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摘要: 黄曲条跳甲 Phyllotreta striolata ( Fabricius) 是为害十字花科蔬菜的世界性害虫之一。为了探究苏云金芽胞杆
菌 HA和 HD对黄曲条跳甲成虫的防治潜力，本研究测定了苏云金芽胞杆菌 HA和 HD菌株对黄曲条跳甲成虫的毒
力，以及对其谷胱甘肽-S-转移酶 ( GST) 活性和中肠组织形态的影响。结果表明: Bt-HA 和 Bt-HD 均对黄曲条跳
甲成虫有杀虫活性，LC50分别为 4. 01 × 108 CFU /mL和 1. 17 × 108 CFU /mL。菌株 Bt-HD处理组的 GST酶活性高于
对照组和菌株 Bt-HA处理组。菌株 Bt-HA处理黄曲条跳甲成虫 14 d后，中肠微绒毛肿胀脱落; 菌株 Bt-HD处理黄
曲条跳甲成虫 4 d后中肠微绒毛开始疏松脱落，14 d后中肠柱状细胞底膜变形脱落。综上所述，苏云金芽胞杆菌
HD对黄曲条跳甲成虫的毒力更强，是防治黄曲条跳甲成虫的优势菌株，其杀虫机理值得深入研究。
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Abstract: The Striped flea beetle，Phyllotreta striolata ( Fabricius) ，is one of the most destructive pests
of cruciferous vegetables worldwide. To explore prevention potential of Bacillus thuringiensis HA and HD
on P. striolata adults，bioassays，glutathione S-transferase ( GST) enzyme activity and histopathological
analysis of midgut epithelium of P. striolata adults were conducted. The results showed that the LC50

values of Bt-HA and Bt-HD were 4. 01 × 108 CFU /mL and 1. 17 × 108 CFU /mL respectively. GST enzyme
activity in the Bt-HD treatment group was higher than that in the control group and the Bt-HA treatment
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group. Histopathological analysis revealed the microvilli swelled and fell off after 14 days of treatment with
Bt-HA，the microvilli began to loosen and fall off after 4 days of treatment with strain Bt-HD，and the
basement membrane of columnar cells in the midgut began to deform and fall off after 14 days. In
conclusion，Bt-HD is more virulent to adults of P. striolata than Bt-HA. The insecticidal mechanism of B.
thuringiensis HD on P. striolata adults should be further investigated.
Key words: Phyllotreta striolata; Bacillus thuringiensis; adults; toxicity; histopathological analysis

黄曲条跳甲 Phyllotreta striolata ( Fabricius) 隶
属于鞘翅目 Coleoptera 叶甲科 Chrysomelidae，是专
门为害十字花科蔬菜的寡食性害虫 ( Beran et al. ，
2011) ，也是十字花科蔬菜上危害最为严重的世界
性害虫之一 ( Andersen et al. ，2006) ，在我国分布
范围广泛，尤其在我国广东和福建两地危害严重，
严重制约了蔬菜生产 ( 贺华良等，2012a) 。黄曲条
跳甲成虫寿命长，繁殖力强，为害状严重 ( 贺华
良等，2012b) ，并对多种化学药剂产生抗性难以防
治，急需寻找新的替代防治方法 ( Feng et al. ，
2000; Yan et al. ，2013) 。

苏 云 金 芽 胞 杆 菌 Bacillus thuringiensis
( Berliner) ( 简称 Bt) 对鳞翅目、双翅目、鞘翅目
等多种昆虫幼虫具有高效杀虫活性，广泛用于防
治农林业害虫 ( Ｒoh et al. ，2007) ，是重要的生防
菌 ( Grove et al. ，2001) 。Bt 制剂浇淋土壤可以减
少黄曲条跳甲产卵量和幼虫数量，对成虫的防效
可达 67. 56% ( 胡珍娣等，2012 ) 。杨建云等
( 2013) 研究表明 Bt 工程菌施用后 72 h 可造成黄
曲条跳甲幼虫的校正死亡率为 41. 67%，并抑制黄
曲条跳甲卵的孵化。同时，研究表明，苏云金芽
胞杆菌能够影响昆虫成虫的生长发育 ( Yamaguchi
et al. ，2008， 2013; Zhang et al. ， 2013; Wang
et al. ，2016 ) 。西方玉米根虫 Diabrotica virgifera
( LeConte) 成虫取食表达 Cry3Bb1 蛋白的转基因玉
米叶片后，雄虫的存活率减少，雌虫的体重和产
卵量均下降 ( Meissle et al. ，2011) 。Qi等 ( 2011)
研究表明 Bt ZQ-89 菌株对云斑天牛 Batocera
horsfieldi ( Hope) 成虫的校正死亡率可达 55. 33%，
同时使成虫的体重和卵孵化率分别减少 2. 22%
和 19. 62%。

