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一株具有杀虫活性链霉菌的研究
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摘要
!

通过卤虫初筛和花布灯蛾幼虫复筛!从土壤中获得
#

株具有较高杀虫活性的链霉菌!编号为
;<(!"'

!为明

确该菌株的生防效果及分类地位!采用叶片浸渍法"饲料染毒法"玻片浸渍法及常规浸虫法分别测定了其对花布灯

蛾"美国白蛾"小菜蛾"菜青虫"亚洲玉米螟"二斑叶螨"马铃薯瓢虫"桃蚜
'

种农林害虫的杀虫活性#并对该菌株发酵

液的稳定性进行了初步研究!同时通过形态学和
#7=>?,@

序列分析初步确定了其分类地位$结果表明%该菌株对

'

种试虫均有致死作用!杀虫谱广!其中对花布灯蛾的致死作用最强!

&'A

的校正死亡率达
B!8#C

!菌株发酵液对温

度耐受性强!在
!+

#

+"D

杀虫活性稳定#

E

F&

#

B

范围内菌株杀虫活性较好!发酵液有较好的光稳定性"贮存稳定

性和菌株遗传稳定性!具有较好的开发应用价值#经形态学和
#7=>?,@

序列分析!初步鉴定菌株
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分类地位#
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虫害是制约林业发展一个重要因素%比如美国

白蛾
1

.,

2#$%&*#)3$(#

%又称美国灯蛾&秋幕蛾%属

于世界性检疫害虫%原产于北美洲%具有传播途径

广&适应性强&繁殖量大&多食性等特点'

#

(

%对植物的
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卷第
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期 李立梅等$一株具有杀虫活性链霉菌的研究

危害性极强%且一旦侵害植物极易暴发成灾%被称为

)无烟的火灾*

'

!

(

+又如花布灯蛾
4#-

,

%'"'-#*$%(5

&*'&#%#

%国内主要分布于东北&华北&华东&华中&华

南等地区'

%

(

+

!"#"

年%花布灯蛾在吉林省辉南县暴

发成灾%发生面积
%"""A/

!以上'

&

(

+

!"##

年%吉林

省花布灯蛾轻度为害林区近
#8B"

万
A/

!

%中度为害

林区近
#8+#

万
A/

!

%而
!8%!

万
A/

!重度受害%发生

区域扩大到吉林市&辽源市&通化地区的
#"

个县

!市&区"及红石林业局和辉南森经局'

+

(

+花布灯蛾

幼虫早春取食树木的芽苞和叶片%导致树木不能正

常发芽&抽叶%造成局部枝条干枯&失水%严重影响树

木的生长%如果连年为害%甚至可导致幼树死亡+

目前生产上对于害虫的防治仍多采用化学防

治%但大量使用化学农药易造成环境污染和破坏生

态平衡+杀虫抗生素是一类由微生物产生的具有杀

虫活性的次级代谢产物%具有高效&专化和对环境安

全等特点+因此%利用拮抗微生物防治花布灯蛾%以

菌治虫%最终达到以生物防治为主的综合防治的

目的+

放线菌是最早发现有生防作用的一类微生物%

国内外相继报道放线菌中的多种链霉菌能够产生杀

虫抗生素+阿维菌素是农业生产中应用最为广泛的

杀虫抗生素+近几年报道的
%"""

多种新抗生素

中%杀虫抗生素约占
+C

%如
L0M0A0NA1

等发现的由

链霉菌产生的杀虫杀螨抗生素
02OP/191Q15

'

7

(

%我国

学者欧阳谅等发现的梅岭霉素!

/P1215

6

/

R

915

"

'

B

(

%

中国医学科学院医药生物技术所和日本北里研究所

共同开发的杀虫抗生素戒台霉素!

G

1PO0915

"%但迄今

未见关于防治花布灯蛾的抗生素产品的相关报道+

研制开发新型杀虫链霉素对林业可持续发展至

关重要%本研究从采自吉林省不同地区的土壤中分

离得到
!#B

株放线菌%以卤虫
6&%(-*#/#"*$#

初筛

和花布灯蛾复筛进行杀虫效果测定%最终获得了
#

株具有较高杀虫活性的拮抗链霉菌菌株%以期为生

物防治提供新的生防因子+

$

!

材料与方法

$%$

!

供试材料

$8$8$

!

供试土壤

!"#7

年
7

月
K'

月及
!"#B

年
7

月
KB

月%在吉

林省不同地区采集土样
%"

份+详见表
#

+

表
$

!

