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摘要　利用大蜡螟诱集法，从黑龙江地区不同类型土样中筛选分离到一株虫生真菌ＦＺＺ菌株，经形态学及１８ＳｒＤ

ＮＡＩＴＳ序列分析鉴定为平沙绿僵菌犕犲狋犪狉犺犻狕犻狌犿狆犻狀犵狊犺犪犲狀狊犲（ＫＹ４１９５７６）。通过对平沙绿僵菌ＦＺＺ菌株的生物

学特性、其对小菜蛾犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪２龄幼虫的致病性及对７种植物病原菌的抑菌活性的研究结果表明，ＦＺＺ

菌株菌丝生长的最适温度为２５℃，产孢的最适温度范围为２０～２５℃，３０℃孢子萌发率最高，但４８ｈ也仅为４８％。

浓度为１．０×１０９个／ｍＬ的孢子悬浮液处理小菜蛾２龄幼虫，５ｄ后校正累计侵染率为７８．３３％。ＦＺＺ菌株对７株

植物病原菌菌丝生长均有不同程度的抑制作用，对水稻稻瘟病菌犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲狅狉狔狕犪犲菌丝抑制率最高，达４５．

４５％，对大豆根腐病菌犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿的抑制率最低，为３６．３１％。ＦＺＺ菌株发酵滤液对番茄灰霉病菌犅狅狋

狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪有较强抑菌活性，抑菌带宽直径达２．９３ｃｍ，对其余６种病原菌未表现出抑制效果。此结果对筛选高效

平沙绿僵菌及扩大其生防范围具有重要意义。
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　　虫生真菌是重要的生物防治资源，其在农、林、

