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动物及兽医生物技术                                                              

猪细小病毒 VP2蛋白 N端甘氨酸富集区的缺失对病毒 
样颗粒形成及免疫原性的影响 

陈弟诗 1，郭万柱 1，陈杨 1，徐志文 1，李雯 2，任玉鹏 1，王小玉 1 
1 四川农业大学 动物生物技术中心，雅安 625014 
2 四川省畜牧科学研究院，成都 610066 

摘  要: 猪细小病毒 (PPV) VP2 蛋白 N 端连续 9 个甘氨酸富集的编码区是 VP3 蛋白的切割位点，常规 PCR 扩增容易

导致该区段的缺失，为研究该缺失对 PPV 病毒样颗粒 (VLPs) 的影响，探索 VP2 病毒样颗粒上适合外源基因插入的位

点，构建了该区段缺失的 VP2 的真核表达载体 pCI-△VP2，并以完整 VP2 作为对照，采用脂质体介导法转染 Vero 细胞，

通过生物信息学技术、SDS-PAGE、Western blotting、间接免疫荧光以及正染和免疫电镜对表达产物进行分析观察；进

一步将重组质粒以核酸疫苗的方式直接肌注免疫小鼠，采用间接 ELISA 试验、淋巴细胞增殖试验和 T 细胞亚群流式细

胞技术，分析免疫小鼠的体液和细胞免疫应答。结果显示，缺失△VP2 和完整 VP2 在 Vero 细胞中均能自我装配成 VLPs，

并具有与完整病毒粒子类似血凝性，pCI-△VP2 和 pCI-VP2 均可诱导小鼠产生较强的特异性体液免疫应答和良好的细

胞免疫应答。结果表明，甘氨酸富集区的缺失不影响 VP2 病毒样颗粒的装配和免疫原性，△VP2 同样可进行 PPV VLPs

疫苗和抗原转运载体的研制，为 VLPs 载体改造和修饰位点的探索提供了新方向，为 VP2 基因结构与蛋白质功能的关

系提供了新的理论依据。 
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Effect of the Glycine-rich region deleted PPV VP2 to 
the VLPs 
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Abstract:  The N-terminal of porcine parvovirus (PPV) viral protein 2 (VP2) links a glycine-rich domain which is a cleavage site 
of PPV VP3.In order to confirm that the glycine-rich domain was essential for the self-assembling of virus-like particles (VLPs).The 
VP2 gene with glycine-rich domain deleted and the complete VP2 gene were inserted to eukaryotic expression vector pCI-neo and 
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were named pCI- VP2 and pCI△ -VP2. Then, pCI- VP2, pCI△ -VP2 and pCI-neo were transferred into Vero Cells by liposome and the 
VLPs was detected by SDS-PAGE, Western blotting, indirect immunofluorescence and immunoelectron microscopy. Furthermore, 56 
female Kunming mice were divided into 5 groups and injected intramuscularly with pCI- VP2, pCI△ -VP2 and pCI-neo as DNA 
vaccine, PPV inactivated vaccine and normal saline separately. The peripheral blood of the mice was collected to analyze the 
subgroups of the peripheral blood mononuclear cell by flow cytometry, to detect the antibody and lymphocyte proliferation by 
indirect-ELISA and MTT assay separately. The results show that the VLPs were observed both in the pCI- VP2 and pCI△ -VP2 
transferred Vero Cells. The two VLPs could agglutinate guinea pig erythrocytes. The results also show that both the pCI- VP2 and △

pCI-VP2 vaccine induced special cellular and humoral immunity effectively. Those results revealed that the glycine-rich domain is 
not essential for the VPL’s self-assembling. This study provides a new theoretical evidence for the relationship between the gene 
structure and protein function of VP2. 

Keywords:  porcine parvovirus (PPV), VP2, glycine-rich region, deletion, virus-like particles (VLPs) 

