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一株水稻纹枯菌拮抗细菌的分离与鉴定 
谢宗华  高健  王金宇  彭喜旭  唐新科  王海华* 

(湖南科技大学 生命科学学院  湖南 湘潭  411201) 

 
 

摘  要: 【目的】从土壤中分离并鉴定水稻纹枯菌拮抗细菌, 测定其体外抑菌和温室防治效

果。【方法】采用系列稀释法和平板对峙法筛选拮抗细菌, 基于形态、生理特征及 16S rDNA
序列鉴定其分类地位, 采用种子细菌化温室试验测定其防效。【结果】从蔬菜根际土壤中筛

选出一株纹枯菌拮抗细菌, 命名为 kwkjT4。菌株具有明显的体外抑菌活性, 对水稻纹枯病的

温室防效与井冈霉素相当, 初步鉴定为假紫色色杆菌(Chromobacterium pseudoviolaceum)。最

适生长条件为 pH 7.0, 温度 32 °C, 培养时间为 36 h; 抑菌活性物质产生的最适培养条件为

pH 6.0, 温度 28 °C, 培养时间为 48 h; 表明两者并不一致。【结论】kwkjT4 菌株在水稻纹枯

病的生物防治中具有潜在的应用价值。这是 C. pseudoviolaceum 拮抗纹枯菌的首次报道。 
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Isolation and identification of an antagonistic  
bacterium against Rhizoctonia solani, the causing  

agent of rice sheath blight 
XIE Zong-Hua  GAO Jian  WANG Jin-Yu  PENG Xi-Xu   

TANG Xin-Ke  WANG Hai-Hua * 
(School of Life Sciences, Hunan University of Science and Technology, Xiangtan, Hunan 411201, China) 

Abstract: [Objective] This study is aimed to isolate and characterize antagonistic bacteria 
from soil, and evaluate their in vitro inhibition and control efficacy against Rhizoctonia solani, 
the causing agent of rice sheath blight in a green house. [Methods] Serial dilution method and 
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dual culture technique on agar plate were used for screening bacteria. Strain identification was 
based on morphological and physiological characteristics, and phylogenetic analysis of 16S 
rDNA sequence. Control efficacy against rice sheath blight was evaluated by seed bacteriza-
tion tests in a green house. [Results] An antagonistic bacterial strain against Rhizoctonia so-
lani was isolated and screened from vegetable rhizosphere soil. The strain, designated as 
kwkjT4, exhibited excellent in vitro inhibition against the fungal pathogen. Its control efficacy 
against rice sheath blight was comparable to that of jinggangmycin. It was preliminarily iden-
tified as a strain of Chromobacterium pseudoviolaceum. The optimal growth conditions of the 
strain were as follows: pH 7.0, temperature 32 °C, incubation time 36 h. Inconsistence with 
those for the bacterial growth, the optimal conditions for accumulating inhibitory substances 
were pH 6.0, temperature 28 °C, and incubation time 48 h. [Conclusions] Strain kwkjT4 had 
potentials for the biological control of rice sheath blight. This is the first report on the antago-
nism of C. pseudoviolaceum against Rhizoctonia solani. 

Keywords: Rice sheath blight, Rhizoctonia solani, Antagonistic bacterium, Identification, Chro-
mobacterium pseudoviolaceum 

