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2 株猪园环病毒 2 型分离毒株全基因组的

克隆及序列分析

何逸民\孔留五\罗玉均\潘全会，曹宗喜，张桂红
(华南农业大学兽医学院，广东广州 51师42)

摘要:参考 GenBar此发表的猪圆环病毒 2 型(P盹CV归2) 全基因组序列，设计 2 对引物，通过 P盹CR 技术扩增出 2 株 P眈CV22 

流行株的全基因，并进行了序列测定分析-结果表明，2 个分离株基因组全长分别为 1 767 bp 和 1 768 bp ， 2 个分离

株之间的核昔酸相似性为 97.3% ，与 GenBank 上已发表的 PCV2 分离株之间的相似性为 93. 8% - 99. 3%. 2 个分

离株的 ORF2核昔酸序列相似性分别为 91. 3% -99.6% 和 90.6% -98.0% ，存在一定的变异-
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Molecular Cloning , Sequencing and Analysis of the Complete 
Genome of two Porcine Circovirus Type 2 Isolates 

HE Yi-min 申， KONG Liu-wu\LUO Yu-jun' , PAN Qua时mi ， CAO Zong-xi , ZHANG Gui-hong 

(College of VeterinarγMedicine ,5outh China Agricultural University , Guangzhou 510624 , China) 

Abstract: According to the complete genome sequences of porcine circovirus type 2 (PCV2) published in 

Gen8ank , two pairs of primers were designed. The complete genome of two PCV2 isolates were amplified. 

The resultant PCR products were cloned into pMDI8-T vectors , then the nùcleotide sequences of the 

PCV2 complete genome were compared with 出at of other PCV. The results indicated that the genome of 

the two isolates were 1 767 bp and 1 768 bp in length , respectively , and nucleotide homology between the 

two cloned complete genome was 97. 3 % ,nucleotide sequence similarities between the cloned PCV2 com­

plete genome and the published PCV2 complete genome in Gen8ank were from 93. 8%ω99.3%. Nucleo­

tide sequence similarities of ORF2 were [rom 91. 3% to 99. 6% and from 90. 6% to 98.0% , respectively. 
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自 20 世纪 70 年代 Tischer 等人川发现猪圆环病

毒(porcine circovirus , PCV) 以来，人们对 PCV 的了解

和研究不断深入，发现由它引发的各种疾病对养猪

业能造成各种严重的损失.根据 PCV 的致病性与核

酸序列的不同，将 PCV 分为 PCVl 和 PCV2 ， PCVl 被

认为是 PK-15 细胞培养的污染物，无致病性山，其基

因组全长 1759bp; 而 PCV2 却具有致病性，其基因

组全长 1 768 bp( 或 1767bp) ，并被认为是近年来在

收稿日期 :2∞7-05-15

猪场广泛流行的断奶猪多系统衰竭综合症( post­

weaning multisystemic wasting syndrome , PMWS) 的主

要病原. PMWS 主要感染 7 -15 周龄猪，患猪表现为

渐进性消瘦，淋巴结肿大，皮肤苍白或有黄瘟等症

状~3] 发病率为 5% -50% ，死亡率接近 100% ，严

重威胁世界各国的养猪业.现已证实该病是由一种

致病性 PCV 引起的，并将该圆环病毒命名为猪圆环

病毒 2 型(PCV2) [时我国朗洪武等[6] 于 1999 年在
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北京、河北等地某些猪场中也检测到 PCV2 的存在， 析系统观察结果.

此后国内许多实验室也相继检测到该病毒.目前1. 2. 3 PCR 产物克隆及重组质粒 PCR 鉴定 用凝

PCV2 基因组序列相对稳定，但是不同地区毒株的基 胶回收试剂盒回收特异的扩增片段，将回收的 PCR

因组序列有一定的差异.许多国内实验室进行的血 产物连接到 pMDl8-T 载体上，反应体系 :pMD18-T 载

清学调查表明， PMWS 已在我国大部分地区流行.本 体 lμL，连接缓冲液( solution 1) 5μL，同收 PCR 产物

研究采用 PCR 方法扩增到 2 株 PCV2 分离株的全序 4μL ， 16 "C水浴 2 h ，取 5 L 连接产物加入融化的

列，并完成其序列测定;同时，为了研究 PCV 基因结 TOPlO感受态细胞，轻轻旋转混匀，置冰浴上 30

构和功能以及各 PCV 分离株之间的遗传变异和进化 min ,42 "c水浴热休克 90 s 后迅速置冰浴 3 - 5 min. 