猪细小病毒 (Porcine parvovirus，PPV) 属于细

小病毒科细小病毒属的自主型病毒。以前该病毒作

为引起猪繁殖障碍的严重病原之一受到诸多学者

关 注 ， 近 来 在 断 奶 仔 猪 多 系 统 衰 竭 综 合 征  

(PWMS) 中 ， 由 于 能 促 进 猪 圆 环 病 毒 Ⅱ 型  

(Porcine circovirus type2，PCV2) 的复制而显著增

强其致病作用，因此，作为 PCV2 的协同病毒倍受

重视。成熟完整的 PPV 病毒粒子呈圆形或六角形

的二十面体对称结构，无囊膜，直径为 23~25 nm。

包含 PPV 主要抗原决定簇以及决定 PPV 种系进

化、血凝活性、组织嗜性和宿主范围 [1]的主要结构

蛋白基因 VP2，是不完整“空壳”粒子的主要构建

者，在体外表达能够自我装配成类似天然病毒衣

壳的结构病毒样颗粒  (Virus-like particles，VLPs)。

这种颗粒不含病毒核酸无感染性但有血凝活性，

具有与完整病毒类似的良好免疫原性和稳定性，

并能在适当的位点容纳外源抗原同时保持三维结

构并诱导相应免疫反应，因此研究作为新型疫苗

和良好的转运载体具有很大的应用前景。本课题

组致力于 PPV VP2 病毒样颗粒研究，现已将其作

为载体携带猪圆环病毒 PCV2 主要免疫抗原 ORF2

进行重组病毒样颗粒疫苗的研究，并进行了关于

VP2 N 端 [2]、C 端 [2-3]作为 ORF2 的插入位点对 PPV 

VLPs 形成影响的研究，以及 VP2 上 2 个半胱氨酸

残基位点 Cys-402 和 Cys-214 突变[4]对 VLPs 形成影

响的研究，并取得一定成果。 

有趣的是，在研究过程中我们发现对 VP2 基因

进行 PCR 扩增时，在 5′端 73~108 nt 处有 36 bp 缺失，

而该区段是 VP2 蛋白 N 端连续 9 个甘氨酸富集的编

码区 (25~33 aa)，且可能是产生 VP3 蛋白的切割位

点[5-6]。为此，我们构建了 PPV VP2 缺失突变体的真

核表达载体，以完整 VP2 作为对照，研究了该区段

的缺失对 PPV VLPs 形成以及免疫原性的影响，为

深入探讨 PPV VP2 基因结构与蛋白质功能特性的关

系提供了新的理论依据，有助于 VP3 的研究，丰富

了 PPV 分子生物学内容，为探索 VP2 上外源基因插

入位点以及研制 PPV VLPs 疫苗和抗原转运系统提

供了新的方向。 

1  材料与方法 

1.1  毒株、菌株、质粒和细胞 
猪细小病毒 (PPV) SC-1株[7]由本实验室分离鉴

定保存；真核表达载体质粒 pCI-neo 由本实验室保

存；pMD19-T Simple Vector 购自宝生物工程 (大连) 

有限公司；大肠杆菌 Escherichia coli DH5α 菌种和

Vero 细胞由本实验室保存。 

1.2  主要试剂 
限制性内切酶、Taq DNA 聚合酶、低分子量蛋

白预染 Marker 均购自宝生物工程 (大连) 有限公

司；DNA 凝胶纯化试剂盒、Pfu PCR MasterMix 购
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自天根生化科技  (北京) 有限公司；FuGENE HD 

Transfection Reagent 和 High pure Plasmid Isolation 

Kit 自 Roche 公司；PPV 抗体检测试剂盒购自深圳绿

诗源生物科技有限公司；Rabbit anti-pig IgG/FITC 和

HRP 购自北京博奥森生物技术有限公司；anti mouse 

CD3
+/APC、CD4

+/PE、CD8
+/FITC 购自晶美公司。 

1.3  试验动物 
6~8 周龄雌性的昆明小白鼠，体重 18~20 g，购

自四川大学实验动物中心。猪细小病毒灭活苗购自

中牧实业有限公司。 

1.4  PPV VP2 缺失基因和完整基因的 PCR 扩增、

克隆及序列测定 
1.4.1  引物设计与合成 

根据 PPV VP2 基因的核苷酸序列  (GenBank 

Accession No. NC001718) 设计一对引物 P1a/P2a，

扩增 VP2 完整 ORF，仅从 ATG 到 TAG，预期大小

为 1 740 bp。同时设计一对引物 P1b/P2b，扩增 VP2

完整 ORF，并适当向 ORF 两端外延伸。在 2 对上下

游引物的 5′端都引入 Xba Ⅰ和 Sal Ⅰ酶切位点 (引物

序列见表 1)。 

 

表 1  △VP2 和 VP2 的扩增引物 
Table 1  Primer sequences for PCR amplification of VP2 and VP2△  

Primer name Primer sequence (5′−3′) Restriction site PCR length (bp) 

P1a 
P2a 

TCTAGAATGAGTGAAAATGTGGAA 
GTCGACCTAGTATAATTTTCTTGGTA 

Xba I 
Sal I 1 752 ( 1△  716) 

