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生防芽孢杆菌与杀菌剂复配对苹果斑点落叶病菌的联合毒力

孟祥涛，李梦洁，段海明*，王 猛，陆文杰，张智成

（安徽科技学院农学院，安徽 凤阳 233100）
摘要：［目的］为苹果斑点落叶病的防控提供新的杀菌剂及其增效组合。［方法］采用对峙培养法筛选生防菌，

菌丝生长速率法筛选化学杀菌剂，Horsfall 法确定菌药复配比例。［结果］（1）7种化学杀菌剂均对病菌有较强

的抑制活性，其中戊唑醇、苯醚甲环唑和丙环唑 3 种药剂对病菌抑制效果最佳，EC50分别达 0.21、0.30 和 0.81 
μg/mL；其次为吡唑醚菌酯、代森锰锌和嘧菌酯；多菌灵的抑菌效果最差，EC50为 15.03 μg/mL。（2）3 种芽孢杆

菌中解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）SJ1606的抑菌效果最好，其发酵上清液和发酵上清粗提物对

病菌的 EC50分别为 2.38 μL/mL 和 0.53 μL/mL。（3）解淀粉芽孢杆菌 SJ1606发酵上清液粗提物和代森锰锌、吡

唑醚菌酯的复配均表现为增效作用，其中体积比 6∶4 和 7∶3 达最大毒性比，分别为 1.39 和 1.41。［结论］戊唑

醇、苯醚甲环唑和丙环唑对苹果斑点落叶病菌的毒力最大；解淀粉芽孢杆菌 SJ1606 发酵上清液粗提物对化

学杀菌剂代森锰锌和吡唑醚菌酯具有增效作用，为后续农药新制剂研发提供了参考数据。
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The Joint Toxicity of Biocontrol Bacillus and Fungicides Against 
Alternaria mali
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Abstract:［Objective］This study aims to provide a novel synergistic combination for the control of apple alternaria 
blotch.［Method］The biocontrol bacteria were screened by confrontation culture method， the chemical fungicides were 
screened by mycelial growth rate method， and the compound ratio of bacteria and drugs was determined by Horsfall 
method.［Result］（1）The 7 chemical fungicides had strong inhibitory activity against the pathogen. Among them， tebuco⁃
nazole， difenoconazole and propiconazole had the best inhibitory effect on the pathogen， with EC50 values of 0.21， 0.30 
and 0.81 μg/mL， respectively， followed by pyraclostrobin， mancozeb and azoxystrobin. Carbendazim had the poorest an⁃
tifungal effect， with EC50 of 15.03 μg/ mL.（2）Bacillus amyloliquefaciens SJ1606 had the best antibacterial effect among 
the three Bacillus strains， and the EC50 of the fermentation supernatant and the crude extracts of the fermentation super⁃
natant were 2.38 μL/mL and 0.53 μL/mL， respectively. （3）The combinations of the crude extracts and mancozeb， pyra⁃
clostrobin showed synergistic effects， and the volume ratios of 6：4 and 7：3 reached the maximum toxicity ratios， which 
were 1.39 and 1.41， respectively.［Conclusion］This study can provide basic data support for the update of control mea⁃
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0 引言

