
书书书

周　峰，郭龙飞，刘红英，等．猪繁殖与呼吸综合征病毒ＸＩＮＸ株的分离及ＮＳＰ２基因的遗传进化分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（９）：１８０－１８２．

猪繁殖与呼吸综合征病毒 ＸＩＮＸ株的分离
及 ＮＳＰ２基因的遗传进化分析

周　峰１，郭龙飞１，刘红英１，陈　陆１，赵　军１，王新卫１，常洪涛１，王川庆１，杨　霞１，王永强２

（１．河南农业大学禽病研究所，河南郑州４５０００２；２．河南省安阳市畜牧局，河南安阳４５５００１）
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繁殖与呼吸综合征的流产猪胎，并进行了病毒的分离鉴定，同时对分离病毒株的ＮＳＰ２基因部分序列进行遗传进化分
析。结果共分离并鉴定出１株美洲型猪繁殖与呼吸病毒 ＸＩＮＸ，且 ＮＳＰ２基因部分序列的分析显示，该毒株与以往的
分离毒株不同，其ＮＳＰ２基因存在３９３ｂｐ的不连续缺失，同国内之前报道的经典毒株和高致病性毒株间均存在较大差
异，目前在国内尚数首次出现。研究结果为进一步研究猪繁殖与呼吸综合征病毒的分子进化提供了重要信息。
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　　猪繁殖与呼吸综合征（ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ）是猪繁殖与呼吸综合征病毒（ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏ
ｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）引起的一种猪
的重要传染病，该病以怀孕母猪流产、早产和死胎以及仔猪和

育肥猪发生呼吸道疾病为主要特征。ＰＲＲＳ于１９８７年在美国
首次被发现，现已波及全球，给世界养猪业造成了巨大经济损

失［１－２］。我国于１９９６年首次在流产的猪胎中分离到ＰＲＲＳＶ，
并相继发现了多种变异毒株［３－５］。目前，ＰＲＲＳＶ主要包括以
Ｌｅｌｙｓｔａｄｖｉｒｕｓ（ＬＶ）为代表的欧洲型（ｔｙｐｅ１，Ｅｕｒｏｐｅａｎｔｙｐｅ）和
以ＶＲ－２３３２为代表株的北美洲型（ｔｙｐｅ２，ＮｏｒｔｈＡｍｅｒｉｃａｎ
ｔｙｐｅ）２种基因型，在中国主要流行美洲型。ＰＲＲＳＶ病毒基因
组为单股正链 ＲＮＡ，全长约为１５ｋｂ，包括１０个开放阅读框
（ＯＲＦｓ）和２个非编码区（ＵＴＲｓ）［６］。ＯＲＦ１ａ、ＯＲＦ１ｂ大约占
了病毒基因组的８０％，分别编码ｐｐ１ａ、ｐｐ１ａｂ这２个复制多聚
蛋白，并最终被 ＯＲＦ１ａ编码的蛋白水解酶切割成１４个非结
构蛋白（ｎｏｎ－ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＳＰ）［７－８］；ＯＲＦ２ａ、ＯＲＦ２ｂ分
别编码病毒的结构蛋白 ＧＰ２ａ、ＧＰ２ｂ；ＯＲＦｓ３－７分别编码病
毒的结构蛋白ＧＰ３、ＧＰ４、ＧＰ５、Ｍ、Ｎ蛋白［９］。研究表明，ＮＳＰ２
是 ＰＲＲＳＶ基因组中最容易发生变异的基因［１０］，高致病性

