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灰飞虱体内类酵母共生菌异常毕赤酵母的分离

培养及其对杀菌剂的敏感性

曹　伟，马　正，俞晓平

（中国计量学院生命科学学院，浙江省生物计量与检验检疫技术重点实验室，杭州３１００１８）

摘要：【目的】随着杀虫剂等化学农药的大规模使用，灰飞虱 Ｌａｏｄｅｌｐｈａｘｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ的抗药性不断增强，防治效果下
降，因此寻找新的防治方法尤为重要。本研究探索使用杀菌剂来减少灰飞虱体内共生菌的数量，以降低灰飞虱的

活力，为“抑菌防虫”提供理论依据。【方法】对灰飞虱体内的类酵母共生菌（ｙｅａｓｔｌｉｋｅｓｙｍｂｉｏｔｅｓ，ＹＬＳ）进行离体培
养并鉴定，测定离体培养ＹＬＳ对不同浓度不同种类杀菌剂的敏感性，将对其抑制作用明显的杀菌剂喷施于麦苗，待
灰飞虱取食后统计灰飞虱死亡率、体重，并通过荧光定量ＰＣＲ检测体内共生菌的数量变化。【结果】离体培养得到
１株ＹＬＳ，经碳源同化实验和１８ＳｒＤＮＡ分子鉴定，将该菌株归为异常毕赤酵母 Ｐｉｃｈｉａａｎｏｍａｌａ，以变性梯度凝胶电
泳（ｄｅｎａｔｕｒｅｄｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＧＧＥ）技术验证了该菌株在灰飞虱体内的存在。对杀菌剂敏感性的测定
结果显示，７０％丙森锌和５０％戊唑醇 ＋２５％肟菌酯对 Ｐ．ａｎｏｍａｌａ抑制效果明显，而氟吡菌胺 ＋霜霉威盐酸盐
（６８７．５ｇａ．ｉ．／Ｌ）与４０％嘧霉胺对Ｐ．ａｎｏｍａｌａ的抑制效果较差。用对 Ｐ．ａｎｏｍａｌａ抑制效果明显的两种杀菌剂
（７０％丙森锌和５０％戊唑醇＋２５％肟菌酯）以８００ｍｇ／Ｌ浓度喷施麦苗，灰飞虱取食喷施麦苗后的死亡率分别达到
４６．７％与６３．３％，显著高于对照，而体重比对照组显著低。荧光定量检测结果表明，灰飞虱体内３种共生菌（Ｎｏｄａ
菌、季也蒙毕赤酵母和异常毕赤酵母）的数量在使用了各种杀菌剂后均显著降低。【结论】结果说明，体外喷施杀菌

剂对灰飞虱体内共生菌有抑制作用，进而对灰飞虱的生长存活产生影响，这为杀菌剂与杀虫剂的协同使用防治灰

飞虱奠定基础。
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　　 灰飞虱 Ｌａｏｄｅｌｐｈａｘｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ属于半翅目
（Ｈｅｍｉｐｔｅｒａ）飞虱科（Ｄｅｌｐｈａｃｉｄａｅ），是一种重要的农
业害虫，除以刺吸危害水稻、大麦、小麦等作物外，还

传播水稻条纹叶枯病、水稻黑条矮缩病和玉米粗缩

病等病毒，造成巨大产量损失 （丁锦华和苏建亚，

２００１）。目前对灰飞虱的防治主要采用化学杀虫
剂。但由于长期大量和不合理的使用杀虫剂，导致

灰飞虱对很多杀虫剂产生了不同程度的抗性（王彦

华等，２０１０），而人们为提高杀虫效果则不断加大杀
虫剂的使用剂量，如此形成恶性循环，不仅飞虱难以

得到防治，同时对环境和非靶标生物产生了严重的

危害。因此寻找新的防治途径，有效减少化学杀虫

剂的使用是灰飞虱防治的关键。

研究发现类酵母共生菌（ｙｅａｓｔｌｉｋｅｓｙｍｂｉｏｔｅｓ，
ＹＬＳ）存在于飞虱腹部脂肪体中，已有报道它与褐飞
虱的氨基酸代谢（Ｋｏｙａｍａ，１９８５）及营养提供息息
相关（ＬｅｅａｎｄＨｏｕ，１９８７），对褐飞虱的生长、发育、
繁殖、致害性变化等方面起到重要作用（吕仲贤等，

