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家蚕二分浓核病毒感染家蚕后的释放动态研究 

胡朝阳*  张晓龙  张清  刘伟  李国辉  姚勤 
(江苏大学生命科学研究院  江苏 镇江  212013) 

 
 

摘  要：【目的】研究家蚕二分浓核病毒(BmBDV)感染家蚕后不同时间段内释放到环境中的病毒

量，为通过蚕沙快速检测病毒提供方法和依据。【方法】选取家蚕二分浓核病毒基因组节段 VD1

上的 ns1 基因和 VD2 上的 ns3 基因中的一小部分片段，分别克隆到 pMD18-T 载体上，制备标准

品质粒，并用实时荧光定量 PCR 的方法绘制 ns1 和 ns3 的标准曲线。通过检测 BmBDV 感染 5 龄

家蚕后不同时间蚕沙中的病毒量来衡量释放到环境中的病毒的变化动态。【结果】在病毒感染家蚕

第 3 天，大量的病毒随蚕沙释放到环境中，每微克蚕沙中约含 1.38×106个 VD1，6.54×105个 VD2；

从感染后第 5 天开始，释放到环境中的病毒量呈指数型增加；第 7−8 天病毒的释放量到达一个平

台期，此时每微克蚕沙中约有 2.12×107个 VD1，1.34×107个 VD2。普通 PCR 结果也反应出了类

似的病毒释放动态。【结论】根据 BmBDV 感染家蚕后的释放动态，推测病毒的复制周期约 60 h。

利用实时荧光定量 PCR 检测蚕沙中的 BmBDV，能简单、快速、准确地诊断病毒的感染。 

关键词：家蚕二分浓核病毒，蚕沙，实时荧光定量 PCR，病毒释放动态，复制周期 

Release dynamics of Bombyx mori bidensovirus from  
virus-infected silkworm 

HU Zhao-Yang*  ZHANG Xiao-Long  ZHANG Qing  LIU Wei  LI Guo-Hui  YAO Qin 

(Institute of Life Sciences, Jiangsu University, Zhenjiang, Jiangsu 212013, China) 

Abstract: [Objective] In order to investigate the amount of virus released from silkworm infected by 
Bombyx mori bidensovirus (BmBDV) at the different periods and to develop a method for rapid and 
accurate detection whether silkworm were infected by BmBDV or not. [Methods] A small fragment 
of ns1 gene of genomic segment VD1 and ns3 gene of VD2 were cloned to pMD18-T vector 
respectively, and then the standard curve of ns1 and ns3 was obtained. The release dynamics of 
BmBDV were investigated by detecting the amount of BmBDV in the faeces of 5th instar silkworm at 
different infection stage. [Results] The results shown that a lot of virus were detected in silkworm 
faeces at the 3 days post-infected about 1.38×106 copies/μg VD1, 6.54×105 copies/μg VD2. The 
amount of virus increased exponentially from 5 days post-infected. The amount of BmBDV reached 
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a plateau at 7 to 8 days post-infected about 2.12×107 copies/μg VD1, 1.34×107 copies/μg VD2. The 
PCR results also indicated a similar dynamics. [Conclusion] The release dynamics of virus suggests 
that the replication cycle of BmBDV is about 60 h. The infection of BmBDV in silkworm can rapidly, 
simply and accurately be determined by detecting the virus in silkworm faeces using real-time 
quantitative PCR. 

Keywords: Bombyx mori bidensovirus, Silkworm faeces, Real-time fluorescent quantitative PCR, 
Release dynamics, Replication cycle 
 

