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摘要  [ 目的] 为研制和筛选猪细小病毒核酸疫苗提供依据。[ 方法] 对猪细小病毒Vaccine 株VP2 进行克隆、测序以及抗原性分析。[ 结
果] 参考GenBank 公布的NADL - 2 株序列 ,设计出1 对引物,并利用该引物扩增了猪细小病毒vaccine 株VP2 主要抗原基因 ,将其克隆到
pGEM- T Easy 载体上 ,测序获得656 bp 核苷酸序列 ,并推导出其氨基酸序列 ,共编码218 氨基酸 ,与NADL - 2 株相应的序列进行比较分
析 ,比NADL- 2 毒株缺失781 bp ,两者核苷酸同源性为98 .9 % ,氨基酸同源性为97 .2 % ;应用DNAStar 软件对氨基酸的抗原表位进行了预
测 ,共有7 个抗原表位 ,分别在氨基酸N端的第10～18、34～39、94～103、121～126、137～144、156～165 和209～214 区段 ,此序列具有较好
的免疫原性。[ 结论] 该研究为发展特异性和敏感性诊断系统和研制疫苗提供了有力的技术依据 ,为研究蛋白质特性分析提供了理论
依据。
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Abstract  The objective of the study is to provide basis for the development and screening of porcine parvovirus nucleic acid vaccine . Designing a pair
of pri mers accordi ng to NADL - 2 strain of PPV from Gen Bank , the major antigen regions of VP2 of vaccine strai n were amplified by PCR. The PCR
products were cloned into pGEM- T Easy vector . 656 bp nucleoti de sequences were acquired ; and 218 bp amino acid sequences were deduced . Compared
it with NADL - 2 strain correspondi ngly , absence 781 bp and the homologies of nucleoti de and amino acid sequences of the two strains were 98 .9 % and
97 .2 % respectively . The predictionof VP2 antigen epitopes showed that seven antigenepitopes were located at the segments of 10～18 ,34～39 ,94～103 ,
121～126 ,137～144 ,156～165 and 209～214 in amino aci d Nterminal . This study has provided technical basis for developi ng specific and sensitive di-
agnosis systemand developing vaccines and provided theoretic basis for study on protein property analysis .
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  猪细小病毒病是猪细小病毒( Porcine parvovirus , PPV) 引

起的猪繁殖障碍性疾病之一, 以初产母猪流产、不孕、产死

胎、畸形胎、木乃伊胎及弱胎等为特征 ,同时可引起仔猪的皮

炎和腹泻 ,其他类型的猪感染后无明显临床症状。猪细小病

毒病给养猪业带来巨大的经济损失, 因此是猪病研究的热点

之一[ 1] 。对于该病的防制主要是以免疫预防为主 ,目前国内

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。完整的PPV 粒子中含有一单股

线状的 DNA , 链长约5 .0 kb , 成熟的病毒粒子仅含有负链

DNA 基因组。PPV 基因组总共编码2 种蛋白 , 即结构蛋白

( VP1、VP2、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] 。笔者对猪细小病

毒Vaccine 株VP2 进行了克隆、测序以及抗原性分析, 为研制

和筛选猪细小病毒核酸疫苗研制提供理论依据, 为 VP2 与其

他强毒株比较提供参考。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 病毒。猪细小病毒活疫苗购自中牧实业股份有限公

司成都药械厂( 批号:0210001) ,定为 Vaccine 株。

1 .1 .2 菌株、质粒及试剂。大肠杆菌菌株JM109 由河南农业

大学牧医工程学院实验室保存 , 按常规方法制备 CaCl2 感受
�
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态细胞[ 4] 。pGEM- T Easy 载体、蛋白酶K 和T4 DNA 连接酶购

自Promega 公司 ;EcoRⅠ酶、Taq 酶、DNA Marker 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农业大学牧医工程学院

