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　　摘要：为探明在玉米地被真菌感染的草地贪夜蛾（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）幼虫的致病菌种，丰富草地贪夜蛾病原真
菌资源，为草地贪夜蛾生物防治研究以及生防菌剂的开发利用提供材料，对采集到的草地贪夜蛾僵虫体进行常规分离

纯化，通过形态学和核糖体内转录区间（ＩＴＳ－ｒＤＮＡ）序列分析对分离得到的病原真菌进行鉴定，并采用浸虫法研究病
原真菌对２龄草地贪夜蛾幼虫的室内活性。经鉴定，从感病的草地贪夜蛾幼虫上分离获得的病原真菌菌株
ＺＨＫＵＭＲ１为莱氏绿僵菌（Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍｒｉｌｅｙｉ）。菌株ＺＨＫＵＭＲ１接种草地贪夜蛾２龄虫后，幼虫的致死中浓度（ＬＣ５０）

为４．２４×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，最适致病浓度为５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ，接菌９ｄ后幼虫半数致死时间（ＬＴ５０）为４．３９ｄ，累计校正死

亡率达９７．６２％。自玉米地采集的草地贪夜蛾幼虫上分离得到的病原真菌为莱氏绿僵菌，该菌株对草地贪夜蛾幼虫
具有高致病性，可作为对草地贪夜蛾的生防菌剂开发应用。
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　　草地贪夜蛾（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）别称秋黏虫，
是一种原产于美洲的跨境迁飞性重大害虫，具有寄主

范围广、繁殖能力强、迁飞扩散快、危害程度重和防

控难度大等特点［１］。２０１９年１月，草地贪夜蛾首次
入侵我国云南省，凭借极强的长距离迁飞能力迅速

扩散至西南、华南、江南、长江中下游、黄淮、西北、

华北等广大地区为害，累计发生面积达１０８万ｈｍ２，
成为我国玉米上重大突发性、暴食性害虫，对我国

粮食生产安全构成长期性威胁［２］。预计２０２１年将
在西南、华南、长江中下游和江淮地区呈重发态势，

须重点防控，西北、黄淮、华北和东北须加强防范，

全国发生面积可能达１３３．３３万ｈｍ２以上，防治面积
２００万 ｈｍ２次以上［３］。在草地贪夜蛾侵入我国后，

化学防治在控制草地贪夜蛾的暴发危害、减缓其快

速传播、减轻玉米受害和保障粮食安全等方面发挥

了重要作用［４］，是当前的主要防控手段。除化学防

治外，生产上还可采用生物防治、理化诱控、生态调

控等综合措施进行防控。昆虫病原真菌是生物农

药的重要组成部分，对多种重要农、林害虫具有较

好的防治效果，同时在减少化学农药使用量、减缓

害虫抗药性和保护生态环境方面发挥着重要作用，

球孢白僵菌和金龟子绿僵菌是研究应用最广的种

类，也是防治草地贪夜蛾的推荐药剂，也是我国最

早获批登记的草地贪夜蛾防治药剂。Ｃｒｕｚ－Ａｖａｌｏｓ
等通过比较分离得到的１４种真菌对草地贪夜蛾卵
和幼虫的致病力发现，金龟子绿僵菌对草地贪夜蛾

卵和幼虫的致病率均为１００％，球孢白僵菌引起的
卵致病率最高可达到９２％，引起的幼虫死亡率最高
为７５％［５］。

莱氏绿僵菌（Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍｒｉｌｅｙｉ）是对鳞翅目幼
虫极具生防潜能的虫生真菌，在适宜的环境条件下

能引起害虫的病害流行，有效地防治害虫［６－７］，是重

要的昆虫病原真菌。Ｒｕｉｚ－Ｎáｊｅｒａ等在墨西哥调查
发现，莱氏绿僵菌可侵染草地贪夜蛾３～６龄幼虫，
对３龄幼虫的侵染率最高［８］。草地贪夜蛾入侵我

国云南省后，郑亚强等从当地感染幼虫上分离获得

了高活性的莱氏绿僵菌菌株 ＺＹＳＰ１９０７０１，以 １×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ浓度处理３龄幼虫，７ｄ后的死亡率达
１００％［９］。雷妍圆等从广州分离的莱氏绿僵菌菌株

对草地贪夜蛾 ２龄幼虫表现出较强的致病力［１０］。

本研究对从广州市从化区玉米田采集的草地贪夜

蛾僵虫进行了致病菌的分离培养和种类鉴定，并测
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试了对草地贪夜蛾幼虫的致病力。

