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蚜虫、蚧虫、粉虱、木虱等刺吸式口器的昆虫都是刺吸 植物汁液为食，它们将植物汁液消化吸收后，一部分多余的
液体物质以蜜露的形式排出体外. 蚜虫通过虫体腹部末端的
腹管排出蜜露，蜜露粘在植物表面，形成油腻腻的一层，称
为油汗，蚜虫因此也被称为腻虫. 蚧虫的蜜露由腹部末端的
肛门排出. 这些蜜露都含有水分、糖和氨基酸等物质，既是蚂
蚁和其他昆虫的营养物质，也是霉菌的天然培养基，空气中
的霉菌落在蜜露表面，就会大量滋生繁殖，导致植物表面被
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Abstract   S�ale in�e��� (S�ale in�e��� (Rhodococcus sariuoni Bor�h�eniu�) (Hemip�era: Co��idae) u�ually ex�re�e large amoun� of honeydew 
when ea�ing and developing. In �hi� paper, �he effe�� of �he ex�re�ed honeydew on �he infe��ion abili�y of en�omopa�hogeni� fungi 
[Verticillium lecanii (Zimmermann) Gam� & Zare] wa� ��udied for be��er u�e of en�omopa�hogeni� fungi �o �on�rol ��ale in�e���. 
The honeydew in �he experimen� wa� �olle��ed in April, 2007 from �he female body �urfa�e of R. sariuoni in an apple or�hard 
in Taiyuan, Shanxi Provin�e, China. The �hemi�al �omponen�� of �he honeydew were de�ermined u�ing �hemi�al analy�i� and 
amino acid automatic analyzer. The honeydew was diluted into five concentrations of 10%, 20%, 30%, 40% and 50%.  Two V. 
lecanii ��rain�, No.3.4504 and No.3.4505, were �ul�ured in �he�e honeydew �olu�ion�, re�pe��ively �o �ompare �heir ex�ra�ellular 
pro�ea�e and �hi�ina�e a��ivi�ie�. The re�ul�� �howed �ha� �he honeydew of R. sariuoni contained 69% soluble sugar, 26% water 
and 18 amino a�id�. S�rain No.3.4504 �howed �ha� �he maximum value of i�� pro�ea�e a��ivi�y, (4.45±0.18) U/mL, �ul�ured in 
the 10% honeydew solution, while in other 4 honeydew solutions, its protease activities decreased with increasing of honeydew 
�on�en�ra�ion�. Compara�ively, �he value of ��rain No.3.4505 wa� higher, (8.5±0.71) U/mL, in 20% honeydew solution. Then, 
i�� pro�ea�e a��ivi�y wen� down wi�h in�rea�ing of honeydew �on�en�ra�ion. The �hi�ina�e a��ivi�ie� of �he �wo ��rain� appeared 
a similar variation trend and their maximum activities all appeared when cultured with 10% honeydew solution. Four kinds of 
amino a�id�, Ala, Me�, Gly and Pro were re�pe��ively added in �he �ul�ure medium �o �e�� �heir effe��� on �he pro�ea�e a��ivi�y 
of �he en�omopa�hogeni� fungi. The re�ul�� indi�a�ed �ha� �he addi�ion of Me� made �he pro�ea�e a��ivi�ie� of �he �wo ��rain� 
increased by 256.9% and 215.7%, respectively, which showed that the honeydew at lower concentrations and appropriate Met in 
�he �ul�ure medium �ould promo�e �he infe��ion of V. lecanii to the host scale insects. Fig 3, Tab 3, Ref 14
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摘  要  蚧虫在取食和发育过程中排泄大量蜜露，通过研究蜜露对病原真菌侵染蚧虫的影响，可为应用病原真菌防治

