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　　摘要：酿酒葡萄种植、果实贮存保鲜和葡萄酒贮存时期均会发生不同程度的真菌性病害，影响葡萄酒酿造品质，造
成一定的生产损失。利用解淀粉芽孢杆菌Ｂ１５对真菌的抑制作用，在一定条件下制备得到生物农药———解淀粉芽孢
杆菌Ｂ１５可湿性粉剂，并对其在葡萄种植病害防治、葡萄酒窖抑菌及葡萄防腐等方面分别进行初步应用。药剂施用结
果表明，解淀粉芽孢杆菌Ｂ１５可湿性粉剂施用效果良好，对葡萄种植病害的平均防效在７０％以上；在酒窖封闭空间的
平均抑菌率为７７．３２％；在果蔬防腐应用试验中，１００ｍｇ／Ｌ处理组好果率达到８３．３％，在果蔬保鲜剂应用领域具有一
定的开发价值。Ｂ１５可湿性粉剂的初步应用为我国酿酒葡萄在葡萄种植、果实保鲜和葡萄酒贮存整个流程中真菌病
害的防治提供了有价值的应用参考。
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　　葡萄酒品质的好坏极大程度上取决于所挑选
的酿酒葡萄的品质，而葡萄种植阶段的病害侵扰会

极大影响葡萄品质，进而影响葡萄酒酿造品质及口

感，严重制约着行业发展。葡萄病害一般以真菌为

主，常见病害主要有葡萄霜霉病、葡萄灰霉病等。

早期防控葡萄病害一般以种植抗病品种、温室栽培

和化学防治为主［１］。与化学防治手段相比，生物农

药（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｅｓｔｉｃｉｄｅ）具有很好的生物安全性和
环境友好性，是目前全球农药产业发展的新

趋势［２］。

解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｍａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）对
外界有害因子抵抗力强且易培养繁殖，近几年被优

选为研发稳定生物农药的菌种，是一种效果理想的

生防菌株，市场上以可湿性粉剂和水剂最为常

见［３－７］。相关文献已证实，解淀粉芽孢杆菌对西瓜

生长枯萎病、番茄枯萎病等田间果蔬真菌性病害具

有一定的抑菌防治效果［８－１１］，但鲜有提到对田间葡

萄种植病害及葡萄酒贮存污染有抑制效果的相关

研究。

基于实验团队前期的理论研究成果［１２－１４］，将筛

选得到的具有有效抑制灰葡萄孢的解淀粉芽孢杆

菌Ｂ１５发酵液在一定条件下制备成可湿性粉剂，并
在葡萄种植期间的病害防治、葡萄酒贮存期酒窖内

的抑菌情况和葡萄果实贮存期间的防腐保鲜等３个
方面进行施药应用，并对施用效果进行评价，以期

为我国酿酒葡萄的真菌性病害防治提供有价值的

应用参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验主要材料有解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）Ｂ１５，保藏于国家酒类品质与安全
国际联合研究中心（ＩＣＡＢ）国家级重点实验室。表
面活性剂（分散剂２４２５，润湿剂２００），由北京格林
泰姆科技有限公司提供。

１．２　试验仪器
试验仪器主要有 ＬＧＪ－３０ＦＤ真空冷冻干燥机

（德 国 ＦＲＩＴＳＣＨ 公 司）、微 型 行 星 式 球 磨 机
ＰＵＬＶＥＲＩＳＥＴＴＥ６（北京松源华兴科技发展有限公
司）、ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ型双人单面净化工作台（苏州
净化设备有限公司）、ＬＲＨ－２５０生化培养箱（上海
一恒科学仪器有限公司）、ＬＤＺＸ－５０ＫＢＳ立式电热
压力蒸汽灭菌锅（上海申安医疗器械厂）、ＤＨＺ－Ｂ
高温全温振荡器（太仓市豪诚实验仪器制造有限

