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球孢白僵菌胞外酶的活性与其毒力的相关性
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　　摘要：为了研究球孢白僵菌胞外酶的活性与其毒力的相关性，以黄粉虫为标准试虫测定９株球孢白僵菌的毒力，
并分别测定其胞外蛋白酶、几丁质酶和脂肪酶的生产水平。相关分析表明，３种胞外酶活性与毒力的线性关系分别为
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０．８３０３。由ｒ２值可以看出，胞外脂肪酶活性与毒力的线性关系最明显，脂肪酶活性可作为大量菌株毒力初筛的参考
性指标。
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　　球孢白僵菌（Ｂｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａ）是目前国内外研究应用
最为广泛的害虫生防真菌，同时也是一类广谱性的昆虫病原

真菌［１］，白僵菌以其高效、低毒、不污染环境、对人畜无害等

特点长期以来受到了广泛的关注和深入的研究［２］。白僵菌

对多种害虫具有致病性，能侵染包括１５目１４９科５２１属７００
多种昆虫和至少６科７属１３种蜱螨类［３－４］，并且致病力强、

持效期长、不易产生抗药性、对人畜无害，利用其开发微生物

杀虫剂具有良好的发展前景［５－６］。

大量研究表明，白僵菌主要通过与寄主的表皮接触，从昆

虫的体壁、气门、节间膜、气孔及伤口等处侵入而感染，但有时

也在昆虫取食、呼吸时经过消化道和呼吸道等内部途径进行

感染［７］。昆虫的表皮成分可以为白僵菌的萌发提供营养物

质，同时对芽管的形成具有刺激作用。白僵菌分生孢子吸收

营养后开始萌发，从端部或侧面长出芽管［８］。另有研究表

明，球孢白僵菌在代谢过程中能合成、分泌一系列胞外酶，如

蛋白酶、几丁质酶和脂肪酶等，它们在白僵菌入侵寄主时，尤

其在穿透昆虫体壁过程中，起到溶解昆虫表皮以利于菌体侵

染的作用［１］。有学者研究表明，球孢白僵菌蛋白酶、几丁质

酶和脂肪酶产生水平与其菌株毒力之间存在一定的相关

性［９－１４］。目前测定球孢白僵菌毒力一般采用生物测定的方

法，这种方法受到许多因素的影响，包括试虫的虫龄、生理状

态、生物测定时的环境条件等，常使毒力测定结果的重现性较

差，如果可以通过借助普通的生物化学方法测定这些酶的活

性，间接揭示菌株的毒力，在大量菌株中筛选高毒力菌株的同

时就可以实现既准确又高效的目的［１５］。因此，本试验测定了

９株球抱白僵菌的胞外蛋白酶、几丁质酶和脂肪酶的活性及
其对黄粉虫（ＴｅｎｅｂｒｉｏｍｏｌｉｔｏｒＬ．）的毒力，并进行相关性研究，
以期探讨上述３种体壁降解酶作为毒力指标的可靠性。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　９株球孢白僵菌菌株，由笔者实验室从北
方野外土壤中诱集分离得到。

１．１．２　试虫　黄粉虫，笔者实验室饲养所得的低龄幼虫。
１．１．３　药品　吐温－８０、ＰＤＡ培养基、ＳＤＡ培养基、酪氨酸、
酪蛋白、Ｆｏｌｉｎ－酚试剂、几丁质、二硝基水杨酸、橄榄油、
ＮａＯＨ、酚酞、聚乙烯醇、磷酸缓冲液（ｐＨ值为７．５）等。
１．２　试验方法
１．２．１　菌株毒力测定
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１．２．１．１　孢子悬浮液的制备　将实验室保存的球孢白僵菌
菌株，在ＰＤＡ平板上（２５±１）℃恒温培养１０ｄ，在无菌条件
下刮取孢子粉，放于装有少量含０．０５％ 吐温 －８０无菌水的
组织研磨器中研磨，充分研磨后倒入灭菌后的小烧杯中，用血

