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摘 要：对球孢白僵菌(Beauveria bassiana (Bais.)Vuill)D1-5菌株的 3种分生孢子气生孢子、芽生孢子和深层孢子进行电镜

观察，并利用双向凝胶电泳技术对 3种孢子的特异性表达蛋白进行分析与筛选。结果显示，电镜下气生分生孢子呈球

形，外周有棒状结构包裹，具有明显的疏水特性；芽生孢子为圆柱形，大小不均一，表面光滑；深层孢子球形透明，大小均

一，表面粗糙，3种分生孢子孢子壁厚度差异不明显。经双向凝胶电泳对 3种分生孢子进行特异性表达蛋白分离后，使用

PDquest软件对结果进行分析，深层分生孢子与芽生分生孢子蛋白表达图谱相比较，有 20个蛋白质表达量发生 2倍以上

改变，其中 8个蛋白质表达量上调，12个蛋白质表达量下调；气生分生孢子与芽生分生孢子蛋白表达图谱相比较,有 57个蛋白

质表达量发生2倍以上改变，其中43个蛋白质表达量上调，14个蛋白质表达量下调；深层分生孢子与气生分生孢子蛋白表达图

谱相比较，有66个蛋白质表达量发生2倍以上改变，其中8个蛋白质表达量上调，58个蛋白质表达量下调。
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Abstract：The aerial conidias, in vitro blastspores and submerged conidias of Beauveria bassiana D1-5 strain were
observed by electron microscope, respectively, their specific expression protein were analyzed and screened via two-
dimensional electrophoresis. The results indicated that aerial conidias was spherical, packaged by rod like structure,
gave an obviously hydrophobic property. In vitro blastspore showed cylindrical, unequal in size, and smooth surface.
Submerged conidia was transparent sphere, equal in size, and a rough surface, the wall of three kinds of spores
showed a similar thickness. PDquest software was used to analyze data, after isolation of specific expression protein
of three kinds of spores by two-dimensional electrophoresis. Comparison of in vitro blastspores and submerged coni⁃
dias indicated that there were 8 up-regulated and 12 down-regulated proteins among 20 points gave more than two
times change. Comparison of aerial conidias and in vitro blastspores indicated that there were 43 up-regulated and
14 down-regulated proteins among 57 points gave more than two times change. Comparison of aerial conidias and
submerged conidias indicated that there were 8 up-regulated and 58 down-regulated proteins among 66 points gave
more than two times change.
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球孢白僵菌 (Beauveria bassiana (Bais.)Vuill)具
有杀虫谱广泛，环境安全性好等特点，是一种在

世界范围内广泛应用的广谱性虫生真菌 [1-3]。球

孢白僵菌在其生活史至少会产生 3种繁殖体，分

别称为气生孢子 (aerial conidia)、芽生孢子 (in vi⁃
tro blastspores)及深层孢子 (submerged conidia)，分
别具有不同的生理生化特性、表面及内部形态以

及生物学功能 [4]。其中气生孢子普遍具有侵染

性，是白僵菌固体发酵的主要孢子形态，也是目

前生产中广泛应用的白僵菌制剂原料，而芽生孢

子和深层孢子是白僵局在液体发酵过程中主要的

发育形态 [5-6]。3种孢子形态不同，生物学功能也

存在着差异，对球孢白僵菌在发酵生产、杀虫机

理等方面存在影响。

生物体内的蛋白质通过单独表达或相互作用

决定了生物体的形态和功能 [7-8]。分析蛋白质的

表达形式、形状、结构和功能对阐明基因如何决

定生物的表型和互作有着十分重要的意义 [9]，白

僵菌不同孢子形态存在不同的蛋白组成形式和表

达量，不仅影响了其外部形态和生长发育，也是

影响其繁殖和杀虫机理的主要因素。

为了进一步明确其形态及组成结构，本研究

利用扫描电镜对其进行表面形态及内部结构观

察，并利用双向电泳技术对蛋白质组成进行分离

和分析，有助于明确其形态学功能和蛋白质功

能，为球孢白僵菌制剂生产应用及杀虫机理研究

提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

菌株：球孢白僵菌 D1-5菌株，由本实验室分

离自吉林省德惠市田间亚洲玉米螟幼虫僵虫并用

沙土管保存。

培养基：PDA固体培养基、TKI broth液体培

养基和 SDY液体培养基分别用于培养气生孢子、

芽生孢子和深层孢子。

双向电泳：固相 pH梯度缓冲液、固相 pH梯度

干胶条、二硫苏糖醇、CHAPS均购自 Bio-Rad公
司。超纯尿素、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、

