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单头饲养斜纹夜蛾增殖 SI N P V 病毒的研究
`

黄 亚 欣

(中山 大学昆虫学研究所 /生物防治 国家重
.

杳
、

实验室 广州 51 02 75 )

摘 要 使用人工半合成饲料大规模单头饲养斜纹夜蛾幼虫
,

增殖核型多角体病毒
.

通过不

同接种浓度
、

接种龄期
、

饲养温度以及不同饲料的比较
,

遴选出当 3 龄幼虫接种的病毒浓度为

3
.

85 x lo
,
PI sB / m L

,

4 龄幼虫接种的病毒浓度为 3
.

85 x l 印 PI 氏 / m L 时
,

病毒产 t 最高
,
峨龄幼

虫接种增殖病毒的最适温度为 24 一 27 ℃
,

人工半合成饲料饲养幼虫增殖病毒效果优于天然饲

料
.

同时
,

催病虫尸的重量与其病毒产量之间
,

有显著的线性关系 ;催病虫的死亡速率与饲虫

温度成正 比
.

关键词 斜纹夜蛾
,

核型多角体病毒
,

增殖

分类号 0 9 6 5
.

5

病毒增殖是病毒杀虫剂大规模生产的重要环节之一 目前
,

由于利用细胞培养大量增

殖病毒成本太高
,

不适于病毒杀虫剂的大规模生产
.

国内外普遍采用人工半合成饲料大量

饲养寄主昆虫增殖病毒的方法
,

生产病毒杀虫剂
〔 ,一 “ ,

.

影响病毒增殖产量的因素可归结为

品系
、

虫龄和性比
;饲养容器

、

饲料
、

温度
、

湿度和光照等条件
;
病毒株

、

接种浓度
、

收获病毒

的时间和方法等三个方面
〔 3 ,

.

筛选适宜病毒增殖的最佳组合条件
,

国内外迄今为止均采用

病毒产量为标准
,

以获得最高病毒产量的组合条件
〔`一 “ 〕

.

蒲蛰龙等的研究
〔6〕
表明

,

斜纹夜

蛾 (` 产双叩勿 a z岔二a F
.

)幼虫有 自相残杀的习性
,

尤其是核型多角体病毒 ( n u e l e a r 卯 l y h e d r o s is

v ir us )摧病虫更为严重
,

当群体饲养时会造成病毒产量的大量损失
.

本研究在此基础上
,

首

次采用单头饲养幼虫的方法增殖病毒
,

旨在为斜纹夜蛾核型多角体病毒 (简称 sl N P v )杀

虫剂的大规模生产研 究提供重要依据
.

1 材料和方法

供试斜纹夜蛾为中山大学昆虫学研究所人工半合成饲料连续饲养 15 代以上的品系
.

SI N P V 毒株为中山大学昆虫学研究所分离提纯的标准样品
.

人工半合成饲料根据 庞义 等
〔7〕
配方配制

,

分装备用
.

天然饲料选用蓖麻叶
,

浸泡于

收稿日期
:
一9 9 3 一 1 0 一 2 3

,
国家

“

七
.

五
”
科技攻关资助项目
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5%福尔马林溶液 中消毒 3 0m ni
,

冲洗干净
,

凉干
,

再置紫外光下消毒 3 o m in
,

剪成面积约为

4
·

sc m ’

的小片
,

备用
.

卵块消毒方法为在孵化前一天
,

用 5 % ( v /
。

) 福尔马林溶液将卵块浸泡 3 Om in
,

用无菌

蒸馏水冲洗 3一 5 次
、

置超净工作台上吹干后
,

移入盛 有人工半合成饲料 的圆形塑料盒

( 13 c m x 3
.

sc m )中央
,

每盒接入 2 ~ 3 个卵块 (约 5 00 ~ 80 0 粒 )
.

饲养至接种龄期
,

再移入

单头饲养容器 (中 c3 m x c7 m )内单头饲养
.

每日观察
,

收获病虫尸
,

称重
,

然后匀浆 15 m in
,

稀释
,

血球计数器计数
.

( 1) 接种浓度与接种虫龄的组合对病毒增殖 的影响
.

以 3
.

85 x 1 0
3 ,

3
.

8 5 x 10
` ,

3
.

85

X l o
, ,

3
·

8 5 X 1 0
6 ,

3
·

8 5 X 1 0 , ,

3
·

8 5 X 1 08
p I B s / m L 6 种不同浓度的病毒多角体悬浮液

,

滴

加在人工半合成饲料表面
,

每头虫接种剂量 为 1 00 咚
,

对照组加 1 0 0吓 无菌蒸馏水
.

