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广州地区樟叶蜂肠型核多角体病

及其病原病毒的观察
’
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提 要

本文报道了樟叶蜂幼虫的一 种病毒病
。

病毒只在寄主中肠组织中细胞核内复制
,

故称 为

肠型核多角体病毒病而有别于鳞翅目昆虫中核多角体病毒病
。

病虫肛门流出 粘 液
,

粘 液 干

后
,

幼虫尾部就粘附在基质上
。

因此
,

感病晚期或已死的幼虫其躯体则头部往下而悬垂于枝
、

叶上
。

感病初期
,

幼虫行动呆滞
、

食欲不振
,

体色由正常的绿色逐渐变为棕褐色
。

多角体在扫描电子显微镜下观察
,

为五边形或六边形的多角体
,

大小。 .

6一1
。

。协m
,

在超

薄切片中
,

多角体的晶格为点线型
,

点间距为 50 入
,

病毒粒子杆状
,

大小为 22 7 x 71 n m
。

我国自七十年代以来
,

各地相继发现 了不少的昆虫病原病毒
,

其寄主绝大多数属鳞

翅 目害虫
。

所分离出来的昆虫病毒则多数为杆状病毒
,

并以核型多角体病为主
。

对膜翅

目叶蜂的病毒病于 1 98 1年前尚未引起注意
一

“ ” 3 { 。

伍建芬等 “ 在饲养樟叶蜂 时
,

曾 看

到 其幼虫 仃相互感染致死的现象
。

后经我们进一步 7厄察
,

认 为这是一种由病毒所引起的

核 多角体病
,

而且异于鳞翅 目昆虫中的普通核型多角体病
,

对叶蜂幼虫在较 强 的 感染

力
。

由于膜翅 目中昆虫的核多角体病
,

国外迄今报道的只不过 Z G种
“ ’ ,

国内最近报道 2

种
“

」

“ 。

故 木文就本病的病征及病原病毒的初步观察作一简报
,

提供有关方面参考
。

材 料 和 方 法

( 一 ) 病原物 樟 叶蜂幼虫病原病毒最 初得自木院林学系昆虫教研室 内饲养该虫时

所病死的幼虫
。

经过滤
、

离心提纯的多角体
,

加 50 % 中性甘油
,

贮存于冰箱备用
。

(二 ) 病理解剖观察及病毒的分离提纯 将感病的幼虫进行解剖
,

取其 中肠部份
,

于研钵中加无菌蒸馏水研碎
,

然后以 4 层纱布过滤
,

除去碎片
,

所得滤液再以消毒脱脂

棉花过滤
,

并用 5 , o o o r
.

p
.

m
.

以下的速度交差离心
,

提取多角体
。

听得材料置 4 ℃冰 箱备

用
。

取一定量的多角体
,

加入适量的 0
.

OSM N a Z
C O

3

和 o
.

02 M N a
CI 混合液降解处理 20

一 3 。分钟
,

然后 以3 ,

00 0 r
.

p
.

m
.

离心 15 分钟
,

取得病毒上清液
。

(三 ) 病虫组织超薄切片的制备 取染病后期但尚未死亡的幼虫进 行解 fltJ
,

取其脂

肪体
、

气管
、

中肠
、

真皮等组织
,

分别切成小块
,

然后以 4 %戊二醛固 定 液 处 理 2 小

本 文超薄切片
、

电镜观 察和拍照
,

均承 本院 电镜 室大力协助
,

特此致谢
。
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时
,

再以 1 % 0 5 0
4

固定 1 小时
,

以后用 o
.

05 M磷酸缓冲液充分冲洗
,

酒精系列 脱 水
,

6 1 8
#

环氧树脂包埋
,

L K B超薄切片机切片
,

切片厚度为3 00 一 4 00 入
。

再 以醋酸铀 和 柠

檬酸铅片染
,
P hi l i p s E M一 4 00 型电子显微镜观察

。

(四 ) 多角体及病毒较子的电子显微镜观察 粗提纯的 多角体稀释液滴 加 在 铜 板

上
,

碳一黄金旋转投影
,

SJ M一 25 5电子显微镜观察
。

病毒上清液滴加于 F or m v
ar 铜网膜上

, 2 % 磷钨酸负染
,

F hi l isP E M一 4 00 型电子

显微镜观察
。

观 察 和 结 果

(一 ) 病征 感病幼虫体色明显地由暗绿色变为淡黄色
,

死亡时变成黄褐色
。

感病

初期食欲减退以后停食
。

感病幼虫烦燥不安
,

尾部略有萎缩
,

虫体缩短变小
,

肛门经常

排泄出粘稠液体
,

多数幼虫呈现脱肛现象 (图 1 )
。

死亡幼虫以其尾部粘附于所在枝叶

上
。

死虫体壁完整并且坚韧
,

体内组织不液化
,

仅见中肠出现病变
,

中肠淡灰 白色
。

幼

虫在显病后 4 ~ 6 天内死去
。

(二 ) 病理特征 感病晚期的幼虫解剖后在光学显微镜下作常规检测
,

真皮组织
、

脂肪组织及气管等均未发现多角体
。

只有中肠组织
,

在压碎后用苦味酸一氨基黑染色法

观察
,

可见深蓝色的五边形或不规则形的多角体
。

(三 ) 多角体及其超微结构形态 本病的多角休形态在扫描 电子显微镜下观察到的

立体图像
,

呈不规则的多角体形
,

多为五边形和六边形
,

也有三边形及四边形的多面体
,

其各 个面和大小并不一致
,

大小为 0
.

