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提要 木毒蛾质型多角体病毒呈不规则多面体，大小差异较大t大多数在0．8～2．1 m之间；病毒粒 

子在多角体内随机分布 ，病毒粒子为正二十面体结构 ．有 I2个顶体．每个顶悼 卜均有一十球状结 

构．平均直径约为 60am。经 SDIS-PAGE分析 ．多角体蛋白由一条分子量 31 kD的土带及3条发带 

组成；病毒粒子结构蛋白由 6条多肽组成，分子量在 12．6~33kD之间。多角体蛋白富含天冬氨酸· 

谷氨酸及酪氨酸，而半胱氨酸和甲硫氨酸含量较少，其碱性氨基酸与酸性氯基酸之比 1． 3。病毒 

桉酸对RNase和 DNase的稳定性试验及对甲醛的稳定性试验和吖啶橙染也试验．证明该核酸为双 

链RNA。其解链温度为87"C，由10个基因片段组成，分子量在2． 6×1 O ～0．35×1 0 道尔顿之间t 

总分子量为 1 ． 2×10 道尔顿．电镜分析研究显示该核酸长度在 0．5．rn、1． 113和 1．3 m处吾有一 

个分布峰。 

关键词 木毒蛾，质型多角体病毒，形态结构 ．理化特性 

木毒蛾( 叫 Swinhoe)属鳞翅 目，毒蛾科 ，是术麻黄(Ca~vurrma叩．)的重要害虫之 
一

。 该虫严重危害福建等省沿海几十万亩木麻黄防护林 ，造成重大的经济损失 

木毒蛾质型多角体病毒(L 鲫 cytoplasmic polyhedrosis virus，简称 LxCPV)可以感 

染木毒蛾幼虫使其发病致死 ，此病毒于 】983年在福建省甲潭县木麻黄林内自然发病死亡的本 

毒蛾幼虫进行调查时发现 ，届囤内外首次报道[ 。人工感染试验证实 LxCPV具有较强的感染 

力 ，因此 ，该病毒是一种有应用前景的病毒杀虫剂。 

本文对木毒蛾 CPV的形态结构和理化特征进行了研究，为CPV杀虫剂的研制及其在分娄 

学 的地位提供了科学依据。 

材料 与方法 

1 材料和试剂 木毒蛾 cPv(~纷 LxCPV)由福建宁德地区林业局提供；家蚕CPV(简称 BmCPV)由奉实验室 

感染提供 ~RNase和 DNase均购于华美生物技术公司；标准蛋白系【『l科院 卜海生化所求风生化试剂厂产品。 

2 多角体的纯化 多角体纯化参照陈棣华等的 法 。 

3 多角体蛋白的分离纯他 取多角律 1 0rng(N~ 70l"水浴_Il保湿 2小时。离心取沉淀 ．加 Iml 0．2 m。I／L 

Na2OOa—NaHOCh(pH10．8)碱液啪．室温下碱解 5分钟．然后用 INHC1涠pH值至8左右，8000r／rrtin离心 S分 
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钟。将上清液经 10O000g离心 1．5小时，取 卜清液甩】NHCI稠pH疽至6．0左右，置冰箱20分钟 ，低速离心得 

