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猪繁殖与呼吸综合征病毒 17-ZJ-HZ 毒株的分离鉴定与分
子流行病学分析
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摘 要：杭州某猪场断奶仔猪群出现高热、呼吸困难等症状，疑似猪繁殖与呼吸综合征病毒（ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃ-
ｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）感染，３头病猪肺脏病变样本送本实验室检测，通过 ＲＴ-ＰＣＲ方法检
测其病原核酸。 肺脏匀浆液无菌处理接种到 ＭＡＲＣ-１４５ 细胞，细胞病变观察、Ｗｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔ、间接免疫荧光等
方法验证 ＰＲＲＳＶ病毒分离情况；ＲＴ-ＰＣＲ方法分五段扩增获得全长病毒基因组序列，采用 ＭＥＧＡ等软件分析
该毒株的核苷酸序列以及 ＧＰ５、ＮＳＰ２氨基酸序列；分离病毒接种 ３ 日龄 ＰＲＲＳＶ阴性仔猪，评价该病毒的毒
力。 结果表明：该场送检样品为 ＰＲＲＳＶ阳性；成功分离得到 １７-ＺＪ-ＨＺ病毒；获得 １５ ３２５ ｂｐ的 ＰＲＲＳＶ全基因
组序列。 序列分析表明，该毒株与经典北美株的 ＮＳＰ２存在典型的 ２９ ＋１ 个氨基酸的缺失，且进化分析归于
ＨＰ-ＰＲＲＳＶ亚群。 攻毒 ６０ ｈ后猪只出现典型的 ＰＲＲＳＶ临床症状和病理变化，以上结果表明该毒株为高致病
性 ＰＲＲＳＶ（ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ＰＲＲＳＶ， ＨＰ-ＰＲＲＳＶ）的北美株。
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Abstract： Ｔｈｅ ｗｅａｎｅｄ ｐｉｇｌｅｔｓ ｆｒｏｍ ａ ｆａｒｍ ｉｎ Ｈａｎｇｚｈｏｕ ｈａｄ ｈｉｇｈ ｆｅｖｅｒ， ｅｘｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｙｓｐｎｅａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｙｍｐｔｏｍｓ， ｗｈｏ
ｗｅｒｅ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ （ＰＲＲＳＶ）．Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉ-
ｃａｌ ｌｕｎｇ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｐｉｇｓ ｗｅｒｅ ｓｅｎｔ ｔｏ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｔｅｓｔｉｎｇ．Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ-
ｔｉｍｅ ＰＣＲ．Ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ ｗａｓ ｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄ ａｎｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｉｎｔｏ ＭＡＲＣ-１４５ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ （ＣＰＥ）， Ｗｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ （ＩＦＡ）．Ｔｈｅ ｆｕｌｌ-
ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｓｅｇｍｅｎｔａｌ ＲＴ-ＰＣＲ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＭＥＧＡ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｏｆｔｗａｒｅｓ．Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ＧＰ５ ａｎｄ ＮＳＰ２
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｖｉｒｕｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ．Ｔｈｅ ｐｉｇｌｅｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｄａｙｓ ｗｅｒｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＲＲＳＶ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ
ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ．Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｎａｍｅｄ ａｓ １７-ＺＪ-ＨＺ．Ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅ-
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ｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｉｔｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ １５ ３２５ ｂｐ．Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ， ｔｈｅ ＮＳＰ２ ｏｆ ｔｈｉｓ ｖｉｒｕｓ ｈａｄ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｙｐｉｃａｌ ２９ ＋１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｔｒａｉｎ．
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ １７-ＺＪ-ＨＺ ｗａｓ ａｔｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ ｓｕｂｇｒｏｕｐ ｏｆ ＨＰ-ＰＲＲＳＶ， ａｎｄ ｔｈｅ
ＰＲＲＳＶ（１７-ＺＪ-ＨＺ） ｃａｕｓｅｄ ｔｙｐｉｃａｌ ｃｌｉｎｉｃ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｌｅｓｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｐｉｇｌｅｔｓ ６０ ｈ．Ｉｎ ｂｒｉｅｆ， ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ
Ｎｏｒｔｈ Ａｍｅｒｉｃａｎ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ＰＲＲＳＶ．
Key words： ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ；
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ

  猪繁殖与呼吸综合征（ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ
ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ）又名蓝耳病，其病
原体为猪繁殖与呼吸综合征病毒（ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏ-
ｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）［１］ 。
不同年龄、品种和性别的猪只均可感染 ＰＲＲＳ，其
临床特征为母猪流产、死胎、弱胎、木乃伊胎及各
年龄阶段猪呼吸困难、败血症、发育迟缓和高死
亡率等［２］ 。 ＰＲＲＳＶ基因组长度为 １５ ｋｂ左右，具
有 ５′和 ３′非编码区，有 ９ 个开放阅读框（ ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），自 ５′到 ３′端依次为 ＯＲＦ１ａ、
ＯＲＦ１ｂ、ＯＲＦ２ ～ＯＲＦ７。 ＰＲＲＳＶ 的基因型主要分
为欧洲型和美洲型，２ 个基因型的同源性在 ６０％
左右［３ －４］ 。 在 ＰＲＲＳＶ 中，ＯＲＦ１ａ 和 ＯＲＦ１ｂ 基因
编码非结构蛋白（ｎｏｎ-ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＳＰ），参
与病毒基因组转录、复制；ＯＲＦ２-ＯＲＦ７ 编码病毒
的结构蛋白，依次编码囊膜蛋白 ＧＰ２、ＧＰ３、ＧＰ４、
ＧＰ５、膜基质蛋白 Ｍ和核衣壳蛋白 Ｎ［５ －７］ 。 目前，
全国各猪场一直都有 ＰＲＲＳＶ 流行，最主要原因
是其病毒变异大和疫苗不能有效防控该病，核苷
酸变异存在于整个病毒基因组中，尤其以 ＮＳＰ２
基因变异最大，不同基因型的毒株 ＮＳＰ２ 核苷酸
序列同源性仅为 ４０％左右，同型的毒株之间
ＮＳＰ２ 核苷酸序列同源性 ８０％左右，因此大多数
科学家认为 ＮＳＰ２ 为 ＰＲＲＳＶ 变异的主要遗传标
记［８ －９］ 。 尽管有研究表明，ＮＳＰ２基因的 １ ＋２９个
氨基酸缺失与 ＨＰ-ＰＲＲＳＶ 的高致病性无直接相
关，但 ＮＳＰ２ 的该缺失仍然认为是 ＨＰ-ＰＲＲＳＶ 的
标志［１０］ ，而 ＮＳＰ２基因高频率变异的潜在意义更
加值得关注［１１］ 。 ＧＰ５作为 ＰＲＲＳＶ的主要抗原糖
蛋白 ，其氨基酸在美洲型和欧洲型之间仅有
５１％～５５％的同源性。 ＧＰ５ 蛋白含有 ６ 个抗原
决定簇，其中决定簇 Ｂ 是最主要的中和抗原表
位，可以诱导中和抗体，因此 ＧＰ５ 常作为 ＰＲＲＳＶ
的疫苗设计的候选对象，用于开发新型疫

苗［１２ －１３］ 。 目前控制 ＰＲＲＳＶ 疫情疫苗有弱毒苗
和灭活苗两种，虽然大规模发病有所控制，但是
ＰＲＲＳＶ的地方性流行和散发所带来的危害仍不
容忽视，中等致病性 ＰＲＲＳＶ（ＮＡＤＣ３０）已成为国
内的主要流行毒株［１４ －１５］ 。 随着免疫压力和猪群
持续带毒，ＰＲＲＳＶ 基因组还在持续变异，因此定
期对 ＰＲＲＳＶ流行情况进行监测，将为养殖场针
对性的免疫预防措施提供科学依据，也有利于预
测 ＰＲＲＳＶ将来发病的趋势。 近期浙江省某猪场
保育猪群出现高热、呼吸困难和死亡等临床症
状；本研究对该场送检病死猪的病料样本，开展
了病原学检测、病毒分离和鉴定，确诊该病为高
致病性的 ＰＲＲＳＶ 引起；通过观察攻毒猪只的临
床表现，确定该毒株属于高毒力毒株；同时本研
究调查了近几年华东地区 ＰＲＲＳＶ的分子流行病
学特征。

１ 材料与方法

１．１ 细胞、病料样品及猪只来源
ＭＡＲＣ-１４５细胞由本实验室保存，病料样品

采集自浙江省杭州市某发病猪场，初生仔猪购于
临安某猪场。
１．２ 主要试剂

核酸提取试剂盒、ｃＤＮＡ合成试剂盒及 ＫＯＤ-
ＰＣＲ试剂盒购自东洋纺生物科技有限公司
（ＴＯＹＯＢＯ）；猪繁殖与呼吸综合征病毒（中国株）
实时荧光定量 ＰＣＲ 检测试剂盒来自浙江多亚隆
医药科技有限公司，ＲＮＡ提取试剂盒购自宝日医
生物技术有限公司（ＴＡＫＡＢＡ），ＰＲＲＳＶ特异性 Ｎ
抗体由浙江大学动物预防医学所实验室惠赠。
ＨＲＰ标记羊抗小鼠 ＩｇＧ 抗体购自于 ＢＢＩ 公司，
ＦＩＴＣ 标记羊抗小鼠 ＩｇＧ 抗体购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司。
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１．３ 样品核酸提取及 ＲＴ-ＰＣＲ检测
用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取病毒核酸，依据猪繁殖与呼

