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Abstract : A survey on screening and identification of gram2positive bacteria was conducted during 1998 - 2004 . Seven
hundred and fifty2six rice samples were collected f rom Zhejiang , Jiangsu , Fujian and Yunnan Provinces , China . Over 1000
bacterial isolates were isolated and tested wit h colony morphology , pat hogenicity , and some characteristics of bacteriology in2
cluding Gram staining , fluorescent pigment on Kings medium B and microscopic observation for endospore. Together with 5
standard reference st rains , 74 representative gram2positive bacterial isolates were confirmed by Biolog and gas chromatograph2
ic analysis of fatty acid methyl esters. Five bacterial species of B acill us and other 3 genera were identified and the isolates f rom
B acil l us subli tis and B acill us megateri um exhibited the most effective inhibition against t he pathogens of sheath blight and ba2
kanae disease of rice. A few isolates f rom B acill us pumil us and B acil l us megateri um showed weak virulent on rice together
with some virulent isolates , risk should be considered when isolates f rom these species were screened for biocont rol agent s.
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摘　要 : 于 1998～2004 年对采自浙江、江苏、福建和云南省的 756 份稻株和稻种样本进行了革兰氏阳性细菌的分离、鉴
定研究。被分离的 1015 个菌株经致病性测定、菌落形态及部分细菌学特征 (革兰氏染色、KMB 培养基上的荧光色素及芽孢
的染色镜检等) 测定后 ,选出代表菌株 74 个连同 5 个对照菌株用Biolog 及脂肪酸分析法( FAME) 进行测试 , 鉴定出 B acill us
属 5 个种及其他 3 属的革兰氏阳性细菌 ,并发现枯草芽孢杆菌和巨大芽孢杆菌菌株具有很好的纹枯病和恶苗病拮抗能力 ,但
来自短小芽孢杆菌和巨大芽孢杆菌的极少数菌株在条件适宜时能与其他病原菌一起引起水稻褐斑 ,从这些种筛选生防菌株
时应充分考虑其风险。
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　　水稻 ( Ory z a sati v a L . )是最重要的粮食作物之

一 , 也是世界 1/ 2 人口的主食。利用抗性品种和多

项措施把有害生物控制在经济允许的损失范围之内

是目前水稻有害生物综合治理的核心 ,其中利用生

防细菌进行水稻病害防治是重要的措施之一。水稻

上虽然存在不少致病细菌[1 ] ,但更多的还是非致病

细菌 ,这些与水稻相关的非致病细菌种群为水稻病

害的生物防治提供了丰富的资源。了解水稻上的细

菌种群组成是利用拮抗细菌进行生物防治的关键一

步。目前国内外对革兰氏阴性细菌研究较多 ,而对

革兰氏阳性细菌的研究主要局限于枯草芽孢杆菌

( B aci l l us subti l is) ,如枯草芽孢杆菌 B916 已成功

应用于我国的水稻纹枯病防治[2 ,3 ] 。然而 ,目前我国

主要稻区水稻上革兰氏阳性细菌的种群组成、致病

性以及对主要水稻病原真菌的拮抗效果还没有系统

的研究。本研究拟破解我国主要稻区水稻上革兰氏

阳性细菌主要种类及它们对水稻纹枯病菌 ( R hi z oc2
toni a sol ani) 和恶苗病菌 ( Fusari um moni l i f orme)

的拮抗性 ,为进一步开发和利用水稻生防细菌提供

信息和物种资源。

1 　材料与方法

1 . 1 　标准菌株

5 个标准细菌菌株分别由比利时根特大学国家

收稿日期 : 2005203211 ; 修改稿收到日期 : 2005204205。
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菌种收藏中心 (L M G) 和国际水稻研究所 ( IRRI) 提

供 (表 1) 。4 个来源于蔬菜和水稻土壤的生防细菌

菌株 (B2 ,B5 ,B7 和 B8) [4 ] 以及水稻纹枯病菌 ( R hi2
z octoni a sol ani ) 和恶苗病菌 ( Fusari um moni l i 2
f orme)由浙江大学生物技术研究所提供。

