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提要 本文从形态结构、生物活性、结构多肚、棱酸限制性内切酶图谱和棱酸同源性等方面对棉钟 

虫拔型多角休病毒四个分离株(两个：SNPV分离株：HaS、H ．和两个MNPV分离株=HaMt、Ha )进 

行了比较研究。它们对·Il国l棉铃虫二龄来三龄韧幼虫的u 随依次为361，387、2633、8560 PI ／克 

饲料．当感染剂量为 5X1 PlHs值 饲料时，其 LT=u值依次为 4．6、4．9、6．4和 6．6天．两个 分 

离株的生物活性显著高于两个MNPV分离株。经SDS—PAGE分析，四个分离株多角怍蛋白均为一条 

带 ．两个 MNPV分离株结构多肽均具有相同的迁移率 ．两个 sNrpv分离株的结构多肚图谱也鳙相 

似．但SNPV与 MNPV分离株之问带型相差较大．各分离株基凼组经Paw,HI、Ecx．4~l、HindI和xbaI 

消化后 ．得到的 切酶 谱表 为两个MNpv分离株一致，两个SNPV分离株也很相似 ．而 SNPV 

与瑚 V分离株之间相差i巨大。严格条件杂交结果表明：两个sNPv分离株的基因纽有较高的同探 

多肽，棱酸 切酶 谱 ，棱酸同话-性 

实夜娥屑(1leticC,td,s)害虫是一类能够危害多种农作物的世界性害虫 ，也是我 囤农业上的主 

要害虫。世界上第一个病毒杀虫剂——美洲棉铃虫(11．z )核型多角体病毒杀虫剂的研究成 

功 ，极大地推动了我圈棉铃虫核型多角体病毒的研究与开发 ，现已发展为我国第一个商品病 

毒杀虫剂c”．大面秘应用于防治棉花、烟叶、辣椒和蕃茄上的棉铃虫和烟青虫【2 ]。 

棉锋虫核型多角体病毒傲据病毒粒子含棱衣壳的多少在形态学上可分为单核衣壳型 

(SNPV)和多核衣壳型(MNPV)，并有许多 同的地理分离株。它们的生物学和生物化学特性 

各异 ，生物活性相差几十倍[I：。固内一些学 肯就几个分离株从生物活性[5_ ，多角体蛋 白特 

性睫、血清学[ 、核酸内切酶罔谱[IO,ll 等方面分别作过一些报道 。为了比较全面 ，系统地认识 

这一类病毒 ，筛选高活性分离株，并为其作为生物杀虫剂的标准化提供依据 ．我们从形态结 

构 、生物活性 、多角体蛋白和病毒粒子结构蛋 白、核酸内切酶图谱 、核酸同源性等方面 ，就国内 

外收集到的四个分离橼(两个SNPV和两个 MNPV分离株)进行了比较研宽 

材料和方法 

l 病毒分离株 

·I一目怖铃虫( ．r n ~)SNPV分离株系半所1分离，简}j=HaS；美洲柿铃虫SNPV分离株由加拿大森林害虫 

防治研究所直赠 ．简称H ；两个-】-茸怖铃虫MNPv分离株分离由制北省荆州地区微生物所和江算省i燕云县植 

奉立于 1993年 】0月 J8 H收到 1994午 4 J斟牡回 
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保站提供 ，分别简称} 血和№M：。 

z 多角体的纯化和电镜观察 

各病毒材料分别感染中国棉铃虫健康幼虫，收集典型病死虫匀浆．差异离心数次后．加SDS至终浓度 1 ， 

37℃处理 0．5hr，30 ～6O 蔗糖梯度 3000r／m离心 lbY，收集多角体带 ．蒸馏水洗两次 ．用 TE(pH7．4)配成 

50m~／ml悬液． 

多角体悬液直接滴于铜阿或经碱解液[m lmoI／L Na=CO~，0．17tool／L N a·O．001mol／L EDTA，(pHl1．0)] 

