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猪圆环病毒２型全基因组的克隆及病毒拯救

王紫凝,高章照,董沁芳,全滟平,姜永厚
(浙江理工大学生命科学学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:为构建猪圆环病毒(Porcinecircovirus,PCV)２型(PCV２)感染性 DNA 克隆,以淋巴结病料组织中分

离的PCV２细胞培养适应毒株为材料,通过基因序列分析比对,在PCV２基因组序列XbaⅠ酶切位点区设计重叠引

物,进行全长扩增并克隆至pMDＧ１８T 和pBluescriptSK,获得载体pMDＧPCV２和 pBluescriptSKＧPCV２.将 pMDＧ
PCV２重组质粒大量扩增后,用XbaⅠ切出PCV２全基因组,在体外用 T４DNA连接酶使其自环化.通过脂质体法

将PCV２自环化产物转染至PK１５细胞,并且经１５次连续传代,分别用PCR、RTＧPCR和间接免疫荧光测定(Indirect
immunofluorescenceassay,IFA)检测到PCV２的复制、转录和蛋白表达.该研究成功构建具有感染性的PCV２全基

因组 DNA,为PCV２致病机理和基因功能研究奠定基础.
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０　引　言

猪圆环病毒(Porcinecircovirus,PCV)是最小

的动物DNA病毒之一[１],最早由德国学者 Tischer
在猪肾细胞系PKＧ１５中被当作一种细胞污染物[２],
其病毒粒子主要以二十面体对称,无囊膜为主要特

征,直径约１７nm.PCV 基因组以滚环模式复制,
大小约为１．７~２．０kb,为单股环状闭合 DNA.根

据其核苷酸序列和致病性不同,PCV被分为PCV１、

PCV２和PCV３.PCV１无致病性,PCV３为新发现

的一种猪圆环病毒,可能与垂直传播或导致母猪繁

殖障碍疾病有关[３Ｇ５].Allan等[６]从猪群中分离并确

认PCV２为断奶仔猪多系统衰竭综合征(PMWS)
的主要病原,其主要影响６~８周断奶仔猪,通常表

现为消瘦、呼吸困难和免疫抑制[７Ｇ８].PCV２还可诱

导猪皮炎与肾炎,繁殖障碍和呼吸道综合征等疾病

的综合感染[９].

PCV基因组中大于２００nt的开放阅读框(Open
readingframe,ORF)有６个[１０],已全部鉴定完毕.

ORF１是其中最大的开放阅读框,编码启动病毒复

制的Rep蛋白,为PCV２的DNA复制、相关蛋白表

达及病毒粒子的产生所必需,不同PCV毒株 ORF１
的核苷酸同源性高达８０％以上[１１];ORF２位于病毒

基因组互补链,编码病毒的核衣壳蛋白Cap,是目前

唯一已知的结构蛋白,不同PCV毒株的核苷酸同源

性为６３％左右[１２Ｇ１３].Cap蛋白具有免疫原性,存在多

个免疫反应区,可诱导机体产生病毒中和抗体,是

PCV２最重要的亚单位疫苗抗原[１４].ORF３编码一

种非病毒复制必需的非结构蛋白,通过构建 ORF３缺

失株证实 ORF３蛋白能导致 PKＧ１５细胞凋亡的发

生[１５],ORF４编码６０个氨基酸,与 ORF１和 ORF３基

因重叠,编码方向与ORF１相反,ORF４蛋白具有凋亡

抑制功能但非病毒复制必需[１６Ｇ１７].ORF５可能通过

调节 NFＧκB信号通路在 PCV２持续性感染中起重

要作用[１８].PCV２的 ORF６蛋白对病毒复制是非

必需的,可能参与 Caspase调控和多个细胞因子表

达[１９].
目前,PCV２的分子致病机制尚未研究清楚.



为进一步研究PCV２基因组结构与功能、致病机制

和免疫机理,本文通过PCR扩增PCVＧ２全基因组,
构建自环化 PCVＧ２全基因组 DNA,并进一步转染

细胞,成功获得拯救病毒PCV２.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

１．１．１　毒株与细胞

PCV２细胞株(PCV２ＧSY)由扬州大学高崧教授

提供;不携带PCV的PKＧ１５细胞由本实验室保存.

１．１．２　载体与菌株

pMD１８ＧT连接试剂盒购于宝生物工程(大连)
有限 公 司,大 肠 杆 菌 (Escherichiacoli)DH５α 和

pBluescriptSK(pSK)载体由本实验室保存.

