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摘要: 【目的】为高致病性猪繁殖与呼吸综合征病毒 (Highly pathogenic porcine reproductive and respiratory syndrome

virus，HP-PRRSV)的结构功能和致病机理的研究奠定基础。【方法】运用反向遗传技术将 HP-PRRSV JXA1株的全

基因组分段克隆至改造过的低拷贝载体 pOKq上，并在病毒基因组两端分别添加 CMV启动子和 BGH终止信号肽

以及在病毒全基因组第 510位核苷酸突变引入 FseI酶切位点，作为遗传标记位点。采取基于 DNA-launched途径

进行病毒拯救，并对拯救的病毒进行生物学特性分析。【结果】构建的 PRRSV JXA1毒株的全长 cDNA克隆具有感

染性；成功拯救了病毒，命名为 rJXA1；成功引入了拯救病毒的遗传标记；拯救病毒与亲本病毒的生长曲线相似，二

者达到最高滴度的时间均为感染后 72 h。【结论】成功构建了 JXA1株反向遗传平台，为进一步研究 HP-PRRSV的

致病机理、基因功能以及新型疫苗研发奠定了基础。
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Abstract: 【Objective】To  provide  a  basis  for  studying  the  structural  function  and  pathogenic  mechanism  of

highly  pathogenic  porcine  reproductive  and  respiratory  syndrome  virus  (HP-PRRSV). 【Method】Fragments  of

the whole genome of HP-PRRSV JXA1 strain were cloned into the modified low copy vector pOKq with reverse

genetics technique. The CMV promoter and BGH termination signal peptide were added into the terminals of the

viral  genome.  The FseI  restriction  site,  as  a  genetic  marker  locus,  was  introduced  at  the  510th  nucleotide  of  the

whole  genome  of  the  virus  by  mutation.  DNA-launched  approach  was  used  for  viral  rescue  and  the  biological

properties  of  rescued  viruses  were  analyzed.【Result】The  full-length  cDNA  clone  of  the  constructed  PRRSV

JXA1  strain  was  infectious.  The  virus  was  successfully  rescued  and  named  rJXA1.  The  genetic  marker  was

successfully introduced into the rescued virus. The rescued virus and parental virus had similar growth curves with
 

 
 

收稿日期：2019–01–09　　网络首发时间：2019–12–19 14:19:08

网络首发地址：http://kns.cnki.net/kcms/detail/44.1110.s.20191217.1722.008.html

作者简介：韩晓亮 (1991—)，男，硕士研究生，E-mail: hanxiaoliang350206@163.com； 通信作者： 王　衡 (1981—)，男，
副教授，博士，E-mai l :  wangheng2009@scau.edu.cn；张桂红 (1968—)，女，教授，博士，E-mai l :  
guihongzh@scau.edu.cn

基金项目：国家重点研发计划 (2018YFD0501200)；国家自然科学基金 (31872489)；现代农业技术产业体系基金项目 (CARS-35)
 

华南农业大学学报 Journal of South China Agricultural University 2020, 41(1): 34-41 DOI: 10.7671/j.issn.1001-411X.201901023

 
 

mailto:hanxiaoliang350206@163.com
mailto:wangheng2009@scau.edu.cn
mailto:guihongzh@scau.edu.cn
http://dx.doi.org/10.7671/j.issn.1001-411X.201901023


reaching the maximum titer at 72 h after infection.【Conclusion】The reverse genetic platform of the JXA1 strain

has  been  successfully  constructed,  which  will  lay  a  foundation  for  further  research  on  the  pathogenesis,  gene

function and vaccine development of PRRSV.

Key words:  porcine reproductive and respiratory syndrome virus; JXA1; reverse genetics technique; infectious

clone; viral rescue
  

猪繁殖与呼吸综合征 (Porcine reproductive and
respiratory syndrome，PRRS) 是一种以母猪繁殖障

碍和各种生长阶段猪的呼吸系统疾病为特征的病

毒性传染病，俗称“猪蓝耳病”，其病原为猪繁殖

与呼吸综合征病毒 (Porcine  reproduct ive  and
respiratory syndrome virus，PRRSV)[1-2]。PRRS 于

