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摘要　研究了植物疫苗胶悬剂的制备工艺，确定胶悬剂制备的适宜参数为：琼脂终浓度为２．０‰、氯化钠终浓度为

２．０％和ｐＨ为７．０。在此条件下，胶悬效果最好，质地均匀，无上下分层。试验了植物疫苗胶悬剂对番茄青枯病的

防治效果，结果表明，该胶悬剂能较好地抑制番茄青枯病的发生，其防效（７７．４５％）与化学农药７２％农用硫酸链霉

素ＳＰ（７７．２３％）相当，配合生防菌剂２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽孢杆菌ＷＰ施用，效果更佳，防效达８１．８１％。
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的青枯病是番茄种植过程中的主要病害之一，随着

番茄种植面积的不断扩大，以及种植方式和管理技

术的不当，该病害发生越来越严重，给番茄生产造成

严重危害［１］。长期使用化学农药防治番茄青枯病，

带来了环境污染、菌株抗药性增加和农药残留等一

系列问题［２］。利用青枯雷尔氏菌无致病力菌株作为

植物疫苗在番茄育苗时进行接种能有效控制青枯菌

的侵入，具有无农药残留，对环境友好等特点，已成

为目前作物青枯病防治研究的发展方向［３］。

笔者在前期研究中筛选到一株对番茄青枯病防

效好，性状稳定的青枯雷尔氏菌无致病力菌株ＦＪＡＴ

１４５８
［４］，拟利用该菌株研发青枯病植物疫苗。本研究

将菌株ＦＪＡＴ１４５８的发酵液制备成胶悬剂，以期得到

性状稳定的菌剂产品，为今后青枯病植物疫苗生防菌

制剂规模化生产提供依据。同时比较所制备的植物

疫苗菌剂与其他生防菌剂及化学药剂对番茄青枯病

的防治效果，为植物疫苗的推广应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料

青枯雷尔氏菌无致病力菌株ＦＪＡＴ１４５８分离



４３卷第２期 郑雪芳等：番茄青枯病植物疫苗胶悬菌剂的制备及其对病害的防治效果

自感染番茄青枯病的田块中表现健康的植株，由福

建省农业科学院农业生物资源研究所菌种库收集保

存。生物杀菌剂２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽孢杆菌可湿

性粉剂，由福农生化有限公司提供；化学农药７２％

农用硫酸链霉素可溶粉剂，华北制药生产。培养青

枯雷尔氏菌的固体培养基 ＴＴＣ 的配制参照

Ｋｅｌｍａｎ
［５］，液体培养基为ＳＰＡ（蔗糖２０ｇ，蛋白胨５ｇ，

ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４０．０２５ｇ，定容至１Ｌ，ｐＨ７．０）。

５０Ｌ发酵罐（ＧＵＪＳ５０Ｌ型，镇江东方生物工程设

备技术公司）。

１．２　菌株犉犑犃犜１４５８的发酵

将菌株ＦＪＡＴ１４５８在ＴＴＣ平板上活化后，转

接至ＳＰＡ液体培养基中，３０℃、１７０ｒ／ｍｉｎ振荡培养

２４ｈ，培养液按１％接菌量接种到装有３０Ｌ发酵培

养基的发酵罐中，控制发酵罐搅拌器转速为２００ｒ／

ｍｉｎ、在２８～３０℃下发酵４８ｈ，然后转入无菌容器

中，４℃保存备用。

１．３　发酵液的耐盐性测定

在发酵液中加入ＮａＣｌ，设置发酵液中ＮａＣｌ的终

浓度为０．５％、１．０％、１．５％、２．０％、２．５％、３．０％、

３．５％、４．０％、４．５％、５．０％、５．５％、６．０％和７．０％，

以不加ＮａＣｌ为对照。常温放置，处理后５ｄ取样，

涂布ＴＴＣ平板，培养４８ｈ后，统计平板上ＦＪＡＴ

１４５８的活菌数量。

１．４　发酵液的耐酸碱性测定

将发酵液ｐＨ分别调整为２．０、３．０、４．０、５．０、

６．０、７．０、８．０、９．０、１０．０（用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调节酸性，

１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节碱性），常温放置５ｄ后取样，

涂布 ＴＴＣ平板，３０℃培养４８ｈ后，统计平板上

ＦＪＡＴ１４５８的活菌数量，分析ＦＪＡＴ１４５８发酵液对

酸碱的耐受力。

１．５　菌株犉犑犃犜１４５８发酵液胶悬剂的制备

