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Abstract：According to the published genomic sequence of Porcine circovirus(PCV2)，a pair of specific 

primers was designed to amplify the complete genome of PCV2 from tissues of piglets with PMW S．Five 

complete genomes of PCV2，nam ed Fujian PCV,Guangxi PCV,Hainan PCV,Hunan PCV and Shandong 

PCV,were am plified and cloned into pM D 1 8一T vector,respectively．The genomes of PCV2 isolates 

showed that four of them were 1767bp in length，one genome，FujianPCV was 1768bp．The five 

sequences were compared with other published genomes of PCVs by DNAstar．Th e results showed that 

the seq uences of the five isolates were closely related to those of other PCV2 isolates in the Genban k， 

homology were 93％ to 98．8％．However,there were only 68-4％ to 70％ nucleotide identity with the 

PCV1 isolates．Th e amino acid seq uences of ORF1 and ORF2 of the isolates showed high identities， 

from 98．1％ t0 99-4％ an d 88％ tO 99．1％． 
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摘要：根据GenBank中发表的猪圆环病毒2型 (PCV2)全基因序列，设计一对特异性引物，用PCR方法直接从 

5省病料中分别扩增出5个PCV2毒株的全基因组，分别命名为FujianeCV、GuangxiPCV、HainanPCV、HunanPCV 

和ShandongPCV。将扩增片段克隆于pMD 18一T载体，进行序列测定，结果表明，除FujianPCV株核苷酸长度为 1768 

bp，其余四株均为1767 bp。应用DNAstar序列分析软件分析表明，本实验的5个PCV2分离株与世界上其它地 

区的PCV2分离株密切相关，核苷酸序列同源性达93％~98．8％，与PCV1毒株的序列同源性只有68．4％～7O％。 

其中ORF1和ORF2所编码的氨基酸序列与国内外 PCV2毒株比较，同源性也很高，分别为 98．1％~99．4％和 88％ 

99．1％。 

关键词：PMWS；猪圆环病毒2型：序列分析 
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猪圆环病毒 (Porcine circovirus，PCV)为无囊 

膜的单股环状负链 DNA 病毒，病毒粒子直径约 

17~20nm，是迄今已知最小的动物病毒之一【 。 

PCV根据其抗原型及基因组成不同，分为两种基因 

型或血清型，即PCV1及 PCV2。PCV1基因组全长 
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1759bp，是 1974年首次从猪传代细胞系 PK一15 

中作为一种污染物分离出来的病毒 。动物实验表 

明该病毒无致病性，广泛存在于正常猪体内各组织 

器官 。PCV2基因组全长 1767bp或 1768bp，与断 

奶仔猪多系统衰竭综合症 (PMWS)密切相关 。 
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此病主要侵害 6—12周龄断奶仔猪，主要临床症状为 

