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科云牌棉铃虫核型多角体病毒生物农药的规模化生产和应用
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摘 要 : 昆 虫病毒生物农药是纯天然无公害生物农药产品
,

本文介绍 了中国科学院动物研 究所同河南省济

源白云 实业有限公司合作
,

成功开发并商业化棉铃虫病毒生物农药的基本情况
。

我们开发的棉铃 虫病毒生物农药

注册商标
“

科云牌
” ,

包括两个产品
:

科云牌 5 (:旧0 亿 PI B/ g 棉铃 虫病毒原粉和科云牌 600 亿 PIB / g 棉铃 虫病毒水分

散拉剂
。

原粉产品已 出 口到欧洲
,

制剂产品用于棉铃虫防治
,

2仪‘ 至 200 7 年在棉田 累计推广应用 10 万 h耐 次
。
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杆状病毒科 (B a e u lo vi五d a e
)包含两个属

,

核型

多角体病毒 (
n uc le oP o

lxh ed ro “rus
,

NPV )和颗粒体病

毒 (gra na l二irus
,

G V )
,

宿主主要是昆虫
,

也包括其它

一些节肢动物
。

由于杆状病毒的病毒粒子包被在非

常稳定的包涵体蛋白中
,

在环境中非常稳定
,

同时对

宿主昆虫具较强的侵染力和毒力
,

因而非常适于生

产加工成病毒生 物农药
,

用 于害虫 的生物防治

(Fu x a ,

19 9 3 ; M o se a rd i
,

19 9 9 )
。

病毒生物农药完全

来源于自然
,

对宿主昆虫专一性强
,

对其他生物和环

境无任何毒副作用
,

属绿色
、

环境友好型农药产品
。

早在上世纪 40 年代
,

Bal c h 等 (1944 )就报道了欧洲

云杉叶蜂 (Ci 枷ni a he rcy ni ae )种群被杆状病毒有效

控制的情况
,

病毒病在害虫种群中流行
,

致使随后的

5 0 余年都不需要进行防治
。

200 3 年开始
,

中国科学院动物研究所同河南省

济源白云实业有限公司合作
,

成立 了动物所生物农

基金项 目
:

本项 目得到国家科技支撑计划课题 (Zoo 6 BA田SA1 2O2) 资助

作者简介
:

秦启联(19 67
一
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,

男
,

副研究员
,

从事昆虫病毒生物农药产业化开发
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药中试基地
,

开发生产多种杆状病毒生物杀虫剂
,

其

中棉铃虫核型多角体病毒杀虫剂的生产和应用在中

试基地中最先获得成功
,

生产并登记了高含量的病

毒原粉(5 000 亿 PIB / 9 H a Np V 原粉 )和超低用量的

水分散粒剂新剂型(600 亿 PIB / 9 H a NPV 水分散粒

剂)
。

对棉铃虫病毒产品的生产和应用情况作简要

介绍
。

1 材料与方法
1

.

1 病毒毒株

棉铃虫核型 多角体病毒 (He lic * , a a

nn 妙ra

n u ele o p o lyhed ro v iru s ,

H a NPV )毒株来源于中国科学

院动物研究所昆虫病毒学研究组
,

经接种 4 龄初期

棉铃虫幼虫
,

扩增后分离纯化获得
。

规模化生产所

用的病毒在河南省济源白云实业有限公司病毒毒株

保藏车间
,

用 4 龄初棉铃虫扩增
,

分离纯化后用于规

模生产的病毒接种
。

1
.

2 H a NPV 限制性 内切酶图谱

为便于对规模化生产的 H a NPV 毒株进行定性
,

用限制性内切酶对其进行酶切分析
。

纯化的 H a N
-

PV 多角体加人病毒碱解液(0
.

IM N a ZCO 3
和 0

.

15 M

Na CI)
,

室温下碱解 30 m in
,

10 0(X) g 离心 10 m in
,

上清

中加人 1/ 10 体积的 IM T ri s
.

H CI(pH 8
.

0 )
,

用蛋白

酶 K (终浓度是 50 m 岁血
,

含有 0
.

00 5 M E D TA
,

0
·

5%

sD s
,

0
.

o lM T五5
.

H el
,

p H = 7
.

8 )在 56℃下消化 Z h
。

用苯酚抽提法提取 H aN PV 基因组 DN A
,

分别用限

制性内切酶 Ec
o R I

,

Xh
o l

,

Ps t l
,

B a m H I
,

Hi
n d

l 消化病毒 D NA
,

0
.

8 % 的琼脂糖凝胶电泳获得内

切酶图谱
。

1
.

