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■蔓 ：对蜀柏毒娥桂型多角体病 毒(Parocnerh orwn~a Nuclear l~lyhedrovirus，简 称 PaorNPV)形 态 

结构 、结构 多肚 限制性 内切酶圈谱等特性进行了研究 。采用不连续 系统 垂直扳 SI)S-PAGE分析 

了 P~ NPV的多角体蛋白、病毒粒子结构多肽 应用 5种限崩性内切酶对 PaorNPV基因组 DNA 

进行了酶切分析。结果表明：经热处理的多角体蛋白仅有一条带，分子量为 31．5 kD．不经热处理 

的多角体蛋白有三条带．分子量分别为 31．5 kD、29、1 kD、28．6 kD；病毒啦子包古有 25种结构多 

肽．分子量范围在 17．6-114．6kD之问 PaorNPVDNA经 BamH f。EtaR f 胁 d皿、 l和 

I酶切分别产生 9、12、12、12和 l4条片段。基因组大 小平均为 124．6 kb。 

关■词：搴拍毒蛾#基多角体瘟毒；缠氇垄然；白塑醛望鲎 
中田分娄号：$763．42 文献标识码：A 文章■号 ：1003—5125【2000)03—0249—06 

蜀柏毒蛾 (Phrocner~a orienta Chao)50年代初发现于四川省东部⋯，是柏木林 区危害十分 

严重的食叶害虫．同时还危害侧柏、桧柏等树种。陈新文等从 自然罹病死亡的幼虫中分离出一 

种病原病毒。定名为蜀柏毒蛾核型多角体病毒( hrocneria orienta Nuclear polyhedrovirus) 】。 

该病毒对蜀柏毒蛾幼虫有较强毒力，作为病毒杀虫剂进行大面积林间防治，取得一定的防治效 

果 】。有关 PaorNPV的蛋白及核酸的理化特性 目前国内外尚无报道 。本文对 PaorNPV的多 

角体蛋白 结构多肽 基因组限嗣性内切酶图谱进行了研究，现将结果报告如下。 

1 材料与方法 

1 1 材料和试剂 

罹病虫 体由四 川省林 业 科学院 提供 ．丙烯 酰 胺、甲卫双 丙烯 酰胺 为 Sigma公 司产 品．Sepharme 6B为 

Phamacia公司产品．琼脂糖为BRL公司产品，各种限制性内切爵购 自华美生物工程公司．标准蛋白购自上海 

丽珠东风生物技术有限公司。 

1．2 多角体的分鼻纯化 

分离纯化参考文献E1．1]并作如下改进 ：病虫体经研瞎、过滤和差遣离 心得到初步纯化的 多角体。后者用 

0．1 rng／mL胰蛋白爵 37℃术潜 30rain，离 心后 沉淀用 等体积的 SMT缓冲藏 (2％SDS、0 2％硫基 乙醇 、0 1 

mol／LEDTA)45℃水{{}30 rnln，最后用藩菌爵 4℃作用 l h可得纯净的多角体。 

1 3 多角体蛋白的嗣鲁 主要参照文献 介绍的方法进行。 
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1 4 病毒粒子的制备 参照文献 】 介绍的方法进行。 

1．5 多舟体置白殛扁毒粒子结构多肚的 SDS-PAGE 参照文献⋯介绍的方法进行。 

1．6 基因组 DNA的攫取 殛限制 性内切酶酶切分析 

基因组 DNA的提取参照文献⋯介绍的方法进行 。酶 切、电泳分别参照文献 介绍的方法进行
。 

2 结果 

2 l 多角体及病毒粒子的形态大小 

多角体在光镜下呈折光性较强的小颗粒 ，经 JEM一100C电镜观察，多角体形态多样，呈四 

边形、五边形、六边形以及近 圆形．长度为0 8--2．2 m(图 1)。多角体部分碱解可见其包埋多 

个病毒粒子(图 2)，多角体完全碱解时释放出大量的病毒粒子，呈杆状，形态完整，大小为 53～ 

70 rim×333～382 rim(图 3)。 

墼豁 ‰ ． ⋯． ig．1 ⋯ 囤3 P
~rNPV病毒粒子(x4帅帅)箭头所示为桉壳体 3Ⅵ Pa NPv(×4 ) l 二：： 一  
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2．2 多角俸蛋白 SDS-PAGE图谱 

经热处理制备的多角体蛋白在 SDS-PAGE图谱中仅有一条带(图 4)．分子量 为 31．5 kD。 

而同样方法不经热处理制备的多角体蛋 白在 SDS-PAGE图谱中除了一条主带 外，还有两条弱 

带，分子量分别为 31．5 kD、29．1 kD和 28．6 kD。 

97 

66 

4．3 

31 l 圈4 P~rNPV多角体蛋白SDS-PAGE Fig．4 SDS-PAGE PaorNPV polyhedrin protein M：标准蛋白 l热处理柏多角体蛋白；2来经热处理的多角体蛋白 M：the standard protein：1 yhedrin protein treated by heat 2 Pol巾edrln proteinmatreated br 
2．3 病毒粒子结构多肽 SDS-PAGE图谱 