20 世纪 80 年代末首先在美国被发现，临床上主要

表现为母猪晚期繁殖障碍和新生仔猪的呼吸道疾

病[3]。随后该病相继在北美、欧洲、亚洲的养猪国家

广泛流行，并引发了空前的“流产风暴”[4]，给世界

养猪业造成了巨大的经济损失。

2006年，在我国南方部分省份出现的“猪无名

高热”病，经鉴定其病原为以 JXA1 株为代表的高

致病性 PRRSV，引发了严重的 PRRS 疫情[5-6]。在

PRRSV 的遗传进化树中，HP-PRRSV 和之前流行

的经典毒株同属于 Lineage 8，其重要特征是 Nsp2
编码区存在 30 个不连续氨基酸的缺失[7-8]，这种新

出现的毒株具有毒力强、致死率高、传播速度快等

特点，至今依然是国内流行的优势毒株[9]，给我国养

猪业造成非常严重的损失。

反向遗传学技术是研究 RNA 病毒的有力工

具，该技术通过对相关病毒基因进行直接改造后构

建出病毒的感染性克隆，并经 RNA-launched 和

DNA-launched 2 种途径对病毒进行拯救 [ 1 0 - 1 1 ]。

RNA-launched 途径是 RNA 病毒基因组先反转录

成 cDNA，接着克隆到合适的转录载体上，通过克隆

到 T7 或者 SP6 启动子的下游，先在体外转录出病

毒全长的基因组 RNA，随后将这些体外的转录本转

染宿主细胞，在宿主细胞内包装出活的病毒粒

子[12-13]。DNA-launched 途径则是将经反转录的病

毒 cDNA 克隆到真核启动子如 CMV 启动子的下

游，并将构建好的质粒不经体外转录，直接转染宿

主细胞，利用宿主细胞的核功能转录出病毒基因

组，进而完成病毒粒子的包装 [ 1 4 ]。相比 RNA-
launched途径，DNA-launched途径避开了体外转录

步骤，不仅操作简便，还降低了转染过程中 RNA降

解的风险，使转染的效率大大提高。目前，反向遗传

技术在研究 PRRSV 的结构与功能、致病机制以及

研发新型疫苗等方面有着广泛应用[15-17]。

本研究运用反向遗传操作技术将 HP-PRRSV
JXA1 株的全基因组分段克隆至改造过的低拷贝载

体 pOKq 上，成功构建了 JXA1 株的全长感染性克

隆。并采取基于 DNA-launched 途径成功获得拯救

的病毒，并对拯救病毒进行生物学特性的分析。HP-
PRRSV 代表株 JXA1 株反向遗传平台的构建，为

HP-PRRSV 后续的结构功能探索、致病机理研究以

及新型疫苗研发奠定了基础。

1   材料与方法

1.1    材料

1 . 1 . 1        载 体 、 毒 株 、 细 胞 、 抗 体　克隆载体

pJET1.2 购买自 Thermo Fisher Scientif ic。由

pOK12 改造具有多克隆位点的低拷贝载体 pOKq、
XH-GD 全长感染性克隆质粒、PRRSV 易感细胞

Marc-145细胞、转染用 BHK-21细胞均由华南农业

大学兽医学院传染病教研室保存。HP-PRRSV JXA1
毒株由河南农业大学田克恭教授惠赠。PRRSV
N 蛋白单克隆抗体购买自韩国金诺公司。FITC 标

记的山羊抗小鼠 IgG 二抗购买自北京中杉金桥生

物技术有限公司。

1.1.2    主要试剂　RNA 抽提试剂盒购自上海飞捷

生物技术有限公司，反转录试剂盒、Taq 酶、高保真

DNA 聚合酶购自宝日医生物技术 (北京) 有限公

司。限制性核酸内切酶购自 NEB公司。T4 DNA连

接酶购自 Thermo Fisher Scientific。DL2000 DNA
marker、250 bp DNA ladder (Dye plus)、克隆菌感受

态细胞 Escherichia coli DH5α、克隆载体 pMD18-T
vec to r 购自宝日医生物技术 (北京 ) 有限公司；

DNA 凝胶回收试剂盒、质粒抽提试剂盒购自

OMEGA公司。DMEM高糖培养基、胰蛋白酶购自

Biological Industries。胎牛血清购自 Gibco公司。二

甲基亚砜 (DMSO)购自 Amresco公司。

1.2    方法

1.2.1    全长 cDNA 构建方案与引物设计　构建方

案：JXA1 毒株全长 cDNA 的构建见图 1。先将

CMV、A1、A2 片段融合，融合产物再与 A3 片段连
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接，构成 A片段。将 D1片段和终止信号肽序列 BGH
片段融合构成 D片段，然后将 D、C、B、A共 4个片

