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井冈霉素对水稻纹枯病菌生长发育的影响
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摘要 以水稻纹枯病菌(RhizoctoniasolaniKühn)强致病菌株GD-118为供试菌株,在室内观察了井冈霉素

(Jinggangmycin)对其生长发育的影响。结果表明:井冈霉素对水稻纹枯病菌的毒力回归方程为y=3.3603+
1.3204x,相关系数r=0.9626,理论抑制菌丝生长的EC50为70.2μg/mL,EC95为6341.5μg/mL。与不加井

冈霉素的空白对照相比,用井冈霉素处理后水稻纹枯病菌的菌落边缘明显凹凸不平,边缘菌丝更密集、颜色加

深,并且随着井冈霉素处理浓度的增加,菌丝的干质量逐渐降低,但菌落表面菌丝的密集程度有所增加、颜色更

深;空白对照的菌核呈颗粒状、褐色,散生于菌落表面,边缘较多而中间较少;用井冈霉素处理后的菌核多数为

粉状、浅褐色,部分菌核会连在一起呈块状,分布在菌落外围呈明显的双环形,具不规则的凹凸型菌落边缘,并且

随着井冈霉素处理浓度的增加,菌核的干质量有所增加,菌核出现时间比空白对照提前约24h。另外,随着井冈

霉素处理浓度的增加,水稻纹枯病菌的菌丝细胞核平均数目和分布范围均有不正常增多的趋势。
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  由立枯丝核菌(RhizoctoniasolaniKühn)引起

的水稻纹枯病是水稻三大病害之一,已对水稻生产

造成了巨大经济损失,病害发生严重时可使水稻减

产50%[1-3]。井冈霉素(Jinggangmycin)和日本的有

效霉素(validamycin)均属吸水链霉菌(Streptomy-
ceshygroscopeicus)不同变种产生的同一种农用抗

生素。自20世纪70年代初发现并使用井冈霉素以

来,作为防治水稻纹枯病的有效药剂,该药剂在我国

使用了近40年,但其防病机制至今尚未完全清楚。
前人在有效霉素对水稻纹枯病菌菌丝体的抑制作用

和井冈霉素防治水稻纹枯病的机制方面作了较多研

究[4-7]。笔者曾对井冈霉素对水稻纹枯病菌细胞壁

降解酶活性和可溶性蛋白产生的影响进行了研究,
结果表明井冈霉素防治水稻纹枯病的作用机制可能

与削弱了病菌的细胞壁降解酶活性有关[8],但井冈

霉素对水稻纹枯病菌生长发育,如菌丝生长与菌落

形态、菌核形成与形态、细胞核数目等方面的影响却

鲜见系统报道。
笔者以水稻纹枯病菌强致病菌株GD-118为供

试菌株,在室内观察了井冈霉素对其生长发育的影

响,旨在为深入研究井冈霉素对水稻纹枯病的作用

机制提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试菌株

供试水稻纹枯病菌(RhizoctoniasolaniKühn)

GD-118菌株,由华南农业大学热带亚热带真菌研究

室保存,并经测定为强致病力菌株[2]。
1.2 主要试剂

60A井冈霉素原药粉剂(有效成分60%)购自

武汉科诺生物科技有限公司;其他试剂均为国产分

析纯级。
1.3 井冈霉素的高温处理

将质量浓度为50.0、500.0μg/mL的井冈霉

素在121℃下高温湿热灭菌处理20min后与未处

理的井冈霉素分别加入到查氏培养基中,配制成含

药培养基,在平板中央接入菌丝块,26℃下培养

48h后观察高温高压处理和不处理的2种井冈霉

素对菌丝生长的抑制率,评估高温处理对井冈霉素

抑菌活性的影响,为下一步直接将井冈霉素加入到
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培养基中进行高温湿热灭菌后使用提供依据。
1.4 菌丝生长和培养性状的观察

