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Abstract : In this st udy , t he RNA of PRRSV HN1 st rain was isolated and t he cDNA fragment s

were amplified by R T2PCR. These f ragment s were then inserted to T2vector and const ructed t he

cDNA library. The genome of PRRSV HN1 st rain was sequenced and submit ted to the GenBank

obtained t he ID : A Y457635. The homology between t his HN1 and ot her st rains was analyzed.

HN1 st rain has t he lowest homology wit h t he Net herlands isolate LV which is 56. 0 % , and has

t he highest homology with t he U SA isolate ML V and V R2332 which is 99. 1 % and 99. 0 % respec2
tively. The HN1 st rain and ML V and V R2332 are on t he same evolution branch , it p roved t hat

t he HN1 st rain is Nort h America st rain. In China , t he HN1 st rain has t he highest homology wit h

Beijing isolate BJ24 (99. 0 %) and the lowest homology wit h anot her Beijing isolate HB2 (89.

0 %) .
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　　猪繁殖与呼吸综合征自 1987 年首次在美国发

现以来[1 ] ,几年之内便席卷了北美洲和欧洲大陆[2 ] ,

后蔓延至许多亚太国家和地区[3 ,4 ]。我国 1995年首

次暴发此病 ,该病在我国普遍存在 ,给我国养猪业的

健康发展造成巨大障碍[5 ]。目前国内外尚无理想防

疫疫苗。当前用于预防的猪繁殖与呼吸综合征的主

要疫苗是弱毒苗和灭活疫苗。灭活疫苗免疫效果

差 ,弱毒苗能提供较好的免疫保护 ,但毒力返强的几

率相当高 ,这一点已在几年前丹麦等国因广泛使用

弱毒苗而导致该病大暴发中得以证实[6 ]。

猪繁殖与呼吸综合征病毒 ( Porcine rep roduc2
tive and respiratory syndrome virus , PRRSV)分两

种基因型 ,即美洲型和欧洲型。欧洲型与美洲型差

异较大 ,Bautista EM 等用免疫荧光试验进行血清

学实验调查时发现 ,欧洲株 L V 检测阳性率为 20 %

的猪群 ,美洲株 V R2332检测全为阴性 ;用 VR2332

检测阳性率为 44 %的猪群 ,L V 检测全为阴性[7 ]。

同一基因型中不同的毒株的一些蛋白也具有不同的

抗原性[ 8 ]。由于不同的 PRRSV 毒株的抗原性有差

异 ,因此分离当地流行的 PRRSV 地方株 ,查明该分

离株与其它分离株之间的亲源关系 ,从而选择当地

流行株或与当地流行株相近的种毒研制疫苗是预防

该病较为有效的方法。本研究以华中地区分离株

HN1为材料测定了该毒株全基因组序列 ,分析了该
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毒株与其它基因组已测毒株之间的进化关系。为目

前预防该地区 PRRS ,选用和研制合适的疫苗提供

参考依据。本研究构建的 PRRSV 的 cDNA 文库 ,

为 PRRSV的分子生物学基础研究提供了有利的条

件 ;为 PRRSV 感染性克隆及新型疫苗的研究打下

了基础。

1　材料和方法

1 . 1　实验材料

PRRSV HN1野毒株为本室分离保存。Marc2
145细胞由德国巴伐利亚州动物疾病诊断中心 Cz2
erny 博士赠送。大肠杆菌 D H5α由本室保存。

PCR克隆载体 pMD182T 购自大连宝生物公司。

RNA提取试剂盒为美国 OM EGA 公司产品。L A2
R T2PCR试剂盒、T4 DNA 连接酶和各种限制性内

切酶等工具酶均为大连宝生物公司产品。DNA 回

收试剂盒为上海生工生物工程公司产品。DM EM

购自美国 GIBCO 公司。各类试剂均为国产分析

纯。

1 . 2　引物

本研究中所用的寡核苷酸引物参照美国

16244B株及其它 PRRSV 株的保守区合成 ,并考虑

得到的 PCR产物有利于全基因组的拼接。共设计

引物五对 : P3 : 5′2GTGTTGGCTCTATGCCTCGGC

ATTTGTATTG 23’ 和 P4 :5′2A GAA GAAAACA GGG

A GATGGGA GACGA GGTC23′; P5 : 5′2CG A GAAA

ACA GAAAATGTCGGCGA GATGGC 23′和 P9 : 5′2G

CTGTCA GAA GCCTGATCATCA GAATTTGC 23′;

