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烟粉虱病原真菌 ＩｆＢ０１菌株的鉴定及产孢条件优化
张博文，邹春华，董廷艳，胡琼波

（华南农业大学 农学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】对从烟粉虱上分离的ＩｆＢ０１菌株进行分类学鉴定并优化其产孢条件．【方法】采用形态学、ＩＴＳ１５．８Ｓ
ＩＴＳ２ｒＤＮＡ和β微管蛋白基因序列同源性分析方法鉴定该菌株；比较不同培养基、培养基含水量、ｐＨ、接种量与金
属元素对分生孢子产量的影响，优化产孢条件．【结果和结论】该菌株菌落形态、分生孢子及产孢结构与玫烟色棒孢
霉Ｉｓａｒｉａｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ相似，其ＩＴＳ１５．８ＳＩＴＳ２ｒＤＮＡ和β微管蛋白ＤＮＡ序列与玫烟色棒孢霉和爪哇拟青霉Ｐａｅｃｉｌｏ
ｍｙｃｅｓｊａｖａｎｉｃｕｓ相似性高于９７％，将该菌株鉴定为玫烟色棒孢霉．培养基配方对ＩｆＢ０１菌株分生孢子产量影响显著，
玉米粉＋麦麸混合培养基产孢量最多，１ｇ培养基产孢量为６．０７×１０９；麦麸∶玉米粉质量比为５∶５、培养基含水量
（ｗ）为４２％、接种量为６ｍＬ菌液时，其产孢量最高；该菌株对ｐＨ的适应范围较广，ｐＨ５～８时，都有较好的产孢量；
金属元素对产孢无促进作用，且镁、铁、钠和钙对ＩｆＢ０１产孢均有抑制作用．
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　　玫烟色棒孢霉Ｉｓａｒｉａｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ是一种常见的虫
生真菌复合种，其寄主包括半翅目、鳞翅目、双翅目、鞘

翅目、膜翅目等，广泛用于防治蚜虫、粉虱类害虫，同时

其也是土壤分离物的常见菌种之一［１２］．该菌在分离
鉴定、致病性、代谢产物活性、生产应用及安全性等方

面均有研究［３９］．该菌不仅对蚜虫 Ａｐｈｉｓｓｐｐ．、小菜蛾
Ｐｌｕｔｅｌｌａｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ、菜青虫 Ｐｉｅｒｉｓｒａｐａｅ等重要害虫有很
强的致病性，对叶螨Ｔｅｔｒａｎｙｃｈｉｄａｅ也具有很好的杀卵
效果［９］．烟粉虱 Ｂｅｍｉｓｉａｔａｂａｃｉ是复合种，Ｂ与Ｑ生物
型是世界公认的危险性入侵害虫，发展控制该虫的生

物防治技术十分必要［１０］．笔者前期研究［８］发现，从烟

粉虱感病虫体上分离筛选的疑似玫烟色棒孢霉菌株

ＩｆＢ０１对Ｂ型烟粉虱有较好的控制效果，该菌分生孢
子在浓度为１０×１０７ｍＬ－１时对２龄若虫致死率超过
８１％，２５×１０６ｍＬ－１与１２５ｍｇ·Ｌ－１螺虫乙酯混合
使用则防效达到８７％以上．由于该菌株表现出较高
的应用价值，笔者用形态学、分子生物学方法鉴定了