家蚕二分浓核病毒(Bombyx mori bidensovirus，

BmBDV)旧称家蚕浓核病毒Ⅱ型(BmDNV-2或 3)，

曾归属于细小病毒科浓核病毒亚科，是家蚕致死

性软化病的一种病原体，是导致蚕丝减产的主要

病原之一[1]。BmBDV为二分体单链线性 DNA病

毒，病毒粒子呈二十面体结构，无囊膜包被，直

径约为 20−24 nm，基因组含有两个单链线性的

DNA节段 VD1 (6.6 kb)和 VD2 (6.0 kb)，在壳体

化的过程中 VD1和 VD2独立包装[2-4]。VD1编码

一个以蛋白为起始引物的 DNA 聚合酶[5]。基于

这些独特的性状，国际病毒分类委员会于 2012 年

将该病毒重新命名，并将其归类到一新设定的二

分 DNA 病毒科 (Bidnaviridae)二分浓核病毒属

(Bidensovirus)[6]。该病毒主要感染家蚕中肠柱状上

皮细胞 [7]。家蚕幼虫摄食 BmBDV 污染的食物

后，病毒进入家蚕中肠柱状上皮细胞，在其核

内增殖，被感染的细胞表现为核异常膨大。被

病毒感染的细胞退化，成熟的病毒粒子随退化

的细胞释放到肠腔内，随蚕沙一起被排出体

外。被感染的家蚕幼虫表现为空头、软化、发育

迟缓等症状，在病毒感染的晚期，幼虫后部中肠

变为黄白色 [4,8]，观察这些典型病症，是判断

BmBDV感染的手段之一。 

到目前为止，对家蚕病毒病的防治主要以预

防为主。加强病原的检测是防止病害发生和暴发

的基础，建立准确、快速、简易的BmBDV检测方

法对该病毒感染家蚕的诊断和防治具有重要的意

义。目前，对BmBDV的诊断主要依据对染病幼虫

典型症状的观察，更简便的方法是利用抗原抗体

免疫反应，如荧光抗体法、酶联免疫法等[9]，这些

方法或者不够准确、不能定量，或者操作繁琐，

难以在生产实践中推广应用。随着分子生物学实

验技术的发展，实时荧光定量 PCR (Real-time 

fluorescent quantitative polymerase chain reaction，

qPCR)因其灵敏性高、重复性好、特异性强、操

作简单快速、能准确定量等优点[10]，已被广泛应

用于病原体检测[11]、环境微生物检测[12]、基因突

变检测[13]、基因表达检测[14]、肿瘤早期诊断[15]等研

究中。 

韩序等曾研究过BmBDV基因在家蚕体内的复

制情况，病毒在家蚕体内的复制经历潜伏期、指数

增长期和平台期几个阶段，病毒 DNA 在感染后  

12 h开始复制，36 h后达到平台期[16]。然而，成熟

病毒粒子的释放动态及病毒完成一个复制周期所

需要的时间还未见有文献报道。本研究分别以

BmBDV VD1编码的非结构蛋白基因 ns1和VD2编

码的非结构蛋白基因 ns3为检测对象，设计特异的

引物，建立了 BmBDV 的实时荧光定量 PCR 检测

体系，我们利用该检测体系分析了病毒感染家蚕

幼虫后病毒随蚕粪释放的动态，结果表明病毒感染

后 72 h能明显检测到病毒的释放，从感染后 120 h

开始，病毒的释放量呈指数提高，说明在感染后

120 h 内，病毒已完成了第二次感染，推测病毒的

复制周期约 60 h。通过检测蚕沙中病毒，能快速准

确地诊断 BmBDV感染家蚕幼虫。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 

E.Z.N.A.TM Plasmid Mini Kit、E.Z.N.A.TM Gel 

Extraction Kit，Omega Bio-Tek；Trans StartTM Green 

qPCR Super Mix，北京全式金生物技术有限公司；

rTaq DNA polymerase、dNTP Mixture、10×PCR 

buffer、pMD18-T、EcoR I和 Hind III，大连 TaKaRa
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公司。Mx3000PTM Real-Time PCR System，Stratagene