苏云金芽胞杆菌是否能直接用于防治黄曲条
跳甲成虫? 本研究基于苏云金芽胞杆菌 HA 和 HD
这两个菌株，其中苏云金芽胞杆菌 HA对红棕象甲
Ｒhynchophorus ferrugineus ( Olivier) 2 龄幼虫具有较
好的杀虫活性 ( Pu et al. ，2017 ) ，而苏云金芽胞

杆菌 HD对黄曲条跳甲幼虫也表现出杀虫活性 ( 吉
亮等，2016) 。本文通过测定苏云金芽胞杆菌 HA
和 HD对黄曲条跳甲成虫的毒力，分析不同 Bt 菌
株对谷胱甘肽-S-转移酶 ( GST) 活性的影响，并
利用透射电镜观察对比 HA和 HD 对黄曲条跳甲中
肠的影响，最终综合判断 HA和 HD 两株苏云金芽
胞杆菌用于防治黄曲条跳甲成虫的价值，并分析
其在黄曲条跳甲成虫中肠中的作用机理。

1 材料与方法

1. 1 试验材料
供试菌株: 苏云金芽胞杆菌 HA 和 HD ( 记为

菌株 Bt-HA和 Bt-HD) ，来自华中农业大学微生物
学国家重点实验室孙明教授课题组。

供试蔬菜: 上海青 ( 福州金铭种业有限公
司) ，实验室内标准化种植，整个生长周期内不喷
施任何杀虫剂。

供试昆虫: 黄曲条跳甲成虫分别于采集于福
建省建瓯市西大街外的菜地。经室内用上海青饲
喂 48 h后备用。

供试药剂: Bradford法蛋白定量试剂盒 ( 北京
全式金生物技术有限公司) ，谷胱甘肽-S-转移酶测
定试剂盒 ( 南京建成生物工程研究所) 。
1. 2 试验方法
1. 2. 1 毒力测定

分别用含 0. 1%吐温-80 的无菌水将 Bt-HA 粉
剂稀释成 1. 51 × 108、3. 03 × 108、6. 05 × 108、
1. 21 × 109、2. 42 × 109 CFU /mL，Bt-HD 粉剂稀释
成 7. 46 × 107、1. 49 × 108、2. 99 × 108、5. 97 ×
108、1. 19 × 109 CFU /mL 5 种等比浓度。以含
0. 1%吐温-80 的无菌水溶液为空白对照组。以新
鲜洗净的上海青叶片，剪成正方形 ( 3 × 3 cm) ，
将叶片分别浸渍于 Bt-HA、Bt-HD菌悬液和对照组
溶液中，25 min后取出叶片，在滤纸上自然晾干。
将叶片放入垫有湿润滤纸的塑料培养皿中 ( D =
70 mm) ，每皿放入 5 片叶片，罩上塑料瓶。在温
度 28℃ ± 1℃，相对湿度 75% ± 5%，光周期
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L ∶ D = 14 ∶ 10 的环境条件下，接入饥饿处理 24 h
的黄曲条跳甲成虫约 30 头，每 2 d更换一次叶片，
连续喂毒 14 d，每天检查成虫的死亡数，每个处
理重复 4 次。采用 Abbott 公式计算校正死亡率
( Abbott，1987) 。
1. 2. 2 GST酶活性测定

试虫准备: 同 1. 2. 1。设 Bt-HA、Bt-HD 和空
白对照 3 个处理，Bt-HA 和 Bt-HD 菌悬液浓度为
4. 01 × 108 CFU /mL，黄曲条跳甲成虫饥饿处理
24 h后接入，每天更换对应处理的叶片，每一处
理分别于接虫后 1、4、7 和 14 d 取 30 头黄曲条跳
甲成虫，共 12 个样。样本放入 － 80℃冰箱中冷冻
保存备用。

