ将土壤悬浮液进行

１０ 倍梯度稀释ꎬ稀释液分别涂布分离平板(分离培

养基为 ＬＢ、ＹＰＧＡ、１ / ２ＴＳＢ、Ｍ７１５)ꎮ 平板于 ２８ ℃生

长２~５ ｄꎬ依据菌落形态、大小、色泽等挑选不同分

离物ꎬ转接至相应培养平板ꎬ通过划线法进行单胞纯

化ꎬ直至有单菌落为止ꎮ 本研究共分离获得 ４３２ 株

细菌ꎬ并进行后续试验ꎮ
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表 １　 本研究所用培养基

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｅｄｉｕｍｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

培养基　 　 成分及含量

ＰＤＡ 马铃薯 ２００.０ ｇꎬ葡萄糖 ２０.０ ｇꎬ琼脂 ２０.０ ｇꎬｐＨ＝ ７.０

ＬＢ 蛋白胨 １０.０ ｇꎬ酵母粉 ５.０ ｇꎬＮａＣｌ １０.０ ｇꎬ琼脂 ２０.０ ｇꎬｐＨ＝ ７.０

１ / ２ ＴＳＢ 胰蛋白胨 ８.５ ｇꎬ大豆蛋白胨 １.５ ｇꎬ氯化钠 ２.５ ｇꎬ磷酸氢二钾 １.２５ ｇꎬ葡萄糖 １.２５ ｇꎬ琼脂 ２０.０ ｇꎬｐＨ＝ ７.０

ＹＰＧＡ 葡萄糖 ５.０ ｇꎬ胰蛋白胨 ５.０ ｇꎬ酵母膏 ５.０ ｇꎬ琼脂 ２０.０ ｇꎬ ｐＨ＝ ７.０

Ｍ７１５ 酵母提取物 １.０ ｇꎬ甘露醇 １０.０ ｇꎬＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.２ ｇꎬＫ２ＨＰＯ４ ０.５ ｇꎬＮａＣｌ ０.１ ｇꎬＣａＣＯ３１.０ ｇꎬ琼脂 ２０.０ ｇꎬ ｐＨ＝ ７.０

ＳＳＭ Ｂａｃｔｏ￣ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｂｒｏｔｈ ８.０ ｇꎬ１０％ ＫＣｌ １０.０ ｍｌꎬ１.２％ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ １０.０ ｍｌꎬ１ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ ０.５ ｍｌꎬ使用时每升培养基中加
入 １ ｍｏｌ / Ｌ Ｃａ(ＮＯ３) ２ １.０ ｍｌꎬ０.０５ ｍｏｌ / Ｌ ＭｎＣｌ２ １.０ ｍｌ

Ｍｓｇｇ[１４] 磷酸钾 １.３３１ ｇꎬＭｏｐｓ ２０.９ ｇꎬＭｇＣｌ２ ０.４０６ ｇꎬＣａＣｌ２ ０.１０２ ９ ｇꎬＭｎＣｌ２ １０ ｍｇꎬＦｅＣｌ３ １３ ｍｇꎬＺｎＣｌ２ ０.１２５ ｍｇꎬ硫胺素 ０.６７４ ｍｇꎬ
甘油 ５ ｍｌꎬ色氨酸 ５０ ｍｇꎬ苯丙氨酸 ５０ ｍｇꎬ谷氨酸 ５ ｇꎬｐＨ＝ ７.０

１.３　 拮抗细菌的筛选

采用孢子萌发抑制法进行拮抗细菌初步筛选ꎮ
６ 株水稻恶苗病病菌在 ＰＤＡ 平板上活化ꎬ生长４~ ５
ｄ 后ꎬ用无菌水洗涤孢子ꎬ分别将孢子液调整为 １ ｍｌ
１×１０６个孢子ꎬ随后ꎬ将 ６ 种孢子液等体积混合ꎬ并调

