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１株桑叶内生生防多黏类芽孢杆菌可湿性粉剂的
制备及应用效果

王　娜，王　彪，蔡灏漾，戚昱琦，陈爱明，唐子恒，古扎来·达吾坎尔
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　　摘要：以筛选自健康桑树叶片的１株多黏类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｌｙｍｙｘａ）为研究对象，通过单因素试验、正交
试验结合生物相容性确定可湿性粉剂的最佳配方，探讨可湿性粉剂的促生效应和安全毒理性，在此基础上探索菌株促

生和拮抗机制。结果表明，可湿性粉剂的最佳配方为发酵液７０％、载体硅藻土１０％、分散剂聚乙烯醇５％、湿润剂十二
烷基苯磺酸钠１０％、稳定剂磷酸钾２．５％、保护剂糊精２．５％。可湿性粉剂主要性能检测结果显示，菌含量约为７．０×

１０８ＣＦＵ／ｇ，悬浮率为９２．９９％，湿润时间为２０ｓ，细度为９６．２％，ｐＨ值为６．８，含水量为１．８１％。可湿性粉剂热稳定性
较好，耐受弱酸弱碱环境。平板对峙试验结果表明，可湿性粉剂对桑青枯病病原菌５号小种和灰霉菌仍有较高的拮抗
性能，灌根处理对番茄幼苗有明显促生效果。浸根和茎穿刺处理对番茄幼苗无害；经口灌胃试验小鼠表明可湿性粉剂

低毒性，对雄性个体影响较小，对雌性个体的伤害较大。培养基定性分析结果显示菌株可产生铁载体，能产生有机酸、

胞外纤维素酶和蛋白酶，从而直接或间接促进植物生长和抑制病原菌的生长。
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　　农业生产受多方面制约，植物病害是其中主要
因素之一。农业生产上，化学药剂是防治植物病害

的主要手段，虽然防治效果显著，但是由于长期不

合理使用，病原菌抗药性增强、环境污染严重、生物

多样性破坏以及高毒高残留等［１－４］负面问题层出不

穷。随着人们环保意识以及农产品安全意识的不断

增强，生物防治受到了国内外植物保护工作者的重

视，其中对环境友好的微生物农药受到人们青睐［５］。

生防细菌作为微生物农药的开发源之一，同其

他生防微生物相比具有存在广泛、群体庞大、繁殖

迅速、代谢活动复杂、对病原菌作用方式多样等特

点，成为开发热点。目前研究者已从不同来源分离

并鉴定出多种具有抗植物病原菌活性的生防细菌，

其中以芽孢杆菌属 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ）和假单胞菌属
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）生防细菌研究应用最多［６－９］。生防

细菌来源广泛［１０］，但植物内生细菌因与植物互利共

生、抗逆性强、危害小、定殖快等优点，成为微生物

农药研究的主要对象［１１－１２］。

目前，利用植物内生菌作为微生物农药防治植

物病害还存在一定问题。植物内生菌本身是一个

生物活体，运输和保存对药效保持有重要影响。用

于生物防治时，田间环境（土壤、植株表面及根际分
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泌物等）和植物体微生态环境中许多因子都会影响

内生菌的生长和防病作用的发挥，从而造成内生菌

的防治效果不稳定。同时内生菌产生的活性物质

研究尚不成熟，难以得到较为纯净的有效成分，进

而也影响了内生菌的实际应用。剂型的制备有利

于生防菌的保护、稀释和缓释有效成分，扩大微生

物农药的使用范围。可湿性粉剂（ＷＰ）是以包括生
防菌在内的发酵液作为剂型化研究对象，既包含生

防菌菌体又包含其产生的对植物病害有抑制作用的

物质，制剂的防效作用更大。同时成本低、活性稳定，

便于生产和商品化，是微生物农药的主要剂型［１３］。

多黏类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｌｙｍｙｘａ）是芽
孢 杆 菌 科 （Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ） 类 芽 孢 杆 菌 属

（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）革兰氏阳性细菌，在自然界中分布广
泛［１４］。多黏类芽孢杆菌可以产生多种性能稳定的

抗菌抑菌物质，可以防治多种由卵菌、真菌、细菌和

线虫等引起的植物病害；同时还可以作为植物根际

促生菌，通过产生激素、铁载体、溶磷性等直接或间

接促进植物生长［１５－１８］。多黏类芽孢杆菌是被美国

环境保护署（ＥＰＡ）列为可商业应用的微生物种类
之一，可用于农业、工业和水处理等方面［１９］；２００６
年也被我国农业部列为免做安全鉴定的一级菌种，

是一种重要的病害生物防治微生物。

笔者所在课题组在前期工作中从健康桑树叶

片中分离筛选出１株多黏类芽孢杆菌，对多种植物
病原细菌和病原真菌具有广谱抗性，根际浇灌植物，

能促进植物生长，在生物防治方面具有一定的潜

能［２０］。本研究以此菌株发酵液为原药，研究不同载

体、湿润剂、分散剂和保护剂等助剂与菌细胞的生物

相容性，通过正交试验筛选可湿性粉剂的优良配方，

并测定该制剂对番茄生长的影响以及应用安全性和

毒理性，并初步探究该菌株的促生长和拮抗特性，为

此多黏类芽孢杆菌的进一步开发利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验时间及地点
试验于２０１９—２０２０年在江苏省镇江市四摆渡

江苏科技大学西校区植物生物技术试验室开展。

１．２　供试菌株
供试内生菌株３８１分离自健康桑树（Ｍｏｒｕｓａｌｂａ

Ｌ．）叶片，桑叶于２０１８年４月采自中国农业科学院
蚕业研究所国家种质镇江桑树圃（桑树品种为

９７０３）。生防细菌对多种病原细菌和病原真菌有较

强拮抗作用。结合形态学和生理生化特征以及１６Ｓ
ｒＲＮＡ序 列 分 析 鉴 定 其 为 多 黏 类 芽 孢 杆 菌
（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｌｙｍｙｘａ）［２０］，现保存在江苏科技大
学植物生物技术试验室。