水稻纹枯病是由立枯丝核菌(Rhizoctonia so-

lani Kühn)引起的土传病害, 广泛分布于世界各

水稻产区[1−2]。近年来, 随着高产、矮秆、多蘖、

耐肥品种(组合)的应用推广，耕作方式(如抛秧、

施氮量增加)和气候条件的变化, 水稻纹枯病的

发生日益加重, 在我国长江流域和南方的一些省

区, 目前已列于稻瘟病之前, 居水稻病害之首, 成

为水稻高产、稳产的严重障碍[3]。纹枯病发病后叶

片枯死, 结实率下降, 千粒重减轻, 秕谷增多, 可

造成 10%−30%的产量损失 , 严重时减产可达

50%[4]。至今未发现对纹枯病免疫的水稻品种, 抗

性品种也非常稀少, 给抗病育种增加了难度[5]。 

我国水稻纹枯病的防治长期主要依靠井冈霉

素, 但长期、大范围应用单一药剂可带来抗药性

问题。在河南和福建等省份发生了井冈霉素的田

间抗性[6−7]。考虑到健康和环境因素, 欧盟已于

2002 年禁止使用井冈霉素[8]。因此, 为了提高综

防效益, 很有必要探索新的针对水稻纹枯病的防治

策略。利用土壤拮抗微生物及其代谢产物是水稻纹

枯病防治的重要途径, 具有广泛的应用前景[9]。一

些微生物, 如枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)[9−11]、

荧光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens)[2,12]、禾

长 蠕 孢 菌 (Helminthosporium gramineum Ra-

benh)[13]和链霉菌(Streptomyces sp.)[14]可以作为

潜在的水稻纹枯病生防菌。本文从本地蔬菜根际

土壤中筛选出一株对水稻纹枯菌具有明显抑制

活性的细菌, 命名为 kwkjT4。经形态、生理生化

和 16S rDNA 序列进化分析, 可初步鉴定为假紫

色色杆菌(Chromobacterium pseudoviolaceum)。这

是假紫色色杆菌拮抗水稻纹枯菌的首次报道。本

文还测定了菌株 kwkjT4 生长和抑菌活性物质产

生的最适条件, 以及菌悬液种子处理对水稻纹枯

病的温室盆栽试验防效, 为探索水稻纹枯病安全

有效的生物防治措施及阐明菌株的拮抗机制奠

定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  水稻纹枯菌的培养 
水稻纹枯菌 GD118 菌株由华南农业大学植

物病理学系周而勋教授惠赠, 以菌核的形式保藏

在−70 °C 冰箱中。传代培养采用马铃薯葡萄糖琼

脂(PDA)培养基, 28 °C 培养 2 d。 
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1.2  细菌的分离 
土壤采自本地蔬菜根际, 以无菌水浸泡, 于