公司）。　
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１．３　试验方法
１．３．１　生物抑菌剂的剂型合成　解淀粉芽孢杆菌
Ｂ１５发酵液经真空冷冻干燥成固体粉末，按４％添
加量与２０％表面活性剂和７６％膨润土混合，用行星
式球磨机充分粉碎混匀，制备得到解淀粉芽孢杆菌

Ｂ１５可湿性粉剂（图１）。

１．３．２　生物抑菌剂的指标测定方法　解淀粉芽孢
杆菌Ｂ１５可湿性粉剂经一定比例无菌水稀释后，制
备得到Ｂ１５生物抑菌剂。

抑菌剂的孢子计数方法为稀释一定倍数后，在

１０００倍光学显微镜下用血球计数板计数。
可湿性粉剂 ｐＨ值的测定参考 ＧＢ／Ｔ１６０１—９３

《农药ｐＨ值的测定方法》，细度的测定参考 ＧＢ／Ｔ
１６１５０—１９９５《农药粉剂、可湿性粉剂细度测定方
法》，悬浮率测定方法参考ＧＢ／Ｔ１４８２５—２００６《农药
悬浮率测定方法》，热稳定性测定参考 ＧＢ／Ｔ
１９１３６—２００３《农药热贮稳定性测定方法》。
１．３．３　葡萄田间抑菌应用试验方法　试验于２０１９
年７—８月，在北京市密云区某葡萄园区实施，试验
药剂为Ｂ１５生物抑菌剂，对照药剂为常见防治葡萄
霜霉病的生物农药嘧菌酯悬浮剂，推荐浓度为

２５０ｇ／Ｌ。试验药剂用水稀释，采用ＤＦＨ－１６Ａ型背
负式手动喷雾器对葡萄植株双面均匀喷雾。

选择５个面积在１ｈｍ２左右的相邻葡萄地块，
抑菌剂施药浓度按７５、１５０、３００ｇ／ｈｍ２等分别喷洒
在３个地块上，施药液量均为９０Ｌ／ｈｍ２，另外２个地
块分别为对照和空白对照（清水）。喷洒时间为葡

萄霜霉病发病初期，每隔７ｄ施药１次，连续４次。
当对照组明显发病时开始调查，１周后调查防治
效果。

调查方法为每个地块随机调查１０个当年抽生
新蔓，自上而下调查全部叶片，采用邓肯氏新复极

差（ＤＭＲＴ）法记录各级病叶数及总叶数，具体各级
标准及药效计算方法参考钱一鑫等的调查方法［１５］。

１．３．４　葡萄酒窖抑菌应用试验方法　试验于２０１９
年１１—１２月于北京市密云区某酒庄酒窖内进行，试
验药剂为Ｂ１５生物抑菌剂，对照组为无菌水。选取
合适的大空间酒窖，将酒窖空间均分为前部相对通

风、有空气扰动的流动空间和后部氧气浓度较低、

气流相对封闭的空间等２个部分进行。在２个空间
分别挑选３处互不干扰的不同位置，每个位置放置
均匀高度的平台桌，在桌上均匀放置３个干净的孟
加拉红平板用于收集空气中的菌体。

施药前，打开平板２ｈ收集菌体，设为空白对照
组。然后，向２个空间的空气中均匀喷洒抑菌剂，施
药浓度为１．２ｇ／Ｌ，药液量为１Ｌ，喷洒体积为８ｍ３，
然后换一组新平板在相同条件下重复取样。平板

倒置于２８℃培养箱中，２ｄ后计数，观察并记录酒窖
空气中霉菌的数量。之后每天固定时间重复取样

和培养操作。１周后重复喷洒、取样和培养操作，试
验共进行４周。
１．３．５　果蔬防腐应用试验方法　试验于２０１９年
１２月在实验室完成，试验药剂为 Ｂ１５生物抑菌剂，
对照组为无菌水。

