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液態培養誘導黑殭菌 (Metarhizium anisopliae) 

產孢研究 

曾 敏 南1 

摘 要  

本試驗主要目的在於利用氯化鈣(CaCl2)及不同水勢 (water potential) 來誘
導黑殭菌於液態培養環境中產生分生孢子。本試驗分別添加 7.3%及 24%之
polyethylene glycol (PEG 200) 於液態培養基 malt extract broth (MEB) 分別將培
養基水勢調整為-2.1Mpa 及-7.0Mpa，並分別添加 20 及 40mM 氯化鈣 (CaCl2)
，於 25oC、150rpm的環境下培養 5天，計算分生孢子之濃度。MEB未添加氯
化鈣且未調整水勢者，培養 5 天之分生孢子濃度為 2.39 105 conidia/ml；另外
，未調整水勢但添加 20mM氯化鈣之培養條件下，所產生之分生孢子量最高，
約 47.6 105 conidia/ml。本試驗結果發現，以MEB培養雖可產生分生孢子，但
添加氯化鈣之後可明顯增加分生孢子之產量。此外，培養基水勢調整至-7.0Mpa
者，無論添加氯化鈣與否，皆無法產生分生孢子。 
 
關鍵語：黑殭菌、氯化鈣、分生孢子、水勢   2 

前 言  

不論何種生物防治法，生產大量優良品質的防治媒介是首要且必需的工作

，也唯有如此才有可能成功的達到防治工作。黑殭菌對害蟲之致病力及田間實

際防治工作上已有為數眾多之研究(5,11)，並證實黑殭菌具有良好之效果，唯黑

殭菌受環境逆境、量產及保存方面之瓶頸而有推廣上的困難(3,6,18)，且這種情況

在其它用來作為生物防治的微生物製劑上亦普遍存在(7)。黑殭菌目前雖可經由

固態發酵之方式成功的獲得大量分生孢子，但採用固態發酵之方法需要大量的

空間及容積用來進行生產工作，且採收分生孢子時容易粉塵飛揚，造成工作人

員之不適。 

黑殭菌在液態培養之環境下可能只產生大量菌絲及芽孢(10)，而所獲得之芽

孢雖可運用於生物防治之工作中，但由於芽孢在保存上可能更不利於分生孢子(2)
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，因此利用液態培養生產分生孢子之經濟效益，可能更高於利用固態生產之方

式，故發展液態環境生產分生孢子之技術，或許可改善上述缺點，並達到更佳

之經濟效益。Penicillium oxalicum、P. cyclopium、P. notatum 以及 Ulocladium 
atrum 被用於植物病害之生物防治媒介，目前已有報告指出上述菌株可利用液
態培養來生產分生孢子(4,12,13)。近幾年亦有報告指出 Metarhizium flavoviride 可
藉由誘導之方式在液態環境下產生分生孢子(8,9)，故本試驗嘗試利用液態培養基

之水勢 (water potential) 調整及不同濃度之氯化鈣 (CaCl2) 的添加來誘導液態
培養狀態下產生分生孢子，以期能利用更簡單快速的方式進行黑殭菌分生孢子

之量產。 

材料與方法 

一、實驗菌株 

黑殭菌 Metarhizium anisopliae var. anisopliae，分離自採於屏東地區之
鱗翅目幼蟲。菌株編號為MA-K1。 

黑殭菌培養於 SDA斜面培養基上，於 25oC定溫生長箱中黑暗培養 10
天後，以 10毫升含 0.5% Tween 80之無菌水溶液洗下，並調整濃度為 107 

conidia/ml備用。 

二、實驗一 

測試不同培養基在液態培養條件下生產黑殭菌分生孢子之效果，供試

培養基有(1)malt extract broth (MEB; 15% w/v)，(2)sabouraud dextrose broth 
(SDA)及(3)Czapek Dox broth (Difco)。每瓶 250毫升之振盪三角瓶中分裝待
試培養基 100毫升後，取 1毫升事先準備好之黑殭菌分生孢子懸浮液，分
別添加於液態培養基中，於 150rpm及 25oC之環境中震盪培養 5天後，以
Whatman® No.1濾紙過濾，並以血球計數器計算分生孢子之濃度。 