段依次亚克隆到低拷贝载体 pOKq上。

根据 GenBank 中收录的 PRRSV JXA1 毒株全

基因组序列，利用 Oligo7.0软件 设计 6对引物对病

毒的全长基因进行分段克隆，获得 A1、A2、A3、B、
C和 D1段。同时以 PRRSV XH-GD全长感染性克

隆质粒为模板，设计引物扩增 CMV 和 BGH 片段。

同时在扩增 A1 片段时引入 1 个沉默突变，将全基

因组第 510 位碱基由 A 突变为 G，引入遗传标记

FseI，以便与亲代病毒相区别。引物序列由上海英

潍捷基生物技术有限公司合成。各段引物的序列、

扩增片断大小及引物名称见表 1。
1.2.2    JXA1 毒株全基因组各片段的扩增　以 XH-
GD 全长感染性克隆质粒为模板，分别用引物

(CMV-F、CMV-R) 和 (BGH-F、BGH-R) 扩增

CMV启动子序列和 BGH终止信号肽序列；按上海

飞捷生物技术有限公司的 RNA 抽提试剂盒操作说

 

表 1   构建 JXA1 株全长感染性克隆设计的引物序列

Table 1    Primer sequences used for construction of the full-length infectious clone of JXA1 strain
 

引物名称 Primer name 引物序列(5′→3′)1) Primer sequence 产物长度/bp Product length

CMV-F AGTCGCGGCCGCCGATGTACGGGCCAGATATAC
   757

CMV-R ATAGAGCCAACACCTATACGTCA

A1-F TGACGTATAGGTGTTGGCTCTAT
   528

A1-R TAGGGGTGAGTTGGCCGGCCCTGTA

A2-F ATCTACAGGGCCGGCCAACTCAC
2 193

A2-R CGGCGGTGTCTCGAGAATCATCT

A3-F CAAAGATGATTCTCGAGACACC
3 096

A3-R AAGGCATAGGTGCTTAAGT

B-F CATCCGTTACAGGTGGTAATG
2 951

B-R AGCACAGCTGTCCATGAGTATTGC

C-F GAAGACAACCATCACAGACTCAC
2 713

C-R AAACCTCATGCTGGTGGCATT

D1-F AGGACTGGGAGGATTACAATGAT
3 341

D1-R GTGCCAAAGAATGCCAGCCCATCATG

BGH-F CATGATGGGCTGGCATTCTTTGGCAC
   533

BGH-R GGGATCGAGGTACCCAGAAGC

　1)下划线部分为酶切位点

　1) The underlined portion is the restricted enzyme digestion site
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图 1    JXA1 毒株全长 cDNA 克隆的构建策略

Fig. 1    The strategy for construction of the full-length cDNA clone of JXA1 strain

  36 华南农业大学学报 (http://xuebao.scau.edu.cn/zr) 第 41 卷  

 

 
 



明书提取 JXA1细胞病毒的总 RNA，用适量 RNase
free水溶解，获得总 RNA，用 SuperScriptTM III逆转

录酶和 OligodT(20)(Invitrogen，USA)，按照操作说

明书进行 cDNA合成，然后将获得的 cDNA作为模

板，用表 1中扩增引物进行各片段的扩增，经过 RT-
PCR，获得 A1、A2、A3、B、C和 D1片段，参照 DNA
purification kit 说明书纯化扩增的片段，利用融合

