
微生物学通报 OCT 20, 2012, 39(10): 1428−1436 
Microbiology China © 2012 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn                                                  
 

                           

*通讯作者： : hyljz999@163.com 
Δ共同第一作者 
收稿日期：2012-02-05; 接受日期：2012-03-28 

研究报告 

MOI 对 PK-15 细胞感染 PPV 后细胞因子 mRNA
转录时相的影响 

李厚伟 1Δ  徐进 1Δ  吴红云 1  李建正 1,2* 
(1. 郑州后羿制药有限公司  河南 郑州  451161) 

(2. 河南省天然兽药工程技术研究中心  河南 郑州  451161) 

 
 

摘  要: 【目的】更好地了解感染复数(MOI)对猪细小病毒(PPV)感染 PK-15 细胞后引起

细胞因子的反应, 探讨宿主-病毒之间的作用关系。【方法】运用荧光定量 PCR 技术, 测定

和分析 3种感染复数对 PPV感染 PK-15细胞引起的病毒 DNA量的变化和细胞因子 IFN-β、

IRF-3、TNF-α 和 IL-18 分泌水平。【结果】PPV 感染 PK-15 细胞 12 h 病毒开始大量迅速

增殖, 感染 48 h 且 MOI 为 1.0 时达到最高峰; PPV 感染后可引起 PK-15 细胞中 IFN-β、

IRF-3、TNF-α 和 IL-18 的表达量显著增加, 其中 IRF-3 基因在感染后 1 h 且 MOI 为 10.0

时表达量达到 967 倍。【结论】细胞因子的分泌水平显著依赖感染复数和感染时间的交互

作用。 
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Effect of MOI on transcriptional profiles of cytokines mRNA 
after PK-15 cell cultures infected with porcine parvovirus  
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Abstract: [Objective] Porcine Kidney-15 cells (PK-15) were infected by Porcine Parvovirus 
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(PPV) to survey the host inflammatory responses, particularly multiplicity of infection (MOI) 
for the cytokines responses of PPV infection, and the host-PPV interaction. [Methods] Then 
the viral DNA was measured and analyzed using real-time PCR. The transcript level of 
cytokines (IFN-β, IRF-3, TNF-α and IL-18) were detected by real-time PCR too. [Results] We 
found that PPV proliferated rapidly in PK-15 cell 12 hours after infection, and reached peak 
after 48 hours infection and MOI=1.0; the transcription levels of IFN-β, IRF-3, TNF-α and 
IL-18 increased obviously, and the transcription level of IRF-3 gene increased to 967 times in 
1 hour and MOI=10.0 after infection. [Conclusion] The results revealed that the level of cyto-
kines significantly dependent on the interaction of MOI and infection time. 

Keywords: Porcine parvovirus, Cytokines, PK-15 cell, Multiplicity of infection, Transcriptional 
profiles 

