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摘  要  【目的】 明确美国白蛾核型多角体病毒（Hyphantria cunea nudeopolyhedroviurs，HcNPV）的最

佳增殖方法和最适保存条件，为 HcNPV 标准化生产提供理论依据和技术支撑。【方法】 利用活体增殖法，

探究不同饲毒虫龄-病毒浓度组合、持续饲毒时间、幼虫饲毒温度和密度对 HcNPV 增殖量的影响，筛选最

佳的 HcNPV 活体增殖方法；并利用生物活性测定法，研究不同病毒保存处理方式、保存时间、保存温度

和保存剂对 HcNPV 活性的影响，明确最佳的保存条件。采用喂食法处理美国白蛾幼虫，利用血球计数板

统计 HcNPV 增殖数量，以半数致死时间（LT50）为指标评价病毒的杀虫活性。【结果】 当饲毒浓度为

1×106 OB·mL﹣1、虫龄为 5 龄时病毒的增殖量为 1.16×1010 OB/头，显著高于其他供试浓度和龄期；以 3 龄

幼虫作为供试虫龄，饲毒浓度为 1×106 OB·mL﹣1 时，研究发现最佳饲毒温度为 20 ℃，病毒增殖量达 5.06× 

109 OB/头；随着持续饲毒时间的延长，病毒增殖量显著降低，从 3.42×109 OB/头降低至 0.97× 109 OB/头；

幼虫饲毒密度为 100 头/箱（0.05 头/cm²）时，病毒增殖量显著高于 200-500 头/箱，增殖量为 4.94× 109 OB/

头。不同保存方法对 HcNPV 杀虫活性具有不同程度的影响。以病毒虫浆法和虫尸干燥粉碎法保存的病毒

感染美国白蛾 3 龄幼虫的 LT50 显著低于病毒液法和病毒干粉法；当保存时间不超过 12 个月时，病毒杀虫

活性无显著变化；保存温度范围为﹣20-25 ℃时，病毒的杀虫活性未出现显著变化；筛选出最佳的保存剂

为蔗糖（50%）和氯化钠（5%），LT50 分别为 4.94 d 和 4.97 d。【结论】 在幼虫密度为 0.05 头/cm²的养虫

箱中，使用浓度为 1 × 106 OB·mL﹣1 的 HcNPV 饲喂美国白蛾 5 龄幼虫一次，20 ℃下可获得最高产量的病

毒；感病幼虫虫尸研磨成匀浆，添加蔗糖（50%）或氯化钠（5%）作为辅助剂，置于﹣20 ℃的冰箱内保

存，可在 12 个月内保证 HcNPV 的最佳活性。 

关键词  美国白蛾；核型多角体病毒；病毒增殖；保存；杀虫剂 

Factors influencing the proliferation and preservation of the 
Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus 
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Abstract  [Objectives]  To determine the optimal reproduction and storage conditions for the Hyphantria cunea 

nudeopolyhedrovirus (HcNPV) in order to provide a theoretical basis and technological support for the commercial production 

of this virus. [Methods]  The effects of different larval instars, virus concentration, duration, temperature and population 
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density, were analyzed to identify the optimal condition for HcNPV reproduction in vivo. Effects of different formulations, 

times, temperatures and adjuvants on the stability of HcNPV storage were also investigated to determine the optimal HcNPV 

bioactivity assay method. In feeding bioassays, the number of proliferating occlusion bodies (OB) were recorded with a 

hemocytometer, and the lethal time (LT50) was calculated to quantify the insecticidal activity of HcNPV. Third instar larvae fed 

a diet with a HcNPV concentration of 1×106 OB·mL﹣1 were used for follow-up experiments. [Results]  OB proliferation in 

5th instar larvae reared on an artificial diet containing HcNPV at a concentration of 1×106 OB·mL﹣1 was significantly higher 

(1.16×1010 OB per larva) than in other treatments. The optimal temperature for HcNPV reproduction was 20 ℃, which 

resulted in 5.06×109 OB per larva. The abundance of HcNPV virions significantly decreased from 3.42×109 OB per larva after 

feeding for 1 day to 0.97×109 OB per larva after feeding for 5 days. Larvae kept at a density of 100 larvae/box (0.05 larvae/cm²) 

had 4.94×109 OB per larva, which was significantly higher than that of those kept at densities of 200, 300, 400, 500 larvae/box. 

