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动物及兽医生物技术                                                              

猪圆环病毒 2型双拷贝感染性 DNA的构建及体外拯救 

李俊 1, 时建立 1, 于周 1,2, 徐绍建 1, 丁鹏 1,2, 程凯慧 1,2, 王金宝 1 

1 山东省农业科学院畜牧兽医研究所 山东省畜禽疫病防治与繁育重点实验室, 济南 250100 

2 青岛农业大学, 青岛 266109 

摘  要: 感染性分子克隆是研究病毒复制和致病机制的有力工具。本研究应用 PCR 诱变技术解决了外源片段易于自连

的难题, 成功将 2 个 PCV2 SD1 株全基因组(DQ346683)头尾相接插入到真核生物表达载体 pSK 的多克隆位点中, 构建

重组质粒 pSK-2PCV2; 另外课题组成功构建含单个 PCV2 全基因组的 pSK-PCV2 和自身环化质粒 ds-PCV2。将所得 3

种质粒分别转染无 PCV 污染的 PK-15 细胞系, 经 10 次连续传代后, 间接免疫荧光试验检测显示三者均在细胞核中聚集

大量的病毒抗原; 经 RT-PCR 检测都有 PCV2 特异性基因转录; 透射电镜下可观察到直径约为 17~20 nm 的典型 PCV2

病毒粒子; 经测序鉴定所拯救出的病毒与亲本病毒核苷酸同源性为 100%。拯救出的 PCV2 与亲本病毒具有相同的病毒

学及分子生物学特性。本研究应用 PCR 诱变技术成功构建 PCV2 双拷贝感染性克隆, 并经体外拯救证实其具有感染性, 

为进行 PCV2 分子特性及致病机理研究打下了基础。 

关键词 : 猪圆环病毒 2 型 , 单拷贝 , 双拷贝 , 自身环化 , 感染性克隆 , 体外拯救  
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Abstract: Infectious clone is a useful tool in exploring viral replication and pathogenesis. In order to prevent linear PCV2 

cyclization, PCR mutagenesis was used to construct the first molecular clone (pSK-2PCV2) by ligating two copies of the complete 

PCV2 genome with the pBluescript SK (pSK) vector. In addition, pSK-PCV2 and ds-PCV2 were constructed. PK-15 cells were 

transfected with above three infectious clones. Indirect immunofluorescence assay (IFA) revealed that the virus antigen mainly 

localized in infected cell nucleolus and cytoplasm. PCV2 specific nucleotide fragment in cell culture was amplified by RT-PCR. 

Typical porcine circovirus particles with diameter about 17 nm were also observed by transmission electron microscope (TEM) in the 

infected cells. The rescued virus sequences from the cultures had 100% homology with the inserting PCV2 genome. The rescued 

virus shared similar properties with that of the parental virus. The study establishes a platform for further research on the virus 

molecular biology and pathogenicity. 
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猪圆环病毒 2型(Porcine circovirus type 2, PCV2) 是一种无囊膜的单股负链环状 DNA病毒。猪圆环病
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毒是 1974 年由德国学者 Tischer 等[1]首次从猪肾传

