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猪!型圆环病毒浙江株的分离及全基因组结构分析
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摘 要：用 H0I 方法对从浙江省猪场收集的、以淋巴结肿大和生长迟缓为特征的患猪腹股沟淋巴结进行 H0%" 检

测。将检测为阳性的病料研磨、离心、过滤除菌后，接种 H0%7JK55 HL713 细胞进行病毒分离，分离获得 / 株病毒，命

名为 MN#"#1、MN#"#"、.O#/#1。HL713 细胞增殖所得病毒离心纯化后，在电镜下可观察到直径约为 12 P "#F=，呈二

十面体对称的病毒粒子。以组织和病毒的细胞 Q.) 为模板进行 H0%" 的全基因扩增，测序结果显示，/ 株病毒分离

物全基因序列均由 1262RS 组成，直接来自病料与细胞分离毒株的核苷酸同源性为 1##T。基因组内含有 11 个

UI9。通过比较发现，分离毒株与 H0%" 参考株的同源性介于 8!V"T P 88V2T之间；与 H0%1 参考株的同源性为

22V"T P 22V8T。
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猪!型圆环病毒（!"#$%&’ $%#$"(%#)* -@S5 "，H0%"）是圆环

病毒科圆环病毒属的成员，是导致断乳后猪多系统综合症

（H&,-7X5:F>F+ =*’->,@,-5=>E X:,->F+ ,@FDK&=5，HYZ[）的主要病

原［1］。自从 1882 年加拿大首次报道以来，已在许多国家出

现感染和流行［"］。国内周继勇等［/］应用 \9) 方法，对 "### 多

份血清样品进行系统分析后，发现 H0%" 在猪群中的感染非

常普遍，不同品种猪对 H0%" 的易感性不同，被 H0%" 感染的

猪群降低了对疫苗的免疫应答。这些说明 H0%" 的感染在

猪场已普遍存在。

4>,EB5K 等［!，3］首先在 HL713 细胞中发现并分离 H0%（"
型）。<’’>, 等［6］通过 H0%7JK55 HL713 细胞从患 HYZ[ 的猪体

内分离得到 H0%" 病毒。M:=5’ 等［2］通过分析猪!型圆环病

毒的基因组结构发现 H0%" 可能存在 11 个阅读框，UI91 和

UI9" 是其主要的阅读框分别编码复制相关 I5S 蛋白和主要

结构蛋白 0:S 蛋白。其他阅读框的编码蛋白的功能还不清

楚。最近 0B5*F+ 等［$］在 H0%" 转录水平上发现，H0%" 在 HL7
13 细胞复制过程中有了 8 种 I.)，除了 I5S 和 0:S 的 I.)
外，另外 UI91 又可通过可变剪切的方式形成 I5S]、I5S/:、
I5S/R 和 I5/E ! 种复制相关蛋白 I.) 与 .[313、.[62" 和 .[#
/ 种非结构蛋白 I.)。本文利用 H0%7JK55 HL713 细胞对来自

浙江的 HYZ[ 进行病毒分离，克隆和测定 H0%" 的全基因序

列并分析病毒的基因结构特征。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 病料来源：试验所用病料分别来源于宁波某猪场 !#D

断奶仔猪（.O#/#1）以及杭州某猪场 2$D（MN#"#1）和 $"D 保育

猪（MN#"#"）的腹股沟淋巴结，病猪呈现腹股沟淋巴结水肿、

出血，肺部水肿，肉样变等病变特征。

!"!"# 细胞、载体、试剂：HL713 细胞 Q*’:E 株，H0% 检测为阴

性，由中国兽药监察所王琴研究员惠赠。S^<Y745:,@ 载体购

自 HK&=5+: 公司，+*$,’#%$,%- $".% 4UH1# 由本研究室保存。

Y<Y 培养基和胎牛血清均购自 \F_>-K&+5F 公司。Q7氨基

葡萄糖购自 UY\^) 公司。HK&-5>F:,5 L 购自德国 Y<I0L 公

司。胰蛋白酶（1 ‘ "3#）、a.\W73 柱离心式胶回收试剂盒、/-0
S’*, Q.) H’&@=5K:,5 及 D.4H Y>; 等分别购自上海生工生物工

