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摘要：为探究杀菌剂与解淀粉芽胞杆菌Bacillus amyloliquefaciens X-119菌株复配防治葡萄灰霉病

的可行性，通过平板试验筛选抑菌效果较好的杀菌剂与解淀粉芽胞杆菌X-119菌株进行复配，测定

不同体积比复配剂对葡萄灰霉病的防效，并通过对菌丝形态、产孢量、产核能力及协同转运蛋白超

家族（major facilitator superfamily，MFS）相关调控基因表达水平的观察筛选得到最优复配组合。结

果显示，咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌X-119菌株体积比为8∶2时的复配剂对葡萄灰霉病菌Botrytis ci-

nerea H259、H261 菌株的抑制效果最佳，毒性比率分别为 1.77 和 1.73，防效分别为 90.91% 和

72.33%；离体果实防效分别为83.06%和65.48%，温室防效分别为76.72%和76.24%，且复配剂防效

高于单剂。且该复配剂可阻碍葡萄灰霉病菌菌丝正常生长，显著降低其产孢能力和产核能力。实

时荧光定量 PCR 结果显示，该复配剂处理葡萄灰霉病菌后细胞膜转运蛋白相关调控基因 BCIN_

09g00960、BCIN_03g02340和BCIN_09g00210的表达水平下调趋势显著。表明咯菌腈与解淀粉芽

胞杆菌 X-119 菌株复配表现出良好的防控效果，生产中可将咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌 X-119 菌株

按体积比8∶2复配用于葡萄灰霉病防治。
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Abstract: In order to explore the feasibility of chemical fungicides combined with Bacillus amylolique-

faciens X-119 strain to control grape gray mold, the chemical fungicides with good antibacterial effect

were screened by plate test and combined with Ba. amyloliquefaciens X-119 strain to determine the con-

trol effect of different volume ratios on grape gray mold. The optimal combination was obtained by ob-

serving and screening the mycelial morphology, sporulation, nuclear production ability and the expres-

sion level of major facilitator superfamily (MFS) related regulatory genes. The results showed that the

mixture of fludioxonil and Ba. amyloliquefaciens X-119 at a volume ratio of 8∶2 had the best antibacte-

rial effect on Botrytis cinerea H259 and H261 strains. The toxicity ratios were 1.77 and 1.73, respective-

ly, and the control effects were 90.91% and 72.33%, respectively. The control effects on detached fruit
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were 83.06% and 65.48%, and the control effect in greenhouse was 76.72% and 76.24%, and the control

efficacy of compound agent was higher than that of single agent. The mixture of fludioxonil and Ba. am-

yloliquefaciens X-119 strain hindered the normal growth of mycelia and significantly reduced the sporu-

lation ability and nuclear production ability of Bo.cinerea. The results of real-time fluorescence quantita-

tive PCR showed that the expression levels of cell membrane transporter-related regulatory genes

BCIN_09g00960, BCIN_03g02340 and BCIN_09g00210 were significantly down-regulated after the

treatment with Bo. cinerea. The results showed that the combination of fludioxonil and Ba. amylolique-

faciens X-119 strain showed promising prevention and control efficacy. In production, the mixture of

fludioxonil and Ba. amyloliquefaciens X-119 strain at a volume ratio of 8∶2 could be used for the pre-

vention and control of grape gray mold.

Key words: grape gray mold; Bacillus amyloliquefaciens; fludioxonil; compound; virulence determina-

