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摘  要：【背景】莱氏绿僵菌(Metarhizium rileyi)对新入侵我国的草地贪夜蛾(Spodoptera frugiperda)
具有较强的致病力和田间流行性，因此具备深入开发的价值。【目的】优化莱氏绿僵菌 SZCY 固态

发酵培养条件，测定所产分生孢子对草地贪夜蛾幼虫的毒力，为提高该菌株分生孢子规模化生产

奠定基础。【方法】采用单因素试验确定了相对适宜的固态培养基，利用 Box-Behnken 响应面法优

化该菌株的固态培养基和发酵参数，同时评价不同条件下该菌所产分生孢子对草地贪夜蛾幼虫的

毒力。【结果】去颖稻谷(rice)为莱氏绿僵菌 SZCY 菌株固相产孢最佳载体。培养温度、光周期及酵

母浸粉含量是影响莱氏绿僵菌 SZCY 固态发酵产孢量的主要因素。莱氏绿僵菌 SZCY 固态发酵最

佳工艺参数为温度 22.83 ℃、光周期 18.68 h L:5.32 h D、酵母浸粉 4.98 g/100 g，在此条件下，莱

氏绿僵菌在去颖稻谷固态培养基上的产孢量为 5.65×1010 孢子/g，用其制备浓度为 107 孢子/mL 的

孢子悬浮液，对草地贪夜蛾 3 龄幼虫的 LT50 为 3.88 d。【结论】害虫生防真菌莱氏绿僵菌 SZCY 菌

株以去颖稻谷为固态培养基的发酵培养条件，该条件下产孢量大且对草地贪夜蛾幼虫毒力强，具

有广阔的开发应用前景。 
关键词：莱氏绿僵菌；响应面法；固体发酵；分生孢子产量；毒力  
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Abstract: [Background] The insect-pathogenic Metarhizium rileyi shows promising potential 
for controlling the virulent exotic Spodoptera frugiperda which infests crops, particularly maize. 
Thus, this fungal species should be further developed. [Objective] To optimize the solid-state 
fermentation conditions of M. rileyi SZCY, determine the virulence of the yielded conidia to   
S. frugiperda, and thus lay a basis for the large-scale production of the conidia. [Methods] The 
single-factor experiment and Box-Behnken design were used to optimize the solid-state 
fermentation medium factors and fermentation parameters. The virulence of the conidia yielded 
under different conditions to the 3rd instar larvae of S. frugiperda was evaluated. [Results] 
Husked rice was the best fermentation medium for SZCY, as the conidium yield was the highest. 
The culture temperature, photoperiod, and content of yeast extract powder were the main factors 
affecting the sporulation of SZCY in solid-state fermentation. The optimal fermentation 
parameters for solid-state fermentation are as follows: culture temperature of 22.83 ℃, 
photoperiod 18.68 h L:5.32 h D, and yeast extract powder of 4.98 g/100 g. Under these conditions, 
the conidium production of SZCY on husked rice was 5.65×1010 conidia/g and the LT50 of the 
suspension (107 conidia/mL) for the 3rd instar larvae of S. frugiperda was 3.88 days. 
[Conclusion] The optimal medium for solid-state fermentation of SZCY was husked rice. With 
this medium and the optimal fermentation parameters, the conidium yield was higher and the 
yielded conidia show strong virulence to S. frugiperda. Therefore, SZCY should be further 
developed for biocontrol. 
Keywords: Metarhizium rileyi; response surface methodology; solid-state fermentation; conidium 
yield; virulence 
 

莱氏绿僵菌(Metarhizium rileyi)，旧称莱氏野

村菌[Nomuraea rileyi (Farlow) Samson]，也称莱氏

蛾霉或绿色穗霉[1-3]，是一种重要的昆虫病原真

菌，可寄生多种昆虫，如斜纹夜蛾(Spodoptera 
litura)、银纹夜蛾(Argyrogramma agnata)和甜菜

夜蛾(Spodoptera exigua)等，尤其对夜蛾科类害

虫具有较强的致病作用，是当前国内外研究和

应用最多的虫生真菌之一[4]。该真菌分生孢子

附着于寄主昆虫体表，萌发产生芽管穿透昆虫

体壁进入体腔引起昆虫死亡。因其致病作用强

且能引起害虫流行病，可在短期内有效遏制害

虫种群数量的增加，将害虫种群数量控制在经

济阈值之下，所以其具备良好的开发潜力及市

场应用前景。草地贪夜蛾(Spodoptera frugiperda)
自 2019 年在云南省普洱市江城县玉米田首次

被发现以来，已在我国 20 多个省(自治区/直辖
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市)发现，并已成为影响我国玉米产量的重要因

