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变温干燥固体发酵产物对球孢白僵菌分生孢子性能的影响 
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(1重庆市农业生物技术重点实验室，西南大学生物技术中心， 重庆 400716) 

(2湖南科技学院生命科学与化学工程系，永州 425100) 

摘要：【目的】评价球孢白僵菌固体发酵产物的干燥温度对产后分生孢子性能的影响。【方法】采用

28℃和 35℃组合的 7 种恒温或变温处理干燥发酵产物，分析收获的分生孢子质量。【结果】变温干

燥可显著降低产后孢子粉的杂菌污染。干燥温度对活孢率和孢子萌发速度影响不一致。35℃恒温干

燥 5 h后活孢率与新鲜孢子无明显差异，但萌发中时缩短了 9.3%。干燥处理提高了孢子对高温和紫

外辐射的耐受性。适当的变温干燥比恒温干燥有利于增强孢子抗逆性。干燥温度影响分生孢子胞内

海藻糖积累，但其含量与抗逆性无直接相关性。优化干燥温度可提高产后分生孢子毒力。在   

370~450孢子/mm2剂量下，经 28℃ 24 h后升至 35℃干燥 2 h或 35℃恒温干燥 5 h的分生孢子对桃

蚜的致死中时分别比新鲜孢子缩短了 10.6 h和 7.5 h。【结论】球孢白僵菌固体发酵产物的干燥温度

是影响产后孢子粉杂菌污染、孢子活力、抗逆性和毒力的重要因素。 
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球孢白僵菌（Beauveria bassiana）是国内外广泛

用于农林以及卫生害虫生物防治的昆虫病原真菌，以

该菌为活性成分注册登记的产品已达 10 多种，且呈
现逐年增加的趋势 [1~2]。生产高活力的分生孢子是研

制真菌杀虫剂的前提。目前，球孢白僵菌等昆虫病原

真菌的生产主要采用液固两相法，即通过液体发酵生

产菌丝和芽生孢子，然后转接固体培养基产生分生孢

子 [1,3]。近年来，随着适用于昆虫病原真菌固体发酵

反应器的不断创制，球孢白僵菌固体发酵工艺已日渐

规范和成熟 [1,4]。在此基础上，进一步改良和规范发

酵后处理过程，对保持或提升分生孢子质量，十分必要。 
固体发酵产物或孢子粉的干燥处理，是影响分生

孢子含水量、活力和贮藏性能的重要环节 [5,6]。固体

发酵产物通常经过干燥处理至含水量达一定程度后，

不仅有利于孢子粉的分离提纯，而且也是改善成熟分

生孢子生理状态和活力以及降低杂菌污染的重要措

施。目前，生产上大多采用自然干燥或恒温干燥    
法[7, 8]，前者尽管能最大限度的维持活孢率[7, 9]，但存

在干燥周期长、受环境条件影响大和易污染杂菌等弊

端，生产的孢子质量层次不齐，商品化性能低；而后

者虽然规范了干燥工艺，提高了产后孢子质量的稳定

性[9]，但忽略了干燥处理对孢子生理学特性以及抗逆

性等性状的影响。基于此，本文通过变温干燥处理球

孢白僵菌固体发酵产物，分析产后孢子粉的杂菌污

染、分生孢子活力、抗逆性及海藻糖积累和毒力等性

状，以企为改良球孢白僵菌等固体发酵工艺和提高分

生孢子质量提供依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种和昆虫：球孢白僵菌（Beauveria bassiana）
Bb0062，分离自自然感染的菜青虫（Pieris rapae）并
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经单孢分离，保存于西南大学生物技术中心。桃蚜

（Myzus persicae），温室盆栽的甘蓝饲养，参照
Vandenberg等[10]的方法获得 0~2 d的无翅成蚜进行生
物测定。 
1.1.2  培养基：液体种子培养基（W/V）：米粉 3%，
蔗糖 2%，麦麸 1%，蛋白胨 0.5%。固体发酵培养基
(W/W)：大米 50%、谷壳 30%。 
1.1.3  主要试剂和仪器：GUJS-30 机械搅拌发酵罐
（AUTOBIO2000 型，镇江东方生物工程设备技术有
限公司）；气相脉动式固体发酵反应器（实验室试制）；

