
!" 卷 # 期

$%%" 年 &% 月 ! 日
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：’%% ( ’%!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! )*+,-./ $%%"

基金项目：国家自然科学基金（0%0"&%"&）；国家“1"0 项目”（$%%#23#$0$%%）

"通讯作者。4.56789：’:;!0&;’"1:%%%1；<;=8>5：*?8@A*?B@;+BC?,+=8>5 D *,=
作者简介：徐兴然（&1:" E ），男，重庆人，副教授，主要从事动物病毒学的研究。

其他作者：肖 昌，查云峰

收稿日期：$%%";%!;&1；接受日期：$%%";%!;$"；修回日期：$%%";%:;$#

通过基因组定量研究猪瘟病毒在细胞中的增殖特性

徐兴然，郭焕成，史子学，夏咸柱，涂长春"

（军事医学科学院军事兽医研究所 长春 &0%%:$）

摘 要：应用间接免疫荧光、F.85;+>=. G2F 和病毒感染滴度（42HI#%）测定技术，分别从病毒抗原、病毒基因组 FJK 复

制水平和病毒感染滴度变化 0 个方面，研究了猪瘟病毒（2L7M）在 GN;&# 细胞中增殖的特点，用猪瘟病毒石门株感

染 1: 孔板培养的细胞，& O &%$ 个 42HI#% 6孔，间接免疫荧光检测结果显示感染后 ’? 能检测到被荧光抗体染色的感

染细胞，随感染时间的延长，出现荧光的细胞数量逐渐增多，在感染后 "$?，几乎所有细胞均能出现荧光。F.85;+>=.
G2F 结果显示在细胞感染初期的 ’ ( $!?，病毒的基因组 FJK 复制呈加速趋势，其拷贝数在感染后 "$? 达到高峰。

此外，在感染后 ’? 能检测到病毒基因组负链 FJK 转录，不过负链 FJK 在病毒增殖过程中维持在较低的水平。

42HI#% 测定结果表明 2L7M 的感染滴度增加趋势与基因组类似，在病毒感染 ’ ? 后能检测到具有感染性的子代病

毒，感染滴度在 ’ ( $%? 之间逐渐增长，$! ( !’? 之间增长速度稍减慢，在感染后 !’ ( #$? 达到高峰，能在 "$? 之内维

持较高的感染滴度。
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最新的第八次国际病毒分类委员会报告［&］指