tion; mechanism of action

葡萄灰霉病是由灰葡萄孢菌Botrytis cinerea引

起的一种严重影响葡萄生长和贮藏的重要真菌病害

（李博雅等，2023）。该病害主要危害葡萄花序、幼

果、叶片和果实，使之软腐或干枯脱落（赖呈纯等，

2023），一般可造成产量损失在20%左右，发病严重

时可达40%以上，甚至绝收（田秀等，2022）。目前，

防治该病害常用药剂包括二甲酰亚胺类、苯胺基嘧

啶类、苯吡咯类和酰胺类等，而长期频繁使用会造成

农药残留、病原菌易产生耐药性及环境和食品安全

等问题（张从宇等，2006）。因此绿色、安全、高效的

生物防治手段也逐渐成为果蔬防腐保鲜的新方向

（邹强等，2023）。但生物农药也因其田间防效不稳

定、药效发挥缓慢等问题制约了其在生产实际中的

应用（姚克兵等，2016）。已登记用于防治葡萄灰霉

病的生防菌剂主要有拮抗酵母菌Saccharomyces（赖

呈纯等，2023）、生防芽胞杆菌 Bacillus（付莉媛等，

2022）和拮抗内生真菌等（任苗苗等，2019），但部分

生防菌剂田间防效一般（刘人萱等，2021），亟需探索

更有效的防治方法。

研究表明，生防菌和化学杀菌剂复配施用在一

定程度上能解决化学杀菌剂频繁使用所造成的问题

（马志强等，2013），目前已有较多关于化学杀菌剂与

生防菌复配防治病害的研究报道，如袁树忠（2008）

研究结果显示多黏类芽胞杆菌 Paenibacillus poly-

myxa菌株B100与嘧菌酯、甲霜灵复配施用可以防

治辣椒疫病；黄小琴等（2015）认为硫酸链霉素与解

淀粉芽胞杆菌Bacillus amyloliquefaciens Bs2-4菌株

可复配防治烟草青枯病，并可降低50%的化学杀菌

剂用量；谷春艳等（2018）研究发现使用解淀粉芽胞

杆菌WH1G菌株与咪鲜胺以体积比5∶5复配时可以

提高对草莓炭疽病的防效。因此，生防菌与化学杀

菌剂复配施用可能为防治葡萄灰霉病提供新的

手段。

本实验室从健康菊花植株的根际土壤中分离、

纯化得到 1 株生防细菌解淀粉芽胞杆菌 X-119 菌

株，前期试验结果显示该菌株发酵液对立枯丝核病

菌 Rhizoctonia solani、大豆疫霉病菌 Phytophthora

sansomeana、苹果轮纹病菌Physalospora piricola和

小麦赤霉病菌Fusarium graminearum都有明显抑制

作用，抑菌率在43.41%~57.20%之间（数据未发表）。

为探究化学杀菌剂与解淀粉芽胞杆菌X-119菌株复

配对葡萄灰霉病防治的可行性，本试验从防治葡萄

灰霉病的6种常用杀菌剂中筛选出抑菌效果较好的

药剂，将其与解淀粉芽胞杆菌X-119菌株复配，测定

分析不同比例的复配剂对葡萄灰霉病菌 H259 和

H261 菌株的抑制作用及机制，以期为葡萄灰霉病

的绿色可持续防治提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株、果实：解淀粉芽胞杆菌X-119菌株以

及葡萄灰霉病菌H259、H261两种不同类型的菌株，

均由本实验室保存提供，其中H259菌株属于Group

S类型，H261菌株属于Group N 类型，H259菌株是

菌丝型，H261 菌株是菌核型。供试葡萄品种为巨

峰，番茄品种为华煜中蔬四号，均购自当地市场。番

茄种子播种至花盆中，定期浇水，待幼苗长至6叶期

进行药效试验。

供试培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dex-

trose agar，PDA）培养基成分为马铃薯200 g、葡萄糖

20 g、琼脂粉20 g、蒸馏水 1 L；LB（Luria-Bertani）液

体培养基成分为胰蛋白胨 10 g、酵母浸粉 5 g、Na-

Cl 10 g、蒸馏水 1 L；LB 液体培养基中加入 20 g 琼

脂粉即为 LB 固体培养基。
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药剂、试剂及仪器：98%环酰菌胺（fenhexamid）

