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家蚕浓核病毒（中国镇江株）在不同感受性宿主体内的复制
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摘 要 家蚕浓核病毒中国镇江株是一株双生浓核病毒（=462-A’54/.A）。其宿主感染后的病症与典型的家蚕浓核病毒（I<Z*&N
# 伊那株）表现相似，病蚕软化，中肠的圆筒型细胞呈浓核症。该病毒的最大特点是基因组中含有二套 Z*8 分子（ &Z#，&Z!），

这两种核酸分子以单链（ [ &Z#，\ &Z#，[ &Z!，\ &Z!）线型方式被分开包装在各自的衣壳蛋白中，成为四种病毒体，而且它

自身编码 Z*8 聚合酶。有部分蚕品种对该病毒表现完全抗性，即不发病。分别对敏感性家蚕品种（华八 "L）和抗性家蚕品种

（秋丰 6）的幼虫进行经口接种病毒。在接种后，从 !@ 到 K7@ 分 K 个时间点，对中肠组织进行取样。以家蚕细胞质肌动蛋白 8"
（,3:4- 8"）基因作为参比基因，用来标定取样组织细胞数。针对 &Z# 和 &Z! 分别设计特异引物，用荧光定量 GH1 的方法分别

检测各个时间点的样品中的病毒基因组 &Z# 和 &Z! 拷贝数。结果表明：无论是在感性还是在抗性宿主体内，家蚕浓核病毒中

国株的基因组 &Z# 和 &Z! 在各时间点拷贝数相近，表现出 &Z# 和 &Z! 是同步复制的；病毒侵入两种宿主中肠的初始量（接种

后 !@）基本相等，每个细胞约为 7 ] #$ 拷贝数。在敏感性宿主体内病毒感染过程表现为潜伏期，指数增长期，平台期。从接种

后 !@ 到 #!@ 为病毒潜伏期；#!@ 到 "7@ 为指数增长期，倍增时间为 #^%#@，大约扩增 #L 次；"7@ 到 K7@ 为平台期，进入平台期病毒

的拷贝数达到 !$ 万个。在抗性宿主体内病毒处于一种极低水平的增殖，从添毒后 !@ 的 7 ] #$ 拷贝数到 K7@ 的 #L$ ] !$$ 拷贝

数，病毒复制倍增时间分别为 "@ 和 #!@，大约扩增 L 次。推测家蚕对浓核病毒中国株的抗病性，只是一种慢性的带毒不发病

的表现。
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家 蚕 浓 核 病 毒 中 国 镇 江 株（ ’()*+, )(-$
#(01+0%*,(+1"1 ;")%1，@!=A<BO 或 @!=A<B7）是一种

