
水稻是我国的主要粮食作物, 全国以稻米为

主食的人口约占总人口的 65%。作为农业大省，

水稻生产是吉林省粮食生产的一大优势，在吉林
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省粮食生产中占有举足轻重的地位。但是，每年世

界上都会有 40％的水稻因为昆虫、病虫害、病原

菌以及野草所带来的生物压力而受到损失[1]。作为

水稻主要病害，水稻纹枯病广泛分布于世界各产

稻区，一般可以造成 10％～30％的产量损失，高

发病时减产 50％，是影响农业高产、稳产和优质的

主要因素之一[2]。水稻纹枯病病原菌立枯丝核菌寄

主范围广，形成的菌核抗逆性强，在土壤中可以长

期存活，发病时期，还可以借助植物叶片进行横向

传播，具有土传和叶传双重特点，导致其引起的水
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摘 要：从植物的根际土壤中分离一株具有促生、生产几丁酶和立枯丝核菌能力的细菌并鉴定为产酶溶

杆菌。本试验在盆栽条件下通过与化学合成杀菌剂的对照，对该细菌对水稻纹枯病的防治效果进行了研究。试

验结果表明，T1 (分别于病原菌接种 2 d 前和定植 33、44 d 后施用产酶溶杆菌的发酵液) 处理表现出最大的抑

制病害能力；T1 与对照组比较，在移植后的 44 和 65 d，水稻叶片上的水稻纹枯病症状分别降低了 32.8%和

60.8%；T1 的叶面积和干叶重也高于其他处理。然而，在研究期间，发现在各处理间水稻植株分蘖数量并没有

发现显著差异。
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Abstract: One strain of bacterium was isolated from crop ecosystem of rhizospheres and identified as

Lysobacter enzymogenes. This strain exhibited strong antifungal activity against rice sheath blight pathogen,

Rhizoctonia solani, mainly through the antifungal metabolite chitinase production. In addition, this strain

functions as growth-promoting of rice plant. In this study, protective effect of the isolated bacterium was

investigated by comparing with fungicide. The in vivo experiments demonstrated that maximum disease

suppression was afforded by T1 where the culture of L. enzymogenes was applied at 2 days before pathogen

infection and 33, 44 days after transplanting. At 42 and 65 days after transplanting, the sheath blight

symptoms on the rice leave were reduced by 32.8% and 60.8% in T1 compared to CK. Leaf areas and leaf dry

weight in T1 was also higher than other treatments. However, no significant difference was found on the

number of productive tillers in rice plant among the treatments during the study.
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稻纹枯病成为一种顽固性病害，防治相当困难[3]。
目前对于菌核病的防治还没有经济有效的措

