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含水量与温度对球孢白僵菌孢子粉贮存寿命的影响及模拟分析
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摘 要：将含水量 #I#$J、!I34J、3I$4J、2I7!J及 #!I##J的球孢白僵菌 !"#$%"&’# (#))’#*# KL73%$ 分生孢子粉在

!M和 $"M下黑暗贮存 #7 个月，定期检测活孢率，以确定孢子粉的贮存寿命。结果显示，各温度处理中含水量显著

（N O %I%"）影响孢子贮存期间的活孢率。在 !M下，含水量为 #I#$J P 2I7!J处理的活孢率在头 #; 个月均稳定在

2#J以上，且相互间差异不显著；次高含水量处理的活孢率在第 #7 个月才显著低于其它较低含水量处理；高含水量

处理的活孢率则从第 ; 个月起显著低于其余较低含水量处理，第 #$ 个月时降至 $!I$J。而在 $"M下，第 4 和第 ;
个月的活孢率在不同含水量处理间均呈极显著差异（N O %I%#），即随含水量升高而显著下降，次高含水量处理在第

; 个月的活孢率仅剩 #3I;J。贮存期间活孢率对贮存时间和孢子粉含水量的依赖关系很符合改进的存活衰变模型

（-$ Q %I7"）。根据拟合的模型预测，在 !M下贮存，若保证活孢率 2%J，#$J含水量的孢子粉可贮存 3I4 个月，#%J
为 ##I$ 个月，2J为 #!I2 个月，7J为 $#I% 个月，3J为 44I% 个月，;J达 ;"I" 个月，故孢子粉冷贮的含水量应控制在

7J以下。若在 $"M下贮存并保证活孢率 7%J，含水量 #%J的孢子粉仅可贮存 #I3 个月，7J为 $I4 个月，;J为 4I%
个月，!J为 4I7 个月。显然，孢子粉常温贮存必须将含水量控制在 "J以下，才能贮存 4 个月以上并使活孢率预期

达到 7%J。
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害虫生防真菌侵染体（孢子、菌丝等）的有效贮