蚧虫提供科学依据. 于2007年4月自山西省太原市苹果树上沙里院褐球蚧Rhodococcus sariuoni Bor�h�eniu�雌虫虫体表

面采取蜜露，用化学分析方法和氨基酸自动分析仪测定其化学成份；将蜜露稀释为10%、20%、30%、40%、50%共5个

浓度，对蜡蚧轮枝菌（Verticillium lecanii）的两个菌株No.V3.4504和No.V3.4505进行培养，比较其对菌株胞外蛋白酶和

几丁质酶活性的影响. 结果发现，该蚧虫蜜露包含可溶性糖（占69%）、水分（占26%）和18种氨基酸. 当蜜露稀释浓度

为10%时，菌株No.V3.4504的蛋白酶活性最大，为(4.45±0.18) U/mL；随着蜜露浓度增加，蛋白酶活性呈下降趋势；在蜜

露浓度为20%时，菌株No.V3.4505的蛋白酶活性出现最大值，为(8.5±0.71) U/mL；随后，蛋白酶活性持续降低. 两菌株几

丁质酶的活性与蛋白酶活性有相同的变化趋势. 在培养基中分别加入氨基酸Ala、Me�、Gly、Pro，发现加入Me�使菌株
No.V3.4504和No.V3.4505的蛋白酶活性分别增长了256.9%和215.7%. 表明低浓度的蜜露和培养基中加入适当Me�能提高

蜡蚧轮枝菌对蚧虫的侵染力. 图3 表3 参14
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霉菌的菌丝覆盖，形成烟灰色，抑制植物光合作用和呼吸代

谢，称为植物烟霉病[1~4]. 
虫生真菌和霉菌都是真菌，它们在利用营养物质方面有

相同之处. 在应用虫生真菌防治蚧虫时，蜜露对虫生真菌的

附着和寄生是否会起到促进作用，蜜露的化学成分对虫生真

菌侵染力有何影响，在蚧虫生物防治方面具有重要意义，国

内外尚未见报道. 
前人研 究已经 发现，虫生真菌侵 染昆 虫过程中，其蛋

白酶活性是 决定真菌侵 染力的首要因素，可以作为真菌的

毒力指标 [5~8]. Ariane发现某些氨基酸 对白僵菌（Beauveria 
bassiana）分泌蛋白酶有调节作用，当培养基中加入甲硫氨酸

（Me�）时，该菌的蛋白酶活性增强 [9]. 我们的研究也发现，用

蜡蚧轮枝菌Verticillium lecanii (Zimm.) 感染沙里院褐球蚧，

其胞外蛋白酶与几丁质酶在轮枝菌入侵蚧虫体壁的过程中

起着关键作用 [10]. 蜜露中含有氨基酸，其氨基酸对蜡蚧轮枝

菌的蛋白酶是否也有调节作用，目前也未见研究报道. 
我们选择排泄蜜露量较大的沙里院褐球蚧Rhodococcus 

sariuoni Bor�h�eniu�，测定其蜜露的化学成分；以不同浓度的

蜜露作为培养基，培养蚧虫的病原蜡蚧轮枝菌，分析其对轮

枝菌蛋白酶和几丁质酶活性的影响；并在基本培养基中分别

加入4种氨基酸，测定蜡蚧轮枝菌蛋白酶活性的变化. 研究结

果为提高蜡蚧轮枝菌对蚧虫的侵染力提供了科学依据. 

1  材料与方法
1.1  菌种和蜜露

菌 种：本试 验 采 用的 蚧虫 病 原 真 菌 是 蜡 蚧 轮 枝 菌 V. 
lecanii两个菌株，2007年购买于中国科学院微生物研究所国

家菌种保藏中心，菌株编号为No.V3.4504（原寄主为蚧虫，种

名不详）和No.V3.4505 [原寄主为稻褐飞虱Nilaparvata lugens 
(S�al)]. 在实验室以PDA培养基扩大培养备用. 

蜜露：试验用蚧虫蜜露取自沙里院褐球蚧R. sariuoni. 沙
里院褐球蚧在分类上属于半翅目Hemip�era蚧总科Co��oidea
蚧科Co��idae，是蔷薇科果树的重要害虫，该虫1年发生1代，

在3月下旬到5月份是三龄若虫和雌成虫大量取食危害期，从

它们的肛门向外排泄出大量的蜜露 [1]. 我们在2007年4月从山

西省太原市南坪头村果园的苹果树上，大量采集从蚧虫肛门

排泄的新鲜蜜露，带回实验室在冰箱中4 ℃保存备用. 
1.2  试剂与仪器

测定酶活试剂：酪蛋白、酪氨酸、粉状几丁质、N-乙酰

氨基葡萄糖为Sigma 公司产品；二甲氨基苯甲醛（DMAB）、

四硼酸钾、Na2CO3 、三氯乙酸为天津市科密欧化学试剂有限

公司产品；95%乙醇为天津天新精细化工开发中心产品；冰

醋酸为无锡市化学试剂厂产品；以上试剂均为分析纯.  
测定酶活仪器：MODEL868 pH分析仪（Thermo Orion公

司）；UV755B紫外分光光度计（上海精密科学仪器有限公

司）；1-15K型冷冻离心机（Sigma 公司）；HH·SK恒温水浴锅

（北京华恒万仪仪器有限公司）；SW-CJ-1K型超净台（苏州

净化设备有限公司）；SYQ·ZDX-35BI型自动座式压力蒸汽灭

菌器（上海申安医疗器械厂）. 
蜜露组分分析仪器：835-50氨基酸分析仪（日立公司）. 

