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蔗根土天牛高致病力绿僵菌菌株的

生物学特性研究*
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摘 要 【目的】 明 确 对 蔗 根 土 天 牛 Dorysthenes granulosus 具 有 良 好 杀 虫 活 性 的 金 龟 子 绿 僵 菌

Metarhizium anisopliae JC002 菌株生长和产孢所需要的最适营养条件和环境条件。【方法】 通过单因素试

验，测试了不同培养基、碳源、氮源、温度、pH 及紫外线照射不同时间对 JC002 菌株生长和产孢的影响。

【结果】 JC002 菌株培养基的最佳配方是葡萄糖 30 g、蛋白胨 15 g、马铃薯 200 g、琼脂 20 g、水 1 000 mL；

蔗糖、NaNO3 是菌落生长及产孢的最适碳源和氮源；菌株培养的最适温度为 25℃，培养基的最适 pH 值为

7.0；紫外光对菌株的生长速率无显著影响，但对产孢量有较大的抑制作用，紫外光照射时间越长，产孢

越少。【结论】 本研究为 JC002 菌株的大量培养及其孢子制剂的大量生产和有效利用奠定基础。
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Abstract [Objectives] The purpose of this paper was to explore the nutritional and environmental conditions for required

for the hyphal growth and sporulation of Metarhizium anisopliae JC002, a newly isolated fungal strain with high insecticidal

activity to the larvae of Dorysthenes granulosus. [Methods] Effects of different factors, such as culture medium, carbon

sources, nitrogen sources, temperature, pH and UV on hyphal growth and sporulation were tested by single factor tests.

[Results] The results indicate that the optimum formula for growing the JC002 strain was 30 g glucose, 15 g peptone, 200 g

potatoes, 20 g agar and 1 000 mL water. Sucrose and NaNO3 were the best carbon and nitrogen source. The most suitable

culture temperature was 25℃ and the optimum pH-value was 7.0. UV had no significant impact on the growth rate of the

fungus but seriously inhibited its sporulation. [Conclusion] This study provides scientific basis for both the large-scale

culture of the JC002 strain, and also the mass production and effective utilization of conidia of this strain.
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蔗 根 土 天 牛 Dorysthenes granulosus
（ Thomson ） 属 鞘 翅 目 Coleoptera ， 天 牛 科

Cerambycidae，锯天牛亚科 Prioninae，土天牛属

Dorysthenes，又名蔗根锯天牛、蔗根天牛，是我
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国蔗区的重要地下害虫，近年来在广西蔗区暴发

成灾，且有扩展蔓延的趋势（于永浩等，2012）。

过去对该虫的防治，主要依赖化学农药，尤其是

剧毒农药，如呋喃丹、特丁硫磷等，但长期大量

使用单一化学农药其防治效果并不理想，而且带

来土壤污染、农药残留、害虫抗药性增强、害

虫再猖獗等问题。绿僵菌 Metarhizium 是防治

农林害虫的重要昆虫病原真菌之一，尤其对地

下害虫具有明显优势（农向群等，2007），目

前已有 多个绿僵 菌制剂应用 于防治蛴 螬等地

下害虫（Milner et al., 2002; Faria and Wraight,
2007；Chelvi et al., 2011；Manisegaran et al.,
2011；于永浩等，2013），但对蔗根土天牛的

