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猪瘟病毒C株兔脾毒在 SK6细胞中的增殖培养及其鉴定 
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The Culture Characteristics of Classical swine fever virus C-strain(Derived from 
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Abstract：Enzyme—linked immunosorbent assay(ELISA1，direct florescent antibody staining，and 

r-PCT were used to detect growth characteristics of Cassical swine fever virus C—strain(Dedved from 

Spleen)in SK6 cel1．The results indicated than C—strain(Derived from Spleen)Can grow in SK6 cell at a 

lower leve1．Direct florescent an tibody staining method was not suitable for the detection of aRenuated 

lapinized C—strain．Th e study provided a primary guide for the detection of aaenuated classical swine 

fever virus．It alSO supplies an elementary foundation for the study of its growth characteristic in SK6． 
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猪瘟病毒 (Classicalswinefevervirus，CSFV)是 

猪的最重要传染病之一，给养猪业造成巨大经济损 

失。传统疫苗C株在猪瘟防制中曾发挥了巨大作用， 

但由于猪瘟病毒逐渐产生变异，同时使用传统疫苗 

无法区分自然感染动物和免疫动物，从而使传统疫 

苗的应用受阻。因此十分必要研制新型猪瘟疫苗。 

用适宜的宿主细胞培养猪瘟传统弱毒疫苗 C株，通 

过灵敏可靠的方法检测病毒在宿主细胞中的感染， 

是研究猪瘟病毒 C株的一个重要基础环节。’研究者 

多选用适应SK6细胞的C株细胞毒进行研究，对C 

株兔脾组织毒在SK6细胞中的增殖培养未见报道。 

此外，由于 CSFV弱毒株在体外培养细胞中的增殖 

滴度较低，且一般不引起细胞病变效应，给体外培 

养细胞病毒感染的鉴定造成不便，因此，建立其可 

靠灵敏的检测方法十分重要。本研究以猪瘟病毒 C 

株兔脾 (组织)毒为对象，通过对不同传毒代次细 

胞的病毒抗原和核酸的检测，初步研究了C株兔脾 

组织毒在SK6细胞中的适应性和增殖特性，以便为 

后续的反向遗传操作系统的建立奠定可靠基础。 

l 材料和方法 

1．1 试验材料 

CSFV C一株脾淋毒采用中国农科院兰州兽医研 

究所保存的种毒(中国兽药监察所的兔脾淋组织毒 

第480代)。宿主细胞采用兰州兽医研究所病毒室保 

存的SK6细胞系。细胞培养基采用Hyclone公司的 

MEM。猪瘟荧光素标记抗体采用HTC标记抗体工 

作液(购自中国兽药监察所)。猪瘟病毒抗原检测采 

用 IDEXX 公 司的 Classical Swine Fever Virus 

AntigenTestKit。 

1．2 病毒的提取 

按照本实验室常规方法⋯进行。 

1．3 SK6细胞的复苏和培养 

取液氮冻存SK6细胞，37℃迅速解冻，用含有 

5％胎牛血清和双抗的MEM培养基，37℃恒温常规 

培养。 
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1 4 细胞接毒和样品采集 

设接毒 和对照组备 1瓶细胞 接毒组加八 

0 5mL痫毒提取液和 9 5mLMEM培养摹，对照组加 

入 l0mL MEM培养基，37℃恒温培养。分瓶后留 

第 2代、第 4代和第 8代细胞 4℃保存备用 另外 

在第 8代的 一瓶绌胞中加入细胞 片一张．继续培 

养，待细胞{t度达刮约8O％时进行荧光抗体染色 

1．5 病毒的检测 

摘毒抗原ff勺直接荧光抗体检测：参照文献⋯疗 

法进行荧光抗体染色，镜捡照相 

病毒抗原的必心ELISA榆测：参照试剂盒操作 

说明，反J 终『l：后，用450nm波 K光测量待榆样品 

和对照组的OD值 汁算每个样品的OD校正值 

病毒RNA的RT--PCR检删：对两组保存的第 

2代细胞进行榆删，反转录引物为 5’GTAACACCT- 

GATTCTATCGCG3’，PCR扩增的 游引物为5’AT- 

CAGq'TCAGTGGACCATGTC 3 ，下游引物与反转 

录引物相同，扩增区段位于荨蕾瘟病毒 C株基闻组的 

5330—6516位 K度 I】87bp 电泳检测结果 

2 结果 

2．1 直接荧光抗体染色结果 

