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杨尺蟆核型多角体病毒理化特性研究

及其在病毒杀虫剂研制中的应用
‘

于 在 林
(中国林业科学研究院林业研究所 )

摘要 本文系统地综述了作者对杨尺镬核型 多角体病毒A ci N PV 进行理化特性

研究和将其应用于A ci N PV 杀 虫剂研制中的结果
。

通过对A ci N PV 进行分离提纯
,

血

清学特性
,

蛋白质结构组成和病毒基 因组研 完
,

获得 了大量的理化特性详细货料
。

文中还就昆虫病寻的同源性关 系
,

感染病毒后 的早期检测
,
以及对在我国发展足虫

病毒杀出剂需要解决的 问题
,

提出 了理论依据和实用有效的检刚技术等
。
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杨尺镬 (A p o c入e葱m a e玄n e, a“。s)广泛分布于我国北方十余个省区
。

是
“三北

”

防护林及用材

林的主要害虫之一
。

年发生面积达 6 00 多万亩
,

常爆发成灾
,

严 重危害后可造成树木成片死

亡
。

每年大量使用农药
,

不仅使杨尺蟆产生了抗药性
,

而且严重污染了环境
,

破坏了生态平

衡
。

为从根本上解决这一问题
,

对由河北省坝上地区分离到的杨尺蟆核型多角体病毒 (以下简

称A ci N PV )进行了应用研究 [’]
。

A ci N PV 在病毒分类中属杆状病毒科A 亚组
。

对 A ci N PV 的

理化特性研究在国内外尚未见报道
。

现系统地综合报道1 9 8 2一19 87 年对 A c iN PV 的分 离 纯

化
,

血清学特性
,

蛋白质和基因组特性的研究结果 [“ 一“J ,

并着重于将这些特性应用于生产防

治
,

解决理论上和应用中的实际间题
。

作者首先应用了限制性内切酶分析技术
,

使A ci N P V

杀虫剂在全国 9 省市推广应用 g 万余亩
,

取得了1 4 6 6万元的经济效益和明显的社会生态效益
。

本文还报道了对25 株昆虫病毒快速鉴别方法
,

以及限制性内切酶分析
,

分子杂交和血清学技

术用于病毒间同源性检测的结果
。

一
、

材料与方法

(一 ) 毒株及试验来源

本项研究以A ci NPV 为主体
。

同时与24 株森林害虫病毒分离株的理化特性进行比较和同

源性测定
。

病毒名称及来源参见表 l
。

生物试剂
、

D N A 和蛋 白质的标准分子量为进口试剂
,

部分内切酶为中国科学院生产
,

SD S 为本室重结晶
,

化学试剂均为分析纯
。

(二 ) A eiN P V 理化特性研究
1

。

多角体
、

病毒粒子及核衣壳的纯化 A e iN PV 属 包涵体病毒
,

纯化采用作者建立的

方法[z1
。

病毒粒子从纯化的多角体中分离, 核衣壳则从纯化的病毒粒子中分离获得[z,
7 1

。

2
。

多角体N 一P蛋白及 A
、

B 蛋 白分离 多角体蛋白按两种方法制备
:
硫酸钱盐析法[aj

,

本文于1 9 8 8年 1 1月 1 日收到
。

·

王贵成
、

吴燕等参加部 分工作
.
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裹 1 用于同源性比较的林业昆虫病毒¹
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¹ 部分 病毒 由严静君
、

何 介田
、

陈 吕沽
、

王贵成
、

张 兆 义
、

袁长林惠 ,
.

分离获得的多角体蛋 白为 N 一P 蛋 白, 等电点分离法 〔. ’,

从多角体中分离 A
、

B 蛋 白
。

如先将

A ci N PV 70 ℃水溶30 m in ,

再行分离制备的多角体蛋白
,

分别为灭活酶N 一P蛋白和 A
、

B蛋白
。

3
.

