
�棽棸棻椆年椀月 重庆师范大学学报�自然科学版� ���棽棸棻椆
第棾椂卷 第棾期 �������������������������������������������������� ���灡棾椂 ��灡棾

� ����棻棸棶棻棻椃棽棻������棽棸棻椆棸棾棻椃

中华蜜蜂囊状幼虫病毒在��椆和�棽细胞系中的感染性研究
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摘要��目的�调查研究中华蜜蜂囊状幼虫病毒���������������������������在草地贪夜蛾����������������������卵

巢细胞系��椆和果蝇�棽胚胎细胞��������������������������棽�中的感染性��方法�以��椆和�棽作为����体外感染

的细胞系�通过 ��灢���检测����的��棻 基因表达情况从而判断 ���� 是否能在两种细胞中感染并增殖��结果�在

�棽细胞中并未检测到�����说明����不能感染该细胞�接种了 ����的��椆细胞中并未表现出明显的致细胞病变效

应������但在该细胞总���中可检测到��棻 基因的转录�通过克隆测序发现�从接种����的��椆细胞中克隆得到的

��棻 基因序列与����重庆分离株��棻 基因�����登录号���椃棻椂椄棸椂�同源性高达椆椆棩�系统进化分析显示�该序列与

囊状幼虫病毒�������������������中国分离株聚为一簇�但是�当感染 ���� 的细胞传至第棾代时检测不到 �����

�结论�����不能感染�棽细胞而能感染��椆细胞�且不能在后者中进行增殖�暗示后者可能含有某类可清除 ���� 的因

子�从而为寻找����寄生增殖所必需的细胞因子提供了线索�

关键词�中华蜜蜂囊状幼虫病毒���椆细胞��棽细胞���灢����细胞培养

中图分类号��椄椆椀灡棻 文献标志码�� ���文章编号�棻椂椃棽灢椂椂椆棾�棽棸棻椆�棸棾灢棸棻棻椄灢棸椂

中华蜜蜂囊状幼虫病毒���������������������������是一种在中华蜜蜂������������������中比较流

行的蜜蜂病毒�自棻椆椃棽年首次在中国广东省的中华蜜蜂种群中发现����后�该病毒迅速在全国蔓延�甚至传

播到了东南亚�给养蜂业造成极大困扰����� 和西方蜜蜂���������������囊状幼虫病毒���������������

����类似�主要感染棽�棾日龄蜜蜂幼虫�患病幼虫表现为体色由乳白色逐渐变成橘黄色�封盖期最后棻次蜕

皮被抑制�无法正常化蛹�蜕皮液存积于老旧表皮内�表皮变硬成囊袋状�蜜蜂成蜂一旦染病�就会出现行为

异常�寿命缩短�最终导致整个蜂群毁灭性死亡�棻������和���基因同源性很高�属于两种不同的病毒株�
几乎不产生交叉感染�但在棽棸棻椂年�有研究者对感染���的东方蜜蜂������������种群和西方蜜蜂种群进

行研究后发现�感染东方蜜蜂的���出现了交叉感染�即它也可以感染西方蜜蜂幼虫和成蜂�但不引起明显

的患病症状�棽��

����属于仿小核糖核酸病毒目��������灢����������传染性软腐病毒科�������������正义单链无囊膜的

���病毒�����病毒粒子为球状结构�直径大小约为棽棸�棾棸���基因组大小约为椄椄棸棸个核苷酸�具有棻个

开放阅读框�编码棿个结构蛋白���棻���棽���棾和 ��棿�和非结构蛋白�棻��目前�研究者还没有找到适合蜜蜂

病毒体外培养的成熟昆虫细胞系�这严重影响了蜜蜂病毒的深入研究�也给蜜蜂病毒的防治工作造成极大困扰�
近些年来�随着昆虫细胞培养技术的成熟�国内外学者利用体外培养的蜜蜂细胞对病毒进行了研究�棽棸棻棸

年�������等人�棾�使用椄�棻棻�健康西方蜜蜂幼虫�首次成功培养了蜜蜂幼虫原代细胞�并在细胞内接种以色列

麻痹病毒����������������������������������发现����可在细胞中进行复制�这为蜜蜂病毒的体外培养以及

更深入的研究开创先河�棽棸棻椀年�李慧等人�棿�以棾日龄的中华蜜蜂幼虫为材料�分离并培养幼虫原代细胞�他们

在接种����后发现该病毒可在细胞中进行复制�但培养的幼虫细胞在椄椀�后出现凋亡现象�这为蜜蜂病毒的
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深入研究提供了理论依据�本研究就 ���� 在成熟昆虫细胞系草地贪夜蛾���������������������卵巢细胞

