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提 要 

本文描述来源不同的两株蓖麻蚕多角体病毒的形态特征和理化特性。一株为较长期饲 

喂 马桑 叶昀蓖麻 蚕从 自然罹死的幼 虫 和蛹 中分 离的多 角体病 毒(简称Ar scsNPV)； 另一株 

为饲喂蓖麻叶的蓖麻蚕从幼虫分离的核型多角体病毒(简称ArNPV)。 两株核型多角体滴 

毒的形态大小略有差异，ArscsNPV~角体直径大小约0．7-- 1．9Pm．最大的可达2．5 m； 

ArNPV~ 体大小约1．2—2．0pro 最大的可迭 2．9Pm。两株 NPV 病毒粒子均为杆状， 

ArscsNPV病毒粒子大小平均为 310×5Onto；ArNPV病毒粒子大小为 350×5Ohm。两株 

NPV均为多 粒包埋 型。两株NPV的多 角体蛋 白均为单一组分，Arse sNPV多角体 蛋 白分子 

置 为 27．5kd；ArNPV 多角体蛋 白 分 子量为 28kd 两 NPV 的病毒 粒 子结构多 肽 均含 

有2l条多肽，其中各多肽分子量有所差异。ArscsNPV的病毒粒子多肽分子量范围为ll— 

i 30kd；ArNPV病毒 粒子多肽 分子量范 围为 1 1—96kd，其 中有 l1种多肽分 子量彼此 相同 

包括两种主要 多肽 (54kd~33kd)。 用sDs一苯酚提 取的病毒 接酸 ，经 实验证 明均为 双 链 

DNA 型使 用几 种内切酶酶解 ．求得两株 NPV 的核酸分子量 ．Arse sNPV 为52
．
4 ×10‘dl 

ArNPV为73．5×i0‘d。 

关奠词 ：蓖麻蚕多角体病 毒 形志特 征 病毒 粒子 蛋 白多肽 病毒核酸 
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蓖麻蚕是我国养蚕业的～ 个重要资源。在我国四川、湖南、广西等地因地制宜，使 

用马桑叶饲喂蓖麻蚕。由于其蚕茧质地优 良J马桑叶来源丰富，如今巳成为山区人民脱 

贫致富的重要付业之一。1989年四川省饲养区发生大规模流行病，致使养蚕业受到重大 

损失 经我们分离纯化后研究确认其病原为多角体病毒。为 了研究从这种饲喂马桑叶的 

蓖麻蚕分离的多角体病毒与蓖麻蚕多角体病毒之间的关系，我们对这两栋NPV进行 了形 

本文于1991年 9月17日收到，1日。2年 4月 7日惨 回。 

本课题为国家自然科学基盘资助项 目之一。 

奉所电铙室协助拍摄电镜照片 特此致谢 。 
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态学和理化特性的比较研究。现将结果报道如下。 

