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摘  要: 本研究对水稻稻瘟病菌的拮抗菌 L1 形态、生理生化特性等进行测定, 结果发现其为杆状

细胞、革兰氏阳性、菌落不规则有褶皱、好氧生长、颜色较深等, 初步鉴定为枯草芽孢杆菌; 拮
抗菌 L1 培养 5 d 的发酵液抑菌活性最高, 抑菌率为 74.57%; 拮抗菌 L1 对水稻稻瘟病菌的拮抗活

性物质对温度不敏感; 拮抗菌 L1 的发酵液用硫酸铵梯度沉淀法提取粗蛋白, 在 50%~60%硫酸铵

饱和度下沉淀的粗蛋白质对水稻稻瘟病菌抑菌效果最好, 平均抑菌半径达 0.51 cm。 
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Identification and Characterization of an Antagonistic Strain 
L1 Against Phyricularia grisea 
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Abstract: On the basis of morphological, physiological and biochemical characterization, the antagonistic 
bacterium strain L1 against Phyricularia grisea was identified. The strain L1 was bacilliform, Gram-positive, 
fuscous and draped colonies, aerobiosis. The result showed that the strain L1 belongs to Bacillus subtilis. 
The antimicrobial activity of fermentation liquid reached the highest after 5 days-old cultures. And inhibitory 
rate accounted for 74.57%, but it had not changed along with the time increase. The activity effect of antim-
icrobial substances was insensitive to heat. The filtrated Bacillus subtilis strain L1 was precipitated in grades 
with the ammonium sulfate to draw the antimicrobial proteins and crude proteins were obtained. One crude 
protein drawn with ammonium sulfate at 50%~60% saturation showed strong antimicrobial activities to Phy-
ricularia grisea. Average radius was accounted for 0.51 cm. 
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稻瘟病, 是一种世界性的水稻病害, 严重影响
了水稻的产量和品质, 全球每年因稻瘟病造成的水
稻产量损失达 11%~30%[1]。目前稻瘟病的防治手段

还主要依靠培育抗病品种及化学农药, 但二者都有

很难克服的弊端。从 20 世纪 50 年代起, 人们开始
寻求控制稻瘟病的生物防治方法[2]。 

在病害发生的环境中, 存在大量的对病原菌有
拮抗作用的菌株[3]。利用拮抗菌防治植物病害是十
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分活跃的研究领域之一, 并已显示出良好的应用前
景。生防菌的种类繁多, 生产上广泛应用的有真菌、
细菌、放线菌和病毒等。在植物病害生防细菌中, 研
究较多的是芽孢杆菌, 它是一类重要的微生物资源, 
是一类嗜温好氧和兼性厌氧、产生抗逆性内生孢子

的杆状腐生细菌。它在自然界中广泛存在, 能够产
生对热、紫外线、电磁辐射和某些化学药品有很强

抗性的芽孢, 可以耐受各种不良的环境条件[4]。芽孢

杆菌中用于防治稻瘟病的主要有枯草芽孢杆菌( B. 
subtilis)、短小芽孢杆菌(B. pumilis)和蜡状芽孢杆菌
(B. cereus)等[5]。其中, 枯草芽孢杆菌(B. subtilis)是
研究较为深入的优良生防菌株之一, 是芽孢杆菌属
中的主要抗菌蛋白生产菌[6], 能产生 70 多种抗菌物
质, 包括脂肽类、肽类、磷脂类、多烯类、氨基酸
类和核酸类等多种化合物, 研究较多的是具有极高
生物工程利用价值的脂肽类和肽类抗生素。 

本研究从水稻根际分离到 1 株对稻瘟病菌具有
拮抗作用的菌株, 并对其进行了初步鉴定, 初步测
定了其抑菌特性, 为该生防菌的进一步研究和应用
打下了基础。 

1  材料与方法 

1.1  水稻拮抗菌株 L1 的鉴定 
1.1.1  供试拮抗菌株：拮抗菌株 L1由本课题组自水
稻根际土壤中分离并保存。 
1.1.2  拮抗菌 L1 的鉴定：菌株的细胞染色、形态

特征、培养特征和生理生化分析等主要参照文 
献[7]和[8]。 

1.2  拮抗菌 L1 不同发酵时间对水稻稻瘟病菌菌

丝生长的影响 
1.2.1  供试菌株：水稻稻瘟病菌(Phyricularia grisea )
由本课题组提供。 
1.2.2  拮抗菌 L1 不同发酵时间对水稻稻瘟病菌菌

