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金龟子绿僵菌和球孢白僵菌对大黑鳃

金龟二龄幼虫的致病力
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２．云南农业大学 农学与生物技术学院，云南 昆明 ６５０２０１）

摘要：为了筛选生物防治大黑鳃金龟 （ＨｏｌｏｔｒｉｃｈｉａｄｉｏｍｐｈａｌｉａＢａｔｅｓａ）的高毒力生防虫生真菌，室内生物测定和比较
了金龟子绿僵菌 ［ＭｅｔａｒｈｉｚｉｕｍａｎｉｓｏｐｌｉａｅＭｅｔｓｃｈｎｉｋｏｆｆ（Ｓｏｒｏｋｉｎ）］ＫＭａ０１０７菌株、球孢白僵菌 ［Ｂｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａ
（Ｂａｌｓａｍｏ）Ｖｕｉｌｌｅｍｉｎ］菌株Ｂｂ０７０６１０和 Ｂｂ０７０９１７对大黑鳃金龟２龄幼虫的致病力。结果表明：接种后５～１２ｄ，
ＫＭａ０１０７，Ｂｂ０７０６１０和Ｂｂ０７０９１７菌株对大黑鳃金龟２龄幼虫的致死剂量对数值间差异显著 （Ｆ＝１９４５，Ｐ＜００１），
分别为 （９４５±１７１） ～（４７３±０３７）、（９７６±１８７） ～（５２０±０７９）、（１０４８±１２４） ～（５９９±０４３）。用密
度为１１５×１０８～１１５×１０５个／ｍＬ的孢子悬浮液接种后，对大黑鳃金龟２龄幼虫侵染致病的ＬＴ５０估计值范围为５７～
８７ｄ，６４～９２ｄ，６３～８６ｄ。接种孢子悬浮液后，随着病原菌的侵染及其在虫体内的繁殖，大黑鳃金龟２龄幼虫
血淋巴中蛋白质质量浓度逐渐减少。接种后第４天，幼虫血淋巴中蛋白质质量浓度均明显下降，接种ＫＭａ０１０７及
Ｂｂ０７０６１０的大黑鳃金龟２龄幼虫血淋巴蛋白质质量浓度下降速度显著大于Ｂｂ０７０９１７菌株处理。接种后第１０天，菌
株ＫＭａ０１０７及Ｂｂ０７０６１０处理的大黑鳃金龟２龄幼虫血淋巴蛋白质质量浓度显著低于对照及Ｂｂ０７０９１７菌株处理
（Ｆ＝１７３６，Ｐ＜００１）。综合以上结果，金龟子绿僵菌ＫＭａ０１０７及球孢白僵菌Ｂｂ０７０６１０菌株对大黑鳃金龟２龄幼虫
具有较强的致病力，具有良好的生防制剂开发潜力。
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　　 大黑鳃金龟 （ＨｏｌｏｔｒｉｃｈｉａｄｉｏｍｐｈａｌｉａＢａｔｅｓａ），
隶属鞘翅目鳃金龟科，又称东北大黑鳃金龟，成

虫取食作物地上部分，幼虫称为蛴螬，生活周期

较长，食性杂，危害隐蔽，常造成多种作物、蔬

菜及苗木缺苗断垄，防治困难［１－２］。长期以来，

利用化学药剂防治蛴螬引起的农药残留和环境污

染日趋突出。随着人类对环境保护意识的提高，

利用微生物防治害虫已受到世界各国的普通重视，

虫生真菌因其具有杀虫的广谱性、流行性及对环

境安全的特点，在害虫生物防治研究与应用中倍

受关注［３－５］，金龟子绿僵菌对蛴螬类的致病性也

一直是绿僵菌高效杀虫菌株筛选的重要内容［６－９］。

有关虫生真菌对大黑鳃金龟的毒力及应用研究已

引起人们的重视［１０－１１］，但研究报道较少。由此，

本研究主要测定了金龟子绿僵菌 ［Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ
ａｎｉｓｏｐｌｉａｅＭｅｔｓｃｈｎｉｋｏｆｆ（Ｓｏｒｏｋｉｎ）］ＫＭａ０１０７菌株
和球孢白僵菌 Ｂｂ０７０６１０和 Ｂｂ０７０９１７菌株对大黑
鳃金龟２龄幼虫的毒力，同时还测定了接种后不
同时段大黑鳃金龟幼虫血淋蛋白质质量浓度变化