卫生害虫生物防治方面发挥了重要作用。绿僵菌属

犕犲狋犪狉犺犻狕犻狌犿 （Ｍｅｔｓｃｈ．）Ｓｏｒｏｋｉｎ真菌是最早用于

生物防治的虫生真菌之一，广泛应用于农林害虫的

防治［１４］。大量研究表明，虫生真菌无论分离自土壤

还是昆虫罹病体，不同生境条件下分离获得的同一



２０１８

种类的菌株间在数量和致病性等方面存在着显著差

异。这就使得研究者要对所获得的菌株进行常规筛

选，以便得到指标优良的菌株。

马丽娟等对从土壤中分离到的金龟子绿僵菌中

生长性状较好的６个菌株进行生物学研究及生物测

定，筛选出２株菌株具有进一步研究价值
［５］。赵俊

生等田间应用绿僵菌防治小菜蛾犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾

犾犪、菜青虫犘犻犲狉犻狊狉犪狆犪犲和棉铃虫犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵

犲狉犪等鳞翅目幼虫取得一定效果
［６］。Ｕｉｊａｎ等报道了

绿僵菌属真菌可在实验室内、温室内及田间防治棉粉

蚧犘犺犲狀犪犮狅犮犮狌狊狊狅犾犲狀狅狆狊犻狊
［７］。长期以来，对于绿僵菌

的研究除了基础生物学特性和分子生物学研究外，主

要集中在害虫防治方面，多数菌株通过罹病虫体分离

和土壤诱集获得。调查发现，多数情况下绿僵菌在农

田耕地及周边草地相对容易获得，可能较适应于常被

扰动的土壤环境［８］。在加拿大和丹麦都发现，从农田

分离到绿僵菌的几率比林地要高得多［９］。

近年来借助分子标记证实，虫生真菌在自然界

里除了对靶标害虫具有致病性外，还表现出在土壤

根际的定殖、促生作用［１０１２］以及对植物病原菌的拮

抗作用［１３］。齐永霞等发现金龟子绿僵菌对棉花枯

萎病菌犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿和小麦纹枯病菌犚犺犻

狕狅犮狋狅狀犻犪犮犲狉犲犪犾犻狊菌丝生长有较好的抑制作用
［１４１５］。

陈方新等研究发现金龟子绿僵菌孢子悬浮液和代谢

产物对玉米茎基腐病菌均具有较好的抑制效果［１６］。

针对平沙绿僵菌犕犲狋犪狉犺犻狕犻狌犿狆犻狀犵狊犺犪犲狀狊犲对植物

病原菌的拮抗研究未见报道。

作者对分离自黑龙江省的一株绿僵菌菌株ＦＺＺ进

行了形态学和分子生物学鉴定，并对其生物学特性、致

病性及拮抗作用进行研究，评价其生防潜力，研究结果

对拓宽黑龙江省虫生真菌资源多样性，筛选高效、广谱

绿僵菌及扩大绿僵菌生防范围具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料

供试虫生真菌：菌株ＦＺＺ，通过大蜡螟土壤诱集

筛选获得［１７］。

供试寄主昆虫：采用室内人工饲料连续饲养多

代的小菜蛾犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪２龄幼虫，由黑龙江

省农业科学院植物保护研究所昆虫室提供。

供试植物病原菌：大豆根腐病菌尖镰孢犉狌狊犪狉犻狌犿

狅狓狔狊狆狅狉狌犿、水稻稻瘟病菌犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲狅狉狔狕犪犲、水稻

纹枯病菌犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻、玉米大斑病菌犛犲狋狅

狊狆犺犪犲狉犻犪狋狌狉犮犻犮犪、玉米茎基腐病菌犉狌狊犪狉犻狌犿犵狉犪

犿犻狀犲犪狉狌犿、番茄灰霉病菌犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪、马铃薯

早疫病菌犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狊狅犾犪狀犻，以上病原菌菌株由黑龙

江省农业科学院植物保护研究所免疫室提供。

１．２　菌株的分离纯化及鉴定

１．２．１　菌株分离纯化

采集黑龙江地区不同类型土壤样品，其中森林

土壤采集地表以下２０ｃｍ土样，其他类型土壤采集

地表以下１０ｃｍ土样，实验室内４℃保存备用。采用

大蜡螟诱集法对供试土样进行虫生真菌的诱集［１７］，收

集僵虫，从感染的僵虫中分离纯化虫生真菌。

１．２．２　菌落形态观察

选取一株待鉴定的菌株ＦＺＺ，刮取其分生孢子，

用无菌水配制成孢子悬浮液。取０．４ｍＬ孢子悬浮

液均匀涂布于９０ｍｍ直径的ＰＤＡ平板上，培养３ｄ

后，用直径７ｍｍ的打孔器在培养皿边缘打取菌碟，

