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一株对桃蚜有高致病性球孢白僵菌的分离、
筛选与鉴定

田 佳 1 汝冰璐 1 王 颖 1 成巨龙 2 李晓宇 1 安德荣 1*
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摘要：为筛选出对桃蚜Myzus persicae具有高致病性的生防真菌，以从陕西省秦岭原始森林采集到

的鳞翅目僵虫虫体中分离获得的5株真菌为研究对象，测定其对桃蚜的致病性并筛选出高致病性

菌株表现最佳杀蚜活性时的孢子悬浮液浓度，同时结合形态学及18S rDNA和 ITS-rDNA序列分析

对致病性最高的病原菌进行鉴定。结果显示，从5株菌株中初步筛选出1株高致病性菌株BQ-63，

处理 7 d 后桃蚜的死亡率为 80.33%，校正死亡率为 81.58%，僵虫率也达到最高，为 80.78%；当菌株

BQ-63的孢子浓度为108个/mL时，对桃蚜的致病性达到最高，处理7 d后死亡率为89.53%，校正死

亡率为 90.10%，僵虫率为 89.84%；通过形态学和分子生物学鉴定，确定菌株 BQ-63 为球孢白僵菌

Beauveria bassiana。表明菌株BQ-63对桃蚜具有高致病性，可作为生防真菌进行进一步的研究。
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Abstract: In order to select highly pathogenic biocontrol strains for Myzus persicae (Sulzer), five fun-

gal isolates were isolated from Lepidoptera muscardine cadavers in the primeval forests of Qinling in

Shaanxi Province. Based on pathogenicity test, the most highly pathogenic biocontrol strain and its opti-

mal concentration of spore were screened out. Morphological characteristics and molecular identifica-

tion of the partial sequences of 18S rDNA and ITS-rDNA were used. The results showed that the best

strain, BQ-63, was obtained from the five isolates. After seven-day-treatment, the mortality rate of M.

persicae was 80.33%; the corrected mortality was 81.58% and the rate of corpse was 80.78%. Under dif-

ferent spore concentrations of BQ-63, the pathogenicity against M. persicae was measured, and the re-

sults showed that the best spore concentration was 108/mL, with a mortality rate, corrected mortality and

the rate of corpse of 89.53%, 90.10% and 89.84%, respectively. The strain BQ-63 was identified as

Beauveria bassiana by using morphological and molecular methods. The results indicated that strain

BQ-63 was highly virulent to M. persicae and could be used as a biocontrol fungus for further research.
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桃蚜 Myzus persicae（Sulzer）是一种危害严重

的农林业害虫，不仅刺吸为害植物，还可分泌蜜露造

成煤污病，同时也是多种植物病毒的媒介昆虫，其特

点为繁殖快、世代重叠为害、寄主范围极广，涉及50个
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科400余种植物（Weber，1985）。由于化学药剂的长

