
　!"#$% &'(&)*#'+ #&& 犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀

收稿日期：　２０１６ ０４１１　　　修订日期：　２０１６ ０７ １６
基金项目：　广东省农业领域引导项目（２０１３Ｂ０２０３０９００４）；广东省科技计划项目（广东省农作物病虫害绿色防控技术研究开发中心建设）；

广东省公益研究与能力建设项目（２０１４Ｂ０２０２０３００３）；广东省现代农业产业技术体系建设专项（２０１６ＬＭ１０７７）
 通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｐｅｎｇａｉｔ＠１６３．ｃｏｍ

一株侵染柑橘木虱的球孢白僵菌的分离及鉴定
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摘要　从柑橘木虱虫体分离得到一株具有强致病性的虫生真菌ＧＺＭＳ２８，本文测定了该菌株对柑橘木虱的致病

性，并分析了其ｒＤＮＡＩＴＳ基因序列。试验结果表明，该菌株对柑橘木虱具有较强的致病性，浓度为１．０×１０８个／ｍＬ

的分生孢子悬浮液处理柑橘木虱成虫７ｄ后，其校正死亡率达到９５．７％。菌株ＧＺＭＳ２８的培养特征与白僵菌属球

孢白僵菌较为一致，其ｒＤＮＡＩＴＳ序列与ＧｅｎＢａｎｋ中白僵菌属多个球孢白僵菌菌株的对应序列相似性达到９９％以

上，因此将菌株ＧＺＭＳ２８鉴定为球孢白僵菌犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪。
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　　柑橘黄龙病（Ｈｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇ）能侵染各种柑橘

类植物，是柑橘产业上的毁灭性病害，目前暂无有效

的防治药剂，也没有抗病品种可供生产应用［１］。柑

橘黄龙病病原（犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊Ｌｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒｓｐｐ．）是韧

皮部限制的革兰氏阴性菌，至今尚未获得广泛认可

的纯培养［２］。柑橘黄龙病的人为传播主要通过带

病接穗嫁接和带病苗木调运，自然传播主要通过柑

橘木虱犇犻犪狆犺狅狉犻狀犪犮犻狋狉犻
［３４］。取食病树的柑橘木虱

携带黄龙病菌后，再取食健康树完成病菌的传

播［５］，病原菌可以在柑橘木虱中肠上皮细胞增殖，

后进入血腔继续增殖，再扩散到其他组织，最终到

达唾腺［６９］。

目前对于柑橘木虱多采用化学防治措施，化学

农药的频繁使用造成了农药残留、环境污染以及昆

虫抗药性等诸多问题，而生物防治被认为是最有效

和最具应用前景的防治手段。据统计全世界已记载
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的虫生真菌大约有１０００种
［１０］，而我国已发现的虫

生真菌涵盖４０多个属４００多种
［１１］。虫生真菌是昆

虫种群的主要控制因素，自然界中全部病死昆虫中

约６０％是由于感染真菌而导致死亡
［１２］。虫生真菌

侵染昆虫的过程主要包括：识别寄主、机械破坏、分

泌毒素、干扰代谢等，各种因素的共同作用导致寄主

昆虫死亡［１３］。本研究通过收集柑橘木虱虫体，进行

病原真菌的分离，筛选出对柑橘木虱具有较强致病

力的菌株，为利用虫生真菌防治柑橘木虱提供原始

材料，对促进柑橘木虱生物防治技术的顺利开展具

有重要意义。

１　材料与方法

１．１　供试虫源

分离虫生真菌所用的柑橘木虱采集于广东省广

州市天河区九里香犕狌狉狉犪狔犪犲狓狅狋犻犮犪Ｌ．上，测定病

原菌致病性所用的柑橘木虱为本实验室温室中九里

香植株上常年继代饲养的种群。

１．２　主要试剂和引物

２×犈犪狊狔犜犪狇ＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ购自北京全式金

生物技术有限公司，基因组ＤＮＡ提取试剂盒、ＤＮＡ

凝胶回收试剂盒购自爱思进生物技术（杭州）有限公

司，用于虫生真菌分离培养的培养基为马铃薯葡萄

糖琼脂（ＰＤＡ）培养基，所用ＰＣＲ引物为扩增真菌

ＩＴＳ区域的通用引物ＩＴＳ１（５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ

ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′）和 ＩＴＳ４（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴ

ＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′），由生工生物工程（上海）股

份有限公司合成。

１．３　虫生真菌的分离纯化

田间采集柑橘木虱在超净工作台上进行分离操

作，将木虱成虫浸于７０％乙醇中消毒３０ｓ，然后用

０．１％升汞消毒１．５ｍｉｎ，再用灭菌水漂洗３次，用灭

菌滤纸吸干木虱虫体上的水分，然后放置于ＰＤＡ平

板中。在２７℃恒温培养箱中培养２～３ｄ，至虫体周

围长出菌丝后，挑取菌丝转至新的ＰＤＡ平板上，如

此重复３次，然后用稀释纯化法对病菌进行单菌落

分离。最终将分离纯化的菌株保存于ＰＤＡ斜面培

养基上，置于４℃冰箱保存。

１．４　菌株的致病性测定

将分离纯化的菌株接种到ＰＤＡ 平板上，于

２７℃恒温条件下培养１０ｄ后，以灭菌水洗脱菌落上

的分生孢子，制备成分生孢子悬浮液，用血球计数板

确定孢子悬浮液的浓度，以灭菌水进行系列稀释，获

得浓度分别为１．０×１０４、１．０×１０５、１．０×１０６、１．０×

１０７和１．０×１０８个／ｍＬ的分生孢子悬浮液，并向其

中加入终浓度为０．１％的吐温８０。参照文献［１４］的

接种方法，取健康柑橘木虱成虫浸于不同浓度的分

生孢子悬浮液中１０～１５ｓ，挑取处理后仍能活动自

如的柑橘木虱放置于九里香幼嫩叶片上，然后置于

２７℃光照培养箱中（Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ，湿度９５％

以上）培养。上述各处理重复３次，每个重复为３０

头柑橘木虱，设含０．１％吐温８０的灭菌水处理的柑

橘木虱为空白对照。培养３ｄ后开始观察病菌对柑

橘木虱的侵染和致死情况，记录柑橘木虱的死亡数

量，计算死亡率和校正死亡率，死亡率（％）＝［（总虫

数－存活虫数）／总虫数］×１００，校正死亡率（％）＝

［（处理死亡率－对照死亡率）／（１－对照死亡率）］

×１００，最后利用ＤＰＳ软件对所得数据进行回归

分析。

１．５　菌株形态特征

将菌株接种到ＰＤＡ平板中央，置于２７℃恒温

培养箱培养，定期观察菌落生长情况，并记录菌落颜

色和形态，在光学显微镜下观察菌丝和孢子形态。

１．６　犐犜犛序列鉴定

将菌株接种至ＰＤ培养液，于２７℃恒温振荡培

养５ｄ，以灭菌滤纸过滤菌液，取适量菌丝于灭菌研

钵中，加入液氮研磨至粉末状，采用试剂盒法提取菌

株总ＤＮＡ。以提取的ＤＮＡ为模板，利用通用引物

ＩＴＳ１和ＩＴＳ４扩增菌株的ｒＤＮＡＩＴＳ序列。ＰＣＲ反

应体系：ＤＮＡ模板１μＬ，２×犈犪狊狔犜犪狇ＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ

１２．５μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１．０μＬ，用

ｄｄＨ２Ｏ补足至总体积２５μＬ。反应条件为：９５℃

６ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃５０ｓ，３５个循环；

７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳观察并

拍照。

１．７　测序及序列分析

于琼脂糖凝胶上割取ＰＣＲ产物的目的条带，利

用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收纯化，然后交由Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司利用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４进行两端测序。

利用ＤＮＡＳｔａｒ软件对所获得的目的基因序列进行

比较分析，然后利用ＢＬＡＳＴ进行序列相似性比对，

采用ＭＥＧＡ５．０５软件的邻接法构建系统发育进

化树。

２　结果与分析

２．１　菌株致病性测定

通过筛选获得１株对柑橘木虱具有强致病力的

菌株，命名为ＧＺＭＳ２８。试验结果表明，接种的分

·０４１·
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生孢子悬浮液浓度越高，对柑橘木虱的致死效果越

