
斜纹夜蛾核多角体病毒病的初步研究

生物学系昆 虫学专业 昆虫病毒研纪小组

斜纹夜蛾 ( P
r

咖成
。 lti 、 ra F a b r i o iu s

)属鳞翅目 夜蛾科
,

是我国粮棉
、

经济

作物和蔬菜的重要害虫之一
。

多年来以化学防治为主
,

害虫产生了抗药性
,
用药里

逐年提高
,

增加了作物
、

特别是蔬菜上的残毒
,

直接影响了人体健康
。

且该虫对苏

芸金杆菌类生物农药又不敏感
。

为了减少环境污染
,

探讨新的防治方法
,

便具有重

要的实践意义
。

斜纹夜蛾幼虫病毒病从一九一三年起
,
先后由 D u d g e o n

和 B a
h g at 在埃及发

现
,

五十年代中期
, A bu l一 N as r

确定了这种病是核型多角体病毒病
,
室内实 验 能

使斜纹夜蛾大量死亡
,

这就引起人们的极大重视
。

一九六 O 年戴冠群对广州地区的

这种病毒进行了研究
。

一九六四年
,

中国科学院的科学工作者在河北
、

广州
、

南昌

等地也找到了感染核型多角体和颗粒体病毒病的死虫
。

无产阶级文化大革命
,

有力

地推动了我国的科学研究工作
。

一九七二至一九七三年
,
云南省保山潞江棉作试验

站的实验表明
,

利用这种病毒防治害虫效果显著
。

一九七五年
,

黄冠辉
、

丁翠对这

种病毒病进行了一系列研究
。 1 9 7 5年开始

,

广州市新撰公社联新大队和广州市微生

物研究所协作
,

在蔬菜上应用这种病毒防治斜纹夜蛾取得了良好效果
。

本文报导了斜纹夜蛾幼虫核型多角体病毒的形态
、

幼虫感染及病毒保存等试验

结果
,

为利用这种病毒防治斜纹夜蛾提供参考
。

材 料 和 方 法

病毒品系
。
一九七五年四月广州市微生物研究所采自本市联星大队蔬菜地的病

虫
,
经我们室内虫体繁殖而得

。

病毒繁殖
: 用每毫升约含10 0万左右多角体的死虫组织液 ( 滤过的 )

,

涂 在 落

菜叶片上
,

稍干后即用以饲喂养虫室内三至四龄的斜纹夜蛾幼虫
。

1一 2 天后改用

清洁叶片
。

注意经常检查发病情况
,
随死随收

,
避免活虫吃死虫或因死虫腐烂而无

法收集
。
死虫涂片 ( 用什维佐娃或坡赫法染色 ) 在光学显微镜下检查有无多角体

。

病毒保存
。

( 1 )
、

将染病死虫直接装入洗净的旧青霉素小瓶
,

盖好 放于 4℃冰

箱 ,
( 2 )

、

将染病死虫或虫尸的捣碎液装于试管 ( 或小瓶中 )
,
加甘油和 少许青



第三期 斜纹 夜蛾核 多角体病 毒病 的初 步研究

霉素
,
放于 4 O

C冰箱 ,
( 3 )

、

将染病死虫经离心获得粗提纯的多角体
,

分装于安培

瓶内 ( 约。
.

1毫升 )
,

经冰冻真空千燥 ( 约 20 小时 )
,

在真空下将安培瓶 封 口
,

置

于 4℃冰箱
。

多角体的提纯和观察
:
根据多角体的比重 ( 约 1

.

28 )
,

我们采用离心的方法分

离和提纯多角体
。

即将死虫
一

用捣碎机或研林捣碎
,

加蒸馏水稀释
,

经 尼龙纱过沪
,

以 20 0一 50 0转 /分
,

离心 3一 5分钟
,

除去组织碎片及大块杂质
,

将含有多角体的上清

液
, 以 50 00 转 /分

,

离心 20 分钟
,
除去上清液

,

把沉淀悬浮于 0
.

25 肠 洗衣 粉水溶液

中
,

( P H = 7 )
,

匀浆 3分钟又以 5 0 0 0转 /分
,

离心 20 分钟
,

弃去上清液
,

将沉淀物

悬浮于约为沉淀物体积 3暗的蒸馏水中匀浆12 分钟
,

然后把匀浆液注入装有 4厘米

厚
、

J

特定密度为 1
.

3 ( 6 1
.

7肠 w / w ) 的蔗糖溶液的离心管中
,

以 6 0 0 0转 /分
,

离心 30 分

钟
,

多角体就集结于蔗搪液和水之间
,

较重的不纯物质进入蔗糖液中或沉在离心管

底部
。

取含育大量多角体的中间层加十倍蒸馏水匀桨 6分钟
,

注入具有特定密度 1
.

