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摘要: 为探索球孢白僵菌对西花蓟马的侵染，研究球孢白僵菌在西花蓟马体表和虫体内的侵染过程，采用冷冻

切片与 HE染色技术，对被球孢白僵菌侵染的西花蓟马成虫进行组织切片及 HE 染色。结果表明，接菌 4 h，体
表粘附的孢子开始萌发，8 － 12 h芽管继续伸长并出现穿透体壁。18 h虫菌体出现在西花蓟马体内，球孢白僵菌
成功侵入西花蓟马体内。之后，西花蓟马体内虫菌体、菌丝明显增多，各组织器官均受到感染，消化道、肌肉
组织等发生病变。
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Microsc opicobservations of the process of Beauveria bassiana infecting
Frankliniella occidentalis through frozen sections
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Abstract: The pathological changes of Frankliniella occidentalis infected by Beauveria bassiana were
observed using frozen sections with hematoxylin-eosin ( H ＆ E) staining. The result showed that the
conidia began to germinate which adhesion on the cuticle after inoculated 4 h. Within 8 － 12 h after
inoculation，the germ tubes continued to elongation and appeared penetrating the integument. At 18 h
post inoculation，the hyphal bodies succeeded to be observe in the internal tissue and began to reproduce
in the hemocoele. And then，the hyphal bodies and hyphae increased，tissues and organs were infected，
muscle tissue and alimentary cancal began to undergo pathological changes.
Key words: Frankliniella occidentalis; Beauveria bassiana; frozen sections; infect; histopathological
changes



环境昆虫学报 Journal of Environmental Entomology 39 卷

西花蓟马 Frankliniella occidentalis ( Pergande )
2003 年在我国北京首次发现 ( 张友军，2003) 。西
花蓟马食性杂，在 500 多种植物上都有发现，对
多种作物的产量和品质造成了巨大的危害，目前

已成为我国露地和温室蔬菜生产的重要害虫 ( 戴

霖，2004; 任洁，2006; 吕要斌 2011) 。
目前，对西花蓟马的防治主要依靠化学防治

并发现已经对很多杀虫剂产生抗药性 ( Kirk，
2003; 张帆，2015 ) 。因此，探索其生物防治，寻
求和完善对其的综合防治策略，是解决西花蓟马

问题的有效途径。
球孢白僵菌 Beauveria bassiana ( Balsamo )

Vuillemin是害虫微生物防治的重要资源，在我国
主要用来防治松毛虫、玉米螟、水稻叶蝉、温室
白粉虱以及月季长管蚜等多种害虫。此外，球孢
白僵菌主要通过寄主体壁接触感染而致死各类害

虫，极其适合于锉吸式口器的西花蓟马的微生物

防治 ( Feng，1994) 。
目前，白僵菌对甜菜夜蛾 Laphygma exigua

Hübner、桃小食心虫 Carposina sasakii、油松毛虫
Dendrolimus tabulaeformis、桑天牛 Apriona germari、
烟粉虱 Bemisia tabaci 等多种昆虫的组织病理学已
进行研究 ( 刘召，2006; 宋入梅，2006; 王晓红，
2009; 张艳梅，2011 ) 。球孢白僵菌对西花蓟马的
研究则注重于高毒力菌株的筛选 ( 李银平，2013;
袁盛勇，2013; Xiong，2013) ，而球孢白僵菌对西
花蓟马的侵染过程未进行系统的研究，只有金龟

子绿 僵 菌 对 西 花 蓟 马 侵 染 过 程 的 研 究

( Vestergaard，1999) 。本研究旨在利用冷冻切片技
术，研究球孢白僵菌对西花蓟马体壁和体内组织

侵染过程，为利用球孢白僵菌防治西花蓟马提供

理论基础。

1 材料与方法

1. 1 供试菌株和昆虫
球孢白僵菌 BbYT 11 菌株，保存于青岛农业

大学昆虫生态学实验室。西花蓟马雌成虫，采用
新鲜芸豆进行饲养，培养条件为自然光照，温度

为 25℃ ±1℃。
1. 2 孢子悬浮液的配制
球孢白僵菌在 SDAY 培养基上于 25℃，

10 L ∶ 14 D的光照条件下培养 7 d，无菌棒刮取分
生孢子粉于 1. 5 mL Eppendorf 管中，加入适量含

0. 1%吐温 － 80 无菌水和 3 个直径为 8 mm 的玻璃
球，然后强力振荡将分生孢子充分混匀，配成

1. 0 × 108个 /mL孢子悬液，4℃保存，备用。
1. 3 球孢白僵菌接种西花蓟马
采用喷雾法接菌。用自制取虫器从养虫瓶中

取西花蓟马成虫，置于底部铺有滤纸的养虫盒中，

将 1. 0 mL 1. 0 × 108个 /mL 球孢白僵菌 BbYT 11 孢
悬液用 Aldrich chromatography sprayer 向西花蓟马
喷雾，保 鲜 膜 覆 盖 封 口，放 于 25℃ ± 1℃、
RH 90%、L ∶ D = 16 ∶ 8 条件下饲养，每隔 3 d 更换
新鲜芸豆。
1. 4 冷冻切片的制备
( 1) 防脱玻片制备: 将载玻片经洗涤剂浸泡