将菌碟转接于ＰＤＡ平板中央，置于２５℃培养箱黑

暗培养，每隔２ｄ观察菌落形态，至１５ｄ结束。

１．２．３　菌株分子鉴定

ＦＺＺ菌株在ＰＤＡ培养基上培养７ｄ，收集菌体，

依据康维试剂真菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书

提取菌体ＤＮＡ。采用真菌核糖体ｒＤＮＡ通用引物

ＩＴＳ１（ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ）和 ＩＴＳ４

（ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ）
［１８］扩增ＩＴＳ１

５．８ＳＩＴＳ２ｒＤＮＡ全序列及部分１８Ｓ和２８ＳｒＤＮＡ

序列。引物由华大基因公司合成。

ＰＣＲ扩增体系５０μＬ：２×ＰＣＲＭｉｘ１μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ

通用引物各２μＬ，模板ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足至

５０μＬ。反应条件：９４℃４ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５５℃４０ｓ，

７２℃９０ｓ，共３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。扩增产物经

１％琼脂糖凝胶电泳分离，目的片段经ＤＮＡ回收试

剂盒回收纯化后，ＰＣＲ回收产物直接送样测序。将

测序后获得的序列提交到ＮＣＢＩ，用ＢＬＡＳＴ完成序

列分析，并构建系统发育树。

１．３　菌株生物学特性研究

１．３．１　菌株生长和产孢量

制取菌株ＦＺＺ菌碟过程同１．２．２，将菌碟接种

到ＰＤＡ平板中央后，分别置于１２、１４、１５、２０、２５、

２８、３０、３５、３７、４０℃培养箱中黑暗培养，每处理重复

５皿。每隔２ｄ用直尺采用十字交叉法测量菌落直

径，至１４ｄ结束测量，并在１４ｄ收集每皿分生孢子，

·００２·
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用吐温８０配成孢子悬浮液，测定菌株产孢量。

１．３．２　菌株的孢子萌发和芽管生长

刮取培养１４ｄ的ＦＺＺ菌株分生孢子置于１％

无菌葡萄糖营养液中，振荡分散均匀，利用血球计数

板，采用稀释法调整孢子悬浮液浓度，使其在显微镜

４００倍下每个视野５０～１００个孢子。

孢子萌发试验采用载玻片悬滴法：载玻片上滴一

滴配好的孢子悬浮液，将载玻片放在保湿的培养皿

（ＲＨ＝１００％）内，培养皿用保鲜膜封口再加盖培养皿

盖，置于２５℃培养箱黑暗培养，４８ｈ检测孢子萌发率，

以芽管长度超过孢子一半长度为标准，判定孢子萌发。

１．４　菌株对小菜蛾致病性研究

用０．０５％无菌吐温８０收集ＦＺＺ菌株分生孢

子，振荡均匀后，血球计数板计数，调整孢子悬浮液

浓度，配成１．０×１０９个／ｍＬ孢子悬浮液后，采用十

倍稀释法，依次获得１．０×１０８、１．０×１０７、１．０×１０６、

１．０×１０５个／ｍＬ孢子悬浮液。将小菜蛾２龄幼虫分

别在不同浓度孢子悬浮液中浸１０ｓ，取出的虫体放在

无菌滤纸上，待虫体体表无明显水滴，将幼虫放入装

有湿润滤纸的饲养盒内，每天饲喂新鲜油菜叶。油菜

叶柄处裹棉花保湿。饲养盒放置在２５℃、Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ

∥１０ｈ恒温培养箱中。每处理２０头试虫，重复３次，

以０．０５％的吐温８０处理为对照，每天定时观察并记

录小菜蛾幼虫的死亡情况。将死亡的幼虫挑至装有

保湿滤纸的培养皿内，放置在２５℃恒温培养箱中，每

天记录被侵染虫数，至第７天结束。

１．５　菌株对植物病原菌拮抗作用研究

１．５．１　菌株对植物病原真菌菌丝生长的抑制作用

用无菌水收集ＦＺＺ菌株分生孢子，制成孢子悬浮

液，取４００μＬ孢子悬浮液涂布于萨氏培养基（ＳＤＡＹ）

平板，用直径５ｍｍ的打孔器将活化后的植物病原菌

打成菌碟，接种到 ＰＤＡ培养基平板中央，均置于

２５℃培养箱黑暗培养３ｄ，待用。

采用双重对峙培养法。用直径５ｍｍ的打孔器

分别在植物病原菌边缘、ＦＺＺ菌株平板上打取菌碟，

在ＰＰＤＡ培养基平板圆周上，距培养皿边缘１ｃｍ处，

对向接种病原菌和ＦＺＺ菌株菌碟各一块，重复４次。

