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摘要： 旨在构建猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２） 感染性克隆， 并利用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 对拯救病毒进行鉴定。 通过 ＰＣＲ 从阳性病料中扩增出 ＰＣＶ２ 两

种基因型 ２ｂ 与 ２ｄ 的全基因组 ＤＮＡ， 并分别克隆入 ｐＭＤ－１９Ｔ 载体， 获得 ２ 个重组质粒， 命名为 ｐ１９Ｔ－ＰＣＶ２ｂ 与 ｐ１９Ｔ－ＰＣＶ２ｄ。 利用 ＳａｃⅡ酶切获

得 ｌ ７６７ ｂｐ 的 ＰＣＶ２ 全基因组， 并在体外分别用 Ｔ４ 连接酶连接而环化， 将环状基因组转染至 ＰＫ－１５ 细胞， 传至 Ｐ６ 代， 利用间接免疫荧光试验

（ＩＦＡ） 对拯救病毒进行鉴定， 结果表明 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 感染性克隆可拯救出病毒。 利用 ＰＣＶ２ 单克隆抗体 （单抗） 作为捕获抗体， 用辣根过氧

化酶 （ＨＲＰ） 标记的 ＰＣＶ２ 多抗作为检测抗体， 建立检测 ＰＣＶ２ 病毒粒子的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法， 用于 ＰＣＶ２ 拯救病毒的鉴定。 将该检测方法

与 ＩＦＡ 和半数组织细胞感染量 （ＴＣＩＤ５０） 结果进行对比分析， 结果显示， ＥＬＩＳＡ 检测值与 Ｉｍａｇｅ－Ｊ 所计算的 ＩＦＡ 荧光强度及 ＴＣＩＤ５０的相关系数分

别达到 ０􀆰 ７ 和 ０􀆰 ８ 以上， 说明该方法与 ＩＦＡ 及 ＴＣＩＤ５０检测结果均具有较强的一致性， 可以用于 ＰＣＶ２ 拯救病毒的快速鉴定。

关键词： ＰＣＶ２； 感染性克隆； ＥＬＩＳＡ

中图分类号： Ｓ８５２􀆰 ６５　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２４）０７－００９５－０７

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃｌｏｎｅｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ｒｅｓｃｕｅｄ ｖｉｒｕｓｅｓ ｕｓｉｎｇ ｄｏｕｂｌｅ－ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓａｎｄｗｉｃｈ ＥＬＩＳＡ

ＨＥ Ｚｉｑｉｎ１， ＮＩＮＧ－ＬＩ Ｎａ１， ＦＡＮ Ｊｉｅ１， ＬＩＮＧ Ｔｏｎｇ２， ＬＩＵ Ｔｉａｎｔｉａｎ１， ＬＩ Ｘｉｎ１，
ＣＨＥＮ Ｚｈｉｘｉｏｎｇ１， ＬＩ Ｍａｎｘｉａｎｇ１， ＧＥ Ｍｅｎｇ１∗