整混合孢子液浓度为 １ ｍｌ １×１０５个孢子ꎬ吸取 １００
μｌ 均匀涂布于 ＰＤＡ 平板ꎬ晾干备用ꎮ 将单胞纯化

后的细菌用无菌牙签接入 ＰＤＡ 平板培养ꎬ２８ ℃培

养３~４ ｄꎬ调查细菌抑制孢子萌发的情况ꎬ３ 次重复ꎮ
采用平板对峙试验法进行拮抗细菌复筛ꎮ ６ 株

水稻恶苗病病菌在 ＰＤＡ 平板上活化ꎬ生长 ２ ~ ３ ｄ
后ꎬ沿生长茂盛的菌落边缘打孔(直径 ５ ｍｍ)制备

菌饼ꎬ将菌饼置于 ＰＤＡ 平板中央ꎬ先将其放入 ２８ ℃
培养箱培养 ２４ ｈꎬ备用ꎮ 以菌饼为中心ꎬ按“十”字

方位将单胞纯化后的细菌接入已培养 ２４ ｈ 的 ＰＤＡ
平板ꎬ每菌株重复 ３ 次ꎬ２８ ℃恒温培养直到对照平

板长满真菌时ꎬ调查拮抗菌抑菌带宽ꎮ
１.４　 拮抗菌生物学相关特性的测定

１.４.１　 拮抗细菌的生物膜形成能力和群集游动能

力(Ｓｗａｒｍｉｎｇ)检测　 将拮抗菌株平板活化ꎬ单胞接

入 ＬＢ 培养液中过夜培养ꎬ再次转接入新鲜 ＬＢ 培养

液中ꎬ待对数生长期 ＯＤ６００为 １􀆰 ０ 时ꎬ取菌液 １ μｌ 滴
于 Ｍｓｇｇ 培养基[１４]中ꎬ２８ ℃培养ꎬ分别于 ２４ ｈ、３６ ｈ
和 ４８ ｈ 观察菌株生物膜情况ꎬ３ 次重复ꎮ 同时ꎬ将上

述菌液取 １ μｌ 滴于 ０.７％ ＬＢ 平板中心ꎬ２８ ℃培养ꎬ
分别于 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 观察菌株群集游动情况ꎬ测量菌

落直径ꎬ３ 次重复ꎮ
１.４.２　 拮抗细菌产生脂肽类物质的检测 　 将拮抗

菌株平板活化ꎬ单胞接入 ＬＢ 培养液中 ３０ ℃ １８０
ｒ / ｍｉｎ培养１２~１６ ｈꎻ随后ꎬ将培养液按照 １％接种体

积接入新鲜 ＬＢ 培养液中ꎬ３０ ℃ １８０ ｒ / ｍｉｎ培养 ４８
ｈꎬ利用盐酸沉淀法提取脂肽类抗生素ꎮ 脂肽类物质

粗提物经 ０􀆰 ２２ μｍ 无菌滤膜过滤ꎬ进行高效液相色

谱(ＨＰＬＣ)检测ꎮ 具体检测方法如下:ＨＰＬＣ 分析采

用 Ｃ１８ 柱(Ｓｅｐｈａｓｉｌ Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｃ１８ ５ μｍ ＳＴ ４.６ / ２５０)ꎻ
流动相为乙腈(Ａ)、水(Ｂ)和 ０􀆰 １％三氟乙酸ꎻ采用

梯度检测方法(０~２５ ｍｉｎꎬ６０％ Ａ 和 ４０％ Ｂꎻ ２５~３５
ｍｉｎꎬ ７０％ Ａ 和 ３０％ Ｂꎻ ３５~ ６０ ｍｉｎꎬ ９３％ Ａ 和 ７％
Ｂ)ꎻ流速为 ０􀆰 ８ ｍｌ / ｍｉｎꎬ进样量为 １０ μｌꎬ检测波长

