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提 要 
5 、e3 

用免疫双扩散、 对流 晕疫 电泳、酶联免疫吸 附试验 (ELISA )， 固相免疫电镜 (SP— 

IEM )等技术，对茶毛虫 核型多角体病毒 (EpNPV )的抗娘特性及与其 它l0 种接型多角 

体病毒的血清学关系进行分析 结果表明，EpNPV粒子的抗血清只能与 EpNPV粒子起 

反应 ，不与 EpNPV 的多 角佑蛋 白及其它l0种 昆虫核型多角体病毒 (NPV )粒子发生 交 

叉反 应j EpNPV 多角体蛋白抗血清除了和其同源的多角体蛋 白起反 应外 ， 还能 和其它 

两种 NPV的多角体蛋 白起反 应。以上结果说 明 了 EpNPV 的结 构蛋 白具有较高 的抗原特 

茶毛虫核型查角体1瘕毒一Euproctis pseudoconspersa NPV，简称EpNPV)近几年 

来作为一种病毒杀虫剂，在我国已广泛应用，对维护茶园具有良好的生态环境起着重要 

～——寸郁再 一莳天对 pNPV萌墓 特性进行过若干研究 。】，但迄今为止，对其免疫特性的研 

究尚未见过报道，然而免疫特性是鉴定毒种的一个重要标准，在实践中又可用以检铡该 

病毒的杀虫效果、在茶园中的残留量和病毒扩传范围，是调研病毒杀虫剂生态效益的手 

段之一。 

本文采用了几种方法对 EpNPV的免疫特性进行检测，了解与其它昆虫杆状病毒之 

问的亲缘关系，并对EpNPV粒子表面的结构与免疫反应 的相关性加以分析和探讨。 

材 料 与 方 法 

一、病毒来蠢：EpNPV为福建省农科院茶叶研究所提供。荣尺蠖核型多角体病毒 (EoNPV) 

斟致夜蛾核型多角体病毒 (P1NPV)、家蚕核型多角体病毒 (BmNPV)、榨 蛋 核 型多角体病毒 

(ApNPV)、蓖麻蚕桉型多角体病毒 (PeNPV)、灰荣尺蛾桉型多角体病毒 (EgNPV)、棉铃虫桉型 

多角体病毒 (HsNPV)、油桐尺蠼核型多角体病毒 (B sNPV)、山楂粉蝶核型多角体病毒 (Acr— 

NPV)和扁刺蛾核型多角体病毒(TsNPV)均为本实验宣提供。 

=、螭毒多角体的撮纯和碱解：收集赢染 EpNPV 的典型病死幼虫，弪研磨过滤，滤}葭经数 

敬差 速离心 ，获得多角体粗制品，再经40袖--60和(Ⅳ／Ⅳ )蔗糖密度梯度离 心，取出多角体带 ， 
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洗去蔗糖，可得纯净的多角体。 多角体用0 1mol／L Na c0 3—0．0lmol／L EDTA一0．1mol／L Nacl 