D N A 的分离纯化 采用 SD S一苯酚法分离D N A 【. ] 。

4 。

柱层析和超 离心 沉降 系数 测 定 对经不同方法分离的病毒 粒子和核衣壳
、

D N A 及多

角体 N 一P
,

A
、

B 蛋 白等分别用 se p har os e ZB和 6 B 装柱进一步纯化或分析其柱层析行为
。

对溶于蒸馏水中的病毒粒子
,

分别溶于T E 和 1 x S SC中的 D N A
,

以及溶于微碱蒸馏水中的

A
、

B 蛋 白
,

在 日立分析型超离心机上分析它们的沉降系数 (S2 0 w )
。

D N A 应用紫外吸收光

学系统记录溶液的微分和积分变化曲线
。

其余用 可见光系统
。

5 。

D N A 含量
、

D N A 热容曲 线 以 及 多角体蛋 白的氛基酸组成分析 用二苯胺改良法测

定多角体中D N A 的含量
, R N A 存在与否

,

用地衣酚显色法进行
。

纯化的D N A i容于0 . l x S SC

中
,

在美国PE R K IN
一

E LM E R LA M B D A 7 紫外分光光度计上测定其热溶曲线
,

并示}
‘

算其

( G + c) %含量及增色效应
。

用氨基酸自动分析仪测定病害各组合中氨基酸组成及含量 ( % )
。

6 .

A ci N PV 的抗血清制 备及 充疲学分析 分别制备了 A ci N PV 各组分的免抗血清
,

兑

疫总量和效价分别为
:

¹ 多角体碱解液 180 m g ,

效价 1 : 1 6 0 。; º 多角体蛋 白 200 m g ,

效价

1 : 1 6 。。; » 病毒粒子17 0 m g ,

效价 1 : 3 20 0 。

检测用抗血清做 l : 4 稀释
。

免疫学分析方法

为琼脂糖双扩散
,

胶 内吸收实验
,

微量免疫电泳和对流免疫电泳
。

7 。

S D S一聚丙烯跳胺凝胶 电泳 ( SD S一PA G E )及 琼脂糖凝胶 电泳分析 蛋 白质分析采用

连续和不连续系统的 SD S一PA G E 垂直板状电泳装置分析
,

D N A 采用0 . 6一 1 %琼脂糖凝胶

平板电泳分析
。

8
.

电镜现察 采用本实验室常规方法进行 〔“
, “, ‘“ J。
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9
.

D N A 限制性内切酶分析 D N A 溶于酶反应液中
,

加入 5 一10 卜酶 解2
。

s h
,

65 ℃
,

5 m in 灭活酶后冰浴至电泳
。

双酶切则是先用一种酶反应后
,

加热灭活酶
,

再加入第二种酶

作用
。

以 卜D N A 做平行酶切
。

(三) 病毒理化特性在病毒杀虫荆研制中的应用

1
.

对 13 株屁虫病毒及交又感染后的有检昆虫 的血清学技术监测 13 株林业昆虫 病 毒见

表 1 及参考文献 〔3习
。

家蚕
、

蜜蜂取食A ci N PV 后
,

取幼虫组织抽提液为待检抗原
。

2
.

对 3 龄幼虫 感染A ci N PV 后的早期检测 以每毫升2
.

5 x 1 0e 多角体 (林间防治使用浓

度)感染杨尺镬 3 龄幼虫
,

12 h 后开始取样
,

随后每隔12 h 取样一次
,

每次20 头
,

幼虫加 10

一2。闪碱解液研磨后直接检测
。

3
.

25 株足虫包涵体病毒的 SD S一PA G E 多肤 图谱 比较 为快速鉴别昆虫病毒为目的
,

选

用比较不同包涵体病毒的结构多肤 SD S PA G E 图谱方法 (制样方法另文报道 )
。

4
.

限制性内切酶分析及 D N A 分子杂交技术用于病毒的同源性鉴别 A ci NPV 交叉感染

枣尺镬后
,

从中分离出一株 N PV
,

这株NPV 与 A ci N PV 之间的关系如何 ? 用限制性内切酶

分析两者的酶切图谱
,

比较两者的同源性
。

采用D N A 一D N A 分子杂交技术
,

用缺口平移法
,

分别制作了美国白蛾N PV 和A ci NPV 一D N A 的分子探针
,

测定两者之间的同源性
。

5
.

