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摘要:报道了寄生球果花蝇 Strobilomyia spp.的球孢白僵菌 Beauveria bassiana 选择性培养基

的筛选以及应用该培养基检测土壤中球孢白僵菌动态的研究结果。为有效地检测施用球孢白

僵菌防治球果花蝇的土壤中球孢白僵菌的变化 , 以Doberski的选择性培养基为基础 , 筛选出

对球孢白僵菌具有较强选择性的选择性培养基 , 可回收土壤中球孢白僵菌孢子达 79.5%。

用该培养基检测球孢白僵菌在施菌土壤中第 2年的存活率为 0.9%～ 2.8%, 它在土壤中有一

定的持效性 。表 4参 6
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球孢白僵菌 Beauveria bassiana作为一种重要的虫生真菌已被广泛地应用于农林害虫的生物防治。

近年来 , 该菌被用于防治林木种实害虫 。结果表明 , 此菌具有一定的应用前景 。病原菌在土壤中存活

时间的长短及种群数量的多少 , 是影响其防治持效性的关键。土壤是一个相对复杂的环境 , 病原菌受

到诸多因素的影响 , 特别是土壤中微生物种类较多 , 数量较大 , 用常规方法较难准确地检测出它在土

壤中的含量 。迄今 , 应用较多的是利用选择性培养基快速分离和测定分生孢子 。Veen等
[ 1]
利用改良

的Martin氏培养基成功地分离了球孢白僵菌和绿僵菌 Metarrhizium anisopliae;Doberski等
[ 2]
利用其设计

的选择性培养基可使球孢白僵菌生长良好 , 并可用于快速鉴定;Lingg
[ 3]
利用 Heck发明的培养基在土

壤球孢白僵菌孢子浓度大于 5×10
2
个·g

-1
时 , 回收率达 50%。高步衢等

[ 4, 5]
报道球孢白僵菌是林木种

实害虫球果花蝇 Strobilomyia spp.的一种常见致病微生物。作者在总结前人试验的基础上 , 进一步筛

选出检测施菌土壤中球孢白僵菌分生孢子的选择性培养基 , 并应用该培养基测定施菌后落叶松 Larix

gmelini 林下球孢白僵菌的动态 , 研究它在土壤中的防治持效性。

1　材料和方法

1.1　试验材料

1.1.1　供试菌剂　球孢白僵菌从辽宁省西丰县自然感病的球果花蝇越冬蛹中分离而得 , 菌粉由河北

省隆化县十八里汰球孢白僵菌厂生产 , 含孢量为 50亿个·g
-1
。

1.1.2　供试土样及试验地　土样采自辽宁省西丰县 、 黑龙江省大兴安岭落叶松林中的施菌区和对照

区。感病试验在辽宁省西丰县德丰林场日本落叶松 Larix kaempferi母树林 。

1.1.3　供试试剂　葡萄糖 、 蛋白胨 、硫酸铜 (CuSO4·5H2O)、 950 g·kg
-1
五氯硝基苯 (PCNB)、高锰

酸钾 、结晶紫 、 孟加拉红 、放线菌酮和氯霉素。



1.2　试验方法

1.2.1　选择性培养基的筛选　以不加染色剂 (结晶紫)的 Doberski选择性培养基作为基本培养基
[ 2]
,

加大不同剂量的杀菌物质硫酸铜 、五氯硝基苯 、 高锰酸钾及兼有抑菌作用的染色剂结晶紫和孟加拉

红 , 用量见表 1。氯霉素 、放线菌酮和硫酸铜在培养基冷却到 40 ℃时加入 , 其余物质在灭菌前加入。

五氯硝基苯用乙醚溶解后加入 1 g·kg
-1
吐温 80制成乳剂后加入培养基。称取 1 g 菌粉放入盛有 99 mL

含1 g·kg
-1
吐温80的灭菌水中 , 振荡 20 min , 取孢子液 10 mL 转入 90 mL 灭菌水中 , 得到 5×10

9
个·

L
-1
的孢子稀释液 。取土样 5 g 放入量筒 , 加 5×10

9
个·L

-1
孢子液 1 mL , 加水至 500 mL 搅动悬浮液 ,

转至1L 三角瓶中振荡 20 min , 在悬浮液静止前用吸管吸取10mL转入90mL 灭菌水中得到稀释 10
-3
倍

的土壤悬浮液 , 用同样方法使之稀释至 10
-4
倍。将不同配方的培养基倒入 9 cm的培养皿中 , 每皿加

入0.5 mL的 10
-4
倍土壤悬浮液 , 采用稀释平板法检测孢子。每处理10皿 , 3个重复 , 25℃保湿培养 ,

