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苏云金芽孢杆菌 HBF21菌株对铜绿丽金龟和
黄褐丽金龟幼虫生长发育及取食的影响

宋　健 1
, 　王金耀 1

, 　王容燕 1
, 　冯书亮 13

, 　曹伟平 1
,

杜立新 1
, 　张海剑 1

, 　张　杰 2
, 　宋福平 2

(1.河北省农林科学院 植物保护研究所 , 河北 保定 071000;

2.中国农业科学院 植物保护研究所 植物病虫害生物学国家重点实验室 , 北京 100094)

摘　要 :研究了苏云金芽孢杆菌 B ac illus thuring iensis HB F21菌株对 10日龄铜绿丽金龟 Anom a la

co rpu len ta和黄褐丽金龟 A. exo le ta幼虫存活率、拒食、抑制生长及取食选择性的影响。结果表明 ,

随着感染剂量的增大和感染时间的延长 ,两种金龟子幼虫的存活率均下降 ,对铜绿丽金龟幼虫的拒

食作用和生长抑制作用增强 ,使该幼虫对饲料的选择性增强。感染 7 d时 ,对黄褐丽金龟幼虫的

L C50值为 64. 16μg / g, 14 d时下降到 13. 98μg / g,对铜绿丽金龟幼虫的 L C50值则由 79. 69下降到

19. 14μg / g。当菌剂浓度为 10μg / g、感染 7 d时 , HB F21菌株对铜绿丽金龟幼虫的拒食率和生长
抑制率分别为 4. 74%和 9. 84% , 14 d时分别为 30. 75%和 73. 87% ;当菌剂浓度达到 160μg / g、感

染 7 d时 ,对铜绿丽金龟幼虫的拒食率和生长抑制率分别为 39. 01%和 83. 61% , 14 d时分别为

86. 10%和 97. 75%。可见高浓度菌剂对铜绿丽金龟幼虫有一定的拒食作用。
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and Feed ing of A nom a la corpu len ta and A. exole ta larvae

SON G J ian
1
, W AN G J in2yao

1
, W AN G R ong2yan

1
, FEN G Shu2liang

13
, CAO W ei2p ing

1
,

DU L i2x in
1
, ZHAN G H ai2jian

1
, ZHAN G J ie

2
, SON G Fu2p ing

2

(1. Ins titu te of P lant P rotection, H ebei Academ y of Agricultu ra l and Forestry Sciences, B aoding 071000, China;

2. Ins titu te of P lant P ro tec tion, C hina Academ y of Agricu ltu ra l Sc iences, S ta te Key L ab.

of B io logy for P lant D iseases and Instec ts, B eijing 100094, China)

Abstract: The effec t of HB F21 stra in on surv iva l ra te, an tifeed ing, inh ib ition of grow th and feed ing

behav io r on 10 days insta r la rvae of Anom a la corpu len ta and A. exo le ta la rvae w ere stud ied by

b io log ica l tests. The resu lts show ed tha t the surv iva l ra te of A. co rpu len ta la rvae and A. exo le ta la rvae

w as decreased, the an tifeed ing effec t and grow th inh ib ition of A. corpu len ta la rvae w ere inc reased, the

feed ing se lec titity to feedstuff of A. co rpu len ta la rvae enhanced as the concen tra tion of HB F21 s tra in

w as increased and the tim e of infec ted w ith HB F 21 s tra in w as p ro longed . The A. exo le ta la rvae L C50
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w as 64. 16μg / g fo r 7 d and decreased 13. 98μg / g fo r 14 d infec ted by HB F21 stra in1The A. exo le ta

la rvae L C50 reduced from 79. 69μg / g to 19. 14μg / g trea ted w ith HB F21 s tra in. W hen the A.

co rpu len ta la rvae trea ted w ith HB F21 stra in a t the concen tra tion of 10μg / g so il fo r 7 d, the an tifeed ing

ra te and grow th inh ib ition ra te w ere 4. 74% and 9. 84% , 30. 75% and 73. 87% for 14 d. W hen the A.

co rpu len ta la rvae trea ted w ith HB F21 s tra in a t the concen tra tion of 160 μg / g so il fo r 7 d, the

an tifeed ing ra te and g row th inh ib ition ra te w ere 39. 01% and 83. 61% , 86. 10% and 97. 75% for 14 d.

