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　　摘　要：以北京市农林科学院植物保护保环境保护研究所自主分离筛选的利迪链霉菌Ａ０２
为供试菌株，采用离体生物测定法评价了其对葡萄灰霉病菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）、桃褐腐病菌
（Ｍｏｎｉｌｉｎｉａ　ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ）和枣青霉病菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．）３种果树病原真菌的室内毒力，通过小区试
验测定了其对葡萄霜霉病的田间防效。结果表明：Ａ０２活性产物对葡萄灰霉病菌、桃褐腐病菌和
枣青霉病菌均具有强毒力，对其菌丝生长的抑制中浓度分别为１．３６９６、８．１１１５和７．４９８９ｍｇ／Ｌ，最
低抑菌浓度均在３０ｍｇ／Ｌ以下；对葡萄霜霉病的田间小区防效达９５．７％，显著高于对照生物农药
１０％宝丽安可湿性粉剂和１％多抗霉素水剂。
关键词：利迪链霉菌；纳他霉素；果树病害；室内毒力；田间防效
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　　果树病害是影响果品产量和质量的重大障碍之
一，长期以来果树病害的防治主要依赖于化学农药［１］。
近年来果树病害，尤其是设施果树病害的发生和危害
呈上升趋势［２］，由于果树的高效益特性，迫使病害防治
中的用药次数和施药量不断增加，这一方面加重了环
境的污染，破坏了果园生态平衡；另一方面也导致农药

残留超标，影响果品质量，不仅威胁了人们的身体健
康，也降低了其在国际市场上的竞争能力；同时，化学
农药的长期大量应用也诱导了病原菌的抗药性，有研
究表明，桃褐腐病的主要病原菌美澳型核果褐腐菌
（Ｍｏｎｉｌｉｎｉａ　ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ）对生产上常用的苯丙咪唑类杀
菌剂甲基硫菌灵已出现了抗药性菌株［３－４］，葡萄灰霉病
菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）甚至出现了兼抗苯丙咪唑类、二甲
酰亚胺类和氨基甲酸酯类杀菌剂的“ＲＲＲ”型菌株［２］，
增加了此类病害防治难度。因此，开发新的防治果树
病害的替代技术和产品日益受到重视，而微生物源农
药以其源于自然、资源丰富、安全环保等特点成为近年
来研究的热点，许多针对重要果树病害生防微生物的
研究已有报道［５－８］。菌株Ａ０２是该试验组分离筛选到
的高活性拮抗菌，经鉴定为利迪链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｓ
ｌｙｄｉｃｕｓ），
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前期研究表明其代谢产物的主要抗菌组分为
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广谱抗真菌天然药物纳他霉素［９］，对多种植物病原真
菌均有强烈的抑制作用［１０］。该研究测定其对几种果
树病害病原真菌的室内毒力及对葡萄霜霉病的小区防

治效果，旨在明确其对重要果树病害的防控潜能，为其
进一步的深入研究和开发应用提供依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　利迪链霉菌Ａ０２由北京市农林科
学院植物保护环境保护所分离自北京远郊森林土壤，
该实验室保存编号为ＪＺＢ１３０００２；靶标病原菌葡萄灰霉
病 菌 （Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ）、桃 褐 腐 病 菌 （Ｍｏｎｉｌｉｎｉａ
ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ）和枣青霉病菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．）分别分离自
各自的病果。

１．１．２　培养基　固体培养基：改良高氏（Ｇａｕｓｅ）Ｉ号和
ＰＤＡ培养基按文献［１１］的方法配制。菌株Ａ０２液体
种子培养基：１．５％黄豆粒（加适量蒸馏水煮沸０．５～
１ｈ取滤液），０．５％蛋白胨，０．２５％（ＮＨ４）２ＳＯ４，２％葡
萄糖，１％淀粉，０．０２５％ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．０２％ ＫＨ２
ＰＯ４，０．４％ ＮａＣｌ。配成水溶液，调ｐＨ至７～８后，加

１％ＣａＣＯ３。１．０６ｋｇ／ｃｍ２灭菌２０ｍｉｎ。液体发酵培养
基：１．０％葡萄糖，４．０％可溶性淀粉，０．００５％淀粉酶，

０．５％蛋白胨，０．５％（ＮＨ４）２ＳＯ４，４％豆粕粉，１％棉籽
饼粉；０．１％ ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ，０．５％ ＮａＣｌ，０．０２％
ＫＨ２ＰＯ４。配成水溶液，调ｐＨ至７～７．４后，加０．７％
ＣａＣＯ３。１．０６ｋｇ／ｃｍ２灭菌２０ｍｉｎ。