PCR 技术，用引物 (A1-F、A2-R) 融合 A1 和 A2 片

段，构建点突变以引入全长感染性克隆的遗传标记

FseI酶切位点，以回收的 CMV片段和 A1、A2融合

片段为模板，用引物 (CMV-F、A2-R) 融合 CMV、

A1、A2 片段并回收；以回收的 BGH 片段和 D1 片

段为模板，用引物 (D1-F、BGH-R) 融合 D1 和

BGH 片段构成 D 片段并回收，PCR 按常规方法进

行，并设立空白对照。PCR产物用 10 g/L琼脂糖凝

胶 (含 0.5 μg/mL EB) 电泳检测并回收纯化。另外，

为了提高目的片段的保真性，构建感染性克隆过

程中的所有 PCR 反应均使用宝日医生物技术 (北
京) 有限公司的 PrimeSTAR® Max 高保真 DNA 聚

合酶。

1.2.3    质粒 pOK-A、pJET-B、pJET-C 和 pJET-D 的

构建　将 CMV、A1、A2 的融合回收产物连接到

pOKq 空载体上形成载体 pOK-CMV-A1-A2，再将

扩增的 A3 片段连接到 pOK-CMV-A1-A2 载体上，

构建出 pOK-A中间载体。将 D、C和 B这 3个片段

的纯化产物分别与 pJET1.2 载体连接。取 5 μL 的

连接产物转化克隆菌感受态细胞 E. coli DH5α 后，

用灭菌枪头挑取可疑菌落于含氨苄青霉素的 LB液

体培养基中，于 37 ℃ 条件下振荡培养 4~6 h，取适

量菌液进行 PCR 鉴定。将 PCR 鉴定为阳性的菌液

送上海英潍捷基生物技术有限公司进行测序验证。

测序正确的重组质粒分别命名为 pJET-B、pJET-
C 和 pJET-D，并按照 OMEGA 公司的质粒提取试

剂盒说明书进行质粒抽提。

1.2.4    JXA1 毒株全长 cDNA 的构建　将 pJET-D、
pJET-C、pJET-B和 pOK-A按照图 1所示的顺序依

次亚克隆到 pOKq载体，构建的质粒经 PCR鉴定为

阳性的重组菌液送上海英潍捷基生物技术有限公

司进行测序，将测序正确的克隆质粒命名为 pOK-
JXA1，并参照 OMEGA 公司去内毒素质粒提取试

剂盒说明书进行去内毒素质粒抽提。

1.2.5    JXA1 株病毒的拯救　将 JXA1 株病毒全长

cDNA 的重组质粒 pOK-JXA1 转染 BHK-21 细胞，

转染使用 Lipofectamine 3000(后文简称 Lipo
3000)脂质体，具体操作步骤参照说明书。转染 72 h

后，将 6 孔板反复冻融 3 次，收集细胞液，4 ℃、

7 000 r/min 离心 7 min，取上清接种于单层 Marc-
145 细胞，吸附 1 h 后补加含 2%(φ)FBS 的 DMEM，

置于 37 ℃、CO2 体积分数为 5%的培养箱培养，观察

细胞病变情况 (Cytopathic effect，CPE)，出现病变后冻

融收毒，连续传 12代。将拯救的病毒命名为 rJXA1。
1.2.6    拯救病毒的鉴定　为验证所看到的细胞病

变是拯救病毒所致，排除亲本病毒污染的可能，利

用引入的沉默突变 FseI 酶切位点进行鉴定。取第

3 代的病毒细胞培养悬液进行总 RNA 的提取，再

取 2 μg RNA 进行反转录。以得到的 cDNA 为模

板，以 A1-F 和 A2-R 为引物进行 PCR 扩增。PCR
产物用 10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测并回收纯化，将

纯化后的 PCR 产物送上海英潍捷基生物技术有限

公司进行测序鉴定。

同时将拯救病毒的第 3 代 rJXA1-P3 和亲本病

毒的第 3 代 JXA1-P3 接种至长满单层的 Marc-
145 细胞 6 孔板中并设 1 孔阴性对照，置于 37 ℃、

CO2 体积分数为 5% 培养箱中培养 72 h 后对拯救

的病毒进行间接免疫荧光 (Indirect immunoflu-
oresence assay，IFA)试验鉴定。

1.2.7    拯救病毒的稳定性　将拯救病毒 rJXA1 在

Marc-145 细胞上连续传至 12 代，观察每一代的

CPE 情况。同时从拯救获得的病毒中，选择第 1、3、
6、9 和 12 代病毒进行 TCID50 测定。将 Marc-
145细胞接种到 96孔细胞培养板上，待细胞汇合度

