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蚜虫、飞虱、叶蝉等是威胁农业生产的刺吸式口器害虫，

长期以来依赖化学农药防治，严重影响农产品的安全性和农

业生态环境。探讨这类害虫的生物防治途径，减轻农产品化

学农药的残留污染，一直受到国内外学者的关注。虫霉（9>.
G’:’HIGI’J7(4A）的许多种类具有优异的诱病杀虫能力，尤其通
过主动弹射孢子而在害虫种群中高强度流行的特征，可在短

期内迅速压低虫口密度，是极其重要的杀虫微生物资

源［! K 0］。$%世纪 "% K 2%年代，前苏联及欧盟国家曾试图生
产暗孢耳霉（ !($#3#(4(,)& (4&0)*)$&）、根虫瘟霉（ 5((6"/"(*+
*+3#0+$&）及新蚜虫疠霉（7+$3(*+ $%(+6"#3#&）等虫霉菌防治蚜
虫，但未获成功［! K 5］］，主要原因在于虫霉的工业生产和应用

存在许多技术困难，其中高活性虫霉菌丝的生产和低成本发

酵培养基的筛选至今仍然是阻碍利用虫霉防治害虫的主要

困难之一。

我国虫霉资源十分丰富［"］，几种虫霉近年已得到深入研

究［2 K !!］，尤其飞虱虫疠霉（7+$3(*+ 3%/6"+0#&）对蚜虫和飞虱的
侵染力强和生态适应性较广，极具开发应用潜力［!$ K !#］。本

文从应用角度出发，研究以廉价农副产品作为主要原料替代

实验室专用培养基大量生产飞虱虫疠霉菌丝的方法，重点对

原料配比和培养条件进行了优化试验。

! 材料和方法

!"! 菌种来源与菌液制备
飞虱虫疠霉菌株 6/1!$/自杭州市郊褐稻虱（8#,+6+*9+/+

,)1%$& LGM(）虫尸上分离获得并用 NL.LOFP斜面于低温黑暗
条件保存［!1］。菌液的制备始于斜面菌种在牛奶蛋黄培养基

（L9QF）［/］上的活化培养，!周后将菌落挑碎并移入 0% :R萨
氏培养液（LOS：葡萄糖 #% <TR，蛋白胨 !% <TR，酵母 !% <TR，并
按 $% ,T:R加入 U4>;@;((;,:.LGJ4HG’:-@;>.*4’:-@;>（UL*）7>G;V;.
’G;@ :;8G,J4）中，在 $% W下黑暗振荡（!1% JT:;>）培养 #2 K 15
I，即为液体菌种，其干菌丝含量为 01 :<T:R。

!#$ 试剂
进口酵母（美国 OX6YN公司产）、国产酵母（北京生物化

学试剂二厂）、蛋白胨（日本产）、鱼粉（丹麦产）、大豆粉（食用

纯大豆粉，自加工 !$% 目）、无机盐（Z[$UN#、（*[#）*N0、

Q<LN#·"[$N等）和麸皮及玉米粉（饲料原料，过 2%目筛）。

!#% 发酵液的原料配比试验
利用正交法试验培养基不同成分对液培菌丝产孢的影

响，其中酵母因子（F）取 0水平：不加酵母（F!）、加进口酵母

粉（F$）和国产酵母粉（F0）各 !% <TR；蛋白类型因子（S）取 0
水平：蛋白胨（S!）、鱼粉（S$）各 !% <TR和大豆粉（S0）$% <TR；

麦麸皮浓度因子（Y）取三水平：1（Y!）、!%（Y$）、!1（Y0）<TR；玉

米粉浓度因子（O）取 0水平：!%（O!）、!1（O$）、$%（O0）<TR。将

上述各因子水平进行 R/（0#）正交组合，形成 /个组合（即配

方），均重复 0次。原料经煮沸 !% K !1 :;>，!%% :R三角瓶装
滤液 $1 :R；滤液中加入 Z[$UN# !) % <TR，（*[#）*N0 0) % <TR，

