
!国家“八五”及“九五”攻关计划项目的内容

孙春娥同志参加了采样并完成了部分生物测定
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杀鞘翅目苏云金芽孢杆菌新菌株及其杀虫剂的研究!

高梅影! 李荣森! 戴顺英! 李小刚! 傅建红&

（!中国科学院武汉病毒研究所 武汉 )*%%+!）（&新疆自治区农业科学院 乌鲁木齐#*%%%%）

提 要 从中国土壤中分离出&株杀鞘翅目昆虫的苏云金芽孢杆菌（!"#$%%&’()&*$+,$-+’$’）

,-$%*及./0!!$!%。,-$%*的血清型为/#1#2，./0!!$!%的/血清型未知。二菌株皆产

近菱形的薄扁伴孢晶体，分别含’#!+%34和’(34的晶体蛋白质。毒力生物测定证明对柳

蓝叶甲（.%",$/0-*"1-*’$#/%/*"）及马铃薯甲虫（2-3($+/("*’"0-#-4%$+-"("）有高毒效。发酵性

能良好。,-$%*粉剂田间防治马铃薯甲虫有高效。稀释)%%倍喷雾，防治效果达")5’6。

关键词 苏云金芽孢杆菌，鞘翅目，伴孢晶体

分类号 0"*"7!! 文献标识码 8 文章编号 %%%!9’&%"（!"""）%’9%(!(9&%

从早先分离出的大量苏云金芽孢杆菌（!"#$%%&’()&*$+,$-+’$’，简称!(）菌株中［!，&］，

以柳蓝叶甲为试虫，通过毒力初筛，筛选出二株高效菌株,-$%*与./0!!$!%。本文报道

了二菌株的分类鉴定、晶体蛋白质分析、毒力特性、发酵生产及防治效果等研究结果。

! 材料和方法

!7! 材料

!7!7! 菌株：/血清型鉴定用/!$/)!型!(标准菌株由法国巴斯德研究院4:7;1:<1=和

4:7>?=1@?A提供，/)&、/)*型标准菌株为本实验室鉴定保存。供试菌株为,-$%*及

./0!!$!%，分别分离自云南和陕西土壤。菌株4.-&#%*苏 云 金 芽 孢 杆 菌 粉 虫 变 种

（!"#$%%&’()&*$+,$-+’$’B1:7(-+-5*$/+$’）为C?:D1EFGHH?=AIGEGJ-I=:GG:K1EILDL1E@F?HH
FMHAM:?提供，对鞘翅目有效。

!7!7" 试剂：菌株晶体蛋白质成分分析及质粒检测所用药品与试剂参见李荣森等早先研

究［*，)］。

!7!7# 昆虫：菌株初筛昆虫为柳蓝叶甲，毒力生物测定用鞘翅目昆虫六种：柳蓝叶甲

（.%",$/0-*"1-*’$#/%/*"）、二 十 八 星 瓢 虫（6-+/’-3$%"#)+"1$,$+($/#(3&+#("("）、黄 粉 甲

（7-+-5*$/4/%$(/*）、黄守瓜（8&%"#/3)/*"9-4/*"%$’）、绿豆象（!*&#)&’#)$+-+’$’）、及马铃

薯甲虫（2-3($+/("*’"0-#-4%$+-"("）。

!7!7$ 田间防治对象：田间防治试验的对象昆虫为马铃薯甲虫，作物为马铃薯。

!7" 方法

!7"7! /$血清型鉴定及生化试验：按常规［(］进行。
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!!"!" 伴孢晶体形态：于"#$%&&’透射电镜和()()*+,-.%&&&/扫描电镜下观察。

