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摘   要：本研究旨在建立一种快速构建猪圆环病毒 2 型(porcine circovirus type 2, PCV2)感染性克

隆的方法。以临床分离的 PCV2 LX 株为模板，利用 DNA 无缝克隆技术成功构建了 PCV2 环状感

染性克隆。同时，在基因组体外自连接的构建过程以及拯救病毒的生长特性上，将本方法与常规

酶切连接方法进行了比较。本方法无须分析和引入限制性内切酶位点，避免了传统酶切连接的繁

琐，能更高效地进行 PCV2 基因组的编辑。构建的感染性克隆经脂质体转染细胞，成功拯救获得可

以稳定传代的重组病毒，并且重组病毒在 PK-15 细胞和 3D4/31 细胞(猪肺泡巨噬细胞系)上具有更强

的增殖能力。综上所述，本研究构建了一种基于体外自连接的 PCV2 反向遗传操作系统，为 PCV2 基

因工程疫苗的研发提供新策略，为其他新发圆环病毒(PCV3 和 PCV4)感染性克隆的构建提供借鉴。 
关键词：猪圆环病毒 2 型；感染性克隆；体外自连接；病毒拯救 
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Abstract: The aim of this study was to establish a rapid method for constructing infectious clones 
of porcine circovirus type 2 (PCV2). In this study, we constructed circular infectious clones of 
PCV2 by seamless cloning technology, using the clinically isolated strain PCV2-LX as a template. 
Meanwhile, this method was compared with the conventional restriction-ligation approach, 
focusing on the in vitro circularization (self-ligation) process of the genome and the growth 
characteristics of rescued viruses. The results showed that this method eliminates the need to 
analyze and introduce restriction endonuclease sites, thus avoiding the complexities associated 
with traditional restriction enzyme-based cloning steps. It offers a simple and rapid operation, 
enabling more efficient editing of the PCV2 genome. The infectious clones constructed using this 
method could be successfully rescued through liposome transfection, resulting in the production 
of recombinant viruses that could be stably passaged. Moreover, the recombinant viruses rescued 
by this method exhibited enhanced proliferative capacity in PK-15 cells and 3D4/31 cells 
(immortalized porcine alveolar macrophages). In conclusion, this study has established a novel 
reverse genetics system for PCV2, providing a new strategy for the development of PCV2 genetic 
engineering vaccines. Additionally, it serves as a reference for the construction of infectious 
clones for other emerging circoviruses such as PCV3 and PCV4. 
Keywords: porcine circovirus 2; infectious clone; in vitro self-ligation; virus rescue 

 
 

猪圆环病毒(porcine circoviruses)属于圆环

病毒科(Circoviridae)圆环病毒属(Circovirus)，
目前成员包括：猪圆环病毒 1 型 (porcine 
circovirus type 1, PCV1)、2 型(porcine circovirus 
type 2, PCV2)、3 型(porcine circovirus type 3, 
PCV3)和 4型(porcine circovirus type 4, PCV4)[1-8]。

PCV2 是引起猪圆环病毒相关疾病 (porcine 
circovirus-associated disease, PCVAD)的重要病

原，与猪的多种疾病综合征密切相关，给全球

养猪业造成重大经济损失。但 PCV2 单独感染

的致病力不强，混合感染或继发感染或环境应

激，可以触发 PCVAD[3,9-11]。自 20 世纪 90 年代

末 PCV2 被发现以来，已研发出多种商品化和

实验性疫苗，包括灭活疫苗、减毒嵌合疫苗、

多价疫苗、亚单位疫苗、核酸疫苗和病毒载体

疫苗。部分疫苗已被证实在生猪健康养殖和优

化防疫免疫程序方面应用效果较好[12]。然而，

随着 PCV2 基因型的增加，PCV2 疫苗的研制速

度滞后于 PCV2 的进化速度，因此研发有效、

生产速度快、成本低以及能够应对基因组变异
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的疫苗至关重要。 
病毒反向遗传学是按照病毒基因组的组成

