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金针虫室内毒力测定方法筛选*
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综合治理重点实验室 保定 071000；2. 河北省霸州市植保站，霸州 065700）

摘  要  【目的】 为了探索适用于金针虫的防治药剂室内毒力测定方法。【方法】 笔者以细胸金针虫Agriotes fusicollis Miwa 3龄幼虫为试虫，分别采用浸虫法、土壤混药法和食料浸渍法，测定了多种杀虫剂对试虫的室内毒力。并从试验方法的灵敏性、试验结果的规律性和可重复性，以及试验操作过程的简便性等方面，全面分析和比较了3种毒力测定方法的优、缺点，评价了3种毒力测定方法在地下害虫金针虫室内毒力测定方面的应用前景。【结果】 3种方法各有其优、缺点。土壤混药法灵敏性高，但操作过程复杂，试虫死亡与否不易辨别；食料浸渍法结果可靠，但对食料的要求非常严格；浸虫法灵敏性稍低，但可重复性强，操作简便易行，死亡标准易确定，并可同时处理较大量试虫。【结论】 3种毒力测定方法均可用于该虫的毒力测定，而从应用前景方面来看，浸虫法更易得到推广应用。但还应根据试验目的和供试药剂的不同选择不同的毒力测定方法。
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A bioassay suitable for screening pesticides to control the wireworm Agriotes spp.
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Abstract  [Objectives]  To explore appropriate pesticide bioassay methods for the wireworm. [Methods]  Toxicities of several kinds of pesticide to Agriotes fusicollis Miwa were determined by the insect dipping method, soil mixing method and food dipping method. The advantages and disadvantages of these three methods, including accuracy, regularity, repeatability and convenience, were compared and analyzed. Lastly, the prospects of applying the three bioassay methods was evaluated. [Results]  Each bioassay method had its advantages and disadvantages. Although the soil mixing method was relatively difficult and it was difficult to judge whether insects were alive or dead, it was more accurate than the others. The food dipping method was reliable requires a very high degree of experimental rigor with respect to food treatment. The insect dipping method, was relatively inaccurate, but was repeatable, simple and allowed easy assessment of whether insects were alive or dead. It also allowed a large number of insects to be treated at the same time. [Conclusion]  Although all three methods can be used to determine the toxicity of insecticides to wireworms, the insect dipping method should become the standard bioassay method. Different methods can be used depending on different experiment aims or the pesticides being tested.
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金针虫是叩头虫（甲）幼虫的通称，属鞘翅目，叩头甲科（魏鸿钧等，1989），是一种世界性的重要害虫，危害多种作物和草坪（Nagamine and Kinjo，1981；Jansson and Seal，1994；Hemerik et al.，2003）。在我国危害农作物的金针虫有数十种之多，其中主要的种类有细胸金针虫Agriotes fusicollis Miwa和沟金针虫Pleonomus canaliculatus Faldermann  2 种。另外，褐纹金针虫Melanotus caudex Lewis和宽背金针虫Selatosomus latus Fabricius等在我国北方许多地区发生也较普遍（罗益镇和崔景岳，1995；曹雅忠，2008；陈爱端等，2011）。金针虫也是国内外公认的难于测报和防治的害虫，其长期在土中栖息、隐蔽为害，生活世代长、发生规律复杂。长期以来，国内外对其研究较少，基础非常薄弱（曹雅忠等，2005）。目前，对于该类害虫的防治仍以化学防治为主。
细胸金针虫是其中的主要代表，该虫在东北及华北地区近3年一代，生活史历期长，世代重叠严重。近年来，随着灌溉面积扩大，细胸金针虫分布不断扩大，危害程度日渐加重（姚庆学等，2003）。刘长富等（1989）曾对细胸金针虫发生为害规律进行过初步研究。但由于该虫对温湿度等条件要求相对比较严格，生活史长，难于人工大量饲养，所以国内外未见较为系统的对其毒力测定方法的报道。

