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摘 要：猪!型圆环病毒（KLM$）是当前严重危害养猪业的重要病原之一。目前，世界上还没有有效疫苗用于该病

毒的免疫预防。该研究利用 KLH 方法，将 KLM$ 的 NH)$ 基因替换猪"型圆环病毒（KLM#）的 NH)$ 基因，构建了以

KLM# 基因组为骨架的嵌合病毒（KLM#4$）分子克隆（?OP$KLM#4$）。将该分子克隆转染 KP4#& 细胞并连续盲传 & 代，

用 H24KLH 方法可以在转染后盲传的细胞中检测到 KLM# 的 NH)# 8HIJ 和 KLM$ 的 NH)$ 8HIJ，但检测不到 KLM#
的 NH)$ 8HIJ 和 KLM$ 的 NH)# 8HIJ。间接免疫荧光检测显示在盲传第 & 代的细胞中有 KLM$ NH)$ 蛋白的表达，

表达蛋白主要分布于细胞核。该研究初步证实构建的 KLM#4$ 分子克隆转染细胞后可以形成具有感染性的嵌合病

毒，从而为更深入研究嵌合病毒生物学特性奠定了基础。
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猪圆环病毒（KF,@9C* L9,@F<9,-E，KLM）是由 29E@:*, 等［#］于

#61! 年在 KP4#& 细胞中发现。该病毒粒子为 $% 面体对称，无

囊膜，以滚环方式进行复制，可在 KP4#& 细胞上生长但不引

起细胞病变。其基因组是一种环状、单股副链 SIJ，与鸡贫

血病毒（L:9CT*C JC*89. M9,-E，LJM）、鹦鹉喙羽病毒（KE9==.@9C*
U*.T .CG )*.=:*, S9E*.E* L9,@F<9,-E，KU)SJM）和人的 22 病毒

（2,.CEV-E9FC 2,.CE89==*G M9,-E，22M）同属圆环病毒科。该病毒

有两种基因型即：KLM# 和 KLM$。前者广泛存在于猪源肾细

胞中，但并不引起感染猪发病；后者首先由 J33.C 等［$］从患断

奶仔 猪 多 系 统 衰 弱 综 合 症 征（ KFE=4B*.C9CW X-3=9E/E=*89@
Y.E=9CW O/CG,F8*，KXYO）的猪群中分离到并被证明为 KXYO
的重要病原。

