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不同基质传代白僵菌对桑天牛幼虫的侵染力

与寄主血淋巴酚氧化酶活性的关系

李会平
*
,  黄大庄,  杜邵华,  苏筱雨

(河北农业大学 林学院, 河北 保定 071000)

摘  要:以诱集自土壤中、对桑天牛 Apriona germa ri幼虫具有较高致病性的球孢白僵菌 Beauveria

ba ssiana Bb00为出发菌株 R0,经反复接种桑天牛幼虫分别获得菌株 R1、R 2、R3和 R 4, 而通过反复

在普通查氏培养基上传代分别获得菌株 M 1、M 2、M 3和 M 4。分别用 R0、R 2、R4和 M 2、M 4接种桑天

牛幼虫,发现在普通培养基上传代会导致菌株致病力降低,而通过桑天牛幼虫传代培养可提高菌株

的致病力。桑天牛幼虫感染白僵菌后,其免疫互作使酚氧化酶活性先迅速上升, 随后因菌株的适应

性增强而开始下降。用菌株M 2、M 4接种桑天牛幼虫后,其血淋巴酚氧化酶活性比接种 R2和 R 4的

高。各菌株引起的桑天牛幼虫酚氧化酶活性出现高峰值的时间与其 LT 50值具有一定的相关性, 反

映了各菌株不同的侵染速度;同时各菌株引起的酚氧化酶活性高峰值也与其 LC50值高度相关。说

明桑天牛幼虫血淋巴中酚氧化酶活性与不同菌株对桑天牛幼虫的毒力具有一定的相关性,同时酚

氧化酶活性也可作为反映菌株毒力的一个重要参考指标。
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Relationsh ip between the Infectivity of D ifferent Subculturing Isolates

ofBeauveria bassiana on Apriona Germ ariLarvae and the Phenoloxidase

Activity in Hem olymph ofApriona germari Larvae

L IHu-i ping
*
,  HUANG Da-zhuang,  DU Shao-hua,  SU X iao-yu

(Co llege o f Fo r estr y, Ag r icultua l Univer sity o f H ebe i, Baoding 071000, China )

Abstract: A stra in o fBeauveria ba ssiana Bb00, iso lated f rom the so i,l w a s used as the o rig inal iso late

R 0. Iso la tesR 1, R2, R3 and R4 w ere obtained by repea tedly inoculat ing theA. g erma ri larvae w ith R 0,

and iso late sM 1, M 2, M 3 and M 4 w ere obtained by repeated ly grow ing R0 on C zapek m ed ium. Iso lates

R 0, R2, R4 andM 2, M 4 were tested fo r the ir infectiv ity to theA. g erma ri larvae. The results show ed tha t

the pathogen icity o f the succe ssiv e iso late sM 2, M 4 to theA. g erma ri larvae reduced, w hile that o f the

iso la tes R0, R 2 and R4 increased. The pheno lo x idase activ ity ( POA ) in hem o lymph ofA. germ ar i larv ae

infected byB. ba ssiana increased w ith in the early day s o f infect ion because o f the imm uno reaction, then

decreaed because o f the adaptability o fB. bassiana. The POA in hem o lymph o fA. g ermari larvae infected

by successive iso la tes obtained from C zapek med ium was h igher than that recovered from A. germa ri
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larv ae. There w ere som e co rre lation s be tw een the tim e producing m ax im a l pheno lox idase act iv ity and

the LT 50 value o f dif ferent iso la tes, w h ich ref lects d ifferent infective speed. A t the sam e tim e, a clo se

re lation ship betw een them ax ima l act iv ity and the LC50 value w as also found. A ll th is indicated that the

pheno lox idase act iv ity in the hem o lym ph o fA. germa ri larv ae can no t on ly w eigh the immun ity ability

of the ho st in the process o fB. ba ssiana infection, but a lso act as an important reference index o f the

pathogen ic ity o fB. ba ssiana.