材 料 和 方 法 

’． ■毒：蓖麻蚕多角体病毒 (Philossmla Cy．tbia rielni D。n。Tan Po]ybedro~i8 Vir=s 

简 称ArNPV)由武汉大 学病毒系 馈赠。 

马桑蚕多 角体病毒 ~Philosamia Cynthia ricini(sursum Coniatia Sinica)polyhedrosis 

Vlrus简称 Arscs Npv]由 四川省林科 院森保 室提 饿  

2． 多^体的分一纯化：参照文献l 1介绍方法分离纯化。 

5． ■毒粒子的分一纯化：按文献l 1方法纯化超离心后获得的病毒粒子，再经 。ph-r08e 2B 

柱 层析 后 获得纯病毒 粒子。 

4。 多角体和一●牲子电镶理寨：职纯多角体和纯病毒粒子经2*Pr̂ 负染色后于JEM一100型 

C电镜下观察。 多角体超薄切片按文 献 l。1方法。 

5． 多^体蛋白的分一纯化：纯多角'~T'7ox3 2小时后加入碱液 4℃20分钟，t0000r／m离心 

l s分钟， 用0．5raol／L PB—HCl(pH2．0)~pHg7．0．置冰箱 中 2小 时，再 以3∞0r／皿离心1s分钟， 

收集多角体蛋白，用0．0imol／L Na 03-0．05mol／L NaC1 pH9．0解絮~ Sepharose 6B柱层析。 

收集蛋白峰，将pH调 至6．0冰箱静置，收集 多角体蛋 白，解絮后--20"C保存。 

B． 多^体蛋白和■●粒子多眈的 SDs—PAGE： 按文献 l̈ 系统 垂 直板型 电 泳。 分离 腔为 

10卿， 浓缩 胶为 4眄。 

分子量测定参~Weber~Osboral l方法进行。分子量标准蛋 白采用上海东风生化试赉鼍厂生产 

的成套 分子量标 准蛋 白。 

T． ■●棱lit的提取： 参照李敏棠l l，罗经l 】方法进行。 采用直接从多角体提取柱睦的方 

法。 

8． 箍t的二苯腑反应 ：参照文献l‘1方法进行。 

口． 棱t的热变性羹外嚷啦：取 2ml核酸 (约含40,／／g)样品，分成=份，一份于 100"0 中煮 

沸lO分 钟， 冰沿骤 冷。另一份作对腰。 于uV一300型紫 外分光光 度计 上 测 l̂I —Al1日值。 

1 0． 接t的限制性内切畴畴解分析：参照文献I 方法进行。 各内切酶均购自华羹生物工程 

公 司 。 

11． 攘t的RNa se和DNase妊理 ：参照文献【‘1方法进行 

结 果 

一

， 多 角体 的形态 和大 J、 

在透视电镜下 观察 A rscsNPV多角体形态多呈三角形 、四边形和多边形，其大小约 

0．7—1．9am最大 的可达2．5#TM ArNPV多角体形态多为四边形和多边形，其大小约1．2 
— 2．0#m，最大的可达2．9#m(图 1)。 

在扫描电镜下，A rscsNPV多角体为不规则多面体，表面光滑。一个视野中有1／3以 

上数目的多角体表山l呵 许多有规则的裂缝和凹陷，这是病毒粒子 包埋点。由于某种原 

因使病毒粒子脱落丽形成的 (图2a)。而ArNPV多角体其形态与 ArscsNPV相似，但未 

观察到病毒粒子包埋 点 (图2b)。 
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A． A¨ t aNPV 8200× B． ArNPV 0g90× 

图1．Ar日c NPY多角体 与ATNPV多角体形态 

Fig 1 Po]yhed ron e mo rpholosy 。f A z~ee NPV a4d A rN PV 

第 8卷 

A． A r Bt8 NPV B． A rN PV 

囤2． ArBc目NPV和A rNPV多 角件扫描电镜现察 

Fig
．
2 Elt et~On sm Ⅱi g mie=ogr ph 0f A，3 c s NPV Bnd A r PV 

以纯 ArsesNPV多角体悬浮液 (含 10 个／m)添食蓖麻蚕幼虫相璎马桑叶的蓖麻蚕 

幼虫以及家蚕幼虫等，7一lO天后引起蓖麻蚕 70--80 死亡率，用马桑叶饲养的蓖麻蚕 

100 死亡，不引起家蚕幼虫死亡，对照组无死亡。 

二、病毒粒子形态和大小 

ArscsNPV病毒粒子呈杆状，两头平截，病毒粒子大小约300—310×5Ohm， 同时可 

见病毒束，每束中核衣壳数 『]1— 4个不等，病毒束 【乇约400nm直径约50—7Onm。 Ar— 

NPV病毒粒子形态也呈杆状其大小约590—4OO×40—6OⅡⅢ(图 5)。 

三、多角体 的超薄切片观察 

如图所示。A rscsNPV多角体 切片中可看到很多癜 毒束，每柬中核衣 数 日有l一 6 

个。同时也可看到很多空洞，这是病毒粒子包埋点。A rNPV多角体的超滓 切片中也可看到 

病毒束，每束中核衣壳数 目有l一9个。在切片中未 见有病毒包埋点形成的空洞 。 
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． 。 
譬臻囊 冀ArNPV 

A Arsc 9 NPV 26000x B．A rH PV 26000X 

图4．Arscs NPV和A rNPV多 体的超薄切片观察 

Fig 4． The thin s e ction oⅡ the polyhed ron s of Ar s es NPV ad ArNPV 

四、多角体蛋白和病毒粒子的紫外吸收特性t 

提纯的多角体蛋白和病毒粒子具有典型的紫外吸收曲线(图5)。我们发现碱解对 间过 

长的病毒粒子多为核衣壳，其紫外吸收曲线在A26O—A28O之间有明显的吸收蜂 (图5)。 

— — 病 毒粒子 

一 一 一 一

多角体蛋白 
⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯

桉衣壳 

一 V iri㈣  

一 一 一 一 Po1Yhed p 0tein 

⋯ 一 一

Nu~l⋯  pi 9id自 

波长 m) 
w⋯ el gth iⅡ Ⅱm 

图．5 Argos NpV病毒粒子 多角体蛋白、核衣壳的紫外吸收曲线 
Fig．5 Abso rption cm e of ArscsNPV virlon， polyhed ron protein 

㈨ d ㈣cl c ids 
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五、多角体蛋白及病毒粒子蛋白的sDs—PAGE： 