对 A ci N PV 杀虫剂 在连续传递 复制中遗传 变异的检测 从 1 9 8 1一1 9 8 5年连续用 限制

性内切酶对A ci N PV 的基因组进行分析
。

1 9 8 1一1 9 8 2年为 一 20 ℃保存材料
,
1 9 8 3年起每年进

行同步检测
。

二
、

结 果

(一 ) A c
iN P V 理化特性研究

1
。

Ac iN PV 各组分的分 离提纯 为Ac iN PV 建立的包涵体病毒提纯方法十分有效
,

已扩

大应用于其它类型的包涵体纯化 [z1
。

分离的多角体 N 一P 蛋白和 A
、

B 蛋白
、

D N A
、

病毒粒

子
、

核衣壳和多角体碱解液均应用柱层析进行再次纯化及特性分析
。

纯化的病毒粒子
、

核衣

壳和 D N A 的 se p ha ro se ZB 柱层析均为单一洗脱峰并且典型的紫外 吸收 光谱伪
“J

。

多角体

N一P 蛋白和 A
、

B 蛋 白经过se pha rO 8e 6B柱层析后
,

表现不同
。

N 一P蛋白为 3 个峰
,

A
、

B

蛋 白为 1 个峰
,

A + B 蛋白合并洗脱为 2 个峰
,

且B 蛋白在前峰
,

A 蛋白在后峰 [’]
。

超离心沉降分析表明
:

病毒粒子 S 20 w = 7 0 5 , A
、

B 蛋 白 S20 w 分别为4
.

9和8
.

价 D N A

SZ ow = 1 3
.

7 ,

浓度变化范围均不大 [” 弓, 。J
。

2
.

D N A 含量
、

D N A 热溶曲线 以及蛋白质氛基酸组成分析 经二苯胺显色 法 测 定 A ci

N PV 多角体中D N A 含量为 6 “g / m g
。

不含R N A
。

溶于0
。

1 x S CC中的A ci NPV 一D N A 呈典型

的双链核酸热熔曲线 Ia]
。

D N A 的 T 二
值约为 7 0

.

2 ℃ , A 幼
。

下的增色效 应 约为 36 %
。

根据

Ma n d e l等公式[川 计算 (G + C ) % = (T 二 一 5 3
.

9 ) x 2 4 4 ,

则 A e iN PV 二D N A 的 (G + C )% =

3 9
。

8 %
,

与其它昆虫杆状病毒D N A 的G C 比相近
。

对完整多角体和多角体A 蛋白的氨基酸组成测定表明A ci N PV 中富含天 门冬氨酸
、

谷氨

酸
。

完整多角体中富含酪氨酸
,

而 A 蛋 白中则富含亮氨酸
。

测定中还注意到两者的氨酸均为

痕量
,

而完全不含脱氨酸[z,
络]

。

3
.

A ci N PV 杭 血清制备及免疚学分析 所制备的三种抗血清
,

多角体碱解 液
,

多角体
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蛋 白和病毒粒子抗血清效价较高
,

均不与健康幼虫虫体蛋 白及血淋巴有免疫学反应
。

表明抗

血清可直接用于病毒的检测
。

但三种抗血与各抗原之间均有交叉 反 应
。

经胶内吸 收 实验证

明
,

病毒粒子和多角体蛋白之间具有不同的抗原决定簇
。

微量免疫电泳证明
,

病毒粒子抗血

清与多角体碱解液可形成三条沉淀带
。

与多角体蛋白形成一条沉淀带
。

新鲜制备的病毒粒子

不能泳动入凝胶内
,

在原点与抗血清形成沉淀环 [ 3 ]
。

以 N 一P 蛋 白抗血清与 A
、

B 蛋 白和 N 一P 蛋 白做免疫双扩散实验
,

表明A
、

B 蛋白仅与

N 一P 蛋白抗血清形成一条沉淀带
,

且两者溶合
。

观察可见 A 蛋 白扩散近抗血清孔 (表明分 子

量小
,

扩散快)
,

B 蛋 白则靠近抗原孔 (扩散慢
,

分子大 )[
‘〕

。

4
.

