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提 要 

本文研究了油桐尺蠖桉型多 角体 病毒 (简称 BsNPV)在油桐尺鹱成虫 卵 巢 细 胞 系 

(Bs~84)中的 以下 感染 特性： I．病毒接种传代3_4天 的细胞 对，病毒感 染率最高；2．病毒 

接种量在一定范围内与惑染细 胞的多 角体总产 量平行； 3．病毒在细胞中连 续传代 七}砭后 

其滴度无明显变化；4．病毒基因组在感染细胞后6小时左右开始合成，井于摩染后 l4小 

时达到最大。 此外 ，本实验还发展了一 种用于检测感染细 

关键伺： 。 
．  !兰 ‘ 杂交 ；腔 

油桐尺蠖核型多角体病毒 (BsNPV)是七十年 代末在我国被发现的⋯ ， 为杆状病 

毒科的成员。油桐尺蠖是茶树的重要害虫之一，对化学农药抵抗力强，但是BsNPV对这 

种害虫具音藉蟊 为葡面元 甭 i赢毒j 直弼耍萄童视。十余年来对 
该病毒进行了广泛研究 ， 。为 = 秉可 i 亲虫莉构BsNPV的应用价值与感 
染规律，本文对它的部分感染特性进行了研究，现将结果报道如下。 

材 料 和 方 法 

一

、 细总、培养基和病毒 

实验所用细胞为本所昆虫病毒室提供的油桐尺蠖成虫卵巢细胞系(B．484)llI，培养基为Tc一 

100[‘1
， 外加 iO嘶小牛血请和s嘶蓖麻蚕血淋 巴。培养细胞每3—4天 传代一 捷。 

病毒的来源：一是由BsNPV漆食感染健康油桐尺蠖曲虫4天后所收集的病虫血淋巴，经离心和 

过滤除菌后的滤液j另一就是将BsNPV感染的Bs484细胞培养物进行离心后所得到的上清。 

=、病毒盛染率和细胞多角体藏的计算 

1． 病 毒惑染 后的细胞 制成均匀 的细胞悬液，用 血球计数扳计 算惑染细 胞 占 全部细胞 的 百 分 

比，每个样品计数4次，然后取其平均值，此即病毒惑染率。惑染细胞以细胞核内出现多角体为 病 

变特征。 

本文于19口1年9月 T4日收到，l的埠 3月I 5日信回。 
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2． 病毒感染的细胞3000r／m离心20分钟，细胞沉淀按KeⅡ一i吐iro的方法【 I收集多角体，用 