期使用，导致桃蚜的抗药性问题突出，因而桃蚜的生

物防治逐渐成为科学工作者们的重要研究内容（高

希武等，1992；陈年春和罗记台，1994；顾春波等，

2006）。目前，桃蚜的生物防治主要包括天敌防治和

微生物防治，天敌包括捕食性天敌和寄生性天敌，捕

食性天敌主要有七星瓢虫Coccinella septempuncta-

ta L.、异色瓢虫 Harmonia axyridis（Pallas）、大草蛉

Chrysopa pallens（Rambur）、东亚小花蝽 Orius sau-

teri（Poppius）、黑 带 食 蚜 蝇 Episyrphus balteatus

（De Geer）等，寄生性天敌包括蚜茧蜂和蚜小蜂2类

（李姝等，2014；王圣印等，2016）。我国桃蚜天敌种

类很多，但天敌的释放与防治易受气候条件和人为

因素等影响，仍有待进一步研究与解决。自然界中，

杀蚜微生物种类繁多，包括真菌、细菌、放线菌等，其

中杀蚜真菌能够直接侵染蚜虫体壁，在防治刺吸式

害虫方面具有独特的优势（王利军等，2010）。

杀蚜真菌可以寄生于昆虫的体表及体内，广泛

应用于农林业害虫的生物防治（林华峰，1998；王记

祥和马良进，2009）。很多国内外学者都对杀蚜真菌

进行了广泛而深入的研究，成果颇丰。如Poprawski

et al.（1999）研究表明白僵菌Beauveria spp.、拟青霉

Paecilomyces fumosoroseus 和 绿 僵 菌 Metarhizium

anisopliae等虫生真菌都对蚜虫具有一定的侵染活

性；Nicolai & Eilenberg（2007）研究发现很多虫生真

菌如球孢白僵菌B. bassiana和绿僵菌都可用于防治

蚜虫等多种农业害虫，对维持温带地区农业生态系

统的多样性具有重要意义；Kim et al.（2005）发现蜡

蚧轮枝菌Verticillium lecanii与粗脊蚜茧蜂Aphidius

colemani结合使用可提高其对棉蚜Aphis gossypii的

防治效果。球孢白僵菌是研究应用最为广泛的广谱

性昆虫病原性真菌之一，属于半知菌亚门丝孢纲丛

梗孢目丛梗孢科白僵菌属。该菌在全球范围均有分

布，寄生能力强且范围广，可侵染15目149科的700余

种昆虫和6科的10多种蜱螨类害虫，且对人畜无害，

因而已被广泛开发并应用于有害生物防治（徐庆丰，

1991；李正跃和张青文，2005；李增智等，2011）。目

前，我国关于白僵菌的研究与应用已达世界先进水

平，白僵菌产量达全球第一，已成功应用于大面积防

治农林业害虫，如玉米螟、大豆食心虫Leguminivora

glycinivorella（Matsumura）、松毛虫等，特别是利用

球孢白僵菌对松毛虫进行防治取得了巨大成功（李

增智和樊美珍，2000；余素红等，2009）。

本课题组从陕西省秦岭深山原始森林土壤中僵

死昆虫体内分离纯化获得 5株生防真菌，为了获得

具有更高杀蚜活性的生防真菌，本研究通过致病性

测定从中筛选出对桃蚜有高致病性的生防真菌，确

定其最佳杀蚜活性的孢子悬浮液浓度，并在形态学

鉴定的基础上，对菌株18S rDNA和 ITS-rDNA序列

进行分析，使鉴定结果更为科学准确，以期为寻求对

桃蚜更加安全高效的生物防治方法提供研究材料。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株及虫源：供试菌株从陕西省秦岭深山

