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Abstract：A porcine kidney cell line(PK一15)was infected by a field—isolated virulent strain of classical 

swine fever virus(CSFV39)After the infected cells had subeultured 79 passages for near eight 

months．a steady modeI of the eell persistently infected by virus has been establisheel，hence the CS— 

FV39．PK15 cell line was procured．In this experiment immunofluorescenee，RT-PCR assay and elec— 

tron microscopy observation were used to identify the basic viral fearums in the CSFV39一PK15 cel1． 

The results showed the 9th，29th．79th CSFV39一PK15 cell passages still harhored CSFV and they ha d 

the radical characteristics of viral persistent infectlon．This endeavor should be the fotmdation for the 

further research of CSFV persisten t infeetion． 
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摘要：采用猪瘟病毒野毒珠(CSFV39)感染猪肾传代细胞系 PK一15，经连续传 79代，建立了稳定的病毒持续感染细 

胞模型．获得 CSFV39一PK15细胞株。用免疫荧光、RT-PCR检测、透射电镜跟踪观察了 CSFV39一PK15细胞株连续 

传代中病毒在细胞内的存在情况。结果表明第 9，29，79代细胞仍有猪瘟病毒存在，表现出病毒持续感染的基本特 

征。这为课八研究猪瘟病毒持续感染机理奠定了基础。 

关薯词：猪瘟病毒株 CSFV39；持续感染；细胞模型；RT PCR 
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猪瘟病毒(C1assical swine fever virus，CSFV又 

称Hog Cholera Virus，HCV)属于黄病毒科(Fta． 

viviridae)瘟病毒属(Pesti irus)，为有囊膜的正链 

RNA病毒⋯。由其引起的猪瘟是猪的一种急性接 

触性传染性病毒病，对养猪业危害十分严重，是世界 

粮农组织和各国政府严密监控和检疫的主要家畜传 

染病之一 1。 

迄今国内外对 CSFV的研究主要侧重于流行病 

学和分子病毒学方面，从病毒持续感染和细胞生物 

学角度研究的报道甚少。CSFV疫苗株感染一般不 

引起细胞病变(Cytopathic effect，CPE)．且在培养细 

胞中病毒滴度很低，可以在细胞中持续存在_3 J。但 

CSFV疫苗株在宿主细胞中的这种持续存在形式与 

流行病学上的病毒持续感染机制完全不同，因为 

CSFV野毒株在体 内形成持续感染的例子未见报 

道。因此．研究 CSFV野毒株持续感染机理对阐明 

二者间的差异非常必要。而建立稳定的持续感染细 

胞模型将是深入研究其机理的关键环节。 
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本研究以猪瘟病毒野毒株(CSFV39)为实验材 

