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［摘　 要］ 　 为研究猪蓝耳病病毒（ＰＲＲＳＶ）的遗传进化规律，于 ２０１８ 年从新疆某猪场采集的病猪血

液中分离了一株 ＰＲＲＳＶ，命名为 ＸＪ － ｂ。 对临床样品采用 ＲＴ － ＰＣＲ 扩增鉴定，将阳性样品过滤处

理之后接种在 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞系进行培养，将盲传 ３ 代之后出现病变（ＣＰＥ）的 Ｍａｒｃ － １４５ 样品进行

间接免疫荧光鉴定。 通过噬斑纯化后，利用 ＲＴ － ＰＣＲ 对分离株的全基因组进行扩增，使用 ＳｅｑＭａｎ
软件对测序结果进行拼接，并根据 ＮＣＢＩ 上已公布的 ＰＲＲＳＶ 全基因组及 Ｎｓｐ２ 基因核苷酸序列进行

遗传进化与同源性比对分析。 结果表明，临床病料 ＲＴ － ＰＣＲ 检测呈 ＰＲＲＳＶ 核酸阳性，处理后的病

料接种至 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞 ７２ ｈ 之后产生 ＣＰＥ，间接免疫荧光鉴定为 ＰＲＲＳＶ 抗原阳性；序列拼接显

示分离株全基因组开放阅读框大小为 １５１１９ ｂｐ；全基因组和 Ｎｓｐ２ 基因核苷酸序列分析和同源性比

对显示该分离毒株属于中国的高致病性 ＰＲＲＳＶ 亚群。 研究结果可为近年来新疆地区 ＰＲＲＳＶ 的毒

株差异分析提供参考。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＰＲＲＳＶ； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ； Ｍａｒｃ － １４５ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ； ｇｅｎｏｍｅ；ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 猪繁殖与呼吸综合征（ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ）又称猪蓝耳病，是由猪

繁殖与呼吸综合征病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）引起猪的一种繁

殖障碍和呼吸系统的高度接触性传染病。 病猪和

带毒猪是 ＰＲＲＳ 的主要传染源［１］。 ＰＲＲＳＶ 主要侵

害 ９０ 日龄左右的妊娠母猪和 ２１ 日龄以下哺乳仔

猪，且仔猪和育肥猪是主要的贮存宿主［２］。 ＰＲＲＳＶ
能通过接触［３］、空气［４］、精液［５］ 和垂直传播进行病

毒扩散。 初次感染 ＰＲＲＳＶ 后病毒在猪体内存在时

间与其个体差异有关。 １９９６ － ２００６ 年间，ＰＲＲＳ 在

我国呈散发，很少出现暴发流行。 ２００６ 年以后在江

西、河南、湖南等省发生了高致病性蓝耳病（Ｈｉｇｈｌｙ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎ⁃
ｄｒｏｍｅ，ＨＰ － ＰＲＲＳ），给我国养猪业带来了严重的经

