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摘　要：采用稀释涂布法从青藏高原采集的土样中分离得到一株具有杀蝗虫活性真菌Ｄ３１９．
通过形态学观察以及ＩＴＳ序列的分析，初步将Ｄ３１９鉴定为曲霉属日本曲霉（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犼犪
狆狅狀犻犮犪狊）．室内活性测定结果表明日本曲霉Ｄ３１９发酵液和孢子均有杀东亚飞蝗活性．其中，
真菌发酵液对东亚飞蝗校正死亡率为：９６ｈ（８６．６７％），１４４ｈ（１００％）．与此同时，真菌孢子悬
液对东亚飞蝗的ＬＣ５０（致死中浓度）为３．４２×１０５孢子／ｍＬ．研究结果表明，３×１０８孢子／ｍＬ
的Ｄ３１９孢子悬液对不同年龄阶段东亚飞蝗均有致死效果．其ＬＴ５０（半致死时间）值分别为：
羽化成虫（１５５ｈ），四至五龄成虫（１０４．８ｈ），三龄幼虫（５４．６ｈ），二龄幼虫（３０．６ｈ）．
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１　引　言
东亚飞蝗［犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪犿犪狀犻犾犲狀狊犻狊

（Ｍｅｙｅｎ）（Ｏｒｔｈｏｐｔｅｒａ：Ａｃｒｉｄｉｄａｅ）］属直翅目飞蝗
科，一年为两代，第一代称为夏蝗，第二代为秋蝗，
东亚飞蝗能形成非常高的种群密度且迁徙速度较
快，给农作物带来巨大的灾害［１］．近年来，由于气候
干燥等自然因素和人为因素，蝗灾爆发频率增加，
规模扩大［２］．目前，国内外防治蝗虫灾害的措施包
括化学防治、生态防治和生物防治手段．其中化学
农药防治为主要防治手段，化学农药防治既造成严
重的环境污染、给人们的健康构成极大威胁的同时
也会使蝗虫产生耐药性，破坏生态平衡．生物农药
防治病虫害是一种绿色环保的防治手段成为当今
病虫害防治的研究热点．生物农药具有安全、不杀
伤非目标生物、害虫难以产生抗药性等优点，成为
防治蝗虫最重要、最具潜力的防治措施［３，４］．

微生物杀虫剂是生物防治中较为有效的新型
生物农药．微生物产生的次级代谢产物有新颖的结
构、多样的活性，是多种药物前体的重要来源．目
前，苏云金杆菌、假单孢杆菌、蝗虫微孢子虫、绿僵
菌和白僵菌等微生物对东亚飞蝗具有较好的防治
作用．但由于生物农药自身容易降解、容易受环境
因素的影响，因此仍然需要分离得到大量的杀虫微
生物来满足可持续性绿色生态农业的发展需求［５］．

青藏高原海拔较高，地理环境和气候条件独
特，蕴含着宝贵的真菌资源，能够分离和筛选的到
具有杀虫活性的真菌［６］．本实验从青藏高原草地土
样中分离得到一株具有杀卤虫和东亚飞蝗活性的
真菌，经过菌落形态、生理特性及分子生物学最终
鉴定为日本曲霉．室内活性测定结果表明，Ｄ３１９
发酵液和孢子均对东亚飞蝗具有较高的致死作用．
２　材料与方法
２．１　材　料
２．１．１　土样　供试土样来自青藏高原西藏那曲班
戈，新疆哈密巴里坤，四川甘孜，青海甘磺等地采集
的２６份草地土壤样品．采用对角线取样法，用取样
器采集距离表面１５ｃｍ的土壤样于采样袋中，除去
土样中的杂质，标记后放入４℃保存备用．
２．１．２　供试虫　东亚飞蝗三龄若虫［犔狅犮狌狊狋犪犿犻
犵狉犪狋狅狉犻犪犿犪狀犻犾犲狀狊犻狊］购于云南省昆明市蝗虫养殖
基地．饲养温度２５±５℃，相对湿度５０％喂食新鲜
玉米草．

２．１．３　培养基　真菌分离和筛选培养基ＰＤＡ：马
铃薯２００ｇ，无水葡萄糖２０ｇ，琼脂粉２０ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，自然ｐＨ．

