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一株金龟子绿僵菌对茶尺蠖的致病力和胞外酶活性 

陈 峰 1，王长方 1，王 俊 1，陈文乐 2，胡进锋 1，吴 玮 1，姚锦爱 1* 

（1. 福建省作物有害生物监测与治理重点实验室/福建省农业科学院植物保护研究所，福州 350013；2. 三明市农业农村局，三明 365000） 

摘要：为明确从茶园腐殖层昆虫尸体上分离的虫生真菌的分类地位及其对茶尺蠖的生防潜力，采用形态学

特征观察和 rDNA−ITS 序列分析方法对该菌株进行鉴定，并测定该菌株对茶尺蠖 4 龄幼虫的毒力及其胞外

酶活性。结果表明，从茶园腐殖层虫尸上分离获得一株金龟子绿僵菌 CHMA−005；该菌株侵染茶尺蠖 4
龄幼虫 10 d 后，致死率、LC50和 LT50分别可达 100%、1.84×104 cfu/mL 和 3.57 d；蛋白酶活性和几丁质

酶活性均在第 6 d 达到最大值，分别为 31.43 和 27.73 U/mL。可见，金龟子绿僵菌 CHMA−005 对茶尺蠖的

致病力强，胞外酶活性高，具有良好的生防潜力和应用前景。 
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Pathogenicity and Extracellular Enzyme Activities of Metarhizium anisopliae to           
Ectropis obliqua hypulina Wehrli 

CHEN Feng1, WANG Changfang1, WANG Jun1, CHEN Wenle2, HU Jinfeng1, WU Wei1, YAO Jinai1 * 

(1. Fujian Key Laboratory for Monitoring and Integrated Management of Crop Pests/Institute of Plant Protection, Fujian Academy of 

Agricultural Science, Fuzhou 350013, China; 2. Sanming Agricultural and Rural Bureau, Sanming 365000, China) 

Abstract: Fungal strains were identified using morphological characteristics and rDNA-ITS sequence from 
entomogenous fungi isolated from insect cadaver in the humic layer of tea garden and evaluated for their biocontrol 
potential and extracellular enzyme activities against  the 4th instar larvae of Ectropis obliquus. The isolated fungus 
was identified as Metarhizium anisopliae CHMA-005. After infection of the 4th instar larvae of E. obliquus for 10 
days, the strain CHMA-005 resulted in mortality, LC50 and LT50 of 100%, 1.84×104 cfu/mL and 3.57 d, 
respectively. Protease activity and chitinase activity peaked on the 6th day after infection, which were 31.43 U/mL 
and 27.73 U/mL, respectively. Therefore, with high pathogenicity and extracellular enzyme activities to E. obliqua, 
M. anisopliae strain CHMA-005 has good biocontrol potential and application prospect. 
Key words: Metarhizium anisopliae; toxicity; extracellular enzyme activity; Ectropis oblique 

 
茶尺蠖 Ectropis oblique 又名茶尺蛾、俗称拱拱虫，属鳞翅目 Lepidoptera 尺（蛾）蠖科 Geometridae，

在我国浙、苏、皖等地茶区发生严重，是引起我国茶树生产问题的重要害虫之一[1]。茶尺蠖以幼虫取食茶

叶造成主要危害，严重发生时可将茶树叶片及嫩芽全部吃光，对茶叶的品质及产量造成严重影响。对其防

治需要寻找一种较为安全、有效和经济的防控措施。现阶段国内该虫的防控偏重于使用化学农药，易造成

“3R”和药害问题[2-4]。生物防治是一种安全、有效、持久的控害方法，且虫生真菌挖掘利用已成为害虫

生防的重要发展方向之一[5-7]。目前，虽然已有球孢白僵菌 Beauveria bassiana 的一些菌株用于防控杨尺蠖

Apocheima cinerarius 等害虫[8]，但由于不同地理和寄主来源的菌株具有一定的寄主专化性，对目标害虫



第 1 期              陈峰等：一株金龟子绿僵菌对茶尺蠖的致病力和胞外酶活性 125 

 

