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病毒的贮藏效果
洲

王贵成 于在林 咚守元

(中国林业科学研究院林业研 究所 ) (内蒙古锡林邻勒盟镶黄旗林场 )

摘要 杨尺镬核 多角体病毒
,

在不 同条件和不同时间的贮藏效果试验证明
,

在

4 ℃冰箱或 一 2 0 ℃低温冰箱内贮藏
,

多角体制备物及其配制 的 A ci N P V 杀虫 剂
,

其活性至 少可保持 两年
, 在室温条件下贮藏

,

多角体制备物的 活性仅能保特一年
,

而加工制剂则可保持近两年
。

关键词 杨尺镬
, 核 多角体病毒

,

病毒贮藏效果

近几年来
,

应用 A ci N PV 杀虫剂防治杨尺镬
,

己取得了令人满意的结果
。

并证 明其后

效作用明显
,

不污染环境
,

不直接杀伤天敌
,

受到生产部门的广泛重视I’一 ”l
。

但病毒在贮藏

期间
,

随着保存条件的不同和时间的延长
,

毒力会逐渐衰减
,

甚至完全丧失活力 〔7 一 ‘“ ]
。

因此
,

研究寻找适宜的贮藏方法
,

并阐明 A ci N PV 在不同贮藏条件下的毒力衰减规律
,

无 疑 对病

毒制剂的生产
、

保存及推广应用
,

具有十分重要的意义
。

现将 1 9 8 3一 1 9 8 5年连续三年贮藏试

验的生物测定结果报道如下
。

一
、

材料与方法

(一 ) 供试材料

1
.

供试病原及其制备保藏 供试病毒均为 A ci N PV 坝上毒株川
,

经室内外 增 殖 复制

后 [’l
,

置 一 20 ℃冰箱保存
。

10 个月后取 出融解
,

按 D ul ma ge 等 (19 7。)所叙述的丙 酮 一乳糖

共沉法略加改进
,

从病死虫中回收 A ci N PV 干粉
,

其含量为 5
.

o x 10 ‘。 PIB / g
,

作为标准样

品[“J。 与 19 8 3年 4 月配制的待测制剂 f. l,

各一式三份
,

分别贮藏于 一 20 ℃低温冰箱
、

4 ℃冰箱

和室温避光保存备用
。

连续三年
,

每年生测一次
。

2
.

供试幼 虫及其来源 试虫均为杨尺蟆 3 龄初幼虫
。

1 9 8 3年来自内蒙古锡盟 镶 黄旗林

场的榆树林 ; 1 9 8 4年来自河南省宁陵县国营林场杨树林 ; 1 9 8 5年来自天津市宝低县榆树防护

林
。

要求供试验幼虫的龄期大小及生理状态基本一致
。

(二 ) 试验方法
1

.

生物测定方法 每年称取不同贮藏条件下保存的标准样品与待测 制 剂 各 0
.

5 9
,

按

本文于 1 9 8 5年 2 月2 3 日收到
。

,
参加本项研究的还有吴燕同志

。
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所需浓度 10了音稀释成2
.

s x lo 7 、

2
.

5 X lo 6 、

2
.

5 火 10 6 、

2
.

5 X lo ‘
、

2
.

5 X lo 3 、

2
.

5 火 10 2

六个浓

度
,

梅次至少以五个浓度进行生测
,

以 汉叶法感染 汤尺蜓 3 龄 f]] 幼虫
,

每种浓度60 头
,

各重

复三次
,

并设有同样数量的未处理对照
。

浸叶接毒后
,

任其取食 48 h 更换新鲜 叶 片
。

整 个

试验均在 室温条件下进行
,

接毒感染 9 一 10 d 结束
。

按常规数理统计方法
,

计算其幼虫死 亡

率及校正死亡率
。

冉将死亡率换算戍机率值
,

浓度换算成对数位
,

求其浓度与死亡率直线回

归方程
,

分别计算 LC
。。

及其95 % 置信限
。

2
.

形态的 电镜观察 称取不同贮藏条件下的标准样品 0
.