１．１．３　试剂

TaqDNA 聚合酶、dNTP、胶回收试剂盒、相关

引物、DMEM 高糖培养基均购自生工生物工程(上
海)股份有限公司;限制性内切酶Xba Ⅰ、EcoR Ⅰ、

Hind Ⅲ、T４DNA 连接酶、南美胎牛血清、细胞胰

酶消化液(含酚红)和 Lipo６０００TM 转染试剂购自碧

云天生物技术有限公司;质粒提取试剂盒购自康宁

生命科学(吴江)有限公司.

１．２　引物设计

从美国国家生物技术信息中心(Nationalcenter
forbiotechnologyinformation,NCBI)网 站 下 载

PCV２全基因组序列并对序列进行同源分析,利用

PrimerPremier５．０软件设计一对用于检测 PCV２
的特异引物,以及一对扩增基因组全长的引物,并引

入Xba Ⅰ酶切位点,以利于下游基因操作,本研究

所用引物如表１所示.
表１　本研究所用引物序列

引物 序列 (５′→３′)
产物预期

大小/bp
TF１０９４ CGGATATTGTATTCCTGGTCGT
TR１４７１ CCGCTCTGTGCCCTTTGA ３７８
GF１３５８ CCGTCTAGAATAACAGCACTGGAG
GR１３６３ CCGTCTAGATGATAACTTTGTAACAAAGG １７６７
CapR４６６ TGCTGCTCTGCAACGGTCA ４８６/８７８∗

注:PCV２的Cap蛋白转录正常剪接扩增产物大小为４８６bp,基因组

DNA扩增产物则为８７８bp.

１．３　PCV２株全基因组克隆

以用常规方法提取感染病毒细胞总 DNA 为模

板,利用PCV２特异性引物 TF１０９４和 TR１４７１进行

PCR.PCR反应首先在９４℃进行预变性５．０min;接
着进行３０个循环的９４℃变性３０s,５６℃退火３０s,

７２℃延伸３０s,７２℃延伸５．０min.反应结束后用

１％琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物.以上述总DNA
为模板,利用GF１３５８和GR１３６３引物对进行PCV２全

基因组克隆.除PCR扩增延伸时间延长至１．５min外

其它反应参数同上.将PCR产物回收后与pMD􀆾
１８ＧT克隆载体连接,转化大肠杆菌 DH５α,经挑取

单菌落,提取并将酶切鉴定的质粒进行测序.

１．４　pSKＧPCV２重组质粒构建

将测序正确的 pMDＧPCV２质粒用 Xba Ⅰ酶

切,凝 胶 电 泳 分 离 PCV２ 片 段,把 回 收 的 PCV２
DNA与pSK质粒用 T４DNA 连接酶１６℃连接过

夜.将连接产物直接转化大肠杆菌 DH５α,挑取单

菌落,提取质粒送公司测序.

１．５　病毒双链裸DNA制备及转染

提取质粒并用Xba Ⅰ内切酶做酶切鉴定,将切

下的目的片段用 T４DNA连接酶自环化,获得病毒

双链环化 DNA.按照 Lipofecter脂质体转染试剂

盒说明书,将鉴定正确的环化重组质粒转染 PKＧ１５
细胞,并在３７℃、５％ CO２ 条件下培养４８h,反复冻

融３次后收集上清液,接种于新培养的 PKＧ１５细胞

并连传１５代.

１．６　病毒体外转录鉴定

根据RNAisoTMPlus说明书提取总RNA,并
用 DNase Ⅰ处理,以除去混有 RNA 的少量病毒

DNA,以纯化后的RNA为模板,利用 MＧMLV逆转

录酶逆转录合成cDNA,再用引物对 CapR４６６和

GF１３５８进行PCR.除循环次数增加到３５个外,其
它扩增条件同１．３.用１０g/L的琼脂糖凝胶电泳

检测PCR产物.

１．７　间接免疫荧光检测

将传代培养１５代的接毒细胞消化分装于６孔

板,每孔注入３．０×１０５ 个细胞,在 CO２ 培养箱中培

养４８h后用PBS缓冲液洗涤,拍干,通过１００％甲

醇固定细胞１０．０min,弃去固定液,用PBS清洗两

次后以抗PCV２的 ORF２兔多抗为一抗,３７℃作用

１h,FITC标记羊抗兔荧光二抗(１︰１０００稀释)为
二抗,３７℃作用１h,每孔加入１滴磷酸甘油封片液,
荧光显微镜观察,以正常PK１５细胞作为阴性对照.

