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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

起草.
本文件代替 HG/T３６１８—１９９９«苏云金杆菌悬浮剂»,与 HG/T３６１８—１９９９相比,除结构调整和编辑

性改动外,主要技术变化如下:
———更改了苏云金杆菌悬浮剂毒力效价指标(见４􀆰２,HG/T３６１８—１９９９的３􀆰２);
———增加了苏云金杆菌悬浮剂毒力效价测定用试验虫的种类和说明(见４􀆰２);
———更改了苏云金杆菌悬浮剂中毒素蛋白质量分数指标(见４􀆰２,HG/T３６１８—１９９９的３􀆰２);
———更改了苏云金杆菌悬浮剂的pH 指标(见４􀆰２,HG/T３６１７—１９９９的３􀆰２);
———更改了苏云金杆菌悬浮剂的湿筛试验指标(见４􀆰２,HG/T３６１７—１９９９的３􀆰２);
———增加了苏云金杆菌悬浮剂的倾倒性指标(见４􀆰２);
———增加了苏云金杆菌悬浮剂的持久起泡性指标(见４􀆰２);
———增加了苏云金杆菌悬浮剂低温稳定性控制项目和指标(见４􀆰２);
———增加了苏云金杆菌悬浮剂热储稳定性控制项目和指标(见４􀆰２);
———增加了检验规则(见第六章);
———更改了苏云金杆菌悬浮剂的质量保证期的规定(见７􀆰２,HG/T３６１６—１９９９的６􀆰５);
———更改了苏云金杆菌悬浮剂的毒力效价测定的仲裁法(见附录C,HG/T３６１６—１９９９的附录B).
请注意本文件的某些内容可能涉及专利.本文件的发布机构不承担识别专利的责任.
本文件由农业农村部种植业管理司提出.
本文件由全国农药标准化技术委员会(SAC/TC１３３)归口.
本文件起草单位:武汉科诺生物科技股份有限公司、沈阳沈化院测试技术有限公司、沈阳化工研究院

有限公司、福建绿安生物农药有限公司、乳山韩威生物科技有限公司、湖北省生物农药工程研究中心.
本文件主要起草人:于海博、刘荷梅、杨闻翰、王婉秋、徐丽娜、徐晓庆、刘华梅、王月莹、张志刚.
本文件所代替文件的历次版本发布情况为:
———１９９９年首次发布为 HG/T３６１８—１９９９;
———本次为首次修订.
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苏云金杆菌悬浮剂

１　范围

本文件规定了苏云金杆菌悬浮剂的技术要求、试验方法、检验规则、验收和质量保证期以及标志、标
签、包装、储运.

本文件适用于苏云金杆菌鲇泽亚种(B􀆰t􀆰a)和苏云金杆菌库斯塔克亚种(B􀆰t􀆰k)悬浮剂产品生产的

质量控制.
注:苏云金杆菌的其他名称、分类地位和形态学特征等描述见附录 A.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文件,
仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本

文件.

GB/T１６０１　农药pH 值的测定方法

GB/T１６０４　商品农药验收规则

GB/T１６０５—２００１　商品农药采样方法

GB３７９６　农药包装通则

GB/T８１７０—２００８　数值修约规则与极限数值的表示和判定

GB/T１４８２５—２００６　农药悬浮率测定方法

GB/T１６１５０—１９９５　农药粉剂、可湿性粉剂细度测定方法

GB/T１９１３６—２０２１　农药热储稳定性测定方法

GB/T１９１３７—２００３　农药低温稳定性测定方法

GB/T２８１３７　农药持久起泡性测定方法

GB/T３１７３７　农药倾倒性测定方法

GB/T３２７７６—２０１６　农药密度测定方法

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件.

３􀆰１
毒素蛋白　toxinprotein
苏云金杆菌在芽孢形成时期产生的一种伴孢晶体蛋白,是使其产品具有杀虫活性的主要物质.

３􀆰２
毒力效价　toxicitypotency
根据产品的生物活性和对生物体的作用来设计试验,与具有确定国际单位的标样进行对比性生物反

应,测定样品的毒力效果的生物学活性指标,其结果用单位质量的国际单位表示.

４　技术要求

４􀆰１　外观

可流动、易测量体积的悬浮液体;存放过程中,可能出现沉淀,但经手摇动,应恢复原状,不应有结块.

４􀆰２　技术指标

苏云金杆菌悬浮剂还应符合表１的要求.
１
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表１　苏云金杆菌悬浮剂技术指标

项目
指标

８０００IU/μL规格 ６０００IU/μL规格

毒素蛋白质量分数,％ ≥０􀆰８ ≥０􀆰６
毒力效价(H􀆰a􀆰)a,(IU/μL) ≥８０００ ≥６０００
pH ４􀆰０~７􀆰０
悬浮率,％ ≥８０

倾倒性
倾倒后残余物,％ ≤５􀆰０
洗涤后残余物,％ ≤０􀆰５

湿筛试验(通过７５mm试验筛),％ ≥９８
持久起泡性(１min后泡沫量),mL ≤６０

低温稳定性
　冷储后,毒素蛋白质量分数、毒力效价、湿筛试验仍应符合本文件

的要求

热储稳定性 　热储后,pH、湿筛试验、倾倒性仍应符合本文件的要求

　　a　H􀆰a􀆰代表棉铃虫(Helicoverpaarmigera),也可选择小菜蛾和甜菜夜蛾作为试验虫,试验结果分别表示为毒力效价

(P􀆰x􀆰)和毒力效价(S􀆰e􀆰),但应以毒力效价(H􀆰a􀆰)作为仲裁法.P􀆰x􀆰代表小菜蛾(Plutellaxylostella),S􀆰e􀆰 代

表甜菜夜蛾(Spodopteraexigua).

５　试验方法

警示:使用本文件的人员应有实验室工作的实践经验.本文件并未指出所有的安全问题.使用者有责任采取适当的

安全和健康措施.