特异的、在我国发生的致使家蚕罹患类似浓核症的

病原［>，?］。浓核病毒是一类直径为 ?? D ?P0!，二十

面体，单链、线型 =AQ 病毒，其宿主都是无脊椎动

物，病毒的结构特征与感染脊椎动物的细小病毒相

似。至今发现的家蚕浓核病毒有 F 株。根据血清学

和基因组类型的区别分为两类，一类是家蚕浓核病

毒!型（如日本的伊那株 @!=A<B>），基因组与其它

浓核病毒一样是单个 11=AQ 分子［7］；另一类是家蚕

浓核病毒"型（如日本的山梨株 @!=A<B? 和中国镇

江株），基 因 组 中 含 有 二 个 11=AQ 分 子（ <=>，

<=?），这 两 种 核 酸 分 子 以 单 链（ R <=>， S <=>，

R <=?，S <=?）线型方式被分开包在衣壳蛋白中，

成为两种病毒体［P S T］，而且该病毒自身编码 =AQ 聚

合酶［U］。由于家蚕浓核病毒"型的病毒体结构和基

因组形式与通常的浓核病毒有很大的区别，加拿大

学者 3"V11(0 L 将该病毒命名为 8"#(01+;")%1［.，>H］，作者

译为双生浓核病毒。

浓核病毒通常能侵染宿主的大部分组织。但

是，家蚕浓核病毒 @!=A<B>、@!=A<B? 只侵染家蚕

中肠 圆 筒 形 细 胞，而 中 肠 杯 状 细 胞 保 持 完 整。

@!=A<B7 在发病的早期感染家蚕中肠圆筒型细胞，

在发 病 的 后 期 也 能 感 染 杯 状 细 胞［?，>>］。家 蚕 对

@!=A< 感染有两种表现，一种是敏感型，另一种是

抵抗型。遗传学分析表明：家蚕对 @!=A<B> 有隐性

不感染（%/0B >）和显性不感染（1$%B >），%/0B > 基因在

第 ?> 染色体 UW7*X，1$%B > 在第 >T 染色体 7>W> *X；

家蚕对 @!=A<B? 的抵抗性仅发现隐性不感染（ %/0B
?），在第 >T 染色体 ?PWI *X；家蚕对 @!=A<B7 的抗

性基因 %/0B9 位于第 >I 染色体与眼纹全黑（*2）基因

连锁［>? S >I］。推测家蚕对 @!=A<B7 抵抗性机制不同

于前二者。目前，对浓核病毒侵染宿主的过程、病毒

基因组在宿主体内的复制动态以及家蚕抵抗浓核病

毒感染的机制尚不清楚。

本研究小组 ?HHI 年完成了家蚕浓核病毒中国

株 @!=A<B7 病毒基因组的测序（Y(0@-05 Q**(11"+0
A%!8()： =ZH>T?FU，=ZH>T?F.），基 因 组 序 列 与

@!=A<B?（日本山梨株）有较大的同源性，但基因结

构有一定的差异。<=> 全长 FIP78/，有 P 个开放阅

读框（[N\>B[N\P），<=? 全长 FH??8/，有 7 个开放阅

读框（[N\>B[N\7）［>F，>T］。病毒基因组全序列的解析

为研究病毒基因组在宿主体内的复制奠定了基础。

为了查明该病毒在其天然宿主内体内真实和准确的

增殖过程，了解两种病毒粒子 <=> 和 <=? 在同一宿

主细胞内是否存在增殖差异；为了查清病毒究竟是

否可以侵入抗性宿主体内，病毒核酸到底能否在其

中复制，在本研究中，我们选用对 @!=A<B7 敏感性

蚕品种华八 7I 和抗性蚕品种秋丰 # 作为试验材料，

采用经口定量滴注病毒的接种方法，应用荧光定量

LMN 的技术对 @!=A<B7 病毒基因组（<=> 和 <=?）

在感性和抗性宿主中肠组织中的复制拷贝数进行全

程定量检测，以阐明家蚕浓核病毒中国株在不同感

受型宿主细胞的复制差异性。

) 材料和方法

)*) 材料

)*)*) 供试病毒：所用病毒为 @!=A<B7，由本实验

室保存。

)*)*+ 家蚕品种：敏感的品种华八 7I；抗性品种秋

丰 #。这两个品种为本实验室长期蛾区内交配，添

食病毒筛选，完全纯化的蚕品种。

)*)*, 主 要 试 剂 和 仪 器：荧 光 定 量 LMN 试 剂

3-]-N- K^@N（)）L)(!"E _E 3-C3X（L():(*& N(-, 3"!(），

病毒基因组提取试剂 3-]-N- X"0"@_K3 <")-, NAQ‘
=AQ _E&)-*&"+0 ]"& <() 2 ?WH，克隆载体 /X=B>U3 ;(*&+)

FP> 34$%5/5 6(7-%!2 (8 ’$(#5"4%(2(9+ 生物工程学报 ?HHT，<+,W?7，A+W>



（!"#"$"）均购自大连宝生物工程有限公司。核酸

蛋白分析仪，%&’& ()&*!（+,!"-+, %&’&./* (0(.&1(）；

荧光 定 量 2-$ 仪，3456662!3 型 2-$ 仪（7.89.9:&’&
;7"）。荧光定量 2-$ 反应专用管和八联盖购自英

国 "<:&’& 公司。

!"# 样本制备方法

!"#"! 病毒接种液制备：6=>: <1?@A 病蚕肠干，

>1B 灭菌水研磨、匀浆。C6666: 离心 561/’，取上清

液。用等体积 6=D1EFGB 冰醋酸处理 H61/’，用 CI
@9-J5 将 病 毒 液 )+ 调 至 K=D 后，稀 释 为 浓 度 D6
1:G1B的病毒液。