SH10A 快速水分测定仪（上海恒平科学仪器有限公
司）；CT-C 热风循环烘箱（RXH-14-B，常州范群干
燥设备有限公司）；收孢仪（Mycoharvester, CABI）；
冷冻干燥仪（CHRIST 100200）；Potter喷雾塔（Burkard 
Manufacturing Co., Ltd., UK）； 

1.2  固体发酵及产物干燥处理 
将新鲜固体平板上产生的分生孢子接种到含有

150 mL液体种子培养基的 500 mL三角瓶中，于 26℃、
180 r/min培养 60 h后，转接到装有 25 L液体种子培
养基的 30 L发酵罐中发酵 48 h。发酵条件：26℃，
pH6.5，罐压 0.03~0.05 mPa， 12 h 前通气量为       
5 nL/min，12 h后为 20 nL/min，搅拌速度 250 r/min。
发酵结束后，将液体种子接种于固体发酵培养基，接

种量 0.4 L/kg，接种后调整发酵基质含水量为 55%～
60%、厚度 8 cm 左右，然后于气相脉动式固体发酵
反应器进行发酵。通过调整进风以及加湿时间控制温

度和湿度，发酵 120 h。发酵温度：延滞期 24℃~26℃，
对数生长期 27℃~28℃和稳定期 28℃~29℃。固态发
酵结束后，于连续日光灯光照、温度为 25℃和 RH 63%
的条件下培养 7 d产孢，然后进行干燥处理。称取  0.5 g
左右的发酵产物，测定含水量，每次处理重复 3次。 

设定以下 7种干燥温度进行处理，使发酵产物含
水量由 23.1%降至 7%~8%：（1）28℃干燥 108 h；（2）     
28℃ 24 h后升至 35℃干燥 2 h；（3）28℃ 48 h后升
至 35℃干燥 2 h；（4）28℃ 72 h后升至 35℃干燥 2 h；
（5）35℃干燥 5 h；（6）35℃ 1 h 后降至 28℃干     
燥 48 h；（7）35℃ 2 h后降至 28℃干燥 48 h。以未
经干燥处理的新鲜分生孢子为对照。从固体发酵产物

分  离提纯分生孢子，干燥后的孢子粉含量约为    
140×109孢子/g。 

1.3  杂菌率测定 
用灭菌的 0.05% (V/V) Tween-80 配制孢子悬浮

液并稀释至浓度为 1×103孢子/mL，取 100 μL涂布接
种于 SDA平板，26℃培养 24 h后统计细菌菌落数；
继续培养 48~72 h，统计真菌菌落数，结合菌落形态
和显微镜镜检，计数污染真菌菌落数。 

1.4  孢子活力测定 
用灭菌 0.05% (V/V) Tween-80 配制分生孢子悬

浮液至浓度为 1×106孢子/mL，取 100 μL涂布接种于
含有 250 μg/mL头孢霉素的 SDA平板，于 26℃培养
8 h后，间隔 1 h取样镜检统计孢子萌发率。每个视
野计数 100个孢子，每次计数 3个视野。分生孢子芽
管长度大于孢子直径的一半视为萌发。用 SPSS 软件
计算萌发中时。 

1.5  孢子耐热性和耐紫外照射测定 
取 0.5 mL 浓度为 1×106孢子/mL 孢子悬浮液到

1.5 mL 灭菌离心管中，于 50℃水浴 7 min 后，取   
100 μL涂布接种于含有 250 μg/mL头孢霉素的 SDA
平板，26℃培养 16 h 后统计孢子萌发率。取适量孢
子粉均匀铺于一洁净载玻片上，于 30 W紫外灯下距
离 55 cm照射 4 min后，将载玻片于黑暗条件下放置
30 min，然后用灭菌的 0.05% (V/V) Tween-80充分洗
涤孢子，调整浓度至 1×106孢子/mL，取 100 μL涂布
接种于含有 250 μg/mL 头孢霉素的 SDA平板，26℃
培养 16 h后统计孢子萌发率。 