原药，陕西恒润化学工业有限公司；97% 咯菌腈

（fludioxonil）原药，浙江禾本科技股份有限公司；

95%嘧霉胺（pyrimethanil）原药，江苏利民化工股份

有限公司；97%戊唑醇（tebuconazole）原药，宁波三

江益农化学有限公司；93.2% 啶菌噁唑（pyrisoxa-

zole）原药，沈阳科创化学品有限公司；97%咪鲜胺

（prochloraz）原药，宁夏格瑞精细化工有限公司；

50%咯菌腈粉剂，瑞士先正达作物保护有限公司。

Omega Plant RNA Kit 试剂盒、PerfectStart® Green

qPCR SuperMix（+Dye II）试剂盒、TransScript® IV

One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis Super-

Mix试剂盒，北京全式金生物技术股份有限公司；其

他试剂均为国产分析纯。Quant Studio 5 实时荧光

定量PCR仪、NanoDrop One超微量紫外可见光分光

光度计，美国赛默飞公司；SE显微镜，日本尼康株式

会社；SPX-150 培养箱（28 ℃）、SPX-300 培养箱

（21 ℃），宁波海曙赛福实验仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 杀菌剂的室内毒力测定

将环酰菌胺、咯菌腈、嘧霉胺、戊唑醇、啶菌噁

唑、咪鲜胺 6种杀菌剂原药配制成含不同浓度梯度

药剂的PDA平板（潘子豪等，2024），其中环酰菌胺、戊

唑醇的系列梯度浓度为 0.5、0.25、0.125、0.0 625、

0.03 125 mg/L；嘧霉胺、啶菌噁唑及咪鲜胺的系列梯度

浓度为0.4、0.2、0.1、0.05、0.025 mg/L；咯菌腈系列梯度

浓度为0.25、0.125、0.0 625、0.03 125、0.015 625 mg/L。

在 PDA培养基上于 21 ℃下培养 3 d的菌落上打取

直径为 0.6 cm 的葡萄灰霉病菌 H259、H261 菌株菌

饼，分别置于含有不同浓度杀菌剂的 PDA 平板中

央，于 21 ℃培养箱培养。以无菌水为对照，重复

3 次，培养 3~4 d后采用十字交叉法测量菌落直径，

计算化学杀菌剂对葡萄灰霉病菌的平均抑制率。抑

制率=（对照组菌落直径平均值-处理组菌落直径平

均值）/（对照组菌落直径平均值-0.6）×100%。通过

SPSS 21软件求得回归方程，计算抑制中质量浓度

EC50值及相关系数 r。

1.2.2 X-119菌株对葡萄灰霉病菌抑制活性的测定

将解淀粉芽胞杆菌X-119菌株在LB固体培养

基上活化 24 h，转接至LB液体培养基中，于 28 ℃、

200 r/min 条件下培养 24 h 即为发酵液，浓度为

1011 CFU/mL。采用平板对峙法测定生防菌发酵液

对葡萄灰霉病菌的抑制率。取直径为 0.6 cm 的葡

萄灰霉病菌H259、H261菌株菌饼置于直径 9 cm的

培养皿中央，将 2个直径为 0.6 cm的滤纸片放置于

距中央菌饼 3 cm 的对称处，在滤纸片上分别滴加

X-119 菌株发酵液 10 μL。以加入等量无菌水的

处理为对照。3 次重复。于21 ℃培养箱培养3~4 d

后测量菌落半径，计算抑制率，计算方法同1.2.1。

1.2.3 X-119菌株对葡萄灰霉病菌的室内毒力测定

将 1.2.2中X-119菌株发酵液配制成含菌量为

105、106、107、108和 109 CFU/mL的LB固体平板。取

直径为 0.6 cm 的葡萄灰霉病菌 H259、H261 菌株菌

饼分别置于含不同含菌量的 LB 固体平板中央，于

21 ℃培养箱培养。以无菌水处理作对照。3~4 d后

采用十字交叉法测量菌落直径，计算抑制率和EC50

值及相关系数 r，计算方法同1.2.1。

1.2.4 杀菌剂与X-119菌株相容性的测定

采用含药平板法测定杀菌剂对生防菌生长的影

响。将咯菌腈、啶菌噁唑原药分别配成浓度均为

50、100、150 和 200 mg/L 的含药 LB 固体平板。将

1.2.2中配制好的X-119菌株发酵液 1 mL加入 9 mL

蒸馏水稀释 10 倍，然后逐级稀释为 10-5稀释液，取

10-5稀释液 100 μL在含药LB固体平板上涂板。以

不含药LB平板为对照。3次重复。28 ℃培养箱培

养 24 h，比较药剂处理和对照之间单菌落数，若单

菌落数减少不明显说明杀菌剂与解淀粉芽胞杆菌

X-119菌株的相容性较好。

1.2.5 复配剂的室内毒力测定

根据单剂毒力测定结果，将咯菌腈原药及解淀

粉芽胞杆菌 X-119 菌株发酵液的浓度调至各自的

EC50。设置咯菌腈∶X-119菌株发酵液体积比分别为

0∶10、1∶9、2∶8、3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3、8∶2、9∶1和

10∶0共 11种不同配比比例进行复配。以无菌水处

理为对照。取直径为0.6 cm的葡萄灰霉病菌H259、

H261菌株菌饼置于含有不同浓度复配剂的PDA平

板中央，于21 ℃下培养3~4 d后测定抑制率，计算方

法同1.2.1。并计算预期抑制生长率和毒性比率，根

据毒性比率定性判断配方的联合作用。预期抑制生

长率=（生防菌X-119菌株发酵液EC50剂量实际抑制

率×配比中的占比+咯菌腈EC50剂量实际抑制率×配

比中的占比）×100%；毒性比率=实际抑制生长率/预

期抑制生长率。当毒性比率>1，表示增效作用；毒

性比率<1，表示拮抗作用；毒性比率=1，表示相加作

用（尹敬芳，2006）。

1.2.6 复配剂防治葡萄灰霉病的离体果实药效测定

根据 1.2.5试验结果，设置咯菌腈粉剂、解淀粉

芽胞杆菌X-119菌株单剂处理，以及咯菌腈与X-119

菌株体积比为 8∶2复配剂处理进行离体果实试验。

各处理中咯菌腈浓度为100 mg/L（商品化药剂推荐
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使用浓度），X-119菌株发酵液对葡萄灰霉H259菌株

