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球孢白僵菌最适培养基筛选和
遗传转化筛选标记的研究
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摘 要 ：研究 了 球 孢 白 僵 菌 在 4 种 培 养 基 上 的 生 长 速 度 ，发 现 球 孢 白 僵 菌 在 L-broth 培 养 基 上 生 长 最 快 ，

在 PDA 培 养 基 上 产 孢 最 快 。 进 一 步 研 究 包 括 除 草 剂 和 潮 霉 素 B 等 10 种 抗 生 素 在 L-broth 培 养 基 上 对 球 孢

白 僵 菌 菌 丝 体 和 原 生 质 体 的 生 长 抑 制 作 用 。 球 孢 白 僵 菌 菌 丝 体 在 150 mg/L除 草 剂 的 培 养 基 上 生 长 被 完 全 抑

制 ，球 孢 白 僵 菌 的 原 生 质 体 在 25 mg/L 除 草 剂 的 培 养 基 上 生 长 被 完 全 抑 制 ，潮 霉 素 B 和 其 他 抗 生 素 没 有 明

显的抑制作用。结果表明，外源基因转化球孢白僵菌原生质体时，可以以抗除草剂基因为转化筛选标记 。
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球孢白僵菌(!"#$%"&’# (#))’#*# !"#$$%&#’)属半知菌 纲 ，丛 梗 孢 目 ，丛 梗 孢 科 ，白 僵 菌 属 ，是 最 常 见

的昆虫病原真菌之一，广泛应用于害虫的生物防治。在我国南方，已应用球孢白僵菌大面积防治林区

松毛虫，并且在东北地区防治玉米螟取得了显著效果。由于球孢白僵菌的作用方式是感染害虫，在害

虫体内寄生，消耗害虫的营养，其作用时间长、防效不稳定。目前，利用基因工程技术，可 以 把 外 源 抗

虫基因转入球孢白僵菌，使其表达，增加球孢白僵菌的致病能力，缩短其作用时间，增强防效。以此为

目的研究了球孢白僵菌的最适生长培养基，并且在最适培养基上对不同抑制剂进行了研究。

1 材料与方法

1.1 实验材料

球孢白僵菌由吉林省农业科学院环境与资源中心提供。

4 种 培 养 基 ：!L-broth 培 养 基 为 1% 蛋 白 胨 、0.5%NaCl、0.3% 酵 母 浸 出 物 、2% 蔗 糖 、2% 琼 脂 ；

"PDA 培 养 基 为 马 铃 薯 200 g，去 皮 切 碎 煮 沸 30 min，取 出 过 滤 液 加 入 15 g 葡 萄 糖 、20 g 琼 脂 粉 定 容

至 1 L，pH 值 自 然 ；#花 生 培 养 基 为 花 生 饼 3%(取 煮 出 液 过 滤 )、蛋 白 胨 0.2%、磷 酸 二 氢 钾 0.02%、硫

酸镁 0.02%、蔗糖 3%、琼脂 2%(2.5%，pH 值自然；$盐培养基为硝酸钠 0.2%、磷酸 二 氢 钾 0.02%、硫

酸镁 0.02%、硫酸亚铁 0.001%、淀粉 1%、蔗糖 2%、琼脂 2%，pH 值自然。

1.2 实验方法

取等量的菌悬液(菌种活化后，培养 24 h 的菌悬液)0.1 mL，在不同培养基的培养皿上涂平 板 ，27 )
培养，2(8 d 内观察，测量菌落直径，记录菌落变色时间和变色程度，统计结果。

用接种环接取适量孢子于 50 mL 不同培养基中，在摇床中(170 rpm，27 ))培养 20(30 h，取 0.1 mL

培养液接种到 50 mL 培养基中摇床培养 20 h，再取 0.1 mL 培养液接种到含少量玻璃珠的 200ml 培养

基中摇床培养，分别在 16、24、28、32、36、40、44、50 和 60 h 各取 1mL，721 分光光度计测 OD600，以无菌

培养基为空白对照，做生长曲线。
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用 卡 那 霉 素 、氨 苄 青 霉 素 、四 环 素 、利 福 平 霉 素 、硫 酸 链 霉 素 、先 锋 霉 素 、羧 苄 青 霉 素 、壮 观 霉 素 、

潮霉素 B 和除草剂分别配制浓度为 25、50、100、150、200、300、400 和 800 ! !"#$ 的 $%&’()* 培养基若

干皿。取等量的孢子悬液 +,-#$ 在不同梯度的抗生素和不含抗生素的培养皿上涂板，./ 0培养，.1-+ 2 内

观察并统计结果。

. 结果与分析

.,- 涂平板观察法筛选结果

从 表 - 可 见 ，在 .13 2 观 察 球 孢 白 僵 菌 的 菌 落 数 量 和 直 径 ，发 现 培 养 基 上 的 菌 落 直 径 由 大 到 小

依次为 $%&’()* 培养基4567 培养基4花生培养基4盐培养基。在 318 2 观察平板孢子的变色程度，发

现 567 和 花 生 培 养 基 上 孢 子 变 色 最 快 、最 重 ，但 567 培 养 基 的 菌 落 直 径 大 于 花 生 培 养 基 ，产 孢 子 的

