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利用荧光定量 +,-检测猪细小病毒

在 ./-0 1" 细胞增殖动态研究
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!摘!要"!为了解猪细小病毒"++7#在./-0 1" 细胞中的增殖规律!建立了基于89:;9<实时荧光

定量+,-技术的 ++7检测方法!并应用该方法研究 ++7在 ./-0 1" 细胞中的增殖动态$ 结果显

示!该方法特异性较好且灵敏度高!可检测低至 $4& =$#

# 拷贝*

!

>的病毒量$ 检测显示 ++7接种

./-0 1" 细胞后 $" ?开始大量增殖!5# ('" ?增殖最为迅速!到 '" ? 病毒含量达到最高峰!之后逐

渐下降$ 结果表明!所建立的荧光定量 +,-方法可用于 ++7的快速定量检测!对病毒增殖规律的

研究为该病毒疫苗的生产提供了科学依据$

!关键词"! 猪细小病毒%./-0 1" 细胞%荧光定量+,-%增殖动态
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UBAQ+,-UQE?<FCFKX[9YQYU9NCBY?QW48?QTQYHCUYY?F[QW U?9UU?BYAQU?FW [9YYSQEBVBE9<W YQ<YBUBZQVFTU?Q

WQUQEUBF< FV++74@RSQTBAQ<UFVYQ<YBUBZBUXB<WBE9UQW U?9UU?BYAQU?FW EFHCW WQUQEU$4& =$#

#

EFSBQY*

!

>ZBT9CCF9W

9UCQ9YU42VUQTB<FEHC9UBF< FV++7! U?Q./-0 1" EQCCYY?F[QW FNZBFHY,+@47BTHYNQK9< UFSTFCBVQT9UQ[?Q< U?Q

EQCCYB<VQEUQW [BU? ++79VUQT$" ?FHTY! 9<W STFCBVQT9UQW T9SBWCXWHTB<K5# UF'" ?FHTY! ZBT9CCF9W 9E?BQZQW U?Q

?BK?QYUZ9CHQB< '" ?FHTY9<W U?Q< WQETQ9YQW KT9WH9CCX48?BYYUHWXTQYHCUYB<WBE9UQW U?9UU?Q89:;9< TQ9C1UBAQ

+,-UQE?<FCFKXEFHCW NQHYQW B< U?QT9SBW :H9<UBU9UBZQWQUQEUBF< FV++748?QSTFCBVQT9UBF< WX<9ABEY9CYFEFHCW

STFZBWQ9YEBQ<UBVBEN9YBYVFTU?QZ9EEB<QSTFWHEUBF< FV++74

>)% ?&+$3$ SFTEB<QS9TZFZBTHY& ./-0 1" EQCCY& VCHFTQYEQ<U:H9<UBU9UBZQTQ9C1UBAQ+,-& STFCBVQT9UBF< WX<9ABEY

!! 猪细小病毒"+FTEB<Q+9TZFZBTHY!++7#属于细

小病毒科细小病毒属!主要引起以初产母猪发生流

产'产死胎'畸形胎'木乃伊胎'不孕而母猪本身无

症状为特征的母猪繁殖障碍性传染病% 同时 ++7

还可引起皮炎'腹泻'仔猪非化脓性心肌炎及消瘦

型综合征($ 1%)

% ;9XT和 ;9?<QC于 $655 年首次发

现++7!随后 ,9TU[TBK?U从猪的流产胎儿中分离到

++7!并证实了其病原作用% 目前我国已有许多地

区分离出了 ++7!血清学调查阳性率高达 3#\以

上(& 1))

!为保障我国养猪业的健康发展!加强对本

*$*
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病的检测和防控具有重要的实际意义%

疫苗接种是控制 ++7感染行之有效的方法%

在疫苗生产过程中!多使用传代细胞来增殖病毒!

