
黑龙江农业科学２０２１（８）：４２４７
ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ

ｈｔｔｐ：／／ｈｌｊｎｙｋｘ．ｈａａｓｅｐ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．１１９４２／ｊ．ｉｓｓｎ１００２２７６７．２０２１．０８．００４２

李敏，杨帆，刘春来，等．五株虫生真菌生物学特性及拮抗潜力初步研究［Ｊ］．黑龙江农业科学，２０２１（８）：４２４７．

五株虫生真菌生物学特性及拮抗潜力初步研究

李　敏，杨　帆，刘春来，刘兴龙，王　爽，蒋希峰，曹大为，李新民

（黑龙江省农业科学院 植物保护研究所／农业部哈尔滨作物有害生物科学观测实验站，黑龙江

哈尔滨１５００８６）

摘要：为得到性状优良且具有生防潜力的虫生真菌，本试验对已获得的虫生真菌进行了基础生物学测定并对

６种主要病原菌抑菌活性进行测定。结果表明：菌株ＦＮＳ５和ＦＹＳ３的最适生长温度分别为２５～２８℃和２８～

３０℃，菌株ＦＹＳ３的最适产孢温度较广，为２０～３０℃。菌株ＦＮＳ５的最适产孢温度为２０～２５℃。４８ｈ镜检

菌株ＦＮＳ５在２５℃处理下萌发率最高为６８％，与其他处理差异显著。菌株ＦＮＳ５、ＦＹＳ３均表现出广谱且较

强的抑制作用，平皿对峙试验，金龟子绿僵菌ＦＹＳ３对水稻稻瘟病的抑制率达４７．１３％，琼脂扩散法试验，金龟

子绿僵菌 ＦＮＳ５、ＦＹＳ３的代谢产物对番茄灰霉病菌具有拮抗作用，抑菌圈直径分别为（３．２２±０．１９）ｃｍ

和（３．５１±０．２９）ｃｍ，是两株具有进一步研究价值的生防菌株。
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　　虫生真菌是昆虫病原微生物中最大的一个类

群，是重要的生物防治资源，在农、林、卫生害虫生

物防治方面发挥了重要作用［１２］。我国的虫生真

菌资源极为丰富，黑龙江省位于中国东北部，土地

面积广阔，生态环境及土壤类型多样，蕴藏着丰富

的虫生真菌资源。研发、生产和应用虫生真菌资

源，开展“以菌治虫”是生物防治工作的重要组成

部分。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

一种类的菌株间在数量和生防潜力等方面存在着

显著差异［３４］。这就使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，其中菌

株的产孢量、菌落生长速率及孢子活力等是筛选

优良菌株的重要指标［５６］。对于虫生真菌的研究

除了基础生物学特性和分子生物学外，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［７８］。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、促生作用以及对植物病

