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摘  要  【目的】 爪哇棒束孢 Isaria javanica 是一种重要的虫生真菌，已广泛应用于多种害虫的防治。

本研究从美国白蛾 Hyphantria cunea僵虫尸体中分离出对美国白蛾具有致病作用的爪哇棒束孢 BE01菌株，

为了解该菌株对美国白蛾的侵染过程，并通过研究宿主体内抗氧化酶系对爪哇棒束孢 BE01 菌株入侵的响

应，评价该菌的杀虫作用，为爪哇棒束孢 BE01 防治美国白蛾提供依据。【方法】 采用扫描电镜技术，观

察爪哇棒束孢 BE01 分生孢子侵染的美国白蛾 3 龄幼虫，并测定美国白蛾接菌后体内超氧化物歧化酶

（SOD）、过氧化物酶（POD）和过氧化氢酶（CAT）含量的变化。【结果】 爪哇棒束孢对美国白蛾侵染

过程包括：分生孢子粘附在美国白蛾的角质层上，接种后 6 h 孢子开始萌发，24 h 产生附着胞，48 h 菌丝

在体表继续生长，96 h 菌丝从虫体内长出并产分身孢子，120 h 菌丝覆盖整个虫体。在受到爪哇棒束孢 BE01

侵染后，美国白蛾幼虫体内的 3 种抗氧化酶 SOD、POD、CAT 酶活性明显升高，并在侵染 48 h 时达到峰

值。随着侵染时间的增加，48 h 后 3 种酶的活性开始下降， 60 h 后酶活性均低于对照组。【结论】 爪哇

棒束孢 BE01 孢子活力高、萌发速率快，导致美国白蛾体内的保护酶系难以发挥保护作用。爪哇棒束孢

BE01 菌株能够快速侵染美国白蛾幼虫，具有开发成新的高效生物防治菌株的潜能。 

关键词  爪哇棒束孢；美国白蛾；侵染过程；抗氧化酶 

Infection of Hyphantria cunea with Isaria javanica and associated 
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Abstract  [Objectives]  Isaria javanica is an important entomopathogenic fungi that has been widely used to control various 

insect pests. The BE01 strain of I. javanica that is pathogenic to Hyphantria cunea was isolated from the surfaces of a cadavers 

of H. cunea to better understand its insecticidal effect and improve its use as a biological control agent for H. cunea. The 

process of infection by this strain and the host's associated antioxidant enzyme response were investigated. [Methods]  

Scanning electron microscopy was used to observe third-instar H. cunea larvae infected by I. javanica BE01 conidia. Changes 

in levels of superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) and catalase (CAT) in the bodies of H. cunea after inoculation 

were measured. [Results]  The infection process had several stages, including adherence of the conidia to the host cuticle, 

germination of the conidia 6 h after inoculation, development of appressorium after 24 h, hyphal growth on the body surface 

after 48 h, emergence of mycelium from the body and production of conidia after 96 h, and the entire body being covered by 

mycelium after 120 h. Activity of three antioxidant enzymes, SOD, POD and CAT, in larvae significantly increased after 

infection with I. javanica BE01 and peaked 48 h after infection. The activity of all three enzymes began to decrease after 48 h, 

and were lower than in the control group after 60 h. [Conclusion]  Conidia of I. javanica BE01 have high virulence and a 
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rapid germination rate, which makes it difficult for H. cunea to resist infection. The I. javanica BE01 strain can quickly infect 

H. cunea larvae, and has the potential to develop into a new, highly effective biological control agent.  

Key words  Isaria javanica; Hyphantria cunea; infection process; antioxidant enzyme 