和H261菌株的EC50浓度分别为2.46×105 CFU/mL和

2.80×105 CFU/mL。采用预防方法进行试验，将葡萄

果粒表面洗净消毒，喷施各处理药剂或发酵液于果

实上至表面湿润，以喷施无菌水作对照。用无菌牙签

在果实中心部位刺伤直径为 2 mm的伤口，取直径

0.6 cm的葡萄灰霉病菌H259、H261菌株菌饼分别放

于伤口位置，置于长 138 mm×宽 85 mm×高 43 mm

的塑料保鲜盒中，底部垫湿滤纸进行保湿，于 21 ℃

培养箱培养5~7 d后，采用十字交叉法测量病斑直径

并计算抑制率，方法同1.2.1。每个处理10个果实。

1.2.7 复配剂防治葡萄灰霉病的温室药效试验

向培养3~4 d的葡萄灰霉病菌H259、H261菌株

的培养皿中注射10 mL无菌水，刮下菌丝和孢子，过

滤获得孢子悬浮液，将浓度调至1×106 CFU/mL。配

制咯菌腈、X-119 菌株发酵液体积比为 8∶2 的复配

剂，浓度和配制方法均同 1.2.6，将复配剂喷至番茄

叶片表面使之均匀湿润，以喷施无菌水作对照组，

48 h 后喷施 1×106 CFU/mL 葡萄灰霉病菌孢子悬浮

液至叶片表面均匀湿润，接种 5~7 d 后调查植株叶

片发病情况。每个处理选取 10盆番茄。参考刘欣

洁（2017）方法进行病害分级，分级标准如下：0级，植

株无病；1级，病斑面积占整个叶片面积的5%以下；

3 级，病斑面积占整个叶片面积的6%~15%；5级，病

斑面积占整个叶片面积的16%~25%；7级，病斑面积

占整个叶片面积的26%~50%；9级，病斑面积占整个

叶片面积的50%以上。计算病情指数和防效，病情

指数=Σ（病级数×该病级叶片数）/（最大病级数×叶

片总数）×100，防效=（对照组病情指数-处理组病情

指数）/对照病情指数×100%。

1.2.8 复配剂对葡萄灰霉病菌抑制作用的测定

对菌丝形态的影响测定：将咯菌腈原药与 X-

119菌株发酵液按照体积比 8∶2复配制成含药PDA

平板，用镊子将灭菌干燥过的盖玻片斜插入含药平

板中，打取直径 0.6 cm的葡萄灰霉病菌H259、H261

菌株菌饼接种于含药PDA平板上，待菌丝生长蔓延

到明显可见，取出盖玻片并清除其上多余的培养基

及水蒸气，置于显微镜 10×10倍下观察菌丝形态的

变化差异情况。以不含药PDA平板接种葡萄灰霉

菌株为对照。每个处理3次重复。

对产孢量与孢子大小的影响测定：取直径0.6 cm

的H261菌株菌饼分别接种至含有 2种单剂和复配

剂的含药PDA平板，浓度和配制方法同1.2.6。置于

21 ℃培养箱中，生长8 d产生大量分生孢子后，每皿

使用10 mL无菌水冲洗下分生孢子并过滤掉多余菌

丝，制作成分生孢子悬浮液，使用血球计数板统计分

生孢子产量，于显微镜下测量并统计分生孢子长轴

和短轴的长度，观察 3个视野并拍照。以无菌水作

处理作对照。3次重复。

对菌核数量与重量的影响测定：参考上述方

法将直径 0.6 cm的H261菌株菌饼分别接种至含有

2种单剂和复配剂的PDA培养基上，置于21 ℃培养

箱中，生长8 d后观察菌核形成情况并拍照，收集菌

核进行称重。以无菌水处理作对照。3次重复。

1.2.9 复配剂对转运蛋白相关基因表达影响

参照 1.2.6方法将直径 0.6 cm 的葡萄灰霉病菌

H259和H261菌株菌饼分别接种至咯菌腈、X-119菌

株单剂处理以及复配剂处理的PDA平板上，待对照

长至培养皿的 2/3 时，取各处理菌丝并迅速将其放

入液氮中，待冷冻后于-80 ℃保存待用。以无菌水

处理为对照。利用Omega Plant RNA Kit 试剂盒提

取菌丝的RNA，使用超微量紫外可见光分光光度计

测量样品OD值，检测合格后于-20 ℃保存备用。用

TransScript® IV One-Step gDNA Removal and cDNA

Synthesis SuperMix 试剂盒反转录获得第一链 cD-

NA。参照沈凤英（2019）方法合成葡萄灰霉病菌转

运 蛋 白 相 关 调 控 基 因 BCIN_09g00960、BCIN_

03g02340 和 BCIN_09g00210 相对应的引物 BCIN_

09g00960-F（5'-TCATTTACGACCAACTACCG-3'）/

BCIN_09g00960-R（5'-TGCTACTCAGCCCTACCC-

3'） ； BCIN_03g023-40-F （5'-AGTTGGTGGAAT-

GCCCAGCGTGAAT-3'）/（BCIN_03g02340-R：5'-TC-

CCAGACTCCTCCCAGCA-3'）；BCIN_09g00210-F

（5'-GGGACTATCGGGCAAGAA-3'）/BCIN_09g002-

10-R（5'-GAGGACTCATCGGCTACG-3'）。 以 actin

