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摘要:根据美洲|型猪繁殖与呼吸综合症病毒(PRRSV)基因组序列设计 2 对引物，对疑似 PRRSV 感染猪的病料进行

RT-PCR 检测，核酸检测阳性病料进行 PRRSV 分离，获得了 1 株美洲塑 PRRSV ，命名为 GD08-2. 对 PRRSV GD08-2 

株、GD-XH 株、GD08-1 株的 ORF5 基因和部分 Nsp2 基因进行序列测定与分析.结果表明， GD08-2 株的 OR巴基因

与 PRRSV 疫苗株 pMLV、经典株 VR-2332 和 GD-XH 株的相似性较高，而与 GD08-1 株的相似性较低. GD08-2 株的

Nsp2 基因推导的氨基酸序列出现 12 个氨基酸的不连续缺失，分别位于 66 -74 位和 192 -194 位，由此推测， GD08-

2 株可能为 PRRSV 的突变株. GD08-1 株的 ORF5 基因与国内分离的高致病性 PRRSV 相似性较高，其 Nsp2 基因推

导的氨基酸序列存在 30 个氨基酸的缺失，与国内高致病性 PRRSV 分离株 JXA1 的缺失位置完全一致，由此推测，

GD08-1 株属于高致病性 PRRSV;GD-XH 株的 ORF5 基因与疫苗株 pMLV 的相似性较高，其 Nsp2 基因存在个别核

背酸的点缺失遗传进化分析表明， GD08-1 株与国内分离的高致病性 PRRSV 的遗传进化关系较近，属同一分支;

GD-XH 株和 GD08-2 株与 PRRSV 经典株 VR-2332、疫苗株 pMLV 的遗传关系较近，属另一分支
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Isolation of Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus 

and Sequence Analysis of ORF5 and Nsp2 Genes 
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Abstract: Two pairs of primers were designed and synthesized according to genome sequences of porcine 

reproductive and respirato叮叮ndrome vims (PRRSV) available. The tissues of swine were detected by a 

RT-PCR method. Vims had been isolated and identified from the tissue whose detection turned to be posi­

tive. All the results indicated that the vims isolated was American PRRSV , which was designed GD08-2. 

ORF5 and Nsp2 genes of GD-XH , GD08-1 and the isolated strain GD08-2 were amplified , cloned and se­

quenced respectively. The results showed that ORF5 gene of GD08-2 had high similarity with PRRSV pM­

LV ,PRRSV VR-2332 and GD-XH strain ,but a little low with GD08-1. The discontinuous deletions of 12 

amino acids were found at sites 66-74 and 192-194 in the peptide deduced from the Nsp2 gene , The re­

sults showed that the GD08-2 strain might be the deletion mutant isolate of PRRSV. The ORF5 gene of 

GD08-1 shared highly similarity with highly pathogenic PRRSV strains. The deletions of 30 amino acids in 

GD08-1 strain was consistent with the highly pathogenic PRRSV JXAl strain. The results showed that the 

GD08-1 strain might be highly pathogenic PRRSV. The ORF5 gene of GD-XH strain shared highly simi­

larity with PRRSV pMLV ,and there were some deletions in the Nsp2 gene of GD-XH. Phylogenetic analy­

sis showed that GD08-1 strain had the closest relationship with highly pathogenic PRRSV strains ,and be-
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longed to the same group , while GD08-2 strain and GD-XH strain were attributed to another group with 

PRRSV pMLV and VR-2332. 

Key words: PRRSV; ORF5 gene; Nsp2 gene; sequence analysis 

猪繁殖与呼吸综合症 (Porcine reproductive and 

respiratory syndrome , PRRS )是由猪繁殖与呼吸综合

症病毒 (Porcine reproductive and respiratory syndrome 

vln民 PRRSV) 引起的猪的一种高度接触性传染病.

