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河南省及周边地区猪圆环病毒
2 型分子流行病学调查

焦文强，王治方，王克领，白献晓，郎利敏，李海利，朱文豪，张青娴，徐引弟*

( 河南省农业科学院 畜牧兽医研究所，河南 郑州 450002)

摘要: 为了解河南及周边地区猪圆环病毒 2 型( PCV2 ) 的分子流行病学情况，运用 PCＲ 方法对
2014—2015 年采集到的河南及周边地区山东、山西、河北、甘肃 5 省共 158 份病料进行 PCV2 检测，
将 PCＲ扩增得到的 PCV2 OＲF2 基因片段进行测序，分析研究 PCV2 遗传变异情况。结果显示，158
份样品中，有 69 份样品为 PCV2 阳性，得到 19 株病毒的 OＲF2 基因序列; 将检测到的 PCV2 OＲF2
序列与国内外分离株进行比对发现，核苷酸序列的同源性为 89． 9% ～99． 9%，其氨基酸序列同源性
为 88． 0% ～99． 6%。综上可知，河南及周边地区 PCV2 流行广泛，病毒变异频繁。
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Molecular Epidemiological Investigation of Porcine Circovirus
Type 2 in Henan and Nearby Provinces

JIAO Wenqiang，WANG Zhifang，WANG Keling，BAI Xianxiao，LANG Limin，
LI Haili，ZHU Wenhao，ZHANG Qingxian，XU Yindi*

( Institute For Animal Husbandary and Veterinary Ｒesearch，Henan Academy of
Agricultural Sciences，Zhengzhou 450002，China)

Abstract: In order to investigate molecular epidemiology of porcine circovirus type 2 ( PCV2) ，a total of
158 samples including serum samples，lungs，lymph node were collected between 2014 and 2015 in
Henan，Hebei，Shandong，Shanxi and Gansu provinces． All the 158 samples were subjected to PCＲ and
the positive samples were sequenced to obtain the whole OＲF2 gene． The results showed that 69 samples
were PCV2 positive according to PCＲ，and 19 OＲF2 genes were acquired． Sequence comparision showed
that the nucleotide sequence homologies of OＲF2 genes were up to 89． 9%—99． 9%，and the amino acid
homologies were 88． 0%—99． 6% ． The results indicated that the PCV2 was endemic in Henan province
and provinces nearby，and PCV2 varied frequently．
Key words: porcine circovirus type 2( PCV2) ; OＲF2; molecular epidemiology; sequence analysis; evo-
lutionary analysis

猪断奶后多系统衰竭综合征( postweaning multi-
systemic wasting syndrome，PMWS) 是由猪圆环病毒
2 型( porcine circovirus 2，PCV2) 感染引起的，发生于
5 ～ 12 周龄的保育猪，临床主要表现为呼吸困难、喘

气、皮肤苍白以及进行性消瘦［1］。自 1991 年 PMWS
被首次报道以来，欧洲、亚洲以及大洋洲等先后报道
此病，其呈全球性分布［2-5］。2011 年，郎洪武等［6］首
次成功分离 PCV2，证明我国存在 PCV2 感染情况。
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猪圆环病毒 ( porcine circovirus) 是无囊膜的单
股环状负链 DNA 病毒，根据血清型的不同，PCV 可
以分为 PCV1 和 PCV2，其中，PCV1 对猪无致病性，
PCV2 是引起 PMWS 的主要病原。PCV2 基因组为
小型的单链环状 DNA，大小约 1． 7 kb，包括 3 个开
放阅读框( open reading frames，OＲFs) ，其中，OＲF2
编码病毒的核包膜蛋白 Cap 蛋白，Cap 蛋白有较多
的抗原表位，这些抗原表位在免疫压力下发生突变，

