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50%% TraT2A水分散粒剂研制及其增效剂筛选

李嘉明 梁巧兰* 魏列新 姜玉玲 吴 琼

（甘肃农业大学植物保护学院，甘肃省农作物病虫害生物防治工程实验室，兰州 730070）

摘要：为提高深绿木霉 Trichoderma atroviride T2 菌株发酵液蛋白提取物 TraT2A 的稳定性及诱导

抗病活性，通过筛选合适助剂、优化配方后，采用挤压造粒法制备50% TraT2A水分散粒剂，对其进

行质量标准和活性评价；并通过增效剂筛选研制该制剂的复配增效剂。结果显示，以优化后的

50% TraT2A水分散粒剂配方（质量分数）为50.00% TraT2A、2.00%十二烷基苯磺酸钠、8.00%聚羧

酸盐、0.50%聚乙烯吡咯烷酮、4.50%硫酸铵、1.00%抗坏血酸、34.00%煅烧高岭土制得的制剂，其有

效成分质量分数为48.60%，外观为白色颗粒状固体，颗粒破碎率为4.43%，水分含量为2.10%，崩解

时间为 57.13 s，悬浮率为 83.04%，细度（75 µm 湿筛）为 100.00%，粒度（100 µm 标准试验筛）为

95.00%，pH为7.90，持久起泡性为250 mL试管中泡沫高度12.25 mL，经热贮、冷贮后该制剂外观及

各项指标均无明显变化，有效成分分解率分别为 3.60%和 2.00%，均达到国家质量控制标准。当

50% TraT2A水分散粒剂浓度分别为40、20 mg/mL时，对灰霉菌Botrytis cinerea的抑制率及对百合

抗灰霉病的诱抗效果达到最高，分别为61.79%和65.77%；当增效剂0.50 mg/mL JFC和0.20 mg/mL

杰效利按体积比3∶7混合时增效最显著，诱抗效果达74.20%，增效为12.82%。表明50% TraT2A水

分散粒剂质量合格，且该制剂高浓度时对灰霉菌有一定抑制作用，低浓度时有较高的诱导抗病作

用；所得复配增效剂对该制剂的诱导抗病作用增效明显。
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Abstract: In order to improve the stability of the protein extract TraT2A from the fermentation broth of

Trichoderma atroviride T2 strain and its activity in inducing disease resistance, the 50% TraT2A water-

dispersible granules was prepared through extrusion granulation, auxiliary agent screening and formula

optimization, and its qualitative criteria and activity as the effective constituent were evaluated. The syn‐

ergistic agent was screened to develop a compound synergist for this preparation. The results showed

that the optimized 50% TraT2A water-dispersible granules, prepared by the formula (mass fraction) of

50.00% TraT2A, 2.00% sodium dodecyl benzene sulfonate (SDBS), 8.00% 5040 (polycarboxylate),

0.50% polyvinylpyrrolidone (PVP), 4.50% ammonium sulfate, 1.00% ascorbic acid and 34.00% cal‐

cined kaolin, had an effective component mass fraction of 48.60% with white granular solid appearance,

a particle breaking rate of 4.43%, a moisture content of 2.10%, a disintegrating time of 57.13 s and a

suspension rate of 83.04%. The fineness (including 75 µm wet-screened) of the granules was 100.00%;

the particle size (including 100 µm standard test sieve) was 95.00% and the pH was 7.90. The foaming
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test result was 12.25 mL in 250 mL test tube. After thermal storage and cold storage, these parameters

and the appearance of the preparations were not significantly changed. The decomposition rate of the ef‐

fective component was 3.60% during the thermal storage and 2.00% during the cold storage. All quality

criteria met the national quality control standards. The inhibition activity and the inductive resistance

against Botrytis cinerea was the highest at the concentration of 40 mg/mL and 20 mg/mL, up to 61.79%

and 65.77%, respectively. When the synergists JFC (0.5 mg/mL) and Jiexiaoli (0.2 mg/mL) were mixed

at the volume ratio of 3∶7, the synergistic effect was the best; the induction of B. cinerea disease resis‐

tance reached 74.20% and the synergistic effect was 12.82%. All results indicated that the quality of the

50% TraT2A water-dispersible granules was satisfactory with an effective inhibition activity against B.

cinerea at a high concentration, a relatively high induction of disease resistance at a low concentration

and an obvious synergistic effect of the synergistic agent on disease resistance induction.

Key words: TraT2A; water-dispersible granule; Botrytis cinerea; inhibition activity; induced resistance

