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宁夏酿酒葡萄根腐病病原鉴定及其拮抗菌株筛选
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摘要： 为明确宁夏回族自治区（简称宁夏）酿酒葡萄根腐病的病原菌种类，挖掘当地土著拮抗微生

物研发生防菌剂，从宁夏5个市县代表性酒庄葡萄园采集感根腐病葡萄样品，通过分离鉴定及回接

试验明确病原菌种类，并以其中致病性较强的病原菌为指示菌，以酿酒葡萄品种赤霞珠为材料，采

用平板对峙试验、菌丝生长抑制试验和盆栽试验检测从健康葡萄根际土壤中分离纯化的细菌和放

线菌的生防效果。结果表明：宁夏酿酒葡萄根腐病病原菌有锐顶镰刀菌Fusarium acuminatum、腐

皮镰刀菌Fusarium solani、立枯丝核菌Rhizoctonia solani、小新壳梭孢菌Neofusicoccum parvum和可

可毛色二孢菌Lasiodiplodia theobromae，其中立枯丝核菌、小新壳梭孢菌和可可毛色二孢菌为葡萄

根腐病病原菌的新记录种，且锐顶镰刀菌、立枯丝核菌、小新壳梭孢菌和可可毛色二孢菌的致病性

较强。从健康葡萄根际土壤中共分离到62株菌落形态特征存在差异的菌株，筛选得到对上述4种

致病性较强的病原菌均具有60%以上抑制率的4株细菌和放线菌菌株，经鉴定分别为贝莱斯芽胞

杆菌 Bacillus velezensis、苜蓿链霉菌 Streptomyces alfalfae、东方拟无枝酸菌 Amycolatopsis orientalis

和灰色链霉菌Streptomyces griseus；其中贝莱斯芽胞杆菌的10.0%无菌培养液对4种供试病原菌的

抑制作用最强，抑制率达到80.56%~84.65%，其挥发性物质对可可毛色二孢菌的抑制作用最强，抑制

率达到73.67%；而3株拮抗放线菌菌株对不同病原菌的抑制作用有差异；采用伤根灌根法接种4株

拮抗菌株均能不同程度抑制葡萄根腐病发生并促进根系分枝数量增加，说明筛选到的这4株拮抗

菌株有良好的防病促生作用，具有开发为葡萄根腐病生防菌剂的潜力。
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Abstract: To identify the pathogens causing grapevine root rot in Ningxia Hui Autonomous Region 

(hereinafter referred to as Ningxia) and to explore indigenous antagonistic microorganisms for develop‐

ing biocontrol agents, grapevine samples with root rot symptoms were collected from representative 

winery vineyards in five cities and counties of Ningxia. The pathogens were identified through isola‐

tion, identification and pathogenicity tests. Using the more virulent pathogens as indicator strains and 

the wine grape cultivar Cabernet Sauvignon as the experimental material, the biocontrol efficacy of bac‐

teria isolated from the rhizosphere soil of healthy grapevines was evaluated through plate confrontation 

assays, mycelial growth inhibition tests and pot experiments. The results showed that the pathogens 
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causing grapevine root rot in Ningxia were Fusarium acuminatum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani, 

Neofusicoccum parvum and Lasiodiplodia theobromae, among which R. solani, N. parvum and L. theo‐

bromae are new records as pathogens of grapevine root rot. Fusarium acuminatum, R. solani, N. 

parvum and L. theobromae exhibited stronger pathogenicity. A total of 62 bacterial and actinomycete 

strains with distinct colony morphologies were isolated from the rhizosphere soil of healthy grapevines, 

and four strains exhibiting over 60% inhibitory activity against all four highly pathogenic fungi were 

selected, namely Bacillus velezensis, Streptomyces alfalfae, Amycolatopsis orientalis and Streptomyces 

griseus. Among these, the 10.0% sterile culture filtrate of B. velezensis exhibited the strongest inhibitory 

effect against the four pathogens tested, with inhibition rates ranging from 80.56% to 84.65%, and its 

volatile compounds exhibited the strongest inhibitory effect against L. theobromae, with an inhibition 

rate of 73.67%. The three antagonistic actinomycetes showed differential inhibitory effects against dif‐

ferent pathogens. Inoculation with the four antagonistic strains via wounded root irrigation inhibited 

grapevine root rot to varying degrees and promoted an increase in root branch number, indicating that 

these four antagonistic strains exhibit significant growth-promoting and disease-suppressing effects and 

possess potential for development as biocontrol agents against grape root rot.

Key words: grapevine root rot; pathogen identification; antagonistic bacteria; antagonistic actinomy‐

