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　　摘要：对田间分离的死亡烟粉虱虫体进行保湿培养，分离得到１株具有杀虫活性的菌株，通过对该菌株的形态、培
养特征的观察及对其ＩＴＳ核酸序列进行扩增与分析，鉴定该菌株为玫烟色棒束孢（Ｉｓａｒｉａｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ）。采用浸渍法测
定该菌株对烟粉虱２龄若虫的生物活性，结果表明，在孢子浓度为１．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ时，孢子加菌丝悬浮液处理的虫
体死亡率最高，其７２ｈ和１２０ｈ的平均死亡率分别为３９％和６２％，其次为单用孢子悬液处理，死亡率分别为３５％和
５２％，但两者无显著差异，单用菌丝处理的死亡率最低，分别为２０％和３８％，与前２种处理方式结果有显著性差异，说
明菌株ＱＨ１可能主要是通过孢子侵染烟粉虱虫体而表现出杀虫活性。
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　　烟粉虱（ＢｅｍｉｓｉａｔａｂａｃｉＧｅｎｎａｄｉｕｓ）广泛分布于除南极洲
以外的９０多个国家，是一种杂食性害虫，其寄主植物超过
６００种，包括棉花、多种蔬菜以及多种观赏植物和花卉［１－２］。

烟粉虱危害方式多样，不仅可以直接吸取植物汁液、分泌蜜

露，还可以传播多种植物病毒，给农业生产带来了严重的危

害［３］。因此，如何对烟粉虱进行有效的治理和控制引起了国

内外学者的广泛重视，并积极研究有效防控烟粉虱的策略和

方法。实践证明一些农业和物理防治措施对预防和控制田间

烟粉虱是很有效的，按照可持续控制的理念，生物防治在烟粉

虱的综合防治中扮演着非常重要的角色。目前，国内外学者

在烟粉虱天敌的基础研究和应用方面已经做了大量工作，并

在农业生产实践中发挥着重要作用，其中病原真菌的寻找和

应用是生物防治的主要研究内容之一。已报道的烟粉虱病原

真菌种类繁多，且多为丝孢菌纲，主要包括轮枝菌（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉ
ｕｍ）、拟青霉菌（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ）和座壳孢属（Ａｓｃｈｅｒｓｏｎｉａ）的一
些种类［４］。这些天敌中的很多都能取食或寄生大量烟粉虱，

在控制烟粉虱时起着重要作用。

玫烟色棒束孢（Ｉｓａｒｉａｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ）是一类较为常见的昆
虫病原真菌，曾称为玫烟色拟青霉（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｆｕｍｏｓｏｒｏ
ｓｅｕｓ），属子囊菌亚门核菌纲，肉座菌目，虫草菌科棒束孢属，
能寄生蜱螨目、等翅目、缨翅目、半翅目、鳞翅目、双翅目和鞘

翅目等目的多种害虫［５］。玫烟色棒束孢也是常见的土壤微

生物，具有较广泛的地理分布和较强的生态适应能力，因此，

开发和利用该类昆虫病原真菌已成为生物防治中控制害虫危

害的一个重要手段和发展趋势。目前，国外已筛选出对粉虱、

蚜虫等刺吸式口器害虫高致病力的菌株，并将其应用于大田

和温室的害虫防治［６］。本研究从金陵科技学院园艺站采集

感染真菌死亡的烟粉虱虫体，经分离纯化得到了菌株 ＱＨ１，
在观察了该菌株的形态特征、菌落生长特征以及菌株显微特

征的前提下，采用分子生物学手段对该菌株进行了鉴定，并初

步测定了该菌株对烟粉虱的杀虫活性。

１　材料与方法

１．１　烟粉虱病原真菌的分离纯化
将田间收集的死亡烟粉虱虫体放入７０％乙醇中浸３～
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５ｓ后，用０．５％次氯酸钠消毒３～５ｍｉｎ，灭菌水中连续漂洗３
次。用无菌操作法将病虫体移至培养基平面上，每培养皿内

放３个虫体，呈三角形，每个处理３个重复，翻转培养皿，放入
２５℃恒温箱内培养３～４ｄ后，在培养皿中选择菌落，挑取少
许菌丝及孢子，接种培养，反复接种纯化菌株。

１．２　烟粉虱病原真菌形态特征的观察
１．２．１　琼脂水法　用蒸馏水和２％的琼脂粉混合溶解后灭
菌备用，试验前取少量融化的培养基滴加到载玻片中央，培养

基应滴得尽可能圆且薄，待冷却后，吸取已配制好的稀释到一

定浓度的孢子液到培养基上，放入已灭菌的装有滤纸片的培

养皿中保湿培养，并置于２８℃的恒温箱中培养，１０ｈ后用显
微镜观察，隔天观察１次，并记录孢子的萌发、菌丝体生长和
产孢结构形成的过程。

１．２．２　菌落形态观察　将纯化的菌株接种于 ＰＤＡ上，于
２５℃ 恒温箱内培养，记录在培养基上培养１０ｄ后菌落直径
大小、颜色变化，并在奥林巴斯显微镜下镜检分生孢子的形