!"#"# 病毒接种方法：在五龄起蚕 DL，用微量移液

器吸取病毒液 >"B，滴注于幼虫的口器处，由其自行

全部摄入。添食病毒 CL 后，全部给予新鲜桑叶常规

饲养。经过预试验比较，该添食方法与常规添食方

法（将浓度 C1:G1B 病毒涂抹在桑叶上，给蚕取食

DHL，然后换新鲜桑叶常规饲养）［C］致病性完全一致。

!"#"$ 取样方法：分别于添食病毒后 D、CD、DH、5M、

HN、M6、KD、NH 和 OML 取样。对照区（添食缓冲液）在

DHL 取样。剖取中肠（去除内容物和围食膜），在 HP
预冷的 6=6>1EFGB 磷酸缓冲液中洗涤数次，去除中

肠组织表面吸附的桑叶和病毒。每个时间点各取 >
头蚕的中肠组织混合为一个样本。取 D>"B 病毒接

种液为阳性对照样本。

!"#"% 样本 ?@" 提取：采用酚Q氯仿法抽提，具体操

作参照《分子克隆实验指南》。阳性对照样本（病毒

接种液）?@" 采用 !9#9$9 3/’/<R7! A/89F $@"G?@"
R4.89*./E’ #/. A&8 S D=6 抽提，按说明书进行。

!"$ 荧光定量 &’( 检测

试验设置了病毒接种后 O 个时间点取样的处理

区；阳性对照区（病毒接种液）；阴性对照（添食缓冲

液）；无模板对照区（@!-）。用荧光染料 7T<$ %8&&’
#的定量检测方法，采用红色 $JU 荧光作为阳性参

比信号，以家蚕细胞质肌 动 蛋 白 "5（<19*./’ "5）

（%&’V9’W "**&((/E’ @X1V&8：U6H>6K）基因作为参比

基因。

!"$"! 2-$ 扩增的靶标和引物：以 <1?@AQ5 A?C
的 J$YH、<1?@AQ5 A?D 的 J$YD 和 <19*./’ "5 基因

序列为靶标，采用 28/1&8>=6 软件设计特异性引物。

序列如表 C。

引物 由 上 海 生 物 工 程 技 术 有 限 公 司 合 成。

<1?@A 的 引物序列在 @-<, %&’<9’W 上与家蚕基因

组序列进行比对，未发现有相似区域。

!"$"# 荧光定量 2-$ 反应：2-$ 反应参照 7T<$!

28&1/4 R4 !9Z!3（2&8[&*. $&9F !/1&）试剂盒说明书进

行，反 应 体 系 均 为 D>"B。反 应 条 件 OHP 预 变 性

D1/’，扩增 H6 个循环（OHP变性 56(，>DP 退火 56( ，

KDP 延伸 56(）。在每个循环退火时，设置仪器自动

收集 C 次荧光信号。熔解曲线分析，设定温度持续

上升（6=CPG(）至 O>P。

表 ! 荧光定量 &’( 引物

)*+,- ! ).- /0-12*, 0324-3/ 25 6,783-/1-51- 97*5:2:*:2;- &’(

!98:&. 7&ZX&’*& E[ )8/1&
B&’:.L E[

91)F/[/*9./E’
<1?@AQ5 A?C J$YH >\Q%!!%"---"%!"%%"!"%%"!%"-Q5\ DONV)

>\Q-!"!!"-!--"--"%-"""%"-%"Q5\
<1?@AQ5 A?D J$YD >\Q"%""!"!%"!-!!"""%-"%%Q5\ D>HV)

>\Q%"!!"%-""!"%%!!%!%!!!Q5\
<19*./’ "5 >\Q%%"!%!--"-%!-%-"-!!-"Q5\ DNHV)

