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摘要 

    黑殭菌（Metarhizium anisopliae var. anisopliae）為一種蟲生真菌，可有效防治鞘翅目、鱗翅目等

害蟲，將其開發成微生物殺蟲劑極具潛力，加上台灣目前無微生物殺蟲劑之商品，位處於屏東農業

生技園區聯發生物科技股份有限公司則主要是生產微生物肥料與微生物農藥產品，有鑒於此，故極

力開發黑殭菌之微生物農藥。但目前在黑殭菌(Metarhizium anisopliae)產品的製程技術等方面成效不

彰，本計畫為協助與改進聯發生技公司之黑殭菌發酵生產過程所遇到的某些問題與瓶頸，期望藉由

本計畫的協助。 

 A. 黑殭菌的菌種保存： 

 1. – 80oC 低溫冷凍及液態氮保存  

 2.加礦物油常溫保存 

 

   B. 建立黑殭菌菌種生物活性指標技術，以作為商品之品管把關與測試: 

   1.利用小菜蛾四齡 幼蟲作為黑殭菌菌種生物活性指標，測試半致死率（LD50%），比較 LD50%

之穩定性。 

   2.利用平板發芽法，觀察黑殭菌孢子發芽率，並將孢子發芽率與半致死率（LD50%） 

   C.完成改進黑殭菌固體發酵培養技術，期望可量產黑殭菌進而開發出微生物殺蟲劑商品 

1. 黑殭菌量產之固體發酵設備 

2. 黑殭菌微粒劑量產之固體發酵 

3. 黑殭菌平面量產之固體發酵 

進而大量生產黑殭菌，並使其生產的黑殭菌產品品質更加穩定，施用於田間時能提高其防治功效，

以提供未來作為病蟲防治之生物性農藥。 

 

關鍵詞：黑殭菌(Metarhizium anisopliae)、量產(mass production)、生物活性(biological activity) 
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（一）前人研究 