济损失，所以对 ＰＲＲＳＶ 的流行病学调查具有重要

意义。 根据病毒的抗原性，分离地和基因组差异，
ＰＲＲＳＶ 被分为欧洲型（ＰＲＲＳＶ １ 型）和北美洲型

（ＰＲＲＳＶ ２ 型）两个经典的血清型，代表毒株分别为

Ｌｅｌｙｓｔａｄ（ＬＶ）和 ＶＲ －２３３２［６ － ７］。 而 Ｎｓｐ２ 作为监测

ＰＲＲＳＶ 进化和分子流行病学研究的关键蛋白，它
是病毒的多功能蛋白，在病毒基因组中具有最高的

遗传多样性。 本研究通过对新疆某规模化猪场疑

似 ＰＲＲＳ 发病猪血液中分离获得 １ 株 ＰＲＲＳＶ 毒

株，经 Ｎｓｐ２ 基因以及全基因组测序鉴定和分析发

现该分离毒株属于高致病性 ＰＲＲＳＶ 亚群，其全基

因组核苷酸序列与 ＧＤ、ＴＪ、ＨｕＮ４、ＪＸＡ１ 等高致病

性毒株属于同一分支，其同源性在 ９８． ４％ ～９９． ４％

之间，由此确定该分离株为 ＨＰ － ＰＲＲＳＶ。 本研究

探讨了新疆地区 ＰＲＲＳＶ 分离株的遗传进化规律，
对 ＰＲＲＳＶ 在偏远地区的监测、防控以及对未来猪

场 ＰＲＲＳ 净化具有重要的指导意义。
１　 材料与方法

１． １　 细胞、病料和载体　 非洲绿猴肾细胞（Ｍａｒｃ －
１４５）由华中农业大学动物医学院吴斌教授课题组

馈赠；临床血样于 ２０１８ 年 １０ 月采集于新疆某猪场

出现呼吸困难、体温升高的 ４５ 日保育猪群，经抗凝

血处理后保存在 － ８０ ℃；ＰＭＤ － １８Ｔ 克隆载体（批
号 ６０１１）购自 ＴａＫａＲａ 公司。
１ ２ 　 主 要 试 剂 　 ＤＭＥＭ 培 养 基 （ 批 号

ＡＥ２９４２２２４８）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司，胎牛血清（批号

１０２７０ － １０６）购自 Ｇｂｉｃｏ 公司；高致病性猪蓝耳病

活疫苗 ＪＸＡ１ － Ｒ 弱毒疫苗购自武汉科前生物股份

有限公司（批号 ２０１８０７１１），由华中农业大学动物

医学院兽医微生物学与免疫学实验室保存；ＲＴ －
ＰＣＲ 两步法试剂盒（Ｒ２２３ － ０１）购自南京诺唯赞生

物科技有限公司；琼脂糖（ＴＳＪ００１）和 ＤＬ２０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ（ＴＳＪ０１１ － １００）购自北京擎科生物科技有限

公司；凝胶回收试剂盒（批号 ＣＷ２３０２Ｍ）购自康为

世纪有限公司；ＦＩＴＣ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ 购自武汉爱博

泰克生物科技有限公司。
１． ３　 引物设计与合成 　 使用 Ｎｓｐ２ 鉴定引物［８］ 对

野毒株进行鉴定。 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的 ＰＲＲＳＶ
ＧＤ（ＥＵ８２５７２４． １）全基因组序列以及 ＰＲＲＳＶ 基因

结构（图 １） 开放阅读框顺序设计了 １２ 对扩增

ＰＲＲＳＶ 的重叠基因片段引物［９ － １０］ （表 １），引物
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Ａ ～ Ｈ用于扩增 ＯＲＦ１ａ 部分，引物 Ｈ ～ Ｋ 用于扩增