The LT50 of 3rd instar larvae infected from insect pulp and freeze-dried insect pulp was significantly lower than that of those 

infected from virus suspension and freeze-dried virus suspension. There was no significant change in the insecticidal activity 

of HcNPV when stored for less than 12 months and insecticidal activity did not change significantly over a range of storage 

temperatures from ﹣20 to 25 ℃. The best preservatives were sucrose (50%) and sodium chloride (5%), which had in LT50 

values of 4.94 days and 4.97 days, respectively. [Conclusion]  The highest yield of HcNPV was achieved by giving 5th instar 

H. cunea larvae a single feed of an artificial diet containing HcNPV inoculum at a concentration of 1×106 OB·mL﹣1 and 

keeping larvae at a density of 0.05 larvae/cm² at a temperature of 20 ℃. Grinding the bodies of diseased larvae into a slurry, 

adding sucrose (50%) or sodium chloride (5%) as adjuvants, and storing the resultant homogenate in a refrigerator at ﹣20 ℃, 

allowed HcNPV to be stored for up to 12 months with no loss in insecticidal activity. 

Key words  Hyphantria cunea; nucleopolyhedrovirus; virus proliferation; storage; insecticides 

核型多角体病毒（Nucleopolyhedrovirus，

NPV），属杆状病毒科 Baculoviridae，核型多角

体病毒属 Nucleopolyhedrovirus，是一类重要的昆

虫病原微生物（Pringle，1999）。由于其寄主感

染率高、对环境无污染、不杀伤天敌及非靶标生

物等优良特性，在农林害虫的防治中表现出良好

的效果和应用前景。目前世界上已有数十种杆状

病毒成功商品化（Haase et al.，2015），我国已

登记注册的病毒杀虫剂有 10 余种，应用最广泛

的 有 棉 铃 虫 核 型 多 角 体 病 毒 （ Helicoverpa 

armigera nucleopolyhedrovirus，HearNPV）、甜

菜夜蛾核型多角体病毒（ Spodoptera exigua 

nucleopolyhedrovirus，SeMNPV）、斜纹夜蛾核

型 多 角 体 病 毒 （ Spodoptera litura 

nucleopolyhedrovirus，SpltNPV）等（靳雯怡等，

2021）。 

目前，关于核型多角体病毒的增殖已有相关

研究，如利用人工培养的昆虫细胞增殖核型多角

体病毒（Isobe et al.，2021），但是这种方法存

在成本高、产量较低等缺点（秦启联等，2012）。

采用昆虫活体增殖方式是获取大量病毒的主要

途径，具有效率高、成本相对较低等优点

（Subramanian et al.，2006；Knox et al.，2015）。

研究发现，病毒活体增殖过程中，幼虫虫龄、病

毒浓度、增殖温度和宿主幼虫密度及饲毒持续时

间等因素均影响病毒增殖质量和数量（Kalia 

et al.，2001；Behle，2018），并以此为基础制

定核型多角体病毒规模化生产技术标准和商品

化核型多角体病毒制剂的企业标准（司升云等，

2012；唐美君等，2012）。此外，评估病毒大量

增殖后的活性稳定性也是病毒制剂商业化开发

不可或缺的步骤（Lacey and Shapiro-Ilan，2008）。

Tamez-Guerra 等（2002）研究发现温度和保存剂

会显著影响芹菜夜蛾核型多角体病毒（Anagrapha 

falcifera nucleoplyhedrovirus，AfMNPV）的长期

保存活性。Behle 等（2003）将芹菜夜蛾核型多

角体病毒（AfMNPV）的病毒液干燥处理后保质

期显著延长，在田间试验中也表现出更久的持续

活性。 

美国白蛾 Hyphantria cunea 是一种寄主范围

广、繁殖力高、适生性强、危害严重、防治难度

大的世界性检疫害虫，自从 1979 年入侵以来，
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对我国的林木资源及相关产业造成严重经济损