顺序，通过基因工程技术构建含必需元件的全

长 cDNA克隆(过程中可对病毒基因组进行定点

加工和修饰)，借助细胞转染在宿主细胞内产生

并获得重组病毒(具有复制能力)的技术方法。

应用该技术能够深入探索研究病毒生物学和

免疫学相关的重要问题，包括病毒基因的功

能、病毒复制周期以及病毒的致病性等，并可用

于疫苗开发和抗病毒药物的筛选[13-14]。2002 年

Fenaux 等[15]首次成功构建 PCV2 感染性克隆并

拯救获得重组病毒，目前反向遗传学技术已被

广泛应用于 PCV2 的研究。研究人员通过构建

感染性克隆并拯救获得了流行毒株的重组病毒、

带分子标记的重组病毒、ORF3、ORF4、ORF5
和 ORF6 基因缺失的重组病毒以及 PCV1-2 嵌合

病毒等[15-23]。 
本研究利用 DNA 无缝克隆技术构建了基

于体外自连接的 PCV2 环状感染性克隆，建立

了一种简单、快速且高效的 PCV2 重组病毒拯

救系统；以临床病料分离的 PCV2 LX 株为模

板，比较了常规酶切连接法与新方法构建的环

状感染性克隆所拯救重组病毒的生长特性；为

深入研究 PCV (包括 PCV2、PCV3 以及 PCV4)
的基因组功能、病毒-宿主互作和致病机制提供

技术平台，同时也为应对 PCV2 遗传变异多样

性，研发核酸疫苗提供新策略。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 
1.1.1  质粒及相关材料 

pEasy-Blount Zero Cloning 试剂盒购自北

京全式金生物技术股份有限公司。高保真 PCR
聚合酶 2×Phanta Max Master Mix 和无缝克隆试

剂盒 ClonExpress II One Step Cloning Kit 购自

南京诺唯赞生物科技股份有限公司；限制性内

切酶和 T4 DNA 连接酶购自 NEB 公司；质粒抽

提、PCR 产物纯化和凝胶回收纯化试剂盒购自

Omega Bio-Tek 公司；引物合成和测序由生工生

物工程(上海)股份有限公司完成。 
1.1.2  病毒和细胞系 

PCV2 LX 株(GenBank 登录号：MG870195)
于 2016 年从浙江省某猪场临床发病猪中分离

并经测序鉴定，其基因型为 PCV2d。 
PCV 阴性的猪肾上皮细胞系(PK-15)和猪

肺泡巨噬细胞细胞系(3D4/31)由浙江大学动物科

学学院分子微生物学与食品安全实验室馈赠，本

实验室传代保存。用含有 5%胎牛血清以及 1% 
antibiotic-antimycotic 抗细菌-抗真菌剂的 DMEM
完全培养基，在 37 ℃，5% CO2 培养箱中培养。 
1.1.3  细胞培养相关试剂材料 

DMEM 培养基、Opti-MEM 培养基、抗细

菌-抗真菌剂(antibiotic-antimycotic)、0.25%胰酶

溶液(含 EDTA)和胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS)均购自 Thermo Fisher Scientific 公司；细胞

冻存管、细胞培养瓶、培养板及培养皿均购自

Corning 公司。 
1.1.4  间 接 免 疫 荧 光 试 验 (indirect 
immunofluorescence assay, IFA)相关试剂材料 

IFA 用 4%多聚甲醛和 Triton X-100 购自生

工生物工程(上海)股份有限公司；即用型正常山

羊血清购自博士德生物工程有限公司；小鼠抗

Cap 单克隆抗体(D11-1)由浙江大学动物科学学

院分子微生物学与食品安全实验室馈赠；FITC

标记的羊抗小鼠 IgG 荧光二抗购自 KPL 公司。 
1.1.5  其他试剂和耗材 

Hanks 平衡盐溶液购自上海碧云天生物技

术有限公司；二甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide, 
DMSO)购自 Sigma-Aldrich 公司；Lipofectamine 
2000 转染试剂盒购自 Thermo Fisher Scientific
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公司；Ezup 柱式病毒 DNA 抽提试剂盒购自生

工生物工程(上海)股份有限公司。 

1.2  含 PCV2 基因组的重组质粒的构建 
接种分离病毒的细胞(含培养基)反复冻融

3 次，5 000 r/min 离心 10 min，使用 Ezup 柱式

病毒 DNA 抽提试剂盒，参照说明书提取 PCV2
基因组 DNA，−20 ℃保存备用。使用 Primer 
Premier version 5.0 软件设计扩增 PCV2 线性基