使得 PCV2 不断变异进化［7-9］。因此，研究 OＲF2 的
遗传变异情况对于 PCV2 的防控有重要意义。
为了深入了解 PCV2 遗传变异情况，本研究于

2014—2015 年共采集来自河南、河北、山西、山东、
甘肃 5 省的 158 份样品，通过 PCＲ 扩增、测序，应用
DNA Star软件比对 OＲF2 的核苷酸及氨基酸序列的
同源性，以期为 PCV2 的防控提供参考，为新型疫苗
的研制奠定基础。

1 材料和方法
1． 1 供试样品

2014—2015 年期间采集来自河南、河北、山东、
山西以及甘肃的样品 158 份，包括肺脏、淋巴结等。
将样品进行标记后，－ 80 ℃保存。
1． 2 主要菌株、试剂、载体

Taq DNA 聚合酶、pMD19 － T Simple 载体、
DL2000 Marker 均购自宝生物( 大连) 生物有限公
司; T4 DNA 连接酶购自 NEB 公司; 基因组 DNA 提
取试剂盒、小量质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒均购
自杭州爱思进生物技术有限公司; 其他试剂均为国

产分析纯。
1． 3 方法
1． 3． 1 样品处理以及 DNA的提取 待检病料经过
3 次反复冻融，剪碎、研磨，加入 1 mL PBS 缓冲液，
充分混合均匀后 13 000 r /min 离心 10 min，取上清
液，按照杭州爱思进生物技术有限公司 DNA抽提试
剂盒操作说明提取基因组总 DNA。
1． 3． 2 引物设计及克隆 参考 NCBI 中收录的
PCV2 OＲF2 的序列，选取其基因组中保守的序列，
采用 Oligo 6． 0 软件设计引物，扩增完整的 OＲF2 基
因。引物序列为 OＲF2 － F: 5' －ATTTCCGATTTATAC-
CAT － 3'; OＲF2 － Ｒ: 5' － GCTGAACAGCATCCA － 3'。
以 1． 3． 1 提取的 DNA 为模板进行 PCＲ 检测，PCＲ
体系如下: DNA 5 μL，上、下游引物各 1 μL，10 × Taq
Buffer 5 μL，dNTP 8 μL，Taq DNA聚合酶 1 μL，灭菌
双蒸水补足 50 μL。PCＲ 反应程序如下: 95 ℃预变
性 5 min; 94 ℃变性 30 s，62 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

45 s，35 个循环; 72 ℃延伸 10 min。取 5 μL PCＲ产
物于 1%琼脂糖凝胶中电泳检测，回收与预期大小
相符的片段，连接 pMD19 － T Simple 载体，4 ℃连接
过夜，转化 JM109 感受态细胞，37 ℃培养 15 h 后挑
取单克隆进行 PCＲ检测，阳性克隆送生工生物工程
( 上海) 股份有限公司测序。
1． 3． 3 序列测定与分析 将测序结果使用 DNA
Star软件包中的 Edit Seq软件进行序列拼接、编辑，
使用 Meg Align 软件将本研究得到的序列与 Gen-
Bank中收录的序列进行核苷酸和氨基酸的比对; 应
用 MEGA 5． 0 软件进行遗传进化分析，采用 Neigh-
bor － Joining法生成系统进化树。

2 结果与分析
2． 1 PCV2 OＲF2 基因 PCＲ检测结果

158 份样品中，有 69 份样品检测为 PCV2 阳性，
阳性率高达 43． 7%。从图 1 可以看出，PCＲ 扩增
PCV2 OＲF2 基因，经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，可以
看到预期的 728 bp大小的片段。

M． 2000 Marker; 1．检测样品

图 1 PCV2 OＲF2 扩增结果

2． 2 OＲF2 核苷酸序列同源性比对结果
序列分析结果显示，从供试病料中共检测到 19

株 PCV2 毒株的 OＲF2 基因序列，这 19 株 PCV2 毒
株之间的 OＲF2 区域核苷酸同源性为 90． 0% ～
100%，与 GenBank 中收录的 PCV2 的同源性为
89． 9% ～99． 9% ( 图 2) 。
2． 3 OＲF2 氨基酸序列同源性比对结果
使用 DNA Star软件中的 Edit Seq 将检测的 19