在市场购买当日现摘同一品种鲜食葡萄，将葡

萄果实单粒完整剪下，每组３０粒。将葡萄分别在无
菌水和浓度为 １．２５、２．５０ｇ／Ｌ的抑菌剂中各浸泡
２ｍｉｎ，然后取出自然晾干，置于干燥、洁净的塑封袋
中，每个袋子上中下位置分别扎一些小孔。１周后
重复施药处理，共重复施药４周，每周观察并记录霉
烂果粒数。

２　结果与分析

２．１　生物抑菌剂的指标测定
２．１．１　解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５可湿性粉剂孢子计数
　选取１０５作为稀释倍数，经血球计数板计数，结果
得到解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５可湿性粉剂中活性孢子
数为５．０２×１０７个／ｇ。
２．１．２　解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５可湿性粉剂 ｐＨ值的
测定　测定３组后，得到该可湿性粉剂 ｐＨ值的平
均值为７．５８。对照文献［７－１０］可知，可湿性粉剂
的ｐＨ值在６～８为宜，中性最佳。该可湿性粉剂的
ｐＨ值处于适宜范围。
２．１．３　解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５可湿性粉剂细度的测
定　３组可湿性粉剂试样取样量均为２０．００ｇ，经３
组平行试验得到的数据带入ＧＢ／Ｔ１６１５０—１９９５《农
药粉剂、可湿性粉剂细度测定方法》中的公式计算，
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得到的结果如表１所示。由表１可知，可湿性粉剂
的细度为（９７．９７±０１３）％，符合推荐可湿性粉剂
细度范围。

表１　解淀粉芽孢杆菌Ｂ１５可湿性粉剂细度的测定结果

可湿性粉剂试样质量

（ｇ）
玻璃皿中残留物质量

（ｇ）
细度

（％）

２０．００ ０．４３ ９７．８５

２０．００ ０．３８ ９８．１０

２０．００ ０．４１ ９７．９５

ｘ±ｓ ９７．９７±０．１３

２．１．４　解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５可湿性粉剂悬浮率的
测定　经 ３组平行试验得到的数据带入 ＧＢ／Ｔ
１４８２５—２００６《农药悬浮率测定方法》中的公式计
算，得到结果如表２所示。由表２可知，可湿性粉剂
的悬浮率为（８５．６０±０．６３）％，符合推荐可湿性粉
剂悬浮率范围。

表２　解淀粉芽孢杆菌Ｂ１５可湿性粉剂悬浮率的测定结果

悬浮液中有效成分

质量（ｇ）
量筒底部２５ｍＬ悬浮液中
有效成分质量（ｇ）

悬浮率

（％）

０．５００８ ０．０７１２ ８５．７８

０．４９９６ ０．０６９４ ８６．１１

０．５００６ ０．０７５６ ８４．９０

ｘ±ｓ ８５．６０±０．６３

２．１．５　解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５可湿性粉剂热稳定性
的测定　将可湿性粉剂在 ５４℃的恒温箱中放置
１４ｄ后取出，分别按“１．３．２”节中所述方法测定 ｐＨ
值、细度和悬浮率，每个试验设３组平行。测定结果
显示，孢子数为４．５５×１０７个／ｇ，ｐＨ值为７．５５，细度
为９８．９２％，悬浮率为８５．５８％，与初始测定结果相
比变化不大。可以看出，该可湿性粉剂热稳定性

良好。

２．２　生物抑菌剂的初步应用
２．２．１　果蔬田间抑菌试验　试验结果表明，５．０２×
１０７个／ｇＢ１５可湿性粉剂防治葡萄霜霉病试验在
７５、１５０、３００ｇ／ｈｍ２处理浓度均呈现出一定的抑菌
效果，其平均防效分别为６９．８％、７２．３％、７６．７％，
在５％和１％水平上均具有显著性影响。其中，处理
浓度为３００ｇ／ｈｍ２时对葡萄霜霉病的防治效果优于
７５、１５０ｇ／ｈｍ２，且与对照药剂２２４００ｇ／ｈｍ２嘧菌酯
悬浮剂的防治效果相当，平均防效在７０％以上（表
３、表４），达到农药防效的水平（７０％ ～８０％）。同
时，Ｂ１５可湿性粉剂对葡萄安全无药害，药剂在水中
分散性能良好。