effect; synergism

自Keen et al.（1972）提出植物免疫诱抗剂的概

念后，到目前为止已发现了具有多种化学结构的诱

抗剂（邱德文，2007）。与普通杀菌剂相比，植物免疫

诱抗剂种类繁多，诱导机制多样，作用方式独特，这

类诱抗剂防治植物病害时，几乎不会对环境产生任

何不良影响，符合现代农药发展的要求，其中生物源

植物免疫诱抗剂是目前国内外研究的热点（赵继红

等，2003；刘永亮等，2013）。有研究发现，生防木霉

菌株或其发酵液、发酵液蛋白提取物均能够诱导植

物产生抗病性，促进植物生长，同时可提高植物体内

与抗病性相关的酶活性（李淼等，2003；古丽君等，

2011；Baiyee et al.，2019）；如深绿木霉 Trichoderma

atroviride T2菌株发酵液蛋白提取物TraT2A能够诱

导兰州百合对灰霉病产生抗病性，提高植物与抗病

性相关的防御酶如苯丙氨酸解氨酶（phenylalnine

ammonialyase，PAL）、多酚氧化酶（polyphenol oxi‐

dase，PPO）、过氧化物酶（peroxidase，POD）、超氧化

物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）的活性，增加

叶片中叶绿素、蜡质含量，降低丙二醛含量，并促进

胼胝质的积累（梁巧兰等，2016；2017；韩亮等，

2016）。但是TraT2A诱导抗病作用的持效期较短，

仅为 7 d，自然条件下稳定性较差，无法在田间直接

施用（梁巧兰等，2017）。因此，对TraT2A进行制剂

研制是增加其稳定性、提高其田间使用效果的关键。

生物农药诱抗剂的剂型种类较多，其中以可湿

性粉剂和水剂最常见，目前开发的诱抗剂有 6%寡

糖·连蛋白可湿性粉剂（刘见平等，2015）、3%氨基寡

糖素水剂（张胡焕等，2017）和 0.5%香菇多糖水剂

（赵丽红，2017）等。但是可湿性粉剂粉尘大，堆积密

度较低，使用不方便，易对人类健康造成一定影响

（华乃震，2006）；水剂中存在着大量水，有效成分中

多肽类物质容易被细菌污染而腐败变质，且液体农

药不易运输和保存（李万梅，2007）；水分散粒剂是一

种加水后能迅速崩解并分散成悬浮液的粒状制剂，

与其它2种剂型相比，具有无粉尘、有效成分含量高

（可达 90%）、使用方便、便于运输和保存等优点（冷

阳，2009），主要由有效成分、载体、湿润剂、分散剂、

黏结剂、崩解剂组成（张国生，2009），其它组分可根

据实际施用条件以及有效成分特点进行添加。其

中，载体具有吸附并稀释有效成分的作用；湿润剂可

以降低表面张力，是农药有效成分、各助剂以及水相

之间相互渗透的重要助剂；分散剂可以有效减缓悬

浮体系中粒子的团聚沉降，确保农药经水稀释后分

散均匀稳定；而黏接剂和崩解剂则与制剂颗粒硬度

及水中的崩解速度息息相关（吴日辉，2016）。农药

助剂之间会相互影响（Surgan et al.，2010），通常采

用单因子试验筛选可行性配方，以正交试验优化各

助剂之间的比例，从而得到性质更为优良、稳定的制

剂配方（甘颖等，2016）；同时农药施用后受植物叶片

表面结构及植物自身运输系统的影响，有效成分并

不能完全被吸收利用，导致药效降低，通过使用增效

剂可以增加农药在植物表面的渗透性、展着性，影响

有效成分在植物体内的作用机制，提高植物对农药

有效成分的吸收率和利用率（彭梅等，2006）。

开展TraT2A诱抗剂制剂研究对于防治植物病

害，减少农药残留污染具有重要意义。目前TraT2A

制剂研制及增效研究鲜见报导。因此，本试验以深

绿木霉T2菌株发酵液蛋白提取物TraT2A为有效成

分，经单因素变量积累法对50% TraT2A水分散粒剂

可行性配方助剂进行筛选，测定该制剂的质量标准
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及活性，并根据诱抗效果筛选相应增效复配剂，以期

为TraT2A免疫诱抗剂制剂的开发提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株及TraT2A：灰霉菌Botrytis cinerea由

甘肃农业大学植物保护学院农药实验室保存并提

供；蛋白提取物TraT2A由深绿木霉T2菌株发酵液

经离心过滤、盐析、透析、凝胶过滤层析（SephadexG-

100凝胶）获得。

供试植物：兰州百合4年生种球，直径为3~5 cm，

由兰州市七里河区鹏成百合种植农民专业合作社提

供，取发芽的鳞片供扦插。将珍珠岩混合基质土装

入直径 14 cm、高 12 cm 的营养钵中，每盆扦插 5 片

发芽的兰州百合鳞片，置于温度 25℃、相对湿度

35%、12 h光/暗交替的人工气候箱培育，取生长60 d

的百合幼苗供试。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基：马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼脂

粉18 g，蒸馏水补足至1 000 mL。

载体及助剂：膨润土、硅藻土、煅烧高岭土、凹凸

棒土 4种载体，山东优索化工科技有限公司；3种湿

润剂中十二烷基苯磺酸钠（sodium dodecyl benzene

sulfonate，SDBS）、十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl

sulfate，SDS）由天津市凯信化学工业有限公司生产，

雕牌无磷洗衣粉（产品代码 3402201000）由纳爱斯

集团有限公司生产；5种分散剂中丁基萘磺酸钠、木

质素磺酸钙由天津市凯信化学工业有限公司生产，

亚甲基双萘磺酸钠（sodium methylene bis-naphtha‐

lene sulfonate，NNO）、聚乙二醇（polyethylene gly‐

col，PEG）、聚羧酸盐（5040）由山东优索化工科技有

限公司生产；明胶、β-环糊精、聚乙烯吡咯烷酮（poly‐

vinylpyrrolidone，PVP）、淀粉、羧甲基纤维素钠（car‐

boxyl methyl cellulose，CMC-Na）5种黏结剂，尿素、

三氯化铝、可溶性淀粉、硫酸铵、氯化钠5种崩解剂，

天津市光复精细化工研究所；紫外光保护剂抗坏血

酸为国产分析纯，天津市凯信化学工业有限公司。

增效剂：JFC主要成分为 100%天然C8-14脂肪

醇聚氧乙烯醚，快T主要成分为 99%磺化琥珀酸二

辛酯钠盐，农用有机硅主要成分为76%聚环醚改性

聚二甲基硅氧烷和 23%聚氧乙烯聚氧丙烯共聚物

混合物，ODEP主要成分为 99%辛癸醇聚氧乙烯醚

磷酸酯，山东优索化工科技有限公司；杰效利主要成

分为99%乙氧基改性三硅氧烷，迈图高新材料有限

公司。

仪器及设备：YK-90挤压造粒机、QLS-30气流

粉碎机，湖南省衡阳市一帆制药设备有限公司；

BPH-9082 恒温培养箱，上海一恒科学仪器有限公

司；PQX型多段可编程人工气候箱，宁波东南仪器

有限公司。

1.2 方法

1.2.1 50% TraT2A水分散粒剂助剂筛选

载体筛选：综合李凤明等（2008）方法，设置总量

为 100 g 的 50% TraT2A 水分散粒剂配方：TraT2A

50 g、湿润剂 SDS 5 g、分散剂木质素磺酸钙 5 g，分

别以凹凸棒土、煅烧高岭土、硅藻土、膨润土作为载

体补足100 g并挤压造粒。比较各组合润湿时间、黏

度、吸附性、崩解速度以及造粒难度，并由此确定最

佳载体。润湿时间是指样品完全被水湿润所用时

间，时间越短，载体的润湿性越好，合格标准为小于

等于120 s；黏度用马氏漏斗黏度来指征，其值越大表

明载体的黏结性越好；吸附性指征载体的吸附性能，

需吸附容量大且吸附可逆；崩解速度是指样品投入

水中直至完全崩解所需时间，时间越短说明载体的

崩解性越好，合格标准为小于等于90 s；造粒难度需

根据黏度和崩解速度进行综合判断，黏度越大、崩解

速度越快，则表明载体的造粒难度越小。

湿润剂与分散剂筛选：在上述载体筛选的基础

上，分别以 5 g洗衣粉、SDBS、SDS作为预设配方中

的湿润剂，在其它助剂不变的条件下，以所得最佳载

体补足总量至100 g，将各配方组合经气流粉碎及鼓

风干燥后加工为可湿性粉剂粉末，比较润湿时间及

悬浮率，以确定最佳湿润剂种类，通常悬浮率是指样

品经充分溶解静置后悬浮在水中的有效成分量占样

品中总有效成分量的百分率，其值越大，制剂有效成

分在水中的悬浮性就越好，合格标准为大于等于

70%。在湿润剂及载体筛选的基础上，参照上述方

法从 NNO、丁基萘磺酸钠、PEG、5040、木质素磺酸

钙中筛选并确定最佳分散剂种类。湿润剂和分散剂

的使用比例对制剂湿润时间及悬浮率有很大影响，

故所得湿润剂和分散剂总用量为 10 g，添加比例设

为 1∶4、2∶3、1∶1、3∶2、4∶1，加入其它组分并以最佳

载体补足 100 g，对比各组合润湿时间及悬浮率，确

定最佳比例；将湿润剂和分散剂按最佳比例混合，用

量以0、5、10、15、20 g进行添加，加入其它组分后并

以最佳载体补足100 g，对比各组合润湿时间及悬浮

率，确定最佳比例下的总用量。

黏结剂与崩解剂筛选：在以上助剂筛选的基础
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上预设配方，TraT2A有效成分为 50 g，湿润剂及分

