
李荷然， 肖琦， 温立斌， 等． 猪圆环病毒 ２ 型 ＯＲＦ１ 部分位点突变对病毒复制能力的影响 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２４， ５６ （１）： ７１－７６．
ＬＩ Ｈ Ｒ， ＸＩＡＯ Ｑ， ＷＥＮ Ｌ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｓｉｔｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ ＯＲＦ１ ｏｎ ｉｔｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉ⁃
ｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２４， ５６ （１）： ７１－７６．

猪圆环病毒 ２ 型 ＯＲＦ１ 部分位点突变对病毒复制能力的影响

李荷然１，２， 肖琦２， 温立斌２， 朱雪蛟２， 芮荣１∗， 何孔旺２∗

（１􀆰 南京农业大学动物医学院， 江苏 南京　 ２１００９５；
２􀆰 江苏省农业科学院兽医研究所 ／ 农业农村部兽用生物制品工程技术重点实验室 ／
江苏高校动物重要疫病与人兽共患病防控协同创新中心， 江苏 南京　 ２１００１４）

摘要： 猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２） 可引起断奶仔猪多系统衰竭综合征， 导致仔猪逐渐消瘦。 ＰＣＶ２ ＯＲＦ１ 表达的 Ｒｅｐ 蛋白及其剪切体 Ｒｅｐ′是 ＰＣＶ２
复制所需的重要蛋白。 为了研究 ＰＣＶ２ ＯＲＦ１ 部分位点对 ＰＣＶ２ 复制能力的影响， 本试验通过构建 ＰＣＶ２ ＯＲＦ１ 区域点突变双拷贝感染性克隆质粒，
在无 ＰＣＶ２ 污染的 ＰＫ－１５ 细胞中进行病毒拯救， 使用荧光定量 ＰＣＲ 检测不同位点突变病毒培养不同代次上清液的 Ｃｔ 值。 结果： 将 ＰＣＶ２ Ｒｅｐ 的

１７ ａａ、 １９ ａａ、 ２０ ａａ 和 ２１ ａａ 突变为丙氨酸后病毒无法成功拯救， ２ ａａ 突变后严重影响病毒的复制能力， ３ ａａ、 ５ ａａ 和 １８ ａａ 突变后病毒的复制能力

增强且细胞病毒载量高于 ＰＣＶ２ 原毒株， 推测 １７ ａａ、 １９ ａａ、 ２０ ａａ 和 ２１ ａａ 是影响 ＰＣＶ２ 复制的关键作用位点。 本研究结果为未来 ＰＣＶ２ 复制相关

研究提供了试验依据。
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　 　 猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２） 是一种无囊膜的单股
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负链环状 ＤＮＡ 病毒， 可通过口鼻黏膜直接或间接通

过接触粪、 尿或病猪等发生水平传播， 也可以通过胎

盘垂直传播［１］， 是临床上引起断奶仔猪多系统衰竭

综合征 （ＰＭＷＳ） 的主要病因［２－５］， 给养猪业造成巨

大的经济损失［６－７］。 ＰＣＶ２ 有 ２ 个主要的开放阅读框

（ＯＲＦ）： 编码衣壳蛋白 （Ｃａｐ） 的 ＯＲＦ２ 和编码复制

相关蛋白的 ＯＲＦ１。 ＰＣＶ２ ＯＲＦ１ 所表达的 Ｒｅｐ 蛋白及
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经过剪切的 Ｒｅｐ′蛋白对病毒 ＤＮＡ 的复制至关重

要［８－１０］。 本实验室前期在探索 ＰＣＶ２ Ｒｅｐ 在体外对

ＰＫ－１５ 细胞影响的过程中， 构建 ２～６ ａａ 和 １７～２１ ａａ
点突变的双拷贝感染性克隆质粒时发现， 将 ＰＣＶ２
Ｒｅｐ 某些位点上的氨基酸单个或多个突变为丙氨酸后

ＰＣＶ２ 点突变病毒拯救失败。 为了找到突变后不影响

病毒拯救的位点， 本研究通过构建 ＰＣＶ２ ＯＲＦ１ 不同

位点突变的双拷贝感染性克隆质粒并进行病毒拯救，
使用荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 检测 ＰＣＶ２ 点突变株的

