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摘 要 【目的】 获得对二点委夜蛾 Athetis lepigone（Möschler）高毒力的苏云金芽胞杆菌（Bt）菌株，

寻找对该虫具有特异杀虫活性的蛋白毒素，探索 Bt 菌株或其杀虫基因应用于二点委夜蛾防治的可行性。

【方法】 通过生物测定方法比较了 36 株苏云金芽胞杆菌和一株恶臭假单胞工程菌 PHB-cry1Ab 对二点委

夜蛾幼虫的杀虫活性，同时利用 PCR-RFLP 方法对这些菌株的基因型进行了分析。【结果】 不同 Bt 菌

株对二点委夜蛾幼虫的杀虫活性差别很大，杀虫活性高的菌株都含有 cry1Ac 基因。饲毒 72 h 后含单基因的

Bt HD-73 菌株（cry1Ac）对二点委夜蛾 2 龄幼虫的毒力（LC50 值为 188.51 μg/g）明显高于含多基因的 Bt SC-40
菌株（cry1Ac，cry2Ac，cry1I，vip3A）的毒力（LC50 值为 418.13 μg/g）。含有 vip3A 基因的 Bt SC-40 和 Bt HD-1
营养期上清液对二点委夜蛾 2 龄幼虫表现出一定的杀虫活性（72 h 死亡率分别达到 42.5%和 57.4%），而无

vip3A 基因的 Bt HD-73 营养期上清液未表现出明显的杀虫活性。【结论】 由 cry1Ac 基因编码的 Cry1Ac 蛋

白对二点委夜蛾幼虫具有特异杀虫活性，Vip3A 蛋白对二点委夜蛾幼虫可能也有一定的杀虫活性。
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Abstract [Objectives] To obtain Bt strains and insecticidal proteins with high insecticidal activity against Athetis lepigone

(Möschler). [Methods] The insecticidal activities of 36 Bt strains and an engineered Pseudomonas putida with a cry1Ab

gene were evaluated on second instar larvae of A. lepigone by bioassay. PCR-RFLP analysis was performed to verify the

genotypes of all Bt isolates. [Results] The bioassay results indicated obvious differences in the insecticidal activities of the

different Bt isolates tested. The results also revealed that the Bt strains with high insecticidal activity all contained the cry1Ac

gene. Furthermore, the results of a comparison of the toxicities of Bt SC-40 (cry1Ac, cry2Ac, cry1I, vip3A) and Bt HD-73

(cry1Ac) showed that the LC50 of BT HD-73 (188.51 μg/g) was lower than that of Bt SC-40 (418.13 μg/g). The supernatants

from the vegetative stage of Bt SC-40 and Bt HD-1 with the vip3A gene showed certain insecticidal activities (42.5 % and

57.4 % mortality, respectively) to second instar larvae of A. epigone. However, the supernatants of Bt HD-73 with no vip3A

gene did not show obvious insecticidal activity. [Conclusion] These results imply that the Cry1Ac toxin encoded by the
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cry1Ac gene play an important role in the resistance of plants to A. lepigone larvae. Vip3A may also have some insecticidal

properties with regard to this pest.

Key words Bacillus thuringiensis, Athetis lepigone, genotype identification, insecticidal activity, Vip3A protein, Cry1Ac protein

