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猪细小病毒 HN-3株 VP2 基因克隆与抗原性分析
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摘要:参考 GenBank公布的 NADL-2株序列 ,设计出1对引物 。利用该引物扩增了猪细小病毒 HN

-3株 VP2 主要抗原基因 ,将其克隆到 pGEM -T Easy 载体上;测序获得 1 438bp核苷酸序列 ,并推
导出其氨基酸序列。共编码475氨基酸 ,与 NADL-2株相应的序列进行比较分析 ,两者核苷酸同源
性为 99.4%,氨基酸同源性为99.3%。应用 DNAStar软件对氨基酸的抗原表位进行了预测 ,共有 11

个抗原表位 ,分别在氨基酸 N 端的 11 ～ 24 ,81 ～ 108 ,121 ～ 135 ,139 ～ 148 ,150 ～ 172 ,221 ～ 239 ,241 ～
259 ,316 ～ 342 ,344 ～ 352 ,390 ～ 405和426 ～ 439区段 ,此序列具有较好的免疫原性。
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Abstract:A pair o f primers w as designed according to the sequence of NADL-2 strain f rom Gen-
Bank , and was used to amplify the major antig en regions of VP2 of HN-3 st rain by PCR.The

PCR products w ere then cloned into pGEM -T Easy vecto r.A 1 438 bp nucleotide f ragment w as

acquired ,w ith a deduced pept ide of 475 amino acids.Sequence comparison show ed that the nuc-
leo tide and amino acid sequences of VP2 of HN-3 st rain w ere 99.4% and 99.3% similari ty , re-
spectively , with those of NADL-2 st rain.The VP2 antig en epitopes w ere predicted using DNA-
S tar sof tw are , indicating that elev en antigen epitopes w ere located , respectively , at the N-te rm i-
nal region of 11-24 , 81-108 , 121-135 , 139-148 ,150-172 , 221-239 , 241-259 ,316-342 ,344
-352 ,390-405 and 426-439.
Key words:PPV;VP2 gene;A ntigenici ty analy sis

　　猪细小病毒病是由猪细小病毒(PPV)感染所引

起的以母猪繁殖障碍为主要特征的病毒性传染病 。

其特征是母猪孕前期感染该病毒时 ,经胎盘使胚胎
或胎儿受到侵袭 ,引起母猪流产 、胚胎死亡 、胎儿畸

形等 ,同时还可引起仔猪的皮炎和腹泻[ 1] 。在猪群
中检出率甚高 ,给养猪业带来巨大的经济损失 。目

前对本病的防制主要是以免疫预防为主 ,国内外普

遍应用的疫苗主要有弱毒疫苗和灭活疫苗两种。弱

毒疫苗和灭活疫苗尽管有许多优点 ,但弱毒疫苗存
在毒力返强潜在危险 ,灭活疫苗需要大剂量免疫和

多次接种等缺点[ 2] 。因此 ,寻找更为安全 、有效 、实

用的新型疫苗仍是猪细小病毒免疫预防研究的主要

方向。

PPV外观呈六角形或圆形 、无荚膜 ,分为“实心

的”和“空心的”两种。完整的 PPV 粒子中含有一单

股线状的 DNA ,链长约 5.0kb ,成熟的病毒粒子仅

含有负链 DNA 基因组。PPV 基因组总共编码两种

蛋白 ,即结构蛋白(VP1 ,V P2 , VP3)和非结构蛋白

(NS1 , NS2 ,NS3)。结构蛋白主要功能区包括抗原
决定簇区 、受体结合部位及血凝部位 ,其中 VP2蛋
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白病毒粒子主要成分约占 80%左右 ,具有良好的免

疫原性 ,能够诱导机体产生中和抗体[ 3] 。鉴于此 ,本

试验对猪细小病毒 VP2 进行了克隆 、测序以及抗原

性分析 ,以期为猪细小病毒核酸疫苗的研制提供

依据 。

1　材料和方法

1.1　病毒及病毒增殖

PPV HN-3株由河南省动物性食品安全重点

实验室分离鉴定;HN-3株属于强毒株 ,已适应 PK

-15细胞 。按常规细胞培养方法
[ 4]
,使用 PK -15

细胞(购自中国兽药监察所),用 RPM I 1640培养液

加 10%无牛病毒性腹泻病毒抗体的胎牛血清作为

PK-15细胞的培养液(pH 7.2);在细胞传代时直

接接种 PPV 病毒 , 按 1 000 TCID50 接种 PK -15

细胞 ,接种后 3 ～ 4 d 待细胞出现明显病变后 ,收获

病毒 ,冻后于-20 ℃备用。

1.2　菌株 、质粒及试剂

大肠杆菌菌株 JM109由河南省动物性食品安

全重点实验室保存 ,按常规方法制备 CaCl2 感受态

细胞[ 5] 。pGEM -T Easy 载体 、蛋白酶 K 和 T4

DNA 连接酶购自 Promega公司;EcoRⅠ单酶切酶 、

Taq酶 、DNA M arker DL 2000 、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 ,其他常规试