多角体蛋白沉淀 。用蒸馏水洗涤沉淀两次 。然后用pH7．6 0．{mol，L磷酸盐缓冲液溶解。 

l 病毒粒子的分离纯化 I~CPV粒子的提纯参照RAym C 所报道的方法。 

5 多角体和病毒粒子的电键翩样及观察 多角体扫描电镜制样按常规与诂进行，于AMRA~-1000B型扫描电 

镜下观察 。病毒粒子透射电镜制样亦接常规_方法l盎行，于删 -100C型电镜下观察。 

B 多角体超薄切片的制备及电镜观察 多角体按常规疗法同定，脱水、包埋、LKB-2128型超薄切片机切片， 

铀、铅溶液双染色 ．然后在电镜下观察。 

7 多角体蛋白和病毒粒子结构蛋白的SDS-PAGE电泳分析豆其分手量测定 12％SDS-PAGE参照Sumr~r{钉 

的疗法 标准蛋白分子量分剐为磷酸化酶 B(94000)，牛血清白蛋白(67000)，肌动蛋白(43000)。磷酸酐酶 

(30000)，烟草花叶病毒外壳蛋白(17600)。多角体蛋白用铬银染色 ，病毒粒子结构蛋白用考马斯亮蓝R-2S0染 

色 。 

e 多角体蛋白氨基醴组成分析 取纯净多有体 100mg。于6N}妁 巾46"C水解 4小时 ，样品在 waters PlCO． 

TAG氨基酸自动分析系缱 E分析。 

9 LxCPV-RNA的提取 用SDS-热酚洁抽提 。基率上参照徐左’ 嘲所报道的疗{盘。 

10 LxCPV RNA与甲醒反应 参照吕鸿声 描述的方洁进行。 

ll LxCPV RNA解链I量度(Trn值)的谢定 取 8 L~CPV-RNA浩于3 0 01>(SSC缓冲液巾 。以 1"C／分的 

速率升温 ，在Shimadze—IJV-300型分光光度汁-f-连续j舅i定 LxCPVRNA在升温过程-f一的0 o放，绘制其热变性 

曲线。 

12 LxCPV-RNA吖畦橙染色 将电泳后的凝腔板置于0．0l 吖啶橙溶液-f-染色 20分钟 ，用蒸馏水洗涤=三 

农。于紫外灯下观察 ]。 

13 LxCPV-RNA的凝胶电泳 3．5 的PAGE按 lvta~a Eis等[。 所报道的宵法盎行。 

¨ LocCPV-RNA的酶处理 基事 接史献H 所报道的厅洁进行。 

l5 LxCPV的电镜分析 采用甲酰胺洁进行LxCPVRNA展层，用无水乙醇脱水染色，旋转(角度 B～10"C)喷 

镀钯铱台金．然后在HITACHI H-7000FA型电镜 F观察。 

结 果 

1 木毒蛾质型多角体和病毒粒子的形态结构 

1 r】 多角体 木毒蛾质型 多角体经扫描电镜观察．多角体为不规则的多面体 ，大小差异较 

大 ，甲均直均为 i， m，大多数在 0．8～2，lum之间(见隔 1)。 

I r 2 病毒粒子 病毒粒子为典型的正二十面体结构 ，大小较一致 ．_甲均直径为 60am，具有二 

层致密的正二十面体外壳蛋白 +病毒粒子表面青十二个管状突起 ，即顶体(见罔 2) 图中完整 

的病毒粒子六十突起清晰可见 ，在每个管状突起顶端，可见一个球形结构。 

1 r 3 多角体超薄切片 从多角体超薄切片中可观察到 ，病毒粒子在多角体内是随机分布的 ． 

病毒粒子之问保持一定距离。 

2 木毒蛾质型多角体蛋白和病毒粒子结构多肽的物化性质 

2 1 多角体蛋白和病毒粒子结构蛋白的纽分 

LxCPV多角体蛋白经 SDS—PAGE可分离出四种多Jil：组分 ，主要的多肚组分为 P|．分子量 

为 31 000道尔顿(见图 3 表 I)。 

LxCPV粒子经 SDS·PAGE分析，可分离出六种多Jil=纽分 ．分子量在 I2，6~33kD之闭(见 

网 ．̂表 1)。 
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图 3 LxCPV多角体蛋白的 s』)s PAGE 

A 多角件蛋自 B 舒子量标准 

Fig,3 SDS-PAGE 0fthe pdypc 1 ofIx(，PV 
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图 4 Lx('PV病毒柱子的 SDS PAGE 

A病毒杖子 R丹子量标准 

$0S’PAGE of I PdypePail：,Cs of IX CPV 

A LxCPV| B M~rkcrs 
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表 1 多角体蛋白 