!!"!# 晶体蛋白质分析：按常规以010$2*34方法［5］进行。

!!"!$ 毒力生物测定：供试二菌株摇瓶培养至成熟，以稀释%&倍的菌悬液进行毒力初筛

试验，在进一步的生物测定中则将菌液作二倍梯级稀释进行。柳蓝叶甲、二十八星瓢虫及

马铃薯甲虫以菌液浸叶饲虫，黄粉虫以麦!饲喂，黄守瓜以南瓜切片饲喂，绿豆象以绿豆

粉饲喂。每浓度皆放虫6&头；感染时间依虫种不同而不同；饲养温度789!5&9。计算

其死亡率或:’;&值。

!!"!% 中试发酵与!"制剂生产：于7<6=和;=容积发酵罐中进行中试发酵，以简易浓缩

法和离心浓缩法（%>?&&&,／+@A）浓缩后制备乳悬剂，以喷雾干燥法制备可湿性粉剂。采用

含固量><6B!><CB（以><6B为主，鱼粉过6&目筛）的#5$%培养基，发酵温度%7D前

579E%9，%7D后5%9E%9。

!!"!& 田间试验：田间防治试验于新疆霍城县进行，防治对象为马铃薯甲虫，以)#$&5
的粉剂和乳悬剂进行喷雾。

" 试验结果

"!! 毒力特性

供试!"菌株培养液和提纯伴孢晶体对几种鞘翅目昆虫的毒力试验结果分别见表%
及表7。

表! !"新菌株培养液对几种鞘翅目昆虫的毒力初筛结果

F-GHI% /@J-KK-.JLAIM!"K=,-@AK-N-@AK=KIOI,-HKPIQ@IKJLQJHIJP=I,-

菌株

0=,-@AK

R$血清型

R$KI,J=NPI

菌液浓度

1IAK@=.

死亡率 #J,=-H@=.／B

柳蓝叶甲

#$%&’()*+,+’-
（7@A!，68D）

马铃薯甲虫

.$/&*&0,)1&-"-
（5@A!，68D）

二十八星瓢虫

2$%)3)1")+*"
4561*"-"-
（7@A，>S）

黄粉虫

7$0+,)"+’
（5@A!，T7D）

黄守瓜

8$9&0+’-,)(
（7@A!，T7D）

绿豆象

!$*:)1&1()(
（7@A!，68D）

R5$&5 5-SI %&U% U VF U 78<> U 6;<>

0PD%>$&% 5-SI %&U% U VF U 77<> U 5;<>

0R%%$&; 5-GQ %&U% U VF U U U U

0PD%%$&; ;-G %&U% ;&<7 VF U U U U

)R$8* T %&U% U VF U U U U

)#$&5 8-G %&U% %&& %&& U U T%<; U

)(%6$&% %6 %&U% ;6<& VF U U U U

(*57$&% 7% %&U% U VF >8<7 U U U

0PD&6$&6 77 %&U% T7<6 VF U 6&<& U T&<&

0RW%%$%& XAYAJMA %&U% CT<C VF VF VF VF VF

((%&$&% 76-Q %&U% U VF U U U U

10#78&5 8-G %&U% %&& VF VF VF VF VF

R1$%（’(）5-GQ %&U%U U U U U 7;<&

注VJ=I：（U）无毒效VJ=JZ@Q@=.，（VF）未试VJ==IK=IS
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表! 新!"菌株提纯伴孢晶体对柳兰叶甲的毒力（!龄幼虫）

!"#$%& !’()*)+,’-.%/!"0+1").0).#$%&’()*+%,*+-’.($(+%
菌株

2+1").

3456／（!3／73）

菌培养液3)89):*9$+91%

3456／（!;／73）

提纯晶体<91%*1,0+"$
=>?6@ ABCD ECB&
2FGHH?H6 5B&@ 未测I’++%0+%:
=F?JK !56 未测I’++%0+%:
FF&D?65 !56 未测I’++%0+%:
2<L6A?6A !&5 AAJB5

由表H及表&可知，=>?6@
与2FGHH?H6二菌株对鞘翅目叶

甲科昆虫有高效，毒力水平与粉

虫 变 种 菌 株 M2>&J6@ 相 当。

2<L6A?6A对柳兰叶甲、黄粉虫及

绿豆象幼虫有一定毒力，NK@&?
6H对二十八星瓢虫有低毒效。

!"! #血清型鉴定

以供试菌株的鞭毛抗原（F抗原）、抗血清同FH?FA@的!"标准菌株进行交叉凝集反

应及交叉吸收凝集反应试验，结果见表H。其中菌株=>?6@的F血清型为FJ"#。在血

清型鉴定的同时，还按O"1P"*的经典方法［5］进行&@项生理生化试验（结果未列出），结果

基本与 FJ"#标 准 菌 株 相 同。故 本 菌 株 应 属 于 苏 云 金 芽 孢 杆 菌 莫 氏 亚 种（!%.’$$/-
"0/+’1&’*1-’-09#0QR2(++’-(1’）。

