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摘  要  为了考察微生物农药白僵菌施用后在水稻系统中的生态安全性及其环境行为, 本文通过盆栽试验探

讨了施加不同浓度白僵菌孢子悬液[7.5×104 (孢子)·mL−1, 7.5×105 (孢子)·mL−1, 7.5×106 (孢子)·mL−1, 7.5×107 (孢

子)·mL−1]和化学农药乙酰甲胺磷对接种二化螟的水稻氧化还原状态及土壤氮循环相关的生物化学过程强度的

影响。结果表明, 白僵菌处理对土壤氨化作用和硝化作用具有一定刺激作用, 最大提高幅度分别为 12.4%和

36.8%; 对反硝化作用表现为低浓度促进、高浓度抑制。乙酰甲胺磷处理在第 10 d 时对土壤氨化作用、硝化作

用和反硝化作用的抑制率分别达到 18.6%、45.3%和 27.5%。乙酰甲胺磷处理后水稻 AsA︰DHA(还原态抗坏血 ︰酸

氧化态抗坏血酸)比值和 GSH︰GSSG(还原态谷胱甘肽︰氧化态谷胱甘肽)比值降低, 并伴随抗氧化能力的降

低。与此相反, 白僵菌处理能够提高 AsA︰DHA 和 GSH︰GSSG。H2O2 含量变化的结果表明二化螟接种和乙

酰甲胺磷处理会导致过氧化程度升高, 而白僵菌的施加缓解了二化螟引起的过氧化状态。本试验使用荧光定

量 PCR 对白僵菌的残留进行研究, 结果表明稻谷中并未有白僵菌残留, 白僵菌施用后对人类健康无害。上述

结果表明, 与化学农药乙酰甲胺磷相比, 白僵菌是一种环境友好型的微生物农药, 其中 7.5×104 (孢子)·mL−1 的

使用浓度效果较好。 
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Effects of Beauveria bassiana and acephate on rice antioxidant status  
and soil nitrogen circulation 
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(1. Jiangsu Engineering and Technology Research Center for Industrialization of Microbial Resources; Jiangsu Key Laboratory for 
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2. Nanjing Institute of Environmental Science, Ministry of Environment Protection, Nanjing 210042, China;  
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Abstract  Beauveria bassiana is a common entomopathogenic fungus with a global distribution. Isolates of B. bassiana can 
antagonize a variety of soil and plant pathogens. At present, studies have focused on B. bassiana insecticidal mechanism and 
symbiosis with plants. In order to investigate the ecological safety of B. bassiana and its environmental behavior in paddy systems, 
we conducted a potted trial to evaluate the effects of different concentrations of B. bassiana spore suspensions and chemical pesticide 
(acephate) on the redox state of rice and the intensity of biochemical processes related to soil nitrogen circulation. B. bassiana were 
expressed with the egfp gene (green fluorescent protein gene) through transformation with a vector, and real-time polymerase chain 
reaction (PCR) was used to detect B. bassiana in rice grains. To accomplish this, B. bassiana specific DNA primers (eGPF-F1/ 
eGFP-R1) were designed after the green fluorescent protein sequence marked B. bassiana. Amplification of B. bassiana DNA yielded 
a single 289 bp-long product using the eGPF-F1/eGFP-R1 primers. The detection limit was 10 fg·μL−1 of B. bassiana genomic DNA. 
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The pot experiments consisted of seven treatments — CK (blank control group), CS (Chilo. suppressalis larvae), B1 (B. bassiana at 
7.5×104 spores·mL−1 + CS), B10 (7.5×105 spores·mL−1 + CS), B100 (7.5×106 spores·mL−1 + CS), B1000 (7.5×107 spores·mL−1 + CS) 
and AE (acephate + CS). The results showed that B. bassiana stimulated the ammonification and nitrification of soils with maximum 
increases of 12.4% and 36.8%, respectively. Low concentration of B. bassiana facilitated denitrification, while high concentration 
inhibited denitrification. On the 10th day after treatment, acephate decreased ammonification, nitrification and denitrification rates by 
18.6%, 45.3% and 27.5%, respectively. After inoculation with C. suppressalis and acephate application, ratios of AsA︰DHA and 
GSH︰GSSG reduced with decreasing antioxidant capacity. In contrast, B. bassiana treatment increased AsA︰DHA and GSH︰