２００１ａ，２００１ｂ）。由此陈列忠等（２００６）提出了“抑
菌防虫”的新思路，即通过抑制飞虱体内的共生菌，

降低飞虱的活力及耐药性，并对其前景及可行性进

行了讨论。已有研究发现，经过高温处理后的灰飞

虱，其体内的共生菌数量明显减少，最终导致灰飞虱

的耐药性减弱（张晓婕等，２００８）。研究发现杀菌剂
对褐飞虱体内共生菌有较大的抑制作用（陈建明

等，２００９），且对褐飞虱 ２、３龄若虫杀伤作用明显
（陈建明等，１９９８），并且杀菌剂相比杀虫剂具有毒
性低、对菌株靶标性强等特点，因此，杀菌剂与杀虫

剂的协同使用将成为防治飞虱的一种新途径，在不

影响杀虫效果甚至提高杀虫效果的情况下，将大大

减少化学杀虫剂的使用。但杀菌剂的筛选还缺少理

论依据，同时杀菌剂对灰飞虱及其体内共生菌直接

影响的相关研究也未见报道。

明确灰飞虱体内共生菌的多样性，以及共生菌

的离体培养及生理特性的研究是实现灰飞虱“抑菌

防虫”的关键。陈法军等（２００６）通过冷冻切片和显
微观察初步认为，灰飞虱体内存在多种ＹＬＳ；本研究
组前期通过分子检测生物学技术证明灰飞虱体内存

在 ＹＬＳ，如 Ｎｏｄａ菌 Ｈｙｐｏｍｙｃｅｓｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍｕｓ和季也
蒙毕赤酵母菌Ｐｉｃｈｉａｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ的存在（白旭等，
２０１０）。由于人们很难模拟昆虫体内的微环境，因
此ＹＬＳ的离体培养非常困难。Ｋｕｓｕｍｉ等（１９７９）曾
离体培养得到几株灰飞虱 ＹＬＳ，但未见对其进行准
确鉴定和特性研究。

本实验从灰飞虱体内成功分离培养得到了一株

ＹＬＳ，通过１８ＳｒＤＮＡ分子鉴定将其归为异常毕赤酵
母 Ｐｉｃｈｉａａｎｏｍａｌａ，并运用变性梯度凝胶电泳
（ｄｅｎａｔｕｒｅｄｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＧＧＥ）技术
对灰飞虱体内存在的ＹＬＳ种类做了初步鉴定，同时
验证了异常毕赤酵母在灰飞虱体内存在的真实性。

该技术在研究微生物群落的遗传多样性和种群差异

方面具有明显的优越性（Ｍｕｙｚｅｒｅｔａｌ．，１９９３），在鉴
定褐飞虱体内共生菌多样性中已得到较好的应用

（Ｈｏｕｅｔａｌ．，２０１３）。本实验对该菌株的生理生化特
性以及对不同浓度下不同种类杀菌剂的敏感性进行

了研究，筛选抑制作用明显的杀菌剂喷施麦苗，待飞
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虱取食后测定杀菌剂对刚羽化飞虱的影响，及其体

内共生菌的数量的变化。

１　材料与方法

１．１　灰飞虱虫源
灰飞虱从杭州富阳市（１１９．２７°Ｅ，２９．４９°Ｎ）稻

田采集后饲养于人工气候箱中（温度２６±１℃，相对
湿度８０％±５％，光周期１６Ｌ∶８Ｄ），以大麦苗继代饲
养５０代以上。
１．２　培养基和碳源

本实验的ＹｅａｓｔＮｉｔｒｏｇｅｎＢａｓｅ培养基购自上海
生工生物有限公司，ＧＲＡＣＥ昆虫培养基购于
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，其余培养基购于北京陆桥技术有限
责任公司，包括ＹＰＤ培养基、ＹＭ培养基、ＰＤＡ培养
基和ＣａｎｄｉａＥｌｅｃｔｉｖｅＡｇａｒ培养基。本实验供试碳源
均购于上海生工生物有限公司，包括阿拉伯糖、Ｄ
果糖、Ｄ葡萄糖、Ｄ半乳糖、乳糖、甘露醇、Ｄ鼠李
糖、Ｄ核糖、Ｄ木糖、蔗糖、淀粉和甘油。
１．３　供试农药

本实验供试农药均购于拜耳杭州作物科学有限

公司，包括７０％吡虫啉（ｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ）水分散粒剂，
５０％ 戊 唑 醇 （ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ） ＋２５％ 肟 菌 酯

（ｔｒｉｆｌｏｘｙｓｔｒｏｂｉｎ）水分散粒剂，７０％丙森锌（ｐｒｏｐｉｎｅｂ）
可湿性粉剂，氟吡菌胺（ｆｌｕｏｐｉｃｏｌｉｄｅ）＋霜霉威盐酸
盐（ｐｒｏｐａｍｏｃａｒｂ）悬浮剂（６８７．５ｇａ．ｉ．／Ｌ），４０％嘧
霉胺（ｐｙｒｉｍｅｔｈａｎｉｌ）悬浮剂。
１．４　共生菌的分离培养

参考Ｈｏｕ等（２０１３）的方法并有所改动。每次
取刚羽化的灰飞虱雌虫１０头，用７５％的酒精表面
消毒３次，每次３ｍｉｎ，无菌水漂洗３次，每次３ｍｉｎ，
在超净工作台剖取其腹部脂肪体并收集。将收集好

的脂肪体分别接种于 ＧＲＡＣＥ，ＹＰＤ，ＰＤＡ，ＹＭ，
ＣａｎｄｉａＥｌｅｃｔｉｖｅＡｇａｒ培养基中，涂布均匀，放置于
２８℃恒温培养箱中培养 ４８ｈ后观察并记录结果。
在有菌长出的培养基上，用接种环挑取单菌落，加入

到相应的液体培养基中，２８℃下１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培
养２４ｈ，重复３次。
１．５　共生菌生理生化特性测定

将分离得到的共生菌在４～３８℃下培养，每隔
４℃设置一个温度梯度，测定该菌株最适生长温度；
采用灭菌后的１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ与１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节
培养基的ｐＨ，用于优化共生菌培养的最适 ｐＨ。以
上实验根据共生菌生长情况在７ｄ内观察实验结

