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　　摘要：球孢白僵菌（Ｂｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａ）在营养贫乏的培养基质上，菌株易发生退化，为保持高毒力优良菌株的稳
定性，采用固液双相法生产球孢白僵菌分生孢子粉，在大米固态培养基中加入不同剂量的黄粉虫虫粉，研究添加虫粉

对孢子粉产量、质量及其对大豆食心虫（Ｌｅｇｕｍｉｎｉｖｏｒａｇｌｙｃｉｎｉｖｏｒｅｌｌａ）毒力的影响。结果表明，添加虫粉对球孢白僵菌的
产粉量具有明显的促进作用，其中５．０＋处理组的产粉量达到４６．８８ｍｇ／ｇ；添加虫粉对孢子粉活孢率无显著影响，但
各处理组间的萌发速率不同，其中５．０＋处理组的孢子萌发率达到５０％、９０％所需的时间分别为１３．８６、２０．７７ｈ，明显
短于对照组。５．０＋处理组的孢子粉对大豆食心虫毒力最高，接种后第１０天的校正死亡率达到９８．２７％，侵染率为
９６．６７％，致死中时（ｌｅｔｈａｌｔｉｍｅｏｆ５０％，简称ＬＴ５０）为５．５８ｄ。说明添加虫粉可以明显提高大米固态发酵生产球孢白僵

菌的孢子粉产量和质量，有利于保持高毒力优良菌株的稳定性。
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　　球孢白僵菌（Ｂｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａ）作为一种重要的生物防
治介体，由于它对环境无污染、对人和动物无毒害、杀虫谱广、

致病性强，从而成为目前国内外应用最广泛的昆虫病原真菌。

球孢白僵菌是害虫微生物防治中的一种经典丝孢类昆虫病原

真菌，可侵染１５个目 １４９个科的７００多种昆虫和若干种螨
类。在自然界中，它具有分布范围广、感染力强、易于扩散流

行的特点，因此被认为是具有开发潜力的生防真菌［１－２］。

随着球孢白僵菌的产业化发展，人们对高质量、高纯度球

孢白僵菌分生孢子的需求量越来越大。生产上面临着由菌株

退化而导致的防效不稳、高毒力菌株多代移植后毒力退化的

问题［３］。因此在实际生产中控制菌株退化是十分必要的。

长期在营养贫乏的培养基质上培养球孢白僵菌容易导致菌株

产生退化现象［４］。因此，根据目前球孢白僵菌生产和应用的

现状，亟待解决的问题之一是如何保持高毒力优良菌株的稳

定性。

黄粉虫是一种高蛋白、高脂肪、氨基酸含量较全面的资源

昆虫。本试验选用经毒力测定对大豆食心虫具有高毒力的球

孢白僵菌Ｂｂ０２作为供试菌株，采用固液双相法生产球孢白
僵菌分生孢子粉，在大米固态培养基中加入不同剂量的黄粉

虫虫粉，研究添加虫粉对孢子粉含孢量、活孢率、孢子萌发速

率及其对大豆食心虫毒力的影响，以求证添加虫粉对孢子粉

质量、产量及对大豆食心虫毒力的影响，为今后球孢白僵菌孢

子粉的工业化生产提供必要参考。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
试验中所选用的球孢白僵菌为分离自大豆食心虫越冬幼

