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摘  要: 滚环扩增技术是一种体外恒温 DNA 扩增方法, 特异性好, 敏感性强, 已广泛应用于微生

物学领域。首先采用鉴别 PCR 对来自新疆某地区的 5 份猪病料进行猪圆环病毒 2 型的检测, 接着

对检出的 2 份猪圆环病毒 2 型阳性 DNA 样品进行滚环扩增。滚环扩增产物经单一限制性内切酶

(Sac )Ⅱ 酶切及琼脂糖凝胶电泳鉴定, 结果显示 2 份样品都出现了猪圆环病毒 2 型基因组大小的条

带。对目的条带进行回收、克隆与测序, 结果表明 2 株新疆株猪圆环病毒 2 型的全基因组大小皆

为 1768 bp。遗传进化分析显示 2 株的基因型为 PCV2a 和 PCV2e。 
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Abstract: Rolling-circle amplification (RCA) is an isothermal DNA amplification assay in vitro, which 
has good specificity and sensitivity and has been extensively applied to microbiological investigations. 
In this study, five diseased swine samples from certain region of Xinjiang were first detected by differ-
ential PCR for porcine circovirus type 2 (PCV2), and then RCA was utilized for amplification of the 
full-length genomic DNA of two positive samples. Verification with Sac II resticition enzymatic map-
ping showed that PCV2 specific genome-size bands appeared on agarose gel. The targeted bands were 
purified and cloned. With the aid of sequencing, the genomes of two viral strains were obtained and 
proved to be 1768 bp in length. Moreover, the phylogenetic analysis indicated that they were divided 
into two different genotypes (PCV2a and PCV2e). 
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猪 圆 环 病 毒 2 型 (Porcine circovirus type 2, 
PCV2)是猪圆环病毒相关性疾病(Porcine circovirus 
associated diseases, PCVAD)的主要病原[1], 自 1998
年 [2]发现以来, 给包括我国在内的世界养猪业带来