（１􀆰 Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｕｎａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈａｎｇｓｈａ ４１０１２８， Ｃｈｉｎａ；
２􀆰 Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｈｕｎａｎ Ｓｉｎｏｌａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｃｏ．， Ｌｔｄ．， Ｃｈａｎｇｓｈａ ４１０３００， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ＤＮＡ ｏｆ ｔｗｏ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ， ２ｂ ａｎｄ ２ｄ， ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ （ＰＣＶ２） ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍ⁃
ｐｌｅｓ ｂｙ ＰＣＲ， ａｎｄ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐＭＤ－１９Ｔ ｖｅｃｔｏｒ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅｎ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｗｅｒｅ ｎａｍｅｄ ｐ１９Ｔ－ＰＣＶ２ｂ ａｎｄ
ｐ１９Ｔ－ＰＣＶ２ｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ １ ７６７ ｂｐ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ＰＣＶ２ ｗａｓ ｃｕｔ ｏｕｔ ｂｙ ＳａｃⅡ， ａｎｄ ｗａｓ ｃｙｃｌｉｚｅｄ ｂｙ Ｔ４ ｌｉｇａｓｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ． Ｔｈｅ ｃｉｒ⁃
ｃｕｌａｒ ｇｅｎｏｍｅ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＰＫ－１５ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐａｓｓａｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｐ６， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｃｕｅｄ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ａｓｓａｙ （ＩＦＡ）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＰＣＶ２ｂ ａｎｄ ＰＣＶ２ｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃｌｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｃｕｅｄ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓｅｓ． Ａ ｄｏｕｂｌｅ－ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓａｎｄｗｉｃｈ
ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＶ２ ｖｉｒｉｏｎｓ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＰＣＶ２ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｓ ｔｈｅ ｃａｐｔｕｒｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ （ＨＲＰ） －ｌａｂｅｌｅｄ ＰＣＶ２ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｓ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＶ２ ｒｅｓｃｕｅｄ ｖｉｒｕｓ． Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅ⁃
ｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ｔｈｅ ＩＦＡ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ＴＣＩＤ５０ ｖａｌｕｅ ｃａｌｃｕ⁃
ｌａｔｅｄ ｂｙ Ｉｍａｇｅ－Ｊ ｗｅｒｅ ａｂｏｖｅ ０􀆰 ７ ａｎｄ ０􀆰 ８， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｉｎ ｓｔｒｏｎｇ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＩＦＡ ａｎｄ
ＴＣＩＤ５０ ｒｅｓｕｌｔｓ， ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＶ２ ｒｅｓｃｕｅｄ ｖｉｒｕｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２； ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃｌｏｎｉｎｇ； ＥＬＩＳＡ

　
收稿日期： ２０２４－０１－２３； 修回日期： ２０２４－０５－１７
基金项目： 国家自然科学基金面上项目 （３２０７２８７１）； 湖南省重点研发计划项目 （２０２３ＮＫ２０１７）； 湖南省普通高等学校科技创新团队支持计

划项目

第一作者： 贺紫琴， 女， 硕士研究生
∗通信作者： 葛猛， 博士， 副教授， 博士生导师， 主要从事动物传染病诊断及防控研究， Ｅ－ｍａｉｌ： ｇｍｇ０２＠ １２６􀆰 ｃｏｍ。

·５９·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 ７ 期



　 　 猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２） 是圆环病毒科圆环病

毒属成员， 是目前感染哺乳动物的最小病毒， 在电镜

下观察， 病毒粒子呈球形， 无囊膜， 大小 １５～２０ ｎｍ，
由 ６０ 个 Ｃａｐ 蛋白亚基所构成的一个 ２０ 面体对称结

构［１］。 ＰＣＶ２ 基 因 组 为 单 股 环 状 ＤＮＡ， 大 小 约

１􀆰 ７ ｋｂ， 包含 ２ 个主要的开放性阅读框 （ＯＲＦ）， 其

中 ＯＲＦ１ 编码 Ｒｅｐ 蛋白， 全长 ９４５ ｂｐ， 为 ＰＣＶ２ 最大

的 ＯＲＦ， 编码由 ３１４ 个氨基酸所组成的与病毒复制相

关的 Ｒｅｐ 蛋白， 分子量约为 ３６ ｋＤａ。 ＯＲＦ２ 编码方向

与 Ｒｅｐ 蛋白相反， 基因全长 ７０２ ｂｐ， 编码由 ２３４ 个氨

基酸组成的 Ｃａｐ 蛋白， 分子量约为 ２７􀆰 ８ ｋＤａ［２］。 Ｃａｐ
蛋白是 ＰＣＶ２ 唯一的结构蛋白及保护性抗原， 可以诱

导机体产生特异性的免疫应答［３］。 ＰＣＶ２ 在我国最早

报道于 ２０００ 年［４］， 最新研究表明， ＰＣＶ２ 可分为 ８
个基因型， 即 ＰＣＶ２ａ ～ ＰＣＶ２ｈ， 其中 ＰＣＶ２ａ、 ＰＣＶ２ｂ
和 ＰＣＶ２ｄ 占据优势地位［５－６］。 ２０１０ 年发现 ＰＣＶ２ｂ 的

