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!摘!要"!通过将猪细小病毒 +Q/#2 株同步接种于 1[细胞!测定不同时间收获的病毒液的

[+I4

2#

和M0!研究了 +Q/#2 株病毒在 1[细胞上的增殖规律" 病毒接种后镜检观察接毒细胞!在

接种病毒后 "& S!即可在细胞较少的区域看到非常轻微的病变" 测定病毒[+I4

2#

!检测到接毒后培

养 $' S病毒已经明显增殖#当培养到 &# S左右!其[+I4

2#

即接近高峰!达到 $#

/',"

)#,$ <̂ 以上!并

进入平台期#继续培养![+I4

2#

最高可达到 $#

/-,2

)#,$ <̂ !且直到 $"" S 也不见明显降低" 病毒 M0

价也出现同样的平台期!但比[+I4

2#

的平台期出现得晚!到 2# S才进入平台期" 结果表明!用 1[细

胞培养+Q/#2 株病毒!接种病毒培养 2. (:. S 后!如病变达到 -#9以上!且细胞脱落已形成 "#9

以上空斑!此时收获病毒可获得高效价的病毒液" 该研究可为制备高效价的 33f病毒抗原提供数

据资料"
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!!猪细小病毒"3BZD>7OV=Z\B\>ZKE! 33f#引起的

猪细小病毒病是母猪繁殖障碍病之一!在我国的流

行已经非常普遍& 33f的体外培养!所用细胞主要

有3R$2 细胞和 1[细胞& 因 33f的增殖条件比较
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特别!需要正处于有丝分裂过程中的细胞的辅助!

因此要获得病毒含量高的细胞培养物和使细胞出

现比较明显的病变!需要在多数细胞处于旺盛的有

丝分裂期或在此之前接种病毒'$(

& 本实验主要是

通过将33f同步接种于 1[细胞!然后在不同培养

时间点分批收获细胞培养物的上清液!测定病毒

M0和[+I4

2#

!以了解 33f培养物的病毒含量!从

而了解病毒在 1[细胞内同步接种培养的增殖规

律!为科研和疫苗生产中制备高毒价的33f病毒抗

原提供数据资料&

;<材<料

$,$!细胞和毒株!1[细胞!购自中国兽医药品监

察所%33f"+Q/#2 株#种毒![+I4

2#

$#

/',-

)#,$ <̂ !

由广东大华农动物保健品股份有限公司保存&

$,"!主要试剂!胰蛋白酶)4P;P培养基均为

Q>XDB公司产品%胎牛血清!分别为 Q>XDB公司和

MYD?B7O公司产品&

$,%!1[细胞培养液!含 $#9胎牛血清和 $9庆大

霉素"$# <8)<̂ #的4P;P营养液!用5=gM调 VM

为 '," (',.&

=<方<法

",$!细胞的培养及病毒接种!按常规细胞培养方

法培养细胞'"(

& 取传代后生长 &- (2& S 的细胞!

按 $ p% 的比例连续传代培养& 病毒接种时!在分散

后的细胞悬液中按万分之一的剂量加入33f病毒!

混匀后接种 "& 孔板!$ <̂ )孔& 置 %' a 含 29

+g

"

的培养箱中培养& 分别用 Q>XDB公司和

MYD?B7O公司的胎牛血清进行病毒培养!以同时比较

两种血清培养对 1[细胞增殖 33f"+Q/#2 株#的

影响& 第一次试验的接毒细胞为种细胞生长 2& S

传代的!第二次试验的接毒细胞为种细胞生长 &- S

传代的&

","!病毒收获!第一次试验在是在病毒接种后

$')"#)"%)".)":)%")&$)&&)&')2#)2%)2.).2).-)

'$)'&)'')-# S 分别收获 % 孔接毒细胞的上清液&

第二次试验是在病毒接种后 "%)".)":)%")%2)%-)

&')2#)2%)2.)2:).")'$)'&)'')-#):2):-)$#$)$#&)

$$:)$"" S 分别收获 % 孔接毒细胞的上清液!各时

间点收集的病毒液混合后分装! /"# a保存备检&

",%!M0效价测定!在:.孔微量板中每孔加入 "2

"

^

#,$ <B?)̂的3H1!再将 "2

"

^待检样品加入到第

一孔!然后作 " 倍倍比稀释到第 $$ 孔!第 $$ 孔混

匀后弃掉 "2

"

!̂第 $" 孔作空白对照& 最后每孔加

入 "2

"

#̂,29的豚鼠红细胞!室温放置 $ S后判定

结果!以完全凝集的最高稀释孔为该样品的凝

集价&

",&!病毒[+I4

2#

测定!将待检的病毒液用含 $#9

胎牛血清和 $9庆大霉素的4P;P作 $# 倍系列稀

释!取 $#

/.