20

(4 .3 仑肠访 /w )蔗糖液上
, 7 0 0 0转 /分

,

离心 30 分钟
,

白色的多角体就沉到离心 管底部
。

最后将多角体悬于 30 倍蒸馏水中
,

以 5 0 0 0转 /分反复离心洗溉二次
,

便可 获得纯的

多角体
。

多角体滴于一张小载片上
,

用黄金喷涂
,

在 H S E一 2 扫描电镜观察
。

病毒粒子
.
根据核型多角体可被弱碱溶解的特性

,

将 约 57 毫克 纯 多角体加入

1 2毫升 0
.

0 1M N a z
C O

s
加。

。

o 5N a C I混合液中
,

在室温下溶解 4 小时
,

以 2 0 0 0一 4 0 0。

转 /分
,

离心10 分钟
,

上清液以 1 0 0 0 0 转 /分
,

离心 1小时
,

除去上清液
, 沉淀加入少许

无 C O :
一

的双蒸水
,

再以 1 0 0。。转 /分
,

离心 1 小时
,

可获得大量病毒 粒子
,

加少量的无

C 。 :
双蒸水

,
滴在载网上

,

磷钨酸负染
,

H
u
一 12 A电镜观察

。

组织石腊切片及多角体的超薄切片
:
将感病垂死的虫体在 蒲 安 液 ( B o iu n 尹 s

fl 吐d ) 中固定 4小时
,

石腊包埋
,

切片 6微米
,

用苏木精及伊红染色
,

于光学显微

镜下观寮并照相
。

将提纯的多角体放于 P al a d e
饿酸固定液中固定 4 小时

,

酒精浓

度递茸脱水
,

甲基丙烯酸脂包埋 (多角体也可在干燥器中干燥后直接包埋 )
,

然后在

L K B 8 8 o。型超薄切片机切片
,

厚度约 5 0 0久
,

切片以醋酸铀染色 1
.

5小时
,

H
。
一 12 A

电镜下观察并照相
。

生物测定
:
将染病死虫磨碎

, 尼龙纱过滤
,

血球计数器计数
,

稀释 至 所 需浓

度
,

用毛笔涂抹蓖麻叶表背两面
,

湿润为止
,

晾千后
,

恒温下饲喂 2 龄幼虫
,

24 小

时后换无病毒鲜叶
。 7天内逐日记录死亡数

,

死虫抽样检查
,

是否属病毒致死
,

并

求出致死中浓度 ( L C 5 0 )
。

用同样处理方法
,

在不同温度
、

相同病毒浓度 条件下
,

测定幼虫对病毒的敏感性
。

田间治虫试验
: 1 9 7 5年 7月至 8月

,

在广州新洛公社联星大队农科 站的。
.

4及 0
.

5

亩指菜田进行试验
。

先将病虫尸体用捣碎机捣碎
,

纱布过滤并计数
,

配成约 2 x 1 0,

多角体 /毫升的悬液
,

加少量洗衣粉用喷雾器喷雾
,

同时用井水喷雾作 对照
。

逐 日

调查
,
测定防治效果

。
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实 验 结 果

一
、

料纹夜蛾核型多角体病毒病的特征

染病幼虫的最大特点是发育缓慢
,

体色常在感病三天后变灰白
,
行动迟钝

,
还

有严重的相杀现象
。

在同一养虫缸出现死亡时
,

若不及时取出
,

其他垂死的病虫便

很快将死虫吃光 ( 健康虫很少存在此现象 )
。

病虫常倒挂在植物和养虫器材上死亡

《图一 )
。

一旦死亡
,

皮肤微触即破或自行破裂
,
流出乳白色的稍带腥味的体液

。

此

时涂片观察
,
高倍镜下可看到折光性较强的多角体

。

经甲醛酒精液固定
,
1帕 N a O H

处理
, 5肠伊红水溶液染色后

,

在油镜下可清晰看到粉红色的多角体
。

若用 1 肠孔雀

绿处理 1 分钟
,

再用 1 帕苦味酸处理 5分钟
,

被染成金黄色的多角体和被染成绿色的

其他组织便形成明显的对照
。

石腊切片观察
,

染病幼虫主要病变发生于被侵染的细

饱核内
,

尤其在表皮
、

脂肪体和气管细胞核中更为繁多
,

甚至在生殖系统组织中也

可看到 ( 图二 )
。

图一 感病毒病死亡的斜故夜蛾幼虫 图二 斜胶夜蛾幼虫感病后的体

壁细胞示胞核充满多角体

光学显微镜和电子显微镜下观察表明
,

斜纹夜蛾多角体呈不规则多角形
,
多数

为五角形或六角形
,

大小变化很大
,

直径从 1
.