置超

净工作台上吹干水份
.

饲毒虫龄分别为 3龄
、

4 龄和 5 龄
,

每处理 30 头虫
,

不设重复
,

共 21

个处理
.

饲虫温度为 ( 25 士 1) C
.

( 2) 温度与接种虫龄的组合对病毒增殖的影响
.

设 2 1
,

2 4
,

2 7
,

3 0
,

33
,

36 C 6 种不同温

度处理 接种龄期为 4 龄初和 4 龄末两组
,

接种浓度为 3
.

85 x 1 0 7

PI sB / m L
,

每头虫 l。。匹
;

每个温度处理设一空白对照
.

每处理 30 头虫
,

置复式温箱内
,

温度误差为士 1 ℃
.

( 3) 人工半合成饲料和天然饲料的组合对病毒增殖的影响
.

将 1 0 0咚 浓度为 3
.

85 x

10
6

和 3
·

85 X 1 0
7

IP sB / m L 的病毒悬浮液
,

滴于小片蓖麻叶表面
,

超净工作台上吹干水份
,

用其饲虫 2 h4 后换无毒叶
.

同时将 1 0 0吐 浓度为 3
.

85 x 1 0
7

IP sB / m L 的病毒悬浮液接种于

每个单头饲养容器中的人工半合成饲料表面
.

每处理 30 头虫
,

各设一对照
.

接种龄期为 4

龄末
,

温度为 ( 24 土 1 ) C
.

以上 3 组试验处理的光照均为每日 1 h2
,

相对湿度为 60 % ~ 8 0 %
.

2 结果和分析

2
.

1 接种浓度与接种虫龄的组合对病毒增殖的影响

不同接种浓度和接种虫龄的组合对病毒增殖有显著影响
,

结果如表 1
.

表 1 虫龄
、

饲养浓度 c( ) 不 同组合对病毒增殖的影响

T a b
.

1 T h e e f f e e t o n Pr o P a g a t i n g S IN P V o f d i f f e r e n t e o m b in a t i o n s o f s ix u i r u s e o n e e n t r a t io n s

w i t h t h r e e in
oc

u la t in g i n s t a r s
/亿 P I B s

e

/ P IB s
·

m L 一 ’ 3
.

8 5 X 1 0
2 3

.

8 5 X 10刁 3
.

8 5 X 1 0 5 3
.

85 X 10
6 3

.

E5 X 1 0 7 3
.

8 5 X 1 0 8 0

E G M E G M E G M E G 材 E G M E G M 召 肘

3 龄 3
.

9 4 3
.

9 37 39
.

8 3 7 4
.

7 87
.

4 77 3
.

4 9 4
.

4 9 0 3
.

6 8 2
.

3 7 7 1
.

4 4 8
.

8 9 6 0 0

4 龄 1
.

9 3 6
.

2 5 3 2
.

4 5 3
.

8 7 3 3
.

8 7 9
.

8 7 7 3
.

8 8 6
.

3 7 7 5
.

6 1 6 7 1 00 4
.

5 1 3 4
.

3 1 00 0 0

5 龄 2
.

3 2 3
.

3 1 1 1
.

4 1 1
.

1 2 7 0 0 0 1
.

4 2 4
.

9 6 0 0 0

E :

每头幼虫平均产量 ; G :

每处理 ( 30 头 )总产量 ; M :

每处理中的病虫死亡率 ( % )
.

经过 A b bo tt 公式校

正
.

下面表格中标注均同

3 龄幼虫接种
,

在接种浓度为 3
.

85 X I护 PI sB / m L 时
,

平均每头幼虫病毒产量及每处

理病毒总产量均为最高
,

分别为 47 亿 PI sB 和 1 0 74 亿 PI sB
.

4 龄幼虫接种的病毒产量
,

以
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3
.

5 5 x 1 0 ,
P xB s

/ m L 最高
,

平均每头虫产量可达 5 6 亿 p I B s ,

每处理总产量达 1 6 7 2 亿 P xB s
.

接种浓度为 3
.

85 x 1 0
5

PI sB / m L 时
,

平均每头虫产量可达 58 亿 IP sB
,

但由于死亡率仍为

44 %
,

低于前者的 100 %
,

所以总产量亦低于前者
.

t检验
,

4 龄幼虫接种病毒获得的最高产

量 (平均每头虫产量和每处理总产量 )均显著高于 3龄幼虫接种病毒获得的最高产量
.