真菌发酵培养基ＰＤＢ：马铃薯２００ｇ，无水葡
萄糖２０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，自然ｐＨ．

真菌形态观察培养基（查氏培养基）：硝酸３ｇ，
磷酸氢二钾１ｇ，硫酸镁（ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ）０．５ｇ，
氯化钾０．５ｇ，硫酸亚铁０．０１ｇ，蔗糖３０ｇ，琼脂２０
ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，自然ｐＨ．
２．１．４　主要仪器和试剂　垂直送风超净工作台，
浙江苏净净化公司；ＨＺＱＣ恒温摇床，哈尔滨东联
店子技术开发有限公司；ＳＰＸ智能生化培养箱，宁
波江南仪器厂；ＤＳＸ２８０ＫＢ３０蒸汽灭菌锅，上海申
安医疗器械场；３Ｋ１５高速冷冻离心机，美国Ｓｉｇｍａ
生物科技有限公司．１×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，ＭｇＣｌ２，
ｄＮＴＰ，Ｔａｑｐｂｕｓ，ＤＮＡ聚合酶均购于北京六合华
大基因科技有限公司．电子显微镜观察采用日立
Ｈ７６５０扫描电子显微镜．
２．２　方　法
２．２．１　菌株分离　土壤真菌的分离准确称取土样
１０ｇ，加入装有９０ｍＬ无菌水并带有玻璃珠的２５０
ｍＬ三角瓶中，振荡２０ｍｉｎ，使土样与水充分混匀，
将细胞分散．配制成一系列浓度梯度（１×１０－１，１×
１０－２，１×１０－３，１×１０－４，１×１０－５，１×１０－６，１×
１０－７，１×１０－８ｇ／ｍＬ）土壤稀释液，再各吸取０．２
ｍＬ用无菌玻璃涂布器将菌液在平板上涂抹均匀，
每个浓度梯度做三次重复，２６℃在真菌培养箱中
培养１４ｄ．多次分离纯化后获得单菌落．
２．２．２　菌株发酵液的制备　将纯化得到的菌株接
种于装有１００ｍＬ无菌ＰＤ液体培养基的２５０ｍＬ
三角瓶中，１６０ｒ／ｍｉｎ、２６℃振荡培养７２ｈ后转接
至装有２００ｍＬ无菌ＰＤ液体培养基的５００ｍＬ三
角瓶中，接种量为１％，１６０ｒ／ｍｉｎ、２６℃振荡培养
１４ｄ获得真菌发酵液５Ｌ．真菌发酵液用装有两层
分析滤纸的布氏漏斗抽滤，除去菌丝体，滤液在
１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ．取上清液备用．
２．２．３　真菌发酵液杀东亚飞蝗活性测定　挑选活
力较好，体型大小基本一致的３龄东亚飞蝗若虫饥
饿处理２４ｈ．采用浸虫浸草法［７］测定菌株发酵液杀
虫活性．将３龄东亚飞蝗若虫浸入真菌发酵液中，
１ｓ后迅速取出，放入饲养笼中，每笼放入１５只，以
ＰＤ液体培养基处理作为空白对照，再将新鲜的黑
麦草完全浸入相应浓度的药液中，取出置于通风橱
内，沥干后放入饲养笼内（置于光照培养箱中饲养，
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培养箱温度设定为３０℃、相对湿度为５０％）．每个
处理设置３个平行实验．连续观察１２０ｈ内东亚飞
蝗的发病及死亡情况．根据Ａｂｂｏｔｔ＇ｓ公式计算其
死亡率和校正死亡率．