失（Yang et al.，2015；赫传杰等，2022）。目

前，生产实践中对美国白蛾的防治主要依赖化学

农药。然而，长期使用化学杀虫剂导致的污染环

境、产生抗药性和伤害非靶标生物等环境生态安

全问题日益突出（萧玉涛等，2019）。因此，利

用天敌昆虫和病原微生物等绿色防控手段替代

化学农药将成为美国白蛾防治的发展趋势。其

中，美国白蛾核型多角体病毒（Hyphantria cunea 

nudeopolyhedroviurs，HcNPV）是防治美国白蛾

的重要手段之一（Yang and Zhang，2007；王承

锐等，2019），已经在美国白蛾的防治中展现良

好的前景（刘岱岳等，1986；段彦丽等，2009；

赵海燕等，2012）。目前，美国白蛾核型多角体

病毒的大量生产是制约其应用的一个重要原因。

已有利用人工培养的昆虫细胞增殖 HcNPV 的报

道（Lee et al.，1991；温发园，2009），但目前

使用美国白蛾幼虫增殖仍然是获取大量 HcNPV

的主要途径。近年来，虽然研究了病毒接种浓度

和虫龄对 HcNPV 增殖量的影响（艾德洪等，

1984；郑桂玲等，2011），以及保存温度、时间

和保存剂对 HcNPV 活性的影响（杨唯一，2009；

殷灿，2014），但是 HcNPV 的最佳增殖方法与

保存条件缺乏系统性研究。因此，本研究采用病

毒活体增殖方法，研究不同虫龄、病毒浓度、持

续饲毒时间、温度和幼虫密度等对 HcNPV 增殖

量的影响，并利用生物活性测定方法，探究保存

方式、保存时间、温度和病毒保存剂对 HcNPV

活性的影响，筛选最优的增殖方法和保存条件，

以期为 HcNPV 规模化生产提供基础数据和技术

支撑。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫与病毒 

美国白蛾卵块采自徐州市铜山区房村镇（E 

117°46′97″，N 34°08′90″），带回实验室后用 5%

的甲醛溶液消毒 15 min，再用无菌水漂洗 3 次，

自然晾干后置于 25 ℃，相对湿度 70%，光周期

14L∶10D 的人工气候箱（宁波东南仪器有限公

司，型号 NDG-350B）中，每隔 8 h 检查卵的发

育情况。待幼虫孵化后，用细软毛笔将初孵幼虫

转移到装有美国白蛾人工饲料（由湖南省林业科

学院提供）的养虫盒中，继续在气候箱中饲养，

每日饲喂新鲜、无病毒的人工饲料，根据实验要

求选取大小一致的健康幼虫，备用。美国白蛾核

型多角体病毒 HcNPV 由中国林业科学研究院森

林环境与生态保护研究所提供。经美国白蛾 3 龄

幼虫活体复壮后分离获得的 HcNPV 用于试验。 

1.2  HcNPV 增殖影响因素研究 

1.2.1  饲毒虫龄-病毒浓度组合对 HcNPV 增殖

量的影响  根据预实验结果，将 HcNPV 用无菌

水分别稀释至 1×103、1×104、1×105 和 1×106 

OB·mL﹣1，挑选刚刚脱皮、健康的美国白蛾 2、

3、4、5 和 6 龄幼虫。共 20 个处理，每个处理

重复 3 次，每个重复选择 30 头试虫。将 1.5 mL

病毒悬液滴加至面积为 1.0 cm × 2.5 cm × 0.3 cm

的人工饲料表面，阴干后喂食饥饿处理 6 h 后的

美国白蛾幼虫，置于塑料养虫盒（ 15 cm× 

10 cm×8 cm）中饲养，每盒 30 头，接种剂量为

50 μL/头。放置温度 25 ℃，相对湿度 70%，光

周期 14 L∶10 D 的人工气候室（南京恒裕仪器

设备制造有限公司，型号 FYS-18）内，待滴加

病毒的饲料被完全取食后更换为无毒饲料。每天

检查并更换 1 次新鲜人工饲料，定期清理食物残

渣及粪便，更换干净的养虫盒。同时收集不同处

理中的病死虫，并记录死虫数量，直至幼虫化蛹

为止。 

1.2.2  持续饲毒时间对 HcNPV 增殖量的影响  

设置持续饲毒时间 1、2、3、4 和 5 d 共 5 个处

理，分别在饲毒 1、2、3、4 和 5 d 后更换新鲜

无菌人工饲料。每处理重复 3 次，每个重复选择

30 头新脱皮的 3 龄试虫。饲毒浓度为 1×106 

OB·mL﹣1，其他条件和方法同 1.2.1。 

1.2.3  饲养温度对 HcNPV 增殖量的影响  设置

20、25 和 30 ℃共 3 个温度处理，每个处理重复

3 次，每个重复选择 30 头试虫。饲毒浓度为 1×106 

OB·mL﹣1，饲毒虫龄为 3 龄，饲毒后分别置于

20、25 和 30 ℃，相对湿度 70%，光周期 14 L∶
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10 D 的人工气候箱里持续饲养。其他条件和方

