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摘要： 为了解广东省某规模猪场引起母猪繁殖障碍及仔猪死亡的主要病原， 通过实验室检测病死仔猪肺脏及淋巴结样品中常见病原， 发现存在

猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２） 的感染。 对阳性样品进行全基因组扩增、 测序后， 与国内外其他 ＰＣＶ２ 毒株进行同源性比对， 建立系统遗传进化树并进

行分析； 通过猪肾细胞系进行病毒分离， 使用荧光定量 ＰＣＲ 及间接免疫荧光法对分离病毒进行鉴定。 结果显示： 分离的毒株 ＧＤ－２ 为 ＰＣＶ２ａ 基

因型， 基因组全长为 １ ７６８ ｂｐ。 与其他毒株相比， ＧＤ－２ 与 Ｈ２４－１－２０１９、 Ｅ１５－２－２０１９、 Ｆ１８－２－２０１９ 这 ３ 株 ＰＣＶ２ 毒株基因组同源性为 ９９􀆰 ９％。
毒株 ＧＤ－２ 经 ＰＫ－１５ 细胞系连续传代， 第 ７ 代病毒滴度为 １０４􀆰 ３７５ ＴＣＩＤ５０ ／ ０􀆰 １ ｍＬ。 本研究为广东地区 ＰＣＶ２ 的流行提供了新的数据信息。
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　 　 猪圆环病毒 ２ 型 （ ＰＣＶ２） 属于圆环病毒科

（Ｃｉｒｃｏｖｉｒｉｄａｅ） 圆环病毒属 （Ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ）， 是一种无囊
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膜的二十面体病毒， 拥有已知最小的自我复制病毒基

因组［１］， 其感染主要导致机体免疫抑制， 造成机体

免疫力降低。 ＰＣＶ２ 是断奶仔猪多系统衰竭综合征

（ＰＭＷＳ） 的原发性病原， 与猪皮炎肾病综合征

（ＰＤＮＳ）、 猪呼吸道疾病综合征 （ＰＲＤＣ）、 增生性坏

死性肺炎 （ＰＮＰ）、 先天性震颤 （ＣＴ） 等猪病相关，
给世界养猪业带来巨大的经济损失［２］。 ＰＣＶ２ 常与多

种病原混合感染， 加大了临床的防控难度［３］。
　 　 ＰＣＶ２ 基因组大小约为 １􀆰 ７６ ｋｂ， 其中 ＯＲＦ１ 基因

主要编码 Ｒｅｐ 和 Ｒｅｐ′蛋白， 是病毒的复制元件；
ＯＲＦ２ 基因主要编码 Ｃａｐ 蛋白， 而 Ｃａｐ 蛋白是 ＰＣＶ２
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唯一的结构蛋白， 与病毒的免疫原性密切相关。 根据