为 ２１０ ｎｍꎬ柱温为 ３０ ℃ [１５]ꎮ
１.５　 拮抗细菌种属分子鉴定

离心收集拮抗细菌 ＬＢ 过夜培养的菌体ꎬ按照

常规 ＳＤＳ(十二烷基硫酸钠)碱裂解法小量提取基

因组 ＤＮＡꎮ 以细菌基因组为模板扩增 １６Ｓ ｒＲＮＡ 部

分序列ꎮ １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列扩增引物:１６Ｓ Ｆ(２７ｆ)ꎬ５′￣
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′ꎻ１６Ｓ Ｒ (１４９２ｒ)ꎬ５′￣
ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′ꎮ 测序由北京擎科生物技

术有限公司完成ꎬ通过 ＮＣＢＩ 网站的 ＢＬＡＳＴ 程序进

行同源性比对ꎬ采用 Ｍｅｇａ 软件建立系统发育树ꎮ
１.６　 拮抗细菌对水稻的促生作用评价

将水稻健康种子在体积分数为 ７５％的乙醇溶

液中浸泡 ２ ｍｉｎꎬ用无菌水冲洗２~ ３ 次ꎬ再用 ７５％乙

醇浸泡 １ ｍｉｎꎬ用无菌水冲洗至无乙醇残留后在无菌

滤纸上晾干ꎬ每 ３０ 粒分装于灭菌离心管ꎮ 分别选用

ＯＤ６００ ＝ １􀆰 ００、ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 １０ 和ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ０１ 的拮抗菌

孢子液(利用芽孢杆菌产芽孢培养基培养至 ９０％产

芽孢ꎬ芽孢离心收集后用无菌水稀释到相应浓度)
浸种 ２４ ｈꎬ以无菌水作为对照ꎮ 将种子取出ꎬ保持湿

润状态ꎬ室温催芽 ７２ ｈ 记录萌发情况ꎬ每处理测量

１０ 粒正常萌发种子的根长ꎬ比较不同浓度拮抗菌孢
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子液对种子根长的促生作用ꎮ 用ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 １０ 的各