K ey words: Beauveria ba ssiana; Apriona germa ri; infect iv ity; pheno lox ida se activ ity

  桑天牛 Apriona germa ri是多种林木、果树、花

卉的重要蛀干害虫,也是我国危害最严重、最难防

治的害虫之一。近年来, 其猖獗危害已成为我国

养蚕业、林业及果树种植业等经济发展的严重障

碍。白僵菌 Beauveria ba ssiana是重要的昆虫病原

微生物,笔者等
[ 1]
从诱集自土壤中的 9株白僵菌

中初步筛选出了对桑天牛幼虫具有较高致病性的

Bb00菌株,发现该菌株多次在普通查氏培养基上

传代后其致病力明显下降, 再经过多次重新接回

到桑天牛幼虫虫体后其致病力又有所提高。这说

明多次在寄主昆虫上传代后, 该菌株对寄主的适

应性有可能逐渐增强, 从而使其致病力也逐渐提

高。但有关这种现象的作用机制目前还未见报

道。

病原真菌侵入昆虫体壁后主要在血腔中繁殖

而使虫体僵硬死亡, 其成功侵染必须克服寄主血

淋巴的免疫防御
[ 2, 3]

, 其中, 逃避寄主免疫识别是

病菌成功侵染的重要途径
[ 4 ~ 6 ]
。在昆虫免疫防御

中, 酚氧化酶原激活系统起着关键作用, 如细胞免

疫中包囊作用和结节形成过程常伴随着黑色素的

沉积,而黑色素的形成与血淋巴中酚氧化酶和底

物的作用有关; 体液免疫过程中更会产生钝化或

杀死入侵病原物的酚氧化酶。在昆虫体内, 酚氧

化酶是以无活性的酚氧化酶原形式存在的, 这种

无活性的酚氧化酶原只有在受到病原微生物产生

的细胞壁成分如昆布多糖等的诱导激活后才能转

化为有活性的酚氧化酶, 它们继而吸附于病原菌

表面,与底物作用后产生黑化并限制其入侵
[ 7~ 11]

