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2 株蜡蚧轮枝菌耐热性差异分析

谷祖敏　戈婉儿　纪明山

沈阳农业大学植物保护学院,沈阳１１０８６６

摘要　采用菌丝生长速率法和孢子萌发法比较蜡蚧轮枝菌不同菌株 VL１７和 VL１８菌株菌丝和分生孢子

耐热性的差异,喷雾接菌法测定两菌株高温胁迫下的杀蚜毒力,qPCR 法研究高温胁迫后热激蛋白sHsp 和

Hsp７０基因的表达量,初步探索热激蛋白抗高温胁迫的作用机制.结果显示,VL１８菌株菌丝和分生孢子对高

温的耐受性显著好于 VL１７菌株,３４℃时 VL１８菌株的菌落直径比 VL１７大６３．１６％,３７℃时 VL１８分生孢子萌

发率比 VL１７高１０３％;温度高于３１℃时两者的杀蚜活性差异显著,３７℃时 VL１８对蚜虫的校正死亡率比 VL１７
高１６６．６７％;４２℃时胁迫相同时间,VL１８的sHsp 和Hsp７０基因表达量均高于 VL１７,胁迫１２０min时 VL１８的

Hsp７０和sHsp 基因表达量分别是 VL１７的１６．９７倍和６３．７４倍.两菌株sHsp 基因的表达量均明显高于

Hsp７０基因.通过比较分析认为小分子热激蛋白sHsp对蜡蚧轮枝菌抗高温胁迫起重要作用.
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　　蜡蚧轮枝菌(Lecanicilliumlecanii)是一种重

要昆虫病原真菌[１Ｇ２],能寄生于同翅目、鳞翅目、缨翅

目等昆虫,用于防治温室蔬菜及花卉上的一些害虫

如白粉虱、蚜虫、蓟马、线虫等[３Ｇ６].英国最早对蜡蚧

轮枝菌的制剂进行登记注册,由此开始蜡蚧轮枝菌

的商品化进程[７].菌株对高温的耐受力是影响活体

真菌制剂稳定性的重要因素之一.环境温度直接影

响活体真菌制剂的生产加工、货架期和田间杀虫

效果[８].
生物体受到外界高温胁迫时,会通过开启某些

基因的表达来应对胁迫,减少损害,维持基本生理代

谢水平.其中,最显著的变化是合成热激蛋白(heat
shockprotein,Hsp)[９].国内外对热激蛋白的研究

大多集中在昆虫和植物方面[１０Ｇ１１],关于虫生真菌方

面只有少量研究,如球孢白僵菌 Hsp７０基因[１２Ｇ１３].
笔者在比较蜡蚧轮枝菌 VL１７、VL１８菌株的菌丝、
分生孢子以及杀蚜活性对高温耐受性差异的基础

上,进而比较两菌株高温胁迫后sHsp 和Hsp７０基

因表达量的差异,分析热激蛋白与蜡蚧轮枝菌耐热

的相关性,探索热激蛋白在蜡蚧轮枝菌抗高温胁迫

中的作用.

1　材料与方法

1.1　供试菌株

蜡蚧轮枝菌 VL１７,分离自辽宁新民罹病桃蚜

(Myzuspersicae);VL１８分离自湖北武汉烟粉虱

(Bemisiatabaci).
1.2　供试培养基

PDA培养基,用于扩繁培养蜡蚧轮枝菌.

1.3　供试昆虫

萝卜蚜(Lipaphiserysimi),采自沈阳农业大

学后山大棚甘蓝 (BrassicaoleraceaL．),室内饲养

１周后用于生测.
1.4　蜡蚧轮枝菌孢子悬浮液的制备

将蜡蚧轮枝菌 VL１７和 VL１８菌株活化后,接
于PDA培养基中央,２５℃培养１４d,加入含０．５％
吐温８０的无菌水５mL,轻轻刮下培养基表面的孢

子和菌丝,用双层纱布过滤除去菌丝,获得蜡蚧轮枝

菌 VL１７和 VL１８的孢子悬浮液.
1.5　蜡蚧轮枝菌菌丝耐热性的测试

分别 取 直 径 ５ mm 的 蜡 蚧 轮 枝 菌 VL１７ 和

VL１８菌饼,接入PDA 平板中央,分别置于２５、２８、
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３１、３４和３７℃培养箱中,每个处理３次重复.１０d
后测量菌落直径.比较相同温度下两菌株菌落直径