该菌株，探索该菌株以廉价的农产品为培养基质的

固体发酵产孢条件，为其生产上推广应用提供指导．

１　材料与方法
１．１　材料

ＩｆＢ０１菌株斜面菌种，中国典型培养物保藏中心
保藏，编号ＣＣＴＣＣＭ２０１２４００．

麦麸、玉米粉和米糠３种培养基材料均购自广
州市天河区长寿路市场；查氏培养基：ＮａＮＯ３２ｇ，
Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，ＫＣｌ０５ｇ，ＭｇＳＯ４０５ｇ，ＦｅＳＯ４００１ｇ，
蔗糖３０ｇ，琼脂２０ｇ，水 １Ｌ；ＰＤ培养液：马铃薯２０
ｇ，葡萄糖１０ｇ，水 １Ｌ．
１．２　方法
１．２．１　形态学观察　刮取ＩｆＢ０１菌株斜面菌种的分
生孢子，接种于查氏培养基平板上，２５℃条件下培养
７ｄ，观察、测定并记录菌落颜色、形状、大小，显微镜
观测其分生孢子形态与产孢结构．
１．２．２　ＩＴＳ１５８ＳＩＴＳ２ｒＤＮＡ和β微管蛋白基因同源
性分析　用ＤＮＡ提取试剂盒（ＤＰ３１１２，北京百泰克生
物技术有限公司）提取供试菌株总 ＤＮＡ，ＩＴＳ１５８Ｓ
ＩＴＳ２ｒＤＮＡ同源性分析 ＰＣＲ引物［１１］为：ＩＴＳ１（５′ＴＣ
ＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′）和 ＩＳＴ４（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴ
ＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）（由广州英俊生物技术有限公司合
成）．ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：１０×Ｂｕｆｆｅｒ２５μＬ，
２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭｇＣｌ２２０μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１）

２５μＬ，上、下游引物（２０μｍｏｌ·Ｌ－１）各１μＬ，ＤＮＡ
模板１μＬ，Ｔａｑ酶０５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补至２５μＬ．扩增条
件：９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，５０℃ ４５ｓ，７２℃ ４５ｓ，

３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ．纯化回收产物委托广
州英俊生命技术公司进行测序．测序序列 ＢＬＡＳＴ搜
索相似性较高的相关序列，使用 ＣｌｕｓｔｅｒＷ进行多重
序列比对．在 ＭＥＧＡ５０中构建 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ
（ＮＪ）系统发育树，并用 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ分析进化树稳定
性，重复１０００次．

β微管蛋白基因同源性分析 ＰＣＲ引物［１２］：Ｂｔｌａ
（５′ＴＴＣＣＣＣＣＧＴＣＴＣＣＡＣＴＴＣＴＴＣＡＴＧ３′）和 Ｂｔｌｂ（５′
ＧＡＣＧＡＧＡＴＣＧＴＴＣＡＴＧＴＴＧＡＡＣＴＣ３′），扩增条件：９４
℃ ３ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５８℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，３５个
循环；７２℃延伸８ｍｉｎ．其他处理同上．
１．２．３　培养基对产孢量的影响　设 ７个处理：麦
麸、玉米粉、米糠、麦麸 ＋玉米粉、麦麸 ＋米糠、米糠
＋玉米粉、麦麸 ＋米糠 ＋玉米粉，各称取２０ｇ材料
（混合培养基中不同成分以等质量混合），加１０ｍＬ
蒸馏水，充分混匀，装入２５０ｍＬ三角瓶中封口高压
蒸汽灭菌备用．每处理重复３次．

接种、培养与孢子产量测定：将 ＩｆＢ０１菌株分生
孢子接种至已灭菌的ＰＤ培养液中，终浓度为１×１０６

ｍＬ－１，２５℃条件下、１５０ｒ·ｍｉｎ－１培养３ｄ，将 ５ｍＬ
菌液接种至固体培养基，移至培养箱中２５℃静置培
养１０ｄ，然后将培养物取出，捣碎，充分混匀，再取１
ｇ培养物，加入１００ｍＬ００５％（ｗ）吐温８０溶液，振
荡混匀，用血球计数板测定分生孢子浓度，换算成１
ｇ培养基的分生孢子产量．
１．２．４　培养基配比、含水量、接种量、金属元素和
ｐＨ对产孢量的影响　根据“１２３”的试验结果选择
麦麸＋玉米粉培养基继续后续试验．

配置麦麸 ∶玉米粉质量比分别为１∶９、２∶８、３∶７、
４∶６、５∶５、６∶４、７∶３、８∶２、９∶１的培养基共９个处理，每
个处理重复３次，后续处理为“１２３”的接种、培养
与孢子产量测定．

