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黄绿绿僵菌对褐飞虱侵染过程的扫描电镜观察*

李茂业＊＊ 林华峰＊＊＊ 金 立 张松影
( 安徽农业大学植物保护学院 合肥 230036 )

摘 要 本实验利用扫描电镜观察了黄绿绿僵菌 Metarhizium flavoviride 菌株分生孢子对褐飞虱 Nilaparvata lugens

( Stl) 的侵染过程。结果表明: 分生孢子多分布在褐飞虱节间膜、体表的褶皱凹陷等部位，主要以芽管或产生附

着胞入侵，然后在体表长出菌丝和产孢。菌体进入寄主血腔后，利用体腔内营养大量增殖、扩散并侵染褐飞虱卵

巢中的卵块。侵染卵块的菌丝虽被体液包裹但依然能继续生长，使卵粒失活，抑制害虫下代的数量。通过体表及

体内的侵染过程，可直观地表现黄绿绿僵菌对褐飞虱的侵染能力和侵入方式，为评价该菌的杀虫作用和应用前景

提供了证据。
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Observations on infection of Nilaparvata lugens by
Metarhizium flavoviride using a scanning electron microscope
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Abstract The process by which Metarhizium flavoviride conidia infect Nilaparvata lugens ( Stl ) was observed using a

scanning electron microscope ( SEM) ． The results show that most conidia were deposited on the intersegmental membranes

which are folded regions on cuticle． The germinated conidia of the isolate invaded the cuticle not only directly via germ

tubes，but also by producing appressoria during the course of infection． After this hyphae and spores grew on cuticle．

Thalluses entered into the hemocoel and then made use of nutrition to reproduce in large quantities，diffussing and

infecting the insects’eggmass． Even though covered with humoral hyphae，the infected eggmass still continued to grow

but ongoing fungal activity inactivated many eggs thereby reducing the number of insects produced in the next generation．

Scanning electron microscopy allowed us to observe the infection process both in vitro and in vivo，thereby providing useful

information for evaluating the insecticidal effect and utility of Metarhizium flavoviride as a control agent for N． lugens．
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自 20 世纪 50 年代以来，褐飞虱 Nilaparvata
lugens( Stl) ( BPH ) 逐渐发展成为亚洲国家水稻
的主要害虫之一，由于其具有迁飞性和抗药性等

特点，大发生时可造成水稻严重减产，甚至绝收

( 程家安和祝增荣，2006 ) 。目前，化学防治是褐飞
虱的主要防治方法，但由于这种方法对人类健康

和环境造成的危害，迫使人们寻求与环境相和谐

的生物农药替代化学农药。白僵菌、绿僵菌等虫
生真菌是以独特的方式侵入，其分生孢子主要通

过表皮萌发侵入昆虫体壁，也可通过消化道、伤口
等途径侵入虫体 ( 季香云和杨长举，2003 ; Liu
et al．，2010 ) ，这为褐飞虱的生物防治提供了可
能。黄绿绿僵菌属于丝孢纲绿僵菌属，能寄生直
翅目、同翅目等多个目的昆虫，英国致力于将该菌
发展为杀虫剂在西非治蝗 ( 蒲蛰龙和李增智，

1996 ) 。目前，Geng 和 Zhang( 2004 ) 从广东省稻田
自然感病褐飞虱虫尸上分离、鉴定得到黄绿绿僵
菌菌株，并利用该菌株对褐飞虱进行生物测定，结
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果表明对成虫和若虫都有较高的致病力，同时用

黄绿绿僵菌孢子外包植物油层制成可控制褐飞虱

种群数量效果较好的真菌乳悬剂。但对黄绿绿僵
菌对褐飞虱致病机理及入侵机理方面的相关研究

报道还未见到。现代扫描电镜技术能够对材料表
面微区进行定性定量分析，使我们能够观察材料

表面的细微形貌及内部组织特征，得到许多充满

信息的清晰图像。
本实验从褐飞虱罹病虫体分离到 1 株对褐飞

虱毒力较高的黄绿绿僵菌 Mf82 菌株，经生物测定
表明对褐飞虱的致病死亡率可达 80%以上( 已另
文发表) 。通过对侵染过程的定期取样，利用扫描
电镜观察了该菌株的分生孢子在褐飞虱虫体的附