的关系，将上述 2 株 PCV2 分离株用相关软件进行序 加人 700μL LB 培养液，转移到 37 "c摇床振荡培养

列分析，并将其与 cωenB必Bar此中己登录的 I归5 株 P肥C飞V 进

行多序列比对，绘制系统进化树. 通过全基因测序，

并与我国其他地区及世界其他各国 PCV 毒株序列的

分析比较，对这 2 个毒株的来源及与其他地区毒株

的关系作出了一定的解释.分析 PCV2 毒株之间的

30 -45 min. 12000 r/min 室温离心 3 min ，弃掉 400

μL 上清液.以余液再悬细胞，涂于 Amp 抗性的 LB

琼脂培养基置室温，待液体被吸收后，倒置平皿于 37

℃过夜培养.重组质粒 PCR 鉴定，产物用 10 glL 琼

脂糖凝胶电泳检查.

遗传发生关系和分子差异，探索 PCV2 变异规律，为 1. 2. 4 序列测定与分析 对质粒 PCR 鉴定为阳性

今后深入研究该病的分子生物学特性及开发有效的 的菌液进行 DNA 自动测序，序列测定由上海生工生

免疫制剂提供科学依据. 物工程技术服务有限公司完成.利用 DNAStar 软件

包，分析 PCV2 分离株的基因组序列及推导的氨基酸
1 材料与方法

1. 1 材料

序列，并与 GenBa出中的 15 株 PCV 基因组序列按照

Clustal W Method 进行比对，并绘成系统进化树.

1.1. 1 毒林及细胞 PCV2 毒株 HN 株、 GZ 株及
2 结果与分析

PK15 细胞由华南农业大学兽医学院传染病实验室

提供 2.1 2 株 PCV2 分离株的 PCR 鉴定

1. 1. 2 引物 引物由上海生工生物工程技术服务 用 PK15 细胞分离的 PCV2 病毒 (3 代细胞毒)

有限公司合成.

检测引物 LA: 5' ATTGTATTCCTGGAGTTA3'; 

UA: 5' CTTTCGTTTTCAGTCAAC3 '. 

全长扩增引物 L1: 5'CTCCCGCCATACCATA­

AC3'; F3 :5'GCACCTCAGCAGCATGAA3'. 

全长扩增引物 LP: 5' CGCTCGTCATCGCATG口

Up : 5' AGAAGGGCTGGGTT ATCCGATA3 '. 

1. 1. 3 主要试剂及酶 Go T，αq Green Master Mix 和

DNA 提取试剂盒分别为 PROMEGA 公司和上海生工

生物工程技术服务有限公司产品;克隆载体 pMD1 8-

T 为 TaKaRa 公司产品;感受态细菌 TOPlO由华南农

业大学兽医学院传染病实验室保存.

1. 2 方法

提取病毒的 DNA，以此 DNA 为模板，以 LA 和 UA 为

引物进行 PCR 扩增，结果片段的扩增大小与预期结

果相符，为 651 bp( 图 1) . 
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图 1 PCV2 毒株的 PCR 鉴定
1. 2.1 病毒 DNA 的提取及鉴定病毒 DNA 的提取

参照上海生工生物工程技术服务有限公司 DNA 抽
2.2 2 株 PCV2 分离株全基因组扩增结果提试剂盒说明书. 然后用检测引物( LAlUA) 做 PCR

鉴定. 以提取的病毒 DNA 为模板，以 UP 和 LP、L1和

1. 2. 2 PCR 扩增 按常规方法提取 DNA 后，用设 归为引物分别扩增出 2 个片段，结果这 2 个片段的
计的 2 对引物(L1/F3和 LP/UP) 分别做分段扩增， 扩增大小与预期结果相符，分别为 632 bp 和 1 266 

PCR 产物经 10 glL 琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像分 bp( 图 2) . 