相关研究甚少。

笔者自广西北海蔗田采集的蔗根土天牛幼

虫僵虫上分离获得一高致病力的虫生真菌，初步

鉴定为金龟子绿僵菌 Metarhizium anisopliae，编

号为 JC002。用 1.0×107 孢子/mL 的孢悬液处理

蔗根土天牛幼虫，15 d 的累计死亡率达 94.74%，

1.0×104 孢 子 /mL 处 理 15 d 的 累 计 死 亡 率 为

64.29%，LT50 为 11.06 d，在蔗根土天牛的防治

上具有良好的开发利用价值（于永浩等，2010）。

系统掌握菌株的生物学特性，对该生防菌的生产

和应用具有重要意义。因此，本试验系统地研究

不同培养基、碳源、氮源、温度、pH 及紫外光

照射不同时间对 JC002 菌株生长和产孢的影响，

明确其生长发育和产孢所需要的营养条件和环

境条件，为今后孢子制剂的大量生产和有效利用

奠定基础。

1 材料与方法

1.1 供试菌株

金龟子绿僵菌 JC002 由采自广西北海感病

的蔗根土天牛幼虫僵虫上分离获得，在马铃薯葡

萄糖琼胶培养基（PDA）上培养，菌种保存于 4℃
冰箱中。

1.2 不同培养基对 JC002菌株生长发育和产孢
的影响

5 种供试培养基配方如下：

A：蔗糖 30 g，NaNO3 3 g，KCl 0.5 g，MgSO4

0.5 g，KH2PO4 1 g，FeSO4 0.01 g，琼脂 20 g，

酵母 5 g，水 1 000 mL，Cu(OH)2 0.01 g，MnSO4

0.01 g；

B：蔗糖 30 g，NaNO3 3 g，KCl 0.5 g，MgSO4

0.5 g，KH2PO4 1 g，FeSO4 0.01 g，琼脂 20 g，

酵母 5 g，水 1 000 mL，Cu(OH)2 0.01 g；

C：蔗糖 30 g，NaNO3 3 g，KCl 0.5 g，MgSO4

0.5 g，KH2PO4 1 g，FeSO4 0.01 g，琼脂 20 g，

酵母 5 g，水 1 000 mL，MnSO4 0.01 g；

D：葡萄糖 30 g，蛋白胨 15 g，马铃薯

200 g（煮熟过滤用滤液定溶至 1 000 mL），

琼脂 20 g；

E：葡萄糖 30 g，蛋白胨 15 g，大米 200
g（煮熟过滤用滤液定容至 1 000 mL），琼脂

20 g。

取适量 JC002 孢子粉，用 0.1%吐温-80 无菌

水配成 107 孢子/mL 的孢悬液，用微量移液枪滴

在上述培养平板表面，共三点，呈三角形排列，

每点呈一个圆形接种面，每点接种菌液 10 μL，

每处理设置 5 次重复，置于（26±1）℃恒温培养

箱中培养。接种后每天观察菌落的生长、形态、

颜色及质地等情况，接种后第 3 天开始采用采用

十字交叉法每日测量菌落的直径，计算其平均日

增长量。菌落培养至第 8 天时测其产孢量。数

据采用 DPS v 6.55 进行方差分析。

每平方米菌落产孢量的测定方法：在菌落核

心至 1/2 处用直径 8 mm 的打孔器取出 3 个面积

相同的菌块，放入相对应编号的小烧杯中，加入

10 mL 含 0.05%吐温-80 的无菌水中，在高速涡

旋振荡器上充分振荡，配成孢子悬液，稀释到显

微镜中每个视野 5~10 个孢子时，用血球计数板

计数，每个样品重复计数 3 次，取其平均值，计

算培养基单位面积上的产孢量。

1.3 不同碳源对 JC002菌株生长发育及产孢的
影响

采用 Czapek 培养基为基础培养基，固定以

NaNO3 为氮源，变换不同的碳源：玉米粉、麦

芽糖、葡萄糖、淀粉和蔗糖，即共设置 5 个处理，
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每处理重复 5 次。培养温度（26±1）℃，菌落直