ＯＲＦ１ｂ 部分，引物 Ｌ 用于扩增 ＯＲＦ２ ～ ４ 部分，引物

Ｍ 用于扩增 ＯＲＦ５ ～ ７ 部分，引物序列由北京擎科

生物科技有限公司合成。

图 １　 ＰＲＲＳＶ 基因组结构模式图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ｇｅｎｏｍｅ

表 １　 ＰＲＲＳＶ 全基因组扩增引物

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｌｅｎｇｔｈ

ＰＲＲＳＶ ＡＦ
ＰＲＲＳＶ ＡＲ

５’ＡＴＧＡＣＧＴＡＴＡＧＧＴＧＴＴＧＧ ３’
５’ＧＧＡＡＣＴＴＧＧＡＧＡＴＴＣＡＧＡＧ３’ ３１５ｂｐ

ＰＲＲＳＶ ＢＦ
ＰＲＲＳＶ ＢＲ

５’ＣＴＣＴＣＧＴＧＡＣＡＧＣＣＣＴＣＴＴ３’
５’ＴＧＧＣＡＧＣＡＧＣＡＡＴＣＣＴＣＡＡＴ３’ １９６４ｂｐ

ＰＲＲＳＶ ＣＦ
ＰＲＲＳＶ ＣＲ

５’ＡＡＧＧＧＣＧＧＴＣＴＴＧＧＴＴＣ３’
５’ＡＡＣＴＣＡＣＡＡＧＣＡＧＴＧＣＣＧＡＣＴ３’ ２３７２ｂｐ

ＰＲＲＳＶ Ｄ Ｆ
ＰＲＲＳＶ Ｄ Ｒ

５’ＴＧＡＧＣＣＴＣＴＧＧＡＴＴＴＧＴＣＴＧＣ３’
５’ＧＧＣＧＡＴＣＴＣＡＴＴＡＧＧＡＧＣＡＧＴＴ３’ １３８１ｂｐ

ＰＲＲＳＶ Ｅ Ｆ
ＰＲＲＳＶ Ｅ Ｒ

５’ＴＧＣＴＴＡＧＧＣＴＴＧＧＣＡＴＴＧＴＴＧ３’
５’ＡＣＧＧＴＧＴＴＣＡＧＴＧＡＧＧＧＣＴＴＴ３’ １３５１ｂｐ

ＰＲＲＳＶ Ｆ Ｆ
ＰＲＲＳＶ Ｆ Ｒ

５’ＣＧＧＡＧＧＣＡＴＧＧＣＴＣＡＴＡＧＧＴＴＧＡＧＴＴＧＴＡＡＧＧＣ３’
５’ＣＡＴＣＣＧＧＧＧＣＡＧＧＡＡＡＧＣＡＴＡＧＧＴＧＣＴＴＡＡＧ３’ １４０８ｂｐ

ＰＲＲＳＶ Ｇ Ｆ
ＰＲＲＳＶ Ｇ Ｒ

５’ＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＣＣＡＡＡＣＣＣＧＡＡＣＴＧＧＡＡＧＧＡＧ３’
５’ＣＡＣＣＡＴＣＡＡＣＣＧＧＴＣＴＧＧＣＡＡＣＣＧＧＧＴＧＴＴＧ３’ １６８７ｂｐ

ＰＲＲＳＶ Ｈ Ｆ
ＰＲＲＳＶ Ｈ Ｒ

５’ＧＡＡＣＴＧＧＣＧＡＣＣＣＴＧＴＣＧＡＣＴＴＴＧＡＴＣ３’
５’ＣＡＡＧＡＴＣＡＧＣＴＴＣＡＡＧＧＣＡＣＣＴＧＣＣＴＡＧＧＡＣＣ３’ １４６４ｂｐ

ＰＲＲＳＶ Ｉ Ｆ
ＰＲＲＳＶ Ｉ Ｒ

５’ＣＣＡＡＣＣＡＡＧＧＡＣＡＴＴＣＡＧＡＧＣＧＴＣＣＣＴ３’
５’ＣＣＡＧＧＡＡＧＧＡＧＴＴＣＴＴＧＣＣＡＧＧＡＣＡＣＣＡＡＣ３’ １６１５ｂｐ

ＰＲＲＳＶ Ｊ Ｆ
ＰＲＲＳＶ Ｊ Ｒ

５’ＣＣＡＧＡＣＧＧＴＧＡＴＴＡＣＧＣＴＡＧＴＡＣＣＧＣＣＴＴＧＣＴＣ３’
５’ＧＴＧＡＴＧＡＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＣＧＧＴＧＧＴＡＣＣＴＴＴＧ３’ １４１３ｂｐ

ＰＲＲＳＶ Ｋ Ｆ
ＰＲＲＳＶ Ｋ Ｒ

５’ＣＧＧＣＡＧＡＡＣＴＴＧＣＡＣＣＣＣＡＣＴＧＧＣＣＣＧＴＧＧＴＧ３’
５’ＧＣＴＴＣＡＡＴＡＧＣＧＧＣＡＡＧＡＴＧＴＴＧＡＡＡＧＴＧＡＧＣ３’ １５１７ｂｐ

ＰＲＲＳＶ Ｌ Ｆ
ＰＲＲＳＶ Ｌ Ｒ

５’ＣＧＣＴＴＧＡＴＧＡＴＣＣＡＧＴＡＡＧＧＴ３’
５’ＡＣＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＡＡＴＧＣＴＡＣＴＣ３’ ２２７６ｂｐ

ＰＲＲＳＶ Ｍ Ｆ
ＰＲＲＳＶ Ｍ Ｒ

５’ＣＡＡＣＡＣＴＡＣＣＧＣＡＧＣＡＴＣＡＧ３’
５’ＣＧＧＴＣＧＣＣＣＴＡＡＴＴＧＡ’３ ２０１９ｂｐ

ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ２Ｆ
ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ２Ｒ