逐日观察生长情况。9 d后统计结果 , 在高倍解剖镜下 (8.2×10倍)观察鉴别球孢白僵菌。

利用筛选出的选择性培养基和 Doberski培养基作检测球孢白僵菌的对比试验 , 土壤为未施菌的落

叶松林下土 , 稀释方法同上 , 每处理 10皿 , 6个重复 , 9 d后检查统计目标真菌及非目标真菌及细菌

菌落数。

1.2.2　施菌土壤中球孢白僵菌数量的检测　林间接种感病试验施菌量为 1 ～ 500 g·m
-2
。取林间接种

感病试验处理区和对照区的土样 , 用上面筛选出来的选择性培养基进行检测。第 2年及第 3年仍然于

第1年取样的处理及对照区取土样 , 测定球孢白僵菌在土壤中的持久性。取样方法为用直径为 4 cm

的金属采土管 , 取林内落叶层下地表 5 cm的土样。每样方取土样 3个 , 3个重复。将每处理所取土样

混合后装入塑料袋 , 带回室内进行测定 。土壤稀释法同上 , 取样前将土壤充分搅拌均匀 , 取 5 g 土样

放入1 L三角瓶中 , 加入 495 mL 含 1 g·kg
-1
吐温 80的灭菌水 , 振荡 30 min , 把不同土样分别稀释

10
-3
, 10

-4
和 10

-5
倍 , 对照区土样为 10

-3
倍 。低剂量土样 (1 ～ 50 g·m

-2
)为 10

-4
倍;高剂量土样

(100 ～ 500 g·m
-2
)为 10

-5
倍。每处理 30皿 , 9 d统计菌落数 , 计算出每克土壤中所含的孢子数 。

2　结果与分析

2.1　选择性培养基的筛选结果

表 1　不同抑菌物质对球孢白僵菌检测的效果
Table 1　The inspection effect for selection of B.bassiana by add different inhbitors

编号 抑菌物名称
剂　量/

(g·L-1)

目标真菌数/

(个·皿-1)

非目标真菌数/

(个·皿-1)
扩展性真菌

1 高锰酸钾 0.03 39.2 11.5 +

2 0.10 16.8 9.4 -

3 0.30 5.2 3.5 -

4 硫酸铜 0.33 38.7 15.7 +

5 1.00 41.5 3.4 +

6 3.00 38.2 2.5 -

7 五氯硝基苯 0.22 36.7 9.9 +

8 0.67 31.4 2.2 +

9 2.01 23.3 3.2 -

10 结晶紫 0.003 29.5 14.0 +

11 0.01 33.4 11.5 +

12 0.03 36.8 7.1 +

13 孟加拉红 0.01 29.8 16.4 +

14 0.033 34.7 12.9 +

15 0.10 38.2 6.7 +

　　说明:+为有快速生长的扩展性真菌 , -为无

　　以 Doberski选择性培养基检测落叶松

林下土壤时 , 放线菌和细菌很少 , 基本不

影响检测效果 , 但有时非目标真菌出现数

量较多 , 而且有生长较快的扩展性真菌 ,

如毛霉和根霉等影响目标真菌的测定。为

此 , 在该选择性培养基的基本配方上加入

了不同剂量的杀菌物质及兼有抑菌作用的

染色剂 , 结果见表 1。

对各处理间目标真菌的出现数 (个·

皿
-1
)进行协方差分析 , 差异极显著 (F

=140.73>F0.01 =7.27), 各处理间非目标

真菌的出现数也存在着极显著差异 (F =

136.58>F0.01 =7.27), 对目标真菌及非目

标真菌在各处理上出现数的平均值进行多

重比较 , 结果见表 2。

目标真菌出现数较多的一组中 , 没有

显著差异性的处理包括:5 , 1 , 4 , 6 ,

15 , 12 , 7。其中最好为硫酸铜 (1 g·L
-1
), 4 , 6也为硫酸铜的另外 2个质量浓度 , 其余为高锰酸钾

(0.03 g·L
-1
)、孟加拉红 (0.1 g·L

-1
)、 结晶紫 (0.03g ·L

-1
)和五氯硝基苯 (0.22 g·L

-1
)。由此可
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见 , 目标真菌在硫酸铜培养基上出现率较高 , 说明硫酸铜对目标真菌没有显著影响 。而高锰酸钾和五