果。参考辜建平等（２００５）的生长谱法，对共生菌的
碳源同化能力进行测定，２８℃培养４８ｈ后观察菌落
生长情况。

１．６　共生菌的分子鉴定
１．６．１　基因组提取：取纯化后的共生菌，参照酵母
基因组ＤＮＡ提取试剂盒（北京天根生化科技有限
公司）的说明进行提取。

１．６．２　共生菌的ＰＣＲ扩增：以上述提取的 ＤＮＡ作
为模板，扩增所用引物为真菌１８ＳｒＤＮＡ通用引物
ＮＳ１／ＮＳ８（表１）。扩增体系为５０μＬ，其中包括 ＬＡ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，１０×ＬＡｂｕｆｆｅｒ
（含Ｍｇ２＋）５μＬ，ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ补
齐至５０μＬ。ＰＣＲ反应程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个
循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。扩增完成后，取５
μＬＰＣＲ产物以１％琼脂糖凝胶电泳检测。

表１　本研究中用于ＰＣＲ，ＤＧＧＥ和ｑＰＣＲ的引物
Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎＰＣＲ，ＤＧＧＥａｎｄｑＰＣＲ
引物

Ｐｒｉｍｅｒ
引物序列（５′→３′）
Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物用途

Ｐｒｉｍｅｒｕｓｅ
ＮＳ１ ＧＴＡＧＴＣＡＴＡＴＧＣＴＴＧＴＣＴＣ
ＮＳ８ ＴＣＣＧＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣＴＡＣＧＧＡ
ＩＴＳ４ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ

真菌通用引物１

Ｆｕｎｇａｌｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ｐｒｉｍｅｒｓ１

ＮＦＧＣ２ ＧＣＧＧＴＡＡＴＴＣＣＡＧＣＴＣＣＡＡ
ＮＲ ＣＣＣＣＧＡＣＴＧＴＣＣＣＴＡＴＴＡＡＴＣ

ＩＴＳ３ＧＣ２ ＣＡＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＣＡＧＣ

巢式ＰＣＲ引物
Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒ
ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ

ＨＦ ＴＣＣＣＴＣＴＧＴＧＧＡＡＣＣＣＣＡＴ
ＨＲ ＧＧＣＧＧＴＣＣＴＡＧＡＡＡＣＣＡＡＣＡ
ＭＦ ＴＡＧＴＣＧＧＡＣＴＡＧＧＣＧＴＴＴＧ
ＭＲ ＧＴＴＴＧＧＴＴＧＴＴＧＴＡＡＧＧＣＣＧＧ
ＰＦ ＧＴＣＡＡＧＧＧＴＴＡＡＣＴＴＧＡＡＡＴＡＴＴＧＡＣ
ＰＲ ＴＴＡＧＴＴＴＡＴＴＧＴＴＧＴＴＡＡＧＣＣＧＡ

绝对荧光

定量ＰＣＲ引物
Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅ

ｆｌｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ

１ＹＬＳ１８ＳｒＤＮＡ特定位置序列引物的设计参考 Ｎｏｄａ等（１９９５）
Ｐｏｓｉｔｉｏｎｒｅｆｅｒｓｔｏｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｌｏｃａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｉｎｔｈｅ１８ＳｒＤＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＹＬＳｒｅｐｏｒｔｅｄｂｙＮｏｄａｅｔａｌ．（１９９５）；２ＧＣ夹子序列为
ＧＣｃｌａｍｐ：ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＣＣＧＣＧＣＣＡＧＣＣＧＣＣＧＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧ．

１．６．３　克隆与重组质粒的筛选与鉴定：ＰＣＲ产物
的回收参照试剂盒（上海生工）说明，将回收的 ＰＣＲ
产物连接到 ｐＭＤ１８Ｔ载体上（ＴａＫａＲａ），转化入大
肠杆菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＪＭ１０９感受态细胞后，涂布于
含氨苄青霉素（Ａｍｐ，１００μｇ／ｍＬ）的 ＬＢ平板上，倒
置培养过夜。用灭菌牙签挑取阳性克隆至１０ｍＬ的
ＬＢ培养基（含１００μｇ／ｍＬＡｍｐ）中，３７℃下１８０ｒ／
ｍｉｎ摇床培养１０ｈ。取１．５ｍＬ培养物用质粒 ＤＮＡ
抽提试剂盒（上海生工）抽提质粒，经ＰＣＲ验证阳性
克隆。将插有目的片段的重组克隆送至上海桑尼生
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物技术有限公司测序，测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ中进行
Ｂｌａｓｔ同源序列检索。
１．６．４　序列分析与系统进化树的构建：采用Ｃｌｕｓｔａｌ
Ｘ（１．８３）将测序获得的１８ＳｒＤＮＡ序列与其他相近
种的１８ＳｒＤＮＡ序列进行多重对比，之后用 ＭＥＧＡ
（４．１）软件采用邻近距离（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ）算法构
建进化树，以Ｎｏｄａ菌Ｈ．ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍｕｓ为外源物种，
用自展法（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）生成１０００个自展数据集。
１．７　灰飞虱体内ＹＬＳ的ＤＧＧＥ分析
１．７．１　灰飞虱体内总 ＹＬＳ基因组的提取：提取方
法参照侯云（２０１３）并有所改动：取刚羽化的雌成虫
１００头，７５％的酒精表面消毒３次，每次３ｍｉｎ，无菌
水漂洗３次，每次３ｍｉｎ。剖取腹部脂肪体，７５％酒
精消毒、无菌水漂洗，然后用终浓度为 ３０％的
ｐｅｒｃｏｌｌ，７０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去上层杂蛋白和脂
肪，下层沉淀用终浓度为７５％ ｐｅｒｃｏｌｌ，１００００ｒ／ｍｉｎ
超速离心２ｍｉｎ，７５％层的絮状物即为类酵母共生
菌，用酵母基因组ＤＮＡ试剂盒提取基因组。
１．７．２　巢式ＰＣＲ：第一轮ＰＣＲ：以上述提取基因组
为模板，扩增１８ＳｒＤＮＡ５．８ＳｒＤＮＡＩＴＳ序列全长，
扩增引物为通用引物ＮＳ１／ＩＴＳ４，扩增体系及条件同
１．６．２节。巢式ＰＣＲ：将 ＰＣＲ产物１∶１００稀释后作
为模板，扩增引物为通用引物 ＮＦＧＣ／ＮＲ，ＩＴＳ３ＧＣ／
ＩＴＳ４，分别扩增１８ＳｒＤＮＡ，ＩＴＳ序列中的一段，为了
提高ＤＧＧＥ的检测效率，在上游引物的５′端加４０个
碱基的ＧＣ夹子，序列见表 １。扩增体系同第一轮
ＰＣＲ，扩增条件为９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，
５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ，４℃保存。扩增完成后，取５μＬＰＣＲ产物以
１．５％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．７．３　变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）：制备浓度为
８％的聚丙烯酰胺（丙烯酰胺∶双丙烯酰胺 ＝
３７．５∶１，ｖ／ｖ），变性范围：２０％ ～５０％，取１０μＬ巢
式ＰＣＲ产物加２μＬ６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混合上样，电
泳条件为６０℃，８０Ｖ，１２．５ｈ。电泳后进行银染参考
梁宏伟等（２００８）。将凝胶上的可见特征条带切割
下并回收至１．５ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中标记，无菌水漂
洗几次后，捣碎，加５０μＬ无菌水，４℃过夜，短暂离
心，收集上清液为模板扩增，所用引物、体系、程序同

