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摘　要：梦尼夜蛾是危害杜仲的重要食叶害虫，本文以成都市大邑县杜仲人工种植林为试验基地，采集罹病的杜仲
梦尼夜蛾僵虫，分离获得１０株４种生长良好的纯菌种，表型特征、显微形态结合分子生物学检测该４种天敌微生物
分别为：桔青霉，产黄青霉，球孢白僵菌（次优势菌），莱氏野村菌（优势菌株）。经室内幼虫毒力比较试验证明莱氏

野村菌强于球孢白僵菌，电子显微镜下可观察到该菌在幼虫表皮下生长，二者可望作为林间无公害防治杜仲梦尼

夜蛾的原型生防菌株。将莱氏野村菌与球孢白僵菌制成复合粉炮在林间施用３３３３３ｈｍ２，一般在１周后开始产生
防治效果（虫口减退率：７０％），随着时间增加，生防菌不断繁殖，防效可持续提高，稳定在８５１％ ～９０％间，示范区
与试验区趋势一致，粉炮施用后每半月收集的僵虫可分离到莱氏野村菌、球孢白僵菌，说明两菌能有效在幼虫上定

殖。
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　　杜仲（学名 ＥｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓＯｌｉｖｅｒ），为杜仲
科植物，多年生落叶乔木，为我国特有药用植物，其

应用涵盖医药、保健食品、特种工业、木材加工、环境

保护等方面。杜仲具有较高的医疗保健价值和经济

价值，市场前景看好。但近年来一种专门取食杜仲

嫩叶的杜仲梦尼夜蛾为害［１］，大大降低了杜仲的质

量和产量，成为影响杜仲发展的又一要素，曾采用化

学药物防治该虫［２］，但易造成环境污染。为科学、

生态、绿色防控杜仲梦尼夜蛾危害，在 ２０１５年 ～
２０１６年发现大邑杜仲林间虫生真菌自然感染梦尼
夜蛾基础上，开展了莱氏野村菌、白僵菌分离纯化、

毒力测定研究及复合粉炮用于杜仲梦尼夜蛾的防控

试验，取得了较好成效，能将其危害控制在经济阈值

以内。

１　 材料与方法

１．１　虫生真菌样品采集
在四川省大邑县斜源镇杜仲种植基地，将杜仲

林区按虫害发生程度划分为重、中、轻、无４个区。
从每个林区随机选择３株杜仲在树干及树根周围获
取自然感染虫尸（因树冠较高，取样不便，且被真菌

浸染死亡的虫体无法攀附树叶，死亡的虫尸大都坠

落地表，故未从树叶上取样），虫体僵硬、包被菌丝

体，用培养皿分装标记好带回实验室分离。未能及

时分离的样本放入０℃的冰箱保存。

１．２分离方法
（１）在超净工作台中，将感染真菌但体表未长

霉层的僵虫用蒸馏水冲洗干净后，７５％酒精侵３ｓ～
５ｓ，５％ＮａＣｌＯ消毒 ３ｍｉｎ～５ｍｉｎ，灭菌水冲洗３
次，吸水纸吸干表面；用灭菌刀将虫体切成５０ｍｍ
小块，置于ＰＤＡ培养基上，重复３次，２５℃，培养５ｄ
～７ｄ，用接种针挑取虫体或培养基上长出的菌丝，
转接到ＳＤＡＹ培养基上，培养１０ｄ后观察菌落生长
和产孢情况。

（２）将体表长有霉层的僵虫放置于培养皿中，
用接种环轻轻挑取虫体表面的孢子粉在 ＰＤＡ上划
线接种培养，重复３次。待长出菌落后挑取菌丝转
接到ＳＤＡＹ培养基上，２５℃下培养培养，观察菌落生
长和产孢情况。

１．３　虫生真菌分子生物学检测
１．３．１　菌丝收集与ＤＮＡ提取

将纯化后菌株转接铺有玻璃纸的ＳＤＡＹ培养基
表面，２５℃下培养７ｄ～１０ｄ，刮取表面菌丝，冷冻干
燥后备用。称取１００ｍｇ左右的菌丝，用液氮迅速研



磨成粉末，按照天根植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒说
明书提取基因组ＤＮＡ。
１．３．２　ＰＣＲ扩增

采用真菌通用引物 ＩＴＳ１（５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ
ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′）／ＩＴＳ４ （５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ
ＧＡＴＡＴＧＣ３′），扩增包含 ＩＴＳ１５８ＳＩＴＳ２全部序列
和部分１８Ｓ以及２８ＳｒＤＮＡ在内的 ＩＴＳ片段，引物
由上海生工合成。

