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摘 要 ：【 目 的 】 以 深 色 有 隔 内 生 真 菌 (dark septate endophyte, DSE) 广 西 枝 孢 瓶 霉

(Cladophialophora guangxiense) HX2 为研究对象，制备对番茄青枯病具有显著防治效果的 HX2 厚

垣孢子可湿性粉剂。【方法】通过单因素试验筛选可湿性粉剂的载体、润湿剂、分散剂及紫外保

护剂种类与用量，采用盆栽试验评价了 4 种浓度(T1：1×108 CFU/mL；T2：1×107 CFU/mL；T3：

1×106 CFU/mL；T4：1×105 CFU/mL)浸种番茄种子 30 min 后，对番茄植株生长、番茄青枯病防治

效果以及过氧化物酶(peroxidase, POD)、多酚氧化酶(polyphenol oxidase, PPO)、苯丙氨酸解氨酶

(phenylalanine ammonialyase, PAL)、过氧化氢酶 (catalase, CAT) 和超氧化物歧化酶 (superoxide 

dismutase, SOD) 5 种防御酶活性的影响。【结果】单因素试验结果表明，最佳配方为厚垣孢子浆

25%，分散剂聚乙二醇(polyethylene glycol, PEG8000)和润湿剂吐温-60 (质量比为 1:3)总用量 8%，

紫外保护剂抗坏血酸(ascorbic acid, VC) 0.5%−1.5%，并以白炭黑为载体配齐 100%。按此配方制备

的可湿性粉剂中厚垣孢子含量为 2.35×108 CFU/g，润湿时间为 24.25 s，悬浮率为 73.8%，pH 为 5.71，

含水量为 16.67%，细度为 98.81%，各项指标均符合《农用微生物菌剂》国家标准(GB 20287—2006)。盆
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栽试验结果显示，T2 浓度处理促生效果显著，根长、株高、茎粗、鲜重、干重分别较对照增加

47.39%、31.82%、24.64%、89.45%、90.97%；接种病原 30 d 后对番茄青枯病防效达 50.9%，显著

高于哈茨木霉处理，并能显著提升 5 种防御酶活性。【结论】本研究成功制备的 HX2 厚垣孢子可

湿性粉剂对番茄青枯病具有显著防效，可为该制剂的规模化推广应用提供技术支撑。

关键词：厚垣孢子；可湿性粉剂；番茄青枯病；防御酶活性
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Abstract: [Objective] To prepare the chlamydospore wettable powder with significant control 
efficacy against tomato bacterial wilt from Cladophialophora guangxiense HX2, a dark septate 
endophyte (DSE). [Methods] Single-factor experiments were carried out to screen the types and 
dosages of carriers, wetting agents, dispersants, and ultraviolet protectants for the wettable powder. 
Pot experiments were conducted to evaluate the effects of soaking tomato seeds with four 
concentrations (T1: 1×108 CFU/mL; T2: 1×107 CFU/mL; T3: 1×106 CFU/mL; T4: 1×105 CFU/mL) 
for 30 min on tomato plant growth, tomato bacterial wilt, and activities of five defense enzymes—
peroxidase (POD), polyphenol oxidase (PPO), phenylalanine ammonialyase (PAL), catalase (CAT), 
and superoxide dismutase (SOD). [Results] The formulation was optimized as follows: 25% 
chlamydospore suspension, 8% dispersant polyethylene glycol (PEG8000) and wetting agent 
Tween-60 at a mass ratio of 1:3, 0.5%-1.5% UV protectant ascorbic acid (VC), and white carbon 
black as the carrier to make up the remaining proportion to 100%. The wettable powder prepared 
according to this formulation had the chlamydospore content of 2.35×108 CFU/g, the wetting time 
of 24.25 s, a suspension rate of 73.8%, pH 5.71, the moisture content of 16.67%, and the fineness 
of 98.81%. All indicators met the requirements of the national standard GB 20287—2006 
Microbial Inoculants in Agriculture. The results of pot experiments indicated that the T2 treatment 
exhibited a significant plant growth-promoting effect, increasing the root length, plant height, stem 
diameter, fresh weight, and dry weight by 47.39%, 31.82%, 24.64%, 89.45%, and 90.97%, 
respectively, compared with the control group. On day 30 after pathogen inoculation, the control 
efficacy of this treatment against tomato bacterial wilt reached 50.9%, which was significantly 
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higher than that of the Trichoderma harzianum treatment. Moreover, the T2 treatment significantly 
enhanced the activities of the five defense enzymes. [Conclusion] The HX2 chlamydospore 
wettable powder prepared in this study has good control efficacy against tomato bacterial wilt. This 
study provides a technical basis for the large-scale popularization and application of this agent.
Keywords: chlamydospores; wettable powder; tomato bacterial wilt; defense enzyme activity

