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棉铃虫核多角体病毒在中肠及其它组织中增殖过程的电镜观察 
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Abstract：The reproduction of Helicoverpa armigera nueleopolyhedmvirus in the midgut epithelia cells 

and the other sensitive tissues-vvas observed by electron microscopy．The reproducing viruses in the 

midgut epithelia cells were mostly without envelopes，and thte polyhedrons were seldom formed ．The 

reprodueiing viruses in the other sensitive cells were with envelopes，and packed in polyhedrons 
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摘要：应用电子显微镜技术观察了核多角体病毒在棉铃虫体内的增殖方式。在中肠细胞内增殖的核衣壳极少被囊 

膜包围，也很少形成多角体 它们能大量地释放到体腔．迅速感染其他敏感组织。在其他敏感组织内增殖的核衣 

壳大部分被囊膜包围形成病毒粒子．且随机包涵在多角体中形成核多角体。 
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核多角体病毒是以鳞翅 目昆虫为主要宿主的病 

毒。有关病毒在昆虫中肠细胞内增殖的研究报道较 

少。Cunningham报道了核多角体病毒在 Lambdi— 

nnfiscellaria的中肠细胞 内繁殖，但不形成多角 

体⋯。鳞翅目昆虫的中肠细胞与其它组织比较，核 

多角体病毒的感染性低，很难形成多角体。Grana． 

dos报道了家蚕核多角体病毒在中肠细胞内繁殖， 

产生的核衣壳不被囊膜包围，而是通过核膜孔进入 

细胞质内．然后进入血腔，再感染其他组织【 。为 

了揭示拔多角体病毒的增殖方式，我们用棉铃虫核 

多角体病毒做了进一步的研究。 

1 材料与方法 

1 1 昆虫 

挑选生长整齐的健康棉铃虫五龄幼虫用于试验。 

1 2 病毒 

核多角体病毒由中科院病毒所提供 

1 3 多角体及其病毒粒子的纯化 

组织捣碎机捣碎感染核多角体病毒致死的棉铃 

虫幼虫，四层纱布过滤，滤液3500 r／rain4"C下离心20 

rain，收集白色沉淀，加入蒸馏水制成悬液，3 500 r／min 

4"C下离心20 min，如此重复次数，提纯多角体病毒 

在提纯的多角体悬液(1×10 PIB／mL)里加入等体积 

的0 05mol／LNa2C~ 和0．0125mol／LNaCI混合液， 

28℃--30"C水浴 15 min，使多角体完全溶解。溶解液 

3 500 min 4E离心 20m．in，取上清 12 000 r／rnin 4℃ 

离心30n'fin，取沉淀，用少量 0．1 nl0 L pI-17 2磷酸缓 

冲液悬浮，制成纯化的病毒粒子。 
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圈1 檀多角体病毒的增殖和释放 

1，接种后 12 h．中肠示圆筒形细胞病毒感染初期．染色质凝结戚块(×8000)；2，接种后 24 h，无囊膜的榜表壳在网状的生成基质(vs)中形成 

(×50000)；3，接种后 24 h．在中肠细胞中不包埋没有囊睦的棱在壳的前多角体(×3000(I)；4，接种后24 h，在中眄细胞中不包埋棱衣壳的成型 

多角件(×50000)；5，接种后24 h，病毒粒子细胞质出芽至细胞间隙(x15000)；6，接种后 24 h，病毒粒子细胞质出芽．通过基底膜至体睦(× 

l5000)；7．接种后36 h，在脂肪体中棱袁壳被囊膜包住(x 60000)；8．接种后48 h，出现正在包埋病毒粒子的多角体(×60000)；9，接种后72h， 

出现成熟 的棱多角体(×6000(I)。 

Fig 1 The~productmn and~lease of nuclear polyhedrosis virus 

I．The chm~ tin aggluti~tinginthemidget epithelia]cell at12th-hour after postinoculation(8000×)；2，The vie sformingintheVSfvirogenlc 

stmma)at 24th—hour after postinocuJaticm (5oooo×)；3，The emb~'o polyhedron not pockit~g nucl~ psids wkhout envelopes in the m~Igat cells at 

24th—hour after postinoculation(50000×)；4，The c~ plete polyhedron n。【pocking the viru：~ without envelopes in the midgut ce1]s a【24th_h ur after 

p。 — ulat1 n(50000×)；5，The vireos spi ting a— g the celk at 24th-hour afterpostln~ katlon(15000×)；6，The virus~sprouting from—  

bmne of cytoplasm eatering into body cavity through b⋯ em nne at 24th—hour after postirtoctdation(15000×)；7，The nueleoccapsids with en· 

