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摘   要：【目的】分析稻纵卷叶螟颗粒体病毒(Cnaphalocrocis medinalis Guenée granulovirus, 
CnmeGV)在稻纵卷叶螟(Cnaphalocrocis medinalis)体内的增殖动态，明确其持续传播特征，丰富杆

状病毒流行病学研究，为 CnmeGV 制剂的高效应用提供理论支撑。【方法】转录组测序分析幼虫

感染 CnmeGV 96 h 后及羽化成虫中病毒基因的转录水平，建立基于 CnmeGV 特异基因 Cmorf123
的定量检测标记，分析 CnmeGV 在稻纵卷叶螟体内的增殖动态和持续传播特征。【结果】转录组

测序分析表明，CnmeGV 所有基因都在幼虫体内转录，其中转录水平最高的为乙酰基转移酶基因，

但在成虫转录组中未发现病毒基因的转录。建立了 CnmeGV 定量检测体系，发现病毒在侵染 48 h
后，基因复制水平稳定；在侵染后的 2 d 与 4 d 病毒拷贝数显著增加，侵染 4 d 后，DNA 含 83 个

病毒拷贝/ng。稻纵卷叶螟幼虫感染 CnmeGV 后，在成虫和卵中未检测到病毒基因的转录，而在

蛹中检测到少量的病毒转录本；86.7%以上的蛹和蛹蜕中均检测到病毒 DNA，13.3%成虫中检测

到病毒 DNA，卵和感染后的第二代幼虫也均能检测到病毒 DNA，但卵表经处理后未检测到病毒

DNA。【结论】CnmeGV 感染稻纵卷叶螟 4 d 内增殖水平逐渐增加并稳定。CnmeGV 病毒粒子可

以通过成虫经卵表跨代传播，羽化是稻纵卷叶螟清除 CnmeGV 的主要途径。 

关键词：杆状病毒；持续传播；跨代传播；潜伏感染；稻纵卷叶螟 
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Abstract: [Objective] This study explored the proliferation dynamics and persistent spread 
characteristics of Cnaphalocrocis medinalis granulovirus (CnmeGV) in Cnaphalocrocis 
medinalis, aiming to enrich the epidemiological knowledge about baculovirus and provide 
theoretical support for the efficient application of CnmeGV formulations. [Methods] 
Transcriptome sequencing was employed to determine the transcriptional levels of viral genes 
in the larvae infected with CnmeGV for 96 h and in the emerged adults. A quantitative 
detection marker based on the specific gene Cmorf123 of CnmeGV was established to measure 
the proliferation dynamics and persistent spread characteristics of CnmeGV in C. medinalis. 
[Results] All the genes of CnmeGV were transcribed in the infected larvae, with the 
acetyltransferase gene showing the highest transcription level. However, no transcription of 
viral gene was detected in the transcriptome of adults. The measurement with the quantitative 
detection marker of CnmeGV showed that the replication level of viral gene remained stable 
within 48 h post infection. The copies of viral genes significantly increased 2 and 4 days post 
infection, and each nanogram of DNA contained 83 copies of viral genes 4 days post infection. 
After infection, no viral transcription was detected in the adults or eggs, while a few transcripts 
were detected in the pupae. Viral DNA was detected in more than 86.7% of pupa and pupal 
slough samples and while 13.3% of adults. Viral DNA was detected in both the eggs and the 
second-generation larvae after infection, while no viral DNA was detected on the egg after the 
surface treatment. [Conclusion] The proliferation level of CnmeGV in C. medinalis gradually 
increased and then remained stable within 4 days post infection. CnmeGV particles can be 
spread for two generations by the egg surface. The eclosion of C. medinalis is the main 
pathway for clearing CnmeGV. 
Keywords: baculovirus; persistent spread; cross-generational spread; latent infection; 
Cnaphalocrocis medinalis 
 
 