目前猪细小病毒(Porcine Parvovirus, PPV)感

染 PK-15 细胞后引起细胞的反应特别是对细胞因

子分泌的影响尚不清楚。本研究将探讨 3 种感染

复数对猪细小病毒感染宿主细胞后引起相关细

胞因子 mRNA 水平的转录时相的变化, 以期揭示

PPV 感染机制, 为猪细小病毒的防治和抗病毒药

物、疫苗研究提供重要的试验依据和理论基础。

PPV 是引起妊娠母猪繁殖障碍的主要病原体之

一。初产妊娠母猪感染后, 经胎盘侵袭胚胎或胎

儿, 引起母猪流产、胚胎死亡、胎儿畸形及木乃

伊化, 致使母猪不孕或反复发情, 同时还可引起

仔猪的皮炎和腹泻[1]。猪细小病毒在猪群中检出

率 甚 高 , 在 猪 群 中 的 血 清 抗 体 阳 性 率 达

50%−80%, 给养猪业带来巨大的经济损失[2]。细

胞因子主要是由活化的免疫细胞和某些造血细

胞产生的高活性多功能的小分子蛋白质, 在机体

的免疫应答、造血、组织修复、炎症反应、免疫调

节、胚胎发生和生长发育等方面发挥重要作用[3]。

随着分子生物学的快速发展, 已经对多种关键的

细胞因子进行了克隆和研究, 但关于细胞因子和

细胞因子网络在机体的免疫应答过程中的作用

机制尚不清楚, 细胞因子在预防疾病和治疗疾病

过程中的作用机理还处于探索阶段。病毒与细胞

因子相互作用的生物学效应是病毒感染与致病

的基础, 其中, 干扰素 β (IFN-β)在病毒复制阶段

通过其诱导产生的抗病毒基因的表达使细胞产

生一种抗病毒状态[4], 而 IFN-β 的转录激活则需

要干扰素调控因子 3 (IRF-3)的调控, IRF-3 的转录

活力与生物学功能直接影响细胞的抗病毒能力[5]。

白细胞介素-8 (IL-8)不仅对中性粒细胞有最强的

趋化和激活作用, 而且参与病毒感染后的炎症过

程[6]。研究表明肿瘤坏死因子α (TNF-α)能选择性

地破坏病毒感染细胞, 具有抗病毒作用。近几年

研究发现 TNF-α能增加某些病毒复制, 加速机体

损害, 与病毒感染疾病的严重程度有关[7]。本试

验利用 SYBR Green I 实时定量 PCR 检测方法, 

分 3 个感染复数(Multiplicity of infection, MOI)和

7 个时间点定量检测 PPV 感染 PK-15 后 4 种细胞

因子 mRNA 的表达。为更深入地研究细胞因子的

抗病毒机制提供理论参考和试验依据, 并为预防

控制 PPV 提供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  病毒 : 猪 细 小 病 毒 7909 标 准 毒 株

(PPV-7909)购自中国兽药监察所 , 病毒滴度为

106.1 TCID50/mL。 

1.1.2  细胞: 猪肾细胞 PK-15 (Porcine Kidney-15 
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cells)由中国兽药监察所提供, 细胞生长于含 7%

新生犊牛血清的 RPMI-1640 培养基中, 5% CO2 

37 °C 培养。 

1.1.3  主要试剂 : Protein K, Promega 公 司 ; 

RPMI-1640 培养基, GIBCOBR 公司; Trypsin, In-

vitrogen; 胎牛血清, Hyclone 公司; E.Z.N.A Total 
RNA Kit , OMEGA; SYBR Premix Ex Ⅰ Taq, Ta-
KaRa 公司; RevertAidTM First Strand cDNA Syn-