供试病原细菌为桑青枯菌５号小种（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ
ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍｒａｃｅ５），由中国农业科学院蚕业研究
所桑病研究室提供。供试病原真菌为灰霉菌

（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ），由江苏科技大学植物生物技术试
验室提供。

１．３　可湿性粉剂的制备
１．３．１　菌株粉剂制备液制备　用接种环将菌株接
种 于 ＬＢ（ｌｙｓｏｇｅｎｙ ｂｒｏｔｈ）液 体 培 养 基 中

（５０ｍＬ／１５０ｍＬ），３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４８ｈ，
即得种子液。将种子液以体积分数３％接种量接入
装液量为 １２５ｍＬ／２５０ｍＬ的 ＬＢ液体培养基中，
３２℃、１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养 ２０ｈ，即得粉剂制备液。
经测定制备液中菌含量为 ２．０×１０８ ～７．０×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ，芽孢率≥９０％。
１．３．２　载体与助剂的初步筛选　分别将载体（滑
石粉、高岭土、硅藻土、轻质碳酸钙）按照质量浓度

为５％的比例，分散剂［木质素磺酸钠、羧甲基纤维
素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）、聚乙烯醇（ＰＶＡ）］按１．５ｍｇ／ｍＬ
的比例，湿润剂［十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、十二烷基
苯磺酸钠（ＳＤＢＳ）、皂荚粉］按照０．２５ｍｇ／ｍＬ的比
例，稳定剂［碳酸钙（ＣａＣＯ３）、磷酸钾（Ｋ３ＰＯ４）、磷酸
二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４）、羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）］按
照１．０ｍｇ／ｍＬ的比例添加进 ＬＢ培养基内，高压蒸
汽灭菌后，制成平板。吸取１ｍＬ粉剂制备液稀释
１０５倍，分别取 ０．１ｍＬ稀释液涂布在含有不同载
体、分散剂、湿润剂和稳定剂的 ＬＢ培养基平板上，
以ＬＢ培养基作对照，每组３次重复。将平板置于
３７℃培养箱中静置培养１２ｈ，记录各平板菌落数
量，初步筛选出优势载体和助剂［２１］。

１．３．３　可湿性粉剂的母粉制备　将生防菌粉剂制
备液与初步筛选出的优势载体、分散剂、湿润剂和

稳定剂按照制备液７０％、载体１５％、分散剂５％、湿
润剂５％和稳定剂５％的比例混合搅匀，真空冷冻干
燥２４ｈ。干燥后的粉剂研磨成粉，制成可湿性粉剂
母粉，用于复筛分散剂和湿润剂。

１．３．４　分散剂与湿润剂的复筛　在母粉制作中，制
备液、载体、湿润剂和稳定剂种类及比例不变，分别

将３种分散剂按照５％比例添加进母粉中，以不添
加分散剂为对照，综合悬浮率、润湿力和生物相容
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性考虑，选择效果最佳分散剂。

在母粉制作中，制备液、载体和稳定剂种类及

比例不变，按５％比例添加上述筛选的最佳分散剂，
分别将３种湿润剂按照５％比例添加进母粉中，以
不添加湿润剂为对照，综合悬浮率、润湿力和生物

相容性考虑，选择效果最佳的湿润剂。

１．３．５　正交设计　在上述试验的基础上，为了使可
湿性粉剂的湿润时间和悬浮率达到最优，利用正交试

验法（表１），以悬浮率和湿润时间为考察因素，对筛
选出的载体和助剂进行考察，以确定最佳添加比例。

表１　载体与助剂的最佳优化配比正交试验

水平
因素

载体（％） 分散剂（％） 湿润剂（％） 稳定剂（％）

１ １０ ３ ６ １．５

２ １５ ４ ８ ２．０

３ ２５ ５ １０ ２．５

１．３．６　紫外保护剂的筛选　将４种紫外保护剂抗
坏血酸、荧光素钠、糊精和黄原胶按与稳定剂添加量

相同的比例添加到已确定的最佳配比中，制成可湿性

粉剂。将可湿性粉剂和无菌蒸馏水按照１ｇ∶９ｍＬ
的比例混合均匀，置于距离紫外灯（２５４ｎｍ，２０Ｗ）
４０ｃｍ处照射１２、２４ｈ。将粉剂液用无菌蒸馏水稀
释１０４倍，取０．１ｍＬ涂布在 ＬＢ平板上，３７℃ 培养
箱中静置培养１２ｈ，计算存活率。以不加保护剂作
对照，每个处理重复３次。
１．４　可湿性粉剂指标检测
１．４．１　粉剂悬浮率、湿润时间、细度和 ｐＨ值　按
照 国 家 标 准 ＧＢ／Ｔ１４８２５—２００６［２２］、ＧＢ／Ｔ５４５１—
２００１［２３］、 ＧＢ／Ｔ１６１５０—１９９５［２４］、 ＧＢ／Ｔ１６０１—
１９９３［２５］分别对粉剂的悬浮率、湿润时间、细度、ｐＨ
值进行测定。

１．４．２　粉剂含水量　称取 １０ｇ样品放在已准确称
量的培养皿（ｍ１）中，１０５℃烘箱中持续烘干至恒质
量（ｍ２）。含水率＝（ｍ１＋１０－ｍ２）／１０×１００％。
１．４．３　粉剂稳定性　热稳定性：１ｇ粉剂用５００ｍＬ
无菌蒸馏水稀释，平均分成５份，分别置于２５、３０、
５０、７５、１００℃温度下水浴２０ｍｉｎ，冷却至室温。各
取 ０．１ｍＬ稀释液均匀涂布在ＬＢ平板上，每组重复
３次。将平板放入３７℃培养箱培养１２ｈ，记录平板
菌落数。

酸碱稳定性：１ｇ粉剂用５００ｍＬ蒸馏水稀释制
成稀释液。取稀释液 ８份，每份 ５０ｍＬ，分别用
０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ和０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调至ｐＨ值为４、

