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提 要 

车工艺的特点是以人工饲料饲养油祠尺蠖幼虫． 用昆虫细胞系增殖病毒作 为毒源． 

感 染 4龄幼虫 ，收集病死虫，提取多角体，加工制成杀虫剂 ， 产 品经安全佳 捡测， 并进 

行 田闻试验 ．有 较好 的杀虫效果。 

关键词：人工饲料养虫 细胞培养重量垂皇型 嫉：糊  
1978年以来，我们曾用天然饲料饲养油搁尺蠖幼虫增殖病毒，经过加上制成多种病 

毒制剂，田间试验 正明， 防治油摘尺蠖有很好的效果 。 本研究在原有的工作基础 

上进一步改进，采用昆虫细胞系增殖病毒作为毒源，感染人工饲料饲养的四龄油桐尺蠖幼 。 

虫，在室温28—3O℃、湿度70—85 ，饲养 7～ 9天，收集病死虫，加工制成病毒杀虫 

剂的新工艺。 

材 料 与 方 法 

一

、 养虫宣的设一 

养虫室分戒虫饲养室、人工饲料配铷室、幼虫饲 养室、 病毒感染室及产 品加工 室。 养虫室 及 

瘟染室的用具、器皿等均经过严格的消毒处理后使 用。 

二、 成虫管理 

戒 虫产 卵笼 ，共大小为 辛200×h3OOmm。每 个产卵笼中放 八雌蛾 1 0头，雄 戚 7— 10头 -底 层 

本文于1口91年10月4日收到-1992年 2月15日修 回。 
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垫二层湿纱布，上端盖二层涅纱布供成虫产卵，并注意保持纱布的湿度， 在温度25--26~、 相对 

