
应用与环境生物学报    2009，15 ( 2 ): 220~225
Chin J Appl Environ Biol=ISSN 1006-687X

2009-04-25
DOI: 10.3724/SP.J.1145.2009.00220

蚧虫在分类学上属于昆虫纲(Insecta)半翅目(Hemiptera)
蚧总科 (Coccoidea)，在全世界已记录20科约7 000余种，其

中我国有700余种. 蚧虫分布广，寄主多，是林木、果树和观

赏花卉的重要害虫，同时还危害牧草和农作物. 蚧虫的最大

特点是 虫体 具 有多种蜡腺，能分泌蜡质，在 虫体表面 形成

厚蜡壳 . 由于蜡壳的保 护，蚧虫 对外界不利条 件的干扰具

有很强的抵御能力，化学防治也很难奏效. 因此，开展以生

物防 治为主 要 手段的防 治 策 略 是实现可持 续控制的 重 要

途径. 生物防治包括应用天敌昆虫和病原微生物. 蚧虫在自

然界中的病原菌相对较少，目前记录 最重要的是 蜡蚧轮枝

菌Verticillium lecanii (Zimm.)，它是一种虫生真菌，属于半

知菌亚门(Deuteromycotina)丝孢纲(Hyphomycetes)丛梗孢目
(Moniliales)丛梗孢科(Moniliaceae)轮枝菌属(Verticillium). 该
菌最早由Nivter于1861年在锡兰发现寄生咖啡蜡蚧Lecanii 
coffeae，从 上世纪以来，已在世界 很多地方发现寄生蚧 科
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Abstract   Two strains No. V3.4504 and No. V3.4505 of the entomopathologenic fungus, Verticillium lecanii (Zimm.) were 
studied on the appearance of their infection to the scale insect, Rhodococcus sariuoni Borchsenius, and the process of inbreak 
and the role of their extracellular protease and chitinase. The results showed that after 2 days the scale insect was infected 
with spore suspension of the strain No. V3.4504, a few of hyphae appeared first on some parts  of body surface with thinner 
wax powder. On d 5, hyphae almost covered the whole body of the scale. Up to d 7, hyphae layer became thicker and the scale 
insect was dying. Meanwhile, on the micrograph of integument of the scale, hyphae were found in exocuticle, endocuticle and 
epidermis. It means that this entomopathologenic fungus had infected the insect successfully. The two strains of V. lecanii 
were cultivated for 8 d continuously on the culture medium prepared with cuticle material of the scale insect. It was found the 
protease activity of the strain No. V3.4504 increased continuously in the first 6 days and gave a maximum value (33.94 ±1.61) U/g, 
and  then decreased. Meanwhile, its chitinase activity maintained at a lower level at the earlier stage, then began to rise from d 5, 
at last the maximum value reached (7.28 ±1.36) U/g. A similar changing trend was found in the protease and chitinase activities 
in the strain No. V3.4505. It indicated that, the protease of the fungus played an important role in the early phase to decompose 
protein in the cuticle and made chitin exposure during V. lecanii infected the scale insect. With the decomposing of protease, 
the chitinase was induced plentifully and chitin in the cuticle was subsequently decomposed. Fig 3, Tab 2, Ref 22
Keywords  Verticillium lecanii (Zimm.); scale insect; Rhodococcus sariuoni Borchsenius; cuticle; protease; chitinase
CLC  S476.12 : S433.3

摘  要   研究了蜡蚧轮枝菌两个菌株No. V3.4504和No. V3.4505感染沙里院褐球蚧的外观症状、入侵体壁的过程及胞

外蛋白酶与几丁质酶的作用. 结果发现，用菌株No. V3.4504的孢子悬浮液感染蚧虫2 d后，在虫体表面蜡粉稀薄的位

置和柔软的虫体腹面出现了菌丝，5 d后菌丝覆盖虫体，7 d后菌丝层加厚，虫体开始死亡. 显微切片观察，在体壁的外

表皮、内表皮和真皮层都发现了菌丝，说明该菌已侵染成功. 以蚧虫的表皮为培养基对这两个菌株连续培养8 d，发

现菌株No. V3.4504的蛋白酶活性在前6天连续上升，最大值为(33.94 ± 1.61) U/g，然后降低；几丁质酶活性在前期维持

在一个较低水平，d 5开始增加，最大值为(7.28 ±1.36) U/g. 菌株No. V3.4505的蛋白酶和几丁质酶的活性变化趋势与No. 
V3.4504相似. 说明蛋白酶在菌丝侵染体壁的前期发挥了作用，降解表皮中的蛋白质，使几丁质暴露，诱导几丁质酶的

