
张梦停， 王跃帅， 张晓晓， 等． ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 疫苗样毒株 ＬＹ３０ 的分离鉴定与致病性研究 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２５， ５７ （１０）： ８４－９３．
ＺＨＡＮＧ Ｍ Ｔ， ＷＡＮＧ Ｙ Ｓ， ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ ｖａｃｃｉｎｅ － ｌｉｋｅ ｓｔｒａｉｎ ＬＹ３０ ［ Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ
Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２５， ５７ （１０）： ８４－９３．

ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 疫苗样毒株 ＬＹ３０ 的分离鉴定与致病性研究

张梦停１＃， 王跃帅１＃， 张晓晓１， 李梦娟１， 胡星星２， 刘元俊３， 夏平安１∗

（１􀆰 河南农业大学动物医学院， 河南 郑州　 ４５００４６；
２􀆰 中农华大检测科技有限公司， 湖北 武汉　 ４３００７０；

３􀆰 动物疫病预防控制和检疫中心， 河南 南阳　 ４７３００３）

摘要： 旨在对采集的疑似猪繁殖与呼吸综合征 （ＰＲＲＳ） 的临床病料进行病毒分离鉴定， 并进行基因序列分析与致病性研究。 针对猪场采集的疑

似 ＰＲＲＳ 的病料， 运用逆转录 ＰＣＲ （ＲＴ－ＰＣＲ） 技术进行检测， 将检测为阳性的病料接种于非洲绿猴胚胎肾细胞 （Ｍａｒｃ－１４５） 进行病毒分离， 并

采用间接免疫荧光 （ＩＦＡ） 法进行鉴定； 同时， 对分离毒株的全基因组进行扩增与序列分析， 进而通过感染仔猪探究其致病性。 结果： 经 ＲＴ－

ＰＣＲ 检测， 临床病料猪繁殖与呼吸综合征病毒 （ＰＲＲＳＶ） 呈阳性， 接种至 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞后出现稳定的细胞病变； ＩＦＡ 试验呈现特异性荧光， 表

明成功分离到 １ 株病毒， 命名为 ＬＹ３０； 测序结果显示， 该病毒基因组全长为 １５ ２１６ ｎｔ （不含 ｐｏｌｙＡ 尾）， 与 ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 疫苗株、 ＶＲ２３３２ 经典毒

株核酸同源性分别达 ９９􀆰 ６％和 ９９􀆰 ３％， 属于 ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 疫苗样毒株； 将分离毒株 ＬＹ３０ 感染仔猪后， 仔猪出现发热、 咳嗽和食欲下降等临床症

状， 并伴有病毒血症和肺部组织病变， 表明分离毒株 ＬＹ３０ 具有一定的致病性。 综上， 本研究从临床病料中分离到具有一定致病性的 ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ
疫苗样毒株， 对监测弱毒疫苗株临床使用的安全性及 ＰＲＲＳ 的防控具有重要意义。
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　 　 猪繁殖与呼吸综合征 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＰＲＲＳ） 是由猪繁殖与呼吸综合

征病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｖｉｒｕｓ， ＰＲＲＳＶ） 引起的一种极具危害性的传染病，
病猪因耳部皮肤常出现发绀症状， 故又被称为 “蓝
耳病” ［１］。 ＰＲＲＳＶ 作为一种 ＲＮＡ 病毒， 属于套式病

