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摘   要：【目的】揭示葡萄生单轴霉(Plasmopara viticola)菌围可培养细菌和真菌的多样性特征，筛

选对葡萄霜霉病有较强稳定防治效果的生防菌。【方法】连续两年从我国南北方具有代表性的 7 个

葡萄产区采集葡萄霜霉病叶，镊子夹取经保湿培养获得的新鲜霉层并配制孢子囊悬浮液，采用传

统分离培养法，结合形态分类、BOX-PCR 指纹图谱分析以及分子鉴定结果，对葡萄生单轴霉菌

围的可培养细菌和真菌进行聚类分析；采用菌株及其发酵液与病原菌孢子囊悬浮液等体积混合培

养测定其对孢子囊的抑制作用，离体叶片接种法检测该菌株及其发酵液对霜霉病的防治效果。【结

果】分离获得了 90 株细菌和 110 株真菌，分别归属于 8 个细菌属和 14 个真菌属，且相同地区不同

葡萄品种葡萄生单轴霉菌围的细菌和真菌在同年处于同一分支。假单胞菌属(Pseudomonas)和枝孢

属(Cladosporium)稳定存在于各地区不同品种葡萄霜霉病叶上葡萄生单轴霉菌围；在两年间稳定存

在的菌株占比多数在 80.0%以上且均具有较高的生防作用；其中，广泛分布的 6 株枝顶孢属

(Acremonium)真菌对葡萄霜霉病的防治效果均较好，最高可达 100.0%；防治效果较高的 11 个菌

株的无菌发酵液中，黑曲霉(Aspergillus niger) NX2F、苋楔孢黑粉菌(Thecaphora amaranthi) BJ1G
和匍枝根霉(Rhizopus stolonifer) BM1L 的无菌发酵液防治效果均为 100.0%。【结论】葡萄生单轴

霉菌围的可培养细菌和真菌群落主要受地区因素影响，有较高的稳定性和生防作用，揭示了枝顶

孢属真菌在我国葡萄主要产区葡萄生单轴霉菌围附生的普遍性，为葡萄霜霉病的防治提供了丰富
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和宝贵的资源。 
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Abstract: [Objective] To investigate the diversity of bacteria and fungi in the pathosphere of 
Plasmopara viticola and screen out the strains with potential biocontrol effects on grape downy 
mildew. [Methods] The leaves infected by P. viticola were collected from seven representative 
grape-producing regions in northern and southern China in two consecutive years. The 
collected leaves were cultured in a humid environment, and the newly growing downy mildew 
was aseptically picked by forceps to prepare the sporangial suspensions of P. viticola. The 
strains were isolated by the conventional culture method and identified based on the 
morphological characteristics, BOX-PCR fingerprints, and molecular sequences. Furthermore, 
the clustering analysis of different strains was conducted. Sporangial inhibition was tested with 
equal volumes of strain suspension or fermentation mixed with the sporangial suspension of  
P. viticola, and the control effects of isolates and their sterile fermentation against grape downy 
mildew were tested on detached grape leaves. [Results] A total of 90 bacterial strains and   
110 fungal strains were isolated, belonging to eight bacterial genera and 14 fungal genera, 
respectively. The pathosphere of P. viticola in the same province and the same year exhibited 
similar microbial community composition. Notably, strains of Pseudomonas spp. and 
Cladosporium spp. exhibited stable populations on grape cultivars collected from different 
provinces. A majority (over 80.0%) of strains with stable populations in two consecutive years 
demonstrated significant biocontrol effects against grape downy mildew. Six Acremonium 
strains with ubiquitous distribution demonstrated the biocontrol effect up to 100.0%. Sterile 
fermentation of the fungal strains Aspergillus niger NX2F, Thecaphora amaranthi BJ1G, and 
Rhizopus stolonifer BM1L showed the control effects of 100.0% against grape downy mildew. 
[Conclusion] The culturable bacterial and fungal communities in the pathosphere of P. viticola 
were mainly affected by geographical factors in different provinces, and most of the culturable 
microorganisms presented stable and strong biocontrol effects on grape downy mildew. To the 
best of our knowledge, it is the first comprehensive report that Acremonium spp. were epibiotic 
fungi and consistently associated with P. viticola, providing rich and valuable biocontrol 
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resources for grape downy mildew. 
Keywords: biocontrol; culturable microorganisms; diversity; grape (Vitis vinifera); Plasmopara 
viticola 
 
 

植物-微生物、微生物-微生物形成的多元互

作网络维持着微生物的稳态和植物的健康[1]。

当病原菌侵染打破原有的平衡后，不仅会介导

有益微生物的重组，还要面对植物“呼救”策略

聚集的特异性微生物变化[2-3]。在长期互作过程

中，许多植物病原菌会附生重寄生菌和其他有

益微生物 [4]，特别是一些专性寄生的病原菌，

如白粉菌目 (Erysiphales)、锈菌目 (Uredinales)
和霜霉目(Peronosporales)等[5-7]，这些病原菌菌

围的微生物是天然的植物病害防治资源。 
已有研究显示，葡萄生单轴霉(Plasmopara 

viticola)菌围存在有潜力的生防菌株，Shen 等[7]

