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摘   要：【目的】优化爪哇虫草菌 Bd01 的固态发酵培养条件，测定分生孢子对斜纹夜蛾 3 龄幼虫

的毒力，研究被爪哇虫草菌侵染后寄主体内的保护酶活性变化。【方法】采用单因素试验确定爪

哇虫草菌 Bd01 最佳的固态培养基及培养条件，利用 Box-Behnken 响应面法优化发酵参数，采用

浸渍法测定分生孢子对斜纹夜蛾 3 龄幼虫的毒力，同时利用分光光度计法测定斜纹夜蛾 3 龄幼虫

体内酶活性变化。【结果】以产孢量为指标，通过响应曲面法优化的爪哇虫草菌 Bd01 最佳产孢条

件为：培养基营养成分含量为 30.24 g/L，pH 值为 7.55，光照时长为 12.06 h，在该条件下，培

养基的产孢量为 2.78×108 孢子/mL。浓度为 1×108 孢子/mL 的爪哇虫草菌孢子液对斜纹夜蛾 3 龄

幼虫具有一定毒力，处理 7 d 时致死中浓度(LT50)为 3.11 d，致死中时(LC50)为 4.68×105 孢子/mL，
校正死亡率为 88.68%。处理后未死亡的斜纹夜蛾幼虫体内保护酶活性与对照组相比发生显著变

化。【结论】优化后的培养基能够显著增加爪哇虫草菌的产孢量；爪哇虫草菌对斜纹夜蛾幼虫的

致死率和致死效率与浓度呈正相关；斜纹夜蛾幼虫体内的保护酶可能在抵抗爪哇虫草菌侵染的过

程中起关键作用。 
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ZHANG Man, GAO Xi* 

College of Plant Protection, Yunnan Agricultural University, Kunming 650201, Yunnan, China 
 
Abstract: [Objective] To optimize the solid-state fermentation conditions of Cordyceps javanica 
Bd01, determine the virulence of the conidia to the 3rd-instar larvae of Spodoptera litura, and 
study the changes of protective enzyme activities in S. litura after infection by C. javanica. 
[Methods] The optimum solid-state medium and culture conditions of C. javanica Bd01 were 
first determined by single factor experiments and then optimized by Box-Behnken response 
surface method. The virulence of the conidia to the 3rd-instar larvae of S. litura was determined 
by the immersion method, and the changes of enzyme activities in the larvae were determined 
by a spectrophotometer. [Results] With the spore yield as an indicator, the sporulation conditions 
of C. javanica were optimized as medium nutrient content of 30.24 g/L, pH 7.55, and light 
duration of 12.06 h. Under these conditions, the spore yield reached 2.78×108 spores/mL. The 
conidial suspension of C. javanica at the concentration of 1×108 spores/mL was virulent to the 
3rd-instar larvae of S. litura. After seven days of treatment, the LT50, LC50, and corrected 
mortality rate were 3.11 d, 4.68×105 spores/mL, and 88.68%, respectively. The activities of 
protective enzymes in the survived larvae of S. litura after treatment were significantly 
different from those in the control group. [Conclusion] The optimized culture medium can 
significantly increase the spore production of C. javanica. The lethal rate and lethal efficiency 
of C. javanica to S. litura larvae were dependent on the concentration. The protective enzymes 
in S. litura larvae may play a key role in the defense against the infection of C. javanica. 
Keywords: Cordyceps javanica; Spodoptera litura larvae; culture conditions; virulence; 
protective enzyme activity 
 
 

斜纹夜蛾 (Spodoptera litura)隶属鳞翅目

(Lepidoptera)夜蛾科 (Noctuidae)，在亚洲、非

洲和欧洲均有分布，是一种世界性广泛分布的

重要经济害虫[1]。该虫寄主植物种类包含裸子植

物、双子叶植物、单子叶植物和蕨类植物[2]。斜

纹夜蛾一年能发生多个世代，且存在世代重

叠，能在短时间内对种植作物造成重大经济损

失[3]。迄今为止，对斜纹夜蛾的防治仍以化学防

治为主，但是斜纹夜蛾已经对有机氯农药[4]、有

机磷及氨基甲酸酯类农药[5]和拟除虫菊酯农药[6]

三大类农药产生了抗药性。采用虫生真菌防治

害虫具有容易分离培养、能持续控制害虫、安

全高效、无污染和不易产生抗性等优点[7]。因

此，利用昆虫病原真菌来防治斜纹夜蛾已成为

国内外专家学者研究的热点。Jamunarani 等[8]

的研究报道显示，球孢白僵菌 UHSB-END1 能

够定殖在番茄叶片中，生物测定结果显示球孢

白僵菌无论是直接作用于斜纹夜蛾，还是通过
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定殖于番茄叶片再作用于斜纹夜蛾，均对斜纹

夜蛾 2 龄幼虫有较好的致死效果。Batool 等[9]

采用饲喂法和浸渍法测定杀虫剂与球孢白僵菌

和绿僵菌联合使用对斜纹夜蛾 3 龄幼虫的致死

效果，发现氯虫苯甲酰胺处理组的幼虫死亡率

最高，致死中浓度(LC50)和致死中时(LT50)最小，

其次是虱螨脲，而甲维盐处理组的幼虫死亡率

最低，绿僵菌对斜纹夜蛾的致病性显著高于球

孢白僵菌。Fitriana 等[10]从玉米田土壤中分离出 
4 株对斜纹夜蛾有不同致病效果的病原真菌，

ITS 序列鉴定结果显示，其中一株为球孢白僵

菌(NKPT)，另外 3 株为曲霉菌(SKHJ、SDHJ和
RAHJ)。胥志民[11]采用浸渍法测定莱氏绿僵菌

(Metarhizium rileyi) Nr.5772 产生毒素对斜纹夜

蛾的毒力，结果表明菌株毒素对斜纹夜蛾幼虫

具有明显致死效果。由此可见，昆虫病原真菌

在未来生物防治应用中具有较好的前景。 
当有外界刺激时，昆虫启动非特异性应激

反应，激活主要由超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD)、过氧化氢酶(catalase, CAT)和
过氧化物酶(peroxidase, POD)组成的抗氧化防