的致病力也存在差异，因此有必要再探寻一些相对广谱的虫生真菌菌株用于防控茶尺蠖。为此，本研究尝

试从茶园腐殖层昆虫尸体上分离虫生真菌，通过形态学特征观察和 rDNA-ITS 序列分析方法确定其分类地

位，测定菌株对茶尺蠖的胞外酶活性和毒力，探讨它的生防潜力和应用前景，为利用虫生真菌防控茶树害

虫提供支持。 

1  材料与方法 
1.1  供试材料 

供试菌株分离自福建省茶园腐殖层昆虫尸体；供试茶尺蠖幼虫采集于福建省茶园，在温度 25～26 ℃、

相对湿度 55%～60%、光周期 14L:10D 条件下饲养至次代，取食量最大、为害最重的 4 龄幼虫备用；供试

试剂均为分析纯。DNA 提取试剂盒、2×Taq Master Mix 购自上海生物工程股份有限公司；所用引物

ITS1/ITS4 由上海生物工程股份有限公司合成。 
1.2  菌株鉴定 

1.2.1  菌株形态学观察  参照形态描述进行菌株的初步鉴定[9,10]。将供试菌株接种于 PDA 培养基，28 ℃
培养 7 d 后在显微镜下观察菌株菌落形态、产孢结构、孢子形态大小等分类特征并照相。 
1.2.2  菌株分子鉴定  用 DNA 提取试剂盒提取 DNA 后，采用 ITS 序列进行菌株的分子生物学鉴定。所

用引物为 ITS1（5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′）/ITS4（5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′）；PCR
反应体系（25 µL）：2×Taq Master Mix 12.5 µL，DNA 模板 2 µL，引物各 1.0 µL，ddH2O 8.5 µL；PCR
反应程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 45 s，54 ℃退火 50 s，50 ℃～55 ℃延伸 2 min，30 个循环，

72 ℃延伸 10 min。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测确定后，送生工生物工程（上海）股份有限公司进

行序列测定。将测序结果与 GenBank 基因数据库中进行 BLAST 比对，为明确菌株与同属其他种的亲缘

关系，选择已公布的具有代表性的菌株序列，构建分子系统发育树。 
1.3  供试菌株对茶尺蠖幼虫的致病力测定 

将保存的供试菌株接种到PDA培养基平板上，置于温度 28 ℃的HGZ-150型光照培养箱内活化培养 8 d；
然后加入 5 mL 含 0.05%吐温-80 的无菌水脱溶孢子，经 3 层脱脂纱布过滤得孢子原液；用纽鲍尔血细胞计

数板在 NIKON E200 型生物显微镜下统计孢子原液的孢子数并计算孢子浓度，制成 1.00×108 cfu/mL 的孢

子原液备用。 
取制备的孢子原液，以 10 的梯度稀释 4 次，分别获得浓度为 1.00×104、1.00×105、1.00×106、1.00

×107、1.00×108 cfu/mL 的 5 个溶液，以 0.05%吐温-80 无菌水作空白对照，共 6 个处理，每个处理重复 3
次；取直径为 12 cm 的塑料盘，在底部铺上直径为 10 cm 的吸水棉，再盖上一层相同直径的滤纸片，加入