根据培养基配比试验结果选择麦麸 ∶玉米粉为
５∶５的培养基继续后续试验．

分别设置含水量（ｗ）为３２％、３７％、４２％、４７％、
５２％、５７％的培养基，每个处理重复３次，后续处理
为１２３的接种、培养与孢子产量测定．

在培养基中添加３、４、５、６、７、８ｍＬ菌液，每个处
理重复３次，后续处理按“１２３”接种、培养与孢子
产量测定．

在２０ｇ的麦麸＋玉米粉（５∶５）培养基中分别添
加０２ｇＭｇＳＯ４、ＦｅＳＯ４、Ｎａ２ＳＯ４、Ｋ２ＳＯ４、ＣａＳＯ４，对照
组不添加，每个处理重复３次，后续处理为“１２３”
的接种、培养与孢子产量测定．

将培养基ｐＨ调节为５、６、７、８和９共５个处理．后
续处理为“１２３”的接种、培养与孢子产量测定．
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１．３　数据处理
采用ＳＰＳＳＶ１７．０处理数据，邓肯氏新复极差法

比较平均数差异显著性．

２　结果与分析
２．１　菌株ＩｆＢ０１的分类学鉴定
２．１．１　形态学特征　在查氏培养基上，起初菌落呈白
色，中央微隆起；延长培养，菌落呈不规则圆形，产孢

后，表面呈灰色，背面淡黄色，培养 １４ｄ菌落直径
（４６７０±１３０）ｍｍ（图 １Ａ）．菌丝及产孢结构见图
１Ｂ，菌丝分隔，无色透明，宽度（３３０±０５２）μｍ；分生
孢子梗长（１０８３±２３４）μｍ，宽（２９４±０３７）μｍ；产
孢结构复杂，其上着生３～６个瓶梗，瓶梗基部球形或
椭圆形膨大，向上细颈，瓶梗长（１０９０±１８６）μｍ，宽
（３３６±０３２）μｍ；分生孢子透明，光滑，梭形至柱状，
长（５６１±０７６）μｍ，宽（２０１±０２３）μｍ，呈首尾相
接的长链状．

图１　ＩｆＢ０１菌株形态学鉴定
Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＩｆＢ０１ｓｔｒａｉｎ

２．１．２　ＩＴＳ１５８ＳＩＴＳ２ｒＤＮＡ和 β微管蛋白基因
同源性分析　ＩＴＳ１５８ＳＩＴＳ２ｒＤＮＡ基因和 β微管
蛋白基因扩增结果见图 ２，产物分别约为 ５８０和
３２０ｂｐ．

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１、２：ＩＴＳ１５８ＳＩＴＳ２ｒＤＮＡＰＣＲ扩增产物；
３、４：β微管蛋白基因ＰＣＲ扩增产物．

图２　ＰＣＲ电泳图
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ

　　ＩＴＳ１５８ＳＩＴＳ２ｒＤＮＡ特异性扩增产物经测定，
其序列共５７６ｂｐ．将该段序列提交ＧｅｎＢａｎｋ，ＤＮＡ序
列计算机排定结果表明，其与 １株玫烟色棒孢霉
Ｉｓａｒｉａｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ（登录号 ＦＪ７６５０１５）和 １株爪哇拟
青霉Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｊａｖａｎｉｃｕｓ（登录号 ＡＢ２６３７４４）高度
相似．以ＩｆＢ０１菌株与爪哇拟青霉、玫烟色拟青霉及一
些近似菌株，及以弯孢玛利亚霉 Ｍａｒｉａｎｎａｅａｅｌｅｇａｎｓ
ｖａｒ．ｅｌｅｇａｎｓ（登录号ＡＹ６２４２４４）为外群，构建其系统发
育进化树，ＩｆＢ０１菌株与１株玫烟色棒孢霉及１株爪哇
拟青霉在同一分支上，相似性达１００％（图３）．

图３　ＩＴＳ１５８ＳＩＴＳ２ｒＤＮＡ序列构建ＩｆＢ０１菌株的系统发育树

Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＩｆＢ０１ｓｔｒａｉｎｂａｓｅｄｏｎＩＴＳ１５８ＳＩＴＳ２ｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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　　β微管蛋白基因特异性扩增产物经测定，其序
列为３１９ｂｐ．在 ＧｅｎＢａｎｋ中输入该序列段，结果表
明，该序列与１株玫烟色棒孢霉Ｉ．ｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ（登录
号ＥＦ５８５３００）和１株爪哇拟青霉 Ｐ．ｊａｖａｎｉｃｕｓ（登录

