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摘要：为分离鉴定猪圆环病毒２型（ＰＣＶ２）毒株并研究其体外增殖特性，本研究采用ＰＣＲ法分别对从山 东、山 西、北 京 和

河北收集的疑似断奶仔猪多 系 统 衰 竭 综 合 征（ＰＭＷＳ）病 猪 的 病 料 进 行 检 测，将 检 测 结 果 为ＰＣＶ２阳 性 的 病 料 处 理 后 接 种

ＰＣＶ阴性的ＰＫ１５Ａ细胞连续传代进行病毒分离，观察每代细胞是否有病变，采用ＰＣＲ、间接免疫荧光法（ＩＦＡ）对第３代培养

物进行鉴定，对各毒株的全基因组进行克隆、测序和系统进化分析，并将ＰＣＶ２各分离株连续传２０代，对其体外增殖特性进行

了研究。结果共分离到５株 猪 圆 环 病 毒２型 毒 株，分 别 命 名 为ＤＢＮ－ＳＤ０２、ＤＢＮ－ＳＸ０７ＤＢＮ－ＢＪ０８、ＤＢＮ－ＨＢ１２和ＤＢＮ－ＨＢ１３
株，ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为ＦＪ６６０９６７、ＦＪ６６０９６８、ＦＪ６６０９６９、ＦＪ６６０９７０和ＦＪ６６０９７１。各 分 离 株 基 因 组 全 长 均 为１７６７ｂｐ，系 统

进化分析结果表明，除ＤＢＮ　ＢＪ－０８属于ＰＣＶ２ａ基因型外，其余均属于ＰＣＶ２ｂ基因型，基 因 组 序 列 核 苷 酸 同 源 性 为９８．５％～
９９．７％，体外增殖特性研究结果表明，随着传代次数的增加病毒感染滴度均有明显的提高。
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　　由猪圆环病毒２型（ＰＣＶ２）引起的断奶仔猪多

系统衰竭综合征（ＰＭＷＳ）自２０世纪９０年代初被鉴

定以来，已给世界养猪业的造成了严重危害。研究

结果表明，ＰＣＶ２感 染 除 了 造 成ＰＭＷＳ，同 时 还 与

猪呼 吸 道 综 合 症（ＰＲＤＣ）、猪 皮 炎 和 肾 病 综 合 征

（ＰＮＤＳ）、先天 性 震 颤、繁 殖 障 碍、胎 儿 心 肌 炎 和 扩

张性坏死性肺炎等猪圆环病毒病（ＰＣＶＡＤ）密切相

关（Ｃｈａｅ，２００５），已 成 为 影 响 世 界 养 猪 业 的 最 重 要

的病毒性传染病。ＰＣＶ２属于圆环病毒科圆环病毒

属，病毒粒子直径为１７ｎｍ，呈 二 十 面 体 对 称、无 囊

膜，基因组为单股环状负链ＤＮＡ，是目前发现的最

小的动物病毒。
流行 病 学 调 查 结 果 表 明，当 前 中 国 猪 场 的

ＰＣＶ２感染已 相 当 普 遍，由ＰＣＶ２感 染 引 起 的ＰＣ－
ＶＡＤ已经给中国养猪业造成了巨大的经济损失（周

继勇等，２００４；王忠田等，２００２），而 且ＰＣＶ２基 因 组

在不断 地 发 生 变 异，ＰＣＶ２ｂ基 因 型 已 取ＰＣＶ２ａ成

为当前的优势基因型毒株（Ｌｏｎｇ等，２０１０），新 毒 株

或新基因型仍在不断出现（郭抗抗等，２０１０）。为研

究当前国内ＰＭＷＳ病例中ＰＣＶ２的基因变异情况，

并为ＰＣＶ２的分子流行病学、感染及预防控制提供

参考，本 研 究 对 来 自 山 东、山 西、北 京 和 河 北 疑 似

ＰＭＷＳ病猪的病料进行ＰＣＶ２分离鉴定，分别采用
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ＰＣＲ和ＩＦＡ检测方法对各分离的毒株进行鉴定，克
隆各分离毒株全基因组并测序，并绘制系统进化树，