采用 SDS--PAGE检测 PaorNPV病毒粒子结构 多肽．共包含有 25种(图 5)，各结构 多肽的 

分子量大小见表 1．范围在 17．6～114．6 kD，其中 VP5、VP6、VP7、VP13、VP15和 VP16为 6 

条主带 VP1—4和 VP8—12为 9条弱带。 

97 

66 
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图 5 PaorNPV病毒杖子结构多肚 SDS-PAGE 

F g s SDS-PAGE d PaorNPV structural pdypeptlde~ 

M：标准置白 1：病 毒粒子结构多驮 

M ：The staadard protein；1：s‘柚du p。Iy pt 档 
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2．4 PaorNPV DNA限制性内切酶图谱 

PaorNPV DNA 用 BamH I、EcoR I、 

Hinam、PstI及 xb I消化后，经 O．7％琼 

脂糖凝胶 电泳．结果如图 6。基因组 DNA 

被 5种限制性内切酶酶切产生的片段数分 

别为 9、12、12、12和 l4。以 XDNA／Hind 

Ⅲ酶切片段为 Marker，作标准曲线计算 出 

各酶切 片段的长度，结 果见表 2。根据 各 

片段大小推算 出 PaorNPV 基因组全 长为 

124．6 kb。分子量为 82．2×10 D。 

3 讨论 

高度纯化 的多角体是进行 NPV 分子 

生物学实验的前提。由于本实验材料并非 

人工感染 的病虫 体，因 而按照传 统方 

法[4-6】很难把细菌 、宿 主细胞碎 片等杂质 

与多 角体 分 开。实 验 中 曾通 过 10％ ～ 

50％不连续蔗糖梯度离心，结果仍不理想。 

经长时间摸索总结用胰蛋白酶 、SMT缓冲 

液和溶菌酶相结合的方法处理初步提纯的 

衰 1 PIorNF'V囊●鞍子结构多肚分子量大tJ,0aDJ 

Table 1 Molecular wd t of psor NPV strocttml polypeptidm 

m  l 2 3 

多肚 编 号 
Polype~ide 

VP1 

VP2 

VP3 

VP4 

VP5 

VP6 

VP7 

VP8 

VP9 

VPl0 

VPll 

VPl2 

VPl， 

VPI4 

VP15 

VP16 

VP17 

VPl8 

VPl9 

VP20 

VP21 

、，P22 

、 3 

VP24 

VP25 

H 

圉 6 paorNPV DNA限制性 内切酶图谱 

1．2．3．4．5分捌为 PaecNPVDNA用 BamHI．EcoRI．Hind田． I和 Xho l消化 

ng．6 ^l gd eleetrophore~is of PaorNpV genomie DNA 

digestionwith1：BamH I：2：FxoR I；3：Hind Ⅲ：4：Pst I and 5：Xho I r tnc【1∞ 
endom~leases M1：m NA／HindⅢ；M2：lkb lsdder 

案 瓢 0 2}l l l l 
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多角体悬液 ，经光镜 及电镜检查效果很 

好，多角体纯度完全漪足后继实验要求。 

表明该方法特别适合 野外采集的 NPV 

材料的分离和纯化。 

许多学者认为在杆状病毒多角体蛋 

自制备过程中存在碱性蛋白酶活性 ll ， 

Eppsitainll”认 为碱 性蛋 白酶和 多角体 

有一定的亲和性 。该酶作用于多角体蛋 

白特定位点产生 小的多肽ll 。该 酶活 

性能被 ca2 、Hg2 和加热所抑制[1 。 

本实验采用 72℃加热 2小时 的方法灭 

活该酶，与不经热处理的结果相对照，发 

现在存在碱性 蛋白酶活性 的情况下，确 

实对多角体蛋 白有一定的降解作用。 

衰 。 ‘肝 V o 限啊性 内切一片最大小I I 

Table 2 Sizes of P~rNPV DNA ren ct-。n fragments 
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Analysis of Structural Polypeptides and Restriction Patterns 

of Parocneria orienta Nuclear polyhedrovirus 

ZHAO Xiao-dong ．ZHOU Jian-hua2，DING Qing．quan 

(w“̂ 口 Institute of Wirology，Academia Sinica，w“̂ 口n 430071) 

(Sichuan Academy 0，Forest． ￡ “610081) 

Abstract：The shape，structure_structural polypeptides and restriction pattern of Parocneria ori— 

enta Nuclear polyhe&o~rus(PaorNPV)was studied．Assayed by vertical slab SDS-PAGE，poly- 

hedrin treated by hea t contained a single polypeptide with molecular weight of 31．5 kD，while 

polyhedrin untreated by hea t contained three polypeptides with molecular weight of 31．5 kD， 

29．1 kD． 28．6 kD respectively； virion contained 25 structural polypeptides with molecular 

we ht range from 17．6 kD to l l4．6 kD．Digestion of Pa0rNPV DNA with restriction elldonucle— 

ases，Bam H I，E∞R I，Hind Ⅲ，／'st I and X o I，resulted in 9，12，12，12 an d 14 fragments， 

respectively．The Pa0rNPV genome was about 124．6 kilobasepairs(kb) 

Key words：Parocneria orienta Nuclear polyhedrovirus(Pa0rNPV)，Structural polypeptides， 

Restriction endonucleas pattern 
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