御系统。这些酶的主要功能是清除体内自由

基，抵御破坏细胞膜和细胞器的有害物质，帮

助机体适应不断变化的环境条件或抵御外源物

质的干扰[12-13]。 
爪哇虫草菌(Cordyceps javanica，原为 Isaria 

javanica)，属真菌门、孢纲、丝孢目、丝孢科、

棒孢霉属。致病方式是通过菌丝侵染寄主的表

皮，在保护酶和解毒酶等一系列酶的作用下破

坏寄主被侵入位置附近表皮的结构，当菌丝穿

过表皮进入寄主血腔后，通过摄取寄主昆虫体

内的营养物质来维持自身的生长繁殖，一段时

间后，寄主昆虫的虫体感菌后死亡，虫体表面

布满菌丝，同时菌丝产生的分生孢子经过新一

轮的生长繁殖继续进行侵染[14-15]。国内外已有

学者研究爪哇虫草菌对半翅目和鞘翅目等害虫

的防治，Ou 等[16]从柑橘木虱(Diaphorina citri 
Kuwayama)成虫尸体中分离出一株爪哇虫草

菌，对柑橘木虱若虫和成虫均有较好致病性。

Wu 等 [17]从野外自然甘薯白粉虱 (Sweetpotato 
whitefly)中分离出爪哇虫草菌株 wf GA17，能

够致死甘薯白粉虱。刘全俊等[18]从咖啡灭字脊

虎天牛(Xylotrechus quadripes)幼虫中分离出爪

哇虫草菌，该菌对咖啡灭字脊虎天牛幼虫的

LC50 为 4.56×105 孢子/mL。众多学者的研究结

果明确了爪哇虫草菌在半翅目和鞘翅目害虫方

面发挥着不可替代的作用，而关于爪哇虫草菌

对鳞翅目害虫的致病性方面未有学者进行探

究，深入研究该菌对鳞翅目害虫的致病性，将

为菌株的杀虫广谱性提供更加科学合理的理论

依据与技术支撑。 
为了探究爪哇虫草菌的最适培养条件，了

解其对鳞翅目害虫斜纹夜蛾的生防效果和侵染

寄主后体内保护酶活性的变化，本研究通过单

因素筛选出最适培养基和培养条件，响应面验

证和优化其培养条件，测定该菌株对斜纹夜蛾

3 龄幼虫的毒力以及侵染后斜纹夜蛾体内 CAT、
POD、SOD 活性。研究结果可以为爪哇虫草菌

对斜纹夜蛾的防治和昆虫对病原菌侵染的防御

机制提供理论参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

斜 纹 夜 蛾 采 自 云 南 省 昆 明 市 石 林

(E103°28′89″，N24°77′82″，海拔 1 686 m)烟田，

于云南农业大学昆虫饲养室[T=(28±1) ℃，RH= 
75%±5%，L:D=14 h:10 h]人工饲养，已饲养 3 代

以上，选取 3 龄幼虫作为实验试虫。 

1.2  供试菌株 
供试爪哇虫草菌 Bd01 (保藏号：CGMCC 
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No.23078)分离自罹病咖啡灭字脊虎天牛幼虫

僵虫，僵虫采自普洱市思茅区南岛河咖啡种植

园。保存于云南农业大学昆虫毒理学实验室

(−80 ℃)。 

1.3  培养基 
本 研 究 所 采 用 的 马 铃 薯 葡 萄 糖 琼 脂 

(potato dextrose agar, PDA)基础培养基和改良

培养基 PDA1–4 的成分见表 1。 

1.4  主要试剂和仪器 
主要试剂：琼脂，北京索莱宝科技有限公

司；酵母浸粉，北京生物科技有限公司；蔗

糖、葡萄糖、淀粉、乳糖和麦芽糖等，天津市

大茂化学试剂厂；麦麸、黄豆粉等，购自市

场；过氧化氢酶、过氧化物酶和超氧化物歧化

酶试剂盒，北京盒子生工科技有限公司。 
主要仪器：体式显微镜(Motic)，宁波舜宇

仪器有限公司；智能型人工气候箱，宁波东南

仪器有限公司；超低温冰箱(−80 ℃)、高速冷冻

离心机，赛多利斯科学仪器有限公司。 

1.5  响应面优化爪哇虫草菌 Bd01 菌株的

培养条件 
1.5.1  不同培养基对菌株生长的影响 

配制 PDA、PDA1、PDA2、PDA3 和 PDA4
五种固体培养基[19]，pH 值均为自然，1×105 Pa
灭菌 30 min 后待用。在超净工作台中用灭菌打

孔器(5 mm)打菌饼，将打好的菌饼分别接在 5 种

培养基(90 mm)中央。放入 28 ℃、RH 为 75%±5%
的无光照培养箱培养，采用十字交叉法每 2 d
测量 1 次菌落直径，共测量到第 10 天。继续培

养到第 14 天，测定菌株产孢量。用灭菌打孔器取

3 块菌饼(距离培养皿中心相同位置)于装有 1 mL 
0.1%吐温-80 的无菌水中，充分摇匀，用血球计

数板测定孢子数，计算产孢量，筛选出最适合

生长、产孢的培养基。每个处理重复 3 次。 
1.5.2  不同 pH 值对菌株生长的影响 

将 PDA 培养基的 pH 值分别配制为 9.5、
8.5、7.5、6.5、5.5 五个不同处理，放入 28 ℃、

RH 为 75%±5%的无光照培养箱培养，采用十字交

叉法每 2 d 测量 1 次菌落直径，共测量到第 10 天。

继续培养到第 14 天，测定菌株产孢量。 
1.5.3  不同碳源对菌株生长的影响 

以等量的乳糖、麦芽糖、蔗糖、可溶性淀

粉 4 种碳源，替换 PDA 固体培养基中的葡萄糖。

放入 28 ℃、RH 为 75%±5%的无光照培养箱培

养，采用十字交叉法每 2 d 测量 1 次菌落直径，

共测量到第 10 天。继续培养到第 14 天，测定

菌株产孢量。 
1.5.4  不同光照对菌株生长的影响 

在超净工作台中将菌株接种到 PDA 固体

培养基上，置于光照时间分别为 0、6、12、18、 
 
表 1  不同的培养基及其营养成分 
Table 1  Media and their nutrient composition used in this study 
Culture medium Ingredient 
PDA basal 
medium 

