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提 要

本文通过近几年来对感染荆量
,

宿主龄期
、

饲料
、

温度等因素的室内试验研究
,

以及利

用乙醚麻醉喂毒宿主进行病毒制剂生产的探讨
,

结果表明
,

要达到有效的生物防治害虫的效

果
,

必须掌握在幼虫低龄期 (即 3 龄期前 ) 进行喷毒
,

利用乙醚麻醉宿主可山大大缩短潜伏

期
,

提高病毒制剂的产量
。

斜纹夜蛾 (尸or den ia lI’ t “ 、 F a b
。

) 是一种杂食性害虫
,

在我省曾为害多种 作物
,

它的核多角体病害
,

自我院于六十年代初期首次作了报道以后 〔 ` 〕 ,

北京动物研究所 〔 , 〕 、

中山大学 〔 3〕 、

广州市微生物研究所
、

武汉病毒研究所 〔约相继作了试验和研究
。

D D T及

66 6不能用于蔬菜
、

水果
、

茶叶等作物上
, 1 9 7 4年国务院对此作了指示

。

为了贯彻这个指

示精神
,

所以我们试图将此病毒病用于害虫的防治
_

L
,

对此种病毒病再作了一些试验和

观察
。

现将我们的工作简报如下
。

材 料 和 方 法

病毒毒株
L

斜纹夜蛾核多角体病毒系华南农学院微生物教研室从广州郊区催病之斜纹夜蛾幼虫

中分离得之
。

病毒繁殖

( 1 ) 饲毒感染法

用每毫升约含 1 0 7
一 1。吕左右多角体 ( N P B ) 的死虫组织液

,

涂抹饲料叶片上
,

稍 午

本丈电镜照 片承本院中心 实验室协助
,

特此致谢
。

·
广西农学院植保 系教师

。
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后用以饲喂健康的 3一 4龄斜纹夜蛾幼虫
,

1一 2 天后改用清洁叶片
,

并经常检查发病

情况及观察其病症
,

随死随收
,

以免死虫腐烂而无法收集
。

虫尸体液要经涂片染色在光

学显微镜下检查有无病毒多角体
。

( 2 ) 乙醚麻醉法

将斜纹夜蛾幼虫饲养至五龄初期
,

用含 1 0 7

一 1 0 “
N P B / m l的浓度浸叶后饲喂

,

把幼

虫收集于广 口瓶中
,

一个 50 Om l的广 口瓶滴入 。
。

1一 。
。

2 m l含有氯仿的乙醚麻 醉 48 小 时

后
,

即收集虫体并干燥保存
。

病毒保存

( 1 ) 将染病死虫直接装入干净的玻璃小瓶加盖后放于 4
.

C冰箱保存
。

( 2 ) 将染病死虫盛于玻璃器皿中
,

在干燥器内进行干燥
,

后继续在干燥 器 内保

存
,

或密封放于冰箱保存
。

( 3 ) 用适量碳酸钙与死虫尸体混合研磨干燥保存
。

生物测定

将染病死虫磨碎
,

用血球计数器计数
,

稀释至所需浓度
,

用毛笔涂布于饲料几卜片表

背两面
,

湿润为 止
,

晾干后恒温饲喂试验的各龄幼虫
,

24 小时后换无毒鲜叶
,

七天内逐

日记录死亡虫数
。

死虫要抽样检查
,

是否属于病毒致死
,

并求出致死中浓 度 ( L c 。 。
)
。

用同样处理方法
,

在不 同温度
,

相同的病毒浓度的条件下测定幼虫对病毒的敏感性和感

染剂量对宿主的影响
,

以及多角体病毒复制与宿主饲料的关系
。

实 验 结 果

一
、

斜纹夜蛾核多角体的形态及病毒病的特征

斜纹夜蛾病毒多角体电镜观察大多呈六角形
,

也有不规则形状的
;
大小不一

,

平均

直径约为 2
.

2微米 ( 图 1 )
。

图 1 斜纹夜蛾核型多角体 ( x l 。。。0)

金旋转投影
,

J S M一 25 5扫描电镜照片

染病幼虫最大特点是发育缓慢
,

体色常在

感病三天后变粉红或灰 白
。

三龄以上的幼虫感

染核多角体病毒后
,

一般 2 一 3 天就出现食欲

减退
,

行动迟缓
,

呆滞 , 与对照比较
,

其发育

缓慢
,

虫体细小
。

1 9 7 8年 4 月 29 日我们选取虫

体大小一致的四龄斜纹夜蛾幼虫各 20 头分组饲

养
,

喂毒组使用 5
。

4 x 1 O 7

/ m l多角体浓度
,

重

复三次
,

另设一组对照
,

喂毒后四天进行称重
,

处理组 20 头平均体重为4
。

6克
,

幼虫 开 始 陆 续

死亡
。

而 对照 组 20 头平均体重为7
.