好，菌株ＧＺＭＳ２８对柑橘木虱的ＬＴ５０和ＬＴ９０也越

短。浓度为１．０×１０４个／ｍＬ的分生孢子悬浮液对

柑橘木虱的ＬＴ５０为１０．０３ｄ，而浓度为１．０×１０８个／

ｍＬ的分生孢子悬浮液的ＬＴ５０仅为２．５１ｄ；浓度为

１．０×１０４个／ｍＬ的分生孢子悬浮液对柑橘木虱的

ＬＴ９０为３３．３７ｄ，而浓度为１．０×１０８个／ｍＬ的分生

孢子悬浮液的ＬＴ９０仅为５．２８ｄ（表１）。

表１　球孢白僵菌不同孢子浓度对柑橘木虱的毒力测定结果

犜犪犫犾犲１　犞犻狉狌犾犲狀犮犲狋犲狊狋狅犳犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狆狅狉犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊犪犵犪犻狀狊狋犇犻犪狆犺狅狉犻狀犪犮犻狋狉犻

孢子浓度／个·ｍＬ－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

毒力回归方程

Ｔｏｘｉｃｉｔｙｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ
ＬＴ５０／ｄ ＬＴ９０／ｄ

相关系数 （狉）

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

１．０×１０４ 犢＝２．５４１０４＋２．４５５３４犡 １０．０３ ３３．３７ ０．９９６５

１．０×１０５ 犢＝２．９２３８４＋２．２８７２６犡 ８．０９ ２９．３８ ０．９８７０

１．０×１０６ 犢＝３．１７１５６＋２．４４３４０犡 ５．６０ １８．７４ ０．９９９２

１．０×１０７ 犢＝３．３８２３１＋２．６１６１３犡 ４．１５ １２．８３ ０．９９８１

１．０×１０８ 犢＝３．４０８８５＋３．９７３９３犡 ２．５１ ５．２８ ０．９９９５

　　接种后孵育时间越长，柑橘木虱成虫的死亡率

越高，菌株ＧＺＭＳ２８对柑橘木虱的ＬＤ５０和ＬＤ９０也

越小。接种后３ｄ，菌株ＧＺＭＳ２８对柑橘木虱的

ＬＤ５０为３．４３×１０
７个／ｍＬ，接种后７ｄ仅为２．１６×

１０５个／ｍＬ，接种后１０ｄ则仅为１．３６×１０４个／ｍＬ；接

种后３ｄ，菌株ＧＺＭＳ２８对柑橘木虱的ＬＤ９０为５．６３

×１０１０个／ｍＬ，接种后７ｄ仅为２．１４×１０８ 个／ｍＬ，

接种后１０ｄ则仅为３．０５×１０７个／ｍＬ（表２）。

表２　不同孵育时间下球孢白僵菌对柑橘木虱的毒力测定结果

犜犪犫犾犲２　犞犻狉狌犾犲狀犮犲狋犲狊狋狅犳犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻狀犮狌犫犪狋犻狅狀狋犻犿犲狊犪犵犪犻狀狊狋犇犻犪狆犺狅狉犻狀犪犮犻狋狉犻

孵育时间／ｄ

Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅ

毒力回归方程

Ｔｏｘｉｃｉｔｙｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ
ＬＤ５０／个·ｍＬ－１ ＬＤ９０／个·ｍＬ－１

相关系数 （狉）

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

３ 犢＝１．９９７０４＋０．３９８５５犡 ３．４３×１０７ ５．６３×１０１０ ０．９７７２

７ 犢＝２．７１６５５＋０．４２８００犡 ２．１６×１０５ ２．１４×１０８ ０．９７１５

１０ 犢＝３．４１７８８＋０．３８２６１犡 １．３６×１０４ ３．０５×１０７ ０．９７３７

　　试验结果表明，经１．０×１０４个／ｍＬ的孢子悬浮

液处理柑橘木虱成虫后３ｄ的校正死亡率为１１．０％，

处理后７ｄ的校正死亡率达３１．８％；经１．０×１０８

个／ｍＬ的孢子悬浮液处理柑橘木虱成虫后３ｄ的

校正死亡率为６２．０％，处理后７ｄ的校正死亡率达

９５．７％。试验处理后２ｄ，利用体视显微镜观察，

在一些柑橘木虱虫体表观察到真菌的菌丝，处理后

７ｄ，肉眼可见菌株ＧＺＭＳ２８的产孢结构，试验中还

发现菌株ＧＺＭＳ２８对柑橘木虱若虫也具有侵染性

（图１）。

图１　菌株犌犣犕犛２８对柑橘木虱若虫及成虫的侵染

犉犻犵．１　犜犺犲狊狋狉犪犻狀犌犣犕犛２８犻狀犳犲犮狋犻狀犵犮犻狋狉狌狊狆狊狔犾犾犻犱狀狔犿狆犺犪狀犱犪犱狌犾狋
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２．２　菌株培养特性和形态特征

