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摘要：采用形态学方法对 %株从自然罹病死亡的椰心叶甲虫尸上分离到的致病菌株 &’(#和 )*+进行了鉴定，发现

%个菌株在菌丝、瓶梗和分生孢子等形态特征上与金龟子绿僵菌小孢变种基本一致，可将 %个菌株鉴定为金龟子绿
僵菌小孢变种。基于 &’(#和 )*+菌株和其它 $#个代表绿僵菌主要种或变种菌株 ,&-.上 /01#2!3412/01%区序列构
建的最大简约树显示，&’(#和 )*+菌株均聚在金龟子绿僵菌小孢变种所构成的分支中，这为 %个菌株形态学鉴定
结果提供了分子依据。
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在中国椰心叶甲（+(’2)1>6% ,’2.1>>1<%（8BGH,K））
属于外来有害生物，该外来有害生物在华南地区给

棕榈科植物特别是椰子树造成极大危害［#］，从自然

罹病死亡的椰心叶甲虫尸中分离致病真菌用于防

治，是椰心叶甲防治的重要策略。我们对 %株从自
然罹病死亡的椰心叶甲虫尸分离到的且经过生物

测定确定为致病菌的菌株即 &’(#和 )*+，依据形态
学分类鉴定方法进行了鉴定，在此基础上测定了 %
个菌株 ,&-.的 /01#2!3412/01%区域序列，并与相近
种的一些菌株 /01#2!3412/01%区域序列一起进行了

聚类分析，以期从形态学和分子水平上确定 %个致
病菌株的正确归属，为进一步分离和筛选椰心叶甲

高致病力菌株提供理论指导。

; 材料与方法

;<; =>?;和@+A菌株的培养和形态观察
&’(#和 )*+ 菌株分别分离自海南儋州和海口

采集到的自然罹病死亡的椰心叶甲虫体，% 个菌株
经单孢分离纯化后，转接于 1&.D（+_葡萄糖、#_
蛋白胨、%_琼脂）和 VV&.培养基（马铃薯葡萄糖琼
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脂培养基加 !"蛋白胨）上培养，#$ % &$后挑取少量
菌丝体和分生孢子制片，在 ’()*+ ,-( 显微镜上用
&-- .倍数观察和拍照。
!"# 菌丝体基因组 $%&的提取
从 //01培养基平板上刮下 02-! 和 34& 菌株

的孢子粉分别接于 !--56 马铃薯葡萄糖培养液中
（78-56锥形瓶装），在 7,9、7--:;5(+的摇床上振荡
培养 #$ % 8$ 后，真空抽滤收集菌丝体，保存于 <
7-9冰箱中备用。菌丝体基因组 0’1的提取参照
刘少华等［7］尿素提取法。提取的 7 个菌株基因组
0’1经琼脂糖凝胶电泳检测和紫外分光光度仪测
!"7=-值后，将样品稀释至约 !-+>;!6备用。

!"’ ($%&的 )*+!,-".+,)*+#区域 /01扩增
采用 ?@::4+［#］等 :0’1的 ABC!D8E,CDABC7区域扩

增引物 BF,!（8GDHBBB??HB1HHBH11??BH?D#G）和
1I7!（8GD1B1BH?BB11HBB?1H?HHHBD#G）对 02-!和
34&两个菌株基因组 0’1进行扩增，扩增反应体系
为：!- . /?J I@KKL: 8!6（含 7-55*M;6 3>?M7），$’B/N
（各 8- 55*M;6）&!6，7-!5*M;6正反向引物各 !E-!6，
B4O 0’1 P*MQ5L:4NL（7 R;!6）-ES!6，!-+>;!6 模板
0’1 !E-!6，最后以重蒸水补足至 8-!6。扩增反应
条件为：T&9预变性 85(+，T&9变性 #-N，=89退火
#-N（每循环降 !9），S79延伸 !5(+，!8个循环，然后
T&9变性 #-N，8-9退火 #-N，S79延伸 !5(+，#8个循

环，最后 S79延伸 !-5(+。
!"2 /01扩增产物的克隆与测序

/?J扩增产物采用北京鼎国生物技术有限公
司 0’1片段回收试剂盒回收纯化后，按照宝生物工
程 P30D!,B ULVW*:试剂盒说明，取适量回收 0’1片
段与 !@6 /30D!,B 载体在 !=9循环水浴锅连接过
夜，重组质粒转化 # X $%&’ Y6!DIM@L 菌株，挑取经酶
切鉴定和 /?J检测为阳性的菌落寄往宝生物工程
大连有限公司测序部测序。

!"- $34!和562菌株 )*+!,-".+,)*+#区域序列比
对与聚类分析

将 02-!和 34& 菌株 :0’1的 ABC!D8E,CDABC7区
域序列与从 HL+I4+)数据库下载的 #! 个代表绿僵
菌主要种或变种的菌株和 ! 个球孢白僵菌菌株
:0’1 的 ABC!D8E,CDABC7 区域序列（表 !）使用
I(*Z$(WSE-中 ?M@NW4M F 程序进行比对，完成比对后
人工删除 8G和 #G端非可比对序列并进行必要的校
对。将上述经过比对的序列使用聚类分析软件

