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　　摘要：将猪细小病毒接种于ＳＴ细胞，于不同时间点收获病毒测定其病毒滴度与病毒拷贝数，以此分析该病毒在
ＳＴ细胞上的增殖规律。细胞于感染后４８ｈ开始出现细胞病变，８４ｈ细胞出现脱落和崩解。ＴＣＩＤ５０结果显示，病毒感

染后１８ｈ即能检出病毒滴度，随后逐渐升高至７２ｈ达到峰值（１０７．２／ｍＬ），其后逐渐下降。通过ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时定
量ＰＣＲ方法测定不同时间病毒体外感染细胞后的复制动态水平，病毒含量的增长于１０８ｈ达到峰值随后逐渐下降。
通过对ＰＰＶ在ＳＴ细胞中的体外复制动态分析结果表明感染后９６～１０８ｈ为最佳收毒时间，这为利用细胞增殖病毒生
产疫苗提供重要参考。
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　　猪细小病毒（ｐｏｒｃｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＰＰＶ）是引起母猪繁殖障
碍的主要病原之一。属于细小病毒科细小病毒属，可引起母

猪的繁殖障碍性疾病等。ＰＰＶ最早出现于欧洲，Ｃａｒｔｗｒｉｇｈｔ等
在１９６７年对猪的不孕、流产、死胎等进行病原学研究时，从病
料中分离出了猪细小病毒，从而首次证明了它的致病作

用［１］。目前猪细小病毒在世界上很多国家和地区流行，我国

在１９８３年由潘雪珠等首次分离到 ＰＰＶ［２］。猪细小病毒病常
见于初产母猪，该病分布广泛，３０％ ～５０％的 ＰＰＶ抗体阳性
猪是带毒者［３］。猪细小病毒病在我国的流行呈上升趋势，已

有许多地区分离出了猪细小病毒，血清学调查阳性率高达

８０％，给养猪业造成了巨大的经济损失［４］。

疫苗免疫仍是目前控制猪细小病毒病流行的最有效方

法，国内市场ＰＰＶ疫苗目前仍以灭活疫苗为主［５－７］。常用来

培养猪细小病毒的细胞主要是ＰＫ－１５和ＳＴ细胞，在目前国
内疫苗生产中，多使用 ＳＴ细胞来增殖病毒［８－１０］。了解并掌

握该病毒在ＳＴ细胞上体外增殖的方法和规律从而把握最佳
收获时机获得高滴度ＴＣＩＤ５０在生产应用过程中尤为重要。本
试验利用实时ＰＣＲ方法在不同时间点准确测定病毒复制的
拷贝数，从而了解病毒的体外复制动态，目的是通过对 ＰＰＶ
在ＳＴ细胞上增殖的动态分析为猪细小病毒疫苗的生产提供
科学依据。

１　材料与方法

１．１　毒株和细胞

ＳＴ细胞系（购买自ＡＴＣＣ）及 ＰＰＶ－ＮＪ株均由江苏省农
业科学院保存。

１．２　主要试剂及仪器
本试验所用 ＤＭＥＭ培养液、新生牛血清为美国 Ｇｉｂｃｏ公

司产品，Ｔａｑ酶为 ＴａＫａＲａ公司产品，ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ
（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）购自宝生物工程（大连）有限公司，Ｌｉｇｈｔ
ｃｙｃｌｅ４８０Ⅱ荧光定量ＰＣＲ仪为Ｒｏｃｈｅ公司产品。
１．３　试验设计

用ＤＭＥＭ培养液加１０％新生牛血清作为ＳＴ细胞的培养
液（ｐＨ值为７．２），置３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养；０．１％胰
酶消化细胞，传代７ｈ后，按１％比例接种ＰＰＶ病毒并同时换
含有２％小牛血清的ＤＭＥＭ培养液。分别于感染１８、２４、３０、
３６、４２、４８、６０、７２、８４、９６、１０８、１２０、１２０ｈ取样，分别测定不同
时间点收获液的 ＴＣＩＤ５０并用建立的 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ检测相
应的病毒核酸拷贝数，根据检测结果绘制 ＰＰＶ在 ＳＴ细胞上
的增殖动态曲线。

