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几种杀虫真菌对二化螟幼虫的毒力测定与 
高毒力菌株的分子鉴定* 

洪  勇 1**  林华峰 1***  岳霄霄 1  刘  苏 1  叶恭银 2 
（1. 安徽农业大学植物保护学院，合肥 230036;  2. 浙江大学昆虫科学研究所，杭州 310058） 

摘  要  【目的】 测定杀虫真菌对二化螟 Chilo suppressalis (Walker) 幼虫的室内毒力，明确高毒力菌株

的种类，为应用杀虫真菌防治二化螟提供理论基础。【方法】 采用喷雾法测定 10株杀虫真菌在同种浓度、

湿度和温度下对二化螟幼虫的室内毒力，选择毒力最强的菌株，利用扫描电镜观察杀虫真菌分生孢子对二

化螟的侵染过程；根据该菌株的生物学特性，利用白僵菌 Beauveria sp. 18S rDNA ITS 序列进行 PCR 扩

增、琼脂糖凝胶电泳检测和序列分析，并在核酸序列数据库中进行同源性序列对比。【结果】 真菌 YQ147、

QING、Bbr14、Bbr84在浓度为 1.0×108孢子/mL下均对二化螟幼虫具有较强的致病力，其中真菌 YQ147

在处理后第 10天对二化螟累计校正死亡率达到 78.4%，LT50为 5.8 d，分子鉴定的结果显示该菌为白僵菌

属球孢白僵菌 Beauveria bassiana。【结论】 明确了球孢白僵菌对二化螟的室内毒力最强，这为利用其对

二化螟进行生物防治提供了基础。 

关键词  白僵菌，二化螟，分子序列，电镜，系统树 

Virulence of several insecticidal fungi against Chilo suppressalis 
larvae and molecular identification of highly virulent strains 
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Abstract  [Objectives]  To identify fungal strains with high virulence to Chilo suppressalis larvae and provide a theoretical 

foundation for the biological control of C. suppressalis. [Methods]  The virulence of 10 insecticidal fungi to C. suppressalis 

larvae were measured under the same conditions (spore concentration, temperature and humidity) in a laboratory and the 

infestation process of insecticidal fungal spores observed. A pair of 18S rDNA universal primers of Beauveria sp. were used to 

identify the most virulent strains. [Result]  At a concentration of 1.0×108 spores/mL, the fungal strains YQ147, QING, 

Bbr14, and Bbr84 displayed strong virulence against 2nd instar larvae of C. suppressalis, and the YQ147 strain achieved the 

highest cumulative corrected mortality of 78.4% with a LT50 of 5.8 d after 10 d. Molecular identification confirmed that this 

fungus was Beauveria bassiana. [Conclusion]  Beauveria bassiana is highly virulent to C. suppressalis and may be an 

effective agent for the biological control of this pest. 
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二化螟 Chilo suppressalis （Walker）是我国

水稻的主要害虫之一，经常给我国的水稻产量造

成严重损失（Han and Wang，2003；韦永保等，

2005；薛进等，2005）。多年来，防治二化螟主

要以化学农药为主，由于长期不合理使用、滥用

化学农药，以及用药结构不合理，导致了抗药性
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和环境污染、食品安全等问题日益突出（C a o 