为了安全、合理、经济有效地使用杀虫剂防治该类害虫，保护农作物免受其危害，需要不断地开发新的有效杀虫剂，改善和提高现有杀虫剂的使用效果，减少环境污染，克服害虫抗药性以及保持自然环境的生态平衡等，这些都离不开标准的室内毒力测定技术。另外，标准的室内毒力测定技术在取代高毒、高残留农药、延缓害虫抗药性发展、延长现有杀虫剂的经济使用寿命等方面也具有重要意义。

目前，常用于地下害虫的室内毒力测定方法有浸虫法（贾海民等，2000；李耀发等，2008）、土壤混药法（陈年春，1991；党志红等，2009）和食料浸渍法（冯书亮和任国栋，2005）等。为了探索适合于金针虫的标准室内毒力测定方法，笔者在初步研究了细胸金针虫的室内饲养方法的基础上（党志红等，2007），以该虫3龄幼虫为试虫，从试验结果的灵敏性、试验方法的规律性和可重复性以及试验过程的操作简便性等方面对浸虫法、土壤混药法和食料浸渍法进行了比较研究，现将试验结果总结如下。

1  材料与方法

1.1  供试药剂

97.0%毒死蜱原药（浙江东风化工有限公司）、92.0%丁硫克百威原药（江苏常隆化工有限公司）、95.0%马拉硫磷原药（德州恒东农药化工有限公司）、91.0%丙溴磷原药（浙江兰溪农药厂）、95%噻虫嗪原药（安徽金泰农药化工有限公司）。
1.2  试虫

细胸金针虫Agriotes fusicollis Miwa：2012年4月中旬，于河北省保定市东郊小麦田采集细胸金针虫成虫，室内恒定条件下（温度为20~25℃，养虫室湿度约为60%）饲养至下一代，挑取健康活泼、大小一致、3龄中期、平均虫重0.975～1.250 mg/虫的细胸金针虫幼虫供试。

1.3  试验及统计方法

1.3.1  试验前处理  各供试药剂以丙酮为溶剂配制成一定浓度母液，并用含有0.1% 吐温80的水溶液将以上各母液分别稀释成等比梯度5~7个系列质量浓度供试。

1.3.2试验处理过程   

浸虫法  参考韭蛆室内毒力测定方法（贾海民等，2000），并稍有改进。将试虫放入用滤纸折好的漏斗中，用移液枪取如上药液3 mL至漏斗内，使试虫在药液中保持30 s，取出后放于滤纸上吸去多余的药液，将试虫转入玻璃养虫管（直径1.8 cm，高8 cm）中放入适量含水量（约为18%）的湿土及适量刚发芽的小麦种子作为食物，塞上胶塞以防止试虫逃逸。

土壤混药法  将沙壤土过20目筛，用远红外快速干燥器在120℃下消毒处理4 h。称取如上干土样1.0 kg/份，取一定量药液按浓度由低到高顺序加入干土中，再加入适量水后，使其中土壤含水量约18%。将该毒土在“V”型混合机中搅拌2 min使其均匀，装入已接入1头试虫的玻璃养虫管（直径1.8 cm，高8 cm）中，放入少量刚发芽的小麦种子作为食物，塞上胶塞以防止试虫逃逸。

食料浸渍法  将整齐、发芽程度一致的小麦种子放入钢网罩中，在上述药液中浸渍10 s，取出置于滤纸上吸去多余的药液后放入玻璃养虫管（直径1.8 cm，高8 cm）中，每管4粒，接入试虫1头，并放入适量含水量（约为18%）的湿土，进行单管饲养。

以上3种方法均以含有0.1% 吐温80和0.1%丙酮的蒸馏水作为空白对照。每处理试虫不少于60头，重复3次。将处理后的试虫置于温度约为24℃，湿度为60%左右的温室中饲养。
1.3.3  调查及统计方法  3 d和5 d后检查试虫死亡情况（死亡标准：虫体明显收缩或触之试虫不能正常爬动），并计算死亡率。如对照死亡率小于10%，根据校正死亡率机率值及剂量对数用DPS软件计算各药剂的毒力回归方程和LC50值。