１．４　病毒毒价测定
将ＳＴ细胞稀释成１０５～１０６个／ｍＬ之后铺于９６孔培养

板中，０．１ｍＬ／孔；将不同时间段的病毒液进行连续１０倍稀
释，每个稀释度分别接种于１０孔，０．１ｍＬ／孔，并用ＤＭＥＭ培
养液做细胞对照，置３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，每天观察
细胞病变并记录，按Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法计算ＴＣＩＤ５０。
１．５　ＰＰＶ在ＳＴ细胞中病毒核酸拷贝数的检测
１．５．１　阳性标准质粒的构建
１．５．１．１　引物的设计与合成　参照 ＧｅｎＢａｎｋ上登录的基因
序列，设计扩增 ＰＰＶ－ＮＳ１的引物，Ｐ１：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧ
ＧＣＡＧＣＧＧＧＡＡＡＣＡＣＴＴＡＣＴ；Ｐ２：ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＴＴＣＡＡＧ
ＧＴＴＴＧＴＴＧＴＧＧＧＴＣＧ。
１．５．１．２　阳性重组质粒的构建及拷贝数浓度的计算　按照
常规方法构建 ＰＰＶＮＳ１基因的荧光定量阳性标准质粒。使
用核酸紫外分光光度计测定阳性重组质粒核酸浓度，计算出

１μＬ所含的 ＤＮＡ拷贝数。选取阳性质粒作为构建 Ｒｅａｌ－
ｔｉｍｅＰＣＲ方法的模板质粒。
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１．５．２　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ标准曲线的建立
１．５．２．１　引物设计　应用软件 ＤＮＡｓｔａｒ分析 ＰＰＶ全基因组
序列，设计 ２对特异性荧光引物。Ｆ１：ＣＡＡＣＴＡＣＧＣＡＧ
ＣＡＡＣＴＣＣＡＡＴＣＡ；Ｆ２：ＡＴＣＡＡＡＧＣＡＧＧＣＴＣＴＴＡＴＧＴＣＧ。
１．５．２．２　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ反应条件　根据宝生物 ＰｒｅｍｉｘＥｘ
Ｔａｑ试剂盒说明书，用所构建的阳性重组质粒对 ＰＣＲ反应的
退火温度、引物浓度等进行初步优化；确定反应体系；根据重

组质粒拷贝数浓度进行１０倍倍比稀释，选取合适浓度范围
（１０１～１０８拷贝／μＬ），每个浓度梯度设立３个重复样本进行
Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ反应来建立标准曲线。反应体系 ２０μＬ：
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎΙＰｒｅＭｉｘ聚合酶１０μＬ，上下游引物各０．４μＬ，模
板２μＬ，补水至２０μＬ。反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃
变性５ｓ，６０℃退火２０ｓ，７２℃延伸８ｓ，扩增４０个循环。反应
结束后，分析熔解曲线，根据各浓度组对应的重复样本循环阈

值ＣＴ值，绘制标准曲线，并计算扩增效率。
１．５．３　ＰＰＶ样品检测　收取感染后不同时间样品（每个样
品３个重复孔），反复冻融３次后提取病毒 ＤＮＡ待检，ＤＮＡ
提取方法按照试剂盒说明书提取。以提取的病毒 ＤＮＡ为模
板进行Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ，以建立的 ＰＰＶ标准曲线计算病毒核
酸拷贝数。

２　结果与分析

２．１　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ标准曲线的建立
按照正常条件，将重组质粒进行１０倍比稀释，选取合适

浓度范围（１０１～１０８拷贝／μＬ），进行 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ，每个浓
度做 ３个重复样品，通过 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ｓｏｆｔｗａｒｅｒｅｌｅａｓｅ
１．５．０ＳＰ３软件进行数据分析，建立标准曲线。ＰＰＶ标准曲
线的截距为３８．１８，斜率为－３．２９７，扩增效率为９８％，呈现良
好的线性关系从而得到拷贝数 ｘ与循环阈值 ＣＴ之间的线性
关系曲线表达式：ＣＴ＝－３．２９７ｘ＋３８．１８。结果显示标准曲线
ｒ２为０．９９９，重复性好，可用于计算待测样品的拷贝数。
２．２　ＴＣＩＤ５０测定