由互隔链格孢（Alternaira alternata（Fr.） Keissl）
侵染苹果叶片引起的苹果斑点落叶病一直是我国

苹果生产中的重要叶部病害之一，该病害发生后易

引起果树提早落叶和树势下降［1］。目前，苹果斑点

落叶病防控主要采用化学杀菌剂，其他措施较少。

但是，化学药剂的使用会使病菌产生抗药性，同时

产生农药残留导致果品品质下降，甚至对人体健康

产生慢性毒性。自 2015 年以来，超高效、低风险病

害抑制剂的筛选和化学药剂的减量化已取得较为

显著的进展，但是我国农药使用基数大，尤其是瓜

果蔬菜等用药水平应进一步降低，最终实现绿色无

农残高质量生产［2-3］。

常见的由互隔链格孢引起的真菌病害包括苹

果斑点落叶病、梨黑斑病、烟草赤星病等［4］。防治上

述病害的药剂包括：（1）传统保护性杀菌剂，如代森

锰锌、代森锌、丙森锌和克菌丹等；（2）选择性杀菌

剂，主要包括麦角甾醇生物合成抑制剂如戊唑醇、

苯醚甲环唑、氟环唑、咪鲜胺、己唑醇、烯唑醇和腈

菌唑等；（3）二甲酰亚胺类杀菌剂，如异菌脲、菌核

净；（4）琥珀酸脱氢酶类抑制剂，如啶酰菌胺、氟吡

菌酰胺；（5）甲硫氨酸生物合成抑制剂，如嘧菌环

胺；（6）几丁质合成酶抑制剂，如多抗霉素等类型［5］。

芽孢杆菌（Bacillus spp.）由于能够代谢产生较为广

谱的抑菌活性成分，其对链格孢菌的拮抗效果也有

较多报道［6］。张建强等［7］采用对峙培养法检测了 5
株生防菌对芹菜链格孢叶斑病菌细极链格孢（Alter⁃

naria tenuissima）的抑制活性，其中解淀粉芽孢杆菌

(Bacillus amyloliquefaciens)SL1 对病菌的防效高达

69.80%；李新宇等［8］研究发现枯草芽孢杆菌 ZF161
具有广谱抑菌性，其对供试的 7种植物病菌的抑制

率都在 47% 以上，其中对茄链格孢菌（Alternaria so⁃

lani）的抑制率为 52.5%。郝金辉等［9］筛选得到 2 株
对梨黑斑病菌互隔交链孢(Alternaria alternata)具有

较强抑制活性的菌株 JE53和 JE56，经分析鉴定为多

黏类芽孢杆菌（Paenibacillus polymyxa）和枯草芽孢

杆菌（Bacillus subtilis），能够产生纤维素酶、葡聚糖

酶、蛋白酶等，对病菌的细胞结构具有较强的破坏

作用，其发酵上清液对病菌的抑菌圈直径分别为

22.49和 22.40 mm。杨蓉等［10］筛选到对番茄早疫病

菌（Alternaria solani）具有良好拮抗作用的萎缩芽孢

杆菌（Bacillus atrophaeus）J2-2 和枯草芽孢杆菌（B.

subtilis）J2-4，培养 5 d 能够明显抑制番茄早疫病菌

丝生长，其中 J2-4 菌株发酵液对病害的防效为

39.6%。综上所述，化学杀菌剂和生防菌对链格孢

菌的抑制效果均有报道，但是二者相结合对链格孢

菌病害的防控效果的报道还较为鲜见。本文首先

测定解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）

SJ1606、贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis）SJ1616
和枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）SJ1701这 3种芽孢

杆菌和戊唑醇、苯醚甲环唑、丙环唑、吡唑醚菌酯、

代森锰锌、嘧菌酯和多菌灵这 7种化学杀菌剂对苹

果斑点落叶病菌（Alternaria mali）的毒力，筛选毒力

较强的生防芽孢杆菌和化学杀菌剂，然后确定菌药

复配比例，评价不同复配处理对 A. mali 的室内毒

力，旨在筛选增效抑菌活性组合，从而降低化学杀

菌剂的使用量，为苹果斑点落叶病的可持续防控提

供技术支持。　

1 材料与方法

1.1　材料

7 种化学杀菌剂原药（戊唑醇、苯醚甲环唑、丙

环唑、吡唑醚菌酯、代森锰锌、嘧菌酯、多菌灵）、解

淀粉芽孢杆菌 SJ1606、贝莱斯芽孢杆菌 SJ1616、枯
草芽孢杆菌 SJ1701、苹果斑点落叶病菌（A. alter⁃
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nata）、PDA培养基、NA培养基、NB培养基由安徽科

