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一株感染杨尺蠖蛹的病原真菌的分离及鉴定 
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摘  要：【目的】从山西省洪洞县的杨树丰产林中采集到几头自然染菌的杨尺蠖 Apocheima 

cinerarius 越冬蛹虫尸，经分离纯化得到一株病原真菌，定名为 YHT01，确定该菌株的分类地

位。【方法】用该菌株孢子悬浮液(1.0×108 conidia/mL)感染杨尺蠖蛹进行回接杀虫实验，扫描电

镜观察菌株形态学特征，ITS 序列测定并构建系统发育树对 YHT01 菌株进行分子鉴定。【结果】

经 YHT01 菌株感染之后，杨尺蠖蛹节间处长出白色菌丝。该菌株在 PDA 培养基上的菌落呈椭

圆形，白色，绒毛状，菌落背面呈橙黄色；扫描电镜观察结果显示，该菌株孢梗束呈扫帚状，

分生孢子小，卵形至椭圆形，壁光滑，大小为(2.1−3.4) μm×(1.1−1.8) μm。该菌株的 rDNA-ITS

序列与 GenBank 中粉棒束孢 Isaria farinosa (Holm: Fr.) Fr. (AB233337)的序列相似性达 99%，在系

统发育树的同一分支上。【结论】YHT01 是杨尺蠖蛹的一株病原真菌，粉棒束孢 Isaria farinosa。 
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Isolation and identification of an entomopathogenic fungus  
isolated from the pupae of Apocheima cinerarius 

WANG Ni1  YAO Hong-Qing1  XIE Ying-Ping1*  LIU Wei-Min2  ZHANG Yong-Jie1 

(1. College of Life Sciences, Shanxi University, Taiyuan, Shanxi 030006, China) 
(2. Research Institute of Applied Biology, Shanxi University, Taiyuan, Shanxi 030006, China) 

Abstract: [Objective] Some naturally diseased Apocheima cinerarius pupae were collected in 
poplar forests in Hongtong, Shanxi province, China. The strain of YHT01 was isolated and purified 
from these naturally diseased pupae, and its classification status was determined. [Methods] A. 
cinerarius inoculation was conducted with conidial suspension (1.0×108 conidia/mL) of strain 
YHT01. The morphological characteristic was observed using scanning electron microscopy and the 
molecular identification was conducted by ITS sequence determination and phylogenetic analysis. 
[Results] White mycelia emerged between body segments after inoculated by strain YHT01. The 
colonies of the strain in PDA culture medium showed oval shape, white and fluffy, while the back of 
the colonies showed orange yellow. The coremium of the strain were like brooms, and the conidium 
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was small (2.1–3.4) μm×(1.1–1.8) μm, oval to ellipsoid, smooth observed by scanning electron 
microscope. The comparability between the rDNA-ITS sequence of strain YHT01 and Isaria 
farinosa (Holm: Fr.) Fr. (AB233337) in GenBank is 99%, and these two strains are gathered in one 
branch in the phylogenetic tree. [Conclusion] Strain YHT01 is a pathogenic fungus of A. cinerarius, 
and identified as I. farinosa. 

Keywords: Apocheima cinerarius, pupae, Entomopathogenic fungi, Paecilomyces, Isaria farinosa, 
Strain identification 