6一 1件m
,

平均为。
.

7件m (图 2 )
。

从多角体超薄切片的放大图 像中
,

多角休外围未见有膜状结构
。

但 多角休的蛋白质

晶格清晰可见
,

晶格成点状线形花样 平行排 列 (图 6 )
。

晶格间距 为50 入
。

( 四 ) 病毒形态 以弱碱液处理后所释放 出来的病毒粒子呈杆状
,

两边平行
,

两端

钝园
,

其大小为 2 27 又 71 n m (图 3 )
。

从多角体的超薄切片中
,

可见到病毒粒子是以 单

粒包埋形式存在于包涌体 ( 多角体 ) 中
,

并且是随机排列的
。

在细饱核 内
,

有的病毒粒

子已明显地具有套模
。

但核 内亦有裸露的核壳休
,

这是不成熟的病毒 (图 4 )
。

套膜为

双层结构
。

本文的 比张超薄切片均显示 出
:

凡具有套膜的病毒休才
`

能嵌人多角体内
。

与

此相反
,

未具有套膜的核壳体则不能嵌人多角体中 (图 4
、

5
、

6
、

)
。

讨 论

有一个时期
,

对昆虫的脂肪组织
、

真皮组织
、

气管
、

肠道皮膜组织等细 utJ] 核多角体

病都看成 为同一类型的病毒病
。

五十年代末
,
J

.

W
e is e r

一

” 〕根据病毒的组织亲嗜 性
,

把

肠型核多角体病毒从一般的核多角体病毒类群区分出来
,

建立独立的 iB
r d ia 属

。

后来
,

J
.

K r y w i e n C z y k和 G
.

B e r g ol d
“ 一 。

对昆虫进行了血清学的研究
,

证实了肠型核多 角体

病毒类群有它的抗原同族性
。

这样
,

进一步证实了W
e i s e r的工作

,

虽然
,

国际病毒分 类

委员会 ( I C T V ) 把杆状病毒分为 3 个亚群
产 7 〕 ,

但是
,

我们觉得W
e i s e r氏在杆状病毒中

设置一个 B i r d ia 属是有必 要的
。

肠型核多角体病毒主要仅存在于叶蜂类昆虫的中肠中
,
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是有它的特殊性的
。

六十年代末
,

田中茂男等在家蚕 中发现中肠核多角体病二4 〕 ,

但 它的

病原病毒则是园球形
,

所以与叶蜂类的肠型核多角体病在性质上大有迥异
。

W
e i s e r

建立的 B i r d i a 属的病毒
,

其特征是
:

病毒粒子棒杆状
,

大小在 4 0 0 火 4 0 n m左

右
。

包涵体的形状为多角体
,

在细胞核 中形成
。

这种多角体状包涵体仅在膜翅 目昆虫肠

道 中发现
。

因此
,

称为肠型核多角体病
。

病死的幼虫 由于肛门流出的粘液而被粘附于枝

叶上
。

由于病毒仅在肠道组织中复制
,

因而病虫体壁较为坚韧
,

不易液化
。

后一特征明

显区别于一般型核多角体病
,

我们在本实验中所观察到的现象是符合上述特征的
。

昆虫病毒的分类
,

近年来进展较快
,
R

.

E
.

F M at t he w s 的国际病毒分类委员会第三

次报告
,

对昆虫病毒较第 2 次报告的分类作 了较多的修订
,

杆状病毒明确分为 3 亚组
,

即核多角体病毒
、

颗粒体病毒及无包涵体杆状病毒
。

不过
,

鉴于实用上的原因
,

我们还

是倾向于W
e i s e r

教授把肠型核多角体病毒从普通核型 多角体病毒中分立出来
。

因此
,

我

们把本实验中观察到的病毒称为樟叶蜂肠型核多角体病毒
。
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图 版 说 明

1
。

Q
.曰 .

5
。

6
。

( A 一

B) 感染肠型核多体病的樟叶蜂
,

示幼虫严重脱肛
。

樟叶蜂肠型核多角体病的包涵体
。

扫描 电子显微镜下的图像
。

示五边形
、

六边 形 的 多角

体
。 x 3

,
3 0 0

樟叶蜂肠型核多角病粒子
。 x 75

,
8 20

樟叶蜂幼虫中肠上皮细胞超薄切片
。

示病毒粒子及多角体在核内形成
。

注意病毒粒子 的套

膜及裸露的核壳体
。 、 4 3

,
6 0 0

同上
。

樟叶蜂幼虫中肠细胞超薄切片
,

示多角体蛋白质网状品格
。 又 1 5 9

,
8叨

34

理