番茄作为我国乃至全球重要的经济作物，

其产量与品质直接关系到农业生产安全和农民

经济收益[1]。然而，在集约化、规模化种植模式

下，土传病害频发与蔓延已成为制约其优质高

产的关键问题[2]。其中，番茄青枯病在生产上危

害严重，该病害由茄科罗尔斯通氏菌(Ralstonia 

solanacearum)引起，是一种典型的土传维管束

病害，具有传播速度快、寄主范围广、防治难

度大等特点，发病后番茄植株常快速萎蔫枯死，

一般田块发病率可达 20%−30%，严重地块甚至

绝收，给番茄产业造成惨重经济损失[3-4]。由于

化学防治效果不理想，加之抗病资源有限，环

境友好的生物防治一直是研究热点。

目前，针对番茄青枯病的生防微生物多以

芽孢杆菌(Bacillus spp.)等细菌为主[5-8]。刘玉敏

等[6]分离得到的贝莱斯芽孢杆菌 (B. velezensis) 

SB10 菌体重悬液和发酵液均对茄科罗尔斯通氏

菌具有预防和治疗作用。Mekonnen 等[7]发现芽

孢杆菌(Bacillus sp.)分离株 BDUA1 在温室条件

下可显著降低番茄细菌性萎蔫病发病率。慕雪

男等[8]从番茄根系中分离的暹罗芽孢杆菌 (B. 

siamensis) A72 对番茄青枯病具有较好的防治效

果，并对番茄植株具有较好的促生功能。然而，

由于田间土壤环境复杂且青枯病菌生理小种高

度分化，生防菌普遍存在定殖能力弱、防效不

稳定的问题，亟待开发定殖能力强、防效稳定

的新型生防微生物[9]。

深色有隔内生真菌(dark septate endophytes, 

DSE)是一类广泛定殖于植物根系内部或表面、

形成深色有隔菌丝和微菌核的内生真菌类群，

可与多种植物形成共生关系[10]。研究表明，

DSE 可通过促进养分吸收、分泌生长调节物质、

诱导植物抗性及抑制病原菌生长等途径，增强

植物对生物与非生物胁迫的耐受性，在作物病

害生物防治中极具应用潜力[11-12]。张晓容等[13]

发现，DSE 甘瓶霉(Phialophora mustea)接种可增

强 植 物 抗 氧 化 酶 活 性 ， 缓 解 由 尖 镰 孢 菌

(Fusarium oxysporum)导致的脂膜过氧化胁迫，

提高番茄抗性。胡佳铭等[14]研究表明，DSE 瓜

朱姆泛孢霉(Pantospora guazumae)菌株能抑制番

茄灰霉病菌灰葡萄孢(Botrytis cinerea)菌丝生长，

抑制率达 73.5%，且兼具促生作用。DSE 因可

定殖在植物体内与宿主形成共生体，受外界环

境影响相对较小，其对多种植物病害的生防效

果已得到证实。课题组在前期 DSE 资源调查中

发现，枝孢瓶霉属(Cladophialophora)是 DSE 类

群中常见的优势属，该属在全球范围内各类生

境的 DSE 群落中均占据优势地位，且相关菌株

通过种子或种苗处理对青枯病表现出良好的防

效[15-16]。DSE 菌株枝孢瓶霉 (C. immunda) LC3

菌液浸泡番茄种子和浸泡生姜种苗根部 30 min

对青枯病的盆栽防效分别达 63.2% 和 52.4%[9]；

枝孢瓶霉属(Cladophialophora)合成菌群在生姜

苗期施用 1 次，青枯病田间发病率和病情指数

均显著低于市售木霉(Trichoderma spp.)、芽孢杆

菌(Bacillus spp.)复合菌剂施用 5 次的处理，且显

著提高了生姜产量[17]。可见，DSE 的内生定殖

特性和防效稳定性使其在作物青枯病防治上具

有良好的应用前景。

研究发现，广西枝孢瓶霉(C. guangxiense) 

HX2 对番茄的侵染可调控水杨酸代谢、乙烯激

活信号通路、光合作用及苯丙烷生物合成等途

径，显著上调 IAA4、ERF1 和 Hqt 等抗病基因的

表达，并显著抑制致病基因 Hsc70 的表达，对
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番茄青枯病具有优良的防治效果[18]。同时，该

菌株能够形成抗逆性极强的厚垣孢子，在逆境

中可长期存活，为其在田间环境中的定殖和病

害防控提供了有利条件，具备开发为生防菌剂

的优良特性。目前，该菌株已完成液体厚垣孢

子培养条件的优化。为满足生产应用需求，本

研究拟研制可湿性粉剂，相较于水剂，其具有

体积小、质量轻、便于长途运输的优势，可满

足不同生产场景的需求。本研究同时探究了其

对番茄青枯病防控的适宜施用条件，以期为番

茄青枯病的绿色防控提供新的技术手段和菌剂

产品，减少化学农药的使用，促进农业生态环

境的可持续发展。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

1.1.1　供试生物材料

广西枝孢瓶霉(C. guangxiense) HX2 菌株(专

利保藏编号为 CGMCC41498)由广西农业科学院

植物保护研究所植物病害生物防治团队分离

保存。

番茄茄科罗尔斯通氏菌 (R. solanacearum) 