因组的 PCR 引物(表 1)。PCR 模板为提取的

PCV2 基因组 DNA，按照高保真 PCR 聚合酶说

明书配制反应体系。PCR 反应条件：95 ℃预变

性 30 s；95 ℃变性 15 s，56 ℃退火 15 s，72 ℃
延伸 2 min，30 个循环；72 ℃延伸 5 min。取 5 µL
扩增产物用 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测，并使用

PCR 产物纯化试剂盒，按照说明书进行纯化。 
使用 pEasy-Blount Zero Cloning 试剂盒将

纯化的 PCV2 线性基因组与载体 pEasy-Blount
连接，重组质粒命名为 pEasy-Blount-LX，连接

产物转化入大肠杆菌 DH5α 感受态。筛选阳性

克隆后参照质粒抽提试剂盒说明书提取质粒，

获得含 PCV2 LX 株全基因组的质粒，由生工生

物工程(上海)股份有限公司测序验证。 

1.3  PCV2 环状感染性克隆的构建 
本方法原理见图 1A。以 pEasy-Blount-LX

为模板，PCR 反应体系和条件与扩增线性基因

组一致。扩增下游引物(circular PCV2-R)添加线

性基因组 5′端反向互补的 15 bp同源序列(表 1)。
PCR 扩增含有 15 bp 同源序列的 PCV2 线性基

因组。扩增产物使用胶回收试剂盒进行纯化，

获得纯化的 PCV2 线性基因组。使用无缝克隆

试剂盒中的 Exnase II 酶(无缝克隆重组酶)对含

有 15 bp同源序列的 PCV2线性基因组进行体外

自连接反应，反应体系参照说明书。反应条件：

37 ℃，15−30 min；4 ℃，5 min (PCR 仪控温)。
获得的环状双链基因组 DNA 通过 PCR 产物纯

化试剂盒进行纯化，储存于−20 ℃备用。1 次反

应 DNA 总量为 400 ng，根据转染需求，可扩大

反应体系。 
常规酶切连接法原理见图 1B。以 pEasy- 

Blount-LX 为模板，PCR 反应体系和条件与上

文一致。扩增上下游引物(T4 PCV2-F/R)见表 1。
PCR 扩增两端都含有 EcoR I 酶切位点的 PCV2
线性基因组。使用胶回收试剂盒获得纯化的

PCV2 线性基因组。产物经 EcoR I 37 ℃酶切过

夜，再次进行胶回收纯化。纯化产物经 T4 DNA
连接酶 16 ℃连接过夜，最终使用 PCR 产物纯

化试剂盒获得纯化的环状双链基因组 DNA，储

存于−20 ℃备用。 

 
表 1  PCV2 环状感染性克隆构建和鉴定的引物序列 
Table 1  Sequences of primers for PCV2 circular infectious clone construction and identification 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Product size (bp) 
Linear PCV2-F GAATTCAACCTTAACCTTTCTTAT 1 767 
Linear PCV2-R TGGCCCTGCTCCCCGAT 
Circular PCV2-F GAATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGT 1 782 
Circular PCV2-R GTTAAGGTTGAATTCTGGCCCTGCTCCCCGAT 
T4 PCV2-F GAATTCAACCTTAACCTTTCTTAT 1 775 
T4 PCV2-R CGGAATTCTGGCCCTGCTCCCCGAT 
Verify-F GAGAAGGGCTGGGTTATGGTATGG 447 
Verify-R GCGTTTCCGCAGACGAAGACA 
The box is the restriction site carried by each primer. GAATTC: EcoR I. 
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图 1  PCV2 环状感染性克隆的构建策略  
Figure 1  Construction strategy of PCV2 circular infectious clone. A: Schematic illustration of constructing 
PCV2 circular infectious clone by seamless cloning technology. B: Schematic illustration of constructing 
PCV2 circular infectious clone by conventional restriction-ligation approach. 
 
