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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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Abstract: Porcine circovirus type 2 ( PCV2) positive samples from Jiangsu province and surrounding areas were ex-
amined by PCＲ and sequenced to get the complete viral genome． Total 18 isolates were identified and analyzed for their ge-
netic variations． For viral genomes，18 isolates shared 93．5%－99. 7% similarities with reference viruses． For OＲF2 nucleo-

tide and amino acid sequences， 87．1%－ 99. 9% and

84．2%－ 99. 6% similarities were found between the

examined isolates and references，respectively，indicating

certain level of genetic variations among PCV2 isolates． A-

mong 18 isolates，there were 5 PCV2a strains，7 PCV2b

strains，and 6 PCV2d strains，and no PCV2c was found．

One tested isolate，20140429YC with full length of 1 766

bp，was identical to the PCV2d reference sequence
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( HM038031．1) ．There were changes in the epitopes and antigenicity of OＲF2 encoded protein． This study indicated that the
epidemic situation of PCV2 in Jiangsu province and surrounding areas was fairly common，and PCV2b was the dominant
subtype and PCV2d was the second．
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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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