2  结果与分析

分别采用浸虫法、土壤混药法和食料浸渍法重复测定了几种供试药剂对细胸金针虫3龄幼虫的室内毒力，并分别从试验方法的灵敏性、测定结果的规律性和可重复性、试验操作的简便性等方面，对3种毒力测定方法进行了研究和评价。
2.1  3种毒力测定方法的灵敏性比较

3种方法测定结果（表1）中土壤混药法的毒力明显高于其它两种测定方法，其5 d后的毒力分别为食料浸渍法和浸虫法的6.88倍和134.42倍，其LC50值仅为0.22 mg/L，食料浸渍法和浸虫法的LC50值分别为1.55 mg/L和30.22 mg/L。
从b值来看，3种测定方法中，除浸虫法的b值稍小于其它两种方法，土壤混药法和食料浸渍法基本相当。3种方法的相关系数均高于0.95，说明3种测定结果相关性较高。

以上结果表明，3种方法中土壤混药法的灵敏性最高，其次是食料浸渍法，浸虫法的灵敏性最低。

2.2  3种测定方法的规律性研究

分别采用浸虫法、土壤混药法和食料浸渍法测定了毒死蜱、丙溴磷、噻虫嗪和丁硫克百威对细胸金针虫3龄幼虫的室内毒力（表2）。3种方法测定结果具有明显的规律性，即毒力大小为浸虫法<食料浸渍法<土壤混药法，这一点体现了各
表1  3种毒力测定方法的灵敏性研究

Table 1  Research on the accuracy of the three bioassay methods

	毒力测定方法

Bioassay method
	供试药剂

Pesticide
	处理时间 (d)

Treated time (d)
	毒力方程式

L-P curve
	LC50

(mg/L)
	相关系数
R

	浸虫法

Insect dipping method
	毒死蜱

Chlorpyrifos
	3
	Y=3.31+1.05X
	40.96（24.40-68.76）
	0.99

	
	
	5
	Y=3.61+0.94X
	30.22（18.02-50.68）
	0.97

	土壤混药法

Soil mixing medicine method
	毒死蜱

Chlorpyrifos
	3
	Y=5.68+1.37X
	0.32（0.17-0.61）
	0.97

	
	
	5
	Y=6.03+1.58X
	0.22（0.14-0.36）
	0.97

	食料浸渍法

Food dipping method
	毒死蜱

Chlorpyrifos
	3
	Y=4.61+1.35X
	1.94（1.13-3.85）
	0.95

	
	
	5
	Y=4.73+1.41X
	1.55（0.83-2.41）
	0.97


表2  3种毒力测定方法的规律性研究
Table 2  Research on the regularity of the three bioassay methods

	毒力测定方法

Bioassay method
	供试药剂的LC50值 LC50 value of the pesticides（mg/L）

	
	丙溴磷

Profenofos
	毒死蜱

Chlorpyrifos
	丁硫克百威

Carbosulfan
	噻虫嗪

Thiamethoxam

	浸虫法

Insect dipping method
	5.35

（3.81-7.52）
	30.22

（18.02-50.68）
	888.34

（614.46-1 284.28）
	1 928.12（1 165.26-

3 190.40）

	食料浸渍法

Food dipping method
	2.93

（1.17-4.58）
	1.55

（0.83-2.41）
	34.40

（21.85-54.40）
	623.86

（427.04-911.38）

	土壤混药法
Soil mixing medicine method
	2.23

（1.78-2.81）
	0.22

（0.14-0.36）
	1.53

（0.84-2.35）
	23.56

（13.45-41.25）


表中为各供试药剂对细胸金针虫幼虫5 d的毒力测定结果。

LC50 value in the table are the results after treated 5 days.

