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昆虫病原真菌成功侵染寄主是一个复杂的过程. 病原真

菌孢子首先附着于昆虫体表，孢子萌发出芽后，形成侵染结

构附着胞，附着胞长出侵染钉或侵染菌丝，穿过寄主体壁进

入血淋巴，然后真菌在寄主体内大量生长，因产生毒素或耗

竭昆虫营养最终使昆虫死亡[1~3]. 其中侵染结构附着胞的形成

是整个侵染过程中关键的一环. 孢子在寄主表皮萌发形成芽

管后，芽管顶端膨大分化形成附着胞，产生膨胀压 . 芽管和

附着胞可分泌粘性物质，一方面使昆虫病原真菌固着于昆虫

体表，另一方面也有助于孢外酶类的分泌，如蛋白酶、几丁

质酶、酯酶等. 在附着胞内部膨压产生的机械穿透力和胞外

酶类降解昆虫表皮的作用下，昆虫病原真菌穿透寄主昆虫体

壁进入体内[1]. 
昆虫病原真菌分生孢子萌发及附着胞的形成与很多因

素有关，如昆虫体表结构、营养条件、疏水性及菌株差异. 在
低碳氮比的培养基中，病原真菌孢子萌发会更快 [4~5]，营养比

较贫瘠的表面有利于附着胞的形成 [6~7]. 营养液pH较高时，附

着胞形成率较高[8]. Butt等研究发现，绿僵菌在甲虫体表比在

蚜虫体表形成更多的附着胞 [9]. 亲水物质表面附着胞形成率

较低 [10]，而疏水物质表面，如含蜡质的蝗虫体表可大大刺激

绿僵菌附着胞的形成 [6]. 绿僵菌ARSEF324孢子在非寄主昆虫

体表可萌发，但只在寄主昆虫蝗虫体表产生附着胞，说明附

着胞的产生与菌株寄主专一性有关，可能介导昆虫病原真菌

与寄主昆虫之间的识别 [11]. 
本研究观察了蝗翅上绿僵菌孢子萌发及附着胞形成，

并与玻璃板上的生长情况进行比较，为进一步探讨昆虫病原

真菌和寄主昆虫的互作关系，研制新型杀虫真菌剂奠定基

础. 

1  材料与方法
1.1  菌株来源及培养�    

金龟子绿僵菌（Metarhizium anisopliae var. acridum）菌

株CQMa102，由重庆大学基因工程中心从竹脊飞蝗（Ceracris 
kiansu Tsai）染病虫尸上分离得到，为蝗虫专杀菌株 . 将供试

菌株CQMa102接种于1/4SDAY培养基平板上，28 ℃����恒温培养

12 d后待用. 
1.2  试剂配制    

1/4SDAY培养基：10 g/L葡萄糖，2.5 g/L蛋白胨，5.0 g/L
酵母浸膏，pH值调至6.0，固体培养基再加入20 g/L琼脂. 荧
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光染色液：溶液A，含10% KOH、10%甘油水溶液；溶液B，
0.001% Calcofluor White M2R染色液（Sigma），使用前将A、B
两溶液等体积混匀. 
1.3  孢子在蝗虫翅膀上萌发及附着胞形成

在普通光学显微镜下，蝗虫翅膀的背景较深，绿僵菌孢

子及附着胞不易分辨清楚，因此，采用荧光染色剂Calcofluor 
White M2R染色后荧光显微镜观察. 以蒸馏水悬浮绿僵菌菌

株CQMa102孢子，用4层擦镜纸过滤，用蒸馏水制备浓度为
106个孢子/mL的孢悬液. 取蝗虫后翅，用清水冲洗干净并晾

干后，取 适量孢 悬液涂于 翅膀表面，小心置于玻璃板 上 展

开，将其置于铺有数层湿滤纸的培养皿中，在28 ℃��培养8、
12、16、20、24和36 h后，将涂有孢子的蝗翅置于荧光染色液

（A、B等体积混合）中浸泡1 min，用蒸馏水稍加冲洗，荧光

显微镜（Olympus，WU激发，365 nm）观察孢子萌发及附着

胞产生情况 . 为避 免 边缘效 应，取 蝗 翅中心的位 置 进行观

察，依据Jarrold等的形态描述方法 [12]，略作修改，确定萌发的

孢子及附着胞，当芽管长至与芽管宽相当时视为萌发，芽管

末端膨大超过芽管宽度时视为形成附着胞. 实验重复3次，每

次至少观察3个10×10倍视野，统计总孢子数200个左右. 为避

免观察时环境变化及染色对孢子萌发和附着胞形成造成影

响，每次观察后弃去样品，不再用于后续观察. 
1.4  孢子在玻璃板上萌发及附着胞形成

分别以蒸馏水、1% 1/4SDAY和1/4SDAY培养液制备孢悬

液，孢子浓度为106/mL. 取10 µL孢悬液滴加在玻璃板上，涂

成直径约1 cm圆圈，待水份蒸发殆尽时，小心将其置于铺有

数层湿滤纸的培养皿中，28 ℃�����下保湿培养36 h后，于普通光

学显微镜下观察不同培养液中孢子萌发及附着胞形成情况，

并与蝗翅上的孢子生长做比较. 