全基因组和 Ｃａｐ 基因的系统进化树分型可将 ＰＣＶ２ 分

为 ８ 个 基 因 型， 包 括 ＰＣＶ２ａ、 ＰＣＶ２ｂ、 ＰＣＶ２ｃ、
ＰＣＶ２ｄ、 ＰＣＶ２ｅ、 ＰＣＶ２ｆ、 ＰＣＶ２ｇ 和 ＰＣＶ２ｈ［４］。 我国

ＰＣＶ２ 流行毒株于 ２０００ 年由 ＰＣＶ２ａ 向 ＰＣＶ２ｂ 基因型

开始发生转换［５］。 自 ２０１２ 年以来， ＰＣＶ２ｄ 基因型流

行率上升， 我国也正在发生由 ＰＣＶ２ｂ 到 ＰＣＶ２ｄ 基因

型的过渡［６］。 由于 ＰＣＶ２ 基因型多且易发生突变， 因

此了解其流行情况对该病的防控起着重要作用。
本研究从广东某规模猪场采集病死仔猪的肺脏及

淋巴结， 对其进行实验室检测， 随后对阳性样品进行

ＰＣＶ２ 全基因组扩增、 测序及遗传进化分析， 在 ＰＫ－
１５ 细胞中分离病毒并对分离株进行鉴定及生物学特

性研究。 本研究丰富了对广东 ＰＣＶ２ 流行情况的了

解， 可为广东地区 ＰＣＶ２ 感染的防控提供一定的参考

依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样品来源

广东省某规模猪场出现母猪流产， 约 ２０％的仔

猪死亡。 从该猪场采集 １０ 只病死仔猪的肺脏和淋巴

结， 编号为 １ ～ １０ 号， 其中 １、 ２、 ５、 ６ 号为肺脏和

淋巴结的混合样品， ３、 ７、 ８、 ９、 １０ 号为淋巴结样

品， ４ 号为肺脏样品。
１􀆰 ２　 细胞与主要试剂、 仪器

ＰＫ－１５ 细胞， 由本实验室保存； ＤＮＡ 病毒核酸

提取试剂盒购自广州美基生物科技有限公司； ２ ×
Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ）、 ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购

自南京诺唯赞生物科技股份有限公司； Ｐｒｅｍｉｘ ＴａｑＴＭ

购自大连宝生物工程有限公司； ０􀆰 ２５％ ＥＤＴＡ－胰酶

细胞消化液购自北京索莱宝科技有限公司； 胎牛血清

（ＦＢＳ）、 ＤＭＥＭ 培养液购自苏州双洳生物科技有限公

司； 丙酮购自国药集团化学试剂有限公司； ＰＣＶ２
Ｃａｐ 蛋白单克隆抗体由普莱柯生物工程股份有限公司

馈赠； Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５ Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ 购自

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； ＤＡＰＩ 染色液购自上海

碧云天生物技术有限公司。 主要仪器有 ＡＢＩ ＭｉｎｉＡｍｐ
Ｐｌｕｓ ＰＣＲ 仪、 ＡＢＩ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ３ 荧光定量 ＰＣＲ 仪， 均

购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司。
１􀆰 ３　 临床样品实验室检测

无菌剪切上述 １０ 只病死仔猪的临床样品， 每份

样品各 ０􀆰 ５ ｇ 于离心管中， 分别加入 １ ｍＬ ＰＢＳ， 使用

组织破碎仪破碎样品， ６ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后吸取

上清液， 使用 ＤＮＡ 病毒核酸提取试剂盒提取 １０ 份样

品中的病毒核酸， 将剩余组织上清液放于－８０ ℃保存

备用。 随后使用荧光定量 ＰＣＲ 方法对上述临床样品

进行 ＰＣＶ２ 的检测。 针对 ＰＣＶ２ 的特异性探针和引物

参照参考文献 ［５］。
１􀆰 ４　 ＰＣＶ２ 全基因组扩增

使用表 １ 中的引物， 采用普通 ＰＣＲ 方法对阳性

样品进行 ＰＣＶ２ 全基因组扩增， 引物由上海生工生物

有限公司合成， 实验室制备的全基因组的质粒作为阳

性对照。 ＰＣＲ 扩增体系 （５０ μＬ）： ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
（Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ） ２５ μＬ， 上、 下游引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各

２ μＬ， ｃＤＮＡ 模板 ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ １９ μＬ。 ＰＣＲ 反应程

序： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ５５ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃
２ ｍｉｎ， ３５ 个循环； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ， １６ ℃ 保存。 扩增产

物经 １％琼脂糖凝胶电泳分析后送至金唯智生物科技

有限公司进行序列测定， 随后使用 ＳｅｑＭａｎ 软件将测

序后的全基因片段拼接完整， 用于后续的遗传演化

分析。

表 １　 ＰＣＶ２ 全基因组扩增引物

引物名称 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ

ＰＣＶ２Ｆ ＴＡＴＣＣＧＣＧＧＧＣＴＧＧＣＴＧＡＡＣＴＴＴＴＧＡＡ

ＰＣＶ２Ｒ ＧＴＧＣＣＧＣＧＧＡＡＡＴＴＴＣＴＧＡＣＡＡＡＣＧＴＴ
１ ７６８

１􀆰 ５　 ＰＣＶ２ 遗传进化分析

经 ＳｅｑＭａｎ 软件对测序结果进行拼接， 获得

ＰＣＶ２ 基因组全长为 １ ７６８ ｂｐ， 将测序获得的全长基

因组毒株命名为 ＧＤ－２ （以下均称 ＧＤ－２）。 从 ＮＣＢＩ
数据库中选取国内外 ２４ 株 ＰＣＶ２ 参考序列 （表 ２），
使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件将毒株 ＧＤ－２ 和这些参考毒株的

