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摘 要：从黑龙江省 16个市县采集水稻根系土壤，利用平板画线分离获得 579株细菌。通过平板对峙法进行抑菌试验，

筛选获得一株拮抗细菌 Sc2。该菌株对稻瘟病菌抑菌率达 73.44%。经形态、生理生化特性和 16S rDNA序列分析，Sc2被
初步鉴定为枯草芽胞杆菌。Sc2无菌发酵上清液对稻瘟病菌菌丝生长和分生孢子萌发均有显著的抑制作用。随着稀释

倍数的增加，抑制效果逐渐下降，其中将浓度为 1.8×108 cfu/mL的无菌发酵上清液稀释至 40倍时，对稻瘟病菌分生孢子萌

发的 24 h抑制率及菌丝生长的 7 d抑制率仍达 60%以上。室内盆栽试验结果表明，Sc2对稻瘟病的防治作用主要在预防，

Sc2与三环唑按 1∶2混配，防治稻瘟病的防效达 90.33%。
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Screening and Evaluation of Antagonistic Bacteria against Rice Blast
HAN Yutong, LIU Ye, ZHANG Linlin, ZHANG Junhua*
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Abstract：579 bacteria strains were isolated from rice rhizosphere soil in 16 counties of Heilongjiang Province by
way of streak plate method. A strain of Sc2 was finally selected to have strong inhibitory activity against Magna⁃
porthe oryzae with the inhibition rate of 73.44% by plate confrontation method screening. Combined with its colony
morphology, biochemical characteristics and 16s rDNA sequence analysis, the strain Sc2 was confirmed to be Bacil⁃
lus subtilis. The Sc2 had strong inhibitory activity against the hypha growth and spore germination of M. oryzea.
With the increase of dilution ratio, inhibitory activity was gradually decline. The inhibition rate of spore germination
after 24 h and hypha growth on 7 d was more than 60% with 40 times diluent of 1.8×108 cfu/mL fermentation liquid.
Results of indoor pot experiment showed that the Sc2 prevention was mainly in the prevention of rice blast. Preven⁃
tive efficacy was 90.33% when Sc2 was mixed with tricyclazole by 1:2.
Key words：Rice blast; Bacillus subtilis; Tricyclazole; Biological control; Collaborative control

稻瘟病是由稻瘟病菌（Magnetograph oryzae）
引起的真菌病害，其具有传播迅速、流行性强、病

害危害严重等特点，使其在世界范围内广泛分

布，严重影响水稻的生产和品质 [1]。选育抗病品

种和施用化学农药一直是稻瘟病防治的主要措

施。虽然化学防治以其经济、方便、高效、迅速的

优点，成为稻瘟病综合治理中最主要的方法，但

长期施用化学药剂不仅使病原菌产生抗药性及耐

药性，而且化学药剂的残留还会损害生态环境、
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威胁人畜的健康 [2-3]。生物制剂因其在使用中无

残留，不会产生抗药性，多组分、多位点共同作用

于病原菌，符合绿色农业发展需要越来越受到国

内外的重视。目前国内外已报道的稻瘟病拮抗细

菌主要为芽胞杆菌和假单胞菌，虽然部分研究已

较深入，但从整体上看还存在一些问题，如防效

不稳定、生产和使用技术不完善等，因此筛选高

效且有潜力的生防细菌，通过与低毒农药混配，

替代部分化学农药的生物防治技术成为解决上述

问题的新思路 [4-6]。

本研究从水稻根系土壤中筛选出一株对稻瘟

病菌具有明显抑制活性的细菌，命名为 Sc2，通过

形态、生理生化特性和分子生物学鉴定，初步将

其确定为枯草芽胞杆菌，并测定了 Sc2发酵上清

液对水稻稻瘟病菌丝生长和分生孢子萌发的影
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响，以及其与三环唑混合施用对室内盆栽水稻稻