    許多本土分離之黑殭菌（Metarhizium anisopliae var. anisopliae）也可從自然被感染的可可椰子紅

胸葉蟲體內分離出來。其中MA-1分離體對鞘翅目及鱗翅目昆蟲具有很強的致病性，但對氨基甲酸鹽

類殺菌劑很敏感。利用紫外光及化學藥劑的誘變處理，可以得到抗免賴得之MA-126分離體，其對標

的昆蟲的毒性程度與親本相同。穀類、大豆和一些農業副產品如米糠及稻桿浸出液可用為添加物，

製成固態發酵培養基以大量生產孢子；酵母菌浸出液、葡萄糖液和Sabouraud 液則用為生產菌絲之

深層發酵培養基。許多用來製備以孢子和菌絲為主的真菌型殺蟲劑中之分散劑、保護劑和惰性載體，

則分析其對孢子發芽及成活的影響。1986至1988年在台灣南部進行兩個以MA-1和MA-126孢子製劑

之小規模田間噴施試驗，會顯著降低被感染之椰子樹上的可可椰子紅胸葉蟲的族群。目前利用這類

生物防治推廣計畫，已防治了80,000株以上的椰子樹免於蟲害。小菜蛾(Plutella xylostella)為台灣田間

及溫室栽培十字花科蔬菜的主要害蟲，但接種每毫升107胞子濃度的MA-126懸浮液後三日，有90％

以上的小菜蛾幼蟲死亡。當真菌菌絲經由體表氣孔侵入蟲體後，孢子發芽管會直接貫穿蟲體。目前

在台灣小菜蛾綜合防治推廣計畫下，有120種蔬菜的網室栽培是利用MA-126可濕性粉劑和液劑劑

型，配合低劑量的化學藥劑來防治小菜蛾。黑殭菌MA-126菌株，殺蟲寄主範圍廣，對鞘翅目、鱗翅

目殺蟲致死力強，對同翅目及蜚蠊目害蟲之防治亦十分有效，不但可作為農業田間害蟲防治，也可

作為室內衛生昆蟲之防治如蜚蠊。黑殭菌也可用於草皮地下害蟲之防治，尤其對鞘翅目之幼蟲特別

有效，可以作為高爾夫球場害蟲生物防治，不施用殺蟲劑減少對球場環境之汙染，更可避免球友被

殘留之農藥危害。 

（二）研究背景及目的 

以往利用微生物防治害蟲之研究主要以病毒及細菌為主，而蟲生真菌較少引人重視，儘管具防

治潛力之蟲生真菌約有 750種之多，卻直到1980年美國才有一種蟲生真菌正式登記註冊商品化。而

事實上首先被發現寄生於昆蟲之蟲生微生物是白殭菌(Beauveria bassiana)，於19世紀末期，美國中西

部就曾利用白殭菌來防治長椿象(Blissus leucopterus)。過去有人認為蟲生真菌防治害蟲其效果較不穩

定，但晚近因昆蟲流行病學(epizootiology) 之發展以及強致病性蟲生真菌之選擇利用，使得害蟲防治

成功例子增加不少，如蘇俄有商品化之白殭菌─Boverin 防治科羅拉多馬鈴薯甲蟲(Leptinotarsa 

decemlineate)；巴西利用黑殭菌(Metarhizium anisopliae)防治甘蔗、牧草之泡沫蟲；世界衛生組織(Ｗ

ＨＯ)亦曾資助研究黑殭菌防治蚊子試驗成功；西薩摩亞(West Samoa)利用黑殭菌防治可可椰子犀角
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金龜；在英國利用Verticillium lecanii防治溫室中蚜蟲;在澳洲已發展出利用Culicinomyces clavosporus

防治蚊子；美國 Hirsutella thompsoni於1981年5月正式通過註冊登記，為第一個在美國商品化之蟲生

真菌。 

我國地處亞熱帶，害蟲問題也特別嚴重，多年來我國農業生產上對化學殺蟲劑得過分依賴與不

當使用，所造成環境污染、抗藥性、殘毒等問題，近年來常為社會大眾所詬病。為解決此一問題，

病蟲害綜合管理(IPM)策略得發展應用為一必然趨勢，生物農藥(Biological Pesticide)則為其傳統化學 

農藥的最佳代替。隨著環保意識的高漲以及全球性對整體地球生態永續性的重視，生物農藥之

研究發展以為時勢之所趨。有鑑於化學農藥所造成的環境問題，各地對於微生物防治病蟲害之研究

逐漸受到重視。微生物殺蟲劑具寄主專一性、對環境生態影響小且害蟲不易產生抗藥性，因此具害

蟲致病力之病原菌種類、變種、品系等不斷地被發覺、研究及應用。蟲生真菌黑殭菌(Metarhizium 

anisopliae)對多種害蟲均能成功防治，為生物防治之利器。聯發生技公司為屏東農業科學圈之進駐廠

商，其主要開發生物性農藥及生物性肥料為主，目前聯發公司遇到利用黑殭菌作為發酵生產時，菌

種保存方面等問題，在農業、製藥及發酵工業上，環保菌株、生產菌株、接種源及分析用菌種之保

存，均是非常重要的事，尤其是可信賴的優良母株，對於微生物利用工業而言，是絕對必要的，故

保存微生物的方法很早就受到相當的重視。不管是農業、醫學、工業、食品等所使用的微生物，不

僅要鑑定完善，而且必須在接種過程中，維持菌株特性之安定，如以慣用之定期繼代接種方法，在

保存和製造種源時，其遺傳上的安定性較難控制，所以必須有一種穩定的保存方法，才能確保優良

菌種的遺傳特性，加上克服黑殭菌大量生產之難題也是著手進行的重點。因此本計畫目的為輔導及

協助廠商對於黑殭菌種保存方面、量產發酵技術，以及建立黑殭菌的生物活性指標，以確保往後所

發酵用之菌種為優良菌種，仍具有殺蟲作用之效果，以作為品管之把關的方式。並且透過發酵技術

的建立，能夠成功的以固態發酵槽進行黑殭菌之大量生產，提供農民於害蟲防治上之應用。 
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（三）研究材料與方法 

