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摘要：为加强猪细小病毒病的监控，对分离的猪细小病毒（ＰＰＶ）ＨＮＺＭ－０１株ＮＳ１基因的序列进

行了分析。设计一对特异性引物，以抽提的ＰＰＶ　ＨＮＺＭ－０１株的ＤＮＡ为模板，通过ＰＣＲ反应扩

增出大小约２．２７ｋｂ的目的片段，并将其插入克隆载体ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ上，构建了重组质粒并测序。

结果表明，ＮＳ１基因全长１　９８９ｂｐ，与预期目的片段大小一致。序列分析结果表明，ＰＰＶ　ＨＮＺＭ－
０１株的ＮＳ１基因与其他ＰＰＶ毒株同源性在９８．２％～９９．８％，说明ＮＳ１ 基因具有高度保守性。

同时应用ＡＮＴＨＥＰＲＯＴ软件分析了 ＨＮＺＭ－０１株ＮＳ１基因编码蛋白质的氨基酸组成和二级结

构的含量、分布。结果表明，由于 ＨＮＺＭ－０１株中碱基的突变，造成其氨基酸序列与ＮＡＤＬ－２株有

所不同，形成的二级结构略有差异，但二级结构元件分布大致与ＮＡＤＬ－２株相同。
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　　猪细小病毒（ｐｏｒｃｉｎｅ　ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＰＰＶ）属于细
小病毒属［１］，不但能感染猪，还可感染牛、犬、猫、绵
羊、鹅、兔等动物。研究表明，ＰＰＶ 与犬细小病毒
（ｃａｎｉｎｅ　ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＣＰＶ）、猫泛白细胞减少病毒
（ｆｅｌｉｎｅ　ｐａｎｌｅｕｋｏｐｅｎｉａ　ｖｉｒｕｓ，ＦＰＶ）抗原性相近［２］。

猪细小病毒基因组结构简单，为单链线状ＤＮＡ，大
小约为５．０ｋｂ，两端均含有发夹结构。基因组包括

２个主要的开放阅读框架（ＯＲＦ），分别位于基因组
的两端，其中５′端的ＯＲＦ编码３种非结构蛋白，分
别为ＮＳｌ、ＮＳ２、ＮＳ３［３－４］。在临床诊断技术上，也可
用非结构蛋白 ＮＳ１来区别灭活疫苗免疫猪和自然
感染猪［５］。

我国于１９８３年首次分离到ＰＰＶ［６］，此后在各
地陆续分离了数株ＰＰＶ，都属于同一血清型。目
前，ＰＰＶ的预防主要依靠灭活疫苗和弱毒疫苗［７］，

但加强细小病毒病的监控和流行病学分析仍然是猪
病防控的重点之一。为更进一步研究ＰＰＶ的结构，

为新型疫苗的研制提供参考，从河南省中牟县某猪
场采集了临床诊断为感染 ＰＰＶ的病料，对ＰＰＶ的

ＮＳ１基因进行克隆、序列和结构分析，并与往年分
离提取的几种分离株的核苷酸序列进行比对，在

ＧｅｎＢａｎｋ查询并下载了河北、山东、广西、湖北、四
川、黑龙江等省和国外报道的１９个ＮＳ１序列，利用

ＤＮＡＳｔａｒ软件对以上序列进行了比较分析，报告
如下。

１　材料和方法

１．１　病料采集及预处理
病料采自于河南省中牟县某猪场，临床检测初

步诊断为ＰＰＶ感染。无菌条件下取病死仔猪的淋
巴结、肺脏、脾脏等，剪碎，加入适量的ＰＢＳ液研磨，

将研磨后的样品移入１．５ ｍＬ 的离心管中，放

－２０℃冰箱中保存。

１．２　主要试剂及仪器

ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ载体、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶均购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司；限制性内切酶、ＰＣＲ相关试剂、ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ、异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、５－溴－４－
氯－３－吲哚半乳糖苷（Ｘ－ｇａｌ）购自大连宝生物工程有
限公司；ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒购自杭州维特洁生
物技术有限公司；质粒提取试剂盒购自北京博大泰
克生物公司；ＰＣＲ 仪（ＰＴＣ２００）为美国 ＭＪ公司产