10 mL 无菌水，放 3 片的茶嫩叶，用软毛笔向每个处理挑取供试茶尺蠖 4 龄幼虫 15 只，浸泡 10 s 后挑到

滤纸上，晾干 2 min 后再挑到叶片上，保鲜膜封口；扎孔通气，后置于与 1.1 相同条件的光照培养箱内，

每 24 h 观察、记录死虫数（死亡虫体长出菌丝计为有效感染，每次记录后挑除死亡虫体），并及时更换茶

嫩叶，10 d 后统计试虫的累计校正死亡率，并计算供试菌株对茶尺蠖幼虫的 LC50和 LT50。 
1.4  供试菌株胞外酶活性测定 

将茶尺蠖 4 龄幼虫置于−80 ℃冰箱中速冻 2 h，再置于 80 ℃的 DHG−9030 型电热鼓风干燥箱中烘干，

将烘干的虫体研磨成细粉末；参考董晶[11]的方法称取（K2HPO4 1 g、KCl 0.5 g、MgSO4·7H2O 0.5 g 和

FeSO4·7H2O 0.01 g 溶于 1000 mL 蒸馏水中，制成察氏液体培养基）；称取茶尺蠖虫尸粉 0.2 g 作为唯一的

碳、氮源，加入含有 250 mL 察氏液体培养基的 500 mL 三角瓶中，置于 121 ℃的 LDZX−50FFBS 型不锈

钢立式压力蒸汽灭菌器中灭菌 20 min，冷却后制成含酶活诱导基质的察氏液体培养基备用。 
参考董晶[11]的方法，将上述制备的含酶活诱导基质的察氏液体培养基接种 10 mL 制备的孢子悬浮液（1

×108 cfu/mL），置于 ZWY−240 型旋转式摇床上，于温度 25 ℃、125 r/min 条件下，连续培养 10 d，每

天取 3 份 2 mL 的培养液，将培养液在冷冻离心机 4 ℃下 12000 g 离心 20 min。取上清液即为粗酶液，将

粗酶液保存在−80 ℃超低温冰箱中备用。蛋白酶活性测定：取待测粗酶液 1.0 mL 加入 1.0 mL 酪蛋白溶液

（以酪蛋白为底物，加入 0.05 mol/L、pH 8.5 的 Tris HCl 缓冲液配成的 1% W/V 酪蛋白溶液）；参考黄鹏
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等[12]的方法，检测供试粗酶液活性，以每分钟催化分解酪蛋白生成 1 μg 酪氨酸的酶量为 1 个酶活单位。

几丁质酶活性测定：取待测粗酶液 0.5 mL 加入 0.5 mL 胶状几丁质，参考黄鹏等[12]的方法，检测供试粗酶

液活性，以每分钟催化分解几丁质生成 1 μg N−乙酰酰氨基葡萄糖的酶量为 1 个酶活单位。 
1.5  数据统计与分析 

利用 Mega 5.2 软件对供试菌株进行多序列比对，以 NJ 法构建分子系统发育树，进行聚类分析。在 DPS 
7.05 数据处理软件上，利用机率值分析法计算供菌株对茶尺蠖幼虫的 LC50 和 LT50。 

2  结果与分析 
2.1  菌株形态学观察及分子鉴定 

2.1.1   形态学观察  供试菌株经侵染试验验证、对茶尺蠖 4 龄幼虫具有毒力（图 1A）。菌株在 PDA 培

养基上培养 5 d 时，菌落为淡黄色、圆形放射状生长、边缘为短绒状白色菌丝（图 1B）；培养 10 d 时，

菌落外半部产生墨绿色分生孢子层，呈环形堆积状向四周扩散，并形成皱褶（图 1C）。显微镜下进行观

察，菌丝透明、宽 1.6～2.1 μm，具分支和分隔（图 1D）。分生孢子梗为圆柱状瓶梗，宽 1.9～2.7 μm 单生

或聚集（图 1E），从小梗基部形成念珠状或长链状排列的分生孢子（图 1D）；分生孢子单细胞，淡绿色，

长椭圆形至短棒状，大小为（6.2～8.9）μm×（2.1～3.1）μm（图 1 F）。 

 
A：菌株寄生茶尺蠖 Colony parasitism；B：菌落生长初期 Initial stage of colony growth；C：菌落生长后期（40 倍）Late stage of colony growth；D：

菌丝（40 倍）Mycelium；E：分生孢子梗（40 倍）Conidiophores；F：孢子（40 倍）Spore 

图 1  菌株 CHMA−005 孢子和菌丝不同时期的形态观察 

Fig. 1  Morphological observation for spores and hyphae of strain CHMA−005 at different stages 

