
第 16卷 4期 

2001年 12月 

中 国 病 毒 学 

VIROLOGICA SⅡ CA 

16(4)：373—376 

December 2∞ 1 

中红侧沟茧蜂多分 DNA病毒基本特征研究 
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Characterization of Microplltis mediator Polydnavirus 
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Almract：A polydnavims(PDV)was purified hy SLIC]TCt~demity i∞t centrifugation from the calyx r ∞ of 

female porasitoid wasp med／ator(Hyanenoptem：Braconidae)．Negative Stlti[1 technique showed that 

the virus was tadpole—llke and measured 130 x 35nm．A diverse protein profde of the vires’eapsid proteins Was 

displayed  by SDS—PAGE．Its g~nomeWas composed ofover14DNA molecules，whichwere differentinmolecu— 

lar size and abundance Molecu】ar size of the genome was approximate 108 kbp calculated by patgeln$from six 

restrict endonucleases digestion．Micro- ection experiment with calyx fluid of the female wasps showed that the 

virus suppressed growth arm developmentof host ofthewash． 
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摘要：本文首次报道中红侧沟茧蜂(’ ：r：f嘲-r，坨 )雌蜂卵巢中存在多分 DNA病毒(M／cr~ med／atx Pka~- 

navinm，MmPDV)．初步研究了 MmPDV形态和基本生理生化特征。利用蔗糖密度梯度超速离心分离纯化了MmPDV 

粒子．电镜负染显示 PDV粒子分三段，带有一明显的尾部结构，大小约为 130×35ma；SI~PAGE电泳条带较多，至少 

可以分辨出26个电泳条带，表明病毒粒子衣壳蛋白复杂；琼脂糖凝胶电泳显示MmPDV基因组至少由大小不同、丰 

度不等的 l4个DNA分子组成，用6种内切酶(EcoR1．H／ndI／1．BssHⅡ，／：'stI，BamHI，丑 1)酶切MmPDV基因组后， 

估算出MmPDV基因组大小约为108 kb。用雌蜂输卵管萼液注射小地老虎幼虫，注射后的小地老虎体重和龄期发育 

动态表明，MmPDV具有抑制寄主生长发育的生理功能。 

关键词：多分DNA病毒；中红侧沟茧蜂；寄生蜂 
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多分 DNA病毒(Polydnavlms，PDV)是一类共生 

于膜翅目茧蜂科和姬蜂科某些寄生蜂中性质特殊的 

昆虫病毒．在雌蜂侧输卵管萼细胞中复制，当雌蜂产 

卵时，随寄生蜂卵进入寄主体内，在寄主脂肪体、血 

细胞等组织器官中表达基因产物．但并不复制。 

PDV的基因组结构非常独特，由大小不同的双链环 

状DNA分子构成，如齿唇姬蜂(Camp／et／s sonorens／s) 

的PDV至少含有28种 DNA分子．而且这些 DNA分 

子在基因组中的丰度不等，是唯一的基因组由多分 

子组成的DNA病毒[I]。研究表明，PDV在寄生蜂成 
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功寄生的过程中发挥了非常重要的作用【1,2J。对于 

