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高效液相色谱⁃蒸发光散射检测器检测
２４⁃表芸苔素内酯原药含量
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摘　 要：建立了高效液相色谱⁃蒸发光散射检测器（ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ）检测 ２４⁃表芸苔素内酯原药含量的

分析方法。 在优化的 ＥＬＳＤ 条件（漂移管温度 ５０ ℃、增益值 １０、辅助气压力 ３５０ ｋＰａ）下，采用

Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ Ｃ１８色谱柱（２５０ ｍｍ × ４ ６ ｍｍ，５ μｍ），以 Ｖ（乙腈） ∶ Ｖ（水） ＝ ５５∶ ４５ 等度洗脱、流速为

１ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ、柱温 ３０ ℃时，２４⁃表芸苔素内酯原药中的有效成分和其他组分在 １０ ｍｉｎ 内能达到基

线分离。 在 ４３ ８ ～ ７００ ７ ｍｇ ／ Ｌ 范围内，２４⁃表芸苔素内酯峰面积的对数与质量对数间线性关系良

好，回归方程的相关系数为 ０ ９９９ ３，相对标准偏差（ＲＳＤ，ｎ ＝ ７）为 ０ ７５％ ，平均回收率为 ９９ ７％ 。
该方法简单实用，可为 ２４⁃表芸苔素内酯及其他芸苔素甾醇的质量控制提供一种准确可行的检测

方法。
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　 　 Ｍｉｔｃｈｅｌｌ 等于 １９７０ 年发现一种花粉粗提取物可

以促进豆类秧苗生长， 将其称之为 Ｂｒａｓｓｉｎｓ［１］。
１９７９ 年， Ｇｒｏｖｅ 等 从 蜜 蜂 采 集 的 ４０ ｋｇ 油 菜

（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ）花粉中分离到 ４ ｍｇ 高活性物质，
经 Ｘ⁃射线晶体衍射分析，首次确定其结构并命名为

芸苔素内酯（ｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ，ＢＬ） （图 １ａ） ［２］。 此后，人
们陆续发现了超过 ６０ 种天然芸苔素内酯类化合物

及 其 甾 醇 类 似 物， 统 称 为 芸 苔 素 甾 醇

（ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄｓ，ＢＲｓ） ［３］。 １９９８ 年，在日本千叶举

行的第 １６ 届国际植物生长物质学会会议上，ＢＲｓ 被

正式确认为是继生长素、赤霉素、细胞分裂素、脱落

酸、乙烯之后的第六类植物激素［４］。
在众多的芸苔素甾醇植物激素中，芸苔素内酯

类化合物（ＢＬｓ）因其活性最高而被广泛应用于农业

生产［３］。 ＢＬｓ 虽然在自然界中广泛存在，但含量极

微，提取费时费力，因而使其应用受到限制［５］。 以

豆甾醇为原料可以合成芸苔素内酯，为芸苔素内酯

的应用开辟了新的途径［６］，但豆甾醇价格昂贵，不
适合工业化。 以自然界广泛存在的麦角甾醇为起始

原料可合成芸苔素内酯的立体异构体 ２４⁃表芸苔素

内酯（２４⁃ｅｐｉ ＢＬ，图 １ｂ） ［７］，而且 ２４⁃表芸苔素内酯

具有生物活性高和人工合成效率高等优势［８］。

图 １　 芸苔素内酯（ａ）和 ２４⁃表芸苔素内酯（ｂ）化学结构

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ （ａ） ａｎｄ ２４⁃ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ （ｂ）

