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摘要: 草地贪夜蛾 Spodoptera furgiperda ( J. E. Smith) 是一种新的入侵害虫，目前已侵入我国多个省区，严重危害
玉米。本研究调查了广州地区草地贪夜蛾僵虫的自然发生率，并分离出具有较高致病性的白僵菌，测定了其对草
地贪夜蛾 3 龄幼虫的致病性。结果表明: 广州地区草地贪夜蛾幼虫僵虫发生普遍，田间僵虫率最高为 20. 99%，
累积僵虫率达 43. 21% ; 结合僵虫、致病菌菌落、显微超微等形态和分子生物学分析，以及致病性测定，确定从
草地贪夜蛾幼虫上分离的真菌为球孢白僵菌 Beauveria bassiana; 分离培养的分生孢子和僵虫体表洗脱的分子孢子
对幼虫致病力相近，有效致死浓度为 1 !107 cfu /mL，幼虫累积校正死亡率达 78. 57%。研究结果表明，该白僵菌
菌株对草地贪夜蛾幼虫具有较高的致病性，可作为生防真菌进一步的研究。
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Survey on the cadaver rates of Spodoptera frugiperda and isolation of
pathogenic strain
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Hong2，ZHANG Zhi-Xiang2* ( 1. College of Agriculture and Biology，Zhongkai University of Agriculture
and Engineering，Guangzhou 510225，China; 2. College of Plant Protection，South China Agricultural
University，Guangzhou 510642，China)
Abstract: The fall armyworm，Spodoptera furgiperda ( J. E. Smith ) ，is a new important invasive pest.
Currently，S. furgiperda has invaded many provinces in China and became an important pest of maize
production. We investigated the cadaver rates of S. furgiperda in Guangzhou，and isolated the pathogenic
fungi on cadaver of S. furgiperda，and tested its pathogenicity to the 3rd larvae of S. furgiperda. The
results showed that the cadaver of S. furgiperda distributed widely in the cornfield; the highest natural
cadaver rate could be 20. 99% and cumulative cadaver rate was 43. 21% . The strain was identified as
Beauveria bassiana by using morphological methods，molecular biological analysis，and pathogenicity on S.
furgiperda. The cultured conidium had the same mortality rates with that of cadaver surface，and the
effective spore concentration was 1 !107 cfu /mL，and the cumulative mortality was 78. 57% at the
concentration. The results indicated that strain was highly virulent to S. furgiperda and could be used as a
biocontrol fungus for further research.
Key words: Spodoptera frugiperda; pathogenic fungi; Beauveria; pathogenicity



6 期 程东美等: 草地贪夜蛾幼虫僵虫发生率调查及致病菌分离鉴定

草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda ( J. E. Smith) ，
属于鳞翅目 Lepidoptera 夜蛾科 Noctuidae，原分布
于美洲热带和亚热带地区。2019 年 1 月 13 日草地
贪夜蛾入侵我国云南省 ( 杨普云等，2019 ) ，4 月
23 日广东省广州市增城区发现草地贪夜蛾幼虫入
侵为害 ( 廖永林等，2019 ) ，截至 6 月 4 日，已经
入侵了长江流域及其以南的 18 个省 ( 市、自治
区) ，严重威胁我国农业及粮食生产 ( 全国农业技
术推广服务中心，2019) 。草地贪夜蛾各龄幼虫均
可产生为害，取食玉米的叶片、穗轴、籽粒，所
到之处肆虐暴食，轻则导致田块斑驳、茎叶残缺，
重则毁种，严重威胁玉米生产 ( 张丹丹等，
2019) 。

药剂防治是控制草地贪夜蛾为害的主要方法
( 赵胜园等，2019 ) ，目前我国尚无防治该虫的登
记农药，根据 《农药管理条例》有关规定，农业
农村部在专家论证的基础上，提出了 25 种应急使
用的农药产品，推荐给农民使用。25 个产品中有
17 个单剂和 9 个以甲氨基阿维菌素苯甲酸盐、高
效氯氟氰菊酯为主要成分的二元混配制剂，单剂
含 11 个化学农药和 6 个生物农药，白僵菌是推荐
的产品之一 ( 农业农村部，2019) 。