1.3  蜜露组分分析
可溶性总糖类的测定：吸取蜜露1 mL，加入5 mL蒽酮试

剂混合，沸水浴煮10 min，取出冷却. 在625 nm处测定吸光值

A625 nm值，从标准曲线上得到蜜露中糖的含量 [11]. 测定重复3
次，计算平均值. 

水分的测定：取洁净的称量瓶，置于95~105 ℃干燥箱

中，干燥0.5~1.0 h后取出，放入干燥器内冷却0.5 h后称量，并

重复干燥至恒量为m1. 然后精密称取1 g蜜露，置于恒重称量

瓶中60 ℃恒温干燥10 hh，取出置于干燥器中冷却至室温（0.5 
h）然后称重，然后再放入60 ℃干燥箱中干燥1 h左右，取出，

放干燥器内冷却0.5 h后再称量. 至前后两次质量差不超过2 
mg，即为恒量m2，水分的重量为(m1+1)-m2. 测定重复3次，计

算平均值. 
氨基酸成分的测定：准确称取蜜露5 g, ,用pH为2.2的柠

檬酸钠与盐酸的缓冲溶液，定容在25 mL，取50 µL上机分析，

用混合标样作标准曲线，根据出峰时间的先后顺序和峰面积

来确定氨基酸种类和氨基酸的含量. 测定试验重复3次，计算

平均值. 测定使用835-50型氨基酸分析仪. 
1.4  菌种分生孢子悬浮液制备

将蜡蚧轮枝菌接种于PDA平板，在25 ℃恒温箱中培养恒温箱中培养7 
d，前3 d培养为无光照条件，以利于孢子萌发和菌丝的生长，

后4 d光照和黑暗交替培养（L : D =14 : 10），以促进分生孢子

的形成. 然后用0.05%吐温Tween-80溶液洗脱分生孢子，在显

微镜下以血球计数板检测分生孢子浓度，并将其配置成浓度

为5×107孢子/mL的悬浮液备用. 
1.5  菌种在蜜露培养基上的培养和酶液制备

菌种培养采用沙里院褐球蚧蜜露溶液作为菌种的培养

基，配置蜜露的比例分别为10%、20%、30%、40%、50% 5种

梯度，灭菌后分别接种1%的孢子悬浮液 . 置于摇床上在125 
r/min和25℃条件下培养4 d. 将上述培养得到的菌液于4 ℃在

离心机上用离心力为8 500 g离心20 min后，取上清液即为制

备的酶液，将该酶液于-20 ℃下保存，为测定蛋白酶和几丁质

酶活性备用. 
1.6  基本培养基和酶液制备

配 制 基 本 培 养 基（N a N O 3 6  g、K H 2 P O 4 1 . 5  g、

MgSO4·7H2O 0.5 g、KCl 0.5 g、FeSO4 1 mg、ZnSO4 1 mg、蒸馏

水1 000 mL、葡萄糖10 g），将Ala、Pro、Gly和Me�加入20 mL
基本培养基中，灭菌，接菌，培养4 d，离心，取上清液即为酶

液于-20 ℃保存，为测定蛋白酶活性备用.  
配制不同浓度的Me�（0.25%、0.5%和0.75%）加入20 mL 

MM培养基中灭菌，接菌，培养，离心，取 上清液即为酶液

于-20 ℃保存，为测定蛋白酶活性备用. 
1.7  蛋白酶和几丁质酶活性测定

蛋白酶活性测定：蜡蚧轮枝菌胞外蛋白酶的活性分析

以酪蛋白为底物，用Tri�-HCl缓冲液（0.05 mol/L，pH 8.5H 8.5）配

成1%的（w/V）的酪蛋白溶液，取此溶液1.0 mL加入上述制备

好的待测酶液1.0 mL于试管中，37 ℃反应30 min，用3 mL 0.4 
mol/L三氯乙酸终止反应. 取另一试管加酶液1.0 mL，加3mL 
0.4mol/L三氯乙酸，混匀，然后加1.0 mL酪蛋白溶液，作为对

