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绿僵菌侵染光肩星天牛幼虫过程的透射电镜观察!
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摘 6 要：6 应用透射电镜观察并研究光肩星天牛幼虫感染绿僵菌后体壁和中肠发生的病理变化。结果表明：接菌

后 &" :，寄主表皮层中观察到少量菌丝段，至 $! : 菌丝已普遍侵入，芽管在穿透过程中表现了机械压力和酶活性。

7" ; !9 : 菌丝即可穿透体壁进入血腔。菌丝和菌丝段经血淋巴循环侵入各器官组织。!9 ; 8$ :，随着菌丝和 菌 丝

段在肠壁细胞中迅速大量增殖，肠壁组织逐渐被破坏，中肠微绒毛脱落，肠壁细胞形成空泡，围食膜被分解消失，最

终中肠组织崩溃、解体。
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6 6 光肩星天牛（2-#A"#A+#&) 0")9&1A%--1(）是国内外

危险性林木蛀干害虫，现已猖獗危害我国 $8 个省市

自治区的多 种 阔 叶 树（ 王 志 刚，$%%!），严 重 降 低 木

材的利用价值，给我国林业经济造成巨大损失。随

着环保意识的增强，加之诸多与化学药剂相关的环

境问题日益突出，寻求和完善对其生物防治或以生

物防治为主的综合治理已成为当前光肩星天牛防治

研究的热点之一。

绿僵菌（ >%.)&+1B174 )-1(#A"1)%）是 虫 生 真 菌 的

主 要 类 群 之 一，目 前 已 广 泛 用 于 防 治 甘 蔗（ /)**+C
)&74 #661*1-)&74）、牧草、林 木 及 卫 生 害 虫（ 王 音 等，

$%%"）。国内外曾有一些应用绿僵菌防治天牛的研

究（ 樊 美 珍 等，&=98； 童 森 林 等，&==&； 徐 金 柱，

$%%$；王四宝等，$%%!；夏成润等，$%%#；何学友等，

$%%#；$%%8； ’:HJ4G> %. )"U，$%%$； B>S0HO %. )"U，
$%%!4；$%%!S； $%%9； F4[KY %. )"U，$%%"； $%%8；

’:4@1K5 %. )"U，$%%9），但未见有关绿僵菌对光肩星天

牛幼虫的入侵及致病过程的报道。为了探明绿僵菌
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对光肩星天牛幼虫的侵染过程，本试验应用透射电