大量产生，从而分解几丁质. 图3 表2 参22
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(Coccidae)、盾蚧科(Diaspididae)、粉蚧科(Pseudococcidae)、
珠蚧科(Margarodidae)的30多种蚧虫[1, 2]. 但是，目前将蜡蚧轮

枝菌主要用于防治蚜虫、粉虱和螨类 [3~5]，而在蚧虫上的应用

却很少[6, 7]. 在我国蜡蚧轮枝菌用于蚧虫的防治试验只有殷凤

鸣等用该菌喷雾防治湿地松粉蚧Oracella acuta (Lobdell) [8]和

袁盛勇用孢子悬浮液感染吹绵蚧Icerya purchasi Maskell的报

道 [9]. 上述研究都还局限于病原菌的调查记录和简单的防治

试验，对于轮枝菌如何入侵蚧虫以及在入侵过程中该菌的蛋

白酶和几丁质酶等胞外酶的作用和变化规律还未见报道，而

这方面的研究对将蜡蚧轮枝菌成功应用于蚧虫的生物防治

十分重要. 
虫生真菌通过体壁侵染致死昆虫的过程包括机械作用

和酶的作用 [10, 11]. 当真菌在穿透昆虫体壁的过程中能够分泌

蛋白质酶、几丁质酶、脂酶、酯酶和淀粉酶等胞外酶 [12~14]，

其中蛋白酶对体壁的降解在影响侵入过程的因素当中被认

为是最主要的，因为蛋白质是构成昆虫表皮的主要成份. 胞
外蛋白酶能通过降解寄主表皮的蛋白质促进菌丝或孢子穿

透寄主表皮，从而实现入侵. 冯明光等发现球孢白僵菌胞外

蛋白酶与白僵菌对黑血蝗Melanoplus sanguinipes的毒力有

着密切相关性，胞 外蛋白酶与蝗虫死亡率的相关性可以达

到0.67，据此提出用蛋白酶作为菌种毒力初期筛选的指标 [15]. 
几丁质酶能特异地催化水解几丁质的β-1,4-糖苷键生成N-乙
酰-D-氨基葡萄糖(NAG)，直接参与几丁质的代谢过程，在虫

生真菌侵染昆虫的过程中发挥重要的作用 [16]. 几丁质酶通过

降解昆虫表皮几丁质，使虫生真菌成功入侵昆虫表皮，同时

降解的产物为真菌的生长提供营养. 
为了了解蜡蚧轮枝菌的蛋白酶和几丁质酶在该菌侵 染

蚧虫表皮过程中的作用，本文将蜡蚧轮枝菌两个菌株的孢子

悬浮液去感染苹果树的重要蚧虫沙里院褐球蚧Rhodococcus 
sariuoni Borchsenius (蚧总科Coccoidea，蚧科Coccidae)雌成

虫，观察虫体染菌后的外观症状，结合该蚧虫表皮的形态结

构和化学成分，以蚧虫表皮为培养基，对这两个菌株进行培

养，测定和比较了其蛋白酶和几丁质酶的活力变化，为揭示

蜡蚧轮枝菌侵染蚧虫过程中这两种酶的作用机制提供科学

依据. 