　 　 由于 ＢＬｓ 分子中缺乏对光、电高响应的基团，
且挥发性差，较难离子化，其直接质谱响应值不高，
因此通常利用 ＢＬｓ 分子中特征的顺式邻二羟基与

烃基硼酸结合，引入生色团或者电活性基团，以甲基

硼酸［９］、苯硼酸［１０］、萘硼酸［１１］、菲硼酸［１２］、二茂铁

硼酸［１３］为衍生化试剂，采用质谱、紫外、荧光或电化

学检测器进行检测［１４］。 虽然利用硼酸衍生化分析

可以大大提高检测的灵敏度，但是衍生化操作繁琐，
不确定因素较多［１５］。 对于原药质量控制而言，如果

其中的组分不含有双羟基官能团，则不能与硼酸衍

生化试剂反应，在常规的紫外检测条件下没有足够

的色谱响应，不能正确反映原药组分及质量信息，不
利于 ２４⁃表芸苔素内酯原药的质量控制和工艺优

化，因此有必要开发简便高效的检测方法对其进行

质量控制。
蒸发光散射检测器（ ｅｖａｐｏｒａｔｉｖｅ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ

ｄｅｔｅｃｔｏｒ，ＥＬＳＤ）是基于溶质光散射性质的检测器。
色谱柱流出液导入雾化器后，辅助气将其雾化成

微细液滴，液滴通过漂移管时，流动相中的溶剂被

蒸发掉，只留下溶质，激光束照在溶质颗粒上产生

光散射，由光捕集管收集散射光并通过光电倍增

管转变成电信号。 因为散射光强只与溶质颗粒大

小和数量有关，而与溶质本身的物理和化学性质

无关，所以 ＥＬＳＤ 属于通用型和质量型检测器，适
用于无紫外吸收、无电活性和不发荧光的样品的

检测［１６］ 。 关于高效液相色谱⁃蒸发光散射检测器
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测定 ＢＬｓ 还未见报道，笔者通过对 ＥＬＳＤ 条件的

优化，建立了 ２４⁃表芸苔素内酯原药快速高效的色

谱分析方法，以期为其他芸苔素甾醇植物激素的

分析检测提供新思路。

１　 材料与方法

１ １　 仪器、药剂与试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 高效液相色谱系统，包括 Ｇ１３１１Ａ
四元泵、 Ｇ１３２９Ａ 自动进样器、 Ｇ１３１６Ａ 柱温箱、
Ｇ４２１８Ａ 蒸发光散射检测器（ＥＬＳＤ）、Ｇ３１５Ｄ 二极管

阵列检测器（ＤＡＤ）及 Ａｇｉｌｅｎｔ ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ 色谱工

作站，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司；ＭｉｌｌｉＱ 超纯水纯化系统，美
国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；ＫＱ３２００Ｂ 型超声波清洗器，昆山

市超声仪器有限公司； ＭＳ 电子天平 （ 精确到

０ ０００ ０１ ｇ），梅特勒⁃托利多仪器（上海）有限公司。
２４⁃表芸苔素内酯标准品（纯度 ９２ ５０％ ，百灵

威科技有限公司）；苯硼酸（纯度 ９９ ０％ ，百灵威科

技有限公司）；２４⁃表芸苔素内酯原药（购于市场）；
甲醇、乙腈均为色谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），水为色谱

用超纯水，其余试剂均为国产分析纯。
１ ２　 标准溶液配制

准确称取 ２４⁃表芸苔素内酯标准品约 ７ ｍｇ（精
确至 １ × １０ － ５ ｇ），先用甲醇超声溶解并定容至

１０ ｍＬ，配制成约 ７００ ｍｇ ／ Ｌ的标准储备液，再用甲

醇 梯 度 稀 释 成 ７００ ７、 ３５０ ３、 １７５ ２、 ８７ ６ 和

４３ ８ ｍｇ ／ Ｌ 的系列标准溶液，用于 ２４⁃表芸苔素内酯

标准工作曲线的绘制。
１ ３　 样品溶液配制

将 ２４⁃表芸苔素内酯原药充分混匀后，准确称

取约 １０ ｍｇ（精确至 １ × １０ － ５ ｇ）置于 ５０ ｍＬ 容量瓶

中，用 甲 醇 溶 解 并 定 容， 配 制 成 质 量 浓 度 为

２００ ｍｇ ／ Ｌ的母液，作为原药测定的样品溶液。
１ ４　 ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 检测条件

色谱柱：Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４ ６ ｍｍ

×５ μｍ，超密键合及双封端，ｐＨ ２ ～ ９）；柱温 ３０ ℃；
流速 １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量 ５ μＬ；流动相 Ｖ （乙腈） ∶
Ｖ（水） ＝ ５５∶ ４５。 ＥＬＳＤ 参数：漂移管温度 ５０ ℃，增
益值 １０，过滤 ５ ｓ，辅助气（氮气）压力 ３５０ ｋＰａ。
１ ５　 标准曲线绘制