达到 90%以上时，将获得的相应代次的拯救病毒进

行 10 倍梯度倍比稀释，即用 DMEM 进行 10−1~
10−8 倍比稀释，分别接种于 Marc-145 细胞中，每个

稀释度接种 8 孔，每孔 100 μL。同时设未接毒的空

白对照，将细胞板放置 37 ℃、CO2 体积分数为

5%细胞培养箱作用 90 min。弃去病毒液，加入含 2%
(φ)FBS 的 DMEM，放置于 37 ℃、CO2 体积分数为

5% 细胞培养箱。连续观察 2~7 d，记录每个稀释度

细胞病变的孔数，本试验重复 3 次求其平均值，并

按照 Reed-Muench法计算各个样品的 TCID50。

1.2.8    拯救病毒的生长曲线　测定 rJXA1 第 3 代

病毒和亲本病毒 JXA1 第 3 代病毒在 Marc-145 细

胞中的生长曲线。将 rJXA1 第 3代病毒和亲本病

毒 JXA1 第 3 代病毒用 DMEM 培养基稀释至感染

复数 (Multiplicity of infection，MOI)为 0.1，接种于

长成单层的 Marc-145 细胞，置于 37 ℃、CO2 体积

分数为 5%培养箱中孵育 1 h，每个病毒各做 3次重

复。孵育结束后弃去上清，用 PBS缓冲液洗涤细胞

2 次，加入 5 mL含 2%(φ)FBS 的 DMEM 细胞维持
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液，置于 37 ℃、CO2 体积分数为 5% 的培养箱中培

养。分别于接种病毒 12、24、36、48、60、72、84和 96 h
后，从每瓶细胞中吸取 200 μL 上清，然后测定各时

相上清中病毒的 TCID50，绘制病毒的生长曲线。

2   结果与分析

2.1    JXA1 毒株全基因组各片段的扩增

以 XH-GD 全长感染性克隆质粒为模板扩增

CMV启动子序列和 BGH终止信号肽序列，以 JXA1
反转录后的 cDNA 为模板扩增 JAX1 的 A1、A2、
A3、B、C 和 D1 段。PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳

后，可见相应的目的条带，其中 CMV、BGH 和 A1
片段的扩增产物大小分别约为 750、500 和 500 bp，
与预期大小相符 (图 2A)。A2、A3、B、C和 D1片段

的扩增产物大小分别约为 2 200、3 000、3 000、2 700
和 3 300 bp，与预期大小相符 (图 2B)。

利用融合 PCR技术融合 A1和 A2片段，构建

点突变来引入全长感染性克隆的遗传标记 FseI酶
切位点，以回收的 CMV 片段和 A1、A2 融合片段

为模板，对 CMV、A1、A2片段进行融合 PCR扩增

并回收，PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳后，可见约

为 3 800 bp 扩增片段，与预期大小相符 (图 2C)。
将 CMV、A1、A2的融合回收产物连接到 pOKq空
载体上形成载体 pOK-CMV-A1-A2，再将扩增的

A3片段连接到 pOK-CMV-A1-A2载体上，并进行

菌液 PCR 鉴定 (图 2C)，构建出 pOK-A 中间载体；

以回收的 BGH 和 D1 段为模板，对 D1 和 BGH 片

段进行融合 PCR扩增并回收，PCR产物经琼脂糖

凝胶电泳后，可见约为 3 800 bp扩增片段，与预期

大小相符 (图 2B)，然后将 D、C、B 片段依次克隆

到 pJET1.2载体上。

2.2    JXA1 毒株全长 cDNA 的构建与鉴定

将 pJET-D、pJET-C、pJET-B和 pOK-A按照图 1

所示的顺序依次连接到 pOKq载体，构建全长 cDNA
的重组质粒 pOK-JXA1，用引物 CMV-F、A1-R对重

组质粒 pOK-JXA1 进行 PCR 鉴定，PCR 产物经琼

脂糖凝胶电泳后，可见约为 1 300 bp 的扩增条带，

与预期大小相符 (图 3)，鉴定阳性的重组菌液送往

上海英潍捷基生物技术有限公司进行测序验证，测

序正确的重组质粒命名为 pOK-JXA1。
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M1：DL2000 DNA marker；M2：DL5000 DNA marker；M3：DL10000 DNA marker；1：CMV 片段；2：BGH 片段；3：A1 片段；4：B 片段；5：C 片段；

6:A3片段；7：A3片段酶切产物；8：D1片段；9：D1和 BGH融合片段；10：A2片段；11~12：CMV、A1和 A2融合片段；13：pOK-CMV-A1-A2的酶切产