1  材料与方法
1.1  菌种与蚧虫

本试验采用的蜡蚧轮枝菌两个菌株，购买于中国科学

院微生物研究所菌种保藏中心，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 (Stal)]. 将两菌株在实验室以PDA为培养基

扩大培养备用. 
试验蚧虫为沙里院褐球蚧雌成虫，2007年4月采集于山

西省太原市南坪头村果园的苹果树上. 采集时用枝剪将带有

蚧虫的枝条剪下，带回实验室备用. 
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). 
蚧虫体壁石蜡切片制备试剂：0.9%生理盐水、戊二醛固

定液、石蜡、饿酸为天津市科密欧化学试剂公司产品；醋酸

异戊酯、乙醇、二甲苯为天津天新精细化工开发中心产品；

氨水、铁矾、苏木精溶液为北京化工厂产品；液体树胶为上

海华申试剂公司产品. 以上试剂均为分析纯. 
蚧虫体 壁石蜡 切片 制 备和 显 微 观 察 仪器：STAT820

石蜡切片机(Reichert Histo公司)：OLYMPUS体视显微镜，
OLYMPUS光学显微镜型号BX51. 　
1.3  菌种分生孢子悬浮液的制备  

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

长，后4天光照交替培养(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，并将其配置成孢子浓度

为5×107 mL-1的悬浮液备用. 
1.4  蚧虫染菌与症状观察

将采集的新鲜沙里院褐球蚧，连同枝条(10 cm长)在孢子

浓度为5×107 mL-1的悬浮液中浸2 s，用镊子将其放入培养皿
(12 cm×2 cm)中，置于培养室(25 ℃，RH 70%)培养，逐日观察

和记录. 用Olympus体视显微镜观察并拍照. 
1.5  蚧虫体壁的石蜡切片制备与观察

分别取采集的新鲜蚧虫虫体和染菌后培养的罹病虫体

浸泡于5%的戊二醛固定液中固定48 h，用固定好的虫体制

备石蜡切片，切片方法参照段续川改订海登汉的铁矾苏木精

法 [17]；用OLYMPUS光学显微镜观察正常虫体和罹病虫体的

体壁构造. 
1.6  蚧虫表皮作为菌种培养基的预处理

将沙里院褐球蚧从苹果树枝条上用镊子剥下置于小烧

杯中，用自来水反复冲洗，除去杂质. 清除虫体内脏，保留体

壁. 将体壁浸泡在氯仿中，反复震荡，使其表面的蜡粉完全溶

解. 再用酒精将氯仿洗去，用自来水反复冲洗，除去酒精. 将
得到的表皮置于烘箱中，100 ℃烘干. 将烘干的体壁研磨成粉

末，过筛(40目)备用.  
1.7  菌种在蚧虫表皮培养基上的培养和酶液的制备

菌种培养：准确称取上述备用的蚧虫表皮粉末0.2 g置

于每个培养皿(5 cm×1 cm )中，用蒸馏水湿润作为培养基，灭

菌. 灭菌后每个培养皿内接种1 mL孢子浓度为5×107 mL-1的菌

悬液，置于培养室(25 ℃，RH 70%)连续培养8 d. 
酶液制备：将上述各培养皿中培养好的蜡蚧轮枝菌分别

溶于5 mL磷酸缓冲液(pH＝7)中，离心(8 500 g，4 ℃，20 min)
后，取上清液即为酶液，于－20 ℃保存，为测定蛋白酶和几丁

质酶活性备用. 



222 15 卷应 用 与 环 境 生 物 学 报      Chin J Appl Environ Biol

1.8  蛋白酶和几丁质酶的活性测定
蛋白酶活性测定：胞 外蛋白酶的活性分析以酪 蛋白为

底物，用Tris-HCl缓冲液(0.05 mol/L，pH 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，于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3 mL 0.4 mol/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. 
几丁质酶活的测定：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. 

2  结果与分析
2.1  蜡蚧轮枝菌感染沙里院褐球蚧的外观症状

沙里院褐球蚧1 a发生1代，以2龄若虫越冬，越冬若虫多

固着在1~2 a生枝上、芽鳞旁、树皮皱褶裂缝等部位. 越冬后

雌性若虫发育为3龄，然后很快进入雌成虫阶段，虫体迅速

膨大成卵圆形，红褐色，表面分泌一层薄蜡粉. 用蜡蚧轮枝

菌(菌株编号：No. V3.4504)的菌悬液(孢子浓度为5×107 mL-1)
感染沙里院褐球蚧，染菌1 d后，虫体表面没有出现菌丝. 染菌
2 d后，在虫体表面蜡粉稀薄的位置出现了菌丝(图1-A)，并发