其主要症状表现为娃振母猪的流产、死胎、木乃伊胎

等繁殖障碍，以及各种年龄猪(特别是仔猪)的呼吸

道症状.根据基因型和抗原型的差异可将 PRRSV 分

为 2 个亚型，即美洲型(以 VR-2332 为代表株)和欧

洲型(以 LV 为代表株)[l3]. 欧洲型 PRRSV 主要流行

于欧洲地区，而美洲|型 PRRSV 主要流行于美洲和亚

太地区[3]. 在我国， 1996 年郭宝清等[ 4 J 在暴发流产

的胎儿中分离到 PRRSV.2006 年夏秋之季，我国又

发生了由 PRRSV 变异株引起的一种猪高致病性蓝

耳病，仔猪发病率达 100% ，死亡率达 50% 以上，母

猪流产率达 30% 以上，育肥猪也可发病死亡，给我国

养猪业造成了巨大损失[M]. 本研究对从广东地区某

发病猪场分离出的 1 株 PRRSV GD08-2 及华南农业

大学兽医学院微生物与免疫学实验室保存的另 2 株

PRRSV GD-XH 、 GD08-1 的 OR巴基因和 Nsp2 基因

进行序列测定及分析，以期为 PRRSV 的流行演化规

律研究及防控奠定基础.

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 病料 采自广东某规模化猪场疑似 PRRSV

感染猪的肺脏和淋巴结.

1. 1. 2 细胞及毒株 细胞 Marc-145 、 PRRSV 毒株

GD-XH 、 GD08-1 由华南农业大学兽医学院微生物学

与免疫学教研室保存.

1.1. 3 引物的设计及合成 根据 GenBank 中

PRRSV 的基因序列分别设计了用于扩增 ORF5 和

Nsp2 变异区基因的引物.引物序列分别如下 :ORF5-

F: 5'-ATG'ITGGAGAAATGCTIGACC-3' ,ORF5-R: 5'­

CTAAGGAGGACCCCATIGTIC-3' ，预期扩增大小为

603 bp; Nsp2-F: 5'-CAGGCGACTICAGAAATGAT-3' , 

Nsp2-R: 5'-GCATGTCAACCCTATCCCAC-3' ，预期扩

增经典毒株和缺失变异株大小分别为 870 bp 和 780

坤，以上引物均由上海生工生物工程公司合成.

1. 2 方法

1. 2. 1 病毒的分离 取 1 g 疑似 PRRSV 病死猪组

织病料加 10 mL 生理盐水制成组织匀浆，加青霉素、

链霉素各2000 U/mL，反复冻融 3 次，离心取上清

液，上清液过滤后接种培养至 759毛以上 Marc-145 单

层细胞，37 "c吸附 1 h ，吸去病料滤液后补加 DMEM

完全培养液继续培养，每天观察 2 次细胞的生长情

况，如未出现细胞病变则于 72h 后进行盲传.并对每

代的细胞培养物进行 RT-PCR 检测.

1.2.2 病毒 RNA 的抽提参照 TRIzol Reagent 试

剂说明书抽提 PRRSV 的总 RNA.

1. 2. 3 病毒 ORF5 基因与 Nsp2 变异区基因的 RT­

PCR 扩增 以抽提的病毒 GD08-1 株、 GD08-2 株、

GD-XH 株的 RNA 为模版，用六核昔酸随机引物作为

反转录引物，在 AMV 反转录酶作用下，合成 cDNA

第一链.再以合成的 cDNA 为模板，分别用各自的上

下游引物进行 PCR 扩增.

1. 2. 4 基因的克隆、序列测定与分析将 PCR 产物

回收纯化后分别克隆人 pMD18-T 载体，选取阳性重

组质粒，送上海生工生物工程公司进行序列测定.对

GD08-1 株、GD08-2 株、GD-XH 株的 Nsp2 、 ORF5 基因

序列与GenBa此中注册的 PRRSV(表 1 )进行分析

表 1 参考毒株信息

Tab.l Details of strains in the alignment 

毒株 登录号 年代 来源、国家

pMLV EF484033 2008 USA 
VR-2332 DQ217415 2001 USA 
CH-la AY032626 2001 China 
HB-I (sh)/2002 AY150312 2004 China 
JXAI EF112445 2007 China 
HUN4 EF635006 2007 China 
GD2007 EU880433 2009 China 
HB-2 ( sh) /2002 AY262352 2004 China 

2 结果

2.1 病毒分离

用疑似 PRRSV 的病料组织液接种 Marc-145 细

胞，盲传 2 代后出现明显的细胞病变.细胞培养物经

RT-PCR 检测为 PRRSV 核酸阳性，将该培养物命名

为 GD08-2.

2.2 ORF5 基因及 Nsp2 基因的 RT-PCR 扩增及序

列测定

对 PRRSV GD08-2 株、 GD-XH 株、 GD08-1 株的

ORF5 基因与 Nsp2 变异区基因进行 RT-PCR 扩增.

