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摘要:采用氯化铯平衡密度梯度离心获得较为纯净的病毒粒子后，经过免疫电镜技术( 液相免疫电镜法和免疫胶

体金标记法) 对 P1 病毒进行了观察鉴定。结果表明，P1 病毒呈球形、无囊膜、直径约为 25 nm。
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Abstract: The results of porcine circovirus-like agent P1 morphology were reported here． Ｒelatively pure viral
particles were obtained by CsCl equilibrium density-gradient centrifugation，and then detected by immune electron
microscopy ( Both liquid phase immune electron microscopy and immunogold labeling electron microscopy) ． The re-
sults showed that P1 is spherical in shape，non-enveloped and about 25 nm in diameter．
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猪断奶后多系统衰竭综合征( PMWS) 于 1991
年加拿大首次发生［1 － 2］，其主要发生于 5 ～ 12 周龄
的断奶仔猪，临床出现进行性消瘦、皮肤苍白、呼吸
困难等症状，体表淋巴结，特别是腹股沟浅淋巴结肿

大［3］。PMWS已成为当今危害我国乃至世界养猪生
产的重要免疫抑制性疫病之一［4 － 5］，也相应成为猪

病研究领域的热点和难点。目前公认猪圆环病毒 2
型( PCV2) 是该病的必要病原，PCV 分类地位属于
圆环病毒科成员，基因组为单股、环状 DNA，是迄今
发现的一种最小的动物病毒，直径约为 17 nm。但
单独用 PCV2 感染很难复制出典型的 PMWS临床症
状，这促使研究人员从 PCV2 基因型、共感染等方面
研究 PMWS是如何发生的，甚至提出是 X因子导致
了 PMWS的发生。我们在检测临床送检疑似 PMWS
的血清样品中，不仅证实 PCV2 具有多种基因型［6］;

而且还分离到一株类 PCV2 因子( 暂定为 P1) ，其基
因组全长仅 648 个核苷酸，且大部分核苷酸与 PCV2
相应的核苷酸具有很高的同源性。随后，研究表明
构建的 P1 基因组的双拷贝串联分子克隆在体外和
体内具有感染性，表现为可在转染的 PK15 细胞中
形成胞浆和胞核包涵体; 感染猪在临床上出现类似

PMWS症状，即部分感染猪出现消瘦和贫血等现
象［7 － 12］。流行病学调查结果表明该因子在我国猪
群中已有相当范围的感染［13］。因此，P1 有可能成
为危害我国养猪业健康发展的又一潜在的病原，它

的出现不仅对重新认识传统的 PCV2 以及其与 PM-
WS的关系具有意义; 同时，拥有如此小的基因组对
探讨生命的起源和进化也具有重大意义。前期研究
表明 P1 为单股环状 DNA病毒［14］，本试验主要对该
病原的形态学进行了研究。
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1 材料和方法
1． 1 分子克隆和细胞

P1 双拷贝串联的分子克隆和 P1 表位肽抗体由
江苏省农业科学院兽医所人兽共患病研究室保存，

构建及制备方法参见文献［7，15］。无 PCV1、PCV2
和支原体污染的 PK-15 细胞由江苏省农业科学院兽
医所人兽共患病研究室传代、保存。
1． 2 主要试剂及仪器
氯化铯为 Sigma 产品; LipofectamineTM 2000 转

染试剂为 Invitrogen 产品; 5 nm 胶体金偶联的山羊
抗兔 IgG为 Sigma-aldrich 产品; 病毒基因组提取试
剂盒为北京天恩泽基因科技有限公司产品( 柱式病

毒 DNAout) ; Eppendorf BioPhotometer; OptimaTM L-80
XP 超速离心机( BeckMan 公司产品) ; H7500 电子
显微镜( Hitachi公司产品) 。
1． 3 类猪圆环病毒因子 P1 的拯救和提纯
将 PK-15 细胞传代入 6 孔细胞培养板，待细胞

密度达到 85%细胞融合时，按转染试剂说明进行 P1
双拷贝串联分子克隆的转染，培养 72 h 后收获 P1
拯救毒，冻融 3 次后，首先差速离心进行粗提，即通
过 3 000 r /min 30 min 以及 10 000 r /min 30 min 离
心，去除较大的宿主细胞碎片及杂质; 然后进行氯化

铯平衡密度梯度离心，分段收集离心样品，经过蛋白

浓度测定及 PCＲ 确定病毒所在的区段，其中 PCＲ
所用的 DNA 模板为柱式病毒 DNAout 试剂盒所提
取，所用引物及扩增参数具体见文献［13］。本研究
通过了 2 轮氯化铯平衡密度梯度离心，首先以
30%，40%，50% ( W/V) 浓度的氯化铯对病毒样品
100 000 r /min离心 48 h( SW41Ti转头) ，然后收集病
毒条带再以 10%，20%，30% ( W/V) 浓度的氯化铯对
病毒样品 100 000 r /min离心 48 h( SW41Ti转头) 。
1． 4 抗原-抗体免疫复合物( 液相免疫电镜法)
取上述氯化铯平衡密度梯度离心提纯的病毒样

品 0． 1 mL和等量稀释的 P1 表位肽抗体混合，37 ℃
感作 1 h，然后 4 ℃过夜，12 000 r /min离心 30 min，
去上清，将沉淀用少量 PBS 悬浮。另外，取病毒样
品与正常兔血清混合，处理同上，作为对照。
1． 5 免疫胶体金标记
分别向上述 2种处理的样品中，加入等量的1 ∶ 20