氯硝基苯只在低质量浓度时目标真菌出现数才较多 , 说明高锰酸钾只在低质量浓度下对目标真菌的影

响不显著 。

但从表1可知 , 在低质量浓度下非目标真菌的出现数也多 , 说明这 2种抑制物对目标真菌和非目

标真菌的影响相关性大 , 不易用于选择目标真菌 。从结晶紫和孟加拉红 2种试剂看 , 在高质量浓度下

目标真菌出现率较高 , 而在低质量浓度下出现率则较低 。如果比较这 2种试剂对非目标真菌的影响 ,

可以看出 , 由于低质量浓度下非目标真菌出现较多 , 而且有扩展性真菌。因此 , 影响目标真菌的生

长 , 主要是由于营养竞争 , 而不是药剂本身对目标真菌的抑制作用 , 因为其在高质量浓度下都可以较

好生长。

表 2　不同抑菌物对目标真菌及非目标真菌影响的显著性检验
Table 2　Significance test for target and no-target fungus in the

selection media with diff erent inhibitors

处理编号
目标真菌数

/ (个·皿-1)

差异显著性

(α=0.05)
处理编号

目标真菌数/

(个·皿-1)

差异显著性

(α=0.05)

5 41.5 a 13 16.4 a

1 39.2 a b 4 15.7 a

4 38.7 a b 10 14.0 a b

6 38.2 a b 14 12.9 b

15 38.2 a b 1 11.5 b c

12 36.8 a b c 11 11.5 b c

7 36.7 a b c 7 9.9 c

14 34.7 b c d 2 9.4 c d

11 33.4 b c d 12 7.1 d

8 31.4 d 15 6.7 d

13 29.8 d 3 3.5 e

10 29.5 d 5 3.4 e

9 23.3 e 8 3.2 e

2 16.8 f 6 2.5 e

3 5.2 g 9 2.2 e

　　从表 2各处理对非目标真菌的

影响可知 , 对非目标真菌抑制较强

的处理 , 分别为 9 , 6 , 8 , 5 , 3 ,

其中有 2 个属于硫酸铜 (1 g·L
-1

和3 g·L
-1
), 其余为高质量浓度的

五氯硝基苯 (2.0 g·L
-1
, 0.67 g·

L
-1
)和高质量浓度的高锰酸钾

(0.3 g·L
-1
)。比较上述各处理对

目标真菌的影响 , 高质量浓度的五

氯硝基苯和高锰酸钾 , 尽管对非目

标真菌有很好的抑制作用 , 但目标

真菌也受到抑制 , 因此效果较差。

从 2 种染色剂的试验结果比

较 , 二者对非目标真菌都有一定的

作用 , 但效果不是很好。它对目标

真菌影响也不大 , 它们的主要作用

在于目标真菌在其上有便于快速鉴

定的反应 , 而且改变培养基的颜色 , 易于统计。据报道球孢白僵菌在结晶紫培养基上菌落背面呈暗紫

色 , 便于快速鉴定。但本试验发现 , 加入结晶紫的培养基呈紫色 , 整个平板都呈暗色调 , 球孢白僵菌

背面的暗紫色不太明显;而加入孟加拉红后 , 培养基呈粉红色 , 整个平板呈亮色调 , 球孢白僵菌背面

表 3　改良的 Doberski培养基与原培养基的比较
Table 3　The comparison between Doberski media and improved selective media

培养基 重复
目标真菌数/
(个·皿-1)

非目标真菌数/
(个·皿-1)

细菌数/
(个·皿-1)

