
性物 防 治通银
。‘ “ ,。“ ‘ , , ,

,

单克隆抗体技术在昆虫病毒研究中的应用
胡广淦 陆自强 杭三保 张 凌 乐云仙

江苏农学院植保系
,

扬州 。。 复旦大学生命科学学院
,

上海

一 一 一

, ,

一

, ,

〔提要 〕本文论述了国内外昆虫病毒单克隆抗体方面的研究进展
。

着重介绍了单克隆抗体技术在昆虫病毒抗原结

构分析
、

昆虫病毒的鉴定和分类
、

检测
,

病毒感染昆虫细胞机理
,

及昆虫病毒分子生物学研究方面的应用情况
。

年
, 五 和 , 创立的淋巴细胞杂交瘤和单克隆抗体技术

,

是当今生物学 领

域中可以和 重组技术相提并论的一次重大技术革命
。

用杂交瘤技术制备的单克隆抗体
,

与常规免疫血清 多克隆抗体 相比
,

具有特异性强
,

灵敏度高
、

质地均一
,

可以大量生产

等优点
,

因而使其在近 年内得以迅速发展
,

并渗透到生物科学的许多领域
。

在植物保护科

学中
,

国内外现已先后研制出多种植物病毒
、

细菌
、

类菌原体
、

螺原体
、

真菌
、

线虫和昆虫

病毒的单克隆抗体
,

并初步进行有关的应用研究
,

显示出其优越性和广阔的应用前景
。

年
,

西德的 ” ,

等首次研制出 株分泌抗首蓓银纹夜蛾核型多角体病毒
夕 单克隆抗体杂交瘤细胞株

。

年
,

加拿大 的
,

等也研制出 株抗 单克隆抗体
。

此后 年来
,

一些昆虫病毒单克隆抗体相 继

问世
。

包括花旗松毒蛾核型多角体病毒 夕夕 夕。 , 夕 。 ,

, 、

美洲棉铃虫核型多角体病毒 二 , ,

、

粉纹夜蛾核型多角体病毒 。 , , 、

家

蚕质型多角体病毒 夕 , 、

大菜粉蝶颗粒体病毒
。 夕 炸 ,

和菜粉蝶颗粒体病毒
,

陈建国等
, 、

云杉卷叶蛾核型多角体病 毒 加 对。, ,

, , 、

家蚕浓核症病毒 二 。 ,

陈建国等
, 、

棉铃虫核型多角体病毒 二 姜

成等
,

幻 等 余种昆虫病毒单克隆抗体
。

与其它动物病毒相比
,

昆虫病毒单克隆抗体研究起步较晚
,

但已初步显示出其广泛的应

用前途
。

病毒扰原结构分析及抗原决定簇定位

单克隆抗体的高度特异性
,

可用以鉴别不同昆虫病毒分离株间抗原结构上的微细差别
。

注 国家自然科学基金资助项目
。
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在大菜粉蝶颗粒体病毒 和近缘的菜粉蝶颗粒体病毒 的研究 ,卜
,