菌株ＧＺＭＳ２８在ＰＤＡ培养基上于２７℃恒温

条件培养，其菌落为乳白色絮状，菌落蓬松、呈放射

状生长，圆形或不规则形，菌丝生长较慢，但产孢速

度较快，后期菌落背面呈淡黄色。菌株产孢细胞轮

生或单生，分生孢子梗向顶部轴式产孢，形成弯曲的

具有凸起的产孢轴。分生孢子透明，球形或卵形，壁

薄，大小为２．５μｍ×３．５μｍ（图２）。

图２　菌株犌犣犕犛２８在光学显微镜下的形态特征（目镜×物镜＝１０×４０倍）

犉犻犵．２　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳狋犺犲狊狋狉犪犻狀犌犣犕犛２８狌狀犱犲狉犪狀狅狆狋犻犮犪犾犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲（４００×）

２．３　菌株序列分析

经琼脂糖凝胶电泳检测，利用通用引物ＩＴＳ１／

ＩＴＳ４扩增的ＰＣＲ产物大小为５７０ｂｐ左右。测序

后用ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ进行在线比对，菌株ＧＺＭＳ２８

的ｒＤＮＡＩＴＳ序列与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中多个球孢

白僵菌菌株的对应序列（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．ＪＸ１２２７３６，

ＪＱ３２０３６５，ＧＵ５６５５７２，ＡＹ５３１９７２等）的相似性高

达９９％。在系统发育树中，菌株 ＧＺＭＳ２８与

犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪的多个分离物聚为１个分支，

而宛氏拟青霉犘犪犲犮犻犾狅犿狔犮犲狊狏犪狉犻狅狋犻犻的菌株（Ｇｅｎ

ＢａｎｋＮｏ．ＡＹ７５３３３５）则单独聚为另外１个分支

（图３）。

图３　基于狉犇犖犃犐犜犛序列构建的菌株犌犣犕犛２８和其他球孢白僵菌的系统发育树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犌犣犕犛２８犻狊狅犾犪狋犲犪狀犱狅狋犺犲狉犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪犫犪狊犲犱狅狀狉犇犖犃犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲狊

　　根据菌株ＧＺＭＳ２８的培养特性、形态特征及

ｒＤＮＡＩＴＳ的序列分析，可将所分离的菌株鉴定为

白僵菌属的球孢白僵菌。在分类地位上属于半知菌

亚门Ｄｅｕｔｅｒｏｍｙｃｏｔｉｎａ，丝孢纲Ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔｅｓ，丛梗

孢目 Ｍｏｎｉｌｉａｌｅｓ，丛梗孢科 Ｍｏｎｉｌｉａｃｅａｅ，白僵菌属

犅犲犪狌狏犲狉犻犪，球孢白僵菌犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪，Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号为ＫＴ７１５４８０。

３　小结与讨论

球孢白僵菌是一种重要的昆虫病原真菌，对环

境和脊椎动物无害，其杀虫谱广，致病性强，是目前

国内应用最广泛的昆虫病原真菌，但工业化、标准化
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及剂型加工等方面进展缓慢［１５］。张艳璇等通过室