代细胞(PK-15)中分离到的, 1982年被命名为猪圆环

病毒。猪圆环病毒分为 2个血清型: PCV1和 PCV2。

其中 PCV2 具有致病性, 能引起断奶仔猪多系统衰

竭 综 合 征 (Post-weaning multisystemic wasting 

syndrome, PMWS), 并能导致母猪繁殖障碍和引起

免疫抑制, 给养猪业造成严重的经济损失。PCV 基

因组有 6个大于 200 bp的开放阅读框架(ORF)[2], 其

中有 2 个 ORF, ORF1 基因产物与病毒复制酶相关

(Rep), ORF2基因产物构成病毒核衣壳蛋白(Cap)[3]。

ORF3 编码蛋白诱导细胞凋亡作用而在病毒感染中

扮演一定角色[4]。PCV2 通过其复制中间体(双链复

制型 DNA)以滚环复制方式进行复制[5]。PCV2 复制

起始于 Rep 蛋白结合与复制起始位点上游六核苷酸

序列重复区的茎环结构。复制过程中, Rep蛋白切开

并结合与复制环的起始和结束位点, 同时细胞中的

聚合酶负责病毒 DNA的合成[6]。 

PCV2的感染过程需酸化的环境[7], 但基因组如

何到达细胞核仍完全未知。在 PK-15 细胞系中 Cap

蛋白在接种后 6~12 h即可在细胞质中得到表达。而

Rep蛋白的表达要晚得多, 约在接种后 12~14 h出现

在细胞核中。有趣的是, 此时 Cap 也在细胞核内出

现, 推测可能是 Rep 蛋白将其运送入细胞核内。一

旦 Cap-Rep 复合体到达细胞核, 整个基因组便开始

复制, 装配病毒粒子。然后细胞核伴随着整个细胞

一起裂解，与 Meerts 等[8]的报道相一致。这种相关

性与其致病机理的关系目前仍不明确, 需要进一步

地深入研究。 

本研究旨在通过构建单拷贝、双拷贝感染性克

隆及自身环化产物并转染无 PCV污染的 PK-15细胞

系, 拯救出 PCV2病毒, 为进一步研究圆环病毒的致

病机理打下基础。 

1  材料和方法 

1.1  毒株、细胞和试剂 

PCV2 SD1株为本实验室从临床患 PMWS仔猪

淋巴结中分离得到(DQ346683)[9]。PK-15细胞无 PCV

污染、含 PCV2全基因组的 pMD18-T-PCV2重组质

粒及 pBluescript SK(简写为 pSK)载体由本实验室保

存。LipofectamineTM 2000购自美国 Invitrogen公司，

D-氨基葡萄糖购自美国 Sigma公司，DMEM购自美

国 Gibco公司，TRI Reagent®购自美国 Ambion公司，

兔 抗 猪 荧 光 二 抗 购 自 美 国 Sigma 公 司 ，

E.Z.N.A®mRNA Enrichment Kit购自美国Omega公司。 

1.2  引物设计及病毒基因组扩增 

根据 NCBI 上发表的 PCV2 全基因序列, 参照

Fenaux等[10]设计 3对引物: PF、PR用于扩增 PCV2

全基因序列, 引物中含有一个 Sac II酶切位点, 此位

点在 PCV2 全基因中是唯一的; 诱变引物 MF、PR, 

用于将 PCV2中 Sac II酶切位点诱变为 Hind III酶切

位点; 引物 CapF/CapR用于扩增 Cap蛋白基因转录

产物。 

取 PCV2 SD1 株细胞培养裂解液, 反复冻融 3

次后, 5000 r/min 离心 15 min, 使用酚:氯仿法抽提

DNA, 20oC保存备用。利用设计的 PCR引物 PF、

PR, 以上述 DNA 为模板进行 PCR 扩增。扩增条件

为: 95oC预变性 9 min; 94oC变性 1 min, 48oC退火   

1 min, 72oC延伸 3 min, 30个循环; 72oC延伸 10 min。

取 5 μL PCR产物在 10 g/L的琼脂糖凝胶上电泳检

测。诱变 PCR采用MF/PR引物, 反应条件同上。 

1.3  含单、双拷贝及自身环化 PCV2 基因组的重

组质粒的构建 

自身环化 PCV2 基因组构建见图 1C: 用限制性

内切酶 Sac II对 pMD18-T-PCV2质粒进行酶切、电

泳, 回收 PCV2全长基因片段, 纯化, T4 DNA连接

酶连接。 

含单拷贝 PCV2 基因组的重组质粒的构建见图

1D: 用限制性内切酶 Sac II对 pMD18-T-PCV2质粒

及载体 pSK 进行酶切, 回收所得的 PCV2 全序列, 

用 CIAP对 pSK载体的酶切产物进行去磷酸化处理。

用 T4 DNA 连接酶将 PCV2全序列与载体 pSK连接, 

