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摘要:根据 GenBank 中发表的已知猪圆环病毒 2 型(Porcine Circovirus-2 , PCV-2)全基因序列 , 自行设计 2 对特异性引

物 ,从 2 株接种疑似断乳仔猪多系统衰竭综合征(post-weaning multisystemic wasting syndrome , PMWS)仔猪病料的 PK-15

细胞中提取基因组 DNA , 以此为模板 , 用PCR方法分 2 段扩增 2个 PCV-2 广东株(GZ株和 ZS 株)的全基因序列.应

用序列分析软件 DNAstar ,对所测2 组 PCV-2 序列与 GenBank 中的国内外 PCV-2 毒株进行同源性比较 , 并绘制系统

进化发生树 ,进行了序列分析.结果表明 , 2 个 PCV-2广东株全基因组皆为1 767 bp , 2 个毒株间全基因序列核苷酸

同源性为77.0%, 第一开放阅读框(ORF1)间的核苷酸同源性仅为 57.7%, 而第二开放阅读框(ORF2)间的核苷酸同

源性却高达 99.1%.ZS株和 GenBank中国内外其他的 PCV-2 参考毒株序列的核苷酸同源性在 95.7%～ 99.5%之

间;而 GZ 株和其他 PCV-2参考毒株序列的核苷酸同源性仅在 74.2%～ 77.1%之间.
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Abstract:Based on the complete genomic sequence of PCV-2 in GenBank , two sets of primers were designed ,
and genomic DNA was extracted from PK-15 cell inoculated with pathogenic materials of piglets with PMWS .

Complete genomic sequences of two isolates from Guangdong Province were amplified.The two sequences were

compared with that of other PCV-2 isolates in GenBank with the DNAStar software , and a phylogenetic tree of

PCV-2 strains was drawn.The length of the complete genome of GZ and ZS strains was 1 767 bp ;nucleotide

similarity of the complete genome among two strains was 77.0%;but nucleotide similarity of ORF1 only was

57.7%, but which of ORF2 was 99.1% among two strais;nucleotide similarity of the complete genome a-

mong ZS strain and other strains were from 95.7%-99.5%, and were from 74.2 %-77.1% among GZ

strain and other strains.
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　　猪圆环病毒 2型是引起断乳仔猪多系统衰竭综

合征(PMWS)的主要病原[ 1] .PMWS 最早在北美发

现 ,现已在全世界范围内传播开来.郎洪武等[ 2]采集

了来自北京 、河北 、山东 、天津 、江西 、吉林 、河南等 7

省(市)22 个猪群的 559份血清 ,用 ELISA 方法检测

20日龄未断奶仔猪 、1 ～ 2月龄断奶仔猪 、后备母猪

及经产母猪 ,结果总阳性率为 42.9%.根据 GenBank

上发表的 PCV-2毒株全基因序列得知 ,我国黑龙江 、
河南 、山东 、湖北和杭州等多个省市都分离 、检测到

PCV-2 ,PCV-2在我国广泛存在并流行
[ 3～ 5]

.华南农
业大学兽医学院传染病实验室用 PCR方法对广东省

20个猪场送检的疑似 PMWS 患病断奶仔猪的病料进

行PCV-2检测 ,结果发现 100%的呈阳性[ 6] .这证明

PCV-2也普遍存在于广东地区的猪场.

本研究从广东地区猪场疑似 PMWS 患病仔猪的

病料中分离出的 2株病毒中 ,提取基因组 DNA ,并以

此为模板 ,扩增并拼接出 2 毒株的全基因序列 ,与国
内外的参考毒株进行同源性比较 ,对 PCV-2 的流行

第 26 卷 第 3 期
　2005 年 7 月

　　　　　　　　　　　 华南农业大学学报
Journal of South China Agricultural University

　　　　　　　　　　　Vol.26 , No.3
　Jul.2005



病学在分子水平上进行了探讨.

1　材料与方法

1.1　材料

PCV-2细胞毒 GZ 、ZS 株 ,由华南农业大学兽医
学院传染病教研室分离并保存.