白僵菌是研究应用最为广泛的广谱性昆虫病
原性真菌之一，属于半知菌亚门丝孢纲丛梗孢目
丛梗孢科白僵菌属，应用较为广泛的有球孢白僵
菌 Beauveria bassiana和布氏白僵菌 ( 卵孢白僵菌)
B. brongniatii ( 高红等，2011 ) 。该菌分布广，寄
生能力强且范围广，可侵染 700 余种昆虫和 10 多
种蜱螨类害虫，且对人畜无害，因而已被广泛开
发并应用于有害生物防治 ( 田佳等，2018 ) 。我国
关于白僵菌的研究与应用处于世界先进水平，白
僵菌产量全球第一，已成功应用于大面积防治农
林业害虫，如玉米螟 Ostrinia nubilalis、大豆食心
虫 Leguminivora glycinivorella Matsumura、松毛虫
Dendrolimus等 ( 李增智和樊美珍，2000; 余素红
等，2009) 。利用白僵菌防治草地贪夜蛾具有安全
性高、可持续性好、害虫不易产生抗药性等优点。
国外在利用白僵菌防治草地贪夜蛾方面也做了很
多研究，如 Gutierrez 等 ( 2018 ) 分离出一株球孢
白僵菌，处理 72 h 后草地贪夜蛾幼虫死亡率达
100%。白僵菌还能够与多种杀虫混用，提高杀虫
活性，减少化学农药的使用，如 Ｒivero-Borja 等
( 2018) 研究发现白僵菌与多杀菌素联用对草地贪
夜蛾幼虫具有增效作用。广东省植物重大灾害综

合防控共性关键技术研发创新团队 2019 年 5 月初
在广州地区调查草地贪夜蛾为害时，发现幼虫被
真菌侵染和白僵虫，该项目团队随即对花都、番
禺、增城等地草地贪夜蛾幼虫的僵虫率进行了调
查，并对致病菌进行了分离和初步鉴定，现将结
果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 草地贪夜蛾幼虫僵虫率调查
先后在广州市花都区花东镇联安村、番禺区

大石街会江村、增城石滩镇旧山吓村玉米地进行
调查，调查采用普查法和抽样调查法相结合。对
发生较轻的玉米地，采用抽样调查法; 对发生较
重的农田，采用普查法。

抽样调查法: 花都联安村调查地块玉米受害
呈明显点片状，以每受害点为中心，调查直至无
虫害状，然后根据玉米的密度，估算玉米总株数。
普查法: 增城、番禺两地为害较重，对试验田块
所有玉米进行调查，采集幼虫，记录受害株数、
总虫数。将典型被真菌感染的幼虫或虫尸单头置
于指形管，以脱脂棉塞住管口，带回实验室置于
温度 27 ～ 29℃，相对湿度 50% ～ 70%，光周期 L
∶ D = 16 h ∶ 8 h 的培养箱中，幼虫以玉米嫩叶加人
工饲料混合饲养至化蛹，连续观察幼虫的存活情
况，死亡幼虫在上述环境保湿放置 14 d，记录出
现的僵虫数，计算僵虫比率。
1. 2 白僵虫致病菌分离纯化

田间采集的白僵虫致病菌分离方法参考田佳
等 ( 2018) 、冯玉元 ( 2018) 并适当调整。接菌后
的 PDA平板置于 27 ～ 29℃，相对湿度 50% ～ 70%
的培养箱培养。

方法一是选择虫体中部切成小块，浸入 70%
乙醇中 3 ～ 5 min，取出后，再浸入次氯酸钠溶液
2 min，然后用无菌水冲洗 3 次，取 2 ～ 3 块均匀放
置于加有乳酸的 PDA平板表面倒置培养。

方法二是以无菌接种针挑取虫体表面白色孢
子粉，接种针置于 PDA 平板上方 2 ～ 3 cm，轻拍
手腕，观察有孢子落下后将 PDA平板倒置培养。

由方法一和方法二分离的菌落再分离培养至
菌落长出绒毛状菌丝后，切新生菌丝转移到水琼
脂培养基，生长 1 d后，用灭菌小手术刀挑取单根
菌丝接在新 PDA 培养基培养。由 2 种分离纯化获
得 6 株真菌，经形态学初步鉴定，每一株真菌都
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具有十分相似的菌落形态和显微形态，将其视为
同一种菌，并命名为 ZKQB3。
1. 3 形态学鉴定

