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摘要: 研究了 7种常用化学杀虫剂对苏云金杆菌芽孢及伴胞晶体的影响及作用,结果表明,常用浓

度下, 2. 5%溴氰菊酯乳油、48%毒死蜱乳油对苏云金杆菌芽孢及伴胞晶体无影响,可与苏云金杆菌

制剂事先做成混剂; 4. 5%高效氯氰菊酯乳油、2. 5%高效氯氟氰菊酯乳油、20%灭多威和 40%辛硫

磷在短时期内对芽孢及伴胞晶体无明显影响, 可与苏云金杆菌制剂现混现用; 80%敌敌畏乳油

(500倍稀释)对苏云金杆菌伴胞晶体有明显损伤作用,不宜与苏云金杆菌制剂混合使用。

关 键 词: 苏云金杆菌; 化学杀虫剂; 芽孢; 伴胞晶体

中图分类号: Q 93　　文献标识码: A　　　文章编号: 100827303 (2003) 0120039206

苏云金杆菌 (B acillus thu ring iensis,简称B t)制剂作为一种对人畜安全、无环境污染的微

生物杀虫剂,在农、林害虫的防治中发挥了重要作用,但在实际应用中仍存在一定的局限性。我

国农民的施药习惯是“见虫打药”,而B t 对多数害虫的有效敏感期在初孵至 1龄阶段, 2～ 3龄

后药效普遍下降。另一方面,B t药效期较短,杀虫速度相对较慢,对害虫的控制力度不强[1 ] ,在

害虫大发生的情况下,B t 制剂往往难以奏效。因此,人们常常将B t 制剂与化学杀虫剂混合使

用,以提高B t 制剂的防治效果。B t 制剂与化学杀虫剂正确混用,既可降低二者的用量,提高杀

虫效果,又能防治一些对B t 制剂不敏感的虫种,起到兼治作用[2 ]; 同时,可减少化学杀虫剂对

环境的污染;还可避免长期大量单一使用化学杀虫剂而使害虫产生抗药性。由于二者混用时化

学杀虫剂因其本身及制剂中的助剂对B t 制剂有或增效或减效的影响[3, 4 ] ,而并非简单的相加

作用,因此,在实际应用中,应特别注意B t制剂与化学杀虫剂种类的搭配及化学杀虫剂的使用

浓度。我国现有B t制剂多为芽孢与伴胞晶体混合物,为明确常用化学杀虫剂对B t 制剂中芽孢

及伴胞晶体的影响,作者就 7种化学杀虫剂对B t 芽孢及伴胞晶体的作用进行了初步研究。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

1. 1. 1　供试菌株　本室选育的具有天然标记的产核黄素CH 菌株[5 ]。

1. 1. 2　培养基　LB 液体培养基 (多肽蛋白胨 10 gökg,酵母浸出粉 5 gökg,N aC l 5 gökg,葡萄

糖 1 gökg, pH 7. 2) ;细菌培养基 (琼脂 20 gökg,葡萄糖 2 gökg,N aC l 2gökg,牛肉膏 10 gökg,

酵母粉 10 gökg, pH 7. 2)。

1. 1. 3　供试药剂　4. 5%高效氯氰菊酯 (beta2cyperm eth rin)乳油 (天津市华宇化学杀虫剂有

限公司) ; 2. 5%高效氯氟氰菊酯 ( lam bd a2cyhalo th rin)乳油 (英国捷利康有限公司) ; 2. 5%溴氰

菊酯 (deltam eth rin) 乳油 (江苏宜兴益农化工厂) ; 80%敌敌畏 (d ich lo rvo s) 乳油 (河北新丰化
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学杀虫剂化工股份有限公司) ; 48%毒死蜱 (ch lo rpyrifo s) 乳油 (广东省化州市第一化学杀虫剂