ＰＲＲＳＶ（ＨＰ－ＰＲＲＳＶ）的 ＮＳＰ２基因在第４８２位和第５３３～
５６１位缺失 ３０个不连续的氨基酸［１１－１４］，这些缺失可能与

２００６年中国出现的ＨＰ－ＰＲＲＳＶ的毒力有关。基于这个原因，

ＮＳＰ２已经成为ＰＲＲＳＶ流行病学调查和系统进化分析中的一
个重要标记［１４］。本研究首先采集疑似病料并进行病毒的分

离鉴定；然后在ＮＳＰ２基因序列测定与分析的基础上证实，所
分离毒株为ＰＲＲＳＶ变异株，将其命名为 ＸＩＮＸ。研究结果为
防控河南新乡地区ＰＲＲＳ的发生及进一步开展该病毒分子流
行规律、遗传变异及疫苗研制等提供了理论支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　样品　试验样品为２０１２年采自河南新乡地区某猪场
疑似ＰＲＲＳ的流产猪胎，样品置于－７０℃保存备用。
１．１．２　试剂　Ｍａｒｃ－１４５细胞，河南农业大学牧医工程学院
传染病实验室保存；胎牛血清，购自北京四季青公司；ＴａｑＤＮＡ
聚合酶、鼠源反转录酶（Ｍ－ＭＬＶ）、ＲＮＡ酶抑制剂（ＲｎａｓｅＩｎｈｉ
ｔｏｒ）、ｄＮＴＰ、ｐＭＤ１８－Ｔ载体，购自大连宝生物工程有限公司；
ＤＥＰＣ，购自Ａｍｒｅｓｃｏ公司；ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ，购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
琼脂糖，购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．１．３　引物　参考 ＰＲＲＳＶＶＲ２３３２株（ＧｅｎＢａｎｋ登录号
ＥＦ５３６００３）和ＪＸＡ１（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＥＦ１１２４４５）ＮＳＰ２全基因
序列，应用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计针对ＮＳＰ２高变区的特异性引
物，详见表１。引物由上海生工生物工程技术服务有限公司
合成。

表１　ＰＲＲＳＶＮＳＰ２基因扩增引物

引物名称及序列（５′→３′） 扩增区域 目的基因 片段长度（ｂｐ）
ＮＳＰ２－Ｆ：ＡＣＣＣＴＴＣＣＹＧＡＡＡＧＡＧＴＲＡＧ；ＮＳＰ２－Ｒ：ＣＣＴＣＡＴＡＴＴＣＭＧＴＣＴＧＴＧＡＧＧＡＨＧＣ １３８８～２９１５ ＮＳＰ２ １５２８左右

１．２　试验方法
１．２．１　病毒分离　取适量流产猪胎的脾、肺、淋巴结，剪碎后
用ＰＢＳ稀释后研磨，冻融３次，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后取
上清，经０．２２μｍ微孔滤膜过滤，分装后于－７０℃保存备用。
取单层铺满９０％的Ｍａｒｃ－１４５细胞，用上述处理的病料接种
细胞，３７℃吸附１ｈ后，加入含有２％胎牛血清的维持液，于
３７℃ ＣＯ２细胞培养箱中培养，若无典型细胞病变（ＣＰＥ），则
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根据细胞培养状态在接毒后４～５ｄ进行收毒，继续盲传直至
出现典型的 ＰＲＲＳＶＣＰＥ。当 ＣＰＥ达到 ８０％左右时进行收
毒，于 －２０℃经 ３次反复冻融后，８０００ｒ／ｍｉｎ室温离心
２ｍｉｎ，取上清按上述方法继续接种到Ｍａｒｃ－１４５细胞进行病
毒传代。

１．２．２　病毒液ＲＮＡ的提取　取上清参照Ｔｒｉｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ说明
书进行操作，所提取基因组ＲＮＡ用３０μＬ１‰ ＤＥＰＣ水溶解，
－７０℃保存备用。
１．２．３　ＰＲＲＳＶ　ＮＳＰ２基因 ＲＴ－ＰＣＲ扩增与测序。提取上
述部分阳性样品中的总 ＲＮＡ，以 ２０μＬ体系进行反转录：
１３μＬＲＮＡ模板，４μＬ５×ｂｕｆｆｅｒ，１μＬｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／μＬ），
１μＬ随机引物（２０ｐｍｏｌ／μＬ），０．５μＬＲＮＡ酶抑制剂
（４０Ｕ／μＬ），０．５μＬ反转录酶 Ｍ－ＭＬＶ（２００Ｕ／μＬ）。反应
条件：４２℃１ｈ，９５℃５ｍｉｎ，将得到的ｃＤＮＡ用于ＰＣＲ扩增。