三、實驗二 

測試以 malt extract broth (以下簡稱MEB) 為培養基並調整不同水勢
及添加 CaCl2 對液態培養產生黑殭菌分生孢子之影響。配製 15% w/v 之
MEB，每瓶 250毫升之振盪三角瓶中之待試培養基為 100毫升，分別作以
下之處理： 

a.MEB不經水勢調整 

b.MEB不經水勢調整+ 20mM CaCl2 

c.MEB不經水勢調整+ 40mM CaCl2 

d.MEB添加 7.3% (w/v) PEG 200調整水勢為 -2.1Mpa 
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e.MEB經 PEG 200調整水勢為-2.1Mpa + 20mM CaCl2 

f.MEB經 PEG 200調整水勢為-2.1Mpa + 40mM CaCl2 

g.MEB添加 24% (w/v) PEG 200調整水勢為-7.0Mpa 

h.MEB添加 24% PEG 200調整水勢為-7.0Mpa + 20mM CaCl2 

i.MEB添加 24% PEG 200調整水勢為-7.0Mpa + 40mM CaCl2 

培養基製作分裝完成後，取 1毫升事先準備好之黑殭菌分生孢子懸浮
液，分別添加於液態培養基中，於 150rpm及 25℃之環境中震盪培養 5天
後，以Whatman® No.1濾紙過濾，並以血球計數器計算分生孢子之濃度。 

四、實驗三 

以市售白米為培養基質(1)。以量杯量取體積 50毫升之市售白米，置於
250 毫升之廣口瓶中，並加入 40 毫升蒸餾水 (米：水=1：0.8)。經高溫高
壓滅菌後，以噴霧器 (SPARMAX® Air Brush DH-101) 均勻接種 1毫升
事先準備好之黑殭菌分生孢子懸浮液，置於 25oC 恆溫箱中黑暗培養，分
別於培養 7 及 14 天後計算分生孢子濃度。計算分生孢子濃度時先置入含
0.5 % Tween 80 之無菌水溶液 100 毫升，強烈振盪一分鐘後，倒出以
Whatman® No.1濾紙過濾，再以血球計數器計算分生孢子之濃度。 

結 果  

經測試三種培養基發現，只有在養份貧乏之 MEB 培養基中可發現分生孢
子產生，因此另外二種培養基並不適合於本實驗之培養目的，故實驗二採用

MEB進行試驗。 

在未經調整水勢之條件下，約培養 4 天後即可生成大量之圓形菌絲團粒
(mycelium pellet) ，菌絲團粒之直徑約 1mm。培養至第 7天，則可生成直徑約
2~3mm左右。另外水勢調整至-2.1Mpa者，則不生成圓形菌絲團，而大量形成
長度約 2mm 之菌絲片段 (菌絲具分枝，非完全為單一片段)，培養至第 7 天經
觀察發現整個培養基中已佈滿上述菌絲片段，成為濃稠狀之菌絲懸浮液。水勢

調整為-7.0Mpa 者，在培養至第 4 天時並無明顯之菌絲生長情形，持續觀察可
發現在該環境條件下菌絲雖可生長，但速度緩慢。培養至第 7天時，方產生菌
絲團塊，直徑約 1.5mm。添加 20mM氯化鈣之條件下所產生之菌絲形態亦與前
述者相同，但菌絲經顯微鏡觀察發現，添加 20mM氯化鈣者，黑殭菌菌絲表面
產生針狀之似結晶物。未經調整水勢及調整水勢至-2.1Mpa 之培養條件下，培
養至第 3天即可發現產生分生孢子梗及分生孢子。 

本研究中，經觀察黑殭菌分生孢子形態後，發現經液態培養後可產生兩種

形態之分生孢子，其一為短楕圓形，長寬約 4.7 2.8μm(圖 1)；另一為長楕圓
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形，長寬約 9.3 2.2μm(圖 2A)；短楕圓形孢子著生於菌絲側邊所產生之短柄