��椆以及果蝇�棽胚胎细胞��������������������������棽�中感染情况进行了调查性研究�以便为蜜蜂病毒体外

培养以及深入研究提供参考�

棻材料与方法

棻灡棻材料�主要试剂以及仪器

供试细胞��椆和�棽来自西南大学家蚕基因组生物学国家重点实验室���椆细胞培养液��灢椆棸棸���和�棽细胞

培养液��������������������������� �棻��购自 �����公司�均加入体积分数为棻棸棩的���作为完全培养

液�������试剂购自�����猝 ������������������公司�胶回收试剂盒购自�������公司�反转录试剂盒����棻椆灢
�质粒����������及��椀毩购自 ������公司�细胞观察使用倒置显微镜为 ��������������灢��

棻灡棽方法

棻灡棽灡棻细胞培养���椆和�棽细胞培养于�������猝棽椀��棽 矩形斜颈细胞培养瓶中�每个培养瓶加棾��完全培养

液�每隔棽�换棻次液�棾�棿�传棻次代�并用倒置显微镜观察细胞形态及生长状况�以便进行细胞添毒�

棻灡棽灡棽病毒液的制备�����病毒采集自重庆市沙坪坝区中梁山的患病中华蜜蜂幼虫�取椀只患病蜜蜂幼虫�
在溶质体积分数为椃椀棩的乙醇溶液中漂洗椀����转移至棿�预冷的����水中漂洗棾次�每次棻����将冲洗

干净的幼虫放入灭过菌的干净研钵中磨碎�加入棸灡棻�����棴棻磷酸缓冲液棻��混匀�转移至棽��离心管�涡
旋混匀�采用差速离心法获得纯化的病毒液�椀��棴椄棸�保存备用�

棻灡棽灡棾病毒接种�当��椆和�棽细胞长势良好�密度达到棻灡椄�棻棸椀 个���棴棻时�开始添毒�向��椆细胞培养瓶中

加入棾��完全培养液�并同时加入棻棸毺�已纯化的����病毒液�轻轻左右晃动混匀�使细胞与病毒充分接触�
静置棽��弃去上清培养液�向培养瓶中加入棽��新的培养液清洗棽次�然后加入棾��新鲜培养液�轻轻吹起

细胞�吸取椀棸棸毺�细胞液至健康的��椆细胞培养瓶中�轻轻左右晃动混匀�静置棽��弃去上清培养液�向培养瓶

中加入棾��新的培养液�棽椄�培养箱培养�并命名为种毒第棻代�棾�后�以第棻代的��椆细胞感染正常��椆细

胞�命名为种毒第棽代�再用上述方法再于棾�后用第棽代��椆细胞感染正常��椆细胞�命名为种毒第棾代�取

每代的细胞各棽瓶�棴椄棸�保存备用�同样地�在对�棽细胞进行添毒时�首先向�棽细胞培养瓶中加入棻棸毺�纯

化的����液�混匀后静置棽��将混合培养液转移至椀��离心管�棻棸棸棸�����棴棻离心棾���后�弃上清液�向
离心管中加入棽��新鲜培养液�棻棸棸棸�����棴棻离心棾����弃上清液�同样的方法清洗棽次�最后向离心管中

加入棽��新鲜细胞培养液�轻轻吹起细胞 �吸取其中椀棸棸毺�细胞液至未加����病毒液的�棽细胞培养瓶中�
轻轻左右晃动摇匀�棽椄�培养箱培养�并命名为种毒第棻代�棾�后以上述方法传代并命名为种毒第棽代�再过

棾��又用相同的方法传代得到种毒第棾代�收集各代�棽细胞各棽瓶�棴椄棸�保存备用�对��椆和�棽细胞进行

����接种的实验各重复棾次�

棻灡棽灡棿病毒接种后的细胞总 ��� 提取以及 ��灢���检测�取出收集到的各代��椆和�棽细胞�在冰上融化后�
于棿�以椀棸棸棸�����棴棻离心椀����弃上清�向离心管中加入棻���������冰上涡旋椀����室温静置椀����

棻棽棸棸棸�����棴棻离心棻棸����取上清至新的离心管�按照 ������试剂盒说明书进行操作提取接种病毒后的细胞

总����将提取的���按照反转录试剂盒说明书进行反转录�以���� 为模板�以 ���� 结构蛋白��棻 基

因序列设计检测引物���棻灢��椀�灢����������������������灢棾����棻灢��椀�灢����������������灢
��������灢棾���进行���扩增�扩增的目的片段大小为椀椆椂���反应体系棽椀毺��其中包括各棸灡椀毺�的上

下游引物�棸灡椀毺�模板�棻棽灡椀毺��������灢���预混液以及棻棻毺����棽��反应条件为�椆椀 �预变性椀����

椆椀�变性棿棸��椂棾�退火棻����椃棽�延伸棻����此过程共棾椀个循环�椃棽�延伸棻棸����反应产物于棻棽�
保存�

棻灡棽灡椀��棻基因片段回收与序列分析�将以上���扩增得到目的产物在质量分数为棻棩的琼脂糖核酸凝胶上

进行电泳后切胶�使用���胶回收试剂盒回收�将回收得到的目的片段与���棻椆灢�载体连接�连接体系为包

括椀毺�的����������棿毺�回收目的片段和棻毺�的���棻椆灢�质粒�棻椂�下进行连接并过夜�转化至�棶����
��椀毩感受态细胞中�用含有氨苄青霉素的 ��固体培养基棾椃�培养过夜�挑取单菌落提取质粒后进行���
检测�将扩增出目的片段的菌液送生工生物工程�上海�股份有限公司进行测序�测序结果登录 ������������

椆棻棻第棾期�����������刘永梅�等�中华蜜蜂囊状幼虫病毒在��椆和�棽细胞系中的感染性研究



���棶����棶���棶���棶����进行序列同源性比对分析�并采用 ����椂软件进行系统发育树的构建�

棽结果与分析

棽灡棻感染����后的��椆和�棽细胞生长状态

图棻�显示�正常的��椆细胞多为圆形�整体透明�细胞边缘比较光滑�胞内有少量的颗粒�正常的�棽细胞则

为圆形半贴壁半悬浮细胞�图棻���分别向��椆和�棽细胞培养瓶中添加纯化后的����液�图棻��后���椆和�棽
细胞均没有出现明显的致细胞病变效应������图棻�����

图棻�接种����的��椆细胞和�棽细胞生长状况

���棶棻��������������������椆���������棽�����������������������

棽灡棽����在��椆和�棽细胞中的感染情况

图棽显示�从��椆和�棽细胞中提取到的总���完整性良好�可用于反转录�通过反转录获得�����并以

����为模板�对����结构蛋白 ��棻的部分序列设计引物进行���扩增�结果发现�在接种���� 后的��椆
细胞种毒第棻代和种毒第棽代中均有目的片段被检测到�但在种毒第棾代��椆细胞中没有检测到����的��棻
基因的扩增条带�图棾��而在�棽细胞种毒第棻代�种毒第棽代以及种毒第棾代中�均未检测到扩增出���� 的

��棻 基因�上述结果说明����可以感染��椆细胞�且在��椆细胞最初两代细胞中均能被检测到�但当感染了

����的��椆细胞传代至第棾代时�该病毒基因组丢失�对于�棽细胞而言�研究结果则暗示了���� 不能感染

它�

棽灡棾����的��棻基因克隆与序列分析

���检测结果表明�本研究成功构建了����的��棻 基因重组质粒�图棿��将该基因的测序结果与 ����
上已报道的���的��棻 基因进行序列同源性分析�结果显示该基因与��� 重庆分离株的��棻 基因�����登

录号���椃棻椂椄棸椂�序列同源性为椆椆棩�这也表明了����可感染��椆细胞�封二彩图椀��
为了检测��椆细胞中����与已报道的���之间的亲缘关系�从 ����上下载不同地理来源��� 分离株

的��棻 基因序列�采用 ����椂构建邻接树����������值设为棻棸棸棸�树图中数值表示遗传距离�灢���������如

图椂所示�在两代��椆细胞中的����仍与中国重庆�福州�西安和吉林分离株聚为一支�暗示����在两代受感

染��椆细胞中均能检测到�且与已分离株系的数据进行比对后仍存在不同程度的分化�

棾讨论

����作为在中华蜜蜂中最流行的一种蜜蜂病毒�严重影响蜜蜂产业的发展�然而�没有合适的 ���� 体

棸棽棻 重庆师范大学学报�自然科学版������������棶�����棶��������������第棾椂卷



外培养细胞系严重制约了���� 致病机理的研究�本研究以��椆和�棽细胞作为���� 体外培养的细胞系�均
未在接种了����的�棽细胞中检测到病毒�因此推测����不能感染�棽细胞�同时�����在��椆前两代细胞

