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摘要：【目的】为分析 2005－2007 年间中国部分省区猪繁殖与呼吸综合征病毒（PRRSV）流行毒株的分子生

物学特征，了解其遗传演化规律，查明中国目前 PRRSV 流行毒株现状。【方法】应用病毒分离方法从中国 4个省份

在 2005－2007 年间采集的 81 份疑似蓝耳病病料中分离到 36 株猪繁殖与呼吸综合征病毒，应用 RT-PCR 方法对 36

株 PRRSV 现地分离株的 ORF5 基因和 Nsp2 基因进行扩增和序列分析。【结果】36 株现地分离株均属于美洲型   

PRRSV，ORF5 基因全长均为 603 bp，未发现有基因缺失或插入，编码约 200 个氨基酸，分离株推导氨基酸序列变

异主要发生在 9～39 位；36 个分离株中有 15 株 PRRSV Nsp2 基因全长为 2 940 bp，21 株 PRRSV Nsp2 基因全长为

2 850 bp；发生 Nsp2 缺失的 PRRSV 在 Nsp2 基因第 481 位、532～560 位发生了不连续缺失，共缺失 30 个氨基酸。

与 GeneBank 中收录的 14 个 PRRSV ORF5、Nsp2 基因进行核苷酸及氨基酸序列比较和分析，系统进化关系显示，除

B02-2005 株可能与疫苗株有关外，多数现地分离株与 Ch-1a 株遗传距离较近，不同年份分离到的毒株与早期 PRRSV

分离株的同源性逐年降低。【结论】根据氨基酸变异情况对 PRRSV 现地分离株进行亚群聚类分析，发现 36 株现地

分离株分别归属于以 VR-2332 为代表的 4亚群，以 BJ-4 为代表的 1亚群和以 Ch-1a 为代表的２亚群。进化关系表

明 PRRSV ORF5、Nsp2 基因及其推导的氨基酸序列均发生了较大变异，不同地区 PRRSV 分离株的遗传关系存在交叉

现象，地域特征不明显。 

关键词：猪繁殖与呼吸综合征病毒；病毒分离；ORF5 基因；Nsp2 基因；遗传变异 
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Abstract: 【Objective】 PRRSV were isolated from China in 2005-2007 to recognize the molecular biology character, 

phylogenetic relationship and the state quo of PRRSV prevalent isolates. 【Method】36 PRRSV isolates were isolated from 81 
suspected clinical samples in 4 provinces which suffered PRRS in China in 2005-2007, ORF5 and Nsp2 genes of these isolates were 
sequenced and analyzed. 【Result】 36 isolates are North America PRRSV, which of ORF5 genes were composed of 603 nucleotides, 
encoded polypeptides of 200 amino acid residues, no gene deletion or inseration. Variations of the deduced amino acids of ORF5 
gene mainly occurred at positions of 9 to 39. Nsp2 genes of PRRSV isolates were composed of 2940 or 2850 nucleotides. Compared 
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with 15 PRRSV isolates, Nsp2 genes deletions of 21 PRRSV isolates were occured at positions of 481 and 532-596 amino acid. 
Compared with 14 PRRSV ORF5 and Nsp2 genes recorded by GenBank, most isolates show a close distance evolutionary 
relationship with Ch-1a, except for B02-2005, which may respect with PRRS vaccine virus. PRRSV isolates from different times 
show descendant homology compared with earlier isolates. 【Conclusion】 Based on amino acid sequence phylogenetic tree of ORF5 
gene and Nsp2 gene, the 36 PRRSV isolates partly belong to subgroup  represented by VRⅣ -2332, partly to subgroup  represented Ⅰ

by BJ-4, and partly to subgroup  represented by ChⅡ -1a. PRRSV ORF5, Nsp2 nucleotides and amino acids have taken place a larger 
variation, the genetic relationship of PRRSV isolates from different regions exist cross-cutting phenomenon, no obvious geographical 
characteristics. 
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0  引言 

【研究意义】猪繁殖与呼吸综合征（porcine 
reproductive and respiratory syndrome，PRRS）是由猪

繁殖与呼吸综合征病毒（porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus，PRRSV）引起的一种高度