出：猪瘟病毒（*58QQ>*85 QR>@. S.T./ T>/BQ，2L7M）、牛病

毒性 腹 泻 病 病 毒;&（ -,T>@. T>/85 U>8//?8. T>/BQ;&，

3MIM;&）、牛病毒性腹泻病病毒;$（3MIM;$）、羊边界

病病毒（-,/U./ U>Q.8Q. T>/BQ，3IM）和长颈鹿瘟病毒组

成了黄病毒科瘟病毒属 # 个确定的成员。2L7M 和

3MIM;& 是属内的代表成员。由猪瘟病毒感染引起

的猪瘟（*58QQ>*85 LR>@. S.T./，2L7）是猪的一种严重的

接触性的传染病，在世界范围内广泛流行，其发病率

和死亡率均高，对养猪业危害严重。

猪瘟病毒在猪体内感染并破坏多种细胞，使猪

迅速发病、死亡［$，0］；而在体外培养细胞中，2L7M 一

般不 使 培 养 细 胞 产 生 病 理 变 化（*V+,W8+?>* .SS.*+，
2G<）。在培养细胞中 2L7M 以低水平增殖，产生的

子代病毒滴度较低［!］，细胞可带毒传代，并在细胞分

裂时将病毒传至子代细胞中。为了探讨 2L7M 在细

胞上的增殖特点，我们用石门株感染 GN;&# 细胞，在

培养的不同时间，分别应用间接免疫荧光染色检测

病毒抗原、F.85;+>=. G2F 检测病毒基因组 FJK 的增

殖水平及病毒感染 42HI#% 测定技术研究了 2L7M
在细胞上的增殖特点，所获得的结果为该病毒的培

养、鉴定及其他基础性研究工作奠定基础。

! 材料和方法

!"! 细胞、病毒株与血清

GN;&# 猪肾传代细胞系（’% 代）猪瘟病毒石门株

购自中国兽医药品监察所。猪抗猪瘟病毒阳性血清

和猪瘟病毒阴性猪血清由本实验室制备、鉴定并保

存［#］。7H42 标记的兔抗猪 HAX 为 L>A=8 公司产品。

!"# 病毒培养

传代 GN;&# 细胞于培养板，培养于含有 &%Y小

牛血清、%Z0Y谷氨酰胺、青霉素（#%!A6=[）、链霉素

（&%%!A6=[）的 \<\ 细胞培养基中，置于 0"]，#Y
2)$ 培养箱中，培养 $!? 后，细胞单层生长满度达到

’%Y ( 1%Y，用无血清无抗生素的 \<\ 细胞营养液

洗涤 0 次，接种猪瘟病毒，不同孔数细胞培养板使用

的病毒感染剂量不同。0"]吸附 &?，其间每 $%=>@
轻摇培养板，使病毒液均匀分散于细胞单层表面；吸

附结束后用无血清无抗生素的 \<\ 细胞营养液洗涤

0 次，加入含 $Y小牛血清的 \<\，0"]培养备用。

!"$ 培养的猪瘟病毒基因组 %&’ 拷贝数测定

!"$"! 引 物 和 探 针 设 计：根 据 猪 瘟 病 毒 石 门

（L?>=.@）株全基因组序列（X.@38@^ 8**.QQ>,@ @B=-./：
K7%1$!!’）中的 JL#3 基因序列，应用软件 M.*+,/ J4H
0Z% 辅 助 设 计 用 于 扩 增 完 整 JL#3 基 因 的 引 物：



!"#$%&（#’()*+*)*,+,*),**,,))),)*,)+**)*
*)(-’）和 !"#$.&（#’()**),+)*+,*++++,+,+++
,*,+*))),+*,+(-’）。用 &/012/ 234/255 678 软件设

计用于 .29:(;012 &+. 检测 +"%< 基因组 .!* 的引

物 /%&（#’()) )*,)*,)),+,++,)*,+*+(-’）、/.&
（#(’+*,+***,,)),*))++*+,,,+(-’）和 ,9=>9? 探

针 &/@A2#$（#’(%*>(++,,)+,+)+)**,,,+,+*++)*
(,*>.*(-’）。引物和 ,9=>9? 探针由上海生工生物

工程技术服务公司合成。

!"#"$ .!* 提取及含量测定：在 B6 孔细胞培养板

上进行 &C(B# 细胞的传代，-DE，#F +G6 培养箱中

培养 6HI 后，用猪瘟病毒石门株感染细胞，B J B8- 个

,+KL#8 M孔。于病毒感染后每隔 HI 取样，用 ,.KN@:
.29O2?; 提取感染细胞总 .!*，P Q8E保存备用。

!"#"# 猪瘟病毒 !"#$ 基因标准参照重组质粒制

备：取总 .!*，用引物 !"#$.& 按 ,I2/1@"R/04;,> .,(
&+. "S5;21 说明书所述方法进行逆转录，反应结束

后取逆转录产物用引物 !"#$%&M!"#$.& 立即进行

&+. 扩增，反应条件为：THE 610? 后，THE -85，#QE
-85，D6E B685，-# 个循环，D6E D10?。扩增结束后，

用 *O9/@52 )2: L!* U3;/9R;0@? C0; 回收 &+. 产物，将

其克隆到 4)U>(, 载体中，转化大肠杆菌，小提质

粒，筛 选 阳 性 质 粒 并 测 序。 用 V0N9/W &:X5 "<
>0?04/245 L!* &X/0Y0R9;0@? "S5;21（&/@12O9）提取测序