散剂按上述所得最佳比例及用量添加，崩解剂为尿

素5 g，黏结剂为明胶5 g，以最佳载体补足总量100 g。

再以 β-环糊精、PVP、淀粉、CMC-Na 作为黏结剂替

换明胶，以三氯化铝、可溶性淀粉、硫酸铵、氯化钠作

为崩解剂替换尿素，设置不同组合并分别制备可湿

性粉末，将所得各组可湿性粉末通过挤压法造粒，测

定颗粒硬度、崩解时间以及沉降速度，分析比较筛选

出最适黏结剂与崩解剂种类。颗粒硬度是指制剂经

滚磨后的粒度，合格粒度量要求大于等于90%，硬度

越大，制剂越耐储存运输；崩解时间是指粒剂样品加

入水中直至完全崩解所用时间，合格标准为小于等

于 90 s，崩解时间越短，崩解效果越好；沉降速度是

指粒剂样品经反复颠倒充分溶解并静置24 h后的沉

淀情况，沉淀体积越小，沉降速度越慢，分散性越

好。当黏结剂用量增大时，颗粒硬度增大，崩解时间

延长，而崩解剂用量增大时，颗粒变酥易碎，但崩解

时间明显缩短。由于载体本身有一定的黏结性，故

设置黏结剂与崩解剂总用量为10 g，对其配比1∶9、

1∶7、1∶5、1∶3、1∶1进行筛选，筛选体系同上，在确定

最佳比例的情况下参照上述方法对总用量0、5、10、

15、20 g进行筛选，确定最佳比例下的总用量。

1.2.2 50% TraT2A水分散颗粒剂制备及配方优化

50% TraT2A水分散颗粒剂制备及质量标准测

定：按 1.2.1试验所得 50% TraT2A水分散颗粒剂配

方分别称取润湿剂、分散剂、黏结剂、崩解剂、载体，

将称取的 50 g TraT2A预先用 35 g载体煅烧高岭土

吸附后，再加入 2 g 润湿剂 SDBS、8 g 分散剂 5040、

0.5 g崩解剂硫酸铵并经气流粉碎机充分混合粉碎，

过 44 μm 标准筛。将 4.5 g 黏结剂 PVP 溶于 50 mL

去离子水中，喷施至混合粉末中并搅拌均匀，最后加

入造粒机中挤压造粒（焦俊超，2017）。将造好的颗

粒经过鼓风干燥后，筛取大于100 µm标准筛目的合

格颗粒备用。制剂研制过程中的可湿性粉末质量标

准分别参照 GB/T1600—2001、GB/T1601—1993、

GB/T5451—2001、GB/T14825—2006、GB/T16150—

1995国家标准测定，测定结果取 5个批次样品的平

均值，包含水分含量、pH、湿润时间、悬浮率以及细

度（75 µm试验筛通过率大于等于98%）。制备好的

50% TraT2A 水分散粒剂质量标准参照国家标准

GB/T28137—2011 进行测定，测定结果取 5 个批次

样品测定结果平均值，包含 TraT2A 质量分数（±

2.50%）、外观（颗粒大小均匀）、颗粒破碎率（在振荡

后破碎且不符合粒度要求的样品质量占样品总量的

比例，其值小于等于 10%）、水分含量（小于等于

5%）、崩解时间（小于等于 90 s）、悬浮率（大于等于

70%）、细度（75 µm试验湿筛通过率大于等于98%）、

粒度（留在100 µm试验筛上的样品占样品总量的比

例大于等于90%）、持久起泡性（样品溶液在250 mL

试管中反复颠倒后泡沫高度小于等于 20 mL）、pH

（6~9），以及经54±2℃热贮和0±2℃冷贮14 d后的稳

定性，要求制剂有效成分分解率均小于等于5%。

配方优化：制备所得的50% TraT2A水分散粒剂

应满足上述国家标准GB/T28137—2011要求，根据

制剂实际质量标准测定结果对配方进行优化调整。

同时，为了提高制剂的稳定性及田间实用性，需要测

定其在紫外光照射下的稳定性，即将50% TraT2A水

分散粒剂在紫外光下分别照射处理 10、30、60 min

后，测定制剂有效成分的分解率；当分解率较高时，

添加制剂总量 1%的坏血酸作为紫外保护剂，以确

保制剂在实际应用中的稳定性。

1.2.3 50% TraT2A水分散粒剂活性测定

离体抑菌活性测定：采用菌丝生长速率法（朱丽

梅等，2011）测定 50% TraT2A水分散粒剂对灰霉菌

的抑菌活性。预先于25℃活化培养灰霉菌3 d，用打

孔器在菌落边缘打取直径为5 mm的菌饼备用。制

作 1 000 mL的PDA培养基，称取 50% TraT2A水分

散粒剂0.25、0.50、1.00、2.00 g，研成粉末后分别加入

预先制备好的、灭菌后冷却至45℃左右的PDA培养

基中，定容至 50 mL并充分溶解后平均倒至 4个灭

菌培养皿中，制成浓度为5、10、20、40 mg/mL的含药

PDA培养基。将直径5 mm的灰霉菌菌饼放置于含

药 PDA 平板中央，每皿 1 块，用制剂中除有效成分

TraT2A以外的其它组分制作对应浓度含药PDA平

板，并以此为助剂对照，以仅加灭菌水的PDA培养

基为空白对照，每处理 4次重复，于 25℃、全光照条

件下培养3 d后采用十字交叉法测量菌落直径，计算

抑制率。抑制率=（对照菌落直径-处理菌落直径）/

（对照菌落直径-5）×100%。

室内诱导抗病活性测定：采用盆栽试验法测定

50% TraT2A水分散粒剂诱导兰州百合抗灰霉病的

效果（韩亮等，2016）。称取50% TraT2A水分散粒剂

0.5、1、2、4 g分别加入至 100 mL灭菌水中，制得浓

度为5、10、20、40 mg/mL的稀释液，分别喷雾兰州百

合幼苗（至少长有 5片叶），喷施至叶面药液自然滴

下为止，每个处理5盆，每盆1株，以喷施灭菌水为空

白对照。为减少农药助剂对诱抗效果的影响，百合

幼苗处理3 d后用灭菌脱脂棉蘸取无菌水擦洗百合
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叶面至无药渍残留，待叶面水分挥发完，将直径为