状，测量分生孢子大小以及产孢细胞大小、着生方式和形态特

征等情况。

１．３　菌株ＱＨ１的分子鉴定
挑选菌株进行培养和 ＤＮＡ提取，用真菌 ＤＮＡ提取试剂

盒提取基因组的ＤＮＡ。引物为真菌核糖体ｒＤＮＡ区通用引物
ＩＴＳ１（ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ）和 ＩＴＳ４（ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴ
ＴＧＡＴＡＴＧＣ），扩增 ＩＴＳ１－５．８Ｓ－ＩＴＳ２ｒＤＮＡ全序列及部分
１８ＳｒＤＮＡ和２８ＳｒＤＮＡ序列。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，包括：
１０×ＰＣＲ缓冲液（１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，５００ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，
１５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１％ Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ）２．５μＬ，正反向引物各
１μＬ，ＰＣＲ反应液２μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．５μＬ，０．５ＵＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，加去离子水补足２５μＬ。ＰＣＲ反应程序
为９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃ 变性１ｍｉｎ，５５℃退火４０ｓ，７２℃
延伸９０ｓ，共３５个循环；最后 ７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。扩增产物
经１％琼脂糖凝胶电泳后回收片段并连接到克隆载体ｐＥＡＳＹ
Ｔ３上，挑取阳性克隆进行测序。
１．４　菌株ＱＨ１对烟粉虱杀虫活性的测定
１．４．１　孢子悬浮液的制备　取已培养好的斜面菌种１支，加
入５ｍＬ无菌水，轻轻将琼脂表面的孢子刮下，将该孢子悬浮
液置于已灭菌的５０ｍＬ三角瓶内，瓶中预先放置数粒无菌玻
璃球，充分振摇后用灭菌的脱脂棉过滤，并用无菌水冲洗滤渣

２～３次，最终使滤液体积达到１０ｍＬ，即得孢子悬浮液，试验
前将孢子悬液浓度调整为１．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ。
１．４．２　烟粉虱杀虫活性的测定方法　本试验采用浸渍法，将
带有２龄烟粉虱若虫的黄瓜叶片浸入悬液中，对照浸入无菌
水中，１０ｓ后取出，自然晾干。每处理为１～２片叶，每叶５０～
１００头若虫，３次重复。置于透明的保鲜盒内。再置于（２５±
０５）℃的光照培养箱中（光—暗周期１４ｈ—１０ｈ）。每日镜检并
记录被分离真菌感染死亡的虫数，计算侵染率，连续观察７ｄ。
１．４．３　数据统计与分析　根据所观察试验结果数据计算接
种后烟粉虱的死亡率，并以Ａｂｂｏｔｔ公式进行校正：

校正死亡率＝处理组死亡率－对照组死亡率１－对照组死亡率 ×１００％。

２　结果与分析

２．１　烟粉虱病原真菌的分离

通过保湿培养后幼虫身体被丝绒体充满和覆盖着，经分

离纯化获得了菌株ＱＨ１。
２．２　分离菌株的形态鉴定

在ＰＤＡ培养基上，菌落生长快，２５℃下１４ｄ时菌落直径
可达６４．５ｍｍ，长绒毛状，形成孢子后呈肉红色、粉状、背面无
色或黄色，一些菌株易形成分枝的粉红色孢梗束，（３～４）μｍ×
（１～２）μｍ。培养１０ｄ的菌落直径达到２２ｍｍ，菌落呈绒毛
状，颜色乳白色（图１），孢子形态分散或呈链状分布（图２）。
分生孢子梗为瓶状结构，单生或聚集成孢梗束，壁光滑且透

明，大部分为着生４个瓶梗组成轮生体的轮状分枝（图３）。
瓶梗基部球状，或拟椭圆形膨大，上部细长。分生孢子柱梭

形、光滑、透明至微淡红色，在瓶梗上形成孢子链，产孢细胞着

生在柄细胞或者直接着生于菌丝上，呈烧瓶形，产孢细胞平均

长为６．９μｍ、宽为 ２．５μｍ，孢子平均长为 ３．８μｍ、宽为
２．１μｍ，菌丝平均宽度为２．６μｍ，根据上述形态学特征，分离
菌株ＱＨ１初步鉴定为拟青霉属。
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２．３　分离菌株的测序序列比对结果分析
ＰＣＲ产物测序结果表明，该菌株ＩＴＳ序列长度为５５０ｂｐ。

