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摘要:以对植物具有促生作用兼具防病作用的短梗木霉Trichoderma
 

breve
 

LN006和亲和贝莱斯芽孢杆菌Bacil-

lus
 

velezensis
 

ZJ为功能菌株,
 

经过固体共培养发酵、
 

粉碎,
 

并与助剂混匀制备成一种灰色粉状制剂,
 

通过对载体、
 

润湿剂、
 

分散剂、
 

保护剂的筛选,
 

确定了木霉与芽孢杆菌共培养物可湿性粉剂(WP)的最佳配方,
 

并测定其施用

对水稻纹枯病 的 影 响。
 

结 果 表 明:
 

共 发 酵 产 物 中 木 霉 活 孢 子 数 为7.51×109
 

CFU/g,
 

芽 孢 活 菌 量 为9.22×

109
 

CFU/g。
 

可湿性粉剂 最 佳 配 方 为:
 

菌 粉20%、
 

吐 温-20
 

5%、
 

羧 甲 基 纤 维 素 钠8%、
 

卵 磷 脂0.4%、
 

白 炭 黑

66.6%。
 

该配方湿润时间为41.72
 

s,
 

悬浮率为87.79%,
 

pH值为7.11,
 

200目筛的通过率为95.77%,
 

木霉活孢

子数为1.45×109
 

CFU/g,
 

芽孢活菌量为1.78×109
 

CFU/g。
 

起泡性为14
 

mL,
 

符合国标要求。
 

WP在盆栽试验中

对于水稻纹枯病的防效为65.12%,
 

对照药剂井冈霉素为72.09%,
 

两者间差异无统计学意义。
 

萌发试验表明:
 

WP处理水稻株高及根长与对照相比分别提高了18.67%和10.47%。
 

综合表明:
 

T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezen-

sis
 

ZJ
 

WP可防控水稻纹枯病。
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Abstract:
 

Trichoderma
 

breve
 

LN006,
 

which
 

has
 

a
 

growth-promoting
 

effect
 

and
 

disease
 

prevention
 

effect
 

on
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plants,
 

and
 

Bacillus
 

velezensis
 

ZJ
 

were
 

used
 

as
 

functional
 

strains
 

to
 

prepare
 

a
 

wettable
 

powder
 

(WP)
 

by
 

solid
 

co-culture,
 

grinding,
 

and
 

mixing
 

with
 

carriers
 

and
 

dispersants.
 

The
 

effect
 

of
 

its
 

application
 

on
 

rice
 

sheath
 

blight
 

was
 

measured.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

number
 

of
 

spores
 

of
 

Trichoderma
 

in
 

the
 

co-cul-
ture

 

products
 

was
 

7.51×109
 

CFU/g,
 

and
 

the
 

number
 

of
 

bacterium
 

was
 

9.22×109
 

CFU/g,
 

and
 

the
 

opti-
mal

 

formula
 

of
 

wettable
 

powder
 

was
 

as
 

follows:
 

20%
 

product
 

of
 

co-culture,
 

66.6%
 

hydrated
 

silica,
 

5%
 

Tween-20,
 

8%
 

sodium
 

carboxymethylcellulose
 

and
 

0.4%
 

lecithin.
 

The
 

wetting
 

time
 

of
 

the
 

formula
 

was
 

41.72
 

s,
 

the
 

suspension
 

rate
 

was
 

87.79%,
 

the
 

pH
 

value
 

was
 

7.11,
 

the
 

pass
 

rate
 

of
 

200
 

mesh
 

sieve
 

was
 

95.77%,
 

the
 

number
 

of
 

live
 

spores
 

of
 

Trichoderma
 

was
 

1.45×109
 

CFU/g,
 

and
 

the
 

number
 

of
 

live
 

bacteri-
um

 

was
 

1.78×109
 

CFU/g.
 

The
 

foaming
 

property
 

is
 

14
 

mL,
 

which
 

meets
 

the
 

requirements
 

of
 

the
 

national
 

standard.
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

control
 

effect
 

on
 

rice
 

sheath
 

blight
 

between
 

WP
 

(65.12%)
 

and
 

control
 

agent
 

Jinggangmycin
 

(72.09%).
 

The
 

germination
 

test
 

showed
 

that
 

the
 

plant
 

height
 

and
 

root
 

length
 

of
 

WP
 

treated
 

rice
 

were
 

increased
 

by
 

18.67%
 

and
 

10.47%
 

compared
 

with
 

the
 

control,
 

respectively.
 

T.
 

breve
 

LN006-B.velezensis
 

ZJ
 

WP
 

provides
 

a
 

new
 

way
 

for
 

green
 

and
 

sustainable
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

rice
 

sheath
 

blight.
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水稻纹枯病是由立枯丝核菌(Rhizoctonia
 

