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　　猪圆环病毒（ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ，ＰＣＶ）为圆环病毒科
（Ｃｉｒｃｏｖｉｒｉｄａｅ）、圆环病毒属（Ｃｉｒｃｏｖｉｍｓ），是迄今为止发现的最
小的动物病毒之一。根据致病性、抗原性以及核酸序列的不

同，将ＰＣＶ分为ＰＣＶ１和ＰＣＶ２这２个血清型。ＰＣＶ２感染猪

群能 引 起 断 奶 仔 猪 多 系 统 衰 竭 综 合 征 （ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇ
ｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃｗａｓｔｉｎｇｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＭＷＳ）、猪皮炎和肾病综合征
（ｐｏｒｃｉｎｅｄｅｒｍａｔｉｔｉｓａｎｄｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＤＮＳ）、猪呼吸
道疾病综合症（ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｅａｓｅｃｏｍｐｌｅｘ，ＰＲＤＣ）及
怀孕母猪繁殖障碍（ｓｏｗａｂｏｒｔｉｏｎａｎｄｍｏｒｔａｌｉｔｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＳＡＭＳ）等［１］。血清学和病原学调查证实，ＰＣＶ２呈世界性分
布，给养猪业造成巨大的经济损失［２－３］。ＰＣＶ２基因组大小约
１．７ｋｐ，包括 ５个基因亚型：ＰＣＶ２ａ、ＰＣＶ２ｂ、ＰＣＶ２ｃ、ＰＣＶ２ｄ
及ＰＣＶ２ｅ［４］。

本研究通过盐城地区疑似发生 ＰＭＷＳ的２个养猪场采
集病料，ＰＣＲ扩增ＰＣＶ２全基因组，并进行序列测定和比较分
析，旨在了解ＰＣＶ２的遗传变异情况，为今后的深入研究和科
学防控该病提供依据。
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１　材料与方法

１．１　材料
疑似断奶仔猪多系统衰竭综合症猪的腹股沟淋巴结、脾

脏和肺脏等组织，于２０１５年１１月采自盐城地区２个养猪场
的２份病料。基因组ＤＮＡ快速抽提试剂盒（动物）、ＴａｑＤＮＡ
聚合酶、ｄＮＴＰＭｉｘ、２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、２０００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ、
ｐＵＣｍ－Ｔ载体及１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ均为上海生工生物工程有
限公司产品，６×ＤＮＡ凝胶载入染料（ＬｏａｄｉｎｇＤｙｅ）、内切酶
ＰｓｔⅠ等购自上海碧云天生物技术有限公司。
１．２　引物的设计与合成

根据文献［５］，合成１对可扩增 ＰＣＶ２全基因组的引物，
引物由上海生工生物工程有限公司合成。引物序列为：Ｐ１：
５′－ＴＧＴＣＣＧＣＧＧＧＣＴＧＧＣＴＧＡＡＣＴＴＴＴＧＡＡＡＧＴＧＡ－３′；Ｐ２：
５′－ＧＣＣＣＧＣＧＧＡＡＡＴＴＴＣＴＧＡＣＡＡＡＣＧＴＴＡＣＡ－３′。
１．３　病料中ＰＣＶ２全基因组的ＰＣＲ扩增

将采集的病猪脾脏、淋巴结和肺等组织混合，研磨研碎，

按１∶５加入无菌含双抗的ＰＢＳ溶液，混匀，－２０℃反复冻融
３次，４℃８０００ｒ／ｍｉｎ离心７ｍｉｎ，取上清，用基因组 ＤＮＡ快
速抽提试剂盒，按说明书上的操作方法提取组织病料 ＤＮＡ。
以提取的组织病料 ＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ采用
５０μＬ反应体系：５μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶１μＬ、模板
ＤＮＡ３μＬ、３μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、１μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、
２０ｐｍｏｌ／Ｌ的上下游引物各１μＬ，用灭菌超纯水补足５０μＬ。
反应条件为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火
４５ｓ，７２℃延伸 ２ｍｉｎ，进行 ３５个循环；最后 ７２℃延伸
１０ｍｉｎ。反应结束后用１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，在紫外灯下
观察电泳图谱，拍照记录结果并回收胶。