取配制好的标准溶液，按照 １ ４ 节的条件进行

测定。 以峰面积的对数（ ｙ）对质量的对数（ ｘ，ｍｇ）
进行线性回归，得到 ２４⁃表芸苔素内酯的线性回归

方程和相关系数（ｒ）。

１ ６　 方法的精密度与准确度

按照 １ ３ 节方法，在 １ ４ 节的条件下，连续注入

数针标准溶液，待相邻两针的相对响应值变化小于

１ ５ ％时，进行样品溶液测定，７ 次重复。 计算测定

结果的相对标准偏差（ＲＳＤ），并与 Ｈｏｒｗｉｔｚ 公式［１７］

计算出的 ＲＳＤｒ 进行比较。
分别准确称取已知含量的 ２４⁃表芸苔素内酯原

药约 ９、１０ 和 １２ ｍｇ（精确至 １ × １０ － ５ ｇ）于 ５０ ｍＬ 容

量瓶中，添加 １ ｍＬ ７００ ７ ｍｇ ／ Ｌ 芸苔素内酯标准储

备液，用甲醇定容至刻度，按照 １ ４ 节的条件进行分

析，测定方法的准确度。
１ ７　 苯硼酸衍生化 ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ 分析

１ ７ １　 样品溶液配制　 称取 ２４⁃表芸苔素内酯原药

约 ０ ０１ ｇ（精确至 １ × １０ － ５ ｇ）置于 ２５ ｍＬ 容量瓶

中，用 １０ ｍＬ 甲 醇 溶 解， 加 入 质 量 浓 度 为

１ ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的苯硼酸⁃甲醇溶液 １０ ｍＬ，于室温下反

应 ０ ５ ｈ。 反应完毕，用甲醇稀释至刻度，摇匀，过
０ ４５ μｍ 滤膜即得试样溶液。
１ ７ ２ 　 ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ 检测条件 　 色谱柱： Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４ ６ ｍｍ × ５ μｍ，超密键合及

双封 端， ｐＨ ２ ～ ９ ）； 柱 温 为 ３０ ℃； 流 速 为

１ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量为 ５ μＬ；流动相为 Ｖ （乙腈） ∶
Ｖ （水） ＝ ８０∶ ２０；检测波长为 ２２２ ｎｍ。

２　 结果与讨论

２ １　 ＥＬＳＤ 条件优化

２ １ １　 漂移管温度对灵敏度的影响　 冯埃生等［１８］

考察了影响 ＥＬＳＤ 检测性能的基本因素，发现漂移

管温度过低时流动相得不到充分挥发，使基线水平

较高；温度过高则可能带来更大的噪声。 本研究考

察了 ４０、５０、６０、７０ 和 ８０ ℃ ５ 个温度下的信噪比。
结果（见图 ２ａ）发现：随着温度升高信噪比呈先升后

降的变化趋势，当温度为 ５０ ℃时信噪比最高，因此，
选择 ５０ ℃作为最佳的漂移管温度。
２ １ ２　 增益值对灵敏度的影响　 调节增益可以使

信号变大，一般当增益调整一个数值时信号强度变

为原来的 ２ 倍，增益的数值较小时对基线噪音的影

响比较小，但是当增益的数值较大时噪音也会明显

增加，因此需筛选合适的增益值以提高灵敏度。 本

研究设置 ５、６、７、８、９、１０、１１ 和 １２ 共 ８ 个增益值，考
察了其对信噪比的影响。 结果（见图 ２ｂ）发现：随着

增益值的增大，信噪比逐渐变大，但达到一定值后则

开始变小；其中增益值为 １１ 和 １２ 时，基线波动比较

大，故确定最佳的增益值为 １０。
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２ １ ３　 辅助气压力对灵敏度的影响　 本研究考察