杆状病毒是一类能感染昆虫的病原微生

物，其专一性强，能持续控制害虫危害，已被

广泛开发为安全、高效的微生物杀虫剂[1-3]。杆

状病毒主要包含 4 个属：甲型杆状病毒属

(Alphabaculovirus) 、 乙 型 杆 状 病 毒 属

(Betabaculovirus) 、 丙 型 杆 状 病 毒 属

(Deltabaculovirus) 和 丁 型 杆 状 病 毒 属

(Gammabaculovirus)[4]。在自然界中，杆状病毒

通过经口感染的方式在宿主中建立感染。病毒颗

粒被昆虫取食后在昆虫中肠碱性蛋白酶的作用
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下裂解，释放的病毒粒子穿透昆虫围食膜感染中

肠柱状细胞，从而引发感染[5-6]。作为重要的昆

虫种群调控因子，棉铃虫核型多角体病毒

(Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus, 
HearNPV)、甘蓝夜蛾核型多角体病毒(Mamestra 
brassicae nucleopolyhedrovirus, MabrNPV)、斜纹

夜 蛾 核 型 多 角 体 病 毒 (Spodoptera litura 
nucleopolyhedrovirus, SpliNPV)、小菜蛾颗粒体病

毒(Plutella xylostella granulovirus, PlxyGV)等 15
种病毒的 80 个产品被中国农业农村部批准为商

用病毒杀虫剂。 
稻纵卷叶螟颗粒体病毒 (Cnaphalocrocis 

medinalis Guenée granulovirus, CnmeGV)是专性

感 染 稻 纵 卷 叶 螟 (Cnaphalocrocis medinalis 
Guenée)的乙型杆状病毒，为双链 DNA 病毒，其

基因组大小为 11.2 kb，包含 133 个潜在开放阅

读框，其中 32 个为特异基因[7]。CnmeGV 田间

应用后可以持续控制害虫达 48 d，有效抑制害虫

种群密度并保护其天敌[8-10]。不同于其他杆状病

毒较短的致死中时间[11]，CnmeGV 田间应用后，

稻纵卷叶螟的初始死亡时间为 8.4 d，致死中时

间达到 20.16−21.98 d[10]。然而，CnmeGV 在宿

主体内的增殖规律尚不清楚，这严重制约了病毒

制剂效果提升的相关研究。杆状病毒除了侵染后

使害虫致死，还能在害虫后代种群中持续传播，

降低蛹重、羽化率和产卵量，控制种群发展[8]。

杆状病毒持续传播包括水平传播和垂直传播，其

中水平传播途径主要包括土壤、感病昆虫排泄

物、死亡虫尸和寄生蜂等捕食者[12-14]，其传播能

力依赖于宿主密度。自 1979 年首次在广东省江

门市恩平市地区发现 CnmeGV 以来，时隔 30 年

在同一地区仍发现大量的稻纵卷叶螟感染

CnmeGV，表明 CnmeGV 可以在土壤中存活并

通过水平传播感染稻纵卷叶螟[15]。另外，杆状

病毒也能通过卵表和经卵内从成虫到幼虫的垂

直传播途径导致下一代的宿主出现明显病症或

无病症的病毒感染[16]。利用巢氏 PCR 技术检测

发现，稻纵卷叶螟感染 CnmeGV 后，蛹蜕中检

测到大量的病毒 DNA，成虫变态在稻纵卷叶螟

体内病原物的清除中发挥了重要作用[17]，但是

CnmeGV 在 DNA 与 RNA 水平上如何跨代传播

还未知。本研究建立了 CnmeGV 定量检测技术

体系，分析 CnmeGV 在稻纵卷叶螟体内的转录

水平和增殖动态，明确其跨代传播特征，为

CnmeGV 病毒制剂的高效应用提供理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  病毒感染及宿主饲养 