GSSG ratios. Changes in H2O2 content showed that C. suppressalis and acephate induced peroxidation, while B. bassiana reduced 
peroxidation intensity induced by C. suppressalis. Finally, B. Bassiana was not found in grains after RT-qPCR analysis. Overall, it 
was concluded that compared with chemical pesticide (acephate), B. bassiana was an effective and environment-friendly microbial 
pesticide. 
Keywords  Beauveria bassiana; Acephate; Rice; Redox state; Nitrification; Ammonification; Denitrification; Real-time PCR 
(Received Aug. 19, 2013; accepted Nov. 12, 2013) 

随着社会发展, 传统化学农药对农业做出了巨
大贡献, 但农药的大规模使用导致了一系列社会问
题和环境问题, 如食品的农药残留、环境污染等对
土壤微生物[1–3]、植物、昆虫及其他非靶标生物[4]造

成危害等。因此, 在评价及改良化学农药的同时, 迫
切需要利用生态学手段来开发较安全的生物农药 , 
以解决这一问题[5–6]。 

白僵菌(Beauveria bassiana)是一种典型的杀昆
虫真菌, 作为一种微生物农药在全世界广泛使用[7]。

其能够毒杀 700 多种昆虫[8], 对多种土壤和植物病
原菌具有拮抗作用 [9–10], 能够与多种植物共生 [11–15]

并能够诱导植物产生抗性。但是目前对于白僵菌施

用后对植物及土壤环境的影响尚不清楚。 
植物体内积累大量的活性氧会导致生物大分子

的氧化损伤, 造成对植物的伤害。抗坏血酸−谷胱甘
肽循环(AsA-GSH 循环)是植物体内重要的抗氧化系
统[16], 它通过 AsA︰DHA ( ︰还原态抗坏血酸 氧化

态抗坏血酸)、GSH︰GSSG ( ︰还原态谷胱甘肽 氧化

态谷胱甘肽)等维持细胞内的氧化还原环境, H2O2含量

的变化反映了植物过氧化的积累程度, 因此 AsA︰

DHA、GSH︰GSSG以及 H2O2可以用来评价外来环境

变化对植物生理水平的影响。土壤氨化作用、硝化作

用和反硝化作用对土壤氮循环至关重要, 反映土壤
的代谢活力, 可以作为评价土壤代谢变化的指标。 

水稻是我国乃至世界的主要粮食作物之一, 而
害虫如二化螟(Chilo suppressalis)等造成水稻大量减
产。由于微生物农药白僵菌和化学农药乙酰甲胺磷

对水稻害虫二化螟均具有毒杀作用, 但其作用机制
不同。因此我们通过在水稻上接种二化螟幼虫, 并
研究不同浓度白僵菌孢子悬液和化学农药乙酰甲胺

磷处理对水稻氧化还原状态及土壤氮循环的影响 , 
在同一体系中研究比较微生物农药和化学农药两种

不同类型农药的生态功能。另外, 白僵菌施用之后
是否会通过水平传播进入到果实中从而影响粮食安

全也是值得探讨的。本文针对绿色荧光蛋白的一段

序列设计引物, 使用荧光定量 PCR 研究水稻稻谷中
是否有白僵菌残留, 综合评价微生物农药白僵菌的
生态安全性, 为其安全使用提供理论依据和参考。 

1  材料和方法 

1.1  供试材料 
供试盆栽土壤取自南京师范大学植物园, 土壤

pH 5.97, 有机质 10.8 g·kg−1, 全氮 1.21 g·kg−1, 速效氮
98.64 mg·kg−1, 全磷 0.39 g·kg−1, 速效磷 24.67 mg·kg−1, 
全钾 0.73 g·kg−1, 速效钾 67.58 mg·kg−1。 