5 9 ,

加无菌水稀释
,

按常规方

法进行笙异离心提纯 [ ’;
。

提纯后的多允体
,

涂片喷踱经 Pl ll LI PS SE M
一

50 5 型扫描 电 镜观

察其形态变化
,

并固定包理经 L K B
一

U IT R A T H IN 型超薄切片机切片
,

PH ILI PS EM
一

40 OT

型透射电镜观察其内部结构变化
。

二
、

结 果 分 析

(一 ) 标准样品与待洲制剂的毒力比较

将 一 20 ℃低温冰箱贮藏一个月的 A ci N PV 标准样品 与 A ci N PV BW V 一 8 31 待 测 制剂

取 出
, 于 19 8 3年 5 ]] 2 5 日以不同浓度饲喂感染 3 龄初杨尺蟆幼虫

,

以比较其活性
,

其结果列

入表 1 。

根据表 1 计算所得直线回归方程及函数图象见图 1 所示
。

可见观察值与计算值比较

接近
,

两者的 LC
。。

均相等
。

标准制ftll 的致死中浓度 (LC
。。
)为 2

.

84 x l0
3

PI B / m l
,

95 %置信限

在 l
.

7 o x lo ,

一4
.

76 火 一0 3

之间(表 2 )
。

待沙!Ij制剂致 死 中 浓 度 (LC
。。

) 为 2
.

8 4 又 lo 3

PIB / m l
,

9 5 %置信限为 1
.

4 3 x 1 0 3

一 5
.

5 6 X lo3 (表 2 )
。

两者相比较仅坡度( b 不氏)略有 差 异(图 1 )
,

说明标准样品对杨尺镬 3 龄初幼虫的敏感差异性小
,

而待测制剂的敏感旅异略大
,

这可能与

分散性有关
。

表 1 两种制剂感染杨尺峨 3 龄初幼虫的死亡率及机率值

N PV 标 准 样 品

感 染 浓 度

(p IB / m l) 1
2

.

5 沁 t o .

」
2

.

5 、 1 。,

⋯
2

.

5 K 1 0 . 1
z

·

5 x l。,

⋯
2

.

5 火 1 0 2

」

感染死亡率
供 试幼虫数

(% )

机 率 值

(Y )

待

感 染 浓 度

(Pll予/ m l)

(内狡古
, 19 8 3

·

5 )

侧 制 扣I (B\V V
一 5 3 1 )

·

感染死亡率
.

机 率 值
供试幼虫数

(% )

6 1

6 4

5 7

5 l

6 9

1 00
.

0 2
.

5 火 1 0 .

2
.

5 又 1 0 ,

2
.

5 x 1 0 .

2
.

5 x 1 0 ]

2
.

5 火 1 0 之

5 4

47

6 0

5 1

5 2

9 8
.

2

8 1
.

3

6 2
.

6

4 2
.

8

3 6
.

7

8
l.L工‘,JR�J怡O口,白

:
,.6

户匀‘性
‘络R�Jq几山血U

:
,
.6�卜OJg目9公UJ性叮‘

衰 2 两种制剂感染杨尺 . 3 盼初幼虫死亡30 一 90 % 所铸浓度及其 95 %工信限

标 待 即 制 荆 ( BW V
一

53 1 )

死 亡 率

( % )

感染所需浓度

(P I S / m l )

制 荆

⋯一替
一

纷显一信 限
_ _

1 下 限 { 上 限

死 亡 率 , 5 % 皿 信 限

( % )

感染所需浓度

( I
〕
I 日

,

m l ) 下 限 上 限

,‘
,二

.J

n汽UCU八U1.1‘.1月.1‘.1X义义X6
.

8 1 又 10 ‘

2
.

8 4 义 10 3

1
.

1 9 K 10
.

9
.

5 7 火 10 ‘

3
.

8 3 x l o z

1
.

7 0 x 10 〕

7
.

2 8 减 1 0 3

4
.

5 7 x 1 0 .

1
.

2 0 x 10 ,

4
.

7 6 x 10 ,

1
.

9 3 x 1o
.

2
.

0 0 x 1 o
,

:: :
.

::

:: :
,

::

1
.

2 5 又 10 2

1 4 3 火 10 3

1
.

0 9 x 1 0 4

1
.

6 7 K 10 5

1
.

0 5 x 10 3

5
.

66 x 10 3

4
.

5 4 x 10
‘

1
.

2 1 x 10 .