品；其他常规试剂及仪器均由河南省动物源性食品
安全实验室提供。

１．３　引物的设计与合成
根据 ＧｅｎＢａｎｋ中的 ＰＰＶ　Ｋｒｅｓｓｅ株基因序列

（Ｕ４４９７８），应用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５软件设计一对引物。

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，

上游引物 Ｆ：５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＧＴＧＧＡＧＣＣＴＡＡ－
ＣＡＣＴＡＴＡＡＡＴ－３′；下游引物 Ｒ：５′－ＣＣＡＡＧＣＴＴ－
ＴＡＴＣＣＴＧＧＴＡＡＧＡＴＴＡＧＴＣＣＴＧ－３′。

１．４　猪细小病毒的增殖

按常规细胞培养方法，使用ＰＫ－１５细胞培养。

在细胞传代时同步接种分离的ＰＰＶ，按培养液体积

的２％接毒［８］，置于含５％ＣＯ２ 的３７℃恒温培养箱

中培养，细胞出现８０％的病变时收获病毒，反复冻

融３次，８　０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ以去除细胞碎片，

冻于－２０℃冰箱中保存备用。将分离到的病毒命

名为 ＨＮＺＭ－０１。

１．５　ＰＣＲ模板ＤＮＡ的制备

取培养病毒的细胞悬液反复冻融３次，以充分

裂解细胞。参照Ｃａｏ等［９］的方法提取病毒基因组

ＤＮＡ。将提取的 ＤＮＡ 置于－２０ ℃冰箱中保存

备用。

１．６　ＰＣＲ及电泳检测

以提取的ＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ
反应体系为５０μＬ，其组分如下：１０×ＰＣＲ 缓冲液

５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／μＬ）４μＬ，ｄＮＴＰｓ　３μＬ（２５

ｍｍｏｌ／μＬ），Ｔａｑ酶１Ｕ，上下游引物各１μＬ（５０

ｐｍｏｌ／μＬ），反转录ｃＤＮＡ液５μＬ，最后用双蒸水补

至５０μＬ。扩增程序为：９５ ℃变性５ｍｉｎ；９４ ℃

５０ｓ，５５℃４５ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３５个循环；之后７２℃
延伸７ｍｉｎ，４℃保存１０ｍｉｎ。反应结束后，取３μＬ
扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测。

１．７　目的基因的克隆

ＰＣＲ扩增产物经电泳鉴定后，用凝胶回收试剂

盒回收目的片段，然后将目的片段与ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ
载体连接，转入ＤＨ５α感受态细胞。挑取疑似阳性

菌落进行培养，用质粒提取试剂盒提取重组质粒，进

行ＰＣＲ、酶切鉴定。

１．８　核酸序列测定及分析
取ＰＣＲ及酶切均为阳性的重组菌液，送大连宝
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生物工程有限公司测序，并利用ＤＮＡＳｔａｒ软件对所
测核酸序列进行分析比较。

１．９　ＮＳ１蛋白结构分析
应用 ＡＮＴＨＥＰＲＯＴ软件分析 ＨＮＺＭ－０１株、

ＮＪ株和ＳＲ－１株ＮＳ１基因编码蛋白质的氨基酸组
成和二级结构的含量、分布。

２　结果与分析

２．１　ＮＳ１基因的ＰＣＲ扩增结果
以所提的ＤＮＡ为模板，用设计合成的上、下游

引物通过ＰＣＲ技术扩增目的片段，经１％琼脂糖凝
胶电泳检测，获得特异性片段（图１），长度约为２．２７
ｋｂ，与预期扩增的ＤＮＡ片段大小相符。

Ｍ．ＤＮＡ分子质量标准；１．ＮＳ１基因的ＰＣＲ产物

图１　ＰＰＶ　ＮＳ１基因ＰＣＲ产物电泳图谱

２．２　ＮＳ１基因的克隆与鉴定结果
将纯化的ＰＣＲ产物与ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ载体连