P1b 
P2b 

TCTAGAATGAGTGAAAATGTGGAAC 
GTCGACGTAAACACATGAGAGCTTG 

Xba I 
Sal I 2 054 

 

1.4.2  PPV VP2 缺失基因和完整基因的 PCR 扩增、

克隆及序列测定 

以 P1a/P2a 为引物从实验室保存的 PPV DNA 模

板中 PCR 扩增 PPV VP2 基因，反应体系为 20 μL，

其中：P1a/P2a 各 0.5 μL，2×Pfu PCR MasterMix 

10 μL，PPV DNA 1 μL，dH2O 8 μL。以 P1b/P2b 为

引物扩增 VP2 完整基因，反应体系为 20 μL，其中：

P1b/P2b 各 0.5 μL，2×GC buffer I 10 μL，dNTPs 

0.5 μL，LA Taq DNA 聚合酶 0.5 μL，PPV DNA 1 μL，

dH2O 7 μL。扩增条件均为：94 ℃ 5 min；94  1℃  min，

55  1℃  min，72  2 min℃ ，35 个循环；72 ℃延伸

10 min。2 条 PCR 产物特异条带经琼脂糖凝胶电泳

分析后回收，克隆至 pMD19-T Simple 中并转化大肠

杆菌 DH5α，筛选氨苄青霉素平板上单个菌落扩大培

养，提取质粒进行 PCR 以及 Xba Ⅰ/Sal Ⅰ双酶切鉴

定，正确后送上海 Invitrogen 公司测序，命名为

pMD- VP2△ 和 pMD-VP2。 

1.5  重组真核表达载体 pCI-△VP2 和 pCI-VP2的
构建 

用 Xba Ⅰ /Sal Ⅰ分别双酶切 pMD- VP2△ 和

pMD-VP2 以及 pCI-neo 载体，将回收的 VP2 以及

VP2△ 基因片段分别连接入 pCI-neo 载体，转化大

肠杆菌 DH5α，重组质粒经 Xba Ⅰ/Sal Ⅰ双酶切和

PCR 鉴定正确后命名为 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2。 

1.6  重组质粒 pCI-△VP2 和 pCI-VP2 的表达 
1.6.1  重组质粒 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 的转染 Vero

细胞 

pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 在 Vero 细胞中的表达采

用脂质体介导法，具体操作参照 Roche 公司的转染

试剂盒 FuGENE HD Transfection Reagent 说明书进

行，同时设立空载体对照。使用核酸蛋白仪分别测

定重组质粒的浓度，按照质粒 DNA 与脂质体 2 μg：

5 μL 的比例混合转染，转染后将细胞置于 CO2 培养

箱，37 ℃培养 24~72 h。 
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1.6.2  重组质粒的表达产物 Western blotting 检测和