Q<LN#·"[$N %\$1 <TR，H[ "\%。经高压灭菌冷却后按 !%]接

种量接入液体菌种，在 $5 W条件下振荡（!1% JT:;>）培养 #2
K "$ I。培养液菌丝生物量及菌丝弹孢结果见表 !。

!#& 蛋白与酵母的配比试验
发酵液中含麦麸 !% <TR，玉米粉 !1 <TR，无机盐成分同

上；蛋白类营养分别为鱼粉 !% <TR、蛋白胨 !% <TR和大豆粉

$% <TR；酵母分别为国产酵母 !% <TR和进口酵母 !% <TR。以上
各组分混配成 5个组合，重复 0次。每只 !%% :R的三角瓶装
发酵液 0% :R，灭菌后按上述相同方法接种和培养。

!#’ 发酵条件试验
利用正交试验研究 6/1!$/的发酵条件，液体培养基由

上述试验中筛选出的廉价营养成分组成，主要包括国产工业

酵母 !% <TR、工业鱼粉 !% <TR、麦麸皮 !% <TR、玉米粉 !1 <TR。
对发酵条件的优化，H[因子取 0个水平：H["\0、H[不调和
H[5\1；温度因子取 0个水平：!1 W、$1 W和 0% W；摇瓶装量



取 !个水平："## $%三角瓶装发酵液 &# $%、’# $%和 (# $%；
接种量取 !个水平：液体菌种 & $%、’ $%和 ( $%)瓶。将各
因子进行 %*（!’）正交组合，共 *组，重复 !次。

!"# 液培菌丝的生物量及产孢量测定
各组合处理的发酵液通过离心去掉上清液后于 "## +

下烘干 & ,，测定菌丝干重（$-)$%），即为菌丝生物量。
从各处理中取发酵液 " $%均匀分散到水琼脂平板上，

吸去多余水分后倒置培养（&. / "+，"&% 0 "&1），并在平板下
方的皿盖中央呈三角形安放 !枚盖玻片（". $$2 ". $$），收
集自平板上菌丝产生并弹落的分生孢子。每隔 "& ,更换玻
片，镜检玻片上的孢子并计数，换算成单位面积的孢子数（孢

子数)$$&）。观察持续 "#3 ,。
!"$ 数据分析
液培菌丝生物量和累计产孢量的数据分析，采用 145数

据处理系统［"(］软件完成。

% 结果与讨论

%&! 不同营养组合对液培菌丝生物量及产孢量的影响
液培菌丝的生物量和累计产孢量可作为考查不同组分

液体培养基是否适合飞虱虫疠霉的基本指标。表 " 为
6*."&*菌株在不同组分液体培养中液培菌丝的生物量和产
孢量。方差分析表明，酵母因子对液培菌丝的生物量及产孢

量的影响极显著（! 7 ’#83，" 9 #8#"；! 7 &.8.，" 9 #8#"），即
酵母营养对提高其发酵产物的生物活性具有重要的作用。

就菌丝产孢而言，含进口酵母组合的累计产孢量均高于国产

酵母和不含酵母的对照，且对照的产孢量最低。在菌丝生物

量方面，含国产酵母组合的菌丝产量最高，对照次之，蛋白胨

则最低。蛋白因子水平间的变化对液培菌丝产孢量有显著

影响（! 7 !:8:，" 9 #8#"），其中以生化试剂蛋白胨为营养的
菌丝累计产孢量最高，鱼粉次之，大豆粉最低，但蛋白因子不

同水平对液培菌丝的生物量却无显著影响（ ! 7 ’8#，" ;

#8#.）。这说明飞虱虫疠霉的液培菌丝产孢对氮源有明显的
选择性。麦麸的 !种不同浓度主要影响液培菌丝的累计产
孢量（! 7 ".8’，" 9 #8#.），但并不显著影响菌丝的生物量，
说明麦麸的碳氮比有利于该菌的液体培养。麸皮用量为 "#
-)%的发酵优于 &# -)%，而 !# -)%的麸皮用量使培养液粘度
增大，不利于发酵，因此麸皮以 "# -)%的用量为宜。不同玉
米粉用量对液培菌丝生物量和产孢量均无显著影响，考虑到