表３　５．０２×１０７个／ｇＢ１５可湿性粉剂防治葡萄霜霉病试验结果

药剂
处理浓度

（ｇ／ｈｍ２）
平均病情

指数

平均防治

效果（％）

Ｂ１５可湿性粉剂 ７５ １２．５ ６９．８ｃＢ

Ｂ１５可湿性粉剂 １５０ １１．４ ７２．３ｂＢ

Ｂ１５可湿性粉剂 ３００ ９．６ ７６．７ａＡ

清水 ０ ４１．３

嘧菌酯悬浮剂（对照） ２２４００ ９．７ ７６．５

　　注：数据后不同大、小写字母分别表示在０．０１、０．０５水平上差异

显著。

表４　５．０２×１０７个／ｇＢ１５可湿性粉剂防治葡萄霜霉病方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方值 Ｆ值 Ｐ值

处理间 ９８．４０６ ２ ４９．２ ２６．１７５ ０．０００

处理内 １６．９１８ ９ １．８８

总变异 １１５．３２ １１

　　据此建议，Ｂ１５可湿性粉剂在葡萄田间的施药
浓度控制在１５０～３００ｇ／ｈｍ２，施药时间为葡萄发病
前喷施，会对夏季露地葡萄霜霉病有较好的防治

效果。

２．２．２　葡萄酒窖抑菌试验　酒窖阴暗潮湿的环境
利于霉菌生长，会对葡萄酒品质造成影响，一些霉

菌代谢产生的霉菌毒素还会危害消费者的身体健

康。对酒窖前后２个空间分别进行施药试验，结果
如图２所示。试验结果表明，封闭空间施药效果较
好，平均抑菌率为７７．３２％，持续时间为３ｄ；流动空
间受空气扰动的影响，结果稳定性较差，平均抑菌

率为６４７２％，持续时间为１．８ｄ。
２．２．３　果蔬防腐实验　由表５可知，试验第１周所
有试验组和对照组均无霉烂果粒，第２周开始出现
霉烂果粒，随着周数的增加，对照组霉烂果粒数逐

渐增多，好果率逐渐降低，最后 １周好果率仅为
２６７％。相比对照组，经过抑菌剂处理的２个试验
组的葡萄果粒大部分仍保持完整，最后 １周 ５０、
１００ｍｇ／Ｌ试验组好果率分别为７６．７％、８３．３％。试
验结果表明，Ｂ１５抑菌剂在果蔬保鲜方面确实存在
一定的防腐效果，因其为天然生物抑菌剂，易降解

冲洗，对果蔬危害较小，在果蔬保鲜剂方面具有一

定的应用前景。

３　讨论与结论

本研究根据解淀粉芽孢杆菌对葡萄霜霉病、葡

萄炭疽病等真菌病原的抑制作用，制备了解淀粉芽
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表５　果蔬防腐试验结果

试验天数

（ｄ）
空白组

好果数（粒）

５０ｍｇ／Ｌ试验组
好果数（粒）

１００ｍｇ／Ｌ试验组
好果数（粒）

０ ３０ ３０ ３０

７ ３０ ３０ ３０

１４ １９ ２６ ２８

２１ １４ ２５ ２８

２８ １１ ２４ ２６

３５ ８ ２３ ２５

孢杆菌Ｂ１５可湿性粉剂，并对其在葡萄种植病害防
治、葡萄酒窖抑菌及葡萄防腐等方面分别进行了初

步应用。３种施药应用试验结果表明，Ｂ１５可湿性
粉剂在葡萄酒厂中的葡萄园种植、酒窖贮存和葡萄

防腐方面均具有一定的效果，尤其在果蔬保鲜剂的

应用领域，具有一定的应用前景和潜力。

总体来说，解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５可湿性粉剂在
具体试验中显示出良好的应用效果，具有很好的应