动态，以期准确评价绿僵菌和球孢白僵菌菌株对

大黑鳃金龟２龄幼虫的致病作用，从而为筛选大
黑鳃金龟幼虫生物防治用菌株提供依据。

１　材料与方法

１１　供试昆虫与菌株
从田间采集大黑鳃金龟成虫，在室内利用罐

头瓶 （Ｒ＝７ｃｍ，Ｈ＝１０ｃｍ），饲以马铃薯薯块，
获得龄期一致的 ２龄幼虫供试。供试菌株
ＫＭａ０１０７为分离自罹病棕色金龟子 （Ｈｏｌｏｔｒｉｃｈｉａ

ｔｉｔａｎｉｓＲｅｉｔｔｅｒ） 幼 虫 体 上 的 金 龟 子 绿 僵 菌
［ＭａｎｉｓｏｐｌｉａｅＭｅｔｓｃｈｎｉｋｏｆｆ（Ｓｏｒｏｋｉｎ）］，菌 株
Ｂｂ０７０６１０和Ｂｂ０７０９１７均为球孢白僵菌，分别分
离自罹病鲜黄鳃金龟和甘薯小象甲成虫。

１２　毒力测定
在萨氏培养基 （ＳＤＡＹ）上培养供试菌株，

待大量产生分生孢子后，取各菌株的分生孢子粉，

用加有 ０１％吐温 －８０湿润剂的 ０００３ｍｏｌ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４缓冲液制成密度为１１５×１０

８个／ｍＬ的孢子
悬浮液，稀释成 １１５×１０７、１１５×１０６、１１５×
１０５、１１５×１０４、１１５×１０３个／ｍＬ和１１５×１０２个／
ｍＬ密度梯度。先用１１５×１０２孢子／ｍＬ浓度进行
预备试验，用浸渍法接种３种幼虫３０头。处理后
的幼虫置罐头瓶中的湿土内，每个瓶中放置１头，
用马铃薯切片饲养，定期观察和记录感病虫

数［１９］。以无菌的吐温 －８０液为对照。每天定时
观察和记录大黑鳃金龟幼虫的感染死亡虫数，连

续观察直至无死亡个体出现。

１３　接种后供试虫体血淋巴中蛋白质质量浓度的
变化

　　采用考马斯亮蓝Ｇ２５０法测定虫体内不同时段
内血淋巴中蛋白质质量浓度［１２］。从接菌处理后第２
天开始，每天取５头。在冰浴条件下剪开供试大黑
鳃金龟幼虫腹足，收集血淋巴于经提前冷冻且加有

少许苯基硫脲的离心管中，在４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ条
件下离心３ｍｉｎ以除去血细胞，保存备用［１３］。

１４　数据统计
利用ＴＤＭ模型 （时间—剂量—死亡率模型）

处理生物测定数据，采用Ｄｕｎｃａｎ检验分析各数据
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的差异显著性，所有数据分析采用ＤＰＳ软件［１４］。

２　结果与分析

２１　累积死亡率
以 ＫＭａ０１０７、Ｂｂ０７０６１０和 Ｂｂ０７０９１７菌株低

剂量 （１０２孢子／ｍＬ）接种处理作为预备试验，
观察大黑鳃金龟２龄幼虫的死亡率。结果表明：
接种ＫＭａ０１０７、Ｂｂ０７０６１０菌株后大黑鳃金龟２龄
幼虫的感染累积死亡率均为 ３３３％，而接种
Ｂｂ０７０９１７菌株后供试虫体无死亡个体。因此，本
研究中选用１１５×１０３～１１５×１０８个／ｍＬ孢子悬
浮液测定致病力。