拮抗菌的孢子液(无菌水稀释)浸种已消毒的水稻

种子 ２４ ｈ 后ꎬ室温催芽ꎬ待露白后将种子播种于一

次性水杯中ꎬ置于温室(１６~ ２５ ℃)中生长ꎬ每杯 １０
粒ꎬ每处理重复 ３ 次ꎮ ３０ ｄ 后调查所有植株的株高

和鲜质量ꎬ评估拮抗菌的促生效果ꎮ
１.７　 拮抗细菌对水稻苗期恶苗病的防效评价

拮抗细菌平板活化后ꎬ单胞接入 ＬＢ 培养基ꎬ ３０
℃ １８０ ｒ / ｍｉｎ培养 １２ ~ １６ ｈꎬ按照 １％接种体积接入

ＹＰＧＡ 培养液中ꎬ３０ ℃ １８０ ｒ / ｍｉｎ培养４８~７２ ｈꎬ待拮

抗细菌细胞 ８０％以上成为芽孢后ꎬ收集发酵菌液备

用ꎮ 将健康种子与试验田留存的自然发病的恶苗病

水稻种子混合(健康种子 ∶ 恶苗病种子＝ ４ ∶ １)ꎬ分装

５０ 粒到 １５ ｍｌ 灭菌离心管中ꎬ分别用ＯＤ６００ ＝ １􀆰 ０ 和

ＯＤ６００ ＝０􀆰 １ 的拮抗细菌发酵菌液浸种 ２４ ｈꎬ用无菌水

和 ２５％咪鲜胺乳油(４ ０００ 倍稀释液)作为空白和化

学药剂对照ꎬ重复 ３ 次ꎮ 种子催芽后播种于盆钵中ꎬ
３０ ｄ 后调查发病情况ꎬ计算发病率和防治效果ꎮ

发病率＝发病株数 /总株数×１００％ꎮ
防治效果 ＝ [(对照发病率￣处理发病率) /对照

发病率]×１００％ꎮ
１.８　 数据分析方法

数据处理和统计分析采用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＤＰＳ 软件进

行ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 拮抗细菌的分离、纯化和筛选

将 １６ 份土壤样品稀释悬浮液涂布于不同的分

离培养基平板上ꎬ共分离获得不同菌落形态的细菌

分离株 ４３２ 株ꎬ利用 ６ 株水稻恶苗病病菌孢子混合

液初步筛选获得 １７ 株对孢子萌发有抑制作用的菌

株ꎮ 随后ꎬ通过平板对峙试验评价 １７ 株菌株对 ６ 株

指示菌菌丝生长的抑制效果ꎬ结果(表 ２)显示ꎬ６ 株

拮抗菌对不同的水稻恶苗病病菌都具有较为显著的

抑制效果ꎬ这 ６ 株菌株分别是 ＬＳＲＳ２６、 ＪＴＲＳＭ１、
ＪＴＧＳＬ１２、ＪＴＧＳＭ２２、ＪＴＬＭ２ 和 ＡＨＧＨＬ２ꎮ

表 ２　 拮抗菌对水稻恶苗病病菌的平板抑制作用

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｆｕｊｉｋｕｒｏｉ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｐｅｃｉｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｌａｔｅ ｔｅｓｔ

拮抗菌　
抑制菌丝生长平均带宽(ｍｍ)

ＦＦ ５０￣１ ＦＰ ６３￣２ ＦＰ Ｅ￣Ｑ ＦＧ ＤＧ￣９ ＦＧ ＤＧ￣１１ ＦＡ ２５￣２

ＬＳＲＳ２６ １１.００±０.８２ ７.８３±０.６２ ５.８３±０.６２ ６.６７±０.６２ ８.３３±０.９４ １５.３３±０.４７

ＪＴＲＳＭ１ １１.６７±０.４７ ９.００±０.８２ ５.８３±０.６２ ６.８３±０.６２ ５.００±０.８２ １３.６７±０.９４

ＪＴＧＳＬ１２ １０.００±０.００ ９.５０±０.４１ ５.５０±０.４１ ７.３３±０.２４ ５.３３±０.４７ １５.００±０.８２

ＪＴＧＳＭ２２ １１.６７±０.２４ １１.６７±０.９４ ８.１７±０.６２ ７.６７±０.４７ ８.８３±０.４７ １５.６７±０.６２

ＪＴＬＭ２ １２.５０±０.４１ １２.００±０.００ ９.３３±０.２４ ８.１７±０.２４ ８.６７±０.６２ １５.８３±０.６２

ＡＨＧＨＬ２ ８.８３±０.２４ ７.１７±０.６２ ５.６７±０.４７ ５.３３±０.４７ ３.３３±０.４７ ６.３３±０.４７
ＦＦ ５０￣１、ＦＰ ６３￣２、ＦＰ Ｅ￣Ｑ、ＦＧ ＤＧ￣９、ＦＧ ＤＧ￣１１、ＦＡ ２５￣２ 分别为水稻恶菌病病菌菌株 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｆｕｊｉｋｕｒｏｉ ５０￣１、Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ ６３￣２、Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ Ｅ￣Ｑ、Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ ＤＧ￣９、Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ ＤＧ￣１１、Ｆｕｓａｒｉｕｍ ａｓｉａｔｉｃｕｍ ２５￣２ꎮ