结果显示，三者的 OR巴基因扩增片段大小约为 603

bp ， Nsp2 变异区基因扩增片段大小约 800 坤，均与目

的条带大小符合.对获得的基因片段分别进行克隆
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与序列测定，获得了 PRRSV GD08-2 株、 GD-XH 株、

GD08-1 株的 ORF5 基因和 Nsp2 变异区基因序列.

2.3 ORF5 基因的序列分析

2.3.1 ORF5 基因的核普酸序列分析 对 PRRSV

GD08-2 株、GD-XH 株和 GD08-1 株的 ORF5 序列分

析显示， GD08-1 株 ORF5 基因序列与 GD-XH 株和

GD08-2 株的相似性分别为 89.5% 和 89. 7% ;与国内

分离的高致病性 PRRSV 毒株 JXAl 、 HUN4 和

GD2007 的相似性较高，分别为 99.7% 、 99.8% 和

99.0% ;与 PRRSV 普通株 CH-la 、 HB-l ( sh) 2002 和

HB-2 ( sh) 2002 相似性分别为 95.3% 、 96.8% 和

92.5% ;与 PRRSV 经典毒株 VR-2332 的相似性为

89.3% ，与疫苗株 pMLV 的相似性为 89.2%. GD08-2 

株的 OR巴基因与 GD-XH 株的相似性较高，为

99.8% ，与经典株 VR-2332 和疫苗株 pMLV 的相似

性也较高，分别为 98.7% 和 99.2% ;与 PRRSV 普通

株 CH-la 、 HB-l (sh) 2002 和 HB-2 ( sh) 2002 相似性

为 91. 8% 、88.8% 和 89.0% ;与国内分离的高致病性

PRRSV 毒株 JXAl 、 HUN4 和 GD2007 的相似性分别

为 89.3% 、 89.5% 和 88. 8%. GD-XH 株与经典株

VR-2332 和疫苗株 pMLV 的相似性较高，分别为

98.5% 和 99.0% ;与 PRRSV 普通株 CH-la 、 HB-l

(sh) 2002 和 HB-2 (sh) 2002 相似性分别为 91. 7% 、

88.7% 和 88. 8% ;与国内分离的高致病性 PRRSV 毒

株 JXAl 、 HUN4 和 GD2007 的相似性分别为 89.3% 、

89.2% 和 88. 7% ,. 

2.3.2 ORF5 基因的推导氨基酸序列分析 本研究

所测得的 3 株 PRRSV OR巴基因序列推导出的氨基

酸序列均存在点突变，没有缺失(图 1). GD08-1 株与

GD-XH 株和 GD08-2 株的相似性分别为 87.5% 和

88.0% ;与国内分离的高致病性 PRRSV 毒株 JXAl 、

HUN4 和 GD2007 的相似性较高，分别为 99.5% 、

100% 和 98.5% ;与 PRRSV 普通株 CH-la 、 HB-l (sh) 

2002 和 HB-2 ( sh) 2002 相似性为 93.5% 、 94.5% 和

91. 5% ;与 PRRSV 经典毒株 VR-2332 的相似性为

88.5% ，疫苗株 pMLV 的相似性为 87.5%. GD08-2 

株与 GD-XH 株的相似性较高，为 99.5% ，与经典株

VR-2332 和疫苗株 pMLV 的相似性分别为 97.5% 、

98.5% ;与普通株 CH-la 、 HB-l ( sh) 2002 和 HB-2

(sh) 2002 相似性为 91. 0% 、88.5% 和 89.0% ;与国

内分离的高致病性 PRRSV 毒株 JXAl 、 HUN4 和

GD2007 的相似性分别为 87.5% 、 88.0% 和 86.5% . 

GD-XH 株与经典株 VR-2332 和疫苗株 pMLV 的相似

性较高，分别为 97.0% 和 98.0% ;与普通株 CH-la 、

HB-l (sh) 2002 和 HB-2( Ash) 2002 相似性为 90.5% 、

88.0% 和 88.5% ;与国内分离的高致病性 PRRSV 毒

株 JXAl 、 HUN4 、 GD2007 的相似性分别为 87.0% 、

87.5% 和 86.0% . 