5 mm的灰霉菌菌饼倒扣接种在对照和处理的百合

叶片上，每个叶片接种1个菌饼，每株共接5片叶子，

每组处理5株幼苗，即每处理5次重复。将处理幼苗

置于温度 25℃、相对湿度 35%、12 h光/暗交替条件

下培养6 d后，调查各处理幼苗的发病情况，并计算

病情指数及诱抗效果。病情分级标准为：0级：无病

斑；1级：病斑面积占整个叶面积的5%及以下；3级：

病斑面积占整个叶面积的 6%~10%；5级：病斑面积

占整个叶面积的11%~20%；7级：病斑面积占整个叶

面积的 21%~50%；9 级：病斑面积占整个叶面积的

50%以上。病叶率=调查病叶数/调查总叶数×100%；

病情指数=∑（各级病叶数×相对级数值）/（调查病叶

数×最高级数值）×100；诱抗效果=（对照区病情指

数-处理区病情指数）/对照区病情指数×100%。

1.2.4 50%TraT2A水分散粒剂增效剂筛选及增效测定

用标准硬水将增效剂 JFC、快T、农用有机硅、杰

效利、ODEP 按推荐浓度分别稀释成 0.5、0.3、0.25、

0.2、0.5 mg/mL 溶液，各取 100 mL 作为单剂处理。

将上述增效剂分别加入50% TraT2A水分散粒剂中，

以标准硬水为溶剂使复配剂中的增效剂终浓度与其

各自单剂浓度相同，使 50% TraT2A 制剂浓度为

1.2.3所得最佳诱抗效果对应浓度，各取100 mL作为

复配剂处理；参照 1.2.3中方法处理百合幼苗，每个

处理5盆，每盆1株，分别以喷施标准硬水为空白对

照，计算各处理的诱导抗病效果和增效，病情级别调

查及诱抗效果的计算同1.2.3，增效=（添加增效剂后

制剂诱抗效果-制剂单用诱抗效果）/制剂单用诱抗

效果×100%，并筛选出增效最好的2种增效剂（许小

龙等，2015；张海飞等，2016）。将筛选出的2种增效

剂按推荐浓度以体积比1∶9、3∶7、5∶5、7∶3、9∶1的比

例制成增效复配剂，参照上述方法测定增效，以喷施

标准硬水稀释后的制剂所得诱抗效果为对照，筛选

出最佳复配增效剂配方。

1.3 数据分析

试验数据采用SPSS 21.0软件进行统计分析，应

用Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 50%% TraT2A水分散粒剂助剂筛选

2.1.1 载体筛选结果

不同载体对颗粒性质有很大的影响，其中硅藻

土黏度及吸附性过小，很难造粒；膨润土润湿时间过

长，为 233.39 s，制剂颗粒在水中难崩解；凹凸棒土

黏度大，易造粒，但制剂颗粒在水中难崩解；煅烧高

岭土润湿时间较短，为 38.09 s，悬浮率最高，为

68.57%，黏度及吸附性较大，易造粒，且制剂颗粒在

水中易崩解，符合本试验制剂载体要求（表1）。

表1 载体筛选结果

Table 1 The results of carrier screening

载体
Carrier

硅藻土
Diatomite

膨润土
Bentonite

煅烧高岭土
Calcined kaolin

凹凸棒土
Attapulgite

润湿时间（s）
Wetting time

22.37±1.36 d

233.39±2.01 a

38.09±1.73 c

43.61±1.93 b

悬浮率（%）
Suspension percentage

47.86±0.66 c

58.08±0.88 b

68.57±0.75 a

35.21±0.82 d

颗粒性状
Granule characteristics

黏度小，难造粒，吸附性小，易崩解
Low viscosity，difficult to granulate，low adsorption，easy to collapse

黏度中等，易造粒，吸附性较大，难崩解
Medium viscosity，easy to granulate，high adsorption，difficult to collapse

黏度较大，易造粒，吸附性较大，易崩解
High viscosity，easy to granulate，high adsorption，easy to collapse

黏度大，易造粒，吸附性大，难崩解
High viscosity，easy to granulate，great adsorption，difficult to collapse

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test．

2.1.2 湿润剂与分散剂筛选结果

3种润湿剂 SDS、洗衣粉、DSBS的湿润时间均

无显著差异，分别为37.91、37.07、38.39 s，其中SDBS

的悬浮率最高，为 75.56%，与其它湿润剂的悬浮率

差异显著，因此选择十二烷基苯磺酸钠为湿润剂；供

试分散剂中，5040 的湿润时间介于 PEG 和 NNO 之

间，为 27.07 s，且悬浮率最高，达到 77.55%，显著高

于PEG和NNO的悬浮率，因此选择 5040为分散剂

（表2）。

湿润剂 SDBS 与分散剂 5040 比例及用量的筛

选结果显示，随着SDBS所占比例增大，制剂的润湿

时间变化无规律，而悬浮率逐渐减小，当比例为1∶4

时润湿时间和悬浮率均达到合格水平，分别为

26.18 s和 80.16%，因此湿润剂SDBS与分散剂 5040
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的比例设为1∶4。当SDBS与5040的比例为1∶4，总

用量分别为0、5、10、15、20 g时，制剂的润湿时间随

用量增大而逐渐缩短，悬浮率则逐渐提高，但总用量

高于10 g时，润湿时间与悬浮率变化均不明显，说明

2种助剂用量已达饱和，故总用量为10 g最合适，此时

润湿时间与悬浮率分别为26.92 s和80.04%（表3）。

表2 湿润剂与分散剂筛选结果

Table 2 The results of wetting and dispersant agent screening

润湿剂筛选
Wetting agent screening

湿润剂
Wetting

agent

十二烷基硫酸钠
Sodium dodecylsulfate

洗衣粉
Laundry detergent

十二烷基苯磺酸钠
Sodium dodecyl benzene
sulfonate

润湿时间（s）
Wetting

time

37.91±2.38 a

37.07±2.15 a

38.39±2.47 a

悬浮率（%）
Suspension
percentage

73.40±0.68 b

73.58±0.63 b

75.56±0.71 a

分散剂筛选
Dispersant screening

分散剂
Dispersant

agent

亚甲基二萘磺酸钠
Sodium methylene naphthalene
sulfonate

丁基萘磺酸钠
Sodium But

聚乙二醇
Polyethylene glycol

聚羧酸盐（5040）
Polycarboxylate（5040）

木质素磺酸钙
Calcium lignosulphonate

润湿时间（s）
Wetting

time

28.80±2.61 c

25.79±2.43 d

37.00±1.86 a

27.07±2.79 c

31.69±1.80 b

悬浮率（%）
Suspension
percentage

65.99±0.84 c

54.40±0.55 d

53.97±0.65 d

77.55±0.69 a

75.92±0.82 b

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test．

表3 润湿剂SDBS和分散剂5040的配比及用量筛选结果

Table 4 The results of ratio and dosage screening of wetting agent SDBS and dispersant agent 5040