et al.，2001；He et al.，2005；姚英娟等，2013）。

随着高效防治化学药剂在水田上的禁用，因此具

有杀虫潜力，对人、畜低毒的新型生物药剂便受

到普遍关注，有的已广泛应用于卫生和农业害虫

防治，且对害虫防效十分明显（Coppling and 

Duke，2007；黄水金等，2009；雷妍圆等，2010；

罗华东等，2012）。  

目前在农林害虫生物防治方面，杀虫真菌是

研究、生产和应用最多的生物类群之一，其中白

僵菌在害虫的持续控制及维护生物多样性方面

所发挥的作用正越来越受到人们的关注

（Clarkson et al.，1996；付志坚等，2000）。白

僵菌Beauveria sp.是目前世界上防治害虫应用较

广的一类杀虫真菌，其杀虫谱广，对多种农林害

虫具有致死作用，且致病力强，防治效果好，对

环境、作物和温血动物无害，易于培养，原料价

廉易得，是公认的很有前途、应用最广泛的杀虫

真菌（刘健等，2003）。众多试验证实白僵菌对

桃蚜 Myzus persicae （方志刚等，1999）、松毛

虫 Dendrolimus punctatus （刘银泉等，2000）、

玉米螟 Ostrinia nubilalis （杨敏芝等，2005）、

木毒蛾 Lymantria xylina （黄芙蓉，2003）、小菜

蛾 Plutella xyllostella （李春香等，2007）等多

种害虫有很强的致病性。我国应用白僵菌防治的

害虫种类有 40多种（林华峰等，2011），而在防

治二化螟方面暂未有明确报道。为此，本试验采

用包括球孢白僵菌等 10 个菌株对二化螟进行了

室内毒力测定研究，以期为杀虫真菌在二化螟防

治中的应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  供试菌株及来源   球孢白僵菌 Bbr14、

Bbr84、Qing 和拟青霉 Pf10、Nr07、PC31 由安

徽农业大学昆虫研究室菌种保藏室提供；杀虫真

菌菌株 YQ147、FY324、WL324、ANJ327 是从

浙江省水稻田采集的自然罹病的二化螟僵虫，经

本实验室分离纯化获得。 

培养使用萨氏培养基（SDAY）：葡萄糖 4 g，

蛋白胨 1 g，酵母粉 1 g，琼脂 2 g，蒸馏水 100 mL，

（25±1）℃恒温培养箱（RZH型）中培养，待

大量产孢后保存备用。 

1.1.2  供试幼虫  供试二化螟幼虫采于安徽省

庐江县农户未打药的水稻田，经本实验室用茭白

饲养 2代后备用。 

1.2  真菌对二化螟幼虫的毒力测定 

1.2.1  真菌孢子悬浮液制备  将 10 株杀虫真菌

接种在 SDAY培养基上，培养箱（25±1℃）内

恒温培养 10 d，将分生孢子粉刮到盛有 20 mL 

0.05%吐温-80润湿剂的试管中，充分震荡混匀，

血球计数板检测，均配制成浓度为 1.0×108孢子

/mL的悬浮液。 

1.2.2  室内毒力测定  采用喷雾法进行毒力测定

试验。挑取 3龄二化螟幼虫全体喷雾后，移入盛

有茭白的指定烧杯中饲养，置于相对温度（26

±1）℃、相对湿度 60%～80%、光照周期 14L

︰10D 的人工气候室中，处理 20 头幼虫，共计

10个处理，重复 3次，并以含 0.05%吐温-80的

纯净水作对照，每天观察并记录死亡情况，连续

观察 10 d。 

1.2.3  扫描电镜样品制备  将感染杀虫真菌菌株

YQ147的二化螟僵虫，经 3%戊二醛固定过夜，

再用磷酸缓冲液浸洗 3 次，10 min/次，分别用

50%、70%、80%、90%和 100%乙醇逐级脱水，

每级 10 min，其中 100%乙醇脱水 2次，用醛酸

正戊酯置换 2次，每次停留 15 min。最后用 CO2

临界点干燥法，干燥 2 h，将样品取出，粘于样

品台上，然后喷金，在扫描电镜（ S-4800 

EVACSEQ ERROR CODES）下观察拍照。 

1.2.4  数据统计与分析  

累计校正死亡率=（处理组死亡率－对照组

死亡率）/（1－对照组死亡率）×100 

实验数据使用 DPS统计分析软件（Tang and 

Zhang，2013）进行方差分析，并采用最小显著

差异法（LSD）进行多重比较及生物统计模型进

行分析。以时间（d）为 X，累积校正死亡率的

几率值为 Y，采用几率值分析法，计算毒力回归
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方程和致死中时间（LT50）。 