。

因此菌株入侵寄主过程中酚氧化酶活力高低在一

定程度上反映了它们逃避寄主免疫识别的能力。

笔者研究了不同基质传代白僵菌菌株对桑天牛幼

虫侵染力的变化与其侵染后寄主血淋巴酚氧化酶

活力变化的关系, 以明确白僵菌是否通过多次桑

天牛幼虫传代而获得逃避寄主免疫识别的能力从

而增强了对桑天牛幼虫的致病力。

1 材料与方法

1. 1 供试昆虫

野外捕捉桑天牛 Apriona germa ri成虫, 利用

1~ 2 a生幼嫩桑枝进行室内饲养, 产卵后 10 d左

右剖取已孵化的桑天牛幼虫, 人工接种到河北农

业大学标本园内的毛白杨枝条中, 以见蛀屑和虫

粪排出确认成活。

1. 2 供试菌株

球孢白僵菌 Beauver ia ba ssiana B b00菌株为

诱集自土壤中、对桑天牛幼虫具有较高致病性的

菌株, 由河北农业大学林学院森林保护教研室提

供。以此为出发菌株 R0,以每毫升含 8. 00 @ 10
8
个

孢子的悬浮液接种桑天牛幼虫, 从病死虫尸中分

离获得第一代桑天牛传代菌株 R1,再用 R1接种桑

天牛幼虫后分离获得菌株 R2, 同法依次获得第三、

第四代桑天牛传代菌株 R 3和 R4。同时, 将相同浓

度 R 0菌株接种在查氏培养基上, 待其产孢后获得

第一代培养基传代菌株 M 1, 再将 M 1菌株接种在

查氏培养基上, 待其产孢后获得菌株 M 2, 同法依

次获得第三、第四代培养基传代菌株 M 3和 M 4。

1. 3 不同传代方式对白僵菌致病力的影响测定

将 R 0、R 2、R 4和 M 2、M 4菌株分别用含 0. 1%

吐温-80的无菌水配成每毫升含 1. 00 @ 10
8
个孢子

的孢子悬液,将供试 20日龄桑天牛幼虫浸入孢子

悬液中 30 s后, 接入毛白杨枝条中。以 0. 1% 吐

温-80无菌水处理作对照。逐日定时观察记录幼

虫死亡情况,虫尸保湿培养。每天检查, 统计死亡

率,以 Abbo tt公式计算校正死亡率,对照死亡率低

于 5%时不作校正。每处理 3次重复, 每重复

20头试虫。采用机率值分析法计算毒力回归方程

及致死中时 LT 50值。

将各菌株用含 0. 1% 吐温-80的无菌水配成

5种浓度的孢子悬液, 每毫升分别含: 1. 00 @ 10
5
、

1. 00 @ 10
6
、1. 00 @ 10

7
、1. 00 @ 10

8
和 8. 00 @ 10

8
个

孢子, 以 0. 1%吐温-80溶液处理为对照, 接种、饲
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养和观察记录方法同上。采用机率值分析法计算

毒力回归方程及致死中浓度 LC50值。

1. 4 酚氧化酶活性测定

用不同白僵菌菌株接种 2月龄桑天牛幼虫,分

别于接种后 1、1. 5、2、2. 5、3、3. 5、4、4. 5和 5 d后

提取血淋巴, 4e 下 800 g 离心 3 m in, 取上清液。

每处理 3次重复。将收集的上清液在 4e 下、

10mmoL /L 的二甲砷酸钠缓冲液 ( pH 值 7. 0 )中

透析 1 h。用 B radford检测法测定血淋巴蛋白的

浓度,即以考马斯亮蓝 G-250染色后在紫外分光

光度计上测定样品的 OD 595值, 并以结晶牛血清蛋

白作为标准绘制标准曲线
[ 12]
。

在 300 LL、3 Lg /L 多巴溶液中加入血淋巴

100 LL, 于室温下反应 10 m in, 在 490 nm 下测定

OD值,并以多巴溶液为对照。每个样品重复 3次。

酶活 性以 每分 钟每 毫 克蛋 白 OD 490的 变 化

(OD 490 /m in
- 1 # m g

- 1
Pro)来表示

[ 13]
。

2 结果与分析

2. 1 不同基质传代菌株对桑天牛幼虫的致病力
通过不同基质传代后各菌株对桑天牛幼虫的

致病情况见表 1。

表 1 不同基质传代菌株对桑天牛幼虫的致病力

T ab le1 The pa thogenic ity o f differen t successive re iso la tes o f Bb00 onA. germ a ri larv ae

菌株

Iso lates

校正死亡率 Co rrected m ortality(% )

1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d

LT50

/d

LC50 ( @ 106 )

/ (个 /m L )

R 0 0. 00 0. 00 25. 00 47. 37 63. 16 77. 78 B 4. 13 B 3. 05 C

R 2 0. 00 0. 00 30. 00 47. 37 68. 42 77. 78 B 4. 01 B 1. 47 B

R 4 0. 00 20. 00 45. 00 57. 89 73. 68 94. 44 A 3. 23 A 0. 6 86 A

M 2 0. 00 0. 00 10. 00 36. 84 47. 37 66. 67 C 4. 78 C 7. 94 D

M 4 0. 00 0. 00 0. 00 5. 2 6 15. 79 33. 33 D 6. 34 D 9. 58 E

  注:表中具有不同大写字母者表示在 0. 01水平差异显著。

N ote: D ata fo llow ed by d ifferen t cap ital lettersm ean the sign if ican tly d iff eren t at 0. 0 1 leve.l

