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一株蝗虫病原菌的鉴定及其毒力和病理研究
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摘 要：从蝗虫自然病死虫尸中分离到一株病原菌 DE24，其纯培养物的致病性被科赫原理证明。为确定该菌在分

类学上的地位，经生理生化测定和分子鉴定，此病原菌为粘质沙雷氏菌（ !"##$%&$ ’$#(")("*)）。通过口服感染测定了

该菌对蝗虫的毒力，毒力回归方程为 9 F 3G$1@ H $G0$?I，致死中浓度 +,"$ F 3G31! J 3$0 ;K<L6M。为探讨 DE24 对蝗虫

致病的作用机理，对 DE24 感染蝗虫后的组织病理进行了研究，结果表明感染初期蝗虫的中肠上皮细胞受到破坏，

继而出现局部变性坏死。感染 !0> 后，消化细胞层大部分区域被空泡状物充盈。
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蝗虫属于昆虫纲直翅目蝗科。它们是农作物和

其他植物的害虫，蝗虫的踪迹遍布全世界，是农业生

产的一大害［3］。近年来，我国蝗区范围扩大，发生面

积增加，暴发频率提高，对农业生产构成了严重威

胁。“九五”期间，全国飞蝗［ +-(.)%$ ’&/#$%-#&$ ’$0
*&1"*)&)（2"3）］发生面积累计达 3G# 亿亩次，特别是

#$$$ 年飞蝗发生涉及 3# 个省市区的 31$ 个县，发生

总面积超过 4$$$ 万亩次。据专家分析，蝗虫发生呈

现不断加重趋势［#］。蝗虫的防治已成为一项非常紧

迫的任务。

随着化学杀虫剂大量而长期的使用所暴露出的

许多缺点，作为一种防治农林害虫的新技术手段，微

生物农药在世界范围内受到广泛重视。在害虫的生

物防治中利用昆虫的病原微生物便是很重要的一部

分。蝗虫微孢子虫是我国研究生物防治方法控制蝗

害的第一个成功例子，但是由于其历时长，不能短时

间控制大规模发生的蝗灾。利用昆虫病原真菌包括

白僵菌、绿僵菌和黄绿僵菌等开发的真菌灭蝗制剂

经过田间实验也显示出良好的发展势头。除此之

外，还有些昆虫病原细菌［类产碱假单孢菌（4)".5-0
’-*$) 6)".5-$1($1&/"*")），蜡状芽孢杆菌（7$(&11.) ("#0
".)）等］制成的杀蝗剂也有一定的防治效果。本文

