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适合猪圆环病毒 2 生长的 PK15 均质细胞株的构建 
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摘 要：为筛选出 PCV2培养滴度最高的 PK15细胞克隆株，采用稀释法从 PK15混合细胞中分离单细胞克隆株，

获得的细胞克隆用于接毒试验，即用同步接种法将猪圆环病毒 2(PCV2)病毒细胞混合液以 1∶100的比例接种单克

隆细胞，接毒后经 PCR与定量 PCR检测得出 A10细胞克隆培养 PCV2，获得的病毒含量最高。将 A10细胞进行

第 2轮细胞克隆，之后用同步接种法和异步接种法将 PCV2感染 A10细胞，并检测 A10细胞接毒后的 PCV2 DNA 

含量，2种接毒方法获得的最高 PCV2基因组的拷贝数分别为 3.0×109、6.2×109/mL，高于用 PK15混合细胞培养

PCV2所获得的最高 PCV2基因组拷贝数(107/mL)。综合以上结果，构建的 PK15均质细胞克隆株比 PK15混合细

胞更适合 PCV2的培养。 
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Construction of homogeneous PK15 cell line suitable for cultivation  
of porcine circovirus 2 
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Abstract: To screen single cell clone line for cultivation of PCV2 with the highest titer, dilution method was used to 
isolated single clone lines from PK15 heterogeneous cells. The obtained single cell clones were subjected to PCV2 
infection through synchronized inoculation at a ratio of 1∶100. PCR and quantitative PCR analysis showed the yield of 
PCV2 in cell clone A10 was the highest after PCV2 infection. Then second cell clone was conducted on A10 cell to 
ensure the homogeneous character of A10, followed by PCV2 inoculation test through synchronized and 
non-synchronized inoculations. The result of quantitative PCR indicated the maximum PCV2 genomic copy numbers 
obtained with synchronized and non-synchronized inoculations were 3.0×109/mL and 6.2×109/mL, respectively, which 
were higher than the maximum PCV2 genomic copy numbers with PK15 heterogeneous cells. These results suggest the 
constructed homogeneous PK15 cell line is more suitable to cultivate PCV2 compared to PK15 heterogeneous cells. 
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猪圆环病毒 2(PCV2)能够引起机体的免疫抑制，

是猪群多种临床疾病的主要致病因子，对猪群影响

较大[1–3]。PCV2 的临床重要性使得人们围绕它及

PCV1作了大量的工作，其中包括猪圆环病毒(PCV)

复制方面的研究[4–5]。I. Tischer等[6]最先用 D–氨基

葡萄糖来提高 PCV的复制效率，此后 D–氨基葡萄

糖普遍用于 PCV的接毒感染实验[7–8]；M.Fenaux等[9]

则通过对带毒细胞连续传代对 PCV2进行适应性培

养来提高 PCV2的复制效率；Y.Zhu等[7]将 PK15混

合细胞消化，稀释成 1个细胞/孔，于 96孔培养板
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中培养，获得 PCV2复制高度允许性和低度允许性

