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　　白僵菌作为一种重要的杀虫真菌，在国外已被开发成多
种剂型并登记注册［１－２］。随着近十多年来丝孢类生防真菌制

剂技术的不断发展，长期困扰菌剂本身的生产、加工及应用的

很多技术难题都被有效解决［３－４］，使得越来越多的球孢白僵

菌（Ｂｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａ）制剂被用于农林害虫的防治［５］。虽然

白僵菌能够寄生于多种昆虫，但不同菌株对寄主有一定的专

化性，致病力也有一定的差异［４］，其致病力主要取决于菌株、

害虫虫态以及环境条件等因素［６］。

球孢白僵菌是白僵菌属中的一种，主要侵染鞘翅目、半翅

目等绝大多数昆虫［７］，有效成分是具有细胞生命特征的侵染

体（分生孢子或菌丝体）。白僵菌菌株的抗逆性在很大程度

上决定着菌剂本身的生态适应性和田间应用效果。即使同一

菌株在不同的寄主上也表现出不同的毒力。不同菌种或同一

菌种的不同菌株在抗逆性方面往往存在较大的差异［８］。因

而，筛选高毒力且抗逆性强的菌株是提高生防菌剂技术含量

和适用性的重要途径之一。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌株　小菜蛾高毒力菌株 ＢＤ－Ｂ００７、
ＢＤ－Ｂ００８、ＢＤ－Ｂ００１、ＢＤ－Ｂ０２１、ＢＤ－Ｂ０１０、ＢＤ－Ｂ０２９、
ＢＤ－Ｂ０１７、ＢＤ－Ｂ０２６。
１．１．２　培养基　ＳＤＡＹ固体培养基（４％葡萄糖、１％蛋白胨、
１％酵母粉、２％琼脂）；ＳＤＡＹ液体培养基（４％葡萄糖、１％蛋
白胨、１％酵母粉）。
１．２　方法
１．２．１　芽生孢子悬浮液的制备　用灭菌０．０５％Ｔｗｅｅｎ－８０
收集芽生孢子，（２５±１）℃下用 ＳＤＡＹ液体培养基培养７ｄ。
用脱脂棉滤去菌丝等碎片，于８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上

清液。孢子用灭菌水洗涤２次，同上离心，调整至适当浓度
备用。

１．２．２　８株高毒力球孢白僵菌菌株萌发中时的测定　以
ＳＤＡＹ液体培养基为基础培养基，加入ＰＥＧ２００（聚乙二醇，分
子量６０００，质量百分含量为 １０％），在（２５±１）℃下培养
１２ｈ，测其萌发中时 ＧＴ５０′；以未加 ＰＥＧ２００的菌液为对照，测
其萌发中时ＧＴ５０；以经ＰＥＧ２００处理的萌发中时ＧＴ５０′与未经
处理的萌发中时 ＧＴ５０之差表示孢子耐干旱能力的大小。每
次测定设３个重复（萌发液试管３支）。
１．２．３　８株高毒力球孢白僵菌菌株萌发中浓度的测定　取
孢子悬液，以ＳＤＡＹ液体培养基为基础培养基，加入 ＰＥＧ２００
（质量百分含量为 ５％、１０％、２０％、３０％、４０％），以未加
ＰＥＧ２００处理为对照，在（２５±１）℃下培养１０ｈ，测其萌发中
浓度ＧＣ５０。每次测定设３个重复（萌发液试管３支）。
１．２．４　８株高毒力球孢白僵菌菌株生长量的测定　取孢子
悬液，以ＳＤＡＹ液体培养基为基础培养基，加入ＰＥＧ２００（质量
百分含量为５％、１０％、２０％、３０％、４０％），以未加 ＰＥＧ２００处
理为对照，（２５±１）℃下培养１２ｈ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
弃上清液。孢子用灭菌水洗涤 ２次，同上离心，用 ０．０５％
Ｔｗｅｅｎ－８０分别配制成 １×１０６个／ｍＬ的悬液，然后用直径
５ｍｍ的滤纸圆片浸没于孢子悬液中，再取出置于直径９ｃｍ
的ＳＤＡＹ平板中央进行接种，置于（２５±１）℃的培养箱中连
续培养７ｄ，每处理重复３次，逐日测量各平板上的菌落直径。