24 － 48 h，流水冲洗烤干; 后浸于重铬酸钾洗液中
过夜，蒸馏水冲洗，烤干后浸泡 95%的酒精中过
夜，蒸馏水洗 3 次，烤干。然后将载玻片浸泡明
胶硫酸铬钾溶液中 3 次，每次 2 min，取出载玻片
控尽液体后置入 60℃ －70℃烤箱中烘干 1 h备用。
( 2) 西花蓟马接菌后分别于 1 h、4 h、8 h、

12 h、18 h、24 h、36 h、48 h、56 h、72 h进行取
样，将样品经 10%中性甲醛 4℃固定 24 h，后经蔗
糖梯度溶液 4℃脱水过夜。常规包埋，采用自动冷
冻切片机 ( Thermo Microm HM 525) 连续切片，厚
度 10 μm，采用 HE 方法进行染色参照张艳梅
( 2011 ) 方法并进行改进，后进行显微观察，
拍照。

2 结果与分析

2. 1 球孢白僵菌在西花蓟马成虫体表的入侵
接菌后球孢白僵菌分生孢子首先粘附在西花

蓟马的体表，4 h后附着于体壁的分生孢子开始萌
发，部分分生孢子长出短的芽管 ( 图 1A) 。接菌
8 h，萌发的分生孢子增多，已经萌发的分生孢子
芽管伸长，部分开始定向体壁生长，开始穿透体

壁 ( 图 1B) 。接菌 12 h，穿透体壁的分生孢子增
多，芽管继续在体壁中伸长 ( 图 1C) 。接菌 18 h，
大量的分生孢子穿透西花蓟马的体壁。同时，西
花蓟马体内出现短棒状的虫菌体 ( 图 1D) ，表明
球孢白僵菌已成功侵入西花蓟马体内。
2. 2 球孢白僵菌对西花蓟马成虫体内侵染
球孢白僵菌的虫菌体在接菌 18 h 开始出现在

西花蓟马体内，24 h 后西花蓟马体腔内的虫菌体
增多 ( 图 2A) 。接菌 36 h 后，西花蓟马成虫出现
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死亡现象，死亡虫体的体腔内有大量的虫菌体

( 图 2B) ; 同时，活虫体内的各个组织之间出现虫
菌体 ( 图 2C) 。接菌 48 h 后，虫体内虫菌体不断
增加，各组织器官均受到感染出现虫菌体。同时，
死亡虫体内出现菌丝 ( 图 2D) 。接菌 56 h 后，消
化道、肌肉组织等组织发生病变 ( 图 2E － F) ，边
缘模糊不清，存在大量虫菌体，并活虫体内出现

少量菌丝 ( 图 2G) ，而死亡西花蓟马的体内出现
大量的菌丝 ( 图 2H) 。接菌 64 h，西花蓟马活虫
体内充满虫菌体，菌丝增多 ( 图 3B) ; 死虫体内
组织解离 ( 图 3A) 。接菌 72 h，菌丝成功突破表
皮向外生长，在西花蓟马体壁外产生分生孢子

( 图 3C － D) 。

图 1 球孢白僵菌 YT 11 菌株在西花蓟马体表的侵染
Fig. 1 Frozen sections of Frankliniella occidentalis infected with Beauveria bassiana YT 11 strain on the integument

注: A，球孢白僵菌 A菌株接菌 4 h后，分生孢子萌发; B，接菌 8 h，向体壁生长的芽管; C，接菌 12 h，孢子芽管穿
透体壁，在体壁中伸长; D，接菌 18 h，西花蓟马体内开始出现虫菌体。Note: A，within 4 h after inoculation，the conidia
germinated and produced germ tubes; B，after 8 h post treatment，germ tubes grew to cuticle; C，at 12 h post － inoculation，the
germinated conidia were penetrating the integument; D，after 18 h treated，the hyphal bodies were observed in the insects.