素，我国每年因草地贪夜蛾危害经济作物所造

成的损失可达 100 亿元人民币[5-7]。 
目前市场上尚未见有莱氏绿僵菌制剂，其

主要原因是在传统虫生真菌培养条件下该菌生

长缓慢、产孢量较低 [8]。莱氏绿僵菌的毒力与

分生孢子的质量紧密相关，分生孢子质量的高

低受发酵条件和发酵技术的影响 [9]。此外，产

孢量是筛选高质量生物防治菌株的重要依据之

一[10]。因此，优化发酵培养条件对筛选有生防

潜力的菌株显得尤为重要。在实际生产中，莱

氏绿僵菌分生孢子制剂主要是通过液体发酵、

固体发酵和液-固双相发酵技术来获得，目前多

通过液-固双相发酵技术进行规模化生产，该技

术充分结合液体深层发酵和固态发酵的优势，

除了成本低廉、操作技术简单外，还保持了菌

丝体的自然生长状态[11-12]。利用液-固双相发酵

技术不仅可以减少污染，还能大幅度缩短发酵

周期[13-16]，但当前主要是通过优化固态发酵培

养基成分来提升莱氏绿僵菌分生孢子的产量与

质量[12,17-18]。然而，除固态培养基成分外，影响

昆虫病原真菌固态发酵的因素还有培养温度、光

周期、接种量等[12]。因此，探究莱氏绿僵菌固

态发酵过程中适宜的内部营养因子、外界环境因

子及内外各项因子间的交互作用十分必要。 
现代数学中的统计优化技术已逐步广泛应

用于优化微生物培养工业[19-21]。其中，响应面

法因其可以模拟出连续的三维变量曲面模型，

并且可以分析出影响微生物生长各项因素间的

交互作用，已成为优化微生物培养工艺中常见

的方法之一[22]。Bhanu 等[23]利用响应面法以每

克基质产孢量作为响应值，优化出适宜金龟子

绿僵菌生长的固态培养基；张婧迪等[11]应用响

应面设计法优化建立了有利于提升金龟子绿僵

菌分生孢子产量及质量的固态培养基。由此，

利用响应面法建立数学模型对昆虫病原真菌固

态发酵培养条件优化具有良好的可行性。 
本研究利用前期所筛选的最适液态发酵条

件，获得了莱氏绿僵菌 SZCY200812 的高质量

发酵液。测定不同固态培养基底物对菌株产孢

量、分生孢子萌发及含水量的影响，然后采用

Plackett-Burman 试验对培养菌株的温度、光周

期、接种量、稻壳配比、酵母浸粉含量、麦芽

糖含量、无机盐类助剂和发酵时间等因素进行

测定，筛选影响该真菌固态发酵产孢的主要因

素，再采用最陡爬坡试验寻找响应面试验的中

心点，通过响应面法模拟建立三位变量曲面的

固态发酵模型优化得到最佳固态发酵条件。最

后，通过测定各处理莱氏绿僵菌所产分生孢子

对草地贪夜蛾 3 龄幼虫的毒力，进而评估固态

发酵生产分生孢子质量及发酵培养效果。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

供试菌株为本实验室分离纯化的莱氏绿僵

菌 SZCY200812 菌株，该菌株分离自云南省曲靖

市师宗县彩云镇玉米田(104°5′3″N，24°29′25″E，
海拔 1 341 m)罹病草地贪夜蛾幼虫。 

供试培养基为 SMAY 培养基[24]。 
供试培养液为 SDY 培养液[24]。 
供试固态培养基[25]：去颖稻谷固态培养基

为去颖稻谷 100.0 g，植物调和油 5.0 mL；稻谷固

态培养基为稻谷粒 100.0 g，植物调和油 5.0 mL；

玉米粒固态培养基为玉米粒 100.0 g，植物调和

油 5.0 mL；大豆固态培养基为大豆 100.0 g，植

物调和油 5.0 mL。 
麦芽糖、葡萄糖、蛋白胨、酵母浸粉等试

剂，国药集团化学试剂有限公司。恒温摇床，

上海知楚仪器有限公司；立式压力蒸汽灭菌器，

上海申安医疗器械厂；超清工作台，苏州安泰
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空气技术有限公司；光照培养箱，广州恒立实