重组质粒命名为 pSK-PCV2, 连接产物转化入大肠

杆菌 DH5α感受态, 提取质粒, 进行酶切及 PCR 鉴

定, 并将阳性菌液送上海生工测序[11]。 

含双拷贝 PCV2 基因组的重组质粒的构建如图

1E。以上述 PCV2全序列为模板、用引物 MF、MR

诱变扩增, 回收所得 PCR产物命名为 HS-PCV2, 经

SacⅡ和 Hind Ⅲ酶切后按上述步骤插入 pSK 载体, 

得到重组质粒 pSK-HS-PCV2, 酶切鉴定。经 SacⅡ  
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表 1  用于 PCR 扩增和突变的引物 

Table 1  Primers for PCR amplification and mutation 

Names Sequences Positions Purposes 

PF TGTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGA 488 PCR 

PR GCCCGCGGAAATTTCTGACAAACGTTACA 469 PCR 

MF TGTAAGCTTGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGA 498 Mutagenesis 

CapF GCGGATCCGTGACGTATCCAAG 1747 RT-PCR 

CapR CCACTAGTATAGGGGTTAAGTGGGG 1024 RT-PCR 

F stands for forward primer, R stands for reversed primer. 

 

图 1  含单、双拷贝及自身环化 PCV2 基因组的重组质粒的构建策略 
Fig. 1  Construction of single copy, double copy and self-circlized PCV2 genome. 

 

酶切后 将 未诱变的 PCV2 全长基因插 入 到

pSK-HS-PCV2的 Sac II酶切位点, 进行酶切及 PCR

鉴定, 阳性质粒送上海生工测序, 筛选出一前一后

顺次插入 2 个 PCV2 的重组质粒, 重组质粒命名为

pSK-2PCV2。构建策略见图 1。 

1.4  重组质粒转染及间接免疫荧光检测 

将复苏成功并进入对数生长期的无 PCV污染的

PK-15 细胞用胰酶/EDTA 常规消化, 以 108细胞/mL

接种 6孔板, 每孔 2 mL, 37oC培养。待细胞铺满 90%

或以上时, 用 LipofectamineTM 2000转染试剂盒将重

组质粒 pSK-PCV2(5 μg)、 pSK-2PCV2(5 μg)和

ds-PCV2(5 μg)分别转染入无 PCV污染的 PK-15细胞, 

同时设平行转染空载体 pSK作为阴性对照。12 h后, 

用 300 mmol/L D-氨基葡萄糖处理 30 min, 洗涤后添

加新鲜的含 3%小牛血清的 DMEM 培养液继续培养

48 h。弃去培养液, 用 PBS(pH 7.2)洗涤, 拍干; 用丙

酮: 无水乙醇(6:4, V/V)固定 5~10 min, 弃去固定液, 

自然晾干; 用 PBS洗涤, 拍干; 加人 PCV2阳性血清

(1:100稀释), 37oC作用 l h, PBS洗涤 5次; 滴加 FITC

标记的兔抗猪荧光二抗 (1:200 稀释 ), 37oC 作用   

45 min, 同样洗涤后拍干, 荧光显微镜观察。 

1.5  病毒体外转录鉴定 

按 TRI Reagent®说明书提取细胞裂解液总 RNA, 

按 E.Z.N.A®mRNA Enrichment Kit说明提取 mRNA, 

用引物 CapF/CapR进行 RT-PCR扩增编码 Cap蛋白

特异性序列。 

1.6  电镜观察 

将转染后的细胞病毒液反复冻融 3 次 ,     

8000 r/min离心 30 min, 弃沉淀; 将上清液 40 000 r/min

超速离心 3 h, 弃上清液, 用 0.01 mol/L (pH 8.0)的

TE缓冲液重悬沉淀并收集, 透射电镜观察是否存在

病毒粒子。 

1.7  亲本病毒与拯救病毒的生长曲线 

将盲传 10 代的亲本病毒 PCV2、重组

pSK-2PCV2及空载体对照组在接种后 18、24、36、

48、72、96 h分别做 IFA检测其生长规律。 
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2  结果 