自 #66" 年加拿大首次报道 KXYO 以来［0］，该病已经成为

了严重危害世界养猪业的重要传染病。患猪表现为渐进性

消瘦、被毛粗乱、贫血、呼吸困难；剖检可见淋巴结肿大、肝硬

变、多灶性粘液脓性支气管炎、间质性肺炎；发病率高，死亡

率可达 &Z ( !%Z，康复猪成为僵猪。在我国，朗洪武等［!］于

$%%# 年首次报道检测到 KLM$ 抗体。随后，其他研究者的血

清学和病原学研究证实 KLM$ 在我国猪群中广泛存在［& ( ’］。

由于 KLM$ 可破坏机体免疫系统，导致免疫抑制，从而造成其

它疾病的混合感染。因此，由感染 KLM$ 而造成的直接、间接

的经济损失巨大。但遗憾的是，到目前为止，世界上还没有

一种有效的疫苗用于该病的防治。

分子生物学研究揭示 KLM# 和 KLM$ 具有十分相似的基

因组结构，全基因组的同源性为 1"Z左右，且均含有两个主

要的读码框架即：NH)#、NH)$。二者的主要结构蛋白均由

NH)$ 编码，该蛋白在真核细胞中表达可以形成完整的病毒

样颗粒，是主要的免疫原性基因［6］，NH)# 则均编码病毒的复

制蛋白［#%］。

X.CT*,=;［##］研究揭示，KLM# 和 KLM$ 在复制过程中，均首

先产生双链的复制型中间体（H)），然后依赖于 KLM 基因组

中的一段高度保守的茎环结构（O=*843FF? O=,-@=-,*）启动滚环

复制。同时，KLM# 和 KLM$ 还具有相似的复制调控机制，二

者的复制相关基因也可以互换。本研究旨在以 KLM# 的全基

因组为骨架，用 KLM$ 的 NH)$ 基因替换 KLM# 的 NH)$ 基因，

在此基础上构建以 KLM# 基因组为骨架嵌合圆环病毒的感染

性分子克隆，通过体外转染技术，获得嵌合病毒，为该嵌合病

毒的生物学特性研究奠定基础。

$ 材料和方法

$’$ 材料

$’$’$ 病 毒：KLM$ 毒 株 为 本 文 作 者 从 河 南 某 猪 场 一 患

KXYO 的猪中分离得到（J[%0&’$%）［#$］。

$’$’& 细胞、菌株和质粒：无 KLM 污染的 KP4#& 细胞，大肠杆

菌（!"#$%&’#$’( #)*’）S\&#和 ?U3-*E@,9?=（ ] ）均由本室保存，包

含 KLM# 全 基 因 组 的 质 粒（ ?OPKLM#4+’,G$ ] -.,"和

?OPKLM#4-.,"）由本人构建#。

$’$’( 酶和试剂：各种限制性内切酶、工具酶、分子量标准、

蛋白酶、KLH 试剂盒均为大连 2.P.H. 公司产品，̂I_Q$& 柱离

心式 SIJ 胶回收试 剂 盒 购 自 上 海 O.CWFC 公 司，荧 光 抗 体



!"#$%羊抗兔 "&’ 购自晶美生物工程有限公 司，兔 抗 ($)*
+,!* 蛋白多克隆抗体由本实验室琚春梅博士制备!，脂质体

转染试剂盒为 "-./012&3- 公司产品。其它试剂为进口或国产

分析纯试剂。

!"# 引物设计与合成

根据分离鉴定的 ($)4 和 ($)* 全基因组序列，设计 5 对

引物，分别为 64，6*；67，68；69，65；6:，6;；6<，64=。引物序列

见表 4。

!琚春梅 > 猪 * 型圆环病毒 ?@"AB 诊断方法及猪 * 型圆环病毒%伪狂犬病病毒二价基因工程疫苗研究 > 华中农业大学博士学位论文，*==9，5>

表 ! 构建嵌合病毒 $%&!’# 的引物序列

#CDE3 4 A3FG3-H3 2I 61/J31K I21 H2-K01GH0/2- 2I HL/J31/H ($)4%*

(1/J31K (1/J31K K3FG3-H3K（9M%7M）
,3K01/H0/.3
3-NOJ3 K/03K

#C1&30 K3&J3-0K @3-&0L

64
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$$$’$#B’$#’BB#BBBBB#BBBBB$$B##B$’
$$##$’$’B$’#$B#$$#B#BBBB’#’BBB’

!"#!
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6AP($)%4! }+,!*

8Q*RD
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#B#’$#B’$’##BB’#’’’’’’#$##
$$’#$’$’BB’’B’’$’###$$’$B’B$

!"#!
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+,!*%($)*}+,!*%($)*
:=*D6

69
65

’$#’$’$#B’$##B##$B####’B’’’#####$B’
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!"#!
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6;

$##BB’$##B#’$$BB’$BB’BBBB’$
$##’’B#$$B###B####B#B#’’’BB

()*S"
+,-T!

+,!4%($)4}+,!4%($)4
<94D6

6<
64=

’’#BB’$##B#’$$#B’$BB’BB’BB#
’’#’’B#$$’#BB###B###$B#B#’’

()*S"
+,-T!

+,!4%($)*}+,!4%($)*
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B##’’#B$$#$$’#’’B##’##$#
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.’*!
()*S"

($)4}($)4
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!"( 不 包 含 )*+# 基 因 的 ,-.$%&!’!"#!（,-.$%&’!

