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摘要:为确定江西某猪场部分母猪陆续发生皮肤痘斑的病原，根据猪痘病毒( AF410153． 1) 基因序列设计 1 对

引物，采用 PCR 方法从发病母猪皮肤痘痂中扩增到猪痘病毒 P35 基因，与猪痘病毒参考毒株( AF410153． 1) P35
基因的核苷酸同源性为 98%，说明该场母猪皮肤出现的痘斑是由猪痘病毒引起。利用 PK15 细胞从皮肤痘痂

中分离到 1 株猪痘病毒，该毒株能在 PK15 细胞中连续传代，不产生严重的细胞病变( CPE) 。采用间接 ELISA
方法对该场的 10 头母猪和 8 头肥猪血样进行猪痘病毒抗体检测，母猪和肥猪血清中猪痘病毒抗体阳性数分别

为 5 头和 4 头，阳性率为 50%。
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Abstract: In order to identify the etiologic agents of eruptive dermatitis ( papulae，crusts，et al) in sows
in Jiangxi Province，a pair of primers were designed according to the swinepox virus ( SWPV ) genome
( AF410153． 1) ． Crusts colleted from skin of sows were used for DNA extraction，followed by PCR detection
of SWPV P35 gene． The amplified Nucleotide Sequence shared 98% identity with the reported SWPV P35
gene ( AF410153． 1) ． The results indicated that the etiologic agent of eruptive dermatitis is Swinepox virus． A
strain of Swinepox virus was isolated by PK15 cell culture． The SWPV could be replicated in PK15 cells with-
out severe cytopathogenic effects ( CPE) ． The antibodies against SWPV P35 protein in 18 sera of sows and fin-
ishing pigs collected from the farm were detected by the indirect ELISA，and the results showed that 50%
samples were positive，indcluding 8 sows and 4 finishing pigs．
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猪痘( swinepox，SWP) 是由猪痘病毒( swinepox virus，SWPV) 引起猪的一种温和或急性传染病，以皮

肤发生特殊的红斑、丘疹、脓疱和结痂为特征，猪痘主要发生于 3 月龄以内的猪，猪痘可通过猪虱等的叮

咬机械传播，与猪的饲养卫生条件差相关
［1］。猪痘呈世界性分布，Medaglia 等

［2］
报道 SWP 在巴西爆发，

但也有关于 SWPV 胎盘感染导致母猪流产、死胎或初生仔猪发病的报道
［3］。我国也有猪痘的临床病例

报道，但未见猪痘病毒的病原、血清学的相关研究
［4］。
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图 1 母猪背部皮肤的痘斑

Fig． 1 The skin lesions of sows

M: DNA 分子质量标准; 1: 皮肤痘斑; 2: 正常猪皮肤。
M: Trans2K DNA marker; 1: skin crusts; 2: Normal pig skin．

图 2 母猪皮肤痘痂的 PCR 扩增结果

Fig． 2 The result of amplified by PCR

除猪痘病毒外，痘苗病毒( vaccinia virus，VACV) 感染猪、牛后也可导致皮肤上出现类似猪痘的症

状，且临床上难以区分
［5 － 6］，但猪痘病毒与痘苗病毒在血清学上基本无交叉反应

［7］。因此，可从病原学

和血清学确定引起猪皮肤痘斑的病原。2009 年以来，江西省某猪场( 经产母猪 200 头) 的母猪群中常年

存在 3 ～ 7 头经产母猪背部、肩胛部有数量不等的痘斑( 图 1) ，痘斑直径为 0． 5 ～ 2 cm，部分痘斑出现严

重溃烂，大部分发病母猪的病情维持 2 个月以上，但发病母猪的精神、采食量、产仔情况均正常。
为确定引起该场母猪皮肤痘斑的病原，根据已发表的猪痘病毒基因组序列设计引物，对皮肤痘斑进

行 PCR 扩增; 在此基础上，利用 PK15 细胞进行了猪痘病毒的分离; 以猪痘病毒 P35 重组蛋白为检测抗

原对该场猪群中猪痘病毒的抗体进行检测。从病原学和血清学角度确定猪痘在江西地区猪群中的存

在，同时为今后进行猪痘病毒的流行病学、猪痘病毒为载体的重组疫苗等的研究打下基础。

1 材料与方法

1． 1 实验材料

猪痘病料: 用镊子剖取病母猪背部皮肤上

的痘斑结痂，－ 20 ℃ 保存备用。猪痘病毒引

物: 根据 GenBank 登录的 SWPV( AF410153． 1 )