死亡率（％）＝死亡数供试虫数×１００；
校正死亡率（％）＝
　处理组死亡率－对照组死亡率１－对照组死亡率 ×１００．

２．２．４　真菌不同浓度梯度孢子悬液杀东亚飞蝗活
性测定　从平板上刮取一定量的真菌孢子置于灭
菌的浓度为０．０５％吐温８０无菌水中，配成浓度为
３×１０９孢子／ｍＬ的孢子悬液，并稀释成３×１０８、
３×１０７、３×１０６、３×１０５、３×１０４孢子／ｍＬ浓度梯度
真菌孢子悬液．以健康、活动正常的３龄东亚飞蝗
为试虫，采用浸虫浸草法，将１５头浸渍接种真菌孢
子后的蝗虫放入纱笼（２５ｃｍ×２５ｃｍ×３０ｃｍ）内，
同时将喂养草料放入供试孢子悬液内浸３ｓ，取出
晾干后放入饲养笼中．置于光照培养箱（中饲养，培
养箱温度设定为３０℃、相对湿度为５０％．每个组合
处理以０．０５％吐温８０无菌水为对照，每个处理组
重复三次．每隔１２ｈ观察各处理蝗虫的感染反应，
记录死亡虫数，并对死亡虫体进行保湿培养（２８℃，
ＲＨ５０％），观察菌丝生长及产孢情况（虫尸上长出
肉眼可见的菌丝以及孢子），并挑取孢子和菌丝在
显微镜下镜检确定是否为日本曲霉感染致死，连续
观察８ｄ．按公式计算试虫的死亡率、校正死亡率和
致死中浓度（ＬＣ５０）．
２．２．５　真菌孢子悬液对不同年龄阶段东亚飞蝗杀
虫活性测定　挑选健康的二龄，三龄，四至五龄和
羽化成虫东亚飞蝗．东亚飞蝗不同年龄阶段根据王
杰秀［８］划分方法进行判断．从平板上刮取一定量的
真菌孢子置于灭菌的浓度为０．０５％吐温８０无菌
水中，配成浓度为３×１０８孢子／ｍＬ的孢子悬液，同
一孢子浓度对不同年龄阶段蝗虫的杀虫活性测定
方法参照２．２．４．
２．２．６　菌株Ｄ３１９形态观察　菌落形态观察：将
菌株置于查氏培养基２６℃培养７ｄ观察其菌落形
态．菌株孢子形态观察：将菌株在ＰＤＡ固体培养
基上进行划线培养，并将盖玻片以４５°角插入培养
基中，培养７ｄ后获得生长有菌丝体的盖玻片，将
其用２．５％的戊二醛溶液固定后，ＰＢＳ缓冲液进
行洗涤，用不同浓度梯度乙醇脱水并经ＣＯ２临界
点干燥，表面喷金后，用日立Ｈ７６５０扫描电子显

微镜观察其菌体形态并照相．
２．２．７　菌株Ｄ３１９１８ＳｒＤＮＡ的序列分析　取Ｄ３
１９对数生长期新鲜菌液，离心收集菌丝体，参照
ＳＤＳ－ＣＴＡＢ法［９］提取真菌总ＤＮＡ，１％琼脂糖凝
胶电泳检测．使用传统形态学鉴定和真菌ＩＴＳ（非
转录序列）分析法［１０］：１８ＳｒＤＮＡ序列的扩增采用：
ＩＴＳ１：５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′；ＩＴＳ４：
５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′，以真菌总
ＤＮＡ为模板，反应程序如下：９５℃变性５ｍｉｎ；９５
℃３０ｓ；５５℃３０ｓ；７２℃１ｍｉｎ；３５个循环；７２℃１０
ｍｉｎ；４℃保存．扩增ＰＣＲ产物纯化后送北京六合
华大基因科技有限公司测序．得到的１８ＳｒＤＮＡ序
列在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行Ｂｌａｓｔ比对．相关序
列的相似性分析均在ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ１９（ｈｔｔｐ：／／ｅｚ
ｔａｘｏｎｅ．ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ／）网站进行，紧接着通过
ＭＥＧＡ７．０软件进行手动全局比对系统发育树的
构建．
３　结果与分析
３．１　目的菌株的获得及其菌株鉴定
３．１．１　目的菌株的获得　本次研究从青藏高原地
区四川省甘孜州不同经纬度采集的６个土样样品
中分离得到２５株真菌，其中筛选得到一株对东亚
飞蝗具有较高致死活性的真菌Ｄ３１９，土样采集地
点为（Ｎ：３６°００′４１．４＂Ｅ：９８°０６′４２．９＂）．现保藏
于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中
心（ＣｈｉｎａＧｅｎｅｒａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃ
ｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒ），保藏编号为ＣＧＭＣＣＮｏ．１３３６４．
３．１．２　目的菌株的鉴定　１）Ｄ３１９菌株形态学
特征：菌株菌落形态如图１所示，菌落培养初期的
菌落为白色如Ａ所示，后转为黑褐色如Ｃ所示，棉
絮状，无渗出液，菌落背面如Ｂ所示初期为白色，
后期如Ｄ所示呈微黄色．菌落在查氏琼脂上生长
迅速，２５℃培养７ｄ直径６０～７０ｍｍ．Ｄ３１９真菌孢
子扫描电镜结果如图２所示，结果显示分生孢子头
幼龄时为球形至辐射形，菌株分生孢子大量表面呈
褐黑色，有渗出液；分生孢子头幼时为球形或辐射形，

