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摘要 ：报道 了文山梧毛虫质型多角体病毒杀虫剂的研制，包括 多角体的纯化 、辅助剂的筛选 剂型 

研制、产品包装眺及病 毒杀虫剂的产品质量检测及生产等。该 杀虫剂为乳剂，多角体浓度选 2．5× 

10’PIB／mL~所选 辅助剂取材方便 容易配制，对环境没有 污染。经安全检测证 明，无致病苗，符合 

国家卫生标准，对试验动物 小自鼠无毒性和致病性 。生物测定用 1 x106 PiBImL感染 2龄 文 山松 

毛虫幼虫 ，其死亡率平均为 85．5％。 

i 皇型；林业；翩荆 曼峥匀 
A 文章编号：1003—5125(2000102—0149—07 

文山松毛虫(Dendrolimus punc缸妇s xt,erahanensis)属鳞翅 目，枯叶蛾科。分布在云南(文 

山、红河、昆明等地)、贵州(兴义、望谟、盘县等地)．是林业的一种重要害虫“q】。松毛虫(其 

中包括马尾松毛虫、云南松毛虫、赤松毛虫、文山松毛虫等)是 中国林业 的一种重要 害虫，每年 

危害面积达 800万公顷。给林业生产和环境带来了极大的危害。仅湖北省一年就有 l5万公 顷 

松林被马尾松毛虫危害，湖南、四川等省受云南松毛虫的危害十分严重。广东、广西、福建等省 

主要受马尾松毛虫的危害。我们从 1991年开始进行松毛虫病毒杀虫剂的研制，经过 多年努 

力，取得了良好的效果。现将试验结果报道如下： 

1 材料与方法 

1 1 材料 

文山橙毛虫质型多角体病毒病死虫尸由云南省林科院提供 】̈。 

文山枪毛虫质型多角体病毒杀虫剂(简称 D cPV，HL)由中国科学院武汉病毒研究所病毒室提供，多角 

体含量为 2．5×10’PIB／mL 实验用纯系昆明小白鼠由中国科学院武汉病毒研究所实验动物饲养中心提供。 

1．2 方法 

1．2 1 差速离心提取多角体 
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将扁死虫尸加适量无菌水 置高速组织匀浆器皿 中匀浆 3rain．取 出接 1：10加蒸馏 水，先 用低速 (500 r／ 

