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摘要: 研究报道类猪圆环病毒因子 P1 的核酸链型和极性的研究结果。采用氯化铯平衡密度梯度离心获得较为

纯净的病毒粒子后，提取病毒 DNA，经 S1 核酸酶消化、特异性单引物第一轮 PCR 扩增结合常规第二轮 PCR 扩增等研

究，结果表明，类猪圆环病毒因子 P1 为单股、负链基因组。
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Abstract: The results of the nucleic acid strandedness and polarity of porcine circovirus-like agent P1 were re-
ported here． Relatively pure viral particles were obtained by CsCl equilibrium density-gradient centrifugation． The
P1 could be determined as single strand nucleic acid and negative-strand genome by S1 nuclease treatment and two
round of PCR amplification，the first round using the single-stranded-specific primer and the second round by one
pair of specific primers．
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1991 年加拿大首次发生猪断奶后多系统衰竭

综合征( PMWS) ［1 － 2］，PMWS 主要发生于 5 ～ 12 周

龄的断奶仔猪，感染猪主要呈现进行性消瘦、皮肤苍

白、呼吸困难等症状，体表淋巴结，特别是腹股沟浅

淋巴结肿大［3］。PMWS 已成为当今危害我国乃至世

界养猪生产的重要免疫抑制性疫病之一［4 － 5］，也相

应成为猪病研究领域的热点和难点。目前，公认猪

圆环病毒 2 型( PCV2) 是该病的必要病原，PCV 是迄

今发现的一种最小的动物病毒，分类地位属于圆环

病毒科成员，基因组为单股、环状 DNA。根据致病

性、抗原性及核苷酸序列的差异，PCV 被划分成了

无致病性的 PCV1 和有致病性的 PCV2 两个基因

型。但单独用 PCV2 感染很难复制出典型的 PMWS

症状，这促使研究人员从 PCV2 基因型、共感染等方

面去进行研究 PMWS 是如何发生的。我们在检测

临床送检疑似 PMWS 的样品中，不仅证实 PCV2 具

有多种基因型［6］; 而且还分离到一株类 PCV2 因子

( 暂定为 P1) ，其基因组全长仅 648 个核苷酸，且大

部分核苷酸与 PCV2 相应的核苷酸具有很高的同源

性，推测具有 3 个开放阅读框( ORF) 。随后，研究发

现，构建的 P1 基因组的双拷贝串联分子克隆在体

外具有感染性，表现为可在转染的 PK15 细胞中形

成胞浆和胞核包涵体; 用长梅猪和广西巴马小型猪

等建立的动物模型结果表明，P1 感染猪在临床上出

现类似 PMWS 症状，即部分感染猪出现消瘦和贫血

等现象［7 － 11］。流行病学调查结果表明，该因子在我
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国猪群中已有相当范围的感染［12］。因此，P1 有可

能成为危害我国养猪业健康发展的又一潜在疾病的

病原，它的出现不仅对重新认识传统的 PCV2 以及

其与 PMWS 的关系具有意义; 同时，拥有如此小的

基因组对探讨生命的起源和进化也具有重大意义。
前期研究表明，P1 为环状 DNA 病毒，本试验主要对

该病原核酸的链型和极性进行了研究。

1 材料和方法

1． 1 分子克隆和细胞

P1 双拷贝串联的分子克隆由江苏省农业科学

院兽医所人兽共患病研究室保存，构建方法参见文

献［7］。无 PCV1、PCV2 和支原体污染的 PK-15 细

胞由江苏省农业科学院兽医所人兽共患病研究室传

代、保存。
1． 2 主要试剂及仪器

氯化铯为 Sigma 产品; S1 核酸酶为 Fermentas
产品; LipofectamineTM 2000 转染试剂为 Invitrogen 产

品; 病毒基因组提取试剂盒为北京天恩泽基因科技

有限公司产品( 柱式病毒 DNAout) ; Optima TM L-80
XP 超速离心机为 BeckMan 公司产品。
1． 3 类猪圆环病毒因子 P1 和 PCV2 的提纯