>\Q%-%-%%-!"-!-%!!-"-!"--Q5\

!"$"$ 标准曲线：构建靶标基因的克隆，将靶标基

因的目的片段克隆到 )3?QCN! 载体上，作为标准质

粒 )<1?@AQA?C、)<1?@AQA?D、 )<19*./’"5。 经

%&’& ()&*!测定质粒浓度，计算出它们的拷贝数。

分别 C=6 ] C6C ^ C=6 ] C6N *E)/&(G"B 的 N 个梯度浓度

稀释质粒。以这 N 个梯度浓度质粒为模板进行荧光

定量 2-$ 检测，由定量 2-$ 仪自动生成质粒拷贝数

BE: 与 -. 值的标准曲线。每个样本重复 5 次。

!"% 数据分析方法

实时定量 2-$ 最常用的两种实验数据的分析

方法是绝对定量和相对定量。绝对定量通过标准曲

线计算起始模板的拷贝数；相对定量方法则是比较

样本之间的 -. 值差异，病毒的相对定量采用模板量

_ D‘$$-.的公式计算［CN，CO］。以家蚕细胞质肌动蛋白

"5（!"#$%&’ (5）基因作为参比基因来确定各样本组

织中的细胞数量，校正方法为：［?@"］样本拷贝数G
［?@"］9*./’ 拷贝数（ #$%&’ (5 基因在家蚕基因组中

的拷贝数是 5 个，在 D 倍体细胞中的拷贝数为 M，即

可以按 #$%&’ (5 基因的每 M 个拷贝数设定为 C 个中

肠组织细胞）。

# 结果与分析

#"! 荧光定量 &’( 结果的评估

无模板对照（@!-）-. 值高于添毒样本最低可

信浓度 -. 值 > 个循环，阴性对照（添食缓冲液）的 -.
值与无模板对照（@!-）-. 值接近，见表 D。扩增产

物的 熔 解 曲 线（图 C），图 中 <1?@A A?C、<1?@A
A?D 和 #$%&’ (5 基因的扩增片段熔解主峰分别在

NCP、KNP和 NOP，无其它杂峰。样本 2-$ 扩增产

物的琼脂糖电泳显示无非特异性扩增条带和引物二
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聚体。证实了所进行的扩增是特异性扩增，所设计 引物特异性高。

表 ! 各对照区的荧光定量 "#$ 结果

%&’() ! $)*+(, -. /-0,1-(* 20 .(+-1)*/)0/) 3+&0,2,&,24) "#$

!"#$%&’"
()*+’+," -).’/)% 0) ’"#$%&’" -).’/)% 0"1&’+," -).’/)%

2+34+5 ,+/4* ,&--+.&’+).（6’） 0!6（6’） 789:9;<（6’） =>8?@0A 5（6’）
:#B0CDCBE FG;H ;IGIF ;IGI; ;JGH<
:#B0CDCBK FGLM ;MG<I ;IG;; ;EGMF
:#&-’+. 9; — ;EGKL K<G;M KLG<M