巢式ＰＣＲ，扩增产物用１．５％琼脂糖凝胶电泳分析。
目的条带测序同１．６．３节。
１．８　不同杀菌剂对共生菌的抑制作用

测定４种供试杀菌剂对离体培养ＹＬＳ的抑制作
用。配制ＹＰＤ培养基（２０ｍＬ／１５０ｍＬ锥形瓶），灭菌

后待其冷却至４５℃，在无菌操作台中用移液枪加入
与所需浓度相应体积的杀菌剂，混匀后倒入无菌培养

皿，待培养基凝固后取１００μＬ离体培养ＹＬＳ菌液涂
布于培养基上。将培养皿用封口膜密封好后于２８℃
恒温培养箱进行培养，分别于第１，２和３天后观察菌
落生长情况并记录。每个处理分别设置３个重复。
１．９　不同杀菌剂对灰飞虱死亡率及体重的影响

杀虫剂吡虫啉按最小推荐浓度４０ｍｇ／Ｌ配制，
杀菌剂采用４００和８００ｍｇ／Ｌ两个浓度。在１８ｍｍ
×１８０ｍｍ玻璃试管中进行，每个试管中放入２株喷
洒过农药的麦苗，并加入１０头刚羽化的雌成虫，用
双层纱布封口，放置于人工气候箱中饲养，以喷洒水

为空白对照，每组３个重复。在１～５ｄ内，每天对
每管中灰飞虱的死亡率进行统计。第５天，将每管
中剩余活虫称重统计，取平均值。之后，每个处理取

１０头活虫提取体内ＹＬＳ基因组，解剖收集其脂肪体
后直接用酵母基因组ＤＮＡ提取试剂盒进行提取，用
于ＹＬＳ的绝对荧光定量ＰＣＲ实验。
１．１０　绝对荧光定量ＰＣＲ对灰飞虱体内ＹＬＳ数量
的测定

１．１０．１　质粒标准品的构建：通过 Ｐｒｉｍｅｒｓ５和
Ｏｌｉｇｏ７软件针对 ３种灰飞虱共生菌，包括 Ｎｏｄａ菌
Ｈ．ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍｕｓ，季也蒙毕赤酵母 Ｐ．ｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ
和异常毕赤酵母 Ｐ．ａｎｏｍａｌａ设计了特异的荧光引
物，分别为 ＨＦ／ＨＲ，ＭＦ／ＭＲ，ＰＦ／ＰＲ（表１），并以刚
羽化雌成虫共生菌的基因组为模板，进行普通

ＰＣＲ，筛选荧光引物以及确定 ｑＰＣＲ的最佳退火温
度。将扩增得到的 ＰＣＲ产物连接到 ｐＭＤ１８Ｔ载体
上，然后将已连接有目的片段的质粒导入 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＪＭ１０９感受态中，重组质粒的筛选与鉴定同１．６．３
节，质粒浓度的测定参考Ｗｈｅｌａｎ等（２００３）。
１．１０．２　３种共生菌的ｑＰＣＲ测定：将标准质粒进行
１０倍梯度稀释，每个标准品稀释６个梯度，以稀释
倍数的对数值为横坐标，Ｃｔ值为纵坐标，分别获得３
个质粒标准品的标准曲线。以１．７节提取的共生菌
基因组为模板，扩增体系如下：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭｉｘ
１２．５μＬ，模板２μＬ，引物各０．５μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ补齐
至２５μＬ。反应程序为：９４℃预变性１ｍｉｎ；９４℃变
性１０ｓ，５７℃（Ｎｏｄａ菌）或５６℃（季也蒙毕赤酵母）
或５５℃（异常毕赤酵母）退火３０ｓ，４０个循环。
１．１１　数据分析