存在很大程度上决定着生防菌剂研发的成功与否，

因为侵染体是生防真菌制剂的杀虫活性成份。孢子

粉含水量和贮存温度一般认为是影响球孢白僵菌

［!"#$%"&’# (#))’#*#（6/(S/>’）&.?((+>?B］孢子粉贮存

寿命的重要因素［# P 4］，主要交互影响孢子内贮总糖

和蛋白质的代谢水平［!，"］。如在 !M下含水量 #"J
的白僵菌孢子粉仅能贮存 ; 个月，而含水量降至

7J贮存 # 年，活孢率仍达 7#I4J［;］。国外学者在黄

绿僵菌［+",#&-’.’$/ 01#%2%’&’3"（L/>S T U’DS0V/(）］贮

存研究中发现，未经干燥的新鲜孢子粉在 #3M和

7M下贮存，分别经历 2 周和 4$ 周后活孢率均下降

至 !%J以下；而硅胶干燥保存的孢子粉在相同条件

下贮存 #$3 周后，活孢率仍分别达 ;%J和 7%J，#;%
周后还分别有 !3J和 ;7J［3］。将干燥的孢子粉及

其油剂分别在 #% P #!M和 $7 P 4$M的变温下贮存，

7%F 后油剂中的活孢率分别为 2;J和 7"J，同期孢

子粉的活孢率分别为 2"J和 $3J［7］。通过对 3 株

球孢白僵菌不同含水量（$I4J P 4$J）的孢子粉在

#%、$%、4%、!% 及 "%M的梯度恒温下贮存的活孢率观

察及模拟分析，"J左右的含水量被认为有利于贮

存［2］。该研究采用的温度和含水量虽有利于模拟分

析，但很多处理设计却偏离常规贮存条件。

综观国内外关于含水量与温度对生防真菌孢子

贮存影响的研究报道，存在几方面的问题。一是较

早期研究实验设计不够严密，尤其孢子粉含水量的

确定欠规范。二是以经验叙述为主，深入分析不够，

即使国外的一些研究报道也如此。三是孢子贮存试

验看似简单，但往往历时较长且繁琐，需定期抽样系

统检测才能发现活孢率变化的敏感阶段，而一些研

究报道中往往缺乏细致的观察，以至相互间可比性

不强，甚至前后或相互矛盾。有鉴于此，本研究根据

生防真菌制剂研究及应用的常规要求设计并进行了

球孢白僵菌孢子粉的长期贮存试验，重点探讨孢子

粉含水量和贮存温度对孢子贮存寿命的影响。

! 材料和方法

!"! 供试菌种及其孢子粉制备

球孢白僵菌 KL73%$ 菌株从自然感病死亡的麦

二叉蚜尸 45-’.#6-’) 7&#/’*$/（U’BF/B?）分离得到［#%］，



菌种长期保存于 ! "#$冰箱中。孢子粉的生产基于

两相发酵原理［%］，以适度熟化的大米作为产孢基质，

在 &’$下浅盘培养一周收粉备用［%%，%&］。

所获高纯度新鲜孢子粉（含孢量 ( %&)) 亿*+）含

水量为 %,-%%.。为获得含水量呈梯度变化的孢子

粉，将 新 鲜 孢 子 粉 在 %&/0 型 冷 冻 干 燥 机（123425
6789:;<，=0>）上常温真空抽干 ,?@ 至尽可能低，测

其含水量为 %-%&.。其余干燥孢子粉分装于培养

皿中（&+*皿），置于湿室（底部盛水的干燥器）中吸湿

不同时间后，参照文献［A］的方法实测各培养皿中孢

子粉中的含水量。由此获得含水量分别为 %-%&.、

,-"A.、"-&A.、B-?,.和 %,-%%.的孢子粉。

!"# 孢子粉贮存

将不同含水量的孢子粉分装于干燥无菌的若干

指形管中蜡封，分别置于 ,$和 &’$恒温下黑暗贮

存。蜡封前先取样测定各含水量孢子粉的起始萌发

率，贮存期间各含水量的孢子粉每隔 %’C 取 % 管样

品测定活孢率，% 年后每隔 & 个月测定，以考查不同

含水量孢子粉在低温和室温下的贮存寿命。

!"$ 活孢率测定

各孢子粉样品用 )-’. DE 配成 %)" 个孢子*8/
的悬液，然后将 %8/ 孢子悬液滴入也含 )-’.DE 的

B8/ 营养液（由蔗糖 &.和蛋白胨 )-’.组成）中，恒

温（&’$ F %$）振荡（%))3*82;）培养 &,@，用血球计数

器计数样品发芽和未发芽的孢子数，重复取样测定

A 次，计算营养液中孢子萌发率。可见芽管长度等

于或大于孢子直径的所有孢子视为萌发［B］，样品萌

发率代表其活孢率。

!"% 数据分析

在低温和室温下贮存期间不同含水量孢子粉的

活孢率观察值随贮存时间的变化用二维趋势图表

示。特定温度下含水量对贮存寿命的影响通过对特

定时间观察的活孢率进行单向方差分析和 4GHI<’5
J0K 比较给予评价；含水量和温度对孢子粉贮存寿

命的协同影响通过双向方差分析进行比较［%A］。在

此基础上，不同温度下的活孢率（!" ）观察值与含水

量（#$）和贮存月数（%&）之间的定量关系，采用改进

的存活衰变模型 !" L %*｛% M ’IN9［（ () M (% #&
$ ］%& ｝

进行模拟，式中 ’、() 及 (% 为待估参数。所有数据

分析及模拟运算采用 KE0 软件完成［%A］。

# 结果和分析

#"! 活孢率变化趋势

不同含水量的孢子粉在 ,$和 &’$下黑暗贮存

图 ! 球孢白僵菌含水量（!"）!"!#& ’ !%"!!&的孢子粉在

%(（!）和 #)(（"）下活孢率随贮存时间变化的趋势

O2+P% 43I;C5 2; Q@I R2:S2T2Q2I5 7U ) P (’&&*’+’ V7;2C2: W2Q@ W:QI3

V7;QI;Q（#$）7U %-%&. X %,-%%. 7RI3 Q28I 7U 5Q73:+I 2; C:3H :Q ,$

（!）:;C &’$（"），3I59IVQ2RIT<

期间活孢率随时间变化的趋势见图 % 所示。各含水

量处 理 的 孢 子 粉 在 贮 存 开 始 时 的 平 均 活 孢 率 为

BB-&%.（ F )-,?），相互间无显著差异（,,，? L %-’%，-
L )-&?）。在 ,$下贮存 %? 个月，含水量为 %-%&. X
B-?,. 各 处 理 的 活 孢 率 仅 比 出 发 时 分 别 下 降