图 E 荧光定量 (6N 的熔解曲线

?+1O E !P" #"%’+.1 -4/," )Q Q%4)/"*-".-" 34&.’+’&’+," (6N

!5! 定量的标准曲线

结果显示在 EJE R EJH -)$+"* 范围内，这三个质

粒的扩增效率在 FJS R EEJS范围之间；2)1 浓度T6’
的斜率在 U ;GE R U ;GL 有效范围之间；表明这三个

基因片段具有较高和相一致的扩增效率，可以进行

相互比较；2)1 浓度T6’ 的相关系数（N*3）V JGFH<，表

明这个标准曲线可以在较宽的范围内用于 :#B0C
拷贝数的绝对定量（图 K 和表 ;）。

!56 789:;<6 病毒基因组 ;9=、;9! 在两种宿主

体内的增殖

从图 ; 和表 I 中可以看到，无论是在感性还是

在抗性宿主体内，家蚕浓核病毒中国株的基因组

CBE和 CBK 各时间点拷贝数相近，表现出 CBE 和

CBK 是同步复制的。在两种宿主的中肠中病毒初始

感染量（接种后 KP）基本相等，每个细胞约为 L R EJ
个拷贝数。:#B0C 在敏感型宿主体内的感染过程

表现为潜伏期，指数增长期，平台期。从接种后 KP
到 EKP 为潜伏期；EKP 到 ;LP 为指数增长期，在这期

间病毒的复制最为活跃，其复制速度也是最快的，病

毒拷贝数呈指数增长，通过计算，在感染后 EK R ;LP
这个时间段内，大约复制 E< 次，病毒 B09 平均每

EGMEP 复制一代；;LP 到 FLP 为平台期。在 ;LP 病毒

的拷贝数达到 CBE IGKE W EJI 个，CBK LGI< W EJI 个，

在感染 ;LP 后，病毒总的复制速度下降，并且病毒的

复制主要在感染 MKP 之前完成。:#B0C 在抗性宿

主体内维持一种极低水平的增殖，从添毒后 KP 的 L
R EJ 拷贝数到 FLP 的 E<J R KJJ 拷贝数，大约仅增长

KJ 倍。

图 K :#B0CD; CBE、CBK 和 &-’+. 9; 的标准曲线

?+1OK !P" *’&.5&/5 -4/," )Q :#B0CD; CBE、CBK &.5 &-’+. 9;
表 6 标准曲线中的数据

%&’() 6 9&,) -. ,>) *,&0?&1? /+14)
@QQ+-+".-X )Q &#$%+Q+-&’+).S 2)1 -).-".’/&’+).T6’ *%)$" 2)1 -).-".’/&’+).T6’ N*3

:#B0CDCBE FKGK U ;G<KF JGFFE
:#B0CDCBK F<GJ U ;GIIH JGFH<
:#&-’+. 9; F<GF U ;GIK< JGFHM

@QQ"-’+," /&.1" FJ R EEJ U ;GE R U ;GL V JGFH<
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!"# 体外的病毒粒子群体内 $%& 和 $%! 的比例

通过荧光定量 !"# 检测，病毒接种液中 $%&、

$%’ 的 "( 值分别为 )*+,、)*-.，见表 &。经过标准曲

线和稀释比例计算得病毒接种液中的病毒拷贝数分

别为 $%& /*01 2 &0- 拷贝3!4，$%’ -*1+ 2 &0- 拷贝3

!4。由此算得，在成熟离体的病毒粒子群体内 $%&：

$%’ 5 &：&*’,。

’ 讨论

家蚕 浓 核 病 毒"型 的 基 因 组 有 两 套 66%78
（$%&，$%’），并独立包装成两种病毒粒子。病毒基

图 + 9:%7$;+ $%& 和 $%’ 在感（华八 +/）抗（秋丰 <）

不同品系中的扩增曲线

=>?@ + ABC(>DC>EF(>GH EBIJK6 GL 9:%7$;+（$%&，$%’）

>H (MK 6B6EKD(>NCK 6>COPGI: 6(IF>H（QR898 +/ ）FH< (MK
IK6>6(FH( 6>COPGI: 6(IF>H（STR=U7V <）

表 # 荧光定量 ()* 结果

+,-./ # *01.2 34 4.135/06/76/ 81,7292,29:/ ()*

QGBI6 DG6(
>HGEBCF(>GH

WB6EKD(>NCK 6>COPGI: 6(IF>H（QR898 +/） #K6>6(FH( 6>COPGI: 6(IF>H（STR=U7V <）

$%&
（"(）

$%’
（"(）

8E(>H
（"(）

$%&
EGDX3EKCC

$%’
EGDX3EKCC

$%&
（"(）

$%’
（"(）

8E(>H
（"(）

$%&
EGDX3EKCC

$%’
EGDX3EKCC

’ ’1*)- ’1*+/ ’/*+. -*1. &&*,- ’-*’, ’/*-, ’-*/. -*0) &0*,.
&’ ’/*0- ’1*&/ ’&*.’ 0*/+ &*&, ’+*++ ’+*’ ’0*++ 0*-/ 0*,,
’1 &.*/+ &,*0, ’+*+/ ’&+*). ’0’*/. ’1*0- ’1*01 ’-*&+ &)*++ ’1*’+
+- &0*), &0*)- ’1*,- 1’&0-*’’ -11,.*’+ ’1*,/ ’1*01 ’.*,& +/*1/ .1*+)
1, &&*&/ &0*1 ’’*/+ .)/0*). &)../*.1 ’&*0- ’’*.+ ’+*’, ’0*1& ,*--
-0 )*0& )*1’ ’&*,& &),-&*’, ’+/’/*1) ’-*+& ’-*1+ ’.*,+ &+*,- &/*’,
.’ )*.’ &0*’/ ’/*’ &’0’’/*’, &+00&-*+) ’&*.- ’0*-- ’1*/, +0*.) ,’*’+
,1 &&*.. &’*’ ’/*,) /00’.*.’ /-01)*&+ &.*-1 &-*)& ’&*-. -1*,- &11*&
)- )*.- )*.+ ’/*0) &0,,+’*/ &.0)-/*&. &)*0/ &)*0& ’1*++ &/’*.& ’0)*1/