对两 H细胞的各代细胞进行荧光染色和镜榆 

下圈为两组第 8代细胞的直接荧光抗体染色照片： 

从照片nJ见．再组细胞均出地 定强度的染色，用 

直接荧光抗体染色不能 分接毒组与对照组。 

● ● 
I 阿组细胞的赞光抗体 芭 

Fig．I Huorescertce antibody staining of tw0 groups 

A HuoresceBce antibody staining of 8th passage l1f im~eulated group B 

Fluorescence antibody 【alning‘订81h passage ofctmtrolgroup 

2．2 病毒抗原的夹心ELISA检测结果 

根据试剂盒髓明，标准阳性对照的OD值要求 

大 0．500，标准阴性刘照的 OD值 能人于标准 

阳性对照OD值的 20％，试验结果符台要求。阳性 

判定的标准是 OD校正值应大 0．300 叮见，接 

毒纽的备代细胞部 现阳-肚，而对照组均为阴- 。 

l椅删结果见表1 

由结果可址 试验组出现特异性扩增产物 表 

现为m性，而对照组未出现相应产物，表现为阴性 

2．3 病毒 RNA的RT-PCR检测结果 

对 RT--PCR产物进行电泳，结果见网3 

圈2 两组细胞 RT-PCR榆测结祟 

Fig 2 The RT-PCR resu]l oftwogroups 

C coBtr~~1． im',cBlated group-M m~．rker DLI5000 

24讨论 

猪瘟病毒C株足在世界范围l 【!】广泛应用的弱毒 

疫苗株，围内外对c株细胞毒的研究报道较多，但 

剥 f组织毒的研究报道较少 Mit~elholzer等(2000) 

对 CSFV复制动 J学进行了分析发现．强毒株细胞 

结合病毒和分泌病毒的比例明显高于剥毒和中性 

毒株 0 l 存病毒榆删上，由于在体外培养细胞中的 

增璃滴度较低，月不引起细胞痫变效应．因而无法 

从细胞形态的改变上削定病毒的感染和复制l4l 本 

试验选用猪肾高代细胞系 SK6作为CSFV C株兔 

脾组织毒的宿手，通过接毒后的连续培养发现，从 

第 2代起，夹心 EL[SA法捡出的猪瘟病毒抗原表达 

稳定，均 观为阳性，但其OD值明显低_F阳性对 

照『}勺OD值，这一点与荷兰学者Moormann对c株 

细胞生长特性的研究报道一致 J。结果说明 C株兔 

脾组织毒适 ：在 SK6细胞 II生 培养，但在 SK6 

细胞中可能以较低速度生长 

研究者一般采用间接荧光抗体染色法检测猪 

瘟病毒 为了简化操作，本试验采用了直接荧光抗 

体检测．结果在接毒组和试验组中均出现染色，但 

来发观两组的区别，分析认为，这些染色斑可能均 
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属于非特异染色，未出现特异染色的原因可能在于 

弱毒株在细胞中病毒结合和分泌较少，抗原表达量 

低下，因而难以呈现明显的阳性反应，提示猪瘟病 

毒直接荧光抗体染色法可能更适于强毒株或中性 

毒株的检测，而用于检测弱毒疫苗株比较困难，通 

过一定手段降低非特异荧光后【l J，是否有助于阳性 

的检出有待进一步研究。 

在RT-PCR检测中，扩增病毒基因组nt5330~ 

nt6516，该区段位于病毒基因组的中部，具有一定 

代表性。通过扩增发现接毒组在第 2代即出现特异 

性扩增产物，对照组未出现，该结果与ELISA的检 

测结果相同，进一步证实了病毒的生长和复制。 

猪瘟病毒C株具有特征性的兔体热反应，可作 

为该病毒检测的一个重要手段【6】，但必须对细胞毒 

进行提取、浓缩和纯化，同时在接毒剂量上有待探 

索，作者正在从事这方面的研究。 

参考文献 
【l】 傅继华．病毒学实用实验技术【M】，济南：山东科学技术出版社， 

2001． 

【2】 胡建和，刘湘涛，张彦明．中国猪瘟 C-株(脾淋毒)全长 cDNA的 

分子克隆【J】．畜牧兽医学报，2003，34(5)，490-493． 

【3】 Mittelholzer C，Moor C，TIatschin J D，et a1．An~ysis of cl~sicfl 

swine fever virus~pficafion~netics fllows difreren a 伽 of~ghly 

virulem fr0m avirulem strains[J]．Vet Microbi01．2000．74(4)：293-308． 

【4】 王 镇，陆 宇，周鹏程，等．猪瘟病毒在PK细胞和MPK细胞中 

繁殖过程的研究【J】_微生物学报，1999，39(3)：189-195． 

【5】 Moormann R J M，Van Gennip H G Mi~ema G K W et aL 

~fectious RNA transcri~O from an engineered fuU-length cDNA 

tem~ate of We~nome of a~ virus[J]．J~n'ol，1996，7o(2)： 

763-770． 

【6】6 殷 震，刘景华．动物病毒学(第2版)[M1．北京，科学出版社，1997． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

