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摘  要: 从麦田和蔬菜地土样中筛选到 2 株具有较高抗菌活性的生防菌株 YD4-6 和 NV11-4, 测定

了其抑菌活性和诱导水稻防御性相关酶活性的变化。抑菌活性测定结果表明 YD4-6 和 NV11-4 对

水稻纹枯病菌、水稻稻瘟病菌、油菜菌核病菌和白菜黑斑病菌均具有较强的抑菌活性。两菌株均

不产生几丁质酶活性, 但 NV11-4 能产生纤维素酶活性。针对其对水稻病原菌的抑菌活性和纤维素

酶活性的差异及其特性, 研究了 2 个菌株诱导水稻防御性酶活性的变化。结果表明, YD4-6 和

NV11-4 菌株均可有效诱导水稻 PPO、POD、PAL、SOD 活性增强, MDA 含量升高。接种水稻纹

枯病菌和使用 YD4-6 和 NV11-4 菌株, 在使用 48 h 后, 水稻防御酶的活性增加并达到最高, 其中

NV11-4 菌株诱导活性比较持久; YD4-6 使用后, 诱导水稻的 MDA 含量增幅较大。结果显示, 2 个

菌株均可有效的诱导水稻防御性酶活性增强和 MDA 含量增加。经 16S rRNA 鉴定后, 菌株 Y4-6

确定为蜡质芽孢杆菌, NV11-4 确定为枯草芽孢杆菌。 
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The Inhibition Activities of Isolates YD4-6, NV11-4 and  
Their Induced Activities to Rice Defense Enzyme 
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Abstract: YD4-6 and NV11-4 strains were isolated from wheat soil and vegetable soil, both of them 
exhibited a better antifungal activities to several plant pathogens. The results exhibited that YD4-6 and 
NV11-4 showed antifungal activities to Rhizoctonia solani, Magnaporthe grisease, Sclerotinia scle-
rotiorum and Alternaria brassicae, while NV11-4 also can inhibit the growth of Fusarium moniliforme. 
Both of these two isolates exhibited without chitinase activity, NV11-4 with cellulase activities. Based 
on these differences to antifungal and cellulase activities of the YD4-6 and NV11-4, their effects on rice 
defense enzyme were observed. The results indicated that YD4-6 and NV11-4 effectively increased rice 
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PPO, POD, PAL and SOD activities, also promoted concentration of MDA. When the R. solani used 
with isolates YD4-6, NV11-4, respectively, the induced activities of PPO, POD, PAL, SOD and con-
centration of MDA were higher than that of only used R. solani, YD4-6 or NV11-4. Compared with two 
antagonistic bacteria induced activities to rice defense enzyme, NV11-4 exhibited more durable than 
that of YD4-6, also YD4-6 induced accumulation of MDA, these difference maybe related with charac-
ter of these two isolates. These two isolates were identified in database by using 16S rRNA sequence of 
YD4-6 or NV11-4. YD4-6 identified as Bacillus cerecus, and NV11-4 as Bacillus subtilis. 

Keywords: YD4-6 and NV11-4, Antifungal activities, Rice, Defense enzyme 

利用生防菌株防治水稻病害是目前植物病害生

物防治的主要内容 [1−4], 研究生防菌株的作用机理, 

对深化生防菌的应用有重要的意义[4−5]。生防菌株的

抑菌机理, 是生物防治的研究热点, 在这方面有大

量的研究报道[3,6]。拮抗细菌作为生物活体, 抑菌机

理比较复杂。已有研究发现的主要抑菌机理有: 诱

导植物产生抗性[7−9]; 产生具有拮抗活性物质, 这类

物质有环状脂肽化合物、有机酸和一些小分子的抗

生素等[2,10]; 分泌纤维素酶、果胶酶、葡聚糖苷酶、

抗菌蛋白质、几丁质酶等蛋白类抗菌物质[2,10−11]; 以

及定殖于根系, 实现竞争防病机制[1,6]。其中, 诱导

寄主抗病性 , 是拮抗微生物抗病作用的主要机理 , 

在这方面已有大量的研究报道。研究生防菌株诱导

植物抗性特点, 对利用拮抗微生物资源, 实现高效

防治植物病害的具有重要意义[4,6−7,12]。本研究针对

两株不同来源生防菌株, 研究了其对 5 种病原菌的

抑制活性, 并探讨了其诱导水稻的防御性酶的活性

变化和对丙二醛(MDA)含量的影响, 为探讨和利用

两种具有不同防治机理的生防菌协同防治水稻病害

提供技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  YD4-6和NV11-4对 5种植物病原菌抑菌活性

