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摘要: 【目的】木毒蛾是福建沿海地区防护林树种木麻黄的主要害虫之一ꎬ具有成为国际危险性有害生物

的潜在可能性ꎮ 木毒蛾核型多角体病毒(Ｌｙｍａｎｔｒｉａ ｘｙｌｉｎａ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＬｙｘｙＭＮＰＶ)是高

效控制木毒蛾的优良天敌资源ꎬ具有高度安全性ꎮ 建立 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 的 ＰＣＲ 快速检测技术ꎬ有利于该虫防

治技术及木毒蛾核型多角体病毒的进一步研究ꎮ 【方法】根据 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 基因组中的特有基因 ｇｐ１３１ 设

计特异性引物ꎬ利用 ＰＣＲ 法扩增该目的基因片段并测序检验ꎬ建立 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 的分子快速检测技术体

系ꎮ 【结果】以 ＧＡＬ 为引物的 ＰＣＲ 检测技术对 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 基因组的灵敏度可达 １ ｆｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ对多角体悬

液浓度检测最低量可达 ５.０ ＰＩＢ􀅰ｍＬ－１ꎬ可明确区分 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 和其他 ７ 种昆虫核型多角体病毒ꎮ 该体系同时适用于感病

木毒蛾的不同虫态(卵、幼虫、蛹和成虫)的检测ꎬ以及环境样本(包括土壤、树枝和寄生蜂)的检测ꎮ 【结论】成功建立了具

有高度特异性、灵敏性的 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 分子快速检测技术ꎬ为 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 的快速检测提供分子生物学证据ꎮ
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黑角舞毒蛾、相思叶毒蛾、木麻黄毒蛾等(张智涵

等ꎬ２０２０ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎬ具有成为国际危险性

有害生物的潜在可能性 ( Ｄｅｗａａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ
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蛾可对 ３５ 科 １００ 余种树木造成危害ꎬ包括木麻黄

Ｃａｓｕａｒｉｎａ ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ Ｆｏｒｓｔ.、龙眼 Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓ ｌｏｎｇａｎ
Ｌｏｕｒ.、杨梅 Ｍｙｒｉｃａ ｒｕｂｒａ ( Ｌｏｕｒ.) Ｓ. ｅｔ Ｚｕｃｃ. 等

(Ｈｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７ꎻ Ｓｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６)ꎬ大发生时可

将树木叶片(小枝)取食殆尽ꎬ削弱树木正常生理功

能ꎬ如遇不良气候条件时可造成林木死亡(何学友ꎬ
１９９８ꎻ Ｐｏｇｕｅ ＆ Ｓｃｈａｅｆｅｒꎬ２００７)ꎮ

生物防治是当前害虫防治中应用前景最广的

手段之一ꎮ 核型多角体病毒具有高度的生态安全

性以及寄主专一性ꎬ易在靶标昆虫种群内流行ꎬ能
在森林保护中发挥作用ꎬ我国自 １９６５ 年就已开始

研究核型多角体病毒(梁振普等ꎬ２０１７)ꎮ 目前ꎬ我
国生物农药登记的核型多角体杀虫剂有 ６４ 种(截
至 ２０１９ 年)ꎬ其中ꎬ棉铃虫核型多角体病毒(Ｈｅｌｉｃｏｖ￣
ｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＨｅａｒＮＰＶ ) ２９
种ꎬ斜纹夜蛾核型多角体病毒(Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｌｉｔｕｒａ ｎｕ￣
ｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＳｐｌｔＮＰＶ) １２ 种ꎬ甜菜夜蛾核型

多角体病毒(Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｅｘｉｇｕａ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙ￣
ｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＳｅＭＮＰＶ)１０ 种ꎬ苜蓿银纹夜蛾核型多

角体 病 毒 ( Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｎｕｃｌｅ￣
ｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＡｃＭＮＰＶ)７ 种ꎬ甘蓝夜蛾核型多角

体病毒(Ｍａｍｅｓｔｒａ ｂｒａｓｓｉｃａｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏ￣
ｖｉｒｕｓꎬ ＭｂＭＮＰＶ )６ 种(周利琳等ꎬ２０１７)ꎬ木毒蛾核