复制能力， 为探究 Ｒｅｐ 蛋白影响 ＰＣＶ２ 复制的关键作

用位点提供一定的试验依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞、 质粒和主要试剂

ＰＫ－１５ 细胞、 ＰＣＶ２ｄ 毒株、 ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔⅡＳＫ （＋）
载体由江苏省农业科学院兽医研究所提供。

胎牛血清 （ＦＢＳ）、 高糖 ＤＭＥＭ、 胰酶， 购自中

国 Ｇｉｂｃｏ 公司； Ｇｒｅｅｎ Ｔａｑ Ｍｉｘ、 ２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ， 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司； Ｔｒａｎｓ
５α 感受态细胞， 购自北京全式金生物技术股份有限

公司； Ｕｎｉｃｌｏｎｅ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｓｅａｍｌｅｓｓ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ， 购自北

京金沙生物科技有限公司； Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试

剂盒， 购自赛默飞世尔科技 （中国） 有限公司。 测

序由生工生物工程 （上海） 股份有限公司完成。
１􀆰 ２　 引物设计

根据 ＰＣＶ２ｄ 的基因序列及无缝克隆试剂盒说明

书设计 ＰＣＶ２ Ｒｅｐ 不同位点氨基酸点突变为丙氨酸所

需的引物。 构建 ＰＣＶ２ 及 ＰＣＶ２ 点突变株双拷贝所需

的引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

名称 　 　 　 　 引物序列 （５′→３′）

２－Ｕｎｉ－Ｆ１
ＧＡＡＴＴＣＣＴＧＣＡＧＣＣＣＧＧＧＧＧＡＴＣＣＡＡＴＡＡＣＡＧＣＡＧＴＧ⁃
ＧＡＧＣＣＣ

２－Ｕｎｉ－Ｒ１ ＣＴＡＧＡＴＧＡＴＡＡＣＴＴＴＧＴＡＡＣＡＡＡＧＧＣＣＡＡ

２－Ｕｎｉ－Ｆ２ ＴＡＣＡＡＡＧＴＴＡＴＣＡＴＣＴＡＧＡＡＴＡＡＣＡＧＣＡＧＴＧＧＡＧＣＣＣ

２－Ｕｎｉ－Ｒ２
ＣＡＣＣＧＣＧＧＴＧＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＴＡＧＡＴＧＡＴＡＡＣＴＴＴＧＴＡ⁃
ＡＣＡＡＡＧＧＣＣＡＡ

Ｍ１３－Ｆ ＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴ

Ｍ１３－Ｒ ＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＣＡＴ

６３０－Ｆ ＧＧＴＴＡＧＡＣＧＧＡＴＡＴＴＧＴＡＧＴＣＣ

６３０－Ｒ ＣＧＴＴＴＣＣＧＣＡＧＡＡＧＡＡＧＡＣＡＣ

２－６ａａ－Ｆ ＡＴＧＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＡＡＧＣＧＧＡＣＣＣＣＡＡ

２－６ａａ－Ｒ
ＴＣＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＣＡＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＡＧＧＴＧＣ⁃
ＴＧＣ

２－４ａａ－Ｆ ＡＴＧＧＣＴＧＣＴＧＣＴＡＡＧＡＧＴＧＧＡＡＧＡＡＧＣＧＧＡＣ

续表１

名称 　 　 　 　 引物序列 （５′→３′）

２－４ａａ－Ｒ
ＴＣＣＡＣＴＣＴＴＡＧＣＡＧＣＡＧＣＣＡＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＡＧＧＴＧＣＴ⁃
ＧＣ

４－６ａａ－Ｆ ＡＴＧＣＣＣＡＧＣＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＡＡＧＣＧＧＡＣＣＣＣＡＡ

４－６ａａ－Ｒ ＴＣＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＧＣＴＧＧＧＣＡＴＧＴＴＧＣＴＧＣ

３ａａ－Ｆ ＡＴＧＣＣＣＧＣＴＡＡＧＡＡＧＡＧＴＧＧＡＡＧＡＡＧＣＧＧＡＣＣＣＣＡＡ

３ａａ－Ｒ ＴＣＣＡＣＴＣＴＴＣＴＴＡＧＣＧＧＧＣＡＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＡＧＧＴＧ

５ａａ－Ｆ ＣＣＣＡＧＣＡＡＧＧＣＴＡＧＴＧＧＡＡＧＡＡＧＣＧＧＡＣＣＣＣＡＡＣＣＡ

５ａａ－Ｒ ＴＣＴＴＣＣＡＣＴＡＧＣＣＴＴＧＣＴＧＧＧＣＡＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＡＧ

３－６ａａ－Ｆ
ＡＡＣＡＴＧＣＣＣＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＡＡＧＣＧＧＡＣＣＣ⁃
ＣＡ

３－６ａａ－Ｒ ＴＣＴＴＣＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＧＧＧＣＡＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＡＧ

１７－２１ａａ－Ｆ
ＡＣＡＴＡＡＡＡＧＧＧＣＴＧＣＡＧＣＴＧＣＴＧＣＴＡＡＴＡＡＴＣＣＴＴＣＣＧ⁃
ＡＡＧＡＣＧＡＧＣＧＣＡ

１７－２１ａａ－Ｒ
ＡＡＧＧＡＴＴＡＴＴＡＧＣＴＧＣＡＧＣＴＧＣＡＧＣＣＣＴＴＴＴＡＴＧＴＧＧＴＴ⁃
ＧＧＧＧＴＣＣＧＣＴＴ

１７－１９ａａ－Ｆ ＡＡＧＧＧＣＴＧＣＡＧＣＴＡＣＧＣＴＧＡＡＴＡＡＴＣＣＴＴＣＣＧＡＡＧＡ

１７－１９ａａ－Ｒ ＡＧＣＧＴＡＧＣＴＧＣＡＧＣＣＣＴＴＴＴＡＴＧＴＧＧＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧ

１７－１８ａａ－Ｆ ＡＡＧＧＧＣＴＧＣＡＴＴＣＡＣＧＣＴＧＡＡＴＡＡＴＣＣＴＴＣＣＧＡ

１７－１８ａａ－Ｒ ＡＧＣＧＴＧＡＡＴＧＣＡＧＣＣＣＴＴＴＴＡＴＧＴＧＧＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧ

１８－１９ａａ－Ｆ ＡＡＧＧＴＧＧＧＣＡＧＣＴＡＣＧＣＴＧＡＡＴＡＡＴＣＣＴＴＣＣＧＡＡＧ

１８－１９ａａ－Ｒ ＡＧＣＧＴＡＧＣＴＧＣＣＣＡＣＣＴＴＴＴＡＴＧＴＧＧＴＴＧＧＧＧＴ

１７ａａ－Ｆ ＡＡＧＧＧＣＴＧＴＧＴＴＣＡＣＧＣＴＧＡＡＴＡＡＴＣＣＴＴＣＣＧ

１７ａａ－Ｒ ＡＧＣＧＴＧＡＡＣＡＣＡＧＣＣＣＴＴＴＴＡＴＧＴＧＧＴＴＧＧＧＧＴＣ

１８ａａ－Ｆ
ＴＡＡＡＡＧＧＴＧＧＧＣＡＴＴＣＡＣＧＣＴＧＡＡＴＡＡＴＣＣＴＴＣＣＧＡ⁃
ＡＧ

１８ａａ－Ｒ ＧＴＧＡＡＴＧＣＣＣＡＣＣＴＴＴＴＡＴＧＴＧＧＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧ

１９ａａ－Ｆ ＡＡＧＧＴＧＧＧＴＧＧＣＴＡＣＧＣＴＧＡＡＴＡＡＴＣＣＴＴＣＣＧ

１９ａａ－Ｒ ＴＣＡＧＣＧＴＡＧＣＣＡＣＣＣＡＣＣＴＴＴＴＡＴＧＴＧＧＴＴＧＧＧ

２０ａａ－Ｆ
ＧＴＧＧＧＴＧＴＴＣＧＣＴＣＴＧＡＡＴＡＡＴＣＣＴＴＣＣＧＡＡＧＡＣＧＡ⁃
ＧＣ

２０ａａ－Ｒ ＧＡＴＴＡＴＴＣＡＧＴＧＣＧＡＡＣＡＣＣＣＡＣＣＴＴＴＴＡＴＧＴＧＧＴＴＧＧ

２１ａａ－Ｆ ＡＡＧＧＴＧＧＧＴＧＴＴＣＡＣＧＧＣＴＡＡＴＡＡＴＣＣＴＴＣＣＧＡＡＧ

２１ａａ－Ｒ ＣＧＧＡＡＧＧＡＴＴＡＴＴＡＧＣＣＧＴＧＡＡＣＡＣＣＣＡＣＣＴＴ

ＯＲＦ２－Ｆ ＴＡＡＡＴＣＴＣＡＴＣＡＴＧＴＣＣＡＣＡＴＴＣＣＡ

ＯＲＦ２－Ｒ ＣＧＴＴＡＣＣＧＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＡＡ

１􀆰 ３　 构建 ＰＣＶ２ 点突变单拷贝感染性克隆质粒

以 ｐＳＫ 载体为模板， ＸｂａⅠ和 ＢａｍＨⅠ为酶切位

点进行双酶切， 双酶切后进行胶回收。 以 ＰＣＶ２ 环状

病毒为模板， 使用 ＸｂａⅠ酶对其预线化。 使用含有上

游载体重叠区域、 酶切位点与 ＰＣＶ２ 正向特异性扩增

序列的引物 ２－Ｕｎｉ－Ｆ１， 与包含目的碱基突变的下游

引物进行 ＰＣＲ 扩增， 获得插入片段 １； 使用包含目的

碱基突变的上游引物， 与含有下游载体重叠区域、 酶

切位点与反向特异性扩增序列的引物 ２－Ｕｎｉ－Ｒ２ 进行

ＰＣＲ 扩增， 获得插入片段 ２。 按照无缝克隆试剂盒说

明书配置体系， 将载体、 插入片段 １ 和插入片段 ２ 进

行重组反应， 转入 Ｔｒａｎｓ５α 感受态， 挑菌摇菌后使用
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载体通用引物 （Ｍ１３－Ｆ 和 Ｍ１３－Ｒ） 进行 ＰＣＲ 检测，
选择重组成功的菌株送测序， 测序正确的菌株摇菌扩

增， 提取质粒， 测量浓度后保存备用。
１􀆰 ４　 构建 ＰＣＶ２ 及 ＰＣＶ２ 点突变双拷贝感染性克隆

质粒

　 　 以 ｐＳＫ 载体为模板， ＸｂａⅠ和 ＢａｍＨⅠ为酶切位

点进行双酶切， 双酶切后进行胶回收。 以 ＰＣＶ２ 环状

病毒或 ＰＣＶ２ 点突变单拷贝质粒为模板， 使用 ＸｂａⅠ
酶对其预线化。 使用 ２－Ｕｎｉ－Ｆ１ 和 ２－Ｕｎｉ－Ｒ１ 引物进

行 ＰＣＲ 扩增， 插入片段 ３； 使用在 ５′端插入了与片

段 ３ 的 ３′端序列重复的 ２－Ｕｎｉ－Ｆ２， 和 ２－Ｕｎｉ－Ｒ２ 一

起进行 ＰＣＲ 扩增， 获得插入片段 ４。 按照无缝克隆试

剂盒说明书配置体系， 将载体、 插入片段 ３ 和插入片

段 ４ 进行重组反应， 转入 Ｔｒａｎｓ５α， 挑菌摇菌后使用

６３０－Ｆ 和 ６３０－Ｒ 引物进行 ＰＣＲ 检测， 将在 ６３０ ｂｐ 处

有特异性条带的 ＰＣＲ 产物送测序， 若测序结果正确

则说明 ＰＣＶ２ 双拷贝感染性克隆质粒或 ＰＣＶ２ 点突变

双拷贝感染性克隆质粒构建成功。 将构建成功的

ＰＣＶ２ 双拷贝感染性克隆质粒命名为 ｐＳＫ－ＰＣＶ２， 根

据不同的突变位点将 ＰＣＶ２ 点突变双拷贝感染性克隆

质粒分别命名为 ｐＳＫ－３ａａ、 ｐＳＫ－５ａａ、 ｐＳＫ－２－４ａａ、
ｐＳＫ－４－６ａａ、 ｐＳＫ－３－６ａａ、 ｐＳＫ－２－６ａａ、 ｐＳＫ－１７ａａ、
ｐＳＫ－１８ａａ、 ｐＳＫ－１９ａａ、 ｐＳＫ－２０ａａ、 ｐＳＫ－２１ａａ、 ｐＳＫ－
１７－１９ａａ 和 ｐＳＫ－１７－２１ａａ。
１􀆰 ５　 感染性克隆质粒的转染