２　结果与分析

２．１　８株高毒力球孢白僵菌菌株萌发中时的测定
由表１可知，经ＰＥＧ２００处理后，８株球孢白僵菌菌株芽

生孢子受干旱影响大小依次为 ＢＤ－Ｂ０２６＜ＢＤ－Ｂ０１７＜ＢＤ
－Ｂ０２９＜ＢＤ－Ｂ０１０＜ＢＤ－Ｂ０２１＜ＢＤ－Ｂ００１＜ＢＤ－Ｂ００８＜
ＢＤ－Ｂ００７。其中ＢＤ－Ｂ０２６菌株的抗旱能力最强，对孢子的
影响最小。ＢＤ－Ｂ０１７菌株次之，ＢＤ－Ｂ００７菌株受影响
最大。

２．２　８株高毒力球孢白僵菌菌株萌发中浓度的测定
由表２可知，经ＰＥＧ２００处理后，８株白僵菌菌株之间萌发

中浓度大小依次为ＢＤ－Ｂ０２６＞ＢＤ－Ｂ０１７＞ＢＤ－Ｂ０２９＞
ＢＤ－Ｂ０１０＞ＢＤ－Ｂ０２１＞ＢＤ－Ｂ００１＞ＢＤ－Ｂ００８＞ＢＤ－Ｂ００７。
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表１　不同菌株经ＰＥＧ处理及未经ＰＥＧ处理的萌发中时

菌株 ＧＴ５０′（ｈ） ＧＴ５０（ｈ） 抗旱能力（ｈ）
ＢＤ－Ｂ０２６ ５．６０±０．３３ｆＥ ４．４０±０．４２ｅＥ １．２０
ＢＤ－Ｂ０１７ ７．０６±０．１７ｄｅＤ ５．８３±０．２０ｃＣ １．２３
ＢＤ－Ｂ０２９ ７．１５±０．１９ｄＤ ５．８６±０．２１ｃＣ １．２９
ＢＤ－Ｂ０１０ ６．５７±０．２１ｅＤ ５．０３±０．２０ｃＣ １．５４
ＢＤ－Ｂ０２１ ７．９６±０．２０ｃＣ ６．１０±０．１８ｄＤ １．８６
ＢＤ－Ｂ００１ ９．２９±０．２６ｂＢ ７．４１±０．１５ｂＢ １．８８
ＢＤ－Ｂ００８ ７．９７±０．２０ｃＣ ６．０５±０．２０ｃＣ １．９２
ＢＤ－Ｂ００７ １２．０５±０．５０ａＡ １０．０６±０．３６ａＡ １．９９

　　注：表中同列数据后不同大、小写字母分别表示差异极显著
（Ｐ＜０．０１）、显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

其中ＢＤ－Ｂ０２６菌株的抗旱能力最强，萌发中浓度最高；
ＢＤ－Ｂ０１７菌株次之，ＢＤ－Ｂ００７最低。
２．３　８株高毒力球孢白僵菌菌株生长量的测定

由表３可知，不同含量 ＰＥＧ２００处理对菌落直径产生的
影响随 ＰＥＧ２００处理含量增加而增大。当 ＰＥＧ２００含量为
２０％时，各菌株与未经 ＰＥＧ２００处理的差异显著（Ｐ＜００５）；
当ＰＥＧ２００含量为４０％时，各菌株与未经 ＰＥＧ２００处理的差
异极显著（Ｐ＜０．０１）。其中４０％ＰＥＧ２００对各菌株菌落生长
的抑制率依次为 ＢＤ－Ｂ０２９＞ＢＤ－Ｂ００１＞ＢＤ－Ｂ００８＝
ＢＤ－Ｂ０２１＞ＢＤ －Ｂ０１７＞ＢＤ －Ｂ００７＞ＢＤ －Ｂ０１０＞
ＢＤ－Ｂ０２６，各菌株生长抑制率差异不显著（数据未列出）。