法方法同 1.2.1。 

1.2.4  幼虫密度对 HcNPV 增殖量的影响  将人

工饲料浸入 HcNPV 悬液 10 s，自然晾干后，置

于周转箱（55 cm×35 cm×8cm）中。设置每箱幼

虫数量分别为 100、200、300、400 和 500 头共

5 个处理，即每箱饲养密度为 0.05、0.10、0.16、

0.21 和 0.26 头/cm²，每个处理重复 3 次。饲毒浓

度为 1×106 OB·mL﹣1，饲毒虫龄为 3 龄，其他条

件和方法同 1.2.1。 

1.2.5  病毒提取与计数方法  将感病死虫按每

处理重复分别放入研磨器充分研磨，三层纱布过

滤，滤渣用无菌水冲洗、过滤 3 次后弃除杂质。

将滤液用高速冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司，

型号 Centrifuge 5804R）6 000 r/min 离心 25 min，

去上清，双蒸水悬浮沉淀，重复 3 次后悬液

1 000 r/min 离心 5 min，留上清，沉淀悬浮，重

复 3 次，将 3 次上清合并，10 000 r/min 离心 30 min

后弃上清，白色沉淀物即为粗提的 HcNPV 多角

体。制备 45%和 60%的蔗糖溶液，利用蔗糖密度

梯度离心法进行 HcNPV 提纯（曲良建，2004）。

将获得的多角体加无菌水稀释至 2 mL，摇匀后

加无菌水稀释一定倍数（Wang et al.，2021）。

采用血球计数板计数，每个处理重复计数 3 次，

按下列公式计算多角体数量： 多角体数量＝ 
3400 10   每小格平均多角体数 稀释倍数

母液体积。再计算各处理平均单头幼虫的病毒增

殖量。 

1.3  HcNPV 保存影响因素的研究 

1.3.1  保存方式对 HcNPV 毒力的影响  采用 4

种方法保存 HcNPV（Behle et al.，2003）。1）

病毒虫浆法：收集感染 HcNPV 死亡的幼虫尸体，

用研钵磨成匀浆后密封避光保存；2）虫尸干燥

粉碎法：收集感染 HcNPV 死亡的虫尸并磨成匀

浆后，真空冷冻干燥机（上海力辰仪器科技有限

公司，型号 LC-10N-50A）干燥处理，密封避光

保存；3）病毒液法：收集感染 HcNPV 死亡的幼

虫虫尸，研钵磨成匀浆，加适量无菌水稀释，双

层纱布过滤，滤液于冷冻离心机中差速离心，

500 r/min 离心 30 min，取上清液再 7 000 r/min 

离心 30 min，弃去上清，用无菌水悬浮沉淀，将

上述步骤重复一次，最终离心得到的沉淀物再经

无菌水稀释，即为病毒液，密封避光保存；4）

病毒干粉法：将上述的浓缩病毒液置于真空冷冻

干燥机中，干燥处理，密封避光保存。将不同保

存状态的 HcNPV 放在﹣20 ℃冰箱内，保存 3

个月。之后将 4 种保存条件处理的病毒用无菌水

稀释至浓度为 1×106 OB·mL﹣1，取 1.5 mL 滴加

在人工饲料喂食美国白蛾 3 龄幼虫，以滴加

1.5 mL 无菌水的人工饲料饲喂的幼虫作为对照。

每个处理重复 3 次，每个重复选择 30 头试虫，

饲毒和养虫方法同 1.2.1。每天检查并更换新鲜

人工饲料，同时记录不同处理病死虫数量，直到

幼虫全部死亡或化蛹为止。计算幼虫死亡率、校

正死亡率和半致死时间（LT50）。 

1.3.2  保存时间对 HcNPV 毒力的影响  分别将

在﹣20 ℃条件下保存 24、12 和 3 个月的

H c N P V 用 无 菌 水 稀 释 至 浓 度 为 1 × 1 0 6  

OB·mL﹣1，取 1.5 mL 滴加在人工饲料喂食美国

白蛾 3 龄幼虫，以滴加 1.5 mL 无菌水的人工饲料

饲喂的幼虫作为对照。每个处理重复 3 次，每个

重复选择 30 头试虫。其他条件和方法同 1.3.1。 

1.3.3  保存温度对 HcNPV 毒力的影响  分别将

在﹣20、4 和 25 ℃条件下保存 3 个月的 HcNPV

用无菌水稀释至浓度为 1×106 OB·mL﹣ 1，取

1.5 mL 滴加在人工饲料喂食美国白蛾 3 龄幼虫，

以滴加 1.5 mL 无菌水的人工饲料饲喂的幼虫作

为对照。每个处理重复 3 次，每个重复选择 30

头试虫。其他条件和方法同 1.3.1。 

1.3.4  保存剂对 HcNPV 毒力的影响  分别将甘

油、碳酸钙、蔗糖、5%氯化钠与 HcNPV 配制成

HcNPV+50% 甘 油 、 HcNPV+20% 碳 酸 钙 、

HcNPV+50%蔗糖、HcNPV+5%氯化钠的病毒液，

在﹣20 ℃条件下保存 3 个月后将病毒液用无菌

水稀释至浓度为 1×106 OB·mL﹣1，取 1.5 mL 滴

加在人工饲料喂食美国白蛾 3 龄幼虫，以滴加

1.5 mL 无菌水的人工饲料饲喂的幼虫作为对照。

每个处理重复 3 次，每个重复选择 30 头试虫。

其他条件和方法同 1.3.1。 



·62· 应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology 60 卷 

 