厂分装) ; 40%辛硫磷 (phox im )乳油 (山东胜邦鲁南化学杀虫剂有限公司) ; 20%灭多威
(m ethom yl) 乳油 (山东华阳化学杀虫剂化工集团有限公司)。以上 7种化学杀虫剂依次编号为
1～ 7。
1. 2　实验方法

1. 2. 1　菌悬液制备与伴胞晶体的提纯　将CH 菌株斜面接种到装有细菌培养基的克氏瓶斜
面上, 30℃下培养 4 d,待胞晶游离后,用少量无菌水将克氏瓶内的菌苔刮至无菌生理盐水中,

并将浓度调整为每mL 含 2亿芽孢, 4℃保存备用。伴胞晶体的提纯参照文献[ 6 ]。

1. 2. 2　化学杀虫剂对CH 菌株芽孢的处理方法

短期处理:设上述 7种化学杀虫剂的田间使用浓度为中间浓度,以两倍等比级差另选取高

低两个浓度,将一定剂量的化学杀虫剂分别加入到装有 4 mL 灭菌LB 培养基的试管中,配成

设定的试验终浓度; 另以未加化学杀虫剂的灭菌LB 培养基为对照,振荡摇匀; 以0. 01 mL ömL

的比例接种CH 菌悬液,恒温 30℃下振荡培养, 2 d 后涂片检查芽孢的萌发情况。

长期处理:在 1 mL 无菌水中加入 0. 01 mL CH 菌悬液,加入一定量的上述 7种化学杀虫

剂,使杀虫剂的终浓度均为 600倍稀释液。振荡摇匀, 30℃下放置 30 d,经常振荡以保证杀虫剂

对芽孢作用完全。之后将各处理液转移至小离心管内,用无菌水洗涤离心 (105 röm in, 10 m in)

数次,除去其中的化学杀虫剂,加 1 mL 无菌水充分振荡使芽孢悬浮,移取 0. 1 mL 悬浮液至平

皿 (Á 6 cm )中,涂敷均匀,在细菌培养基中培养,胞晶游离后在相差显微镜下观察芽孢及伴胞

晶体的形成情况。以上各处理均同时设 3个重复。

1. 2. 3　化学杀虫剂对CH 菌株伴胞晶体影响的处理方法　用万分之一电子天平称取一定量

伴胞晶体悬浮于 1 mL 无菌水中,第 1组所加杀虫剂浓度同 1. 2. 2的短期处理试验浓度,第二

组同 1. 2. 2长期处理的试验浓度 (600倍稀释) ,每个处理同时设 3个重复。两组均设不加杀虫

剂的伴胞晶体对照,充分振荡后 30℃下密封放置,第 1 组放置 2 d,第 2 组放置 30 d,期间振

荡。规定时间内将处理晶体转移至小离心管内,用无菌水洗涤离心 (105 röm in, 10 m in) 3 次。

第 1组进行 SD S2PA GE 分析,第 2组用于生物测定。

1. 2. 4　SD S2PA GE 方法　参照文献[ 7 ]样品处理方法。浓缩胶质量分数为 5% ,分离胶质量分

数为 8% ,电极缓冲液采用 T ris2甘氨酸系统。浓缩胶部分的电压为 120 V ,样品进入分离胶后

电压升高到 150 V。考马斯亮蓝染色,甲醇2冰乙酸系统脱色。
1. 2. 5　伴胞晶体蛋白含量的定量分析　采用 GD S28000凝胶成像分析系统 (UV P 公司生产)