l口 2口 4日30 50 i口日6日 70 B口 9 日

VR-2332 M1EKC1TAGCCSR11S1hlCIVPFCFAV1ANASNDS55H1QLIYN1TLCE1N盯~hl1ANKFDhlAVESFVIFPV1τ~IV5YGA1TT5HF1DTVALVTVSTAG

pMLV MLEKCLTAGCCSQ1L5LhlC工VPFCFAVLANASNDSSSH1口 LIYNLTLCELNGTDhlLANKFDhlAVE5FVIFPVLτ~IVSYGALTTSHFLDTVALVT飞TSTAG

CH-1a MLGKCLTTGCCSRLLSLhlCIVPFCFAVIλnlANSNSSSHF口 LIYI日.TLCELNG'寸~hlLANKFDhlAVETFVIFPVLτ~IVSYGALTTSHFLDTVGLVTVSTAG

HB-1(sh)2002 MLGKCLTAGCC5R1LSLhlCIVPFYLAVLVNASNNSSSHI口 LIYNLTLCELNGTDhlLAKNFNRAVETFVIFPVLTHIVSYGALTTSHFLDTVGLVTYSTAG

T由-2(sh)2002 MLGKCLTAGCY5QLLSLhlC工VPFCFAVLVNASSNS5PHFQLIYNL TLCELNG'丁U田LAERFDhlAVETFVIFPVLτ~IV5YGALTTSHFLDTVGLITVSTAG

HUN4 MLGKCLTACCCSRLLFLhlC工VPFYLAVLVNASNNNSSHI口 LIYNLTLCELNGTDhlLA口KFDhlAVETFVIFPVL1卫工VSYGALTTSHFLDTVGLATVSTAG

JXA1 MLGKCLTACCC5RLLFLhlCIVPFYLAVLVNASNNNSSHIQLIYNLTLCELNG'丁~hlLA口KFD盯AVETFVIFPVLTHIVSYGALTTSHFLDTVGLATVSTAG

GD2口口 7 MLGKCL TACCCSRLLFLhlCIVPFYLAVL VNASNNNSSHIQLIYNL TLCELNG'丁DhlLAQKFDhlAVETFVIFPVLTHIVSYGPLTTSHFLDTVGLATVSTAG

GD08-1 M1GKCLTACCCSRLLFLhlC工VPFYLAVLVNASNNNSSHI口 LIYNLTLCELNG'丁DhlLA日KFDhlAVETFVIFPVLτ~IVSYGALTTSHFLDTVGLATVSTAG

GD08-2 MLGKCLTAGCCSQ1LSLhlC工VPFCFAVLANASNDSSS日LQLIYNLTLCELNGTDhlLANKFDhlAVESFVIFPVL1卫IVSYGALTTSHFLDTVALVTYSTAG

GD-活i MLGKCLTAGCCSQLLSLhlCIVPFCFAVLANASNDSSSH1口 LIYNLTLCELNG'丁DhlLANKFDhlAVESFVIFPVLTHIVSYGALTTSHFLDTVALVTVSTAG

110 13口 14日12口

VR-2332 

τ 

15日 19日 20口16日 170 180 

FVHGRYVLSSIYAVCALAALTCF飞TIRFAKNCMShlRYA口"RY1古FLLDTKGRLYRhlRSPVIIEKRGKVEVEGHLIDLKRVVLDGSVATPI寸"RVSAEQhlGRP 

FVHGRYVLSS工YA飞'CALAALTCFVIRFAKNCMShlRYACTRYTNFLLDTKGGLYRhlRSPVIIEKRGKVEVEGHLIDLKRVVLD r，SVATPI丁"RVSAEQhlGRP pMLV 

CH-1a FYHGRYVLSSIYAVCALAALICFVIRLAKNCMShlRYSCTRYTNFLLDTKGRLYRhlRSPVlVEKGGKVEVEGHL工DLKRVVLDGSVATPLTRVSAEQhlGRL

E由 1 (sh) 2日口 2 YYHRRYVLSSIYAVCALAALICFVIRLAKNCMS日RYSCτ"RYTNFLLDTKGKLYRhlRSPVlVEKGGKVEVEGHLIDLKR~几DGSVATPL丁"RVSAEQhlGRL

E面-2(sh)2口口 2 FYHRRYVLSSIYAVCALAALICFVIR1AKNCMS田RYS口"RYTNF1LDTKGRLYRhlRPP飞TlVEKGGKVEVEGHLIDLKRVVLDGSVATPLTRVSAEQhlGRL