从生长异常的葡萄霜霉层上分离获得的羊毛状

单生轮枝菌(Simplicillium lanosoniveum) F2 能

够通过缠绕作用引起葡萄生单轴霉的孢囊梗和

孢子囊变形，降低孢子囊的数量，阻碍霜霉病菌

的蔓延。层生镰孢菌(Fusarium proliferatum) F3
对葡萄生单轴霉不仅表现出覆盖、缠绕的重寄生

现象，其发酵液对葡萄霜霉病还具有显著的预防

控制作用[8]。因此葡萄生单轴霉菌围的生防菌株

能够直接作用于葡萄生单轴霉，具有较强的生物

防治效果[7-8]。葡萄生单轴霉菌围微生物的研究

对该病害生物防治资源的发掘有重大意义。 
目前，由于植物-微生物-病原物互作的多元

性，葡萄霜霉病的生防菌株选用方式存在一定

的局限，亟待改进。首先，生防菌株在复杂的

自然条件下的定殖稳定性是发挥生防作用的关

键因素[9]，因此选择与植物或病原菌紧密相关

的微生物可能是获得稳定高效生防菌的有效途

径。其次，菌围生防菌的优势在于重寄生菌和

附生有益菌能够驱动自上而下级联效应，但级

联效应是否是单一菌株的作用尚无定论[4]，揭

示菌围微生物群落结构仍是有效生防菌筛选的

基础。最后，不同区域葡萄生单轴霉遗传分化

现象显著[10]，单一区域和品种的葡萄生单轴霉

菌围微生物难以具有广谱的防治效果。由此可

见，揭示不同葡萄品种的葡萄生单轴霉菌围可

培养微生物群落变化规律是获得具有广谱性和

稳定性防治效果的生防菌组合的基础。目前尚

未见相关的报道。 
本研究应用分离、形态分类、BOX-PCR 指

纹图谱分析以及分子鉴定相结合，连续两年对

我国 7 个地区主栽葡萄品种的葡萄生单轴霉菌

围细菌和真菌群落差异进行了分析，并通过室

内混合培养和离体叶片接种法测定了各菌株对

葡萄霜霉病的防治效果，以期探明不同地区、

不同品种、不同年份葡萄生单轴霉菌围细菌和

真菌群落的变化规律，同时获得对葡萄霜霉病

具有稳定防治效果的生物防治资源，并为其他

病害的生物防治提供新的思路。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

葡萄霜霉病叶：于 2017 和 2018 年的 8–9 月

选择栽培 3 年及以上的不同地区和品种的葡萄，

采集霜霉病新鲜发病叶片，用于葡萄生单轴霉菌

围可培养微生物的分离；以河北农业大学标本园

中的“巨峰”葡萄品种上的葡萄生单轴霉作为目

标病原菌。采集品种的相关信息如表 1 所示。 
培养基：KB (King’s B agar)培养基[11]；马

铃薯葡萄糖琼脂(PDA)培养基；马铃薯葡萄糖

(PD)培养液。 
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表 1  供试葡萄品种及来源 
Table 1  Cultivars and sources of grapes 
Treatments Locations Cultivars Years of 

cultivation 
Soil texture 
classification 

Coordinates 
2017 a 2018 a 
LJ1 LJ2 辽宁北镇 Beizhen, Liaoning Kyohō 3−4 Silty loam 41°24′38′′N, 121°72′40′′E 
BJ1 BJ2 河北保定 Baoding, Hebei Kyohō 5−6 Silty loam 38°48′21′′N, 115°25′39′′E 
BM1 BM2 Manicure 

fingers 
BH1 BH2 Hongru 
NX1 NX2 河南新乡 Xinxiang, Henan Summer black 3−4 Silty loam 35°17′14′′N, 113°56′39′′E 
HC1 HC2 湖南衡阳 Hengyang, Hunan Spine grape 13−14 Silty loam 26°52′46′′N, 112°30′29′′E 
SJ1 SJ2 四川宜宾 Yibin, Sicuan Kyohō 4−5 Silty loam 28°47′44′′N, 104°42′0′′E 
SX1 SX2 Centennial 

seedless 
GH1 GH2 甘肃兰州 Lanzhou, Gansu Red globe 4−5 Silty loam 36°6′21′′N, 103°41′40′′E 
XX1 / 新疆乌鲁木齐 Urumqi, Xinjiang Summer black 7−8 Silty loam 44°18′35′′N, 86°3′52′′E 
/: Not available. 
 