杨尺蠖 Apocheima cinerarius (Erschoff)又名春

尺蠖，在分类上属鳞翅目 (Lepidoptera)尺蛾科

(Geometridae)，主要分布在中亚地区和我国的新

疆、宁夏、甘肃、内蒙、山西、陕西、河北、河南、

山东等广大地区，是危害我国三北地区防护林的  

一种暴食性食叶害虫，主要危害杨、榆、沙枣、沙

柳、胡杨等[1]。该虫一年发生一代，以蛹在林冠下

表土层中越冬，早春成虫羽化，交尾产卵，春季树

木发芽长叶，幼虫开始上树取食，直到 5 月下旬

和 6 月上旬，幼虫老熟下树入土化蛹，越夏和越

冬。蛹期在表土层内长达 9 个月。杨尺蠖幼虫取

食期间的食量很大，虫口密度大时短时间就可将

大面积林木的叶片吃光，造成树木长势衰弱和枯

死。近年来，该虫在山西临汾地区连续暴发，使

大面积的杨树丰产林在 4、5月份叶片被全部吃光，

危害十分严重。 

以往对杨尺蠖的防治主要是在幼虫期采用树

冠喷洒化学杀虫剂的方法，由于杨树等林木的树冠

高大，喷药困难且污染严重。在生物防治方面曾有

人利用飞机低容量喷雾苏云金杆菌 (Bacillus 

thuringiesis, Bt)制剂和杨尺蠖核型多角体病毒

(AciNPV)制剂进行杨尺蠖防治[2-3]。但是，Bt的伴

孢晶体易被紫外线杀死，加上北方地区春季空气干

燥，飞机喷洒的雾化液滴极易在短时间内挥发而使

Bt失去附着力与致病力。核型多角体病毒 AciNPV

制剂生产中的技术瓶颈是昆虫病毒的繁殖依赖活

体幼虫，而杨尺蠖一年繁殖一代的特性极大限制了

AciNPV的工厂化生产和林间大面积应用[4]。 

我们结合杨尺蠖幼虫老熟后下树入土化蛹，蛹

在土壤中要经历漫长的越夏和越冬的生物学习性，

选 择 采 自 桃 小 食 心 虫 Carposina niponensis 

(Walsingham)、红松林帕克阿扁叶蜂 Acantholyda 

parki (Shinohara & Byun)和松毛虫 Dendrolimus 

kikuchii (Matsumura)幼虫的昆虫病原真菌球孢白僵

菌(Beauveria bassiana)的 3 个菌株，在杨尺蠖的蛹

期的前期、中期、后期分别进行感染试验，结果显

示，3株白僵菌均能侵染杨尺蠖蛹，并对处于前期

和中期的杨尺蠖蛹感染快，致死率高，3个菌株中

以采自桃小食心虫的菌株 TST05 对杨尺蠖蛹的致

死率最高，校正死亡率在 70%以上。这为我们利

用昆虫病原真菌作为生物制剂防治杨尺蠖提供了

依据。由于以蛹为防治对象，在土壤中使用菌粉制

剂，不仅可以避免化学防治的弊端，而且地下防治

具有明显优势，它可以为真菌提供较稳定的温度和

湿度环境，利于病原真菌在土壤中存活、萌发和持

续感染[5]。 

用昆虫病原真菌防治害虫，不同的菌种和菌株

对同一寄主昆虫的感染毒力常常不同，一般来说，

来自原寄主的病原真菌比来自其他寄主的病原真

菌对防治对象有更高的毒力。这不仅是病原真菌对

昆虫进化的适应，也是病原真菌对昆虫发生地区的

生态适应的结果。因此，收集林间自然感染的虫尸，

分离获得自然侵染杨尺蠖蛹的病原真菌，是筛选高

致病菌种，进行杨尺蠖生物防治的基础。我们   

2014年在山西省临汾地区洪洞县杨树丰产林，采集

获得自然染病的杨尺蠖蛹，培养分离和纯化出一株

病原真菌——粉棒束孢 Isaria farinose (Homskiold) 

Fries，异名为粉质拟青霉 Paecilomyces farinosus 

(Holm. Ex Gray) Brown & Smith，是一类重要的昆

虫病原真菌。本文报道对该菌株分离、培养、形态
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观察和分子鉴定的结果。希望为利用昆虫病原真菌进