2.1  重组质粒 pSK-PCV2 和 pSK-2PCV2 的鉴定 

重组质粒 pSK-PCV2和 pSK-2PCV2经 Sac II和

Hind III酶切后电泳, 结果与预期目标相符。重组质

粒 pSK-PCV2 经 Sac II酶切后电泳出现两条特异性

条带, 大小分别约为 3000 bp的载体片段和 1800 bp 

的 PCV2全基因; 重组质粒 pSK-2PCV2经 Sac II酶

切后电泳出现两条特异性条带, 大小分别约为 4800 

bp 的线性重组质粒 pSK-HS-PCV2 和 1800 bp 的

PCV2全基因; 重组质粒 pSK-2PCV2经 Hind Ⅲ酶切

后电泳出现大小为 6500 bp 左右条带, 与线性化的

pSK-2PCV2 大小相符(图 2)。DNA 测序证实重组质

粒 pSK-PCV2和 pSK-2PCV2中接头连接与预期目标

一致, 病毒全基因组正确。 

 

图 2  重组质粒 Sac II 和 Hind III 酶切图谱 
Fig. 2  Recombinant plasmid digested with Sac II and Hind III. 
1: pSK-PCV2 digested with Sac II; 2: pSK-2PCV2 digested 
with Sac II; 3: pSK-2PCV2 digested with Hind III; 4: DNA 
marker (DL 15000). 

 
2.2  IFA 检测结果 

盲传 10 代的转染重组质粒 pSK-PCV2、

pSK-2PCV2、dsPCV2 和 PCV2 SD1 毒株的 PK-15

细胞在荧光显微镜下可观察到特异性荧光。IFA 检

测细胞核部位有大量病毒抗原, 细胞质中亦存在少

量抗原。但感染 PCV2 SD1组的 PK-15细胞的荧光

强度和荧光数量要明显高于盲传 10 代的转染组 , 

pSK-PCV2、pSK-2PCV2、dsPCV2 各转染组之间荧

光强度和荧光数量相差不大。转染空载体的 PK-15

细胞未见特异性荧光(图 3)。 

 

图 3  转染 PK-15 细胞 IFA 检测结果 
Fig. 3  Transfected PK-15 cells detected by IFA. (A) PK-15 
cells transfected with pSK-2PCV2. (B) pSK-PCV2. (C) dsPCV2. 
(D) PK-15 cells infected with PCV2 SD1. (E) pSK. 
 

2.3  RT-PCR 扩增 Cap蛋白基因 mRNA 鉴定目的

基因转录 

提取转染细胞裂解液总 RNA 后, 分离 mRNA, 

经 RT-PCR 扩增后电泳所得条带与预期相同, 大小

约 700 bp, 表明转染细胞中有 Cap蛋白基因 mRNA

的表达(图 4)。 

 

图 4  Cap蛋白基因 mRNA RT-PCR 扩增结果 
Fig. 4  RT-PCR amplification results of Cap protein gene mRNA. 
1, 2, 3, 5: Cap of pSK-PCV2(1), pSK-2PCV2(2), dsPCV2(3) and 
pSK(5); 4: DNA marker (DL 2000). 

 

2.4  透射电镜观察结果 

透射电子显微镜下观察到病毒粒子呈圆形, 直

径约 17 nm ~20 nm(图 5)。 

 

图 5  电镜下观察到的 PCV2 粒子照片 (140 000× ), 

bar=50 nm 
Fig. 5  Observed in Electron microscope photographs of PCV2 
particles (140 000×), bar= 50 nm. 
 

2.5  亲本病毒与拯救病毒的生长曲线结果 

结果见图 6。 
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图 6  亲本病毒与拯救病毒的生长曲线 
Fig. 6  Virus growth curve indicated postinfection. 
 