基因序列，采用 Primer5． 0 设计 1 对引物扩增猪

痘病 毒 P35 基 因 ( 上 游 引 物 5' － CCGGAAT-
TCATGACGACGCCTCAAAAAGAAATCG － 3'，
下 游 引 物 5' － CCCTCGAGTTATACAATAT-
ACGTGAATCCTATTCC － 3') ，由上海生工合成

( Afonso C L 等，2002 ) 。PK15 细胞: 本实验室

保存。猪痘病毒 P35 基因的原核表达 GST －
P35 重组蛋白: 本实验室表达纯化。谷胱甘肽

S 转移酶( GST) 、辣根过氧化物酶 ( HRP) 标记

的羊抗猪 IgG 抗体均购自 Sigma． 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 痘斑中猪痘病毒 P35 基因的 PCR 扩增

取病母猪皮肤痘痂 0． 5 g 剪碎，加入 800 μL
的生 理 盐 水 进 行 匀 浆，10 000 r /min 离 心

10 min，取上清 600 μL 提取 DNA。以病料中提

取的基因组为模板进行 PCR 扩增。PCR 扩增

条件为: 95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 45 s ，54
℃复性 1 min，72 ℃ 延伸 1 min，共 30 个循环;

最后 72 ℃延伸 8 mim。PCR 产物经核酸琼脂

糖凝胶电泳，回收扩增产物，送 Invitrogen ( 上

海) 有限公司测序，测序结果在 NCBI 上与 SWPV 基因序列进行同源性比较。
1． 2． 2 病毒分离 取皮肤痘痂 0． 5 g，加入 2 mL 不含血清的高糖 DMEM 培养液，匀浆器匀浆，反复冻

融 3 次，10 000 r /min 4 ℃离心 10 min，取上清，0． 22 μm 细菌滤器滤过，－ 20 ℃保存备用。取生长良好

的 PK15 细胞，弃去培养液，加入 0． 5 mL 上述处理过的病毒液，37 ℃吸附 1 h，另设不接毒的 PK15 细胞

作对照; 弃去病毒液，加入 5%新生牛血清的 DMEM 培养液，37 ℃，5%CO2 细胞培养箱中培养。
1． 2． 3 细胞病变观察及猪瘟病毒 PCR 检测 每天观察细胞生长情况，如无明显细胞病变( CPE) ，则于

接毒后 72 ～ 96 h 盲传，并取细胞培养液，按 1． 2． 1 方法进行猪痘病毒的 PCR 检测，对 PCR 扩增产物进

行纯化、回收目的片段，送 Invitrogen( 上海) 公司测序。
1． 2． 4 母猪血清猪痘病毒抗体的检测 以猪痘病毒 P35 基因的原核表达 GST － P35 重组蛋白包被 96
孔酶标板( 10 μg /mL，100 μL /孔) ，同时以 GST 蛋白作为对照( 4 μg /mL，100 μL /孔) ，以消除 GST 蛋白
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M: Trans2K DNA 分子质量标准; 1: 未接毒 PK15 细胞; 2: 第二

代; 3: 第三代; 4: 第 5 代; 5: 第 10 代。
M: Trans 2K DNA Ladder; 1: uninfected K15 cells; 2: the 2nd blind

passage PK15 cells; 3: the 3rd blind passage PK15 cells; 4: the 5th blind
passage PK15 cells; 5: the 10th blind passage PK15 cells．

图 5 接毒后不同代次 PK15 细胞培养液 PCR 扩增结果

Fig． 5 The results of SWPV PCR detection of different passages
PK15 cell infected by SWPV isolate

本底，被检测猪血样 1∶ 80 稀释，兔抗猪 IgG 酶标二抗为 1∶ 4 000 稀释。以本实验室已建立的间接 ELISA
方法分别对该场的 10 头母猪和 8 头肥猪血清进行猪痘病毒抗体的检测。