行杨尺蠖蛹的生物防治提供菌种资源和应用依据。 

1  材料与方法  

1.1  虫体采集与病原真菌的分离纯化 

杨尺蠖在山西洪洞县(N36°18′，E117°42′)杨树

丰产林 1年发生 1代，老熟幼虫从 5月中旬下树入

土，在表土层内结土室化蛹越夏和越冬。在杨树丰

产林树下表土层采集杨尺蠖虫蛹过程中，发现了自

然染病的虫蛹，收集后带回实验室。 

在实验室将有真菌感染的杨尺蠖蛹置于解剖

镜下观察并拍照，然后在无菌工作台上用接种环挑

取虫尸表面的分生孢子，划线接种于 PDA 固体培

养基(g/L：马铃薯 200，葡萄糖 20，琼脂 20)。25 °C

培养 5 d，将培养后的菌株进行二次划线分离。 

1.2  回接实验 

取培养 7 d的白色菌种分生孢子，配制成孢子

悬浮液(1×108 conidia/mL)，并加 0.1%的吐温 80，

用浸虫法对杨尺蠖蛹进行接种感染，然后置于

25 °C培养室培养，每天观察虫体染菌情况。 

1.3  病原菌形态特征的扫描电镜观察  

将纯化得到的菌株划线接种于 PDA培养基平

板中，在超净工作台将无菌的盖玻片 45°角斜插于

接种线上，每个平板 3个盖玻片，25 °C下培养。

3 d后，用镊子将盖玻片取出，将有菌的盖玻片经

过 50% PBS缓冲液漂洗，30%、50%、70%、90%、

100%乙醇梯度脱水，其中 100%乙醇脱水 2 次，

最后经 50%乙酸异戊酯加 50%无水乙醇，100%乙

酸异戊酯 2遍脱去无水乙醇，每个梯度 10 min。

EMS850 临界点干燥器中干燥后，将样品摆好贴

片，1.5 kV、20 mA 下喷金，最后放入扫描电镜

(JSM-840EX)下观察真菌形态结构并拍照记录。根

据菌株形态特征，参考《山西虫生真菌》[6]和《Manual 

of Techniques in Insect Pathology》[7]对菌株物种的分

类地位作初步鉴定。 

1.4  病原真菌的分子鉴定 

将纯化得到的菌株于 PDA 培养基上大量培

养，然后用真菌 DNA 抽提试剂盒提取出目的菌株

基因组 DNA。用真菌 ITS通用引物 ITS4 (5′-TCCTC 

CGCTTATTGATATGC-3′)和 ITS5 (5′-GGAAGTA 

AAAGTCGTAACAAGG-3′)，并以提取出的菌株

YHT01 基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩增。PCR 

(50 μL)反应体系：36.5 μL去离子水，5 μL 10×Dream 

Taq Green Buffer，4 μL dNTP Mix (2.5 mmol/L 

each)，2 μL DNA模板，1 μL ITS4 (10 μmol/L)，1 μL 

ITS5 (10 μmol/L)，0.5 μL Easy Taq DNA Polymerase。

PCR扩增条件：94 °C 5 min；94 °C 30 s，53 °C  

1 min，72 °C 1 min，30个循环；65 °C 10 min。扩

增后的 PCR 产物用 1.5%的琼脂糖凝胶电泳检测，

以 100 bp DNA Marker 指示分子量。扩增得到的

ITS序列由上海生工公司进行序列测定。从 GenBank

中 BLAST 进行序列相似性搜索，并下载与该菌株

序列相近的序列，使用 MEGA 5.0 选择邻接法

Neighbor-Joining构建系统发育树，从而确定该菌株

的分类地位。 

2  结果与分析  

2.1  自然罹病虫尸症状  

从山西临汾洪洞丰产林中采集杨尺蠖蛹的自

然染病虫体，在实验室解剖镜下观察发现，自然染

菌的虫蛹(图 1)有的蛹僵硬且被白色菌丝覆盖，菌丝

在蛹的结间处更多(图 1A、B)，有的蛹体外有子座

长出(图 1B、C、D)。 

2.2  菌株分离结果  

经划线分离纯化，分离获得 1株虫生真菌，经

过回接，将与自然染病症状一致的虫生真菌命名为

YHT01。 

2.3  YHT01 回接杀虫实验结果 

将制备好的 YHT01 菌株孢子悬浮液(浓度为

1×108 conidia/mL)，对杨尺蠖蛹进行回接杀虫实

验。接菌培养 5 d后，在蛹的节间处生出白色菌丝

(图 2A)，7 d后蛹的全身覆盖菌丝(图 2C)，与野外

自然染菌的症状一致。说明分离得到的菌株是致死

杨尺蠖蛹的致病菌。 
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图 1  自然染菌的杨尺蠖蛹 
Figure 1  The naturally diseased pupae of Apocheima cinerarius 

注：A：蛹尸被白色菌丝覆盖；B：蛹尸外刚长出子座；C：蛹尸外子座变大；D：蛹尸干瘪. 

Note: A: The pupa is covered by the mycelia; B: The stromata appear on the pupa; C: The stromata get bigger; D: The pupa becomes 
wizened. 
 

