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家蚕浓核症病毒感染昆虫细胞系的电镜观察 

邹帅洲 谢天恩 

(中国科学院武汉病毒研究所．武汉 ) 

提 要 

本 实 验首次用 中国株家蚕 浓桉症病 毒感染三株 昆虫细胞 系：油桐 尺 鹱 卵 巢 细 胞 系 

(B3--484)、甘兰夜 蛾卵巢细胞 系 (NIAs—MB一 19)和秋 粘虫卵巢细胞 系 (IPLB—sF一 

21)。结果 仅在BS一 484细胞 中明察 到病毒感染 引起的细胞病变 效应 。 电镜 观察 发现在 

感染 的Bs一484中，细胞 桉明显膨犬，其审棱仁 活性化，数 目增 多，同时还观 穿 到 核 仁 

膨大和分裂现象。感染 5— 6天，可看到成熟病毒粒子于核内形成。在 感 染 的 细 船 质 

审 ，线粒体肥大且失击脊，粗 面内质网变成小泡体 ，其内积累 大量核糖核蛋 白 体。 许 多 

细舱 器空泡化或遥化 ，细胞质 中出现一些 包含退化细胞 器的大型 自身 吞噬体 。 

关t 词：家 蚕浓核症病毒 昆虫细胞 系 细三61病变 超微 结构 

家蚕浓核症病毒的研究，主要是在病毒纯化、彤 态结构、宿主范围、血清学和理 化 

性质等方而做了许多工作。对于病毒的A侵与复制研究仅在虫体水平进行。在体外培养 

的细胞水平上研究家蚕浓核病毒的感染和增殖，目前国内外未见正式报道。为此，本试 

验试图用家蚕浓核症病毒感染昆虫细胞系，并初步探讨 家蚕浓核病毒体外感染的最适条 

件及增殖机制。现将实验结果报道如下。 

材料 与方 法 

一

、 材料 三种昆虫细胞系t油桐尺蠖卵巢细胞系 (Bs一 484)，由本所 昆虫病毒 

室提供 ，已传代88次；美国引进的秋粘虫卵巢细胞 系 (IPLB— sF一 21)，已传代 21 

次； 日本引进的甘兰夜蛾卵巢细胞系 (MAs—MB一 19)，已传代82次。 

家蚕浓核症病毒由中国农科院镇江蚕研所提供。 

= 、方法 

1、细胞培养：培养基是略加改进的 Grace 豉M—M培养基 。在 Grace基础液 中 

补加了 0．5克／升甘露醇和 2克，升 MES(2一morphollno—ethan-sulfonsau re)；在 M—M 

基础液中添加 _，0．5克／升辛}氮酰胺和 1克／升 MES。培养基 的pH值为 6．2—6．5，青霉 

索、链霉 素含悬均为 100单位／毫升。培养BS一484细 胞的血清含量为 】0％ 小牛血清 + 

5 蓖麻蚕血淋巴，培养I~IAS—MB一19细胞的血清 台量为 5％小牛血清 +5 蓖麻蚕 血 

淋巴，培养IPLB—SF一2l细胞的血清台量为10％胎牛血清 +5％蓖麻蚕血淋巴。 

BS一484细胞，每隔 3— 4天传代一 次 NIAS—MB一19细胞，每隔 2夭传代一次。 
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IPLB-SF一21细胞，每隔 3天传代一次。 