1.2  葡萄生单轴霉菌围微生物的分离 

葡萄生单轴霉孢子囊悬浮液的配制：在无

菌环境中，取出不同地区葡萄霜霉病新鲜发病

叶片，用无菌棉签蘸取适量无菌水对叶片进行

清洗后，置于无菌培养皿中 20 ℃保湿培养 2 d，
待病斑长出新鲜霉层后，用无菌的镊子在不接

触叶片的情况下以五点法夹取霉层于无菌水

中，用无菌的单层镜头纸过滤后调整葡萄生单

轴霉孢子囊悬浮液的浓度至 1.0×106 个/mL，

备用。 
葡萄生单轴霉菌围微生物的分离和纯化：

将上述制备好的不同地区葡萄生单轴霉孢子囊

悬浮液用无菌水梯度稀释 10、102、103 和 104 倍，

分别吸取 100 μL 各浓度稀释液于制备好的

PDA 和 KB 培养基上，涂布并晾干后用封口膜

封口，分别放入 25 ℃和 28 ℃的生化培养箱中

培养 3–7 d，每个浓度重复 3 次。待菌落长出后，

分别对真菌和细菌的种类进行计数，并用单孢

分离法和划线稀释法分别对真菌和细菌进行纯

化培养，备用。 

1.3  菌株的形态学分类 
对细菌菌株，依据革兰氏染色和菌落在培

养皿上的形态特征，利用《Taxonomic Outline of 
the Prokaryotes, Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology》和《常见细菌系统鉴定手册》进

行初步分类[12-13]。对真菌菌株，应用插片培养

法，观察菌丝及分生孢子的形态，同时观察并

记录菌落在培养皿上的形态特征，如形态、质

地、颜色和大小等，再结合《真菌鉴定手册》

进行初步分类[14]。 

1.4  菌株的分子方法分类 
1.4.1  菌株 DNA 的提取 

细菌：将供试菌株分别接种于 KB 培养液

中，30 ℃、150 r/min 振荡培养至对数期后期或

稳定期，菌液浑浊。每个菌株分别取 2 mL 菌液

于离心管中，12 000 r/min 离心 2 min，弃上清

液，向离心管中加入 500 μL 无菌水，用液氮将

离心管冷冻后，置于 99 ℃水浴 5 min，取出后

涡旋 30 s，重复上述操作 1 次，12 000 r/min 离

心 2 min，以上清液作为模板[15]。 

真菌：参照吴发红等[16]改良的 CTAB 法对

真菌 DNA 进行提取，备用。 

1.4.2  PCR 扩增和琼脂糖凝胶电泳检测 
采用 BOX-PCR 通用引物(5′-CTACGGCAA 
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GGCGACGCTGACG-3′)对 7 个地区葡萄生单轴

霉菌围微生物进行 PCR 扩增。PCR 反应体系：

10×PCR buffer 2.5 μL，DNA 模板 1 μL，dNTPs 
0.2 mmol/L，引物 50 pmol，Taq 酶 2.0 U，补双

蒸水至 25 μL。PCR 扩增程序：95 ℃预变性    
7 min；94 ℃变性 1 min，53 ℃退火 1 min，62 ℃
延伸 8 min，共 35 个循环；65 ℃延伸 15 min，
4 ℃保存。取 PCR 扩增产物 5 μL 于 1%琼脂糖

凝胶电泳分离后，经紫外凝胶成像分析仪观察

并拍照。 

1.5  悬浮液的制备 
取纯化好的细菌和真菌(同地区的相同菌

株选择一株)，分别用无菌水配成悬浮液后，

用 分 光 光 度 计 调 整 细 菌 菌 悬 液 的 浓 度 至

1.0×108 CFU/mL，用血球计数法调整真菌分生

孢子悬浮液的浓度至 1.0×107 个/mL，备用。 
细菌挑单菌落于 100 mL KB 培养液中，真

菌菌落边缘打 2 个菌落块接种于 100 mL PD 培

养液中，密封后，细菌于 28 ℃条件下 180 r/min
振荡培养 3 d，真菌于 25 ℃条件下 160 r/min 振

荡培养 7 d，12 000 r/min 离心 5 min 后用直径

为 0.22 μm 的细菌过滤器过滤获取无菌发酵液，

备用。 
按照1.2中的方法配制葡萄生单轴霉孢子囊悬

浮液，并用血球计数法调整浓度至 1.0×106个/mL，
备用。 

1.6  生防菌株的筛选 
1.6.1  菌株对葡萄生单轴霉孢子囊萌发的影响 

将制备好的细菌菌悬液和真菌分生孢子悬

浮液以及细菌和真菌的无菌发酵液分别与葡萄

生单轴霉孢子囊悬浮液等体积混合均匀，20 ℃
遮光培养 4 h，分别吸取 50 μL 的混合液镜检，

以等体积的无菌水加孢子囊悬浮液混合作为对

照，每次计数 100 个孢子囊，每个处理重复 4 次，

记录孢子囊萌发和未萌发的个数并计算菌株悬

浮液对孢子囊萌发的抑制效果[17] (公式 1，公式 2)。 
孢子囊萌发率=(孢子囊萌发数/孢子囊总数)×100% 

(1) 
孢子囊萌发抑制率=[(对照萌发率−处理萌发率)/对照

萌发率]×100%                                 (2) 