号ＦＪ８９９９１３）高度同源．同样构建其系统发育树，该
菌株与 １株玫烟色棒孢霉 Ｉ．ｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ（登录号
ＥＦ５８５３００）和 １株爪哇拟青霉 Ｐ．ｊａｖａｎｉｃｕｓ（登录号
ＦＪ８９９９１３）同属一支，相似性达９７％（图４）．

图４　β微管蛋白基因序列构建ＩｆＢ０１菌株的系统发育树
Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＩｆＢ０１ｓｔｒａｉｎｂａｓｅｄｏｎβｔｕｂｕｌｉｎＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

　　ＩＴＳ１５８ＳＩＴＳ２ｒＤＮＡ区域分支发育树和β微管
蛋白ＤＮＡ序列分支发育树分析均表明，ＩｆＢ０１菌株与
玫烟色棒孢霉和爪哇拟青霉高度同源．将 ＩｆＢ０１菌株

形态学特征与玫烟色棒孢霉、爪哇拟青霉形态学特

性［１３］进行比较分析（表１），发现ＩｆＢ０１菌株更接近玫烟
色棒孢霉，因此，将ＩｆＢ０１菌株确定为玫烟色棒孢霉．

表１　ＩｆＢ０１菌株、玫烟色棒孢霉及爪哇拟青霉形态学特性１）

Ｔａｂ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｔｒａｉｎＩｆＢ０１，ＩｓａｒｉａｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａａｎｄＰａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｊａｖａｎｉｃｕｓ

菌株 菌落颜色 菌落直径／ｍｍ 菌丝宽度／μｍ 瓶梗数／个 瓶梗长／μｍ 瓶梗宽／μｍ 分生孢子长／μｍ 分生孢子宽／μｍ
ＩｆＢ０１ 灰白色 ４４．１２～５１．０８ ２．５８～３．８８ ３～６ ８．８８～１３．２６ ２．６８～３．７８ ４．６５～７．０４ １．７５～２．３０

玫烟色棒孢霉［１３］ 白色 ５０．００～６０．００ １．５０～３．５０ ３～６ ５．１５～１８．００ １．００～２．００ ３．００～４．００ １．００～２．００

爪哇拟青霉［１３］ 白色 ２０．００～３０．００ ０．３０～１．２０ ２～４ ８．００～１４．００ ２．００～２．８０ ５．００～８．００ １．４０～３．００

　１）ＩｆＢ０１菌株和玫烟色棒孢霉分生孢子形状均为梭形至柱状长链；爪哇拟青霉分生孢子形状为长梭形至近柱状．

２．２　产孢条件
２．２．１　培养基对产孢量的影响　结果表明，麦麸 ＋
玉米粉等质量混合培养基最适产孢，其产孢量每１ｇ
培养基最高达到６０７×１０９，其次为麦麸 ＋玉米粉 ＋
米糠混合培养基和单一麦麸培养基，而米糠培养基

不产孢（图５Ａ）．
　　麦麸与玉米粉不同质量配比显著影响孢子产量
（图５Ｂ），当麦麸 ∶玉米粉质量比为５∶５时，产孢量每１
ｇ培养基最高达６１７×１０９，配比２∶８和８∶２次之，产孢
量每１ｇ培养基分别为４８０×１０９和５１３×１０９．
２．２．２　培养基含水量和金属元素对产孢量的影响
　培养基含水量对产孢量显著影响（图５Ｃ），当含水
量（ｗ）为 ４２％时，该菌株产孢量每 １ｇ培养基为

６０１×１０９，显著高于除含水量３２％外的其他处理．
金属元素对产孢量的影响结果（图５Ｄ）表明，除

钾元素外，镁、铁、钠、钙元素都影响产孢，其孢子产

量每１ｇ培养基显著低于不添加金属盐的对照处理
的产孢量５９９×１０９．
２．２．３　接种量和ｐＨ对产孢量的影响　接种量对产
孢有较大影响，当接种量为２０ｇ培养基６ｍＬ孢悬液
时，产孢量每１ｇ培养基为５７５×１０９个，显著高于
除７ｍＬ孢悬液外的其他处理（图６Ａ）．

