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摘要  [ 目的] 研究苏云金芽孢杆菌LY30 菌株对棉铃虫的毒性作用。[ 方法] 初步比较LY30 和HD-1 菌株的形态特征、生理生化特性 , 并
采用生物测定的方法 , 比较它们对棉铃虫初孵、二龄、三龄幼虫的毒效差异。[ 结果] LY30 属于 H3a3b3c 血清型、kurstaki 亚种 , 主要由135 、65
kD2 种蛋白成分组成 ,在菌株生长形态、发酵培养特征、生理生化特性方面与生产菌株HD-1 差别不大。LY30 菌株发酵液对棉铃虫初孵、
二龄、三龄幼虫的 LC50 分别为0 .32 、0 .62 、2 .58 μl / ml 。[ 结论] LY30 菌株对棉铃虫三龄以下的幼虫具有高毒力。
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Study onthe Toxicity of Bacillus t huri ngiensis LY30to Cotton Bollwor m
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Abstract  The study ai med to explore the toxicity of Bacillus thuringiensis( Bt) LY30 to cottonboll worm. A hightoxicity Bt strain agai nst larvae of cotton
boll wormnamed as LY30 was isolated fromover 400 wil d-type strains by bioassay .The initial comparison of LY30 with HD-1 by morphological ,physiologi-
cal ,biochemical features showed that LY30 belongs to H3a3b3c serotype . SDS- PAGE electrop horesis atlas showed that they were composed of two ki nds of
protein of 135kDand 65kDcomponents . There were no differences between growt hmorphology ,fermentation culture features ,physiological and biochemical
characteristics between HD-1 and LY30 . However ,toxicity difference betweenthemwas examined with bioassay , the result showed that LC50 of LY30 fer-
mented liqui d against neonate , second and third instar larvae of cotton boll wormwere 0 .32 , 0 .62 , and 2 .58 μL/ ml respectively .LY30 possesses hightoxi-
city against larvae of cotton boll wormyounger thanthird instar .
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  苏云金芽孢杆菌( Bt) 是目前应用最为成功的微生物杀

虫剂, 但仍存在许多问题。许多昆虫对 Bt 毒素不敏感, 且杀

虫谱过窄, 成为影响Bt 进一步推广使用的制约因素, 对广谱

高效Bt 自然株的分离已成为世界性研究热点。为此, 笔者

对LY30 菌株和 HD-1 标准菌株进行了生物学特性初步比较。

1  材料与方法

1 .1  材料 LY30 菌株和 HD- 1 标准菌株均为德州学院生物

系实验室保存。棉铃虫虫卵由德州市农业科学研究所提供 ,

生物测定前在养虫缸中30 ℃孵化。

1 .2 方法

1 .2 .1 生化反应。除几丁质酶测定参照文献[ 1] 进行外, 各

项生化反应试验均按文献[ 2] 的方法进行。接种LY30 到含

有1 % 胶状几丁质的营养琼脂平板,3～5 d 后观察, 菌种周围

伴有透明水解圈的为几丁质酶阳性。

1 .2 .2  血清学鉴定。参照文献[ 3] 的方法进行。接种 LY30

到LB 液体培养基, 培养4 h 左右 , 4 ℃,4 000 r/ min 离心10

min , 洗涤2 次后,0 .6 % 甲醛处理, 得到抗原, 再与抗血清作用

进行检测。

1 .2 .3 SDS- PAGE 凝胶电泳。光学显微镜观察LY30 和 HD- 1

菌株, 确定全部有芽孢和晶体后, 用无菌生理盐水洗涤3 次 ,

加入样品缓冲液, 方法参考文献[ 4] 。

1 .2 .4 生物测定。将菌株接种到 LB 固体斜面,30 ℃培养3

d 后, 转接于5 ml 的无菌水中,60 ℃恒温30 min 后, 接种于发

酵培养基 ,30 ℃恒温振荡培养至大部分芽孢晶体脱落时终止

培养, 调pH 值为5 .0 左右,4 ℃存放。生物测定设5 个浓度

稀释梯度, 每浓度48 头幼虫, 加无菌水的饲料为对照,26 ℃

生物测定温育3 d 后, 统计死、活虫数, 对棉铃虫三龄幼虫则

温育5 d 后。LY30 和HD-1 菌株对棉铃虫的效价按下述公式

计算:

待测菌株的效价=
标准品的 LC50 值×标准品的效价

待测菌株的 LC50 值

2  结果与分析

2 .1  LY30 和 HD-1 菌株生化特性比较  由表1 可以看出 ,

LY30 菌株在菌膜和蔗糖2 项下的表现与 HD-1 不同;LY30 明

表1 LY30 和HD-1 生化反应比较

Table 1 Comparisonof biochemical characteristics betweenstrains LY30and HD-1

菌株

Strain

VP 反应

VP reaction

卵磷脂酶

Lecithinase

菌膜

Pellicle

甘露糖

Mannose

纤维二糖

Cellobiose

水杨苷

Salicin

蔗糖

Sucrose

水解淀粉

Hydrolyzed starch

明胶水解

Gelatin hydrolysis

精氨酸脱羧酶

Arginine decarboxylase

几丁质酶

Chitinase
HD-1 + + - - + + - + + + -

LY30 + + + + - + + + + + + + -

 注 :“+”表示阳性反应 ,“- ”表示阴性反应。

 Note : + , positive reaction ; - , negative reaction .