的差异.
1.6　蜡蚧轮枝菌分生孢子耐热性的测试

分别取２０μL蜡蚧轮枝菌 VL１７和 VL１８的孢

子悬浮液滴于凹玻片上,然后将其置于２５、２８、３１、

３４和３７℃培养箱中保温保湿培养,２４h后调查萌

发孢子数,统计孢子萌发率,每个处理３次重复.比

较相同温度下两菌株分生孢子萌发率的差异.
1.7　不同温度下蜡蚧轮枝菌杀蚜活性的测定

将蜡蚧轮枝菌 VL１７和 VL１８的孢子悬浮液稀

释到１×１０６/mL,挑选长势一致的２龄若蚜,每个

处理３０头,喷雾接菌后转移到新鲜甘蓝叶片上,分
别置于２５、２８、３１、３４及３７℃的培养箱中.７d后调

查死亡虫数,死亡试虫通过保湿培养验证是否为蜡

蚧轮枝菌感染,比较相同温度下两菌株杀蚜毒力的

差异.
1.8　蜡蚧轮枝菌 VL17 和 VL18 高温胁迫后热激蛋

白基因表达量的比较

　　蜡蚧轮枝菌 VL１７和 VL１８两个菌株经４２℃
热激１５、３０、６０、１２０min后进行RNA抽提,以RNA
为模板反应合成 cDNA,引物设计如表 １ 所 示,

GAPDH 作为内参基因,用于实时定量 PCR.PCR
反应体系:５μLMasterMix,０．５μL模板 DNA,０．１

μL引物,加ddH２O 至１０μL.PCR 扩增条件参照

TaKaRa公司 PrimeScriptRTＧPCRKit试剂盒说明

书.采用 ２－ △△CT 方 法 评 价 目 的 基 因 的 相 对 表

达量.
表１　qPCR所使用的引物及序列

Table１　PrimersusedforqPCR

引物名称 Primername 序列 Primersequence 引物类型 Primertype

RJＧGAPDHＧF CCCCAAACACCTCATCCTCA 定量PCR 内参引物 Endogenousreferencegenesprimer

RJＧGAPDHＧR ATGCCAACCTTGACGGGAG

Hsp７０F CCTCTGTGCGTCCATGAAATC Hsp７０定量 PCR引物 PCRprimerforHsp７０

Hsp７０R GCCATTGCTGCTATCCACTCA

sHspF TGACGCAAAAGAACACGACG sHsp 定量 PCR 引物 PCRprimerforsHsp

sHsp R TCTCAAGCCCTGCTGGAAAG

1.9　统计方法

数据结果采用 SPSS 软件进行方差分析,以

Duncan’s新复极差法进行显著性检验,以P＜０．０５
表示具有显著性差异.

2　结果与分析

2.1　蜡蚧轮枝菌 VL17 和 VL18 菌丝耐热性比较

由表２可知,蜡蚧轮枝菌 VL１７和 VL１８菌株

在２５~２８℃生长速度较快,菌落直径较大,随温度

升高生长速度减慢,当温度达到３７℃,菌丝均基本

停止生长,菌落直径为原始菌饼直径.两者菌丝对

高温的耐受性明显不同.２５℃时两菌株菌落直径

不存在显著差异.２８~３４℃,VL１８菌株的菌落直

径显著大于 VL１７菌株,说明蜡蚧轮枝菌 VL１８菌

丝比 VL１７耐热性更好,而且随温度升高耐热性差

异越明显.２８℃VL１８菌株的菌落直径比 VL１７菌

株大９．２５％,温度升高至３４℃,VL１８菌株的菌落

直径比 VL１７菌株大６３．１６％.

表２　VL１７和VL１８菌株不同温度下的菌落直径

Table２　ColonydiameterofVL１７andVL１８
underdifferenttemperature

温度/℃
Temperature

菌落直径/cmColonydiameter

VL１７ VL１８

增长率/％
Increasingrate

２５ ４．１０±０．０８a ４．２７±０．１０a ４．１５

２８ ２．９２±０．０７b ３．１９±０．２１a ９．２５

３１ １．０８±０．１０b １．４２±０．０６a ３１．４８

３４ ０．５７±０．０４b ０．９３±０．０６a ６３．１６

３７ ０．５０±０．０１a ０．５０±０．００a ０．００

　注:同行数据后标不同字母表示经 Duncan’s新复极差法检验在

５％水平差异显著.下同.Note:Differentlettersinthesame
lineshowsignificantdifferenceat５％levelbyDuncan’smultiple
rangetest．Thesameasfollows．

2.2　蜡蚧轮枝菌 VL17 和 VL18 分生孢子耐热性

比较

　　由表３可知,２５~３７℃范围内,蜡蚧轮枝菌

VL１７和 VL１８ 菌株的分生孢子均能萌发,２５~
２８℃萌发率较高,随温度升高,孢子萌发率下降.
和VL１７菌株相比,蜡蚧轮枝菌VL１８菌株的分生

１４
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孢子更耐高温,在温度超过３１℃时孢子萌发率显著

高于 VL１７ 菌株,温度越高,差异越显著.３７ ℃
VL１８菌株分生孢子萌发率比 VL１７菌株高１０３％.