cetes; inhibitory effect; biological control; Ningxia

酿酒葡萄是宁夏回族自治区（简称宁夏）大力发

展的六大特色产业之一，截至2023年底宁夏种植酿

酒葡萄面积已达 4.013 3万 hm2，葡萄酒产业在当地

农民增收和区县经济发展中发挥着重要作用（李荣

等，2024）。然而，随着酿酒葡萄种植面积的扩大和

种植年限的延长，由多种病原菌引发的葡萄根腐病

发生严重，给当地酿酒葡萄产业造成了极大损失。

葡萄根腐病病原复杂，王淇（2024）研究认为主要是

由镰刀菌属Fusarium真菌引起，优势种有尖孢镰刀

菌F. oxysporum、层出镰刀菌F. proliferatum、锐顶镰

刀菌F. acuminatum和F. cugenangense等，其中锐顶

镰刀菌为国内新记录种。Walker（1997）证实立枯丝

核菌 Rhizoctonia solani 对葡萄具有致病性，可以侵

染定殖于葡萄根部并引起根系腐烂。近年来也有报

道证实葡萄座腔菌科的可可毛色二孢菌Lasiodiplodia 

theobromae 和小新壳梭孢菌 Neofusicoccum parvum

也可引起果树和观赏植物根腐病的发生，如可可毛

色二孢菌可侵染桑树（Xie et al.，2014）、槟榔（刘双龙

等，2022）等果树引发根腐病，小新壳梭孢菌可引发常

春藤根腐病（Akbarpour et al.，2021）。葡萄根腐病一

般发生在6月中下旬，7—8月进入高发期，病原菌会

随灌溉水蔓延，防治难度极大。农药与抗生素依然

是目前防治果树根腐病的重要手段，生产上多以灌

根方式施用乙蒜素、链霉素、申嗪霉素、多菌灵、恶霉

灵、敌克松等杀菌剂，但过度使用化学农药会造成生

态环境污染并影响食品安全，生物农药防治既能有

效避免这些问题，又具有改良土壤微生态的潜在优

势，是防治果树根腐病最有效的途径。

在宁夏，经常联合使用根腐病生防菌剂进行葡

萄根腐病防治，但防治效率低，这与生防菌在根际土

壤中的定殖能力相关。生防菌在土壤或植物根内的

定殖能力是影响其生物防治效果的关键因素（宋立

群等，2025）。与外源微生物相比，土著微生物因适

应本土环境而更具定殖优势（韩琴等，2024），因此从

土壤土著微生物中筛选根腐病的生防菌株具有重要

意义。目前，国内对葡萄根腐病生防菌的研究较少，

仅王旭楠等（2024）筛选到1株耐盐芽胞杆菌Bacillus 

halotolerans，该菌株对葡萄根腐病具有生防作用。

而针对由镰刀菌引起的棉花、枸杞、玉米等其他植物

的根腐病，获得了解淀粉芽胞杆菌B. amyloliquefa‐

ciens和枯草芽胞杆菌B. subtilis（王国琴等，2023）、

贝莱斯芽胞杆菌B. velezensis（王玉鹏等，2025）、拟

无枝酸菌 Amycolatopsis spp.（García-López et al.，

2024）等生防菌。刘双龙等（2022）以可可毛色二孢

菌为靶标菌获得了槟榔根腐病生防菌铜绿假单胞菌

Pseudomonas aeruginosa；苏杭等（2023）以立枯丝核

菌为靶标菌获得了半夏立枯病生防菌贝莱斯芽胞杆

菌。但这些研究均只测定了拮抗菌株对单一病原菌

的抑制作用，缺少对多种病原菌抑制作用的研究。

本研究在宁夏5个市县代表性酒庄葡萄园采集

疑似感染根腐病的酿酒葡萄品种赤霞珠病样，通过

组织分离法和致病性验证明确酿酒葡萄根腐病病原
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的种类，在此基础上，以致病性较强的根腐病病原菌