技学院农学院植物病害防治实验室提供。

1.2　方法

1.2.1　芽孢杆菌对苹果斑点落叶病菌抑制效果

将供试的3种芽孢杆菌解淀粉芽孢杆菌SJ1606、
贝莱斯芽孢杆菌 SJ1616、枯草芽孢杆菌 SJ1701 于

NA培养基上划线培养 48 h，然后用接种环分别蘸取

菌苔点接在PDA距平板中心 2 cm处，围绕平板中心

点接 4 点，4 点均匀分布，重复 3 次。平板中央接种

苹果斑点落叶病菌，同时设置不接种拮抗菌的为对

照［11］。接种完毕置于 28 ℃恒温恒湿培养箱中培养

120 h，测量拮抗菌边缘至病菌的最短距离为抑菌带

宽［12］，按照式（1）计算实际抑菌率P2，选取实际抑菌

率高的菌株供接下来的研究。

P2 = DCK - DT
DCK - DF

× 100% （1）
式中：DCK 表示对照菌落直径；DT 表示处理菌落直

径；DF表示病菌直径。

1.2.2　芽孢杆菌发酵液无菌上清液抑菌效果

将 1.2.1得到的抑菌率最高的生防菌在NA平板

上划线培养 48 h，然后接种到NB培养基中以 33 ℃、

140 r/min摇培15 h，采用NB培养基调节至OD600=1.0
后以 0.2% 的接种量接种到装有 300 mL NB 培养基

的 500 mL 三角瓶中摇培 72 h 制备发酵液。制得的

发酵液以 8 000 r/min、4 ℃离心 30 min获得发酵上清

液，然后发酵上清液通过 0.22 微孔滤膜除菌，得到

的滤液按照设置的比例与PDA培养基混匀，分别得

到 1.00、1.25、1.67、2.50、5.00、6.67和 10.00 μL/mL的

含发酵上清液的平板，求出不同体积分数的发酵上

清液对病菌抑制率，利用 SPSS23.0软件求出 SJ1606
发酵上清液对病菌的EC50。

1.2.3　芽孢杆菌粗提取物的抑菌效果

取 1.2.2 制备的发酵上清液，先用 6 mol/L 的盐

酸调至 pH=2，10 000 r/min、4 ℃离心 10 min 得沉淀

后按 8∶1（发酵上清液和甲醇的体积比）加入甲醇萃

取，再次离心后取上清液得到粗提物。在预试验的

基础上，设置发酵液粗提物的质量浓度分别为 
0.31、0.42、0.63、0.83、1.25 和 2.50 μg/mL，用 1.2.2 的

方法测定不同稀释浓度的粗提物对病菌的抑制率，

计算其对病菌的EC50。

1.2.4　化学杀菌剂对苹果斑点落叶病菌的毒力筛选

多菌灵使用 0.2 mol/L 盐酸配制成 3 000 μg/mL
的母液，其他药剂均使用丙酮配制成5 000 μg/mL的

母液备用，然后使用 0.1% 的吐温 80 将配制好的母

液稀分别释至 6个质量浓度（表 1），以不加药剂的作

为对照。在预试验的基础上，采用菌丝生长速率

法［13］检测 6个梯度质量浓度的药剂对苹果斑点落叶

病菌的抑制活性。取培养 4 d菌落的边缘制备菌饼

（直径 7 mm），接种到含毒 PDA平板的中央，然后置

于 28 ℃恒温恒湿培养箱中培养 5 d，用十字交叉法

测量菌落直径，求出 7种化学杀菌剂对病菌的毒力

回归方程、EC50值、95 %置信区间和 r2。

1.2.5　芽孢杆菌与化学杀菌剂混合搭配对病原菌的

室内筛选

以发酵上清液粗提物和代森锰锌、吡唑醚菌酯对苹

果斑点落叶病菌的EC50为基础，按照Horsfall［14］的方法

测定毒性比T，实际抑制率P2测定方法同 1.2.1；按式