将无 ＰＣＶ２ 污染的 ＰＫ－１５ 细胞铺于 Ｔ２５ 细胞瓶

中， ３７ ℃ 培养至细胞铺满单层。 按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００ 转染试剂盒说明书分别将 ｐＳＫ －ＰＣＶ２、 ｐＳＫ －

３ａａ、 ｐＳＫ－５ａａ、 ｐＳＫ－２－４ａａ、 ｐＳＫ－４－６ａａ、 ｐＳＫ－３－
６ａａ、 ｐＳＫ － ２ － ６ａａ、 ｐＳＫ － １７ａａ、 ｐＳＫ － １８ａａ、 ｐＳＫ －
１９ａａ、 ｐＳＫ－２０ａａ、 ｐＳＫ－２１ａａ、 ｐＳＫ－１７－１９ａａ、 ｐＳＫ－
１７－２１ａａ 以及空载体 ｐＳＫ 转染 ＰＫ－１５ 细胞并记录为

第 ０ 代， 连续带毒传代， 收取上清液使用荧光定量

ＰＣＲ 的方法检测 Ｃｔ 值。 若 Ｃｔ 值无明显变化， 则吸取

１ ｍＬ 收取的上清液接毒无 ＰＣＶ２ 污染的 ＰＫ－１５ 细胞

盲传 ６ 代后再进行检测； 若 Ｃｔ 值持续升高则停止

传代。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＰＣＶ２ 点突变单拷贝感染性克隆质粒构建

构建的所有 ＰＣＶ２ 点突变单拷贝感染性克隆质粒

无缝克隆后， 挑菌使用 Ｍ１３ 通用引物进行菌液 ＰＣＲ，
阳性菌均应得到大小为 １ ９６４ ｂｐ 的扩增产物 （图 １）。
菌液进行测序， 测序结果显示相关位点突变成功， 说

明点突变单拷贝感染性克隆质粒构建成功 （图 ２）。

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＰＣＶ２ 点突变单拷贝感染性克隆质粒。

图 １　 Ｍ１３ 通用引物检测 ＰＣＶ２ 点突变单拷贝感染性克隆质粒

图 ２　 ＰＣＶ２ ＯＲＦ１ 部分位点突变
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２􀆰 ２　 ＰＣＶ２ 及 ＰＣＶ２ 点突变双拷贝感染性克隆质粒