正确的重组质粒，命名为 4,(!"#$。用 )2?2ZX9?; 核

酸浓度测定仪测定核酸浓度，并根据重组质粒的分

子量，计算其单位体积的质粒分子数，小份分装，

P Q8E保存备用。

!"#"% .29:(;012 &+. 检测猪瘟病毒基因组 .!* 拷

贝数：分别取培养病毒总 .!* B88?O，在两个独立的

反应体系中，分别用下游引物 /.& 和上游引物 /%&
于 68![ 体系进行逆转录，取逆转录产物 B![，根据

ZX9?;0,2R;,> &/@A &+. C0;（ZK*)U!）使用说明书配制

.29:(;012 &+. 反应体系，每个样品设置 - 个重复；用

4,(!"#$ 为标准参照质粒，作系列稀释使其每微升

分别含有质粒分子数为 \88、B688、6H88、HQ88、T\88，

作为制备标准曲线的模板。然后将各个样品用 *$K
&.K">!. D888 "2=X2?R2 L2;2R;0@? "S5;21 进行 .29:(;012
&+. 反应，条件为：T#E B#10?，THE -85，\8E -85，H8
个循环。反应结束后，用 *$K &.K">!. D888 "2=X2?R2
L2;2R;0@? "S5;21 "@Y;]9/2（<2/50@? B78）分析 .29:(;012
&+.结果，- 个重复测定结果的算术平均值为测定

样品中所含猪瘟病毒基因组分子数。同时，对 .29:(
;012 &+. 扩 增 片 段 进 行 序 列 测 定，确 证 .29:(;012
&+. 扩增的特异性。

!"% 病毒培养不同时间的间接免疫荧光检测

于 T\ 孔细胞培养板进行 &C(B# 细胞传代，每孔

B78 J B8H 个细胞，-DE，#F +G6 培养箱培养 6HI，接

种猪瘟病毒石门株，B J B86 个 ,+KL#8 M孔，培养病毒，

每间 隔 HI 取 样，用 Q8F 的 冷 丙 酮 于 P 68E 固 定

-810?，用 &$"（ !9+: BH811@:M[，C+: 67#11@:M[，

!96^&GH·B6 6̂G \7\11@:M[，C 6̂&GH B7#11@:M[，4^
D7H）缓冲液洗涤单层细胞 - 次，每次 - _ #10?。加入

B‘ B88 稀释的猪抗 +"%< 阳性血清 B88![，-DE湿盒

放置 BI，用 &$" 缓冲液洗涤 - 次，每次 - _ #10?，然

后加入 B ‘ \8 稀释的 %K,+ 标记的兔抗猪 KO) #8![，

-DE湿盒放置 BI，弃去荧光抗体，用 &$"（4^ D7H）缓

冲液洗涤 - 次，每次 - _ #10?，吸干洗涤液后滴加少

量 #8F甘油，用 aUK"" *30@5b@4 H8 荧光显微镜观察

荧光抗体染色结果，检测病毒表达的抗原蛋白。

!"& 病毒培养不同时间的感染滴度测定

将 &C(B# 细胞于 B6 孔板传代，每孔 B J B8# 个细

胞，-DE，#F +G6 培养箱培养 6HI。然后用猪瘟病

毒石门株感染细胞，B J B8- 个 ,+KL#8 M孔，每间隔 HI
收集 病 毒 培 养 物。将 病 毒 培 养 物 冻 融 - 次 后 于

B8888/M10?，HE离心 B810?，取上清液作 B8P B、B8P 6、

B8P -、B8P H、B8P # 和 B8P \ 稀释，取病毒稀释的 87B1[
接种于洗涤好的 T\ 孔板单层细胞，每个病毒稀释度

接种 H 孔，培养 D6I 后，用间接免疫荧光方法检测病

毒感染细胞，以 Cc.$U. 公式计算单位体积病毒悬

液中病毒的半数细胞感染量（,+KL#8）。以 - 次重复

实验结果的算术平均值为培养病毒的感染滴度。在

实验中同时设立猪瘟病毒阴性血清对照。

$ 结果

$"! 病毒培养不同时间的基因组 ’() 检测结果

用 B J B8- 个 ,+KL#8 的石门株病毒感染 B6 孔板

培养的 &C(B# 细胞，于病毒感染后每 HI 取样，提取

细胞总 .!*，测定含量后取 B88!O 总 .!* 进行逆转

录，取逆转录产物 B78![ 进行 .29:(;012 &+. 反应，反

应结 束 后，用 *$K &.K">!. D888 "2=X2?R2 L2;2R;0@?
"S5;21 "@Y;]9/2（<2/50@? B78）分析 .29:(;012 &+. 结果

