
测这种功能以及免疫T细胞介导细胞毒性的功

能所设计的方案。
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王球达译自 ln: The Lymphocyte eds. 

by Sell , KW , & Miller, WV. p 33-43 , 

NY. Alan R. Liss, lnc. 1981. 姚曾序校
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瘤相关抗jzi的肿瘤有所选择。不过几乎所有否

定的话|ιh 都是通过检测抗移植以及通常与免

疫T细胞活性相关的其它免疫反应所设计的一

些步骤获得的。假使正如木文所提出的，在免

疫监视中有 NK 细胞和 K细胞作用的话，那么

提出抗原性和抗肿瘤生长等问题就必须依据检

一
一
一
一
一
幢

黄地老虎颗粒体病毒的研究

黄地老虎颗粒体病毒的酶联免疫分析111. 

石玉J胡 吴祖银

〈新疆农科院微生物研究所，乌鲁木齐〉

邱并生 徐绍华 王小凤 裴美云

(中国科学院微生物研究所，北京〉

.材料和方法

(一〉抗原制备感染 AsGV 的黄地老虎幼虫的

病虫体，用 1.5 体积的蒸馆水浸泡腐败， 匀浆过滤，

以 2 ， 000 转/分 10 分钟与 10 ， 000 转/分 30分钟的差速

离心， 2 次 10一70% (V jV) 的甘油梯度离心 '3 ， 200

转/分 40 分钟〉和 1 次 10-70% (W jV) 的原糖梯度离

心(8 ， 000 转/分 50 分钟)，获得纯化的 AsGV 包涵

体，试验细节和纯度检查参见前文[3] 。

〈二) .兔抗 AsGV 包酒体血清的制备及其 IgG 的

提纯用提纯的 AsGV 包涵体免疫家兔， 1 毫升( 3 毫

克〉抗原加等量的 Freund 全佐剂乳化后，肌肉注射，

每次注射间隔一星期，共注射 8 次， 末次注射后 3 周

采血，抗血清效价经试管沉淀注测定为 1:1024 。

从抗血清中用 33% 饱和民的硫酸饺粗提 IgG，用

DEAE-纤维素(DE-32)纯化[判。

〈三〉标记抗体的制备和测定采用过礁酸盐氧化

法把辣根过氧化物酶标记到抗 AsGV 的 IgG 上打工用双

抗体夹心法测定抗原[9] 。

新疆农科院微生物所严民范同志参加实验工作，
文中电镜照片系由中国科学院微生物所技术室拍
摄，一并在此致谢。

贵}也老虎颗粒体病毒 (Agrotis segetum gr

anulosis virus 简称 AsGV) 已在防治黄地老虎

的危害上获得成功，其杀虫率达 95%以上，具

有无残吉、用药少、经济简便和长效等优点[1]。

我们已对 AsGV 在黄地老虎细胞中的超微结

构， AsGV 的包涵休，病毒粒子的分离提纯及

其形态结柏作了报道[川]。酶联免疫法是近年

来发展起来的一种新的血清学技术，具有特异

性强，灵敏度高，操作简便等优点，既适用于

昆虫病毒潜伏性感染，病毒复制和区分昆虫病

毒的手II}再关系等理论研究，也可以作为实际应

用中的残毒分析，产品剂量标准化及田间普查

的一种定性定量的监测手段。但是与植物病毒

和其他动物病-毒比较， ELISA 法在昆虫病毒方

面的工作不多[←8] 。

本文用 ELISA 的双抗体夹心法分析了

AsGV 侵染黄jtl~老虎幼虫后不同时期各组织内

的 AsGV 的含量，并用酶联免疫组化进行定位

测定。
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抗 AsGV 的 IgG 以 O.IM iH 9 ， 5 的碳段缓冲液