Gg24 由广西大学农学院袁高庆教授团队惠赠。

供试番茄品种为 ‘艺丰一代 ’，购自南宁市

艺丰农业科技有限公司。

1.1.2　培养基

PDA 培养基 (g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖

20.0，琼脂 15.0。

糖蜜液体培养基(g/L)：糖蜜 84.0，大豆粉

25.0，玉米粉 26.0。

LA 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取

物 5.0，NaCl 10.0，琼脂 15.0。

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取

物 5.0，NaCl 10.0。

1.1.3　主要试剂和仪器

硅藻土(diatomite)、白炭黑(silica)、滑石粉

(talc powder)、碳酸钙(calcium carbonate)、高岭

土 (kaolin)、草木灰 (plant ash)、木质素磺酸钠

(sodium lignosulfonate, SLS)、 六 偏 磷 酸 钠

(sodium hexametaphosphate, SHP)、 焦 磷 酸 钠

(sodium pyrophosphate, SPP)、 聚 乙 二 醇

(polyethylene glycol, PEG8000)、吐温-60 (Tween-

60)、 皂 苷 (saponin, SP)、 十 二 烷 基 硫 酸 钠

(sodium dodecyl sulfate, SDS)、 三 聚 磷 酸 钠

(sodium tripolyphosphate, STPP)、羧甲基纤维素

钠(sodium carboxymethyl cellulose, CMC)、糊精

(dextrin)、海藻酸钠 (sodium alginate)、黄原胶

(xanthan gum)、矿源黄腐植酸钠(mineral-sourced 

sodium fulvate)、抗坏血酸 (ascorbic acid, VC)，

广西南宁壹棵松生物科技有限公司；哈茨木霉

(2×108 CFU/g，粉剂)，垄沃园艺洛阳有限责任

公司；过氧化物酶(peroxidase, POD)试剂盒、多

酚氧化酶(polyphenol oxidase, PPO)试剂盒、苯丙

氨酸解氨酶(phenylalnine ammonialyase, PAL)试

剂盒、过氧化氢酶(catalase, CAT)试剂盒和超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)试剂盒，

苏州格锐思生物科技有限公司。

电热鼓风干燥箱，上海博迅医疗生物仪器

股份有限公司医疗设备厂；洁净工作台，苏州

安泰空气技术有限公司；霉菌培养箱，天津市

泰斯特仪器有限公司；高温灭菌锅，致微(厦门)

仪器有限公司；多功能微孔板检测仪，广西南

宁市博美生物科技有限公司；制冰机，南京贝

登医疗股份有限公司；台式微量高速冷冻离心

机，Hettich 公司；紫外可见分光光度计，赛默

飞世尔科技(中国)有限公司。

1.2　厚垣孢子浆的制备

将保存的 HX2 菌株接种于 PDA 培养基平板

上，28 ℃培养活化 10 d 后，挑取菌落破碎稀

释，孢子浓度调整为 1×105 个/mL，转接 3 mL

于 115 mL 糖蜜培养基中，置于恒温摇床中

28 ℃、170 r/min 条件下培养 14 d，备用。将厚

垣孢子发酵液通过 3 层无菌纱布过滤得到厚垣

孢子浆，利用血球计数法计算厚垣孢子含量，

备用。
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1.3　载体的筛选

将质量分数为 25% 的厚垣孢子浆分别与下

述质量分数为 75% 的载体材料混合均匀：硅藻

土、白炭黑、滑石粉、碳酸钙、高岭土及草木

灰。所有载体在使用前均经 121 ℃灭菌 30 min。

将混合后的样品置于(40±1) ℃的烘箱中 6 h，以

不添加载体的厚垣孢子浆作为对照。干燥后的

混合物研磨成粉末(过 200 目筛)得到厚垣孢子母

粉，随后进行厚垣孢子萌发率、悬浮率、润湿

时间和吸附率的测定。

厚垣孢子萌发率测定方法：称取 1 g 母粉稀

释 10 倍后，吸取 0.2 mL 涂布于 PDA 平板上，

28 ℃下培养 30 h 后置于显微镜下，记录厚垣孢

子萌发个数(萌发标准为芽管长度超过本身直径

的一半)，每个处理设置 3 个重复，取其平均值

作为结果分析，以每平板 100 个涂布个数为基

数，萌发率以百分数表示。

悬浮率测定方法：参考 GB/T 14825—2006

进行测定[19]。

润湿时间测定方法：参考 GB/T 5451—2001

进行测定[19]。

吸附率测定方法：准确称取各载体 2 g，放

入洁净的杯中，使用胶头滴管，将浓度为

1.0×108 CFU/mL 的 HX2 厚垣孢子液逐滴加入不

同载体中，用玻璃棒搅拌至载体聚成一团，再

称量吸附厚垣孢子液后的总质量，计算载体对

HX2 厚垣孢子液的吸附率，如公式(1)所示。

载体吸附率(g/g)=(吸附厚垣孢子液后载体的质量−
吸附前载体的质量)/吸附前载体的质量 (1)