32 °C 振荡 24 h, 取悬浊液, 采用系列稀释法分离

细菌, 挑选单菌落后, 划线纯化。细菌的培养、

保藏采用营养肉汤(NB)琼脂或液体培养基。 

1.3  拮抗细菌的筛选 
拮抗细菌的筛选采用平板对峙法[15]。纹枯菌

菌株在 PDA 平板上 28 °C 培养 1 d, 用 0.5 cm 的

打孔器制成菌饼, 取 1 块置另一 PDA 平板中心, 

在距菌饼 3 cm 处的 3 个点对称接种分离的细菌, 

28 °C 培养 2 d。 

1.4  发酵液抑菌活性的测定 
将活化的拮抗菌单菌落接种至 NB 液体培养

基中, 28 °C、180 r/min 振荡培养 24 h 作为种子培

养物; 按 2% (V/V)的接种量转接至含 100 mL 培

养基的 500 mL 三角瓶中, 28 °C、180 r/min 振荡

培养 24−48 h; 发酵液于 8 000 r/min 离心 10 min, 

取 1 mL 上清液与 30 mL PDA 培养基混匀倒平

板(9 cm), 冷却后于平板中心接种纹枯菌菌饼

(0.5 cm), 28 °C 培养, 待对照长至培养皿边缘时

测量抑菌圈大小(cm)。同时, 挑取抑菌带边缘菌

丝, 在显微镜下观察菌丝的生长与形态变化。以

不加拮抗菌发酵液的平板作为对照, 设 3 个重

复。相对抑菌率(%)=(对照菌丝扩展直径－处理菌

丝扩展直径)/对照菌丝扩展直径×100 [14]。 

1.5  培养条件对拮抗菌生长和抑菌活性的

影响 
按 2% (V/V)接种量将种子培养物接种至 NB

液体培养基中, 180 r/min 振荡培养, 分别于不同起

始 pH、培养温度和时间条件下, 测定细菌的生长

量和抑菌效果。细菌生长量测定采用分光光度法, 

于 640 nm 记录其 OD 值(UV−1206, 日本岛津)。 

1.6  温室防效试验 
取秕稻谷, 浸泡 2 d, 接种 2 d 菌龄的纹枯菌

菌丝块, 28 °C、90%−95%湿度下暗培养 3 d, 以制

备纹枯菌接种物。田间取土, 晾晒 1−2 d, 碾碎, 
过筛, 分批灭菌(1×105 Pa, 40−50 min)。将纹枯菌

接种物与灭菌土(1:10, V/V)充分混合制成带菌土, 

装入苗床(45 cm×30 cm×10 cm), 装土量为苗床容

积一半, 每个苗床播种 200 颗稻种(秀水 11), 置

室外温室培养, 28 °C−30 °C (昼)/ 20 °C−22 °C 

(夜), 湿度 85%−90%, 自然光周期。采用下述处

理: (1) 种子浸泡在无菌自来水中 2 d 后播种(对

照); (2)种子浸泡在拮抗菌悬浮液(1×109 CFU/mL)

中 2 d 后播种; (3) 对照播种后 10 d 用井冈霉素

(5%可溶性粉剂)按使用说明进行叶面喷雾。每处

理设两个平行样, 随机区组试验, 重复 3 次。播

种 3 周后, 每处理随机调查 100 株稻苗, 检查纹

枯病的发病程度。病情用相对病斑高度来表示[9]。

相对病斑高度(%)=(病斑高度/植株高度)×100。防

效(%)=(对照的相对病斑高度−处理的相对病斑高

度)/对照的相对病斑高度×100。 

1.7  菌种鉴定 
1.7.1  形态与生理特征: 记录培养 48 h 后的菌落

大小、形态、颜色和透明度等特征。革兰氏染色

参照文献[16], 生理特征鉴定按照 Kampfer 等[17]

描述的方法。 

1.7.2  细菌基因组 DNA 提取与 PCR 扩增: 细菌

基因组 DNA 的提取和 PCR 产物的回收采用试剂

盒(北京索莱宝科技公司), 按厂商说明书操作。

16S rDNA 序列的 PCR 扩增采用通用引物对(正向

引物: 5′-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3′, 反向

引物: 5′-GGTACCTTGTTACGACTT-3′。扩增程

序为: 94 °C 3 min; 94 °C 40 s, 65 °C 40 s, 72 °C 

1 min, 共 30 个循环; 72 °C 8 min。引物合成和测

序由上海生工完成。 

1.7.3  系统发育分析 : 采用 BLASTn 程序在

GenBank 数据库中进行同源序列搜索。以 E. coli 

16S rDNA 序列作为外群, 用 MEGA 4.1 软件进行

多重序列比对和系统发育树构建(邻接法[18]), 并
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用 Bootstrap 软件对进化树进行 1 000 次可信度

分析[19]。 

2  结果与讨论 

2.1  水稻纹枯菌拮抗细菌的筛选 
用系列稀释法从蔬菜根际土壤中分离出 161

株细菌, 对其中 17 株具有明显不同培养特征的细

菌采用平板对峙法进行粗筛, 获得了 3 株对水稻纹

枯菌具有拮抗作用的菌株, 编号为 kwkjT4、12 和

17 (图 1)。kwkjT12 和 17 分别初步鉴定为铜绿假单

胞 菌 (Pseudomonas aeruginosa) 和 芽 孢 杆 菌

(Bacillus sp.) (结果未显示)。已知铜绿假单胞菌[20]

和某些芽孢杆菌[9−11], 是水稻纹枯病的生防菌株。 
 

 
图 1  3 株拮抗细菌对纹枯菌的抑菌带 
Fig. 1  Inhibition zones of Rhizoctonia solani by three 
strains of isolated antagonistic bacteria on agar 
 