瘟病菌的防治效果。

1 材料与方法

1.1 材料

水稻根系土壤样本是从黑龙江省 16个市县

（尚志、庆安、密山、宁安、桦南、五常、鸡西、富锦、

海林、富裕、杜蒙、牡丹江、依安、方正、饶河、852
农场）采集的水稻根系土壤样本；供试水稻品种

为东农 427（中感苗瘟，由东北农业大学水稻研究

所提供）；供试水稻稻瘟病菌由东北农业大学植

物病理课题组提供。

稻瘟病菌分生孢子悬浮液制备：采用穆常青 [7]

燕麦培养基方法。将接种于 PDA平板中、28℃恒

温培养 5 d的稻瘟病菌中加入 5 mL无菌水，刮下

菌丝，配成菌丝悬浮液。取 100μL涂于燕麦片培

养基上，28℃培养 7 d，刮掉菌丝体，20℃光照诱导

产孢培养 2 d。再用无菌水洗刷分生孢子，无菌纱

布过滤至无菌锥形瓶中。显微镜下用血球计数板

配制浓度为 2×105个/mL的孢子悬浮液。

1.2 拮抗细菌的分离与筛选

拮抗细菌的分离：采用平板稀释法 [8]。细菌分

离物在 NA平板上于 28℃倒置培养 2～3 d后，挑

取形状、颜色不同的单菌落纯化，标号并保存于

NA试管中。放置于 28℃恒温箱中培养 7 d后，放

置于 4℃恒温箱中保存、备用。

拮抗细菌的发酵：将拮抗细菌接种到装有 50
mL的 NB培养液（250 mL锥形瓶）中，140 r/min、
28℃摇床培养 2 d，用 NB 培养液配制成浓度为

1.8×108 cfu/mL的菌悬液备用。

拮抗细菌的初筛：采用平板对峙法 [9]，用 7 mm
打孔器将 PDA培养基上生长 7 d的稻瘟病菌打成

菌饼，放置在 PDA中央，两侧等距离（3 cm）接种

10μL浓度为 1.8×108 cfu/mL的待筛选菌株的发酵

液。28℃恒温培养 5 d后观察，根据各筛选菌产生

的抑菌带的宽度来确定拮抗程度，选取拮抗效果

良好的菌株，每处理重复 3次。

拮抗细菌的复筛：采用打孔法 [10]，在 PDA平板

中央接入直径 7 mm稻瘟病菌饼，28℃培养 3 d后，

在与距病原菌中心 3 cm处对称的 3点用直径 7
mm打孔器打孔，打入 10 μL浓度为 1.8×108 cfu/mL
的细菌发酵液为对照，置于 28℃恒温箱内培养，每

处理重复 3次，待对照病原菌长满平板时，选取拮

抗效果显著的测量抑菌圈直径，根据下列公式计

算抑制率。

抑制率（%）= 处理抑菌圈直径
对照病原菌生长直径 2 × 100%

[11]

1.3 拮抗细菌的鉴定

菌株生理生化特征鉴定主要参照《伯杰细菌

鉴定手册》和《常见细菌系统鉴定手册》[12-13]。

DNA提取和 PCR扩增参照 Kim等的方法 [14]。16S
rDNA扩增采用通用引物 27F(5′-AGAGTTTATCT⁃
GCC G-3′ )和 1492R(5′-GGTTACCTTGTTACGATT-
3′ )，扩增程序为 94℃预变性 4 min；94℃ 45 sec；
55℃ 45 sec；72℃ 1 min，共 30个循环；72℃ 10 min。
引物合成与测序由上海生工生物工程有限公司完

成，测序结果与 GeneBank数据库中已报道的序列

进行同源性比对。并用MEGA6.06软件建立系统

发育树。

1.4 拮抗细菌发酵上清液对稻瘟病菌菌丝生长

的抑制作用

采用生长速率法进行测定 [15-16]，将 1.2 中所

配置的浓度为 1.8×108 cfu/mL的拮抗细菌发酵液

5 000 r/min离心 10 min，去除菌体和残渣，将上清

液采用 0.22μm孔径的细菌过滤器过滤，得到无菌

滤液。用 40～50℃的 PDA将无菌滤液分别稀释

1、10、40、80、100、200倍，混合摇匀后倒板，以灭

菌蒸馏水代替无菌发酵液为对照，平板中央接入

直径 7 mm稻瘟病菌饼，28℃培养，每处理重复 3
次，分别在 3、5、7 d，测量菌落直径，根据下列公

式计算抑菌率。

抑菌率 = (对照组菌落直径 - 处理组菌落直径 )
对照组菌落直径 - 菌饼直径

× 100%[ 4 ]

