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猪!型圆环病毒全基因组的克隆及感染性鉴定

郗 鑫 陈焕春" 陈华平 曹胜波 琚春梅
（华中农业大学动物医学院动物病毒室 武汉 !-##0#）

摘 要：设计合成一对扩增猪!型圆环病毒（HI$8"）全基因组的特异性引物，从 -份患断奶后仔猪多系统衰弱综合
征（HJKL）的死亡仔猪病料中，HIM扩增和克隆了 -株 HI$8"全基因组序列。将所测序列与已公布的 HI$毒株序
列进行同源性比较，并绘制系统发育进化树。结果显示，所测毒株间的核苷酸同源性为 EGN0O P EEN!O，与其它毒
株的同源性较高，达 EGN/O以上；QM4/的核苷酸同源性高达 E0N7O以上，氨基酸同源性大于 E7O；QM4"的核苷酸
同源性较低，为 E#O P E7O不等，推导的氨基酸序列同源性介于 70O P EEN/O。进化树分析表明各分离毒株在进
化上存在地域上的相关性。将克隆到的 HI$8"基因组环化后，脂质体介导转染 HR8/G细胞，盲传 -代。间接免疫荧
光检测表明，克隆到的基因组具有感染性。
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猪圆环病毒（!"#$%&’ $%#$"(%#)*，HI$）为圆环病毒
科（I+*B%A+*+T52）圆环病毒属成员，最早是由 1+UB;2*
等［/］于 /E0! 年在 HR8/G 传代细胞系（(1II8IIV--）
中发现的。病毒粒子为 "#面体对称结构，无囊膜，
细胞培养不产生细胞病变。病毒基因组是一种环

状、单股、负链 W,(，以滚环方式复制。猪圆环病毒
有两种基因型，即 HI$8/和 HI$8"，前者广泛存在于
猪源肾细胞中，无致病性，基因组全长 /0GEA)；
HI$8"首先由 (&&5D等［"］从患断奶后仔猪多系统衰弱
综合征（H%U?C25D+DX :=&?+UYU?2:+B C5U?+DX UYDT*%:2，
HJKL）的猪群中分离到，是 HJKL 的重要致病因
子［- P !］。随着对 HI$8" 致病性研究的深入，近来发
现该病毒还与猪的繁殖障碍、断奶猪和育肥猪的呼

吸道疾病、皮炎与肾病综合征（H%*B+D2 T2*:5?+U 5DT
D2);*%)5?;Y UYDT*%:2，H,WL）、幼龄猪的先天性震颤
等疾病有关［G P E］。由于到目前为止，还没有有效预

防 HI$8"感染的疫苗，致使 HJKL等疾病有不断蔓
延之势，对世界各国，特别是欧洲、北美、日本和台湾

的养猪业危害严重，已成为影响养猪业发展的重要

传染病之一［/#，//］。 HI$8" 基因组为 /0.0A) 或
/0.7A)，与 HI$8/ 的同源性低于 7#O。HI$8" 的基
因组序列相对稳定，到目前为止只发现一种基因型

的 HI$8"，但分离自不同地区的毒株会存在一定的
差异［/"］，因此需对不同来源的 HI$8"毒株基因组序

列有详细的认识，以确定 HI$8"的基因序列变异程
度，为建立有效的 HI$研究方法提供条件。
临床上 HI$8"常与呼吸与繁殖障碍综合征病毒

（HMML$）、细小病毒（HH$）、伪狂犬病毒（HM$）及其
它一些病原微生物混合感染，给 HI$8"病毒的分离
工作带来一定的困难。本研究旨在用 HIM方法克
隆获得了国内 HI$8"毒株的全基因组，并对基因组
序列进行测定与分析，对中国 HI$8"的分子流行病
学和毒株来源进行了探讨，并进一步将克隆到的复

制型病毒基因组（M4 W,(）转染细胞，获得高纯度的
病毒，为开展病毒的免疫和致病机理研究奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料
猪组织病料（包括肺、腹股沟淋巴结）采自湖北、

上海、山东等地疑患 HJKL的猪群。仔猪肾上皮传
代细胞（HR8/G）、大肠杆菌（+*$,’#%$,%- $".%）WZG"为
本室保存。)JW8/71载体、HIM试剂盒、W,( J5*[2*
及各种限制性内切酶均为 15R5M5 公司产品。
\,]S8G柱离心式 W,( 胶回收试剂盒购自上海
L5DX%D公司，HI$8" 高免血清由本室制备。4]1I 标
记羊抗猪二抗购自晶美生物技术有限公司。其它试