程技术服务有限公司。"3E=" 和 23E=" 细胞培养瓶购自比利

时 UI).^< [0\<.4\9\0 公司。

!"# $%&# 型病毒检测引物和全基因引物设计及合成

根据已发表的 H0%" 序列（^5FO:Fb .&( )9#"2"12）设计

引物。H0%" 型 特 异 性 检 测 引 物：H-1：3]7^))44^4)0)4)07
)4^^44)7/]；H-"：3]70))^^04)00)0)^40)^))7/]，可 扩 增

1#8" P 1363 之间长为 !2/RS 的核苷酸片段。全基因组扩增

引 物：H+1：3]7^4)0044^44^^)^)^0^^ 7̂/]； H+"：3]740)7
0)^0)^4)^)0)^^40)7/]，可扩增全长为 126$RS H0%" 基因

组，引物由上海博亚生物技术有限公司合成。

!"’ 病料 $%&# 的检测

称取 #V#3+ 病料，加入 3###c 组织裂解缓冲液（"##==&’dc
.:0’，1#==&’dc 4K>,7M0’，1##==&’dc <Q4)，#V3T[Q[，SM $V#）

进行匀浆，倒入一离心管中，/###+ 离心 1#=>F；取上清加入

3##c 蛋白酶 L（"#=+ 蛋白酶 L 用 1=c 4< 缓冲液溶解），3#e
裂解 /B；加入等体积的酚 ‘氯仿，1"###+ 离心 1#=>F；取上清加



入两倍 体 积 的 无 水 乙 醇，! "#$ 沉 淀 %#&’(；)"###* 离 心

)#&’(，然后加入 )&+ ,#-乙醇洗涤 ) 次，)"###* 离心 .&’(，

弃上清，沉淀于室温干燥，加入适量的 /0 溶解沉淀。

123 反应体系：组织总 456 7!+ 为模板，加入 )# 8 123
9:;;<=（>*" ? @=<<）.!+、1A)（)"!&BCD+）)!+、1A"（)"!&BCD+）)!+、

E5/1 >’F（)#&&BCD+）)!+、".&&BCD+ >*2C" %!+、!"# GC:H #I.!+
和灭菌 EEJ"K "%I.!+。反应条件：L%$ "&’(；L%$ %.H，.)$