1.5 拮抗细菌发酵上清液对稻瘟病菌分生孢子

萌发的影响

参照王星云等 [5]的方法，分别将 1.4中过滤后

所得的无菌发酵上清液用 NB培养液稀释 1、10、
20、40、80、100、200倍。按照 1.1中的方法配制浓

度为 2×105个/mL的稻瘟病菌孢子悬浮液，取稀释

后的上清液 200μL与稻瘟病菌孢子悬浮液等体积

混合，以 NB培养液代替无菌发酵液为对照，于

1.5 mL的 EP管中，28℃下培养，分别在 4 h、8 h、
12 h、24 h统计孢子萌发率，每处理重复 3次，每次

统计 100个孢子。再按下式计算出各处理的孢子

萌发抑制率。

萌发抑制率（%）=
对照组孢子萌发率 - 处理组孢子萌芽率

对照组孢子萌发率
× 100%[17 - 18 ]

1.6 拮抗细菌与三环唑混配对稻瘟病的防治效果
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拮抗细菌与三环唑相容性测定：采用滤纸片

法 [19]。三环唑的浓度分别为 100、500、1 000、2 000、
3 000、4 000、5 000μg/mL。分别吸取各浓度的三

环唑药液 100μL与 50 mLNA培养基混匀制备含药

平板，距中心 3 cm 对峙 3 点放入滤纸片，滴加

10μL拮抗细菌发酵液，设不含药液培养基为对

照，28℃培养 2 d后记录菌落大小。

拮抗细菌发酵液与三环唑协同防效的测定：

采用盆栽法 [20]，稻瘟病菌孢子悬浮液的接种，以及

拮抗细菌发酵液与三环唑混配制剂的施用均采用

叶面喷雾法，试验时期为水稻的 3叶期。治疗作用

防效测定时先将稻瘟病菌孢子悬浮液（2×105个/mL，
孢子萌发率 95%以上）均匀喷施于水稻叶面 24 h
后，喷施拮抗细菌发酵液和三环唑混合液，三环唑与

拮抗细菌发酵液的混配比例设置为 1∶0、1∶1、1∶2、2
∶1、0∶1，其中三环唑的浓度为 2 000μg/mL；发酵液

的浓度为 1.8×108 cfu/mL。以喷施清水为对照。

预防作用防效测定时，先将拮抗细菌发酵液与三

环唑混配制剂喷施于水稻上，24 h后接种稻瘟病

菌孢子悬浮液。每处理 3次重复，每重复 1盆，每

盆 10株水稻，每株水稻苗喷施 20 mL拮抗细菌发

酵液和三环唑混合液，保湿培养 5～7 d，统计每个

处理的发病情况。

稻瘟病苗瘟分级标准参照国家技术监督局

GB/T分级标准 [7，11，21]，以株为单位进行统计：0级，

无病斑；1级，病斑 5个以下；2级，病斑 5～10个；3
级，全株发病或部分叶片枯死。记录数据并计算

防治效果。

2 结果与分析

2.1 拮抗细菌的分离与筛选

本试验从黑龙江省 16个市县的水稻田中采

集根系土样，从中共分离出细菌 579株，通过以稻

瘟病菌为指示菌进行初筛和复筛，筛选出一株抑

菌直径为 33.05 mm且抑菌效果稳定的菌株，命名

为 Sc2（图 1）。

在培养 3 d的稻瘟病菌平板上，采用打孔法接

种 Sc2后，菌落生长明显受到抑制，选取抑菌带边

缘的菌丝，显微镜下观察，可观察到芽管畸形，扭

曲，蜷缩，肿大，不能正常形成附着胞（图 2）。
2.2 拮抗细菌的鉴定

菌株 Sc2在 NA平板中菌落圆形或近圆形，边

缘锯齿状，乳白色，表面褶皱状突起，不透明，不

产生色素，菌体杆状，革兰氏染色呈阳性，厌氧生

长，接触酶试验、葡萄糖氧化试验、淀粉水解试验、