 
 

图 2  菌株 YHT01 回接杀虫实验结果显示杨尺蠖蛹的染病症状 
Figure 2  The symptoms of Apocheima cinerarius pupae infected with YHT01 

注：A、B：染菌 5 d后，蛹结间处出现菌丝；C：菌丝覆盖整个蛹. 

Note: A, B: The mycelia appear on inter-segments of pupa after infected 5 d; C: The pupa is covered by the mycelia. 

 

2.4  菌种鉴定 

2.4.1  菌株的培养性状及形态特征：将菌株

YHT01在 PDA培养基上 25 °C恒温培养 5 d后，发

现菌落呈椭圆形，白色，絮状(图 3A)。菌落背面中

央呈橙黄色(图 3B)。在扫描电镜下可以看出，菌株

生长 3 d 后，已经开始大量产生分生孢子(Co)，孢

梗束(Cr)呈扫帚状(图 3C)；瓶状小梗(Ph)基部膨大，

上部逐渐变得细长，轮生或单生于分生孢子梗上。

瓶状小梗直径 0.4 μm−1.1 μm，长 4.2 μm−13.1 μm 

(图 3D)；瓶状小梗出芽产生分生孢子，形成分生孢

子链。出芽产生的分生孢子小，卵形至椭圆形，壁

光滑，大小为(2.1−3.4) μm×(1.1−1.8) μm (图 E和 F)。
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根据以上形态观察结果，参考《山西虫生真菌》[6]

和《Manual of Techniques in Insect Pathology》[7]，

初步判断该菌株为棒束孢属 Isaria Persoon的粉棒

束孢 I. farinosa。 

2.4.2  DNA 提取及 ITS 序列 PCR 扩增结果：以

ITS4 和 ITS5 为引物进行 PCR 扩增，得到菌株

YHT01的 ITS序列并送交上海生工公司测序，得到

585 bp的 DNA序列。序列提交 GenBank，并已开

放，序列编号为 KR973432。在 NCBI 上下载与

YHT01的 ITS序列有较高相似性的序列，构建系统

发育树。如图 4所示，KR973432与粉棒束孢 Isaria 

farinosus (AB233337)在同一分支上，相似性为

99%。这与该菌株形态鉴定的结果相同，可知分离

得到的 YHT01菌株为粉棒束孢 I. farinosus。 

 

 

 
图 3  菌株 YHT01 的形态特征 

Figure 3  The morphological characteristics of the fungal strain YHT01 
注：A：菌落正面观；B：菌落背面观；C–F：扫描电镜下观察到菌株的形态特征. Co：分生孢子；Cr：孢梗束；Ph：瓶状小梗；Cp：

分生孢子梗. 

Note: A: The front view of colony; B: The back view of colony; C–F: The morphological characteristics of the fungal strain YHT01 observed 
under scanning electron microscope. Co: Conidium; Cr: Coremium; Ph: Phialide; Cp: Conidiophore. 
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图 4  YHT01 菌株 rDNA-ITS 序列 N-J 系统发育树 
Figure 4  Neighbor-Joining phylogenetic tree constructed from rDNA-ITS sequence of the strain YHT01 

注：括号内的序号为 GenBank数据库的登录号；发育树节点的数值表示 Bootstrap值；线段 0.02表示序列差异的分支长度. 

Note: Those in parentheses are the GenBank accession number; Number at notes present bootstrap percentages (based on 1000 sampling); 
Bar=2% represent sequences divergence. 

 

3  讨论 

本研究从自然染菌的杨尺蠖上分离得到一株

病原真菌，经形态学和分子鉴定，为粉棒束孢。

ITS 序列由于其易扩增、信息量丰富、研究广泛等

诸多优势，已经成为被子植物和真菌的通用核心

Barcoding[8-9]。利用 ITS 序列对粉棒束孢乃至整个

棒束孢属的研究已有报道[10]。 

Hodge等认为棒束孢 Isaria Pers.:Fr.是优先发表

的属，所以将粉棒束孢 Isaria farinose (Holm: Fr) Fr.