着部位，孢子萌发，侵入时间和侵入行为，为揭示

黄绿绿僵菌侵染褐飞虱的途径、过程及机理研究
提供直观的依据。

1 材料与方法

1. 1 供试菌株和寄主昆虫
供试菌株是从褐飞虱罹病虫体分离到 1 株对

褐飞虱较高毒力的黄绿绿僵菌 Mf82 菌株，保存于
安徽农业大学昆虫病理实验室。在 SDAY 斜面上
接种分离菌株并培养 10 d 左右，置于 4℃冰箱中
保存，供试验所用。
供试褐飞虱 Nilaparvata lugens ( Stl) 采自霍

邱县田间，在安徽农业大学植保学院智能人工气

候培养室内繁殖 10 代以上，选取发育状况一致的
褐飞虱成虫作为接菌对象。

1. 2 黄绿绿僵菌孢子悬浮液的配制
将保存在冰箱中的供试菌株转接到 SDAY 平

板培养基上，( 25 ± 1 ) ℃、无光条件下培养 10 d，待
真菌充分产孢后，用灭菌的接种环轻轻将该菌株

的分生孢子粉刮到分别盛 5 mL 0. 05% Tween － 80
湿润剂的三角瓶中，在涡旋混合器上充分振荡 30
min，待链状分生孢子断裂和分散后，用双层无菌
纱布过滤菌液，获得孢子悬浮液母液。用血球计
数器计数每毫升母液的分生孢子含量，然后按比

例稀释，配制成 1. 0 × 108 个孢子 /mL 浓度的供试
孢子悬浮液。

1. 3 褐飞虱接菌方法
用灭菌的吸虫器从人工气候室饲养的褐飞虱

中采集大小一致的褐飞虱成虫 40 只，迅速放入 4

个有稻苗的 200 mL 烧杯中，每个烧杯 10 只褐飞
虱成虫，用手动喷雾器将菌液均匀喷于其中 3 个
烧杯里的供试虫体，另一个烧杯作为空白对照，只

用 0. 05% Tween 80 的水溶液处理。喷施时在其中
放置三块盖玻片( 1 5 mm × 15 mm ) 收集孢子，镜
检 5 个视野( 0. 785 mm2 /视野，5 点取样) 并计数
孢子数，以确定褐飞虱实际接收的剂量 ( 孢子 /
mm2 ) 。用医用纱布将烧杯口封住，既透气又可防
止褐飞虱逃逸。将处理的褐飞虱置于 25℃、相对
湿度 85%的恒温培养箱中饲养，死亡的褐飞虱放
入带有无菌滤纸的培养皿( d = 9 cm) 中保湿培养。

1. 4 黄绿绿僵菌侵染褐飞虱后的样品处理
真菌侵染卵巢中卵块: 用吸虫器采集即将产

卵的褐飞虱 10 只，按照 1. 3 接菌方法接菌并培养
4 d，待菌丝在褐飞虱体表大量生长，用无菌昆虫解
剖刀在无菌操作台解剖感染黄绿绿僵菌的褐飞虱

腹部，得到卵块后在型号为 Nikon-DSS230 解剖镜
下观察是否有菌丝。若有，再把样品置于无菌培
养皿，在 25℃ 和 RH 85%条件下培养 48 h。
真菌侵染褐飞虱体内组织: 样品处理方法同