m_n)离心 3min，除去沉淀和细胞组织碎片．取上清液 再用高速(3 500 r／mln)离心 30min．收集沉 淀用 蒸馏水 

悬浮 ．重复交替使用上述方法 2～3砍，得较纯净的 Op,*CeV多角体置冰箱保存备用。 

1．2．2 DpwCPV多角体的计数 

准确称取湿重 1．0 g提纯的多角体 ，以蒸馏 水稀 释成 10mL，然后按 l0倍梯度依 次稀释 成 l0-。、10- 、 

10一、10一、l0一．充分摇匀。用 移液管暧取配制好的悬液置 预先准备的血球计数板上，静 止 2～3min后 ．置 

光学显微镜下计数，采用五点取样法 ．以每个大格中多角体数 目不超过 30个 为宜(比较不 同的稀释度)．重复 

3次，取其平均值 ．所得结果按下述公式 计算 ： 

多角体浓度 (PIB／mL)=五大搭的多角体数 x5x104x稀释倍数 

1 2 3 辅助荆的筛 选 

筛选经济 、取材方便、便于运输 ．在常温下保存三年不影响病毒活性的辅助荆。文山松毛虫质型多角体病 

毒杀虫剂主要 为乳悬剂。 

1．2．4 DpwCPV．HL制剂的产品质量检测和安生性试验  ̈

将 DpwCP'V-HL制剂进行产品活性测 定和安生性检测，对病毒原生物活性与制成产品后的生物活性进行 

比较．按常规毒力测定方法进行。同时，根据国际标准(FB478g、1-4789、24．48)对所研翩的产品进行府原馓生 

物的检测 ．检测的主要对象是沙 门氏菌、志贺氏菌、大肠杆菌 和细菌总致等八唾指标。经检验合格 后，再 进行 

实验动物 的急性试验 ．以保证产 品的安全性和稳定性．按照 Horn氏方法进行b】。 

1．2．5 微生物检验 

按我国卫生 防疫细菌检验方法进行 逐项检查"】。 

1．2 5．1 杂菌总数检测 取 DpwCPV-HL制剂 1 mL注 入无菌平皿 中．同时取 制剂 1 mL作 l0-。～10叫稀 

释，取各稀释液 1 m1J分别注入无菌平皿中．再加入事先溶化并玲至45℃细菌培养基，摇匀．待玲却后放入 37 

℃恒温糖培养 24 h．取出作菌落计数。 

1．2．5．2 大肠杆菌群检测 用无菌吸液管吸取扁毒制剂 1、0．1、0．01、0．001 mL分别接种到 4支单倍乳糖发 

酵管中．经 37℃培养 18--24 h．若有产酸产气管贝I转接伊红美兰平板 ．挑选可疑菌落做重复发酵试验．乳糖管 

不产酸不产气者 即为大肠杆菌群阴性 。 

1 2．6 致病菌检测 取病毒{鹤剂 5mL加无菌水 495mL，加化学沉淀剂，充分摇匀，静置 60 mjn，将上清液倒 

入另一无菌瓶中备用．取沉淀直接做下列菌的分离，按常规法作进一步鉴定。 

1．2．6．1 志贺氏菌 直接分离法：取 0．1 mL沉淀直接用 SS平板分离。增菌培养 取病毒制剂 0．5 mL接种 

l0mL单倍9N增菌液．再取病毒稀释液 100mL，接种 100mL双倍 GN增菌液，将上述二种培养液置 37℃恒 

温培养箱 中培养 6～8 h后，用 SS和 HE平板进行分离。 

1．2 6．2 沙门氏细菌 检验沙门氏菌需先接种选择性不同的增菌培养基。取病毒制剂 0．5mL接种干单倍 

SEM增苗液中．在 37℃恒温箱中培养 18--24 h后用 SS和 HE 平板分离。另取前述病毒制剂稀释液 100mL 

注入双倍 SEN增菌液．置 37℃恒温培养箱中培养 l8～24h，再经 SS．WS及麦康凯平板分离 。 

1．2．6 3 耶尔森氏菌 取沉淀0．5mL直接用麦康凯平板分离，置 25℃培养 48 h。 

1．2 6．4 穹肠弯曲菌 取沉淀0．1mL直接用布氏平板分离．置 42℃培养 48 h。 

1．2．6．5 弧菌 取病毒制剂 0．5mL接种干 10mL单倍硷胨水．另取前述病毒制剂稀释液 100mL接种二倍 

碱胨水。然后分别装入 37℃恒温箱中培养 12 h后转接大平板分离。 

1．2．6．6 化脓性球菌 取沉淀 0．1mL直接用皿平板分离，另取沉淀 1mL接种 l0mL却浦曼增菌液置37℃ 

恒温培养箱中培养22--24 h后转接却浦曼平板。 

1．2．6．7 炭疽杆菌 取沉淀 0．1 mL直接用平板分离。 

1．2 6．8 厌氧菌 取沉淀 1mL接种疱肉培养基增菌 48 h后转接皿平板作厌氧培养。 

1．2 7 动物急性毒性实验 
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动物急性 毒性实验参 照陈尔厚等川方法进行 ．分为 IE1服、灌 胃、腹腔注射共三十处理 ．每十处理设 实验 2 