1.4　分散剂和润湿剂的筛选及用量优化

将 分 散 剂 (SLS、 SHP、 SPP、 PEG8000、

CMC)与润湿剂(吐温-60、SP、SDS、STPP)按

1% 的质量分数与母粉混合，以不添加任何助剂

的母粉作为对照(CK)，根据 1.3 节方法进行厚垣

孢子萌发率、润湿时间和悬浮率等各项性能指

标的测定(下同)，初步筛选出最佳分散剂和润

湿剂。

将初步筛选确定的最佳分散剂与最佳润湿

剂，分别按质量比 5:1、4:1、3:1、2:1、1:1、

1:2、1:3、1:4、1:5 的比例与母粉进行复配，每

组设置 3 个平行重复。复配后烘干制成粉剂，

通过测定上述已明确的各项性能指标，结合综

合评价结果确定分散剂与润湿剂二者之间的最

佳质量配比。基于上述试验确定的分散剂与润

湿剂最佳质量比，固定二者配比不变，分别按

母粉质量的 1%、 2%、 3%、 4%、 5%、 6%、

7%、8%、9% 和 10% 依次与母粉充分混合均

匀，每组设置 3 个平行重复，烘干制成粉剂后

测定其各项性能指标，最终确定复配助剂体系

的最佳总用量。

1.5　紫外保护剂的选择及用量优化

分别选取糊精、海藻酸钠、黄原胶、矿源

黄腐植酸钠和抗坏血酸(VC)作为菌剂的紫外保

护剂，按 0.5%、1.0%、1.5% 和 2.0% 的比例与

加入复配助剂后的母粉混合，称取 1 g 稀释 10 倍

后，吸取 0.2 mL 涂布于 PDA 平板上，打开培养

皿盖，与 CK (不添加紫外保护剂) 一同置于无菌

环境中的 20 W 紫外灯(光强 120 lx)下 30 cm 处，

照射 3 min，记录厚垣孢子萌发率 ( 方法同

1.3 节)。

1.6　HX2 厚垣孢子可湿性粉剂加工工艺

根据单因素试验结果，可湿性粉剂的最终

配方为厚垣孢子浆 25%，分散剂 PEG8000 和润

湿剂吐温-60 (质量比为 1:3)总用量 8%，紫外保

护剂 VC 0.5% − 1.5%，以白炭黑为载体配齐

100%。将按上述配方配制完成的可湿性粉剂置

于(40±1) ℃的烘箱中恒温放置 6 h，随后研磨粉

碎，过 200 目筛，即得到厚垣孢子可湿性粉剂

最终产品。

1.7　HX2 厚垣孢子可湿性粉剂质量检测

含孢量、杂菌率、水分含量、细度及 pH 测

定参照 GB 20287—2006 标准[19]。润湿时间和悬

浮率测定方法同 1.3 节。
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1.8　HX2 厚垣孢子可湿性粉剂对番茄生

长的影响

将番茄种子经 0.5% 次氯酸钠溶液表面消毒

15−20 min，随后用无菌水冲洗 3−5 次，以去除

外源微生物。将消毒完成的种子置于无菌水中，

于(28±1) ℃下催芽 72 h，厚垣孢子可湿性粉剂

设置 4 个处理组：T1、T2、T3 和 T4，依次分别

将上述制备的 HX2 厚垣孢子可湿性粉剂稀释成

浓度为 1×108、1×107、1×106、1×105 CFU/mL 的

悬浊液浸种 30 min；对照组 (CK)用清水浸种

30 min，试验共设 5 个处理。经上述处理后的番

茄种子播种于规格为 55 cm×25 cm、含 50 个育

苗孔的育苗盘中，各孔内均装填等量灭菌育苗

基质，每孔播 1 粒种子，每个重复 15 株苗，每

处理 3 个重复，15 d 后测量其根长、株高、茎

粗、鲜重、干重。

1.9　HX2 厚垣孢子可湿性粉剂对番茄青

枯病的防治试验

分别设置 6 个处理组，T5：用 2 g/L 的哈茨

木霉稀释液在幼苗期(3−5 片真叶)时喷施第一

次，在接种病原后喷施第二次，其余处理组设

置同 1.8 节。

番茄青枯菌菌液制备：将病原菌 Gg24 接种

于 LA 培养基上活化，2 d 后挑取单菌落接种至

LB 培养基，于 30 ℃、180 r/min 培养 2 d 后，

采用紫外可见分光光度计测量菌液浓度，配成

OD600=1.0 的菌液备用，利用直径为 0.4 mm 的

大头针刺伤番茄根部后，每株灌根接种 10 mL 

Gg24 菌液，分别于 15 d 和 30 d 后调查发病情

况。参照《农药田间药效试验准则第 32-部分：

杀菌剂防治番茄青枯病》NYT1464.32—2010[9]，

计算病情指数和防效，如公式(2)、(3)所示。

病情指数=∑(各病级株数×各级代表值)/(调查总

株数×最高级代表值)×100 (2)