原菌的拮抗作用［３，９］。

本研究以前期对黑龙江省不同生态环境、不

同土壤类型及昆虫罹病体通过大蜡螟诱集法获得

的虫生真菌为材料，通过研究部分虫生真菌的生

物学特性及对主要作物病原菌的拮抗作用进行测

定，评价虫生真菌的生防潜能，为筛选高效、广谱

虫生真菌及扩大虫生真菌生防范围提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料

供试菌株为金龟子绿僵菌犕犲狋犪狉犺犻狕犻狌犿犪狀犻

狊狅狆犾犻犪犲：ＦＮＳ５、ＦＮＫＹ、ＦＹＳ３，球孢白僵菌犅犲犪狌

狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪：ＦＭＷＤ、ＦＢＡ２１。

１．２　方法

１．２．１　菌株生长和产孢量测定　ＰＤＡ平皿活化

５株菌株，打取各菌株菌落边缘７ｍｍ菌碟，分别

接种到ＰＤＡ平皿中央，分别置于１２，１４，１５，２０，

２５，２８，３０，３５，３７和４０℃梯度培养箱培养，各处

理重复５皿。每隔２ｄ采用十字交叉法测量菌落

直径，至１４ｄ结束，并在１４ｄ收集每皿分生孢子，

用吐温水配成孢子悬浮液，测定菌株产孢量。

１．２．２　菌株孢子萌发和芽管生长　１％葡萄糖无

菌营养液收集培养１４ｄ的各菌株分生孢子，调整

孢悬液浓度，使其在显微镜４００倍下每视野约

５０个孢子。孢子萌发试验采用载玻片悬滴法
［３］，

分别在２４和４８ｈ镜检孢子萌发率，各处理３次

重复。

１．２．３　极端条件菌株孢子活力测定　 湿度对分

生孢子萌发的影响：利用不同浓度溶液设置相对

湿度４１％、５０％、６１％、７６％、８０％和１００％。孢子

２４
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萌发试验参照１．２．２，２４ｈ镜检５株菌株孢子萌

发率，各处理３次重复。

温度对分生孢子萌发的影响：设置１５，２０，

２５，３０和３５ ℃培养温度，孢子萌发试验参照

１．２．２，２４ｈ镜检５株菌株孢子萌发率，各处理

３次重复。

高温胁迫对分生孢子萌发的影响：挑取各菌

株的分生孢子粉，置于灭菌试管底部，将试管置于

５０℃水浴锅中分别水浴加热５，１５和２５ｍｉｎ。孢

子萌发试验参照１．２．２，２４ｈ镜检５株菌株孢子

萌发率，以未经水浴加热的分生孢子萌发率为对

照，各处理３次重复。

紫外照射对分生孢子萌发的影响：挑取各菌

株的分生孢子粉，置于１０ｍＬ１％的蛋白胨无菌

溶液中，调整孢悬液浓度，使其在显微镜４００倍下

每视野约５０个孢子。将菌悬液置于超净工作台

的紫外灯（３０Ｗ）下４０ｃｍ处，分别照射５，１５和

２５ｍｉｎ。孢子萌发试验参照１．２．２，２４ｈ镜检孢

子萌发率，以未经紫外照射的分生孢子菌悬液为

对照，各处理３次重复。

１．２．４　菌株对植物病原菌拮抗作用研究　菌株

对植物病原菌菌丝生长的抑制作用：无菌水收集

各虫生菌株分生孢子，制成孢悬液，每４００μＬ孢

悬液涂布于ＳＡＤＹ平皿，植物病原菌７ｍｍ菌碟

接种于ＰＤＡ 平皿中央，２５ ℃培养箱黑暗培养

３ｄ，待用。

采用双重对峙培养法评价各菌株对病原菌菌

丝的抑制作用，各处理重复４次。

菌丝生长抑制率（ＩＭＧ）／％＝（对照菌落半

径－病原菌菌落半径）／对照菌落半径×１００

菌株代谢产物对植物病原真菌菌丝生长的抑

制作用：萨氏培养基活化虫生真菌，２５℃培养５ｄ

后打取菌落边缘５ｍｍ菌碟，接种到１００ｍＬ萨氏

液体培养 基 中，每 三 角 瓶 ３ 个 菌 碟，２５ ℃、

１８０ｒ·ｍｉｎ１振荡培养５ｄ。发酵液８０００ｒ·ｍｉｎ１