５􀆰１　一般规定

本文件所用试剂和水在没有注明其他要求时,均指分析纯试剂和蒸馏水.

５􀆰２　取样

按 GB/T１６０５—２００１中５􀆰３􀆰２的规定执行.用随机数表法确定取样的包装件;最终取样量应不少于

８００mL.

５􀆰３　鉴别试验

５􀆰３􀆰１　十二烷基硫酸钠Ｇ聚丙烯酰胺凝胶电泳法(SDSＧPAGE)
本鉴别试验可与毒素蛋白质量分数的测定同时进行.在相同的操作条件下,试样溶液与标样溶液应

具有相同的蛋白区带,由此证明产品中的有效毒素蛋白的相对分子质量为１３００００.

５􀆰３􀆰２　生物测定法

根据代表菌株的形态学和生理生化特征进行菌种鉴别,并可辅助脂肪酸分析、Biolog、１６SrRNA序列

分析等手段.当对鉴别结果有争议或需要进行法律仲裁检验时,应到具有菌种鉴定资质的单位,将待检菌

株与模式菌种进行比对,出具菌种鉴定报告,作为仲裁依据.
有效成分的特征见附录 A.

５􀆰４　外观的测定

采用目测法测定.

５􀆰５　毒素蛋白质量分数的测定

５􀆰５􀆰１　方法提要

用碱性溶液处理苏云金杆菌悬浮剂伴孢晶体,使其降解为毒素蛋白,然后通过SDSＧPAGE,依蛋白质相

对分子质量的差异,使毒素蛋白与其他杂蛋白分离,之后用电泳凝胶成像系统扫描蛋白区带面积,进行定量.

５􀆰５􀆰２　试剂和溶液

５􀆰５􀆰２􀆰１　水.

５􀆰５􀆰２􀆰２　十二烷基硫酸钠.

５􀆰５􀆰２􀆰３　三羟基甲基氨基甲烷.

５􀆰５􀆰２􀆰４　浓盐酸.
２
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５􀆰５􀆰２􀆰５　氢氧化钠.

５􀆰５􀆰２􀆰６　甘氨酸.

５􀆰５􀆰２􀆰７　甘油.

５􀆰５􀆰２􀆰８　巯基乙醇.

５􀆰５􀆰２􀆰９　溴酚蓝.

５􀆰５􀆰２􀆰１０　考马斯亮蓝RＧ２５０.

５􀆰５􀆰２􀆰１１　甲醇.

５􀆰５􀆰２􀆰１２　冰乙酸.

５􀆰５􀆰２􀆰１３　无水乙醇.

５􀆰５􀆰２􀆰１４　０􀆰５５mol/L氢氧化钠溶液:在烧杯中量取１００mL水,缓慢加入２􀆰２g氢氧化钠,边加入边搅

拌溶解,待充分溶解后,放置室温,密闭保存备用.

５􀆰５􀆰２􀆰１５　１mol/L、pH６􀆰８三羟基甲基氨基甲烷Ｇ盐酸缓冲液:称取三羟基甲基氨基甲烷１２􀆰１g溶于水

中,用浓盐酸调至pH６􀆰８,用水定容至１００mL.

５􀆰５􀆰２􀆰１６　电泳缓冲液:称取三羟基甲基氨基甲烷３􀆰０g、甘氨酸１４􀆰４g、十二烷基硫酸钠１g,用水溶解并

定容至１０００mL.

５􀆰５􀆰２􀆰１７　３×样品稀释液:１mol/L、pH６􀆰８三羟基甲基氨基甲烷Ｇ盐酸缓冲液１８􀆰７５mL,十二烷基硫酸

钠６g,甘油３０mL,巯基乙醇１５mL,少许溴酚蓝０􀆰５g,用水定容至１００mL.

５􀆰５􀆰２􀆰１８　染色液:称取考马斯亮蓝RＧ２５０１􀆰０g,加入甲醇４５０mL、冰乙酸１００mL、水４５０mL,溶解过

滤后使用.

５􀆰５􀆰２􀆰１９　脱色液:量取甲醇１００mL、冰乙酸３５mL,用水定容至１０００mL.

５􀆰５􀆰２􀆰２０　漂洗液:量取无水乙醇３０mL、冰乙酸１０mL、水６０mL,混合均匀后使用.

５􀆰５􀆰２􀆰２１　固定液:量取冰乙酸７５mL,用水定容至１０００mL.混合均匀后使用.

５􀆰５􀆰２􀆰２２　毒素蛋白(相对分子质量为１３００００)标样:已知质量分数,ω≥９􀆰０％.

５􀆰５􀆰３　仪器

５􀆰５􀆰３􀆰１　电泳仪.

５􀆰５􀆰３􀆰２　夹芯式垂直电泳槽(１􀆰０mm 凹形带槽橡胶模框)、凝胶板(１􀆰０mm,１５孔或１０孔样品槽模具).

５􀆰５􀆰３􀆰３　电泳凝胶成像系统.

５􀆰５􀆰３􀆰４　水浴锅.

５􀆰５􀆰３􀆰５　可调移液器.

５􀆰５􀆰３􀆰６　微量进样器.

５􀆰５􀆰３􀆰７　离心机:２００００r/min.

５􀆰５􀆰３􀆰８　脱色摇床:９０r/min.

５􀆰５􀆰４　测定步骤

５􀆰５􀆰４􀆰１　试样处理

将悬浮剂样品充分振荡均匀后,分别称取含毒素蛋白５􀆰５mg的标样和试样(精确至０􀆰０１mg)于

１０mL离心管中,加５mL水,充分混匀,移取０􀆰５mL,置于１􀆰５mL离心管中,加入０􀆰５５mol/L氢氧化钠

溶液０􀆰１２５mL(使氢氧化钠溶液的最终浓度为０􀆰１mol/L),摇匀,静置５min,再加入３×样品稀释液

０􀆰３２５mL,于沸水浴中煮６min,冷却至室温,１５０００r/min离心５min,取上层清液,以备电泳上样,样品

的折算的最终定容体积为９􀆰５mL.

