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球孢白僵菌对亚洲玉米螟血细胞毒力和形态的影响

李福霞，胡维娜，胡琼波

（华南农业大学 农学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】测定球孢白僵菌 Ｂｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａ对亚洲玉米螟Ｏｓｔｒｉｎｉａｆｕｒｎａｃａｌｉｓ血细胞系ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ的影响，为

促进球孢白僵菌在防治亚洲玉米螟中的应用提供理论依据。【方法】采用ＭＴＴ和ＣＣＫ８法测定球孢白僵菌对亚洲

玉米螟血细胞系ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ的毒力，通过光学显微镜与扫描电镜观察球孢白僵菌生长及其对ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞

的影响。【结果】球孢白僵菌分生孢子处理ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞２４ｈ后，ＭＴＴ法的ＩＣ５０值为２８×１０
５ｍＬ－１，ＣＣＫ８法

的ＩＣ５０值为１４×１０
５ｍＬ－１。光学显微镜实时监测发现，在ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞对数期接种球孢白僵菌浓度为３５×

１０４ｍＬ－１时，球孢白僵菌具有明显竞争力，未发现囊胞化与吞噬等细胞免疫现象；处理１０ｈ后，球孢白僵菌分生孢

子开始萌发长出菌丝，而ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞减少且开始变形；处理２４ｈ，球孢白僵菌几乎长满整个视野；ＳＹＳＵＯｆ

ＨｅＣ细胞从近似圆形变长或者变为不规则形状，出现聚集、破碎、胞内空泡、瘤状突起，以及被白僵菌菌丝穿透等

现象。【结论】球孢白僵菌可改变亚洲玉米螟血细胞系ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ的细胞形态，但不能使其发生细胞免疫现象。
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　　球孢白僵菌 Ｂｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａ是目前研究较深
入、应用广泛的一种昆虫病原真菌，其致病性强、杀

虫范围广，在多种害虫的防治中取得了显著的经济、

社会和生态效益［１］。我国曾大规模地应用球孢白僵

菌防治马尾松毛虫 ＤｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓＷａｌｋｅｒ，并
取得了巨大的成功［２３］。球孢白僵菌也广泛应用于

防治亚洲玉米螟 Ｏｓｔｒｉｎｉａｆｕｒｎａｃａｌｉｓ，特别是我国东北
地区利用白僵菌防治越冬代玉米螟成为玉米螟生物

防治的重要方法［４５］。

球孢白僵菌侵染寄主昆虫一般要经历分生孢子

的附着、萌发与穿透表皮，菌丝在血腔内生长、产生

毒素、致死寄主、入侵所有器官继而穿出表皮，产生

新一代分生孢子、继续扩散流行等阶段。球孢白僵

菌的致病机理不像化学农药那样依靠自身毒力杀死

害虫，而是通过吸收寄主体内水分和养分满足自身

菌丝生长，导致寄主体内生理代谢紊乱或代谢发生

障碍而死亡。关于寄主昆虫对球孢白僵菌的免疫作

用已有一些研究，大腊螟 Ｇａｌｌｅｒｉａｍｅｌｌｏｎａｌｌａ幼虫感
染球孢白僵菌后在最佳条件和热激条件下产生不同

的体液免疫能力［６］；接种球孢白僵菌分生孢子对桑

天牛 Ａｐｒｉｏｎａｇｅｒｍａｒｉ幼虫血细胞数量有显著的影
响［７］。对亚洲玉米螟幼虫注射不同剂量球孢白僵菌

芽生孢子后，其血细胞总数发生变化，活体与离体血

细胞均对芽生孢子产生包囊作用，但是在活体条件

下血细胞粘附在芽生孢子表面形成包囊，而在离体

条件下包囊形成的速度较慢，其致密程度不如活体

状态，表明亚洲玉米螟对球孢白僵菌芽生孢子具有

细胞防御能力［８］。膜翅目寄生蜂腰带长体茧蜂Ｍａｃ
ｒｏｃｅｎｔｒｕｓｃｉｎｇｕｌｕｍ是亚洲玉米螟的重要天敌，腰带长
体茧蜂的卵不会被亚洲玉米螟血细胞囊胞化，因而

