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大豆食心虫高毒力球孢白僵菌菌株的筛选

陶淑霞，陆子慧
（吉林农业大学农学院，吉林长春１３０１１８）

　　摘要：筛选对大豆食心虫（Ｌｅｇｕｍｉｎｉｖｏｒａｇｌｙｃｉｎｉｖｏｒｅｌｌａ）具有高毒力且生物学性状优良的球孢白僵菌（Ｂｅａｕｖｅｉａ
ｂａｓｓｉａｎａ）菌株，选择分离自大豆食心虫老熟幼虫的８个球孢白僵菌菌株，在对各菌株生物学性状研究的基础上，进一
步对大豆食心虫老熟幼虫的毒力进行测定。生物学性状研究表明，菌株Ｃｃ－２、Ｃｃ－３和 Ｍｄｊ－３具有生长速度快、萌
发率高、产孢能力强、胞外蛋白酶产酶水平高等优良性状。毒力测定结果表明，菌株Ｃｃ－２对大豆食心虫老熟幼虫的
校正死亡率为９２．５５％，侵染率为９０．００％，致死中时（ｍｅｄｉａｎｌｅｔｈａｌｔｉｍｅ，简称ＬＴ５０）为６．５４ｄ。菌株Ｃｃ－２不仅对大豆

食心虫致病力最高，其致病速率也最快，结果表明，菌株Ｃｃ－２在大豆食心虫的生物防治中有重要的应用价值。
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　　大豆食心虫（Ｌｅｇｕｍｉｎｉｖｏｒａｇｌｙｃｉｎｉｖｏｒｅｌｌａ）为单食性害虫，
主要危害大豆，分布于我国东北、华北及山东等地，以东北三

省危害严重，主要为幼虫蛀荚危害，常年蛀食率为 １０％ ～
２０％，严重时蛀食率为３０％ ～４０％，严重影响大豆的产量和
品质［１］。初孵幼虫在豆荚上爬行数小时后，钻入豆荚进行危

害，发育至老熟幼虫后脱荚，钻入土中越冬，大豆食心虫的整

个世代只有很短时间是暴露在外的，因此防治非常困难。目

前，主要是在成虫发生盛期以菊酯类药剂防治大豆食

心虫［２－３］。

球孢白僵菌（Ｂｅａｕｖｅｉａｂａｓｓｉａｎａ）是害虫微生物防治中一
种重要的虫生真菌，可侵染１５个目的昆虫和一些螨类，具有
分布范围广、侵染力强、易于形成真菌流行病等特点，因此被

认为是具有开发潜力的生防真菌［４－５］。球孢白僵菌不同菌株

对目标害虫的毒力存在着显著差异［６－８］。

球孢白僵菌是大豆食心虫幼虫的寄生性病原真菌，自然

寄生率为５％～１０％，是造成大豆食心虫自然死亡的主要因
素之一［９］。为提高球孢白僵菌对大豆食心虫老熟幼虫的防

治效果，须要筛选对此虫具有高毒力的菌株。本研究采集自

然球孢白僵菌菌株，并对其生物学性状、毒力等指标进行比较

研究，旨在筛选出生物学性状优良，且对大豆食心虫老熟幼虫

具有高毒力的菌株，以期为大豆食心虫的生防技术提供指导。

１　材料与方法

１．１　供试菌株及培养基
供试菌株分别采自吉林省长春市、黑龙江省哈尔滨市和

牡丹江地区的大豆食心虫越冬幼虫，采集后进行分离与纯化。

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ｐｏｔａｔｏｄｅｘｔｒｏｓｅａｇａｒ，简称 ＰＤＡ；配
方为 ２００ｇ马铃薯，３０ｇ葡萄糖，２０ｇ琼脂，１０ｇ酵母，
１０００ｍＬ蒸馏水）。萨氏培养基（ｓａｂｏｕｒａｕｄｄｅｘｔｒｏｓｅａｇａｒｗｉｔｈ
ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ，简称ＳＤＡＹ；配方为４０ｇ葡萄糖，２０ｇ琼脂，１０ｇ
酵母，１０ｇ蛋白胨，１０００ｍＬ蒸馏水）。萨氏液体培养基
（ｓａｂｏｕｒａｕｄｄｅｘｔｒｏｓｅｗｉｔｈｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ，简称 ＳＤＹ；配方为４０ｇ
葡萄糖，１０ｇ酵母，１０ｇ蛋白胨，１０００ｍＬ蒸馏水）。供试菌
株的寄主昆虫及采集地点如表１所示。
１．２　供试昆虫