实验室提供。

1 .2 方法

1 .2 .1  引物的设计与合成。参照 GenBank 公布的 NADL- 2

( 序列号:NC__001718) 序列, 用Pri mer Premier 5 .0生物软件设计

出扩增 VP2 基因主要抗原编码区上游引物和下游引物 ,引物

由北京奥科生物技术有限责任公司合成,引物的序列及位置

如下:

上游引物 :5’- CAC GCA TCA AGA CTC ATA - 3’( 位于

3 002- 3 019 bp)

下游引物 :5’- TGA ATA GGG TTC CAC ATA - 3’( 位于

4 423- 4 440 bp)

1 .2 .2 模板的制备。按参照文献[ 5] 进行, 取5 ml 的灭菌水

溶解后按下述方法进行DNA 模板的制备。取溶解后的猪细

小病毒活疫苗液2 ml , 加入等体积样品裂解缓冲液[ 0 .02

mol/ L Tris- HCl( pH 值7 .5) ,0 .03 mol/ L EDTA ,1 % SDS] ,混匀 ,

加入4 μl 蛋白酶K( 20 mg/ ml) ,置55 ℃水浴30 min ;用饱和平

衡酚( pH 值8 .0) 抽提2 次, 取水相加入酚/ 氯仿/ 异戊醇( 25∶

24∶1) 抽提一次; 取水相, 再加入( 24∶1) 氯仿/ 异戊醇, 抽提一

次,取上清加入1/ 10 体积的3 mol/ L 乙酸钠( pH 值5 .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

15 min ,弃上清,再用75 % 乙醇洗涤, 静置干燥后, 用少量( 20

μl 左右) 超纯水溶解, 贮存于- 20 ℃备用。

1 .2 .3 PCR 反应。PCR 反应采用50μl 反应体系 ,组成有:10
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×PCR buffer 5μl , MgCl2 6 mmol/ L,dNTPs 浓度为100 μmol/ L ,

上下游引物各1 μl , 模板8 μl , 最后用灭菌双蒸水添加至50

μl 。反应条件为95 ℃预变性5 min , 进入循环94 ℃变性1

min ,55 ℃复性50 s ,72 ℃延伸2 min ,进行36 个循环后,72 ℃

延伸10 min , - 4 ℃保存。

1 .2 .4 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 2000 为对照 ,观察拍照。

1 .2 .5 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10μl 上

述连接产物与准备好的200 μl JM109 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16 h , 挑取白色菌落作进一步筛选、鉴定。

1 .2 .6 重组质粒的酶切分析。挑取上述白色菌落在氨苄青霉

素的LB 液体培养基中37 ℃培养16 h ,用质粒提取试剂盒提纯

重组质粒DNA,操作按说明书进行。取质粒进行PCR 扩增、酶

切鉴定。PCR 扩增体系和反应条件参照“1 .2 .3”进行,添加1μl

模板。酶切鉴定用EcoRI 单酶切消化,在37 ℃3 h 后,1 %琼脂

糖凝胶电泳并观察结果,并初步鉴定阳性重组质粒。

1 .2 .7 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,交北京奥科生物技术有限责任公司

进行测序。将测序结果与 GenBank 公布的 NADL - 2 株 VP2

序列进行序列比对。

1 .2 .8 VP2 结构和抗原性分析。通过测序结果来推导出相

应的 VP2 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, 以Marker DL 2000 为对照,在1 % 琼脂糖凝胶上电

泳。由图1 可以看出, 猪细小病毒 Vaccine 株在500～750 bp

有一条亮带,与预期的656 bp 相符。

注 :1 为 PPV 疫苗株的 PCR 产

物 ;2 为阴性对照。

Note :1 means PCR products of PPV

vaccine strain,2 means nega-

tive control .