接毒５ｄ观察，待细胞出现明显的 ＣＰＥ后，统计并按
Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法计算ＴＣＩＤ５０。结果显示，细胞于感染后４８ｈ
开始出现细胞病变，８４ｈ细胞出现脱落和崩解。在１８～７２ｈ，
病毒增殖呈指数型增长，滴度逐渐升高，在７２ｈ时病毒滴度
达到最高值。感染８４ｈ后，细胞开始逐渐融合、裂解和死亡，
病毒的ＴＣＩＤ５０开始下降直到１３２ｈ（图１）。

２．３　ＰＰＶ在ＳＴ细胞上病毒拷贝数动态变化
本试验利用Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ方法检测ＰＰＶ感染ＳＴ细胞

后在１８、２４、３０、３６、４２、４８、６０、７２、８４、９６、１０８、１２０、１３２ｈ病毒

核酸拷贝数的变化。根据ＰＰＶＮＳ１基因的标准曲线换算出模
板的病毒拷贝数。图２的检测结果显示，ＰＰＶ－ＮＪ株感染 ＳＴ
细胞后２４ｈ之后内开始增长，３６ｈ开始迅速增殖，核酸拷贝数
呈指数显著增长到９６ｈ时病毒达到最高峰。随后病毒 ＤＮＡ
核酸拷贝数增长变缓，接毒１０８ｈ后病毒ＤＮＡ核酸拷贝数下
降，此时细胞病变达１００％以上，大量细胞裂解死亡。

３　讨论

ＰＰＶ疫苗质量的优劣与其抗原含量有密切关系。病毒收
获时间则是影响抗原含量至关重要的因素，如不能掌握病毒

在细胞上的增殖规律，将难以准确把握收获时间从而生产出

优质的疫苗。因此，了解ＰＰＶ的体外复制动态规律对于确定
最佳接种方法、感染复数及接毒和收毒时间从而对制备疫苗

提供高效价的病毒液具有重要意义。顾帅等在 ＰＫ－１５上研
究表明，接毒后１０８ｈ培养液中病毒含量达到峰值，随即病毒
含量开始快速下降。细胞内病毒粒子在接毒后２４ｈ内为对
数增长期，然后为缓慢增长期，至接种后７２ｈ达到复制峰值，
并维持至１０８ｈ［１１］。魏占勇等报道ＰＰＶ感染 ＰＫ－１５细胞后
１２ｈ病毒开始快速增殖，２４ｈ病毒开始快速释放，６０ｈ细胞
中病毒含量达到最高，７２ｈ培养上清中病毒含量达到最
高［１２］。马慧慧等在 ＩＢＲＳ－２细胞上研究表明，ＰＰＶ接种到
ＩＢＲＳ－２细胞后，１２ｈ病毒量开始升高，大约在７２ｈ病毒量
达到最高值，之后明显下降，因此生产上应在７２ｈ左右及时
收毒［１３］。

本研究通过测定ＴＣＩＤ５０绘制ＰＰＶ在ＳＴ细胞上增殖的生
长曲线可以看出，ＰＰＶ病毒在感染１８ｈ时，病毒滴度就开始
增加，７２ｈ时病毒滴度达最高，随着细胞开始出现聚集、融合
等细胞病变，滴度开始下降，在８４ｈ时后病毒滴度下降明显。
利用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时 ＰＣＲ方法检测病毒 ＤＮＡ的拷贝数发
现接毒后２４ｈ拷贝数开始缓慢上升，接毒后３６ｈ开始快速复
制核酸拷贝数呈指数显著增长，接毒后９６～１０８ｈ仍然维持
较高的拷贝数。然而，ＴＣＩＤ５０检测结果表明７２ｈ时的病毒滴
度才是所有检测时间点的最高值，显然通过观察 ＣＰＥ测定
ＴＣＩＤ５０的含量来确定收获时间并不能准确反映出灭活疫苗当
中抗原的有效含量。因此，猪细小病毒在 ＳＴ细胞上增殖后
９６～１０８ｈ应为最佳收毒时间。
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后备母猪入群前的抗体筛查在某规模化猪场的应用