1.6.2  菌株对葡萄霜霉病的防治效果测定 
选取大小一致的新鲜健康葡萄叶片，洗净

并晾干后，置于带有湿润纱布的大培养皿中，

将制备好的细菌菌悬液和真菌分生孢子悬浮液

以及细菌和真菌的无菌发酵液分别与葡萄生单

轴霉孢子囊悬浮液等体积混合均匀，以等体积

无菌水与病原菌孢子囊悬浮液的混合液为对

照，用点接法将其接种于叶背，即以主叶脉为

界，两侧分别点接 20 个点，重复 4 次，密封后

置于 20 ℃人工气候培养箱中，光暗 12 h 交替

培养 6–8 d，待其长出孢子囊后每天观察，接种

点部位出现肉眼可见的白色“霜状霉层”[7]，记录

发病点数，计算不同菌株悬浮液在离体葡萄叶片

上对葡萄霜霉病的防治效果[17] (公式 3，公式 4)。 
发病率=(发病点数/总接种点数)×100%          (3) 
防治效果=[(对照发病率−处理发病率 ) /对照发病

率]×100%                                   (4)[18] 

1.7  生防菌株的分子鉴定 
依据形态和 BOX-PCR 指纹图谱的分类结

果以及菌株的防治效果，选择具有代表性的

10 株细菌和 16 株真菌进行 DNA 的提取，用细

菌 16S rRNA 基因的 V4 区域扩增通用引物和真

菌 ITS 的 ITS1 区域扩增通用引物进行扩增并测

序，将所得的基因序列在 GenBank 上利用

BLAST 进行相似性比对，选取与菌株序列一致

性在 99%以上的序列，构建系统发育树并根据

系统发育树中的组群关系和形态学观察结果确

定菌株的种类。 

1.8  生防菌株对葡萄叶片的致病性测定 
将纯化好的细菌菌株分别配成浓度为

1.0×108 CFU/mL 和 1.0×109 CFU/mL 的菌悬液，真
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菌菌株配成浓度为 1.0×107个/mL 和 1.0×108个/mL
的分生孢子悬浮液，用离体叶片接种法，分别

接种于健康葡萄叶片背面，置于 25 ℃，12 h 光

暗交替的人工气候培养箱中保湿培养，每天观

察记录叶片的发病情况。 

1.9  数据分析 
采用 Quantity One 软件对葡萄生单轴霉菌

围 微 生 物 进 行 BOX-PCR 凝 胶 分 析 ， 用

NTSYS-pc 软件进行聚类分析，构建 BOX-PCR
聚类分析图，分析 7 个地区葡萄生单轴霉菌围

可培养细菌和真菌群落的差异性。采用 Excel 
2019 软件和 SPSS 22.0 软件对试验数据进行统

计分析，应用邓肯氏新复极差法对数据进行差

异显著性检验。 

2  结果与分析 
2.1  葡萄生单轴霉菌围的微生物 

在 2017−2018 年两个年份中，从来自辽宁、

河北、河南、甘肃和新疆 5 个北方地区和湖南、

四川 2 个南方地区的葡萄生单轴霉菌围分别分

离细菌和真菌，所获得的菌株数量如图 1 所示，

共分离出 200 个菌株，其中细菌 90 株，真菌

110 株，两年间葡萄生单轴霉菌围真菌分离数

量均为 55 株，细菌数量分别为 41 株和 49 株。

总体来看，真菌的数量在两年间均多于细菌，尤

其是湖南的刺葡萄品种葡萄生单轴霉菌围的细

菌数量两年间均为 2 株，而真菌数量均为 10 株。 

2.2  葡萄生单轴霉菌围微生物的聚类及丰

度分析 
2.2.1  细菌菌株的聚类及丰度分析 

如图 2A 所示，对分离获得的 90 株细菌进

行 BOX-PCR 指纹图谱检测，经聚类分析，以

75%的相似度为标准划分为 13 个类群，依据菌

株形态特征、革兰氏染色和分子鉴定结果，将

90 株细菌划分为 8 个属，分别为假单胞菌属

(Pseudomonas)、甲基红色杆菌属(Methylorubrum)、
鞘氨醇杆菌属(Sphingobacterium)、短小杆菌属

(Curtobacterium)、芽孢杆菌属(Bacillus)、红球

菌属(Rhodococcus)、亮杆菌属(Leucobacter)和
沙雷氏菌属(Serratia)，且同一地区不同品种和 

 

 
 
图 1  葡萄生单轴霉菌围可培养细菌和真菌的株数 
Figure 1  Number of culturable bacterial and fungal strains in the pathosphere of Plasmopara viticola. 
Number 1 and 2 under the horizontal axis represent the years of 2017 and 2018, respectively. 
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不同年份的相同菌属大多数处于同一分支且亲