ＰＣＲ按 ５０μＬ反应体系进行：５μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ，５μＬ
ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／μＬ），５μＬ反转录产物（ｃＤＮＡ），１μＬｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ／μＬ），０．５μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶，各１μＬ上下游引
物，补加灭菌双蒸水至５０μＬ。反应循环参数：９５℃ ５ｍｉｎ；
９５℃１ｍｉｎ，５６℃ １ｍｉｎ，７２℃ １．５ｍｉｎ，共３２个循环；７２℃
１０ｍｉｎ。反应产物用１％琼脂糖凝胶电泳进行检测，经连接转
化后，将阳性克隆送北京华大基因公司测序。

１．２．４　序列分析　所得序列经过 ＮＣＢＩ网站上的 ＢＬＡＳＴ比
对后，运用 ＤＮＡＳｔａｒ中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ将测序结果与参考毒株
（表２）的ＮＳＰ２基因进行序列比对和同源性分析。运用

表２　所有用于序列比对和遗传进化分析的毒株

毒株 分离地，分离时间 登录号

ＢＪ－４ 中国，２００１年 ＡＦ３３１８３１
ＣＨ－１ａ 中国，２００１年 ＡＹ０３２６２６
ＭＮ１８４Ｃ 美国，２００８年 ＥＦ４８８７３９
ＨＥＢ１ 中国，２００７年 ＥＦ１１２４４７
ＨｕＮ４ 中国，２００７年 ＥＦ６３５００６
ＮＡＤＣ３０ 美国，２００８年 ＪＮ６５４４５９

ＨＥＮＡＮ－ＸＩＮＸ 中国，２０１３年 ＫＦ００００８４／ＫＦ４１６３２９
ＴＪ 中国，２０１２年 ＥＵ８６０２４８
ＪＸＡ１ 中国，２００７年 ＥＦ１１２４４５
ＶＲ２３３２ 美国，２００８年 ＥＦ５３６００３
０９ＨＥＮ１ 中国，２０１１年 ＪＦ２６８６８４

Ｈａｗｋｅｙｅ２＿Ａｆｔｅｒ 美国，２００８年 ＥＦ５３２８１０
Ｌｅｌｙｓｔａｄｖｉｒｕｓ 荷兰，２０００年 Ｍ９６２６２

　　注：在本研究中进行测序的毒株用“”标记。

Ｍｅｇａ４．０邻接法绘制进化树。

２　结果与分析

２．１　病毒分离
将病料滤液接种到Ｍａｒｃ－１４５细胞上，盲传至第７代时，

可产生稳定、典型的ＰＲＲＳＶ细胞病变（ＣＰＥ），即接毒４８ｈ左
右可见少量轻微的细胞聚集，７２ｈ左右有大量的细胞聚集成
堆，８０％以上细胞出现明显ＣＰＥ（图１）。