将 ZKQB3 接种到 PDA培养基上，于 27 ～ 29℃
恒温培养箱培养，记录菌落特征及其直径。培养
7 d时，待菌落表面有孢子粉时，挑取菌丝制成玻
片在光学显微镜下观察孢子、孢子梗以及产孢结
构。选取已明显产孢的 PDA 平板，挑取菌丝和孢
子制片，采用 Hitachi S-3000N 扫描电镜观察超微
结构。
1. 4 分子生物学鉴定

采用 Chelex-100 法提取菌丝 DNA: 吸取 10 "L
树脂到 50 "L指型管，挑少许菌丝加进树脂中，先
震荡 5 min，再 90℃以上水浴加热 5 min，反复2 次
完成粗提 DNA。

PCＲ 扩增: 引物选取真菌常用的 ITS1 和
ITS4，引物由广州华大基因公司合成。PCＲ 反应
体系: DNA 1 "L、 ITS1 1 "L、 ITS4 1 "L、Taq
PCＲ mix液 12. 5 "L、无菌水 9. 5 "L。PCＲ反应条
件是 94℃ 3 min 预变性; 94℃ 30 s; 55℃ 30 s;
72℃ 40 s，进行 30 循环后 72℃ 延伸 10 min。
1. 8%琼脂糖凝胶电泳检测，确认扩增成功后送往
广州天一辉远基因科技有限公司测序。

根据测序结果，对序列进行编辑，去除两端
质量差的碱基，将优化好的 ITS 序列提交到 NCBI
网站 ( http: / /blast. ncbi. nlm. nih. gov /Blast. cgi ) ，
使用 BLAST程序进行比对。序列在 BLAST 后下载
相似性大于 84%的序列及其相关近缘属菌株的 ITS
序列，用MEGA 7. 0 进行序列处理，应用最大似然
法 ( ML) ，运行 1 000 次 bootstrap验证，构建系统
发育树。
1. 5 菌株致病性及最适浓度测定

感染试验所采用的清水和对照均为含 0. 1%吐
温 － 80 和 100 mg /L农用链霉素的无菌水，供试昆
虫为草地贪夜蛾 3 龄幼虫。
1. 5. 1 僵虫体表孢子致病性测定

以昆虫针轻挑或轻刮，并用无菌水冲洗僵虫
表面，将表面白色孢子粉充分洗脱，再振荡
15 min，制成孢子悬浮液，以血球计算板计数，然
后稀释配制成浓度为 1 × 105、1 × 106、1 × 107、
1 × 108 cfu /mL的分生孢子悬浮液。将供试草地贪
夜蛾幼虫在孢子悬液中浸 3 s 后取出，置于滤纸
上，待虫体表面无明显液体时置于玻璃指形管中
单头正常饲养。

1. 5. 2 离体培养孢子致病性 ( 活性) 测定
选取分离并纯化的 ZKQB3 菌株在 PDA 培养

15 d，刮取菌落表面孢子至 0. 1% 吐温-80 +
100 mg /L农用链霉素的无菌水中，充分振荡后稀
释成浓度为 1 × 105、1 × 106、1 × 107、1 × 108 cfu /mL
的分生孢子悬浮液。浸染方法同 1. 5. 1。

每浓度处理 10 头，重复 3 次; 对照以无菌水
处理，每天观察并检查死亡情况。死虫置于指形
管、27 ～ 29℃培养箱保湿放置，连续观察 15 d。
将虫体僵硬、体表有菌丝或孢子长出的死虫判为
僵虫，计算死亡率、侵染率。

2 结果与分析

2. 1 草地贪夜蛾僵虫症状及发生率调查
2019 年 5 月至 6 月，在广州的花都、番禺和

增城等三区的 4 块玉米田调查均发现入侵草地贪
夜蛾幼虫被寄生，白僵虫 ( 图 1) 较为普遍。白僵
虫虫体密被白色 ( 孢子) 粉，多数僵虫头向上，
可见黑色头壳，多在植株中上部发生，心叶、喇
叭口、末展开的雄蕊上僵虫数量多，个体大; 完
全展开的叶片上数量少，僵虫个体小。僵虫多为
3 ～ 5 龄幼虫，2 龄幼虫的僵虫较少，末发现初孵
幼虫和蛹被感染。