血球计数板算出每毫升培养物中的多角体数，根据—P IB
l—s／ 墼慧 理就可得出平均每个感染细胞中 

的多角体数 

三、TCIDI o 定 

测定工作在24孔组织培养塑料板 中进行。每孔加^0．5ml一定浓度 的细胞．24,'ix时后吸出培养 

基．每孔加^0．1ml特侧病毒液。病毒原液用无血清的TC-100培葬基作10倍稀释，每十稀释度作8 

孔。如入滴毒后T-26℃吸附驯、时，然后每孔如入O．sml新鲜培养基。26℃静置培养7天后计数 ，以 

细胞接内出现多角体为 病变特征。所得结果用Reed-Muench方法【。l进行处 理，从而得出每 毫升病 

毒液中昀TCID‘。数 根据1TC1D‘o=O．691U(感染单位 )E I的关系，病毒湔度可 用TCID 5 0／ml 

或IU／ml来表示。 

四、 绷臆 总DNA的提取 

培养 细胞经离心和洗 涤后，于细胞沉淀 中加A0．1mg／ml的蛋白骋 k溶液 ，在非精中摇动 1小 

时，然后置37℃作用12J1~ff 用酚抽挺细胞裂解物 ，接着用氯仿 抽键。上租浪子照冲禳 (0．5m 『L 

Trle—HCI， 0
．
5mmol／L EDTA，10mmoI／L NaCI，PH8．O)中4℃遥析6小时，然后向透析袋 内加 

入终浓度为2O g，啦l柏RNaBê (使甩前95℃加热10分钟)。混向后转八缓冲液B(50mmol／L Trls 

— HCI， 0
．
5mmol／L EDTA，10mmol／L Ntcl，pH8．0)中37"C透析6／J,~， 最 后所得到的 DIqA 

样品于4℃保存备用。 

五、BtNPB(毒角体 )豆BsNPV基固组的墨取私坤化 

1． 多角体阿提取按sum er 的方法f̈ 】进行。 

2． BsNPV：~因蛆的提取参考李敏棠的方{击【1I1 挹纯后昀DNA经 0．6嘶 琼脂糖电淋检查其 

完整性 ，经EeoRI和HindⅢ酶切实验以硷查其 纯度，以备 用于标记 杂交探针。 

六、BsNPV—DN̂ 的a—I tp—dCTP的标记{爵备糸变撵针 

B自NPV全基 因组 的3 2P标 记按DuP0NT公司的 Nick translat~on说 明 书 进行。 反 应体 积为 。 

15 I，于i4—c反应2小时，加^反 应终止液后经s叩badax c50过枉分 部收集 ，将来掺 ^的 一 P 

— dCTP与标记DNk分离。 

七、DN^：DNA斑点杂交 

斑点 杂交按蔡 良琬 【t 2】的方法进行。 

结 果 

一

、 Bs484细胞传代l～6天后，分别用一定量的病毒感染细胞，感染后的第4天在 

显微镜下计算病毒感染率 病毒渡度以感染复数 (Multiplicity 0f iufecti*u~MOI)表 

示；MOI；加入病毒的总滴度 (IU／m~)／细胞浓度 (ceils／m1)。实验结果表明，传代 

后3～ 4天的细胞对病毒最为敏感，感染率最高，面传代后 l～2天和6天的细胞对病 
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毒的敏感性相同。结果还显示，感染前细胞数量随传代天数基本呈上升趋势，提示病毒 

感染率与细胞浓度无关，见表 1。 

寰 1． Iii毒盛染不同培井时问的细胞的病毒癌染率 比较 

TBb 1． Co Pari⋯ of r̂ les of B sNPV iⅡfecti0Ⅱ in differenl cullu rB 

tlme eells iaoculaled vith the v；⋯  

细胞传代后天数 感染前细胞数 感染复数 感染4天后细胞数 

(xlo’／m1) (×10‘／m1) 

Days l。T N。
．
of cel1日 M0I No

．
of eell 5抽 

P 8$‘Be before infection 41h d ŷ p0 l- 

infe0ti0Ⅱ 

感染率 

( ) 