。至 4
.

67 微米
,

平均 2
.

4微米
。

用黄金

喷涂
,

扫描电镜观察
,

为不规则的表面有隆起的多角体 ( 图三 )
。

用弱碱溶解多角

体外壳
,

释放出的病毒粒子
,

和纯多角体的超薄切片表明
,
目前联星大队蔬巢地流

行的是核型多角体病毒病
。

多角体含有许多的杆状病毒粒子
,
粒子在多角体内

,

常

常是成束存在
,

每束所含的病毒数量从 2一 1 0 ,
也有单个存在

。

初步测定
,

粒子直径

约为2 0 0一 5 0 0久
,

长 2 0 0 0一 4 0 0 0孟( 图四 )
。
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图三 斜故夜蛾幼虫核型多角体 (电子显橄镜扫描像
,

x 7 5 0 0)

图四 斜杖夜蛾幼虫核型多角体的超薄切片示病毒束

二
、

料故夜蛾核型多角体病毒病的生物浏定

斜纹夜蛾核型多角体病毒是一种毒力较强的病原微生物
,

在一定的条件下
,

能

引起斜纹夜蛾幼虫大量死亡
。

实验表明
:
高浓度

、

高温
、

多次饲喂情况下
, 1一 5龄

幼虫均可感染死亡
。

以 2一 4龄最为敏感
, 5一 6龄幼虫在较低温度条件下

,

患病率较

低
,
化蛹后有相当数量在蛹期死亡

。

我们在室温条件下对 2
、

3
、
4龄幼虫 L C

S。

测定的
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基础上
,
重点对二龄幼虫在恒温情况下对其L C

。。
进行了测定

。

在温度27 ℃ 及相对

温度 70 一 90 呱条件下
,
病毒对二龄幼虫致死中浓度 L .C

。
为2

.

3 x 10
6

多角体 / 毫升
,

( 图五 )
。

斜纹夜蛾的感病率与温度有密切的关系
:
同一浓度

、

龄期
,

温度高
,
死

亡速度快
,
死亡率高 , 温度低

,

死亡逮度慢
,

死亡率低
。

( 图六 )
。

22 ℃时
,
致死

中时 ( L t。 。
) 为 9

.

3夭 , 而在 30 ℃时
,

L t。只有5天
。

22 ℃条件下
,
感病 10 天后只有

毛0肠死亡
,

其余均能陆续化蛹 , 而在 24 ℃ ,
27 ℃ ,

30 ℃情况下
,
分别 都 在 第 10

、

第 9
、

第8天 10 0帕死亡
。

亡

:: :

L e , . = 二 , 吐 , .0 乡角匆 毛汁

~ J ~

-
一

一一
一

-一“ ` ~ 一一一一-一- -

, 刀 O , 6 劝 6 , 不 0 6 , 丘肠 , 压 . 6 ,

拉度对孩健

图五 权型多角体对斜故夜蛾二龄幼虫的死亡曲挑

y = o
·

7 2 + `
·

, 2姚 ( 2 2’ e )

讲|川断|赫月|科|川叮

机

串

0
.

4 妇 Tl o j 吐 6 0了 认 6 吸巴̀ 5 巨 9 0 54 5 了 O

天数对橄鲤

图六 感染核型多角体的斜杖夜蛾幼虫在不同温度条件下的反应

三
、

病毒使用与保存试验

1
、

1 9 7 6年 7 月至 8 月
,

在联星大队农科站的芳菜田试验
,

经喷洒核 型 多 角体

后
,
斜纹夜蛾幼虫在第四天开始死亡

,

第 6
、

7天达死亡高峰
,
防治效果达 80 肠

。

特

别在虫口密度大
、

气温高的情况下
,
结果尤为明显

。
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2
、

采用上述三种方法
,

在 4℃冰箱保存 5个月以上仍具有很强的杀 虫 能力
,

没

有失毒
,

特别是冰冻干燥后更宜于长期保存
。

讨 论

斜纹夜蛾核型多角体病毒繁殖方法比较简单
,
易于上法生产

,

幼 虫在一定的条

件下
,

对它又具有高度的放感性
,
特别是在广州市郊区

, 7一 9月份温度较高
,

斜纹

夜蛾又是危害最严重的时候
,

使用这种病毒防治该虫是很有可能的
。

当前的问题是

病毒杀虫效果较慢
,

因此
,

深入研究病毒的作用机理
,

选育毒性高的品系
,

探讨合

适的使用方法是很重要的
。

特别是要深入地研究该虫人工大量繁殖和对高等动物的

安全问题
,

以便向着病毒的工业化生产发展
。
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