照. 过滤，取1 mL过滤液，加5 mL 0.55 mol/L Na2CO3 混匀后
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加入Folin试剂1 mL，立即混匀. 显色30 min. 用分光光度计

在680 nm处测吸光值A680 nm，根据标准曲线，计算酶活. 以每

分钟催化分 解蛋白质生成1 µg酪氨酸的酶量为一个酶活单

位 [12]. 酶活测定试验设3次重复. 
几丁质酶活性测定：吸取0.5 mL上述制备好的待测酶

液，加入0.5 mL胶状几丁质，于37 ℃下温浴4 h. 以8 500 g的离

心力离心5 min使酶解反应停止. 吸取0.2 mL上清液加入0.08 
mL四硼酸钾溶液，摇匀，在沸水浴中反应5 min，迅速用自来

水冷却至室温. 加入1.2 mL 10%的DMAB试剂，在37 ℃下保

温20 min，再用自来水将反应体系冷却至室温. 用分光光度计

在585 nm处测定吸光值A585 nm，根据标准曲线，计算酶活. 以
每分钟催化分解几丁质生成1 µg N-乙酰胺基葡萄糖的酶量

为一个酶活单位 [13]. 酶活测定试验设3次重复. 

2  结果与分析
2.1  沙里院褐球蚧排泄蜜露观察

沙里院褐球蚧以二龄若虫在苹果等寄主枝条上越冬，第
二年春季随着树液流动，三龄雌性若虫开始出蛰，刺吸植物
汁液取食，若虫肛门上就开始有小的半透明液滴排出，即为
蜜露. 沙里院褐球蚧是蜜露排泄量较多的蚧虫，春末夏初该
蚧虫发育为成虫，进入取食盛期，排泄蜜露量最大，可以看
到蜜露形成半透明的球状露珠，附着在虫体背面（图1），蜜
露珠的流动性差，用手捻捏有油腻粘性感. 随着排泄过程，
一部分蜜露会溅射到蚧虫周围，粘在寄主枝条和叶片表面，
形成粘乎乎一层，象油泼过一样. 空气中的霉菌落在上面，便
以这些蜜露为营养，开始繁殖滋生，最后霉菌的菌丝覆盖. 
2.2  沙里院褐球蚧蜜露组分分析

对沙里院褐球蚧蜜露的成分分析结果（表1）显示，蜜露
中可溶性糖的含量最大，占69%，水分的含量次之，占26%，
其它物质，包括氨基酸和一些未检测到的物质占5%. 经对蜜
露中氨基酸成分测定发现，蜜露中共含17种氨基酸，每100 g
蜜露中氨基酸的总含量为170.0 mg, 其中天冬氨酸（A�p）和
苏氨酸（Thr）的含量较高，分别占总氨基酸的30%和19.9%，
其余依次是丝氨酸（Ser）、精氨酸（Arg）、组氨酸（Hi�）、谷
氨酸（Glu）、丙氨酸（Ala）和脯氨酸（Pro）等（表2）. 从蜜露
中含糖和氨基酸来讲，可以为蜡蚧轮枝菌生长和繁殖提供必
要的C源和N源；蜜露中所含水分也为该菌提供了繁殖的必
要条件. 
2.3  蜜露对蜡蚧轮枝菌蛋白酶和几丁质酶活性的影响