EDTA、Tris购自 Amresco。甘氨酸、过硫酸铵、Tris
饱和酚购自 BBI。β-巯基乙醇、四甲基乙二胺购

自 Sigma公司。其他化学试剂均为分析纯，购自

北京化工厂。

1.2 实验方法

1.2.1 3 种分生孢子的培养及收集

将沙土管保存的 D1-5菌株在 PDA培养基上

划线 26℃培养 10 d左右，用接菌铲将孢子粉刮入

无菌的培养皿中。在 TKI broth液体培养基及 SDY
液体培养中接种 26℃，180 r/min摇床培养 48 h，在
无菌条件下分别进行过滤，然后将滤液中的孢子

8 000 r/min转速下离心 5 min，弃上清，取沉淀保

存备用。

1.2.2 3 种分生孢子电镜观察

按照常规扫描电镜方法进行操作。少量 3种
分生孢子经固定、脱水、干燥后将样品放在真空

镀膜机内，镀膜样品在扫描电镜中进行观察；将

脱水后的孢子多孔橡胶包埋烘干，使用机械推进

式切片机切片，放在有支持膜的载网上，柠檬酸

铅染色 10～20 min。
1.2.3 3 种分生孢子蛋白质提取及纯化

将 3种分生孢子收集后，各取 0.1 g进行蛋白

质提取及纯化，参照Guozheng等 [10]进行。

1.2.4 双向电泳

将提取好的 3种分生孢子总蛋白质分别进行

第一向等电聚焦及第二向 SDS-PAGE电泳，方法

参照殷波 [11]研究进行。

1.2.5 特异性蛋白数据采集及分析

将双向电泳后的凝胶经银染显色后用 Artix⁃
can 1010 Microtek扫描后获取图像，用 PDQuest 分
析软件对图像进行背景消减、斑点检测、匹配和