thesis Kit, Fermentas; 其它常规试剂均为分析纯。 

1.1.4  主要仪器 : CFX96 Real-Time PCR 仪 , 

Bio-Rad 公司; 台式高速低温离心机, 德国 Sigma

公司; PTC-200 型 PCR 仪, M J Research 公司; 紫

外凝胶成像系统, 美国 SIM 公司; 小型台式离心

机, 德国 Sigma 公司。 

1.2  病毒感染 
将 PK-15 细胞用胰酶分散后, 培养于 6 孔培

养板(2×105 个/孔), 培养细胞丰度达 80%后, 用

PBS 洗 2 次, 分别按 MOI 为 0.1、1.0、10.0 时将

PPV 接种于 PK-15 细胞, 吸附 60 min, 期间每隔

15 min 翻转一次, PBS 洗涤液洗去未吸附的病毒, 
添加含有 2%胎牛血清的 1640 维持液。  

1.3  细胞的收集 
将病毒感染后 1、2、3、6、12、24、48、60

和 72 h 的细胞分别用 PBS 洗 2 次, 添加 0.25%胰

酶消化细胞, 2 000×g 离心收集 PK-15 细胞, 保存

于−80 °C 备用。 

1.4  DNA 及 RNA 的提取和反转录 
按蛋白酶 K 法提取病毒 DNA, 参照 E.Z.N.A 

Total RNA Kit Ⅰ说明书提取细胞总 RNA, 具体

方法和步骤参照文献[8]进行, 紫外分光光度计检

测 A 值, 计算其浓度。以提取的总 RNA (1 µg)为

模板进行反转录, 按照 RevertAidTM First Strand 

cDNA Synthesis Kit (Fermentas)说明书进行, 反

应体系为 1 µg RNA、1 μL Oligo (dT)18 Primer, 补

DEPC 水至 12 μL; 70 °C 热变性 15 min, 迅速冰浴

3 min; 再依次加入 4 μL 5×Reaction Buffer、1 μL 

RNase Inhibitor、2 μL dNTP Mix、1 μL 逆转录酶, 
至终体积为 20 μL; 离心后置于 PCR 仪中, 42 °C 

60 min, 72 °C 10 min 终止反应。反转录合成的

cDNA 及提取的 DNA 作为荧光定量 PCR 模板。 

1.5  引物和相对定量 PCR 
引物的设计使用 Primer Premier 5.0 软件, 参

照 GenBank 公布序列进行。优化反应条件,  如

引物浓度、退火温度和延伸时间等, 使目的基因

和持家基因的扩增效率基本保持一致。基因名

称、参考序列、退火温度及产物大小见表 1。荧

光定量 PCR 反应体系为 20 µL, 其中 SYBR 

Premix ExTaq 10 µL, 上 下 游 引 物 ( 浓 度

10 μmol/L)各 0.4 µL, cDNA 400 ng。反应条件为: 

95 °C 30 s; 95 °C 10 s; 表 1 中所指的退火温度

15 s, 72 °C 30 s; 共进行 40 个循环, 循环结束后

升温至 95 °C 30 s, 再降至 55 °C, 开始以 0.5 °C/s 

递增至 95 °C, 采集荧光信号得出扩增产物的溶

解曲线, 于 10 °C 结束反应。 

1.6  数据分析 
在实时定量 PCR 中, Ct 值是反映模板中目标

基因含量的一个重要指标, 通过样品和标准曲线

Ct 值比较, 可以准确计算出 RNA 含量。另外, 将

目标基因与持家基因 β-Actin 比较, 消除由于收

集细胞、反转录和加样中操作误差。将 0 h 未接

种病毒的细胞因子的表达量设为 1×, 运用 2−ΔΔCT

法分析结果, 公式如下: 目标基因 mRNA 相对表

达倍数=2−[(待测组目标基因平均 Ct 值−待测组持家基因平均 Ct 值)−(对照组目标基

因平均 Ct 值−对照组持家基因平均 Ct 值)]。 

2  结果 

2.1  病毒 DNA 水平测定 
PK-15 单层细胞感染 PPV 后, 分别按 MOI

为 0.1、1.0、10.0 且 1、2、3、6、12、24、48、

60 和 72 h 收集细胞, 提取 DNA, 做荧光定量 
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表 1  Real-time PCR 引物及其反应条件 

Table 1  Primers and conditions used for Real-time PCR assays 

基因名称 
Genes 

基因库登录号 
Accession 
number in 
GenBank 

上游引物 
Forward primer 

下游引物 
Reverse primer 

退火温度 
Annealing 

temperature 
(°C) 

产物片段
Size of 

amplicon
(bp) 