%.H，,"$ %.H，7. 个循环；,"$ )#&’(。123 产物用 )-的琼

脂糖凝胶电泳检测。

!"# 病毒的分离

称取 12M" 检 测 为 阳 性 的 病 料 "*，加 入 >0> 生 长 液

)#&+进行研磨匀浆，反复冻融 7 次后，经 #I""!& 的细菌滤

器过滤除菌。将 1N). 细胞悬液 ",&+ 与病毒滤液 7&+ 混合

后，加入一细胞培养瓶（,.O&" ），于 .-2K" 和 7,$条件下培

养 %PQ。弃去生长液，用 7##&&BCD+ 的 4R氨基葡萄糖于 7,$
处理 "#&’(。倾去 4R氨基葡萄糖，用 >0> 洗两次后，加入

7#&+ 生长液继续培养 %P S ,"Q。细胞反复冻融 7 次，收获病

毒。抽取细胞的总 456，123 检测病毒的分离及适应情况。

!"$ 病毒的纯化与形态观察

将收获病毒培养液在 )"###* 离心 7#&’( 除去细胞碎片

和较大的杂质。取上清于 ).####* 离心 "I.Q，沉淀用适量 /0
缓冲液悬浮。配制 %#-、%.-、.#-、..-、T#-、T.- T 个梯

度的蔗糖水溶液，按照由低到高浓度依次加入各个梯度的蔗

糖溶液，于 %$平衡过夜，将悬浮液加入到平衡过夜蔗糖密

度梯度管中，).####* 离心 "I.Q，收集纯化病毒条带。将纯化

带进行 123 扩增和 U4UR16V0 分析［L］，纯化病毒用 "-的磷

钨酸，透射电镜观察病毒形态。

!"% 分离毒株全基因组的克隆与序列分析

各自以 12M" 检测阳性的病料组织和细胞抽提获得的

456 7!+ 为模板，加入 12M" 全基因组扩增引物 1*) 和 1*"，

按前述方法 " 构成 123 反应体系。反应体系：L%$ "&’(；

L%$ %.H，.L$ %.H，,"$ "&’(，7. 个循环；,"$ )#&’(。用

)-的琼脂糖凝胶电泳检测 123 产物。割胶回收目的条带，

用 W5XYR. 柱进行 123 产物回收。纯化的 123 产物与 GV0>R
/ <ZH[ 载体连接，转化 $ \ %&’( /K1)#。重组质粒经 123 和酶