为靶标，从健康酿酒葡萄根际土壤中筛选具有多重

拮抗作用的土著拮抗菌，对其进行鉴定并研究其抑

菌机制，以期为宁夏酿酒葡萄根腐病的生物防治提

供多靶标、高适应性的菌种资源。

1 材料与方法

1.1   供试材料

供试病样：于2023年7—8月在宁夏银川市贺兰

县观兰酒庄、永宁县立兰酒庄、青铜峡市皇蔻酒庄、

石嘴山市贺东庄园和红寺堡东方裕兴酒庄这5个市

县代表性酒庄葡萄园，采集疑似感染根腐病的葡萄

根茎部、根系溃烂组织。酿酒葡萄品种为赤霞珠，树

龄为8~10年，株行距为3 m，树高约2 m。每个葡萄

园采集病样各 5份，3次重复，共计采集 45份病样。

用无菌小刀取病健交界的韧皮部、根系样品分别收

集于自封袋内，4 ℃保存供试。

供试葡萄：健康酿酒葡萄品种赤霞珠的 1年生

自根苗由宁夏农垦玉泉营苗木繁育有限公司提供，

移栽至装有灭菌营养土的高17 cm、直径16 cm的花

盆中，每盆 1 株，于温室中在自然条件下培育 21 d

后，挑选长势一致的健康株供试。

供试土壤样品：于上述 5个市县代表性酒庄采

集健康赤霞珠葡萄植株根际土壤。土壤样品采用五

点取样法采集，挖出根部后抖落大块土壤，使用无菌

毛刷将附着在根部的土壤刷到无菌纸上按份装入无

菌袋。每株葡萄苗根际采集土样1份，重复3次，样

品带回实验室于4 ℃保存供试。

供试培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dex‐

trose agar，PDA）培养基，北京陆桥技术股份有限公

司；改良高氏一号（Gauze’s synthetic agar，GA）培养

基、胰蛋白胨酵母提取物肉汤（peptone yeast extract 

broth，PYEB）培养基、PYEB固体培养基、酵母膏麦

芽提取物（yeast paste malt extract，YPME）培养基、

YPME固体培养基、燕麦片琼脂（oatmeal agar，OA）

培养基、营养琼脂（nutrient agar，NA）培养基、Luria-

Bertani（LB）液体培养基、LB固体培养基、马铃薯葡

萄糖肉汤（potato dextrose broth，PDB）培养基、淀粉

酶检测培养基、蛋白酶检测培养基、羧甲基纤维素钠

培养基、铁载体检测培养基、蒙金娜有机磷培养基、

蒙金娜无机磷培养基、亚历山鲍罗夫培养基、阿须贝

固体培养基，青岛高科技工业园海博生物技术有限

公司；β-葡聚糖酶检测培养基、PDA-愈创木酚培养

基，北京酷来搏科技有限公司。

试剂和仪器：真菌基因组DNA提取试剂盒、细

菌 DNA 提取试剂盒（D3350），美国 Omega Bio-Tek

公司；Trans 2K DNA Marker，北京全式金生物技术

有限公司；2×Rapid Taq PCR Super Mix，南京诺唯赞

生物科技股份有限公司；其他试剂均为国产分析

纯。LRH-300-G恒温培养箱，上海叶拓科技有限公

司；T100 Thermal Cycler PCR 扩增仪，美国 Bio-Rad

公司；BX51光学显微镜，日本Olympus公司；DYY-

6C电泳仪，北京六一仪器厂；NanoDrop2000超微量

分光光度计，美国赛默飞世尔科技公司；Z36HK型

高速冷冻离心机，贺默（上海）仪器科技有限公司；

ZWY-1102C型恒温培养振荡器，上海智诚分析仪器

制造有限公司；ZF-258 型全自动凝胶成像分析系

统，上海嘉鹏科技有限公司。

1.2   方法

1.2.1    葡萄根腐病田间症状观察及病原菌分离与纯化

于 2023年 8月上旬在 1.1所述的 5个葡萄园中

进行根腐病的实地调查，采用五点取样法进行调查，

每个葡萄园调查 25株。采用组织分离法对病原菌

进行分离。用无菌小刀在采集的每份病样病健交界

处切取 1 cm×1 cm 组织块，并接种至 PDA 培养基

上，26 ℃暗培养7 d，用灭菌接种针从菌落边缘挑取

少量菌丝接种至新的PDA培养基上进行纯化培养。

根据菌落特征确定单一菌种，将菌种保存于PDA斜

面，于4 ℃保存备用。

1.2.2    病原菌形态学和分子生物学鉴定

将纯化后的病原菌转接至 PDA 培养基上，

28 ℃暗培养 7 d，记录菌落形态、颜色，在光学显微

镜下观察孢子形态及产孢情况，每株菌株观察15个

视野。经形态学观察将病原菌可分为 5类，从每类

中选择1株代表菌株进行分子生物学鉴定。使用真

菌基因组DNA提取试剂盒参照说明书提取各代表

菌株的基因组DNA作为模板，利用引物 ITS1（5'-T-

CCGTAGGTGAACCTGCGC-3'）/ITS4（5'-TCCTCC-

GCTTATTGATATGC-3'）进行 ITS序列的PCR扩增。

本研究所有引物均由生工生物工程（上海）股份有限

公司合成。25 μL PCR反应体系：2×Rapid Taq PCR 

Super Mix 12.5 μL、上下游引物各 1 μL、DNA 模板

1 μL、ddH2O 9.5 μL。扩增程序：95 ℃预变性5 min；

95 ℃变性30 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延伸90 s，共35个

循环；72 ℃终延伸 7 min。取PCR产物送生工生物

工程（上海）股份有限公司测序，将测序结果在

NCBI数据库进行BLAST对比分析，下载相似度高

的相关菌株 ITS序列，采用邻接法构建各代表菌株
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的系统进化树，Bootstrap设1 000次重复。