剂均由河南省动物性食品安全重点实验室提供。

1.3　引物的设计与合成

参照 Genbank 公布的 NADL -2 序列 , 用

Primer P remier5.0 生物软件设计出了扩增 VP2

基因主要抗原编码区上游引物和下游引物 ,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:5′-CAC GCA TCA AGA CTC A TA-3′(位于

3002 ～ 3 019 bp);下游引物:5′-TGA A TA GGG

T TC CAC A TA-3′(位于 4 423 ～ 4440 bp)。

1.4　模板的制备

参照文献[ 6] 进行。取增殖的病毒液 5mL ,加

入等体积样品裂解缓冲液[ 0.02mo l/L Tris HCl

(pH7.5), 0.03mol/L EDTA , 1%SDS] ,混匀后加

入4μL蛋白酶 K(20mg/mL),置 55 ℃水浴 30min;

用饱和平衡酚(pH 8.0)抽提 2次 ,取水相加入酚/氯

仿/异戊醇(25 ∶24 ∶1)抽提 1 次;取水相再加入

(24∶1)氯仿/异戊醇 ,抽提 1次 ,取上清加入 1/10

体积的 3mol/ L 乙酸钠(pH5.2),2.5倍体积的无水

乙醇置-20℃沉淀 2 h 以上。 12 000 r/min 离心

15min ,弃上清 ,再用 75%乙醇洗涤 ,静置干燥后 ,用

少量(20μL 左右)超纯水溶解 ,贮存于-20℃备用 。

1.5　PCR反应

PCR反应采用 50μL 反应体系 , 组成有 10×

PCR buffer 5μL ,MgCl2 6mmol/L , dNTPs 浓度为

100μmol/ L ,上下游引物各 1μL ,模板 8μL ,灭菌双

蒸水添加至 50μL 。反应条件为 95℃预变性 5min;

94 ℃变性 1min ,57 ℃复性 50 s , 72 ℃延伸 2min ,32

个循环 ,72 ℃延伸 10min ,4℃保存 。

1.6　PCR扩增片段的鉴定

取 8μL PCR产物与 2μL 上样缓冲液(溴酚蓝)

混匀后 ,进行 1%琼脂糖凝胶电泳 , 以 Marker DL

2 000为对照 ,观察拍照 。

1.7　PCR扩增片段的克隆

将 PCR产物用凝胶回收试剂盒进行回收纯化。

将已纯化的 PCR扩增片段与载体 pGEM -T Easy

在 T4连接酶作用下 16 ℃连接过夜。将上述连接产

物 10μL 与准备好的 200μL JM 109 感受态细胞混

合 ,按常规方法转化并涂布于含氨苄青霉素 、X-

gal 、IPTG 的 LB 平板上 , 37 ℃温箱培养 16h ,挑取

白色菌落作进一步筛选 、鉴定。

1.8　重组质粒的酶切分析

挑取上述白色菌落在含氨苄青霉素(50

μg/mL)的 LB液体培养基中 37℃培养 16h ,用质粒

提取试剂盒提纯重组质粒 DNA 。取上述质粒进行

PCR扩增 、酶切鉴定。PCR扩增体系和反应条件参

照 1.5 进行。酶切鉴定 EcoRⅠ单酶切酶消化 ,在

37 ℃3 h后 ,1%琼脂糖凝胶电泳 ,观察结果 ,初步鉴

定阳性重组质粒。

1.9　核苷酸序列测定及分析

将上述经 PCR和酶切分析鉴定为阳性的克隆

质粒 ,委托北京奥科生物技术有限责任公司进行测

序 。与 Genbank 公布的 NADL-2 株 VP2 序列进

行序列比较 。

1.10　VP2 结构和抗原性分析

通过测序结果来推导出相应的 V P2蛋白的氨

基酸序列 ,并应用 DNAStar 软件对二级结构和抗原

性进行分析 。

2　结果与分析

2.1　PCR扩增结果

取 8μL PCR产物与 2μL 上样缓冲液(溴酚蓝)

混合后 ,在 1%琼脂糖凝胶上电泳 , 以 Marker DL

2000 为对照。可见在 1 000bp ～ 2 000 bp 之间有

1条特异性亮带(图 1),与预期的 1 438bp 相符阴性

对照(ddH 2O)无任何扩增条带的出现。
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图 1　PPV VP2 的 PCR 产物

