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油松毛虫质型多角体病毒病的

组 织 病 理 研 究
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(中国林业科学研究院林业研究所 )

摘 要

本文报道油松毛虫感染JD S 一 CP V 后的组 织病理变化过程
。

幼虫 感病后
,

食欲

降低
,

从感病到死亡的时间较长
,

一般为20 d 左 右
,

长的达一个月或者更长
。

观察

了CPV 引起中肠上 皮细胞的病 变过程以及病毒发生基 质 (V S) 与多角体在细 胞质中

的发育形成
。

V S初 期 为许多不定形的 小块
,
以后 小块逐渐增 大

,

合并成团块
,

多

角体在这些团块中形成长大
。

幼曳病变限于中肠
,

其他组织尚 未发现病变
。

虽 然见

到围食膜有增厚现象
,

但未见到有多角体形成
。

关键词 松毛虫 ; 质型 多角体病毒 , 中肠 , 上皮细胞 ; 病毒发生基质

松毛虫是我国林业主要害虫
,

每年发生面积达 4 0 0。万亩以上
。

近年来
,

利用微 生 物 防

治松毛虫取得了较好效果
,

特别是病毒的利用发展很快
,

已取得理想的结果 I‘一 ‘1
。

通过日本赤

松毛虫质型多角体病毒D en dl o l玄m u s sp e c t a乙ilfs C PV (JD S一CP V )对油松毛虫D
.

ta 右u la efo : -

而
:
感 染 后的组织病理学研究

,

可以准确地了解JD S一CPV 的致病部位和进程
,

为病毒大量复

制的最适采收期提供了可靠的依据
。

现将试验结果报道于后
。

一
、

材 料和 方 法

(一 ) 材料

1
.

日本赤松毛虫质型多角体病毒(J D S一CPV )系 日本K
.

K at a g iri 和R
.

K oy a m a 赠送
,

该病原在马尾松毛虫上复制
,

将复制材料离心提纯后
,

配制成2
.

5 x l o 7

C PB / m l的悬浮液备

用
。

2
.

供试宿主为越冬后 5 一 6 龄的油松毛虫
,

在25 一27 ℃
,

R
.

H
.

70 %条件下
,

经一段

时间饲养后
,

选健康幼虫添食病毒
。

(二 ) 方法

1
.

接毒 将洗净的针叶浸入 2
.

5 x 10
? C PB / m l悬液中

,

取出凉千后
,

饲养健康幼 虫
,

在

2 5一27 ℃
,
R

.

H
.

70 %条件下
,

饲养观察
。

2
,

取样 幼 虫接毒后
,

每隔24 h 取 2 条虫
,

用B o ul 企D u bo sc q 固定液固定
,

共取样13
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次
,

同时设立未接毒幼虫为对照
。

3
.

病症观 察 接毒后每隔24 h 取感病幼虫中肠
,

在光学镜下作病变情况观察
。

4
.

石蜡切 片 取接毒后 1
、

3 、 5
、

7
、

9
、

1 1
、

13 d 和 对 照幼虫中肠
,

用常规石蜡

组织切片法进行脱 水
、

包埋
、

切片
,

厚度 为6一7 件
。

用H a m m 氏改进染色法染色 [cJ
,

光 学镜

观察并拍照
。

5
.

多角休 及病毒杜子的观察 取感染CPV 的松毛虫中肠
,

经 戊二醛
、

饿酸固定 后
,

用

8 12 环氧树脂包埋
,

超薄切片
, 1 %醋酸双氧铀和柠檬 酸铅双染色

,

电 镜 观察
。

提纯的多角

体用o
.

Z M碳 酸钠一碳酸氢钠缓冲液处理
,

将离心后的上清液浓缩
,

取其悬浮液滴于铜网上
,

经负染后电镜观察
。

二
、

结 果

(一 ) 松毛虫质型多角体病毒病病变观案

1
.

外部病症 幼虫感病初期
,

外部病症不明显
,

解剖见到中肠仍为透明的淡绿色
,

中肠

p H 为6
.