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。

采用平板扩散法评价各菌株代谢产物对病原

菌菌丝的抑制作用，待对照菌落长满培养皿，测量

抑菌圈直径，各处理４次重复。

１．２．５　数据分析　试验数据采用ＳＰＳＳ１９．０进

行处理。

２　结果与分析
２．１　虫生真菌菌株的生长及产孢量

由表１可知，不同温度处理下，各菌株在

４０℃下均不生长，１２℃各菌株生长极其缓慢。

菌株ＦＮＳ５在３０℃下虽生长，但菌落稀疏，其最

适生长温度为２５～２８℃，菌株ＦＢＡ２１、ＦＭＷＤ、

ＦＹＳ３的最适生长温度为２８～３０℃，菌株ＦＮＫＹ

的最适生长温度为２５～３０℃。

由表２可知，菌株ＦＮＫＹ、ＦＹＳ３虽在１２℃

能生长，但不产孢。菌株ＦＭＷＤ、ＦＮＫＹ、ＦＹＳ３

的最适产孢温度为２０～３０℃，菌株ＦＢＡ２１的最

适产孢温度为２５～２８℃，菌株ＦＮＳ５的最适产孢

温度为２０～２５℃。

表１　不同温度下虫生真菌菌株生长速率 单位：ｃｍ·ｄ１

温度／℃
球孢白僵菌 金龟子绿僵菌

ＦＢＡ２１ ＦＭＷＤ ＦＮＫＹ ＦＮＳ５ ＦＹＳ３

１２ ０．０５±０．００７ｆ ０．０５±０．００８ｄ ０．０３±０．００３ｅｆ ０．０１±０．００５ｇ ０．０２±０．００４ｇ

１４ ０．０９±０．００７ｄｅ ０．１３±０．００３ｃ ０．１１±０．０１０ｄ ０．０９±０．０１１ｆ ０．１３±０．０１８ｅｆ

１５ ０．０９±０．００３ｄ ０．１２±０．００７ｃ ０．０６±０．００３ｅ ０．０８±０．００３ｆ ０．１１±０．００２ｆ

２０ ０．１５±０．０２６ｃ ０．２４±０．００７ｂ ０．２０±０．０１１ｃ ０．１７±０．００２ｅ ０．２２±０．０１１ｄ

２５ ０．２６±０．０２３ｂ ０．２３±０．００６ｂ ０．３０±０．００８ｂ ０．２８±０．１８１ａ ０．２５±０．０１５ｃ

２８ ０．３３±０．０２６ａ ０．３５±０．０３９ａ ０．３１±０．００３ｂ ０．２５±０．００９ｂｃ ０．４４±０．０３３ａ

３０ ０．３１±０．０６２ａ ０．３５±０．０１５ａ ０．３５±０．０１９ａ ０．２７±０．０１１ａｂ ０．３０±０．０１５ｂ

３５ ０．０６±０．０１３ｅｆ ０．０６±０．００６ｄ ０．１８±０．０２５ｃ ０．２４±０．０２２ｃ ０．２０±０．０３５ｄ

３７ ０．０３±０．０１８ｆｇ ０．０１±０．００８ｅ ０．２１±０．０８４ｃ ０．２１±０．０４５ｄ ０．１５±０．０００ｅ

４０ ０ｇ ０ｅ ０ｆ ０ｇ ０ｇ

　　注：同列数据不同小写字母表示处理间在０．０５水平差异显著，下同。

３４
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表２　不同温度下虫生真菌菌株产孢量 单位：孢子·皿１

温度／℃
球孢白僵菌 金龟子绿僵菌

ＦＢＡ２１ ＦＭＷＤ ＦＮＫＹ ＦＮＳ５ ＦＹＳ３

１２ （３．５７±１．０９）×１０７ｃ （５．９６±３．１２）×１０６ｂ ０ｂ （１．５４±０．７５）×１０６ｅ ０ｂ

１４ （６．８３±３．７５）×１０７ｃ （２．０８±１．５４）×１０８ｂ （７．６７±０．３３）×１０７ｂ （３．１４±１．２２）×１０８ｃｄ （２．０８±０．１３）×１０７ｂ

１５ （１．３５±０．５４）×１０９ｃ （３．１８±１．５５）×１０８ｂ （１．５７±０．４５）×１０７ｂ （１．６８±０．８１）×１０８ｄｅ （２．９１±０．９１）×１０８ｂ

２０ （１．１１±０．２７）×１０９ｃ （２．６９±１．２９）×１０９ａ （５．９２±１．６６）×１０８ａ （８．７５±４．０２）×１０８ｂ （１．２８±０．４７）×１０９ａ