湿度 90嘶，成虫交配后 24小 时便开始产 卵． 单个雌蛾产卵量为 1600--3810粒，产 卵期为 7—10 

无。 

兰，／．-rI~料的鼍制【I 

荼 叶 粉 

黄 豆 粉 

酵 母 粉 

蔗 糖 

山 梨 酸 

尼泊盎 乙酯 

复合V ．V 

琼 脂 

水 

140 克 

30 克 

15 克 

12．5克 

0．8克 

1．2克 

各40片 

20 克 

800升毫 

称取 2O克琼脂放入 1000毫升搪瓷量 

杯 中，加入 800毫升水 ，置高压消毒锅内 

15磅 灭菌 1 5分钟 ， 特 压力 指 针降 至 零 

时．取出琼脂用搅 拌机搅拌 ， 依 次 缓缓 

加入 山 梨酸、 尼泊金 己酪， 蔗糖、 酵母 

粉 、 复合维 生素 B，C、 黄豆粉 、 茶叶粉 

等 ， 边加边搅拌 ， 待垒部混 匀后 倒 入灭 

菌 的盘内， 先置室 温玲却， 凝同 后放入 

冰箱备用。 

四、卵料管理 

i．卵块分装 待孵 化曲 卵 块 变 黑时 (约 6— 7天 )取 出， 在 7s嘶 乙醇中 浸泡 1～ 2 

分钟， 再浸入 4舜的 福 尔 马林溶液中 10分钟 ，用无 菌水洗涤两次，放 在正菌的滤 纸上暖干水份 

(约 30分钟)然后将消毒的卵块每50粒装入一个由25×20ram 谗纸折叠成的小盒中。 

2．饲料分装与接卵 将配制好的人工饲料从冰箱中取出，切成25×30×15mm。大小 的方 

块，每块重约12g。每个罐头瓶分装2块。然后将装好的卵用镊子放^罐头瓶内， 用灭菌的黑布盖 

住瓶 口，并用 橡皮筋 捆好上架 

3．幼虫饲养 接卵约一天后．幼虫即孵化出来。因幼虫趋光性强，必须用黑布或深色布复 

盖 ， 待 幼 虫到二龄束期时揭去黑布。 其 间经 约19—22天。 当太 部分 幼虫达四龄束 期时， 选留一 

部分继续饲养传代 ，另一部分送 入感染室。 

五、毒薄制备 

1． 将提纯的多角体 (浓度为2×10 PIB／m1)以添食方式饲喂 4— 5蒋幼虫， 4— 5天 后 

镜检气管皮膜细胞和血 球细胞 ．当细胞核中出现多角体时 ．将罹病幼虫 用 7／)％乙醇溶 液进行体表 消 

毒，剪尾足，收集病虫血淋巴；加入含有饱和苯基硫脲的 cr ace培养液 ，稀释10倍于 3000r／m离 

心沉淀30分钟；取上层液用0，45毫微米孔径的过滤膜过德，得 滤浪即为 崭毒悬液j 将病毒悬 液 储 

存冰箱备用 

2． 油桐尺蠼血球细胞系和卵巢细胞系分别在26℃下培养三天 ．用血球计数板进行细胞洲数 ， 

使细胞浓度为 4×10 0十／ml。 

3． 将扁毒悬液接种于细胞后，在26℃吸附 i一 3小时， 然茜在26cc下静置培养 l5—20无 、 

待观察蓟细胞内有大量多角体出现时， 收集细胞悬液在淋沿下用 Je一3型 超声破碎器处 理 2—3 

分钟，使多角体从细胞内垒部释放出来，其含置可选 5×10 PIB／m1．按100单位／ml加双抗，置 

冰箱备 用。 
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结 果 

一

、 健康幼虫的饲养 

用^工饲料大批量地饲养油桐尺蠖的主要器皿为 10×8×8 cm 的罐头瓶， 每瓶内 

置5O一8O粒卵，每批可投放 5—10×10。粒卵，共计1500~2000瓶。 ^工饲料饲养的幼 

虫约经30—35天即可进入蛹期，再经25天左右即可羽化产卵，成虫期为 4～ 7天，最长 

可达10天。产 卵期为 7—10天，卵的孵化率平均可选96 以上。从卵孵化为幼虫至 4龄 

期约为18—22天，其成活率平均为48．8 。 

二、添食感染幼虫 

将人工饲料饲养到四龄的油桐尺蠖幼虫按 10头／瓶分装， 更换新鲜饲料，然后用微 

量电动喷雾器将组织培养提供的毒源按 1×10TPIB／ml／瓶喷到饲料表面，添 食 四 龄 幼 

虫，置室温2 8℃，相对湿度85 饲养，其幼虫的死亡率 8天为83．3—96．7 。 

三，收集病死虫 

油桐尺蠖幼虫感染 5天后开始将典型病毒病死亡的幼虫逐一收集于瓶内，并放入冰 

箱保存，没有死亡的幼虫更换新鲜饲料后继续饲养，将收集的病死虫按不同龄期分别测 

定多角体 的数量，结果见表 1。 

囊 1． 收囊不同静期幼虫的多角俸缸■比鞍 

Table 1． The ⋯ pa ri日0石 of DⅡtuber 0r BsNPV proPa alion in diff⋯ nt ge of l⋯ 8e 

幼 虫龄期 被测虫数 

N mb f iarvae 

多角体含量／头 

最高 最低 

HtEhe sl L0⋯ t 

平均(亿／头) 

A⋯ age 

(PI B s／larT叶 

1P．9 

19．8 

63 5 

加 5 1 

1 5．B 

2 7．0 

83．9 

2 6 1 

表 1结果表明，高龄幼虫增殖的多角体含量显著高于低龄幼虫获得的多角体数量， 

低龄幼虫虽然对 BsNPV敏感， 但从单虫收获多角体数量上看， 比 5— 6龄幼虫要少 3 
一 l0倍，因此，确定四龄幼虫用于感染，感染后 5～ 7天，该时期恰为幼虫增加一个龄 

期，这样对病毒的产量提高是十分有利的。 

四、BsNPV杀虫剂的配制与检测 

(一 )多角体的提纯 将收集的病死虫尸加 2— 3倍无菌水稀释，经高速组织匀 

浆器作 间断匀浆 2— 3分钟后取出，用三层纱布过滤，滤液加 8—10倍的蒸 馏 水 再 稀 

释，采用差异离心法经 3— 5轮次，即可获得比较纯净的多角体。 

(二 )多角体的计数 将提纯的多角体按常规血球计数方法计数，使多角体含 

量迭 200亿 PiB／g，低于此标准时需重新浓缩提取。 

(三)剂型的配制与分装 经血球计数器计数的多角体按照预先选定的各种辅助 

．生 
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剂配制成 100亿 PIB／ml病毒乳剂 (即 BsNPV-HL)。 

(四 )产品毒力测定 对油桐尺蠖病毒制剂 (简称 BsNPV—HL)随机抽样进行产 

品话性测定 1。选择不同稀释浓度的 BBNPV添食 2— 3龄油桐尺蠖幼虫， 每组3O头， 

重复三次，与虫体增殖的病毒作为毒源生产的制剂进行比较。在室温24—26℃ 相对湿 

度为80％的条件下，统计分析第1O天的结果，详见表2。 

囊 2． 两种寰毒科村 的毒力比较 

Table 2． Compsri=on of 8~tivlties of tw0 viral prept rtl0口8 f舳 cell eulIu re |nd 

Titu s—infected B．suppressaria la rvae 

表 2结果说明，组织培养提供的毒源生产的病毒杀虫剂 (V．t)与虫体增殖的 病 毒 

生产的病毒杀虫剂 (V．a)的毒力差异不明显。 

(五 )产品的安全性检测 油桐尺蠖病毒制剂 (BsNPV一85一HL)经 武汉 市 卫 

生防疫站检测， 其结果与美国生产的棉铃虫核型多角体病毒杀虫剂 (BiotroI VHZ)和 

午毒蛾核型多角体 病毒杀虫剂 (Gypehek)进行比较，结果 见表 3。 

寰 ． 三种病毒翻瞢I安生性拉制蛄累比较 

Table 3． Corn rison of eafetY t~st f OF thr⋯ jral P tieide日 

检 刊项 目 
Te ing ite 

杂菌总数 

Total⋯ t⋯ in nt lev el s 

0f miGFO0 g an 9 

沙门氏苗 

S_lm㈣ ell 

意贺氏菌 

Shiqolli 

大晒杆苗 

Calan h_ellIu B 

啦 菌 

Vibrio Ⅲ  

盒色葡萄球菌 

SlapbYIoeo~eu‘ Ⅲ Ⅲ  

耶尔森氏苗 

Y●T|in 8 

BioIr0 
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结果表明，对本工艺生产出来的病毒制剂进行抽样检查，均束发现任何致病菌。在 

