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345 松墨天牛是松材线虫病的主要媒介昆虫，本文对分离自松墨天牛的 ,株金龟子绿僵菌，以及从光肩星天牛、大蜡螟、伊
藤厚丝角叶蜂和土蝽上分离的各 0个菌株，共 0(个菌株的产孢情况、孢子萌发率进行研究；在此基础上选出金龟子绿僵菌
0’-0、06*-和 ’(*-三个菌株及球孢白僵菌 N4’,6菌株，采用成虫跗节接种法和幼虫浸渍法进行室内松墨天牛及大蜡螟的毒力
测定比较。结果表明，供试绿僵菌菌株对松墨天牛幼虫在接种 0)天后的感染僵虫率为 .,M-O P -6M0O（0 Q 0(. 孢子R$S）；成
虫在接种 ’(天后的僵虫率亦达 ).M-O P .)M(O（,M) Q 0() P 6M* Q 0(, 孢子R成虫）；’(*-菌株表现尤其突出；对应的球孢白僵菌
N4’,6对幼虫和成虫的僵虫率分别是 -,M6O（0 Q 0(. 孢子R$S）和 ))O（-M. Q 0() 孢子R成虫）。但这 6个金龟子绿僵菌菌株对大
蜡螟的毒力较低，存在较明显的寄主专化性。这 6个菌株今后在防治松墨天牛方面具有较大开发应用价值。
6785 松墨天牛；金龟子绿僵菌；菌株筛选；产孢量；发芽率；致病力
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松墨天牛 -’&’".$(/0 $)#12&$#/0 U?A"是松材线
虫 3/20$4.1)1&"./0 56)’4.+)/0 病的主要媒介昆虫，也
是松林的重要害虫（杨宝君等，’((6）。防治松墨天

牛，切断松材线虫病的侵染循环是松材线虫病综合

治理中的主要方法，而利用天敌微生物防治又是其
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有效手段之一。调查表明，松墨天牛的病原真菌有



球孢白僵菌 !"#$%"&’# (#))’#*#、卵孢白僵菌 ! !
(&+*,*’#&-’’，金龟子绿僵菌 ."-#&/’0’$1 #*’)+23’#"、轮
枝孢 4"&-’5’33’$1 "##!、拟青霉 6#"5’3+175") "##!、头孢
霉 8"2/#3+)2+&’$1 "##!、青霉 6"*’5’33’$1 "##!、镰孢
9$)#&’$1 "##!、枝顶孢霉 :5&"1+*’$1 "##!、木霉菌
;&’5/+<"&1# "##等（$%&%’()( %*+ ,-(.%/0，1234；周性
恒等，1225；来燕学等，6447）。
绿僵菌和白僵菌是当今世界应用于防治农林害

虫最为广泛的两类病原真菌（蒲蜇龙和李增智，

1225；89*%:+ %*+ ;%<.9*+，644=）。前人在利用白僵
菌防治松墨天牛方面取得较多进展（>?-( "- #3 !，
1236；孙继美等，122@；徐福元等，6444；张立钦等，
6444；何学友等，6447；,-(.%/0，644=%），但利用绿
僵菌防治松墨天牛的研究报道甚少（王四宝等，

644=）。与白僵菌相比，绿僵菌菌株具有较强的耐高
温和耐旱特性（江英成，6444；宋漳等，6447）。为
了开发松墨天牛新的天敌微生物资源，作者在对 14
株分离自松墨天牛、光 肩 星 天 牛 :*+23+2/+&#

,3#(&’2"**’)、大蜡螟 =#33"&’# 1"33+*"33#、伊藤厚丝角叶
蜂 6#5/7*"1#-$) ’-+’ 和一种土蝽（A<+*(+%B）的金龟子
绿僵菌的产孢量、发芽率研究的基础上，测定其对松

墨天牛的致病性，以期筛选出优良菌株，为生产应用

提供科学依据。
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14株供试金龟子绿僵菌和对照球孢白僵菌 CD

6E7由日本森林综合研究所昆虫病理实验室提供，
其寄主种类和来源见表 1。实验前将各菌株转入
,8FG液体培养基中 65 H 1I振荡培养 @6 -，再转入
,8FG平板上培养。
!"# *+,
试验采用 ,8FG培养基。蛋白胨 14 ’，酵母粉