最后为了进一步获得各分离株的体外增殖特性，分

别将各分离株 进 行 连 续 传 代 至２０代，测 定 其 第５、

１０、１５和２０代感染滴度。现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　组织病料　采自山东、山西、北京和河北的具有

ＰＭＷＳ症状和剖检病变的自然病例的淋巴结（气管

支气管淋巴结、肠系膜淋巴结、腹股沟淋巴结）、肺脏、

脾脏和扁桃体等组织，置于－８０℃冰箱中保存备用。

１．２　细胞和血 清　ＰＫ１５Ａ细 胞，由 中 国 科 学 院 微

生物研究所鉴定、保管和供应；感受态ＪＭ１０９细胞，

购自北京索来宝公司；胎牛 血 清，购 自Ｇｉｂｃｏ公 司；

ＰＣＶ２阳性血清，由周继勇教授惠赠。

１．３　试剂　Ｅｘ　Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶（含１０×Ｂｕｆｆｅｒ，

ｄＮＴＰｓ），购 自 ＴａＫａＲａ公 司；ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ，

购自北京博迈德公司；猪圆环病毒聚合酶链式反应试

剂盒，购自中国动物卫生与流行病学中心；ＦＩＴＣ标记

羊抗猪ＩｇＧ，购自Ｌｉｆｅｈｏｌｄｅｒ公司；ＭＥＭ、ＥＤＴＡ、胰酶

（１／２５０），购 自 Ｇｉｂｃｏ公 司；Ｄ－Ｇｌｕｃｏｓｍｉｎｅ－ＨＣｌ，购 自

Ｓｉｇｍａ公司；ｐＭＤ１８－Ｔ　Ｓｉｍｐｌｅ载体和ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ，购
自ＴａＲａＫａ公司；细菌质粒ＤＮＡ抽提试剂盒、ＤＮＡ
凝胶回收试剂盒和血液、组织细胞ＤＮＡ抽提试剂盒，

均购自天根生化科技有限公司。

１．４　病料ＤＮＡ提取和ＰＣＲ检测　按照猪圆环病毒

聚合酶链式反应试剂盒说明书进行检测，反应条件为

９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６２℃退火４５ｓ，７２
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℃延伸４５ｓ，３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．５　ＰＣＶ２的分离　取ＰＣＲ检测ＰＣＶ２阳性的病

料，按１∶５的比例加入０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　７．４ＰＢＳ，
将组织研磨后，反复冻 融３次，４０００ｒ／ｍｉｎ离 心３０
ｍｉｎ，取上清经０．２２μｍ滤器 除 菌，加 入 青、链 霉 素

至终浓度分别为２００Ｕ／ｍＬ和２００μｇ／ｍＬ，４℃作

用６ｈ后，按５％（Ｖ／Ｖ）接 种６０％～７０％融 合 的

ＰＣＶ阴性的ＰＫ１５Ａ细胞，置３７℃含５％ ＣＯ２培养

箱中 吸 附 ３０ ｍｉｎ，加 入 含 ２％ 新 生 牛 血 清 和 ３
ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｄ－氨 基 葡 萄 糖 盐 酸 的 ＭＥＭ 细 胞 维 持

液，３７℃继续培养４８ｈ，连续盲传３代。观察是否

有病变产生，并将第３代细胞置－１５℃／室温反复

冻融３次，３０００ｒ／ｍｉｎ离 心２０ｍｉｎ，取 上 清 进 行

ＰＣＲ（同１．３）和ＩＦＡ鉴定。

１．６　特 异 性 鉴 定　用ＩＦＡ 法，将 已 长 成 单 层 的

ＰＫ１５Ａ细胞（２４孔板）倒去生长液，以５％（Ｖ／Ｖ）的

比例接入各分离株的盲传细胞培养物并设重复孔４
孔，同时设阴阳性对照。置３７℃含５％ＣＯ２培养箱

中继续培养２４ｈ，换含３ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｄ－氨基葡萄糖

盐酸的ＭＥＭ维持液，继续培养２４ｈ。弃去维持液，
用０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　７．４ＰＢＳ洗涤３次，冷丙酮固定

