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Abstract：According to the published ORF2 gene sequence of PCV一2，two primers were designed．and 

ORF2 gene was amplified from suspected PMW S sample using PCR．Then the PCR product was 

cloned into pGEM ．T easy vector，and recombinant plasmid nam ed pTORF2 was obtained The cloned 

ORF2 gene in pTORF2 was sequenced and compared with other PCV isolates in GenBank，the results 

demonstrated that the ORF2 gene is closely related with a USA isolate AF264039．the homology of 

their nucleotide and amino acid sequence both were 100％ ． In addition． there existed 92．3％ to 

98．6％ nucleotide sequence identity and 92．3％ to 96 6％ amino acid sequence identity with other 

PCV-2 isolates．Recombinant plasmid pTORF2 was digested with Bam H I／EcoR V．ORF2 gene Was 

purified．and introduced into eukaryotic expressing veCtor pSecTag2／HygroB between BarnH I and 

E∞R V enzyme site．then pSecTagORF2 recom binant plasmid was constructed ．Further research is 

underway to study the biological activity of ORF2 protein and establish the diagnostic kit of PCV． 

Key wo—s：Porcine c{reovirusl ORF2：Eukasyot{e expressing vector；Construction 

摘要：根据 GertSank中猪圆环病毒 2型(PCV-2)ORF2基因序列，设计一对弓I物，应用 PCR从疑患断奶仔猪多系统 

消耗综合症(PMWS)的死亡仔猪组筝i病料中扩增出ORF2全基因(702hp)。将此片段克隆入 pGEM．T easy载体，筛 

选获得重组质粒 pTORF2，井对此质粒中的插入序列进行了测序分析，结果表明本试验克隆的 ORF2与美国PCV-2 

分离株 AF264039的核苷酸及氮基酸序列同源性均达到 100％，与其他 PCV 2毒株同源性分别为 92．3％～98．6％ 

和92．3％～％．6％。重组质粒 pTORF2经 BarnHl、EcoR V双酶切，回收 ORFE基因，转移入真核表达载体 pSec— 

Ta ／HygmB的相应酶切位点之间，构建成重组质粒pSecTagORF2。此重组表达载悼的构建成功为进一步研究 

ORF2编码蛋白的生物学活性及建立 PCV诊断试剂盘打下基础。 

关键词：猪圆环病毒；ORFE；真核表达载体；构建 
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猪圆环病毒(porcine circovirus，PCV)与鸡贫血 

病毒(cAV)、鹦鹉喙羽病病毒(PBFDV)和一些植物 

病毒同属于圆环病毒科(Circo iridn )成员，为单股 

负涟环城 DNA病毒[1]。 

PCV存在两种不同的血清 型，即 PCV一1和 

pC~~-2。PCV．1无致病性，普遍存在于猪源细胞系 

及正常猪体内各组织【 。PCV-2主要与许多国家 

发生的引起仔猪免疫缺陷的断奶仔猪多系统消耗综 
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台症(Postweaning"multisystemic wasting syndrome， 

PMWS)密切相关[3-9]，此病已经给世界各国养猪业 

造成了很大的经济损失。PCV．2与 PCV一1基固组 

核苷酸序列同源性仅为 68％一76％_3， ，两者均包 

含两个主要阅读框ORF1和 ORF2．ORF1编码与病 

毒复制相关的 Rep蛋白，此蛋白在两种病毒之间有 

85％的同源性。是 PCV一1、2产生抗原交叉性的主要 

原因所在【 ；ORF2编码病毒的主要结构蛋 白(核 

衣壳蛋白)．PCV-1、2的 ORF2蛋白具有约 68％的 

同源性；此蛋白具有良好的免疫原性．血清中抗体维 

持时间很长，可作为 PCV血清流行病学调查对象， 

以此确定猪群 PCV的感染情况及对 PMWS进行初 

步诊断。 

本试验扩增克隆了 PCV2 ORF2．并构建 了含 

ORF2的真核表达载体，为进一步研究 ORF2编码 

蛋白的生物学特性及建立 PCV诊断试剂盒打下基 

础。 

1 材料与方法 

1．1 质粒及菌种 

pGEM．T easy vector购自Promega公司，pSec— 

Ta ／HygroB(5．7kb)真核表达载体为广东中山大 

学谢伟东博士惠赠；宿主菌DH5 为本实验室保存。 

1．2 试剂 

PCR试剂盒为 Takara公司产品，x．gal、IPTG、 

氨苄青霉素购自南京科威公司。 

1．3 引物 

引物 1：5’一cOGATA1、。1vrAGGGGTT从 GT． 

GGGG-3’ 

引物 2：5’．GCGGATCCATGACGTATCCAAG- 

3’ 