A. corpulenta larvae w ere som ew hat repellent to the feedstuff containing HB F21 strain of high concentration.

Key words: B acillus thuring iensis; Anom a la corpu len ta; Anom a la exo le ta; g row th; an tifeed ing

　　金龟子属鞘翅目金龟总科 ( Sca rabaeo idea) ,其

幼虫蛴螬是我国重要的农林业地下害虫。20世纪

50年代 ,我国以六六六为代表的一些药剂被大面

积推广用于防治金龟子幼虫。1974年 ,辛硫磷和

甲基异柳磷作为主要药剂 ,被用于防治华北、华南

等地区花生、大豆及甘蔗上的金龟子幼虫 [ 1 ]。

1984年 ,甲基异柳磷被我国农业部列为取代六六

六防治地下害虫的重点推广药剂 [ 2 ]。

苏云金芽孢杆菌 B ac illus thu ring iensis (简称

B t)是一种革兰氏阳性昆虫病原细菌 ,它在形成芽

孢的过程中能产生具有杀虫活性的蛋白晶体。B t

制剂以其良好的抗虫效果及对环境安全、无污染、

对天敌无毒害作用等优点 ,已在世界范围内得到

广泛应用。1992年 , O hba等 [ 3 ]在世界上首次筛选

出一株对日本丽金龟具有特异杀虫活性的 B. t.