在吉林农业大学大豆中心收集自然脱荚的大豆食心虫老

熟幼虫，选取发育整齐一致的幼虫作为供试昆虫。

１．３　菌落生长性状观察
分别取各分离菌株平板上的孢子粉，配制浓度为 １．０×
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表１　供试菌株的寄主昆虫和采集地点

菌株 寄主 采集地点

Ｃｃ－１ 大豆食心虫 吉林省长春市　　
Ｃｃ－２ 大豆食心虫 吉林省长春市　　
Ｃｃ－３ 大豆食心虫 吉林省长春市　　
Ｍｄｊ－１ 大豆食心虫 黑龙江省牡丹江市

Ｍｄｊ－２ 大豆食心虫 黑龙江省牡丹江市

Ｍｄｊ－３ 大豆食心虫 黑龙江省牡丹江市

Ｈｅｂ－１ 大豆食心虫 黑龙江省哈尔滨市

Ｈｅｂ－２ 大豆食心虫 黑龙江省哈尔滨市

１０７个／ｍＬ的孢子悬浮液。取 ５μＬ孢子悬浮液接在含有
ＰＤＡ培养基的培养皿中，重复３次，于２５℃条件下培养，观察
并记录各菌株菌落的形态，在第１４天时测量各菌株菌落的
直径。

１．４　产孢量测定
在各菌株培养至第１４天时，用打孔器（直径为１０ｍｍ）在

菌落半径１／２处打孔取菌块，每个菌株重复３次，将菌块置于
三角瓶中，加入２０ｍＬ０．０５％吐温 －８０溶液，充分搅拌得到
孢子悬浮液，利用血球计数板对孢子悬浮液进行观察计数。

１．５　孢子萌发率测定
分别取各菌株平板培养的分生孢子适量，加入 ２０ｍＬ

ＳＤＹ培养基中，配制浓度为１．０×１０６个／ｍＬ的孢子悬浮液，
在２５℃，１３０ｒ／ｍｉｎ条件下培养２４ｈ后，吸取２０μＬ菌液滴在
血球计数板上，置于显微镜下，观察并记录孢子的萌发情况，

芽管长度大于或等于孢子直径的孢子视为萌发［１０］。

１．６　胞外蛋白酶含量测定
平板由质量体积比为 １．０％的明胶和质量体积比为

１．５％ 的琼脂配成。各菌株分别配制成浓度为１×１０８个／ｍＬ
孢子悬浮液，各取１０μＬ滴于平板中心，每个菌株重复３次，
于２５℃条件下培养４ｄ后，将１５％的 ＨｇＣｌ２溶液倒入平板。
在垂直２个方向分别测量透明环直径和菌落直径，以两者比
值作为胞外蛋白酶产酶量的指示值。

１．７　毒力测定
１．７．１　菌土的制备　选取生物学性状良好的 ３个菌株
（Ｃｃ－２、Ｃｃ－３、Ｍｄｊ－３）用于毒力测定。将３个菌株的孢子
悬浮液均匀涂在ＳＤＡＹ培养皿中，于２５℃条件下培养１０ｄ，
取 ０．５ｍｇ孢子粉，加入５０ｍＬ０．０５％吐温－８０溶液中，配制
成孢子悬浮液，在显微镜下测定该孢子悬浮液的浓度，计算出

１ｇ孢子粉所含的孢子数。称取孢子粉与灭菌土（过 ５０目
筛）充分混匀，配制成含孢子数为 １．０×１０７个／ｇ的菌土，
备用。

１．７．２　测定方法　取灭过菌的土壤并将其配制成含水量为
２０％的土壤，盛于塑料杯（８ｃｍ×１２ｃｍ）中，然后在表面均匀
洒上配制的菌土（以未施用菌土为ＣＫ），每杯接入２０头供试
昆虫，待幼虫入土后，置于温度为２５℃条件下培养，每个菌株
设３个重复，在接种后第４、６、８、１０天进行调查，计算不同时
间的死亡率、校正死亡率、侵染率和致死中时（ｍｅｄｉａｎｌｅｔｈａｌ
ｔｉｍｅ，简称ＬＴ５０）。
１．８　数据分析