原始森林土壤中僵死鳞翅目昆虫体内分离获得，僵

虫样品采集于2015年6月。桃蚜取自西北农林科技

大学植物保护学院实验基地温室中未施药的小白菜

田，品种为金早生F1（陕西秦兴种苗有限公司），并

从小白菜田采集新鲜无污染的小白菜叶片带回实验

室中用于桃蚜的饲养繁殖，饲养条件为 22±1℃、L∶

D=12 h∶12 h、相对湿度65%。取最后一次蜕皮完成

2 d内的无翅胎生成蚜作为试验虫体。

试剂：Ezup 柱式真菌基因组 DNA 抽提试剂盒

SK8259、dNTP、SanPrep柱式DNAJ胶回收试剂盒和

引物NS1/NS6和 ITS1/ITS4，生工生物工程（上海）股

份有限公司；Dream TaqTM DNA Polymerase，上海宝

英生物科技有限公司；琼脂糖，美国BBI公司；硫酸

四环素及硫酸卡那霉素，北京索莱宝科技有限公司。

培养基及仪器：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dex-

trose agar，PDA）培养基：马铃薯200 g、葡萄糖20 g、

琼脂20 g，加蒸馏水定容至1 L。3730XL测序仪、2720

Thermal Cycler PCR仪，美国ABI公司；DYCP-31DN

DNA电泳槽、DYY-5稳压电泳仪，北京六一仪器厂；

FR980 凝胶成像仪，上海复日科技仪器有限公司；

SPX-250B-D恒温培养箱，上海博讯实业有限公司医

疗设备厂；CX31正置生物显微镜，日本奥林巴斯公司；

S-3400N 扫描电子显微镜，日本日立公司；YM253-

267血球计数板，上海远慕生物科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 菌株的分离与纯化

将采集的僵虫用消毒接种针挑取虫体上的霉

层，接种于含 2.5%硫酸四环素和 2.5%硫酸卡那霉

素的 PDA 平板上，每个平板接种 3 处（陈立杰等，

2008；何劲等，2009）。将表面无明显霉层或污染严

重的虫体浸入75%的酒精5 s进行表面消毒，用灭菌

的剪刀和镊子将其粉碎，并用无菌水稀释至适当浓

度，涂布于含 2.5%硫酸四环素和 2.5%硫酸卡那霉
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素的PDA平板上，恒温培养箱中26℃黑暗培养。待