间接免疫荧光检测 

转染 48 h 分别收集转染细胞及上清进行

SDS-PAGE 和 Western bloting 检测，具体操作参见

《分子克隆》第 3 版，一抗为猪抗 PPV 的多克隆抗

体 (1∶100 稀释)，二抗为 HRP-兔抗猪 IgG 抗体 

(1∶1 000)。另用 4％多聚甲醛固定转染细胞进行间

接细胞免疫荧光鉴定，以猪抗 PPV 多克隆抗体为一

抗 (1∶100 稀释)，FITC 荧光标记的兔抗猪 IgG 为

二抗，于荧光显微镜下观察结果。 

1.6.3  表达产物的电镜观察 

刮下转染后 72 h 的 Vero 细胞，15 000 r/min、

4 ℃离心 30 min，沉淀用 2.5％的戊二醛 4 ℃固定后，

经电镜样品处理后，用透射电镜观察 VLPs 的形成。 

1.6.4  VLPs 的粗纯及免疫电镜观察 

将用重组质粒 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 分别转染

10 cm2 细胞瓶的 Vero 细胞 56 h 后，弃培养上清，

用 PBS 洗 2 次，留约 1 mL PBS，轻刮下细胞，收集

2 至 3 瓶转染细胞后，−20 ℃反复冻融拍打 3 次在超

声波使细胞完全裂解，8 000 r/min、4 ℃离心 30 min，

吸取上清，参考文献[8]对其进行超离纯化。向纯化

后的样品液中加入等量的兔抗 PPV 高免血清 

(1∶40 倍稀释) 于 37 ℃作用 1 h，25 000 r/min 离心

1 h，沉淀用 50 μL 无菌去离子重悬，作为免疫电镜

样品进行负染观察。 

1.7  红细胞凝集试验  
取 VP2△ 和 VP2 病毒样颗粒的粗纯化物进行红

细胞凝集试验，以 PPV 全病毒作对照。操作参照猪

细小病毒红细胞凝聚抑制试验操作规程 (SN/1919- 

2007) 进行。 

1.8  △VP2 真核表达的免疫原性的研究 
1.8.1  实验动物分组与免疫 

选取 6~8 周龄昆明小白鼠 56 只，随机分成 5 组，

每组 12 只。其中Ⅰ组，接种 pCI- VP2△  (100 μg/只)；

Ⅱ组，接种 pCI-VP2 (100 μg/只)；Ⅲ组，接种猪细

小病毒灭活疫苗 (0.2 头份/只)；Ⅳ组，接种 pCI-neo

空载体；Ⅴ组为生理盐水空白对照。免疫方式为后

肢肌内注射，免疫前 3 天该部位注射 0.5％普鲁卡因

100 μL，首免时相同部位肌肉注射，首免后第 14 天

相同部位相同剂量进行二免。每组小鼠随机选 4 只

分别于 0、7、14、21、42、56 d 断尾采血取凝血和

抗凝血各 1 份；分别于首免后 42 d 无菌摘取脾脏用

于淋巴细胞增殖实验。凝血分离血清用于 PPV 抗体

检测，抗凝血用于 T 淋巴细胞亚群的动态监测。 

1.8.2  PPV 抗体监测 

使用深圳绿诗源生物科技有限公司的 PPV 抗体

检测试剂盒，使用羊抗鼠二抗替换试剂盒中的羊抗猪

二抗，工作浓度为 1∶2 500，具体方法根据说明书。 

1.8.3  T 淋巴细胞转化实验 

无菌将小鼠脾制成脾细胞悬液浓度调整为

2×106 个/mL，于 96 孔板中加入 100 μL/孔，每只小

鼠为 9 孔，其中 3 孔为 ConA 刺激组，ConA 终浓度

为 5 mg/L；3 孔为 PPV 刺激组，加入 PPV 病毒液

10 μL (HA 效价为 1∶1 280)；3 孔为正常脾细胞组。

37 ℃培养 68 h 左右，加入 MTT 终浓度 0.5 g/L，

于振荡器上混匀，继续培养 4 h 后，每孔加入 DMSO 

150 μL，充分混匀，静置数分钟后于 1 h 内测 OD570

值，计算刺激指数 (SI)，计算公式为：SI=A/B，A

为刺激组 OD570 值，B 为正常组脾细胞 OD570 值。 

1.8.4  T 淋巴细胞亚群的动态监测 

将抗凝血置于 FCM 测量管中；加入 2 mL 溶

红细胞液，充分混匀，在 4 ℃冰箱中反应 10 min，

以 1 500 r/min 离心 5 min，去上清；加入 5 mL 

PBS 液洗涤，收集细胞，重复 2 次。加入 0.5 g/L 

CD3 
+/APC 单克隆抗体 2 μL，0.1 g/L CD4

+/PE、

CD8
+/FITC 单克隆抗体试剂各 10 μL，充分混匀后在

4 ℃冰箱中避光反应 30 min；再加 1 mL PBS 缓冲液，

以 1 500 r/min 离心 5 min，弃上清；将管底细胞用

1 mL PBS 悬浮，上机检测。检测结果用 Cellquest

软件分析。 
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2  结果 

2.1  PPV△VP2 和 VP2 的 PCR 扩增及分析 
以 PPVSC-1 病毒基因组 DNA 为模板，用 P1a/P2a

和 P1b/P2b 引物分别进行 PCR 扩增 VP2 基因，经

0.7％琼脂糖凝胶电泳分析，结果显示在 1 700 bp 和

2 000 bp 处有特异条带，与预期大小相符 (图 1)。将

其分别克隆至 pMD19-T Simple 载体测序鉴定。 

测序后与 PPV NADL-2 株 VP2 进行比对发现，

VP2△ 从 73~108 nt 缺失 36 bp，缺失片段为：

GGGGGTGGGGGCGGCGGTGGCGGGGGTAGGG
GTGCT，即从 25~36 aa 缺失 12 个氨基酸，缺失氨

基酸为：GGGGGGGGGRGA；2 个碱基发生突变：

713 位 C→T，1 115 位 G→A 导致 372 位氨基酸由

A→T (丙氨酸→苏氨酸)，而 VP2 仅 2 个碱基发生突

变，突变位置与 VP2△ 相同。利用 SWISS-MODEL

和 PDB 数据库进行同源建模预测 VP2△ 和 VP2 蛋白

的三维结构，应用 Swiss-PdbViewer 和 VectorNTI 软

件进行分析 (图 2)。 

2.2  含 PPV△VP2 和 VP2 真核表达载体的构建 
经 Xba Ⅰ /Sal Ⅰ双酶切后，pCI- VP2△ 得到