图１　真菌Ｄ３１９菌落形态
Ｆｉｇ．１　ＭｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆＤ３１９ｓｔｒａｉｎ

９０３１
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图２　真菌Ｄ３１９孢子电镜照片
Ｆｉｇ．２　ＳｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆＤ３１９ｃｏｎｉｄｉａ
直径１００～２００μｍ，老时分裂成几个紧密的圆柱状
结构；分生孢子梗发生于基质，孢梗茎２５０～６００（～
１０００）μｍ×（５～）７～１２μｍ，近顶囊的部分略带淡黄
褐色，壁平滑．其形态特征与中国真菌志［１１］第五卷
中对日本曲霉形态学特征描述相符．２）系统发育
分析：采用ＳＤＳ－ＣＴＡＢ法提取菌株Ｄ３１９基因组
ＤＮＡ，在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中通过ＢＬＡＳＴ程序进行

相似性比对分析，构建系统发育树（ＧｅｎＢａｃｋ登录
号３Ｅ７４ＮＡＡ４０１５），根据测序结果与ＣＮＢＩ数据库
中进行序列比对，选择与之同源模式菌与Ｄ３１９进
行进化树分析．如图３所示Ｄ３１９与犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊
犼犪狆狅狀犻犮犪狊（ＡＪ８７６８８０．１）、犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犪犮狌犾犲犪狋狌狊
（１１１４１２．１）和犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犪犮狌犾犲犪狋狌狊（ＫＰ９６５７２８．１）
同源性最高，相似度为９７％．结合形态学和分子生
物学鉴定结果，最终将Ｄ３１９鉴定为曲霉属日本曲
霉犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犼犪狆狅狀犻犮犪狊．
３．２　真菌发酵液杀东亚飞蝗活性

真菌发酵液对东亚飞蝗室内活性测定结果如
表１所示，结果表明，９６ｈ真菌发酵液对东亚飞蝗
的校正死亡率为８６．６７％，而此时空白对照不出现
任何死亡情况．１４４ｈ真菌发酵液对东亚飞蝗的校
正死亡率高达９３．３３％，而此时空白对照校正死亡
率为２．２２％．综上所述，菌株Ｄ３１９发酵液对三龄
东亚飞蝗具有较好的致死效果．

图３　菌株Ｄ３１９与亲缘关系相近菌株１８ＳｒＲＮＡ系统发育树
Ｆｉｇ．３　１８ＳｒＲＮＡＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｉｓｏｌａｔｅＤ３１９ａｎｄｒｅｌａｔｅｄｓｐｅｃｉｅｓ

表１　Ｄ３１９真菌发酵液对东亚飞蝗毒杀活性
Ｔａｂ．１　ＩｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｕｎｇｉＤ３１９ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｔｏ犔．犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪犿犪狀犻犾犲狀狊犻狊
实验名称 校正死亡率（％）

１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ １４４ｈ
东亚飞蝗空白组 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２．２２
东亚飞蝗实验组 １１．１１ １５．５６ ２６．６７ ４４．４４ ８６．６７ ９３．３３ １００

３．３　菌株犇３１９孢子毒力测定结果
３．３．１　不同浓度梯度孢子悬液对三龄蝗蝻的毒力
作用　菌株Ｄ３１９不同浓度梯度孢子悬液对三龄
蝗蝻的毒力作用如表２所示．从表２中可以看出，