剂均为进口或国产分析纯试剂。



!"# 引物设计
参考国内外已发表 !"#$%的基因组序列，设计

合成一对 !"#$%特异性引物 !&：’($)))""*"***")$
**")*++"))))*+++*)$,(； !%： ’($+*"""*"*$
*+++)))")*+"+++"*))+"+$,(，此对引物 ’(端包
含有一重叠的 !"#!位点，特异性的扩增 !"#$% 的
全基因组。

!"$ %&’模板制备
将组织病料按 & -’比例加入 )./（01 234）充分

研磨制成悬浊液，冻融 ,次，离心取上清，加入蛋白
酶 5至终浓度 ’44"6789、:;:终浓度 &<，,2=温育
过夜，苯酚：氯仿：异戊醇（%’ -%> - &）及氯仿各抽提一
次，吸取水相，加入 &7&4体积的 , 8?@79 /A+B及 %3’
倍体积的无水乙醇 C %4=沉淀 ,4 8DE，&%444 F78DE、
>=离心 ’ 8DE，沉淀真空抽干后，溶于 GG1%H中。取
适量用作 !"I模板。
!"( %&’反应

!"I反应采用 ’4"9体系（’"9 &4 J KLMMNF、%3’"9
%’88?@79 O6"9%、&488?@79 G/)!P &"9、>4"8?@79 !&
和 !% 各 43’"9、%Q $"% 酶 &3’"9、模板 %"9、GG1%H
,2"9），于 R’=预变性 ’8DE，然后进入程序：R>=
&8DE，’4= &8DE，2%= ,8DE，,4个循环后，最后 2%=
延伸 &48DE。&<琼脂糖凝胶电泳检测 !"I产物。
!") %&’产物的克隆与序列分析
用 ;/+胶回收试剂盒回收 !"I产物，按参考文

献［&,］，将目的片段与 0O;$&S)载体相连，转化 & T
#’() ;1’#，提取质粒用限制性内切酶进行酶切鉴定，
阳性重组质粒由 )A5AIA 公司测序。利用 ;/+ PUAF
和 KD?.GDU软件分析测序结果，并与已公布的 !"#$%
基因组序列做同源性比较，绘制系统发育树。

!"* 脂质体介导基因组 +,-转染真核细胞
用 !"#!酶切重组质粒，回收线性化的 !"#$%

全基因组后，)> ;/+连接酶室温连接过夜，环化线
性的基因组。参照脂质体（ V0?MNBUA8DEN)O %444，VE$
WDUF?6NE）产品说明书，将环化后的病毒基因组转染
!5$&’细胞。转染后的细胞继续培养 >S X 2%Y，然后
盲传 ,代。
!". 间接免疫荧光试验（/0-）
转染后的细胞经盲传 ,代后，以丙酮 -甲醇（> -

&）溶液于 C %4=固定 %48DE。01 23> !K:缓冲液冲
洗 ,次后，与 & - &44稀释的 !"#$%高免血清 ,2=温
育 &Y，!K:洗 ,次后，再用 & - ,44 稀释的 ZV)"标记
羊抗猪二抗 ,2=作用 >’8DE，!K:缓冲液冲洗 ,次，
每次 ’8DE。置于荧光显微镜下观察。

# 结果

#"! %&’扩增及 %&’产物的克隆
!"I扩增产物经 &<琼脂糖凝胶电泳，紫外观

察可见 ,个 !"I扩增产物都出现特异条带，大小为
&3S [\左右，与预期相符（图 &）。产物纯化后与载
体相连，转化 & T #’() ;1’#，提取质粒，分别经
!"#!、!*+$酶切鉴定，共筛选到 ,个阳性克隆，命
名为 0)$1K（湖北病料）、0)$:1（上海病料）和 0)$];
（山东病料）。