缘关系极近，但不同地区相同菌属大多数亲缘

关系较远甚至被划分至不同的类群，表明不同

地区是导致葡萄生单轴霉菌围可培养细菌差异

的主要因素。 
从丰度上来看，浓度为 1.0×106 个/mL 的葡

萄生单轴霉孢子囊悬浮液中，菌围细菌菌株的丰

度在 1–105 CFU/mL 的占 34.4%，105–106 CFU/mL
的占 61.1%，106 CFU/mL 以上的占比 4.4%，丰

度最高的 4 株细菌分别为河北和四川巨峰葡萄

生单轴霉菌围的假单胞菌属、四川白鸡心葡萄

生单轴霉菌围的鞘氨醇杆菌属和辽宁巨峰葡萄

生单轴霉菌围的芽孢杆菌属，多数细菌的丰度

处于 5.0×104–5.0×105 CFU/mL。 
2.2.2  真菌菌株的聚类及丰度分析 

如图 2B所示，依据菌株形态特征、BOX-PCR
指纹图谱检测和分子鉴定结果，将分离获得的

110 株葡萄生单轴霉菌围真菌划分为 14 个属，

分 别 为 枝 孢 属 (Cladosporium) 、 蜡 蚧 菌 属

(Lecanicillium)、单生轮枝菌(Simplicillium)、镰

孢属(Fusarium)、帚枝霉属(Sarocladium)、枝顶

孢属(Acremonium)、根霉属(Rhizopus)、拟层孔

菌属(Fomitopsis)、楔孢黑粉菌属(Thecaphora)、
红酵母属(Rhodotorula)、拟青霉属(Paecilomyces)、
青霉属(Penicillium)、曲霉属(Aspergillus)和链格

孢属(Alternaria)，从菌株形态上来看，同一地

区不同品种和不同年份的相同菌属变化较小，

但不同地区相同菌属大多数形态差异较大，表

明不同地区也是葡萄生单轴霉菌围可培养真菌

差异的主要因素。 
从丰度上来看，浓度为 1.0×106 个/mL 的葡

萄生单轴霉孢子囊悬浮液中，菌围真菌菌株的丰

度在 1–105 CFU/mL 的占 51.8%，105–106 CFU/mL
的占 46.4%，106 CFU/mL 以上的占比 1.8%，丰

度最多的 2 株真菌分别为四川巨峰葡萄生单轴

霉菌围的红酵母属和河南夏黑葡萄生单轴霉菌

围 的 帚 枝 霉 属 ， 多 数 真 菌 的 丰 度 处 于

5×104–5×105 CFU/mL 之间。 
 

 
 
图 2  葡萄生单轴霉菌围可培养细菌和真菌的聚类及丰度 
Figure 2  Clustering and abundance analysis of culturable bacteria and fungi in the pathosphere of 
Plasmopara viticola. A: Bacteria. B: Fungi. 
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2.3  不同地区葡萄生单轴霉菌围可培养微

生物群落结构及稳定性分析 
2.3.1  葡萄生单轴霉菌围可培养微生物群落结

构及影响因素 
葡萄生单轴霉菌围可培养细菌群落结构如

图 3A 所示，葡萄生单轴霉菌围可培养细菌中

假单胞菌属在不同地区和不同品种中均为优势

属，占比最低仍达到 13.6%，最高可达 83.1%，

其次为短小杆菌属、甲基红色杆菌属和鞘氨醇 

杆菌属。属水平的组成及聚类结果显示，两年中

甘肃、湖南、河南和辽宁葡萄生单轴霉菌围的可

培养细菌群落处于同一分支，群落组成相似度较

高，四川和河北的不同品种葡萄生单轴霉菌围可

培养细菌群落在同年处于同一分支，群落组成较

为相似，不同年份稍有差异，表明不同地区是导

致葡萄生单轴霉菌围细菌群落差异的主要因素。 
葡萄生单轴霉菌围可培养真菌群落结构如

图 3B 所示，其中枝孢属在大多数地区和不同品 
 

 

 
 
图 3  葡萄生单轴霉菌围可培养细菌和真菌的组成及其菌株稳定性分析 
Figure 3  Composition of culturable bacteria and fungi in the pathosphere of Plasmopara viticola and 
stability analysis of these strains. A: Composition and clustering charts at the genus level for culturable 
bacteria. B: Composition and clustering charts at the genus level for culturable fungi. C: The bubble chart 
shows the stable presence of genera and their abundance, and bar chart shows the total percentage of stable 
presence of genera. 
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种中均为优势属，占比最低为 2.1%，最高可达