５、６、７、８、９、１０、１１。各取０．１ｍＬ稀释液均匀涂布在
ＬＢ平板上，每组重复３次。将平板放入３７℃培养
箱培养１２ｈ，记录平板菌落数［２６］。

１．５　可湿性粉剂安全性和毒理性试验
１ｇ粉剂用５００ｍＬ蒸馏水稀释制成稀释液。取

在盆钵中培育３０ｄ且生长良好、长势一致的番茄幼
苗２０株（１株／盆），分为４组，每组５株。对２组试
验组幼苗进行浸根和针穿刺茎处理。浸根处理时

将幼苗小心拔起，流水清洗去掉浮土，再用无菌水

反复冲洗多次。将幼苗根完全浸泡在粉剂稀释液

中 ３０ｍｉｎ，以无菌水处理作对照，处理后重新移栽
在灭菌营养土中，常规培养１４ｄ后观察生长情况。
针穿刺茎处理时在幼苗茎高度一半的位置用灭菌

刀片划５ｍｍ的小口并用移液枪吸取４０μＬ粉剂稀
释液接种，以无菌水作对照。常规培养１４ｄ后观察
生长情况。

依据文献［２７］，以小鼠为材料，运用霍恩氏法
将小白鼠分为剂量组１（０．３１６ｍｇ／２０ｇ）、剂量组２
（１．０００ｍｇ／２０ｇ）、剂量组３（３．１６０ｍｇ／２０ｇ）、剂量
组４（１０．０００ｍｇ／２０ｇ）、空白对照组（０ｍｇ／２０ｇ）以
测定半数致死量（ＬＤ５０）。每组１０只，雌雄各半（５
雄５雌），灌胃前隔夜禁食但不禁水，称质量后１次
灌胃给药，灌胃后至少间隔３ｈ进食。４组分别按剂
量组用量 ２ｍＬ无菌水稀释后经口灌胃。以 １４ｄ
（每天固定时间灌胃１次）为１个周期测试粉剂急
性经口毒性，并分析小鼠体质量和脏器系数变化，

确定粉剂毒理性。

１．６　可湿性粉剂对病原菌的抑制效果
取直径为６ｍｍ的病原菌菌块接种在 ＫＢ培养

基（病原细菌）和马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基
（病原真菌）平板中央，两侧适当距离处各放一无菌

滤纸片（直径６ｍｍ）。０．１ｇ粉剂用５０ｍＬ无菌蒸
馏水稀释，取 ２０μＬ粉剂稀释液滴加在滤纸片上，
３７℃ 静置培养２４ｈ，观察试验结果。
１．７　可湿性粉剂促生效果试验

取生长良好、生长势一致的１５ｄ盆栽番茄幼苗
（１棵／盆），试验组每２ｄ浇灌１次粉剂稀释液，每
次５０ｍＬ，以浇灌蒸馏水为对照。每组重复１０次，
培养３０ｄ，观察番茄幼苗生长效果［２８］。

１．８　菌株的促生长和拮抗特性分析
１．８．１　促生长特性分析　溶磷性分析：将菌株点接
在ＮＢＲＩＰ培养基［葡萄糖 １０．００ｇ，ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ
５００ｇ，Ｃａ３（ＰＯ４）２５．００ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ，
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ＫＣｌ０．２０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．１０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，
ｐＨ值７．０］平板上，３７℃倒置培养４ｄ，观察是否有
无色透明圈［２９］。

产铁载体分析：将菌株点接在 ＣＡＳ培养基平板
上，３７℃倒置培养４ｄ，观察是否有黄色光圈［３０］。

产吲哚－３－乙酸（ＩＡＡ）分析：将菌株接种于浓
度为１００ｍｇ／Ｌ色氨酸的 ＬＢ液体培养基中，３７℃、
１２０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养２４ｈ。取１００μＬ菌悬液
滴于白色瓷板上，同时加入等量的Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ显色液
进行显色反应。同时以加入１００μＬＩＡＡ（５０ｍｇ／Ｌ）
的标准溶液为阳性对照。室温避光条件下 ３０ｍｉｎ
后，若颜色变红则表示有ＩＡＡ产生［３１］。

１．８．２　拮抗特性　产有机酸分析：将菌株点接在产
有机酸分析培养基（葡萄糖６．０ｇ，酵母浸膏１．０ｇ，
蛋白胨１．０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＣａＣＯ３１．０ｇ，溴
甲酚紫微量，琼脂１５．０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值为
７．２～７．４）平板上，３７℃倒置培养２ｄ，观察是否有
黄色的光圈［３２］。

产纤维素酶分析：配制产纤维素酶分析培养基

（葡萄糖１．０ｇ，酵母浸膏０．１ｇ，蛋白胨０．５ｇ，琼脂
１５．０ｇ，羧甲基纤维素钠５．０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ），
将菌株点接在平板上，３７℃倒置培养３ｄ。培养皿
中加入０．２％刚果红染液，４０ｍｉｎ后倒掉染色液，再
加入１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ脱色１５ｍｉｎ，观察是否有黄色降
解圈［３３］。

产蛋白酶分析：配制产蛋白酶分析培养基（葡

萄糖１．０ｇ，酵母浸膏 ０．１ｇ，蛋白胨 ０．５ｇ，琼脂
１５．０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值为６．０。高压灭菌后

再加入５０ｍＬ灭菌的８％明胶溶液），将菌株点接在
平板上，３７℃倒置培养３ｄ。培养皿中加入饱和硫
酸铵溶液浸没菌落，３０ｍｉｎ后倒掉溶液，观察是否
有无色透明圈［３３］。

产几丁质酶分析：将菌株点接在产几丁质酶分

析培养基（胶体几丁质５．０ｇ，蛋白胨５．０ｇ，酵母浸
膏２５ｇ，ＮａＣｌ５．０ｇ，琼脂１５．０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，
ｐＨ值为７．０～７．４）平板上，３７℃倒置培养２ｄ，观察
是否有无色透明圈［３４］。