A ci N PV 一D N A 电 镜观察和 内切酶分析 A ci N PV 核衣壳经低浓度尿素处理后
,

用

细胞色素C 展层后
,

可见核衣壳膨胀近一倍
,

从一端释放出核酸来
,

:也有从核衣壳中间释放

D NA 的现象[.j
。

纯化的 D N A 充分展层后
,

看到环状和线状分子
。

环状 D N A 分子 周 长 约

2 7
。

3 8 “m
。

根据此按公式 M = 1
。

9 7L计算A e iN PV 一D N A 分子量约为 5 3
.

9 4 沐 1 0 O
d a l

。

选用 7 种限制性内切 酶 Ps t l
、

Pv u 五
、

Sa l工
、

E c o R I
、

B g l l
、

X h o 工
、

B g ll 分别l

酶切 D N A 产生 4
、

6
、

2 2
、

2 0
、

1 1
、

5
、

7 个片段数
。

B g l l 和 E e o R I 双酶解得到 D N A

片段为26 个
。

在某些单酶解图谱中出现了
“

亚分子片段
” [。1

。

对E co R I 酶切D N A 的各片段的

分子量进行积加
,

总分子量为56
.

55 x lo . d al
。

相当于8 5
.

7OK bp
,

这一结 果与电镜观察一致
。

5
。

A ci N PV 蛋 白质特性 对A ci N PV 各组分的结构多肤SD S 一PA G E 分析表明
,

连续和

不连续系统的SD S一PA G E 所得结果一致
。

A
、

B 蛋 白和 N一 P蛋 白多肤 图谱一致
。

N 一P 蛋白

经柱层析纯化后为一条主带 (3
.

2 x l。名d al )
。

多角体蛋 白共有 6 个结 构 多肤
,

病毒粒子和核

衣壳则分别有19 和 7 个结构多肤
,

它们的分子量及SD S一PA G E 图谱见参考文献〔4〕
。

70 ℃灭活酶后分离得到的多角体蛋白
,

多了一个7
.

00 火 10’ d al 的肤段
,

而少了一个1
。

25

x 1 0’ 的多肤
。

这表明 A ci N PV 有碱性蛋白酶活性存在
,

对这种酶的研究
、

开发利用需要做

进一步工作
。

(二 ) 病 . 理化特性在病毒莱虫荆研制中的应用

1
.

A ci N P V 与 1 3 株 是虫 病毒分 离株 间的血清学关 系 测定了 1 3 株 林 业 昆 虫病毒与

A ci N PV 之间的血清学关系
,

结果表明
:

三株 CPV 和两株G V 都不与 A ci N PV 抗血清起免疫

学反应
,

表明它们之间无血清学关系
。

但不同的 N PV 与 A ci N PV 之间的关系较为复杂
。

舞

毒蛾N PV
、

英国白蛾 N PV
、

双齿绿刺蛾N PV 与A e iN PV 无交叉反 J花
。

而木撩尺镬 N P V (河

南株和山东株 )
、

枣尺蟒N PV (山东株和天津株)及杨毒蛾 N PV 与 A ci N PV 抗血清有交叉反

应
,

均形成一条沉淀带
。

这些 N PV 在形态上似乎与 A ci N P V 略有差 异 (待发表)
,

但从沉淀

效价上它们可与A ci N PV 相区别〔3 ]
。

2
.

杨尺 ,丈3 龄 幼虫感染 A ci N P V 的早期检刚 为进行病毒的形成机理
、

环境监测及林

间病毒流行病学调查等项研究做准备
,

进行的早期检测研究表明
,

A ci N PV 的最早检出时间

在3 6 h [ 3 1
。

3
.

25 株昆虫 包涵体病毒的 SD S一PA G E 多肤 图语比较 首先分析了16 株昆虫病毒 ( 3 株

CPV
、

3 株G V 和 10 株N P V )以及不同地分离株和交叉感染 后获得的 9 株病毒的 SD S一PA G E

多肤图谱
,

比较结果清楚”
。

采用我们的制样程序
,

可从蛋白质结构多肤角 度 为 每 种病毒建

I) 于在林
,

2 9忿.
,

2 5株昆虫病 毒S D S
一

PA G E 多肤图潜比较 (子寺发 表 )
。
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立一种标准多肤电泳图谱
。