14 ’，葡萄糖 64 ’，琼脂 15 ’，蒸馏水 1 444 .J。灭菌
后每 144 .J加青霉素 1万单位，链霉素 14 .’。
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菌株号

,&)%(* *9!
寄主

K9"&"
采集地

LB9’)%#-(? 9)(’(*"
分离日期

M"9:%&(9* &(.B

@25 松墨天牛幼虫

. ! #3-"&*#-$) :%)N%
日本北海道虻天郡喜茂别町

$(.9OB&0，FO0&%，K9PP%(+9，Q%#%*
1224R1

@2@ 松墨天牛幼虫

. ! #3-"&*#-$) :%)N%
日本森林综合研究所

CCS;M 9T Q%#%*
1232R16

@23 松墨天牛幼虫
. ! #3-"&*#-$) :%)N%

日本森林综合研究所
CCS;M 9T Q%#%*

1232R16

1134 光肩星天牛幼虫

:*+23+2/+&# ,3#(&’2"**’) :%)N%
中国宁夏三营

,%*<(*’，U(*’V(%，A-(*%
6444R2

1621 松墨天牛幼虫
. ! #3-"&*#-$) :%)N%

中国台北市阳明山
G%*’.(*’ .90*&%(*，W%(OB(，A-(*%

122ER16

17=2 松墨天牛成虫

. ! #3-"&*#-$) %+0:&
日本森林综合研究所

CCS;M 9T Q%#%*
122@R14

156= 伊藤厚丝角叶蜂预蛹

6#5/7*"1#-$) ’-+’ #)B#0#%
日本岩手县

MX%&B，Q%#%*
1222R16

1@@5 松墨天牛成虫

. ! #3-"&*#-$) %+0:&
日本森林综合研究所

CCS;M 9T Q%#%*
6446R5

64=2 一种土蝽成虫

A<+*(+ O0’ %+0:&
日本冲绳县那霸市

U%-%，>P(*%X%，Q%#%*
6447R16

6115 大蜡螟

=#33"&’# 1"33+*"33# :%)N%
日本冲绳县国头郡国头村

$0*(’%.(，$0*(’%.(，>P(*%X%，Q%#%*
644=R@

CD6E7 松墨天牛幼虫

. ! #3-"&*#-$) :%)N%
日本熊本县

$0.%.9&9，Q%#%*
1234R2

除 CD6E7为球孢白僵菌，其余菌株均为金龟子绿僵菌。F:: &-B "&)%(*" %)B . ! #*’)+23’#" BV?B#& &-%& CD6E7 (" ! ! (#))’#*# !

!"7 /0()
供试松墨天牛成虫为室外养虫笼饲养羽化的成

虫，幼虫为解剖松树枯死木获得的 7 Y = 龄健康幼
虫。大蜡螟为养虫室饲养的 6 Y 7龄健康幼虫。

!"8 12345
以每培养皿 ER4 Z 14=、ER4 Z 14E 和 ER4 Z 143 个

孢子的菌悬液接种，培养条件为 65 H 1I，74[日光
灯。待培养 15天充分产孢后，用定量的 744 ##.吐
温 34无菌水，小心仔细洗下平板培养基上的孢子于

E@2 昆虫学报 :5-# >*-+1+3+,’5# ?’*’5# =3卷



三角瓶中，振荡 ! "#$后在超声波洗净器中震动 %&
’ () *，使孢子充分分散。血球计数板测定孢子浓
度并换算成每平方厘米的产孢量。各处理测定 !个
培养皿，每皿计数 (次。
!"# !"#$%
在培养 + 天、%& 天的平板上沾取少量孢子于

,-./平板上，用灭菌的三角形玻棒在平板上涂抹
均匀，(& 0 %1培养 (2 3后，显微镜目镜方格测微尺
下计数孢子发芽率。各处理 !次重复，每皿按三角
形 !点取样，每点计数孢子总数 ())个以上。
!"$ &’($%
!"$"! 供试菌株对松墨天牛成虫致病力的测定：
参照 ,3#"456（())27）跗节接种法加以改进。用镊子
轻夹住虫体，六足悬空，仅让跗节接触孢子粉，然后

