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不同药剂对宁夏葡萄霜霉病田间药效

及对葡萄果面微生物群落的影响
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　　摘要：为筛选对宁夏葡萄霜霉病防治有效、环境友好型的药剂以及明确施药后葡萄果面微生物群落的结构，采用
田间药效试验和Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序的方法，比较７种药剂对葡萄霜霉病的田间防效及施药后葡萄果面真菌和细菌
群落组成、结构以及多样性。结果表明，７种药剂中４７％春雷王铜对葡萄霜霉病的防治效果最好，在调查的３个时间
段中，防效均在８２．１７％～９１．５６％之间，其次防效较好的是生物源农药０．３％苦参碱，防效均在８０％以上。不同药剂
处理后葡萄果面微生物的优势属种主要有枝孢属、链格孢属、线黑粉酵母属、马赛菌属和鞘氨醇单胞菌属等，但各处理

间微生物的丰富度、多样性、均匀度、结构相似性存在明显差异，微生物物种多样性较高、分布均匀的组分别为 ＥＵ组
和ＰＯ组，而微生物丰度较高的组分别为ＰＯ组和ＢＳ组；基于加权ＵｎｉＦｒａｃ距离矩阵的主坐标分析（ＰＣｏＡ）发现ＰＯ组、
ＰＦ组和ＭＡ组之间真菌群落结构组成相似，而细菌群落组成结构相似的组分别为 ＫＣ组、ＥＵ组和 ＣＫ组。通过对不
同药剂的田间防效及施药后葡萄果面微生物群落结构和多样性的初步研究，对微生物群落结构、种类和多样性有了一

定的了解，为防治宁夏葡萄霜霉病提供了理论依据，及揭示施药后葡萄果面微生物多样性，提高葡萄酒品质提供了理

论支持。
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　　葡萄霜霉病 （ｇｒａｐｅｄｏｗｎｙｍｉｌｄｅｗ）是由葡萄生
单轴霜霉（Ｐｌａｓｍｏｐａｒａｖｉｔｉｃｏｌａ）引起的一种世界性专
性寄生病害，各葡萄产区均有发生，严重危害葡萄

产量和品质［１－２］，制约着葡萄产业高质量、可持续发

展。宁夏回族自治区（简称宁夏）因独特的地理位

置及适宜葡萄生长的气候特点，被公认为是我国酿

酒葡萄的最佳产地［３］。随着宁夏葡萄酒产业的欣

欣发展，葡萄种植面积也在逐年增加，葡萄霜霉病

作为宁夏葡萄产区最主要的病害，严重影响着葡萄

种植业和葡萄酒酿造业［４］。目前，在葡萄霜霉病的

防治中，药剂防治是最直接有效的防治方法，但随

着化学药剂“３Ｒ”问题的日趋严重，化学药剂对环境
破坏等问题凸显，化学农药造成的食品安全事件、

农药残留超标事件时有发生，已经不能适应现代葡

萄产业的发展、不能保证葡萄生产的正常进行，新

型高效环保的杀菌剂及合理安全的用药技术在葡

萄生产中迫切需求。

葡萄霜霉病的生物防治近些年成为研究的热

点之一，已开发与筛选出一些对葡萄霜霉病有效的

生物药剂［５］。芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．）是国内外开
发微生物源农药的重要资源，因其低毒、低污染的

特点，在生物防治中得到广泛研究和应用［６－７］，是目

前较为理想的微生物农药，研究较多的是枯草芽孢

杆菌。陈浩等研究发现枯草芽孢杆菌 Ｂ－ＦＳ０１在
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室内和田间，对葡萄霜霉病均具有优良的防效［８］。

岳宪化等报道，哈茨木霉菌可湿性粉剂对葡萄霜霉

病具有较好的防效［９］。臧超群等分离的细菌菌株

ＳＹ２８６对葡萄霜霉病有较好的防治效果，有望在葡
萄霜霉病的生物防治中发挥更大作用［１０］。但对宁

夏葡萄产业来说，防治霜霉病的药剂仍相对单一，

且化学药剂居多，生物药剂防治葡萄霜霉病研究明

显不足，是制约该地区葡萄产业绿色、健康、高质

量、可持续发展的瓶颈。

宁夏葡萄产业多为酿酒葡萄，种植面积达到

３２８万ｈｍ２，是全国最大的酿酒葡萄集中连片种植
区，年产葡萄酒１．３亿瓶，出口２０多个国家和地区，
综合产值达到了２６１亿元。据报道，酿酒葡萄浆果
表面微生物包括丝状真菌、酵母菌、细菌，优势菌群