HUN4 YYHGRYVLSSIYA飞TCALAALICFVIRLAKNCMShlRYSCτ"RYTNFLLDTKGRLYRhl卫SPVlVEKGGKVEVEGHL工D LKRVVLD GSAA TPL丁"RVSAEQhlGRL

YYHGRYVLSSIYAVCALAALICFVIRLAKNCMShlRYSCτ"RY寸"NFL LDTKGRL YR回卫SP飞TlVEKGGKVEVEGHL ID LKRV1几DGSAATPLTRVSAE1hlGRL
YYHGR凹TLSSIYAVCALAALICFVIRLAKNCMShl卫YSCτ"RYTNFLLD丁RGRLYRhlRSPVlVEKGRKVEVEGHLID LKRVVLD GSAATPLTRVSAE QhlARL 

YYHGRYVLSS工YAVCALAALICFVIRLAKNCMShlRYSCTRYTNFLLDτRGRLYRhlRSPVlVEKGGKVEVEGHLIDLKRVVLDGSAATPL丁卫VSAE QhlGRL

FVHGR引TLSSIYAVCALAALTCFIIRFAKNCMShlRYACτ"RYI"NFLLDTKGGLYRhlRSPVI工EKRGKVEVEGHLIDLKRVVLDGSVATPI丁"RVSAEQhlGRL

FVHGRYVLSSIYAVCALAALTCFIIRFAKNCMShl卫YA口"RYI"NFLLDTKGGLYRhlRSPVIIEKRGKVEVEGHLIDLKRVVLDGSVATPITRVS丁"E QhlGRL

JXA1 

GD2 口。7

GD08-1 

GD08-2 

GD 理

图 1 ORF5 基因推导的氨基酸序列分析

Fig. 1 Comparison of the deduced amino acid sequence of ORF5 gene 飞归th PRRSV strains 

2.3.3 OR町的遗传进化分析遗传进化分析表明

(图 2) ， GD08-2 株与 GD-XH 株、疫苗株 pMLV 和经

典株 VR-2332 的遗传关系较近，同属于 PRRSV 美洲

株，而与国内分离的高致病性 PRRSV 毒株 JXAl 、

HUN4 和 GD2007 等遗传关系较远. GD08-1 则与国

内分离的高致病性 PRRSV 毒株 JXAl 、 HUN4 和
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GD2007 的遗传关系较近. 77.0% . GD-XH 株与 GD08-2 的相似性较高，达

98.0% ;与 GD08-1 株的相似性为 79.0% .毒株

GD08-1 与国内分离的高致病性 PRRSV 毒株 JXAl 、

HUN4 和 GD2007 的相似性较高，达 99.4% 、 99. ] % 

和 99.2% . 

6.2 

6 4 2 

JXA 1 
G02007 

-- ---……- G008-1 
--…一-- HUN4 
-一一--HB-l(sh)2002

CH-Ia 
HB-2(由)2002
VR-2332 
pMLV 

L一一一一广一 G008-2
GD-XH 

l 

。

Nucleotide substitutions( X 100) 

2.4.2 Nsp2 基因的推导氨基酸序列分析 与普通

PRRSV 相比， GD08-2 、 GD-XH 和 GD08-1 3 株的 Nsp2

基因推导的氨基酸序列变异较大(图 3) ，不但存在

点突变还存在不同部位缺失，其中 GD08-2 的 Nsp2

分别在第 66 -74 位和第 ]92 - 194 位，共缺失 12 个

氨基酸，但其与 VR2332 和 pMLV 株等相似性较高，

达 94.5% 和 94. 8% ，除缺失外，仅存在少数点突变;

GD08-] 的 Nsp2 与经典毒株相比，存在 27 个氨基酸

的缺失，位于 132 - 160 位，与国内分离的高致病性

PRRSV 毒株 JXA] 、HUN4 和 GD2007 的相似性较高，

达 90.4% 、 89.6% 和 90. 7% . GD-XH 株存在一些点

突变，其氨基酸序列与 VR2332 和 PRRSV pMLV 的

相似性较高，分别为 87.9% 和 87.6% ，与分离株

GD08-2 的相似性为 87.8% ，与 GD08-1 相似性较低，

为 59. 8%. 