传染性疾病，俗称“猪蓝耳病”，临床上以妊娠母猪

繁殖障碍（后期流产、死胎、木乃伊胎、弱胎）[1-3]、

各种年龄猪特别是仔猪呼吸道疾病（间质性肺炎）为

特征[4-6]。本病于 20 世纪 80 年代首发于美国，1990
年 6 月在欧洲出现，中国于 1995 年发生该病[7-10]。目

前，全世界所有养猪的国家和地区均有本病的发生与

流行，给当地养猪业造成了极大的经济损失，严重阻

碍了国际间的生猪及其产品贸易，已成为威胁全球养

猪业健康发展的主要疫病之一[11-13]。截至 2007 年，中

国已有 25 个以上的省份发生了 PRRS 疫情，超过二百

万头猪被感染，其中 40 万头猪死亡，给养猪业造成了

巨大损失[14]。目前，虽然该病毒致病机理和免疫特性

尚不十分清楚，但已有商品化的弱毒疫苗和灭活苗应

用于 PRRS 的防制，但由于疫苗自身的不足均不能对

PRRS 流行毒株提供有效的免疫保护，给 PRRS 的防

制带来了极大的困难。【前人研究进展】PRRSV 是尼

多病毒目、动脉炎病毒科、动脉炎病毒属成员，基因

组为不分节段、单股、正链 RNA，长约 15kb，含有 9
个开放阅读框（ORF），每个 ORF 与相邻的 ORF 均

发生部分重叠。5′ 端的 ORF1（ORF1a 和 ORF1b）长

约 12kb，约占病毒基因组的 80%，编码 RNA 复制酶

和转录相关蛋白。ORF2～ORF7 基因编码病毒的结构

蛋白 GP2～GP5（E）、M 以及 N[15-18]。研究表明 PRRSV
分离株间的核苷酸序列存在明显差异，尤其是 Nsp2、
ORF5 变异较大，依据血清学试验和基因序列分析结

果，将 PRRSV 划分为两种基因型，即美洲型（代表

毒株为 VR-2332）和欧洲型（代表毒株为 LV），两

者核苷酸序列同源性为 60%，其中 ORF5 同源性仅为

54%[19-20]。PRRSV Nsp2 基因序列高度变异，Nsp2 蛋

白具有糜蛋白酶样（或小 RNA 病毒 3C 样）半胱氨酸

蛋白结构域，拥有大量线性 B 细胞表位，具有较强的

免疫原性，能在病毒感染期间激发机体产生特异性抗

体，是 PRRSV 的免疫原之一[21]。田克恭等研究发现，

中国新近分离的 PRRSV 变异株与经典毒株的Nsp2 基

因同源性较低，出现了非连续性的 90 个碱基缺失，但

对碱基缺失与病毒毒力间的关系尚未完全阐明[14]。

PRRSV ORF5 基因编码病毒的囊膜糖蛋白 GP5（E 蛋

白），是 PRRSV 的 3 种主要结构蛋白之一，具有较

高的免疫原性和中和活性，参与体液免疫和细胞免疫；

在环境和免疫压力作用下，ORF5 基因极易发生变异，

不同国家和地区 PRRSV 分离株的 ORF5 基因同源性

差异较大[22-25]。【本研究切入点】为了解中国不同地

区 PRRSV 分离株间的遗传变异关系，分析中国

PRRSV 流行毒株 ORF5 和 Nsp2 基因的分子生物学特

征及其遗传演化规律，查明中国目前 PRRSV 流行毒

株现状。【拟解决的关键问题】本研究对 2005－2007
年间分离自中国部分省区的 36 株 PRRSV 分离株的

ORF5 基因和 Nsp2 基因进行了分子流行病学研究，以

期为 PRRS 的防控进行必要的基础研究和技术储备。 

1  材料与方法 

1.1  病料来源及处理 

81 份病料（主要为肺脏、脾脏、淋巴结等）采集

自 2005 年至 2007 年间中国中、东部 4 个省份的疑似

蓝耳病发病猪场。病料处理方法：称取病料约 2.0 g，
加少量灭菌 PBS（含青、链霉素 100 U·m-1），研磨至

糊状，用适量 PBS（pH 7.2）稀释成乳剂，反复冻融 3 
次，8 000 r/min、4℃离心 10 min，取上清，用 0.22 µm
滤膜过滤，－70℃保存备用。 
1.2  细胞 