PDV的研究，国内报道不多，本文首次报道了中红侧 

沟茧蜂 M／crop／／t~mediator雌蜂输卵管萼中存在PDV 

(M／crop,as，m执  r PDV，MmPDV)，并初步研究了其 

生理化特征，为进一步研究这种性质特殊的昆虫病 

毒奠定一定的基础。 

1 材料与方法 

1．1 实验昆虫 

寄主粘虫 Pseudaletia ㈣ 和小地老虎Agrotis 

ypsgon在本实验室饲养繁殖多代，中红侧沟茧蜂采 

自河北保定地区农 田，在实验室繁殖多代l3J。 

1．2 病毒粒子的分离纯化 

参照 Backa et a／(1994)的方法 J，乙醚麻醉雌 

蜂，在Ringer’s生理盐水中，用尖嘴镊拉出卵巢，清 

洗后放人冰浴的 Ringer’s，收集一定量的卵巢用微 

量玻璃匀浆器(体积为100~L)匀浆，5 000r／min离心 

5min．沉淀用 Ri／iger’s回收多次，合并上清液共 lmL 

左右，作为提纯 PDV的样品。将样 品铺在 25％ ～ 

65％(w／v)的蔗糖 连接梯度上，360 000g(Hitachi 

ChrTOG，1>50转头，离心管容积 5mL)，4℃下离心4h， 

在约42％密度处有淡蓝色沉降带。收集此沉降带， 

加 5mL双蒸水混匀，360 000g离心 30min，洗去蔗糖， 

沉淀为纯化的 MmPDV粒子。 

1．3 病毒形态的电镜观察 

将纯化的 MmPDV用适量 的蒸馏水稀释，毛细 

管吸取少量的稀释液滴在铜网上，2％磷钨酸染色， 

自然风干，透射电镜(JEM．2000Ex)观察。 

1．4 病毒粒子衣壳蛋白的 SDS．PAGE分析 

纯化的病毒粒子配成 2．5~／mL的悬液，进行 

SDS-PAGE垂上板凝胶 电泳。浓缩胶 4％，分离胶 

9％，电泳槽为 Bio-Rad公司的 MinPmteinⅡ，中等分 

子量标准蛋白购自h—e朗公司。病毒悬液加3倍 

SDS样品缓冲液，100℃煮沸4mln变性后上样。恒 

流 30mA，电泳 lh，考马氏亮兰 R-250染色。 

1．5 MmPDV．DNA的基因组电泳图谱和内切酶图谱 

适量已纯化的 MmPDV粒子加入等量的蛋白酶 

K(100g／mL，0．02g／mL，"Iris，0．01mol／mL，EDTA， 

0．5％，SDS，pI-17．8)，50℃孵育 3h。酚，氯仿抽提，无 

水乙醇沉淀，一75℃过夜。70％乙醇洗盐，离心、常 

温干燥后适量 TE(pH8．O)溶解。基因组电泳琼脂糖 

凝胶浓度 为 0．4％，内切酶 电泳 的凝胶浓 度为 

0．8％，电泳方法参照常规分子生物学实验手册。 

1．6 萼液注射实验 

解剖羽化2～3d的寄生蜂雌蜂，取出卵巢放人 

St900昆虫细胞培养液(GIBCO RRL)中，每对卵巢加 

培养液 20止，用尖嘴镊撕破输卵管壁，将其中的萼 

液释放出，5 000rpm离心 4min，上清为含萼液的 

St900，用于注射小地老虎；含寄生蜂毒液的萼液是 

在上述制备的萼液中加入寄生蜂毒囊，并将毒囊撕 

破，离心后取上清得到。 

注射实验用4龄初的小地老虎，设注射萼液、萼 

液加毒液、细胞培养液 s )0(对照)三种处理，每处 

理注射lO头昆虫，重复3次。注射时，将小地老虎 

浸没在蒸馏水中 10rain使其昏迷，吸水纸吸干体表， 

在解剖镜下，用拉细并标定的毛细管从第一对腹足 

之一注射 l止 萼液，相当于0．05雌蜂当量。 

圉 1 蔗糖密度梯度离心结果 

A为主沉降带，B．为攻沉降带。 

Fig 1 Sucr~e centrlfugate 

A．Pre~ t sedimentmy[mnd；B，̂∞  日0叮 di口a1‘B bend 

ng 2 

2 结果 

囝2 MmPD~的形态 

N镕 stain or MmPDV vlnm eapsid 

2．1 MmPDV粒子的形态 

利用蔗糖密度梯度超速离心技术可以有效地分 

离出 MmPDV，然后从离心后的离心管上能够清晰地 
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区分出两条沉降带，将之分别称为主沉降带和次沉 