吸综合征病毒（中国株）实时荧光定量 ＰＣＲ检测
试剂盒方法，进行一步法荧光定量 ＲＴ-ＰＣＲ检测。
１．４ 病毒的分离

ＰＲＲＳＶ阳性的肺脏组织经研磨后，１２ ０００ ｒ·
ｍｉｎ －１离心 ５ ｍｉｎ，０.２２ μｍ微孔滤膜过滤，取 ５００
μＬ过滤液感染单层 ＭＡＲＣ-１４５ 细胞，３７ ℃、５％
的 ＣＯ２ 细胞培养箱中孵育 １ ｈ，随后弃去上清，加
入含有 ２％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养液继续培养，２４ ｈ
后观察细胞病变（ ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ）。 出现
８０％ＣＰＥ时，收取上清病毒液，同时收集细胞沉
淀，病毒上清液按照前述方法传代至 Ｐ４ 代，冻存
于－８０ ℃备用。
１．５ Ｗｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔ病毒的鉴定

取 ＰＲＲＳＶ Ｐ４ 代病毒感染 ＭＡＲＣ-１４５ 细胞
４８ ｈ，收集细胞沉淀，加入细胞裂解液 （ １％
ＮＰ４０）充分裂解细胞沉淀，超声波进行超声，获取
细胞总蛋白液。 以 ＰＲＲＳＶ Ｎ蛋白的特异性单抗
为一抗，进行Ｗｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔ 验证，β-ａｃｔｉｎ作为内参
对照。
１．６ 间接免疫荧光（ＩＦＡ）病毒的鉴定

将 ＰＲＲＳＶ 毒株 Ｐ４ 代病毒感染 ＭＡＲＣ-１４５
细胞，４８ ｈ 后用 ４％多聚甲醛固定细胞 ３０ ｍｉｎ，

０.５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ-１００ 打孔 ２０ ｍｉｎ，５％脱脂奶粉封
闭 １ ｈ，ＰＲＲＳＶ Ｎ蛋白特异性单抗（１∶４００）孵育 １
ｈ，ＴＢＳＴ洗涤 ３次，每次 ３ ｍｉｎ，ＦＩＴＣ 标签的 ｇｏａｔ-
ａｎｔｉ-ｍｏｕｓｅ的二抗（１∶５００）孵育 ４５ ｍｉｎ，ＴＢＳＴ 洗
涤５ 次，每次３ ｍｉｎ，ＤＡＰＩ对细胞核染色５ ｍｉｎ，荧
光显微镜观察结果。
１．７ ＰＲＲＳＶ全基因组序列扩增

按照反转录试剂盒说明书，进行反转录合成
ＣＤＮＡ，根据 ＮＣＢＩ 上已知 ＰＲＲＳＶ 全长进行分段
设计引物，一共 ５ 段分别为 １-３２２８、３２２８-５００２、
５００２-８７９８、８７９８-１２０７１、１２０７１-１５３２７。 然后以如
下 ＰＣＲ体系及反应条件进行分段扩增。 体系分
配如下：３１ μＬ 的灭菌 ｄｄＨ２Ｏ，５ μＬ １０ ×ＫＯＤ
ｂｕｆｆｅｒ、５ μＬ ｄＮＴＰｓ、３ μＬ ＭｇＳＯ４ 、１ μＬ ＫＯＤ Ｐｌｕｓ
Ｎｅｏ、引物 １.５ μＬ、２ μＬ ｃＤＮＡ，反应条件为 ９４ ℃
１ ｍｉｎ；９８ ℃ １０ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，６８ ℃ ２ ｍｉｎ，３５个循
环；６８ ℃ ７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ扩增的 ５ 段序列分别命名
为 ７８８、７９０、７９２、７９４、７９６，ＰＣＲ 产物送生物公司
进行测序。 然后以测序成功的 ５ 段序列为模板，
设计扩增 ５ 个片段连接处的引物，分别命名为
７８８-７９０、７９０-７９２、７９２-７９４、７９４-７９６（表 １）。
１．８ 生物信息学分析

对序列结果用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ 软件进行拼接，获
得 １７-ＺＪ-ＨＺ全基因组核苷酸序列，同时用 Ｖｅｃｔｏｒ