了巨大的经济损失。猪圆环病毒按照血清型及基因

型, 可以分为 PCV1 和 PCV2。PCV1 对猪不致病, 而

PCV2 与多种疾病相关。目前, PCV2 已是各国研究

的热点。PCV2 基因组大小为 1767 bp 和 1768 bp。

按照最新的基因型划分, PCV2 有 5 个基因型, 即

PCV2a、PCV2b、PCV2c、PCV2d 和 PCV2e[3−4]。

PCV2a 和 PCV2e 拥有同样大小的基因组(1768 bp), 
而 PCV2b、PCV2c 和 PCV2d 拥有同长的基因组

(1767 bp)。PCV2 有 2 个主要的开放阅读框(ORF1
和 ORF2), ORF1 位置(51−995 位)比 ORF2 位置

(1030/1033/1034−1734/1735 位)稳定。ORF1 编码病

毒的复制蛋白, 由 314 个氨基酸组成, 而 ORF2 编码

病毒的衣壳蛋白, 由 233 或 234 个氨基酸组成。 
1998 年 Lizardi 等 [5] 建 立 的 滚 环 扩 增

(Rolling-circle amplification, RCA)技术是借鉴自然

界中环状病原生物 DNA 分子滚环复制的方式, 用一

个六聚体随机引物结合到环状 DNA 上, 在 DNA 聚

合酶作用下扩增延伸, 产生一条具有大量重复序列

并且与环状模板链完全互补的线性单链 , 其产物

DNA 链 是 亲 代 DNA 单 位 长 度 的 成 千 上 万 倍 。

Cheglakov 等[6]研究表明, 利用 RCA 技术能够放大

环状病毒的靶核酸信号。滚环扩增技术在恒温下

操 作 , 特 异 性 好 , 敏 感 性 强 , 已 广 泛 应 用 于 多 瘤

病毒 [7]、双生病毒[8]、小麦矮腥黑穗菌[9]及柑桔溃疡

病菌[10]等的检测, 环状病毒基因组扩增[11−12]及宏基

因组研究等领域。 
目前, 国内已有许多省、自治区、直辖市报道

PCV2 的分子流行情况, 但新疆地区 PCV2 的分子流

行情况几乎是个空白, 并且 RCA 技术应用于猪圆环

病毒 2 型的报道也较少。因此, 本研究旨在通过滚

环扩增技术扩增新疆株 PCV2 的全基因组, 并进一

步分析其分子遗传演变情况。 

1  材料 

1.1  病料、载体和菌株 
本研究中涉及的 5 份猪肺脏病料系来自新疆维

吾尔自治区某经历过“高热病”侵袭的猪场。病料编

号分别为 XJ0901、XJ0902、XJ0903、JX0904 和

XJ0905。pBluescript SK (+)载体为本实验室保存。

TOP10 感受态菌购自北京天根生化科技有限公司。 

1.2  引物 
用于滚环扩增的六聚体随机引物及用于 PCV2

全 基 因 组 测 序 的 引 物 PCF1096 (5′-GGATATTGT 

AKTCCTGGTCG-3′)由上海 Invitrogen 公司合成。 

1.3  工具酶和化学试剂(盒) 
phi29 DNA 聚合酶、Sac II 酶和 T4 DNA 连接酶

皆购自 NEB 公司。病毒基因组提取试剂盒、胶回收

试剂盒和质粒提取试剂盒分别购自北京天根生化科

技有限公司、上海华舜生物工程有限公司和北京博

大泰克生物基因技术有限公司。其他试剂均为国产

分析纯或试剂纯。 

2  方法 

2.1  病毒 DNA 提取及鉴别 PCR 检测 PCV2 
DNA 提取按照天根病毒基因组提取试剂盒说

明操作。鉴别 PCR 检测 PCV2 参照文献[13]描述。 

2.2  滚环扩增 PCV2 全基因组  
具体步骤参照文献[11]描述。 

2.3  酶切鉴定滚环产物 
50 μL 体系如 下 : 10 μL 滚 环 产 物、 1.5 μL 

SacⅡ、5 μL 10 × Buffer、0.5 μL 100 × BSA、33 μL

双蒸水。反应条件: 37°C 过夜。琼脂糖凝胶电泳鉴

定酶切效果。 

2.4  回收与连接 
对 PCV2 全基因组大小的条带进行回收及连接

pBluescript SK (+)载体上的 SacⅡ酶切位点。10 μL

连接体系如下: 7 μL 回收产物、1 μL T4 DNA 连接

酶 、 1 μL 10 × T4 DNA 连 接 酶 缓 冲 液 、 1 μL 

pBluescript 载体。连接反应条件: 16°C 过夜。 

2.5  转化与挑菌 
连 接 产 物 转 化 TOP10 感 受 态 菌 ,  12−16 h

后, 挑取菌落, 37°C、150 r/min 培养过夜进行质粒

扩增。 

2.6  质粒提取与测序 
提取质粒, 电泳鉴定阳性重组质粒。对确定为
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阳性重组质粒大小的质粒送华大基因公司测序。序

列提交 GenBank, 登录号为 GU370063−GU370064。 

2.7  分子遗传进化分析 
序列比对采用 ClustalW 程序(DNAStar 软件), 

进化树采用邻接法(MEGA 4.0 软件)构建。 

3  结果 

3.1  鉴别 PCR 检测 PCV2 
对提取的 5 份病毒 DNA 进行 PCV2 的检测, 结

果显示样品 XJ0901 和 XJ0904 为 PCV2a 或 PCV2e

阳性, 其他均为阴性(图 1)。 

3.2  酶切鉴定 RCA 扩增 PCV2 全基因组 
滚环扩增产物经 Sac Ⅱ酶切 12 h 后进行电泳鉴

定, 结果显示样品 XJ0901 和 XJ0904 出现了猪圆环

病毒 2 型基因组大小的目的条带(图 2)。 

3.3  新疆株 PCV2 分子遗传进化分析 
得到的 2 株新疆株圆环病毒 2 型全基因组与 5

个 基 因 型 参 考 株 的 全 基 因 组 序 列 同 源 性 为

94.1%−99.2%(图 3)。两株的主要开放阅读框 ORF1

和 ORF2 长度分别等长(图 4)。遗传进化树显示 2

株新疆株 PCV2 分别属于基因型 PCV2a 和 PCV2e 

(图 5)。 
 

     

图 1  鉴别 PCR 检测 PCV2 结果 
Fig. 1  Detection of PCV2 by differential PCR 

注: A: PCV2a 或 PCV2e 的检测结果; B: PCV2b、PCV2c 或 PCV2d 的检测结果. 
Note: A: Detection of PCV2a or PCV2e; B: Detection of PCV2b, PCV2c or PCV2d. 

 

      

图 2  滚环扩增产物电泳鉴定 
Fig. 2  Identification of RCA products on agarose gel 

注: A: 滚环扩增产物未经 SacⅡ酶切鉴定; B: 滚环扩增产物经 SacⅡ酶切鉴定. 
Note: A: Identification of RCA products without Sac  digestion; B: Identification of RCA products with Ⅱ Sac  digestionⅡ .
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图 3  猪圆环病毒 2 型全基因组同源性比较 
Fig. 3  Homology comparison based on complete genome of 
PCV2 

 

 
图 4  猪圆环病毒 2 型 XJ0901 株和 XJ0904 株的基因组

结构 
Fig. 4  Map of PCV2 genome from the strains of XJ0901 
and XJ0904 
 

 
图 5  猪圆环病毒 2 型全基因组系统进化树分析 
Fig. 5  Phylogenetic analysis based on complete genome of 
PCV2 
注: 标有不同符号的病毒株为 PCV2 不同基因型的参考株. 
Note: The reference strains of different PCV2 genotypes were la-
belled with different symbols. 