配制成 G 撒克/宅升的;在法，加 200 做升到聚乙烯多.fL

板的各小孔中，在 3'l'C 叶13 小时，继后冰箱内过夜进

行包被，然后用含 0.05% Tween-20 0.85%NaCl 的

0.02M 磷酸缓冲液(pH'I.幻的洗涤液洗 8 次，每?í~ 5 

分钟，然后加被测样品。

病虫和健虫(作为对照}组织在玻璃匀浆器内， 加

少量。.05M Na2C03 , 0.05M NaCl 溶液研磨，在 20-

23 "c水浴中 2-3 小时，用 O.lN HCl 将 pH 调至 7.0

左右。低速离心除去渣质即为被测样品。冷涛、干燥的

纯化包涵体也在上述碱溶液中进行水解。用含 0.5%

牛血i青白蛋白的上述洗涤液稀释成不同浓度的特泯IJ 样

品，加 200 微升到各小孔中， 37"C反应 8 小时，用洗涤

液洗 8 次后， 再加 200 微升的由 0 ， 5% 牛血清白蛋白

的洗涤液配制浓度为 3 微克/毫升的酶标记抗体. 37 "C 

反应 8 小时，洗涤后力11底物溶液〈含 0.1%联大菌吞腔

的无水甲醇 1.7 毫升，O.OlM pH6.0 的磷酸缓冲液 100

毫升，30% 矶0210 做升) 200 微升， 37"C反应 1 小时，

每孔加 50 微升的 0.5N HCl 终止反应，在 721 型分光

光度计上测定波长 400 毫微米的吸收值。

〈囚) PAP 的制备用辣根过氧化物酶 (HRP) 免

疫家兔产生抗日RP 的抗血清，用琼脂双扩散法测定效

价为 1:64. 用 HRP 和其特异性抗体制成可溶性复合

物(PAP) [1 0-11]，所制备的 PAP 的克分子比为 1.40

〈五)肆捺 AsGV 的昆虫病体的组织切片和 PAP

S提包过程 接毒后 6 天的病虫脂肪体，经 4%甲隆固

定后，用 0.2MpH 7.2 磷酸缓冲液〈内加 100 单位青霉

素)冲洗 8 次，滴加 50 拉克/毫升抗 AsGV 的 IgG，然

后加 50 微升/毫升羊抗兔抗体， 再加 50 微克/毫升的

PAP 溶液，每层抗体都在 37"C 反应半小时，每次处理

后用。.02M 磷酸缓冲液(pH7.2)洗 8 次，最后用 3.3一

二氨基联苯胶(DAB)在 25"C下显色 20 分钟。经上述处

理后的组织再经 Os04(2%)固定 4 小时，用。.02M 磷

酸缓冲液洗 8 次，再用乙醇梯度脱水 (30% 、 50% 、

70% 、 90%和 100%) 。在各梯度放置 15 分钟，在无水丙

嗣中过夜，再经纯树脂漫透过夜，国产 618 树脂包埋，

LKB 8800 1 型超薄切片机切片，不经金属盐染色，直

接在日立 H-500 型电镜观察和在光学显微镜下观察。

结果与讨论

(…)用ELISA测定AsGV包涵体的员敏度

通过棋盘滴定法对包被抗体浓度和标记抗

体浓度进行了选择。在我们实验条作下包被抗

体浓度为 6 微克/毫升，标记抗体浓度为 3 微

克/毫升，能测出抗原的最低浓 1:1，提纯的AsGV

包涵体为 3 毫微克/毫升， 400 毫微米的吸收值

为 0.144，对照组吸收但为 0.114。被测抗原与

400 毫微米的吸收值具有相关性〈图 1 )。测定

。.

0.21 

制宪/毫升

国， ELISA 测定提纯的 AsGV 包涵体的灵敏鹰

提纯的 AsGV 包涵体， ELISA 法比-----般试管

沉淀法和琼脂双扩散法的灵敏度提高 105 倍左

右。在测定过程中.由于 AsGV 包涵体较大，

包被抗体与聚苯乙烯处于表面的物理吸附而不

是共价结合状态，通过一系列处理后，有些结

合不够紧密的将会洗掉步从而影响效果。我们

对 AsGV 包涵体先用碱水解，即在 0.05 M 

Na2COS' 0.05M NaCl 溶液中 20-23 0C 水浴

保温 2一3 小时，再进行测定，经过 4 次试验，

可获得重复性的数据(表 1 )。

(二〉用 ElISA 栓湖萤地老虎幼虫组织里

AsGV 的含量

黄地老虎幼虫感染 AsGV 后，经 ELlSA 法

检测黄地老虎的脂肪、皮层、中后肠和马氏管

等组织均有该病毒的增殖。其中脂肪体中

AsGV 增量最大，依次是皮层， 马氏营和中后

肠。根据各组织匀浆物的碱水解液在 ELISA 法
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襄 1 ELlSA 测定组蝇 AsGV 包涵体的浓踵

400 毫微米的吸收值

对照 提纯 AsGV 包涵体的浓度〈毫微克/毫升〉
试验

批号

3 i 10 I 30 100 i 300 1 500 I 1000 

2 

8 

4 

平均

1.21 

0.114 。 .114

0.115 0.115 

0.113 0.114 

0.115 0.114 

0.114 。 .114

嘱AaGV，后的天戴

圄 2 ELISA 测定瞩毒后萤地老虎幼

虫组织中 AsGV 包涵体的含量

。 .144

。 .145

。 .143

0.144 

0.144 

测定时 400 毫微米的吸收值，从图 l 查出

AsGV 的浓度，再折合成组织湿重中 AsGV 的

含量，在我们的实验条件下，以喂毒后 12 天，取

样测定各种组织中 AsGV 的含量大约是z 脂肪

体为 38.4 微克/毫克，皮层为 32.6 微克/毫克，

马氏管为 7.6 微克/毫克，肠为 4.8 微克/毫克

(图 2)0 ELlSA的检测结果与我们对病虫的病

症观察，即喂毒后 5一7 天发病， 10-12 天死亡

及病理解剖脂肪体和皮层的状况是一致的。并

与超薄切片观察感染 AsGV 的黄地老虎幼虫各

器官细胞中 AsGV 的结果相验证[1-2]0 ELlSA 

还能检测出超薄切片电镜观察未觉察的增殖部
位[2] 。

0.160 

0.165 

0.155 

。 .160

0.160 

0.195 0.280 0.515 O. 

0.210 。 .295 0.530 O. 

。 .190 。 .295 0.520 。.

0.205 0.290 。 .515 O. 

0.200 0.288 0.520 O. 

〈三) PAP 法定位测定

550 I 0.780 

570 I 0.790 

550 I 0.775 

560 I 0.790 

560 I 0.784 

在酶免疫组化分析的各种方法中，以PAP

法灵敏度最高。我们采用 PAP 法对脂肪体内的

AsGV 包涵体进行了测定。在反应过程中，以

3 ， 3'-二氨基联苯股为供氢体，在电子显微镜观

察时不用金属盐染色就可以看到清晰的 AsGV

的存在(图版图 IA) ，厚切片光学显微镜观察，

也可见明显的棕色区(图版图 IB) 。这与用金属

盐染色和用 ELlSA 测定结果相符。 由于 PAP

法是一个比较灵敏的定位方法，对 AsGV 在虫

体内的侵染和复制等进一步研究，将是一个有

效的手段。
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