变异毒株 ＰＣＶ２ｄ， 并且该毒株在美国与中国流行率

逐渐上升［７－８］， 到目前为止 ＰＣＶ２ｄ 已成为了 ＰＣＶ２ 最

优势基因型［９－１０］。
ＰＣＶ２ 能够在猪肾细胞 （ＰＫ１５） 与小肠上皮细

胞 （ＩＰＥＣ－Ｊ２） 增殖， 因此常用上述 ２ 种细胞系进行

病毒分离与培养［１１］。 但从猪体内分离的病毒可能是

多种 ＰＣＶ２ 毒株的混合物， 不利于研究不同 ＰＣＶ２ 毒

株入侵细胞、 复制以及毒力等方面的差异。 ２０００ 年，
Ｆｅｎａｕｘ 等［１２］首次利用感染性克隆获得的 ＰＣＶ２ 拯救

病毒感染猪， 猪出现典型的临床症状和病理变化。 之

后也有多个报道利用感染性克隆技术获得不同 ＰＣＶ２
毒株， 并进行感染性差异等方面的研究［１３－１５］。

对于 ＰＣＶ２ 感染性克隆拯救病毒的鉴定， 可以通

过电镜直接观察病毒粒子， 该方法虽然直观但敏感性

不高， 要求样本有较多的病毒粒子， 且仪器昂贵。 鉴

于病毒核酸检测的 ＰＣＲ 与 ｑＰＣＲ 等方法并非直接针

对病毒粒子检测， 且可能受到复制过程中的病毒核酸

以及感染性克隆 ＤＮＡ 残留的干扰。 传统的抗原检测

方法间接免疫荧光试验 （ ＩＦＡ）， 步骤繁琐， 耗时较

长， 并且还有一定的主观性。 酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ） 是基于抗原抗体特异性结合的一种免疫学

分析方法， 其中双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法广泛应用于

病原、 细菌和食品成分等的检测。 如果将检测 Ｃａｐ 蛋

白的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 用于 ＰＣＶ２ 感染性克隆及拯救

病毒的鉴定， 能排除核酸干扰的同时， 还具有操作简

单、 省时的优点， 将大幅提升鉴定的效率。
本研究旨在构建 ＰＣＶ２ｂ 和 ＰＣＶ２ｄ 感染性克隆，

并通过双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法对拯救病毒进行鉴定，
为后续多个不同 ＰＣＶ２ 感染性克隆构建及病毒拯救进

行快速鉴定， 为不同 ＰＣＶ２ 毒株的感染和致病性差异

研究奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

琼脂糖、 核酸染料、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 １００ ×双抗和

牛血清白蛋白 （ＢＳＡ） 均为北京索莱宝生物科技有限

公司产品； ＳａｃⅡ限制性内切酶、 Ｔ４ 连接酶为宝日医

生物技术有限公司产品； ２×Ｐｈａｍｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 为

诺唯赞生物科技有限公司产品； 胶回收试剂盒、 清洁

试剂盒与小提质粒提取试剂盒购自 Ｂｉｏ －Ｔｅｋ 公司；
Ｆｕｇｅｎｅ ＨＤ 转染试剂为 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司产品； 胰酶、
ＤＭＥＭ 和 Ｏｐｔｉ － ＭＥＭ 均为 Ｇｉｂｃｏ 公司产品； Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记山羊抗鼠荧光二抗为赛默飞世尔科技

公司产品； 细胞培养瓶、 细胞培养板和磁珠法病毒核

酸提取试剂盒均为自杭州博日科技有限公司产品； ９６
孔酶标板为 Ｃｏｓｔａｒ 公司产品； ＰＣＶ２ 的病毒样颗粒

（ＶＬＰｓ）、 单克隆抗体 （单抗） 和辣根过氧化酶

（ＨＲＰ） 标记的 ＰＣＶ２ 多抗均为本实验室保存； ３，
３′， ５， ５′－四甲基联苯胺 （ＴＭＢ） 为美国 ＫＰＬ 公司

产品； ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸终止液、 ＰＢＳ 均由本实验室配制。
１􀆰 ２　 ＰＣＶ２ 全长基因组的克隆