1.4  PCV2 环状感染性克隆的鉴定 

采用 2 种方案验证 PCV2 基因组 DNA 是否

能够自连接环化。酶切方案：使用限制性内切酶

Nco I 对构建的 PCV2 环状感染性克隆进行酶

切，酶切产物进行核酸电泳(图 2A)。若体外自

连接成功，电泳可见 1 个片段条带；若失败，

电泳可见 2 个片段条带。PCR 方案：在 PCV2 线

性基因组的两端设计特异性引物 verify-F/R (表 1)
进行扩增并进行核酸电泳，产物大小 447 bp。
若体外自连接成功，电泳可见扩增条带；若失

败，电泳无条带(图 2B)。 

1.5  病毒体外拯救及鉴定 
体外自连接的 PCV2 环状感染性克隆转染

PK-15 细胞。使用 Opti-MEM 培养基分别稀释

PCV2 环状感染性克隆和脂质体 Lipofectamine 

2000，同步转染 24 孔板(0.8 μg)和 6 孔板(4 μg)，
转染 6 h 后换成普通培养基。在 37 ℃、5% CO2

条件下继续培养至转染后 72 h，在 24 孔板内细胞

进行 IFA 检测。用 4%多聚甲醛室温固定 25−30 min，
加入 0.1% Triton X-100，室温孵育 15 min 进行

细胞通透。使用小鼠抗 Cap 单抗(1:1 000 稀释)
作为一抗，37 ℃孵育 60−90 min。FITC 标记的

羊抗小鼠 IgG 为二抗，37 ℃孵育 60−90 min。
使用 Olympus 公司 IX81 荧光倒置显微镜，进

行拍照分析。鉴定结果阳性后，将 6 孔板内细

胞消化至细胞培养瓶，继续培养。并进行连续

传代，逐代进行 IFA 检测。 

1.6  重组病毒滴度测定 
用 IFA 检测重组病毒 TCID50。PK-15 细胞

铺 96 孔板，待融合度至 70%−80%备用。使用 
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图 2  PCV2 环状感染性克隆的鉴定方案 
Figure 2  Identification strategy of PCV2 circular infectious clone. A: Schematic illustration of identification 
of PCV2 circular infectious clone by restriction endonuclease Nco I. B: Schematic illustration of identification 
of PCV2 circular infectious clone by PCR amplification. 
 
倍比稀释法在无菌 1.5 mL 离心管中稀释预定时

间点收集的拯救病毒原液，使用无血清的

DMEM 培养基从 10−1 连续 10 倍稀释至 10−12。

使用稀释后的毒液感染 96 孔板中的细胞，每个

稀释度含 8 个重复孔，感染后 72 h 进行 IFA 检

测。荧光显微镜观察并记录每个稀释度的荧光

阳性孔数，根据 Reed-Muench 法分析计算病毒

的 TCID50。 

1.7  重组病毒生长特性的研究 
将亲本病毒、本方法或酶切连接法拯救的

重组病毒以 MOI=0.05 分别接种 PK-15 细胞和

3D4/31 细胞(可传代猪肺泡巨噬细胞)，每个病

毒设置 3 个重复孔。分别于感染后 12、24、36、
48、60、72 h 收集总培养物(上清和细胞)，测定

TCID50。以不同时间点为横坐标绘制病毒的生

长曲线，并进行比较。 

2  结果与分析 
2.1  PCV2-LX 株环状感染性克隆的构建 

使用 Ezup 柱式病毒 DNA 抽提试剂盒提取

PCV2-LX 株基因组 DNA ，利用引物线性

PCV2-F/R 经 PCR 扩增获得线性全基因组。将

纯化的片段连接到 pEasy-Blount 载体，构建含

PCV2-LX 株病毒全长基因组的质粒。测序比对

结果表明，所获 PCV2-LX 线性基因组序列与

GenBank Accession No. MG870195 一致，将该

重组质粒命名为 pEasy-Blount-LX。 
本方法以重组质粒 pEasy-Blount-LX 为模

板，利用引物环状 PCV2-F/R 经 PCR 扩增获得

含有 15 bp 同源序列的 PCV2 线性基因组，片段

大小与预期结果一致(图 3 泳道 1)。之后使用

Exnase II 重组酶进行体外自连接，经纯化后获
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得 PCV2-LX 株的环状感染性克隆。常规酶切连

接法以相同重组质粒为模板，使用引物 T4 
PCV2-F/R 经 PCR 扩增获得含有 2 个 EcoR I 酶
切位点的 PCV2 线性基因组，片段大小与预期 

 

 
 
图 3  PCV2 环状感染性克隆线性模板的构建 
Figure 3  Construction of linear template of PCV2 
circular infectious clone. 1: Amplification result of 
linear template using circular PCV2-F/R primer; 2: 
Amplification result of linear template using T4 
PCV2-F/R; M: Trans 2K DNA Marker. 