供试水稻(Oryza sativa)品种为‘武育粳 D1’, 购
于江苏省农业科学院。二化螟幼虫由南京农业大学

高建芬副教授赠送。白僵菌菌株 Bb0062(带有草丁
膦抗性标记基因 bar和表达绿色荧光蛋白基因 egfp)
由西南大学裴炎教授赠送; 将 PDA平板上培养好的
白僵菌刮取孢子并用无菌去离子水清洗然后制成不

同浓度孢子悬液用于试验。供试化学农药为乙酰甲

胺磷(Acephate), 购于农药市场。 
1.2  试验设计及样品采集 

盆栽试验开展于南京师范大学植物园。共 7 个
处理, 每处理 6次重复。各处理为: CK(空白)、CS(接
种二化螟幼虫 )、B1[白僵菌施用浓度 7.5×104(孢
子)·mL−1]、B10[白僵菌施用浓度 7.5×105(孢子)·mL−1]、
B100[白僵菌施用浓度 7.5×106(孢子)·mL−1]、B1000[白
僵菌施用浓度 7.5×107(孢子)·mL−1]和 AE[乙酰甲胺
磷，施用浓度为 2 mL(乳油)·L−1(去离子水)], 除空白
处理外, 其他处理均接水稻害虫二化螟幼虫(每桶 40
只)。盆栽桶高 70 cm, 直径 30 cm, 每桶含有过 2 mm
筛的土壤 20 kg。2012年 5月 1日育苗, 待幼苗长至
10~15 cm时将其移秧至新桶中, 每桶 4穴。试验期
间, 视含水量浇灌自来水, 并去除杂草。各处理用防
虫网(3 m×0.7 m×1.5 m)遮盖。于 7月 10日接种二化
螟幼虫并施用白僵菌和化学农药。 
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分别在喷施农药的第 0 d、10 d、30 d、60 d, 用
内径 2 cm的土钻取 0~5 cm深的混合土样, 并混匀
进行土壤氮循环相关指标的测定。水稻叶片采集后

去除叶脉, 取 0.5 g单独进行叶片氧化还原状态的测
定以及 H2O2测定。 
1.3  测定项目与方法 
1.3.1  土壤氮循环相关的生物化学过程强度 

  测定不同处理条件下水稻土壤的氨化作用、硝
化作用和反硝化作用强度指标, 测定方法见参考文
献[17]。氨化作用强度的测定是通过向土壤中加入一
定量的蛋白胨, 用康维微量扩散法测定氨化微生物
培育后释放氨的量, 然后进行滴定, 以样品滴定值
减去空白值即为待测液的值, 以土壤中氨的量表示
土壤氨化作用强度。硝化作用强度的测定是利用培

养基接种土壤悬液法, 硝化作用强度=(原始培养基
中亚硝酸根的量−培养后培养基中亚硝酸根的量)/原
始培养基中亚硝酸根的量×100%。反硝化作用强度
的测定是利用硝酸盐消失法, 反硝化作用强度=(加
入的硝态氮量−培育后剩余硝态氮量)/加入的硝态氮
量×100%。 
1.3.2  水稻叶片 GSH︰GSSG、AsA︰DHA 以及

H2O2的测定 
  水稻叶片的 GSH、GSSG和 H2O2含量测定使用

南京建成公司试剂盒, 并计算 GSH︰GSSG。AsA和
DHA的测定见参考文献[18], 并计算 AsA︰DHA。 
1.3.3  白僵菌绿色荧光蛋白的引物设计 

  使用 Primer 5.0设计引物(eGFP-F1/eGFP-R1)扩
增标记白僵菌的绿色荧光蛋白的一段序列, PCR 产
物为 289 bp。上下游引物序列分别是(eGFP-F1: 5' 
CAGTGCTTCAGCCGCTACCC 3', eGFP-R1: 5'AGT- 
TCACCTTGATGCCGTTCTT 3') 
1.3.4  实时定量 PCR 