3 病毒规模生产

将分离纯化 的 H a NPV 用蒸馏水配制成 Z x

10 , PI B/ ml 的悬浮液
,

均匀喷拌在切成小块 (大小约

0
.

7 x o
.

7 x o
.

7 e m )的棉铃虫人工饲料上
,

每 1 00 0 9

饲料拌人 20 ml 左右的病毒悬液
。

稍稍晾干饲料表

面
,

然后分装到扩增病毒的方格盒中(大小为 25 x

2 5 x 5 e m )
,

每盒放人约 1 5 0 9 饲料
,

同时接人 4 龄初

期的棉铃虫幼虫 100 头
。

将接人棉铃虫的方格盒码

放在 27 ℃
、

无光照的病毒扩增车间
,

病毒将随着幼

虫的取食侵染虫体
,

得到扩增
。

4 d 后收集病死的棉铃虫尸
,

加人 4 倍量的蒸馏

水
,

经研磨
、

过滤
、

差速离心纯化病毒获得病毒原浆
。

将病毒原浆真空冷冻干燥
,

气流粉碎
,

获得 H aNPv

原粉
。

1
.

4 制剂加工

根据原粉中病毒的含量
,

添加适量的载体
、

分散

剂
、

润湿剂
、

崩解剂
、

光保护剂
、

粘结剂等农药助剂
,

经气流粉碎机粉碎
、

混合机混合
、

流动床造粒
、

真空

干燥
、

过筛等步骤
,

获得 H a NPV 水分散粒剂产品
。

流程图如下(图 l )
。

HHH a NPV 原粉粉粉 农药助剂剂

气气流粉碎机粉碎碎

混混合机棍合合

流流动床造粒粒

真真空干燥燥

过过筛筛

产产品检测测

成成品包装装

图 1 棉铃虫核型多角体病毒(H
a N PV )

水分散粒剂生产流程

2 结果与分析

2
.

1 限制性 内切酶图谱(图 2)

杆状病毒基因组限制性内切酶图谱可以用来进

行种类的鉴定
,

同时也是病毒的基本特征
。

对规模

生产的病毒毒株进行内切酶谱分析
,

不仅可 以作为

毒株的基础资料
,

而且便于同其它病毒或毒株区别
,

是杆状病毒生物杀虫剂产业化不可或缺的内容
。

2
.

2 科云牌 5 0 0 0 亿 PIB / 9 H a NPV 原粉

按企业目前的生产规模
,

每天有 50
一 ro o 万头

4 龄初期的健康棉铃虫幼虫持续提供给病毒接种车

间进行病毒扩增
。

约 70 % 的幼虫在接种 4 一 6 d 后

感染病毒而死亡
,

其余的 30 % 幼虫在早期死亡或后
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图 2 棉铃虫核型多角体病毒《H
a NPV )限制性酶切图谱

期化蛹
,

因而病毒接种的效率约 70 %
。

这样
,

病毒

的日生产量约为 1 一 2 x ro 巧 PIB
,

按每亩次田间病毒

使用量为 1 、 10 ” PIB 计算
,

每天生产量达到 0
.

77
-

l万 hm ,
次

。

冷冻干燥的病毒原粉
,

经气流粉碎后计数
,

根据

各生产批次病毒原粉多角体的实际含量
,

加人适量

的表面活性剂
,

将之调配成含量为 5 000 亿 PIB / g

的原粉
,

按企业标准检测合格后即为 5 000 亿 PI B / g

的棉铃虫核型多角体病毒原粉产品
。

该产品是灰白

色粉状物
,

注册商标
“

科云牌
” ,

农药临时登记证号
:

比 200 4 2 10 2
。

依据产品的企业标准(Q/ 川B 0 0 1
一

2 004 )
,

合格

的科云牌 5 (X) 0 亿 PIB / 9 H aN Pv 原粉需要达到如下

的控制指标
:
多角体含量 ) 5 00 0 亿 PI B / g; 水分 蕊

1
.

5 % ; pH 范围是 7
.

0 一 8
.

0 ;细度 (通过 4 5 m m 标准

筛) ) 9 5
.

0 %
。

2
.

3 科云牌 6 0 0 亿 pIB / 9 H a N pV 水分散粒剂

水分散粒剂 (W D G )是 20 世纪 80 年代初发展

起来的一种农药新剂型
,

也称干悬剂
。

因具有对环

境友好
、

加工过程基本无粉尘
、

有效成分含量高
、

田

间用量少
、

在水中崩解迅速等优点
,

成为当前农药剂

型发展的主要方向之一(谢毅和吴学民
,

2 006 ; 谢毅

和吴学民
,

200 7 )
。

针对我们生产的病毒原粉含量

高的特点(1 9 5 0 0 0 亿 pIB/ g 的原粉可加工 5 亩次

的制剂 )
,

选用先进的水分散粒剂这种新剂型可以

充分发挥病毒生物农药环境友好的特点
。

依据 1
.