二点委夜蛾 Athetis lepigone（Möschler）属

鳞翅目、夜蛾科，2005 年首先在河北省发现危

害夏玉米苗，2011 年在黄淮海夏玉米区的河北、

山东、河南、安徽、江苏、山西和北京７省（市）

暴发危害，对夏玉米的生产造成严重威胁，成为

我国夏玉米区苗期的新害虫（姜京宇等, 2008；

王振营等，2012）。幼虫喜阴暗潮湿畏惧强光，

一般在玉米幼苗周围的碎麦秸下为害玉米苗，主

要咬食玉米茎基部，形成 3~4 mm 圆形或椭圆形

孔洞，切断营养输送，造成玉米心叶萎蔫枯死，

也有的咬断玉米根部，包括气生根和主根，导致

玉米倒伏或死亡，造成缺苗断垄，甚至达到毁种

的程度（姜京宇等，2008；马继芳等，2012）。

由于该害虫的这种隐蔽危害方式，导致药液很难

直接喷洒到虫体上，而撒毒土也因麦秸和麦糠阻

隔很难直接接触虫体，防治困难（王振营等 ,
2012）。缺乏有效地防治技术也是导致 2011 年

二点委夜蛾严重发生的原因之一（王振营等，

2012）。因此，寻找对二点委夜蛾有效的防治措

施，特别是生态环保的生物防治技术具有重要的

意义。

苏云金芽胞杆菌（Bacillus thuringiensis，简

称 Bt）是目前应用广泛而有效的一种微生物杀

虫剂，由于其在生物防治实践中的突出作用(黄
大昉和林敏, 2001；Sanahuja et al.，2011)，受到

世界各国的极大关注，筛选具有高活性和特异杀

虫活 性的 新菌株 ，一 直是最 活跃 的研 究领域

(Bravo et al.，1998；Hernández et al.，2005)。Bt
的 杀 虫 活 性 主 要 来 源 于 杀 虫 晶 体 蛋 白

（Insecticidal crystal proteins，ICPs）组成的伴孢

晶体，又称为δ-内毒素，此外还发现某些 Bt 菌

株在营养生长期间产生并分泌到胞外培养基中

的蛋白也具有杀虫活性，被称为营养期杀虫蛋

白，该类蛋白具有广谱的杀虫活性(Bravo et al.，
2007)。虽然目前已经分离出多个对鳞翅目、双

翅目、鞘翅目及其它害虫高效的菌株（Bravo
et al.，2011），但是由于二点委夜蛾是近几年新

发生的玉米重要害虫，目前还没有针对二点委夜

蛾高效菌株方面的报道。本文采用生物测定的方

法，对河北农业大学害虫生物防治实验室保存的

36 株 Bt 菌株对二点委夜蛾幼虫的杀虫活性进行

了评价，并对这些菌株的基因型进行了分析，以

期寻找对该虫具有特异杀虫活性的菌株及杀虫

基因，进一步探索 Bt 菌株或其杀虫基因应用于

二点委夜蛾防治的可行性。

1 材料与方法

1.1 菌株和试虫

苏云金芽胞杆菌菌株见表 1（共 36 株），

均由河北农业大学害虫生防实验室提供。恶臭假

单胞菌 Pseudomonas putida PHB-cry1Ab 是作者

实验室构建的能表达 Cry1Ab 蛋白的工程菌。

二点委夜蛾蛹由河北省农林科学研究院谷

子研究所提供，在河北农业大学植保学院养虫

室用人工饲料饲养至 2 龄幼虫，用于生物活性

测定。

1.2 Bt菌株杀虫基因型的鉴定

参考宋福平等（1998）PCR-RFLP 方法对所

有供试菌株进行基因型鉴定。基本步骤如下：所

有供试的 Bt 菌株分别接种于 LB 液体培养基，

30℃、200 r/min 振荡培养过夜，取 1 mL 菌液于

1.5 mL 离心管中，瞬时离心，弃上清液，菌体用

100 μL 超纯水悬浮，100℃水浴裂解 10 min，

20℃放置 5 min，重复 1 次，4℃、12 000 r/min
离心 5 min，取上清液为模板。利用 cry 基因的

K5UN2/K3UN2、K5UN3/K3UN3 和 SUN2/SUN3
等通用引物进行 PCR 扩增，然后分别用 Pst I/Xba
I，EcoR I/Pst I 和 Msp I / Hind II 内切酶对扩增