１．１．３　对照药剂　１０％宝丽安可湿性粉剂（多抗霉素
ＷＰ）：日本科研制药株式会社；１％多抗霉素水剂：陕西
绿盾生物制品有限责任公司。

１．２　试验方法
１．２．１　Ａ０２代谢活性产物的制备及其定量分析　摇
瓶发酵：按文献［１０］的方法进行，发酵液经０．４５◆ｍ的
无菌微孔滤膜过滤除菌，无菌滤液用于室内毒力测定。

３０Ｌ发酵罐补料分批发酵：液体种龄２０～３０ｈ，接种量
５％～１０％（Ｖ／Ｖ），培养温度２８～３０℃，ｐＨ 控制在
６．０～６．３之间，搅拌转速３４０～３８０ｒ／ｍｉｎ，控制溶氧
２０％～３０％，ＯＵＲ和ＣＥＲ分别控制在２５～１５和２０～
１２之间；发酵周期１０８ｈ。发酵液经过滤离心去除菌
体，无菌滤液用于田间防治试验，用时稀释至含纳他霉
素浓度为５０ｍｇ／Ｌ。发酵滤液中纳他霉素含量的测
定：采用紫外分光光度法［１２］，以甲醇为溶剂进行测定。

１．２．２　对病原菌的室内毒力测定　采用带毒平皿
法［１３］检测活性产物对靶标病原菌菌丝生长速率的抑

制作用。靶标病原菌在ＰＤＡ平板上２５℃培养５～
１０ｄ，打制直径７ｍｍ菌饼；用Ａ０２发酵液制备纳他霉
素终浓度分别为０（ＣＫ）、２、４、６、８、１０、２０、３０ｍｇ／Ｌ的

ＰＤＡ含毒平板，将菌饼菌丝面朝下置于含毒平板中
央，３次重复，２５℃恒温培养５～１０ｄ，待对照菌落充分
扩展后用十字交叉法测量菌落直径，取平均值计算对
菌丝生长的相对抑制率；以相对抑制率为１００％时的纳
他霉素浓度视为其活性产物对该菌的最低抑制浓度

（ＭＩＣ）；利用统计分析软件Ｓｐｓｓ　１３．０对发酵液纳他霉
素浓度的对数值与其相对抑制率对应的机率值进行线

性回归分析，建立毒力回归方程，求算其对靶标病原菌
的抑制中浓度（ＩＣ５０）。

１．２．３　葡萄霜霉病田间小区防治试验　试验园概况：
试验园位于北京市延庆县张山营镇松湖果园，地处华
北平原与内蒙古高原的过渡地带，属大陆季风性气候，
海拔５００ｍ，气候冬冷夏凉，昼夜温差大，光照充足，年
平均气温８．５℃，无霜期１８２ｄ，日照时数２　８２６ｈ，平均
降水量４９４ｍｍ。试验年份６～９月份平均气温
２２．４℃，月均温７月份最高，为２３．４℃，６月份最低，为
２１．３℃；园内平均相对湿度８５．１％，月均湿度６月份最
高，为９０．９％，９月份最低，为７２．５％。园地面积
１１．３ｈｍ２，其中葡萄栽培面积１．７ｈｍ２。试验样地面积
０．４ｈｍ２，供试葡萄品种为红提，多为１０ａ生，栽植行株
距４．７ｍ×０．７ｍ，每６６７ｍ２栽植２０３株。采用水平棚
架，架高２ｍ，架面长５０ｍ；春季出土后施１次有机肥，
每６６７ｍ２施５　０００ｋｇ；生长季于６月末每６６７ｍ２加施
尿素４０ｋｇ。葡萄园于２００８年７月１５日发现葡萄霜
霉病，于７月１６日设计试验进行防治。病害为初发阶
段，防治前发病基数忽略不计。试验设计：试验共设４
个处理：Ａ０２发酵滤液（含纳他霉素５０ｍｇ／Ｌ）、１０％宝
丽安可湿性粉剂６００倍液、１％多抗霉素水剂５００倍液
喷雾处理和清水喷雾对照。每处理小区面积２２２ｍ２，
随机排列，设３次重复；于发病初期全株均匀喷施，７ｄ
后再喷１次。病情调查及数据处理：第２次施药后
１０ｄ进行病情调查，每小区取１０个样株，调查病叶率
和发病程度，按以下标准进行病害分级：０级：无病斑；