５’ＡＴＧＴＴＧＴＧＣＴＴＣＣＴＧＧＧＧＴＴＧ３’
５’ＣＴＴＧＡＣＡＧＧＧＡＧＣＴＧＣＴＴＧＡ３＇

６２８ｂｐ （ＮＡＤＣ３０）
９３１ｂｐ （ＨＰ － ＰＲＲＳＶ）
１０２１ｂｐ （Ｃ － ＰＲＲＳＶ）

１． ４　 病料处理和 ＲＮＡ 的提取　 将 ２． ５ ｍＬ 血样病

料经过 ０． ２２ μｍ 滤膜进行过滤，该试验操作均在冰

盒上完成。 取过滤后的血样加入 ７５０ μＬ Ｔｒｉｚｏｌ 和

２００ μＬ 氯仿，振荡混匀，室温静置，离心 １５ ｍｉｎ；取
５００ μＬ 上清加入等量的异丙醇，颠倒数次，离心 １５
ｍｉｎ 收集沉淀； ７５％酒精洗涤沉淀后，离心 １０ ｍｉｎ，
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弃上清，超净台室温静置 ２０ ｍｉｎ，收集沉淀；２０ μＬ
ＤＥＰＣ 水溶解沉淀即为样品 ＲＮＡ， － ８０ ℃ 保存

备用。
１． ５　 病毒的分离　 将按照步骤 １． ４ 处理且 ＲＴ －
ＰＣＲ 检测呈阳性的血样分别接种于长满单层 Ｍａｒｃ
－ １４５ 细胞的 ６ 孔细胞培养板内。 细胞培养板置于

３７ ℃ ５％ ＣＯ２培养箱内吸附 １ ｈ 后弃接种物，并用

１ ｍＬ ＰＢＳ 洗 １ 次后每孔补加 ２ ｍＬ 含 ２％ ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ 培养基继续培养 ３ ～５ ｄ。 接种后每天观察细

胞状态，将出现细胞病变孔冻融后置于 －８０ ℃备用。
１． ６　 间接免疫荧光实验　 用盲传三代后出现细胞

病变的培养物接种 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞，培养 ４８ ｈ 后，
用 ４％的甲醛固定 ３０ ｍｉｎ。 甲醇室温穿透 １０ ｍｉｎ，
再用 ２％的 ＢＳＡ ３７ ℃温箱封闭 １ ｈ。 使用 １∶ ２００ 稀

释抗 ＰＲＲＳＶ ＧＰ５ 蛋白单克隆抗体于 ３７ ℃温箱孵

育 １ ｈ，再用 １ ∶ ５００ 稀释的 ＦＩＴＣ － 羊抗鼠 ＩｇＧ 于

３７ ℃温箱孵育 ４５ ｍｉｎ，用荧光显微镜观察实验结

果，同时设正常细胞作为对照。
１． ７　 ＲＴ － ＰＣＲ 扩增与核苷酸测序 　 通过噬斑实

验将病毒纯化后，按照 １． ４ 项步骤提取病毒 ＲＮＡ，
按照说明书进行 ＲＴ － ＰＣＲ 扩增。 扩增产物用 １％
琼脂糖凝胶电泳检测，利用胶回收试剂盒纯化回收

ＰＣＲ 产物，连接到 ｐＭＤ － １８Ｔ 载体，转化至大肠杆

菌 ＤＨ５α 感受态细胞，挑取单克隆菌落并鉴定。 阳

性质粒交给北京擎科生物科技有限公司进行测序。
１． ８　 同源性以及遗传进化分析 　 采用 ＳｅｑＭａｎ 根

据测序结果进行序列拼接，采用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 和 ＭＥＧＡ
等生物信息学软件对分离 ＰＲＲＳＶ全基因组与

ＧｅｎＢａｎｋ公布的国内外毒株的全基因组序列进行核

苷酸同源性及遗传进化分析，使用 ＤＮＡＭＡＮ 软件

进行序列比对分析。
２　 结果与分析

２． １　 病毒的分离与鉴定

２． １． １　 临床病料的检测　 使用 ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ２ 特异

性引物对临床血样进行 ＲＴ － ＰＣＲ 检测，将 ３ 号血

样扩增产物送至北京擎科生物科技有限公司测序，
片段大小为 ９６０ ｂｐ。 根据表 １ 中 Ｎｓｐ２ 基因引物扩

增片段大小，判定为高致病性 ＰＲＲＳＶ 阳性（图 ２）。

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ ；１ － ３：临床血样；４：阴性对照；

５：ＪＸＡ１ － Ｒ 感染的 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞

Ｍ： ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ ；１ － ３： ｂｌｏｏｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ；４：ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

５：Ｍａｒｃ － １４５ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ＪＸＡ１ － Ｒ

图 ２　 新疆某场血液样品 ＲＴ － ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ ２　 ＲＴ － ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ

ｆｒｏｍ ａ ｐｉｇ ｆａｒｍ ｉｎ Ｘｉｎｊｉａｎｇ

２． １． ２　 病毒在 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞上的增殖结果　 将

检测呈阳性的血样经 ０． ２２ μｍ 滤膜过滤后接种

Ｍａｒｃ － １４５ 细胞进行增殖培养。 感染 ７２ ｈ 后，相对

于空白对照，接种病料的 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞出现明显

的细胞病变（ＣＰＥ），表现为细胞聚集成簇、变圆和

脱落（图 ３）。

Ａ：正常 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞；Ｂ： 接种培养物的 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞

Ａ：Ｎｏｒｍａｌ Ｍａｒｃ － １４５ ｃｅｌｌｓ ；Ｂ： Ｍａｒｃ － １４５ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｕｌｔｕｒｅ

图 ３　 ＰＲＲＳＶ 感染 Ｍａｒｃ １４５ 细胞 ７２ ｈ 后的细胞病变（４００ × ）

Ｆｉｇ ３　 ＣＰＥ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ｉｎ Ｍａｒｃ １４５ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ７２ ｈ ｐｏｓｔ － ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（４００ × ）

·０１·
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２． １． ３　 间接免疫荧光鉴定　 使用鼠抗 ＰＲＲＳＶ ＧＰ５
蛋白的单克隆抗体和 ＦＩＴＣ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ 对感染

细胞进行间接免疫荧光鉴定，从图 ４ 中能明显看到

Ｍａｒｃ － １４５ 细胞接种盲传三代的细胞培养物后呈绿

色，为阳性反应，说明该分离病毒为 ＰＲＲＳＶ。

Ａ：正常 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞；Ｂ：接种 ＰＲＲＳＶ 的 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞

Ａ： Ｎｏｒｍａｌ Ｍａｒｃ － １４５ ｃｅｌｌｓ；Ｂ： Ｍａｒｃ － １４５ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＲＲＳＶ ｉｓｏｌａｔｅ

图 ４　 ＸＪ － ｂ 分离毒株间接免疫荧光检测（４００ × ）

Ｆｉｇ ４　 ＩＦＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＸＪ － ｂ ｓｔｒａｉｎ（４００ × ）

２． ２　 病毒的全基因组扩增，同源性及遗传变异分析

２． ２． １　 病毒的全基因组扩增 　 将病毒全长约为

１５． ２ ｋｂ 的全基因组按照参考序列分为 １３ 个片段，

使用表 １ 中的引物通过 ＲＴ － ＰＣＲ 进行扩增，扩增

结果如图 ５ 所示。

Ｍ：ＤＬ５０００ Ｍａｒｋｅｒ；１ － １３： ＰＲＲＳＶ 全基因组片段： Ｍ、Ｌ、Ｋ、Ｊ、Ｉ、Ｈ、Ｇ、Ｆ、Ｅ、Ｄ、Ｃ、Ｂ、Ａ

Ｍ：ＤＬ５０００ Ｍａｒｋｅｒ； １ － １３： ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ： Ｍ， Ｌ， Ｋ， Ｊ， Ｉ， Ｈ， Ｇ， Ｆ， Ｅ， Ｄ， Ｃ， Ｂ， Ａ

图 ５　 ＰＲＲＳＶ 分离株全基因组扩增结果

Ｆｉｇ ５　 ＲＴ － ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ

２． ２． ２　 病毒全基因组的同源性比较及遗传变异分析

将拼接完成的全基因组序列与表 ２ 中 ＮＣＢＩ 已经公

布的 ＰＲＲＳＶ 毒株进行同源性比对以及遗传进化分

析。 由遗传进化树（图 ６Ａ）和同源性比较（图 ６Ｂ）
可以看出，ＸＪ － ｂ 分离株属于 ＰＲＲＳＶ ２ 型毒株，与
国外分离的美洲株（ＶＲ２３３２）和欧洲株（Ｍ９６２６２）
位于不同分支，与两者同源性分别为 ８９． ０％ 和

５９． ９％。 ＸＪ － ｂ 株 与 中 国 的 经 典 毒 株 ＧＭ２ 和

ＮＡＤＣ３０ － Ｌｉｋｅ 毒株 ＪＬ５８０ 的同源性较低，分别为

８７． ５％和 ８４． ３％；与中国的高致病性毒株 ＪＸＡ１、ＴＪ、
ＧＤ、ＨｕＮ４ 等同源性较高，其中与 ２００６ 年中国暴发的

ＪＸＡ１ 毒株同源性为 ９８． ９％，与 ＧＤ 株同源性高达

９９． ４％。 综上所述，从全基因组进化分析和同源性

比对结果来看，ＸＪ － ｂ 属于中国的高致病性 ＰＲＲＳＶ。
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表 ２　 ＰＲＲＳＶ 参考毒株

