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　 　 摘要：　 为了解中国江苏省及周边地区猪圆环病毒Ⅱ型（ＰＣＶ２）的分子流行病学以及毒株的遗传变异情况，本
研究运用 ＰＣＲ 技术对来源于不同地区、不同猪场且 ＰＣＶ２ 检测为阳性的样品进行全基因组序列的扩增和测序，共
获得 １８ 株 ＰＣＶ２ 全基因序列，并对所得到的毒株进行遗传变异分析。 结果表明，１８ 株毒株与国内外的参考毒株同

源性为 ９３．５％～９９􀆰 ７％，而 ＯＲＦ２ 核苷酸及其推导的氨基酸序列同源性分别为 ８７．１％～ ９９􀆰 ９％和 ８４．２％～ ９９􀆰 ６％，说
明毒株存在一定程度的变异。 系统进化树分析结果显示 １８ 株毒株中有 ５ 株 ＰＣＶ２ａ，７ 株 ＰＣＶ２ｂ，６ 株 ＰＣＶ２ｄ，其中

２０１５０４２９ＹＣ 全长为１ ７６６ ｂｐ，与（ＨＭ０３８０３１．１ ＰＣＶ２ｄ 等）参考毒株的同源性为 １００􀆰 ０％，未发现 ＰＣＶ２ｃ。 同时，Ｃａｐ
蛋白的抗原表位和抗原性也发生了变化。 说明，目前江苏省及周边地区猪群中 ＰＣＶ２ 感染较为普遍，ＰＣＶ２ 的流行

毒株以 ＰＣＶ２ｂ 基因型为主，ＰＣＶ２ｄ 次之。
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　 　 猪圆环病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ＰＣＶ）属于圆环病

毒科（Ｃｉｒｃｏｖｉｒｉｄａｅ）圆环病毒属（Ｃｉｒｃｏｖｉｒｏｕｓ） ［１］，是无

囊膜包裹的、单股环状 ＤＮＡ 病毒，主要分为 ＰＣＶ１ 和

ＰＣＶ２ 两种血清型［２⁃３］。 其中 ＰＣＶ１ 在猪群中广泛存

在，且无致病性，而 ＰＣＶ２ 是断奶仔猪多系统衰竭综

合征（Ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇ ｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃ ｗａｓｔｉｎｇ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＭ⁃
ＷＳ）的主要病原体［４］。 该病主要发生在 ５～ １２ 周龄

的仔猪，患病动物表现为渐进性消瘦、皮肤苍白、淋巴

结肿大、偶有黄疸等病理症状［５⁃６］。 自 １９９７ 年在加拿

大西部发现 ＰＭＷＳ 以后，在世界上许多国家和地区

都有该病的报道。 在中国，该病是由郎洪武等首次发

现的［７］。 除此之外，ＰＣＶ２ 也能够引起猪皮炎肾病综

合征（ＰＮＤＳ）、 母猪繁殖障碍、 猪呼吸道综合征及仔

猪先天性震颤等多种猪圆环相关疾病（ＰＣＶＡＤ） ［８］。
近年来，以 ＰＣＶ２ 为主要病原引起的猪圆环病毒病在

世界范围内广泛流行，该病毒主要侵害猪的免疫系

统，并能够造成机体的免疫抑制，给国内外养猪业造

成不可估量的经济损失。
ＰＣＶ２ 的全长基因组大小为１ ７６６ ｂｐ、１ ７６７ ｂｐ

或１ ７６８ ｂｐ［７］，有研究发现 ＰＣＶ２ 基因组可能含有

１１ 个开放阅读框（ＯＲＦ） ［９］，其中以 ＯＲＦ１ 和 ＯＲＦ２
最为重要。 ＯＲＦ１ 是最大的开放阅读框，位于病毒

基因组上的第 ５１～９９５ ｎｔ 处，主要编码 Ｒｅｐ 和 Ｒｅｐ′
蛋白（３１４ ａａ），与病毒的滚环复制有关，且高度保

守［１０］。 ＯＲＦ２ 位 于 病 毒 基 因 组 互 补 链 上 的 第

１ ７３５～１ ０３４ ｎｔ 或 １ ７３４～ １ ０３３ ｎｔ 或 １ ７３５～ １ ０３０
ｎｔ，编码 Ｃａｐ 结构蛋白（２３３ ａａ 或 ２３４ ａａ），构成病毒

