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Abstract 
Aim: To study the security of biocontrol strain Pseudomonas luteola that has better control effect on 
post-harvest diseases of melon, and then provide effective and safe microbial resource for the de-
velopment of microbial pesticide. Methods: By second lavage in mice with maximum concentration 3 
× 109 cfu/mL and 0.4 mL/10 g maximum volume, to measure the LD50 and maximum tolerated dose. 
Results: After having been observed for 21 days, 20 mice were in good condition and without no any 
discomfort; fur was light; activities and feeding were normal; no diarrhea occurred and there were 
no deaths. Conclusion: Pseudomonas luteola was safe for application as microbial pesticide. 
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摘  要 

目的：研究对薄皮甜瓜采后病害具有防治作用的生防菌株浅黄假单胞菌的安全性，为微生物农药的开发

提供安全的微生物资源。方法：将浅黄假单胞菌(Pseudomonas luteola)以3 × 109 cfu/mL的最大浓度、

0.4 mL/10 g的最大体积，对小鼠二次灌胃给药，测定半数致死量和最大耐受量。结果：观察21 d，20
只小鼠均状态良好，未出现任何不适现象，皮毛光亮、活动正常、摄食正常、无腹泻发生，无死亡病例。

结论：该受试样品作为微生物农药使用是安全的。 
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1. 引言 

由于薄皮甜瓜的大面积集中种植，成熟期也相对集中，再加上其不耐储运的特点，采后病害发生严

重，成为目前制约甜瓜经济效益的主要障碍，亟待研究解决[1]。而对甜瓜采后病害防治主要以化学农药

为主，虽然防效高，但存在环境污染和残留严重的弊端，因此市场上急需绿色环保和高效的生物农药产

品[2]。 
20 世纪 80 年代以来，生物防治作为一种控制果蔬采后病害的新途径逐渐被人们接受、重视，并成

为研究的热点[3] [4]。由于生物防腐不具有化学防腐保鲜带来的环境污染、农药残留及连续使用产生抗药

性等缺点而将逐步取代化学杀菌剂，成为一种新的保鲜方法[5]。 
笔者前期已筛选到一株具有防治薄皮甜瓜采后病害的生防菌株[6]，根据《微生物农药毒理学试验准

则》[7] [8]进行生防菌株浅黄假单孢菌(Pseudomonas luteola)对小鼠的急性毒性试验，以确定其安全性。

拟将生物防治技术这种极具前途的“绿色防腐”技术应用于薄皮甜瓜采后病害的防治中，为人们提供品

质优良、绿色安全、可延长保存期的薄皮甜瓜。 

2. 材料与方法 

2.1. 试验材料  

2.1.1. 药品 
受试样品：浅黄假单胞菌(Pseudomonas luteola)，由黑龙江省生物工程重点实验室自薄皮甜瓜表面分离。 
发酵初始培养基：葡萄糖 20 g/L，MgSO4 0.2 g/L，牛肉膏 8.3 g/L，酵母膏 6.9 g/L，K2HPO4 1 g/L，

CaCO3 1 g/L，pH 7.2~7.5。湿热灭菌：121℃，20 min。 
规格：3 × 109 cfu/ mL，菌剂使用浓度：3 × 107 cfu/ mL。 

2.1.2. 动物 
昆明种小鼠 20 只，清洁级，6~8 周龄，体重 20 ± 2 g，雌雄各半。 
由黑龙江中医药大学药物安全性评价中心提供，合格证号：SCXK(黑)2008004，发证单位为黑龙江

省科技厅。 

2.2. 试验方法 

按照中华人民共和国农业行业标准 NY/T 2186.1-2012《微生物农药毒理学试验准则》中第一部分急
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性经口毒性/致病性试验的有关要求进行试验。 

2.2.1. 半数致死量测定 
取体重 20 ± 2 g 昆明种小鼠 20 只，每组 10 只，雌雄各半。试验前禁食不禁水 12 h 后，按 25 mL/kg

小鼠体重灌胃给药一次。根据小鼠死亡状况作适当调整，分别找出浅黄假单胞菌的 LD100 (100%死亡率)、
LD0 (0%死亡率)和相应的剂量组间距 r 值，进行 LD50值的测定。 