P8 :5′2TTATTTTGAATGA GGTTCTCCCA GCCGTC

C23′和 P1 :5′2GTCTGTTATTGCTGTCTTCTTTGG

GTCCGTC 23′; P2 : 5′2CCAA TAACT TCA TCGCA

CTA GCCCACCGA GC23′和 P6 : 5′2ACCACA TCC

AAACTACTAA T GCGA GACA GC23′; P7 :5′2GCT

T TCACGGA GT TCT T GGT GTCA T T GT T G23′和

Pm13 :5′2GT T T TCCCA GTCACGAC23′。

1. 3　PRRSV HN1株基因组 RNA的扩增和测序

将 PRRSV HN1 野毒株接种已长成单层的

Marc2145细胞 ,37℃吸附 1h 后 ,加入维持液 ,并设

正常细胞对照。37℃培养 3～5d ,当细胞出现 80 %

以上病变时 ,收获病毒悬液。按 OM EGA 公司试剂

盒说明书提取基因组 RNA。L A2R T2PCR 采用两

步法 ,按大连宝生物公司试剂盒说明书进行。用

DNA快速回收试剂盒 (上海生工)回收 DNA。其方

法按其说明书进行。连接条件是 16℃水浴 2224h。

各片段克隆到 T载体上后 ,送大连宝生物工程有限

公司测序。PRRSV 进化树的绘制所用软件为

DNAstar ,采用计算方法为邻近算法。

2　结果与讨论

2. 1　PRRSV HN1株基因组各片段的 RT2PCR扩增

按材料和方法上的步骤来进行 ,分别以 P3 和

P4、P9 和 P5、P8 和 P1、P2 和 P6、P7 和 Pm13为上下游

引物扩增 ,获得了大小分别为 3. 9kb、2. 8kb、3. 0kb、

3. 8kb和 3. 3kb 左右的 P3 ,4 、P9 ,5 、P1 ,8 、P2 ,6

和 P7 ,m13目的片段。本实验所用的 LA Taq DNA

聚合酶在 72℃每合成 1kb需要 122min ,在扩增较长

的 DNA片段时 ,由于扩增反应时间较长 ,在扩增后

期 L A Taq DNA聚合酶的酶活会逐步损失下降 ,合

成同样长度的片段所需的时间也应有所增加。所以

在本实验中 ,自扩增第 30 个循环后 ,设计每再循环

一次其延伸时间在前一循环的基础上增加 10sec ,结

果有效的获得了扩增产物。

2. 2　PRRSV HN1株基因组各片段的克隆、鉴定及

序列的测定

将获得的 P3 ,4、P9 ,5、P1 ,8、P2 ,6 和 P7 , m13

纯化后连入 T载体 ,提质粒筛选阳性转化子 ,酶切

鉴定。阳性质粒分别命名为 TP3 ,4、TP9 ,5、TP1 ,

8、TP2 ,6和 TP7 , m13 (图略) 。各鉴定好的质粒送

大连宝生物公司测序 ,拼接而得 PRRSV 全基因序

列 ( 15423bp ) , 输 入 GenBank 获 登 陆 号 为 :

A Y457635。随着反向遗传学的发展 ,学者们想到利

用 PRRSV的感染性克隆来研制 PRRS 的新型疫

苗 ,国外学者分别于 1998年和 2003年成功研制出

欧洲型 LV 株[9 ]和美洲型 VR2332 株[ 10 ]的感染性

克隆 ,现已用于疫苗的研制并取得了良好的进展。

我国目前还没有研制出 PRRSV 本地分离株的感染

性克隆 ,本工作的完成为华中地区分离株 HN1 的

感染性克隆的研制打下了基础。

2. 3　PRRSV HN1株基因组与其它已测 PRRSV基

因组同源性分析

基因组序列同源性分析发现 (图 1) , PRRSV

HN1株与美洲型各毒株同源性均在 89 %以上 ,与

欧洲型同源性仅为 56 % ,进化树上该毒株与所有美

洲型同在一个大的分支 ,说明该毒株属于美洲型。

在美洲型毒株之间的 进化关系分析中 ,我们发现 ,

同在我国分离的 PRRSV 毒株 :BJ24 (北京) 、HB21

(河北) 、HB22 (河北) 、CH21A (哈尔滨) 、HN1 (湖

南)之间的进化途径亦不一样。从进化树上可看出 ,

HB21 (河北) 、HB22 (河北)与 CH21A (哈尔滨)进化

关系较近 ,与美国分离的 NVSL 和 P129 同在一个
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大的进化分支上。而我室分离的 HN1 (湖南)与 BJ2
4 (北京)进化关系较近 ,与美洲标准株 VR2332同在

另一个大的进化分支上 (图 1) 。这说明我国的这两

类不同的大分支上的毒株可能来源于两种同源性相

对较远的美洲株。因此 ,在考虑研制或选用该地区

的 PRRS防疫疫苗时 ,可优先考虑选用针对 MLV、

VR2332或 BJ24的疫苗。

图 1　HN1株在 PRRSV进化树上的位置

Fig 1　The location of PRRSV HN1 strain on the

evolutional t ree
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