５􀆰５􀆰４􀆰２　SDSＧPAGE分离毒素蛋白

５􀆰５􀆰４􀆰２􀆰１　制备８％~１０％聚丙烯酰胺凝胶

采用不连续缓冲系统,制胶方法见附录B.
３
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５􀆰５􀆰４􀆰２􀆰２　上样

取上述标样溶解液上层清液,于聚丙烯酰胺凝胶的上样孔中分别上样２μL、４μL、６μL、８μL、１０μL
(毒素蛋白质量为１μg~５μg),取６μL的试样溶液上层清液(毒素蛋白含量约为３μg)加入上样孔中,注
入电极缓冲液后,接通电源.

５􀆰５􀆰４􀆰２􀆰３　电泳

电泳初期电压控制在１００V左右,待试样进入分离胶后,加大电压到１２０V,继续电泳.当指示剂前

沿到达距底端１cm 左右时,停止电泳,取出胶板,在固定液中浸泡３０min.

５􀆰５􀆰４􀆰２􀆰４　染色

将分离胶部分取下,用染色液染色过夜.

５􀆰５􀆰４􀆰２􀆰５　脱色

倒去染色液,先用漂洗液洗涤凝胶,然后加入脱色液使其脱色,根据需要更换几次脱色液,直至背景清

晰为止.

５􀆰５􀆰４􀆰３　测定

凝胶经脱色后,可清晰地看到１３００００蛋白区带,用电泳凝胶成像系统及相关的图形处理软件处理该

区带,得到各蛋白区带的灰度值,对于标样溶液作毒素蛋白质量对蛋白区带灰度值的标准曲线;利用样品

溶液的区带灰度值,由标准曲线计算其对应的毒素蛋白质量.

５􀆰５􀆰５　计算

试样中毒素蛋白的质量分数按公式(１)计算.

ω１＝
m１×V１

m２×V２
×１００ (１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

ω１———毒素蛋白质量分数的数值,单位为百分号(％);

m１———从标准曲线上查得样品中毒素蛋白质量的数值,单位为微克(μg);

m２———样品称样质量的数值,单位为毫克(mg);

V１———样品最终定容体积的数值,单位为毫升(mL);

V２———注入凝胶上样孔样品体积的数值,单位为微升(μL).

５􀆰５􀆰６　允许差

毒素蛋白质量分数２次平行测定结果之相对差应不大于８％,取其算术平均值作为测定结果.

５􀆰６　毒力效价的测定

按附录C进行.

５􀆰７　pH的测定

按 GB/T１６０１的规定执行.

５􀆰８　悬浮率的测定

５􀆰８􀆰１　测定

按GB/T１４８２５—２００６中４􀆰１的规定执行.称取２０００mg试样(精确至０􀆰１mg)于２００mL烧杯中,
加入５０mL标准硬水,以１２０r/min速度搅拌２min,混合均匀试样.将悬浮液全部转移至２５０mL具塞

玻璃量筒中,用标准硬水稀释到２５０mL.经过处理之后,将量筒内剩余的２５mL悬浮液及沉淀物全部转

移至１００mL烧杯,充分混匀,移取５mL,置于１０mL离心管中,不加水稀释,移取０􀆰５mL,置于１􀆰５mL
离心管中,按照５􀆰５􀆰４􀆰１步骤后续处理,取１０μL的试样离心上层清液加入上样孔中,其他按５􀆰５相应描

述测定毒素蛋白质量分数.量筒底部２５mL悬浮液折算的最终定容体积为４７􀆰５mL.

５􀆰８􀆰２　计算

悬浮率按公式(２)计算.

ω２＝
m４×ω１－m３×V３×１００÷V４

m４×ω１
×１１１􀆰１ (２)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

４
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式中:

ω２　　———悬浮率的数值,单位为百分号(％);

m４ ———试样质量的数值,单位为毫克(mg);

ω１ ———试样中毒素蛋白质量分数的数值,单位为百分号(％);

m３ ———从标准曲线上查得的样品中毒素蛋白质量的数值,单位为微克(μg);

V３ ———量筒底部２５mL悬浮液最终定容体积的数值,单位为毫升(mL);

V４ ———注入凝胶上样孔样品体积的数值,单位为微升(μL);

１００ ———单位换算系数;

１１１􀆰１ ———测定体积与总体积的换算系数.

５􀆰９　倾倒性试验

按 GB/T３１７３７的规定执行.

５􀆰１０　湿筛试验

按 GB/T１６１５０—１９９５中２􀆰２的规定执行.

５􀆰１１　持久起泡性的测定

按 GB/T２８１３７的规定执行.

５􀆰１２　低温稳定性试验

按 GB/T１９１３７—２００３中２􀆰２的规定执行.

５􀆰１３　热储稳定性试验

按 GB/T１９１３６—２０２１中４􀆰４􀆰１的规定执行.热储时,样品应密封储存,热储前后质量变化率应不大

于１􀆰０％.

６　检验规则

６􀆰１　出厂检验

每批产品均应做出厂检验,经检验合格签发合格证后,方可出厂.出厂检验项目为第４章技术要求中

外观、毒素蛋白质量分数、毒力效价、pH、悬浮率、倾倒性、湿筛试验、持久起泡性.

６􀆰２　型式检验

型式检验项目为第４章中的全部项目,在正常连续生产情况下,每３个月至少进行１次.有下述情况

之一,应进行型式检验:

a)　原料有较大改变,可能影响产品质量时;

b)　生产地址、生产设备或生产工艺有较大改变,可能影响产品质量时;

c)　停产后又恢复生产时;

d)　国家质量监管机构提出型式检验要求时.