’-’,.、,-’A.、"-%’. 和 ?-B?.，且活孢率维持在

B).以上；高含水量处理（%,-%%.）的孢子粉在前 B
个月的活孢率从 B?-B?.缓慢下降至 ""-??.，此后

活孢率下降加速，第 &?’ 天时降至 ’?-’A.，至第 ,&)
天时全部失活，显示该含量的孢子粉即使冷贮也不

宜过 # 个月（此时活孢率为 ?#.）。在 &’$下贮存

期间，含水量 %,-%%.的孢子粉在第 A) 天检测时已

全部失活（未检测到萌发的孢子）；含水量 B-?,.、

"-&A.和 ,-"A.处理的孢子全部失活的时间分别发

生于第 %B’ 天、&&’ 天和 ,&) 天；最低含水量处理的

活孢率下降显然缓于较高含水量处理。在 &’$下

贮存的前 A 个月，%-%&. X B-?,.含水量处理的活

孢率相对较为稳定，下降趋势平缓且下降幅度随含

水量而增大。
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将两种贮存温度下所有含水量处理每隔 ! 个月

的活孢率进行单向方差分析（表 "）。在 #$下，除最

高含水量处理外，其余 # 个含水量处理（"%"&’ (
)%*#’）的活孢率在贮存的头 "+ 个月期间均在 )"’
以上 的 水 平 上 波 动，且 相 互 间 无 显 著 差 异（ ! ,
-%-.）；次高含水量处理在第 "* 个月的活孢率才显

著低于其它较低含水量处理，但也维持 )-’ 的水

平；最高含水量处理（"#%""’）的活孢率则从第 + 个

月起显著低于其余较低含水量处理，至第 "& 个月时

降至 &#%&’（ / !%*），此后活孢率检测为零。而在

&.$下，第 ! 和第 + 个月的活孢率观察值在不同含

水量处理间均呈极显著差异，即随含水量升高而显

著下降。

表 ! 含水量对球孢白僵菌孢子粉在 "#和 $%#下贮存期间活孢率的影响
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对各含水量孢子粉在 #$和 &.$下贮存期间历

次抽样检测的活孢率进行双向分组方差分析（表

&）。显然在给定含水量下，贮存温度 )、时间 )% 及

其互作（) R )%）都对活孢率产生极显著影响；#$下

冷贮 历 次 检 测 的 活 孢 率 总 平 均 值 总 是 显 著 高 于

&.$下同期贮存的活孢率。由于 &.$下不同含水

量孢子粉的贮存结束于不同时间（图 "），故分析中

#$下的数据也按前者结束时间截止，以便比较。

表 $ 贮存温度（!）、贮存时间（!" ）及其互作（! & !" ）对球孢白僵菌不同含水量孢子粉活孢率的影响
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$’$ 活孢率与含水量及贮存时间的关系