图 2 ORF5 基因的核背酸进化分析

Fig. 2 Phylogenetic tree' based on nucleotide sequences. of the 

ORF5 gene 

2.4 Nsp2 变异区基因的序列分析

2.4. 1 Nsp2 变异区基因的核菩酸序列分析 序列

分析结果表明， GD08-2 的 Nsp2 基因序列与 PRRSV

经典毒株相比缺失 36 个核昔酸. GD08-2 与疫苗株

pMLV 的相似性最高，为 95. ] % j 与经典株 VR2332

的相似性为 94.9% j 与普通株 CH-la 、 HB-] (sh) 2002 

和 HB-2 ( sh) 2002 的相似性为 79.6% 、 76. ] %和

77.7% j 与国内分离的高致病性 PRRSV 毒株 JXA] 、

HUN4 和 GD2007 的相似性为77. 1 1}毛、 76.8% 和

田 1(sh)2口口2

田-2(sh)2002

E口回4

JXA1 
GD2007 
GD口 6-1

GD06-2 

GD• æ 
pMLV 
VR-2332 
CH-1a 

回-1(sh)2口口Z

E面-2(sh)2日口2

HUN4 

JXA1 
GD2007 
GD口自-1

GD口自-2

GD-沼f

pMLV 
VR-2332 
CH-1a 

10 2口 3口 4日 50 60 7日 自口 90 1日口

QATSEMMAhlAAEQVDLKAhlVKSYPRhlTPPPPPPRVQPRKTKSVKSLPEDKPVPAPRRKVRSGCGSPVLMGDNVPNGSEDLTVGGPLNFPTPSEPMTPMSE 
QATSEMMALAAE口VDLKAhlVKSYPRhlIPPPPPPKV口PPF1IKP飞TKSLPENKPVpAPRRKVRSDPGKSILA------------VGGPLNFSTPSELVTPLGE