２　结果与分析

２．１　PCV２全基因组克隆及序列分析

以细胞毒总 DNA 为模板,用 PCV２全长引物

对 GF１３５８/GR１３６３扩增到约１．８kb目的片段,结
果如图１所示.将纯化的目的片段克隆到pMD１８ＧT
获得pMD１８ＧPCV２,阳性克隆经过EcoR Ⅰ和Hind
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Ⅲ双酶切鉴定结果如图２所示.测序结果显示,本研

究获得PCV２毒株基因组全长序列为１７６７bp,将该序

列与国内外２７个代表性PCV２毒株进行序列比较,
结果表明同源性在９５．４％~９９．９％之间,不存在明

显特殊变异,与 GQ９９６４０４的亲缘关系最密切,同源

性达９９．９％(图３).

M:DL２０００DNA Marker;１:未接毒PKＧ１５细胞总DNA;

２:接毒PKＧ１５细胞总 DNA

图１　PCV２全基因组扩增检测照片

M:１kbDNALadder;１－４:重组质粒EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切

图２　重组质粒EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切鉴定照片

２．２　pSKＧPCV２重组质粒构建

质粒pMDＧPCV２经XbaⅠ限制性内切酶３７℃酶

切,回收目的片段,并与pSK 载体连接获得重组质

粒pSKＧPCV２,将其再次经Xba Ⅰ限制性内切酶酶

切鉴定,产生与预期相符的１７６７bp和２９６１bp目

的片段,结果如图４所示,表明PCV２全基因组成功

克隆至载体pSK.

图３　PCV２ＧSY毒株的系统进化关系

M:DNA Marker;１:XbaⅠ酶切产物

图４　pSKＧPCV２酶切鉴定照片

２．３　病毒自环化及转染

Xba Ⅰ酶切重组质粒并经凝胶电泳鉴定正确

后,回收PCV２全基因组酶切产物并用 T４DNA 连

接酶１６℃连接过夜,形成自环病毒 DNA.重组病

毒持续盲传１５代,每一代都进行病毒液回收并再次

感染新的PK１５细胞,再对回收的病毒液提取 DNA
进行PCR检测.图５为盲传第１０代PCR检测结果,
自环化重组病毒和野毒均产生３７８bp大小目的PCR
产物,但pBluescriptSKＧPCV２转染细胞和PKＧ１５细

胞无阳性产物,表明自环化重组病毒已成功转染并可

在PK１５细胞内进行稳定复制传代.
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M:DNA Marker;１:空白阴性对照;２:野生PCV２;３:重组PCV２;

４:pSKＧPCV２转染PK１５阴性细胞;５:PKＧ１５阴性细胞

图５　PCR检测传代１０代病毒DNA∗∗∗

２．４　病毒Cap蛋白基因转录检测

提取盲传１０代的重组细胞病毒液中总RNA后,
经DNaseⅠ处理,RTＧPCR扩增后电泳检测条带大小

约４８６bp,表明转染细胞中Cap基因 mRNA存在特

异性剪接和表达(图６).

M:DNA Marker;１:阴性对照;２:未经DNaseΙ处理PCV２RNA;

３:PCV２DNA;４:DNaseΙ处理的PCV２RNA;

５:PKＧ１５阴性细胞RNA

图６　重组病毒CapRNA检测

２．４　间接免疫荧光检测

重组病毒感染爬片细胞后４８h利用IFA 检测

PCV２ORF２表达,结果如图７所示,重组PCV２感染

细胞用抗PCV２ORF２抗体为一抗在荧光显微镜下

检测到特异性绿色荧光,而阴性对照细胞无特异荧光

产生,因此自环病毒在体外转染后再感染细胞可以产

生具感染性的子代PCV２病毒.