Fig. 1 Identification of PCV2 by PCR amplification 



分离株序列测定与拼接

经上海生工生物工程技术服务有限公司用自动

测序仪双向测序得到 2 株 PCV2 流行株的全基因序

列，结果是 GZ 株的基因组全长为 1 767 bp ， HN 株的

基因组全长为 1 768 bp. 与前人报道相一致[7)

2 株 PCV2 分离株的全基因组核昔酸序列比较

及系统发育分析

应用 DNAStar 序列分析软件对分离株的核昔酸

全序列及 GenBank 中登录的国内外 14 株 PCV2 及 1

株 PCV1 参考毒株全基因核昔酸序列相比较，结果表

明 :2 毒株的全基因核昔酸序列相似性是 97.3% , 2 

毒株和国内外其他地区 PCV2 的参考毒株相比较，核

昔酸序列相似性为 93. 8% - 99.3% (图 4) ;用 Clust­

al W Method 算法生成系统进化发育树(图 5) ，结果

表明， PCVl 和 PCV2 基因型差异较大，明显分为 2

支， PCV1 和 PCV2 分离株之间只有 75%左右的相似

性. PCV2 各个分离株之间在进化上存在着某些地

理位置上的相关性，分为 2 大主支.一支以北美洲国

家分离株为主，主要为加拿大和美国分离株;另外还

有日本、韩国、西班牙、中国及台湾毒株.另一支以欧

洲国家的分离株为主，主要为法国分离株;另外也有

部分中国毒株.本研究的 2 分离株与欧洲分离株的

相似性最高，分别在同一主支的 2 个分枝上.

2 毒株的 OR凹的相似性分析

对 2 分离株和其他地区的 PCV2 的 OR凹的相

似性分析结果表明，2 分离株的 ORF2之间核昔酸序

列的相似性是 97.6% ，与国内外其他地区的

PCV2毒株ORF2之间的核昔酸序列存在较大差异，
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图 2 PCV2 毒株全基因扩增的 PCR 产物

Fig. 2 Amplification pr叫ucts of PCV2 genome 

重组质粒的菌液 PCR 鉴定

挑取单个的菌落做扩大培养，以扩大培养的菌

液为模板，以 UP 和 LP，L1和归为引物分别做菌液

PCR 鉴定，结果和预期扩增的片段大小相符，分别为

632 bp 和 1 266 bp( 图 3) . 
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2.6 M: DNA marker DL2000; 1 和 3:GZ 株 ;2 和 4:HN 株 ;5 : 阴性对照

M: DNA marker DL2000 ; 1 and 3: GZ strain;2 and 4: HN strain;5 : negative 

重组质粒 PCR 鉴定

Identification of recombinant plasmids by PCR 

图 3
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PCV2 基因组的核背酸序列的相似性比较

Fig.4 S巳quence similarities for PCV2 

图 4
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国 5 PCV2 毒株的系统发育树

Fig. 5 Phylogenetic tree of PCV2 

其柑似性是 90.6% -99.6%.其中 GZ 株 ORF2与法

国株(AF201311 FRA) 的 OR白相似性最高 99.6% , 

与中国台湾株( AF364094 TW -CHN) 的 ORF2的相似

性最低 9 1. 3%; HN 株的 ORF2与法国株

( AF055394FRA) 的 ORF2相似性最高 98.0% ，与美

国株( AY094619USA) 的 ORF2相似性最低 90.6%.