土壤样品信息

&'()*$

!

&+*,-./01'2,/-/.3/,)3'1

4

)*3

编号

,:8

采集地点

;:90O1:5

采集时间,年 月

L1/P:39:22P9O1:5

植被类型

SP

6

PO0O1:5O

RE

P

#

长春市净月潭实验林场
!"#7 "'

阔叶林

!

伊通县伊丹林场
!"#7 "B

针阔混交林

%

伊通县伊丹林场
!"#7 "B

阔叶林

&

露水河林业局狩猎场
!"#7 "'

红松混交林

+

露水河林业局东升林场
!"#7 "'

红松混交林

7

露水河林业局红松种子园
!"#7 "'

红松人工林

B

长白山保护区美人松公园
!"#7 "'

长白松林

'

长白山保护区双目峰保护站
!"#7 "'

落叶松天然林

$

长白山保护区白山保护站
!"#7 "'

针阔混交林

#"

长白山保护区白山保护站
!"#7 "'

云冷杉林

##

长白山保护区白河保护站
!"#7 "'

针阔混交林

#!

长白山保护区头道保护站
!"#7 "'

阔叶林

#%

长白山保护区头西保护站
!"#7 "'

针阔混交林

#&

长白山保护区池西保护站
!"#7 "$

针阔混交林

#+

长白山保护区维东保护站
!"#7 "$

针阔混交林

#7

长白山保护区峰岭保护站
!"#7 "B

针阔混交林

#B

长白山保护区横山保护站
!"#7 "B

云冷杉林

#'

长白山保护区横山保护站
!"#7 "B

苔原带

#$

通化县三棚林场
!"#7 "B

落叶松林

!"

临江林业局桦树林场
!"#7 "B

红松混交林

!#

临江林业局闹枝林场
!"#7 "B

针阔混交林

!!

临江林业局红松种子园
!"#7 "B

红松人工林

!%

长白县十五道沟
!"#7 "B

针阔混交林

!&

敦化市雁鸣湖自然保护区
!"#B "7

阔叶林

!+

和龙林业局广坪林场
!"#B "7

落叶松天然林

!7

莫莫格自然保护区
!"#B "B

草地

!B

向海自然保护区
!"#B "B

榆树林

!'

向海自然保护区
!"#B "B

草地

!$

双辽林业局实验林场
!"#B "B

杨树人工林

%"

双辽林业局那木林场
!"#B "B

杨树人工林

$8$85

!

供试菌株

链霉菌菌株
;<(!"'

%由本实验室从
#8#8#

中

的土壤样品中筛选&分离并保存+

$8$86

!

供试虫源

花布灯蛾
47*$%(&*'&#%# T02MP>

%鳞翅目灯蛾

科%采自大连市金狐山#美国白蛾
17)3$(#?>4>

R

%

鳞翅目灯蛾科%采自沈阳苏家屯#小菜蛾
!"3%(""#

8

.

"'/%(""#;8

%鳞翅目菜蛾科%采自吉林省林科院伊

通基地#亚洲玉米螟
9/%&*$*#

:

3&$#)#"*/U4P5VP

%鳞

翅目螟蛾科%采自吉林省林科院伊通基地#菜青虫

!*(&*/&#

,

#(;8

%鳞翅目粉蝶科#采自吉林省林科院

伊通基地#二斑叶螨
;(%&#$

.

)23/3&%*)#(<:9A

%蜱

螨目叶螨科#采自吉林省林科院伊通基地#马铃薯瓢

虫
1($'/(

,

*"#)2$#<*

0

*$%*')%'-#)3"#%# W:ON9A42-

NM

R

%鞘翅目瓢甲科#采自吉林省林科院伊通基地#桃

蚜
=

.

>3/

,

(&/*)#(=42HP>

%半翅目%蚜科#采自吉林

-

+#!

-



!"#$

省林科院伊通基地#以上供试虫源为其各自发生期

采集及养虫室继代饲养+

$8$87

!

供试卤虫

卤虫
6&%(-*#/#"*$#

%又称盐水丰年虫%购自山

东省滨州港友发水产有限公司+

$8$88

!

供试培养基

高氏一号合成培养基和液体培养基$可溶性淀

粉
!"

6

%

<

!

FXY

&

"8+

6

%

<,Y

%

#

6

%

W

6

=Y

&

-

BF

!