Marc-145 细胞由中国兽医药品监察所培养、保

存，外源病毒检测结果为纯净。 
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1.3  主要试剂 

克隆载体 pMD18-T、PCR 反应试剂、DL 2000 
DNA Marker、受体菌 DH5α均购自宝生物工程（大连）

有限公司。TRIzol、鼠源反转录酶 SuperScriptTMⅡ、

Rnase-Inhibitor 购自 Invitrogen 公司。限制性内切酶、

T4 DNA 连接酶、DNA 片段快速纯化/回收试剂盒、质

粒纯化试剂盒为 Promega 公司产品。 
1.4  引物 

根据 GenBank 中收录的 PRRSV 美洲型毒株比对

结果，分别设计了用于扩增 Nsp2 和 ORF5 基因的引

物。其中，Nsp2 上下游引物序列为：Nsp2-1：
5'-CGGTGCCGGAAAGAGAGCAA-3' ， Nsp2-2 ：

5'-CGCCCAGTAACCTGCCAAGA-3'，预期扩增片段

大小 2 945 bp；ORF5 上下游引物序列为：ORF5-1：
5'-CATTTCATGACACCTGAGACCAT-3'，ORF5-2：
5'-AGAGCATATATCATCACTGGCGT-3'，预期扩增

片段大小为 718 bp。引物由上海英骏生物技术有限公

司合成。 
1.5  病毒分离鉴定 

取－70℃保存备用的病料上清各 1 ml，分别接种

已长满单层的 Marc-145 细胞，37℃吸附 2 h，弃去接

种液，加入含 2%犊牛血清的 DMEM 培养液（pH 7.2）
10 ml，置 CO2培养箱培养，同时设正常细胞对照。盲

传 3～5 代，待细胞出现病变后，用 PRRSV RT-PCR
试剂盒和细胞中和试验进行鉴定。收集细胞培养的病

毒液，置－70℃保存备用。传 5 代仍无 CPE 者，作病

毒分离阴性处理。 
1.6  分离毒总 RNA 提取 

取－70℃保存备用的各分离株病毒液，按 TRIZOL

试剂盒操作说明书提取病毒基因组 RNA，用适量

DEPC 水溶解，－20℃冻存备用。 
1.7  RT-PCR 

取 10 µl RNA，加入下游引物 1 µl（20 pmol·µl-1）、

3.5 µl dNTP（2.5 mmol·µl-1）、0.5 µl Rnase-Inhibitor
（40 u·µl-1）、1 µl SuperScriptTMⅡ、4 µl 5×AMV 
Buffer，42℃水浴 1 h 进行反转录，获得 cDNA 模板。

配制 PCR 反应体系如下：10×PCR Buffer 2.5 µl、
dNTPs 2 µl、上下游引物各 0.5 µl、Ex-Taq 0.5 µl、cDNA 
2 µl、加水至 25 µl。Nsp2 基因 PCR 反应程序为：95℃
变性 5 min、35×（94℃ 50 min，56℃ 1 min，72℃ 3 
min）、72℃延伸 10 min；ORF5 基因 PCR 反应程序