的测定 
细菌分离物 YD4-6 分离于扬州里下河农科所麦

田土样, NV11-4 分离自南京麒麟门镇辣椒地土样。 
细菌分离物 YD4-6 和 NV11-4 分别移入 200 mL 

YPG (葡萄糖 5 g, 酵母膏 5 g, 胰蛋白胨 5 g)培养液

中, 在 28ºC 下振荡(150 r/min)培养 48 h 后, 得到拮

抗菌培养液(采用稀释法测定菌含量后, 将菌含量调

配为 1010 CFU/mL)。采用杯碟法测定两株对水稻纹

枯病菌 RH-2 (R. solani)、水稻稻瘟病菌(M. grisease) 

2008-10、水稻恶苗病菌(F. moniliforme) F-1、油菜菌

核病菌(S. sclerotiorum) NJ-3 和白菜黑斑病菌 N-1 

(A. brassicae)的抑制活性[2]。所有菌株均由本实验室

保存。 

1.2  YD4-6 和 NV11-4 菌株几丁质酶活性检测 
取培养好的拮抗菌发酵液 10 μL 滴加到胶体几

丁质培养基[NH4H2PO4 1.0 g, KCl 0.2 g, MgSO4·7H2O 
0.2 g, 胶体几丁质 1% (W/V)定容至 1000 mL, pH 7.0, 
琼脂 20 g]上, 27ºC 培养 2−3 d 观察有无透明圈[11]。 

1.3  YD4-6 和 NV11-4 菌株纤维素酶活性检测 
利用刚果红染色测定。将待鉴定的拮抗菌培养

在含有纤维素酶活性检测培养基(蛋白胨 10 g, 酵母

粉 10 g, 羧甲基纤维素钠 10 g, NaCl 5 g, KH2PO4 
1 g, 琼脂 18 g, pH 7.0)的平板上, 在 37ºC 恒温培养

2−4 d, 然后往培养皿加入 2 mL 1 g/L 刚果红溶液 , 
1 h 后, 弃去染液, 加入 2 mL 1 mol/L NaCl 溶液, 洗

涤 1 h, 去除 NaCl 溶液, 再加入 0.5 mL 1 mol/L 盐酸, 
涂匀 , 背景呈蓝色 , 若菌株产生纤维素酶 , 则在菌

落的周围会出现清晰的透明圈[13]。 

1.4  YD4-6 和 NV11-4 菌株对水稻防御性酶活性

及丙二醛含量的影响 
本实验采用盆栽实验进行, 实验水稻品种为金

刚 30。选择长势一致并进入孕穗期的水稻植株作为

供试植株。水稻纹枯病菌接种采用牙签法接种, 每

株接种 1 只牙签[14]。 
1.4.1  实验设计: (1) 单独喷施 YD4-6; (2) 接种水

稻纹枯病菌(RH-2)并使用 YD4-6, 表示为 YD4-6 + 
RH-2; (3) 单独使用 NV11-4,表示为 NV11-4; (4) 接

种水稻纹枯病菌(RH-2)并喷施 NV11-4, 图表中表示

为 NV11-4 + RH-2; (5) 接种水稻纹枯病菌(RH-2), 
图表中表示为 RH-2; (6) 喷施清水作为对照, 图表

中表示为 CK。 
上述处理后 9、24、48、72、96 和 120 h 分别

取 样 , 测 定 水 稻 多 酚 氧 化 酶 (PPO)、 过 氧 化 物 酶

(POD)、苯丙氨酸解氨酶(PAL)、超氧化物歧化酶
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(SOD)活性和丙二醛(MDA)含量。 
1.4.2  酶液的提取: 取水稻叶片 2 g, 加入 2 mL 
0.05 mol/ L 的磷酸缓冲液(pH 6.8)和少量石英砂, 冰

