
2022，44（2）
DOI：10.13836/j.jjau.2022040Acta Agriculturae Universitatis Jiangxiensis
http : / / xuebao.jxau.edu.cn江西农业大学学报

金龟子绿僵菌生物学特性
及其对草地贪夜蛾的侵染

梁超鹏，梁洁容，何俊烺，程东美*

（仲恺农业工程学院 资源与环境学院，广东 广州 510225）

摘要：【目的】探究金龟子绿僵菌（Metarhizium anisopliae，ZKJGL）生长发育所需要的营养条件以及对草地贪夜蛾

（Spodoptera frugiperda）幼虫的侵染力，为草地贪夜蛾生物防治研究以及生防菌剂的开发提供参考。【方法】室内

测定温度、光周期、pH以及氮源、碳源对金龟子绿僵菌菌株 ZKJGL菌丝生长和产孢的影响，并测定其对草地贪

夜蛾 2龄幼虫的活性。【结果】金龟子绿僵菌ZKJGL菌丝生长和产孢的适宜温度为 20~25 ℃、pH=7、全黑暗条件，

对碳源和氮源要求不高，麦芽糖、酵母膏或蛋白胨的利用率较好。孢子浓度为 5×108 cfu/mL的金龟子绿僵菌

ZKJGL菌株侵染草地贪夜蛾后累计死亡率达 77.78%，LC50为 4.406×106 cfu/mL，LT50少于 4 d。【结论】金龟子绿僵

菌ZKJGL易于培养，对营养条件、光照要求不高，对草地贪夜蛾的幼虫具有较强的致病力，可作为优良菌株进一

步研发生物农药应用于防治草地贪夜蛾。
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Biological Characteristics of Metarhizium anisopliae and Its
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Abstract：［Objective］This study aims to explore the nutritional conditions required for the growth and de⁃
velopment of Metarhizium anisopliae（ZKJGL）and its infectivity to Spodoptera frugiperda，thus providing refer⁃
ence for the research on biological control of S. frugiperda and the development of biocontrol agents.［Method］
The effects of temperature，photoperiod，pH，nitrogen source and carbon source on mycelial growth and sporula⁃
tion of M. anisopliae ZKJGL were determined in laboratory，and its activity on the second instar larvae of S. fru⁃
giperda was determined.［Results］The results showed that the suitable temperature for mycelial growth and
sporulation of M. anisopliae ZKJGL was 20-25 ℃，pH=7，total darkness conditions，low requirements for carbon
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and nitrogen sources and effective utilization of maltose，yeast extract or peptone.The cumulative mortality rate
was 77.78%，LC50 was 4.406×106 cfu/mL，LT50 was less than 4 d after infection of Metarhizium anisopliae
ZKJGL strain with spore concentration of 5×108 cfu/mL.［Conclusion］M. anisopliae ZKJGL was easy to be cul⁃
tured，it had low requirements on nutrition and light conditions，and it had strong pathogenicity to S. frugiperda.
It can be used as an excellent strain for further research and development as a biological pesticide to control S.
frugiperda.

Keywords：Metarhizium anisopliae；biological characteristics；Spodoptera frugiperda；toxicity determination

【研究意义】草地贪夜蛾（Spodoptera frugiperda），鳞翅目夜蛾科灰翅夜蛾属，原产于美洲热带和亚热

带地区[1]，具有繁殖能力强、环境适生性广、迁飞性、暴食性、寄主广等特点，是全球预警的跨国界迁飞性

农业重大害虫。2016年 1月首次在他国尼日利亚发现，现扩散到 110个国家，危害多种作物[2]，严重威胁

被侵入国的粮食生产和生态安全。2019年首次入侵我国，同年在全国 26个省份发现，在华南、西南等地

定殖；2020年在全国 27个省（市、区）见虫，实际发生面积达 134.6万 hm2；2021年 7月，全国 19省份 868个
县市发生草地贪夜蛾74.2万hm2，发生面积较去年同期增加19％。草地贪夜蛾的防治成为保障国家粮食