表 1 ＲＴ-ＰＣＲ全基因组扩增各种引物
Table 1 Ｔｈｅ ｓｅｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｖｉｒｕｓ ｇｅｎｏｍｅ ｂｙ ＲＴ-ＰＣＲ
名称 Ｎａｍｅ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 扩增片段大小 Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
７８８-Ｆ ＧＡＧＣＡＧＣＴＧＡＴＧＡＣＧＴＡＴＡＧＧＴＧＴＴＧＧ ３ ２２８ }
７８８-Ｒ ＧＣＧＧＣＡＴＧＣＴＴＣＴＴＴＴＴＣＣＴＴＴＴＧＧＡＧ
７９０-Ｆ ＧＣＴＧＣＡＴＧＣＣＴＣＡＧＣＡＴＣＡＴＧＣＧＴＧＡＧ １ ７７４ }
７９０-Ｒ ＧＣＧＴＣＴＡＧＡＣＧＴＧＣＡＡＡＧＡＧＡＧＣＣＡＧＧ
７９２-Ｆ ＧＣＧＴＣＴＡＧＡＴＴＧＴＧＣＡＴＣＴＣＣＣＡＡＣＡＣ ３ ７９６ }
７９２-Ｒ ＧＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧＣＡＧＧＡＣＧＣＡＡＧＡＴＣＡＧ
７９４-Ｆ ＧＴＣＡＴＣＧＡＴＣＣＡＣＡＣＣＴＧＣＡＡＴＴＧＴＣＣ ３ ２７３ }
７９４-Ｒ ＧＣＧＧＡＴＡＴＣＡＡＣＡＡＴＧＧＡＣＡＣＣＡＧＡＡＡＣ
７９６-Ｆ ＣＧＣＧＡＴＡＴＣＡＴＣＡＴＡＴＴＴＴＴＧＧＣＣＡＴＴ ３ ２５６ }
７９６-Ｒ ＴＡＧＣＣＴＧＣＡＧＧＴＴＴＴＴＴＴＴＡＡＴＴＡＣＧＧＣＣ
７８８-７９０-Ｆ ＡＡＡＡＣＡＴＧＧＧＣＡＴＣＣＴＧＧＡＧ ３６９ :
７８８-７９０-Ｒ ＣＴＣＡＧＡＣＡＣＡＣＣＡＴＴＣＡＡＧＧＴＡＣＧ
７９０-７９２-Ｆ ＣＴＣＡＴＴＧＣＴＧＣＡＴＴＧＣＡＴＧＴＴＧ ３７５ :
７９０-７９２-Ｒ ＡＧＣＧＣＡＡＣＣＡＡＣＡＡＧＧＡＡＡＣ
７９２-７９４-Ｆ ＣＡＡＡＣＴＧＴＴＡＣＣＣＣＴＴＧＴＡＣＣＣＴＣ ３９７ :
７９２-７９４-Ｒ ＧＴＴＴＧＡＣＡＣＡＧＡＧＧＴＡＡＴＣＧＧＧＴＣ
７９４-７９６-Ｆ ＣＴＡＡＴＧＣＣＡＣＣＡＧＣＡＴＧＡＧＧＴ ３４２ :
７９４-７９６-Ｒ ＣＣＡＧＧＴＧＧＧＡＡＴＧＴＣＴＡＣＣＴ

