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摘　要：室内测定台湾黑僵菌Ｆ０６１菌株的孢外酶活性及其对柑橘粉蚧的毒力，并通过线性回归分析探讨两者的

相关性。结果表明：供试菌株的２种胞外酶活性均在１．００×１０８和１．００×１０７孢子·ｍＬ－１２个处理时较高，其中

蛋白酶活性达７．６３Ｕ·ｍＬ－１和７．６１Ｕ·ｍＬ－１，几丁质酶活性达５．４５Ｕ·ｍＬ－１和５．６７Ｕ·ｍＬ－１；供试菌株对

柑橘粉蚧的犔犜５０也在１．００×１０
８和１．００×１０７孢子·ｍＬ－１２个处理时较短，分别为４．９８ｄ和５．３９ｄ；线性回归分

析表明，供试菌株对柑橘粉蚧的犔犜５０与菌株蛋白酶活性呈显著负相关，与菌株几丁质酶活性呈中度负相关。可

见，台湾黑僵菌Ｆ０６１菌株蛋白酶活性比几丁质酶活性强，在侵染柑橘粉蚧过程中起更直接的作用。
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寄主广，在福建除危害柑橘类植物外，还可危害菠

萝、柿、葡萄、石榴、草莓、龙眼、枇杷、橄榄等多种水

果及多种观赏植物［１］，引起落叶、落花和落果，分泌

的蜜露还可诱发煤烟病，使为害加重，直接或间接影

响了花果的品质和经济价值，不易防治，需要寻找一

种较为安全、有效和经济的防控措施。目前，该虫的
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防控偏重于使用化学农药，易造成“３Ｒ”和药害问