2  结果与分析
2.1  蝗翅上孢子萌发和附着胞形成

以蝗翅为基质时，培养8 h后，绿僵菌分生孢子已有部分

萌发，16 h后开始出现附着胞. 36 h内孢子萌发达到98.78%，

附着胞形成率为42.86%，且在20~36 h内，附着孢大量形成

（表1）. 

2.2  蝗翅与玻璃板上孢子萌发和附着胞形成比较
与玻璃板基质相比，蝗 翅 上分生孢子（蒸馏水悬浮孢

子）萌发率与附着胞形成率均显著增加（P <0.001）（图1），

说明蝗翅更有利于孢子的萌发和诱导附着胞形成.  
2.3  蝗翅与玻璃板上芽管及附着胞比较

以蒸馏水配制的孢悬液，在玻璃板为基质时，芽管分叉

较多，每个孢子常产生几个附着胞（图2-A，B）. 在蝗翅上，

孢子萌发后多产生一个芽管，根部粗大，逐渐变细，末端产

生一个附着胞，芽管分叉现象较少，根部隔膜明显（图2-D）. 
在以1% 1/4SDAY营养液配制的孢悬液中，孢子在玻璃板上萌

发产生的芽管较长，芽管多隔膜（图2-B），但在以1/4SDAY营

养液配制孢悬液时，孢子萌发后直接形成菌丝，不见附着胞

（图2-C）. 在未水洗过的蝗翅上，观察到一些孢子产生的芽

管也较长（图2-E）. 从胞悬液的营养丰富度看，在营养不丰富

时，如玻璃板上水处理和水洗蝗翅上，孢子萌发产生的芽管

短，少隔膜，附着胞个体较大，且孢子萌发和附着胞形成均

一性好（图2-A，D）

表1  ����������������������绿僵菌分生孢子在蝗翅上的萌发及附着胞的形成率
Table 1  Germination and appressorium formation rate of M. 

anisopliae conidia on locust wing

t/h
出芽率 

Germination
(r/%)*

附着胞形成率
Appressorium formation

(r/%)**
8 12.21±2.93 0
12 21.87±3.56 0
16 32.33±2.58 1.35±0.56
20 40.30±4.72 10.37±3.53
24
36

69.12±4.04
98.78±1.02

25.98±4.75
42.86±3.98

*出芽孢子占所观察到孢子的比例；**长附着胞的出芽孢子占所察到孢子的
比例
*Percentage germination of the total number of counted spores; **Percentage 
appressorium formation of the total number of counted spores

图1  绿僵菌孢子在蝗翅和玻璃板上的萌发及附着胞的形成率
Fig. 1   Comparisons of germination and appresorium formation of M. 

anisopliae conidia on locust wing and glass surface
采用孢子水悬浮液，对蝗翅及玻璃板上生长36 h的数据进行统计分析
（α=0.05）. 图中不同字母代表差异显著
The data were collected when the conidia suspended in water had grown 
for 36 h on different matrixes (α=0.05). Different letters indicate significant 
difference

图2  不同处理中绿僵菌孢子产生的芽管和附着胞

Fig.�������  �� �������������������������    ������ �� �������������������������   2 ���� �� �������������������������    ����� �������������������������   Germ tubes and appressoria of M. anisopliae conidia �������� ��������under��� �������� different 
treatments

A：玻璃板为基质，水处理；B：玻璃板为基质，1% 1/4SDAY处理；C：玻璃板

为基质，1/4SDAY处理；D：水洗蝗翅为基质，水处理；E：未清洁蝗翅为基

质，水处理. 图中标尺为10���  ��µm
A: �����������������   ��������������������������������������������������        ��������G����������������   ��������������������������������������������������        ��������lass as matrix, conidia suspended with water; B: �����������������   ��������G����������������   ��������lass as matrix, conidia 
suspended with 1% 1/4SDAY; C: �����������������   �����������������������  G����������������   �����������������������  lass as matrix, conidia suspended with 
1/4SDAY���������������   ���������������������    ������������������������������   ;��������������   ���������������������    ������������������������������    D: ���������� ���������������������    ������������������������������   C��������� ���������������������    ������������������������������   leaned locust wing as matrix, conidia suspended with water��;� 
E: ������������ ���������������������    �����������������������������������    U����������� ���������������������    �����������������������������������    ncleaned locust wing as matrix�� �����������������������������������    , �����������������������������������    conidia suspended with water������� .������  Bars 
indicate 10���  ��µm
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3  讨 论
营养成分影响绿僵菌芽管及附着胞的形成和形态. 本研