获取斑点位置坐标等分析。

2 结果与分析

2.1 分生孢子表面形态的电镜观察

球孢白僵菌 D1-5的气生分生孢子经扫描电

镜放大 5 000倍照片显示，其外部形态呈卵圆形，

菌丝细长（图 1a），与深层分生孢子外形较为相似

（图 1c）。芽生分生孢子为棒状结构，孢子外壁光

滑，外形与其他两种分生孢子有明显的区别（图

1b）。深层分生孢子为球形透明，孢子表面粗糙，

有绒毛状结构（图 1c）。
2.2 分生孢子切片电镜观察

3种分生孢子经切片并在扫描电镜下放大

25 000倍观察（图 2），3种分生孢子孢子壁厚度

差异不明显，气生孢子外层细胞壁较为光滑，且

疏水明显（图 2a）；芽生孢子外壁也较为光滑，但

未表现出明显的疏水性（图 2b）；而深层孢子外

壁带有绒毛状结构，可能与其亲水性相关（图

2c）。
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2.3 3种分生孢子蛋白质特异性表达

扫描电镜下分别对 3种孢子进行外部形状及

表面形态的观察，由于其不同培养环境下形成的

外部形态可能影响孢子的亲水性，这种外部形态

的表现是由其蛋白质表达差异造成的。因此，利

用双向电泳技术及 PDquest软件对 3种孢子特异

性表达蛋白进行两两比较分析，对差异表达蛋白

点进行标注，获得孢子之间表达差异的特异性蛋

白位点。

2.3.1 深层分生孢子与芽生分生孢子蛋白表达图

谱分析

深层分生孢子与芽生分生孢子的双向凝胶电

泳图谱（图 3）分析结果显示，深层分生孢子与芽

生分生孢子蛋白表达图谱相比较，有 20个蛋白质

表达量发生 2倍以上改变，其中 9个蛋白质表达

量下调，11个蛋白质表达量上调，3号和 5号蛋白

差异最为明显，为特异表达蛋白。二者之间的差

异表达蛋白相对较少，分析可能与两种分生孢子

均使用液体培养基培养有关，培养环境决定了蛋

白质表达。

2.3.2 气生分生孢子与芽生分生孢子蛋白表达图

谱分析

气生分生孢子与芽生分生孢子的双向凝胶电

泳图谱分析结果（图 4）显示，气生孢子与芽生孢

子差异比较明显，差异相对较大，有 57个蛋白质

表达量发生 2倍以上改变，14个蛋白质表达量上

调，43个蛋白质表达量下调，其中 1号、3号、6号、

50号、60号差异最为明显，为特异表达蛋白。

   

 

图1 3种分生孢子放大5 000倍时表面扫描电镜照片

a 为气生分生孢子，b为芽生分生孢子，c为深层分生孢子，下同

    

 

图2 3种分生孢子放大25 000倍时切片扫描电镜照片

 

 

 

 

 

 

图3 深层分生孢子与芽生分生孢子蛋白表达图谱
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2.3.3 深层分生孢子与气生分生孢子蛋白表达图

谱分析

由深层分生孢子与气生分生孢子的双向凝胶

电泳图谱分析结果（图 5）可知，深层孢子与气生

孢子差异最为显著。二者蛋白表达图谱相比较，

有 66个蛋白质表达量发生 2倍以上改变，有 8个
蛋白质表达量下调，58个蛋白质表达量上调。其

中 27号、37号、38号、39号、53号差异最为明显，

为特异表达蛋白。

图4 气生分生孢子与芽生分生孢子蛋白表达图谱

图5 深层分生孢子与气生分生孢子蛋白表达图谱

  
  

3 讨 论

作为一种广泛应用的真菌杀虫剂，球孢白僵

菌在田间防治过程中，多采用固体发酵或固液两

相发酵方法制备气生分生孢子，加工成粉剂或液

剂，但同时存在着在开放环境下容易被污染等瓶

颈问题 [12-13]。采用液体发酵方法生产芽生孢子及

深层孢子，可以避免污染，具有亲水性，生产条件

相对可控，并且更易加工成水剂剂型，但存在毒

力低于气生孢子的问题。为明确其亲水性形成及

发育机理，本研究对球孢白僵菌 D1-5 3种分生孢

子进行表面形态及切片电镜扫描观察，发现尽管

气生分生孢子和芽生分生孢子均具有光滑表面，

但亲水性不同，而深层孢子的亲水性可能是由于

其表面绒毛状结构造成。3种孢子可能是由于其

在不同培养环境下蛋白质表达差异造成其外部形

态的差异，从而影响了其亲水性。

发掘与球孢白僵菌不同分生孢子外部形态构

成及在不同培养环境下发育相关的特异性表达蛋

白，能够进一步明确 3种分生孢子生长发育差异产

生机理。将收集到的球孢白僵菌不同类型分生孢

子进行差异表达蛋白分析发现，芽生孢子与深层孢

子之间的差异表达蛋白相对较小，这可能与这两种

孢子培养环境有关。由于芽生分生孢子与深层分

生孢子外观形态有明显区别，且深层分生孢子致病

力比芽生分生孢子强，可以推测在差异表达蛋白中

应包含分生孢子形态形成相关的蛋白；在芽生孢子

与深层孢子分别与气生分生孢子进行比较时发现

孢子之间的差异表达蛋白较多，深层分生孢子虽然

与气生分生孢子具有相似的表面形态，但孢子壁内

部不同蛋白组成和表达量也存在着明显差异。

在进一步的工作中，将继续对这 3种孢子之

间的差异表达蛋白进行分离纯化，并结合质谱分

析，以期最终获得与球孢白僵菌毒力、生理生化

特性以及遗传发育的相关蛋白，为球孢白僵菌杀

虫机理及定向育种研究提供理论依据。
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