2克
,

并

已进入五龄
。

染病幼虫腹壁呈现乳 白色或粉红色
,

随着病情的进展 出现呕吐和排出粘液

状粪便
,

以后幼虫逐渐进人昏迷状态
,

不食不动
,

腹壁灰 白带红更为显著
,

很快便进人

死亡阶段
。

死亡后的幼虫有时可在体节之间有一乳 白色斑
。

病死虫常倒挂在植物和养里
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器材上
,

一旦死亡
,

表皮极脆弱
,

微触即破或自行破裂
,

流出乳 白色的不发臭的体液
。

此时涂片观察
,

高倍镜下可看到折光性较强的多角体
。

用什维左娃法染色
,

在油镜下观

察可看到粉红色的多角体
。

若用 1 %孔雀绿处理 1 分钟
,

再用 1 纬苦味酸处理 5 分钟
,

被染成金黄色的多角体
,

其它组织颗粒则被染成绿色
,

形成明显的对照
。

染病幼虫还有严重的残杀现象
,

同时垂死的病虫会把死虫吃掉
,

所以在饲毒感染过

程中要随死随收
。

二
、

斜纹夜蛾核多角体病毒的室内试验

为了给斜纹夜蛾核多角体病毒的制剂生产和大田应用提供必要的数据
, 1 9 7 5一 1 9 7 7

年我们在室内进行了包括感染剂量
、

宿主龄期和饲料以及温度等因素的试验
。

( 一 ) 感染荆皿对宿主的影响

将 N P B配制一定浓度的悬浮液
,

然后均匀地涂布到饲料叶片表面
,

供试幼虫为 3
、

4 龄虫
,

按试验浓度将虫分成几组
,

然后分别用定量的不同浓度的带毒叶片感染
。

候吃

完带病叶片后更换新饲料
,

待宿主死亡后分别逐 日收集各组的虫尸
,

然后进 行 涂 片检

查
。

结果表明
:

在一定范围内
,

多角体浓度增大则宿主幼虫的感染率与死亡率也随之增

高
。

见表 1 :
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( 二 ) 宿主龄期与其对病毒敏感性的关系

将不 同龄期幼虫用同一浓度的带毒叶片进行饲喂感染
,

感染后更换新鲜饲料
,

试验结

果表明
:

不同虫龄对病毒的敏感性是不相同的
,

一般 1一 3 龄虫最为敏感
, 4 龄以上致

死缓慢 ( 见表 2 )
。

因此
,

我们认为在大田防治工作中应当选择在幼虫低龄期 ( 即 3 龄

前 )进行
,

而在人工感染幼虫进行病毒制剂生产时
,

则可采用虫龄较大的幼虫饲毒
,

由于

此时期虽敏感性较差
,

致死缓慢
,

但病毒收获量较多
。
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表2 斜纹夜蛾 1一 6 龄幼虫对多角体病毒敏感试验

1 9 78
,

7
,

2
。

2 8一 3 0
O

C

耳由表 2 可 以看出
,

在使用每毫升稀释液含多角体 2 x 10
7

一 10
“
的范围内

, 1一 2 龄

幼虫最敏感
,

尤其 2 龄幼虫敏感度最大
,

死亡速度最快
,

通常死亡率均达 1 00 %
。 3 一 4

龄幼虫次之
,

死亡率在 80 一 90 %之间
, 6 一 6 龄幼虫抗 性 最 强

, 6 龄幼虫 死 亡 率 为

5 7
.

1 4一 6 6 %
, 6 龄幼虫死亡率仅达 3 4

.

7 9一 3 6
.

5 4 %
。

利用表 2 的数据进行 1
.