1.2.3    病原菌致病性验证

采用柯赫氏法则对病原菌进行致病性验证。将

1.2.2 所选代表菌株分别接种于 PDB 培养基中，于

28 ℃、150 r/min 条件下培养 7 d，制成 106 CFU/mL

菌悬液。将生长21 d的健康葡萄植株根部周围土壤

挖开，用灭菌刀片划伤根部，浇灌上述制备好的代表

菌株菌悬液，每盆浇灌 100 mL，以灌入等量PDB培

养基为对照，每个处理3个重复，每个重复1株。灌

菌后每 5 d浇 1次水，待植株出现明显发病症状后，

用1.2.1方法再次分离并纯化病原菌，观察分离物的

形态是否与原接种菌株一致，完成致病性验证。

1.2.4    葡萄根际拮抗菌株的分离与筛选

将采集的健康葡萄植株根际土壤过筛混匀后除

去杂质，每份土壤样品取 5 g 加入 45 mL 无菌水，

28 ℃、180 r/min条件下振荡 60 min，静置后将其稀

释为 5个浓度梯度 10-1~10-5。分别吸取各稀释浓度

土液 100 µL涂布在LB固体培养基和GA培养基上

分离细菌和放线菌，细菌于 30 ℃培养 1~2 d后观察

菌落形态；放线菌于 28 ℃培养 5~7 d后观察菌落形

态。挑取形态、颜色及透明度等不相同的单菌落在

OA培养基上于28 ℃下纯化。

以1.2.3中致病表型较显著的4株葡萄根腐病病

原菌菌株为靶标菌，采用平板对峙法对上述分离纯

化的根际菌株进行抑菌活性测定。采用 1.2.2方法

进行4株病原菌菌株的培养，用直径5 mm的无菌打

孔器在菌落边缘打取菌饼供试。分别取1个病原菌

菌饼接种至PDA平板中央，采用四点法将根际分离

菌株分别接种至距离中心位置2.25 cm的四角处，以

只接种病原菌的PDA培养基为对照，每个处理3次

重复，每个重复为1皿。28 ℃暗培养至对照的病原

菌菌丝铺满整个平板，采用十字交叉法测量病原菌

半径，计算根际分离菌株的抑制率。抑制率=（对照

菌落半径-处理菌落半径）/对照菌落半径×100%。

1.2.5    拮抗菌株的形态学鉴定

将 1.2.4筛选到的拮抗菌株采用划线法分别接

种在 GA、OA、NA、PYEB、YPME、LB 固体平板上，

28 ℃暗培养 5 d，观察各菌株的菌落生长情况、颜

色，对细菌菌体细胞和放线菌气生菌丝进行革兰氏

染色观察。每株菌株3次重复。

1.2.6    拮抗菌株的生理生化特性测定

参照修筠清等（2025）方法将 1.2.4 筛选到的拮

抗菌株点接至淀粉酶检测培养基、β-葡聚糖酶检测

培养基、蛋白酶检测培养基、羧甲基纤维素钠培养

基、铁载体检测培养基、PDA-愈创木酚培养基、蒙金

娜有机磷培养基、蒙金娜无机磷培养基、亚历山鲍罗

夫培养基、阿须贝固体培养基平板上，28 ℃培养

5 d。观察平板是否产生水解圈，以判断是否产生淀

粉酶、葡聚糖酶、蛋白酶、纤维素酶、漆酶等胞外酶，

以及是否具有解有机磷、解无机磷、解钾、产嗜铁素

和固氮等促生能力。每株菌株3次重复。

1.2.7    拮抗菌株的分子生物学鉴定

使用细菌 DNA 提取试剂盒（D3350）参照说明

书提取 1.2.4筛选到的拮抗菌株DNA。利用通用引

物 27F（5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′）和

1492R（5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′）对拮抗

菌株的 16S rDNA 序列进行 PCR 扩增。50 µL PCR

反应体系：2×Rapid Taq PCR Super Mix 25 µL、DNA

模板 1 µL、上下游引物各 1 µL，加入 ddH2O 补足体

积至 50 µL。反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变

性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 90 s，共 30 个循

环；72 ℃延伸 10 min，4 ℃保温。PCR 产物经 1.5%

琼脂糖凝胶电泳后送至生工生物工程（上海）股份有

限公司进行双向测序，拼接后获得各菌株相对应的

16S rDNA 序列；将序列上传至 NCBI 数据库进行

BLAST比对分析，采用Mega 11软件以邻接法构建

各菌株的系统进化树，Bootstrap设置1 000次重复。

1.2.8    拮抗菌株无菌培养液的抑菌效果测定

将1.2.4筛选到的拮抗细菌接种于LB液体培养

基中，拮抗放线菌接种于 YPME 液体培养基中，

28 ℃、180 r/min 条件下振荡培养 5 d，在 4 ℃下以

10 000×g 离心 10 min 取上清液，使用 0.22 µm 微孔

滤膜过滤得到无菌培养液。将无菌培养液与 PDA

培养基以体积比融合制成终浓度为 10.0%、5.0%和

2.5%的含药培养基，以不加无菌培养液的PDA培养

基为对照，分别在培养基中心位置接种供试4种根

腐病病原菌菌饼，病原菌选择和处理方法同 1.2.4。

每个处理3次重复，每个重复1皿。于28 ℃暗培养，

待对照病原菌长满培养基时，采用十字交叉法测量

菌落半径，计算抑制率。同时，挑取各处理平板上病

原菌的菌丝尖端进行显微观察，观察15个视野。

1.2.9    拮抗菌株挥发性物质的抑菌效果测定

采用对扣法（何雪等，2024）测定拮抗菌挥发性

有机物的抑菌效果。将 1.2.4筛选到的拮抗细菌与

放线菌分别采用划线法接种至LB和YPME固体培

养基上，28 ℃培养3 d备用；取供试4种根腐病病原

菌的直径5 mm菌饼分别接种于PDA平板中央。将

接种拮抗菌株与病原菌的培养皿分别对扣并封口，
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以空白培养皿与接种病原菌的培养皿对扣并封口为

对照。28 ℃暗培养至对照的病原菌菌丝长满培养

皿，采用十字交叉法测量菌落半径，计算抑制率。

1.2.10    拮抗菌株对葡萄根腐病的盆栽防效测定

将1.2.4筛选到的拮抗细菌接种于LB液体培养

基中，拮抗放线菌接种于 YPME 液体培养基中，分

别于37 ℃、150 r/min条件下培养96 h获得拮抗菌悬

液。取供试 4 种根腐病病原菌接种于 PDB 培养基

中，28 ℃、150 r/min条件下培养5 d获得病原菌菌悬

液。挑选长势一致的生长21 d盆栽葡萄苗，采用伤

根灌根法进行接种，方法同 1.2.3，以每盆单独接入

100 mL 病原菌培养液为对照；处理组在每盆接入

100 mL拮抗菌培养液 7 d后再接入 100 mL病原菌

培养液，培养方法同1.2.3。每个处理3次重复，每个

重复 1盆。培养 15 d后观察植株地上部表型，并将

葡萄盆栽苗脱盆，轻轻抖落根系上的土壤，观察受根

部侵染状况。根据王旭楠等（2024）葡萄根腐病严重

度分级标准统计病级株数，计算病情指数和相对防

效。病情指数=∑（各级病株数×各级代表值）/（调查

总株数×最高级代表值）×100；相对防效=（对照组病

情指数-处理组病情指数）/对照组病情指数×100%。

1.2.11    拮抗菌株的盆栽促生效果测定

挑选长势一致的生长 14 d的葡萄盆栽苗，每盆

以拮抗菌培养液进行灌根处理，每盆灌入 100 mL，

培养液制备方法同 1.2.10；以接入等量蒸馏水的盆

栽苗为对照。培养条件同1.2.3，培养15 d后观察地

上部表型，并将葡萄盆栽苗脱盆，轻轻抖落根系上的

土壤，统计根部分枝个数，分析拮抗菌株的促生效果。

1.3   数据分析

采用 Excel 2021 和 SPSS 27.0 软件对试验数据

进行统计分析，应用 t检验法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1   葡萄根腐病田间症状及病原菌的分离与纯化

经实地调查后发现宁夏葡萄根腐病主要危害根

颈部和根系，病原菌侵染破坏植株根部组织，导致植

株汲取水分和养分的路径受阻，根腐病发生严重的

老果园，部分植株干枯死亡。与健康植株相比较（图

1-A），植株发病时地上部叶片颜色变淡、发黄，逐渐

沿叶缘、叶尖焦枯，直至整株叶片焦灼干枯（图 1-

B~C）；与健康植株根系相比较（图 1-D），发病根部

的典型症状为主根系皮层坏死，颜色变为褐色至黑

褐色，细根溃烂（图1-E~G）。

本研究从采集的感病酿酒葡萄根茎部和根系共

分离到 61株菌株，初步按照菌落形态分为 5大类。

其中有54株属于镰刀菌属，可细分为2类，每类各有

35株和19株；有3株属于丝核菌属Rhizoctonia；有3株

A：健康葡萄植株；B：感病葡萄植株；C：感病葡萄叶片变黄，叶片沿边缘焦灼；D：健康葡萄根部形态；E~G：感病葡萄根茎部和
根系坏死、腐烂，变为黑褐色。A: Healthy grapevine plants; B: diseased grapevine plants; C: yellowing leaves with scorched edges 

on diseased grapevine plants; D: root morphology of healthy grapevine plants; E-G: necrosis and rot in the root collar and root 

system of grapevines, turning dark brown in color.