丝生长的影响：将拮抗菌 L1接种于 KB液体培养基
中, 振荡培养过夜作为种子液, 按 1%接种量转接于
KB 液体培养基中(装液量 100 mL/300 mL 三角瓶), 
28℃ 170 r/min振荡培养 1 d、2 d、3 d、4 d、5 d、
7 d和 9 d后, 湿热灭菌后取滤液加入定量的 PDA培
养基中使终浓度达到 2%, 充分混匀, 倒入 15 mL灭
菌的培养皿中, 待培养基冷却后在平板中央接种直
径 0.7 cm的水稻稻瘟病菌菌碟, 以无菌发酵液为空
白对照, 每个处理 3次重复, 26℃培养 120 h后测定

水稻稻瘟病菌菌落直径, 计算抑菌率。 

1.3  拮抗菌 L1 发酵液对水稻稻瘟病菌分生孢子

萌发的影响 
1.3.1  稻瘟病菌分生孢子的准备：稻瘟病菌在燕麦

片培养基产孢培养, 采用穆常青等[9]的方法。 
1.3.2  供试方法：拮抗菌 L1在定量 100 mL KB液
体培养基中(装液量 100 mL/300 mL 三角瓶) 28℃ 
170 r/min振荡培养培养 48 h的菌液经细菌滤器过滤
后分成 2份, 1份湿热灭菌, 1份不处理, 按 5％的浓
度加入稻瘟病菌孢子悬浮液中最终体积为 2 mL, 加
入无菌发酵液为空白对照, 观察拮抗菌 L1发酵液对
孢子萌发的影响。 

1.4  拮抗菌 L1 抗菌粗蛋白质的提取及活性测定 
1.4.1 拮抗菌L1 抗菌粗蛋白质的提取：参照何青芳

蛋白提取方法 [10,11]略有改进, 将拮抗菌L1 接种于
KB液体培养基中 , 振荡培养过夜作为种子液 , 按
1%接种量转接于KB液体培养基中(装液量 100 mL/ 
300 mL三角瓶), 28℃ 170 r/min培养 48 h; 发酵液经
滤纸过滤后, 再通过细菌滤器除去菌体, 收集滤液; 
抗菌粗蛋白质采用(NH4)2SO4分级沉淀法提取, 7 个
硫酸铵梯度分别为: 0%~30% (含 30%); 30%~ 40% 
(不含 30%); 40%~50% (不含 40%); 50%~60% (不含
50% ) ;  60%~70%  (不含 60% ) ;  70%~80%  (不 
含 70%); 80%~100% (不含 80%)沉淀蛋白 ; 4℃  
8000 r /min 离心 20 min 收集沉淀 ,  溶于适量 
10 mmol/L的磷酸钠盐缓冲液(PBS, pH8.0)中; 将蛋
白溶液装入处理好的透析袋(截留分子量 12 kD)中, 
4℃下用同缓冲液透析脱盐。离心弃不溶性沉淀, 上
清液即为抗菌粗蛋白, 用于抑菌活性检测。 
1.4.2  拮抗菌 L1 抗菌粗蛋白质对水稻稻瘟病菌菌

丝生长的影响：制 PDA 平板, 在距离 PDA 平板中
央 3 cm处用内径为 0.7 cm的打孔器在对称的方向
上打 2个孔, 取 0.03 mL上述分级提取的粗蛋白注入
到每个孔中, 然后在此 PDA 平板中央接种直径为
0.7 cm水稻稻瘟病菌菌蝶, 每个处理 3个重复, 26℃
培养 120 h 后测量抑菌的半径, 分析比较不同梯度
的沉淀的蛋白质抑菌活性的差异。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗菌 L1 的鉴定 
根据常见细菌鉴定手册 [7,8]对拮抗菌L1 细胞染

色、形态特征、培养特征和生理生化分析, 其结果
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见表 1。 
 

表 1  拮抗菌 L1 的特性 
Table 1  Characters of antagonistic strain L1 

特征 Characters 结果 Results 

革兰氏染色(Gram stain) + 

细胞杆状(Bacilliform) + 

芽孢圆形(Spore round) − 

厌氧生长(Anaerobic Growth) − 
明胶水解(Gelatinhydrolysis) + 

水解淀粉(Starchhydrolysis) + 

纤维素酶(Celluase) − 
β-1, 3-葡聚糖酶(β-1,3-Glucanase) − 
卵磷脂水解(Lecithinhydrolysis) − 
接触酶(Catalase) + 