2、感染：参照钱元骏等使用的方法 ，从病蚕中肠组织提纯DNV(见图 1)，提 

纯后的家蚕DNV接 种 BS一484细胞，培养 6天后，收集细胞悬浮液，用反复冻融方法处 

理三次，然后，经3000转，分离心 20分钟，去掉沉淀的细胞碎片，上清液用滤器过滤除 

菌， 4℃保存，待下次感染用作毒源。 

选择对数生长期的BS一484悬浮细胞，1 000转／分离心 5分钟，去掉细胞上清液，然 

后用适量病毒液接种细胞，吸附 1小时后，不去掉病毒液，加适量培养基于培养瓶内，置 

28℃培 养：第 2天补加0． 毫升新鲜培养基，第 4天 再用1．5毫升新鲜培养基替换旧液 l 

毫升。同时设立剥照。 

贴壁生长的 B5—484细胞、NIAS—MB一19细胞和IPLB～SF一21细胞，传代 2天后，去 

掉 上层培养液，用适量病毒液接种单层细胞 ，吸附 1小时左右，不去掉病毒液，补加新 

鲜培养基于单层细胞上。同时设立剥麒。 

3、电镜样品的制备 收集培养l2小时 、 l天 2天 、 3天、 4天、 5天、 6天 、 

7天的感染细胞和对照正常细胞，用3000转／分离心 30分钟，去掉上清液，沉淀细胞经 

过固定 、脱水 、包理 、切片和染色髓，即可置电镜下观察细胞超微结构。 

结 果 

家蚕浓核症病毒感染三个细胞系后，只有 BS一48,1细胞凛染后产生明显的细胞病 变 

效应，现将电镜观察结果报道如下。 

一

、 柬感染的 BS一484对照细胞超微结构 

电镜观察培养不 同时间的对照正常细胞，发现细胞的超微结构都很相似，在细胞质 

中，由双层膜构成的线粒体呈卵国形 ，粗面内质网的切面呈管状，其上分布着许多核糖 

体，也有的核糖体以单体或多核糖体形式存在于细胞质中。细胞中有一个卵园形的核， 

核的双层膜平整，核中有一个高 电子密度的核仁 ，核仁物质呈致密均匀的一片(见图2)。 

二、BS~484感染细胞的超微结构变化 

最早发生细胞超微结构变化是在感染后24小时，这时细胞核开始膨大，比正常细胞 

棱大一倍以上。同时，在细胞核中，出现核仁拉长分裂现象 (见圉 3)。惑染48小时 ， 

细胞按中出现多个核仁 (见图 4)，而正常细胞核中通常仅含一个核仁。这种接仁增多 

现象，在家蚕DNV惑染幼虫时，于细胞核中也观察过  ̈ 。随着感染的 继 续，到 72小 

时，核仁开始膨大，呈疏橙网状 (见图 5)。120小 时以后，细胞桉中出现病毒发生基 

质，这时有两种类型的细胞核，一种是核 内分散存在许多球状的病毒发生基质，病毒粒 

子于其中产生并呈点阵晶格排列 (见图 6)l另一种是核内充满连续一片的病毒发生基 

质，病毒粒子于其中形成 (见图 7)。感染 7天，即可见病毒粒子冲破核膜，释放到细 

胞质 中 (见图 8)。 

在感染细胞的细胞质中，祖衙内质网变成小泡体，其内出现许多类似接蛋白体样的 

小颗粒 (见图 9)。接着线粒体和内嚼网等细胞器空泡化，同时细胞质中出现许多溶酶 

体样的包含退化细胞器的大型自身吞噬体 (见圈10)。 
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讨 论 

用家蚕DNV感染细胞，细胞最显著的变化是。(1)核仁活性化，数 目增多，并且出 

现核仁分裂和膨大现象。(2)细胞质变化。 

核仁在细小病毒繁殖中的怍用 目前还未完全确定。Henry等 (1972年 )用荧光抗体 

法显示出核仁区有高浓度 AHV一 1抗 原，并认为病毒衣壳蛋 白亚基组装成衣壳可能发 

生在核仁中” 。Raskas等 (1970年 )提出腺病毒 Ⅱ型抑制核糖体 RNA形成，并且引起 

核仁分裂 】。接着 Philips和 Raskas(1972年 )进一步说明 了 腺 病 毒 Ⅱ型是干扰 45S 

RNA正常加工过程而不是阻止它的合成 。 Fong等 (1970年 )也报道用 H-1感染 l2 

小时的 NB细胞，45S RNA生长过程发生异常现象 】。Kurstak等研究大蜡螟浓核病毒感 

染时，也观察到了核仁的膨大和分裂现象。Kurstak等将这种核仁分裂现象解释为核 仁 

受到特殊损伤，它与核仁RNA合成受到干扰有关“ 。 

病毒感染细胞引起细胞质变化主要表现为形成特 化小泡和积累大量核糖体样颗粒。 
一 般认为，这些特化小泡是由线粒体和溶酶体等细胞器演 变而来，或是由内质网膨 

大形成。最早观察到核糖体结晶是在低温胚胎细胞中 (Byers，1967年 )。按照 Byers的 

观点 “，在分裂间期的细胞中，核糖体 结晶的形成是由于多聚核糖体解聚 而 产 生。另 
一 方面，细胞在有丝分裂时，由于新蛋白质合成受抑制而在细胞质 中产生许多核糖体， 