配制１％琼脂液，调ｐＨ＝７．０，１２１℃高压２０ｍｉｎ，

冷却至４０～５０℃时，按琼脂终浓度为１．０‰、１．５‰、

２．０‰、２．５‰和３．０‰ 将琼脂液和菌株ＦＪＡＴ１４５８

发酵液（ｐＨ７．０，ＮａＣｌ浓度为２％）混匀，静置２４ｈ，

观察胶悬剂（含菌量２．０×１０８ｃｆｕ／ｍＬ）的物理特性

（包括均匀度、分层与否等）。

１．６　田间试验

试验地点设在福建省福鼎市蕉宕村绿禾盛有限

公司番茄种植大棚，常年发生青枯病，试验选用的番

茄品种为‘蓓盈’。

试验共设４个处理。（１）植物疫苗胶悬剂处理：

番茄育苗时，用植物疫苗胶悬剂１００倍液与育苗基

质按１∶４０混合拌匀；移栽时，用植物疫苗胶悬剂５００

倍液灌根，２００ｍＬ／株，之后，每个月再按移栽时的方

法灌根１次。（２）生防菌处理：番茄育苗时，用生物杀

菌剂２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽孢杆菌ＷＰ３００倍液与育

苗基质按１∶４０混合拌匀；移栽时，用２０亿活芽孢／ｇ
蜡质芽孢杆菌 ＷＰ３００倍液灌根，２００ｍＬ／株，之后，

每个月再按移栽时的方法灌根１次。（３）常规化学

农药处理：番茄育苗时，用７２％农用硫酸链霉素ＳＰ

２０００倍液与育苗基质按１∶４０混合拌匀；移栽时，用

７２％农用硫酸链霉素ＳＰ５０００倍液灌根，２００ｍＬ／

株，之后，每个月再按移栽时的方法灌根１次。（４）

植物疫苗配合生防菌处理：番茄育苗时，将植物疫苗

胶悬剂１００倍液与２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽孢杆菌

ＷＰ３００倍液按１∶１配成混合液，然后将混合液与育

苗基质按１∶４０混合拌匀；移栽时，将植物疫苗胶悬剂

５００倍液与２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽孢杆菌ＷＰ３００倍

液按１∶１配成混合液，然后用混合液灌根，２００ｍＬ／株，

之后，每个月再按移栽时的方法灌根１次。以清水代

替生防菌剂或化学农药对番茄苗进行同样处理作为

对照。每处理及对照均设３个重复，每重复６６７ｍ２，

田间随机排列；处理及对照的水、肥等管理按常规方

法进行。处理后９０ｄ（结果期）进行番茄青枯病田间

病情调查，统计不同处理下番茄青枯病的田间发病

率，计算各处理的防治效果。发病率（％）＝（发病株

数／总株数）×１００，防效（％）＝［１－（发病株数／总株

数）］×１００；同时，调查植株的株高和挂果率，每处理

测量５０株，取平均值。

２　结果与分析

２．１　菌株犉犑犃犜１４５８的耐盐性

不同盐浓度处理下，菌株ＦＪＡＴ１４５８发酵液中

活菌数呈现一定的变化规律（图１），在氯化钠浓度大

于５．５％时，菌株ＦＪＡＴ１４５８不能存活。添加的氯化

钠浓度为２％时发酵液中活菌数与对照相当，为３．５

×１０８ｃｆｕ／ｍＬ，而氯化钠浓度在３．０％～５．０％时，菌

株ＦＪＡＴ１４５８发酵液中菌体数量随盐浓度增加而

减少，说明在ＦＪＡＴ１４５８发酵液中添加一定量的氯

化钠（２％）有利于菌株的存活，但添加量过多也会导

致菌株ＦＪＡＴ１４５８的死亡。

２．２　菌株犉犑犃犜１４５８的耐酸碱性

菌株ＦＪＡＴ１４５８的发酵液在ｐＨ７～８条件下

菌体数最多，在弱碱性（ｐＨ为９）条件下能存活，但

活菌数量明显低于中性条件，在ｐＨ大于１０和小于

４条件下均不能存活，在弱酸性ｐＨ４～６条件下能

存活，菌量大于其在弱碱性条件下的存活量（图２）。

·９０２·
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图１　不同犖犪犆犾浓度对菌株犉犑犃犜１４５８生长的影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犖犪犆犾犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅狀狋犺犲

犵狉狅狑狋犺狅犳狊狋狉犪犻狀犉犑犃犜１４５８

图２　不同狆犎对菌株犉犑犃犜１４５８生长的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犎狏犪犾狌犲狊狅狀狋犺犲