产物进行双酶切分析。PCR 反应参数为：94℃变
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性 1 min，53℃退火 1 min，72℃延伸 3 min，30
个循环，最后 72℃延伸 10 min。PCR 产物双酶

切的酶切体系为：PCR 扩增产物 6 μL，缓冲液 1
μL，内切酶各加入 0.5 μL，最后用超纯水补齐至

10 μL，37℃水浴酶切 2 h。PCR 扩增产物和双酶

切产物用 1%琼脂糖凝胶电泳分析。

1.3 Bt菌株毒力的测定

1.3.1 菌悬液制备 将所有供试的 Bt 菌株接种

于 LB 固体平板上培养，28℃培养至胞晶分离期

（3~4 d）刮菌。将工程菌 Pseudomonas putida
PHB-cry1Ab 也接种于含 LB 固体平板上，培养

24 h 刮菌。每个平板上加入 2 mL 灭菌水，将菌

体从平板上刮下，放入离心管中 , 4℃、6 000
r/min 离心 10 min，弃上清液留取沉淀即为胞晶

混合物，称取胞晶混合物的湿重，加入无菌水配

成湿重浓度为 500 mg·mL-1 的菌悬液待用。

1.3.2 Bt菌株对二点委夜蛾幼虫杀虫活性的测定
用人工饲料混合饲喂法测定 Bt 胞晶混合物对

二点委夜蛾 2 龄幼虫的杀虫活性。将已得到的

各菌株 500 mg/mL 的菌悬液用灭菌水稀释 5 倍

至 100 mg/mL 浓度的菌悬液，10 g 饲料中加入

1 mL 稀释后的菌液，拌匀后平均分装于 24 孔板

内，每孔接入 1 头 2 龄幼虫，一个 24 孔板为一个

重复，每个处理重复 3 次，以无菌水处理饲料作

对照，试虫置于（26±1）℃、65%RH、14 L︰10 D
光照条件下培养，72 h 后统计各处理幼虫死亡

头数。

1.3.3 Bt 菌株 LC50 测定 取 1.3.1 制 备 的 Bt
SC-40 菌株和 Bt HD-73 胞晶混合物，用灭菌水

稀释成系列浓度梯度，按照 1.3.2 的生测方法进

行毒力测定，利用 SAS 软件计算 LC50。

1.3.4 Bt SC-40 菌株营养期杀虫蛋白的杀虫活性
测定 参考何晓明等（2011）方法提取 Bt SC-40、

Bt HD-1 和 Bt HD-73 菌株的营养期杀虫蛋白：

分别取 3 个菌株斜面保存的菌种接种于 10 mL
的 LB 液体培养基中, 28℃、180 r/min 振荡培养

活化过夜，然后按 1%接菌量转接到 200 mL 的

LB 液体培养基中，28℃、180 r/min 振荡培养至

营养生长期（约 14 h）即停止，4℃、6 000 r/min

离心 10 min，取上清过 0.45 μm 滤膜，所得上清

液即为营养期蛋白用于生物活性测定。

2 结果与分析

2.1 Bt菌株的基因型及对二点委夜蛾的杀虫活性

对本实验室保存的 36 株 Bt 菌株和 1 株恶臭

假单胞工程菌 PHB-cry1Ab（含有 cry1Ab单基因）

进行了生物测定，同时对各菌株的基因型进行了

分析，结果见表 1。Bt L-2、Bt L-10、Bt L-13、

Bt L-17、Bt L-22、Bt SC-39 和 Bt SC-40 菌株的

菌悬液对二点委夜蛾的 2 龄幼虫均表现较高的

杀虫活性，72 h 校正死亡率均为 100%。基因型

分析发现，这些菌株均同时含有 cry1Ac、cry2Ac、

cry1I、vip3A 这 4 种基因，而同样还有多基因的

Bt HD-1 菌株 72 h 时校正死亡率只有 54.2%。含

有 cry1Ac 单基因的 Bt HD-73 菌株的杀虫活性

也高达 98.60%，含有 cry1Ab 单基因的工程菌

PHB-cry1Ab 72 h 对二点委夜蛾 2 龄幼虫的致死

率 仅 为 16.7%。 初 步 推 断 cry1Ac 基 因 编 码 的