07 x 1 O S / m l及 2
。

14 x l o 7

/ m l多角体浓度对 1一 6 龄 幼 虫

毒杀效果数理分析
,

得出相应的回归式
,

根据各回归式作图 ( 图 2 )
,

同样反映出 1一 2 龄

幼虫死亡快
、

死亡率高的特点
。

其中以 2 龄幼里尤其敏感
,

这可能与 2 龄幼虫较为活跃
,

同

时取食量较大
,

因此随着饲料进人体内的病毒较多
,

加上 2 龄幼虫的抗病力仍然较低
,

故

·

纵座标为死亡率 横座标为喂毒后天数

图 2 斜纹夜蛾 N P B对斜纹夜蛾各龄幼虫的毒效

表现 2 龄虫死亡快
,

死亡率也高
。

从图中

可以看出
, 3 一 4 龄幼虫对病毒的抵抗力

加强了
,

但死亡率仍相当高 ; 而 5 一 6 龄

幼虫抗性最强
,

死亡率最低
。

5 一 6 龄幼

虫发育至预蛹期死亡的约占总死亡率10 %

左右
,

预蛹期没有死亡的幼虫通常均能正

常化蛹
,

并羽化 为成虫
。

羽化率在 80 % 以

上
。

羽化后的成虫能正常交尾产卵
。

我们

观察了少数卵块
,

这些卵块 均能 正 常 孵

出幼虫
,

发育也 属正常
。

但其 幼虫养至
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4一 5龄时相继 出现死亡现象
,

经镜检为多角体病毒所致
。

由于通常是 养 至 12 天后 才

开始死亡
,

这是否由于养虫室污染了多角体所引起尚值得注意
。

如果 是由于卵带 毒所

致
,

按理应在 1一 2 龄时就造成大量死亡
。

病毒能够通过感染的幼虫传到下一代的报道

也有
,

但从上述现象看来
,

有关带毒幼虫通过繁殖传代的可能性尚待进一步研究
。

( 三 ) 核多角体病毒复制与宿主饲料的关系

选用不同饲料喂养的各龄斜纹夜蛾
,

经人工感染后从各组死虫中取样检查
,

将虫尸

先行称重后磨碎稀释成
一
定倍数的悬浮液

,

用血球计数器测数后换算为每克死虫含多角

体数来进行比较
。

试验结果表明
,

不同饲料对核多角体的产量没有明显的 关 系
,

但 若

不以每克含多角体数量来作比较单位
,

而是以每头虫含多角体的平均数来 比 较
,

那 么

以芋叶作饲料的病毒产量较高
。

每克死虫含核多角体的数量有随虫 龄 增 大 而减少的趋

势 ( 见表 3 )
,

这可能是高龄幼虫死亡后体内尚含有较多的饲料
、

排泄物及 水 分 的 原

因
。

表 3 4 一 6 龄幼虫取食不同饲料感染多角体的产借

介{ {布
( 四 ) 沮度与病冬感染的关系

温度的高低与病毒感染潜伏期的长短是有关系的
,

在一定幅度内温度低 则 潜 伏 期

长 , 温度高则潜伏期短
。

同一浓度
、

龄期
,

温度高
,

死亡速度快
,

死亡率高 ; 温度低
,

死亡速度慢
,

死亡率低
。

在 22
O

C时致死中时 ( L t 。 。
) 为 9

。

3天 ; 而在 30
O

C L t 。 。
只有 6

天
。

在 22
O

C条件下感病 10 天后只有 60 %死亡
,

其余均陆 续 化 蛹 ; 而 在 24
O

C
、

27
O

C
、

30
O

C情况下分别都在第 10
、

9
、

8 天 1 00 %死亡
。

( 五 ) 病毒离心握纯与粗制品毒力的差别

根据我们试验的结果
,

病毒毒力的强弱与病毒是否经过离心提纯有关
。

1 9 7 8年 6 月

我们利用经过提纯的多角体和未经提纯的多角体粗制品作对比试验
,

供试虫龄为 3 龄
,

结果见表 4 。

从表 4 可见粗制品比纯品具有较高的毒力
,

同时饲毒后第 2 一 4 天便开 始 死 亡
,

在一 7 天死亡率达到高峰
,

而纯品喂饲的死亡较迟
。
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表 4 N P B纯 品 与 粗 制 品 毒 力 比 较

呱
、

`

下誉二巨
雀羹) l夔牡主

一 兰匕…愕
:{ ::… :…:三 :0l

(六 )料纹夜蛾核多角体抗腐败能力试验

斜纹夜蛾核多角体病毒其包含体在没有防腐的情况下
,

催病虫尸收集后任其腐败发

酵变臭
,

经半个月后镜检发现其包含体仍然保存得很好
,

而且毒力仍能保持在相当高的

水平上
。

在常温干燥暴露保存一年后仍有很高的毒力 (见表 5 )
。

表 5 不 同 保 存 方 法 对 毒 力 影 响 (虫龄
: 3 龄 )

二丫攫
一

…
·

… …
供试虫数 (头 )

…
死亡率 ( % )

…
化蛹率 \

露撬霎到默黯 … :: …
’

粼
7

…
6

;