图 ! %&’产物的 !1琼脂糖凝胶电泳结果
ZD6T& !"I 0F?GLBUP ?M !"#$% 6NE?8N ?E &< A6NF?PN 6N@

OT ;9%444 ;/+ OAF[NF；& X ,3 !"I 0F?GLBU ?M 1L\ND，:YAE6YAD AEG

]DE6GA? PA80@N；>3 /N6AUDWN B?EUF?@ T

#"$ 序列分析
测序 结 果 提 交 *NEKAE[，登 录 号 分 别 为

+^%R&,&_（];）、+^%R&,&2（1K）和 +^%R&,&S（:1）。
测序结果表明，克隆到的 ,个基因组，有两个（1K和
];病料）全长为 &2_2\0，另一个（:1病料）全长为
&2_S\0，两种类型的区别在于后者在第 &4,R处插入
了一个碱基 )。
利用 ;/+ PUAF 和 KD?.GDU 软件，将所测序列与

*NEKAE[中已发表的中国大陆、中国台湾、日本、欧
洲和北美的 %4株 !"#毒株进行比较分析发现，,个
毒株与其它地域的 !"#$%毒株间的核苷酸序列同源
性都很高，均在 R’3&<以上，最高可达 RR32<，, 个
毒株中 :1与 ];的同源性较高，达 RR3><，1K与其
它两毒株的同源性较低，分别为 R’3R<（];）和
R’32<（:1）。所有 !"#$%毒株与 !"#$&毒株间的核
苷酸同源性都较低，不到 2S<。根据比对结果绘制
出的系统发育进化树见图 %，从发育树来看，整个
!"#毒株可分为两个大的独立分枝 !"#$& 和 !"#$
%。!"#$%各分离毒株之间在进化上存在较明显的
地理位置上的相关性：, 株中国台湾分离株和一株
日本分离株与其它毒株的同源性较低分别形成两个

较大的分支；北美和欧洲分离株也由于亲源关系较
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图 ! "#$分离毒株的系统发育进化树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 &12 "3*)43-+3

远，而独立形成两个分支；本试验所研究的 5个毒株
与其它中国分离株在进化关系上非常密切，而与美

洲和欧洲的毒株亲源关系较远，除了 6!578899处于
北美分支，6!57889: 处于欧洲分支外，所有的中国
大陆分离株形成一个和其它地区分离株平行的分

枝，在此分枝上还有与 ;<和 =>株遗传距离较小的
法国分离株 6!%?8588和德国分离株 6!%?87@9。此
外，中国大陆分离株间也存在变异，分化成两个相对

独立的分枝。

比较结果还显示，各 &12A% 毒株间的 BC!8 高
度保守，核苷酸同源性在 @9D7E以上，推导的氨基
酸序列同源性更高达 @7E以上。与此相比，BC!%
区段则较易发生突变，核苷酸同源性从 @?E到 @7E
不等，氨基酸同源性为 79E F @@D8E，与 &12A8毒株
的氨基酸序列同源性低于 9?E。

图 % 转染后细胞的间接免疫荧光试验
!"#$5 G!6 *0 -/4,30+.-+H .+))3

6$ &IA8J .+))3 -/4,30+.-+H K"-’ -’+ .)*,+H &12A% #+,*L+；M$ N*.OA

-/4,30+.-+H &IA8J .+))3$

!&’ 间接免疫荧光试验
利用抗 &12A%高免血清作一抗，对再次转染后

的细胞进行 G!6 检测。结果发现，克隆到的 => 毒
株基因组转染细胞后，可见致密的胞核内荧光（图

5），与已报道的情况相一致［8P］。

% 讨论
针对 &12A%基因组呈环状，且长度较短的特点，

我们设计了一对 JQ端都包含 !"#!位点重叠区域的
&12A%特异性引物。利用这对引物可一次性的扩增
和克隆包含有病毒全基因组的重组质粒，避免了分

段扩增的烦琐步骤。由于 !"#!位点在 &12A%的基
因组上是唯一的，且相当保守，这就保证了扩增产物

经克隆、酶切后，可以释放得到完整的病毒基因组。

但是，由于模板中组织细胞 >R6以及少量蛋白质的
干扰，外加扩增片段相对较长，所以需对反应条件进

行反复优化，以达到消除非特异性反应，提高保真度

的目的。

在本研究中，我们成功的扩增和克隆到了 5株
&12A%病毒的复制型基因组，并测定了基因组序列。
将所测序列与国内外毒株进行了同源性比较和进化

分析。从生成的系统进化发育树来看，分离毒株在

进化上存在明显的地理位置上的相关性，所有的

&12A%毒株组成两个较大的分支，其中一支又分化
为美洲、欧洲、台湾及日本四个分支，其中中国毒株

6!%:P?P?与 5株美国分离株亲源关系较近，而另一
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毒株 !"#$%%&’与欧洲分离株亲源关系密切。这表
明这两株病毒可能分别来源于美洲和欧洲。与这一