1)毒力测定。井冈霉素对水稻纹枯病菌的毒力

测定采用菌丝生长抑制率测定法。对井冈霉素设置

7个质量浓度处理:0.0、0.5、1.0、5.0、20.0、

100.0、500.0μg/mL,制备成含药查氏培养基使

用。将培养48h的病菌菌丝块(直径5mm),移至

含药查氏平板中央,在26℃下培养,以不含药的查

氏培养基作对照,每处理3个重复。48h后用十字

交叉法测定每处理的菌落直径,以3个重复的算术

平均值为菌落直径的测定结果,按照以下公式求出

井冈霉素对菌丝生长的抑制率。

抑制率=(1-
处理菌落直径-菌块直径
对照菌落直径-菌块直径

)×100%

2)毒力回归方程和有效中浓度(EC50)的计算。
以菌丝生长抑制率表示井冈霉素对水稻纹枯病菌的

毒力。将菌丝生长抑制率换算成抑制机率值(y),
药剂浓度换算成浓度对数(x),按最小二乘法求出

井冈霉素浓度对数与水稻纹枯病菌抑制机率值的回

归方程决定系数R2 值。根据井冈霉素对水稻纹枯

病菌的毒力回归方程,按黄国洋[9]的方法,分别计算

井冈霉素菌丝生长的抑制中浓度EC50值和EC95值。

3)培养性状的观察。通过观察和记录各浓度处

理培养3d后的菌落形态、菌落边缘是否整齐、菌落

表面是否平整、菌丝生长速率等来比较井冈霉素对

病菌培养性状的影响[10]。
1.5 菌核形成与形态的观察

对井冈霉素设置4个 质 量 浓 度 处 理:0.0、

20.0、100.0、500.0μg/mL,每处理3个重复。在

含药查氏平板中央接种菌丝块(直径5mm),26℃
下培养7d后,观察并记录含不同井冈霉素浓度的

查氏平板上菌核出现的时间、成熟时间(以菌核转变

为褐色为依据)以及菌核的形态[10]。
1.6 菌核干质量的测定

对井冈霉素设置4个 质 量 浓 度 处 理:0.0、

20.0、100.0、500.0μg/mL,每处理3个重复。含

井冈霉素的查氏培养基倒平板后,在平板表面平整

地放置1张灭菌玻璃纸,每平板中央接入培养48h
的菌丝块(直径5mm)1块,26℃下培养21d后收

集菌核,置于烘箱80℃烘干后称其质量。
1.7 菌丝细胞核数目的计算

将水稻纹枯病菌在含不同浓度井冈霉素的查氏

平板上培养,然后参照黄江华等[11]的方法进行细胞

核的染色观察,用目测法计数,计算不同浓度井冈霉

素培养下菌丝的平均细胞核数目并比较其差异。
1.8 液体培养时井冈霉素对菌丝生长的影响

在查氏培养液中对井冈霉素设置4个质量浓度

处理:0.0、20.0、100.0、500.0μg/mL,每处理

3个重 复。在 装 有100 mL 含 药 查 氏 培 养 液 的

250mL三角瓶中接入5块菌丝块(直径5mm),于

26℃下150r/min振荡培养5d,然后用布氏漏斗

过滤培养液并收集菌丝体。将菌丝体置于烘箱

80℃烘干后称其质量。

2 结果与分析

2.1 高温处理对井冈霉素抑菌活性的影响

试验结果表明,在质量浓度为50.0、500.0

μg/mL的含药平板上,高温灭菌处理前后井冈霉素

对水稻纹枯病菌菌落直径的影响,两者之间在P=
0.05水平上没有显著差异,说明高温处理对井冈霉

素的活性没有影响。
2.2 井冈霉素的毒力回归方程

不同质量浓度的井冈霉素对水稻纹枯病菌菌丝

生长的抑制结果见表1。对表1数据进行浓度/对

数和抑制率/机率值的转换,由此计算出井冈霉素在

查氏平板上对水稻纹枯病菌的毒力回归方程为y=
3.3603+1.3204x,相关系数r=0.9626,理论抑

制菌丝生长速率的 EC50=70.2μg/mL,EC95=
6341.5μg/mL。

试验结果表明,当井冈霉素质量浓度为1.0

μg/mL时,对水稻纹枯病菌的抑制率达到9.42%,
随着井冈霉素浓度的不断增加,对水稻纹枯病菌的

抑制率也在不断增加,在井冈霉素质量浓度为70.2

μg/mL时,抑制率可达到50%,但当井冈霉素质

表1 井冈霉素对水稻纹枯病菌菌丝生长的抑制1)

Table1 InhibitionofJinggangmycinonR.solanimycelialgrowth

ρ/(μg/mL)
菌落直径/mm
Colonydiameters

抑制率/%
Inhibitionrate

0.0 83.90±0.33a 0
0.5 83.10±0.08a 0.95
1.0 76.00±1.79b 9.42
5.0 65.60±0.65c 21.81
20.0 43.80±1.08d 47.80
100.0 37.20±0.75e 55.66
500.0 34.00±0.78f 59.48

 1)数值后字母相同者,表示在0.05水平上差异不显著(DMRT)。

Thedatawiththesamelettersinthecolumnarenotsignificant-

lydifferentatthelevelof5%(DMRT).
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量浓度为6341.5μg/mL时,抑制率仅为95%,不