型多角体病毒(Ｌｙｍａｎｔｒｉａ ｘｙｌｉｎａ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙ￣
ｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＬｙｘｙＭＮＰＶ)则没有记录ꎮ 木毒蛾核型

多角体病毒属于杆状病毒科 Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｉｄａｅ Ａｌｐｈａ 杆

状病毒属 Ａｌｐｈａｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ(梁振普等ꎬ２０１７ꎻ 罗辑

等ꎬ２０１４)ꎮ ＬｙｘｙＭＮＰＶ 全基因组(ＧＱ２０２５４１.１)已

于 ２０１０ 年被测定ꎬ它由 １５６３４４ 个碱基组成ꎬ含有

１５７ 个开放阅读框ꎬ拥有 ４ 个特有基因ꎬ分别为

ｇｐ０１１ (１７７ ｂｐ)、ｇｐ０１９ (１６８ ｂｐ)、ｇｐ１３０ (２５２ ｂｐ)、
ｇｐ１３１ (２０７０ ｂｐ)(Ｎａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ

１９７７ 年ꎬ研究人员使用扫描电镜和透射电镜首

次对福建沿海地区木麻黄林内感病木毒蛾幼虫尸

体内的 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 进行了鉴定与初步研究ꎬ对其

内、外部形态进行了简单描述(福建林学院林学系

森保教研组等ꎬ１９８０)ꎮ 现今研究还停留在肉眼观

测阶段(Ｃｈａｒｐｅｎｔｉｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)ꎮ 通过光学显微镜

检测的昆虫核型多角体病毒最低检测水平为 １０６个

多角体(王文欢等ꎬ２００９)ꎬ无法检测低水平感染病

毒的试虫ꎮ ＰＣＲ 检测方法具有高灵敏度、高效快速

的优点ꎬ对核型多角体病毒核酸的灵敏度可达 １ ｆｇ

(Ｋｕｋａｎꎬ１９９９)ꎬ但针对 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 的 ＰＣＲ 检测体

系目前尚未建立ꎮ
当前ꎬ国内对核型多角体病毒的研究多集中在

产品复配和组合物等方面(刘成亨ꎬ２００１)ꎬ而国外

研究则侧重于利用分子生物学技术改造核型多角

体病毒ꎮ 本文通过 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 的特有基因 ｇｐ１３１
设计特异性引物ꎬ建立了针对木毒蛾核型多角体病

毒的分子水平快速鉴定方法ꎬ以期应用于野外林间

木毒蛾病毒流行病检测、实验室木毒蛾种群病毒感

染检测以及病毒的垂直传播等研究ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 试验材料

本研究所使用的木毒蛾幼虫、虫尸及卵块采集

于福建省平潭综合试验区木麻黄纯林ꎬ健康木毒蛾

幼虫于福建农林大学实验室饲养(饲养条件:１６Ｌ ∶
８Ｄꎬ相对湿度 ８０％~８５％ꎬ温度 ２４~２６ ℃)ꎮ 在该样

地收集环境样本ꎬ随机选取 ６ 棵木毒蛾幼虫危害的

木麻黄ꎬ收集挂尸(被 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 感染的幼虫呈倒

Ｖ 字型悬挂于枝干上)周围的木麻黄枝条并混合ꎻ
同时ꎬ采集选取的 ６ 株木麻黄周围的土壤并混合ꎻ
室内收集该样地内木毒蛾卵块中的卵寄生蜂(大蛾

卵跳小蜂 Ｏｏｅｎｃｙｒｔｕｓ ｋｕｗａｎａｉ Ｈｏｗａｒｄ)并混合ꎮ
甜菜夜蛾核型多角体病毒、斜纹夜蛾核型多角

体病毒、棉铃虫核型多角体病毒、舞毒蛾核型多角

体病毒 ( Ｌｙｍａｎｔｒｉａ ｄｉｓｐａｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏ￣
ｖｉｒｕｓꎬ ＬｄＭＮＰＶ)、春尺蠖核型多角体病毒(Ａｐｏｃｈｅｉ￣
ｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＡｃｉＮＰＶ)、苜蓿

银纹夜蛾核型多角体病毒、美国白蛾核型多角体病

毒(Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａ ｃｕｎｅａ ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＨｃＮＰＶ)
由中国林业科学研究院提供ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 病毒制备　 将野外采集的虫尸放入研钵中ꎬ
加入适量的 ＰＢＳ (０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬｐＨ＝ ７.４)充分研磨ꎬ
３ 层纱布过滤ꎮ ６００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ
１００００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ２５ ｍｉｎꎬ取沉淀并使用 ＰＢＳ 悬浮ꎬ
５０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ３０ ｍｉｎ 取沉淀ꎮ 重复 ３ 次ꎬ将沉

淀悬浮ꎬ所得悬液即为 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 粗提液ꎬ４ ℃保存ꎮ
将粗提液采用蔗糖密度梯度离心法进行纯化

(Ｈａｒｒａｐ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９７７)ꎮ 将蔗糖溶液按 ６０％、４５％、３０％
由高到低的顺序依次注入离心管中ꎬ病毒平铺于蔗

糖溶液上部ꎮ ５０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ３０ ｍｉｎꎬ收集分离的
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病毒(白色部分)并用适量双蒸水 １００００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离

心 ３０ ｍｉｎꎬ重复多次ꎬ直至洗去蔗糖ꎬ然后使用 ＰＢＳ
悬浮纯化的病毒多角体ꎬ通过血球计数法计算浓度ꎬ
并调整稀释为 ５.０×１０９、５.０×１０８、５.０×１０７、５.０×１０６、５.０
×１０５、５.０×１０４、５.０×１０３、５.０×１０２、５.０×１０１、５.０ ＰＩＢ􀅰
ｍＬ－１ꎬ－８０ ℃保存备用ꎮ
１.２.２　 感病卵、蛹和成虫的获取 　 用浓度为 ５.０×
１０３ ＰＩＢ􀅰ｍＬ－１的 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 溶液喷洒饲料ꎬ感染木

毒蛾 ２ 或 ３ 龄健康幼虫ꎬ幼虫化蛹后单独收集ꎬ待
其羽化、产卵ꎮ 收集的卵不进行消毒处理ꎬ随机取

３０ 个卵块先在 ４ ℃放置 ４０ ｄꎬ再置于 ２５ ℃用于孵

化ꎬ剩余卵块置于－１０ ℃冰箱保存备用ꎮ 孵化后的

幼虫每头单独饲养直至化蛹ꎬ随机取 ３０ 个蛹放置

于 ２５ ℃环境中ꎬ待其羽化收集成虫ꎬ剩余蛹置于－
１０ ℃冰箱保存备用ꎮ
１.２.３　 病毒 ＤＮＡ 提取　 取纯化过的 ＬｙｘｙＭＮＰＶꎬ使
用 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ / ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ
Ｖｅｒ.５.０ 试剂盒提取基因组ꎮ
１.２.４　 病虫总 ＤＮＡ 的制备　 取感染 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 的

木毒蛾卵、幼虫、蛹以及成虫ꎬ使用通用基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒(天漠生物公司)提取病虫总 ＤＮＡꎮ
１.２.５　 环境样本 ＤＮＡ 的制备　 将野外采集的土壤

和木麻黄枝条混合样品分别用研磨机充分研磨ꎬ并
分别取 ０. ５ ｇ 样品ꎬ利用 ＰｏｗｅｒＶｉｒａｌＴＭ 环境样品

ＤＮＡ / ＲＮＡ 提取试剂盒(ＱＩＡＧＥＮ)提取总 ＤＮＡꎮ 随

机选取实验室内收集的 １０ 个木毒蛾卵寄生蜂大蛾

卵跳小蜂样本ꎬ提取总 ＤＮＡꎮ
１.２.６　 ＰＣＲ 扩增　 依据 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 基因组特有基

因 ｇｐ１３１ 设计特异性引物ꎬＧＡＬ￣Ｆ:５′￣ＴＴＣＣＧＧＡＣ￣
ＣＡＴＣＡＴＣＧＡＧＣＡ￣３′ꎻＧＡＬ￣Ｒ:５′￣ＧＧＧＣＧＡＡＣＡＴＴＣ￣
ＧＣＡＡＧＴＣＴ￣３′ꎬ扩增的目的片段长 ８７９ ｂｐꎮ ＰＣＲ 反