毒目、 动脉炎病毒科、 动脉炎病毒属， 基因组长度约

１５ ｋｂ， 至少有 １１ 个开放阅读框 （ＯＲＦｓ）， 具有高度

的变异特性［２－３］。 １９８７ 年， ＰＲＲＳＶ 首次在美国被发

现。 １９９６ 年， 我国学者郭宝清等［４］ 成功在国内分离

出该病毒， 并命名为 ＣＨ－１ａ。 ２００６ 年， 高致病性猪

繁殖与呼吸综合征病毒 （ＨＰ－ＰＲＲＳＶ） 在我国流行，
其致病性较以往毒株更强［５－６］。 ２０１２ 年， 美国的

ＮＡＤＣ３０ 毒株传入我国， 与高致病性 ＰＲＲＳＶ 一同成

为我国的流行毒株［７－８］。 ２０１４ 年， 我国学者周峰分离

出与美国 ＮＡＤＣ３０ 同源性极高的毒株， 命 名 为

ＮＡＤＣ３０－ｌｉｋｅ［９］， 该毒株存在易与其他毒株重组的

特点［１０］。
自 ＰＲＲＳ 发现以来， 迅速在全世界范围内流行，

且给我国的养猪行业造成了巨大的经济损失。 目前，
针对 ＰＲＲＳ 的防控主要依赖弱毒疫苗， 其中经典型

ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 弱毒疫苗在我国使用较为广泛［１１］。 然

而， 由于 ＰＲＲＳＶ 疫苗毒株极易与其他毒株发生重组

变异， 毒力返强的现象时有发生， 给 ＰＲＲＳ 的防控造

成了极大的困难。 已有研究表明， 成功分离出的

ＲｅｓｐＰＲＲＳ ＭＬＶ－ ｌｉｋｅ 毒株有可能是弱毒疫苗的返强

毒株， 因此对 ＰＲＲＳＶ 弱毒疫苗临床使用的安全性监

测至关重要［１２］。
本研究从河南某地区养殖场中采集疑似 ＰＲＲＳ 的

组织病料中， 成功分离鉴定出具有一定致病性且与

ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 疫苗相关的毒株， 并对其进行全基因测

序， 旨在进一步了解 ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 毒株的流行变异情

况， 为 ＰＲＲＳＶ 弱毒疫苗株临床使用的安全性监测和

ＰＲＲＳ 的防控提供一定的理论基础和实践依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

ＰＲＲＳ 病料来自河南地区某猪场发病猪的血液、
肺脏和淋巴结； 非洲绿猴胚胎肾细胞 （Ｍａｒｃ － １４５）
保存于河南农业大学动物医学院分子免疫学实验室；
ＰＲＲＳＶ、 伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ）、 猪瘟病毒 （ＣＳＦＶ）
及猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２） 抗原抗体双阴性的 ４２ 日

龄仔猪购自河南民望农牧股份有限公司； 鼠源抗

ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋白单克隆抗体由实验室制备保存； ＲＮＡ
提取试剂盒、 ＤＮＡ 提取试剂盒购自上海生工生物公

司； 反转录试剂、 ２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 荧光定

量酶等 ＰＣＲ 相关试剂以及 ＤＮＡ 片段胶回收试剂盒均

购自南京诺唯赞生物科技有限公司； 大肠杆菌 ＤＨ５α
感受态细胞购自北京擎科生物有限公司； ＦＩＴＣ 标记

的羊抗鼠 ＩｇＧ 购自 Ｓｉｇｍａ 生物公司； ＤＭＥＭ 完全培养

基和 ＤＡＰＩ 溶液均购自北京索莱宝科技有限公司； 胎

牛血清 （ＦＢＳ） 购自上海依科赛生物科技有限公司；
ｐＭＤ１８－Ｔ 购自宝生物工程 （大连） 有限公司。
１􀆰 ２　 核酸提取与检测

参照上海生工生物公司 ＤＮＡ 提取试剂盒 （产品

编号： Ｂ５１１３７１） 和 ＲＮＡ 提取试剂盒 （产品编号：
Ｂ５１８６３７） 操作说明书进行总 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 的提取，
并检测是否存在 ＰＲＲＳＶ、 ＰＲＶ、 ＣＳＦＶ 和 ＰＣＶ２ 等病

原。 检测引物序列见表 １。
１􀆰 ３　 病毒的分离培养

将疑似 ＰＲＲＳ 病料剪碎混匀， 加入含青链霉素且

无菌的 ＰＢＳ 反复研磨至呈匀浆液后， 于－８０ ℃反复

冻融 ３ 次， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 分离上清液。
上清液经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤器过滤后接种于 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞

中， 吸附 ２ ｈ， 然后弃去病毒液并加入含有 ２％ ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ 培养基， 将其置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２细胞培养

箱中培养 ４８ ～ ９６ ｈ， 观察有无细胞病变 （ＣＰＥ）。 按

照上述病毒培养方法盲传 ２～３ 代， 在细胞出现７０％～
８０％ ＣＰＥ 时收集病毒液， －８０ ℃冻存备用。
１􀆰 ４　 间接免疫荧光试验 （ＩＦＡ）

用盲传 ３ 代后的细胞培养物， 感染 Ｍａｒｃ－１４５ 细

胞。 接毒 ４８ ｈ 后， 弃去上清液， 用 ＰＢＳ 清洗细胞 ２
次， 使用 ４％多聚甲醛溶液固定 ３０ ｍｉｎ 后弃去， ＰＢＳ
清洗 ３ 次后加入 ５％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ； ＰＢＳ 清洗 ３ 次，
加入抗 ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋白单克隆抗体 （１ ∶ ４００） 作为一

抗孵育 １ ｈ； ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次， 加入 ＦＩＴＣ 标记的羊抗

鼠 ＩｇＧ （１ ∶ ４００） 作为二抗孵育 １ ｈ； ＰＢＳＴ 清洗 ３
次， 加入 ＤＡＰＩ ５０ μＬ ／孔孵育 １０ ｍｉｎ； ＰＢＳＴ 清洗 ３
次， 加入适量 ＰＢＳ 避光保存， 使用荧光倒置显微镜

进行观察并拍照。 同时， 设立不接毒的 Ｍａｒｃ－１４５ 细

胞作为阴性对照。
１􀆰 ５　 病毒滴度测定

将 Ｍａｒｃ－１４５ 按合适密度接种至 ９６ 孔细胞培养板

中， 当细胞密度生长至 ８０％时， 将 １􀆰 ３ 中收取的传代
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出现稳定病变的病毒液， 使用无血清 ＤＭＥＭ 按照

