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一株高致病性猪繁殖与呼吸综合征病毒变异

毒株的基因组特征
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摘　要：为了监测我国近年来流行的高致病性猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）的变异情况，采用ＲＴＰＣＲ分段

扩增，对２００９年从山东发病猪场分离到的１株ＰＲＲＳＶＳＤ０９０１的全基因组进行了序列测定和分析。结果表明，不

包括Ｐｏｌｙ（Ａ）尾，该毒株的基因组全长为１５３２０ｎｔ；与高致病性ＰＲＲＳＶ毒株间的全基因组核苷酸相似性为９８．６％

～９８．７％；该毒株基因组的 Ｎｓｐ２编码区除存在与高致病性毒株相同的３０个氨基酸的不连续缺失外，还存在４６８

位的氨基酸缺失和在５８５—５８６位间插入１个氨基酸，同时，该毒株的结构蛋白ＧＰ２、ＧＰ３、ＧＰ４和 Ｍ编码区分别存

在１个氨基酸的突变。演化分析表明，该毒株尽管与高致病性毒株属于同一亚群，但形成一个独立的小分支。由

此表明，该毒株为高致病性ＰＲＲＳＶ的变异毒株，说明我国的高致病性ＰＲＲＳＶ在流行过程中已出现变异。笔者的

研究结果为监测和分析我国的高致病性ＰＲＲＳＶ的变异与演化提供了有价值的基因组信息数据。
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　　猪繁殖与呼吸综合征（Ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ

ａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ），俗称“猪蓝耳

病”，是由猪繁殖与呼吸综合征病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏ

ｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）引

起的以母猪繁殖障碍和各阶段猪呼吸道疾病为特征

的一种高度传染性疫病，已成为危害全球养猪生产

的重要经济性疫病之一［１］。自我国１９９５年底暴发

该病以来，ＰＲＲＳ已成为困扰养猪生产的一大问

题［２］，尤其是２００６年以基因组非结构蛋白Ｎｓｐ２编

码区不连续３０个氨基酸缺失为特征的高致病性

ＰＲＲＳＶ的出现和广泛流行，给我国养猪业造成了

巨大的经济损失［３５］。而且，已有的研究表明，高致

病性ＰＲＲＳＶ已成为近年来引发我国ＰＲＲＳ疫情的

优势流行毒株［６］。

广泛的变异性和毒株的多样性是ＰＲＲＳＶ显著

的特征之一［７］，成为控制猪繁殖与呼吸综合征所面

临的难题。我国的高致病性ＰＲＲＳＶ已流行数年，

该毒株在流行过程中是否发生变异值得关注。本研

究对从山东地区发生猪繁殖与呼吸综合征的猪场分

离到的１株ＰＲＲＳＶ进行了全基因组序列测定，比

较分析了其基因组特征，以期为高致病性ＰＲＲＳＶ

的变异监测和分子流行病学分析提供必要的科学依

据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　病毒毒株　　ＰＲＲＳＶＳＤ０９０１株，由本实

验室于２００９年利用 ＭＡＲＣ１４５细胞从山东地区发

生ＰＲＲＳ猪场病猪的血清样本中分离，第５代病毒

的细胞培养物用于全基因组ｃＤＮＡ扩增和序列测

定。

１．１．２　载体与菌株　　克隆载体 ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔ

ＣｌｏｎｉｎｇＶｅｃｔｏｒ、宿主菌犈．犮狅犾犻Ｔｒａｎｓ５α，均购自全

式金公司。

１．１．３　主要试剂　　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ

Ｍｅｄｉｕｍ，购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｈｙｃｌｏｎｅ胎牛血清，购

自赛默飞世尔生物化学制品（北京）有限公司；ＲＮＡ

提取试剂，购自北京全式金生物技术有限公司；反转

录酶ＭＬＶ，购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ
ＴＭ ＨＳ

ＤＮＡ聚合酶，购自宝生物工程（大连）有限公司；ＤＮＡ

快速纯化回收试剂盒，购自北京全式金生物技术有限

公司；５′ＦｕｌｌＲＡＣＥＫｉｔ和３′ＦｕｌｌＲＡＣＥＫｉｔ，均购自

宝生物工程（大连）有限公司。

１．２　方法

１．２．１　病毒培养　　将保存的ＰＲＲＳＶＳＤ０９０１第

４代毒接种于生长良好的单层 ＭＡＲＣ１４５细胞，

３７℃吸附１ｈ后，弃去上清，加入５％ ＤＭＥＭ 维持

培养液，置３７℃温箱培养９６ｈ，收获病毒培养物，冻

融３次，－８０℃保存。

１．２．２　病毒ＲＮＡ提取　　用ＲＮＡ提取试剂，按

照说明书提取细胞总 ＲＮＡ，溶于 ＤＥＰＣ水后，置

－８０℃保存备用。

１．２．３　引物设计　　采用文献［８］报道的引物序

列，由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成１４对相互重叠的特异性

引物，用于扩增ＰＲＲＳＶＳＤ０９０１全基因组ｃＤＮＡ片

段。基因组的５′端和３′端扩增分别采用５′Ｆｕｌｌ

ＲＡＣＥｋｉｔ和３′ＦｕｌｌＲＡＣＥｋｉｔ。

１．２．４　基因组ｃＤＮＡ片段的ＲＴＰＣＲ扩增、克隆

与测序　　取１２μＬ制备好的 ＲＮＡ 溶液作为模

板，加入各个扩增片段的下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）

２μＬ、ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）１μＬ、ＲＮａｓｅ抑制剂（４０

Ｕ·μＬ
－１）０．５μＬ、ＭＬＶ反转录酶（２００Ｕ·μＬ

－１）０．５

μＬ、５×ＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ４μＬ，反应体系为２０μＬ，４２℃

反应１ｈ，反转录合成ｃＤＮＡ，作为ＰＣＲ模板。建立

５０μＬＰＣＲ反应体系：５×Ｂｕｆｆｅｒ１０μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘ

ｔｕｒｅ（２．５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１）５μＬ，上下游引 物 （１０

μｍｏｌ·Ｌ
－１）各１μＬ，ＤＮＡ聚合酶（２．５Ｕ·μＬ

－１）

０．５μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，加双蒸水至５０μＬ。ＰＣＲ反应

程序：９８℃预变性，９８℃变性１０ｓ，５３～５８℃退火

１５ｓ，７２℃延伸１～２ｍｉｎ，共３０个循环。用１％琼

脂凝胶电泳检查ＰＣＲ扩增产物，然后对ＰＣＲ产物

进行纯化回收，按常规方法将ＰＣＲ回收产物克隆于

狆犈犃犛犢Ｂｌｕｎｔ载体上，经鉴定后，送北京擎科生物

技术有限公司进行测序。

１．２．５　全基因组序列拼接与分析　　应用ＤＮＡＳ

ｔａｒ、ＣｌｕｓｔａｌＸ、ＧｅｎｅＤｏｃ等生物学软件进行毒株的全基

因组序列拼接，与ＧｅｎＢａｎｋ收录的国内外参考毒株

进行比对与分析。用于本研究分析的毒株见表１。
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表１　用于本研究分析的犘犚犚犛犞毒株
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毒株Ｓｔｒａｉｎｓ ＧｅｎＢａｎｋ收录号 ＧｅｎＢａｎｋＮｏ． 参考文献 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＶＲ２３３２ Ｕ８７３９２ Ｍｕｒｔａｕｇｈｅｔａｌ
［９］