分析样品胶,设未经化学杀虫剂处理的伴胞晶体的各蛋白带质量分数为 100% ,计算各处理的

伴胞晶体主要蛋白带的相对质量分数。

1. 2. 6　生物测定　用磷酸缓冲液 (0. 2 mo löL 的N a2H PO 4 61. 0 mL + 0. 2 mo löL 的N aH 2PO 4

39. 0 mL , pH 7. 0)将 1. 2. 3中第 2组洗涤离心后的晶体移至盛有玻璃珠的三角瓶并稀释,使

伴胞晶体含量约为 40 ΛgömL ,以 1龄末棉铃虫H elicoverp a a rm ig era 幼虫为供试昆虫,采用

无毒棉叶片感染饲喂法,每个处理重复 3次,每个重复接虫 30头,另设清水对照,间隔一定时

间检查死、活虫数,计算死亡率,结果采用 SSR 法进行差异显著性测定。

2　结果与分析

2. 1　化学杀虫剂对苏云金杆菌芽孢的作用

苏云金杆菌CH 菌株芽孢经化学杀虫剂处理 2 d 后的测定结果 (见表 1)表明,不同化学杀
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虫剂、不同浓度对芽孢萌发的抑制程度不同。常用浓度下, 2. 5%高效氯氟氰菊酯乳油、48%毒

死蜱乳油、40%辛硫磷乳油对CH 菌株芽孢的抑制作用较强,但均不能杀死芽孢。涂片相差显

微镜下观察,其他抑制作用较差的杀虫剂样品,处理后的芽孢及芽孢萌发后的营养体均未发生

变形,生长正常。如将对CH 菌株芽孢抑制作用较强的杀虫剂添加在B t制剂中,可在一定程度

上防止芽孢的 2次发酵,延长持效期。

T ab le 1　 Inh ib it ion of d ifferen t concen tra t ion of seven

k inds of chem ical in sect icides again st B t spo res

N o. Insecticides D iluen t fo ld Suscep tivity3 N o. Insecticides D iluen t fo ld Suscep tivity3