２５μＬ的扩增体系，其中２５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆ
ｅｒ，１０μｍｏｌ／Ｌ的引物 ＩＴＳ１／ＩＴＳ４各 ０８μＬ，２５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ｄＮＴＰ２μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＭｇＣｌ２２μＬ，
５Ｕ·μＬ－１ＴａｑＤＮＡ聚合酶０２μＬ，ＤＮＡ提取液１
μＬ，加灭菌双蒸水补足２５μＬ。以 ｄｄＨ２Ｏ代替模板
ＤＮＡ设置阴性对照。扩增程序：９４℃预变性４ｍｉｎ；
９４℃变性４０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，共
３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。反应结束后，取５μＬ
ＰＣＲ产物在１％的琼脂糖凝胶中电泳检测，１００Ｖ
电泳３０ｍｉｎ，在凝胶成像系统上拍照并观察。
１．３．３　产物测序与序列比对分析

ＰＣＲ产物纯化后交由上海生工进行双向测序，
用ＤＮＡＳｔａｒＳｅｑＭａｎ软件对测序结果进行拼接整合。
将菌株的ＩＴＳ序列与ＧｅｎＢａｎｋ核酸数据库中相关菌
株进行同源性比较，从 ＧｅｎＢａｎｋ上下载真菌菌属相
关的ＩＴＳ序列，并用 ＭＥＧＡ５０软件进行同源性分
析，用ＣｌｕｓｔａｌＷ算法进行聚类分析，ＩＴＳ序列相似性
大于 ９５％小于 ９９％，鉴定为相同属，小于等于
９５％，鉴定为同科，以白僵菌（Ｂｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａ）外
群，构建虫生真菌的系统发育树。

１．４　虫生真菌的致病力比较
选取健康的各龄期及虫态的杜仲梦尼夜蛾，采

用浸蘸法用上述分离纯化获得的真菌分别对其进行

感染，观察发病症状，比较分析虫生真菌的致病力。

取感染莱氏野村菌１２ｈ以内的虫体，在超净工
作台内，先刮取虫体表皮，小心祛除表皮上脂肪和其

他杂质，刮至表皮呈半透明状即可，将表皮置于载玻

片上，滴１滴无菌水，盖上盖玻片，将做好的载玻片
放置于电子显微镜下观察，观察菌丝在杜仲梦尼夜

蛾表皮的侵染情况。

１．５　莱氏野村菌白僵菌复合型粉炮防治试验
将上述莱氏野村菌、白僵菌加工成复合型粉炮

后进行野外林间试验。

１．５．１　试验区防效测定
３３３３３ｈｍ２试验区分两部分：对照区和防治

区，分别在试验后定期取样调查（以未施菌粉为对

照），在对照区、防治区分别设置标准株各２０株，用

高枝剪剪取枝条，调查活虫数。虫口密度以百叶活

虫数表示。每半月收集僵虫于实验室分离致病微生

物（莱氏野村菌、球孢白僵菌）。每６６６７ｍ２用粉炮
２个（２５０ｇ·个 －１）。

１．５．２　示范区粉炮防治
３００ｈｍ２示范区施用时间约１０ｄ～１２ｄ，与试验

区间设有隔离带，并设有２０株杜仲定点观察防效。
每６６６７ｍ２用粉炮２个（１２５ｇ·个 －１）。示范区防

效评价以同期试验区所设对照数据为基础。

１．５．３　粉炮施放时间与管理
选择清晨或傍晚时间施用以提高防效。粉炮施

用后，由专人定点定期观察记录，定期在实验基地观

察实验效果，交流试验进展情况。

２　结果与分析

２．１　虫生真菌ＩＴＳ序列分析与系统发育
经３次分离，获得１０株 ４种类型分离比例较

高、菌落单一生长良好的疑似虫生真菌，通过ＩＴＳ基
因序列分析，在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行同源性比
对，结果证明：类型Ⅰ的菌株与桔青霉的同源性为
９９％；类型Ⅱ的菌株与产黄青霉的同源性为９９％；
类型Ⅲ的菌株与球孢白僵菌的同源性为９９％；类型
ＩＶ的３个菌株ｍ１１ａ，ｍ１１ｂ和ｍ１２的ＩＴＳ基因长度
分别为６２３ｂｐ、６１３ｂｐ、６２４ｂｐ，通过在 ＧｅｎＢａｎｋ数
据库中进行同源性比对，发现菌株 ｍ１１ａ，ｍ１１ｂ和
ｍ１２与莱氏野村菌（登录号 ＡＦ３６８５０１）的同源性均
为９９％，表明类型ＩＶ的３菌株均为莱氏野村菌。