200 g peeled potato, boiled in tap water for 30 min, filtered with gauze to obtain potato water, then added 
with water to 1 000 mL, and then added with 20 g glucose and 15−20 g agar, with natural pH of 1×105 Pa 

Improved 
medium PDA1 

Adding carbon source and nitrogen source: 2 g of soluble starch, sucrose, wheat bran, soybean powder, 
and yeast powder, with a total of 10 g, with a natural pH of 1×105 Pa 

Improved 
medium PDA2 

Adding carbon source and nitrogen source: soluble starch, sucrose, wheat bran, soybean powder, and yeast 
powder 4 g each, totaling 20 g, with natural pH of 1×105 Pa 

Improved 
medium PDA3 

Adding carbon source and nitrogen source: 6 g of soluble starch, 6 g of sucrose, 6 g of wheat bran, 6 g of 
soybean powder, and 30 g of yeast powder, with natural pH of 1×105 Pa 

Improved 
medium PDA4 

Adding carbon source and nitrogen source: 8 g of soluble starch, 8 g of sucrose, 8 g of wheat bran, 8 g of 
soybean powder, and 40 g of yeast powder, with natural pH of 1×105 Pa 
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24 h 的恒温培养箱 28 ℃培养，RH 为 75%±5%，

采用十字交叉法每 2 d 测量 1 次菌落直径，共

测量到第 10 天。继续培养到第 14 天，测定菌

株产孢量。 
1.5.5  响应面分析及验证实验 

基于单因素筛选的培养基营养成分含量

(A)、pH 值(B)以及光照时长(C)实验结果，按照

Box-Behnken 中心组合设计建立三因素三水平

数学模型，以产孢量为响应值，设置因素与水

平编码(表 2)。以 Design-Expert 8.0 的响应曲面

法[19]分析得出 1 个优化条件，重复以上培养基

的制备和实验方法，重复 3 次，验证实验结果。 

1.6  爪哇虫草菌 Bd01 菌株对斜纹夜蛾 3 龄

幼虫的毒力测定 
1.6.1  菌株孢子悬浮液配制 

将菌株纯化接种于优化后的培养基平板

上，在 28 ℃恒温培养箱中培养 14 d，用 0.1%
的吐温-80 无菌水从纯化培养 14 d 的培养皿上

洗出孢子粉，经磁力搅拌器搅拌均匀形成稳定

的孢子悬浮液后，用无菌纱布过滤除去杂物和

培养基残留，显微镜下使用血球计数板计数，

配成 1×108 孢子/mL 的孢子悬浮液待用。 
1.6.2  菌株对斜纹夜蛾 3 龄幼虫的毒力测定 

采用浸渍法 [20]，用 0.1%吐温-80 溶液将

Bd01 菌株孢子粉配成 4 种浓度的孢子悬浮液，

分别为：1×105、1×106、1×107 孢子 /mL 和   
1×108 孢子/mL，用灭菌镊子夹取斜纹夜蛾 3 龄

幼虫浸于配制好的各浓度孢子悬浮液 10−15 s，
取出放在滤纸上爬行风干后放于饲养盒。每个 

 
表 2  因素与水平编码 
Table 2  Coding of factors and levels 
Level A: Nutrient content 

of medium (g) 
B: pH value C: Light (h) 

−1 20 5.5 6 
0 30 6.5 12 
1 40 7.5 18 

处理 20 头 3 龄幼虫，重复 3 次，以 0.1%吐温-80
无菌水浸渍处理的幼虫为对照组。将饲养盒置

于人工气候箱(28 ℃，RH 为 75%±5%，L:D=    
14 h:10 h)饲养，每天同一时间更换食物并观

察，连续观察 8 d，记录死亡数。用小毛笔轻

轻触摸虫体，以幼虫无力且不能正常爬行或虫

体长出菌丝作为死亡记录。采用机率值分析法

计算毒力回归方程、致死中浓度(LC50)和致死

中时(LT50)，并对各处理的累计死亡率进行方

差检验，比较各不同处理间的差异显著性。 

1.7  爪哇虫草菌 Bd01 菌株对斜纹夜蛾幼

虫保护酶活性的影响 
1.7.1  酶液制备 

取饥饿处理 12 h 大小基本一致的 3 龄斜纹

夜蛾幼虫于 1×108 孢子/mL 爪哇虫草菌孢子悬

浮液中浸渍 10−15 s，置于 28 ℃、RH 为 75%±5%
的恒温养虫室，分别培养 12、24、36、48、60
和 72 h。每 6 头试虫为 1 个重复，每个处理 3 个

重复。分别取各时段处理的斜纹夜蛾幼虫于液

氮速冻后冻存至−80 ℃冰箱，用于后续酶活性

测定。参照试剂盒方法，动物组织质量(g)与提

取液体积(mL)按 1:(5−10)的比例处理样品，冰

浴匀浆。4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min，取上

清液置于冰上待测。 
1.7.2  过氧化氢酶活性的测定 

紫外分光光度计预热 30 min 以上，调节波

长至 240 nm，蒸馏水调零。具体操作步骤见 CAT
活性检测试剂盒说明书。 
1.7.3  过氧化物酶活性的测定 

分光光度计预热 30 min 以上，调节波长至

470 nm，蒸馏水调零。具体操作步骤见 POD 活

性检测试剂盒说明书。 
1.7.4  超氧化物歧化酶活性的测定 

分光光度计预热 30 min 以上，调节波长至

560 nm，蒸馏水调零。具体操作步骤见 SOD 活

性检测试剂盒说明书。 
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1.8  数据处理 
(1) 孢子浓度计算公式(25×16 型)：孢子个