１０－１ ～１０－８进行稀释， 每个稀释度 ８ 个重复。 将稀释

好的病毒液按照 １００ μＬ ／孔加入细胞板， 将其置于

５％ ＣＯ２、 ３７ ℃恒温培养箱中培养 ３ ～ ７ ｄ， 每天观察

细胞病变情况。 根据 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 公式测定病毒的

半数组织细胞感染量 （ＴＣＩＤ５０）。

１􀆰 ６　 引物设计与合成

利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件并参考 ＧｅｎＢａｎｋ 中

ＰＲＲＳＶ 毒株 ＶＲ２３３２ （登录号： Ｕ８７３９２） 的全基因

序列设计 ＰＲＲＳＶ 全基因分段引物 （表 １）， 所有引物

均由北京擎科生物公司进行合成。

表 １　 引物序列与产物大小

引物名称 　 　 引物序列 （５′→３′） 扩增长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ＰＲＶ
Ｆ： ＡＣＧＴＣＡＣＧＧＴＣＡＴＣＡＡＧＧＡ
Ｒ： ＧＧＣＧＧＧＡＣＡＴＣＡＡＣＡＧＧ

６０３ ５８

ＰＲＲＳＶ－Ｎ
Ｆ： ＴＡＴＧＣＣＡＡＡＴＡＡＣＡＡＣＧＧ
Ｒ： ＴＡＣ ＡＣＡ ＧＴＣ ＧＣＣ ＣＴＡ ＡＴ

５０１ ５５

ＣＳＦＶ
Ｆ： ＴＴＧＡＴＴＧＧＧＡＴＧＴＴＧＴＧＣＴＴＣ
Ｒ： ＣＡＡＴＧＡＴＧＧＣＴＴＧＡＧＣＴＧＡＧＴ

２５４ ５８

ＰＣＶ２
Ｆ： ＣＡＣＡＴＡＣＴＧＧＡＡＡＣＣＡＣＣＴＡＧＡＡ
Ｒ： ＣＣＡＡＧＧＡＡＧＴＡＡＴＣＣＴＣＣＧＡＴＡＡＡ

２６９ ６０

ＰＲＲＳＶ－１
Ｆ： ＴＴＴＣＴＣＣＡＣＣＣＣＴＴＴＡＡＣ
Ｒ： ＧＴＣＡＡＧＧＣＡＧＧＣＡＧＧＧＴＣ

１ ６７５ ５５

ＰＲＲＳＶ－２
Ｆ： ＣＧＧＡＴＴＴＧＡＣＣＣＴＧＣＣＴＧ
Ｒ： ＧＣＡＴＴＧＣＧＧＴＧＡＧＧＡＣＡＣＡ

１ ０５０ ５５

ＰＲＲＳＶ－３
Ｆ： ＴＴＣＡＡＧＴＧＡＧＣＴＧＧＴＧＡＴＴＧＴ
Ｒ： ＧＡＡＴＡＡＣＣＡＣＣＧＣＣＡＧＧＧＴＡＧ

１ １１８ ５８

ＰＲＲＳＶ－４
Ｆ： ＧＴＧＧＴＴＡＴＴＣＴＣＣＧＧＧＴＧＡＴ
Ｒ： ＧＣＣＡＴＣＧＡＧＣＡＧＧＣＡＡＣＡＴ

１ ０２９ ６０

ＰＲＲＳＶ－５
Ｆ： ＣＴＧＣＣＣＴＧＣＡＴＧＴＴＧＣＣＴＧＣ
Ｒ： ＧＡＴＣＴＧＣＧＡＣＡＡＡＡＣＣＧ

１ ５７１ ６０

ＰＲＲＳＶ－６
Ｆ： ＣＴＴＣＴＧＡＣＡＧＣＡＧＣＴＣＴＴＡＡＣＡ
Ｒ： ＧＧＧＧＣＧＴＧＧＧＧＧＴＣＧＧＧＴＣＧ

７５７ ６３

ＰＲＲＳＶ－７
Ｆ： ＧＣＴＧＧＧＴＣＣＡＡＡＡＴＧＡＣＣＧ
Ｒ： ＴＧＧＧＣＧＴＡＡＧＧＣＡＧＧＣＡ

１ １１２ ６０

ＰＲＲＳＶ－８
Ｆ： ＧＣＴＧＣＣＴＧＣＣＴＴＡＣＧＣＣＣ
Ｒ： ＧＣＡＡＴＡＣＧＣＴＧＣＴＴＣＡＴＣＴＡ

２ ０７５ ６２

ＰＲＲＳＶ－９
Ｆ： ＣＣＣＣＧＴＣＣＣＣＴＣＣＣＧＣＡＣ
