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提 要 

黄褐天幕毛虫核型多角悻清毒是一种多粒包埋型病毒。在扫描电镜下观察， 多角体 

呈不规尉多面体．太小不一致．平均直径为I．30 m。病毒粒子为杆状，大小为366×qOnm。 

病毒核酸为一环状DNA．长度约为37．2 m。 经限翩性内切酶酶解分析，DNA总分子 

量为77．1×10。D。病毒多角悻蛋白富含ASP~Glu，而His、Cys、Met含量较少。经SDS 
— PAGE分析．多角体蛋自主带的分子量为 30．2KD；清毒粒子含21条多肽，分子量范围 

在l6．s一107KD之 间。 

的重要窘虫主二：。可危害苹果、梨、桃、李、杏等多种果树，及杨、柳、榆、桑等阔叶林 

术，造成巨大的经济损失。一九八五年，内蒙古农收学院农学系分离并鉴定出一株黄褐 

天幕毛虫核型多角体病毒 (简称 MntNPV)“)。早在一九六五年， 国外曾报道发现了 

MatNPVC”，并进行 了生物防治尝试和提高毒力的诱变⋯⋯， 国内也有些学者在该病毒 

的形态大小及生防方面作了一些工作 H”，但对该病毒的生化特性的研究在国内外均未 

见报道。本文应用电镜技术及生化方法对MntNPV的形态结构，病毒结构蛋白，多角体 

蛋白，病毒核酸等进行了研究，现将结果报道如下。 

本文于1901年11月27日啦到·199z~5月9日修回。 
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(一 )病毒的来源爱纯化 MntNPV感染致死的虫尸止内蒙古农牧学院和中{1院 阳 用生态 