全长基因组和 ＯＲＦ２ 基因序列进行核苷酸序列同源性

比对， 同时使用 ＭＥＧＡ－Ｘ 软件 Ｍａｘｉｍｕｍ－Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ
法基于全基因组序列和 ＯＲＦ２ 序列建立系统遗传进化

树， 比较分析 ＧＤ－ ２ 与 ２４ 株参考毒株的遗传进化

关系。
１􀆰 ６　 病毒的分离培养

取 ２ 号样品组织上清液， 通过 ０􀆰 ２２ μｍ 的无菌滤

膜过滤除菌。 组织上清液分别以 １ ∶ １０、 １ ∶ ２０、
１ ∶ ６０、 １ ∶ １８０ 的比例同步接种到 ＰＫ－１５ 细胞悬液

中， 于 ３７ ℃ ５％ ＣＯ２培养箱中静置培养， ２４ ｈ 后待

细胞长至单层， 换成含 １％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液

继续培养 ２４ ｈ， 经带毒传代 ７ 次后， 对分离毒株进行

实验室检测及生物学特性研究。
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表 ２　 参考毒株信息

毒株名称 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 来源 基因型

ｐｍｗｓ ＰＣＶ ＡＦ０２７２１７ 加拿大 ＰＣＶ２ａ

ＬＧ ＨＭ０３８０３４ 中国 ＰＶ２ａ （ＬＧ 疫苗株）

Ｅ１５－２－２０１９ ＭＴ８７６２１０􀆰 １ 中国 ＰＣＶ２ａ

Ｆ１８－２－２０１９ ＭＴ８７６２１２􀆰 １ 中国 ＰＣＶ２ａ

Ｈ２４－１－２０１９ ＭＴ８７６２１４􀆰 １ 中国 ＰＣＶ２ａ

Ｎｏ􀆰 ２６ ＡＢ０７２３０２ 日本 ＰＣＶ２ａ

Ｐｉｎｇｔｕｎｇ－１ ＡＹ１４６９９１􀆰 １ 中国台湾 ＰＣＶ２ａ

ＨＲ ＡＦ３８１１７６􀆰 １ 中国 ＰＣＶ２ａ

Ａ４０９９ ＪＦ３１７５６６ 韩国 ＰＣＶ２ｂ

ＤＢＮ－ＳＸ０７－２ ＨＭ６４１７５２ 中国 ＰＣＶ２ｂ （ＤＢＮ－ＳＸ０７－２ 疫苗株）

ＱＺ０４０１ ＡＹ６９１１６９ 中国 ＰＣＶ２ｂ

Ｆｈ１９ ＡＹ３２２００３􀆰 １ 法国 ＰＣＶ２ｂ

ＡＵＴ５ ＡＹ４２４４０５􀆰 １ 澳大利亚 ＰＣＶ２ｂ

ＨＬ１ ＨＱ２０２９７０􀆰 １ 中国台湾 ＰＣＶ２ｂ

ＳＨ ＡＹ６８６７６３ 中国 ＰＣＶ２ｂ （ＳＨ 疫苗株）

ＤＫ１９８０ＰＭＷＳｆｒｅｅ ＥＵ１４８５０３􀆰 １ 丹麦 ＰＣＶ２ｃ

ＤＫ１９９０ＰＭＷＳｆｒｅｅ ＥＵ１４８５０５􀆰 １ 丹麦 ＰＣＶ２ｃ

ＧＳ０４ ＥＦ５２４５１７ 中国 ＰＣＶ２ｄ

ＮＬ＿ Ｃｏｎｔｒｏｌ＿ ４ ＡＹ４８４４１０ 荷兰 ＰＣＶ２ｄ

ＫＳＵ－ＭＮ－２０１７－ＰＣＶ２－８ ＭＫ５０４３８８ 美国 ＰＣＶ２ｄ

ＴＪ ＡＹ１８１９４６􀆰 １ 中国 ＰＣＶ２ｄ

ＹＮ ／ ＫＭ ／ ２０１８ ＭＨ５９３２６３􀆰 １ 中国 ＰＣＶ２ｄ

ＹＮ ／ ＱｕＪｉｎｇ－２０１８ ＭＫ４０５６９９􀆰 １ 中国 ＰＣＶ２ｄ

ＣＱＷＺ１２ ＫＦ７４２５５１ 中国 ＰＣＶ２ｄ

１􀆰 ７　 分离株荧光定量 ＰＣＲ 检测

收集第 ７ 代 ＧＤ－２ 分离株细胞上清液， 同时收集

第 ７ 代带毒细胞， 使用 ＤＮＡ 病毒核酸提取试剂盒提

取细胞上清液和细胞中的病毒 ＤＮＡ， 随后进行荧光

定量 ＰＣＲ 检测。
１􀆰 ８　 间接免疫荧光法测定 ＰＣＶ２ 滴度

使用 ０􀆰 １２５％胰酶消化带毒细胞， 并使用含 １０％
胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液将带毒细胞作 １０ 倍浓度梯

度稀释， 稀释度为 １×１０－１ ～１×１０－８， 每个稀释度重复

８ 孔， 各稀释度同步接种于 ＰＫ－１５ 细胞悬液中， 同

时设立 ８ 个阴性对照孔， 于 ３７ ℃ ５％ ＣＯ２培养箱中静

置培养 ７２ ｈ。
