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　　摘要：为获得肠炎型犬细小病毒分离株，采集犬细小病毒胶体金初检阳性的３份粪便，采用同步接毒法分别接种
猫肾细胞（Ｆ８１）和犬肾细胞（ＭＤＣＫ）进行分离培养，Ｆ８１盲传至第２代出现细胞病变，ＭＤＣＫ盲传至第３代出现细胞
病变，２种细胞均仅从病料３中分离出１株病毒。采用 ＰＣＲ方法鉴定该分离株为犬细小病毒并命名为 ＣＰＶ３。根据
ＶＰ２基因核苷酸序列绘制的系统进化树及其推导氨基酸序列的分析，确定 ＣＰＶ３属于 ＣＰＶ－２ａ亚型。测定 ＣＰＶ３在
ＭＤＣＫ中７２ｈ时的组织细胞半数感染量（ＴＣＩＤ５０），第５代次（ＣＰＶ－Ｍ－５）和第１０代次（ＣＰＶ－Ｍ－１０）的ＴＣＩＤ５０数值

分别为１０－４．８３／０．１ｍＬ和１０－５．５０／０．１ｍＬ，这为后续测定重组犬干扰素活性试验提供了材料。
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　　犬细小病毒（ＣＰＶ）感染是以呕吐和腹泻并伴有胃肠道出
血等为主要病征的急性传染性疾病，加拿大、美国和澳大利亚

同年报道从患肠炎的病犬粪便中分离到 ＣＰＶ，该病很快在全
世界范围内传播。各年龄段犬均可发病，以６月龄以下幼犬
发病和死亡较多［１］。作为细小病毒中最易变异的病毒［２］，

１９８０年报道，１９７８—２０００年从最初的 ＣＰＶ－２型演变出现了
ＣＰＶ－２ａ，与ＣＰＶ－２相比潜伏期更短、肠炎症状更严重、粪便
中病毒含量低；１９８４年报道了 ＣＰＶ－２ｂ，２０００年报道了
ＣＰＶ－２ｃ，２０１０年在国内首次被鉴定，致病性更强，３种抗原
变异株。近 １０年来，世界各地出现了 ＮｅｗＣＰＶ－２ａ、Ｎｅｗ
ＣＰＶ－２ｂ和ＮｅｗＣＰＶ－２ｃ优势抗原变异株，其中 ＮｅｗＣＰＶ－
２ａ／ｂ主要在中国、韩国和日本等亚洲国家流行。ＮｅｗＣＰＶ－
２ａ／ｂ与ＣＰＶ－２ａ／ｂ区别在于 ＶＰ２蛋白上２９７位氨基酸发生
了突变，改变了与宿主细胞受体的亲和力［３－４］。ＣＰＶ－２的变

异主要是通过ＶＰ２基因定向漂移产生新抗原变异株［５］，只是

在ＶＰ２蛋白上５～８个关键氨基酸位点发生了变化，但却导
致抗原性、致病性和宿主谱发生改变［６］。ＣＰＶ－２是一种无
囊膜、单股负链的易变异 ＤＮＡ病毒，基因组约为５２００个核
苷酸，编码的结构蛋白包括 ＶＰ１和 ＶＰ２，其中 ＶＰ２是病毒结
构蛋白，含有 ＣＰＶ的主要抗原决定簇，约占病毒衣壳蛋白
９０％的比重。ＶＰ２蛋白在决定病毒的宿主范围、结合及进入
细胞过程中均起到了重要作用［７－８］。由于 ＣＰＶ－２的复制和
组装须要借助宿主细胞中的多种ＤＮＡ复制酶，因此只能在分
裂间期细胞中复制，所以采用同步接毒法来分离病毒［９］。本

试验采用同步接毒法利用 Ｆ８１和 ＭＤＣＫ细胞分离到 １株
ＣＰＶ，该病毒属于ＣＰＶ－２ａ亚型，为了满足后续测定重组犬干
扰素活性试验的需要，测定了该分离株的病毒滴度。

１　材料与方法

１．１　疑似犬细小病毒病病料的采集
江苏省泰州某宠物医院收治了３例疑患犬细小病毒病的

病犬，病犬均出现典型的腹泻症状、呕吐、消瘦、鼻镜干燥等临

床症状，采集病犬的新鲜粪便，先按照韩国安捷公司生产的

ＣＰＶ胶体金快速诊断试纸说明书进行检测，后采集检测为阳
性犬的新鲜粪便，将其置于含 ３％胎牛血清、１０％双抗的
ＲＰＭＩ－１６４０，于－８０℃下备用。
１．２　细胞、常用试剂