m ．1 Md舶山 wd帅 of岫 mn麒 utm _岫 and pc k由叫 城岫  I~CPV 

雨 噩冉 病毒粒子结构多 
k血 州 cr雌  Slrucamfl P。 {蛔 of 蛳  

甭分 分于量 组分 分于量 
Component w ． (b-npo I · 

2．2 多角体蛋白的氨基酸组成分析 经氨基酸分析仪分析 ，所得 LxCPV多角体氨基酸各组 

分的百分含量如裘 2所示。结果表明多角体蛋白富含天冬氨酸 、答氨酸 ，而甲硫氨酸和半胱氯 

酸含量较少 其碱性氨基酸与酸性氨基酸含量比值为 1．43 

表2 k(中v置基数组成分析 

Tl曲 2 Amino ac oom0~i0．on of L时 V 

3 木毒蛾 CPV基因组的理化特性 

3．1 LxCPV基因组为分段的 RNA基因组 将提纯的 LxCPV核酸以 BmCPV—RNA为对照 ，用 

3 5 PAGE，结果表明：LxCPV核酸与 BmCPV RNA带型类似 ，为十条带基因组(见罔 5)，将纯 

化的 LxCPV核酸分剐经 RNase和 DN；~me处理 +电泳结果表明，谈核酸经RNa 处理后 ，凝胶中 

无带出现 ，经DNase处理后 ，凝胶中仍有十条带出现(见罔 6)。因此 ．可以确认LxCPV桉酸为分 

段的 RNA基因组组成。 
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圈 5 Lx<'PV RNA的凝腔 电泳 

A．LxCPV RNA rB．I~n('PV RNA 

Fie,．5 Polyao'ylamlde gel d0dtud 。曲 面 LxCPV—RNA 

A LxCpV 且N^． ● V RNA 

圈 6 LxCPV—RNA的 RNaae和 DNase处理  ̂ ‘ RNA+ 

R]NosetB．Lx'CPV RNA 4 LxCPV—RNA+ DNa．se 

Fig．6 PAGE 时 LxCPV RNA and conlrols witlt RNase and 

DNaae．Nde：A．1 V RNA t od wi RNase．B．L (’PV 

RNA．C h CPv RNA trcated wi DNase． 

3．2 LxCPV RNA基因组的片段数 目与分子量的测定 从图 5中可以看出，LxCPV RNA基因 

组可分为 10个片段 ，这些片段可区分为大 、中、小三个区域 ，与 BmCPV—RNA的带型类似，这是 

呼肠孤病毒科基因组的特征之一 。以 BmCPV—RNA的分子量为参照 ，测得 LxCPV—RNA基因组 

片段分子量大小在 2．46×10。～0．35×1 0。道尔顿之问 ，总分子量为 1 4．42×10。道尔顿(见表 

3)。 

裹 3 LxCPV基因组分子量 

T~tIX 3 Moleeulwr wcighb ofI址 RNA 鹫 lnenb 时 LxCPV 

3·3 LxCPV-RNA为双链结构 

LxCPV—RNA与 1．8 甲醛作用 24+n,-j-后 ，紫外吸光度几乎没有增加，最大吸收波长亦末 

移动(见罔 7)因此 LxCPV—RNA为双链结构。因为只有双链结构 RNA分子内自由氨基基因被 

碱基配对所占据 ，才不能与甲醛起作用而产生增 邑效应。LxCPV—RNA经 3．5 聚丙烯酰胺凝 

胶电泳后，吖啶橙染色，在紫外光 F观察其带呈绿色荧光，与对照的 BmCPV—RNA相同．而烟草 

花叶病毒(TMV)RNA为红邑荧光 ，这也证明LxCPV RNA为双链结构。 

LxCPV RNA溶于 0-01×SSC溶液中，在紫外分光光度计 中以 1℃／分的速率连续 升温 ．随 
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着温度，卜升，其OD 值在 65~C左右开始不断增加 ．呈现明显的增 邑效应。用ODm值对温度作 

图(见图 8)，从热变性曲线上求得 LxCPV—RNA的解链温度为Tm=87'(2，这一结果进一步证实 

LxCPV—RNA为取链结构。 

图 7 [xcPv-RNA对甲醛的稳定性实验 

Fig．7 1 s吣 nny 嘣 of LxCPV RNA to formaldehyde 

图8 I2(CPV—RNA的热变性 曲线 

Fig 8 "l~ernml dena~urafion州 如c in 0 0【×SSC of LxCPV RNA 

3·4 LxCPV—RNA的电镜分析 按 甲酰胺法进行核酸展层翩样 ．在电镜下 观察到 L~CPV 

RNA是长短不一的线状片段(见罔 9)，根据接酸的长短 ，可计算出 LxCPV RNA的长度分布在 

0-5,urn、】·{}Urn、】·3urn处各有一个分布峰(见罔 】0)，这一结果与电泳结果出现大、中、小三个区 

域相符合 。 

图9 Lxcpv-RNA的电镜照片【×400o0) 

F 9 El~q'rotl ∞ 删 of LxCPV RNA(× 40000) 
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图 10 Pv—RNA片段长度分布田(测量 465条 RNA片 
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讨 论 