1 . 2 　样本采集与细菌分离

1998～2004 年 ,于水稻分蘖期和孕穗期采集叶

片和叶鞘 ,灌浆期采集叶片、叶鞘和谷粒 ,乳熟期和

蜡熟期从田间直接采集谷粒或收割时取有代表性的

稻种每份 50～250 g。在浙江稻区获得稻种 606 份 ,

江苏 11 份 ,福建 8 份 ,云南 6 份 ,共计 631 份 ;水稻

生长期从浙江、福建和云南稻区分别采集稻株样本

117 份、4 份和 4 份。各稻区所采样本均为单季晚

稻。稻株细菌的分离采用直接研碎分离法[5 ] ,稻种

细菌的分离主要采用直接研碎分离和发芽分离[6 ]等

方法。

1 . 3 　致病性测定

感病品种 IR8 的种子用 70 %酒精处理 1 min

后用蒸馏水洗净 ,稀植于盆钵中。土壤为未种过水

稻的深层土 ,管理方法同常规但偏施氮肥 ,生长 4 周

后的秧苗待用。将所测细菌菌株配成大约 1 ×108

个/ mL 的悬浮液体 ,在茎基部由下而上注射秧苗 ,

每株苗 0. 6 mL ,保湿 1 d。3 d 后开始观察发病情

况。离体稻叶接种参照 Xie 等[7 ]的方法。

1 . 4 　细菌的鉴定

1. 4. 1 　革兰氏染色和菌落形态鉴定

菌落形态和部分细菌学特征 (革兰氏染色、

KMB 培养基上的荧光色素和芽孢的染色镜检等)

测定参照 Schaad 等[8 ] 方法。分离的水稻相关细菌

在 TSA 培养基[5 ]上经过单菌落培养后 ,根据革兰氏

染色反应和荧光色素测定排除产荧光假单胞等革兰

氏阴性菌。革兰氏阳性菌主要通过菌落形态及是否

产生芽孢把 B aci l l us 菌与其他菌相区别。进行菌

落形态和部分细菌学特征测定时与可能的标准对照

菌株作比较 ,把它们初分成几个类群 ,每类型中选出

有代表性的细菌菌株供 Biolog 和脂肪酸分析法

( FAM E)鉴定 ,没有标准对照菌株的类群以 Biolog

和 FAM E 鉴定中具有最高相似性的菌株作为辅助

对照菌株。

1. 4. 2 　Biolog 鉴定

从上述菌株中获得 74 个典型革兰氏阳性细菌

( GP)进行Biolog 鉴定。各菌株在 TSA 平板上培养

24 h ,用无菌生理盐水配制细菌悬浮液 ,将菌体数调

节为约 5 ×108个/ mL (OD 值 0. 25) 。在含 95 个碳

源的 Biolog (Biolog Inc. , Invest ment Blud. 3447 ,

Suite 3 Hayward 94545 ,U SA) GP 微孔板中每孔加

入 150μL 被测细菌悬浮液 ,30 ℃下培养 24 h ,观察

并记录各孔颜色反应情况 ,用 Biolog 专用细菌鉴定

程序 (4. 01 版本)分析并确定菌株的属种。

1. 4. 3 　脂肪酸分析法 ( FAM E)鉴定

所有纯化的参试菌株先在 NA 培养基上于

28 ℃下生长 24 h 后 ,转入含 3 %胰蛋白酶的 TSA

固体培养基上再培养 24 h。然后用直径 4 mm 的无

菌塑料接种环挑取一环培养菌放入有螺帽的试管

中 ,提取脂肪酸[9 ] 。FAM E 的指纹图谱由 5980a 型

脂肪酸分析仪分析 ,鉴定结果通过专门的微生物鉴

定系统软件 M IS 4. 15 版本 ( Microbial ID Inc. ,

Newark D E)获得。

1 . 5 　离体拮抗真菌测定

用双向平板对峙法分别对来自水稻的 63 个 (11

个弱致病菌株除外) 典型细菌菌株以及 4 个来自于

土壤的革兰氏阳性菌进行了拮抗水稻纹枯病菌 ( R.