设只接种病原菌的平板为对照。置２５℃黑暗培养，待

对照植物病原菌长满平皿，直尺测量抑菌带宽和处理

组病原菌菌落半径，计算菌丝生长抑制率（ＩＭＧ）。

ＩＭＧ＝（对照菌落半径－病原菌菌落半径）／对

照菌落半径×１００％。

１．５．２　菌株代谢产物对植物病原菌的抑菌活性

将ＦＺＺ菌株从斜面转接到ＳＤＡＹ培养基上，

２５℃培养５ｄ，用直径５ｍｍ打孔器在菌落边缘打取

菌碟，接种到１００ｍＬ萨氏液体培养基中，每三角瓶

３个菌碟，于２５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养５ｄ。

将发酵液在４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ，

收集上清液，上清液用０．２２μｍ细菌过滤器过滤，获

得无菌发酵滤液，置４℃ 冰箱中保存备用。

采用平板扩散培养法。在ＰＰＤＡ培养基平板中

央接种植物病原菌菌碟，在菌碟周围，用直径１２ｍｍ

打孔器按等边三角形等距离打３个孔，每孔接入

ＦＺＺ菌株发酵滤液４００μＬ，每处理重复５次。以每

孔接入无菌萨氏培养液为对照。置２５℃培养箱黑

暗培养，待对照菌落长满培养皿，测量抑菌圈直径。

１．６　统计分析

生物学特性及对病原菌菌丝的抑制作用研究数

据采用ＳＰＳＳ１３．０数据处理系统进行方差分析和

Ｄｕｎｃａｎ氏多重比较，毒力测定采用ＰＯＬＯ数据处理

系统算出毒力回归方程及ＬＣ５０、ＬＴ５０。

２　结果与分析

２．１　菌株的菌落形态观察

在ＰＤＡ培养基上，ＦＺＺ菌株生长初期菌丝白

色，随菌丝生长，形成同心环状菌落，在菌落中央先

产生橄榄绿色分生孢子，培养至后期整个菌落被橄

榄绿色分生孢子覆盖，在成熟的分生孢子堆中夹杂

着白色次生菌丝。在奥林巴斯光学显微镜下观察，菌

丝分支、有隔、无色光滑，分生孢子梗与菌丝近似，在

其末端产生瓶状单个或多个小梗，小梗密生整齐，从

末端形成长串链状分生孢子。分生孢子长椭圆形，两

端钝圆、较对称。分生孢子团牢固、排列整齐。分生

孢子大小为（２．０３～２．６６）μｍ×（６．４０～７．１３）μｍ，

（图１）。该菌株形态描述与郭好礼等和张亚波等描述

的平沙绿僵菌基本一致［１９２０］，因此可以初步鉴定为平

沙绿僵菌。

２．２　菌株的分子生物学鉴定

利用通用引物对供试ＦＺＺ菌株的ＩＴＳＩ５．８Ｓ

ＩＴＳ２ｒＤＮＡ全序列及部分１８ＳｒＤＮＡ和２８ＳｒＤＮＡ

序列进行扩增，获得一条大小５００ｂｐ左右的片段

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＫＹ４１９５７６）。通过ＢＬＡＳＴ进行

序列比对，与平沙绿僵菌（ＪＦ８２７１４９）相似性最高，为

９９％。在ＧｅｎＢａｎｋ中筛选绿僵菌属部分种序列，结合

本试验菌株ＦＺＺ序列，构建系统发育进化树（图２）。

经菌落形态和分子鉴定，ＦＺＺ菌株为平沙绿僵菌

犕犲狋犪狉犺犻狕犻狌犿狆犻狀犵狊犺犪犲狀狊犲。
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图１　绿僵菌犉犣犣菌株形态特征

犉犻犵．１　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犳犲犪狋狌狉犲狅犳犮狅犾狅狀狔犪狀犱犮狅狀犻犱犻犪狅犳狊狋狉犪犻狀犉犣犣

图２　基于狉犇犖犃犐犜犛序列构建的绿僵菌菌株发育树

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犕犲狋犪狉犺犻狕犻狌犿狊狋狉犪犻狀狊犫犪狊犲犱狅狀狉犇犖犃犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲狊

２．３　菌株生长与孢子产量

在设定的１０组温度条件下，除４０℃下菌株不

生长外，其余温度下均可生长，但生长速率和产孢量

存在明显差异。２８℃下，菌株的生长速率极显著高

于其他温度处理。进一步从形态学观察，２５℃下菌

丝致密度比２８℃高。２０℃和２５℃下，菌株的产孢量

无显著差异，且极显著高于其他温度条件下孢子产

量（表１）。结果表明，ＦＺＺ菌株生长的最适温度为

２５℃，最适产孢温度范围为２０～２５℃。

表１　不同温度下菌株犉犣犣生长速率及产孢量１
）

犜犪犫犾犲１　犌狉狅狑狋犺狉犪狋犲犪狀犱犮狅狀犻犱犻犪狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀狅犳