PMD18-T载体 ,购自大连宝生物工程有限公司 ,

宿主菌 DH5α为华南农业大学兽医学院传染病教研

室保存.
EX Taq DNA聚合酶 , Hind Ⅲ和 BamH Ⅰ限制性

内切酶 , DL 15 000 +2 000 、DL 2 000 Marker 为

TaKaRa公司产品;DNA胶回收试剂盒为杭州维特洁

公司产品;质粒小量抽提试剂盒为上海博亚生物技

术有限公司产品;X-gal 、IPTG为 Sigma公司产品.
1.2　方法

1.2.1 　引物设计和合成 　参照 GenBank 发表的

PCV-2全基因序列 ,自行设计 2对引物分 A 、B 两段

进行扩增.

A1:5′-CGAAAGAAGTGCGCTGTAAG-3′;
A2:5′-GCGGGCCAAAAAAGATACAG-3′;

B1:5′-GTACCTTTTTTGGCCCGCAG-3′;

B2:5′-AGCGCACTTCTTTCGTTTTC-3′.

A1 、A2两引物间的理论跨幅为 821 bp ,B1 、B2两

引物间的理论跨幅为 979 bp.两目的片段相互重叠

18 bp .2对引物由上海博亚生物技术有限公司合成

并经 PAGE电泳纯化 ,使用前用灭菌三蒸水溶解 ,浓

度为 10 μmol/L , -20 ℃保存.

1.2.2　病毒 DNA的提取　将感染 PCV-2 的 PK-15

细胞冻融 3次 ,取 250 μL冻融的细胞悬浮液 ,加入等

体积的含蛋白酶 K 的细胞裂解缓冲液 , 50 ℃作用 3

～ 5 h ,用苯酚 、苯酚∶氯仿∶异戊醇(体积比 25∶24∶1)、

氯仿∶异戊醇(体积比 24∶1)各抽提 1 次 ,无水乙醇
-20 ℃沉淀30 min ,体积分数为70%乙醇洗涤 2遍 ,自

然晾干 ,用适量灭菌双蒸水或TE溶液溶解沉淀备用.

1.2.3　全基因片段的 PCR扩增　A段 PCR反应条

件:94 ℃预变性 6 min ;94 ℃变性 1 min , 52 ℃退火 1

min , 72 ℃延伸1 min ,运行 30个循环;最后72 ℃后延
伸6 min.

B段 PCR反应条件:94 ℃预变性 6 min;94 ℃变

性1 min ,53 ℃退火 1 min , 72 ℃延伸 1 min ,运行30个

循环;最后 72 ℃后延伸 6 min.
反应结束后 ,各取 5 μL PCR产物于 9 g/L 琼脂

糖凝胶中进行电泳检测.

1.2.4　A 、B段 PCR产物的克隆　切下琼脂糖凝胶

中的目的条带 ,按照回收试剂盒说明进行纯化回收.

回收产物经加尾(腺苷酸-A)反应后与 PMD18-T 载
体相连(16 ℃连接 4 h).转化 DH5α大肠杆菌 ,抽提

质粒 ,双酶切鉴定.

1.2.5　序列测定及分析　经鉴定的阳性重组质粒 ,

送上海博亚生物技术有限公司进行测序 ,从正反两

个方向测通并验证无误后进行序列拼接.将拼接的

PCV-2 全基因序列用 DNAStar 软件进行分析并绘制

系统进化发生树.

2　结果

2.1　PCR产物扩增

PCR产物经 9 g/L 琼脂糖凝胶电泳检测分析表

明 ,扩增出了A 、B两个特异片段(A段约 821 bp ,B段

约979 bp),与预期目的条带大小相符(图 1).

M:DL 2 000 Marker;1:ZS株A 基因片段;2:GZ 株A 基因片段;

3 , 4:阴性对照;5:ZS 株B基因片段;6:GZ株 B基因片段

M:DL 2 000 Marker;1:A gene of ZS strain;2:A gene of GZ strain;

3 , 4:negative control;5:B gene of ZS strain;6:B gene of GZ strain

图1　A、B段的 PCR扩增产物

Fig.1　Prouducts of A , B genes amplified by PCR

2.2　重组质粒的酶切鉴定

经 Hind Ⅲ和 BamH Ⅰ双酶切后 ,筛选到阳性重

组质粒(图 2).A 、B段的酶切产物两端带有 PMD18-T

载体上多克隆位点的内切酶序列 ,大约 30 多个碱

基 ,所以酶切产物的长度要略大于相应的 PCR产物.