能完全抑制水稻纹枯病菌的生长。由此可见,井冈

霉素并不能完全杀死水稻纹枯病菌,说明井冈霉素

对水稻纹枯病的防病机理并非杀死纹枯病菌,而可

能还有其他原因。
2.3 井冈霉素对病菌培养性状的影响

试验结果表明,在不含药的对照平板上,水稻纹

枯病菌的菌落边缘圆滑整齐,而在含井冈霉素的平

板上,菌落边缘凹凸不平。在培养48h后,对照平板

上的菌落边缘和内部菌丝的密集程度基本一致,颜
色也一致,而在含井冈霉素的平板上,菌落边缘明显

凹凸不平,边缘菌丝更为密集,颜色有一定程度的加

深。菌落表面菌丝的密集程度随井冈霉素浓度的增

加,颜色进一步加深。
2.4 井冈霉素对菌核形态和干质量的影响

1)井冈霉素对菌核出现时间、形态和分布的影

响。在用井冈霉素处理后水稻纹枯病菌的菌落上,
菌核出现时间大约为4d,比空白对照提前1d,形

成褐色菌核的时间大约为6d。在菌核形成和成熟

过程中,菌核颜色由白色→灰白色→浅褐色→褐色

逐渐转变,在用井冈霉素处理的菌落上,菌核各阶段

的颜色变化均略早于空白对照,约经过21d菌核发

育成熟且数目稳定,基本不再变化(图1)。

  A.空白对照 Blankcontrol(0.0μg/mL);B.20.0

μg/mL;C.100.0μg/mL;D.500.0μg/mL.

图1 水稻纹枯病菌菌核的形态和分布

Fig.1 Shapesanddistributionofsclerotia
fromR.solani

从图1可知,空白对照菌落的表面会出现明显

的颗粒状菌核(图1-A),颜色为褐色,结构致密,在
菌落表面散生,外围多、内部相对较少。在不同质

量 浓度井冈霉素处理的菌落上(图1-B,C,D),菌

核 为浅褐色,颗粒状菌核非常少,多数为粉状,或
部分菌核连接在一起呈块状,分布在外围呈明显的

双环形,且内环比外环菌核体积大、颜色深,在外环

边缘会出现颜色较浅、不规则的凹凸型边缘。以上

变化随着井冈霉素浓度的增加,与空白对照的差异

更加明显。

2)井冈霉素对菌核干质量的影响。试验结果表

明,随着井冈霉素浓度的增加,产生的菌核干质量有

所增加。在井冈霉素质量浓度为0.0、20.0、100.0、

500.0μg/mL时,菌核干质量分别为(175.70±
0.18)、(193.70±0.10)、(205.30±0.32)、
(214.70±0.23)g,且与对照相比在P=0.05水平

上均有显著差异,说明井冈霉素能促进水稻纹枯病

菌的菌核形成,对菌核干质量有显著影响。虽然井

冈霉素并不能杀死水稻纹枯病菌,但能恶化水稻纹

枯病菌的生长发育环境,促使其菌核提早形成,并在

一定程度上增加了菌核的干质量,这可能是病菌对

逆境的一种适应性变化。
2.5 井冈霉素对菌丝细胞核形成的影响

试验结果表明,水稻纹枯病菌在不同浓度井冈

霉素的培养基中,其菌丝细胞核数目有随着井冈霉

素浓度的增加而增多的趋势(图2)。

  A.空白对照 Blankcontrol(0.0μg/mL);B.20.0

μg/mL;C.100.0μg/mL;D.500.0μg/mL.

图2 水稻纹枯病菌菌丝的细胞核数目和分布

Fig.2 Numbersanddistributionofmycelial
cellnucleifromR.solani

从图2可知,井冈霉素质量浓度分别为0.0、

20.0、100.0、500.0μg/mL时,菌丝细胞核数目分

别为4~10、5~11、5~17、10~17个,其中0.0、

20.0、100.0μg/mL3个质量浓度处理之间细胞核

数目差异不显著(P=0.05),只有在500.0μg/mL
时,菌丝细胞核数目才显著增加。
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2.6 液体培养条件下井冈霉素对菌丝生长的影响