将其贮存于计算机中与未知样名的图谱比较来确定同源性
。

本文

仅讨论用这种方法区别A ci N PV 交叉感染非靶昆虫后所分离的病毒同源性比较
。

Ac iN PV 感

染杨扇舟蛾后
,

幼 虫死于 G V
。

S D S一PA G E 分析表明这株 G V 与原病毒株 杨扇舟蛾 G V 一

致
,

而与A ci N PV 的不同
。

A ci N PV 感染枣尺蟆后分离的N PV 其图谱与 A ci N PV 不同
,

而

与枣尺蟆N PV 山东株无明显差异
。

这一结果得到内切酶分析证明
。

木撩尺蟆 N PV 山东株与

河南株无差异
。

同一科昆虫不同种
,

得到的 SD S一PA G E 图谱也不同
,

但在主要多肤分布上

有些特点可以寻找出来
。

详细分析将另文报道
。

采用铬银染色技术
,

更大幅度地提高了灵敏

度
,

使样品用量更少
。

一滴样品即可进行 SD 导PA G E 分析
,

设备简单
,

因此这一方法极具

推广价值
。

4
。

限制性内切酶分析及D N A 分子杂 交技术用于病毒的鉴别 A ci N PV 攻毒枣尺镬后
,

由感病枣尺镬虫体内分离获得一株N PV
,

在形态上与A ci N PV 略有不同
。

在 SD S一PA G E 多

肤图谱上主带相似
,

次带略有不同
。

进一步分离 D N A
,

应用限制性内切酶 B gl 亚酶切后
,

在

琼脂糖凝胶电泳图谱上明显可见两者的差异
。

片段数目相同而各片段迁移率不同 [“〕
。

由此肯

定其与A ci N PV 不同源
。

对美国白蛾 N PV 与 A ci N PV 之间的同源性测定
,

除了血清学技术
,

蛋 白质多肤比较
,

限制性内切酶 分 析 D N A 外
,

还采用了更为高级和灵敏的技术
。

分别应 用 缺 口平移法制备

A ci N PV 二D N A 分子探针和美国白蛾 N PV 一D N A 分子探针
2 )

。

经分子杂交试验表明各 D N A

分子探针仅与同源 D N A 杂交
。

从而证实了限制性内切酶电泳图谱的不同是其同源性的不同
。

5
.

对 A ci N PV 杀虫 剂在连续传递复制中
,

遗传变异 的控制技术 从 1 9 8 1一1 9 8 5年
,

连

续将A ci N PV 用于林区生产性防治杨尺蝮
,

同时回收病毒死虫制成杀虫剂用于次年的防治
,

由此产生了明显的经济效益
。

然而病毒是否会在连续传递复制中发生变异 ? 如何检测 ? 也就

成了能否使用这种方法生产病毒杀虫剂的关键
,

因为发生变异后 就 会 影 响到病毒的杀虫毒

力
、

宿主范围
、

安全性等重大因素
。

我们建立了从病毒基因组的限制性内切酶图谱上比较
,

来检测可能发生的变异
。

连续s a 应用EC
o R 工酶切电泳比较结果表明

,

未见明显改变
。

从而

决定了可以回收生产性防治后的病死虫加工生产病毒制剂
。

三
、

讨 论

昆虫病毒尤其是杆状病毒 (N PV 和 G V )在害虫的生物防治中起着重要的作用
。

从最新统

计资料来看
,

全世界至少 已从 1 2 00 余种昆虫
、

蟀蜗类中发现有 1 8 0 0余种病毒病
3)

。

有许多病

毒在理论上和实践中都有可能被开发为病毒杀虫剂
。

可实际发展到制剂水平的病毒寥寥无几
。

这固然是受多种因素制约
,

但主要是缺乏病毒制剂注册登记所需的完整评价程序
,

在我国尤

其如此
。

作者设想[ej 就我国实际情况出发
,

建立一套完整可行的注册登记指标
,

以此使病毒杀虫

剂的开发得以遵循
,

这是首要的任务和前提条件
。

作者提出这些指标可归纳为三大项
:
病毒

的鉴别指标 ; 病毒的安全性试验指标以及病毒制剂质量检测指标
。

在本文仅结合A ci N PV 理

化特性探讨第一项指标
,

其它见作者另文〔“J
。

2 》于在林
,

19 8 8
,

美国自峨N P V 与杨尺级N PV 的D N A 分子杂交研 究(待发表 ).