１．４　ＰＣＶ２全基因组测序
将胶回收的ＰＣＲ产物连接到 ｐＵＣｍ－Ｔ载体上，转化至

大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α，挑取经 ＰＣＲ初步鉴定为阳性的
白斑菌，扩大培养后提取质粒，进行重组质粒的 ＰＣＲ鉴定和
酶切鉴定，筛选出阳性克隆。将鉴定为阳性克隆的菌液送至

上海生工生物工程有限公司进行测序。

１．５　ＰＣＶ２基因序列的比较分析
应用ＤＮＡＳｔａｒ和ＭＥＧＡ５．２分析软件对扩增的ＰＣＶ２全基

因组和ＧｅｎＢａｎｋ中的８株ＰＣＶ２基因序列进行遗传进化分析。
用于本研究分析的参考毒株基因组序列均来自于ＮＣＢＩ（表１）。

表１　各分离株信息

毒株名称 检出地 ＧｅｎＢａｎｋ收录号 基因亚型

ＰｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓＴｙｐｅⅡ 加拿大 ＡＦ０５５３９２ ｐｃｖ２ａ
ＧＸ０６０１ 中国 ＥＦ５２４５３２ ｐｃｖ２ｅ
ＰｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓＴｙｐｅⅡ 法国 ＡＦ０５５３９４ ｐｃｖ２ｂ
ＴＪ 中国 ＡＹ１８１９４６ ｐｃｖ２ｄ
ＤＫ１９８０ＰＭＷＳｆｒｅｅ 丹麦 ＥＵ１４８５０３ ｐｃｖ２ｃ
ＤＫ１９９０ＰＭＷＳｆｒｅｅ 丹麦 ＥＵ１４８５０５ ｐｃｖ２ｃ
Ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ１ 中国 ＡＹ６６０５７４ ｐｃｖ１
Ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ１ 中国 ＧＵ３７１９０８ ｐｃｖ１

２　结果与分析

２．１　病料中ＰＣＶ２全基因组的ＰＣＲ扩增
以组织病料提取的 ＤＮＡ为模板，用 Ｐ１和 Ｐ２引物扩增

ＰＣＶ２全基因组，由图１可知，２份病料均呈阳性，其ＰＣＲ扩增
片段大小约１．７ｋｂ，与预期的结果相符。将２个猪场检测到
的ＰＣＶ２分别命名为ＢＨ０７株、ＢＨ１１株。

２．２　重组质粒的鉴定
将胶回收的ＰＣＲ产物连接到ｐＵＣｍ－Ｔ载体并转化至大

肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α，获得重组质粒。ＰＣＲ鉴定重组质
粒，结果为阳性（图２）；使用内切酶 ＰｓｔⅠ酶切鉴定重组质
粒，结果呈阳性（图３）。

２．３　ＰＣＶ２全基因核苷酸同源性比较
将鉴定为阳性克隆的重组质粒进行测序，测序发现ＢＨ０７

株和ＢＨ１１株全长分别为１７６７、１７６６ｂｐ。从ＮＣＢＩ上收录的
毒株序列中选取８株ＰＣＶ２基因序列，包含ＰＣＶ２的５种基因
亚型（ＰＣＶ２ａ、ＰＣＶ２ｂ、ＰＣＶ２ｃ、ＰＣＶ２ｄ及ＰＣＶ２ｅ）的代表毒株和
ＰＣＶ１的代表株。运用 ＤＮＡＳｔａｒ软件对其进行同源性分析，
由表２可知，ＢＨ０７株和ＢＨ１１株与不同亚型的分离株同源性
均较高，最高为 ９９．０％，最低为 ７３．３％，其中 ＢＨ０７株与
ＰＣＶ２ｄ代表株 ＡＹ１８１９４６的核苷酸同源性最高，为 ９７．６％；
ＢＨ１１株与ＡＹ１８１９４６的核苷酸同源性最高，为９７．８％；ＢＨ０７
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表２　ＰＣＶ２全基因核苷酸同源性比较