3  讨论 

PCV2 的基因组呈环形, 共含有 1767 bp, 结构

相当紧凑, 存在基因重叠现象。两个主要编码区(Rep

和 Cap)分别位于复制起始位点(Ori)的两侧[12]。Ori

包含一段保守的九核苷酸序列 AAGTATTAC, 序列

两侧有一对回文序列 , 形成了一个特殊的茎环结 

构[13]。鉴于这些特点, 首先在基因组扩增时将含单

一酶切位点 Sac II的引物设计在第 496位核苷酸处, 

与 Fenaux等[10]和郗鑫等[14]报道的一致, 由于 Sac II

位点在 PCV2基因组上是唯一的, 且相当保守, 保证

了 Ori的完整性, 防止在酶切割、连接等操作时在此

造成基因组损伤。经体外转染 PK-15 细胞, 发现构

建的含 PCV2 单拷贝的重组质粒在未进行病毒基因

组释放、环化等步骤的情况下, 仍能产生出有感染

性的病毒粒子。在重组质粒 pSK-PCV2中, Ori虽未

遭破坏但整个基因组已不连续, Rep基因被切割开来, 

由此推测可能是由于所用 PK-15 细胞系中具有 Rep

蛋白补偿功能, 本课题组正在进行这方面的深入研

究。pSK-2PCV2构建首先将插入的单拷贝进行了改

造: 将其中的一个 SacⅡ酶切位点 PCR诱变为Hind III

酶切位点, 然后再继续亚克隆, 成功克服了用于构

建重组克隆的真核表达质粒载体的拷贝数较低, 使

得外源片段相对含量较高, 易于自连的难题, 成功

构建串联双拷贝感染性克隆, 此前国内学者由于外

源片段易于自连而未构建成功[14-15], 曹胜波等[16]将

PCV2 的 ORF2 基因替换猪 I 型圆环病毒(PCV1)的

ORF2基因, 构建了以 PCV1基因组为骨架的嵌合病

毒(PCV1-2)的分子克隆(pSK2PCV1-2), Liu等[17]将 2

个 PCV2 全长基因组一前一后插入载体成功构建

PCV2 感染性克隆, 该克隆包含一分子标记可以区

分拯救病毒与亲本病毒。而国外也仅有 Fenaux等构

建成功串联双拷贝感染性克隆, 本研究利用 PCR 诱

变成功解决了这一难题, 此法比体外连接双拷贝后

再插入载体简单、明确、效率高, 且体外转染后可

得到具有感染性的病毒粒子。另外成功构建全长基

因组自身环化的产物, 以模拟病毒核酸的天然形式

进行转染, 亦可检测到病毒粒子, 与郗鑫等[14]、芦银

华等[18]报道的一致。 

本研究所构建的两种重组质粒所用载体为

pBluescript SK 载体, 在大肠杆菌体内可高拷贝复

制。重组质粒获取简单、易行、高效。实验表明利

用含双拷贝 PCV2 全基因组重组质粒直接注射猪可

以产生完整病毒和病毒血症[10]。利用重组质粒可直

接产生有感染性的病毒粒子, 省略了繁琐的细胞培

养及病毒传代工作, 避免病毒在细胞上连续传代产

生变异的问题。 

本研究将等量的两种感染性分子克隆转染

PK-15 细胞, IFA 检测结果显示, 两者的转染效率相

仿, 但感染 PCV2 SD1 组的 PK-15 细胞的荧光强度

和荧光数量要明显高于盲传 10代的转染组, 与曹胜

波等[16]报道的一致。PCV2基因组小, 易于在核酸水

平上进行体外修饰 , 从发展疫苗的角度看 , 由于

DNA具有制备简单、稳定性高、易储存运输等优点, 

此感染性分子克隆在挑选去除毒力基因后可直接作

为 PCV2 基因工程致弱毒疫苗应用, 也可以此重组

质粒为骨架进行进一步的整合改造构建嵌合病毒 , 

有着广阔的疫苗发展前景。 
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