subsp. J ap onens is B u ibu i菌株。我国河北省农林

科学院植物保护研究所也于 1998年筛选到一株

对华北地区主要地下害虫黄褐丽金龟 Anom a la

exo le ta和铜绿丽金龟 A. co rp u len ta幼虫具有较

高杀虫活性的苏云金芽孢杆菌 HB F21菌株 [ 4 ]。与

大多数化学杀虫剂不同 ,苏云金芽孢杆菌的伴孢

晶体蛋白作用于昆虫的肠道 ,只有被昆虫取食后

才能发挥杀虫作用 [ 5 ]
,因而已有不少专家学者研

究了 B t对靶标害虫的生长发育及取食行为等各种

生理指标的影响 ,其中尤以鳞翅目和膜翅目昆虫

为主 [ 6～9 ]
,而其对金龟子幼虫生长发育及取食行为

影响的研究还未见报道。作者以铜绿丽金龟和黄

褐丽金龟幼虫为研究对象 ,在毒力测定的基础上 ,

进一步研究了 HB F21菌株对幼虫的拒食作用、生
长抑制作用及取食选择作用。

1　材料与方法

1. 1　供试昆虫

从河北保定郊区和定州等地采集铜绿丽金龟

Anom a la co rp u len ta和黄褐丽金龟 A. exo le ta成虫 ,

分别放入 30 cm ×40 cm ×15 cm的塑料盒、上罩

30 cm高网纱的饲养笼中 ,盒底放 6～8 cm厚的细

土 (含水量 18% ) ,饲喂新鲜榆树叶片 ,在养虫室

( 26℃ ±1℃, 16L ∶8D , RH 50% ～60% )内饲养。

待其产卵后 ,将卵挑出 ,放在潮湿的土中使其孵

化。挑取 5头初孵幼虫放入盛有湿土的塑料盒

(直径 8 cm ,高 5 cm )中饲养 ,饲喂新鲜的马铃薯

块和刚发芽的玉米 ,待幼虫长到一定日龄后供生

测用。因铜绿丽金龟幼虫较黄褐丽金龟幼虫发生

程度高 ,虫源丰富 ,因此选用铜绿丽金龟幼虫进行

生长发育和取食影响的试验。

1. 2　供试菌株

苏云 金 芽 孢 杆 菌 HB F21 菌 株 ( B ac illus

thu ring iens is se rova r J ap onensis )由河北省农林科

学院植物保护研究所杀虫微生物实验室提供。

1. 3　菌剂的制备

将 HB F21菌株接种到装有普通细菌培养基
[牛肉膏 0. 5% (质量分数 ,余同 ) ,蛋白胨 1. 0% ,

葡萄糖 0. 3% , N aC l 0. 2% ,琼脂 2% , pH 7. 5 ]的

克氏瓶中 ,培养至孢晶分离。将菌体用无菌水冲

洗至三角瓶中 ,搅匀 , 过滤 , 3 000 r /m in离心

30 m in,收集沉淀物 ,冰冻干燥制成孢晶粉剂。

1. 4　HBF21菌株对金龟子幼虫存活率及 LC50值

的影响

分别将 40 g马铃薯丝 ( 2 mm ×2 mm )加入装

有 40 mL不同浓度 HB F21菌悬液的三角瓶中 ,混

合均匀 ,连同菌悬液一起分别倒入经紫外线

( 40 W , 5 h)处理过的 200 g干土中 ,放置 2～3 h,

使土壤含水量为 20%。先将马铃薯丝平均放入

20支灭菌的指形管 ( 10 cm ×1. 2 cm )底部 ,再加

入 8 cm拌匀的菌土 ,每管接 1头 10日龄健康且

大小一致的铜绿丽金龟幼虫。每处理 20头幼虫 ,

菌剂浓度分别为 20、40、80、160、240μg / g (每 g土

中含有 HB F21孢晶粉剂的μg数 ,下同 ) ,设清水为

对照 ,重复 3次。黄褐丽金龟幼虫测定方法相同 ,
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菌剂浓度分别为 10、30、60、90、120μg / g。处理后

试虫置于 30℃的人工气候箱中饲养 ,分别在处理

后 7 d和 14 d观察死、活虫数 ,并计算 L C50值。

1. 5　HBF21菌株对铜绿丽金龟幼虫的拒食作用
和生长抑制作用测定

参照 1. 4节的方法处理 ,所加入马铃薯条为

8 mm ×8 mm ×60 mm ,菌剂浓度分别为 10、20、

40、80、160μg / g。每管放入称重后的马铃薯条一

根 ,再加入 8 cm厚拌匀的菌土 ,然后接入 1头 10日

龄称重过的铜绿丽金龟幼虫。每处理 20头幼虫 ,

另设不接虫的对照和清水对照 ,重复 3次。分别

在接虫前、感染 7 d和 14 d时对马铃薯条和幼虫

进行称重 ,根据幼虫的取食量和体重增长量 ,按下

式计算对幼虫的拒食率和生长抑制率。

对照失水率 ( % ) =
处理时马铃薯条重量 -调查时马铃薯条重量

处理时马铃薯条重量
×100

幼虫取食量 (m g) =
取食前马铃薯条重量 -取食后马铃薯条重量

( 1 -对照失水率 )