了 ３００、３１０、３２０、３３０、３４０、３５０、３６０、３７０、３８０、３９０ 和

４００ ｋＰａ １１ 个不同辅助气压力对信噪比的影响。 结

果（见图 ２ｃ）发现：除 ３００ ｋＰａ 外，随压力增加信噪

比开始逐渐变大，当信噪比达到一定值时，随着压力

增加信噪比反而减小；当辅助气的压力为 ３００ ｋＰａ

时，基线不定时的在各处出现梯形峰，所以选择辅助

气压力为 ３５０ ｋＰａ。
综合以上结果，最终确定 ２４⁃表芸苔素内酯蒸

发光散射检测器的最佳检测条件为漂移管温度

５０ ℃、增益值 １０ 和辅助气压力 ３５０ ｋＰａ。

图 ２　 漂移管温度、增益值和辅助气压力对信噪比的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｖａｐｏｒａｔｏｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｇａｉｎ ｖａｌｕｅ， ａｕｘｉｌｉａｒｙ ｇａｓ ｐｒｅｓｓｕｒｅ
ｏｎ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｔｏ ｎｏｉｓｅ （Ｓ ／ Ｎ）

２ ２　 流动相的选择

根据 ２４⁃表芸苔素内酯的合成工艺［７］，除有效

成分外，其他组分主要是异构体，其极性和 ２４⁃表芸

苔素内酯接近，为了使有效成分和其他组分充分分

离，对流动相进行了优化。 结果发现：当流动相为

Ｖ （乙腈）∶ Ｖ （水） ＝ ５５ ∶ ４５ 时，２４⁃表芸苔素内酯的

峰形对称，且保留时间适中，原药中组分可有效分

离。 典型的 ２４⁃表芸苔素内酯标样和原药的 ＨＰＬＣ⁃
ＥＬＳＤ 色谱图分别见图 ３ 和 ４。

图 ３　 典型 ２４⁃表芸苔素内酯标样（３５０ ３ ｍｇ ／ Ｌ）
ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 色谱图

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｙｐｉｃａｌ ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ
２４⁃ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（３５０ ３ ｍｇ ／ Ｌ）

２ ３　 原药中组分检测与分析

本研究同时进行了 ２４⁃表芸苔素内酯原药的

ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 分析与苯硼酸衍生化的 ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ
分析，典型的 ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ 色谱图见图 ５。 比较图 ４

图 ４　 典型 ２４⁃表芸苔素内酯原药（７１５ ５ ｍｇ ／ Ｌ）
ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 色谱图

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｙｐｉｃａｌ ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ
２４⁃ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（７１５ ５ ｍｇ ／ Ｌ）

图 ５　 典型 ２４⁃表芸苔素内酯原药（１ ９５０ ５ ｍｇ ／ Ｌ）
苯硼酸衍生化 ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ 色谱图

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｙｐｉｃａｌ ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ
ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｏｆ ２４⁃ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

（１ ９５０ ５ ｍｇ ／ Ｌ）ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｙｌｂｏｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ

和图 ５ 发现：苯硼酸衍生化后的 ２４⁃表芸苔素内酯原
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药 ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ 色谱图中缺少一个色谱响应，表明其

中一个组分未被衍生化，该组分可能不含有顺式邻

二双羟基， 不能与苯硼酸进行衍生化反应； 而

ＨＰＬＣ⁃ＥＬＳＤ 分析中，２４⁃表芸苔素内酯原药除了稀

释溶剂外，没有引入其他组分，其检测也不依赖于特

定的化学结构，因此更真实地体现了样品中的组分

及含量。
２ ４　 方法的线性范围和检出限（ＬＯＤ）

结果表明，在 ４３ ８ ～ ７００ ７ ｍｇ ／ Ｌ 范围内，２４⁃表
芸苔素内酯峰面积的对数（ ｙ） 与质量的对数 （ ｘ，
ｍｇ）线性关系良好，ｙ ＝ １ ５１９ ５ｘ ＋ ７ ４３５ ４， ｒ ＝
０ ９９９ ３，符合定量分析要求［１９］。