为 95℃变性 5 min、35×（94℃ 50 min，57℃ 40 s，
72℃ 1 min）、72℃延伸 10 min。反应结束，分别取 

5 µl PCR 产物进行常规电泳检测。 
1.8  目的基因的克隆与鉴定 

切胶后按照 Promega 公司胶回收试剂盒说明书回

收目的基因片段，与 pMD18-T 载体连接，转化 DH5α
感受态细胞，挑白斑，接种于 LB 液体培养基（Amp+）

振荡培养，微量法提取质粒用 BamHⅠ、Hind Ⅲ双酶

切鉴定。阳性菌液保存备用。 
1.9  序列测定及分析 

取阳性菌液送宝生物工程（大连）有限公司进行

测序。将测得的分离株 ORF5 基因和 Nsp2 基因序列

用 DNAStar 软件（Version 7.0）与 GenBank 中收录的

14 个 PRRSV的ORF5基因和Nsp2 基因序列分别进行

核苷酸及氨基酸序列同源性分析，应用 ClustalX、Mega 
4.1 软件绘制系统进化树。 

2  结果与分析 

2.1  病毒分离与鉴定 
利用 Marc-145 细胞从疑似蓝耳病病料中分离到

36 株病毒，分别按年代、地理等依次编号。36 株分离

株在 Marc-145 细胞上均可致典型 CPE，主要表现为细

胞聚集、边缘模糊、折光性增强、灶状脱落、视野内

呈现空洞等（图 1）。RT-PCR 检测结果为 PRRSV 阳

性，中和试验测得其中和指数均大于 100（大于 50 判

定为阳性），证明分离到的病毒为美洲型 PRRSV。 
2.2  分离毒 ORF5、Nsp2 基因 RT-PCR 扩增及酶切鉴定 

从经 Marc-145 细胞传代分离到的病毒液中提取

病毒总 RNA，用 RT-PCR 方法扩增 ORF5、Nsp2 基因，

ORF5片段大小约 700 bp，Nsp2片段大小约为 2 800 bp
或 2 900 bp，酶切鉴定符合预期结果。 
2.3  DNA 序列测定及比对 

登录 NCBI，将所测得的 36 株分离株的 ORF5 基

因序列和 Nsp2 基因序列与 GenBank 中收录的 PRRSV
毒株 ATCC VR-2332、CH-1a 以及 LV 的相应序列进

行 Blast 比对，分析结果表明所测序列均属于美洲型

PRRSV 基因序列。 
2.4  分离株 ORF5、Nsp2 基因核苷酸序列及推导氨基

酸同源性分析 
将测得的 36 个分离株的 ORF5 基因与 GenBank

中收录的 14 个国内外 PRRSV ORF5 基因用 DNAStar
软件（Version7.0）进行了核苷酸及推导氨基酸序列同

源性分析，发现 36 个分离株 ORF5 基因核苷酸序列与

LV（欧洲型代表株）ORF5 基因核苷酸序列同源性为

53.6%～56.7%，与 13 个美洲型毒株 ORF5 基因核苷 
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图 1  蓝耳病病料接种 Marc-145 后所产生的细胞病变 