美 国 白 蛾 Hyphantria cunea 属 鳞 翅 目

Lepidoptera 灯蛾科 Arctiidae，是重要的国际检

疫性入侵害虫。该虫具有体型小、繁殖能力强、

食量大、传播途径多等特点（张俊杰等，2013；

Schowalter and Ring，2017；Ge et al.，2018）。

现已被国家环保总局列入中国首批 16 种外来入

侵物种名单。国家林业局发布 2020 年第 3 号公

告，美国白蛾疫区涉及全国 13 个省市自治区，

全国范围内发生的县级行政区数量高达 598 个。

在长期对美国白蛾的治理过程中，化学农药一直

是作为防治该虫的主要手段（邓静，2017）。而

大量化学农药的使用已经造成美国白蛾出现抗

药性，并且也已经带来了诸多环境问题（白鹏华

等，2017）。生物防治将是未来防治美国白蛾的

重点研究方向（杨忠岐和张永安，2007；闫家河

等，2015；罗立平等，2018）。 

与其它昆虫病原体（细菌或病毒）不同，昆

虫病原真菌的主要特征是能够通过穿透宿主体

壁来感染宿主（Mannino et al.，2019）。昆虫病

原真菌侵染过程分为孢子附着在宿主体表、孢子

萌发、形成附着胞穿透体壁和菌丝在宿主体内增

殖四个阶段（Zheng et al.，2011）。利用扫描电

镜技术可观察分生孢子的侵染过程和侵染方式。

而了解昆虫病原真菌的侵染过程对于进一步研

究其致病机理具有重要意义。目前，通过借助扫

描电镜技术对多种昆虫病原真菌的侵染过程都

有了明确的报道。邱君志等（2004）通过扫描电

镜发现粉虱座壳孢 Aschersonia aleyrodis 的分生

孢子能够在烟粉虱 Bemisia tabaci 体表萌发并形

成芽管，可产生附着胞或直接侵入表皮。李茂业

等（2011）用扫描电镜观察黄绿绿僵菌 Metarhizium 

flavoviride 侵染褐飞虱 Nilaparvata lugens ，发现

孢子萌发后成钉状结构，通过穿透宿主表皮进入

体内，并感染卵母细胞。除此之外，有学者报道

利用扫描电镜观察到蜡蚧轮枝菌 Lecanicillium 

lecani 的分生孢子能够在黑刺粉虱 Aleurocanthus 

spiniferus 体表萌发、芽管后直接刺入体表，或

形成附着胞后形成侵入钉侵入（曾君等，2013）。

本实验室前期从安徽省林间自然感病美国白蛾

虫尸上分离、鉴定获得一株爪哇棒束孢 Isaria 

javanica BE01 菌株，已证实该菌株对美国白蛾

有良好的防治效果（Wang et al.，2020）。但目前

该菌对美国白蛾的侵染过程尚未见报道，为了更

有针对性的防治美国白蛾并进一步的研究其致

病机理，明确爪哇棒束孢对于美国白蛾的侵染过

程是关键的一步。 

在昆虫抵抗病原真菌侵染的过程中，昆虫体

内的抗氧化酶也起着重要的作用。这些抗氧化物

酶有助于减少由昆虫病原真菌毒素引起的氧化

压力（Jayanthi et al.，2015）。其中，超氧化物歧

化酶（Superoxide dismutase，SOD）、过氧化物

酶（Peroxidase，POD）和过氧化氢酶（Catalase，

CAT）起着重要作用。这 3 种酶被称为保护酶系

统（Liochev and Fridovich，2007）。昆虫体内保

护酶活变化可能引起氧化剂与抗氧化剂之间失

衡，严重时将会导致细胞死亡和组织损伤，从而

导致昆虫死亡（吴青君等，2011）。张仙红等

（2006）测定了吊丝虫 Plutella xylostella 在感染

玫烟色拟青霉 Paecilomyces fumosoroseus 后，感

病的吊丝虫血淋巴中蛋白含量低于正常幼虫，体

内的 SOD 酶活在接种后先表现为上升，但随着

时间的延长 SOD 酶活急剧下降，CAT 和 POD 酶

活也表现出先升高后降低的趋势。除此之外，唐

维媛等（2015）检测了感染莱氏野村菌 Nomuraea 

rileyi 后斜纹夜蛾 Spodoptera litura 幼虫体内

SOD、CAT 及 POD 酶活的变化，其中 SOD 和

CAT 活性呈先升后降趋势，并未检测到 POD 酶

的活性。观察抗氧化保护酶体系活力的变化趋势

有助于探索真菌侵染昆虫时其抗氧化保护酶的

响应机制和变化规律，对于扰乱害虫抗氧化机

制，进而进行防治具有重要意义。但目前仍未有

爪哇棒束孢对于美国白蛾抗氧化物酶影响的研
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究报道。因此，研究爪哇棒束孢对美国白蛾抗氧