参照 ＧｅｎＢａｎｋ 已发表的 ＰＣＶ２ 基因序列设计一对

ＰＣＶ２ 特异性全长引物， ＰＦ： ５′－ＣＣＧＣＧＧＧＣＴＧＧＣＴ⁃
ＧＡＡＣＴＴＴＴＧＡＡＡＧ－ ３′， ＰＲ： ５′ － ＣＣＧＣＧＧＧＡＡＡＴＴＴ⁃
ＣＴＧＡＣＡＡＡＣＧＴＴＡＣ－３′， 从 ＰＣＶ２ｂ 和 ＰＣＶ２ｄ 阳性病

料中提取病毒核酸作为模板， 用含上述引物和高保真

酶的反应液进行 ＰＣＲ 扩增， 将目的片段切胶回收并

与 ｐＭＤ－１９Ｔ 进行连接， 将连接产物转化至 ＤＨ５α，
通过蓝白斑挑取阳性菌落， 用 Ｍ１３ 引物进行菌落鉴

定。 将阳性菌落接种至 ＬＢ 液体培养基中， 培养１２ ｈ，
提取质粒后进行测序， 用 ＳａｃⅡ限制酶切获得 ＰＣＶ２
全长基因组序列， 对已验证的 ＰＣＶ２ 线性基因组回收

产物进行环化， １６ ℃连接 １２ ｈ。
１􀆰 ３　 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 环状基因组转染 ＰＫ－１５ 细胞

当 ＰＣＶ 阴性的 ＰＫ－１５ 细胞生长至 ７５％的细胞汇

合度时， 利用 Ｆｕｇｅｎｅ ＨＤ 转染试剂将环状基因组转染

至 ＰＫ－１５ 细胞中， ６ ｈ 后弃去培养液， 每孔加入完全

培养基后在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２温箱中继续培养 ７２ ｈ， 随

后回收 ６ 孔板中的第一代细胞培养物， 将其置于

－８０ ℃冻融 ３ 次。
１􀆰 ４　 拯救病毒的 ＩＦＡ 检测

将克隆样品连续盲传至第 ６ 代， 将其按 １ ∶ ５ 接

种于生长状态良好、 细胞汇合度为 ７５％的 ＰＫ－１５ 细

胞， 同时设置对照组。 将病毒侵染细胞 １ ｈ， 每

２０ ｍｉｎ 进行震荡混匀。 １ ｈ 后， 弃掉病毒液， 用

５００ μＬ ＰＢＳ 进行洗涤， 最后用 ２ ｍＬ 含 ２％ ＦＢＳ 的细

·６９· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ７



胞维持液继续培养。 ７２ ｈ 后， 弃掉培养液， ＰＢＳ 洗涤

３ 次， 加入 ４％组织固定液 ３７ ℃固定 ２０ ｍｉｎ； 弃掉固

定液， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 晾干。 随后使用含 １０％的山羊

血清的 ＰＢＳ 于 ３７ ℃封闭 １ ｈ， 接着每孔加入 ５００ μＬ
鼠抗 ＰＣＶ２－Ｃａｐ 蛋白单抗 （１ ∶ １ ０００）， ３７ ℃ 孵育

１ ｈ； 弃去一抗后， ＰＢＳ 洗涤 ４ 次， 每次 ５ ｍｉｎ； 洗涤

完成后每孔加入 ５００ μＬ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记山羊抗

鼠荧光二抗 （１ ∶ １ ０００）， ３７ ℃避光孵育 ４５ ｍｉｎ； 弃

掉二抗， ＰＢＳ 洗涤 ４ 次， 每次 ３ ｍｉｎ， 晾干。 最后每

个孔加入 ５００ μＬ ＤＡＰＩ 染色液， 室温染色 １０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 于倒置荧光显微镜下观察。
１􀆰 ５　 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 拯救毒株的测序

将 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 拯救病毒传至 Ｐ６ 代后取病

毒液 ２００ μＬ， 采用磁珠法提取病毒 ＤＮＡ， 详细步骤

见杭州博日磁珠法病毒核酸提取试剂盒说明书。 以提

取的 ＰＣＶ２ｂ、 ＰＣＶ２ｄ ＤＮＡ 为模板， 利用 ＰＣＶ２ 全长

引物进行 ＰＣＲ 扩增。 随后将产物进行测序， 分析

ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 感染性克隆是否稳定表达。
１􀆰 ６　 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 毒价的测定

将汇合度为 ９０％的 ＰＫ－１５ 细胞进行胰酶消化，
以每孔 １００ μＬ 接种 ９６ 孔板的前 １０ 排， 用 ＤＭＥＭ 倍

比稀释的 Ｐ６ 代 ＰＣＶ２ｂ 和 ＰＣＶ２ｄ 拯救病毒， 设置

１０－１ ～１０－１０共 １０ 个稀释度， 每个稀释度设置 ８ 个重复

孔， 第 １１ 排每孔加 ２％细胞培养液作为阴性对照， 在

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２温箱培养。 ７２ ｈ 之后， 弃掉培养液，
采用上述免疫荧光步骤进行镜检， 按照 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ
计算 Ｐ６ 代 ＰＣＶ２ 拯救病毒的半数组织细胞感染量