2.1.2  分子鉴定  通过引物 ITS1/ITS4 对菌株 DNA 进行扩增，PCR 后获得长度为 527 bp 的 rDNA− ITS 基

因序列，经 BLAST 比对，与 M. anisopliae 菌株（登录号：MN727141；EF051728）相似度均达到 99%以

上。使用 MEGA 5.2 构建 NJ（Neighbor−joiningmethod）系统发育树，可观察到菌株 CHMA−005 与 MN727141
和 EF051728 聚为一支（图 2），因此，结合形态学鉴定及分子学分析，将本次分离的菌株鉴定为金龟子

绿僵菌。并将本株金龟子绿僵菌登陆至 GenBank，登录号为 MN883882。 
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图 2  基于 rDNA−ITS 序列的菌株 CHMA−005 及其相关菌株的系统发育树 

Fig. 2  The phylogenetic tree of the strain CHMA−005 and others related species based on rDNA−ITS sequences by ML method 

2.2  供试菌株对茶尺蠖的致病力 

供试菌株 5 个处理浓度对茶尺蠖的毒力各不相同。随着浓度的提高，致死能力越强，其中 1.00×108

浓度处理的茶尺蠖幼虫的死亡率在第 8 d 时达到 100%；1.00×107 和 1.00×106 cfu/mL 浓度处理的茶尺蠖幼

虫的死亡率在第 10 d 时达到 100%；而 1.00×105和 1.00×104 cfu/mL 浓度处理的茶尺蠖幼虫的死亡率在第

10 d 时仅为 83.33 %和 75%（图 3）。 
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图 3  金龟子绿僵菌菌株 CHMA−005 对茶尺蠖幼虫的致病力 

Fig. 3  Pathogenicity of M. anisopliae CHMA−005 aganist E. oblique 

供试菌株在不同侵染时间下对茶尺蠖幼虫的 LC50 各不相同；LC50 随侵染时间的减少，呈现梯度上升

趋势，侵染的时间越短，LC50 越大，在第 4 d 时 LC50 最大，为 2.27×109 cfu/mL；侵染的时间越短，LC50

越小，第 8 d 时 LC50 最小，为 1.84×104 cfu/mL（表 1）。 
供试菌株在不同浓度下对茶尺蠖幼虫的 LT50 各不相同；其中 1.00×108、1.00×107和 1.00×106 cfu/mL

浓度处理的LT50时间较短，分别为 3.57、4.52 和 5.03 d；1.00×105 cfu/mL 浓度处理的LT50时间较长，为 6.98 d；
1.00×104 cfu/mL 浓度处理的 LT50 时间最长，为 7.77 d，是 1.00×108 cfu/mL 浓度处理的 2.17 倍（表 2）。 
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表 1  金龟子绿僵菌菌株 CHMA−005 对茶尺蠖幼虫的 LC50 
Table 1  LC50 of M. anisopliae CHMA−005 against E. oblique 

诱导时间 
Induction time (d) 

毒力回归方程 
Toxicity regression equation 

LC50 
(cfu/mL) 

95%置信区间 
95% Confidence interval (cfu/mL) 

4 y＝2.3579＋0.2824x 2.27×109 7.71×108～7.60×109 

5 y＝2.4586＋0.3167x 1.06×108 4.49×107～2.79×108 

6 y＝2.9739＋0.3118x 3.15×106 1.60×106～5.85×106 

7 y＝3.1314＋0.3597x 1.56×105 4.81×105～4.91×106 

8 y＝3.6863＋0.3081x 1.84×104 1.30×104～6.09×105 

表 2  金龟子绿僵菌菌株 CHMA−005 对茶尺蠖幼虫的 LT50 
Table 2  LT50 of M. anisopliae CHMA−005 against of E. oblique 

孢子浓度 
Spore concentration (cfu/mL) 