２．２　ＰＲＲＳＶＮＳＰ２基因部分序列的鉴定
以病变细胞悬液总 ＲＮＡ为模板，经 ＲＴ－ＰＣＲ扩增获得

１条比１５２８ｂｐ低４００ｂｐ左右的 ＤＮＡ片段（图２）。将 ＰＣＲ
产物经胶回收、连接、转化后，提取阳性质粒送北京华大基因

公司测序，测序结果显示，扩增片段大小为１１２４ｂｐ。目前序
列已提交至ＧｅｎｅＢａｎｋ，登录号为ＫＦ００００８４。
２．３　ＮＳＰ２基因部分序列分析

在美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）网站的 ＢＬＡＳＴ结
果显示，ＮＳＰ２与国外流行毒株ＮＡＤＣ３０的核苷酸序列相似性
最高。用ＤＮＡｓｔａｒ中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ进行序列比对和同源性分
析，结果表明，与经典毒株 ＶＲ２３３２比较，ＸＩＮＸ分别在第
９６４～１２９６、１４５２～１４５４、１５１５～１５７１位共计缺失３９３个核
苷酸。ＮＳＰ２与经典毒株参考毒株ＶＲ２３３２、ＢＪ－４、ＣＨ－２ａ的
核苷酸序列相似性为６７．６％，与ＨＰ－ＰＲＲＳＶ参考毒株
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ＪＸＡ１、ＴＪ、ＨＵＮ４、ＨＥＢ１、０９ＨＥＮ１的核苷酸序列相似性为
６３８％～６４４％，与欧洲型参考毒株 Ｌｅｌｙｓｔａｄｖｉｒｕｓ核苷酸序
列的相似性为４５．６％；而与国外流行毒株ＮＡＤＣ３０核苷酸序
列相似性最高，为 ９５．２％。利用 Ｍｅｇａ４．０中的邻接法
（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ；ｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｓｏｆ１０００ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ）对
ＮＳＰ２基因推导的氨基酸序列进行遗传进化分析，结果表明，
ＸＩＮＸ与美洲型 ＰＲＲＳＶ处于同一大分支，但是既不与经典毒
株处于同一分支，又与ＨＰ－ＰＲＲＳＶ的亲缘关系相差较远，而
是与国外流行毒株ＮＡＤＣ３０处于同一进化分支（图３）。

３　结论

ＰＲＲＳ是一种对世界养猪业都具有重大影响的猪传染性
疾病，它能够引起怀孕母猪流产和新生仔猪的呼吸道疾病。

该病于１９８７年在美国和加拿大首次被发现，随后在日本、德
国以及其他国家相继被发现。我国于１９９５年首次发现该病，
并导致了重大经济损失。２００６年春季，在我国东部地区暴发
了一场以高发病率和高死亡率为特点的 ＰＲＲＳ，随后开始向
全国蔓延。近些年来，ＰＲＲＳ对河南省养猪业也造成了巨大
的经济损失，因此对ＰＲＲＳＶ进行严密监视显得尤为重要。

ＮＳＰ２基因作为 ＰＲＲＳＶ整个基因组中最容易变异的区
域，具有明显的多样性，它在同一基因型中和不同基因型之间

的变异都很大，且具有很高的耐缺失和插入的能力；此外，由

于ＮＳＰ２的蛋白酶活性，使其能在调节宿主免疫和病毒复制
方面具有至关重要的作用。因此ＮＳＰ２常常作为监视ＰＲＲＳＶ
变异的重要标记。

ＰＲＲＳＶＸＩＮＸ分离株是从河南省新乡地区某县养猪场疑
似ＰＲＲＳ引起的流产猪胎中分离出来的，ＮＳＰ２基因序列比对
结果表明，该毒株既不属于经典毒株，又与ＨＰ－ＰＲＲＳＶ有很
大差别，而与国外流行毒株 ＮＡＤＣ３０序列相似性却很高，其
３９３个核苷酸的缺失在国内也属首次出现。表明有新的
ＰＲＲＳＶ缺失毒株在我国出现，且有外来毒株的可能性，提示
需要进一步加强对于猪及其相关产品的入境检疫。此外，通

过了解和持续监测发现，免疫活疫苗的该猪场，经典的

ＰＲＲＳＶ和以缺失３０个氨基酸为特点的 ＨＰ－ＰＲＲＳＶ检出率
很低，而ＸＩＮＸ毒株的阳性率却很高，提示该病毒可能通过某

种途径逃避宿主免疫监视，但该缺失变异是否与毒株的毒力、

生长特性等生物学特征相关，尚需进一步深入研究。
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