浴研磨, 15000 r/min 离心 20 min, 取上清液即为粗

酶液[3−4,7−8]。 
1.4.3  多酚氧化酶(PPO)活性测定: 在 2.95 mL 反应

体系中含有 50 mmol/L pH 7.8 磷酸缓冲液 2.5 mL、

100 mmol/L 邻苯二酚 200 μL 和 150 μL 粗酶液。加

入邻苯二酚启动反应, 在室温下测定 5 min 内 A400

值的变化。以 A400 变化 0.01 为一个酶活性单位[3−4,7]。 
1.4.4  过氧化物酶 (POD)活性测定 : 用 改 进 的

Maehly 方法测定。反应混合液: 100 mmol/L 磷酸缓

冲液(pH 7.0) 2.91 mL, 20 mmol/L 愈创木酚 50 μL, 
30%过氧化氢 20 μL, 在试管中混合均匀。37ºC 恒温

水浴 3 min, 加入 20%三氯乙酸 20 μL 中止反应。

在 470 nm 下测定其吸光度, 以 pH 7.0 磷酸缓冲液作

为空白调零。一个活性单位定义为 1 min 氧化 1 μmol
愈创木酚(ε = 26.6 mmol/cm)的酶量。每个处理重复

测定 3 次[7,15]。 
1.4.5  苯丙氨酸解胺酶(PAL)活性测定: 取 1.0 g 叶

片于预冷的研钵中, 加入 5 mL 50 mmol/L 硼酸缓冲

液(pH 8.7, 内含 5 mmol/L 亚硫酸钠)和 0.1 g 聚乙烯

吡 咯 烷 酮 及 少 量 石 英 砂 , 冰 浴 研 磨 成 匀 浆 , 于

4ºC、9000 r/min 离心 20 min, 上清液即为粗酶液。

在 3.5 mL 反应体系中含粗酶液 0.5 mL、50 mmol/L
硼酸缓冲液 2 mL、0.6 mol/L L-苯丙氨酸 1 mL, 酶

液最后加入。加入酶液后于 30ºC 水浴保温 30 min, 
立即加入 6 mol/L HCl 终止反应, 测定 OD290 值, 以

OD 值变化 0.01 为一个酶活力单位(U) [4,7]。 
1.4.6  超氧化物岐化酶(SOD)活性测定: 采用高灵

敏度的氯化硝基氮兰四唑(NBT)光还原测定 SOD 活

性。在 6 mL pH 7.8 的 50 mmol/L 磷酸缓冲液反应液

中含有 13 mmol/L 的甲硫氨酸 2.7 mL、75 μmol/L
的 NBT 0.1 mL、 0.1 μmol/L 的 EDTA 0.1 mL、

2 μmol/L 的核黄素 0.1 mL 以及 20 μL 粗酶液, 在

25ºC、4000 lx 光照 20 min 后终止反应, 在 560 nm

下测定吸光度(A)值, 酶活性单位采用抑制光化还原

50%的酶量为一个酶活性单位[16−17]。 
1.4.7  丙二醛(MDA)含量测定: 取粗酶液 1.5 mL, 
加入 2.5 mL 0.5%硫代巴比妥酸(TBA, 溶解于 20% 
三氯乙酸), 在沸水浴中保温 30 min 后立即冷却 , 
4000 r/min 离心 20 min, 去上清, 分别在 450、532
和 600 nm 下测吸光度值(A), 计算 MDA 含量[4]。 

1.5  菌株的 16S rRNA 鉴定 
采 用 扩 增 细 菌 16S rRNA 的 通 用 引 物 , 27F 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1541R(5′-A 