61.5%，其次红酵母属、镰孢属和枝顶孢属。帚

枝霉属在第一年的河南和甘肃葡萄生单轴霉菌

围占到绝对优势，占比分别为 63.5%和 76.7%。

两年中，湖南、辽宁和甘肃葡萄生单轴霉菌围

的可培养真菌群落处于同一分支，群落组成相似

度较高，河南两年中处于不同的分支，组成差异

较大，四川和河北的不同品种葡萄生单轴霉菌围

可培养真菌群落在同年均处于同一分支，群落组

成较相似，但不同年份有一定差异，表明不同年

份和地区对葡萄生单轴霉菌围真菌群落组成影

响较大。因此，综合分析促使葡萄生单轴霉菌围

可培养细菌和真菌群落变化的影响因素，地理位

置是关键驱动因素，其次是年份和品种。 
2.3.2  葡萄生单轴霉菌围可培养微生物的稳定性 

两年间稳定存在于葡萄生单轴霉菌围的细

菌和真菌菌株及其比例如图 3C 所示，不同地区

不同品种的葡萄生单轴霉样品共 9 组，气泡图

显示，同一地区不同品种不同年份稳定存在的

菌株丰度也较为稳定，多数为 105 CFU/mL，在

9 组样品中稳定存在的菌属包括细菌和真菌属

各 1 类，分别为假单胞菌属和枝孢属；其次稳

定存在于 7 组和 8 组样品中的细菌和真菌属也

各 1 类，分别为短小杆菌属和枝顶孢属，表明

两年间稳定存在的细菌和真菌分布相对均匀，

且真菌属多于细菌属。 
稳定存在于葡萄生单轴霉菌围的细菌和真

菌菌株的比例均在 40.0%以上，9 组的 18 个样

品中，稳定存在的菌株总占比在 80.0%以上的

有 12 个，总占比在 95.0%以上的有 8 个，表明

葡萄生单轴霉菌围可培养细菌和真菌具有较高

的稳定性。 

2.4  葡萄生单轴霉菌围可培养微生物的生

防作用 
依据上述聚类分析将获得的 90 株细菌和

110 株真菌进行归类，选取两年间同一地区的

不同的细菌菌株 39 株，真菌菌株 47 株，检测

其对葡萄生单轴霉孢子囊萌发的抑制作用及其

对霜霉病在离体叶片上的防治效果。 
2.4.1  细菌菌株 

如图 4A 所示，不同地区不同品种的葡萄

生单轴霉菌围细菌均对葡萄生单轴霉孢子囊萌

发有较好的抑制作用，抑制率在 40.0%以上的

细菌有 33 株，占比达到 84.6%，其中根际假单

胞菌(P. rhizosphaerae) BJ1a 抑制率最高，达

79.1%；不同地区不同品种的葡萄生单轴霉菌围

细菌对葡萄霜霉病的防治效果在 40.0%以上的

占 34.2%，其中防治效果最好的为姜黄短小杆

菌 (C. herbarum) BJ1d，防治效果为 87.5%，显

著高于其他菌株(图 4B)。 
2.4.2  真菌菌株 

如图 4C 所示，不同地区不同品种的葡萄生

单轴霉菌围真菌均对葡萄生单轴霉孢子囊萌发

有较好抑制作用，抑制率在 40.0%以上的真菌

有 33 株，占比达到 70.2%，其中分别来自于河

南和河北的帚枝霉属真菌 NX1D 和镰孢属真菌

BM1C 对孢子囊萌发的抑制率较高，分别为

73.2%和 72.6%；不同地区不同品种的葡萄生单轴

霉菌围真菌对葡萄霜霉病的防治效果在 40.0%
以上的占 42.6%，其中，防治效果为 100.0%的

有两株真菌，分别是苋楔孢黑粉菌(T. amaranthi) 
BJ1G 和 菌 核 生 枝 顶 孢 霉 (A. sclerotigenum) 
BJ1E1，其次，防治效果较好的还有 NX2F、
BM1L、NX1J、SJ1E 和 NX1A，它们分别属于

曲霉属、根霉属、链格孢属、枝顶孢属和枝孢

属，防治效果均在 70.0%以上(图 4D)。从菌株

属水平分析(图 4E)，普遍存在于辽宁、河北、

河南、湖南和四川这 5 个地区不同品种上的 6 株

枝顶孢属真菌有 5 株对葡萄霜霉病防治效果在

50.0%以上。 
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图 4  菌株对葡萄生单轴霉孢子囊萌发抑制作用及其对葡萄霜霉病的防治效果 
Figure 4  Inhibition effect of microbial strains on sporangial germination of Plasmopara viticola and 
biocontrol effect against grape downy mildew (GDM) on detached leaves. A: Bacterial strains. B: The top 4 
bacteria with the best biocontrol effects. C: Fungal strains. D: The top 8 fungi with the best biocontrol effects. E: 
Fungal strains of Acremonium spp. with better biocontrol effects. F: Symptoms of GDM on detached grape 
leaves in control. G: Symptoms of GDM on detached grape leaves treatment with Acremonium strain SJ1E. 
Different lowercase letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s 
new multiple range test (the same below). 
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室内离体叶片上，清水对照和枝顶孢属菌