因而病毒的收获时间是疫苗生产中至关重要的因

素之一% 已有的文献报道中多采用免疫荧光'荧光

抗体技术或观察病变的方法研究 ++7在 +]1$)

或 08细胞上的增殖规律(5 13)

!这些方法灵敏度和

特异性偏低且操作时间长% 本研究利用所建立的

++7实时荧光定量 +,-检测技术!研究 ++7在

./-0 1" 细胞内的增殖规律!以期为++7疫苗的生

产提供依据%

@A材料和方法

$4$!材料!++7,+166 株"$#

'4")

8,.̂

)#

*A>#'猪

圆环病毒
"

型"+,71$#'猪圆环病毒
#

型"+,71

"#'猪伪狂犬病毒"+-7#'犬细小病毒",+7#和

./-0 1" 细胞!均由武汉中博生物股份有限公司鉴

定和保存&大肠杆菌 8T9<Y)

$

感受态株细胞!北京

全式金生物技术有限公司提供&89: L̂2聚合酶'

L̂2片段回收纯化试剂盒'质粒小量快速提取试剂

盒'病毒核酸提取试剂盒'S;̂ $3 18载体和+TQABR

@R89:试剂盒"探针法#!均来自宝生物"大连#有

限公司& ;̂@;培养基!美国 GXECF<Q公司&胎牛血

清!美国_./,̀ 公司&胰蛋白酶!美国 .̂a,̀ 公司&

0UQS <̀Q+CHY荧光+,-仪!美国2/.公司%

$4"!方法!

$4"4$!引物及探针设计!从_Q</9<b 中下载多条

具有代表性的猪细小病毒基因全序列!利用 L̂20U9T

生物软件分析选出基因高度保守的核苷酸区域!然

后应用+TBAQT@RSTQYY及 L̂20U9T软件设计筛选出

最佳引物和探针组合!确定为本方法中所使用的引

物和探针% 引物探针由上海生工生物工程有限公

司合成%

$4"4"!定量标准品的制备!取 ++7细胞毒 "##

!

>!按89]9-9公司生产的病毒核酸小量提取试剂

盒说明书提取病毒 L̂2!用所设计的特异性引物对

提取的细胞毒 L̂2进行+,-扩增!+,-体系为 $#

=+,-/HVVQT)

!

>!WL8+Y&

!

>!上'下游引物终浓

度均为 #4)

!

AFC*>!89:酶 $

!

>!模板 $#

!

>!补加

无菌无核酸酶水至 )#

!

>% 反应条件为$6& c %

AB<&6& c %# Y!)) c %# Y!'" c &) Y"%) 个循环#&

'" c ) AB<% +,-产物经胶回收试剂盒纯化!连接

至 S;̂ $3 18载体上!转化8T9<Y)

$

感受态细胞!%' c

培养 $" ($5 ?% 随机挑取若干单菌落接种于 ) A>

>/*2AS

T培养液中!%' c振摇过夜!提取质粒% 按

上述+,-体系和条件进行鉴定!将初步鉴定为阳

性的重组质粒送生物公司测序% 测序鉴定正确后

作为荧光定量 +,-阳性质粒! 1"# c保存备用%

经紫外分光光度计测定核酸浓度"连续测定 ) 次取

平均值#!计算出每微升所含的 L̂2拷贝数并进行

$# 倍梯度稀释!取其中 $#

$

($#

' 拷贝*

!

>的阳性

质粒作为定量标准品%

$4"4%!荧光定量+,-检测方法的建立

$4"4%4$!反应体系的建立!根据宝生物 +TQABR

@R89:试剂盒说明书!用所构建的阳性重组质粒对

+,-反应的退火温度'引物浓度及探针浓度等进行

初步优化后确定反应体系%

$4"4%4"!标准曲线的建立!以 $4"4" 项中制备的

定量标准品为模板!利用 $4"4%4$ 项中确定的反应

体系进行荧光定量+,-检测!得到相关标准曲线%

$4"4%4%!特异性试验!在相同的条件下!同时对未

接毒的./-0 1" 细胞'+,71$'+,71"'+-7',+7

和++7提取核酸!按照 $4"4%4$ 项确定的反应体系

对上述样品进行荧光定量 +,-检测!同时设立阴

阳性对照!从而确定该方法的特异性%

$4"4%4&!灵敏度试验!将 ++7细胞毒 "$#

'4")