放入有松枝的养虫盒中任其自由活动 ! "#$ 后，移
入有 %年生新鲜松枝的养虫盒中分别单头饲养，养
虫室条件为 (& 0 %1，相对湿度 8)9 0 %)9，光周期
%):;%2-。!天更换一次松枝，每天观察记载发病情
况，虫死后保湿培养观察菌丝生长及产孢情况，并挑

片在显微镜下观察是否为绿僵菌感染致死，统计死

亡率及感染僵虫率。对照接种热杀死的纯孢子粉。

!"$"% 松墨天牛成虫接种量测定：从接种后的成
虫腿节中部剪下六足，分别放入盛有 % ": 8&9乙醇
的试管中，再加入 2 ":的 !)) <<"吐温=>)，充分振
荡洗下跗节上的孢子并使其分散，血球计数板测定

孢子浓度（!次重复），并换算成每头成虫的接种量。
每处理测定 &头成虫。
!"$"& 供试菌株对松墨天牛和大蜡螟幼虫致病力
测定：用 !)) <<"的吐温=>)无菌水，配制成不同浓

度的菌悬液。浸渍法接种后将松墨天牛幼虫放入装

有适量松木屑的试管中饲养，每试管一头虫；蜡螟幼

虫（多为 !龄）放入有蜂蜡做饲料的透明塑料盒中饲
养。死虫在培养皿中保湿培养观察菌丝生长及产孢

情况，统计死亡率及感染僵虫率。(2 3内死亡的试
虫不计算死亡率。对照用 !)) <<"吐温=>) 无菌水
处理。每处理测 !)头左右幼虫。
!"’ )*+,
数据应用 -?,数据处理系统进行统计分析（唐

启义和冯明光，())(）。

% -./01

%"! 23456789:;<6
产孢量是衡量一个优良菌株的主要指标。%)

个菌株产孢量结果见图 %。虽然孢子的接种量相差
%)( ’ %)2 倍，但同一菌株产孢量都相差不多，且产孢
量大的 8@&、8@>、%(@%、%!2@、%88& 都超过 %)> 孢子A
B"(。而 8@8、%&(2、()2@、(%%& 都较低。方差分析表
明，不同菌株间产孢量差异显著（!（@，%>）C 8D+>@，
" E )D))%），而同一菌株不同接种量间差异不显著
（!（(，%>）C )D!%%)，" C )D8!+2）。-6$B4$新复极差
法进行多重比较表明，%(@%、8@>、8@&、%88& 和 %!2@
菌株产孢量与 8@8、(%%&、%&(2菌株达极显著差异。
接种量对于微生物培养是一个重要的参数，如

接种量过大，细胞容易老化；接种量过低，则微生物

生长缓慢，容易被其他微生物污染。因此，在菌剂大

量生产时，适当的接种量可以提高生产效率。

图 % 不同接种量的产孢量
F#GH % I3J JKKJBL MK #$MB6N6" 4"M6$L M$ L3J *<MOJ P#JNQ*

图中数据为平均值 0标准差，下同。柱上方不同大写字母表示不同菌株的平均产孢量
间经 -6$B4$新复极差检验差异极显著（" E )D)%），小写字母表示差异显著（" E )D)&）。
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88@+期 何学友等：感染松墨天牛的金龟子绿僵菌菌株的初步筛选



!"! !"#$%
不同菌株孢子发芽率见图 !。在培养 "天后各

菌株发芽率均接近 #$$%。至第 #& 天，#!’#、#()’、
#&!)、#**&和 !$)’等 &个菌株发芽率仍达到 ’(%以
上，与第 "天差异不显著。其余 &个菌株孢子失活

较快，差异显著；尤其是 *’* 菌株，发芽率降至
&&+!%。在相同环境条件下，#&天后不同菌株发芽
率差异很大，说明孢子的发芽率与菌株本身的抗逆

性有关。

图 ! 菌株培养不同天数后孢子发芽率
,-./ ! 01234 .435-678-26 3784 79843 :;<8;3-6. 923 =-9943468 8-54
柱顶部字母相同表示同一菌株内差异不显著（ !>检验，" ? $+$&）