株 SJ1E 处理后葡萄叶片霜霉病发病情况如图 4F
和 4G 所示，保湿培养 4–5 d 后，葡萄叶片点接

处即可观察到稀疏的白色霉层，培养 8 d 后发

病点数稳定，清水对照病原菌接种部位均发

病，且病斑均匀，直径为 5–8 mm (图 4F)，而

生防菌 SJ1E 处理接种部位出现大小不等的白

色霜霉状物，霜霉病斑稀疏，直径仅为 1–3 mm 
(图 4G)。 

2.5  葡萄生单轴霉菌围菌株的发酵液对霜

霉病的生防作用 
从室内防治效果在 50.0%以上的 4 株细菌

和 15 株真菌菌株中，依据形态、分类和地区差

异选择 1 株细菌和 10 株真菌，分别为 BJ1d、
HC1A、NX1A、BJ1E1、SJ1E、HC1E、NX2F、
BJ1G、HC1I、NX1J 和 BM1L，其无菌发酵液

对葡萄生单轴霉孢子囊萌发抑制率及其对霜霉

病的防治效果如表 2 所示，11 株菌的无菌发酵

液均对孢子囊萌发有较高的抑制作用，真菌

SJ1E 对孢子囊萌发抑制率为 49.6%，其余 10 个

菌株的孢子囊萌发抑制率均在 50.0%以上，真

菌菌株 HC1A、NX1A、HC1E、NX2F、NX1J
和 BM1L 的孢子囊萌发抑制率均在 80.0%以上，

抑制率最高的为枝顶孢属真菌 HC1E ，达

88.0%；室内防治效果显示，11 株菌的无菌发

酵液对葡萄霜霉病的防治效果均在 60.0%以上，

3 株真菌 NX2F、BJ1G 和 BM1L 防治效果均为

100.0%，细菌菌株 BJ1d 和真菌菌株 BJ1E1、
HC1A、NX1A 防治效果也与以上 3 株无显著差

异，分别为 96.3%、98.8%、97.5%和 92.5%。 

2.6  潜在生防菌对葡萄叶片的致病性 
不同浓度的不同菌株分别接种在健康葡萄

叶片背面，25 ℃保湿培养 6–8 d 后，叶片均表

现正常，表明筛选出的细菌和真菌菌株对葡萄

叶片均无致病性。 

表 2  不同菌株无菌发酵液对葡萄生单轴霉孢子

囊萌发的抑制作用及其在离体叶片上对霜霉病的

生防作用 
Table 2  Inhibition effects of sterile fermentation 
of different strains on sporangial germination of 
Plasmopara viticola and biocontrol effects against 
GDM on detached leaves 
Treatments Species Inhibition 

effect (%) 
Biocontrol 
effect (%) 

BJ1d C. herbarum 50.6±0.8d 96.3±1.3a 
NX2F A. niger 87.3±6.6a 100.0±0.0a 

BJ1G T. amaranthi 58.3±6.0cd 100.0±0.0a 

BM1L R. stolonifer 87.8±6.4a 100.0±0.0a 

BJ1E1 A. sclerotigenum 52.5±5.4cd 98.8±2.4a 

HC1A C. cladosporioides 81.7±5.5ab 97.5±1.9a 

NX1A C. cladosporioides 86.3±2.0a 92.5±1.1ab 

SJ1E Acremonium sp. 49.6±7.9d 86.3±1.3b 

NX1J A. alternata 84.3±4.6a 76.3±1.0c 

HC1I Penicillium sp. 66.9±6.2bc 76.3±6.6c 

HC1E Acremonium sp. 88.0±3.2a 63.8±1.9d 

Data were presented as mean±SE. Different lowercase 
letters in the same column indicate significant difference at 
P<0.05 level by Duncan’ s new multiple range test. 

 

3  讨论与结论 
葡萄霜霉病的生防菌包括放线菌、细菌和

真菌。如绿孢链霉菌(Streptomyces viridosporus) 
HH1 能够提高葡萄产量并诱导葡萄抗霜霉病[19]；

分离自葡萄叶片的内生枯草芽孢杆菌(B. subtilis) 
JL4 可在葡萄叶片表面和内部定殖，从而防治葡

萄霜霉病[17]；哈茨木霉(Trichoderma harzianum) 
T39 可产生挥发性有机化合物(volatile organic 
compounds, VOCs)诱导葡萄对霜霉病产生抗性[20]，

且该菌株已形成相关制剂 Trichodex (Makhteshim 
Ltd.)，但未广泛应用于葡萄霜霉病的防治[21]。

新的生防资源的发现、改良和应用尚需深入的

系统研究。 
自然界中植物并不是单独的有机体，而是
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大量微生物的载体，这些微生物与植物形成复