Y

"8+

6

%

,0*2"8+

6

%

)P=Y

&

-

BF

!

Y"8"#

6

%琼脂
!"

6

%

蒸馏水
#"""/;

%

E

FB8"

#

B8!

+高氏一号液体培

养基除不含琼脂外%其他成分同合成培养基+

发酵培养基$花生饼粉
!8+C

&可溶性淀粉

+Z"C

&酵母粉
"8"'C

&葡萄糖
"8"!C

&!

,F

&

"

!

=Y

&

"8"'C

&

,0*2"8!C

&

*0*Y

%

"8%!C

%

E

FB8"

#

B8!

+

人工海水参考熊丽霞'

'

(配方$

,0*2!&8&'

6

%

W

6

*2

!

-

7F

!

Y&8$'

6

%

,0

!

=Y

&

%8$!

6

%

*0*2

!

-

F

!

Y

!8!%

6

%

,0F*Y

%

"8#$

6

%

<*2"877

6

%

,0[Y

%

"8"%

6

%

=>*2

!

"8"!

6

%

,0)"8"#

6

%

#"""/;

+

$%5

!

试验方法

$858$

!

土壤样品采集

选择好适当地点后%用小铲除掉表层土%取
+

#

#"9/

深处的土壤约
%"

#

+"

6

%装入灭菌的纸袋中%

编号%并注明采集地点和采集日期等信息%用于链霉

菌的分离+

$8585

!

链霉菌的分离与纯化

采用平板稀释分离法分离和纯化链霉菌'

$

(

+为

减少杂菌&尤其是细菌的污染%先将称好的
#"

6

土

壤
#!"D

烘烤
#A

%然后加入
#""/;

无菌水中%振荡

%"/15

后%吸取
#/;

混悬液%用无菌水梯度稀释%依

次从
#"

K%

&

#"

K&和
#"

K+稀释管内分别吸取
"8#/;

混

悬液滴到高氏一号平板上%均匀涂布%然后将培养皿

倒置于
!'D

恒温箱内培养
%

#

#"Q

%每天观察并挑选

菌落形态各不相同的菌株及时转接到高氏一号斜面

上培养%采用稀释分离法重新纯化
%

#

+

次后%编号

并保存至
&D

冰箱中备用+

$8586

!

摇瓶发酵初筛杀虫活性菌株

发酵液的制备$将
#8!8!

中分离纯化的链霉菌

转接至高氏一号平板培养基上%

!'D

下培养
BQ

后%使用
B//

打孔器打菌饼接种至装有
&"/;

发

酵培养基的
!+"/;

三角瓶内!每瓶
#+

个菌饼"%

!'D

%

#+">

,

/15

%振荡培养
+Q

%发酵液以
7""">

,

/15

%离心
!"/15

%取上清液过细菌滤器去除菌体

备用+

杀虫活性的测定$采用卤虫初筛'

#"

(

+测定时%

将卤虫卵置于人工海水中%

!'D

活化
!&A

+在
$7

孔

细胞培养板中分别加入
"8#/;

卤虫液!约
!"

#

%"

头卤虫"和
"8#/;

待测菌株的发酵液%以高氏一号

液体培养基为对照%

!'D

培养
!&A

后%双目解剖镜

观察并统计卤虫死亡率和校正死亡率+

死亡率
\

死亡虫数
供试虫数]#""C

#

校正死亡率
\

处理死亡率
K

对照死亡率

#K

对照死亡率 ]#""C

+

$8587

!

摇瓶发酵复筛杀虫活性菌株

杀虫活性测定$以花布灯蛾幼虫为试虫+采用

叶片浸渍法'

##

(

%取新鲜蒙古栎叶片用菌株发酵液浸

湿%置于灭菌的培养皿中%晾干后接入
!

#

%

龄花布

灯蛾幼虫%每皿
!"

头%

%

次重复%另设浸渍高氏一号

液体培养基为空白对照%阿维菌素
#"""

倍液为阳

性对照%分别置于人工气候培养箱!

!+D^#D

%

_FB"C

#

'"C

%光周期
;

#

?\#7A

#

'A

"中饲养%

&'A

后统计试虫生存情况%计算死亡率和校正死

亡率+

$8588

!

链霉菌
;<(!"'

发酵液杀虫谱的测定

;<(!"'

为
#8!8&

小节筛选获得的活性最高的

菌株+花布灯蛾&美国白蛾&小菜蛾&菜青虫&桃蚜的

杀虫活性测定采用叶片浸渍法!方法同
#8!8&

"+

玉米螟的杀虫活性测定采用饲料染毒法'

#!

