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摘要  猪圆环病毒是单链环状DNA 病毒,其基因组中包含多个阅读框 ,其中2 个主要的阅读框分别编码复制起始蛋白Rep 和Rep′以及
病毒衣壳蛋白 :Rep 和Rep′结合由PCV1 的部分复制起点组成的双链DNA 片段 ,但这2 种蛋白的结合位点有细微差别 ;Rep 蛋白不能单独
启动病毒的复制 ,只有和Rep′蛋白一起才能启动PCV 病毒的复制 ;PCV1 感染PK15 细胞后 ,用实时PCR 检测rep 和rep′转录子的数量 ,发
现这2 种转录子的比率随着时间的推移而不断发生变化 ;病毒衣壳蛋白基因是PCV 基因间唯一变化很大的基因 , 其编码衣壳蛋白是
PCV 主要的免疫原性蛋白 ,其氨基端41 个氨基酸与PCV2 在细胞核内的定位有关。
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Abstract  The genome of porcine circoviruses consists of circular and single-stranded DNA molecules , there are many open reading frames ( ORFs)i nthe
genome ,of which,the two main ORFs encode the Rep protein whichis involved withthe replication of porcine circovirus and the Cap protein:Rep and Rep′
bi nd to double-stranded DNAfragments comprising of the origin of replication of PCV,but the binding sites of the two protei ns are distinct .The Rep protei n
alone could not initiate the replication of the virus ,while Rep and Rep′altogether could do .After PK15 cells were transfected with PCV1 ,the comparison
of the ratio of rep and rep′transcri pts with a real ti me PCR revealed the variation of the ratio of the two transcrips was in correlation to the ti me ;the cap
gene was the most altered gene inthe genome ,and the Cap protein was the maini mmunogenic protein.The 41 aminal acids i nits N-terminal were involved
with PCV′s location in the nucleus .
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  猪圆环病毒( PCV) 是单链环状 DNA 病毒,具有典型的圆

环病毒反义基因组结构;根据PCV 的致病性与核酸序列的不

同,可将圆环病毒分为PCV1 和 PCV2 ,PCV1 无致病作用 , 而

PCV2 感染损害猪免疫系统。由于圆环病毒的编码能力有

限, 推测其复制主要依赖编码蛋白的宿主细胞。因此, 圆环

病毒的分子生物学研究很受人们关注。

1  PCV1 和PCV2

PCV1 在1974 年由Tischer[ 1] 等第一次报道, 尽管在全球

流行, 但迄今为止并未发现它可以致病, 而PCV2 是近年来新

出现的猪PMWS 的病因 ,而且确信PCV2 还与猪繁殖障碍、母

猪流产死亡综合症( SAMS) 、育肥猪的慢性呼吸道病综合症

( PRDC) 、猪皮炎和肾病综合症( PDNS) 有关。PMWS 最早发现

在20 世纪90 年代初,PMWS 的症状是发烧、发育障碍、进行

性消瘦、淋巴结肿大出血、淋巴细胞缺失; 免疫激活后用

PCV2 试验感染猪也成功复制PCV2 相关的猪繁殖障碍疾病。

PCV1 和PCV2 致病性的差异似乎是这2 种病毒间最大的差

别。PCV1 和PCV2 基因组序列的基因进化树分析表明这2

种病毒属于不同的进化树,PCV1 和 PCV2 的基因组结构相

似,同源性为76 % , 基因同源性的变异程度因在基因组的位

置不同各异, 参与病毒复制的启动子和复制酶基因( rep 基

因) 的核酸同源性为79 .5 % 和82 % , 而这2 个病毒间的衣壳

基因( cap 基因) 间的同源性只有65 % ; 由于衣壳蛋白基因是

唯一变化很大的基因,它可能是PCV1 和PCV2 间的致病性不

同的原因 ,如改变PCV2 的组织嗜性和改变细胞蛋白质因子

间的相互作用[ 2] 。

2  猪圆环病毒基因组结构

猪圆环病毒的特点是结构精简 ,编码2 种复制酶蛋白的

rep 基因和圆环病毒的结构蛋白 cap 基因是头头相对的。其

中PCV1 基因组大小为1 759 bp ,包含7 个阅读框;PCV2 基因
�
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组大小为1 767～1 768 bp ,包含11 个阅读框 ;这些阅读框中2