（ＴＣＩＤ５０）。
１􀆰 ７　 ＰＣＶ２ 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立

利用本实验室保存的鼠抗 ＰＣＶ２ 单抗作为捕获抗

体， ＨＲＰ 标记的兔抗 ＰＣＶ２ 多抗作为酶标抗体， 初

步建立检测 ＰＣＶ２ 的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法。 将

ＰＣＶ２ 单抗以 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ ４ ℃ 包被 ２４ ｈ， ３７ ℃ 封闭

２ ｈ， 烘干 １ ｈ， 将原浓度 ３２０ μｇ ／ ｍＬ 的 Ｃａｐ 蛋白组装

的 ＶＬＰｓ 作为标准品进行一系列稀释， 标准样品在

３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， 用 ＨＲＰ 标记的兔抗 ＰＣＶ２ 多抗

１ ∶ １ ０００ 稀释， ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ； 根据标准品不同

稀释度所检测得到的 ＯＤ４５０ ｎｍ值与标准品浓度建立标

准曲线。
１􀆰 ８　 利用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 鉴定 ＰＣＶ２ 拯救病毒

将拯救的 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 病毒样品 Ｐ２ ～ Ｐ６ 代

病毒液进行 １ ∶ １０ 稀释， 采用上述 ＥＬＩＳＡ 方法进行检

测， 计算 Ｐ２～Ｐ６ 代病毒液中 ＰＣＶ２ 的病毒粒子数。

１􀆰 ９　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 与 ＩＦＡ 或 ＴＣＩＤ５０测定结果

的对比分析
　 　 将拯救的 ＰＣＶ２ 不同代次样品按上述方法分别进

行 ＥＬＩＳＡ 检测与 ＩＦＡ 鉴定， ＩＦＡ 结果成像图片用

Ｉｍａｇｅ－Ｊ 软件处理， 分析其荧光强度， 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件将上述结果与 ＥＬＩＳＡ 反应的 ＯＤ４５０ ｎｍ值

进行相关性分析； 另外， 取 Ｐ６ 代样品， 按上述

ＰＣＶ２ 病毒毒价测定的方案， 将其梯度稀释获得不同

ＴＣＩＤ５０的病毒样品， 进行 ＥＬＩＳＡ 检测， 分析 ＯＤ４５０ ｎｍ

与 ＴＣＩＤ５０之间的相关性。

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 全长基因组的克隆

利用 ＰＣＲ 从病料中分别扩增出了预期大小为

１􀆰 ８ ｋｂ左右的 ＤＮＡ 片段， 将目的片段进行切胶回收

后与 ｐＭＤ－ １９Ｔ 载体连接， 转化至 ＤＨ５α 感受态细

胞。 挑选阳性菌落， 接种 ＬＢ 液体培养基培养过夜，
采用质粒提取试剂盒提取阳性质粒， 送至生工生物工

程有限公司进行 ＰＣＶ２ 全长基因测序， 将测序正确的

阳性重组子分别命名为 ｐ１９Ｔ － ＰＣＶ２ｂ 与 ｐ１９Ｔ －
ＰＣＶ２ｄ。 用质粒提取试剂盒提取含 ＰＣＶ２ 基因组的重

组质粒 ｐ１９Ｔ－ＰＣＶ２ｂ 与 ｐ１９Ｔ－ＰＣＶ２ｄ， ＳａｃⅡ酶切获

得了 １ ７６７ ｂｐ 的 ＰＣＶ２ 全长基因组片段 （图 １）。

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准 （ＤＬ５０００）； １􀆰 ｐ１９Ｔ－ＰＣＶ２ｂ 重组质粒；
２􀆰 ｐ１９Ｔ－ＰＣＶ２ｄ 重组质粒。