因组 $%&，$%’ 的末端有 /+H( 的共有序列，在 $%&
上有一最大的读码框，编码 %78 聚合酶。这种病毒

体和基因组类型与通常的浓核病毒迥然不同。有人

建议 将 其 单 独 列 出 来，设 立 为 双 生 浓 核 病 毒 科

（9><KH6GJ>IBFHK）。在植物病毒 中 有 一 组 双 生 病 毒

（VK:>H>J>IB6），它是具有双生颗粒形态的单链环状

%78 病毒，其亚组 + 的基因组为双组份单链环形的

%78分子，构成两种病毒粒子。目前，双生病毒研

究已成为植物病毒学最活跃的领域之一［’0］。家蚕

浓核病毒"型是首例动物双生病毒，这两种病毒粒

子之间的相互关系以及它们与宿主之间的关系倍受

人们关注。本研究结果揭示了这两种病毒粒子在宿

主体内基因组的复制是同步的，这种同步复制可能

与它们共有的末端序列以及自身编码 %78 聚合酶

有关。

家蚕对 9:%7$ 的抗性是侵染抵抗性，还是发

病抵抗性？即添食病毒后，病毒核酸能否进入中肠

细胞？若能进入中肠细胞，是否能在其中复制转录，

病毒基因能否表达，能否装配成病毒粒子？总之，其

中任一环节发生障碍，蚕都会表现抗性。胡雪芳、钱

元骏等（&),&）利用对流免疫电泳和添食用同位素标

记的病毒的方法，在抗性品种中肠细胞中没有检测

到病毒，认 为 添 食 一 段 时 间 后，病 毒 会 被 排 出 体

外［’&］。高谦等（&),)）利用核酸分子杂交的方法，检

测抗性品种蚕在添食病毒后 .’M 后中肠内是否有

9:%7$ 核酸［’’］。杂交结果表明，在蚕体组织中未

检出病毒核酸，认为病毒不能在其中复制增殖。我

们认为血清学和同位素标记都是检测病毒蛋白存在

与否，血清学反应为阴性，说明抗性品种蚕中肠组织

中未检出病毒蛋白；添食标记的病毒，经一段时间

后，中肠组织的固闪记数率与本底相似，说明标记的

病毒蛋白被排出体外，但是不能说明病毒核酸是否

进入中肠细胞，更无法说明核酸进入细胞后是否复

制增殖。那么，病毒核酸究竟能否经脱蛋白外壳后

进入中肠细胞呢？我们利用荧光定量 !"# 的方法，

检测到在抗性品种中初始感染的样本中 $%& 浓度

’*/’ 2 &0+ 拷贝3!4（- 拷贝3细胞），$%’ 1*/, 2 &0+ 拷

贝3!4（&0 拷贝3细胞）。接种后 )-M 样本 $%& 浓度

’*,. 2 &0/ 拷贝3!4（&/+ 拷贝3细胞），$%’ +*)1 2 &0/

拷贝3!4（’0) 拷贝3细胞）。荧光定量 !"# 的方法是

一种比核酸分子杂交灵敏度更高的检测方法，根据
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王虹玲等（!""#）在对虾白斑病毒检测比较实验［!$］，