题［２－４］。生物防治是一种安全、有效、持久的控害方

法，且虫生真菌挖掘利用已是害虫生防的重要发展

方向之一［５］。台湾黑僵菌 犕犲狋犪狉犺犻狕犻狌犿犪狀犻狊狅狆犾犻犪犲

是一种地理分布和寄主范围均比较广泛的虫生真

菌，在台湾和国外已广泛用于防控介壳虫、金龟子、

象甲、蝉类和蛾类等害虫［６］；其Ｆ０６１菌株为台湾联

发生物科技股份有限公司所研发，目前在福建省防

控茶小绿叶蝉 犈犿狆狅犪狊犮犪狆犻狉犻狊狌犵犪、茶丽纹象虫

犕狔犾犾狅犮犲狉犻狀狌狊犪狌狉狅犾犻狀犲犪狋狌狊、油 茶 毒 蛾 犈狌狆狉狅犮狋犻狊

狆狊犲狌犱狅犮狅狀狊狆犲狉狊犪等害虫取得良好的效果
［７］，但该

菌株的孢外酶活性变化情况与其对柑橘粉蚧毒力的

相关性未见报道，影响了该菌株在花果害虫防控领

域的推广应用。本研究以台湾黑僵菌Ｆ０６１菌株为

供试菌株，以柑橘粉蚧成虫为供试虫源，测定供试

菌株的蛋白酶和几丁质酶等胞外酶活性及目标害虫

感染该菌后的日死亡率，再通过线性回归分析探讨

两者的相关性，以期为利用虫生真菌防控柑橘粉蚧

等害虫提供技术支持。

１　材料与方法

１１　供试材料

供试台湾黑僵菌Ｆ０６１菌株母种由台湾联发生

物科技股份有限公司提供，保存和活化均采用察氏

培养基；供试柑橘粉蚧采集于福建省建瓯市东峰镇

的桔柑园，在温度 （２５±２）℃、相对湿度 （６０±

５）％、光周期Ｌ∶Ｄ＝１２∶１２、光照强度 （１００００

±５０）ｌｘ条件下饲养８～１０代，取蜕皮３ｄ的成虫

备用；供试试剂均为分析纯。

１２　试验方法

１２１　菌株活化及菌液制备　将斜面保存的供试

菌株接种到９ｃｍ的察氏培养基平板上，置于温度

（２５±１）℃、相对湿度 （９０±５）％、光周期Ｌ∶Ｄ

＝１０∶１４、光照强度 （２０００±５０）ｌｘ的 ＨＧＺ１５０

型光照培养箱内活化培养８ｄ；后加入５ｍＬ含

０．０５％吐温－８０的无菌水脱溶孢子，经３层脱脂

纱布过滤得孢子原液；用纽鲍尔血细胞计数板在

Ｂ２０３ＬＥＤＴＲ型生物显微镜下统计孢子原液的孢子

数并计算孢子浓度，再用无菌水将孢子原液稀释成

１．００×１０８、１．００×１０７、１．００×１０６、１．００×１０５和

１．００×１０４孢子·ｍＬ－１等５个浓度的供试菌液

备用。

１２２　酶活诱导培养基制备　先将柑橘粉蚧成虫

置于－８０℃冰箱中速冻２ｈ，再置于６０℃的ＤＨＧ

９０３０型电热鼓风干燥箱中烘干６ｈ，后用玻璃研钵

研磨成细粉末，虫尸粉量不低于２．０ｇ；再参考董

晶［８］的方法称取Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ、ＫＣｌ０．５ｇ、ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ０．５ｇ和ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ溶于１０００

ｍＬ蒸馏水中，制成基本培养基；后称取柑橘粉蚧

虫尸粉０．２ｇ作为唯一的碳氮源，溶于１００ｍＬ基

本培养基中，置于１２１℃的ＬＤＺＸ５０ＦＢＳ型不锈钢

立式压力蒸汽灭菌器中灭菌２０ｍｉｎ，冷却后制成

含酶活诱导基质的液体培养基备用。

１２３　供试菌株孢外酶活性测定　蛋白酶活性测

定：取１．２．１制备的５个浓度供试菌液各１０ｍＬ，

参考董晶［８］的方法，分别接入到１００ｍＬ含１．２．２

所制液体培养基的三角瓶中，后置于与１．２．１相同

条件的ＺＷＹ２４０型旋转式摇床上分别培养８ｄ，

过滤得５份粗酶液备用；接着以酪蛋白为底物，加

入０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１、ｐＨ＝８．５的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液

配成１％ （Ｗ／Ｖ）的酪蛋白溶液，定容至１００ｍＬ

备用；然后参考彭国良等［９］的方法，取１０支试管，

每份粗酶液分配２支试管，其中一支试管先加入

１．０ｍＬ的粗酶液和酪蛋白溶液摇匀，置于３７℃水

浴中反应３０ｍｉｎ，再加入３ｍＬ、０．４ｍｏｌ·Ｌ－１的

三氯乙酸溶液终止反应，另一支试管作为对照，则

先加 入 １．０ ｍＬ 待 测 粗 酶 液 和 ３ ｍＬ、０．４

ｍｏｌ·Ｌ－１的三氯乙酸溶液摇匀，置于３７℃水浴中

反应３０ｍｉｎ，再加入１．０ｍＬ酪蛋白溶液摇匀，将

２支试管内的反应液过滤，分别取１ｍＬ滤液，均

先加入５ｍＬ、０．５５ｍｏｌ·Ｌ－１的碳酸钠溶液混匀，

再加入１．０ｍＬ福林酚试剂混匀，显色３０ｍｉｎ，后

用ＵＶ１８００ＰＣ型紫外可见分光光度计在６８０ｎｍ

处测吸光值，根据酪氨酸标准曲线计算８份粗酶液

的蛋白酶活性，以每分钟催化分解酪蛋白生成１

μｇ酪氨酸的酶量为１个酶活单位。几丁质酶活性

测定：取１．２．１制备的５个浓度供试菌液各１０

ｍＬ，按董晶
［８］的方法，分别接入１００ｍＬ含１．２．２

所制液体培养基的三角瓶中，后置于与１．２．１相同

条件的旋转式摇床上分别培养８ｄ，滤纸过滤得５

份粗酶液；接着按彭国良等［９］的方法，取１０支试

管，每份粗酶液分配２支试管，其中一支试管加入

０．５ｍＬ待测粗酶液，另一支试管加入０．５ｍＬ经

１００℃加热失活的粗酶液作为对照，再往２支试管

中分别加入０．５ｍＬ胶状几丁质，置３７℃水浴中反

应４ｈ，再用ＫＤＣ１４０ＨＲ型高速冷冻离心机８５００

ｒ·ｍｉｎ－１下离心５ｍｉｎ使反应停止，接着吸取０．２

ｍＬ上清液加入０．０８ｍＬ四硼酸钾溶液摇匀，在沸

水浴中反应５ｍｉｎ，迅速用自来水冷却却室温，再

加入１．２ｍＬ、１０％的二甲氨基苯甲醛试剂摇匀，
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在３７℃下保温２０ｍｉｎ，用自来水将反应液冷却至