物；14~18：菌液 PCR鉴定；N：阴性对照

M1: DL2000 DNA marker; M2: DL5000 DNA marker；M3：DL10000 DNA marker; 1: CMV fragment; 2: BGH fragment; 3 A1 fragment; 4: B fragment;
5: C fragment; 6: A3 fragment; 7: Enzyme digestion of A3 fragment; 8: D1 fragment; 9: D1 and BGH fusion fragment; 10: A2 fragment; 11−12: CMV, A1 and
A2 fusion fragment; 13: Enzyme digestion of pOK-CMV-A1-A2; 14−18: PCR identification of the bacterial liquid; N: Negative control

图 2    JXA1 株各基因片段的 PCR 扩增与构建

Fig. 2    PCR amplification and construction of each gene fragment of JXA1 strain
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 M：250 bp DNA ladder (Dye plus)；1~8：pOK-JXA1 菌液 PCR 扩增产

物；N：阴性对照  
 M: 250 bp DNA ladder (Dye plus); 1−8: PCR amplification of pOK-

JXA1 bacterial liquid; N: Negative control 

图 3    pOK-JXA1 菌液 PCR 鉴定

Fig. 3    PCR identification of pOK-JXA1 bacterial liquid
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2.3    JXA1 株病毒的拯救

将质粒 pOK-JXA1转染 BHK-21细胞 72 h后，

冻融收获病毒，离心取上清后接种至 Marc-145 细

胞，置于 37 ℃、CO2 体积分数为 5% 的培养箱中培

养 72 h，显微镜下可见与亲本病毒 JXA1类似的 CPE
(图 4)，将拯救病毒命名为 rJXA1。

2.4    拯救病毒的鉴定

将拯救获得的 rJXA1在Marc-145细胞中连续

传代。取第 3 代病毒 (rJXA1-P3) 的培养液抽提

RNA 进行 RT-PCR 鉴定，PCR 产物经琼脂糖凝胶

电泳后可检测到强阳性条带，大小与预期相符 (图 5)。
将纯化的 PCR 产物送测序，测序结果显示拯救病

毒 rJXA1 全基因组的第 510 位核苷酸由 A 突变为

G，对应的阅读框由 AGA变为 AGG，推导的氨基酸

均为精氨酸，产生了新的酶切位点 FseI(GGCCG
GCC)，与预期结果一致，表明拯救病毒的遗传标记

被成功引入。

用 PRRSV N蛋白单克隆抗体对亲本病毒以及

拯救病毒进行间接免疫荧光鉴定，结果显示：接种

亲本病毒和拯救病毒的细胞在荧光显微镜下可观

察到特异性的绿色荧光，而阴性对照细胞没有荧光

产生 (图 6)，证明病毒拯救成功。

2.5    拯救病毒的稳定性

将拯救病毒 rJXA1在Marc-145细胞上连续传

至 12 代，每一代均可以产生明显 CPE。图 7 为第

1、3、6、9 和 12 代的细胞病变情况。同时对第 1、3、
6、9和 12代病毒进行 TCID50 的测定，结果表明，拯

救病毒可在 Marc-145 细胞上稳定传代，病毒滴度

介于 106.0~107.3 TCID50/mL。
2.6    拯救病毒的生长曲线

对拯救病毒 rJXA1 的第 3 代病毒和亲本病毒

JXA1 的第 3 代病毒进行生长曲线的测定，结果表

明拯救病毒 rJXA1 第 3 代和亲本病毒 JXA1 第

3 代的生长曲线相似，二者达到最高滴度的时间相

同，均为 72 h(图 8)。
 

 

A B C

200 μm 200 μm 200 μm 
A：拯救病毒 rJXA1产生的 CPE；B：亲本病毒 JXA1产生的 CPE；C：对照细胞

A: CPE produced in the rescued virus rJXA1; B: CPE produced in the parental virus JXA1; C: Control cell

图 4    拯救病毒产生的细胞病变

Fig. 4    Cytopathic effect (CPE) produced in the rescued viruses
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M：250 bp DNA ladder (Dye plus)；1~3：rJXA1-P3的 3个重复的扩增产

物；N：阴性对照      
M: 250 bp DNA ladder (Dye plus); 1−3: Amplification products of three

replicates of rJXA1-P3; N: Negative control

图 5    拯救病毒的遗传标记位点 RT-PCR 鉴定

Fig. 5    Identification of genetic marker of the rescued virus
by RT-PCR
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A：亲本病毒；B：拯救病毒；C：空白对照