1.6  胞内海藻糖的测定 
称取 0.5 g冻干的孢子粉，加少量石英砂，液氮

冷冻研磨破胞后，参照 Dixon等[11]方法提取胞内碳水

化合物。将提取的糖类物质冷冻干燥后，溶于适量去

离子水中，采用酶解法测定海藻糖含量[12]，即用过量

的酸性海藻糖酶降解海藻糖，然后用葡萄糖氧化酶法

测定水解产物葡萄糖含量。葡萄糖测定参照说明书

（Glucose (GO) Assay Kit，Sigma）进行。 

1.7  生物测定 
用 0.05% (V/V) Tween-80配制浓度为 1×107孢子

/mL 的分生孢子悬浮液，参照 Feng 等[13]的方法，接

种 0~2 d的无翅桃蚜成蚜，接种剂量为 1 mL。将接种
后的蚜虫转移到新鲜甘蓝叶片上，置于人工气候箱在

22℃~24℃、光照 15 h/d条件下饲养。每处理设 3个
重复，每重复 30~40 头蚜虫。以喷雾 0.05%（V/V）
Tween-80 为对照。用盖玻片计数法 [16]测定叶片和蚜

虫体壁单位面积接种的孢子数。每 12 h统计死亡率，
用 irm 软件和 SPSS 软件进行数据分析。以上所有测
定均设 3次重复。 
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2  结果 

2.1  干燥固体发酵产物影响收获后孢子粉的杂菌污染 
杂菌率检测表明，在分离提纯的球孢白僵菌高孢

粉中，污染的杂菌以细菌为主，真菌污染较少。污染

细菌主要是杆菌，真菌以曲霉为主。不同干燥处理对

杂菌污染具有明显影响，变温干燥可显著降低细菌污

染。如由 28℃升温至 35℃干燥后，细菌污染率显著
低于 28℃恒温干燥后的孢子粉；经 35℃降温至 28℃
干燥后，细菌污染率显著低于 35℃恒温处理后的孢子
粉（图 1）。与未干燥处理的孢子粉相比，经 28℃恒
温干燥 108 h后细菌污染率没有明显变化，但 35℃恒
温干燥后细菌污染率显著升高。不同干燥处理均明显

降低了球孢白僵菌高孢粉的真菌污染率。 
 

 
 

图 1  不同干燥处理对球孢白僵菌分生孢子粉杂菌率的影响 
Fig. 1  Effect of drying treatment on the microbial contamination in B. 
bassiana conidia powder. 1. Fresh conidia; 2. 28℃ 108 h; 3. 28℃ 24 h 
and 35℃ 2 h; 4. 28℃ 48 h and 35℃ 2 h; 5. 28℃ 72 h and 35℃ 2 h; 
6. 35℃ 5 h; 7. 35℃ 1 h and 28℃ 48 h; 8. 35℃ 2 h and 28℃ 48 h. 

2.2  干燥固体发酵产物影响球孢白僵菌分生孢子活力

和抗逆性 
干燥温度变化影响活孢率和孢子萌发速度。28℃或

35℃恒温干燥对活孢率均没明显影响，但后者明显加

快了孢子萌发速度，萌发中时比未干燥处理的孢子缩

短了 9.3%。变温干燥对活孢率和孢子萌发速度的影

响不一致。如由 28℃ 24 h或 48 h后升至 35℃干燥 2 h，

活孢率明显低于 28℃恒温干燥，但孢子萌发速度与

28℃恒温干燥没有明显差异。35℃干燥 1 h后降至 28℃

干燥 48 h，活孢率与 35℃恒温干燥没有明显差异，

但萌发中时却显著延长。35℃干燥 2 h后降至 28℃干

燥 48 h，活孢率和萌发速度均显著降低（表 1）。 

分生孢子抗逆性是影响贮藏、制剂加工以及应用

效果的重要因素。研究结果表明，28℃或 35℃恒温

或变温干燥均提高了分生孢子的高温和紫外辐射耐

受性。50℃处理 7 min后，经干燥处理的分生孢子存

活率比新鲜分生孢子提高了 0.4~1.4倍（表 1）；在 30 W

紫外灯下距离 55 cm照射 4 min后，经干燥处理的分

生孢子存活率比新鲜孢子提高了 0.5~1.6 倍。35℃恒

温干燥 5 h后，分生孢子的抗逆性明显优于 28℃恒温

干燥 108 h（表 1）。适当的变温干燥比恒温干燥更有

利于提高分生孢子的逆境耐受性。如 28℃ 48 h后升

温至 35℃干燥 2 h，分生孢子的高温和紫外辐射耐受

性明显高于 28℃恒温干燥；而 35℃ 2 h 后降温至   

28℃干燥 48 h，分生孢子的紫外辐射耐受性显著优于

35℃恒温干燥（表 1）。 
 

表 1  干燥处理对球孢白僵菌分生孢子活力和抗逆性的影响 
Table 1  Effect of drying treatment on the viability and stress tolerance of B bassiana conidia 