0754 <48843 @A2B@ 62 @-.6-9-:768 =-994346:4 B-8A-6 8A4 @754 @837-6（ !>84@8，" ? $+$&）/

!"# &’()*
综合考虑菌株产孢量、发芽率，选出 #!’#、#()’、

!$)’共 (个菌株，测定其对松墨天牛、大蜡螟的致
病力，并与球孢白僵菌 ,>!"(菌株进行比较。
!"#"$ 对松墨天牛成虫致病力：(个绿僵菌菌株在
接种量 "+& C #$& D (+) C #$" 孢子E成虫时，致病力结
果见表 !。第 *天成虫开始死亡，第 ! D &天开始产
生绿色孢子，* 天内结成团粒状的孢子稀疏覆盖虫

体表面，以节间处居多。尤其是 !$)’ 菌株，在接种
后 !$ 天校正死亡率达 ’)+)%，感染僵虫率为
*&+$%。白僵菌接种量与绿僵菌接种量基本相当，
但接种后 !$ 天校正死亡率只有 "#+#%，僵虫率为
&&%。绿僵菌在致死速度上略快于白僵菌，而僵虫
率要比白僵菌平均高出 ’+(%，说明供试菌株对松
墨天牛成虫具有较强的致病力。

+ ! %,-./01234567(
&’()* ! &+* ,-./)*01* 23 % 45.’-04 52 ! 6 "#$%&’"$() ’7/)54

菌株号

0837-6 62/

试虫数（头）

F;5G43 29 -6@4:8@
84@84=

接种量（活孢子E成虫）
H52;68 29 -62:;<;5
（:26-=-7E-6=-I-=;7<）

最短死亡天数

0A2384@8 8-54
923 =478A（=）

接种后 !$天
!$ =7J@ 79843 -62:;<78-26

死亡率

K2387<-8J
（%）

校正死亡率

H=L;@84=
52387<-8J（%）

感染僵虫率

M7=7I43
3784（%）

MN !$ $ ’ #$+$ O $

#!’# !$ ’+) C #$& P #+’’ C #$& Q Q$+$ **+Q "$+$

#()’ #’ "+& C #$& P (+&( C #$) Q Q)+! Q!+) &*+’

!$)’ !$ (+) C #$" P (+!) C #$& * ’&+$ ’)+) *&+$

,>!"( !$ ’+* C #$& P #+*& C #$& ’ "&+$ "#+# &&+$

!"#"! 对松墨天牛幼虫的致病力：试验结果见表
(，( 个绿僵菌菌株对幼虫的僵虫率在 *"+’% D
’(+#%之间，RS&$为 *天左右。绿僵菌致死速度略快
于白僵菌，但僵虫率比白僵菌低。

!"#"# 对大蜡螟幼虫的致病力：结果见表 )。在接

种浓度为 #$* 孢子E5R 时，导致大蜡螟死亡率最高
的 #!’#菌株也只有 )$%，僵虫率仅 ((+(%；而同样
浓度的球孢白僵菌菌株，接种 #&天后大蜡螟幼虫全
部死亡，且僵虫率达 #$$%。说明供试的 (个绿僵菌
菌株对蜡螟的致病力均较低。
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菌株号

!"#$%& &’(
试虫数

)*+"*, -$#.$*
死虫数

/%*, -$#.$*

校正死亡率

0,12+"*, 3’#"$-%"4
（5）

感染僵虫率

6$,$.*# #$"*
（5）

毒力回归方程

)’7%8%"4 #*9#*++%.*
*:2$"%’&

致死中时

;)<=（,）

6> ?= @ A = A A
@?B@ ?C ?? DEFD GCFB ! H ?FBD?D I ?FJE==" CFGC K @F?<
@EJB E= ?E G<F< GCFG ! H EFG=DJ I @FCCD=" <FB< K @FEG
?=JB ?B ?G B?FG BEF@ ! H ?FD=DE I ?FD@B@" <FBB K @F?E
LM?CE ?G ?C BCF@ BCFE ! H ?F<@?G I EF@C?B" CF@? K @F?@