狊狋狉犪犻狀犉犣犣犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊

温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

生长速率／ｃｍ·ｄ－１

Ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ

产孢量／×１０６个·皿－１

Ｃｏｎｉｄｉａｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

１２ （０．０３±０．００７）ｉＨ ０ｃＣ

１４ （０．０６±０．０１１）ｈＧ （４３．３３±２６．０１）ｃＣ

１５ （０．０９±０．０００）ｇＦ （１９５．５８±４８．５６）ｃＣ

２０ （０．２１±０．００５）ｅＥ （１７９５．８３±５１９．４７）ａＡ

２５ （０．３２±０．２１５）ｂＢ （２１０４．１７±８１１．０８）ａＡ

２８ （０．３７±０．０１１）ａＡ （１０７０．８３±５１７．５５）ｂＢ

３０ （０．２７±０．０１７）ｃＣ （５９２．０８±２７２．８１）ｂｃＢＣ

３５ （０．１９±０．１１５）ｆＥ （３．００±２．２７）ｃＣ

３７ （０．２３±０．０００）ｄＤ （４２．６３±５．３４）ｃＣ

４０ ０ｊＩ ０ｃＣ

　１）同列数据不同小写字母表示在０．０５水平差异显著；同列数据

不同大写字母表示在０．０１水平差异极显著，下同。

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ；Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅ

ｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０１ｌｅｖｅｌ．

Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．４　孢子的萌发与芽管的形成

试验结果表明（表２），在１５℃下培养４８ｈ，孢子

不萌发。在其他设定的孢子培养温度下，孢子的萌

发率无显著差异。３０℃下孢子的萌发率最高，达

４８％，且多芽管萌发占总萌发数的比例最高，为

３２％。２５℃下芽管最长，达１９．２９μｍ。

表２　不同温度下犉犣犣菌株４８犺萌发率及芽管长

犜犪犫犾犲２　犆狅狀犻犱犻犪犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狉犪狋犲犪狀犱犾犲狀犵狋犺狅犳犵犲狉犿狋狌犫犲

狅犳狊狋狉犪犻狀犉犣犣犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊犳狅狉４８犺

温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

萌发率／％

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

多芽管萌发比例／％

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｉｏ

ｏｆｍｕｌｔｉｇｅｒｍｔｕｂｅ

芽管长／μｍ

Ｌｅｎｇｔｈｏｆ

ｇｅｒｍｔｕｂｅ

１５ ０ｃＢ ０ｃＣ ０ｂＢ

２０ （３４±７）ｂＡ　 （１５±８）ｂＡＢＣ （１１．２８±６．３１）ａｂＡＢ

２５ （４３±１１）ａｂＡ （２６±１２）ａｂＡＢ （１９．２９±１２．９０）ａＡ

３０ （４８±１４）ａＡ （３２±１７）ａＡ　 （１６．７８±１０．４６）ａＡ

３５ （３９±５）ａｂＡ （１３±８）ｂＢＣ　 （１７．４９±１１．０６）ａＡ

２．５　对小菜蛾幼虫的侵染致病性

ＦＺＺ菌株孢子液处理小菜蛾２龄幼虫初期，幼

虫的触碰反应、取食行为及外表与对照组无差异。

接种第２天后，陆续出现侵染致病死亡的幼虫，死虫

体色发生变化，多数变灰褐色或黑色。被侵染致病的

幼虫２５℃保湿培养后，虫尸体表长出白色菌丝，至被

橄榄绿色分生孢子覆盖。侵染致病率与处理浓度显

著相关，孢子浓度１．０×１０９个／ｍＬ的高浓度处理第２

天和第５天，对小菜蛾２龄幼虫校正累计侵染率最

·２０２·
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高，分别为６３．３３％和７８．３３％（表３）。通过分别建立