!)*+#）的 $%* 扩增

以 6AP($)4%.’*!质粒为模板，9=#@ ($, 反应体系中含

灭菌水 7<Q9#@，4= U DGII31 9#@，*JJ2EV@ SW#(K *#@，引物 64 和

6* 引物各 4#@（*9#J2EV@），模板 =Q9#@，/,0 XWB 聚合酶 4#@。

反应参数：<9Y 9J/-；<8Y 7=K，99Y 7=K，:*Y *J/-，共进行 79
个循环；:*Y 4=J/-。取 9#@ 扩增产物于 4Q=Z琼脂糖凝胶上

电泳检测。

!"/ $%&# )*+# 基因扩增

从感染了 ($)* 的 (P%49 细胞中提取 ($)* 全 基 因 组

XWB 为 ($, 反应模板，于 ($, 反应体系（9=#@）中分别加入：

灭菌水 8=#@，4= U DGII31 9#@，*JJ2EV@ SW#(K 4#@，引物 67 和 68
各 4#@（*9#J2EV@），模 板 4#@，/,0 酶 4#@。反 应 条 件：<9Y
9J/-；<8Y 7=K，9:Y 7=K，:*Y *J/-，共进行 79 个循环；:*Y
4=J/-。取 9#@ 扩增产物于 4Q=Z琼脂糖凝胶上电泳检测。

!"0 单拷贝嵌合病毒 $%&!’# 的分子克隆构建

将上述 ($, 产物回收后，均用 !"#!和 !$%!双酶切，然

后将二者于 45Y水浴连接过夜；经转化大肠杆菌 XT9$，提取

质粒，酶切鉴定，筛选出阳性质粒，命名为 6AP($)4%*（.’*!
[ .’*!），嵌合病毒基因组的两端均含有一个 1’*!位点。

以 6AP($)4%*（.’*! [ .’*!）为模板，利用引物 644 和

64*，扩增嵌合病毒全基因组，将嵌合病毒基因组上游 .’*!
酶切位点替换为 ()*S"；然后将 ($, 产物回收后用 .’*!和

()*S"双酶切，同时将空载体 6\EG3KH1/60（ [ ）也用 .’*!和

()*S"双酶切；将上述酶切产物回收后加入 #8 XWB 连接酶

于 45Y水浴连接过夜；经转化大肠杆菌 XT9$，提取质粒，酶

切鉴 定，筛 选 出 阳 性 质 粒，命 名 为 6AP($)4%*（ ()*S" [

.’*!），嵌合病毒基因组的两端分别含有一个 ()*S"和一

个 .’*!位点。

!"1 双拷贝嵌合病毒 $%&!’# 的分子克隆构建

用 .’*!酶切 6AP($)4%*（()*S" [ .’*!）和 6AP($)4%*
（.’*! [ .’*!）质粒，回收线性化的 6AP($)4%*（()*S" [
.’*!）质粒和约 4Q;RD 的 ($)4%* 全基因组（两端均为.’*!
位点），然后将二者于 45Y水浴连接过夜；经转化大肠杆菌