(

+均

匀切取一定大小的饲料!约为幼虫的一日食量"%将菌

株发酵液拌入高压灭菌后的人工饲料中!

#""

$

;

,

6

"%饲

喂
!

龄玉米螟幼虫+每处理
!"

头幼虫%重复
%

次+

以人工饲料拌高氏一号液体培养基为对照+

&'A

后

在双目解剖镜下统计试虫生存情况%计算死亡率和

校正死亡率+

二斑叶螨的杀虫活性测定采用玻片浸渍法'

#%

(

+

粘贴时注意不要粘住螨的足和口器%确保其肢体可

以活动+每玻片粘
!+

头%

%

次重复+将粘有二斑

叶螨的载玻片置于人工气候培养箱中!条件同上"

饲养
&A

后%用双目镜观察并剔除死亡或不活泼个

体%然后把粘有二斑叶螨的载玻片一端浸入发酵液

中%用滤纸吸干螨体及周围多余的液体%重新置于

人工气候培养箱中饲养+另以粘螨玻片浸渍高氏

一号液体培养基为对照+

&'A

后%在双目解剖镜

下统计试虫生存情况%计算死亡率和校正死亡率+

-

7#!

-



&+

卷第
7

期 李立梅等$一株具有杀虫活性链霉菌的研究

马铃薯瓢虫的杀虫活性测定采用常规浸虫

法'

#&

(

+将供试昆虫放入浸虫器中%于菌株发酵液

中浸
%"N

%取出后放入养虫瓶中%培养方法同上+

每处理成虫
!"

头%重复
%

次%以试虫浸渍高氏一号

液体培养基为对照%饲养条件同上+

&'A

后在双

目解剖镜下检查试虫生存情况%计算死亡率和校正

死亡率+

$8589

!

发酵液热稳定性测定

取等量菌株发酵液分别于
%"

&

&"

&

+"

&

7"

&

B"

&

'"

&

$"D

和
#""D

下处理
#A

后取出%自然冷却后%对

!

#

%

龄花布灯蛾幼虫进行杀虫活性检测%以未处理

的发酵液!

!+D

"为对照+

$858:

!

发酵液
E

F

稳定性测定

取等量菌株发酵液用
#/:2

,

;F*2

和
#/:2

,

;

,0YF

分别调整
E

F

为
#

&

!

&

%

&

&

&

+

&

7

&

'

&

$

&

#"

&

##

&

#!

&

#%

和
#&

%静置
!&A

后调回
E

FB

%对
!

#

%

龄花布

灯蛾幼虫进行杀虫活性检测%以未处理的发酵液为

对照+

$858;

!

发酵液光照稳定性测定

取等量菌株发酵液分别置于日光下照射
#

&

!

&

%

&

&

&

+A

后%对
!

#

%

龄花布灯蛾幼虫进行杀虫活性

检测%以未处理的发酵液为对照+

$858<

!

发酵液耐贮性测定

取等量菌株发酵液分别在
&D

&

+"D

&

K!"D

的

恒温条件下贮存
#+Q

后%将发酵液恢复至原体积%

对
!

#

%

龄花布灯蛾幼虫进行杀虫活性检测%以未处

理的发酵液!

!+D

"为对照+

$858$=

!

菌株遗传稳定性测定

将链霉菌
;<(!"'

转接至高氏一号斜面培养基

上%记为
)

#

代%

!'D

条件下培养
+

#

7Q

后%再转接

斜面%记为
)

!

代%依次继代转接直至
)

7

代+取上述

分别培养
BQ

的
)

#

&

)

!

&

)

%

&

)

&

&

)

+

&

)

7

代斜面培养

体%按上述的发酵方法进行发酵%检测各代菌株发酵

液对
!

#

%

龄花布灯蛾幼虫的杀虫活性+

$858$$

!

菌株鉴定

将菌种接种至高氏
#

号琼脂平板上%将灭菌盖

玻片以
&+

:斜插在培养基中%

!'D

培养
+

#

BQ

后%取

出盖玻片%在光学显微镜下直接观察#同时%选择菌

丝生长疏密适中%但气生菌丝和孢子丝发育良好的

部分%真空喷镀制片后%用扫描电镜观察孢子链和孢

子形态及表面结构%处理方法参考杨瑞等'

#+

(的

方法+

参照树脂型LW基因组
?,@

提取试剂盒说明书提

取
?,@

%上下游引物!