采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据分析，用单因素方差分析
（Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ）检验各菌株生物学性状及其对大豆食

心虫毒力的差异显著性（Ｐ＜０．０５），用回归分析的 Ｐｒｏｂｉｔ分
析供试菌株对大豆食心虫的致死中时（ＬＴ５０）。

２　结果与分析

２．１　不同菌株菌落形态分析
在ＰＤＡ培养基上不同菌株的菌落形态存在较大的差异。

由表２可知，菌株 Ｃｃ－２、Ｃｃ－３、Ｍｄｊ－１、Ｍｄｊ－３和 Ｈｅｂ－１
均属薄粉状菌落，孢子层厚且产孢早；菌株Ｃｃ－１属绒毛状菌
落，即菌丝生长速度快，但产孢量少；菌株 Ｍｄｊ－２、Ｈｅｂ－２均
属毡状菌落，产孢量介于薄粉状和绒毛状之间。

表２　各菌株在培养基上的形态特征

菌株 菌落类型 菌落色泽 菌落形态 基质色泽

Ｃｃ－１ 绒毛状 乳白略带点黄 绒毛状 黄色

Ｃｃ－２ 薄粉状 乳白略黄 薄粉状 黄色

Ｃｃ－３ 薄粉状 白色 薄粉状 黄褐色

Ｍｄｊ－１ 薄粉状 乳白略黄 薄粉状 黄色

Ｍｄｊ－２ 毡状　 白色 毡状 黄色

Ｍｄｊ－３ 薄粉状 白色 薄粉状 黄褐色

Ｈｅｂ－１ 薄粉状 白色 薄粉状 黄色

Ｈｅｂ－２ 毡状　 白色 毡状 黄褐色

２．２　不同菌株生长速率、产孢量、孢子萌发率的比较分析
由表３可知，不同菌株的生长速度存在显著差异（Ｆ７，２３＝

２１８．０９，Ｐ＜０．０００１）。菌株Ｃｃ－１营养生长最快，第１４天时
菌落直径达６１．６６ｍｍ，其次是菌株Ｃｃ－３、Ｍｄｊ－３、Ｃｃ－２，菌
落直径分别为５９．３６、５４．１８、５２．１４ｍｍ，菌株 Ｈｅｂ－２营养生
长最慢，第１４天时菌落直径为２８．３６ｍｍ。各菌株的产孢量
差异显著（Ｆ７，２３＝４０．７７，Ｐ＜０．０００１）。菌株Ｃｃ－２、Ｃｃ－３和
Ｍｄｊ－３的产孢量较大，分别为１．２６×１０８、１．１４×１０８、１．３２×
１０８个／ｍＬ，菌株Ｃｃ－１的产孢量最低，为０．２７×１０８个／ｍＬ。
各菌株的萌发率也存在显著差异（Ｆ７，２３ ＝１１．０３，Ｐ＜
０．０００１），菌株Ｃｃ－２、Ｃｃ－３和 Ｍｄｊ－３的萌发率较高，分别
为９６．０１％、９３．７４％、９５．１７％。

表３　各菌株菌落直径、产孢量及萌发率

菌株
菌落直径

（ｍｍ）
产孢量

（×１０８个／ｍＬ）
萌发率

（％）

Ｃｃ－１ ６１．６６±１．６４ａ ０．２７±０．０２ｆ ８７．４３±１．１２ｅ
Ｃｃ－２ ５２．１４±０．９０ｂ １．２６±０．１０ａｂ ９６．０１±１．５８ａ
Ｃｃ－３ ５９．３６±１．１２ａ １．１４±０．１２ｂｃ ９３．７４±１．７７ａｂｃ
Ｍｄｊ－１ ４２．２３±１．８４ｃ １．０１±０．１０ｃｄ ８８．１３±１．３６ｄｅ
Ｍｄｊ－２ ３９．０５±１．５８ｄ ０．８５±０．０７ｄ ９０．８４±１．６６ｃｄ
Ｍｄｊ－３ ５４．１８±１．０１ｂ １．３２±０．０６ａ ９５．１７±２．３４ａｂ
Ｈｅｂ－１ ３９．９３±１．５２ｃｄ １．０６±０．１７ｃ ９２．６８±２．１４ｂｃ
Ｈｅｂ－２ ２８．３６±０．８１ｅ ０．５３±０．０７ｅ ８９．３６±１．０８ｄｅ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。下
表同。