XT9$，提取质粒，酶切鉴定，筛选出阳性质粒，筛选出双拷贝

嵌合病毒 ($)4%* 的分子克隆阳性质粒，命名为 6AP*($)4%*。

!"2 体外转染

按照说明书转染没有污染 ($) 的 (P%49 细胞，转染 8;L
后，收取转染细胞，反复冻融 7 次，再接种到新的 (P%49 细胞，

依次盲传 9 代后用间接免疫荧光检测。

!"3 间接免疫荧光检测嵌合病毒

参照芦银华［47］介绍的方法进行免疫荧光实验，以兔抗

($)* +,!* 蛋白的多克隆抗体为一抗，以羊抗兔 !"#$ 标记的

"&’ 为二抗。

!"4 用 *5’$%* 检测 $%&! )*+!、)*+# 和 $%&# )*+!、

)*+# 的 6*78
从盲传第 9 代的 (P%49 中提取细胞总 ,WB，用 67、68 扩

增 ($)* +,!* J,WB，用 69、65 扩增 ($)4 +,!* J,WB，用 6:
和 6; 扩 增 ($)4 +,!4 J,WB，用 6<、64= 扩 增 ($)* +,!4
J,WB。反应条件均为：9=Y 7=J/-，然后进行 79 个循环（循

环条 件 同 4Q8 节），最 后 :*Y 延 伸 * J/-；扩 增 ($)* +,!*
J,WB、($)4 +,!* J,WB、($)4 +,!4 J,WB、($)* +,!4
J,WB 的退火温度分别为：9:Y、5=Y、97Y、97Y。反应结束