构建

　 　 以 ＰＣＶ２ 双拷贝感染性克隆质粒的构建为例。
ｐＳＫ 载体、 包含 ｐＳＫ 载体上游重叠区域的 ＰＣＶ２ 全长

或点突变 ＰＣＶ２ 全长的片段 ３， 及包含 ｐＳＫ 载体下游

重叠区域的 ＰＣＶ２ 全长或点突变 ＰＣＶ２ 全长的片段 ４
进行无缝克隆后挑菌； 使用引物 ６３０－Ｆ 和 ６３０－Ｒ 进

行菌液 ＰＣＲ， 若在 ６３０ ｂｐ 处有明显的条带， 判定为

阳性 （图 ３）， 测序结果正确， 说明双拷贝正确连接，
ＰＣＶ２ 双拷贝感染性克隆质粒构建成功。

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＰＣＶ２ 双拷贝感染性克隆质粒。

图 ３　 ６３０ 引物检测 ＰＣＶ２ 双拷贝感染性克隆质粒

２􀆰 ３　 ３ ａａ、 ５ ａａ 和 １８ ａａ 点突变后 ＰＣＶ２ 复制能力

　 　 ｐＳＫ－ＰＣＶ２、 ｐＳＫ－３ａａ、 ｐＳＫ－５ａａ 和 ｐＳＫ－１８ａａ 转

染后传至第 ３ 代， 用收获的上清液接毒无 ＰＣＶ２ 污染

的 ＰＫ－１５ 细胞并盲传 ６ 代， 吸出 ２００ μＬ 收获的上清

液用于病毒 ＤＮＡ 提取， 并使用 ＰＣＶ２ ＯＲＦ２ 检测引物

进行荧光定量 ＰＣＲ， 检测 Ｃｔ 值。 若模板浓度太高，
将 ＤＮＡ 稀释后再进行检测。 结果显示， ３ ａａ 点突变

株、 ５ ａａ 点突变株和 １８ ａａ 点突变株 Ｃｔ 值与 ＰＣＶ２ 原

毒株相比均有降低， 说明点突变后 ＰＣＶ２ 复制能力增

强 （表 ２）。 熔解曲线显示 ＰＣＶ２ ＯＲＦ２ 检测引物能有

效检测 ＰＣＶ２ 点突变株和原毒株 （图 ４）。

表 ２　 ３ ａａ、 ５ ａａ 和 １８ ａａ 点突变株与 ＰＣＶ２
原毒株上清液 Ｃｔ 值

毒株 ＤＮＡ 稀释倍数 Ｃｔ 值

３ ａａ 点突变株 ４ ４􀆰 ６４９

５ ａａ 点突变株 ４ ４􀆰 ３０３

１８ ａａ 点突变株 ４ ４􀆰 １６６

ＰＣＶ２ 原毒株 ２ ４􀆰 ２０８

Ａ． ３ ａａ 点突变株； Ｂ． ５ ａａ 点突变株； Ｃ． １８ ａａ 点突变株； Ｄ． 原毒株。

图 ４　 ＰＣＶ２ ＯＲＦ２ 检测引物检测 ＰＣＶ２ 双拷贝感染性克隆质粒熔解曲线
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２􀆰 ４　 ４～ ６ ａａ 和 ３～ ６ ａａ 点突变后 ＰＣＶ２ 复制能力

　 　 ｐＳＫ－４－６ａａ 和 ｐＳＫ－３－６ａａ 转染后连续传至 ３ 代，
收获上清液接毒无 ＰＣＶ２ 污染的 ＰＫ－１５ 细胞并盲传 ６
代， 各吸出 ２００ μＬ 提取 ＤＮＡ 并使用 ＰＣＶ２ ＯＲＦ２ 检