V-P实验(V-P Test) + 

柠檬酸盐(Citrate) − 
酪蛋白酶(Casease) + 

几丁质酶(Chitinase) − 
苯丙氨酸(Phenylalanine) − 
尿素水解(Urea Hydrolysis) + 

硝酸盐还原酶(Nitrate reductase) + 

2%氯化钠(2% NaCl) + 

5%氯化钠(5% NaCl) + 

7%氯化钠(7% NaCl) + 

10%氯化钠(10% NaCl) − 
10℃ + 

55℃ − 
65℃ − 

注：+: 为阳性; −: 为阴性 

Note: +: Positive; −: Negative 

从表 1 及生长特性可见, 在 KB 液体培养基上, 
菌落是圆或者不规则形, 表面不亮, 不透明, 2 d~3 d
后变厚, 菌落上有褶皱、黏着的膜产生, 后期颜色 
变褐。 

根据形态特征与化学分类相结合定属的原则 , 
菌株 L1为革兰氏阳性细菌, 好氧生长, 细胞直杆状, 
生芽孢 , 有侧生鞭毛 , 可初步确定为芽孢杆菌属
(Bacillus)。 

根据多相分类, 综合培养特征和生理生化特征
定种的原则, 菌株 L1的形态特征与培养特征, 生理
生化特征均与枯草芽孢杆菌相同, 故初步鉴定为枯
草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。 
2.2  不同时间处理发酵液对水稻稻瘟病菌菌生长

的影响 
拮抗菌 L1 液体发酵测定其分泌抗菌次生代谢

产物达到最高点的时间, 以不同培养时间取样, 然

后进行湿热灭菌, 采用菌丝生长速率法测定其对水

稻稻瘟病菌菌丝生长抑制效果, 加无菌发酵液作为

空白对照, 结果见表 2。 

从表 2可见, 拮抗菌 L1培养不同时间的发酵液

经湿热灭菌处理后, 在 1%的水平上培养 4 d与 5 d、

7 d、9 d的发酵液对稻瘟病菌菌丝生长抑制率存在

显著差异, 而与 3 d的发酵液不存在显著差异, 说明

培养 5 d 时发酵液中抑菌活性物质含量达最高, 达

74.57%, 随时间延长抑菌效果不再增加。 

 
表 2  不同处理时间拮抗菌 L1 发酵液对水稻稻瘟病菌菌丝生长的影响 

Table 2  Effect of antagonistic strain L1 on mycelium growth of Phyricularia grisea  

菌落直径 
Colony diameters (cm) 

显著水平 
Significance level 培养天数 

Cultivate days (d) 
1 2 3 

平均值 
Mean (cm) 

抑制率 
Inhibitory rate (%) 

0.05 0.01 

CK 3.44 3.50 3.45 3.46  f E 

1 3.12 3.08 3.14 3.11 10.12 e D 

2 2.82 2.76 2.88 2.82 18.50 d C 

3 2.24 2.18 2.28 2.23 35.55 c B 

4 2.24 2.16 2.18 2.19 36.71 c B 

5 0.86 0.90 0.88 0.88 74.57 b A 

7 0.8 0.82 0.84 0.82 76.30 ab A 

9 0.8 0.8 0.8 0.80 76.88 a A 

 
2.3  拮抗菌 L1 发酵液对水稻稻瘟病菌孢子萌发

的影响 
拮抗菌L1液体发酵培养 48 h后用细菌滤器过滤

后湿热灭菌(1×105 Pa)和未灭菌处理的发酵液, 加

入到稻瘟病孢子悬浮液中至总体积 2 mL浓度达 5%, 
加入无菌发酵液为对照, 待对照中 70%以上萌发时
开始查孢子萌发数, 每个处理调查 100 个孢子, 结
果见表 3。 



李永刚等: 水稻稻瘟病拮抗菌 L1鉴定及抑菌特性的初步研究 901 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 3  拮抗菌 L1 对水稻稻瘟病菌孢子萌发的影响 
Table 3  Effect of antagonistic strain L1 on germination of Phyricularia grisea spores 