表３　VL１７和VL１８菌株不同温度下的孢子萌发率

Table３　ConidiagerminationrateofVL１７andVL１８

underdifferenttemperature ％

温度/℃
Temperature

孢子萌发率

Conidiagerminationrate

VL１７ VL１８

增长率

Increasingrate

２５ ８７．６８±２．０８a ８９．７１±１．６９a ２．３２

２８ ８９．２６±２．４９a ９１．８３±１．９８a ２．８８

３１ ７０．９３±３．９９b ８３．５４±２．７７a １７．７８

３４ ４２．４７±１．７４b ５６．２５±２．７１a ３２．４５

３７ １７．３５±３．０５b ３５．２２±０．９７a １０３．００

2.3　蜡蚧轮枝菌 VL17 和 VL18 不同温度下杀蚜活

性的比较

　　由表４可知,蜡蚧轮枝菌 VL１７和 VL１８在不

同温度下对蚜虫的毒力不同,２８℃时两菌株的杀蚜

活性最强,VL１７和 VL１８对蚜虫的校正死亡率分

别为８１．３６％和８３．０５％.２８~３７℃范围内,随着温

度升高,两菌株对蚜虫的毒力逐渐减小.当温度低

于２８℃,两菌株的杀蚜活性差异不显著,温度高于

３１℃时,VL１８菌株对蚜虫的毒力显著高于 VL１７,
温度越高差异越明显,３１℃时 VL１８对蚜虫的校正

死亡率比 VL１７高１０．５７％,３７℃时 VL１８比 VL１７
高１６６．６７％.
表４　VL１７和VL１８菌株不同温度下对蚜虫的校正死亡率

Table４　Correctedmortalityrateofaphidsinoculatedwith

VL１７andVL１８underdifferenttemperature ％

温度/℃
Temperature

校正死亡率

Correctedmortalityrate
VL１７ VL１８

增长率

Increasingrate

２５ ７４．３２±２．７１a ７６．９７±１．５６a ３．５７

２８ ８１．３６±１．６６a ８３．０５±２．１８a ２．０８

３１ ７１．４３±０．９７b ７８．９８±２．４５a １０．５７

３４ ４７．７５±３．１２b ５９．２２±１．８１a ２４．０２

３７ １８．１８±１．１９b ４８．４８±２．１２a １６６．６７

2.4　蜡蚧轮枝菌 VL17 和 VL18 菌株 Hsp70、sHsp
高温胁迫后表达量的比较

　　 经 ４２ ℃ 高温胁迫后,蜡蚧轮枝菌 VL１７ 和

VL１８的sHsp 和Hsp７０基因随时间延长的表达规

律和表达量明显不同(见图１、图２).VL１７菌株

sHsp 和Hsp７０基因随胁迫时间延长表达量小幅度

增长,在６０min表达量达到高峰,之后表达量逐渐

下降.VL１８菌株sHsp 和Hsp７０基因随胁迫时间

延长表达量大幅度增长,一直增长到１２０min时达

到最高峰.胁迫相同的时间,两菌株sHsp 基因的

表达量均高于Hsp７０基因.Hsp７０和sHsp 基因

的相对表达量均随胁迫时间的增多而升高,蜡蚧轮

枝菌VL１８菌株的sHsp 和Hsp７０基因表达量均高

于 VL１７,而且sHsp 基因表达差异更明显.４２℃
高温胁迫１２０min时 VL１８菌株 Hsp７０基因表达

量是 VL１７的１６．９７倍,sHsp 基因表达量是 VL１７
的６３．７４倍.