{
。加·刊
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图 i

表 3

浓度(功幻

感染杨尺镬 3 龄幼虫毒力 比较

( 二) 贮藏条件对 A ci N Pv 标准 样 品

毒力衰减的影晌

生物测定结果见表 3
、

4 ,

其直线回

归方程及函数图象见图 2
、

3
。

说明在不

同贮藏条件下保存一年后
,

除室温下贮藏

的标准样品毒力稍有减低外
, 一 20 ℃ 和4 ℃

下贮存的样品差异性不大
。

而两年后差异

较明显
。

特别是室温下保存的标准样品更

为明显
,

若与 一 2 0℃下的样品比较
,

其毒

力约降低 90 个 10 9 LC
S 。

值
,

而4 ℃ 下仅减

低 2 个 10 9 LC
。。

值
。

为了比较
,

以 一 2 0℃

贮藏的标准样品的 L C
。。

为标准
,

按 下列

公式计算4 ℃ 和室温下贮藏的标准 样品的

残留原始活性
,

以便准确地计算其毒力衰

减百分 比
。

残留原始活性 ( % ) =
一 20 ℃标准样品的 LC

。。

待测标准样品的 LC
S 。

x 1 0 0 乡石

不同贮藏条件 A c iN Pv 标准样品毒力衰减比较 (1 % ‘一1 9 85 年 )

感 染 浓 度

(PI B / m l)

2
.

5 X 10 7

2
.

5 K 10 。

2
。

5 x 10 5

2
。

5 K 10 4

2
.

5 义 1 0 」

2
.

5 又 1 0 2

-
~

一卫兰一二 一塑⋯
.

一
~

{一

一
土

~

一生一
一

一
一 “0 ℃ } 4 ℃ { 室 温 !

一 ”。℃ 1 ‘ ℃ 1 室 温

‘。。
·

“
⋯ ‘。。

·

。

{
“‘

·

‘

⋯
一
⋯

- -

”8
·

5

}
”8

·

7

}
“9

·

4

1
“3

·

9

1
”2

·

7
{ 5‘

·

7

}
“1

·

8

}
5 0

’

吕

}
“7

·

2

}
“,

·

2 “9
·

5

4 ‘
·

9

{
“6

·

o } 2‘
·

0

}
“6

·

6

)
3 7

·

2 15
·

。

}
“0

·

o

{
’6

·

4

1
‘8

·

8

{
’7

·

6 ’1
·

0

一 { 一 } 一 }
1 3

·

6
1

1 2
·

7
‘

弓
·

”

注 . 19 8 4年在河南宁陵县 林场
,

1 9 8 5年在天津市宝低县苗圃
。

表 4 不同贮藏条件下标准样品的 L C
。。

及 95 % 里信限

贮 藏 条 件
贮 藏 时 间

( 月 )

9 5 % 置 信 限

下 限 } 上 限

12

L C、o

(P IB / m l)

3
.

3 8 X 10 ‘

4
。

1 2 x 10 月

1
.

0 4 x 10 s

3
.

1 0 x 10 ‘

6
.

7 5 x 10 ‘

3
.

0 6 火 10 ‘

2
.

2 0 K 1 0 4

2
.

9 6 X 1 0 ‘

6
.

3 9 X 1 0 4

1
.

7 7 X 1 0 4

3
.

5 3 X 1 0 4

1
.

1 9 X 1 0 a

5
.

18 又 1 0 4

8
.

19 X 1 0 ‘

1
.

6 8 x 1 0 ,

5
.

4 0 X 1 0 ‘

1
.

2 9 K I Q5

7
.

78 x 1 0 6

22444,孟叫.孟门‘勺目,山

一 2 0 ℃

4 ℃

室 温

一 2 0 ℃

4 ℃

室 温
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2
。

5
’

x 1 0 , 2
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5 长1 0
‘
2

。

s x 1 0 5 2 。

s x
1 0 ‘2

.

5 x l护 (PIB/ m l)

�味�开们以
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浓度 ( L 。
幼

贮藏一年后的标准样 品毒力衰减比较

2
,
5 、 1 0

2
2

。

5 x 1 0
‘
2

.

‘“ 1 0
‘
2

.

5 子1 0 6

书: 5 竺1旦 PI B / 几1)

�俘�份巾限

纂解
‘

浓度(L姐)

图 3 贮藏 2 年的标准样 品毒力衰减比较

通过两年试验表明(表 5)
,

在4 ℃下贮

藏的标准样品
,

一年后残留原始活性还有

96
.

5 %
,

第二年为9 3
.

。%
,

平均每年损失

活性3
.

5 %
。

而室温条件贮存的标准样品
,

一年后残留原始活性为9 0
.

4 %
,

两年后仅

为6 9
.