从蜜露的化学成分分析可以知道，蜜露中包含的糖、氨
基酸和水分能为蜡蚧轮枝菌提 供必 要的营养物质，但不清
楚其高糖量对菌的生长和侵染是否完全有利. 将沙里院褐球

蚧蜜露稀释为5个浓度梯度，分别培养蜡蚧轮枝菌两个菌株

No.V3.4504和No.V3.4505，测定其蛋白酶和几丁质酶的活性，

分析蜜露对两种酶活的影响. 结果发现，菌株No.V3.4504的蛋

白酶活性随蜜露浓度的增加呈下降趋势（图2-A），当蜜露的

浓度为10%时，蛋白酶的活性最大，为(4.454.45±0.18) U/mL，当蜜

露的浓度为50%时，蛋白酶的活性最低，为(0.470.47±0.04) U/mL，

作趋势方程y = －0.09999x+5.4（r = 0.99），说明呈一次函数降

低；菌株 No.V3.4505蛋白酶活性的变化趋势是先 上升后下

降，在蜜露浓度为20%时有最大值，为(8.5±0.71) U/mL，蜜露

浓度为50%时，蛋白酶的活性为(0.38±0.23) U/mL，作趋势方

程y =0.001 x3－0.067x2+1.68x－4.897（R2 = 0.91），符合三次函

数规律. 
同 时 发 现，两 个 菌 株 的几丁质 酶 活 性 变 化 呈相 同 的

趋 势，都 是 随 蜜 露 浓 度 的 增 加而 降 低（图 2-B）.  对 菌 株

No.V3.4504，当蜜露的浓度为10%时，几丁质酶的活性最大，

为(0.1440.144±0.012) U/mL，当蜜露的浓度50%时，几丁质酶的活

性最低，为(0.0140.014±0.007) U/mL；对菌株No.V3.4505，当蜜露的

图1  沙里院褐球蚧及其排泄的蜜露
Fig.1  R. sariuoni and i�� honeydew

A：蜜露排出附着在虫体背面肛门附近；B：蚧虫群体蜜露状
A: Honeydew drop a��a�hed over anu� of �he ��ale; B: Honeydew� ex�re�ed 
by many individual� of �he ��ale in�e��� 

表1  沙里院褐球蚧蜜露组分
Table 1  Componen�� of honeydew ex�re�ed by R. sariuoni

蜜露组分 
Honeydew �omponen�

含量 
Con�en� (w/g g-1) P/%

可溶性糖 Di��oluble �ugar 0.69±0.02 69
水 H2O 0.26±0.03 26
其他 O�her�                                                                                         0.05±0.01 5
合计 To�al 1.00 100

表2  蜜露中氨基酸的成分
Table 2  Amino a�id� in honeydew 

氨基酸
Amino a�id

天冬氨酸
A�p

苏氨酸
Thr

丝氨酸
Ser

谷氨酸
Glu

脯氨酸
Pro

甘氨酸
Gly

丙氨酸
Ala

半胱氨酸
Cy�

缬氨酸
Val

含量 Con�en� [w/mg (100 g)-1] 51.0 33.9 24.4 7.8 2.8 2.2 4.3 0.7 2.6
P/% 30.0 19.9 14.4 4.5 1.6 1.2 2.5 0.4 1.5

氨基酸
Amino a�id

蛋氨酸
Me�

异亮氨酸
Ile

亮氨酸
Leu

酪氨酸
Tyr

苯丙氨酸
Phe

赖氨酸
Ly�

组氨酸
Hi�

精氨酸
Arg

含量 Con�en� [w/mg (100 g)-1] 2.3 1.2 0.7 2.2 2.2 2.6 10.6 18.1
P/% 1.3 0.7 0.4 1.3 1.3 1.5 6.7 10.6
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浓度为10%时，几丁质酶的活性最大，为(0.4310.431±0.042) U/mL，

当蜜露的浓度50%时，几丁质酶的活性也是最低，为(0.0220.022±
0.008) U/mL. 但比较而言，菌株No.V3.4505的几丁质酶活性比

菌株No.V3.4504的几丁质酶活性高. 
上述结果说明：1）蜜露中高浓度糖对蜡蚧轮枝菌的蛋

白酶和几丁质酶活性有抑制作用，因此在蚧虫分泌蜜露 前

期应 用蜡蚧轮枝菌会有好的效 果；2）两个菌株比较，菌株
No.V3.4505更能适应在蜜露上生存. 
2.4  不同氨基酸对蜡蚧轮枝菌蛋白酶活性的影响

蜜露中测到18种氨基酸，但它们的相对含量较少，为探

讨氨基酸对蜡蚧轮枝菌蛋白酶的调节作用，在蜡蚧轮枝菌基

本培养基中分别加入氨基酸Ala、Me�、Gly和 Pro，与没有加

入氨基酸的培养基中蜡蚧轮枝菌的蛋白酶活性进行比较. 结
果（表3）显示，蜡蚧轮枝菌在所有的培养基中都能分泌蛋白

酶，但是分泌的蛋白酶活性不同. 菌株No.V3.4504在加有Me�
的基本培养基中蛋白酶的活性最大，为(5.14�0.2) U/mL�0.2) U/mL，与

其余4种培养基蛋白酶的活性相比差异显著，在加有脯氨酸
Pro的基本培养基蛋白酶的活性最小，为(0.91�0.1) U/mL.�0.1) U/mL. 菌
株No.V3.4505是在加有Me�的基本培养基中蛋白酶的活性为
(1.2�0.1) U/mL�0.1) U/mL，与其余4种培养基蛋白酶的活性相比差异显