根据莱氏野村菌ｒＤＮＡＩＴＳ电泳结果如图１，构
建以白僵菌为外群的莱氏野村菌系统发育树如图２
所示。

图１　莱氏野村菌ｒＤＮＡＩＴＳ电泳图
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图２　基于莱氏野村菌ｒＤＮＡＩＴＳ序列的系统发育树

２．２　虫生真菌致病力
４种真菌对杜仲梦尼夜蛾的致病力测定表明莱

氏野村菌毒力最高，白僵菌次之，产黄青霉、橘青霉

无毒力（表１）。莱氏野村菌初感染时，虫体抵抗力
减弱，进食减少，表皮出现局部黑斑；１２ｈ后，虫体
死亡，虫身变僵直，手戳虫身尚有弹性；２４ｈ后，虫
体局部出现白色丝状，手戳无弹性，虫尸彻底僵硬；

３６ｈ后，虫体足渐失水皱缩，每个体节环内均有白
色绿色丝状菌丝长出；４８ｈ后，菌丝布满虫体表面，
肉眼可见虫尸周散落围绿色粉状孢子粉；７２ｈ后，
虫体内外均被菌丝侵染，不再皱缩，僵直干硬，肉眼

可见绿色粉状孢子粉包裹虫身。

表１ ４种虫生真菌对幼虫毒力比较
菌种 产黄青霉 橘青霉 白僵菌 莱氏野村菌

毒性 无毒害作用 无毒害作用 致死 致死

半衰期 不明显 不明显 较长 短

致死率 无 无 较高 高

在电子显微镜下观察初侵染１２ｈ以内的虫体
表皮，可清晰的看到附着于表皮生长的莱氏野村菌

菌丝（图３）。
２．３　复合粉炮林间防效显著

试验区设在仰天窝药场的场部周围和呐叭岗。

根据梦妮夜蛾在大邑的生物学特性（第１代幼虫出
现在５月上中下旬、第２代幼虫出现在６月中下旬
～７月上旬、第３代幼虫出现在７月下旬～８月上中
旬），试验区复合粉炮分别在施用后不同时间（持续

４个月区间）取样调查（以未施菌粉为对照），在对照
区、防治区分别设置标准株各２０株，用高枝剪剪取
枝条，调查活虫数。虫口密度以百叶活虫数表示。

图３　电子显微镜下虫体表皮生长的莱氏野村菌菌丝

相对防效（虫口减退率）％ ＝１－防治区百叶活虫
数／对照区百叶活虫数。在１周后开始有生防效果
（虫口减退率：７０％），以后持续增高，维持一个高水
平防效８６％ ～９０％（表２）。每半月收集的僵虫可
分离到莱氏野村菌、球孢白僵菌。