Cry1Ac 蛋白可能与 Bt 菌株对二点委夜蛾幼虫的

杀虫活性有关，而 cry1Ab 基因编码的 Cry1Ab
蛋白在 100 mg/mL 浓度下的杀虫活性较低。

2.2 Bt SC-40和 Bt HD-73菌株对二点委夜蛾 2
龄幼虫的毒力

为了进一步明确对二点委夜蛾幼虫具有杀

虫活性的 Bt 杀虫蛋白，本研究进一步比较了含

多基因的 Bt SC-40 和含单基因的 Bt HD-73 两个

菌株的毒力。毒力测定结果表明，Bt SC-40 和

Bt HD-73 胞晶混合物对二点委夜蛾 2 龄幼虫的

LC50 值分别为 418.1 μg/g（饲料）和 188.5 μg/g
（饲料）（表 2）。尽管两个菌株都含有 cry1Ac
基因，但是含有单一 cry1Ac 基因的 Bt HD-73 的

毒力远远高于多基因的 Bt SC-40 毒力，该结果

进一步说明 cry1Ac基因的表达产物 Cry1Ac蛋白

对二点委夜蛾具有杀虫活性。尽管 Bt SC-40 菌

株也含有 cry1Ac 基因，可能是在该菌中 Cry1Ac
蛋白表达量低于 HD-73 中 Cry1Ac 蛋白表达量，

因而其毒力明显低于 Bt HD-73 菌株。
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表 1 37种菌株对二点委夜蛾 2龄幼虫的杀虫活性（100 mg/mL，72 h）
Table1 The insecticidal activity of 37 Bt strains against 2nd larvae of Athetis lepigone (72 h, 100 mg/mL)

供试菌株 杀虫基因型 Gene types 校正死亡率（%）

Strains cry1Ac cry2Ac cry1I vip3A 其他 Others Corrected mortality (%)
Bt L-2 * * * * 100.0±0 a
Bt L-3 * * * * 41.7±0.9 e
Bt L-5 * * 75.0±5.0 b
Bt L-7 * * * * * 66.7±5.2 c
Bt L-10 * * * * 100.0±0 a
Bt L-11 * * * 50.0±4.0 d
Bt L-12 * * 79.2±8.0 b
Bt L-13 * * * * 100.0±0 a
Bt L-17 * * * * 100.0±0 a
Bt L-18 * * * * 70.8±7.2 c
Bt L-19 * * * * * 75.0±9.6 b
Bt L-21 * * * 41.7±5.4 e
Bt L-22 * * * * 100.0±0 a
Bt L-23 * * * * 70.8±2.41c
Bt L-25 * * * * 58.3±5.4 d
Bt L-26 * * * * * 50.0±2.6 d
Bt SC-7 * * 45.8±4.4 e
Bt SC-8 * * * * * 75.0±2. 1 b
Bt SC-9 * * * * 70.8±5.8 c
Bt SC-10 * * * * 66.7±4.2 c
Bt SC-11 * * * * 62.5±2.4 c
Bt SC-12 * * * * 58.3±6.1 d
Bt SC-13 * 12.5±3.7 f
Bt SC-15 * * 37.5 ±1.6 e
Bt SC-17 * * * 62.5 ±4.6 c
Bt SC-20 * * * * 62.5 ±3.4 c
Bt SC-39 * * * * 100.0±0 a
Bt SC-40 * * * * 100.0±0 a
Bt SC-49 * * * * 75.0 ±1.6b
Bt SC-50 * * * * 70.8 ±4.8 c
Bt SC-51 * * * * * 70.8 ±6.1c
Bt SC-52 * * * * * 66.7±4.7 c