A: Parental virus; B: Rescued virus; C:Blank control

图 6    拯救病毒的间接免疫荧光鉴定

Fig. 6    Identification of the rescued virus through indirect immunofluoresence assay
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3   讨论与结论

2006 年以来，以感染猪高热、高发病率和高死

亡率为特征的高致病性猪繁殖与呼吸综合征在我

国爆发，并在全国范围流行。截至目前，该病依然在

国内广泛流行，给我国养猪业带来巨大的经济损失[18]。

PRRSV 基因组为不分节段的单股正链 RNA，
全长 15 kb 左右。构建其全长感染性克隆时需要避

免基因突变、缺失等破坏保真性的情况出现。为

克服这一难点，本研究在构建过程中全程使用

PrimeSTAR® Max高保真聚合酶进行基因的扩增或

融合 PCR扩增。此外，为了避免长片段扩增导致的

保真性降低，本研究还将整个病毒的基因组分为

4 个节段分段克隆，逐步连接到严谨性较高的低拷

贝载体 pOKq 上，成功构建了 JXA1 株的全长感染

性克隆。并采取基于 DNA-launched 途径进行病毒

拯救，成功构建了 HP-PRRSV JXA1 株的反向遗传

平台，获得了感染性拯救病毒 rJXA1。该拯救病毒

与亲本毒株 JXA1具有相同的体外增殖能力。

为了区分亲本病毒和拯救病毒，需要在拯救病

毒的基因中加入遗传标记。本研究选择了 20 株有

代表性的基因 II 型 PRRSV 毒株，使用 MegAlign
软件对其进行全基因组序列比对。最终选择第

510 位碱基作为遗传标记位点。20 株基因 II 型代

表株在该位点的碱基均为 A，对应的氨基酸密码子

为 AGA，编码精氨酸，将其突变为 G后不影响编码

的氨基酸，同时可以形成一个新的单酶切位点 FseI
(GGCCGGCC)，便于对拯救病毒和亲本病毒的鉴定。

准确且完整的全长感染性克隆的构建是病毒

拯救的关键[19]。本研究采取基于 DNA-launched 途

径进行病毒拯救，避开了 RNA体外转录的步骤，不

仅减少了试验操作的影响，也简化了整个试验流

程。另外，本研究还在 JXA1 病毒的基因组两端添

加了核酶序列，全长质粒转染至 BHK-21 细胞后在

细胞内转录出 RNA，在核酶的作用下直接剪切，形

成不含外源基因的病毒基因组。PRRSV 基因组

3′端存在 1个 ploy A尾，ploy A的个数对病毒转录

的稳定性有重要作用，如果 ploy A 尾上 A 的个数

过少，有可能导致转录失败，无法产生具有感染性

的病毒粒子。基于广东省动物源性人兽共患病预防

与控制重点实验室以前建立 RNA-launched反向遗

传平台时的经验，本研究选择了 42 个 A 构建病毒

基因组的 ploy A尾。
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A：第 1代；B：第 3代；C：第 6代；D：第 9代；E：第 12代；F：空白对照
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图 7    rJXA1 在 Marc-145 细胞中引起的细胞病变

Fig. 7    Cytopathic effect (CPE) induced by rJXA1 in Marc-145 cells
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图 8    拯救病毒和亲本病毒的生长曲线

Fig. 8    The growth curves of the rescued virus and
parental virus.
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虽然国内已使用高致病性 PRRSV弱毒活疫苗

来控制 HP-PRRSV 的流行，但 HP-PRRSV 毒株依

然在国内广泛流行，未呈现明显的减弱趋势[20]，其

他亚群 (如 NADC30-like亚群和 GM2-like亚群)呈
现上升趋势 [21 -22 ]，所以很有必要对其原因进行研

究。本研究成功构建的 HP-PRRSV JXA1株的反向

遗传平台将为进一步研究 HP-PRRSV 的致病机理、

基因功能以及新型疫苗研发奠定了基础，同时可为

PRRSV的防控提供技术参考。

　致谢：感谢河南农业大学田克恭教授惠赠 HP-PRRSV
JXA1毒株，感谢华南农业大学兽医学院陈耀博士在本研究

的选题上给予的指导与建议！
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