２.２　 拮抗细菌的生防相关特征评价

本研究对筛选获得的 ６ 株拮抗菌进行了生物膜

形成能力、群集游动能力(Ｓｗａｒｍｉｎｇ)和芽孢杆菌脂

肽类物质产生情况的分析ꎮ
生物膜形成试验结果(图 １)显示ꎬ在生物膜形

成培养基 Ｍｓｇｇ 中ꎬ拮抗菌培养 ２４ ｈ 时ꎬ只有菌株

ＪＴＲＳＭ１ 形成了较为致密的菌膜ꎬ而菌株 ＬＳＲＳ２６、
ＪＴＧＳＬ１２ 和 ＡＨＧＨＬ２ 仅仅在培养基表面看到非常

单薄的菌膜ꎻ随着培养时间的增加ꎬ在 ３６ ｈ 时ꎬ菌株

ＬＳＲＳ２６、ＪＴＲＳＭ１、ＪＴＧＳＬ１２ 和 ＡＨＧＨＬ２ 都可以形成

致密褶皱的生物膜ꎬ在培养 ４８ ｈ 时ꎬ４ 株菌的生物膜

更加致密、褶皱更多(图 １Ａ)ꎻ但是菌株 ＪＴＧＳＭ２２ 和

ＪＴＬＭ２ 培养 ４８ ｈ 后ꎬ仍然不能形成明显的生物膜ꎮ
４ 株菌株在培养 ４８ ｈ 形成生物膜的干质量分析结果

(图 １Ｂ)显示ꎬ菌株 ＬＳＲＳ２６、ＪＴＲＳＭ１ 和 ＡＨＧＨＬ２ 形

成的生物膜干质量基本相当ꎬ为４.４０~４􀆰 ６５ ｍｇꎬ菌株

ＪＴＧＳＬ１２ 形成生物膜的干质量略低ꎬ为 ３􀆰 ３７ ｍｇꎮ
群集游动能力试验结果(图 ２Ａ)显示ꎬ随着培

养时间的增加ꎬ５ 株拮抗菌的 Ｓｗａｒｍｉｎｇ 菌落直径逐

渐增加ꎬ但菌株 ＪＴＬＭ２ 的群集游动能力较差ꎬ基本

未发生游动现象ꎮ 此外ꎬ在培养 ４８ ｈ 时ꎬ菌株

ＪＴＧＳＭ２２ 游动能力最强ꎬ直径达 ７ ｃｍꎻ游动菌落直

径比较结果(图 ２Ｂ)表明ꎬ各菌株游动能力强弱:
ＪＴＧＳＭ２２> ＪＴＧＳＬ１２> ＬＳＲＳ２６> ＡＨＧＨＬ２> ＪＴＲＳＭ１>
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ＪＴＬＭ２ꎮ
采用盐酸(ＨＣｌ)沉淀法提取芽孢杆菌脂肽类物质

粗提物ꎬ其中菌株 ＪＴＧＳＭ２２ 和 ＪＴＬＭ２ 发酵液加 ＨＣｌ 后
未产生沉淀ꎬ其余 ４ 株菌株均产生沉淀并提取到脂肽

类物质ꎬ随后通过高效液相色谱检测发酵产生脂肽类

抗生素的情况ꎬ结果如图 ３ 所示ꎬ菌株 ＬＳＲＳ２６、
ＪＴＧＳＬ１２、ＪＴＲＳＭ１、ＡＨＧＨＬ２ 均可产生表面活性素(Ｓｕｒ￣
ｆａｃｔｉｎ)、伊枯草菌素(Ｉｔｕｒｉｎ)和范革素(Ｆｅｎｇｙｃｉｎ)ꎮ

Ａ:拮抗菌形成的生物膜表形ꎻＢ:拮抗菌培养 ４８ ｈ 形成的生物膜干质量ꎮ
图 １　 拮抗菌在 Ｍｓｇｇ 培养基中形成生物膜的情况

Ｆｉｇ.１　 Ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｍｓｇｇ ｃｕｌｔｕｒｅ

２.３　 拮抗细菌种属的鉴定

利用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因部分序列ꎬ对 ６ 株拮抗菌进

行种属鉴定ꎮ ＰＣＲ 产物经回收后测序ꎬ测序结果在

ＮＣＢＩ 进行同源性比对ꎬ并构建系统发育树(图 ４)ꎮ

序列比对结果表明ꎬ菌株 ＬＳＲＳ２６、ＪＴＲＳＭ１、ＪＴＧＳＬ１２
和 ＡＨＧＨＬ２ 是 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ(解淀粉芽