该菌株在ｐＨ５～８都有较好的分生孢子产量，
且无显著性差异，说明该菌株适应酸碱变化的范围

较广（图６Ｂ）．
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各图中产孢量以每１ｇ培养基计，图柱上凡具有一个相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞００５，Ｄｕｎｃａｎ’ｓ）

图５　培养基对产孢量的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａｏｎｃｏｎｉｄｉｏｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

产孢量以每ｇ培养基计，图柱上凡具有一个相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞００５，Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法）

图６　接种量与ｐＨ对产孢量的影响
Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｏｃｕｌｕｍｄｏｓａｇｅｓａｎｄｐＨｏｎｃｏｎｉｄｉｏｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

３　讨论与结论

虫生真菌的分类比较复杂，仅凭形态学与分子

生物学方法难以进行正确的分类．玫烟色棒孢霉曾
经长期被当作玫烟色拟青霉 Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｆｕｍｏｓｏｒｏ
ｓｅｕｓ，ＬｕａｎｇｓａＡｒｄ等［１４］研究了ｒＤＮＡＩＴＳ和β微管蛋

白基因的同源性后，将玫烟色拟青霉属 Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ
的若干个种划归棒孢霉属 Ｉｓａｒｉａ．玫烟色棒孢霉又是
一个复合种，其遗传多样性丰富和种群结构非常复

杂．根据ｒＤＮＡＩＴＳ及微卫星位点分析结果和不同寄
主与地理区域，该菌种可分成３个品系，其中１个品
系来自烟粉虱寄主［２，１５１６］．本试验采用形态学与 ｒＤ

ＮＡＩＴＳ和β微管蛋白基因分析相结合的方法，将
ＩｆＢ０１菌株鉴定为玫烟色棒孢霉Ｉｓａｒｉａｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ，与
上述文献描述是相符的．

丝孢类昆虫病原真菌的分生孢子生产一般采用

两相发酵工艺，产孢不光对营养有要求，还要求温湿

度、酸碱度及氧气等，且不同菌种和菌株的要求不

同［１７］．因此，在利用玫烟色棒孢霉防治害虫的研究
中，有必要对其培养条件进行优化，探索分生孢子的

最佳生产工艺．已有研究表明，麦粉、麦麸皮、黄豆粉
等培养基质可促进玫烟色棒孢霉产生分生孢

子［１８１９］．本试验中，以麦麸＋玉米粉（５∶５）为基质时，
产孢量最高．

本菌株产孢对酸碱度的耐受性较好，我国南方

地区酸雨污染较严重，环境酸化倾向明显，较好的耐

酸性将有利于该菌株在自然条件下产孢，从而提高

其控害能力．矿质元素本来是真菌生长发育所必需
的，但本试验表明几种金属元素都不利于该菌株产

孢，这可能是由于所选用的培养基玉米和麦麸中已

含有该菌所需的元素，添加这些金属盐后增加了盐
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度或渗透压，不利于产孢，这需要进一步的研究．若
能提高虫生真菌的耐盐性，对于改善其在盐碱地里

的生存能力是有帮助的，进而可以提高虫生真菌在

自然条件下的库存，改善其自然种群对害虫的控制

作用．
本研究通过形态学与分子生物学结合的方法，鉴

定了具有烟粉虱真菌杀虫剂潜力的 ＩｆＢ０１菌株，明确
其为玫烟色棒孢霉Ｉ．ｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅａ，筛选了最适于该菌
株产孢的玉米粉＋麦麸混合培养基，明确麦麸 ∶玉米
粉质量配比５∶５，培养基含水量（ｗ）为４２％，接种量为
２０ｇ培养基６ｍＬ菌液，以及ｐＨ５～８时，最适宜产孢．
研究结果将为ＩｆＢ０１菌株的生产应用提供指导，有利
于玫烟色棒孢霉在烟粉虱生物防治中发挥更重要的

作用．
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