/4@P&E- [LW4!-按最大简约 3/（34\(5@5 /4:N(5*+Q）
法进行聚类分析，使用启发式搜索，树二等分再连

接分支交换（BJI），各种核苷酸替代同等加权，空位
（>4PN）视为信息缺失（5(NN(+> (+K*:54W(*+），自展检验
（[**WNW:4P 4+4MQN(N）重复 !---次。

表 ! 789:69;数据库下载的参照菌株 ($%&,)*+序列信息

菌种学名 菌株 HL+I4+)登录号 菌种学名 菌株 HL+I4+)号

()*+,)-’* .*//’*0* ]A 7TS 1]!#T,8= 1 X *0’/%2&’*) ^4: X *0’/%2&’*) ]A !-7T 1]!#87!-

1)3*-4’5’+6 *&.+6 ]A 34] 1]!#S-=S ]A !-T! 1]!#87!&

1 X 7&*,%,’-’8) 9:2) # ]A !87 1]!#T,88 ]A !-&8 1]!#87!#

]A !!S# 1]!#T,8& ]A !-7S 1]!#&!8-

1 X 7&*,%,’-’8) X ^4: X 0%,*5)*&*08’$+6 ]A !!7& 1]!#T,87 ]A !-#! 1]!#87!!

]A !!78 1]!#T,8# ]A !!8= 1]!#87!=

1 X 7&*,%,’-’8) X ^4: X 2)624’;+6 ]A S7 1]!#T,8- ]A !=# 1]!#=#S8

1 X 7&*,%,’-’8) X ^4: X 6’0+/ ]A !!S7 1]!#,7S7 ]A 7-# 1]!#=#S=

]A &-# 1]!#,7S! ]A 7# 1]!#S-88

1 X 7&*,%,’-’8) ^4: X 7&*,%,’-’8) ]A &-7 1]!#,7=, ]A #7, 1]!#S-8S

]A &-8 1]!#,7=S ]A !-#& 1]!#87!7

1 X *0’/%2&’*) ^4: X *$-’8+6 ]A T,S 1]!#S-=7 ]A !!!& 1]!#87!8

]A !-7, 1]!#S-=& ]A !!& 1]!#S-8&

1 X *0’/%2&’*) ^4: X &)2’8’%3+6 ]A !&S 1]!#S-=8 ]A 7-, 1]!#=T7,

]A !-&7 1]!#S-== 1 X *0’/%2&’*) ^4: X 6*<+/ ]A #,, 1]!#S-=-

1 X *0’/%2&’*) ^4: X *0’/%2&’*) ]A S-- 1]!#S-8= ]A #,T 1]!#S-=!
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! 结果与分析

!"# $%&#和’()菌株形态观察
!"#菌株菌丝分枝，有隔，无色光滑，宽 $%$!&

’ (%$!&；分生孢子梗单生或分枝，分枝顶端具 $ ’ )
个柱形的瓶梗，大小为（)%$ ’ *%+）!& ,（$%) ’ (%$）

!&，其上产生向基式的分生孢子链；单个分生孢子
无色，柱形两端钝圆，大小为（#%) ’ -%.）!& ,（/%- ’
$%*）!&（图 /）。其在 0012上菌落呈绒毛状，菌落
边缘白色，中央产生暗绿色分生孢子层，$34 5 /4
培养 36 左右，菌落直径约为 (%)7&，培养 /#6 菌落
直径约为 3%.7&。18+/菌株的菌丝、分生孢子梗、瓶
梗和分生孢子等形态特征基本与 !"#菌株一致（图
$）；但生长较慢，在 0012上 $34 5 /4培养 36菌落
直径约为 (%/7&，培养 /#6 菌落直径约为 .%-7&。
!"#和 18+/ 菌株在 912:培养基上培养菌落呈棉
絮状，其上分生孢子层薄，气生菌丝层较厚。上述 $
个菌株的形态特征与 ;<==>7?和 1@ABC@等［#，)］描述的
金龟子绿僵菌小孢变种 !"#$%&’(’)* $+’,-./’$" B"@
$+’,-./’$"基本一致，因而依据形态学特征可将 $个
菌株鉴定为金龟子绿僵菌小孢变种。

图 / 18+/菌株分生孢子形态

图 $ !"#菌株分生孢子形态

!"! $%&#和’()菌株 *+,#-."/,-*+,!区域克隆及
测序结果

采用 0DE 方法扩增 18+/ 和 !"# 菌株 F;9/G
)%-9GF;9$区域并进行克隆测序，结果表明所扩增的
$个菌株 F;9/G)%-9GF;9$区域均为 )#3HI，将序列提
交至 JCKL"KM，分别获得登录号为 1N.)+3+- 和
1N.)+3+*。