稻纵卷叶螟为室内常年饲养种群，饲养温度

(26±1) °C，相对湿度 70%−75%，光周期 14 L:10 D，

使用玉米苗饲养。CnmeGV 病毒由实验室保存，

配制 105 OB/mL 的病毒液，添加 0.1%吐温-80

后将玉米叶片浸渍，晾干后接种稻纵卷叶螟    

4 龄初幼虫 100 头/重复，共 3 个重复。正常饲养

96 h 后，收集幼虫，其余幼虫继续饲养，蛹表处

理后待成虫羽化收集成虫。多余成虫配对，待产

卵后收集部分卵粒，分成 3 个重复，参照韩光杰

等[17]的方法进行卵表处理。其余卵继续饲养至

第二代，收集第二代 3 龄幼虫。 

1.2  DNA 与 RNA 的提取 
分别使用苯酚-氯仿抽提法提取稻纵卷叶螟

幼虫、成虫、蛹及卵的 DNA[17]，使用 TaKaRa

公 司 RNA 抽 提 试 剂 盒 提 取 RNA 。 参 照

PrimeScript RT Reagent Kit 试剂盒说明书，对所

有 RNA 进行反转录，保存于−80 °C 备用。 

1.3  转录组测序分析 
收集感染病毒 96 h 的幼虫、羽化的成虫及

未感染的幼虫和成虫各 15 头，提取 RNA 后送

至南京集思慧远生物科技有限公司测序分析，具
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体分析流程参考前期研究[18]。对测序结果进行

从头组装，并与 CnmeGV 病毒基因组比对[7]，

分析 CnmeGV 133 个基因的期望拷贝数。设定

CnmeGV 基因组所有基因期望拷贝数为 1 200，
基于转录组数据中病毒基因期望拷贝数，利用

TB-tools 中 HeatMap 功能构图[19]，分析基因相

对转录水平。 

1.4  特异性探针Cmorf123及绝对定量标准

的建立 
根据稻纵卷叶螟早期特异表达基因 orf123

设计实时荧光定量PCR引物Cmorf123 (Cmorf123F: 
5′-CTTGCAACAAGTTCGC-3′; Cmorf123R: 5′-C 
CATGATGTAGTGACACG-3′)，以稻纵卷叶螟