从试验中说明斜纹夜蛾核多角体病毒包含体对不良条件的抵抗能力是很强的
,

一般

不容易被腐败细菌所分解
,

这种特性有利于在自然界 中保存这种病毒
,

在条件适宜时得

以重新造成害虫病毒病的感染和流行
。

( 七 ) 斜纹夜雄核多角体病毒的收集

由于这种病毒有专一性
,

只能感染斜纹夜蛾
,

因此要收集这种病毒
,

目前主要通过活

体繁殖的方法取得
。

这样就必需进行大量养虫
,

饲毒后收集催病死亡的幼虫
。

在养虫方面

可 以分为群养和单头饲养
,

前者占用器材少
,

花费劳力也少
。

但群养至 4 龄后
,

尤其 4 一 5

龄时则出现严重的相互残杀现象
,

其死亡率高达 40 一 60 %
,

如果能很好地控制其小环境

的湿度及光照
,

可以改善这种现象 ( 一般相对湿度在 75 %左右
,

给予较弱的光照及充足

的饲料
,

可以减少互相残杀的现象 )
。

但是群养由于其密度大
,

排泄物及饲料中水分蒸

发等原因
,

不易使湿度控制在较低的水平
,

虫与虫相互接触
,

拥挤的机会多
,

常常难以

防止互相残杀的现象
。

而单头饲养花的工夫大
,

而且收效甚微
,

所以也不是理想的办法
。

目前对于斜纹夜蛾核多角体病毒的离体组织培养方法尚不普遍
,

所以可以采用的收

集方法就只有两个途径
: ( 1 ) 人工饲养幼虫

,

饲毒收集
。

( 2 ) 大田喷施病毒多角体

后收集催病死虫
。

为了解决大量养虫时因互相残杀而减少收取率 的问题
,

我们针对其在 5 龄中后期才

出现严重残杀的现象
,

选择在 5 龄初期进行饲毒
,

喂毒后试用一种含氯仿的乙醚麻醉剂

对幼虫进行麻醉
,

其方法如下
:

( 1 ) 待斜纹夜蛾饲养至 5 龄初期
。
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( 2 ) 用含 1 0 7

一 l o 8
N P B / m l的浓度浸叶后饲喂

。

( 3 ) 把经喂毒后 的幼虫收集于广 口瓶内
,

每个 50 o m l容积的广 口瓶可容 纳 40 一 50

头幼虫
,

广口 瓶壁事先垫好吸水纸
。

( 4 ) 每瓶滴入 0
.

1一 。
.

2 m l麻醉剂
,

立刻密闭瓶 口 ,

此时幼虫在一分钟内全部被麻

醉
,

幼虫在被麻醉过程 中会出现呕吐现象
,

以后即进人昏迷状态
。

( 5 ) 把已麻醉的幼虫摇向瓶壁
,

然后将瓶侧卧放置
。

被麻醉的幼虫在 24 小时左右有复苏现象
,

同时出现呕吐和排便情况
,

检查其呕吐物

及粪便都有多角体存在
,

说明已中毒
。

少数幼虫在麻醉后 24 小 时死 去
,

其 死 亡 率 为

8一 10 %
,

麻醉后 48 小时死亡率达 80 一 90 %
,

72 小时 1 00 %死亡
。

往常开放饲毒
, 5 龄幼

虫以同样浓度喂毒后 24 小时是没有死亡的
,

48 小时死亡率为 1一 6 %
,

72 小时死亡率为

5 一 10 %
,

第六天死亡率为 40 一 50 %
,

第七天死亡率为 60 %
,

尚有 40 %左右化蛹
。

由此

可见
,

利用麻醉方法能够迅速
、

整齐
、

成批地收集到大量的死虫
,

方法简单
,

花工少
,

可考虑应用
。

高等动物中枢神经系统的调节作用能够在一定程度上抵抗人侵的病原
,

减轻病情或

延缓发病期的作用
。

但对昆虫进行麻醉
,

却出现了缩短发病的潜伏期和提高死亡率的现

象
,

这是否可能与神经 系统被麻醉后无法调节其体内的抵杭能力有关
。

讨 论

利用斜纹夜蛾核多角体病毒防治害虫
,

要达到有效的防治效果
,

应选择在低龄幼虫

期进行防治
,

也就需要密切与害虫的预测预报相结合
。

在我国南方地区
,

7一 9 月份气

温较高
,

而又是斜纹夜蛾危害最严重的时刻
,

应用核多角体病毒防治这种害虫是值得考

虑的
。

目前核多角体病毒杀虫效果较缓慢
,

潜伏期长
,

对其杀虫机理和环境 条 件 的关

系
,

以及选育毒性高的毒株
,

仍需深入一步研究
。

对于利用 乙醚麻醉 6 龄幼虫来进行病

毒制剂的制备
,

既可缩短其潜伏期
,

又可提高病毒制剂中多角体的数量
,

此种简易的制

备方法仍需进一步完善和探讨
。
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