后，将上述 ,#%($, 产物回收，分别克隆至 6]X%4;# 载体中，

<94曹胜波等：嵌合猪圆环病毒 ($)4%* 的构建及其感染性初步鉴定 > V微生物学报（*==5）85（4）



然后进行测序分析。

! 结果

!"# $%&’()*#!+,-! 和 ’()! +,-! 基因的 ’(, 扩增

电泳结果显示，以 !"#$%&’(!"#!为模板，扩增得到了

一条大小约为 )*+,- 的片段；以 $%&+ 基因组 ./0 为模板，扩

增得到了一条大小约 1*2,- 的片段，与预计结果相符。

!"! 单拷贝嵌合病毒 ’()#*! 的分子克隆构建

用 !"#!酶切 !"#$%&’(+（!"#! 3 !"#!），用 $%&4!酶

切 !"#$%&’(+（’(#5" 3 !"#!）质粒，电泳结果显示：前者被

切为两条带，分别为 ’*6,- 和 7*1,-，后者也被切为两条带，大

小分别为 1*8,- 和 )*7,-，与预计大小相符，表明 $%&+ 94:+
基因已经成功插入到预定位置。在酶切鉴定后，将两个质粒

分别 测 序，结 果 证 实：$%&+ 94:+ 基 因 已 替 换 了 $%&’ 的

94:+ 基因，并插入到正确位置，且 $%4 扩增没有导致核苷酸

的突变。

!". 双拷贝嵌合病毒 ’()#*! 的分子克隆构建

用 $%&4!酶切 !"#+$%&’(+ 质粒，电泳结果显示，该质粒

被切为 7 条带，大小分别约为 1*;,-，’*6,- 和 )*+,-，而且通

过酶切还可以判定所构建的 !"#+$%&’(+ 是 $%&’(+ 双拷贝正

向串连体，表明 !"#+$%&’(+ 构建正确。

!"/ 间接免疫荧光检测嵌合病毒

间接免疫荧光显示：在转染后盲传第 8 代的 $#(’8 中有

特异性的荧光，而且荧光主要分布于细胞核；感染了 $%&+ 的

$#(’8 细胞中也有特异性荧光，荧光也主要分布于细胞核，而

且其荧光强度及有荧光的细胞数量要明显高于转染后盲传

的细胞；在没有感染 $%& 的 $#(’8 细胞中则没有特异性荧光

出现（图 ’）。

图 # 间接免疫荧光检测嵌合病毒（!00 1 ）

:<=>’ .?@?A@<BC BD $%&’(+ -E FF:（+11 G ）

0：$#(’8 A?HHI <CD?A@?5 J<@K $&%+ LI !BI<@<M? ABC@NBH；O：$#(’8 A?HHI

<CD?A@?5 J<@K $%&’(+；%：$#(’8 A?HHI DN?? $%& LI C?=L@<M? ABC@NBH >

!"2 ’()# +,-#、+,-! 和 ’()! +,-#、+,-! 的 3,45
检测

从盲传第 8 代的 $#(’8 细胞中提取细胞总 4/0，进行

4P($%4，用 !7、!) 扩增出了 ’ 条大小约为 1*2,- 的片段，与

$%&+ 94:+ 基因的大小相符；用 !8、!; 则没有扩增出特异性

片段；用 !2 和 !6 扩增出了 ’ 条大小约为 1*Q,- 的片段，引物

!Q、!’1 也扩增出了 ’ 条大小约为 1*Q,- 的片段。测序结果显

示：引物 !7、!) 扩增产物为 $%&+ 94:+ 基因，引物 !2、!6 扩增

产物为 $%&’ 94:’ 基因，引物 !Q、!’1 扩增产物也为 $%&’
94:’ 基因。

. 讨论

$%&+ 是当前严重危害世界养猪业的重要病原，也是继

繁殖与呼吸综合征病毒之后的又一导致免疫抑制的病原。

鉴于该病毒在细胞上增殖滴度低、侵害免疫系统等特点，常

规的疫苗研究方法一时难以突破，因此，到目前为止，世界上

还没有一种有效的疫苗问世。

为了验证嵌合病毒分子克隆在转染后是否可以形成具

有感染性的病毒，本实验通过间接免疫荧光的方式，以检测

嵌合病毒的结构蛋白为依据，来证实嵌合病毒在细胞上的增

殖。间接免疫荧光结果显示，转染了嵌合病毒分子克隆的

$#(’8 细胞在盲传 8 代后可以检测到特异性荧光，而且荧光

主要分布于细胞核中，这与 94:+ 表达蛋白在细胞中的定位

特点相吻合［’)］。此外，我们还发现虽然在转染后盲传的 $#(
’8 细胞可以检测到荧光，但与感染 $%&+ 的 $#(’8 相比，发荧

光的细胞数量较少，荧光强度也较弱。说明，细胞中有嵌合

病毒的增殖和 $%&+ 94:+ 基因的表达，但增殖滴度较低。

$%& 不引起细胞病变，因此，实验中 $#(’8 细胞即使被

$%& 污染也很难察觉。为了排除这种因素的影响，本实验以

盲传细胞总 4/0 为模板，通过 4P($%4 分别检测 $%&’ 94:’
和 94:+ 的 R4/0、$%&+ 94:’ 和 94:+ 的 R4/0，结果显示：

在盲传细胞中检测不到 $%&’ 94:+ R4/0 基因，但可以检测

到 $%&+ 94:+ 的 R4/0，说明盲传细胞并没有被 $%&’ 污染。

而在检测 94:’ R4/0 基因时，发现两对引物都扩增出了大

小相近的片段，后经测序证实，两对引物扩增的片段均为

$%&’ 的 94:’ R4/0 基因，说明，盲传过程中没有发生 $%&+
的污染。之 所 以 会 出 现 两 对 引 物 均 可 以 扩 增 出 $%&’ 的

94:’ R4/0，是因为 $%&’ 和 $%&+ 的 94:’ 基因的同源性高

达 67S，扩增所用引物的同源性也较高的缘故。

上述实验初步证实：本研究构建的嵌合病毒 $%&’(+ 转

染细胞后可以形成具有感染性的病毒，但病毒的增殖滴度较

低。如何提高嵌合病毒的增殖滴度？该嵌合病毒的生物学

特性究竟如何，是否可以作为预防 $%&+ 感染的弱毒疫苗？

将有待于进一步研究。
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本书系统完整地介绍了治理海洋外来生物入侵的科学意义及国际现有治理方法存在的问题，提出了绿色防治的新概念

———即采用强电场电离放电方法产生高浓度羟基自由基用于治理海洋外来生物入侵性传播。强电场电离放电方法为先进氧

化技术提供了可行、有效的方法，实现了在船上采用先进氧化技术治理压载水外来生物入侵性传播的问题。
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