核衣壳，具有较大的变异性［１１］。 有研究认为 ＯＲＦ３
可能与编码病毒致病性相关蛋白以及诱导病毒凋亡

有关。 ＯＲＦ４ 是病毒复制非必需的，但具有抑制细

胞凋亡的作用［１２］，而其他开放阅读框的功能尚不明

确，需要进一步的研究阐释。
国内外学者根据 ＯＲＦ２ 基因进行进化树分析，

将 ＰＣＶ２ 分为 ４ 个基因亚型：ＰＣＶ２ａ 包括 ５ 个分支

（２Ａ ～ ２Ｅ） ［１３］；ＰＣＶ２ｂ 包括 ３ 个分支 （ １Ａ ～ １Ｃ）；
ＰＣＶ２ｃ 以 及 ＰＣＶ２ｄ。 但 有 学 者 认 为 ＰＣＶ２ｄ 是

ＰＣＶ２ｂ 的突变体即 ｍＰＣＶ２ｂ［１４］。 ＰＣＶ２ａ 和 ＰＣＶ２ｂ

在世界范围内广泛分布，自 ２００３ 年以来 ＰＣＶ２ｂ 取

代 ＰＣＶ２ａ 成为主要流行的基因型，ＰＣＶ２ｃ 只存在于

丹麦，而 ＰＣＶ２ｄ 首先被中国分离得到［１５］。 近年来

陆续有 ＰＣＶ２ 新的基因型出现，也说明该病毒的遗

传变异正在不断地更新变化。
为更好地监控江苏省及周边地区 ＰＣＶ２ 的流

行、遗传进化以及毒株的变异情况，本研究运用

ＰＣＲ 技术对来源于不同地区、不同猪场且 ＰＣＶ２ 检

测为阳性的样品进行全基因组序列的扩增和测序。
对获得的 ＰＣＶ２ 全基因序列进行进化分析，探讨该

病的分子流行病学变化趋势和遗传变异规律，为
ＰＣＶ２ 的免疫预防和分子致病机制等研究工作提供

相关的理论依据。

１　 材料和方法

１．１　 病料

本研究所用病料包括淋巴结、脾脏、肺脏和血清

等，为 ２０１４ 至 ２０１５ 年 ５ 月来自江苏、浙江、安徽以

及河北 ４ 个省份猪场送检的健康猪病料 ５８ 份，发病

猪病料 １８６ 份（表 １）。

表 １　 检测的临床组织或血清样品

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｒ ｓｅｒａ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

地区 健康样品（份） 发病样品（份） 总计（份）

江苏 ２７ ７９ １０６

浙江 １６ ５８ ７４

安徽 １１ ３２ ４３

河北 ４ １７ ２１

总计 ５８ １８６ ２４４

１．２　 主要试剂

２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 和柱式病毒 ＤＮＡｏｕｔ 试
剂盒购自北京天恩泽基因科技有限公司，ｐＭＤ１９⁃Ｔ
载体、ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 购自宝生物工程（大连）
有限公司，ａｘｙｇｅｎ ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒购自杭州都

泰生物科技有限公司，大肠杆菌感受态细胞 Ｔｒａｎｓ５α
购自北京全式金生物技术有限公司，ＰＣＶ２ 阳性样

品为 ＰＣＶ２ｂ 型毒株在 ＰＫ１５ 细胞上传代的病毒液
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所提取的 ＤＮＡ 样品，由江苏省农业科学院兽医研究