７２ ｈ 后将培养板从 ３７ ℃培养箱中取出， 弃掉板

内液体， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后加入预冷的 ８０％丙酮， ４ ℃
固定 ３０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后加入用 ＰＢＳ １ ∶ ４００ 稀

释的 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白单克隆抗体， 置于 ３７ ℃ 孵育

３０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后加入用 ＰＢＳ １ ∶ １ ０００ 稀释的

Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５ Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ 荧光二抗，
置于 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ； ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后加入用 ＰＢＳ
１ ∶ ２ ０００稀释的 ＤＡＰＩ 染色液， 室温染色 ８ ｍｉｎ 后用

ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 最后在荧光显微镜下观察各稀释度下

出现特异性红色荧光的孔数， 按照 Ｋａｒｂｅｒ 法计算

ＴＣＩＤ５０。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 临床样品实验室检测

使用荧光定量 ＰＣＲ 方法对 １０ 份临床样品进行

ＰＣＶ２ 实验室检测。 荧光定量 ＰＣＲ 结果显示 １、 ２、 ８
号样品为 ＰＣＶ２ 阳性 （图 １）。 其中， ２ 号样品的 Ｃｔ
值最低， 为 １９􀆰 ０７６。 因此， 选取 ２ 号阳性样品进行

接下来的研究。
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Ｐ． 阳性对照； １～１０􀆰 １～１０ 号样品； Ｎ． 阴性对照。

图 １　 临床样品荧光定量 ＰＣＲ 检测

２􀆰 ２　 ＰＣＶ２ 全基因组扩增

使用全基因测序引物对 ２ 号样品中的 ＰＣＶ２ 基因

组进行扩增， 得到大小为 １ ７６８ ｂｐ 的特异性条带

（图 ２）。 对特异性条带回收纯化后进行测序分析， 测

序结果经 ＳｅｑＭａｎ 软件拼接得到 １ 株 ＰＣＶ２ 全基因序

列， 长度为 １ ７６８ ｂｐ。 本研究获得的 ＰＣＶ２ 全基因序

列已登录 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库， 登录号为 ＯＲ５５２３９７。

Ｍ． ＤＮＡ 分子量标准 （ ＤＬ２０００）； １􀆰 阳性对照； ２􀆰 ２ 号样品；
３􀆰 阴性对照。

图 ２　 ＰＣＶ２ 全基因扩增分析

２􀆰 ３　 ＰＣＶ２ 全基因组序列同源性比对及遗传进化

分析

　 　 使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件将 ＧＤ－２ 与 ２４ 个国内外参考

毒株进行全基因组核苷酸同源性分析。 结果显示，
ＧＤ－２ 与我国不同地区 （包括台湾） 的 １５ 个 ＰＣＶ２
参考毒株之间的全基因组序列同源性为 ９４􀆰 ５％ ～
９９􀆰 ９％， 其中该毒株与 Ｅ１５－２－２０１９、 Ｈ２４－１－２０１９、
Ｆ１８－２－２０１９ 的同源性高达 ９９􀆰 ９％。 ＧＤ－２ 与国外 ９
个 ＰＣＶ２ 参考毒株之间的核苷酸同源性为 ９３􀆰 ３％ ～
９７􀆰 ０％， 其中该毒株与加拿大首次报道的分离株