将 3 龄和 4 龄接种的幼虫感染病毒致死的虫尸的平均重量 ( w) 与其所含的病毒多角

体产量 ( N )进行 回归分析
,

结果虫重 ( g ) 与病毒数量 (P I sB )呈显著直线相关
.

3 龄接种时的

相关系数
, 一 0

.

9 5 3 4
,

尸< 0
.

0 1 : 4 龄接种时的相关系数
: 一 0

.

9 5 86
,

p < 0
.

01
.

直线方程为
:

3 龄时
: 万 = 8

.

Z l w + 0
.

3 7 ( X 1 0 8 P I B s / m L )

4 龄时
: 八 = 1 1

.

9 5 w 一 4
.

2 1 ( X 10 9 P I B S / m L )

这种线性关系说明
.

收获时虫尸越重
,

病毒产量越高
.

实验结果中
,

出现高浓度感染
,

产量反而低的现象
,

可能是高浓度接种
,

幼虫很快就摧

病死亡
,

这时虫体较小
,

产量不高
; 而接种浓度适 中产量较高

,

则可能是幼虫榷病后
,

发病

迟
,

死亡时虫体较重
,

病毒在虫体内得到较充分的增殖
; 而当浓度太低

,

可能由于虫体免疫

系统作用的结果
,

死亡率不高
,

病毒未能得到 充分增殖的缘故
.

这种现象油层与其它鳞翅

目幼虫增殖病毒的研究结果相近似
〔`

· ’ 。 ` ,

5〕
·

5 龄虫在接种浓度低于 3
.

8 5 x 10
7

PI Bs / m L时
,

幼虫存活率在 69 % 一 93 % 之间
.

这与对照组 比较 无显著差异
.

在接种浓度为 3
.

85 x l护

IP sB / m L的高浓度下
,

幼虫存活率亦达 4 。%
.

故认为
,

5 龄幼虫一般无病症出现
,

只有在浓

度极高条件下
,

才有病症出现的可能
.

镜检其蛹
,

均带有病毒多角体
.

说明已被病毒潜伏性

感染
,

但仍能继续生长发育
.

2
.

2 温度与接种虫龄的组合对病毒增殖的影响

不同温度处理对病毒增殖有显著影响
,

试验结果如表 2 所示
.

表 2 温度
、

虫期的不 同组合 对病毒增殖的影响

T a b
.

2 T h e e f fe e t o r P r o P a g a t in g S IN P V o f d if f e r e n t e o n b i n a t l o n s o f s i x r e a r in g t e m pe
r a t u r e s

w i t h t w o i n o c u la t i n g in s t a r s
/亿 P l压

温度 / ( C ) 2 1 2 4 2 7 3 0 3 3 3 6

病毒产量 万 ` 君 ` 百 ` 君 ` 百 ` 百 `

感染组

对照组

感染组

对照组

7
.

0 2 1 0
.

0 1 2
.

7 3 8 0
.

0 1 4
.

9 4 4 8
.

3 7
.

0 2 1 0
.

8 7
.

2 2 1 6
.

7 4
.

9 1 4 8"龄初

1 6
.

2 4 8 5
.

8 2 4
.

6 7 3 8
.

7 1 1
.

6 3 4 9
.

2 1 3
.

8 4 1 4
.

5 8
.

6 2 5 6
.

7d龄末

4 龄初接种的病毒产量峰值在 27 C
,

平均每头幼虫病毒产量为 14
.

9 亿 PI sB ; 4 龄末

接种的病毒产量最高值在 24 c
,

平均 每头幼虫病毒产量为 24
.

6 亿 PI sB
.

因采用 3
.

85 x

I J PI sB / m L 的高浓度接种
,

所有处理 的死亡率均达到或接近 1 00 %
,

故平均每头幼虫产

量可与平均每处理总产量等价比较
.

w at an ab e 〔8二
认为

,

高温阻遏多角体蛋白的合成
,

而不

能形成多角体外壳
.

I gn of fo 〔 , 〕和 T ho m p so n 〔 , 〕的研究也表 明
,

适宜的温度能使病毒在寄主细

胞内得到充分的增殖
.