防效=(对照病情指数−处理病情指数)/对照病情

指数×100% (3)

分级标准为 0 级：无病，植株生长正常，

无任何萎蔫症状，无可见病害表现；1 级：1−2

片叶萎蔫，植株其余部分生长正常，仅少数叶

片出现萎蔫，不影响整体生长；2 级：3−4 片叶

萎蔫，植株生长受到一定影响，部分叶片萎蔫，

植株生长势减弱；3 级：全株大部分叶片萎蔫，

植株生长严重受阻，无恢复能力重度发病，多

数叶片萎蔫，植株基本失去正常生长能力；

4 级：全株枯死，植株完全死亡。

1.10　番茄植株防御酶活性测定

试验处理后，分别于第 1、7、14 天采集番

茄植株相同部位叶片样本，选择最优 HX2 厚垣

孢子可湿性粉剂处理组、CK 和 T5 测定其防御

酶(POD、PPO、PAL、CAT、SOD)活性，试验

方法及原理详见试剂盒使用说明书。

1.11　数据分析

数据采用 Microsoft Excel 2021 和 DPS 7.05

软件进行统计分析。采用单因素方差分析中的

Duncan’s 新复极差法进行差异显著性检验，作

图软件使用 Origin 2024。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　载体筛选结果

如表 1 所示，综合比较 HX2 厚垣孢子浆加

入不同载体后的悬浮率、吸附率、润湿时间及

对厚垣孢子萌发的影响，最终选择白炭黑作为

粉剂的最佳载体。以白炭黑为载体时，HX2 厚

垣孢子可湿性粉剂的悬浮率(18.13%)、厚垣孢子

萌发率(78.71%)和吸附率(2.52 g/g)均为最高，润

湿时间(24.97 s)在 6 种载体中处于中等水平。

2.2　分散剂和润湿剂的选择及配比优化

结果

由表 2 可知，最佳分散剂和润湿剂分别为

PEG8000 和吐温-60，其悬浮率分别为 37.50%

和 21.05%，润湿时间分别为 35.41 s 和 30.43 s，

HX2 厚垣孢子可湿性粉剂的厚垣孢子萌发率分

别为 71.60% 和 71.52%。进一步将 PEG8000、

吐温-60 与母粉按一定比例混合，结果表明，当
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PEG8000 与吐温-60 的质量比在 2:1 至 1:3 区间

内时润湿时间较短，润湿性能较好；当比例过

高(1:4、1:5)或过低(5:1)时，润湿时间显著增加，

润湿性能下降。悬浮率随吐温-60 比例升高逐渐

提升，厚垣孢子萌发率则在 1:3 时达到峰值

(74.67%)，过高或过低的比例均导致萌发率下

降，说明该比例更有利于厚垣孢子维持活性。

因此，综合上述性能评价选用 1:3 的质量比进行

用量优化。当助剂总用量为 8% 时，润湿时间最

短(11.07 s)、悬浮率最高(63.33%)，且厚垣孢子

萌发率(81.49%)效果最优，因此选用此条件进行

后续筛选(图 1)。

2.3　紫外保护剂的筛选

由表 3 可知，紫外照射条件下，不同紫外

保护剂对 HX2 厚垣孢子可湿性粉剂中厚垣孢子

萌发的影响存在差异。以抗坏血酸(VC)作为保

护剂时，添加浓度为 0.5%−1.5% 条件下，厚垣

孢子萌发率高于其他保护剂处理，且萌发效果

更稳定、更具经济价值，与对照 CK (56.91%)差

异显著，表明 VC 对厚垣孢子萌发具有良好的紫

外保护效果。

2.4　HX2 厚垣孢子可湿性粉剂质量检测

结果

如表 4 所示，HX2 厚垣孢子可湿性粉剂厚垣孢

子含量为 2.35×108 CFU/g，不含杂菌，悬浮率为

73.8%，润湿时间为 24.25 s，pH 为 5.71，细度为

98.81%，含水量 16.67%，各项指标均符合《农

用微生物菌剂》国家标准(GB 20287—2006)。

表1　不同载体对HX2厚垣孢子可湿性粉剂的影响

Table 1　Effects of different carriers on the wettable powder of HX2 chlamydospores

Type of carriers

Diatomite

Silica

Talc powder

Calcium carbonate

Kaolin

Plant ash

CK

Wetting time/s

6.31±0.44e

24.97±1.16c

67.13±2.58a

44.86±2.32b

3.37±0.10e

12.06±1.28d

−

Suspension rate/%

1.52±0.29b

18.13±0.72a

2.45±0.25b

4.69±0.42b

4.74±0.96b

3.49±0.29b

−

Chlamydospore 
germination rate/%

70.33±1.72bc

78.71±2.47a

73.27±2.48ab

65.93±2.05cd

59.62±2.73d

61.48±2.79d

78.56±2.48a

Adsorption capacity/
(g/g)

1.33±0.09b

2.52±0.10a

0.73±0.01d

0.60±0.09d

1.04±0.16c

1.02±0.07c

−
Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05) according to Duncan’s multiple range test. The same below.