1.4  数据分析 

使用 Microsoft Excel 2019 数据处理统计试

虫死亡率，并以 Abbott 公式进行死亡率校正，

即 ( ) / 1  校正死亡率 处理死亡率 对照死亡率
 

) 100%对照死亡率 。通过 SPSS 20 软件中单因

素方差分析（One-way ANOVA）及后续 Tukey

法对 HcNPV 增殖影响因素实验测得数据进行统

计显著性检验（P<0.05），使用 Probit 回归模型

计算半数致死时间（LT50）及 95%的置信区间，

采用对数秩（Log-rank）进行显著性检验（P< 

0.05）。 

2  结果与分析 

2.1  HcNPV 增殖影响因素研究 

2.1.1  饲毒虫龄-病毒浓度组合对 HcNPV 增殖

量的影响  以 2 龄、3 龄和 4 龄幼虫作为饲毒虫

龄时，随着饲毒浓度的增加，HcNPV 增殖量出

现先上升后下降的趋势，此时，最佳饲毒浓度为

1.0×105 OB·mL﹣1；以 5 龄和 6 龄幼虫作为饲毒

虫龄时，随着饲毒浓度的增加，病毒增殖量均呈 

上升趋势，当饲毒浓度为 1×106 OB·mL﹣1，增殖

量最高。相同饲毒浓度条件下，病毒增殖量与特

定虫龄（2-5 龄）呈现正相关，然而，以 6 龄幼

虫作为饲毒虫龄，增殖效果仅与 4 龄幼虫相当。

总体而言，以 5 龄幼虫作为饲毒龄期，饲毒浓度

为 1.0×106 OB·mL﹣ 1 时，增殖效果最好，达

1.16×1010 OB/头（图 1）。 

2.1.2  持续饲毒时间对 HcNPV 增殖量的影响  

从图 2 可以看出，以病毒浓度为 1×106 OB·mL﹣1

饲喂美国白蛾 3 龄幼虫，持续饲喂时间的长短显

著影响幼虫体内 HcNPV 的增殖量（P<0.05）。

随着饲喂时间的延长，幼虫体内病毒增殖量整体

呈下降趋势。具体表现为，持续饲毒 1 d 的病毒

增殖量最高，为 3.42×109 OB/头，持续饲毒 2 d

（3.10×109 OB/头）和 3 d（1.24×109 OB/头）病

毒增殖量显著降低，4 d（1.12×109 OB/头）和 5 d

（0.97×109 OB/头）保持较低水平。 

2.1.3  饲养温度对 HcNPV 增殖量的影响  由图

3 可知，以病毒浓度为 1×106 OB·mL﹣1 饲喂美国

白蛾 3 龄幼虫，温度显著影响幼虫体内 HcNPV

的增殖量（P<0.05），随着饲养温度的升高， 
 

 
 

图 1  不同饲毒浓度-虫龄组合对 HcNPV 增殖量的影响 

Fig. 1  Effects of different virus feeding concentration-larval instars combinations on the proliferation of HcNPV 

柱上标有不同小写字母代表同一饲毒浓度不同饲毒虫龄的病毒增殖量差异显著（P< 0.05，Tukey 法检验）； 

柱上标有不同大写字母代表同一饲毒龄期不同饲毒浓度的病毒增殖量差异显著（P< 0.05，Tukey 法检验）。 

Histograms with different lowercase letters indicate significant differences among the virus proliferation amount of the same 
virus feeding concentration and different virus feeding larval instars by Tukey test (P< 0.05), while with different uppercase 
letters indicate significant differences among the virus proliferation amount of different virus feeding concentrations of the 

same virus feeding larval instars by Tukey test (P< 0.05). 
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图 2  持续饲毒时间对 HcNPV 增殖量的影响 

Fig. 2  Effects of continuous feeding time on the 
proliferation of HcNPV 

柱上标有不同字母表示经 Tukey 法检验差异显著 

（P< 0.05)。下图同。 

Histograms with different letters indicate significant 
differences at the 0.05 level by Tukey’s test.  

The same beolow. 
 