本试验的结果也证实了这一点
,

温度低于 24 一 2 7 C 区间的 21 C
,

平
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均每头虫病毒产量为 7 亿 PI sB
,

明显偏低
,

可能是因为虫体此时发育速度较慢
,

病毒不能

充分增殖
; 当温度高于 24 ~ 27 C 区间时

,

产量也显著减少
,

说 明高温抑制病毒在虫体内的

增殖
.

结果表明
,

4 龄接种增殖病毒的适宜温区为 24 ~ 2 7 C
.

d̀q曰0

恻哥一f锌侧以

0 0
,

2 0
.

4 0
.

6 0
.

8 1
.

0 1
.

2

l g t /d

图 l 不同温度下 SI N P v 感染斜纹夜蛾幼虫的 L 一 C 一 P 曲线

F ig
.

1 T h e L 一 C 一 P e u r v e a f t e r t h e la r v a e t r ea t e d w i t h S IN P V in d if fe r e n t t e m ep r a t u r e s

不同温度条件下病毒对 4 龄末幼虫的致死中时 (及
5。

)计算结果为
:

33 ℃时
,

4
.

d3 ; 3 0 C

时
,

5
.

Zd ; 2 7 ℃时
,

6
.

s d
,

2 4
C

C 时
,

7
.

o d ; 2 1
`

C 时
,

5
.

o d (如图 一)
.

说明温度越高
,

死亡速率越
J

决
;温度越低

,

死亡速率越慢
.

经回归分析
,

温度与不同温度下的致死中时相关非常显著

(P < 0
.

01 )
.

故可认为
,

温度与死亡速率呈正相关
·

死亡速率的快慢直接影响到饲养幼虫必需的水电
、

劳务
、

饲料和养虫容器的周转等大

规模生产的成本
.

因此在大规模生产的成本核算中
,

我们可以通过将温度因素对增殖病毒

的影响纳入与其它因素一起综合考查
.

2
.

3 人工半合成饲料和天然饲料组合对病毒增殖的影响

试验结果如表 3 所示
.

在接种浓度为 3
.

85 x 10
7

IP sB / m L 时
,

人工半合成饲料组平均每头幼虫病毒产量和每

处理病毒总产量均明显高于天然饲料组
,

表 明人工半合成饲料提供给虫体的营养
,

在增殖

病毒效果方面明显优于天然饲料蓖麻叶
,

适宜于大规模生产病毒杀虫剂使用
.

当接种浓度

为 3
.

85 x 10
“
IP sB / m L 时

,

人工半合成饲料组平均每头幼虫病毒产量仍高于蓖麻叶组
,

但

每处理总产量却低于蓖麻叶组
.

这可能是由于天然饲料饲养的幼虫对病原体 的抵抗力较

弱
; 而人工半合成饲料饲养的幼虫

,

对病原体抵抗力较强的缘故
.

从蓖麻 叶组病毒死率为

1 00 %
,

而人工半合成饲料组病毒死亡率为 77 %也可说明这点
.

显然
,

人工半合成饲料饲养的幼虫增殖病毒效果优于天然饲料蓖麻叶饲养的幼虫
.

同

时应注意配合适宜的接种浓度
.
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表 3 天然饲料与工人半合成饲料单头饲养料纹夜峨对病毒增殖的影响
T a b

.

3 T 阮 e f f e e t o n p r o
, g a t in g s IN p v o f a n a r ti f i e i a l d i e t w i由 a n a t u r a l di e t /亿 P I B

接种液度 天然饲料 (蓖麻叶 )

/ P I sB
·

m L一 ` 3
.

8 5 X 1 0
7

0 3
.

8 5 X 1 0
8

0

E G E G E G E G

病毒产量 2 4
.

7 7 4 1
.

4 2 0
.

0 2 2 0
.

0 3 3
.

9 一0 1 6
.

0 1 7
.

8 1 7 8
.

3 0

收获虫数 3 0 3 0 3 0 3 0

病毒死虫数 3 0通
“

一 I B 3 0月 一 0召

接种浓度 人工半合成饲料

/p IsB
·

m L一
,

3
.

8 5 沐 1 0
,

0 3
.

8 5 x 1 0 .
0

E G E G E G E G

病毒产量 5 6 1 6 7 2 0 0 3 8 8 6 3 0 0

收获虫数 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0

病毒死虫数 3 0月 3 0月 o e 2 3 0

,
后注相同字母大小写不同

,

差异显著 (P < 0
.

0 5 ) ,大小写相同
,

无显差异 ;

不同字母
,

差异极其显著 (P < 0
.

01 )
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