个主要的 ORFs 分别编码复制起始蛋白Rep 和 Rep′以及衣壳

蛋白。

2 .1  rep 基因  rep 基因 是 PCV 基 因中 最大 的阅读 框

( ORF1) , 位于病毒的正向链上, 它编码的复制酶蛋白在所有

的圆环病毒中高度保守。已鉴定了启动滚环复制模型的酶3

个结构域和dNTP 结合的P- 环。基因进化树分析表明, 圆环

病毒Rep 蛋白可能通过在囊膜病毒的复制酶蛋白和小 RNA

病毒样编码的RNA 结合蛋白或原核生物的螺旋酶重组作用

而进化。对2 个来自PCV1 rep 基因的线性转录本的分析发

现: 一个形成全长的具有312 个氨基酸的阅读框, 另一个转

录本经剪切后编码只有168 个氨基酸的 Rep′蛋白, 剪切造成

Rep′的羧基端框架漂移, 因而 Rep′的羧基端48 个氨基酸与

Rep 的48 个氨基酸不同;Rep′具有3 个结构域( 滚环型Rep 蛋

白所特有的) , 但与dNTP 结合的P- 环缺失了。PCV2 的rep 基

因位于第51～995 位核苷酸 ,含有945 个碱基 ,编码315 个氨

基酸,编码病毒的复制相关蛋白 Rep。Rep 蛋白和 Rep′蛋白

是PCV 病毒复制所必需的。

2 .2 cap 基因 PCV1 的ORF2 位于反向链上,编码病毒衣壳

蛋白, 可能是在病毒感染细胞后由宿主所编码的蛋白酶合

成。病毒衣壳蛋白位于细胞核中 ,其N 端富含精氨酸和碱性

氨基酸。cap 基因转录起点位于第1 238 个核苷酸 ,转录本含

有119 个前导序列, 此前导序列连接 ORF1 的外显子2 , 并紧

接翻译的起始位点第737 位核苷酸。此 RNA 的加工在进化

上的可能是避免内含子中内部起始密码子启动的其他蛋白

质的合成。rep 基因的启动子位于第1 353～1 168 位核苷酸 ,

没有发现PCV 编码蛋白对cap 基因有调节作用[ 2] 。

PCV2 的 ORF2 与 PCV1 的 ORF2 相似, 只是其起始密码

子位于第1 033 位核苷酸或第1 034 位核苷酸 ,ORF2 有702 个

碱基, 编码234 个氨基酸, 分子量大约是30 kDa , 所编码的蛋

白是PCV2 囊膜的主要结构成分。
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3  猪圆环病毒基因的复制与转录