验室设备科技有限公司。 

1.2  菌株的培养与保存 
采用划线法将莱氏绿僵菌 SZCY200812 菌

株接种至 SMAY 培养基，25 ℃、全光照 3 000 lx
培养箱中倒置培养 5 d。菌种的保存采用低温干

燥法将菌株孢子与无菌沙土充分混匀，并置于

−80 ℃条件下保存[26]。 

1.3  固液态培养基的制备与筛选 
液态培养基制备：依照 1.1 配制培养液，调

整初始 pH 值为 6.7，经 101 kPa 高压蒸汽灭菌

15 min 后备用。 
发酵液制备：将接种于培养基上的莱氏绿僵

菌 SZCY 菌株置于 25 ℃、全光照 3 000 lx 的培养

箱中倒置培养 7 d 后，取长势良好的莱氏绿僵菌

分生孢子，转至盛有 101 mL SDY 液体培养基的

250 mL 锥形瓶中 (终浓度为 107 CFU/mL)，
24.8 ℃、181 r/min 全光照 3 000 lx 条件下培养 5 d
后备用。 

固态培养基制备：称取固态培养基原料，

浸泡 12 h 后沥去多余水分。然后量取相应体积

的植物调和油，置于灭菌袋中充分混匀后，于

101 kPa 灭菌 30 min，冷却至室温后备用[25]。 
固态发酵制备：待制备固态培养基其冷却至

室温后，按 0.5 mL/g 的比例接入发酵液，充分

混匀后转入灭菌后的浅盘内，置于(25±1) ℃，湿

度为(75±5)%，全光照条件下培养，定期观察其

生长情况。待菌株生长 15 d 后收集分生孢子粉，

依据对分生孢子各项指标的测定结果利用方差

分析对其质量进行评估，以筛选出最佳固态发

酵培养基，重复 5 次[27]。 

1.4  Plackett-Burman 试验设计 
采用 Plackett-Burman (PB)设计对温度(X1)、

光周期(X2)、接种量(X3)、稻壳配比(X4)、酵母

浸粉含量(X5)、麦芽糖含量(X6)、无机盐类助剂

(X7)和发酵时间(X8)等因素进行筛选。选取 N=12
的试验设计，对培养条件进行两水平因子的设

计：高水平为“1” (范围区间最大值)以及低水平

为“−1” (范围区间最小值)，并以每克基质产孢量

作为响应值(Y)，剩余变量用于估计试验误差[28]，

得出主要影响产孢量的因素。 

1.5  最陡爬坡试验设计 
根据 Plackett-Burman 所得的影响显著培养

质量的因素，设计最优的步长和爬坡方向，其

他因子的浓度为初始添加浓度，试验重复 3 次

取平均值，以此找到响应面试验的中心点[29]。 

1.6  响应面法优化发酵因素 
根据最陡爬坡试验设计所得响应中心点，

设计响应面分析试验[30-31]，利用 Design-Expert
对试验结果进行分析，得出各变量和响应值之

间关系的多项回归模型方程。多项回归模型方

程为：Y=b0+Σbixi+Σbijxixj+Σbiixi
2 

式中，Y 为响应值；b0 为常数项；bi 为一次项回

归系数；bij 是交互项回归系数；bii 是平方项回

归系数。 

1.7  验证试验 
将经响应面法计算所得出的最适培养条件

进行固态发酵试验验证，重复 5 次，用原培养

条件作为对照，定时观察生长情况将收集到不

同培养时间的分生孢子依据质量指标进行测

定，比较二者间差异。 

1.8  分生孢子产量和质量的测定 
产孢量：称取所收集到的分生孢子粉 1.0 g，

装入盛有 100.0 mL的 0.01% Tween-80无菌水锥

形瓶内，于 25 ℃、200 r/min 振荡 30 min。利

用血球计数板在光学显微镜下观察并计数，依

据公式计算每克孢子粉中的分生孢子数量[32]。 
分生孢子含水量测定：称取 0.3 g 分生孢子

粉于直径 50 mm 的铝制称量盒内，置于 120 ℃
干燥箱内烘干至恒重。冷却至室温后称重，两



 
518 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

者之差即分生孢子含水量[33]。 
分生孢子萌发率测定：将分生孢子粉转入上述

培养液中，置于温度为(25±1) ℃、转速 180 r/min、
全光照摇床上，培养 120 h，用血球计数板观察

各处理分生孢子的萌发率，每个处理重复 5 次，

每个重复观察 200 个分生孢子[27]。 
分生孢子毒力测定：采用浸虫法对 3 龄草