出现菌落后，对不同菌落进行单孢分离纯化。将分

离到的纯化菌株接种至试管斜面，编号保存于西北

农林科技大学资源微生物和植物病毒实验室，备用。

1.2.2 菌株对桃蚜致病性的测定

利用上述供试桃蚜对分离纯化所得菌株进行初

步筛选。将纯化菌株分别接种于PDA平板，26℃条

件下培养 15 d，刮取各菌株菌落于含 0.2%吐温-80

的无菌水中，并用灭菌滤纸进行过滤，通过血球计数

板计算，配制浓度为106个/mL的孢子悬浮液。采用

喷雾法进行喷雾处理，用灭菌滤纸将处理后蚜虫体

表多余孢子悬浮液吸干，于 26℃、相对湿度 85%条

件下培养 7 d，观察桃蚜的死亡情况（李银平等，

2013；孟豪等，2014）。每个菌株为1个处理，每个处

理3次重复，每重复桃蚜数量为50头。以含 0.2%吐

温-80的无菌水为对照，记录统计数据，并于相对湿

度大于90%的条件下对虫尸保湿培养，观察其是否

变为僵虫（魏萍等，2013）。根据记录统计的数据，计

算死亡率、校正死亡率及僵蚜率，死亡率=死亡虫数/

处理总虫数×100%；校正死亡率=（处理组死亡率-
对照组死亡率）/（1-对照死亡率）×100%；僵虫率=处

理组僵虫数/处理组死亡虫数×100%。

1.2.3 高致病性菌株的最适杀蚜浓度筛选

将 1.2.2中筛选出的对桃蚜具有高致病性的菌

株分别配制成浓度为 106、107、108、109、1010个/mL的

孢子悬浮液，进行最适浓度的筛选，孢悬液制备及对

桃蚜的致病性测定方法同1.2.2。

1.2.4 高致病性菌株的形态学鉴定

将 1.2.2中筛选的对桃蚜具有高致病性的菌株

接种于PDA平板，26℃下培养15 d。每日定时测量

并记录菌落直径，分析其生长状况。培养至15 d时，

刮取全部菌落至 20 mL 含 0.2%吐温-80 的无菌水

中，充分振荡 15 min，制成孢子悬浮液并稀释，用血

球计数板计数，重复3次，换算得到高致病性菌株每

皿的产孢量。定期观察菌落形态特征及菌落正反两

面的颜色，并使用光学显微镜和扫描电镜分别对菌

株形态进行观察，以《昆虫真菌学》的检索表为依据

对菌株进行形态学鉴定（蒲蛰龙和李增智，1996）。

1.2.5 高致病性菌株的分子生物学鉴定

本研究采用 18S rDNA与 ITS序列分析方法对

菌株进行分子生物学鉴定。使用Ezup柱式真菌基

因组DNA抽提试剂盒（SK8259）提取高致病性菌株

的总DNA，参照王冰（2014）的方法。18S rDNA鉴定

选用引物NS1（5 ′ -GTAGTCATATGCTTGTCTC-3 ′）/

NS6（5 ′ -GCATCACAGACCTGTTATTGCCTC-3 ′），

ITS序列鉴定选用引物 ITS1（5 ′ -TCCGTAGGTGAA-

CCTGCGG-3 ′）/ITS4（5 ′ -TCCTCCGCTTATTGATA-

TGC-3 ′），分别进行PCR扩增和测序。25 μL PCR反

应体系：模板0.5 μL、上下游引物各0.5 μL、10×Buffer

（with Mg2+）2.5 μL、10 mmol/L dNTP 1 μL、酶0.2 μL，

补充去离子水至25 μL。反应条件：94℃预变性4 min；

94℃变性 45 s，55℃退火 45 s，72℃延伸 1 min，30个

循环；72℃延伸 10 min。PCR 产物经 1%琼脂糖凝

胶电泳检测后送生工生物工程（上海）股份有限公司

测序。将测序所得序列在NCBI数据库进行BLAST

比对，并下载相关菌种的相应序列，用 Mega 5.1 软

件进行同源性分析，基于邻接法构建系统发育树。

1.3 数据分析

采用Excel 2010对原始数据进行初步整理，用

DPS 16.05软件对试验数据进行统计分析，以 Dun-

can氏新复极差法进行显著差异性检验。

2 结果与分析

2.1 对桃蚜具有高致病性菌株的筛选

采用体表菌丝挑取法和组织块分离法分离纯化

获得 5株真菌，编号为BQ-61~BQ-65。致病性测定

结果显示，不同菌株对桃蚜的致病性有所差异，孢子

浓度为 106 个/mL时，各菌株对桃蚜均有致病性，其

中菌株BQ-61、BQ-62和BQ-63具有较高致病性，对

桃蚜的致死率均超过50.00%，菌株BQ-63的致病性

最强，桃蚜的校正死亡率达 81.58%，僵虫率也达到

最高，为80.78%（表1），因而选定菌株BQ-63为研究

对象进行形态学及分子生物学鉴定。

2.2 菌株BQ-63的最适杀蚜浓度

菌株BQ-63各浓度孢子悬浮液均对桃蚜有较高

的致病性，校正死亡率均达 80.00%以上，孢子浓度

为 106~108 个/mL 时，菌株对桃蚜的致病性逐渐升

高，当浓度为 108个/mL时桃蚜死亡率达到最高，为

89.53%，校正死亡率为90.10%，僵虫率为89.84%，随

着孢子浓度继续升高，菌株BQ-63对桃蚜的致病性

略有降低，但无显著差异（表2）。因而，当孢子浓度

为 108个/mL时，菌株BQ-63对桃蚜的致病性最强，

为最佳杀蚜浓度。

2.3 菌株BQ-63的形态学鉴定

菌株BQ-63在 PDA平板上的菌落质地为绒毛

至絮状，中央有褶皱，菌落较厚。菌落培养初期为乳

白色，稍后变至淡黄色，菌落背面为淡黄色至粉红色

（图 1）。通过光学显微镜和扫描电镜观察发现，菌
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株BQ-63产孢细胞呈瓶状簇生于分生孢子梗上，分

生孢子梗呈穗状，表面光滑，多着生在营养菌丝上，

复向顶部延伸，形成曲膝状的之字型产孢轴，产孢轴

每一齿突上着生 1个分生孢子。分生孢子近球形，

单孢，透明，壁薄，表面多光滑，大小为 2.0~3.1 μm×

2.0~2.7 μm。初步鉴定该菌株属白僵菌属Beauveria。

表1 分离自陕西省秦岭僵虫的菌株对桃蚜的致病性

Table 1 The pathogenicity of different strains separated from cadaver of Qinlin, Shaanxi Province to Myzus persicae %

菌株
Strain

BQ-61

BQ-62

BQ-63

BQ-64

BQ-65

对照Control

死亡率
Mortality

55.33±4.67 bc

60.00±4.16 b

80.33±1.76 a

37.33±2.91 d

46.67±2.40 cd

10.67±1.76 e

校正死亡率
Corrected mortality

50.00±5.22 bc

55.22±4.66 b

81.58±3.60 a

29.85±3.25 d

40.30±2.69 cd

-

僵虫率
Rate of corpse

68.79±2.66 bc

68.02±3.51 c

80.78±1.29 a

42.24±5.07 d

78.65±1.85 ab

-
表中数据为平均数±标准误。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are

mean±SE. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test．

表2 菌株BQ-63不同孢子浓度对桃蚜的致病性评价

Table 2 The pathogenicity of different spore concentrations of BQ-63 strain to Myzus persicae %