图 １　 ｐ１９Ｔ－ＰＣＶ２ｂ 与 ｐ１９Ｔ－ＰＣＶ２ｄ 重组质粒酶切

２􀆰 ２　 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 拯救病毒的 ＩＦＡ 法检测

阳性细胞孔内可观察到细胞的胞核或者胞浆内有

典型的特异性亮绿色荧光， 而阴性对照的细胞孔内无

特异性的绿色荧光 （图 ２）， 说明 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ
拯救成功。
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图 ２　 ＰＣＶ２ 拯救病毒的 ＩＦＡ 鉴定 （１００×）

２􀆰 ３　 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 拯救病毒的测序

ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 病毒液 ＰＣＲ 产物的测序结果表

明， ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 的 Ｐ６ 代的病毒序列与环状基

因组序列一致， 因此 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 拯救病毒能在

ＰＫ－１５ 细胞稳定传代。
２􀆰 ４　 ＰＣＶ２ 病毒毒价的测定

根据 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法， 距离比 ＝ （高于 ５０％的

百分数－５０％） ／ （高于 ５０％的百分数－低于 ５０％的百

分数）， ｌｇＴＣＩＤ５０ ＝距离比例×稀释度对数之间的差＋
高于 ５０％病变率的稀释度的对数。 计算可得 ＰＣＶ２ｂ
的 Ｐ６ 代 ＴＣＩＤ５０约为 １０－２􀆰 ３３ ／ ０􀆰 １ ｍＬ （表 １）。

表 １　 ＰＣＶ２ 拯救病毒 ＴＣＩＤ５０测定 （Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法）

稀释度 荧光孔数
无荧光

孔数

累计荧

光孔数

累计无荧

光孔数

荧光孔

占比 ／ ％

１０－１ ８ ０ １４ ０ １００

１０－２ ６ ２ ６ ２ ７５

２􀆰 ５　 ＰＣＶ２ 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立

对 ＰＣＶ２ 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法进行条件摸索

后， 最终确 定 捕 获 抗 体 的 最 佳 包 被 浓 度 为 ０􀆰 ５
μｇ ／ ｍＬ， 最佳包被条件为 ４ ℃包被 ２４ ｈ， 最佳封闭条

件为 ３７ ℃封闭 ２ ｈ， ＨＲＰ 标记的兔抗 ＰＣＶ２ 多抗最佳

稀释度为 １ ∶ １ ０００。 采用 Ｃａｐ 蛋白组装的 ＶＬＰｓ 按照

不同的比例进行稀释， 建立 ＯＤ４５０ ｎｍ值与样品浓度的

标准曲线 （图 ３）。

图 ３　 ＰＣＶ２ 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 标准曲线

２􀆰 ６　 利用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 鉴定 ＰＣＶ２ 拯救病毒

将 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ Ｐ２～Ｐ６ 代病毒液 １ ∶ １０ 稀释

后进行 ＥＬＩＳＡ 检测， 根据各代次病毒液的 ＯＤ４５０ ｎｍ值

计算出 ＰＣＶ２ 的病毒颗粒数 （表 ２）。 计算方法： 根

据 ＯＤ４５０值得到样品中 Ｃａｐ 蛋白的浓度， 样品中 Ｃａｐ
的质量 ＝浓度×样品体积， 物质的量 ＝样品中 Ｃａｐ 的

质量 ／相对分子质量， 病毒颗粒数 （个 ／ ｍＬ） ＝ 物质

的量×阿伏加德罗常数。
２􀆰 ７　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 与 ＩＦＡ 或 ＴＣＩＤ５０测定结果

的对比分析
　 　 将 ＰＣＶ２ 不同代次样品进行 ＥＬＩＳＡ 检测与 ＩＦＡ 鉴

定， 上述 ＯＤ４５０ ｎｍ与 Ｉｍａｇｅ－Ｊ 所计算的荧光强度有较

强的相关性， 相关系数 ｒ 达到 ０􀆰 ７ （图 ４Ａ）； 不同

ＴＣＩＤ５０病毒液进行 ＥＬＩＳＡ 检测， 其 ＯＤ４５０ ｎｍ与 ＴＣＩＤ５０

相关系数 ｒ 也高达 ０􀆰 ８ 以上 （图 ４Ｂ）。
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表 ２　 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 各代感染性克隆的 ＥＬＩＳＡ 检测值与各代的病毒浓度