酶活性测定: 从 － 80℃冰箱中取出试虫，每
个样 5 头，装入 1. 5 mL EP 管中，每管加入
500 μL 0. 02 M PBS ( pH 7. 4 ) 缓冲液，并放入
3 颗锆珠进行组织研磨 ( 65 Hz，60 s) 。研磨后于
4℃下 10 000 rpm 离心 10 min，取上清液作为酶
源。每个样重复 3 次，采用 Bradford法测定酶源蛋
白含量，GST酶活性测定按照说明书进行。

1. 2. 3 中肠组织病理学观察
黄曲条跳甲成虫的处理方法同 1. 2. 2。分别于

取食叶片 4 d和 14 d时取样，3 种处理各取 5 头黄
曲条跳甲成虫。成虫用冰麻醉后解剖，截取小段
中肠，用 0. 15 M NaCl 洗净后，放入 2. 5%戊二醛
溶液中，进行透射电镜观察。
1. 3 数据处理与分析

实验数据由 SPSS 21. 0 进行统计分析。菌株
Bt-HA 和 Bt-HD 毒力与 GST 酶活性数据采用
ANOVA分析，Turkey HSD 进行多重比较; Probit
机率值法计算致死中浓度 LC50和线性回归方程。

2 结果与分析

2. 1 菌株 Bt-HA和 Bt-HD对黄曲条跳甲成虫的毒
力测定

Bt-HD对黄曲条跳甲成虫的毒力强于 Bt-HA，
LC50分别为 1. 17 × 108 CFU/mL 和 4. 01 × 108 CFU/mL
( 表 1) 。

表 1 菌株 Bt-HA和 Bt-HD对黄曲条跳甲成虫的致死中浓度
Table 1 Median lethal concentration of Bacillus thuringiensis HA and HD against Phyllotreta striolata adults

菌株
Strains

LC50 ( 95%置信区间，CFU /mL)

Lethal Concentration 50

回归方程
Ｒegression equation

卡方

χ2
P

Bt-HA 4. 01 × 108 ( 2. 70 × 108 ～ 5. 52 × 108 ) y = － 13. 453 + 1. 564x 5. 886 0. 117

Bt-HD 1. 17 × 108 ( 1. 60 × 107 ～ 2. 21 × 108 ) y = － 7. 704 + 0. 955x 6. 834 0. 077

2. 2 菌株 Bt-HA 和 Bt-HD 对黄曲条跳甲 GST 酶
活性影响

在 1 ～ 14 d内，随着时间的延长，对照组体内
的 GST酶活性呈显著性下降 ( F3，8 = 16. 652，P =
0. 001) ; Bt-HA处理组的黄曲条跳甲 GST 酶在第
4 天时与对照组并没有显著差异，第 7 天活性显著
上升达到峰值，后显著性降低 ( F3，8 = 6. 066，P =
0. 019) ，而 Bt-HD处理的黄曲条跳甲 GST 酶在第
4 天活性达到峰值，随后呈下降趋势 ( F3，8 =
2. 732，P = 0. 114) ( 图 1) 。

同时，Bt-HD 处理组的黄曲条跳甲体内 GST
酶活性始终高于取食菌株 Bt-HA 处理组和对照组
叶片的黄曲条跳甲体内 GST酶活性。

2. 3 菌株 Bt-HA和 Bt-HD对黄曲条跳甲成虫中肠
组织形态的影响

电镜观察结果表明，取食处理叶片 4 d 后，
Bt-HD处理组的黄曲条跳甲成虫中肠微绒毛开始疏
松脱落 ( 图 2-C) ，对照组和菌株 Bt-HA 处理组的
中肠微绒毛致密且排列整齐，形态未见变化 ( 图
2-A和 2-B) ; 取食处理叶片 14 d 后，菌株 Bt-HD
处理组的黄曲条跳甲成虫中肠柱状细胞的底膜变
形脱落 ( 图 3-C) ，菌株 Bt-HA 处理组的中肠微绒
毛开始肿胀脱落 ( 图 4-B) ，但底膜与基质结合紧
密且形态完整 ( 图 3-B) ，对照组中肠底膜和微绒
毛形态完整，未见明显变化 ( 图 3-A 和图 4-A) 。
这表明 Bt-HA和 Bt-HD 皆能损伤黄曲条跳甲成虫
中肠的微绒毛，并且 Bt-HD 能使中肠的底膜变形
脱落，对中肠的损伤更为明显。
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图 1 不同处理的黄曲条跳甲体内 GST酶活性的时间变化动态
Fig. 1 Time dynamics of GST enzyme activities of Phyllotreta striolata adults under different treatments