 
 

图 3  不同饲养温度对 HcNPV 增殖量的影响 

Fig. 3  Effects of different rearing temperatures  
on the proliferation of HcNPV 

 
幼虫体内病毒增殖量呈下降趋势。在 20、25 和

30 ℃条件下的病毒增殖量分别为 5.06×109、

3.40×109 和 2.83×109 OB/头，各处理间差异显著

（P<0.05）。 

2.1.4  幼虫饲毒密度对 HcNPV 增殖量影响  随

着幼虫饲毒密度的增加，幼虫体内 HcNPV 增殖

量呈下降趋势（图 4）。幼虫密度为 100 头/箱

（0.05 头/cm²）时病毒增殖量最高，为 4.94×109 

OB/头，其次为 200 头/箱（0.10 头/cm²）、300

头/箱（0.16 头/cm²）和 400 头/箱（0.21 头/cm²），

病 毒 增 殖 量 分 别 为 1.63×109 、 1.06×109 和

0.86×109 OB/头，4 个处理之间差异显著（P< 

0.05）。幼虫密度为 400 头/箱与 500 头/箱（0.26

头/cm²）之间差异不显著（P>0.05）。 
 

 
 

图 4  不同幼虫密度对 HcNPV 增殖量的影响 

Fig. 4  Effects of different larval densities on the 
proliferation of HcNPV 

 

2.2  HcNPV 保存影响因素研究 

2.2.1  不同保存方式对 HcNPV 活性的影响  不

同保存方式对病毒活性具有明显影响（表 1）。

以虫浆法保存的病毒活性最高，对 3 龄幼虫的

LT50 为 4.87 d，与冻干虫浆法（5.30 d）无显著

差异（χ2 = 0.09，df = 1，P = 0.762），均显著高

于病毒液法（6.41 d）和冻干病毒液法（5.89 d）

（P<0.05）；病毒液法保存的病毒活性最低，与

冻干病毒液法差异显著（χ2 = 9.96，df = 1，P = 

0.002）。 

2.2.2  不同保存时间对 HcNPV 活性的影响  由

表 2 可知，不同保存时间对病毒活性具有明显影

响，随着保存时间的增加，病毒活性逐渐下降。

保存时间为 3 个月的病毒活性最高，对 3 龄幼虫

的 LT50 为 5.31 d，其次是保存时间为 12 个月

（5.35 d），两者之间无显著差异（χ2 = 1.00，df = 

1，P = 0.317）；保存时间为 24 个月的病毒活性

显著降低（P<0.05），LT50 为 6.41 d。 

2.2.3  不同保存温度对 HcNPV 活性的影响  不

同保存温度对病毒活性的影响无显著差异（P> 

0.05）（表 3）。保存温度为 25 ℃条件下的病

毒活性最高，对 3 龄幼虫的 LT50 为 5.15 d，其次

是﹣20 ℃（5.21 d）和 4 ℃（5.71 d）。 

2.2.4  不同保存剂对 HcNPV 活性的影响  从表 4
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可以看出，不同保存剂对病毒活性具有明显影

响。以蔗糖处理保存的病毒活性最高，对 3 龄幼

虫的 LT50 为 4.97 d，与氯化钠处理（4.97 d）无

显著差异（χ2 = 0.25，df = 1，P = 0.619），均显

著高于甘油（7.79 d）和碳酸钙处理（7.80 d）（P< 

0.05）。 
 

表 1  不同保存方式的 HcNPV 感染美国白蛾幼虫的 LT50 

Table 1  LT50 of Hyphantria cunea larvae infected by HcNPV of different storage treatments  

处理方法 
Treatments 

致死中时间

（d） 
LT50 (d) 

95%置信限（d） 
95% confidence limit (d) 回归方程 

Regression equation 
决定系数

R2 下限 
Lower limit 

上限 
Upper limit 

虫浆 Insect pulp 4.87 a 3.65 5.63 y=0.468x﹣2.278 0.986 

冻干虫浆 Freeze-dried insect pulp 5.30 a 4.96 5.56 y=0.831x﹣4.405 0.988 

病毒液 Virus suspension 6.41 c 6.11 6.67 y=0.574x﹣3.678 0.988 

冻干病毒液  
Freeze-dried virus suspension 

5.89 b 5.15 6.35 y=0.731x﹣4.303 0.954 

表中致死中时间列数据后标有不同字母表示差异显著（P<0.05，对数秩法检验)。下表同。 

Data of LT50 in the table by difference letters indicate significant differences at the 0.05 level by Log-rank test. The same 
below. 
 