(F同)碱解 5～2O分钟后制样．PTA负染 ．HITACH]H-7000FA透射电镜下观察并照相． 

3 各分离株的毒力测定 

由湖北省天门市蒋胡农场微生物所提供中国棉铃虫虫卵，表面消毒后 ．于 28~1℃孵化 ．长至二龄末三龄 

韧 ．平均体重 15．1士3．5嘴 ．供生物测定用． 

将 1克人工饲料m】立方块置入养虫瓶中．每瓶滴入多角体悬液5 d．移入供试幼虫一头．每个剂量50头t 

另设一组无病毒对照。共设5×1 o．、1．65×1O‘、5 l0’、l|55X10=、5X10z、1．65×10z、5×10PI~ 克饲料七十不 

同感染荆置．感染后第三天起检查病毒感染死亡数．第1O天结束试验．重复测定三次．死亡率在15 ～85 

之间的曼l：理作数理统计。按开珈崎 ” 的方法计算各分离株的u 、LD”、u 、u 。厦其95％置信限．各分离株 

5×1O’pIBs／克饲料这一剂量的逐天累计死亡率．转化为机率值后对时间对数值接最小二乘插值法通过徽机作 

围．求出各分离株的L1 ． 

‘ 多角体蛋白及j宥毒粒子结构多肽的SDS-PAGE 

多角体蛋白提纯 ：多角休悬液 70℃保温 2hr．加入等体积藏解液 ．冰俗作用 10min，稀醋酸调至pH7．8 

20000g 4℃离心30mJn，上清液过 1．5×40cm scI)bn懈 6B层析桂．O．01mvl／L硼酸缓冲液(pH 8．9)洗脱．XZ-85- 

1型按酸蛋白检测仪监测，收集第二峰。 

病毒粒子的提纯{多角休悬液加等体积碱解液于 1O℃作用 15~20m／n．O．5m~／L乙酸调至 8'0·~000S 

离心 10rain去除未碱解物，上清液 60000g离心 36min．沉淀悬浮于 TE(pH7．8)．20 ～60 蔗糖线性梯度 

60000g离心 1．5hr．收集白色病毒粒子带 ．TE(pH7．8)洗 2～3次． 

SDS-PAGE分折 ；采用Lcamm~(1970)非连续系统叫 ．各样品上样前 lO0℃处理 3 rain，电极缓冲液为Tris- 

甘氨酸 ．恒压 1OOV． 

5 基因组DNA的提取及限制性内切酶分析 

纯净的多角体悬浮于 TE(pH8．O)，加等体秘碱解液处理 3O～60m／n，0．1mot／L Tris．Ha(pH8．O)饱和酚抽 

提一次．水相用上述酚 }氯仿 ：异戊醇(25：24：1)及氯仿 ：异戊醇(21：1)各抽提一次后．对 O．01md／LTris~ 

Ha(p~8．O)透析两天． 

限制性内切酶、酶切缓冲液购自华美生物_下程公司(sABc)。酶切、电泳参照文献 方法进行．琼脂糖凝腔 

维度 0．7 ．电极缓冲液 O．5×T BE(pH8．3)． 

B DNA同源性检测 

缺．口翻泽船c及[d一32p]dcrP购自prvmega公司，X-光片为富士公司产品．H~NPVDNA按n 说明书标 

记后．与 NC膜上的各分离株DNA／HindⅢ片段在严格条件下(50 甲酰胺，12℃)杂交36hr。杂交及放射自显影 

方法参照文献“ 。 

结 果 

l 各分离株多角体殛病毒粒子的形态结构 

四个分离株多角体在透射电镜下均为不规则多边形或卵圆形颗粒 。HaS多角体直径 0．d6 
～ 1．82 m．平均 1．08 ；HzS多角体直径 0、38～【．2 n1．下均 0．76pro；HaMl和 HaM 多角体 

直径分剐为 0．44～2．6 m．平均 1．05pro和 0．53～3．0】 m，平均 1．3 m。 
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多角体碱解 5～l0分钟后制样电镜观察，可见多角体膜内留存许多病毒粒子(图1)。Has、 

HzS、} I和} z每个多角体平均包含病毒粒子数分别为 d9个 ，29个，d1个和 38个。 

碱解 20rain后 ，多角体完全溶船 ，释放出大量的病毒粒子。HaS和 -HzS病毒粒子均为杆 

状 ，两端钝圆，大小分别为 340×79urn和 37i×68am，两者一端均有帽状突起。HaM·和 }【aM2 

病毒粒子均为短杆状 ，两端平截 ，长度都较均一 ，宽度都有较大差异 它们的大小分别为 345× 

68～126ran和 365×64～135rim。经进一步碱解后 ，囊膜破裂 ，释放出一至多个核衣壳 

图1 经碱解的各 }离株的多角体及萁包含的病毒粒于(×]2000) 

F ．1 lndu虹 1 bodle~ 4 J 岫 NPV db c cxpc to dilute alkali and tile vizm ixtrtMcs(× 12000) 