3 结论与讨论

冰冻切片是利用低温把组织迅速冷冻到达一

定的硬度，利用恒温切片机进行切片的一种方法，

常用于组织化学、免疫定位及原位杂交等研究
( 李建霞，2013 ) 。本试验过程中采用石蜡切片的
方法，切片制作及染色过程繁琐，耗时长; 因而

采用冷冻切片方法，发现较石蜡切片方法过程简

洁快速，缩短试验时间，提高效率。在组织切片
染色过程中，样品脱片问题是影响试验的重要技

术环节 ( 杨秀静，2014 ) 。为解决样品脱片问题，
本试验在以下方面进行改进: ( 1) 载玻片均采用
明胶硫酸铬钾处理，制作防脱玻片: 参照于德钦

( 2009) 方法并改进，由于组织大小不同，调整浸
泡明胶硫酸铬钾溶液的时间为 2 min /次，防脱效
果较好。 ( 2) 在制成冷冻切片后，应先将切片室
温晾置约 2 h，避免立即进行染色，否则在染色过
程中会造成样品大量脱片，但最好在7 h之内染
色，否则会造成样品在染色过程中上色困难。 ( 3)
HE染色过程中，将切片置于酒精灯上烤 3 － 5 s，
后 95%乙醇固定 5 min。采用上述方法后对防止冷

381



环境昆虫学报 Journal of Environmental Entomology 39 卷

图 2 西花蓟马感染球孢白僵菌 YT 11 菌株后体内组织变化
Fig. 2 The pathological changes of Frankliniella occidentalis infected by Beauveria bassiana YT 11

注: A，接菌 24 h，西花蓟马体内增多的虫菌体; B，侵染 36 h，死亡西花蓟马体内的虫菌体; C，接菌 48 h，活虫体
内组织间的虫菌体; D，接菌 48 h，死亡虫体内开始出现的菌丝; E，接菌 56 h，被侵染的消化道中的虫菌体; F，
接菌 56 h，被侵染肌肉组织中的菌丝; G － H，接菌 56 h，活虫与死亡虫体内的菌丝。Note: A，after 24 h post
treatment，the hyphal bodies increased; B，the hyphal bodies in the dead insect at 36 h post inoculation; C，the hyphal bodies
were among the tissues in the live insect; D，after 48 h treated，the hyphae occurred in the dead F. occidentalis; E，after 56 h
inoculation，the hyphal bodies shown in the alimentary canal; F，at 56 h post － inoculation，the hyphae invaded the muscle
tissue; G － H，the hyphae were observed in live and dead insects.
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图 3 西花蓟马感染球孢白僵菌 YT 11 菌株后期体内与体表变化
Fig. 3 The post changes of Frankliniella occidentalis infected by Beauveria bassiana YT 11

注: A，接菌 64 h，组织解离的死亡西花蓟马; B，接菌 64 h，充满虫菌体与菌丝的西花蓟马活虫; C、D，接菌 72 h，菌丝
突破体壁，覆盖虫尸并成功在体表产孢。Note: A，the tissues were disintegrated in the dead insect; B，the live hosts were full with
hyphae and hyphal bodies; C、D，the hyphae broke the integument，covered insect and successfully produced the conidia on the
surface.

冻切片脱片问题非常有效，从而能更好的用于组

织病理学变化的观察。
分生孢子的粘附与萌发是昆虫病原真菌入侵

的第一步，也是成功入侵的基础。绿僵菌侵染虫
体时分生孢子萌发行为和致病性受寄主表皮组成

物质如碳水化合物、脂肪酸等物质的影响 ( Butt，
1995; Drauzio，2004) ，虫体体表结构也对白僵菌
的入侵行为有重要影响，王晓红等 ( 2009 ) 发现
球孢白僵菌侵入桑天牛 Apriona germari 幼虫表皮
时，有一定的选择性: 在不适宜的体表处，孢子

具有先平行生长，待遇到合适的侵入点再开始入

侵，而本试验中未发现球孢白僵菌对西花蓟马体

壁不同结构区域入侵时具有选择性。有研究发现
球孢白僵菌接种菲岛玉米蜡蝉 Peregrinus maidis 后
72 h分生孢子大量萌发; 而球孢白僵菌侵染烟粉
虱，接菌 10 h 后孢子开始萌发 ( Toledo，2010 ) 。
从而表明球孢白僵菌在不同寄主的体壁的萌发速

度存在明显差异，而本研究在试验中发现菌株

BbYT11 在接种西花蓟马 4 h 后分生孢子已开始萌
发，有研究发现烟粉虱 Bemisia tabaci 表皮内脂类

物质对白僵菌的萌发有一定的抑制作用 ( 刘召，

2006) ，而赵成银 ( 2001) 等分析研究西花蓟马体
壁，未发现对球孢白僵菌分生孢子萌发的抑制脂

类物质。
通过金龟子绿僵菌 Metarhizium anisopliae 对西

花蓟马侵染过程的研究，表明接种后 12 h 产生附
着胞，3 d 后才在虫体血腔中定殖 ( Vestergaard，
1999) 。Wu等 ( 2014) 研究表明球孢白僵菌接种
西花蓟马 24 h 后，分生孢子萌发，芽管定向体壁
生长，36 h才开始侵入体壁。BbYT 11 菌株处理西
花蓟马 4 h后，部分分生孢子萌发并长出芽管，部
分芽管开始定向穿透体壁出现在侵染 8 h。至接菌
18 h，大量的分生孢子萌发穿透体壁，虫体内开始
出现虫菌体。产生这种差异的原因可能是不同菌
株间毒力存在较大差异。
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