二，取传代后第三天的细胞用不同浓度的病毒分别进行感染，感染后第 7天计算感 

染率及多角体产量(单位体积的多角体数)，实验结果列于表 2。结果表明，病毒浓度在 

1~25M01的范围内，多角体产量和病毒感染率随病毒接种量的增加而上升，当病毒浓 

度达到3OM0I时，二者均明显下降，但是病毒感染率与多角体产量之间并不严格对等。 

从表 2可以看出，病毒浓度为5MOI的感染率与 10MOI的感染率几乎相差一倍， 但二者 

寰 2． 不同曲MOI值封瘠毒毒染事厦多角体产量的彤响 

Tab 2． The influea⋯ f differenl M0I rat of t h⋯ i u 9 inf clioⅡ 

BⅡd 7；aid of P。l hedf· 

的多角体产量却相差甚小，这只说明病毒感染率不能确切反映实际多角体产量。另一方 

面，单位感染细胞的多角体数与病毒接种浓度之间未显示规律性对应关系，提示单位感 

染细胞的多角体数也不能作为多角体产量的指征。 

三、将来自BsNPV添食{蟊染后的病虫血淋巴的原始病毒液接种第49代细胞，三天后 

攀 

=兰 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


292 中 田 ■ 毒 学 第7巷 

取培养物上清液 3000r／m离心20分钟，所得上清即为第零代病毒，其滴度为 10”TCID o／ 

ml。用第零代病毒接种第50代细胞，三天后取培养物上清离心，所得上请即为第一代病 

裹 3． 崩毒建续传代后的滴虞变化 

Tab 3． Tke c gt of v~ral titer hy serial p~s sage 

毒，其中一部分用于接种 

第51代细胞，另一部分用 

作TCID；。测定，依此直至 

第七代病毒。病毒每次传 

代的接种体积为 lml，被 

接种 的细 胞浓 度大致 相 

同。结果见表 3。将各代 

病毒的TCID；。值与第零代 

病毒的TCID．。值进行显著 

性检验， Itlt<t口_0l，P> 

P。．o．。 因而得出结论，病 

毒经连续七次传代后，其 

滴度无显著变化，说明病 

毒在前七次传代过程中的毒力是稳定的。 

四、点杂交检测病毒DNA在感染细胞中的复制 

斑点杂交 l 用20MOI浓度的病毒接种细胞，病毒于26℃吸附细胞 1小时，此时计 

为hpi=0(hpi=hours postinfecticn，感染后小时数 )。然后分别在hpi：32 42 7，8， 

9，10，11，12，l4，l6等十个时间取出感染样品，从以上样品和正常细胞中分别提取 

细胞总DNA，将DNA样品点入硝酸纤维素膜，每一斑点的样品量均为1 0#1。杂交结果见 

图 1。本次结果表明BsNPV-DNA在感染Bs484细胞后 4～ 7小时之间开始台成，井在感 

染后约l4小时达到最大。考虑到4hpi和7hpi~--个样品与探针杂交的亮度相差较大，故不 

能认为病毒基因组是在感染细胞后 7小时开始台成，而有可能开始于感染后 5或 6小时 

左右。 

斑点杂交 2 用5MOI浓度的病毒接种细胞，在hpi=3，5，6，7，8，9等六个时间 

取样，分别提取细胞总DNA后进行点杂交，每一斑点的样品量为 5 l，图 2为本次实验 

结果。杂交显示4hpi和5hpi~-样品的斑点亮度相同，而5hpi和6hpi的亮度出现差异，提 

示BsNPV基因组的台成开始于感染细胞后约 6小时，从而证实了上述对斑点杂交 l所作 

的推测。 

五、点杂交检测感染细胞中的病毒核酸；将病毒感染的细胞 (感染率；约2O ，细 

胞浓度：1．2—1．5×10一／m1)和健康细胞 (浓度为2．1×10。／m1)分别 点入硝酸纤维素 

膜，经变性后与探针杂交，每一斑点的细胞样品量为5／．1，另设一个病毒DNA点以作比 

较 (含量约0．4#g)，杂交结果见图 3。结果表明，正常细胞 不能与探针杂交， 而感染 

细胞的杂交斑点明显，其中72hpi样品与探针杂交的敏感性与病毒DNA相近。 
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图 2． 杂交探针拴铡BsNPV在感染细胞中 

的基圉组复 4(2)，符号说明同图1 

Fi52． Re日．1t No．2 0f byb ridiz̈ ion 

probe te#t fo r leplicB}ion of ir̂ l 8enom0 

in BsNPV inf led eell(2)．The men ln8 

口f j，mbo J f日iu·t the 8~．me Bs Fi5．1 

讨 论 

图 3． 斑点杂交拴测感染细胞 

中的病毒棱酸 

箭头所指是正常细胞，72：感染T2小时的细胞 

】B：感染l 8小时的细胞、S-DNA： 

13 5NPV—DN^ 

rig 3． De 。tion of vi riI nnc1eic 4 cid日 

0f B sNPV—iⅡf eeted celi日 by dotl g 

hyhTidi z ion． W h arm  indic̈ e i 5 

。nl rol cel1日
．
72： lh ells of 72 hPi． 

18； the c ll of 】8 hpi
．
S—DN^ ： 

V r{J DN^ 

一

、 以细胞核内多角体的出现为病变标准的病毒感染率并不是病毒一次感染后 的结 

果，因为杆状病毒感染细胞后所释放出来的胞外病毒 (ECV) 还 可进行水 平传播。 

病毒感染是否成功，除了病毒活力因素外，细胞的生长活性也很重要。一般说来，细胞 

活性高，对病毒的敏感性就高， 反之就低⋯ 。 通过对传代 1～ 6天的细胞进行比较观 

察，发现传代 3～ 4天的细胞形态一致，透明度好，并有一些正在分裂的细胞，说明缅 

薰 
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胞活性高，此时接种病毒 ，由于细胞整体水平对病毒的受性高，加之后续曲二次和三次 

感染，可使受染细胞增多，提高了病毒感染率。 

二 、杆状病毒感染细胞后所产生的子代病毒 有二种形式， 非包涵体病毒(NOV)“” 