现虫体腹面贴于树皮，湿度比背面的大，菌丝在体缘和腹面

比背面的多，虫体腹面表皮薄而柔软，也使菌丝容易侵染. 染
菌5 d后，可以看到蚧虫表面菌丝大量生长且交织在一起(图
1-B)，表皮开始出现褶皱，虫体收缩变小. 染菌7 d后，菌丝层

加厚，虫体表皮萎缩，开始死亡(图1-C). 
2.2  沙里院褐球蚧表皮结构及菌丝的入侵过程

用蜡蚧轮枝菌(菌株编号：No. V3.4504)的孢子悬液感染

沙里院褐球蚧后，观察发现，附着在体壁的分生孢子萌发形

成菌丝，当菌丝遇到体壁时形成侵入体壁的特 化器——附

图1 蜡蚧轮枝菌侵染后沙里院褐球蚧雌成虫的症状
Fig. 1  Symptom of R. sariuoni adult female infected by V. lecanii

A：感染后2 d虫体表面局部出现菌丝；B：感染后5 d虫体表面生长大量菌丝；C：感染后7 d虫体表面布满菌丝，表皮萎缩
A: Showing the hyphae appearing on a small part of surface of  scale insect after infected for 2 d; B: Mass hyphae covering the most part of surface of scale 
insect infected after 5 d. C: A thick layer of hyphae covering the whole surface of scale insect and its cuticle shrunk infected after 7 d

图2 沙里院褐球蚧雌成虫体壁的显微结构

Fig. 2 Micrograph of integument R. sariuoni adult female
A：未受蜡蚧轮枝菌侵染的体壁结构(比例尺50 µm)，显示表皮分层清晰，结构完整；B：受蜡蚧轮枝菌侵染的体壁结构(比例尺50 µm)，显示表皮外的菌丝堆积

(菌丝-1)，菌丝进入表皮层(菌丝-2)，深入真皮层(菌丝-3)，表皮受损，分层模糊

A: The integument uninfected by V. lecanii showing that cuticle configuration was clear and intact (Bar: 50 µm). B: The integument infected by V. lecanii 
showing that mass hyphae adhibited closely to cuticle (hypha-1), hyphae got into cuticle layer (hypha-2) and then invaded into epidermis (hypha-3). The cuticle 
was destroyed by the fungus and the layers got illegibility (Bar: 50 µm)
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着胞，在附着胞的先端适当位置会产生锥形侵染钉或侵染菌

丝，有利于对蚧虫体壁的穿透 . 当侵染钉穿透虫体表面蜡层

接触到体壁时，首先遇到蚧虫的表皮. 沙里院褐球蚧表皮的

结构从外向内依次由上表皮(Epicuticle)、外表皮(Exocuticle)
和内表皮(Endocuticle) 3层组成(图2-A). 上表皮很薄，厚度仅2 
µm (0.5~3 µm)，构成它的化学物质主要是疏水性的脂肪和碳
水化合物. 外表皮和内表皮很厚，厚度17.0 µm (15~18.7 µm)，
主要由蛋白质和几丁质组成. 附着胞分泌一系列降解表皮成