不同浓度梯度孢子悬液对东亚飞蝗的致病力显著
水平大于０．０１小于０．０５，表明所设置的浓度梯度
是合理的．１４４ｈ内真菌孢子对三龄蝗蝻ＬＣ５０值为
３．４２×１０６孢子／ｍＬ．东亚飞蝗死亡时间与真菌孢

０１３１
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子剂量关系如表３所示．从表中可看出，东亚飞蝗
的校正死亡率随着日本曲霉孢子悬液剂量增加而
逐渐提高．在孢子浓度为３×１０５孢子／ｍＬ时对三
龄蝗蝻的致死中时比较长，半致死时间ＬＴ５０值为

２１０．４ｈ．当孢子浓度达到３×１０９孢子／ｍＬ时，真
菌孢子对东亚飞蝗表现出明显的高效致死作用，
１２０ｈ东亚飞蝗的致死率已经接近９０％，ＬＴ５０值为
５９．１ｈ．

表２　Ｄ３１９孢子作用于东亚飞蝗的ＬＣ５０和ＬＣ９５值
Ｔａｂ．２　ＴｈｅＬＣ５０ａｎｄＬＣ９５ｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅＤ３１９ｃｏｎｉｄｉａａｇａｉｎｓｔｔｈｅｔｈｉｒｄｉｎｓｔａｒ犔．犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪
ＬＣ５０（９５％置信区间） ＬＣ９５（９５％置信区间） Ｓｅ Ｘ２ ｄｆ ｐ

２（１６５．２～７１７．４）×１０４孢子／ｍＬ １９２．６（４６．９～１７７３．１）×１０７孢子／ｍＬ ０．１ １．２ ３ ０．０３

表３　Ｄ３１９不同浓度梯度孢子悬液作用于三龄东亚飞蝗的ＬＴ５０值
Ｔａｂ．３　ＬＴ５０ｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅＤ３１９ｃｏｎｉｄｉａａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔｔｈｅｔｈｉｒｄｉｎｓｔａｒ犔．犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪

菌株 浓度（孢子／ｍＬ） 回归方程 标准误 犡２ ＬＴ５０（ｈ） ９５％置信区间（ｈ） Ｐ
Ｄ３１９ ３×１０９ 狔＝０．０２３狓－１．３７９ ０．２ ６．２ ５９．１ ５３．３～６４．６ ０．００１

３×１０８ 狔＝０．０１９狓－１．４０９ ０．１ ２．５ ７２．７ ６６．４～７９．０ ０．００１
３×１０７ 狔＝０．０１３狓－１．２８８ ０．１ １５．０ ９９．８ ８７．５～１１４．５ ０．００１
３×１０６ 狔＝０．００８狓－１．１７６ ０．１ ９．６ １４２．４ １２４．６～１７１．３ ０．００１
３×１０５ 狔＝０．００７狓－１．４０１ ０．１ １０．７ ２１０．４ １７２．３～２９５．６ ０．００１

３．３．２　Ｄ３１９真菌孢子对不同年龄段东亚飞蝗毒
力作用　３×１０８孢子／ｍＬＤ３１９孢子悬液对不同
发育阶段东亚飞蝗表现出不同的毒力效果如表４
所示．１４４ｈ内，真菌孢子对二龄东亚飞蝗校正死
亡率高达１００％，对三龄东亚飞蝗校正死亡率高达
１００％．与此同时，１９２ｈ内真菌孢子对四至五龄东
亚飞蝗校正死亡率为９３．３％，而对羽化成虫校正
死亡率为６４．４％．通过计算得出真菌孢子悬液对

不同发育阶段东亚飞蝗的致死中时较短，均不超过
７ｄ，其中以真菌孢子悬液对二龄和三龄的致死中
时较短，分别为３０．６和５０．６ｈ，显著低于其它年龄
阶段的半致死时间．真菌孢子对羽化成虫的半致死
时间较长为１５５ｈ，显著高于其它年龄阶段的半致死
时间．实验结果表明二龄和三龄东亚飞蝗幼虫比其
它年龄阶段的蝗虫更容易被Ｄ３１９孢子感染，而羽
化成虫对日本曲霉孢子悬液具有较强的抵抗作用．