Fig. 1  CPE of Marc-145 cell inoculated by PRRSV 

 
酸序列同源性为 85.1%～99.8%，36 个分离株间 ORF5
基因核苷酸序列同源性为 86.2%～100%；36 个分离株

ORF5基因与LV ORF5基因推导氨基酸序列同源性为

53.7%～56.2%，与 13 个美洲型毒株 ORF5 基因推导

氨基酸序列同源性为 84.1%～99.0%，36 个分离株

ORF5 基因推导氨基酸序列同源性为 85.6%～99.5%。 
36 株分离株中有 21 株为 Nsp2 基因缺失毒株。经

测序发现21株基因缺失毒株的Nsp2基因全长为2 850 
bp，与 VR-2332 比较，其 481 位、532～560 位的氨基

酸发生缺失，这与 JXA1 Nsp2 基因长度及缺失位置均

相同。21 株分离株间 Nsp2 基因核苷酸序列同源性为

98.7%～99.7%，编码氨基酸序列同源性为 98.5%～

99.8%，与 VR-2332 Nsp2 同源性为 83.3%～83.6%，

编码氨基酸序列同源性为 83.%1～83.4%，与 JXA1 
Nsp2 同源性为 98.7%～99.6%，编码氨基酸序列同源

性为 98.5%～99.7%。 
2.5  分离株 ORF5、Nsp2 基因核苷酸序列及推导氨基

酸序列变异性分析 

36 株分离株的 ORF5 基因全长均为 603 bp，编码

约 200 个氨基酸，未发现有基因缺失或插入，分离株

推导氨基酸序列的变异主要发生在 9～39 位（图 2），

其它区域相对保守，仅个别毒株氨基酸发生替换。36
株 PRRSV 分离株中，34 株的 ORF5 推导氨基酸序列

含有 3 个糖基化位点（位于 33、44 和 51 位 aa 处），

D02-2005 具有 4 个潜在的糖基化位点（分别位于 30、
33、44 和 51 位 aa 处），而 B02-2005 的 GP5 虽然也

具有 3 个潜在的糖基化位点，但糖基化位点所在位置

与其它分离株不同（分别位于 30、44 和 51 位 aa 处）。

PRRSV 分离株 GP5 推导氨基酸序列经 DNAStar 软件

分析发现，分离株 N 端亲水性较差，含一个信号肽序

列（1-31aa）；多数分离株 GP5 含 3 个跨膜区，主要

位于 62～83aa、90～106aa、113～130aa 处，这 3 处

序列均比较保守。 
在 36株 PRRSV分离株中，有 15株分离株的Nsp2

基因序列全长为 2 940 bp，编码 980 个氨基酸，有 21
株分离株的 Nsp2 基因在第 481 位、532～560 位发生

不连续的 30 个氨基酸缺失，其它编码区域未见较大变

异或缺失。利用 DNAStar 软件分析可知 21 株 Nsp2 基

因缺失株与 JXA1 株核苷酸、氨基酸序列同源性达

98.5%以上（图 3）。 
2.6  系统进化树 

根据测得的 36 株分离株的 ORF5、Nsp2 基因序

列，按照 Neighbor-Joining 法用 Mega 4.1 软件绘制系

统进化树（图 4、图 5）。Nsp2、ORF5 基因系统发育

树分析表明，本研究所分离到的毒株均属于美洲型，

其中 B02-2005 与疫苗株 MLV 遗传关系较近，推测其

可能来源于疫苗毒，其余分离株分别与 CH-1a、JXA1
的亲缘关系较近，属野毒株。所有 Nsp2 基因发生缺

失的 PRRSV 毒株的遗传关系较近，属于同一分支；

与 HB-1 株遗传关系最近，具有年度特征，无明显的

地域特征。 

3  讨论 

3.1  1992 年 Collins 等报告 MA-104、Marc-145 等细

胞系适宜用于 PRRSV 的分离，但不同毒株对上述细

胞的敏感性不一[6]。本研究用 Marc-145 细胞分离到部

分 PRRSV 毒株，接种 PRRSV 后传 2～3 代可致

Marc-145 细胞产生细胞病变（CPE），自第 3 代开始
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图 2  36 株 PRRSV 分离株 ORF5 基因推导氨基酸主要差异比较 
Fig. 2  Main amino acid differences of ORF5 gene among 36 PRRSV isolates 

 

 
 

图 3  21 株 PRRSV 分离株 Nsp2 基因推导氨基酸主要差异比较 
Fig. 3  Main amino acid differences of Nsp2 gene among 21 PRRSV isolates 

 
病变趋于稳定。一般在接种 48 h 后可产生明显 CPE，
细胞皱缩、呈灶状变化、折光性增强（视野变暗）；

接种后 3～4 d 细胞病变发展迅速。尤其是在 2006 年，

从中国多个省份流行具有“高热”特征的病例分离

PRRSV 过程中发现，细胞病变多发生在第二代，这可

能是在环境和免疫压力作用下，PRRSV 分离株对细胞

嗜性增强。同时，研究发现部分经 RT-PCR 检测为阳

性的样品接种 Marc-145 细胞后，未分离到病毒，这可
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图 4  PRRSV 中国分离株与参考毒株 ORF5 基因系统进化树分析 

Fig. 4  Phylogenetic tree based on the ORF5 gene of 36 Chinese PRRSV isolates and PRRSV reference strains 

 

 
 

图 5  PRRSV 中国分离株与参考毒株 Nsp2 基因系统进化树分析 

Fig. 5  Phylogenetic tree based on the Nsp2 gene of Chinese PRRSV isolates and PRRSV reference strains 
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能是因为样品在运送和保存过程中处置不当，而