研究所提 供。 用MntNPV(I)和MntNPV(s)分别代袁内蒙珠和 阳 豫。将虫尸捣 碎过滤，经数次差 

速离 心，o．5袖sDS处理 ，洗净后再经 40—60嘶(Ⅳ／w)蔗糖梯度离心，4000 r／m1 5小时，收集 多 

角体带，洗击蔗稽，得纯净多角体， 4℃保存备 用。 

(二 )电镜样品的制鲁 (1)病毒 多角体：扫描电镜样品按下 连方法制备 ， 将纯化的多角体悬 

绶，经离心沉淀于钥片上，再经 乙醇脱水， 自然于操暑在KyK y-1000B型扫描电愤 下观察。(2)病 

毒束和病毒粒子：取少量提 纯的病毒柬 (粒子 )，漓 于 ForHI'L,ar一聩膜的锯 网上，3嘧PTA染色。 

(3)病毒 榜酸展层：采用一步释放法，细胞色素c展层，上 述两样晶均在 JEM一100C 透射电镜 下 

观察。 

(三 )病毒链子和多角体蛋白的制备 取多角体悬液 (t0mg／mD 3ml~p 等体积岣0．1mol／L 

Na zCO3-- 0
． 1 7mol／L NaCl(pIt10．8)溶液 ．室温下碱 解15—20分钟 ，置于20—60晴(w／w)均蔗糖梯 

度上 ，60000 g离 心1．5小时 ，分别 小心取出上清液和病毒牲子带。 同1N HC1将上浦汝羽 毛pH 5．6， 

得自色浇淀，即为多角休蛋白。用无菌东冼去病毒垃子带中的蔗糖， 50000 g离心l小时，收集 

病毒)I立子。经紫外分光光度计与 电镜检测病毒粒子和多角傩蛋 白的 纯度。 

(四 )SD$--PAGE分析 多角体蛋 白和病毒 粒子结构 多从 的组成和分子量测定接Summe r 【 】 

的方瓷进行 ，电泳采用 Laemmll(1970)的不连续系统，标准蛋白趵 自上海东风试 剂厂。 

(五 )多角体蛋 白羹基赣组成分析 将纯 化的 多角体在 6NHCl 105 9C条件下求 解， 其产物在 

Waters Pleo：tag氨基 酸分析仪上 分析。 

( )病毒基园组的限制性内切酶圈谱 病毒DNA采用饱和酚直接从多角傩中抽提而得。限 

制性 内切酶EeoRI，Bamtf!，BglI，ItindII[，PstI，xhoI均趵 自华美生物工程公司，酶 韧缓冲液 

为 自配，酶切反应和琼骖糖凝 皮电泳按Maniati'(1982)的方法进行。 以?xDNA／HindⅢ片殷作标准 

曲线，计算MntNPV--DNA各酶切片段的分干量和DNA的芑．分子量。 

结 果 

一

、 病毒多角体和病毒垃子的形态结构，在透射电镜下观察，多角体呈不规则的四 

边形、五边形，六边形和近似园形。在扫描电镜下观察，多角体表面光滑，大多呈不规 

则多面体 (图 1)。多俑体女小不一， ‘直径 范圈 ．84—1．80#m之诃，平均直径为 

1．30#m。病毒束为短杆状，两端钝园，其长度较恒定，为400rim，其宽度因所包含的病 

毒粒子数不同而有较大变 化，一般在 100—21 0nm之间(图 2)。病毒束中的病毒粒子为 

长杆状，两端平截；大小恒定，为366×90urn。该病毒为多粒包埋型病毒(图3)。 

二、病毒核酸的电镜观察 经透射电镜观察，DNA是一环状大分子 (图 4)。对多 

个环状DNAl卿9量后发 现其长度在32--+5．2 m的范围内，用最长的DNA分子折算总分子量 

为77．0×10 D，与DNA酶切 图谱 中所测得 的总分子量基本相符。 

三、病毒粒子与多角体蛋白的纯度测定 纯化后的病毒粒子在电镜下观察较为均一 

无其它碎片或杂质，其紫外吸收曲线呈平滑下降，在 240—3O0nn2之间无明显吸收峰， 

其-a260／A％0=1，32，这与Bell - 和 HarraP 等人报道的昆虫杆状病毒的病毒粒子紫外 

一 

十 
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图 1 MntNPV多角体扫描电镀像( o0×) 

F’B．1 Seanning elvotron micr0s Ph of MntNPV inclu日toa bodlee(b960×) 

图2 病毒柬 3 PTA(2oooo x) 

F g．2 Mi crograph ofⅡuele。 呷。id bⅡ_dles(~O000X，2 PTA) 

图3 病毒柬内的翥毒粒子3 PTA(60000X) 

F g．3 Nuele~c呷ei扎日enveloped in the bundles{~ooooX，3 eTA) 

图 4 完全展开的MⅡIPV—DNA环状大分子{soooox) 

Fig．4 MJerograph of -n entirely 。p,v=ded ~ovale口tly closed 

circal*4r DNA fm  MntNPV (sooox) 

吸收曲线是一致的 (图 5)。多角体蛋白的紫外吸收曲线在280am处有一 明显吸收峰， 

其A280／A260=1．97。 

匹l、多角体蛋白和病毒子粒结构多肽SDS—PAGE分析 从多角体蛋白的SDS—PAGE 

圉中 (图 6)可见，MntNPV的多角体蛋 白仅有一条主带，分子量为 30．2KD。另外还 

有两条分子量较小的弱带，分子量分别为22．5KD和20KD，这两条弱带可能是多角体本 

身所含的碱眭蛋白酶降解主带的产物，这与Summers(1978)t”的结果一致。如果上样鸯 
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图6 病毒粒子的蘩外吸收曲线 

F ．5 Ahsorption 0Ⅲ e of MntNPV 

nu~leoctpIid。● 

图6 MtNPV多角体蛋白的$DS-PAGE图 

FiE
．
B $DS-PAGE of t he Po1yhedtin f rDm 

MntNPV 

加大，还可看到一条分子量较大的弱带 (60KD)， 这条带被认为是 多角体蛋白主带的 

二聚体，因为它的分子量刚好是主带的两倍。 

经sDs·PAGE，病毒粒子结构蛋白含有2l条多肽 (图7)。其分子量范围在16．5-- 

·
． 病毒{立子结构多肫 

b
． 标准蛋自 

a
．
MntNPV s E rⅡ E ur。 

P P E ides 

h S E BⅡda rd protelⅡ 

图 7 扁毒粒子结构多肽的SD$一PAGE困 

Fil． SDS—PAGE of e~velope4 nucle c‘psf d s E rⅡt E urll Palypep[ide s 

107KD,~5问，其中n， ， 为主带，分子量分别为38，32~16．5KD。表 1为病毒粒子各 

结构多肽的分子量。图8为霸毒粒子结构多肽电浓色带的凝胶糸扫描图 
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囊 1 MntNPV病毒I旺子结辆多肚分子量 