６􀆰３　判定规则

按 GB/T８１７０—２００８中４􀆰３􀆰３判定检验结果是否符合本文件的要求.
按第４章技术要求对产品进行出厂检验和型式检验,任一项目不符合指标要求判为该批次产品不

合格.

７　验收和质量保证期

７􀆰１　验收

应符合 GB/T１６０４的规定.

７􀆰２　质量保证期

在８􀆰２的储运条件下,苏云金杆菌悬浮剂的质量保证期从生产日期算起为２年.质量保证期内,各项

指标均应符合本文件的要求.
５
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８　标志、标签、包装、储运

８􀆰１　标志、标签、包装

苏云金杆菌悬浮剂的标志、标签、包装应符合 GB３７９６的规定;苏云金杆菌悬浮剂采用聚酯瓶、聚乙

烯瓶包装或高阻隔瓶包装,并应有铝箔封口,每瓶的净含量可以为５０g(mL)、１００g(mL)、２５０g(mL)、

５００g(mL)、１kg(L)等,也可采取更大包装;外包装可用纸箱、瓦楞纸板箱,每箱的净含量不应超过１５kg.
也可根据用户要求或订货协议,采用其他形式的包装,但需符合 GB３７９６的规定.

８􀆰２　储运

苏云金杆菌悬浮剂包装件应储存在通风、阴凉、干燥的库房中,严防日晒;储运时,产品对温度敏感,要
关注储运时的温度变化,要严防潮湿、日晒和高温;不得与食物、种子、饲料混放;避免与皮肤、眼睛接触,防
止由口鼻吸入.

６
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附　录　A
(资料性)

苏云金杆菌的其他名称、分类地位和形态学特征等描述

　
苏云金杆菌的其他名称、分类地位和形态学特征等描述如下:
———中文通用名称:苏云金杆菌＋菌株编号.
———拉丁学名:Bacillusthuringiensis.
———分类地位:细菌(Bacteria);厚壁菌门(Firmicutes);芽孢杆菌纲(Bacilli);芽孢杆菌目(BacilＧ

lales);芽孢杆菌科(Bacillaceae);芽孢杆菌属(Bacillus).
———形态学特征:菌体在显微镜下呈椭圆形杆状,呈短链或者长链状排列,大小为(１􀆰２~１􀆰８)μm×

(３􀆰０~５􀆰０)μm,革兰氏染色阳性.芽孢为椭圆形,靠近中间生长,大小为２μm×(０􀆰８~０􀆰９)μm,芽
孢囊微膨大.菌体的一头或两头会释放不定量的伴孢晶体(parasporalcrystal),多数为长菱形、短菱

形、方形,也有呈立方形、球形、椭球形、不规则形、三角形及镶嵌形等.在营养琼脂(NA)培养基上

菌落为圆形或者椭圆形,淡黄色,边缘不规则,不透明微隆起呈滴蜡状.
———有效成分主要存在形式:伴孢晶体.
———主要生物活性:杀虫(防病).
———培养保存条件:最适生长温度为３０℃~３７℃;适合培养基为营养琼脂(NA)培养基或营养肉汤

(NB)培养基;适宜储存温度为０℃~４℃.

７
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附　录　B
(资料性)

电泳凝胶的制备

　

B􀆰１　制板

选择两块大小一样的玻璃板,其中一块一端带有２cm~３cm 高的凹槽.两块玻璃板洗净干燥后,固
定在制板装置上,下端应密封完整,形成１􀆰０mm 间隙的制胶板.

B􀆰２　试剂与溶液

B􀆰２􀆰１　水.

B􀆰２􀆰２　十二烷基硫酸钠.

B􀆰２􀆰３　四甲基乙二胺.

B􀆰２􀆰４　丙烯酰胺.

B􀆰２􀆰５　亚甲基双丙烯酰胺(又称为甲叉双丙烯酰胺).

B􀆰２􀆰６　三羟基甲基氨基甲烷.

B􀆰２􀆰７　浓盐酸.

B􀆰２􀆰８　过硫酸铵.

B􀆰２􀆰９　甘氨酸.

B􀆰２􀆰１０　３０％丙烯酰胺溶液:称取丙烯酰胺２９􀆰０g、亚甲基双丙烯酰胺１􀆰０g,溶于１００mL水中,过滤,于

４℃暗处储存备用.

B􀆰２􀆰１１　１mol/L、pH８􀆰８三羟基甲基氨基甲烷Ｇ盐酸缓冲液:称取三羟基甲基氨基甲烷３０􀆰２g溶于水

中,用浓盐酸调至pH８􀆰８,用水定容至２５０mL.

B􀆰２􀆰１２　１mol/L、pH６􀆰８三羟基甲基氨基甲烷Ｇ盐酸缓冲液:称取三羟基甲基氨基甲烷１２􀆰１g溶于水

中,用浓盐酸调至pH６􀆰８,用水定容至１００mL.

B􀆰２􀆰１３　１０％十二烷基硫酸钠溶液:称取十二烷基硫酸钠０􀆰５g,用水溶解并定容至５mL.

B􀆰２􀆰１４　１０％过硫酸铵溶液:称取过硫酸铵０􀆰１g,用水溶解并定容至１mL,于４℃储存备用,储存期不

超过１周.

B􀆰２􀆰１５　电泳缓冲液:称取三羟基甲基氨基甲烷３􀆰０g、甘氨酸１４􀆰４g、十二烷基硫酸钠１g,用水溶解并

定容至１０００mL.

B􀆰３　制备分离胶

从冰箱中取出制胶试剂,平衡至室温.按表B􀆰１先配制分离胶.将胶液配好、混匀后,迅速注入两块

玻璃板的间隙中,至胶液面离玻璃板凹槽３􀆰５cm 左右.然后在胶面上轻轻铺１cm 高的水,加水时通常顺

玻璃板慢慢加入,勿扰乱胶面.垂直放置胶板于室温约３０min使之凝聚.此时,在凝胶和水之间可以看

到很清晰的一条界面.然后倒出胶面上的水.