著. 总体来看，虽然菌株No.V3.4504的蛋白酶活性菌高于菌株
No.V3.4505. 但在培养基中加入氨基酸Me�对提高蜡蚧轮枝菌

蛋白酶活性有明显作用. 
2.5  不同浓度蛋氨酸对蜡蚧轮枝菌蛋白酶活性的影响

为探讨培养基中蛋氨酸Me�的含量变化对蜡蚧轮枝菌

蛋白酶活性的影响，在培养基中加入 Me�，使其含量分别占

培养基的0.25%、0.5%和0.75%，分别培养菌株No.V3.4504，经

过8 d培养后，测定蜡蚧轮枝菌蛋白酶活性. 结果显示，菌株
No.V3.4504在加有Me�的基本培养基中蛋白酶活性最高，加

入不同浓度Me�后观察浓度对蛋白酶活性的影响，结果如图
3所示，在两种培养基中加入不同浓度的Me�培养蜡蚧轮枝

菌，发现蛋白酶的活性不同，当Me�的浓度为0.25%时，蛋白

酶的活性为(4.21�0.54) U/mL�0.54) U/mL，Me�的浓度提高到0.5%时，蛋白

酶的活性也随之增加，为(5.14�0.20) U/mL�0.20) U/mL，两者差异不显著，

说明Me�在0.25%~0.5%浓度范围内对该菌的蛋白酶的活性都

有促进作用. 而Me�的浓度达到0.75%时，蛋白酶的活性反而

下降，为(0.76�0.30) U/mL�0.30) U/mL，比空白还低，说明Me�作为蛋白酶

的调节剂，有一定的浓度要求.  

图2  蜡蚧轮枝菌两菌株在不同浓度蜜露培养条件下蛋白酶活性（A）和几丁质酶活性（B）的变化
Fig. 2  Protease activities (A) and chitinase activities (B) of the two strains of V. lecanii �ul�ured wi�h honeydew a� differen� �on�en�ra�ion�  

表3  蜡蚧轮枝菌两菌株在不同培养基中蛋白酶的活性
Table 3   Pro�ea�e a��ivi�y of V. lecanii �ul�ured wi�h differen� �ub��ra�e� for 8 day�

培养基中氨基酸比率
Per�en�age of amino 
a�id� in medium

菌株 S�rain No.V3.4504No.V3.4504 菌株 S�rain No.V3.4505No.V3.4505

蛋白酶活性
Pro�ea�e a��ivi�ya��ivi�y

(λ/U g-1)

增加率
In�remen� 

(r/%)

差异显著性
Significant difference

(P﹤0.05)

蛋白酶活性
Pro�ea�e a��ivi�y

(λ/U g-1)

增加率
In�remen� 

(r/%)

差异显著性
Significant 
differen�e
(P﹤0.05)

Glucose (1%) 1.44±0.3 —— a 0.38±0.1 —— b
Ala (0.5%) 2.43±0.1 68.8% b 0.1±0.01 -73.6% a
Met (0.5%) 5.14±0.2 256.9% � 1.2±0.1 215.7% �
Gly (0.5%) 1.55±0.2 7.6% a 0.08±0.04 -78.9% a
Pro (0.5%) 0.91±0.1 -36.8% a 0.12±0.04 -68.4% a

蛋白酶活性数据是3次独立实验（各2个重复）结果的平均值（Mean �SE�SE）
The da�a of pro�ea�e a��ivi�y in �he �able are �he mean� of �he re�ul�� from �hree independen� experimen��, ea�h wi�h �wo repea��

图3  培养基中不同浓度蛋氨酸对蜡蚧轮枝菌蛋白酶活性的影响
Fig. 3  Protease activity of V. lecanii �ul�ured wi�h Me� a� differen� 

�on�en�ra�ion�
结果是3次独立实验（各2个重复）结果的平均值（Mean �SE�SE）. * P<0.05
The re�ul�� are �he mean� from �he �hree independen� experimen��, ea�h wi�h 
�wo repea��.  
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3  讨 论
昆 虫 病原 真 菌胞 外 蛋白酶 和几丁质 酶 在一定 程 度 上