接、转化后，筛选重组菌，提取质粒。以该质粒为模
板，用上、下游引物进行ＰＣＲ扩增，得到约２．２７ｋｂ
的目的片段（图２）；同时，对重组质粒用ＥｃｏＲⅠ进
行酶切鉴定，结果与预期的片段大小相符（图３），证
明目的基因已插入到载体中。

Ｍ．ＤＮＡ分子质量标准；１．ＮＳ１重组质粒的ＰＣＲ产物

图２　重组质粒ＰＣＲ鉴定结果

Ｍ．ＤＮＡ分子质量标准；１．重组质粒的酶切结果

图３　重组质粒酶切鉴定结果

２．３　ＰＰＶ　ＮＳ１基因测序结果及同源性分析
将鉴定正确的重组菌液送大连宝生物工程有限

公司测序，结果表明，本次扩增出的ＰＰＶ　ＨＮＺＭ－０１
ＮＳ１基因片段，长度为１　９８９ｂｐ，编码６６２个氨基
酸。利用ＤＮＡＳｔａｒ软件对ＧｅｎＢａｎｋ上登录的相应
序列（表１）进行比较分析。结果表明，ＰＰＶ　ＨＮＺＭ－
０１株的 ＮＳ１ 基因与其他ＰＰＶ毒株同源性在９８．
２％～９９．８％；该分离株与美国分离的 ＮＡＤＬ－２株
的同源性最高，为９９．８％，亲缘关系较近；与山东、
江苏的分离株（Ｔａｉ’ａｎ株和ＮＪ株）同源性均为９９．
７％，遗传关系也较近。不同ＰＰＶ毒株间ＮＳ１基因
的同源性在９８％以上（图４）。

表１　试验中参考的ＰＰＶ序列信息

毒株 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 分离地点 毒株 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 分离地点

ＨＮＺＭ－０１（ｃｅｘｕ） 河南 ＳＲ－１ ＤＱ６７５４５６ 四川
Ｃｈａｌｌｅｎｇｅ　 ＡＹ６４４８６６ 英国 ＢＱ　 ＥＵ７９０６４１ 黑龙江
ＶＲＩ－１ ＡＹ３９０５５７ 韩国 ＺＪ　 ＥＵ７９０６４２ 浙江
Ｔｏｒｎａｕ　 ＡＹ６８４８６９ 德国 Ｓ－１ ＥＵ７０７３３５ 上海
Ｃｈｉｎａ　 ＡＹ５５３３１８ 湖北 Ｔａｉ’ａｎ　 ＦＪ８５３４２０ 山东
ＨＮ－Ｚ１ ＡＹ７８９５３３ 河南 ＪＹ　 ＨＭ６２７６５２ 甘肃
ＨＮ－Ｚ３ ＡＹ７８９５３４ 河南 ＬＺ　 ＨＭ６２７６５３ 甘肃
ＮＪ　 ＡＹ６８６６０１ 江苏 ＮＡＤＬ－２ ＮＣ　００１７１８ 美国
ＳＤ－６８ ＡＹ５０２１１４ 山东 Ｋｒｅｓｓｅ　 Ｕ４４９７８ 美国
ＰＯＶＧ　 Ｄ００６２３ 美国