数/mL=5 个中方格中的总菌数/5×25×104×菌液

稀释倍数 
(2) 死亡率(%)=死虫数/供试虫数×100 
(3) 校正死亡率(%)=(处理组死虫率−对照

组死虫率)/(1−对照组死虫率)×100 
使用 Excel 2016 进行数据整理，GraphPad 

Prism 8 和 Excel 2016 绘图，SPSS 20.0 软件的

Probit 模型拟合毒力回归方程计算 LT50和 LC50，

采用 Duncan 氏新复极差比较法进行差异显著

性分析。 

2  结果与分析 
2.1  响应面优化爪哇虫草菌 Bd01 菌株的

培养条件 
2.1.1  不同培养基营养成分含量对 Bd01 营养

生长及产孢量的影响 
不同培养基对爪哇虫草菌 Bd01 营养生长

的影响如图 1 所示。培养 2 d，菌株在 PDA 培

养基(营养成分含量0 g/L)上的菌落直径显著小于

其他 4 种改良培养基(营养成分含量 10−40 g/L)，
生长速度较慢。培养 10 d 后，在 PDA3 (营养成

分含量 30 g/L)培养基上培养的菌落生长速度最

快，菌落直径最大，为 70.39 mm；其余依次为

PDA4>PDA2>PDA1>PDA。 
如图 2 所示，爪哇虫草菌 Bd01 在 5 种培养

基上生长 14 d 后，PDA3 培养基培养出的菌株

孢子浓度显著大于其他 4 种培养基所培养出菌

株的孢子浓度，为 8.83×107 孢子/mL。当培养基

营养成分含量在 10−30 g/L 之间时，产孢量随着

营养成分含量增加而增加，当营养成分含量为

30 g/L 时，菌株孢子浓度最大，显著高于其他培

养基。当营养成分含量为 40 g/L 时，菌株孢子

浓度变小，产孢量下降，为 4.30×107 孢子/mL。

从培养结果来看，PDA3 培养的菌株菌落生长

得最好，菌落面积较大，菌落紧密，菌丝厚实，

且产孢量最大，所以认为 PDA3 培养基最适合 
 

 
 

图 1  不同培养基对 Bd01 营养生长的影响 
Figure 1  Effects of different media on vegetative growth of Bd01. The data in the figure are the average 
value±standard error; Different lowercase letters on the bar chart at the same time indicate significant 
differences among different media (P<0.05). PDA: Potato dextrose agar; PDA1−PDA4: Improve potato 
dextrose agar base medium. 
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图 2  不同培养基对 Bd01 产孢量的影响 
Figure 2  Effects of different media on spore production 
of Bd01. The data in the figure are the average 
value±standard error. Different lowercase letters on 
the bar chart at the same time indicate significant 
differences among different media (P<0.05). PDA: 
Potato dextrose agar; PDA1−PDA4: Improve potato 
dextrose agar base medium. 
 
菌株生长。因此，碳源、pH 和光照条件对菌株

的生长试验均采用 PDA3。 
2.1.2  不同碳源对 Bd01 菌株营养生长及产孢

量的影响 
不同碳源对 Bd01 菌丝生长的影响如图 3

所示，可知随着培养时间的延长，菌丝逐渐生

长，菌落逐渐变大。培养 6 d 后，菌株在淀粉、

乳糖、葡萄糖和麦芽糖为碳源的培养基上的生

长效果显著大于以蔗糖为碳源的培养基上的生

长效果。培养 10 d 后，以葡萄糖为碳源的培养

基菌落直径最大，为 63.95 mm。以蔗糖为碳源

的培养基菌落直径最小，菌落直径为 55.50 mm。 
由图 4 可知，经培养 14 d 后，不同碳源的

培养基产孢量大小存在显著性差异。当以淀粉为

碳源时，菌株产孢量最大，为 3.73×108 孢子/mL；

当以葡萄糖为碳源时，菌株产孢量仅次于以淀

粉为碳源，为 2.83×108 孢子/mL；其次是乳糖

2.25×108 孢子/mL、麦芽糖 2.17×108 孢子/mL；

以 蔗 糖 为 碳 源 的 培 养 基 产 孢 量 最 小 ， 为

1.53×108 孢子/mL。综合菌株菌丝生长情况和产

孢量，选择葡萄糖为后续培养的碳源。经培养

14 d 后，不同碳源的培养基孢子浓度大小存在

显著性差异。当以淀粉为碳源时，菌株孢子浓

度最大，为 3.73×108 孢子/mL；当以葡萄糖为碳

源时，菌株孢子浓度仅次于以淀粉为碳源，为 
 

 
 
图 3  不同碳源对 Bd01 营养生长的影响 
Figure 3  Effects of different carbon sources on vegetative growth of Bd01. The data in the figure are the 
average value±standard error. Different lowercase letters on the bar chart at the same time indicate significant 
differences among different media (P<0.05).  
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图 4  不同碳源对 Bd01 产孢量的影响 
Figure 4  Effects of different carbon sources on 
sporulation of Bd01. The data in the figure are the 
average value±standard error. Different lowercase 
letters on the bar chart at the same time indicate 
significant differences among different media 
(P<0.05).  
 
2.83×108孢子/mL；其次是乳糖 2.25×108孢子/mL、
麦芽糖 2.17×108 孢子/mL；以蔗糖为碳源的培

养基孢子浓度最小，为 1.53×108 孢子/mL。综

合菌株菌丝生长情况和产孢量，选择葡萄糖为

后续培养的碳源。 
2.1.3  不同 pH对 Bd01菌株营养生长及产孢量

的影响 
不同 pH 对 Bd01 菌株菌丝生长的影响如图 5

所示，培养 10 d 后，菌株在 pH 为 5.5−9.5 的培

养基中均能生长，在 pH 为 7.5 的培养基中菌落

直径最大，且显著大于其他 pH 条件下培养基

的菌落直径，为 70.83 mm。pH 为 6.5 时，菌落

直径为 58.48 mm，大小仅次于 pH 为 7.5 时；

pH 5.5 条件下，菌落直径最小，为 47.89 mm，

且显著小于其他 pH 条件下的菌落直径。整体

结果说明，pH 过酸过碱都不利于菌丝生长，在

培养过程中要控制菌株生长的酸碱环境。 
如图 6 所示，培养 14 d 后，pH 为 7.5 和 8.5 的

培养基其孢子浓度较大，分别为 2.70×108孢子/mL
和 2.68×108 孢子/mL，二者产孢量显著高于 pH
为 5.5、6.5 和 9.5 条件下的产孢量。在 pH 6.5−9.5
范围内产孢量呈现先增加后减少的趋势，最低

为 pH 9.5 条件下的产孢量 1.78×108 孢子/mL。 
 

 
 
图 5  不同 pH 对 Bd01 营养生长的影响 
Figure 5  Effects of different pH on vegetative growth of Bd01. The data in the figure are the average 
value±standard error. Different lowercase letters on the bar chart at the same time indicate significant 
differences among different media (P<0.05).  
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图 6  不同 pH 对 Bd01 产孢量的影响 
Figure 6  Effect of different pH on spore production 
of Bd01. The data in the figure are the average 
value±standard error. Different lowercase letters on 
the bar chart at the same time indicate significant 
differences among different media (P<0.05).  
 