料，感染传代的猪肾细胞系(PK．15)，建立了稳定传 

代的细胞模型，获得 CSFV39病毒持续感染细胞株 

CSFV39．PKI5。细胞株连续传 79代，近 8个月时 

间．保持了病毒持续感染细胞的基本特性．这为深入 

研究 CSFV持续感染机理奠定了基础。 

1 材料与方法 

1．I 病毒和宿主细胞 

1．1．1 PK一细胞系(135．136代) 由武汉大学中国 

典型培养物保藏中心提供。 

1．1．2 病毒株 CSFV39野毒株．由中国兽药监察 

所提供。 

1．1．3 FITC标记的抗 CSFV多克隆抗体 由中 

国兽药监察所惠赠。 

I 2 方法 

1．2．1 PK—l5细胞培养、接毒及连续传代条件 

PK 15细胞按细胞培养常规方法培养，培养液为 

MEM培养基含 l0％无牛病毒性腹泻病毒抗体的胎 

牛血清(GIBCO产品)。待细胞铺长成 70％单层时 

接 CSFV39血毒，37℃吸附 lh，吸走多余的病毒液， 

Hank’s液洗涤，加维持液(含 2％无牛病毒性腹泻 

病毒抗体的胎牛血清)培养。细胞形成单层后胰酶 

消化，常规传代。 

1．2．2 免疫荧光检测 采用免疫荧光多抗技术检 

测持续感染细胞中 CSFV的存在状况，以正常 PK． 

15细胞为阴性对照。待检细胞片用 PBS(pH7．2)冲 

洗，纯丙酮固定 15min，自然干燥，加 FITC标记的抗 

CSFV多抗 37℃温育 lh，PBS(pH7．2)冲洗．封片液 

封片。Olympus荧光显微镜下观察并照相。 

1．2．3 RT—PCR检测 

l 2．3．1 引物设计：依据文献[4--6]中猪瘟病毒核 

苷酸序列设计引物。上游引物位于 HCLV株 98． 

1l9位 置，序 列 为 CCATGCCCATAGTAGGACT- 

AGC，下游引物位于 HcI 株 890．911位置，序列 

为 cTTcTcTTTAcTcccAcTTGcG。预计扩增片 

段长度为814bp，引物由上海生物工程公司合成。 

1．2 3．2 CSFV-39病毒株 RNA 的提 取 按 

Promega RNA提取试剂盒说明书进行。 

1．2．3．3 逆转录合成病毒 eDNA 第一链：取总 

RNA 1．5td ，加下游引物 l I (20pmol／L)，70℃变 

性 10min．快速置于冰浴 3rain，依次加 5 L 5×M． 

MLV BuHer，5 L dNTPs(2．5mmol／L)．0．5 L 

RNasin(50U／~I )，42℃2min，1．5“L M-MLV RT酶 

(200u／ L)．补水至 25 L，37℃逆转录 90rain，72℃ 

变性 lOmin，一20℃保存备用。 

1 CSFV39．PKI5细咆在传代过程中的形态变化 

A．阴性对照PK．15细胞(x 400)；B，病毒感染后第 30代细胞(空泡结构增加)(×400)； 

C．病毒感染后第79代细胞(细胞有卷成一团的趋向(×20／]) 

F嵋 1 ．Motphol ical changes o1 CSFV39 PK15 cells in the process of subculture 

A，PK15 c~crol edls(×400)；B．The 30th passageCSFV39一PK15 c~lls postinfettion【Augment n ofthe strudu of empty bubbles)(×4O0)；C． 

The 79th p~ ageCSFV39 PK15 cells posliniection(CSFV39-PKI5 cells had atendency"r。be a rol1)(×200) 

I．2．3．4 PcR扩增：取上述逆转录产物2 I ，分别 I )，2．5 I，dNTPs(2．5mmol／I )，上下 游引物各 

加入3f I 10×PCR Buffer，2 4 I，MgC12(25mmol／ 1 I ，TaqDNA聚合酶 (200u／~I )0．7tA ，补水 至 
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30 l 。94℃ 预 变 性 3rain，以 93"12 30rain，52'IS 