试验结果表明,水稻纹枯病菌在查氏液体培养

液中,加入井冈霉素后的菌丝干质量比不加的对照

明显降低。在井冈霉素质量浓度为0.0、20.0、

100.0、500.0μg/mL 时,菌 丝 干 质 量 分 别 为

(0.41±0.06)、(0.36±0.03)、(0.35±0.07)、
(0.33±0.04)g,且与对照相比在P=0.05水平上

均有显著差异,说明井冈霉素在液体培养条件下能

抑制水稻纹枯病菌菌丝的生长。

3 讨 论

众所周知,井冈霉素是防治水稻纹枯病的高效、
经济、与环境相容性较好的抗生素农药,但其防病机

制至今尚未完全明了。本试验从井冈霉素对水稻纹

枯病菌(RhizoctoniasolaniKühn)菌丝生长、菌核

形成和菌丝细胞核数目的影响等方面探讨了井冈霉

素的作用机制,结果表明井冈霉素对水稻纹枯病菌

菌丝生长有一定的抑制作用,这与前人的研究结果

基本相同[4,12]。但更重要的是,本试验结果还表明,
井冈霉素对水稻纹枯病菌菌核形成和菌丝细胞核数

目也有较大的影响,表现为随着井冈霉素浓度的增

加,菌核干质量逐渐增加、菌核出现时间提前、菌丝

细胞核平均数目和细胞核数目分布范围均有不正常

增多的趋势。这些现象的出现可能是水稻纹枯病菌

对井冈霉素的适应性变异,这在过去的文献中尚未

见报道。因此,本试验结果从另一个侧面阐明了井

冈霉素的防病机制。
前人从井冈霉素(有效霉素)对立枯丝核菌

(R.solani)生长的影响[4]和对水稻抗病性(诱导抗

病性)的影响[7]两个方面探讨了井冈霉素的作用机

制。已有的研究结果表明,井冈霉素不能杀死立枯

丝核菌,只能轻度抑制菌丝生长,使立枯丝核菌的菌

丝体形成不正常分枝而影响其致病力,并可诱导水

稻植株产生抗性防卫反应[4,7]。因此,张穗等[7]认

为,井冈霉素具有激发水稻防卫反应表达的特性,并
证明这种防御水稻纹枯病的作用是其自身的部分抑

菌作用和诱导水稻植株产生抗性防卫反应协同作用

的结果。Hugh等[12]认为,在一般条件下,有效霉素

体外对病原菌的作用不大,它不能完全抑制丝核菌

菌丝体的生长,但能阻碍菌丝的扩展,使菌丝顶端分

枝频繁,进一步抑制其发育,所以井冈霉素的作用与

有效霉素相同。笔者也从井冈霉素影响水稻纹枯病

菌细胞壁降解酶和可溶性蛋白的角度探讨了其作用

机制,但研究结果与前人有所不同[8]。
本试验结果表明,井冈霉素除了对水稻纹枯病

菌的菌丝生长有一定的抑制作用外,还对菌核形成

及其在菌落上的分布产生较大影响,表现为空白对

照的菌核呈颗粒状、褐色,散生于菌落表面,边缘多

而中间相对较少;而井冈霉素处理的菌核多数为粉

状、浅褐色,部分菌核会连在一起呈块状,分布在菌

落外围呈明显的双环形,具不规则的凹凸型菌落边

缘。这些研究结果与许文耀等[13]报道的室内诱导

水稻纹枯病菌抗井冈霉素菌株和野生型菌株在培养

中的表现基本一致。
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EffectsofJinggangmycinonthegrowthanddevelopmentof
RhizoctoniasolaniKühncausalagentofricesheathblight
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Abstract TheeffectsofJinggangmycinonthegrowthanddevelopmentofRhizoctoniasolaniKühn
causalagentofricesheathblight,wereinvestigatedbyusingavirulentisolateGD-118ofR.solaniasthe
testisolate.TheresultsshowedthattheregressionequationforJinggangmycintoxicitytoR.solani
was:y=3.3603+1.3204x,correlationcoefficientr=0.9626,theEC50fortheoreticalinhibitionofmy-
celialgrowthwas70.2μg/mL,andtheEC95was6341.5μg/mL.Inregardingtoculturalcharacteris-
ticsandmycelialgrowth,comparedwithblankcontrol(withoutJinggangmycin),thecoloniesofJing-
gangmycintreatmentshadrelativelyobviouscharacteristicsofunevenedgeswithmoredensemycelia
anddarkenedcolourintheplate;withtheincreaseofJinggangmycinconcentrations,thedryweightof
myceliadecreased,butthemycelialdensityoncolonysurfaceincreasedandthecolourofcolonydark-
enedfurther.Inregardingtosclerotialshapeanddistributionintheplate,thegranularandbrownscle-
rotiascatteredonthecolonysurfaceofblankcontrol,withmoreintheperipheryandafewintheinteri-
orrelatively;whereasmostsclerotiainJinggangmycintreatmentswerepowdery,lightbrown,orapart
ofthesclerotiacoalescedtogethertoformblocks,distributedintheperipheryofcolonywithobvious
doubleringsandanomalousconcaveorconvexedges.Inaddition,withtheincreaseofJinggangmycin
concentrations,thedryweightofsclerotiaincreased,theemergenceofsclerotiawereabout24hearlier
thanthatofblankcontrol.Inregardingtothenumbersofmycelialcellnuclei,withtheincreaseofJing-
gangmycinconcentrations,thenumbersofcellnucleiandtheirdistributionintheplateincreasedabnor-
mally.

Keywords ricesheathblight;RhizoctoniasolaniKühn;Jinggangmycin;mycelialgrowth;sclero-
tialformation
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