3 %
,

平均每年丧 失 活 力 1 5
.

4 %
。

比 D u lma 罗等 ( 1 9 7 7 )试验结果略高I’2 1,

但不及 L e w is ( 19 7 8 )对舞毒蛾 N PV 的贮

藏试验效果 [‘“ ] 。 在 一 20 ℃ 贮藏的标准样

品
,

其毒力显然比较稳定
。

但与较新的制

备样品比较
,

一年后也会丧失一些活力
,

仅是不 明显 ; 两年后
,

其毒力减低 5
.

5 倍

(表 6 )
,

这一结果与 D u lma g e 等 ( 1 9 7 7 )

对实夜蛾的试验相一致[ ’“1。 同时亦证明
,

丙酮一乳糖共沉样品在贮藏过程中
,

随着

时间的延长
,

丙胭对病毒活性有一定影响
,

但这是微不足道的
。

这一结论云与 lg n o ff等

( 1 9 7 8 )
、

Sh a p i ro ( 1 9 5 2 )所得结论基本一

致[ “
, ‘“, 。

(三 ) A ci N PV 杀虫荆的贮藏效 力比较

以标准样品为对照
,

按生物活性测定

的同一方法 t “]重复三次
,

试验观察 10 d
,

试验结果看出 (表 7 )
,

在 一 20 ℃ 下 贮 藏
1 一 Z a 后

,

两种病毒杀虫剂 与标 准样

品相最比
,

其 杀 虫效力无甚差异
,

仅 LT
S 。

略有延长
,
但在室温下贮藏 的 BW V 一8 31 病毒杀

虫剂与标准样品
,

随着时间的延长
,

其杀虫活力则有较明显的差异
。

特别是室温下贮藏的标

准样品
,

其杀虫效力损失较大
,

两年后仅残留5 1
.

7 %
,

而B W V 一8 31 病毒杀虫剂的效力
,

还

郁2.2 %
,

两者相差30
·

5 %
。

若与 一 20 ℃下贮藏的样品相比
,

一年后 BW v 一8 31 制 剂 减低
。

活力 4 %
,

标准样品仅减低 1
。

5 % ; 但贮藏两年后
,

前者仅减低 活 力 8
.

5 %
,

后 者 则 减 低

42
.

2 %
,

分析其原因
,

可能与标准样品未加光保护剂与填充有关
。

由此可见
,

添加辅助剂的

B W V 一
83 1 病毒杀虫剂就是在室温条件下贮存

,

亦可达两年之久
。

虽然活力有所减低
,

但其

效果仍在80 %以上
。

在 一 20 ℃条件下贮藏两年后
,

B W V 一8 31 制剂感染力仍高达 91
.

7 %
,

与 一 20 ℃下贮藏的标准样品无明显差异
。

( 四 ) 不同贮藏条件下 A cl N p V 的形态变化

为探求在 4 ℃和室温下贮存的样品的毒力有不同程度降低的原因
,

进行了扫 描 电 镜形

态观察
。

结果表明( 图版 工 )
,

无论贮存一年或两年的病毒
,

其表面形态无多大差异
,

而多角

体的超薄切片观察
,

证明病毒粒子已有少量丧失
,

但差异性不明显 (略 )
,

这还有待进一步研

究
。
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裹 5 不同贮藏条件对 A ci N Pv 标准样品毒力的影响

贮 截 条 件

O 月 2 4 月{ o 月 1 2 月
·

, 滩 。

LC , o O A R

1 2

LC
: 。

O A R L C : 。 O A R

一 2 0 ℃

4 ℃

室 漏

3
.

4 5

3
.

4 5

3
。

4 5

l e0
.

0

1 0 0
.

0

10 0
.

0

4
.

5 3

4 6 9

5
.

0 1

1 0 0
.

0

9 G
.

5

9 0
.

弓

4
.

4 9

4
,

8 3

G
.

4 8

1 0 0
。

0

9 3
。

O

6 9
。

3

表 6 标准样品与待测样品毒力比较

书薰丫袱渝
一⋯

;
浏

c 、。 {

{
‘P , B‘m , ,

,

下 限 .

1

9 {
1

1 , 丫竺理 拼叭岁 尸夕理

一
111 ‘

?.. 一 I-.. 一
‘

⋯⋯ }⋯
‘

尤沈尸
“ 1

‘
·

”

“ ‘” ‘ 「

}
‘

·

”” x ‘” “

一
~

表 7 不同贮藏方法
、

时间对三种 A ci N PV 制剂效力的影晌

使用浓度

制 荆 名 称 贮藏方法

保 存 时 间 (月 )

。
!