一、確認黑殭菌產品之菌種保存 

微生物培養要成功之先決條件為菌種之來源，因此菌種的保存為首要因素。有良好的菌種保存

方式，才能確保菌種優良的特性被保存，使每次的接種源皆能有相同的良好效果，因此了解黑殭菌

的菌種保存方法之後，給予適當的建議與應注意事項。 

黑殭菌的菌種保存： 

 1. – 80oC 低溫冷凍及液態氮保存 

   黑殭菌菌種（原原種及原種）為移植於Sabouraud’s dextrose agar (SDA) and potato 

dextrose agar (PDA) (Difco, Sparks, USA)之斜面試管， 經一週28oC定溫培養，保存低溫

冷凍以超低溫冷凍機定溫於-80oC。 
   同前處理黑殭菌菌種斜面試管，保存於液態氮。 

 2.加礦物油常溫保存 

   同前處理黑殭菌菌種斜面試管，加入消毒過後之礦物油，且超過試管斜面，放置於 28oC 之室

   溫保存。 

前述兩種技術三種狀態保存之菌種，定時取出移植於 SDA之斜面試管，檢測 

1.菌絲生長速率：量測菌絲生長長度，以 cm/day為單位(圖一) 

2.產孢率：以血球計數器觀察計算 

3.黑殭菌菌種生物活性及殺蟲效率：以黑殭菌菌種生物活性指標測試 

二、輔導黑殭菌菌種生物活性指標的建立 

隨著微生物繼代培養的結果，往往會導致有些特性會消失，尤其是微生物作為應用生物防治用

時，特別更是要考量到生物活性方面，以免生產到最後之微生物農藥商品的防治效果降低或失效，

所以每次進行發酵培養時，所接入的菌種之生物活性能力就顯的格外重要。因此建立一套標準的生

物活性指標，作為每次接種源的種菌篩選與把關為首要解決之問題。 

 建立黑殭菌菌種生物活性指標技術，以作為商品之品管把關與測試: 

   1.利用小菜蛾（Diamond-back Moth, Plutella xylostella） 四齡幼蟲作為黑殭菌菌種生物活性指

標，測試 LD50%，比較 LD50%之穩定性(圖六)。 

   2.利用平板發芽法，觀察黑殭菌孢子發芽率。並比較孢子發芽率與 LD50%之關係。找出以觀察

  黑殭菌孢子發芽率較簡易操作之方法替代，建立黑殭菌菌種生物活性指標技術。 
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三、改進黑殭菌發酵培養技術 

目前大都是利用米粒太空包的方式來發酵量產黑殭菌，但其大量生產所需之生產成本將大大提

高許多，因此藉由改進在發酵培養黑殭菌所面臨之問題及生產流程，從中加以協助解決黑殭菌之發

酵技術。 

1. 黑殭菌量產之固體發酵設備 

利用劉顯達發明專利之黑殭菌量產之固體發酵設備（2005.1-2022.6 中華民國發明專利）

量產黑殭菌，其為原型機（proto-type）(詳如附圖二、圖三), 米粒經蒸煮，消毒，接種黑

殭菌孢子懸浮液，固體發酵設備為可程式調控，供氧通氣，溫度調節，濕度調節及旋轉攪拌，

為重要參數，影響黑殭菌產孢量至鉅。 

米粒經接種培養，於固體發酵設備發酵十天後，黑殭菌產孢量可達 1011condia/g dry wt.(詳

如附圖四、圖五). 