测引物进行荧光定量 ＰＣＲ 检测 Ｃｔ 值， 若模板浓度太

高， 将 ＤＮＡ 稀释再进行检测。 结果显示 ４～６ ａａ 点突

变株和 ３～６ ａａ 突变株复制能力减弱 （表 ３）。
２􀆰 ５　 ２～ ４ ａａ、 ２～ ６ ａａ、 １７～ １９ ａａ 点突变后 ＰＣＶ２ 复
制能力变化

　 　 ｐＳＫ－２－４ａａ、 ｐＳＫ－４－６ａａ 和 ｐＳＫ－１７－１９ａａ 转染

后连续传代， 最多传至第 ６ 代， 每代提取 ＤＮＡ 进行

荧光定量 ＰＣＲ 检测 Ｃｔ 值， 结果显示 Ｃｔ 值持续上升，
说明病毒复制能力明显减弱 （表 ４）。

表 ３　 ４～ ６ ａａ 和 ３～ ６ ａａ 点突变株与 ＰＣＶ２
原毒株上清液 Ｃｔ 值

毒株 ＤＮＡ 稀释倍数 Ｃｔ 值

４～６ ａａ 点突变株 １ ９􀆰 ６５５

３～６ ａａ 点突变株 １ ５􀆰 ８００

ＰＣＶ２ 原毒株 ２ ４􀆰 ２０８

表 ４　 ２～ ４ ａａ、 １７～ １９ ａａ 和 ２～ ６ ａａ 点突变株与 ＰＣＶ２ 原毒株上清液 Ｃｔ 值

毒株 第 １ 代 第 ２ 代 第 ３ 代 第 ４ 代 第 ５ 代 第 ６ 代

２～４ ａａ 点突变株 １０􀆰 ２５３ １１􀆰 ９１０ １３􀆰 ００２ １５􀆰 １２８ １５􀆰 ６７３ １８􀆰 ０１６

１７～１９ ａａ 点突变株 １６􀆰 ０９１ ２２􀆰 ２７１ ２６􀆰 ５６２ — — —

２～６ ａａ 点突变株 １１􀆰 ４２３ １５􀆰 １９７ １９􀆰 ３３１ ２２􀆰 ９０５ — —

ＰＣＶ２ 原毒株 ９􀆰 ０５８ ７􀆰 １２７ ６􀆰 ９９４ ６􀆰 ４８０ ５􀆰 ９５１ ４􀆰 ８４３

　 　 　 　 　 注： “—” 表示未进行检测。 下同。

２􀆰 ６　 １７ ａａ、 １９ ａａ、 ２０ ａａ、 ２１ ａａ 和 １７ ～ ２１ ａａ 点突

变后 ＰＣＶ２ 拯救情况

　 　 ｐＳＫ－１７ａａ、 ｐＳＫ－１９ａａ、 ｐＳＫ－２０ａａ、 ｐＳＫ－２１ａａ 和

ｐＳＫ－１７－２１ａａ 转染后连续传代， 最多传至第 ６ 代， 每

代提取 ＤＮＡ 进行荧光定量 ＰＣＲ 检测 Ｃｔ 值， 结果显

示 Ｃｔ 值持续上升至 ３０ 以上， 说明 １７ ａａ、 １９ ａａ、
２０ ａａ和 ２１ ａａ 点突变后严重抑制了病毒的复制能力，
这 ４ 个位点对 ＰＣＶ２ 的复制起到关键作用 （表 ５）。