Arscs NPV和 ArNPV多角体蛋 白经 SDS—PAGE~ ，均呈现一 条带，其分子蠹 

ArseslNPV为27．5kd，ArNPV为28．0kd(图 6)。 

A．标准蛋白 

A Proteia⋯  k 

B．A NPV多角体蛋白 

B
．

PDtyh edron P rot e of A TNPV 

C．A rsc s NPV多角体蛋自 

C．P。1 htd o P 毗 ein Qf ^T‘ ‘ NPV 

6 多 角 体蚩 自的 sDs— PAGE 
Fig．B． SDS-- PAGE of polyhed ron p rotein of A rsc~ NPV ·nd A rNPV 

用不连续凝胶系统SDS-PAGE分析后，ArscslNPV和 ArNPV病毒粒子结构多肽均含 

有21条 (图 7)。两{来INPV病毒粒子多肽分子量列于表 1。从表1中可以看出 ArsesNPV 

和ArNPV结构多肽中有11条多肽分子量相同。这说明这两株NPV之间有亲缘关系。但是 

2i条多肽中又有明显的差异，表明它们是不同的病毒{糸。 

寰1 Ar sesNPV和 r̂NPv囊毒鞋 子结棚多酞分子量 

Tab 1． Molecular weights of virioa 

Poly P pt；de日 of A r目c目NPV ·nd A rNPV 

Viru se8病毒 

f̂．w分子量 Ar8c8NPV A rNPv 

No．编号 

图7 A r sc s NPV与ArNPV病毒粒 子$DS—PAGE图谱 
Fig．7 SDS—PAGE of vi r；o 8 P0】rP ptides of 

A r|lc0 NPV ●nd ArNPV 

^
． 标准蛋 自 A．Pr0 rein mB r r 

B．AtNPV病毒粒子多肽 

B．Poly pePtides of ArNPV virion 

E．A rscs NPV 病毒粒子多肽 
C．Pol rpe ptides of ^rsc8 N PA Tirioxt 
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六、ArscshPV与ArNPV桉酸的热变性特性t核酸经加热变性后经ur分光光度计检 

测，ArscslNPV核酸加热前为A260=0．259，加热后A260=0．349，OD值增加了34．7 。 

ArNPV桉酸加热前 60=0．292，加热后A260=0．398，OD值增加了36．3％。这表 暇两 

株NPV核酸均为双链DNA。 

七、核陵酶酶解试验与二苯胺反应：Arscs NPV核酸经RNa se和DNase酶解后， 电 

泳证明可被DNase洚解而不被RNase降解。ArNPV核酸经RNase和 DNase酶解后也证 明 

可被DiXase酶解 。两株病毒核酸与二苯胺试剂反应后，均呈现兰色的阳性反 应，而酵母 

RNA则 是现阴性反应，此实验 电证明Arscs NPV~ArNPV核酸均为双链DNA型。 

八、核酸的l裂制性内切酶酶解分析；结果如 图 8、 9所示。Arses NPV DNA经Eeo 

RI，BamHI：~LIE coRI+BamHI酶解后分别获得5、5、10个片段，而ArNPV DNA~I]获得 8 

和 7个片段 (双酶解未做 )。以 DNA HindⅢ酶解片段为标准分子量作标准曲线，从 

曲线上求得Arscs NPV DNA~SArNPV DNA分子量 (表 2)。从表 2中获得Arscs NPV 

DNA平均分子最为52．4×10 d ArNPV DNA平均分子量为73．5×10 d。 

圈 g．A r s csNPV DNA和 ArNPV DNA妁 

BamHl酶解 讲 

Fig 8 E1 ec gro Pho Te rog⋯ 0f BamH I 

dig 自tlOn f ag t 8 of A T日csNPV 

DNA n d A rNPV DNA 

A
．  DN^+ HindiII 

B．A r s c sNPV DNA+ 

Ec0R1 

C A TNPV DNA+ 

图9．A rs c8NPV DNA和 A rNPV DNA 

的EeoRI酶解图谱 

Fig．0 Elect ropho retog ram of g coRI digestion 

f TaB⋯ t s 0f Ar8 S NPV D NA _Ⅱd 

A rNPY DNA 

¨一吖．叫 二} =圣 m 
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寰．2 Arlem NPV DN̂ 扣A r PV DNA的RNE●切片段分干量 