中均能被检测到�当细胞传代至第棾代时�在细胞中检测不到�����表明��椆细胞可作为����短期内的宿主�
但后者不能在��椆细胞中复制增殖�此结果与 �����等人�椂�对���的研究结果一致�

����� �������� �����
��注�� 为 �������棻�棾分别为��椆细胞种

毒第棻�棾代总 ����棿�椂分别为�棽细胞种

毒第棻�棾代总 ���

图棽�接种����的��椆和�棽细胞总���

���灡棽�������������椆���

�棽�����������������������

��注�� 为 �������棻�棾分别为��椆细胞种

毒棻�棾代���� 的 ���扩增产物�棿�椂分别

为�棽细胞种毒第棻�棾代���� 的���扩增

产物

图棾�����的��棻基因���扩增产物

���灡棾����������������������棻����

图棿�����的��棻基因重组质粒���棻椆灢

�灢��棻的���扩增产物

���灡棿����������������

������棻�����������������

���������������������

���棻椆灢�灢��棻
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细胞中被检测到的结果可能

与以下棾个原因有关�第一�
细胞种属差异太大�本研究

使用的 ��椆和 �棽细胞分别

来自鳞翅目�������������和
双翅 目 ���������昆 虫�而

����主要感染的是膜翅目

�������������昆 虫�不 同

目之间细胞的差异太大�这
成为影响����感染力的主

要决定性因素�椃��第二�病

毒对细胞的嗜性不同�决定

病毒嗜性的因素一个是病毒

的基因和蛋白与宿主的若干

因素之间的一系列复杂的相

互作用�另一个是靶细胞上

受体的效力和病毒的细胞吸

附性蛋白�椄��有研究发现病

毒的内部核糖体进入位点

������翻译起始效率与寄

主细胞的类型密切相关�椆��棽棸棻椂年����等人�棻棸�将口蹄疫病毒�����灢���灢�����������������������的����
进行嵌合克隆�构建了一系列����灢嵌合病毒�观察这些病毒在猪肾上皮细胞���灢棻椀��猪源细胞�����棽�细胞系

中的复制动力学�结果也发现这些����灢嵌合病毒对细胞的感染率不同�����介导的翻译决定了体内����
感染的特异性�这表明����可能是决定病毒细胞嗜性的重要元件�棻棻灢棻棽��本研究使用的����的基因组椀�末端

棻棽棻第棾期�����������刘永梅�等�中华蜜蜂囊状幼虫病毒在��椆和�棽细胞系中的感染性研究



缺乏帽子结构�调控翻译起始因子的是椀�非翻译区��������������������������的�����因此����可能是调

控����对��椆和�棽细胞嗜性的重要原件�也有学者提出病毒的细胞嗜性是靶细胞上受体的效力和病毒的细

胞吸附性蛋白相互作用的结果��������等人�棻棾�研究发现猪的����结构蛋白 ��棻上的 ����精氨酸灢甘氨

酸灢天门冬氨酸�序列以及非结构蛋白棾�是病毒入侵宿主细胞的主要决定因素���棻上的���可以同靶细胞膜

表面特定蛋白�受体�特异性结合�从而使病毒进入细胞�第三�与宿主细胞的自噬有关�许多学者通过对哺乳

动物和果蝇细胞自噬机制进行研究发现�细胞自噬是宿主细胞识别并抑制微生物入侵的一种方式�棻棿灢棻椂��例如�
病毒在入侵的过程中�宿主通过细胞自噬蛋白识别病毒的信号通路�并将信号传至免疫系统�引发细胞自噬�从
而抑制病毒的复制增殖�棻椃灢棻椆������ 为蜜蜂病毒�在感染��椆和�棽细胞时引起细胞的自噬�因此抑制了 ����
复制增殖�

目前����可在蜜蜂幼虫原代细胞���灢棻椀�����棽以及非洲绿猴肾细胞������中感染并复制增殖�棿�椂��而

本研究中的����可以感染��椆但不能增殖�说明��椆细胞中可能存在某种限制性因子�当细胞监测到病毒感染

时�立即启动限制性因子对病毒进行清除�因此�本研究对����的致病机制研究具有较为重要的意义�也为有

关病症的防治提供了新的线索�
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