8,.̂

)#

*A>#和已计算出拷贝数的重组质粒分别做

$# 倍梯度稀释!按照 $4"4%4$ 项确定的反应体系对

所稀释的不同浓度荧光定量 +,-阳性质粒和 ++7

细胞毒进行检测!以此确定该方法的检测灵敏度%

$4"4%4)!重复性试验!用所建立的方法对 % 个不

同稀释度的阳性质粒模板进行 & 次重复测定!所得

检测结果经统计学处理后!计算其组内变异系数

"&3#%

$4"4&!增殖动态检测

$4"4&4$!细胞培养及接毒!按常规细胞培养方

法!待./-0 1" 细胞长成单层后!弃细胞生长液!按

整个细胞培养液体积的 $#\接种 ++7" $#

'4")

8,.̂

)#

*A>#!置 %' c ,̀

"

培养箱吸附 5# AB< 后!

补加含 "\胎牛血清的细胞维持液!置 %' c ,̀

"

培养箱继续培养%

$4"4&4"!病毒的收集!按 $4"4&4$ 项的方法用

++7感染 ./-0 1" 细胞!同时每天观察细胞状态%

分别于感染后 #'5'$"'"&'%#'%5'&3'5#''"''3'3&'

65 ?收集病毒液!将收集的病毒液反复冻融 % 次

*"*
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后!$"### T*AB< 离心 ) AB<!吸取上清液用于病毒

核酸提取%

$4"4&4%!增殖曲线!用 $4"4% 项建立的荧光定量

+,-检测方法对各时间点收集的病毒液进行定量

检测!根据检测结果!绘制 ++7在 ./-0 1" 细胞上

的增殖动态曲线%

BA结果与分析

"4$!定量标准品的制备!鉴定正确的阳性质粒

"图 $#经紫外分光光度计测定核酸浓度!按公式换

算成 L̂2拷贝数为 $4& =$#

$#拷贝*

!

>% $d$# 倍比

稀释后取 $4& =$#

'

($4& =$#

$ 拷贝*

!

>的阳性质

粒作为荧光+,-定量标准品%

;$ >̂"### L̂2;9TbQT&$$++7+,-产物&"$阴性对照

图 @A**C目的基因片段的*87鉴定

"4"!荧光定量+,-检测方法的建立!

"4"4$!反应体系的建立!经相关试验优化后的最

佳反应体系为$上下游引物!荧光探针终浓度均为

#4"

!

AFC*>!+TQABR@R89:

8;

"" =# $#

!

>! L̂2模

板 "

!

>!补加灭菌蒸馏水至总体积 "#

!

>% 反应程

序为$6) c预变性 %# Y&6) c变性 ) Y!5# c %) Y

"收集荧光信号a2;#!&# 个循环%

"4"4"!标准曲线的建立!本研究所建立的猪细小

病毒荧光定量+,-检测方法在 $4& =$#

$

($4& =

$#

' 拷贝*

!

>的线性范围内可以得到良好的动力学

曲线"图 "#!且标准曲线较理想"图 %#% 标准曲线

的线性相关系数 4

" 为 #4666!扩增效率为 6'\%

说明本方法的检测误差较小!可信度较高%

"4"4%!特异性试验结果!检测结果显示!除 ++7

和阳性对照外!+,71$'+,71"'+-7',+7'./-0 1"

细胞和阴性对照均无阳性扩增信号"图 &#%

2$$4& =$#

' 拷贝*

!

>&/$$4& =$#

5 拷贝*

!

>&,$$4& =$#

) 拷贝*

!

>&

$̂$4& =$#

& 拷贝*

!

>&@$$4& =$#

% 拷贝*

!

>&a$$4& =$#

" 拷贝*

!

>&

_$$4& =$#

$ 拷贝*

!

>&G$阴性对照

图 BA**C0D<扩增曲线图

图 EA**C荧光定量标准曲线

2$++7&/$ 阳性对照

图 FA荧光定量*87特异性检测结果

"4"4&!灵敏度试验结果!荧光定量 +,-最少可

检测到 $#

#4")

8,.̂

)#

*A>"$#

' 倍稀释的细胞毒液#

的病毒液"图 )#!检测到的最小病毒核酸量为 $4&

=$#

# 拷贝*

!