各调查点僵虫发生率有明显不同 ( 表 1 ) 。
5 月 6 日花都联安村玉米地，该调查点玉米受害率
较低，有明显的为害中心，玉米受害呈明显的片
状，每个受害点约有 10 ～ 15 株玉米有明显的受害
状，田间僵虫少，累积僵虫率为 12. 00%。5 月
10 日番禺会江村玉米地，草地贪夜蛾发生普遍，
玉米受害，受害率达 89. 00%，无明显的为害中
心。调查前期连续降雨，湿度较大，玉米叶片及
喇叭口有明显水珠，田间僵虫率为 20. 99%。采集
的幼虫累积死亡率高，死亡幼虫保湿培养后呈明
显的白僵虫症状，累积僵虫率 43. 21%。调查后即
进行喇叭口颗粒施药，7 d 后再次调查，玉米进入
花粒期，雄蕊已完全展开，叶片受害较轻，新形
成的虫孔少，果穗及未完全展开的雄蕊受害较重，
田间僵虫自然发生率 8. 70%，僵虫累积比率为
9. 52%。6 月 5 日旧山吓村，该调查点玉米田草地
贪夜蛾发生普遍，除试验田块外，农田均以常规杀
虫剂进行喷雾处理，玉米受害率下降。试验玉米田未
进行药剂处理，玉米受害较重，受害率达 78. 00%，
僵虫自然发生率为 6. 67，累积僵虫率为 13. 33%。
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图 1 草地贪夜蛾幼虫感染白僵菌症状
Fig. 1 Infection symptom of Spodoptera furgiperda larvae by Beauveria

表 1 草地贪夜蛾幼虫僵虫发生率调查
Table 1 Cadaver rates of Spodoptera frugiperda larvae

地点
Area

日期
Date

( mm － dd)

玉米受
害率 ( % )
Damage rate

虫数
( 头) /百株

Average
number

田间僵
虫 ( % )
Cadaver
rate

累积僵虫
率 ( % )

Accumulated
cadaver rate

玉米生长阶段
Growth stage

备注
Ｒemark

联安村
Lianan Village

5 － 06 21. 00 16 8. 00 12. 00
拔节期

Jointing stage

前期连续阴雨
Overcast and
rainy continuously

会江村
Huijiang Village

5 － 10 89. 00 127 20. 99 43. 21
大喇叭口期

Bell-mouth period

前期连续阴雨
Overcast and
rainy continuously

会江村
Huijiang Village

5 － 17 65. 00 83 8. 70 19. 57
花粒期

Granulation period
晴，湿度小
Sunny，low humidity

旧山吓
Jiushanxia Village

6 － 05 78. 00 60 6. 67 13. 33
大喇叭口期

Bell-mouth period

阴，有时有雨
Cloudy，sometimes
rainy

2. 2 形态鉴定结果
ZKQB3 菌株在 PDA培养基上菌落圆形，菌丝

较茂密，短绒毛状，正面白色，背面淡黄色
( 图 2 － A1，A2) 。经光学显微镜观察，3 号菌株
产孢细胞为瓶状，簇生于菌丝顶端或其分枝上，
直或弯曲 ( 图 2 － B2) 。分生孢子透明，卵圆形或
近球形，无色，表面光滑，大小为 1. 59 ～ 4. 88 μm
!0. 86 ～ 2. 06 μm ( 图 2 － B1 ) 。经扫描电镜观察，
分生孢子卵圆形 ( 图 2 － C1 ) ，分生孢子簇生于分
生孢子梗“之”字形分支末端 ( 图 2 － C2) 。根据
培养基培养特征，其产生的分生孢子和产孢结构

的显微和超微形态，鉴定菌株 ZKQB3 为白僵菌
Beauveria sp．。
2. 3 分子鉴定结果

以引物 ITS1 和 ITS4 进行 PCＲ 扩增，对菌株
ZKQB3 测定所得 ITS 序列修剪编辑，去除两端质
量不好的碱基，再导入 NCBI 中进行 Blast 比较，
与球孢白僵菌 Beauveria bassiana 的同源性达到
99%以上，和数据库中的球孢白僵菌聚成一簇，
两者高度相似性。综合形态特征鉴定和 ITS序列相
似性分析，确定该菌株为白僵菌属球孢白僵菌。
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图 2 球孢白僵菌 ZKQB3 形态
Fig. 2 Morphology of Beauveria bassiana ZKQB3

注: A，PDA菌落形态; B，光学显微形态结果 ( 分生孢子和产孢结构) ; C，扫描电镜超微结构 ( 分生孢子和产孢
结构) 。Note: A，Colonial morphology on PDA medium; B，Optical microscopic morphology ( conidiospore，sporulation
structure) ; C，Scanning electron ultrastructure ( conidiospore，sporulation structure)