3 .1  复制的启动  PCV1 的复制起点至少有111 bp 长的片

段( 第728～838 位核苷酸) , 位于2 个主要的阅读框之间, 其

中核酸序列CGGCAGCGG/ TCAG 共有2 个拷贝, 可能是复制

起始蛋白的结合部位[ 3] 。Steinfeldt 等[ 4] 将该复制起点片段克

隆进PUC19 质粒中 ,与利用SV40 晚期启动子表达rep 基因的

质粒pORF4A 一起转染PK15 细胞 ,观察该片段的复制。复制

起点PCV1 与基因间区重叠,包含rep 基因的启动子。在其顶

点具有一个通用的茎环结构序列, 该序列内有一个序列为

5′- TAGTATTAC- 3′的九聚体。除了圆环病毒外 ,许多通过滚环

复制的复制子也具有此基序。毗邻茎环结构有4 个重复的

六聚体( 5′- CGGCAG- ) , 是体外试验中rep 基因表达产物的结

合位点。复制的顺式作用起点中的各种元件和在反式作用

rep 蛋白氨基酸序列中复制型病毒的特征都表明圆环病毒有

类似复制型病毒的复制机理, 但尚未用试验来验证。

3 .2 复制  PCV1 的 rep 基因是病毒 DNA 复制所必需的。

rep 基因经剪切后在4 个保守的基序处引入点突变因而导致

Rep 蛋白不能作为复制的启动子。与其他病毒的复制/ 生活

周期相比 ,单独 Rep 蛋白不能启动病毒复制 ,需要rep 和rep′

一起组成PCV1 的功能性复制启动因子。

Mankertz 等[ 5] 通过 DpnI 酶切分析来分析rep 和 rep′在

PK15 细胞中启动含有复制子DNA 片段质粒的复制能力。他

们将另一个表达rep 基因的质粒一起转染, 发现rep 和rep′都

不能单独启动质粒复制。只有这2 个蛋白同时作用时, 才观

察到病毒复制。表明PCV1 的复制依赖于 Rep 蛋白2 种产物

的表达。他们检测PCV1 的 Rep 和 Rep′蛋白对PCV2 复制起

始位点的作用时, 把表达 Rep 和 Rep′蛋白的质粒pORF4A 与

携带PCV2 复制起点的质粒pRL16 .2 同时转染PK15 细胞, 从

细胞中检测到阳性复制信号, 表明PCV1 的 Rep 和 Rep′蛋白

也能启动PCV2 的DNA 复制起点。

3 .3  转录  Cheung[ 6] 鉴定了在 PK15 细胞中合成的 PCV1

RNAs。共检测到12 个 RNAs ,包括病毒衣壳蛋白 RNA( CR) ,8

个rep 相关 RNAs 的家族( 即rep、rep′、rep3a、rep3h、repsc-1、rep-

sc-2、repsc-3、repsc-4) 和3 个NS 相关 RNAs( 即 NS462、NS642 和

NS0) 。rep 相关 RNAs 家族的5′和3′端核苷酸序列相同 ,并与

NS 相关RNAs 的3′端序列相同。rep 能编码全长的复制酶相

关蛋白, 似乎是主要的转录本, 它通过选择性剪切可产生其

他7 种rep 相关RNAs ;NS462、NS642 和NS0 似乎是由ORF1 中

3 个不同的启动子转录而来。这3 个启动子与rep 启动子无

关。序列配对分析表明, 非致病性 PCV1 和致病性的 PCV2

( 有 8 个 RNAs :rep、rep′、rep3a、rep3b、rep3c 、NS515、NS672 和

NS0) 利用基因组中相似的基因表达元件来进行基因表达。

PCV1 和PCV2 的rep、rep′、rep3a、rep3b 和NS0 在它们各自的系

统中都表达。然而,rep3c 和 NS 相关 RNAs 却存在数量和质

量的差异。

Cheung[ 7]进一步研究了在猪肾细胞复制性感染的过程

中合成PCV2 的各种RNAs , 包括病毒核衣壳蛋白 RNA( CR) ,

rep 相关RNAs 家族( 即rep、rep′、rep3a、rep3b 和rep3c) ,3 个 NS

相关蛋白RNA( 即NS515、NS672 和NS0) 等, 发现rep 相关RNA

家族的所有成员的3′端和5′端也都具有相同的核苷酸序列 ,

3′端的200 个核苷酸序列与 NS 相关 RNAs 相同。rep 能编码

复制相关蛋白( RepP) , 似乎是主要的转录子 ,通过选择剪切

产生rep、rep′、rep3a、rep3b 和rep3c 。蛋白质序列分析对照发

现,PCV2 的RepP 和 Rep′蛋白与PCV1 的RepP 和 Rep′蛋白相

同。已发现其是 DNA 病毒复制所必需的。此结果也表明

NS615、NS672 和 NS0 是由 ORF1 内、rep 启动子下游3 个不同

的启动子转录而来。

同时Cheung[ 8] 也发现PCV2 在PK15 细胞复制的过程中 ,

要合成9 个PCV2 特异的 RNAs。他们通过变异分析来研究

每个PCV2 转录单位在病毒蛋白合成和 DNA 复制中的作用。

这些研究发现在衣壳 RNA 5′端的引入终止子并不影响 Rep

相关抗原或病毒 DNA 合成。改变稀有 RNAs( rep、rep′、rep3a、

rep3b 和rep3c) 剪切位点的共有核苷酸或在丰度较大的 NS0

RNA 中引入终止子并不影响病毒蛋白合成和DNA 复制。然

而造成Rep 和 Rep′蛋白变短的突变可引起病毒蛋白合成降