上。長楕圓形孢子則著生於菌絲未端所產生之瓶梗構造上(圖 2B)，與氣生組織
所產生者相同，分生孢子著生於分生孢子梗未端。該兩者構造中，分生孢子梗

只發現於添加 20mM氯化鈣之培養條件者，而未添加氯化鈣者只產生短柄著生
分生孢子。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2(A, B). 光學顯微鏡觀察 M. anisopliae var. anisopliae於添加 20mM氯化鈣之
液態培養基中所產生之分生孢子梗及孢子 

Fig 2(A, B). Light microscopy of the conidiophore, phialide and conidia of M. 
anisopliae var. anisopliae incubated in the medium includes 20mM 
calcium after 5 days. (A) conidia of M. anisopliae, 10,00x, (B) 
conidiophore and phialide of M. anisopliae, 400x 

圖 1. 光學顯微鏡觀察 M. anisopliae var. anisopliae於未經水勢調整及未添
加氯化鈣之液態培養基中所產生之孢子 

Fig 1. Light microscopy of the conidia of M. anisopliae var. anisopliae 
incubated in unmodified and non-calcium medium after 5 days. 400x 
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本試驗結果發現以單純之 MEB 進行液態培養即可產生分生孢子，濃度為
2.39 105 conidia/ml；但以添加 20mM 氯化鈣，且未調整水勢之培養條件下所
產生之分生孢子量為最高，約 47.6 105 conidia/ml(圖 3)，其產孢量為未添加氯
化鈣之培養條件的 19.9倍，但當氯化鈣濃度為 40mM時，則產孢量明顯受抑制
，僅為 17.6 105 conidia/ml。此種情形在水勢調整為-2.1Mpa之條件中亦有發現
，不添加氯化鈣與添加氯化鈣 20mM者產孢量同為 2.4 105 conidia/ml，但添加
40mM氯化鈣者，則完全不產孢。水勢調整至 –7.0Mpa者，不論是否添加氯化
鈣，皆無法產孢。 

實驗三利用市售白米進行黑殭菌培養，培養後第 5天白色菌絲上已呈現淡
綠色色澤，顯示黑殭菌已開始產孢，培養後第 7 天分生孢子濃度為 3.12 105

，第 14天為 3.57 108。 

 

 

圖 3. 水份活性及氯化鈣濃度對黑殭菌(Metarhizium anisopliae var. anisopliae) 在液態
培養條件下產孢之影響 

Fig 3. Effect of water potential (Ψ) and calcium chloride (CaCl2) concentration on 
submerged conidiation by M. anisopliae var. anisopliae in unstressed (-2.08 Mpa), 
and polyethylene glycol(PEG 200) modified (-2.1 Mpa and –7.0 Mpa) malt extract 
broth after 5 days at 25oC and 150 rpm 
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討 論  

本實驗結果發現添加氯化鈣於 MEB 培養基中，雖可明顯提高黑殭菌分生
孢子之產量，然而將氯化鈣添加於經過調整水勢(-2.1 Mpa)之液態培養基中，雖
可產生分生孢子，但其產量卻相當低，猜測其原因可能是菌株對 PEG 200敏感
性較高，使得PEG 200對黑殭菌產生毒害所造成，因為Frey and Magan (2001) 利
用甘油 (glycerol) 來調整水勢。培養基之水勢調整為-2.1Mpa 卻可明顯提高
Ulocladium atrum分生孢子之產量。此外，在本試驗結果中，未調整水勢之MEB
加上 40 mM CaCl2 則孢子產量大減，可能是 Ca2+ 濃度過高，反而造成抑制之
效果；同樣 Frey and Magan (2001)，添加 20及 40mM CaCl2 皆可提高孢子量，
然而添加 40mM CaCl2者之孢子量與添加 20mM CaCl2相較之下則大幅減少。故