实时荧光定量 %&’ 比核酸点杂交技术的灵敏度要

高出三个数量级。当病毒浓度低于荧光定量 %&’
测定的 &( 值 !$)! 的病毒量时，核酸点杂交技术就

无法检测出来。我们的检测结果说明病毒核酸确实

能够进入中肠细胞，并且能够以一种极低的水平增

殖。因此，我们认为抗性是由于病毒或病毒核酸只

能在抗性品种中肠细胞中低水平缓慢复制，其产生

的效应 不 足 以 影 响 细 胞 的 正 常 生 理 活 动。蚕 对

*+,-. 的抗性是一种感染抵抗性。这种感染抵抗

性或 许 因 为 宿 主 的 某 种 因 素 使 得 病 毒 编 码 的 与

,-/ 合成有关的基因不能活化。本试验室用 +’-/
差异显示技术已经筛选到宿主的影响病毒基因表达

的基因（数据待发表）。另外，在宿主细胞中环境不

利的情况下，病毒以一种潜伏性感染方式存在。在

潜伏性感染中，病毒能下调基因表达而成为无活性

状态，如基因表达严格受限和没有进行性复制。典

型的潜伏感染病毒伴随宿主终生。这种感染在人类

的一个例子是单纯疱疹病毒。

本试验改进了以往浓核病毒的个体接种方法，

新方法使蚕体在 0+12 内摄取入足够量的病毒，常规

接种方法要取食 !34。新方法缩短了接种时间，使

得全部病毒粒子在同一时间进入蚕体，同一时间抵

达中肠细胞，病毒在细胞内的基因表达和复制也是

在同一起始时间。这样的接种方法为精确分析浓核

病毒在细胞中的复制奠定了基础。

本研究中，我们选用家蚕细胞质 /5(12 基因作

为标准化基因，由于它在家蚕的基因组中有 $ 个拷

贝，拓宽了病毒与宿主基因组浓度（拷贝数6!7）的参

比范围。由于在本试验中病毒基因组在感性宿主体

内倍增次数多，到平台期宿主的单个细胞中病毒达

到大约 !" 万拷贝数，我们将 $84 后的感性宿主样本

再稀释 0" 倍，使得病毒扩增的 &( 值和 /5(192 基因

扩增的 &( 值都在标准曲线定量的范围内。我们利

用荧光定量 %&’ 技术灵敏而准确地检测了病毒粒

子 ,-/ 的拷贝数，为精确分析浓核病毒在细胞中的

复制过程提供了基础数据，也为深入研究病毒与宿

主的相互作用提供了可行的技术平台。
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（生物工程学报），!""8，((（#）：["[ N [0!D

"#0 <7,1!8! 2&3+1#$ &4 %,&"!.71&$&0) 生物工程学报 !""[，.9H)!$，-9)0



［!"］ #$%&’ (，()%* +,，-./01&2 3，!" #$ 4 5&6&2789&%: /%; 6/2$;/:$7% 7<

’&/2=:$9& >)/%:$:/:$6& ’&6&’?& :’/%?0’$8:/?&=872@9&’/?& 0./$% ’&/0:$7%

<7’ 97%$:7’$%* *&%& &A8’&??$7% $% 0/’;$/0 9@70@:&? %& ’%"() 4 *&#$

+%),-!.，!BBB，!"#（!）：C! D CB4
［!B］ -0.9$::*&% E5，F/1’/G?&1 HI，J$22? IK， !" #$ 4 L)/%:$:/:$6&

’&6&’?& :’/%?0’$8:$7%=872@9&’/?& 0./$% ’&/0:$7% :7 ?:);@ 9MNI

;&0/@： 0798/’$?7% 7< &%;87$%: /%; ’&/2=:$9& 9&:.7;?4 *&#$

+%),-!.，OPPP，O"Q（O）：!BC D OPC 4
［OP］ R$) SR（刘玉乐），E$/% H（田波）4 I;6/%0& $% 82/%: *&9$%$6$’)?