M:DL 15 000 bp+2 000 bp DNA Marker;1:ZS株 A段酶切产物;2:GZ株

A段酶切产物;3:ZS株 B段酶切产物;4:GZ株 B段酶切产物

M:DL 15 000 bp+2 000 bp DNA Marker;1:digested prouducts of A gene of

ZS strain;2:digested prouducts of A gene of GZ strain;3:digested prouducts of

B gene of ZS strain;4:digested prouducts of B gene of GZ strain

图 2　重组质粒双酶切鉴定

Fig.2　Identification of recombinant plasmids with double digesting
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2.3　序列分析

经测序 ,GZ 株和 ZS 株的基因组全长都为1 767

bp .测序结果经互联网提交NCBI进行 Blast检测 ,发

现ZS株和GenBank中国内外已知的PCV-2参考毒株

序列的同源性非常高 ,在 95.7%～ 99.5%之间;而GZ

株和其他 PCV-2 参考毒株序列的同源性非常低 ,在

74.2%～ 77.1%之间.在所比较的序列中(表 1),ZS

株和浙江的 PCV-2毒株(AY217743)同源性最高 ,达

99.5%,和湖北的 PCV-2毒株(AY291317)同源性最

低 ,为 95.7%;ZS株和法国的PCV-2毒株(AY322003)

的同源性也高达 98.9%.ZS 株和 GZ 株之间的全基

因序列同源性仅为 77.0%,第一开放阅读框(ORF1)

间的同源性仅为 57.7%,而第二开放阅读框(ORF2)

间的同源性却高达 99.1%.

表1　PCV-2 GZ株 、ZS 株与其他 PCV-2 毒株的核苷酸同源

性比较

Tab.1 　Comparison of nucleotide similarity in the complete

genomes among PCV-2 GZ、 ZS strains and other

strains %

GenBank 序号 AY596822(GZ 株) AY596823(ZS 株)

AY596822(GZ株) 77.0

AY596823(ZS 株) 77.0

AY217743 77.1 99.5

AY181945 77.0 99.4

AY181946 74.9 96.4

AY291316 77.0 99.3

AY291317 74.2 95.7

AY322003 76.8 98.9

　　系统进化发生树能更直观 、形象地表示各个毒

株在遗传上的亲缘关系 ,为此 ,利用 DNAStar 软件绘

制了系统进化发生树(图 3).从图 3可看出 ,在比较

的毒株中 , GZ 株单独位于一个分支 ,和其他毒株亲

缘关系较远 ,ZS株和其他毒株亲缘关系较近 ,不过也

单独位于一个分支;亲缘关系最近的是天津株

(AY181946)和湖北株(AY291317).AY217743 株 、

AY291316株和 AY181945株 3个毒株位于同一个分

支内.

两广东毒株序列经互联网提交 NCBI ,登录 Gen-

Bank , 得到注册 序号:GZ 株:AY596822 , ZS 株:

AY596823.

图 3　PCV-2毒株系统进化发生树

Fig.3　Phylogenetic tree for PCV-2 strains

3　讨论

本研究自行设计了 2对特异性引物 , PCR扩增

PCV-2全基因序列.考虑到猪源性 PCV-1 的广泛存

在 ,在设计 A 对引物时 , 特意在 A 引物中保留有

PCV-1所没有的一段核苷酸序列(PCV-1的全基因组

序列比 PCV-2 短 8 ～ 9个碱基),这样在理论上避免

了错误扩增 PCV-1序列的可能性.

序列比较结果显示 ,ZS株和国内外其他毒株序

列的同源性非常高 ,在 95%以上 ,但在系统进化发生

树上还是单独位于一个分支 ,而 GZ 株和其他毒株之

间不但核苷酸序列同源性非常低 ,更是在系统进化

发生树上位于一个独立的分支.GZ 株和 ZS 株两毒

株间全基因核苷酸同源性仅为 77%,GZ 株和国内外

其他毒株间的核苷酸同源性也在 77.1%以下 ,该结

果表明此 PCV-2毒株在广东地区可能发生了较大的

变异.但GZ 株和其他毒株的ORF2核苷酸同源性却

很高 ,达 90%以上 ,GZ 和 ZS两株间的 ORF2核苷酸

同源性更是达到 99.1%,证明了PCV-2的ORF2具有

很好的保守性.