公司；MJ MiniTM Personal Thermal Cycler，Bio-Rad

公司；One Drop分光光度计，南京五义科技有限公

司；GenoSens1800系列凝胶成像系统，Clinx science 

instruments 有限公司；DYY-6C 型电泳仪，北京市

六一仪器厂。 

1.2  家蚕与病毒 

所用的家蚕品种为菁松；病毒为家蚕二分浓

核病毒，由本实验室保藏。 

1.3  荧光定量 PCR 引物设计与合成 

以 BmBDV VD1编码的非结构蛋白基因 ns1和

VD2编码的非结构蛋白基因 ns3为检测对象，设计

特异的引物。引物 5′-GTTGGTGGTGAAGGGTTT 

G-3′和 5′-GGGAGATAGTTTACACTTTGGAG-3′用

来扩增 VD1-ns1片段，扩增子大小为 198 bp。引物

5′-CAAGGATTGTCATTTTACGCT-3′和 5′-GAATC 

AAACACAGAATCCCAC-3′用来扩增 VD2-ns3 片

段，扩增子大小为 173 bp。引物由上海捷瑞生物工

程有限公司合成。 

1.4  标准品质粒的制备 

以病毒 DNA为模板，进行 PCR反应，扩增 ns1

和 ns3片段，电泳后用 E.Z.N.A.TM Gel Extraction Kit

回收目的片段。将目地片段克隆到 pMD18-T 中并

转化入 DH5α 感受态菌中，然后将菌涂抹到含有

Amp的 LB固体培养皿中，37 °C培养 14 h，挑选

单菌落进行 PCR验证。验证正确的菌于 LB液体培

养基[17]中培养 12 h，用 E.Z.N.A.TM Plasmid Mini Kit

试剂盒提取质粒。质粒经 EcoR I和 Hind III酶切验

证正确后送样测序。测序正确的质粒进行浓度测定

并按下面的公式换算成质粒拷贝数： 

23
9

(ng/μL)
= 6.02 10 (copies/μL)

(bp) 660 10
 

 
质粒浓度

质粒拷贝数
质粒长度

。 

1.5  实时荧光定量 PCR 标准曲线的建立 

将上述定量的标准品质粒稀释至 1.0×108、

1.0×107、1.0×106、1.0×105、1.0×104、1.0×103、1.0×102

和 1.0×101 copies/μL，以梯度稀释的标准品为模板进行

实时荧光定量 PCR反应，实时荧光定量 PCR最佳的反

应体系为：SYBR green 5 μL，RoxⅡ 0.2 μL，10 μmol/L

上下游引物各 0.2 μL，模板 1 μL，ddH2O 3.4 μL，总

体系为 10 μL。实时荧光定量 PCR的反应条件为：

95 °C 5 min；95 °C 20 s，53 °C 20 s，72 °C 20 s，重复

45个循环；最后进行一轮溶解曲线分析，95 °C 1 min，

53 °C 30 s，95 °C 30 min。每组实验进行 3次重复。 

1.6  qPCR 检测 5 龄感病家蚕不同感染天数蚕沙

中病毒的量 

按文献[16]的方法制备病毒粗提液，并将病毒

液稀释至 1 g肠干/L后浸泡桑叶，沥干，喂食 30头     

5 龄初家蚕幼虫，喂食 8 h 后换新鲜桑叶。家蚕饲

养温度为 24−27 °C，并保持环境湿润。从添食病

毒开始，每隔 1 d (Days post infection，d p.i.)取一次

蚕沙直到蚕吐丝结茧，0 d p.i.指健康 5 龄初蚕蚕

沙，蚕沙样品于−70 °C保存待用。 

取 1 g蚕沙，用灭菌的双蒸水研磨蚕沙，离心

取上清，将沉淀多次研磨后合并上清液。将上清稀

释到 0.1 g蚕沙/L，取 1 μL作为模板进行 qPCR，反

应体系和条件同 1.5，每组实验重复 3 次。通过    

每个样本的 Ct 值和已建立的标准曲线计算出蚕沙

中病毒 VD1和 VD2的量。 

1.7  普通 PCR 检测 5 龄感病家蚕不同感染天数

蚕沙中的病毒 

将 0.1 g/L的蚕沙研磨液取 1 μL作为模板进行

普通 PCR 反应，反应体系为 ddH2O 15 μL，rTaq    

0.2 μL，2.5 mmol/L dNTPs 1 μL，10×PCR buffer    

2 μL，10 µmol/L上下游引物各 0.4 μL，模板 1 μL，

总体系为 20 μL。反应条件为：94 °C 5 min；94 °C   

20 s，53 °C 20 s，72 °C 20 s，23个循环；72 °C 10 min，

4 °C保存。扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳分析。 

2  结果与分析 

2.1  标准品质粒的构建和验证 

将酶切验证正确的重组质粒送生工生物工程

(上海)股份有限公司测序，将测序结果在 GenBank

网站上进行在线 BLAST 比对，比对结果如图 1 所

示。说明构建的标准品质粒是正确的。 
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2.2  实时荧光定量 PCR 标准曲线 