（2）计算理论抑菌率 P1，按式（3）［15］计算 T。T>1 为

增效作用，T=1为相加作用，T<1为拮抗作用［15］。

P1 = (DAEC50 × DA + BEC50 × DB）×100% （2）
式中：DAEC50表示 A 药剂 EC50值实际抑制率；DA表示

A 药剂所占比例；DBEC50表示 B 药剂 EC50值实际抑制

率；DB表示B药剂所占比。

表1　7种化学杀菌剂的质量浓度

杀菌剂

戊唑醇

苯醚甲环唑

丙环唑

吡唑醚菌酯

代森锰锌

嘧菌酯

多菌灵

质量浓度/（μg·mL-1）

0.05、0.10、0.20、0.40、0.60、0.80
0.125、0.250、0.500、1.00、1.25、2.50
0.05、0.10、0.20、0.40、0.60、0.80
0.5、1.0、2.0、4.0、8.0、12.0

　  2、4、8、10、12、16
0.5、2.0、4.0、8.0、16.0、20.0

　  5、10、15、20、30、40
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T = P2 P1  (3)
2 结果与分析

2.1　芽孢杆菌对苹果斑点落叶病菌抑制结果

经与病菌对峙培养发现，3株芽孢杆菌 SJ1606、
SJ1616 和 SJ1701 对苹果斑点落叶病菌均具有抑制

效果，抑菌带宽为 0.92~1.50 cm，对病菌的抑制率为

53.6%~66.7%；其中菌株SJ1606对病菌的抑制效果最高

（表2、图1），因而选定菌株 SJ1606作为下一步的研究

对象。

2.2　芽孢杆菌发酵上清液对苹果斑点落叶病菌的抑

制活性

由表 3 可知，SJ1606 发酵上清液的体积分数从

1.00 μL/mL增至10.00 μL/mL时，其对苹果斑点落叶

病菌的抑制率增长幅度较大，抑制率差值达 70.1%。

在 10 μL/mL 时对病菌的抑制率达 81.3%，经采用

SPSS23.0软件计算得出发酵上清液对病菌的EC50为

2.38 μL/mL，说明芽孢杆菌产生了对病菌具有较强

抑制活性的发酵代谢物，这就为下一步从发酵上清

液中提取高效抑菌活性物质研究提供了基础。

2.3　芽孢杆菌菌发酵上清液粗提物对苹果斑点落叶

病菌的抑制活性

芽孢杆菌发酵上清液粗提物体积分数从 0.31 
μL/mL 增至 2.50 μL/mL 时，对苹果斑点落叶病菌的

抑制率不断上升；2.50 μL/mL时对病菌的抑菌率达

81.4%（表 4）。芽孢杆菌发酵上清液粗提物对病菌

的毒力回归方程为 y=1.43x+0.40（r²=0.96），线性关

系良好；EC50为 0.53 μL/mL。可见芽孢杆菌发酵上

清液经进一步提取后对病菌的抑制效果得以提升，

说明抑菌有效成分含量增加了，这为后面的抑菌活

性成分纯化和鉴定提供了基础。

2.4　化学杀菌剂对苹果斑点落叶病菌的毒力筛选

结果

三唑类杀菌剂戊唑醇、苯醚甲环唑和丙环唑对

表2　3株生防菌对苹果斑点落叶病菌的抑菌带宽和抑制率

菌株号

SJ1606
SJ1616
SJ1701

抑菌带宽 /cm

1.5±0.12
1.1±0.14

0.92±0.08

抑菌率/%

66.7±2.1
59.3±2.6
53.6±2.4

 　　　　　   （a）CK　　　　　　　　　（b）SJ1606　　　　　　　　（c）SJ1616　　　　　　　　　　（d）SJ1701
图1　3株芽孢杆菌对苹果斑点落叶病菌的对峙培养效果