径和产孢量测量和统计分析方法同 1.2。

1.4 不同氮源对 JC002菌株生长发育及产孢的
影响

采用 Czapek 培养基为基础培养基，固定

以蔗糖为碳源，变换不同的氮源：蛋白胨、酵

母膏、NaNO3 和 NH4NO3，即共设置 4 个处理，

每处理重复 5 次。试验方法和统计分析方法同

1.2。

1.5 环境条件对 JC002菌株生长发育和产孢的
影响

温度对 JC002 菌株生长发育和产孢的影响：

设置 19、22、25、28 和 31℃共 5 个温度处理，

每处理重复 5 次。试验方法和统计分析方法同

1.2。

pH值对 JC002菌株生长发育和产孢的影响：

用 1 mol·L-1 HCl 和 1 mol·L-1 NaOH 调节 PDA 培

养基的 pH 值，设置 pH 4、5、6、7、8、9、10
共 7 个处理，每处理重复 5 次。试验方法和统计

分析方法同 1.2。

紫外照射不同时间对 JC002 菌株生长发育

和产孢的影响：将已点接菌悬液的平板置于 30

W 的紫外灯下 20 cm 处，分别照射 5、10、20、

30、60 min，以不经紫外光照射作对照，每处理

重复 5 次。试验方法和统计分析方法同 1.2。

2 结果与分析

2.1 不同培养基对 JC002菌株生长发育和产孢
的影响

从试验结果可以看出（表 1），JC002 菌

株在 A 和 D 培养基上生长速率最快，且无显著

差异（P=0.065，F=40.83），分别为 5.24 mm/d

和 5.13 mm/d；在 B 培养基上最慢，仅为 2.40

mm/d。 产 孢 量 则 是 在 D 培 养 基 上 最 高 ， 达

15.10×105 个孢子 /mm2，显著高于其他培养基

上的产孢量（P=0.0001，F=40.83），B 培养基

次之，而 E 培养基的产孢量最低，仅为 2.05×105

个孢子/mm2。

综合来看，含有马铃薯的 D 培养基，无论

在生长速率还是产孢量上均优于含有大米的 E

培养基；而只含有 Cu(OH)2 的 B 培养基上虽然

生长速率较慢，但其产孢量比 A、C 两培养基都

高，可能是由于单独 Cu2+的存在对菌株产孢起到

了促进作用。

表 1 JC002菌株在不同培养基上的生长速率和产孢量
Table 1 The growth rates and spore production of JC002 on different medium

培养基
Medium

生长速率（mm/d）

Growth rate（mm/d）

产孢量（105 个孢子/mm2）

Spore production（105 spores/mm2）

A 5.24±0.19 a 3.27±0.01 d

B 2.40±0.09 c 8.66±0.01 b

C 4.04±0.24 b 6.24±0.01 c

D 5.13±0.16 a 15.10±0.06 a

E 4.10±0.13 b 2.05±0.01 e

注：数值为平均值±标准误。同列数值后相同小写英文字母者表示在 0.05 水平差异不显著（Duncan’s 多重比较法）。

下表同。

Data are means±SE, and followed by same letters in the same column mean no significant difference at 0.05 levels by
Duncan’s multiple range test. The same below.
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2.2 不同碳源对 JC002菌株生长速率及产孢量
的影响

从表 2 可知，JC002 菌株在以麦芽糖、淀粉、

葡萄糖、蔗糖、玉米粉为碳源的 5 种培养基上均

能正常生长。在以蔗糖为碳源的培养基上菌株的

生长速率最高，为 4.14 mm/d，与其他碳源差异

显著（P=0.08，F=8.97）；麦芽糖、葡萄糖和玉

米粉其次，且三者之间差异不显著；而淀粉最差。

产孢量也是以蔗糖为碳源的培养基显著高于其

他处理，为 2.42×105 个孢子/mm2；葡萄糖其次，

麦芽 糖和 淀粉再 次， 且二者 之间 差异 不显著

（P=0.0002，F=18.65），最差是玉米粉。因此，

蔗糖是 JC002 菌株较好的碳源。

2.3 不同氮源对 JC002菌株生长发育及产孢的
影响

从表 3 可以看出，JC002 菌株在以 NaNO3、

蛋白胨、NH4NO3、酵母膏为氮源的培养基上

均能生长，但以 NaNO3 为氮源的培养基生长

速率最快，产孢量最高，分别为 4.94 mm/d 和

5.72×105 个 孢 子 /mm2， 且 与 其 他 处 理 差 异 显

著；以蛋白胨为氮源的产孢量其次，为 3.3×105

个孢子 /mm2，酵母膏最差，仅为 0.69×105 个

孢子 /mm2（P=0.0001，F=58.60；P=0.0001，

F=43.07）。因此，以 NaNO3 为氮源相对利于

产孢。

2.4 温度对 JC002菌株生长发育和产孢的影响

不同温度条件下 JC002 菌株菌落生长情况

和产孢量见表 4。从表 4中可以看出，在 19～31℃

范围内，JC002 菌株均可生长，在 25℃和 28℃
条件下菌丝生长速率最快，且二者之间差异不显

著，分别为 4.82 mm/d 和 4.91 mm/d；其次是 22℃

和 31℃，二者之间也差异不显著（P=0.0001，

表 2 不同碳源对 JC002菌株生长和产孢的影响
Table 2 Effects of carbon sources on growth rates and the spore production of JC002