１　材料与方法

１．１　供试虫源及饲养
草地贪夜蛾幼虫由华南农业大学农药学系徐

汉虹团队提供，并以人工饲料饲养至化蛹，待羽化

产卵后作为实验室供试虫源。室内饲养条件为温度

（２８±１）℃，相对湿度７０％ ～９０％，光—暗周期为
１６ｈ—８ｈ。　
１．２　僵虫采集及致病菌分离培养

于２０１９年１２月自广州从化地区玉米植株上采
集草地贪夜蛾幼虫僵虫４头，１头绿色，３头白色。
发现僵虫后，把僵虫保存于指形管，每管１头，以脱
脂绵塞住瓶口，置于４℃冰箱保存备用。

用接种环挑取虫体上少量孢子，采用划线法将

孢子接种于马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基上，于
（２５±１）℃恒温培养箱中培养，待长出绒毛状菌丝
后，切新生菌丝转移到水琼脂（ＷＡ）培养基，生长
１ｄ后，用小手术刀挑取单根菌丝接在新麦芽糖沙
氏培养基（ＳＭＡＹ）培养基上。纯化的菌株采用
ＳＭＡＹ斜面培养基于４℃冰箱保存。由４头僵虫分
离纯化获得４株真菌，经形态学初步鉴定，每一株真
菌都具有十分相似的菌落形态和显微形态，将其视

为同一种菌，并命名为ＺＨＫＵＭＲ１。
１．３　菌落培养及形态观察

将分离并纯化得到的菌株分别接于 ＳＭＡＹ培
养基和 ＰＤＡ培养基上，置于（２５±１）℃、光—暗周
期为１６ｈ—８ｈ的恒温培养箱培养７～１４ｄ，待菌落
表面有孢子粉，记录菌落特征及其直径［１１］。采用

ＩＣＣ５０Ｗ光学显微镜（德国徕卡公司）观察产孢结构
和分生孢子形态等显微结构，Ｓ－３０００Ｎ扫描电镜
（日本日立公司）观察超微结构。

１．４　菌株的毒力测定
ＺＨＫＵＭＲ１菌株以ＳＭＡＹ培养基培养至产生大

量橄榄色孢子后，用０．２％吐温 －８０无菌水配制成
６个浓度的孢子悬浮液（１×１０６、５×１０６、１×１０７、５×
１０７、１×１０８、５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ），用浸虫法进行毒力
测定。将大小一致、健康的草地贪夜蛾２龄幼虫在
供试孢子悬浮液中浸渍５ｓ后取出，置于滤纸上吸
取多余水分，移至６孔细胞培养板以人工饲料饲养。
从处理１ｄ后开始，连续观察９ｄ，将死亡幼虫移出，
在（２５±１）℃、光—暗周期为１６ｈ—８ｈ、相对湿度
为８５％条件下保湿培养，根据虫体是否长出目的菌

确定各幼虫的死亡原因。每个处理重复３次，每次
重复２０头虫。
１．５　菌株的分子鉴定

ＤＮＡ提取采用螯合树脂 Ｃｈｅｌｅｘ－１００提取
法［１２］。挑取少量菌丝于装有１０Ｌ质量浓度为１０％
螯合树脂的指型管中，９０００ｒ／ｍｉｎ振荡离心５ｍｉｎ，
９５℃水浴加热５ｍｉｎ，反复３次完成粗提ＤＮＡ，取上
清液备用。ＰＣＲ反应体系：ＤＮＡ模板 １μＬ、引物
ＩＴＳ１和ＩＴＳ４各１μＬ、ＴａｑＰＣＲｍｉｘ１２．５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ
９．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，３０个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。用质量浓度为１％的琼脂糖
凝胶电泳检测。ＰＣＲ产物由广州天一辉远基因科
技有限公司测序。

对分离获得菌株 ＩＴＳ－ｒＤＮＡ测序结果进行优
化，提交到 ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进行比对。下载与目的菌株具有同
源性的多个菌株及其相关近缘属菌株的相应序列，

使用ＭＥＧＡ７．０邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，
简称ＮＪ），应用最大似然法，运行 １０００次自助法
（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）验证，构建系统发育树，结合菌株形态
生物学特征，确定菌株的系统分类地位。

１．６　统计分析
试验数据经 Ｅｘｃｅｌ２０１９整理后，使用 ＤＰＳ７．０５

进行统计分析，统计各处理幼虫的累计死亡率和累

计校正死亡率，并对试验数据进行差异显著性分

析。使用 ＳＰＳＳ２６．０进行回归方程、半数致死时间
（ＬＴ５０）、致死中浓度（ＬＣ５０）及相关系数的统计分析。
累计死亡率＝处理死亡总虫数／处理总虫数×１００％；
累计校正死亡率＝（处理累计死亡率－对照累计死亡
率）／（１－对照累计死亡率）×１００％［１０］。

