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苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis，简称 Bt）作为杀
虫剂，因为具有使用安全，对人畜无害，连续使用害虫不易

产生抗药性，无残毒，不污染环境，不杀伤天敌，成本低，使

用范围广和药效持久等优点而被广泛用于农林害虫和卫生

害虫的微生物防治[1-5]，但苏云金芽孢杆菌的商品寿命较短，
在田间不易移交，气候与作物本身等因素都会影响苏云金

芽孢杆菌毒素蛋白的持效性，干湿气流交替、阳光强弱、紫

外线（UV）的照射等均会导致 Bt的死亡和苏云金芽孢杆菌
毒素蛋白的降解。紫外线对苏云金芽孢杆菌芽孢和晶体都

有损伤作用，是苏云金芽孢杆菌杀虫剂在田间条件下药效

迅速降低的主要原因之一 [6-7]。为保护 Bt及 Bt毒素蛋白少
受外界影响，增强制剂的生物活性，运用多种生化手段提高

Bt制剂的杀虫效果已报道较多。但从 Bt菌株本身对紫外光
照射的抗性来探讨寻求高效Bt菌种的研究较少，不同 Bt菌
株对紫外光照射的抗性试验目前还未见详细报道。运用多

种生化手段虽能提高 Bt制剂的杀虫效果，但增幅不是很
大。若能采用 UV辐照技术获得直接对紫外线具抵抗能力
的苏云金芽孢杆菌突变株，则可以减少许多生产及应用上

的麻烦，减小阳光强弱对苏云金芽孢杆菌在田间移交及其持

效性的影响。笔者就此进行了研究，现将有关结果报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 出发菌株。Bt001、Bt200、Bt087为河南工业大学生物

工程学院生化微生物实验室所保存的生产菌种，Bt野生菌
株为从河南省南阳市郊土壤中分离出的菌株。

1.1.2 培养基。

（1）平板斜面培养基。牛肉膏 0.5 %，蛋白胨 1 %，葡萄糖
0.1 %，氯化钠 0.2 %，琼脂（石狮牌）2 %，pH值 7.0~7.2，121 益
（1.2伊105 Pa）灭菌 30 min。

（2）分离液态培养基。牛肉膏 0.5 %，蛋白胨 l %，醋酸钠
3.4 %，青霉素钠盐 400 滋g/ml，庆大霉素 400 滋g/ml，pH值
7.0~7.2，1.2伊105 Pa（121益）灭菌 30 min。
1.2 方法

1.2.1 野生 Bt菌株的分离。采用醋酸钠-抗生素振荡培养
分离法[8]并加以改进。具体操作方法为：取土样 5 g，过 20目
筛，倒入装有 45 ml液体分离培养基的摇瓶中，装入适量玻
璃珠，摇床振荡（200 r/min，30 min）培养 8 h。培养结束后，在
无菌条件下，取菌悬液 10 ml，于 65 益水浴 15 min；同样，在
无菌条件下，取热处理后的混浊液 0.1 ml涂平板，将平板置
于 32益培养箱中培养 48 h。然后从平板上挑取类似苏云金
芽孢杆菌的边缘不整齐，表面粗糙的暗白色菌落涂片，用四