AGGAGGTGATCCAGCC-3′)来扩增其 16S rRNA。

PCR 反应体系为: 10 × Buffer 5 μL, 10 mmol dNTPs 

1.0 μL, 5 U/μL Taq DNA 聚合酶 0.5 μL, 25 mmol 氯

化镁 5.0 μL, 10 μmol/L 上下游引物各 1.0 μL, 用无

菌水将反应液体积补足至 50 μL。 

PCR 的反应程序为: 94ºC 5 min; 94ºC 1 min, 

56ºC 1 min, 72ºC 2 min, 30 个循环; 72ºC 7 min。取

5 μL 扩增产物与 1 μL Loading buffer 混合, 在 1%的

琼脂糖凝胶(含 Goldeiew DNA 染料 5 μL/100 mL)上

点样, 在 5 V/cm 的电泳仪上电泳 45 min, 在 UVI 凝

胶成像系统上进行分析。将扩增产物送上海生工生

物科技有限公司进行测序, 将得到的 DNA 序列在数

据库进行比对, 用 MEGA 4.0 version 对 YD4-6 和

NV11-4 的序列与同属中不同种进行多序列比较, 构

建系统发育树[18−21]。 

2  结果与分析 

2.1  YD4-6和NV11-4对 5种植物病原真菌的抑菌

活性 
YD4-6 和 NV11-4 对 5 种病原真菌具有不同的

抑制活性(表 1)。其中, 来自蔬菜地的 NV11-4 对白

菜黑斑病菌菌丝生长具有较好的抑制活性; 来自麦

地的 YD4-6 则对油菜菌核病菌、水稻纹枯病菌和水

稻稻瘟病菌具有较好的抑菌活性, 对水稻恶苗病菌

不具有抑制活性。 
 

表 1  YD4-6 和 NV11-4 对五种病原菌的抑制菌丝生长 
Table 1  Inhibition effect to growth of five plant pathogens by YD4-6 and NV11-4 strains  

抑菌圈直径 Diameter of inhibition to growth of five plant pathogens (mm) 
菌株 

Strains 水稻纹枯病菌 
R. solani 

水稻稻瘟病菌 
M. grisease 

水稻恶苗病菌 
F. moniliforme 

油菜菌核病菌 
S. sclerotiorum 

白菜黑斑病菌 
A. brassicae 

YD4-6 24.3 ± 0.577 26.5 ± 0.500 0 25.8 ± 0.764 12.2 ± 0.866 

NV11-4 25.5 ± 0.707 22.3 ± 0.929 23.7 ± 1.155 19.3 ± 0.577 26.8 ± 0.289 
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2.2  两株菌株的几丁质酶活性和纤维素酶活性

测定 
研究结果表明, YD4-6 和 NV11-4 菌株均不能分

泌产生几丁质酶活性。NV11-4 能产生纤维素酶活性, 
YD4-6 则不能产生纤维素酶活性(图 1)。这说明这两

株具有不同抑菌机理。 

2.3  两株菌株诱导水稻 4 种防御酶活性和 MDA
含量的变化 
2.3.1  YD4-6 和 NV11-4 菌株诱导水稻 PPO 酶活性

变化: 图 2 结果表明, YD4-6 对水稻 PPO 酶活性具

有较大的影响。在使用了 YD4-6 后 48 h, PPO 酶活

性 达 到 峰 值 , 随 后 活 性 处 于 缓 慢 下 降 中 ; 菌 株

NV11-4 对 PPO 酶活性诱导作用和 YD4-6 的诱导作

用相当, 趋势一致; YD4-6、NV11-4 分别和水稻纹枯

病菌同时使用后, 对水稻 PPO 酶的诱导作用大于单

独使用两个菌株, 且 NV11-4 和纹枯病菌同时使用

的诱导效果更强, 120 h 后该酶的活性仍然为对照处

理的 2 倍以上, 说明两菌株诱导 POD 酶均有较长的

持效性。 
2.3.2  YD4-6 和 NV11-4 菌株诱导水稻 POD 酶活性

变化: 图 3 结果表明, YD4-6 和 NV11-4 菌株能有效

诱导水稻 POD 酶活性增强。在使用了 YD4-6 和

NV11-4 后 48 h, POD 酶活性均达到高峰; 在和水稻

纹枯病菌同时使用 48 h 后, 对水稻 POD 酶的诱导活

性比单独使用 YD4-6 或 NV11-4 高。在 120 h 后, 该

酶活性均比对照、单独接种纹枯病菌的处理高。

YD4-6 的诱导活性比 NV11-4 高一些, 趋势比较稳

定。在使用 120 h 后 POD 酶活性是对照处理的两倍

以上, 说明两菌株诱导 POD 酶均有较长的持效性。 
 

    