虫且经过筛选对其具有高毒力的Ｂｂ０２菌株。
１．２　供试昆虫

大豆食心虫采自吉林省长春市吉林农业大学植物保护基

地大豆田，自然脱荚的越冬老熟幼虫。选择健康、整齐一致的

幼虫用于试验。黄粉虫由吉林农业大学昆虫实验室提供，取

新鲜健康的黄粉虫蛹，微波烘干，研磨成粉备用。

１．３　球孢白僵菌孢子粉生产
１．３．１　液体培养　采用固液双相法生产球孢白僵菌分生孢
子粉，应用ＳＤＹ培养基（成分：葡萄糖为４０ｇ，酵母浸出粉为
１０ｇ，蛋白胨为１０ｇ，水为１０００ｍＬ）进行母液和子液培养。
将筛选出的高毒力菌株Ｂｂ０２的孢子粉接入２０ｍＬ的ＳＤＹ培
养基中，在２５℃，１３０ｒ／ｍｉｎ摇床中培养４８ｈ后，取１ｍＬ母液
加入到灭菌后的１００ｍＬＳＤＹ培养基中，在２５℃，１３０ｒ／ｍｉｎ
摇床中进行子液培养２４ｈ。
１．３．２　固体培养　每个保鲜袋盛装１００ｇ大米，拌入０．５ｍＬ
豆油，分别添加虫粉１．０、２．５、５．０ｇ，替代相应等量的大米，以
不添加虫粉为对照，各处理分别用１．０＋、２．５＋、５．０＋、ＣＫ
表示，每个处理重复３次。经湿热灭菌至适当熟度，取子液接
入其中并进行下一步培养，接种量为１３％（体积／质量），充分
混合后铺平，将袋口边折起。在温度为 ２５℃、相对湿度为
７５％的条件下培养１４ｄ。将发酵物置于超净工作台上自然晾
干后，用２００目标准筛收集孢子粉。对收集的孢子粉进行质
量检测。

１．４　球孢白僵菌产粉量和孢子粉质量的测定
产粉量：每袋大米培养物上收获的孢子粉质量除以大米
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质量即为产粉量（ｍｇ／ｇ）。
含孢量：称取孢子粉１ｍｇ加入到５０ｍＬ０．０５％吐温－８０

溶液中，经磁力搅拌器充分搅拌（５００ｒ／ｍｉｎ）后镜检单孢率为
１００％时，用血球计数板测定孢子悬浮液浓度（个／ｍＬ），计算
１ｇ孢子粉所含的孢子个数，即为含孢量（个／ｇ）。

含水量：将称量瓶烘干称质量，加入约１００ｍｇ孢子粉，将
称量瓶和孢子粉在１００℃下干燥２ｈ后取出称质量，计算含
水量（％）。

活孢率：取适量孢子粉加入至５０ｍＬＳＤＹ培养基中，配
成浓度为１．０×１０６个／ｍＬ的孢子悬浮液，在２５℃条件下，
１３０ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ，镜检萌发率，即为孢子粉的活孢率（％）。
孢子萌发的标准为芽管长度等于或大于孢子直径［５］。

１．５　球孢白僵菌孢子萌发速率测定
分别取 １．０＋、２．５＋、５．０＋、ＣＫ组孢子粉适量，加入

５０ｍＬＳＤＹ培养基中，配成浓度为１．０×１０６个／ｍＬ的孢子悬
浮液，在２５℃，１３０ｒ／ｍｉｎ摇床中培养。分别在培养６、１２、１８、
２４、３０ｈ时，用微量移液器吸取２０μＬ菌液滴在血球计数板
上，然后置于显微镜下进行观察，测定孢子的萌发率，每个处

理重复３次。
１．６　球孢白僵菌芽生孢子浓度的测定

将上述用于测定孢子萌发率的菌液继续培养至４８ｈ时
观察芽生孢子，分别在培养４８、７２、９６、１６８ｈ时，用微量移液
器吸取２０μＬ培养液，加入到３８０μＬ无菌水中进行稀释。然后
用微量移液器吸取２０μＬ滴在血球计数板上，然后置于显微镜下
进行观察，测定芽生孢子浓度（个／ｍＬ），每个菌株３次重复。
１．７　球孢白僵菌孢子粉毒力测定

分别称取各处理组孢子粉与灭菌土（过５０目筛）充分混
匀，使１ｇ菌土中含有 １．０×１０７个分生孢子。将含水量为
２０％的灭菌土壤盛于塑料杯（８ｃｍ×１２ｃｍ）中，然后在表面均
匀洒上配制的菌土，每个杯子接入２０头健康的大豆食心虫老
熟幼虫，使之在菌土上自由爬行，待幼虫钻入土壤后，将杯口用

保鲜膜封好，放于２５℃培养箱中，每个处理重复３次，分别在接
种后第４、６、８、１０天调查幼虫死亡情况，同时捡出死虫将其保湿
培养。观察球孢白僵菌侵染情况，统计幼虫死亡率、校正死亡率

