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苏云金芽胞杆菌的鉴定及对
椰子织蛾的致死作用
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摘要: 【背景】利用采集到的样品分离出苏云金芽胞杆菌菌株ꎬ针对椰子织蛾幼虫进行室内生物活性测定ꎬ以期获得对椰子

织蛾幼虫具有高毒力菌株ꎬ并为椰子织蛾的生物防控提供理论和技术依据ꎬ同时为转 Ｂｔ 基因作物提供新的基因资源ꎮ 【方
法】在海南岛椰子织蛾潜在分布区采集样品ꎬ利用温度法筛选苏云金芽胞杆菌并进行形态学和分子生物学鉴定ꎬ采用浸叶

法进行 Ｂｔ 菌株对椰子织蛾幼虫的生物活性测定ꎮ 【结果】海南省保亭县土壤样品中筛选出 ８ 株菌株ꎬ电子显微镜下观察到

该批菌株含有菱形、球形、方形晶体ꎻ通过分子生物学鉴定明确了 ６ 株菌株含有 ｃｒｙ 基因ꎬ２ 株没有鉴定出 ｃｒｙ 基因ꎻ利用相

同浓度菌悬液对椰子织蛾幼虫进行了生物活性测定ꎬ结果表明ꎬ５０ μｇ􀅰ｍＬ－１的 ＢＡＴ１０ 菌株杀虫晶体蛋白对椰子织蛾幼虫

的致死率达 １００％ꎬ同样浓度的 ２９￣１５￣４ 与 ＢＡＴ２０ 菌株杀虫晶体蛋白对椰子织蛾幼虫的致死率超过 ８０％ꎬ其余 ５ 株 Ｂｔ 的杀

虫晶体蛋白致死率较低ꎬ致死率小于 ５０％ꎮ 【结论与意义】本试验筛选出 １ 株高毒力菌株和 ２ 株效果较好的 Ｂｔ 菌株ꎬ可应

用于椰子织蛾的生物防控ꎮ
关键词: Ｂｔꎻ 椰子织蛾ꎻ 鉴定ꎻ 生物活性
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　 　 椰子织蛾 Ｏｐｉｓｉｎａ ａｒｅｎｏｓｅｌｌａ Ｗａｌｋｅｒ 属鳞翅目

Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ 织蛾科 Ｑｅｃｏｐｈｏｒｉｄａｅꎬ 英文名 ｃｏｃｏｎｕｔ
ｂｌａｃｋ￣ｈｅａｄｅｄ ｃａｔｅｒｐｉｌｌａｒꎬ又称椰子木蛾、黑头履带

虫、椰柱蛾、食叶履带虫等ꎬ主要分布于斯里兰卡、
印度孟加拉、缅甸、印度尼西亚、巴基斯坦、泰国、马
来西亚等地 (武怀恒等ꎬ２０１４ꎻ Ｖｅｎｋａｔｅｓａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００９)ꎮ 椰子织蛾幼虫取食叶片ꎬ严重时入侵啃食

整个树冠ꎬ导致植株发育缓慢ꎬ果实产量大幅减少ꎮ
对椰子织蛾进行有害生物风险分析ꎬ结果显示ꎬ其
属于高风险有害生物ꎬ在我国多地易定殖(阎伟等ꎬ
２０１３)ꎬ对我国的椰子、槟榔、蒲葵、中东海枣、大王

棕等棕榈作物(刘向蕊等ꎬ２０１４ａ)威胁很大ꎬ在我国

具有严重的生态与经济危害性ꎮ
苏云金芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓꎬ Ｂｔ)是

一种目前世界上应用最为广泛的微生物杀虫剂ꎬ由
于其高效、低毒、安全、经济ꎬ是最具发展潜力的微

生物杀虫剂ꎮ 目前已发现的大多数 Ｂｔ 菌株均能产

生多种类型的晶体蛋白ꎬ对鳞翅目、双翅目、鞘翅目

等多种昆虫ꎬ以及线虫、螨类和原生动物等具有特

异性的杀虫活性(蔡吉林等ꎬ２０１３)ꎮ Ｂｔ 作为生防

菌中最重要的一种ꎬ在使用上有着靶标性强、对人

类和牲畜不会造成毒害以及环境友好型的特点ꎬ但
是由于转 Ｂｔ 基因作物在全球的推广与种植ꎬ使很

多靶标害虫产生了不同程度的抗性 (崔树松等ꎬ
２０１３ꎻ Ｇａｓｓｍａｎｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ

目前ꎬ针对椰子织蛾的生态学 (刘向蕊等ꎬ
２０１４ｂ)、生物学鉴定(李后魂等ꎬ２０１４)、化学防控

(Ｓｈｉｖａｓｈａｎｋａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)、天敌寄生蜂防控(Ｖｅｎ￣
ｋａｔｅｓａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)等相关方面已有研究ꎬ尚未见

到利用 Ｂｔ 防控椰子织蛾的相关研究与报道ꎮ 本文

利用在椰子织蛾入侵风险区采集的样品并分离出

的 Ｂｔ 菌株针对椰子织蛾幼虫进行室内生物活性测

定ꎬ以期获得对椰子织蛾幼虫具有高毒力的菌株ꎬ
为椰子织蛾的生物防控提供理论和技术依据ꎬ同时

为转 Ｂｔ 基因作物提供新的基因资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 培养基　 ＬＢ 固体与液体培养基、１ / ２ ＬＢ 固

体与液体培养基ꎬ培养基配制方法参见 Ｓａｍｂｒｏｏｋ ｅｔ
ａｌ.(１９８９)ꎮ
１.１.２　 菌株　 ８ 株 Ｂｔ 菌株分离自海南省保亭县土

壤样品ꎬ菌株 ＨＤ７３ 为中国农业科学院植物保护研

究所赠送ꎮ
１.１.３　 引物序列　 参见表 １ꎮ

表 １　 鉴定引物及序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物 Ｐｒｉｍｅｒ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ 来源 Ｓｏｕｒｃｅ
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ｃｒｙ３ ５′￣ＣＧＡＡＣＡＡＴＣＧＡＡＧＴＧＡＡＣＡＴＧＡＴＡＣ ￣３′ ５′￣ＣＡＴＣＴＧＴＴＧＴＴＴＣＴＧＧＡＧＧＣＡＡＴ￣３′ 苏旭东ꎬ２００５
ｃｒｙ４ ５′￣ＧＴＧＴＣＡＡＧＡＧＡＡＣＣＡＡＣＡＧＴＡＴＧ ￣３′ ５′￣ＡＣＴＡＡＧＴＣＴＣＣＴＣＣＴＧＴＡＴＧＡＣＣＡＧ￣３′ 本试验 Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｃｒｙ５ ５′￣ＡＴＴＧＧＡＧＧＴＧＧＴＡＴＴＧＣＴＧＡＴＡＣ ￣３′ ５′￣ＡＴＡＡＧＡＴＧＡＡＧＡＣＡＧＴＧＣＴＧＧＴＧＧＴＧＧ￣３′ 本试验 Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｃｒｙ６ ５′￣ＣＡＡＣＡＡＡＴＣＣＴＡＧＣＡＡＴＧＧＴＣ￣３′ ５′￣ＴＡＧＡＧＡＧＴＧＧＡＡＣＧＡＣＴＴＴＡＣＣ￣３′ 本试验 Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｃｒｙ７ ５′￣ＧＧＡＴＡＴＧＡＡＧＡＴＡＧＴＡＡＴＡＧＡＡＣ￣３′ ５′￣ＧＣＴＧＴＡＧＣＡＴＧＡＣＡＴＡＡＴＣＧＡＴＧ￣３′’ 本试验 Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｃｒｙ８ ５′￣ＣＧＧＣＡＡＡＣＴＴＡＧＴＡＧＡＡＴＧＣ ￣３′ ５′￣ＣＴＧＡＣＴＧＡＴＴＴＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＧ￣３′ 束长龙等ꎬ２００７
ｃｒｙ９ ５′￣ＡＧＧＡＣＣＡＧＧＡＴＴＴＡＣＡＧＧＡＧＧ￣３′ ５′￣ＣＣＣＡＡＴＧＣＧＡＡＡＧＡＡＣＴＡＡＧ￣３′ 本试验 Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｃｒｙ１０ ５′￣ＣＧＡＴＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＣＣＧＡＡＡＡＴＣＣＡ￣３′ ５′￣ＴＡＣＧＡＣＴＴＡＴＴＣＣＴＣＣＡＴＡＡＧＧＡＧＴＡ ￣３′ 本试验 Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ

１.１.４　 主要试剂　 Ｔａｑ 酶、限制性内切酶、ＰＭＤ１９￣Ｔ
载体、ＪＭ１０９ 感受态细胞、凝胶回收试剂盒均购自

Ｔａｋａｒａ 公司ꎻＢｙｅｏｔｉｍｅ 公司的 ＢＡＣ 蛋白浓度定量试

剂盒(增强型)ꎮ

１.２　 方法

１.２.１　 Ｂｔ 扫描电镜样品的制备　 分离纯化的 Ｂｔ 菌

株在 １ / ２ ＬＢ 固体培养基平板上划线ꎬ置 ３０ ℃下培

养 ４８ ｈꎬ在无菌工作台上刮取少许菌苔ꎬ纯水清洗

后再加入适当纯水充分悬浮ꎬ将砸碎的细小碎片浸

润在悬浮液中 ２ ｍｉｎ 后取出ꎬ低温冷冻干燥后备用ꎮ
１.２.２　 Ｂｔ 质粒的提取与鉴定　 分离纯化后的 Ｂｔ 菌
株在液体 ＬＢ 中(２３０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１、３０ ℃) 培养 １２ ｈ ꎬ
采用 Ｎａｒｖａ ｅｔ ａｌ. ( １９９１) 的方法提取质粒ꎮ 采用
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ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 方法鉴定杀虫晶体蛋白基因ꎬ提取 Ｂｔ 菌
株的质粒 ＤＮＡ 进行 ｃｒｙ１、ｃｒｙ２、ｃｒｙ３、ｃｒｙ４、ｃｒｙ５、ｃｒｙ６、
ｃｒｙ７、ｃｒｙ８、ｃｒｙ９、ｃｒｙ１０ 类基因的 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 鉴定ꎬ鉴
定引物参见表 １ꎬ鉴定方法参见宋福平等(１９９８)及
苏旭东(２００５)ꎮ
１.２.３　 Ｂｔ 菌悬液所含蛋白的定量　 先接种 １ / ２ ＬＢ
固体培养基至菌体裂解(３０ ℃恒温ꎬ４８ ｈ)ꎻ无菌操

作刮取菌体ꎬ然后使用灭菌去离子水制备成菌悬浮

液ꎬ使用 Ｂｙｅｏｔｉｍｅ ＢＡＣ 蛋白浓度定量试剂盒(增强

型)进行菌悬浮液的蛋白浓度定量ꎮ
１.２.４　 ｃｒｙ 基因的克隆 　 使用凝胶回收试剂盒将

ＰＣＲ 产物进行回收并纯化ꎬ纯化后的产物按照目的

片段与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体 １ ∶ ３ 的比例 １６ ℃连接 ３ ｈꎬ
取 １０ μＬ 连接产物加入到 １００ μＬ ＪＭ１０９ 感受态细

胞中进行热激转化ꎬ具体转化方法参见束长龙等

(２００７)ꎮ 转化完成后挑取阳性克隆在上海生工公

司进行核酸测序ꎮ
１.２. ５ 　 杀虫活性测定 　 采用浸叶法 (刘楠等ꎬ
２０１０)ꎮ 椰子织蛾幼虫为本实验室饲养ꎬＢＡＴ￣１０ 的

蛋白溶液设置为 ４０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ 将椰子叶片用清水

洗净晾干ꎬ选取鲜嫩一致的叶片切成 １５ ｃｍ 的段

状ꎬ在各个浓度的混合均匀的蛋白溶液(含 ０.１％吐

温－８０)中浸泡 ５ ｍｉｎꎬ晾干ꎬ放入生测瓶中ꎬ每瓶接

４ 龄幼虫 ３０ 头ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎬ２８ ℃生化培养

箱中保温ꎬ培养 ７２ ｈ 后调查死、活虫数ꎬ并观察幼虫

取食情况ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 菌株的分离与形态鉴定

菌株在 １ / ２ ＬＢ 培养基上培养 ４８ ｈ 后形成单菌

落ꎬ菌落乳白色ꎬ圆形或近圆形ꎬ边缘整齐ꎬ菌落中

间较厚ꎬ向四周逐渐变薄ꎮ 扫描电镜下观察到菌株

菌体为长杆状ꎬ芽孢为长圆棒状ꎬ晶体有菱形、球
形、方形等形状(图 １)ꎬ其中菌株 ＢＡＴ１０、ＢＡＴ２０、
１￣１１、ＢＡＴ７、ＢＡＴ１７、８￣１２ 的伴孢晶体为菱形ꎬ２９￣１５￣
４ 晶体为球形ꎬＢＡＴ３５ 晶体为菱形和方形ꎬ初步鉴

定为苏云金芽胞杆菌ꎮ

图 １　 Ｂｔ 菌株的扫描电镜图片
Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ＳＥＭ ｐｈｏｔｏ ｏｆ Ｂｔ

１:球形晶体ꎻ ２:菱形晶体ꎻ ３:方形晶体ꎻ Ｓ:芽孢ꎻ Ｃ:伴孢晶体ꎮ
１: Ｓｐｈｅｒｉｃａｌ ｃｒｙｓｔａｌꎻ ２: Ｄｉａｍｏｎｄ ｃｒｙｓｔａｌꎻ ３: Ｓｑｕａｒｅ ｃｒｙｓｔａｌꎻ Ｓ: Ｓｐｏｒｅꎻ Ｃ: Ｃｒｙｓｔａｌ.