的ＦＺＺ菌株的孢子浓度与小菜蛾幼虫校正累计侵染

率、处理时间和校正累计侵染率的毒力回归方程分析

表明，菌株ＦＺＺ对小菜蛾２龄幼虫的ＬＣ５０为１．２９×

１０８个／ｍＬ（９５％置信区间５．９４×１０７～５．１１×１０８

个／ｍＬ，毒力回归方程犢＝－５．５８＋０．６９犡），ＬＴ５０

为４．４８ｄ（９５％置信区间３．６７～７．２２ｄ，回归方程犢

＝－１．２６＋１．９４犡）。

表３　菌株对小菜蛾２龄幼虫的毒力测定

犜犪犫犾犲３　犞犻狉狌犾犲狀犮犲狅犳狋犺犲犉犣犣狊狋狉犪犻狀狅狀２狀犱犻狀狊狋犪狉犾犪狉狏犪犲狅犳犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪

孢子悬浮液浓度／个·ｍＬ－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

校正累计侵染率／％　Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｒａｔｅ

２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ

１．０×１０５ （１２．２５±７．５１）ｂＢ （１２．２５±７．５１）ｃｄＢ （１２．２５±７．５１）ｃＣ （１７．８４±１１．１５）ｃＣ

１．０×１０６ （５．１８±５．２７）ｂＢ （１０．２６±５．４０）ｄＢ （１５．２６±５．０２）ｃＣ （１８．６８±７．７８）ｃＣ

１．０×１０７ （２５．００±１３．２３）ｂＢ （３０．００±１３．２３）ｂｃＢ （３８．３３±１０．４１）ｂＢ （４１．６７±７．６４）ｂＢＣ

１．０×１０８ （２５．００±１３．２３）ｂＢ （３５．００±１３．２３）ｂＢ （５０．００±８．６６）ｂＢ （５１．６７±７．６４）ｂＢ

１．０×１０９ （６３．３３±１０．４１）ａＡ （６８．３３±７．６４）ａＡ （７６．６７±７．６４）ａＡ （７８．３３±１０．４１）ａＡ

２．６　菌株对植物病原真菌菌丝生长的抑制作用

平沙绿僵菌对７株植物病原菌的菌丝生长均表

现出不同程度的抑制作用。对水稻稻瘟病菌菌丝生

长抑制率最高，达４５．４５％，对大豆根腐病菌的抑制

率最低，为３６．３１％，对马铃薯早疫病菌的抑菌带宽

最大，达０．８７ｃｍ；对大豆根腐病菌的抑菌带宽最

小，仅有０．２８ｃｍ（表４）。

表４　菌株犉犣犣对植物病原菌的抑制作用

犜犪犫犾犲４　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳狋犺犲狊狋狉犪犻狀犉犣犣狋狅狆犾犪狀狋狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犳狌狀犵犻

植物病原菌

Ｐｌａｎｔｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｉ

菌丝生长抑制率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

抑菌带宽／ｃｍ

Ｌｅｎｇｔｈｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅ

大豆根腐病菌尖镰孢犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿 （３６．３１±１．９１）ａＡ （０．２８±０．１０）ｃＤ

水稻稻瘟病菌犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲狅狉狔狕犪犲 （４５．４５±１．９３）ａＡ （０．５６±０．０８）ｂＢＣ

玉米大斑病菌犛犲狋狅狊狆犺犪犲狉犻犪狋狌狉犮犻犮犪 （３７．３０±９．５２）ａＡ （０．７９±０．０５）ａＡＢ

番茄灰霉病菌犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪 （３９．１０±１８．８０）ａＡ （０．４５±０．２１）ｂｃＣＤ

马铃薯早疫病菌犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狊狅犾犪狀犻 （３７．５８±３．０３）ａＡ （０．８７±０．２４）ａＡ