表B􀆰１　SDSＧPAGE凝胶的配方

储备液 １０％分离胶 ８％分离胶 ５％浓缩胶

３０％丙烯酰胺溶液 ６􀆰７mL ５􀆰３mL １􀆰３mL
１mol/L、pH８􀆰８三羟基甲基氨基甲烷Ｇ盐酸缓冲液 ７􀆰６mL ７􀆰６mL —

８
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表B􀆰１ (续)

储备液 １０％分离胶 ８％分离胶 ５％浓缩胶

１mol/L、pH６􀆰８三羟基甲基氨基甲烷Ｇ盐酸缓冲液 — — １􀆰０mL
水 ５􀆰３mL ６􀆰７mL ５􀆰５mL
１０％十二烷基硫酸钠溶液 ０􀆰２mL ０􀆰２mL ８０μL
１０％过硫酸胺溶液 ０􀆰２mL ０􀆰２mL ８０μL
四甲基乙二胺 ８μL １２μL ８μL
总体积 ２０mL ２０mL ８mL

B􀆰４　制备浓缩胶

按表B􀆰１配制浓缩胶,用少量灌入玻璃板间隙中,冲洗分离胶胶面,而后倒出.然后把余下的胶液注

入玻璃板间隙,使胶液面与玻璃板凹槽处平齐,而后插入梳子,在室温放置３０min,浓缩胶即可凝固.慢

慢取出梳子,取时应防止把胶孔弄破.取出梳子后,在形成的胶孔中加入水,冲洗杂质,倒出孔中水,再加

入电极缓冲液.
将灌好胶的玻璃板垂直固定在电泳槽上,带凹槽的玻璃板与电泳槽紧贴在一起,形成一个储液槽,向

其中加入电泳缓冲液,使其与胶孔中的缓冲液相接触,在电泳槽下端的储液槽中也加入电极缓冲液.

９
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附　录　C
(规范性)

毒力效价的测定

　

C􀆰１　毒力效价测定方法———用棉铃虫(Helicoverpaarmigera)作试虫的测定方法(仲裁法)

C􀆰１􀆰１　试剂和材料

C􀆰１􀆰１􀆰１　标准品:已知毒力效价标准品.

C􀆰１􀆰１􀆰２　棉铃虫幼虫:Helicoverpaarmigera.

C􀆰１􀆰１􀆰３　黄豆粉:黄豆炒熟后磨碎过６０目筛.

C􀆰１􀆰１􀆰４　酵母粉:食用级.

C􀆰１􀆰１􀆰５　冰乙酸.

C􀆰１􀆰１􀆰６　水.

C􀆰１􀆰１􀆰７　３６％乙酸溶液:体积比ψ(乙酸∶水)＝３６∶６４.

C􀆰１􀆰１􀆰８　苯甲酸钠.

C􀆰１􀆰１􀆰９　维生素C.

C􀆰１􀆰１􀆰１０　琼脂粉.

C􀆰１􀆰１􀆰１１　氯化钠.

C􀆰１􀆰１􀆰１２　磷酸氢二钾.

C􀆰１􀆰１􀆰１３　磷酸二氢钾.

C􀆰１􀆰１􀆰１４　聚山梨酯Ｇ８０.

C􀆰１􀆰１􀆰１５　磷酸缓冲液:分别称取氯化钠８􀆰５g、磷酸氢二钾６􀆰０g、磷酸二氢钾３􀆰０g于玻璃器皿中,加入

０􀆰１mL聚山梨酯Ｇ８０和１０００mL水,充分溶解后混匀.

C􀆰１􀆰２　仪器和设备

C􀆰１􀆰２􀆰１　电动搅拌器:无级调速,１００r/min~６０００r/min.

C􀆰１􀆰２􀆰２　微波炉或电炉.

C􀆰１􀆰２􀆰３　振荡器.

C􀆰１􀆰２􀆰４　水浴锅.

C􀆰１􀆰２􀆰５　组织培养盘:２４孔.

C􀆰１􀆰２􀆰６　搪瓷盘:３０cm×２０cm.

C􀆰１􀆰２􀆰７　磨口三角瓶:２５０mL,具塞.

C􀆰１􀆰２􀆰８　大烧杯:１０００mL.

C􀆰１􀆰２􀆰９　小烧杯:５０mL.

C􀆰１􀆰２􀆰１０　试管:１８mm×１８０mm.

C􀆰１􀆰２􀆰１１　玻璃珠:直径５mm.

C􀆰１􀆰２􀆰１２　注射器:５０mL.

C􀆰１􀆰２􀆰１３　移液管.

C􀆰１􀆰２􀆰１４　标本缸.

C􀆰１􀆰２􀆰１５　恒温培养箱.
０１



NY/T４４０８—２０２３

C􀆰１􀆰３　测定步骤

C􀆰１􀆰３􀆰１　感染液的配制

C􀆰１􀆰３􀆰１􀆰１　标准品

称取１００􀆰０mg~１５０􀆰０mg标准品(精确至０􀆰１mg),装入２５０mL装有１０粒玻璃珠的磨口三角瓶中.
加入１００mL磷酸缓冲液,浸泡１０min,在振荡器上振荡３０min.得到浓度约为１mg/mL的标准品母液(该
母液在４℃冰箱中可存放１０d).然后将标准品母液用磷酸缓冲液以一定的倍数等比稀释,稀释成浓度约为

１􀆰０００mg/mL、０􀆰５００mg/mL、０􀆰２５０mg/mL、０􀆰１２５mg/mL、０􀆰０６２５mg/mL、０􀆰０３１３mg/mL６个稀释感染

液,并设磷酸缓冲液作对照,每一浓度感染液吸取３mL,置于５０mL小烧杯内待用,对照吸取３mL磷酸缓

冲液.