组和对照组 2组．每组 lO只纯 系昆明小 白鼠．雌雄各 5只．每其重 18~20 g。 

1．2 7．1 口服 组 

取 1：100倍 DpwCPV-HL制剂稀释液 1 6 rnL(每 只用量 0．32mL)，均匀拌入 5粒 固体饲料 上．分别让 5 

只小白鼠自然取食，隔 日一次 ．吃完后再添加新鲜饲料 连续饲 喂一周 其接 种ifIf量按体重 计为 4x t0*P1P,／ 

kg．相当大 田使用浓度的 160倍。口服对照组用不舍DpwCPV-HL制剂的辅助剂作同样处理 。 

1．2 7．2 腹腔注射组 取 DpwCPV—HL制剂稀释蒗 0．32mL(约 2×10'P1B)分蹦给小 白鼠作腹腔注射．翻舌日 

一 次．共 4次，总有效剂量 为 4x10 PIB／kg体重 -只。愎腔 注射对照组用 不古 DpwCPV-HL制剂 的辅 助剂作 

同样处理。 

1．2．7．3 癌胃组 取 DpwCPV—HL制剂稀释掖 0 32mL(2×10‘PIB)分别给每只小白鼠作癌胃，隔 日一次． 

共 4次．有效荆量为 4×100FIB／kg体重 -只。癌 胃对照组用不舍 DpwCPV-HL制剂辅助剂作同样处理。 

2 结果与讨论 

2．1 DpwcPv多角体计数 

经纯化的多角体含量为 5×10’PIB／mk 

2．2 DpwCPV-HL制剂辅助剂的选择 

有效成分为：湿润剂有茶枯粉、中性肥皂粉；乳化剂有 656H、656L；保护剂有荧光素、荧光 

素钠、黄连素、甘油等佐剂．经过严格的筛选．对每一种成分都进行毒性试验。结果表明，上述 

所加佐荆对被测试幼虫均无不良的影响，其死亡率在 2 8％～12％之间，与对照无明显差异 

(5．4％)．详见表 1。 

衰 1 DpwCPV-HL铷耕的辅叻剂对松毛虫的毒 力制定 

Table 1 Selection 0f assistent 【fi)r the DpvcCPV-HL viral insecti~de 

*=量争幼虫 Second instar 

Dp,~2VV—HL制剂所用辅助剂选用 656H乳化剂、光保护剂和病毒保护剂 为基础 材料，另 

加非极性佐剂制成油乳剂。其方法简洁、经济、有效．既可用于常规喷雾 ．又可用于超低容量喷 

雾；它能 任何比例与水混合，不沉淀、不堵塞喷头、无毒、无臭，使用安全．运输方便 

2．3 剂型研制工艺 

2．3．1 剂型配制 

将提纯的多角体经血球计数板在光学显微镜下计数后，准确称取其多角体的重量(以克为 

单位)，按每毫升25亿多角体进行配制；配制时按比例计算所需水、光保护荆、乳化剂、及佐荆 
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的量．然后接先后顺序依次将各种佐剂和水徐徐加入，在 电动搅拌机 中搅拌使其混合均 匀
， 搅 

拌时应尽量避免产生气泡或泡沫．以免影响灌封机操作。 

2．3 2 剂型包装 

DpwCPV—HL制剂为一种水溶性的油乳荆，采用上海制药机械厂生产的 LsAG5／lO I型 

单针头机械式安瓿拉丝灌封机进行灌封，每毫升含有效 成分 (多角体 )20亿．每安瓿装 5 mL 

(详见图 1)。 

2．4 产品毒力测定 

用 2龄马尾松毛虫幼虫为供试昆虫．每组 3O头．重复三次，将 DpwCPV。HL制剂稀释成 1 

×10 PIB／mL感染浓度添食松毛虫幼虫．在温度 23～25℃。湿度 8O～85％的情况下，接毒 

12d后．幼虫死亡率高达 90．2％，最低 71％，平均达 85．5％。表达 DpwCPV。HL制剂对 马尾 

松毛虫具有较高的毒性和致病性 ]。 

2．5 DpwCPV-HL剂制对动物安全性检测 

2，5 l 动物急性毒性试验 

动物急性毒性试验结果见表 2。 

衰 2 DpwcPV·I玎L铺剂对小白盟的毒性试驻 

TaEe 2 Toxicity test to mice with DpwCpv．HL 强l in~ tleldm 

a外表稍症{呼吸 、皮肤、脱毛和死亡变化 Characteristics of outside body：breathe．skin．1ose hair deaths．咖 ． 