２　结果与分析

２．１　幼虫感染症状
从玉米卷叶中发现的自然感染寄生真菌的草

地贪夜蛾幼虫，感菌虫体早期被白色菌丝包裹

（图１－ａ），中后期呈淡绿色，体表有大量橄榄绿色
孢子粉（图１－ｂ）。将菌株 ＺＨＫＵＭＲ１分离纯化培
养１４ｄ，菌落产生的孢子粉制备成孢子悬浮液，浓度
为１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ，接种到体型一致、健康的２龄草
地贪夜蛾幼虫上。接菌 ２ｄ后，幼虫行动不活跃；
４ｄ后部分幼虫死亡，虫体颜色暗沉，变硬，７ｄ后虫
体长出白色菌丝（图 １－ｃ）；接菌 ２５ｄ后，虫体干
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瘪，虫体外表有纤细菌丝和孢子粉包裹，孢子粉呈

橄榄绿色（图１－ｄ）。
２．２　菌株ＺＨＫＵＭＲ１的形态鉴定

ＰＤＡ培养基（图１－ｅ至图１－ｆ）和ＳＭＡＹ培养
基（图１－ｇ至图１－ｈ）的菌株均能正常生长，形态
特征相似，菌落直径、初产孢时间及产孢量有明显

差异。在 ＰＤＡ培养基上，菌落正面乳白色，呈棉絮
状凸起，背面淡黄棕色，培养２０ｄ时的菌落直径为
（３６．６３±０．２２）ｍｍ，表面中心至边缘１／２处有环状

凹陷，边缘菌丝呈辐射状分布；在 ＳＭＡＹ培养基培
养，菌落平均直径为（４３．６±０．４２）ｍｍ，正面大部分
覆盖橄榄色孢子，近正圆形，菌落外缘为白色，边缘

平整，背面为淡黄棕色和白色，界线分明。显微结果

显示，菌丝光滑，有分隔，分生孢子梗着生在营养菌丝

上，直径为１．３～１．５μｍ，分生孢子梗上形成浓密的
孢梗簇，其上着生４～５个瓶梗，圆柱形，基部较为膨
大，顶部尖细；分生孢子成橄榄球状，长椭圆形，外表

光滑，大小为（２．９～３．３）μｍ×（１．８～２．７）μｍ。

２．３　分子生物学鉴定结果
利用引物对目的菌株的 ＩＴＳ－ｒＤＮＡ进行 ＰＣＲ

扩增，获得１条５９５ｂｐ扩增片段（图２），将该序列
（登录号：ＭＺ１５１８４７）在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行
ＢＬＡＳＴ比对，结果发现该菌株与 ＮＣＢＩ数据库中的
Ｍ．ｒｉｌｅｙｉｓｔｒａｉｎＮＩＰＨＭ ＭＲＦ－１菌株同源性为
１００％。将其在ＮＣＢＩ数据库中比对得到的序列，上
传至ＭＥＧＡ７．０构建发育树（图３），结果表明，菌株
ＺＨＫＵＭＲ１与数据库中其他莱氏绿僵菌菌株聚为一

大支，与ＭＫ６９７３０４亲缘关系最为相近。综合形态
学鉴定和 ＩＴＳ序列相似性分析，鉴定此菌株
ＺＨＫＵＭＲ１为莱氏绿僵菌（Ｍ．ｒｉｌｅｙｉ）。
２．４　菌株ＺＨＫＵＭＲ１对草地贪夜蛾幼虫的毒力

莱氏绿僵菌菌株ＺＨＫＵＭＲ１对草地贪夜蛾２龄
幼虫有较强的致病力，处理３ｄ后幼虫出现死亡，死
亡率随孢子悬浮液浓度升高和处理时间的增加而

增加，处理３～５ｄ草地贪夜蛾幼虫死亡率快速上升
（图４）。处理９ｄ后，不同浓度的孢子悬浮液对草
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地贪夜蛾幼虫均有致病力，浓度为５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ
的孢子悬浮液对草地贪夜蛾幼虫毒力最强，累计死

亡率和校正死亡率分别为 ９８．３３％、９７．６２％，且
ＬＴ５０最短，为４．３９ｄ（表１）；９ｄ后菌株 ＺＨＫＵＭＲ１
对草地贪夜蛾幼虫 ＬＣ５０为４．２４×１０