地贪夜蛾幼虫进行毒力测定。首先，将固态发

酵培养所得分生孢子粉置于 0.05% Tween-80 无

菌水中，制备浓度为 107 CFU/mL 的分生孢子菌

悬液。其次，取供试昆虫，在上述制备好的菌

悬液中浸渍 10 s，用灭菌滤纸吸干虫体多余菌

悬液后，移至皿底垫有湿润滤纸片的培养皿

(d=6 cm)中单头饲养，皿内放入新鲜玉米叶供

其取食，以 0.05% Tween-80 无菌水作为空白对

照。每处理设 3 组重复，每组重复接种 30 头    
3 龄幼虫。将处理后的幼虫置于(25±1) ℃，相

对湿度(75±5)%，光周期 14 h L:10 h D 的人工气

候箱中单头饲养，24 h 后记录死亡虫数，采用

Probit 方法计算致死中时 LT50 值
[5]。 

2  结果与分析 
2.1  不同固态培养基对莱氏绿僵菌 SZCY
产孢质量的影响 

由表 1 可知，莱氏绿僵菌 SZCY 在 4 种固

态培养基上于 25 ℃全光照条件下均能生长，但

产孢量、萌发率及孢子含水量之间存在差异。

其中，在去颖稻谷固态培养基上，莱氏绿僵菌

的每克基质产孢量最高达到 8.04×109 CFU/g，
极显著高于其他处理(P<0.01)；而且所产分生孢

子含水量最低，仅为 4.20%。玉米粒固态培养

基所产气生分生孢子每克基质产粉量、每克基

质产孢量及第 120 h 累计萌发率均极显著低于

其余处理(P<0.01)。 

2.2  Plackett-Burman 试验确定影响固态

发酵产孢量培养条件重要因素 
表 2 为 Plackett-Burman 试验结果，以莱氏绿

僵菌每克基质产孢量作为响应值(Y)，对数据进行

回归分析得出关于响应值多元一次回归方程：

Y=1.39×109−9.75×108A−5.58×108B+2.88×108C−
2.18×108D−1.99×108E−7.51×108F+7.39×107G，决

定系数 R2=0.929 1。 
使用 Design-Expert 14.0 软件对表 2 进行数

据分析后得到表 3。由表 3 可知，7 项试验变量

影响顺序由大到小依次为：培养温度、酵母浸

粉含量、光周期、接种量、麦芽糖含量、稻壳

配比和发酵时间，其中培养温度为极显著影响

因素。P<0.05 表示该变量为显著因素，在 7 项

试验变量中，外界环境温度、酵母浸粉含量、

光周期为构建模型的主要影响因子。 

 
表 1  不同培养基对莱氏绿僵菌 SZCY 产孢质量的影响 
Table 1  Effect of solid medium on the quality of sporulation of Metarhizium rileyi 
SZCY 固态培养基 
SZCY solid medium 

每克基质含孢量 
Number of conidia (×109 CFU/g) 

萌发率 
Germination rate (%) 

孢子含水量 
Water content (%) 

黄豆 Soy bean 4.33±0.12b 87.22±2.19bc 8.91±0.24a 

去颖稻谷 Rice 8.04±0.22a 99.56±0.44a 3.36±0.09c 

玉米粒 Corn grain 2.44±0.17c 80.73±3.43c 4.20±0.12b 

稻谷 Rough rice 4.90±0.25b 
F=141.36, P<0.01 

93.13±0.86ab 
F=14.85, P<0.01 

3.53±0.18bc 
F=245.10, P<0.01 

数据为平均数±标准误. 数据后小写字母表示差异达 1%显著水平 
Data are mean±standard error. Data followed by different lowercase letters indicate significant difference at 0.01 level. 
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表 2  PB 试验设计的变量与水平取值及试验结果  
Table 2  The variations and levels of Plackett-Burman design and its result 
试验 
序号 
Test  
No. 