ＣＨ１ａ ＡＹ０３２６２６ Ｔｏｎｇｅｔａｌ
［１０］

ＨＢ１（ｓｈ）／２００２ ＡＹ１５０３１２ Ｇａｏｅｔａｌ
［１１］

ＨＢ２（ｓｈ）／２００２ ＡＹ２６２３５２ Ｇａｏｅｔａｌ
［１１］

ＨＢ１／３．９ ＥＵ３６０１３０ Ｚｈｏｕｅｔａｌ
［８］

ＪＸＡ１ ＥＦ１１２４４５ Ｔｉａｎｅｔａｌ
［３］

ＨＵＮ４ ＥＦ６３５００６ Ｚｈｏｕｅｔａｌ
［５］

ＳＹ０６０８ ＥＵ１４４０７９ Ｌｉｅｔａｌ
［４］

ＪＸｗｎ０６ ＥＦ６４１００８ Ｚｈｏｕｅｔａｌ
［６］

ＮＸ０６ ＥＵ０９７７０６ Ｚｈｏｕｅｔａｌ
［６］

ＢＪｓｙ０６ ＥＵ０９７７０７ Ｚｈｏｕｅｔａｌ
［６］

ＪＸ１４３ ＥＵ７０８７２６ Ｌｖｅｔａｌ
［１２］

ＨＥＢ１ ＥＦ１１２４４７ Ｔｉａｎｅｔａｌ
［３］

ＢＪ４ ＡＦ３３１８３１ 杨汉春等［１３］

ＮＶＳＬ９７７８９５ ＡＹ５４５９８５ Ｔｒｕｏｎｇｅｔａｌ
［１４］

ＭＮ１８４Ａ ＤＱ１７６０１９ Ｆａａｂｅｒｇｅｔａｌ
［１５］

ＢＪ０７０６ ＧＱ３５１６０１ ＺｈｏｕａｎｄＹａｎｇ
［２］

２　结　果

２．１　犘犚犚犛犞犛犇０９０１全基因组各基因片段的扩增

应用 设 计 的 １４ 对 特 异 引 物，对 ＰＲＲＳＶ

ＳＤ０９０１株进行全基因组ＲＴＰＣＲ扩增，得到１４个

ｃＤＮＡ片段，大小与预期相符（图１）。

图１　犘犚犚犛犞犛犇０９０１株全基因组１４个片段的犚犜犘犆犚
扩增

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犵犲狀狅犿犻犮犳狉犪犵犿犲狀狋狊狅犳犘犚犚犛犞

犛犇０９１犫狔犚犜犘犆犚

２．２　犘犚犚犛犞犛犇０９０１全基因组序列拼接与同源性

比较

　　全基因组序列拼接结果表明，不包括 Ｐｏｌｙ

（Ａ），ＰＲＲＳＶＳＤ０９０１的基因组全长为１５３２０ｎｔ，

ＧｅｎＢａｎｋ收录号为ＮＪ２５６１１５。与ＧｅｎＢａｎｋ收录的

参考 毒 株 相 比，ＰＲＲＳＶ ＳＤ０９０１ 与 高 致 病 性

ＰＲＲＳＶ分离毒株高度同源，与 ＨｕＮ４、ＪＸ１４３和

ＳＹ０６０８的全基因组核苷酸相似性为９８．７％，与

ＪＸｗｎ０６、ＪＸＡ１、ＮＸ０６、ＢＪｓｙ０６和ＨＥＢ１的全基因组核

苷酸相似性为９８．６％。与北 美洲 型代表毒株

ＶＲ２３３２和我国早期分离毒株ＣＨ１ａ、ＨＢ１（ｓｈ）／２００２

的全基因组相似性分别为８９．２％、９４．６％和９６．５％。

２．３　５′端犝犜犚序列分析

对ＰＲＲＳＶＳＤ０９０１５′端非编码（ＵＴＲ）的序列

分析表明，该毒株的５′ＵＴＲ为１８９ｎｔ，与高致病性

毒株ＪＸｗｎ０６、ＨｕＮ４、ＪＸＡ１、ＮＸ０６、ＳＹ０６０８、ＨＥＢ１

和ＢＪｓｙ０６序列完全相同，相似性为１００％，与高致

病性毒株ＪＸ１４３的５′ＵＴＲ相似性为９９．５％，差异

在于ＪＸ１４３的１６３位碱基为Ｔ，而ＳＤ０９０１和其他

高致病性毒株为Ｃ。

２．４　非结构蛋白基因序列及其推导的氨基酸变异

分析

　　对ＰＲＲＳＶＳＤ０９０１非结构蛋白编码区序列分

５６２
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析表明，该毒株的ＯＲＦ１ａ核苷酸序列长度为７４２２

ｎｔ，编码２４７３个氨基酸，与高致病性毒株ＪＸＡ１、

ＨｕＮ４、ＪＸｗｎ０６、ＮＸ０６、ＢＪｓｙ０６、ＪＸ１４３、ＳＹ０６０８和

ＨＥＢ１的核苷酸相似性为９８．２％～９８．５％，推导的

氨基酸相似性为９８．３％～９８．６％，与ＶＲ２３３２株的

氨基酸相似性为８６．６％；ＯＲＦ１ｂ核苷酸序列长度

为４３８３ｎｔ，编码１４６０个氨基酸，与高致病性毒株

ＪＸＡ１、ＨｕＮ４、ＪＸｗｎ０６、ＮＸ０６、ＢＪｓｙ０６、ＪＸ１４３、

ＳＹ０６０８和 ＨＥＢ１的核苷酸相似性为９８．８％～

９９．０％，推导的氨基酸相似性为９９．２％～９９．６％。

与其他高致病性毒株相比，该毒株ＯＲＦ１ａ特征

性变异位于Ｎｓｐ２编码区，除存在高致病性毒株所

具有的特征性３０个氨基酸的不连续缺失外，４６８位

的异亮氨酸（Ｉ）缺失，且在５８５—５８６位氨基酸之间

插入１个脯氨酸（Ｐ）（图２）。

·．保守的氨基酸；－．缺失的氨基酸；□．插入的氨基酸

·．Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄ；－．Ｄｅｌｅｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄ；□．Ｉｎｓｅｒｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄ
图２　犘犚犚犛犞犛犇０９０１犖狊狆２编码区部分推导氨基酸序列与其他毒株的比对分析