soalni)引起的土传真菌病害,
 

在秧苗期至穗期均可发生,
 

可

造成严重减产。
 

目前海南在生产上对于水稻纹枯病主要采用化学农药、
 

微生物源农药井冈霉素及活体微生

物农药蜡质芽孢杆菌等进行防治。
 

木霉[1-2]、
 

芽孢杆菌[3]等生防菌株对水稻纹枯病有较好的防效,
 

两者组合

作为生防菌剂的应用潜力大[4],
 

将其共培养成复合微生物菌剂防治水稻纹枯病值得探索。

芽孢杆菌类生防菌能拮抗大部分真菌,
 

但有些木霉菌与芽孢杆菌菌株能亲和共培养成复合菌群,
 

且防

效提高[5]。
 

一些木霉复合菌剂比单一微生物对植物的促生和控制病害的效果更好[6]。
 

木霉与芽孢杆菌共培

养后可诱导木霉菌产生拮抗和促生物质、
 

免疫性物质、
 

生长调控物等,
 

对小麦赤霉病的防效高于两种菌分

别培养再组合的发酵产物,
 

且有增产作用[7]。
 

棘孢木霉HG1与枯草芽孢杆菌tpb55通过固态共培养发酵得

到新代谢产物harziandione,
 

对烟草病害防效提高[8]。
 

木霉PT-29与枯草芽孢杆菌S-16液体共发酵,
 

对马

铃薯枯萎病的防效达到73.44%,
 

高于单一菌株发酵产物的防效[9]。

可湿性粉剂(WP)是商品微生物农药中的主要剂型。
 

从实验室保存的菌种中,
 

筛选出1株对稻瘟病

菌及纹枯病菌抑菌强、
 

生长快且产孢多的LN006菌株,
 

从分子水平鉴定其为短梗木霉 Trichoderma
 

breve;
 

1株对稻瘟病菌抑菌强、
 

中等抑制纹枯病菌、
 

白叶枯病菌且对水稻有促生效果的细菌ZJ菌株,
 

鉴

定为贝莱斯芽孢杆菌Bacillus
 

velezensis。
 

本研究采用固体共培养技术发酵生产T.
 

breve
 

LN006孢子和

B.
 

velezensis
 

ZJ菌体及代谢产物组成的复合菌粉,
 

辅以载体和润湿剂等辅剂,
 

粉碎并混合成 WP。
 

通过

测定不同种类及配比助剂的性能指标及与二菌之间的生物相容性,
 

进行单因素优化试验,
 

确定可湿性粉

剂的组成,
 

并验证其对水稻纹枯病的防病效果,
 

为生产开发及田间应用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 供试材料

菌株:
 

T.
 

breve
 

LN006、
 

B.
 

velezensis
 

ZJ、
 

水稻纹枯病原菌 Hn-rs1由海南大学热带农林学院海南省

绿色农用生物制剂创制工程研究中心分离保存。
 

水稻种子:
 

华浙优210,
 

浙江勿忘农种业股份有限公司。
 

固体PDA培养基(马铃薯200
 

g,
 

葡萄糖20
 

g,
 

琼脂20
 

g,
 

蒸馏水1
 

000
 

mL);
 

液体PDB培养基(马铃薯

200
 

g,
 

葡萄糖20
 

g,
 

蒸馏水1
 

000
 

mL);
 

液体LB培养基(10
 

g蛋白胨,
 

5
 

g酵母粉,
 

10
 

g氯化钠,
 

蒸馏水

1
 

000
 

mL);
 

固体LB培养基(10
 

g蛋白胨,
 

5
 

g酵母粉,
 

10
 

g氯化钠,
 

琼脂20
 

g,
 

蒸馏水1
 

000
 

mL)。
 

木
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霉—芽孢固体共发酵基质:
 

稻壳40
 

g,
 

玉米粉40
 

g,
 

麦麸20
 

g,
 

水40
 

mL,
 

121
 

℃高温灭菌20
 

min。
 

载

体:
 

硅藻土、
 

膨润土,
 

天津市众联化学试剂有限公司;
 

高岭土,
 

河南恒源新材料有限公司;
 

滑石粉,
 

福晨

(天津)化学试剂有限公司;
 

白炭黑,
 

山东优索化工科技有限公司。
 

润湿剂:
 

十二烷基苯磺酸钠、
 

十二烷

基硫酸钠、
 

拉开粉、
 

吐温-20,
 

上海麦克林生化科技股份有限公司;
 

吐温-80,
 

西陇科学股份有限公司。
 

分

散剂:
 

羧甲基纤维素钠,
 

广东新如荣生物科技有限公司;
 

木质素磺酸钙、
 

聚乙烯醇,
 

上海麦克林生化科

技股份有限公司;
 

BB4,
 

禾大化学品(上海)有限公司;
 

皂角粉,
 

市售散装。
 

紫外保护剂:
 

维生素C,
 

石药

集团维生药业有限公司;
 

氧化锌,
 

凯邦生物科技有限公司;
 

卵磷脂,
 

河南嘉派生物科技有限公司;
 

荧光

素钠,
 

天津登峰化学试剂厂;
 

黄原胶,
 

广东新如荣生物科技有限公司。
 

药剂:
 

4%井冈霉素水剂,
 

桐庐汇

丰生物科技有限公司。

1.2 木霉孢子、
 

芽孢杆菌悬浮液以及水稻纹枯病菌悬液的制备

将T.
 

breve
 

LN006转接于PDA培养基上活化,
 

28
 

℃培养,
 

4
 

d大量产孢,
 

无菌水冲洗孢子,
 

并稀释为

1×107
 

CFU/mL的种子液备用。
 

在LB固体培养基上用枪头划取B.
 

velezensis
 

ZJ菌体并打入液体LB培

养基中,
 

37
 

℃,
 

180
 

r/min培养2
 

d后备用。
 

在PDA固体培养基上用直径6
 

mm的打孔器取水稻纹枯病菌

菌丝块并打入液体PDB培养基中,
 

28
 

℃,
 

180
 

r/min培养7
 

d后备用。

1.3 木霉—芽孢共培养验证及菌粉的制备

T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ在PDA平板上同时接种并进行对峙培养,
 

观察两菌株共培养时的相

容性。
 

将T.
 