sol ani)及恶苗病菌 ( F. moni l i f orme) 的测试。所测

细菌菌龄为 24 h , R. sol ani 及 F. moni l i f orme 的菌

龄为 48 h ,细菌与病原真菌在 PDA 平板上 28 ℃下

培养 48 h 后 ,测量拮抗细菌的抑菌圈大小 ,计算抑

菌率 ,每处理重复 3 次。

2 　结果与分析

2 . 1 　水稻相关革兰氏阳性细菌的分离

通过 TSA 培养测定 ,从收集的水稻样品上共分

离获得革兰氏阳性菌 1015 株。选出 74 个典型菌株

作进一步分析 ,其中浙江省稻种上 46 株 , 稻叶、叶

鞘上 9 株 ;江苏省稻种上 8 株 ;福建省稻叶和稻种上

共 6 株 ;云南省稻叶和稻种上共 5 株 (表 1) 。这些

分离物在 KMB 培养基上均不产生荧光 ,也没有扩

散性色素。致病性测定显示绝大部分的菌株都是水

稻非致病菌 ,但同时发现从浙江省稻种上分离的 11

个细菌菌株具有弱致病性 ,在适宜的环境条件下 ,这

些菌株在与水稻病原菌一起发生时有增强致病细菌

发病的趋势 ,虽然这些弱致病力种仅有 2 %～3 %左

右的菌株在稻叶鞘上产生短小的褐斑或出现加重其

他细菌病害的趋势 ,但在利用来自这些种群的菌株

作为生防制剂时仍应考虑其风险。

2 . 2 　水稻相关革兰氏阳性细菌的鉴定

2. 2. 1 　革兰氏阳性细菌鉴定方法的可靠性

为保证水稻相关细菌鉴定方法的可靠性 ,对来

自比利时和国际水稻研究所的 3 个标准革兰氏阳性
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表 1 　水稻相关的革兰氏阳性细菌的分离与特征化

Table 1. Isolation and characterization of gram2positive bacteria associated with rice.

原始编号

Original no .