将各贮存温度下历次抽样检测获得的活孢率

（*+）对贮存时间（)% ；月数）和孢子粉含水量（,- ）进

行模型拟合分析，发现具有 . L "D［" X $4YS（ #/］形

式的存活衰变模型稍加变形，即可很好地拟合上述

变量之间的关系。由此，获得球孢白僵菌孢子粉在

#$下冷贮的活孢率模拟模型：*+ L "D｛" X -@ -"..4YS
［（ Z -%-.&- X -%--&!,&

-）)%］｝，其自变量对因变量变

异的确定率达 *.%*.’（ 0& L -%*.*.，(#，"!. L #-)%.，!
M -%---"），各参数模拟值的 1 检验均达到极显著水

平。类似地，在 &.$下贮存的孢子粉活孢率的模拟

模型为 *+ L " [｛" X -@ -+#&4YS［（- @ &J"* X -@ --.&,&
- ）

*-" 微 生 物 学 报 #. 卷



!"］｝，其自变量对因变量变异的确定率达 !"#$%&
（ #’ ( )#!"$%，$$，!* ( ’%!#+，% , )#)))*），各参数模拟

值的 & 检验也都达到极显著水平。注意模型的改进

之处在于 ’ ( ’) - ’* (’
) 。因为 ’ 在常规存活衰变

模型中表示衰变速率（ * 表示截距），故不难理解含

水量对贮存期间活孢率的影响实质上是改变了衰变

速率，这与实际观察（图 *）完全相符。

图 ! 球孢白僵菌孢子粉在 "#（$）和 !%#（&）贮存期间

的活孢率与孢子粉含水量及贮存时间之间的的依赖关

系，基于改进的存活衰变模型模拟

./01 ’ 234 5464754784 9: ;34 </=>/?/;@ 9: + 1 ’*"",*-* 897/5/=，A;9B45

=; $C（D）=75 ’%C（E），F697 ;34 G=;4B 897;47; =75 ;34 A;9B=04 ;/H4 /7

H97;3A，>=A45 97 ;34 :/;;/70 9: = H95/:/45 H954? :9B 548?/7/70 AFB</<=?

根据以上建立的模拟模型，在 $C和在 ’%C下

贮存的孢子粉活孢率随含水量和贮存时间（月数）的

拟合关系见图 ’ 所示。通过模型可预测，在 $C下

贮存，若要保证 I)&的活孢率，*"&的孢子粉含水

量可贮存 +#J 个月，*$&可贮存 %#) 个月，*’&可贮

存 J#+ 个月，*)&可贮存 **#’ 个月，I&可贮存 *$#I
个月，!&可贮存 ’*#) 个月，J&可贮存 ++#) 个月，

"&可贮存 "%#% 个月。由此可见，即使 $C冷贮，孢

子粉的含水量也应控制在 !&以下才有利于长期安

全贮存，含水量越高安全贮存期越短。若将孢子粉

含水量控制在 %&左右，则理论安全贮存期长达数

年。然而，在 ’%C下贮存若要保证活孢率 !)&，孢

子粉含水量 *)&仅可贮存 *#J 个月，!&仅可贮存

’#+ 个月，"&仅可贮存 +#) 个月，$&仅可贮存 +#!
个月，’&仅可贮存 $#" 个月；若将预期活孢率降至

J%&和 "%&，则上述各含水量孢子粉的理论贮存期

分别为 ’#* 和 ’#J 个月、’#J 和 +#% 个月、+#" 和 $#"
个月、$#" 和 "#) 个月以及 %#" 和 J#+ 个月。显然，

常温贮存孢子粉必须将含水量控制在 %&以下，才

能保证 + 个月以上的贮存期。

’ 讨论

以上结果清楚地表明，含水量和贮存温度极大

地影响着球孢白僵菌孢子粉的贮存期，并证明低温

贮存的相对安全性。在常温下贮存，即使含水量严

格控制在 %&以下，其安全贮存期也很难逾越 " 个

月，与本实验室先前在 ’)C下的贮存结果［*$］完全一

致。作为活体的分生孢子，其本身并不具备生物学

意义上的休眠机制，但其活动可受环境调控。含水

量和温度对贮存中孢子活力的交互影响，表现为含

水量影响孢内代谢的液相环境，从而决定活孢率衰

变的幅度；而贮存温度影响孢子的衰变速率，常温可

使孢内营养物较快地被消耗而导致孢子衰竭［$］。

通过模拟分析，在特定温度下，存活衰变模型中

的衰变速率参数 ’ 被拟合为孢子粉含水量平方的

线性关系即 ’ ( ’) - ’* (’
) 。改进的存活衰变模型从

理论上揭示了贮存中孢子粉的活孢率依赖于含水量

和贮存时间，而通过试验数据确立的三者间关系可

用于预测给定含水量的孢子粉维持预期活孢率水平

的安全贮存期（图 ’）。这颇具实践指导意义。由模

拟得知，%&左右的含水量才有利于提高孢子粉贮存

寿命，与国外黄绿僵菌的研究结果［I］基本一致。

最后，孢子粉冷贮的安全性虽无疑义，但考虑到

能源消耗等生产成本，对于特定的生防真菌，冷贮的

温度应通过试验合理确定，因为贮存温度每下降一

度，长期贮存的生产成本会显著上升。例如，含水量

*%#%&的球孢白僵菌孢子粉在 K JC贮存 ! 个月不

影响活孢率和毒力［*%］，但在生防菌剂的生产中很难

被采用。孢子粉含水量的控制成本应当远低于降低

贮存温度。因此，菌剂生产中应积极考虑尽可能降

低孢子粉含水量在较低温度下（如 $ L !C）贮存，才

既有利于长期贮存，又有利于控制菌剂生产成本。
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