表2　HX2厚垣孢子可湿性粉剂润湿剂和分散剂的筛选

Table 2　Screening of wetting agents and dispersants for HX2 chlamydospore wettable powder

Type

Wetting agent

Dispersant

Dispersant

Dispersant

Wetting agent

Dispersant

Wetting agent

Wetting agent

Dispersant

Wetting agents and dispersants for

Tween-60

PEG8000

SLS

SHP

SP

SPP

SDS

STPP

CMC

CK

Wetting time/s

30.43±0.33f

35.41±0.89e

47.72±0.82a

44.54±0.25b

48.86±0.06a

43.53±0.28b

37.89±0.14d

42.52±0.86bc

40.22±0.44c

28.91±1.40f

Suspension rate/%

21.05±1.22c

37.50±1.56ab

37.77±0.77ab

38.18±0.29a

35.92±0.41ab

36.46±1.08ab

35.01±1.09b

37.12±0.89ab

36.41±0.86ab

23.85±0.57c

Chlamydospore germination rate/%

71.52±2.54a

71.60±1.07a

22.93±4.61e

60.66±2.48b

35.63±0.44d

47.61±2.64d

49.88±1.59d

18.16±2.07e

59.68±2.77bc

78.56±2.90a
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2.5　HX2 厚垣孢子可湿性粉剂对番茄生

长的影响

种植 15 d 后对番茄植株各项生长指标进行

统计分析，结果表明不同浓度 HX2 厚垣孢子可

湿性粉剂处理对番茄植株皆有不同程度的促进

作用。由表 5 可知，T2 (1×107 CFU/mL)的促生

效果最为显著，番茄根长、株高、茎粗、鲜重、

干 重 分 别 较 CK 增 加 了 47.39%、 31.82%、

24.64%、 89.45%、 90.97%，且与对照差异显

著(图 2)。

2.6　HX2 厚垣孢子可湿性粉剂对番茄青

枯病防治试验结果

由图 3 可知，接种病原 15 d 和 30 d 时，

不同浓度 HX2 厚垣孢子可湿性粉剂处理的病

情指数均低于 CK。其中 T2 处理的病情指数

分别为 0.49 和 0.16，防效分别为 28.67% 和

50.90%，在接种病原 15 d 时，T2 防效略低于

T4 (43.31%)和 T5 (38.85%)；但接种病原 30 d

后防治效果明显提升，呈随时间递增的趋

势(图 4)。

图1　HX2厚垣孢子可湿性粉剂分散剂和润湿剂的配比及用量优化

Figure 1　Optimization of ratio and dosage of dispersants and wetting agents for HX2 chlamydospore wettable 

powder. A, B: Determination of wetting time, suspension rate and chlamydospore germination rate for ratio 

optimization of dispersants and wetting agents; C, D: Determination of wetting time, suspension rate and 

chlamydospore germination rate for dosage optimization of dispersants and wetting agents.
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2.7　番茄植株防御酶活性测定

为明确 HX2 厚垣孢子是否能激活番茄植株

的防御系统，测定了 5 种防御酶(PAL、PPO、

POD、 CAT 和 SOD) 在接种病原后第 1、 7、

14 天的活性。由图 5 可知，与 CK 相比，T2 处

理防御酶活性显著升高，且第 7 天时的 5 种酶

活性均高于 T5 (哈茨木霉)。其中 PPO、POD 和

CAT 活性在第 7 天达到峰值，较 CK 分别提高

了 1.69 倍、3.39 倍和 0.25 倍；PAL 和 SOD 活

性在第 14 天达到最高，分别提高了 0.44 倍和

1.17 倍。上述结果表明，HX2 厚垣孢子可显著

提高番茄植株防御酶活性，从而增强其对 R. 