细胞，５０μＬ／孔，４℃３０ｍｉｎ，弃丙酮，室温下干燥，
用０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　７．４ＰＢＳ洗涤１次，加入１∶１００
稀释的ＰＣＶ２抗体，５０μＬ／孔，３７℃孵育１ｈ；移去

孔内液体，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　７．４ＰＢＳ洗涤５次，每
次３ｍｉｎ；加入１∶２０稀释的ＦＩＴＣ标记的羊抗猪二

抗，５０μＬ／孔，３７℃孵育１ｈ；移去孔内液体，用０．０１
ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　７．４ＰＢＳ洗 涤５次，每 次３ｍｉｎ，在 荧 光

显微镜下观察结果。

１．７　基因组克隆和测序　参考冯志新等（２００４）发

表的ＰＣＶ２全 基 因 组 克 隆 引 物，合 成 了 两 对 引 物，

Ｐ１： ５′－ＣＧＡＡＴＴＣＡＡＣＣＴＴＡＡＣＣＴＴＴＣＴＴＡＴ－
ＴＣ－３′和 Ｐ２：５′－ＡＴＧＡＡＴＴＣＴＧＧＣＣＣＴＧＣＴＣＣＣ－
３′，扩增条件为９５℃变性５ｍｉｎ后，按９４℃变性４５
ｓ，５４℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共进行３５个循

环。ＰＣＲ产物 凝 胶 回 收，连 接 至ｐＭＤ１８－Ｔ　Ｓｉｍｐｌｅ
载体，转化至ＪＭ１０９细胞，摇菌扩增，抽提质粒ＰＣＲ
鉴定，并将鉴定为阳性的重组质粒送检测序，序列提

交ＧｅｎＢａｎｋ，利 用 ＤＮＡ　Ｓｔａｒ　Ｖ７．１Ｋ中 ＭｅｇＡｌｉｇｎ
Ｃｌｕｓｔｒａｌ　Ｗ 方 法 对 本 试 验 分 离 的５株 和 ＧｅｎＢａｎｋ
中发表的２５株ＰＣＶ２全基组序列进行多重比对后

绘制系统进化树。

１．８　体外增殖及毒价测定　将各分离株的细胞培

养物接种ＰＫ１５Ａ细胞连续传代至２０代，并分别测

定其第５、１０、１５和２０代ＴＣＩＤ５０。首先将各代病毒

液用 ＭＥＭ 维 持 液 做 １０倍 系 列 稀 释，取 １０－３、

１０－４、１０－５、１０－６　４个稀释度，分别接种含ＰＫ１５Ａ细

胞单层的９６孔培养板６孔，１００μＬ／孔，置３７℃含

５％ＣＯ２培养箱中继续培养２４ｈ，换含３ｍｍｏｌ／Ｌ的

Ｄ－氨基葡萄糖盐酸的 ＭＥＭ维持液，继续培养４８ｈ。
弃去维持液，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　７．４ＰＢＳ洗涤细胞

３次；加入冷丙酮（８０％丙酮、２０％双蒸水），１５０μＬ／
孔，４ ℃ ３０ｍｉｎ；弃 丙 酮，在 室 温 下 干 燥，用０．０１
ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　７．４ＰＢＳ洗涤１次；每孔加入１∶１００倍

稀释的ＰＣＶ２抗体５０μＬ，３７℃孵育１ｈ；弃去孔内

液体，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　７．４ＰＢＳ洗 涤５次；加 入

１∶１００稀 释 的ＦＩＴＣ标 记 羊 抗 猪ＩｇＧ　５０μＬ／孔，

３７℃孵 育１ｈ，移 去 孔 内 液 体，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ
７．４ＰＢＳ洗涤５次；荧光显微镜下观察，细胞对照孔

应无荧光物质着染，而有绿色荧光物质着染的细胞

孔判为ＰＣＶ２感染阳性。统计每个稀释度病毒接种

细胞孔中ＰＣＶ２阳性孔数，计算病毒ＴＣＩＤ５０。

２　结果

２．１　细胞病变观察情况　分别将来自山东、山西、
北京和河北 的ＰＣＶ２阳 性 病 料 处 理 后 接 种ＰＫ１５Ａ
细胞，并连续盲传３代，观察细胞生长状况良好，形