表 ５　 １７ ａａ、 １９ ａａ、 ２０ ａａ、 ２１ ａａ 和 １７～ ２１ ａａ 点突变株与 ＰＣＶ２ 原毒株上清液 Ｃｔ 值

毒株 第 １ 代 第 ２ 代 第 ３ 代 第 ４ 代 第 ５ 代 第 ６ 代

１７ ａａ 点突变株 １７􀆰 ８３１ ２３􀆰 ８７９ ２７􀆰 ６９８ ３３􀆰 ７９５ ３４􀆰 ６０６ ３５􀆰 ８９４

１９ ａａ 点突变株 １７􀆰 １０８ ２２􀆰 ７０８ ２８􀆰 ０７１ ３１􀆰 ５９８ ３３􀆰 ９９２ ３６􀆰 ９２０

２０ ａａ 点突变株 １４􀆰 ８２４ １９􀆰 ３４０ １９􀆰 ０７８ ２３􀆰 ５３２ ２７􀆰 ７９８ ３１􀆰 ７６３

２１ ａａ 点突变株 １２􀆰 ４６５ １５􀆰 ９５９ ２０􀆰 ９４０ ２６􀆰 ９２１ ３２􀆰 ４２５ —

１７～２１ ａａ 点突变株 １５􀆰 ４４２ ２１􀆰 ８８６ ２６􀆰 ７５２ ３１􀆰 ６７８ — —

ＰＣＶ２ 原毒株 ９􀆰 ０５８ ７􀆰 １２７ ６􀆰 ９９４ ６􀆰 ４８０ ５􀆰 ９５１ ４􀆰 ８４３

３　 讨论

ＰＣＶ 有 ４ 种血清型： ＰＣＶ１、 ＰＣＶ２、 ＰＣＶ３ 和

ＰＣＶ４。 ＰＣＶ１ 和 ＰＣＶ２ 广泛存在， 目前普遍认为

ＰＣＶ１ 无致病性［１１－１２］， 而 ＰＣＶ２ 是导致 ＰＭＷＳ 的主要

因素。 ＰＣＶ１ 病毒的复制起点位于 ２ 个主要的开放阅

读框 ＯＲＦ１ 和 ＯＲＦ２ 之间的颈环结构上， 由 Ｒｅｐ 和剪

切后的 Ｒｅｐ′在结构保守九聚体的第 ７、 ８ 碱基之间进

行切割与连接［１３］， ＰＣＶ２ 与 ＰＣＶ１ 的基因组具有高度

同源性， 二者与病毒复制相关的起点及 Ｒｅｐ 基因都是

保守的［１４］。 与 ＰＣＶ１ 类似， ＰＣＶ２ 中同样存在 ２ 个以

上剪切后的 Ｒｅｐ′， 全长 Ｒｅｐ 和 Ｒｅｐ′是 ＰＣＶ２ 复制所

必需的［１５］。 本研究通过无缝克隆， 在不影响 Ｒｅｐ 全

长的情况下将个别氨基酸突变为丙氨酸， 转染 ＰＫ－
１５ 细胞后， 通过 ｑＰＣＲ 检测 ＰＣＶ２ 及 ＰＣＶ２ 突变株的

复制情况。
本研究首先对 ＰＣＶ２ Ｒｅｐ 的 ２ ～ ６ ａａ 和 １７ ～ ２１ ａａ

进行了突变， 转染细胞后传至第 ４ 代， 发现病毒载量

随细胞传代而不断降低， 且 １７ ～ ２１ ａａ 点突变株的 Ｃｔ
值上升至 ３１􀆰 ６７８， 一般在 Ｃｔ 值为 ３５ 时可以认为检测

结果为阴性， 因此认为 １７ ～ ２１ ａａ 突变后 ＰＣＶ２ 无法

复制。 为进一步探究影响 ＰＣＶ２ 复制的具体位点， 构

建一系列不同位点突变的 ＰＣＶ２ 点突变株， 结果显
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示： ３ ａａ、 ５ ａａ 和 １８ ａａ 分别突变后 ＰＣＶ２ 的复制能力

增强， 在细胞中的载量明显高于 ＰＣＶ２ 原毒株； ２ ～ ４
ａａ 和 １７ ～ １９ ａａ 突变后病毒载量随细胞传代持续降

低； ４～６ ａａ 和 ３～６ ａａ 突变后病毒能被成功拯救但复

制能力与 ＰＣＶ２ 原毒株相比减弱； 而 １７ ａａ、 １９ ａａ、
２０ ａａ 和 ２１ ａａ 突变后病毒均无法成功拯救。 以上结

果显示， ＰＣＶ２ Ｒｅｐ １７ ａａ、 １９ ａａ、 ２０ ａａ 和 ２１ ａａ 是

ＰＣＶ２ 复制的关键位点， 对其中任意一个位点进行突

变， ＰＣＶ２ 都无法通过感染性克隆进行拯救， 其复制

能力受到严重的影响。 ＰＣＶ２ Ｒｅｐ ２ ａａ 也可能是 ＰＣＶ２
复制的关键位点， 与不包含 ２ ａａ 突变的 ３ ～ ６ ａａ 突变

相比， 包含 ２ ａａ 突变的 ２～４ ａａ 突变和 ２～６ ａａ 突变在

进行病毒拯救的过程中呈现 Ｃｔ 值缓慢上升的状态且

Ｃｔ 值明显高于 ３ ～ ６ ａａ 突变， 显示出 ２ ａａ 突变对

ＰＣＶ２ 的复制产生影响。 ３ ａａ 和 ５ ａａ 突变后 ＰＣＶ２ 复

制能力增强， 已有研究证明 ６ ａａ 突变后可使 ＰＣＶ２ 的

复制能力增强［１６］， 但 ３～６ ａａ 突变后 ＰＣＶ２ 虽然能拯

救但病毒复制能力下降， 说明 ４ ａａ 突变后降低了

ＰＣＶ２ 的复制能力。
已有研究结果表明， ｓｓＤＮＡ 可通过与 Ｒｅｐ 特定

蛋白质直接接触， 或通过有 Ｕ 型构象的凹槽与 Ｒｅｐ
对接从而进行间接接触， Ｒｅｐ 蛋白的 １７ ａａ 至 ２１ ａａ
位于该结构的同一个 β 折叠上［１７］。 因此， ＰＣＶ２ Ｒｅｐ
的 １７ ａａ、 １９ ａａ、 ２０ ａａ 和 ２１ ａａ 可能正是 Ｒｅｐ 与

ｓｓＤＮＡ 相互作用或帮助 Ｒｅｐ 形成相关空间结构的关

键位点， 改变相关氨基酸可抑制或减弱 Ｒｅｐ 与 ｓｓＤＮＡ
的相互作用， 从而对 ＰＣＶ２ 的复制产生了不利的

影响。
总之， 本文探究了 Ｒｅｐ 蛋白影响 ＰＣＶ２ 复制的关

键位点， 为后续开展 ＰＣＶ２ 复制相关研究奠定了

基础。
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１６６ （１１）： ３１８９－３１９２．

［１７］ ＴＯＭＰＫＩＮＳ Ｋ Ｊ， ＨＯＵＴＴＩ Ｍ， ＬＩＴＺＡＵ Ｌ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｕｎｄｅｒ⁃
ｐｉｎｎｉｎｇｓ ｏｆ ｓｓＤＮＡ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｂｙ Ｒｅｐ ＨＵＨ－ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓ ａｎｄ ｉｍ⁃
ｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ＨＵＨ－ｔａｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｉｎｇ ａｎｄ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ， ２０２１， ４９ （２）： １０４６－１０６４．
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