内毒力试验发现球孢白僵菌对柑橘木虱具有强致死

作用，１．０×１０４个／ｍＬ的孢子悬浮液作用第１０天，柑

橘木虱累计校正死亡率为９２．６８％
［１６］。利用胡瓜钝

绥螨搭载白僵菌控制柑橘木虱，在两者共同作用下柑

橘木虱卵和成虫３ｄ后的死亡率和患病率分别为

９８．４％和９８．８％，对低龄若虫的感染率高达１００％
［１７］；

Ｌｅｚａｍａｇｕｔｉéｒｒｅｚ等测定了球孢白僵菌对柑橘木虱

的致病力，结果显示，球孢白僵菌对柑橘木虱成虫的

致死率为４２％，对柑橘木虱若虫的致死率为

４０％
［１８］。Ｐｉｎｔｏ等测定了球孢白僵菌对柑橘木虱若

虫的致死浓度及其与杀虫药剂的兼容性，结果表明，

侵染１０ｄ后的ＬＣ５０为０．４×１０
７个／ｍＬ，ＬＣ９０为６．７

×１０７个／ｍＬ，在温室条件下，杀虫药剂不影响球孢

白僵菌在柑橘上的定殖［１９］。

球孢白僵菌对昆虫寄主的侵染是机械压力和酶

共同作用的结果［２０］，前人研究表明，在孢子萌发和

侵入时需要多种酶类来降解昆虫表皮，包括蛋白质

酶、几丁质酶、酯酶、脂酶以及淀粉酶，其中蛋白质酶

和几丁质酶被认为是与侵染相关的主要酶类［２１２３］。

球孢白僵菌中的几丁质酶基因犅犫犮犺犻狋ｌ和犅犫犮犺犻狋２

已被克隆，高效表达几丁质酶基因犅犫犮犺犻狋ｌ能显著

提高球孢白僵菌的毒力，重组菌株的致死中时ＬＴ５０

和致死中浓度ＬＣ５０均显著低于野生型菌株
［２４］，而且

双价基因工程菌的毒力高于Ｂｂｃｈｉｔｌ的工程菌

株［２５２７］。利用基因工程技术获得高效、稳定的工程

菌株，将增强球孢白僵菌对柑橘木虱的毒力、对环境

的适应性、延长孢子储藏期，对促进球孢白僵菌杀虫

剂商品化生产和应用具有重要意义。

在真菌分类体系中白僵菌一直属于半知菌亚

门，丝孢纲，丛梗孢目，丛梗孢科，白僵菌属［２８］，本文

仍沿用了传统的白僵菌分类体系。随着对白僵菌分

子进化和系统发育的研究，将白僵菌归类于双核亚

界，子囊菌门，盘菌亚门，粪壳菌纲，肉座菌亚纲，肉

座菌目，虫草菌科，虫草属［２９］。Ｒｅｈｎｅｒ等对不同国

家和地区的８６株白僵菌进行了ＩＴＳ和延长因子的

分析，将白僵菌分为６个进化支，分别为Ａ：球孢白

僵菌，包括有性和无性型球孢白僵菌；Ｂ：布氏白僵

菌；Ｃ：无性型且源自欧洲和北美洲的球孢白僵菌；

Ｄ：苏格兰白僵菌和蠕孢白僵菌；Ｅ：无性型和有性型

且源自亚洲的白僵菌；Ｆ：多形白僵菌
［３０］。

本文测定了球孢白僵菌菌株ＧＺＭＳ２８对柑橘

木虱的致病性，该菌株产孢速度快，致死率高，具有

较好的生防潜力。菌株的产孢条件、孢子萌发率、生

长速率等生物学特性需要进一步研究，尤其是菌株

的田间应用效果有待试验，未来可将其开发成优良

的生防菌制剂，促进柑橘木虱虫生真菌杀虫剂的产

业化进程。
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这也是本研究引入常规ＰＣＲ预扩增，以模拟带菌土

壤含菌量的对数为横坐标，以预扩增产物为模板进

行ｑＰＣＲ的犆狋值为纵坐标构建土壤病原真菌荧光

定量ＰＣＲ标准曲线，实现４×１０２ｓｐｏｒｅ／ｇ的土壤病

原真菌ｑＰＣＲ检测下限的理论依据。

４　结论

本研究通过引入常规预ＰＣＲ扩增包含ｑＰＣＲ

目的序列的片段，提高模板ＤＮＡ浓度并降低模板

中腐殖酸等杂质的相对含量，成功地以带菌土壤

ＤＮＡ为模板构建了ｑＰＣＲ标准曲线，较未引入预

ＰＣＲ扩增前提高检测下限１０倍，实现荧光定量

ＰＣＲ对土壤病原菌数量为４×１０２～４×１０
６ｓｐｏｒｅ／ｇ

的有效定量检测，结合不同土壤病原真菌的特异性

引物，该检测方法可为土壤病原真菌的有效定量检

测提供理论支撑。
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