分支平行的另一较大分支包括了本研究所涉及的 #
个毒株在内的几乎所有中国大陆分离毒株，此分支

进而又根据亲源关系的的远近不同，分化成两个分

支，()株和 *+株由于同源性较高而与其它 #株中
国株和两株欧洲株组成一支，+,株则与其它两株中
国分离株形成另一独立的分支。从分析结果看，中

国毒株的来源可能较为复杂，有的来源于欧洲等国；

有的来源于北美。造成这种情况的可能原因是我国

养猪规模庞大，疾病防制水平低，且与欧美国家有频

繁的种猪交流，对于这种情况，我们应加强引种时的

检验检疫工作，杜绝 -./01继续传入我国。从另一
方面看，中国分离株在进化上又相对独立，这可能是

由于 -./01早已传入我国，经长期的演化逐渐形成
了自己的地方株。朗洪武等［%2］通过 345*! 方法在
可疑猪群中大量检测到 -./01抗体，也说明了这点。
目前，研制 -./01的诊断试剂和疫苗已成当务之急。
从对 67"1 的分析结果来看，该基因在 -./01 和
-./0%之间差异最大，且其编码病毒的衣壳蛋白，具
有良好的免疫原性，是 -./01的理想诊断抗原和基
因工程疫苗的首选基因。

-89*的病因非常复杂，到目前为止尚无定论。
有报道称［%’ : %$］，用 -./01感染断奶仔猪仅可复制出
轻微的 -89*病变，但症状不明显，但如果将 -./01
与 -77*/或 --/联合攻毒，则可复制出典型的 -80
9*的病变和症状。在 -89*的临床病例中常可检
测到 -./01、-77*/和 --/的共同存在，这说明 -80
9*可能是 -./01其它多种病毒混合感染的结果，这
给 -./01的分离工作带来极大的困难。为了得到高
纯度的病毒，在本试验中我们尝试利用克隆到的病

毒基因组，经环化后，质脂体介导体外转染 -;0%2细
胞，结果克隆到的 #株病毒的基因组，在转染后 5"!
都没有检测到荧光，但将转染细胞盲传 # 代后，()
毒株的基因组转染的细胞检测到了荧光，而其它两

株仍然无荧光，分析原因，可能是 -.7扩增的保真
度不够，致使某些克隆子发生点突变，影响到了病毒

基因组的转录和复制，另外也可能是因为 -./01在
-;0%2细胞中的增殖滴度不高，基因组转染效率较
差，使得转染后的细胞 5"!试验呈阴性，在试验中，
我们曾尝试用 #<<==>?@4 )0氨基葡萄糖对转染细胞
进行处理以提高病毒滴度［%A］，但由于 )0氨基葡萄糖
对 -;0%2细胞毒性太大而告失败。
本试验证实了 ()株基因组具有感染性，5"!结

果显示得到了一株高纯度的 -./01，这为进一步开
展 -./01感染性分子克隆的研究，以及进行病毒的
免疫和致病机理研究以及病毒的分子流行病学研究

奠定了基础。
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第五届世界食用菌生物学及产品大会将于 &’’%年在上海召开
“世界食用菌生物学及产品大会”（以下简称大会）是由世界食用菌生物学及产品学会（简称 \LM0M@）
组办的世界食用菌大会，内容涉及食用菌生理生化、分子生物学、遗传育种、分类、病虫害防治、栽培技术、菌

种制备、营养及药用成分的研发、食品安全及质量控制、产品开发、市场贸易等各个领域。每三年召开一次，

前四届已分别在香港、美国、澳大利亚和墨西哥举行。第五届世界食用菌生物学及产品大会将在我国召开，

这也是世界食用菌大会首次在中国举行。

第五届大会由 \LM0M@和上海市农业科学院主办，中国食用菌协会、中国菌物学会、中国农学会食用菌
分会、上海对外科技交流中心协办。大会拟定于 &’’%年 P月 Q日至 "&日在上海召开，历时 %天，有专题演
讲，学术讨论、海报展示、产品展览、参观考察等多项内容。欢迎国内外对食用菌生产、研究、开发、贸易有兴

趣的单位或个人参加本届大会。

欲知详情，请与大会组委会秘书处联系。
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