1 4. 5% beta2 1×103 + 5 48% ch lo rpyrifo s 5×102 -

cyperm eth rin 2×103 + EC 1×103 -

4×103 + 2×103 +

2 2. 5% lam bd a2 2×103 - 6 40% phoxim EC 5×102 -

cyhalo th rin EC 4×103 - 1×103 -

8×103 + 2×103 -

3 2. 5% deltam eth rin 1×103 - 7 20% m ethom yl EC 1×103 +

EC 2×103 + 2×103 +

4×103 + 4×103 +

4 80% dich lo rvo s EC 5×102 +

1×103 +

2×103 +

　　3 + : spo re germ inating, - : spo re un2germ inating

B t 芽孢经化学杀虫剂处理 30 d 的测定结果表明,不同化学杀虫剂及其不同浓度对B t 制

剂的芽孢及晶体的影响不同。各处理液在细菌培养基上培养至不同发育阶段,相差显微镜下观

察表明,经 2. 5%溴氰菊酯乳油、80%敌敌畏、48%毒死蜱乳油处理的菌悬液芽孢和晶体的形

态及芽孢和晶体的产生比率基本未发生变化; 经 4. 5%高效氯氰菊酯乳油和 40%辛硫磷乳油

处理的菌液,产生芽孢与晶体的数量相当,但晶体的形态稍微发生改变; 经 2. 5%高效氯氟氰

菊酯乳油处理的菌液,产生晶体数量减少; 经 20%灭多威乳油处理过的菌液,产生芽孢与晶体

的数量相当,晶体形状未见改变,但其营养体缩短变粗。说明 4. 5%高效氯氰菊酯乳油、2. 5%

高效氯氟氰菊酯乳油、40%辛硫磷乳油和 20%灭多威乳油对B t 菌株的菌体有一定作用,在与

B t 制剂混用时应注意这 4种化学杀虫剂的使用浓度。

2. 2　化学杀虫剂对伴胞晶体的影响

经化学杀虫剂处理的伴胞晶体的 SD S2PA GE 图谱见图 1。由 GD S28000凝胶成像系统分

析 SD S2PA GE 各处理主要晶体蛋白带 (见表 2)可以看出: 与未添加化学杀虫剂的空白对照相

比, 4. 5%高效氯氰菊酯乳油、2. 5%高效氯氟氰菊酯乳油、2. 5%溴氰菊酯乳油、80%敌敌畏乳

油、48%毒死蜱乳油、40%辛硫磷乳油 3个处理浓度的伴胞晶体蛋白带中,均有一浓度使蛋白

带相对含量在一定程度上有所增加,作者认为这 6种化学杀虫剂与B t 混用时可能有一最佳使

用浓度。经 80%敌敌畏乳油 500倍稀释液处理的伴胞晶体的两条主要蛋白带与对照相比含量

明显降低,说明该化学杀虫剂对伴胞晶体有明显损伤作用。其原因还有待研究。经 20%灭多威

乳油处理的伴胞晶体电泳蛋白带未发生明显变化。以上结果说明,不同化学杀虫剂及其不同浓

度对B t 伴胞晶体的作用不同,该结果可为化学杀虫剂与B t制剂混用浓度提供试验依据。
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F ig. 1　SD S2PA GE fo r B t paraspo ral crysta ls treated by chem ical insecticides fo r tw o days

N o te: T h ree electropho resis strip s are one group treated by the sam e k ind of insecticides

w ith differen t concen trations, 1～ 7 in o rder. T he num ber and the concen trations are

co rresponding w ith tab le 1. T he num ber zero is un treated by insecticides.

T ab le 2　T he con ten t rela t ively of m ain p ro tein of

paraspo ra l crysta l t rea ted by chem ical in sect icides

Insecticides D iluen t fo ld

R elat ive p ro tein

con ten t (% )

135 kD 65 kD

Insecticides D iluen t fo ld

R elat ive p ro tein

con ten t (% )

135 kD 65 kD

4. 5% beta2 1×103 100 100 48% 5×102 100 103

cyperm eth rin EC 2×103 115 112 ch lo rpyrifo s EC 1×103 109 115

4×103 101 100 2×103 101 100

2. 5% lam bd a2 2×103 100 100 40% phoxim EC 5×102 100 100

cyhalo th rin EC 4×103 105 104 1×103 100 99

8×103 100 99 2×103 111 112

2. 5% 1×103 100 101 25% m ethom yl EC 1×103 100 105

deltam eth rin EC 2×103 105 102 2×103 100 100

4×103 100 100 4×103 102 100

80% 5×102 51 56 CK 100 100

dich lo rvo s EC 1×103 120 118

2×103 99 108

应该指出的是,在B t 制剂与化学杀虫剂混用时,在短期内化学杀虫剂对伴胞晶体起到增

效作用,但是从长远来看,化学杀虫剂很可能会破坏晶体蛋白的包膜——保护膜,进而缩短B t

制剂的持效期。

2. 3　生物测定结果

以 1龄末棉铃虫幼虫为供试昆虫,对经以上 7种化学杀虫剂长期处理的CH 菌株伴胞晶

体进行生物测定,结果 (见表 3)表明,与未用杀虫剂处理的CH 伴胞晶体毒效相比较,经 2. 5%

溴氰菊酯乳油、48%毒死蜱乳油、4. 5%高效氯氰菊酯乳油、2. 5%高效氯氟氰菊酯乳油、20%灭

多威乳油和 40%辛硫磷乳油处理的CH 伴胞晶体毒效均有不同程度的提高,其原因还有待于

研究。经 80%敌敌畏乳油处理的CH 伴胞晶体毒效降低较明显,降低率为 46. 7%。由此可见,
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供试敌敌畏对CH 伴胞晶体有较强的损伤作用。上述结果与经杀虫剂短期处理的伴胞晶体的

电泳图谱相吻合。

T ab le 3　T he effect of seven k inds of chem ical in sect icides

on the b ioact ivity of CH stra in p repara t ion3

T im eöd Item (% )
Insecticides3 3

1 2 3 4 5 6 7

Chem ical insecticides

CK+ CK-

2 M o rtality 48. 9 70. 0 86. 7 37. 8 85. 6 86. 7 90. 0 60. 0 5. 60

A djusted mo rta lity 45. 9 cd 68. 2 b 85. 9 a 34. 1 d 84. 7 a 85. 9 a 89. 4 a 57. 6 bc