和农业生产安全的迫切需求。金龟子绿僵菌是重要虫生真菌，寄主包括 8个目 30个科 200多种昆虫[6]，

广泛用于防治蔬菜、花卉、果树及农作物上的多种害虫，取得了良好的经济效益和显著的生态效益。【前

人研究进展】为有效控制草地贪夜蛾，我国制定了包括抗虫品种、种子处理、推-拉策略、诱杀和天敌利

用、科学用药等综合防治措施。药剂防治是当前生产中主要措施之一，我国在产品筛选和登记中取得了

较快的发展，已有 14个农药产品获批用于防治草地贪夜蛾，其中包含苏云金杆菌（Bacillus thuringien⁃
sis）[3]、球孢白僵菌（Beauveria bassiana）[4]、金龟子绿僵菌（Metarhizium anisopliae）[5]、甘蓝夜蛾核型多角体病

毒等 10种微生物菌剂，氯虫苯甲酰胺、乙基多杀菌素、溴酰·噻虫嗪等 3种化学农药，1种植物源农药（苦

参·印楝素），微生物菌剂成为防治的主要产品类型。【本研究切入点】绿僵菌对草地贪夜蛾具有较强的致

病性，在部分国家已登记为草地贪夜蛾防治药剂，入选我国农业农村部推荐的草地贪夜蛾应急防治用药

推荐名单，目前只有 2个产品获批登记用于草地贪夜蛾防治药剂，草地贪夜蛾的生物防治技术和生防制

剂还有待完善。【拟解决的问题】本研究于广州市番禺区草地贪夜蛾幼虫僵虫上分离获得一株虫生真菌，

经鉴定为金龟子绿僵菌，并研究其生物学特性和对草地贪夜蛾2龄幼虫的致病力，以期丰富绿僵菌资源，

并筛选出适合草地贪夜蛾防治的高效菌株。

1 材料与方法

1.1 供试菌株、虫源及饲养

金龟子绿僵菌菌株ZKJGL广州市番禺区草地贪夜蛾幼虫僵虫上分离，鉴定后于实验室保存。实验

前将菌株接种于PDA固体培养基上，在（25±1）℃的培养箱中培养备用。

草地贪夜蛾幼虫由华南农业大学农药学系徐汉虹教授团队提供，在室内孵化幼虫后以人工饲料饲

养至化蛹，待羽化产卵后作为实验室供试虫源。室内饲养条件为温度（28±1）℃，相对湿度 70%~90%，光

周期L//D=16 h//8 h。
1.2 试验方法

1.2.1 金龟子绿僵菌 ZKJGL菌株生物学特性试验方法 本试验设置 5个处理（温度、pH、光周期、碳源、

氮源），每处理重复 3次。将各处理放入（25±1）℃培养箱（温度处理除外）培养，7 d后记录各处理菌落特

征并测量其直径。往每个处理培养皿中加入 0.05%吐温-80溶液，刮下培养基上的全部分生孢子，制成

孢子悬浮液，经纱布过滤后，用血球计数板在生物显微镜下观察并测定每个处理的孢子数量。

温度处理：将 ZKJGL菌饼接于 PDA培养基上后，将其放入 5个不同温度的培养箱内（35，30，25，20，
15 ℃），每个温度处理重复3次。

pH处理：向灭菌后的PDA培养基滴入 1滴 1%农用链霉素，并用比色卡比对测定 pH，按照测定的 pH
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用 0.1 mol/L NaOH和 0.1 mol/L HCl溶液分别将 PDA培养基 pH调节 9个所需要的酸碱度（11、10、9、8、7、
6、5、4、3），分别接入直径为5 mm菌饼于不同酸碱度培养基中央。