灰飞虱在不同农药下死亡率及体重的数据统计

采用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１０与 ＤＰＳｖ７．０５软件，不同
组间进行单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），以
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ＬＳＤ算法进行多重比较分析差异显著性，有显著差
异（Ｐ＜０．０５），极显著差异（Ｐ＜０．０１）。所有数据
均用平均数±标准差表示。对灰飞虱死亡率、体重
及其体内共生菌数量相关性的分析采用软件 ＳＰＳＳ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｖ１９．０，以 Ｐｅａｒｓｏｎ算法，双变量 Ｔ检验分
析。用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１０制作不同农药对灰飞虱
死亡率、体重及其体内ＹＬＳ数量影响的变化图。

２　结果

２．１　灰飞虱ＹＬＳ的离体培养与生理生化特性
在离体培养实验所用的５种培养基中，只有在

ＹＰＤ培养基上分离得到了一株类酵母共生菌（图
１），该菌株呈乳白色，表面光滑并伴有芳香气味。
生理生化特性分析发现，该菌在４～３６℃下均可生
长，其中在２４～３２℃生长良好，２８℃为最适生长温
度。在ｐＨ２～１２范围内均可生长，最适 ｐＨ为 ７。
１２种碳源的同化的结果见表 ２，与酵母分类手册
（Ｋｕｒｔｚｍａｎｅｔａｌ．，１９９８）中异常毕赤酵母的描述基本
一致。

图１　在ＹＰＤ培养基上ＹＬＳ的分离纯化
Ｆｉｇ．１　ＩｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＹＬＳｏｎｔｈｅＹＰＤｍｅｄｉｕｍ

２．２　离体培养ＹＬＳ的分子鉴定及ＤＧＧＥ验证
采用１８ＳｒＤＮＡ通用引物ＮＳ１／ＮＳ８扩增得到一

条长 约 １７６６ｂｐ的 序 列 （ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号：
ＫＪ６５９８８４）（图２），通过同源性分析对比发现与 Ｐ．
ａｎｏｍａｌａ１８ＳｒＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｘ５８０５４）
具有极高的一致性（９９％），从系统进化树（图３）中
可以看出，我们分离到的此株 ＹＬＳ与 Ｐ．ａｎｏｍａｌａ
归为一类。ＤＧＧＥ图谱结果表明，以 ＩＴＳ３ＧＣＩＴＳ４
和ＮＦＧＣＮＲ为内引物扩增共得到１０条特异条带

表２　异常毕赤酵母菌在氮基础培养基上的碳源同化结果
Ｔａｂｌｅ２　ＣａｒｂｏｎａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＰｉｃｈｉａａｎｏｍａｌａ

ｏｎｙｅａｓｔｎｉｔｒｏｇｅｎｂａｓｅ

碳源

Ｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅ
生长情况

Ｇｒｏｗｔｈ
碳源

Ｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅ
生长情况

Ｇｒｏｗｔｈ

Ｌ阿拉伯糖
ＬＡｒａｂｉｎｏｓｅ

－
Ｄ鼠李糖
ＤＲｈａｍｎｏｓｅ

－

Ｄ果糖
ＤＦｒｕｃｔｏｓｅ

＋＋
Ｄ核糖
ＤＲｉｂｏｓｅ

－

Ｄ葡萄糖
ＤＧｌｕｃｏｓｅ

＋＋
Ｄ木糖
ＤＸｙｌｏｓｅ

－

Ｄ半乳糖
ＤＧａｌａｃｔｏｓｅ

－
Ｄ蔗糖
ＤＳｕｃｒｏｓｅ

＋

乳糖

Ｌａｃｔｏｓｅ
－

淀粉

Ｓｔａｒｃｈ
－

甘露醇

Ｍａｎｎｉｔｏｌ
＋＋＋

甘油

Ｇｌｙｃｅｒｉｎ
＋＋＋

＋＋＋：大量生长Ｖａｓｔ；＋＋：较多生长 Ｍａｊｏｒ；＋：少量生长 Ｌｉｔｔｌｅ；
－：不生长或基本不生长Ｎｅｇａｔｉｖｅ．

图２　离体培养ＹＬＳ１８ＳｒＤＮＡ的扩增条带
Ｆｉｇ．２　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆ１８ＳｒＤＮＡｆｒｏｍ

ｉｎｖｉｔｒｏｃｕｌｔｕｒｅｄＹＬＳ
Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：以ＮＳ１ＮＳ８为引物的扩增条带Ａｍｐｌｉｃｏｎ
ｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒＮＳ１ＮＳ８．

（图４），片段大小约２９８～３７７ｂｐ，其中既包含已报
道的Ｎｏｄａ菌、季也蒙毕赤酵母和假丝酵母，还包含
一些不能培养的真菌，以及本实验离体培养得到的

异常毕赤酵母菌（表３）。从而验证了异常毕赤酵母
菌在灰飞虱体内的存在。

２．３　不同杀菌剂对异常毕赤酵母的抑制作用
表４列出的是不同浓度杀菌剂下，灰飞虱体内

分离得到的 Ｐ．ａｎｏｍａｌａ在固体培养基上的生长情
况。７０％丙森锌的抑制效果最为明显，当浓度达到



２７６　　 昆虫学报ＡｃｔａＥｎｔｏｍｏｌｏｇｉｃａＳｉｎｉｃａ ５８卷

图３　基于１８ＳｒＤＮＡ构建的灰飞虱体内分离得到的ＹＬＳ与近缘种间的系统进化树
Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｄＹＬＳｆｒｏｍＬａｏｄｅｌｐｈａｘｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓａｎｄｏｔｈｅｒｃｌｏｓｅｒｅｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓｂａｓｅｄｏｎ１８ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