的克隆；彭伍平等[8]也通过有限稀释法获得了一个

对 PCV2 的复制高度允许的细胞。笔者参考 Y.Zhu

等[7]的方法，从 PK15 混合细胞中获得单克隆细胞

株，并构建定量 PCR方法，测定 PCV2在克隆细胞

株中的复制滴度，以获得适合于 PCV2培养的细胞

株及用于 PCV2定量检测的方法。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

1.1.1 病毒、质粒、细胞 

无 PCV–1的 PK–15细胞[10]、P0质粒(含 PCV2– 

1B基因组，GenBank登录号为 EU095020)及 PCV2

病毒液(用 PK15混合细胞培养的 PCV2，用 PCR检

测信号最强的样品)[10]由湖南农业大学分子与免疫

学实验室保存与传代。 

1.1.2 主要试剂及培养基 

Taq 酶购自天为时代生物有限公司；超纯质粒

提取试剂盒购自 Invitrogen 公司；DL2 000 DNA 

Marker、SYBR–Green 定量试剂盒购自 TaKaRa 公

司；RPMI–1640 培养基、10×胰酶、新生牛血清为

Gibco公司产品；其他试剂均为国产，分析纯。 

1.2 方 法 

1.2.1 PK15 细胞克隆 

PK15 单克隆的培养按文献[7]的方法进行。将

PK15 细胞用胰酶消化，充分吹散、计数，然后用

含 20%新生牛血清的 RPMI–1640 培养基将细胞稀

释至 1个/(100 μL)，铺 96孔板，每孔 100 μL。于

5%CO2培养箱静置培养，当单个细胞长满孔底后消

化传代至 24孔板，之后再传至 6孔板。 

1.2.2 PK15 细胞克隆的接毒 

消化细胞，用含 6% 新生牛血清的 RPMI–1640

培养基以 1∶5的比例传代，接种到 24孔板，PCV2

病毒液以 1∶100的比例与细胞悬液混合，于 37 ℃，

5% CO2培养箱中培养，待细胞充分贴壁后(24 h 之

内)换成 2%新生牛血清的 RPMI–1640 培养基，继

续培养 48 h。 

1.2.3 接毒细胞的 PCR 检测 

用酚、氯仿–蛋白酶 K 消化法[11]提取接毒细胞

样品及 PCV2病毒液的 DNA，每个样品提取量均为

300 μL，获得的 DNA沉淀均用 300 μL的水悬浮。

PCR 方法参照文献 [10]稍作修改，上游引物用

FP1–24，序列为: 5′–ACCAGCGCACTTCGGCAGC 

GGCAG–3′；下游引物用 RP774–97，序列为: 5′–GC 

GGGCCAAAAAAGGTACAGTTCC–3′，退火温度为

68 ℃。 

1.2.4 接毒细胞的定量 PCR 检测 

1) 定量 PCR 的构建。用超纯提质粒试剂盒提

取 P0质粒，检测质粒浓度后进行 10倍系列稀释，

以稀释的质粒为模板，用引物对 1BFp148~ 

167(5′–GGAGCTTCCAATCTCCCTT–3′)/1BRp364~

381(5′–TAGGAGCTCCACATTCG–3′) [8](引物退火温

度为 60 ℃)，根据 SYBR–Green 定量试剂盒说明进

行定量 PCR，制定标准曲线，根据获得的循环阈值

(Ct)对质粒浓度的对数方程计算待检样品的 DNA 拷

贝数。 

2) 接毒细胞的定量 PCR检测。 接毒细胞样品

经 PCR鉴定后，选取 PCR信号较强的样品进行定

量检测，对 PCV2病毒液也进行定量 PCR检测。 

1.2.5 PK15 细胞克隆的二次克隆及接毒试验 

根据感染细胞检测结果，得出 PCV2基因组含

量最高的克隆细胞株，用其未接毒的细胞进行 2次

克隆，具体见 1.2.1。细胞传到 6孔板后继续传代扩

大细胞并保存。 

将扩大培养的细胞株，接种至 75 cm2细胞培养

瓶，并按 2种方式接毒：①同步接毒，即细胞以 1∶5

消化传代到培养瓶的同时，以 1∶100 的比例加入

PCV2病毒液，于 37 ℃，5% CO2培养箱培养 24 h

后换液，继续培养至细胞长满(约 3~4 d)；②异步接

毒，即细胞以 1∶10消化传代到培养瓶，待细胞长

到约 50%汇合(一般 24 h 之内)时弃去培养基，用
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RPMI–1640培养基清洗细胞层，将 PCV2病毒液用

RPMI–1640 培养基稀释 10 倍，再将病毒稀释液覆

盖细胞层，于 37 ℃，5% CO2培养箱中孵育 1 h，

弃去病毒液，用 RPMI–1640 培养基清洗细胞，再

加入含 2%血清的 RPMI–1640培养基，细胞长满(约

3~4 d)。每种接毒试验均做 2次，每次每种接毒方

式做 3个平行，感染细胞长满后收集，进行 PCR及

定量 PCR检测。 

2 结果与分析 

2.1 PK15 细胞克隆的获得 

细胞接种 96孔板后，培养 7 d，可以长成在显

微镜下可见的单个克隆；培养 16 d，部分细胞克隆

长满孔底，消化到 24孔板，生长 5 d后，将 24孔

板的部分细胞克隆消化到 6孔板。 

2.2 接毒后 PK15 细胞克隆的 PCR 检测结果 

对获得的 PK15 细胞克隆进行接毒试验，并用

一般 PCR作检测，结果见图 1。接毒后，E1、A10

克隆细胞的 PCV2 DNA 的信号较强。PCV2病毒液

与接毒后的F11、A7、G4、D3克隆细胞的PCV2 DNA 

的信号较弱。 

 

 
M1为DL 2 000 DNA marker；1～6泳道分别为 B12、C8、E1、A10、

D6、E11克隆细胞样品的检测结果；M2为DL 5 000 DNA marker；7泳道
为 PVC2 病毒液样品的检测结果；8～12 泳道分别为 F11、A7、G4、D3
克隆细胞样品的检测结果。 

图 1 PK15 细胞克隆同步接毒 PCV2 的 PCR 检测结果 
Fig. 2 PCR tests for PK15 single cell clones infected with PCV2 

through synchronized inoculation 

2.3 接毒后 PK15 细胞克隆的定量 PCR 检测 

2.3.1 PCV2–1B 定量 PCR 的标准曲线 

将 P0提质粒后，测定其浓度为 394 μg/mL，根
据公式计算得出基因组拷贝数，稀释成 8×108、

8×107、8×106、8×105、8×104、8×103、8×102、8×101 
copies/μL，进行定量PCR，获得的Ct值分别为15.71、
17.51、20.70、24.20、27.29、30.69、34.46、37，
扩增曲线及溶解曲线均一致，根据 Ct值及对应的质

粒拷贝数的对数，绘制曲线(图 2)，其 R2为 0.996 1，
线性较好，可以用于计算样品中的 PCV2基因组拷
贝数。 
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图 2 定量 PCR 的标准曲线 
Fig. 2 Standard curve of the quantitative PCR 