C􀆰１􀆰３􀆰１􀆰２　样品

将悬浮剂样品充分振荡均匀后,吸取１０mL(精确至０􀆰１mL),加入装有９０􀆰０mL磷酸缓冲液的磨口

具塞三角瓶中,吸洗３次,充分摇匀得到１００μL/mL的母液.将母液稀释成含量分别为５􀆰０００μL/mL、

２􀆰５００μL/mL、１􀆰２５０μL/mL、０􀆰６２５μL/mL、０􀆰３１３μL/mL和０􀆰１５６μL/mL６个稀释液.
对有些效价过高或过低的样品,在测定前需先以３个距离相差较大的浓度做预备试验,估计 LC５０值

的范围,据此设计稀释浓度.

C􀆰１􀆰３􀆰２　感染饲料的配制

C􀆰１􀆰３􀆰２􀆰１　饲料配方

酵母粉１２g、黄豆粉２４g、维生素C１􀆰５g、苯甲酸钠０􀆰４２g、３６％乙酸３􀆰９mL、水３００mL.

C􀆰１􀆰３􀆰２􀆰２　饲料配制

将黄豆粉、酵母粉、维生素 C、苯甲酸钠和３６％乙酸放入大烧杯内,加１００mL 水湿润,另将余下

２００mL水加入４􀆰５g琼脂粉,在微波炉上加热至沸腾,使琼脂完全溶化,取出冷却至７０℃,即与其他成分

混合,在电动搅拌器内高速搅拌１min,迅速移至６０℃水浴锅中加盖保温.
用注射器吸取２７mL饲料,注入上述已有样品或标准品感染液的烧杯内,以电动搅拌器高速搅拌

０􀆰５min,迅速倒入组织培养盘上各小孔中(倒入量不要求一致,以铺满孔底为准),凝固待用.

C􀆰１􀆰３􀆰３　接虫感染

于２６℃~３０℃室温下,将未经取食的初孵幼虫(孵化后１２h内)抖入直径２０cm 的标本缸中,静待数

分钟选取爬上缸口的健康幼虫作供试虫,用毛笔轻轻地将它们移入已有感染饲料的组织盘的小孔内,每孔

一头虫.每个浓度和空白对照皆放４８头虫,用塑料薄片盖住,然后将组织培养盘逐个叠起,用橡皮筋捆

紧,竖立放于３０℃恒温培养箱内培养７２h.

C􀆰１􀆰４　结果检查及计算

用肉眼或放大镜检查死、活虫数.以细签触动虫体,完全无反应的为死虫,计算死亡率.如对照有死

亡,可查 Abbott校正值表或按公式(C􀆰１)计算校正死亡率.对照死亡率在５％以下不用校正,５％~１０％
需校正,大于１０％则测定无效.

X１＝
T－C
１－C ×１００ (C􀆰１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

X１———校正死亡率的数值,单位为百分号(％);

T ———处理死亡率;

C ———对照死亡率.
将浓度换算成对数值,死亡率或校正死亡率换算成机率值,用最小二乘法工具分别求出标准品和样品

的LC５０值,按公式(C􀆰２)计算试样的毒力效价.

X２＝
S×P×ρ

Y
(C􀆰２)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:
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X２———试样毒力效价的数值,单位为国际单位每微升(IU/μL);

S ———标准品LC５０值;

P ———标准品效价的数值,单位为国际单位每毫克(IU/mg);

ρ ———２０℃时试样的密度的数值,单位为克每毫升(g/mL)(按 GB/T３２７７６—２０１６中３􀆰１或３􀆰２规

定进行测定).

Y ———样品LC５０值.

C􀆰１􀆰５　允许差

毒力测定法测定允许相对差,但每个样品３次重复测定结果之最大相对差不得超过２０％.毒力测定

制剂各浓度所引起的死亡率应在１０％~９０％,在５０％死亡率上下至少要各有２个浓度.

C􀆰２　毒力效价测定方法———用小菜蛾(Plutellaxylostella)作试虫的测定方法

C􀆰２􀆰１　试剂和材料

C􀆰２􀆰１􀆰１　标准品:已知毒力效价标准品.

C􀆰２􀆰１􀆰２　小菜蛾幼虫:Plutellaxylostella.

C􀆰２􀆰１􀆰３　食用菜籽油.

C􀆰２􀆰１􀆰４　酵母粉:食品级.

C􀆰２􀆰１􀆰５　维生素C.

C􀆰２􀆰１􀆰６　琼脂粉:凝胶强度大于３００g/cm２.

C􀆰２􀆰１􀆰７　磷酸氢二钾.

C􀆰２􀆰１􀆰８　磷酸二氢钾.

C􀆰２􀆰１􀆰９　聚山梨酯Ｇ８０.

C􀆰２􀆰１􀆰１０　菜叶粉:甘蓝型油菜叶,８０℃烘干,磨碎,过８０目筛.

C􀆰２􀆰１􀆰１１　蔗糖.

C􀆰２􀆰１􀆰１２　纤维素粉CFＧ１１.

C􀆰２􀆰１􀆰１３　氢氧化钾.

C􀆰２􀆰１􀆰１４　氢氧化钾水溶液:c(氢氧化钾)＝０􀆰００１mol/L.

C􀆰２􀆰１􀆰１５　氯化钠.

C􀆰２􀆰１􀆰１６　对羟基苯甲酸甲酯.

C􀆰２􀆰１􀆰１７　９５％乙醇.

C􀆰２􀆰１􀆰１８　尼泊金溶液:称取１５g对羟基苯甲酸甲酯,加入１００mL９５％乙醇,充分溶解后混匀.

C􀆰２􀆰１􀆰１９　甲醛.

C􀆰２􀆰１􀆰２０　水.

C􀆰２􀆰１􀆰２１　甲醛水溶液:体积比ψ(甲醛∶水)＝１∶９.