配比筛选（SDBS∶5040）
Ratio screening（SDBS∶5040）

配比
Ratio

1∶4

2∶3

1∶1

3∶2

4∶1

润湿时间（s）
Wetting time

26.18±1.54 d

31.69±1.68 b

38.12±2.15 a

29.41±2.03 c

28.83±1.74 c

悬浮率（%）
Suspension percentage

80.16±0.68 a

77.05±0.63 b

75.73±0.88 c

72.05±0.59 d

69.71±0.74 e

SDBS和5040在1∶4比例下的总用量筛选
Total dosage screening of SDBS and 5040 under the ratio of 1∶4

总用量（g）
Total dosage

0

5

10

15

20

润湿时间（s）
Wetting time

94.45±2.13 a

40.85±1.85 b

26.92±1.84 c

26.11±2.11 c

24.53±1.79 d

悬浮率（%）
Suspension percentage

53.23±0.71 c

76.84±0.62 b

80.04±0.88 a

81.31±0.61 a

81.95±0.85 a

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test．

2.1.3 黏结剂与崩解剂筛选结果

比较各组合崩解时间、颗粒硬度以及溶解后静

置24 h时的沉降情况，当选择硫酸铵为崩解剂时，颗

粒硬度较大，沉降速度较慢，崩解时间最短，为

128.69 s，与其它崩解剂相比性质优良且差异显著；

当以PVP为黏结剂时，颗粒硬度大，沉降速度慢，且

崩解性良好，崩解时间最短，为 139.79 s，相比于其

它黏结剂性质优良且差异显著（表4）。

对崩解剂硫酸铵及黏结剂 PVP 比例及用量的

筛选结果表明，当崩解剂硫酸铵用量增大时颗粒硬

度及沉降速度变化不明显，崩解时间缩短且变化明

显，当崩解剂硫酸铵与黏结剂PVP比例为1∶9时，颗

粒硬度较大，沉降速度慢，且崩解时间最短，为

63.75 s，与其它组分之间差异显著，为最佳配比比

例；随着该比例下2种助剂总用量的增大，崩解时间

呈先减小后增大的趋势，颗粒硬度及沉降速度变化

不明显，当总用量为5 g时颗粒硬度大，沉降速度慢，

崩解时间最短，为 57.11 s，相比于其它组分差异显

著，确定最佳总用量为5 g（表5）。
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表4 黏结剂及崩解剂筛选

Table 4 The results of binder and disintegrator screening

崩解剂
Disintegrating

agent

尿素
Urea

三氯化铝
Alchlor

可溶性淀粉
Soluble starch

硫酸铵
Ammonium
sulfate

氯化钠
Sodium chloride

颗粒硬度
Granule
hardness

较小
Small

中等
Medium

较小
Small

较大
Big

较小
Small

崩解时间
Disintegration

time（s）

133.03±2.13 d

145.72±1.81 c

148.65±1.84 b

128.69±2.07 e

152.21±2.18 a

沉降速度
Sedimentation

velocity

快
Quicker

较快
Quick

较慢
Slow

较慢
Slow

较慢
Slow

黏结剂
Binding

agent

明胶
Gelatin

β-环糊精
Beta-cyclodextrin

聚乙烯吡咯烷酮
Polyvinylpyrrolidone

淀粉
Starch

羧甲基纤维素钠
Carboxyl methyl
cellulose

颗粒硬度
Granule
hardness

较大
Harder

中等
Moderately
hard

大
Hardest

中等
Moderately
hard

大
Hardest

崩解时间
Disintegration

time（s）

158.03±1.66 d

173.15±1.95 c

139.79±2.21 e

181.36±1.84 b

378.60±2.26 a

沉降速度
Sedimentation

velocity

较慢
Slow

较慢
Slow

慢
Slower

慢
Slower

慢
Slower

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test．

表5 黏结剂PVP和崩解剂硫酸铵的比例及用量筛选结果

Table 5 The results of ratio and dosage screening of binder agent PVP and disintegration agent ammonium sulfate