水稻纹枯病菌犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻 （３９．３３±１．９４）ａＡ （０．５７±０．０８）ｂＢＣ

玉米茎基腐病菌犉狌狊犪狉犻狌犿犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿 （３７．１３±１．６２）ａＡ （０．５６±０．０６）ｂＢＣ

图３　菌株犉犣犣对几种植物病原菌菌丝生长的抑制作用

犉犻犵．３　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳狊狋狉犪犻狀犉犣犣狋狅狆犾犪狀狋狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犳狌狀犵犻

２．７　菌株代谢产物的抑菌作用

菌株ＦＺＺ发酵滤液仅对番茄灰霉病菌有抑制

作用（图４），抑菌圈直径（２．９３±０．１５）ｃｍ，对其余６

株病原菌没有抑制效果。

３　讨论

由于同一菌株在不同培养条件下及在同一培养

条件下都有可能发生变化，且分生孢子大小存在重

叠，因此不能完全依靠形态学特征作为分类的标

准［２１］。本研究对大蜡螟诱集法得到的菌株ＦＺＺ进

行了形态学及ＩＴＳ序列分析，鉴定出其为平沙绿僵

菌，并对其进行了生物学特性、致病力及对常见致病

菌拮抗作用的测定。

·３０２·
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图４　菌株犉犣犣发酵滤液对番茄灰霉病菌菌丝生长的抑制作用

犉犻犵．４　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犳犲狉犿犲狀狋犲犱犳犻犾狋狉犪狋犲狅犳狊狋狉犪犻狀