化物酶的影响能够为丰富其抗氧化酶响应机制

及其应用提供理论依据。 

本文通过扫描电镜观察爪哇棒束孢 BE01 对

美国白蛾侵染过程，并且量化了美国白蛾感染爪

哇棒束孢后体内抗氧化酶活性变化。以期为美国

白蛾的生物防治提供新的可能，为明确爪哇棒束

孢侵染美国白蛾的生理生化反应机制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试菌株：爪哇棒束孢 BE01，现保藏于南

京林业大学森林保护实验室。试验时，用无菌接

种环于斜面上刮下分生孢子，涂于 SDAY 培养

基上，在恒温培养箱（MLR-553），（25±1）℃

中培养 。 

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（PDA）培养基、

萨氏葡萄糖琼脂酵母浸膏（SDAY）培养基（蒲

蛰龙和李增智，1996）。 

孢子悬浮液制备：将爪哇棒束孢接种于

SDAY 平板上，（25±1）℃条件下培养 10 d 后，

以灭菌水洗脱菌落上的分生孢子，制备成孢子悬

浮液。向悬浮液中加入 0.1%吐温 80，用血球计

数板在显微镜下计算浓度，以灭菌水进行稀释，

获得浓度为 1.0×108 个/mL 的分生孢子悬浮液。 

供试虫源：美国白蛾卵购买于中国林业科学研

究院，置于人工气候箱内，设置温度（25±1）℃，

光周期 14L∶10D，75%RH。孵化后用美国白蛾

专用饲料饲养（购买于中国林业科学研究院）。 

1.2  方法 

1.2.1  美国白蛾的侵染和培养  参照鹿连明等

（2013）的孢子悬浮液浸没接种方法，取大小一

致、健康的美国白蛾 3 龄幼虫放入真菌孢子悬浮

液浸渍后，晾干 5 min 后将试虫转移到（25±1）℃，

光周期 14L∶10D，RH 75%的人工培养箱中。

每天更换新鲜的饲料，死亡的美国白蛾放入垫有

滤纸的培养皿（ø = 9 cm）中保湿培养。 

1.2.2  扫描电镜样品制备  为了观察爪哇棒束

孢的感染过程，在接种爪哇棒束孢 6、12、24、

36、48、60、72、96、120 和 144 h 后，从饲养

盒中取出爪哇棒束孢处理过的美国白蛾 3 龄幼

虫。在每个观察期将 5 只幼虫浸入 2.5%戊二醛

中固定 24 h，在 0.1 mol·L－1 磷酸盐缓冲液中漂

洗 3 次（每次 15 min），然后通过 30%、50%、

70%、80%、90%、95%和 100%（3 次）乙醇脱

水（每阶段 10 min）。将样品浸入叔丁醇中 10 min

来置换乙醇。用冷冻干燥设备（FD5-series freeze 

dryer）干燥后进行粘台喷金，在扫描电镜（Quanta 

200）下观察并拍照。 

1.2.3  酶液的制备  按照 1.2.1 的方法处理美国

白蛾 4 龄幼虫，接菌后每 12 h 从饲养盒中取一

次样，直到侵染 84 h。取供试昆虫前需要先将试

虫身上杂物弄干净，并且放入生理盐水涮洗

15 s。涮洗过后用滤纸吸干虫身上的水分并晾干

5 min，然后用称量天平准确称量试虫重量，精

确到小数点后 3 位。按体积比 1∶9 (w/v)加入经

过遇冷处理过的生理盐水，冰浴条件下研磨，配

制成 10%的组织匀浆。将匀浆以 12 000 r/min

在 4 ℃下离心 20 min，取上清液用作酶源。由

南京建成生物工程研究所提供的试剂盒测定试

虫中的蛋白质含量、过氧化氢酶、过氧化物酶

和超氧化物歧化酶的含量。试剂盒型号及名称

见表 1。 

 
表 1  试剂的名称和型号 

Table 1  The model and name of the test kits 

名称 Name 型号 Model

总超氧化物歧化酶（T-SOD）测试盒 
Total superoxide dismutase (T-SOD) test kit 

A001-1 

过氧化物酶（POD）测定试剂盒 
Peroxidase (POD) test kit 

A084-1 

过氧化氢酶（CAT）测定试剂盒 
Catalase (CAT) test kit 

A007-1 

总蛋白（TP）测定试剂盒 