光周期处理：将ZKJGL菌饼接于PDA培养基上，放置于25 ℃、3种不同光周期的培养箱中（24 L∶0 D、
12 L∶12 D和0 L∶24 D）。

碳源处理：以察氏培养基（NaNO3 2 g，K2HPO4 1 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，KCl 0.5 g，FeSO4 0.01 g，2%琼脂

粉，蔗糖 30 g，水 1 000 mL，pH自然）为基础培养基，分别以等量麦芽糖、葡萄糖、棉籽糖、纤维素等 4种材

料作为供试碳源替换基础培养基中的蔗糖以及缺碳处理，配制成 6种培养基，将 ZKJGL菌饼分别接于 6
种不同碳源培养基上。

氮源处理：基础培养基为察氏培养基，分别以牛肉浸膏，硫酸铵，蛋白胨和酵母膏等 4种材料作为供

试氮源替换基础培养基中的硝酸钾以及缺氮处理，制成 6种不同氮源类型的试验培养基，将ZKJGL菌饼

分别接于6种不同氮源培养基上。

1.2.2 金龟子绿僵菌ZKJGL对草地贪夜蛾的侵染 将培养基表面分生孢子刮下制成 6种浓度的孢子悬

浮液（1×108，5×108，5×107，1×107，5×106，1×106 cfu/mL），以浸虫法[7]进行致病力测定。将大小一致、健康的

草地贪夜蛾 2龄幼虫在供试孢子悬浮液中浸渍 5 s后取出，置于滤纸上吸取多余水分，移至 6孔板以人工

饲料按 1.1方法正常饲养。将昆虫板放入 25 ℃的培养箱内，光周期设为 16 L∶8 D，每处理重复 3次，每重

复 20头虫。以灭菌含吐温-80溶液处理为对照组（CK）。每天定时观察并记录幼虫受侵染后的反应，将

死亡幼虫移出，在（25±1）℃、L//D＝16 h//8 h条件下保湿培养，根据虫体是否长出目的菌确定各虫的死亡

原因。连续察看 7 d，计算草地贪夜蛾 2龄幼虫受ZKJGL菌株侵染后死亡情况。按数据处理及统计分析

方法计算累计死亡率和累计校正死亡率[8]。

1.3 数据处理及统计分析方法

金龟子绿僵菌ZKJGL的生物学特性经Excel整理后，采用DPS 7.05统计软件统计各处理幼虫的累计

死亡率和累计校正死亡率，利用 LSD法对试验数据进行差异显著性分析。使用 SPSS 26.0进行统计分

析，利用Probit方法计算求回归方程、致死中时（LT50）、致死中浓度（LC50）及相关系数（R）。

累计死亡率＝死亡总虫数/处理总虫数×100% （1）
累计校正死亡率＝（处理组累计死亡率-对照组累计死亡率）/（1-对照组累计死亡率）×100% （2）

2 结果与分析

2.1 金龟子绿僵菌ZKJGL生物学特性

2.1.1 温度对菌株ZKJGL菌落生长和产孢量的影响 该菌在 15~35 ℃范围内均能生长和产孢，25~30 ℃
是菌落生长的最适温度域，15 ℃生长缓慢。菌株在 25 ℃时测得最高产孢量，其次为 20 ℃，30 ℃和 35 ℃
时产孢量接近，15 ℃时产孢量最低。说明菌株ZKJGL生长和产孢的最适温度为25 ℃（表1）。

表1 温度对金龟子绿僵菌菌株ZKJGL菌落生长和产孢量的影响

Tab.1 Effect of temperature on colony growth and sporulation of Metarhizium anisopliae ZKJGL