·５０３１·巴少波， 等．猪繁殖与呼吸综合征病毒 １７-ＺＪ-ＨＺ毒株的分离鉴定与分子流行病学分析
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表 2 ＰＲＲＳＶ 毒株名称及其来源
Table 2 Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ＰＲＲＳＶ
序号 Ｎｏ． 名称 Ｎａｍｅ 地域 Ａｒｅａ 时间 Ｙｅａｒ 登录号 ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ
１ 创ＢＪ-４ ^中国北京 Ｂｅｉｊｉｎｇ， Ｃｈｉｎａ ２００１ 揪ＡＦ３３１８３１  
２ 创ＶＲ２３３２ 种美国 ＵＳＡ ２００３ 揪ＡＹ１５０５６４  
３ 创ＩＮＧＥＬＶＡＣＡＴＣ 疫苗株 Ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ — ＥＦ５３２８０１ ��.１
４ 创ＣＨ-１ａ 中国北京 Ｂｅｉｊｉｎｇ， Ｃｈｉｎａ ２００１ 揪ＡＹ０３２６２６  
５ 创ＧＤ３ ^中国广东 Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ， Ｃｈｉｎａ ２００７ 揪ＥＵ１０９５０３  
６ 创ＣＨ２００４ 种中国甘肃 Ｇａｎｓｕ， Ｃｈｉｎａ ２００４ 揪Ｅｕ８８０４３９ ��.２
７ 创ＥＵＲＯＰＲＲＳ 美国 ＵＳＡ １９９９ 揪Ａｙ３６６５２５ ��.１
８ 创ＬＶ 荷兰 Ｐｏｌａｎｄ １９９１ 揪Ｍ９６２６２ 抖
９ 创ＨｕＢ２ 唵中国湖北 Ｈｕｂｅｉ， Ｃｈｉｎａ ２００７ 揪ＥＦ１１２４４６ �
１０ 苘ＨｅＢ１ 亖中国河北 Ｈｅｂｅｉ， Ｃｈｉｎａ ２００７ 揪ＥＦ１１２４４７ �
１１ 苘ＨｕＮ４ 妸中国湖南 Ｈｕｎａｎ， Ｃｈｉｎａ ２００６ 揪ＥＦ６３５００６ �
１２ 苘ＪＡＸ１ |中国江西 Ｊｉａｎｇｘｉ， Ｃｈｉｎａ ２００７ 揪ＥＦ１１２４４５ �
１３ 苘ＴＪ 中国天津 Ｔｉａｎｊｉｎ， Ｃｈｉｎａ ２０１２ 揪ＥＵ８６０２４８  
１４ 苘１５ＪＸ１ 棗中国江西 Ｊｉａｎｇｘｉ， Ｃｈｉｎａ ２０１６ 揪ＫＸ８１５４１９   .１
１５ 苘１５ＪＸ２ 棗中国江西 Ｊｉａｎｇｘｉ， Ｃｈｉｎａ ２０１６ 揪ＫＸ８１５４２０   .１
１６ 苘１５ＪＸ３ 棗中国江西 Ｊｉａｎｇｘｉ， Ｃｈｉｎａ ２０１６ 揪ＫＸ８１５４２１   .１
１７ 苘１５ＺＪ１ 帋中国浙江 Ｚｈｅｊｉａｎｇ， Ｃｈｉｎａ ２０１６ 揪ＫＸ８１５４３２   .１
１８ 苘１５ＺＪ２ 帋中国浙江 Ｚｈｅｊｉａｎｇ， Ｃｈｉｎａ ２０１６ 揪ＫＸ８１５４３３   .１
１９ 苘１５ＺＪ３ 帋中国浙江 Ｚｈｅｊｉａｎｇ， Ｃｈｉｎａ ２０１６ 揪ＫＸ８１５４３４   .１
２０ 苘ＦＪ１４０２ 抖中国福建 Ｆｕｊｉａｎ， Ｃｈｉｎａ ２０１６ 揪ＫＸ１６９１６１   .１
２１ 苘ＦＪＭ４ |中国福建 Ｆｕｊｉａｎ， Ｃｈｉｎａ ２０１４ 揪ＫＹ４１２８８８   .１
２２ 苘ＦＪＷＱ１６ 後中国福建 Ｆｕｊｉａｎ， Ｃｈｉｎａ ２０１６ 揪ＫＸ７５８２４９   .１
２３ 苘ＦＪＸＳ１５ 妹中国福建 Ｆｕｊｉａｎ， Ｃｈｉｎａ ２０１６ 揪ＫＸ７５８２５０   .１
２４ 苘ＮＡＤＣ３０ 祆美国 ＵＳＡ ２００８ 揪ＪＮ６５４４５９ 篌篌.１
２５ 苘ＪＸ１２ o中国浙江 Ｚｈｅｊｉａｎｇ， Ｃｈｉｎａ ２０１２ 揪—

ＪＸ１２ 为本实验室 ２０１２ 年分离株。
ＪＸ１２ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ｏｕｒ ｌａｂｒｏｔａｒｙ ｉｎ ２０１２．

ＮＴＩ软件对病毒基因组进行核苷酸序列及其推导
氨基酸序列的比对分析，用 ＭＥＧＡ７ 软件对病毒
进行遗传进化分析。
１．９ １７-ＺＪ-ＨＺ毒株致病性分析

将 ３日龄 ＰＲＲＳＶ抗体阴性的 ６ 只仔猪随机
分为两组，第一组为攻毒组 ３ 头，通过滴鼻的方
式接种 ＰＲＲＳＶ １７-ＺＪ-ＨＺ 株，接种剂量为 １０６

ＴＣＩＤ５０·头
－１；第二组为对照组 ３ 头，接种相同体

积不含病毒的 ＤＭＥＭ。 攻毒后，每天观察仔猪症
状，当猪出现典型 ＰＲＲＳＶ临床症状时，解剖各组
仔猪，检查各脏器病理变化，取肺脏正常和病变
组织，以 ＰＲＲＳＶ 的 Ｎ 蛋白单克隆抗体为检测抗
体，送生物公司进行免疫组化试验。

２ 结果与分析

２．１ 临床样品的检测
送检的 ３个临床样品采用荧光定量 ＲＴ-ＰＣＲ

进行检测，结果表明 ３ 个阳性样本的通道中有明

显的扩增曲线（图 １-Ａ），其 Ｃｔ 值分别为 ２４.７２、
２４.８３、２８.７２，依据试剂盒判定标准（Ｃｔ值小于３２
则为阳性），所以 ３个样品均判定为阳性。
２．２ ＰＲＲＳＶ的分离鉴定