株 PCV2 OＲF2 序列翻译成氨基酸序列，使用 DNA
Star软件中的 Meg Align 进行比对，结果发现，本研
究检测到的 19 株 PCV2 之间 OＲF2 氨基酸序列同源
性为 88． 4% ～100%，与 GenBank中收录的 PCV2 的
氨基酸序列同源性为 88． 0% ～99． 6% ( 图 3) 。
2． 4 OＲF2 抗原位点比对结果
使用 DNA Star软件中的 Meg Align对本研究检
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图 2 OＲF2 核苷酸序列比对结果

图 3 OＲF2 氨基酸序列比对结果

测到的 PCV2 氨基酸序列与 GenBank 中收录的
PCV2 氨基酸序列进行抗原位点比对，结果发现，检
测的 PCV2 Cap 蛋白氨基酸变异位点主要集中在
59—101 aa、134—169 aa和 180—210 aa这 3 个区域
( 图 4) 。
2． 5 基于 OＲF2 构建的系统进化树
使用MEGA 5． 0 软件进行分析，采用 Neighbor －

Joining法将本研究得到的 19 株 PCV2 OＲF2 序列与
从 GenBank下载的国内外参考毒株构建系统进化
树，结果显示，本研究得到的 19 株序列中，有 18 株
属于 PCV2b 基因群，1 株属于 PCV2a 基因群; 在 18
株 PCV2b 基因群中，有 9 株属于 PCV1a /1b 亚型，

9 株属于 PCV1c亚型( 图 5) 。

3 结论与讨论
自首次报道 PCV2 以来，众多学者针对 PCV2 分

子流行病学开展了大量调查工作，国内相关数据表

明，PCV2 在国内流行情况很严峻，且流行情况呈现
蔓延的趋势［10-12］。为分析河南及周边地区 PCV2 流
行情况，笔者所在课题组相关工作人员于 2014—
2015 年共收集 158 份疑似 PCV2 感染样品，通过
PCＲ方法检测到 69 份阳性样品，阳性率高达
43． 7%，这表明在河南及周边地区 PCV2 感染率很
高，严重威胁了养猪业的健康发展。
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图 4 OＲF2 主要抗原位点比对结果

本研究检测到的 19 株 PCV2 OＲF2 序列中有 18
株为 PCV2b，仅 1 株为 PCV2a，表明 PCV2b 是目前
河南及周边的主要流行毒株，与前人研究结果一

致［13-14］。根据 PCV2 OＲF2 基因序列遗传进化分析
结果，18 株 PCV2b 中 9 株为 PCV1a /1b亚型，9 株为
PCV1c亚型。
有研究表明，2008 年以前我国 PCV2 主要流行

毒株为 PCV1a /1b，PCV1c 从无到有，日趋成为主要
流行毒株，其起源以及是否会造成 PCV2b 毒力增强

等均需要进一步研究。PCV2b 能够取代 PCV2a 成
为流行毒株，主要是因为 PCV2b 毒株在细胞间扩散
能力以及对宿主细胞的吸附能力均强于 PCV2a［8］，
较 PCV2a具有更高的致病性［15-16］。

Cap蛋白是 PCV主要的免疫原性蛋白，由于处
于疫苗的免疫压力下可能会以突变的形式逃避免疫

反应，进而 Cap蛋白的抗原性、免疫原性等可能会受
到影响［17］。Cap 蛋白中 P110 和 Ｒ191 与病毒毒力
直接相关，本研究检测的样品中，P110没有发生突变，
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图 5 基于 OＲF2 构建的系统进化树

而第 191 位氨基酸发生了 G － Ｒ 的突变。本研究
中，通过氨基酸序列比对发现，Cap 蛋白存在 3 个变
异较为集中的区域，主要为 59—101 aa、134—169 aa
和 180—210 aa，这与先前的研究一致［17］。值得注
意的是，PCV1c 日渐成为流行毒株，这需要引起足
够的重视。
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