表２　不同菌株经ＰＥＧ处理后萌发中浓度回归方程

菌株 ＧＣ５０ 回归方程（ｙ＝ａ＋ｂｘ） ｒ值 ９５％置信限（ｈ）
ＢＤ－Ｂ０２６ １６．１２±０．０２ａＡ ｙ＝１０．７３８６－４．７５２６ｘ ０．９８５１ １４．９８～１７．３５
ＢＤ－Ｂ０１７ １５．９０±０．０２ａＡ ｙ＝８．７０５０－３．０８３７ｘ ０．９４５０ １４．４２～１７．５２
ＢＤ－Ｂ０２９ １５．５７±０．０２ａＡＢ ｙ＝８．３７９４－２．８３４２ｘ ０．８６６３ １３．９７～１７．３６
ＢＤ－Ｂ０１０ １３．６０±０．０２ｂＡＢ ｙ＝８．６４２１－３．２１２７ｘ ０．９５４０ １２．２５～１５．１６
ＢＤ－Ｂ０２１ １３．１７±０．０２ｂＢ ｙ＝９．５７２１－４．０８４０ｘ ０．９９０６ １２．１０～１４．３３
ＢＤ－Ｂ００１ ８．８７±０．０３ｃＣ ｙ＝７．５６８８－２．７０９４ｘ ０．９５６４ ７．８６～１０．０１
ＢＤ－Ｂ００８ ７．００±０．０３ｃｄＣ ｙ＝７．８３６２－２．７３６３ｘ ０．９３７５ ５．９２～８．３３
ＢＤ－Ｂ００７ ６．７３±０．０３ｄＣ ｙ＝７．４７７２－２．９９１３ｘ ０．９８７５ ６．００～７．５５

表３　不同含量ＰＥＧ处理的８株白僵菌菌落直径

菌株
不同含量ＰＥＧ处理的菌落直径（ｃｍ）

０％ ５％ １０％ ２０％ ３０％ ４０％
ＢＤ－Ｂ００８ ２．６０±０．１５ａＡ ２．６０±０．０９ａＡ ２．５１±０．０４ａｂＡ ２．４６±０．０２ａＡ ２．３０±０．１５ａＡ ２．２５±０．１４ａＡ
ＢＤ－Ｂ００１ ２．５２±０．０３ａＡ ２．５２±０．０６ａＡ ２．４６±０．０８ａＡ ２．４１±０．１９ａＡ ２．２１±０．０３ａｂＡ ２．１６±０．０８ａＡ
ＢＤ－Ｂ０１０ ２．４０±０．０３ａＡ ２．４５±０．０３ａＡ ２．３３±０．０７ａｂＡ ２．３８±０．０９ａＡ ２．３２±０．０７ａＡ ２．１５±０．０８ａＡ
ＢＤ－Ｂ０２１ ２．４３±０．１３ａＡ ２．４０±０．０７ａＡ ２．３３±０．０８ｂＡ ２．２５±０．１３ａＡＢ ２．１８±０．１０ａｂＡ ２．０８±０．１２ａｂＡ
ＢＤ－Ｂ０２９ ２．５３±０．０２ａＡ ２．４５±０．０３ａＡ ２．４±０．０５ａｂＡ ２．３５±０．０３ａＡ ２．１０±０．１３ａｂＡ ２．００±０．１１ａｂＡ
ＢＤ－Ｂ０２６ ２．０３±０．０２ｂＢ ２．０２±０．０６ｂＢ ２．０±０．０６ｃＢ １．９８±０．０５ｂＢ １．９７±０．０４ｂＡ １．８６±０．０２ｂＡ
ＢＤ－Ｂ０１７ １．７７±０．０４ｃＢＣ １．７７±０．０３ｂｃＢＣ １．７５±０．０３ｄＣ １．６０±０．０３ｃＣ １．５０±０．０４ｃＢ １．４７±０．０６ｃＢ
ＢＤ－Ｂ００７ １．５０±０．０３ｄＣ １．５３±０．０７ｃＣ １．５０±０．０９ｅＤ １．４５±０．０５ｃＣ １．３７±０．０４ｃＢ １．２３±０．０６ｃＢ

３　结论与讨论

水分活度（相对湿度除以１００就等于水分活度）是指在
天然或人为环境中微生物可实际利用的自由水或游离水的含

量。水分活度除了限制微生物毒素的产生外，还是衡量微生

物忍受干燥程度和能力的指标［９］。因此选择抗干旱能力强

的菌株防治目标害虫可以提高白僵菌的杀虫效果。抗旱力研

究结果表明，总体上讲，随着水分活度降低，发芽率下降，菌株

抗旱能力减弱，反之则抗旱能力增强。由研究结果可知，菌株

ＢＤ－Ｂ０２６抗旱能力最强，ＢＤ－Ｂ００７菌株抗旱能力最弱，菌
株ＢＤ－Ｂ０２９和ＢＤ－Ｂ０２１的抗旱能力处于中等水平，说明
菌株 ＢＤ－Ｂ０２６孢子的萌发率受相对湿度影响最小，菌株
ＢＤ－Ｂ００７孢子的萌发率受相对湿度影响最大。