为了方便基因的克隆，在引物 1中加有 EcoR V 

酶切位点，引物 2中含有 BarnH I位点。扩增片段 

为ORF2全基因(长702bp)。引物由大连 Takara公 

司合成。本品为冻干粉，用灭菌超纯水溶解。．20"C 

冻存。 

1．4 PCR模板制备 

将死亡猪组织病料充分研磨制成悬浮液，冻融 

3次．离心取上清，加入蛋白酶 K至终浓度 500ttg／ 

mL、SDS至终浓度 1％．55℃水浴 30min，用苯酚、苯 

酚：氯仿(1：1)及氯仿各抽提一次，吸取水相．加八 

1／10体积的3mol／L NaAc及 2．5倍体积的无水乙 

醇沉淀，12 000r／min、4℃离心15min．沉淀悬浮于超 

纯水中。取适量用作 PCR模板。 

1．5 PCR扩增 

按 Takara公司 PCR试剂盒说明书进行，略加 

改进。PCR总体积为 50gL。引物浓度20pmol／~L， 

每 种 dNTP 浓 度 为 2．5mmol／I ，MgCI2浓 度 

25mmol／L。反应体系如下：超纯水 32 5 L，10× 

buffer 5v! ，MgC12 3 L'dNTP 4uL．引物 ll~tL．引 

物 21 I ，模板 3 L，Taq酶 0．5gL，均匀混合。95℃ 

变 性 10rain后．按 94℃ lmin，53℃ lmin，72℃ 

1．5min进行35个循环．最后72℃延伸 10min。反应 

结束，取5 I PCR产物用 1％琼脂糖凝胶电泳观察。 

1．6 PCR产物的克隆 

PCR产物进行 1％琼脂糖凝胶电泳，切下含 目 

的条带的凝胶，体积尽可能小，用胶回收试剂盒提取 

PCR产物。按常规方法_l 与pGEM-T easy载体连 

接、转化 DH5a、蓝白斑筛选及提取质粒酶切鉴定． 

筛选含目的基固的重组质粒。 

1 7 测序分析 

测序由Takara公司完成。应用通用引物对重 

组质粒中的插入片段进行序列测定，将所测序列与 

GenBank中其他 PCV毒株的 ORF2基因核酸序列 

进行比较，并对由核苷酸序列推导出来的氨基酸序 

列进行比较，以确定扩增片段的可靠性。 

1 8 含ORF2基园的真桉表达载体的构建 

将克隆于 pGEM—T easy载 体中的 ORF2用 

EcoR v／BamH I双酶切出，电泳 回收。真核表达 

载体 p~cTag／HygmB经同样处理。按常规方法连 

接、转化，氨苄青霉索抗性及酶切鉴定，筛选重组真 

核表达载体。 

2 结果 

2．1 PCR扩增 

PCR扩增产物经 1％琼脂糖凝胶电泳观察。扩 

增产物中可清晰地看到位于 750b口附近的特异性条 

带，大小与预期结果相符。见图 1。 

2．2 PCR产物克隆 

经 BamHI／EcoRV双酶切筛选鉴定，获得阳 

性重组质粒，命名为pTORF2。 

2．3 pTORF2中插人片段的序列测定及分析 

测序得知，克隆于pTORF2的基因长 702bp．与 

预期结果相符。将其与 GenBank中的 pc9毒株 

ORF2基因的核苷酸及其推导的氨基酸序列进行了 

同源性比较。序列分析结果显示，所有PCV(包括 
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M 

圉 1 PCR产物电泳图 

l，PCR扩增产物iM，DNA分子量标准 DL20o 

Fig．1 M印 of PCR product 

Lalle l，PER product；M，DNA marker DL一2000 

PCV-1、2)的 ORF'2基因均长 702bp，编码 233个氨 

基酸。PCV-2的 ORF2核苷酸序列同源性介于 

91 9％～100％之间，推导的氨基酸序列同源性为 

90．2％～100％。其中，本组扩增克隆的 ORF2与美 

国AF264039的核苷酸及氨基酸序列同源性均达到 

100％，与中国的两个毒株AY035820、AF318877的 

核苷酸序列同源性分别为93．0％和95．4％．氨基酸 

序列同源性为 92．3％及 94．5％，与其余 PCV-2毒 

株的同源性分别为 92．3％～98．6％和92．3％～ 

96．6％。两株 PCV-1之间的ORF2核苷酸及推导的 

氨基酸序列同源性分别为 97．4％和 95．7％，它们与 

Pcv．2 ORF2同源性仅为67．1％～69．4％和 65． 

2％～70．0％(表 2)。同时还可以看 出．不管是 

PCV-1还是 PCV-2的ORF2 N-端都含有大量的碱 

性氨基酸(Arg)且较为保守(图2)。 

衰 1 本研究所引用的●棒情况 

Table1 PCVIsolatz* dInthis st~ly 

衰2 Pcv ORF2按苷酸和羹基酸序爿同薄性比较 

TaMe 2 C~ mpaflson ot tke atlclt~tklt／tmino Hn。e identltlt~ot ORF2 genes 

注 ：1、2分别为 Pc、，．1毒株AF012107、AF071879；3．10分剐为PCV 2毒株AFl18095、AF201311、NC0~2173、AY035820、AF318877、AF204042、 