毒力测定方法之间的灵敏性，其结果与2.1所得结果一致。而单从某一种方法来看，浸虫法测定的不同药剂的毒力从小到大依次为噻虫嗪<丁硫克百威<毒死蜱<丙溴磷；食料浸渍法的毒力结果为噻虫嗪<丁硫克百威<丙溴磷<毒死蜱；土壤混药法的毒力结果为噻虫嗪<丙溴磷<丁硫克百威<毒死蜱，3种测定方法所得结果不尽相同，这与各种测定方法所体现的药剂作用方式不尽相同有紧密的关系。但总体来看，3种测定方法对不同类型杀虫剂的毒力规律基本一致，即有机磷类≥氨基甲酸酯类>>新烟碱类药剂。

2.3  3种毒力测定方法的可重复性比较

3种方法测定结果两次重复之间LC50值差异较小，均未表现出显著性差异，说明3种测定方法结果均有较好的可重复性（表3）；各方法测定结果重复之间b值相差也较小，说明各方法测得的该种群异质性大小基本一致。3种方法测定结果相关系数均在0.90以上，相关性较好，结果可靠。
2.4  3种测定方法的操作简便性研究

分别从所需的试验材料、试验前的准备工作、试验过程中操作简便性及试验结果调查的简便性等方面，对3种毒力测定方法的操作简便性进行了研究，结果详见表4。从操作简便性方面分析，土壤混药法所需器材最多，试验前准备工作最多，且结果调查中试虫死亡与存活辨别较困难；浸虫法和食料浸渍法的操作过程相对简便一些，而其中最简便的为浸虫法，该法所需试验材料较少，试验操作简便易行，结果调查中试虫的死亡情况易于辨别。

3  结论与讨论

3.1  标准化是杀虫剂毒力测定的必要条件

既然杀虫剂的毒力测定是衡量一种杀虫剂毒力程度的过程，而衡量就需要一种标准，因此，测定过程本身也就必须标准化。只有在标准化的条件下，才能真正得到该药剂的真实毒力。其中包括试虫的标准化（如龄期、发育阶段、性别、体重、饥饿、虫口密度等），试验中环境条件的标准化（如温度、湿度、光照等），以及试验操作过程和试验结果调查中试虫死亡标准的标准化等。
本试验中，所采用的试验用虫均在标准的室内条件下饲养而成，试验过程中的环境条件、操作过程和试虫死亡判别均较标准。而从结果的灵敏性、规律性、可重复性和试验过程的操作简便性等方面来看，3种方法中土壤混药法灵敏性最高，但操作过程较复杂，结果不易辨别，且对于土壤的标准难于规范；食料浸渍法结果可靠，但对食料的要求较高且非常严格，如食料选材、食
表3  3种毒力测定方法的可重复性研究

Table 3  Research on the repeatability of the three bioassay methods

	毒力测定方法

Bioassay method
	供试药剂
Pesticides
	重复

Duplication
	处理时间 (d)

Treated time (d)
	毒力方程式

L-P curve
	LC50

(mg/L)
	相关系数
R

	浸虫法
Insect dipping
method
	丙溴磷

Profenofos
	Ⅰ
	3
	Y=3.58+1.90X
	5.59（4.09-7.63）
	0.98

	
	
	
	5
	Y=3.74+1.73X
	5.35（3.81-7.52）
	0.99

	
	
	Ⅱ
	3
	Y=3.70+1.74X
	5.63（4.42-7.17）
	0.98

	
	
	
	5
	Y=3.64+1.97X
	4.91（3.92-6.13）
	0.96

	土壤混药法
Soil mixing
medicine method
	马拉硫磷

Malathion
	Ⅰ
	3
	Y=4.45+0.91X
	4.06（1.50-11.02）
	0.98

	
	
	
	5
	Y=4.21+1.19X
	4.60（2.15-9.83）
	0.99

	
	
	Ⅱ
	3
	Y=3.46+1.78X
	7.37（5.59-9.73）
	0.99

	
	
	
	5
	Y=3.57+1.78X
	6.35（4.69-8.59）
	0.98

	食料浸渍法

Food dipping
method
	丁硫克百威

Carbosulfan
	Ⅰ
	3
	Y=1.24+2.14X
	56.83（42.80-75.46）
	0.98

	
	
	
	5
	Y=1.34+2.38X
	34.40（21.85-54.14）
	0.94

	
	