Ⅰ 1 39.6 17.2 3.2
2 43.2 12.3 1.9

3 40.8 9.6 2.3
4 42.5 13.7 2.5

5 37.2 9.9 2.2

6 45.1 16.5 2.7
平均 41.4 13.2 2.1

Ⅱ 1 47.1 5.2 0.5
2 42.0 5.2 0.5

3 38.7 3.8 0.3
4 41.5 2.9 1.2

5 40.4 4.1 0.4

6 42.9 4.0 0.7
平均 42.1 3.9 0.7

t 检验 　　　- 　　　++ 　　 ++

出现鲜红色 , 易于鉴别。此外 , 还发现寄生球

果花蝇的球孢白僵菌菌株 , 在加有孟加拉红的

培养基上与菌落生长边缘相邻的培养基上呈现

一个浅色圈 , 菌落背面呈鲜红色;生长后期 ,

菌落正面的菌丝上也出现浅红色 , 具明显鉴别

特征 。

根据以上分析 , 得出适于选择寄生球果花

蝇球孢球孢白僵菌的选择性培养基为葡萄糖

40 g , 再生蛋白胨 10 g , 琼脂 15 g , 硫酸铜 1

g , 孟加拉红 0.33 g , 放线菌酮 0.5 g , 氯霉素

0.5 g , 水 1 L。

用上述培养基和 Doberski培养基检测落叶

松林下土壤中球孢白僵菌。试验结果见表 3 ,

其中 Ⅰ为原培养基 , Ⅱ为改良后的培养基。经

平均数的 t 检验 , 表明两者对目标真菌的检出
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率没有显著影响 , 但对非目标真菌和细菌的抑制作用差异显著 , 改良后的培养基明显优于原配方 。

2.2　施菌土壤中球孢白僵菌的含量及球果花蝇的感病率

施菌土壤中球孢白僵菌的存活率及其对球果花蝇的感病率见表 4 , 土壤中的球孢白僵菌孢子数的

对数值和死亡率的机率值进行相关分析 , 呈线性相关 , 且具有很好的相关性。回归方程为 y =0.86+

0.66x (r=0.96), 说明土壤中球孢白僵菌孢子含量和第 2年球果花蝇发病率呈正相关。由表 4可知 ,

土壤施菌后到第 2年球果花蝇老熟幼虫下树前 , 即下一个感染高峰期 , 土壤中仍有一定数量的球孢白

僵菌分生孢子 , 但数量较少 , 只有 1年前的 0.9%～ 2.8%。从它对球果花蝇的感病率看 , 当初始施菌

量较大时 , 1年后对球果花蝇的寄生率仍可达到较高的水平 (44.2%), 但这样将会明显增加防治费

用 , 在生产中很难达到如此大施菌剂量 。在施菌剂量为20 g·m
-2
时 , 第 2年可达 10.1%的感病率 , 虽

然比对照有明显的提高 , 但对第 3年球果花蝇种群数量作用较小 。因此 , 利用球孢白僵菌地面施菌防

治球果花蝇 , 只能对当年下树的球果花蝇有较高的感病率 , 对降低第2年球果花蝇的种群数量有一定

作用 , 对第3年的种群数量作用较小 。

表 4　施菌土壤中球孢白僵菌含孢量及球果花蝇感病率
Table 4　The density of the conidia of B.bassiana in soil and

its sustained control effect for larch cone fly

施菌量/

(g·m-2)

3 d后含孢量/

(个·g-1)

花蝇感

病率/ %

360 d含孢量/

(个·g -1)