Ｒ： ＣＴＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＧＣＣＴＴＡＴＡＡ

１ ７９９ ６３

ＰＲＲＳＶ－１０
Ｆ： ＣＣＡＣＴＧＣＣＡＣＴＡＧＣＴＴＧＡＡＧＴ
Ｒ： ＧＧＣＴＧＴＧＡＴＧＧＴＡＡＣＡＴＡＣＡＣＧＧＧＴ

１ ４８８ ６２

ＰＲＲＳＶ－１１
Ｆ： ＴＴＴＣＡＣＣＴＡＧＡＡＴＧＡＣＴＴＣ
Ｒ： ＣＴＡＡＧＧＡＣＧＡＣＣＣＣＡＴＴＧＴＴ

１ １６０ ５８

ＰＲＲＳＶ－１２
Ｆ： ＡＧＣＡＧＡＡＣＡＡＴＧＧＧＧＴＣＧＴＣＣＴ
Ｒ： ＡＡＴＡＴＡＧＴＧＣＴＴＡＧＡＧＧＣＡＣＣＡＴＧＴ

９８６ ６０

１􀆰 ７　 病毒全基因组克隆

取阳性病料的 ｃＤＮＡ， 使用表 １ 中的引物进行

ＰＣＲ 扩增。 反应体系总体积为 ５０ μＬ： ２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ
Ｂｕｆｆｅｒ ２５ μＬ， ｄＮＴＰ Ｍｉｘ （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １ μＬ， ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ μＬ， 上下游引物各 ２ μＬ， ｃＤＮＡ 模板

２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ １７ μＬ。 反应程序为： ９５ ℃ 预变性

３ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １５ ｓ， 退火 １５ ｓ （退火温度见表

１）， ７２ ℃ 延伸 ９０ ｓ， 共 ３５ 个循环； ７２ ℃ 终延伸

５ ｍｉｎ。 将 ＰＣＲ 产物通过 １％琼脂糖凝胶电泳检测，
切下与预期大小相符的条带进行胶回收， 将纯化后的
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目的片段与 ｐＭＤ－１８Ｔ 载体连接， 连接产物转化至

ＤＨ５α 感受态细胞， 挑取单个菌落进行菌液 ＰＣＲ 鉴

定， 将鉴定为阳性的菌液送至北京擎科生物公司进行

测序。
１􀆰 ８　 病毒全基因组核苷酸及氨基酸序列分析

通过 ＧｅｎＢａｎｋ 下载国内外 ＰＲＲＳＶ 代表毒株的基

因序列 （表 ２）， 利用 ＤＮＡＳＴＡＲ、 Ｅｄｉｔｓｅｑ 与 Ｍｅｇａｌｉｇｎ
软件进行序列拼接与比对， 分析各序列之间的同源

性， 并构建进化树。

表 ２　 ＰＲＲＳＶ 毒株信息

毒株名称 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 来源 发现年份 毒株名称 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 来源 发现年份