温度/℃
Temperature

15
20
25
30
35

菌落直径/mm
Colony diameter
1.03±0.10d
6.55±0.21c
12.25±0.25a
12.82±0.04a
8.98±0.50b

产孢量/×106cfu·mL-1
Sporogenous amount

0.02 ±0.01c
0.73 ±0.09b
1.44±0.15a
0.32±0.08c
0.15±0.03c

纵列数据后字母相同者表示经多重比较差异不显著（LSD，P<0.05）。

Those with the same letters after the column data indicate that there is no significant difference in multiple comparisons
（LSD，P<0.05）.
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2.1.2 PH对菌株 ZKJGL菌落生长和产孢量的影响 该菌在 pH5~11范围内均能生长，在 6和 7时生长

最好，菌落直径分别为 30.95 mm和 30.55 mm，pH在 11和 3，不利于菌丝的生长。菌株在 pH为 10时产

孢量最大，为 8.47×106 cfu/mL；pH为 4时产孢量最低。由此得知，菌株 ZKJGL菌落生长和产孢的最适

pH为6~7，pH过高或过低都对菌株的生长不利（表2）。

2.1.3 光周期对菌株ZKJGL菌落生长和产孢量的影响 光周期对菌株ZKJGL菌落生长和产孢量影响较

小（表 3）。在恒温培养箱中培养 7d后，全光照、半光照和全黑暗条件下，菌落直径无明显差异；菌株在全

黑暗条件下平均产孢量高于半光照和全光照，但从统计学角度来看，各处理之间无明显差异。由此得

知，光周期对菌株ZKJGL的生长和产孢影响较小。

2.1.4 碳源对菌株 ZKJGL菌落生长和产孢量的影响 菌株 ZKJGL在 6种碳源的培养基上均能生长，以

麦芽糖的利用率最高，培养 7 d后菌落直径为 13.27 mm；葡萄糖、淀粉、蔗糖、纤维素、棉籽糖为碳源时，菌

丝生长速度相近。菌株在 6种碳源培养基上的产孢量无明显差异。说明菌株ZKJGL生长和产孢对碳源

要求较低（表4）。

2.1.5 氮源对菌株 ZKJGL菌落生长和产孢量的影响 该菌在供试的 6种氮源培养基上均能生长，其

中，以硝酸钾、牛肉浸膏、酵母粉、蛋白胨的利用率较高，菌丝生长较为旺盛，培养 7 d后菌落直径均

大于 11 mm；以硫酸铵氮源的时生长最慢，培养 7 d后菌落直径为 4.32 mm，低于对照和其他氮源的菌落

直径。氮源对菌株的产孢量有影响，但差异不显著，以蛋白胨、酵母膏、硝酸钾为氮源的培养基上，产孢

量在 0.14×106 cfu/mL以上，略高于硫酸铵和牛肉浸膏。由此得知，菌株 ZKJGL培养对氮源要求不高，利

用率较高的为蛋白胨、酵母膏（表5）。

表2 pH对金龟子绿僵菌菌株ZKJGL菌落生长和产孢量的影响

Tab.2 Effect of pH on colony growth and sporulation of Metarhizium anisopliae ZKJGL

pH
3
4
5
6
7
8
9
10
11

菌落直径/mm
Colony diameter
10.38±0.18b
19.33±2.29ab
27.28±0.13a
30.95±0.15a
30.55±0.35a
27.55±0.25a
22.42±0.27ab
13.68±0.13ab
7.25±0.15b

产孢量/×106cfu·mL-1
Sporogenous amount

1.34±0.39b
1.07±0.50b
1.68±0.45ab
1.20±0.46b
2.66±0.77ab
1.42±0.46ab
1.81±0.36ab
8.47±5.80a
0.86±0.36ab

纵列数据后字母相同者表示经多重比较差异不显著（LSD，P<0.05）。

Those with the same letters after the column data indicate that there is no significant difference in multiple comparisons
（LSD，P<0.05）.