２.２　 分子水平的鉴定

分别提取 Ｂｔ 菌株的质粒 ＤＮＡ 并以表 １ 中 ｃｒｙ
基因鉴定引物进行 ｃｒｙ 基因的鉴定ꎬＰＣＲ 扩增产物

经凝胶回收试剂盒 ( Ｔａｋａｒａ) 纯化后连接 Ｔ 载体

(Ｔａｋａｒａ)进行克隆ꎬ挑取阳性单克隆送样上海生工

进行测序ꎬ具体结果见表 ２ꎬ其中 ６ 株含有 ｃｒｙ 基因ꎬ
２ 株没有鉴定出已知基因型ꎮ 结果表明ꎬＢＡＴ１０、
ＢＡＴ２０、１￣１１、 ＢＡＴ７、 ＢＡＴ１７ 同时含有 ｃｒｙ１、 ｃｒｙ１Ｉ、
ｃｒｙ２ 类的基因ꎻ菌株 ２９￣１５￣４ 只含有 ｃｒｙ８ 类的基因ꎻ
ＢＡＴ３５ 和 ８￣１２ 未鉴定出已知基因型ꎮ 菌株基因型

的多样性与土壤状况、样品海拔无明显规律性ꎮ

２.３　 Ｂｔ 菌株对椰子织蛾的毒力

生物测定结果显示ꎬ８ 株菌株对椰子织蛾 ４ 龄

幼虫具有一定的杀虫活性ꎬ具体结果见表 ３ꎮ 其中ꎬ
菌株 ＢＡＴ１０ 对椰子织蛾幼虫的校正致死率达

１００％ꎬ与对照及其他菌株有显著差异ꎬ杀虫效果最

显著ꎻ菌株 ＢＡＴ２０ 与菌株 ２９￣１５￣４ 校正致死率为

８０％~９０％ꎬ２ 株菌株间差异不显著ꎬ杀虫效果较显

著ꎻ８￣１２、ＢＡＴ７、ＢＡＴ３５、ＢＡＴ１７、１￣１１ 校正致死率低

于 ５０％ꎬ杀虫效果不显著ꎮ
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表 ２　 Ｂｔ 菌株 ｃｒｙ 基因型鉴定
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｄｅｎｔｉｆｙ ｏｆ ｃｒｙ ｇｅｎｅｓ

样品 Ｓｔｒａｉｎ 土样海拔
Ｅｌｅｖａｔｉｏｎ (ｍ)