分的蛋白酶和几丁质酶等胞外酶，这些酶能分解表皮的蛋白

质和几丁质，造成体壁破坏，使菌丝成功入侵. 显微镜下对受

感染蚧虫体壁组织石蜡切片(图2-B)后观察发现，体壁表面覆

盖厚菌丝层(菌丝-1)，这些菌丝向表皮入侵，在表皮层多处

位置可以看到菌丝(菌丝-2)，穿过表皮层后，菌丝进入体壁的

细胞层即真皮层(菌丝-3)，由于菌丝的入侵导致表皮层受损，

使原来表皮清晰的分层变得模糊不清. 在菌丝入侵体壁过程

中，它们依靠分泌蛋白酶和几丁质酶，破坏体壁，才使其成功

穿透体壁.
2.3  蜡蚧轮枝菌侵染蚧虫体壁过程中蛋白酶和几丁

质酶活性的变化趋势
以沙里院褐球 蚧的表皮为培养基，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

活性. 结果发现，菌株No. V3.4504的蛋白酶活性远大于几丁

质酶活性(图3-A)，蛋白酶在前6天一直呈现快速增长趋势，而

几丁质酶则维持在一个较低的水平. d 6，蛋白酶活性达到最

大值(33.946 U/g)时，是当天几丁质酶活性的16倍. 6 d过后，蛋

白酶活性降低，而几丁质酶活性从d 6开始却迅速增加，d 7其

酶活性达到6.392 U/g，是d 5的3.5倍；菌株No. V3.4505的蛋白

酶活性和几丁质酶活性变化趋势与前一菌株的相似(图3-B)，
但蛋白酶活性高峰期出现在d 4，是当天几丁质酶活性的5.5
倍.  其几丁质酶活也在d 6呈现增长趋势，d 8几丁质酶活性达

到8.655 U/g，是d 5的2.9倍. 
2.4  蜡蚧轮枝菌两菌株胞外蛋白酶的活性比较

以沙里院褐球蚧的表皮为培养基培养蜡蚧轮枝菌两个

菌株，测定比较其胞外蛋白酶的活性变化. 从表1可以看出，

菌株No. V3.4504蛋白酶活性在d 1为15.255 U/g，其后d 2~6酶

活性增长率分别是d 1的22.8%~122.5%，呈现逐日上升趋势，

增长的差异达显著水平. 在d 6蛋白酶的活性达到最大值，即
33.946 U/g，d 7出现明显下降趋势，d 8降低至20.451 U/g. 

菌株No. V3.4505蛋白酶的活性在前4天都呈现显著增长

趋势，与d 1比较，d 2增长了62.0%，到d 4蛋白酶活性达到最大

值，为15.322 U/g，是d 1的141.9%. 此后出现降低，d 5蛋白酶活

性为8.701 U/g，比前1天降低了43.2%，降低幅度差异达极显

著水平. 此后3 d呈现缓慢降低趋势，到d 8蛋白酶活性为8.063 
U/g. 

比较两个菌株蛋白酶活性的变化趋势，可以看出，菌株
No. V3.4504蛋白酶的活性显著大于No. V3.4505蛋白酶的活

性，当菌株No. V3.4505的蛋白酶活性在d 4达到最大值时，

菌株No. V3.4504的蛋白酶活性还处于增长趋势，直到d 6才

达到最大值. 菌株No. V3.4504胞外蛋白酶的最大活性是No. 

图3  蜡蚧轮枝菌No. V3.4504 (A)和No. V3.4505 (B)的蛋白酶活性与几丁

质酶活性比较

Fig. 3  Comparison of protease and chitinase activities of strains 
No. V3.4504 (A) and No. V3.4505 (B) of V. lecanii

表1  蜡蚧轮枝菌两菌株在培养过程中蛋白酶活性的变化 
Table 1   Protease activities of the two strains of V. lecanii during their cultivation 

培养时间
Cultivation time

(t/d)

菌株 Strain

No. V3.4504 No. V3.4505
蛋白酶活性 

Protease activity 
(λ/U g-1)

增长率
Increase rate

差异显著性
Significant difference

(P=T0.05)

蛋白酶活性
Protease activity

(λ/U g-1)

增长率
Increase rate

差异显著性
Significant difference

(P=T0.05)
1 15.255 ±0.921 － a 6.333 ± 0.912 － a
2 18.734 ±0.557 22.8% b 10.258±0.374 62.0% b
3 23.336 ±0.233 53.0% c 13.623±0.832 115.1% c
4 23.870 ±0.160 56.5% c 15.322±1.061 141.9% c
5 28.081 ±0.775 80.4% d 8.701 ±1.218 37.4% ab
6 33.946 ±1.612 122.5% e 9.550 ±0.914 50.8% b
7 25.372 ±1.424 66.3% c 8.959 ±1.293 41.5% b
8 20.451 ±0.873 34.1% b 8.063 ±0.755 27.3% ab

表中蛋白酶活性数据是3次独立实验(各2个重复)结果的平均值(Mean ±SE)，下同
The data of protease activity in the table are the means of three independent experiments (two replicates). The same below
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V3.4505胞外蛋白酶最大活性的2倍. 
2.5  蜡蚧轮枝菌两菌株几丁质酶的活性比较