本試驗中，可能因為過高之氯化鈣濃度(40mM)以及菌絲對 PEG 200之敏感性造
成加乘作用，導致在-2.1Mpa、40mM CaCl2之培養條件下完全不產生分生孢子

。 

目前已有實驗證據顯示，Ca2+確實有誘導真菌產孢子作用存在(14,15,16)，例

如 Pascual et al. (1997)描述添加 20mM CaCl2 於液態培養基中，可誘導

Penicillium oxalicum 產生分生孢子。在本試驗結果中雖發現可藉由添加 CaCl2

而達到誘導黑殭菌於液態環境中產孢的目的，但所產生之濃度並不高，可能還

需配合培養基中碳氮比之調整，才可有較高之產量。同樣 Pascual et al. (1997) 分
別將含氮量為每公升 0.5、1.0、1.5及 3.2g之培養基添加 20mM CaCl2，接種 P. 
oxalicum後振盪培養 7天，所獲得之結果為氮含量 l.0g/l之條件下產孢量最佳，
而含氮量最高者(含 3.2g/l)之分生孢子產量為最低。此外，水份逆境對於液態環
境下產孢的影響，目前並不清楚，僅知道可能對於某些表面蛋白質造成影響。

其中，普遍存在真菌中之 hydrophobin 可產生忌水單元，並藉由自我組合
(self-assembly)的方式，於菌絲及分生孢子(或有性世代之孢子)表面形成忌水層
(17)，在 Beaveria bassiana上則觀察到 hydrophobin可在氣生菌絲及分生孢子之
rodlet layer上形成忌水層，但在芽生孢子或液態培養中產生之分生孢子上則不
存在，界面活性劑可能對忌水單元產生影響。 

本試驗結果顯示，黑殭菌在培養三天後於絲側邊及末端產生分生孢子梗， 
Frey and Magan (2001) 以液態方式培養 U. atrum之分生孢子時，亦可發現分生
孢子梗並於末端著生分生孢子。在本次試驗之結果，液態培養所產生之產孢構

造之形態特徵與固態培養下所產生之產孢構造並無差異，同樣具有分生孢子梗

，並於分生孢子梗上著生瓶梗，再於瓶梗未端著生分生孢子，唯本試驗觀察結

果並未發現孢子之著生方式有如固態培養時，產生長鏈狀或柱狀孢子束，此可

能是因為在液態培養當中，因振盪之故而斷落。 

由市售白米培養黑殭菌之產孢量與液態培養 (添加 20mM 氯化鈣) 之產孢
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量相比較，在短時間內以液態培養所產生之產孢量較高，液態培養 5天後孢子
濃度已達 106 conidia/ml 以上，固態培養第 7天孢子濃度為 3.12 × 105 conidia/ml
，但固態培養的時間如果增長則產孢量可持續增加，在培養第 14 天時已達到
108 (cinidia/ml)以上。李、候 (1989) 報告指出以糙米培養黑殭菌 54天，可獲得
1010 conidia/ml以上的產孢量。但整體而言，以液態培養可在較短時間比固態培
養獲得更大量的孢子。 
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２１ 

The induction of submerged conidiation of 
Metarhizium anisopliae study 

Ming-Nan Tseng1 

Abstract 
This study was to determine the induction of submerged conidiation of 

Metarhizium anisopliae var. anisopliae, using an malt extract broth. Polyethylene 
glycol (PEG) 200 was added at 7.3% and 24% (w/v) to achieve the water potential (
Ψ) of the final broth at –2.1 Mpa and –7.0 Mpa, respectively. Also, calcium chloride 
(CaCl2) was added at 20 and 40 mM, respectively. Samples of M. anisopliae var. 
anisopliae incubated at 25oC on a rotary shaker at 150 rpm for 5 days. Conidia 
yields were at 2.39× 105 conidia/ml in unmodified and non-calcium medium after 5 
days. Adding calcium chloride at 20 mM to unmodified MEB increased the 
production of M. anisopliae conidia to 47.6 105 conidia/ml. However, no conidia 
were produced in –7.0 Mpa broth with or without calcium chloride. 
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