态与未接种 正 常 细 胞 相 同，未 发 现 细 胞 任 何 病 变。
图１ 为 接 种 病 料 前 和 接 种 病 料 后 盲 传 ３ 代 后

ＰＫ１５Ａ细胞形态对比。由图１可知，接种病料前后

形态一致，细胞未发生任何病变。

图１　接种病料前后ＰＫ１５Ａ细胞形态（２００×）
注：Ａ，接种病料前ＰＫ１５Ａ细胞；Ｂ，接种病料连续盲传３代后的ＰＫ１５Ａ细胞。
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２．２　ＰＣＲ 检 测 结 果　接 种 ＰＣＶ２阳 性 病 料 的

ＰＫ１５Ａ细胞连续盲传３代后，分别置－１５℃／室温

反复冻融３次，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后，收集上

清，并以病料来源地和序号分别标记为ＤＢＮ－ＳＤ０２、

ＤＢＮ－ＳＸ０７、ＤＢＮ－ＢＪ０８、ＤＢＮ－ＨＢ１２和 ＤＢＮ－ＨＢ１３
株，并对其进行ＰＣＲ检测，ＰＣＲ检验结果见图２。

ＰＣＲ检测结 果 表 明，来 自 北 京、天 津、山 东、山

西和河北的ＰＣＶ２阳性病料接种ＰＫ１５Ａ细胞后连

续盲传３代，ＰＣＲ均可检测到ＰＣＶ２特异性核酸片

段，该 片 段 大 小 与ＰＣＶ２阳 性 对 照 片 段 一 致，均 为

１１５４ｂｐ，而均未检测到与ＰＣＶ１阳性对照一致大小

（６５２ｂｐ）的特异性片段。

２．３　特 异 性 鉴 定 结 果　ＰＣＶ２各 分 离 株 ＤＢＮ－
ＳＤ０２、ＤＢＮ－ＳＸ０７、ＤＢＮ－ＢＪ０８、ＤＢＮ－ＨＢ１２和ＤＢＮ－
ＨＢ１３株 感 染 ＰＫ１５Ａ 细 胞 后，感 染 细 胞 均 可 与

ＰＣＶ　２阳 性 血 清 特 异 性 结 合，并 被ＦＩＴＣ标 记 的 羊

抗猪二抗标记，荧光显微镜下见到感染细胞的细胞

浆内和胞核内均有大量绿色荧光物质着染，而健康

细胞对照孔则未见到特异性荧光（图３），表明ＰＣＶ２
各分离株均可被ＰＣＶ２阳性血清特异性识别。

图２　病料中ＰＣＶ２的ＰＣＲ检测结果

注：Ｍ为ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１～５分 别 为ＤＢＮ－ＢＪ０８、ＤＢＮ－

ＨＢ１２、ＤＢＮ－ＨＢ１３、ＤＢＮ－ＳＸ０７、ＤＢＮ－ＳＤ０２株 ＰＣＲ检 测 结

果；Ｎ为阴性对照；Ｐ为ＰＣＶ１和ＰＣＶ２阳性对照。

图３　ＰＣＶ２各分离株特异性鉴定结果（２００×）
注：Ａ～Ｅ分别为ＤＢＮ－ＳＤ０２株、ＤＢＮ－ＳＸ０７株、ＤＢＮ－ＢＪ０８株、ＤＢＮ－ＨＢ１２株和ＤＢＮ－ＨＢ１３株特异性鉴定结果；Ｆ为阴性细胞对照。

２．４　基因组克隆及测序　用全基因组序列扩增引

物 分 别 对 ＰＣＶ２ ＤＢＮ－ＳＤ０２、ＤＢＮ－ＳＸ０７、ＤＢＮ－
ＢＪ０８、ＤＢＮ－ＨＢ１２和 ＤＢＮ－ＨＢ１３株 的 基 因 组 进 行

ＰＣＲ扩增，扩增结果见图４。

将 扩 增 产 物 分 别 切 胶 回 收 纯 化 并 连 接 至

ｐＭＤ１８－Ｔ　Ｓｉｍｐｌｅ载体，转化大 肠 杆 菌ＪＭ１０９感 受

态细胞，涂板挑菌摇菌扩增，并用质粒抽提试剂盒抽

提质粒，ＰＣＲ检测重组质粒，重组质粒ＰＣＲ检测结

果见图５。

　　分别将各分离株基因组重组Ｔ载体 检 测 阳 性

样本分别 送 北 京 博 迈 德 测 序，测 序 结 果 提 交 Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ，登 录 号 分 别 为 ＦＪ６６０９６７、ＦＪ６６０９６８、