breve
 

LN006孢子悬浮液按照4%的接种量加入含木霉—芽孢固体共发酵基质的组培瓶中,
 

于

28
 

℃恒温培养箱中静置培养2
 

d后,
 

加入2%接种量的B.
 

velezensis
 

ZJ种子液,
 

混匀,
 

28
 

℃共培养5
 

d。

发酵后的产物晾干后,
 

用粉碎机粉碎5
 

s,
 

共粉碎2次,
 

2次粉碎间隔为5
 

min;
 

之后将其过200目筛,
 

得到菌粉备用。
 

称取50
 

mg菌粉,
 

用0.1%的吐温-80将其均匀分散,
 

用血球计数板测量[10]孢子与菌体浓

度,
 

重复3次。

1.4 载体的筛选

1.4.1 载体对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ生长量的影响

将5种载体分别与融化后的PDA、
 

LB培养基混合,
 

载体在培养基中的浓度为1
 

000
 

μg/mL,
 

灭菌后制

成平板。
 

直径6
 

mm的打孔器取T.
 

breve
 

LN006菌丝块,
 

接种到含不同载体的PDA平板上,
 

3个重复,
 

采

用十字交叉法,
 

以PDA培养基为对照,
 

分别在第1、
 

2、
 

3
 

d后测量各个菌落的直径,
 

计算菌丝生长速率、
 

抑

菌率[11]。
 

将芽孢稀释到10-5 涂布接种到上述含不同载体的LB平板中,
 

在37
 

℃培养箱中倒置培养,
 

每种

平板3个重复,
 

计算菌落数,
 

以LB固体培养基为对照,
 

计算抑菌率[12]。
 

选择出对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ影响较小的载体。

木霉菌菌丝生长速率(R生长)、
 

抑菌率(R抑菌)的计算公式:

R生长 =
D最后 -

 

D最初

T菌落

(1)

R抑菌 =
D对照 -

 

D处理
 

D对照 -0.6 ×100% (2)

R芽孢 =
N对照 -

 

N处理

N对照
×100% (3)

式中:
 

D最后 为最后菌落直径;
 

D最初 为最初菌落直径;
 

T菌落 为菌落生长天数;
 

D对照 为对照菌落直径;
 

D处理 为

处理菌落直径;
 

R芽孢 为芽孢杆菌抑菌率;
 

N对照 为对照菌落数;
 

N处理 为处理菌落数。

1.4.2 载体润湿时间与悬浮率测定

载体润湿时间的测定:
 

采用《农药可湿性粉剂润湿性测定方法》
 

(GB/T
 

5451—2001)[13]的方法进

行测定,
 

记录每处理的润湿时间,
 

设置3次重复。
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载体悬浮率的测定:
 

参照《农药悬浮率测定方法》
 

(GB/T
 

14825—2023)[14]的方法进行测定,
 

记录每处理的

悬浮率,
 

设置3次重复。

1.4.3 载体对孢子—菌体悬浮液的吸附作用

称取硅藻土、
 

高岭土、
 

白炭黑、
 

滑石粉、
 

膨润土各2
 

g,
 

放入洁净的烧杯中,
 

使用胶头滴管将浓度

为1.0×106
 

CFU/mL的木霉—芽孢孢子—菌体悬浮液逐滴加入不同的载体中,
 

用玻璃棒搅拌至载体

聚成一团,
 

再称量吸附分生孢子浆后的总体质量,
 

并计算载体对孢子—菌体悬浮液的吸附率,
 

每个处

理3次重复,
 

选择出吸附率较高的载体,
 

按公式计算载体吸附率(q)[15]:

q=
m1-m0

m0
(4)

式中:
 

m1 为吸附分生孢子浆后载体的质量(g);
 

m0 为吸附前吸附材料的质量(g)。

1.5 润湿剂的筛选

1.5.1 润湿剂对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ生长量的影响

试验方法参照1.4.1。

1.5.2 润湿剂的湿润性能测定

将十二烷基硫酸钠、
 

甲基纤维素、
 

十二烷基苯磺酸钠、
 

拉开粉、
 

吐温-80、
 

吐温-20分别按照3%的比例、
 

木霉—芽孢菌粉20%的比例加入白炭黑中,
 

混合均匀。
 

参考GB/T
 

5451-2001[13]的方法进行不同润湿剂润

湿时间的测定,
 

每个处理3次重复,
 

记录润湿时间,
 

选出湿润性能较好的润湿剂。

1.6 分散剂的筛选

1.6.1 分散剂对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ生长量的影响

试验方法参照1.4.1。

1.6.2 分散剂的分散指数测定

取不同分散剂250
 

μg/mL,
 

配成含药PDB培养基,
 

用移液枪移取10
 

mL浓度为1.0×107
 

CFU/mL的

木霉孢子—芽孢菌体悬浮液,
 

加入含有不同分散剂的150
 

mL母液中,
 

空白对照为不加任何分散剂的PDB
培养基,

 

同样加入10
 

mL相同浓度的孢子悬浮液,
 

摇匀后静置,
 

经过0、
 

4、
 

8
 

h分别用移液枪从悬浮液上、
 

中、
 

下层取样,
 

采用血球计数法测量孢子浓度,
 

计算不同分散剂的分散指数[8],
 

选择出分散效果较好的分

散剂。
 

按公式计算分散剂的分散指数(I分散):

I分散 =2σ/A (5)

式中:
 

σ为标准差;
 