碳源
Carbon source

生长速率（mm/d）

Growth rate（mm/d）

产孢量（105 个孢子/mm2）

Spore production（105 spores/mm2）

麦芽糖 Maltose 3.38±0.13 b 1.20±0.06 c

淀粉 Amylum 2.76±0.19 c 1.22±0.01 c

葡萄糖 Glucose 3.61±0.14 b 1.74±0.01 b

蔗糖 Sucrose 4.14±0.04 a 2.42±0.01 a

玉米粉 Corn flour 3.45±0.17 b 1.24±0.01 c

表 3 不同氮源对 JC002菌株生长和产孢的影响
Table 3 Effects of nitrogen sources on growth rates and spore production of JC002

氮源
Nitrogen source

生长速率（mm/d）

Growth rate（mm/d）

产孢量（105 个孢子/mm2）

Spore production（105 spores/mm2）
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NaNO3 4.94±0.09 a 5.72±0.01 a

蛋白胨 Peptone 3.73±0.12 b 3.30±0.06 b

NH4NO3 3.53±0.06 b 1.56±0.01 c

酵母膏 Yeast extract 3.06±0.01 c 0.69±0.00 d

表 4 温度对 JC002菌丝生长和产孢的影响
Table 4 Effects of temperature on growth rates and spore production of JC002

温度(℃)
Temperature (℃)

生长速率（mm/d）

Growth rate（mm/d）

产孢量（105 个孢子/mm2）

Spore production（105 spore/mm2）

19 3.07±0.07 c 0.26±0.01 e

22 4.47±0.09 b 0.78±0.01 d

25 4.82±0.04 a 3.12±0.01 a

28 4.91±0.10 a 1.30±0.06 b

31 4.44±0.11 b 1.05±0.01 c

F=79.70）；而在 19℃条件下生长速率最慢。所

以，较适宜 JC002 菌株生长的温度范围是 22～

31℃，最适温度为 25～28℃。从产孢结果来看，

25℃条 件 下 产 孢 量 最 高 ， 为 3.12×105 个 孢 子

/mm2，28℃下 产 孢 量 其 次 ， 接 来 下 是 31℃>
22℃>19℃。综合来看，25℃是 JC002 菌株的最

适生长温度，也是最适产孢温度。温度过高、过

低均不利于生长和产孢。

2.5 pH 值对 JC002 菌株生长发育和产孢量的
影响

从表 5 的结果可以看出，JC002 菌株在 pH
值为 4～10 时均能生长，在 pH 值为 5～7 范围

内 生 长 速 率 较 快 ， 且 相 互 之 间 差 异 不 显 著

（P=0.0001，F=6.16）。产孢量从高到低培养基

的 pH 值依次为：7>8>6>9>5>10>4。产孢较好的

pH 范围是 6～8，在 pH 值为 7 的培养基中产孢

量最大，为 8.08×105 个孢子/mm2，其次是 pH 为

6 和 8 的培养基，分别为 5.64×105 个孢子/mm2

和 6.01×105 个孢子/mm2，各处理间的产孢量差

异显著（P=0.0001，F=22.31）。综合以上指标，

得出实验室培养 JC002 菌株的最佳培养基 pH 值

为 7。

2.6 紫外光照射不同时间对 JC002菌株生长发
育和产孢量的影响

紫外光照射不同时间后 JC002 菌株菌落生

长速率和产孢量见表 6。从表 6 中可以看出，在

实验范围内紫外光照射对 JC002 菌株生长量和

平 均 生 长 速 率 均 无 显 著 性 影 响 （P=0.0008，

F=38.60）；但对产孢量则有比较明显的影响，

紫外光照射时间越长，产孢越少，照射 30 min
以上的产孢很少或不产孢。

3 结论与讨论

关于不同绿僵菌菌株的培养条件已有不少

研究报道（林华峰等，2006；殷幼平等，2010；

严智燕等，2011；张亚波等，2012），但不同菌

株对营养及培养条件的要求不同，其菌丝生长及

产孢条件也有较大差别。不少研究表明，PPDA
培养基适于绿僵菌的生长及产孢（林华峰等，

2006；申剑飞等，2012；张建伟等，2012）。本
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试验中 JC002 菌株培养基的最佳配方是葡萄糖