拒食率 ( % ) =
对照平均取食量 -处理平均取食量

对照平均取食量
×100

生长抑制率 ( % ) =
对照平均体重增长量 -处理平均体重增长量

对照平均体重增长量
×100

1. 6　HBF21菌株对铜绿丽金龟幼虫取食选择性
的影响

配制浓度为 40、80、120、160、200μg / g的

HB F21菌悬液 ,加入马铃薯丝 ( 2 mm ×2 mm )混

匀 ,放在经紫外线照射过的白纸上 ,控干水分。在

饲养盒 ( 15 cm ×10 cm )一侧放菌剂处理过的马铃

薯丝 ,另一侧放无菌的马铃薯丝 ,上盖 5 cm湿土 ,

将 10日龄的铜绿丽金龟幼虫接在两种饲料中间 ,

每处理接 10头 , 3次重复。设两侧均为无菌马铃

薯丝的处理作为对照。在 30℃的人工气候箱中饲

养 ,分别于 7、10和 14 d时统计死、活虫数 ,记录在

对照马铃薯和处理马铃薯上的幼虫数 ,计算对照

和处理马铃薯上的幼虫比例 ,并计算死亡率。

1. 7　数据处理

数据用 D uncan氏新复极差法进行方差分析。

2　结果与分析

2. 1　HBF21菌株对金龟子幼虫存活率及 LC50值

的影响

结果如表 1所示 ,随着 HB F21菌剂浓度的增
加和处理天数的延长 ,铜绿丽金龟幼虫和黄褐丽

金龟幼虫的死亡率均呈明显上升趋势 , L C50值显

著降低。感染 7 d时对黄褐丽金龟幼虫的 L C50值

为 64. 16μg / g, 14 d时下降到 13. 98μg / g,是 7 d

时的 0. 22倍 ;感染 7 d时对铜绿丽金龟幼虫的

L C50值为 79. 69μg / g, 14 d时下降到 19. 14μg / g,

是 7 d时的 0. 24倍。

金龟子幼虫接到菌土上后很快入土觅食 , 48 h

观察无死亡现象。随时间延长 ,幼虫活动变得迟

缓 ,体壁弹性降低 ,身体变软 ,取食量下降 ,对外界

刺激反应迟钝 ,死亡率升高 ;死亡幼虫身体柔软 ,

变褐 ,轻轻挤压即破 ,时间稍长 ,虫尸就会腐烂。

2. 2　HBF21菌株对铜绿丽金龟幼虫的拒食和生
长抑制作用

由表 2可以看出 ,不同浓度 HB F21菌剂对铜
绿丽金龟幼虫取食量的影响不同。当菌剂浓度为

10和 20μg / g时 ,幼虫取食量与对照无明显差异 ,

但随着处理时间的延长 ,菌剂浓度越高幼虫的取

食量越少 ,与对照相比差异显著。处理后 7 d,幼

虫对 HB F21菌株的拒食率均低于 40% ,当处理时

间达到 14 d,幼虫的拒食率明显升高 ,且随着菌剂

浓度的增加而升高 , 160μg / g处理时幼虫的拒食

率高达 86. 10%。

　　由表 2还可看出 , HB F21菌株对幼虫的生长
抑制率也随着菌剂浓度的增加和处理时间的延长

而升高。10μg / g、处理 7 d时 ,对幼虫的生长抑制

率为 9. 84% ; 160μg / g、7 d时则高达 83. 61%。

处理 14 d时 ,各浓度菌剂对幼虫的生长抑制率均

在 70%以上 ,而以两个浓度最高者抑制率最高 ,分

别为 91. 25%和 97. 75%。随着处理时间的延长 ,

低浓度菌剂对幼虫的生长抑制率变化明显 ,而浓

度高者变化微弱。
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Tab le 1　Effec t of HB F21 s tra in on su rv iva l ra te and L C50 of A. co rp u len ta and A. exo le ta la rvae

Concen tration

/ (μg / g)

A. co rpu len ta la rvae

M orta lity ( % )

7 d 14 d

C oncen tration

/ (μg / g)

A. exo le ta la rvae

M orta lity ( % )

7 d 14 d

20 34. 67 A a 55. 33 A a 10 5. 33 A a 34. 67 A a

40 35. 33 A a 59. 67 A a 30 24. 67 B b 79. 67 B b

80 45. 33 B b 69. 67 B b 60 49. 67 Cc 89. 67 Cc

160 60. 67 Cc 80. 33 C c 90 55. 33 Cc 95. 33 Cc

240 69. 67 D d 89. 33 D d 120 74. 67 D d 95. 67 Cc

CK 0 0 C K 0 0

L C50 ( 95% CL )

/ (μg / g)

79. 69

( 38121～121117 )

19. 14

( 9102～29126 )

L C50 ( 95% CL )

/ (μg / g)

64. 16

( 36109～90133 )

13. 98

( 6192～21104 )

　N ote: D ata in line fo llow ed by the sam e le tte r are not sign ifican tly d iffe ren t. Cap ita l ind ica tes that the d iffe rence is sign ifican t under 0. 05 leve l,

low ercase ind ica tes tha t the d iffe rence is sign ifican t under 0. 01 level. The sam e as be low.

Tab le 2　Effec t of HB F21 s tra in on an tifeed ing and g row th inh ib ition of A1co rp u len ta la rvae

C oncen tra tion

/ (μg / g)

A verage of food

consum p tion /m g

7 d 14 d

A ntifeed ing ra te

( % )

7 d 14 d

A verage am oun t of

g row th /m g

7 d 14 d

G row th inh ib ition ra te

( % )

7 d 14 d

10 14. 65 Ee 12. 16 Ee 4. 74 A a 30. 75 A a 2. 85 D d 1. 97 Cc 9. 84 A a 73. 87 A a

20 14. 04 Ee 11. 87 Ee 8. 71 A a 32. 34 A a 2. 02 Cc 1. 44 Cc 33. 77 B b 80. 90 B b

40 12. 66 Cc 9. 18 Cc 17. 89 B b 47. 72 B b 1. 68 B b 0. 84 B b 44. 92 Cc 88. 86 Cc

80 11. 46 B b 3. 54 B b 25. 42 B b 79. 84 Cc 1. 02 B b 0. 66 B b 66. 56 D d 91. 25 Cc

160 9. 38 A a 2. 44 A a 39. 01 C c 86. 10 Cc 0. 50 A a 0. 17 A a 83. 61 Ee 97. 75 D d