镜观察并研究了该过程中二者的超微结构变化，从

而为揭示其致病机制提供依据。

$# 材料与方法

!" !# 供试昆虫

光肩星天牛幼虫：在保定市采集光肩星天牛成

虫，按 % & $ 雌 雄 比，人 工 接 虫 到 ’ 年 生 垂 柳（ !"#$%
&"&’#()$*"）上，整树套笼进行室外饲养，产卵后见蛀

屑和虫粪排出确认幼虫成活，!’ 天后剖取幼虫用于

透射电镜制样。

!" $# 供试菌株及孢子悬浮液制备

绿僵菌 ()*$ 为室内生测对光肩星天牛幼虫具

有较高毒力的菌株。待蛋白胨 + 马铃薯葡萄糖琼脂

培养基中培养的绿僵菌完全产孢后，刮下分生孢子，

用含 *, $- 吐温 + .* 无菌水润湿，磁力搅拌器搅拌

均匀，经血球计数板计数后，配成 $ / $*.·01 + $ 的孢

子悬浮液。

!" %# 接种及取样方法

将 ’* 天龄的光肩星天牛幼虫浸入孢子悬 浮 液

中 %* 2 后，接入柳树的人工刻槽中饲养。采用插枝

水培 法，枝 条 上 端 覆 湿 纱 布，下 端 插 在 水 里，放 入

3" 4 、相对湿度 5*- 的人工气候箱中培养。分别于

$"，3!，!.，"*，63 7 虫体僵硬、虫体有菌丝穿出时依

次取 样，以 未 染 菌 的 幼 虫 作 对 照，作 为 透 射 电 镜

样品。

!" &# 透射电镜样品制备及观察

样品用 !- 戊 二 醛 前 固 定 过 夜，之 后 解 剖 虫 体

取出中肠，再 将 原 样 品 及 中 肠 用 $- 锇 酸 后 固 定 $
7。磷酸缓冲液冲洗 *, ’ 7。经脱水、渗透、包埋、聚

合、修块后，莱卡 89: 型透射电镜超薄切片机切片，

采用醋酸双氧轴和柠檬酸铅双染法染色，日立 ; +
9’** 透射电子显微镜下观察并拍照光肩星天牛 幼

虫感染绿僵菌不同时间后各组织的病理变化。

3# 结果与分析

$" !# 感染绿僵菌后寄主体壁的超微结构变化

接种后 $" 7，观察到少量菌丝段侵入到表皮层

中（ 图版! + <）。接种后 3! 7，穿透菌丝已形成大

小、形状各异的 菌 丝 段 和 菌 丝（ 图 版! + =）；此 时

还可观察到 穿 透 菌 丝 周 围 出 现 电 子 密 度 很 低 的 光

晕，表皮层内原来规则而连续的片层结构在侵入丝

的周围变形和消失（ 图版! + :），这 表 明 芽 管 在 穿

透 过 程 中 的 机 械 压 力 和 酶 活 性（ ;>22>? +, "#@，
$5.5）。侵 染 !. 7 时，表 皮 层 逐 渐 崩 解（ 图 版! +

A）；大量菌丝段穿透皮细胞层，表皮层与皮细胞层

分离（ 图版! + B）。相对于健康体壁细胞（ 图版!
+ C），侵染至 "* 7 时细胞器因菌丝穿透遭到破坏；

细胞排列松 弛，部 分 变 成 空 泡（ 图 版! + D）。63 7
时侵入脂肪体内的菌丝大量吸收营养，破坏脂肪细

胞结构（ 图版! + ;）；同时肌纤维因菌丝穿透被破

坏（ 图版" + E）。菌丝主要以出芽和缢离 3 种方式

进行大量增殖，同时随血淋巴循环侵入各器官组织，

与寄主争夺营养，破坏寄主组织与器官，致使寄主死

亡，直至整个体腔充满菌丝和菌丝段，随后菌丝穿出

虫体向体外生长（ 图版" + F—1）。

$" $# 感染绿僵菌后寄主中肠的超微结构变化

超薄切片观察表明：健康幼虫中肠壁细胞排列

规整，柱状细 胞 顶 膜 特 化 成 的 微 绒 毛 排 列 整 齐（ 图

版" + <）。接种 后 !. 7，微 绒 毛 排 列 有 些 紊 乱，但

仍可见到围食膜（ 图版" + =）。接种 后 "* 7，可 观

察到菌丝段接近肠壁细胞（ 图 版" + :），中 肠 微 绒

毛部分脱落，呈现稀疏（ 图版" + A）。接种后 63 7，

肠壁细胞内充满带有光晕 的 菌 丝 段（ 图 版" + B），

肠壁柱状细胞形 成 空 泡（ 图 版" + C），同 时 还 可 观

察到菌丝段正 在 分 解 中 肠 微 绒 毛，使 其 稀 疏；围 食

膜也被分解消失（ 图版" + D）。就这样肠壁组织被

大量增殖的菌丝和菌丝段不断破坏，最后全部被它

们消解，中肠组织崩溃、解体（ 图版" + ;—F）。

%# 结论与讨论

一般认为，多数真菌在入侵时产生相应的酶来

降解构成昆虫表皮的蛋白质、几丁质等主要成分，被

降解的位点是真菌侵染的突破口。一些研究结果曾

相继报道过绿僵菌菌丝在穿透过程中所表现的机械

压力和酶活性（;>22>? +, "#@，$5.5；王 音 等，3**"）。

本试验在透射电镜超薄切片中观察到寄主表皮层内

规则而连续的片层结构在穿透菌丝的周围变形和消

失，同时观察到穿透菌丝内含大量参与代谢功能的

细胞器。这一切都意味着菌丝正在旺盛地合成和分

泌水解酶，进一步证实了绿僵菌依靠机械压力和酶

降解共同作用的方式穿透寄主表皮。

有 关 真 菌 从 昆 虫 消 化 道 侵 入 血 腔 的 报 道 很 少

（ 蒲蛰龙等，$55"）。王音等（3**!）首次报道了体壁

是绿僵菌 侵 染 小 菜 蛾（ -#.,+##" %’#(/,+##"）的 主 要 途

径，消化道是绿僵菌入侵的次要途径。本研究通过

透射电镜观察到光肩星天牛幼虫肠道被绿僵菌侵染

的 !. G 63 7 期间，随着菌丝和菌丝段在肠壁细胞中

迅速大量增殖，肠壁组织逐渐被破坏，中肠微绒毛脱

落，肠壁细胞形成空泡，围食膜被分解消失，最终中

!$$
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肠组织崩溃、解体。因 此，首次发现了光肩星天牛

幼虫消化道也是绿僵菌入侵的途径之一。这一侵染

方式的存在，对今后在野外更有效地应用绿僵菌这

一生物制剂防治光肩星天牛幼虫具有指导意义。

目前，有学者认为，绿僵菌毒素会干扰寄主细胞

的免疫系统，亦影响中枢神经系统，使神经传导受到

障碍，失去 正 常 的 反 射 作 用（ 蒲 蛰 龙，#$$%）。 在 本

试验中，绿僵菌在侵染光肩星天牛幼虫过程中会分

泌哪些毒素，这些次生代谢产物作用于哪些目标器

官以及如何起作用等问题还有待进一步研究。
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