’&?&/’0.4 /%()$)0%,# 1%&%,#（中国病毒学），!BB"，$%（!）：T D !Q4
［O!］ U) VW（胡雪芳）L$/% S(（钱元俊）4 E.& ?:);@ 7< :.& 7<<?8’$%* 7<

57%* XC Y -) !O Z.$0. ?.7Z? ’&?$?:/%0& :7 $%<&0:$7)? <2/0.&’$&

6$’)?4 *,"# 1!(%,)$)0%,# 1%&%,#（蚕业科学），!B"!，"（!）：Q! D QC4
［OO］ K/7 L（高谦），+/$ SJ（蔡幼民），S) +V（余承鑫），!" #$ 4 E.&

’&?$?:/%: 9&0./%$?9 7< H95N[ :7 :.& ?$21Z7’9 /%; :.& H95N[

&9\’@7? :’/%?9$??$7% 87??$\$2$:@ 4 1,%!&,! )2 1!(%,3$"3(!（蚕 业 科

学），!B"B，$&（!）：C! D CC4
［OX］ #/%* UR（王虹玲），#/%* FW（王忠发），($/%* #S（蒋文雅）4

E.& 0798/’$?7% \&:Z&&% ’&/2=:$9& ]+M /%; 5NI ;7:? .@\’$;$^/:$7%

/882$&; $% ;&:&0:$%* #--4 4-%&!5! 6)3(&#$ )2 7!#$"- 8#9)(#")(:

;!,-&)$)0:（中国卫生检验杂志），OPPQ，$&（Q）：

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

QBT4

OPP_ 年中国微生物学会及各专业委员会学术活动计划表

序号 会议名称 筹办单位 时间 人数 地点 联系人

! 第七届中国病毒学年会
中国微生物学会病毒

学专业委员会
C 月 !QP D OPP 人 湖北武汉

刘芳、张晓燕

PO_ D TOXOQ!BQ

O OPP_ 年中国微生物学会学术年会 中国微生物学会 " 月 OPP 人
新疆乌

鲁木齐

王旭

P!P D TOQQCT__

X

第二届全国农业微生物研究及其

产业化研讨会暨第十一届全国杀

虫微生物学术讨论会

中国微生物学会农业

微生物专业委员会
待定 OPP 人左右 待定

孙 明 李 俊

PO_ D "_XBTPXP

P!P D T"B_Q"B!

C 微生物分子育种技术研讨会
中国微生物学会分子微生物学

及生物工程专业委员会
待定 !PP 人 待定

朱春宝

PO! D TOC_B"P"

Q
第十一届全国微生物

教学和科研及成果产业化研讨会

中国微生物学会普及与教育工作

委员会、基础微生物专业委员会
" 月 !PP 人 河南新乡

刘国生 !XQPXCXO"BP
何群力 !X_"OQ"Q"PC

T
中国微生物学会生物过程模型化与

控制专业委员会第 Q 次学术会议

中国微生物学会生物过程模型化

与控制专业委员会
" 月 QP 人 辽宁鞍山

胡昆仑

PO! D XCOPCXXQ

_
第二届全国海洋微生物学术

讨论会

中国微生物学会海洋

微生物学专业委员会
" 月 !OP 人 山东济南 张玉忠

"
第二届资源生物技术与

糖工程研讨会

中国微生物学会基础

微生物学专业委员会

" 月或

!P 月
!QP 人 山东威海

林建群

PQX! D ""XTCCOB

B 中德微生物与环境学术研讨会 中国微生物学会 B 月 !PP 人 北京
王旭

P!P D TOQQCT__

!P
人兽共患病防治研究新进展暨《当代

人兽共患病学》编委会会议

中国微生物学会人兽共患病

病原学专业委员会、《中国人

兽共患病学报》编辑部

秋季 !PP 人 福建福州
刘岱伟

PQB! D "_QQOP!"

!! 第六届中国酶工程研讨会
中国微生物学会酶工程

专业委员会
B D !P 月 !QP 人 待定

!O
第九届全国分析微生物学

学术研讨会

中国微生物学会分析

微生物学专业委员会
!P 月 !QP 人 待定

宋亚军

P!P D TTBC"QTO

!X
第十次全国环境微生物

学术研讨会

中国微生物学会环境

微生物学专业委员会
待定 OPP 人 广东广州

朱建春

POQ D "CXBTT"Q

!C 第九届中国生物制品学术研讨会
中国微生物学会生物

制品专业委员会
待定 OPP 人 北京

白东亭

P!P D T_PBQ_O_

!Q!韩 序等：家蚕浓核病毒（中国镇江株）在不同感受性宿主体内的复制