２．３　不同菌株的胞外蛋白酶活性比较分析
由图１可知，培养９６ｈ后各菌株胞外蛋白酶产生水平有

显著差异（Ｆ７，２３ ＝１５．１３，Ｐ＜０．０００１）。菌株 Ｃｃ－２和
Ｍｄｊ－３产酶量较高，产酶水平分别为２．０３、１．８８，两者差异不
显著；其次是菌株Ｃｃ－３，产酶水平为１．５７，其他菌株的胞外
蛋白酶产酶量较低。
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２．４　不同菌株对大豆食心虫的毒力分析
在上述研究的基础上，决定选取生物学性状优良的菌株

Ｃｃ－２、Ｃｃ－３和Ｍｄｊ－３进行致病力测定。由表４可知，不同
菌株之间对大豆食心虫的校正死亡率（Ｆ２，８ ＝２２．０５，Ｐ＝
０．００２）和侵染率（Ｆ２，８＝３８．７１，Ｐ＜０．０００１）有显著差异，其
中菌株Ｃｃ－２对大豆食心虫毒力最强，施药后第１０天校正死
亡率高达 ９２．５５％，侵染率为 ９０．００％，致死中时 ＬＴ５０
为 ６．５４ｄ。

表４　不同菌株对大豆食心虫老熟幼虫的毒力分析

菌株
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）

Ｃｃ－２ ６０ ３．３３±２．８９ａ ４５．００±５．００ａ ８３．３３±５．７７ａ ９３．３３±５．７７ａ ９２．５５±６．４５ａ ９０．００±５．００ａ ６．５４
Ｃｃ－３ ６０ １．６７±２．８９ｂ ３５．００±５．００ａｂ ７０．００±５．００ｂ ７８．３３±７．６４ｂ ７５．８８±７．６９ｂ ７５．００±５．００ｂ ７．３９
Ｍｄｊ－３ ６０ ０．００ ２８．３３±５．７７ｂ ５８．３３±５．７７ｃ ６１．６７±２．８９ｃ ５８．８０±２．９６ｃ ５８．３３±２．８９ｃ ８．３０
ＣＫ ６０ ０．００ ０．００ ０．００ ３．３３±２．８９

!

０．００ ０．００

３　讨论

不同来源的球孢白僵菌具有明显的寄主专化性［１１］。姚

剑等通过测定球孢白僵菌对马尾松毛虫（Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓ
ｐｕｎｃｔａｔｕｓ）和淡色库蚊（Ｃｕｌｅｘｐｉｐｉｅｎｓｐａｌｌｅｎｓ）的毒力，确定不能
用球孢白僵菌对淡色库蚊的毒力测定来代替对马尾松毛虫的

毒力测定，验证了其寄主专化性的存在［１２］。可见，应用白僵

菌防治害虫最重要的是筛选对靶标害虫致病力强的菌株。

　　刘玉军等筛选了对栎旋木柄天牛（Ａｐｈｒｏｄｉｓｉｕｍｓａｕｔｅｒｉ）高
致病力 Ｂｂ２０２菌株，该菌株产孢能力强且孢子萌发速度
快［６］。张海剑等通过测定不同球孢白僵菌菌株对二点委夜

蛾（Ａｔｈｅｔｉｓｌｅｐｉｇｏｎｅ）的毒力，筛选出毒力较强的Ｅｄ－４１菌株，
该菌株具有生长快、孢子萌发速率高、产孢量大等优良性

状［７］。结果表明，对大豆食心虫高致病力的菌株具有良好的

生物学性状，可见，球孢白僵菌的生物学指标与菌株的致病力

具有明显的相关性。

虫生真菌的蛋白降解酶能够分解寄主昆虫体壁中的蛋白

质，有利于真菌穿透寄主体壁形成侵染［１３－１４］。冯明光发现，

不同球孢白僵菌菌株胞外蛋白酶的产生量与供试昆虫的死亡

率呈显著正相关关系［１５］。结果表明，对大豆食心虫致病力强

的菌株，其胞外蛋白酶的产生水平也较高。本研究中筛选的

Ｃｃ－２菌株具有营养生长快、孢子萌发率高、产孢能力强且对
大豆食心虫具有高毒力的特点，可作为防治大豆食心虫的生

防菌株。
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