柠檬酸盐利用试验、M-R试验、V-P试验、明胶液化

试验以及硝酸盐还原酶试验均为阳性，且 NaCl含
量为 5%和 7%时菌株生长良好，初步推断该菌株

为芽胞杆菌。PCR产物的琼脂糖凝胶电泳检测结

果如图 3所示，其 PCR扩增产物测序结果显示其

长度为 1 483 bp。与GenBank上已有数据进行Blast
比对，比对结果表明，Sc2与 Bacillus subtilis菌株

DSM 3258（GenBank Accession No. DQ452509.1）的
同源性为 100%。然后利用MEGA6.06软件构建系

统发育树，如图 4所示，Sc2与 Bacillus subtilis菌株

DSM 3258(GenBank Accession No. DQ452509.1)处于

同一个分支，进化上的距离最近。综上所述，证

明 Sc2属于枯草芽胞杆菌（Bacillus subtilis)。
2.3 拮抗细菌发酵上清液对稻瘟病菌分生孢子

 

  

 

A B

图 1 菌株 Sc2对水稻稻瘟病菌的抑菌效果

A：平板对峙法；B：打孔法

   

 

A  B  C  

图 2 Sc2 菌株对稻瘟病菌丝的抑制作用

A：正常菌丝；B～C：受抑制的菌丝

 
 

Sc2     M  

1 483 bp

1 000 bp

500 bp

3 000 bp

图 3 菌株 Sc2 16S rDNA PCR扩增结果

M：DNA maker 10 000
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萌发的影响

将浓度为 1.8×108cfu/mL的 Sc2无菌发酵上清

液稀释至 1、10、20倍时，对稻瘟病菌分生孢子的

萌发抑制率均为 100%，40倍稀释液 4 h抑制率为

100%，24 h抑制率仍在 60%以上，随着稀释液倍

数的加大抑制率逐渐下降，200倍稀释液，24 h抑
制率与对照无显著差异（图 5）。
2.4 拮抗细菌发酵上清液对稻瘟病菌菌丝生长

的影响

Sc2发酵上清液对稻瘟病菌菌丝生长有显著

的抑制作用，原液、10倍稀释液对稻瘟病菌菌丝

生长的抑制率均在 80%以上，40倍稀释液 7 d抑
制率仍达 60%以上，随着稀释倍数增加，菌落直

径逐渐增大，对菌丝生长的抑制率逐渐下降（图

6，图 7）。
2.5 拮抗细菌与三环唑混配对稻瘟病的防治效果

拮抗细菌 Sc2在三环唑浓度为 4 000μg/mL的
培养基上基本能够生长，但长势十分弱小，菌落

不易观察，三环唑浓度达到 5 000μg/mL时，Sc2不
能生长。拮抗细菌与三环唑的相容性测定结果表

明，拮抗细菌 Sc2与三环唑有较好的相容性，对三

图 4 菌株 Sc2基于 16S rDNA序列的系统发育树
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图 5 Sc2发酵上清液对稻瘟病菌孢子萌发的影响
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图 6 Sc2发酵上清液对稻瘟病菌菌丝生长的影响

图 7 Sc2菌株发酵上清液不同稀释倍数对稻瘟病菌

菌丝生长的影响
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环唑敏感性较低（表 1）。
从表 2可见，拮抗细菌 Sc2发酵液与三环唑配