可以在其体内完成发育，这一现象说明寄主昆虫与

寄生物具有复杂的免疫与抗免疫关系［９１０］。

亚洲玉米螟血细胞系ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ由中山大学
胡建博士创建，可连续继代培养［１１］。本研究将考察

球孢白僵菌对亚洲玉米螟血细胞 ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ的毒

性及其形态的影响，进一步研究亚洲玉米螟幼虫与

球孢白僵菌的免疫互作关系，促进利用球孢白僵菌

防治亚洲玉米螟生物防治技术的发展。

１　材料与方法

１．１　材料
亚洲玉米螟幼虫血细胞系ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ由中山

大学生命科学学院胡建博士馈赠。球孢白僵菌

ＢｂＴＳ０１菌株是华南农业大学天然农药与化学生物
学教育部重点实验室从西藏日喀则市白朗县土壤中

分离获得。

ＥＸＣＥＬＬ４２０培养基（美国Ｓｉｇｍａ公司）；胎牛血
清（Ｇｉｂｃｏ公司）；ＭＴＴ（南京凯基生物科技发展有限
公司）；ＣＣＫ８（日本同仁公司）；二甲基亚砜 ＤＭＳＯ
（美国Ｓｉｇｍａ公司）；吐温８０（天津市富宇精细化工有
限公司）。

酶标仪（ｉＭａｒｋ，伯乐生命医学产品有限公司）；
倒置显微镜（ＭＦ５２型，广州市明美光电技术有限公
司）；９６孔板（美国ＣｏｒｎｉｎｇＩｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ公司），血球
计数板（上海求精生化试剂仪器有限公司）。

１．２　方法
亚洲玉米螟幼虫血细胞系 ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ采用

ＥＸＣＥＬＬ４２０培养基添加 φ为 １０％的胎牛血清，２７
℃恒温培养，每隔３～４ｄ传代１次，取对数期细胞用
于试验。球孢白僵菌 ＢｂＴＳ０１菌株取斜面菌种接种
于ＰＤＡ平板上培养约２周，收集分生孢子。取分生
孢子１００ｍｇ，用２ｇ·Ｌ－１的吐温水１ｍＬ配成悬浮
液，采用血球计数板计数，调整浓度为 １０７ｍＬ－１备
用。

１．２．１　球孢白僵菌对血细胞系 ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞
的毒力测定　１）ＭＴＴ法：９６孔板每孔加入９０μＬ受
试细胞悬浮液，静置培养２４ｈ，待细胞浓度为１×１０５

ｍＬ－１时，分别滴加１０μＬ球孢白僵菌分生孢子悬浮
液，使球孢白僵菌分生孢子终浓度分别达到 ３５×
１０６、３５×１０５、３５×１０４、３５×１０３ｍＬ－１，以２ｇ·Ｌ－１
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吐温水为对照，以不加细胞的完全培养基为本底，每

个处理重复４次。在２７℃恒温培养箱中培养２４ｈ
后，每孔加入５０μＬ的１×ＭＴＴ，２７℃培养４ｈ，吸出
上清液（悬浮细胞用此法时经１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心后
去除上清液），每孔加入１５０ｍＬＤＭＳＯ使甲

!

溶解，

摇匀；酶标仪测定波长处检测每孔的 Ｄ４９０ｎｍ。２）
ＣＣＫ８法：细胞培养与处理方法同上述 ＭＴＴ法，接
种球孢白僵菌分生孢子并培养２４ｈ后，向每孔加入
１０μＬＣＣＫ８溶液，注意不形成气泡，将培养板在培
养箱内孵育１～４ｈ，酶标仪测定Ｄ４５０ｎｍ。
１．２．２　球孢白僵菌对血细胞系 ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞
形态的影响　９６孔板每孔加入９０μＬ受试细胞悬浮
液，静置２４ｈ，接种球孢白僵菌分生孢子悬浮液使其
终浓度为３５×１０４ｍＬ－１，倒置显微镜下监测球孢白
僵菌与血细胞的生长情况，每隔３０ｍｉｎ拍照记录。
取上述接种球孢白僵菌后培养２４ｈ的亚洲玉米螟血
细胞，在光学显微镜与扫描电子显微镜下观察其形