孢杆菌)ꎬ菌株 ＪＴＧＳＭ２２ 和 ＪＴＬＭ２ 是 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｊａｍｉｌａｅ(杰米拉类芽孢杆菌)ꎮ

Ａ:拮抗菌群集游动平板表形ꎻＢ:拮抗菌群集游动扩散直径ꎮ
图 ２　 拮抗菌在 ０.７％ ＬＢ 平板的群集游动能力

Ｆｉｇ.２　 Ｓｗａｒｍｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ０.７％ ＬＢ ｐｌａｔｅ

２.４　 拮抗细菌对水稻的促生作用

综合拮抗细菌的抑菌活性、生防相关特征、种属

鉴定以及后期发酵生产的难易等因素ꎬ本研究选择

拮抗菌 ＬＳＲＳ２６、ＪＴＲＳＭ１ 和 ＪＴＧＳＬ１２ 进行水稻促生

作用评价ꎮ 利用拮抗菌不同浓度的孢子液对水稻种

子进行浸种处理ꎬ评价其对种子发芽和胚根伸长的

促进作用ꎮ 试验结果(图 ５)显示ꎬ当用ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ０１
和 １􀆰 ００ 的拮抗菌芽孢菌液浸种后ꎬＬＳＲＳ２６、ＪＴＲＳＭ１

和 ＪＴＧＳＬ１２ 菌株对水稻种子发芽都没有促进作用ꎻ
当用ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 １０ 的菌液浸种后ꎬ菌株 ＬＳＲＳ２６ 和

ＪＴＲＳＭ１ 对水稻发芽和胚根伸长都具有促进作用ꎬ
ＪＴＧＳＬ１２ 处理与对照无显著差异ꎮ 盆栽苗期株高和

植株鲜质量数据分析结果(图 ６)表明ꎬ用 ＯＤ６００ ＝
０􀆰 １０ 的菌液浸种后ꎬ３ 株芽孢杆菌对水稻植株鲜质

量和 株 高 都 具 有 不 同 程 度 的 促 进 作 用ꎬ 其 中

ＪＴＧＳＬ１２ 对水稻植株鲜质量增加的促进效果最为显
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Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ:表面活性素ꎻＦｅｎｇｙｃｉｎ:范革素ꎻＩｔｕｒｉｎ:伊枯草菌素ꎮ
图 ３　 高效液相色谱检测拮抗细菌产生脂肽类物质情况

Ｆｉｇ.３　 Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ (ＨＰＬＣ) ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ:解淀粉芽孢杆菌ꎻＰａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｊａｍｉｌａｅ:杰米拉类芽孢杆菌ꎮ
图 ４　 拮抗菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 部分序列构建的系统发育树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｉｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｐａｒｔ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｏｆ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

著ꎮ 用菌株 ＪＴＧＳＬ１２ 处理后ꎬ 水稻株高平均达

２３􀆰 ５７ ｃｍꎬ 植株鲜质量平均为 ０􀆰 ３７２ ｇꎻ 用菌株

ＪＴＧＳＭ１ 处理后ꎬ水稻植株鲜质量平均为 ０􀆰 ３２５ ｇꎮ
２.５　 拮抗细菌对水稻苗期恶苗病的盆栽防治效果

利用不同浓度(ＯＤ６００ ＝ １􀆰 ０ 和 ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 １)菌液

对带病稻种浸种 ２４ ｈ 后ꎬ进行催芽播种ꎬ并在 ３０ ｄ
时调查水稻植株恶苗病发病情况ꎬ结果(图 ７)显示ꎬ
在菌液 ＯＤ６００ ＝ １􀆰 ０ 时浸种ꎬ３ 株芽孢杆菌对水稻恶