图１　４２℃胁迫不同时间Hsp７０基因的表达量

Fig．１　RelativeexpressionlevelsofHsp７０

treateddifferenttimeat４２℃

图２　４２℃胁迫不同时间sHsp基因的表达量

Fig．２　RelativeexpressionlevelsofsHsp
treateddifferenttimeat４２℃

3　讨　论

不同菌种或同一菌种的不同菌株在抗逆性方面

差异较大,一般认为这种差异与菌种的地理来源和

原始寄主有关.李鸿文等[１４]研究杀虫真菌球孢白

僵菌不同菌株分生孢子的耐热能力,发现寄主和地

理来源不同的球孢白僵菌菌株在耐热力方面差异较

大.VL１７和 VL１８菌株分别采集自辽宁新民和湖

北武汉,两地气候环境尤其温度差别很大,研究结果

显示两菌株菌丝和分生孢子对高温的耐受性差异显

著,和前人研究结果一致[１４].耐热性能好的菌株具

２４
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备更好的生态适应性和田间应用效果,尤其能应对

夏季高温的环境条件[１５].试验中菌丝和分生孢子

耐热性好的 VL１８菌株在温度高于３１℃时对蚜虫

的毒力显著高于 VL１７,证实了这一说法.抗高温

胁迫的 VL１８菌株也为深入研究蜡蚧轮枝菌的耐热

机制提供了很好的试材.
热激蛋白在生物体中分布普遍.热激蛋白的诱

导表达与众多胁迫因子有关,大多数研究表明热激

蛋白的诱导表达与生物的热适应能力最为密切[１６].
李静馨等[１７]研究证实热激处理球孢白僵菌后在参

与菌体热激响应的基因中,热激蛋白家族成员最多,
且响应最快.Hsps在生物体抵抗高温方面具有重

要作用,受到热胁迫刺激后,生物体对热胁迫抗性的

提高与热激蛋白的表达量普遍成正相关[１８Ｇ１９].研究

结果显示,对高温耐受性好的蜡蚧轮枝菌 VL１８高

温胁 迫 后sHsp 和 Hsp７０ 基 因 表 达 量 均 高 于

VL１７,和前人研究结果一致,说明热激蛋白与蜡蚧

轮枝菌抗高温胁迫密切相关.
根据分子质量的大小,热激蛋白家族可分为:

Hsp１００、Hsp９０、Hsp７０、Hsp６０、Hsp４０ 及 小 分 子

Hsps[２０].不同生物体中含有的热激蛋白种类不同,
各类热激蛋白的功能既有重叠,也有各自的特殊性.
前人研究结果显示不同生物体中参与耐热的热激蛋

白种类不同[２１Ｇ２２].本研究发现蜡蚧轮枝菌 VL１７和

VL１８菌株４２℃高温胁迫后sHsp 基因的表达量均

高于 Hsp７０基因,而且耐热性能好的 VL１８胁迫

１２０min 时的 Hsp７０ 基 因 表 达 量 仅 是 VL１７ 的

１６．９７倍,而sHsp 基因表达量是 VL１７的６３．７４倍,
推测小分子热激蛋白sHsp对蜡蚧轮枝菌抗高温胁

迫起更重要作用.由此可见,不同生物体内由不同

的热激蛋白成员发挥作用,来参与生物体抵抗高温

胁迫.
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Differenceanalysisofthermotolerancebetween
twoLecanicilliumlecaniistrains

GUZumin　GE Waner　JIMingshan

CollegeofPlantProtection,ShenyangAgriculturalUniversity,Shenyang１１０８６６,China

Abstract　BycomparingthedifferenceofthermotoleranceandtherelationshipbetweenthermotolＧ
eranceandheatshockprotein(Hsp)mRNAleveloftwoLecanicilliumlecaniistrains,themechanismof
Hsponheatstresstolerancewasstudied．ThethermotoleranceofmyceliaandconidiabetweenL．lecanii
strainVL１７andVL１８werecomparedusingmyceliumgrowthratemethodandsporegerminationmethＧ
od．SprayinoculationmethodwasadoptedtoestimatethevirulenceofstrainVL１７andVL１８againstLiＧ
paphiserysimiunderhightemperaturestress．RealＧtimequantitativePCR (qRTＧPCR)wasusedto
compareexpressionofthesHspandHsp７０genes．Theresultsshowedthatthethermotoleranceofboth
myceliaandconidiafromstrainVL１８weresignificantlyhigherthanthosefromstrainVL１７．Thecolony
diameterofstrainVL１８was６３．１６％biggerthanthatofVL１７at３４℃andtheconidiagerminationrate
ofVL１８was１０３％ higherthanthatofVL１７at３７℃．TheinsecticidalactivitiesofthetwostrainsaＧ
gainstL．erysimiweresignificantlydifferentwhenthetemperaturewasabove３１℃．ThecorrectedmorＧ
talityofL．erysimiinoculatedwithVL１８was１６６．６７％higherthanthatwithVL１７at３７℃．TheqRTＧ
PCRanalysisshowedthatthesHspandHsp７０mRNAofVL１８werehigherthanthatofVL１７at４２℃
whenthestresstimewassame．Aftera１２０minstress,expressionoftheHsp７０andsHsp genesof
strainVL１８were１６．９７and６３．７４foldsasthoseofstrainVL１７,respectively．Furthermore,theexpresＧ
sionofsHspinbothstrainsweresignificantlyhigherthanthoseofHsp７０．Inconclusion,sHspplayedan
importantroleintheresponseofL．lecaniitoheatstress．

Keywords　Lecanicilliumlecanii;hightemperaturestress;heatshockprotein
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