2 结 果

2． 1 猪病料 PCR 检测结果

采用猪痘病毒 P35 基因特异性引物对母猪皮肤上的痘痂进行 PCR 检测，电泳结果出现与预期大小

( 975 bp) 一致的扩增条带( 图 2) 。测序结果表明扩增片段为猪痘病毒特异性基因序列，大小为 975 bp，

与猪痘病毒参考株( AF410153． 1) P35 基因的核苷酸同源性为 98%。

图 3 正常 PK15 细胞对照

Fig． 3 The uninfected l PK15 cells
图 4 接毒 PK15 细胞产生大量死细胞

Fig． 4 The PK15 cells infected by SWPV

2． 2 猪痘病毒分离培养

PK15 细胞接种母猪皮肤痘斑病料滤液后，第 1 代细胞出现大量漂浮的死细胞; 盲传的第 2 ～ 5 代也

出现比正常 PK15 细胞( 图 3) 多的死细胞，同时可见少量细胞变长、变细，表出现拉丝、网状( 图 4) ，且传

代时胰酶消化时间比正常 PK15 细胞明显缩短，但可连续盲传。第 6 代后与正常 PK15 细胞无明显差

异，但传代时胰酶消化时间比正常 PK15 细胞明显缩短( 是正常 PK15 细胞的 1 /4) 。
2． 3 细胞培养液中猪痘病毒 P35 基因的 PCR 检测

分别收集接毒 PK15 细胞的第 2、3、5、10 代 72 ～ 96 h 细胞培养液进行猪痘病毒 P35 基因的 PCR 检

测，从第 2 代开始，细胞培养液均能扩增出与猪痘病毒 P35 基因大小( 975 bp) 一致的核酸片段( 图 5) ，

测序结果显示与猪痘病毒参考毒株( AF410153． 1) P35 基因核苷酸同源性为 98%，与本实验母猪痘斑中

扩增的 P35 基因同源性为 100%。
2． 4 母猪血清猪痘病毒抗体的检测

应用本实验室已建立的间接 ELISA
方法对该猪场的 18 份母猪和肥猪的血清

样品进行猪痘病毒的抗体检测，共检出阳

性血清 9 份，总阳性率为 50%。其中母猪

血样 10 份，5 份为阳性; 8 份肥猪血样中有

4 份为阳性。

3 讨 论

通过对该场母猪皮肤痘斑进行 PCR
扩增，扩增产物序列与已发表的猪痘病毒

P35 基因序列 ( AF410153． 1 ) 的同源性为

98%，结果表明该场母猪皮肤的痘斑是由

猪痘病毒引起。母猪和肥猪血清中猪痘病

毒抗体检测，10 头母猪血清中有 5 头为猪

痘病毒抗体阳性，8 头肥猪血清中有 4 头

为猪痘病毒抗体阳性，抗体检测结果也表
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明该场猪群中的部分母猪和肥猪存在猪痘病毒的感染。虽然国内也有猪痘的临床病例报道，但均未通

过病毒分离鉴定、分子生物学等实验室手段进行确诊
［4］。

猪痘是由猪痘病毒引起猪的一种温和或急性皮肤损伤的传染病，猪痘呈世界性分布，猪痘的发病率

可能较高，但死亡率通常极低，猪是目前已知的唯一宿主，临床上猪痘常发生于幼龄猪，且临床病症仅限

于皮肤出现数量不等的痘斑，且能自行康复，给养猪业导致的损失很低
［8］。Olufemi 等

［9］
曾报道母猪发

生猪瘟( 乳头皮肤出现痘斑) 。也有猪痘病毒胎盘感染的报道，临床上表现为流产、死胎
［10］，或初生仔猪

就发生猪痘，并出现死亡，但这些发生痘病毒胎盘感染的母猪均未表现猪痘的症状
［3］。本文报道的该

场母猪群中常年存在数头母猪表现典型猪痘症状，回顾性调查该场哺乳仔猪却未发现典型猪痘病例，其

原因可能是由于大部分母猪存在较高水平的猪痘病毒抗体。P35 蛋白 ( 痘病毒属胞内成熟病毒粒子

( IMV) 囊膜蛋白) 是诱导产生抗体的主要蛋白之一，特别是在产生第二次免疫应答时具有重要作用，并

且参与病毒吸附宿主细胞，在结合、装配成熟病毒粒子、病毒毒力和免疫原性等方面其主要作用
［11］，能

对小鼠、绵羊、兔子和人类产生较强的免疫应答
［12］。

在通过 PCR 确定皮肤痘痂中存在猪痘病毒的基础上，本实验通过 PK15 细胞培养，从母猪皮肤痘痂

中分离到一株猪痘病毒( 命名为 SWPV-JX13) 。猪痘病毒具有严格的宿主特异性，猪是其自然界唯一的

感染宿主和贮藏宿主。猪痘病毒仅能实验感染兔，但不能在兔体内进行连续传代，只产生非复制性的痘

病
［13］。虽然猪痘病毒不能在禽类、猴、仓鼠体内感染和复制，但是能在人类、猴子、仓鼠细胞内存活

［14］。
Bárcena 将表达 β-半乳糖苷酶的重组猪痘病毒感染一系列细胞系后发现: 该病毒能在 PK15 和 ESK-4 猪

源细胞系中增殖，也能在 CV-1、BHK-21、BSC-1 和 HeLa 非猪源细胞系中细胞系增殖，而且能在这些细胞

系中传代，但形成的蓝斑数少
［15］。因此，在进行猪痘病毒分离时常用猪源 PK15 细胞，Kasza 等

［16］
最先

利用 PK15 细胞分离到一株猪痘病毒。
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