将标准品质粒 10倍系列稀释，用 Stratagene公

司的Mx3000P实时荧光定量 PCR仪绘制 ns1和 ns3

的标准曲线与溶解曲线。如图 2 所示，ns1 的标准

曲线为 Y=−3.186Log(X)+36.16，直线相关系数

R2=0.997，扩增效率 Eff.=106.0%；ns3 的标准曲线

为 Y=−3.186Log(X)+34.96，直线相关系数 R2=0.998，

扩增效率 Eff.=106.0%，两者的扩增范围为  

101−108 copies/μL，符合荧光定量的要求。溶解曲

线分析表明，ns1 和 ns3 扩增产物的溶解峰单一，

说明扩增特性强。 

2.3  病毒随蚕沙释放的动态 

用病毒感染家蚕 5龄幼虫，在不同时间点收集

幼虫蚕沙，通过荧光定量 PCR检测蚕沙中的病毒。

结果表明，在病毒感染 1−2 d中，病毒量维持在很

低的水平，在第 3天的蚕沙中检测到大量的病毒，

每微克蚕沙中约含 1.38×106 个 VD1，6.54×105 个

VD2，相当于每微克蚕沙中约含有 9.956×10–3 ng的

VD1，4.695×10–3 ng的 VD2；从感染后 5 d开始，

释放到环境中的病毒量呈指数型增加；第 7−8 天病

毒的释放量到达一个平台期，此时每微克蚕沙中约

有 2.12×107个 VD1，1.34×107个 VD2，相当于每微 

 

 
图 1  克隆片段测序比对结果 

Figure 1  BLAST results of sequencing clone fragment 
注：A：ns1克隆片段测序 BLAST结果；B：ns3克隆片段测序 BLAST结果. 
Note: A: BLAST results of sequencing ns1 fragment; B: BLAST results of sequencing ns3 fragment. 
 

 
图 2  实时荧光定量 PCR 标准曲线和溶解曲线 

Figure 2  The standard curve and dissociation curve of qPCR 
注：A：ns1的标准曲线；B：ns3的标准曲线；C：ns1的溶解曲线；D：ns3的溶解曲线. 
Note: A: ns1 standard curve; B: ns3 standard curve; C: ns1 dissociation curve; D: ns3 dissociation curve. 
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克蚕沙中约含有 0.152 ng 的 VD1，0.096 ng 的   

VD2 (图 3)。 

2.4  普通 PCR 检测沙粪中病毒 

以蚕沙匀浆液为模板，PCR 分析蚕沙中的病

毒。23 个循环数下的 PCR 结果如图 4、5 所示。

BmBDV-VD1-ns1 基因在病毒感染 1 d 的幼虫蚕沙

中开始被检测到，BmBDV-VD2-ns3 基因在病毒感

染第 3天的蚕沙中开始被检测到，扩增产物特异。

从感染后 5 d开始，扩增产物显著地增加。 
 

 
图 3  5龄感病家蚕不同感染天数的蚕沙中BmBDV的量 
Figure 3  The amount of BmBDV in excrement of 5th 
silkworm infected by virus at different time points  
注：纵坐标为病毒的拷贝数，横坐标为病毒感染 5龄家蚕后不

同时间点的家蚕蚕沙. 黑色柱状图表示 BmBDV-VD1的量，灰

色柱状图表示 BmBDV-VD2的量，3次重复计算标准差. 
Note: X axis shows the excrement of silkworm infected by 
BmBDV at different days. Y axis is the viral copies. Black column 
indicate the quantities of BmBDV-VD1. Gray column indicate the 
quantities of BmBDV-VD2. Standard deviations come from the 
three times repeated test. 
 