接种浓度为 @ N @=G 孢子O3;。P&’82-$"%&9 8’&8*&"#$"%’& Q$+ @ N @=G O3;(

! 2 "#$%&9:;+,<-./
$%&’( 2 $)( *+,-’(./( 01 2 34,%+.3 40 * 5 +%##,’%##" ’%,*%(

菌株号

!"#$%& &’(

接种浓度

P&’82-$"%&9 8’&8*&"#$"%’&
（8’&%,%$O3;）

接种虫数（头）

R23S*# ’T %&+*8"+ %&’82-$"*,

接种后 @<天
@< ,$4+ $T"*# %&’82-$"%’&

死亡率

U’#"$-%"4（5）
感染僵虫率

6$,$.*# #$"*（5）

6> E== VV3 )Q**&MD= E= = =
@?B@ @=< E= @EFE EFE

@=C E= @CFG @EFE
@=G E= J=F= EEFE

@EJB @=< E@ ?BF? BFG
@=C E= @?FB BFG
@=G E= ?<FD @BFJ

?=JB @=< E@ @?FB CF<
@=C E@ @=F= CFG
@=G E@ @CFG @CFG

LM?CE @=< E= ?EFE ?=F=
@=C E= J=F= J=F=
@=G E= @== @==

! =>

松墨天牛成虫在补充营养期间将携带的松材线

虫传播到健康的松树，并导致其迅速枯萎死亡。线

虫脱出的最高峰在成虫羽化后 ? W E周（X&,$，@BG?；
Y’+’,$ $&, Z’S$4$+[%，@BGD；U%&*’，@BDE）。蒋平等
（?==?）研究表明，线虫的脱出数量在成虫羽化后 ?=
W E=天最多，前 @=天传播的数量不到总量的 @=5。
只要能在成虫羽化后 ?周内杀死松墨天牛，对控制
松材线虫病就是有效的。金龟子绿僵菌感染的松墨

天牛成虫在第 G天就开始死亡，@= W @<天为死亡高
峰期，且由于感病天牛在死亡前 ? W E天就基本停止
取食，也就不能传播松材线虫。王四宝等（?==J）用
?株金龟子绿僵菌和 < 株白僵菌接种松墨天牛成
虫，供试的绿僵菌毒力略强于白僵菌，与本文结果研

究一致。因此，利用金龟子绿僵菌防治松墨天牛，具

有较好应用前景。本文初筛出的 @?B@、@EJB两个菌
株，对松墨天牛成虫在接种 @<天内均表现出较强的
致病力，具有较大实际应用价值。?=JB菌株虽然致

病力最强，但产孢量较低，有待通过物理或生物等技

术手段提高其产孢量。本研究由于受试虫数量的限

制，林间防治效果以及施菌方法等有待进一步试验。

前人应用病原真菌防治松墨天牛主要针对幼

虫，但幼虫在树干内危害，很难接触到菌体，这也是

目前天敌微生物防治蛀干害虫的一大难题。而成虫

在林间活动，即使常规的施菌方法成虫也较容易接

触到菌体，从而使感染机会大大提高，目前利用无纺

布施菌技术在这方面取得了可喜进展（>$+[%’ $&,
)+2"+23%，@BB=；)+2"+23% $&, \$3$&$Z$，@BBG；]Z%"+2
#$ %& (，?===；]Z$S* #$ %& (，?==?；王滨等，?==E）。
因此，针对成虫开展致病力强的优良菌株选育并开

发相应的施菌技术，在天牛等蛀干类害虫防治中更

具有应用价值。

金龟子绿僵菌对大蜡螟多表现出较强致病力。

因此，目前多采用大蜡螟作为饵虫从土壤中分离这

类虫生真菌（^#28Z，?==J）。本研究毒力测定的 E个
金龟子绿僵菌菌株，对松墨天牛表现出强的致病力，

但对大蜡螟的致病力均较低，其原因有待探讨。虫

生真菌虽然具有较广的寄主谱，但也有一定专化性

BGBC期 何学友等：感染松墨天牛的金龟子绿僵菌菌株的初步筛选



（樊美珍等，!"#$；蔡国贵，%&&’）。今后有必要继续
开展对其他昆虫致病性的测定，在不同环境下定向

使用目标菌株，有效保护天敌，维护生态平衡。

菌剂的活孢率是产品质量的主要指标。本研究

部分供试菌株在培养至第 !(天时发芽率大大降低，
说明这些菌株在前期产生的孢子逐渐死亡。吴振强

等（%&&)）研究表明，%*+条件下，培养时间在 *天以
内为宜。因此，在大量生产时，孢子充分产生后应尽

早收获，提高产品活孢率，具体培养时间应根据不同

菌株而定。
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