平板对峙法是拮抗菌筛选和抗菌谱测定的简

易方法[21], 但不宜用于拮抗菌抑制活性的精确测

定。为了比较这 3 株细菌对纹枯菌的体外抑制活

性, 将其发酵液以一定比例添加至 PDA 培养基

中, 测量指示细菌的菌丝扩展直径, 计算相对抑

菌率。结果表明, kwkjT4 的抑菌效果较铜绿假单

胞菌(kwkj12)和芽孢杆菌(kwkjT17)好, 抑菌效果

为 55.1% (表 1)。因此, 选择 kwkjT4 菌株进行下

一步研究。 

2.2  kwkjT4 菌株对纹枯菌菌丝生长和形态的

影响 
对照纹枯菌菌丝生长正常, 伸展良好, 形态

均匀。用 kwkjT4 菌株发酵液处理后, 菌丝生长受

抑, 明显变形扭曲, 萎缩, 局部肿胀(图 2), 说明

该菌株分泌抑菌活性物质。 
 
表 1  3 株拮抗细菌对纹枯菌的抑制作用 

Table 1  Inhibition against Rhizoctonia solani by 
three strains of isolated bacteria 

菌株 Strains 对照 
Control

kwkjT4 kwkjT 
12 

kwkjT
17 

菌丝扩展直径
Diameters of 

mycelial 
growth  (cm)

8.51a 3.82d  4.82c  5.46b 

相对抑菌率 
Relative in-
hibitory rate 

(%) 

− 55.1a 42.7b 35.1c 

注: 同行标有相同字母的数字表示差异不显著(新复极差法

测验, P=0.05).  
Note: Figures marked with the same letter mean within rows 
are not significantly different according to Duncan’s test 
(P=0.05). 

 

  

 
图 2  纹枯菌菌丝的形态观察 
Fig. 2  Light micrographs of Rhizoctonia solani hy-
phae growing on agar 
注: A: 对照; B: 菌株 kwkjT4 发酵上清液处理. 
Note: A: Untreated control; B: Treated with culture supernatant 
of strain kwkjT4.  

A

B
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2.3  菌株 kwkjT4 生长和抑菌活性物质产生的

最适条件 
菌株 kwkjT4 的最适生长条件为: pH 7.0、

32 °C, 生长稳定期为 36 h; 抑菌活性物质产生 

的最适条件为: pH 6.0, 温度 28 °C, 培养时间

为 48 h (图 3 A−C)。细菌的抑菌活性物质一般

为次生代谢物, 这可能是两者最适条件不一致

的原因。 
 

 

 

 
图 3  菌株 kwkjT4 生长和抑制活性物质产生的最适 pH (A)、培养温度(B)和时间(C) 

Fig. 3  Optimal pH (A), temperature (B), and incubation hours (C) for the growth and inhibition against  
Rhizoctonia solani of strain kwkjT4 
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2.4  稻种细菌化温室试验防效 
种子细菌化试验是衡量生防细菌防效的重

要方法, 特别是针对土传病害或种子病害[9,22]。

水稻纹枯病是土传病, 其致病菌 R. solani 以菌

丝或菌核形态习居于土壤中。用 kwkjT4 菌悬液

浸泡种子播种在人工模拟带菌的田土中, 通过

温室盆栽试验发现, 该菌株对纹枯病的防效达

61.9%, 稍低于井冈霉素喷雾的效果, 但两者间

无显著差异(P=0.05)(表 2)。未发现 kwkjT4 菌悬

液浸种对出苗率有影响(结果未显示)。这些结果

提示, 该菌株具有开发成生防制剂的前景。 

2.5  菌株 kwkjT4 的形态学特征 
菌株 kwkjT4 的革兰氏染色呈阴性, 球杆

状、杆状, 单个或成对排列, 个别菌体稍弯曲。

在 NB 琼脂平皿上 32 °C 培养 24 h 后, 菌落直径

1.0 mm−2.5 mm, 呈鲜艳紫罗兰色, 稍具金属光

泽、圆形、扁平、光滑、湿润、边缘整齐、不透

明(图 4)。 

2.6  系统发育分析 
基于邻接法构建了 16S rDNA 系统发育树

(图 5), 结果表明, 菌株 kwkjT4 与模式菌株

C. violaceum (JCM 1249T)和 C. pseudoviolaceum  

 
 