在比较两菌株蛋白酶活性的同时，我们还测定比较了其

胞外几丁质酶的活性变化. 结果(表2)显示，菌株No. V3.4504
的几丁质酶活性从d 1的0.896 U/g上升到d 8的7.286 U/g，其中

前4天酶活性增长幅度较小，差异不显著. d 5和d 6出现明显

增长，由d 1的0.896 U/g上升为3.330 U/g和3.478U/g. d 6后酶活

性出现急剧增加，d 7和d 8几丁质酶活性上升为6.392 U/g和
7.286U/g，与d 6的酶活性相比，增长幅度达极显著差异水平. 
菌株No. V3.4505的几丁质酶活性在d 1为2.564 U/g，在d 2出现

增长，并持续低增长到d 4. d 5和d 6出现较明显的增加趋势，

使酶活增加为3.450 U/g，比d 1增长了34.5%. d 7和d 8酶活力分

别为7.940 U/g和8.655 U/g，与d 6之间具有显著差异.

3  讨 论
微生物如病毒、细菌和原生动物侵染咀嚼式口器昆虫

一般主要通过昆虫取食过程经口腔进入肠道，发挥致病作

用. 但蚧虫是刺吸式口器昆虫，它们以口器刺入植物组织吸

取汁液的方式取食，这种取食方式使病原微生物不能从口器

进入. 而虫生真菌则可以通过孢子产生菌丝而直接穿透体壁

进行感染，在蚧虫防治方面显示优势. 
虫生真菌在侵染昆虫表皮的过程中，分生孢子在寄主体

壁萌发形成菌丝. 用蜡蚧轮枝菌的孢子悬浮液感染沙里院褐

球蚧，染菌2 d后在虫体表面蜡粉稀薄的位置出现了菌丝，蜡

粉多的部位没有菌丝，主要是因为蚧虫蜡的主要成分是长碳

链化合物，包括直链和带支链或环状的脂肪醇、脂肪酸、醛、

酮类或由它们组成的酯类化合物[18]，对孢子的萌发具有抑制

作用. 
研究已经发现，当菌丝遇到昆虫表皮便特化成附着胞，

附着胞可分泌粘液，其主要成分为糖蛋白和Ｎ-乙酰半乳糖

多糖，这些粘液可使菌丝和附着胞本身附着于寄主昆虫表

面，并保护菌丝在穿透过程中不至于过度依赖自由水 . 附着

胞在虫体表面寻找恰当的入侵位点，再在入侵位点长出侵染

钉. 附着胞还分泌一系列降解寄主体壁成分的胞外蛋白酶和

几丁质酶等. Goette等认为，胞外酶由寄主表皮面上的附着胞

和表皮内的侵染菌丝共同分泌 [19]，St.Leger等报道胞外酶的

产量与附着胞形成率一致 [20]，均证明了附着胞与胞外酶密切

相关 . 这些胞外蛋白酶和几丁质酶分解蛋白质和几丁质，为

虫生真菌提供C源和N源. 我们以蚧虫表皮为培养基培养蜡

蚧轮枝菌时，两菌株的蛋白酶在培养前期都呈现增长趋势，

分别在d 4和d 6达到最大值，此后开始下降. 与此对应的是几

丁质酶活性在前4天都维持在相对低的水平，d 5和d 6出现增

长，d 7和d 8增加幅度很大. 对两个菌株胞外蛋白酶和几丁质

酶酶活变化趋势的比较分析表明，两个菌株在入侵沙里院褐

球蚧表皮过程中，蛋白酶和几丁质酶的作用顺序是相同的，

首先由蛋白酶在 前期发挥主要 作用，降 解了表皮中的蛋白

质，使表皮中的几丁质暴露，从而诱导了几丁质酶的大量产

生(几丁质酶是一种诱导酶)，然后由几丁质酶将内表皮层的

几丁质分解，帮助菌丝成功侵入体壁的细胞层，最后进入体

腔. St. Leger在研究绿僵菌对烟草天蛾(Manduca sexta)的侵染

过程中发现，蛋白酶总是在侵染的早期产生，而几丁质酶的

大量产生和活性总是发生在穿透过程的后期，而在初期作用

甚微 [21]，我们的研究结果与其相似. 
蛋白酶和几丁质酶活性变化趋势反映出其作用与蚧虫

表皮结构有关. 蚧虫表皮主要由上表皮、外表皮和内表皮组

成，上表皮主要由疏水性的脂肪和碳水化合物组成，外表皮

和内表皮由蛋白质和几丁质组成，几丁质和蛋白质之间共价

结合以糖蛋白的形式存在，几丁质就是这种糖蛋白的一个辅

