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B e r g ol d ( 1 9 6 3 ) 〔” 综合地报导了昆虫核型多角体病毒的性质 , 对家 蚕 核 型多

角体病毒核酸也陆续进行了研究 〔 2 , “ 〕 , 我国沈思祥等对家蚕 核 多 角 体 病 毒核酸

( D N A )进行了研究
,

并报导其分子量为1
.

6 x 1 0 7 〔̀ ’ 。

我们对农作物的主要害虫斜纹夜蛾的核型多角体病毒核酸进行分离和 电 子显

微镜观察
。

- .

材
’

`

料 和 方 法

病毒多角体 的收集 将斜纹夜蛾多角体病毒
,

涂布于蓖麻叶
,

饲限由实验室饲

养的四龄斜纹夜蛾幼虫
,

七天后收集五龄病死虫尸
,

存于 4
O

C冰箱中备用
。

病毒多角体的分离 将上述收集的死虫加少量蒸馏水
,

用玻捧捣碎
,

尼龙纱布

隔渣过滤
,

滤液在 6 0 0 0R p m 离心 30 分钟
,

收集沉淀
。

沉淀物悬浮于密度为 1
.

3的蔗

糖溶液中
, 1 8 0 0 9离心 45 分钟

,

收集悬浮物
,

再悬浮于密度 1
.

2时蔗糖溶液中
,

同样

离心
,

收集沉淀
,

然后用蒸馏水多次洗涤提纯
,

收集白色多角体
。

病毒杜子的分 离 用 O n o d e r a
( 19 65 ) 〔

3 , 方法从多角体分离病毒粒子
,

即 l 克

纯化的多角体悬浮在 2 o 0m l 的 o
.

o o 6M N a : C O 。 一 o
.

o 5M N a C I 溶液中
,

混合物在

室温下轻轻摇动 1 小时
,

以 4 5 0 0 9速度
,

在 o
O

C下离心 15 分钟
,

除去少量不溶 物
。

上

清液以 4 0 0 0 0 9速度离心 3 0分钟
,

收集沉淀歹再用 o
.

0 0 0 e M N a ZC O
3 一 0

.

0 5 M N a C I溶

液洗涤二次
,

最后用蒸馏水洗涤一次
,

得纯化的病毒粒子
。

病毒 D N A 的分 离 按照 R a n d al l等 朗 〕的方法分离病毒 D N A
,

其程序简列如

下表
。

电镜观察的核酸试样制备 按照 E g e l 一 M it a in M ic h ik 。 ( “ 〕的微量扩散法
,

稍

做改进
,

即在一块干净的照像底片 ( 1cZ m x sc m )上
,

滴注含有2 x l 。“ 微克 D N A

的 o
.

15 M醋酸钱溶液35 微升
,

然后迅速加入 4 微升 2 x 10 “ 肠的细胞色素 C和 1 微升

8肠的甲醛溶液 (混合液共40 微升 )
,

盖上培养皿
,

10 分钟后
,

用带有碳载膜的电子显
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纯 化 的 病 毒 粒 子

每 1 体租

1
·

少8倍体极的5 5叹

上
+ 2倍体积的 10 肠 S L S

稠粘液
搅匀后静置 1 小时

l
+ S M 嘛C ,溶液

I M N a C I溶液

1
、

。

C放置过夜

胶粘物

1 5 0 0 0 9离心 3 0分钟

.̀........

I
.

r
..古

沉淀物

( 弃去 )

l
上清液

+ 等体积 C H C I
。

+ 丢体积正丁醇

摇匀几次
,

离心

〔上述步骤反复几次 )

底层

C H C I:

( 回收 )

中间层

( 蛋白质 )

( 弃去 )

上清液 ( D N A )

+ 2倍体积的 95 肠乙醇

用玻捧搅拌界面
状 ( D N A )

.

放在80 肠
一

乙醇中

.丝
!白色

工静置 5

移入 S S C溶液中
分钟

释放
1

D N A溶液

微镜栅网与液面接触 5 秒钟
,

用无水酒精洗去水分
,

再将栅网置于用无水酒精配制

的 1 大 10
“ ”

M 醋酸氧铀溶液中染色 30 秒钟
,
取 出后

,

先后用 95 % 和 1 00 % 乙醇脱水
。

如此制得的栅网直接置于 电子显微镜下观察
,

或经过真空铂 ( P O 投影后观察并拍

昭 ~

实

病毒核酸 D N A 的形状和分子量
。

验 结 果

微镜下观察
,
其结果示于图一

。

染色后
,

示于图二
。

核酸分子用醋酸氧铀染色后
,

直接在 电子显

经过真空铂 ( P O 投影
,

电镜下观察
,

结果
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图一 斜纹夜蛾核型多角体核酸 (D N A )分子的电镜照片
。

微量扩散法
,

醋酸氧铀酞染色
。

图二 核酸D N A分子的电镜照片
。

酷酸氧抽酞染

色后
,

铂 ( P t )投影
。

用这个方法从电镜下观察得到的斜纹夜蛾核多角体 ( N P V )病毒核酸( DN A )分

子
,

长度为 8
.

3产 ,
并推算出其分子量是 1 6

.

6 x 10 6
道尔顿

。

〔注〕: S S C : 0
。

15 M N a C I
,

0
一

0 2 M捧檬酸三 钠
,

0
。

0 0 o s M E D T A
,

p H 7
.

0 ;

10 写5 L S : 45 %乙醇中含 10 %的十二烷基硫酸钠
。
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