35min，72℃120min进行循环反应．共 33个循环，最 

后 72℃保温 lOmin。 

1．2．3．5 电泳：取 RT-PCR产物 l0 I ，于 1．5％琼 

脂糖凝胶中电泳。 

1．2．4 CSFV39．PK15的电镜观察 细胞传代后 

48h用塑料刮捧刮下各代次的 CSFV39，PK15单层 

细胞，800，1 000r／min离心 10min．弃上清，沿离心 

管壁加入 2mL 2．5％戊二醛固定液，4"C固定过夜。 

常规电镜样品制备程序脱水、渗透、包埋、超薄切片、 

铀铅染色，在透射电镜下观察结果并拍照。以正常 

PK．15细胞作为对照。 

2 结果 

2．1 CSFV39．PK15细胞的形态特征 

用CSFV39野毒株感染 PK．15细胞，经持续传 

代后获得 CSFV39，PK15细胞株。与正常 PK，15细 

胞(图 lA)相比．CSFV39，PK15细胞株增殖速度加 

快，但细胞形态未发生明显的变化，且细胞在传代过 

程中不出现明显的细胞病变(CPE)。然而，在高倍 

光镜下观察 CSFV39．PK15细胞内空泡明显增多 

(图 lB)。该细胞株传至 70多代后细胞有卷成一团 

的趋向，但不影响细胞的正常生长(图 lc)。 

2．2 CSFV39．PKI5细胞中病毒抗原的分布定位 

用 FIFC标记的 CSFV多抗进行免疫荧光检 

测，证明病毒抗原主要分布在持续感染细胞的细胞 

质中，某些阳性细胞核周围的区域荧光更强，可以清 

晰的勾画出细胞核的轮廓，这与相关文献报道[3_ ， 】 

相吻合。检测结果还显示，CSFV39一PK15细胞株在 

9，29，78代均呈猪瘟病毒抗 原强阳性(彩版 Ⅱ图 

2B，C，D)，而对照细胞则呈阴性结果 (彩版 Ⅱ图 

2A)。 

2 3 CSFV39病毒基因组的 RT—PCR检测 

猪瘟病毒基因组的5’非编码区由 360～374个 

碱基组成并高度保守，是运用 RT-PCR技术鉴定 

CSFV的首选区域【 ，10]。Np 为具有自我催化功能 

的蛋白水解酶，由 164或 168个氨基酸组成。其基 

因组序列在瘟病毒属中较为保守【u】。我们采用的 

引物为横跨猪瘟病毒这两段较保守的区域，适用于 

猪瘟病毒的特异检测。 

1

垂543■ 
图 3 CSFV39一PK15细胞的 RT-PCR检测电泳图谱 

泳道 i．PCRmarker；2．第 9代 CSFV39一PK15细胞；3、弟 29代 cs— 

FV39一PK15细胞；4，第79代 CSFV39．PK15细胞；5、正常 PK15细 

胞对照 

F 3 El t oph0re ram of RT-PCR agsay in CSFV39一PKI5 cells of 

dJffer~t ssag曲 

Lane 1，PCR marker；2，The 9th p e CSFV39一PK15 cells；3，The 

29th paxsag~CSFV39一PK15 cells 4，Th e 79th p∞sa CSFV39一PK15 

cells；5．PKl5 control cdls 

猪瘟病毒感染 PK一15细胞后，各取 8、28、78代 

CSFV39，PK15细胞进行 RT，PCR检测。经 RNA 

提取，病毒 RNA逆转录成 eDNA，特异引物对扩增， 

PCR产物在 1．5％琼脂糖凝胶中电泳。结果显示， 

CSFV39．PK15细胞株不同代次细胞中均可用 RT， 

PCR扩增出特异片段．片段长度与预期相一致，均 

为814bp(图 3)，而正常 PK一15细胞扩增结果为阴 

性 

2．4 CSFV39．PK15株病毒颗粒的电镜观察 

对第 9、29、79代的 CSFV39一PK15细胞株进行 

电镜观察．可以清晰地观察到成熟的猪瘟病毒粒于， 

病毒粒子呈球型，直径多为 70rim左右．有囊膜包 

裹，内含 50nm的电子致密的核衣壳(图 4A．B，C)。 

但各代次中电镜能观察到的病毒粒子密度太低，这 

可能与猪瘟病毒的特性有关，也可能是病毒持续感 

染的结果。 
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圈4 C$FV39．PKI5细胞中病毒颗垃的电镜观察{×110tit)) 

A．第9代 CSFV39-PKI5细胞；B．第 29代CSFV39．PK15细胞；C，第79代 CSFV39-PK15细胞。 

4 El~tron microscopy ohser,'ation of CSFV part／des in CSFV'39一PKI5 cells{×11000) 

A，The 9th p e CSFV39一PK15 ceils post infection；B，The 9th pa~ ge CSFV39-PKI5 cells post inl~tloa 