C􀆰２􀆰１􀆰２２　干酪素:生物试剂.

C􀆰２􀆰１􀆰２３　干酪素溶液:称取２g干酪素,加２mL氢氧化钾水溶液溶解,再加入８mL水,混合均匀.

C􀆰２􀆰１􀆰２４　磷酸缓冲液:同C􀆰１􀆰１􀆰１５.

C􀆰２􀆰２　仪器和设备

C􀆰２􀆰２􀆰１　磨口三角瓶:２５０mL.

C􀆰２􀆰２􀆰２　电动搅拌器:无级调速,１００r/min~６０００r/min.

C􀆰２􀆰２􀆰３　医用手术刀.

C􀆰２􀆰２􀆰４　振荡器.

C􀆰２􀆰２􀆰５　水浴锅.
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C􀆰２􀆰２􀆰６　养虫管:９cm ×２􀆰５cm.

C􀆰２􀆰２􀆰７　烧杯:５０mL、５００mL.

C􀆰２􀆰２􀆰８　试管:１８mm×１８０mm.

C􀆰２􀆰２􀆰９　玻璃珠:直径５mm.

C􀆰２􀆰２􀆰１０　移液管.

C􀆰２􀆰３　测定步骤

C􀆰２􀆰３􀆰１　感染液的配制

C􀆰２􀆰３􀆰１􀆰１　标准品

用分析天平准确称取标准品１００􀆰０mg~１５０􀆰０mg(精确至０􀆰１mg),装入２５０mL装有１０粒玻

璃珠的磨口三角瓶中.加入１００mL磷酸缓冲液,浸泡１０min,在振荡器上振荡３０min.得到浓度约为

１mg/mL的标准品母液(该母液在４ ℃冰箱中可存放１０d).然后将标准品母液稀释成浓度约为

１􀆰０００mg/mL、０􀆰５００mg/mL、０􀆰２５０mg/mL、０􀆰１２５mg/mL、０􀆰０６２５mg/mL、０􀆰０３１３mg/mL６个稀

释感染液.

C􀆰２􀆰３􀆰１􀆰２　样品

将悬浮剂样品充分振荡均匀后,吸取１０mL(精确至０􀆰１mL),加入装有９０􀆰０mL磷酸缓冲液的磨口

具塞三角瓶中,吸洗３次,充分摇匀得到１００μL/mL的母液.将母液稀释成含量分别为５􀆰０００μL/mL、

２􀆰５００μL/mL、１􀆰２５０μL/mL、０􀆰６２５μL/mL、０􀆰３１３μL/mL和０􀆰１５６μL/mL６个稀释液.

C􀆰２􀆰３􀆰２　感染饲料的配制

C􀆰２􀆰３􀆰２􀆰１　饲料配方

维生素C０􀆰５g、干酪素溶液１􀆰０mL、菜叶粉３􀆰０g、酵母粉１􀆰５g、纤维素粉 CFＧ１１１􀆰０g、琼脂粉

２􀆰０g、蔗糖６􀆰０g、菜籽油０􀆰２mL、甲醛溶液０􀆰５mL、尼泊金溶液１􀆰０mL、水１００mL.

C􀆰２􀆰３􀆰２􀆰２　饲料配制

将蔗糖、酵母粉、干酪素溶液、琼脂粉加入９０mL的水中调匀.搅拌煮沸,使琼脂完全溶化,加入尼泊

金溶液,搅匀.将其他成分用剩余的１０mL水调成糊状.当琼脂冷却至７５℃左右时,与之充分混合,搅
匀,置５５℃水浴锅中保温备用.取５０mL烧杯７只,写好标签,置５５℃水浴中预热,分别向每个烧杯中

加入１mL对应浓度的感染液,缓冲液作空白对照.向每个烧杯中加入９mL熔化的饲料;用电动搅拌器

搅拌２０s,使每个烧杯中的感染液与饲料充分混匀.
将烧杯静置,待冷却凝固后,用医用手术刀将感染饲料切成１cm×１cm 的饲料块,每个浓度取４个饲

料块分别放入４支养虫管中,每管放入１块,写好标签.

C􀆰２􀆰３􀆰３　接虫感染

随机取已放置饲料的养虫管,每管投入１０头小菜蛾３龄初幼虫,每浓度４管,塞上棉塞,写好标签,在
相同饲养条件下饲养.

C􀆰２􀆰４　结果检查及计算

感染４８h后检查试虫的死亡情况.判断死虫的标准是以细签轻轻触动虫体,无任何反应者判为

死亡.
计算标准品和样品各浓度的供测昆虫死亡率,查 Abbott表或用公式(C􀆰１)计算校正死亡率,对照死

亡率在５％以下不用校正,５％~１０％需校正,大于１０％则测定无效.
将感染液各浓度换算成对数值,校正死亡率转换成死亡机率值,用最小二乘法工具分别求出标准品

LC５０值和待测样品LC５０值,然后按公式(C􀆰２)计算待测样品的毒力效价.

C􀆰２􀆰５　允许差

毒力测定方法的允许相对差要求与C􀆰１􀆰５相同.

C􀆰３　毒力效价测定方法———用甜菜夜蛾(Spodopteraexigua)作试虫的测定方法

C􀆰３􀆰１　试剂和材料
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C􀆰３􀆰１􀆰１　标准品:已知毒力效价标准品.

C􀆰３􀆰１􀆰２　甜菜夜蛾幼虫:Spodopteraexigua.

C􀆰３􀆰１􀆰３　黄豆粉:黄豆炒熟后磨碎过６０目筛.

C􀆰３􀆰１􀆰４　酵母粉:食用级.

C􀆰３􀆰１􀆰５　维生素C.

C􀆰３􀆰１􀆰６　１５％尼泊金:对羟基苯甲酸甲酯溶于９５％酒精.