１．９　数据分析
采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００７软件处理数据和制

图，采用 ＳＰＳＳ软件 Ｄｕｎｃａｎｓ多重分析进行差异显
著性检验。

２　结果与分析

２．１　载体及助剂的初筛
以粉剂活菌量为检测指标，从生物相容性的角

度来分析，高岭土、滑石粉和轻质碳酸钙３种载体显
著抑制生防菌的生长，而硅藻土与对照组差异不显

著（图１－Ａ）；ＳＤＳ、ＳＤＢＳ和皂荚粉３种湿润剂中，
ＳＤＳ对生防菌生长影响最大，ＳＤＢＳ的影响次之，而
皂荚粉对菌生长基本无影响（图１－Ｂ）；木质素磺
酸钠和ＰＶＡ对生防菌生长有一定的影响，但ＣＭＣ－
Ｎａ与对照组相比差异不显著（图１－Ｃ）；碳酸钙、磷
酸钾、磷酸二氢钾、ＣＭＣ－Ｎａ４种稳定剂中，磷酸钾
对生防菌的活性影响很小，与对照组差异不显著

（图１－Ｄ）。初步确定选择硅藻土、皂荚粉、ＣＭＣ－
Ｎａ和磷酸钾制备可湿性粉剂的母粉。

２．２　助剂中分散剂和湿润剂的复筛
湿润时间和悬浮率是评价可湿性粉剂的２个重

要指标，国标要求可湿性粉剂悬浮率≥７０％，湿润时
间≤１２０ｓ，因此对湿润剂和分散剂进一步复筛。将
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分散剂木质素磺酸钠、ＣＭＣ－Ｎａ和 ＰＶＡ分别按照
５％比例添加进母粉中，测定母粉悬浮率和湿润时
间。结果（表２）表明，ＰＶＡ的分散效果［（８８．０９±
２．０３）％］和湿润时间［（７４．００±５．２９）ｓ］均达到国
家标准要求。又因为其生物相容性较好，最终确定

分散剂为 ＰＶＡ。以相同方法测定湿润剂对母粉的
影响，结果（表３）表明 ＳＤＢＳ的分散性和湿润时间
均最佳，由于其生物相容性较好，最终确定湿润剂

为ＳＤＢＳ。
表２　不同分散剂对母粉性质的影响

分散剂
悬浮率

（％）
湿润时间

（ｓ）

木质素磺酸钠 ５３．４７±３．５５ｃ １４７．３３±７．３７ａ

羧甲基纤维素钠 ７０．８０±０．４５ｂ １２９．００±６．５６ｂ

聚乙烯醇 ８８．０９±２．０３ａ ７４．００±５．２９ｃ

对照 ３５．３６±４．６１ｄ １５２．６７±１４．０５ａ

　　注：同列数字后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。表

３至表５、表７、表９、表１０同。

２．３　载体和助剂最佳配比优化
经过上述筛选，确定可湿性粉剂的载体为硅藻

表３　不同湿润剂对母粉性质的影响

湿润剂
悬浮率

（％）
湿润时间

（ｓ）

十二烷基硫酸钠 ３０．７１±３．８３ｃ １０９．６７±２．０８ｂ

十二烷基苯磺酸钠 ５８．３７±２．１２ａ ６８．００±２．００ｃ

皂荚粉 ４６．６３±２．３４ｂ １０９．６７±１３．０５ｂ

对照 ３５．３６±４．６１ｃ １５２．６７±１４．０５ａ

土，湿润剂为十二烷基苯磺酸钠（ＳＤＢＳ），分散剂为
聚乙烯醇（ＰＶＡ），稳定剂为磷酸钾。由表４可知，Ａ
因素载体对悬浮率和湿润时间的影响均较大，说明

载体的用量不易过少，但是载体为 Ａ２和 Ａ３时悬浮
率都达不到国家标准（悬浮率≥７０％），所以选择载
体Ａ１（１０％）。各组合中湿润时间均符合国家标准
（湿润时间≤１２０ｓ），因此悬浮率为主要选择指标。
正交试验表中Ａ１Ｂ３Ｃ３Ｄ１组合的悬浮率为最佳配方
组合，此组合不在试验组合中。补充试验结果表