A 为样本平均数。

1.7 紫外保护剂的筛选

1.7.1 紫外保护剂对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ生长量的影响

试验方法参照1.4.1。

1.7.2 紫外保护剂的保护效能指数测定

取不同紫外保护剂1
 

000
 

μg/mL,
 

分别配置含紫外保护剂的木霉孢子悬浮液和芽孢菌液,
 

木霉孢子悬

浮液浓度稀释至1.0×103
 

CFU/mL,
 

芽孢菌液稀释到10-5。
 

分别均匀涂布于PDA培养基平板上,
 

参照文

献[16]中设定的紫外处理方法,
 

36
 

h后分别观察萌发形成的木霉孢子以及芽孢菌落数,
 

以不加紫外保护

剂、
 

不经紫外灯照射的为对照1,
 

计算理论活菌率;
 

以不加紫外保护剂、
 

经紫外灯照射的为对照2,
 

计算残

存活菌率)。
 

选择出保护效能较高的紫外保护剂,
 

保护效能指数(I保护)计算公式:

I
 

保护=(R照射后 -R残存)/(R理论 -
 

R残存) (6)

式中:
 

R照射后 为照射后活菌率;
 

R残存 为残存活菌率;
 

R理论 为理论活菌率。

1.8 可湿性粉剂(WP)助剂成分比例的优化

完成单因素筛选后,
 

采用L9(34)正交试验设计方案(表1,
 

表2),
 

以5
 

g为基数,
 

木霉—芽孢菌粉、
 

吐
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温-20、
 

羧甲基纤维素钠、
 

卵磷脂作为试验因素,
 

其余用最佳载体白炭黑补足至100%。
 

不同试验因素按常

用质量分数设计3个水平,
 

进行4因素3水平的正交试验。
 

通过正交试验设计出各因素水平的组合方案,
 

以润湿时间和悬浮率作为测定指标,
 

每个处理3次重复,
 

选择出 WP的最佳助剂成分比例。
表1 助剂成分比例筛选的因素水平表 % 

水平 A 菌粉 B 吐温-20 C 羧甲基纤维素钠 D 卵磷脂

1 10 1 5 0.2

2 15 3 8 0.3

3 20 5 11 0.4

表2 助剂成分比例筛选的4因素3水平正交表

处理 A 菌粉/% B 吐温-20/% C 羧甲基纤维素钠/% D 卵磷脂/% 处理组合

1 10 1 5 0.2 A1B1C1D1

2 10 3 8 0.3 A1B2C2D2

3 10 5 11 0.4 A1B3C3D3

4 15 1 8 0.4 A2B1C2D3

5 15 3 11 0.2 A2B2C3D1

6 15 5 5 0.3 A2B2C3D1

7 20 1 11 0.3 A3B1C3D2

8 20 3 5 0.4 A3B2C1D3

9 20 5 8 0.2 A3B3C2D1

1.9 可湿性粉剂的质量检测

根据GB/T
 

5451—2001[13]、
 

GB/T
 

14825—2023[14]、
 

《农药粉剂、
 

可湿性粉剂细度测定方法》
 

(GB/T
 

16150—1995)[17]、
 

《农药pH值的测定方法》
 

(GB/T
 

1601—2023)[18]、
 

《农药持久起泡性测定方法》
 

(GB/T
 

28137—2011)[19]的要求对木霉—芽孢 WP的悬浮率、
 

润湿时间、
 

样品细度、
 

pH值、
 

起泡性等进行检测;
 

并

将可湿性粉剂溶于无菌水中,
 

取100
 

μL合适稀释倍数的溶液涂平板检测活孢子数。

1.10 可湿性粉剂对水稻幼芽的促生及防病效果

测试方法参考文献[20],
 

略作改动。
 

取1
 

g
 

WP,
 

无菌水稀释至50
 

mL;
 

选取刚发芽的种子,
 

保持5
 

mm
左右间距放入铺有湿润滤纸的培养皿中,

 

共分为1个对照组和3个试验组,
 

9颗种子为1组。
 

对照组接种无

菌水,
 

试验组分别接种1
 

mL可湿性粉剂 WP稀释液、
 

0.5
 

mL的纹枯菌悬液和0.5
 

mL无菌水、
 

0.5
 

mL的

纹枯菌悬液和0.5
 

mL可湿性粉剂稀释液。
 

室温培养14
 

d后观察并测量株高及根长,
 

重复3次。

1.11 室内盆栽防效测定

称取1
 

g
 

WP加入100
 

mL无菌水中,
 

配制成浓度为0.01
 

g/mL的溶液,
 

备用。
 

将出芽一致的水稻种

子播种至装有无菌泥土、
 

高25
 

cm、
 

长16
 

cm、
 

宽16
 

cm的塑料盆中,
 

置于温度30
 

℃、
 

相对湿度90%的

温室中培养,
 

待秧苗长至分蘖期时,
 

在PDA平板上培养2
 

d的水稻纹枯病菌边缘取直径为6
 

mm的菌

饼,
 

将其用昆虫针固定接种到水稻基部以及叶部[21],
 

2
 

d后分别用0.01
 

g/mL木霉—芽孢可湿性粉剂、
 

4%井冈霉素300倍液、
 

清水喷施水稻苗,
 

直到叶片向下滴水为止。
 

共设3个处理,
 

每个处理3株,
 

重复

3次。
 

药后14
 

d按照《农药田间药效试验准则(一)杀菌剂防治水稻纹枯病》
 

(GB/T
 

17980.20—2000)[22]