ＦＪ６６０９６９、ＦＪ６６０９７０和ＦＪ６６０９７１。

图４　ＰＣＶ２各分离毒株全基因扩增结果

注：Ｍ为ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１～５分 别 为ＤＢＮ－ＢＪ０８、ＤＢＮ－

ＨＢ１２、ＤＢＮ－ＨＢ１３、ＤＢＮ－ＳＸ０７、ＤＢＮ－ＳＤ０２株全基因组ＰＣＲ

扩增结果。
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图５　ＰＣＶ２各分离毒株全基因组重组Ｔ载体ＰＣＲ检测结果

注：Ｍ 为 ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１～５分 别 为 含 ＤＢＮ－ＢＪ０８、

ＤＢＮ－ＨＢ１２、ＤＢＮ－ＨＢ１３、ＤＢＮ－ＳＸ０７、ＤＢＮ－ＳＤ０２株 全 基 因

组的重组Ｔ载体ＰＣＲ鉴定结果。

２．５　同源性比对和系统进 化 分 析　利 用ＤＮＡＳｔａｒ
Ｖ７．１Ｋ中 ＭｅｇＡｌｉｇｎ　Ｃｌｕｓｔｒａｌ　Ｗ 方 法 将 所 分 离５株

ＰＣＶ２全基因序列（方框）与ＰＣＶ２国内外参考毒株和

ＰＣＶ２ａ、ＰＣＶ２ｂ和ＰＣＶ２ｃ亚型参考毒株（带下划线）
进行同源性比对和系统进化树分析，结果见图６。比

对结果显示，所分离５株ＰＣＶ２毒株核苷酸序列同源

性为９５．２％～９９．７％，其中有４株（ＤＢＮ－ＨＢ１２、ＤＢＮ－
ＳＤ０２、ＤＢＮ－ＳＸ０７和ＤＢＮ－ＨＢ１３同 源 性 为９８．５％～
９９．７％）与ＰＣＶ２ｂ基因型参考株ＡＦ０５５３９４位于同一

进化分枝上，与国内报道的ＳＨ株、ＨＺ０２０１、ＨＺ０２０２
和ＮＢ０３０１均处于同一个进化分支上，全基因组核苷

酸序 列 同 源 性 为９８．１％～９９．１％；而ＰＣＶ２ＤＢＮ－
ＢＪ０８株处于遗传进化树上的一个独立分枝上，与中

国ＢＦ株、中国台湾株（ＡＦ１６６５２８、ＡＹ１４６９９３）和美国

株（ＡＹ０９４６１９）、加 拿 大 株（ＡＦ０２７２１７）及 日 本 株

（ＡＢ４２６９０５）核苷酸序列同源性为９５．３％～９６．５％，
均与ＰＣＶ２ａ基因型参考毒株ＡＦ０５５３９２亲缘关系较

近，处 在ＰＣＶ２的 同 一 个 大 的 进 化 分 支 上，均 属 于

ＰＣＶ２ａ基因型。此外，由图还可以看出２个丹麦株

（ＥＵ１４８５０３、ＥＵ１４８５０５）与ＰＣＶ２ｃ基因型参考毒株

ＥＵ１４８５０３在系统 进 化 树 上 单 独 构 成 一 个 分 枝，距

ＰＣＶ２ａ和ＰＣＶ２ｂ基因型进化关系较远，为ＰＣＶ２ｃ
亚型。

图６　系统进化树分析

注：▲为ＰＣＶ２ａ基因型参考株；●为ＰＣＶ２ｂ基因型参考株；▇为ＰＣＶ２ｃ基因型参考株。

　　系 统 进 化 分 析 结 果 表 明，本 试 验 分 离 的５株

ＰＣＶ２有４株（大框）位于一个较大的分枝上，属 于

ＰＣＶ２ｂ亚型，仅 ＤＢＮ－ＢＪ０８株（小 框）为ＰＣＶ２ａ基

因型，表明ＰＣＶ２ｂ基因型是中国当前ＰＣＶ２的主要

流行血清型。

２．６　病 毒 的 体 外 增 殖 特 性 研 究　病 毒 含 量 用

Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法计算各分离株病毒的Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５
和Ｆ２０代病毒的ＴＣＩＤ５０，测定结果见表１。