!"$ 杀鞘翅目!"菌株的伴孢晶体、晶体蛋白质及质粒

!R$R% 伴孢晶体形态：电镜下菌株=>?6@与2FGHH?H6的伴孢晶体皆为薄扁的菱形（图

H），与国外已报道的杀鞘翅目晶体形态［C，D］类似。

图H 电镜下杀鞘翅目!"菌株伴孢晶体的形态

HR=>?6@伴孢晶体（扫描电镜）；

&R2FGHH?H6伴孢晶体（透射电镜），D566SR

T);RH >’1QL’$’;,’-*1,0+"$0-1’7*’$%’Q+%1".*):"$!"0+1").09.:%1%$%*+1’.7)*1’0*’Q%
HR=>?6@（2*"..).;%$%*+1’.7)*1’0*’Q%）；

&R2FGHH?H6（!1".07)00)’.%$%*+1’.7)*1’0*’Q%）R

!R$R! 晶体蛋白质成分：2M2?<KUV分析表明，菌株=>?6@与2FGHH?H6分别产生CJ"
D6WM和C5WM的晶体蛋白质，2<L6A?6A产生@5WM的晶体蛋白质（图&）。

!R$R$ 质粒：前已报道［J］菌株=>?6@含CA、A5及EB6>M三种质粒。

!R& 发酵中试

!R&R% 发酵：菌株为=>?6@及2FGHH?H6，发酵培养基为含固料CBAX"CBEX（以CBAX
为主）的>@?H培养基配方，消前QFJB6，消后DB6左右。搅拌@661／7).，通气量前JL为

HB6Y6BJ，JL后为HYH，罐压6BA<"。发酵结束后发酵液立即酸化至QF5B5，然后输往贮

罐。发酵试验结果列于表@。
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图! !种杀鞘翅目晶体蛋白质的"#"$%&’(图型

)*+,! %-../012345062.-7803./*1234537/38./0-15*9-7!":6"#"$%&’(
&,（";）";<==$=>；（"%）蛋白质标准?37/5@7-0A/*+B.34803./*1；

C,=,D?$>E；!,DF=G$>=；E,"%B>G$>G；G,";==$>H；

（"%）蛋白质标准?37/5@7-0A/*+B.34803./*1,

表! 菌株"#$%!与&’())$)%中试发酵结果

I-:7/E J/2@7.344/0K/1.-.*31342.0-*12D?$>E-19";<==$=>

菌株

".0-*12

罐次

L3,34

4/0K/1.-.*31

菌体发育情况

’03A.B-199/M/738K/1.34:-5./0*-75/772
=!B !GB E!B ENB G!B

发酵周期

)/*K/1.-.*31

8/0*39／B
D?$>E = 杆菌 H>O芽孢囊 大部芽孢囊 HPO孢晶脱落 EN

! 杆菌 前芽孢 少量芽孢囊 大部芽孢囊 N>O脱落 GG
E 杆菌 全部芽孢囊 H>O孢晶脱落 N>O脱落 EP

";<==$=> = 杆菌 全部芽孢囊 P>O孢晶脱落 N>O以上脱落 EG
! 杆菌 全部芽孢囊 N>O以上脱落 EG
E 杆菌 全部芽孢囊 很少量脱落 E>O脱落 NHO脱落 G!

表* "#$%!粉剂对马铃薯甲虫的毒力

I-:7/G I3Q*5*.634D?$>E83A9/0-+-*12.