苗病 都 表 现 出 不 同 程 度 的 防 治 作 用ꎬ 防 效 为

５８.００％~ ７２􀆰 ００％ꎬ其中 ＪＴＧＳＬ１２ 的防效最高ꎬ为

７１􀆰 ６２％ꎮ 在菌液ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 １ 时浸种ꎬ３ 株芽孢杆菌

对水稻恶苗病的防效均比菌液ＯＤ６００ ＝ １􀆰 ０ 时显著下

图 ５　 拮抗细菌对水稻种子发芽和胚根伸长的促进作用

Ｆｉｇ.５　 Ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｒｉｃｅ ｇｅｒｍｉ￣
ｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒａｄｉｃｕｌａ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ

降ꎬ防效为３２％~５０％ꎬ其中 ＬＳＲＳ２６ 的防效较好ꎮ
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图 ６　 拮抗细菌(ＯＤ６００ ＝０􀆰 １０)对水稻株高和鲜质量的促生作用

Ｆｉｇ.６　 Ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｒｉｃｅ ｐｌａｎｔ
ｈｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ

不同处理间标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ７　 拮抗菌发酵菌液对水稻恶苗病苗期防效评价

Ｆｉｇ.７　 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｒｉｃｅ ｂａｋａｎａｅ
ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｇｅ

３　 结论与讨论

由藤仓镰刀菌复合菌群引起的水稻恶苗病近年

来在中国稻区时有发生ꎬ造成不同程度的危害ꎬ其中

藤仓镰刀菌、层出镰刀菌分布最广ꎬ致病力最强ꎬ也
是引起江苏省水稻恶苗病的主要病原菌种类[１６]ꎮ
由于恶苗病病菌对常用化学药剂咪鲜胺、氰烯菌酯

等的抗药性增强和植保绿色防控技术的推广ꎬ使用

生物防治技术防治水稻恶苗病的相关研究逐渐增

多ꎮ 有研究报道ꎬ枯草芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌、
多黏芽孢杆菌和放线菌等可用于防治水稻恶苗

病[１７￣２１]ꎮ 本研究从植物根际土壤中分离获得不同

形态的细菌 ４３２ 株ꎬ以不同水稻恶苗病致病菌 Ｆ. ｆｕ￣
ｊｉｋｕｒｏｉ、Ｆ. ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ、Ｆ. ａｓｉａｔｉｃｕｍ、Ｆ. ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ
为指示菌ꎬ筛选获得 ６ 株对不同水稻恶苗病病菌均