猪圆环病毒(PCV)有 2 种基因型 , 即 PCV-1 和

PCV-2 ,PCV-1无致病性 ,PCV-2是断奶仔猪多系统衰

竭综合征的重要病原.二者在猪群中的感染都比较

普遍 ,但由于后者有致病性 ,且常和猪蓝耳病病毒
(PRRSV)、猪细小病毒(PPV)、猪伪狂犬病病毒(PRV)

等病毒混合感染造成更大的经济损失[ 7 ,8] .PCV-2在

广东地区广泛存在及流行 ,已给养猪业带来了巨大

的经济损失 ,当务之急是研制 PCV-2的诊断试剂和

疫苗 ,及时控制和预防 PMWS 的发生和流行.由于

PCV-1广泛存在 ,用 PCV 全病毒作诊断抗原不能区

分PCV-1和PCV-2 ,而 PCV-1和 PCV-2的 ORF2间的

核苷酸同源性非常低 ,各株PCV-2间的 ORF2核苷酸

序列同源性又很高 ,且 ORF2 编码 PCV-2 的结构蛋

白 ,具有良好的免疫原性[ 9 ,10] ,所以可利用 ORF2 基

因的表达产物作疫苗或诊断抗原 ,开发疫苗或临床

应用的诊断试剂 ,本研究正是为蛋白表达等后期工

作提供了理论基础.
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还需进一步摸索.

在马氏珠母贝精液中加入含甘油或 DMSO的抗

冻液后 ,镜检发现精子运动能力均下降.有研究表明

甘油可造成哺乳类精子损伤[ 10] ,而 DMSO 渗透力强 、

亲水性好 ,能使原生质保持水分并降低其冰点 ,保护

效果优于甘油[ 11] .在本试验中 ,添加 DMSO 的组别

在4 ℃冷冻 24 h后 ,还有85%精子存活 ,表明在较短

的时间里 ,DMSO对精子的损害不严重;但在 4 ℃冷

冻72 h后 ,只有约 20%的存活率 ,而对照组有超过

50%的存活率 ,则表明DMSO的毒害作用随着接触时

间的延长而明显增大.DMSO对精子有毒性但又有

较好防冻效果的双重特性 ,需要 DMSO 有一个适宜

使用浓度 ,既能起到良好的抗冻作用 ,又不会导致精

子损伤.杨爱国等
[ 3]
发现浓度 8%～ 10%的 DMSO

对扇贝的精子保护最好.笔者的试验也表明 ,体积分

数10%～ 12%的DMSO可对马氏珠母贝的精子有较

好的抗冻保护作用.

3.2　降温平衡和精子保存温度

精液和抗冻剂混合后在低温(0 ～ 10 ℃)中平衡

的目的是使抗冻剂充分渗透.笔者发现平衡 60 min

的组别的受精率明显比 30 min的低.本试验表明 ,

精子稀释后在 4 ℃平衡时间太长会产生较大的危

害.对比 4 ℃平衡 30和 60 min结果 ,发现虽然解冻

后的精子存活率无明显区别 ,但受精率对比表明 ,平

衡时间的延长损害了精子的受精能力 ,这也说明活

动着的精子并不一定就具有受精功能.

本试验采用了 4和-18 ℃2 种温度 ,一方面这

是偏远养殖场取样和前期处理中用普通冰箱就可以

达到的温度 ,另一方面-18 ℃也是添加抗冻剂前后 ,

精子内外水分结冰与不结冰的温度.笔者希望通过

比较 2种温度下 ,加入抗冻剂前后的精子活动和受

精状况 ,来确定超低温冷冻前的适宜平衡程序.根据

李斌贝等[ 5]的研究 ,DMSO在 4 ℃以上对精子会产生较

大的毒害作用 ,当温度下降到 2.5 ℃时它对精子的

毒害会大大的降低.而-18 ℃保存 72 h存活率虽然

比没有加抗冻剂的对照组高许多 ,但并不比 4 ℃下

保持的效果好 ,推测-18 ℃可能会减低 DMSO毒性 ,

但这个温度对精子也有不利影响.

综合试验的结果 ,笔者认为 ,对于马氏珠母贝的

精子保存而言 ,十几个小时的保存 ,应不加抗冻剂直

接在 4 ℃放置 ,而几天以至更长时间的保存 ,应将精

子用含有 DMSO 的保护液稀释后 ,在 4 ℃下平衡不

超过 30 min ,然后转入液氮冻存.
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