所人兽共患病研究室分离、保存。
１．３　 提取病料 ＤＮＡ 和筛选阳性病料

按照天根病毒 ＤＮＡ 提取试剂盒的方法，提取所

有样品的 ＤＮＡ 并用 ＰＣＶ２ 的检测引物筛选出阳性

病料。 反应体系为 ２５􀆰 ０ μｌ，包括 ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μｌ，上下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ５ μｌ，
ＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ １０􀆰 ５ μｌ。 ＰＣＲ 反应条件：
９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５２ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃延伸 ４２ ｓ，３３ 个循环，并用 １􀆰 ５％的琼脂糖凝胶

电泳检测 ＰＣＲ 产物。
１．４　 ＰＣＶ２ 全基因序列的扩增

分别 用 ＰＣＶ２⁃Ｎ１ 和 ＰＣＶ２⁃Ｎ２ 两 对 引 物 对

ＰＣＶ２ 阳性的 ＤＮＡ 样品进行 ＰＣＲ 扩增。 反应体系

为 ５０ μｌ： ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５􀆰 ０ μｌ，上下游引

物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １􀆰 ０ μｌ，ＤＮＡ 模板 ３􀆰 ０ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ
２０􀆰 ０ μｌ。 ＰＣＲ 扩增条件：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃
变性 ３０ ｓ，５６ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １􀆰 ５ ｍｉｎ，３８ 个

循环，并用 １􀆰 ０％的琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物。
１．５　 目的片段胶回收、纯化以及测序

用胶回收试剂盒纯化扩增出的目的片段，并与

ｐＭＤ１９⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 连接，转化至大肠杆菌感受态细胞

Ｔｒａｎｓ⁃５α 中，重组质粒 ＰＣＲ 鉴定后送上海英俊测序

公司完成测序。
１．６　 全基因序列的拼接以及系统进化树分析

将测序获得的 ２ 段序列进行拼接后得到 ＰＣＶ２
的全基因序列，再将分离株的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中登

录的 ＰＣＶ２ 参考毒株序列进行比对分析同源性以及

遗传变异规律等。 用 ＭＥＧＡ ６．０ 的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ
算法，基于 ＰＣＶ２ 的 ＯＲＦ２ 序列生成系统进化树。

２　 结 果

２．１　 阳性病料的筛选结果

使用引物 ＰＣＶ２⁃Ｆ 和 ＰＣＶ２⁃Ｒ 对病 料 进 行

ＰＣＶ２ 的特异性检测，结果显示病料中 ＰＣＶ２ 的总阳

性率 为 ２４􀆰 ５９％， 其 中 发 病 猪 ＰＣＶ２ 感 染 率 为

２９􀆰 ０３％（５４ ／ １８６），健康猪 ＰＣＶ２ 感染率为 １０􀆰 ３４％
（６ ／ ５８）。 说明 ＰＣＶ２ 在猪群中感染情况较为普遍，
其中健康猪群里存在较高的隐形感染情况。
２．２　 ＰＣＶ２ 全长基因的测序结果