施。在生产中主要采用农业栽培措施防治、化学农

药防治、选育抗病品种和生物防治等。栽培管理，

如水旱轮作、打捞田间菌核、合理施肥、浇水等，但

是栽培管理费时费力，且防效并不明显。因此，从

保护生态环境的角度上考虑，生物防治具有特殊

的重要性，对于防治水稻纹枯病是一种低成本有

效的策略。其中拮抗型细菌作为理想的生物调控

剂，具有生长快速，易于控制，能迅速地占领根际

空间的优点[4-6]。
溶杆菌属大量分布于土壤中，很多文献报道溶

杆菌属可通过代谢产物的生产来防治病原菌和线

虫[7]。溶杆菌属中的一种溶杆菌(Lysobacter sp.)，
能分泌几丁质酶、β-1,3-葡聚糖酶、蛋白酶等水解

酶降解植株病原体真菌的细胞壁 [8]，达到防治植物

病害的目的。Folman[9]等报道，L. enzymogenes 31T8
能 够 产 生 蛋 白 酶、脂 肪 酶 等 细 胞 外 裂 解 酶 ，对

Phythium aphanidermatum 和其他植物病原 真 菌

展示出一种很强的抵抗能力。有效说明溶杆菌属

的细菌是实现生物防治土壤植物病原体的潜在媒

介。
另一方面，由细菌代谢分泌的生长调节剂能

在寄主植物的发育中发挥重要作用，这主要是通

过刺激苗期主根的生长来实现的[10-11]。Dey 等[12]报

道，由 P. fluorescens 所产生的生长素(IAA)可对

植物的生长和疾病的控制有利。在本研究中，通过

产酶溶杆菌对水稻纹枯病病原体(R. solani)的抵

抗作用和在水稻纹枯病生物防治中的效果研究，

评估产酶溶杆菌的处理在水稻生产中的应用可行

性。

1 材料与方法
1.1 材料

本次试验采用无水稻纹枯病抗性的“Ho-Py-

ong”(韩国农村振兴厅提供)稻种。用于接种水稻的

病原菌 Rhizoctonia solani 来源于韩国农业微生

物资源中心。对照区用已唑醇进行化学防治。
1.2 菌株的筛选及鉴定

围绕种植水稻的土壤开展土壤的调查取样。
采集的土壤放入塑料袋中，封口，置于 4℃的冰箱

保存。根际样本多次稀释并将其置于固体几丁质

培养基上，经过多次纯化后得到了单一群落菌株。
利用 16S rRNA 的基因序列鉴定细菌。依据标准，

前 向 引 导 序 列 是 5′ -TGGCTCAGAAG－

CAACGCTGGCGGC-3′，反向引导序列是 5′-CC－
CACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3′。温度循环是