表１结果表明：供试 ＫＭａ０１０７、Ｂｂ０７０６１０和

Ｂｂ０７０９１７菌株对大黑鳃金龟２龄幼虫具有感染致病
力，但各菌株的致病力间存在一定差异。用

ＫＭａ０１０７、Ｂｂ０７０６１０和Ｂｂ０７０９１７菌株高浓度１１５×
１０８个／ｍＬ接种后１～４ｄ，大黑鳃金龟２龄幼虫均
无死亡个体。但到第５天时，３菌株对大黑鳃金
龟２龄幼虫侵染致病的校正死亡率达５０％以上；
其中，ＫＭａ０１０７和 Ｂｂ０７０６１０菌株侵染致病引起
的死亡率明显高于菌株 Ｂｂ０７０９１７（Ｆ＝１７４１，Ｐ
＜００１）。随着接种后时间的延续，死亡率逐渐
增加，到第１０天时，供试验三菌株对大黑鳃金龟
２龄幼虫侵染致病引起的校正死亡率均达８０％以
上。由此表明，供试菌株ＫＭａ０１０７、Ｂｂ０７０６１０对
大黑鳃金龟２龄幼虫具有较强的致病力。

表１　大黑鳃金龟２龄幼虫的校正死亡率
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｅｄｍｏｒｔａｌｉｔｙｏｆ２ｎｄｌａｒｖａｅｏｆＨｄｉｏｍｐｈａｌｉａａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｒｅｅｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔｅｓｅｎｔｏｍｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｉｓｔｒａｉｎｓ

孢子密度／（个·ｍＬ－１）
ｓｐｏｒｅｄｅｎｓｉｔｙ／

（ｓｐｏｒｅｓ·ｍＬ－１）

接种后第５天的校正死亡率／％
ｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｅｄｍｏｒｔａｌｉｔｙｏｆＨｄｉｏｍｐｈａｌｉａ

ｏｎｔｈｅ５ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

接种后第１２天的校正死亡率／％
ｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｅｄｍｏｒｔａｌｉｔｙｏｆＨｄｉｏｍｐｈａｌｉａ

ｏｎｔｈｅ１２ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ＫＭａ０１０７ Ｂｂ０７０６１０ Ｂｂ０７０９１７ ＫＭａ０１０７ Ｂｂ０７０６１０ Ｂｂ０７０９１７

１１５×１０８ ８０００±４３６ ７６６７±３４５ ５９００±３３７ ８０００±４３６ ９６６７±６３５ ８０００±３６７
１１５×１０７ ６０００±２４５ ５４５±３６５ ４６６７±３４３ ６０００±２４５ ９０００±４６７ ７３３３±３６２
１１５×１０６ ４６６７±３７６ ３４８±４３２ ４０００±２８６ ４６６７±３７６ ７６６７±３５４ ６３３３±４２８
１１５×１０５ ３４６±４３６ ２３３３±２２６ ２６６７±３２８ ３４６±４３６ ５３３３±３８９ ５３３３±５８７
１１５×１０４ １６６７±０４６ １４３±２６５ ３３３±０６５ １６６７±０４６ ３０００±５３７ １３３３±３２６
１１５×１０３ ３３３±０１４ ３３３±０４５ ０ ３３３±０１４ １０００±５２９ ６６７±２１４

２２　致死浓度与时间效应
接种后，从 ３株丝孢真菌对大黑鳃金龟 ２

龄幼虫的致死浓度对数值结果 （表 ２）表明：
供试的３株虫生真菌对大黑鳃金龟幼虫感染致

病的致死浓度间差异显著 （Ｆ＝１９４５，Ｐ＜
００１），且菌株 ＫＭａ０１０７和 Ｂｂ０７０６１０对大黑
鳃金龟２龄幼虫的侵染致病作用大于Ｂｂ０７０９１７
菌株。