渐进性消瘦、呼吸困难急促、贫血、腹泻、黄疸、 

间质性肺炎、淋巴腺炎及肾炎等。 

Hamel等[2】应用软件分析表明，两种血清型基 

因组均可能包含 11个开放阅读框(ORF1—11)。ORFs 

之间大小差异悬殊。ORF1、2是最大的两个开放阅 

读框。ORF1在病毒基因中，以顺时针方向排列， 

编码与病毒复制相关的 Rep蛋白。该蛋白氨基酸序 

列相当保守，是PCV1与PCV2产生抗原交叉性的 

主要原因所在。ORF2位于病毒基因组互补链，以 

逆时针方向排列，编码病毒的主要结构蛋白，为病 

毒的核衣壳。两血清型之间差异明显，氨基酸序列 

同源性低于75％。 

目前，PCV2只有一个基因型，基因组序列相 

对稳定，但分离来自不同地区的毒株会有一定的差 

异⋯。通过各地区毒株的全基组序列进行分析，对 

确定 PCV2毒株基因序列的变异程度及各地区发生 

该疾病的原因分析有很大帮助，并为在更大范围内 

对 PCV2的分子流行病学调查奠定了基础。 

1 材料与方法 

1．1 病料 

病料分别来自山东、湖南、福建、广西和海 

南 5省 PMWS 仔猪肺和淋 巴结，分别命名为 

ShandongPCV、HunanPCV、FujianPCV、Guangxi 

PCV和 HainanPCV。 

1．2 主要试剂、质粒与菌种 

pMD 18一T Vector购 自TaKaRa公司。宿主菌 

TG—I由农业部动物检疫所流行病研究中心实验室 

保存。 DNAZol Reagent试剂盒、PCR试剂盒 (包 

括rTaq酶、dNTPs、10xbuffer等)、DL一2000Marker、 

DL一15000 Marker、氨苄青霉素 (Amp)、DNA胶纯 

化回收试剂盒均购自TaKaRa公司；Hind III、BamH 

I内切酶购自Promega公司。其余试剂均为分析纯 

产品。 

1．3 引物 

根据 GenBank 中发表的猪圆环病毒 2型 

(PCV2)全基因序列，设计一对特异性引物 (5’一 

primer：5’一GCGA 兀 ℃AACCTTA ACCrIf】_CTrATT 

C一3’： 3'-primer：5’一ATGAATTCTGGCCCTGCTCC 

C一3’)，引物由大连 TaKaRa公司合成。 

1．4 病毒DNA提取 

采集病猪的肺脏和淋巴结，取 50mg剪碎后加 

入 lmL DNAZol研磨匀浆，将该匀浆液转移至一个 

1．5mL的离心管中，10 000g离心 10min，转移上清 

至另一离心管中，加入 5000L无水乙醇，颠倒混匀， 

室温放置 5min，DNA呈可见絮状物析出，用灭菌 

枪头小心将 DNA挑至另一离心管，加入 lmL75％ 

的乙醇洗涤两次，空干 15s后，缓慢加入 2000L 

8mmol／L的NaOH溶液溶解 DNA。一20℃冻存备用。 

取 10 用作PCR模板。 

1．5 PCR扩增 

PCR 反应体积为 50 。反应体系中含：10× 

PCR buffer(含 Mg )50L(Mg 浓度为25mmol／L)， 

2．5mmo1]LdNTPs 40L，上下游引物各 1 (50pmol／ 

)，模板 10 ，rTaq酶 1 (5U／0L)，用灭菌超纯 

水补足 50 ，PCR 扩增条件为：95℃变性 5min 

后，按 94℃ lmin，54℃lmin，72℃ 2．5min，共进 

行 35个循环。循环结束后，72~C延伸 10 min，最 

后置 4℃保存。PCR产物在含溴化乙锭的 1％琼脂 

糖凝胶上电泳，紫外光下观察PCR扩增结果。 

1．6 PCR扩增产物的克隆与酶切鉴定 

PCR产物在 1％琼脂糖电泳后，切下含有 目的 

条带的琼脂块，用 DNA胶纯化回收试剂盒回收凝 

胶中的DNA。取 5 胶回收产物与 1 pMD 18-T 

Vector和4uL Ligation Solution在 4℃下连接过夜； 

按常规方法转化 TG—I感受态细胞。 

挑取白色菌落接种 LB液体培养基，37℃震摇 

过夜。以碱裂解法小量堤取质粒。用Hind III、BamH 

I内切酶双酶切鉴定重组质粒，以切出约为 1．7kb 

片段的质粒为阳性重组质粒。 

1．7 测序鉴定与分析 

由大连 TaKaRa 公司测 序 ，测 序 结果 与 

GenBank中 PCV2全基因组序列比较鉴定，并应用 

DNAstar序列分析软件将测得的5个PCV2毒株全 

基因组序列与 GenBank中的序列进行同源性分析 

比较。 

2 结果 

2．1 PCR扩增 

从五个省的 PMwS病猪病料中均扩出了位于 

1．7kb附近一特异性条带，大小与预期结果相符。 

2．2 PCR扩增产物的克隆 

将5个毒株的PCR扩增产物分别与pMD 18一T 

载体连接，并转化TG—I感受态细胞，挑取菌落， 

扩增培养后，小量提取质粒。用 Hind III、BamH 

I双酶切鉴定(见图 1)，共获得5个含有不同PCV2 

毒株全基因组扩增片段的阳性重组质粒，分别命名 

为 pTShandong、pTHunan、pTFujian、pTGuangxi 

和 pTHainan。 
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幕 I9卷 

暑 
图 I 重组质丰亟的嘶 罔 

Fig I Restriction enzyme map of the five PCV2 recombinant 

