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用分光光度法对纯净颗粒体液浓度的测量 
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提 要 

警纹 鸣夜蛾颗粒 体病毒 (简称AeGV )、小菜粉螵颗粒体病毒(PrGV)、 茶蚕颗粒 体 

病毒(AbGV)和分月扇舟蛾颗粒体病毒 (CasGV)是在形态结构 及生物学特性上 有显 

著差异 的颗粒体病毒。本文以这四种颗粒 体病毒为代表， 用统 计学方法分析纯净的颗粒 

体悬浮液在 270nm 波长处 的一浓度 (c，ag／m1)与吸光度 (A270nm )的相关佳，探讨分 

光光度法测量颗粒体悬浮液浓度 的共用方程式，所有结论均以95嘶的概 率 水平为判断 依 

据。本研究证明：颗粒 体浓度 在 10--50ag／ml范围内时． 不同种的颗粒 体浓度一吸光 度 

定量关系可以用同一方程式表达。 因此．可将该经验式用于快逮测定纯净颗粒体悬浮 液 

的浓度 ，该公式写作为： A270nm=0．018+0．0109C ~g／ml (0．1≤A≤0．6) 

关键调 颗粒 体病毒 颗粒 体 统 计分析 分光光度法 浓度 测定 

纯净的昆虫病毒 包涵体悬浮液的计量方法，一般采用显微镜下计数法。但是颗粒体 

病毒包涵体的大小一般在 300—5l1×119--350nm E ，不能以通常用的血球计数板在显微 

镜下计数，必需使用Petroff-Haussor计数器在相差显微镜下计数 ，或在电子显微镜下 

计数 。 当不具备以上计数条件时， 则未知浓度 的颗粒体液的定量分析 将变得十分麻 

烦。 

分光光度法具有快速、灵敏、准确等优点，早巳广泛地 应用于 病毒的 蛋白 质、核 

酸，病毒粒子、核表壳的定量或定性分析 】。但采用分光光度法对昆虫病毒的包涵体 

液作定量分析手段，仅胡国律等人 曾在蓖麻蚕核型多角体病毒的研究中试用 】，可惜未 

报道该病毒的消光值，他人无法应用于蓖麻蚕核型多角体的定量中。应用分光光度法于 

颗粒体液的定量分析，至今未见有正式报道。本实验选用形态结构差异显著的四种颗粒 

体病毒·普纹鸣夜娥颗粒体病毒 (AeGV)、小菜粉蝶颗粒体病毒 (PrGV)、茶蚕颗粒 

体病毒 (AbGV)和分月扇舟娥颗粒体病毒 (CasGV)为代表， 用统计学方法分析四种 

颗粒体浓度 (C)与吸光度 (A)的定量关系， 以95 的概率水平作为分析结果判断的 

依据，推导出适于颗粒体液浓度测定的经验公式。 

本文于l900正3月26日收到，1991年2月7日修回。 
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材 料 和 方 法 