配比筛选（PVP∶硫酸铵）
Ratio screening（PVP∶ammonium sulfate）

配比
Ratio

1∶1

1∶3

1∶5

1∶7

1∶9

颗粒硬度
Granule
hardness

大 Hardest

大 Hardest

大 Hardest

较大 Harder

较大 Harder

崩解时间
Disintegration

time（s）

139.79±1.57 a

112.88±1.63 b

108.16±1.65 c

76.31±1.82 d

63.75±1.63 e

沉降速度
Sedimentation

velocity

慢 Slower

慢 Slower

较慢 Slow

较慢 Slow

慢 Slower

PVP和硫酸铵在1∶9比例下的总用量筛选
Total dosage screening of PVP and ammonium sulfate

under the ratio of 1:9

总用量
Total

dosage（g）

0

1

5

10

20

颗粒硬度
Granule
hardness

较小 Small

较小 Small

大 Bigger

较大 Big

大 Bigger

崩解时间
Disintegration

time（s）

86.57±1.94 a

76.71±2.03 b

57.11±1.83 e

63.75±1.22 d

69.16±1.65 c

沉降速度
Sedimentation

velocity

较慢 Slow

较慢 Slow

慢 Slower

慢 Slower

慢 Slower

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test．

2.2 50%% TraT2A水分散颗粒剂制备及配方优化

2.2.1 50%TraT2A水分散粒剂质量标准

根据助剂筛选结果制得 50% TraT2A水分散粒

剂，经 5个批次样品平均质量控制标准测定结果表

明，制剂有效成分质量分数为 48.60%，外观为白色

颗粒状固体，颗粒破碎率为 4.43%，水分含量为

2.10%，崩解时间为57.13 s，加入黏结剂后悬浮率有

所提升，为83.04%，细度为100.00%，粒度为95.00%，

pH 为 7.90，持久起泡性测定中 250 mL 试管中泡沫

高度为 12.25 mL。经热贮及冷贮稳定性测定，制剂

有效成分分解率均小于5.00%，分别为3.60%和2.00%，

且冷贮稳定性略高于热贮稳定性。50% TraT2A水

分散粒剂各项指标均显示合格。

2.2.2 50% TraT2A水分散粒剂配方优化

50% TraT2A水分散粒剂各项质量标准测定结

果显示，该制剂质量标准合格，且热、冷贮藏稳定性

良好，无需改变助剂用量；持久起泡性合格（1 min后

泡沫量小于20 mL），无需添加消泡剂；TraT2A在pH

介于 5.00~10.00之间时表现稳定，且对紫外光不稳

定，而 50% TraT2A水分散粒剂制剂的环境 pH介于

6.00~9.00之间，对TraT2A的稳定性无影响；该制剂

在紫外光下照射 10 min 后其有效成分分解率大于

50.00%，当加入 1%抗坏血酸作为紫外保护剂时其

稳定性大大提高，且经紫外照射60 min后其有效成

分分解率小于5.00%。由此得到50% TraT2A水分散

粒剂优化配方（质量分数）为50.00% TraT2A、2.00%



SDBS、8.00% 5040、0.50% PVP、4.50% 硫 酸 铵 、

1.00%抗坏血酸、34.00%煅烧高岭土。

2.3 50%% TraT2A水分散粒剂的活性

当 50% TraT2A水分散粒剂的浓度为5、10、20、

40 mg/mL 时对灰霉菌的抑制率分别为 19.69%、

33.02%、42.95%和61.79%，以50% TraT2A水分散粒

剂中除TraT2A以外的助剂成分作为对照，发现在对

应浓度下有效成分TraT2A对灰霉菌的实际抑制率

分别为 11.60%、14.12%、19.65%、28.60%，且各浓度

处理间均差异显著，表明50% TraT2A水分散粒剂及

其有效成分 TraT2A 对灰霉菌的实际抑制率均随

粒剂浓度的升高而显著增加（表6）。当制剂浓度为

20 mg/mL时对百合幼苗抗灰霉病的诱抗效果最好，

达到65.77%，显著高于其它制剂浓度处理（表6），且

该浓度处理下百合叶片灰霉病病斑最小且叶片翠绿

（图1）。

表6 50%% TraT2A水分散粒剂抑菌活性及诱导抗病活性测定

Table 6 Determination of the inhibition activity and disease resistance-inducing activity of 50% TraT2A water dispersible granule

浓度
Concentration
（mg/mL）

40

20

10

5

CK

对灰霉菌的抑制活性
Inhibition activity to Botrytis cinerea

助剂处理
菌落直径

Colony diameter
treated by

auxiliary（cm）

2.90±0.21 d

4.28±0.17 c

5.03±0.18 b

5.86±0.13 a

6.45

制剂处理
菌落直径

Colony diameter
treated by

preparation（cm）

2.07±0.16 d

3.68±0.22 c

4.32±0.16 b

5.18±0.15 a

6.45

有效成分TraT2A
抑制率

Inhibition rate of
active ingredient

TraT2A（%）

28.60±1.27 a

19.65±1.68 b

14.12±0.96 c

11.60±2.01 d

-

制剂抑制率
Inhibition rate

（%）

61.79±1.32 a

42.95±1.53 b

33.02±1.05 c

19.69±0.92 d

-

诱导抗病活性
Induces disease resistance activity

病情指数
Disease index

32.35±0.42 c

26.81±0.71 d

49.32±0.58 b

60.18±0.47 a

78.35

诱抗效果
Induction of

disease resistance
（%）

58.71±0.14 b

65.77±0.21 a

37.05±0.33 c

23.19±0.15 d

-
表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test．

图1 50%% TraT2A水分散粒剂对百合抗灰霉病的室内诱导抗病活性

Fig. 1 Determination of the disease resistance-inducing activity of 50%TraT2A water dispersible granule to lily grey mould

2.4 50%% TraT2A水分散粒剂增效剂筛选及增效

5种供试增效剂在推荐浓度下对百合抗灰霉病

的诱抗效果存在差异，其中有机硅的诱抗效果最好，

为9.19%，快T的诱抗效果最差，仅为0.94%，其它增

效剂的诱抗效果介于二者之间；增效剂与50% TraT2A

水分散粒剂复配中以 JFC与杰效利的增效较大，分

别为4.71%与5.44%，显著高于其它增效剂；将这2种

增效剂以不同比例复配，发现当 JFC与杰效利按推

荐浓度以体积比3∶7复配时对百合抗灰霉病的诱抗

效果最好，为 74.20%，增效为12.82%，显著高于其它

复配比例组合，由此确定复配增效剂配方（表7）。

3 讨论

深绿木霉T2菌株发酵液蛋白提取物TraT2A具

有抗病活性，但稳定性较差，对百合灰霉病的诱抗效

果仅为55.89%（梁巧兰等，2017），为增加TraT2A的

稳定性，提高其诱导抗病活性，需对其进行制剂研

制。张娜等（2019）采用观察添加法将深绿木霉T2

蛋白激发子TraT2A制备成了20%诱抗剂水剂，该制

剂体系稳定且质量合格，其10倍液（100 mg/mL）的诱

抗效果达到了 61.21%。水分散粒剂除了保证具有

良好的润湿性、崩解性和分散性外，还要考虑助剂之

间的相互影响及其稳定性和较高生物活性等因素

（李治礼和葛圆圆，2010；Liu et al.，2017），本试验以

TraT2A为主要成分，通过助剂筛选、配方优化，采用

挤压造粒法制备得到了50% TraT2A水分散粒剂，其

配方为 50.00% TraT2A、2.00% SDBS、8.00% 5040、

0.50% PVP、4.50%硫酸铵、1.00%抗坏血酸、34.00%
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煅烧高岭土（质量分数）；制剂质量经测定均达到国