试验因素 Experimental factors 每克基质 
产孢量 
Spore yield 
(×109 CFU/g) 

温度 
Temperature 
(℃) 

光周期 
Photoperiod 
(h) 

接种量 
Inoculation 
amount 

麦芽糖含量 
Carbon  
source 

稻壳配比 
Rice husk 
ratio 

酵母浸粉含量 
Nitrogen source 

发酵时间 
Fermentation 
time 

1 1 1 1 −1 −1 1 −1 4.11 
2 −1 1 1 −1 1 −1 1 29.71 
3 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 41.00 
4 −1 −1 −1 −1 1 1 −1 14.45 
5 1 −1 1 1 1 −1 −1 13.55 
6 −1 1 −1 1 1 1 1 8.27 
7 −1 1 1 1 −1 1 −1 6.28 
8 1 −1 1 −1 1 1 1 4.79 
9 1 1 −1 1 1 −1 −1 0.12 
10 −1 −1 1 1 −1 −1 1 42.79 
11 1 −1 −1 1 −1 1 1 0.96 
12 1 1 −1 −1 −1 −1 1 1.84 

 
表 3  方差分析表 
Table 3  ANOVA of Plackett-Burman design 
Source Sum of squares df Mean square F value P value 

Model 2.400×1019 7 3.429×1018 7.470 0.035 2 
A Temperature 1.140×1019 1 1.140×1019 24.840 0.007 6 
B Photoperiod 3.740×1018 1 3.740×1018 8.150 0.046 1 
C Inoculation amount 9.932×1017 1 9.932×1017 2.160 0.215 2 
D Carbon source 5.699×1017 1 5.699×1017 1.240 0.327 5 
E Rice husk ratio 4.784×1017 1 4.784×1017 1.040 0.364 9 
F Nitrogen source 6.760×1018 1 6.760×1018 14.730 0.018 5 
G Fermentation time 6.559×1016 1 6.559×1016 0.143 0.724 5 
Residual 1.835×1018 4 4.588×1017   
Cor total 2.584×1019 11    

 
2.3  不同固态发酵培养条件响应中心点确定 

根据回归方程 Y=1.397×109−9.745×108A− 
5.583×108B+2.877×108C−2.179×108D−1.997×108E−
7.505×108F+7.393×107G 可知，培养温度、酵母

浸粉含量、光周期因素在方程中系数为负数，

表明在该模型中存在负效应，最陡爬坡试验需

对其参数进行降低；由表 4 可知，试验 3 处

理组每克基质产孢量最高，因此利用该组数据

参数作为响应面设计中心点。  

2.4  响应面试验设计及结果分析 
根据最陡爬坡试验确定响应中心点(表 5)，

并拟合建立描述响应值(Y)与自变量间关系的多

项式模型，借助 Design-Expert 13.0 对表 6 中的

数据进行多元回归分析，得出莱氏绿僵菌 SZCY
固态发酵每克基质产孢量(Y)与自变量 A (温度)、
自变量 B (光周期)及自变量 C (酵母浸粉含量) 
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表 4  最陡爬坡设计试验结果 
Table 4  Results of the steepest ascent design 
experiment 
No. 温度 

Temperature 
(℃) 

光周期 
Photoperiod 
(h) 

酵母浸粉

含量 
Nitrogen 
source 

产孢量 
Spore yield 
(×1010 CFU/g) 

1 17 24 7 0.37 
2 20 22 6 2.68 
3 23 20 5 4.01 
4 26 18 4 3.92 
5 29 16 3 0.03 
 
表 5  响应面试验因素与水平 
Table 5  Factors and levels of response surface 
experiment 
水平 
Level 

A 温度 
A Temperature 
(℃) 

B 光照周期  
B Photoperiod 
(h) 

C 酵母浸粉含量 
C Nitrogen source 
(%) 

−1 20 12 3 
0 23 18 5 
1 25 24 7 
 
表 6  响应面试验设计与试验结果 
Table 6  Design and results of response surface 
experiment 
Run A 温度  

A Temperature 
(℃) 

B 光照时长 
B Photoperiod 
(h) 