猪细小病毒 
PPV 

NC001560 AGTTCAATGATTTCAATG TTAACCAACATTCCCAT 56 203 

β-Actin AF508792 GGACTTCGAGCAGGAGATGG GCACCGTGTTGGCGTAGAGG 55 254 

干扰素 β 
IFN-β 

AY687281 CCAACAAAGGAGCAGCAAT CATCCATCTGCCCATCAAG 59 266 

干扰素调节

因子 3 
IRF-3 

AB116563 GTGGTGCCTACACTCCTGG TGTGGTCCTCTGCTAAACG 58 103 

肿瘤坏死因

子-α 
TNF-α 

X57321 TCACCACGCTCTTCTGC CCCTCGGCTTTGACATT 55 166 

白细胞介素
-18 
IL-18 

SSU68701 GTTTCATTAACCAGGGAC CTCTAGTGAGGCTATCTTT 57 117 

 
PCR, 与 β-Actin 进行比较分析, 并将病毒感染

1 h 时病毒 DNA 含量定义为 1×, 得出 3 种感染复

数在不同时间点病毒 DNA 在细胞中的增殖倍数, 

结果见图 1。 

由图 1 可知, 病毒感染后 1 h 就可以检测到病

毒 DNA, 但病毒量相对较低; 随后开始逐步上

升, 在感染后 12 h 病毒开始大量迅速增殖, 在感

染后 48 h 且 MOI 为 1.0 时达到最高峰, 从感染 

 
图 1  PPV 在 PK-15 细胞中增殖规律 
Fig. 1  The replication of PPV in PK-15 cell 

后 12 h 的 68 倍增殖到 1 800 倍左右, 之后病毒

DNA 含量显著下降, 至 72 h 时几乎恢复至原来

水平。 

2.2  细胞因子测定 
PK-15 单层细胞在感染 PPV 后, 分别按 MOI

为 0.1、1.0、10.0 且 1、2、6、12、24、48 和 60 h

收集细胞, 提取 RNA, 反转录获得 cDNA, 做荧

光定量 PCR, 并与 β-Actin 进行比较分析, 并以病

毒感染 0 h 时 mRNA 含量定义为 1×, 得出 3 种感

染复数在不同时间点细胞因子 mRNA 的转录倍

数, 结果见图 2。 

由图 2 可知, IFN-β 在感染后 1 h 表达量开始

增加, 当 2 h 且 MOI 为 10.0 时表达量增加显著, 

达到 2.4 倍, 此后开始下降; IRF-3 在感染后 1 h

表达量即显著增加, 在 1 h 且 MOI=10.0 时表达量

达到 967 倍; TNF-α 在 1 h 时表达量开始增加, 在

2 h 且 MOI 为 1.0 时表达量的差异倍数达到 97, 

48 h 后开始下降; IL-18 从 1 h 到 48 h 持续表达, 

在 2 h 且 MOI 为 1.0 时表达差异倍数达到 64 倍。 
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图 2  细胞因子的转录谱 
Fig. 2  The transcriptional profiles of cytokines 

Note: A: IFN-β; B: IRF-3; C: TNF-α; D: IL-18. 
 
 

3  讨论 

PPV 可以在多数原代和传代细胞中增殖, 且

能引起较明显的细胞病变, 常作为模式病毒研究

病毒感染机制和药物的抗病毒作用。本研究证实

PPV 可以快速诱导 PK-15 细胞产生 CPE。PPV 引

起细胞体积缩小, 胞浆浓缩, 染色质凝集, 核固

缩、裂解, 质膜内陷将细胞分裂为有膜包裹但内

含物不能外泄的凋亡小体[9]。病毒在感染后 1 h

能检测到病毒, 12 h 后开始大量增殖, 在感染后

48 h 且 MOI 为 1.0 时达最高峰, 达到 1 800 倍左

右, 这可能是由于病毒大量增殖, 引起细胞死亡, 
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导致病毒释放所致。通过 3 种感染复数的比较发