2.3.2 PCV2–1B 定量 PCR 筛选 PK15 细胞克隆 

用建立的定量 PCR 对接毒后的 E1、A10 克隆
细胞样品及 PCV2 病毒液的 DNA 样品进行检测。
结果表明，E1、A10、PCV2 病毒液样品中病毒的
基因组含量分别为 3×10 7、6.8×107、1×10 7/mL。可
见，A10克隆细胞的接毒效果最好，此克隆细胞用
第 2轮细胞克隆。 

2.4 A10 细胞培养 PCV2 

将 A10 克隆细胞进行第 2 轮克隆，扩大的细
胞用于接毒试验。同步接毒样品的 PCR 检测结果
见图 3。2批接毒样品中有 1个是阴性，阳性样品
信号都较强。异步接毒样品的 PCR 检测结果见图
4。2 批样品都为阳性，且信号都较强，说明异步
接毒比同步接毒要稳定。定量 PCR 的结果显示，
同步接毒第 1 批样品的病毒基因组含量分别为
1.6×108、1.6×108、8.1×107/mL；第 2批 2个 PCV2
阳性样品的病毒基因组含量分别为 8.1×107、

M1   1   2    3   4    5   6 

750 bp 

M2   7   8   9  10  11  12 

750 bp 

Y = –3.176 7x+40.24 
R2=0.996 1 

C
t值
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3.0×109/mL；异步接毒第 1批样品的病毒基因组含
量分别为 6.2×109、8×108、7.9×108/mL；第 2批样
品的病毒基因组含量分别为 7.9×108、2.0×109、

9.0×107/mL。说明同步接毒与异步接毒都能获得较
高的病毒含量，而异步接毒的重复性较好，不会出

现接不上毒的情况。 

 
M为 DL 2 000 DNA marker；1～3为第 1批接毒的样品；4～6为第

2批接毒的样品。 

图 3  A10 细胞同步接毒 PCV2 病毒液后 PCR 检测结果 
Fig. 3 PCR tests for A10 cells infected with PCV2 through 

synchronized inoculation 

 
M为 DL 8 000 DNA marker；1～3为第 1批接毒的样品；4～6为第

2批接毒的样品。 

图 4 A10 细胞异步接毒 PCV2 病毒液后 PCR 检测结果 
Fig. 4 PCR tests for A10 cells infected with PCV2 through 

non–synchronized inoculation 

3 讨 论 

Y.Zhu等[8]获得了对 PCV2的复制高度允许和
低度允许的细胞，最高病毒含量分别达到 108.0 
TCID50/mL和 102.0 TCID50/mL，对应的 PCV2基因
组拷贝数分别为 1010/mL 和 104/mL。Y.Zhu 等[8]也

获得了对 PCV2的复制高度允许的细胞，获得的最
高病毒含量为 107.0 TCID50/mL。根据 PCV2病毒液
TCID50/mL 与基因组拷贝数的对应关系[8]，推测其

对应的 PCV2基因组拷贝数分别为 109/mL。本试验
接毒用的 PCV2 病毒液是通过将 PCV2–1B 感染性
克隆病毒同步接种 PK15混合细胞所得，是经 PCR
鉴定为病毒含量最高的一个样品(PCV2基因组拷贝
数为 107/mL)，此样品已成功用于小鼠及猪的动物

实验[12]。用本试验获得的 PK15单克隆 A10细胞培
养的 PCV2病毒，不管是用同步接毒还是用异步接
毒，其 PCV2的含量(最高拷贝数约为 109/mL)都高
于 PCV2病毒液的样品(拷贝数为 107/mL)，即在培
养 PCV2时 A10细胞优于其母代 PK15混合细胞，
但是跟其他研究[8–9]获得的 PK15单克隆相比，A10
并不是 PCV2复制高度允许性细胞，今后还有可能
克隆到对 PCV2复制允许度更高的细胞，同时 A10
也不是 PCV2 复制的低允许性细胞；因此，用其培
养病毒可以减少 PCV2复制的低允许性细胞的干扰。 

PCV2是很小的病毒，基因组全长约为 1.8 kb，
其复制依赖于细胞的分裂[10]，因此许多研究[9,12–15]

用同步接种感染 PCV2，同时也有许多研究[6,8,16–17]

采用异步接种。本试验用 2种方式接毒的结果表明，
异步接种的稳定性更好，可能是同步接种时消化后

的细胞中有部分死细胞或活力不好的细胞与病毒

结合后，病毒不能复制或复制受到阻碍，而异步接

种时，死细胞及贴壁不好的细胞被弃去或被清洗

掉，与病毒结合的细胞活力都相对较好。 
在体外复制过程中，PCV2 的基因组含量与病

毒粒子的含量呈对应一致的关系[6,17]，Y.Zhu 等[8] 
用检测 TCID50的方法来筛选 PCV2复制高度允许性
细胞克隆，本研究用的方法为定量 PCR，以基因组
的拷贝数来判断病毒复制的情况，相对方便、快速。 
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