有较好抑制效果的拮抗菌ꎬ其中 ４ 株鉴定为解淀粉

芽孢杆菌ꎬ２ 株鉴定为杰米拉类芽孢杆菌ꎮ 本研究

获得的拮抗菌是以恶苗病致病菌复合菌群为指示菌

进行筛选ꎬ区别于以往报道的以单一病原菌为指示

菌的筛选ꎻ这些拮抗菌更适用于防治复合菌群引起

的水稻恶苗病ꎬ可为开发适用范围更广的生防制剂

积累菌株资源ꎮ
芽孢杆菌活体微生物制剂效价的稳定性和货架

期主要受其抑菌活性物质、定殖能力和芽孢形成能力

的影响ꎮ 拮抗菌的生物膜形成能力与其在生境中的

定殖能力密切相关ꎬ游动能力决定了生防菌在根围的

营养摄取能力ꎬ脂肽类抗生素的产生直接与生防芽孢

杆菌的抑菌效果密切相关[２２￣２５]ꎮ 本研究在筛选获得

６ 株拮抗菌后ꎬ进一步评估了菌株的生物膜形成能

力、群集游动能力和芽孢杆菌产脂肽类物质的情况ꎮ
解淀粉芽孢杆菌 ＬＳＲＳ２６、ＪＴＧＳＬ１２ 和 ＪＴＧＳＭ１ 在对恶

苗病病菌的抑菌效果、生物膜形成能力、群集游动能

力和产抑菌物质方面表现较为优秀ꎬ且易于生产、发
酵形成芽孢ꎻ而菌株 ＪＴＬＭ２ 和 ＪＴＧＳＭ２２ 为杰米拉类

芽孢杆菌ꎬ与多黏芽孢杆菌同源ꎬ虽有较强的抑菌活

性ꎬ但 ＪＴＬＭ２ 的游动能力最差ꎬＪＴＧＳＭ２２ 在培养基中

产生的多糖较多ꎬ不利于定殖和液体生产、发酵ꎮ 综

合以上分析ꎬ本研究最终选择芽孢杆菌 ＬＳＲＳ２６、
ＪＴＧＳＬ１２ 和 ＪＴＧＳＭ１ 进一步开展对水稻的促生作用和

对恶苗病的防治效果研究ꎮ
随着测序技术的发展ꎬ早期枯草芽孢杆菌菌群中

的解淀粉芽孢杆菌被进一步划分为单一的新种[２６]ꎮ
基因组序列分析发现ꎬ解淀粉芽孢杆菌比枯草芽孢杆

菌含有更多的次生代谢产物合成基因簇ꎬ且可产生种

类更多的抑菌物质ꎬ如解淀粉芽孢杆菌 ＦＺＢ４２ 可以产

生 Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ、 Ｆｅｎｇｙｃｉｎ、Ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎ Ｄ 等ꎬ而枯草芽孢

杆菌模式株 Ｂｓ１６８ 虽然含有部分脂肽类抗生素的合

成基因簇ꎬ但不能正常合成相应物质[２７]ꎮ 本研究中ꎬ
高效液相色谱检测结果表明ꎬ菌株 ＬＳＲＳ２６、ＪＴＧＳＬ１２
和 ＪＴＧＳＭ１ 产生的 Ｉｔｕｒｉｎ 和 Ｆｅｎｇｙｃｉｎ 相对较多ꎬ而这

些物质是抑制真菌的主要活性物质ꎮ 本研究按照平

板抑菌效果、定殖能力、游动能力和产抑菌物质能力ꎬ
并结合后期菌株发酵难易程度等多个标准筛选和评

价生防菌ꎬ与郭坚华等[２８]的研究思路类似ꎬ并进行了

必要的扩展ꎬ这更有利于精准获得在田间具有潜在应

用价值的菌株资源ꎮ
水稻种植大户主要采用化学种子处理剂进行水

稻恶苗病的防治ꎬ随着国家农药、化肥双减工作的推

进ꎬ绿色防控势在必行[２９￣３０]ꎬ而微生物农药使用是

其中的重要部分ꎬ因此ꎬ生防菌筛选确定后ꎬ继续研

３１９李风顺等:防治水稻恶苗病拮抗细菌的筛选、鉴定和评价



发生物农药制剂是推进市场应用的必然过程ꎮ 本研

究团队后续将以筛选获得的生防菌株作为材料ꎬ进
一步研发防治水稻恶苗病的种子处理剂ꎮ 虽然ꎬ生
物防治越来越多地应用于病害防治领域ꎬ但与化学

药剂防治相比ꎬ生物防治效果相对较差ꎬ且不稳定ꎮ
因此ꎬ可以在种子处理剂研发过程中ꎬ加强助剂的筛

选、生防菌与现有化学农药的兼容性等方面的研究ꎬ
筛选可以增效的助剂和具有兼容性的化学药剂ꎬ后
期田间生产中可以考虑将生物农药与化学农药混

用ꎬ既降低化学农药用量ꎬ又可以保证防治效果ꎮ
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