表 2  不同保存时间的 HcNPV 感染美国白蛾幼虫的 LT50 

Table 2  LT50 of Hyphantria cunea larvae infected by HcNPV of different storage time  

保存时间（月） 
Storge time 

(month) 

致死中时间（d） 
LT50 (d) 

95%置信限（d） 
95% confidence limit (d) 回归方程 

Regression equation 
决定系数

R2 
下限 Lower limit 上限 Upper limit

24 6.41 b 6.09 6.68 y=0.575x﹣3.686 0.989 

12 5.35 a 4.50 5.92 y=0.686x﹣3.669 0.963 

3 5.31 a 4.94 5.58 y=0.830x﹣4.410 0.987 

 
表 3  不同保存温度的 HcNPV 感染美国白蛾幼虫的 LT50 

Table 3  LT50 of Hyphantria cunea larvae infected by HcNPV of different storage temperatures 

温度 

Temperature (℃) 
致死中时间（d） 

LT50 (d) 

95%置信限（d）95% confidence limit (d) 回归方程 
Regression equation 

决定系数
R2 下限 Lower limit 上限 Upper limit

﹣20 5.21 a 4.35 5.77 y=0.535x﹣2.784 0.997 

4 5.71 a 4.71 6.32 y=0.519x﹣2.959 0.983 

25 5.15 a 4.65 5.52 y=0.630x﹣3.240 0.994 

 
表 4  不同保存剂保存的 HcNPV 感染美国白蛾幼虫的 LT50 

Table 4  LT50 of Hyphantria cunea larvae infected by HcNPV of different storage preservatives  

保存剂 
Adjuvant 

致死中时间（d） 

LT50（d） 

95%置信限（d）95% confidence limit (d) 回归方程 
Regression equation 

决定系数
R2 下限 Lower limit 上限 Upper limit

蔗糖 C12H22O11 4.94 a 3.50 5.79 y=0.462x﹣2.283 0.983 

碳酸钙 CaCO3 7.80 b 7.46 8.09 y=0.453x﹣3.531 0.988 

甘油 C3H8O3 7.79 b 7.13 8.28 y=0.315x﹣2.096 0.972 

氯化钠 NaCl 4.97 a 3.46 5.81 y=0.526x﹣2.613 0.969 
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3  结论与讨论 