  由表 1可以看出, 各菌株对桑天牛幼虫均表

现出了一定的致病力, 但随时间的延长, 接种不同

菌株的幼虫死亡率不同, 其中接种经桑天牛幼虫

传代的 R 4菌株后第 2 d即开始有 20%的死亡率,

而接种经查氏培养基传代的 M 4菌株后第 4 d仅

有 5. 26%的死亡率。另外, 接种 R2、R4菌株的桑

天牛幼虫的校正死亡率大于接种 M 2、M 4菌株的,

而且在实验范围内, 通过桑天牛幼虫传代次数越

多, 校正死亡率越高, 而通过查氏培养基传代次数

越多,校正死亡率越低。

接种 R 2、R 4菌株后的致死中时小于接种 M 2、

M 4菌株的, 而且通过桑天牛幼虫传代次数越多,

致死中时越短, R4菌株的致死中时仅为 3. 23 d,为

原始 R0菌株的 0. 78倍。而通过查氏培养基传代

次数越多, 致死中时越长, M 2和 M 4菌株的致死中

时显著大于原始菌株和通过桑天牛幼虫传代的

菌株。

以桑天牛幼虫作为基质的传代菌株的致死中

浓度远远低于经查氏培养基传代的菌株, 而且通

过桑天牛幼虫传代的次数越多, 致死中浓度越低,

R 4菌株的 LC50值仅为每毫升 0. 686 @ 10
6
个孢子,

为原始菌株的 0. 22倍, 是 R2菌株的 0. 47倍。相

反,在查氏培养基上传代次数越多, 致死中浓度越

高, M 4菌株的 LC50值为每毫升 9. 58 @ 10
6
个孢

子,是原始菌株的 3. 14倍, M 2菌株的 1. 21倍。

2. 2 桑天牛幼虫感染不同基质传代白僵菌后酚

氧化酶活性变化

桑天牛幼虫接种经不同基质传代的白僵菌后

其血淋巴酚氧化酶活性在不同时间的变化情况见

表 2。

从表 2可以看出,接种白僵菌后, 不同时间段

桑天牛幼虫的血淋巴酚氧化酶活性差异显著, 且

均出现了一个酶活性高峰值, 随后酶活性开始下

降。接种不同菌株后酶活性高峰值出现的早晚不

同, R0、R2、R4、M 2和 M 4菌株处理分别在第 2. 5、2、

1、2. 5和 3. 5 d出现高峰值, 这恰好与各菌株的侵

染速率一致。同时, 接种不同菌株后, 桑天牛幼虫

同期血淋巴酚氧化酶活性也有差异, 其中, 接种

M 4菌株的最高, 接种 R 4菌株的最低。即接种经

普通培养基连续传代的白僵菌的幼虫其血淋巴酚

氧化酶活性显著高于接种经桑天牛幼虫连续传

代者。
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表 2 接种不同基质传代白僵菌后桑天牛幼虫血淋巴酚氧化酶活性

Table 2 Pheno lo x idase activ ity ( POA ) in hemo lym ph o fA. g erm ar i larv ae after

infected by d ifferent iso late s o fB. ba ssiana

接种后天数

Days af ter in ocu lat ion /d

酚氧化酶活性 Phen olox idase activ ity / (OD 490 # m in- 1# m g- 1 Pro )

R0  R 2  R 4 M 2  M 4 

0 2. 51 D d 2. 55 C c 2. 5 3 B b 2. 54 Ed 2. 54 Fe

1 3. 02 C c 2. 83 B bc 2. 9 A a 3. 24 CD bc 3. 33 E d

1. 5 2. 95 C c 2. 94 B b 2. 1 C c 3. 23 CD bc 3. 76 D c

2 3. 76 Bb 3. 76 A a 1. 6 5 Dd 3. 78 Bb 4. 02 C c

2. 5 4. 54 A a 2. 84 B bc 1. 6 1 Dd 4. 67 A a 4. 89 B b

3 2. 29 DE de 2. 11 Dd 0. 8 7 E e 3. 32 C b c 4. 92 B b

3. 5 2. 06 Ede 1. 57 EFef 0. 4 6 Ff 3. 42 C b c 5. 34 Aa

4 1. 88 Ee 1. 77 E e 0. 7 8 E ef 2. 85 DE cd 3. 78 D c

4. 5 2. 00 Ede 1. 36 Ff 0. 7 9 E ef 2. 09 Fe 2. 65 Fe

5 2. 10 Ede 0. 72 G g 1. 0 1 E e 1. 97 Fe 2. 22 G f

  注:表中具有不同小写字母者表示在 0. 05水平差异显著,具有不同大写字母者表示在 0. 01水平差异显著。

N ote: D ata fo llow ed by d ifferen t sm all and capital lettersm ean the sign if ican tly d ifferent at 0. 05 an d 0. 01 levels, respectively.