犉犣犣狋狅犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪

生物学特性研究是菌株研究的基础。王宝辉等

对绿僵菌ＭＳ０１菌株的研究发现，该菌株在２６℃下

营养生长最好，２８℃下产孢量最高，孢子萌发速度最

快，萌发率最高［２２］。张亚波等对平沙绿僵菌 ＷＰ０８

的研究表明，在２５℃和３０℃下１２ｈ该菌株孢子萌

发率均在９６％以上；且具有较宽的温度生长范围，

在３０℃下生长速度最快，其次为２５℃；２５℃下产孢

量极显著高于其他温度处理［２０］。本研究中平沙绿

僵菌生物学特性与张亚波等研究略有差异，分析原

因，首先分离自不同区域的绿僵菌菌株在不同培养

基、不同处理下的生物学特性存在较大差异；其次孢

子萌发率试验中收集孢子的液体不同，也有可能导

致孢子萌发率有差异。

致病力始终是衡量虫生真菌生防潜力的重要指

标。在对虫生真菌进行毒力测定时，供试昆虫的龄

期、接种方式、外界条件等都会影响其结果［２３］。雷

妍圆等比较了４种接种方式下球孢白僵菌Ｂｂ０２对

小菜蛾２龄和３龄幼虫的致病力，认为浸虫法最适

于室内准确评价球孢白僵菌对小菜蛾的致病力［２４］。

张建伟、王中康等采用金龟子绿僵菌对小菜蛾３龄幼

虫进行毒力测定，２５℃下５．０×１０７个／ｍＬ菌液的

ＬＴ５０为２．４４ｄ；第７天的ＬＣ５０为２．３１×１０４个／ｍＬ
［２５］。

本研究中平沙绿僵菌的孢子萌发率较低，有可能是

导致其ＬＣ５０较高的原因。进一步的研究中要考虑

提高分生孢子萌发率。

绿僵菌对植物病原菌的拮抗作用报道较少，现

有报道以金龟子绿僵菌为主。齐永霞等研究的金龟

子绿僵菌Ｍａ５５菌株３．２５×１０６ｃｆｕ／ｍＬ对３株枯萎

病菌菌丝生长抑制率均超过了７０％，培养２０ｄ的无

菌发酵液对３株枯萎病菌菌丝生长抑制率最高也达

到了５９．８６％；Ｍａ５５菌株随孢子悬浮液浓度降低对小

麦纹枯病菌的抑制作用也相应减弱，培养５ｄ的发酵

液对小麦纹枯病菌菌丝生长抑制率达６５．９２％，其拮

抗机制为营养竞争、空间竞争及抗生作用［１４１５］。本

文首次以平沙绿僵菌菌株为研究对象，发现了该菌

株对７株植物病原菌均有不同程度的抑制作用，都

可以产生抑菌带。菌株代谢产物仅对番茄灰霉病菌

有较强的抑菌活性。研究发现，菌株是通过竞争和

抗生作用对植物病原菌产生抑制作用的，未发现重

寄生作用。本研究通过对平沙绿僵菌ＦＺＺ菌株的

研究，对其生物学特性、致病力及拮抗作用方面有了

一定了解，这对筛选高效、广谱平沙绿僵菌及扩大平

沙绿僵菌生防范围具有重要意义。
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［１３］农向群，张泽华．昆虫病原真菌的生态适应性及其生物防治应

用策略［Ｊ］．中国生物防治学报，２０１３，２９（１）：１３３ １４１．

［１４］齐永霞，陈方新，李增智．金龟子绿僵菌对棉花枯萎病菌的拮抗

作用研究［Ｊ］．棉花学报，２０１０，２２（６）：５９１ ５９６．

［１５］齐永霞，陈方新，李增智．绿僵菌对小麦纹枯病菌的抑制作用研

究［Ｊ］．激光生物学报，２０１１，２０（６）：７５８ ７６４．

［１６］陈方新，齐永霞．虫生真菌对玉米茎基腐病菌的室内抑制作用

研究［Ｍ］∥郭泽建，吴元华．中国植物病理学会２０１４年学术年

会论文集．北京：中国农业科学技术出版社，２０１４：５３０ ５３４．

［１７］王爽，李新民，刘春来，等．东北地区土壤中高毒力虫生真菌菌

株的筛选［Ｊ］．黑龙江农业科学，２０１５（１）：５０ ５６．

［１８］宋晓兵，彭埃天，程保平，等．一株侵染柑橘木虱的球孢白僵菌

的分离及鉴定［Ｊ］．植物保护，２０１７，４３（４）：１３９ １４４．

［１９］郭好礼，叶柏龄，岳莹玉，等．绿僵菌属的三个新种［Ｊ］．真菌学

报，１９８６，５（３）：１７７ １８４．

［２０］张亚波，吴盼盼，王鹏，等．一株绿僵菌的鉴定及其生物学特性

［Ｊ］．林业科学，２０１２，４８（１２）：１３４ １４０．

［２１］王萌，殷幼平，王中康，等．１０株绿僵菌菌株分类地位的多基因

系统进化分析［Ｊ］．植物保护，２０１４，４０（５）：１４ ２１．

［２２］王宝辉，郑建伟，黄大庄，等．绿僵菌 ＭＳ０１菌株的生物学特性

及在不同温湿度下对光肩星天牛幼虫的致病力［Ｊ］．林业科学，

２００９，４５（９）：１５８ １６２．

［２３］ＳＡＲＦＲＡＺＭ，ＫＥＤＤＩＥＡＢ，ＤＯＳＤＡＬＬＬＭ．Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌ
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ｃｏｎｔｒｏｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００５，１５（８）：７６３ ７８９．

［２４］雷妍圆，吕利华，何余容．不同接种方式下球孢白僵菌对小菜蛾

的致病力［Ｊ］．植物保护，２０１０，３６（６）：１４２ １４６．

［２５］张建伟，王中康，申剑飞，等．小菜蛾高致病力绿僵菌的筛选、鉴

定及培养特性研究［Ｊ］．中国生物防治学报，２０１２，２８（１）：５３ ６１．
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征订启事 　　　欢迎订阅２０１９年《中国生态农业学报》

《中国生态农业学报》由中国科学院遗传与发育生物学研究所和中国生态经济学会主办，中国科学院主管，科学出版社出
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