Ｆ８１和ＭＤＣＫ购自武汉博士德生物工程有限公司；胎牛
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血清、ＤＭＥＭ培养基、胰酶、青链双抗，购自ＧＩＢＣＯ公司；安捷
快速检测 ＣＰＶ抗体试剂盒、ＭｉｎｉＢＥＳＴＶｉｒａｌＲＮＡ／ＤＮＡ
ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．５．０、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡ聚合酶、大肠杆
菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５αＣｏｍｐｅｔｅｎｔＣｅｌｌｓ、ＭｉｇｈｔｙＴＡ－ｃｌｏｎｉｎｇ
ＲｅａｇｅｎｔＳｅｔｆｏｒＰｒｉｍｅＳＴＡＲ试剂盒、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、质粒小提
试剂盒、琼脂糖凝胶ＤＮＡ胶回收试剂盒等，均购自宝生物工
程（大连）有限公司。

１．３　犬细小病料处理
病料反复冻融３次后挤净棉签，５０００ｒ／ｍｉｎ×１０ｍｉｎ离

心后的上清经０．２２μｍ过滤至灭菌冻存管中。在 Ｆ８１细胞
消化传代的同时将代接种的病料上清按照１∶１０接种细胞培
养液比例采用同步接毒法传代，于３７℃、５％ ＣＯ２培养２４ｈ，
再换２％ ＤＭＥＭ维持液继续培养，同时设正常细胞对照。若
有８０％细胞出现细胞病变（ＣＰＥ）时，收获病毒；按照１∶３０比
例进行传代。如果没有出现ＣＰＥ则于４～５ｄ收取上清，细胞
传代至第３代仍无 ＣＰＥ，则判断为阴性。同时，利用 ＭＤＣＫ
细胞按照上述方法进行病毒分离。

１．４　ＤＮＡ的提取、ＶＰ２基因片段测序及分析
参考ＧｅｎＢａｎｋ发布的 ＣＰＶ基因，设计１对引物［ＣＰＶ－

ＶＰ２－Ｕ，５′－ＡＧＡＧＡＣＡＡＴＣＴＴＧＣＡＣＣＡＡＴ－３′；ＣＰＶ－ＶＰ２－
Ｄ１７５５，５′－ＴＡＴＡＡＴＴＴＴＣＴＡＧＧＴＧＣＴＡＧＴＴＧ－３′引物由英潍
捷基（上海）贸易有限公司合成］。

按照 ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＶｉｒａｌＲＮＡ／ＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ
Ｖｅｒ．５．０试剂使用说明书流程提取阳性病料中病毒基因组
ＤＮＡ，将 ＤＮＡ模板置于 －８０℃备用。运用高保真酶
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳＤＮＡ聚合酶扩增 ＶＰ２基因，ＰＣＲ反应条件
为：９８℃１０ｓ；６０℃１５ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循环。利用Ｍｉｇｈｔｙ
ＴＡ－ｃｌｏｎｉｎｇＲｅａｇｅｎｔＳｅｔｆｏｒＰｒｉｍｅＳＴＡＲ试剂盒连接胶回收
目的片段，转化后挑取白色菌落，将菌落 ＰＣＲ方法鉴定为阳
性的菌液送至英潍捷基（上海）贸易有限公司测序，至少送３
个阳性克隆测序。应用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ软件对 ＶＰ２基因核苷酸序
列进 行 同 源 性 分 析，应 用 ＭＥＧＡ５．０３采 用 Ｍａｘｉｍｕｍ
Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ法（最大似然法）构建系统进化树进行分析。
１．５　病毒滴度的测定

将培养的病毒液反复冻融３次后，用２％ ＤＭＥＭ维持液
做１０倍比稀释，取１０－１～１０－７稀释度接种 ＭＤＣＫ细胞。将
ＭＤＣＫ细胞消化稀释为 ２×１０５个／ｍＬ后铺布于 ９６孔细胞
板，每孔加１００μＬ细胞悬液，再将稀释好的病毒液接种于孔
中，每孔１００μＬ，每个稀释度重复１０孔。每个稀释度做２个
阴性对照孔，每孔加入１００μＬ维持液，３７℃培养７２ｈ，镜检，
观察细胞形态并记录病变孔的数目，通过组织细胞半数感染

量（ＴＣＩＤ５０）计算病毒滴度，按Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法计算结果。

２　结果与分析

２．１　ＣＰＶ细胞分离结果
按同步接毒法接种 Ｆ８１细胞，仅病料３从第２代次开始

出现细胞病变（ＣＰＥ），细胞发生变圆、拉网状、脱落、崩解等形
态变化，将分离到的病毒命名为 ＣＰＶ－Ｆ。细胞在接毒７２ｈ
出现明显的细胞病变（图 １－Ａ），对照组细胞生长正常
（图１－Ｂ）；其他２份病料传至第３代仍无ＣＰＥ，判断为阴性。