5一 7
。

当感病 4
.

5 d 后
,

幼虫取食量逐渐减少
,

中肠上有分散的乳白色小斑 点
,

幼

虫行动表现萎糜
,

肠道上的白点增多
,

连成一片
,

白色程度增加
,

面积也越益增大
,

直到中

肠全部变为白色
,

呈不透明状 (图版 工一 1 0 )
。

此 时
,

前肠堆积较多未消化的针叶
,

说明肠道

消化状况由于病毒的增殖而受到影响
,

取食量也越来越少
。

多数中肠表面会出现许多横纹皱

褶
,

从白色皱褶的真皮细胞中可镜检到大量的多角体 (图版 I 一 1 1
、

正一 1 4 )
。

肠中食物甚少
,

中肠的 p H 已上升到 8 左右
。

在口 吐物和粪便中亦能查到无数的多角体
。

虫体逐渐缩短
,

形

成头大体小的不正常病态
。

体内脂肪体也大大减少
,

但体液仍澄清
。

最后中肠完全被破坏
,

成为乳液状
。

尾部常带有黄白色的稀 粪(图版 工一 9 )
,

通过 ;镜检可发 现大量的多角体
。

同时

也观察到少数感病 中肠肠壁光滑无皱褶
,

其它症状同前
。

在 自然 节况下
,

由于幼虫吞食病毒

量不同
,

所处条件也不尽相同
,

因此
,

患病幼虫致死的时间也有差异
,

个别的为10 d
,

大 部

分 为15 一20 d 左右
,

最长的达一个月或更长时间
。

部分感病轻微的幼虫可以化蛹甚 至 羽 化

为成虫
,

但蛹和成虫的休型均较小
,

在成虫的肠道及其排泄物中 也含有大址的多 角体 (图版

111 一28 )
。

山于卵表受到排 泄 物污染
,

初孵幼虫因取食卵壳而感病
,

造成下代幼虫大狱死亡
。

2
·

组织病 变

(1) 根据石蜡切片观察
,

幼虫组织病变主要在中肠
,

而前肠
、

后肠
、

脂肪
、

血细胞
、

表

皮
、

神经等组织均未见异常
,

与正常幼虫组织相似(图版 工一 1 一 8 )
。

中 肠 细胞病变一般 由

中肠后部开始
,

逐渐向中肠前部扩展
,

直到整个中肠 全部病变
。

中肠的肠壁细胞病变也不完

全相同
,

有时半边肠壁感染严重
,

半边较轻或一块严重
,

一块较轻
。

有时部分充满多角休的

细胞已经破裂
,

同时也可见到感染较轻的肠壁细胞
,

说明感染是先后进行的
。

( 2 ) JD S
一
CPV 首先侵染中肠柱状细胞

,

而杯状细胞比柱状细胞感染晚
。

多角 体 在细胞

质内形成
,

被侵染的细胞较正常细胞肿大
。

感染初期
,

中肠细胞质的着色不均匀
,

尤其是近

微绒毛下的一侧
,

细胞着色比正常细胞深一些 (图版 亚一 16 )
,

核仁稍 膨 大
。

感 病4
、

s d 后
,

在中肠细胞的上
、

中部 (微绒毛的下面 )形成数量不等
、

形状不定
、

边缘不清的病毒发生墓质

(V S)
,

用H a m m 液染色
,

V S着 色比细胞质染色稍深 (图版 兀一 1 7 )
,

呈 淡 灰蓝色
,

容易识另11
。
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随着 V S增大染色也愈深 (图版 卫一 18 一2 0)
,