溴苯酚磺酞生物染色剂（MBB）及番红复染液区别染色，显
微镜（油镜）下观察。依其菌落形态、颜色、营养体、芽孢、晶

体形态进行取舍，凡形成伴孢晶体的确定为苏云金芽孢杆

菌。无菌条件下挑取单菌落于试管斜面，30~32 益培养箱中
培养 48 h，置于 4益冰箱中备用。
1.2.2 苏云金芽孢杆菌芽孢和晶体的区别染色。按常规方

法进行。把需要镜检的材料涂成薄片，待其自然干燥后于涂

片中央滴加一小滴 MBB液，试剂即向四周扩散。须臾干燥
并有白色结晶析出。5~6 min后即用蒸馏水（或清水）轻轻洗
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摘要 [目的]寻求高抗紫外线的 Bt菌株。[方法]采用不同照射时间的紫外线(UV)对 1株野生型 Bt菌株及 3株 Bt菌株 Bt001、Bt200、
Bt087进行照射处理后再置于 32 益培养箱中培养 16 h。[结果] Bt野生菌株在 UV处理 3 min后已基本全部失活，而 Bt001、Bt200、
Bt087在 UV处理 8 min后仍有活性。菌株 Bt001、Bt200、Bt087对 UV的抗性均强于野生 Bt菌株，其中，Bt200相对弱些，UV处理 9
min后已无菌落；Bt087最弱，UV处理 8 min后已无菌落；而菌株 Bt001对 UV的抗性最强，UV处理 13 min后仍有菌落出现，说明不
同的 Bt菌株，其遗传背景是不同的。另外，Bt001经紫外线照射 9 min培养 16 h后发现有 9个菌落发生明显的变异，菌落呈棕黄色，
菌落明显比原始菌落小，油镜下观察涂片，其菌体比原始菌体小，说明 Bt001为明显发生突变的菌株。[结论]菌株 Bt001对 UV的抗
性最强。
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Discussion on the Resistances of Several Bt Strains to UV Radiation
XU Hui蛳cai et al (Jiaozuo Normal College, Jiaozuo, Henan 454000)
Abstract [Objective] The purpose was to seek for Bt strains with high resistance to UV radiation. [Method] A wild Bt strain and 3 Bt strains of
Bt001, Bt200, Bt087 were radiated by UV radiation for different time, and then cultured in incubator at 32 益 for 16 h. [Result] Almost all the
wild Bt strains lost their activities after they were treated by UV radiation for 3 min, but Bt001, Bt200 and Bt087 also had activities after they
were treated by UV radiation for 8 min. The resistances of strains Bt001, Bt200 and Bt087 to UV radiation were stronger than that of the wild Bt
strain, among which, Bt200 was relatively weaker, there was no colony after it was treated by UV radiation for 9 min; Bt087 was weakest, there
was no colony after it was treated by UV radiation for 8 min; the resistance of the strain Bt001 to UV radiation was strongest, there was also colony
appeared after it was treated by UV radiation for 13 min, indicating that the genetic backgrounds of different Bt strains were different. Besides,
after Bt001 was treated by UV radiation for 9 min and then cultured for 16 h, there were 9 colonies of Bt001 found to have significant variations
and they were brown yellow and significantly smaller than their initial colonies. It was found that their cells were smaller than their initial cells
through observing their smears under oil microscope, indicating that Bt001 was the strain with significant variation. [Conclusion] The resistance of
the strain Bt001 to UV radiation was strongest.
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安徽农业科学袁允燥怎则灶葬造 燥枣 粤灶澡怎蚤 粤早则蚤援 杂糟蚤援 圆园园8袁36渊8冤院3086-3087 责任编辑 张杨林 责任校对 王 淼



去多余的染色剂；再滴加番红复染液，约 30 s；水洗，待干后
用显微镜检视。

1.2.3 紫外线对苏云金芽孢杆菌的处理。
1.2.3.1 菌悬液的制备。取培养 48 h的苏云金芽孢杆菌各
菌株的斜面两支。分别加入 5 ml无菌生理盐水将菌薹洗下，
并倒入盛有玻璃珠的灭过菌的小三角瓶中，振荡 30 min，以
打碎菌块。在无菌室内用显微镜直接计数法计数，调整细胞

浓度为 108个/ml。
1.2.3.2 紫外线处理操作步骤。

（1）UV照射。打开红光的灯泡，取直径 9 cm的培养皿 9
套，分别放入上述菌悬液 5 ml，并放无菌磁子于平皿中。将
盛有菌悬液的平皿置于磁力搅拌器上，在距离为 30 cm，功
率为 15 W的紫外灯下分别搅拌照射 0、1、3、5、8、9、11、13、
15 min。
（2）稀释。在红灯下，将上述经诱变处理的菌悬液以 10

倍稀释法稀释成 10-6~10-1（具体可按存活率进行稀释）。
（3）涂平板。取 10-5和 10-6两个稀释度的菌液，每个稀

释度涂平板 2只，每只加稀释液 0.1 ml。用无菌玻璃刮棒涂
匀。以同样操作，取未经紫外线处理的菌体稀释液涂平板作

对照。

（4）培养。将上述涂匀的平板，用黑布（或黑纸）包好，置

于 32益培养箱中培养 16 h。
（5）计数。将培养 16 h后的平板取出进行计数。根据对

照平板上菌落数，计算出每毫升菌液中的活菌数。同样操

作，计算出 UV处理 3、5、8、9、11、13、15 min后的存活细胞数
及致死率。

（6）转接。挑取紫外光处理过的有特征的 Bt菌落转接
入试管斜面，30~32 益培养箱培养 48 h，取出，4 益冰箱保存
备用。同样方法转接第 3代。
2 结果与分析