大面积（３００ｈｍ２）示范区防治设在仰天窝场的
灰窑岗、火挟沟一带。示范区复合粉炮施用与试验

区同步进行。示范区设置标准株２０株，用高枝剪剪
取枝条，调查活虫数，虫口密度以百叶活虫数表示

（同上），以试验区的未施菌粉数据为对照。粉炮施

用１周后虫口减退率为７０％，随着时间增加，生防
菌不断繁殖，防效可持续提高，稳定在 ８５１％ ～
９０％间（表３）。示范区与试验区趋势一致。

粉炮施用７ｄ后梦尼夜蛾发生明显感染复合感
染率较高。

７２４期 朱天辉，等：莱氏野村菌复合粉炮防治杜仲梦尼夜蛾试验研究 　　



表２ 复合粉炮试验区监测与防治效果

监测时间 地点（处理）
面积

（ｈｍ２）
监测株数
（株）

平均每株杜仲１００
张叶片虫口数：头

虫口减退率
（％） 说明

２０１６－５－２４ 场部周围：对照区 １３．３３ ２０ ４．８ ０ 防治前：第１代幼虫期
呐叭岗：防治区 ２０．００ ２０ ４．８

２０１６－６－１ 场部周围：对照区 １３．３３ ２０ １．０ ７０．０
呐叭岗：防治区 ２０．００ ２０ ０．３

２０１６－６－７ 场部周围：对照区 １３．３３ ２０ １．１ ８６．３
呐叭岗：防治区 ２０００ ２０ ０．１５

２０１６－６－１４ 场部周围：对照区 １３．３３ ２０ ４．３ ８６．０
呐叭岗：防治区 ２０．００ ２０ ０．６

２０１６－６－２６ 场部周围：对照区 １３．３３ ２０ ４．７ ８６．２
呐叭岗：防治区 ２３．００ ２０ ０．６５

２０１６－７－６ 场部周围：对照区 １３．３３ ２０ ４．５ ８６．７
呐叭岗：防治区 ２０．００ ２０ ０．６

２０１６－７－１５ 场部周围：对照区 １３．３３ ２０ １．５ ８６．７
呐叭岗：防治区 ２０．００ ２０ ０．２

２０１６－７－２０ 场部周围：对照区 １３．３３ ２０ １．５ ８６．７
呐叭岗：防治区 ２０．００ ２０ ０．２

２０１６－７－３０ 场部周围：对照区 １３．３３ ２０ ４．３ ８８．４
呐叭岗：防治区 ２０．００ ２０ ０．５

２０１６－８－１０ 场部周围：对照区 １３．３３ ２０ ４．３ ８９．５
呐叭岗：防治区 ２０．００ ２０ ０．４５

２０１６－８－２０ 场部周围：对照区 １３．３３ ２０ ２．９ ８９．７
呐叭岗：防治区 ２０．００ ２０ ０．３

２０１６－８－３０ 场部周围：对照区 １３．３３ ２０ ０．５ ９０
呐叭岗：防治区 ２０．００ ２０ ０．０５

２０１６－９－３０ 场部周围：对照区 １．３３ ２０ ０ 越冬状态

呐叭岗：防治区 ２０．００ ２０ ０
表中平均每株杜仲１００张叶片虫口数说明：对照区数据：４．８头———（１９株每株５头，１株１头）；１．０头———（２０株每株１头）；１．１头———（１９
株每株１头，１株３头）；４．３头———（１０株每株５头，９株每株４头，１株０头）；４．７头———（１５株每株４头，４株每株７头，１株６头）；４５头———
（１０株每株５头，１０株每株４头）；１５头———（１０株每株１头，１０株每株２头）；２９头———（１１株每株２头，９株每株４头）；０５头（１０株每株
１头，１０株每株０头）

防治区数据：０．３头———６株每株１头，１４株０头；０１５———３株每株１头，１７株０头；０６———１２株每株１头，８株０头；０６５———１３株每株
１头，７株０头；０２———４株每株１头，１６株０头；０５———１０株每株１头，１０株０头；０４５———９株每株１头，１１株０头；００５———１株为１头，１９
株为０头。

表３ 复合粉炮示范区监测与防治效果

监测时间 地点
面积

（ｈｍ２）
监测株数
（株）

平均每株杜仲１００张叶片虫口数
对照  防治

虫口减退率
（％） 说明：示范区数据

２０１６－５－２３ 灰窑岗 １６６．６７ ２０ ４．８ ４．８ ０ 防治前：第１代幼虫期
火挟沟 １６６．６７ ２０ ４．８ ４．８ ０

２０１６－６－１ 灰窑岗 １６６．６７ ２０ １．０ ０．３ ７０
２０１６－６－６ 火挟沟 １３３．３３ ２０ １．１ ０．３ ７２．７
２０１６－６－７ 灰窑岗 １６６．６７ ２０ １．１ ０．３ ７２．７
２０１６－６－１２ 火挟沟 １３３．３３ ２０ ４．３ ０．６ ８６．０
２０１６－６－１４ 灰窑岗 １６６．６７ ２０ ４．３ ０．６ ８６．０
２０１６－６－２０ 火挟沟 １３３．３３ ２０ ４．７ ０．７ ８５．１
２０１６－６－２６ 灰窑岗 １６６．６７ ２０ ４．７ ０．６ ８７．２
２０１６－６－３０ 火挟沟 １３３．３３ ２０ ４．７ ０．６ ８７．２
２０１６－７－６ 灰窑岗 １６６．６７ ２０ ４．５ ０．５ ８８．９
２０１６－７－１５ 火挟沟 １３３．３３ ２０ １．５ ０．１５ ９０．０
２０１６－７－２０ 灰窑岗 １６６．６７ ２０ １．５ ０．１５ ９０．０
２０１６－７－３０ 火挟沟 １３３．３３ ２０ ４．３ ０．５ ８８．４
２０１６－８－１０ 灰窑岗 １６６．６７ ２０ ４．３ ０．５ ８８．４
２０１６－８－２０ 火挟沟 １３３．３３ ２０ ２．９ ０．３ ８９．７
２０１６－８－３０ 灰窑岗 １６６．６７ ２０ ０．５ ０．０５ ９０．０