孢子浓度（个/mL）
Spore concentration

106

107

108

109

1010

对照Control

80.33±3.53 b

83.38±0.43 b

89.53±0.41 a

87.47±0.69 a

87.04±0.91 a

10.67±1.76 c

死亡率
Mortality

校正死亡率
Corrected mortality

81.58±3.96 b

83.57±0.48 b

90.10±1.31 a

86.16±1.19 ab

85.75±1.16 ab

-

僵虫率
Rate of corpse

80.78±1.91 b

81.95±2.02 b

89.84±1.47 a

88.26±1.14 a

88.37±0.76 a

-
表中数据为平均数±标准误。同列数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are

mean±SE. Different letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test．

图1 菌株BQ-63在PDA培养基上的形态特征

Fig. 1 Morphological characteristics of BQ-63 strain on PDA culture medium

A：菌落正面；B：菌落背面；C：分生孢子光学显微照片；D：分生孢子及分生孢子梗电镜扫描照片。A：Colony on the

positive；B：colony on the back；C：optical microscopy of conidia；D：scanning electron microscopy of conidia and conidiophores.
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菌株BQ-63在 PDA平板上培养 7 d后，菌落平

均生长量为 6.02 mm/d，培养 3~5 d时生长速率逐渐

增快，第5天时平均生长量最大，为9.48 mm/d，第6天

开始菌落生长减慢，平均生长量逐渐降低，7 d后菌落

直径为42.15 mm（图2）。培养至15 d时该菌株的产

孢量为3.65×108个/皿，产孢量较大且产孢速度快。

图2 菌株BQ-63的菌落直径和菌落平均生长量

Fig. 2 Diameter and average growth of the colonies of BQ-63

同一线上不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异

显著（P<0.05）。Different letters on the line indicate significant

difference by Duncan’s new multiple range test（P<0.05）．

2.4 菌株BQ-63的分子生物学鉴定

分别扩增菌株BQ-63的18S rDNA和 ITS- rDNA

序列片段，测序结果显示分别获得长度为1 300 bp和

547 bp的片段，将测序所得序列与GenBank中的相

关序列进行BLAST对比，与球孢白僵菌的同源性均

达到 99%以上。将得到的 18S rDNA 和 ITS-rDNA

序列片段分别提交到 GenBank 中，获得登录号为

KU240022和KU240023。

基于 18S rDNA 序列片段构建的系统发育树

中，菌株BQ-63与球孢白僵菌多株菌株及苏格兰白

僵菌 B. caledonica 菌株 Arsef 2567 和 CCRC 32867

的亲缘关系较近，且与球孢白僵菌处于同一分支，其

中与球孢白僵菌菌株ARSEF 2427的亲缘关系最近

（图3-A）；基于 ITS-rDNA 序列片段构建的系统发育

树中，菌株BQ-63与球孢白僵菌多株菌株和蠕孢白

僵菌 B. vermiconia 菌株 IMI 320027 和 ARSEF 2922

的亲缘关系较近，且与处于同一分支的球孢白僵菌

菌株Bb 9005的亲缘关系最近（图 3-B）。结合形态

学鉴定结果，最终将菌株BQ-63鉴定为球孢白僵菌

B. bassiana。

图3 基于18S rDNA（A）和 ITS-rDNA（B）区域序列构建菌株BQ-63及其相关菌株的系统发育树

Fig. 3 Phylogenetic tree of BQ-63 strain and other related strains based on 18S rDNA（A）and ITS-rDNA（B）sequences