：本实验中分离得到的ＹＬＳ（ＹＬＳｉｓｏｌａｔｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ）．

表３　ＤＧＧＥ特异条带的鉴定

Ｔａｂｌｅ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃＤＧＧＥｂａｎｄｓ

序列长度

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｓｉｚｅ
（ｂｐ）

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ

最似序列物种名称及

其序列登录号

Ｎａｍｅｏｆｔｈｅｃｌｏｓｅｓｔｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｐｅｃｉｅｓａｎｄｔｈｅＧｅｎＢａｎｋ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．ｏｆｔｈｅ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

序列

一致性

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｉｄｅｎｔｉｔｙ
（％）

２９８ ＮＦＧＣＮＲ
Ｐｉｃｈｉａａｎｏｍａｌａ
（ＥＦ４２７８９３）

９９

３０５ ＮＦＧＣＮＲ
Ｃａｎｄｉｄａ

（ＨＱ９１６８６７）
９９

３０８ ＮＦＧＣＮＲ
Ｈｙｐｏｍｙｃｅｓｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍｕｓ

（ＡＦ２６７２３２）
９９

３７３ ＩＴＳ３ＧＣＩＴＳ４
Ｐｉｃｈｉａａｎｏｍａｌａ
（ＡＦ２１８９９１）

９９

３７７ ＩＴＳ３ＧＣＩＴＳ４
Ｐｉｃｈｉａｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ
（ＫＦ４６８１９２）

９９

３３５ ＩＴＳ３ＧＣＩＴＳ４
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｆｕｎｇｕｓ
（ＫＦ８００２９０）

９９

４００ｍｇ／Ｌ时 Ｐ．ａｎｏｍａｌａ不能生长，５０％戊唑醇 ＋
２５％肟菌酯的抑制效果其次，当浓度达到８００ｍｇ／Ｌ
时Ｐ．ａｎｏｍａｌａ不能生长，而氟吡菌胺 ＋霜霉威盐酸
盐、４０％嘧霉胺对Ｐ．ａｎｏｍａｌａ的抑制效果较弱。
２．４　不同农药对灰飞虱及其体内共生菌的影响

根据Ｐ．ａｎｏｍａｌａ对不同农药的敏感性，选取
Ｐ．ａｎｏｍａｌａ敏感的杀菌剂７０％丙森锌、５０％戊唑醇

图４　ＹＬＳ的ＤＧＧＥ图谱
Ｆｉｇ．４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＹＬＳｂｙｕｓｉｎｇＤＧＧＥ

１：以 ＮＦＧＣＮＲ为内引物扩增 １８ＳｒＤＮＡ区域片段 Ｔｈｅ１８ＳｒＤＮＡ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒｓＮＦＧＣＮＲ；２：以ＩＴＳ３ＧＣＩＴＳ４为内引物
扩增ＩＴＳ区域片段ＴｈｅＩＴＳｆｒａｇｍｅｎｔｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒｓＩＴＳ３ＧＣＩＴＳ４．
箭头所指为特异性条带。Ｔｈｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｅｘｃｉｓｅｄｓｐｅｃｉｆｉｃｂａｎｄｓ．

＋２５％肟菌酯，以及敏感性较差的４０％嘧霉胺进行
试验，以清水为阴性对照，杀虫剂吡虫啉为阳性对

照。实验结果显示（图５，表５），吡虫啉处理下灰飞
虱的死亡率达９８．３％，而两种杀菌剂７０％丙森锌、
５０％戊唑醇 ＋２５％肟菌酯对灰飞虱的影响明显，在
８００ｍｇ／Ｌ浓度下导致灰飞虱死亡率达４６％以上，且
处理后灰飞虱的体重也显著轻于其他处理。
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表４　不同杀菌剂对异常毕赤酵母的抑制作用
Ｔａｂｌｅ４　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓｏｎＰｉｃｈｉａａｎｏｍａｌａ

杀菌剂浓度

Ｆｕｎｇｉｃｉｄｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（ｍｇ／Ｌ）

７０％丙森锌
７０％ Ｐｒｏｐｉｎｅｂ

５０％ 戊唑醇＋２５％肟菌酯
５０％ Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ＋
２５％ ｔｒｉｆｌｏｘｙｓｔｒｏｂｉｎ

氟吡菌胺＋霜霉威盐酸盐
Ｆｌｕｏｐｉｃｏｌｉｄｅ＋ｐｒｏｐａｍｏｃａｒｂ
（６８７．５ｇａ．ｉ．／Ｌ）

４０％嘧霉胺
Ｐｙｒｉｍｅｔｈａｎｉｌ
（４００ｇａ．ｉ．／Ｌ）

５０ ＋＋＋ ＋＋

１００ ＋＋ ＋

２００ ＋ ＋

４００ － ＋ ＋＋＋ ＋＋＋

８００ － ＋＋＋ ＋＋＋

１６００ ＋＋＋ ＋＋

６４００ ＋＋＋ ＋＋

１２０００ ＋＋ ＋

＋＋＋：大量生长Ｖａｓｔ；＋＋：较多生长Ｍａｊｏｒ；＋：少量生长Ｌｉｔｔｌｅ；－：不生长或基本不生长Ｎｅｇａｔｉｖｅ．

图５　不同农药对灰飞虱成虫死亡率（Ａ）、体重（Ｂ）及其体内ＹＬＳ数量（Ｃ）的影响
Ｆｉｇ．５　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓｏｎｔｈｅｍｏｒｔａｌｉｔｙ（Ａ）ａｎｄｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ（Ｂ）ｏｆＬａｏｄｅｌｐｈａｘｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ

ａｄｕｌｔｓａｎｄｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆＹＬＳ（Ｃ）ｉｎｔｈｅｉｒｂｏｄｉｅｓ
ＹＬＳ数量为３种ＹＬＳ（Ｎｏｄａ菌、季也蒙毕赤酵母和异常毕赤酵母）的总数。ＴｈｅａｍｏｕｎｔｏｆＹＬＳｉｓｔｈｅｔｏｔａｌｏｆＹＬＳｏｆｔｈｒｅｅｓｔｒａｉｎｓ（Ｈｙｐｏｍｙｃｅｓ

ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍｕｓ，Ｐｉｃｈｉａｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ，ａｎｄＰ．ａｎｏｍａｌａ）．
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　　喷洒杀菌剂后灰飞虱体内的 ３种 ＹＬＳ（Ｎｏｄａ
菌、季也蒙毕赤酵母和异常毕赤酵母）的绝对荧光

定量ＰＣＲ测定结果表明（表５），杀菌剂处理后灰飞
虱体内的ＹＬＳ数量均显著低于对照组。经相关性
分析发现（表 ６），灰飞虱的死亡率、体重与其体内
ＹＬＳ的数量相关性显著，其中灰飞虱体内 ＹＬＳ数量

与其死亡率呈极显著负相关，与体重极显著正相关。

喷洒不同农药后灰飞虱死亡率、体重及其体内共生

菌数量的变化关系如图５所示，随着灰飞虱死亡率
的上升，灰飞虱体重及体内共生菌数量相应下降。

表明杀菌剂可以通过抑制灰飞虱体内的 ＹＬＳ而对
灰飞虱产生影响。

表５　不同农药对灰飞虱成虫死亡率和体重及体内ＹＬＳ数量的影响
Ｔａｂｌｅ５　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓｏｎｔｈｅｍｏｒｔａｌｉｔｙａｎｄｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆＬａｏｄｅｌｐｈａｘｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓａｄｕｌｔｓ

ａｎｄｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆＹＬＳｉｎｔｈｅｉｒｂｏｄｉｅｓ

农药

Ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ

浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（ｍｇ／Ｌ）

死亡率（％）
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

体重（ｍｇ）
Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ

体内ＹＬＳ的数量
ＡｍｏｕｎｔｏｆＹＬＳｉｎＬ．ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ

Ｎｏｄａ菌（×１０６）
Ｈｙｐｏｍｙｃｅｓ
ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍｕｓ

季也蒙毕赤酵母

（×１０３）
Ｐｉｃｈｉａｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ

异常毕赤母

（×１０２）
Ｐｉｃｈｉａａｎｏｍａｌａ

７０％丙森锌
Ｐｒｏｐｉｎｅｂ

４００ １５．０±１２．２ｄｅＤ １．１４５±０．０６３ａ ８．０４７±０．１８９ｂＡＢ １．８４９±０．１０８ｂＢ １．５５７±０．０７４ｂＢ

７０％丙森锌
Ｐｒｏｐｉｎｅｂ

８００ ４６．７±１４．１ｃＣ １．０３４±０．０２４ｂ ７．８３３±０．４６３ｂＡＢ １．３９８±０．０４３ｃＣ ０．３７３±０．０３４ｄＤ

５０％戊唑醇Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ＋
２５％肟菌酯Ｔｒｉｆｌｏｘｙｓｔｒｏｂｉｎ

４００ １５．０±１２．２ｄｅＤ １．１５４±０．０６９ａ ７．９００±０．２１９ｂＡＢ １．６８４±０．０３７ｂＢＣ １．３１９±０．０４１ｂｃＢＣ

５０％戊唑醇Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ＋
２５％肟菌酯Ｔｒｉｆｌｏｘｙｓｔｒｏｂｉｎ

８００ ６３．３±１１．２ｂＢ １．００７±０．０５７ｂ ５．６４０±０．３９４ｃＣ ０．５８７±０．１７９ｄＤ ０．３２４±０．０６１ｄＤ

４０％嘧霉胺
Ｐｙｒｉｍｅｔｈａｎｉｌ

８００ ２１．７±７．５ｄＤ １．１３１±０．０８０ａ ８．０３３±０．１６３ｂＡＢ １．７１７±０．１００ｂＢＣ １．１５４±０．０７９ｃＣ

吡虫啉

Ｉｍｉｄａｃｌｏｐｒｉｄ
４０ ９８．３±４．１ａＡ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

水 Ｗａｔｅｒ ６．７±８．２ｅＤ １．１７０±０．０９０ａ ８．６９７±０．３９８ａＡ ２．４７６±０．２３３ａＡ ２．１４２±０．３１９ａＡ

ＮＤ：未能检测到Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ．结果为平均值±标准差，３个重复，同一列不同小写字母表示存在显著差异（Ｐ＜０．０５，ＬＳＤ检验），同一列不同
大写字母表示存在极显著差异（Ｐ＜０．０１，ＬＳＤ检验）。Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓａｒｅｍｅａｎｓ±ＳＤｏｆｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ．Ｍｅａｎｓｗｉｔｈｉｎａｃｏｌｕｍｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｏｗｅｒｃａｓｅａｎｄｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０１）（ＬＳＤｔｅｓｔ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