和侵染率，并计算致死中时（ｌｅｔｈａｌｔｉｍｅｏｆ５０％，简称ＬＴ５０）。
１．８　数据分析

采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据分析；单因素方差分析
（Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ）检验各虫粉添加组孢子粉的产量、质量
及其对大豆食心虫毒力的差异显著性（Ｐ＜０．０５）；用回归分
析中曲线估计拟合孢子粉的萌发率随培养时间变化的过程；用回

归分析中Ｐｒｏｂｉｔ分析各处理组孢子粉对大豆食心虫的ＬＴ５０。

２　结果与分析

２．１　添加虫粉对球孢白僵菌孢子粉产量和质量的影响
由表１可知，各处理组间的球孢白僵菌产粉量具有显著

差异（Ｆ３，１１＝１７５．２９９，Ｐ＜０．０００１），添加虫粉对球孢白僵菌
产粉量具有明显的促进作用，其中５．０＋组的球孢白僵菌产
粉量高达 ４６．８８ｍｇ／ｇ，对照组的球孢白僵菌产粉量只有
１８６２ｍｇ／ｇ。各处理组的含水量（Ｆ３，１１＝０．０３，Ｐ＝０．９９３）和
含孢量（Ｆ３，１１＝０．２７７，Ｐ＝０．８４１）均无显著差异。虫粉添加
组的活孢率随着虫粉添加量的增加而增加，但未达到显著差

表１　添加虫粉对球孢白僵菌孢子粉产量和质量的影响

处理
产粉量

（ｍｇ／ｇ）
含孢量

（×１０１１个／ｇ）
含水量

（％）
活孢率

（％）

ＣＫ １８．６２±１．２８ｄ １．３２±０．１３ａ１０．９３±１．３５ａ９４．６３±０．８９ａ
１．０＋２３．４０±２．１４ｃ１．２８±０．２２ａ１１．１１±１．７１ａ９４．７６±０．３９ａ
２．５＋３８．７６±１．９２ｂ １．３７±０．２２ａ１０．８０±１．４４ａ９５．３８±０．８０ａ
５．０＋４６．８８±１．３９ａ１．４３±０．２５ａ１１．０７±１．２３ａ９５．７３±０．７４ａ

　　注：同列不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。

异水平（Ｆ３，１１＝１．５１２，Ｐ＝０．２８４）。
２．２　添加虫粉对球孢白僵菌孢子萌发速率的影响

各处理组的球孢白僵菌孢子萌发率观察值如图１所示，
添加组和对照组球孢白僵菌孢子粉在第２４ｈ的萌发率差异
并不显著（Ｆ３，１１＝１．５１２，Ｐ＝０．２８４）。用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程 Ｇ＝
Ａ

１＋Ｂｅ－ｋｔ
（Ａ为最大观测值的渐近值；Ｂ为常数；ｋ为增长率）

拟合球孢白僵菌孢子粉的萌发率（Ｇ）随培养时间（ｔ）变化的
过程，拟合结果较好［６］。根据拟合模型计算球孢白僵菌孢子

萌发率达到５０％、９０％所需的时间，５．０＋组分别为１３．８６、
２０．７７ｈ，２．５＋组别为１５．１０、２１．８８ｈ，１．０＋组分别为１６．０４、
２２．６３ｈ，对照组分别为１６．５７、２２．７０ｈ。虽然添加组和对照
组球孢白僵菌孢子粉的最终萌发率是一致的，但５．０＋组的
孢子萌发速度最快，对照组孢子的萌发速度最慢，表明添加虫

粉对球孢白僵菌孢子的萌发速率具有促进作用。

２．３　添加虫粉对球孢白僵菌芽生孢子浓度的影响
由表２可知，培养４８ｈ后５．０＋组的球孢白僵菌芽生孢

子浓度为１．２４×１０６个／ｍＬ，显著高于其他组（Ｆ３，１１＝１１．７８６，
Ｐ＝０．０３），而２．５＋、１．０＋组与对照组差异不显著。在培养
７２ｈ（Ｆ３，１１＝７４．１１５，Ｐ＜０．０００１）、９６ｈ（Ｆ３，１１＝３９．１９５，Ｐ＜
０．０００１）、１６８ｈ（Ｆ３，１１＝１２５．０６１，Ｐ＜０．０００１）时，各处理组间
球孢白僵菌芽生孢子浓度存在显著差异，芽生孢子浓度随着