降带(图 1)。从形态、衣壳蛋白SDS．PAGE图谱和 

DNA琼脂糖凝胶电泳等几个特征上都证明两条沉 

降带物质都是 PDV病毒粒子(见下文)，至于两者密 

度不同的原因，有待进一步研究。MmPDV粒子全体 

分为三段，具一圆形的头部和一细长的尾部(图2)， 

长约 13Ohm，宽约35nm。大小、形态特征同己报道的 

其它寄主蜂 PDV基本相}守 。 

2．2 T )v衣壳蛋白 SDS-PAGE电泳图谱 

蔗糖密度离心后可见到两条沉降带(图 1)，负 

染结果显示两条沉降带都是 PDV粒子，SDS-PAGE 

电泳显示，两条沉降带的蛋白谱带一致(图3)，说明 

两条谱带 PDV粒子衣壳蛋白之间没有区别。从图3 

可以看出，MmPDV衣壳蛋白的种类非常丰富，至少 

可以分辨出 26个电泳条带，从侧面说明 PDV是一 

图 3 Mt-nlc~V衣壳置 臼 SOS—PAGE电诛 

A，主扰降带；B．改沉降带；M．分子量标准；在壳蛋白加样量为10：~g 

Fig 3 SD~PAGE analysis of MmPDV capsid pr~eins 

A，Predct~nant sedlmenta~ bQnd}B，Ae~ ry sedlmea'aar~band；M．Stan- 

dard r ein．Loading amount lhe髑l蚓d proteins is l(I
．ug 

2．3 MmPDV基因组特征 

大小不等、丰度不同的双链环状的DNA分子组 

成的基因组是多分DNA病毒的重要特征，鉴定一个 

寄生蜂体内分离到的病毒是否为PDV，最关键的一 

点是观察这种病毒的基因组是否由多个DNA分子 

构成 。0．4％琼脂糖电泳表明，MmPDV基因组至 

少由14个 DNA分子组成，而且各 DNA分子的丰度 

差别很大，呈典型的多分 DNA病毒基因组的特征 

(图4)。同时，主沉降带和次沉降带的 DNA电泳谱 

带特征一致，进一步说明两个沉降带的性质相同，都 

是 Ml删 。 

利用 6种限制性内切酶消化 MmPDV基因组 

DNA，以 EcoR I／H~ndⅢ双酶切XDNA作分子量标 

准，计算出 Mm_PDV基因组平均分子量约为 108kb 

(图5)。 

A B C D E 

= l 

==  

图4 blmPD~基因组田谱 

A．B．扳沉降带的病毒粒子基因组{c，D，E．主沉降带曲 

基 因组 。 

Fig 4 Agoa~se eleeuophcce~is pattem MmPDV n—  

A andB．CenomeDNA from 艄∞B驯，柏曲哪 l姗  band；C，D 

and E，Gena'ne DNA from e mI删 l sedimentary band 

图5 MmPDV基因组不同内切酶田谱 

fM分于量标准；其它为内切酶名称) 

Fig．5 Rcslricti~ mdonuclea~e map MmPDV gtmme 

Mistrdeoalar 吨虹mmket~the othns ale T etdmldeases 

2．4 MnPDV的生理功能 

寄生蜂的侧输卵管萼液中主要成分是 PDV，研 

究表明，萼液的生理功能等同于PDV J。本实验用 

注射中红侧淘茧蜂萼液代替纯化的 MmPD~，研究 

PDV对寄主生长发育的影响。图6和图7的结果说 

明．注射萼液后，小地老虎的生长发育都受到了很大 

的抑制，具体表现为体重低于注射细胞培养液的对 

照，龄期发育滞后于对照。寄生蜂的毒液协同PDV 

抑制寄主生长发育的生理功能，使之以较小的剂量 
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发挥较大的效能[ 。然而本注射实验中并没有看出 

中红侧沟茧蜂雌蜂毒液具有协同 MmPDV的效能， 

其中的原因还有待研究。 
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图6 注射萼液后小地老虎体重的动态 

注：注射前小地老虎平均体重 7 6±I 8mg 

ng 6 Hostw sht d~ aies afteri=jecdon 

f e： 目 host shtis 7 6±1 Bmg before injection； 

+  出 血 calyxfluid ect~ ； 

+ Hoetw∞出 after calyxfluid and ∞㈣ ectim； 

+ Host,~ ght after S龇 injeotim 

Days after inleclkm(day)往 的 教̂ (̂ 

图 7 注射 PDV后小地老龄船的变化 

Hg．7 Host ins~"c a删 8 after PDV 即tI硼 

口 Insta~血盯 calyx fluid injection 

—It,star after calffllfidm|v目1．n’ Ⅱ 1 

一Instar after stg00injecti~ 

3 讨论 

已有的研究表明，姬蜂和茧蜂 PDV的DNA分 

子数目多达十几到几十，而且对于同一种寄生蜂，由 

于种群、取材时间、实验条件等的不同，很可能产生 

不同的 DNA电泳条带数[ 。从图 4看出，MmPDV 

基因组各DNA分子间的丰度(各条带的染色深度) 

差别极大，有些条带 DNA含量极微，尽管本实验利 

用浓度很低的琼脂糖凝胶(0．4％)进行电泳，区分出 

14个 DNA条带，然而仍不排除 MmPDV基因组含有 

多于 l4个 DNA分子的可能。 

注射实验中，注射萼液和注射萼液加毒液的处 

理间差别很小，几乎看不出毒液对 PDV有协同作 

用，这一结果有两种可能：(1)中红侧沟茧蜂雌蜂的 

毒液对 PDV没有协同作用；(2)由于注射剂量方面 

的原因，毒液的协同作用没有显露出来。从实验设 

计上看，更可能是后一种原因，实验用 0．05的雌蜂 

当量注射寄主，这个剂量可能太高，掩盖了毒液所起 

的生理作用。 
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