培养液的粘度，以 ". -)%为宜。综合以上分析，影响飞虱虫
疠霉液体培养的营养因素依次为：酵母 ;蛋白类型 ;麦麸 ;
玉米淀粉，其中酵母和蛋白直接关系到发酵成本。

表 ! 飞虱虫疠霉 ’()!%(菌株在不同配方的液体培养基中 *+ ,
发酵的菌丝生物量和累计产孢量

-./01 ! -,1 /234.55 62107 .87 593:;0.<238 =.9.=2<6 3> !"#$%&"

$’()*"+,- ’()!%( 46=102. 3/<.2817 >:34 *+, =;0<;:15 3>

72>>1:18< 02?;27 4172. 9:24.:206 =38525<28@ 3> 61.5<

1A<:.=<，9:3<128，B,1.< /:.8 .87 =3:8 41.0
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D@EF@G $HG@F$

IJKHD@L M@=$L??，/ 51
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5>=NH >N=GFKA@=B，/ 51

)（<=B@G@L)$$&）

O"P"<"1" ": Q: / & Q* & Q& / # Q&

O"P&<&1& &: Q# / ’ Q( & Q. / # Q&

O"P!<!1! ": Q# / ! Q" ! Q: / " Q"

O&P"<&1! ": Q* / ! Q’ ’3# Q" / "&Q’

O&P&<!1" ". Q( / & Q( "!’& Q: / "#"Q(

O!P!<"1& "& Q* / & Q& !&( Q& / &’Q#

O!P"<!1& !" Q! / . Q" ’*3 Q! / !(Q.
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O!P!<&1" &. Q. / ( Q" &’ Q! / # Q!

有关 O、P、<、1的说明见正文 !"C节

%"% 酵母与蛋白不同配比对液培菌丝产孢量的影响
表 &为酵母与蛋白不同配比对液培菌丝产孢量的影响。

表 % 不同类型蛋白与酵母配比下飞虱虫疠霉

’()!%(菌株液培菌丝的产孢量

-./01 % D93:1 9:37;=<238 3> ! & $’()*"+,- ’()!%( 46=102. >:34

02?;27 =;0<;:1 =38<.2828@ 72>>1:18< 53;:=15 3> 61.5< 1A<:.=< .87 9:3<128，5;9901418<17 B2<, B,1.< /:.8 .87 =3:8 41.0
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"& S &’ , ’&(Q! / & Q* &3& Q& / " Q3 (:3 Q’ / ! Q’ :&" Q3 / & Q! &3" Q& / & Q3 &’! Q# / " Q&

&’ S !( , (&& Q! / "#" Q3 !’* Q3 / .:Q! :"( Q3 / "":Q! :&. Q. / ""3 Q3 ’.’ Q& / :’Q! .(3 Q" / *!Q#

!( S ’3 , !#: Q’ / !( Q* .’" Q# / (.Q# !#" Q( / !(Q! ’&* Q# / ." Q( &&. Q( / &:Q" !." Q* / ’&Q!

’3 S (# , ":" Q& / !. Q. &3* Q: / (#Q" ".: Q& / !&Q( &"( Q( / ’’ Q* "’" Q’ / &*Q! !"& Q’ / (’Q3

(# S :& , *& Q" / &. Q* ":’ Q! / ’*Q" *: Q: / &:Q. ".* Q: / ’. "#.Q" / &*Q( "’" Q: / !*Q*

:& S 3’ , ." Q# / "& Q& """ Q! / &(Q: "#& Q* / &’Q: "&" Q# / &* Q# (. Q( / ". Q: &. Q! / ( Q"

3’ S *( , !& Q3 / 3 Q. (( Q: / ": Q! .( Q& / "’ Q( :’ Q. / "*Q! !: Q* / * Q3 &’ Q: / ( Q’