态变化，并拍照记录。

１．３　数据处理
试验结果采用ＳＰＳＳ软件分析细胞死亡率，改良

寇氏法［１２］计算ＩＣ５０值。
细胞死亡率 ＝［１－（Ｄ处理 －Ｄ本底）／（Ｄ对照 －

Ｄ本底）］×１００％，

ＩＣ５０＝ｌｇ
－１［Ｘｍ－ｉ（ΣＰ－０．５）］，

式中，Ｘｍ为处理最大浓度的对数值；ｉ为各浓度倍比浓
度的对数值；ΣＰ为各组死亡率之和；０５为经验常数。

２　结果与分析

２．１　球孢白僵菌对血细胞系ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞的
毒力测定

　　球孢白僵菌对ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞的毒力测定结

果见图１，不同浓度的球孢白僵菌分生孢子悬浮液处
理２４ｈ后，ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞的死亡率不同，随着球
孢白僵菌分生孢子悬浮液浓度的增大，ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ
细胞的死亡率增加，总体上看，ＣＣＫ８法与 ＭＴＴ法
的结果相差不大，但前者测得的 ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞
死亡率更高一点，当球孢白僵菌分生孢子悬浮液浓

度为３５×１０６ｍＬ－１，ＣＣＫ８法测得的 ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ
细胞死亡率达７７３％，ＭＴＴ法为６６４％；球孢白僵
菌分生孢子悬浮液浓度为３５×１０３ｍＬ－１，ＣＣＫ８法
与ＭＴＴ法的死亡率分别为１５２％和１５６％。ＣＣＫ
８法与ＭＴＴ法测得球孢白僵菌对ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞
的毒力回归方程见表１，从表１可知 ＭＴＴ法测得球
孢白僵菌分生孢子对 ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞的 ＩＣ５０
（２８×１０５ｍＬ－１）稍高于 ＣＣＫ８法的 ＩＣ５０（１４×１０

５

ｍＬ－１）。

图１　球孢白僵菌处理２４ｈ后ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞的死亡率

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅｉｎＳＹＳＵＯｆＨｅＣｃｅｌｌｓａｔ２４

ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＢｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａ

表１　球孢白僵菌对ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞的毒力回归方程和ＩＣ５０值

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｔｏｘｉｃｉｔｙｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎａｎｄＩＣ５０ｖａｌｕｅｏｆＢｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａａｇａｉｎｓｔＳＹＳＵＯｆＨｅＣｃｅｌｌｓ

方法 毒性回归方程１） ２ Ｐ ＩＣ５０／（１０
５ｍＬ－１） ９５％置信区间／（１０５ｍＬ－１）

ＭＴＴ ｙ＝０．０１ｘ＋３２．６５４ １１．０２９ ０．０４０ ２．８ ０．６８２～１．１１１

ＣＣＫ８ ｙ＝０．０１ｘ＋３５．９９９ ４．８８６ ０．０８７ １．４ ０．８３５～１．２２８

　１）ｘ为浓度的对数值，ｙ为死亡率。

２．２　球孢白僵菌对血细胞系ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞形
态的影响

　　在光学显微镜下观察发现，在接种球孢白僵菌
分生孢子后，大约１０ｈ分生孢子萌发长出菌丝，此后

菌丝不断伸长，亚洲玉米螟血细胞开始移动、数量变

少且形态改变，至２４ｈ左右，球孢白僵菌菌丝长满整
个视野，未见囊胞化与吞噬作用（图２）。
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ａ：ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞；ｂ：球孢白僵菌菌丝；标尺为１００μｍ。

图２　球孢白僵菌与ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞生长的实时监测
Ｆｉｇ２　ＲｅａｌｔｉｍｅｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｏｆｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＢｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａａｎｄＳＹＳＵＯｆＨｅＣｃｅｌｌｓ
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　　接种球孢白僵菌分生孢子２４ｈ后，ＳＹＳＵＯｆＨｅ
Ｃ细胞部分从近似圆形变长或者变为不规则形状，
似乎还原成浆血细胞和类绛色细胞的原始形状，但