中的方法记录病害严重度,
 

计算病指与防效。

1.12 统计学分析

数据使用Excel
 

2019和SPSS
 

27.0软件进行相关分析,
 

采用沃勒—邓肯法比较不同处理间的差异显著
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性(p<0.05),
 

对正交试验进行极差分析和方差分析。

2 结果与分析

2.1 木霉—芽孢共培养验证及菌粉的制备

T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ在PDA平板上对峙培养显示,
 

木霉与芽孢杆菌可以亲和共培养

(图1)。
 

在固体培养基质上共培养结果显示,
 

木霉产孢速度快,
 

3
 

d时产生大量孢子;
 

7
 

d后烘干、
 

粉碎并过

200目筛后,
 

其木霉孢子数为7.51×109
 

CFU/g,
 

芽孢活菌量为9.22×109
 

CFU/g(图2)。

图1 T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ

平板对峙

图2 T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ

固体培养基共培养效果

2.2 T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ共培养载体的筛选

2.2.1 载体对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ生长量的影响

载体对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ菌丝生长的影响如表3。
 

T.
 

breve
 

LN006在不同的载体培

养基上生长2
 

d后,
 

除滑石粉外其余4种载体均不抑制菌丝生长。
 

B.
 

velezensis
 

ZJ在不同的载体培养基上

生长2
 

d后,
 

高岭土、
 

滑石粉抑制生长,
 

膨润土、
 

白炭黑、
 

硅藻土对菌落生长有促进作用。
表3 载体对T.

 

breve
 

LN006菌丝生长速率及B.
 

velezensis
 

ZJ菌落数的影响(2
 

d)

载体种类
菌落直径/

cm

菌丝生长速率/

(cm·d-1)

T.
 

breve
 

LN006

抑菌率/%

菌落数/

个

B.
 

velezensis
 

ZJ

抑菌率/%

硅藻土 5.24±0.15a 3.13 -3.49 2
 

581.33±51.36a -9.94

白炭黑 5.15±0.07a 3.07 -1.64 2
 

672.33±98.18a -13.81

高岭土 5.32±0.09a 3.16 -4.93 2
 

245.67±33.42ab 4.36

滑石粉 3.98±0.15b 2.20 21.38 1
 

974.00±306.56b 15.93

膨润土 5.07±0.14a 2.93 0 2
 

572.33±59.04a -9.55

CK 5.07±0.07a 2.92 - 2
 

348.00±86.75ab -

  注:
 

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义。

2.2.2 载体润湿时间与悬浮率测定

载体的悬浮率越高,
 

润湿时间越短,
 

载体的性能越好。
 

5种供试载体中,
 

白炭黑的悬浮率最高,
 

为

77.86%,
 

高于其他筛选载体(图3)。
 

润湿时间最短的是硅藻土,
 

为11.76
 

s(图4),
 

其他载体润湿时间由短

到长依次为:
 

高岭土(13.78
 

s)、
 

白炭黑(38.94
 

s)、
 

膨润土(45.09
 

s)、
 

滑石粉(60.71
 

s)。
 

综合分析得出,
 

白

炭黑和膨润土的性能较好。
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小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义。

图3 不同载体悬浮率

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义。

图4 不同载体润湿时间

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义。

图5 载体吸附率

2.2.3 载体对木霉—芽孢菌体悬浮液的吸附作用

5种载体对木霉—芽孢菌体悬浮液都具有一

定的吸附力。
 

白炭黑吸附率最高,
 

为3.40,
 

且与其

余4种载体相比差异有统计学意义,
 

证明白炭黑

的吸附力最强;
 

其次是硅藻土,
 

为1.95;
 

吸附率最

低的是膨润土,
 

为0.59(图5)。
 

综合分析得出,
 

硅

藻土和白炭黑的吸附率较高、
 

吸附力较强。
 

结合前

期的试验结果,
 

选择白炭黑作为T.
 

breve
 

LN006
和B.

 

velezensis
 

ZJ
 

WP的最佳载体。

2.3 润湿剂的筛选

2.3.1 润湿剂对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezen-
sis

 

ZJ生长量的影响

结果如表4,
 

T.
 

breve
 

LN006在不同的含药培养基上生长2
 

d后,
 

十二烷基硫酸钠、
 

十二烷基苯磺酸

钠、
 

拉开粉对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ抑制率为100%,
 

吐温-80可促进T.
 

breve
 

LN006菌丝

的生长但强烈抑制B.
 

velezensis
 

ZJ菌落的形成。
 

甲基纤维素、
 

吐温-20对B.
 

velezensis
 

ZJ生长影响小,
 

与对照差异无统计学意义;
 

对T.
 

breve
 

LN006的生长有中等程度的抑制作用,
 

但木霉菌丝仍可在5
 

d内长

满平板。
表4 润湿剂对T.