明，Ａ１Ｂ３Ｃ３Ｄ１的悬浮率不符合国家标准。而组合
Ａ１Ｂ３Ｃ３Ｄ３的悬浮率达到了国家标准，所以选择
Ａ１Ｂ３Ｃ３Ｄ３作为试验配比，制备可湿性粉剂。

表４　载体与助剂的正交试验结果

序号
因素

Ａ：载体（％） Ｂ：分散剂（％） Ｃ：湿润剂（％） Ｄ：稳定剂（％）
悬浮率

（％）
湿润时间

（ｓ）

１ １０ ３ ６ １．５ ５８．９７±２．７５ｃ ４７．３３±６．４３ａ

２ １０ ４ ８ ２．０ ６６．５６±０．９５ｂ ３０．３３±７．２３ｂ

３ １０ ５ １０ ２．５ ７４．５４±３．３１ａ ２５．００±４．３６ｂｃ

４ １５ ３ ８ ２．５ ４７．５９±２．５８ｄ １７．００±２．６５ｃｄ

５ １５ ４ １０ １．５ ５３．３４±４．３２ｃｄ １６．３３±１．５３ｄ

６ １５ ５ ６ ２．０ ４７．５０±５．２５ｄ ２０．６７±４．９３ｃｄ

７ ２０ ３ １０ ２．０ ４９．７５±５．５８ｄ ２４．００±３．６１ｂｃｄ

８ ２０ ４ ６ ２．５ ３９．８７±３．０７ｅ １７．６７±３．７９ｃｄ

９ ２０ ５ ８ １．５ ５２．６０±２．４３ｃｄ ２４．００±１．７３ｂｃｄ

１０ １０ ５ １０ １．５ ６２．０３±１．０７ ３８．２６±３．０１

ｋ１ ６６．９０ ５２．１０ ４８．７８ ５４．９７

ｋ２ ４９．４８ ５３．２６ ５５．５８ ５４．６０

ｋ３ ４７．４１ ５８．２１ ５９．２１ ５４．００

极差１ １９．４９ ６．１１ １０．４３ ０．９７

ｋ１′ ３４．２２ ２９．４４ ２８．５６ ２９．２２

ｋ２′ １８．００ ２１．４４ ２３．７８ ２５．００

ｋ３′ ２１．８９ ２３．２２ ２１．７８ １９．８９

极差２ １６．２２ ８．００ ６．７８ ９．３３

　　注：为补充试验。ｋ１、ｋ２、ｋ３、极差１对应的是悬浮率；ｋ１′、ｋ２′、ｋ３′、极差２对应的是湿润时间。

２．４　紫外保护剂的筛选
当可湿性粉剂施用时，菌体会受到紫外线照

射，影响活性，使粉剂生防效果大大减弱。在粉剂

中加入紫外保护剂，可吸收掉大部分的紫外辐射从

而保持生防菌的活性。按照“２．３”节中确定的最优
配方并加入２．５％的紫外线保护剂，筛选最佳保护
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剂。由表５可知，在经过紫外线（ＵＶ）照射１２ｈ后，
添加黄原胶和糊精的可湿性粉剂芽孢存活率和菌

含量均较高，但是经２４ｈＵＶ照射后，添加黄原胶的

粉剂芽孢存活率和菌细胞含量都有所下降，因此选

择糊精作为紫外保护剂。

表５　紫外保护剂筛选

紫外保护剂

（２．５％）
芽孢存活率（％） 菌含量（×１０８ＣＦＵ／ｇ）

ＵＶ照射１２ｈ ＵＶ照射２４ｈ ＵＶ照射１２ｈ ＵＶ照射２４ｈ

对照 ４５．１１±２．３４ｂ ３５．６０±１．９５ｃ ３．１８±１９．０８ｂ ２．５１±９．５４ｃ

黄原胶 ９４．０９±５．７８ａ ６３．４３±３．６９ｂ ６．６９±９．５４ａ ４．５１±２８．０２ｂ

荧光素钠 ４２．７８±３．６４ｂ ３５．６９±２．３０ｃ ３．０８±１７．４４ｂ ２．５７±９．０２ｃ

糊精 ９５．９２±９．１２ａ ６９．３０±５．９４ａ ６．８２±２７．０６ａ ４．９２±２４．３３ａ

抗坏血酸 ４１．０５±１．３５ｂ ３８．００±３．１１ｃ ２．９７±２９．０１ｂ ２．７５±２８．３８ｃ

２．５　可湿性粉剂指标检测
根据筛选的载体和助剂及紫外保护剂制备生

防菌可湿性粉剂（表６），经测定悬浮率为９２．９９％，
湿润时间为２０ｓ，细度为９６．２％，ｐＨ值为６．８，含水
量为１８１％，菌含量约７．０×１０８ＣＦＵ／ｇ，均符合国
家标准值。

可湿性粉剂经不同温度（２５、３５、５０、７５、１００℃）
处理２０ｍｉｎ后，温度低于５０℃时菌含量保持稳定；
随着温度的上升，菌含量逐渐降低但是仍保持在一

定水平，表明可湿性粉剂的耐热性较强（图２－Ａ）。
因此在大田使用时不会受到实际环境温度的影响。

从酸碱处理结果可以看出，粉剂在 ｐＨ值为６～９时

保持较高的菌含量，且彼此间差异不显著，表明粉

剂在弱酸弱碱环境下菌活性保持稳定（图２－Ｂ）。
自然界中洁净水的 ｐＨ值范围基本上都在６～９之
间，实际使用时只需用常规洁净水稀释即可。

表６　可湿性粉剂指标检测

指标 国家标准值 测定值

悬浮率 （％） ≥７０ ９２．９９

湿润时间 （ｓ） ≤１２０ ２０

ｐＨ值 ５．０～８．０ ６．８

细度（％） ≥９０ ９６．２

含水量（％） ≤４ １．８１

２．６　可湿性粉剂抑菌效果和盆栽促生效果
用平板对峙法检测可湿性粉剂对２种指示菌的

抑制效果，结果（图３）表明该粉剂对桑青枯病病原
菌５号小种和灰霉菌有良好的抑制效果。说明粉剂
制备过程中仍然保持了生防菌的抑菌特性。

１ｇ粉剂用５００ｍＬ蒸馏水稀释制成稀释液浇灌
番茄幼苗。经１５ｄ和３０ｄ灌根处理，试验组番茄长
势良好，无病变发生，高度和增长率均显著高于对

照组（表７）。表明可湿性粉剂能促进番茄生长，保

持了生防菌的促生长特性。

２．７　可湿性粉剂安全性和毒理性分析
经过稀释液浸根和穿刺处理的番茄幼苗移栽

后生长发育状况正常，番茄幼苗的叶片未出现黄叶

和枯萎状况，茎部和根系无病变状况发生，与对照

组无明显差异，表明可湿性粉剂对植物无危害。

对小鼠经口灌胃１４ｄ后，高剂量组（剂量组３
和剂量组４）小鼠行动迟缓、精神低郁；低剂量组（剂
量组１和剂量组２）小鼠活动正常，行动灵敏。通过

—０２１— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第２３期



表７　可湿性粉剂对番茄幼苗生长的影响

处理
初始高度

（ｃｍ）
１５ｄ后 ３０ｄ后

高度（ｃｍ） 增长率（％） 高度（ｃｍ） 增长率（％）

对照组 ５．９９±０．３２ａ １０．４５±０．２７ｂ ７５．００±１１．４７ｂ １６．５４±０．５０ｂ １７７．０３±２０．３２ｂ

试验组 ６．２６±０．２８ａ １１．７４±０．４０ａ ８７．６７±５．０７ａ １８．９４±０．４６ａ ２０３．０３±１４．０８ａ

霍恩氏法测定半数致死量ＬＤ５０＞５００ｍｇ／ｋｇ，确定可
湿性粉剂为低毒性（表 ８）。各组小鼠在经口灌胃
后，雌雄小鼠体质量增长率受影响程度不同。低剂

量组对雄性小鼠体质量增长无影响，但高剂量组显

著抑制小鼠体质量增加（Ｐ＜０．０５）；雌性小鼠中剂
量组１显著增加小鼠体质量，而剂量组２和剂量组
３对生长无影响，剂量组４则明显抑制雌性小鼠生
长（Ｐ＜０．０５）（表９）。４个剂量组粉剂对雄性小鼠
的心脏、脾脏、肾脏和胃均无伤害，甚至在一定程度