经 ＰＣＶ２⁃Ｎ１、ＰＣＶ２⁃Ｎ２ 两对引物对阳性病料进

行 ＰＣＶ２ 的全长序列扩增后，测序及序列拼接结果

显示：共得到 １８ 株 ＰＣＶ２ 毒株，其中全长序列包括

１３ 株１ ７６７ ｂｐ、４ 株１ ７６８ ｂｐ 和 １ 株１ ７６６ ｂｐ，各毒株

的详细情况见表 ２。

２．３　 ＰＣＶ２ 全基因组同源性比较和遗传变异分析

２．３．１ 　 ＰＣＶ２ 全基因组核苷酸同源性比较 　 利用

ＤＮＡＳｔａｒ 的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软 件 将 １８ 株 分 离 株 与

ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的 ＰＣＶ２ 全基因序列进行同源性比

对分析。 结果（图 １）表明，１８ 株分离株之间的核苷

酸同源性为 ９４．２％～ ９９􀆰 ９％，与参考毒株的核苷酸

同源性为 ９３．５％～ ９９􀆰 ７％，所有毒株的同源性为

９３．５％～９９􀆰 ９％。
２．３．２　 ＯＲＦ２ 以及推导出的氨基酸同源性比较　 将

１８ 个毒株用 ＤＮＡＳｔａｒ 的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件与参考毒株

比较 ＯＲＦ２ 以及 ＯＲＦ２ 推导出的氨基酸同源性（图
２、图 ３）。 结果显示：分离株之间 ＯＲＦ２ 同源性为

８９．５％～１００􀆰 ０％，分离株与参考毒株 ＯＲＦ２ 的同源

性为 ８７．１％～ ９９􀆰 ９％，所有毒株 ＯＲＦ２ 的同源性为

８７．１％～ １００􀆰 ０％； 分 离 株 之 间 氨 基 酸 同 源 性 为

８７．２％～９９􀆰 ６％，分离株氨基酸与参考毒株氨基酸的

同源性为 ８４．２％～ ９９􀆰 ６％，所有毒株氨基酸的同源

性为 ８４．２％～９９􀆰 ６％。
２．３ ． ３ 　 ＯＲＦ２ 及 其 推 导 的 氨 基 酸 序 列 分 析 　
ＯＲＦ２ 主要负责编码 ＰＣＶ２ 的 Ｃａｐ 蛋白，该蛋白

是刺激机体产生中和抗体的重要结构蛋白，异
质性 高 ［ １４］ 。 序 列 分 析 结 果 表 明， ＰＣＶ２ 毒 株

ＯＲＦ２ 基因核苷酸序列主要分 ７０２ ｂｐ 和 ７０５ ｂｐ
两种类型，其中 ７０５ ｂｐ 有 １２ 株，６ 株为 ７０２ ｂｐ。
ＯＲＦ２ 推 导 出 的 氨 基 酸 序 列 分 析 结 果 表 明，
ＯＲＦ２ 编码的 Ｃａｐ 蛋白含 ２３３ ａａ 或 ２３４ ａａ。 对

Ｃａｐ 蛋白的多态性进行分析 （ 图 ４ ） 后发现：１８
株 ＰＣＶ２ 毒株共有 ３７ 个突变位点（ ３７ ／ ２３３） ，其
中 ８、５３、５７、５９、６８、８８、８９、９０、１２１、１３４、１５１、
１６９、１８５、１８７、 １９０、 １９１、 ２０６、 ２１０ 和 ２３２ 位点

碱基为高频突变位点，这些突变位点使氨基酸

由疏水性变为亲水性，从而导致猪圆环病毒毒

株 的 抗 原 性 发 生 了 改 变。 ２０１４１１２２ＡＨ、
２０１５０４３０ＹＣ、 ２０１４１２１９ＰＺ、 ２０１４１０２３ＮＴ、
２０１５０１１０ＴＺ 和 ２０１５０４２９ＹＣ 这 ６ 株毒株的第

８７ 到 ９０ 位氨基酸由原来的 ＫＩＳ 突变为 ＰＬＴ，第
２３３ 位氨 基 酸 由 Ｎ （ 蛋 氨 酸 ） 突 变 为 Ｋ （ 赖 氨

酸） ，ＯＲＦ２ 编码的 Ｃａｐ 蛋白 Ｃ 末端出现了一个

赖氨酸的延伸。
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表 ２　 １８ 株 ＰＣＶ２ 分离株的背景信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １８ ＰＣＶ２ ｓｔｒａｉｎｓ