２．４　ＰＰＶ　ＮＳ１基因系统发生树的构建
应用ＤＮＡＳｔａｒ软件绘制了来自不同地方的１８

个分离株的系统进化树（图５）。结果表明：此次从

中牟分离的ＰＰＶ属于ＮＡＤＬ－２变异毒株，与湖北、
山东及河北分离株同源性最高，发生的变异较小，
而此前本课题组（河南省动物源性食品安全重点

９３１　第３期 郭东辉等：猪细小病毒 ＨＮＺＭ－０１株ＮＳ１基因的克隆及序列分析



图４　ＰＰＶ不同分离株ＮＳ１基因的核苷酸序列同源性分析

图５　不同地区分离株的ＮＳ１核苷酸序列的系统进化树

实验室）分离的河南 ＨＮ－Ｚ１、ＨＮ－Ｚ３株变异较大，
由此推测ＰＰＶ发生了变异。

２．５　ＰＰＶ　ＮＳ１编码蛋白质的组成分析
经分析，ＨＮＺＭ－０１株ＮＳ１蛋白的相对分子

质量大约为７．６ｋＤ，与美洲型相比变化不大。不同
氨基酸的含量有所变化，其中含量增加的有 Ｈｉｓ、

Ａｓｐ、Ｇｌｕ；含量下降的有 Ａｓｎ、Ｌｙｓ。ＨＮＺＭ－０１株
中Ｔｈｒ含量最高，达１０．２７％，其次是Ｌｅｕ和 Ｇｌｕ，
含量分别为７．８５％和７．５５％。

２．６　ＰＰＶ　ＮＳ１蛋白的二级结构分析
蛋白质的二级结构包括α螺旋、β折叠、β转角和无

规则卷曲，应用ＡＮＴＨＥＰＲＯＴ软件中Ｄｏｕｂｌｅ　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
方法对ＨＮＺＭ－０１株和ＮＡＤＬ－２株ＮＳ１基因编码的蛋
白质进行分析，得出二级结构的分布及含量，如图６、图

７。结果表明：由于ＨＮＺＭ－０１株中碱基的突变，造成其
氨基酸序列与ＮＡＤＬ－２株有所不同，形成的二级结构有
一定的差异，但二级结构元件分布大致与后者相同。两
者仅在α螺旋的分布上有差别，分别为３６％和３５％。

图６　ＨＮＺＭ　０１株ＮＳ１蛋白的二级结构分布及含量

图７　ＮＡＤＬ　２株ＮＳ１蛋白的二级结构分布及含量
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３　讨论

通过对ＰＰＶ　ＨＮＺＭ－０１株ＮＳ１基因克隆测序
得知，其全长为１　９８９ｂｐ，共编码６６２个氨基酸残
基，与国内外所报道的ＰＰＶ　ＮＳ１ 基因长度大小相
符［１０－１５］。该 毒 株 的 ＮＳ１ 序 列 与 美 国 分 离 的

ＮＡＤＬ－２株的同源性较高，为９９．８％。其次是山东、

江苏的分离株（Ｔａｉ’ａｎ株和 ＮＪ株），同源性均为

９９．７％。但是与河南分离株（ＨＮ－Ｚ１株和 ＨＮ－Ｚ３
株）的同源性较低，为９８．７％。ＮＡＤＬ－２株是细胞
适应性的弱毒株［１６］，妊娠母猪感染后不能通过胎盘
感染胎儿，可以用作弱毒疫苗来防止 ＰＰＶ 感染。

ＨＮ－Ｚ１株和 ＨＮ－Ｚ３株在 ＮＣＢＩ上标记为强毒株，

因此，引起２０１１年该猪场ＰＰＶ疫情的原因可能来
自疫苗株变异。

通过对 ＨＮＺＭ－０１株和 ＮＡＤＬ－２株蛋白质的
二级结构进行分析可知，ＨＮＺＭ－０１株只在氨基酸
序列的中间部分α螺旋比ＮＡＤＬ－２株稍多，其他二
级结构几乎一致，说明 ＨＮＺＭ－０１株中ＮＳ１基因的
碱基突变较少，表明ＮＳ１基因高度保守。

虽然 ＰＰＶ　ＮＳ１ 基因的碱 基突变较少，但

ＨＮＺＭ－０１株与先前本课题组分离的毒株相比有很
大的差异，由此推测，ＰＰＶ发生了变异。因此，加强

ＰＰＶ的检测，追溯病原来源，对ＰＰＶ的防控有重要
意义。
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