 

breve
 

LN006菌丝生长速率及B.
 

velezensis
 

ZJ菌落数的影响(2
 

d)

润湿剂种类
菌落直径/

cm

菌丝生长速率/

(cm·d-1)

T.
 

breve
 

LN006

抑菌率/%

菌落数/

个

B.
 

velezensis
 

ZJ

抑菌率/%

十二烷基硫酸钠 0 0 100 0 100

十二烷基苯磺酸钠 0 0 100 0 100

拉开粉 0 0 100 0 100

甲基纤维素 3.46±0.15c 1.73 23.82 1
 

620.33±136.32a 3.13

吐温-20 2.99±0.09c 1.50 35.90 1
 

598.33±81.25a 4.44

吐温-80 6.36±0.23a 3.18 -50.64 446.67±43.33b 73.30

CK 4.39±0.40b 2.19 0 1
 

672.67±585.10a -

  注:
 

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义。
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小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义。

图6 润湿剂润湿时间

2.3.2 润湿剂的湿润性能测定结果

润湿剂的润湿时间越短,
 

湿润性能越好。
 

吐

温-20的润湿时间最短,
 

为36
 

s;
 

十二烷基苯磺

酸钠的润湿时间最长,
 

为52.23
 

s(图6)。
 

结果

显示,
 

吐 温-20和 吐 温-80的 湿 润 性 能 相 对 较

好,
 

结合 前 期 的 试 验 结 果,
 

选 择 吐 温-20作 为

T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP的最佳

润湿剂。

2.4 分散剂的筛选

2.4.1 分散剂对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezen-
sis

 

ZJ生长量的影响

T.
 

breve
 

LN006在不同的含药培养基上生长

2
 

d后,
 

木质素磺酸钙、
 

羧甲基纤维素钠对菌丝生

长的影响较小,
 

与对照差异无统计学意义(表5)。
 

B.
 

velezensis
 

ZJ在不同的含药培养基上生长2
 

d
后,

 

对生长量影响最小的载体为聚乙烯醇,
 

其次为

羧甲基纤维素钠,
 

与对照差异有统计学意义。
 

BB4完全抑制了B.
 

velezensis
 

ZJ的生长。
 

羧甲基纤维素钠对

T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ生长的影响均较小,
 

可作为本制剂中的分散剂。
表5 分散剂对T.

 

breve
 

LN006菌丝生长速率及B.
 

velezensis
 

ZJ菌落数的影响(2
 

d)

分散剂种类
菌落直径/

cm

菌丝生长速率/

(cm·d-1)

T.
 

breve
 

LN006

抑菌率/%

菌落数/

个

B.
 

velezensis
 

ZJ

抑菌率/%
羧甲基纤维素钠 7.52±0.28a 3.76 1.96 980.00±180.83b 34.38

聚乙烯醇 6.40±0.08b 3.20 17.56 990.00±61.10b 33.71
皂角粉 3.13±0.18d 1.56 63.30 430.67±29.24c 71.16

木质素磺酸钙 7.78±0.07a 3.89 -1.77 519.00±142.01c 65.25
BB4 5.20±0.13c 2.60 34.33 0 100
CK 7.60±0.02a 3.83 - 1

 

493.33±257.70a -

  注:
 

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义。

2.4.2 分散剂的分散指数测定结果

不同分散剂对孢悬液孢子的分散效力不同,
 

但总体上能促进孢子分散。
 

在0~8
 

h,
 

与对照相比,
 

分散

指数随着静置时间的增加,
 

孢子分布由均匀分布向随机分布发展;
 

在含有5种不同分散剂的母液中,
 

BB4
的分散性能最佳,

 

在8
 

h时的分散指数为0.53,
 

随着时间的增加呈均匀分布;
 

其次是羧甲基纤维素钠,
 

8
 

h
的分散指数为0.72(表6)。

 

综合分析得出,
 

BB4和羧甲基纤维素钠的分散性能较好,
 

结合前期试验结果,
 

选

择羧甲基纤维素钠为T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP的最佳分散剂。
表6 分散剂的分散指数(I分散)

分散剂种类 0
 

h 4
 

h 8
 

h

羧甲基纤维素钠 0.75 0.98 0.72
聚乙烯醇 0.71 0.71 1.36
皂角粉 0.65 1.04 1.02

木质素磺酸钙 0.53 0.95 1.29
BB4 0.73 0.51 0.53
CK 1.02 0.96 1.38

  注:
 

当I分散>1时,
 

孢子呈聚集分布;
 

当I分散=1时,
 

孢子呈随机分布;
 

当I分散<1时,
 

孢子呈均匀分布。
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2.5 紫外保护剂的筛选

2.5.1 紫外保护剂对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ生长量的影响

T.
 

breve
 

LN006在不同的含药培养基上生长2
 

d后,
 

卵磷脂和荧光素钠与对照相比差异无统计学意

义,
 

说明其不抑制菌丝的生长。
 

B.
 

velezensis
 

ZJ在不同的含药培养基生长2
 

d后,
 

维生素C完全抑制了

B.
 

velezensis
 

ZJ的生长,
 

黄原胶和卵磷脂对B.
 

velezensis
 

ZJ生长的影响较小(表7)。
表7 紫外保护剂对T.

 

breve
 

LN006菌丝生长速率及B.
 

velezensis
 

ZJ菌落数的影响(2
 

d)

紫外保护剂种类
菌落直径/

cm

菌丝生长速率/

(cm·d-1)

T.
 

breve
 

LN006

抑菌率/%

菌落数/

个

B.
 

velezensis
 

ZJ

抑菌率/%

荧光素钠 7.68±0.03a 3.84 -0.19 706.33±33.72c 29.79

维生素C 6.40±0.08c 3.20 17.67 0 100

卵磷脂 7.84±0.07a 3.92 -2.42 879.33±90.21abc 12.59

氧化锌 3.32±0.07d 1.66 60.65 813.00±101.05bc 19.18

黄原胶 7.15±0.10b 3.58 7.21 1
 

085.00±106.11a -7.85

CK 7.67±0.02a 3.83 0 1
 

006.00±65.85ab -

  注:
 

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义。

2.5.2 紫外保护剂的保护效能

不同紫外保护剂的保护效能指数存在显著差异,
 

维生素C对于T.
 