($#

/:

& 个稀释度接种已长成良好的

1[细胞单层的 :. 孔细胞板!每个稀释度分别接种

- 孔!#,$ <̂ )孔!同时设立健康细胞对照!置 %' a

含 29 +g

"

的培养箱中培养!接种后第 % 天初判!

第 . 天至第 ' 天终判& 按 *OOA /PKO7DS 法计算

[+I4

2#

&

",2!数据处理!将两次试验的样品测定结果分别

做出折线图& 同时!将两次所得的 [+I4

2#

数据合

并!同一时间点有多个数据的取其平均值!整理成

接毒后培养 $')"#)"%)".)":)%")%2)%-)&$)&&)&')

2#)2%)2.)2:).").2).-)'$)'&)'')-#):2):-)$#$)

$#&)$$: 和 $"" S 等系列时间点对应的[+I4

2#

数据

并制作折线图&

><结果与分析

在接毒后 "& S可在细胞较稀的区域看到非常

轻微的病变!从病毒 [+I4

2#

测定结果也可以看出!

接毒后 $' S!病毒已经明显增殖"见图 $#& %" S 可

在细胞较稀的区域看到比较明显的病变!&# S 可看

到的明显病变达 %#9 (2#9!&- S 病变达 '#9以

上!并可以看到较稀的区域出现空斑"占细胞单层

的 29左右#!整个细胞单层细胞变单薄& 到 2% S!

病变可达 -#9以上!脱落出现的空斑在 $#9左右&

第一次试验的结果"图 $#表明$病毒培养到 &$ S!

病毒的[+I4

2#

就达到 $#

/',"

)#,$ <̂ 以上!最高可

达到 $#

/-,%

)#,$ <̂ 以上& 经统计分析!在 &$ (

-# S内收毒!不管是用 Q>XDB血清还是用 MYD?B7O

血清培养的!其变异系数都在 29以内&

图 ;<第一次试验两种培养基对病毒

A8Q6

JK

和?0效价的影响

*2$*
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!!第二次试验的结果"图 "#表明$病毒培养到

". S!病毒的[+I4

2#

就达到 $#

/',"

)#,$ <̂ 以上!最

高可达到 $#

/-,2

)#,$ <̂ & 经统计分析!在 %- ($""

S内收毒!不管是用Q>XDB血清还是用MYD?B7O血清

培养!其变异系数都在 29以内&

图 =<第二次试验两种培养基对病毒A8Q6

JK

和

?0效价的影响

!!单独分析每次试验结果!病毒滴度均有较明显

的上升阶段和平台期& 病毒滴度在进入平台期后!

在 $"" S之内!并没有明显的下降趋势& 从两次试

验结果的综合分析看!病毒滴度也有明显的上升期

和平台期!在 $"" S内也没有下降的趋势"见图 %#&

图 ><两次试验数据合并处理后的A8Q6

JK

曲线图

!!M0效价测定结果则表明!在病毒接种后 "% S

内!M0效价为 #%第一次试验结果表明!病毒接种

后 2. S!M0效价才到 :?B8" 以上%第二次试验结果

则表明!病毒接种后 &' S!M0效价才到 :?B8" 以上!