Bt SC-53 * * * 50.0±5.2 d

Bt YX-1 * * * * * 37.5±2.8 e

Bt HD-1 * * * * * 54.2±2.8 d

Bt HD-73 * 98.6±4.5 a

Pseudomonas putida
PHB-cry1Ab *（cry1Ab） 16.7±2.1 f

* 代表含有此基因。表中数据为平均值±SE，表中不同小写字母表示处理与对照在 0.05 水平差异显著(Duncan’s 多重

比较法检验)。
* indicate gene in strain. The data in the table are mean±SE, and followed by the different letters in the same column indicate
significant difference between treatment and control at 0.05 level by Duncan’s multiple range test.
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表 2 Bt SC-40和 Bt HD-73菌株对二点委夜蛾 2龄幼虫的 LC50（72 h）
Table 2 The LC50 of Bt SC-40 and Bt HD-73 against 2nd larvae of Athetis lepigone at 72 h

Bt 菌株
Bt strains

基因型
Gene types

LC50（μg/g） 相关系数
Relation coefficiency

95%置信区间
95% confidence intervals

Bt SC-40 cry1Ac,cry2Ac,cry1I,vip3A 418.1 0.9836 383.7-449.7

Bt HD-73 cry1Ac 188.5 0.9369 84.73-261.9

2.3 Bt菌株营养期杀虫蛋白对二点委夜蛾的杀
虫活性

以含 有 vip3A 基因 的 Bt SC-40 菌株 和 Bt
HD-1 菌株为检测对象，以不含有 vip3A 基因的

Bt HD-73 菌株为阴性对照，测定了这 3 个 Bt 菌

株培养 14 h 处于营养生长期的上清液的杀虫活

性，结果表明（图 1），含有 vip3A 基因的 Bt SC-40
和 Bt HD-1 营养期上清液对二点委夜蛾 2 龄幼虫

均具有一定的杀虫活性，72 h 校正死亡率分别达

到 42.5%和 57.4%，而无 vip3A 基因的 Bt HD-73
营养期上清液未表现出杀虫活性。从这些结果初

步推断营养期蛋白 Vip3A 对二点委夜蛾幼虫具

有一定的杀虫活性。

图 1 Bt营养期上清液对二点委夜蛾 2龄幼虫的
杀虫活性（72 h）

Fig. 1 Insecticidal activities of supernatants from Bt
vegetable stage to 2nd larvae of Athetis lepigone

3 结论与讨论

本研究筛选得到了对二点委夜蛾幼虫具有

较高毒力的 Bt 菌株 SC-40、Bt HD-73，也证实

了对二点委夜蛾具有高毒力的 Bt δ-内毒素是

Cry1Ac 蛋白，同时营养期杀虫蛋白 Vip3A 对二

点委夜蛾幼虫也有一定的杀虫活性。但是因为二

点委夜蛾具有在田间隐蔽为害和取食玉米根茎

部位的特点（王振营等，2012），在生产上直接

喷施 Bt 制剂不会有好的防效，所以这些菌株没

有开发针对二点委夜蛾的 Bt 制剂的价值。目前

针对鳞翅目害虫的转基因抗虫玉米中所应用的

杀虫基因主要是 cry1Ab 基因（黎裕等，2000；

吕霞等，2013），尽管该基因表达的产物对玉米

螟、棉铃虫、甜菜夜蛾和粘虫等害虫有很好的防

效（He et al.，2003；王振营等，2005a，2005 b；

常雪艳，2006；常雪等，2007），但是 cry1Ab
基因编码的 Cry1Ab 蛋白对二点委夜蛾却没有作

用，因此，即使是推广现有的已商业化的转 Bt
基因玉米，也不能控制二点委夜蛾的为害，所以

根据本实验的研究结果，将更多的 cry 基因转入

玉米构建多价转基因抗虫玉米，在田间种植可以

防治更多的玉米害虫。
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