)

$

+̀-@U@ULLLU@L**LU-

U*L*@U-%̀

,

_

$

+̀-UULL@**LLULL@*U@*LL-%̀

"由

宝生物!大连"工程有限公司合成+

+"

$

;X*_

反应

体系$

X*_W1aO4>P!+

$

;

&模板
!

$

;

&上下引物各

#

$

;

&

QQF

!

Y!#

$

;

+

X*_

反应条件$

$&D

变性

+/15

#

$&D

变性
#/15

%

+7D

复性
#/15

%

B!D

延伸

!/15

%

%+

次循环#

B!D

延伸
+/15

%

&D

保存%以无菌

水的
X*_

产物为阴性对照%以已知
#7=>?,@

的菌

株
X*_

产物为阳性对照+按上样量
!

$

;

进行
!C

琼脂糖凝胶电泳+回收产物送至宝生物!大连"工程

有限公司进行双向测序%序列经
[1:.Q1OB8"8#

等软

件分析和手工校正后%用
,*[b

的
[;@=L

程序将测

出的序列与在
UP5[05M

中下载的已知相似模式菌

种的序列进行同源性比较分析%并用
W.U@78"

软

件的邻接法!

5P1

6

AJ:>-

G

:1515

6

%

,c

"进行序列比对并

绘制系统发育树图+

$%6

!

数据统计

采用
=X==#B8"

进行数据统计%

?45905

氏新复

极差法进行差异显著性检验+

5

!

结果与分析

5%$

!

链霉菌的分离与纯化

从采集的
%"

份土壤样品中共分离得到
!#B

株

链霉菌菌株%将上述菌株在高氏一号斜面培养基中

培养%

&D

保存%作为原始菌株备用+

5%5

!

摇瓶发酵初筛结果

将分离得到的
!#B

株链霉菌菌株进行摇瓶发

酵+以卤虫为靶标进行杀虫活性测定%获得
#!

株对

卤虫致死率达
+"C

以上的菌株%其中编号
;<(!"'

号菌株效果最好%校正死亡率达
$&8!C

%

;<(!%

杀虫

活性次之%校正死亡率可达
$"C

!表
!

"+

5%6

!

摇瓶发酵复筛结果

将初筛获得的
+

株对卤虫具有较高活性的链霉

菌菌株进行摇瓶发酵培养%以花布灯蛾幼虫为靶标

进行杀虫活性测定%

&'A

后观察统计%结果见表
%

+

菌株
;<(!"'

对花布灯蛾幼虫的杀虫活性最高%校

正死亡率达
B%8+C

%与其他供试菌株差异显著%与

供试的生物药剂阿维菌素差异不显著%菌株
;<(!%

对花布灯蛾幼虫亦有较好的杀虫活性%校正死亡率

为
7+8"C

%与阿维菌素差异显著+

-

B#!

-



!"#$

表
5

!

杀虫活性链霉菌菌株的初筛结果$

#

&'()*5

!

>*3?)23/.

4

0*),1,-'0

@

3A0**-,-

B

/.!"#$

%

"&'

(

)$*320',-3C,2+,-3*A2,A,D')'A2,E,2

@

菌株

=O>015

死亡率,
C

W:>O021O

R

校正死亡率,
C

*:>>P9OPQ/:>O021O

R

菌株

=O>015

死亡率,
C

W:>O021O

R

校正死亡率,
C

*:>>P9OPQ/:>O021O

R

;<("! ++8+̂ !8%! +%8%̂ !8!! ;<(##! 778&̂ #8'# 7&8B̂ #877

;<("B '"8+̂ #8'+ B$8+̂ #8B' ;<(##+ B!8!̂ !8%& B"8'̂ !8%!

;<(#' B$8"̂ #8B! B'8"̂ #87' ;<(#&B 'B8+̂ %8#! '78$̂ %8"7

;<(!% $"8+̂ %8!+ $"8"̂ %8B' ;<(#+! 7"8%̂ !8#' +'8%̂ !8!!

;<(+' '+8'̂ %8!# '+8#̂ %8+% ;<(#7$ 778$̂ !87B 7+8!̂ !8+%

;<(#"& BB8+̂ &8+" B78&̂ %8$' ;<(!"' $&8+̂ %8+! $&8!̂ %8+B

*< &8B̂ "8"' K K K K

!