(pHlO．5)的碱解液，30℃碱解，蒸馏水中止反应，30COt／m 15分钟除去未碱解的少量多角体，上 

清澈以50，O00g，4℃离心l小时，沉淀为病毒粒子，上清液为多角体蛋白。 

三、多角体蛋白和I青毒鞋子的纯化：多角体蛋白的提纯参照 Bell【 1的方法进行。取上清澈 

中的多角催蛋白，等 电点 (pH5．5)沉淀 0．0lmol／L PH9．0硼酸 缓冲渍溶解 ，Sepharose 6B柱 

层析 ，0，01tool／L pH9．0硼酸缓 冲液洗脱，uV一300型紫外分光光度计恻其洗脱 曲线和紫外吸收 曲 

线。 1嘧琼脂糖 电泳测其纯度 

将超速 离心提纯的 病毒 粒子用0，01tool／L pH9，0的硼酸爱冲液悬浮，经Sepharose 2B层析 ， 

uV一300堕紫外分光光度计铡其洗脱曲线和紫外觋收曲线。电镜观察和琼脂糖电泳测其纯度。 

四、喜隹度鉴定：提纯的多角俸蛋白及病毒粒子样品，分别用0．025mol／L的巴比妥缓冲澈配割 

的0．6嘶和 i缔 的琼脂糖凝胶进行电弥。蛋白上样量为 lOpl，病毒粒子为50 l，0．025mol,／L pH 

8．6 的巴比妥缓冲液为 电泳缓冲液。考马斯亮蓝染色，醋酸脱色， 束经柱层析的病毒粒子和蛋白 

作 对照。 

五、抗血清的制备： 吼纯化的多角体蛋白和病毒粒子作为抗碾分剐免疫雄性家兔。首次免疫 

时抗原与等量的完全福氏住剂混台，肌肉多点注射； 2周后进行第二提注射； 然后每隔 7天再注 

射抗原 ，其 3次，分别为皮下，肌 肉、耳静脉注射。 6周 后颈动脉放血 ，收集血清 ，测其效价 ，低 

温保存。 

六、血清学检测 ： 

病毒样品：EoNPV等 10种昆虫核型多角体 病毒粒 子的提纯 同上。 

抗体：(1)兔拭EpNPV粒子护血蒲。(2)兔抗EpNPV多角体蛋白抗血清。(3)辣根过氧化物酶 

标记的羊拉兔igG购于北京生物制品所。 

为避免非 特异性反应 ，病毒粒子的抗血清经多角体蛋白交叉吸收。 

l。 免疫双扩散 ：参 照 Bellt‘l、Harrap[ I对几 种昆虫病毒的 免疫扩散试验 ， l嘶 凝 腔中 

进行。 

2． 对流免疫 电泳 ：采 用常规方法 ，用0，6嘶和1嘶凝肢分别进行。 

3． 酶联免疫吸附试验：采用 间接法褪I定 ，以聚 乙烯微量滴定板作 载体包被抗 原 ，4℃过夜 ， 

PBS冼三提。加八兔抗茶毛虫病毒粒子抗血清．26℃ 2小时。冼潦三次。加八辣根过氧化物酶标记 

的羊抗兔IgG，26℃ 30分钟，2mol／L H 2SOI终止反应 ，出现黄色为阳性反应。 

阳性对照 ：EpNPV粒子 +EpNPV粒 子抗血清 

阴性对照：抗原稀释液+抗体稀释液 

七、嗣相免疫电镜技术 育合 蛋̂白的金黄色葡萄球菌 26110株，购于北京生物制品检定所。 

i． 金黄色葡萄球菌A蛋白 (简 称 SPA)菌液的翩备：按照 Kronall[。J的方法进行， 翻 戚 

10毋 (W／W )菌渍，4℃保存 

2。 致敏菌液的制备：将上述10嘶的盒黄色葡萄球菌菌澈加等量的EpNPV抗血清，37"(3水瓣 

作用3O分锋，制成2畴的致敏菌液，4℃保存。 

3， 吸 I；f{病毒粒 子；参照Kazt[’l方法。取上连致 敏菌液0．5ml-5OOOr／m 2分 钟 ．击上清液 ． 

如0，5m1病毒粒子，30℃水浴作用 1小 时，PBS洗三次，悬浮沉淀 ．取一滴 干i畴 FormV·r瑛载网 

上．i和磷钨酸染色，JEM—IooC型透射电铙观察。职上述复台物漓干覆盖Form var的小盖玻片上 

吸附1吩 钟 ，吸取剐 余样 品，戊二醛一锇酸双 固定 ，按常规方 法盟水、干操、喷盒。在KYKYAMRAY— 

IO00B型扫描电镜下现察 

决 、 
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结 果 和 讨 论 

一 、 病毒纯 度鉴 定 

经差速离心、 SDS处理， 蔗糖梯度离心提纯的多角体在电镜下观察到的是大小不 

一

、 形状不规则的多面体 (图 1)。 

经超速 离心，Sepharose 2B层析纯化的病毒粒子，其紫外吸收曲线为典型 NPV的 

曲线，A26o／A280=1．31(图2)，与Bell[‘ 和 Harrap ‘ 等人报道的结果一致，电镜观 

察为形抗大小均一的杆状病毒粒子 (图 3)。 

固 1 EpNPV多角体扫描电镜图像 

Fig 1．Seaunlng electron mlerograph 

of EpN PV 

图 2 (̂ )病毒粒子的s。 ⋯ 日e 2B层析纯化洗脱 

曲经 (I为摘毒粒子蟑．Ⅱ为蛋白峰 )。 

(B)扁毒祖子的觜外吸收曲线。 

Fig 2．(A)Elutlou Ⅲ  f virlons(pesk 1) 

·_d polrhtdⅢ p rotelⅡ (p eak 2) 

f r0m Seph●r0日e 2B 

(B) UV absorption Ⅲ Ve ot virlons 

经超速离心、等电点沉淀、Sephar。se 6B层析纯化的多角体蛋白，其洗脱曲线只有 

一 个峰，A28。／A2B0=1．64(图 4) 