1.3  真菌基因组 DNA 的提取与分子测序鉴定   

1.3.1  真菌基因组 DNA 提取  将致病力最高的

杀虫真菌采用真菌基因组 DNA快速提取试剂盒

（北京艾德莱生物科技有限公司）提取 DNA，

琼脂糖凝胶电泳，并在紫外线凝胶成像系统中拍

照。通用引物是由上海立菲生物技术有限公司合

成用于核糖体 DNA的 ITS区域的核苷酸引物，

引 物 系 列 为 ： ITS4 5′-TCCTCCGCTTATTG 

ATATGC-3′，ITS5 5′-GGAAGTAAAAGTCGTAA 

CAAGG-3′。 

1.3.2  PCR 反应体系与 PCR 方案  25 µL反应体

系: 上游引物 4 µL、下游引物 4 µL、10×PCR 

Buffer10 µL、Mg2+ （2.5 mmol/L） 6 µL、dNTP

（10 mmol /L） 2 µL、Taq DNA 聚合酶 2 µL、

ddH2O 补齐到 70 µL。PCR方案：94℃ 预变性

4 min，1 个循环；94℃ 变性 1 min、56℃ 退火

1 min、72℃ 延伸 2 min，共进行 30 个循环；72

℃ 延伸 10 min，1 个循环；25℃ 降温 5 min，1 

个循环。PCR 反应完成后，将反应产物放置于

4℃条件下保存，用 0. 8%的琼脂糖凝胶电泳检测

反应产物数量及分子量大小。PCR产物回收参照

林华峰等（2011）。 

1.3.3  分子测序与菌种鉴定  回收后的PCR产物

由上海立菲生物技术有限公司测序。所得的核苷

酸序列与 GenBank 已注册的基因序列进行同源

性比较，相似性达到 99%以上方可认为是同一菌

种。并利用邻接法选择已登记在册的白僵菌菌株

（Rehner et al.，2011）通过 MEGA构建进化树，

确定该菌株所在分支，最终鉴定其类型。 

2  结果与分析 

2.1  真菌对二化螟幼虫的毒力 

2.1.1  真菌孢子液对二化螟 3 龄幼虫的致死效果    

10 种杀虫真菌分生孢子液对二化螟 3 龄幼虫的

毒力统计结果如表 1 所示，在菌液浓度为 1.0×

108孢子/mL 下，接种后第 2 天，二化螟幼虫开

始出现死亡，但死亡率较低，且各组死亡率差异

不明显，随着时间的增加，累计死亡率逐渐增加。

从第 3 天开始，菌株 YQ147、QING、Bbr14 和

Bbr84对二化螟表现出较强的毒力，累计校正死

亡率达 20%以上，其中菌株 YQ147 对二化螟的

毒力最强。第 4～5天时，菌株 YQ147、QING、

Bbr14 和 Bbr84 的累计校正死亡率均在 35%以

上，且差异不明显，但菌株与菌株WL324、PC31、

Nr07、ANJ327、Pf10和 FY324 差异显著。第 6

天时，菌株 YQ147 和 QING 出现差异显著，但

和菌株 Bbr14和 Bbr84差异不显著。第 7天时，

菌株 YQ147 的累计校正死亡率达 63.0%。第 8

天时，菌株与 Bbr14的死亡率差异不显著，与其

他菌株的死亡率均差异显著。在第 9～10天时，

菌株 YQ147 的累计校正死亡率达 78.4%，第 10

天菌株 QING的累计校正死亡率达 74.5%，这两

个菌株的累计校正死亡率在 0.05 水平上差异不

显著，但菌株 YQ147 与其他菌株差异显著。在

所比较的 10个菌株中，菌株 YQ147的累计校正

死亡率均比其他菌株要高。 

表 2列出了 10个菌株对二化螟幼虫的LT50，

可比较不同菌株的致死速度。表 2 显示，菌株

YQ147和菌株 QING的 LT50分别是 5.8 d和 6.3 

d，这与表 1反映的毒力结果相一致。 

从表 1和表 2可看出，在所比较的 10个菌

株中，菌株 YQ147 造成的二化螟死亡率最高、

LT50最小，表明菌株 YQ147 对二化螟的致病力

最强，为毒力最高的菌株。因此本实验中选取菌

株 YQ147，对其进行基因测序，据此作分子生

物学鉴定。 

2.1.2  杀虫真菌侵染二化螟后致病症状  对杀虫

真菌感染二化螟幼虫的病症观察发现：二化螟感

染后发病初期，虫体没有特异的情况，形体大小

和颜色均没有发生变化，只是幼虫行为反应相对

迟钝，生命力不强；发病后期，虫体颜色发生变

异，不同处理组颜色不同，如图 1所示，其中感

染菌株 YQ147 的出现黑斑；刚死的幼虫虫体略

有弹性，易于弯曲，随后虫尸逐渐变硬（图 1：

A），而感染菌株 Bbr14的虫体体色变为浅紫褐

色（图 1：B）。将刚死的虫体挑离感染源并继 
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表 1  二化螟幼虫感染 10 种杀虫真菌后的累计校正死亡率 
Table 1  Chilo suppressalis larvae cumulative corrected mortality after infected with 10 strains of insecticidal fungus 