在 94℃保持 30 s，55℃保持 1 min，在 72℃保持

90 s，如此循环 30 次，之后再在 72℃下加热 5
min。16S rRNA 基因的核苷酸序列由 Biodye 终止

序列周期测序套件决定，然后再用 NCBI Blast(美

国，国家生物工学中心) 搜索网站所发布的 16S

rRNA 基因序列进行比较。
1.3 几丁质培养基的组成成分

固体几丁质培养基的成分包括 0.5％的胶体

几 丁 质 ；Na2HPO4 0.2% ; KH2PO4 0.1% ; NaCl

0.05%; NH4Cl 0.1%; MgSO4·7H2O 0.05%; CaCl2·
2H2O 0.05%; KNO3 0.05%;酵母浸粉 0.01%；琼脂

2%，最后用蒸馏水定量总体积为 1 L。
1.4 几丁质酶活性的测定

几丁质酶活性的测定采用 Yedidi 等 [13] 的方

法，通过测定反应体系中产生的还原糖量的多少

确 定 酶 活 力 的 大 小。取 5 mL 培 养 液 经 10 000

r/min 4℃冷冻离心 10 min，取 0.1 mL 上清液加入

1%胶体几丁质溶液 0.9 mL，于 37℃振荡水浴反

应 2 h，然后加入 1 M NaOH 0.2 mL 终止反应。离

心 5 min,取 0.5 mL，加 1 mL 的 Schale's 试剂，沸

水浴反应 15 min 立刻冷却，测 420 nm 下的吸光

度值。一个酶活性单位定义为 37℃条件下，每小

时产生相当于 1μmol 的 GlcNAc (N-acetyl glu-

cosamine 乙酰氨基葡萄糖胺)所释放出的酶量[14]。
1.5 抗真菌抑制圈的测定

微生物病原菌生长的抑制能力测定：用皿内

对峙培养法,将直径为 5 mm 的靶标病菌菌饼接种

于 PDA 平板中央,几丁质酶对称点接于靶标病菌

两侧,25℃培养 5 d 观察拮抗细菌抑制圈大小。
1.6 水稻纹枯病防治效果盆栽试验步骤

2011 年在大棚条件下进行盆栽培试验，以鉴

定产酶溶杆菌的处理对纹枯病的实际应用效果。
本次 试 验 采 用 韩 国 农 村 振 兴 厅 提 供 的“Ho-Py-

ong”水稻种子及来源于韩国农业微生物资源中心

(KACC)的水稻纹枯病(Rhizoctonia solani)病原体。
水稻种子用 2％的次氯酸钠溶液消毒，以除去表

面上存活的有机物，种植于装有苗床土的穴盘中

(直径 15 mm，高 28 mm)，在温室里培养 4 周后把

幼苗定植到装有 3 L 从稻田中取回的土壤的花

盆，试验步骤见表 1。在移植后的 3 周和 7 周后分

别进行了追肥处理 (N ∶P ∶K=0.126 ∶0.16 ∶0.128 g/
盆)外未添加其他物料。在收获期，从每组处理中

取出 5 株植株，用自来水缓慢冲洗后在 75℃烘干
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2 结果与分析
2.1 水稻纹枯病拮抗菌株的分离和鉴定

在吉林省延边、磐石、辉南、梅河口、东丰和吉

林市郊水稻纹枯病多发区域的水稻栽培土壤进行

取样调查，通过与立枯丝核菌的对峙培养(图 1)，

最终选择一株细菌，通过 16S rRNA 基因序列鉴

定其菌株为产酶溶杆菌。

2.2 产酶溶杆菌对立枯丝核菌菌丝的抗菌能力

通 过 电 子 显 微 镜 观 察 发 现 未 经 处 理 的 R.
solani 菌丝形态上光滑，而经产酶溶杆菌上清液

处理后的菌丝遭到破坏。

2.3 产酶溶杆菌的几丁质酶活性测定

将产酶溶杆菌在含有胶体几丁质的培养基中

培养 7 d，以研究其对产几丁质酶活性的影响。在

培养过程中，其培养液在第四天时显示出最大几

丁质酶活性(2.81 unit/mL)(图 3)。

2.4 盆栽条件下产酶溶杆菌的处理对水稻促生

及防治纹枯病效果的研究

对照、F、T1 和 T2 组每个处理的有效分蘖数、
叶面积和叶干重的变化由图 4～6 所示。在定植后

42 d，CON 处理的有效分蘖数显著低于其他处理，

而在 65 d 后没有显著性差异。在这次试验中，其

他处理(T1、T2 以及 F)的水稻植株有效分蘖数几

乎没有差异 (图 4)。在移植后的 42 d F、T1 和 T2

处理的叶面积、干叶重高于 CON 且没有显著性差

异。然而在定植后的 65 d，T1 的叶面积和叶干重

大幅度增加，数值明显大于其他处理(图 5、图 6)。
定植 42 d 和 65 d 后测定纹枯病病斑长度以

鉴定产酶溶杆菌的处理对水稻纹枯病的抑制程度

(图 7)。T1 和 T2 处理均有效地抑制了纹枯病的发

生。T1 处理显示出最强的抑病性，在移植后的 42

和 65 d，T1 处理的水稻叶片上的纹枯病症状相对

于对照，分别降低了 32.8%和 60.8%。

�����������	
�����������	
����
图 3 胶状几丁质为唯一碳源的培养液中产酶溶

杆菌发酵液产几丁质酶活性变化

A B
 

表 1 不同处理控制水稻纹枯病的试验过程

处理 0 d 23 d 25 d 27 d 33 d 42 d 44 d 65 d

CON 定植 - 接种水稻纹枯病 - ● ★ - ★

F 定植 - 接种水稻纹枯病 - ◎b ★ ◎b ★

T1 定植 ○a 接种水稻纹枯病 - ○ b ★ ○ b ★

T2 定植 - 接种水稻纹枯病 ○a ○ b ★ ○ b ★

注：○: 产酶溶杆菌处理；●: 清水处理；◎: 喷施已唑醇；★: 取样；a 施用于根部；b 叶面喷施。

接种水稻纹枯病利用 20 mL 的立枯丝核菌发酵液(2x104)