３　讨　论

越来越多的研究表明,PCV２通常以混合感染的

方式引起猪只PMWS,因此由PCV２混合感染病料直

接接种细胞难以获得纯的PCV２病毒,给PCV２相关

研究增加难度[２０Ｇ２２].Meerts等[２３]发现,PCV２在接种

图７　重组病毒感染PKＧ１５细胞间接免疫荧光检测

后６~１２h的PKＧ１５细胞内可检测到Cap蛋白表达,
接种后１２~２４h的Cap主要分布在细胞核周围,并
有子代病毒产生.通过细胞连续传代表明PCV２增

殖能力较强,因而利用病毒的感染性DNA克隆,获得

遗传背景单纯的拯救病毒,是PCV２致病机理、相关

疾病防治和疫苗开发研究的有力工具.
国内外已有应用PCV２全基因组复制出完整病

毒的报道.Liu等[２４]构建含有 PCV２全基因组的重

组质粒,体外环化转染猪视网膜细胞系得到具有感染

性的病毒,应用构建的感染性病毒在进行致病性实验

时可避免其它病毒的干扰,容易定量和在细胞传代过

程中不易产生变异等优点.Fenaux等[２５]和郗鑫等[２６]

用酶切位点SacⅡ构建PCV２体外感染性分子克隆,
但采用体外自环的方式将PCV２全基因环化再转染

PCV阴性PK１５细胞,在其子代细胞中检测到病毒相

应的抗原,而Fenaux将线性化的两条单拷贝PCV２
同向连接在一起,利用酶切位点SacⅡ与pBluescript
SK载体连接构成重组质粒后转染PKＧ１５细胞,再感

染以获得成熟病毒粒子,同时发现双拷贝比单拷贝体

外转染细胞效率高.本研究利用高拷贝的质粒载体

pMD１８ＧT正向插入单拷贝的PCV２全基因,两端引

物含XbaⅠ序列重叠,经自环化显示构建的自环化质

粒dsＧPCV２具有感染性,但与李俊等[２７]研究结果不

同,重组质粒pSKＧPCV２转染PKＧ１５细胞没有检测到

子代病毒,推测与PCV２的滚环复制机制和共价闭合

环状DNA基因组有关[２８Ｇ２９].连到pBluescriptSK载

体上的PCV２全基因组DNA分子因载体序列的分隔

使PCV２全基因组不连续,因而失去部分重要功能.
另一种可能原因是由于重组质粒pSKＧPCV２转染产

生子代病毒但在PKＧ１５细胞中的增殖滴度不高,基因

组转染效率较差,导致转染后细胞PCR检测呈阴性.

４　结　论

本文通过PCR成功扩增出PCV２１７６７bp全基
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因组,利用设计的一对含Xba Ⅰ酶切位点的特异性

引物成功构建PMDＧPCV２重组质粒.将质粒体外

酶切自环化后转染 PKＧ１５细胞并检测到 PCV２病

毒的复制,结果表明,本研究成功构建 PCV２全长

DNA克隆和拯救病毒.经过测序的 PCV２ＧSY 株

系为PCV２b亚型,与国内外毒株有着极高的同源

性,介于９５．４％~９９．９％之间,具有很强的代表性,
为后续研究PCV２病毒致病机理、疫苗开发和有效

治疗奠定基础.
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Cloningandvirusrescueoffulllengthgenomeofporcinecircovirustype２
WANGZining,GAOZhangzhao,DONGQinfang,QUANYanping,JIANGYonghou

(CollegeofLifeScience,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:InordertoconstructtheinfectiousDNAcloneofPorcinecircovirus２(PCV２),theadapted
strainculturedwithPCV２cellseparatedfromlymphadenopathytissueswasusedasthematerial,the
overlapprimerwasdesignedintheXba Ⅰ enzymecuttingsiteareaofPCV２genomesequencethrough
genesequenceanalysisandcomparisontoconductfulllengthamplificationandcloneittopMDＧ１８Tand
pBluescriptSKsoastogainthecarrierspMDＧPCV２andpBluescriptSKＧPCV２．Afteramplificationof
pMDＧPCV２recombinantplasmidinquantity,Xba Ⅰ wasusedtocutPCV２wholegenome,andT４DNA
ligasewasusedinvitrotomakeitautoＧcyclized．AutoＧcyclizedproductofPCV２wastransfectedtoPK１５
cellbylipidosomemethod．After１５continuouspassages,PCR,RTＧPCRandindirectimmunofluorescence
assay(IFA)wereusedtodetectreplication,transcriptionandproteinexpressionofPCV２．Inthis
research,DNAofwholegenomeofinfectivePCV２wassuccessfullyconstructed．Thus,thisresearchlays
afoundationfortheresearchonPCV２pathogenesisandgenefunctions．

Keywords:Porcinecircovirustype２;fulllengthgenomecloning;celltransfection;virusrescue
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