2.2.2. 最大给药量试验 
根据预试验结果，试验样品内容物浅黄假单胞菌(Pseudomonas luteola)以最大浓度 3 × 109 cfu/mL，最

大体积 0.4 mL/10 g 对小鼠进行二次灌胃给药，无法测得浅黄假单胞菌的小鼠半数致死量(LD50)，故进行

最大给药量试验。 
取体重 20 ± 2 g 昆明种小鼠 20 只，每组 10 只，雌雄各半。先在实验室饲养 2 日，以适应实验室环

境，禁食不禁水 12 h 后，以该药配制最大浓度 3 × 109 cfu/mL，最大体积 0.4 mL/10 g，间隔 6 h 二次给予

各鼠口服灌胃，药后 3 h 正常给食给水喂养，观察 21 d 内小鼠有无行为活动异常及死亡，各鼠皮毛、二

便、饮食状态等有无异常改变，并记录药后 7、14、21 d 内小鼠体重变化。 

2.2.3. 观察方法 
各组灌胃给药后，正常饲养，给药后 2 h 之内，每 15 min 观察 1 次；给药后 2~4 h 之内，每 30 min

观察一次；给药后 4~8 h 之内，每 1 h 观察一次，密切观察各小鼠的动度、进食、饮水情况及 21 d 内可

能出现的动度、异常肌肉运动、对外反应、瞳孔改变、大小便异常、眼球凸出、眼睑下垂、呼吸异常、

皮肤颜色改变等毒性反应和死亡情况。若有小鼠死亡，即刻解剖，肉眼观察其心、肝、脾、肺、肾脏器

的改变，21 d 观察期结束后，将每组存活的小鼠处死进行解剖，按上述同样方法对主要脏器大体病理变

化进行肉眼观察。 

3. 结果与分析 

3.1. 半数致死量测定结果 

在急性毒性试验中，小鼠口服灌胃服用受试样品浅黄假单胞菌(Pseudomonas luteola)菌体混悬液，整

个试验期均无动物死亡发生，20 只小鼠全部存活，未能测出 LD50，见表 1。 

3.2. 最大给药量试验结果 

3.2.1. 受试样品对小鼠一般体征的影响 
如表 2 所示，21 d 内小鼠行为活动正常，无异常病理性神经反射出现，进食正常，毛发光洁、反应

机敏、活动自如、未发现步态异常及震撼、痉挛等神经反应；呼吸平稳，无呕吐，二便、饮食状态等均

无异常改变。 

3.2.2. 受试样品对小鼠体重的影响 
如表 3 所示，给药后第 7 d 小鼠体重增长为 6.2 g，第 14 天小鼠体重增重为 7.7 g，第 21 天小鼠体重

增重为 5.3 g，均在昆明小鼠体重增长的正常范围，符合昆明小鼠体重正常增长规律。 

3.2.3. 受试样品对小鼠的最大耐受量 
如表 4 所示，受试样品浅黄假单胞菌(Pseudomonas luteola)最大耐受量为 1.2 × 1011 cfu/ kg，在此剂量

时，动物状态良好，未出现任何不适现象，皮毛光亮、活动正常、摄食正常、无腹泻发生，无死亡例数，

体重增长在正常范围之内。 
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Table 1. The acute toxicity result of mouse given Pseudomonas luteola liquid by mouth 
表 1. 浅黄假单胞菌小鼠急性经口毒性试验结果 

组别 性别 动物数(只) 死亡数(只) LD50 (mg/kg) 

浅黄假单胞菌组 ♀ 10 0 >15,000 

 ♂ 10 0 >15,000 

 
Table 2. The influence of Pseudomonas luteola on mouse physical sign 
表 2. 浅黄假单胞菌对小鼠一般体征的影响 

编号 死亡 行走 摄水量 皮毛光泽 腹泻 其他 

1~10 — 正常 正常 正常 — — 

11~20 — 正常 正常 正常 — — 

 
Table 3. The influence of Pseudomonas luteola on mouse weight 
表 3. 浅黄假单胞菌对小鼠体重的变化影响 

编  体重/g   

号 1d 7d 14d 21d 

1 18.9 24.4 33.4 38.4 

2 21.1 28.3 36.8 39.4 

3 20.3 26.1 37.2 40.2 

4 19.6 25.8 29.4 36.5 

5 18.0 26.7 28.1 35.1 

6 19.3 26.7 30.0 39.7 

7 21.4 28.2 38.9 41.6 

8 20.2 27.5 31.5 37.3 

9 19.4 27.8 36.0 40.8 

10 17.9 29.7 36.9 43.7 

11 20.4 26.8 32.4 39.8 

12 19.7 24.4 28.8 34.1 

13 18.5 23.8 33.1 38.9 

14 19.9 24.1 39.2 43.5 

15 21.4 25.4 29.9 37.4 

16 22.4 25.1 35.2 38.8 

17 19.5 23.7 38.7 41.0 

18 22.5 26.9 32.5 37.9 

19 20.3 29.4 38.3 44.0 

20 22.9 27.5 36.1 39.1 

均值 20.2 ± 1.39 a 26.4 ± 1.76 b 34.1 ± 3.58 c 39.4 ± 2.59 d 

注：*P < 0.05。 
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Table 4. The mouse maximum dosage result of Pseudomonas luteola 
表 4. 浅黄假单胞菌小鼠最大给药量测定结果 

动物数 给药浓度 给药体积 给药次数 最大剂量 观察时间 死亡数 

(n) (cfu/mL) (mL/kg) (次/d) (cfu/kg) (d) (只) 

20 3 × 109 40 2 1.2 × 1011 21 0 

3.2.4. 受试样品对小鼠主要脏器的影响 
对所有受试小鼠进行大体解剖，未见其组织器官出现颜色、体积和质地等改变。受试样品组小鼠皮

肤、粘膜、眼睛、呼吸、循环及中枢神经系统、行为表现等反应与阴性对照组小鼠无明显差别。 

4. 结论与讨论 

受试样品浅黄假单胞菌(Pseudomonas luteola)以 3 × 109 cfu/mL 最大浓度，最大体积 0.4 mL/10 g，二

次灌胃给药，观察 21 d，20 只小鼠均状态良好，未出现任何不适现象，皮毛光亮、活动正常、摄食正常、

无腹泻发生，无死亡病例，结果可以表明浅黄假单胞菌作为微生物农药使用相当安全。2009 年李晶等将

枯草芽孢杆菌菌剂(3.5 × 109 cfu/mL)对大鼠一次性灌胃给药，结果各剂量组动物均无明显中毒表现，无死

亡发生，LD50值 大于 5000 mg/kg [9]。按照我国农药急性毒性分级标准，浅黄假单胞菌和枯草芽孢杆菌

均属微毒类，可以作为微生物农药推广应用。 
采用生物防治将是今后果蔬防腐保鲜技术的发展方向。本研究将为今后研究拥有自主知识产权、高

防效、定殖快、繁殖力强、高产稳产的生防菌株及一套薄皮甜瓜采后病害生防应用技术提供基础；不仅

对果蔬采后病害的生物防控提供技术保障，也对绿色安全食品工程发展起推动作用，同时能够有效的减

少化学农药使用量，且对环境具有保护作用。 
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