Tab
． 1 Mal ecul~r welght s(KD)of 

M 口INPV—Vit[0㈣ St ct ura 

Po】yp p c jdoIL 

图 0 MatNP~寨毒粒子结构多且j=电饽色 

带的凝胶扫描睡 

ril'~l Selnnt~K mⅢ gr‘ph of eJleet rcIi~ otie 
g·l pr i|e of M I商Py nue|eoetpsld 

structurt]poly'pept ides 

五、多角体蛋白的氟基酸组成分析 Mn N V多角体蛋白的氟基酸分析结果豫表2。 
从表中可见，该蛋白含有较多的A。p，Gln，ly％’Arg，1eⅡ一Asp与BlH二者之和约占肆 

分子量的26％ (摩尔百分含量 )t而His，Met，cys的含量却很少。 

采 2 MnINPV多角体蛋白的嚣基截含量表 

Ta b 2 Am o acid eo~ape slt／on of MntNPV poiyhed rln 
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六、MntNPV的DNA限制性内切酶图谱 MatNPV-DNA~EcoR I，BamH I，Hind碹 

XhoI，PstI-BglI六种酶单酶切-分别得到l5，7，I2-13，8，13条片蜃 (图9)I 

经EcoRI+XhoI，BamHI+PstI，BamHI+BglI，HindⅢ+PstI四组双 酶切， 

分别得到19，12，15，13条片段 (图10)。以ADNA／HindⅢ片段为标准，计算出各酶 

切片段的分子薰和MntNpV—DNA的总分予量，圮表 3和表 4。 

A D C D E F 

j曹  

9 M tNPV(1)和 (s)一DNA蛇单酶 切翻谱 

Fig
．
8 Cle a⋯ ge f M口tH PV(I) ＆ (s)一DNA 

fm ⋯ t wiIh si。gle r⋯ t i ct；0n 

tndon~elea目e 

A一(I)／Hi口dl1 r fr g．B·(O／E coRI f r。g．C一(I)／ 

B ml{I fr g．D一(])／BgI fr‘g． 

E一(i)／xko r f r·g．F一(1)／Pst【 fr。g． 
一  DNA／Hi dIII f T #． 

^ B ； r D 

。

同10 M ntNPV(I)·DNA的双酶切罔措 

F g 10 cle a flge 0f MntNPV(1)·DNA 

r r g⋯ t 5 w】th dou ble re 5I rjtI DⅡ 

eⅡdoⅡ㈣ Ic 5 es 

A·E coft r十 xhD r， B—Bg1 r+ BamH r， ·̂  

DNA／HindII1 f⋯ g 。ntf1．C—BsmH I+ 

P目t I D·Pst r十 Hi日allI． 

一 II 
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采 3 hIn ENPrO)一DN̂ 单一切片段的分手量(I×1n D) 

Ta h
．
3 f0】Ec1 Lj r Weight s nf Si Rz】e Re stri tiⅡD E日d⋯ r】e‘ 

rriE⋯ s of Ma E PV—DN^
．n ×1 6D) 

F片慧 m BgLI HiⅡdIIl P}EI Xh。I 
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$为 分 带 su bm。!⋯ 】 r r r ⋯ E s 

4 E f．V A艰一 坍片段 许千 量寰 (× J J D) 

W F； 1J￡ 0f n h】e R} t r r i 0n En 10l|u 1e‘ 

f Ⅵnt pV—OH&
． (x10 6n) 

片艟号 
Ft E 

H 

l 
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L 

M 

K 

n 

II 

口 
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S 
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讨 论 