家质量控制标准；当制剂浓度为 20 mg/mL时，对百

合抗灰霉病的诱抗效果达 65.77%，与 20% TraT2A

诱抗剂水剂相比其诱抗效果及紫外稳定性明显提

高。水分散粒剂造粒方法主要包括干法造粒、湿法

造粒以及干湿结合造粒方法（Heinrich et al.，2002；

华乃震，2006）。姜成义等（2016）在 50%嘧菌酯水

分散粒剂研发及产业化研究中介绍了湿法造粒工

艺，但是本研究采用湿法造粒时会造成有效成分

TraT2A的分解及腐败变质，采用干法造粒能够确保

制剂细度及分散性合格的同时，还避免了有效成分

的损失。

表7 不同增效剂单剂及复配剂对50%% TraT2A水分散粒剂诱导抗病活性的增效

Table 7 The screening results of simple synergistic agents and compound synergistic agents for induction of

disease resistance of 50% TraT2A WDG

增效剂种类筛选
Synergistic agent screening

单剂
Single dose

杰效利 Jiexiaoli

有机硅 Organosilicone

ODEP

JFC

快T Fast penetrant T

CK

增效剂诱抗效果（%）
Induction of disease

resistance of
synergistic agent

4.64±0.21 b

9.19±0.24 a

2.27±0.17 c

1.71±0.32 d

0.94±0.16 e

0.00

增效剂+50% TraT2A WDG
诱抗效果（%）

Induction of disease resistance
of synergistic agents+50%

TraT2A WDG
69.35±0.11 a

66.72±0.29 bc

67.51±0.24 b

68.87±0.33 a

66.64±0.14 bc

65.77

增效（%）
Synergistic

effect

5.44 a

1.44 bc

2.65 b

4.71 a

1.32 bc

0.00 c

JFC∶杰效利复配比例筛选
JFC∶Jiexiaoli proportion screening

比例
Ratio

1:9

3:7

5:5

7:3

9:1

CK

诱抗效果（%）
Induction of

disease resistance

70.09±0.14 b

74.20±0.31 a

68.36±0.28 c

68.22±0.15 c

68.85±0.27 c

65.77

增效（%）
Synergistic

effect

6.57 b

12.82 a

3.94 c

3.73 c

4.68 c

0.00 d

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test．

目前市场上使用的以微生物源蛋白质为主要成

分的植物免疫诱抗剂产品有 6%寡糖·链蛋白可湿

性粉剂（阿泰灵），其1 000倍稀释液对烟草病毒病的

防治效果达 65.44%（徐传涛等，2016），植物诱抗蛋

白对黄瓜灰霉病无抑制作用，但对番茄诱导抗灰霉

病的诱抗效果达 71.30%（李丽，2005），微生物蛋白

农药Messenger（3%康壮素微颗粒剂）对多种病虫害

的防治效果达50%~80%，增产效果达10%~20%（何

运祥等，2002）；对于将化学增效剂单剂或其复配增

效剂加入杀线虫剂以及生物增效剂加入杀虫剂中提

高药效的研究已有报道（段玉玺等，2009；杨佩文等，

2009），但是在植物诱抗剂中添加增效剂提高诱抗效

果仍缺乏系统研究。本试验通过增效剂筛选发现，

当 0.5 mg/mL JFC、0.2 mg/mL 杰效利按体积比 3∶7

混合加入到50% TraT2A水分散粒剂中后增效显著，

对百合抗灰霉病的诱抗效果达74.20%，增效12.82%。

因此，该制剂在植物病害绿色防控中具有较好的开

发潜力和推广应用价值，研究结果将为TraT2A免疫

诱抗剂制剂的开发及其增效剂使用提供理论参考。

植物免疫诱抗剂具抗病、增产、抗逆等多种功

能，在提高植物抗病性的同时，还会激发植物体内代

谢系统，促进植物生长并提高叶绿素含量，从而提高

作物产量（范志金等，2005；邱德文，2014；Oliveira et

al.，2016）。谢梓语等（2018）用枯草芽胞杆菌Bacil‐

lus subtilis B1409处理番茄及辣椒幼苗后发现，植株

体内 SOD、POD、CAT 等与植物防御系统相关酶活

性有了显著提高；张菁等（2018）研究发现，在淡紫拟

青霉Paecilomyces lilacinus QLP12与灰霉菌的共同

作用下，番茄植株抗病相关酶活性发生变化，抗病系

统被激活，同时也促进了植株的生长发育；本研究制

备的水分散粒剂有效成分TraT2A诱导处理百合后，

也可提高百合叶片内与抗病性相关的防御酶活性

（梁巧兰等，2017），尽管本试验所得制剂配方为可行

性配方，但在生产配方优化、新型助剂使用、生物增

效剂开发利用、50% TraT2A水分散粒剂对不同植物

病害的田间诱导抗病作用及其诱导抗病机理方面的

研究尚未涉及，还需进一步深入探讨。
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