作为其模式种，并建议所有先前被归在拟青霉属

Paecilomyces中拟棒束梗孢组 sect. Isarioidea的种都

应该用棒束孢作为属名。因此，先前常用的粉拟青霉

P. farinosus (Holm. ex Gray) Brown & Smith的名字被

当作粉棒束孢 Isaria farinosa的异名来处理[11]。 

拟青霉 Paecilomyces是一类在土壤中广泛存在

的虫生真菌。根据我们的统计，从 1981年−2015年，

在我国发现的拟青霉主要有 12 种[12-23]，如表 1 所

示，分别是斜链拟青霉 P. cateniobliquus、环链拟青

霉 P. cateniannulatus、细脚拟青霉 P. tenuipes、粉质

拟青霉 P. farinosus、玫烟色拟青霉 P. fumosoroseus、

蝙蝠蛾拟青霉P. hepiali、灰绿拟青霉P. grsieiviridsi、

淡紫拟青霉 P. lilacinus、黄拟青霉 P. flavescens、古

尼拟青霉 P. gunnii、蛹草拟青霉 P. militaris以及蒲

同拟青霉 P. puntonii。这些拟青霉的主要寄主有：

鳞翅目昆虫 21 种，如茶小卷叶蛾 Adoxophycs 

privatana、茶卷叶蛾 Cacoecia ingentana、云尺蛾 
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表 1  从 1981–2015 年我国发现的主要拟青霉 
Table 1  The main Paecilomyces found in China from 1981 to 2015 