plasmtds 

M DNA mNeculax weight marker,DL-I51~lll；1—5 Five I~-V2 recombinant 

pl~nlids digested with ttind lII and日n H 【 

2．3 序列鉴定与分析 

2h3 l序列鉴定 删序结果经 GenBank fII PCV2标 

准株序列比较鉴定，确 为PCV2序列 中，Fujian 

Pcv株为 1768bp 而Guangxi PCV Hainan PCV、 

HunanPCV 和 ShandongPCV均为 I767bp，与以往 

报道的资料一敛。 

2 3 2 全基因绀序列分析： 冉5个PCV2的序列(登 

录号分别为 AY556473、AY556474、AY556475、 

AY556476和AY556477)与GengBank‘̈J的其它已 

知参考毒株进行比较 结果表[!【j，5个 PCV2毒株 

与其它 PCV2毒株问的同源性为 93％~98 8％。其 

中 GuangxiPCV株 (登录号为 AY556475) 澳大 

利亚株 (登录号为 AY424405)同沥性最高 为 

98 8％。5个PCV2毒株闸同源性为94．2％~98．4％． 

其中 FujianPCV株 (翳录号为 AY556474)与其余 

四株同源性较低．只有 94．9％-95 6％，而其余四株 

的同源性较高 

2．3 3 ORF1序列分析：分析表明．5个 PCV2毒株 

ORF1长度为945 bp，编码3l4个氨基酸 5个PCV2 

毒株 ORFI内部核苷酸及推导氨基酸序列同源性分 

别为 97．2％--99．2％和 98．4％r-99．7％ 其棱苷酸序 

列与GenBank中的PCV2毒株 ORF1问的同源性为 

97％～99 2％，而推 导的氨基赜序列 同源 性为 

98 1％--99．4％：与 PCVIORF1的氨基酸同源性只 

自 83 1％--85％。filll{，PCV2与PCVI毒株ORF1 

编码蛋白的氢基酸序列存在互相缺失的现象，而且 

缺失部位在 PCV2和 PCV1毒株间非常保守， 

PCV1ORF1编码蛋白的第 6。8位氯基酸缺失，而 

PCV2ORF1编码蛋白的293位氨摹酸 失。 

2．3．4 ORF2序列分祈：分析结果表明，不同PCV2 

毒株ORF2之间差异比较明显，本实验的5个PCV2 

毒株ORF2的核苷酸序歹u与GenBank中的PCV2毒 

株 ORF2问的同源性为 89％～99 9％，而推导的氨 

基酸序列同源性 l由88％～99 1％ 其中GuangxiPCV 

株(AY556475)与澳大利亚株(鞲录 为AY42'4405) 

的ORF2核{}：陵序列同源性最商 为99．9％ ：本实 

验分离的5个 PCV2毒株 ORF2内部核苷酸及推 导 

氨萆酸序列差异也较大，分别为 89％～98．9％和 

88．8％~98．7％．与ORFl相比，不同I=flL清型 ORF2 

间的差异史为明显，PCVl与PCV20RF2的氰壤酸 

同源性只有 63．5％～66．5％，但 位于ORF2 N端的氯 

纂酸高度保守，主要 由碱性氧 酸 【成，这 与 

Fenaux等⋯报道 的一致 

根据 ORF2推导的氨基酸序列，对 PCV两种 

血清型的0RF2编码蛋 的抗原性分别进行了预测 

比较 结果发现，阿个血清型内部 同毒株l1日J的 

ORF2编码蛋l i的抗原性差异币明显，假两种血清 

型之间ORF2的抗原性存在明显差异 其中．最为 

显著的是与 PCV1 ORF2编码蛋f]相比 PCV2 

ORF2编码蛋自在 69-8I位、I24一I41位及 2叭．2I3 

f 氦基酸存在着差异 这与Mahe151报道的车}1近 

鬻 鹅 
j 工 E1曼 

i： 鬣 

i4 i2 1() B 6 4 2 f) 

图2 PCV毒肆系统发 冲q 

Fig 2 Phyle,genetie based‘)T1 the complete get~omic nucleotide 

sequences of PCV Isolates 

usA United Slate of America：CAN．Canada：KOR，Korea；SA．South 

Africa：GER．Germany：HUN．HungaD'：FRA Fvdnce：AUT．Australia：CI1l 

China：3AE Japan．SPA．Spain 

2．3．5 PCV 毒株的遗传学关系分析：埘所仃 PCV 

毒株荜 组序列进行同源性分析．并绘制了系统发 

生进化树 (见图2)。从中可以看出，PCV分成PCV】 

和PCV2两大分支 在 PCV2鲥成的上分支叶1，存 

在着许多微小分支，其i1 本 验iI1的 HainanPCV 

( 录号为 AY556476)和 ShandongPCV (登录号 

为 AY556473)阿个毒株亲缘关系喾 切， 同组成 
一

组微小分支：同时这两株义和 GuangxiPCV ( 

录 号 为 AY556475)段 HunanPCV (登 录 号 为 

AY556477)阿毒株关系较近，与 一美国株 (登录号 
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为AR145609)、一法国株(登录号为 AY321993)、一 