>"图 5#%

2$$#

'4")

8,.̂

)#

*A>&/$$#

54")

8,.̂

)#

*A>&,$$#

)4")

8,.̂

)#

*A>&

$̂$#

&4")

8,.̂

)#

*A>&@$$#

%4")

8,.̂

)#

*A>&a$$#

"4")

8,.̂

)#

*A>&

_$$#

$4")

8,.̂

)#

*A>&G$$#

#4")

8,.̂

)#

*A>&.$阴性对照

图 GA荧光定量*87灵敏度检测结果#;850

GH

$

*%*
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2$$4& =$#

'拷贝*

!

>&/$$4& =$#

5 拷贝*

!

>&,$$4& =$#

) 拷贝*

!

>&

$̂$4& =$#

& 拷贝*

!

>&@$$4& =$#

% 拷贝*

!

>&a$$4& =$#

" 拷贝*

!

>&

_$$4& =$#

$ 拷贝*

!

>&G$$4& =$#

# 拷贝*

!

>&.$阴性对照

图 IA荧光定量*87灵敏度试验#拷贝数$

"4"4)!重复性试验结果!利用建立的荧光 +,-

检测方法重复检测 % 个样本!组内变异系数为

#4"\ (#45\"表 $#%

表 @A荧光定量*87重复性检测结果

样品

"拷贝*

!

>#

检测结果"&5值#

$ 次 " 次 % 次 & 次

变异系数

"&36\#

$4& =$#

'

$%4%3 $%4&) $%4"6 $%4%) #4##"

$4& =$#

)

$64'$ $64'" $64'3 $6436 #4##5

$4& =$#

"

"34%& "34&% "34&& "34&" #4##"

"4%!增殖规律!++7接种到 ./-0 1" 细胞后 $"

?!细胞内开始出现弥散性颗粒!少量细胞聚集'变

圆!&3 ?以后出现明显的细胞病变!细胞开始拉网'

脱落!'" ?左右细胞大量崩解脱落!出现大片空斑

"图 '#% 利用所建立的荧光 +,-检测方法对不同

时间收集的++7病毒液中的病毒 L̂2含量进行精

确定量!根据检测结果绘制病毒 L̂2增殖曲线"图

3#% 由图 3 可以看出$接毒后 $" ? 病毒量开始明

显升高!5# ('" ?增殖最为迅速!大约在 '" ? 病毒

量达到最高值!而后迅速下降至较低水平%

图 JA**C感染 JB (细胞病变情况

图 KA**C在567!LB 细胞中的增殖曲线

EA讨 论

目前在 ++7疫苗的生产中主要使用 08'+]1

$)'./-0 1" 等猪源细胞来培养增殖病毒% 在疫苗

生产中!病毒收获时间是至关重要的因素之一!病

毒收获时间过早或过晚都会使病毒滴度降低!如不

能掌握病毒的增殖规律和收获时间!将难以生产出

优质的疫苗% 已有的报道大多使用 +]1$)'08细

胞增殖++7!通过观察 ,+@情况来研究 ++7的增

殖规律(6 1$$)

!但是此方法难以准确反映出病毒的增

殖动态% 荧光定量+,-技术具有灵敏度高且操作

简便等特点!已广泛应用于病毒核酸的定量检

测($" 1$&)

% 魏战勇等($))利用 89:;9< 探针荧光定量

+,-技术发现++7感染 +]1$) 细胞后 $" ? 病毒

开始快速增殖!"& ? 病毒开始快速释放!5# ? 细胞

中病毒含量达到最高!'" ?培养上清中病毒含量达

到最高% 本试验则利用所建立的89:;9<荧光定量

+,-技术对++7",+166 株#在./-0 1" 细胞上的

增殖情况进行了研究% 通过绘制的增殖曲线可以

看出!++7接种到 ./-0 1" 细胞后!$" ? 病毒量开

始升高!大约在 '" ? 病毒量达到最高值!之后明显

下降!因此生产上应在 '" ?左右及时收毒%

通过灵敏而准确的检测 ++7 L̂2的拷贝数!

精确分析病毒在细胞中的增殖动力学规律!为研究

++7在./-0 1" 细胞中的复制过程提供了基础数

据!并为++7疫苗的生产提供了科学的理论依据%

*&*
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