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罗 经 

(中国科学院武缸病毒研究所，武汉，430071) ，＼ 8(f，· 
提 要 两株不同来源的蓖麻蚕核型多角体病毒(A~ NPV和 A~NPV)经提纯后 ．使用SDS 

一 苯酚抽提病毒棱酸 ，并使用限制性内切酶EcoRI，llarn}Ⅱ酶解后 ．用分子杂交方法与蚨口平穆标记 

的~ -I)NA探针杂交．分析了两株蓖麻蚕 NPV病毒核酸的同谭性．B∞ 酶解的 A．rNPV- 

DNA产生8千片段，其中 5十片段能与 a曙NPv DNA探针杂交．BamHl酶解 DNA产生 7 

个片段，其中6个片段能与 A~scsNPV-DNA探制 杂交．结果表明t两株蓖麻蚕NPV之问病毒核酸具 

有很高的同源性。使用斑点杂交方法分析了Ar蟠NPv与ArNPV。柞蚕NPV及家蚕NPV之间的核酸 

亡的较长 

期饲喂马桑叶的蓖麻蚕中分离的一株核型多角体病毒。我们曾对其多角体形态特征、病毒粒 

子理化特性进行了研究 ，并与蓖麻蚕核型多角体病毒(Philosamla Cynthia Ricini(Attacus ricini) 

Nuclear PolyhedrosisVirus)进行了形态学和理化特性的比较研究r 。为了进一步研究ArscsNPV 

与 ArNPV之间的关系 ，本文使用分子杂交方法研究了 Arscs NPV与 ArNPV、柞蚕 NPV、家蚕 

NPV DNA之问的核酸同源性。结果报道如下。 

材料和方法 

l 病毒 

Arsc~NPV 由四川省林科院森保室提供。 

Ar NPV：由武投大学病毒系馈赠． 

家蚕NPV(~ NPV)、柞蚕N'PV(ApNPv)：由本组保存． 

各株多角体均按文漱【1]方法提纯。 

2 病毒按酸的提取； 

接文漱[1肪 法提取I)NA。经紫外分光光度计检测其纯度和含量．并经 1 琼脂糖凝腔电泳证明无杂拔酸 

存在后备用． 

各限制性内切酶H_mdI·EeoRI·a町IH I 及 XI~NA均贿自华美生物工程公司-限制性内切酶均带有 10 

×缓冲液． 

车文于 1992年 l0月6日收刊．1993年2月15日修回。 

·车课题为国家自拣科学基盒资助项目之一。 

．．现在地址t湖北医学院病毒研究所．武汉．430071 
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酶解混合物 5O 中包含2lIsDNA，15—20单位内切酶 5 1 0X酶解缓冲液，其余用双蒸水补足。37℃酶解 

2小时．1 琼脂糖平板电泳。 

‘ 块口平移制备挥针 ； ． 

按文献。瑚方法进行。30lIl反应混合物中包含 N~ -ONA 1博，亡d．jzp]dcTP(t00 j)[购由福瑞公司， 

北京]l ，DNA聚合酶 1 5单位 ．Dl'4a．~ I lOOpg，100；unol／IAATP，4GTP，dTI'P，3 。反应物于 14℃水浴巾保 

温2—3小时，加入EDTA终止反应后，于scpt】adcxG50(2Inl体积)柱层析 ，经B射线计数器(Ⅵ)uM)测定 Clsm 

值。集中第一峰各管 ．加热通火后作探针 ，一20℃保存备用。 

s Southem转移和杂交 } 

按文献咖方法操作，硝基纤维紊滤膜为Mandel Scientific公司产品，用于放射自显影的x光胶片为广东汕 

头感光化学厂产品 

静i象变掘度为42"C 18小时．换上杂交断 呻 针后再杂交24小时．50"C洗膜，室沮手燥后与X光片一起 

于一2口℃放射自显影 48小时后 ，冲洗x光腔片， 

6 DNA的斑点杂交 

取A蛐 NPV--DNA·Ar ——甜帆 tBmNFV--I]~A．及A DNA各 1坤分别点于Nc膜上．宦然干燥 

后按 瞌B杂交法直接与At日 MPV--D~A探针杂交和放射自显髟． 

结 果 

l 病毒核酸的紫外吸收 

芦)s一苯酚法直接从多角体提取的棱醴，经紫外分光光度计检澳J都具有典型韵紫外吸收 

图 】 ∞̂ NPV—DNA和 A*NPV~I}NA紫外线吸收1I臼线 

№ ·1 UV a cum  of̂  NPv'嘣 A and A*NPV—DNA 

A：Ar NP DNA B：ArNPV—DNA 
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曲线，吸收高峰在258rim，低峰在 230am．'Ar~ 。NPV-DNA的 OD260／OD280~1．8l：l；ArNPV— 