数 量 比 花 生 培 养 基 多 ，$%&’()* 培 养 基 孢 子 变 色 最 慢 ，证 明 567 培 养 基 产 孢 率 最 高 ，适 合 生 产 球 孢 白

僵菌的孢子；而 $%&’()* 培养基适合球孢白僵菌的营养生长，可以用来生产菌丝体。

.,. 生长曲线法筛选结果

从图 - 可见，球孢白僵菌菌丝培养的最适培养基为

$%&’()* 培养基，菌丝在不同培养基上的生长速度依次为

$%&’()* 培 养 基4花 生 培 养 基4567 培 养 基4盐 培 养 基 ，但

是 在 菌 种 达 到 平 台 期 时 567 培 养 基 中 的 菌 丝 含 量 高 于

花生培养基，此结论与涂平板观察法结果基本一致。图 -
花 生 培 养 基 和 567 培 养 基 的 生 长 曲 线 在 平 台 期 附 近 有

交 叉 ， 花 生 培 养 基 已 经 达 到 平 台 期 ，567 培 养 基 还 没 有

达到平台期，说明花生培养基营养比较高，利于培养早期

的 菌 丝 生 长 ，而 567 培 养 基 营 养 丰 富 ，利 于 产 生 更 多 的

菌丝，但生长时间略长。

.,9 抗生素选择结果

从表 . 可以看出，除草剂浓度为 .: ! !"#$ 时，球孢白僵菌菌丝萌发几乎完全正常，而球孢白僵菌
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图 1 球 孢 白 僵 菌 菌 丝 在 不 同 培 养 基 中 的 生 长 曲 线
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原 生 质 体 萌 发 几 乎 完 全 被 抑 制 !但 有 时 也 有 极 少 生 长 ，与 原 生 质 体 纯 度 有 关 "，其 它 抗 生 素 无 明 显 影

响 ；除 草 剂 浓 度 为 #$ ! %&’( 时 ，球 孢 白 僵 菌 菌 丝 萌 发 有 明 显 抑 制 现 象 ，而 球 孢 白 僵 菌 原 生 质 体 萌 发

则在该浓度及其以上浓度时被完全抑制，其它抗生素无明显影响；除草剂浓度为 )$$ ! %&’( 时，球孢

白僵菌菌丝萌发大部分被抑制，其它抗生素无明显影响；除草剂浓度为 )#$ ! %&’( 及其以上时，球孢

白僵菌菌丝萌发被完全抑制，其它抗生素无明显影响，与球孢白僵菌孢子 萌 发 时 的 抑 制 剂 浓 度 相 近 。

潮霉素 * 对球孢白僵菌菌丝体和原生质体的菌落数目和生长速度都略有影响，但是要 明 显 抑 制 生 长

时的剂量为 +$$ ! %&’( 以上，与 ,$$ ! %&’( 的遗传转化选择剂量基本一致。而其它抗生素对生长的

抑制就更弱，即使在高达 +$$! %&’- 的浓度下几乎没有抑制。

抗除草剂基因和抗潮霉素 * 基因都是遗传转化常用的筛选标记，通 过 实 验 可 以 确 定 球 孢 白 僵 菌

的遗传转化，可以用抗除草剂基因作选择标记，这个结果与多种除草剂能够抑制球孢白僵菌的菌丝生

长和孢子萌发相一致。

. 结 论

球孢白僵菌菌丝生产最适培养基为 (/01234 液体培养基，在培养 ),56+ 4 为对数生长期，之后逐

渐达到平台期。抗生素选择实验表明，球孢白僵菌原生质体萌发可以被 7# ’%&( 除草剂在 (/01234 固

体培养基上完全抑制，而菌丝体萌发可以被 )#$ ’%&( 除草剂在 (/01234 固体培养基上完全抑制。

结 果 表 明 ，可 以 (/01234 液 体 培 养 基 为 球 孢 白 僵 菌 菌 丝 体 生 长 介 质 ，以 平 板 除 草 剂 浓 度 .$ ’%&(
为球孢白僵菌原生质体途径遗传转化的筛选标记，以平板除草剂浓度 )#$ ’%&( 为球孢白僵菌遗传转

化后代的选择压力，这为今后进一步开展球孢白僵菌遗传转化工作奠定了基础，也为球孢白僵菌分子

水平的菌种改良提供了技术支持。
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