图1  宁夏葡萄根腐病的田间症状

Fig. 1  Symptoms of grapevine root rot in filed in Ningxia

371



53卷植   物   保   护   学   报

属于毛色二孢菌属Lasiodiplodia；有1株属于壳梭孢

菌属Neofusicoccum。每类选1株代表菌株进行后续

试验，编号分别为FR2、FR13、FR18、FR25和XXK。

2.2   病原菌形态学和分子生物学鉴定

2株镰刀菌属菌株FR18和FR25的菌落均呈灰

白色，菌丝呈绒毛状密集生长，菌株FR18成熟菌丝

呈粉红色放射状线性生长，菌株FR25成熟菌丝呈肉

粉色均匀生长（图 2-A1~A2）；2 株镰刀菌的分生孢

子均呈镰刀形，但菌株FR18分生孢子细长，顶端尖

锐（图2-B1），而菌株FR25分生孢子较粗壮，顶端钝

圆或稍尖（图2-B2）。丝核菌属菌株FR13菌落初期

为白色或浅灰色，后期变为褐色至深褐色（图 2-

A3），菌丝粗壮，分枝处形成隔膜，且分枝与主菌丝

呈近直角，分枝基部明显缢缩（图2-B3）。毛色二孢

菌属菌株FR2菌落初期为白色至灰白色，菌丝稀疏，

生长后期变为深灰色至黑色，菌丝变浓密，气生菌丝

发达（图 2-A4）；分生孢子初期单孢、透明、近圆形，

逐渐成熟变为褐色、双孢有纵纹（图2-B4）。壳梭孢

菌属菌株 XXK 菌落初期为白色至灰白色，菌丝稀

疏，边缘整齐，生长后期变为灰黑色，菌丝变浓密，气

生菌丝发达（图2-A5）；分生孢子单胞，无色透明，椭

圆形或纺锤形（图2-B5）。

A1~A5：菌株FR18、FR25、FR13、FR2、XXK的菌落形态；B1~B5：菌株FR18、FR25、FR13、FR2、XXK的分生孢子和菌丝形态；

C：采用邻接法构建的系统发育树。A1-A5: Colony morphology of pathogenic bacteria FR18, FR25, FR13, FR2, and XXK in 

sequence; B1-B5: conidia and hyphal morphology of pathogenic bacteria FR18, FR25, FR13, FR2, and XXK in sequence; C: the 

phylogenetic tree was constructed using the neighbor-joining method.

图2  5株代表菌株的形态特征（A~B）及基于 ITS序列的系统发育树分析（C）

Fig. 2  Morphological characteristics (A-B) and ITS sequence phylogenetic tree analysis (C) of five isolated strains
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测序获得各菌株的 ITS有效序列，利用邻接法

构建系统发育树。结果显示，菌株FR25与腐皮镰刀

菌F. solani聚为一支，自举支持值为100%；菌株FR18

与锐顶镰刀菌聚为一支，自举支持值为 99%；菌株

XXK与小新壳梭孢菌聚为一支，自举支持值为100%；

菌株FR2与可可毛色二孢菌聚为一支，自举支持值

为 97%；菌株FR13与立枯丝核菌聚为一支，自举支

持值为100%（图2-C）。结合形态学特征和 ITS序列

系统发育分析结果，将以菌株FR25为代表的 35株

菌株鉴定为腐皮镰刀菌F. solani，以菌株FR18为代

表的19株菌株鉴定为锐顶镰刀菌F. acuminatum，菌

株 XXK 鉴定为小新壳梭孢菌 N. parvum，以菌株

FR2 为代表的 3 株菌株鉴定为可可毛色二孢菌 L. 

theobromae，以菌株FR13为代表的 3株菌株被鉴定

为立枯丝核菌R. solani。

2.3   病原菌致病性验证

与健康葡萄植株相比，菌株 FR2、FR13、FR18、

FR25和XXK对酿酒葡萄赤霞珠均有致病性，灌根

7 d后植株顶部幼嫩叶片边缘处开始出现发黄、萎蔫

现象，40 d后叶片相继由叶缘向内焦枯，整株叶片变

黄（图 3-A）；感病植株根茎部切面可见韧皮部和木

质部褐变坏死，且根部坏死病斑沿木质部向根茎部

方向渐进性蔓延，最终导致病株根系组织呈现黑褐

色腐烂坏死（图 3-B）。为进一步明确致病菌种类，

对病变组织进行了病原菌再分离，所得菌株形态特

征与原接种菌株一致（图3-C）。

2.4   葡萄根腐病拮抗菌株筛选及其抑菌作用

2.4.1    拮抗菌株的分离筛选与形态学鉴定

从健康酿酒葡萄根际土壤中共分离纯化得到

62株菌落形态特征存在差异的菌株，以致病性较强

的病原菌 FR18、FR13、FR2和XXK为靶标菌，对分

离的62株菌株进行抑制活性测定，筛选得到4株抑

制率均大于 60%的拮抗菌，分别为 NVA-37、NVA-

42、NVA-43 和 NVA-60（图 4-A）。革兰氏染色结果

显示 4株拮抗菌株均为阳性菌，且在GA、OA、NA、

PYEB、YPME和LB固体培养基上长势良好，基内菌

丝生长稳定（图 4-C）；菌株NVA-37在OA培养基上

单菌落边界明显，呈近圆形，浅黄色，不透明，四周呈

A：接种后葡萄植株症状；B：接种后葡萄根茎部和根系坏死、腐烂，变为黑褐色；C：重分离菌株的菌落形态。A: Symptoms of 

diseased grapevine plants after inoculated; B: necrosis and rot of root collar and root system of diseased grapevine plants inoculated, 

showing dark brown discoloration; C: colony morphology of re-isolated strains.