究采用最适合绿僵菌生长的培养基之一1/4SDAY作为其在玻

璃板上生长的营养液. 用蒸馏水配制孢悬液时，绿僵菌分生

孢子在水洗蝗翅、未清洁蝗翅及玻璃板上均能形成附着胞；

用低营养的培养液（浓度为1%的1/4SDAY）配制孢悬液时，

绿僵菌分生孢子能够也能 形成附着胞；而营养 丰富时（如
1/4SDAY）则没有附着胞形成，说明一定的营养成分有利于

孢子萌发和附着胞的形成，但营养丰富时，不利于附着胞的

形成，此结果与其它营养液的研究结果 [8]一致. 在含有一定营

养成分的环境中，如1% 1/4 SDAY，虽能够生成附着胞，但附

着胞个体小，芽管长（图2-B）. 未水洗的蝗翅上某些部位有

可能黏附了一些营养物质，芽管也较长（图2-E）. 这个现象表

明，附着胞作为昆虫病原真菌的一种侵染结构，除具有入侵

寄主的功能外，也是真菌在营养不足时探寻新营养来源的一

种结构，以满足其正常的生长繁殖. 因此，在营养丰富时，病

原真菌可利用环境中的营养成分直接产生菌丝，不形成附着

胞. 营养贫乏时，则生成侵染结构附着胞，由于附着胞可分泌

一些粘性物质及蛋白质和脂类水解酶 [1, 13~14]，增强了病原真

菌探寻新营养来源时的进攻能力. 环境中营养贫乏程度直接

影响了病原真菌主动探寻新营养的需求，因此可能也影响了

芽管的长短及附着胞的大小. 
孢子附着基质影响芽管及附着胞的形成 及形态 . 玻璃

平板上芽管多分叉，而干净蝗翅上一般孢子萌发产生的芽管

分叉少而短，可能的原因是在蝗翅表面没有可直接利用的营

养成分时，受到蝗翅表面几丁质和蛋白质的诱导，芽管很快

找到合适的入侵点，形成侵染结构附着胞，通过减少每个孢

子形成的芽管和附着胞的数量，可以相应增大附着胞内的膨

压，提高绿僵菌穿透寄主体壁的能力. 在玻璃表面，尽管有一

定的疏水性，但缺乏特殊成分和结构的诱导，找不到没有合

适的入侵点，所以芽管生长分散，分叉较多. 
目前研究表明，昆虫病原真菌孢子萌发及附着胞的形成

与许多基因有关，如Mad1 [15]和Mpl1 [16]，这些基因的缺失会

导致孢子萌发及附着胞形成率降低，导致绿僵菌毒力降低. 
一些细胞外信号传导途径调控也可以调控附着胞的形成，如
cAMP-PKA（Protein kinase A）信号传导途径 [17]. 深入研究昆

虫病原真菌孢子萌发及附着胞的形成及其侵入机理，对于理

解病原真菌的侵染机制、真菌和寄主昆虫之间的互作及害虫

防治技术具有重要的理论和应用意义. 
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《应用与环境生物学报》征稿简则

一、本刊简介
由中国科学院主管，中国科学院成都生物研究所主办，科学出版社出版。中国科学院成都生物研究所所长吴宁担任主编，来自中国、美国、英

国、加拿大、新西兰等国家的69位知名科学家和专家组成编委会、上千位相关领域的知名科学家和专家组成审稿队伍。
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和国内CSTPCD、CSCD、中文核心期刊要目总览、CAJCED、CJFD等多个重要、核心、知名数据库收录。