2. 黑殭菌微粒劑量產之固體發酵 

由於量產之固體發酵設備設計不易，造價甚高，所以探討其他可行量產方法也是重要策略。

黑殭菌微粒劑量產之固體發酵，為利用米粒磨成粉狀， 再利用造粒機做成微粒，經消毒接

種，培養黑殭菌產孢。此種方法較簡易，黑殭菌孢子也易收集純化，將來大量生產所需之生

產成本將大大降低許多。 

本方法雖較簡易且生產成本降低許多，然仍有許多變因需再深入探討。供氧通氣，溫度調節，

濕度調節及旋轉攪拌等重要參數，尤其是濕度調節及水分控制，經消毒接種之微粒，受濕度

調節及水分控制不當，造成微粒結成團狀或崩解，影響黑殭菌產孢量。 

3. 黑殭菌平面量產之固體發酵 

利用消毒後固態培養基於大型平板佈滿， 厚度約 0.5cm，接種黑殭菌孢子懸浮液，經十天定

溫照光培養，開蓋風乾，刮取收穫上層黑殭菌孢子。 

本方法較簡易且不易污染，雜菌發生率低。唯本方法之工法較為繁瑣，將來大量生產，自動

化設計較困難。 
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（四）研究結果 

一、 確認黑殭菌產品之菌種保存 

– 80oC低溫冷凍及液態氮保存及加礦物油常溫保存，兩種技術三種狀態保存之菌種，檢  

  測 1.菌絲生長速率 2.產孢率 3.黑殭菌菌種生物活性及殺蟲效率，其結果為以低溫冷凍  

  及液態氮保存效果為佳，放置九個月後之黑殭菌菌種（原原種及原種）可維持與原菌種之特

  性。 

 

二、 輔導黑殭菌菌種生物活性指標的建立 

利用小菜蛾（Diamond-back Moth, Plutella xylostella）四齡幼蟲作為黑殭菌菌種生物

活性指標，測試 LD50%，結果發現此生物活性指標呈現與黑殭菌菌種活性正相關(圖七)。 

 

三、 改進黑殭菌發酵培養技術 

探討黑殭菌以固體發酵設備之量產，微粒劑量產之固體發酵及平面量產之固體發酵三種技

術，結果發現以固體發酵設備之量產可有較高之產量。唯固體發酵設備現為原型，要發展成

為商業化工業幾之設備仍要有供氧通氣，溫度調節，濕度調節及旋轉攪拌等重要參數配合設

計。黑殭菌微粒劑量產之固體發酵不失為新方法，相當可行，濕度調節及水分控制為成功之

要件，尚待進一步探討。 
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圖一蟲生真菌黑殭菌(Metarhizium anisopliae)菌絲生長及產孢 

 

 
圖二 黑殭菌量產之固體發酵設備之設計原理 
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圖三 黑殭菌量產之固體發酵設備之原型機 

 

 

 
圖四 黑殭菌以固體發酵設備量產之米粒培養，外表長滿黑殭菌孢子 
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圖五量產米粒培養之黑殭菌，以 hot floating collection 設備 

  收集孢子 

 

 
圖六 利用小菜蛾（Diamond-back Moth, Plutella xylostella） 

  四齡幼蟲作為黑殭菌菌種生物活性指標測試 
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圖七小菜蛾（Diamond-back Moth, Plutella xylostella）四齡幼蟲作 

  為黑殭菌菌種生物活性指標測試，經接種黑殭菌孢子懸浮液， 

 小菜蛾幼蟲死亡及長出菌絲孢子 
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（五）研究成果 

1、確認黑殭菌菌種之最適當保存方法，使其菌種能長時間維持高殺蟲效力。 

2、協助建立黑殭菌菌種生物活性指標技術，以作為商品之品管把關與測試。 

3、完成改進黑殭菌固體發酵培養技術，期望可量產黑殭菌進而開發出微生物殺蟲劑商品，進而減少

使用化學性殺蟲劑對環境之影響及農藥留問題，如此一來非但具經濟效益，更為地球環保提供新

資源。  
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