酵母菌、乳酸菌和醋酸菌是葡萄酒风味物质形成的

关键菌群［１１－１２］。但由于种植模式、葡萄品种、杀菌

剂、温湿度等的显著差异，导致微生物（尤其土著菌

群）种类和数量有明显差异［１３］。近年来，国外相关

学者在天然土著菌群对葡萄酒风味品质影响方面

做了大量的研究工作，相关研究成果充分表征了土

著菌群在酿酒过程中起到的关键作用及对香气物

质富集与酒品整体风味呈现的影响力［１４］。杀菌剂

作为影响葡萄果面微生物群落的关键因子，Ｃˇａｄｅ
等研究表明，杀菌剂的使用使酿酒葡萄在成熟过程

中土著菌群种类和群体数量大幅减少，不使用杀菌剂

的酿酒葡萄表面优势菌群为假丝酵母属（Ｃａｎｄｉｄａ）、
德巴利（氏）酵母（Ｄｅｂａｒｙｏｍｙｃｅｓ）、接合酵母属
（Ｚｙｇｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、葡 萄 有 孢 汉 逊 酵 母

（Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａｕｖａｒｕｍ）［１５］。因此，掌握和了解施用生
物杀菌剂后葡萄果面微生物的多样性，对葡萄霜霉病

的防治以及葡萄酒的品质都具有重要意义。

本研究通过田间药效试验，比较７种生物源杀
菌剂对葡萄霜霉病的田间防治效果，以期为宁夏地

区防治葡萄霜霉病筛选出防效较好的生物杀菌剂，

解决化学药剂污染等问题。以及分析施用不同生

物菌剂后葡萄果面真菌、细菌的群落组成、结构以

及多样性，旨在为研究使用不同杀菌剂防治葡萄霜

霉病对酿酒品质的影响提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验共选择６种植物源、微生物源农药及１种

环境友好型高效肥料为试验研究对象，药剂分别为

１０００亿个孢子／ｇ枯草芽孢杆菌可湿性粉剂，山东
省乳山韩威生物科技有限公司生产；５％多抗霉素水
剂，山东省乳山韩威生物科技有限公司生产；０．３％
苦参碱水剂，北京三浦百草绿色植物制剂有限公司

生产；４７％春雷王铜可湿性粉剂，山东省乳山韩威生
物科技有限公司生产；０．３％丁子香酚可溶液剂，南
通神雨绿色药业有限公司生产；３亿 ＣＦＵ／ｇ哈茨木
霉可湿性粉剂，美国拜沃生物技术有限公司生产；

亚磷酸钾，宁夏荣和绿色科技有限公司生产。

１．２　试验方法
１．２．１　田间药效试验　试验于２０２０年７月进行，
试验地点位于宁夏回族自治区宁夏农垦玉泉营农

场葡萄园内，该地为霜霉病常年发病区，风沙土壤，

在病害发病前期进行药剂防治试验。

１．２．２　试验设计及调查方法　试验设８个处理，分
别为１０００亿个孢子／ｇ枯草芽孢杆菌（ＢＳ）、５％多
抗霉素（ＰＤ）、０．３％苦参碱（ＭＡ）、４７％春雷王铜
（ＫＣ）、０．３％丁子香酚（ＥＵ）、３亿 ＣＦＵ／ｇ哈茨木霉
（ＴＲ）、亚磷酸钾（ＰＦ）处理，以清水作对照（ＣＫ）。
每个处理３０棵葡萄树，每１０棵树为１个小区，每个
处理重复３次，共２４个小区，随机区组排列。

于葡萄霜霉病发病前第１次施药，施药方式为
喷雾，用电动喷雾器分别将７种药剂及清水均匀喷
施到葡萄叶片的正反面，以药液不下淌为止，施药

前进行葡萄霜霉病病害等级调查，后期再喷施２次，
每隔７ｄ喷１次，共喷３次。第３次药后１４、２１、２８ｄ
进行调查，每株树调查１０张叶片，采用９级分级法
调查发病情况，葡萄霜霉病叶片分级标准：０级，无
病斑；１级，病斑面积占整个叶片面积的５％及以下；
３级，病斑面积占整个叶片面积的６％ ～２５％；５级，
病斑面积占整个叶片面积的２６％～５０％；７级，病斑
面积占整个叶片面积的５１％～７５％；９级，病斑面积
占整个叶片面积的７６％及以上。计算病情指数，求
出防效，并对各小区的防效进行方差分析，用最小

显著极差法（ＬＳＲ法）进行多重比较。公式［１６］如下。

病情指数＝∑（各级发病叶片数 ×相应发病级
数）／（调查总叶片数×９）×１００；

防治效果＝［１－（喷药前空白区病情指数 ×喷
药后处理区病情指数）／（喷药后空白区病情指数 ×
喷药前处理区病情指数）］×１００％。
１．２．３　样品采集及处理　葡萄果实采收前采集各
处理小区葡萄２～３串，进行保鲜处理后送至天津诺
禾致源生物信息科技有限公司进行１６Ｓ扩增子测
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序，送样编号如表１所示。