白僵菌存

活率/ %

花蝇感

病率/ %

500 4.7×107 58.8 4.2×105 0.9 42.2

100 9.9×106 55.9 1.2×105 1.2 31.1

50 4.8×106 54.3 9.1×104 1.9 17.8

20 2.0×106 53.3 4.6×104 2.3 11.1

10 8.8×105 51.2 2.2×104 2.5 6.7

1 1.0×105 29.8 2.8×103 2.8 5.6

　　对照　 5.5×10 0 1.7×103 - 0

3　讨论

研究表明球孢白僵菌防治球果

花蝇的持效性与土壤中球孢白僵菌

孢子数量密切相关 , 只有土壤中有

足够数量的球孢白僵菌才能使球果

花蝇达到较高的发病率。球孢白僵

菌在土壤中的动态 , 取决于土壤条

件 , 其分生孢子的存活与土壤含水

量和温度密切相关
[ 6]
。利用球孢白

僵菌防治球果花蝇 , 施菌时间在 6

月下旬 , 这时正值夏季 , 土壤温度较高 , 湿度较大 , 虽然有利于球孢白僵菌对球果花蝇老熟幼虫的侵

染 , 但不利于球孢白僵菌的存活。6月至 10月份 , 土壤中温度较高 , 球孢白僵菌孢子将大部分失活 ,

到第 2年春季将只有较少部分存活。此外 , 虫生真菌在土壤中的持久性与菌株相关 , 筛选在土壤中宿

存能力强的菌株也是增加防治持效性的一种手段 。

利用球孢白僵菌防治球果花蝇尽管有一定的持效性 , 但随时间延长 , 球孢白僵菌在土壤中的存活

量大量减少 , 不足以形成自然流行病 , 以长期控制球果花蝇种群的增长。在应用策略上 , 应将此菌作

为一种微生物杀虫剂每年连续施用 , 才能达到较好的防治效果 。
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Selection of culture medium of Beauveria bassiana parasitized in

Strobilomyla and inspection of pathogen in soil
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Abstract:The culture medium for Beauveria bassiana which parastied in Strobilomyla spp.was selected based on

Doberski culture medium.This media had high selection for Beauveria bassiana.Use of this media could collect

back 79.5% of the conidia of Beauveria bassiana which added in to surface layer of humus.The collected rate of

live conidia was 0.9%～ 2.8%after two years in soil.It showed that the fungi has a certain sustained effect in the

soil for control Strobilomyla ssp.

Key words:Beauveria bassiana ;Strobilomyia ssp.;selective media;selection;inspection

浙江林学院专家赴丽水开展科技下乡活动

2002年 3月 16日至 20日 , 浙江林学院科研处组织从事经济林 、生物技术 、竹类栽培 、植物资源

开发和森林生态等学科的专家教授一行 6人赴浙江丽水开展林业科技下乡活动 。本次活动由浙江省林

业局牵头 , 是 2001年浙江省林业局部署全省百乡科技扶贫活动的具体落实 。我校为丽水市的科技依

托单位 , 分派承担该市 7个县 (区)37个贫困乡的扶贫任务。本次科技活动形式多样 , 内容丰富 ,

既有现场洽谈咨询和培训讲座 , 又有实地的技术指导 。林技人员和种植大户普遍反映这种活动很有针

对性 , 农民听得懂 , 学得了 , 用得上。

3月 17日专家首先参加由浙江省林业局 、 丽水市林业局和景宁畲族自治县人民政府共同主办的

景宁林业科技下乡活动。上午 , 在室外活动中 , 专家冒雨设摊回答林农的各类实际问题 , 发放各类科

技资料;在室内活动中 , 我校经济林专家王白坡教授主讲 “名特优经济林丰产栽培” 科技讲座 , 听众

众多 , 他们边听边认真记笔记 , 课后争相提问 , 反映山区农民对科学文化知识的渴求。当天下午 , 景

宁林业局又组织专家分别到山后干水果基地和鹤溪滩岭笋竹两用林基地作实地指导 。根据各自的经营

情况 , 专家提出存在的主要问题和因地制宜的整改措施 , 特别在经济林基地 、 专家看到这里的桃树 、

板栗修剪方法不当 , 随即操刀示范 , 农民深感这种面对面手把手的实地操作示范非常实用。

随后专家组一行转赴云和县 , 实地考察了安溪畲族乡千里雪梨基地 , 重河湾省级现代科技示范园

区和城郊花木种植基地 , 对生产中存在的实际问题 、 园区的科学规划和进一步开发建设等分别提出指

导。19日专家们又到丽水市莲都区仙度乡万亩迎庆桃基地作技术帮助 , 对经营中存在问题提出解决

方案 。20日又到青田县林业局就瓯江绿色长廊建设 、 毛竹林丰产栽培和油茶低产林改造等技术问题

进行指导 。同时还与丽水市科技局等有关部门就校地科技合作事宜进行商讨。

本次林业科技下乡活动受到各地干部群众的欢迎 。本次活动共发放各类资料 1 000余份 , 开办科

技讲座2个 , 座谈会 5次 , 初步联系科技合作示范点和示范户 5个 , 取得了明显成效。

(凌申坤)
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