火挟沟 １３３．３３ ２０ ０．５ ０．０５ ９０．０
２０１６－９－３０ 灰窑岗 １６６．６７ ２０ ０ ０

火挟沟 １３３．３３ ２０ ０ ０
表中平均每株杜仲１００张叶片虫口数说明：示范区对照以试验区对照数据为基础。

示范区防治数据：０３———６株每株１头，１４株０头；０６———１２株每株１头，８株０头；０７———１４株每株１头，６株０头；０５———１０株每株１
头，１０株０头；０１５———３株每株１头，１７株０头；００５———１株为１头，１９株为０头
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３　讨论与结论

球孢白僵菌（Ｂ．ｂａｓｓｉａｎａ）为常见虫生真菌，是
国内外广泛用于害虫生物防治的杀虫真菌之一［３］。

国内外研究人员利用球孢白僵菌防治玉米螟、松毛

虫、小蔗螟、盲椿、谷象、柑桔红蜘蛛和蚜虫等农林害

虫。特别是对玉米螟和松毛虫的生物防治，在国内

已作为常规手段连年使用。由于球孢白僵菌能有效

地控制虫口数量，同时不伤害其他天敌昆虫和有益

生物，完全符合有害生物综合治理的宗旨，同时由于

其容易大量生产，防治成本较有竞争力，因而被认为

是最具开发潜力的一种昆虫病原真菌，其生产工艺

相对成熟，其产品可满足生产上需要。

莱氏野村菌（Ｎｏｍｕｒａｅａｒｉｌｅｙｉ）是一种重要的昆
虫病原真菌［４］，能感染３０多种鳞翅目昆虫，尤其对
夜蛾科害虫的致病力很强，且常能引起病害流行，对

人体和其他非目标生物包括昆虫寄生虫和捕食者无

毒害作用，因而受到人们的重视。至１８８３年 Ｆａｒｌｏｗ
首次报道发现莱氏野村菌以来，很多国家都相继发

现了此菌并对其做了大量研究，名称各异，Ｋｉｓｈ等
对其做了大量系统种属研究后，于１９７４年正式确定
其名称为莱氏野村菌，将其他名称作为异名，得到该

界的普遍承认和使用。在美国、巴西、阿根廷、澳大

利亚等国，莱氏野村菌已经广泛的应用于田间的害

虫防治，其中防治对象主要为鳞翅目尤其是夜蛾类

害虫，通常采用的方法是以孢子悬浮液的形式喷施

到田间植株上或以土壤缓释的方式来感染靶标害

虫。Ｄｅｖｉ［５］（１９９５）做过两组对比，一是将莱氏野
村菌的分生孢子配成悬浮液喷施于叶片上，并在夜

间灌溉以调节湿度条件；二是直接将分生孢子连同

培养基施入靠近植株的土壤中，前４ｄ灌溉调节土
壤湿度。结果发现：第１组处理前４ｄ的持效性降
低为７０％，６ｄ起开始快速降低，到第１２ｄ菌株的
杀虫效率降低到了零。而第２组的杀虫效果降低相
对较慢，直到施药后的第１４ｄ，杀虫效果只降低到了
７７％，而且土壤里的培养基上仍然能够观察到有孢
子的继续形成。这个试验为田间病害提供了一个思

路，可以利用土壤缓释的方法，避开紫外线对真菌孢

子的杀伤作用，延长孢子寿命和持效期。

与其它虫生真菌相比，莱氏野村菌在控制害虫

种群和对非靶标生物的安全性上具有较为明显的优

势，具有较强的开发和应用潜力。我国对此菌的研

究较晚，首次发现和分离得到此菌是在１９７５年，此
后也做了大量培养及应用试验，但重点大都放在了

此菌的分离鉴定和致病性测定等方面，近几年已对

其生物学、几丁质酶发酵条件及几丁质酶基因克隆、

蛋白质测序等进行过研究报道，还对其进行了附着

胞的荧光显微及扫描电镜观察［６］，相关发酵条件优

化的报道也有所增加，但大都停留在实验室内，而此

菌分生孢子粉的生产、在环境中的宿存能力等问题

虽然已有学者开始着手研究，但并未见有将此菌成

功用于大规模生产相关的报道，成为了影响其大规

模开发和应用的制约因素，建议此虫生真菌可立项

研究，以解决其规模化生产工艺问题。

本研究中的复合粉炮林间防效显著，一般在１
周后开始有产生防治效果（虫口减退率：７０％），以
后持续增高，维持一个高水平防效８５１％ ～９０％。，
示范区与试验区趋势一致。并从僵虫上可分离到莱

氏野村菌、球孢白僵菌。目前球孢白僵菌粉炮生产

已成熟，将莱氏野村菌、球孢白僵菌制成复合制剂成

本较高，有关技术尚需进一步研究。
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