产酶溶杆菌根部与叶面分别施用 20 mL 和 30 mL(108)

CON 和 F 处理分别施用相应量的蒸馏水和已唑醇。

图 2 R.solani 菌丝细胞壁形态特征变化

电子显微镜效果图

(A)对照，利用胶状几丁质培养液处理后的 R.solani 菌丝；

(B)利用胶状几丁质培养液上培养的产酶溶杆菌的上清液处理后的

R.solani 菌丝。

图 1 PDA 培养基上产酶溶杆菌对立枯丝核菌的抑制作用

机中烘干。每次取样时记录植物区域的有效分蘖

数，叶面积和干叶重。整个生育期间温室气候条件

控制在温度 25～35℃，相对湿度 60%～70%。
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图 4 不同处理对产生分蘖数的影响 图 5 不同处理对叶面积变化的影响

图 7 不同处理对纹枯病病斑长度的影响图 6 不同处理对水稻叶片干重变化的影响

3 讨 论
本试验分离了一株具有较强抗立枯丝核菌能

力的产酶溶杆菌，并利用其进行了对水稻纹枯病

的防治效果鉴定研究。
很多国内外学者测定了拮抗微生物对病原性

真菌的抗性并将其应用于植株疾病的防治上[15-17]。
众所周知，Lysobacter sp.对多种植物病原菌有拮

抗能力[18-20]。Lysobacter sp.SB-K88 表现出一种

对菠菜和番茄根系的侵染，抑制了导致植物幼苗

枯萎的螺壳状丝囊霉的侵染。本试验采用对峙培

养法和显微镜观察确认了产酶溶杆菌对立枯丝核

菌的抑制效果(图 1、图 2)。
产酶溶杆菌在利用胶体几丁质为碳源的培养

基中发酵时可生产几丁质酶，表明了这一菌株具

有能降解几丁质为 β-1,4 乙酰葡萄糖胺聚合物

的能力(图 3)。众所周知，大部分的真菌细胞壁是

由几丁质组成的。在最近几年发现大部分的微生

物可以产生几种裂解酶，例如几丁质酶、β-1,3-

葡聚糖酶、蛋白酶及脂肪酶都可利用于植物病原

体的生物防治[21]。
这些酶能够分解组成微生物细胞壁一系列物

质，例如念珠菌 spp.、酵母、Pseudozyma fuziformi－
at、德尔布有孢圆酵母、金黄色葡萄球菌、Microc－
cocus luteus 和枯草芽孢杆菌等。

有报道指出，产酶溶杆菌属分泌的分解酶对

真菌抵抗反应机理与蛋白酶、葡聚糖酶、甲壳素酶

的活性有关[22]。
此外，该属菌株可促进水稻的生长。Dey 等[12]

的实验结果表明，由 P. fluorescens 在发酵过程

中产生的吲哚乙酸不仅促进了植株生长而且有效

抑制了病情的发生。
笔者在温室盆栽栽培条件下证明了产酶溶杆

菌对水稻纹枯病的防治效果。产酶溶杆菌的施用

能有效地抑制水稻纹枯病的发生，且其防治效果

几乎与化学防治相当(图 4)。水稻纹枯病的有效防

治可能提高有效分蘖数、叶面积和干重。而对照组

则受到了水稻纹枯病的严重影响，生长受到阻碍。
这些结果可能与拮抗细菌的数量、酶活性和生长

介质有关。
有益微生物对植物生长的促进作用与 IAA 和

GA3 的分泌有直接相关，也与其产生的抗生素和分

解酶抑制病原体侵染的机制有非直接相关[23]。
从经济角度考虑，选择优秀菌种是生物防治

能否取得成功的重要控制因素。因此选择可以抑

制一种以上病原体的生物控制媒介来降低开支是

关键技术。总的来说，产酶溶杆菌能够吸引人们，

因为它们的处理能够有效减少水稻纹枯病的发

生。
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