５ＣＦＵ／ｍＬ。综
上所述，莱氏绿僵菌菌株 ＺＨＫＵＭＲ１的孢子悬浮液
对草地贪夜蛾幼虫有较好的活性。

３　讨论与结论

昆虫病原真菌是指能够直接侵入健康昆虫体

内、迅速增殖和导致昆虫死亡的真菌类群［９］。因其

对环境友好，具有害虫不易产生抗性、易流行，被认

为是最有可能替代化学农药的下一代新型生物农

药，且在草地贪夜蛾防治中具有很大的应用潜

力［１３－１４］。本研究从玉米地田间采集的草地贪夜蛾

僵虫上分离得到１株病原真菌，经形态学和生物分
子学分析，鉴定该菌株为莱氏绿僵菌。菌株

ＺＨＫＵＭＲ１对２龄草地贪夜蛾幼虫的致病力较强，
在孢子悬浮液浓度为５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ下，草地贪夜

蛾的校正死亡率可达到９７．６２％，在４ｄ后出现半数
试虫死亡，表明莱氏绿僵菌对草地贪夜蛾低龄幼虫

具有较高的致死率，与郑亚强等的结论［９－１０］一致。

虽然莱氏绿僵菌对草地贪夜蛾具有良好的生防潜

力，但相对于其他昆虫病原真菌，更容易受到环境

因素的影响［１５］，其产孢需要的营养条件较为严

格［１６－１８］，加之真菌杀虫剂相对于化学农药见效慢、

生产效率低、成本高、产品质量不稳定等问题，因此

限制了该类菌剂的大规模生产［９］。然而，随着真菌

杀虫剂的使用逐渐流行，真菌杀虫剂有可能在大田

作物虫害综合防治（ＩＰＭ）中发挥作用，以实现有效
和相对安全的害虫管理。为了实现这一目标，须要

采取积极的研究措施来改善它们在不良的环境条

件下的性能，研制出具有持久性、更长的保质期和

易于应用的配方，以及使之具有更强的毒力和更广

的作用范围［１９］。一些研究表明，低毒、高效化学农

药与诸如球孢白僵菌、金龟子绿僵菌等昆虫病原真
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表１　菌株ＺＨＫＵＭＲ１处理对草地贪夜蛾２龄幼虫的致死效果

孢子浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
累计死亡率

（％）
累计校正死亡率

（％） 毒力回归方程
ＬＴ５０
（ｄ）

ｒ

５×１０８ ９８．３３±１．３６ａ ９７．６２±１．１２ａ ｙ＝０．１４３ｘ－０．２２０ ４．３９ ０．９１７

１×１０８ ９０．００±２．３５ａｂ ８６．４５±７．７８ａｂ ｙ＝０．１８５ｘ－０．２０８ ４．８１ ０．９１８

５×１０７ ８６．６７±１．３６ａｂ ８２．６９±２．８７ａｂ ｙ＝０．２８０ｘ－０．２２５ ５．５４ ０．９６６

１×１０７ ８０．００±４．０８ｂ ７４．３２±１０．０６ｂ ｙ＝０．２１５ｘ－０．１８２ ６．０６ ０．９９３

５×１０６ ７８．３３±４．７１ｂ ７１．９４±６．０７ｂ ｙ＝０．２３７ｘ－０．２０３ ６．９６ ０．９８５

１×１０６ ５６．６７±５４．４４ｃ ４３．２５±１５．８２ｃ ｙ＝０．２５７ｘ－０．２１０ ８．４０ ０．９８８

ＣＫ ２３．３３±６．２４ｄ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。

菌配合使用，能有效增强昆虫病原真菌对草地贪夜

蛾的侵染致病性，提高真菌在虫体上的产孢量，并

延缓化学农药对草地贪夜蛾的抗药性，减少杀虫剂

对环境的影响［９，２０］。本研究分离得到的莱氏绿僵菌

菌株ＺＨＫＵＭＲ１对草地贪夜蛾幼虫在室内适当的试
验条件下具有较强的致病力，证明其具有一定的生

防潜力，但是在实际应用中是否能够适应自然环

境，从分离到应用在田间防治的过程中能否保持菌

株毒力以及能否通过与化学药剂的混配从而降低

化学药剂用药量的同时提高对不同龄期草地贪夜

蛾的防治效果，因此，开展真菌生物农药与化学农

药混用技术研究，对减少化学农药的用药量、保持

菌株稳定性以及降低害虫对化学农药的抗药性具

有重要的价值。
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