Tab．2 The moleculq r-,~vight of RNE digestion fragmeat s 0f Arscs 

NPV DNA _Ⅱd A rNPV DNA 

l8．5 

14．3 

1 0．5 

4 9 

3．6 

未敢 
ND 

从表 2可 以看出EeoRI消化Arscs NPV DNA的 5条带~ArNPV DNA的 8条带中的 

五个片段分子量相同。BamHI消化I~ArsesNPV DNA有两个片段与 ArNPV DNA 7个片 

段中的两个片段分子量相同这表明两株NPV的核酸酶解图谱具有一 定程度的相似性，但 

又有 明显差 gi。 

讨 论 

A rscsNPV与ArNPV多角体形态在 扫描 电镜下略有差异，表现出ArscsNPV多角体表 

面 有很多病毒粒子包埋点，这在其他多角体病毒 中属少见。我们使用 ArscsNPV多角体 

感 染用马桑叶饲养的蓖麻蚕、蓖麻蚕和家蚕幼虫，结果 7--10天可 引起用马桑叶饲养的 

蓖麻蚕100 死亡J引起蓖麻蚕70 左右的死亡率J但不 引起家蚕幼虫死亡。这说明Ar- 

scsNPV与 ArNPV之间有一 定的亲缘关系。引起蓖麻蚕70 死亡的多角体病毒与 Arsc~ 

NPV的形态和理化特性是否相同，有待研究。 

Ar$cs NPV与 ArNPV病毒粒子结构多肽的SDS—PAGE分析表明： rsce NPV有n条 

多肽与 ArNPV多肽的分子量相同，但还有1O条多肽分子量不相同。说明两株NPV有一 

定的亲缘关系，又有区别的病毒。Ha rrapC” 和 SumlTle Ts “曾对多种杆状 病毒结构多肽 

进行比较研究，结果表明在亲缘关系密切 的病毒种之间，其病毒粒子结构多肽具有相似 

性，但不同病毒又各有独特的结构多肽成份，因此病毒粒子结构多肽具有种的特异性。 

从内切酶酶解分析结 果也 表 明 ArscsNPV DNA与 ArNPV DNA之间具有一定的相 

似性。用EcoRI消化的ArNPV DNA／L个片段中有五个片段与Arscs NPV DNA的 EcoRI 

酶解的五个片段分子量相同J BamHI酶解的Ar scs NPV和 ArNPV DNA其中有两个片段 

3  1  3  5  2  B  

_一 4  1  8  7  6  3  

9  D  4  6  4 2  7  3  

T  6  2  8 卜． B  5  4  

； ． 。 ¨

帮 
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分子量相同。因此我们认为Arscs NPV与 Ar NPV在形态结构与理化特性上有相似性又 

有明显差异，这可能是不同地区分离株之间的差异}也可能是宿主生理条件发生变化， 

多 角体病毒适应新的宿主生理条件而发生的基因重组 (如缺失 )所致，是何种原因引起 

的有待进一步证实。 
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Comparative Studies on Two Strains of Nuclear 

Polyhedrosis Viruses of Philosamia Cynthia 

ricini(Attacus ricini) 

Luo Jing Yan Yingfang Yang Xuelou 

(W uhon In slitut~of Virology．Academi2 $inico．W uhan 4 30071) 

In this paper the morphological charaete ristics and biochemical propert 

i es 0f two 8trains of Attacus ricini nuc1ea poIyhedrosis virus isolated from 

diff rent s0urces we re described
．  

One strain of A ttacus ricini was fed with 

1eav Ps of Coriatia Sinic a for m any ye ar s(the vernaeular namel Coriatia sinica 

sit kworm )， and virus was obtained from larva e and pupae． The other strain qf 

Attaeus ricini was fed with leaves and virus WaS obtained from larvae of 

Attacus ricini
．
M orphology of poI yhedra was slightly differ ent between Arscs 

NPV and ArhPV
．
The siz e of polyhedra of Arsc sNPV was 0．7—1．9 pm， and 

that of ArlNPV polyhedra was 1．2— 2．0 pm ． The virious of Arscs NPV and 

ArNPV wc r e both ro： shaped and with size of 310× 50 nm and 350× 50 nm ， 

r espectively
．

Ars c s PV and ArNPV were m uhiply elllbedded
．

Th e surface 

of polyhedra of Arsc s NPV were studied with eavities 1 eft over by the vir— 

ion em bedment
．

The single structural polypeptide was resolved as po,lyhe— 

drin from Arsc s NPV and ArNPV and with solecular w eight 27．5kd and 

28kd， r espeetivel Y． Virions of both viruses contain 21 polypeptides． Molec 

ular weight of polypeptides of Arscs INPV wer e 1l一130kd， and ArNPV were 

1l一 96kd， of which， el even polypeptides of th e sam e with each other
．

The 

viral genom es of Arses NPV and ArINPV w ere dsDN A． with mo】ecular weight 

0f 52．4× l0 d and 73．5× 10 d， respectiv ely
．  

K ey w ords： Philosami a Cynthia ricini NPV Morpholt~gic characte- 

ristie Virion polypeptide Viral nucleic acid 
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