PRRSV 又对温度、湿度和有机溶剂敏感，感染性易受

pH 影响，故可能导致病毒失活。鉴于上述状况，用细

胞分离 PRRSV 时，应尽可能选择新鲜样品和病毒比

较富集的脏器，或选择对病毒更为敏感的细胞系。 
3.2  PRRSV 基因组编码至少 7 种结构蛋白，其中

GP5、M、N 蛋白为主要结构蛋白。GP5 蛋白由 ORF5
基因编码，是一种糖基化的囊膜蛋白，含有多个中和

表位，与病毒的感染性密切相关。在 PRRSV 所有结

构蛋白中，GP5 蛋白变异最大，因此本研究将其作为

进化分析的基因，通过其遗传演化特点说明目前中国

流行毒株的演变规律，揭示中国目前 PRRSV 流行毒

株趋势以及毒株与世界毒株间的遗传相关性。本研究

发现 36 株 PRRSV 分离株 ORF5 基因序列与 LV（欧

洲型代表株）ORF5 基因序列同源性为 53.6%～56.7%，

与 13 个美洲型毒株 ORF5 基因序列同源性为 85.1%～

99.8%，分离株 ORF5 基因序列间同源性为 86.2%～

100%；36 个分离株 ORF5 基因与 LV ORF5 基因推导

氨基酸序列同源性为 53.7%～56.2%，与 13 个美洲型

毒株 ORF5 基因推导氨基酸序列同源性为 84.1%～

99.0%，36 株分离株 ORF5 基因氨基酸序列同源性为

85.6%～99.5%，分析表明目前国内流行毒株在 ORF5
基因区域变异较大。36 个分离株中，B02-2005 与 MLV
遗传关系较近，推测该分离株可能与疫苗毒株有关；

D02-2005 与 VR-2332 遗传距离较近，推测其可能与

VR-2332 强毒株有关，其余分离株与野毒株 Ch-1a 遗

传距离较近，属同一进化分支。进一步分析发现，不

同年份分离到的病毒与中国较早分离到的毒株

Ch-1a 、BJ-4、HB-1、HB-2 的同源性逐年降低，降低

速率约为 1%。参考严安等的方法[26]，根据 13、34、
137 及 151 位的 aa 变异情况对分离株进行亚群聚类分

析，发现 36 株分离株中，D02-2005 归属于以 VR-2332
为代表的 4 亚群，B02-2005 属于以 BJ-4 为代表的 1
亚群，其余 34 株分离株归属于以 Ch-1a 为代表的 2
亚群，未发现有属于 3 亚群的分离株。进化树分析发

现，同一地区的 PRRSV 分离株存在不同的进化分支

中，不同地区的 PRRSV 分离株存在于同一进化分支

中，说明目前中国 PRRSV 流行毒株的遗传进化关系

存在交叉现象，地域特征不明显。 
3.3  PRRSV Nsp2 蛋白具有糜蛋白酶样（或小 RNA
病毒 3C 样）半胱氨酸蛋白结构域，拥有大量 B 细胞

表位，是 PRRSV 的免疫原之一[22]。在非结构蛋白区

域，变异最大的为 NSP2 区域。Tian 等[14]研究发现，

中国新近分离的 PRRSV变异株与 PRRSV经典毒株的

Nsp2 基因同源性较低，出现了非连续性的 90 个碱基

缺失。本研究分离的 36 株 PRRSV 分离株中，15 株

PRRSV 未发生 Nsp2 基因缺失，多分离于 2005 年；其

余 21 株 Nsp2 基因缺失株均分离于 2006 年下半年至

2007 年中国 PRRS 流行期间。研究表明国内 PRRSV
流行毒株在 Nsp2 中部变异较大，目前 Nsp2 区域缺失

的氨基酸并不影响病毒的生存，但对 PRRSV 生物学

特性的影响尚有待于进一步证实。 

4  结论 

对中国 2005－2007 年间分离的 PRRSV 部分生物

学特性研究表明，PRRSV 在其生物学特性方面已发生

变化，包括细胞嗜性、致病力等，但与变化相对应的

分子生物学基础尚不清楚。本研究分析发现，2005－
2007 年间分离到的 36 株 PRRSV ORF5、Nsp2 基因在

自然环境及免疫压力作用下，随着时间的推移均发生

了较大变异。但尚不能证实该变异是否为 PRRSV 生

物学特性发生改变的原因，且目前该病致病机理和免

疫特性尚不十分清楚，已有商品化的疫苗尚不能提供

有效的免疫保护，因此，为有效地控制 PRRS，应加

强对该病的分子流行病学调查、监测及病原变异趋势

的研究工作，深入开展致病机制和免疫机理等基础研

究，为中国研发更具针对性、安全、高效的疫苗提供

科学依据。 
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