1 700 bp 和 5 400 bp 两条带，pCI-VP2 得到大小约

2 000 bp和 5 400 bp的两条带 (图 3)，分别用 P1a/P2a

和 P1b/P2b 引物 PCR 鉴定，同样得到 1 700 bp 和

2 000 bp 两条带，与预期相符。表明真核表达载体

pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 构建成功。 

 

图 1  PPV△VP2 和 VP2 的 PCR 扩增 
Fig.1  PCR amplification of PPVΔVP2 and VP2. M: DNA 
marker; 1: PCR product of ΔVP2; 2: PCR product of VP2. 

 

           

图 2  VP2 蛋白的三级结构预测 
Fig. 2  Tertiary structure prediction of capsid protein VP2. (A) Tertiary structure model of PPV VP2, show α-helix and arrows 
(β-strand) as well as side chain, the purplish solid pipe represent deletion fragment on which labeled amino acid’ name and position. 
(B) Tertiary structure model of CPV VP2 homologous with PPV VP2, show secondary structure and C-main chain, red pipe represent 
deletion fragment. (C) Tertiary structure model of PPV VP2 which deleted 37 aa in the N-terminus. 
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图 3  pCI-△VP2 和 pCI-VP2 的双酶切鉴定 
Fig. 3  Identification of pCI-ΔVP2 and pCI-VP2 by enzyme 
digestion. M: marker ; 1: pCIⅢ -ΔVP2 digested with Xba I and 
Sal I; 2: pCI-VP2 digested with Xba I and Sal I. 

 
2.3  SDS-PAGE 和 Western blotting 检测重组质

粒的表达产物 
转染 48 h 分别收集 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 转染

细胞进行 SDS-PAGE，考马斯亮蓝染色，发现两者

在约 64 kDa 处均有明显蛋白条带；用猪抗 PPV 多

克隆抗体进行 Western bloting 检测，结果显示在约

64 kDa 处均出现对应特征性条带 (图 4)，说明 VP2△

和完整 VP2 在 Vero 细胞中均成功表达，猪抗 PPV

多克隆抗体能够识别 VP2△ ，且表达的 63.6 kDa 蛋

白具有与 PPV VP2 表达的 64.3 kDa 蛋白相似的抗原

特性。 

 

图 4  SDS-PAGE 和 Western blotting 分析 pCI-△VP2
和 pCI-VP2 在 Vero 细胞中的表达 
Fig.4  SDS-PAGE and Western blotting analysis of expression 
products of pCI-ΔVP2 and pCI-VP2. M: protein molecular 
weight marker (low); 1: expression result of pCI-VP2 in vero, 
after transfected 48 h; 2: pCI-ΔVP2; 3: pCI-neo; 4: Western 
blotting result of the expressed protein of pCI-VP2; 5: Western 
blotting result of the expressed protein of pCI-ΔVP2; 6: 
pCI-neo control. 
 

2.4  重组质粒表达的间接免疫荧光检测 
将 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 重组质粒转染 Vero

细胞，培养 48 h 后，进行间接免疫荧光试验，在

荧 光 显 微 镜下 可 以 观 察到 转 染 pCI- VP2△ 和

pCI-VP2 的 Vero 细胞均有明显的亮绿色荧光，而

空载体转染未见有  (图 5)。结果表明真核表达质

粒 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 在 Vero 细胞中进行了表

达，VP2 的缺失不影响小鼠抗 PPV 多克隆抗体对

表达产物的识别。  

   

图 5  间接免疫荧光检测 pCI-△VP2 和 pCI-VP2 在 Vero 细胞中的表达 (200×) 

Fig.5  Detection of pCI-ΔVP2 和 pCI-VP2 expressed in Vero cells by indirect immunofluorescence assay (IFA) (200×). (A) IF of 
pCI-ΔVP2 expressed in vero after 48 h of transfection. (B) IF of pCI-VP2 expressed in vero after 48 h of transfection. (C) Blank control. 
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2.5  表达产物的电镜观察 
经固定和染色，在透射电镜下观察转染 48 h 的