来源

Origin

分离部位

Isolation position

测定菌株数

No. of

st rains tested

革兰氏染色

Gram

staining

致病性测定

Pat hogenicity

test

B97010 L M G 稻种 Rice seed 1 + A

B97012 L M G 稻种 Rice seed 1 + A

I11342 IRRI 稻种 Rice seed 1 + A

IR01806 IRRI 稻种 Rice seed 1 - V

IR10707 IRRI 稻种 Rice seed 1 - A

CB96201 , 96205 ,98200 ,

98206 ,98207

浙江 Zhejiang , China 稻种 Rice seed 5 + W

CB96233 , 96236 ,98255 ,

98261 ,98266 ,98269

浙江 Zhejiang , China 稻种 Rice seed 6 + W

S980112S98012 江苏 Jiangsu , China 稻种 Rice seed 2 + A

S990312S99032 江苏 Jiangsu , China 稻种 Rice seed 2 + A

S00041 江苏 Jiangsu , China 稻种 Rice seed 1 + A

S010442S01046 江苏 Jiangsu , China 稻种 Rice seed 3 + A

S982112S98216 浙江 Zhejiang , China 稻种 Rice seed 6 + A

S982212S98225 浙江 Zhejiang , China 稻种 Rice seed 5 + A

S002112S00212 浙江 Zhejiang , China 稻种 Rice seed 2 + A

S002412S00244 浙江 Zhejiang , China 稻种 Rice seed 4 + A

S012512S01254 浙江 Zhejiang , China 稻种 Rice seed 4 + A

S032612S03271 浙江 Zhejiang , China 稻种 Rice seed 11 + A

S042912S04293 浙江 Zhejiang , China 稻种 Rice seed 3 + A

S23780 , T26511 , S40005 ,

Y40084

浙江 Zhejiang , China 稻叶 ,叶鞘Leaf ,sheat h of rice 4 + A

T16436 , T16439 , Y28336 ,

S33655 , S40011

浙江 Zhejiang , China 稻叶 ,叶鞘Leaf ,sheat h of rice 5 +
A

T003112T00314 福建 Fujian , China 稻株 ,稻种 Plant ,seed of rice 4 + A

T013212T01322 福建 Fujian , China 稻株 ,稻种 Plant ,seed of rice 2 + A

T994312T99433 云南 Yunnan , China 稻株 ,稻种 Plant ,seed of rice 3 + A

T004512T00452 云南 Yunnan , China 稻株 ,稻种 Plant ,seed of rice 2 + A

　　W - 弱致病 ; V - 致病 ; A - 不致病。

W , Weak virulent ; V , Virulent ; A , Avirulent .

细菌和 2 个革兰氏阴性细菌菌株进行了再鉴定。发

现这些菌株的当前鉴定结果与原鉴定基本一致 (表

2) 。细菌菌株经致病性、菌落形态及部分细菌学特

征 (革兰氏染色、KMB 培养基上的荧光色素和芽孢

的染色镜检等) 测定后基本能决定其归属。但种的

快速鉴定须借助由计算机辅助的 Biolog 与 FAM E

鉴定方法。3 个标准阳性菌株的 Biolog 和 FAM E

图谱与计算机数据库中存在的对照菌株的相似性分

别在 0. 64 以上和 0. 70 以上 ,表明这两种方法能够

应用于革兰氏阳性细菌的快速鉴定。

2. 2. 2 　水稻相关革兰氏阳性细菌的种类

Biolog 和 FAM E 鉴定结果显示从浙江省水稻

稻株上分离的革兰氏阳性细菌主要为枯草芽孢杆菌

和萎蔫短小杆菌一品红致病变种 ( Curtobacteri um

f l accum f aciens p v. poi nsett i ae) 。福建省稻株和稻

种上分离的阳性菌主要为蜡样芽孢杆菌 ( B aci l l us

cereus) 和巨大芽孢杆菌 ( B aci l l us meg ateri um ) 。

云南省稻株和稻种上分离的阳性菌主要为枯草芽孢

杆菌和短小芽孢杆菌 ( B aci l l us p umi l us) 。浙江省

水稻稻种上分离的阳性菌主要为枯草芽孢杆菌、巨

大芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌、短短小芽孢杆菌 ( B re2
vibaci l l us brevis) 、地衣芽孢杆菌 ( B aci l l us l icheni 2
f ormis) 、短小芽孢杆菌和液化金杆菌 ( M icrobacte2
ri um lique f aciens ) 。来自浙江省水稻种子上的细

菌种类相对比较多 ,这可能与所采集样品数量多、来

源广有关。

2 . 3 　水稻相关革兰氏阳性细菌对水稻纹枯病及恶

苗病的抑菌率

对用 Biolog 与 FAM E 鉴定的部分典型菌株进

行了纹枯病菌及恶苗病菌的抑菌率测定 ,结果如表

3 所示。在鉴定出的 4 个属中 ,液化金杆菌菌株的

拮抗能力最弱 ,芽孢杆菌菌株和短短小芽孢杆菌菌
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表 2 　水稻相关革兰氏阳性菌的 Biolog 及脂肪酸( FAME) 鉴定

Table 2. Biolog and FAME identity of gram2positive bacteria associated with rice.

原始编号

Original no .