虫粉添加量的增加呈现显著的上升趋势，表明添加虫粉对

Ｂｂ０２菌株液体发酵芽生孢子浓度有明显的促进作用。
２．４　添加虫粉对球孢白僵菌孢子粉毒力的影响

由表３可知，与对照组相比，５．０＋组的球孢白僵菌孢子
粉对大豆食心虫的校正死亡率（Ｐ＝０．０２２）、侵染率（Ｐ＝
００４６）有显著影响。５．０＋组对大豆食心虫毒力最高，接种
后第１０天的校正死亡率达到９８．２７％，侵染率为 ９６．６７％，
ＬＴ５０为 ５．５８ｄ，而对照组接种后第 １０天的校正死亡率为
９１３８％，侵染率为８８３３％，ＬＴ５０为６．６４ｄ，可见添加虫粉能
明显提高球孢白僵菌对大豆食心虫老熟幼虫的毒力。

３　讨论

虫生真菌在继代培养过程中会发生高频率的退化现象，

表现为菌落角变、气生菌丝化、分生孢子产生能力下降或丧

失、重要次生代谢产物合成能力下降或丧失，往往给虫生真菌

的工业化生产及应用带来重大损失［７－８］。球孢白僵菌的高度

变异可引起生产菌种的退化，从而导致毒力降低，严重影响防

治效果。因此在生产和应用中，选育高毒力菌株的同时，应采

取有效措施控制变异。在营养贫乏的培养基质上，球孢白僵

菌菌株易发生变异，为保持高毒力优良菌株的稳定性，应选择

适宜的培养基质［９］。

—５１１—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第２２期



表２　添加虫粉对球孢白僵菌芽生孢子浓度的影响

处理
芽生孢子浓度（×１０６个／ｍＬ）

４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １６８ｈ
ＣＫ ０．７６±０．０８ｂ ７．２４±０．８５ｄ １４．４９±１．７８ｄ２３．８９±２．０９ｄ
１．０＋ ０．８８±０．１０ｂ１８．３４±１．５９ｃ ２２．６６±２．５０ｃ４３．２４±３．８３ｃ
２．５＋ ０．９１±０．１１ｂ２２．３８±２．１２ｂ ２９．７９±２．４４ｂ５４．６８±３．８９ｂ
５．０＋ １．２４±０．１２ａ２９．４４±２．４９ａ ３６．３４±３．４２ａ８３．２９±５．００ａ

　　王福祥等在培养球孢白僵菌的 ＰＤＡ培养基中加入黄粉

虫幼虫发现，与对照相比，添加幼虫的处理组在营养生长量、

孢子萌发率、产孢量和酶活性等方面均有所提高［１０］，但在培

养基上的产孢状况和应用中的规模化生产还存在着很大差

异［１１］，所以还不能充分反映生产中的实际产孢情况。因此，

本试验将黄粉虫虫粉添加到大米固态培养基中，采用固液双

相法对供试菌株进行适当规模的扩大生产。结果表明，添加

虫粉可以显著提高大米固态发酵生产球孢白僵菌的孢子粉产

量和质量，有利于保持高毒力优良菌株的稳定性。

表３　添加虫粉对球孢白僵菌孢子粉毒力的影响

处理
供试幼虫

（头）

死亡率（％）
第４天 第６天 第８天 第１０天

校正死亡率

（％）
侵染率

（％）
ＬＴ５０
（ｄ）

ＣＫ ６０ ３．３３±２．８９ａ ４３．３３±５．７７ｂ ８１．６７±７．６４ｂ ９１．６７±２．８９ｂ ９１．３８±２．９８ｂ ８８．３３±５．７７ｂ ６．６４
１．０＋ ６０ ３．３３±２．８９ａ ５３．３３±７．６４ｂ ８５．００±５．００ａｂ ９３．３３±２．８９ａｂ ９３．１１±２．９８ａｂ ９０．００±５．００ａｂ ６．３５
２．５＋ ６０ ５．００±０．００ａ ６６．６７±７．６４ａ ９１．６７±２．８９ａ ９６．６７±２．８９ａｂ ９６．５５±２．９８ａｂ ９３．３３±２．８９ａｂ ５．８５
５．０＋ ６０ ６．６７±２．８９ａ ７５．００±５．００ａ ９３．３３±２．８９ａ ９８．３３±２．８９ａ ９８．２７±２．９８ａ ９６．６７±２．８９ａ ５．５８