表２　３株丝孢真菌对大黑鳃金龟２龄幼虫的致死剂量对数值
Ｔａｂ２　ＬｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｖａｌｕｅｏｆＬＣ５０ｆｏｒ２

ｎｄｌａｒｖａｅｏｆＨｄｉｏｍｐｈａｌｉａａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄａｆｔｅｒ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆ３ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔｅｓｅｎｔｏｍｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｉｓｔｒａｉｎｓ

菌株ｓｔｒａｉｎ
不同时段内致死剂量对数值 ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｖａｌｕｅｏｆｔｈｅＬＣ５０ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

５ｄ ６ｄ ７ｄ ８ｄ ９ｄ １０ｄ １１ｄ １２ｄ
ＫＭａ０１０７ ９４５±１７１７２６±１４３６２３±１４１５７４±０６４５２０±０３４４９５±０２７４８１±０３２ ４７３±０３７
Ｂｂ０７０６１０ ９７６±１８７７７０±１３１６５４±１４５５８６±０５４５４６±０４３５２０±０７９５２０±０７９ ５２０±０７９
Ｂｂ０７０９１７ １０４８±１２４８９７±０５６７５１±０３８６５６±０２１６３３±０２５６１８±０３２６０６±０２５ ５９９±０４３

　　 对大黑鳃金龟２龄幼虫接种３株丝孢虫生真
菌孢子悬浮液后，供试菌株对大黑鳃金龟２龄幼虫

的感染时间反应差异明显 （Ｆ＝１２６７，Ｐ＜００５），
各菌株在不同接种浓度下对大黑鳃金龟幼虫侵染致
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病的时间效应随着接种浓度的增大而递减。在

１０５～１０８个／ｍＬ接种浓度下，ＫＭａ０１０７对大黑鳃金
龟幼虫致死 ＬＴ５０分别为 ９２、７６、６６、５８ｄ，
Ｂｂ０７０６１０对大黑鳃金龟幼虫致死 ＬＴ５０分别为９８、
７９、６９、６４ｄ，Ｂｂ０７０９１７对大黑鳃金龟幼虫致
死ＬＴ５０分别为１２８、１１０、９５，８６ｄ。由此可看
出：用ＫＭａ０１０７、Ｂｂ０７０６１０和Ｂｂ０７０９１７菌株１０５～
１０８孢子／ｍＬ接种处理大黑鳃金龟２龄幼虫后，对
该虫侵染致病的 ＬＴ５０估计值范围分别为 ９２～
５８ｄ、９８～６４ｄ和１２８～８６ｄ，即表现为接种
ＫＭａ０１０７和Ｂｂ０７０６１０菌株对大黑鳃金龟幼虫的侵
染致病速度大于Ｂｂ０７０９１７菌株。
２３　血淋巴蛋白质量浓度的变化

用３株丝孢虫生真菌孢子悬浮液接种大黑鳃金
龟２龄幼虫后其体内蛋白质质量浓度变化动态结果
表明：接种后随着菌体在虫体内的生长发育和繁

殖，血淋巴中蛋白质质量浓度也随之减少 （图１）。
接种后１～３ｄ，经３株丝孢虫生真菌处理的大黑鳃
金龟幼虫血淋巴中蛋白质质量浓度无明显变化；从

第４天开始，接种处理的大黑鳃金龟幼虫体内血淋
巴中蛋白质质量浓度均出现急剧下降，显著低于对

照。处理后第 ５天时，接种 ＫＭａ０１０７、Ｂｂ０７０６１０
和Ｂｂ０７０９１７后的大黑鳃金龟血淋巴中蛋白质质量
浓度分别 （５３９０±４０６）、（５９６０±３６５）和
（６６８０±２３０）ｍｇ／ｍＬ；处理后第１０天时，大黑
鳃金龟 ２龄幼虫血淋巴中蛋白质量浓度降至
（２９７３±３３８）、（３４６５±３３７）和 （４１２９±４６３）
ｍｇ／ｍＬ，差异显著 （Ｆ＝１６３６，Ｐ＜００１）。由此
表明：丝孢虫生真菌绿僵菌和白僵菌侵染２龄大黑
鳃金龟幼虫后均会造成虫体内血淋巴中蛋白质质量