使用UltraCleanTM Soil DNA Isolation试剂盒(Mo 
BIO Laboratories)提取水稻稻谷DNA, 然后用1%的
琼脂糖凝胶电泳检测。实时定量PCR扩增使用Step 
OneTM(ABI, USA)定量PCR仪。采用梯度稀释的白僵
菌基因组DNA为模板制作荧光定量标准曲线。25 μL
的PCR扩增反应体系: 模板DNA(20 ng⋅μL−1) 2 μL, 
上下游引物各1 μL, 10 μL SYBR Premix Ex Taq, ROX 
0.4 μL, H2O 6 μL。扩增反应程序: 94  5 min℃ ; 94  30 s, ℃

60  50 s, 40℃  cycles。所有荧光定量PCR反应条件完
全一致。 
1.4  数据处理 

试验结果用算术平均数±标准差表示 , 应用
SPSS 13.0软件进行方差分析, One-Way ANOVA检验
处理间差异显著性 , 并用Duncan法进行多重比较 , 
当P≤0.05时各处理间存在显著差异。使用Excel 

2007作图。 

2  结果与分析 

2.1  不同处理对土壤氮循环相关生物化学过程强
度的影响 
由图 1A 可知, 整个试验周期中所有处理的氨

化作用改变较少。但在处理后第 10 d时, B1处理可
提高土壤氨化作用, 而 AE 处理的氨化作用强度比
CK下降 18.6%。在第 30 d时, AE处理与 CK一致, B1 

 

图 1  不同处理对水稻土壤氨化作用(A)、硝化作用(B)和
反硝化作用(C)的影响 

Fig. 1  Effects of different treatments on ammoniation (A), 
nitrification (B) and denitrification (C) intensities of paddy soil 

CK: 空白对照; CS: 接种二化螟幼虫; B1: 二化螟幼虫+7.5×104 
(孢子)·mL−1(白僵菌); B10: 二化螟幼虫+7.5×105 (孢子)·mL−1(白僵
菌); B100: 二化螟幼虫+7.5×106 (孢子)·mL−1(白僵菌); B1000: 二化
螟幼虫+7.5×107 (孢子)·mL−1(白僵菌); AE: 二化螟幼虫+为2 mL(乳
油)·L−1(去离子水)乙酰甲胺磷。不同字母表示处理间差异显著
(P<0.05),下同。CK is control; CS is treatment of inoculation of 
Chilo suppressalis larva; B1, B10, B100 and B1000 are treatments 
of application of 7.5×104, 7.5×105, 7.5×106, and 7.5×107 spore·mL−1 
Beauveria bassiana and inoculation of Chilo suppressalis larva. AE 
is treatment of 2 mL·L−1 acephate with inoculation of larva of Chilo 
suppressalis. Different letters indicate significant difference among 
treatments (P < 0.05). The same below. 
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处理比 CK 提高 12.4%。在第 60 d 时, 各处理氨化
作用强度趋于一致。可以看出白僵菌处理刺激了土

壤氨化作用, 使氨化作用强度提高; 而乙酰甲胺磷
能够降低土壤氨化作用; 二化螟处理的氨化作用与
CK差异不显著, 其对土壤氨化作用没有显著影响。 

由图 1B可知, 在处理后第 10 d时, CS和 AE处
理的土壤硝化作用强度比 CK 分别下降 22.86%和
31.17%。在第 30 d时, CS和 AE处理的硝化作用强
度恢复到与 CK 一致, 而白僵菌处理的硝化作用强
度随施用浓度的增加而增加, 其中B1000处理比CK
提高 10.23%。 

由图 1C可知, 低浓度的白僵菌孢子悬液处理会
提高土壤的反硝化作用, 而高浓度处理则抑制土壤
反硝化作用。其中在第 10 d时, B1000和 AE处理的
反硝化作用强度比 CK分别下降 23.5%和 27.5%, 而
B1处理则提高 6.6%。抑制作用在第 30 d有所解除, 
在第 60 d, 各处理的反硝化作用强度趋于一致。 
2.2  不同处理对水稻氧化还原状态的影响 