是有关应用生物学和环境生物学基础研究、应用基础研究和应用研究的国内外公开发行的学术科技期刊（学报级），主要发表：（1）生物学及

相关学科中的资源开发利用与可持续发展、环境污染评价及整治、退化生态系统的恢复与重建，以及在农、林、牧、医、能源、轻工、化工、食品等领

域的生物学原始研究论文、研究快报和简报；（2）生物学相关新技术新方法研究论文；（3）生物学相关综述或述评。

二、本刊约定
采用网络在线投稿（网址：http://www.cibj.com），且稿件从投稿到发表整个流程通过网络在线完成。

编辑部在收到稿件后2个工作日内完成初审，并告知作者其稿件是否受理。要求作者就受理稿件办理版权协议（保证不涉及国家机密，无学术不

端行为，无知识产权争议，允许本刊编辑和发表，同意随本刊整体进入收录本刊的所有中外数据库等），并酌收审稿费。在收到稿件后2个月内完成三

审，并告知作者其稿件是否录用。对发表稿件，向作者酌收发表费，并酌付一次性稿费（不低于发表费的20%），同时赠送样刊2册、抽印本2�0份。

高创新性论文、重大学术价值论文以及优秀的国际论文、国际合作论文在本刊通过三审并录用后，优先发表。

三、稿件要求
稿件的文字、符号、计量、图表、参考文献等及其格式，依照国家有关标准、条例、法规和规范。本刊的相关要求如下：
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（如平均值、标准偏差）或“转换数据”（如百分数），正确进行统计分析。结果、讨论与结论侧重点分别在于描述说明、比较阐释和论点前景。

4.	 图表具有“自明性”，中文稿件的图表文字采用中、英文对照或直接使用国际通用符号。表采用Word或Excel表格形式（不用划线或图片形式）。

线条图（如函数图、直方图、示意图、流程图等）采用Word、Excel或相关软件制作的矢量图（不用扫描图或抓图形式）。照片图要非常清楚，其

中文字重新植入，以线段比例尺表示实际尺寸（不用“×1000”类似形式）。图表一般在文中第一次提及段落后插入。

5.	 参考文献选用原则为充分必要、密切相关、公开出版、完整准确、亲自阅读，避免盲目多引、随意转引、过度自引、故意漏引等。采用“顺序编码

制”，即按文献在文中出现先后编号和排序。未公开文献不进入参考文献，必要时可以脚注方式使用。各类参考文献著录格式如下：

a. 专著：著者. 书名. 版次(1版不著). 出版地:� 出版者,� 出版年(��.� 页码)
b. 期刊论文：论文作者. 论文题名. 刊名, 年, 卷次(期)��: 论文起页码~止页码

c. 论文集������������或专著析出论文：论文作者. 题名. 见(In)��: 编者[加“编”或“���������ed(s)”���]��. 文集名或书名. 出版地: 出版者, 出版年. 论文起页码~止页码

d. 报纸析出文献：作者. 题名. 报纸名, 年-月-日(版次)
e. 专利文献：专利申请者. 专利题名. 专利国别, 专利文献种类, 专利号. 出版日期

f. 技术标准：(起草责任者.��)� 标准代号 标准顺序号-发布年 标准名称(��. 出版地: 出版者, 出版年)
g. 学位论文：作者. 题名: �[博士或硕士学位论文]. 保存地: 保存者, 年份

h. 会议论文：作者. 题名. 会议名称, 会址, 会议年份

要求：�① 参考文献作者全部列出（不用“等”或“et al.”省略），且作者姓前名后，姓全称名简写，不用缩写点，注意分清国外作者的姓和名；�② 书

名英文除专有名词外，首词、实词的首字母大写，论文题名英文除专有名词外，仅首词的首字母大写；③ 刊名英文斜体，按缩写规则缩写；④ 引用国

内专著和期刊文献时，无论原文是中文还是英文，均采用英文数据著录（但原文无英文数据则保留中文、不必自行翻译），同时用“���� (���  ��)�”著录出作者中

文姓名、中文刊名、中文地名和出版社名以与国外专著和期刊相区别。例：
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House of Science & Technology (成都: 四川科学技术出版社), 2007
Liu L (刘琳), Deng GB (邓光兵), Yi L (易玲), Li L (李林), Zhao LD (赵柳笛), Long H (龙海), Pan ZF (潘志芬 ), Yu MQ (余懋群)������������������  .�����������������   Transmission of 
chromosome 6Mv from Aegilops ventricosa in Sichuan wheat varieties��. Chin J Ap���������������  pl�������������   Environ Biol (应用与环境生物学报)�������� , ������2010, 16 (1)������� :������  50~��5�3
6.	 稿件依照《GB 3100���������~��������3102-93 量与单位》���������������������������使用计量单位名称和符号。如：量符号用斜体，图表中尽量用“量符号/单位符号”表示数据，英文缩略语

可在行文中使用，但一般不作量符号，故用正体；组合单位各成分间、数值与单位符号（包括℃）间都要空1格等。此外，表示物质构型、构象、

旋光性、取代基位置的字母用斜体。拉丁学名中属及以下的如属名、种名、变种名用斜体，属名首字母大写，但属以上（不含属）的拉丁名、定名

人、“var.”、“sp.”、“ssp.”、“spp.”等用正体；拉丁学名第一次出现时用全称，以后使用可简写属名为首字母，并加点。基因名称用斜体，限制性酶

前3个字母用斜体。
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