显示，反应体系中的模板分子数与出现典型扩增的

+; 值相关，模板分子数越多，+; 越小；标准曲线分析

结果显示其 .6 值达到 87TQ（图 B(*），表明检测数据

具有很高的相关性，分析所得的样品中猪瘟病毒

RL!* 分子数具有较高的可信度。

猪瘟病毒感染 &C(B# 细胞后不同时间的细胞总

.!* 逆转录所得 RL!* 样品的扩增实时监测结果

（图 B($），分析扩增动态显示，不同样品出现典型扩

增所需的循环数不同，表明各个样品中的猪瘟病毒
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基因拷 贝 数 不 同，最 早 出 现 典 型 扩 增 的 !" 值 为

#$%#&，其对应的是细胞感染猪瘟病毒后 ’#( 的总

)*+ 的 ,-*+，最 晚 出 现 的 典 型 扩 增 的 !" 值 为

&.%$/，对 应 的 是 病 毒 感 染 后 0( 细 胞 总 )*+ 的

,-*+，而病毒感染 0( 后的细胞总 )*+ 的 ,-*+ 在

扩增 01 循环时没有出现典型扩增。用上游引物 234
进行逆转录检测病毒的复制中间体负链 )*+ 的

)5678"9:5 4!) 扩增出现典型扩增的是病毒感染 ;(
后的样品，扩增结果显示负链 )*+ 的 ,-*+ 的扩增

曲线出现典型扩增时的 !" 值均高于与其对应时间的

基因组 )*+ 的 ,-*+ 的 !" 值，表明样品中负链 )*+
的 ,-*+ 分子数少于基因组 )*+ 的 ,-*+ 分子数。

图 ! "#$%& 细胞感染 ’()* 后不同时间间接免疫荧光检测结果

39<=& >3+ 25?@7"? AB 4C8$/ ,577? 6" D9BB525E" "9:5 FA?"89EB5,"9AE AB !G3H= +：*5<6"9I5 ?52@:（’#(）；J：;(；!：$#(；-：#0(；K：&.(；3：0;(；L：.1(；M：’#(=

图 % +,-.$/01, "’+ 结果

39<= $ )5?@7"? AB )5678"9:5 4!) AB !G3H% +：G"6ED62D ,@2I5；J：

+:F79B9,6"9AE ,@2I5=

分析各个样品中的猪瘟病毒 *G/J 基因分子

数，结果显示，猪瘟病毒感染 4C8$/ 细胞后，病毒基

因组数量在一段时间内与感染时间正相关，基因组

数量随感染时间延长而增加，病毒基因组 )*+ 在感

染后 ’#( 达到高峰，随后逐渐下降（图 #）；检测结果

显示，猪瘟病毒感染后不同时间的细胞总 )*+ 中猪

瘟病毒的基因组 )*+ 拷贝数含量有明显的差别，病

毒基因组 )*+ 在感染后在一定时间内快速复制。

而病毒的复制中间体负链 )*+ 则在感染 ;( 后能检

测到，其拷贝数比基因组 )*+ 拷贝数少的多（图 #），

这与病毒复制酶 *G/J 的特性相符。序列测定结果

表明 )5678"9:5 4!) 产物为猪瘟病毒石门株 *G/J 基

因片段，说明检测结果具有高度的特异性和准确性。

图 2 猪瘟病毒感染后不同时间基因组 +34 的拷贝数

39<= # N@6E"9"95? AB !G3H <5EA:9, )*+ 6" D9BB525E" "9:5 FA?"89EB5,"9AE=

252 病毒培养不同时间的间接免疫荧光测定结果

传代 4C8$/ 细胞于 O. 孔细胞培养板，培养 #0(
后用猪瘟病毒石门株感染细胞，$ P $1# 个 Q!>-/1 R
孔，0 个重复孔，于感染后每间隔 0( 取样进行间接

免疫荧光检测。结果显示，在所检测的 0 个重复孔

中，病毒感染后 0( 均不能检测到被荧光抗体着色的

细胞，病毒感染后 ;(，则在 0 孔中均能检测到被荧

#1; ST S9E<826E !" #$ = R%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（#11’）0’（/）