比施用的预防作用要显著高于治疗作用。预防效

果均高于 80%，其中 Sc2发酵液与三环唑配比为 1∶2
时，预防效果达到 90.33%，与三环唑单独施用无

显著性差异。在对稻瘟病的治疗作用中，三环唑

单独施用效果最好，治疗效果为 71.01%，随着 Sc2
发酵液配比份额的逐渐加大，其治疗效果逐渐下

降，拮抗细菌单独施用治疗效果仅为 47.83%，说
明拮抗细菌对水稻苗期稻瘟病有显著的预防作

用，治疗作用不明显。总体来看，发病前喷施 Sc2
与三环唑 1∶2的复配液对水稻稻瘟病苗瘟防治作

表 1 Sc2发酵液与不同浓度三环唑相容性测定

菌株

Sc2
注：+++：菌落直径大于滤纸片直径；++：菌落直径等于滤纸片直径；+：菌落直径小于滤纸片直径；- ：菌体不能生长

相容性

CK
+++

100μg/mL
+++

500μg/mL
+++

1000μg/mL
+++

2000μg/mL
+++

3000μg/mL
++

4000μg/mL
+

5000μg/mL
-

表 2 Sc2发酵液与三环唑混配对稻瘟病的防治效果

拮抗细菌

与三环唑

配合比例

1:0
1:1
1:2
2:1
0:1
CK

预防作用

分级

0
20
20
24
21
23
0

1
6
8
4
7
5
0

2
4
2
2
2
2
7

3
0
0
0
0
0
23

病情

指数

0.15
0.13
0.09
0.12
0.10
0.92

预防

效果 (%)
83.09 D
85.50 C
90.33 A
86.71B
89.13 A
0.00 E

治疗作用

分级

0
1
7
8
5
12
0

1
14
17
19
16
13
0

2
13
5
1
8
4
7

3
2
1
2
1
1
23

病情

指数

0.48
0.33
0.30
0.38
0.26
0.92

治疗

效果 (%)
47.83 D
64.13 C
67.39B
57.73 D
71.01 A
0.00 E

用最好，效果优于其他处理。

3 讨 论

应用拮抗微生物防治植物病害可以减少化学

农药对农业生态环境污染。本研究从水稻根系土

壤中筛选出一株对稻瘟病菌有显著抑制效果的细

菌 Sc2，经鉴定为枯草芽胞杆菌，另外本作者还测

试了 Sc2对其他 7种病原菌的抑菌作用，结果表明

Sc2均对其有较强的抑菌活性，表明 Sc2具有高

效、广谱性，有作为生防制剂的潜能。

目前已有学者筛选出防治水稻稻瘟的拮抗细

菌。彭化贤筛选出一株拮抗细菌 A-S-1-2可明显

抑制水稻稻瘟病孢子萌发，但在抑制菌丝生长上

表现不理想 [22]，而李永刚筛选出一株枯草芽胞杆

菌 L1主要对菌丝生长进行抑制，对分生孢子萌发

影响较小 [23]。本研究中 Sc2次生代谢产物对稻瘟

病菌丝生长和孢子萌发均有显著的抑制作用，说

明不同的拮抗细菌，甚至同种拮抗细菌的抑菌机

制都不尽相同，后续试验应将对受抑制的稻瘟病

菌进行电镜观察，进一步明确 Sc2次生代谢产物

的抑菌机制。

在拮抗细菌的筛选方法上，最常用的方法主

要有平板划线法、抑菌圈法或琼脂块法及纸片法

等 [24]。本试验初筛由于工作量大采取了平板对峙

法，相对于其他方法更便捷，节省时间。复筛采

用打孔法，此方法对于拮抗细菌进行液体培养，

相对于平板划线法等方法，菌体长势较好，抑菌

效果更直观、显著。

利用生防菌与低毒农药混配可以有效解决施

用农药带来的抗药性与残留问题，而且还弥补了

生防菌作用单一，稳定性差等不足。陈志谊等研

究筛选出一株枯草芽抱杆菌与戊哇醇混合复配对

蚕豆的枯萎病菌有较强的拮抗作用，复配带来的

增效可显著提高枯萎病病害的预防和治疗效

果 [25]。常有宏等研究了枯草芽孢杆菌 B-916与嘧

霉胺复配对梨黑斑病菌的抑菌作用，试验结果表

明，其复配比 2∶1 时对病菌的田间防效可达

58.26%，显著优于嘧霉胺和 B-916单剂 [26]。但目

前对于水稻稻瘟病此方向研究较少，这也是本试

验创新点之一。Sc2发酵液与三环唑有较好的相

容性，室内盆栽结果表明，1∶2混配后对苗期稻瘟

病有显著的预防作用。但此研究结果的应用前景

还需在后续的田间试验中加以验证。
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