结果一致(图 3 泳道 2)。之后使用 EcoR I 酶切

并使用 T4 DNA 连接酶进行体外自连接，纯化

后获得环状感染性克隆。 

2.2  环状感染性克隆的鉴定 
PCV2 环状感染性克隆和构建前的线性基

因组片段用限制性内切酶 Nco I 进行酶切鉴定。

2 种方法构建的 PCV2 环状感染性克隆均可见 
1 个片段条带，体外自连接前的线性基因组可

见 2 个片段条带(图 4A)。使用 verify-F/R 引物

对 2 种方法构建的环状感染性克隆进行扩增及

电泳，片段大小与预期结果一致(图 4B)。以上

结果表明，2 种方法均成功构建 PCV2 环状感染

性克隆。 

2.3  重组病毒的体外拯救及鉴定 
将 2 种方法构建的 PCV2 环状感染性克隆

同步转染 PK-15 细胞进行重组病毒拯救。72 h 后

进行 IFA 检测，结果均可见 PCV2 感染的荧光

阳性细胞(图 5A)。将本方法构建环状感染性克

隆进而获得的重组病毒命名为 CZ-LX，常规酶 

 

 
 
图 4  PCV2 环状感染性克隆的鉴定  
Figure 4  Identification of PCV2 circular infectious clone. A: PCV2 circular infectious clone digestion with 
Nco I. 1: Circular infectious clone self-ligated by Exnase II were digested with Nco I; 2: Linear template 
before self-ligation with Exnase II were digested with Nco I; 3: Circular infectious clone self-ligated by T4 
DNA ligase were digested with Nco I; 4: Linear template before self-ligation with T4 DNA ligase were 
digested with Nco I; M: Trans 2K DNA marker. B: Identification of PCV2 circular infectious clone with 
specific primer verify-F/R. 1: Amplification result of circular infectious clone self-ligated by Exnase II; 2: 
Amplification result of circular infectious clone self-ligated by T4 DNA ligase; M: Trans 2K DNA Marker. 
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图 5  重组病毒 CZ-LX 和 T4-LX 的鉴定 
Figure 5  Identification of recombinant virus CZ-LX and T4-LX. A: Proliferation of CZ-LX and T4-LX in 
PK-15 cells examined by IFA. PCV2-infected cells immunostained with anti-Cap (green) monoclonal 
antibody. Representative fluorescence images are shown. B: Sequencing chromatogram of rescued CZ-LX 
and T4 LX at self-ligation sites. 
 



 
 

孙仁杰 等 | 基于体外自连接的猪圆环病毒 2 型感染性克隆构建方法 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2341 