选取其中一个肺脏组织样品进行匀浆处理，
０.２２ μｍ 滤膜过滤组织匀浆液，滤液接种单层
ＭＡＲＣ-１４５细胞。 感染 ４８ ｈ 后，显微镜下观察细
胞状况，Ｍｏｃｋ组 ＭＡＲＣ-１４５ 细胞生长良好，而感
染组细胞皱缩呈索状、脱落、细胞核浓缩聚集在
一起（图 １-Ｂ）。 感染 ７２ ｈ后收集上清，作为种毒
保存，连续传 ３代，第 ４ 代时进行噬斑纯化（结果
未显示），纯化分离的病毒命名为 ＰＲＲＳＶ １７-ＺＪ-
ＨＺ株。 该病毒感染 ＭＡＲＣ-１４５，Ｗｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔ 检
测细胞沉淀中 ＰＲＲＳＶ-Ｎ 蛋白的表达，结果表明
病毒感染组有明显的表达条带（图 １-Ｃ）；间接免
疫荧光检测结果表明，病毒感染组有明显绿色荧
光信号，说明病毒的 ＰＲＲＳＶ-Ｎ蛋白得到表达（图
１-Ｄ）。 以上多个实验证明，本研究分离获得一株
ＰＲＲＳＶ病毒，为开展后续研究奠定了基础。

·６０３１· 浙江农业学报 第 ３０卷 第 ８期
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Ａ， 临床送检样品检测；Ｂ， ＰＲＲＳＶ 感染 ＭＡＲＣ-１４５ 细胞病变观察；Ｃ， Ｗｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔ 检测 ＰＲＲＳＶ-Ｎ 蛋白表达；Ｄ， 间接免疫荧光检测
ＰＲＲＳＶ-Ｎ 蛋白表达。

Ａ， Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ＲＴ-ＰＣＲ； Ｂ， Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＭＡＲＣ-１４５ ｃｅｌｌｓ； Ｃ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＲＲＳＶ-Ｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ-
ｂｌｏｔ； Ｄ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＲＲＳＶ-Ｎ ｂｙ ＩＦＡ．
图 1 ＰＲＲＳＶ的分离鉴定
Fig．1 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＲＲＳＶ

２．３ ＰＲＲＳＶ分离株基因组全长片段扩增
提取 ＰＲＲＳＶ 感染的 ＭＡＲＣ-１４５ 总 ＲＮＡ，反

转录合成 ｃＤＮＡ后，利用 ＰＲＲＳＶ全基因组扩增引
物（表 １），进行分段扩增（图 ２），所获得片段经纯
化后送生物公司测序。 由于 ＰＣＲ产物测序不能
获得全长片段，所以再以测序结果为模板设计引
物（表 １），扩增相邻两段之间的序列，然后送生物

Ｍ，１０ ｋｂ ＤＮＡ 分子量标准；１ ～６， ７８８、７９０、７９２、７９４、７９６ 扩增

片段。

Ｍ， １０ ｋｂ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１ －６， Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ７８８， ７９０，

７９２， ７９４， ７９６．

图 2 ＰＲＲＳＶ基因组分段扩增结果
Fig．2  Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ｇｅｎｏｍｅ ｂｙ
ＲＴ-ＰＣＲ

公司进行测序。 把两次测序的结果进行拼接，获
得 １７-ＺＪ-ＨＺ株全基因长度为 １５ ３２５ ｂｐ，提交给
ＧｅｎＢａｎｋ数据库，获得 ＧｅｎＢａｎｋ号为 ＭＦ７７０５７４。
２．４ ＰＲＲＳＶ分离株的生物信息学分析

利用生物信息学软件（ＭｅｇＡｌｉｇｎ）分析本毒
株的 Ｎｓｐ２ 氨基酸序列，与其他 ２５ 株 ＰＲＲＳＶ 毒
株（表 ２）序列比较，结果表明 １７-ＺＪ-ＨＺ株与高致
病性毒株 ＨＵＢ２、ＨＵＮ４、ＴＪ 等的 ＮＳＰ２ 蛋白氨基
酸序列的关键结构域几乎一样（图 ３），在 ４８２、
５３３-５６１ ａａ位置存在 １ ＋２９ 个氨基酸的缺失，指
示 １７-ＺＪ-ＨＺ为高致病性毒株，而且近几年浙江及
其周边的福建、江西等地流行的 １５ＺＪ２、１５ＺＪ３、
ＦＪＸＳ１５、ＪＸ１２、１５ＪＸ２、１５ＪＸ３ 等毒株也存在该位
点 １ ＋２９个氨基酸的缺失（图 ３），说明华东地区
高致病性毒株仍然存在一定的流行。 同时，近几
年浙江及周边地区还存在 １５ＺＪ１、１５ＪＸ１、ＦＪＭ４、
ＦＪ１４０６等缺失特征不同毒株的流行，这些毒株在
３３０-４４１ ａａ 位置存在 １１１ 个氨基酸的缺失，５３３-
５６１ ａａ存在不连续的２０个氨基酸的缺失，这类毒
株 Ｎｓｐ２的缺失特征与２００８年美国分离的 ＮＡＤＣ３０
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图 3 ＰＲＲＳＶ的 Ｎｓｐ２氨基酸序列比对分析
Fig．3 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ２
株相符，说明该地区存在ＮＡＤＣ３０-ｌｉｋｅ毒株流行。
基于 ＯＲＦ１ａ、ＧＰ５氨基酸序列及病毒全基因