光抗体染色的感染细胞，但荧光较弱，随感染时间延

长，被荧光染色的细胞数量增，且荧光亮度明显增

强；观察结果显示，在病毒感染后的 ! " #$% 这一段

时间内，荧光斑的增加速度较慢，感染 #$% 被荧光抗

体染 色 的 细 胞 数 不 到 整 个 培 养 孔 中 所 有 细 胞 的

&’(，而在感染 )!%，约有 #’(的细胞能被着色，感

染 *&% 后，所有的细胞均能被染色，比表明在感染

)!% 后，病毒蛋白的合成速度加快。图 # 显示病毒

感染后 !、+&、&)、#$、)!、$’ 和 *&% 的荧光检测结果。

!"# 病毒培养不同时间的感染滴度测定结果

用猪瘟病毒石门株感染 +& 孔板上的 ,-.+/ 细

胞，+ 0 +’# 个 1234/’ 5孔，于病毒感染后每间隔 )% 收

集培养病毒，用间接免疫荧光方法测定猪瘟病毒的

感染滴度。结果表明：猪瘟病毒感染 ,-.+/ 细胞后

!% 后能检测到病毒培养物中有感染能力的子代病

毒，其 1234/’ 为 + 0 +’’6)& 5’6+78，随后其感染滴度迅

速升高，呈现出快速增 长 的 趋 势，在 感 染 后 &’%，

1234/’达到 + 0 +’#6/! 5’6+78，在感染 &)% 后，感染滴

度的增加减慢，病毒的感染滴度较为平稳增加，感染

后 )! " /&% 达到高峰，1234/’ 为 + 0 +’)6$* 5’6+78，随

后病毒的感染滴度开始逐渐下降，但病毒的感染滴

度能在较长时间内维持在较高的水平（#$ " *&%），在

感染 后 *&% 的 1234/’ 为 + 0 +’)6## 5’6+78，9$% 为

+ 0 +’#69& 5’6+78，+&’% 为 + 0 +’#6)& 5’6+78，而 ))% 后，

病毒的 1234/’仅为 + 0 +’#6+* 5’6+78（图 )）。

图 $ 猪瘟病毒感染后不同时间的半数细胞感染量测定

:;<=) 1234/’ >? 2@:A.;B?CDECF ,-.+/ DCGGH IE F;??CJCBE E;7C K>HE.;B?CDE;>B=

# 讨论

动物病毒的增殖过程大致可以分为：吸附于侵

入、脱壳、病毒成分的合成及组装与释放的主要阶

段。在这几个阶段中，病毒成分的合成是病毒增殖

过程的关键，包括病毒基因转录、病毒蛋白的生物合

成、病毒核酸的复制等过程。猪瘟病毒是单股的正

链 LMN 病毒，母代 LMN 可以直接呈现 7LMN 的作

用，同时又是合成负链 LMN 的模板，负链 LMN 反过

来复制子代 LMN。M@/O 是瘟病毒基因组复制的主

具有 LMN 依赖的 LMN 酶活性，M@/O 的 2 端含有

PGQ.NHK.NHK（P44）基序，这一序列在其他种属生物

的 LMN 依赖的 LMN 聚合酶中高度保守。病毒 M@/O
蛋白 与 正 链 基 因 组 的 #R.S1L 形 成 一 个 复 合 物，

M@/O 蛋白也能结合负链 #R.S1L，且猪瘟病毒编码

的 LMN 依赖的 LMN 聚合酶对这两种 LMN 的亲和力

不同，以至病毒复制过程中的负链 LMN 的拷贝数比

基因组 LMN 拷贝数低。因此分析病毒的 7LMN 转

录、病毒基因表达、病毒基因组复制水平及病毒感染

后不同时期的病毒滴度，是研究病毒感染增殖过程

的常用策略。

2@:A 在猪的不同组织的细胞中增殖力不同，对

淋巴系统细胞有嗜性［$］。在体外培养细胞中，2@:A
一般不使培养细胞产生 2,T。在细胞中 2@:A 以低

水平增殖，产生的子代病毒滴度较低，一般在 +’$ "
+’!1234/’ 5’6+78

［#］。在 ,-.+/ 中培养猪瘟病毒检测