 
图 4  PCR 检测蚕沙中 BmBDV-ns1 
Figure 4  Detection of BmBDV-ns1 in the faeces of 
silkworm by PCR 
 

 
图 5  PCR 检测蚕沙中 BmBDV-ns3 
Figure 5  Detection of BmBDV-ns3 in the faeces of 
silkworm by PCR 

3  结论与讨论 

家蚕二分浓核病毒致使家蚕幼虫罹患类似昆

虫浓核症，是危害蚕业生产的主要病原之一，与家

蚕浓核病毒相比，其致病的病程较长[4]，5 龄后幼

虫感染病毒后，症状不明显。在 BmBDV感染的晚

期，大量的成熟的病毒粒子随蚕沙排泄到环境，因

此，可通过检测蚕沙中的 BmBDV来诊断家蚕是否

被病毒感染。贾鹏等就曾用实时荧光定量的手段通

过检测猪粪便中的基因 4型戊型肝炎病毒来判断猪

是否患有此病[18]。 

为了对 BmBDV 进行定量研究，我们选取了

VD1上 ns1基因和 VD2上 ns3基因上的部分片段，

克隆到 pMD18-T 载体上，并通过测序验证克隆成

功。随后得到了 ns1和 ns3基因的标准曲线，两者

在 101−108 copies/μL范围内线性关系良好，溶解曲

线单一，可以用于 BmBDV的诊断和定量研究。根

据建立的标准曲线，我们研究了 BmBDV感染家蚕

后释放到环境中的病毒量的变化动态，结果表明，

在病毒感染家蚕后第 3天有大量的病毒随蚕沙释放

到环境中，说明此时病毒完成了初始感染。从感染

后第 5天起，释放到环境中的病毒量呈指数增加，

说明此时病毒完成了第二次感染，感染后第 7−8天

病毒的释放量到达一个平台期。根据病毒的释放动

态，可以推断 BmBDV的复制周期约 2.5 d (60 h)。

病毒复制周期的准确时长还需要通过对不同感染

时间点中肠的超薄切片的电镜观察来进一步验证。

普通的 PCR分析结果反映出相同的病毒释放动态，

且 PCR扩增产物特异，进一步说明我们检测方法特

异、准确。韩序等通过 qPCR研究了 BmBDV基因

组在家蚕体内的复制情况，发现病毒基因组在感染

12 h开始复制，36 h后达到平台期[16]。先前的研究

表明，BmBDV感染家蚕 36 h后，在病毒感染的幼

虫中肠中开始检测到病毒衣壳蛋白的表达[19]。综合

我们的研究，BmBDV感染宿主后 12 h，病毒基因

组开始复制，到感染后 36 h，基因组大量复制并表

达结构蛋白，然后开始子代病毒的装配，到感染后

约 60 h，成熟的子代病毒粒子释放到肠腔，完成   
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一个完整的复制周期。对于第 1天和第 2天的蚕沙

中也检测到少量的病毒，可能是添毒时的病毒残

留。我们也用 qPCR和普通 PCR对不添毒家蚕的蚕

沙进行了研究，并未检测到病毒(图未展示)。 

我们的研究显示，蚕沙中的病毒群体中 VD1

和 VD2 的拷贝数不同。蚕豆坏死矮化病毒(Faba 

bean necrotic stunt virus，FBNSV)具有 8个独立包装

的基因组节段，研究显示，FBNSV 的不同基因组

节段在病毒复制过程中及病毒粒子群体中差异积

累，这种不同基因组节段拷贝数的差异调控在植物

多分体病毒中普遍存在，这种差异调控的机制和意

义仍未明了[20]。需要指出的是，在我们的实验中，

两个不同的标准品质粒的纯度差异会导致质粒浓

度之间的比较误差，影响 VD1和 VD2的相对比例。 

本研究以 BmBDV ns1和 ns3基因为目的基因，

建立了实时荧光定量 PCR检测方法，并以此分析了

不同感染时间点家蚕蚕沙中的病毒量。根据病毒的

释放动态，BmBDV的复制周期约 60 h。我们的研

究与前人的相比，无需繁琐的提取 DNA 的步骤，

更不需解剖家蚕幼虫，直接以蚕沙匀浆液为模板检

测病原，能对 BmBDV的感染进行快速、简便、准

确的诊断。我们的研究能为 BmBDV的流行病学研

究、疫情的早期诊断和防治以及抗病毒家蚕的筛选

提供技术支持。 
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