#$%&’&()*+&,",
粉剂浓度

R315/1.0-.*31

死亡率?30.-7*.6／O
!GB GNB S!B

=T!>> SNUN V>UV =>>
=TG>> N>UN =>> =>>
=TN>> H>U> NVUE V!U!
=T=P>> !HUV ESU> GGUG

空白对照（RF） > > EUN

+,*,+ 后处理：（=）D?$>E发酵液经简易沉淀浓缩处理GNB后制得乳悬剂约=UG.。以

’)$=>H（C）高速离心机（=HW>>>0／K*1，有效容积HEX）!次循环离心深浓缩，由!H>Y+初浓

缩液中制得高浓缩液剂HGY+（含固量约PO）。高浓

缩菌液以高速离心喷雾干燥，制得粉剂EU>NEY+。

干燥机型号<ZJ$!H，要求加工液中含固量=O左

右，G>>X／B流量为好，喷头转速!!W>>>0／K*1，进口

温度=N>[!=NS[，出口温度PN[!SP[，功率为

=!UHY+／B蒸发量。（!）";<==$=>发酵液经简易沉

淀浓缩处理VPB，制得初浓缩乳悬剂=UH.。初浓缩

悬液（含固量约EUNO!GU>O）=>>Y+于同型干燥机

中直接喷雾干燥，进口温度=N>\![，出口 温 度

N=H 微 生 物 学 报 EV卷



!"#!"$#，"%喷完。（&）’()*&粉剂的毒力，以马铃薯甲虫&龄幼虫为试虫进行测定，

每处理+*头虫，空白对照"*头，室温,*#!&*#，菌液浸马铃薯叶饲虫。结果（表+）表

明，’()*&粉剂有高毒效。（+）杀鞘翅目!"标准制剂，考虑到国外和国内尚未建立杀鞘

翅目!"产品的标准化技术系统，本研究中生产的高含量’()*&粉剂，以柳蓝叶甲和马铃

薯甲虫进行生物测定后，定其毒力效价为,****-.／/0（杀鞘翅目毒力单位／毫克），充分混

匀分装于小安瓿中，密封，置1,*#下贮存，供作杀鞘翅目23制剂毒力测定的暂定标准制

剂。

!4" 防治马铃薯甲虫的效果

用’()*&粉剂防治一代马铃薯甲虫,!+龄幼虫，每试验小区面积*5$亩，田间试验

于新疆霍城县进行，结果见表6。

表" #$%&’粉剂防治马铃薯甲虫的效果

789:;6 <==>?>;@?AB=’()*&CBDE;F>@?B@3FB:B=#$%"&’(")*+),$-$./&’$)")

处理

7F;83/;@3

浓度稀释倍数

G;@H>3AE>:I3>B@

药前虫口基数／$*株

28H>?CBCI:83>B@／$*C:8@3

虫口下降率

J;EI?3>B@／K
幼虫

L8FM8

卵

<00

成虫

NEI:3
,E &E +E 6E

防治效果

<==;?3>M;@;HH

B=?B@3FB:／K

’()*& $O,** ,,, P * QP5" QQ5$ $** $** $**
粉剂 $O+** ,,6 * * "*5+ "P5$ Q65! Q!56 Q+5!
RBDE;F $O"** $,* * * !"5+ Q*5* "+5P ""5& "$5+

$O,** "! PQ * "*5, "Q56 Q*5P "65!
$O+** $P+ ,& $ !&5, "$5* "P5+ "*56
$O"** $$" &!& $ +Q5, +*5P P$5$ 665,

敌杀死,56K乳剂 $O$6** ,"! * * Q"5Q QQ5! $** $** $**
G;?>H,56<- $O$6** $"! * * QQ5+ $** QQ5+ QQ5$

空白对 ,$P * * $!5! $P5+ $Q5" &656 1
照-S $,& * * &&5" ++5! +P5& 1

表6结果表明，’()*&粉剂防治马铃薯甲虫效果极为良好。田间观察证明对$龄至

+龄幼虫皆有高毒效，对$龄和,龄幼虫毒效尤高。

’ 讨论

’()*&与TUV$$)$*是首次从中国土壤中分离的杀鞘翅目高效!"菌株，对柳蓝叶

甲和马铃薯甲虫有高毒效，发酵性能良好，喷雾干燥法制得的粉剂防治马铃薯甲虫效果极

佳，具有很高应用价值。迄今，国际上报道的杀鞘翅目!"菌株皆自虫体分离［!，P，Q］。本研

究所发现的,个杀鞘翅目!"菌株则分别来自我国云南和陕西土壤。在另一研究中我们

已查明此,菌株皆具有杀鞘翅目蛋白质基因-*0&N［$*］。

中试发酵结果表明，简易沉淀浓缩法制备!"乳悬剂简便可行，但高速离心浓缩技术

并不成功。喷雾干燥工艺能达到满意效果。若进一步提高发酵效价，以发酵液直接喷雾，

可期望获得更高效价的粉剂。
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