低99 % , 并完全关闭病毒 DNA 的复制。这些研究表明 Rep

和Rep′确实是PCV2 复制所必需的。

Rep 的转录起始于核苷酸( 767±10) bp 处。内含子( 核苷

酸1 178～1 558) 通过剪切除去。这导致Rep 蛋白剪切后的形

式Rep′蛋白( 19 .2 kDa) 的合成。因为发生移码突变,Rep′的

最后48 个氨基酸从全长的分子量为35 .6 kDa 的 Rep 蛋白的

羧基端剪出去。PCV1 感染PK15 后, 检测到在PCV1 感染细

胞和转染含有rep 基因的质粒的细胞当中出现全长和经剪切

的rep 基因转录子, 用实时PCR 来检测rep 和rep′转录子间的

比率, 通过比较不同时间下不同的比率, 发现在转染后12 h ,

检测到这2 种转录子数量相同。24 和36 h 后,rep′转录子占

主导地位。在48～96 h 后,rep′转录子的数量降低[ 9] 。

4  猪圆环病毒蛋白及其功能

4 .1 病毒复制酶蛋白  ORF1 基因编码的2 种蛋白( Rep 和

Rep′) 与病毒复制有关 ,在体外试验中分析了Rep 和Rep′蛋白

结合DNA 片段的能力。蛋白质电泳转移检测分析发现这2

种蛋白结合由复制起始位点、茎环结构元件和4 个六聚体重

复的 H1/ H2 和 H3/ H4 组成的核酸序列。已经用剪短后的寡

核苷酸, 确定了 Rep 和Rep′的最小结合位点。这2 种 Rep 蛋

白结合由茎环结构的左侧部分序列和2 个内部六聚体 H1/

H2 组成的寡核苷酸。当此最小结合位点的序列发生改变

时,Rep′仍可结合到茎环结构序列改变后的模板上,而Rep 不

能, 这表明Rep 和 Rep′对结合序列的要求不同。在1 个或多

个六聚体重复子的寡核苷酸序列突变后分析其与 Rep 和

Rep′的结合,发现茎环结构存在时, 六聚体 H1/ H2 和 H3/ H4

被替代结合[ 2] 。

为了研究 Rep 和Rep′蛋白在细胞中的结合部位, 这2 种

蛋白都融合到红绿荧光蛋白中。相应的质粒pDs1red-rep 和

pEGFP-rep′转染到 PK15 细胞中。PDs1red-rep 含有经改造后

的rep 基因,剪切供体位点被灭活了, 结果rep 基因不能剪切 ,

只有Rep 蛋白融合到红荧光蛋白中, 而经剪切后的rep′基因

在另一个质粒pEGFP-rep′中与 GFP 融合表达 ,用这2 种质粒

同时感染PK15 细胞发现Rep 和 Rep′的荧光在感染细胞核的

位置相同,表明 Rep 和Rep′蛋白结合相同的位置[ 2] 。
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  用裂解技术分析发现Rep 和 Rep′蛋白能形成同源和异

源的复合物。当谷胱甘肽S 转移酶( GST) 融合 Rep/ Rep′蛋

白加到GST 柱上, 并用组氨酸加尾的 Rep/ Rep′蛋白孵育 , 脱

洗蛋白的蛋白质电泳发现Rep 和 Rep′蛋白形成同源多聚复

合物。而且也检测到异源多聚体的形成。

4 .2  病毒衣壳蛋白 PCV2 的衣壳蛋白的分子量为30 kD,

与在纯化病毒中检测到的颗粒相似 , 电子显微镜观察到它

形成衣壳样的颗粒。一般认为 cap 基因编码 PCV 的主要病

毒结构蛋白。

Liu 等[ 10] 用克隆的圆环病毒 DNA 转染猪视网膜细胞系

( VIDO R1) 之后, 制备了传染性PCV2。转染后24 h 检测cap

基因的表达 ,用 Cap 蛋白特异性多克隆抗体的蛋白质电泳

检测发现表达量在感染期间一直在增加。而且,Cap 蛋白也

在纯化的PCV2 病毒中检测到 , 表明 Cap 是 PCV2 病毒衣壳

的结构蛋白。用免疫荧光检测在PCV2 感染细胞中对PCV2

Cap 在细胞核中的定位进行了研究 ,分析一系列 Cap 蛋白的

剪短突变体与绿荧光蛋白融合后的亚细胞位点定位发现

Cap 蛋白的核酸定位信号由氨基端41 个氨基酸决定。通过

定点突变对此区域的进一步分析表明在位点第12 ～18 和

第34～41 位处碱性氨基酸的存在对 PCV2 Cap 蛋白的细胞

定位很重要。

Larochelle 等[ 11] 对34 个加拿大分离株和 Genbank 数据

库中的36 个 PCV2 毒株的衣壳蛋白氨基酸进行了比较发

现,cap 基因的核苷酸同源性在91 %～100 % , 然而氨基酸的

同源性在89 % ～100 %。衣壳蛋白的氨基酸序列比较发现,

在第59～80 残基, 第121～136 残基和第180～191 残基变异

程度较大。有趣的是其中2 个区域( 第59～80 残基, 第121

～136 残基) 与用Pepscan 技术分析编码ORF2 的基因后所鉴

定的2 个主要免疫反应区域( 第65 ～87 残基和第113 ～147

残基) 有关。承受选择免疫压力的PCV2 衣壳蛋白的这些免

疫决定区域是参与 PCV2 变异株出现的潜在区域。然而,

PCV2 衣壳蛋白的这些区域并不存在和从PMWS 或其他临

床条件下鉴定的毒株有关的重复的或特定的氨基酸基序。
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