二化螟幼虫不同感染时间累计校正死亡率 (%) 
C. suppressalis larvae infected with different time cumulative corrected mortality 菌种 

Strains 

浓度 

(孢子
/mL) 

Concen- 
tration 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d 8 d 9 d 10 d 

YQ147 1.0×108 20.0±5.8a 35.1±6.3a 43.9±3.5a 51.9±3.7a 63.0±3.7a 72.6±3.9a 78.4±2.0a 78.4±2.0a

QING 1.0×108 20.0±7.6a 28.1±1.8a 36.8±3.0ab 44.4±0.0b 57.4±1.9ab 66.7±2.0ab 72.6±3.9ab 74.5±3.9ab

Bbr14 1.0×108 16.7±1.7ab 29.8±1.8a 42.1±3.0ab 46.3±1.9ab 50.0±3.2b 52.9±3.4c 66.7±2.0bc 66.7±2.0bc

Bbr84 1.0×108 20.0±5.8a 31.6±5.3a 35.1±3.5b 46.3±3.2ab 53.7±6.7ab 58.8±3.4bc 58.8±3.4c 60.8±5.2cd

WL324 1.0×108 8.3±1.7abc 12.3±1.8b 17.5±1.8cd 20.4±1.9d 35.2±1.9c 41.2±3.4d 49.0±1.9d 52.9±2.0de

PC31 1.0×108 3.3±3.3c 5.3±3.0bc 19.3±3.5c 27.8±3.2c 33.3±3.2cd 41.2±3.4d 47.1±3.4de 51.0±3.9ef

Nr07 1.0×108 1.7±1.7c 3.5±1.8bc 14.0±1.8cd 18.5±1.9de 29.6±1.9cd 33.3±2.0de 45.1±1.9de 49.0±2.0ef

ANJ327 1.0×108 3.3±1.7c 1.8±1.8c 10.5±3.0d 13.0±1.9e 24.1±1.9de 25.5±1.9e 43.1±3.9de 47.1±0.0ef

Pf10 1.0×108 5.0±2.9bc 3.5±1.8bc 12.3±1.8cd 14.8±1.9de 22.2±3.2e 27.5±1.9e 37.3±3.9e 45.1±3.9f

FY324 1.0×108 5.0±2.9bc 10.5±3.0bc 12.3±3.5cd 16.7±3.2de 24.1±1.9de 33.3±2.0de 37.3±2.0e 43.1±3.9f

表内数字为平均数±标准误，同一列数据后标有不同字母表示经 LSD多重比较差异显著(P＜0.05)。 

The data are mean±SE, and followed by different letters in the same column indicate significant difference (P＜0.05) by LSD test. 

 
表 2  不同真菌对二化螟幼虫的致死中时间 

Table 2  LT50 of different fungi on Chilo 
suppressalis larvae 

处理 
Treatment 

回归方程 
Regression equation 

相关系数 (r)
Correlation 
coefficient

LT50 

(d) 