*( S "#3 , &" Q& / ’ Q! !" Q& / ( Q! ’# Q" / 3 Q" ’3 Q3 / * Q* &( Q! / . Q! ". Q* / ! Q&

T=ALD ":&’ Q: "3’( Q* &&3( Q’ &(&" Q. "!’( Q! "(3! Q!
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方差分析表明，不同蛋白类型对液培菌丝产孢量的影响极显

著（! ! "#$%&，" ’ #$ #(），若以化学试剂蛋白胨营养产孢量
为 (##)，鱼粉和大豆粉营养处理的产孢量分别为蛋白胨的
*+,-)和 "#,.)，但鱼粉为工业制品，价格远远低于蛋白胨。
考虑经济实用性，应选择用鱼粉替代化学试剂蛋白胨，降低

工业发酵成本。当麦麸皮和玉米粉浓度稳定在一定水平时，

不同来源的酵母对液培菌丝产孢量影响减小许多（! ! ((,*，
" ’ #,#.），考虑工业生产成本，完全可用国产工业酵母替代
进口酵母。综合酵母与蛋白不同配比的分析结果，得出虫霉

发酵培养基组成为：国产酵母 (# /01、工业鱼粉 (# /01、麦麸
皮 (# /01、玉米粉 (. /01，所含无机盐与上述试验相同。
!"# 不同条件对液体发酵的影响
表 &给出用廉价原料在不同发酵条件下所获飞虱虫疠

霉液培菌丝的生物量和产孢量。数据分析表明，以发酵温度

对液培菌丝生物量（! ! %$22，" ’ #$#(）和产孢量（! ! *$ .(，
" ’ #$#(）影响最大，&# 3下菌丝产孢量和生物量最高，表明
该菌有较强的高温适应能力，印证了先前的相关报道［2］。其

次，45因子影响液培菌丝产孢量，当 45"$ .时，产孢量显著
高于 45*,&（! ! (#$+*，" ’ #$#(），说明微酸性条件有利于获
得产孢量高的菌丝，但 45对菌丝生物量的影响不显著。在
本实验测试的摇瓶装量和接种量范围内，两者对发酵结果的

影响均不明显。根据经验，摇瓶装量以 -#)的效果较好，装
量过多使通气量下降，不利于菌丝繁殖，而接种量一般取

(#)为宜。

表 # 飞虱虫疠霉 $%&’!%在不同液培条件下发酵 () *后

菌丝的生物量和产孢量

+,-./ # +*/ -012,33 40/.5 ,65 3718/ 78159:;016 1< ! = "#$%&’()*

24:/.0, 78159:/5 06 ()* .0>905 :9.;98/ ,; 50<</8/6;

8/?02/3 1< </82/6;,;016 :1650;0163

45 #0（3）
167869 6:
(## ;1
<=>?@0;1

A:BC8=>D6B:
0（)，$0$）

EFCG=6>=
H6B;>??
0（;/0;1）

I4BJG
4JB98CD6B:

0（KB$ ?4BJG?0;;+）

L &# +# + -.$* &2( $-
L +. -# - &*$( &.( $+
L (. "# " +"$* +## $"
* $& &# +# + &"$* +"% $#
* $& +. -# - &.$+ &#. $&
* $& (. "# " +&$. (*& $(
" $. &# +# + -+$" -2. $.
" $. +. -# - +.$( &-+ $2
" $. (. "# " &&$. &+& $.

综上所述，影响飞虱虫疠霉液培菌丝生物量和产孢量的

主要因素是培养液中的酵母和蛋白类型。考虑生产成本，用

国产酵母替代实验用进口酵母，用工业鱼粉替代实验用蛋白

胨，配制用于生产的液体培养基虽然效果略逊于进口试剂，

但其菌丝产量可以满足生产的需要（ M +. ;/0;1）。培养温
度和发酵液 45的变化对液培菌丝的活性影响较大，根据我
们的经验，飞虱虫疠霉的适宜液培温度为 +. N &# 3，45为
",. N ",2。

飞虱虫疠霉的液体培养及发酵工艺研究至今未见公开

报道，本文仅在实验室条件下研究了适合该菌的液体培养基

组分及发酵条件，所获结果为上罐试验提供了依据。
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