表６　灰飞虱成虫死亡率、体重及其体内ＹＬＳ数量的相关性
Ｔａｂｌｅ６　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｏｒｔａｌｉｔｙａｎｄｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆＬａｏｄｅｌｐｈａｘｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓａｄｕｌｔｓａｎｄｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆＹＬＳｉｎｔｈｅｍ

死亡率

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ
体重

Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ
ＹＬＳ数量

ＡｍｏｕｎｔｏｆＹＬＳ

死亡率

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

Ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ １ －０．８６５ －０．９１３

Ｓｉｇ．（２ｔａｉｌｅｄ） ０．０１２ ０．００４
Ｎ ７ ７ ７

体重

Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ

Ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ －０．８６５ １ ０．９７６

Ｓｉｇ．（２ｔａｉｌｅｄ） ０．０１２ ０
Ｎ ７ ７ ７

ＹＬＳ数量
ＡｍｏｕｎｔｏｆＹＬＳ

Ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ －０．９１３ ０．９７６ １
Ｓｉｇ．（２ｔａｉｌｅｄ） ０．００４ ０

Ｎ ７ ７ ７
在０．０５水平（双侧）上显著相关Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｔｔｈｅ０．０５ｌｅｖｅｌ（２ｔａｉｌｅｄ）；在０．０１水平（双侧）上显著相关 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｔ
ｔｈｅ０．０１ｌｅｖｅｌ（２ｔａｉｌｅｄ）．

３　讨论

本实验从共生菌的离体培养入手，成功从灰飞

虱体内分离到一株 ＹＬＳ，经分子鉴定为异常毕赤酵
母Ｐ．ａｎｏｍａｌａ，同时该菌株的碳源同化能力与酵母
分类手册（Ｋｕｒｔｚｍａｎ，１９９８）中异常毕赤酵母的描述
基本一致。已有报道该菌存在于蚊类（Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ



３期 曹　伟等：灰飞虱体内类酵母共生菌异常毕赤酵母的分离培养及其对杀菌剂的敏感性 ２７９　　

ｓｔｅｐｈｅｎｓｉ， Ａｎ． ｇａｍｂｉａｅ， Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ和 Ａｅ．
ａｌｂｏｐｉｃｔｕｓ）体内，并对控制蚊虫疾病的传播具有重要
的作用（Ｒｉｃｃｉｅｔａｌ．，２０１１），但在灰飞虱中的发现尚
属首次。由于共生菌的离体培养存在重复性差、易

污染等问题，本实验反复多次并利用不同酵母培养

基进行实验操作，均在 ＹＰＤ培养基上获得该菌株，
且该菌株可以稳定传代培养。本研究组前期证实

ＤＧＧＥ技术可用于分析褐飞虱体内 ＹＬＳ的多样性。
为了验证该菌株并非实验操作中污染所致，本文以

灰飞虱为研究对象，通过 ＤＧＧＥ检测不仅有前人已
发现了的Ｎｏｄａ菌和季也蒙毕赤酵母，还发现了假丝
酵母及其他不能培养的真菌。不仅说明 ＤＧＧＥ技
术分析飞虱共生菌种群的有效性，更重要的是发现

了异常毕赤酵母，验证了该菌株在灰飞虱体内的存

在的真实性和体外培养获得异常毕赤酵母菌的准确

性。有研究表明，ＹＬＳ作为飞虱体内与飞虱在进化
过程中长期共生的微生物，在寄主的生长、繁殖过程

中起着十分重要的作用。本实验组前期从褐飞虱体

内分离的假丝酵母（Ｐａｎｇｅｔａｌ．，２０１２），已成为研究
褐飞虱适应外界环境变化的重要检测指标。因此，

本研究离体培养获得的 Ｐ．ａｎｏｍａｌａ有望成为研究
灰飞虱的重要指示微生物，通过其生物学功能及代

谢途径研究有助于阐明该菌株与寄主特定的互作关

系以及灰飞虱变异机制。

灰飞虱一直是我国重要的农业害虫，但是多年

来过分地依赖于化学农药的使用，不仅导致了较为

严重的环境问题，同时也导致了灰飞虱产生严重的

抗药性，防治难度不断上升，寻找新的治虫途径迫在

眉睫。本研究检测了 Ｐ．ａｎｏｍａｌａ对不同杀菌剂的
敏感性，发现 Ｐ．ａｎｏｍａｌａ对７０％丙森锌和５０％戊
唑醇＋２５％肟菌酯两种杀菌剂较为敏感。本实验用
喷洒７０％丙森锌、５０％戊唑醇 ＋２５％肟菌酯两种杀
菌剂的麦苗饲喂灰飞虱，结果发现：与对照组相比，

实验组灰飞虱体内的３种 ＹＬＳ数量明显减少，从而
导致灰飞虱的体重降低、死亡率明显上升，且随着杀

菌剂的测试浓度的提高，３种 ＹＬＳ的数量减少更为
明显，灰飞虱的死亡率与体内 ＹＬＳ的数量呈负相关
趋势。本实结果证实，以Ｐ．ａｎｏｍａｌａ为靶标微生物
筛选的杀菌剂可作用于灰飞虱体内的 ＹＬＳ从而降
低灰飞虱的活力，实验结果为“抑菌防虫”提供了新

的理论依据，也为今后减少杀虫剂的使用，开发杀虫

剂和杀菌剂混合剂型生物农药防治灰飞虱提供了新

思路。
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