	Ⅱ
	3
	Y=0.99+1.99X
	48.57（38.45-65.88）
	0.97

	
	
	
	5
	Y=0.10+1.52X
	29.45（19.30-47.51）
	0.98


表4  3种测定方法的操作简便性研究

Table 4  Research on the convenience to operate of the three bioassay methods

	毒力测定方法

Bioassay method
	试验器材

Material
	试验前准备工作

Preparation
	试验操作过程

Operation process
	结果调查

Result investigation

	浸虫法
Insect dipping
method
	滤纸，烧杯，毛笔等
	试虫，药剂稀释，少量细沙壤土等
	试虫浸渍30 s，于滤纸上自然晾干后，放入有少量沙壤土的试管中即可
	试虫死亡与否较易辨别

	土壤混药法
Soil mixing
medicine method
	滤纸，烧杯，毛笔，“V”搅拌机，烘箱等
	试虫，药剂稀释，筛细沙壤土，烘干并拌毒土等
	将处理好的细沙壤土与一定量药液混匀后，接入试虫即可
	试虫长时间在毒土中存在，不易辨别试虫死活

	食料浸渍法

Food dipping
method
	滤纸，烧杯，毛笔等
	试虫，药剂稀释，食料，少量细沙壤土等
	将浸渍10 s后晾干的食料与试虫同时放入有少量细沙壤土中即可
	试虫死亡与否较易辨别


料配比、制作过程等方面均需标准化；浸虫法灵敏性稍低，但可重复性强，操作简便易行，死亡标准易确定，并可同时处理较大量试虫。因此，笔者认为3种毒力测定方法各有利弊，均可用于该虫的毒力测定，而从应用前景方面来看，笔者认为浸虫法有望更易得到推广应用。

实际操作中应具体情况具体分析，根据试验目的和供试药剂的不同选择不同的试验方法。
3.2  不同试验目的和不同供试药剂应采用不同的试验方法

杀虫剂的毒力大小随采用的测定方法不同，其结果必然有较大的差异，这一点在本试验中已得到明显的证明。不同类型的杀虫剂其作用方式可能不同。对于胃毒剂用口服法（如食料浸渍法），其毒力就显著，而用接触法（如浸虫法），毒力就低；同样，触杀剂用接触法测定的毒力就高，熏蒸剂则采用熏蒸法测定结果才准确。结合本试验，在土壤混药法测定过程中，试虫完全浸于含有药剂的土壤中，该测定方法体现的是药剂的混合毒力，包括胃毒作用、触杀作用和熏蒸作用等；浸虫法则以触杀作用为主；而食料浸渍法中药剂体现的主要是胃毒作用。以有机磷类杀虫剂毒死蜱为例，该药剂兼具胃毒和触杀作用。在本研究中，浸虫法测定了该药剂的触杀毒力，其LC50值为30.22 mg/L，食料浸渍法测定了该药剂的胃毒和部分触杀毒力，其LC50值则明显高于触杀毒力，为1.55 mg/L，土壤混药法测定了该药剂的混合的毒力，其LC50值明显高于其它两种，为0.22 mg/L。

因此，需要针对不同的试验目的，采取不同的试验方法。在测定杀虫剂某种作用方式毒力的试验中应采用相应的试验方法，如在以测定杀虫药剂的触杀毒力为目的的试验中，则应采用浸虫法、微量滴加法或药膜接触法等，而在以测定胃毒毒力为目的的试验中，应采用饲喂法、口服注射法等。在以药剂室内毒力比较为目的的试验中，则应采用易于试验操作，所需试验器材较少，结果易于辨别的方法。在药剂毒力初筛为目的的试验中，则应采用灵敏度高的试验方法进行等。
另外，也应针对不同类型的杀虫剂，采取不同的试验方法。如有机磷类大多数药剂，既有胃毒作用，也有触杀作用，可采取的试验方法较多；而几丁质合成抑制剂类药剂，多以胃毒作用为主，则应采用饲喂法更为合理。
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