陈建国等

根据不同的单克隆抗体与昆虫病毒分离株的特异性反应
,

可区别两者不同的病毒分

离株
。

而 的兔抗血清 多克隆抗体 与 和 的不同分离株都存在交叉反应
,

多克隆抗体不能区别不同病毒分离株
。

他们根据单克隆抗体与各毒株反应结 果
,

结 合

相似度分析
,

提出 与 是抗原性有差异的同一种颗粒体病毒
。

单克隆抗体可与病毒的一个或数个抗原决定簇结合
,

因此根据单克隆抗体与病毒粒子的

特异性反应
,

可进行病毒抗原决定簇定位
,

并区别出病毒特有或共有的抗原决定簇
。

用酶联

免疫吸附测定表明
,

首蓓银纹夜蛾核型多角体病毒 单克隆抗体 和 。杂 交瘤

细胞株针对的抗原决定簇为 的多角体病毒蛋白
,

而 , 。细胞株针对的抗原决定簇则为

的病毒衣壳蛋白
, 。

进一步研究发现
,

和
。

细胞株 分 泌

的单克隆抗体在不同杆状病毒之间存在交叉反应
,

说明其抗原决定簇为杆状 病 毒 共 有
,

而
。
只与 表现特异性反应

,

说明其抗原决定簇为 所特有
。 ,

等 对 单克隆抗体研究也有类似结果
。

昆虫病毒的鉴定和分类

在自然界
,

首蓓银纹夜蛾核型多角体病毒 存在两种表型 型 型
,

其囊膜是在结合进多角体蛋白基质前
,

在细胞核内形成 病毒主要起从摧病幼 虫 传 染到

其它幼虫的作用 型病毒
,

其囊膜主要在感染虫体细胞膜以出芽方式产生
,

病毒 在感

染虫体内主要起在组织内相互传播的作用
。

和 两种表型病毒其限制性内切酶谱相 同
,

但其形态和生物学等方面存在差异
。

用常规多克隆抗体血清很难区分这两种表型
,

而在制备

单克隆抗体以后
,

单克隆抗体不仅可把 与亲缘极近的云杉卷叶蛾核型多 角 体

病毒 分开
,

而且可区别 的 和 两种表型病毒
, ,

。 “ ,

等 并由此建立了鉴定两种表型病毒高度专化性的检测方 法
。

运用单克隆抗体
,

可以指导人们鉴定和选择有效的生物杀虫剂
。

花旗松毒蛾核型多角体

病毒存在两种包涵体 多粒包埋型 和单粒包埋型
。

是花旗 松毒蛾

的有效杀虫痢
, 已取得登记

,

尽管对花旗松毒蛾也可致病
,

但毒性不如
。

和 抗原结构与理化特性相同
,

都包埋于多角体蛋白晶体中
,

常规免疫技术

不能区别 和
。 ,

等 制备了分别针对 和

多角体的单克隆抗体
。

用单克隆抗体可区别这两种包埋类型的病毒
,

并能用 于 鉴 定 摧

病虫体提取物中的多角体类型
。

因此
,

单克隆抗体为鉴定
、

监测有效杀虫剂 提供了

手段
。

昆虫病毒的检测

在昆虫病毒流行病学方面
,

利用单克隆抗体进行检测
,

可有效地排除自然界存在的其它

病毒毒株对检测的影响
,

灵敏
、

准确
、

迅速地检测田间虫体内病毒消长情况
。

用粉纹夜蛾核型

多角体病毒 单克隆抗体检测田间幼虫虫体内 发现
,

病毒感染虫体 后 小

时
,

单克隆抗体即可测出虫体内的多角体蛋白
,

而典型症状要在 侵 染 后 天 才 开 始 出现
, , 。

张 光裕等 应用单克隆抗体检测感染云杉卷叶蛾 核

型多角体病毒 的云杉卷叶蛾幼虫体内多角体病毒和病毒粒子
。

龄幼虫饲喂表层涂

有 人工饲料后 小时
,

即可在幼虫抽提液‘卜检出多角体蛋白抗原和病毒粒子抗原
,

随
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后此两种抗原量逐渐增加
,

直至等 天
,

而用染色涂片镜检法
,

则在添食病毒后 天才可观

察到有少量多角体
,

病虫的病症需 一 天才出现
。

单克隆抗体特异性强
,

如 “ 单克隆抗体
, 。 ,

针对 的 病毒衣壳蛋 白
,

仅与 反应
,

而不与其它 种昆虫核型多角体病毒株的衣壳蛋白反应
。

运用蛋 白 质 印

迹
一 一

方法
,

灵敏度很高
,

可测出 蛋白量或 火 个 多 角 体 的
,

因此
,

这种方法可用于检测各种粗提液如感染血淋 巴
,