#

"表中数据为平均值
^

标准差+

?0O015OAPO0J2P0>P/P05̂ =?8

表
6

!

链霉菌杀虫活性的复筛结果$

#

&'()*6

!

>*3?)23/.0*F3A0**-,-

B

/.!"#$

%

"&'

(

)$*

320',-3C,2+,-3*A2,A,D')'A2,E,2

@

菌株

=O>015

死亡率,
C

W:>O021O

R

校正死亡率,
C

*:>>P9OPQ/:>O021O

R

;<(!"'

!

B+8!̂ %8!%

"

0

!

B%8+̂ %8%!

"

0

;<(!%

!

7B8%̂ #8'$

"

J

!

7+8"̂ #8'%

"

J

;<(#&B

!

+#8+̂ #8B+

"

9

!

&'8#̂ #8'+

"

9

;<(+'

!

&78B̂ !8%!

"

9

!

&%8"̂ !8#!

"

9

;<("B

!

&'8%̂ !8+#

"

9

!

&&8B̂ !8!#

"

9

阿维菌素
0J0/P9O15

!

'"8%̂ %8+#

"

0

!

B'8$̂ %8!#

"

0

*<

!

78+̂ "8"7

"

Q K

!

#

"表中数据为平均值
^

标准差+同列数据后不同小写字母表示经

?45905

氏新复极差方法检验在
!

$

"8"+

水平差异显著+下同+

?0O015OAPO0J2P0>P/P05̂ =?8;:IP>90NP2POOP>N15OAPN0/P

9:24/515Q190OPN1

6

5131905OQ133P>P59P0O!

$

"8"+J

R

?45905

.

N

5PI/42O1

E

2P>05

6

POPNO8LAPN0/PJP2:I8

5%7

!

链霉菌
GHI5=;

发酵液杀虫活性的测定

分别测定了菌株
;<(!"'

发酵液对
'

种农林害

虫的杀虫活性%研究结果表明!表
&

"%菌株
;<(!"'

发

酵液对鳞翅目花布灯蛾幼虫的杀虫活性最高%

&'A

的

校正死亡率可达
B!8#C

%对鳞翅目小菜蛾幼虫和美

国白蛾幼虫的杀虫活性仅次于花布灯蛾幼虫%校正

死亡率分别为
7$8+C

和
7787C

%与其他试虫差异显

著%同时对鳞翅目菜青虫和玉米螟
&'A

的校正死亡

率分别为
%78$C

和
%!8'C

#对二斑叶螨亦具有较好

的杀虫活性%

&'A

的校正死亡率达
&&8'C

#但对半

翅目害虫桃蚜和鞘翅目害虫马铃薯瓢虫致死作用不

明显+

表
7

!

链霉菌菌株
GHI5=;

发酵液杀虫活性

&'()*7

!

#-3*A2,A,D')'A2,E,2

@

/.2+*.*01*-2'2,/-(0/2+/.!"#$

%

"&'

(

)$*320',-GHI5=;

供试虫源

b5NP9ON:4>9POPNOPQ

虫态

b5NO0>

死亡率,
C

W:>O021O

R

校正死亡率,
C

*:>>P9OPQ/:>O021O

R

花布灯蛾
4#-

,

%'"'-#*$%(&*'&#%# !

龄幼虫 !

B78B̂ !8+"

"

0

!

B!8#̂ !8%!

"

0

美国白蛾
1

.,

2#$%&*#)3$(# !

龄幼虫 !

7$8'̂ %8!B

"

0

!

7787̂ %8!$

"

0

小菜蛾
!"3%(""#8

.

"'/%(""# %

龄幼虫 !

B+8!̂ %8!#

"

0

!

7$8+̂ !8'#

"

0

菜青虫
!*(&*/&#

,

#( !

龄幼虫 !

%'8$̂ !8#B

"

9

!

%78$̂ !8"B

"

9

玉米螟
9/%&*$*#

:

3&$#)#"*/ !

龄幼虫 !

%+8%̂ "8+7

"

Q

!

%!8'̂ !8B+

"

Q

桃蚜
=

.

>3/

,

(&/*)#(

成虫 !

!"8"̂ "8""

"

P

!

!"8"̂ "8""

"

P

马铃薯瓢虫
1($'/(

,

*"#)2$#<*

0

*$%*')%'-#)3"#%#

成虫 !

#"8"̂ "8+'

"

3

!

78$̂ "8%B

"

3

二斑叶螨
;(%&#$

.