毒株名称 序列长度（ｂｐ） 流行地区 临床病料 　 　 　 　 　 　 　 　 背　 　 景

２０１４１２１０ＴＺ １ ７６８ 泰州 淋巴结
５ 日龄仔猪，断奶仔猪多系统衰竭综合征（ＰＭＷＳ）患
病猪群，淋巴结肿胀

２０１４１２１９ＰＺ １ ７６８ 邳州 肺和淋巴结 ＰＭＷＳ 患病猪群，间质性肺炎，淋巴结出现病变

２０１４１１０５ＸＺ １ ７６７ 徐州 脑 母猪流产，呕吐，脑膜表面见充血

２０１４１０２７ＨＢ １ ７６７ 河北 脾 发病猪腹泻，黄疸

２０１４１１０８ＮＪ １ ７６７ 南京 脾和淋巴结 ８ 周龄保育猪，淋巴结肿大，呼吸困难

２０１４０６１７ＺＪ １ ７６７ 浙江 脾和淋巴结 仔猪呼吸困难，体质量下降

２０１４１０２３ＮＴ １ ７６７ 南通 肺和脾 ７ 日龄、８ 日龄仔猪腹泻，肺水肿

２０１４１１２２ＡＨ １ ７６７ 安徽 肺和脾 ＰＭＷＳ 患病猪群，呼吸道综合症

２０１５０１１０ＴＺ １ ７６８ 泰州 肺 散发症状，ＰＭＷＳ 患病仔猪

２０１５０４３０ＹＣ １ ７６７ 盐城 血清 ５ 周龄仔猪，腹泻

２０１５０４２９ＹＣ １ ７６６ 盐城 肺 母猪流产，呼吸困难

２０１５０４２９ＺＪ １ ７６７ 镇江 肺 仔猪呼吸急促，腹泻，多灶性粘液性气管炎

２０１５０１０８ＳＱ １ ７６７ 宿迁 肺 育肥猪消瘦，间质性肺炎

２０１５０１２６ＤＴ １ ７６７ 东台 肺和淋巴结 母猪腹泻，流产，淋巴结肿大

２０１５０４２０ＸＺ １ ７６８ 徐州 肺 ＰＭＷＳ 患病猪群

２０１５０３２６ＮＴ １ ７６７ 南通 肺 仔猪腹泻、呼吸困难

２０１５０４０３ＮＪ １ ７６７ 南京 血清 ２０ 日龄仔猪

２０１５０４２３ＹＸ １ ７６７ 宜兴 血清 育肥猪

图 １　 １８ 株分离株全基因组核苷酸同源性比较

Ｆｉｇ．１　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｆｏｒ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １８ ＰＶＣ２ ｓｔｒａｉｎｓ
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图 ２　 １８ 株 ＰＣＶ２ 毒株 ＯＲＦ２ 同源性比较

Ｆｉｇ．２　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＯＲＦ２ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ １８ ＰＣＶ２ ｓｔｒａｉｎｓ

图 ３　 １８ 株 ＰＣＶ２ 毒株 ＯＲＦ２ 推导的氨基酸同源性比较

Ｆｉｇ．３　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＯＲＦ２ ｆｏｒ １８ ＰＣＶ２ ｓｔｒａｉｎｓ

２．３．４　 １８ 株 ＰＣＶ２ 毒株的系统进化树分析 　 利用

ＭＥＧＡ ６．０ 序列分析软件，将 １８ 个 ＰＣＶ２ 毒株 ＯＲＦ２
序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 上登录的参考毒株 ＯＲＦ２ 进行比对

并绘制出系统进化树（图 ５）。 系统进化树分析结果

显示：１８ 个毒株包括 ５ 株 ＰＣＶ２ａ（２０１４ 年 １ 株，２０１５
年 ４ 株）、７ 株 ＰＣＶ２ｂ（２０１４ 年 ４ 株，２０１５ 年 ３ 株）、６
株 ＰＣＶ２ｄ（２０１４ 年 ３ 株，２０１５ 年 ３ 株），没有 ＰＣＶ２ｃ
出现。 其中全长测序为 １ ７６６ ｂｐ 的 ２０１５０４２９ＹＣ 毒
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图 ４　 １８ 株 ＰＣＶ２ 毒株 Ｃａｐ 蛋白氨基酸序列多态性分析

Ｆｉｇ．４　 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ Ｃａｐ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｉｎｏ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ １８ ＰＣＶ２ ｓｔｒａｉｎｓ