DNA OD2S0／0D犟0=I"．179。 1(尉 1)，甩此病毒接酸不经酶藓溜 1％琼脂糖凝胶电泳 获得均 
一

带 ，表明此病毒核酸不舍宿主核酸 。 

2 ArscsNPV-DNA和 ArNPV-DNA酶解图谱 一 一 

如图 2、3所示 ，ArscsNPv_DNA和 ArNPV—riga经 EcoRI酶氍后分别产生 5和 8个片段 ， 

经 BamH I酶解的两株 NPV—DNA各获得 5十和 7个片段。虽然带谱不甚相同 ，但其中有部分 

片段分子量相同 使用 DNA HindⅢ酶解片段作分子量标准经计算 ArNPV—DNA平均分子量 

为 77．2×10 (表 1)。而 ArscsNPV—DNA平均分子量为 55．42×1 0 (表 1)。这说明两株 NPV— 

DNA酶 图谱不相同外 ，其核酸分子量也有差异。 

A XDNA-t-Hind_作分子量太小的标志 

A， 妇 marke~ 

A●蝴 NPV DNA 

C ArNPV DNA 

田2 两株 NPVDNA的E∞RI酶解带谱 
』

-  

哺 ·2 Pattc~lut of E。oRI雌  _枷 蛳 l胛 b of 

twoNPV-DNA 

A．?,DNA+H~d-作分子量大小的标志 

A．B  markcl-~ 

B．̂  NPV DNA+ EcoRI+ BamHI 

C ^】 V—DNA 

D  ̂NPV—DNA 

图 两株 DN̂ 的H亩mHl酶解带谱 
l l 

F培．3 Pattem~of]~mH1 d ∞t坤n f怕g， n 
J  

r 

twoNPV DNA 
‘ - _ 
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衰 l 喇̂·NPvDNA ArM．v ^酶孵片段5 量 

Tpb．1 MdccularwdE d Arscs NPV—DN^ andArNPV--DfqA fragm~ts 

^．Arscs~Pv ONA 

n ArNPV DNA 

圈4 [ p] 卯 标记的 EcaR)-ArscsNFV DNA探 

针与ArN]PV DNA--EeoRI片段杂交结果 

FIB-4 Hybridization ansty~sd ’ Plab~l~l EadRI-- 

Ar帕，NPV NDA probe wnh ArNPV ONA— 

B∞且lfragn~ms 

A．̂ 舟aNPV ONA 

H ^rNPVDNA 

图 5 P标 记的 ArscsNPV DNA撵针 与 ArNFV 

Di~IA的 mH1蔫謦 片段的杂交 

F 5 Hybrldlzation analys~s’ P iabelcd BamHI-- Ar． 

3∞NDv DNA probe with ArNPV DNA — 

BamHl fragm ents 
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3 DNA的片段杂交结果 ： 