室温，后用紫外可见分光光度计在５８５ｎｍ处测吸

光值，根据Ｎ乙酰氨基葡萄糖标准曲线计算８份

粗酶液的几丁质酶活性，以每分钟催化分解几丁质

生成１μｇＮ乙酰氨基葡萄糖的酶量为１个酶活

单位。

１２４　供试菌株对柑橘粉蚧的毒力测定　采用浸

虫法测定。取１．２．１制备的５个浓度供试菌液，以

０．０５％吐温－８０无菌水作空白对照，共６个处理，

每个处理重复３次；再取直径９ｃｍ的培养皿，依

次铺入相同直径的花泥和滤纸各１片，花泥厚０．５

ｃｍ吸水６ｍＬ，在滤纸上再放１片带叶柄的柑橘嫩

叶，叶柄用湿棉花包裹并紧贴滤纸；接着用软毛笔

刷往每个处理挑取供试成虫３０头，浸泡１０ｓ后挑

到滤纸上，晾干２ｍｉｎ后再挑到叶片上，盖上培养

皿；后将培养皿置于与１．２．１相同条件的光照培养

箱内，每日１４：００观察、记录死虫数，以死亡虫

体长出菌丝计为有效感染，每次记录后挑除死亡虫

体），８ｄ后统计试虫的死亡数并估测每株菌株的

致死中时犔犜５０。

１３　数据统计与分析

在ＤＰＳ７．０５数据处理软件上，利用 ＤＭＲＴ

检验法对供试菌株在不同孢子浓度的胞外酶活性进

行多重比较；利用机率值分析法估测供试菌株对柑

橘粉蚧成虫的犔犜５０；利用线性回归分析法构建供

试菌株胞外酶活性与其对柑橘粉蚧毒力的回归方

程，分析两者的相关性。

２　结果与分析

２１　供试菌株的胞外酶活性

从图１可知，供试菌株在不同孢子浓度时的２

种胞外酶活性各不相同。蛋白酶活性，以１．００×

１０８和１．００×１０７孢子·ｍＬ－１２个处理较高，分别

达７．６３Ｕ·ｍＬ－１和７．１６Ｕ·ｍＬ－１，显著高于其

他３个处理；１．００×１０６和１．００×１０５孢子·ｍＬ－１

处理位居其次，相互间差异不显著；１．００×１０４

孢子·ｍＬ－１最低，仅为１．００×１０８和１．００×１０７

孢子·ｍＬ－１ ２ 个 处 理 的 ６６．５８％ 和 ７０．９５％。

几丁质酶活性，也以 １．００×１０８ 和 １．００×１０７

孢子·ｍＬ－１两个处理较高，分别达５．６７Ｕ·ｍＬ－１

和５．４５Ｕ·ｍＬ－１，显著高于其他３个处理；１．００

×１０６孢子·ｍＬ－１处理位居其次；１．００×１０５和

１．００×１０４孢子·ｍＬ－１２个处理较低，与其他处理

差异显著。

图１　台湾黑僵菌Ｆ０６１菌株的胞外酶活性

犉犻犵．１　犈犮狋狅犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犕．犪狀犻狊狅狆犾犻犪犲犉０６１

注：图中不同字母表示差异显著 （犘＜０．０５）。

２２　供试菌株对柑橘粉蚧成虫的犔犜５０

从表１可知，供试菌株５个处理浓度对柑橘粉

蚧成虫的犔犜５０各不相同；１．００×１０
８和１．００×１０７

孢子·ｍＬ－１２个处理较短，分别为４．９８ｄ和５．３９

ｄ，相互间差异不显著，但显著短于其他３个处理；

１．００×１０６和１．００×１０５孢子·ｍＬ－１２个处理相对

较 长， 相 互 间 差 异 也 不 显 著；１．００ × １０４

孢子·ｍＬ－１处理最长，分别达１．００×１０８和１．００

×１０７孢子·ｍＬ－１２个处理的１．９３倍和１．７９倍。

表１　台湾黑僵菌Ｆ０６１菌株对柑橘粉蚧成虫的犔犜５０

犜犪犫犾犲１　犔犜５０狅犳犕．犪狀犻狊狅狆犾犻犪犲犉０６１犪犵犪犻狀狊狋犘．犮犻狋狉犻

孢子浓度／

（孢子·ｍＬ－１）
毒力回归方程 相关系数

犔犜５０
／ｄ

９５％置信区间

／ｄ

１．００×１０４ 狔＝０．６２５６＋４．４４６３狓 ０．９５７７ ９．６３ （７．３１～１２．７０）ａ