C，The 9th passage CSFV39一PK15 cells t infection 

3 讨论 

持续性病毒感染是病毒学研究的热点领域之 

一

．许多病毒如乙型肝炎病毒，人乳头瘤病毒，水痘一 

带状泡疹病毒，EB病毒等都可以引起持续感染，并 

对机体造成严重的危害。在体内病毒构成持续感染 

必须具备两方面的功能，即首先具备调控其溶解细 

胞的功能，使病毒不裂解细胞而得以持续存在；其二 

具有能逃逸宿主免疫系统识别与清除的功能 ．1 。 

由于机体内在消除病毒感染方面存在多种途径，受 

多种免疫机制的调节，故在机体水平上深入研究病 

毒持续感染机制有一定局限性，而在体外细胞水平 

上研究则有其优越性，即细胞的同质性，培养条件的 

可控性．病毒感染的单一性，测定技术的灵活性等。 

然而，体外研究病毒持续感染的机制，其核心技术就 

是建立病毒持续感染的细胞模型。我们用猪瘟病毒 

野毒株(CSFV39)感染 PK15细胞．建立了持续感染 

细胞模型，经过鉴定其一般特性与其它病毒持续感 

染基本相似．为深入研究猪瘟病毒持续感染机制奠 

定了基础 。 

为了跟踪猪瘟病毒在 PK．15各细胞代次的存 

在情况，我们使用了免疫荧光、RT PCR检测、电镜 

观察三种方法。免疫荧光抗体技术因为操作简便， 

快速．是鉴别诊断 CSFV的常用方法，但是由于 CS— 

Fv和同属的 BVDV和 BDV存在较强的交叉免疫 

反应．故基于抗原．抗体反应的免疫荧光多抗检测技 

术存在一定的缺陷，而且免疫荧光技术不能清晰地 

检测出微弱的病毒抗原，很有可能将阳性细胞判为 

阴性。因此引入第二种方法 RT。PCR是必要的。 

RT-PCR技术检测 CSFV在国外已有报道[’， ，其 

特异性强、灵敏度高，能检测出微量的病毒 RNA。 

我们选用了猪瘟病毒基因组保守区域两端的引物． 

用RT．PCR技术检测 CSFV，结果表明该方法重复 

性好。特异性强(图 3)。为了进一步证明CSFV的 

病毒颗粒持续存在，我们分别对 CSFV39一PK15的 

9、29和 79代次的细胞进行电镜观察，结果在病毒 

持续感染细胞的各代次细胞中都观察到了病毒粒 

子，形态大小基本一致。 

病毒必须要在细胞内才能表现出它们的基本生 

命形式。病毒在细胞内的增殖过程是病毒与细胞相 

互作用的极为复杂的过程，绝大多数病毒在细胞内 

复制装配并 释放．可 以呈现致 宿主细胞的病变 

(cPE)效应。然而猪瘟病毒并不出现明显的细胞病 

变。目前病毒持续感染存在几种可能的机制：其一 

是病毒变异机制，病毒核酸中一些重要基因组有缺 

失，故不能单独复制，感染性的病毒颗粒较少；其二， 

病毒温度敏感突变机制，温度敏感变变抹也是构成 

病毒持续存在的原因，如新城疫病毒在 L细胞培养 

中建立的持续感染，发现分离出的毒株与亲代毒株 

间有明显的差别．对 4UC～43"c的温度敏感，因失 
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去原有的RNA多聚酶，故不能复制出于代 RNA，具 

有 【S株的特性【 ；其三，病毒基因整合机制，病毒 

基因整合于宿主细胞染色体上也是病毒持续存在的 

一 种策略，RNA病毒可通过逆转录成 cDNA中间体 

而整合到宿主细胞染色体上  ̈。至于 CSFV39株 

是以何种机制在 PK15细胞中构成持续感染?宿主 

细胞对病毒有何应急反应?有待深入研究。 
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