上能够促进其生长发育，但对肝脏有显著影响（Ｐ＜
０．０５）；雌性小鼠中除了对胃无影响外，４个剂量组
对心脏、脾脏、肾脏和肝脏均有显著影响（Ｐ＜０．０５）
（表１０）。表明可湿性粉剂具有一定毒性，但对雄性
个体影响较小，对雌性个体影响较大。

表８　小鼠经口灌胃毒性标准

级别
经口ＬＤ５０
（ｍｇ／ｋｇ）

剧毒 ＜５

高毒 ５～５０

中毒 ＞５０～５００

低毒 ＞５００

２．８　菌株的促生长和拮抗特性分析
在定性分析试验中，溶磷性检测培养基和几丁

质酶检测培养基平板上菌落周围无无色透明圈，液

体培养加入显色剂后无红色产生，表明菌株无溶磷

性、不能产生 ＩＡＡ和胞外几丁质酶。产铁载体、有
机酸、蛋白酶和纤维素酶检测培养基平板上菌落周

围有明显的透明圈或光圈形成，表明菌株３８１可产

表９　小鼠经口灌胃后的体质量增长率

组别（ｎ＝１０）
体质量增长率（％）

雄性 雌性

对照组（０．０００ｍｇ／２０ｇ） １６．１６±０．５０ａｂ ９．７６±１．７３ｂ

剂量组１（０．３１６ｍｇ／２０ｇ） ２２．０８±１１．９８ａ ２１．１１±４．４３ａ

剂量组２（１．０００ｍｇ／２０ｇ） １７．１９±８．２１ａｂ ５．３５±２．６７ｂｃ

剂量组３（３．１６０ｍｇ／２０ｇ） ８．７１±７．８９ｂｃ ７．３２±４．３２ｂ

剂量组４（１０．０００ｍｇ／２０ｇ） １．３５±６．７８ｃ ０．６８±６．１８ｃ

生铁载体、有机酸、蛋白酶和纤维素酶（图４）。

３　讨论与结论

生物农药的开发利用既提高了经济效益，又保

护生态环境，是当前农药行业绿色发展的重要方

式［３５］。生物农药菌剂的研制，微生物活性是决定生

防菌能否走向市场的关键［３６］。农药中可湿性粉剂

不使用溶剂和乳化剂，对植物较为安全。但可湿性

粉剂中的载体和助剂，不仅影响菌剂的理化性质，

还与微生物活性密切相关，因此必须考虑载体和助

剂与微生物的相容性，保证生防菌的数量。本试验

以单因素和正交试验相结合的方法探究载体和各

种助剂与生防菌多黏类芽孢杆菌３８１的相容性，并
测定可湿性粉剂的重要指标，以此筛选出最佳的载体

和助剂及其配比。通过对载体、湿润剂、分散剂、稳定

剂、紫外保护剂的筛选，确定多黏类芽孢杆菌３８１可
湿性粉剂的最佳配比为发酵液７０％、硅藻土１０％、聚
乙烯醇（ＰＶＡ）５％、十二烷基苯磺酸钠（ＳＤＢＳ）１０％、
磷酸钾２．５％、糊精 ２．５％。该配方的可湿性粉剂的
悬浮率为９２．９９％，湿润时间为２０ｓ，菌含量约７．０×
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表１０　小鼠脏器系数

脏器 性别

脏器系数

对照组

（０．０００ｍｇ／２０ｇ）
剂量组１

（０．３１６ｍｇ／２０ｇ）
剂量组２

（１．０００ｍｇ／２０ｇ）
剂量组３

（３．１６０ｍｇ／２０ｇ）
剂量组４

（１０．０００ｍｇ／２０ｇ）

心脏 雄 ０．００６８±０．０００３ａ ０．００５６±０．００１８ａ ０．００５７±０．００１８ａ ０．００６１±０．０００９ａ ０．００６５±０．０００６ａ

雌 ０．００８６±０．０００４ａ ０．００５４±０．０００２ｂ ０．００６４±０．００１１ｂ ０．００５５±０．００１６ｂ ０．００６６±０．０００７ｂ

肝脏 雄 ０．０８９８±０．００１０ａ ０．０６５９±０．０２５７ｂ ０．０５０６±０．００８５ｂｃ ０．０４６３±０．００１６ｃ ０．０４７５±０．００６４ｃ

雌 ０．０８７１±０．０００７ａ ０．０４６０±０．００７３ｂ ０．０５０９±０．００４３ｂ ０．０４７５±０．００６９ｂ ０．０５３６±０．００５７ｂ

脾脏 雄 ０．００５１±０．０００６ａ ０．００４８±０．００４４ａｂ ０．００２４±０．０００４ａｂ ０．００２４±０．０００７ａｂ ０．００１８±０．０００４ｂ