Total protein (TP) test kit 

A045-2 

 
1.2.4  3 种保护酶活力的测定  CAT、POD 和

SOD 的活力测定均依据试剂盒（南京建成生物

工程研究所）的使用方法进行活力测定。 

1.2.5  数据分析  4 种代谢酶活力均以每分钟

每毫升反应液的吸光度活力（OD 值）的变化值



2 期 葛喆昊等: 爪哇棒束孢侵染美国白蛾过程及抗氧化酶活性变化 ·367· 

 

换算表示；3 种保护酶活力根据试剂盒参考公式

计算。 

2  结果与分析 

2.1  爪哇棒束孢 BE01 对美国白蛾幼虫的侵染

过程 

在接种爪哇棒束孢 BE01 后 6 h 可以清楚地

观察到爪哇棒束孢的分生孢子粘附在美国白蛾 

体表，有单个附着也有大量孢子聚集在一起的情

况出现（图 1：A ）；接种后 12-24 h 可观察到大

部分孢子开始萌发，并在 24 h 观察到有附着胞

产生（图 1：B-D）；接种 36 h 后菌丝通过美国

白蛾背毛毛孔侵入寄主（图 1：E）；接种后 48 h，

萌发的菌丝在体表继续生长（图 1：F）；接种后

96 h，菌丝从虫体中长出并产生分生孢子，此时

宿主已经死亡（图 1：G）；接种后 120 h，美国

白蛾虫体被白色菌丝包裹（图 1：H）。 
 

 
 

图 1  爪哇棒束孢 BE01 在美国白蛾体表侵染过程 

Fig. 1  Infection process of Isaria javanica BE01 on the surface of Hyphantria cunea 

A. 附着于寄主体壁的分生孢子；B,C. 孢子萌发；D. 芽管形成附着孢；E. 菌丝从背毛毛孔进入宿主；F. 菌丝在宿主

表面生长；G. 菌丝从虫体内长出并产分身孢子；H. 整个虫体被菌丝包裹。 

A. Conidia attached to the wall of the host body; B, C. Conidia germination; D. The germ tube formed appressorium;  
E. Mycelium entered the host from the back pores; F. Mycelium grew on the surface of the host; 

G. Mycelium grew out of the body and produced conidia; H. The whole body was wrapped in mycelium. 
 

2.2  美国白蛾体内抗氧化酶活变化 

美国白蛾幼虫在接种爪哇棒束孢 BE01 后

84 h 内体内 SOD、POD 和 CAT 的酶活力变化如 

图 2-图 4 所示。SOD、POD 和 CAT 酶活力在接种

48 h 都达到峰值，分别为 256.7、9.29 和 40.9 

U/mgprot，之后酶活力开始下降，并在 60 h 后， 
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3 种酶活力开始低于对照组。84 h 后，3 种酶活

力降到最低，分别降低至 91.8、2.29 和 16.5 

U/mgprot，显著低于对照组（图 2，图 3，图 4）。 

 

 
 

图 2  接种后美国白蛾幼虫的 SOD 酶活力变化 

Fig. 2  Changes of superoxide dismutase activity in the  
larvae of Hyphantria cunea after inoculation 

图中同一时间标有不同的小写字母表示实验组和对照组

数据差异显著（P˂0.05，t-检验法）。下图同。 

Data at the same time in the picture are followed by 
different lowercase letters between the treatment and the 
control represent significant difference at the 0.05 level 

(Student’s t- test). The same below. 
 