图3  5株代表性分离菌株的致病性验证

Fig. 3  Pathogenicity verification of five representative isolated strains
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云朵状扩散（图4-B），显微观察菌株杆状或椭圆状，

初步鉴定为芽胞杆菌属Bacillus菌株；菌株NVA-42

和NVA-60在OA培养基上单菌落边界明显，质密，

表面干燥、多皱且绒状（图4-B），在多种培养基上菌

落正反两面呈现出不同色泽（图 4-C），显微观察菌

株孢子丝直或螺旋状，初步鉴定为链霉菌属Strepto‐

myces菌株；菌株NVA-43在YPME固体培养基上单

菌落边界明显，菌落边缘呈不规整乳白色干粉状圆

形菌落，龟裂呈肉粉色（图 4-B），显微观察孢子丝

直，初步鉴定为拟无枝酸菌属Amycolatopsis菌株。

2.4.2    拮抗菌株的生理生化特性

菌株NVA-37、NVA-42、NVA-43和NVA-60均可

在淀粉酶检测培养基、β-葡聚糖酶检测培养基、纤维

素酶检测培养基、铁载体检测培养基和阿须贝氏培

养基上生长，且菌落周围产生透明圈，表明这4株拮

抗菌株均可分泌淀粉酶、β-葡聚糖酶、纤维素酶等胞

外酶，还具有产嗜铁素和固氮能力。菌株NVA-42、

NVA-43和NVA-60还可分泌蛋白酶。

A：条带越长、颜色越深表示抑制率越高；B：前 3 个为 OA 培养基，最后 1 个为 YPME 固体培养基；C：从左至右分别为 GA、

PYEB、YPME、OA、NA和LB固体培养基，上排为正面，下排为反面。A: A longer and darker band indicates a higher inhibition 

rate; B: the first three are OA medium, and the last one is YPME solid medium; C: left to right are GA, PYEB, YPME, OA, NA and 

LB solid media, top row are front side; bottom row are back side.

图4  葡萄根际分离菌株对供试葡萄根腐病病原菌生长的抑制作用（A）及其形态学鉴定（B~C）

Fig. 4  Inhibitory effects of rhizosphere-isolated strains on the growth of grapevine root rot pathogens (A) and morphological 

identification of antagonistic strains (B-C)
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2.4.3    拮抗菌株的16S rDNA序列分析

基于16S rDNA序列构建的系统发育树显示，菌

株 NVA-37 与贝莱斯芽胞杆菌聚为一支，自举支持

值为 97%；菌株NVA-42与苜蓿链霉菌 S. alfalfae聚

为一支，自举支持值为93%；菌株NVA-43与东方拟

无枝酸菌A. orientalis聚为一支，自举支持值为99%；

菌株NVA-60与灰色链霉菌 S. griseus聚为一支，自

举支持值为 100%（图 5）。结合形态特征及分子鉴

定结果，将菌株 NVA-37 鉴定为贝莱斯芽胞杆菌 B. 

subtilis，菌株NVA-42鉴定为苜蓿链霉菌S. alfalfae，

菌株 NVA-43 鉴定为东方拟无枝酸菌 A. orientalis，

菌株NVA-60鉴定为灰色链霉菌S. griseus。

2.4.4    拮抗菌株无菌培养液的抑菌效果

4株拮抗菌株不同浓度的无菌培养液对4种病原

菌均有不同程度的抑制作用，且抑制作用与无菌培

养液浓度呈正相关趋势。总体看拮抗菌株NVA-37

的广谱抑菌活性最好，其 10.0%无菌培养液对 4 种

病原菌的抑制率均大于80.00%，达80.56%~84.65%，

5.0%无菌培养液对病原菌FR2和XXK的抑制率分

别为 64.79%和 66.67%，可有效抑制病原菌菌丝生

长；拮抗菌株 NVA-42、NVA-43 和 NVA-60 的 10.0%

无菌培养液对 4种病原菌均有一定的抑制作用，但

图5  基于16S rDNA序列以邻接法构建拮抗菌株及相关菌株的系统发育分析

Fig. 5  Phylogenetic analysis of antagonistic strains and related strains based on 16S rDNA sequences 

using the neighbor-joining method
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对不同病原菌的抑制效果有较大差异，其中拮抗菌