　　目前，球孢白僵菌孢子粉的活孢率以２４ｈ的萌发率表
示［１２］。然而，活孢率相同的孢子粉并不意味着其孢子的萌发

进程一致［１３］。本研究在培养基质中添加黄粉虫虫粉虽未影

响球孢白僵菌孢子粉的活孢率，但与对照相比，球孢白僵菌孢

子萌发率达到５０％、９０％所需的时间却明显缩短，表明添加
黄粉虫虫粉可能影响球孢白僵菌孢子恢复活力的进程或吸水

萌发的速度，与对照相比，对大豆食心虫的毒力也有所增加，

这种差异正好从孢子萌发速度差异的比较中得到合理解释，

即萌发速度越快的孢子毒力越强。由此印证，任何影响孢子

萌发的因素都将影响到孢子毒力［１４］。

稳定并提高虫生真菌的毒力对发展有效的商品制剂至关

重要。虫生真菌入侵寄主的过程与其对体壁结构物质分解酶

的活性有关，几丁质酶和蛋白降解酶在虫生真菌入侵寄主体

壁的过程中起重要作用，其活性高低是决定真菌侵染能力的

重要因素［１５－１６］。虫生真菌的几丁质酶和蛋白降解酶都具有

诱导性。研究表明，不同的真菌培养基也影响真菌毒力。

Ｍｉｌｎｅｒ发现，粉拟青霉菌株对麦长管蚜（Ｓｉｔｏｂｉｏｎａｖｅｎａｅ）的毒
力在蚜虫或含蚜虫表皮的琼脂板上传代３代后ＬＴ５０从１１．１ｄ
下降到 ５ｄ［１７］。Ｐｉｎｔｏ等发现，黄绿绿僵菌（Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ
ｆｌａｖｏｖｉｒｉｄｅ）蛋白降解酶的活性在该菌的培养液中存在，但当
有昆虫表皮存在时能高度表达［１８］。本研究在培养基质中加

入虫粉显著提高球孢白僵菌对大豆食心虫的毒力，也进一步

表明加入昆虫物质可诱导虫生真菌毒力的提高，说明毒力因

子易受培养底物的诱导，为提高真菌毒力提供了有价值的

途径。
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江苏泰兴地区花生田昆虫类群及群落结构分析

陈志德１，管晓志２，秦胜楠２，鞠　倩２，王书勤３，沈　一１，刘永惠１，沈　悦１
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　　摘要：花生是江苏省传统的经济作物和油料作物，在长期的种植过程中花生田形成了相对稳定的昆虫类群与群落
结构。随着农业产业结构调整力度的增加，花生种植区域和种植面积发生了变化，以江苏省泰兴市根思乡为调查点，

通过１年不间断收集昆虫，对捕获到的昆虫进行鉴定和分类，旨在了解泰兴地区花生田的昆虫类群及群落结构，为指
导花生虫害防治和合理用药提供依据。
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　　泰兴市地处江苏省中部、长江下游北岸，属沿江高沙土花
生区。泰兴市是江苏省传统的食用型花生产区之一［１］，常年

种植面积达０．６６万ｈｍ２以上。随着耕作制度、种植方式和轮
作模式的变化，花生田昆虫类群和群落结构也发生了相应的

改变。本研究结合国家花生产业技术体系病虫防控研究室的

调查任务，以江苏省泰兴市根思乡的花生田为调查点，开展１

年不间断的昆虫收集工作，并对收集的昆虫进行鉴定分类，旨

在了解泰兴地区花生田昆虫类群和群落结构，为指导花生害

虫防治和合理用药提供依据。

１　材料与方法

１．１　收集地点和时间
收集地点位于江苏省泰兴市根思乡的泰兴市农业科学研

究所花生试验田，试验区域设置为 ６６６．７ｍ２，收集时间为
２０１４年６月至２０１５年５月，历时１２个月，其中２０１４年６—９
月每周收集１次，２０１４年１０月—２０１５年５月每月收集１次。
试验区域为自然状态，未喷洒杀虫剂。
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