２５ （４．２９±１．４２）×１０９ｂ （２．１４±０．９０）×１０９ａ （５．８８±３．３３）×１０８ａ （１．３９±０．２７）×１０９ａ （１．３０±０．３０）×１０９ａ

２８ （６．３８±２．８８）×１０９ａ （２．７５±０．８７）×１０９ａ （２．７１±１．３０）×１０７ｂ （４．３８±１．４１）×１０８ｃ （２．３１±０．４３）×１０７ｂ

３０ （７．９４±４．７２）×１０８ｃ （２．２９±１．１０）×１０９ａ （１．９０±０．８６）×１０８ａ （５．１１±１．９８）×１０８ｃ （１．３０±０．８０）×１０９ａ

３５ （１．５０±０．３５）×１０７ｃ （５．９４±０．９０）×１０７ｂ （２．６７±３．３６）×１０６ｂ （１．２８±０．４３）×１０８ｄｅ （１．７９±１．６２）×１０８ｂ

３７ （６．５６±２．０６）×１０７ｃ （２．３３±０．３２）×１０７ｂ （３．５０±３．０５）×１０６ｂ （４．０７±２．５１）×１０７ｅ （４．６６±０．１９）×１０７ｂ

４０ ０ｃ ０ｂ ０ｂ ０ｅ ０ｂ

２．２　虫生真菌菌株的孢子萌发情况

根据预备试验结果，菌株ＦＮＳ５、ＦＮＫＹ镜检

４８ｈ孢子萌发率，其余３株镜检２４ｈ孢子萌发

率，由表３可知，１５ ℃处理下各菌株不萌发。

２４ｈ镜检，菌株ＦＭＷＤ在２５℃及３０℃下萌发率

分别为７２％和７１％，无显著差异，与其他处理在

０．０５水平下差异显著。４８ｈ镜检，菌株ＦＮＳ５在

２５℃处理下萌发率最高，为６８％，与其他处理在

０．０５水平下差异显著。

表３　不同温度下虫生真菌菌株孢子萌发率

温度／

℃

萌发率／％

球孢白僵菌 金龟子绿僵菌

ＦＢＡ２１ ＦＭＷＤ ＦＮＫＹ ＦＮＳ５ ＦＹＳ３

１５ ０ｃ ０ｃ ０ｄ ０ｄ ０ｄ

２０ ２２±１１ｂ ２０±５ｂ １９±４ｃ ５２±６ｂ ４１±１３ｃ

２５ ３９±３ａ ７２±１０ａ ３１±７ｂ ６８±１３ａ８２±５ａ

３０ ２７±１０ｂ ７１±１３ａ ３０±６ｂ ５４±１４ｂ７０±１１ｂ

３５ ２４±７ｂ ３９±８ｂ ４４±７ａ ２３±１３ｃ４３±８ｃ

２．３　湿度对虫生真菌菌株孢子萌发的影响

本试验中２５℃下，除相对湿度１００％处理

外，其余处理下的各菌株孢子均不萌发，故得出湿

度对虫生菌孢子萌发的影响最大。

２．４　高温胁迫对虫生真菌菌株孢子萌发的影响

由表４可知，经高温处理５ ｍｉｎ，除菌株

ＦＢＡ２１外各菌株的孢子萌发率显著低于对照，菌

株ＦＢＡ２１的萌发率与对照差异不显著，可见其抗

高温能力较强于其他菌株。水浴加热２５ｍｉｎ后，

也仅有菌株ＦＢＡ２１孢子萌发率在１５％左右，显

著高于其他４株菌株孢子萌发率。

２．５　紫外照射对虫生真菌菌株孢子萌发的影响

由表５可知，经紫外照射５ｍｉｎ后，各菌株的

孢子萌发率显著低于对照，菌株ＦＭＷＤ的抗紫

外照射能力较强于其他菌株，经照射２５ｍｉｎ后，

各菌株基本不萌发。

表４　高温胁迫不同时间下虫生真菌菌株孢子萌发率

时间／

ｍｉｎ

萌发率／％

球孢白僵菌 金龟子绿僵菌

ＦＢＡ２１ ＦＭＷＤ ＦＮＫＹ ＦＮＳ５ ＦＹＳ３