因 pH 7.5 条件下产孢量最大，所以后续培养选

择 pH 7.5 较为适宜。 
2.1.4  不同光照时长对 Bd01 菌株营养生长及

产孢量的影响 
光照对 Bd01 菌株菌丝生长的影响如图 7 所

示，培养初期光照时长为 24 h 的菌落直径显著大

于 6 h 和 12 h 的菌落直径，培养 10 d 后，光照时

长为 12 h 的培养基菌丝生长得最快，菌落直径最

大，达 73.54 mm；光照时长为 18 h 的条件下菌

丝生长速度其次，菌落直径达 68.33 mm；菌株在

2 个条件下生长的菌落直径均显著大于光照时长

为 0、6、24 h 条件下的菌落生长直径。当光照时

长达到 24 h，菌落的生长直径最小，为 39.60 mm。 
如图 8 所示，培养 14 d 后，菌株的产孢量

并不是随着光照时长的增加而增加，在 0−24 h
光照条件下，菌株产孢量整体呈现先增加后减

少的趋势。当光照时长为 12 h 时，菌株产孢量

最大，达 1.15×108 孢子/mL，显著高于其他光

照条件下的产孢量。当光照为 24 h 时，菌株产

孢量最小，为 4.22×107 孢子/mL，显著低于其

他光照条件下的产孢量。整体结果说明光照时

间过长或无光照均不利于菌株生长，所以光照

时长 12 h 为菌株的最适光照时长。 

 

 
 
图 7  不同光照时长对 Bd01 营养生长的影响 
Figure 7  Effects of different light duration on vegetative growth of Bd01. The data in the figure are the 
average value±standard error. Different lowercase letters on the bar chart at the same time indicate significant 
differences among different media (P<0.05).  
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图 8  不同光照时长对 Bd01 产孢量的影响 
Figure 8  Effect of different light duration on spore 
production of Bd01. The data in the figure are the 
average value±standard error. Different lowercase 
letters on the bar chart at the same time indicate 
significant differences among different media 
(P<0.05).  

 
2.2  Box-Behnken 响应面实验设计及分析

结果 
2.2.1  响应面实验设计分析 

响应面实验设计结果如表 3 所示，用

Design-Expert 8.0 软件对表中爪哇虫草菌 Bd01
产孢量(Y)以及 3 个因素进行统计分析，得到各

单因素的显著性，结果如表 3 所示，并得到了

爪哇虫草 Bd01 产孢量(Y)与自变量 A (培养基营

养成分含量)、自变量 B (pH 值)及自变量 C (光
照时长)的多元二次回归方程如下： 
Y=2.78×108+0.026×108A+0.046×108B+0.01×108C+ 
0.032×108AB−0.09×108AC+0.07×108BC−0.55×108A2− 
0.52×108B2−0.60×108C2 (R2=0.912 9) 

根据表 4 响应面实验方差分析结果可知，

方程模型的 P<0.01，R2=0.912 9，表明该方程的

模型极显著，具有较高的可信度高，方程能够很

好地拟合所得实验结果。失拟项 P=0.387 7>0.05，
差异不显著，说明该回归模型的预测值与实测

值有较好的拟合水平，该模型适用于对爪哇虫

草菌 Bd01 产孢条件的优化分析和结果预测。由

方差分析可以看出，一次项培养基营养成分含 

表 3  Box-Behnken 响应面实验设计结果 
Table 3  Box-Behnken response surface experimental 
design results 
Test  
No. 

A: Media of 
nutrient 
components (g) 

B: pH 
values 

C: Light 
(h) 

Y: Spore yields  
(×108 spores/mL) 

1 −1 1 0 1.63 
2 0 1 1 1.62 
3 −1 0 −1 1.44 
4 0 0 0 3.14 
5 0 0 0 2.76 
6 1 −1 0 1.71 
7 0 1 −1 1.74 
8 0 −1 −1 1.83 
9 1 0 −1 1.51 
10 1 0 1 1.63 
11 1 1 0 1.91 
12 0 −1 1 1.43 
13 0 0 0 2.50 
14 0 0 0 2.69 
15 −1 −1 0 1.56 
16 0 0 0 2.81 
17 −1 0 1 1.92 

 
量 A 和二次项 pH 值 B2、光照时长 C2 的 P 值均

小于 0.01，达到了极显著水平，说明实验所采

用的自变量对菌株产孢量的影响较大。 
2.2.2  各因素的响应曲面及等高线分析 

模型的响应面曲面和等高线图结果如   
图 9−11 所示，各图显示培养基营养成分含量、

pH、光照时长中任意 2 个变量交互作用对爪哇

虫草菌 Bd01 产孢量的影响。从响应面分析图可

以直观看出，两两变量交互作用的强弱主要由

响应面曲线图的形状体现出来，响应面曲线图

形坡度越陡，等高线图形越接近椭圆形，表明

两两变量交互作用越显著；反之则说明交互作

用不显著。3 个变量两两之间的交互作用对爪

哇虫草菌 Bd01 产孢量有影响，开始随着两因素

的增加而增加，当产孢量达到最大值后，逐渐

减小。 
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表 4  Box-Behnken 响应面实验方差分析 
Table 4  Variance analysis of Box-Behnken response surface test 
Source Square sum df Mean square F Pr>F Significant 
A 4.51 9 0.5 8.15 0.005 7 ** 
B 0.005 513 1 0.005 513 0.09 0.773 4  
C 0.017 1 0.017 0.28 0.614 2  
AB 0.000 8 1 0.000 8 0.01 0.912 4  
AC 0.004 225 1 0.004 225 0.07 0.800 8  
BC 0.032 1 0.032 0.53 0.491 6  
A2 0.02 1 0.02 0.32 0.590 1  
B2 1.29 1 1.29 20.99 0.002 5 ** 
C2 1.16 1 1.16 18.78 0.003 4 ** 
Model 1.52 1 1.52 24.74 0.001 6 ** 
Residual 0.43 7 0.062    
Lack of fit 0.21 3 0.071 1.31 0.387 7  
Pure error 0.22 4 0.054    
Cor total 4.94 16 0.5 8.15 0.005 7  
**: Extremely significant level (P<0.01); *: Significance level (P<0.05). 
 