切连接法获得的重组病毒命名为 T4-LX。重组

病毒均继续传 8 代，逐代进行 IFA 检测，观察

PCV2 感染细胞数的变化。CZ-LX 和 T4-LX P0
代至 P8 代的感染细胞数逐渐增多，表明通过环

状感染性克隆能拯救获得可以稳定传代的病毒。

并且 CZ-LX 感染组随着传代次数增加，其有荧

光的细胞数量要高于 T4-LX 感染组(图 5A)。提

取收获的 P8 代 CZ-LX 和 T4-LX 病毒 DNA 并进

行 PCR 扩增，扩增产物经纯化后测序，结果显

示二者线性基因组两端连接处序列(图 5B)以及

全序列与亲本病毒一致。进一步对 P8 代的

CZ-LX 和 T4-LX 进行病毒滴度测定，CZ-LX 为

105.67 TCID50/mL，T4-LX 为 105.0 TCID50/mL。 

2.4  重组病毒 CZ-LX 和 T4-LX 的体外生长

特性 
亲本病毒 WT-LX、重组病毒 CZ-LX 和

T4-LX 在 PK-15 细胞中的生长曲线结果显示，三

者的增殖趋势相似。PCV2 感染初期(12−24 hpi)，
病毒处于对细胞适应的阶段，亲本病毒和 2 株

重组病毒之间差异不显著，重组病毒 T4-LX 的

TCID50 略低。重组病毒 CZ-LX 增殖水平在 36 hpi
上升较快，其 TCID50 自此时间点之后均显著高

于 T4-LX。3 株 PCV2 的病毒滴度均在感染后

约 72 h 后接近高峰(图 6A)。在 3D4/31 细胞中，

2 株重组病毒的生长曲线趋势也均与亲本病毒

WT-LX 相似。亲本病毒和 2 株重组病毒在

36−48 hpi 快速增殖，感染后 60 h 达到平台期。

重组病毒 CZ-LX 在感染 24 h 后，各个时间点

测定的 TCID50 均高于 T4-LX，特别是 36 hpi
和 60 hpi，存在显著性差异(图 6B)。以上结果

表明，与重组病毒 T4-LX 相比，CZ-LX 在 PK-15
细胞和 3D4/31 细胞中的子代病毒增殖能力更强。 

3  讨论 
临床 PCVAD多为 PCV2和其他病原的混合

感染，常规方法分离 PCV2 较为复杂，难以获

得纯净的病毒，应用病毒反向遗传学技术能解

决这一难题。PCV2 感染性克隆的构建策略主

要有单拷贝基因组重组质粒、双拷贝基因组重

组质粒和体外自连接形成环状基因组 3 种[15-24]。 
 

 
 
图 6  亲本病毒(WT-LX)和重组病毒(CZ-LX 和 T4-LX)的体外生长特性 
Figure 6  Growth characteristics of wild-type and recombinant virus in vitro. The PK-15 cells or 3D4/31 
cells were individually infected with the viruses at the indicated times for titration of virus growth shown as 
TCID50. A: One-step growth curves of the wild-type PCV2 (WT-LX) and recombinant virus (CZ-LX and 
T4-LX) in PK-15 cells. B: One-step growth curves of the WT-LX, CZ-LX and T4-LX in 3D4/31 cells. Charts 
of panel A and B are mean±SD of three independent experiments. In panels A and B, the P value above the 
horizontal lines resulted from comparison between CZ-LX and T4-LX. *: P<0.05. 
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其中第 3 种较为特殊，在大多数 DNA 和 RNA
病毒感染性克隆的构建策略中不多见。这是由