A-H H C l D．HaM2 

2 各分离株生物活性测定的结果 

四个分离株分别感染中国棉铃虫幼虫 ，感染剂量对数值与死亡率机率值的回归方程分别 

为 ： 

HaS：Y= 2．7153+ 0。893x； HzS：Y= 2．0604+ 1．136x； 

HaM1：y= 1．3400+ 1．070x； HaM2：y= 0．9626+ 1．j37x； 

它们对应的函数图像见图2。各分离株使中囡棉铃虫幼虫死亡率达到 30 、50 、 0 和 

90 所需剂量及其 95 置信限列于表 j。 

经测验 ，SNPV两分离抹之M及 MNPV两分离株之列LD6o值都没有显著差异 ，但 SNPV与 
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MNPV分离株之问 LD5o相差 6．8～9．8倍。 

图2 四十分离株对lIl国棉斡虫幼虫感染剂ttX~数值与 E亡串机率值的回归曲城 

Fig,．2 R cs蜘  西 ‘Ic 4“ 肌 NPV 蚰 l 0n mortallty proMit~ ，̂瓿曲 帕 # 柙，hrv衅 

“ I乜s h H c．HaMt HaMz 

表j 四个分离株对中国楠铃虫幼虫的 L a、L 。，LDTU和 LD 值殛其 95 置信限(pt~／克饲料) 

Tat3·j L 。，u 0，LD~and k,i~tl·with 95 fidudal limits for 4 1／etM~*NPV 山 1 again lkti~ a田删 椰 klrv 

(pzva／$of diet 

*05％置信 的下限和上限 Lower aim upper 95％ fM~ial Waits 

当感染剂量为5x l0 Plm／克饲料时，感染时甜对数值与累计死亡率对应的机率值经测验 

无明显线性关系。数据经微机处理后作图(罔 3)，可得到各分离株对中田棉铃虫幼虫的 LT 

值。HaS、HzS、HaM 和 HaM 的 LT50值戗次为 4．6，4．9，6． 和 6．6天。同样 ，SNPV两分离之I硐 

及 IvINPV两分离株之阿 LT 值相差很小．而 SNPV分离株比MNPV分离株的 T50值短 1．5～2 

天 由此可见 两个 SNPV分离株的毒力明显高于两个 MNPV分离株 

3 多角体蛋白及病毒粒子结构蛋白的比较 

经 70U 2hr灭活多角体内源碱性蛋白酶后 ，四十分离株多角体蛋白经 12 SDS-PAGE分 

析，都表 现为一条带 (冈 4)。HaS、HzS、HaM 和 HaM,多角体蛋白分子量傲移(为 28750kD、 

28500kD、29500kD 利 29500kD。 

四个分离株病毒粒子结构多从经 【2 SDS—PAGE分析结果见图 5。各组分分子量列表 2。 

目_§ B 
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Days 

{ ：。 四十分离株对中国棉镑虫幼虫的感 染时I可与死亡率机率值的关系曲线 Ⅱl mⅢ帅 口d“ 
Ⅷ to 5x 103PIB~／8、 

of 4 J 谊肌 NPV t盘 

B．HIIs 瞄 C HIlMl 

H龇  

A B M C D 

kD 

2kD 

7kD 

0kD 

5kD 

图 十分离株多角体置白s一 晰忻 ： 譬 涪 
F 4 s哺 一P̂ cE ‘ NPV 叫  h 

F培 5 罨睢 P̂ GE。f  ̂ NPv ruccur ． 
A № s H H c H M D：H M M 1nc “d pr。l 

^：H4s HjH ：HaMlD{H M2M }t _l山 n| c“ 

§  H 

日 自 口 
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结果表 明两个 NMPV分离株带 

型完全一样 ，两个 SNPV分离株带型 

也比较类似 ，特别是几条主要多肽位 

置几 乎都一 样 ，但 SNPV分 离株 与 

MJqPV分离株带型则相差较大。这说 

明棉铃虫棱型多角体病毒SNPV与 

MNPV分离株具有不同的病毒粒子 

结构多肽组成。 

‘ 限制性 内切醯图谱的比较 

用 胁 H I、EcoR I、HindⅢ和 

Xba 1分别消化四个分离株 DNA，经 

O．7 琼脂糖凝脏电泳 ，所得图谱见 

图 6，各 片段的 分子 越 见袁 3。两 

SNPV分离株有相似的限制性 内切酶 

图谱 ，两个 MNPV分离株的限制性内 

切酶 图谱则 完全 相同 ，而 SNPV与 

MNPV分 离株之【i可几乎没有迁移率 

相同的限制性酶切片段 。可见 ，棉铃 

虫核型多角体病毒 SNPV与 MNPV 

分离株的基因结掏有较大差异。 

5 四个分离株 DNA同源性的比较 

四个分 离株 DNA 经 HindⅢ酶 

切、电泳、转膜后与 “一 p标记的 HaS 

DNA在 50 甲酰胺存在时于 d2℃杂 

表2 匹个甘离株病毒粒子结构多肚分子量(kD) 