表 2  kwkjT4 菌株浸种对纹枯病的温室试验防效 
Table 2  Control efficacy of seed bacterization with kwkjT4 isolate against sheath blight in green house tests  

处理 
Treatments 

对照(水) 
Control (Water) 

kwkjT4 井冈霉素 
Jinggangmycin 

相对病斑高度 
Relative lesion height (%) 

53.6a 20.4b 18.9b 

防效 
Control efficacy (%) 

− 61.9a 64.7a 

 

注: 同列中标有相同字母的数字表示差异不显著(新复极差法测验, P=0.05).  
Note: Figures marked with the same letter mean within rows are not significantly different according to Duncan’s test (P=0.05). 
 
 
 

  
图 4  菌株 kwkjT4 的菌落( A)和显微形态(B, ×40) 

Fig. 4  Colonies (A) and optical micrograph (B, ×40) of strain kwkjT4 
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图 5  基于 16S rDNA 序列的系统发育树 
Fig. 5  Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences 

注: 解鞋带值标注在分枝上; T: 模式菌株; 标尺表示 100 个核苷酸中有 2 个替换. 
Note: Bootstrap percentages are shown in branches. T: Typical strains. Bar indicates two substitutions per 100 nucleotide positions. 

 
表 3  kwkjT4 菌株的生理特征 

Table 3  Physiological characteristics of strain kwkjT4 

测定指标 Test indicators C. violaceum C. pseudoviolaceum kwkjT4 

内消旋肌醇 myo-Inositol − − − 

D-甘露醇 D-Mannitol − − − 

D-山梨醇 D-Sorbitol − − − 

1,4-丁二胺 1,4-Butanediamine − − − 

丙酸盐 Propionate − + − 

柠檬酸盐 Citrate − − − 

α-酮戊二酸 α-Oxoglutarate − − − 

L-天冬氨酸盐 L-Aspartate − + + 

L-亮氨酸 L-Leucine − − − 

L-脯氨酸 L-Proline − + + 

注: +: 阳性; −: 阴性. 
Note: +: Positive reaction; −: Negative reaction.  

 
(LMG 3953T) 聚 类 在 同 一 分 支 , 相 似 性 均 为

100%, 说明三者具有高度的同源性。 

2.7  菌株 kwkjT4 的生理特征 
为了进一步确定菌株 kwkjT4 的分类地位, 

对其进行了生理生化鉴定。结果表明, 该菌株与

C. pseudoviolaceum 的 生 理 特 征 相 似 性 较 C. 

violaceum 高[17] (表 3)。结合形态培养特征, 菌株

kwkjT4 可初步鉴定为 C. pseudoviolaceum。 

3  结论 

本研究从蔬菜根际土壤中筛选出一株对纹枯

菌具有较好拮抗作用的细菌 kwkjT4, 稻种细菌
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化温室试验的防效达 61.9%, 与井冈霉素的效果

相当。基于形态、培养和生理特征, 结合 16S rDNA 

序列分析 , 初步鉴定为假紫色色杆菌(C. pseu-

doviolaceum)。kwkjT4 发酵液抑制纹枯菌菌丝生

长, 处理后菌丝明显变形扭曲, 萎缩, 局部肿胀, 

提示该菌分泌抑菌活性物质是其拮抗机制之一。

该菌株抑菌物质产生的最适发酵条件与最适生长

条件不一致, 前者为 pH 6.0, 温度 28 °C, 培养时

间为 48 h; 后者为 pH 7.0, 温度 32 °C, 生长稳定

期为 36 h。本文为 kwkjT4 菌株抗菌化合物的分

离和拮抗机理的研究奠定了基础, 同时可能为

水稻纹枯病的防治提供有潜在应用价值的生防

菌株, 但有效、可储存的生防制剂的开发必需克

服 kwkjT4 是革兰氏阴性、无芽孢菌株的障碍。

下一步需要调查菌株的成株期喷雾和田间防治

效果。 
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