应体系:２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２.５ μＬꎬＤＮＡ 模板

１ μＬꎬ上下游引物各 １ μＬ (１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎬ最后加

双蒸水至 ２５ μＬꎮ 反应条件:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９５
℃变性 ３０ ｓꎬＤＮＡ 模板 ６２ ℃复性 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １
ｍｉｎꎬ共 ３４ 个循环ꎻ７２ ℃再延伸 ５ ｍｉｎꎬ反应完成后

４ ℃静置待取出ꎮ 取 １０ μＬ 反应液经 １％琼脂糖凝

胶电泳检测ꎬ送福州尚亚生物技术有限公司检测ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 引物特异性分析

分别用 ＬｙｘｙＭＮＰＶ、ＡｃＭＮＰＶ、ＡｃｉＮＰＶ、ＨｅａｒＮＰＶ、
ＨｙｃｕＮＰＶ、ＬｄＭＮＰＶ、ＳｅＭＮＰＶ、ＳｐｌｔＮＰＶ 的基因组作为

模板ꎬ用引物 ＧＡＬ 对以上 ＤＮＡ 进行扩增及琼脂凝胶

电泳检测ꎮ 只有以 ＬｙｘｙＭＮＰＶ ＤＮＡ 为模板、ＧＡＬ 为引

物的扩增得到一条清晰的目标条带(图 １)ꎮ 测序结果

经 ＢＬＡＳＴ 基因库比对ꎬ相似性为 ９９.９％ꎬ证明引物

ＧＡＬ 对 ＬｙｘｙＭＮＰＶ ＤＮＡ 具有高度特异性ꎮ

图 １　 ＧＡＬ 引物特异性验证
Ｆｉｇ.１　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓ

ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＧＡＬ
Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１~８:ＬｙｘｙＭＮＰＶ、ＡｃＭＮＰＶ、ＡｃｉＮＰＶ、ＨｅａｒＮＰＶ、

ＨｙｃｕＮＰＶ、ＬｄＭＮＰＶ、ＳｅＭＮＰＶ、ＳｐｌｔＮＰＶꎻ９:阴性对照

(双蒸水)ꎻ１０:阳性对照(ＬｙｘｙＭＮＰＶ)ꎮ
Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ １－８: ＬｙｘｙＭＮＰＶꎬ ＡｃＭＮＰＶꎬ ＡｃｉＮＰＶꎬ ＨｅａｒＮＰＶꎬ
ＨｙｃｕＮＰＶꎬ ＬｄＭＮＰＶꎬ ＳｅＭＮＰＶꎬＳｐｌｔＮＰＶꎻ ９: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

(ｄｄＨ２Ｏ)ꎻ １０: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＬｙｘｙＭＮＰＶ).

２.２　 引物灵敏度检测

以 ＧＡＬ 为引物ꎬ将 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 基因组 ＤＮＡ 分

别稀释到 １ μｇ􀅰ｍＬ－１、１ ｎｇ􀅰ｍＬ－１、１ ｐｇ􀅰ｍＬ－１、１００
ｆｇ􀅰ｍＬ－１、１０ ｆｇ􀅰ｍＬ－１、１ ｆｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ并分别作为模

板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 结果显示ꎬ所有浓度模板扩增

产物通过琼脂凝胶电泳检测均可见目标条带ꎬ最低

检测浓度低至 １ ｆｇ􀅰ｍＬ－１(图 ２)ꎮ
分别以不同浓度的 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 多角体悬液为

模板、ＧＡＬ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ并将扩增产物进

行琼脂凝胶电泳检测ꎮ 结果显示ꎬ多角体悬液最低

检测浓度可低至 ５.０ ＰＩＢ􀅰ｍＬ－１(图 ３)ꎮ

图 ２　 不同浓度 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 基因组

ｇｐ１３１ 基因扩增
Ｆｉｇ.２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｐ１３１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ

ＬｙｘｙＭＮＰＶ ｇｅｎｏｍｅ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＧＡＬ
Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１~６:１ μｇ􀅰ｍＬ－１、１ ｎｇ􀅰ｍＬ－１、１ ｐｇ􀅰ｍＬ－１、
１００ ｆｇ􀅰ｍＬ－１、１０ ｆｇ􀅰ｍＬ－１、１ ｆｇ􀅰ｍＬ－１ꎻ７:阴性对照