表3 光周期对金龟子绿僵菌菌株ZKJGL菌落生长和产孢量的影响

Tab.3 Effects of photoperiod on colony growth and sporulation of Metarhizium anisopliae ZKJGL

光周期

Photoperiod
24 L∶0 D
12 L∶12 D
0 L∶24 D

菌落直径/mm
Colony diameter
20.93±0.24a
18.52±0.25a
19.28±1.95a

产孢量/×106 cfu·mL-1
Sporogenous amount

1.58±0.51a
2.27±0.33a
4.69±1.41a

纵列数据后字母相同者表示经多重比较差异不显著（LSD，P<0.05）。

Those with the same letters after the column data indicate that there is no significant difference in multiple comparisons
（LSD，P<0.05）.
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2.2 金龟子绿僵菌ZKJGL对草地贪夜蛾的侵染效果

菌株ZKJGL孢子悬浮液处理草地贪夜蛾 2龄幼

虫，各浓度处理均有死亡情况，表明菌株对其具有

一定的致病力。从图 1和表 6可见，试虫的死亡率

随孢子悬液浓度的升高和处理时间的延长而增加。

孢子悬浮液浓度为 5×108 cfu/mL和 1×108 cfu/mL时，

幼虫的死亡率相近，处理后 1~7 d均无明显差异，第

7天的死亡率分别为 77.78%和 74.07%，显著高于其

他浓度。各浓度的杀虫效果在第 3天出现较为明显

差异，浓度在 1×107 cfu/mL和 5×106 cfu/mL的致死率

明显低于 3个高浓度处理，浓度为 1×106 cfu/mL的处

理致病性最弱，从处理后 4 d开始，显著低于其他处

理，第7天的累积死亡率仅为40.74%。

从处理时间来看，孢子悬浮液的浓度为 5×
108 cfu/mL和 1×108 cfu/mL的处理致死中时 LT50较
短，分别为3.925 d、4.295 d；LT50随着孢子悬浮液浓度的

降低而相应的增大，浓度为5×107 cfu/mL、1×107 cfu/mL和5×106 cfu/mL的LT50均大于5 d；1×106 cfu/mL浓度处

理的LT50时间最长，为 7.294 d。处理 7 d后，使用Probit模型，ZKJGL菌株孢子悬浮液对草地贪夜蛾2龄幼

虫的致病力回归方程PROBIT（p）=-2.576+0.388X，LC50为4.406×106 cfu/mL。

图1 金龟子绿僵菌菌株ZKJGL孢子悬浮液
对草地贪夜蛾2龄幼虫的致死率

Fig.1 Mortality rate of Metarhizium anisopliae ZKJGL spore
suspension against 2nd instar larvae of Spodoptera frugiperda

表4 碳源对金龟子绿僵菌菌株ZKJGL菌落生长和产孢量的影响

Tab.4 Effects of carbon sources on colony growth and sporulation of Metarhizium anisopliae ZKJGL

碳源

Carbon source
麦芽糖 Maltose
葡萄糖 Glucose
蔗糖 Sucrose

棉籽糖 Cottonseed sugar
纤维素 Cellulose

缺碳 Carbon deficiency

菌落直径/mm
Colony diameter
13.27±0.18a
10.78±0.17b
10.73±0.17b
9.83±0.89b
10.23±0.92b
9.88±0.25b

产孢量/×106 cfu·mL-1
Sporogenous amount

0.51±1.42a
0.67±1.05a
0.41±1.03a
0.47±1.18a
0.29±1.26a
0.58±0.90a

纵列数据后字母相同者表示经多重比较差异不显著（LSD，P<0.05）。

Those with the same letters after the column data indicate that there is no significant difference in multiple comparisons
（LSD，P<0.05）.