表3　芽孢杆菌发酵上清液对苹果斑点落叶病菌的抑制率

稀释倍数

1 000
800
600
400
200
150
100

体积分数/(μL·mL-1)

1.00
1.25
1.67
2.50
5.00
6.67

10.00

抑菌率/%

11.2±0.9f
23.4±0.3e
40.1±0.2d
58.1±0.3c
70.5±0.5b
78.6±0.3a
81.3±0.3a

注：同列数据后不同小写字母表示数据间差异有统计学意义

（P<0.05）。
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病菌的菌丝抑制活性最高，其EC50分别为 0.21、0.30
和 0.81 μg/mL；其次分别为吡唑醚菌酯、代森锰锌和

嘧菌酯，其 EC50 分别为 1.77、4.07 和 7.42 μg/mL；多
菌灵对病菌的抑制活性最弱，其EC50为 15.03 μg/mL
（表 5）。从以上结果可以得知，防治苹果斑点落叶

病首推麦角甾醇生物合成抑制剂三唑类杀菌剂，其

次为甲氧基丙烯酸酯类杀菌剂。

2.5　发酵上清液粗提物与化学杀菌剂复配组合的毒

性比率

由表 6 和表 7 可知，发酵上清液粗提物和代森

锰锌、吡唑醚菌酯 2种化学杀菌剂复配对苹果斑点

落叶病菌的抑制活性均为增效作用。其中，以发酵

上清液粗提物和代森锰锌体积比为 6∶4的比例混配

毒性比率最高为 1.39，实际抑菌率为 71.2%。粗提

物和吡唑醚菌酯混配处理以体积比 7∶3混配毒性比

最高达 1.41，实际抑菌率为 72.0%。可见，在抑制苹

果斑点落叶病菌方面该生防菌所产抑菌活性物质

和代森锰锌、吡唑醚菌酯 2种化学杀菌剂的配合性

较好。

3 结论与讨论

目前，通过研发微生物制剂部分替代化学杀菌

剂或研制增效组合是逐步实现苹果绿色安全生产

的重要技术措施之一［16］。路兆军等［17］通过菌丝生

长速率法明确假单胞菌PL-21发酵滤液对多种苹果

致病菌都具有抑菌效果，采用菌丝生长速率法测定

了发酵滤液稀释 50 倍对苹果斑点落叶病菌的抑制

活性达到 59.4%。本研究发现的解淀粉芽孢杆菌

SJ1606发酵上清液稀释 100倍对苹果斑点落叶病菌

的抑制率达到 81.3%，说明解淀粉芽孢杆菌 SJ1606
对病菌的抑制活性较高，具有更大的推广利用价

值。Soliman 等［18］从甘蓝叶片中分离到一株内生解

淀粉芽孢杆菌 RaSh1，移栽前采用发酵液浸根 4 h，
移栽后按照 50 mL/盆灌根，接种链格孢菌后发现病

情指数比对照下降了 40%，抑病效果显著，植株叶

片的叶绿素含量、含水量、细胞膜稳定性以及过氧

化氢酶、多酚氧化酶的活性均得以提高。金艳丽

等［19］采用滤纸片法测定枯草芽孢杆菌 LSH11 脂肽

粗提物对茄链格孢菌的抑制率达到 68.6%，本研究

提取的发酵上清液粗提物稀释 400倍时对苹果斑点

落叶病菌的抑制率为 81.4%，这也显示出发酵上清

表5　7种化学杀菌剂对苹果斑点落叶病菌的毒力结果

化学杀菌剂

戊唑醇

苯醚甲环唑

丙环唑

吡唑醚菌酯

代森锰锌

嘧菌酯

多菌灵

毒力回归方程

y=0.96x+0.65
y=1.24x+0.64
y=0.88x+0.08
y=0.98x-0.24
y=1.04x-0.90
y=2.02x-1.14
y=1.77x-2.08