solanacearum 的抗性。

3　　讨论与结论讨论与结论

微生物可湿性粉剂的理化性质直接决定其

田间应用效果，载体、分散剂、润湿剂及紫外

保护剂的筛选是配方优化的核心环节[20]。本研

究通过综合评价吸附率、悬浮率、润湿时间及

表3　HX2厚垣孢子可湿性粉剂紫外保护剂筛选

Table 3　Screening of UV protectants for HX2 chlamydospore wettable powder

UV protectant

Dextrin

Sodium alginate

Xanthan gum

Mineral-sourced sodium fulvate

Ascorbic acid

CK

Concentration/%

0.5

1.0

1.5

2.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0.5

1.0

1.5

2.0

−

Chlamydospore germination rate/%

72.23±2.64abc

67.43±1.17def

72.90±1.93ab

64.93±2.26ef

66.45±0.56ef

72.32±1.00abc

71.41±0.75abcd

73.28±1.63ab

67.70±1.78def

68.93±2.59bcde

64.39±1.76f

65.94±1.91ef

64.59±0.92ef

72.74±0.49ab

72.79±0.91ab

68.20±1.23cdef

74.43±2.55a

75.74±1.95a

75.10±0.82a

72.99±0.12ab

56.91±0.43g

表4　HX2厚垣孢子可湿性粉剂质量指标检测

Table 4　Determination of quality indicators for HX2 

chlamydospore wettable powder

Index

Viable spore count/(CFU/g)

Contaminating microorganism rate/%

Suspension rate/%

Wetting time/s

pH range

Fineness/%

Water content/%

National 
standard

≥2×108

≤20%

≥70

≤180

5.5−8.5

≥80

≤35

Measuring 
value

2.35×108

0

73.80±1.24

24.25±1.23

5.71±0.07

98.81±0.07

16.67±0.44
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厚垣孢子萌发率等指标，筛选出白炭黑作为最

优载体，PEG8000 与吐温-60 作为最佳分散剂和

润湿剂，按 1:3 比例混合、总添加量 8% 时各项

指标最优，此时悬浮率提升至 63.33%，润湿时

间缩短至 11.07 s，厚垣孢子萌发率达 81.49%。

这与白炭黑的多孔结构特性密切相关，其高比

表面积不仅能为厚垣孢子提供稳定的附着位点、

减少孢子损伤，还能提升制剂的分散性能[21]。

分散剂 PEG8000 与润湿剂吐温-60 的协同作用

可有效防止孢子团聚，快速降低制剂表面张力，

提升其润湿铺展能力，显著优化了制剂的理化

特性[22-23]。此外，紫外保护剂筛选结果表明，

表5　不同处理对番茄的促生作用

Table 5　Growth-promoting effects of different treatments on tomato plants

Treatment

CK

T1
1×108 CFU/mL

T2
1×107 CFU/mL

T3
1×106 CFU/mL

T4
1×105 CFU/mL

Root length/cm

8.82±1.39d

12.01±0.86b

13.20±1.07a

13.30±1.36a

10.91±0.37c

Plant height/cm

11.88±0.39c

16.57±0.51a

15.66±0.55b

15.68±0.98b

11.17±0.75c

Stem diameter/cm

2.11±0.11b

2.37±0.15ab

2.63±0.03a

2.58±0.05a

2.16±0.10b

Fresh weight/g

11.28±0.25c

18.34±1.45b

21.37±1.24a

18.83±0.64b

9.73±0.99d

Dry weight/g

1.44±0.10c

1.97±0.38b

2.75±0.20a

2.71±0.32a

1.49±0.25c

图2　不同处理番茄15 d后生长状态

Figure 2　 Growth status of tomato plants under 

different treatments after 15 days.

图3　不同处理对番茄青枯病的防治效果

Figure 3　 Control effects of different treatments on 

tomato bacterial wilt. A: Disease index; B: Control 

efficacy.
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0.5%−1.5% 抗坏血酸(VC)可使厚垣孢子萌发率

维持在 70% 以上，显著高于对照(56.91%)。这

是因为 VC 具有较强的抗氧化性，能有效清除紫

外照射产生的活性氧，减少孢子 DNA 损伤，为

制剂在田间紫外环境下的稳定性提供保障[24]。

王喜刚等[25]报道，以 20% 厚垣孢子粉、68% 凹

凸棒土为载体、4% 十二烷基硫酸钠为润湿剂、

7% 羧甲基纤维素钠为分散剂、1% 抗坏血酸为

紫外保护剂时，哈茨木霉(T. harzianum) M-17 的

各项指标最优，厚垣孢子含量为 3.1×108 CFU/g，

润湿时间为 56.5 s，悬浮率为 82.27%。张晶晶

等[26]以硅藻土为载体，加入 25% 厚垣孢子粉、

4% 十二烷基硫酸钠为润湿剂、5% CMC 为分散

剂、1% 糊精为紫外保护剂，配齐 100% 时，木

霉(Trichoderma)厚垣孢子可湿性粉剂的活孢子数

为 2.5×109 CFU/g，润湿时间为 58 s，悬浮率为

78%。 本 研 究 以 厚 垣 孢 子 浆 25%、 分 散 剂

PEG8000 和润湿剂吐温-60 (质量比为 1:3)总用量

8%、紫外保护剂 VC 0.5%−1.5%，并以白炭黑为

图4　番茄接种病原30 d后的生长状态

Figure 4　 Growth status of tomatoes 30 days after 

pathogen inoculation.