细菌种或型

Species or type

Biolog 相似性

Biolog similarity

脂肪酸相似性

FAME similarity
B97010 Brevibaci l l us brevis 0. 68 0. 71
B97012 Bacil l us megaterium 0. 66 0. 70
I11342 Bacil l us subti lis 0. 64 0. 75
IR01806 Aci dovorax avenae subsp . avenae 0. 73 0. 84
IR10707 Pseudomonas aeruginosa 0. 88 0. 50

CB96201 , 96205 ,98200 ,98206 ,98207 Brevibaci l l us brevis 0. 60～0. 70 0. 61～0. 70
CB96233 , 96236 ,98255 , 98261 ,98266 ,98269 Bacil l us megaterium 0. 61～0. 71 0. 59～0. 73
S980112S98012 Brevibaci l l us brevis 0. 53～0. 68 0. 53～0. 66

S990312S99032 Bacil l us megaterium 0. 50～0. 66 0. 48～0. 63
S00041 Bacil l us pumilus 0. 57～0. 65 0. 56～0. 65
S010442S01046 Bacil l us subti lis 0. 65～0. 71 0. 67～0. 75
S982112S98216 Brevibaci l l us brevis 0. 53～0. 66 0. 53～0. 66

S982212S98225 Bacil l us cereus 0. 51～0. 67 0. 52～0. 69
S002112S00212 Bacil l us licheni f ormis 0. 51～0. 63 0. 50～0. 65
S002412S00244 Bacil l us megaterium 0. 50～0. 70 0. 60～0. 79
S012512S01254 Bacil l us pumilus 0. 57～0. 67 0. 57～0. 70
S032612S03271 Bacil l us subti lis 0. 65～0. 71 0. 49～0. 89
S042912S04293 Microbacterium lique f aciens 0. 51～0. 70 0. 48～0. 69

S23780 , T26511 , S40005 , Y40084 Bacil l us subti lis 0. 70～0. 75 0. 69～0. 73
T16436 , T16439 , Y28336 , S33655 , S40011 Curtobacterium f laccum f aciens pv. poin B 0. 43～0. 56 0. 42～0. 52

T003112T00314 Bacil l us cereu 0. 51～0. 72 0. 52～0. 71
T013212T01322 Bacil l us megaterium 0. 50～0. 72 0. 58～0. 78
T994312T99433 Bacil l us pumilus 0. 57～0. 74 0. 58～0. 72
T004512T00452 Bacil l us subti lis 0. 68～0. 71 0. 49～0. 79

表 3 　部分水稻革兰氏阳性菌对水稻纹枯病菌 Rhizoctonia solani 及恶苗病菌 Fusa rium monili f orme 的抑菌作用

Table 3 . Antagonistic effect of some gram2positive bacteria associated with rice against sheath blight( Rhizoctonia sola ni) and bakanae disease( Fu2

sa rium monili f orme) of rice.

原始编号

Original no .

测定菌株数

No. of st rains tested

对纹枯病菌的抑菌率

Inhibition rate to

R. solani / %

对恶苗病菌抑菌率

Inhibition rate to

F. monili f orme / %

S980112S98012 2 13. 3 8. 7
S990312S99032 2 20. 0 15. 2
S00041 1 10. 3 8. 2
S010442S01046 3 18. 5 11. 2
S982112S98216 6 7. 7 3. 6
S982212S98225 5 11. 0 0. 0
S002112S00212 2 5. 3 4. 2
S002412S00244 4 16. 2 14. 8
S012512S01254 4 8. 7 8. 1
S032612S03271 11 21. 2 5. 3
S042912S04293 3 3. 2 3. 2
S23780 , T26511 , S40005 , Y40084 4 25. 5 20. 3
T16436 , T16439 , Y28336 , S33655 , S40011 5 10. 5 6. 7
T003112T00314 4 9. 1 1. 5
T013212T01322 2 15. 0 14. 8
T994312T99433 3 11. 6 9. 7
T004512T00452 2 21. 2 8. 7
B2 ,B5 ,B7 ,B8 4 17. 8 8. 3