球计数板计数，并将孢子悬浮液浓度调至１亿个／ｍＬ备用。
１．２．１．２　毒力测定　将３龄黄粉虫幼虫浸入上述配好的孢
子悬浮液中３ｓ后，放入铺有滤纸的培养皿中，并用无菌水保
湿，用０．０５％ 吐温 －８０无菌水处理作对照。每天观察并记
录死虫数，死虫进行保湿培养，观察并记录虫体是否有菌丝

长出。

１．２．２　胞外酶测定
１．２．２．１　菌株液体培养，粗酶液制备　根据“１．２．１．１”节中
的方法制备孢子悬浮液，以１％的量接种到１００ｍＬＳＤＡ培养
基中（置于 ２５０ｍＬ三角瓶中），于（２５±１）℃恒温摇床中
１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，按试验进度定时取出培养物，过滤后留
滤液测定胞外酶活性。

１．２．２．２　蛋白酶活性的测定　（１）取培养５ｄ后的液体培养
物，用灭菌滤纸过滤，留滤液（酶液）备用。（２）用 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
缓冲液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为 ８．５）将底物酪蛋白配成
１０ｍｇ／ｍＬ酪蛋白溶液，取１ｍＬ１０ｍｇ／ｍＬ酪蛋白溶液，加入
１ｍＬ待测酶液中，于３７℃反应３０ｍｉｎ，每个处理３次重复。
（３）用２ｍＬ０．４ｍｏｌ／Ｌ三氯乙酸中止反应并过滤。（４）留滤
液用 Ｆｏｌｉｎ－酚试剂进行检测，每管加入４００μＬ滤液，２ｍＬ
Ｆｏｌｉｎ等 Ａ、Ｂ混合液（１∶５０的比例配制）室温下静止反应
１０ｍｉｎ，加入２００μＬ酚试剂，静止３０ｍｉｎ，在６５０ｎｍ波长处测
吸光度，以１ｍｉｎ催化分解生成１μｇ酪氨酸的酶量为１个活
性单位（Ｕ／ｍＬ），用酪氨酸标准溶液制作标准曲线，从而得出
不同菌株的胞外蛋白酶的活性。

１．２．２．３　几丁质酶活性的测定　（１）取培养４ｄ后的液体培
养物，用灭菌滤纸过滤，留滤液（酶液）备用。（２）以１．０ｍＬ
的１％胶体几丁质为底物，加入０．５ｍＬ酶液，５０℃水浴反应
１ｈ。（３）用ＤＮＳ（３，５－二硝基水杨酸）法测定产生的还原
糖。样品液适当稀释，使糖浓度为 ０．１～１．０ｍｇ／ｍＬ，取
１．０ｍＬ稀释后的糖液于 １５ｍＬ刻度试管中，加入 ２．０ｍＬ
ＤＮＳ试剂，沸水浴反应２ｍｉｎ，冷却后用水补足到１５ｍＬ刻度，
在５４０ｎｍ波长处测定吸光度。从葡萄糖制备标准曲线，得出
不同菌株几丁质酶的活性。

１．２．２．４　脂肪酶活性的测定　（１）取培养４ｄ后的液体培养
物，用灭菌滤纸过滤，留滤液（酶液）备用。（２）在１００ｍＬ三角
瓶中加入４ｍＬ聚乙烯醇橄榄油乳化剂和５ｍＬ０．０２５ｍｏｌ／Ｌ磷
酸缓冲液（ｐＨ值为 ７．５），置于 ４０℃预热 ５～１０ｍｉｎ，加入
１ｍＬ酶液，计时准确反应１６ｍｉｎ后立即加入１５ｍＬ９５％乙醇
终止酶反应。（３）加酚酞指示剂２～３滴，用０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ
滴定至红色为终点。