倍稀释的胶体金偶联的山羊抗兔 IgG，混匀后，置
37 ℃感作 30 min，然后 12 000 r /min 离心 30 min，
去上清，将沉淀用少量 PBS悬浮。
1． 6 负染和电镜观察
将上述样品，包括氯化铯提纯的、抗原抗体复合

物的、免疫胶体金标记的以及对照的样品，用微量移
液器吸取滴于蜡板上，用覆膜的载网向下浮在液滴

上，数分钟后用干净滤纸从网边吸去液体，稍干后用

2%磷钨酸染液染色 1 min，用滤纸吸去染液，进行电
镜观察。

2 结果与分析
2． 1 氯化铯平衡密度梯度离心提纯病毒的电镜结果
通过 P1 双拷贝串联分子克隆转染 PK15 细胞，

获得的 P1 拯救毒，经氯化铯平衡密度梯度离心后，
并未出现肉眼可见的条带，估计与转染形成的拯救毒

含量偏低有关。通过蛋白测定及 PCＲ 鉴定，病毒主
要集中在 20%浓度的氯化铯中。负染可见 P1 病毒
呈球形，无囊膜，大小较一致，直径约 25 nm( 图 1) 。

图 1 氯化铯平衡密度梯度离心
提纯的 P1 病毒电镜观察结果

Fig． 1 The morphology analysis of porcine circovirus-like
agent P1 purified by cesium chloride equilibrium density

gradient centrifugation using TEM

2． 2 液相免疫电镜法观察的结果
P1 病毒在相应兔抗 P1 抗体捕获下，电镜下可

见到表面结构清晰的病毒粒体，未产生明显的聚集

效应，这可能与抗原抗体比例不太合适有关。但单
个病毒粒体周围基本有抗体环，病毒二聚集体之间

也有抗体桥存在( 图 2) 。而用正常兔血清感作的样
品，基本观察不到病毒粒体。

图 2 P1 病毒的液相免疫电镜观察结果
Fig． 2 The morphology analysis of porcine circovirus-like
agent P1 using liquid phase immune electron microscopy

2． 3 免疫胶体金标记法观察的结果
对抗原抗体免疫复合物进行胶体金标记后，电

镜下可观察到 P1 病毒粒子周围有胶体金粒子标
记，多为 2 个或多个胶体金粒子围绕( 图 3) 。对照
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样品的胶体金标记未见病毒颗粒。

图 3 P1 病毒免疫胶体金标记的电镜观察结果
Fig． 3 The morphology analysis of porcine circovirus-like
agent P1 using immunogold labeling electron microscopy

3 讨论
类猪圆环病毒 P1是我们新近发现的一种致病因

子，起初是由发现其基因组开始的。对新发因子的形
态学，如大小、形状、有无囊膜等研究是至关重要的。
大多数病毒的形态只能用电子显微镜来观察，

由于病毒一般来源于宿主细胞，要想与宿主细胞成

分相区分，就要将病毒尽可能的提纯。否则电镜下
观察到很多大小不一的颗粒样物质，很难确定没有

特殊形状的病毒形态。所以病毒纯化也成为病毒研
究中的主要步骤和难点。密度梯度离心是病毒纯化
中比较常用的方法，蔗糖基本不破坏病毒的外壳蛋

白，在病毒纯化中显示了一定的优越性，但在蔗糖密

度梯度离心中，其形成的带常常比较松散，这样，要

想把病毒和细胞培养物分离开就比较困难，而氯化

铯密度梯度形成条带比较紧密，相对可以得到比较

纯的病毒。本研究通过氯化铯密度梯度离心来提纯
P1 病毒，也获得了比较满意的效果。电镜下可见到
大小基本一致的、无囊膜的球状病毒，其他杂质较
少。为了确定观察到的病毒就是 P1 病毒，本研究
进一步应用免疫电镜技术对其进行了观察。
免疫电镜技术是将抗原抗体反应的特异性与电

镜的高分辨能力相结合的检测技术，其主要应用于

2 个方面: 利用特异性抗体捕获相应的病毒，负染后
在电镜下检查病毒粒子; 利用酶、铁蛋白、胶体金等
标记的特异性抗体，对抗原进行检测。其中，胶体金
标记技术是以胶体金作为示踪标志物或显色剂，应

用于抗原抗体反应的一种新型免疫标记技术。由于
它不存在内源酶干扰及放射性同位素污染等问题，

且利用不同颗粒大小的胶体金还可以作双重甚至多

重标记，使定位更加精确，因此已成为继荧光素、酶、
同位素及乳胶标记技术之后的一种新型标记技术。
Faulk和 Taylor［16］于 70 年代初首先应用胶体金作为
透射电镜探针进行了研究。近年来，该技术几经改
进，现已广泛应用于免疫学、组织学、病理学和细胞

生物学等领域。
本研究通过免疫电镜技术进一步对提纯的 P1

病毒进行了观察，结果证实了免疫电镜是 P1 病毒
形态学有效的鉴定方法。其中，抗原抗体结合比例、
高质量的抗体以及胶体金标记的蛋白是本法应用的

关键因素。
类猪圆环病毒 P1 由于其大部分核苷酸与

PCV2 的高度同源，有理由怀疑 P1 是否为 PCV2 的
缺损病毒。本研究通过对 P1 形态学研究，直接否
认了这点，传统认识缺损病毒形态大小一般与完全

病毒相似。但 P1 基因组虽然较小，病毒粒子直径
却大于 PCV2 的，说明 P1 也是一种相对“独立”的病
毒，有可能是 PCV2 与其他生物重组而形成的。总
之，本研究通过免疫电镜技术对提纯的类猪圆环病

毒 P1 进行观察鉴定，为最终 P1 病毒的分类地位等
奠定了基础。
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