结果感染滴度最高时病毒的 1234/’ 为 +’)6$* 5’6+78，

与文献报导相符［)］。用猪淋巴细胞 #!N+4 系培养

2@:A 比用 ,-.+/ 细胞系培养滴度高［*］。@%;7;UV 用

猪骨 髓 基 质 细 胞（,>JD;BC W>BC7 IJJ>X HEJ>7I DCGG，
OY@2）增殖 2@:A，发现 2@:A 不仅可以使 OY@2 产

生 2,T，且还抑制了骨髓基质细胞的分化［!］。

病毒感染感染细胞的过程中，吸附于细胞表面

的病毒粒子很快进入细胞，并迅速裂解，病毒粒子消

失。从病毒粒子消失开始，到新的子代病毒粒子出

现为止，这一段时间称为“隐蔽期”。“隐蔽期”是病

毒增殖过程的主要阶段。我们的研究结果显示，猪

瘟病毒石门株感染 ,-.+/ 细胞后，!% 能检测到病毒

抗原的表达、病毒基因组复制中间体负链 LMN 并能

检测到具有感染性的病毒，这表明猪瘟病毒增殖过

程的“隐蔽期”大约为 !%；病毒 LMN 的定量分析结果

表明，猪瘟病毒感染细胞后，其基因组 LMN 迅速合

成，同时病毒的感染滴度也快速增长，这表明猪瘟病

毒的基因组复制和病毒蛋白的生物合成及病毒粒子

的组装成熟过程可能是同时发生的；我们的分析结

果显示：病毒的感染滴度高峰出现在感染后 )!%，且

随后开始逐渐下降，而病毒的基因组分子数在感染

后 *&% 达到高峰。在进行复制中间体负链 LMN 的

检测中，我们检测到负链 LMN 的时间是在病毒感染

后 !%，但这并不是在病毒感染后 !% 以前没有负链

LMN 的存在，而是我们检测所用的 D4MN 只相当与

/B<总 LMN 的逆转录产物。

王镇等［9］曾对猪瘟弱毒疫苗 1%;ZCJZIG 株（1 株）

在 ,-.+/ 细胞中增殖特性进行研究：病毒感染后 +&%
即有感染性病毒粒子释放到细胞外，说明 2@:A 1 株

病毒在 ,-.+/ 细胞中的增殖至少可在 +&% 内完成。

#’!徐兴然等：通过基因组定量研究猪瘟病毒在细胞中的增殖特性 = 5微生物学报（&’’*）)*（/）



至感染后 !"#，培养液中病毒的滴度达到最高峰，随

后病毒滴度下降，至感染后 $!# 病毒滴度趋于平稳，

并且整个感染过程中细胞不出现明显的 %&’。本文

从病毒感染滴度和病毒基因组增殖两方面对猪瘟病

毒石门株在细胞中增殖特性进行了研究，间接免疫

荧光结果表明随感染时间的延长，能被荧光染色的

细胞增加，几乎所有细胞完全出现荧光需要 ()#。

病毒基因组的数量在感染后 ()# 达到高峰，而病毒

的感染滴度在 *+ , -)# 达到高峰后，虽然能维持较

长时间的高感染滴度水平，但呈现出缓慢下降的趋

势。检测结果显示：感染 *+# 后，病毒基因组 ./0
拷贝数的增加、病毒蛋白的积累和感染细胞的增多

并没有引起病毒感染滴度的增加，出现病毒滴度的

缓慢降低与基因组复制和病毒基因表达之间在量上

的不一致性。我们在病毒感染细胞后 +# 可检测到

感染能力的子代病毒，病毒感染滴度得到高峰时间

在 *+ , -)#，分别比王镇等［$］确定的时间范围提前，

这可能与研究使用的猪瘟病毒毒株不同有关。

病毒复制中间体拷贝数检测结果显示，在病毒

基因组增殖迅速时期，其复制中间体的拷贝数随之

增加，但其数量远小于基因组 ./0 拷贝数，这与病

毒复制酶 /1-2 与病毒 ./0 结合的特性相符［3"］，同

时，我们的检测结果表明，作为病毒复制中间体形式

存在的负链 ./0 拷贝数呈现出一定的波动，这表明

复制中间体 ./0 在宿主细胞不稳定，在完成基因组

./0 复制后可能很快被降解。
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