2.1 苏云金芽孢杆菌芽孢和晶体的区别染色结果 MBB
液染色镜检的结果表明，苏云金芽孢杆菌的晶体呈天蓝色，

芽孢呈无色，菌体细胞呈复染的红色。晶体由于含有蛋白

质，故具有 MBB液所特有的颜色反应。晶体蛋白中的自由
基蛳NH2与溴酚蓝结合，可获得清晰的细胞学形象。由于染
色剂 MBB液中含有 HgCl2，所以不需要再加热固定。固定和
染色可一次完成。

2.2 不同 Bt菌株对紫外光的抗性 表 1表明，Bt野生菌
株在紫外线处理 3 min后已基本全部失活，而 Bt001、Bt200、
Bt087在紫外线处理 8 min后仍有活性。从 UV处理时间的
长短及平板上出现菌落数的多少可知，尽管菌株 Bt001、
Bt200、Bt087对 UV的抗性都比野生 Bt菌株强得多，但并不

相等，其中，Bt200 相对弱些，UV 处理 9 min 后已无菌落；
Bt087 最弱，UV 处理 8 min 后已无菌落；而菌株 Bt001对
UV的抗性最强，UV处理 13 min后仍有菌落出现。这说明不
同的 Bt菌株，其遗传背景即基因组成是不同的，野生型 Bt
菌株的遗传背景是最不稳定的。进行诱变育种时的诱变效

果与出发菌株的选择和菌种本身的遗传背景有直接关系。

3 讨论

（1）试验中，Bt001经紫外线照射 9 min，培养 16 h后发
现有 9个菌落发生明显的变异，菌落呈棕黄色，菌落明显比
原始菌落小。涂片，显微镜（油镜）下观察其菌体要比原始菌

体小，此为明显发生突变的菌株。至于该菌株是否为正突变

株，是否具有明显的高产性和抗 UV特性，尚待进一步探讨。
（2）抗紫外线能力检测试验结果表明，用紫外线诱变选

育出适合工业生产用的抗紫外线突变株是可能的，有望解

决阳光强弱影响苏云金芽孢杆菌在田间移交和导致苏云金

毒素蛋白降解等问题。
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照射时
间Irradia蛳tion timemin

Bt001 Bt200 Bt087 野生 Bt Wild Bt
稀释10-5倍Diluted10-5
times

稀释10-5倍Diluted10-5
times

稀释l0-6倍Diluted10-6
times

稀释l0-6倍Diluted10-6
times

稀释10-5倍Diluted10-5
times

稀释10-5倍Diluted10-5
times

稀释l0-6倍Diluted10-6
times

稀释l0-6倍Diluted10-6
times

稀释10-5倍Diluted10-5
times

稀释10-5倍Diluted10-5
times

稀释l0-6倍Diluted10-6
times

稀释l0-6倍Diluted10-6
times

稀释10-5倍Diluted10-5
times

稀释10-5倍Diluted10-5
times

稀释l0-6倍Diluted10-6
times

稀释l0-6倍Diluted10-6
times0 >100 >100 21 18 >100 >100 12 10 >100 >100 19 11 >100 >100 24 251 95 >100 7 6 >100 >100 13 9 >100 >100 8 5 65 61 8 9

3 45 59 5 4 64 67 2 2 81 52 2 2 5 4 3 15 48 60 5 1 54 21 2 1 15 7 1 0 0 1 0 0
8 45 21 1 1 12 9 1 1 5 6 1 1 1 0 0 0
9 12 5 2 0 5 4 1 0 1 0 0 0 0 0 0 011 3 3 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

13 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

表 1 不同 Bt菌株被紫外光照射不同时间再培养 16 h后的菌落数
Table 1 Colony number of Bt strain recultured 16 h after UV irradiation with different time 个
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