株，与参考毒株 （ＨＭ０３８０３１． １ ＰＣＶ２ｄ 等） 同源性 为 １００􀆰 ０％。
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圆形表示 ２０１５ 年发现的与 ＰＣＶ２ｄ 相似性很高的特殊毒株。
图 ５　 基于 １８ 株 ＰＣＶ２ ＯＲＦ２ 序列系统进化树

Ｆｉｇ．５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＯＲＦ２ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １８ ＰＣＶ２ ｓｔｒａｉｎｓ

３　 讨 论

ＰＣＶ２ 引起的 ＰＭＷＳ 在世界范围内广泛流行，
对养猪业造成了严重的经济损失［１６⁃１７］。 近年来对

江苏省、浙江省等地的 ＰＣＶ２ 流行病学调查结果显

示，２０１２ 年至今 ＰＣＶ２ 的阳性率为 ４０％～５０％，有些

地区猪场的阳性率甚至达到 ５０％以上，说明 ＰＣＶ２

已在猪场广泛存在，并严重影响了养猪业的经济发

展［１８］。 本研究对来自江苏、浙江、河北以及安徽 ４
个省份共 ２４４ 份临床病料的 ＰＣＶ２ 检测结果显示，
健康猪病料的 ＰＣＶ２ 感染率为 １０􀆰 ３４％，而发病猪中

ＰＣＶ２ 的感染率为 ２４􀆰 ５９％。 该结果说明 ＰＣＶ２ 在猪

群中较为普遍，同时健康猪中存在隐性感染的情况。
本研究对 ＰＣＶ２ 检测为阳性的毒株进行了全长
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基因的扩增， 共得到 １８ 支 ＰＣＶ２ 毒株， 并利用

ＤＮＡＳｔａｒ 的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件将获得的 １８ 株全基因组

序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的 ＰＣＶ２ 参考毒株进行同源

性比对分析。 １８ 株毒株之间的核苷酸同源性为

９４．２％～９９􀆰 ９％，差异并不明显，与参考毒株的核苷

酸同源性为 ９３．５％～ ９９􀆰 ７％；１８ 株毒株与参考毒株

ＯＲＦ２ 的同源性为 ８７．１％～９９􀆰 ９％，与参考毒株氨基

酸的同源性为 ８４．２％～ ９９􀆰 ６％，说明江苏省及周边

地区 ＰＣＶ２ 毒株与国内外参考毒株之间存在着较高

的同源性。
ＯＲＦ２ 编码的 Ｃａｐ 蛋白是 ＰＣＶ２ 的主要编码蛋

白，具有较高的异质性［１９］，本次研究也对毒株 ＯＲＦ２
的核苷酸以及其所推导的氨基酸进行了系统的分析

比对。 结果显示 Ｃａｐ 蛋白异质性较高，其中的 ５ 个主

要抗原表位都发生了不同程度的基因突变现象，
６ 株 ＰＣＶ２ｄ 分 离 株 （（ ２０１４１１２２ＡＨ、 ２０１５０４３０ＹＣ、
２０１４１２１９ＰＺ、２０１４１０２３ＮＴ、２０１５０１１０ＴＺ、２０１５０４２９ＹＣ）
第 ８７～ ９０ 位氨基酸序列由 ＫＩＳ 突变为 ＰＬＴ，而 ＰＬＴ
这 ３ 个连续碱基序列是 ＰＣＶ２ａ 型毒株的特有形式，
说明 ＰＣＶ２ 毒株在自然情况下也存在不同基因型之