由图2A可知 , 在处理后第10 d时 , B1处理的
GSH︰GSSG比CK提高34.8%, 在第30 d时, B100处
理比CK提高51.8%, 而CS处理在第10 d和30 d较CK
分别下降45.02%和34.34%, AE处理分别下降25.72%
和26.89%。 

由图2B可知 , 各处理AsA︰DHA的变化趋势
与GSH︰GSSG类似。在第10 d和30 d时, B1处理的
AsA︰DHA比CK分别提高46.12%和17.64%, 而CS
处理降低33.43%和23.48%, AE处理降低36.08%和
37.05%。 

由图 2C可知 , 随着时间推移和植物的衰老 , 
H2O2含量逐渐上升。白僵菌处理能够缓解过氧化 , 
而二化螟接种和化学农药的施加导致过氧化水平上

升, 其中在第30 d时, AE处理比CK提高37.35%。在
第60 d时, 各处理之间无显著差异。 
2.3  荧光定量 PCR检测白僵菌在水稻稻谷中的残留 
2.3.1  白僵菌绿色荧光蛋白特异性引物设计及验证  

通过对白僵菌绿色荧光蛋白序列的扩增效果及

特异性验证筛选了一对引物eGPF-F1(5' CAGTGC 
TT CAGCCGCTACCC 3'), eGFP-R1 (5' AGTTCACCT 
TGATGCCGTTCTT 3')。由图3可以看出, 使用eGPF- 
F1/eGFP-R1进行常规PCR反应 , 可以得到大小为
289 bp的单一扩增条带。 
2.3.2  白僵菌定量 PCR标准曲线制备 

使用梯度稀释的白僵菌基因组DNA做为模板 , 
eGPF-F1/eGFP-R1为引物绘制白僵菌基因组荧光定
量标准曲线(图4), 横坐标(x)为模板质量, 纵坐标(y) 
为达到荧光阈值的循环数(Ct值), 相关系数(R2>0.99)。 

 

图 2  不同处理对水稻 GSH︰GSSG(A)、AsA︰DHA(B)
和 H2O2(C)含量的影响 

Fig. 2  Effects of different treatments on GSH︰GSSG(A), 
AsA︰DHA(B) and H2O2(C) content of paddy 

 

图 3  引物 eGPF-F1/eGFP-R1 的扩增产物 
Fig. 3  PCR products using primer eGPF-F1/eGFP-R1 
1、2、3和4表示白僵菌基因组的PCR产物, M表示Marker (DL 

2000). 1, 2, 3 and 4 stand for the PCR products of B. bassiana, M 
stand for marker (DL 2000). 

 
同时, 将白僵菌基因组DNA继续稀释至10−2 pg、10−3 
pg、10−4 pg、10−5 pg、10−6 pg, 用1 μL超纯无菌水作
对照进行扩增, 研究该方法的检测极限, 1 fg·μL−1白

僵菌基因组DNA为模板及1 μL超纯无菌水代替DNA 
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图 4  白僵菌基因组实时荧光定量 PCR 标准曲线 
Fig. 4  Standard curve from real time PCR amplified with B. 

bassiana genomic DNA  

模板作为阴性对照均未能扩增, 表明该体系的检测
白僵菌基因组DNA质量的下限为10 fg·μL−1。 
2.3.3  水稻稻谷白僵菌残留检测 

在收获稻谷后, 从 B1、B10、B100、B1000 4
个处理中分别提取稻谷总 DNA 并进行荧光定量

PCR, 结果在所有处理中均未检测到白僵菌的存在, 
说明白僵菌在水稻稻谷中无残留。 

3  讨论与结论 

氨化作用、硝化作用及反硝化作用反映了土壤

的氮循环能力。Gigliotti等[19]发现苄嘧磺隆降低了稻

田的硝化作用; Lang等[20]研究了百菌清和多菌灵对

几种土壤的硝化作用和反硝化作用的影响, 结果表明
百菌清对稻田土壤的硝化作用有毒害作用; Martı́nez- 
Toledo等[21]研究表明农药会抑制硝化细菌的生长。