ß-actin 基因为内参基因 [18]。以实验室保存的

CnmeGV DNA 为模板，使用 Cmorf123 引物扩

增片段，凝胶电泳分离，对目的片段割胶回收后

连接到北京全式金生物技术有限公司pEASY-T3克

隆载体，构建质粒 T3-orf123，其大小为 3 254 bp。

参照天根生化科技(北京)有限公司质粒小提试

剂 盒 说 明 书 提 取 质 粒 ， 使 用 赛 默 飞 公 司

NanoDrop N50 touch 微量分光光度计测定浓

度，梯度稀释成不同倍数作为模板，使用赛默

飞公司实时荧光定量 PCR 仪进行扩增，建立绝

对定量标准曲线。 

1.5  PCR 扩增 
Cmorf123 片段扩增使用 TaKaRa 公司 Prime 

STAR Max DNA Polymerase，反应程序为 98 ℃ 

10 s，55 ℃ 5 s，72 ℃ 15 s，32 个循环。实时荧

光定量 PCR 分析使用 TaKaRa 公司 TB Green 

Fast qPCR Mix，反应程序为：预变性 95 ℃ 30 s；

95 ℃ 5 s，60 ℃ 10 s，40 个循环。 

1.6  数据分析 
使用 GraphPad Prism 6.0 统计软件分析数

据。数据表示为至少 3 个独立实验的平均值±

标准误差(standard error of mean, SEM)。通过 t

检验分析基因表达水平的差异，不同虫态病毒

检出率统计分析采用卡方测验。 

2  结果与分析 

2.1  CnmeGV 在稻纵卷叶螟幼虫及成虫中

转录的分析 
以亚致死剂量 CnmeGV 感染稻纵卷叶螟  

4 龄幼虫后，幼虫均能完全化蛹，且成虫羽化

率达 93.4%。进一步分析幼虫及成虫转录组中

病毒基因转录水平发现，在幼虫转录组数据中，

CnmeGV 所有基因都被检测到，其中期望拷贝

数最高的基因为 orf27、orf28 和乙酰基转移酶

基因 acetyltransferase，且这 3 个基因共转录。

病 毒 口 服 感 染 因 子 pif-1 、 pif-2 、 pif-3 和

pif-4/odv-28 基 因 的 期 望 拷 贝 数 较 低 ， 但

pif-5/odv-e56 的期望拷贝数较高，是其他 pif 基

因的 2 倍。一些病毒晚期表达基因，如 p12、

F-protein 等期望拷贝数也较高，是早期表达基因

ie-1 的 3−5 倍。然而，在成虫转录组数据中，未

检测到病毒基因的转录，表明 CnmeGV 未在成

虫体内复制(图 1)。 

2.2  CnmeGV 在稻纵卷叶螟幼虫体内的复

制与增殖 
以稻纵卷叶螟 β-actin 为内参基因，CnmeGV

特异基因 Cmorf123 作为探针 (扩增效率为

102.89%)，设定病毒侵染 6 h 的 Cmorf123 表达

水平为 1，发现病毒侵染 24 h 内，随着侵染时间

的增加，病毒复制水平增加。在侵染 48 h 后，

病毒复制水平保持稳定，是侵染 6 h 时的 20 倍

(图 2A)。 

以构建的质粒 T3-orf123 梯度稀释样为模

板，建立 Cmorf123 绝对定量检测体系，标准曲
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线为 Y=−2.891 3X+32.054 (R2=0.995 8) (图 2B)。

分别以感染病毒的稻纵卷叶螟 DNA 为模板，分

析单位 DNA 中含有的病毒拷贝数。结果表明，

在病毒侵染的第 2 天与第 4 天，病毒 DNA 水平

显著增加，病毒侵染 4 d 后，其 DNA 水平相对

稳定，含 83 个病毒拷贝/ng DNA (图 2C)。 
 
 

 
 

图 1  CnmeGV 在稻纵卷叶螟感染幼虫及成虫中的转录水平 
Figure 1  The transcription levels of CnmeGV genes in infected larvae and adults of Cnaphalocrocis medinalis. 
CmLaInf and CmAdInf represent infected larvae and adults, respectively; CmLaCK and CmAdCK represent 
natured larvae and adults, respectively; CnmeGV is genome DNA. 
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图 2  CnmeGV 在稻纵卷叶螟中的复制和增殖水平 
Figure 2  The replication and proliferation levels of CnmeGV in Cnaphalocrocis medinalis. A: The replication 
level of CnmeGV in C. medinalis at 6−96 h. B: The absolute quantitative standard curve of Cmorf123. C: The 
proliferation level of CnmeGV in C. medinalis at 1−7 d. The P-value represents the significant difference. 
 

2.3  CnmeGV 在稻纵卷叶螟中的持续传播

特征 
以 Cmorf123 为探针，分别从 RNA 及 DNA

水平检测 CnmeGV 在不同虫态与不同世代稻纵

卷叶螟中的分布情况。结果发现，在感染

CnmeGV 的稻纵卷叶螟成虫和卵中未在 RNA 水

平检测到病毒存在，在少量个体蛹中病毒有复 

制。DNA 水平检测发现，蛹和蛹蜕中有 86.7%
以上个体含有病毒颗粒，而在成虫中仅有 13.3%
个体检测到病毒 DNA，蛹到成虫阶段病毒含量

显著降低(χ2=48.517, P<0.001)。在卵中检测到病

毒 DNA，但卵表经处理后，未能检测到病毒

DNA。感染后第二代幼虫中病毒 RNA 与 DNA
的检出率分别为 13.3%与 26.7% (表 1)。 

 
表 1  CnmeGV DNA 与 RNA 在不同虫态及不同世代稻纵卷叶螟中检出率统计 
Table 1  Statistics analysis of the positive rate of CnmeGV at DNA and RNA levels in different stages and 
generations of Cnaphalocrocis medinalis 
检测水平 
Detection level 

样品 
Samples 

检测总数 
Total number 

阳性数 
Number of positives 

阳性率 
Positive rate (%) 

卡方值 
Pearson chi-square (χ2) 

P 值 
P-value 

RNA level Larvae 30 30 100.0 45.880 <0.001 
Pupae 30 4 13.3 
Adults 30 0 0.0   
Eggs 3 0 0.0   
Offspring larvae 30 9 30.0   