3 讨论

猪圆环病毒 2 型是引起 PMWS 的主要病因之

一，随着研究的深入，发现 PCV2 所诱发的疾病范围

不断扩大，除 PMWS 外，它还与非典型的 PRRS、猪皮

炎/肾病综合征、猪增生性/坏死性皮炎、仔猪先天性

震颤及母猪流产有关，但在这些疾病中 PCV2 起多大

作用尚不太清楚.有人推测不同症状的 PCV 感染可

能与 PC凹的 ORF2基因变异有关[8] PCV2 对机体

的影响主要是诱导 B 淋巴细胞凋亡，导致猪的免疫

抑制，从而并发或继发其他细菌、病毒感染，加之各

种环境因素，如拥挤、空气污浊、各种年龄猪混养及

其他各种应激因素的影响而使病情加重，导致死亡

率大大增加.因此，建立一套完整的 PCV2 检测方法

和在猪群中开展血清学调查相当重要

在本研究中，应用 PCR 技术成功克隆出了 PCV2

的全基因组，通过测序井进行序列分析，结果表明

GZ 株的基因组全长为 1 767 bp ， HN 株的基因组全长

为 1 768 bp ，然而并没有证据表明两者的致病性和所
[ 1 J 

引起的临床症状有所差别. PCVl 与 PCV2 型内的相

似性都在 90% 以上， 2 株 PCV2 与其他 14 株 PCV2

之间的核昔酸序列相似性为 93.8% - 99.3% ， 2 分

离株之间的核昔酸相似性为 97.3% ;而型间的核昔
[2J 

酸序列相似性则低于 80% [9] 其中 GZ 株、 HN 株与

PCVl (NC一.o06266USA) 的核昔酸序列相似性分别为

76.2% 、75.2%. 从系统进化树分析， PCV2 存在 2 个 [3J 

大的分支，分别以欧洲分离株和美洲分离株为代表，

并且 2 个大的分支上又存在有明显的小的分枝，在

进化树中，中国分离株之间关系比较复杂，分散程度

很高，我国很多的分离株与美洲、欧洲各国的亲缘关

系都很接近，本试验的 GZ 株和 HN 株都在以欧洲分

离株为代表的分支上.这些数据都表明尽管各 PCV2

分离株基因组之间总体上比较保守，但随地理分布

不同还是存在-定程度的变异，可能与我国许多省

市从流行 PCV2 病的国家先后引进种猪有-定的关

系[1O -IIJ 2 分离株都包含了 11 个 ORF，其中 ORF1

和 ORF2是 2 个最重要的阅读框. ORF1 主要编码病

毒的复制蛋白 (Rep) ，位于病毒核昔酸的正链上第

51 - 995 位处，编码 314 个氨基酸，是 PCV2 中最大

的阅读框，与病毒的复制转录有关. ORF2编码病毒

的主要结构蛋白，位于 PCV2 基因组的负链上的第

1 034 -1 735 位，大部分由 702 个核昔酸组成，推导

出 233 个氨基酸，编码蛋白的相对分子质量大小约

为 278∞.其 N 端的 41 个氨基酸与 PCV2 在细胞核

内的定位有关[口J ORF2编码病毒的衣完蛋白与病

毒人侵宿主的组织亲嗜性有关，所以 OR凹的变异可

能会导致病毒在宿主体内的分布和致病性发生改

变. PC凹的 ORF2编码序列比较分析表明， GZ 株与

HN 株的 ORF2之间核昔酸序列的相似性是 97.6% , 

与国内外其他地区的 PCV2 毒株 ORF2之间的核昔

酸序列存在一定差异，其相似性是 90.6% -99.6% , 

存在若 3 个主要变异区域(59 - 90 位， 121 - 136 位

和 190 - 210 位氨基酸) .其中有 2 个 (59 - 90 位和

121 -136 位氨基酸)与免疫表位(65 - 87 位和 113-

147 位氨基酸)相关，这些表位暴露于免疫压力下，有

可能会发生突变，导致新的毒株出现，这为疾病的预

防和控制带来了更大的难度[13 -15J 

本研究结果明确了目前我国 PCV2 流行毒株基

因组的分子学特征，毒株之间的变异度不大，对于进

一步开展我国 PCV2 分子流行病学和所致疾病的预

防与控制都具有重要的指导意义.
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