4 M o rtality 68. 9 87. 8 96. 7 49. 0 88. 9 90. 0 97. 8 78. 9 5. 60

A djusted mo rta lity 67. 1 d 87. 1 be 96. 5 a 46. 0 e 88. 2 b 89. 4 a 97. 7 a 77. 6 cd

　　 3 M eans fo llow ed by sam e letters w ith in sam e row s fo r treatm en ts are no t sign ifican tly at 5% level. CK + : T he

comparison of CH strain p reparation un treated by insecticides. CK- : T he comparison of w ater.
33 1. 4. 5% beta2cyperm eth rin EC; 2. 2. 5% lam bd a2cyhalo th rin EC; 3. 2. 5% deltam eth rin EC; 4. 80% dich lo rvo s

EC; 5. 48% ch lo rpyrifo s EC; 6. 40% phox im EC; 7. 20% m ethom yl EC.

3　结论与讨论

试验中供试化学杀虫剂均为制剂,不同供试化学杀虫剂可能含有不同种类助剂,本文试验

结果只能说明供试制剂对B t 芽孢及伴胞晶体的作用,而制剂中的有效成分对B t 芽孢及伴胞

晶体的作用及影响还有待进一步研究。

常规使用浓度的 48%毒死蜱乳油对CH 菌株芽孢萌发的抑制作用较强, 2. 5%溴氰菊酯

乳油抑制CH 菌株芽孢萌发的作用稍弱,经这两种杀虫剂长时间处理后的CH 菌株芽孢均能

正常生长;短期内这两种杀虫剂对伴胞晶体无损伤作用,且伴胞晶体经杀虫剂处理 30 d 后,与

对照相比,其杀虫活性均有一定程度的提高。作者认为这两种杀虫剂既可在使用时与B t 制剂

现混现用,也可事先做成混剂。

4. 5%高效氯氰菊酯乳油、2. 5%高效氯氟氰菊酯乳油、20%灭多威乳油和 40%辛硫磷乳

油与B t 混用时,与未加杀虫剂的B t对照相比,短期内对B t 伴胞晶体无损伤作用,且伴胞晶体

经杀虫剂处理 30 d 后,杀虫活性亦有一定程度提高,但在长期作用下,B t 有效成分中芽孢的正

常生长受到一定影响,建议与B t现混现用,不宜事先做成混剂。

短期处理后, 80%敌敌畏乳油 500倍稀释液对CH 伴胞晶体有明显的损伤作用,因此供试

敌敌畏不宜与B t 混用,以免降低B t的杀虫效果。

本文仅初步研究了上述 7种化学杀虫剂对CH 菌株芽孢及伴胞晶体的影响。苏云金杆菌

因菌株不同,芽孢和伴胞晶体的抗逆性有一定的差别,所以上述 7种化学杀虫剂对其他B t 菌

株制剂的作用以及是否可与其他B t制剂混用,还应进行进一步研究。
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Abstract: T he effects of seven chem ical insecticides on CH stra in w ere repo rted. T he resu lts of the

labo rato ry study show ed that 2. 5% deltam eth rin EC, 48% ch lo rpyrifo s EC had no harm fu l effects and they

can be m ade as compo site p reparat ion w ith B t, 4. 5% beta2cyperm eth rin EC, 2. 5% lam bd a2cyhalo th rin EC,

20% m ethom yl EC and 40% phoxim EC had w eak harm fu l effects on B t spo re and they can be tank m ixed

w ith B t fo r use. 80% dich lo rvo s w as very harm fu l to paraspo ral crysta ls. SD S2PA GE analysis and b ioassay

also show ed the sam e resu lts.

Key words: B acillus thu ring iensis; chem ical insecticides; spo re; paraspo ral crysta l
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