一

． 材料 

1． 仪器 UV一30O双光束／差式／双波 长分光光度计， 日本岛津公司产品 TG328A电光分析 

天平，癌量0．1mg，上海天平仪器厂产品。 

2． 府毒材料：中国菌保会普通府毒中心保藏的府毒种。AcGV，宿主为夜 蛾科 幼虫，颗粒体 

一 般为椭园形，大小 374--780×312—450nm， 每颚粒 体含 l一2个病 毒杆l lI还有 多种异形 颗 

粒，最长者3．3．u，不含病毒杆【8l。PrGV：宿主精蝶科幼虫，颗粒体呈椭园形，表面和边缘不甚 

整齐，大小 为 330--500×200--290rim， 砖形及其他形态 的异彤 颗粒 体可 见r̈  C=sGV：宿主 

为舟 蛾科幼虫，颗粒体呈长椭园形，平均大小 650×350nm 1 1。l，AbGV：宿主为蚕蛾科幼虫，颗 

粒体椭园形 ， 大小为 300—350×150—200rimI l】l 

= 方法： 

以提纯颗粒体的常规方法纯化病毒材料。显撒镜下检查i葶品，i5十视野无杂菌杂质， 电镜下 

证实i葶品纯净，病毒形态完整。将纯净颗粒体沉淀在S0℃干至恒重，在TG328A电光分析天平上， 

以减量{击称取样品，每份称量不少于 lOmg。AeGV，prGV，CasGV各称取六份千粉，AbGV称取二 

份干粉i葶品。样 品以蒸馏 水浸泡、搅拌，确保颗粒体混和均匀，准确稀释成lO、2O， 30， ⋯⋯， 

1000ptg／ml范围内所需的已知浓度i葶品。以微量分析天平称取AeGV样品一份， 准确 稀释 配 制废 

l0、is，2O⋯⋯50~g／ml九十标准浓度样品用于定量公式准确性的验证。 吸 光度的测量 条件为光 

程1ca，狭缝2nm。吸收光谱扫描速度300rim／分，响应0．05秒。 

兰、统计分析应用 

以95嘶概率水平为判 断依据 ，分析 以下问题： 

1． 在预备试验中寻求灵敏度和准确度高的测量波长，颗粒体浓度与吸光度成直线正相关的浓 

度 范围。 

2． 寻求AeGV，prGV的浓度一吸光度 关系的共用 回归式 。 

3． 用AeGV标准浓度 样品检验共 用回归式的准确性。 

4． 用未参与共用回归式推导的 另二种GV：AbGV和CasGV舸已知浓度样品验证共用回归式 

的适用性。 

5． 分析奉定量方法与称重一稀释标准方法间的系统误差的显著性。 、 

结 果 

一

、 巳知浓度样品的吸光度测定数据 

由预备试验，选定270nm为适宜的测定波长，浓度范围选定在 lO--80pg／m]内。四 

种颗粒体的A270am数据列于表 1。AeGV、PrGV、CssGV均为六份称样的平均值， 

AbGV为二份称样的平均值 

二、AeGV和 PrGV共用回归式的推导 

在不同浓度范围内，-y种病毒 的浓度一吸光度 回归式差异显若性分析比较数据如 

表 2。 

J ] l l ， l l l  《 ．?  ＆  1  
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裹 2 P cV与 。̂cV比麓奠计骨折t量 

Table 2 The Dittit of StIttlstlcal Anitlysls Ol0．Comparison of PrGV with AeGV 

肃 毒 PrGV AeGV PrCV AeGT 

Vi⋯  

敞度范置( m1) 20~80 20~B0 1D～5o 1o～5o 

Range of 

ConeeLtration 

嗳光虚范圈 0．2～0．8 0．2—0．B 0．1—0．6 0．1—0．6 

Rau~e of Itbitorbance 

样~dKgtt(m) 6 7 6 

Number of virul gri p 

平均澈富(i) ·5 60 30 

Averitle c0_eestrati0 

平均吸光度( ) 0．512 0．618 0．380 

Averase Itb,o~ itsee● 

■ 

三 (zi-i) 1750 2800 1000 
i 1 

届归方程 n =0．064+0．00995xI Y2E0．O64+O．00908z2 7，m0．031+ 

Regreitslon equat~os 0
．01097x$ 

相关系囊 0．999 0．998 0．999 

Corre]Ittton eoeffteieat 

标 准 差 

Stirsditrd doTlsties 

方差分析 

^halysis of t●tiⅢ e 

二方差比较 

Comps8riitoz 。f tvo T●tiⅢ e‘ 

音并方差 

Merger yariitsee 

二系囊比较 

Compmriscn of eoeffielests 

=常囊比较 

ComparE,On of eosstastit 

1625．2 11 B1．1 

F墨 1．83 

0．0049 

50B0．7 

FI6．7 

5 

30 

0．330 

1000 

×10。I)t 

，I-0．O18+ 

0．0104 l 

S置 3．69x10‘， tI2
．
SB Sm 4．05×10一● tI 1．4 

SiO．Ol t- I．3 

； ；  

}tg■■Tl， ． 。， ， }  

一 ㈣ ～ 
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由表 2可看出，在 20--80／Zg／ml浓度范围内， 二回归 系数的差异有显著意义， 表 

明不同种的颗粒体浓度一吸光度关系式不能用同一 回归式表达。 而在 10--50／~g／ml， 即 

吸光度在 0．1—0．6范围内，二病毒种的回归关系式差 异无显著意义，表明在此范围内’ 

颗粒体病毒种的差异不足以影响用同一回归关系式表达不同种的 GV旅度一吸光度 的 定 

量关系。求出 AeGV与 PrGV的共用回归式为；v=0．018十0．0109X 

三、共用回归式95％置信限及准确确性检测。 

1． 95％置信限 

上限 yI=0．036-I-0．0109X 下限 y =0．0109X 

2． 准确性检测·以 AeGV 9个不同标准浓度样品用本分光光度法求出测量值，与 

标准值比较计算相对误差，结果如表 3。 

囊 3 共用酱式准确性拉奠 

Table．3 T~I Zl for Accu racy of zhe Common Equ=z]o 

AeGV标准浓度 “g／mI 10 15 20 25 30 35 40 5̂ 50 

St●nd●rd coⅡ㈣ tr●li Dn0 

of ^eGV 

A270光吸度 0．140 0．186 0．254 0．289 0． 8 0．405 0．446 0．497 0．548 

A270=m Ibsorb=口ce自 

镇l量敞度( J／m1) 

●t_uled T-Ine_0f 

l be m m trati0n自 

稆对误差(啊) 

Relttj⋯ rro r 

四、共用回归式的实用性检验。 

以 AbGV和 CasGV巳知浓度样品捡验共用回归式的适用性如表 4。 

囊 4 共用蕾武■用性的撞瞳 

Table．4 Exsmlnatlonl 0n Suitabill z7 of the Common Equation 

， 二病毒巳知样品的测量值无一例外地分别落在各测量点的95％可信限内，可见该共 

用回归式对不同种的颗粒体病毒具有实用意义。 
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五、系统误差分析。将表 3、4中的标 准和已知浓度值设为 y ， 相对应的测量 值 