于单链 DNA 转化为双链 DNA 中间体的过程对

合成 PCV2 基因组滚环复制的模板 DNA 尤为重

要[25]。鉴于 PCV2 基因组与质粒相同的闭合环

状特性，本研究利用 DNA 无缝克隆技术建立了

一种基于体外自连接的 PCV2 感染性克隆的构

建方法。 
构建含 PCV2 单拷贝基因组和串联双拷贝

基因组的重组质粒步骤较多，所需时间较长。

Fenaux 等[15,24,26-28]通过传统酶切连接的方法(限
制性内切酶和 T4 DNA 连接酶)，在体外自连接

形成双链环状 DNA，并发现其对 PCV2 的天然

宿主细胞具有感染性。此方法虽然耗时相对缩

短，但需要分析病毒基因组所含酶切位点并通

过引物引入。而本研究建立的新方法不受酶切

位点限制，无须分析和引入 PCV2 基因组所含

酶切位点，可以在除复制起始区外(含有茎环结

构)的任意位置对基因组进行线性化，相比之下

简化了操作过程。本研究以 PCV2 LX 株为模

板，在环状感染性克隆的构建过程中，将本方法

与常规的酶切连接法进行比较。为避免不同的自

连接位置对 2 种方法的比较造成影响，选取基因

组中唯一的 EcoR I 酶切位点进行引物设计，通

过 PCR 扩增对序列进行重排，从而保持线性化

基因组一致。同时设计了方案对构建的 PCV2 环

状感染性克隆进行了验证。结果表明，本方法更

为简便快捷，只需 1 轮 PCR 扩增和 15−30 min 的

自连接反应即可获得 PCV2 感染性克隆。 
在本研究中，PCV2 LX 株的环状基因组进

行线性重排时，编码 Cap 蛋白的 ORF2 阅读框

被截断，分布于线性基因组的两端。只有重组

病毒拯救成功，Cap 蛋白完整表达，IFA 才能检

测到病毒粒子。本研究对拯救重组病毒和亲本

病毒的体外生物学特性进行了比较。本方法拯

救所获的重组病毒 CZ-LX 连续传至 8 代，Cap
蛋白都能获得稳定表达，序列分析显示其基因

组截断处连接正常，整体与亲本病毒相比无任

何点突变，证明本方法拯救的重组病毒具有良

好的遗传稳定性。PK-15 细胞常用于 PCV2 的

分离培养和相关特性研究，肺泡巨噬细胞被认

为是 PCV2 感染机体的主要靶细胞之一。目前

大多数研究仅在 PK-15 细胞上进行 PCV2 生长

曲线的测定，为了更好地研究重组病毒的生长

特性，本研究分别在 PK-15 和 3D4/31 细胞(猪肺

泡巨噬细胞)上进行了亲本病毒 WT-LX 和两种重

组病毒 (CZ-LX 和 T4-LX)的生长曲线测定。

CZ-LX 在 PK-15 和 3D4/31 细胞上的一步生长曲

线趋势和各时间点的 TCID50 均与 WT-LX 相比

没有显著差异，表明本方法构建衍生的重组病

毒具有与亲本病毒一致的体外生长特性。在拯

救的重组病毒之间，CZ-LX 的感染细胞数和病

毒滴度要明显高于 T4-LX，这表明通过本方法

构建的感染性克隆所拯救的重组病毒在体外细

胞上的增殖能力更强。陈婷飞等[27]研究发现体

外自连接的环状基因组的转染效率要明显高于

其他形式的感染性克隆。由此推测，形成环状

双链 DNA 中间体能提高 PCV2 重组病毒的拯救

效率。而本方法所使用的无缝克隆技术在连接

效率上又高于传统的酶切连接方法[29-30]，这可能

是 CZ-LX 在体外细胞上增殖能力强的原因。由

于 PCV2 感染体外细胞不引起病变，其在体外的

致病性是否改变需要后续试验进一步验证。 
本研究建立的新方法与 PCV2 感染性克隆

的常规构建方法相比具有一定优势，在圆环病

毒的研究中具备应用潜力。虽然本文选取

PCV2d 株为模板进行研究，但已在不同基因型

的毒株中都应用了本方法进行 PCV2 的基础和
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应用研究，包括成功拯救了 PCV2 流行毒株(基
因型为 PCV2a、PCV2b 和 PCV2d)、PCV2b 基

因型的 ORF3 缺失株[31]、PCV2d 基因型携带 Rep
和 Cap 半胱氨酸残基单突变和三突变的重组病

毒[10]以及含有 His 标签的重组病毒。由此证明，

本方法适用于 PCV2 不同基因型毒株的拯救。

除了拯救 PCV2 不同基因型的毒株，还可应用

于 PCV2 和 PCV3 的嵌合重组病毒(PCV2b-3 和

PCV2d-3)基因组的快速构建。PCV2 流行毒株

的基因型自发现以来经历了 2 次重要变化，分

别为 PCV2a 转变为 PCV2b 和 2010 年后 PCV2d
的大范围流行[1,12]。流行毒株基因型的频繁转变

对商品化疫苗的免疫保护效果构成了威胁和挑

战。为了应对这一挑战，目前的实验性疫苗策

略包含核酸疫苗和减毒嵌合疫苗[12]。Sylla 等[32]

在 2014 年对制备的 PCV2 核酸疫苗进行了小鼠

攻毒保护试验评价，检测到 PCV2 抗体水平的

增加。目前报道的实验性减毒活疫苗均为基因

工程技术改造的 PCV 嵌合病毒(如 PCV1-2a 和

PCV1-2b 等)，将不同基因型的毒株片段整合在

一个载体上，接种小鼠和猪后能产生一定的免

疫保护[12]。本方法在设计含同源碱基的引物时

即可引入突变位点或加入分子标记，在上述核

酸疫苗和减毒嵌合疫苗的研发过程中能更加方

便和高效地进行 PCV2 基因组的编辑，从而有

助于防控 PCV2 的流行。此外，有关新发圆环

病毒 PCV3 和 PCV4 感染性克隆构建的方法研

究较少，本方法将有助于 PCV3 和 PCV4 流行毒

株在体外的拯救，为进一步研究 PCV3 和 PCV4
的致病机制提供技术支持。 

4  结论 
本研究成功建立了一种基于体外自连接的

构建猪圆环病毒 2 型环状感染性克隆的新方

法，具有操作简便、快速、高效等特点。通过

该反向遗传平台拯救获得的重组病毒可以稳定

传代，并且在 PK-15 细胞和可传代猪肺泡巨噬

细胞上都具有较强的增殖特性。 
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