雌 ０．００４３±０．０００３ａ ０．００３５±０．０００７ｂ ０．００２０±０．０００４ｃ ０．００２３±０．０００２ｃ ０．００２６±０．０００３ｃ

胃 雄 ０．０１０６±０．０００４ｂ ０．０１１６±０．００２５ｂ ０．０１５３±０．００２７ａ ０．０１２７±０．０００７ａｂ ０．０１３５±０．００２９ａｂ

雌 ０．００９２±０．０００５ｂ ０．０１１０±０．００１４ｂ ０．０１２６±０．００３３ａｂ ０．０１３１±０．００２９ａｂ ０．０１６４±０．００２９ａ

肾脏 雄 ０．０１６２±０．０００４ｂ ０．０１８４±０．００２１ａ ０．０１５８±０．００１９ｂ ０．０１５０±０．０００８ｂ ０．０１４５±０．０００９ｂ

雌 ０．０１５２±０．０００６ａ ０．０１２６±０．００１１ｃ ０．０１３６±０．０００９ｂ ０．０１４０±０．０００２ｂ ０．０１３７±０．０００８ｂ

１０８ＣＦＵ／ｇ，各项指标均达到国家标准。
　　可湿性粉剂是以包括生防菌在内的发酵液作
为剂型化研究的对象，既包含生防菌菌体又包含其

产生的对植物病害有抑制作用的物质，防治作用更

大。目前可湿性粉剂是微生物农药的主要剂型，在

生产上得到广泛应用［２６］。多黏类芽孢杆菌是具有

极高应用价值的安全生防菌株，对青枯病、枯萎病、

根腐病、软腐病等多种土传植物病害有较好的防控

效果［３７－３８］。多名学者对多黏类芽孢杆菌可湿性粉

剂的制备及其应用进行了研究［３９－４１］。本试验测定

的可湿性粉剂主要性能指标均明显高于其他研究

研制的可湿性粉剂，但菌含量略低，这可能与３８１菌
株粉剂制备液的配制有关。

可湿性粉剂的载体是一种惰性填料，具有多网

孔结构或片、层状结构，有较强的吸附能力和吸附

容量。载体在可湿性粉剂中占有较大比例，对制剂

的性能和微生物活性有主要影响。贺振宁等制备

枯草芽孢杆菌 Ｂ１５１４可湿性粉剂［４２］，李磊等制备解

淀粉芽胞杆菌 Ｈｔ－ｑ６可湿性粉剂［４３］，凡超等制备

发光杆菌可湿性粉剂［４４］时，都选用硅藻土作为载

体，与本试验确认的载体一致。而硅藻土与苏云金

芽孢杆菌、白僵菌［４５］以及解淀粉芽孢杆菌 ＢＡ－
１２［２６］的相容性较差。由此可见，不同种类的载体对
微生物的存活和活性影响差异很大，即使同一载

体，不同微生物也会产生不一样的效果。

助剂不仅可以提高防效，延长货架期，还能降低

成本。倪荣等的研究表明，ＰＶＡ和ＣＭＣ－Ｎａ对可湿
性粉剂的湿润时间有不同的影响。本研究中ＰＶＡ大
大降低可湿性粉剂的湿润时间，与其结果一致［４６］。

此外，明亮等研究发现，可湿性粉剂的理化因素会在

干燥、粉碎过程中受到影响［４７］。因此，生防菌３８１可
湿性粉剂的工艺优化还可以进行进一步完善。

本试验制备的可湿性粉剂的耐热性良好，温度

低于５０℃时菌含量保持稳定，温度较高时菌含量仍
保持在较高水平。因此，田间叶片喷施或者灌根使

用时，实际环境温度不会影响粉剂的作用效果。粉

剂稀释液 ｐＨ值偏中性，在 ｐＨ值为６～９时保持较
高的菌含量，且彼此间差异不显著。自然界中洁净

水的ｐＨ值范围基本上都在６～９之间，实际使用时
只需用常规洁净水稀释悬浮，无需特殊处理，而且
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此ｐＨ值范围也不受植物体本身酸碱度的影响。粉
剂处理番茄幼苗，对植物无毒害作用；小鼠经口灌

胃试验结果表明粉剂对动物有一定的毒害作用，但

属于低毒级别，田间可以放心施用。

铁是植物生命活动的重要营养元素，参与或调

控了光合作用、呼吸作用、固氮、ＤＮＡ合成等多个代
谢过程。在自然界中，铁主要以难溶的 Ｆｅ３＋化合物
形式存在，可溶性铁含量相对较低，使铁的生物有

效性大大降低。铁载体（ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ）是生长在低铁
环境中的细菌、真菌合成的一类具有高度专一性的

低分子量的铁螯合剂。在缺铁条件下，微生物依赖

其分泌的铁载体来溶解、运输环境中的难溶性铁，

提高土壤中有效铁的浓度，同时被微生物同化的铁

在微生物死亡或铁载体被分解后可释放出来被植

物所利用［４８］。试验菌株３８１及其粉剂均能够促进
植物生长，铁载体的分泌发挥着一定的作用。

铁载体在生防菌抑制病原菌中也发挥着重要

作用。大部分病原微生物不具有分泌铁载体的能

力或能力很低。低铁环境中生防菌分泌铁载体到

环境中，螯合铁来维持自身生长的需要，并且分泌

的铁载体一般不会被病原微生物利用，因此创造了

铁浓度更低的环境从而抑制植物病原菌的生长［４９］。

菌株３８１及其粉剂可有效抑制检测菌株的生长，定
性平板检测除了能够分泌铁载体外，还能够分泌有

机酸，产生胞外纤维素酶和蛋白酶。有机酸可通过

能量竞争、透化细菌外膜、提高胞内渗透压、抑制生

物大分子合成、诱导宿主产生抗菌肽等方式抑制微

生物生长［５０－５２］；蛋白酶属于水解酶类，可有效分解

蛋白质，通过抑制细菌体外生物膜的形成、破坏细

菌细胞壁肽聚糖的结构或真菌细胞壁蛋白质成分

等方式达到抑制微生物生长的效果［５３－５４］；低等真菌

细胞壁成分以纤维素为主，而高等真菌则以几丁质

为主，纤维素酶或几丁质酶可有效破坏细胞壁结

构，进一步影响真菌的生长。前期试验中菌株３８１
还可能代谢产生生物碱、黄酮或萜类物质，这些物

质在一定程度上均有杀菌抑菌的作用［２０］。因此菌

株３８１及其粉剂对多种病原细菌或真菌的广谱抗性
可能是其产生的多种物质综合作用的结果。

本研究中，确定了内生生防菌３８１可湿性粉剂
的配方、性质、安全性、毒理性、抑菌性及其促生效

果，并初步探索了促生和抑菌的可能机制。但是菌

株在植物体内的定殖繁殖规律、粉剂在田间施用的

防控效果及防控注意因素、菌株与其他生物间的作

用关等还需要进一步探究。
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其诱导条件的响应面优化［Ｊ］．食品工业科技，２０１７，３８（３）：