　　采用上述的同步接毒法接种 ＭＤＣＫ细胞后仅病料３从
第３代次出现 ＣＰＥ，命名为 ＣＰＶ－Ｍ。从图 ２可以看出，在
ＭＤＣＫ细胞培养７２ｈ时出现的细胞病变。

２．２　ＰＣＲ扩增及其序列分析
通过ＰＣＲ方法扩增得到的片段与预期片段大小一致，３份

病料均扩增到目的片段，１、２、３泳道依次命名为ＣＰＶ１、ＣＰＶ２、
ＣＰＶ３。从图３可以看出，３份病料中病毒含量差异明显。

　　经切胶回收ＴＡ克隆后仅 ＣＰＶ３测序成功。根据 ＶＰ２基
因核苷酸序列的测序结果绘制系统进化树，ＣＰＶ３位于２ａ分
支中，基因核苷酸序列系统发生树见图４。
　　将测序获得的 ＣＰＶＶＰ２基因及推导氨基酸序列进行分
析，该分离株的４２６位为天冬酰胺，符合 ＣＰＶ－２ａ亚型的特
征。与上述引用的 ２１株 ＶＰ２基因的同源性为 ９９．２％ ～
９９９％，氨基酸同源性亦为９９．２％ ～９９．９％。系统发生树表
明ＣＰＶ３与上海分离株 ＣＰＶ／ＣＮ／ＳＨ１／２０１３（ＫＲ００２７９２）亲缘
关系最近。

２．３　病毒滴度的测定结果
在加入病毒７２ｈ时通过记录ＭＤＣＫ病变孔的数目，运用

Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法计算 ＴＣＩＤ５０数值，其中 ＣＰＶ－Ｍ－５的
ＴＣＩＤ５０数值为１０

－４．８３／０．１ｍＬ，ＣＰＶ－Ｍ－１０的 ＴＣＩＤ５０数值为
１０－５．５０／０．１ｍＬ。
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３　讨论与结论

本试验从疑似感染犬细小病毒病的粪便中分离到１株病
毒，经２种细胞培养和分子生物学的鉴定获得 ＣＰＶ３，该病毒
属于ＣＰＶ－２ａ亚型，测定了２个代次的病毒滴度，为后续测
定重组犬干扰素活性提供了基础材料。

ＣＰＶ由于自身所带基因限制，其复制增殖病毒前期所
需的酶均要宿主细胞提供，要求宿主细胞必须处于对数生

长期，故细小病毒培养分离多采用同步接毒方法［１０］。相关

文献报道，分离ＣＰＶ常用细胞有Ｆ８１和 ＭＤＣＫ，由于 Ｆ８１细
胞出现ＣＰＥ更加明显，所以成为分离 ＣＰＶ最常用的培养细
胞。本试验中ＣＰＶ感染的 Ｆ８１和 ＭＤＣＫ细胞均出现 ＣＰＥ，
虽然 Ｆ８１出现 ＣＰＥ时间更早、症状更明显，但是 ＭＤＣＫ中
ＣＰＥ症状也是很容易观察到，这些细胞病变情况与相关报道
较一致。

本试验中应用胶体金试纸条和 ＰＣＲ检测技术结果相一
致，３份病料均检测到含有 ＣＰＶ，但在细胞分离病毒的过程
中，只有病料３分离到ＣＰＶ。结果表明，胶体金试纸条和ＰＣＲ
检测灵敏度远高于病毒分离，而分离到病毒的难度要高于检

测到病毒。本研究中扩增的 ＶＰ２基因全长为１７５５个核苷
酸，共编码５８４个氨基酸。该病毒与 ＣＰＶ－２的 ＶＰ２基因推
导的氨基酸相比，共有 Ｍｅｔ８７Ｌｅｕ、Ｉｌｅ１０１Ｔｈｒ、Ａｌａ３００Ｇｌｙ、
Ａｓｐ３０５Ｔｙｒ、Ｖａｌ５５５Ｉｌｅ５个氨基酸序列发生了突变，据此判定
ＣＰＶ３属于ＣＰＶ－２ａ亚型。分析ＶＰ２基因序列发现，ＣＰＶ３位
于遗传进化树的２ａ分支中，且与国内分离株的亲缘关系普遍
较近，该遗传进化树一定程度上表明国内分离的ＣＰＶ没有明
显的地域差异。

为了后续试验的需要，对分离 ＣＰＶ－Ｍ进行传代增殖并
测定ＴＣＩＤ５０数值，ＣＰＶ－Ｍ－５的 ＴＣＩＤ５０数值略低于 ＣＰＶ－
Ｍ－１０的ＴＣＩＤ５０数值，表明毒株的毒力在传代中逐渐增强。
传代导致毒力增强的原因还有待于进一步研究阐明。
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