从一自然病死的周身发红的蝗虫虫尸中分离得到一

种病原菌，经回复感染蝗虫，能引起蝗虫致病并死

亡，并且从虫尸中分离到同样的病原菌，证明该病原

菌为蝗虫自身的致病菌，对该病原菌进行了菌种鉴

定和初步的毒力及病理学研究。

! 材料和方法

!"! 菌种来源和供试昆虫

病原菌 DE24 分离自一自然病死的周身发红的

蝗虫虫尸。供试蝗虫采自四川省盐源县草地和蒲江

县等地，虫龄为 # O 4 龄，虫种为宽须蚁蝗［23#’"1"-0
%"%%&8 4-16$1&)（P<Q）］，试前在室内观察 4 O !R 后作感

染用。

!"# 试剂

9$: 酶购自 .7S7E7 公司，*T5U2. 载体 购 于

V+&6/W7 公司，其它生化试剂均为国产分析纯。

!"$ 培养基

肉汤胨培养基：每升含牛肉膏 4W，蛋白胨 3$W，
-7X’ "W，琼 脂 30 O #$W，*D@G! O @G1，3#3Y 灭 菌

4$6,C。发酵培养基：每升含蔗糖 3$W，蛋白胨 #$W，
-7X’ 4W，*D @G! O @G1，3#3Y灭菌 4$6,C。生理生化

鉴定培养基参照文献［4］。

!"% 病原菌分离和回复感染试验［%］

将采集自田间一自然死亡的周身发红的蝗虫尸

体浸入 @$Z乙醇 #:，消毒体表后，无菌条件下将其

已腐烂的内脏制成匀浆，用无菌水稀释至适当浓度，

涂肉汤胨平皿，#0Y 培养 #!>，挑取单菌落。将纯化

后并经摇瓶发酵的菌悬液（3$? 个L6M）喷洒到玉米苗

上，舔食感染 # O 4 龄蝗虫。每天观察记录染病蝗虫

的症状。收集死虫，并进行病原菌分离，方法同前。



!"# 形态观察

!"#"! 菌落形态观察：纯化的菌株接种于肉汤胨平

皿上，!"#培养 $"% 后观察生长情况及菌落特征。

!"#"$ 细胞显微形态观察：扫描电镜标本采用临界

点干燥标本，其制备方法参照文献［&，’］。用 ()*+
"$, 扫描电镜在加速电压 -, . -&/0 下观察。

!"% 生理生化试验

参照文献［1，2］的方法进行。

!"& !%’ ()*+ 的 ,-. 扩增和产物测序

取对数生长期新鲜菌液，离心收集细菌，按文献

［"］的方法提取基因组 345。依据细菌 -’) 6345 中

最保守的序列设计引物，由北京赛百盛基因公司合

成。正 向 引 物：&7+589958::95959888958::899
:8:59+17；反向引物：&7+858:89:5989989895:99
9:99898+17。;:< 反应体系（&,!=）：$,>? 345 模板，