幼 虫 匀 浆 中 的
, , 。

病毒感染昆虫细胞机理
,

等 制备的 单克隆抗体中
,

单克隆抗体能识别

型病毒
,

并可与 病毒粒子发生中和反应
,

而不与 型病毒反应
。

他们用这种具有中和

病毒的单克隆抗体研究 病毒的出芽过程
。

发现在多角体形成之前
,

病毒出芽 时 期
,

单克

隆抗体可与感染细胞表面反应
。

免疫电镜观察表明
,

抗原与中和性抗体反应在整个病毒囊 膜

上都可发生
,

但在其 端浓度较高
,

用单克隆抗体可从 病毒提取液中免疫沉降 下

种蛋白
,

最主要的蛋白分子量约为
,

另 个蛋白质分别为
, ,

和
。

型病毒在榷病虫体内组织间传染
。

用单克隆抗体研究 型病毒侵人细胞的途 径
,

可

能有两条不同的通道
。

单克隆抗体 可阻断 病毒较适宜的进入方式 —吸附胞饮作 用。

进一步研究发现
,

未被 中和的 病毒粒子可通过另一种

途径进入细胞
。

比较 的两种表型 和 型 侵染力的差异
,

在细胞 间 侵 染
,

型侵染力大于 型
。

这可能与两种表型病毒进入细胞机制有关
。

病毒通过吸附胞饮作 用

进人细胞的方式更为有效
, , 。

昆虫病毒分子生物学研究

在昆虫病毒分子生物学研究方面
,

单克隆抗体可用来作为探针
,

结合 基因文库 分

子库
,

研究蛋白基因及进行 顺序测定
。

在昆虫病毒感染后期
,

杆状病毒可产生至少两种过量蛋白质
,

一种是 乞的多角体 蛋

白
,

包埋病毒
,

可抵抗不良环境
,

另一种蛋白 。 ,

其功能尚不清楚
。 一 ,

等 研制了 病毒粒子蛋白单克隆抗体
,

根据蛋白质印迹 试 验
,

其 中 株

单克隆抗体可与 病毒粒子 蛋白反应
,

用这些单克隆抗体作为分子探针
,

可 检

出 几 表达文库中免疫反应克隆
,

通过来自峪 克隆的插入 与

基因 酶切片段杂交及对铭 插人末端定序
,

表明这些克隆含有
。

基因 片 段
。

他

们利用单克隆抗体
,

通过蛋白印迹和免疫荧光法对
。合成特性进行研究

。

在病毒感染 后

小时
,

可用免疫荧光显微镜测出
。
蛋白质

。

感染后 小时
,

可形成染色致密的细胞质结构
。

用蛋白印迹试验
,

可观察到 种
。

和 蛋白质
。

是杆状病毒 和 表型共有的一种最主要的结构蛋白
。 “ ”。 ,

等

制备了 株 。蛋白的单克隆抗体
。

用蛋白印迹试验表明
,

两种单克隆抗 体 可

与 和 表型的 病毒粒子 蛋白反应
。

用其中一种单克隆抗体
,

通过蛋 白 印

迹和免疫荧光染色技术
,

研究舞毒蛾细胞中 合成特性
。

发现侵染后 小时
,

利用荧光 显

微镜可测出 蛋白质
。

小时后
,

可在胞核中测出 蛋白
,

而在胞质中检出很少 或 根 本
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检测不到
,

说明 蛋白从胞质已运输到胞核中
,

而降低了胞质中 浓度
。

用两种 单 克 隆

抗体从一个之 表达文库中检出 株免疫反应克隆
。

通过用 株 几 克

隆的插人 与 基因 酶切片段杂交
,

对 基因组上 基因 位 点 进

行了定位
。

利用之 插人 和单克隆抗体分析 和 基因和蛋 白
,

表

刃在大小
、

顺序和抗原性上
,

和 有密切联系
。

总之
,

单克隆抗体技术在昆虫病毒鉴定
、

分类
,

田间
一

早期检测
,

流行病学研究
,

基因产

物定位等方面有广泛的应用潜力
。

研制昆虫病毒单克隆抗体诊断试剂
,

逐步取代 常 规 抗 血

清
,

已成为大势所趋
。

今后
,

单克隆抗体结合其它技术如 重组
, 。 文库等

,

可 进一

步深入研究昆虫病毒的结构
、

功能和复制等机制问题
。

为用昆虫病毒防治农林作物害虫
,

提

供有效的监测手段
。
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