浓度降低，从而有利于侵染。

３　讨论

本研究发现供试的３株丝孢类虫生真菌对大
黑鳃金龟 ２龄幼虫均具有一定的致死力，接种
１１５×１０８孢子／ｍＬ绿僵菌 ＫＭａ０１０７菌株或球孢
白僵菌Ｂｂ０７０６１０菌株后，第１２天时校正死亡率
均达９０％以上，接种球孢白僵菌 Ｂｂ０７０９１７菌株
后校正死亡率也达８０％。从死亡率来看，均高于
文献报道的卵孢白僵菌［１５］和绿僵菌菌株［１１］的致

毒力。此外，３株菌对大黑鳃金龟２龄幼虫的致
病力间存在差异，其中绿僵菌ＫＭａ０１０７菌株与球
孢白僵菌 Ｂｂ０７０６１０菌株对大黑鳃金龟的致病力

高于球孢白僵菌Ｂｂ０７０９１７，究其原因可能与菌株
种类及其分离寄主不同有关，如供试绿僵菌

ＫＭａ０１０７菌株分离自棕色金龟子 （ＨｔｉｔａｎｉｓＲｅｉｔ
ｔｅｒ）幼虫，分离球孢白僵菌 Ｂｂ０７０６１０菌株分离
自鲜黄鳃金龟，而球孢白僵菌 Ｂｂ０７０６１０菌株则
分离自甘薯小象甲。由此，绿僵菌 ＫＭａ０１０７菌株
与球孢白僵菌 Ｂｂ０７０６１０菌株均可用于大黑鳃金
龟的生防制剂开发用菌株。

根据３株丝孢真菌对大黑鳃金龟２龄幼虫侵
染致病的时间效应来看，在 １１５×１０８孢子／ｍＬ
接种浓度下其致死中时均在５ｄ以上，明显大于
化学农药对该虫的致死中时［１６－１７］。因此，在田间

应用这些菌株防治大黑鳃金龟幼虫时，应根据其
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幼虫的发生时期提前用菌，以提高侵染致死率。

此外，虫生真菌与有些化学农药或其他相容的治

理手段相结合克服真菌效果慢的弱点［１８］。因此，

还应加强对与供试菌株相容性增效剂的研究，以

筛选出能缩短菌株对大黑鳃金龟幼虫侵染致病的

时滞效应，从而提高致病速率。

虫生真菌感染昆虫最重要的生理病理变化是

对血淋巴的影响，入侵到寄主昆虫血腔的真菌一

般都能在血腔依靠血淋巴的成分增殖，使寄主昆

虫出现生理饥饿而死亡［１８］。本研究中，用绿僵菌

接种大黑鳃金龟２龄幼虫后，对其体内血淋巴蛋
白质质量浓度具有明显的影响，该结果与 ＨＵＸ
ＨＡＭ等［１９］及陈斌等［１３］研究结果相同。同时，本

研究发现，对大黑鳃金龟２龄接种后前４ｄ，血淋
巴中蛋白质质量浓度变化不明显，而从第４天开
始则显著减少，表现为大黑鳃金龟２龄幼虫体内
血淋巴蛋白质质量浓度的变化与接种后死亡率变

化动态基本一致。综上所述，金龟子绿僵菌和球

孢白僵菌对大黑鳃金龟具有明显的致病力。
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