ｐｍｗｓ ＰＣＶ 同源性最高为 ９７􀆰 ０％。 ＧＤ－２ 与 ＰＣＶ２ａ 基

因型全基因组核苷酸同源性为 ９６􀆰 ０％ ～ ９９􀆰 ９％， 与

ＰＣＶ２ｂ 基因型全基因组核苷酸同源性为 ９５􀆰 ２％ ～
９６􀆰 ４％， 与 ＰＣＶ２ｃ 基因型全基因组核苷酸同源性为

９３􀆰 ３％～９３􀆰 ６％， 与 ＰＣＶ２ｄ 基因型全基因组核苷酸同

源性为 ９４􀆰 ５％ ～ ９５􀆰 ４％。 上述结果说明该毒株与

ＰＣＶ２ａ 基因型核苷酸同源性最高。
使用 ＭＥＧＡ－Ｘ 软件对该毒株与 ２４ 株 ＰＣＶ２ 参考

毒株全基因序列构建遗传进化树 （图 ３）， 该毒株与

Ｆ１８－２－２０１９、 Ｈ２４－１－２０１９、 Ｅ１５－２－２０１９ 这 ３ 株毒

株在同一遗传进化分支上， 与 Ｆ１８－２－２０１９ 毒株遗传

关系最接近， 以上结果说明， 该毒株属于 ＰＣＶ２ａ 基

因型。
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▲为本研究毒株。 下同。

图 ３　 ＧＤ－２ 与 ＰＣＶ２ 参考毒株全基因组序列系统遗传进化分析

２􀆰 ４　 ＯＲＦ２ 核苷酸序列遗传进化分析

ＯＲＦ２ 基因主要编码 Ｃａｐ 蛋白， 是 ＰＣＶ２ 唯一的结

构蛋白， 根据 Ｃａｐ 蛋白基因， 可将 ＰＣＶ２ 分为不同的

基因型。 因此， 使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对 ＧＤ－２ 与 ２４ 株

ＰＣＶ２ 参考毒株序列的 ＯＲＦ２ 核苷酸序列进行同源性比

对。 结果显示， 该毒株与国内外参考毒株 ＯＲＦ２ 的核

苷酸同源性为 ８５􀆰 ９％ ～ １００％， 其中 ＧＤ－２ 与 Ｅ１５－２－
２０１９、 Ｈ２４－１－２０１９ 这 ２ 株毒株同源性为 １００％。

使用 ＭＥＧＡ －Ｘ 软件对 ＧＤ － ２ 与国内外 ２４ 株

ＰＣＶ２ 参考毒株的 ＯＲＦ２ 核苷酸序列构建遗传进化树，
结果显示 ＧＤ － ２ 与 Ｅ１５ － ２ － ２１１９、 Ｆ１８ － ２ － ２１０１９、
Ｈ２４－１－２０１９ 在同一遗传进化分支上， 遗传关系最为

接近， 同属于 ＰＣＶ２ａ 基因型 （图 ４）。 由 ＯＲＦ２ 遗传

进化结果显示， 该毒株属于 ＰＣＶ２ａ 基因型。
２􀆰 ５　 分离株荧光定量 ＰＣＲ 检测

本研究分别用 １ ∶ １０、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ６０、 １ ∶ １８０ 的

病毒稀释比例进行连续带毒传代， 收集第 ７ 代病毒的

细胞上清液和感染的细胞， 使用荧光定量 ＰＣＲ 方法

检测各稀释比例下病毒的增殖情况。 结果显示，
１ ∶ ２０ 病毒稀释比例下的细胞上清液和细胞中 ＰＣＶ２
核酸的 Ｃｔ 值分别为 ２６􀆰 ４００ 和 ２１􀆰 ４０２， １ ∶ ６０ 病毒稀