为 内 参 基 因 ，引 物 为 actin-F （5'-ATGGA-

AGAAGAAGTCGCAGCC-3'）/actin-R（5'-CCTTTT-

GACCCATACCAATCATAAT-3'）。引物均由生工生

物工程（上海）股份有限公司合成。 以 cDNA为模

板参照PerfectStart® Green qPCR SuperMix（+Dye II）

试剂盒操作说明进行实时荧光定量 PCR（quantita-

tive real-time PCR，qPCR）扩增。20 μL qPCR反应体

系：PS+Dye II 10 μL、10 μmol/L上下游引物各 1 μL、

cDNA 1 μL、Nuclease-free Water 7 μL。PCR 扩增程

序：50 ℃预变性2 min；94 ℃预变性30 s；94 ℃变性

5 s，59 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 30 s，共 45 个循环。

采用2-ΔΔCt方法进行相对表达量分析。

1.3 数据分析

试验数据使用Excel 2010和DPS 9.01软件进行

统计分析，采用Duncan氏新复极差法进行差异显著
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性检验。

2 结果与分析

2.1 6种杀菌剂对葡萄灰霉病菌的毒力

供试 6种杀菌剂均可有效抑制葡萄灰霉病菌，

毒力大小依次为咯菌腈、啶菌噁唑、环酰菌胺、嘧霉

胺、咪鲜胺、戊唑醇。咯菌腈对H259、H261菌株的

EC50值分别为 0.07 mg/L 和 0.09 mg/L，啶菌噁唑对

H259、H261的EC50值分别为 0.09 mg/L和 0.11 mg/L

（表1），后续选择咯菌腈和啶菌噁唑进行下一步试验。

表1 6种常用杀菌剂对葡萄灰霉病菌的毒力测定

Table 1 Toxicity determination of six fungicides against Botrytis cinerea

杀菌剂
Fungicide

环酰菌胺 Fenhexamid

咯菌腈 Fludioxonil

嘧霉胺 Pyrimethanil

戊唑醇 Tebuconazole

啶菌噁唑 Pyrisoxazole

咪鲜胺 Prochloraz

葡萄灰霉病菌菌株
B. cinerea strain

H259

H261

H259

H261

H259

H261

H259

H261

H259

H261

H259

H261

毒力回归方程
Virulence regression equation

y=1.65x+6.64

y=1.47x+6.36

y=3.13x+8.52

y=1.62x+6.69

y=1.58x+6.41

y=3.32x+8.21

y=0.81x+5.16

y=0.90x+5.06

y=0.39x+5.41

y=0.44x+5.42

y=1.62x+6.22

y=1.68x+6.18

r

0.97

0.99

0.97

0.92

0.99

0.99

0.66

0.70

0.98

0.98

0.97

0.97

EC50/(mg/L)

0.10

0.12

0.07

0.09

0.13

0.11

0.64

0.85

0.09

0.11

0.18

0.20

x：杀菌剂剂量；y：抑制率。x: Fungicide dosage; y: inhibitory rate.

2.2 X-119菌株发酵液对葡萄灰霉病菌的抑制作用

解淀粉芽胞杆菌X-119菌株发酵液能明显抑制

葡萄灰霉病菌菌丝的生长，对葡萄灰霉病菌H259和

H261菌株的抑制率分别为54.26%和55.35%。

2.3 X-119菌株对葡萄灰霉病菌的毒力

解淀粉芽胞杆菌X-119菌株对葡萄灰霉病菌菌

丝的生长抑制效果较好，对H259、H261菌株的EC50

值 分 别 为 2.46×105 CFU/mL 和 2.80×105 CFU/mL

（表 2）。

表 2 解淀粉芽胞杆菌X-119菌株对葡萄灰霉病菌的毒力

Table 2 Toxicity of the virulence of Bacillus amyloliquefaciens

X-119 against Botrytis cinerea

葡萄灰霉病菌菌株
Botrytis cinerea

strain

H259

H261

毒力回归方程
Virulence regres-

sion equation

y=0.18x+4.04

y=0.45x+2.56

r

0.98

0.98

EC50 /(×105

CFU/mL)

2.46

2.80

x：杀菌剂剂量；y：抑制率。x: Fungicide dosage; y: inhibi-

tory rate.