3期 田 佳等：一株对桃蚜有高致病性球孢白僵菌的分离、筛选与鉴定 611

3 讨论

可持续农业发展的重要研究领域之一就是生物

防治，而微生物农药的研究与利用正是现代生物防

治的一大特点（Faria & Wraight，2001）。迄今为止，

我国科研工作者研究发现玫烟色拟青霉Paecilomy-

ces fumosoroseus（Wize）Brown et Smith菌株Pfr116

与 Pfr612（陈巍巍和冯明光，1999）、安徽虫瘟霉

Zoophthora anhuiensis（Li）Humber（李惠萍，2003）、

新蚜虫疠霉Pandora neoaphidis（Remaud. & Henne-

bert）Humber（桂富荣等，2005；陈斌等，2008）、诺氏

虫 病 霉 Pandora nouryi （Remaud. & Hennebert）

Humber（李雪雁等，2003）、蜡蚧轮枝菌 Verticillium

lecanii（Zimm.）Viegas菌株V3、V4、KM 9803（徐力

文等，2007；刘春来等，2013）及球孢白僵菌B. bassi-

ana（刘银泉等，1999）等都对桃蚜具有一定的致病

性。本研究通过致病性测定，筛选出了对桃蚜具有

高致病性的菌株BQ-63，综合其形态学特征、培养特

性、分子生物学鉴定结果，确定该菌株为球孢白僵

菌。菌株BQ-63对桃蚜的致病性随着处理孢子浓度

的升高而逐渐升高，浓度为 108个/mL时处理 7 d后

的致病性达到最高，桃蚜死亡率为 89.53%，校正死

亡率为 90.10%，僵虫率为 89.84%，表明其防治桃蚜

的最适孢子浓度为 108个/mL；而相同培养时间下，

本研究中各浓度处理对应的桃蚜死亡率均比张永贞

等（2008）测定的球孢白僵菌菌株对桃蚜的致死率要

高，表明菌株BQ-63对桃蚜具有较高的致病性，具有

进一步研究的价值。

本研究探究了菌株BQ-63的形态学特征和培养

特性，其形态学特征与李增智（1991）和胡巍等

（1998）所描述的球孢白僵菌形态特点基本相同。经

测定菌株BQ-63培养7 d的平均生长量为6.02 mm/d，

第7天菌落直径为42.25 mm，生长迅速，是陈方新等

（2016）分离鉴定的球孢白僵菌菌株生长速率的2~4倍。

菌株BQ-63培养至 15 d时产孢量为 3.65×108个/皿，

产孢量较大且产孢速度快。因而，该菌株具有生长

繁殖快的优势，具有生产化应用的潜力。

自Vuillemin（1912）创立白僵菌属以来，该属内

的分类就较混乱，至今并无定论，较为公认的分类方

法是依据其分生孢子的形态特征与培养特性进行分

类（吴文刚和黄烰，1985；胡巍和黄秀梨，1997）。目

前普遍承认的白僵菌有 7 个种（MacLeod，1954；

Samson & Evans，1982；李增智，1991），其中球孢白

僵菌寄主范围最广，应用也最为普遍。很多球孢白

僵菌菌株在形态学、生理生化等方面非常相似，如何

进行准确地鉴定和分类，是实践应用中的重要问题

和研究热点。球孢白僵菌的不同株系，在培养特性

和形态结构上也会有所不同，特别是其产孢细胞和

产孢结构往往差异明显，其培养特性也会随着培养

基及培养条件的改变而有所不同（樊美珍等，1986）。

一些球孢白僵菌菌株的分生孢子为近球形、椭圆形

或卵形，与布氏白僵菌B. brongniartii（Sacc.）Petch、

多形白僵菌 B. amorpha（Hohn）Samson、卵孢白僵

菌B. tenella（Sacc.）Siemaszko等的形态特征类似，

因而仅通过形态学鉴定易发生误判（胡巍等，1998；

黄勃等，2000）。传统真菌分类学将分生孢子和产孢

结构作为主要分类依据，具有一定的局限性，且易受

主观影响。随着分子生物学技术的不断发展，PCR

技术在球孢白僵菌鉴定方面的应用也越来越多，为

菌株种属的判定提供了更为科学客观的依据。因

此，本研究通过形态学鉴定进行初步判断，再结合分

子生物学方法对菌株 18S rDNA 和 ITS-rDNA 区域

进行PCR扩增和序列分析，最终确定该菌株为球孢

白僵菌，为其后续研究与应用提供了科学依据。
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