~,elopes in fat body a【36th-hour after postin~tdation f 60000 )；8．The embryo polyheddron wrappithg viruses a【48th—hour affter postlnocuhttlon 

(60000 )；9．The~mplete nucl~r polyhedr~is⋯ being nd a【72th hour after posti~ ukation【60000×) 

1．4 核多角体病毒增殖的电镜观察 

用圆头注射器将约 5×10 个多角体量的纯化 

核多角体病毒粒子经口注入五龄幼虫中肠内。病毒 

接种后2 h、4 h、6 h、12 h、24 h、36 h、48 h、72 h取出 

中肠组织和脂肪体，按常规方法固定，脱水，渗透，包 

埋，超薄切片，切片经醋酸铀和柠檬酸铅染色后，置 

于日立 H一600透射电子显微镜下观察摄像。 

2 结果 

2．1 病毒在中肠细胞内的增殖 

图 1—1示中肠圆筒形细胞，接种后 12 h，细胞 

核棱仁变大，数目增多，接着染色质凝集成块并在核 

中央集中。表明细胞处于病毒感染的初期。接种后 

24 h，许多核衣壳在的病毒发生基质中形成。中肠 

细胞内生成的病毒粒子是无囊膜的核衣壳(图 1 

2)。中肠细胞内也极少形成多角体，即使形成多角 

体，也不包埋核衣壳。图 1—4示中肠细胞中形成的 

前多角体，它不包埋核衣壳。图1—5示中肠细胞中 

包埋核衣壳的成型多角体。接种后 24 h，可观察到 

核衣壳移出细胞核，进入细胞质。它们通过细胞质 

膜出芽释放。释放的病毒粒子获得了囊膜。它们有 

的进入细胞间隙(图 1—5)，通过细胞间隙进入幼虫 

体腔，有的通过基底膜直接进入幼虫体腔(图 1 

6)，成为其它敏感组织的感染原。 

2．2 核多角体病毒在其它敏感细胞内的增殖 

接种后 36 h，可观察到病毒粒子在其它敏感细 

胞内增殖，生成的大部分核衣壳先被囊膜包住，形成 

有囊膜的病毒粒子(图 1 7)。接种后 48 h，可观察 

到病毒粒子随机被多角体包埋，这种包埋接近完成 

时形成前多角体(图 1—8)。接种后 72 h，可观察到 

有一定形状的核多角体病毒(图 1—9)。 

3 讨论 

棉铃虫 NPV侵入棉铃虫的最初部位是中肠。 

曾有报道 棉铃虫 NPV不 在中肠上皮细胞 内增 

殖 。。本试验观察发现，棉铃虫 NPV先在中肠上 

皮细胞内增殖。受感染的中肠上皮细胞染色质凝集 

成块并在核中央集结，形成网状的病毒发生基质。 

病毒粒子在病毒发生基质中生成。病毒发生基质结 

构的大小和密度可以反映核衣壳形 成的数量潜 

力H 。病毒粒子在中肠细胞内增殖时不形成囊膜。 

也极少形成多角体，即使形成多角体，也不包埋核衣 

壳 有报道幼虫受到棉铃虫 NPV严重感染时，中 

肠细胞内形成多角体 J。有关 NPV是否先在中肠 

细胞内增殖有不同的看法，如Granados和Lawler报 

道了 Autogra坤d californica核多角体病毒感染幼 

虫后，病毒粒子不是在中肠细胞内繁殖，而是通过细 

胞质直接游离到体腔内，感染循环血细胞，再感染其 

他组织 J。而 Barrett等人发现 Autographa cali— 

fomica核多角体病毒先感染幼虫的中肠上皮细胞、 

血细胞和与中肠相连的微气管，病毒通过感染微气 

管再感染其它组织 J。现在多数看法是 NPV先在 

中肠细胞内增殖，但极少形成多角体 8 。 

在中肠细胞内增殖的核衣壳通过细胞质膜出芽 

释放。这些释放的病毒粒子或进入细胞间隙或通过 

基底膜移入体腔。微气管中有易感的微气管胚细 

胞，病毒粒子通过感染微气管再感染其它组织l7】。 

病毒能穿过基底膜是因为与中肠上皮细胞相连的微 

气管胚细胞穿越了基底膜u 。 

在中肠细胞内增殖的病毒粒子是无囊膜的核衣 
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壳，它们不被多角体包埋。它们在释放时通过细胞 

羼膜出芽获得囊膜。而在其它敏感细胞内增殖的病 

毒粒子有囊膜。它们的囊膜或经细胞质膜出芽获 

得，或由粗糙内质网衍生而来 。有囊膜的病毒 

粒子被随机包埋形成前多角体，前多角体不断增大， 

最后形成成熟的多角体。棉铃虫核多角体呈近圆形 

或不规则形【 ’ 
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