犉犻犵．２　犃犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳狋犺犲狆犪狉狋犻犪犾犱犲犱狌犮犲犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狅犳犖狊狆２犮狅犱犻狀犵狉犲犵犻狅狀狅犳犘犚犚犛犞犛犇０９０１狑犻狋犺狅狋犺犲狉狊狋狉犪犻狀狊

２．５　结构蛋白氨基酸变异分析

对ＰＲＲＳＶＳＤ０９０１结构蛋白基因推导的氨基

酸序列分析表明，与高致病性毒株ＪＸＡ１、ＨｕＮ４、

ＪＸｗｎ０６、ＮＸ０６、ＢＪｓｙ０６、ＪＸ１４３、ＳＹ０６０８和 ＨＥＢ１

相比，各结构蛋白基因编码的氨基酸相似性较高，总

体变异不大，但与这些毒株所不同的是，分别在

ＧＰ２、ＧＰ３、ＧＰ４和 Ｍ 蛋白编码区存在１个氨基酸

的突变（表２），即ＧＰ２的２４０位丝氨酸（Ｓ）突变为苯

丙氨酸（Ｆ），ＧＰ３的６６位异亮氨酸（Ｉ）突变为苏氨

酸（Ｔ），ＧＰ３的１５１位、ＧＰ４的４３位和 Ｍ 蛋白的７

位天冬氨酸（Ｄ）突变为天冬酰胺（Ｎ）。

表２　犘犚犚犛犞犛犇０９０１结构蛋白氨基酸的变异

犜犪犫犾犲２　犃犿犻狀狅犪犮犻犱狏犪狉犻犪狋犻狅狀狅犳狊狋狉狌犮狋狌狉犪犾狆狉狅狋犲犻狀狊狅犳犘犚犚犛犞犛犇０９０１

ＯＲＦ／ｐｒｏｔｅｉｎ
氨基酸位置

Ａｍｉｎｏａｃｉｄｐｏｓｉｔｉｏｎ

突变氨基酸 Ｍｕｔａｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄ

ＳＤ０９０１ ＪＸＡ１ ＨｕＮ４ ＪＸｗｎ０６ ＮＸ０６ ＪＸ１４３ ＳＹ０６０８ ＢＪｓｙ０６ ＨＥＢ１

ＧＰ２ａ／ＧＰ２ ２４０ Ｆ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

ＯＲＦ３／ＧＰ３
６６ Ｔ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ

１５１ Ｎ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ

ＯＲＦ４／ＧＰ４ ４３ Ｎ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ

ＯＲＦ６／Ｍ ７ Ｎ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ

６６２



　２期 杨小蓉等：一株高致病性猪繁殖与呼吸综合征病毒变异毒株的基因组特征

２．６　３′端犝犜犚序列分析

ＰＲＲＳＶＳＤ０９０１３′端 ＵＴＲ大小为１５０ｎｔ，与

高致 病 性 毒 株 ＪＸＡ１、ＨｕＮ４、ＪＸｗｎ０６、ＮＸ０６、

ＢＪｓｙ０６、ＪＸ１４３、ＳＹ０６０８和 ＨＥＢ１的核苷酸相似性

介于９４．０５％～９９．３％，仅存在个别碱基的点突变

（图３）。

·．表示保守的碱基

·．Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
图３　犘犚犚犛犞犛犇０９０１３’犝犜犚与其他高致病性毒株的序列比对

犉犻犵．３　犃犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳狋犺犲３’犝犜犚狅犳犘犚犚犛犞犛犇０９０１狑犻狋犺狅狋犺犲狉犺犻犵犺犾狔狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犘犚犚犛犞狊狋狉犪犻狀狊

２．７　犘犚犚犛犞犛犇０９０１的演化分析

基于ＰＲＲＳＶＳＤ０９０１和ＧｅｎＢａｎｋ中的代表性

毒株的非结构蛋白Ｎｓｐ２基因推导编码的氨基酸序

列，绘制进化树（图４）。结果表明，虽然ＳＤ０９０１与

高致 病 性 毒 株 ＪＸＡ１、ＨｕＮ４、ＪＸｗｎ０６、ＮＸ０６、

ＢＪｓｙ０６、ＪＸ１４３、ＳＹ０６０８和 ＨＥＢ１属于同一个亚群

（图４），但形成一个独立的小分支。

图４　基于犖狊狆２基因推导编码的氨基酸序列绘制的进

化树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犘犚犚犛犞犛犇０９０１犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲

犱犲犱狌犮犲犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犖狊狆２犮狅犱犻狀犵狉犲犵犻狅狀

３　讨　论

ＰＲＲＳＶ的基因组全长约１５ｋｂ，含有９个开放

阅读框（ＯＲＦｓ）—ＯＲＦ１ａ、ＯＲＦ１ｂ和ＯＲＦｓ２（２ａ和

２ｂ）～７，以及５′和３′非编码区（ＵＴＲ）。ＯＲＦ１ａ和

ＯＲＦ１ｂ占病毒基因组的８０％，编码病毒的非结构

蛋白，参与基因组的转录和复制，而ＯＲＦ２ａ、ＯＲＦ２ｂ

和ＯＲＦｓ３～７分别编码病毒的结构蛋白 ＧＰ２、Ｅ、

ＧＰ３、ＧＰ４、ＧＰ５、Ｍ和Ｎ。变异是ＰＲＲＳＶ的最大特

征，已有的研究表明，ＰＲＲＳＶ的非结构蛋白 Ｎｓｐ２

编码区、编码结构蛋白ＧＰ５和ＧＰ３的ＯＲＦ５、ＯＲＦ３

是基因组的易变区域，特别是 Ｎｓｐ２编码区、ＯＲＦ５

基因的变异反映出ＰＲＲＳＶ毒株的多样性
［６，１６２１］。

ＰＲＲＳＶ的易变异性、遗传多样性和致病性差异给

该病的防控增加了难度［２，２２］。

２００６年我国高致病性ＰＲＲＳＶ的出现和流行，

引起广泛关注。已有的研究揭示了高致病性

ＰＲＲＳＶ是近几年来我国的优势流行毒株
［６］，也是

引发疫情的主要毒株。因此，高致病性ＰＲＲＳＶ变

异的监测对于该病的防控具有重要的科学指导意

义。在本研究中，作者对从山东发生ＰＲＲＳ疫情的

猪场分离到的１株ＰＲＲＳＶ毒株———ＳＤ０９０１进行

了全基因组序列测定。分析结果表明，在全基因组

核苷酸水平上该毒株与我国已报道的高致病性毒株

７６２
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高度同源，相似性为９８．６％～９８．７％，结合猪场的

临床发病情况，属于高致病性毒株。与高致病性毒

株ＪＸＡ１、ＨｕＮ４、ＪＸｗｎ０６、ＢＪｓｙ０６、ＮＸ０６、ＪＸ１４３、

ＳＹ０６０８和 ＨＥＢ１相比，ＳＤ０９０１特征性的变异在于

非结构蛋白Ｎｓｐ２编码区，该毒株除了存在与高致

病性毒株相同的４８１位和５３３—５６１位的３０个氨基

酸的缺失外，还分别在４６８位存在１个氨基酸（异亮

氨酸）的缺失和５８５—５８６位间插入１个氨基酸（脯

氨酸）。此外，作者从ＳＤ０９０１结构蛋白编码区推导

的氨基酸序列比对分析发现，在其ＧＰ２、ＧＰ３、ＧＰ４

和 Ｍ 编码区分别存在１个氨基酸的突变，与包括

ＪＸＡ１、ＨｕＮ４、ＪＸｗｎ０６、ＢＪｓｙ０６、ＮＸ０６、ＪＸ１４３、

ＳＹ０６０８和 ＨＥＢ１在内的高致病性毒株不同。基于

Ｎｓｐ２编码区推导的氨基酸序列的演化分析，提示

ＰＲＲＳＶＳＤ０９０１尽管与高致病性毒株同属一个亚

群，但已形成一个独立的小分支。因此，可以认为

ＰＲＲＳＶＳＤ０９０１是一株高致病性毒株的变异毒株。

由此说明我国高致病性ＰＲＲＳＶ毒株在流行过程中

会发生变异，无疑将增加毒株的多样性。

我国高致病性ＰＲＲＳＶ的分子致病机制是目前

重要的研究课题，虽然从前期利用反向遗传操作技

术的研究已证实，高致病性毒株Ｎｓｐ２编码区３０个

氨基酸的缺失与其毒力无关［８］，但确切的致病机制

仍有待阐明。本研究中，ＳＤ０９０１在Ｎｓｐ２编码区的

额外的缺失和插入，以及在结构蛋白 ＧＰ２、ＧＰ３、

ＧＰ４和 Ｍ的氨基酸的突变，有何生物学意义以及与

毒株的致病性和毒力的关系，很值得深入研究和分

析。
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