组核苷酸序列分别绘制遗传进化树，进化分析表
明，２５个毒株分两个基因型（欧洲型和北美型），
其中基因 Ｉ 型包含经典毒株、高致病性毒株和
ＮＡＤＣ３０-ｌｉｋｅ毒株，１７-ＺＪ-ＨＺ 毒株归属于高致病
性 ＰＲＲＳＶ。 基于 ＯＲＦ１ａ进化分析表明 １７-ＺＪ-ＨＺ
与 １５ＺＪ２、 １５ＺＪ３、 ＦＪＸＳ１５、 ＪＸ１２、 １５ＪＸ２、 １５ＪＸ３、
ＨＵＢ２、ＨＵＮ４、ＴＪ毒株在一个亚群（图 ４-Ａ），但是
独立成为一个新的小分支，它们同属于高致病性
毒株，ＢＪ４、ＣＨ２００４、ＣＨ１ａ 等聚在一个亚群，同属
于经典毒株，ＧＤ３毒株的分子遗传进化位于经典
毒株 ＣＨ１ａ 和 ＨＵＢ２、ＨＵＮ４、ＴＪ 等强变异毒株之
间，ＦＪ１４０６、ＦＪＭ４、１５ＺＪ１、１５ＪＸ１ 等毒株聚在一个
亚群，同属于 ＮＡＤＣ３０-ｌｉｋｅ毒株。 基于 ＧＰ５ 氨基
酸序列进化分析表明（图 ４-Ｂ），１７-ＺＪ-ＨＺ单独一
个小分支，与 ＧＤ３ 相比， １７-ＺＪ-ＨＺ 与 ＨＵＢ２、
ＨＵＮ４、ＴＪ毒株亲缘关系更远一些，更靠近经典毒
株，强毒株 ＦＪＸＳ１５ 株则被分在 ＮＡＤＣ３０-ｌｉｋｅ 簇
中。 全基因组核苷酸进化分析结果显示，１７-ＺＪ-

ＨＺ靠近 ＧＤ３ 毒株，说明该毒株遗传进化位于经
典毒株和强毒株之间。
２．５ １７-ＺＪ-ＨＺ毒株的致病性

猪群在感染初期无明显临床症状，攻毒 ３６ ｈ
后，攻毒组猪群开始出现食欲减退、精神沉郁、体
温在 ３９.５ ～４１.０ ℃波动，呈现稽留热等症状。
当攻毒达 ６０ ｈ 时，病猪开始表现为眼结膜炎、眼
睑水肿，剧烈喘气、站立不稳，呈俯卧状态，腹部
皮肤发红、耳部发绀（图 ５-Ａ），出现典型的 ＨＰ-
ＰＲＲＳＶ症状。 解剖发现，病猪的肺脏水肿、充血
（图 ５-Ｂ）。 免疫组化试验结果显示，感染组肺泡
轮廓消失，单核细胞浸润，感染灶周边有大量感
染颗粒（棕黄色），ＰＲＲＳＶ的 Ｎ蛋白高表达，出现
ＰＲＲＳＶ典型病灶（图 ５-Ｄ）。

３ 讨论

自 ＰＲＲＳ暴发以来，高致病性毒株给我国乃
至全世界养猪业带来了巨大的经济损失。 目前临
床上主要靠预防的手段来防控该病，但仍然存在
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Ａ、Ｂ、Ｃ 分别为基于 ＯＲＦ１ａ、ＧＰ５ 氨基酸序列和 ＰＲＲＳＶ 病毒全
基因组核苷酸序列的遗传进化分析。

Ａ， Ｂ， Ｃ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ ｏｆ ＯＲＦ１ａ， ＧＰ５ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ｇｅｎｏｍｅ．
图 4 ＰＲＲＳＶ的遗传进化分析
Fig．4 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＲＲＳＶ
很多问题，主要原因是一方面没有专门针对
ＰＲＲＳ的药物，另一方面疫苗的防控存在灭活苗
抗体针对性不强、弱毒苗容易变异和毒力返强的
问题。 由于 ＰＲＲＳＶ毒株变异快，疫苗种类较多，