C 酵母浸

粉含量 
C Nitrogen 
source (%) 

Y 产孢量 
Y Spore yield 
(×1010 CFU/g) 

1 20 24 5 0.81 
2 26 12 5 0.04 
3 26 18 7 0.29 
4 23 18 5 5.08 
5 23 18 5 4.89 
6 26 18 3 0.34 
7 23 24 7 2.68 
8 23 12 7 1.67 
9 23 12 3 1.31 
10 23 18 5 5.22 
11 23 18 5 5.65 
12 20 18 3 1.08 
13 23 18 5 5.17 
14 20 12 5 0.66 
15 23 24 3 3.07 
16 20 18 7 1.11 
17 26 24 5 0.11 

的回归方程为：Y=5.20−0.36A+0.373 7B−0.006 3C− 
0.02AB−0.02AC−0.187 5BC−0.032BD−3.14A2−1.66B2− 
1.36C2。 

根据上述所建立的回归方程描述响应值(Y)
与各因素间的关系时，全体自变量与因变量间

存在的线性关系显著，该多项式模型拟合方程

R2=0.983 8，决定系数在校正后 R2
adj=0.963 0，

表明所建立多项式模型方程可信度高，预测值

与实际值拟合度好，而且根据方差分析结果显

示该模型显著(P<0.001)，同时失拟项>0.05 说明

模型失拟项不显著。因此，该回归方程为莱氏

绿僵菌 SZCY 菌株最适固态发酵提供了适宜的

模型。对所建模型回归系数进行方差分析，发

现莱氏绿僵菌液态发酵所设计的 3 项自变量

中，二次项都达到极显著水平，说明所设计的

自变量均对产孢量的影响较大。 
根据 Design-Expert 13.0 所得做出响应面等

高线图如图 1 所示，自变量 A、B、C 均存在各

自的极值点，根据其极值点可以得到所建曲面

模型的最大点，对应 3 个自变量取最优试验点

的编码值分别为 A=−0.057、B=0.113、C=−0.009，
即温度为 22.83 ℃、光周期为 18.68 h L:5.32 h D，

酵母浸粉含量为 4.98%条件下，莱氏绿僵菌

SZCY 固态发酵于第 10 天，每克基质产孢量最

高预测值可达到 5.23×1010 CFU/g。 

2.5  不同处理组固态发酵所产分生孢子对

3 龄草地贪夜蛾幼虫的毒力测定 
由表 7 可知，利用不同条件所产分生孢子，

配制为同浓度孢子悬浮液接种处理草地贪夜蛾

3 龄幼虫后，对草地贪夜蛾 3 龄幼虫表现出明

显的毒力，但致死中时存在一定差异。在 23 ℃、

18 h L:6 h D、5%酵母浸粉条件下所产孢子致病

毒力最强，致死中时最短，仅为 3.74 d；在 26 ℃、

18 h L:6 h D、7%酵母浸粉条件下所产孢子毒力

最弱，致死中时最长，为 5.69 d。 
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图 1  两因素交互影响产孢量的响应面   A：光

照周期和温度的响应面图. B：酵母浸粉含量和温度

响应面图. C：酵母浸粉含量和光周期的响应面图 
Figure 1  Response surface of spore output of 
two-factor interaction. A: Photoperiod and 
temperature response surface. B: Nitrogen source 
and temperature response surface. C: Nitrogen 
source and photoperiod response surface. 

表 7  各处理所产分生孢子对 3 龄草地贪夜蛾幼虫

毒力测定 
Table 7  Toxicity of conidia by each treatment to the 
3rd instar larvae of Spodoptera frugiperda 
处理 
Treatment 

A 温度 
A Temperature 
(℃) 

B 光照周期 
B Photoperiod 
(h) 

C 酵母浸

粉含量  
C Nitrogen 
source (%) 

致死中时 
Median 
lethal 
time (d) 

1 20 24 5 5.21 
2 26 12 5 5.45 
3 26 18 7 5.69 

3.85 
3.74 
5.34 
4.59 
4.75 
4.83 
3.54 
3.77 
5.58 
3.89 

4 23 18 5 
5 23 18 5 
6 26 18 3 
7 23 24 7 
8 23 12 7 
9 23 12 3 
10 23 18 5 
11 23 18 5 
12 20 18 3 
13 23 18 5 
14 20 12 5 5.21 
15 23 24 3 4.16 
16 20 18 7 4.74 
17 26 24 5 5.35 