图3 病毒靛子 x 30．000 

Fig 3 Electfon mic rograph ot 

purifled virion~ 

图4．(A)Sepharo se 6B 拄层析洗脱曲线 

(B)多角体蛋白柏紫外吸收曲线 

r；E ．(̂ )Elutlan sⅢ ve of polyhed ron protei 

from Svp~arese 6B 

(B)UA ab sotpti ⅡTT· 0f polyhetlrot P oI‘iq 

7  6  5 { 3  2  1 ]  。  
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在0．6 、 1％凝胶 中，经 Sepbaroee 2B层析纯化的病毒粒子进行琼脂糖电泳，胶 

内只有病毒粒子带而无杂蛋白带，未经柱层析的肃毒粒子电泳，胶内有杂 蛋 白带。 经 

$epharose 6B层析提纯的多角体蛋白电泳，胶内只有一蒲晰的蛋白带，未经鞋屡析的多 

角体蛋白电泳，胶内的带有长的拖尾。上述试验说明，病毒粒子和 多角体蛋 白作 为抗 

原 ，已达到电泳纯度。 

二、血博学试验 

免疫扩散、对流免疫电泳试验结果如图 5、 圈6所示。 EpNPV粒子的捷血莆只与 

EpNPV粒子产生特异性沉淀线，而不与EpNPV多角体蛋白以及其它lO种 NPV 粒子发生 

交叉反应}EpNPV多角体蛋白的抗血清不仅与商源多角抹蛋白发生反应 ，也螗与EoNPV、 

P]NPV的多角体蛋白产生沉淀线，而不与EpNPV粒子发生交叉反应。 

(1) EoNPV粒子 (2) PINPV粒予 (s) ĉrNPV粒子 

(4) Be N_PV粒 子 (6) HaNPV植予 (6) BmNPV粒子 

(7) EgNPV粒 子 (8) ApNPV靶子 (9) TaNPV粒子 

(10) PeNP~粒 子 (11) EpNPV柱子 (12) EpNPV扰血清 

(13) E PV多角体蛋白 (10 EpNPV多角体蛋白抗血{膏 

(15) EoNP~多角体蛋白 (1B】 pINPV多角体蛋白 
Fig 5．1Ⅲ皿naodiff■sioa te●t 

(1) Viri of E0NPv (2) Vi rloae of PINPV (3) Viri0n a AerNPV 
f4) ViH0n e of BsNPv f5) virlons 0f HiNPv (6) vi rio⋯ f BmNPv 
(7) Viri0n日ot EgNPV (8) Vi rion a of p̂NPV (9) Vi rions of TsNPV 
C1O) Virions 0f P NPv (11) vlrlon日0f EpNPV 
(1砧 n̂tisernm of Vj rioas( NPV) (13) Polyhe~roa p r0̈ jⅡof EpNPv 
(14) n̂tiserm p olyhedron Pf0t~in (EpNPV) 
n5) Polyhedron Proleia of EoNPV (16) Polyhedron P ro$eiu 0f P1NPV 

图6 对流免疫电棘(说明同上 ) 

Fi$ 6． CouⅡter-jmmu-o0Ieclr。phofe j日t e st 
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图7 固相免疫电镜技赤 