DNA level Larvae 30 30 100.0 1.404* 0.236 
 Pupae 30 27 90.0 48.517** <0.001 

Pupal molt 30 26 86.7 
Adults 30 4 13.3 
Eggs 3 3 100.0   
Sterilized eggs 3 0 0.0   
Offspring larvae 30 8 26.7   

 

*: The chi-square of the positive rate of CnmeGV at DNA level during Larva-pupa; **: The chi-square of the positive rate of 
GnmeGV at DNA level during Pupa-adult. 
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3  讨论与结论 
杆状病毒主要通过口服感染宿主昆虫，口服

感 染 因 子 pif 基 因 在 包 埋 型 病 毒 粒 子

(occlusion-derived virus, ODV)感染中肠柱状上

皮细胞时发挥重要作用[20]。一些 pif 基因，如

pif-1、pif-2、pif-3 等能形成复合物保护 PIF 蛋白

免受中肠蛋白酶的降解，帮助病毒感染中肠细 
胞[21]。而 CnmeGV 感染稻纵卷叶螟 96 h 的转录

组数据中发现，pif-1、pif-2、pif-3 等基因的期望

拷贝数较低，表明病毒可能已经完成了对宿主中

肠细胞的感染。不同的是，pif-5 的转录水平相

对于其他 pif 基因较高。前期研究发现，敲除苜

蓿 银 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病 毒 (Autographa 
californica multicapsid nucleopolyhedrovirus, 
AcMNPV) pif-5 基因导致 ODV 的感染能力严重

受损[21-22]。进一步研究表明，pif-5 的敲除不仅

影响 ODV 的口服感染能力还降低了 AcMNPV
感染 Sf9 细胞的能力[23]，表明 pif-5 可能在杆状

病毒感染宿主脂肪体细胞中具有一定的作用。

因此 CnmeGV 的 pif-5 基因持续高水平转录可

能有利于病毒增殖。本研究还发现 CnmeGV 乙

酰基转移酶具有高转录活性，而针对该基因的

功能研究还较少。蛋白质乙酰化对细胞自我调

节和对病毒感染的反应至关重要，家蚕核型多

角体病毒 (Bombyx mori nucleopolyhedrovirus, 
BmNPV)感染可以引起 BmN 细胞大量蛋白质

的乙酰化，同时病毒蛋白也被宿主乙酰转移酶

乙酰化[24]，而使用组蛋白去乙酰基转移酶抑制

剂可以提高杆状病毒介导的基因在 Sf9 细胞中

的表达[25]。因此，CnmeGV 中乙酰基转移酶的

高转录是否和宿主蛋白的乙酰化水平相关值得

探索。 
杆状病毒经口感染进入昆虫中肠后，遇到第

一个天然屏障就是围食膜。围食膜可以阻止细

菌、真菌和病毒等大的颗粒而具有免疫防御功

能 [6] 。一些杆状病毒，如黏虫颗粒体病毒

(Pseudaletia unipuncta granulovirus, PuGV)[26]、

粉纹夜蛾颗粒体病毒(Trichopusia ni granulovirus, 
TnGV)[27]、小地老虎颗粒体病毒(Xestia c-nigrum 
granulovirus, XcGV)[28] 等含有一种增效蛋白