表5 氮源对金龟子绿僵菌菌株ZKJGL菌落生长和产孢量的影响

Tab.5 Effects of nitrogen sources on colony growth and sporulation of Metarhizium anisopliae strain ZKJGL

氮源

Nitrogen source
硫酸铵 Ammonium sulfate
硝酸钾 Potassium nitrate
牛肉浸膏 Beef extract
酵母膏 Yeast extract

蛋白胨 peptone
缺氮 Nitrogen deficiency

菌落直径/mm
Colony diameter
4.32±0.17c
11.43±0.28a
11.55±0.10a
11.95±0.16a
11.95±0.59a
8.30±0.06b

产孢量/×106 cfu·mL-1
Sporogenous amount

0.04±0.12ab
0.14±0.37ab
0.04±0.10ab
0.15±0.37ab
0.16±0.72a
0.01±0.06b

纵列数据后字母相同者表示经多重比较差异不显著（LSD，P<0.05）。

Those with the same letters after the column data indicate that there is no significant difference in multiple comparisons
（LSD，P<0.05）.
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3 结论与讨论

金龟子绿僵菌在农作物病虫害防治中起着重要作用，已被成功地用作许多土壤害虫的潜在生物防

治剂[9]。从国内外杀虫剂应用总量上看，至今生物杀虫剂所占比例仍然很低，大约为 1%~5%[10]，获得更多

高致病力菌株，研究其生物学特性和发酵境况，并保持其高致病力是推动真菌杀虫剂发展的重要因素。

为明确金龟子绿僵菌具体的生物学特性，黄鹏等[11]结合前人研究表明：金龟子绿僵菌FM−03菌株在温度

为 25 ℃、光周期为 12 L∶12 D、pH为 7、营养生长条件碳源为乳糖、氮源为酵母膏时菌株有最好的生长量

和产孢量。刘思雨[12]通过金龟子绿僵MAXD170705菌株在 SDAY培养基上、于永浩等[13]通过金龟子绿僵

菌 JC002在PDA培养基的研究均发现温度为25 ℃、pH为7的生长量和生产孢量最好。侯颖等[8]研究发现

金龟子绿僵菌Ma121在察氏琼脂培养基Czapek上，温度为 25~30 ℃、pH为 7、光周期为 0 L∶24 D的培养

条件下生长量和产孢量最好。孙家宝等[14]研究发现金龟子绿僵菌在 PPDA培养基无光照条件下温度

25 ℃、pH为 6~8时生长量和产孢量最好。本试验结果发现，ZKJGL菌株的最适培养环境条件的温度是

25 ℃、光周期为 0 L∶24 D、pH为 7，营养培养条件中碳源为麦芽糖、氮源为蛋白胨，这与黄鹏[11]、刘思雨[12]、

于永浩[13]、侯颖[8]、孙家宝[14]等学者的研究成果有一定的差异，分析原因可能与菌株的地理分布和寄主来源

不同，ZKJGL菌株具有一定的生理差异所致。活性研究表明，菌株ZKJGL可以有效侵染草地贪夜蛾2龄幼

虫，具有较强的致死作用；在恒温条件下培养4~5 d，死虫虫体表面有绿色分生孢子产生并逐渐长满虫体；

试虫的累计死亡率随处理的孢子悬液浓度的增加而升高，处理浓度为5×108 cfu/mL时试虫的死亡率最大。

昆虫病原真菌是指能够直接侵入健康昆虫体内、迅速增殖和导致昆虫死亡的真菌类群[15]。因其对

环境友好，具有害虫不易产生抗性、易流行，被认为是最有可能替代化学农药的下一代新型生物农药，在

草地贪夜蛾防治中具有很大的应用潜力[16-17]。研究金龟子绿僵菌的生物学特性及其对草地贪夜蛾的侵

染力，为虫生真菌杀虫剂的生产以及防治草地贪夜蛾提供参考，最终目标是能够将高效菌株应用于农业

害虫防治。本研究初步明确了金龟子绿僵菌菌株ZKJGL对草地贪夜蛾的致病力，对菌株发酵培养及田

间防效等还需要进一步研究。
致谢：广东省现代农业产业共性关键技术研发创新团队项目（2021KJ133）同时对本研究给予了资助，谨致谢意！
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