图5　番茄植株接种病原后不同时间段5种防御酶的变化

Figure 5　Changes in five defense enzymes of tomato plants at different time periods after pathogen inoculation. 

A: Phenylalnine ammonialyase; B: Polyphenol oxidase; C: Peroxidase; D: Catalase; E: SOD.
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载体配齐 100% 所制备的 HX2 厚垣孢子可湿性

粉剂，活孢子含量达 2.35×108 CFU/g，悬浮率为

73.8%，润湿时间为 24.25 s。与上述两者相比，

本研究制备的可湿性粉剂悬浮率和活孢子含量

略低，但润湿时间明显缩短，可显著提升其润

湿铺展能力。这可能与真菌种类不同、所用助

剂差异有关。

本研究将 DSE 广西枝孢瓶霉 HX2 厚垣孢子

制备为可湿性粉剂。研究表明，该可湿性粉剂

在 T2 (1×107 CFU/mL)处理下能显著促进番茄生

长，其根长、株高、茎粗、鲜重、干重分别较

CK 增加了 47.39%、31.82%、24.64%、89.45%、

90.97%。在番茄青枯病防治方面，T2 处理接种

病原 15 d 和 30 d 后防效分别为 28.67% 和 50.90%，

显著优于低浓度处理 T4 (1×105 CFU/mL)，且后

期防效接近甚至优于 T5 (哈茨木霉处理)。T2 处

理防效随时间递增，可能与厚垣孢子在番茄根

际的定殖能力相关。HX2 厚垣孢子抗逆性强，

可在根系中长期存活并逐渐定殖，随着定殖量增

加，其生防作用持续增强。前期研究显示将 HX2

孢子悬浮液(1×106 CFU/mL)与 R. solanacearum 同

时接种可降低病情指数，防效达 76.7%，且该处

理能促进番茄生长[18]。这一结果与本研究一致，

但防效存在差异，可能是由于病原菌与 HX2 菌

株的接种方式和浓度不同所致，总体而言，二

者均表现出显著防效，而本研究构建的接种技

术更贴合农业生产实际，在操作可行性、田间

适配性及规模化应用潜力方面具有明显优势。

番茄青枯病由 R. solanacearum 侵入维管束引起，

需要较高浓度的生防菌形成优势菌群，抑制病

原 菌 侵 染[6]。 赵 琳 琳 等[27] 发 现 ， 链 霉 菌

(Streptomyces sp.) TOR3209 以 1×107 CFU/mL 浓

度接种对番茄枯萎病防治效果最佳。Bing 等[28]

研 究 表 明 ， 贝 莱 斯 芽 孢 杆 菌 (B. velezensis) 

NEAU-CP5 以 108 CFU/mL 浓度处理番茄植株可

显著降低番茄青枯病发病率。以上研究均表明

HX2 菌株具有同等优异的生防潜力。

内生真菌的生防机制主要包括直接抑制病

原菌生长和诱导植物系统抗性(induced systemic 

resistance, ISR)两大途径[29]。本研究通过测定殖

株防御酶活性发现，HX2 可湿性粉剂处理能显

著激活番茄的抗氧化防御系统，这是其发挥生

防作用的关键机制之一。防御酶系统中，POD

和 PPO 参与酚类物质氧化和细胞壁木质化，增

强植株机械屏障[30]；PAL 是植保素合成的关键

酶，可提升植株抗菌和抗病毒能力[31]；SOD 和

CAT 则通过清除活性氧，减轻病原菌侵染导致

的氧化损伤[32]。番茄植株经 T2 处理后，PPO、

POD 和 CAT 活性在接种病原菌第 7 天达峰值，

PAL 和 SOD 活性在第 14 天达最高，与 CK 相比

分别提高了 1.69 倍、3.39 倍、0.25 倍、0.44 倍

和 1.17 倍。Kaari 等[33]发现链霉菌(Streptomyces 

sp.) UP1A-1 处理的番茄植株在接种病原菌 1−9 d

时 POD、PPO 和 PAL 积累量最高，前 2 种酶的

变化趋势与本研究一致，而 PAL 的峰值有所提

前。Luo 等[34]研究表明，链霉菌 (Streptomyces 

sp.) NEAU-174 菌株能显著降低番茄青枯病发病

率，增强番茄植株中 CAT、POD 和 SOD 等防御

酶活性，并降低丙二醛含量。以上研究均说明

番 茄 植 株 防 御 酶 活 性 变 化 与 其 对 R. 

solanacearum 的抗性密切相关。

综上所述，本研究将广西枝孢瓶霉 HX2 菌株

厚垣孢子制备为可湿性粉剂，可促进番茄植株生

长，并对番茄青枯病具有显著的防治效果，为该

菌株的开发利用与规模化应用提供了科学依据。
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