ＢＪ－４ ＡＦ３３１８３１ 中国 ２０００

ＣＨ－１ａ ＡＹ０３２６２６ 中国 １９９６

ＣＨ－１Ｒ ＥＵ８０７８４０ 中国 ２００８

ＨＢ－２ （ｓｈ） ＡＹ２６２３５２ 中国 ２００２

ＨＢ－１ （ｓｈ） ＡＹ１５０３１２ 中国 ２００２

ＨＥＢ１ ＥＦ１１２４４７ 中国 ２００７

ＪＸＡ１ ＥＦ１１２４４５ 中国 ２００６

ＪＸＡ１－Ｐ８０ ＦＪ５４８８５３ 中国 ２００８

ＳＤ１７－３８ ＭＨ０６８８７８ 中国 ２０１８

ＶＲ２３３２ Ｕ８７３９２ 美国 １９９３

ＨＮ０７－１ ＫＸ７６６３７８􀆰 １ 中国 ２０１６

ＮＡＤＣ３０ ＪＮ６５４４５９􀆰 １ 美国 ２００８

ＧＭ２ ＪＮ６６２４２４ 中国 ２０１１

ＨＵＮ４ ＥＦ６３５００６ 中国 ２００７

Ｌｅｌｙｓｔａｄ－ｖｉｒｕｓ ＡＹ５８８３１９􀆰 １ 欧洲 １９９１

ＬＭＹ ＤＱ４７３４７４ 中国 ２００２

Ｐ１２９ ＡＦ４９４０４２ 中国 ２００２

ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ ＡＦ１５９１４９􀆰 １ 美国 １９９４

ＱＹＹＺ ＪＱ３０８７９８􀆰 １ 中国 ２０１１

ＴＪ ＥＵ８６０２４８􀆰 １ 中国 ２００６

ＴＰ ＥＵ８６４２３３􀆰 １ 中国 ２００６

ＧＤ ＧＵ１４３９１３ 中国 ２００９

ＥｕｒｏＰＲＲＳＶ ＡＹ３６６５２５􀆰 １ 欧洲 ２００４

１􀆰 ９　 病毒分离株致病性分析

将 ７ 头试验仔猪随机分成 ２ 组， 其中 ５ 头用于攻

毒， ２ 头作为阴性对照。 攻毒组的每头仔猪经滴鼻感

染分离毒株 （１×１０６ ＴＣＩＤ５０ ／头）， 对照组使用等体积

的 ＤＭＥＭ 培养液滴鼻。 每隔 ７ ｄ 测量体温并观察临床

症状， 在感染后的第 ０ ～ ４２ 天内， 每间隔 ７ ｄ 通过颈

静脉采血并分离血清， 利用间接 ＥＬＩＳＡ 技术检测血

清中的抗体水平， 并利用荧光定量 ＰＣＲ 检测血液中

的病毒增殖水平。 所有存活仔猪均在接毒后的第 ４２
天处死， 根据下述标准对肺部进行综合病变评分， 包

括肺出血、 肺间质增宽、 肺实变、 肺气肿等指标， 然

后计算出各组猪的平均得分及标准差。 肺损伤评分为

０、 １、 ２、 ３、 ４ 分， 其中最严重的病变得 ４ 分， 其次

是 ３ 分， 以此类推， ０ 分则表示没有明显的肺部病变

或者极其轻微。 经 ＨＥ 染色法和组织学方法观察肺部

病理变化。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 病料的 ＰＣＲ 检测

取病料的总 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ， 以反转录的 ｃＤＮＡ 和

ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 检测。 结果如图 １ 所示， ＰＣＶ２
（２６９ ｂｐ）、 ＰＲＶ （６０３ ｂｐ） 和 ＣＳＦＶ （２５４ ｂｐ） 检测

结果均为阴性， ＰＲＲＳＶ （５０１ ｂｐ） 检测结果均为阳

性， 初步判断该批病料为 ＰＲＲＳＶ 阳性。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阳性对照； ２􀆰 阴性对照； ３􀆰 血液； ４􀆰 肺组织； ５􀆰 淋巴组织。

图 １　 临床样品 ＰＲＲＳＶ （Ａ）、 ＰＣＶ２ （Ｂ）、 ＰＲＶ （Ｃ） 和 ＣＳＦＶ （Ｄ） 的 ＰＣＲ 或 ＲＴ－ＰＣＲ 检测
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２􀆰 ２　 病毒的分离与鉴定

处理后的病料上清液接种 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞， 盲传

３ 代后， 观察细胞病变。 结果如图 ２ 所示， 血液样品

与淋巴组织样品感染的 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞与未感染的细

胞相似， 无细胞病变； 肺组织样品在感染 Ｍａｒｃ－１４５
细胞 ４８ ｈ 后出现细胞皱缩、 变圆及堆积的病变现象。

Ａ． 未感染细胞； Ｂ． 血液样品感染细胞； Ｃ． 肺组织样品感染细胞； Ｄ． 淋巴组织样品感染细胞。

图 ２　 病料接种 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞后的病变效应 （１００×）

　 　 将 ３ 份病料分别接种于 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞， 培养

４８ ｈ 后， 用 ４％多聚甲醛进行固定， 通过 ＩＦＡ 方法，
对其进行鉴定。 结果如图 ３ 所示， 血液样品感染的细

胞、 淋巴组织样品感染的细胞及未感染的细胞在倒置

荧光显微镜下均未观察到绿色荧光， 将血液及淋巴组

织样品舍弃； 肺组织样品感染接种的细胞可观察到特

异性绿色荧光。 该结果进一步确定肺组织样品中存在

ＰＲＲＳＶ 病原， 经连续传代后将其命名为 ＬＹ３０。

Ａ． 未感染 Ｍａｒｃ－１４５； Ｂ． 血液样品感染的 Ｍａｒｃ－１４５； Ｃ． 肺组织样品感染的 Ｍａｒｃ－１４５； Ｄ． 淋巴组织样品感染的 Ｍａｒｃ－１４５。

图 ３　 ＰＲＲＳＶ 感染的 ＩＦＡ 检测 （标尺＝１５０ μｍ）
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２􀆰 ３　 病毒滴度及生长曲线的测定