图 1  NV11-4 菌株分泌纤维素酶活性测定 
Fig. 1  Determination of Nv11-4 cellulase activity 

注: A: NV11-4 培养 3 d 后, 纤维素酶活性测定; B: NV11-4 培养 1−3 d 后, 纤维素酶活性所形成的透明圈面积. 
Note: A: Determination cellulase activity of NV11-4 cultured three days; B: Digested area by NV11-4 cellulase in different days. 
 

 

 

图 2  YD4-6 和 NV11-1 对水稻叶片 PPO 酶活性的影响 
Fig. 2  Effect of YD4-6 and NV11-4 strains on PPO activi-
ties in rice leave 
 

 

 

图 3  YD4-6 和 NV11-1 对水稻 POD 酶的活性影响 
Fig. 3  Effect of YD4-6 and NV11-4 strains on POD activi-
ties in rice leave  
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2.3.3  YD4-6 和 NV11-4 菌株诱导水稻 PAL 酶活性

变化: 结果表明(图 4), YD4-6 和 NV11-4 均可诱导水

稻 PAL 酶活性增强。在使用 YD4-6 后 24 h, PAL 酶

活性达到峰值, 随后活性处于缓慢下降中, 在 120 h
酶活性和对照相当; NV11-4、YD4-6、水稻纹枯病菌、

NV11-4 或 YD4-6 和水稻纹枯病菌同时接种后, PAL
酶活性在 48 h 达到最高值, 随后酶活性下降。结果

表明, PAL 酶的变化起伏较大, 所有处理在 120 h 后

PAL 酶活菌和对照相差无几, 说明两菌株诱导 PAL
酶活的持效期都较短。 
 

 

图 4  YD4-6 和 NV11-1 对水稻 PAL 酶的活性影响 
Fig. 4  Effect of YD4-6 and NV11-4 strains on PAL activi-
ties in rice leave 
 
2.3.4  YD4-6 和 NV11-4 菌株诱导水稻 SOD 酶活性

变化: 如图 5 所示, 结果表明, YD4-6 和 NV11-4 均

可以有效地诱导水稻 SOD 酶活性增加。使用 YD4-6
后 72 h, SOD 酶活性达到峰值; 使用 NV11-4 后, 酶

活 处 于 缓 慢 上 升 , 在 72 h 时 达 到 峰 值 , 趋 势 和

YD4-6 一致; 在和水稻纹枯病菌同时接种后, 对该

酶系的诱导作用比分别单独使用 YD4-6 和 NV11-4
高。利用 2 个菌株处理后, 在 120 h, 酶活性仍然为

对照的 1.5 倍以上。说明 2 个菌株可以有效地诱导水

稻 SOD 酶活性, 且具有一定的持效性。 
2.3.5  YD4-6和 NV11-4菌株诱导水稻 MDA的含量

变化: 结果表明(图 6), YD4-6 和 NV11-4 可诱导水稻

MDA 含量增加。在使用了 YD4-6 后 24 h, MDA 含

量明显上升。在使用了 NV11-4 后, MDA 含量缓慢

增加, 96 h 达到最高峰; 两菌株和纹枯病菌同时接

种后, MDA 的含量均比单独使用 2 个菌株的高。在

120 h, 用 2 个菌株处理后的水稻 MDA 含量均比对

照处理高, 约为对照的 3 倍以上。说明利用 YD4-6
和 NV11-4 可有效诱导水稻 MDA 含量增加。 

 

图 5  YD4-6 和 NV11-1 对水稻 SOD 酶的活性影响 
Fig. 5  Effect of YD4-6 and NV11-4 strains on SOD activi-
ties in rice leave  
 

 

图 6  YD4-6 和 NV11-1 对水稻 MDA 含量的影响 
Fig. 6  Effect of YD4-6 and NV11-4 strains on MDA con-
centration in rice leave 
 