项目
代次

Ｐ２ Ｐ３ Ｐ４ Ｐ５ Ｐ６

ＰＣＶ２ｂ 组 ＯＤ４５０ ｎｍ值 ２􀆰 ８８８ ２􀆰 ９６２ ２􀆰 ６４７ ２􀆰 １１１ １􀆰 １６５

ＰＣＶ２ｂ 病毒颗粒数 ／ （个·ｍＬ－１） ２􀆰 １×１０１１ ２􀆰 ２×１０１１ １􀆰 ９×１０１１ １􀆰 ５×１０１１ ７􀆰 ６×１０１０

ＰＣＶ２ｄ 组 ＯＤ４５０ ｎｍ值 ０􀆰 ７３８ ０􀆰 ６４７ ０􀆰 ４９２ ０􀆰 ９３２ ０􀆰 ２１７

ＰＣＶ２ｄ 病毒颗粒数 ／ （个·ｍＬ－１） ４􀆰 ３×１０１０ ３􀆰 ６×１０１０ ２􀆰 ４×１０１０ ５􀆰 ６×１０１０ ２􀆰 ２×１０９

图 ４　 ＰＣＶ２ 病毒样品检测的 ＯＤ４５０ ｎｍ值与荧光强度 （Ａ） 和 ＴＣＩＤ５０ （Ｂ） 的相关性

３　 讨论

ＰＣＶ２ 是一种变异速度很快的 ＤＮＡ 病毒， 可以

达到 １􀆰 ２×１０－３置换 ／位点 ／年的核苷酸置换率， 接近

于单链 ＲＮＡ 病毒的进化速度［１６］。 尤其是在 ２００７ 年

ＰＣＶ２ 疫苗广泛使用之后， 有研究表明其变异速率进

一步加快， 且 ＰＣＶ２ｄ 的流行比例越来越高， 这可能

与疫苗免疫选择压力有关［１７］。 通过分析 ＰＣＶ２ａ、
ＰＣＶ２ｂ 和 ＰＣＶ２ｄ 的氨基酸序列， 发现了 ＰＣＶ２ｄ Ｃａｐ
蛋白在多个氨基酸位点相对于 ＰＣＶ２ａ 和 ＰＣＶ２ｂ 发生

了突变， 这些氨基酸替换势必引起其结构与功能发生

一定的变化。 为研究不同突变位点对病毒结构和功能

的影响， 可利用定点突变技术， 对 ＰＣＶ２ｄ Ｃａｐ 蛋白

氨基酸差异位点进行突变， 构建不同的 ＰＣＶ２ 感染性

克隆。 因此本文所搭建的 ＰＣＶ２ 感染性克隆平台将为

ＰＣＶ２ 多个基因型与各突变体感染性克隆的构建奠定

基础。
感染性克隆的构建以及病毒拯救的效率与多种因

素有关， 而体外转染细胞的选择以及病毒在宿主细胞

中的复制水平是其中的关键。 ＰＫ－１５ 细胞是 ＰＣＶ２ 在

体外有效增殖的靶细胞， 该细胞也是 ＰＣＶ２ 全病毒灭

活疫苗生产的细胞来源， 然而 ＰＣＶ２ 在体外细胞的增

殖滴度相对较低［１８］。 本试验将含 ＰＣＶ２ 全基因组的

质粒转染 ＰＫ－１５ 细胞， 所构建的感染性克隆及其拯

救病毒传代至第 ６ 代后， 也存在病毒滴度较低的问

题。 为了提高 ＰＣＶ２ 在 ＰＫ－１５ 细胞上的滴度， Ｆｅｎａｕｘ
等［１９］研究发现， ＰＣＶ２ 的滴度随着传代次数的增多而

上升， 从第 １ 代的 １０１􀆰 ７５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， 上升到第 ３５ 代

的 １０５􀆰 ６ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ； Ｚｈｕ 等［２０］ 研究发现， 通过有限