30 g、蛋白胨 15 g、马铃薯 200 g、琼脂 20 g、

水 1 000 mL，在该培养基上菌株的生长速率及产

孢量均显著优于其他培养基的。殷幼平等（2010）

研究表明碳源和氮源对金龟子绿僵菌 CQMa117
的菌丝生长影响不大，但可显著影响产孢。本试

验结果则表明碳源和氮源对 JC002 菌株的菌丝

生长及产孢量均有影响，蔗糖和 NaNO3 是菌株

生长及产孢的最适碳源和氮源。张建伟等（2012）

和杨腊英等（2008a）的研究均表明，不同碳源、

氮源和碳氮比均对菌丝生长及产孢量有较大影

响，因此关于 JC002 菌株培养基的碳氮比仍需进

一步研究。研究中还发现，仅添加有 Cu2+的 B

表 5 pH值对绿僵菌 JC002菌株生长和产孢的影响
Table 5 Effects of pH-value on the growth rate and the spore production of JC002

pH 值
pH-value

生长速率（mm/d）

Growth rate（mm/d）

产孢量（105 个孢子/mm2）

Spore production（105 spore/mm2）

4 3.56±0.19 c 0.59±0.03 g

5 3.87±0.03 ab 1.94±0.02 e

6 3.95±0.07 a 5.64±0.10 c

7 4.04±0.07 a 8.08±0.14 a

8 3.73±0.08 bc 6.01±0.14 b

9 3.57±0.05 c 2.98±0.04 d

10 3.72±0.05 bc 0.83±0.01 f

表 6 紫外光照射不同时间对绿僵菌 JC002菌株菌落生长速率和产孢量的影响
Table 6 Effects of UV light on growth rate and spore production of JC002

处理时间（min）

Time for UV shining（min）

生长速率（mm/d）

Growth rate（mm/d）

产孢量（105 个孢子/mm2）

Spore production（105 spores/mm2）

5 4.48±0.12 a 2.49±0.06 b

10 4.42±0.09 a 1.47±0.02 c

20 4.56±0.05 a 0.51±0.01 d

30 4.49±0.06 a 0.13±0.00 e

60 4.49±0.06 a 0.00 e

0 4.5±0.07 a 19.33±0.29 a

培养基可对 JC002 菌株的产孢起促进作用，这与

殷幼平等（2010）及杨腊英等（2008b）的研究

结果一致。

温度和 pH 是真菌培养的主要条件参数，不

同菌株要求的环境条件也不同。林华峰等（2006）

研究 认为 2 个绿 僵菌 菌株 的最适 培养 温度为

25℃；王宝辉等（2009）对绿僵菌 MS01 菌株的

生物学特性进行研究，其最适生长温度为 26℃，
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最适产孢温度为 25~28℃。本研究结果表明，绿

僵菌 JC002菌株在 19~31℃的培养条件下均能生

长，但最适宜生长及产孢温度为 25℃，与上述

研究结果相似。一般中性偏酸的环境最适于虫生

真菌的生长和产孢，而本试验结果表明，培养基

初始 pH 对 JC002 菌株菌丝的生长影响不大，但

对产孢影响显著，菌株在 pH 为 7 时产孢最多，

小于 5 或大于 9 时，产孢量大幅降低，因此，该

菌株的发酵生产最佳条件为中性环境。

绿僵菌作为虫生病原体，与细菌、病毒等都

存在被紫外线杀伤的问题（农向群等，2005）。

本试验结果表明，紫外光对绿僵菌 JC002 菌株的

生长速率无显著影响，但对产孢量有较大的抑制

作用，紫外光照射时间越长，产孢越少。张亚波

等（2012）的研究也表明随着照射时间的延长，

紫外光对绿僵菌孢子的萌发具有明显的抑制作

用，并且延长了开始萌发的时间。因此，抗紫外

保护剂的筛选也是该菌今后生产应用中的重要

研究内容。
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