１级：病斑面积占整个叶面积的５％以下；３级：病斑面
积占整个叶面积的６％～１０％；５级：病斑面积占整个
叶面积的１１％～２５％；７级：病斑面积占整个叶面积的
２６％～５０％；９级：病斑面积占整个叶面积的５０％以
上。利用统计分析软件Ｓｐｓｓ　１３．０对试验结果进行方
差分析和多重比较。

２　结果与分析
２．１　室内抑菌活性
不同浓度的Ａ０２活性产物对葡萄灰霉病菌、桃褐

腐病菌和枣青霉病菌菌丝生长的平板抑制作用见图

１～３，其抑制率及所得毒力回归方程列于表１。由表１
可知，Ａ０２活性产物对供试的３种病原真菌均有强烈
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的抑制作用，其抑制中浓度均小于８．１１１５ｍｇ／Ｌ，且三
者差异显著，其中对葡萄灰霉病菌的最低；从不同浓度
的活性产物对此菌的抑制率亦可见，浓度由２ｍｇ／Ｌ上
升到４ｍｇ／Ｌ，其相对抑菌率从７．６９％跃升至７６．９２％，
提高了近１０倍，说明其在较低的浓度下对此菌即可产
生较强的毒力，随着浓度的增加，其毒力增强的趋势减
缓。从最低抑菌浓度看，三者均在３０ｍｇ／Ｌ以下，对枣
青霉的最低，为２０ｍｇ／Ｌ，但在试验检测过程中，此浓
度下枣青霉接种菌饼表面亦有少量菌丝生长，只是不
能扩展到平板培养基中，故其实际 ＭＩＣ值应在２０～
３０ｍｇ／Ｌ之间，所以三者基本相近。

图１　Ａ０２活性产物对葡萄灰霉病菌的抑制作用
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｂｉｏａｃｔｉｖｅ　ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ

Ａ０２ａｇａｉｎｓｔ　Ｂｏｔｒｙｔｉｓ　ｃｉｎｅｒｅａ

图２　Ａ０２活性产物对桃褐腐病菌的抑制作用
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｂｉｏａｃｔｉｖｅ　ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ

Ａ０２ａｇａｉｎｓｔ　Ｍｏｎｉｌｉｎｉａ　ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ

图３　Ａ０２活性产物对枣青霉病菌的抑制作用
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｂｉｏａｃｔｉｖｅ　ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ

Ａ０２ａｇａｉｎｓｔ　Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．

　　表１ Ａ０２活性产物对３种植物病原真菌的室内毒力测定结果

　　Ｔａｂｌｅ　１ Ｔｈｅ　ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｂｉｏａｃｔｉｖｅ　ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ａ０２ａｇａｉｎｓｔ　３ｓｐｅｃｉｅｓ　ｏｆ　ｆｒｕｉｔ　ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ　ｆｕｎｇｉ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ

病原菌

Ｐａｔｈｏｇｅｎ

Ａ０２活性产物浓度（ｍｇ／Ｌ）及其抑菌率／％
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

ｏｆ　Ａ０２（ｍｇ·Ｌ－１）ａｎｄ　ｉｔｓ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｒａｔｅ（％）

毒力回归方程

Ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｒｅｇｒｅ－ｓｓｉｏｎ
ｅｑｕａｔｉｏｎ（ｙ＝）

Ｒ２ ＩＣ５０
／ｍｇ·Ｌ－１

ＭＩＣ
／ｍｇ·Ｌ－１

２　 ４　 ６　 ８　 １０　 ２０　 ３０
葡萄灰霉病菌

Ｂ．ｃｉｎｅｒｅａ ７．７　 ７６．９　８１．３　８３．５　８６．８　９５．６　 １００　 １．３９１３ｘ＋４．８０９９　 ０．９４５　 １．３６９６ｃ ３０

桃褐腐病菌

Ｍ．ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ ５．８　 ８．１　 ２８．７　４３．７　７２．４　９５．４　 １００　 ４．４６６８ｘ＋０．９３９２　 ０．９９０　 ８．１１１５ａ ３０