设为 x，，用回归分析法检查本分光光度法与称重一稀释法之间的系统误差，分析数据如 

表 5。 

寰 5 幕饿谩 蔓分析 

T．h1e．5 An●lysis 0f Sy stemaIie Error 

从表 5中三种病毒的 ta、tb值均小于相应的 t 。 临界值，说明二种方法 间不存在 

显著系统误差。因此，综上所述，在270nm波长下，测定纯净的颗粒体悬浮液浓度，将 

未知液吸光度限制在 0．1至 0．6的范围内，则吸光度与浓度间存在如下关系t 

A270nm=0．018+0．0109C #g／ml(0．1≤A≤0．6)。 

讨 论 

本研究中对 GV浓度测定共用公式的实用性验证 结果指出，在所限定的波长和吸光 

度范围内，吸光度的大小随样品的浓度大小而变化，受病毒种的 同和颗粒体形态结构 

差异的影响不显著。因缺少 Strains，G．R．1964年所报道的一种特殊形态的GV一呈方形 

的云杉卷叶蛾 GV对该公式进行验证，因此，不能肯定该公式也 毫无例外地 适用于该 

GV。但本研究选用的四种病毒的形态结构基本代表了现已发表的其他 GV的形态结构， 

因此，作为相对量测定的经验式，该公式仍具有广泛的实用意义。 

虽然显微镜下计数法计数样品稍多时，常使操作者目力难支J而且张友清对核型多 

角体病毒显微计数的误差分析认为。该方法误差较大，即使按照规范操作程序，计数同一 

样品 ，同一操作者的计数变异系数在 10．10~19．55 “ 。但是该计量方法具有适用于众 

多种类微生物液体样品计量的优点，因此，作为一种相对量的测定方法，显徽计数方法 

为生物工作者广泛应用。分光光度法是一种准确、灵敏、迅速的定量分析方法，已广泛应 

用于不同学科的定量分析中。本 GV液浓度计量分析方法以分光光度计代替操作者的 目 

力进行 GV液的计量分析，无疑使测定数据的精密度和灵敏度提高。在本计量方法的研究 

中，使用了 uV一300分光光度计，该仪器性能优良，为公式的推导提供了可靠的测定数 

据。以AeGV的标准样品检验共用公式的可靠性，其相对误差在11．9～0．6 (见表 3)，该 

测定方法所得结果与标准称样一稀释样品问不存在显著系统误差 (见表 5)。 若以感量为 

O．O02mg的微量分析天平直接称量 10--50#g样品，理论上相对误差 应为 20--4．O ， 

以此为限，可以认为本测定方法具有可靠性。因此，可以认为，作为纯净 GV浪相对量 
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的定量分析法，本研究提供的方法具有灵敏性，可靠性，测定迅速而操作简便的优点。 
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Study 011 Estimation of the Pure Granules Suspension 

Concentration by Spectrophotometry 

Ysng Ming-hui et al 

(W has Instit Vir l。l t ĉade|rIia 8iHic口．W ̂口̂ 430071) 

Dal Cai-yun et al 

‘ln sti gule of Teat Guizhou Province,e Iffeltaa) 

Agrotis e c d 口# ot；妇 granulosls virus(AeGV )， Andraca blpgucSaga 

GV (AbGV )， Clontera anastomosis CV (CasCV )and Pieris rapae 

(PrGV)are much different in morphological and biological characteristles．The 

four viruses were ehosen as the renre8entatiOnB of the granulosls viruses in our 

study
．
Statistical method was used to analyse the correlation between the ahsnr— 

bsnces(A)at the wavelength of 270am and the c0centrIIi0ns(C)of pare grnnu- 

losis viruses suspensions solutions in order to search for a eommon equation that 

is able to estimate granules concentration． All of the conclusions were de- 

eided to depend On 95％ probability． The study showed when the ennoen— 

trations are in the range from 1O to 50／~g／m]，the quantitative relationship 

between absorbances at 270nm and concentrations of different strainS granules is 

expressed with an alike conlnlon equation
．
Thus，this common equation Can he 

1 ． d 。 n P。r m E 。n 。 eu E e he c。。e。n 争。‘ 吐n。 P e L喜 ·nq一 

旨  ̈ ：_ 
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Iosis virus suspension fastly by 。p ctr。phot0met ry
．

This empirical form ula is 

^±7。。 =0．018 4-0
．O109C／zg／ml (0．1≤A40．6)． 

● 

Key w ordsI Granulosis virus Granules St atistlcal analysis 

Sp ctr。ph0tom etry Estimation of concentration 

r  

— — — — — — — — — — — —

— — — — — — — — — — — — —  — —fj 
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