1曲 2 M岫 ular忡 【 l s扛1 l1蚰 l p。lypcp6d蹲 

。f 4“谊船 NIPV l∞hl鼯(Ⅱ)) 

分于量 札 w． 分离株 b咖 嘲 

多肚编号 O H丑s №s HaMI；HaM2 

交 36小时，杂交结果见图7。 p标记的HaSDNA不仅能与HaSDNA本身完全杂交，而且与 

HzSDNA／HIndⅢ所有片段杂交 ，但与两个 MNPV分离株的 DNA／HIndⅢ片段则无杂交带。这说 

明两个 SNPV分离株 DNA有较高的同源性 ，而 SNPV与 MNPV之间同源性极低。 

讨 论 

Burher和Tomcr~n[”：指出，不同工作音各 自进行的毒力测定结果很难比较。这是由于因虫 

种、虫龄 、测定方法干lJ测定条件的 同而结果有很大的变化。本实验对四个 删  NPV分离 

株进行同步测定 ，能够比较真实地反映出各分离株的毒力差别。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 4期 孙修炼等，棉铃虫( 啪。)桉型多角体病毒四个分离株的比较研究 31 5 

图 6 四个分离株 DNA的限制性内切酶图爵 

rig．6 Eleclroplaer~ lml of 4 REIN die,~ ion fraynents of 4 Hclio NFV DNAs 

a：HaS b：H岱 c}HaM D：HaM2 M：例 A／HilⅥ■ 

Hughes等 认为 ，Iletk．ghis NPV分离株中具有相同酶切位点的分离株 LTso相同或相关很 

小 ，有几个不同酶切位点的分离株 LT 也有所不同 ．SNVP分离株的 LTso值显著低于 MNPV分 

离株。本实验中具有相同酶切位点的两个 MNPV分离株无论LD 还是LTso都无明显差异。而 

两个 SNPV分离株对四种内切酶都有几个不同的酶切位点 ，它们的 LDso及 LT 值差异并不明 

显 ，但它们的感染剂量对数值与死亡率的机率值的回归斜率却肯所不同 ，有待于测定更多的 

分离株来明确这种关系。我们的实验结果也表现为 SNPV比NINPV分离株的毒力高．这一现象 

的本质有待于更深入的研究。 
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表 3 四个分离株DNA酶切片段的分子量(×1 0‘D) 

Tab．3 Themol~ular ofREN fragracnts of 4“ NPVDNAa(×leSD) 
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图7 四十分离侏蜊 ／̂H【『 _片段转膜后与 P标记 HaSDNA杂交的结果 

Fig．7 H仲rization。f 0P-I L H DN̂ lo 4 Hd 岫 M DNA／H~al ■ 
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A。Comparison of Four W ild Isolates of H eliothis 

Nuclear Polyhedrosis Virus 

Sun Xiullan Zhang Guanyu 

( In~iaae Virof~ ，Acade,~ 8=ica，Wn&m 430071) 

Four 甜 NPV isolates(two SNPV：HaS and HzS i two IvlNPVs：HaM 1 and HaMz)were CoiTk 

pared on the shape an d structure， biological activity，s~ueturM polypeptide，r~triction pattern and 

DNA homology-The LDs0 values of the four isolates for late second 【o early third ins]at H ．a'rn~lera lar- 

vae we『e 351，387，2533 and 3560 PIBs／g of diet；theu valusefor 5X10。pms／g of diet were 

d-6， d-9，5．d and 5．6 days respectively．Bloaetivities of two SNPV i．~lates were higher than tha t of 

two M NPV isolates． Assayed by SDS-PAGE- each polyhed rin of four isolates contained a single 

polypeptide- The structural polypeptides of HaM 1 and HaM2 comigated on SDS—gels，the structural 

polypeptide maps of HaS and Hzs were sim ilar．but there were little similarity between SNPV and IVAN- 

PV strll~tllral polypeptides．Digested by BamHl、EcoRI、H indⅢ an d X bal，two MNPV genomes had 

identica l restrictiou patterns，and tWO SNPV genomes had similar fragmentation profiles，showing only 

slight difference in the numbe r and SiZe of several fragm ents．But SNPV and MNPV genomes had little 

similarity in their fra~tnentation profiles． Detected by Southern blot hybridizations at the s~ingment 

condi~on，HaS  genome had apperent homolgy，with HzS genome and no detectable homology with the 

M NPV genonles． 

Key words：lleZdMds nuclear polyhedros[s virus， Bloactivity，Structural—polypeptide，Restriction pat． 

tern．DNA hom o ＆y 
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