3 ) 于在林
、

蔡秀玉
,

19 88
,

尾虫病毒病名录
,

中国林业出版社(印刷 中 )o
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对 A ci N PV 各组分理化特性研究的结果已分别在各篇论文中详细讨论 t‘一。J
。

在此重点讨

论A ci N PV 杀虫剂研制中是如何应用这些特性的
。

同时阐明建立病毒的鉴别指标
,

即选择病毒

本身的特性
,

建立不同的鉴别技术和方法
,

以保证在病毒杀虫剂的研制和野外防治试验中病

毒同源性的一致
。

A ci N PV 杀虫剂建立的鉴别指标有如下几点
:

1
.

固 定纯化多角体 (包涵体 )的程序 采用固定的 (标准的 )纯化程序是比较的 前 提
。

为

此针对包涵体病毒建立了一个尿素
、

S D S 和 N al l分别处理多角体的程序
。

用该法提纯的 病

毒制备抗血清
,

经免疫学技术试验
,

抗血清不与健康幼 虫组织蛋白有血清学反应
。

表明该程

序的可靠性
,

并且这种方法同样适用于G V 和 C PV
。

2
.

完整多角体 的氛基酸 组成分析 有了固定程序提纯多角体
,

就可直接进行氨基酸组成

分析
。

由于有一致的提纯方法
,

且制样简便
、

仪器操作
,

因而重复性高
。

包涵体蛋白分离纯

化手续较繁
,

不易操作规范化
,

纯度缺乏标准
。

应取代目前国内外常进行的分离纯化 包涵体

蛋 白而后分析氨基酸用作比较
。

3
.

韦.]备标准抗血清 血清学技术用于病毒的同源性检测十分可靠和简便
。

本试验 以制备

的 A ci N PV 各组 分 抗 血 清 为标 准
,

观 察 了与13 株昆虫病毒之 间的血清学关系
,

以及对

A ci N PV 交叉感染的有益昆虫(家蚕和蜜蜂 )进行了血清学检测
。

有了标准抗血清
,

利用免疫

技术就可对病毒的应用
、

野外流行病学调查
、

病毒的同源性进行检测
。

4
.

病毒的SD S一PA G E 分析病毒的结 构多肤图语 病毒的结构多肤是病毒基因组的表达

产物
,

在病毒的鉴定中具有重要的表型特征 (H ar ra p
, 1 9 77) [ ‘, l

。

对病毒各组分分离提纯后
,

就可进行电泳
,

了解各组分的结构多肤组成
,

从而得到各具特征的多肤图谱
。

以快速区别鉴

定为目的
,

我们建立了一种快速制样的方法
,

可直接对完整病毒进行结构多肤组成分析
。

采

用铬银染色法可大幅度提高灵敏度
,

使样品所需量降至最低程度
。

用这种方法对25 株昆虫病

毒 (N PV
、

CPV
、

G V )进行分析
,

结果重复性高
,

区别效果明显
。

5
.

病毒墓囚组特性分析 应用限制性内切酶分析技木
,

使杆状病毒的分析简便易行
。

我

们为A ci N PV 建立了七种单
、

双酶解图谱
,

并以此为依据
,

在杀虫剂研制中建立了一种病毒

同源性检测技术
。

这种技木做为基因突变的检测指标是可靠的
。 1 9 8 1一1 9 8 5年对林间防治后

回收的病毒
,

进行遗传变异检测
,

结果表明
,

连续传递复制的 A ci N PV 内切酶图谱无明显差

异
。

这一应川技术已经受到生产部 门的好评
。

还 以此判别了A ci N PV 交叉感染枣尺镬后
,

所

分离的 N PV 与A ci N PV 之间的关系
,

两者的B gl 皿 酶切图谱
,

很易将它们相区别
。

采用 D N A

分子杂交技术测定关国白蛾 N PV 与 A ci N PV 无同源性
,

也验证了内切酶图浩的不同
,

同源

性就不 同
。

以上荃本指标是每一种病毒杀虫剂在用于野外防治前都应了解的
,

它们为病毒的应用提

供重要的依据
。
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