细胞，发现 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2的表达产物在 Vero

细胞中均形成了病毒样颗粒，直径大约为 20 nm (图

6)，形态大小类似于全病毒粒子。进一步纯化表达

产物 (VLPs) 进行免疫电镜观察。 

2.6  表达产物的免疫电镜观察 
pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 表达产物经纯化与兔抗

PPV 的阳性血清反应后，负染进行电镜观察，均能

观察到表达产物所形成的病毒样颗粒 (图 7)，呈典

型的六角型，无囊膜，无核酸，大小约为 20 nm，

表明 VP2 N 端甘氨酸富集区的缺失对病毒样颗粒的

形成无明显影响。 

2.7  红细胞凝聚试验 
用 VP2△ 和 VP2 病毒颗粒样的粗纯化物进行

血凝试验，发现表达的 PPV VP2△ 和 VP2 蛋白均

具有类似于全病毒的血凝活性，血凝价可达到

1∶128。  
 

      

图 6  电镜观察表达产物在 Vero 细胞中形成的病毒样颗粒 
Fig.6  Electron microscopy analysis of VLPs pCI-ΔVP2 and pCI-VP2 expressed in Vero cells. (A) pCI-ΔVP2 expressed VLPs. 
(B) pCI-VP2 expressed VLPs. 
 

      

图 7  pCI-△VP2 和 pCI-VP2 表达粗提物经免疫电镜负染观察 
Fig.7  Observation of the crude protein of pCI-ΔVP2 and pCI-VP2 expressed by negative staining and immunoelectron microscope. 
(A) The crude protein of pCI-ΔVP2 expressed. (B) The crude protein of pCI-VP2 expressed. 
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2.8  小鼠的体液免疫应答 
试剂盒采用间接 ELISA 方法进行测定，结果见

图 8。真核表达质粒 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 组在首

免小鼠后 2 周血清抗体 OD630 值有明显升高，二免

后抗体水平显著提升，到第 5 周达到较高水平，抗

体 OD 值在第 14~56 天极显著 (P＜0.01) 高于空载

体和生理盐水对照组，而 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 组

间无明显差异。猪细小灭活苗组在首免后 3 周检出

PPV 阳性抗体，二免后第 2 周抗体水平迅速上升。

表明真核表达质粒 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 均可诱导

小鼠产生特异性抗 PPV 的体液免疫应答，而缺失对

体液免疫的诱导无影响。  

2.9  免疫小鼠脾细胞增殖试验 
真核表达质粒 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 组，经特

异性刺激物 PPV 刺激后均能够诱导强烈的脾淋巴细

胞增殖反应，与 pCl-neo 和生理盐水对照组差异极显

著 (P＜0.01)，而 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 组间无明

显差异，虽然与猪细小灭活苗组在数值上有明显差

异，但在统计学上差异不显著 (表 2)。表明缺失对

VP2 刺激脾淋巴细胞增殖无明显影响，且 pCI- VP2△

和 pCI-VP2 在诱导细胞免疫方面可达疫苗水平。 
 

表 2  免疫小鼠脾脏细胞增殖试验结果 
Table 2  The results of speen lymphocyte proliferation 
response with PPV in mice immunized 

Group SI PPV (n=4) P＜0.01 

pCI- VP2△  2.101±0.159 A 

pCI-VP2 2.158±0.290 A 

PPVinactivated vaccine 1.936±0.161 A 

pCI-neo 1.322±0.143 B 

Normal saline 1.198±0.110 B 

 
2.10  T 淋巴细胞亚群动态结果 

经流式细胞仪检测，统计分析显示，pCI- VP2△

和 pCI-VP2 组 CD4+T 淋巴细胞数量在第 14~42 天极

显著 (P＜0.01) 高于 pCI-neo 和生理盐水对照组，

但 pCI- VP2△ 组和 pCI-VP2 组间无明显差异；猪细

小病毒灭活苗组 CD4+T 淋巴细胞数量在 7~14 d、28 d

显著 (P＜0.05) 高于 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 组 (图 

 

 
图 8  免疫后小鼠血清中 PPV 抗体的变化 
Fig.8  PPV antibody immune response induced by the different group of vaccines in the serum of the immunized mice.
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9)。pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 组 CD8+T 淋巴细胞数量

在第 7~42 天极显著 (P＜0.01) 高于 pCI-neo 和生理

盐水对照组，在 21~28 d 显著 (P＜0.05) 高于细小

病毒灭活苗组，pCI- VP2△ 组和 pCI-VP2 组间无明

显差异 (图 10)。表明 pCI- VP2△ 和 pCI-VP2 不仅能

刺激 CD4+淋巴细胞的明显增殖，而且在刺激 CD8+

淋巴细胞的增殖方面明显优于灭活苗，缺失对刺激

T 淋巴细胞亚群无明显影响。 

 

 

图 9  小白鼠外周血 CD4+淋巴细胞数量的动态变化 
Fig.9  The dynamic change of CD4+ T-lymphocyte by Peripheral blood leukocytes of the immunized mice. 
 