Drying treatment Germination rate 
/% 

Median germination time 
/h 

Survival after heating 
at 50℃  for 7 min/% 

Survival after ultraviolet 
radiation for 4 min/% 

Fresh conidia 99.00±0.58 c 10.58±0.09 d 16.00±3.46 a 19.67±2.08 a 
28℃  108 h 99.00±0.58 c 10.35±0.08 bcd 23.67±4.51 b 31.67±1.53 b 
28℃  24h and 35℃  2h 96.33±1.33 ab 10.44±0.11 cd 26.33±1.15 b 43.67±2.08 c 
28℃  48h and 35℃  2h 96.33±0.33 ab 10.25±0.09 bc 38.33±6.51 d 46.67±1.53 d 
28℃  72h and 35℃  2h 98.00±0.58 bc 10.07±0.08 b 29.67±5.69 bc 41.00±1.00 c 
35℃  5h 98.33±0.33 bc 9.60±0.08 a 35.33±1.53 cd 43.33±1.53 c 
35℃  1h and 28℃  48h 98.67±0.33 c 10.47±0.09 d 26.67±2.52 b 49.00±2.00 de 
35℃  2h and 28℃  48h 95.67±0.33 a 11.15±0.09 e 35.67±2.08 cd 51.33±1.15 e 

Values (mean ± SD) with different letters in the same row are of significant difference (LSD, P<0.05). 
 

2.3  干燥温度影响球孢白僵菌分生孢子胞内海藻糖积累 
为分析干燥处理影响球孢白僵菌活力和抗逆性

的生理学反应，分别测定了不同处理后分生孢子的海

藻糖含量。结果表明，干燥温度对分生孢子胞内海藻

糖的积累有明显影响。其中经 28℃ 72 h后升至 35℃干

燥 2 h或 35℃ 1 h后降至 28℃干燥 48 h显著提高了
胞内海藻糖的积累；经 28℃干燥 108 h、28℃ 24 h
后升至 35℃干燥 2 h、35℃干燥 5 h或 35℃ 2 h后降
至 28℃干燥 48 h则明显降低了胞内海藻糖的积累；
经 28℃ 48 h后升至 35℃干燥 2 h后分生孢子海藻糖
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含量与未干燥的分生孢子没有明显差异（图 2）。比较
分析发现，胞内海藻糖含量与分生孢子对高温和紫外

辐射的耐受性没有直接相关性。 
 

 
 

图 2  不同干燥处理对分生孢子胞内海藻糖积累的影响 
Fig. 2  Effect of drying treatment on the trehalose accumulation in B. 
bassiana conidia. 1. Fresh conidia; 2. 28℃ 108 h; 3. 28℃ 24 h and 
35℃ 2 h; 4. 28℃ 48 h and 35℃ 2 h; 5. 28℃ 72 h and 35℃ 2 h; 6. 

35℃ 5 h; 7. 35℃ 1 h and 28℃ 48 h; 8. 35℃ 2 h and 28℃ 48 h. 

2.4  不同干燥处理对球孢白僵菌分生孢子毒力的影响 
分生孢子毒力因不同干燥处理而发生变化。喷雾

接种 1 mL 1×107 孢子/mL孢子悬浮液（接种剂量为 
 

 
 

图 3  喷雾接种剂量为 370~450 孢子/mm2 分生孢子后桃蚜

的平均存活率(A)和半致死时间(B) 
Fig. 3  Trends of mean survivals of Myzus persicae (A) and median 
lethal time (B) after spraying at the dose of 370 conidia/mm2~450 
conidia/mm2. CK in A indicates the aphid sprayed with sterilized 
water. 1. Fresh conidia; 2. 28℃ 108 h; 3. 28℃ 24 h and 35℃ 2 h; 4. 
28℃ 48 h and 35℃ 2 h; 5. 28℃ 72 h and 35℃ 2 h; 6. 35℃ 5 h; 7. 
35℃ 1 h and 28℃ 48 h; 8. 35℃ 2 h and 28℃ 48 h. 