)23/3&%*)#(

雌成螨 !

&'8"̂ %8!&

"

J

!

&&8'̂ %8$%

"

J

5%8

!

链霉菌
GHI5=;

发酵液稳定性测定

5888$

!

热稳定性测定

经不同温度处理后%菌株
;<(!"'

发酵液的杀

虫活性略有变化+温度低于
+"D

时%发酵液对花布

灯蛾幼虫的杀虫活性较好%保持了很好的稳定性%但

当温度高于
+"D

时%杀虫效果有所下降!图
#

"%但即

使温度达到
#""D

%

;<(!"'

发酵液仍然具有杀虫

活性+

58885

!E

F

稳定性测定

分别测定
E

F#

#

#&

处理后菌株
;<(!"'

的发

酵液活性的变化+当
E

FB

时发酵液的杀虫活性最

高%在
E

F

小于
B

时%发酵液杀虫活性略有降低%但

当
E

F

超过
$

时%菌株发酵液的杀虫活性明显降低

!图
!

"%因此菌株发酵液在偏酸和中性条件下活性

稳定%且活性明显高于经碱性条件处理的发酵液+

-

'#!

-
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图
$

!

温度对链霉菌菌株
GHI5=;

发酵液杀虫活性的影响

J,

B

%$

!

K..*A23/.2*1

4

*0'2?0*/-2+*,-3*A2,A,D')'A2,E,2

@

/.2+*

.*01*-2'2,/-(0/2+/.!"#$

%

"&'

(

)$*320',-GHI5=;

图
5

!

4

L

对链霉菌菌株
GHI5=;

发酵液杀虫活性的影响

J,

B

%5

!

K..*A23/.

4

L/-2+*,-3*A2,A,D')'A2,E,2

@

/.2+*

.*01*-2'2,/-(0/2+/.!"#$

%

"&'

(

)$*320',-GHI5=;

58886

!

光照稳定性测定

菌株
;<(!"'

的发酵液经不同光照时间处理

后%其对花布灯蛾的杀虫活性变化较小!图
%

"%说明

菌株
;<(!"'

发酵液中的杀虫活性物质对光照稳

定%不易分解+

图
6

!

光照对链霉菌菌株
GHI5=;

发酵液杀虫活性的影响

J,

B

%6

!

K..*A23/.),

B

+2/-2+*,-3*A2,A,D')'A2,E,2

@

/.2+*

.*01*-2'2,/-(0/2+/.!"#$

%

"&'

(

)$*320',-GHI5=;

58887

!

耐贮性测定

菌株
;<(!"'

的发酵液在
+"D

&

&D

&

K!"D

保

存
#+Q

后%对花布灯蛾的杀虫活性与对照相比活性

变化不大+发酵液具有可贮藏性%可以长期保存%以

&D

低温贮藏效果最好!图
&

"+

图
7

!

不同温度下贮藏
$8D

后链霉菌菌株
GHI5=;

发酵液的杀虫活性

J,

B

%7

!

#-3*A2,A,D')'A2,E,2

@

/.2+*.*01*-2'2,/-(0/2+/.

!"#$

%

"&'

(

)$*320',-GHI5=;'.2*032/0*D'2

D,..*0*-22*1

4

*0'2?0*./0$8D'

@

3

58888

!

遗传稳定性测定

试验结果表明!图
+

"%链霉菌
;<(!"'

继代培

养后发酵液对花布灯蛾的杀虫活性与原始菌株相

比%表现了极强的遗传稳定性+

图
8

!

继代培养对链霉菌菌株
GHI5=;

发酵液

杀虫活性的影响

J,

B

%8

!

K..*A23/.3?(A?)2?0*/-2+*,-3*A2,A,D')'A2,E,2

@

/.2+*

.*01*-2'2,/-(0/2+/.!"#$

%

"&'

(

)$*320',-GHI5=;

5%9

!

菌株鉴定

5898$

!

菌株
;<(!"'

形态学鉴定

菌株
;<(!"'

在高氏一号培养基上生长茂盛%

-

$#!

-



!"#$

气生菌丝丰茂%

!'D

培养
#

#

!Q

时%菌落光滑&无孢

子生成%第
%

天开始可见气生菌丝呈黄绿色&淡黄绿

色&淡黄色%

&Q

后基质颜色逐渐变为黄色%

BQ

时气

生菌丝逐渐变成褐绿色+在显微镜下观察%基内菌

丝无横膜%不断裂#电镜观察结果表明孢子丝短%偶

见短而松散螺旋状!图
70

"%孢子椭圆形&柱形%表面

光滑或不规则褶皱!