释比例下细胞上清液和细胞中 Ｃｔ 值分别为 ２５􀆰 ５４５ 和

２１􀆰 ６５９， 而以 １ ∶ １０ 和 １ ∶ １８０ 比例稀释传代的病毒

在第 ７ 代中没有检测到 Ｃｔ 值 （图 ５）。 结果说明分离

株 ＧＤ－２ 可以在 １ ∶ ２０、 １ ∶ ６０ 病毒稀释比例的细胞

中增殖传代。
２􀆰 ６　 间接免疫荧光法测定 ＰＣＶ２ 滴度

为了进一步验证毒株 ＧＤ－２ 能在细胞中增殖， 使

用间接免疫荧光方法检测 １ ∶ ２０ 稀释比例的第 ７ 代带

毒传代的 ＰＫ－１５ 细胞。 结果显示， 带毒传代的 ＰＫ－
１５ 细胞可观察到特异性红色荧光， 未感染的 ＰＫ－１５
细胞没有观察到特异性荧光， 证明毒株 ＧＤ－２ 可以在

ＰＫ－１５ 细胞中增殖 （图 ６）。 随后通过间接免疫荧光

试验测定分离株 ＴＣＩＤ５０， 按照 Ｋａｒｂｅｒ 法计算得到分

离株 ＧＤ－２ 的第 ７ 代病毒的 ＴＣＩＤ５０为 １０４􀆰 ３７５ ＴＣＩＤ５０ ／
０􀆰 １ ｍＬ。
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图 ４　 ＧＤ－２ 与 ＰＣＶ２ 参考毒株基于 ＯＲＦ２ 序列的系统遗传进化分析

Ｐ􀆰 阳性对照； １、 ３􀆰 １ ∶ ６０ 稀释的细胞、 上清液； ２、 ４􀆰 １ ∶ ２０ 稀释的细胞、 上清液； ５、 ７􀆰 １ ∶ １０ 稀释的细胞、 上清液； ６、 ８􀆰 １ ∶ １８０ 稀释

的细胞、 上清液； Ｎ． 阴性对照。

图 ５　 分离株第 ７ 代荧光定量 ＰＣＲ 检测
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图 ６　 间接免疫荧光检测