 

图 10  小白鼠外周血 CD8+淋巴细胞数量的动态变化 
Fig.10  The dynamic change of CD8+ T-lymphocyte by peripheral blood leukocytes of the immunized mice. 



1738    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q Chin J Biotech         December 25, 2011  Vol.27  No.12 

  

Journals.im.ac.cn 

3  讨论 

VP2 作为 PPV 的主要结构蛋白，早已成为 PPV

的研究方面的重点，在诊断试剂和疫苗研究方面已

彰显潜力，尤其在动物生物制品日新月异的今天，

VP2 更是 PPV 的研究关键和新型疫苗的首选目标。

现已应用于预防 PPV 的核酸疫苗[9-12]，动物[13-14]和

细菌[15]的基因工程活载体疫苗，基因工程亚单位疫

苗[16-19]等方面研究中。PPV VP2 不仅可以用于 PPV

疫苗的开发，而且可用作多价基因工程疫苗的载

体 [20-22]。因此，对 VP2 结构与功能深入透彻地探究

有助于 PPV 的研究和相关疫苗的开发。 

笔者为进行 VP2 病毒样颗粒新型疫苗研究，

在利用 PPV 基因组 DNA 或克隆在 T 载体中的

VP2 (2 047 bp) 进行从 ATG 到 TAG 的完整 ORF 的

常规 PCR 扩增时，经多次多种方法试验和测序后发

现 PCR 产物总会缺失相同的区段 73~108 nt，该区段

是甘氨酸富集区也是 VP3 切割位点。缺失的具体原

因还不清楚，推测以 PPV 基因组为模板其 DNA 的

存在形式对 VP2 的缺失可能有一定关系，成熟 PPV 

DNA 为单股负链，3′端存在发夹结构[23]，VP2 靠近

发夹结构，发夹结合并包裹 VP2 形成位阻，甚至导

致 VP2 PCR 扩增困难，PPV 复制型 RF-DNA 中间体

可能有助于 VP2 的完整性扩增，这与 PPV 繁殖复制

及抽提时间有密切关系；而以 T-VP2 (2 047 bp) 为

模板，缺失区段可能形成特殊稳固的 DNA 二级结构

埋藏于链内部，都阻碍引物在 DNA 聚合酶的作用下

向模板的该位置延伸。但为什么通过设计引物 3′端

向 VP2 ORF 外延伸能够扩增出无缺失 VP2，原因是

否是远离 3′的引物有利于引物绕过 3′端二级结构的

空间位阻和通过稳固区段，这有待其他研究证实；

而 GC buffer 可促进 G 含量超高的缺失部位充分变

性，是否是两者共同作用保证了 VP2 的完整扩增。 

缺失区可折叠形成 α-螺旋结构，根据同源模建

的蛋白质 3D 结构可以看出该区段位于 3D 结构外

侧，缺失区段并未破坏蛋白折叠成高级结构的二

硫键，也未破坏 VP2 形成的蛋白单体的内部空间

结构，预测不会破坏 VP2 病毒样颗粒的形成。Pan 

等 [24]将 PCV II 的 Cap 蛋白的抗原表位 108 bp (第

165~200 位氨基酸) 嵌合到 N 端缺失 108 bp 的

PPVVP2 基因，通过重组腺病毒成功表达了能自行

装配的 PCV2 Cap-PPV VP2 嵌合病毒样粒子，形态

大小和血凝活性与 PPV 全病毒粒子相似，在不使用

佐剂的情况下比单独的 PCV2 腺病毒重组体能够诱

导更强的抗体反应，表明 PPV VP2 N 端 108 bp 的缺

失并不影响 VLPS 的装配。Gilbert 等[25]将犬细小病

毒 VP2 的 N 端缺失突变体 (缺失 14、23 和 40 个氨

基酸残基) 与增强绿色荧光蛋白基因 (EGFP) C 末

端融合，重组杆状病毒用昆虫细胞进行表达经纯化

后，利用流式细胞分类技术监测到缺失 23、40 个氨

基酸的 EGFP-VP2 能装配成发出绿色荧光病毒样颗

粒结构，而缺失 14 个氨基酸的 EGFP-VP2 则不能，