 
 
图 9  营养成分含量和 pH 对 Bd01 产孢量影响的响应面(A)和等高线图(B) 
Figure 9  Response surface (A) and contour map (B) of the effects of nutrient content and pH on spore 
production of Bd01. 
 

图 9 为培养基营养成分含量和 pH 及其交

互作用对爪哇虫草菌 Bd01 产孢量的影响。由图

可知，培养基营养成分含量和 pH 交互作用响

应曲面图(A)的坡度陡，等高线图(B)呈现椭圆

形，当培养基营养成分含量在 20−30 g，pH 在

6.5−7.5 之间时，爪哇虫草菌产孢量逐渐增大达

到极值；当培养基营养成分含量在 30−40 g，pH

在 7.5−8.5 之间时，爪哇虫草菌产孢量从最大值

开始逐渐减小。 
图 10 为培养基营养成分含量和光照及其

交互作用对爪哇虫草 Bd01 产孢量的影响。通过

此图可以看出，培养基营养成分含量和光照时

长交互作用响应曲面图(A)的坡度陡，等高线图(B)
呈现椭圆形，说明培养基营养成分含量对爪哇 
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图 10  营养成分含量和光照时长对 Bd01 产孢量影响的响应面(A)和等高线(B) 
Figure 10  Response surface (A) and contour line (B) of the effects of nutrient content and light duration on 
spore production of Bd01. 
 

 
 
图 11  pH 和光照时长对 Bd01 产孢量影响的响应面(A)和等高线(B) 
Figure 11  Response surface (A) and contour line (B) of the effects of pH and light duration on spore 
production of Bd01. 
 
虫草菌产孢量的影响依旧较为明显。当营养成

分含量在 20−30 g，光照时长在 6−12 h 之间时，

爪哇虫草菌产孢量逐渐增大达到极值；当培养基

营养成分含量在 30−40 g，光照时长在 12−18 h
之间时，爪哇虫草菌产孢量逐渐减小。 

图 11 展示了 pH 和光照时长及其交互作用

对爪哇虫草菌 Bd01 产孢量的影响。从图中可以

看出，pH 和光照时长交互作用响应曲面图(A)
的坡度陡，等高线图(B)呈现椭圆形，说明 pH

和光照时长二者对爪哇虫草菌的产孢量影响都

比较显著。当 pH 在 6.5−7.5，光照时长在 6−12 h
之间时，爪哇虫草菌的产孢量逐渐增大达到极

值；当 pH 在 7.5−8.5，光照时长在 12−18 h 之

间时，菌株的产孢量由最值逐渐减小。 
2.2.3  最佳产孢条件的预测和验证 

通过 Design-Expert 8.0 软件[19]对实验数据

进行处理及模型响应值预测，同时对响应曲面

图和等高线分析，获得爪哇虫草菌的最佳产孢
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量条件为：培养基营养成分含量为 30.24 g/L，

pH 值为 7.55，光照时长为 12.06 h，在该条件

下，培养基的产孢量为 2.78×108 孢子/mL。为

了验证此模型的有效性，同时考虑到实验操

作的局限性和方便性，将最佳培养条件调整

为：培养基营养成分含量 30 g，pH 值 7.50，
光照时长 12 h，在此条件下进行 5 组平行验

证实验，所得爪哇虫草菌产孢量的平均值为

(2.78±0.05)×108 孢子/mL。实际测定结果与模型

预测结果基本一致，因此表明实验结果与模型

拟合良好，说明利用响应面法优化爪哇虫草菌

Bd01 最佳产孢量准确可靠，能真实反映各自变

量对菌株产孢量的影响。 

2.3  爪哇虫草菌Bd01对斜纹夜蛾 3龄幼虫

的毒力测定 
2.3.1  爪哇虫草菌对斜纹夜蛾 3 龄幼虫的致死

效果 
爪哇虫草菌 Bd01 可以有效地侵染斜纹夜

蛾 3 龄幼虫，并导致死亡，实验过程中发现斜

纹夜蛾幼虫死亡初期活动力下降，保持湿度继续

培养，发现虫体上长出白色菌丝，经过分离纯化

后长出的菌落形态与最初接菌一致(图 12A、

12B)。由此可证明是由爪哇虫草菌侵染了斜纹

夜蛾幼虫导致死亡，但在浓度较低时杀虫效果

不明显。接菌 8 d 后，不同浓度的爪哇虫草菌

孢子悬浮液对斜纹夜蛾 3 龄幼虫的校正死亡率

如表 5 所示，结果表明随着孢子悬浮液浓度的

增加，斜纹夜蛾 3 龄幼虫累计死亡率升高，孢

子悬浮液浓度为 1.0×108 孢子/mL 时校正死亡

率达最大值 88.68%。而孢子悬浮液浓度为

1.0×108 孢子 /mL 时的校正死亡率显著高于

1.0×107、1×106、1×105 孢子/mL。当孢子悬浮

液浓度较高(≥1.0×107 个孢子/mL)时，累计死亡

率在开始阶段上升速度很慢，随后变快，最后

又变慢并逐渐趋于平稳(图 12C)。 
2.3.2  爪哇虫草菌对斜纹夜蛾 3 龄幼虫的致死

中时 
不同浓度的孢子悬浮液对斜纹夜蛾 3 龄幼

虫的毒力统计结果如表 6 所示。在爪哇虫草菌

孢子浓度较低的情况下，斜纹夜蛾 3 龄幼虫的

死亡率也相对较低，且 LT50 有着明显的增加；

而在其孢子浓度较高的情况下，对斜纹夜蛾   
3 龄幼虫的致死率较高，LT50 较短，具体表现为

LT50 随着孢子悬浮液浓度的降低而升高。随  
 

 
 

图 12  不同浓度爪哇虫草菌孢子悬浮液对斜纹夜蛾 3 龄幼虫的毒力和侵染症状 
Figure 12  Toxicity and infection symptoms of Cordyceps javanica spore suspension with different 
concentrations to the 3rd instar larvae of Spodoptera litura. A: 2 days after the death of larvae. B: 3 days 
after larval death. C: The result of toxicity test. The data in the figure are mean±standard error. Different 
lowercase letters indicate significant differences between treatments at the 0.05 level. 
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表 5  不同浓度爪哇虫草菌孢子悬浮液对斜纹夜蛾

3 龄幼虫的累计死亡率(8 d) 
Table 5  Cumulative mortality of different concentrations 
of Cordyceps javanica spore suspension to 3rd instar 
larvae of Spodoptera litura (8 d) 
Concentration 
(spores/mL) 

Average 
mortality (%) 

Corrected mortality 
rate (%) 

1×108 90.00 88.68±3.27a 
1×107 73.33 69.81±1.89b 
1×106 55.00 49.05±3.27c 
1×105 38.33 30.19±1.89d 
CK 11.67 ‒ 
Different lowercase letters indicate that the average value is 
significantly different at the level of 0.05.  