2.4 杀菌剂与X-119菌株的相容性分析

相容性分析结果显示，咯菌腈处理的菌落数大

于啶菌噁唑处理，说明咯菌腈与X-119菌株的相容

性较好（图1）。同时由于咯菌腈对葡萄灰霉病菌的

毒力较强，抑制率较高，故选择咯菌腈和解淀粉芽胞

杆菌X-119菌株进行复配。

图1 杀菌剂对解淀粉芽胞杆菌X-119菌体生长的影响

Fig. 1 Effects of chemical fungicides on the growth of Bacillus

amyloliquefaciens X-119

图中数据为平均数±标准差。不同小写字母表示相同浓

度不同处理间经 Duncan 氏新复极差法检验差异显著（P<

0.05）。Data in the figure are mean±SE. Different lowercase

letters on the bars indicate significant difference among differ-

ent treatments with the same concentration by Duncan’s new

multiple range test (P<0.05).
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2.5 咯菌腈与X-119菌株复配对葡萄灰霉病菌的毒力

咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌X-119菌株复配对葡

萄灰霉病菌的联合毒力测定结果显示，体积比为8∶2

时，复配剂对葡萄灰霉病菌 H259 菌株的抑制率为

90.91%，单独使用咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌 X-119

菌株的抑制率分别为 49.56%和 58.65%，且复配剂

的毒性比率为 1.77，均大于其他处理（表 3），说明

比例为 8∶2 时增效作用最大，为抑制葡萄灰霉病

菌 H259 菌株的最佳复配比例。体积比为 8∶2 时，

复配剂对葡萄灰霉病菌 H261 菌株的抑制率为

72.33%，单独使用咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌 X-119

菌株的抑制率为 40.55%和 46.58%，对葡萄灰霉病

菌 H261 菌株的增效作用和防效均最好，且复配剂

的毒性比率为 1.73，均大于其他处理（表 4），说明

比例为 8∶2 时增效作用最大，为抑制葡萄灰霉病

菌 H261 菌株的最佳复配比例。

表3 咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌X-119菌株复配后对葡萄灰霉病菌H259菌株的联合毒力

Table 3 Combined toxicity of fludioxonil and Bacillus amyloliquefaciens X-119 against Botrytis cinerea H259

Vf∶Vx

0∶10

1∶9

2∶8

3∶7

4∶6

5∶5

6∶4

7∶3

8∶2

9∶1

10∶0

实际抑制率

Actual inhibition rate/%

58.65±0.07 f

73.31±0.05 d

73.61±0.04 d

67.74±0.05 e

73.61±0.02 d

79.47±0.04 bc

78.59±0.03 cd

82.40±0.07 bc

90.91±0.03 a

85.04±0.03 b

49.56±0.04 g

预期抑制率

Expected inhibition rate/%

58.65

57.74

56.83

55.92

55.01

54.11

53.20

52.29

51.39

50.47

49.56

毒性比率

Toxic ratio

1.00

1.27

1.30

1.21

1.33

1.47

1.48

1.58

1.77

1.69

1.00

Vf：咯菌腈体积；Vx：X-119菌株发酵液体积。表中数据为平均数±标准差。同列不同小写字母表示经Duncan氏新复极差

法检验差异显著（P<0.05）。Vf: Volume of fludioxonil; Vx: volume of strain X-119 fermentation broth. Data in the table are mean±

SE. Different lowercase letters in the same column indicate significant difference by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

表4 咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌X-119菌株复配后对葡萄灰霉病菌H261菌株的联合毒力

Table 4 Combined toxicity of fludioxonil and Bacillus amyloliquefaciens X-119 against Botrytis cinerea H261

Vf∶Vx

0∶10

1∶9

2∶8

3∶7

4∶6

5∶5

6∶4

7∶3

8∶2

9∶1

10∶0

实际抑制率

Actual inhibition rate/%

46.58±0.05 de

53.97±0.02 bc

48.49±0.04 cd

44.66±0.02 de

43.01±0.07 de

45.75±0.05 de

42.19±0.05 de

53.42±0.02 bc

72.33±0.07 a

55.89±0.08 b

40.55±0.03 e

预期抑制率

Expected inhibition rate/%

46.58

45.97

45.37

44.77

44.16

43.56

42.96

42.36

41.75

41.15

40.55

毒性比率

Toxic ratio

1.00

1.17

1.07

1.00

0.97

1.05

0.98

1.26

1.73

1.36

1.00

Vf：咯菌腈体积；Vx：X-119菌株发酵液体积。表中数据为平均数±标准差。同列不同小写字母表示经Duncan氏新复极差

法检验差异显著（P<0.05）。Vf: Volume of fludioxonil; Vx: volume of strain X-119 fermentation broth. Data in the table are mean±

SE. Different lowercase letters in the same column indicate significant difference by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).