株NVA-42对病原菌FR18和FR2的抑制率较高，分

别为 53.25%和 52.89%，拮抗菌株NVA-43对病原菌

FR18的抑制率最高，为56.32%，拮抗菌株NVA-60对

病原菌FR18和XXK的抑制率较高，分别为 54.47%

和53.49%；对其余病原菌的抑制率较差（图6）。

在显微镜下的观察结果显示，与对照的病原菌

菌丝形态相比较（图 7-A~D），4 株拮抗菌株无菌培

养液处理后病原菌的菌丝形态均发生了明显变化，

导致病原菌菌丝出现扭曲肿胀（图 7-E~H）、破裂后

细胞质外溢（图 7-G）并产生大量空泡（图 7-E、G）等

现象。

2.4.5    拮抗菌株挥发性物质的抑菌效果

4株拮抗菌株的挥发性物质对 4种供试病原菌

均有不同程度的抑制作用，其中菌株 NVA-37 挥发

性物质对病原菌菌丝生长的抑制作用最好，对病原

菌 FR2 的抑制率高达 73.67%，对病原菌 XXK 的抑

制率为 52.82%，二者显著高于对其他菌株的抑制

率，对病原菌FR18和FR13的抑制作用较弱；而拮抗

菌株 NVA-42、NVA-43 和 NVA-60 的挥发性物质对

4种供试病原菌的抑制作用相对较差，抑制率均低

于50.00%（图8）。

2.5   拮抗菌株对葡萄根腐病的盆栽防效

在浇灌清水（对照）和浇灌拮抗菌株培养液的土

壤中分别接种病原菌FR18、FR13、FR2和XXK培养

液，15 d后对照植株叶片均出现不同程度的骤然失

水现象，且叶尖端及叶边缘变焦干枯；根部截面皮层

和木质部腐烂，变褐，病健交界明显，病情指数达到

77.78~88.89；而拮抗菌株培养液处理植株的叶片有

少部分变黄干枯，大部分叶片青绿且较健康，相比对

照植株，根部截面褐变面积出现不同程度的缩减

（图 9），说明 4 株拮抗菌株对葡萄根腐病均有一定

的防治效果。

拮抗菌株 NVA-37 对病原菌 FR18、FR13、FR2

和XXK引起的根腐病的防治效果最好，相对防效分

别为 62.5%、57.15%、57.15%和 60.00%，葡萄苗长势

优良，叶片青绿且较健康（图9）。3株放线菌菌株对

不同病原菌引起的根腐病的防治效果差异明显，其

中，菌株 NVA-42 对病原菌 FR18 的相对防效最高，

达 62.5%；菌株 NVA-43 对病原菌 FR13 的相对防效

最高，为 57.15%；菌株 NVA-60 对病原菌 FR13 和

XXK的相对防效最高，分别为57.15%和60.00%（图

9）；而对其余病原菌的相对防效较差，表明其拮抗作

用具有一定的特异性。

2.6   拮抗菌株培养液的盆栽促生效果

用 4 株拮抗菌株的培养液分别处理土壤 15 d

后，各处理葡萄植株地上部表型的差异不大（图 10-

A）；但拮抗菌株NVA-37和NVA-43培养液处理的葡

萄根系分枝数量增多，分别为 42个和 39个，显著高

于其他拮抗菌株处理和对照（图10-B），且有较多白

色新生根系产生；菌株NVA-42和NVA-60培养液处

理的根系分枝数量有所提升，但与对照相比无显著

差异（图10-B）。

图6  培养5 d的拮抗菌株无菌培养液对病原菌菌丝生长的抑制作用

Fig. 6  Inhibition of pathogen hyphal growth by 5-day antagonistic strain culture filtrates
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A~D：对照组菌丝形态；E：NVA-42无菌培养液处理，箭头所示为菌丝出现扭曲肿胀；F：NVA-43无菌培养液处理，箭头所示为

菌丝出现肿胀；G：NVA-37无菌培养液处理，箭头所示为菌丝扭曲肿胀、破裂后细胞质外溢并产生大量空泡；H：NVA-60无菌培

养液处理，箭头所示为菌丝出现扭曲肿胀。A-D: Hyphal morphology of the control groups; E: after treatment with NVA-42 

sterile culture solution, hyphae exhibited twisted and swollen, which marked with an arrow; F: after treatment with NVA-43 sterile 

culture solution, hyphae showed swelling, which marked with an arrow; G: after treatment with NVA-37 sterile culture solution, 

hyphae displayed twisted and swollen, ruptured cytoplasm leakage, and produced a large number of vacuoles, which marked with an 

arrow; H: after treatment with NVA-60 sterile culture solution, hyphae manifested twisted and swollen, which marked with an arrow.

图7  拮抗菌株无菌培养液对病原菌菌丝的影响

Fig. 7  Effects of sterile culture filtrates of biocontrol strains on pathogenic fungal hyphae

图8  拮抗菌株挥发性物质对病原菌菌丝生长的抑制作用

Fig. 8  Inhibitory effect of volatile compounds on hyphal growth of pathogenic fungi

图中数据为平均数±标准差。*、**和***表示经 t检验法检验差异显著（P<0.05、P<0.01和P<0.001）。 Data are mean±SD. 

*, ** or *** indicates significant difference by t test (P<0.05, P<0.01 or P<0.001).
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3 讨论

葡萄根腐病是一种典型的土传病害，常由一种

或多种病原菌引起，其病原菌主要通过植物根系的

自然孔隙和机械伤口完成侵染过程，并且不同地区、

不同环境下病原菌的种类也存在较大差异（刘陈玮

等，2025），因此明确不同地区葡萄根腐病致病菌种

类对当地制订针对性防治策略具有重要意义。

Q：锐顶镰刀菌；R：立枯丝核菌；S：可可毛色二孢菌；T：小新壳梭孢菌；Q: F. acuminatu; R: R. solani; S: L. theobromaes; T: 

N. paryum.

图9  拮抗菌株对葡萄根腐病的盆栽防效

Fig. 9  Pot control efficacy of biocontrol strains against grapevine root rot in pot experiments
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Agustí-Brisach et al.（2012）首次报道小帚梗柱孢菌

属 Cylindrocladiella 的 C. parva 和 C. peruviana 在欧

洲葡萄产区可引起葡萄根腐病；Aleinikova et al.

（2022）在克里米亚鉴定出土赤壳菌属 Dactylonec‐

tria 的 D. macrodidyma 为葡萄根腐病致病优势种；

Holkar et al.（2025）报道了印度葡萄根腐病病原菌新

记录种 Fusarium acutatum；Zhang et al.（2023）在中

国北京市发现 Fusarium commune 的致病亚群可引

起葡萄根腐病；Wang et al.（2023）则首次报道 C. 