将 PK-15 细胞传代入 6 孔细胞培养板，待细胞

密度达到 85%细胞融合时，按转染试剂说明进行 P1
双拷贝串联分子克隆的转染，培养 72 h 后收获 P1
拯救毒，冻融 3 次后，首先进行差速离心进行粗提，

即通过 3 000 r /min 30 min 以及 10 000 r /min 30 min
离心，去除较大的宿主细胞碎片及杂质; 然后进行氯

化铯平衡密度梯度离心，分段收集离心样品，经过蛋

白浓度测定及 PCR 确定病毒所在的区段。本研究

通过了 两 轮 氯 化 铯 平 衡 密 度 梯 度 离 心，首 先 以

30%，40%，50% ( W /V) 浓度的氯化铯对病毒样品

100 000 g 离心 48 h( SW41Ti 转头) ，然后收集病毒

条带再以 10%，20%，30% ( W /V) 浓度的氯化铯对

病毒样品 100 000 g 离心 48 h( SW41Ti 转头) ，最后

收集病毒。
PCV2 的细胞病毒提纯参照上述方法进行。

1． 4 病毒核酸类型的鉴定

对提纯的 P1 及 PCV2 用病毒基因组提取试剂

盒按说明提取病毒的 DNA。以 P1 分子克隆作为双

链核酸对照，以 PCV2 的核酸作为单链核酸对照，同

时进行 S1 核酸酶消化试验。消化步骤按照试剂说

明书进行。即模板 DNA 约 1 μg，5 × Buffer 6 μL，S1
核酸酶 0． 1 μL( 10 U) ，加水至 30 μL。室温放置 30
min，加 2 μL 0． 5 mol /L EDTA 加热 70℃ 10 min 终

止反应。消化产物进行琼脂糖凝胶电泳。
1． 5 病毒核酸极性的研究

根据登录 GenBank 的 P1 核酸序列( EF514716)

设计一对特异性引物: 即上游引物 F: 5'-GGGGG-
GACCAACAAAATCTCT-3'，下 游 引 物 R: 5'-TTC-
CGGGGGAACAAAGTCGTCA-3'。该 对 引 物 可 扩 增

出完整的 P1 基因组序列。
首先对提纯的 P1 所抽提的核酸，分别用引物 F

和引物 R 进行第 1 轮 PCR 扩增。扩增体系为25 μL，

25 pmol /L 引物，模板 1 μL。反应程序如下: 95℃，5
min; 95℃，45 s; 56℃，45 s; 72℃，45 s; 40 个循环。

然后各取第 1 轮 PCR 产物 1 μL，稀释 1 000 倍

后，再分别取 1 μL 作为模板，用引物 F 和引物 R 进

行第 2 轮常规 PCR 扩增。扩增体系和扩增条件同

上。并且在扩增到第 10，20，30 个循环时分别取出

扩增产物，与最终 40 个循环的 PCR 产物同时进行

琼脂糖凝胶电泳，观察扩增情况。同时直接以提纯

的 P1 所抽提的核酸为模板，用引物 F 和引物 R 进

行 PCR 扩增，同样，取扩增到第 10，20，30 个循环以

及第 40 个扩增结束时的 PCR 产物，一同进行琼脂

糖凝胶电泳，作为参照。

2 结果与分析

2． 1 病毒核酸的类型

S1 核酸酶消化 P1 核酸、PCV2 核酸和 P1 分子

克隆的结果表明，P1 和 PCV2 的核酸在 S1 核酸酶

消化后，电泳就检测不到任何条带，而双链的 P1 分

子克隆基本不受影响( 图 1 ) 。说明 P1 的基因组和

PCV2 的相同，为单链核酸。

M． DL2000; 1 ～ 3． 分别为未经 S1 核酸酶消化的 P1 分子克隆、P1 核
酸和 PCV2 核酸; 4 ～ 6． 分别为经 S1 核酸酶消化的 P1 分子克隆、P1
核酸和 PCV2 核酸。
M． DL2000 DNA Marker;1 －3． Molecular cloning of P1，P1 DNA and PCV2
DNA without S1 nuclease treatment，respectively; 4 － 6． Molecular cloning of
P1，P1 DNA and PCV2 DNA with S1 nuclease digestion，respectively．

图 1 S1 核酸酶的消化结果

Fig． 1 Analysis of P1、PCV2 and P1 molecular
clone digested with S1 nuclease

2． 2 病毒核酸的极性

以单链特异性引物进行第 1 轮 PCR 扩增，然后
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将产物稀释后再进行常规 PCR 后，发现第 1 轮扩增