间的交叉突变现象［２０］。 同时发现 ６ 个毒株的第 ２３２
位氨基酸均由 Ｎ 突变为 Ｋ，ＰＣＶ２ 的第 ２３２ 位氨基酸

处于 Ｃａｐ 蛋白的一个抗原表位，通过对毒株亲水性的

改变而影响其抗原性［２１］。 同时赖氨酸属于限制性氨

基酸，也有研究认为机体免疫系统的活性与赖氨酸的

水平密切相关，因此推测这一基因突变也可能对 Ｃａｐ
蛋白的功能或病毒的致病力造成影响［２２］。

自 ２００３ 年以后 ＰＣＶ２ｂ 取代 ＰＣＶ２ａ 成为当前的

主要流行毒株［２３］。 有报道认为， ＰＣＶ２ｂ 毒株在细

胞间的扩散能力以及对宿主的吸附能力均强于

ＰＣＶ２ａ 是造成毒株转移的主要因素［２４］。 而 ＰＣＶ２ｃ
是 ２０ 世纪 ８０ 年代在丹麦被鉴别出来的，至今在中

国未被发现［２５］。 ＰＣＶ２ｄ 是一种新出现的基因型，也
被称为 ｍＰＣＶ２ｂ，是 ２００９ 年由 Ｗａｎｇ 等［２６］ 在多个省

份分离鉴定了 ４９ 株 ＰＣＶ２ 并对其进行了亚型区分

后发现。 ２０１０ 年 Ｌｏｎｇ 等［２７］分离到了 １ ７６６ ｂｐ 碱基

缺失的 ＰＣＶ２ｄ 毒株。 徐廷川等［２８］ 对 ２００７ 到 ２０１１
年间广东省不同地区分离到的 ４９ 个 ＰＣＶ２ 流行毒

株进行了遗传变异分析，发现所分离的毒株归属于

ＰＣＶ２ｂ 和 ＰＣＶ２ｄ 两大亚群。 唐志玲等［２９］曾对广东

省的 ５ 个分离毒株进行序列分析，其中有 ３ 个毒株

属于 ＰＣＶ２ｂ 亚型，２ 个毒株为 ＰＣＶ２ｄ 亚型。 除此之

外，徐妮等［３０］对山东省 ７ 株 ＰＣＶ２ 分离毒株的调查

中发现有 ６ 株 ＰＣＶ２ｄ 亚型和 １ 株 ＰＣＶ２ｂ 亚型。 本

研究中的 １８ 个毒株包括 ５ 株 ＰＣＶ２ａ（２０１４ 年 １ 株，
２０１５ 年 ４ 株），７ 株 ＰＣＶ２ｂ（２０１４ 年 ４ 株，２０１５ 年 ３
株），６ 株 ＰＣＶ２ｄ（２０１４ 年 ３ 株，２０１５ 年 ３ 株），没有