·０２· 生物技术 中国畜牧兽医 　２０１２年第３９卷第１期



表１　ＰＣＶ２各分离株Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５和Ｆ２０代病毒含量检测结果

分离株 Ｆ５（ＴＣＩＤ５０／ｍＬ） Ｆ１０（ＴＣＩＤ５０／ｍＬ） Ｆ１５（ＴＣＩＤ５０／ｍＬ） Ｆ２０（ＴＣＩＤ５０／ｍＬ）

ＤＢＮ－ＳＤ０２　 １０２．３６　 １０４．１６　 １０５．３６　 １０５．４２

ＤＢＮ－ＳＸ０７　 １０２．６４　 １０４．２８　 １０５．５２　 １０５．６４

ＤＢＮ－ＢＪ０８　 １０２．５０　 １０４．２５　 １０５．５　 １０５．５４

ＤＢＮ－ＨＢ１２　 １０２．６９　 １０４．１２　 １０５．２５　 １０５．３９

ＤＢＮ－ＨＢ１３　 １０２．５２　 １０４．１５　 １０５．３２　 １０５．３０

　　由 表１可 知，ＰＣＶ２ＤＢＮ－ＳＤ０２、ＤＢＮ－ＳＸ０７、

ＤＢＮ－ＢＪ０８、ＤＢＮ－ＨＢ１２、ＤＢＮ－ＨＢ１３各 分 离 株 经 过

连续传代，毒价均有明显的提升，当传至１５代时，均
可达到１０５．２５　ＴＣＩＤ５０／ｍＬ以上。

本研究共分离鉴定了５株ＰＣＶ２分离毒株，其

中有４株 为ＰＣＶ２ｂ亚 型，１株 为ＰＣＶ２ａ亚 型。所

分离的５株病毒的感染滴度均随着传代次数的增加

有明显的提高。

３　讨论

ＰＣＶ２不仅靶向 攻 击 淋 巴 组 织 细 胞、损 伤 免 疫

系统，而且常常侵袭猪的多个器官，造成ＰＭＷＳ，此

外还与ＰＲＤＳ、ＰＮＤＳ、先天性震颤、繁殖障碍、胎儿

心肌炎和扩张性坏死性肺炎等多种疾病密切相关，

ＰＣＶＡＤ已成为当前影响世界养猪业的最重要的病

毒性传染病。研究资料表明，ＰＣＶ２是引起ＰＭＷＳ
的主要病原，但普通商品仔猪单独感染ＰＣＶ２并不

表现ＰＭＷＳ临 床 症 状（Ｋｒａｋｏｗｋａ等，２００１），ＳＰＦ
猪、剥夺初乳的仔猪和悉生猪单独感染ＰＣＶ２仅表

现温和的临床症状，临床上，普通商品仔猪或猪剥夺

初乳的仔猪通常需要其他病原，如与ＰＲＲＳＶ（Ｒｏｖｉ－
ｒａ等，２００２；Ａｌｌａｎ等，２０００）、ＰＰＶ（Ａｌｌａｎ等，１９９９）、

肺炎支原体（Ｏｐｐｉｅｓｓｎｉｇ等，２００４）共 同 感 染 或 化 学

试剂的刺激（如钥 匙 孔 血 蓝 蛋 白（ＫＬＨ）、弗 氏 不 完

全佐剂（ＩＣＦＡ）和巯基乙酸液体培养）方可表现明显

的ＰＭＷＳ症状。

关于ＰＣＶ２两种基因型的命名，不同的 研 究 组

织常 使 用 不 同 的 命 名，如“Ａ”和“Ｂ”、“ＳＧ１”和

“ＳＧ２”、“１”和“２”、“ｂ”和“ａ”，以及根据限制 性 多 态

性片段（ＲＦＬＰ）模 式 分 成 的“３２１”和“４２２”等，面 对

这种命名的混乱局面，欧盟委员会关于猪圆环病毒

的框 架６研 究 项 目（ＰＣＶＤ　５１３９２８；ｗｗｗ．ｐｃｖｄ．