4  讨论 

新疆地处祖国西部边陲, 地域辽阔, 近年来养

猪业也快速兴起, 养猪规模不断扩大。但 2006 年以

来 , 猪“高热病”也在天山南北猪场肆虐 , 给新疆养

猪业带来了巨大损失。PCV2 是猪“高热病”的致病因

子之一, 由于科研设施、水平及实验室条件相对落

后等因素制约, 目前新疆地区 PCV2 的分子流行情

况几乎是个空白。因此, 本研究室从新疆采集 5 份

猪组织病料来进行研究, 以期拉开调查 PCV2 在新

疆分子流行情况及特征的序幕。 
本研究在滚环扩增前首先使用鉴别 PCR 方法检

测 PCV2, 旨在调查 5 份病料是否存在 PCV2 不同基

因型间共感染情况, 使得在滚环扩增后有针对性地

克隆不同基因型的 PCV2 基因组, 不至于忽视了共

感染的存在。在本研究中, 经鉴别 PCR 方法检测, 5

份新疆病料中不存在 PCV2 不同基因型间共感染情

况, XJ0901 和 XJ0904 仅仅为 PCV2a 或 PCV2e 的单

纯感染。 

在酶切滚环扩增产物中, 本研究使用的酶是本

研究室常用的 Sac , Ⅱ 其正好对应于 PCV2 基因组中

的单一 SacⅡ酶切位点[14]。在先前的研究[13,15]中, 单

一限制性酶 EcoR I 和 Nco I 也曾使用。选择酶切用

酶可以根据自己实验室需要或条件适当选择。滚环

扩增技术是一项很好的分子生物学工具, 先前报道

称其可以提高 PCV2 感染性克隆的感染滴度[13], 可

以扩增出人类细环病毒 (Human torque teno virus, 
HTTV) 和 猪 细 环 病 毒 (Porcine torque teno virus, 

PTTV)[16]的 全 基 因 组 及 避 免 人 为 造 成 的 同 源 重

组[11]。此外, 在宏基因组方面也有很好的应用前景, 

猪细环病毒 2 型(PTTV2)就是这样被发现的[11]。本

研究中用 SacⅡ酶切滚环扩增产物, 除了产生 PCV2
基因组大小的目的片段外, 还出现了一个 20 kb 左

右大小的酶切片段(图 3), 该片段可能是未知的核苷

酸序列, 这与先前文章报道相似[11]。本研究中对该

序列进行多次克隆但未获成功, 原因可能是片段过

长很难被 pBluescript SK (+)载体上的单一 SacⅡ酶

切位点连接上去, 下一步准备尝试多种限制酶进行

酶切并实行分段连接和测序等, 以期得到该片段的

核苷酸序列。 

通 过 克 隆 、 测 序 , 本 研 究 得 到 了 XJ0901 和

XJ0904 两株 PCV2 的全基因组, 基因组大小均为
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1768 bp。基因型分析显示两株分别为 PCV2e 和

PCV2a, 两者同源性为 96.9%。XJ0901 株与 PCV2e

参考株(GX0601)同源性最高(99.2%), 与 PCV2c 参

考 株 (DK1987PMWSfree) 同 源 性 最 低 (94.2%), 而

XJ0904 株与 PCV2a 参考株(1010-stoon)同源性最高

(98.6%), 与 PCV2c 参考株(DK1987PMWSfree)同源

性最低(94.1%), 这些数据初步表明了该地区 PCV2

的流行还是存在基因型多样性的。目前的研究报道

显示, PCV2b 在我国为主要流行基因型[4], 但本研究

只检测到 PCV2a 和 PCV2e 在新疆某地区的流行, 造

成这种结果差异的原因可能有: (1) 本研究收集病

料的数量有限, PCV2b、PCV2c 和 PCV2d 是否在新

疆流行还有待于收集更多的临床病料进行检测; (2) 

目前我国对 PCV2 的共感染情况调查甚少且往往被

忽 视 , 这 就 很 可 能 造 成 PCV2 某 种 基 因 型 ( 如

PCV2b)占主导流行。事实上, 在先前研究中通过调

查 PCV2 的共感染情况发现, 在 PCV2a 或 PCV2e 与

PCV2b 等的流行上差异并不显著[13], 且 PCV2a 或

PCV2e 为主要流行基因型。 

本研究应用滚环扩增技术成功扩增到了 2 株

PCV2 的全基因组, 这是国内首次报道新疆株 PCV2

的全基因组特征, 滚环扩增技术为 PCV2 的全基因

组分离提供了一种新方法。此外, 该方法对已知的

鸡贫血病毒、鸭圆环病毒、鹅圆环病毒等环状病毒

的全基因组分离及环境中未知环状病毒的宏基因组

研究也有很好的启发和指导意义。 
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