,@!!ABCD= 引 物，!,,!ABCD= E48;F，!@&G !"# 酶 和

&!= -, H !"# 酶缓冲液。;:< 反应条件：I$# !AJ>；

I$# -AJ>，&1# -AJ>，2!# -AJ>，共 1, 个循环；2!#
2AJ>。;:< 扩增产物克隆进入 K9L*+8 载体，送上

海联合基因公司测序。

!"/ 系统发育分析

测序得到 -$!"MK 的 -’) 6345 序列。结果输入

核酸数据库（<3;"）［I］进行序列比较，将与之同源

性最高的 -$ 株细菌模式株的 -’) 6345 序列，采用

345*54&@! 软件的 *NCOJKCP )PQNP>RP 5CJ?>AP>O 进行

-’) 6345 同源性分析，并构建系统发育树，发育树

的构型和稳定性用 345*54&@! 软件取样分析 -,,,
次，进行 SBBOFO6TK 值分析和评价。

!"0 毒力测定

田间采集健壮且个体大小基本一致的蝗虫，菌

液（-,I 个DA=）用无菌水稀释至适当浓度，共设 & 个

测试浓度，每个浓度试虫 !, 头，设 1 次重复，空白对

照用无菌水。口服处理后蝗虫放于特制纱笼中，$"%
后进行检查，统计死虫数，进行统计分析［-,，--］，采用

统计分析软件 );))（0--@,），以校正死亡率值法求

毒力回归方程。

!"!1 蝗虫感染该病原菌后的组织病理变化［!$ 2 !3］

用分离到的病原菌培养液对供试蝗虫进行滴口

感染，以无菌水为对照。分别从菌液处理后 -!%、

!$%、$"% 的蝗虫中取样解剖，取中肠组织浸于固定

液中。正常对照于 !$% 后从对照组（无菌水滴口）中

取样。按常规石蜡切片方法进行洗涤、脱水、透明、

渗蜡、包埋、切片、粘片、染色等操作程序，将封好的

玻片在普通光学显微镜下观察并拍照。

$ 结果

$"! 回复感染和病死虫特征

根据科赫病症律，用分离的病原菌 U<+1 纯培

养物回复感染 ! . 1 龄蝗虫，蝗虫于 !$% 后开始死

亡，2!% 达到死亡高峰，幼虫感病后行动迟缓不活

跃，基本停食。死亡后躯体逐渐变红，挤出的液体呈

红色并有臭味。回复感染原宿主后的病死虫病症与

以前相同。并从回复感染致死的虫尸中重新分离到

了相同的病原菌，确证 U<+1 为致死蝗虫的病原菌。

$"$ 4.56 菌体细胞形态和培养特征

U<+1 细胞呈短杆状，菌体长 -@-I . -@22!A，宽

-@," . -@!,!A，无芽胞（图 -）。在肉汤平皿上培养

$"% 后菌落呈圆形，光滑湿润，边沿整齐，表面隆起，

菌落红色。

图 ! 4.56 扫描电镜图（&111 7 ）

VJ?W- )RT>>J>? PCPRO6B> AJR6BFRBKP K%BOB BX U<+1（2,,, H ）

$"6 4.56 的生理生化特性

鉴定结果（表 -）表明，U<+1 为革兰氏阴性，兼

表 ! 4.56 的主要生理生化特征

8TMCP - ;%YFJBCB?JRTC T>E MJBR%PAJRTC R%T6TROP6JFOJRF BX U<+1
:%T6TROP6JFOJRF U<+1 $%&&"’(" )"&*%+*%,+

Z[JETFP \ \
96TA+>P?TOJ]P 6BE+F%TKPE \ \
0+; ^ ^
*W< \ \
_>EBCP ^ \
:JO6TOP ^ ^
U!) \ \
;%P>YCTCT>J>P EPTAJ>TFP \ \
=YFJ>P EPRT6MB[YCTFP ^ ^
*BOJCJOY ^ ^
9CNOJ> CJQNPXTROJB>（!!#） ^ ^
5RJE X6BA ?CNRBFP ^ ^
9TF X6BA ?CNRBFP \ E
=TROBFP \ \
GOJCJ‘TOJB> BX
)NR6BFP ^ ^
*T>>JOBC ^ ^
=+56TMJ>BFP \ \
aYCBFP ^ \
34TFP ^ ^
^ W ;BFJOJ]P；\ W 4P?TOJ]P；EW ;BFJOJ]P MPObPP> --@Ic . "Ic W
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性好氧；!"#（!$%&’"#($’)*+&( (&*,-.$/）过氧化氢酶反

应阳性；012（0&-345 2&6 -&’-，甲基红试验）、氧化酶、

苯丙氨酸反应阴性；能利用蔗糖、葡萄糖、木糖、甘露

醇产酸，不能利用阿拉伯糖、乳糖产酸；能还原硝酸

盐，利用柠檬酸盐和使明胶水解；不能在 789 上产生

:;8。

!"# 病原菌的系统发育分析

:2"< 的 =>8 (?@A 序列测定结果表明，扩增的

?@A 序列全长 =B;CDE，该序列在 F&/G*/) 中的登录

号为 AHI<C>IJ。根据测序结果用 2.D$’$K*5 ?*-*D*’&
#($L&,-（2?#"99）［=I］核 酸 数 据 库 进 行 序 列 比 对，从

2?# 数据库中选择 =B 个同源性最高的模式菌与

:2"< 进行进化树分析（图 ;）。结果表明 :2"< 与

!"##$%&$ ’$#(")("*) 和 !"##$%&$ ’$#(")("*) ’+D’E1
)$+,"*)&) 形 成 一 个 簇 群，同 源 性 分 别 为 MMN;O 和

MMN<O。因 此 确 定 该 分 离 株 属 于 粘 质 沙 雷 氏 菌

（!"##$%&$ ’$#(")("*)）。

图 ! 以 $%& ’()* 序列为基础的系统发育树状图

P.%1; 73& E345$%&/&-., -(&& D*’&6 $/ :2"< =>8 (?@A ’&Q+&/,&

@+KD&(’ ./ E*(&/-3&’&’ (&E(&’&/- -3& ’&Q+&/,&’R *,,&’’.$/ /+KD&( ./

F&/G*/)1 G$$-’-(*E S*5+&’，&TE(&’’&6 *’ E&(,&/-*%&’ $U =VV (&E5.,*"

-.$/’，*(& %.S&/ *- D(*/,3 E$./-’1 G*(，IO ’&Q+&/,& 6.S&(%&/,&1

表 ! +,-. 对蝗虫的毒效

7*D5& ; 7$T.,.-4 $U :2"< -$ %(*’’3$EE&(’

W$/,&/-(*-.$/ $U
D*,-&(.+KX（=VJ XKY）

F(*’’3$EE&(’
-&’-&6

@+KD&( $U ).55&6

7&’-= 7&’-; 7&’-<
0$(-*5.-4XO W$((&,-&6

K$(-*5.-4XO
Y$%W（H） P*-*5

E($D*D.5.-4（Z）

= [ =V; ;V =J =M =C MV CMNVM ; =N;<

=X; [ =V; ;V =I =J =I JCN<< J>N<> =NJ VNJ;