 
 

图 3  接种后美国白蛾幼虫的 POD 酶活力变化 

Fig. 3  Changes of peroxidase activity in the larvae of 
Hyphantria cunea after inoculation 

 

 
 

图 4  接种后美国白蛾幼虫的 CAT 酶活力变化 

Fig. 4  Changes of catalase activity in the larvae of 
Hyphantria cunea after inoculation 

3  结论与讨论 

昆虫病原真菌的孢子有足够的活力萌发是

成功侵染宿主的第一步，且孢子萌发的速率与真

菌的致病力成正相关（Fargues et al.，1988）。本

研究利用前期分离鉴定的爪哇棒束孢 BE01 对美

国白蛾致病侵染过程进行研究，结果表明爪哇棒

束孢 BE01 侵染美国白蛾 6 h 便开始萌发，侵染

12 h 孢子萌发生长活跃。这与李英（2018）研究

的球孢白僵菌 Beauveria bassiana 侵染美国白蛾

的过程中孢子萌发的时间相比，BE01 孢子初始

萌发时间提前 12 h，进入生长活跃期提前 36 h。

与同属的玫烟色棒束孢 Isaria fumosorosea 侵染

吊丝虫的过程中孢子萌发时间相比，BE01 孢子

初始萌发时间提前了 10 h，进入生长活跃期提前

了 8 h（王宏民等，2009）。这些表明爪哇棒束孢

BE01 具有较快的萌发速度，进而能够更快的进

行下一步侵染，这也是我们前期研究发现该菌株

具有高致病力的一个重要佐证。BE01 整个侵染

经历了孢子萌发、产生附着胞、菌丝通过美国白

蛾背毛毛孔侵入、萌发的菌丝在体表继续生长、

菌丝从虫体中长出并产生分生孢子（虫已死亡）

和美国白蛾虫体被白色菌丝包裹等过程。整个侵

染过程与蜡蚧轮枝菌、黄绿绿僵菌侵染害虫时相

似（郭艳琼和李友莲，2010；曾君等，2013）。

通过观察爪哇棒束孢 BE01 侵染方式，能够为进

一步研究其致病机理提供参考。 

昆虫病原真菌侵染宿主后，会引起虫体内保

护酶活的变化（张军等，2003；张仙红等，2006；

李会平等，2007；王宏民等，2013；唐维媛等，

2015）。本研究结果表明，美国白蛾体内的 SOD、

POD和 CAT 3 种保护酶在爪哇棒束孢 BE01 侵染

后都受到了不同程度的影响，酶活性均呈现先升

高后降低趋势。这在一定程度上表明爪哇棒束孢

BE01 侵染美国白蛾幼虫后虫体内自由基增多，

进而激发了虫体内抗氧化酶系的活力，并清除体

内自由基的情况；而后期 3 种保护酶酶活都低于

对照组，表明虫体内抗氧化酶和活性氧失衡，这

可能是幼虫死亡的重要原因（唐维媛等，2015）。

张军等（2003）研究了家蚕 Bombyx mori 在感染

蛹虫草 Cordyceps militaris 后，感病家蚕体内的
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POD、SOD 和 CAT 的活性在接种前期都表现出

持续上升，但是在接种后期 POD 和 SOD 的活

性有不同程度的下降，CAT 活性仍保持较高水

平。张仙红等（2006）研究了吊丝虫 Plutella 

xylostella 在感染玫烟色拟青霉后虫体内 3 种保

护酶活性变化，结果表明玫烟色拟青霉侵染吊丝

虫后感病虫体内的 SOD、POD 和 CAT 的活力总

体呈现出先升高后降低的趋势。这些研究结果和

本研究结果一致，表明了昆虫病原真菌对寄主的

侵染与昆虫保护酶系统存在着一定的相关性。另

外，美国白蛾体内保护酶活变化与电镜观察到的

爪哇棒束孢侵染过程相对应，也进一步证明真菌

透过表皮进入血腔之后，和宿主体内免疫系统斗

争表现出保护酶活性升高，之后宿主死亡表现出

酶活下降。这些结果与电镜下观察基本一致，从

不同角度共同阐明了爪哇棒束孢侵染美国白蛾

的动态过程。 

本研究通过观察爪哇棒束孢 BE01 侵染美国

白蛾幼虫并检测美国白蛾受侵染后体内的酶活

变化，基本阐明了爪哇棒束孢 BE01 侵染美国白

蛾幼虫的表观过程和形态学特征以及美国白蛾

受侵染后保护酶系酶活的变化规律。这有助于我

们对于爪哇棒束孢 BE01 的致病机理进行更深层

次的探讨，也为靶向扰乱美国白蛾体内保护机

制，进而进行防治提供参考。 
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