澳大利亚株(登录号为 AY424405)、一匈牙利株(登 

录 号 为 AY256460)及 两 中 国 株 (登 录 号 为 

AY188355、AY122275)共同组成一较大分支。而 

FujianPCV 毒株成为另一较大分支中的一员，与本 

试验中的另四株遗传关系较远。 

3 讨论 

本研究考虑到PCV2在细胞上分离的繁锁性和 

困难性，利用 PCV2全序列特异性引物直接从组织 

病料中扩增全基因，通过全基因测序 以确定所扩增 

序列为 PCV2，并能直接对测序结果进行分析，从 

而节省了大量时间，适合于大范围分子流行病学调 

查。本实验从国内5省病料中都扩出了PCV2全基 

因组，说明我国PCV2的感染已很普遍。PMWS在 

临床及病理剖检上缺乏特征性的表现，除猪圆环病 

毒外还常常与其它病原混合感染，而 PCV2又可出 

现于正常猪群，所以需要对 PCV2毒株基因组序列 

有较详细的认识，以确定PCV2毒株的致病特性。 

PCV-2虽然只有 1个基因型，但不同国家或地 

区的分离毒株全基因序列进化树分析表明，该病毒 

己出现了与区域相关的多个基因分支，其中，法国 

的2个分离毒株、台湾的 1个分离毒株及加拿大的 

2个分离毒株分别形成了 3个独立分支I“。本试验 

绘制的系统发生进化树显示，PCV1与 PCV2分别 

组成了两大分支，并且由共同的祖先演化而来。 

PCV在基因序列上无地域性差异。本试验的5个毒 

株中，GuangxiPCV、HainanPCV、ShandongPCV和 

HunanPCV四株亲缘关系相对较近，核苷酸同源性 

在 96％以上。但 FujianPCV株与上述四株的关系则 

较远，核苷酸同源性只有 95％左右，其 Cap蛋白氨 

基酸序列与另外四株相比，同源性更低，不到 90％。 

因此国内PCV2株可能来源于不同国家或地区。 

ORF1为 PCV病毒基因组中最大的开放阅读 

框，编码与病毒基因组复制相关的Rep蛋白。ORF2 

编码病毒的核衣壳蛋白，该蛋白为病毒的主要结构 

蛋白。ORF1与ORF2序列分析结果表明：所有PCv2 

毒株 ORF1高度保守，核苷酸及推导氨基酸序列同 

源性分别达 96．7％～100％和 98．1％~99．7％。而且 

PCV1与 PCV2之间 ORF1同源性也相对较高，达 

85％左右。而 ORF2变异较大，有些 PCV2毒株之 

间同源性不到 90％，PCV1与 PCV2两种血清型之 

间变异更为明显，同源性仅为 64％左右。MankertzA 

等认为 ORF2的变异与 PCV2的致病性存在内在的 

联系，不同的 ORF2编码蛋~t(Cap蛋白)可能会导 

致 PCV2不同的组织嗜性【oJ。虽然PCV的 ORF2变 

异较大，但所有 PCV Cap蛋白的 N端高度保守， 

且主要由碱性氨基酸组成，Liu Q等认为这与 Cap 

蛋白的 DNA 结合活性及核内定位密切相 制。本 

试验还对 PCV两种血清型的ORF2编码蛋白 (Cap 

蛋白)的抗原性进行了预测比较。结果发现，两个 

血清型内部不同毒株间的Cap蛋白的抗原性差异不 

明显，但两血清型之间差异则相对较大。与 PCV1 

Cap蛋白相比，PCV2 Cap蛋白在 69—81位、124—141 

位及 201—213位氨基酸存在着差异。这与 MaheL5J 

的报道较为接近。这为利用 ORF2编码蛋白来检测 

区分 PCV1与 PCV2的方法，提供了理论支持。 
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