表１　１６Ｓ扩增子测序样品分组编号

药剂处理 送样编号

１０００亿个孢子／ｇ枯草芽孢杆菌可湿性粉剂 ＢＳ．１、ＢＳ．２、ＢＳ．３

５％多抗霉素水剂 ＰＯ．１、ＰＯ．２、ＰＯ．３

０．３％苦参碱水剂 ＭＡ．１、ＭＡ．２、ＭＡ．３

４７％春雷王铜可湿性粉剂 ＫＣ．１、ＫＣ．２、ＫＣ．３

０．３％丁子香酚可溶液剂 ＥＵ．１、ＥＵ．２、ＥＵ．３

３亿ＣＦＵ／ｇ哈茨木霉可湿性粉剂 ＴＲ．１、ＴＲ．２、ＴＲ．３

亚磷酸钾 ＰＦ．１、ＰＦ．２、ＰＦ．３

对照 ＣＫ．１、ＣＫ．２、ＣＫ．３

１．２．４　基因组ＤＮＡ的提取　采用十六烷基三甲基
溴化铵（ＣＴＡＢ）法提取总基因组 ＤＮＡ。ＤＮＡ在１％
琼脂糖凝胶上检测其浓度和纯度。根据浓度，使用

无菌水将ＤＮＡ稀释至 １ｎｇ／μＬ。　
１．２．５　细菌１６ＳｒＲＮＡ、真菌内源转录间隔区（ＩＴＳ）
区域的扩增测序　取适量的样本 ＤＮＡ于离心管
中，使用无菌水稀释样本至 １ｎｇ／μＬ，以稀释后的基
因组ＤＮＡ为模板，根据测序区域１８ＳＶ３－Ｖ４选择
特异引物３４１Ｆ（５′－ＣＣＴＡＹＧＧＧＲＢＧＣＡＳＣＡＧ－３′）
与８０６Ｒ（５′－ＧＧＡＣＴＡＣＮＮＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴ－３′），
真菌ＩＴＳ１区域采用真菌特异引物ＩＴＳ１Ｆ（５′－ＣＴＴＧ
ＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＣＧＡＡＧＴＡＡ－３′）和ＩＴＳ２Ｒ（５′－ＧＣＴ
ＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ－３′）进行ＰＣＲ扩增 。ＰＣＲ
扩增程序：９８℃预变性１ｍｉｎ；９８℃变性３０ｓ，５０℃
退火 ３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，反应３０个循环；７２℃延
伸 ５ｍｉｎ。－２０℃保存。

ＰＣＲ产物使用 ２％浓度的琼脂糖凝胶进行电泳
检测后使用 ＧｅｎｅＪＥＴ试剂盒纯化回收目标条带。
使用ＴｒｕＳｅｑ ＤＮＡＰＣＲ免费样品制备试剂盒生成
测序文库。使用 ＴｒｕＳｅｑＴＭＤＮＡＳａｍｐｌｅＰｒｅｐＫｉｔ
（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ＣＡ，ＵＳＡ）构建 ＰＥ文库，使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＮｏｖａＳｅｑ进行上机测序，测序长度为２５０ｂｐ。测序
工作由天津诺禾致源生物信息科技有限公司完成。

１．２．６　测序数据处理　根据双末端测序序列（ＰＥ
ｒｅａｄｓ）之间的重叠（Ｏｖｅｒｌａｐ）关系，将测序得到的双
端序列数据拼接成一条序列（Ｔａｇｓ），同时对 ｒｅａｄｓ
的质量和拼接的效果进行质控过滤。利用软件

Ｆｌａｓｈｖ１．２．７通过 Ｏｖｅｒｌａｐ对每个样品的ｒｅａｄｓ进行
拼接，得到的拼接序列即原始 Ｔａｇｓ数据（Ｒａｗ
Ｔａｇｓ）；使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃｖ０．３３软件，对拼接得到的
ＲａｗＴａｇｓ进行过滤，得到高质量的Ｔａｇｓ数据 （Ｃｌｅａｎ

Ｔａｇｓ）；使用ＵＣＨＩＭＥｖ４．２软件，鉴定并去除嵌合体
序列，最终得到有效数据（ＥｆｆｅｃｔｉｖｅＴａｇｓ）。
１．２．７　多样性和群落结构分析　默认以 ９７％的一
致性对 ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ进行操作分类单元（ＯＴＵｓ）聚
类，然后通过与数据库 Ｓｉｌｖａ１３２（细菌）和ＵＮＩＴＥ（真
菌）分类学数据库对ＯＴＵ进行分类学注释。分析微
生物群落结构差异并绘制差异 ＯＴＵ韦恩图、非加权
组平均法（ＵＰＧＭＡ）聚类树及属水平上物种相对丰
度柱形图。α多样性指数采用 Ｑｉｉｍｅ软件进行计
算，包括 ＯＴＵ指数、Ｃｈａｏ１指数、Ｓｈａｎｎｏｎ指数、
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数和ＡＣＥ指数。Ｃｈａｏ１指数和ＡＣＥ指数
侧重于体现群落的丰富度，而Ｓｈａｎｎｏｎ指和Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数数则综合考虑群落的丰富度和均匀度。多样

品比较分析主坐标分析（ＰＣｏＡ）图以及聚类分析的
群落组成热图采用 Ｒ软件（ｖ２．１５．３）进行绘制，
ＰＣｏＡ基于由样本组成计算得到的距离矩阵进行特
征向量降维排序，从均一化的 ＯＴＵ矩阵中计算加权
和未加权的 ＵｎｉＦｒａｃ距离矩阵，其中加权考虑物种
的丰度，未加权则没有对物种丰度进行加权处理。