毒株编号
核苷酸同源性（％）

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
１ — ９９．０ ７７．７ ９３．３ ９２．８ ９６．５ ９６．５ ９５．１ ７７．９ ９４．１
２ １．０ — ７７．７ ９３．４ ９３．１ ９６．３ ９６．４ ９５．０ ７８．０ ９４．２
３ ２６．６ ２６．５ — ７３．５ ７３．３ ８０．５ ８０．７ ７６．５ ９９．３ ７６．９
４ ７．０ ６．９ ３２．８ — ９８．１ ９５．８ ９６．６ ９７．８ ７３．９ ９３．５
５ ７．５ ７．３ ３３．１ １．９ — ９４．９ ９５．８ ９７．６ ７３．７ ９３．３
６ ３．６ ３．８ ２２．６ ４．３ ５．３ — ９６．４ ９６．７ ８０．６ ９７．０
７ ３．６ ３．７ ２２．３ ３．４ ４．３ ３．７ — ９７．０ ８０．８ ９６．５
８ ５．０ ５．２ ２８．２ ２．２ ２．５ ３．４ ３．１ — ７６．８ ９５．４
９ ２６．２ ２６．２ ０．７ ３２．１ ３２．５ ２２．６ ２２．３ ２７．８ — ７７．１
１０ ６．２ ６．１ ２７．６ ６．８ ７．０ ３．０ ３．５ ４．８ ２７．４ —

　　注：毒株各编号分别代表以下毒株：１为ＥＵ１４８５０３，２为ＥＵ１４８５０５，３为ＧＵ３７１９０８，４为ＢＨ１１，５为ＢＨ０７，６为ＡＦ０５５３９２，７为ＡＦ０５５３９４，８
为ＡＹ１８１９４６，９为ＡＹ６６０５７４，１０为ＥＦ５２４５３２。

株与ＢＨ１１株的核苷酸同源性为９８．１％。
２．４　ＰＣＶ２全基因遗传进化分析

应用软件ＭＥＧＡ５．２中的邻近归并法绘制遗传进化树，
系统重复参考值设定为１０００次重复。从绘制的进化树（图
４）中可见，ＰＣＶ分成２个完全独立的大分支，其中８株 ＰＣＶ２
构成１个大的分支，其他２株 ＰＣＶ１则组成另一独立的大分
支。本研究获得的 ＢＨ０７株和 ＢＨ１１株属于８株 ＰＣＶ２中的
组成部分，且与ＰＣＶ２ｄ代表株 ＡＹ１８１９４６共同构成１个独立
的小分支。由此可知，ＢＨ０７株和 ＢＨ１１株 ＰＣＶ２均属于
ＰＣＶ２ｄ基因亚型。

３　讨论

欧盟根据ＰＣＶ２全基因组在进化树上遗传距离大小的不
同将其分成 ＰＣＶ２ａ、ＰＣＶ２ｂ、ＰＣＶ２ｃ、ＰＣＶ２ｄ及 ＰＣＶ２ｅ等５个
基因亚型，其中 ＰＣＶ２ｅ和 ＰＣＶ２ａ均属于传统分类方法中的
ＰＣＶ２ａ，ＰＣＶ２ｃ、ＰＣＶ２ｄ和 ＰＣＶ２ｂ均属于传统分类方法中的
ＰＣＶ２ｂ。Ｗａｎｇ等对中国多个省份病料中的 ＰＣＶ２进行了分
离鉴定及亚型区分，首次报道了 ＰＣＶ２ｄ亚型在中国存在［６］。

本次试验的２个毒株经过核苷酸同源性比较和遗传进化树的
分析验证，最终确定ＢＨ０７株和ＢＨ１１株ＰＣＶ２均属于ＰＣＶ２ｄ

基因亚型。ＰＣＶ２基因组全长为１７６６～１７６８ｂｐ，本次测序结
果ＢＨ０７株和ＢＨ１１株全长不一致，分别为１７６７、１７６６ｂｐ，比
较二者基因序列发现ＢＨ１１株在８２４位缺失了１个碱基。这
与曹东阳等报道的江苏盐城地区存在基因大小１７６６ｂｐ的
ＰＣＶ２ｄ［７］是一致的。本试验对盐城地区２个猪圆环病毒病猪
场的病料进行了 ＰＣＶ２全基因组克隆与序列分析，为今后进
一步深入研究该病毒的生物学特性及开发有效的免疫制剂提

供了科学的参考依据。
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