 
2.6  利用固态发酵验证发酵条件 

利用响应面法所得优化固态发酵条件，利

用去颖稻谷固态培养基，培养温度为 22.8 ℃，

光周期为 18.7 h L:5.3 h D，酵母浸粉含量为 5%，

进行莱氏绿僵菌 SZCY 固态发酵培养，培养第

10 天时基质产孢量可达到 5.48×1010 CFU/g，此

条件下所产分生孢子对草地贪夜蛾 3 龄幼虫致

死中时为 3.37 d，与所建立模型的预测值极为

相近。因此，该模型预测性和可靠性良好，并

且通过优化后固态发酵产孢量是优化前单一固

态发酵产孢量的 8 倍，进而可证明利用响应面

优化莱氏绿僵菌固态发酵工艺的可行性。 

3  讨论与结论 
莱氏绿僵菌作为一种重要的害虫生防真

菌，可寄生 200 多种害虫，尤其对夜蛾科害虫
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种群自然控制具有良好作用。莱氏绿僵菌是通

过分生孢子附着于昆虫体壁后对目标害虫进行

侵染[34-35]，因此，提高莱氏绿僵菌的分生孢子

产量是生物制剂开发应用的关键。 
本研究利用 Plackett-Burman 及 Box-Behnken

中心组合设计方法对草地贪夜蛾具有高毒力的

莱氏绿僵菌 SZCY 菌株固态发酵条件进行优

化。研究发现，通过 Plackett-Burman 方法确定

培养温度、酵母浸粉含量及光周期作为主要影

响固态发酵产孢量的因素。通过最陡爬坡试验

明确响应面试验的中心点。进一步利用响应面

法优化发酵参数过程中发现，上述三因子在不

同组合方式下，固态发酵产孢量和所产分生孢

子毒力均存在差异。据报道，在固态培养基中

加入大豆或去颖壳稻谷可明显提高莱氏绿僵菌

产孢量[12]。其原因可能是去颖稻谷不仅能够提

高固态发酵培养基的表面积并维持培养基湿度，

还含有丰富的淀粉、蛋白质和脂肪等物质，从而

提供充足营养物质供菌株生长[36-38]。在含去颖稻

谷的固态培养基中加入食用油后不仅可以防止

米粒间粘连，还可以适当补充定量氮源，保证

真菌正常生长 [17,39-40]。据报道，不同含量的外

源营养物质会影响昆虫病原真菌的分生孢子毒

力、产孢量、贮存时间等[41-43]，并且随着外界

环境条件和培养基成分的改变，将会影响昆虫

病原真菌不同基因型比例的改变，使菌株表现

型出现差异[44-45]。 
分生孢子毒力的强弱是孢子质量的重要评

价指标[12]。研究发现，利用建模所得理论最佳

固态发酵培养条件所产分生孢子毒力和产孢量

均为最佳，这与前人发现昆虫病原菌致病力与产

孢量成显著正相关的结论[46]相一致。Charnley[47]

研究发现，昆虫病原菌穿透昆虫表皮的过程是

由附着孢产生的机械压力及分解体壁物质的分

解酶等多因素共同调控。也有研究表明，昆虫

病原真菌毒力与菌株胞外酶活性相关[48]。因此

该培养条件可诱导莱氏绿僵菌 SZCY 菌株产生

更多胞外酶，使其毒力提升。 
本研究利用响应面法优化筛选的莱氏绿僵

菌固体发酵培养基及培养条件，分生孢子萌发

率高，而且对害虫的毒力强，从而解决了莱氏

绿僵菌生物制剂开发中优质分子孢子生产的技

术瓶颈。通过液-固双相发酵产孢技术能够在更

短时间内以低廉的成本将莱氏绿僵菌分生孢子

的产量及质量最优化。因此，液-固双相发酵产

孢技术不仅为莱氏绿僵菌的分生孢子产量提升

提供理论基础，还可为其他与莱氏绿僵菌同类

的昆虫病原真菌固相产孢条件提供参考。此外，

本研究为生物制剂的开发奠定了一定基础，但

未探究利用此培养条件进行继代培养后菌株毒

力的稳定性，这将是下一步继续深入探究的重

要内容。 
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