!"0 *+,#-."/,-*+,!序列比对和进化树构建
经过 LA>O6AP3%+软件包中的 D=<QP"= R程序排序

后，F;9/G)%-9GF;9$序列总长度为 .(3，其中变异位
点为 $$.，信息位点为 /)# 个，将 F;9/G)%-9GF;9$ 作
为一个共同的数据矩阵运用 0"<I# HCP"/+软件以 SF
$*3 菌株（ 0"$)1"%’$ 2$,,’$+$）作为功能性外分支
（S<K7PA>K"= ><PT@><I）进行运算，将空位处理作数据缺
失（!AQQAKT）得到一个最简约树（图 (），这个简约树
总步长为 (*( 步，一致性指数 DF U +%3---，保持性
指数 EF U +%--//。

图 ( 基于 @1V2GF;9序列构建的绿僵菌属最大简约树
! W $ U !"#$%&’(’)* $+’,-./’$"，! W 3 U !"#$%&’(’)* 3/$1-1’%’4"，分支上

的数值代表大于 )+X的自展支持率

!") $%&#和’()菌株分类地位研究
由最大简约树可见绿僵菌属的种或变种可以

聚成两个主要分支，/ 个分支（D="6C /）由白色绿僵
菌 !"#$%&’(’)* $/2)* 0CP7? 和 黄 绿 绿 僵 菌
!"#$%&’(’)* 3/$1-1’%’4" J"&Q Y E>8QZI"= #个变种和 O
型组成，其支持率为 )+X，另 /个分支（D="6C $）由金
龟子绿僵菌 !"#$%&’(’)* $+’,-./’$"（!CPQ7?KW）9>@>MAK
的 #个变种组成的，支持率为 /++X，该分支又可分
为 #个亚分支，金龟子绿僵菌小孢变种 !"#$%&’(’)*
$+’,-./’$" B"@ $+’,-./’$" 和 大 孢 变 种 !"#$%&’(’)*
$+’,-./’$" B"@ *$5), 各占其中 / 个亚分支（D="6C $ [
(，$ [ #），支持率均为 **X，本研究 18+/ 和 !"# 菌
株落在金龟子绿僵菌小孢变种所在的亚分支上。

0 讨论

本研究采用形态学鉴定方法对 $个菌株菌丝，
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分生孢子梗和分生孢子的形状颜色等形态特征进

行了观察，发现 !个菌株的形态特征与 "#$$%&’描述
的金龟子绿僵菌小孢变种形态特征基本一致，因而

鉴定为金龟子绿僵菌小孢变种。在此基础上测定

了 ! 个菌株的 (")*+,-.)+(")! 区域序列，并与绿僵
菌其它种或变种代表性菌株的 (")*+,-.)+(")!区域
序列一起进行聚类分析，研究它们在绿僵菌属中的

分类地位，结果所构建最大简约树将 !个菌株聚在
金龟子绿僵菌小孢变种类群中，这就从分子水平上

支持了 !个菌株为金龟子绿僵菌小孢变种，与形态
学鉴定结果正好得以相互验证。

不同种或变种的绿僵菌在地理分布和寄主范

围上有所差异，现已知金龟子蚱蜢变种 !"#$%&’(’)*
$+’,-./’$" /01 2 $0%’1)* 只侵染蚱蜢和蝗虫［3］，金龟子
绿僵菌大孢变种 !"#$%&’(’)* $+’,-./’$" /01 2 *$2), 主
要分离自鞘翅目的二疣犀甲（3%40#", %&’+-0"%-,）、蛴
螬类和同翅目的蝉［3，4，5］寄主范围相对较窄。金龟

子绿僵菌小孢变种不仅地理分布广泛，而且寄主范

围也广［3］，已知寄主有等翅目、鞘翅目、直翅目、半

翅目及鳞翅目的多种昆虫。我们对鉴定为金龟子

绿僵菌小孢变种的 !个菌株进行了室内虫效实验，
结果表明 678* 和 903 可以侵染直翅目的蝗虫、鳞
翅目的甘蔗二点螟、等翅目的白蚁、半翅目的蟑螂，

这在一定程度上支持 678*和 903菌株为金龟子绿
僵菌小孢变种。
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我国微生物学开山大师的传记———《国士无双伍连德》

整整 *88年前，一位 !.岁的剑桥医学博士从海外回到贫穷落后的祖国，把自己一生中的大部分工作岁
月献给了祖国的医学事业，导演了一幕幕可歌可泣的真实故事。他就是伍连德———我国微生物学开山大

师。

伍连德是我国近代微生物学的开山大师和近代卫生防疫事业的奠基人。梁启超在 *J!3年说：“科学输
入垂 ,8年，国中能以学者资格与世界相见者，伍星联博士一人而已。”
半个世纪以来，这是我国第一本介绍这位爱国、勤奋，精力旺盛而又功绩卓著的科学家的传记。作者试

图从大历史的角度，通过伍连德一生的曲折经历，展现现代医学在中国的传奇进程。有志为祖国科学事业

献身的当代青年，有意了解我国医学防疫事业开创历史的读者，从本书中将获得许多知识。

作者王哲，旅美华人医学博士，根据大量翔实史料，用流畅的文笔撰写了这本传记，韩启德院士为本书

写了序言。此书已于 !885年 ;月由福建教育出版社出版（书号：J5. N 5 N ,;;3 N 34,; N 4），定价 !J-.8元。
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