１．００×１０５ 狔＝０．５８３３＋４．９７３３狓 ０．９７１０ ７．７３ （６．３８～９．３６）ｂ

１．００×１０６ 狔＝０．４４２８＋５．４９８０狓 ０．９８４６ ６．７４ （５．９５～７．６４）ｂ

１．００×１０７ 狔＝０．５２７６＋６．１１５０狓 ０．９８２６ ５．３９ （４．８１～６．０４）ｃ

１．００×１０８ 狔＝０．４７９５＋６．４８１８狓 ０．９８６６ ４．９８ （４．５３～５．４８）ｃ

注：表中同列不同字母表示差异显著（犘＜０．０５）。
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２３　供试菌株胞外酶活性与其对柑橘粉蚧毒力的

相关性

通过线性回归分析，得到供试菌株蛋白酶活性

（狓１）和几丁质酶活性 （狓２）与其对柑橘粉蚧成虫

ＬＴ５０ （狔）的回归方程狔＝１９．５９９６－１．３１６８狓１－

０．８５２７狓２，方程显著性检验达显著水平 （犘＝０．０２

＜０．０５）；同时由方程变量的偏相关分析可知，供

试菌株对柑橘粉蚧成虫的犔犜５０与菌株蛋白酶活性

呈显著负相关 （狉＝－０．８７１３，犘＝０．０３＜０．０５），

与供试菌株几丁质酶活性变化呈中度负相关

（－０．５０００≥狉＝－０．６４６９＞－０．８０００，犘＝０．５５＞

０．０５）。

３　讨论与结论

虫生真菌在侵染昆虫的过程中，蛋白酶、几丁

质酶等胞外酶在降解昆虫体壁方面发挥极其重要的

作用［８－１１］，但有关胞外酶活性与毒力相关性的认

识目前尚未达成一致［１２］。李会平等［１１］和雷妍圆

等［１２］分别发现球孢白僵菌犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪对桑

天 牛 犃狆狉犻狅狀犪 犵犲狉犿犪狉犻 和 小 菜 蛾 犘犾狌狋犲犾犾犪

狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪的毒力与菌株蛋白酶和几丁质酶活性均

呈显著相关；而冯明光［１３］认为球孢白僵菌对血黑

蝗犕犲犾犪狀狅狆犾狌狊狊犪狀犵狌犻狀犻狆犲狊的毒力与菌株蛋白酶活

性呈显著相关，但与几丁质酶活性是否具相同相关

性尚存争议。本研究测定了台湾黑僵菌Ｆ０６１菌株

在不同孢子浓度时的蛋白酶和几丁质酶活性，发现

２种胞外酶活性均在 １．００×１０８和 １．００×１０７

孢子·ｍＬ－１２个处理时较高，但蛋白酶活性强于

几丁质酶活性；同时也比较了台湾黑僵菌 Ｆ０６１

菌株在不同孢子浓度时对柑橘粉蚧成虫的毒力，发

现供试菌株 犔犜５０也在１．００×１０
８和１．００×１０７

孢子·ｍＬ－１２个处理时较高；通过对供试菌株胞

外酶活性与其对柑橘粉蚧毒力的线性回归分析发

现，供试菌株对柑橘粉蚧的毒力与菌株蛋白酶活性

呈显著相关，与菌株几丁质酶活性呈中度相关，这

与前人的部分研究成果一致［１１－１３］。可见，台湾黑

僵菌Ｆ０６１菌株蛋白酶活性比几丁质酶活性强，在

侵染柑橘粉蚧过程中起更直接的作用。

虫生真菌对寄主的致病和致死是一个复杂的生

理生化过程，是菌株侵染与寄主防御等多方因子共

同作用的结果。本研究虽初步明确了台湾黑僵菌

Ｆ０６１菌株胞外酶活性与其对柑橘粉蚧毒力的相关

性，但对柑橘粉蚧受侵染后的虫体组织器官病理变

化情况及血淋巴中血细胞数量、蛋白质和氨基酸浓

度、保护酶和解毒酶活性的变化等防御反应情况尚

不清楚，因此今后有必要开展此方面的相关研究，

同时进一步明确供试菌株的田间防效，以期为利用

虫生真菌防控介壳虫等害虫提供技术支撑。
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