注: 不同的小写字母表示同一时间点上 3 种处理的 GST酶活差异性显著; 不同的大写字母表示同一处理不同时间
点的 GST酶活差异显著 ( 单因素方差分析，Turkey 多重比较，P ＜ 0. 05 ) 。Note: Lowercase letter represent at the
same time point between the three treatmens were significantly different; Uppercase letters represent at different time points
within the same treatment were significant different ( One way ANOVA: Tukey's HSD tests，P ＜ 0. 05) ．

图 2 取食 3 种不同处理叶片 4 d后黄曲条跳甲成虫中肠微绒毛的形态变化
Fig. 2 Morphological changes of the microvillus of midguts of Phyllotreta striolata adults after three treatments for 4 days
注: A，对照组; B，Bt-HA处理组; C，Bt-HD处理组。下同。Note: A，Control group; B，Bt-HA treatment group;
C，Bt-HD treatment group. Same as follows.

图 3 取食 3 种不同处理叶片 14 d后黄曲条跳甲成虫中肠柱状细胞底膜的形态变化
Fig. 3 Morphological changes of the basement membrane of midguts of Phyllotreta striolata adults

after three treatments for 14 days
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图 4 取食菌株 Bt-HA处理的叶片 14 d后黄曲条跳甲成虫中肠微绒毛的形态变化
Fig. 4 Effects of Bacillus thuringiensis HA on the microvillus of midguts of Phyllotreta striolata adults for 14 days

3 讨论与结论

本研究结果表明，苏云金芽胞杆菌 Bt-HA 和
Bt-HD对黄曲条跳甲成虫都具有杀虫活性，且 Bt-
HD对黄曲条跳甲成虫的毒力比 Bt-HA 强。用 Bt-
HA或 Bt-HD处理黄曲条跳甲成虫时都会触发黄曲
条跳甲的解毒机制，引起 GST 酶表达量上升。昆
虫体内的解毒酶包括羧酸酯酶、乙酰胆碱酯酶、
谷胱甘肽-S-转移酶 ( GST) 等，能够代谢大量的
外源毒素 ( 任羽等，2016 ) 。小地老虎 Agrotis
ypsilon Ｒottemberg 幼虫在遇到相同剂量的 Bt
Cry2Ab和 Cry1Ac 毒蛋白时，毒性更高的 Cry2Ab
引起小地老虎幼虫体内 GST 酶活性显著升高，而
Cry1Ac对 GST 酶活性的影响不明显 ( 陆琼等，
2009) ，所以昆虫体内 GST酶活性与底物的毒性相
关。谭树乾等 ( 2013 ) 发现在华北大黑鳃金龟
Holotrichia oblita 幼虫中 GST 酶活性与毒蛋白
Cry8Ga1 的浓度呈正相关。本文研究结果表明，毒
性更高的 Bt-HD 会引起黄曲条跳甲强烈的防御反
应，体内 GST 酶活性显著上升，并且高于 Bt-HA
处理组。

昆虫摄取 Bt毒蛋白后，Bt 毒蛋白与中肠上皮
细胞上的受体结合，进而穿孔，引起细胞渗透压
改变，导致昆虫死亡 ( Vachon et al. ，2012 ) 。在
组织病理学上表现为 Bt 毒蛋白造成昆虫中肠微绒
毛的肿胀脱落、中肠上皮细胞的肿胀和空泡化、
肠腔空泡化、细胞内容物外泄等 ( Endo and
Nishiitsutsuji-Uwo，1980; 李芳芳等，2007; Bowling
et al. ，2017) 。本研究表明，苏云金芽胞杆菌对黄
曲条跳甲成虫造成毒性的机制之一是 Bt 毒蛋白会
对其中肠的组织形态造成损伤。苏云金芽胞杆菌
Bt-HA和 Bt-HD 皆能造成黄曲条跳甲成虫中肠微

绒毛脱落，其中 Bt-HD 作用速度更快并能使中肠
柱状细胞底膜变形脱落，这与 Bt-HD 毒性更强相
一致。

综上所述，苏云金芽胞杆菌 HD具有用于田间
防治黄曲条跳甲成虫的应用前景，有关苏云金芽
胞杆菌 HD对黄曲条跳甲成虫的杀虫作用机理还需
进一步探索。
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