上。

1. 5 黄绿绿僵菌扫描电镜样品制备
按感染黄绿绿僵菌的褐飞虱虫体表面、褐飞

虱腹部( 纵切) 和体内卵块 3 种部位分别取样，样
品先用 3%戊二醛隔夜固定 12 h 后，再用锇酸固
定 12 h，然后用磷酸缓冲液浸洗 3 次，30 min /次;
用 50%，70%，80%，90%，100%乙醇，逐级梯度脱
水，每级 12 h( Becnel，1997 ) ，其中 100%乙醇脱水
2 次。用醋酸异戊酯置换 2 次，每次停留 30 min。
样品置于室温下自然干燥后，用导电胶将样品粘

于扫描电镜样品台上，然后经离子溅射法喷金( 李

庚午，1994 ) 。在 TM-1000 HICHMI 型扫描电子显
微镜下进行观察并拍照。

2 结果与分析

2. 1 分生孢子在褐飞虱体表的侵染过程
在喷菌的褐飞虱虫体表面，黄绿绿僵菌分生

孢子多分布在其节间膜、体壁的褶皱凹陷等部位
( 图 1 : B) 。在褐飞虱体表的较光滑部位，附着的
孢子较少。分生孢子附着体表后，利用体表的营
养物质萌发产生芽管，在未找到侵入点时可以形

成菌丝在体表横向生长( 图 1 : C ) ，在体表较薄弱
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部位( 如节间膜等、气门) 形成钉状结构，穿透褐飞
虱表皮，在穿透部位有凹陷，这是菌丝在穿透表皮

过程中受到机械作用和酶的作用形成的。菌丝在
穿透表皮后 72 h 后，可发现虫体表面布满菌丝，其
中虫体腹板的菌丝量明显多于背板。说明芽管穿
透未骨化的膜质区较穿透骨化的表皮要容易得

多。菌丝末端形成产孢结构，产生大量分生孢子
( 图 1 : D ) 。黄绿绿僵菌分生孢子侵染褐飞虱过
程包括分生孢子附着、孢子萌发、穿透表皮、菌丝
在寄主体内生长、侵入所有组织器官、菌丝穿出表
皮、产生分生孢子，完成在褐飞虱体表的生活史。
黄绿绿僵菌在褐飞虱体表产生的分生孢子成熟后

扩散并继续侵染其它寄主，形成再侵染。而对照
处理的虫体完整，见不到菌丝( 图 1 : A) 。

图 1 黄绿绿僵菌分生孢子在褐飞虱体表的侵染过程观察
Fig． 1 The infecti on p rocess of Metarhizium flavoviride conidia on the cuticle of BPH

A: 对照: 褐飞虱体表 CK: Cuticle of Nilaparvata lugens ( 0 h) ; B: 中足基节窝 Mesocoxa cavity ;

C: 腹部，孢子直接萌发入侵 Penetration of germinated conidia on the abdomen ( 24 h) ;

D: 菌丝在体表产孢 Production of conidia on cuticle ( 72 h) ．

2. 2 分生孢子侵染褐飞虱体内组织和体内卵块
的观察

将感病褐飞虱虫体解剖后继续在 25℃和 RH
85%条件下培养 48 h，发现黄绿绿僵菌分生孢子
一旦成功侵入褐飞虱体内，菌丝利用其体内营养

迅速增殖并布满褐飞虱整个体腔和体内所有器官

( 图 2 : A) ，黄绿绿僵菌不仅能侵染褐飞虱组织和
器官，还能直接侵染体内卵块( 图 2 : B ) 。被侵染
的香蕉形卵块的颜色由原来的光滑透明为橘黄

色，表面缩水褶皱。卵块表面有孔洞，为菌丝从内
部长出所致。虫体内和卵块上的菌丝虽然被体液
包裹，但仍能继续生长，后期能产孢( 图 2 ) ，说明
菌丝够具有很强的生长能力，生长后自然断开的

菌丝碎片都能形成新的生长点，并开始产生一个

新的个体，继续生长。这也进一步证明真菌侵入
表皮进入血腔之后，形成菌丝颗粒体进入随血液

循环进入各组织器官内部，并在其中大量增殖，侵

染后期，寄主体内的水分和组织器官都能作为真
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菌的营养被利用，变成菌体，而寄主则由于失水而