QATSEMMAhlAAEQVDLKAhlVKSYPRhlTPPPPPPRV口PRRτ~SVKSLPEGKPVPAPRRKVRSDCGSPVLMGDNVPNGSEE-TVGGPLNFPTPSEPMTPMSE

QATSEMMAhlAAEQVDLKAhlVK5YPRhlTPPPPPPRVQPRRTKS飞TKSLPEGKPVPAPRRKV卫SDCGSPVLMGDNVPNG5EE-TVGGPLNFPTPSEPMTPMSE

QATSEMMAhlAAEQVDLKAhlVKSYPRhlTPPPPPPRVQPRR冗SVKSLPEGKPVPAPR卫盯卫SDCG5PVLMGDNVPNGSEE-TVGGPLNFPTP5EP盯PMSE

QATSEMMAhlAAE日VDLKAhlVKSYPRhlTPPPPPPRVQPRRτ~SVK5LPGGKPVPAPRRKVR5DCG5PVLMGDNVPNGSEE-TVGGPLNFPTPSEPMTPMSE

QAT5EMMAhlAVEQVDLKThlVKNYPRhlTPPPPPPKVQPRKTKPVK5LPERKPVPAPRRKVGSDCGS-- 一--NShlEDLAVS5PFDLPTPPEPATPSSE

口AT5EMMAhlAVEQVDLKThlVKNYPR日TPPPPPPKVQPRKI卫PVKSLPERKPVPAPRRKVGSDCGSPVSLGGDVPNShlEDLAVSSPFDLPTPPEPATPSSE

QTT5DMMAhlAVEQVDL~峦YPRhlTPPPPPPKVQPRKTKPVKSLPERKPVPAPR卫KVG5DCG5PV5LGGDVPN5hlEDLAV5SPFDLPTPPEPATP5SE

QTTSDMMAhlAVEQVDLKThl飞~司YPR百TPPPPPPKVQPRKTKPV立自LPERKPVPAPR卫KVGSDCGSPVSLGGDVPNShlEDLAVSSPFDLPTPPEPATPSSE

QATSEMMAhlAAE口VDLKAhlVKSYPRhlTPPPPPPRVQPRKTKPVK5LPENKPVPAPRRKVGSDCGSPILMGDNVPNGhlEDFAVGGPLDFPTPSEPMTPLSE

11口 12日 13日 14日 15口 160 17日 180 19日 200 

PVLTPALQRVPKLMTPLDGSAPVPAPRRTVSRPMTPLSEPIFLSAPRHKFQQVEEANPAIIILTHQNEPLDLSASSQ丁~YEA5P1ASSQNMSILEAGGQE

PVLMPAS日HVSRPVTPLSEPAPVPAPRRIVSRPMTPLSEPTFVFAPhlRKS口。VEEANPAAATLTC口DEPLDLSASS口TEYEAYP1APLENIGVLEAGG口E

PVLMPASRRVPKLMTPL5GSAPVPAPRRTVT-- 一一 -----------TTLπ-!QDEPLDLPASS口τ~YEAFP1APSQNMGILEAGGQE

PVLVPASRRVPKLMTPLSGSAPVPAPRRTVT--一一一一-…一----一---一---TTLTHQDEPLDLSASSQτ~YEAFP1APSQNMGILEAGGQE

PVLVPASRRVPKLMTPLSGSAPVPAPRRTVT-----------------------------TTLTH口DEPLDLSASSQτ~YEAFP1APSQNMGILEAGAQE

PVLVPASRRVPKL町rPLSGSAPVPAPRRTVT-----------------------------TTLTH口DEPLDLSASS口TEYEAFP1APSQNMGILEAGGQE

LVIVSSP口 CIF卫PATPSSEPAP工 PAPRGTVSRPVTPLSEPIPVPAPRRKFQQVKRLSSAAAIPPYQNEPLDLSASS口τ~YEASPPAPPQ5G---GVEGHE

LVIVSSPQCIFRPATPLSEPAP工 PAPRGTVSRPVTPLSEPIPVPAPRRKSQQVKRLSSAAAIPPYQNEPLDLSASSQτ~YEASPPAPPQSGGVLGVEGHE

LVIVSSPQCIFRPATPL5EPAPIPAPRGTVSRPVTPLSEPIPVPAPRRKF口QV立RLSSAAAIPPYQNEPLDLSASS口TEYEASPPAPPQ5GGVLG'飞IEGHE

LVIVSSPQCIFRPATPLSEPAPIPAPRGTVSRPVTPLSEPIPVPAPRRKFQQVKRLSSAAAIPPYQDEPLDLSASS口TEYEA5PPAPPQ5GGVLGVEGHE

PVLMPASQHIPRPVTPLSGPAPVPAPRRTVSRPMTPLSEPIFVSAPRHKFQQVEEANPAATTLTYQDEPLDLSAFS口τ~CEASP1APLQNMGILEAGGQE

210 22日 23日 24日 25口 26日 27日 28日 29口

回-1(sh)2日口 2 AEEVLSEISDILNDTSPAPVSSSSSLSSVKIτPPKYSAQAIIDSGGPCSGHLQ-KEKEACLSIMREACDASK1SDPAT口E\JLSPIDJDRVDM

HB-2(sh)2002 AEEVLSGISDILDNTNPAPVSSSSSLSSV白四PKYSAQAIIDSGGPCSGHLQ-KEKEACLRIMREACDAARLGDPAT口E\JL SIII!IiIDRVDV

HUN4 VEEVLSEISDILNDτ~PAPVSSSSSLSSVKIτPPKYSA口AIIDSGGPCSGHLQ-KEKEAC1SIMREACDASKLGDPATQEhlLSPIDJDRVDM

JXA1 VEEVLSEISDILN盯~PAPVSSSSSLSSVKITRPKYSAQAIIDSGGPCSGHLQ-KEKEACLSIMREACDASKLGDPATQEhlL5PIDJDRVDM

GD2日口T

GD08-1 
GD口 8-2

GD-刃f

pMLV 
VR-2332 
CH-1a 

VEEVLSE I:5DILNDτ~PAPVSSSSSLSSVKIτPPKYSAQAIIDSGGPCSGHL 日-KEKEACLSIMREACDASKLGDPAT口EhlLSPIDJDRVD~!

VEEVLSEISDILNDτ~PAPVSSS5SLSSVKIτPTKYSAQAIIDSGGPCSGHLQRKKKHASA5CVRLVMRP5-LVILLRRVAL5-HVDRVDM 

AEETLSEISDMSGNIKPASV5SSSSLSSVRITRPKYSAQAIIDSGGPCSGHL口 -EVKETCLSVMREACDATKLDDPAT口E\JLSPIDJDRVDM

AEETLSEISDMSGNIKPASVSSSSSLSSVRIτPPKYSAQAIIDSGGPAVG-IS-RGKGNMP.CHAGGM.CD.ADDSAT口NGFPRMVG. GDM 
AEETLSEISDMSGNIKPASVSSSSSL5SVRITRPKYSAQAIIDSGGPCSGHL口 -EV卫ETCL SVMREACDAT立LDDPATQEhlLSRM日DRVDM
AEETLSEISDMSGNIKPASVS5SSSLS5VR工τRPKY5AQAIIDSGGPCSGHL口 -E飞TKETCL5VMREACDA:τ宜LDDPAT口EhlL SRMlJDRVDM