2. 4 白僵菌菌株的致病性和最适浓度测定
僵虫体表和 PDA 平板上洗脱的孢子制成的孢

子悬浮液均能感染草地贪夜蛾 3 龄幼虫，被感染
幼虫症状相似，3 d 时幼虫活动力下降，取食减
少，生长缓慢，体长明显小于对照，通过体视镜
放大，可观察到个别虫体侧面有菌丝; 第 4 天有

试虫死亡; 处理后第 5 天，体表明显白色菌丝，
显微镜下观察菌丝有隔，未观察到孢子。两种来
源孢子对幼虫均有致病作用 ( 表 2 ) ，浓度为 1 ×
107 cfu /mL时的死亡率均为 78. 57% ; 浓度为 1 ×
108 cfu /mL时的校正死亡率分别为 85. 71%和 82. 14%，
且与 1 × 107 cfu /mL处理的效果差异不显著。
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图 3 基于 ITS序列 ZKQB3 菌株的系统发育分析
Fig. 3 Phylogenetic analysis of ZKQB3 strain based on ITS sequence

表 2 僵虫体表和分离培养的白僵菌孢子对草地贪夜蛾幼虫的致病性
Table 2 The pathogenicity of Beauveria on the larvae of Spodoptera furgiperda

孢子浓度 ( cfu /mL)
Concentration

僵虫体表洗脱的孢子
Conidia from cadaver

PDA平板培养的分生孢子
Invitro cultured conidia

死亡率 ( % )
Mortality

校正死亡率 ( % )
Adjusted mortality

死亡率 ( % )
Mortality

校正死亡率 ( % )
Adjusted mortality

1 × 105 26. 67 ± 3. 00 21. 43 c 30. 000 ± 0. 00 25. 00 c

1 × 106 56. 67 ± 8. 00 53. 57 b 63. 33 ± 2. 90 60. 71 b

1 × 107 80. 00 ± 0. 00 78. 57 a 80. 00 ± 5. 00 78. 57 a

1 × 108 86. 67 ± 3. 00 85. 71 a 83. 33 ± 2. 90 82. 14 a

CK 6. 67 － 6. 67 －

注: 同列不同小写字母表示采用 Tukey 法进行比较，差异显著 ( P ＜ 0. 05 ) 。Note: Different lower-case letters in the same
column indicate significant difference at P ＜ 0. 05 by Tukey's range test.

3 结论与讨论

虫生真菌种类多，代谢类型复杂，有显著的
流行潜力和生产的便利性，在害虫的生物防治中
有着极为重要的作用 ( 王联德等，2010 ) 。本文的
调查发现，刚入侵广州地区的草地贪夜蛾幼虫在
田间有明显被真菌寄生现象，田间僵虫率在 6% ～
21%之间，累积僵虫率最高达 43. 21%，说明广州
地区具有天然的草地贪夜蛾寄生性真菌，利用虫
生真菌防治该重大入侵害虫具有适合的环境和天

敌微生物。
白僵菌是最重要的虫生真菌之一，也是一种

优良的生物农药，能够寄生多种昆虫，其分生孢
子与虫体接触后，在适宜温度和湿度条件下迅速
萌发，侵入虫体，吸取虫体内水分和养分继续生
长，最后虫体充满菌丝而死亡，死亡的虫体僵硬
并发白，表面布满白色粉状分生孢子，向外飞扬，
随风传播，感染其它昆虫，形成昆虫流行病 ( 冯
玉元，2018) 。昆虫被寄生而死，对人畜无毒副作
用，对环境安全。本文的研究表明，导致广州地
区草地贪夜蛾僵虫的主要致病菌为球孢白僵菌，
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菌株室内感染幼虫后出现白僵虫，试虫感染症状
与虫体表面孢子直接感染的症状一致; 对 3 龄幼
虫有较好致病作用的孢子浓度为 1 !107个 /mL，累
积死亡率与僵虫体表分离的分生孢子相当，表明
菌株对草地贪夜蛾具有较高的致病性，具有进一
步研究的价值。

通过对田间僵虫发生情况调查，发现广州地
区白僵菌自然发生普遍，气候适宜，有利于应用
推广利用生防真菌防治草地贪夜蛾。
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该论文于 2019 年 7 月 18 日在中国知网网络首发，现纸质版论文进行了补充实验，进一步佐证了试验
结果与结论，纸质版本与网络首发版本结论一致。特此说明。
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