用潜力和开发价值，为我国酿酒葡萄在葡萄种植、

果实保鲜和葡萄酒贮存整个流程中的真菌病害防

治提供了有价值的应用参考。

参考文献：

［１］史　娟，杨之为．葡萄霜霉病的研究现状［Ｊ］．宁夏农学院学报，

２００４，２５（２）：９２－９４．

［２］纪明山，谷祖敏，张　杨．生物农药研究与应用现状及发展前景

［Ｊ］．沈阳农业大学学报，２００６，３７（４）：５４５－５５０．

［３］ＯｎｇｅｎａＭ，ＪａｃｑｕｅｓＰ．Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅｓ：ｖｅｒｓａｔｉｌｅｗｅａｐｏｎｓｆｏｒ

ｐｌａｎｔｄｉｓｅａｓｅｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００８，１６（３）：

１１５－１２５．

［４］ＬｕｃｙＭ，ＲｅｅｄＥ，ＧｌｉｃｋＢＲ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｆｒｅｅｌｉｖｉｎｇｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈ－

ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．ＡｎｔｏｎｉｅＶａｎＬｅｅｕｗｅｎｈｏｅｋ，２００４，８６

（１）：１－２５．

［５］ＳｏｍｅｒｓＥ，ＶａｎｄｅｒｌｅｙｄｅｎＪ，ＳｒｉｎｉｖａｓａｎＭ．Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ：ａｌｏｖｅｐａｒａｄｅｂｅｎｅａｔｈｏｕｒｆｅｅｔ［Ｊ］．ＣｒｉｔｉｃａｌＲｅｖｉｅｗｓｉｎ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００４，３０（４）：２０５－２４０．

［６］ＬｕｇｔｅｎｂｅｒｇＢ，ＫａｍｉｌｏｖａＦ．Ｐｌａｎｔ－ｇｒｏｗｔｈ－ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ

［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００９，６３（１）：５４１－５５６．

［７］黄　海．解淀粉芽孢杆菌Ｂａ１６８对番茄灰霉病的防治作用［Ｄ］．

杨凌：西北农林科技大学，２０１４．

［８］王夏雯，孟佳丽，刘永锋，等．解淀粉芽孢杆菌Ｂ１６１９对连作西瓜

生长及枯萎病发生的影响［Ｊ］．福建农业学报，２０１９，３４（１１）：

１３０２－１３０８．

［９］荆卓琼，郭致杰，徐生军，等．解淀粉芽孢杆菌ＨＺ－６－３的筛选

鉴定及其防治番茄灰霉病效果的评价［Ｊ］．草业学报，２０２０，２９

（２）：３１－４１．

［１０］王世伟，王卿惠．解淀粉芽孢杆菌相关功能机制研究进展［Ｊ］．

生物技术通报，２０２０，３６（１）：１５０－１５９．

［１１］史一然，徐伟慧，吕智航，等．解淀粉芽孢杆菌 ＬＺＮ０１对西瓜专

化型尖孢镰刀菌的抑制效应［Ｊ］．江苏农业科学，２０１９，４７

（１２）：１４１－１４５．

［１２］龚谷迪．抑菌微生物在葡萄酒厂中应用技术的研究［Ｄ］．济

南：齐鲁工业大学，２０１３．

［１３］朱弘元，康　健，范　昕，等．解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５产脂肽的分

离鉴定及抑菌机理［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（５）：１８６－

１８９．　

［１４］潘虹余，金玮軻，张晓蒙，等．解淀粉芽孢杆菌 Ｂ１５抑菌物质对

葡萄灰霉病灰葡萄孢的抑菌机理［Ｊ］．微生物学报，２０１８，５８

（７）：１２４５－１２５４．

［１５］钱一鑫，康冀川，罗乙凯，等．猕猴桃灰霉病拮抗解淀粉芽孢杆

菌Ｘ１７可湿性粉剂的研制［Ｊ］．中国生物防治学报，２０１６，３２

（３）：３４２－３４８．

—２７１— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第６期