反应了菌种对寄主昆虫的感染能力，这在病原菌Beauveria 
bassiana 和Metarhizium anisopliae上都得到了验证 [5~7]，胞外

蛋白酶和几丁质酶的产生主要受生长基质中的葡萄糖、氮源

等成分的影响. 本研究对沙里院褐球 蚧蜜露的化学成分测

试结果说明，其蜜露中水分占26%，可溶性糖占69%，并含有
17种氨基酸. 以沙里院褐球蚧的蜜露为培养基，培养蜡蚧轮

枝菌两个菌株No.V3.4504和No.V3.4505，发现蜜露的浓度对

菌株的蛋白酶和几丁质酶活性有调控作用，当蜜露的浓度在
10%时，菌株蛋白酶的活性最高，当蜜露的浓度在20%时，菌

株几丁质酶的活性最高，说明蚧虫的蜜露能为蜡蚧轮枝菌在

该蚧虫表面附着生长提供营养. 这与自然中霉菌利用蚧虫蜜

露大量滋生相似 [1~2]. 但是当蜜露浓度越高时，菌株的蛋白酶

和几丁质酶的活性却降低，这是本次研究的新发现 . 蚧虫蜜

露的主要成分为可溶性糖，在自然情况下蜜露在虫体上凝聚

成半透明的蜜露球，稠而粘，这样虽然蜜露中糖分是蜡蚧轮

枝菌繁殖发育所需要的碳源，但是过高的糖含量对菌株产生

蛋白酶和几丁质酶有一定的抑制作用. 这一结果与在米曲霉

（Aspergillus oryzae）和大链壶菌（Lagrnidum giganteum）液

体培养中, 发现葡萄糖的浓度与胞外蛋白酶的产生成反比的

结果相似. 因此，蚧虫蜜露在一定的稀释浓度条件下更适宜

蜡蚧轮枝菌生长和提高蛋白酶与几丁质酶的活性，这为实际

应用提供了理论依据. 
沙里院褐球 蚧蜜露中除了可溶性糖以外，还存在17种

氨基酸. 这些氨基酸可以作为蜡蚧轮枝菌的氮源，研究表明

培养基中氨基酸的含量多少能调节蜡蚧轮枝菌蛋白酶和几

丁质酶的活性 [6~7]. 本研究在培养基中分别加入4种氨基酸，

发现加入 Me�能 诱导两 菌株 蛋白酶的产生，但 加入氨 基酸
Pro、Gly、Ala并不能增加其蛋白酶的产生. 这说明并不是所

有的氨基酸都对虫生真菌有促 进作用，其中有一些是关键

氨基酸，起到的作用就比较明显. CampoCampo et al.（2005）在蜱虫

（Boophilus microplus）的表皮培养基中加入氨基酸Ala，也发

现使白僵菌蛋白酶活性降低的现象，说明Ala可能抑制白僵

菌蛋白酶的分泌 [14]. Ariane（2008）也报道了在培养基中加入
Me�，白僵菌蛋白酶活性为0.258 U/µg, 但在培养基中加有其

他3种氨基酸时，培养中白僵菌蛋白酶的活性都低于前者 [9]. 
同时发现，氨基酸的浓度对调控菌株的蛋白酶活性具 有重

要作用，用Me�在3个浓度的试验中，当Me�在0.25%和0.50%
培养条件下，蛋白酶处于高活性，当浓度为增加为0.75%时，

蛋白酶活性反而将低，说明高浓度的Me�能抑制菌株蛋白酶

的分泌. 这一结果也为在生物防治中应用蜜露和氨基酸调控

蜡蚧轮枝菌的蛋白酶活性提供了参考依据. 但是，对于Me�是
如何调节蜡蚧轮枝菌蛋白酶活性，还有待进一步研究. 

本研究结果显示，在同样条件下，菌株No.V3.4505的蛋

白酶和几丁质酶活性比菌株No.V3.4504的活性高，其原因可

能是两个菌株分别来自不同的寄主昆虫，它们的遗传和营养

适应性有一定的差别，由此显示菌株No.V3.4505对沙里院褐

球蚧的蜜露适应性更好，这为实际应用病原真菌进行蚧虫生

物防治时重视菌株的筛选提供了参考依据. 
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