表４　Ｄ３１９真菌孢子对不同年龄段东亚飞蝗毒力作用
Ｔａｂ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤ３１９ｃｏｎｉｄｉａｏｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｉｆｅｓｔａｇｅｓｏｆ犔．犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪

昆虫年龄 １９２ｈ内东亚飞蝗校正死亡率（％）
２４ｈ ４８ｈ７２ｈ９６ｈ１２０ｈ１４４ｈ１６８ｈ１９２ｈ

Ｓｅ 犡２ ＬＴ５０
（ｈ）

９５％
置信区
间（ｈ）

ｐ

二龄 １７．８８４．４９３．３１００ ０．２ ７．４ ３０．６２６．６～３４．３０．００１
三龄 １３．３４４．４７１．１８６．７９７．８１００ ０．１ ２．６ ５４．６４９．７～５９．３０．０００１

四至五龄 １１．１１７．８２８．９ ４０ ５５．６６８．９９３．３９３．３０．１ ４．６１０４．８９７．０～１１３．２０．０００１
羽化成虫 ２．２ ６．７１３．３ ２０ ２８．９ ４０ ５３．３６４．４０．２ ３．４１５５．０１４５．９～１６４．２０．００１

４　讨　论
东亚飞蝗是草地和农业上最具有代表性的害

虫之一［１２］．生物农药防治蝗灾已经成为当下较好
的选择．本文从青藏高原土壤中分离得到一株真菌
Ｄ３１９，经形态学和分子生物学鉴定，最终确定为
曲霉属的日本曲霉．众所周知，日本曲霉是许多酶
的重要来源，例如：果胶酶［１３］，β呋喃果糖苷
酶［１４］，纤维素酶［１５］等．但是目前没有笔者对其杀
虫活性研究和报道．本文首次对日本曲霉进行杀虫
活性的研究，并且发现其发酵液和孢子均具有明显

的杀虫活性，希望能通过对该菌株进行进一步研
究，找到在杀虫方面更具有价值的杀虫活性物质．

张鹏飞等人从采自新疆的一只死亡的蝗虫体
内上筛选到了一株对蝗虫具有较好触杀和胃毒作
用的真菌犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狅狉狔狕犪犲ＸＪ１，在感染后第１０
天，该菌对东亚飞蝗３龄幼虫的ＬＣ５０为３．３×１０８
孢子／ｍＬ［１６］．丁秀琼等从自然病死、全身发黑的蝗
虫虫尸中成功分离到一株产碱杆菌（犾犮犪犾犻犵犲狀犲狊
ｓｐ．），室内活性测定结果显示致死中浓度为ＬＣ５０
为１．３３×ｌ０８孢子／ｍＬ［１７］．陶勇等从土壤中筛选得
到一株对蝗虫有较高致死率的产几丁质酶的细菌
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犛犪狀犵狌犻犫犪犮狋犲狉ｓｐ．犆４，将其菌液饲喂蝗虫，死亡率
为６１．１％［１８］．本次实验研究表明，日本曲霉Ｄ３１９
孢子对三龄蝗蝻ＬＣ５０值为３．４２×１０６孢子／ｍＬ．通
过与上述结果比较表明，日本曲霉Ｄ３１９具有较高
的东亚飞蝗致死活性，为蝗虫灾害的微生物防治提
供了一种高效的生防菌．

本次实验结果表明随着东亚飞蝗虫龄期的增
长，虫体自身对日本曲霉孢子的抵抗能力增强，这
可能与东亚飞蝗各发育阶段的不同解毒机制有关．
研究表明，害虫代谢解毒和靶标部位不敏感等抗性
机制的表达均与害虫的生长发育阶段相关［１９，２０］．
在日本曲霉孢子防治东亚飞蝗室内活性实验中，通
过对不同年龄阶段东亚飞蝗防效的比较表明东亚
飞蝗幼虫时期为最佳防治时期，为制定新的东亚飞
蝗治理策略提供了基础资料．
参考文献：
［１］　ＧｕｏＷ，ＷａｎｇＸ，ＭａＺ，犲狋犪犾．ＣＳＰａｎｄｔａｋｅｏｕｔ