BsNPV 85一HL制剂中 ，其杂菌含量低于美洲棉铃虫核型多角体病毒杀虫剂和午毒蛾核 

型多角体病毒杀虫剂的指标。 

(六 )油桐尺蠖病毒杀虫剂与化学农药田间药效的比较 田间小区试验分为四个 

处理区，即组织培养提供的毒源生产的病毒制剂 (V．t)}与虫体增殖的毒源生产的病毒 

制剂(V．a)； 化学农药采用敌杀死和敌敌畏。重复四次，每个小区试验面积为0．58 

亩，用水量为12O斤／亩，施药前调查虫口基数，施药后按不同时间调查残存活虫数，计 

算虫口下降率，结果见表 4。 

裹 4． 油桐尺■卉毒 舅卉|与化学丧荷曲荷教比较 

T~ble 4 ． The comP ri Bon 0f mortality for the vl r~l ie~eeticid Ⅱd tb㈨ eh i 日l 

pext{eides to B． suppres sarla i口 the tQB fleld 

组织培 养 0．58 
V ．t 

虫体 0．58 
V．It 

敌杀死 0．58 
Dee； 

敌敌畏 0．58 
DDVP 

686 

6f8 

6e8 

结果表明，油橱尺蠖病毒制剂的防治效果均优于常规化学农药 (DDVP)， 略低于 

高效化学杀虫剂 (Decis)，与其它试验结果一致 “。 

讨 论 

一

、 该生产工艺具备以下几个特点； (1)利用人工饲料饲养油桐尺蠖幼虫，便于 

工厂化生产，产品标准化，保证产品质量，同时改变了以天然饲料养虫受自然气候及虫 

情变化的影响。 (2)利用组织培养增殖病毒提供毒源的技术，可以有效地保证多角体 

的纯度和安全性。 

二、幼虫感染期的选择与病毒的增殖量有密切关系，该工艺选择四龄末、五龄初幼 

虫感染是十分合理的。 

三、该工艺采用一步接卵法有利于初孵幼虫的生长，同时减少了杂菌污染的机会。 

过去从投卵到感染需要换饲料 2— 3次，现在能达到从投放卵到四龄感染只需更换一次 

饲料，节省了大量的人力，成本也可大大降低。 

四、由于油橱尺蠖初孵幼虫在初期很少取食，而且有很强的趋光性，在人工饲养过 

程中尤其 l龄幼虫逃逸率高，直接影响了幼虫的成活率，有待于进一步改进。 
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五、该生产工艺为大规模工厂化生产油榈尺蠖桉型多角体病毒杀虫剂提供了可靠的 

的依据，在国内尚未见报道 (见图 1)。 

幽靴 

# L 

} 一十 

图 1 B~NPV-85-HL生产工艺示意固 

Fig．1 Diagrammati c reFre s entatioB of techni cs produ clioa of B
．
suppressaria NPV 

pe．ticida(B。NPV一85-HL】 
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New Technique for the Production of Vi ral Insecticide 

of B．suppressaria Nuclear Polyltedrosi s Virus 

Xie Tian——en Peng Hui——yin Zhen Yun——tlan Zhang Zhong··xin 

W ang Lu——ruing Zhang Yin-liang Liu Yu·-lan Jin Feng Liu Son g-hua 

(Wuhan instltute of V／ro Eog~．Academia Sinica．W uhan 430 ora1) 

Den Wuan．．gul Xiao Zuo—．1u 

(Pu一 i Jnstltut~of Tea Sciences in the Farm．Puqi county．Hubei) 

The oil tree moth(B．s 芦 e8sar larvae)WSS grown to 4 instar using 

a sem i-synthetic artificial diet． then infected with(BsNPV ) inoculum pro- 

pagated in the insect cell cultures
．

7 days P⋯i the viru s—infected larvae 

were collected and viru s (PIB)W88 purified by differential eentrifugation． 

T e ， a flowablc formulation was made with the glycerin， virus‘protective 

agent， emulsion and antibiotic preparation W#IS determined by standard bioas- 

says using laboratory—reared larvae on artificial diet． LC50 was 2．36×10I 

PIB／m1．The safety test WaS done and the field trial was fully effective． 

Key w ordsI Artificial diet for insect Celi culture Viral insee- 

tieide 
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