２　结果与分析

２．１　田间药效试验结果
由表２可以看出，不同药剂对葡萄霜霉病的田

间防效存在明显差异。在３次药后１４ｄ时，各处理
防效之间均无明显差异，但４７％春雷王铜的防效最
高，为８２．１７％，其次是防效为８１．３２％的０．３％苦参
碱，而 ３亿 ＣＦＵ／ｇ哈茨木霉的防效最低，为
５８３９％；从药后２１ｄ来看，各处理间存在显著的差
异性，４７％春雷王铜的防效最高，为９１．５６％，明显
高于其余６种药剂的防效，０．３％苦参碱的防效次
之，为８７．６０％，３亿 ＣＦＵ／ｇ哈茨木霉的防效最低，
仅为３９．０６％，防治效果明显低于其他几种药剂；从
药后２８ｄ的防治效果看，４７％春雷王铜的防治效果
仍然是最高的，为８９．３３％，０．３％苦参碱次之，防效
为８３．８３％，高于其他５种药剂的防效，３亿 ＣＦＵ／ｇ
哈茨木霉的防效依然是７种药剂中防效最低的，为
６３．３３％，显著低于其他６种药剂的防效。
　　综合比较７种药剂对葡萄霜霉病的防治效果可
以看出，４７％春雷王铜和０．３％苦参碱对葡萄霜霉
病具有良好的防治效果，在调查的３个时间段中，防
治效果在８１．３２％ ～９１．５６％之间，可在实际生产中
合理使用上述杀菌剂防治葡萄霜霉病。

２．２　不同药剂处理对果面微生物群落的影响
２．２．１　不同药剂处理对葡萄果面微生物群落结构
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表２　不同药剂对葡萄霜霉病的田间药效

处理 药前病情指数
药后１４ｄ 药后２１ｄ 药后２８ｄ

病情指数 防治效果（％） 病情指数 防治效果（％） 病情指数 防治效果（％）

ＢＳ ４．３０ １．９２ ７８．１３ｃ ４．５５ ６７．７０ｃ ３．２６ ７８．２１ｂｃ

ＰＯ ４．２０ ２．２０ ７４．３８ｄ ４．２６ ６９．０８ｃ ４．１８ ７０．３９ｃ

ＭＡ １．７０ ０．６５ ８１．３２ｂ ０．６９ ８７．６０ｂ ０．９５ ８３．８３ｂ

ＫＣ １．４５ ０．５３ ８２．１７ａ ０．４０ ９１．５６ａ ０．５４ ８９．３３ａ

ＥＵ ３．１７ ２．３９ ６３．０６ｆ ３．２５ ６８．６２ｃ ３．０４ ７２．３６ｃ

ＴＲ １．４４ １．２３ ５８．３９ｇ ２．８８ ３９．０６ｄ １．８４ ６３．３３ｄ

ＰＦ ０．４３ ０．２７ ６９．１７ｅ ０．４３ ６９．２５ｃ ０．４４ ７０．１０ｃ

ＣＫ １．１３ ２．３１ ３．７０ ３．９３

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

组成分析　为分析不同生物药剂处理下果面微生
物的群落结构，研究不同处理间的相似性，本研究

通过对样本以ＢｉｎａｒｙＪａｃｃａｒｄ距离矩阵进行ＵＰＧＭＡ
等级聚类，构建了８个样本的聚类树，并且根据聚类
得到的ＯＴＵ分析不同样本间共有及特有的ＯＴＵ，绘
制成韦恩图，如图１和图２所示。根据图１－Ａ可以
看出，真菌中共有 ＯＴＵ为５６个，８种药剂处理下的

果面真菌的ＯＴＵ存在明显差异，其中 ＰＦ组特有４２
个差异ＯＴＵ，ＢＳ组特有４０个差异 ＯＴＵ，ＭＡ组的特
有ＯＴＵ最少，为１３个；从图２－Ａ可以看出，细菌中
共有 ＯＴＵ为 １４０个，不同处理果面细菌共有 ＯＴＵ
明显多于真菌，其中ＰＯ组特有６９个差异ＯＴＵ，是８
个处理中差异 ＯＴＵ最多的，ＢＳ组特有 ６６个差异
ＯＴＵ，差异ＯＴＵ最少的组为ＣＫ，有３３个。
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　　选取不同药剂处理下各样品组在属分类水平
上相对丰富度排名前１０的物种绘制物种相对丰度
柱形图，以便查看各样品组中相对丰度较高的优势

物种及其所占比例（图３）。从图３－Ａ排名前 １０
（Ｔｏｐ１０）的真菌属中可以看出，ＢＳ样品组优势菌属
有枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、线
黑 粉 酵 母 属 （Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ）、掷 孢 酵 母 属
（Ｓｐｏｒｏｂｏｌｏｍｙｃｅｓ）等；ＰＯ和ＭＡ样品组优势菌属有枝
孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、线黑粉
酵母属（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ）、短柄霉属（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ）
等；ＫＣ样品组优势菌属有枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、
链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、茎点霉属（Ｐｈｏｍａ）、线黑粉酵
母属（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ）等；ＥＵ样品组优势菌属有枝孢
属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、线黑粉酵
母属（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ）、（Ｖｉｓｈｎｉａｃｏｚｙｍａ）等；ＴＲ样品组
优势菌属有枝孢属 （Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、链格孢属
（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、线黑粉酵母属（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ）、短柄霉
属（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ）等；ＰＦ样品组优势菌属有枝孢属
（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、线黑粉酵母属（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ）、链格
孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、孢汉逊酵母属（Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａ）等；
ＣＫ样品组优势菌属有枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、链格
孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、线黑粉酵母属（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ）、短
柄霉属（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ）等。综合各处理样品组可以
看出，葡萄果面真菌中枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、链格

孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、线黑粉酵母属（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ）为优
势物种且相对丰度较高。

从图３－Ｂ排名前１０的细菌属中可以看出，ＢＳ
样品组优势菌属有马赛菌属（Ｍａｓｓｉｌｉａ）、链球菌属
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、鞘氨醇单胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）等；
ＰＯ样品组优势菌属有马赛菌属（Ｍａｓｓｉｌｉａ）、假单胞
菌 属 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、鞘 氨 醇 单 胞 菌 属

（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）等；ＭＡ样品组优势菌属有马赛菌属
（Ｍａｓｓｉｌｉａ）、鞘氨醇单胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、弧形
菌属（Ｖｉｂｒｉｏ）等；ＫＣ样品组优势菌属有链球菌属
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、弧 形 菌 属 （Ｖｉｂｒｉｏ）、短 杆 菌 属
（Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等；ＥＵ样品组优势菌属有弧形菌
属（Ｖｉｂｒｉｏ）、链球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、马赛菌属
（Ｍａｓｓｉｌｉａ）等；ＴＲ样品组优势菌属有马赛菌属
（Ｍａｓｓｉｌｉａ）、链球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、鞘氨醇单胞菌
属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）等；ＰＦ样品组优势菌属有链球菌
属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、弧形菌属（Ｖｉｂｒｉｏ）、马赛菌属
（Ｍａｓｓｉｌｉａ）等；ＣＫ样品组优势菌属有马赛菌属
（Ｍａｓｓｉｌｉａ）、鞘氨醇单胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、链球
菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）等。综合各处理样品组可以看
出，葡萄果面细菌中除了２个未鉴定出的属外，在其
余８个属中，马赛菌属（Ｍａｓｓｉｌｉａ）和鞘氨醇单胞菌属
（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）为优势物种且相对丰度较高。

２．２．２　不同药剂处理对葡萄果面微生物多样性分
析　α多样性主要关注局域均匀生境下的物种数
量，因此也被称为生境内的多样性。而 ＯＴＵ数量、
Ｃｈａｏ１指数、Ｓｈａｎｎｏｎ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数和 ＡＣＥ指
数均是Ａｌｐｈａ多样性指数，以表征样品中物种分布
的丰富度、多样性和均匀度，并且可以直观展示测

序深度和数据量情况。从表３可以看出，不同处理

中真菌群落和细菌群落的ＯＴＵ数量存在明显差异，
而各处理中细菌群落的 ＯＴＵ数量明显高于真菌的
ＯＴＵ数量。Ｃｈａｏ１指数和 ＡＣＥ指数越大，表明群落
的丰富度越高，Ｓｈａｎｎｏｎ指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数越高，
表明群落的多样性越高，物种分布越均匀。从真菌

群落看，样品ＥＵ组的Ｓｈａｎｎｏｎ指数和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数
均最高，分别为２．８６和０．８１，说明样品 ＥＵ组果面
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真菌多样性较高，物种分布较均匀；Ｃｈａｏ１指数和
ＡＣＥ指数最大的为样品 ＰＯ组，分别为 １６２．８６和
１７２．８８，其次是样品 ＢＳ组的１５３．３４和１３９．９７，说
明样品ＰＯ组和 ＢＳ组真菌群落的丰度较高。从细
菌群落看，样品ＰＯ组的Ｓｈａｎｎｏｎ指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指
数均最高，分别为２２６和０．５９，其次是样品ＭＡ组，
分别为１．８８和０５７，说明样品ＰＯ组和ＭＡ组果面
细菌多样性较高，物种分布均匀；样品 ＢＳ组的
Ｃｈａｏ１指数和 ＡＣＥ指数均最大，分别为 ４６１．２９和
４７８．１９，其次是样品 ＰＯ组的４５４．４８和４６４．０９，说
明这２个样品组果面中细菌群落的丰度较高。本试
验中，样本测序深度值均在９５％以上，说明测序覆
盖率较高，测序深度良好，测序结果合理可靠。

２．２．３　不同药剂处理对葡萄果面微生物群落结构
相似性分析　基于加权 ＵｎｉＦｒａｃ距离的 ＰＣｏＡ分析
了不同药剂处理后微生物群落结构相似性。真菌

群落结构分析结果（图４－Ａ）显示，ＰＣ１和 ＰＣ２解
释率分别为 ６１．８４％ 和９．３９％，ＢＳ、ＣＫ、ＥＵ分布于
第一、第二、第四象限，三者距离较远，而ＰＯ、ＰＦ、ＭＡ
在中心位置，说明 ＢＳ、ＥＵ和ＣＫ之间真菌群落结构
组成差异较大，而ＰＯ、ＰＦ、ＭＡ之间真菌群落结构组
成相似。细菌群落结构分析结果（图４－Ｂ）显示，
ＰＣ１和 ＰＣ２解释率分别为５４．７２％和１７．６６％，ＢＳ和