ｇｅｎｅｓｍｏｄｕｌａｔｅｔｈｅｓｗｉｔｃｈｂｅｔｗｅｅｎａｔｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄ
ｒｅｐｕｌｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇｂｅｈａｖｉｏｒａｌｐｈａｓｅｃｈａｎｇｅｉｎｔｈｅｍｉ
ｇｒａｔｏｒｙｌｏｃｕｓｔ［Ｊ］．ＰｌｏｓＧｅｎｅｔｉｃｓ，２０１１，７：ｅ１００１２９１．

［２］　ＫａｎｇＬ，ＣｈｅｎＸ，ＺｈｏｕＹ，犲狋犪犾．Ｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｌａｒｇｅｓｃａｌｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｐｈａｓｅ
ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｍｉｇｒａｔｏｒｙｌｏｃｕｓｔ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｉＡｃａｄ
ＳｃｉＵＳＡ，２００４，１０１：１７６１１．

［３］　ＭａＥＢ，ＨｅＹＰ，ＺｈｕＫＹ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｉｅｓｏｆ
犪犮犲狋狔犾犮犺狅犾犻狀犲狊狋犲狉犪狊犲狊ｐｕｒｉｆｉｅｄｆｒｏｍｔｗｏｆｉｅｌｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
ｏｆｔｈｅｏｒｉｅｎｔａｌｍｉｇｒａｔｏｒｙｌｏｃｕｓｔ（犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪
犿犪狀犻犾犲狀狊犻狊）：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．
ＰｅｓｔｉＢｉｏｃｈｅｍＰｈｙｓｉｏｌ，２００４，７８（１）：６７．

［４］　彭国雄．杀蝗绿僵菌生物农药研制及其应用技术研
究［Ｄ］．重庆：重庆大学，２００８．

［５］　ＬｏｍｅｒＣＪ，ＢａｔｅｍａｎＲＰ，ＪｏｈｎｓｏｎＤＬ，犲狋犪犾．Ｂｉｏ
ｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｏｆｌｏｃｕｓｔｓａｎｄｇｒａｓｓｈｏｐｐｅｒｓ［Ｊ］．Ａｎ
ｎｕＲｅｖＥｎｔｏｍｏｌ，２００１，４６：６６７．

［６］　刘宏伟．青藏高原特殊生境真菌次级代谢产物结构
与功能的研究［Ｃ］／／中国菌物学会２０１５年学术年
会论文摘要集，２０１５．

［７］　张宗炳．杀虫药剂的毒力测定［Ｍ］．上海：上海科

学技术出版社，１９５９．
［８］　王杰秀．如何防治蝗虫危害［Ｍ］．北京：石油工业

出版社，２００９．
［９］　ＨａｎａｄａＲＥ，ＰｏｍｅｌｌａＡＷ，ＣｏｓｔａＨＳ，犲狋犪犾．Ｅｎ

ｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎ犜犺犲狅犫狉狅犿犪犮犪犮犪狅（ｃａｃａ
ｏ）ａｎｄ犜．犵狉犪狀犱犻犳犾狅狉狌犿（ｃｕｐｕｕ）ｔｒｅｅｓａｎｄｔｈｅｉｒ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌｆｏｒｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｏｎａｎｄｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌｏｆ
ｂｌａｃｋｐｏｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＦｕｎｇａｌＢｉｏｌ：ＵＫ，２０１０，
１１４：９０１．

［１０］　ＢｏｒｎｅｍａｎＪ，ＨａｒｔｉｎＲＪ．ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｔｈａｔａｍｐｌｉｆｙ
ｆｕｎｇａｌｒＲＮＡｇｅｎｅｓｆｒｏｍｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｓａｍｐｌｅｓ
［Ｊ］．ＡｐｐｌＥｎｖｉｒｏｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０００，６６：４３５６．