ArscsNPV DNA和ArNPV DNA与[ P]dcTP标记的ArscsNPV DNA探针杂交，结果Arscs 

NPV-DNA的 5个片段全部杂交 ，而 ArNF％'一DNA的 8个片段中只有 5个片段能与探针杂交． 

这5个片段的分子量均与ArscsNPV-DNA的5个片段分子量相同(图 4)。其余3个片段与Arsc- 

sNPV--DNA的EcoKl酶解片段无相同核苷酸序列 ，所以未能杂交上。 

而[ ”p]dCI'P标记的ArscsNPV—DNA探针与 ArNPV DNA的 BarnHl酶解片段杂交时， 

ArNPV-DNA的7个片段中有 6个片段能与探针杂交(图5)。说明ArscsNPV与ArNPV DNA之 

同具有很高的核酸同源性。 

4 斑点杂交 ： 

结果如图6所示，使用斑点杂交法，使用’ 标记Arsc~NPV DNA—EcoRI片段作探针与4株 

NPV-DNA杂交．结果 Arscs NPV DNA探针除了能与Arscs NPV—E：NA，ArNPV-DNA完全杂交 

外，井能与柞蚕NPV—DNA杂交，这表明柞蚕NPV—DNA与ArscsNPV-DNA有核酸同源性，而与 

家蚕 NPV—DNA无核酸同源性。 

^fNPV DN^ 

C Bm NFV DN^ 

ApNpv DNA 

图6 ArSc~NPV-DNA探升与 ArNPV．BmNPV、ApNpv DNA的斑点杂交 

F电-6 Dot blot ”P叫州 Ec删 嘲̂ NPV DNA脚 with Ar NPV DNA． NPV EX~IA and ApNpv EX~IA 

讨 论 

从限制性 内切酶酶谱分析可以看出 Ars~~NPV—DNA和 ANPV-DNA之问有些片段分子量 

是相同的 ，分子杂交结果显示这些分子量相同的片段绝大多数具有棱酸同源性。唯 At NPV— 

DNA经 BarnHI消化片段中 3．6×10．d一个 片段未能杂交上 ，这可能是它们的一级结构不相同 

的缘故。 

从多角体和病毒粒子形态、病毒结构蛋白，限蟊j性内切酶谱分析和DNA分子杂交等结果 

看．ArscsNPV和AtNPV之闷有着密切的关系，但它们之问又具有差异。在自然界中昆虫病毒 

通过环境条件改变而形成基因重组的新毒株的倒子不少【“ ．我们认为Arscs NPV和Ar NPV 

之阿出现的情况，可能是由于蓖麻蚕经较长时期喂养马桑叶，生理条件和环境条件发生变化． 

通过其基因重组(如缺失等)而形成的另一株蓖麻蚕NPV。 

斑点杂交的结果显示 Arscs NPV—DNA能与 ArNPV—DNA杂交外 ，还能与亲缘关系较远的 

Ap NPV—DNA杂交，这说明Arscs NPV与Ap NPV之阿具有 DNA同源性。1酊与家蚕NPV之间 

无同源性。杆状病毒科中的核型多角体病毒包含有多核衣壳核型多角体病毒亚属和单核衣壳 

核型多角体病毒亚属[‘]，它们的 DNA限蟊j性内切酶图谱不同 ，因此它们的 DNA序列没有广泛 
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的同源性，但在同一亚属中若干个病毒株则有相似的内切酶图谱。Jeweli J．E．andMiller L．K 

(1980)Z 等曾用Southern印迹法分析测定了四株多核衣壳核型多角体病毒和两株单核衣壳核 

壁多角律病毒的 序列同源性，指出在单核衣壳型和多核衣壳型的核塑多龟体之间只有0．2 

以一下的棱馥同像性。这一报遭与本实验结果相一致。因为我们分析韵四株NPV中除家蚕NPV 

为单棱表壳核垫多角体病毒外，其余3株均为多核表壳孩型多角体病毒。 
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Po]Iyh~ rosis Viruses from Attacus ricini Larvae 

yan Yinfang Luo Jing 

(Wuhan Iu,q,ik~  I．'irolog~j，Aeadea~a Siaica，WuMn，d30071) 

Arses NP DNA anOlAr V DNA pu~ified by SDS．-pher~1]nethod were digested by restriction 

endonucIease譬EooRI and BamHI．Ai s N-~ViDNA tesaI涮 in 5，5~'ragments and Ax NPA DNA r~ul[ 

ed in 8，7 fragmen~ re,~peetively after~anaiysi~0n iagar~e gel,ieetrophor~sist Five of elgh~fragment~ 

of Ax NPV DNA digested by EcoRI could be hybridized with probe of Arsc~NPV DNA labeled by ra 

dioac~ve isotop~ 。p，and six 0f sgven fr4gmen日 qf向 NPV DNA dige$[捌 0y BamH r could be hy 

kridized with prob~ Dot：blot hybri!lization~howed that there was homotogY be tween Arsc~NPV，Ar 

NPV ，Ap NPV but nq homology be tween Arsc$NPV and Bm NPV． 
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