以 ３ 倍信噪比计算得本方法的检出限（ＬＯＤ）
为 ５５ μｇ。 芸苔素内酯类化合物苯硼酸衍生化后的

ＬＯＤ 为 ２０ ｎｇ，其他芳基硼酸的 ＬＯＤ 甚至可以达到

皮克级［１４］，远低于蒸发光散射方法的 ＬＯＤ。 由于

商品化的芸苔素内酯制剂中有效成分质量分数一般

低于 ０ ０１％ ，因此本方法适合于 ２４⁃表芸苔素内酯

原药及其类似物的分析，对于低含量的制剂，可采用

硼酸衍生化的分析方法。
２ ５　 方法的精密度与准确度

结果（见表 １ 和表 ２）表明：测定的 ＲＳＤ 小于

ＲＳＤｒ，平均添加回收率为 ９９ ７％ ，表明该方法是准

确可靠的，符合定量分析要求［１９］。

３　 结论

本研究利用蒸发光散射检测器（ＥＬＳＤ）建立了

高效、快捷的测定 ２４⁃表芸苔素内酯原药含量的高

效液相色谱（ＨＰＬＣ）分析方法，并对 ＥＬＳＤ 条件进

行了优化，研究其最佳检测条件为：漂移管温度

５０ ℃、增益值 １０ 和辅助气压力 ３５０ ｋＰａ。 当流动相

为 Ｖ （乙腈） ∶ Ｖ （水） ＝ ５５∶ ４５ 时，２４⁃表芸苔素内酯

的峰形对称，保留时间适中，原药中组分可有效分

离。 与硼酸衍生化方法相比较，本方法无需对样品

进行前处理和衍生化，操作也相对简单易行，对于不

含有顺式邻二双羟基官能团的组分也可以有效进行

检测，同时在 ４３ ８ ～ ７００ ７ ｍｇ ／ Ｌ 质量浓度范围内

线性关系良好，精密度和准确度高，可作为 ２４⁃表芸

苔素内酯原药及其他芸苔素甾醇组分检测及含量测

定的一种准确可行的方法。 更重要的是，对不同物

质，ＥＬＳＤ 响应因子的变化比其他检测器（如紫外检

测器）小得多，因此在缺乏标准品而无法作校正曲

线的情况下，利用 ＥＬＳＤ 可以近似地提供原药中其

他组分的定量测定，为优化合成工艺和质量控制提

供了简便高效的方法。 但由于本方法的 ＬＯＤ 值较

高，所以比较适宜于 ２４⁃表芸苔素内酯原药及其类

似物的分析，对于低含量的制剂，可采用硼酸衍生化

的分析方法。

表 １　 方法精密度测定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ （ｎ ＝ ７）
有效成分质量分数 Ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７

平均质量分数

Ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％
标准偏差

ＳＤ ／ ％
相对标准

偏差 ＲＳＤ ／ ％
Ｈｏｒｗｉｔｚ，
ＲＳＤｒ ／ ％

９２ ４４ ９３ ９３ ９１ ９０ ９２ ４４ ９１ ９０ ９２ ７７ ９２ ９４ ９２ ６２ ０ ７０ ０ ７５ １ ４

表 ２　 方法准确度测定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｃｃｕｒａｃｙ ｓｔｕｄｉｅｓ

序号

Ｅｎｔｒｙ

添加前质量

Ｗｅｉｇｈｔ
ｂｅｆｏｒｅ ／ ｍｇ

添加水平

Ｓｐｉｋｅｄ
ｗｅｉｇｈｔ ／ ｍｇ

实测质量

Ｔｅｓｔｅｄ
ｗｅｉｇｈｔ ／ ｍｇ

回收率

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

平均回收率

Ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

标准偏差

ＳＤ ／ ％

相对标准

偏差

ＲＳＤ ／ ％

１ ８ ２６ ０ ７０ ８ ９７ １００ ８

２ ９ ７９ ０ ７０ １０ ４８ ９８ ６

３ １１ １１ ０ ７０ １１ ８１ ９９ ９

９９ ７ １ １１ １ １１
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·书　 讯·
《尖孢镰刀菌生物学及其生物防治》

刘波，黄俊生， 肖荣凤，等著

科学出版社　 ２０１３⁃０９⁃０１ 出版　 １６ 开本（精装） 　 ５００ 页

　 　 《尖孢镰刀菌生物学及其生物防治》是研究农作物枯萎病及其生物防治技术的专著。 全书共 １３ 章，综述了农作物枯

萎病的研究进展、发生与危害；系统地从枯萎病病原菌尖孢镰刀菌的生物学特性、生态学特性、生理学特性、病理学特性、
分子生物学特性、种下分化特性等方面进行了研究；并研究了枯萎病生防菌———短芽胞杆菌、铜绿假单胞杆菌、淡紫拟青

霉、哈茨木霉和非致病性尖孢镰刀菌的筛选鉴定、生物学特性、抑菌作用、抑菌机理及其对枯萎病的防治效果等。

（科学出版社提供，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅ． ｃｏｍ． ｃｎ）