枣青霉病菌

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ． ８．２　 １９．７　４４．３　５０．８　６３．９　 １００　 １００　 ２．５３４７ｘ＋２．７８２８　 ０．９７９　 ７．４９８９ｂ ２０

　　注：均值后的字母示差异显著性分析结果，同一列内标有不同字母的均值在#＝０．０５水平上具有显著性差异，下同。

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ　ｍｅａｎｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ．Ｗｉｔｈｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ，ｔｈｅ　ｍｅａｎｓ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ａｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ａｔα＝０．０５ｌｅｖｅｌ，ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｂｅｌｏｗ．

２．２　田间小区防治效果
由表２可知，３种微生物制剂对葡萄霜霉病的防

治效果均达８８％以上，其中含纳他霉素的浓度为

５０ｍｇ／Ｌ的Ａ０２发酵滤液防效为９５．７０％，显著高于２
种对照生物农药１０％宝丽安可湿性粉剂和１％多抗霉
素水剂；而２种对照药剂防效差异不显著。

　　表２　 ３种微生物制剂对葡萄霜霉病的田间防治效果
　　Ｔａｂｌｅ　２ Ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　３ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ａｇｅｎｔｓ　ａｇａｉｎｓｔ　ｇｒａｐｅ　ｄｏｗｎｙ　ｍｉｌｄｅｗ　ｉｎ　ｆｉｅｌｄ　ｐｌｏｔ　ｔｒｉａｌ

处理Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ 病叶率 Ｒａｔｅ　ｏｆ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｌｅａｆ／％ 病情指数Ｄｉｓｅａｓｅ　ｉｎｄｅｘ 防治效果Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｅｆｆｉｃａｃｙ／％

Ａ０２发酵滤液Ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ｂｒｏｔｈ　ｆｉｌｔｒａｔｅ　ｏｆ　Ａ０２

１０％保丽安可湿性粉剂Ｐｏｌｙｏｘｉｎ　１０％ＷＰ

１％多抗霉素水剂Ｐｏｌｙｏｘｉｎ　１％ＡＳ

ＣＫ

６．９６

２２．１３

１６．１０

７４．２６

１．４９

４．１０

３．３０

３４．６５

９５．７０ａ

８８．１７ｂ

９０．４８ｂ

３　讨论与结论
近年来，随着生活水平的不断提高，人们的饮食安

全和健康意识日益增强，农副产品的质量普遍受到重

视，果树产品以供人们直接入口鲜食为主，对品质要求
更为严格；而农药残留是影响果品质量的重要因素之
一，因此从人类健康和果园生态的角度考虑，果树生产
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应避免使用化学农药［１］。利迪链霉菌Ａ０２主要代谢活
性成分纳他霉素是多烯大环内酯类广谱抗真菌天然产

物，前人报道其几乎对所有的供试真菌均有强烈的抑
制作用，具有用量低、效率高、抗菌作用时间长等特点，
对哺乳动物无毒，无诱变、致畸、致癌作用和过敏反应，
且不易诱导靶标病原菌的抗药性［１４］，是一种安全、高
效的抗真菌剂。在前期的研究中，Ａ０２活性产物显示
出诱导植物体内防御酶系和ＰＲ蛋白活性及酚类物质
积累，从而增强植株抗病性的作用［１５－１６］，并能明显提高
葡萄产量，对果实可溶性糖、维生素Ｃ、可溶性固形物
等营养成分也有改善作用［１７］。该研究结果表明，Ａ０２
活性产物对葡萄灰霉病菌、桃褐腐病菌和枣青霉病菌
菌丝生长的抑制中浓度在１．３６９６～８．１１１５ｍｇ／Ｌ之
间，最低抑制浓度均在３０ｍｇ／Ｌ以下；对葡萄霜霉病的
田间小区防效达９５．７％，显著高于对照生物农药１０％
宝丽安可湿性粉剂和１％多抗霉素水剂。所选的４种
靶标病害可分别在果树生长期和果品贮藏期造成严重

的损失，具有一定的代表性。据此认为，利迪链霉菌
Ａ０２活性产物可用作果树病害防治的安全、高效替代
药物，尤其对于绿色、健康果品的生产及其采后保鲜具
有良好的应用前景。
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