随着美国白蛾幼虫人工饲料的成功研发，为

HcNPV 病毒大量增殖提供了丰富宿主，也为

HcNPV 的工业化生产提供了前提（曹利军等，

2014；赵正萍等，2020）。在病毒活体增殖生产

方法中，增殖方法的优化有利于提高生产效率和

降低成本（Elvira et al.，2010）。本研究筛选出

最佳饲毒虫龄为 5 龄幼虫，病毒接种浓度为

1×106 OB·mL﹣1。综合前人（Kalia et al.，2001；

梁洪柱，2013）研究结果，发现以中高龄幼虫作

为接种虫龄，病毒增殖效果最佳。幼虫体重是其

体内营养含量、生长效果的直接反映，病毒复制

依赖于宿主体内的营养物质（Chen et al.，2020）。

此外，本研究也发现，美国白蛾 6 龄幼虫体内的

病毒增殖总量低于 5 龄。类似研究表明，接种

10 日龄的小地老虎 Agrotis ipsilon 体内核型多角

体病毒增殖量低于 8-9 日龄（Behle，2018）。

其原因除了可能是高龄幼虫抗病性较强，感染病

毒后死亡率较低，也可能是其在面对不良环境胁

迫时，为维持自身存活和种群发展而提前化蛹

（曾智等, 2022），导致病毒增殖量减少。尽管

中高龄幼虫有助于病毒增殖，但在工业化商品生

产过程中还应综合考虑幼虫饲养成本和病毒生

产周期，选取适宜的饲毒虫龄进行 HcNPV 大规

模增殖。本研究发现低龄幼虫随着饲毒浓度的增

加，病毒增殖量呈现先增后降的变化（图 1），

可能是低龄幼虫抗病性弱，随着感染病毒浓度的

增加，存活时间变短，进而影响病毒增殖量。 

持续饲毒时间、温度、幼虫密度是影响

HcNPV 增殖的关键因子（郑桂玲等，2011）。

本研究结果表明，随着持续饲毒时间的增加病毒

增殖量显著降低。唐美君等（2012）使用 IrfaNPV

饲喂茶刺蛾幼虫，持续饲毒 3 d 的病毒增殖量最

高，与本研究结果有所不同，可能是由于不同昆

虫对核型多角体病毒的抗性差异所致（秦启联

等，2012），导致幼虫感染病毒后死亡时间不同，

影响体内病毒增殖量。温度不仅影响昆虫生长发

育、存活、繁殖等生命活动，同时也会影响病毒

在宿主细胞内增殖（Monobrullah and Nagata，

2000；贾志怡等，2020）。大量研究表明，高温

条件导致病毒的增殖量降低（Shapiro and Bell，

1981；Subramanian et al.，2006；Kreitman et al.，

2021），主要原因有两点：一是不利于病毒复制；

二是加快幼虫的发育进程。本研究结果表明，在

一定范围内随着温度升高病毒增殖量出现显著

下降。同时观察发现高温条件下部分供试幼虫出

现提前化蛹的现象，直接影响病毒增殖量。本研

究结果表明，随着幼虫密度增加病毒的增殖量显

著降低。饲养过程中发现，美国白蛾幼虫会沿着

饲养箱壁爬行，在一定程度上提高了单头幼虫的

生存空间。已有研究发现，感染核型多角体病毒

死亡后的幼虫，其虫尸对健康的幼虫具有诱食作

用（Caballero et al.，1992）。孔海龙等（2012）

研究幼虫密度对斜纹夜蛾抗病能力的结果显示，

随着幼虫密度的增加，接种核型多角体病毒后幼

虫的存活率降低，存活时间缩短。因此，使用活

体增殖方式在密闭的环境中增殖核型多角体病

毒时，应尽量避免接种病毒后的幼虫取食感染死

亡的虫尸，导致体内病毒量增高提前死亡。本研

究仅就饲毒虫龄、浓度、持续时间、温度和幼虫

密度 5 个单独因子对 HcNPV 增殖量的影响。而

有研究表明，不同因子间的互作对病毒的增殖量

有显著影响（于洪春等，2015），不同因子间互

作对 HcNPV 增殖量的影响有待进一步研究。 

探索 HcNPV 最佳保存条件，能够为其运输、

保存和使用提供基础数据。本研究发现蔗糖和氯

化钠对 HcNPV 活性表现出较好的保护效果。相

关研究表明，蔗糖分子内的羟基能代替水分子与

蛋白质表面部分结合，对病毒的核衣壳结构蛋白

形成保护（贾丽丽等，2000），从而使病毒具有

更好的稳定性。如在 AnfaMNPV 中添加含糖的

保存剂显著提高了其杀虫活性（Tamez-Guerra 

et al.，2002）。杨唯一（2009）认为钠盐对 HcNPV

具有增效作用，与本研究结果相符。针对这两种

保存剂具体添加量及比例对 HcNPV 保护效果的

影响有待进一步探究。在几种 HcNPV 保存方式

中，虫浆保存法优于病毒液保存法。由于幼虫体

内含有大量的碳水化合物、脂质及蛋白质（丁金

凤等，2017），因此推测虫浆中可能存在大量的
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含糖化合物充当保存剂，从而提高保存效果。此

外，以病毒液法保存 HcNPV 时采用冷冻干燥处

理可显著提高其保存效果。Tamez-Guerra 等

（2002）及 Cunningham（1970）研究表明冷冻

干燥处理可以相对保持昆虫核型多角体病毒液

的活性稳定，这与本研究结果一致。 

值得注意的是，本研究还发现在 HcNPV 的

短期（3 个月）保存中，不同保存温度条件下

HcNPV 的活性无显著差异。与本研究结果类似

的是，4 ℃与﹣20 ℃保存 6 个月的 AfMNPV 活

性无显著差异（Behle et al.，2003）。表明对于

短期内频繁使用 HcNPV 病毒液，可适当提高保

存温度，避免反复冻融，导致病毒粒子失活、毒

力下降（陈柯君等，2018）。已有研究显示，随

着病毒保存时间的增长，病毒液的活性会出现不

同程度的下降（Lewis and Rollinson，1978），

且低温保存能够有效延缓病毒液的失活（殷灿，

2014）。本研究仅设置了﹣20 ℃低温条件，探

究 HcNPV 杀虫活性在长期保存过程中的稳定

性。结果发现保存时间超过 12 个月后，HcNPV

的杀虫活性出现显著下降。彭辉银等（1993）研

究表明油桐尺蠖核型多角体病毒（ Buzura 

suppressaria nucleoplyhedrovirus，BsNPV）保存

2-7 年后，病毒活性丧失 7%-22%；Kaupp 和 

Ebling（1993）研究显示白斑毒蛾核型多角体病毒

（Hemerocampa leucostigma nucleoplyhedrovirus，

HlNPV）保存两年后，杀虫活性显著降低。综合

上述研究结果，说明不同昆虫种类的核型多角体

病毒活力稳定性存在差异。因此，针对不同核型

多角体病毒，明确其有效保存时间可避免保存时

间过长引起的病毒活性下降。 

本文通过比较不同因素对 HcNPV 增殖量和

保存活性的差异，筛选出了最优的增殖方法和保

存条件：在幼虫密度为 0.05 头/cm²的养虫箱中，

使用浓度为1 × 106 OB·mL﹣1的HcNPV饲喂美国

白蛾 5 龄幼虫一次，20 ℃下可获得最高产量的

病毒；感病幼虫虫尸研磨成匀浆，添加蔗糖

（50%）或氯化钠（5%）作为辅助剂，置于﹣20 ℃

的冰箱内保存，可在 12 个月内保证 HcNPV 的最

佳活性。该方法对于工业化大量生产该病毒，绿

色、高效防控美国白蛾具有重要意义。 
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