２　结果与分析

２．１　９株球孢白僵菌菌株对黄粉虫的毒力测定结果
球孢白僵菌对黄粉虫的毒力测定结果如表１所示，经过

方差和显著性水平分析可知，其中 Ｂ０７－０９－７毒力最高，致
死中时为 ２．２９ｄ；Ｂ０７－０９－１２４毒力最低，致死中时
为 ４３９ｄ。

表１　９株球孢白僵菌菌株对黄粉虫的致死中时（ＬＴ５０）

菌株 ＬＴ５０（ｄ）
Ｂ０７－０９－１２４ ４．３９±０．６０ａＡ
Ｂ０７－０９－１４３ ４．２３±１．５１ａＡ
Ｂ０７－０９－１２０ ４．１６±０．６７ａＡ
Ｂ０７－０６－１９８ ３．５５±０．３７ａｂＡＢ
Ｂ０７－０９－１７９ ３．３９±０．５９ａｂｃＡＢ
Ｂ０７－０６－１１０ ３．３２±０．８７ａｂｃＡＢ
Ｂ０７－０５－７４ ２．７４±０．２４ｂｃＡＢ
Ｂ０７－０６－３６２ ２．７２±０．３４ｂｃＡＢ
Ｂ０７－０９－７ ２．２９±０．５７ｃＢ

　　注：同列数据后不同大写、小写字母分别表示在１％、５％水平上
差异显著。下表同。

２．２　蛋白酶活性测定结果
球孢白僵菌蛋白酶活性测定结果如表２所示，经过方差

和显著性水平分析可知，９株球孢白僵菌的蛋白酶活性有明
显的差异。其中，Ｂ０７－０９－７的蛋白酶活性最高，高达
１７４５１Ｕ／ｍＬ，而 Ｂ０７－０９－１２４的蛋白酶活性 只有
１２５．２２Ｕ／ｍＬ。对表１、表２中的数据进行相关性分析，得出
球孢白僵菌蛋白酶活性 ｙ１和致死中时 ｘ之间的线性关系为
ｙ１＝－１３．８１５４ｘ＋１８５．９５４４、ｒ１＝０．７０４０、ｒ１

２＝０．４９５７（Ｐ＝
０．０３４３）。由此可以看出，球孢白僵菌蛋白酶活性与致死中
时的线性关系并不明显，蛋白酶活性单独作为衡量菌株毒力

水平的指标预测性较差。

表２　９株球孢白僵菌菌株蛋白酶活性方差分析结果

菌株 蛋白酶活性（Ｕ／ｍＬ）
Ｂ０７－０９－７ １７４．５１±１．１７ａＡ
Ｂ０７－０６－１７９ １４４．４７±１．７０ｂＢ
Ｂ０７－０６－１９８ １３８．４３±３．４７ｃＣ
Ｂ０７－０６－３６２ １３６．９４±０．５７ｃＣＤ
Ｂ０７－０５－７４ １３５．９９±１．０６ｃＣＤ
Ｂ０７－０９－１４３ １３２．２１±１．１７ｄＤＥ
Ｂ０７－０９－１２０ １３０．８７±０．７５ｄＥ
Ｂ０７－０６－１１０ １２９．５６±４．２１ｄＥＦ
Ｂ０７－０９－１２４ １２５．２２±２．２４ｅＦ

２．３　几丁质酶活性测定结果
球孢白僵菌几丁质酶活性的测定结果如表３所示，经过

方差和显著性水平分析可知，９株球孢白僵菌的几丁质酶活
性有明显的差异。其中，Ｂ０７－０９－７的几丁质酶活性最高，
高达３８６１Ｕ／ｍＬ，而 Ｂ０７－０９－１４３的几丁质酶活性只有
８．１０Ｕ／ｍＬ，结合表１得出球孢白僵菌几丁质酶活性 ｙ２和致
死中时ｘ之间线性关系为 ｙ２＝－１０．９７６０ｘ＋５８．９７７０、ｒ２＝
０．６５７７、ｒ２

２＝０．４３２５（Ｐ＝０．０５４２）。由此可以看出，球孢白
僵菌几丁质酶活性与致死中时的线性关系并不明显。

２．４　脂肪酶活性测定结果
球孢白僵菌脂肪酶活性的测定结果如表４所示，经过方

差和显著性水平分析可知，９株球孢白僵菌的脂肪酶活性有
明显的差异。其中，Ｂ０７－０６－３６２的脂肪酶活性最高，高达
６．０４Ｕ／ｍＬ，而 Ｂ０７－０９－１４３的脂肪酶酶活性只有
３．３４Ｕ／ｍＬ，结合表１得出球孢白僵菌脂肪酶活性 ｙ３和致死
中时ｘ之间线性关系ｙ３＝－１．１２２３ｘ＋８．４６９５、ｒ３＝０．９１１２、
ｒ３
２＝０．８３０３（Ｐ＝０．０００６）。由此可以看出，球孢白僵菌脂肪
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表３　９株球孢白僵菌菌株几丁质酶活性方差分析结果