C􀆰３􀆰１􀆰７　１０％甲醛:甲醛溶于水.

C􀆰３􀆰１􀆰８　对羟基苯甲酸甲酯.

C􀆰３􀆰１􀆰９　９５％乙醇.

C􀆰３􀆰１􀆰１０　尼泊金溶液:称取１５g对羟基苯甲酸甲酯,加入１００mL９５％乙醇,充分溶解后混匀.

C􀆰３􀆰１􀆰１１　甲醛.

C􀆰３􀆰１􀆰１２　水.

C􀆰３􀆰１􀆰１３　甲醛水溶液:体积比ψ(甲醛∶水)＝１∶９.

C􀆰３􀆰１􀆰１４　琼脂粉:凝胶强度大于３００g/cm２.

C􀆰３􀆰１􀆰１５　磷酸缓冲液:同C􀆰１􀆰１􀆰１５.

C􀆰３􀆰２　仪器和设备

C􀆰３􀆰２􀆰１　电动搅拌器:无级调速,１００r/min~６０００r/min.

C􀆰３􀆰２􀆰２　微波炉或电炉.

C􀆰３􀆰２􀆰３　振荡器.

C􀆰３􀆰２􀆰４　水浴锅.

C􀆰３􀆰２􀆰５　组织培养盘:２４孔.

C􀆰３􀆰２􀆰６　搪瓷盘:３０cm×２０cm.

C􀆰３􀆰２􀆰７　磨口三角瓶:２５０mL,具塞.

C􀆰３􀆰２􀆰８　大烧杯:１０００mL.

C􀆰３􀆰２􀆰９　小烧杯:５０mL.

C􀆰３􀆰２􀆰１０　试管:１８mm×１８０mm.

C􀆰３􀆰２􀆰１１　玻璃珠:直径５mm.

C􀆰３􀆰２􀆰１２　注射器:５０mL.

C􀆰３􀆰２􀆰１３　标本缸.

C􀆰３􀆰２􀆰１４　恒温培养箱.

C􀆰３􀆰３　测定步骤

C􀆰３􀆰３􀆰１　感染液的配制

C􀆰３􀆰３􀆰１􀆰１　标准品

称取１００􀆰０mg~１５０􀆰０mg(精确至０􀆰１mg)标准品,装入２５０mL装有１０粒玻璃珠的磨口三角瓶中.
加入１００mL磷酸缓冲液,浸泡１０min,在振荡器上振荡３０min.得到浓度约为１mg/mL的标准品母液

(该母液在４℃冰箱中可存放１０d).然后将标准品母液用磷酸缓冲液以一定的倍数等比稀释,稀释成浓

度约为１􀆰０００mg/mL、０􀆰５００mg/mL、０􀆰２５０mg/mL、０􀆰１２５mg/mL、０􀆰０６２５mg/mL、０􀆰０３１３mg/mL６
个稀释感染液,并设磷酸缓冲液作对照,每一浓度感染液吸取３mL,置于５０mL小烧杯内待用,对照吸取

３mL磷酸缓冲液.

C􀆰３􀆰３􀆰１􀆰２　样品

将悬浮剂样品充分振荡均匀后,吸取１０mL(精确至０􀆰１mL),加入装有９０􀆰０mL磷酸缓冲液的磨口
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具塞３角瓶中,吸洗三次,充分摇匀得到１００μL/mL的母液.将母液稀释成含量分别约为５􀆰０００μL/mL、

２􀆰５００μL/mL、１􀆰２５０μL/mL、０􀆰６２５μL/mL、０􀆰３１３μL/mL和０􀆰１５６μL/mL６个稀释液.

C􀆰３􀆰３􀆰２　感染饲料的配制

C􀆰３􀆰３􀆰２􀆰１　饲料配方

酵母粉１６g、黄豆粉３２g、维生素C２g、琼脂６g、尼泊金溶液６􀆰７mL、甲醛溶液４mL、水４００mL.

C􀆰３􀆰３􀆰２􀆰２　饲料配制

将黄豆粉、酵母粉、维生素C、尼泊金溶液和甲醛溶液放入大烧杯中,加入１５０mL水,混匀备用.将

余下的２５０mL水加入３􀆰５g琼脂粉,在微波炉上加热至沸腾,使琼脂完全溶化,取出冷却至７０℃.即与

其他成分混合,在电动搅拌器内高速搅拌１min,迅速移至６０℃水浴锅中加盖保温.
用注射器吸取２７mL饲料,注入上述已有样品或标准品感染液的烧杯内,以电动搅拌器高速搅拌

０􀆰５min,迅速倒入组织培养盘上各小孔中(倒入量不要求一致,以铺满孔底为准),凝固待用.

C􀆰３􀆰３􀆰３　接虫感染

于２６℃~３０℃室温下,将未经取食的初孵幼虫(孵化后１２h内)抖入直径２０cm 的标本缸中,静待数

分钟选取爬上缸口的健康幼虫作供试虫,用毛笔轻轻地将它们移入已有感染饲料的组织盘的小孔内,每孔

１头虫.每个浓度和空白对照皆放４８头虫,用塑料薄片盖住,然后将组织培养盘逐个叠起,用橡皮筋捆

紧,竖立放于２５℃恒温培养箱内培养７２h.

C􀆰３􀆰４　结果检查及计算

用肉眼或放大镜检查死、活虫数.以细签触动虫体,完全无反应的为死虫,计算死亡率.如对照有死

亡,可查 Abbott校正值表或按公式(C􀆰１)计算校正死亡率.对照死亡率在５％以下不用校正,５％~１０％
需校正,大于１０％则测定无效.将浓度换算成对数值,死亡率或校正死亡率换算成机率值,用最小二乘法

分别求出标准品和样品的LC５０,按公式(C􀆰２)计算毒力效价.

C􀆰３􀆰５　允许差

毒力测定方法的允许相对差要求与C􀆰１􀆰５相同.
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