毒力回归方程 
Toxicity regression equation 

LT50 

(d) 
95%置信区间 

95% Confidence interval (d) 

1.00×104  y＝−0.4866＋6.1610x 7.77 6.55～9.21 

1.00×105 y＝0.7764＋5.0034x 6.98 5.89～8.28 

1.00×106 y＝0.1377＋6.9243x 5.03 3.87～6.55 

1.00×107 y＝0.3351＋7.1197x 4.52 3.56～5.73 

1.00×108 y＝0.1783＋9.3661x 3.57 2.88～4.42 

2.3  供试菌株的胞外酶活性 

供试菌株在不同诱导时间下的 2 种胞外酶活性各不相同。金龟子绿僵菌的蛋白酶活性在第 1 d 时为

15.90 U/mL，并在之后呈现上升趋势；第 6 d 时达到最大值，为 27.73 U/mL；在之后的第 7～10 d，蛋白酶

活性呈现下降趋势。最终在第 10 d 降为 20.47 U/mL。几丁质酶活性，在第 1 d 时为 19.10 U/mL，并在之后

呈现上升趋势；第 6 d 时达到最大值，为 31.43 U/mL；在之后的第 7 d 至第 10 d，蛋白酶活性呈现下降趋

势。最终在第 10 d 降为 25.20 U/mL（图 4）。 
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图 4  金龟子绿僵菌菌株的胞外酶活性 

Fig. 4  Extracellular enzyme activity of M. anisopliae 

3  讨论 
利用虫生真菌对害虫进行生物防控，因其与环境友好、对人畜相对安全、易于规模生产、又不产生害

虫抗性等问题，日益受到人们的重视和青睐。目前，虽然已有球孢白僵菌的一些菌株用于防控杨尺蠖等害

虫[8]，但由于不同地理和寄主来源的菌株具有一定的寄主专化性，对目标害虫的致病力也存在差异，因



第 1 期              陈峰等：一株金龟子绿僵菌对茶尺蠖的致病力和胞外酶活性 129 

 

此有必要再探寻一些相对广谱的虫生真菌菌株用于防控茶尺蠖。本研究从茶园腐殖层虫尸上分离获得一株

可侵染茶尺蠖的虫生真菌 CHMA−005，通过菌落外观特征、菌丝和分生孢子显微观察初步确定为绿僵菌，

鉴定后又对该菌株 ITS 序列进行测定（GenBank 登录号为 MH898794），同时对 GenBank 近源序列进行

比对和聚类分析，结果进一步证实菌株为金龟子绿僵菌。 
生物防治潜力评估是评价和利用虫生真菌进行害虫防治的基础，评价指标主要涉及菌株致病力等[13,14]。

本研究发现金龟子绿僵菌 CHMA−005 菌株侵染茶尺蠖 4 龄幼虫 10 d 后，致死率、LC50 和 LT50分别可达

100%、1.84×104 cfu/mL 和 3.57 d，高于姚红青等[8]利用球孢白僵菌 Beauveria bassiana TST05 侵染杨尺蠖

的效果；该菌株蛋白酶活性和几丁质酶活性均在第 6 d 达到最大值，分别为 31.43 和 27.73 U/mL，略高于

李保国[15]测定的金龟子绿僵菌 M7−5−7 胞外蛋白酶活性和几丁质酶活性。可见，金龟子绿僵菌 CHMA−005
对茶尺蠖的致病力和胞外酶活性高，具有良好的生防潜力和应用前景。 

本研究虽初步明确了金龟子绿僵菌 CHMA−005 对茶尺蠖的致病力和胞外酶活性，但对该菌的田间防

效及茶尺蠖幼虫在侵染过程中的虫体组织器官病理变化情况、保护酶和解毒酶活性的变化等防御反应情况

尚不明确，因此今后可继续开展此方面的相关研究，以期为利用虫生真菌防控茶尺蠖等茶园害虫提供更多

的支持。 
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