现, 病毒以 MOI 为 1.0 时感染细胞所获得的 DNA

含量最高, 而感染高于此剂量或低于此剂量的病

毒并不会促进病毒的大量增殖, 这可能是由于适

当的病毒感染量可以有效激发病毒的二次感染, 

如果细胞感染的病毒颗粒过多, 则导致宿主细胞

迅速死亡, 使病毒失去赖以生存的环境, 从而不

能达到较高的病毒滴度, 而细胞感染的病毒颗粒

过少则不能诱导足够刺激, 造成病毒无法大量复

制。另外, 细胞感染病毒的不同时间也会造成细

胞中病毒增殖速度的差异, 这种差异可能是由于

细胞自身的免疫机制、细胞的营养消耗及病毒数

量积聚程度的不同导致的。更重要的是, 本研究

结果证明, 猪细小病毒的增殖能力受感染时间和

感染复数二者的交互作用影响, 这为解决猪细小

病毒疫苗在制备过程中的成本和产量问题提供

了有力依据, 也为探索其他病毒的增殖条件提供

了有益参考。 

干扰素(IFN)分为Ⅰ型和Ⅱ型, IFN-α和 IFN-β

属Ⅰ型 IFN, IFN-γ 属Ⅱ型 IFN。IFN-β 主要由成

纤维细胞产生 , 几乎所有脊椎动物均可产生 , 

IFN-β 通过干扰病毒 DNA 或 RNA 复制而抑制病

毒增殖 , 可促进 NK 细胞的杀伤活性 , 促进

MHCⅠ类分子表达而加强 CTL 对感染病毒细胞

的识别和杀伤作用[10−11]。我们研究发现 PPV 感染

PK-15 细胞 1 h 时 IFN-β 表达量开始增加, 在 2 h

时 IFN-β表达量显著增加, 且当 MOI 为 10.0 时表

达差异倍数达到 2.4 倍, 但是随着时间的延长表

达量明显降低, 24 h 后 IFN-β 的表达量变化不显

著, 甚至低于对照组细胞的表达量。这一结果说

明细胞因子通常处于沉默状态, 只有受到适当的

诱导或刺激后才被激活进行转录, 但是转录也

受多种因素的调节和控制, 需要一定的时间来

完成[12], 在 2 h 时 IFN-β 表达量开始显著增加。

Chelbi-Alix MK 等研究发现在干扰素发挥作用的

过程中, 细胞内与病毒本身相关的某些蛋白如

SOCS-1、PIAS-1、PIAS-3、SHP-1、SHP-2 磷酸

酶等均能够负性调节 JAK-STAT 介导的信号, 进

而抑制干扰素的抗病毒作用[13]。Goodbourn 研究

也发现在 IFN 经转录和翻译后, 从感染细胞中分

泌出去, 造成细胞内的 IFN 表达量有一定的下

降[14]。我们推测, 适当剂量的 PPV 感染后首先导

致干扰素的产生, 同时大量病毒感染细胞导致被

感染细胞的死亡、崩解, 干扰素随即释放并扩散

到细胞间隙中, 进而激活细胞内更深层次的抗病

毒机制。为此我们可以确定 PPV 感染 PK-15 细胞

可以诱导 IFN-β 的表达, 且最适感染浓度为 MOI

是 10.0 时, 最佳感染时间为 2 h, 为进一步研究

PK-15 细胞中 PPV 的感染机制, 以及开发治疗

PPV 的新型动物医药奠定了基础。 

干扰素调节因子 3 (Interferon regulatory fac-

tor 3, IRF3)在大多数细胞中呈高水平组成性表

达, 主要以单体形式存在于细胞浆中[15−16], DNA

或 RNA 病毒感染可以高效诱导 IRF3 的表达, 且

IRF3 在病毒感染早期对 IFN-α/β 基因表达起重要

的调节作用[17−18]。本实验研究发现, PPV 感染

PK-15 细胞 1 h 后 IRF-3 基因的表达量即显著增

加, 且 MOI=0.1、MOI=1.0、MOI=10.0 表达量差

异均显著, 在 PPV 感染 PK-15 细胞 1 h 时且

MOI=10.0 时 IRF-3 基因的表达量变化倍数最大, 

达到近 967 倍, 48 h 后 IRF-3 呈低水平表达, 但仍

高于对照组细胞中 IRF-3 mRNA 的表达量。据此

我们推测受适量病毒感染的刺激, IRF3 随即被诱

导高效表达, 而宿主的免疫系统正是通过 IRF3

高效表达及其与其它细胞因子的相互调节作用, 

实现对抗病原微生物的入侵及机体的自我保护

机制, 而在病毒感染细胞 1 h 且 MOI=10.0 时即可

获得 IRF-3 基因较高的表达量, 可为 IRF-3 相关
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药物的研制提供试验参考。 