CK 15. 38 Ee 17. 56 Ff 0 0 3. 05 D d 7. 54 D d 0 0

2. 3　HBF21菌株对铜绿丽金龟幼虫取食选择性
的影响

从总体上看 ,随着菌剂浓度的增加和处理时

间的延长 ,幼虫死亡率逐渐升高 ,含菌饲料上的幼

虫数逐渐减少 ,对照饲料上的幼虫数逐渐增多。

同一浓度下 ,随着处理时间的延长 ,幼虫死亡率明

显增加 ,尤其是在低浓度条件下死亡率变化更为

明显 : 40μg / g处理 4 d时幼虫死亡率为 10% ,第

7 d增加到 26. 7% ,到第 10 d增加到了 53. 3% ,呈

等比增长 ;而高浓度处理的幼虫死亡率虽高 ,但随

着时间的延长死亡率变化不如前者明显。

由图 1可以看出 ,在第 4 d和第 7 d, 40和

80μg / g处理的幼虫取食选择性不明显 ;但第 4 d

时 120、160和 200μg / g处理含菌饲料上的幼虫比

率分别为 33%、28%和 25% ,对照饲料上分别为

67%、72%和 75% ,对照饲料上的幼虫数几乎为含

菌饲料上的 3倍 ;并且随着时间的延长 ,对照饲料

上幼虫数与含菌饲料上幼虫数的比值有明显上升

趋势 ,尤以 160和 200μg / g处理表现明显 ,含菌饲

料上的幼虫数分别从第 4 d的 28%和 25%下降到

第 10 d的 13%和 7. 7%。

Fig. 1　The num bers of the Anom a la co rp u len ta la rvae fed on the d ie t con ta in ing B t and con tro l

a: 4 d afte r infec ted by B t; b: 7 d afte r infec ted by B t; c: 10 d afte r infec ted by B t
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3　讨论

　　本研究证明了苏云金芽孢杆菌 HB F21菌株对
铜绿丽金龟和黄褐丽金龟幼虫均具有较高的杀虫

活性 ,尤其黄褐丽金龟幼虫对其的敏感性较高。

HB F21菌株对铜绿丽金龟幼虫有拒食和抑制生长
作用 ,同时铜绿丽金龟幼虫对含菌饲料有一定的

取食选择性 ,且这 3种作用的强弱与饲料的含菌

量有关 ,含菌量高时作用强 ,反之则弱。这与前人

对 B t在鳞翅目和膜翅目幼虫上的相关实验结果一

致。王冬妍等 [ 10 ]曾报道 ,表达 C ry1A b杀虫蛋白

的 B t玉 米 M ON 810 和 B t11 对 亚 洲 玉 米 螟

O strin ia nub ila lis初孵幼虫的取食有明显的抑制作

用 ,对虫害有很好的控制效果。曾晓慧等 [ 11 ]也报

道过苏云金芽孢杆菌 C ry1C 毒素对甜菜夜蛾

Sp odop te ra exigua Hübner幼虫生长发育、存活及取

食行为的影响 ,证明甜菜夜蛾幼虫对苏云金芽孢

杆菌 C ry1C毒素具有探测和拒食能力 ,该能力的

强弱与饲料中所含毒素浓度呈正相关。左广胜 [ 12 ]

报道过苏云金素对棉铃虫初孵幼虫和 5日龄幼虫

的体重和体长有明显的抑制作用 , 随着毒素

浓度的增加 ,对幼虫的取食量也有明显的抑制作用。

　　早在 1982年 , M ohd2Sa lleh等 [ 13 ]就报道过鳞

翅目幼虫在低剂量苏云金素处理后第 7 d死亡率

随剂量的增加而增加 ,此后随剂量的增加 ,死亡率

反而下降 ; 7 d后 ,最高剂量处理仅有 5%的死亡

率 ,然而至处理后第 14 d,幼虫死亡率又高达 90%

以上。处理 7 d后 ,高剂量苏云金素明显抑制幼虫

取食 ,存活幼虫在高剂量含菌饲料上几乎不取食 ,

幼虫虫体较小 ,颜色也比低剂量处理者浅。本研

究所采用的苏云金芽孢杆菌 HB F21菌株中起主要
杀虫作用的是伴孢晶体蛋白 [ 4 ]

,但也发现在低浓

度下随着菌剂浓度的增加和感染时间的延长 ,幼

虫死亡率增高 ,这种反应比高浓度处理者明显 ,由

此也充分表明金龟子幼虫对高浓度 HB F21菌剂存
在拒食和取食选择性。
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