2.2　阳性重组质粒 PCR及酶切鉴定

通过基因克隆技术获得了疑似阳性克隆 ,提取

其质粒 , 进行 PCR 扩增鉴定 。鉴定结果表明 , 在

1438 bp左右有 1条特异性亮带(图 2);通过EcoRⅠ

单酶切酶酶切消化鉴定在 500bp ～ 750 bp 和 750 bp

～ 1 000 bp均有 1条特异性条带(图 3)。

2.3　VP2 测序与分析

将上述获得的阳性克隆 ,经北京奥科生物技术

有限责任公司进行测序 ,获得了1个长度为1 438 bp

的核甘酸序列 ,与预期的 PCR扩增片段相符 ,编码

1426氨基酸(图 4)。将此序列与 GenBank 公布的

NADL -2株的 VP2 编码核酸序列进行比较 ,通过

DNAStar 软件分析 , 发现两者核苷酸同源性为

99.4%,氨基酸同源性为 99.3%。

2.4　VP2蛋白的 B细胞表位预测结果

由所测的核苷酸序列推导出了相应的氨基酸序

图 2　阳性克隆株 PCR鉴定结果

图 3　克隆阳性株 EcoRI酶切鉴定结果

列 ,应用 DNAstar 软件对 VP2 蛋白分子的二级结

构 、蛋白的柔性区域 、VP2蛋白氨基酸残基位于表

面的可能性 、亲水性区域及抗原指数进行了预测 ,预

测结果见图 5。

图 4　VP2 基因的核甘酸序列及其推导的氨基酸序列

·102·

2007年第 11期



图 5　VP2 结构及抗原性分析

3　讨论

目前 ,猪细小病毒分子生物学的相关研究报道

较多 ,PPV基因组总共编码两种蛋白 ,即结构蛋白

(VP1 ,VP2 , VP3)和非结构蛋白(NS1 ,NS2 ,NS3),

其中主要集中在 VP1 和 VP2 基因方面。而 V P2

又是 PPV 的主要结构蛋白 ,分子量为 64kD , 能够

诱导机体产生中和抗体 ,保护机体免遭病毒的攻击 ,

具有良好的免疫原性
[ 7]
。

众多试验证实 ,应用 VP2 基因重组作为疫苗或

者免疫原能够获得较为理想的效果 。本试验扩增了

PPV VP2 基因 ,以期为进一步基因疫苗的研究奠定

基础 。赵俊龙等
[ 7]
利用真核表达载体构建了含有

VP1 和 VP2 的基因疫苗 ,分别以肌内注射的方式 ,

间隔 2周两次免疫小鼠 ,结果发现所有表达质粒均

能诱导产生明显的细胞免疫和体液免疫 。该结果为

全面研究猪细小病毒基因疫苗提供了科学依据
[ 8]
。

应用 DNAS tar 软件对分析了 HN -3 株与 NADL

-2株的 VP2 进行了比较分析 ,发现两者核苷酸同

源性在 99.4%,氨基酸同源性在 99.3%,具有相当

高的同源性。

B细胞表位的预测参数较多 ,在操作过程中必

须综合考虑多种参数 ,以克服单参数预测模型的局

限性 ,提高预测的准确性 。其中亲水性 、氨基酸残基

位于表面可能性 、二级结构的预测及抗原指数尤为

重要 ,因为亲水性和表面可能性是形成表位的首要

条件[ 9] 。作为 B细胞抗原表位 ,首先应存在于蛋白

抗原表面 ,且具有一定的柔性 ,以利于与 B 细胞抗

原受体或抗体结合。经抗原指数 、亲水性指数和蛋

白质表面可能性指数筛选出的氨基酸区段中(抗原

指数≥0 ,亲水性指数≥0 ,以及氨基酸的表面可能性

指数≥1),如果内部或附近又具有柔性结构 ,则有可

能是 B 细胞表位。预测和确定 VP2蛋白的抗原表

位 ,一方面有利于对 VP2 基因进一步成功表达 ,为

发展特异性和敏感性诊断系统和研制疫苗提供有力

的技术依据;另一方面为研究蛋白质特性分析提供

理论依据。综合以上结果 ,应用 DNAS tar 软件对氨

基酸的抗原表位进行了预测 ,共有 11个抗原表位 ,

分别在氨基酸 N 端的 11 ～ 24 , 81 ～ 108 , 121 ～ 135 ,

139 ～ 148 , 150 ～ 172 , 221 ～ 239 , 241 ～ 259 , 316 ～

342 ,344 ～ 352 ,390 ～ 405和 426 ～ 439区段。
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