( )不吸附赢毒的葡萄球菌(h)和(e)被抗血清致敏的 

葡萄球菌唆附茶毛虫核型多角体病毒粒子。 

Fig Solid-phase jmmⅢ ele etror． 

itro_e。pie techⅡique 

(b)4nd(c)S．n"rf"s~oated with--li。_rum 

to EPNPV 

在对流免疫试验中，通过对不同浓 

度的凝胶电抹对比试验，发现凝胶浓度 

在 0．6％一 1 范围内，病毒粒子均可 

进入胶内，将免疫沉淀线切下研磨提取 

后，经电镜分别检测，观察到随着凝胶 

浓度增加，病毒粒子进胶的数量减少。 

因此我们认为，昆虫秆状病毒的对流免 

疫电泳和免疫扩散试验中，凝胶的最适 

浓度应以0．6 一0．7％为宜。 

ELISA试验与免疫扩散、对流免疫 

电泳结果一致 (见表 1)，而灵敏度提 

高125倍，故在检测田间防治效果及观察 

生态效应时，用ELISA法更具有灵敏、 

快速、简便等优点，易推广使用。 

三，羽相免疫电镜技术 

在 电镜下观察到，没有被抗血清致 

敏的葡萄球菌不吸附病毒粒子J被 Ep- 

NPV粒子抗血清致敏的葡萄球菌则能吸 

附 EpNPV粒子 ，而不吸附茶尺蠖核型 

多角体病毒粒子和斜纹夜蛾核型多角体 

病毒粒子(图 7)。当抗原浓度不变时， 

抗血清稀 释到 l t 10O0仍有吸附作用， 

但吸附作用减弱，其灵敏度与 ELISA相 

当。 

由Kazẗ 等人建立起来的固相免疫 

电镜技术具有直观、灵敏度高、程序简 

便，用样量少等优点。其原理是利用金 

黄色葡萄球菌表面的A蛋 白能和人及动 

物IgG的Fc片段有很强的亲和力作用， 

当菌体与抗血清孵育时，IgG分子结合 

到菌体表面，这种被抗体致敏的菌体与 

悬液中的相对应病毒在一起时，形成新 

的复合物，即病毒被吸附到结合在菌体 

上 的抗体上。该技术在国内医学病毒应 

用上已有报道 ’1， 然而用于昆虫病毒的检测在国内外尚属首次报道，所得结果与血清 

学试验结果是一致的。同时从大量电镜观察中还发现病毒粒子的吸附位点位于两端，而 

病毒束吸附位点则分布于四周。此方法仅需微量抗原与抗体就能观察到满意的结果，且 

抗体纯度要求不高。所以我们认为在昆虫病毒免疫特性的研究中，采用此方法可获得比 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第8期 石正丽等：芬毛虫棱型多角体病毒的血请学特性 281 

裹 1 ELISA翻定结果 

Tab1e 1 Re8uIt of ELISA 

抗原 Eo Pl Bs Bm AP Eg H Pv Acr Ts Ep 

ant Jgen NPV NPV NPV NPV NPV NPV NPV NPV NPV NPV NPV 

}为EpNPV粒子稀释1：IOOO仍阳性反应，而对流免疫电冰结果只有1：8稀释呈阳性反应。 

较满意的结果。 

五、在我国丘陵及山区荣园中，茶毛虫是茶树的主要害虫之一，且毒毛导致人体过 

敏 ，常使茶农叫苦不迭，使用茶毛虫病毒杀虫剂不仅使化学农药用量降低，同时施用病 

毒杀虫剂后2～ 3年内，茶毛虫数量显著减少，不再成灾，这是病毒侵染虫体产生的后 

期效应，由此产生良好的生态效益。通过血清学方法是普查及检测病毒杀虫荆的简易快 

速 的手段，并将为病毒防治提供必需的理论数据。 
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Immunity Studies on the Euproctis pseudOconspersa 

Nuclear Polyhedrosis Virus 

Shi Zheng--Ii Zhang Li—ten Chen Di—hua 

(W “h n In slitute of Virology．Academia Sinica，W ukatt 4300n) 

M th0d5 such as imm unodiffusion， counter—immunoele ctrophoresls， enzyme 

— linked immunosorbent assay(ELISA)and solidphase immune electron micro一 

8copie(SPIEM )technique we re used to study the antigenicity of EpNPV and 

re Ja“n口ship5 between EpN PV and oth ·r ten kinds 0f NPV
．

Re suits indicated 

that the antiserum of EpNPV reacted onl y with the purified particles of 
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EpNPV，and did not produce any immunoreaction with polyhedron protein and 

other ten kinds of NPV
． Such tests sugge sted that there may he no serologi— 

cal relationships between them
．
The structural protein of EpNPV has a high 

specificity
．
The antiserum of polyhedron protein of EpNPV reacted not only 

with the polyhedron protein of EpNPV， but also with the polyhedron protein 

of EoNPV and PlNPV
．

Polyhedron protein of insect baculoviruses has no 

specificity． 

Key w ordI Nuclear polyhedrosie v irus Serological reaction 
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书 讯 

《中国菌种目录1992》(中英对照 )是由中国 微生物 菌种保藏管理委员会组织所属的 7个菌 

种保藏中心编写 的，约80万字 ，主要介 绍了病毒、 细菌、 放线菌、 酵母菌、丝状真苗；介绍 了每 

株菌的来源 ，分离基物，分离地 ，主要用途或特 性， 适 宜 的培养基 和培养 温度；介绍 了每 种甚至 

每株茁所需要适 台其生长特殊组成的培养基。本 书共收集 了涉及替通、农、林、牧、 渔 、 医学、 

食品一工业等微生物专业的有关菌种60685株，便于有关科研、教学，生产单位在利用微生物资源 

时，选择所需要的菌种。该书将 于夸年l0月 由机械工业出版社出版，定价69元，邮购请另加 7元 

邮寄费 欢迎订购。汇款请邮局{[至 ：机械 T业出版社一 编室王申玉，地址 ：北京百万庄南里一 

号 ，邮政编码 ：100037。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