7J

"%根据形态特征初步分析菌

株
;<(!"'

为链霉菌属+

58985

!

菌株
;<(!"'

的
#7=>_,@

鉴定

对菌株
;<(!"'

的
#7=>_,@

基因序列进行

X*_

扩增&纯化&测序后%测得其序列长度为

#%''J

E

+与
UP5[05M

数据库的
#7=>?,@

序列相

比%与雷格链霉菌
+%&(

,

%'-

.

)(/&(

0

($/*/

的同源性

最高%相似值均在
$$C

以上+选择与菌株
;<(!"'

同源性较高的
#"

个菌株%建立系统发育树%结果表

明%菌株
;<(!"'

与
+%&(

,

%'-

.

)(/&(

0

($/*/NO>015

,[_*

!

UP5[05M

$

,_##!&"!8#

"等
&

个菌株%聚在

一个分支%亲缘关系最近%因此初步鉴定菌株

;<(!"'

为雷格链霉菌!

WF&B%#&!

"!图
B

"+

图
9

!

菌株
GHI5=;

的孢子链和孢子电镜照片

J,

B

%9

!

&+*3

4

/0*A+',-3'-D3

4

/0*3/.320',-GHI5=;

图
:

!

菌株
GHI5=;

及相关菌株的系统发育树

J,

B

%:

!

&+*

4

+

@

)/

B

*-*2,A20**/.320',-GHI5=;

6

!

结论与讨论

随着害虫生物防治研究的不断发展%微生物源

农药的研制已成为国内外研究的热点之一+放线菌

在自然界中分布广泛%代谢产物种类丰富%是产生抗

生素活性物质最多的一类微生物%而链霉菌属又是

放线菌中产生抗生素最多的一个属+因此%从链霉

菌中筛出的可产生高效杀虫活性物质的菌株具有非

常好的开发应用前景+

传统杀虫抗生素的筛选都是以目标昆虫为靶

标%耗费人力及物力+利用小型活体动物进行早期

初筛%继而用目标昆虫进行复筛是目前被广泛认可

的筛选策略'

#7

(

+因此本研究选定卤虫为初筛研究

对象%减少前期的工作%节约了时间和成本+

本试验利用稀释分离法从采集到的各类土壤样

品中共分离到
!#B

株链霉菌%以卤虫为初筛指示生

物%获得
#!

株对卤虫致死率达
+"C

以上的链霉菌

菌株%其中
;<(!"'

的杀虫活性%高达
$&8!C

#以花布

灯蛾为靶标%以初筛较好的
+

株拮抗菌株为试材进行

复筛%结果发现编号为
;<(!"'

的菌株对花布灯蛾的

杀虫效果明显%

&'A

的校正死亡率可达
B%Z+C

%具有

很好的研究和开发前景+

利用室内生物测定方法测定了链霉菌
;<(!"'

菌株发酵液对多种昆虫的杀虫效果+结果表明$菌

株
;<(!"'

发酵液对花布灯蛾的杀虫活性最高%

&'A

的校正死亡率可达
B!8#C

%对鳞翅目小菜蛾幼虫和

美国白蛾幼虫的杀虫活性仅次于花布灯蛾幼虫%校

正死亡率分别为
7$8+C

和
7787C

%对二斑叶螨也具

有较好的杀虫活性%

&'A

的校正死亡率达
&&8'C

#

但对桃蚜和马铃薯瓢虫的杀虫作用不明显%这可能

是因为微生物的次生代谢产物对昆虫的毒杀作用具

有较高的选择性%一般一类次生代谢产物可能仅对

某些种类的昆虫有作用+

对菌株
;<(!"'

发酵液进行的稳定性试验结果

-

"!!

-
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表明$发酵液在
+"D

以下&

E

F

为偏酸性和中性条件

下杀虫活性比较稳定#具有良好的光照稳定性&耐贮

藏性#且菌株遗传性稳定+因此%菌株
;<(!"'

具有

很好的开发研究价值及应用前景+

利用
#7=>_,@

基因对菌株
;<(!"'

进行了分

类鉴定%将菌株
;<(!"'

初步定名为链霉菌属雷格

链霉菌
+%&(

,

%'-

.

)(/&(

0

($/*/

+
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