杂的共生网络，并在促进植物生长和维持植物

健康方面发挥着重要作用[22-23]。因此，病原菌

的侵染不仅要打破植物本身的防御，还要克服

病原菌原有微生物的调控以及植物和微生物的

共生网络互作所聚集的特定微生物的“围剿”，这

些微生物可能与病原菌致病力直接相关[3,24]。已

有报道显示，葡萄生单轴霉菌围的微生物中存在

防治效果显著的菌株，对其无影响的抗生素的应

用会复壮弱化的葡萄生单轴霉的致病力[8,25-26]，进

一步表明葡萄生单轴霉菌围可能聚集了对其致

病性有较强抑制作用的微生物。因此本研究综

合探索了连续两年间不同地区、不同品种葡萄

霜霉病发病叶片的葡萄生单轴霉菌围细菌和真

菌的群落结构和变化规律。表明葡萄生单轴霉

菌围聚集的大部分菌株均对其致病力有较强的

抑制作用，对葡萄生单轴霉繁殖和霜霉病的发

生有较强生防作用。 
菌株的归类结果显示，真菌的株数和丰富

度均高于细菌。然而，前人的研究结果普遍显

示，叶围附着的大量微生物中，细菌丰富度最

高，丰度可达 104–105 CFU/mm2，真菌丰度虽

远低于细菌，但它们可能参与了主要的生理生

态功能[27-28]。葡萄叶围微生物研究也表明，叶围

细菌的操作性分类单元 (operational taxonomic 
unit, OTU)数目显著高于真菌[29]。葡萄生单轴霉

着生于叶围，但微生物群落组成却与葡萄叶围

微生物研究结果相反，进一步表明葡萄生单轴

霉菌围的微生物群落并非随机产生，菌围聚集

的有益菌群在葡萄生单轴霉侵染、霜霉病发生

和发展的过程中起到了重要的作用。因此，本

研究分析了葡萄生单轴霉菌围可培养微生物群

落的变化规律。 
虽然本研究出于筛选生防菌的终目的仅研

究了葡萄生单轴霉菌围可培养的微生物，但有

研究表明可培养微生物的集合体类似于其同源

寄主器官上的天然微生物群，也具有较高的定

殖能力[30-31]。同时，基于“微生物风土” (microbial 
terroir)的理念[32]，本研究涉及了 7 个地区的主

栽品种和相同品种以及单个地区的不同品种。

最终葡萄生单轴霉菌围微生物的研究结果显

示，不同地区的葡萄生单轴霉菌围可培养细菌

和真菌亲缘关系较近且结构相似度较高，其次

为不同年份，影响最小的为品种因素。因此，

葡萄生单轴霉菌围微生物群落结构变化的驱动

因素为环境>时间>品种。该结论与目前植物叶

围微生物驱动因素的研究结果基本一致。环境

差异是一个复杂而综合的概念，它包括地理位

置影响的生物和非生物因素的环境差异。生物

因素和非生物因素的共同影响对植物微生物组

尤其是暴露在环境中的叶围微生物组的变化起

了重要作用[33-34]。处于同一环境中的不同植物

的附生微生物更易受所处区域的生物因素的影

响，因此，具有较高环境适应性和更高密度的微

生物将占据更大的梯度和跨度，这也是“微生物

风土”形成的原因[32,35]。因此，相较于品种和时

间因素，不同地区栽培所导致的环境因素是植物

叶围微生物的主要驱动因素，葡萄生单轴霉菌围

可培养微生物也受栽培地区因素影响最大。 
同时，具有较高生防作用的微生物在不同

地区广泛分布，如枝顶孢属，有研究显示枝顶

孢属真菌是葡萄的天然定殖者，也可以重寄生

于葡萄生单轴霉菌围[36]。表明枝顶孢属真菌可

能是葡萄霜霉病广泛性、稳定性和专一性的生

防菌株，该属菌株的研究有益于葡萄霜霉病生

防资源的开发和生物防治稳定性研究的推进。

在本研究中，枝顶孢属的 3 株菌 BJ1E1、SJ1E
和 HC1E 的发酵液对葡萄生单轴霉孢子囊的抑
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制作用和对葡萄霜霉病的防治效果具有较大的

差异，但 3 个菌株的形态相同，图谱一致，处

于同一分支。出现这种现象的原因可能与下列

两个因素相关：其一，菌株的生防差异可能与

其有效代谢成分有关；其二，不同地区来源的

枝顶孢属真菌可能与葡萄生单轴霉存在协同进

化作用。本研究为了保证葡萄生单轴霉的活性

和试验结果的一致性，菌株的防治效果测定统

一选用河北地区的葡萄生单轴霉测定，未应用

不同地区葡萄生单轴霉做对应的检测，这可能

也是河北地区葡萄生单轴霉菌围菌株防治效果

普遍较高的原因。然而，不同地区葡萄生单轴

霉存在遗传和致病力分化[10]，从相应地区分离

获得的葡萄生单轴霉菌围的生防菌是否对本区

霜霉病有较高的防治效果仍有待进一步探索。 
除枝顶孢属真菌外，其他高效生防菌的分

布规律显示不同地区葡萄生单轴霉菌围聚集的

可培养微生物中起到主要生防作用的菌株具有

一定的差异，不同菌株对葡萄霜霉病的防治效果

的一致性仍需深入研究。我们推测，葡萄生单轴

霉在自然条件下的弱化和霜霉病病斑异常的现

象可能来源于多种菌围微生物的共同作用[8,26]。

多菌株组合可能更有利于提高生防菌的环境适

应性以及对该病害的防治效果，因此，本研究

获得的多株生防菌株的生防机制和施用方式仍

待进一步探索。 
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