［１１］　齐祖同．中国真菌志．第五卷，曲霉属及其相关有性
型［Ｍ］．北京：科学出版社，１９９７．

［１２］　ＭａｔｔｅｓｏｎＰＣ．Ａｒｅｖｉｅｗｏｆｆｉｅｌｄｓｔｕｄｉｅｓｏｆｔｈｅｅｎｖｉ
ｒｏｎｍｅｎｔａｌｉｍｐａｃｔｓｏｆｌｏｃｕｓｔ／ｇｒａｓｓｈｏｐｐｅｒｃｏｎｔｒｏｌ
ｐｒｏｇｒａｍｍｅｓｉｎＡｆｒｉｃａ［Ｍ］／／ＬｏｍｅｒＣＪ，ＰｒｉｏｒＣ．
ＩｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｏｆＬｏｃｕｓｔｓａｎｄＧｒａｓｓｈｏｐｐｅｒｓ．
Ｗａｌｌｉｎｇｆｏｒｄ：ＣＡＢＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，１９９２：３４７．

［１３］　单杨，夏金兰，李培骏，等．一株产果胶酶制剂的
日本曲霉（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犼犪狆狅狀犻犮狌狊）ＰＪ０１及产酶方
法：ＣＮ１０３４６８５８２Ａ［Ｐ］．２０１３０７０９．

［１４］　赵秀红，李长彪，刘长江，等．日本曲霉产β呋喃果
糖苷酶的性质研究［Ｊ］．生物技术，２００６，１６：３３．

［１５］　王义甫，唐桂馥，陈源，等．一种曲霉纤维素酶菌种
的制备方法：ＣＮ１０６２１６７［Ｐ］．１９９２０６２４．

［１６］　张鹏飞．一种新昆虫病原真菌犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狅狉狔狕犪犲
ＸＪ１及其在蝗虫防治中的潜力［Ｄ］．北京：中国农
业大学，２０１５．

［１７］　丁秀琼．一株蝗虫病原菌的分离鉴定及其毒力研究
［Ｄ］．成都：四川大学，２００７．

［１８］　陶勇．一株产几丁质酶细菌的鉴定酶的性质及其
基因的克隆与表达［Ｄ］．成都：四川大学，２００６．

［１９］　张文吉，张友军．棉铃虫不同龄期幼虫羧酸酯酶、谷
胱甘肽Ｓ转移酶、乙酰胆碱酯酶研究［Ｊ］．植物保护
学报，１９９６，２３：１５７．

［２０］　ＰａｔｉｌＴＮ，ＡａｄｅｉｆａｔｔａｈＡＳＡ，ＰｌａｐｐＦＷ，犲狋犪犾．
ＡＴＰａｓｅａｎｄＤｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＡｃｔｉｖｉｔｉｅｓｆｒｏｍＨｏｕｓｅ
ＦｌｉｅｓＳｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅａｎｄＲｅｓｉｓｔａｎｔｔｏ犗狉犵犪狀狅犮犺犾狅狉犻狀犲Ｉｎ
ｓｅｃｔｉｃｉｄｅｓ［Ｊ］．ＰｅｓｔｉｃＢｉｏｃｈｅｍＰｈｙｓｉｏｌ，１９８０，１３：

檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪
檪
檪
檪
檪
檪
檪

檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪
檪
檪
檪
檪
檪
檪

殏

殏殏
殏

５．

引用本文格式：
中　文：查艳梅，杨娜，石佳杏，等．一株来自青藏高原土壤日本曲霉菌的分离鉴定及其杀东亚飞蝗活性初步研究
［Ｊ］．四川大学学报：自然科学版，２０１８，５５：１３０７．
英　文：ＺｈａＹＭ，ＹａｎｇＮ，ＳｈｉＪＸ，犲狋犪犾．Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犼犪
狆狅狀犻犮犪狊Ｄ３１９ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅＴｉｂｅｔａｎｐｌａｔｅａｕａｇａｉｎｓｔ犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪ｍａｎｉｌｅｎｓｉｓ（Ｍｅｙｅｎ）（Ｏｒｔｈｏｐｔｅｒａ：Ａｃｒｉｄｉ
ｄａｅ）［Ｊ］．ＪＳｉｃｈｕａｎＵｎｉｖ：ＮａｔＳｃｉＥｄ，２０１８，５５：１３０７．

２１３１