菌株 几丁质酶（Ｕ／ｍＬ）
Ｂ０７－０９－７ ３８．６１±０．１４ａＡ
Ｂ０７－０５－７４ ３５．０５±０．３２ａｂＡ
Ｂ０７－０６－３６２ ３４．９９±５．３１ｂＡ
Ｂ０７－０９－１２４ ２６．７３±１．５７ｃＢ
Ｂ０７－０９－１２０ １５．９０±１．８７ｄＣ
Ｂ０７－０６－１１０ １３．４６±１．８１ｄｅＣＤ
Ｂ０７－０６－１７９ １０．２４±０．６１ｅｆＤＥ
Ｂ０７－０６－１９８ ９．７６±０．１１ｆＤＥ
Ｂ０７－０９－１４３ ８．１０±１．２５ｆＥ

表４　９株球孢白僵菌菌株脂肪酶活性方差分析结果

菌株 　脂肪酶活性（Ｕ／ｍＬ）
Ｂ０７－０６－３６２ ６．０４±０．３６ａＡ
Ｂ０７－０９－０７ ５．６３±０．６３ａｂＡＢ
Ｂ０７－０６－１７９ ５．００±０．６３ａｂｃＡＢＣ
Ｂ０７－０５－７４ ５．００±０．６３ａｂｃＡＢＣ
Ｂ０７－０６－１９８ ４．７９±０．９６ｂｃＡＢＣＤ
Ｂ０７－０６－１１０ ４．３８±０．６３ｃｄＢＣＤＥ
Ｂ０７－０９－１２０ ３．９６±０．７２ｃｄＣＤＥ
Ｂ０７－０９－１２４ ３．５４±０．３６ｄＤＥ
Ｂ０７－０９－１４３ ３．３４±０．３６ｄＥ

酶活性与毒力极显著相关。

３　结论与讨论

９株球孢白僵菌的胞外蛋白酶、几丁质酶、脂肪酶活性与
对黄粉虫毒力的相关性研究结果中，脂肪酶活性与毒力的相

关性最显著，就相关性而言，脂肪酶活性的高低在一定程度上

可以表达白僵菌毒力的强弱。ｒ２＝０．８３０３，即脂肪酶可以表
达毒力的８３０３％，由此可以考虑用脂肪酶活性表示球孢白
僵菌毒力。

球孢白僵菌的脂肪酶活性对白僵菌侵染寄主的过程有一

定的影响。球孢白僵菌入侵寄主分几个阶段，其中包括孢子

的萌发、附着、入侵和定殖，而入侵是其中至关重要的一步。

根据昆虫表皮的结构，白僵菌入侵寄主的第１道屏障是昆虫
虫体表面的蜡脂，而脂肪酶可以消除蜡脂层，打破白僵菌入侵

寄主的第１道屏障，为其进一步入侵提供基础。Ｐａｖｌｙｕｓｈｉｎ发
现，球孢白僵菌的脂肪酶活性与其对昆虫的毒力有关［１６］，

Ｓｍｉｔｈ等的试验也进一步证实了这一点［１７］。脂肪酶的作用不

仅消除了孢子入侵的屏障，而且可能给真菌提供营养。由此

可认为，脂肪酶对降解昆虫表皮、提供真菌营养具有一定的

贡献。

脂肪酶仅是昆虫体壁结构物降解酶系之一。本研究结果

表明脂肪酶在白僵菌侵染过程中的重要作用，这一结论与冯

明光所得出的胞外蛋白酶作为毒力生物测定的补充指标［１５］

有一定的出入。因此，无论是用胞外蛋白酶活性还是用胞外

脂肪酶活性作为白僵菌毒力指标，都须持谨慎态度，应当有条

件地使用或者用于大量菌株的初筛工作中。
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