2.6 咯菌腈与X-119菌株复配剂的离体果实药效

不同处理中咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌X-119菌

株复配剂对葡萄灰霉病菌的防效最好，对 H259、

H261菌株的防效分别为 83.06%和 65.48%，均显著

高于咯菌腈和解淀粉芽胞杆菌X-119单剂处理的防

效（表5）。

表5 咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌X-119菌株复配后对葡萄灰霉病的离体果实防效

Table 5 Control effect of fludioxonil and Bacillus amyloliquefaciens X-119 on grape gray mold in vitro

处理Treatment

对照CK

咯菌腈 Fludioxonil

解淀粉芽胞杆菌X-119菌株

Bacillus amyloliquefaciens X-119

咯菌腈+解淀粉芽胞杆菌X-119菌株

Fludioxonil+Bacillus amyloliquefaciens X-119

平均病斑直径

The average diameter of lesion /cm

葡萄灰霉病菌H259
Botrytis cinerea

H259

3.64±0.51 a

1.71±0.28 c

1.95±0.22 b

1.12±0.14 d

葡萄灰霉病菌H261
Botrytis cinerea

H261

3.56±0.67 a

1.95±0.50 c

2.45±0.44 b

1.62±0.51 c

防效

Control effect/%

葡萄灰霉病菌H259
Botrytis cinerea

H259

-
63.65±9.07 b

55.76±7.35 c

83.06±4.56 a

葡萄灰霉病菌H261
Botrytis cinerea

H261

-
54.31±17.03 b

37.39±14.79 c

65.48±17.01 a

表中数据为平均数±标准差。同列不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data in the table

are mean±SE. Different lowercase letters in the same column indicate significant difference by Duncan’s new multiple range test (P<

0.05).

2.7 咯菌腈与X-119菌株复配剂的温室盆栽防效

不同处理中咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌X-119菌

株复配剂对葡萄灰霉病菌的防效最好，对H259菌株

的温室盆栽防效为76.72%，均显著高于其他单剂处

理；对H261菌株的温室盆栽防效为76.24%，高于其

他单剂处理，但无显著差异（表6）。

表6 咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌X-119复配后对葡萄灰霉病的温室防效

Table 6 Greenhouse control effect of fludioxonil and Bacillus amyloliquefaciens X-119 on grape gray mold

处理Treatment

对照CK

咯菌腈 Fludioxonil

解淀粉芽胞杆菌X-119菌株

Bacillus amyloliquefaciens X-119

咯菌腈+解淀粉芽胞杆菌X-119菌株

Fludioxonil+Bacillus amyloliquefaciens X-119

病情指数Disease index

葡萄灰霉病菌H259
Botrytis cinerea

H259

15.22±4.15 a

8.41±5.96 b

8.30±4.44 b

3.54±3.90 c

葡萄灰霉病菌H261
Botrytis cinerea

H261

19.02±17.63 a

6.61±3.18 b

7.80±3.99 b

4.52±5.19 b

防效Control effect/%

葡萄灰霉病菌H259
Botrytis cinerea

H259

-
44.74±39.15 b

45.47±29.17 b

76.72±25.61 a

葡萄灰霉病菌H261
Botrytis cinerea

H261

-
65.21±16.74 a

59.00±21.00 a

76.24±27.26 a

表中数据为平均数±标准差。同列不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data in the table

are mean±SE. Different lowercase letters in the same column indicate significant difference by Duncan’s new multiple range test (P<

0.05).

2.8 复配剂对葡萄灰霉病菌菌丝生长的抑制效果

对照组的葡萄灰霉病菌 H259、H261 菌株的菌

丝生长正常，平直光滑且无分叉，表现出良好的生长

状态；而经咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌X-119菌株复

配剂处理后菌丝生长严重扭曲，菌丝增粗、溢缩，顶

端膨大也较明显，说明复配剂对葡萄灰霉病菌的菌

丝形态造成一定影响，致使其无法正常生长（图2）。

不同处理H261菌株的产孢量统计结果显示，对

照组及咯菌腈、X-119菌株、复配剂处理的产孢量分

别为 10.17×106、3.33×106、3.42×106和 0.83×106个/皿

（图 3），表明各处理均能够显著抑制葡萄灰霉病菌

分生孢子产量，且复配剂的抑制作用最显著。

菌核统计结果表明，对照组H261菌株的产核数

量以及菌核鲜重和干重均高于咯菌腈处理、X-119
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菌株处理和复配剂处理，复配剂处理H261菌株的3

个指标均最低（图 4），表明各处理对葡萄灰霉病菌

H261菌株的产核能力均有抑制作用，复配剂的抑制

效果大于其他2个单剂处理。

a：H259菌株对照；b：复配剂对H259菌株菌丝形态影响；c：H261菌株对照；d：复配剂对H261菌株菌丝形态影响。红

色箭头所指代表菌丝异常。a: H259 CK; b: effect of compound on H259 mycelium; c: H261 CK; d: effect of compound on

H261 mycelium. The red arrow indicates abnormal hyphae.

图2 复配剂对葡萄灰霉病菌菌丝形态的影响

Fig. 2 Effect of compound on mycelial morphology of Botrytis cinerea

图3 单剂与复配剂处理对葡萄灰霉病菌H261产孢量的影响

Fig. 3 Effect of single agent and compound agent treatment on

sporulation of Botrytis cinerea H261

图中数据为平均数±标准差。不同小写字母表示经

Duncan 氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data in the

figure are mean±SE. Different lowercase letters indicate signif-

icant difference by Duncan’s new multiple range test (P<

0.05).