未见吞噬与囊胞化等细胞免疫现象发生。另外，也

发现少数 ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞聚集、破碎、细胞减少，
以及出现空泡和瘤状突起等现象（图３）。在扫描电
镜下还观察到球孢白僵菌菌丝穿透 ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细
胞的现象（图４）。

ＣＫ：对照；Ａ１～Ａ４表示球孢白僵菌处理浓度分别为３５×１０３、３５×１０４、３５×１０５、３５×１０６ｍＬ－１；ａｇ：细胞聚集，ｅｘ：细胞膨胀，ｖａ：空泡，ｄｂ：

细胞破碎，ｓｔｒ：瘤状突起；标尺为１００μｍ。

图３　球孢白僵菌对ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞形态的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＢｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａｏｎｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＳＹＳＵＯｆＨｅＣｃｅｌｌｓ

　Ａ：对照；Ｂ：处理；ａ、ｂ分别表示对照组和处理组 ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细
胞；ｃ：球孢白僵菌菌丝。

图４　扫描电镜下的球孢白僵菌菌丝与 ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞

的相互作用

Ｆｉｇ４　ＴｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＢｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａｍｙｃｅｌｉａ

ａｎｄＳＹＳＵＯｆＨｅＣｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉ

ｃｒｏｓｃｏｐｙ

３　讨论与结论

本研究运用 ＭＴＴ和 ＣＣＫ８法测定了球孢白僵
菌对ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ细胞的毒力，结果有一定差异，可
能原因是：使用ＭＴＴ法检测时，需要使用裂解液溶解
甲

!

晶体沉淀，可能遇到颗粒不完全溶解、吸取上清

的操作中带走部分细胞等问题，导致 ＭＴＴ法的结果
容易出现细胞死亡率比实际情况偏低的情况；而

ＣＣＫ８是一种综合指标较好的细胞毒性检测试剂，
对细胞的毒性相当低，其检测原理和检测条件与

ＭＴＴ法略有差异。ＣＣＫ８法产生的甲
!

是水溶性

的，可以省去后续的溶解步骤，减少一定的误差，使

试验结果更加稳定，尽管当有还原物质存在时会影

响ＣＣＫ８的测定，但ＣＣＫ８法一般比ＭＴＴ法更加灵
敏、稳定，而且重复性较好。

昆虫细胞免疫反应是由血细胞介导的，主要依

赖血细胞对外来异物的吞噬、集结和包囊［１３］。包囊

反应在昆虫细胞免疫反应中占有很重要的位置，对

昆虫细胞免疫反应的研究必定要进行囊胞化分析。

本试验未发现亚洲玉米螟细胞系 ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ对球
孢白僵菌的囊胞化与吞噬作用等细胞免疫现象，可

能原因之一是 ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ本身特性决定的，其缺
乏血浆的某些成份，影响了其囊胞化效率［１１］；也与球

孢白僵菌本身的特性有关，球孢白僵菌是一种通过

营养竞争策略使寄主昆虫生病的虫生真菌，通过增

加入侵量和快速分裂或生长来逃避寄主昆虫的免疫

防御［１４］；也可能与血细胞的密度有关［１５］，自然情况

下，亚洲玉米螟体内血细胞密度约为１０×１０７～４０×
１０７ｍＬ－１［９］，本研究采用细胞密度为１０×１０５ｍＬ－１，
低于亚洲玉米螟体内血细胞密度，有可能造成 ＳＹ
ＳＵＯｆＨｅＣ细胞囊胞化作用降低。

球孢白僵菌等微生物制剂的广泛应用是农业发

展的重要方向，亚洲玉米螟是我国重要的农业害虫，

生物因子在控制亚洲玉米螟种群数量方面起着十分
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重要的作用［１６］。通过研究球孢白僵菌对亚洲玉米螟

血细胞系ＳＹＳＵＯｆＨｅＣ的毒力作用和对其细胞形态
及生长的影响，为进一步深入研究亚洲玉米螟幼虫

与球孢白僵菌的免疫互作奠定基础，有利于促进球

孢白僵菌对亚洲玉米螟的生物防治。
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