ＣＫ ３９±３ａ ７２±１０ａ ３１±７ａ ６８±１３ａ ８２±５ａ

５ ３５±９ａ ０ｂ ８±３ｂ ２１±１７ｂ １６±２ｂ

１５ １５±７ｂ ０ｂ ６±３ｂ ４±３ｃ １４±６ｂ

２５ １５±９ｂ ０ｂ ０ｂ ２±２ｃ ４±２ｃ

表５　紫外照射不同时间下虫生真菌菌株孢子萌发率

时间／

ｍｉｎ

萌发率／％

球孢白僵菌 金龟子绿僵菌

ＦＢＡ２１ ＦＭＷＤ ＦＮＫＹ ＦＮＳ５ ＦＹＳ３

ＣＫ ３９±３ａ ７２±１０ａ ３１±７ａ ６８±１３ａ ８２±５ａ

５ １２±５ｂ ７０±１３ａ ８±３ｂ ８±４ｂ ２８±７ｂ

１５ ４±２ｃ ２０±８ｂ ３±２ｂ ８±４ｂ ８±６ｃ

２５ ２±２ｃ ６±２ｃ ２±２ｂ ４±３ｃ １±１ｃ

２．６　虫生真菌菌株对植物病原真菌菌丝生长的

抑制作用

　　由表６可知，各菌株对６种植物病原真菌菌

丝生长均有不同程度的抑制作用，产生了明显的

抑菌带（图１），金龟子绿僵菌 ＦＮＫＹ、ＦＮＳ５、

４４
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ＦＹＳ３均表现出广谱且较强的抑制作用，球孢白

僵菌ＦＭＷＤ除了对番茄灰霉病菌和玉米茎基腐

病菌在本次试验中没有起到拮抗作用，对其他

４株植病菌的拮抗作用较强。

表６　虫生真菌菌株对植物病原菌菌丝的抑制率 单位：％

菌株 Ｋ３ Ｋ８ Ｋ１３ Ｋ１４ Ｋ１５ Ｋ１７

ＦＢＡ２１ ３６．８０±１．４３ａｂ ３７．０５±３．８９ｃ ３３．９７±２．８７ａｂ ２８．９２±２．１５ｂ ３２．４８±４．６０ｂ ３４．６３±２．０３ｂ

ＦＭＷＤ ４０．８１±１．３４ａ ４１．６７±２．５１ｂ ０ｃ ３５．６９±１．６５ａｂ ３７．２１±２．８５ａ ０ｃ

ＦＮＫＹ ３６．３１±１．９１ａｂ ４５．４５±１．９３ａ ３９．６７±１０．９５ａｂ ３７．６０±６．５６ａ ３９．３３±１．９４ａ ３７．１３±１．６２ａｂ

ＦＮＳ５ ３３．９５±２．０５ｂ ４５．９４±０．５７ａ ３６．８９±１０．０４ａｂ ３６．７８±３．６１ａｂ ３７．１２±０．５２ａ ３７．７４±１．７３ａ

ＦＹＳ３ ３５．４２±３．００ｂ ４７．１３±３．９５ａ ３７．４６±１０．３５ａｂ ３７．１０±５．６９ａｂ ３７．２０±２．０３ａ ４２．１０±２．３０ａ

　　注：Ｋ３为大豆根腐病菌尖镰孢菌犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿，Ｋ８为水稻稻瘟病菌犘狔狉犻犮狌犾犪狉犻犪犵狉犻狊犲犪，Ｋ１３为番茄灰霉病菌犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪，

Ｋ１４为马铃薯早疫病菌犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狊狅犾犪狀犻，Ｋ１５为水稻纹枯病菌犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻，Ｋ１７为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。