赵永前，孙华伟，何孔旺，茅爱华，蒋晨慧，张敬峰
（江苏省农业科学院兽医研究所／农业部兽用生物制品工程技术重点实验室／国家兽用生物制品工程技术研究中心，江苏南京 ２１００１４）

　　摘要：为了探索后备猪入群前进行猪瘟和猪伪狂犬病毒 ｇｐＩ（野毒）抗体的筛查在猪场实际生产中对初产母猪生
产成绩的影响，２０１４年５月对安徽省和县某规模化猪场的３６头后备母猪随机等分为２组，试验组在入群前进行上述
２种抗体的检测，对猪瘟抗体不合格、猪伪狂犬ｇｐＩ抗体阳性的后备猪不予入群，试验组不进行检测直接入群。待此批
后备母猪妊娠结束，试验组和对照组的窝平活健仔数分别为 １０．４２、９．７８头；２８日龄平均断奶质量分别为 ６．９４、
６．４９ｋｇ，差异显著；断奶育成率分别为９８．６３％、９６．０２％，差异不显著。在后备母猪入群前进行猪瘟和猪伪狂犬ｇｐＩ的
抗体筛查能显著提高初产母猪的窝平活健仔数、平均断奶质量。
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　　猪瘟（ＣＳＦ）是由猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）引起的一种高度接触
性传染病［１］。由于我国一直重视猪瘟的防治，自１９５６年制定
以免疫猪瘟兔化弱毒疫苗为主的猪瘟消灭计划以来，大规模

的猪瘟暴发已经停止［２］。近年来，随着养猪规模的不断扩

大，饲养管理水平参差不齐，猪瘟在各地的发病率呈上升趋

势。保持猪群处于较高的群体免疫水平，是规模化猪场有效

防控猪瘟的重要手段。猪伪狂犬病（ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ）是由伪狂
犬病病毒引起的一种急性传染病。伪狂犬病病毒感染猪可以

引起种猪的繁殖障碍，产弱仔，新生仔猪表现为共济失调、抽

搐，甚至突然死亡等［３］。通过抗体筛查，保证入群后备猪的

猪伪狂犬野毒ｇｐＩ抗体阴性是种猪群伪狂犬病净化的有效方
法。目前很多猪场在后备猪选育上普遍存在误区，即仅仅注

重后备猪的体质量、背膘厚，却忽视了入群前主要疫病抗体水

平的筛查。后备猪入群前的抗体筛查可为规模化猪场疫病防

控和种猪群净化提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
猪瘟病毒抗体检测试剂盒（ＣＳＦＶＡｂ）、猪伪狂犬病毒ｇｐＩ

抗体检测试剂盒（ＰＲＶｇｐＩＡｂ）购自美国 ＩＤＥＸＸ公司，宝特
ＥｘＬ８００型酶标仪（美国宝特公司），Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４Ｒ型冷冻
离心机，各种规格移液器（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），恒温箱水浴
锅等。

１．２　血清来源与检测时间
将安徽省和县某规模化猪场的３６头后备母猪随机等分

为２组，试验组在入群前应用猪瘟病毒抗体检测试剂盒、猪伪
狂犬病毒ｇｐＩ抗体检测试剂盒进行上述２种抗体检测，对猪
瘟抗体不合格、猪伪狂犬野毒抗体阳性的后备猪不予入群，试

验组不进行检测直接入群。该猪场后备母猪猪瘟的免疫程序

为：配种前３周、配种前７周分别免疫１次某生物制品厂的猪
瘟ＳＴ传代细胞苗，按２头份／头进行肌注免疫。猪伪狂犬病
免疫程序为：配种前４周、配种前８周分别免疫１次某进口猪
伪狂犬ｇＥ基因缺失苗，按１头份／头进行肌注免疫。于２０１４
年５月在江苏省农业科学院兽医研究所动物疫病诊断检测中
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