YQ147 Y = 3.2641＋0.3004X 0.9228 5.8 

QING Y = 3.1738＋0.2896X 0.9266 6.3 

Bbr14 Y = 3.2479＋0.2621X 0.9199 6.7 

Bbr84 Y = 3.2661＋0.2526X 0.9159 6.9 

WL324 Y = 2.7959＋0.2671X 0.9341 8.3 

PC31 Y = 2.6222＋0.2865X 0.9470 8.3 

Nr07 Y = 2.4099＋0.2987X 0.9582 8.7 

ANJ327 Y = 2.3696＋0.2917X 0.9549 9.0 

FY324 Y = 2.7083＋0.2518X 0.9367 9.1 

Pf10 Y = 2.5219＋0.2695X 0.9457 9.2 

 
续培养，经过 3～5 d 后，幼虫虫体上长出白色

气生菌丝，并快速长出无数分生孢子，包裹着整

个虫体，如同覆盖白粉（图 1：A~F）；感染菌

株 QING 的虫体最先长出菌丝，菌株 YQ147 和

菌株 Bbr14其次，菌株 Bbr84相对较后才长出。

图 1是二化螟感染 4个真菌 5 d后菌丝生长情况，

根据不同真菌形态学的比较，初步对菌株 YQ147

进行鉴定。 

2.1.3  分生孢子对幼虫体表的侵染过程  在感染

菌株 YQ147的二化螟体表，真菌的分生孢子多

分布在二化螟节间膜、体壁褶皱凹陷及体表有

缝隙的薄弱部位附着。电镜照片显示：附着体

表后，分生孢子吸水并利用二化螟体表的营养

物质萌发产生芽管（图 2：A），而未形成侵入

点的孢子可以形成菌丝在体表横向生长，且在

菌丝中间部位出现膨大结构（图 2：B），在体

表较薄弱部位形成钉状结构，穿透寄主表皮。

在腹侧、附肢和刚毛窝附近，孢子萌发长出芽

管直接侵入表皮（图 2：C，D），孢子萌发的

另一端则沿着体表向外生长，孢子梗呈现扁平

状（图 2：E）。在腹部一些部位孢子侵入表皮

过程中，萌发的分生孢子的末端有膨大的附着

胞结构生成，附着胞紧贴在体壁上，在附着胞

下方形成侵入结构 (图 2：F)。 
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2.2  高毒力菌株的分子鉴定与系统树分析 

以菌株 YQ147的基因组 DNA为模板，用特

异性引物 ITS4和 ITS5进行 PCR扩增，获得 500 

bp 左右的扩增产物。PCR 产物经上海立菲生物 

 

 
图 1  杀虫真菌侵染二化螟后致病症状的观察 

Fig. 1  Pathogenic symptoms observed after insecticidal fungal infect Chilo suppressalis 

A, F为菌株 YQ147；B为菌株 Bbr14；C, D为菌株 Bbr84；E为菌株 QING。 

A, F is the strain YQ147；B is the strain Bbr14；C, D is the strain Bbr84；E is the strain QING. 
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技术有限公司进行序列测定，将该序列与

G e n B a n k（N C B I）中的球孢白僵菌菌株 

AY531981、AY532045、AY531972、AY531992、

AY532015和 AY531995序列进行同源性比较， 
 

 

 

图 2  分生孢子在二化螟体表上的萌发及入侵部位 
Fig. 2  Germination and invasion position of Beauveria bassiana conidia on the cuticle of Chilo suppressalis 
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得知该菌株与 N C B I 中注册的球孢白僵菌

Beauveria bassiana 菌株的同源性为 99%。通过 

选用 40余种不同真菌，利用邻接法构建系统树，

如图 3所示，在系统树上可知，所选用的不同白 
 

 

 
图 3  基于 18S rDNA 基因序列构建的真菌的进化树（邻接法） 

Fig. 3  The neighbor joining tree resulting from analysis of the 18S rDNA gene sequences of fungi 

各菌株及 GenBank登录号 The strains and their GenBank accession numbers: ARSEF1969: AY31998; ARSEF2641: 
AY532008; ARSEF4149: HQ880804; ARSEF7542: HQ880805; ARSEF4384: AY532026; ARSEF4474: AY532027; 
ARSEF4850: AY532028; ARSEF4580: HQ880788; ARSEF4598: HQ880789; ARSEF4622: HQ880790; ARSEF300: 
AY532015; ARSEF751: AY532045,;ARSEF1040: AY531972; ARSEF1478: AY531981; ARSEF1811: AY531992; 

ARSEF1848: AY531995; ARSEF979: HQ880783; ARSEF2271: HQ880779; ARSEF4362: AY532025; ARSEF6214: 
HQ880774; ARSEF7058: HQ880773; ARSEF1567: AY531986; ARSEF2251: AY532003; ARSEF2567: AY532006; 