用引物 F 进行，在第 2 轮扩增到 20 个循环时就可看

到弱的特异扩增条带，随着循环数的增加，扩增条带

亮度也在增加。而第 1 轮扩增用引物 R 进行，在第

2 轮扩 增 期 间 并 未 检 测 到 扩 增 条 带。直 接 用 P1
DNA 模板进行常规 PCR，结果表明，在进行到第 40
个循环时可检测到特异扩增条带( 图 2) 。从直接扩

增条带的亮度来看，说明提纯的病毒核酸量较少，这

也导致用引物 R 进行第 1 轮扩增后，由于将产物进

行了稀释，DNA 模板量更加减少，致使进行第 2 轮

PCR 扩增 40 个循环也未见条带出现的情况发生。
研究结果除进一步证实 P1 病毒为单链基因组外，

还说明对于编码病毒衣壳蛋白的 ORF1 基因来说，

其核酸链为负链。

M． DL2000; 1，3，5，7． 分别为第 1 轮单引物 F PCR 扩增产物在第 2 轮
常规 PCR 中第 10，20，30，40 个循环的结果; 2，4，6，8． 分别为第 1 轮
单引物 R PCR 扩增产物在第 2 轮常规 PCR 中第 10，20，30，40 个循
环的结果; 9 ～ 12． 分别为 P1 DNA 的常规 PCR 第 10，20，30，40 个循
环的结果。
M． DL2000 DNA Marker; 1，3，5，7． The second round of conventional
PCR amplification product of P1 for the 10th，20th，30th，40th cycle after
first round of PCR amplification using primer F，respectively; 2，4，6，8．
The second round of conventional PCR amplification product of P1 for the
10th，20th，30th，40th cycle after first round of PCR amplification using
primer R，respectively; 9 － 12． The conventional PCR amplification prod-
uct of P1 for the 10th，20th，30th，40th cycle，respectively．

图 2 P1 核酸链极性的检测结果

Fig． 2 The detection results of polarity of
P1 DNA strand by two round of PCR

3 讨论

类猪圆环病毒因子 P1 是我们新近发现的一种

病毒，对新发病毒的主要成分，如核酸种类、核酸链

型、极性等研究是至关重要的。
本研究通过 S1 核酸酶消化来确定 P1 病毒的核

酸链 型。S1 核 酸 酶 来 源 于 米 曲 霉 ( Aspergilluso-
ryzae) ，由 Vogt 于 1973 年分离［13］，是一种高度单链

特异的核酸内切酶，在最适的酶催反应条件下，降解

单链 DNA 或 RNA，产生带 5'-磷酸的单核苷酸或寡

核苷酸。对双链 DNA、双链 RNA 和 DNA-RNA 杂交

体相对不敏感，只有在高浓度下其才对双链核酸有

降解作用。本研究使用 S1 核酸酶，严格按照其使用

说明，在相同条件下对病毒因子 P1 的核酸、PCV2 的

核酸以及构建的 P1 分子克隆进行消化的结果显示，

只有 P1 和 PCV2 的核酸被降解，证明了类猪圆环病

毒因子 P1 的核酸类型与 PCV2 的相同，也属于单链。
P1 病毒核酸链的极性研究，可采取设计单链探

针，与模板链进行杂交的结果来判定，但该方法费

时、费力且花费昂贵。本研究根据 PCR 扩增原理，

首先用单链特异性引物进行第 1 轮 PCR 扩增，如果

该引物能与模板结合，虽不会出现像用一对引物进

行常规 PCR 所出现的指数型扩增的情况，但经过 40
个循环后，也会出现大量的双链产物，这就可使在第

2 轮 PCR 过程中，更早地能检测到扩增条带的出

现。如果引物不能与模板结合，经第 1 轮 PCR 扩增

后，PCR 产物仍是原来浓度的 P1 单链核酸，经过稀

释后进行的第 2 轮 PCR，其与直接用一对引物以提

纯病毒的 DNA 模板进行 PCR 相比，扩增条带会更

弱，甚至会由于模板的稀释在扩增循环数内检测不

到条带。而且该方法也可判断病毒核酸链的链型，

如果病毒 DNA 模板为双链，那么选定的 2 条单引物

进行第 1 轮 PCR 后，经上述第 2 轮 PCR 后，在相同

循环数时扩增的结果理论上应该相似。本研究经

S1 核酸酶消化及 PCR 扩增得到的结果表明 P1 为

单股、负链病毒，这对于进一步研究病毒的转录、复
制及与宿主互作等奠定了基础。
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