在本研究中 , 白僵菌处理对土壤的3种生物化学过
程强度影响较小, 而化学农药处理能够抑制硝化作
用及反硝化作用。因此推测, 一方面由于农药施入
后直接影响到土壤氮循环相关微生物群落, 另一方
面是农药施加影响了植物生长, 改变了植物根系分
泌物等, 从而间接改变了土壤与氮循环相关的生物
化学强度。 

非生物胁迫与病原害虫侵染会通过增加活性氧

的合成而引起植物氧胁迫。高浓度的活性氧会激发

细胞损伤及凋亡。为了避免这些损伤, 植物进化出
相应的酶系及非酶系的抗氧化机制以清除活性氧。

AsA和 GSH是主要的小分子抗氧化化合物, 在细胞
防御氧胁迫损伤时起重要作用。生防菌诱导植物面

对胁迫的耐受性, 防御害虫以及提高植物抗性的能
力与生防菌能提高植物的 AsA︰DHA 和 GSH︰

GSSG 相关[22]。本文研究了白僵菌和化学农药施加

后接种二化螟的水稻叶片的氧化还原状态。在接种

二化螟和施加化学农药后, AsA︰DHA 和 GSH︰

GSSG 降低, 即还原态︰氧化态比例 [23]的降低, 这
说明二化螟和化学农药引起了有害的氧胁迫。数据

显示, 白僵菌处理能够提高 AsA︰DHA 和 GSH︰

GSSG, 消除二化螟感染引起的水稻叶片过氧化的负
面影响。 

受到氧胁迫的活组织会发生过氧化。本试验表

明, 农药施加和二化螟感染水稻叶片导致 H2O2含量

增加, 说明农药胁迫和害虫胁迫会导致过氧化, 此
观察与还原态︰氧化态变化结果一致。本文也发现

白僵菌能削弱二化螟诱导的 H2O2积累。Harrach等[22]

研究表明, 病原菌镰刀菌(Fusarium culmorum)会抑
制大麦植物根部的抗氧化活力, 从而造成 H2O2积累

和还原态︰氧化态下降 , 而生防菌印度梨形孢
(Piriformospora indica)完全阻止了镰刀菌诱导的抗
氧化能力的损伤 , 激活植物抗氧化系统来保护植
物。在本研究中白僵菌也有类似作用。 

以上结果说明白僵菌可通过激活宿主抗氧化系

统来保护植株。保镖假说[23]认为: 植物进化出一种
机制, 即对害虫的天敌具有偏好性, 从而保护自己
免受伤害。这应该是植物的一种进化优势。Ownley
和 Windham[24]认为, 植物在受到害虫侵害后会产生
挥发性物质(信息素), 从而引诱并促进一些杀害虫
真菌的存活、生长及对害虫进行毒杀。在本研究中, 
推测白僵菌诱导了水稻的系统抗性, 从而触发植物
防御病原菌和害虫; 另一方面, 白僵菌本身也可以
拮抗植物病原菌和毒杀二化螟害虫, 从而改善植物
的生长状态。Griffin和 Leckie研究[25−26]表明, 使用
浸种方式可以从棉花和西红柿幼苗的根、茎、叶中

分离出白僵菌。本研究还发现在稻谷中并无白僵菌

残留, 推测白僵菌不能通过水平传播进入到稻谷中, 
然而在其他作物中是否有此现象还不清楚。 

研究表明, 白僵菌对土壤氮循环影响较小, 而
乙酰甲胺磷具有一定的影响。白僵菌施加后能够提

高水稻的抗氧化能力, 而接种害虫和施加乙酰甲胺
磷导致过氧化程度增加。说明在此水稻体系中, 白
僵菌与乙酰甲胺磷相比, 是一种环境友好型生物农
药。为了深入理解及评价白僵菌施用后的生态安全

性, 在未来研究中应涉及更多土壤类型和植物种类, 
从而得出较全面和深入的评价, 进一步揭示白僵菌
在环境中的生态功能, 使其为农业生产和林业保护
提供更好的服务。 
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