AEEVLSGISDILNDINPAPVSSSS~LSSVRIτRPKYSAQAI工DSGGPCSGHL 口 -REKEACLSIMREACDAAKLSDPAT口E日LSRMlJDRVDM 

图自 Nsp2 基因推导的氨基酸序列分析

Fig. 3 Comparison of the deduced amino acid from Nsp2 gene with PRRSV strains 
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2.4.3 遗传进化分析 结果(图的表明，分离毒株

GD08-2 与 GD-XH 株及疫苗株 MLV 、 PRRSV 经典毒

株 VR2332 的遗传关系较近，而与国内分离的高致病

性 PRRSV 毒株 JXAl 、 HUN4 、 GD2007 等遗传关系较

远. GD08-1 则与国内分离的高致病性 PRRSV 毒株

JXAl 、 HUN4 、 GD2007 等遗传关系较近

24.0 
20 15 

JXAI 
GD08.1 

----…-…… GD2007 
………………… HUN4 
一一一一田忡h)2002

HB.2(sh)2002 
--…---------…………---- CH-Ia 

10 

~ pMLV 
GD-XH 

一……----------- VR-2332 --……- -…-……… GD08-2 
ι! 

5 。

Nucleotide substitutions( X 100) 

图 4 Nsp2 基因的核昔酸进化分析

Fig. 4 Phylogenetic tree based on nucleotide sequences of the 

Nsp2 gene 

3 结论

PRRSV 各分离株基因组序列存在不同程度的差

异.不同地域分离株基因组序列分析显示， PRRSV 有

2 种基因型-一一美洲型(以 VR2332 为代表株)和欧

洲型(以 LV 为代表株) ，欧洲型分离株间的差异较

小，北美洲型分离株间的差异相对较大.目前，国内

外已经完成多株 PRRSV 的全基因组序列测定[叫，

序列分析的结果表明， PRRSV 的变异分布于整个基
因组，尤以 ORF5 基因和 Nsp2 基因的变异最大[9-10].

因此，对这 2 个基因变异的分析在一定程度上可以

反映病毒基因组序列变异的情况，在研究上常作为

比较 PRRSV 变异的靶基因.

OR巴基因编码的 E 蛋白是 PRRSV 中变异性较

大的结构蛋白，一般同种基因型间 OR巴基因推导的

氨基酸序列的相似性为 88% -99% ，而欧洲|型与美

洲型 PRRSV 间的氨基酸相似性仅有 52% -55%. 序

列分析表明，本研究 3 株 PRRSV 的 ORF5 基因序列

没有缺失，与经典毒株相比，仅有几个碱基的突变.

另外，根据 Wesley 等[ II J 报道，对 ORF5 基因的 RT­

PCR 产物用 Mlu 内切酶进行 RFLP 分析，可以区分疫

苗株与野毒株.这是因为疫苗株的第 137 位氨基酸

为 Ala，野毒株则为 Ser.本研究的 GD08-2 及 GD-XH

株的 OR巴基因的氨基酸序列与 PRRSV pMLV , 

VR2332 相同，第 137 位氨基酸为 Ala ，而 GD08-1 株

的 ORF5 基因的氨基酸序列则为 Ser ，为野毒株特征.

近几年来，弱毒疫苗在一些养猪国家广泛使用，

易造成 PRRS 的暴发. Nielsen 等问]研究发现，用减

毒活疫苗免疫仔猪后，从同场的未免母猪的胎儿、死

产猪、死亡仔猪体内可分离到疫苗来源的病毒，这种

病毒感染娃振后期的母猪会导致死胎，增加断奶仔

猪的死亡率.据此，疫苗使用后病毒很容易发生变

异，这些变异毒株也是猪场发生 PRRS 的原因之一.

对 GD08-2 株的 Nsp2 基因的序列分析表明，虽然其

与经典毒株 VR-2332 和疫苗株 pMLV 的相似性较高，

但是该毒株的 Nsp2 基因存在 36 个核昔酸的缺失，推

测该毒株为 PRRSV 经典株或疫苗株的变异株. GD­

XH 株的 Nsp2 基因存在个别核昔酸缺失，推测其可能

为美协|型 PRRSV. GD08-1 株则为高致病性 PRRSV.
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