本文对木毒蛾质型多角体病毒的形态结构及理化特性进行丁研究 ，证 明LxCPV为双链的 

分段 RNA基因组病毒 ，属呼肠孤病毒科质型多角体病毒群。 

LxCPV RNA基因纽带型与 BmCPV RNA类似，都是十条带 ，而且第二条带和第三条带分 

子量非常接近 。按照分子量大小部可以分为三个区域 ：第一、二、三条带可分为一个区，第四、 

五条带可分为一十区-，其余的五条带可分为一个区，而且 LxCPVRNA基因组 电泳带型与电镜 

分析一致。根据 P~yne和 Rivers[a：按质型多角体 RNA—PAGE带型分类 ，L~CPV和 BmCPV为同 
一

类型 ，都同届于第一型(type I)。 

LxCPV粒子的电镜分析表明，该病毒粒子大小均一 。为正二十面体结构 ，具有二层致密的 

正二十面体衣壳 ，并以十二个管状结构连接内外两壳的相应亚基 ，外壳的亚基均有一个由管 

状结构组成的突起，每个突起 还有一个球状结构 ，这一结构与前 凡研究报道的有关家蚕 CPV 

粒子的超微结构类似Ⅲ]。据推测 ，这些突起 ，尤其是其末端球状结构的功能可能是识 Ⅱ、吸附 

昆虫中腑细胞并释放 CPV的遗传物质 RNA，注射入宿主细胞而引起宿主感染。 

木毒蛾质型多角体蛋白和病毒粒子结构多肚 SDS—PAGE分析表明 ，LxCPB蛋白及其病毒 

粒子结构多肽与 BmCPV[~ 差异较大 ，LxCPB蛋白为四条结构多肽 ，而 BmCPV为五条。LxCPV 

粒子结构多肚为六条，而BmCPV为五条。根据多角体蛋白的氨基酸组成分析 ，LxCPB蛋白氨基 

酸含量与 Kawase[” 报道的有关 BmCPB蛋白氦基 酸含量有相似之处 ，它们都富含天冬氨酸和 

谷氨酸，而甲硫氨酸和半胱氨酸含量较少 。但是它们的碱性氨基酸与酸性氨基酸含量比值存 

在差异 。 。 

纵观 述 ，LxCPV的发现 ，对于质型多角体病毒群的研究有着重要的参考意义。同时 ，对 

沿海海防林——木麻黄的防护将提供必要的理论依据。 

致谢 张建红同志参加部分工作 ，持致谢意。 
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The Fine Slrueture and Some Biophy~ical and Biochemical 

Characteristics of a Cytoplasmic．Polyhedrosis Virus from 

Lym antria xylina Swinho~ 

Tian Huasong Zhang Liren‘ Chert Dihua’ Chen Yao~hun。‘ 

。(W an=埘  Vm~／ogy， Sma~a，Waha~ 430071) 

一 ( 帅  ， 廊 352100) 

The L q Ⅻ Swinhoe cytoplasmic polyhedra shows a quite difference ranghag from 0．8 to 

2．1pm fn diam eter． Th e virions were randomly distributed in a polyhed ron．Th e virions show ico~ he 

dron，and about 60 11133 in diameter with 】2 spikes．By the analysis of SDS—PAGE．the po lyhed ral pro 

teins oontnin one major band (31 000 Dalton)and threc minor bands．Th e virion has 6 polypeptides 

rangiug from 1 2600 to 33000 Daltorts．Th e protein from LxCPV is rich in aspartic acid，glutamic acid 

and tyrosine．but po0~l~r fn cystein and m ethinnine．The ratio of basic am ino to acidic am ino is 1．43． 

By the stability test of the LxCIW  RNA to RNase，DNasc and formaldehyde，the staining reaction of 

acridine orange，the RNA is demontratcci as double—strand RNA(dsRNA)with a Tm qf 87℃ ．Th e 

RNA genome ommists of ten molecular ma岱 from 2．46 to 0．35 MO．an d with a totol estima ted molec 

ular nlass of 1 d．42 ／rid ．Thtrec  distributive peaks of LxCPV RNA segments 0ontour length are found 

at 0．5pro ，1． m an d 1．3pro res pectively by electron microscopic analysis． 

Key words 工妒，- r埘q Swinhoe，Cytoplasmic polyheclros is virus(CPV)，Fine structure，Biophysi 

ea1 an d biochemical characteristics 
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