菌名 

The names of fungus 

主要寄主 

The primary hosts 

采集地 

Collection places 

报道年份 

Reporting years

斜链拟青霉 P. cateniobliquus  茶小卷叶蛾 Adoxophycs privatana蛹茧 贵州 湄潭 1981 

环链拟青霉 P. cateniannulatus 茶卷叶蛾 Cacoecia ingentana 蛹茧 贵州 湄潭 1981 

细脚拟青霉 P. tenuipes 云尺蛾 Buzura thibetaria蛹； 

小白尺蛾 Scopula subkunctaria蛹； 

茶毛虫 Euproctis pseudoconspersa蛹； 

茶小卷叶蛾 A. privatana蛹； 

茶茸毒蛾 Dasychira baibarana蛹 

贵州 

湄潭 

1981 

粉质拟青霉 P. farinosus 褐刺蛾 Setora suberecta幼虫和蛹； 

茶刺蛾 Iragoides fasciata蛹； 

小白尺蛾 S. subkunctaria蛹； 

贵州 

湄潭 

1981 

玫烟色拟青霉 P. fumosoroseus 云尺蛾 B. thibetaria蛹、成虫； 

茶刺蛾 I. fasciata蛹； 

云纹枝尺蛾 Eulithis pyrapata蛹； 

小白尺蛾 S. subkunctaria蛹； 

茶小卷叶蛾 A. privatana蛹茧； 

茶毛虫 E. pseudoconspersa幼虫、蛹茧 

贵州 

湄潭 

1981 

粉质拟青霉 P. farinosus 芦毒蛾 Laelia coenosa幼虫、蛹 湖南 沅江 1987 

玫烟色拟青霉 P. fumosoroseus 家蚕 Bombyx mori  浙江 嘉兴 1988 

蝙蝠蛾拟青霉 P. hepiali 蝙蝠蛾 Phassus excrescens 幼虫 云南 迪庆 1989 

粉质拟青霉 P. farinosus 油松毛虫 Dendrolimus tabulaeformis幼虫 北京 密云 1991 

灰绿拟青霉 P. grsieiviridsi 棉蚜 Aphis gossypii 山东 平邑 1998 

粉质拟青霉 P. farinosus 杨尺蠖 Apocheima cinerarius蛹 新疆 1998 

淡紫拟青霉 P. lilacinus 荔枝椿象 Tessaratoma papillosa成虫 深圳 2002 

粉质拟青霉 P. farinosus 纵坑切梢小蠹 Tomicus piniperda成虫 云南 2002 

玫烟色拟青霉 P. fumosoroseus 烟粉虱 Bemisia tabaci若虫、成虫 广东 广州 2004 

淡紫拟青霉 P. lilacinus 根结线虫Meloidogyne的雌虫、卵 福建 2006 

粉质拟青霉 P. farinosus 粘虫Mythimna separata幼虫； 

大青象甲 Chlorophanus grandis成虫； 

七星瓢虫 Coccinella septimpunctata成虫； 

棉三点盲蝽 Adelphocoris taeniophorus成虫 

山西 

蟒河 

历山 

庞泉沟 

2006 

黄拟青霉 P. flavescens 角蝉科Membracidae若虫； 

桑梢角蝉 Gargara genistae成虫 

山西 

云顶山 

2006 

玫烟色拟青霉 P. fumosoroseus 斑背安缘蝽 Anoplocnemis binotata成虫； 

银纹夜蛾 Argyrogramma agnata成虫； 

舞毒蛾 Lymantria dispar成虫 

山西 

庞泉沟 

2006 

古尼拟青霉 P. gunnii 碧蝽 Palomena angulosa成虫 山西 黄崖洞 2006 

蛹草拟青霉 P. militaris 金喙真蝽 Pentatoma metallifera成虫 山西 历山 2006 

蒲同拟青霉 P. puntonii 鳞翅目 Lepidoptera蛹 山西 黄崖洞 2006 

环链拟青霉 P. cateniannulatus 菜粉蝶 Pierisrapa Linne 安徽 滁州 2013 

粉拟青霉 P. farinosus 中华枯叶蛱蝶 Kallima inachus 安徽 滁州 2013 

玫烟色拟青霉 P. fumosoroseus 鳞翅目 Lepidoptera蛹 安徽 滁州 2013 
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Buzura thibetaria、银纹夜蛾 Argyrogramma agnata

等；半翅目昆虫 9种，如棉蚜 Aphis gossypii、荔枝

椿象 Tessaratoma papillosa、棉三点盲蝽 Adelphocoris 

taeniophorus、斑背安缘蝽 Anoplocnemis binotata、

烟粉虱Bemisia tabaci和桑梢角蝉Gargara genistae；

垫刃目 1 种，根结线虫 Meloidogyne 等；鞘翅目     

3种，分别是纵坑切梢小蠹 Tomicus piniperda、大青

象甲 Chlorophanus grandis 和七星瓢虫 Coccinella 

septimpunctata。 

粉棒束孢(粉质拟青霉)被广泛应用于害虫防

治上。李捷等研究粉棒束孢对桃小食心虫的致病

力，桃小食心虫感染粉棒束孢初期行动缓慢，死

后虫体变软，全身变成褐色，1−2 d后体表长出白

色絮状菌丝，菌丝逐渐布满全身，并产生孢子，

第十天累积死亡率为 72.22%，粉棒束孢的蛋白酶

活性、几丁质酶活性和脂肪酶活性也相应的发生

变化 [24]。Demirci 等用粉棒束孢(悬浮液浓度为

1×108 spores/mL)感染桔粉蚧 Planococcus citri的各

龄期，一龄若虫的致死率达到 78.71%，二龄若虫的

致死率为 84.1%，成虫的致死率为 84.5%，改善温

湿度之后，致死率增大，对各龄期的桔粉蚧起到了

很好的防治效果[25]。Castineiras 等在一种粉蚧上分

离出另外一种棒束孢属的真菌 I. fumosorosea[26]。

Lacey等研究了 I. fumosorosea对 Aphelinus asychis

的致死率，以及致死率与湿度间的关系[27]。Parker

等研究了粉棒束孢感染 E. integriceps的致死率与孢

子悬浮液浓度的关系[28]。粉棒束孢除了是昆虫的病

原菌外，还能防治蜘蛛[29]。 

虽然粉棒束孢已广泛应用于农林害虫的防治，

但是有关杨尺蠖蛹病原真菌的报道还未多见。  

1990年，阿地力江等[19]在新疆野外调查中，发现杨

尺蠖蛹被真菌寄生的现象，并分离得到一株粉质拟

青霉(粉棒束孢)。他们用体表接种和土壤接种两种

方法感染了幼虫和蛹，结果表明两种方法对杨尺蠖

幼虫和蛹发病都有较高的致病力。本研究得到的粉

棒束孢活体菌株 YHT01 菌株分离自山西省临汾市

洪洞县自然染病的杨尺蠖蛹虫尸，是首次在山西发

现，为今后在土壤中防治杨尺蠖蛹提供了菌种资源。 
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