表３　８个样品组中微生物多样性指数比较

微生物种类 处理
ＯＴＵ数量
（个）

Ｓｈａｎｎｏｎ Ｃｈａｏ１ Ｓｉｍｐｓｏｎ ＡＣＥ

真菌 ＢＳ ９６ ２．５９ １５３．３４ ０．７１ １３９．９７

ＰＯ ７４ ２．７０ １６２．８６ ０．７６ １７２．８８

ＭＡ ６８ ２．５１ １１２．２９ ０．７１ １０８．８９

ＫＣ ６９ ２．４３ １０４．６４ ０．７３ ９４．６６

ＥＵ ７５ ２．８６ １１０．０１ ０．８１ １０４．８８

ＴＲ ７３ ２．７６ ９６．９１ ０．７３ ９１．９８

ＰＦ ９８ ２．７７ ９７．２４ ０．８０ ８２．６７

ＣＫ ８８ ２．８５ １０２．９１ ０．７７ ９７．３３

细菌 ＢＳ ２０６ １．５８ ４６１．２９ ０．４８ ４７８．１９

ＰＯ ２０９ ２．２６ ４５４．４８ ０．５９ ４６４．０９

ＭＡ ２０１ １．８８ ２６５．０１ ０．５７ ３５８．９７

ＫＣ ２０１ １．６３ ３４０．００ ０．５３ ３８８．４６

ＥＵ １９９ ０．９３ ２８９．９２ ０．４５ ３４５．１３

ＴＲ １９９ １．６４ ３９０．０３ ０．４９ ４１５．３８

ＰＦ １８０ ０．６９ １４５．１１ ０．４１ ２８８．８９

ＣＫ １７３ １．８２ ２４４．９７ ０．５４ ３１５．３８

ＴＲ均分布于第一象限，说明 ＢＳ和 ＴＲ之间细菌群
落组成结构相似，ＫＣ、ＥＵ和 ＣＫ则分布于第四象
限，说明这３组之间细菌群落组成结构相似，而 ＰＯ
分布于第二象限，ＭＡ分布于第三象限，与其他几组
距离较远，结构差异较大。

３　结论与讨论

葡萄霜霉病主要危害葡萄叶片，但对新梢、叶

柄、花序、穗轴、果柄和果实等幼嫩组织也会造成危

害［１７］。葡萄种植业中霜霉病的防治主要采用化学

防治措施，常用的化学药剂包括氨苯甲基酰胺

类［１８］、氨基甲酸酯类、吗啉类［１９］、甲氧基丙烯酸酯

类等药剂［２０－２１］，但由于近些年化学药剂的单一、盲

目使用，导致葡萄霜霉病病菌对大多数的药剂都出

现了不同程度的抗药性，防治效果显著降低，而化

学药剂的过量、频繁使用，又导致了葡萄农药残留、

环境污染等一系列安全和环保问题。近些年，随着

人们生活水平的不断提高，对健康绿色食品的要求

也越来越高，加之国家大力支持和鼓励植物病害的
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防治要朝绿色环保方向发展，因此，筛选对环境友

好、安全、高效的生物杀菌剂对防治葡萄霜霉病，提

高葡萄品质具有重要的意义。

因生物防治具有高效、环保、安全、无副作用等

优点，是植物病害防治的发展趋势。植物内生真

菌、细菌、芽孢杆菌、木霉菌都是生物防治的研究热

点，吉沐祥等研究发现黄麻链霉菌 ＮＦ０９１９菌株和
枯草芽孢杆菌 ＤＪ－６ＷＰ对葡萄霜霉病具有一定防
效，认为这２株菌株具备一定的生防潜力与开发的
价值［２２］；康兴娇等研究发现甲基营养型芽孢杆菌

Ｔ３对葡萄霜霉病病菌具有强烈的抑制作用，并具有
较好的防治效果［２３］；曹辉等在葡萄霜霉病生物防治

试验中发现，哈茨木霉菌可湿性粉剂对葡萄霜霉病

的防效较好，且适宜使用浓度为３００倍液［２４］。本研

究中也对３亿 ＣＦＵ／ｇ哈茨木霉可湿性粉剂的田间
防效进行了研究，但其防治效果较差。包岩在４种
药剂对葡萄霜霉病的防治效果试验中认为，０．３％丁
子香酚可溶性液剂对葡萄霜霉病具有显著的防效，