且缺失 23 个氨基酸的融合 VP2 比无缺失的具有稍

大的流体半径，还证明了缺失 40 个氨基酸的 VP2

更适宜于融合多肽进一步展示在衣壳样结构的表

面。这两个试验均表明 VP2 N 端一定部位的缺失并

不影响病毒样颗粒的形成，同时还有利于嵌合多肽

的抗原递呈。 

由于缺失区段的特殊构成，特别位置和特异功

能，引起了笔者的关注，为研究该缺失对 PPV VLPs

的影响，构建了 pCI- VP2△ 和 pCI- VP2 真核表达质

粒。细胞转染试验，表明两者均在体外自我装配成

VLPs，笔者推测两真核表达载体进入活动物体内细

胞同样能装配成 VLPs，因此，本研究未使用纯化的

病毒样颗粒进行动物实验，而将其作为核酸疫苗直

接免疫小鼠，这样通过小鼠血清 PPV 抗体水平、T

淋巴细胞的增殖和 T 细胞亚群分析试验，很大程度

上也能反映和评价 VP2 甘氨酸富集区的缺失对病毒

样颗粒免疫效果影响。PPV VP2 蛋白有 9 个已经被

证实的线性抗原表位[26]，缺失区 (25~36 位氨基酸) 
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覆盖了中和能力最强的第 1 个线性抗原表位 21~33

位氨基酸 (21-GNESGGGGGGGG-33) 的 2/3；同时，

缺失的 VP2 由于碱基突变导致 372 位氨基酸由 A 变

为 T，导致与 PPV 中和反应有关的第 6 抗原表位

367~383 氨基酸  (367-DEPNGAIRFTMDYQHGH- 

383) 的变异。但小鼠的体液免疫实验结果表明缺失

VP2 与完整 VP2 以 DNA 疫苗方式诱导的抗 PPV 特

异性抗体效价几乎相同，显示出较为理想的抗体水

平和变化规律，缺失区和突变点虽然引起少量抗原

表位的变化但未影响 VP2 的体液免疫原性。 

从免疫小鼠脾细胞增殖试验和 T 淋巴细胞亚群

动态数据反应：缺失和非缺失的 VP2 都能明显刺激

CD8+淋巴细胞增殖，诱导机体 MHCⅠ型免疫应答反

应，在细胞免疫方面都展现出非凡的潜力，说明缺

失和非缺失的 VP2 很可能在细胞内成功表达并装配

成病毒样颗粒，这论证了笔者将其作为核酸疫苗直

接免疫小鼠的观点，同时缺失和非缺失诱导的

CD4+、CD8+淋巴细胞动态变化趋势无明显差异，证

明了 VP2 甘氨酸富集区的缺失对病毒样颗粒在细胞

免疫方面无明显影响。  

近来，很多学者对以 PPV VP2 VLPs 作为疫苗

递呈系统在病毒样颗粒中的合适插入位点进行了探

索，发现 VP2 的 N 端[27]，VP2 蛋白质三级结构的

loop2 处[28]，以及 N 端[2,29]1/3 处 (肽链的 171 和 172

位氨基酸间) 均可作为外源蛋白的插入位点，其中

loop2 处的研究相对深入，但在抗原肽的展示、运载

的容量、病毒样颗粒的包装等方面各自尚存在缺陷。

本研究探索了 VP2 N 端甘氨酸富集区的缺失对病毒

样颗粒的影响，结果显示缺失对 VP2 在病毒样颗粒

的形成、血凝活性、免疫原性等方面几乎无影响，

表明该位点有可能作为携带外源抗原的候选位点，

而外源抗原在该位点的插入对病毒样颗粒的影响，

外源抗原的免疫递呈，该位点对外源抗原的承载能

力等都需要进一步试验证明。 

综上所述，甘氨酸富集区的缺失不影响 VP2 病

毒样颗粒的装配和免疫原性， VP2△ 同样可进行

PPV VPLs 疫苗和抗原转运载体的研制，而该缺失阻

断了 VP3 的水解，避免了病毒重组的回复突变，因

此，应用 VP2△ 可能更具生物安全性。本研究为以

PPV VLPs 为基础的多价疫苗和抗原转运系统的研

究提供理论参考，为 VLPs 载体改造和修饰位点的

探索提供了新方向，为 VP2 基因结构与蛋白质功能

的关系提供了新的理论依据，并为进一步防治 PPV

的流行提供了分子流行病学资料。 
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