ｏｒｇ）提出了一种统一的命名ＰＣＶ２基 因 型 的 方 法，

统一命 名 为ＰＣＶ２ａ和ＰＣＶ２ｂ，并 将 只 有２０世 纪

８０年 代 在 丹 麦 发 现 过 ＰＣＶ２ 命 名 为 ＰＣＶ２ｃ
（Ｓｅｇａｌéｓ等，２００８）。资 料 显 示，１９９７—２００３年 之

间，ＰＣＶ２以ＰＣＶ２ａ基因型病毒为主，２００４年ＰＭ－
ＷＳ暴发之后，ＰＣＶ２ｂ毒株则变得越来越普遍。当

前中国猪群中流行的猪圆环病毒２型以ＰＣＶ２ｂ基

因型为主，少数为ＰＣＶ２ａ基因型，这与先期的研 究

结果一致，同 时 国 内 也 可 能 存 在 一 些 其 他 基 因 型

（李文洁等，２００９）。

ＰＣＶ２控制的关键在于良好的饲养管理和生物

安全措施，同时加强免疫接种（Ｆｏｒｔ等，２００８，２００９；

Ｆａｂｉｏ等，２０１０；Ｊａｋｅ等，２０１０）。而疫苗的免疫效果

与病毒在体外的增殖滴度密切相关。因此对分离鉴

定的ＰＣＶ２毒株进行体外增殖特性研究是疫苗研究

的基础。鉴于ＰＣＶ在体外细胞上不易培养，病毒增

殖常依赖于细胞Ｓ期ＤＮＡ聚合酶（Ｉｌｓｅ等，１９８７），

因此在病毒分离初期，在细胞维持液中加入了低浓

度的Ｄ－氨基葡萄糖进行持续刺激，通过对所分离鉴

定的５株ＰＣＶ２毒 株 进 行 连 续 传 代 并 分 别 测 其 第

５、１０、１５和２０代毒的感染滴度，研究发现所分离的

ＰＣＶ２毒株连续传代１５代以后，感染滴度均能达到

１０５．２５　ＴＣＩＤ５０／ｍＬ以上，表明各分离株在ＰＫ１５Ａ细

胞上经过连续传代明显增加了对该细胞的易感性。

另外，有研究资料表明，通过细胞克隆筛选高度均一

和易感性的ＰＫ１５细 胞，也 可 明 显 提 高 病 毒ＰＣＶ２
的感染滴度（Ｙｕ等，２００７）。显然，两者分别从病毒

对细胞的适应性和宿主细胞对病毒的易感性阐明了

ＰＣＶ２和ＰＫ１５细 胞 之 间 的 相 互 作 用 机 制，为 如 何

提高ＰＣＶ２感染滴度指明了方向。

另外，由于ＰＫ１５细胞中ＰＣＶ１污染较为普遍，

ＰＣＶ２临床病料 中 也 常 有ＰＣＶ１的 存 在，因 此 为 了

排除ＰＣＶ１的干扰，本研究选用了可 鉴 别１型 和２
型ＰＣＶ的ＰＣＲ检测方法对病料和扩毒过程进行检

测控制。

本研究共从 疑 似ＰＭＷＳ病 例 中 分 离 鉴 定 了５
株ＰＣＶ２毒株，其 中 有４株 为ＰＣＶ２ｂ亚 型，１株 为

ＰＣＶ２ａ亚型，表明ＰＣＶ２ｂ基因型是中国当前ＰＣＶ２
的主要流行血清型，同时还存在ＰＣＶ２ａ基 因 型，也

为ＰＣＶ２的分子流行病学调查、感染及预防控制提

供了参考依据。所分离的５株病毒经体外细胞连续

传代，感染滴度均随着传代次数的增加有明显的提

高，为下一步的ＰＣＶ２疫苗研究奠定了基础。
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