图１　部分虫生真菌菌株对植物病原菌菌丝

生长的抑制作用

２．７　虫生真菌菌株代谢产物对病原菌菌丝的抑

制作用

　　由图２可知，各菌株的代谢产物的拮抗作用

差异较明显。仅有金龟子绿僵菌ＦＮＳ５、ＦＹＳ３的

代谢产物对番茄灰霉病菌具有拮抗作用，抑菌圈

直径分别为３．２２和３．５１ｃｍ，金龟子绿僵菌

ＦＹＳ３的代谢产物对马铃薯早疫病菌具有拮抗作

用，抑菌圈直径为１．７３ｃｍ。

图２　虫生真菌菌株发酵滤液对植物病原菌菌丝

生长的抑制作用

５４
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３　讨论与结论

已报导的对虫生真菌的基础研究多数是集中

在生物学特性方面。黄鹏等［１０１１］研究金龟子绿

僵菌ＦＭ０３菌株培养的最适温度为２５℃，产孢

量达３．７０×１０９孢子·皿１，球孢白僵菌ＢＢＴ０２培

养的最适温度为２８℃，培养１０ｄ后产孢量达

４．２２×１０８孢子·ｃｍ２。练涛等
［１２］研究了６株虫生

真菌的生物学特性，２株绿僵菌和１株白僵菌的

产孢量均在１０８孢子·ｃｍ２。本研究中不同温度处

理下，５株菌株在４０℃下均不能生长，１２℃各菌

株生长极其缓慢，且不产孢，各菌株最适生长温度

有差异。菌株 ＦＮＳ５的最适生长温度为２５～

２８℃，菌株ＦＢＡ２１、ＦＭＷＤ、ＦＹＳ３的最适生长温

度为２８～３０℃，菌株ＦＮＫＹ的最适生长温度为

２５～３０℃。菌株ＦＭＷＤ、ＦＮＫＹ、ＦＹＳ３的最适

产孢温度较广，为２０～３０℃，菌株ＦＢＡ２１的最适

产孢温度为２５～２８℃，菌株ＦＮＳ５的最适产孢温

度为２０～２５℃。

孢子活力始终是评价虫生真菌生防潜力的重

要指标，而在实际应用过程中，温度、湿度、紫外辐

射是直接影响孢子活力的因子。２４ｈ镜检菌株

ＦＭＷＤ在２５和３０℃下萌发率分别为７２％和

７１％，两处理无显著差异，与其他处理在０．０５水

平下差异显著。４８ｈ镜检菌株ＦＮＳ５在２５℃处

理下萌发率最高，为６８％，与其他处理在０．０５水

平下差异显著。极端条件处理下，各菌株只有在

１００％湿度下才能够萌发；菌株ＦＢＡ２１抗高温能

力较其余４株菌株强；菌株ＦＭＷＤ抗紫外照射

能力较其余４株菌株强。

虫生真菌与昆虫的互作规律与致病机理研究

一直是研究热点，但对植物病原菌的拮抗作用研

究也有越来越多的报道［１３１４］。本研究中，针对

６种主要植物病原菌，金龟子绿僵菌 ＦＮＫＹ、

ＦＮＳ５、ＦＹＳ３均表现出广谱且较强的抑制作用，

球孢白僵菌ＦＭＷＤ对番茄灰霉病菌和玉米茎基

腐病菌没有拮抗作用，对其他４株靶标菌的拮抗

作用较强。仅有金龟子绿僵菌ＦＮＳ５、ＦＹＳ３的代

谢产物对番茄灰霉病菌具有拮抗作用，金龟子绿

僵菌ＦＹＳ３的代谢产物对马铃薯早疫病菌具有拮

抗作用。试验也印证了虫生真菌主要通过与病原

菌的空间和营养竞争起到抑菌效果，且有些虫生

真菌代谢产物产生的抑菌物质抑制了病原菌的生

长。但有关虫生真菌抑菌机理及抑菌活性物研究

有待进一步深入。
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