2.4  YD4-6 和 NV11-4 的菌株鉴定 

获得的序列经过 NCBI 序列比对 , 结果表明

YD4-6 属于蜡质芽孢杆菌, NV11-4 是枯草芽孢杆菌, 

构建的系统发育树见图 7。 

3  讨论 

利用寄主的防御体系来控制病害, 对维护农田

生态环境和保护农产品品质意义重大。易龙等研究

了拮抗内生细菌与附生细菌及其组合对烟草诱导抗

性作用和对赤星病的控病作用, 结果表明烟草体内

PAL、PPO、POD 活性有不同程度的提高, 病程相

关蛋白也有量的积累[7]。张晓鹿等研究报道了生防

放线菌 Act1、Act8 和 Act11 与生防真菌 C、D、M1

和 M2 混合接种对辣椒根系生长、生防菌定殖能力

及辣椒叶片和根系诱导抗性的影响[3]。研究结果表

明, 不同菌株及其组合对寄主的抗性诱导效果是不

同的, 不同作用机理和拮抗活性的菌株对寄主的诱
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图 7  依据 16S rRNA 序列构建的菌株 YD4-6 和 NV11-4 的同属相关种的系统发育树 
Fig. 7  The phylogenetic tree of strain YD4-6 and NV11-4 

Note: Numbers in parentheses represent the sequences accession number in GenBank. The number at each branch point is the percentage 
supported by bootstrap. Bar, 0.005 substitutions per nucleotide position. 
 
导抗性水平具有显著不同。这说明针对不同生物活

性可结合对寄主的作用特点, 利用防治对象和寄主

之间防御酶系的反应特点制定和构建合理的使用技

术体系, 达到有效防治植物病害的目的[3−4,7−8,12]。 

本研究报道了同属于芽孢杆菌的蜡质芽孢杆菌

和枯草芽孢杆菌的抑菌活性及其分泌几丁质酶和纤

维素酶活性的能力差异, 结果表明 2 个菌株具有明

显的差别。其中 YD4-6 是分离自扬州旱田的土样, 

其对水稻纹枯病、水稻稻瘟病和油菜菌核病菌、白

菜黑斑病菌都具有较好的抑菌活性, 该菌株对水稻

恶苗病菌没有抑菌活性, 不具备产生几丁质酶和纤

维素酶活性的能力; NV11-4 是采自南京蔬菜地的土

样, 该菌株对水稻纹枯病菌、水稻稻瘟病菌、油菜

菌核病菌、白菜黑斑病菌和水稻恶苗病菌都具有较

好的抑菌活性, 且具有几丁质酶和纤维素酶活性的

能力; YD4-6 是分离自扬州的菌株, 2 个菌株在特性

等方面具有一定差异。进一步探讨两菌株诱导水稻

抗性, 结果表明, NV11-4 对水稻防御酶系的诱导活

性 较 强 , 总 体 水 平 较 高 , 表 现 出 较 长 的 持 久 性 , 

YD4-6 对 水 稻 MDA 含 量 的 变 化 有 显 著 影 响 。

NV11-4 和 2 株对病原菌拮抗活性以及和诱导水稻防

御酶活性变化的差异和菌株的特性有关。 

研究结果表明, 2 个菌株可以有效地诱导水稻防

御酶活性增强, 尤其是 2 个菌株和病原菌同时使用

后, 防御性相关酶的活性更强, 这说明在病害初发

病时, 使用生防菌株可能更易激活水稻防御酶的活

性, 从而使水稻防御酶活性处于较高水平。本研究

的目的在于利用 2 个不同拮抗特性的菌株诱导水稻

防御酶系的活性变化, 明确 2 个菌株诱导活性的差

异, 为进一步利用 2 个菌株协同控制水稻病害发挥

作用。本研究未能明确 NV11-4 和 YD4-6 两个菌株

混合情况下对水稻防御酶活性和 MDA 含量的影响, 

我们将进一步研究 2 个菌株之间协同诱导水稻防御

酶活性变化和对水稻纹枯病的协同控制效果, 探明

其协同控制水稻病害的能力, 以期能有效地控制水

稻真菌病害。 
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