(enhancin)，可以降解围食膜肠黏蛋白，增强通

透性，提高病毒的侵染效率，但在 CnmeGV 中

并未发现该基因[7]。CnmeGV 侵染稻纵卷叶螟

后，其 RNA 水平稳定上升，并在 48 h 保持稳定，

但宿主体内病毒 DNA 的含量在感染后的第 2 天

与第 4 天才显著增加。因此，缺失 enhancin 可

能造成 CnmeGV 早期侵染效率低，病毒积累较

少。但病毒的增殖还受宿主免疫的影响。

CnmeGV 感染可以诱导稻纵卷叶螟氧化应激系

统，宿主通过上调 CncC 基因来清除病毒引起的

氧化损伤，而抑制 CncC 可以显著增加 CnmeGV
的早期增殖水平[29]。免疫识别、细胞的自噬与

凋亡、RNAi、Toll、Imd、JAK-STAT 和 STING
信号通路等相关的抗病毒免疫途径也影响了病

毒的增殖[30-31]。因此，后期需要着重通过调控稻

纵卷叶螟感染CnmeGV 4 d内的免疫功能来提高

病毒的增殖能力。 
杆状病毒在宿主体内增殖后的无病症持续

传播也称为潜伏感染，它可以通过影响昆虫生殖

能力抑制害虫种群暴发[3,8]。然而，潜伏感染的

病毒如何跨代传播一直存在争议。家蚕(Bombyx 
mori)感染多角体病毒 BmNPV 后，蚕种经实验

室消毒，其病毒 DNA 携带率仍有 10%[32]，而印

度谷螟 (Plodia interpunctella)感染颗粒体病毒

(Plodia interpunctella granulovirus, PlinGV)后，

在蛹、成虫卵巢和睾丸中均能检测到病毒晚期表

达的颗粒体蛋白基因(granulin) mRNA[33]。在本

研究中，稻纵卷叶螟感染 CnmeGV 后，在感染

当代及后代幼虫中均能检测到 CnmeGV orf123
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基因 DNA，但仅在蛹中检测到少量的 orf123 
mRNA，且在成虫转录组中也未发现病毒基因转

录本，表明 CnmeGV mRNA 很难跨代传播。值

得注意的是，稻纵卷叶螟化蛹时，病毒 DNA 大

部分留在蛹中，而羽化时，病毒 DNA 多数留在

蛹蜕被清除。作为完全变态昆虫，稻纵卷叶螟在

化蛹时，虽然组织结构重塑，但仅有外表皮脱落，

而羽化时脱落的组织较多，因此稻纵卷叶螟可能

通过羽化这一变态过程将病原物排出体外。非洲

黏 虫 (Spodoptera exempta) 感 染 多 角 体 病 毒

(Spodoptera exempta nucleopolyhedrovirus, 
SpexNPV)后，成虫的头部、翅膀和腿病毒载量

最高，而在昆虫腹部较低[34]，这种现象也可能

是蛹蜕中的病毒颗粒黏附在这些部位造成的。因

此，昆虫蛹到成虫的变态过程可能是杆状病毒跨

代传播的主要障碍。 
卵是脊椎动物、无脊椎动物一个重要的形

态，它包含物种的所有遗传信息，病毒潜伏感染

遗传信息的传递必须通过卵进行垂直传播。灰飞

虱卵黄原蛋白 Vg 的 vWD 结构域与水稻条纹病 

毒(rice streak virus, RSV)的外壳蛋白有强结合，

进入到血淋巴的 RSV 通过与 Vg 的结合被 Vg 的

受体带入了卵巢生殖区，然后病毒与 Vg 分开，

经营养丝直接进入卵母细胞，完成了 RSV 的经

卵传播[35]。但在稻纵卷叶螟的成虫和卵中，未

检测到 CnmeGV 的 mRNA 信息，仅在卵表检测

出病毒 DNA 信息，表明 CnmeGV 可通过卵表传

播，但卵表的病毒是来源于卵巢或精巢还是成虫

交配行为还需进一步证实。由此提出了 CnmeGV
跨代传播途径：CnmeGV 感染稻纵卷叶螟后，

6−48 h 病毒复制水平逐渐增强，96 h 后病毒粒

子数相对稳定；感染病毒未死亡的幼虫可以成功

化蛹，稻纵卷叶螟主要通过羽化将病毒清除，少

量的病毒以 DNA 形式进入成虫，并进一步通过

卵表将病毒传播到下一代(图 3)。综上所述，本

研究发现稻纵卷叶螟感染 CnmeGV 后，4 d 内的

免疫防御是限制病毒早期快速增殖的主要因素，

CnmeGV 粒子可以经卵表在害虫种群中跨代传

播，宿主昆虫的羽化是清除杆状病毒粒子的主要

途径。 

 

 
 

图 3  CnmeGV 在稻纵卷叶螟种群中持续传播特征 
Figure 3  The persistent spread characteristics of CnmeGV in Cnaphalocrocis medinalis. 
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