防效达到８３．８％［２５］，而本研究中０．３％丁子香酚可
溶性液剂对葡萄霜霉病的防效最高为７２３６％，防
效一般，导致防治效果存在差异可能是由于不同的

地理环境、气候等因素造成的；曹依静等在研究１％
苦参碱水乳剂防治葡萄霜霉病试验中表明，该生物

药剂可有效防治葡萄霜霉病的发生，防效达９０％以
上，防效明显高于常规杀菌剂７０％丙森锌和８０％代
森锰锌［２６］，本研究结果与之一致，在本研究中

０３％苦参碱水剂对葡萄霜霉病的防效仅次于４７％
春雷王铜。春雷王铜属于复合型低毒杀菌剂，具有

保护和治疗双重作用，被广泛用于防治各种由真

菌、细菌引起的病害，如核桃细菌性黑斑病［２７］、黄瓜

靶斑病［２８］、生姜青枯病［２９］等，针对不同作物不同病

害其防治效果也存在显著差异，本研究中４７％春雷
王铜防治葡萄霜霉病防效最好，防效在８２．１７％ ～
９１．５６％之间，明显优于其他生物药剂，说明４７％春
雷王铜可作为防治宁夏葡萄霜霉病的低毒、环保型

药剂使用。

微生物群落对葡萄酒的风味及品质都有很大

影响，其中酵母菌又是葡萄酒酿造的关键因素，直

接决定了葡萄酒的风味及感官品质。而杀菌剂的

使用又能够改变葡萄果面微生物群落结构，只有了

解不同杀菌剂使用后葡萄果面微生物群落结构，才

能保证葡萄酒的口感以及风味。近些年，对葡萄根

际土壤、叶片、浆果表面等的微生物群落结构研究

的较多，马勉娣等在对酿酒葡萄“赤霞珠”叶内生真

菌多样性研究中发现，链格孢属和黑孢属为优势

属，认为酿酒葡萄赤霞珠叶片内生真菌菌群丰富，

存在一定的宿主专一性，但多样性偏低［３０］。王志恒

等在研究宁夏贺兰山东麓酿酒酵母分离筛选及菌

株鉴定试验中，共鉴定出克鲁维毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａ
ｋｌｕｙｖｅｒｉ）、 美 极 梅 奇 酵 母 （Ｍｅｔｓｃｈｎｉｋｏｗｉａ
ｐｕｌｃｈｅｒｒｉｍａ）、葡萄汁有孢汉逊酵母（Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａ
ｕｖａｒｕｍ）、酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、大隐
球酵母（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｍａｇｎｕｓ）共５种酵母菌［３１］。魏

玉洁等在应用高通量测序技术研究新疆产区葡萄

果实、叶片及果园土壤微生物多样性中检测到了酵

母属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）真菌，认为该菌可以将葡萄浆
果中的糖转化成乙醇、ＣＯ２及其他代谢产物

［３２］，在

葡萄汁发酵过程中生成并释放多种香气物质，同时

还对葡萄果实表面的细菌有一定的生物抑制作

用［３３］，而相比于真菌，除少数乳酸菌外，大多数细菌

微生物对葡萄酒来说都是有害菌，会不同程度对葡

萄酒的品质造成影响，如变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）
的醋酸菌在酿酒中属于典型的有害菌［３４］。因此，在

酿造过程的各个阶段都应该尽可能避免或减少细

菌侵染。有关使用杀菌剂后对葡萄果面微生物群

落结构影响的报道较少，国外 Ｎｏｇｕｅｒｏｌ－Ｐａｔｏ等选
用了１０种不同杀菌剂处理过的酿酒葡萄，对酵母菌
群落进行了比较分析，发现普通表面酵母群落生物

量均低于用杀菌剂处理的葡萄，而且研究发现杀菌

剂还降低了酵母菌的发酵能力、乙醇生产量和香气

物质含量［３５］。本研究中对使用７种杀菌剂后的果
面微生物群落结构进行了研究发现，葡萄果面真菌

中枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、线
黑粉酵母属（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ）为优势物种且相对丰度
较高；葡萄果面细菌中马赛菌属（Ｍａｓｓｉｌｉａ）和鞘氨醇
单胞菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）为优势物种且相对丰度
较高。

本研究对７种低毒、生物型农药进行了田间药
效试验，发现４７％春雷王铜和０．３％苦参碱对葡萄
霜霉病具有良好的防治效果，在调查的３个时间段
中，防治效果在８１．３２％ ～９１．５６％之间，可在实际
生产中合理使用上述杀菌剂防治葡萄霜霉病。并

通过对施药后葡萄果面微生物群落结构及多样性

进行了初步研究，对其真菌和细菌的群落结构、种

类和多样性都有了一定的了解，为安全、高效、环境

友好地防治葡萄霜霉病提供了理论依据，及为揭示
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施药后葡萄果面微生物多样性，提高葡萄酒品质提

供了理论支持。
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结构研究进展［Ｊ］．中国酿造，２０１６，３５（１２）：１－４．

［１４］ＤｏｍｉｚｉｏＰ，ＲｏｍａｎｉＣ，ＣｏｍｉｔｉｎｉＦ，ｅｔａｌ．Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓｐｏｉｌａｇｅｎｏｎ－

ＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｙｅａｓｔｓｉｎｍｉｘｅｄｃｕｌｔｕｒｅｓｗｉｔｈＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ

［Ｊ］．ＡｎｎａｌｓｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１１，６１（１）：１３７－１４４．