和包涵体病毒 (OV)。NOV和OV具有相 同的基因组，但是在感染途径上行使不同的功 

能【1 。 由于包涵体病毒 (即多角体 )是昆虫病毒杀虫剂的有效成份， 因此本实验 仅考 

虑病毒接种浓度对多角体数量的影响。实验证实，多角体产量只是在一定范围内与病毒 

接种浓度平行，这与国外有关实验结论0 相符。然而在单个感染细胞中，产生的NOV与 

OV之间无严格的定量关系 ”，导致了感染细胞之间的多角体数的差异。 对任一种 病毒 

接种浓度下的感染细胞进行观察，都发现有二种类型：一种细胞的核内含有较多的多角 

体，从数十个到上百个不等j另一种细胞的核内含有较少的多角体，一 般只有几个。实 

验结果还指出，多角体产量在病毒接种浓度达到3oMOI后明显下降，这是否提示BsNPV 

电存在自身干扰，尚需证实。 

三、就特定的病毒一离体细胞而言， 病毒传代 过程中的滴度变化可能与三方面的原 

因有关。其一，细胞活性直接影响病毒的吸附和复制。实验中，我们在TC一10O的基础 

上，外加终浓度为O．2 的健康抽桐尺蠖幼虫血淋巴，发现细胞在其中生长 很好， 从而 

克服了昆虫体外细胞生长不稳定所造成的影响。其二，病毒经过连续传代后易引起遗传 

变异，变异范围包括病毒形态、宿主范围、空斑形状及毒力等“ ，其中毒力的变 异往 

往产生弱毒 株。其三，病毒传代的初始接种浓度也影响病毒 的感染力，有关报道说，当 

用高浓度的病毒在细胞培养中连续传代后，其感染力明显下降 ，原因 是产生了 缺陷 

干扰颗粒，这是一种亚基因组病毒颗粒，需要同源亲本病毒才能复制，但其复制常导致 

辅助病毒的消耗，这种干扰的结果使得病毒感染力降低 ”。正是干 扰现象的存 在使得 

同一病毒 由于初始接种浓度的差别而导致 传代后 的病毒 滴度 变化有可能完全不同。实 

际上昆虫病毒传代的滴度变化是一个比较复杂的问题，据文献报道，一 株昆虫病毒在前 

十次传代巾滴度无变化0 ，而后^将该病毒继续传代二十次后则发现滴度显著下降” 。 

因此，在本实验传代的基础上对 BsNPV继 续传代， 其滴度是否会有大的变化，还有待 

进一 步研究。 

四、斑点杂交首先应用于人类病毒和植物类病毒的检测”“” ，1987年Ward ”将该 

技术用于昆虫病毒检测。 由于该技术方法简便，特异性强，灵敏度高而被广泛采用。本 

实验首次利用斑点杂交研究BsNPV基因组在感染 细胞中的复制， 所得结果与国 外有关 

实验结论””相符。严格地说，病毒特异的 DNA多聚酶 活性的出现 才真正 意味着病 毒 

DNA复制的开始，但进行聚台酶活性检测的实验花费昂贵，耗时且麻烦，受限颇多。点 

杂交却省去了这诸多不便，且敏感性与文献报道的其它方法“ 相近。在杂 交实验中， 

我们还利用探针直接检测感染细胞中病毒核酸的快速方法，获得较好结果。由于昆虫病 

毒是否存在潜伏感染，一直悬而未决，本实验发展的这种方法为潜伏感染的检测提供了 

可行性。 
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Study orl the Infective Characters of Buzura suppressaria 

Nuclear Poiyhedrosis Virus in BS484 Cell Line 

Xu Xu． shi Xie Tian．-en 

[Wnkan lastitute of Virology，Academia Sinica，Wnha 430071) 

This thesis reported the following infective characters of Buzur a suppres- 

saria nuclear polyhedrosis virus(BsNPV )in Bs484 cell line： 1．The viral in— 

feetion rate was the highest when the virus was inoculated in Bs484 cells 

had been suhcultured for 3— 4 days． 2． The viral inoculating quantities 

paralleled the total yield of polyhedra in virus—infected cells in certain range
．  

3．The v iral titre had no significant change after BsNPV was serially passaged 

for seven times in Bs484 cells
．
4．The synthesis of the viral genom e began 

about 6 hour s postinfection in BsNPV —infected cells and reached the maximum 

arou nd 14 hours po stlafeetio~． In ~ddition J this e perime~t also &：v~loped a 

handy 1112thod for checking viral nucleic acids in vi rus—infect d cells． 

K ey w ords： BsNPV Infection DNA I DNA hyhridization 
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