ＬＹ３０ 病毒感染 Ｍａｒｃ１４５ 细胞后， 在不同时间点

收取病毒液， 用 ＴＣＩＤ５０进一步检测病毒的生长曲线。
结果如图 ４ 所示， 分离株 ＬＹ３０ 在 ０ ～ ３６ ｈ 处于隐蔽

期， ４２ ｈ 后进入对数增长期， ４８～６０ ｈ 时， 病毒增量

仍然在增多， 但增长率小于对数增长期， 在 ６０ ｈ 左

右处于病毒量最高峰， ＴＣＩＤ５０可达 １０－６􀆰 １ ／ ０􀆰 １ ｍＬ， 随

后开始逐渐减低。

图 ４　 ＬＹ３０ 分离毒株在 Ｍａｒｃ１４５ 细胞上的生长曲线

２􀆰 ４　 ＬＹ３０ 全基因组扩增

使用表 １ 中的特异性引物对目的基因进行分段扩

增， 扩增结果如图 ５ 所示， 片段大小依次为： １ ６７５、
１ ０５０、 １ １１８、 １ ０２９、 １ ５７１、 ７５７、 １ １１２、 ２ ０７５、

１ ７９９、 １ ４８８、 １ １６０ 和 ９８６ ｂｐ。 根据测序结果并利用

生物软件拼接矫正后获得全长为 １５ ２１６ ｎｔ 的 ＰＲＲＳＶ
基因组序列 （不含 ｐｌｏｙＡ 尾）， 且序列已上传至 ＮＣＢＩ
（登录号： ＰＱ８９３５６７）。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～１２􀆰 目的基因片段扩增产物。

图 ５　 ＬＹ３０ 分离毒株全基因组分段扩增结果

２􀆰 ５　 ＬＹ３０ 全基因组序列对比及进化树分析

利用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件进行同源性分析。 结果表明

（图 ６）， ＬＹ３０ 在分子遗传演化上与 Ｌｅｌｙｓｔａｄ－ ｖｉｒｕｓ 的

同源性仅为 ５７􀆰 １％， 与 ＣＨ － １ａ 毒株的同源性为

９１􀆰 ５％， 与 ＮＡＤＣ３０ 毒株和 ＳＤ１７－３８ 毒株 （ＮＡＤＣ３０－
ｌｉｋｅ） 同源性分别为 ８５􀆰 ２％和 ８５􀆰 ２％， 与 ＨＰ－ＰＲＲＳＶ
参考毒株 ＪＸＡ１、 ＨＵＮ４ 的同源性为 ８９􀆰 ３％、 ８９􀆰 ４％，
与 ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 疫苗株的同源性高达 ９９􀆰 ６％， 与经典

毒株 ＶＲ２３３２ 同源性为 ９９􀆰 ４％。

图 ６　 分离毒株 ＬＹ３０ 全基因组核苷酸序列同源性比较

　 　 使用 ＭＥＧＡ ８􀆰 ０ 软件绘制 ＬＹ３０ 分离株与国内外

其他毒株全基因组的遗传进化树。 遗传进化树结果表

明 （图 ７）， ＬＹ３０ 与 ＶＲ２３３２ 及 ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 在同一

个分支， 与 ＣＨ－１ａ 经典株处在稍微偏远的分支， 与

ＪＸＡ１ 及 ＨＵＮ４ 等高致病性株处在较远的分支， 与

ＳＤ１７－ ３８ 等类 ＮＡＤＣ３０ 毒株处于更远的分支， 与

Ｌｅｌｙｓｔａｄ－ｖｉｒｕｓ 欧洲株处于最远的分支。
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注： ●为本试验分离株。

图 ７　 分离毒株 ＬＹ３０ 全基因组进化树

２􀆰 ６　 ＬＹ３０ 全基因组氨基酸序列分析

将 ＬＹ３０ 的氨基酸序列与 ＶＲ２３３２、 ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ
的各蛋白氨基酸进行对比。 结果显示 （ 表 ３ ），
ＶＲ２３３２ 与 ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 共有 ２４ 处氨基酸不同， 在这

２４ 处差异中， ＬＹ３０ 有 ６ 处与 ＶＲ２３３２ 一致， 分别为

ＮＳＰ１ 中第 ３３１ 位， ＮＳＰ２ 中第 ５６９、 ５８１ 和 ５９５ 位，
ＮＳＰ１０ 中第 ３０６ 位， ＯＲＦ５ 中第 １５１ 位， 另有 １８ 处与

ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 一致。

表 ３　 ＬＹ３０ 与 ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ、 ＶＲ２３３２ 各基因推导的氨基酸对比

蛋白 氨基酸位置 ＬＹ３０ ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ ＶＲ２３３２ 蛋白 氨基酸位置 ＬＹ３０ ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ ＶＲ２３３２