胶水解和卵磷脂酶2 项呈现强阳性。

2 .2 LY30 和 HD-1 菌株的凝集吸收试验 HD-1 的抗血清被

LY30 鞭毛抗原饱和后不再与HD-1 的鞭毛抗原发生反应。同

样,LY30 的抗血清被 HD-1 鞭毛抗原饱和后不再与HD-1 的鞭 �
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毛抗原发生反应, 因此LY30 属血清型H3a3b3c 、kurst aki 亚种, 饱

和吸收试验与 HD-1 相同。

2 .3  LY30 和 HD-1 菌株的芽孢、伴孢晶体混合物的 SDS-

PAGE 电泳图谱  从图1 可以看出,LY30 和 HD- 1 菌株的芽

孢、伴孢晶体混合物的SDS- PAGE 电泳图谱之间无明显的差

别, 都主要由135 、65 kD 2 种蛋白成分组成, 它们之间有关杀

虫活性的差异可能是由于组成伴孢晶体的蛋白质氨基酸不
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注 :M. 次高分子量 ;1 . HD- 1 ;2 . LY30 。

Note : M,molecular weight markers proteins ;1 , HD- 1 ;2 , LY30 .

图1 LY30 和HD-1 芽孢和伴孢晶体SDS- PAGE 电泳图谱

Fig .1  SDS- PAGE analysis of spore and parasporal crystal from

LY30and HD-1

同, 或者排列顺序的不同以及其他因素所造成。

2 .4 LY30 和 HD-1 菌株对棉铃虫幼虫的生物测定结果  

LY30 和 HD-1 菌株的发酵原液按比例稀释后, 分别感染棉铃

虫初孵、二龄和三龄幼虫, 一定时间后统计死、活虫数, 进行

生物统计分析。从表2 可知,LY30 菌株发酵液对棉铃虫初

孵、二龄、三龄幼虫的 LC50 分别为0 .32、0 .62 、2 .58 μl/ ml ; 对棉

铃虫初孵幼虫的毒效是同时进行生物测定的 HD-1 菌株发酵

液的7 倍; 棉铃虫三龄以下幼虫对 LY30 菌株高度敏感, 毒

效高。

3  小结

通过对LY30 菌株和对照菌株 HD-1 生物学特性间的比

较, 发现二者在生物学特性上具有较多的相似之处。如具有

表2 LY30 和HD-1 菌株对棉铃虫幼虫的毒力测定

Table 2 Toxicity test of strains LY30and HD-1against cottonbollwormlarvae

菌株

Strain

虫龄

Instar

感染天数

Days after

infection

LC50∥μl/ ml

95 %置信范围

LC90 ∥μl/ ml

95 %置信范围

LY30 初孵 3 0 .32( 0.23～0 .38) 1 .18(1 .00～1 .85)

Newly-hatched

二龄 3 0 .62( 0.57～0 .81) 2 .33(1 .75～3 .24)

Second instar

三龄 5 2 .58( 1.90～3 .53) 6 .13(5 .33～8 .36)

Third instar

HD-1 初孵 3 2 .10( 1.74～2 .29) 3 .41(3 .00～4 .56)

Newly-hatched

二龄 3 3 .45( 1.89～3 .10) 4 .32(3 .78～4 .78)

Second instar

三龄 5 4 .18( 2.05～4 .22) 4 .81(4 .66～5 .65)

Third instar

相同的血清型, 同属于 H3a3b3c 、kurst aki 亚种; 芽孢和伴孢晶体

蛋白SDS- PAGE 电泳图谱观察无明显差异; 在菌株生长形态、

生理生化特性方面也只略有差异, 其主要差异表现在杀虫谱

和杀虫毒力上。LY30 对棉铃虫初孵幼虫的毒效是对照菌

HD-1 发酵液的7 倍。因此, 可以看出LY30 是对棉铃虫害虫

具有高毒力的Bt 菌株, 在实际的生产应用中, 更具有开发和

利用价值。
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达, 而几丁质是真菌细胞壁的重要组成部分 , 从而导致了对

其病原菌细胞壁几丁质的降解 , 同时产生的寡糖作为激发

子, 增强了诱导抗性[ 14] 。

( 4) 根际促生菌 HRO- C48 与壳聚糖组合可显著提高植

株的诱导系统抗病性和生防效率 , 下一步将测定不同生防

因子组合对植物防御相关酶及其化合物的影响, 以期从分

子水平进行相关机制的研究。
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