并使这些核糖体在分裂末期形成结晶。Kurstak等 在分析大蜡螟浓核病毒感染时，认为 

细胞质中特化小泡内形成的结晶是由于 DNV感染而引起粗面内质网退化，核糖体 从内 

质网上游离出来，自由分散后形减 核糖体结晶。我们初步认为本试验的核稽体样结晶产 

生可能是由于多聚核糖体的解聚和粗面内质阿退化的结果。 
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一 片 甘毫 霸 

固 1 泉蚕劫 虫中分离提纯的DNV(x 108000) 

图2 在Gr丑ce培养基培养2天的Bs·48鹕H胞趣散结构．坦箭头示棱仁，上细箭头示线粒体，下鲴箭头示 

粗面 内质网． (×13400) 

固3 感染肌小时，棱仁开始分裂。箭头示核仁．(×58oo) 

图4 感染螗小时，棱中出现多个核仁．莆头示枉仁．(x 7370) 

圈 5、感染6o小时，棱仁膨太 ．箭头示核仁 ． (x T3 o) 

图 6 感染120小 时，接中出现分散存在的球桡病毒发生基质，辅毒 {立于在其中复制里 晶借点晖排列．‘ 

(x25000) 

图 7 感染i加小时，病毒发生基质充满整个细胞枉 ，病毒粒子在其 中形成 箭头示病毒粒 (×32000) 

图 8 感染l68小对，病毒粒子开始 释放 细箭头示细胞桉髌．粗箭头示痛毒粒子正t 破枉膜 (x 0350+2) 

图 9 感染00小时，细胞质中出现许多小 泡件 ，其内积 累许多核错体 弹颗粒． 

圉L0 感染06小时 ，细胞质中出现大型 自身吞噬泡，同时可见许多空泡化曲细胞器 (x14 uD) 
Leg eⅡd s for PIate§ 
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目ectrOmicrOscOpIc Observation of Bombyx mori 

Densonucleosis Virus Infecting Insect Cell Lines 

z0u Shuai zhau Xie Tian en 

(Wuhan Instltut~of Virology，Academia Sinlca,Wuhan) 

There have not been formally reports of Bombyx marl densonueleosis virus 

infecting inseet cell lines
．
In the present paper thtee insect overy cells of B．sup- 

pressarla，S．frugiperda and M．brass|cue infected with Bombyx marl densonucleosis 

virus．The result is that cytopathic effect was only observed in the o,~ery cells 

of B．suppressaria． 

The ultrastructura|changes of the infected cells have been observed both in 

the cytoplasm and nucleus．At an early stage of infection， the infected nucleus 

h ypertrophied gradually，and many nucleoli appeared a§the progress of infection
． 

The nucleus hypertrophied greatly
．Then two differnt patterns of infected nucleus 

were found．In the first pattern，virions were replicated in crystal arrays in virogenic 

stroma．In the second pattern，replicated viriods were dispersed as patches arid grad- 

ually condense and finslly hcc8mc large ma5}es of~irion．The nuclear membrane 

ruptured and viral masses were released into the cytoplasm． 

In the cytoplasm of infected cell， rough endoplasm ic retleula hecame vesie— 

lea or cisternse in which a large nember of ribosom~ first appeared
．
W ith rep— 

lieation of the virions。 erganelles。 such as mitcehondria and endophsmic reti． 

cnta， vacuolated and degenerated．At the same time．many lysosomes appeared 

and some large aut。ph go80mes containing the degenerated organlles oeeured
．  

Key wordsI Bomhyx marl densonnc]eosis virus Insect eeJl line e o- 

pathic effect UItraetrvtltute 
．  
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