4

的病毒水分散粒剂生产流程
,

加工获得科云牌 600

亿 PI B/ g 的病毒水分散粒剂产品
,

农药临时登记证

号
:
LS 2 0 0 7 14 3 8

。

科云牌 600 亿 PI B / g 棉铃虫核型多角体病毒水

分散粒剂产品的外观是干燥
、

能 自由流动的灰褐色

颗粒物
,

基本无粉尘
,

无可见的外来物和硬块
。

按照

该产品的企业标准 (Q/ 川B 002
一 2 0 06 )

,

合格的产

品将达到表 1 的各项指标
。

2
.

4 田间应用

经过 200 5 年在新疆生产建设兵团大范围多点

多地田间试验和药剂筛选试验的基础上 (资料另文

发表 )
,

2 0 0 6 年在新疆兵团示范推广科云 NPV 0
.

3

万 hm
Z

次
,

2 007 年进一步扩大推广面积
,

达 0
.

7 万

h衬 次
。

实际应用效果和用户反映情况表明
,

高效
、
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超低用量的科云 NPV 经受了实践和市场的考验
,

大

面积推广应用获得了成功
。

表 1 科云牌 6 00 亿 PI B/ 克棉铃虫核型多

角体病毒水分散粒剂技术要求

项 目 指 标

多角体含量
,

PIB / g 〕 6 00 亿

水分
,

% (质量百分比) 鉴 2
.

5

筛分(湿筛
,

通过 200 目筛)
,

% 〕 95

pH 值范围 5
.

0 一 7
.

0

悬浮率
,

% ) 70

润湿性
,

m in 簇 1

流动性
,

% 〕 95

粒度范围(20 目一
80 目)

,

% 〕 90

分散性
,

% ) 75

崩解性
,

m in( 2 50 司量筒 1克样品来回倾倒 ro 次) 簇 1
.

5

持久起泡性
,

耐(lm in 后
,

) 蕊 巧

3 讨论

3
.

1 生产规模

棉铃虫核型多角体病毒生物农药产业化项目从

20 03 年开始
,

于 20 04 年实现规模生产
。

研制出
“

棉

铃虫群养技术
” ,

突破了棉铃虫必须单头饲养的传

统生产模式
,

每个养虫盒中接人 100 头左右 4 龄棉

铃虫
,

最终可达到 70 % 左右的收获率
,

大大节省了

人工
、

饲料
、

空间等生产成本
,

使生产规模有所突破
。

3
.

2 产品病毒含量

科云 H a NPV 原粉病毒多角体含量高达 5 000

亿 PI B / g
,

每克原粉可以加工使用 5 亩面积的制剂
,

是真正意义上的生物农药原药产品
,

可以为制剂加

工企业提供生产原料
,

赋予了病毒生物农药工业化

生产的特质
。

这样
,

在生产和制剂加工上
,

病毒生物

农药具备了同化学农药竞争的潜力
。

目前原药产品

已出口到欧洲
,

被加工成制剂产品用于棉铃虫的生

物防治
。

3
.

3 剂型

如何获得方便使用
,

同时又不破坏生物活性的

合适剂型
,

是生物活体农药成功商业化的关键
。

我

们首次研制并生产了病毒水分散粒剂的剂型
,

产品

中病毒多角体含量每克大于 600 亿 PI B
,

每亩用量

仅为 2 一 3 9
,

属超低用量制剂产品
。

该剂型的成功

研制
,

不仅提升了生物活体农药制剂应用的水平
,

延

长了产品的储存保质期
,

而且对推进病毒生物农药

行业的发展
,

具有重要的实践意义
。

4 展望

通过 5 年多的研发和生产
,

中科院动物所同河

南省济源白云实业有限公司联合建成了年产能达

20 0 万 h扩 次的病毒生物农药研发和生产基地
,

产

品涵盖棉铃虫
、

甜菜夜蛾
、

斜纹夜蛾
、

小菜蛾等 4 种

昆虫病毒 9 个类型的系列产品
。

产品应用在棉田
、

蔬菜
、

蚕桑等绿色
、

无公害农产品的生产
,

2 006 至

20 07 年推广应用面积达 13 万 h扩 次
,

取得了较好

的生态效益和经济效益
。

下一步将针对更多的重大

农林害虫进行病毒生物农药的产业化开发
,

推动病

毒生物农药行业的发展
,

为食品安全和害虫的无公

害治理做出贡献
。
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