breve
 

LN006的保护效能指数最高,
 

达到0.27,
 

与其他4种紫外保护剂相比差异明显,
 

说明维生素C可明显抑制紫外光对孢子的杀伤作用;
 

其

次是卵磷脂,
 

保护效能指数为0.12;
 

其余3种紫外保护剂的保护效能较低(表8)。
 

卵磷脂对于B.
 

velezen-
sis

 

ZJ的保护效能指数最高,
 

达到0.21。
 

综合分析得出,
 

卵磷脂的保护能力较好,
 

结合前期的试验结果,
 

可

选择卵磷脂作为T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP的最佳紫外保护剂。
表8 紫外保护剂的保护效能

紫外保护剂种类
保护效能指数

T.
 

breve
 

LN006 B.
 

velezensis
 

ZJ
荧光素钠 -0.09±0.05b 0.18±0.01a

维生素C 0.27±0.13a -

卵磷脂 0.12±0.02ab 0.21±0.03a

氧化锌 -0.03±0.07b 0.12±0.01b

黄原胶 0.07±0.03ab 0.15±0.01ab

CK - -

  注:
 

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义。

2.6 WP助剂成分比例的优化

在确定T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ最佳助剂种类的基础上,
 

进行正交优化试验,
 

研究不同助

剂成分比例对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP悬浮率和润湿时间的影响,
 

结果见表9。
 

4个因素的

极差R 值存在差异,
 

各因素对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP润湿时间的影响大小通过R 值反

应,
 

R 值越大,
 

则表明该因素对润湿时间的影响程度越大,
 

反之则越小。
 

结果显示,
 

对T.
 

breve
 

LN006和

B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP润湿时间的影响为A>C>B>D,
 

即菌粉对 WP的润湿时间影响最大,
 

其次为羧甲

基纤维素钠、
 

吐温-20、
 

卵磷脂。

对悬浮率试验结果进行数据统计分析,
 

结果显示,
 

4个因素的极差R 值存在差异,
 

各因素对T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP悬浮率的影响程度为A>B>C>D,
 

即菌粉对 WP悬浮率的影响最大,
 

其

次为吐温-20、
 

羧甲基纤维素钠、
 

卵磷脂(表10)。
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表9 助剂成分比例优化正交试验润湿时间结果极差分析

试验号 A 菌粉 B 吐温-20 C 羧甲基纤维素钠 D 卵磷脂 润湿时间/s

1 1 1 1 1 71.340
 

0

2 1 2 2 2 58.683
 

3

3 1 3 3 3 76.876
 

7

4 2 1 2 3 40.086
 

7

5 2 2 3 1 57.833
 

3

6 2 3 1 2 40.280
 

0

7 3 1 3 2 56.566
 

7

8 3 2 1 3 33.546
 

7

9 3 3 2 1 29.653
 

3

K1 206.903
 

3 167.996
 

7 145.170
 

0 158.829
 

9

K2 138.200
 

0 150.063
 

3 128.423
 

3 155.530
 

0

K3 119.766
 

7 146.810
 

0 191.276
 

7 150.510
 

1

k1 68.967
 

7 55.998
 

9 48.390
 

0 52.943
 

3

k2 46.066
 

6 50.021
 

1 42.807
 

7 51.843
 

3

k3 39.922
 

2 48.936
 

6 63.758
 

9 50.170
 

0

R 29.045
 

5 7.062
 

2 20.951
 

1 2.773
 

2
主次顺序 A>C>B>D
最优水平 A3 B3 C2 D3
最优组合 A3B3C2D3

表10 助剂成分比例优化正交试验悬浮率结果极差分析

试验号 A 菌粉 B 吐温-20 C 羧甲基纤维素钠 D 卵磷脂 悬浮率/%

1 1 1 1 1 87.26

2 1 2 2 2 83.60

3 1 3 3 3 80.07

4 2 1 2 3 78.99

5 2 2 3 1 74.61

6 2 3 1 2 78.45

7 3 1 3 2 84.24

8 3 2 1 3 80.71

9 3 3 2 1 84.74

K1 2.509
 

3 2.504
 

9 2.464
 

2 2.466
 

1

K2 2.320
 

5 2.389
 

2 2.473
 

3 2.462
 

9

K3 2.496
 

9 2.432
 

6 2.389
 

2 2.397
 

7

k1 0.836
 

4 0.834
 

9 0.821
 

4 0.822
 

0

k2 0.773
 

5 0.796
 

4 0.824
 

4 0.820
 

9

k3 0.832
 

3 0.810
 

8 0.796
 

4 0.799
 

2

R 0.062
 

9 0.038
 

5 0.028
 

0 0.022
 

8
主次顺序 A>B>C>D
最优水平 A1 B1 C2 D1
最优组合 A1B1C2D1
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  助剂成分比 例 筛 选 结 果 表 明,
 

T.
 