株对纹枯病菌及恶苗病菌都有较强的抑制作用 ,萎

蔫短小杆菌菌株虽也具拮抗能力 ,但鉴于其可能是

病原的风险 ,不适宜作为生防菌利用。来自于不同

地方、不同水稻部位的枯草芽孢杆菌和巨大芽孢杆

菌菌株整体上显示了最大的纹枯病菌及恶苗病菌抑

制 ,虽然这些菌株整体上对恶苗病菌显示了较好的

抑制效果 ,但抑制率明显低于对纹枯病菌的抑制率。

另外 ,从土壤中分离获得的 3 株枯草芽孢杆菌 (B5、

B7 和 B8)和 1 株短短小芽孢杆菌 (B2) 对水稻两种

病原也具有不同程度的拮抗作用。
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3 　讨论

水稻相关细菌的研究通常集中于病原菌鉴定与

拮抗菌的筛选上 ,而忽略了大量的腐生的机遇性和

共生细菌。浙江晚稻稻种非致病细菌的多样性已有

报道[6 ] ,但尚没有系统地对水稻相关革兰氏阳性细

菌种群的研究。作者在过去 7 年间先后从来自浙

江、江苏、福建和云南稻区的稻株和稻种样本上分离

出 1015 个革兰氏阳性细菌菌株。虽然 Biolog 和

FAM E 鉴定具有较准确和快速的优点 ,但成本也较

高 ,不可能对分离到的千余个菌株都进行这些鉴定 ,

只能先利用菌落形态、致病性及传统的细菌学测定

法 ,把它们初分成几个类群 ,从中选出有代表性的菌

株 74 个连同 5 个标准菌株进行了 Biolog 和 FAM E

鉴定。而大多数菌株是通过传统鉴定方法 (致病性

测定、菌落形态及部分细菌学特征测定)区来分细菌

的主要类群。

与热带环境下水稻种子相关革兰氏阳性细菌的

种类[10 ]相比 ,我国部分稻区水稻上的革兰氏阳性菌

主要为芽孢杆菌属类 ,其他属的细菌很少 ,这可能是

由于生态环境的不同。芽孢杆菌是目前主要的生防

菌之一[2 ,3 ,11 ] ,本研究分离到的一些芽孢杆菌菌株对

水稻纹枯病菌及恶苗病菌有较好的抑制作用 ,但不

同种、不同菌株间的抑菌率存在较大差异。与分离

于水稻上的菌株一样 ,来自于土壤中的两种革兰氏

阳性细菌也能抑制水稻上的这两种病原真菌 ,显示

了拮抗作用的机制可能是产生了某种相同性质的抗

生物质。在浙江省水稻稻株上分离的 5 株细菌被鉴

定为萎蔫短小杆菌一品红致病变种 ,可能需要进一

步确认 ,这是由于该细菌的 Biolog 与 FAM E 鉴定

相似性都比较低 ,而该细菌又是一种植物致病菌 ,在

我国尚未发生。此外 ,鉴定结果还显示一些对水稻

弱致病性的菌株如短短小芽孢杆菌和巨大芽孢杆

菌 ,这两个种的菌株广泛存在于我国水稻上 ,甚至一

些还被筛选作为植物拮抗菌应用于生产 ,虽然大部

分菌株都不致病 ,但对它们的安全性需要引起重视。

水稻上发现的液化金杆菌和萎蔫短小杆菌作为

与水稻相关细菌的意义还不清楚 ,但这些种群不应

当被忽略。萎蔫短小杆菌可能存在致病性的风险 ,

而液化金杆菌是一个未知机遇性病原还是一个未开

发的有益细菌资源仍有待研究。同时在选择有潜力

的生防菌株时应重视一些非致病种的极少数菌株在

一定条件下能和病原菌一起加重水稻病害的现象。

我们的研究仅仅是这一领域工作的开端 ,与水稻相

关细菌特别是革兰氏阳性细菌有益菌种类和功能方

面的研究尚需加强。目前自然界中只有 1 %～5 %

的微生物被分离培养和描述[12 ] ,由于鉴定技术和人

工培养问题 ,许多细菌种类尚未被分离和鉴定 ,研究

中还发现一些菌株无法用一般的方法加以鉴定 ,有

待寻求其他准确快速的鉴定方法。

谢辞 :通讯作者 1998～2004 年的研究生参加部

分工作 ,在此一并致谢。
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