 
 
着孢子悬浮液浓度的增加，斜纹夜蛾 3 龄幼

虫的死亡速度逐渐加快，LT50 变小。当浓度为

1.0×108 孢子 /mL 时，爪哇虫草菌对斜纹夜蛾     
3 龄幼虫的致死速度最快，LT50 为 3.11 d。当浓

度为 1.0×105 孢子/mL 时，爪哇虫草菌对斜纹夜

蛾 3 龄幼虫致死速度较慢，LT50 为 9.69 d。 
2.3.3  爪哇虫草菌对斜纹夜蛾 3 龄幼虫的致死

中浓度 
对斜纹夜蛾 3 龄幼虫不同处理天数的毒力

统计结果如表 7 所示，通过对爪哇虫草菌孢子

悬浮液浓度与死亡率进行拟合回归方程，结果

表明，随着处理天数的增加，斜纹夜蛾幼虫的

死亡虫数逐渐变多，LC50 变小。爪哇虫草菌对

斜纹夜蛾 3 龄幼虫的 LC50 分别是：第 8 天为

4.68×105 孢子/mL，第 7 天为 1.23×106 孢子/mL，

第 6 天为 2.96×106 孢子 /mL，第 5 天为   
6.45×106 孢子/mL，第 4 天为 1.15×107 孢子/mL。

即爪哇虫草菌孢子悬浮液处理斜纹夜蛾 3 龄幼

虫的时间越长，所需的 LC50 越低。 

2.4  爪哇虫草菌 Bd01 对斜纹夜蛾幼虫体

内保护酶活性的影响 
2.4.1  Bd01 对斜纹夜蛾幼虫体内过氧化氢酶

(CAT)活性的影响 
经爪哇虫草菌 Bd01 处理后的斜纹夜蛾幼

虫体内 CAT 活性变化如图 13A 所示，当处理时

间在 12−72 h 之间时，CAT 活性呈现先上升后

下降的趋势，分别在 48 h 和 72 h 时达到最大值

869.54 U/g 和最小值 603.08 U/g，其中最大值与

同期对照相比显著提高，为同期对照的 1.44 倍。

当处理时间在 12−48 h 之间时，爪哇虫草菌 
 
表 6  爪哇虫草菌对斜纹夜蛾 3 龄幼虫的致死中时 
Table 6  LT50 of Cordyceps javanica to the 3rd instar larvae of Spodoptera litura 
Concentration (spores/mL) Regression equation Correlation coefficient/R2 LT50 (d) 95% confidence limit 
1×108 Y=3.897x−1.923 0.851 3.11 2.828−3.390 
1×107 Y=3.142x−2.070 0.921 4.56 4.150−5.011 
1×106 Y=4.366x−3.907 0.938 7.85 7.132−9.024 
1×105 Y=3.777x−3.725 0.781 9.69 8.361−12.494 
 
表 7  爪哇虫草菌对斜纹夜蛾 3 龄幼虫的致死中浓度 
Table 7  LC50 of Cordyceps javanica to the 3rd instar larvae of Spodoptera litura 
Treatment time (d) Regression equation Correlation coefficient/R2 LC50 (spores/mL) 95% confidence limit 
8 Y=0.513x−2.908 0.934 4.68×105 1.51×105−1.05×106 
7 Y=0.570x−3.472 0.923 1.23×106 5.50×105−2.46×106 
6 Y=0.691x−4.475 0.928 2.96×106 1.62×106−5.42×106 
5 Y=0.794x−5.405 0.923 6.45×106 3.80×106−1.14×107 
4 Y=0.861x−6.080 0.940 1.15×107 6.96×106−2.04×107 
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Bd01 处理后能够显著诱导斜纹夜蛾幼虫体内

的 CAT 活性，各处理酶活性均大于同期对照；

当处理时间为 60 h 和 72 h 时，斜纹夜蛾体内

的 CAT 活性开始下降，且低于同期对照的酶

活性。 
2.4.2  Bd01 对斜纹夜蛾幼虫体内过氧化物酶

(POD)活性的影响 
经爪哇虫草菌 Bd01 处理后的斜纹夜蛾幼

虫体内 POD 活性变化如图 13B 所示，处理 12 h
后斜纹夜蛾体内的 POD 活性显著上升，达到  
1 167.78 U/g，为同期对照的 1.60 倍；处理 24 h
后斜纹夜蛾体内 POD 活性依旧保持上升趋势，

达到 1 215.90 U/g，为同期对照的 1.66 倍；当

处理时间为 36 h 时，斜纹夜蛾体内 POD 活性

开始下降，但仍然高于同期对照；当处理时间

为 48 h 时，斜纹夜蛾体内 POD 活性又呈现上

升趋势达到最大值，为 1 238.89 U/g，是同期对

照的 1.62 倍；当处理时间在 60−72 h 之间时，

斜纹夜蛾体内 POD 活性开始下降，且低于同期

对照，与同期对照相比差异显著；整个处理时

间段，斜纹夜蛾体内 POD 活性呈现先上升后下

降再上升，最后降低，显著低于同期对照；而

处理组不同时间段 POD 活性无明显变化，差异

不显著。 
2.4.3  Bd01 对斜纹夜蛾幼虫体内超氧化物歧

化酶(SOD)活性的影响 
如图 13C 所示，感染爪哇虫草菌 Bd01 的

斜纹夜蛾幼虫不同处理间 SOD 活性具有显著

性差异，呈现先上升后下降的趋势变化，对照

组不同时间段之间酶活性无明显变化。当处理

时间在 12−36 h 之间时，斜纹夜蛾体内 SOD 活

性随着处理时间延长而逐渐增大，到 36 h 时达

到最大值 2.34 U/g，与同期对照组相比差异显

著，为对照的 1.50 倍；当处理时间为 48−72 h
时，斜纹夜蛾体内 SOD 活性开始下降；当处理 

 
 