peruviana 在中国陕西省引发葡萄根腐病。本研究

将宁夏5个市县的葡萄根腐病病原菌鉴定为锐顶镰

刀菌、腐皮镰刀菌、立枯丝核菌、小新壳梭孢菌和可

可毛色二孢菌，其中锐顶镰刀菌是优势种。这些研

究结果充分证实了葡萄根腐病病原菌种群结构具有

显著的区域特异性。

现有研究报道发现小新壳梭孢菌和可可毛色二

孢菌是果树、观赏植物常见的葡萄座腔菌科植物病

原 真 菌（Pavlic-Zupanc et al.，2017；邢 启 凯 等 ，

2024）。可可毛色二孢菌能引发桑树根腐病（Xie et 

al. 2014）和槟榔根腐病（刘双龙等，2022），在印度

（Latha et al.，2009）和巴西（da Silva Pereira et al.，

2017）还能引发麻疯树根腐病。小新壳梭孢菌在伊

朗可引起常青藤根冠腐病，病原菌由侵染点向上和

向下扩展侵染，引起根部腐烂（Akbarpour et al.，

2021）。而Walker（1997）研究证实立枯丝核菌对葡

萄具有致病性，可引起根部腐烂。但立枯丝核菌不

同融合菌群的致病性强弱可能有所不同，但是否存

在致病与非致病差异目前未见明确报道。王淇

（2024）也证实锐顶镰刀菌和腐皮镰刀菌为葡萄镰刀

型根腐病的主要病原菌。本研究结果与上述报道一

致，此外还发现立枯丝核菌、可可毛色二孢菌和小新

壳梭孢菌为葡萄根部分离出的病原菌新记录种，这

一发现丰富了国内葡萄根腐病的病原菌种类。另

外，宁夏属于中国西部葡萄埋土防寒栽培区，葡萄植

株在越冬过程中容易因冻害或机械操作形成伤口，

这为病原菌的侵染提供了有利条件，需警惕其快速

传播的潜在风险，应给予足够重视。

本研究以葡萄根腐病病原菌锐顶镰刀菌、立枯

丝核菌、可可毛色二孢菌和小新壳梭孢菌为靶标菌，

从健康葡萄根际土壤中成功筛选出4株有显著抑制

作用的拮抗菌株，并分别将其鉴定为贝莱斯芽胞杆

菌、苜蓿链霉菌、东方拟无枝酸菌和灰色链霉菌。目

前植物根腐病的生防菌主要包括芽胞杆菌（金艳丽

等，2022）、链霉菌（李琳等，2024）、假单胞菌（刘双龙

等，2022）和木霉菌（Hewedy et al.，2020）等。这些

生防菌通过直接和间接机制防控植物病害的发生，

包括竞争空间、营养物质或微量元素，以及降解真

菌毒力因子或引发植物免疫功能等（Chen et al.，

2021）。芽胞杆菌和链霉菌还可以通过产生多种胞

图10  4株拮抗菌株对盆栽葡萄苗的促生作用

Fig. 10  Effect of antagonistic bacterial strains on root branching of potted grapevine plants

图中数据为平均数±标准差。**和***表示经 t检验法检验差异显著（P<0.01和P<0.001）。 Data are mean±SD. ** or *** 

indicates significant difference by t test (P<0.01 or P<0.001).
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外酶如淀粉酶、β-葡聚糖酶、纤维素酶等破坏病原菌

菌丝结构，抑制其生长（何贵祥等，2025）。本研究筛

选到的4株拮抗菌株均能分泌纤维素酶、淀粉酶、蛋

白酶和 β-葡聚糖酶，还具有产嗜铁素及固氮能力。

夏忠洁等（2024）研究发现铁载体可以通过与病原菌

竞争铁元素来抑制其生长，铁载体浓度越高对病原

菌的抑制效果越明显。芽胞杆菌作为微生态环境中

的优势种群，因其抗逆性极强，抑菌范围广，在作物

病害生物防治中研究非常广泛。朱海云等（2021）从

银杏中分离出 1 株蜡样芽胞杆菌 B. cereus，对猕猴

桃溃疡病的防治效果为93.6%。芽胞杆菌可以产生

抗真菌的多肽类、蛋白类等物质，对多种植物病害都

有很好的防效，产生的酯类、醇类、醛类、烯类和酮类

等挥发性有机物对病原菌生长也有较强的抑制作用

（宋波等，2025）。本研究通过平板对峙试验发现，贝

莱斯芽胞杆菌菌株NVA-37与病原菌边界交接处形

成较为明显的抑菌带，推测可能是分泌一些抗菌物

质造成的，无菌培养液和挥发性物质的抑菌试验也

证实了这一推测。对病原菌菌丝尖端形态进行显微

观察发现，在拮抗菌株作用下，病原菌菌丝出现肿

胀、空泡、细胞质外溢等现象。此外，盆栽试验进一

步证实了贝莱斯芽胞杆菌菌株NVA-37的广谱抑菌

能力和促生能力，这与王玉鹏等（2025）的研究报道

一致。

放线菌次生代谢产物中往往具有一类或几类抗

生素，且大部分选择性强，已成为生物农药研发的重

要方向（Hyakumachi et al.，2014）。链霉菌作为放线

菌门中种类最多的一个属，是产生各类氨基糖苷类、

大环内酯类等抗生素的主要来源（程一晗等，2024），

这些抗生素可以特异性作用于某些病原菌，抑制其

生长和繁殖，进而降低病害发生率（徐燕星等，

2025）。杨晓军等（2017）从盐碱土壤中分离得到1株

灰色链霉菌菌株，对番茄灰霉病和番茄早疫病的防

效大于 90%。Chen et al.（2021）从棉花根际土壤中

得到 1株苜蓿链霉菌菌株，对尖孢镰刀菌引起的棉

花枯萎病有强烈的抑制活性。拟无枝酸菌属为诺卡

氏放线菌中的一个独特属，为稀有放线菌（周乐瑞

等，2023）。拟无枝酸菌蕴含丰富的新颖天然产物资

源，在抗生素生产方面潜力巨大（杨英哲等，2024）。

如利用东方拟无枝酸菌和地中海拟无枝酸菌Amy‐

colatopsis mediterranei 生产万古霉素和相关糖肽

类、利福霉素等，此类抗生素作用部位与β-内酰胺类

抗生素不同，其不与青霉素类抗生素竞争结合部位，

可以有效避免交叉耐药性的产生，是研究新生物农

药的焦点（周乐瑞等，2023）。García-López et al.

（2024）从土壤中分离出1株拟无枝酸菌Amycolatop‐

sis sp.菌株，对禾谷镰刀菌F. graminearum的抑制率

为 76%；Oyuntsetseg et al.（2024）从煤矿土壤中获得

2 株拟无枝酸菌 Amycolatopsis spp. 菌株，其对多种

真菌、金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus、鲍曼

不动杆菌Acinetobacter baumannii表现出抑制活性。

本研究获得的 3株拮抗放线菌菌株，即苜蓿链霉菌

NVA-42、东方拟无枝酸菌 NVA-43 和灰色链霉菌

NVA-60，对4种葡萄根腐病病原菌的抑制活性差异

明显，盆栽防治效果也再次证实了该结论，推测这可

能与菌株拮抗机制、遗传背景和生态适应性相关。

宁夏地处西北，常年干旱少雨，在此条件下采

集的土壤样品中富集了抗逆性较好的芽胞杆菌和

放线菌，本研究获得的 4 株拮抗菌株均有较好的

抑菌活性，但产生的抑菌物质尚不明确。另外，本

研究中所选的分离培养基营养较丰富，芽胞杆菌

和放线菌生长迅速，可能会屏蔽其他生长速度较

慢的细菌或放线菌，从而导致最终得到的菌株种

类相对较少。因此，在今后的分离试验中将改善

培养基的种类及培养条件等以期获得更多类型的

菌种资源，为土著拮抗微生物的开发利用提供备

选资源。
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