370~450 孢子/mm2）后，桃蚜的存活率均随接种时间

延长而下降。喷雾 72 h 后，接种 28℃ 24 h 后升至
35℃干燥 2 h或 35℃干燥 5 h后的孢子，蚜虫存活率
明显低于接种未干燥的新鲜孢子（图 3-A），二者对桃
蚜的半致死时间（LT50）分别比新鲜孢子缩短了 10.6 h
和 7.5 h（图 3-B）；而接种经其它 5种处理干燥的孢
子，蚜虫存活率则高于接种新鲜孢子（图 3-A）。由
此表明，优化干燥温度可提高产后分生孢子毒力。 

3  讨论 

微生物杀虫剂主要以活体微生物为活性成分，产

品中杂菌污染率是产品质量的重要指标。根据 2005
年通过审定的“农药真菌母药产品标准编写通用要

求”国家标准，真菌杀虫剂母药杂菌污染率上限为

5%，可见，在真菌杀虫剂生产与加工过程中控制杂
菌污染，是提高产品质量的重要保障。近年来，随着

适用于昆虫病原真菌固体发酵反应器的不断改进、完

善以及生产方法的成熟 [1, 4]，造成真菌生物农药污染

的主要环节存在于发酵后处理过程。另外，微生物含

水量与贮藏性能密切相关，在低含水量下，微生物可

以达到一种半休眠状态。在这种状态下，代谢过程暂

时停止，但细胞仍然有活力，可以保存更长的时间[14]。

研究表明，球孢白僵菌等昆虫病原真菌含水量在

4%~8%之间有利于贮藏[5, 8]。因此，固体发酵后的干

燥过程是影响杂菌污染、降低含水量的重要环节。本

研究结果表明，采用 7种变温或恒温干燥处理使球孢
白僵菌固体发酵产物含水量降至 7%~8%，尽管各处
理杂菌污染率存在差异，但总杂菌率均小于 4%，低
于真菌生物农药原药杂菌率上限（5%）。不同温度
处理影响杂菌污染可能与污染细菌和霉菌生长繁殖

所需条件有关。35℃恒温干燥明显提高了细菌污染率
（图 1），推测是由于主要污染细菌杆菌的适宜生长
温度偏高所致，如 30℃~37℃有利于枯草芽孢杆菌
（Bacillus subtilis）、大肠杆菌（Escherichia coli）等
杆菌的生长繁殖。而变温干燥处理限制了杆菌的快速

繁殖，使细菌污染率普遍低于恒温干燥的孢子粉（图

1）。霉菌生长周期相对较长，且需要较高的水活度，
干燥处理快速降低了发酵产物含水量，可能是导致霉

菌生长受到抑制而降低污染率的重要原因。由此表

明，变温干燥固体发酵产物有利于降低产后孢子粉的

杂菌污染。 
干燥方式对真菌孢子的生物学特性具有明显影
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响。应盛华等[5]利用真空冷冻干燥和真空室温干燥降

低球孢白僵菌纯孢粉的含水量，发现两种方法对活孢

率没有明显影响，但孢子萌发速度存在差异。陈宜涛

等[8]采用高真空冷冻干燥、高真空室温抽干、35℃下
烘干和低真空低热干燥玫烟色拟青霉 (Paecilomyces 
fumosoroseus)分生孢子粉，结果表明低真空（0.1 mPa）
低热（30℃）抽干适合用于该菌孢子粉的干燥。本研
究探讨了不同干燥温度处理球孢白僵菌固体发酵产