通过对８株白僵菌菌株抗旱性的研究可知，不同菌株间
抗旱性存在显著差异，同一菌株对不同条件的抗旱性也不相

同。因此，在虫生真菌的生产过程中，筛选优良的菌株，不仅

可有效提高菌剂的质量，而且可以提高真菌制剂在田间的应

用效果［１０］；白僵菌孢子的稳定性除与湿度有关外，还与孢子

自身有关［１１］。在进行抗性育种工作和环境监测时，必须考虑

这些因素，从而可以有效地预测孢子在环境中的宿存时间和

数量［１２］，为防治策略的制定提供理论参考依据。

通过对８株白僵菌菌株的抗旱能力进行全面的比较，结
果发现ＢＤ－Ｂ０１７、ＢＤ－Ｂ０２６和 ＢＤ－Ｂ０１０菌株的抗旱力综
合评价值位居前列。综合考虑８株球孢白僵菌菌株的抗旱性
以及对几种昆虫的致病力，与其他菌株比较，球孢白僵菌菌株

ＢＤ－Ｂ０１０和ＢＤ－Ｂ０２６具有较高的开发潜力，可以进行田间
药效试验，以进一步确定其使用价值。
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贵州续随子主要病害病原菌的分离鉴定
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　　摘要：通过柯赫氏法则，采用组织分离法结合病原菌显微镜形态观察，对在贵州栽培种植的续随子发生的立枯病、
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　　续随子（ＥｕｐｈｏｒｂｉａｌａｔｈｙｒｉｓＬ．），又叫千金子、小巴豆。为
大戟科大戟属植物，在全国多个地区均有分布，可作为中药治

疗小便不通、水肿等病症。近几年研究发现，续随子种子含油

率达４５％以上，提取的油脂以 Ｃ１６、Ｃ１８脂肪酸为主，与理想柴
油替代品的分子组成相类似，是一种理想能源作物［１］。

贵州亚热带作物研究所通过对续随子环境适应性、生物

学特性及栽培技术等一系列的研究发现，续随子在贵州的生

长环境为海拔４００～２０００ｍ，年均温１４～２０℃的地区。但受
高温高湿气候条件的影响，续随子在整个生育期均可发生病

害。一般发病率１０％～１５％，严重的高达３０％～４０％。经调
查，初步确定有立枯病、褐斑病、灰霉病等病害［２－５］。但对这

几种病害的病原菌种类尚不明确，为了有效控制续随子病害

的发生及蔓延，本研究采用常规组织分离法结合病原菌形态

观察，对续随子病害的病原菌进行分离、鉴定。

１　材料及方法

１．１　材料
供试续随子病样采集于贵州亚热带作物研究所兴义续随

子种植试验基地。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）。

１．２　病菌的分离培养与纯化
按常规组织分离法进行病菌分离，分离病原菌前准备好

已经滴入１～２滴２５％乳酸溶液 ＰＤＡ平板。采回发病植株，
选取发病部位，用自来水冲洗干净，取病健交界处病斑组织数

小块（３～５ｍｍ），在无菌条件下先放入７０％乙醇浸泡１０ｓ再
转移至０．１％升汞２～３ｍｉｎ浸泡进行消毒处理，经无菌水洗
３次后移入ＰＤＡ平板上，ＰＤＡ平板置２５℃培养箱培养，定期
观察记载，并及时对分离组织长出的菌落进行纯化培养。

１．３　致病性测定
按柯赫氏法则，将分离纯化后得到的病原菌菌落转接斜

面培养基进行扩大培养。待分生孢子大量产生后用无菌水配

成孢子悬浮液，用小型喷雾器将孢子悬浮液喷洒在健康续随

子的叶片正背面，使其充分湿润，喷毕立即放入人工气候箱进

行保温（２５～３０℃）保湿（９９％）培养直至出现初期症状，试
验设喷清水作对照，并作相同管理。接种后，每天对植株发病

情况进行观察记载，出现典型症状后，取发病部位进行再分

离，并与原接种菌比较。

１．４　病原菌鉴定
将菌株接种于ＰＤＡ平板，放入２５～３０℃恒温条件下培

养，待菌落长成后，观察菌落颜色、形状、气生菌丝的疏密程度

等；产孢后在显微镜下观察其产孢结构及分生孢子的形态，并

用带测微尺的显微镜测量分生孢子大小等。并取子实体进行

显微镜观察，根据其形态特征和测量结果，参照文献［６］，进
行病原菌鉴定。

２　结果与分析

２．１　立枯病症状及病原菌特征
病害症状：续随子立枯病发病期主要在播种出苗至开花
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