萌发率 Germinative rate (%) 显著水平 Significance level 
处理方式 Treatments 

1 2 3 
平均值 

Mean (%) 0.05 0.01 

过滤 Filtration 56 58 54 56 a A 

湿热灭菌 Moist heat 60 56 52 56 a A 

CK 78 79 76 78 b B 

 
表 4  拮抗菌 L1 分泌粗蛋白对水稻稻瘟病菌菌丝生长的影响 

Table 4  Effect of strain L1 crude proteins on mycelium growth of Phyricularia grisea  

拮抗带宽 
Inhibition zone width (cm) 

显著水平 
Significance level 不同饱和度 

Various saturations 
1 2 3 

平均值 
Average (cm) 

5% 1% 

0％~30% 0.32 0.34 0.30 0.32 b B 

30%~40% 0.34 0.38 0.36 0.36 bc BC 

40%~50% 0.44 0.38 0.40 0.41 c C 

50%~60% 0.46 0.52 0.56 0.51 d D 

60%~70% 0.16 0.20 0.18 0.18 a A 

70%~80% 0.16 0.18 0.14 0.16 a A 

80%~100% 0.14 0.16 0.12 0.14 a A 

 
从表 3可见, 拮抗菌 L1用细菌滤器过滤后的湿

热灭菌和未灭菌处理的发酵液对稻瘟病菌的孢子均

有抑制作用, 且无显著差异, 与对照比存在显著差
异, 表明活性物质对热不敏感, 处理与对照的萌发
率相差较少, 说明拮抗菌 L1的次生代谢产物中对稻
瘟病菌的分生孢子有一定的抑制作用。 

2.4  拮抗菌 L1 抗菌粗蛋白质的提取及活性测定 
抗菌粗蛋白质采用(NH4)2SO4分级沉淀法提取

后, 测定其对水稻稻瘟病菌菌丝生长的影响, 结果
见表 4。 

从表 4可见, 在硫酸铵 50%~60% (不含 50%)饱
和度时沉淀蛋白与其它梯度沉淀蛋白的拮抗效果存

在显著差异, 其拮抗带宽达 0.51 cm, 明显超出其它
饱和度的拮抗效果, 说明在此饱和度下沉淀出的抑
菌活性蛋白最多, 为进一步对拮抗菌 L1抑菌蛋白的
纯化与鉴定奠定了基础。 

3  讨论 

经初步鉴定, 拮抗菌 L1为枯草芽孢杆菌, 进一
步鉴定还有待于采用 16S rDNA的序列测定。 

拮抗菌 L1 是从北方寒地水稻根际土壤中分离
获得, 因此该菌株将来开发成细菌制剂更能适应于
北方农田生态系统的复杂性, 为今后在寒地水稻稻 

 

瘟病的生物防治研究提供了一定的基础。 

拮抗菌 L1 的次生代谢产物对稻瘟病菌的抑菌

作用主要是通过对菌丝生长进行抑制, 而对分生孢

子的萌发影响较小。进一步对稻瘟病菌产孢及分生

孢子萌发后芽管伸长等进行测定, 将明确拮抗菌 L1

的次生代谢产物对稻瘟病菌的抑菌机制。 

拮抗菌L1 抗菌物质采用(NH4)2SO4分级沉淀法

提取, 不同梯度下的粗蛋白抑菌效果存在显著差异, 

说明拮抗菌L1 的次生代谢产物中有蛋白起拮抗作

用, 并且可能是多种蛋白, 这为今后蛋白纯化和鉴

定提供了依据。 

拮抗菌L1 的抑菌活性物质对高温不敏感, 说明

其抑菌活性物质可能为小分子量物质, 且可能与抗

菌蛋白的高级结构无关。因此在今后的研究中就可

利用拮抗菌L1 分泌的抗菌物质对高温稳定的特性, 

采用高温处理除去大量的杂蛋白, 然后再进行纯化, 

试验过程将会简单, 容易操作, 在材料上为进一步

研究该蛋白提供了保证[12−15]。下一步将对拮抗蛋白

进行纯化, 期望通过对该蛋白进行氨基酸组成分析

及N-末端的氨基酸测序, 以此设计探针, 构建该菌

的cDNA文库, 以期最终克隆该基因, 为水稻稻瘟病

基因工程打下基础。 
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样本的算术平均数用英文小写x , 不用大写X , 也不用Mean。标准差用英文小写s, 不用SD。标准误用

英文小写 xs , 不用S E。t 检验用英文小写 t 。F检验用英文大写F。卡方检验用希文小写χ2 。相关系数用

英文小写r。样本数用英文小写n 。概率用英文大写P。 
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