虽然在预防 ＰＲＲＳ 的发生中发挥了一定的作用，
但是野毒株仍然不断出现，对猪场危害还继续存
在。 不同毒株疫苗的交叉和普遍使用，极易造成
ＰＲＲＳＶ毒株的变异，特别是弱毒疫苗株会出现毒
力返强，野毒株和疫苗株通常在猪群中共存，病
毒在猪群中的重组产生新的 ＰＲＲＳＶ，因此 ＰＲＲＳ
防控难度非常大［１６ －１７］ 。 调查 ＰＲＲＳＶ 的遗传进
化规律，有利于掌握 ＰＲＲＳＶ变异趋势，为新型有
效疫苗研发和防控奠定基础。 近十年，ＰＲＲＳＶ在
不断地进行变异。 ２００６年我国暴发了 Ｎｓｐ２ 蛋白
的 ４８２、５３３-５６１ ａａ位存在的 １ ＋２９ ａａ缺失的 ＨＰ-
ＰＲＲＳＶ［１８］ ；２００８年美国分离了 １ 株在 ＮＳＰ２ 蛋白
的 ３２２-４３２、４８２和 ５０４-５２２ ａａ区域存在 １１１、１、１９
个氨基酸缺失的新毒株 ＮＡＤＣ３０［１９］ ；２０１３—２０１４
年 ＰＲＲＳＶ毒株流行调查分析中发现，我国也存
在 ＮＡＤＣ３０-ｌｉｋｅ毒株的流行［２０ －２１］ ，河南地区以高
致病性 ＰＲＲＳＶ流行为主，同源性只有 ８３％左右，
差异明显［２２］ ；２０１３年在我国河南省某猪场，从疑
似 ＰＲＲＳＶ 症状的发病猪群病料中分离得到
ＰＲＲＳＶ毒株（ＨｅＮａｎ-Ａ１０），其在 ＧＰ２蛋白的２４７-
２５６ ａａ位存在 １０ ａａ的缺失［２３］ ；２０１７ 年广东报道
一例新的重组病毒，由两个低致病性的病毒重
组，其致病性较强［２４］ 。 由此可见，ＰＲＲＳＶ在自然
条件下，不管是否免疫都还在不断地进行变异，
因此监测 ＰＲＲＳＶ 的流行和进化趋势，对于科学
预防和控制该病是非常重要的。
本研究所采集的临床样品来自浙江省某猪

场中正在发生高热、呼吸困难和死亡等临床症状
的保育猪群，该猪场一直使用经典 ＰＲＲＳＶ 弱毒
疫苗株进行预防接种，从未使用过 ＨＰ-ＰＲＲＳＶ弱
毒疫苗。 检测结果却显示 ３ 份临床样品均呈现
ＨＰ-ＰＲＲＳＶ阳性，感染 ＭＡＲＣ-１４５ 细胞分离病毒
时，观察到 ２４ ｈ细胞出现皱缩、变圆、裂解等典型
ＰＲＲＳＶ细胞病变，这说明该场存在高致病性毒株
的流行，随后实验也证明所分离的 ＰＲＲＳＶ 毒株
与 ＨＰ-ＰＲＲＳＶ的分子遗传特征一致；ＰＲＲＳＶ接种
３日龄仔猪，６０ ｈ后仔猪出现典型的 ＰＲＲＳＶ临床
症状，更进一步证实该毒株属于 ＰＲＲＳＶ强毒株。
浙江及周边地区所报道的 ＰＲＲＳＶ 病毒（１５ＺＪ２、
１５ＺＪ３、ＦＪＸＳ１５、ＪＸ１２、１５ＪＸ２、１５ＪＸ３ 等毒株）分析
表明，其遗传特征与 ＨＰ-ＰＲＲＳＶ 一致，说明华东
地区一直都存在 ＨＰ-ＰＲＲＳＶ毒株的流行，同时该
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Ａ，ＰＲＲＳＶ 感染猪的典型症状；Ｂ，ＰＲＲＳＶ 感染肺脏病变；Ｃ，未感染 ＰＲＲＳＶ 组的肺脏组织免疫组化；Ｄ，ＰＲＲＳＶ 感染组的肺脏组织免疫
组化。

Ａ， Ｔｙｐｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｉｇｌｅｔｓ； Ｂ， Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｌｅｓｉｏｎｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＰＲＲＳＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ； Ｃ， Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄ
ＰＲＲＳＶ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ ｓｔａｉｎｅｄ； Ｄ， Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＰＲＲＳＶ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ ｓｔａｉｎｅｄ．
图 5 ＰＲＲＳＶ（１７-ＺＪ-ＨＺ）致病性分析结果
Fig．5 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＲＲＳＶ （１７-ＺＪ-ＨＺ） ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ
地区还存在 ＮＡＤＣ３０-ｌｉｋｅ （１５ＺＪ１、１５ＪＸ１、ＦＪＭ４、
ＦＪ１４０６ 毒株）毒株流行。 本实验室前期分离
ＪＸ１２毒株遗传距离更靠近典型的高致病性毒株
（ＨＵＢ２、ＨＵＮ４、ＴＪ等），而本研究所分离的 １７-ＺＪ-
ＨＺ遗传距离相对更靠近 ＮＡＤＣ３０-ｌｉｋｅ，以上结果
表明，随着猪群不断长期免疫，ＰＲＲＳＶ 随免疫压
力增强，流行毒株通过不断变异，毒力发生多种
多样的变化，其详细机制需要进一步深入研究。
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