图1  PPV vaccine 毒株 VP2

PCR产物

Fig.1  PCR product of virus

strainof PPV vaccine

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。从

图2 可以看出, 猪细小病毒活

疫苗株在656 bp 有一条亮带;

由图3 可知, 通过 EcoR I 单酶

切消化发现在500～750 bp( 约

589 bp) 有一条亮带。

2 .3  VP2 测序与分析  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

得了长度为656 bp 的核甘酸序

列。与预期的 PCR 扩增片段

相比, 缺失了 781 bp。该片段

编码218 氨基酸( 测序结果已

登 录 于 GenBank , 序 列 号:

AY788089 , 图4) 。将该序列与

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98 .9 % , 氨

基酸同源性为97 .2 % 。

注 :1 为PGEM- VP2 - Vac 的重组质粒 ;2 为阴性对照 ;M 为 Marker

DL2000。

Note :1 means PCR products of PPV vaccine strain ,2 means negative control .

图2 重组质粒的PCR鉴定 图3 克隆阳性株EcoRI 酶切鉴

   结果           定结果

Fig .2 PCRidentificationre-   Fig .3 Identificationresults of the

sults of the recombinant    positiveclonestrainbythere-

plasmid         striction digestionof EcoRI

图4 VP2 基因的核甘酸序列及其推导的氨基酸序列

Fig . 4  Nucleotide sequence of VP2 gene and their deduced amino

acidsequence

2 .4 VP2 蛋白的B 细胞表位预测结果  由所测的核苷酸序

列推导出相应的氨基酸序列, 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, 结果

见图5。

图5 VP2结构及抗原性分析

Fig. 5 VP2structureandits antigenicity analysis
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3  小结与讨论

PPV 基因组共编码2 种蛋白即结构蛋白( VP1、VP2、VP3)

和非结构蛋白( NS1、NS2、NS3) 。目前国内外关于猪细小病毒

分子生物学的研究逐渐增多, 主要集中在 VP1 和 VP2 基因方

面。VP2 是PPV 的主要结构蛋白, 分子量为64 kD,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。通过该试验可知 ,Vaccine 株扩增产物长度为656

bp , 与两引物之间的NADL - 2 株的序列长度不相符,与NADL

- 2 株相比缺失了781 bp。Maranga 等将猪细小病毒利用VP2

基因制成重组疫苗, 免疫母猪后产生强的抗 PPV 感染能

力[ 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。基于这些试验结果,该试验扩

增了 PPV VP2 基因, 以期为基因疫苗的进一步研究奠定

基础。

国内外关于猪细小病毒基因疫苗的报道较少。赵俊龙

等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 周免疫小鼠2 次, 结果表明所有

表达质粒均能诱导产生明显的细胞免疫和体液免疫; 崔保安

等将IL-2 和VP2 基因一同构建了真核表达 ,证实了VP2 在体

内具有良好的免疫原性,并且IL- 2 具有增强其免疫原性的作

用。这些结果都为全面研究猪细小病毒基因疫苗提供了理

论依据[ 8 - 9] 。

应用DNAStar 软件对 Vaccine 株与 NADL- 2 株的 VP2 进

行了比较分析,发现两者核苷酸同源性为98 .9 % , 氨基酸同

源性为97 .2 % , 具有相当高的同源性 ,且VP 序列是PPV 基因

组中最易变的,可以推测整个基因组变异亦很小。关于B 细

胞表位的预测参数较多 ,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的可能性、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[ 10] 。总之,作为B 细胞抗原表位首先应易于蛋白抗原表

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。总之,VP2 蛋白较有可能成为B

细胞表位的区段位于 N 端第10～18、34～39、94～103、121～

126、137～144、156～165 和209～214 区段。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。
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为主。这也表明该系统的分布式、支持矢量数据保存与传

输与可扩展的特征将为开展其他类似的环境监测提供了必

要的技术支持。

总之 , 研究设计的分布式信息系统, 实现了多源数据的

集成 ,为区域环境动态监测提供了数据集成平台, 提供了动

态评估区域环境质量的有效途径 , 适宜在更多的地区推广

应用 ,从而实现为环境保护、资源开发利用提供更多科学决

策信息的目标。
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