ＰＣＶ２ｃ 出现。 且在 ６ 株 ＰＣＶ２ｄ 亚型中有 １ 株长度

为 １ ７６６ ｂｐ，其余 ５ 株为１ ７６７ ｂｐ，说明 ＰＣＶ２ 基因

亚型在中国江苏、浙江等地流行情况较为复杂，结果

对该地区猪圆环病毒 ２ 型疫苗的研制起到一定程度

的导向作用。
ＰＣＶ２ｄ 的毒力强弱至今为止尚不明确，有研究

认为 ＰＣＶ２ｄ 较传统的 ＰＣＶ２ｂ 具有更强的致病性，
也有研究认为美国分离到的 １ 株 ＰＣＶ２ｄ 毒力介于

ＰＣＶ２ａ 和 ＰＣＶ２ｂ［２３］。 而在 ２０１５ 年德国 ＰＣＶＡＤ 流

行的猪场中分离得到了一株高病毒滴度 ＰＣＶ２ｄ 毒

株，并且用常规 ＰＣＶ２ 疫苗免疫对猪群没有明显的

治疗效果［３１］。 本次分离的 ６ 株 ＰＣＶ２ｄ 毒株与强毒

株（ＨＭ０３８０１７）有较高的同源性，证实 ＨＭ０３８０１７ 毒

株的抗原表位发生了变化，不会与 ＰＣＶ２ 的中和抗

体发生免疫反应，但这 ６ 支毒株是否存在较强毒性

仍需进一步试验探索。
通过对江苏省及周边地区 ＰＣＶ２ 流行毒株的分

子流行病学调查，并从分子进化水平分析毒株之间的

遗传及变异情况。 结果表明江苏省及周边地区 ＰＣＶ２
流行较为普遍，健康猪群中存在一定程度的隐性感

染；ＰＣＶ２ 毒株以 ＰＣＶ２ａ、ＰＣＶ２ｂ 以及 ＰＣＶ２ｄ ３ 种基因

型共同流行，且 ＰＣＶ２ｂ 占主导地位，ＰＣＶ２ｄ 次之。
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ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｐｉｇｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ２ｂ［ Ｊ］ ． Ａｎｉｍ
Ｇｅｎｅｔ，２０１５，４６（２）：２０５⁃２０８．

［２３］ ＡＮＯＯＰＲＡＪ Ｒ， ＲＡＪＫＨＯＷＡ Ｔ Ｋ， ＣＨＥＲＩＡＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＣＶ２ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｆｒｏｍ
Ｉｎｄｉａ： ｉｎｄｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｉｎｔｅｒ⁃ｇｅｎｏｔｙｐｉｃ ｒｅｃｏｍ⁃
ｂｉｎａｎｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ， Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｉｎ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
Ｄｉｓｅａｓｅｓ，２０１５，３１：２５⁃３２．

［２４］ ＬＩ Ｗ Ｌ， ＷＡＮＧ Ｘ Ｗ， ＭＡ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ （ＰＣＶ２） ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ２００１ ａｎｄ ２００９：
ｇｅｎｏｔｙｐｅ ＰＣＶ２ｂ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｔｅ ｉｎ ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇ ｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃ ｗａｓｔｉｎｇ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｅａｓｔｅｒｎ Ｃｈｉｎａ ［ Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓ Ｇｅｎｅｓ，２０１０，
４０：２４４⁃２５１．

［２５］ ＰＡＲＫ Ｃ Ｈ， ＹＥＯＮＳＵ Ｏ Ｈ， ＳＥＯ Ｈ Ｗ， ｅｔ ａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ （ ＰＣＶ２ ） ａｎｄ
ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ （ＰＲＲＳＶ） ｉｎ
ａ ＰＣＶ２⁃ＰＲＲＳＶ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ Ｖａｃｃｉｎｅ Ｉｍ⁃
ｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１３，２０（３）： ３６９⁃３７６．

［２６］ ＷＡＮＧ Ｆ， ＧＵＯ Ｘ， ＧＥＡ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２［ Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ，
２００８ ，１４５：１５１⁃１５６．

［２７］ ＬＯＮＧ Ｊ Ｇ， ＹＵＥ Ｈ Ｌ， ＹＡＮ Ｗ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ
２ （ＰＣＶ２）： ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｗｌｙ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎ
Ｃｈｉｎａ ［Ｊ］ ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌ ，２０１０，７（１）：２７３⁃２８５．

［２８］ 徐廷川，王　 衡，张得玉，等．广东省猪圆环病毒 ２ 型感染的血

清学调查［Ｊ］ ．动物医学进展，２０１１，１２（５）：７９⁃８３．
［２９］ 唐志玲，肖建雄，陈瑞爱，等．５ 株猪圆环病毒 ２ 型全基因克隆

和序列分析［Ｊ］ ．中国畜牧兽医，２０１３，４０（５）：１４⁃１８．
［３０］ 徐　 妮．山东省猪圆环病毒病的血清学调查及 ＰＣＶ２ 分离株的

遗传变异分析［Ｄ］．泰安：山东农业大学，２０１４．
［３１］ ＧＵＯ Ｌ， ＦＵ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２

（ＰＣＶ２） ｍｕｔａｎｔ ｗｉｔｈ ２３４ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｈｏｗｅｄ
ｍｏｒｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｉｎ ｖｉｖｏ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ＰＣＶ２ａ ／ ｂ ｓｔｒａｉｎ
［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，２０１２，７ （７）： ｅ４１４６３．

（责任编辑：陈海霞）

８９３ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１６ 年 第 ３２ 卷 第 ２ 期