培养到 -# S以后!M0效价均达 $$?B8"&

从两次试验结果的数据还可以看到!同一时间

点收获的病毒液!第二次试验的病毒滴度和 M0要

比第一次试验的高!高峰值也要高"图 $ 和图 "#&

病变过程观察看!第一次试验病变进程"开始出现

细胞脱落!形成空斑的时间#要比第二次慢!主要原

因可能是!第一次试验的细胞是种细胞生长 2& S

再传代的!而第二次试验的细胞是种细胞是生长

&- S传代的!所以第二次试验接种的细胞的密度比

第一次要小!细胞接种量少& 这也提示我们!病毒

接种时接毒细胞的密度可能对病毒的滴度有影响&

I<讨论与结论

33f可以用多种细胞培养!且能形成不同的细

胞病变特性'% /&(

& 倪娇等报道称生产中培养 33f

多用3R$2 细胞'2(

!但本项目组在用本实验室保存

的3R$2 细胞培养 33f+Q/#2 株时!却观察不到

细胞病变!以致于难于判断病毒是否在细胞中得到

增殖& 而用 1[细胞培养却病变明显!因此本项目

选择用 1[细胞培养33f+Q/#2 株&

根据感染后细胞的病变程度!可以作为病毒收

获的依据& 但如果不了解该毒株的病变特性和规

律!或因设备限制等的原因!病变难以观察!就会错

过收毒最佳时机!甚至会丢失病毒& 魏战勇等'.(研

究33f南京毒株 $" 5c/$# 时!就发现 33f5c/$

病毒用3R$2 细胞在 %'a培养!病毒半衰期为 ' S&

因此!在抗原制备中!通过分析病毒的增殖规律并

结合病变程度进行收毒!比仅凭病变程度一个指标

进行收毒!更具有可操作性和有效性&

本文对 33f"+Q/#2 株#病毒按照 #,#$9的

剂量同步接种 1[细胞!测定不同时间所收获病毒

的[+I4

2#

和 M0效价& 因试验设计各次收毒时间

间隔较短!而第一次收毒至最后一次收毒之间跨越

的时间又较长!单次试验很难满足在晚上 "%$## 至

第二天上午 -$## 之间的时间点收毒!为避免通宵

加班!又保持收毒时间的连续性!试验分两次进行!

在两个不同的时间接毒!以错开收毒时间!保证在

接毒后 $' (-# S内每 % S均有一次收毒&

试验结果表明!在接毒后 &# S 至 -# S 收获病

毒!得到的病毒感染活性都很好!甚至延迟到 $"" S

收毒!病毒滴度也不见明显降低& [+I4

2#

测定结果

显示!病毒接种后 &$ S ($"" S![+I4

2#

均达到

$#

/',"

)#,$ <̂ 以上& 但是M0效价测定结果显示!

至少要培养 &' S 以上!甚至到 2. S 收获病毒!M0

效价才达到 :?B8" 以上的较高水平& 收获时间太

早!虽然 [+I4

2#

达到较高的水平!但 M0效价却还

没有达到较高水平&

33f"+Q/#2 株#用 1[细胞培养!病毒 [+I4

2#

值平台期的出现要早于病毒 M0效价平台期的出

现&到一定时间![+I4

2#

值再没有明显的上升!但

#下转第 "" 页$
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产生及药物的残留!而且能全面提高机体的免疫力

及疾病的治疗效果& 因此!该免疫增强剂克服了抗

生素及其他制剂的不足!具有广阔的应用前景&
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学!"##-,

'$&( 杨 华,猪白细胞干扰素治疗小鹅瘟效果观察'c(,中国兽医

杂志!"###!".""#$2&,
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M0效价仍然在上升& 分析原因!可能是 [+I4

2#

的

测定时病毒是 $# 的倍数系列稀释!而 M0效价的

测定是病毒的 " 倍系列稀释!也抑或是病毒装配完

全成熟的病毒粒子与装配具有感染力的病毒粒子

的过程所需时间不一致!也就是说!可能病毒具有

感染力时!其装配不一定是完整的!至少凝聚素可

能还没有完全装配+齐全,或空间构象还没有展开&

因此!为得到高质量的33f"+Q/#2 株#病毒抗原!

单凭 [+I4

2#

测定或 M0效价测定一个指标来评判

可能存在不足!需综合考虑&

在用 1[细胞同步接种 33f"+Q/#2 株#病毒

时!病毒接种后 2. (:. S之间收毒!比较稳妥可行&

在 2. (:. S之间!如果病变达到 -#9以上!且细胞

脱落已形成 "#9以上空斑!即可收获&
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