各 V S 块逐渐相互连 结成不定形的大块
,

V S 染

色呈蓝色
。

随之
,

V S 块增大
,

轮廓逐渐趋于清晰
,

呈椭圆形或楔形(图版 卫
一

别
、

2 1 )
,

并且染

色由蓝变为紫红色
,

在V S 内部形成形状较小还难以分辨的多角体
。

从图版 11 一
20

、

21
、

皿 一
22

一25 可见到着色深的多角体团块
,

随时间增长
,

多角体渐渐增大
,

成熟的多角体在光学镜下

呈红色的六角形
、

方形或近圆形(图版 111 一 2 6 )
。

在一个多角体团块中的多角体大小 相 {似
。

由

于多角体团块形成先后不同
,

故在一个切面上可见到大小不同的多角 体 (图版 皿一
25

、

2 6 )
。

当肠壁细胞充满多角体时
,

往往细胞核被挤在细胞底部
。

在幼虫感病期 间
,

中肠肠壁内均可

找到CPV 形成过程中的不同阶段 (图版 l 一
24 一2 6 )

。

还观察到围食膜有增厚现象团
,

但未见

到有多角体形成
。

(3) 幼虫感病后 3 d 内
,

细胞病变不很明显
,

第 4 天可见到中肠后部的细胞 中 出 现 V S

或个别的小多角体
。

第 5 天中肠中部的细胞明显感染
。

第 7 天中肠前部已见到细胞病变
,

中

后部中肠细胞里充满多角体 (图版 皿 一
23 )

,

有少量细胞破裂
,

多角体从中脱离
。

第 8 天 由 于

病毒增殖而遭到破坏的细 胞
,

从肠壁脱落者愈来愈多
。

感病13 d 的中肠里食物残渣很 少
,

而出现大量脱落的细胞碎片及多角体
。

频死前
,

肠壁已不完整
,

多角体大部分被排出体外(图

版 l 二29
、

3 0 )
。

因此
,

收 集 病原的时间不能等待幼虫死亡
,

而应在死亡前一段时间采收
。

(二 ) 病原

1
.

多角体一般为六角形
,

少数为四方形或近圆形
。

多角体大小差异 较 大
,

大 的可 达

5
.

1 8 5 卜m
,

小的0
.

5 件m 左右
,

平均约2 件m (图版 兀共1 4
、

皿二2 8 )
。

2
.

病毒粒子呈廿面体的圆球形
,

在其表面可见到对称的放射状突起
,

其 直 径 约50 n m

(图版 互一12
、

1 3 )
。

据报道一个多角体内约有 1 0 00 个病毒粒子 闭
,

但多角体内病毒粒 子 数

量因多角体大小而有很大差异
,

有的小多角体切面仅 3 一 4 个病毒粒子
,

甚至没有多 而大多

角体切面病毒粒子的数量有上百个之多
。

多角体的大小和病毒数量的差异是十分悬殊的
。

因

此
,

为避免多角体的破裂而造成病毒粒子的散失
,

选择最适的保存条件是十分重要的
。

三
、

结论 与讨 论

根据病毒寄主范围
、

病毒颗粒的形态 以及在感染细胞中产生多角体等 特 点
,

JD S 一CPV

与呼肠孤病毒有明显的区别 〔落〕
。

病毒复制部位仍限于中肠上皮细胞
,

含等轴病毒粒子
,

病毒

基因为双股R N A
,

包括10 个基因片断 [s1
。

其病症
、

致病过程和感病组织部位与 X er 。报道对

家蚕C PV 研究情况相似
。

感病较轻的松毛虫在化蛹后
,

破碎的上皮细胞及多角体进入肠腔
。

病蛹以及成 虫中肠均大于正常 虫的中肠
,

这与Is hi kw a等对感病家蚕的研究情况 类同
。

JD S -

C PV 在松毛虫中肠组织病变和 V S形成
,

与秋尺蟆 (A ls o phila p o o e ta r ia ) C PV [。1 ,

棉 铃 虫

(H eli 时肠 a1 二咭el a) CPV 等 L‘。
’
“ ]有相似处

,

但病程的差异随不同虫种生长发育期的长短而

有变化
。

病虫中肠内绝大部分多角体在幼虫死亡前均随粪便排 出体外
。

此外
,

也观察到感染

最严重的幼 虫生殖腺似乎也出现病变现象
,

但是否与CP V 侵染有关
,

尚需进一步研究
。
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