ＮＳＰ１ ９９ Ｖ Ｖ Ｉ

１３５ Ｖ Ｖ Ａ

１４１ Ｆ Ｆ Ｙ

２１９ Ｋ Ｋ Ｒ

２７７ Ｌ Ｌ Ｓ

３３１ Ｓ Ｆ Ｓ

ＮＳＰ２ １０７ Ｓ Ｎ Ｎ

１２９ Ｔ Ｔ Ａ

３２４ Ｎ Ｎ Ａ

４７５ Ｐ Ｐ Ｓ

５６９ Ｅ Ｋ Ｅ

５８１ Ｈ Ｙ Ｈ

５９５ Ｐ Ｌ Ｐ

７８２ Ａ Ｖ Ｖ

８２５ Ａ Ａ Ｔ

８３４ Ｖ Ｖ Ａ

１ ０９４ Ｇ Ｒ Ｒ

ＮＳＰ３ ７０ Ｔ Ｔ Ａ

１５９ Ｖ Ｍ Ｍ

ＮＳＰ１０ ６２ Ｔ Ｓ Ｓ

３０６ Ｙ Ｈ Ｙ

ＯＲＦ３ １５ Ｓ Ｓ Ｎ

６４ Ｔ Ｔ Ａ

８５ Ｎ Ｄ Ｄ

ＯＲＦ４ ４３ Ｇ Ｇ Ｓ

１６０ Ｇ Ｅ Ｅ

ＯＲＦ５ １１ Ｃ Ｃ Ｙ

２７ Ａ Ｖ Ｖ

２９ Ａ Ａ Ｖ

１５１ Ｒ Ｇ Ｒ

ＯＲＦ６ １６ Ｅ Ｅ Ｑ

ＯＲＦ７ １０ Ｋ Ｋ Ｑ
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２􀆰 ７　 ＬＹ３０ 毒株的致病性分析

２􀆰 ７􀆰 １　 体温及抗体水平变化

４２ 日龄仔猪感染分离毒株 ＬＹ３０ 后， 出现体温升

高、 食欲下降、 精神不佳等症状。 仔猪体温在感染后

７ ｄ 即开始升高， 持续 ７～２８ ｄ， 中间有所下降， 后期

体温逐渐下降至正常体温； 未感染组的仔猪未出现上

述症状， 体温也无升高现象 （图 ８Ａ）。
检测各个试验组血清中的抗体水平， 结果发现，

仔猪在攻毒 ７ ｄ 后， 血清中可以检测到 ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋

白抗体， 并且抗体水平处于不断升高的状态， 而阴性

对照仔猪血清中检测不到相关抗体 （图 ８Ｂ）。

　 　

注： 组间比较， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１， 下同。

图 ８　 试验仔猪直肠体温变化 （Ａ） 以及血清中 ＰＲＲＳＶ 抗体水平变化 （Ｂ）

２􀆰 ７􀆰 ２　 血液中病毒拷贝数的变化

检测各个试验组血液中的病毒拷贝数变化水平，
结果发现， 仔猪在攻毒 ７ ｄ 后， 血液中可以检测到少

量 ＰＲＲＳＶ， 并且病毒量处于不断升高至稳定的状态，
而阴性对照组仔猪血液中检测不到病毒量 （图 ９）。
２􀆰 ７􀆰 ３　 肺部病变评分

攻毒后， 根据 １􀆰 ９ 中标准计算肺部病变综合评分

的平均数和标准差， 结果表明， 对照组肺部病变综合

评分平均值为 ０􀆰 １２， 标准差为 ０􀆰 １２； 攻毒组肺部病

变综合评分平均值为 １􀆰 １０２， 标准差为 ０􀆰 １５５ １。
２􀆰 ７􀆰 ４　 剖检病理观察

在攻毒后的第 ２１ 天将所有仔猪剖杀处理。 剖检

结果显示， 攻毒组的仔猪肺脏存在少量出血点， 且肺

部边缘部分出现实质性病变； 阴性对照组的仔猪肺部

正常， 没有出现特异性病变 （图 １０）。

注： 组间比较， ∗∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０００ １。

图 ９　 试验仔猪血液中病毒拷贝数水平变化

Ａ． 对照组； Ｂ、 Ｃ． 攻毒组。

图 １０　 ＰＲＲＳＶ 攻毒后不同组别猪肺脏剖检变化
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　 　 肺脏病理切片可见， 攻毒组肺脏组织肺泡壁有少