=XB [ =V; ;V =V =; =< ICN<< IBNII =NB VN==

=XC [ =V; ;V =B M == I>N>J I;NJ< =N= VNVJ

=X=> [ =V; ;V J == =< I=N>J BJN;C VNC \ VNVJ

W] ;V ; = ; CN<<

4 ^ =NV>> _ VNCVMT；-.IV ^ =N=>B [ =VC 1

!"/ 毒力测定

毒力测定结果显示 :2"< 菌液对蝗虫有明显的

致死作用。BC3 时 :2"< 的致死中浓度 -.IV为 =N=>B
[ =VC ,U+XKY，毒力回归方程为 4 ^ =NV>> _ VNCVMT，相

关系数 2 ^ VNM<>（表 ;）。

!"% 组织病理学变化

正常的蝗虫中肠细胞（杯状细胞和柱状细胞）排

列整齐细密（图 <"A）。经口感染的蝗虫，在 =;3 后

杯状细胞明显增多（图 <"G）；感染 ;B3 后，消化细胞

层细胞细胞核浓缩，溶解，局灶性变性坏死，呈丝网

状（图 <"W）；感染 BC3 后，整个消化细胞层完全变性，

坏死，大部分区域被空泡状物充盈（图 <"?）。

图 . 蝗虫中肠的组织病理变化

P.%1< 73& 3.’-$E*-3$5$%.,*5 ,3*/%&’ $U %(*’’3$EE&( K.6%+-

A：W$/-($5，K.6%+- &E.-3&5.+K $U * ;B"3"$56 %(*’’3$EE&( U&6 ’-&(.5& ‘*"

-&(；G：8&,-.$/ *U-&( =;3 ./U&,-.$/，%$D5&- ,&55’ ./,(&*’&6；W：@+,5&+’

,$/6&/’&6，-3& *EE&*(*/,& $U 6&%&/&(*-.$/ */6 ,4-$54’.’ ./ &E.-3&5.*；?：

!*,+$5&’ *EE&*(&6 ./ K$’- (&%.$/ $U K.6%+- &E.-3&5.*1

. 讨论

根据生理生化测定，基本可将病原物 :2"< 归

属于沙雷氏菌属。但是其中有两个生化指标（对木

BJ= 微 生 物 学 报 BI 卷



糖的利用和吲哚的实验）与模式菌株不同。从分子

水平上对该菌进行 !"# $%&’ 序列分析和同源性比

较，(%)* 菌株 !"# $%&’ 与 %+,-- 数据库中 !"##$%&$

’$(")("*) 的 !"# $%&’ 的序列具有 ../01 2 ../*1

的同源性。根据上述研究结果，将 (%)* 菌株鉴定

为粘质沙雷氏菌。根据对该菌的形态学观察，粘质

沙雷氏菌在加有 !1 蔗糖的培养基中长势更为良

好，其菌体浓度比在普通肉汤蛋白胨培养基上高两

个数量级。此外，斜面保存菌种放置 34冰箱，一个

月后接种时发现菌落边缘呈现白色，红色变淡。

粘质沙雷氏菌是一类普遍存在自然界的腐生小

杆菌，侵染昆虫种类有 " 个目之多［!"］。该菌可感染

棉铃 虫、地 老 虎、粘 虫、菜 青 虫 和 马 铃 薯 块 茎 害

虫［!5］。粘质沙雷氏菌可从水、土壤、牛奶、面包中分

离出来。从自然病死的蝗虫体内直接分离到粘质沙

雷氏菌在国内尚属首次报道。作者用病原菌 (%)*

感染蝗虫的重复实验结果表明，该菌株对蝗虫有较

强的感染力，毒力测定结果表明致死率与菌液的浓

度成正相关，进一步确证此菌对蝗虫的致病性。

沙雷氏属中仅粘质沙雷氏菌认为是昆虫病原

菌，粘质沙雷氏菌有可能在多种昆虫的肠管中增殖，

在宿主昆虫蜕皮期，肠管壁薄弱时期，细菌侵入体腔

中，昆虫感染这种细菌后，主要引起败血症［!6］。本

文的组织病理研究结果表明，病原菌 (%)* 对蝗虫

的致病机理与上述过程基本相符。因此，初步推测

(%)* 对蝗虫致病机理主要是将中肠作为攻击的靶

标，破坏中肠的结构，影响正常的消化和吸收，达到

杀死蝗虫的目的。但更为详细的机理还有待进一步

研究。

该病原菌易于培养，在普通的肉汤胨培养基上

长势良好，生长迅速，其 037 的培养液含菌量可达

!8.个9:;。并 且 对 蝗 虫 有 较 强 的 毒 力，其 培 养 液

（!8.个9:;）感染蝗虫后，367 内致死率达 6<1以上。

这些特点表明 (%)* 在蝗虫的生物防治领域具有潜

在的应用前景。目前，我们正在进行该菌的杀虫谱

测定及安全性实验，以期能早日研制开发出一种灭

蝗微生物制剂。
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