2. 3 感染白僵菌后桑天牛幼虫血淋巴中酚氧化

酶活性与菌株毒力的相关性

不同菌株的致死中浓度和致死中时与桑天牛

幼虫被感染后血淋巴中酚氧化酶活性变化的关系

见表 3。

将各菌株产酶高峰值出现的时间 (天数 )与对

桑天牛幼虫的 LT50值进行回归分析, 相关系数为

0. 940(其中 R
2
= 0. 884, F = 22. 789, P = 0. 017, 回

归方程为Y = - 0. 989+ 0. 731x )。

将各菌株的产酶高峰值 (酶活性 )与对桑天牛

幼虫的 LC50 ( Log10 )进行回归分析, 相关系数为

0. 961(其中 R
2
= 0. 924, F = 36. 465, P = 0. 009, 回

归方程为 Y = 4. 364+ 0. 497x )。

结果表明, 桑天牛幼虫血淋巴中酚氧化酶活

性与不同菌株对桑天牛幼虫的毒力具有一定的相

关性: 菌株的 LC50值越大, 则桑天牛幼虫感染后其

酚氧化酶活性越高, 而 LT 50值越大, 则桑天牛幼虫

感染后其酚氧化酶活性高峰值出现的时间越晚。

表 3 感染白僵菌不同菌株后桑天牛幼虫血淋巴中酚氧化酶产酶水平与菌株毒力的关系

Tab le 3 Re lationsh ips betw een pheno lo x idase activ ity lev e l o fA. g erm ar i larvae infected w ith different

iso la tes o fB. ba ssiana and v irulence aga inst theA. germ a ri larv ae

菌株

Iso lates

LT50

/d

LC 50 ( @ 106 )

/ (个 /mL )
Log10

产酶高峰值

M ax im al activ ity / (OD 490# m in- 1 # m g- 1 Pro)

产酶高峰时间

M ax im al t im e /d

R 0 4. 13 3. 05 6. 484 4. 54 2. 5

R
2 4. 01 1. 47 6. 167 3. 76 2

R 4 3. 23 0. 686 5. 836 2. 90 1

M 2 4. 78 7. 94 6. 900 4. 67 2. 5

M 4 6. 34 9. 58 6. 981 5. 34 3. 5

3 讨论

传代实验表明, 在查氏培养基上连续传代会

导致菌株致病力的降低, 而通过桑天牛幼虫传代

培养则会提高菌株的致病力, 这也正是菌株保存

中虫体复壮的生物学基础。但这种致病力的提高

只是在实验范围内的数据和结果, 其能否随着传

代培养次数的继续增多而逐渐增长, 以及在虫体

复壮中最佳的传代或复壮次数等还有待进一步

研究。

本研究中经培养基数次传代后的白僵菌接种

桑天牛幼虫后引起的血淋巴酚氧化酶活性比经桑

天牛幼虫传代后的高, 说明白僵菌经过多次侵染

寄主桑天牛幼虫后, 逐渐获得了克服并逃避寄主

免疫识别的能力。当菌株入侵时, 通常会有一个

酚氧化酶活性高峰值出现, 如 R 0菌株处理在第
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2. 5 d、R 2菌株在第 2 d、R4菌株在第 1 d、M 2菌株

在第 2. 5 d、M 4菌株处理在第 3. 5 d分别达到高

峰, 而后开始下降, 表明寄主在遭受真菌入侵时受

到一定的损伤, 其免疫互作使酚氧化酶活性先迅

速上升,但随后因菌株的适应性增强而开始下降。

白僵菌侵染能力的大小在很大程度上取决于其逃

避或克服寄主免疫防御的能力。本研究中, 各菌

株引起的桑天牛幼虫酚氧化酶活性出现高峰值的

时间与各菌株的 LT 50值具有一定的相关性, 反映

了各菌株不同的侵染速度; 同时各菌株引起的桑

天牛幼虫血淋巴酚氧化酶活性高峰值也与 LC50值

高度相关。因此,笔者认为, 寄主血淋巴中酚氧化

酶活性不仅是衡量其入侵过程中免疫防御能力的

一个重要指标, 同时也可作为在菌株筛选中反映

侵染力大小的重要参考因素。
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