分离土壤状况
Ｓｏｉｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

晶体类型
Ｃｒｙｓｔａｌ ｔｙｐｅ

基因型
Ｇｅｎｅ ｔｙｐｅ

ＢＡＴ１０ ５６.１ 黄土 Ｙｅｌｌｏｗ ｓｏｉｌ 菱形 Ｐｙｒａｍｉｄ ｃｒｙ１Ａａꎬ ｃｒｙ１Ｇｂꎬ ｃｒｙ１Ｉａ ꎬ ｃｒｙ２Ａｆ
ＢＡＴ２０ ７１.３ 棕红土 Ｒｅｄ ｂｒｏｗｎ ｓｏｉｌ 菱形 Ｐｙｒａｍｉｄ ｃｒｙ１Ａａꎬ ｃｒｙ１Ｂａꎬ ｃｒｙ１Ｉａꎬ ｃｒｙ２Ａａ
２９￣１５￣４ １２.４ 棕红土 Ｒｅｄ ｂｒｏｗｎ ｓｏｉｌ 球形 Ｓｐｈｅｒｉｃａｌ ｃｒｙ８Ａａ
８￣１２ ４９.２ 黄土 Ｙｅｌｌｏｗ ｓｏｉｌ 菱形 Ｐｙｒａｍｉｄ －
１￣１１ ４３.５ 黄土 Ｙｅｌｌｏｗ ｓｏｉｌ 菱形 Ｐｙｒａｍｉｄ ｃｒｙ１Ａａꎬ ｃｒｙ１Ｉａꎬ ｃｒｙ２Ａｄ
ＢＡＴ７ ７.３ 棕红土 Ｒｅｄ ｂｒｏｗｎ ｓｏｉｌ 菱形 Ｐｙｒａｍｉｄ ｃｒｙ１Ａｂꎬ ｃｒｙ１Ｂａꎬ ｃｒｙ１Ｉａꎬ ｃｒｙ２Ａｄ
ＢＡＴ３５ １３.２ 棕红土 Ｒｅｄ ｂｒｏｗｎ ｓｏｉｌ 菱形 / 方形 Ｐｙｒａｍｉｄ / ｓｑｕａｒｅ －
ＢＡＴ１７ １５.１ 棕红土 Ｒｅｄ ｂｒｏｗｎ ｓｏｉｌ 菱形 Ｐｙｒａｍｉｄ ｃｒｙ１Ｄａꎬ ｃｒｙ１Ｉａꎬ ｃｒｙ２Ａａ
ＨＤ７３(＋) ｃｒｙ１Ａｃ

　 　 (＋)阳性对照:苏云金芽孢杆菌库斯塔克亚种标准菌株 ＨＤ７３ꎮ
(＋) Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ: Ｂ. ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｓｕｂｓｐ. ｋｕｒｓｔａｋｉ ＨＤ７３.

表 ３　 Ｂｔ 菌株对椰子织蛾的杀虫活性(７２ ｈ )
Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｂｔ ａｇａｉｎｓｔ Ｏｐｉｓｉｎａ ａｒｅｎｏｓｅｌｌａ Ｗａｌｋｅｒ

样品 Ｓｔｒａｉｎ
浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (μｇ􀅰ｍＬ－１)
校正死亡率

Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ (％) 标准误差 ＳＥ α＝ ０.０５

ＢＡＴ１０ ５０ １００.０ ０.０ ａ
ＢＡＴ２０ ５０ ８５.６ ２.９ ｂ
２９￣１５￣４ ５０ ８３.３ １.９ ｂ
８￣１２ ５０ ４０.２ １.９ ｃ
１￣１１ ５０ １８.４ ２.６ ｄ
ＢＡＴ７ ５０ ５.６ ４.０ ｅ
ＢＡＴ３５ ５０ ３.８ ４.４ ｅ
ＢＡＴ１７ ５０ ４.３ ３.１ ｅ
ＣＫ ０.０ ０.０

　 　 不同英文字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｌｅｔｔｅｒｓ ｄｅｎｏｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ (Ｐ<０.０５) .

３　 讨论
本文采用 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 法对 ８ 株菌株进行了 ｃｒｙ

基因鉴定ꎬ但是有 ２ 株未鉴定出 ｃｒｙ 基因ꎬ不过在光

学显微镜下可以确定其产生晶体ꎬ推测原因可能是

菌株含有的 ｃｒｙ 基因的序列比较新ꎬ现有的鉴定引

物尚不能发现其基因型ꎬ因此需要通过更多的克隆

方法来明确其菌株内的基因型ꎮ
迄今为止ꎬ我国对苏云金芽胞杆菌的研究主要

针对农业害虫ꎬ如倪万潮等(１９９８)在 ２０ 世纪 ９０ 年

代研发并推广的转 Ｂｔ 基因抗虫棉ꎬ可用来防控农

业害虫棉铃虫ꎬ朱勋等(２０１１)发现了对小菜蛾高毒

力的 Ｂｔ 菌株ꎮ 另外ꎬＢｔ 在大田应用方面也取得了

良好的生态效益和经济效益ꎬ而在林业害虫的防治

和研究方面相对缓慢ꎬ将 Ｂｔ 菌株应用到防治林业

害虫椰子织蛾的研究还未见相关报道ꎬ离市场化还

有很大的差距ꎮ
本试验通过 Ｂｔ 菌株对椰子织蛾幼虫的生物活

性测定筛选出 １ 株高毒力菌株和 ２ 株效果较好的

Ｂｔ 菌株ꎬ下一步将把这几株菌株进行大规模的发酵

培养并研发 Ｂｔ 粉剂与油剂ꎬ在进行科学的田间试

验后逐步推向市场ꎬ这将会大大提高我国对椰子织

蛾的防控效果ꎬ促进林业害虫的生物防治技术的稳

步发展ꎮ
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