基. 该复合体有一个15~30条几丁质链组成微丝核心，蛋白质

以螺旋方式包围微丝成鞘，组成一个六角形的亚单位. 蜡蚧

轮枝菌入侵蚧虫表皮的前期，由于表皮蛋白质嵌合在几丁质

纤维中, 在几丁质酶降解几丁质纤维之前必须先由蛋白酶起

作用. 随着表皮蛋白质的降解, 几丁质纤维被暴露出来, 从而

诱导了几丁质酶的产生. Barreto在研究绿僵菌几丁质酶提纯

时发现，几丁质酶的活性也受GlcNAc的双重调节，GlcNAc是

几丁质酶分 解几丁质的产物，也是昆虫表皮主成分之一，作

为几丁质前体而存在，约占昆虫表皮的25%~40%，当GlcNAc
的含量低时能 诱导几丁质酶的活性，含量高时则能抑制几

丁质酶的活性 [22]. 我们的研究发现，在用沙里院褐球蚧的表

皮作为培养基培养蜡蚧轮值菌8 d的过程中，随着表皮蛋白

质的降解, 几丁质纤维被暴露出来，几丁质酶受到几丁质和
lcNAc的共同诱导，在穿透表皮后期发挥重要作用.  

比较两个菌株蛋白酶活性的变化趋势，发现No. V3.4504
对蚧虫体壁的蛋白质分解力更强. 根据蛋白酶活性作为虫生

表2  蜡蚧轮枝菌两菌株在培养过程中几丁质酶活性的变化
Table 2  Chitinase activities of the two strains of V. lecanii during their cultivation 

培养时间
Cultivation time 

(t/d)

菌株 Strain 
No. V3.4504 No. V3.4505

几丁质酶活性
Chitinase activity

(λ/U g-1)

增长率
Increase rate

差异显著性
Significant 
difference
(P=T0.05)

几丁质酶活性
Chitinase activity

(λ/U g-1)

增长率
Increase rate

差异显著性
Significant  

difference (P=T0.05)

1 0.896± 0.189 —— a 2.564 ±0.555 —— a
2 1.467 ±0.152 63.7% a 2.804 ±0.941 9.3% a
3 1.481± 0.271 65.3% a 2.871 ±0.186 11.9% a
4 1.447± 0.069 61.5% a 2.884 ±0.202 12.5% a
5 3.330 ±0.422 271.6% b 3.119 ±0.171 21.6% a
6 3.478± 0.768 288.1% b 3.450 ±0.512 34.5% a
7 6.392 ±0.908 613.4% c 7.944 ±0.531 211.8% b
8 7.286 ±1.366 713.2 % c 8.655±1.186 237.6% b
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真菌的毒力指标来看，菌株No. V3.4504对沙里院褐球蚧具有

更高的毒性. 比较两个菌株几丁质酶的活性数据，可以看出

它们有相似的变化趋势，但是菌株No. V3.4505的几丁质酶活

性比菌株No. V3.4504的大，特别在前6天，前者的绝对值都高

于后者. 但从两菌株的增长率来看，No. V3.4504的增长率比

菌株No. V3.4505的要大得多，说明菌株No. V3.4504的胞外几

丁质酶更容易受几丁质的诱导. 
本研究对蜡蚧轮枝菌侵染沙里院褐球蚧过程中蛋白酶

和几丁质酶的作用机制做了初步分析，发现不同菌株之间两

种酶活性的大小和变化是有差别的，因此，评价不同菌株的

特性对筛选优势菌株用于蚧虫生物防治是十分必要的. 
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