变为干硬的僵虫，这些僵虫又在自然生态环境中

又可作为再侵染的菌源。

图 2 黄绿绿僵菌分生孢子侵染褐飞虱体内组织和体内卵块的观察
Fig． 2 Invasive body and eggs of Metarhizium flavoviride conidia on the internal BPH

A: 腹部内部菌丝 Invasive hyphae in abdomen; B: 菌丝侵染卵块 Invasive hyphae on eggs．

3 讨论

真菌的分生孢子与寄主昆虫建立寄生关系的

前提是能成功附着于寄主昆虫的表皮，该过程是

被动的和机械的，即分生孢子附着于寄主昆虫表

皮后不一定能建立寄生关系，还必须识别表皮营

养适合其寄生及寄主体表细菌等物质的抑制作用

( Smith et al．，1981 ; Lord and Howard，2004 ;
Maketon et al．，2007 ) ，这是病原真菌能否成功地
侵染寄主和完成在寄主上整个生活史的关键。分
生孢子在充足的养分、适宜的温度和湿度等环境
条件下萌发后形成芽管和附着胞，附着胞粘贴在

寄主表面并形成具有穿刺作用的结构，它可以沿

气孔开口处或直接刺透寄主表皮进入寄主内部

( Hajek and Leger，1994 ; 林华峰等，1998 ; 王海川和
尤民生，1999 ) ，在侵入进程中产生的特殊结构，
如芽管、附着胞、穿刺时的钉状结构，在本试验中
都已观察到。同时能观察到在菌丝穿透表皮过程
中，菌丝以机械压力使前方表皮片层结构发生了

向内弯曲变形，在菌丝的酶作用下，水解寄主表

皮，在侵染处菌丝周围形成凹陷和孔洞。侵入初
期阶段的动力，现在多认为是菌丝穿透表皮是通

过机械压力和酶降解寄主表皮联合作用完成的

( 翟锦彬和黄秀梨，1997 ; 林华峰等，1998 ; 马新颖

等，2000 ) 。电镜观察还发现在穿透菌丝周围表皮
上常有电子致密度高的颗粒聚集，可能是褐飞虱

对黄绿绿僵菌菌丝穿透的一种表皮防御反应。

真菌侵染寄主卵块的相关报道还较少，据

Toledo 等( 2010 ) 报道，白僵菌和绿僵菌侵染蜡蝉
雌成虫后，48 h 后电镜观察发现，其体内组织包括
卵巢管和卵母细胞均有菌丝体。本实验利用电镜
进一步观察到黄绿绿僵菌能直接侵染褐飞虱体内

的卵块，能有效地利用卵块内的营养，快速地从卵

块上长出菌丝，被侵染的体内卵块颜色发暗，已失

去原有的生命活性，不论是否产出虫体，都不能发

育成新的害虫个体，这对于自然条件下，抑制田间

害虫种群数量有重要意义。值得一提的是，在盆
栽喷菌试验中，我们还意外发现黄绿绿僵菌能直

接感染稻株上的卵块，并从产卵痕处长出茂密的

白色菌丝，而解剖卵块后镜下可见卵已变色死亡

( 已另文待发表) ，与褐飞虱体内卵块被侵染的症

状基本一致。黄绿绿僵菌能直接感染稻株上的褐
飞虱卵块和成虫体内卵块，大量杀死卵块，必将有

效地控制下一代的虫量，这在害虫生物防治方面

或许更显其应用价值，因为相对活动的虫态来说，

真菌对静止的虫态作用时间会更长，作用成功机

率会更大。
本文通过体表及体内的侵染过程，可直观地

表现黄绿绿僵菌对褐飞虱的侵染能力和侵入方

式，为评价该菌的杀虫作用和应用前景提供了证

据。
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研究论文

甘蓝夜蛾两种不同类型几丁质脱乙酰基酶基因的
克隆与组织特异性表达*

姚 磊＊＊ 樊 东＊＊＊ 王晓云 高艳玲
( 东北农业大学农学院 哈尔滨 150030 )