物对分生孢子性能的影响，发现不同处理的分生孢子

活孢率、萌发速度以及抗逆性存在差异（表 1），这
种差异可能与分生孢子在不同变化温度下的生理活

动相关，如孢子内相容性糖醇、蛋白质和脂类相对含

量等生理学特征与一些生防真菌的活力、干旱耐受性

以及毒力相关[15, 16]。因此，在生产实践中优化固体发

酵产物的干燥方式或温度，是改良产后分生孢子质量

的重要措施。 
海藻糖(trehalose)是一种在自然界广泛存在的非

还原性双糖，结构稳定。海藻糖具有稳定细胞膜和蛋

白质结构的功能，可以赋予生物体抵抗干旱、干燥、

寒冷等恶劣环境的能力，是极好的保鲜剂和耐贮   
剂[17]。在酵母和丝状真菌中，海藻糖的积累应胁迫培

养条件的变化而发生改变，并且与真菌的耐旱特性密

切相关 [15, 16, 18~20]，但海藻糖是否影响真菌对高温或

紫外辐射耐受性，尚无相关报道。本研究发现，不同

温度处理虽然影响球孢白僵菌分生孢子胞内海藻糖

积累的变化，但海藻糖含量与分生孢子对高温或紫外

辐射的耐受性没有直接相关性。因此，继续开展球孢

白僵菌分生孢子抗逆的生理学机制研究，对该类真菌

杀虫剂的生产、加工具有重要的指导作用。 
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Influence of different drying temperatures for solid substrate after fermentation 
on conidia characteristics of the entomopathogenic 

 fungus Beauveria bassiana  

Zunhua Li1,2, Jianwen Lin1, Jincheng Ma1, Di Wu1, Yongjun Zhang1*  
(1 Chongqing key Laboratory of Agricultural Biotechnology; Biotechnology Research Center of Southwest University, Chongqing 400716, China) 

(2 Department of life Science and Chemical Engineering, Hunan University of Science and Engineering, Yongzhou 425100, China) 

Abstract: [Objective] This study was to evaluate the effect of drying temperature for solid substrate after fermentation on 
conidia characteristics of entomopathogenic fungus Beauveria bassiana. [Methods] Seven constant or varied temperatures 
between 28oC and 35oC were designed for drying the solid substrate and the quality of harvested conidia was analyzed. 
[Results] The results showed that the drying treatments at varied temperatures significantly decreased bacterial contami-
nation in the harvested conidia powder. The conidia viability and germination speed were varied with different drying 
treatments. After drying at 35℃ for 5 h, there was no significant difference in viability between the dried and fresh co-
nidia, while the median germination time (9.6 h) of the dried conidia was shortened by 9.3%. The tolerance of conidia to 
heat and UV radiation was increased by drying treatment. Compared to the drying treatment at a constant temperature at 
28℃ or 35℃, some varied temperature treatments were in favor of enhancing the stress tolerance of conidia. Drying 
treatments influenced accumulation of trehalose in harvested conidia, while neither heat resistance nor UV tolerance of 
conidia was obvious correlation with trehalose level. Optimizing drying temperature could increase the virulence of B. 
bassiana. After drying at 28℃ for 24 h and then 35℃ for 2 h or at 35℃ for 5 h, the LT50s to Myzus persicae at the dose 
of 370-450 conidia /mm2 were shortened by 10.6 h and 7.5 h, respectively. [Conclusion] The results suggested that the 
drying temperature for post-fermentation solid substrate has an important influence on bacterial contamination in the har-
vested conidia powder, spore viability, stress tolerance and virulence in B. bassiana. 
Keywords: Beauveria bassiana; solid-state fermentation; drying temperature; stress tolerance; virulence 
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24日的中午 12点和下午 6 点，受灾民众都在安

琪服务点前排起了长长的队伍，除了馒头供应外，当

天安琪公司的  面点大师们还制作了不同口感的花

卷，并熬制了一大锅紫菜虾皮蛋汤。当一笼笼散发着

热气的馒头呈现  在大家眼前，当一碗碗香喷喷的蛋

汤端到灾区群众手中，大家的眼中都噙满泪水。无数

当地市民自发要求加入到义工队伍。 

据了解，安琪酵母天使行动在四川江油开展的同

时，另外一支“安琪天使”们在成都新都区也开始了

同 样的行动，两只队伍共计 15名面点师，每天各提
供一吨面粉的馒头，他们忙碌的身影成为四川救灾队

伍中一道特别的风景！安琪酵母股份有限公司命名为

“天使行动”的救灾计划已经在宜昌总部和灾区展开，到目前为止，已经捐赠和救灾支出共 140多万元。 