图 13  斜纹夜蛾感染爪哇虫草菌 Bd01 后体内

CAT (A)、POD (B)、SOD (C)活性变化 
Figure 13  Changes of activities of CAT (A), POD 
(B), and SOD (C) in Spodoptera litura infected with 
Cordyceps javanica Bd01. The data in the figure are 
the average value±standard error. There are 
significant differences between different lowercase 
letters or CK treatments in different time (P<0.05). 
*: There is a significant difference between CK and 
treatment at the same time (P<0.05). 
 
时间为 72 h 时，斜纹夜蛾体内 SOD 酶活性最

小，为 1.58 U/g 但仍然高于同期对照 SOD 活性。

整个处理时间段斜纹夜蛾体内 SOD 活性均高

于对照组。 
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3  讨论与结论 
不同菌株来源不同，对培养基营养成分和

最佳培养条件需求也不同，因此需要对其培养

基配方和最佳培养条件进行筛选[21]。且不同的

营养成分、最佳的碳源和光照等培养条件以及

适宜生长的环境等对菌株产孢量影响较大[22]。

而提高菌株产孢量的有效手段是对其培养条件

进行优化，优化真菌培养条件常用的方法有单

因素试验、正交试验和响应面优化试验，单因

素试验仅探究某一因素在一定条件下对目标值

的影响，不能够得到多个因素间的交互作用对

目标值的影响；若是采用正交试验则会增加工

作量并且难以获得最优结果，而采用响应面分

析法可以有效地从影响爪哇虫草菌产孢量的因

子中筛选出主要影响因素，并且在减少工作量

的同时实现条件优化，该统计学方法已经广泛

应用于各类发酵培养基的优化，同时通过建立

三维立体曲面图和等高线图能够更加直观地

分析出各因素对产孢量的影响趋势 [23-25]。目

前，响应面法优化被广泛应用于微生物发酵条

件筛选 [26]。蒋冬花等 [27]优化曲霉 (Aspergillus 
sclerotiorum) As-68 发酵工艺，优化后抑菌圈较

优化前抑菌圈直径增大了 52.70%。本研究通过

固态培养基优化培养条件，经响应曲面分析法

验证培养基营养成分含量、pH 和光照时长 3 个

因素对爪哇虫草菌 Bd01 产孢量的影响，其最优

组合为：培养基营养成分含量 30 g/L，pH 值

7.50，光照时长 12 h，在该条件下，培养基的

产孢量为 2.78×108 孢子/mL。经模型预测的值

与实际值非常接近，同时配方能较好地满足规

模化培养爪哇虫草菌的基本条件，且配方材料

简单易得，成本较低，说明该研究具有较好的

应用前景。 
本研究的供试菌株爪哇虫草菌是一种重要

的虫生真菌，随着其孢子悬浮液浓度的增加，斜纹

夜蛾 3 龄幼虫累计死亡率升高，用 1×108孢子/mL
的孢子液处理8 d后，校正死亡率达最大值88.68%。

显著大于周立等[28]研究的球孢白僵菌 SCAUYZ16
和 SCAUJH19 对斜纹夜蛾的校正死亡率 70.71%
和 57.84%。爪哇虫草对斜纹夜蛾 3 龄幼虫的 LT50

随着孢子悬浮液浓度的降低而升高，LT50 最小

为 3.11 d，处理 8 d后的 LC50为 4.68×105孢子/mL。
小于陈自宏等 [29]研究的绿僵菌 BUM1209 在

26 ℃对斜纹夜蛾 3 龄幼虫的致死中时 2.94 d；
但大于郭利群等[30]探究的蜡蚧轮枝菌对斜纹夜

蛾 3 龄幼虫的致死中时 4.75 d。致死中浓度大

于郭亚力等[31]探究的球孢白僵菌对斜纹夜蛾的

致死中浓度 2.19×105 孢子/mL。说明爪哇虫草

Bd01 菌株致病力较强，在生物防治应用中具有

较大的潜力，同时也表明昆虫病原真菌的毒力

强弱与不同来源、不同寄主的抗病能力、不同

地理位置筛选的菌株以及实验条件存在差异等

具有密切的联系[32]。 
保护酶对昆虫抵御外界微生物侵染至关重

要。蒋春艳[33]探究金龟子绿僵菌对黄曲条跳甲

体内保护酶活性的影响，结果显示 SOD 和 POD
活性先升高后降低，CAT 活性变化总体趋势为

先上升后下降再上升，最后下降。张琛等[34]探

究黏虫感染白僵菌后体内保护酶变化，结果显

示保护酶活性整体均呈现先增加后降低的趋

势。与此相似，本研究中爪哇虫草菌 Bd01 孢子

悬浮液处理斜纹夜蛾 3 龄幼虫 72 h 后，POD 活

性呈现先显著上升后下降再上升，最后降低的

趋势；CAT、SOD 活性呈现先上升后下降的趋

势。但三者酶活性变化的趋势出现在不同的时

间段，可能是由于 3 种昆虫分属于不同的目，

机体内部构造有所不同；亦有可能是由于斜纹

夜蛾 3 龄幼虫感染爪哇虫草菌初期，其体内免

疫系统为阻止病原菌对其进行侵染，增强酶活



 

 

 

汤永玉等 | 微生物学报, 2023, 63(12) 4571 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

力从而维持虫体的正常生理功能，然而随着感

染时间的延长，爪哇虫草菌在斜纹夜蛾 3 龄幼

虫虫体内大量增殖生长致使免疫系统严重破

坏，表现出体内保护酶活性迅速下降的现象。

本研究为更好地研究爪哇虫草菌对斜纹夜蛾的

作用机制及虫体内不同酶的作用方式提供了理

论依据，但仍还需从多角度进行深入探究以发

挥其对害虫生物防治的作用。 
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