b解剖心、肺 、稗和胃．观察其病理变化 Chamcterigtics inside body：heart．1ung．sp】e蛳．stomach、e址 
● 

2．5．2 病原微生物检测 

按照我国卫生防疫细菌检验方法进行检查口】，结果详见表 3。 

2．6 DpwCPV．HL剂制防治松毛虫的田间试验 

1993年 5月在宁乡灰塘林场，选择林分适 中、虫情 中等、树高 3～5米 的马尾松林地进行 

野外 田间试验 。设置 3个处理 ：A)松毛虫赤眼锋(18--22．5万头／hnl2)；B)松毛虫赤眼蜂携带 

病毒(18～22．5万头 +DpwCPV 2．75×10”PIB／hm2)；C)DpwCPV．HL病毒制剂 (2．75×10 

PIB／hm2)；1994年 5月在长沙测阳林场进行太 田试验 ，除上述处理外，增加一项化学农药试验 

(Decise 375 ml／hm2)。放蜂前和放蜂后均做虫 口基数调查。处理后分别于 5 d、10 d、15 d调查 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 彭辉银等 ：文山抡毛虫质型多角体病毒杀虫剂的研制 15
3 

采集健康幼虫 

Colla tion of~he normal I~vae 

豳  

图 1． 病毒翩剂的生产工艺示意图 

Fig． Produ~ on I~clmology ofviral insecticide 

图 1 病毒制剂的生产工艺示意图 

Fig．1 Production technology of viral in~eetlcldE{ 

现有活虫教，计算虫口下降率。累计调查结果见表 4。 

由表 4可知，单用松毛虫赤眼锋防治马尾松毛虫调查效果为 45
．3％～85．8％，平均为66 08％， 

与张帆等(私人通讯 1995)试验结果一致。而松毛虫赤眼蜂携带病毒防治效果为 87
． 78％ ～ 
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衰 3 三种病毒制 荆的微生物学检测结暴比较 

TabLe 3 ( Da一 0f d{sease organism m amim tion with three vhral jns∞dc ∞ 

*油桐尺蠼病毒杀虫剂．BsSNPV viral insect[cide+s；**午毒蛾病毒杀虫剂，LdMNPV viral insecticides 

衰 4 DpwCPV-RL翩荆防治松毛虫田问试验结果 

Table 4 The test~ u Lts 0f Dp~ PV—HL viral insmdcide controlling the pest in the field 

-注 ：置初孵幼虫期使用病毒和化学农药的结果 

The r u Lb of m ing nd 砖~ticide ar d娜 ；c fo th 1o ef ins伯r]a~ae． 

95．2O％，平均 为 91．5O％。 

综上所述．DpwCPV，HL制荆的研制、多角体的纯化、辅助剂的筛选、剂型加工、产品包装 

以及产品质量检测等均取得了良好的效果。该制剂性 能稳定，所选辅助剂符合配制杀虫剂的 

要求．对环境不会遣成任何污染；产品经武汉市卫生防疫站进行的安全检测，符合国家卫生标 

准，无任何致病菌；生物测定结果表明，用 l×l06 Pro／mL感染 2龄马尾松毛虫幼虫，其死亡率 

平均为 85．5％；对试验动物无任何致病性和毒性。在该制剂中不含有任何致病菌，对人畜安 

全无害。 
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Development of Dendrolimus punctatus wenshanensis Cytoplasm 

Polyhedrosis virus(DpwCPV)Insecticide 

PENG Hui-yint，ZHOU Xlan-mlnz，SHENG Rui-iu~，CHEN Shi-wei~， 

LIU Jia-xin‘，CHEN Xin-wen ，YANG Chun．hua2．XIE Tian．enl 
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(Guizhou Province Forest Academy of Sciences．Guiyan 550011，Chi~ia) 

(Wuhan Health Controt Station．Hanko 430022．China) 
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Abstract：The development of Dendrolimus punctatu~ wenshanensis Cytoplasm PoIyhedrosis 

Virus(DpwCPV)insecticide is reported．The formulation is an oil．in-water emulsion and the 

concentration of poIyhedrosis is 2．5×10’PI13／mL．The auxiliary materials(~lTie from the agri． 

culture products．It is safety and the viral insecticide contained no any pathogenic bacteria
． The 

average mortality is 85．5％ when the second instar IRrvae were infected by 10‘PI13／mL Dp． 

wCPV ． 
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