摘 要 几丁质脱乙酰基酶( chitin deacetylase，CDA) 是昆虫几丁质降解酶中的一种酶，可以将几丁质转化为壳聚

糖，在昆虫几丁质代谢中具有重要作用。本研究以甘蓝夜蛾 Mamestra brassicae 5 龄幼虫虫体为材料提取总 RNA，

利用 RT-PCR 和 RACE 技术，分别扩增得到甘蓝夜蛾的 2 类不同几丁质脱乙酰基酶基因的 cDNA 序列。其中一种

CDA 含有 2 036 个碱基，包括一个 1 617 个碱基的开放读码框，编码一个含 539 个氨基酸的蛋白，分子量约为 61. 5

ku，作者定义其为 cDNA 1 ; 另一种 CDA 含有 1 312 个碱基，包括一个 1 173 个碱基的开放阅读框，编码一个含 390

个氨基酸的蛋白，分子量约为 44. 1 ku，作者定义其为 cDNA 2。cDNA 1 推导的氨基酸序列具有几丁质脱乙酰基酶

典型的 3 个功能区，分别是几丁质结合区、催化区和低密度脂蛋白受体区，属于 CDA 第 1 组的成员。cDNA 2 推导

的氨基酸序列只有几丁质催化区，属于 CDA 第 5 组的成员。利用 RT-PCR 进行该基因的 mRNA 水平上的表达表

明几丁质脱乙酰基酶 cDNA 1 在幼虫取食期的唾腺、中肠、脂肪体组织表达，在体壁和马氏管中不表达，在预蛹期

和蛹期表达; cDNA 2 只在幼虫期的中肠表达，在其他组织及时期都不表达。获得的基因 cDNA 序列已经登录

GenBank 并获得登录号，cDNA 1 登录号为 HQ680620，cDNA 2 登录号为 HQ680621。

关键词 甘蓝夜蛾，几丁质脱乙酰基酶，克隆，序列分析，组织表达

Molecular cloning and tissue-specific expression of two different chitin
deacetylase cDNA sequences from Mamestra brassicae

YAO Lei＊＊ FAN Dong＊＊＊ WANG Xiao-Yun GAO Yan-Ling
( Northeast Agricultural University，Harbin 150030，China)

Abstract Chitin deacetylase ( CDA ) is a kind of chitin-degrading enzyme found in insects that can turn chitin into

chitosan and plays an important role in insects’chitin metabolism． Total RNA was isolated from the fifth instar larvae of

Mamestra brassicae． Two CDA cDNA sequences were cloned by RT-PCR and rapid amplification of cDNA ends( RACE) ．

One cDNA sequence was 2 036 base pairs in length and contained an open reading frame of 1 617 base pairs coding for a

polypeptide of 539 amino acid residues with a predicted molecular weight of 61. 5 ku． This cDNA sequence was designated

as cDNA 1. The other cDNA sequence was 1 312 base pairs in length and contained an open reading frame of 1 173 base

pairs coding for a polypeptide of 390 amino acid residues with a predicted molecular weight of 44. 1 ku． This cDNA

sequence was designated as cDNA 2. The deduced amino acid sequence of cDNA 1 contained a polysaccharide deacetylase

domain，a chitin-binding peritrophin-A domain ( ChBD ) and a low-density lipoprotein receptor class A domain ( LDLa ) ．

This sequence was a member of chitin deacetylase group I． The deduced amino acid sequence of cDNA 2 only contained a

polysaccharide deacetylase domain． This sequence was a member of Chitin deacetylase group V． These two CDAs belong

to two different CDA groups． Transcript analysis on two CDA sequences during various developmental stages and in


	11(5) 297.pdf
	11(5) 298.pdf
	11(5) 299.pdf
	11(5) 300.pdf
	11(5) 301.pdf
	11(5) 302.pdf