ARSEF7032: HQ880803; ARSEF7760: DQ376247; ARSEF1855: HQ880796; ARSEF3220: AY532020; ARSEF6229: 
HQ880799; ARSEF4933: AY532029; ARSEF1685: AY531990; ARSEF5689: AY532030; ARSEF7043: AY532039; 
ARSEF7044: AY532040, ARSEF2694: HQ880802; ARSEF8257: HQ880800; ARSEF2922: AY532012; ARSEF442: 

AF516300; ARSEF703: AF516301; ARSEF7487: HQ331446; ARSEF2038: FJ617319; ARSEF1184: AF138267; 
ARSEF1768: AF516291. 
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僵菌属和绿僵菌属被分在不同分支上，所以该树

形是可靠的，而本文所刷选的菌株 YQ147 在树

中与球孢白僵菌在同一分支上，这与基因比对的

结果一致，因此推断该菌株为球孢白僵菌。 

3  讨论 

本文通过对杀虫真菌初步分离和筛选，选择

10 种菌株对二化螟幼虫进行毒力测定，从而挑

选出高毒力菌株；并对其菌落形态、菌落颜色和

分生孢子大小等进行初步鉴定，并在形态学研究

的基础上，通过分子鉴定和进化树归类，更为可

靠地明确了其种类。将实验所测得的菌株 YQ147

的 rDNA ITS 序列与 GenBank 中所注册的

AY531981、AY532045、AY531972、AY531992、

AY532015和 AY531995 6个球孢白僵菌菌株的

18S rDNA ITS序列进行同源性比较，结果显示

同源性为 99%，而且该菌在进化树中与登记的球

孢白僵菌在系统树的同一分支上，这与基因比对

的结果一致，从而推断该菌为白僵菌属球孢白僵

菌 B. bassiana (Bals.) Vuill，为该菌的进一步研究

与开发利用提供了基础。 

本实验结果表明，在同样实验条件下，即相

同孢子浓度（1.0×108 孢子/mL）、相同温度湿

度下，所比较的 10 种杀虫真菌对二化螟幼虫均

表现出一定的毒力，不同菌株的侵染致病效果不

同，且不同菌株之间差异明显。其中，菌株 YQ147

对二化螟幼虫的室内累计致死率为 10 个菌株中

最高，达 78.4%，LT50为 5.8 d，菌株 QING的累

计死亡率为 74.5%，LT50为 6.3 d，这 2个菌株的

累计校正死亡率差异不明显，但菌株 YQ147 与

菌株 Bbr14、Bbr84、WL324、PC31、Nr07、

ANJ327、FY324 和 Pf10 相比差异显著。在 10

组处理中，菌株 YQ147、QING、Bbr14、Bbr84

对二化螟幼虫的致病力均较强，LT50较低，且该

4种真菌都是白僵菌，说明白僵菌对二化螟幼虫

有较高的毒力，而邓春生等（2012）利用球孢白

僵菌（孢子浓度为 1.0×107孢子/mL）防治马铃

薯甲虫 LT50为 8 d，大田处理 18 d后死亡率达

98.87%，其认为白僵菌对马铃薯甲虫有较高的防

治潜力。袁盛勇等（2011）利用球孢白僵菌防治

亚洲玉米螟 Ostrinia furnacalis 3龄幼虫，累计校

正死亡率为 88.65%，LT50为 4.3 d，对玉米螟有

明显的毒力。袁盛勇等（2010）利用球孢白僵菌

防治西花蓟马 Frankliniella occidentalis成虫时，

LT50为 4.5 d，LC50为 4.0×106 孢子/mL，说明

球孢白僵菌对西花蓟马有较好的防治效果，因此

本实验所得的结论与其相符。而且对于利用白僵

菌防治二化螟还鲜有报道，这为白僵菌对二化螟

的生物防治提供了一定的应用空间和思路。同

时，本文通过利用扫描电镜初步观察了真菌在二

化螟虫体生长和萌发情况，可以发现真菌的分生

孢子与虫体建立的寄生关系，并利用虫体营养条

件萌发形成芽管和附着胞，从而穿刺表皮进入虫

体内部（林华峰等，1998；李茂业等，2011），

这与王龙江等（2010）研究球孢白僵菌对红火蚁

Solenopsis invicta体表的入侵机理大致相同，进

一步证明了该菌株为白僵菌，这为进一步研究白

僵菌对二化螟的侵染能力和入侵机理提供了一

定的理论依据。 
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