［１５］Ｃ̌ａｄｅＮ，ＺｕｐａｎＪＲ，ＲａｓｐｏｒＰ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓｏｎｙｅａｓｔ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒａｐｅ ｂｅｒｒｉｅｓ［Ｊ］． ＦＥＭＳ Ｙｅａｓｔ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１０，１０（５）：６１９－６３０．

［１６］蔡　明．寡聚酸碘和氨基寡糖素对冰葡萄霜霉病的田间防治效

果［Ｊ］．农药，２０２０，５９（７）：５２５－５２７．

［１７］梁春浩，臧超群，安福涛，等．葡萄霜霉病菌拮抗放线菌 ＰＹ－１

发酵条件优化［Ｊ］．中国生物防治学报，２０１５，３１（６）：９２１－

９２９．　

［１８］张　鑫，赵晓军，周建波．太原市郊区黄瓜霜霉病菌对甲霜灵的

抗药性检测［Ｊ］．植物保护，２００８，３４（５）：１５２－１５４．

［１９］纪明山，张　敬，祁之秋，等．黄瓜霜霉病菌对烯酰吗啉抗药性

研究［Ｍ］．北京：中国农业科学技术出版社，２００４，２２８－２３２．

［２０］王　岩，冯明鸣，朱书生，等．黄瓜霜霉病菌烯肟菌酯敏感基线

的建立及其室内抗药性风险评估［Ｊ］．中国农业大学学报，

２００６，１１（５）：２５－２９．

［２１］刘　旭，杨晓畅，陶　怡，等．葡萄霜霉病拮抗细菌的筛选、鉴定

及发酵条件优化［Ｊ］．果树学报，２０１５，３２（４）：６８１－６８８，７３７．

［２２］ＪｉＭＸ，ＹａｏＫＢ，ＭｉａｏＫ，ｅｔａｌ．Ｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔａｎｄｆｉｅｌｄｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ４ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓｏｎｇｒａｐｅｄｏｗｎｙｍｉｌｄｅｗ［Ｊ］．

ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１６，１７（７）：１６５４－

１６５７，１７５２．

［２３］康兴娇，申红妙，贾招闪，等．葡萄霜霉病生防菌甲基营养型芽

胞杆菌Ｔ３的鉴定及其防治效果［Ｊ］．中国生物防治学报，２０１６，

３２（６）：７７５－７８２．

［２４］曹　辉，左红娟，石彦召，等．葡萄霜霉病生物防治试验［Ｊ］．农

业科技通讯，２０１８（１）：１５０－１５１．

［２５］包　岩．几种药剂对葡萄霜霉病的防治效果试验［Ｊ］．农业开

发与装备，２０１９（１１）：１３８．

［２６］曹依静，孙共明．１％苦参碱水乳剂防治葡萄霜霉病试验［Ｊ］．

果农之友，２０１４（１０）：６．

［２７］孙　阳．不同药剂防治核桃细菌性黑斑病田间药效试验［Ｊ］．

山东农业科学，２０１２，４４（１）：９３－９４．

［２８］杜玉宁，查仙芳，杨金凤，等．宁夏温室黄瓜新病害靶斑病的药

剂筛选［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（１）：１３２－１３３．

［２９］赵志祥，严婉荣，陈　圆，等．几种杀菌剂对生姜青枯病菌的毒

力测定［Ｊ］．贵州农业科学，２０１５，４３（９）：７６－７８，８１．

［３０］马勉娣，黄治钰，张秀英，等．酿酒葡萄“赤霞珠”叶内生真菌多

样性研究［Ｊ］．中国南方果树，２０１４，４３（３）：２９－３４．

［３１］王志恒，刘雅琴，冯翠娥，等．宁夏贺兰山东麓酿酒酵母分离筛

选及菌株鉴定［Ｊ］．食品研究与开发，２０１７，３８（１１）：１７６－１８０．

［３２］魏玉洁，邹　弯，马文瑞，等．应用高通量测序技术研究新疆产

区葡萄果实、叶片及果园土壤微生物多样性［Ｊ］．食品科学，

２０１８，３９（６）：１６２－１７０．

［３３］ＦｕｇｅｌｓａｎｇＫＣ，ＥｄｗａｒｄｓＣＧ．ＷｉｎｅＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ［Ｍ］．２ｎｄｅｄ．

ＮｅｗＹｏｒｋ：ＳｐｒｉｎｇｅｒＵＳ，２００７：４４－５２．

［３４］屈慧鸽．葡萄酒生产过程中醋酸菌的危害及影响因素分析

［Ｊ］．酿酒科技，２００９（２）：４３－４６．

［３５］Ｎｏｇｕｅｒｏｌ－ＰａｔｏＲ，Ｔｏｒｒａｄｏ－ＡｇｒａｓａｒＡ，Ｇｏｎｚáｌｅｚ－ＢａｒｒｅｉｒｏＣ，ｅｔ

ａｌ．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｎｅｗ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓｏｎＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ

ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｇｒｏｗｔｈ，ｇｒａｐｅｍｕｓｔｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄａｒｏｍａｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１４，１４６：２３４－２４１．
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