犵狉狅狑狋犺狅犳狊狋狉犪犻狀犉犑犃犜１４５８

２．３　菌株犉犑犃犜１４５８的胶悬剂制备

在菌株ＦＪＡＴ１４５８的发酵液（ｐＨ７．０，ＮａＣｌ浓

度２％）中添加不同浓度的水琼脂，制备植物疫苗胶

悬剂，结果表明，琼脂终浓度为１‰的胶悬剂会上下

分层，琼脂终浓度为３‰时会凝固成块，琼脂终浓度

为２．５‰的胶悬剂出现较大的颗粒状，琼脂终浓度

为１．５‰和２‰的胶悬剂效果最好，质地均匀，无上

下分层（图３）。

图３　不同琼脂浓度下植物疫苗胶悬剂的表观性状

犉犻犵．３　犆狅犾犾狅犻犱犪犾狊狌狊狆犲狀狊犻狅狀犮犺犪狉犪犮狋犲狉狊狅犳狆犾犪狀狋狏犪犮犮犻狀犲

狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犪犵犪狉犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

２．４　不同处理对番茄植株田间生长的影响

由表１可见，植株疫苗处理的番茄植株的株高

（４８．４１ｃｍ）略高于生防菌剂２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽孢杆菌

ＷＰ处理（４６．８３ｃｍ）、植物疫苗配合２０亿活芽孢／ｇ蜡

质芽孢杆菌 ＷＰ处理（４６．５４ｃｍ）及对照组的番茄植

株的株高（４６．５４ｃｍ），但他们之间差异不显著。７２％

农用硫酸链霉素ＳＰ处理对番茄植株生长有一定的抑制

作用，株高为４０．６８ｃｍ，显著低于上述各种处理及对照。

植物疫苗处理的番茄植株的挂果数与植物疫苗

配合２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽孢杆菌ＷＰ处理及对照组

相当，分别为２５．８０、２５．４０和２５．２０个；２０亿活芽孢／ｇ

蜡质芽孢杆菌ＷＰ处理和７２％农用硫酸链霉素ＳＰ处

理的番茄植株挂果数分别为２１．４０和２０．２０个，显著

低于植物疫苗、植物疫苗配合２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽

孢杆菌ＷＰ和对照组番茄植株的挂果数。

表１　不同处理下番茄植株生长情况１
）

犜犪犫犾犲１　犌狉狅狑狋犺狅犳狋狅犿犪狋狅狆犾犪狀狋狊狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

株高／ｃｍ

Ｐｌａｎｔｈｅｉｇｈｔ

挂果数／个·株－１

Ｆｒｕｉｔｑｕａｎｔｉｔｙ

植物疫苗　Ｐｌａｎｔｖａｃｃｉｎｅ （４８．４１±２．４６）ａ （２５．８０±１．９２）ａ

２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽孢杆菌ＷＰ　２×１０９ｓｐｏｒｅｓ／ｇ犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊ＷＰ （４６．８３±２．０８）ａ （２１．４０±１．８２）ｂ

７２％农用硫酸链霉素ＳＰ　７２％ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎＳＰ （４０．６８±２．８０）ｂ （２０．２０±１．９２）ｂ

植物疫苗＋２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽孢杆菌ＷＰ

Ｐｌａｎｔｖａｃｃｉｎｅ＋２×１０９ｓｐｏｒｅｓ／ｇ犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊ＷＰ
（４６．５４±２．８０）ａ （２５．４０±１．１４）ａ

对照　Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ （４６．５４±１．７９）ａ （２５．２０±１．７９）ａ

　１）表中数据为平均值±标准差，同列数据后不同字母表示差异显著（犘＜０．０５）。下同。

Ｄａｔａｉｎｔｈｅｔａｂｌｅａｒｅａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ±ＳＤ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．５　不同处理对番茄植株发病率的影响

植物疫苗、生防菌剂２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽孢杆

菌ＷＰ和化学农药７２％农用硫酸链霉素ＳＰ对番茄青

枯病的防治效果不同，植物疫苗配合２０亿活芽孢／ｇ
蜡质芽孢杆菌ＷＰ处理对番茄青枯病的防效最好，达

８１．８１％，其次是植物疫苗单独处理，其对番茄青枯病

的防效为７７．４５％，与７２％农用硫酸链霉素ＳＰ的防效

（７７．２３％）相当，２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽孢杆菌ＷＰ单独

处理对番茄青枯病的防效（７２．７７％）低于植物疫苗和

７２％农用硫酸链霉素ＳＰ处理，但差异不显著（表２）。

·０１２·
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表２　不同处理下番茄青枯病发病率

犜犪犫犾犲２　犇犻狊犲犪狊犲犻狀犮犻犱犲狀犮犲狊狅犳狋狅犿犪狋狅犫犪犮狋犲狉犻犪犾狑犻犾狋狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