３　 讨论

ＰＣＶ２ 能够引起免疫抑制， 感染后会造成淋巴细

胞凋亡， 降低机体的免疫反应， 进而容易造成其他病

毒和细菌的混合感染［７］， 造成更大的经济损失。
ＰＣＶ２ 可在 ＰＫ－１５ 细胞中增殖， 但不会出现细胞病

变， 这给病毒的检测带来困难， 主要原因可能是

ＰＣＶ２ 的复制依赖细胞聚合酶， 这种酶主要在细胞增

殖周期的 Ｓ 期合成， 缩短了病毒的繁殖期［８］。 刘长

明等［９］用 ３ 种不同方法对 ＰＣＶ２ 进行增殖， 结果表明

同步接毒法的病毒含量明显高于单次接毒法。 高睿

等［１０］使用 ３ 种不同增殖工艺对 ＰＣＶ２ 进行增殖， 结

果发现带毒传代生产效果显著。 本研究首先使用单次

接毒法进行分离， 经实验室检测发现未分离成功， 可

能是因为 ＰＣＶ２ 的复制在指数生长期的 ＰＫ－１５ 细胞

中增殖效果更好， 于是采用在 ＰＫ－１５ 细胞悬液中同

步加入病毒液， 随后进行带毒传代的方法进行分离病

毒， 盲传 ７ 代后， 使用荧光定量 ＰＣＲ 检测第 ７ 代分

离株细胞上清液和细胞中的 Ｃｔ 值， 并进一步通过间

接免疫荧光试验鉴定分离株在细胞中的增殖特性。 结

果显示获得 １ 株稳定感染增殖的 ＰＣＶ２ 毒株， 病毒滴

度为 １０４􀆰 ３７５ ＴＣＩＤ５０ ／ ０􀆰 １ ｍＬ。
本试验使用 ４ 个不同病毒稀释比例进行分离培

养， 其中 １ ∶ ２０、 １ ∶ ６０ 的病毒稀释比例细胞中的 Ｃｔ
值分别为 ２１􀆰 ４０２ 和 ２１􀆰 ６５９， １ ∶ １０、 １ ∶ １８０ 病毒稀

释比例未检测到 Ｃｔ 值， 可能是由于 １ ∶ １０ 病毒稀释

比例中病毒含量较高， 里面一些非特异性物质对细胞

造成损害， １ ∶ １８０ 病毒稀释比例中病毒含量太少，
在细胞生长发育过程中复制较差。 因此， 最适合

ＰＣＶ２ 在 ＰＫ－１５ 细胞中增殖的病毒稀释比例为 １ ∶ ２０
和 １ ∶ ６０。 张瑞永等［１１］使用含 １％胎牛血清的培养基

培养 ＰＫ－１５ 细胞进行病毒分离， 传代后发现细胞出

现脱落拉网的现象。 因此， 在试验过程中发现当使用

含 １％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液培养时， 带毒细胞会

出现贴壁差、 漂浮、 生长停滞的现象； 当使用含

１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液进行带毒传代时， 带

毒细胞生长发育良好。
对 ２ 号阳性病料进行全基因组扩增及序列测定，

并与国内外 ２４ 株参考毒株序列进行同源性比对， 结

果表明 ＧＤ－２ 与 ２４ 株参考毒株的全基因组核苷酸序

列同源性在 ９３􀆰 ９％～９９􀆰 ９％之间， 表明广东该猪场流

行的 ＰＣＶ２ 与国内外不同地区 ＰＣＶ２ 的基因序列差别

不大。 基于全基因组及 ＯＲＦ２ 序列构建遗传进化树进

行遗传进化分析， 结构基本一致。 ＧＤ－２ 与 Ｅ１５－２－
２０１９、 Ｆ１８－２－２０１９、 Ｈ２４－１－２０１９这 ３ 株 ＰＣＶ２ａ 基因

型毒株在同一分支上， 表明 ＧＤ－２ 与这 ３ 株毒株的遗

传关系最为接近， 并且 ＧＤ－２ 与这 ３ 株毒株的全基因

组核苷酸同源性为 ９９􀆰 ９％， 与 Ｅ１５－２－２０１９、 Ｈ２４－
１－２０１９ 毒株的 ＯＲＦ２ 核苷酸序列同源性为 １００％。
Ｅ１５－２－２０１９、 Ｆ１８－２－２０１９、 Ｈ２４－１－２０１９ 毒株均在

２０１９ 年由河南农业科学院分离， 进一步说明该毒株

有可能在国内流行， 给猪场造成不同程度的经济损

失， 因此对于该毒株基因型的流行应当引起重视。
徐廷川等［１２］ 对 ２００７—２０１１ 年广东地区 ４９ 株

ＰＣＶ２ 全基因组进行分析发现， 该地区 ＰＣＶ２ 基因型

已经发生了从 ＰＣＶ２ｂ 到 ＰＣＶ２ｄ 基因型的转换。 梁鹏

帅［１３］报道 ２０１０—２０１２ 年广东及周边地区 ＰＣＶ２ 的主

要流行毒株为 ＰＣＶ２ｂ 基因型， ＰＣＶ２ａ 基因型仅有少

量存在。 羊露露等［１４］对 ２０２０—２０２１ 年广东地区 ４ 株

ＰＣＶ２ 全基因组分析发现， ４ 株均为 ＰＣＶ２ｄ 基因型，
说明 ＰＣＶ２ｄ 基因型为该地区主要流行毒株。 本研究

鉴定了广东某规模猪场存在 ＰＣＶ２ 感染， 并对其进行
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病毒分离及全基因组测序分析， 得到 １ 株基因型为

ＰＣＶ２ａ 的毒株， 说明 ＰＣＶ２ 可能在该猪场流行， 并且

该毒株与国内外其他 ＰＣＶ２ 毒株遗传关系较近。 目前

广东地区 ＰＣＶ２ 基因型的流行以 ＰＣＶ２ｂ 和 ＰＣＶ２ｄ 基

因型为主， ＰＣＶ２ａ 基因型流行很少。 本研究为进一

步了解广东地区 ＰＣＶ２ 的流行情况提供了参考。
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