: :
}

: ;

(PIB / m l)
死亡率(% )I L T 50

BW V 一8 3 1

BW V 一 8 3 1

BW V 一8 3 2

标准样品

标准样品

一 2 0 七

室温

一 2 0 ℃

一 20 ℃

室 温

2
.

5 x 1 0。

2
.

5 x 1 0。

2
.

5 X 1 0‘

2
.

5 大 1 0 .

2
.

5 x 1 06

9 8
.

1

9 8
。

l

7
。

7 二

7
。

74

10 0
。

仑

9 6
。

0

10 0
.

0

10 0
.

0

9 8
。

5

7
.

公3

8
.

3 6

7
.

4 G

7
.

3 )

8
.

2 2

9 1
.

7

8 2
.

2

8
。

1 8

8
。

6 8

:::
7

.

7 4

7
.

7 4 :: :
7

。

7 9

9
。

6 5

八U六U

三
、

结 语

通过贮藏试验表明
,

无论是标准样品或是BW V 一83 1和 B W V 一
83 2 型 制剂

,

在 一 20 ℃下

贮存 两 年 其毒力基本上是稳定的
。

在 4 ℃下贮存亦可
。

但在室温 下贮存两年标准样品则 比

B W V 一
83 1降低活力 30

。

5 %
。

看来A ci N PV 杀虫剂比标准样品耐贮存
。

虽然如此
,

但作为制

剂产品
,

我们建议最好还是以丙胭一乳糖制备物形式贮存比较好
。

因 其 体 积 较小
,

贮存方

便
,

可随取随配
,

这样可节省贮存费用
。

如无贮藏设备
,

亦可立即配制成制剂
,

贮存在干燥

避光的室温条件下
,

但时间不应超过两年
。
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^ b st r a e t P o lyh e d ra l inc lu s io n bo d ie s o f n u e lea r Po lyh e d r o sis v ir u s (N PV )

o f Po Pla r lo o Pe r A p o c 人ei优 a e i作e r a , ius ,
w e re s to re d a s d r ie d Po w de r a n d fo r m

-

u la t io ns u n d e r v a r io u s e o n d itio ns a
nd fo r v a r io u s le n g t h 3 o f t im e
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T he d r y

Po Iy h e d ra l Po w d e r m a d e by t he v ir a l Pr ee iP ita t io n w ith a e e to n e fro m la e t ose

s u spe n s io n s a n d its P re囚r in g fo r m u la t io n s w e r e s to r e d a t r o o m tem pe r a t u res
,

o r in r e fr ig e ra to r ( 4 CC ) o r in fre e z in g (一 2 0 ℃ )
.

T h e re s u lts in d ic a te d tha t th e v ira l a e t iv ity o f t he d r y po lyh e d ra l po w
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de r (A e iN PV ) a n d the fo r m u la t io n s e o u ld be r e ta in e d fo r tw o yea r s in r e fr
·

i罗r a to r (4 ℃) o r in fre e z in g ( 一 2 0 ℃ )
。

D ry Po w d e r s to re d a t r o o m tem Pe ra tu r e

c o u ld o n ly re ta in its v ira l a c tiv ity fo r o n e yea r
.

T h e fo r m u la t io n o f A e iN PV

s to r e d a t ro o m t em Pe ra t u re s h o w e d a be tte r res u lt t ha t it w a s fa ir ly s ta b le

fo r n e a r ly tw o yea rs
.
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1
.

一 2 0℃低温冰箱贮藏 2 年之 A ci N PV 多角体形态 (共沉干粉 )5 0 0 0 义

2
.

4 ℃冰箱贮藏 2 年之A ci N PV 多角体形态 (共沉干粉 )S0 0 0 x

3
.

室温条件 下贮藏 2 年之A ci N PV 多角体形态 (共沉干粉 )S 0 0 0 x

4
.

一 8 ℃贮藏 6 年之A ci N PV 多角体形态 (病死虫 )5 00 0 x

5
.

一 8 ℃贮藏 7 年之A e iN PV 多角体形态 (病死虫 ) 5 0 00 x

6
.

A c iN PV 多角体形态 (病死虫 )1 0 0 00 K