EC50/(μg•mL-1 )

0.21
0.30
0.81
1.77
4.07
7.42

15.03

95%置信区间

0.17~0.27
0.25~0.36
0.56~1.46
1.46~2.09
2.83~4.64
6.15~9.10

13.56~16.62

r²

0.95
0.95
0.98
0.97
0.95
0.95
0.97

表4　芽孢杆菌发酵上清液粗提物对苹果

斑点落叶病菌的抑制率

稀释倍数

3 200
2 400
1 600
1 200
800
400

体积分数/(μL·mL-1)

0.31
0.42
0.63
0.83
1.25
2.50

抑菌率/%

32.1±0.8f
44.6±0.9e
56.6±0.6d
65.0±0.4c
70.1±0.9b
81.4±0.1a

注：同列数据后不同小写字母表示数据间差异有统计学意义

（P<0.05）。
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液中的活性物质具有进一步开发利用的价值。喷

施化学杀菌剂一直是防治链格孢菌病害的主要方

式。吕红等［20］研究了 7种化学杀菌剂对 A. alternata

菌丝生长抑制效果，其中毒力较高的为咪鲜胺、苯

醚甲环唑、丙环唑等三唑类药剂，这与本研究的结

果相一致，其还表明琥珀酸脱氢酶类抑制剂吡唑萘

菌胺和啶酰菌胺对孢子的萌发的抑制效果较好，这

就表明侵染前期可以采用抑制孢子萌发的药剂，后

期则需要采用对菌丝生长效果较好的药剂，也可以

把琥珀酸脱氢酶类抑制剂和三唑类杀菌剂复配成

混剂使用，以增强病害的防控效果。Chibunna等［21］

针对南非山核桃黑斑病链格孢菌（A. alternata）开展

杀菌剂筛选研究，其中丙环唑和嘧菌酯的抑菌效果

最佳，其EC50分别为 1.90 μg/mL 和 1.86 μg/mL，这和

本研究的结果具有差异性，推测其可能的原因是菌

株所采集的微环境以及与当地的用药种类、剂量和

频次等有关。毕秋艳等［22］研究发现枯草芽孢杆菌

HMB-20428与嘧菌酯对葡萄霜霉病具有增效作用，

而且还可达到减少化学药剂目的。杨胜雨等［23］将

开展了生防菌解淀粉芽孢杆菌 SJ1606代谢物与 6种

化学杀菌剂进行复配对落花生尾孢菌的抑制活性

研究，发现 6种化学杀菌剂与抗菌脂肽的混剂在一

定比例下大多表现出增效作用，其中丙环唑与抗菌

脂肽混配对落花生尾孢菌的抑制活性较好，体积比

为 1∶9 时毒性比最高，达 1.39。段海明等［24］研究发

现，解淀粉芽孢杆菌 gfj-4发酵上清液和苯醚甲环唑

混配对葡萄白腐病菌的抑制活性表现为增效作用， 
其中与苯醚甲环唑以 3∶7 的体积比混配毒性比最

高， 达 1.60。曾艳玲等［25］发现 50%多菌灵与解淀粉

芽孢杆菌粗提物体积比为 5∶1时，EC50（ob）值为 0.039 
mg/L，SR 值为 3.78。复配剂对栾树枝枯病防效达

83.83%。本研究筛选的生防菌 SJ1606 发酵上清液

及粗提物对苹果斑点落叶病菌的 EC50分别为 2.38 
μg/mL 和 0.53 μg/mL，说明粗提物对病菌的抑制活

性优于发酵上清液，推测可以从粗提物中进一步提

取得出对病菌抑制活性更高的活性成分。研究发

现：发酵上清液粗提物与代森锰锌、吡唑醚菌酯复

配对苹果斑点落叶病菌均具有显著的增效活性，该

粗提物中活性物质具有进一步开发利用的潜力。
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