肿瘤坏死因子 α (TNF-α)由体内的多种细胞

产生, 但主要是由活化的单核-巨噬细胞系产生

的具有广泛生物学活性的细胞因子[19], TNF-α 能

特异性的杀伤肿瘤细胞, 诱导细胞凋亡[20], 与机

体的免疫反应和急性期炎症反应密切相关, 在机

体自身防御反应中发挥重要作用[21−22]。我们的研

究发现, PPV 感染 PK-15 细胞 1 h 且 MOI 为 1.0

时 TNF-α 基因的表达量即开始增加, 在感染 2 h

后 3 种感染复数的 TNF-α 表达量的均显著增加, 

尤其当 MOI 为 1.0 时基因表达量的差异倍数达到

97 倍, 48 h后 TNF-α基因表达量逐渐下降。当 PPV

感染 PK-15 细胞 2h 时且 MOI 为 1.0 时 TNF-α 大

量表达, 说明 TNF-α 参与了细胞早期的抗病毒反

应。Maiai 研究表明 TNF-α 在许多疾病的病理生

理过程中起重要的介质作用, 且干扰素能增加某

些肿瘤细胞表面的 TNF 受体数量, 从而实现干扰

素与肿瘤坏死因子的协同抗肿瘤效应[23]。我们研

究发现干扰素在 PK-15 感染 PPV 后 2 h 表达量显

著增加, 进而可以推测某些干扰素可能上调了

TNF-α 的表达量, 在感染初期发挥抗病毒的生物

学效应。本实验结果表明当 MOI 为 1.0 时, TNF-α

的表达量增加尤其显著, 但是随着感染时间的延

长, TNF-α 的表达量也在急剧下降。这一结果说

明在适量病毒刺激下, 细胞内 TNF-α 分泌参与细

胞的免疫反应, 有利于机体对 PPV 的清除, 但过

量的分泌可能会打破细胞内免疫平衡, 造成细胞

的死亡、崩解, 引起或加重感染程度, 对机体产

生不利的影响。因此应由适当药物降低 TNF-α 的

分泌水平, 减轻免疫反应, 可能有利于疾病的恢

复。本实验结果显示 PPV 感染 PK-15 细胞 2 h 且

MOI 为 1.0 时 TNF-α 基因的表达量差异最显著, 

可为临床治疗 PPV 提供实验依据和理论参考。 

白细胞介素 18 (IL-18)是在多种细胞中都广

泛表达的多向性效应天然免疫调节因子[24], 可诱

导并增强造血细胞及非造血细胞的早期炎症反

应, 主要在炎症反应早期起关键作用[25]。IL-18 可

以激活对病毒清理起关键作用的 CD8+T 细胞, 

有效防御病毒的入侵。已经证实 IL-18 对痘苗病

毒、小鼠腺病毒、单纯疱疹病毒以及 A 型流感病

毒的复制和表达发挥抑制作用[26]。我们研究发现, 

PPV 感染 PK-15 细胞 1 h 时, 不同的感染复数

IL-18 基因的表达量均有所增加, 2 h 时当 MOI 为

1.0 时 IL-18 的表达量增加显著, 表达差异倍数达

到 64 倍之多, 48 h 后 IL-18 表达量有所下降, 但

仍高于对照组细胞中 IL-18 的表达量。为此我们

推测 IL-18 作为细胞因子网络中关键的促炎症因

子参与了机体抵抗 PPV 感染的发生、发展过程, 

其机制可能包括调节 Th1/Th2 细胞比例、增强

NK 细胞活性、诱导 IFN-γ 表达和炎性细胞因子

的产生, 从而发挥其抗病毒感染效应。本实验结

果也可以说明不同的感染复数及不同的感染时

间均可以获得 IL-18 基因的表达, 但是在 2 h 且

MOI 为 1.0 时可以获得高效的表达量, 为进一步

研究有关 IL-18 的抗病毒药物提供了必要的实验

依据和理论支持。 

本实验利用荧光定量 PCR 测定和分析感染

复数分别为 0.1、1.0、10.0 对 PK-15 细胞感染 PPV

后 IFN-β、IRF3、TNF-α 和 IL-18 mRNA 表达量

的变化, 在不同时间不同的感染复数细胞因子的

表达量均有显著变化, 其中, 在 2 h 且 MOI 为

10.0 时 IFN-β 的表达量变化显著, 在 1 h 且 MOI

为 10.0 时 IRF-3 的表达量显著增加, 在 2 h且 MOI

为 1.0 时 IRF3 表达量差异倍数最大, 在 2 h 且

MOI 为 1.0 时 IL-18 基因的表达变化量最大, 为

以后 PPV 分子致病机制, 评价疫苗的细胞免疫效

果和药物抗病毒的药效机制提供了实验基础和

依据。 
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