稀释法从 ＰＫ－１５ 混合细胞中获得 １ 株对 ＰＣＶ２ 复制

高度敏感的细胞， 用其培养 ＰＣＶ２， 最高病毒滴度可

以达到 １０７􀆰 ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 因此， 本研究所构建的

ＰＣＶ２ 感染性克隆及其拯救病毒的滴度较低， 可能是

病毒传代次数较少， 也有可能是 ＰＣＶ２ 对本试验 ＰＫ－
１５ 的细胞适应性较差有关［２１］。

另外， 有研究表明由于 ＰＣＶ２ 在 ＰＫ－１５ 中的复

制周期时间长达 ３６ ｈ， 病毒的复制过程需要细胞 Ｓ 期

表达的复制相关蛋白， 然而不同的细胞所处的分裂周

期不同， 因此较难达到细胞的完全感染， 导致病毒的

复制滴度较低［１８］。 有研究表明 Ｄ－氨基葡萄糖 （Ｄ－
Ｇ） 一方面可以增强 ＰＫ－１５ 细胞 Ｓ 期蛋白的表达，
另一方面可以促进病毒的 ＤＮＡ 进入细胞核， 从而增

强病毒的复制。 Ｔｉｓｃｈｅｒ 等［２２］ 最先用 Ｄ － Ｇ 来提高

ＰＣＶ２ 的增殖， 之后 Ｇｉｌｐｉｎ 等［２３］ 发现用 ３００ ｍｍｏＬ ／ Ｌ
Ｄ－Ｇ 刺激处理 ＰＫ－１５ 细胞 ２０ ｍｉｎ 能够显著增加病毒

的增殖能力。 本试验分别采用 ３００ ｍｍｏＬ ／ Ｌ Ｄ－Ｇ 处理

２０ ｍｉｎ 和 ３ ｍｍｏＬ ／ Ｌ Ｄ － Ｇ 处理 ７２ ｈ， 对比发现

３ ｍｍｏＬ ／ Ｌ Ｄ－Ｇ 处理 ７２ ｈ， 能够使 ＰＣＶ２ 的复制效率

得到提高， 而 ３００ ｍｍｏＬ ／ Ｌ Ｄ－Ｇ 处理细胞造成部分细

胞死亡， 没有明显促进 ＰＣＶ２ 的复制。 后续将对拯救

病毒继续在添加 ３ ｍｍｏＬ ／ Ｌ Ｄ－Ｇ 的 ＰＫ－１５ 细胞上接

毒并传代， 尝试进一步提高其病毒滴度。
ＰＣＶ２ 感染性克隆及所拯救病毒在前期传代过程

中， 往往存在病毒滴度低、 不稳定等情况［２４］， 用传
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统的 ＩＦＡ 鉴定会出现信号弱， 对结果的判断存在主观

性等问题， 尤其是对多个感染性克隆的构建以及不同

代次样品的鉴定， 其检测周期较长、 工作量大， 这不

利于 ＰＣＶ２ 感染性克隆的早期和快速鉴定。 感染性克

隆只有在成功构建且 ＰＣＶ２ 获得拯救的情况下才能产

生病毒粒子， 而 Ｃａｐ 蛋白是 ＰＣＶ２ 的唯一结构蛋白，
因此可以通过对 Ｃａｐ 蛋白的检测来鉴定 ＰＣＶ２ 感染性

克隆及拯救的病毒。 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法是一种

常用的检测病毒等抗原物质的血清学检测方法， 一般

而言， 该方法比 ＩＦＡ、 免疫过氧化物酶单层细胞检测

技术 （ＩＰＭＡ） 等有更好的敏感性与特异性［２５－２６］。 本

研究通过建立检测 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白的双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ 方法， 且将模拟病毒粒子的 ＰＣＶ２ ＶＬＰｓ 作为

标准品进行梯度稀释， 证明该方法的检测结果与

ＰＣＶ２ 病毒粒子数量之间具有很好的线性关系。 利用

该方法检测 ＰＣＶ２ 拯救病毒的 ＯＤ４５０ ｎｍ值与 Ｉｍａｇｅ－Ｊ 所
计算荧光强度和 ＴＣＩＤ５０数值进行对比分析， 两者之间

都有较强的相关性， 说明该双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法

可以用于 ＰＣＶ２ 感染性克隆及拯救病毒的鉴定。
本研究成功获得了 ＰＣＶ２ｂ 与 ＰＣＶ２ｄ 的感染性克

隆毒株， 并建立了检测 ＰＣＶ２ 的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方

法， 为 ＰＣＶ２ 感染性克隆的构建及拯救病毒的检测分

析提供了一种更加简单、 高效的鉴定方法， 同时该方

法也是一种潜在的检测疫苗或临床病料中 ＰＣＶ２ Ｃａｐ
抗原的方法。
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