(双蒸水)ꎻ８:阳性对照(ＬｙｘｙＭＮＰＶ)ꎮ
Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ １－６: １ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ １ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ １ ｐｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ

１００ ｆｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ １０ ｆｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ １ ｆｇ􀅰ｍＬ－１ꎻ ７: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
(ｄｄＨ２Ｏ)ꎻ ８: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＬｙｘｙＭＮＰＶ).
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图 ３　 不同浓度 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 多角体悬液 ｇｐ１３１ 基因扩增
Ｆｉｇ.３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｐ１３１ ｉｎ ｐｏｌｙｈｅｄｒｏｎ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＧＡＬ
Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１~１０:５.０×１０９、５.０×１０８、５.０×１０７、５.０×１０６、５.０×１０５、

５.０×１０４、５.０×１０３、５.０×１０２、５.０×１０１、５.０ ＰＩＢ􀅰ｍＬ－１ꎻ
１１:阴性对照(双蒸水)ꎻ１２:阳性对照(ＬｙｘｙＭＮＰＶ)ꎮ

Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ １－１０: ５.０×１０９ꎬ ５.０×１０８ꎬ ５.０×１０７ꎬ ５.０×１０６ꎬ５.０×１０５ꎬ
５.０×１０４ꎬ ５.０×１０３ꎬ ５.０×１０２ꎬ ５.０×１０１ꎬ ５.０ ＰＩＢ􀅰ｍＬ－１ꎻ

１１: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ｄｄＨ２Ｏ)ꎻ １２: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＬｙｘｙＭＮＰＶ).

２.３　 不同虫态的 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 检测

分别以感病木毒蛾的卵、幼虫、蛹和成虫总

ＤＮＡ 为模板ꎬＧＡＬ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ并进行琼

脂凝胶电泳检测ꎮ 结果显示ꎬ感病木毒蛾的卵、幼
虫、蛹和成虫全部出现了特异性条带(图 ４)ꎮ
２.４　 环境样品 ＬｙｘｙＮＰＶ 检测

分别以大蛾卵跳小蜂总 ＤＮＡ、木麻黄树枝总

ＤＮＡ、泥土总 ＤＮＡ 为模板ꎬＧＡＬ 为引物进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ并进行琼脂凝胶电泳检测ꎮ 结果显示ꎬ三者

都能检测到 ＬｙｘｙＭＮＰＶ(图 ５)ꎮ

３　 讨论与小结
ＬｙｘｙＭＮＰＶ 的 ４ 个特异基因中ꎬｇｐ０１１ 和 ｇｐ０１９

均没有同源基因ꎬ有很高的特异性ꎬ３２％的 ｇｐ１３０ 与

新隐球菌假定蛋白的 ２０ 个氨基酸有匹配性ꎬｇｐ１３１
与黑腹果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ 的 ６２ 个氨基酸

有 ３１％的匹配度(Ｎａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ ４ 个特异基因中

仅 ｇｐ１３０ 含有可识别的启动子ꎬ在感染的早期或晚期

可能被转录ꎮ ｇｐ１３１ 编码产物是类核衣壳蛋白ꎬ没有

可识别的启动子ꎬ可能不会被转录(Ｎａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ
本试验依据 ｇｐ１３１ 设计特异性引物主要是考虑可较

好地控制目的片段长度及其高度特异性ꎮ
本研究在木毒蛾的卵、幼虫、蛹和成虫中均检

测出 ＬｙｘｙＭＮＰＶꎬ推测 ＬｙｘｙＭＮＰＶ 具有垂直传播能

力ꎮ 垂直传播是指病原体经母体传给子代的传播

方式ꎬ是核型多角体病毒重要的传播途径(张彦ꎬ
２０１４)ꎬ有卵表传播和卵内传播 ２ 种传播方式:卵表

传播为幼虫在孵化时咬穿卵壳ꎬ经口感染了卵壳上

携带的病原体ꎻ卵内传播则是感病母体的生殖细胞

含有病毒ꎬ从而使卵内发生胚胎感染ꎮ 也有研究

称ꎬ核型多角体病毒的垂直传播能由父体介导ꎬ病

毒通过被感染的父体精子细胞进行传播ꎬ但感染率

较低(冯成利等ꎬ２００７ꎻ 张彦ꎬ２０１４)ꎮ 目前ꎬ垂直传

播在家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ Ｌ.(张彦ꎬ２０１４)、棉铃虫 Ｈｅｌｉ￣
ｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ (Ｈüｂｎｅｒ) (曲良建等ꎬ２００５)、甜菜

夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｅｘｉｇｕａ Ｈüｂｎｅｒ(蒋杰贤等ꎬ２００５)等
核型多角体病毒中均已被证实ꎮ

通过环境样本检测可知ꎬ泥土、树枝、寄生蜂中

均含有 ＬｙｘｙＭＮＰＶꎮ 核型多角体病毒以包涵体的形

式从虫尸中释放ꎬ由于具有多角体蛋白ꎬ可在环境

中长期生存ꎬ后经昆虫取食再次感染(郭忠建等ꎬ
２０１８)ꎮ 本研究发现ꎬ寄生蜂可能是该病毒传播的

重要媒介昆虫ꎮ Ｌａｉｌａ ｅｔ ａｌ. (２０２１)认为核型多角体

病毒基因组中具有对特定寄生蜂的致死因子ꎬ是竞

争关系ꎮ 但 Ｎｏｌｗｅｎｎ ｅｔ ａｌ. (２０１５)却认为该病毒能

够帮助寄生蜂在宿主体内生长ꎮ 因而二者的相互

作用机制尚不清楚ꎬ还需进一步研究ꎮ

图 ４　 感病木毒蛾不同虫态总ＤＮＡ ｇｐ１３１基因扩增
Ｆｉｇ.４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｐ１３１ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＤＮＡ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｔａｔｅｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｌ. ｘｙｌｉｎａ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＧＡＬ
Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１~４: 卵、幼虫、蛹、成虫总 ＤＮＡꎻ

５:阴性对照(双蒸水)ꎻ６:阳性对照(ＬｙｘｙＭＮＰＶ)ꎮ
Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ １－４: Ｔｏｔａｌ ＤＮＡ ｏｆ ｅｇｇｓꎬ ｌａｒｖａｅꎬ ｐｕｐａｅ ａｎｄ ａｄｕｌｔｓꎻ
５: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ｄｄＨ２Ｏ)ꎻ ６: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＬｙｘｙＭＮＰＶ).

图 ５　 不同环境样本总 ＤＮＡ ｇｐ１３１ 基因扩增
Ｆｉｇ.５　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｐ１３１ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＤＮＡ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＧＡＬ
Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１~３:寄生蜂、木麻黄树枝、泥土总 ＤＮＡꎻ
４:阴性对照(双蒸水)ꎻ５:阳性对照(ＬｙｘｙＭＮＰＶ)ꎮ

Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ １－３: Ｔｏｔａｌ ＤＮＡ ｏｆ ｐａｒａｓｉｔｉｃ ｗａｓｐｓꎬ Ｃ. ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ
ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌꎻ ４: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ｄｄＨ２Ｏ)ꎻ

５: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＬｙｘｙＭＮＰＶ).

􀅰３８􀅰　 第 １ 期 刘用垄等: 木毒蛾核型多角体病毒的 ＰＣＲ 快速检测技术
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ｉｄａｅ) ｏｎ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ａｎｄ ｈｏｓｔ ｐｌａｎｔ ｄｉｅｔｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ
Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙꎬ ９９(３): ７１４－７２１.

ＷＡＮＧ Ｒꎬ ＺＨＡＮＧ Ｚ Ｈꎬ ＨＵ Ｘꎬ ＷＵ Ｓ Ｑꎬ ＷＡＮＧ Ｊ Ｄꎬ
ＺＨＡＮＧ Ｆ Ｐꎬ ２０１８. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒ￣
ｓｉｔｙ ｏｆ ｃａｓｕａｒｉｎａ ｍｏｔｈꎬ Ｌｙｍａｎｔｒｉａ ｘｙｌｉｎａ (Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ Ｅｒｅ￣
ｂｉｄａｅ). Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｓｅｃｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ １８(３): １－９.

(责任编辑:郭莹) 　 　

􀅰４８􀅰 生物安全学报　 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｓａｆｅｔｙ 第 ３２ 卷 　

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 