2.9 复配剂对膜转运蛋白相关调控基因表达的影响

相对表达量测定结果显示，咯菌腈、X-119菌株

和复配剂处理后葡萄灰霉病菌的BCIN_09g00960、

BCIN_03g02340、BCIN_09g00210 基因表达量均显

著下调，其中复配剂处理对H259、H261菌株 3个基

因表达量的影响最显著，H259菌株的3个基因表达

量分别下调 69.33%、96.04% 和 79.90%（图 5-A），

H261 菌株的 3 个基因分别下调 44.75%、91.09%和

49.24%（图 5-B）。

3 讨论

葡萄的生长和发育过程中，灰霉病菌会侵染其

花、叶片、果实等部位造成不同程度的伤害，给葡萄

产业带来重大损失（王红丽等，2020）。农药的过量

使用会带来农药残留，病菌产生抗药性等问题（张艳

杰等，2017；赵星，2021），为能够实现葡萄灰霉病的

安全有效绿色防控，需要不断推出新的防治方案。

近年来，具有较高安全性的解淀粉芽胞杆菌常应用

于水果、蔬菜上发生的病害防控（胡忠亮等，2016）。

如刘悦等（2020）发现解淀粉芽胞杆菌EA19菌株对

小麦赤霉病的防效可达81.2%。朱晓琴等（2023）研

究发现解淀粉芽胞杆菌SQ-6菌株具有开发成为防

控辣椒炭疽病生防菌剂的潜力。本研究通过平板对

峙法测定发现解淀粉芽胞杆菌X-119菌株对葡萄灰

霉病菌表现出良好的抑制效果，苯基吡咯类杀菌剂

咯菌腈对葡萄灰霉病菌的毒力较高，此结论与陈占

伟等（2019）研究认为咯菌腈对葡萄灰霉病有很好的

防效, 优于同等条件下50%啶酰菌胺和40%嘧霉胺

的结论一致。

本研究中咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌X-119菌株

发酵液按 8∶2体积比复配时，对葡萄灰霉病菌的防

效最佳。从离体果实和温室药效试验的结果来看，

复配剂防效明显优于单剂，同时降低了杀菌剂的用

量，这与黄鑫等（2022）研究发现生防菌D25菌株与

嘧环·咯菌腈复配防控番茄灰霉病可大幅度减少嘧

环·咯菌腈的施用量且具有增效作用的结果类似。

本研究发现咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌X-119菌株复

配剂对葡萄灰霉病菌的菌丝、孢子、菌核均有很好的
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抑制作用，与杨玉萍（2007）的研究结果本一致，即药

用植物提取物K/M（2∶1）复配剂使得番茄灰霉病菌

菌丝生长异常，且明显抑制病菌孢子萌发。本研究

还发现咯菌腈与解淀粉芽胞杆菌X-119菌株复配剂

显著降低了葡萄灰霉病菌细胞膜转运蛋白相关调控

基因的表达量，延缓了葡萄灰霉病菌产生抗药性进

程，降低了灰霉病的发生率；汪敏（2023）也有类似结

论，其利用 qPCR 技术分析发现恶霉灵和嘧菌酯复

配使尖孢镰刀菌Fusarium oxysporum几丁质合成酶

基因等多种相关基因表达量显著下调，从而减轻了

尖孢镰刀菌引起的甜瓜枯萎病发生。

图4 单剂与复配剂处理对葡萄灰霉病菌H261菌株的菌核数量（A）及重量（B）的影响

Fig. 4 Effects of single agent and compound agent treatment on the number (A) and weight (B) of sclerotia of Botrytis cinerea H261

图中数据为平均数±标准差。同色柱上不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data in

the figure are mean±SE. Different lowercase letters on the same color bars indicate significant difference by Duncan’s new multi-

ple range test (P<0.05).

图5 不同处理下葡萄灰霉病菌H259菌株（A）和H261（B）菌株的BCIN_09g00960、BCIN_03g02340和

BCIN_09g00210基因表达情况

Fig. 5 The expression of BCIN_09g00960, BCIN_03g02340 and BCIN_09g00210 genes in strains H259 (A) and H261 (B) of

Botrytis cinerea under different treatments

图中数据为平均数±标准差。同色柱上不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data in the

figure are mean±SE. Different lowercase letters on the same color bars indicate significant difference by Duncan’s new multiple

range test (P<0.05).
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本研究将杀菌剂与生防菌复配用于防治葡萄灰

霉病，提高防效的同时降低了杀菌剂的使用量，延缓

了灰霉病菌产生抗药性的时间，为防治葡萄灰霉病

复配药剂的筛选及田间最佳配比提供了有效的理论

基础和技术支持。
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