１５９－１６５．

［３１］詹寿发，卢丹妮，毛花英，等．２株溶磷、解钾与产ＩＡＡ的内生真

菌菌株的筛选、鉴定及促生作用研究［Ｊ］．中国土壤与肥料，

２０１７（３）：１４２－１５１．

［３２］杨继业，郭晓军，郭　威，等．产有机酸芽孢杆菌的筛选、鉴定及

产芽孢条件优化［Ｊ］．饲料工业，２０１５，３６（４）：４４－５１．

［３３］ＳｕｎｉｔｈａＶＨ，ＤｅｖｉＤＮ，ＳｒｉｎｉｖａｓＣ．Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

ｏｆｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇａｌｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｍｅｄｉｃｉｎａｌｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．

ＷｏｒｌｄＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１３，９（１）：１－９．

［３４］谭海刚，李　静，赵祥颖．产几丁质酶菌株的筛选及酶解产物鉴

定［Ｊ］．粮油食品科技，２０１３，２１（２）：６５－６７．

［３５］郭利京，王　颖．我国农药施用的时空演变［Ｊ］．江苏农业科

学，２０１９，４７（１４）：３２７－３３１．

［３６］陈　源，卜元卿，单正军．微生物农药研发进展及各国管理现状

［Ｊ］．农药，２０１２，５１（２）：８３－８９．

［３７］张　楠，陈　岩，王丽丽，等．多黏类芽胞杆菌对植物土传病害

的防控及促生长作用研究进展［Ｊ］．微生物学杂志，２０１７，３７

（５）：９１－９７．

［３８］苍桂璐，张付云，杨　阳，等．多黏类芽孢杆菌的研究进展［Ｊ］．

安徽农业科学，２０１３，４１（２）：４８７－４８９．

［３９］李畅方，罗时华，何　强，等．康地蕾得防治番茄青枯病药效试

验［Ｊ］．广东农业科学，２００３，３０（６）：３８－３９．

［４０］赵新海，钟丽娟，张庆华，等．多黏类芽孢杆菌在黄瓜叶面和土

壤中定殖能力及其对土壤微生物的影响［Ｊ］．世界农药，２００９，

３１（５）：２５－２７．

［４１］刘振华．多黏类芽孢杆菌和海洋芽孢杆菌可湿性粉剂的研制及

其加工工艺的优化与放大［Ｄ］．上海：华东理工大学，２０１１．

［４２］贺振宁，李海燕，苏　媛，等．枯草芽孢杆菌 Ｂ１５１４可湿性粉剂

的研制及其对小麦纹枯病的防效［Ｊ］．河南农业科学，２０１５，４４

（１１）：６７－７２．

［４３］李　磊，许　敏，王美琴．生防菌解淀粉芽胞杆菌 Ｈｔ－ｑ６可湿

性粉剂的研制及对番茄病害的田间防效［Ｊ］．中国生物防治学

报，２０１８，３４（５）：７３８－７４５．

［４４］凡　超，邵雪花，匡石滋，等．发光杆菌可湿性粉剂的研制及对荔枝

采后贮藏的影响［Ｊ］．广东农业科学，２０１７，４４（１２）：１１０－１１５，１７４．

［４５］王志英，孙丽丽，张　健，等．苏云金杆菌和白僵菌可湿性粉剂

研制及杀虫毒力测定［Ｊ］．北京林业大学学报，２０１４，３６（３）：

３４－４１．　

［４６］倪　荣，李紫嫣，钟文文，等．１０亿芽孢／ｇ解淀粉芽孢杆菌可湿

性粉剂的研究［Ｊ］．安徽农业科学，２０１６，４４（２４）：１１１－１１４．

［４７］明　亮，刘程程，杨晓云，等．生物杀菌剂解淀粉芽孢杆菌

Ｂ１６１９水分散粒剂配方及助剂筛选［Ｊ］．中国生物防治学报，

２０１５，３１（４）：５２９－５３５．

［４８］谢小军．根际细菌铁载体化感作用研究［Ｄ］．北京：中国农业

大学，２００２：９－１１．

［４９］孙　萌．铁载体高产菌株的ＡＲＴＰ选育及其铁载体产量提高机

理的初步分析［Ｄ］．无锡：江南大学，２０１７．

［５０］刘晓宇，傅海燕，黄国和，等．美人蕉有机酸组分对铜绿微囊藻

的化感作用［Ｊ］．环境工程学报，２０１５，９（１２）：５７６９－５７７４．

［５１］黄新琦，温　腾，孟　磊，等．土壤强还原过程产生的有机酸对

土传病原菌的抑制作用［Ｊ］．植物保护，２０１５，４１（６）：３８－４３．

［５２］张　军，田子罡，王建华，等．有机酸抑菌分子机理研究进展

［Ｊ］．畜牧兽医学报，２０１１，４２（３）：３２３－３２８．

［５３］ＧａｏｎｋａｒＳＫ，ＦｕｒｔａｄｏＩＪ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅａｓｅ

ｆｒｏｍ ｔｈｅｈａｌｏａｒｃｈｅｏｎ Ｈａｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ｓｔｒａｉｎ ＧＵＧＦＡＷＳ－３

（ＭＦ４２５６１１）［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０２０，７７（６）：１０２４－１０３４．

［５４］ＴａｎｇＢＬ，ＹａｎｇＪＥ，ＣｈｅｎＸＬ，ｅｔａｌ．Ａｐｒｅｄａｔｏｒ－ｐｒｅｙｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎａｍａｒｉｎｅＰｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．ａｎｄＧｒａｍ －ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０２０，１１：２８５．
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