量粒细胞浸润 （黄色箭头）， 较大面积肺泡壁轻度增

厚， 肺泡间隔增宽， 部分肺泡代偿性扩张； 细支气管

内偶见脱落的上皮及嗜酸性絮状物 （棕色箭头） （图
１１）。

Ａ． 对照组； Ｂ． 攻毒组。

图 １１　 ＰＲＲＳＶ 攻毒后猪肺脏病理组织学变化 （标尺＝１００ μｍ）

３　 讨论

自 １９９６ 年 ＰＲＲＳ 在我国被报道以来， 迅速在国

内大部分地区暴发， 尤其是 ２００６ 年流行的高致病性

ＰＲＲＳ， 给我国养猪业带来沉重打击， 严重阻碍行业

发展， 造成了巨大的经济损失， 随后我国学者加快了

疫苗研发的脚步［１３－１４］。 ２０ 世纪 ９０ 年代， 德国勃林格

殷格翰公司成功研发出了首个商品化 ＰＲＲＳＶ 弱毒疫

苗， 其疫苗毒株为致弱的美洲株 （ＶＲ２３３２）。 随着

ＰＲＲＳＶ 的不断变异， 多种高致病性的毒株相继出现，
国内也针对地研发出了以致弱的 ＨＰ－ＰＲＲＳＶ 毒株制

备的弱毒疫苗［１５］。 然而 ＰＲＲＳＶ 弱毒疫苗存在诸多安

全问题： 一方面， 它不能提供对新兴和异源野毒株的

完全保护； 另一方面， 毒力返强、 免疫效果受限和免

疫逃逸等现象时有发生。 因此， 对 ＰＲＲＳＶ 弱毒疫苗

的安全性检测和 ＰＲＲＳ 的防控对于保障猪群健康、 维

护养猪业经济利益至关重要， 而有关 ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 毒

株的分离鉴定可为其提供一定的研究基础。
有研究表明， ＶＲ２３３２ 毒株致弱的关键区域在于

ＮＳＰ１、 ＮＳＰ２、 ＮＳＰ１０、 ＯＲＦ３、 ＯＲＦ５、 ＯＲＦ６ 区

域［１６］。 在非结构蛋白 ＮＳＰ１ 中， 距离催化位点 ８ 个残

基处发生的 Ｓ３３１Ｆ 突变可能会引起蛋白质构象改变，
进而影响水解效率， 导致毒株致病性减弱［１７］。 但分

离毒株 ＬＹ３０ 在 ＮＳＰ１ 的第 ３３１ 位为 Ｓ， 是强毒株的标

记。 由于不同毒株型的 ＮＳＰ２ 变化较大， 其生物学功

能尚未明确。 不过， ＮＳＰ２ 的突变可能会间接导致

ＯＲＦ１ａｂ 蛋白水解效率的降低， 从而改变毒株的致病

性［１８］。 而分离毒株 ＬＹ３０ 在 Ｅ５６９Ｋ、 Ｈ５８１Ｙ、 Ｐ ５９５ Ｌ 位

点发生突变， 与 ＶＲ２３３２ 经典毒株相同， 但目前尚无

研究证实该位置可作为毒力致弱标志， 其与毒力间的

相关性还需后续进一步研究。 在非结构蛋白 ＮＳＰ１０
中， Ｙ３０６Ｈ 位点的突变会改变蛋白的空间结构， 影响

解旋酶功能， 干扰病毒复制的效率进而减弱病毒毒

力［１９］。 而分离毒株 ＬＹ３０ 在此位点氨基酸为 Ｙ， 属于

强毒株的分子标记。 ＧＰ５ 蛋白位于病毒粒子表面，
具有免疫原性及中和抗原表位， 在细胞受体结合的过

程中发挥重要作用， ＯＦＲ５ 区域 Ｒ１５１Ｇ 的突变会导致

基因毒力的减弱［２０］， 而分离毒株 ＬＹ３０ 在此位点为

Ｒ， 同样属于强毒株的分子标志。 综上分析， 分离毒

株 ＬＹ３０ 共有 ６ 处潜在的毒力位点突变与经典毒株

ＶＲ２３３２ 相同， 这些突变很可能会增强病毒毒力， 引

发免疫逃逸现象。
本研究发现， 分离毒株 ＬＹ３０ 的核苷酸序列与

ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 疫苗株的同源性高达 ９９􀆰 ６％， 氨基酸序

列也高度相似， 据此推测该毒株可能与 ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ
相关。 将 ＬＹ３０ 感染仔猪后， 仔猪体温明显地上升，
且出现精神萎靡、 呼吸困难、 后肢麻痹等症状。 检测

发现， 仔猪血清中 Ｎ 蛋白抗体水平和血液中病毒拷

贝数均升高， 表明该毒株对仔猪具有一定的致病性。
对攻毒组的仔猪进行剖检， 可见仔猪肺部出现出血

点， 边缘出现实质性病变。 病理切片结果显示， 肺泡

壁有少量粒细胞浸润， 大面积肺泡壁轻度增厚， 肺泡

间隔增宽， 部分肺泡代偿性扩张， 血管、 细支气管周

围淋巴细胞小灶性浸润， 这进一步表明了 ＬＹ３０ 对仔

猪造成了一定的病理损伤。 结合致病性结果分析， 推

测该毒株与 ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 的返强毒株相关。
ＰＲＲＳＶ 具有高度易变异的特点， 多种重组株和

变异株在我国不断涌现， 导致毒株类型复杂多样。 目

前， 有关经典毒株 ＰＲＲＳＶ 及疫苗返强毒株的分离报

道不多， 本研究成功从河南某猪场的病料中分离出
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ＰＲＲＳＶ 毒株 ＬＹ３０， 并通过全基因组分析和致病性分

析， 推测其极有可能与疫苗株 ＰＲＲＳＶ ＭＬＶ 的返强毒

株相关。 这一研究成果为 ＰＲＲＳＶ 弱毒疫苗株的研究

提供一定参考基础， 同时也警示相关人员增加对此类

毒株的流行病学监测， 以便及时掌握其流行规律， 制

定更为有效的防控策略。
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