切鉴定后，测定核苷酸序列。应用 K&’*Z "I# 和 456 UAZ= 软

件进行序列分析。

& 结果

&"! 病料组织的 ’() 检测和病毒分离

从 7 个病料中提取 456 模板，经 123 扩增和 )-琼脂糖

凝胶电泳后，均可观察到约为 #I.]9 的特异性核苷酸条带，

与预期相符。将 12M" 检测阳性的组织匀浆接种 12MR;=<<
1NR). 细胞后进行连续传代。结果显示，接种后 ) S 7 代的细

胞不能用 12M" 型特异性引物扩增到 12M" 特异性 #I.]9 核

苷酸片段；从第 % 代开始，用 12M" 型特异性引物可稳定的从

接种细胞中扩增获得 12M" 特异性 #I.]9 片段。

&"& 病毒纯化和病毒形态

适应于 1N). 细胞的病毒分离物，密度梯度离心后，可见

到 " 条纯化带。收集病毒条带进行 123 扩增和 U4UR16V0。

结果显示，位于离心管顶层条带的 456 抽提物，经 123 扩增

后未能获得 12M" 特异性 #I.]9 核苷酸片段，而另外一条纯

化带的 456 抽提物则获得了 12M" 特异性 #I.]9 核苷酸片

段。两个条带经 U4UR16V0，均可见分子量约 7#]4 的蛋白条

带。说明位于离心管顶层的条带是病毒的蛋白空衣壳。电

镜下可观察到直径约为 ),(& 的病毒粒子（图 )）。

图 ! ’(*& 株病毒粒子电镜照片

@’*\) /=Z(H&’HH’B( <C<OA=B( &’O=B*=ZGQ B; G:=’;’<E 12M" GZ=A’OC<H

0C<OA=B( &’O=BG=ZGQ B; G:=’E’<E 12M" GZ=A’OC<H (<*ZA’^<C[ HAZ’(<E _’AQ

GQBHGQBA:(*HA’O ZO’E\ UOZC< 9Z= ’H )##(&\

&"+ ’(*& 分离毒株全基因组的克隆和序列测定

应用扩增 12M" 全基因组的 123 引物，分别从病料组织

和细胞适应毒中，扩增到 12M"RJ‘#"#)、J‘#"#" 和 5a#7#) 毒

株 )IP]9 的核苷酸片段，与预期大小相符。纯化的 123 产物

经克 隆、鉴 定 和 核 苷 酸 序 列 测 定 后，发 现 12M"RJ‘#"#)、

J‘#"#" 及 5a#7#) 毒 株 的 全 基 因 组 均 由 ),T,9G 组 成

（V<(aZ(] 登录号分别为 6b#PP7..、6b"),,%7、6b7L),"L）。

&"# ’(*& 分离毒株全基因组序列结构分析

图 & ’(*& 浙江分离株的基因结构及序列分析

@’*\" 1Q[H’OZC &ZG Z(E H<c:<(O< Z(ZC[H’H B; 12M" J‘#"#) ’HBCZA<H
6：UOQ<&ZA’O =<G=<H<(AZA’B( B; )) G:AZA’^< K3@H B; *<(B&< B; 12M"
J‘#"#) HA=Z’(\ a：6 HA<&RCBBG HA=:OA:=< G=<H<(AH ZA AQ< B=’*’( B; 456
=<GC’OZA’B( ’( AQ< G:AZA’^< <(OZGH’EZA<E HA=Z(E B; 12M" J‘#"#) ’HBCZA<\
2：U<c:<(O< B; AQ< =<GC’OZA’B( B=’*’( B; 12M"\ /Q< ’(^<=A<E =<G<ZA ’H
:(E<=C’(<E，AQ< OB(H<=^<E (B(Z(:OC<BA’E< H<c:<(O< ’H &Z=]<E _’AQ Z *=Z[

GCZ’( 9BF，Z(E AQ< AQ=<< TR9G =<G<ZAH Z=< &Z=]<E 9[ GCZ’( 9BF\

图 " 所示，7 个 12M" 分离毒株的基因组在 ),7% S .# 位

有一段保守的由约 P#9G 组成的序列，在这一保守序列内含

有一病毒复制和转录所必须的由 7" 个核苷酸组成的茎环结
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构（!""!#!$!$#!#""!#"##!"$$"!$!$"$##$），保守的 %
核苷酸""!#"##!"$（!表示病毒滚环复制剪切位点）位于

茎环结构 的 中 央；茎 环 结 构 的 &’端 以 外 还 存 在 & 个 (’ )
$!!$"!)&’的重复序列（重复子），这些重复序列是病毒复制

酶蛋白的结合位点。基因组内含有 *+,-（(- . %%(）、*+,/
（-0&& . -1&2）、*+,&（&(1 . 31-）、*+,2（&43 . (3(）、*+,(（-0-3 .
-0&3）、*+,3（-(/- . -3-0）、*+,1（-310 . -04/）、*+,4（344 .
1(&）、*+,%（-1&- . %/）、*+,-0（-(/& . -3/1）和 *+,--（%4% .
-0&&）等 -- 个可能的 *+,，编码产物的分子量分别为 &(54 67、

/154 67、--5% 67、35( 67、0513 67、&50 67、-5% 67、/52 67、25(
67、25/ 67、-54 67。在 *+,- 的内部存在两个较大的 *+,（&3&
. %%( 和 (/4 . %%(），分别编码 /&51 和 -15467 的蛋 白。在