将该序列在ＧｅｎＢａｎｋ中登录（登录号为：Ｘ２ＵＦ２３ＪＴ０１４，序列
比对号为ｑｕｅｒｙ－６４６５）进行 Ｂｌａｓｔ同源性比较。Ｂｌａｓｔ比对结
果表明，其序列和ＧｅｎＢａｎｋ库中登录的９个菌株的ＤＮＡ序列
为１００％同源。从１００个序列中选取相似性最高的９个菌株

序列进行系统学分析，构建进化树（图４），包括爪哇棒束孢
ＥＦ９９０１３１．１、９３７３３４．１、ＦＪ７６５００７．１以及ＪＦ７１８６８８．１等，发现
与ＧｅｎＢａｎｋ报道的１株玫烟色棒束孢（Ｉｓａｒｉａｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ）（登
录号：ＪＦ７１８６８８．１）的 ＩＴＳ序列表现出极高的同源性，处于系
统发育树的同一分支，因此结合形态学特征，进一步确定该菌

株为玫烟色棒束孢（Ｉｓａｒｉａｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ）。

２．４　分离菌株对烟粉虱的侵染活性
对烟粉虱的侵染活性测定结果表明，用浓度为１．０×１０７

ＣＦＵ／ｍＬ的分生孢子悬浮液、分生孢子和菌丝混合液、菌丝混
合液侵染烟粉虱２龄若虫后，烟粉虱累计死亡率见表１。不
同时间的累计死亡率数据显示，孢子加菌丝处理的虫体死亡

率较高，其７２ｈ和１２０ｈ的平均死亡率分别为３９％和６２％，
菌丝处理虫体的７２ｈ和１２０ｈ死亡率分别为２０％和３８％，２
种处理方式结果有显著性差异；单用分生孢子菌悬液处理的

虫体，其７２ｈ和１２０ｈ的平均死亡率分别为３５％和５２％，略
差于分生孢子加菌丝悬液处理的虫体死亡率，但差异不显著，

与单用菌丝处理的虫体死亡率差异显著。说明菌株 ＱＨ１可
能主要是通过孢子侵染烟粉虱虫体而表现出杀虫活性。

表１　玫烟色棒束孢ＱＨ１的不同处理对烟粉虱
２龄若虫杀虫活性的比较

处理
校正死亡率（％）

７２ｈ １２０ｈ
分生孢子＋菌丝悬液 ０．３９ａ ０．６２ａ
分生孢子悬液 ０．３５ａ ０．５２ａｂ
菌丝悬液 ０．２０ｂ ０．３８ｂ

３　结论与讨论

在自然界中，玫烟色棒束孢可在昆虫尸体和土壤中存活

一段时间，当环境适宜时产孢，形成新的侵染，并可在自然生

境和农业生态系统中形成流行病，在害虫防治中具有重要的

作用［５］。

本研究分离的菌株 ＱＨ１根据形态学特征初步鉴定为拟
青霉属，通过ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列和同源性检索，发现该菌株与
玫烟色棒束孢相似性为１００％。因此可以推断该菌株为玫烟
色棒束孢。目前国内有关玫烟色棒束孢在农业害虫防治中的

应用研究包括孟瑞霞等、田晶等应用其防治烟粉虱的报

道［６－７］，孟豪等防治桃蚜的研究［８］以及黄建华等测定的对小

菜蛾生物活性的研究［９］等，但与大规模的田间应用还有一定

的差距。

本研究菌株ＱＨ１初步的生物活性测定结果表明，该菌株
对烟粉虱具有较强的侵染能力，处理１周后，虫体产生大量白
色菌丝死亡。在孢子浓度一致的条件下，分生孢子加菌丝悬

浮液和分生孢子悬浮液对烟粉虱的侵染活性与菌丝悬浮液处

理的相比差异显著，而分生孢子加菌丝悬浮液和分生孢子悬

浮液处理间差异不显著，但分生孢子加菌丝悬浮液对烟粉虱

的杀虫活性强于单用分生孢子悬浮液，说明菌株ＱＨ１可能主
要是通过孢子侵染烟粉虱虫体而表现出杀虫活性。本试验只

对该菌株的生物活性进行了初步研究，关于其活性、杀虫谱以

及田间试验效果尚需进一步探讨。
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