AF'264039、．M~364094；ll为本实验克陵的 PCV．2 ORF2 

Note：1 a力d 2 m  PCV一1 isolates AF012107 and AF071879；3 TO 10 represent PCV-2 isolat~ AF118095
、 AF201311、NO102173、AY035820、 

AF318877、AF204042、AF264039 and AF364094，respectively；】1 ks PCV-2 ORF2 gene cloned in this study 
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． ． 
G ．． ．．．．．．． ．． ． ．． ．． 

¨ ． ．．．．．．．．．． ． ． I． ．．．．． ． 

图2 PCV ORF2基固推导的氨基酸序列比较 

f相同氪基酸用“·．缺失的氨基酸阻“一 表示) 

2 G。mparI deduced ∞ acid sequenceofORF2 gene of Pcv 

(Same andno acid expressed wi【b“·”．d~efions ar i兀d衄t亡d by 一 ) 

2．4 含有 PCV．2 ORF2基因的真核表达载体的构 

建 

通过氨苄青霉素抗性及 Bam H I／＆0R v双酶 

切筛选，获得含有 ORF2的重组质粒，命名为 口Sec— 

T~,ORF2。酶切结果图见图 3。 

3 讨论 

本研究应用 PCR技术成功地将 PCV一2 ORF2 

基因(编码衣壳蛋白)扩增克隆，并进行了序列分析。 

结果表 明，本实验克隆 的 PCV一2 ORF2与其 他 

PCV一2参考毒株的核苷酸和氨基酸序列同源性介 

于92．3％～100％之间，其中与美国株 AF264039同 

源性最高，达 i00％，这可能预示了此两株 PCV一2毒 

株来源相同；另外与中国的两个毒株 AY035820、 

AF318877的核苷酸序列同源性分别为 93．0％和 

95．4％．氪基酸序列同源性为 92．3％及 94．5％．同 

源性相对较低，可能与这些毒株的分离地点不同有 

关．也就是说 PCV毒株存在地区差异性。从总的情 

况来看．PCV一2 ORF2基因变异相对较大．有些毒株 

之间的ORF2核苷酸及推导的氨基酸序列同源性仅 

为91．9％和 90．2％，变异散布于整个 ORF2，但 

ORF2编码蛋白的 N端较为保守，且含有大量的碱 

性氨基酸，这可能与衣壳蛋白结合 PCV DNA的活 

性相关[I2]。 

PCVd无致病性．广泛存在于健康猪体内各器 

官组织中并刺激动物机体产生抗体。由于PCV 2 

阳 阳弛伯饱 他他他 mmm 螂m懈螂燃螂螂 拼州Ⅲ拼ⅢⅢ拼拟 眦 

器器器嚣 器器黑嚣篇 

～ E — ～ 

一 一 ． ． ． ． ． ． 

． ．

F ． ． ． ． 
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O00bp 

25OObp 

囝 3 重组质柱酶切图谱 

M．DNA分子量标准 DL．15000；1．pSecTag／HygroB＆ H I／EcoR 

v酶切：2．重组质粒 pSecTagORF2 BamH I／hoRV酶切；3，ORF2 

P曙 产物 。 

Fig．3 Restriction map of recombinant plasrmd 

M．DNA mark~ DL．15000：L 1 pSeeTag／HygroB digested with 

Bd H 1／EcoR V 2．Te Ⅱ七 am phsmid pS％TagORF2 dighted w1th 

BarnHI／EcoRV；Lane 3．ORF2 PCR product 

和 PCV一1存在抗原交叉性，因此如使用垒病毒 

作为抗原进行 PCV一2抗体检测，难以确定抗体是针 

对PCv．1还是 PCV-2，这给 PCV一2感染及 PMWS 

的诊断带来很大的困难。目前，国内外 已建立了多 

种用于特异性检测 PCV一2的分子生物学方法，包括 

PCR、ISH、PCR—RFLP等，但这些方法仅限于实验 

室研究。无法用于临床诊断工作。因此当务之急是 

建立实用、快速、准确的 PCV一2特异性常规检测方 

法。 

两种 PCV基因组均包括两个主要阅读框，即 

ORF1和 ORF2，两种病毒 的 ORF1编码蛋 白有 

85％的同源性，可能是两种病毒产生抗原交叉性的 

原因所在；ORF2编码蛋白同源性低于 70％，试验表 

明PCV-2 ORF2蛋白上存在三个特异性抗原位点， 

可以与 PCV．1相区别1同时亦存在共同抗原表位， 

但有研究证实这些抗原表位不与 PCV．1抗体发生 

交叉反应，可能是因为它 们位于整个蛋自的 内 

部_l 。因此，PCV．2 ORF2蛋白可以作为特异检测 

PCV一2感染及诊断 PMWS的有力试剂。鉴于此，本 

研究构建了含有 ORF2基因的真核表达载体，为表 

达 ORF2蛋 白提供 了物 质基础．同时也 为研 究 

ORF2编码蛋白的生物学活性及建立实用特异的 

PCV一2诊断试剂盒打下了基础。 
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