从黄褥天幕毛虫核型多角体病毒的形态结构和生物学特性来看，该病毒的多角体和 

病毒粒子的形巷及大小都与绝大多数其它的昆虫杆状病毒非常相似 t该病毒感染宿主 

后致死较快，死亡率较高” ，在果树林业害虫的生物防治上具有很好应用前景。 

Rohrmann(1984，1986)和Smith(1982)等人对多种昆虫NPV的基因组进行了深 

入研究后发现t昆虫NPV的整个基因组是相当保守的，而多角体蛋白基因是所有NPV基 

因中最保守的 ”[j 。从MntNPV的多角体蛋白的氨基酸组成来看， 该蛋白富含 Asp和 

Glu，二者之和约占分子量的26 ，而His，M et，Cys的含量却很少。 这一结 果与其它 

昆虫NPV的多角体蛋白的氨基酸组成是非常接近的 ㈣⋯】。这也证实了昆虫NPV编码 

多角体蛋白的基因的保守性，并提示该基因在漫长的进化过程中可能存在同源性。 

MntNPV的病毒粒子的结构多肽非常复杂，这与许多其它昆虫NPV的病毒粒子结构 

多肽的复杂性是一致的 】【 。一般认为昆虫杆状病毒粒子有1l一26种结构多肽，分子量 

范围在1O--16oKD之间，并有几种主要多肽，其中分子量在lO一20KD之间的有一种，分 

子置在30--d0KD之间的至少有一种 。MntNPV的病毒粒子有 21种 结构多肽，范围在 

16．5--Lo7KD之问，并且也有三种主要多肽，其中分子量在1O-- 2OKD~__间的是L6．5KD 

带，在3O一40KD之间的是38KD带和32KD带。这几种主要多肽在多种NPV中分子量都 

损 相近。 

我们对黄褐天幕毛虫棱型多体病毒的内蒙分离株MntNPV(I)和沈阳分离株Mnt— 

NPV(S)进行了基因组的限 性内切酶图谱的分析比较，发现它们的DNA的 BamHl酶 

切片段的数目和大小基本相同 }但在EcoRl片段中，沈阳株的E片段和G片段比内蒙株的 

相应片段弱得多 (图9)，经济多次实验，结果仍然如此。造成这～现象的原因可能是 

MntNPV(S)是由几个亚系混合组成的。 

在DNA的限制性 内切酶图谱分析中， 有亚克分子带的 出现。这一 现象在许 多昆虫 

NPV中都 曾 出现过 。 这可能是 由于野生型病毒并不是 由一个 纯 系组成， 而是由几 

个亚系组成的混台物。我们在DNA分子展层中也发现几乎每个完全展开的病毒DNA分子 

的长度都彼此有差异 (32±5#m)，提示野生型病毒可能是由混台系组成。这种混合系 

的DNA分子在限制性内切酶图谱中就可能出现亚克分子带。 
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M alaoosoma nB stria testacea nuclear pol yhedrosis virus(MntNPV )is 

a kind of multi—embeded baculovirus． Scanning EM shows that MntNPV inc— 

lusion hodies are irregular polyhedra with different sizes． The average din— 

meter of polyhedra is 1．3,urn． Virions have a Mean siz e of 366x90nm
．

The 

virus genom e is a circular DNA m ac romolCCU1e with length of 37．2,urn
．  

SDS—PAGE exhibit s that pol yhcdrin has only one major pol ypeptide with 

MW of 30．2KD． Virions have at lea st 21 polypc[tide bands ~*ith MW r a— 

nged from 16．5KD to 107KD． Like othe r insect ^PVs， MntNPV pol yhedrin 

also contain s More Asp， Glu， Arg and Leu， l e ss H is， M et， and Cys． This 

result suggests that the genes of polyhcdrin in many NPVs may have a con— 

servative sequence． 

The DNA of MntNPV has heen analyzed b Y REM with E coR I，BamH L， 

HindI1I， Bgl I， Pst I， Xho I． The MW of cvPr y f ragment ha s been deter— 

m ined． Total M W  of M ntNPV genome is 77．Ix】0 daltOnS． 

Key w ordsI M alacosoma e 8D'ia tesl,acea Nnclea r Pol yhcdrosis 

Virus Amin0 Acid Compositiou Anal ysis ／~cst rictiolz Endonu clcase Map 

Submolccula r Fragment 
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