*+,/的内部也存在两个 *+,（-0&& . -(/- 和 -0&& . -043），分

别编码 -451 和 /5- 67 的蛋白。另外，在分析所有浙江分离株

的 -13189 的 :$;/ 序列后，发现病毒在 -0&( 位上 # 突变为 "，

使 ##" 变为 #"" 导致了 *+,( 的提前终止。

!"# 分离毒株的同源性和进化

分离的 <=0/0- 和 <=0/0/ 的同源性为 -00>，<=0/0- 和

<=0/0/与 ?@0&0- 的 同 源 性 为 %%5(>。浙 江 :$;/ 分 离 株

（<=0/0-、<=0/0/ 和 ?@0&0-）与法国毒株（",0((&%&）的同源性

较高为 %%52> . %%51>，与中国台北毒株 ",&320%2 的同源性

最低为 %25/>，与 :$;- 毒株的同源性较低（115%>）。浙江

:$;/ 分离株（<=0/0-、<=0/0/ 和 ?@0&0-）与国内其他地区分离

株的核苷酸同源性为 %(5/> . %(51>。系统进化树可以看出

:$; 主要有两个较大的分支，一为 :$;- 构成的分支，另一个

分支由 :$;/ 构成。在 :$;/ 构成的分支中，浙江分离毒株与

,+"（,ABCD）及豫 " 株亲缘关系较近，他们的基因组长度均为

-13189；来自中国其他地区的 :$;/ 毒株与其他国家的 :$;/
分离株形成 :$;/ 的另一分支，其基因组长度为 -13489（图 &）。

图 $ %&’ 毒株的系统进化树

,EFG& :HIJKFDBDLEC LMDD KN :$; FDBKODP

$ 讨论

:QRS从一出现就呈现世界范围内流行，给养猪业造成

经济损失，引起人们的普遍重视。:$;/ 作为引起 :QRS 的一

种主要病原，也成为研究的焦点。目前研究表明，:$;/ 仅能

导致轻微的 :QRS。但是当与 :++S;、:+;、::; 或细菌等共

同感染时，则会复制出典型的 :QRS 症状［-］。我们在进行

:$;/ 感染的血清学调查过程中，也发现 :$;/ 感染严重的猪

群，其 :++S; 和 :M; 抗体的阳性率低，说明 :$;/ 的感染在一

定程度上影响了机体对 :++S; 和 :M; 疫苗的免疫应答能

力［&］。:$;/ 分离时，用 7)氨基葡萄糖处理 :T-( 细胞，有利

于病毒对细胞的适应，这可能与 7)氨基葡萄糖诱导细胞进入

S期，促进病毒的增殖有关［(］；蔗糖密度梯度离心得到纯化的

病毒粒子，观察病毒的形态呈正二十面体对称，直径大约为 -1
. /0BO，这与资料中报道的 :$;/ 的形态和特征相符。在其他

研究报道中，有学者用 ;DMK、+T 等细胞分离 :$;/，但是病毒

对细胞的适应性较差，并且有报道认为 :$;- 连续在 ;DMK 细

胞传代时会导致病毒抗原性的改变［-0］。

基因组核苷酸同源性和系统进化树分析发现，:$;/ 存

在两种基因亚型，其中一种基因亚型的病毒基因组由 -13189

组成（!亚型），另一种基因亚型的病毒基因组由 -13489 组成

（"亚型）。来自浙江的 :$;/ 分离株为基因!亚型。来自中国大

陆的其他 :$;/ 分离株，有的属基因!亚型，有的属基因"亚型

（图 &）。就浙江的 :$;/ 分离株而言，虽属同一基因型，但基

因组核苷酸的一致性也存在一定差异，提示 :$;/ 在不同外界

环境条件下存在一些变异。

软件分析表明，:$;/ 和 :$;- 之间变异表现为碱基的插

入、缺失和突变。:$;/ 与 :$;- 相比主要在 &4 . &%、23 . 21、3(
. 1&、-0/4、-0&1 . -022、-(22 . -(2( 位上发生碱基的插入；在

%&/ . %&&、-002 . -00(、-3&2 . -3&(、-1&1 . -1&4、-13- . -13/ 位之

间发生碱基的缺失。另外，在其他位置发生大量点突变和连

续突变。3( . 1& 位上的插入和 %&/ . %&& 位之间的碱基缺失导

致 :$;/ 的 *+,- 编码的 +D9 蛋白比 :$;- 多两个氨基酸。碱

基的插入主要发生在 :$; 的 *+,-，这提示病毒在宿主细胞

内的增殖和复制的方式有差异，而导致了 :$;- 可以在细胞内

持续感染，而 :$;/ 则可以导致宿主发病。在 :$; 的 *+,/ 阅

读框中发生大量的碱基点突变。而 :$;/ 病毒之间的差异主

要在 *+,- 的前 200 个碱基内的散在点突变和 *+,/ 内大量的

点突变。*+,- 的突变位点较少，且发生位置多在密码子的第

/、& 位；*+,/ 的突变位点较多，且突变频率较快，除了在密码
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子的第 !，" 位也都存在突变现象外，在第 # 位也存在较多的

突变点。这种突变是否与它逃避免疫应答的机制有关，需要

通过实验进一步验证。
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