番茄总数／株

Ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｔｏｍａｔｏｐｌａｎｔ

发病率／％

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

植物疫苗　Ｐｌａｎｔｖａｃｃｉｎｅ ２３４ （２．１２±０．２１）ｂ （７７．４５±１．２５）ａ

２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽孢杆菌ＷＰ　２×１０９ｓｐｏｒｅｓ／ｇ犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊ＷＰ ２３４ （２．５６±０．０９）ｂ （７２．７７±１．６５）ａ

７２％农用硫酸链霉素ＳＰ　７２％ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎＳＰ ２３４ （２．１４±０．１３）ｂ （７７．２３±２．５８）ａ

植物疫苗＋２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽孢杆菌ＷＰ

Ｐｌａｎｔｖａｃｃｉｎｅ＋２×１０９ｓｐｏｒｅｓ／ｇ犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊ＷＰ
２３４ （１．７１±０．０７）ｂ （８１．８１±１．９６）ａ

对照　Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ２３４ （９．４０±１．１８）ａ －

３　讨论

胶悬剂又叫悬浮剂，是以水为介质，以表面活性

剂等作分散物，利用湿法进行超微粉碎制成的黏稠

可流动的悬浮液，具有粒子小、表面活性大、药效高、

渗透力强等优点。胶悬剂在化学农药生产中应用较

多，一些农药胶悬剂已实现商品化［６］，如４０％多菌

灵胶悬剂［７］，在一些生物制剂中也有商品化应用，如

美国陶氏化学有限公司在中国登记的２．５％多杀菌

素胶悬剂（商品名菜喜）是从土壤放线菌次生代谢物

中分离提纯出来的一种新型杀虫剂［８］。目前常用的

农药胶悬剂的表面活性剂有：（１）非离子型，如烷基

酚聚氧乙烯醚类等；（２）阴离子表面活性剂，如烷基

苯磺酸盐类等；（３）阳离子表面活性剂，如烷基铵盐

型等。本研究利用琼脂的胶悬作用，将植物疫苗菌

株ＦＪＡＴ１４５８的发酵液制备成胶悬剂，结果表明，

当琼脂浓度为１．５‰或２‰时，制备的植物疫苗胶悬

剂的胶悬效果最好，质地均匀，无大颗粒出现、无上

下分层，可以在后期的产品制备时应用，该方法制备

的植物疫苗胶悬剂具有操作简单、制作成本低、使用

方便，对环境安全等优点。

在生物制剂中添加适量的氯化钠可阻止其受到

杂菌的污染。还可起到调节菌体细胞渗透压的作

用，使菌体浓度维持一定的稳定性，但是氯化钠浓度

不能过高，否则会抑制菌的生长和活性。本研究发

现，当植物疫苗菌株ＦＪＡＴ１４５８的发酵液中添加盐

的浓度为２％时，所含ＦＪＡＴ１４５８的活菌量最多，但

随着盐浓度的增加，ＦＪＡＴ１４５８的生长受到抑制，盐

浓度超过５．５％时，ＦＪＡＴ１４５８完全不能生长，因而

建议在进行植物疫苗菌剂的制备时盐的添加量控制

在２％以内，这样可以更好地保持菌的活性。

ｐＨ（酸碱度）是影响微生物生长的重要因素，与

微生物的生命活动有着密切的联系。ｐＨ不仅会影

响微生物细胞膜所带的电荷，进而影响细胞对营养

物质吸收，此外，它还通过改变培养基中一些有机化

合物的离子化程度，而改变其溶解性，从而促进或抑

制微生物的生长［９］。大部分微生物适宜在中性环境

下生长，本研究发现植物疫苗菌株ＦＪＡＴ１４５８的发

酵液在ｐＨ７～８的中性条件下活菌数最多，ｐＨ大

于１０和小于４均会抑制菌株生长。

番茄青枯病植物疫苗胶悬剂能较好地抑制番茄

青枯病的发生，其防效与化学农药７２％农用硫酸链

霉素ＳＰ相当，配合生防菌剂２０亿活芽孢／ｇ蜡质芽

孢杆菌ＷＰ施用，效果更佳。植物疫苗制剂对番茄

植株具有促进生长作用，单独施用或配合生防菌施

用，番茄植株的株高和挂果率均显著高于７２％农用硫

酸链霉素ＳＰ处理，说明植物疫苗制剂本身对番茄植

株不会产生药害，具有安全无毒、无药残、对环境友

好，符合无公害农业生产的标准，可以在生产上应用。
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