breve
 

LN006和 B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP各 个 助 剂 最 佳 组 合 为

A3B3C2D3,
 

即菌粉20%,
 

吐温-20
 

5%,
 

羧甲基纤维素钠8%,
 

卵磷脂0.4%,
 

其余66.6%用载体白炭黑补

足,
 

制成T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP。

2.7 可湿性粉剂的质量检测

经测定,
 

T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP湿润时间为41.72±2.69
 

s,
 

悬浮率为87.79%±

3.15%,
 

pH值为7.11±0.03,
 

200目筛的通过率为95.77%±1.32%,
 

木霉活孢子数为1.45×109
 

CFU/g,
 

芽孢活菌量为1.78×109
 

CFU/g,
 

起泡性为14±3.06
 

mL。

2.8 可湿性粉剂对水稻幼芽的促生效果

T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP对水稻幼芽有促生作用,
 

其根长与株高均高于清水对照

组。
 

由图7、
 

图8可知,
 

WP株高为5.73
 

cm,
 

根长为5.91
 

cm,
 

与对照相比分别增长了18.67%和

10.47%。
 

与水稻纹枯病菌摇菌液单独处理相比,
 

WP与水稻纹枯病菌摇菌液共同处理的水稻根长与

株高也明显增加。

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义。

图7 WP对幼芽株高的影响

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义。

图8 WP对幼芽根长的影响

2.9 可湿性粉剂室内盆栽防效测定

T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP与井冈霉素对水稻纹枯病均有较好的盆栽防效,
 

分别为

65.12%和72.09%(表11),
 

两处理间差异无统计学意义。
表11 WP对水稻分蘖期水稻纹枯病的防效

处理 病情指数 防效/%

清水 53.09±2.47a -

WP 18.52±5.66b 65.12

井冈霉素 14.81±6.42b 72.09

  注:
 

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义。

3 讨论与结论

水稻纹枯病是水稻的重要病害,
 

化学防效受雨量、
 

湿度等天气因素影响较大,
 

且需配合排水晒田等措

施才能达到较好防效,
 

因此,
 

利用生物防治探索纹枯病的防治新途径非常必要。
 

本文研究不同载体、
 

润湿

剂、
 

分散剂、
 

紫外保护剂与T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ
 

的生物相容性,
 

并结合载体的吸附力、
 

润

湿剂的湿润性能、
 

分散剂的分散指数、
 

紫外保护剂的保护效能等试验因素,
 

成功制备了含有木霉菌和芽孢

杆菌固体共培养物的可湿性粉剂。
 

制剂悬浮率符合可湿性粉剂的要求,
 

初步测定菌剂的盆栽试验防效为
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65.12%,
 

且对水稻有促生作用。

可湿性粉剂是微生物农药的重要剂型,
 

不同生防菌株与可湿性粉剂不同助剂之间生物相容性差异也很

大。
 

在T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP中,
 

吐温-20
 

5%,
 

羧甲基纤维素钠8%,
 

卵磷脂0.4%,
 

白

炭黑66.6%,
 

与两种生防菌相容性较好。
 

白炭黑是农药水悬浮剂等制剂的重要载体,
 

枯草芽孢杆菌JN005
可湿性粉剂[23]、

 

甲基营养型芽孢杆菌NKG-1可湿性粉剂[24]的载体均为白炭黑。
 

吐温-20在木霉菌剂制备

中可用作润湿剂[25],
 

加入一定含量的润湿剂可使其快速润湿。
 

分散剂羧甲基纤维素钠具有增稠、
 

成膜、
 

乳

化和悬浮等特性,
 

可以提高可湿性粉剂的悬浮率[26]。
 

对T.
 

breve
 

LN006紫外保护效果最好的是维生素C,
 

但在使用浓度下完全抑制了B.
 

velezensis
 

ZJ的生长。
 

康氏木霉KS
 

WP的研制中[11],
 

维生素C的紫外保

护效能最高,
 

卵磷脂次之,
 

其结论与本研究相似。
 

不同紫外保护剂对不同波长紫外线吸收度不尽相同,
 

可

进一步试验筛选不同保护剂进行组合应用。
 

参照化学农药制作方法制备微生物农药时,
 

存在菌种活力下降

较快等问题,
 

木霉与亲和芽孢杆菌 WP由于含有一定数量的谷物培养基,
 

其中稻壳生产过程中含有残留的

淀粉、
 

纤维素和半纤维素,
 

以及其本身含有丰富的微量元素[27],
 

有利于菌种在制剂中存活。
 

另外,
 

制剂喷

洒到作物叶面后,
 

其自身能提供菌体初始萌发生长所需的营养,
 

有利于活体微生物在叶面的迅速定殖及菌

剂防效的发挥。

木霉与芽孢杆菌是应用比较广泛的生防微生物,
 

且可通过促根作用来促进水稻幼苗的生长[28]。
 

共培养

时可通过微生物间互作产生新型代谢物,
 

木霉与细菌之间的协同作用带来的好处大于它们各自的作用之

和,
 

其组合作为植物生长促进剂和生防菌剂的作用机制更加多样化,
 

应用潜力更大[4]。
 

本研究通过筛选亲

和菌株、
 

时序接种等方式平衡木霉与芽孢杆菌共培养过程中的生长难题,
 

并做出了有益的尝试。
 

T.
 

breve
 

LN006和B.
 

velezensis
 

ZJ
 

WP对水稻安全,
 

全生长期都可使用。
 

海南每年第二造水稻在11-12月留茬收

割,
 

此时段再生稻株上容易感染纹枯等病害,
 

在稻茬上喷洒菌剂,
 

一方面菌剂中的木霉可加速稻茬纤维素

的降解,
 

加快有机质还田,
 

提高土壤肥力、
 

抗氧化以及土壤污染修复[29]等;
 

另一方面,
 

菌剂在水稻田中的

扩繁可抑制纹枯病菌的越冬菌量,
 

为水稻纹枯病可持续防控提供了一条新的途径。
 

制剂中加入亲和绿僵菌

等微生物,
 

可达到水稻害虫协同绿色防控的目的,
 

减少了施药次数,
 

有较好的应用前景,
 

值得进一步试验

并加以推广。
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