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ＰＲＲＳＶ
参考毒株 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＣＨ －１ａ ＡＹ０３２６２６

ＣＨ －１Ｒ ＥＵ８０７８４０

ＧＤ ＥＵ８２５７２４

ＧＭ２ ＪＮ６６２４２４

ＨＥＢ１ ＥＦ１１２４４７

ＨＥＮＡＮ － ＸＩＮＸ ＫＦ６１１９０５

ＨＵＮ４ ＥＦ６３５００６

ＪＬ５８０ ＫＲ７０６３４３

ＮＡＤＣ３０ ＪＮ６５４４５９

ＪＸＡ１ ＥＦ１１２４４５

ＬＶ Ｍ９６２６２

ＴＪ ＥＵ８６０２４８

Ｘｊｕ － １ ＫＦ８１５５２５

ＲｅｓｐＰＲＲＳ ＭＬＶ ＡＦ０６６１８３

ＶＲ２３３２ ＥＦ５３６００３

ＷＵＨ３ ＨＭ８５３６７３

２． ２． ３　 病毒的 Ｎｓｐ２ 基因同源性、遗传进化以及序

列比对分析　 根据 ＸＪ － ｂ 全基因组的分析结果，将
ＸＪ － ｂ 的 Ｎｓｐ２ 基因进行遗传进化分析（图 ７Ａ）和

同源性比较（图 ７Ｂ），ＸＪ － ｂ 与 ＧＤ 株的同源性最高

（９９． ４％ ）；并且与 ＪＸＡ１、ＧＤ 株等中国高致病性毒

株属于同一分支，Ｎｓｐ２ 基因与全基因组的遗传进

化分析结果一致。
Ｎｓｐ２ 基因核苷酸序列比对分析（图 ８Ａ）显示，

ＸＪ － ｂ 在 Ｎｓｐ２ 基因组高变区碱基缺失的位置和数

量与 ＪＸＡ１、ＧＤ、Ｘｊｕ － １ 等高致病性蓝耳病病毒株

一致，说明 ＸＪ － ｂ 为高致病性蓝耳病病毒株，这与

全基因组的分析结果一致。 此外 ＸＪ － ｂ 与其他毒

株最主要的区别在于 Ｎｓｐ２ 基因在基因组 ５０９０ ～
５１７０ ｂｐ 位置（图 ８Ｂ 红框处）上有一段 ６３ ｂｐ 的连

续碱基缺失；在 ６４７０ ～ ６４７９ ｂｐ 位置（图 ８Ｃ 红框

处）之间有 ５ 处连续碱基缺失和 ４ 个碱基突变，分
别为：６２７０（Ｇ）→ ６２７４（Ｔ），６４７１（Ｔ）→ ６４７１（Ａ），
６４７２（Ａ） → ６４７２（Ｇ）和 ６４７４（Ｔ）→ ６４７４（Ｃ）。

图 ６　 ＸＪ － ｂ 株全基因组核苷酸序列遗传进化树（Ａ）与同源性比较结果（％）（Ｂ）

Ｆｉｇ ６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ（Ａ） ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｔｙ（Ｂ） ｏｆ ＸＪ － ｂ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ
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图 ７　 ＸＪ － ｂ 株 Ｎｓｐ２ 基因组核苷酸序列遗传进化树图（Ａ）与同源性比较结果（％）（Ｂ）

Ｆｉｇ ７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ（Ａ） ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｔｙ（Ｂ） ｏｆ ＸＪ － ｂ Ｎｓｐ２ ｇｅｎｏｍｅ

Ａ， Ｂ， Ｃ：ＸＪ － ｂ Ｎｓｐ２ 基因变异缺失位点

Ａ， Ｂ， Ｃ：Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＸＪ － ｂ Ｎｓｐ２ ｇｅｎｅ

图 ８　 ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ２ 基因组推导核苷酸序列比对分析

Ｆｉｇ ８　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｓｐ２ ｇｅｎｏｍｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

３　 讨论与结论

ＰＲＲＳ 是猪的一种急性病毒性传染病［１１］。 我

国于 １９９６ 年首次分离到 ＰＲＲＳＶ ＣＨ － １ａ 株，该病

开始在全国蔓延。 ２００６ － ２００７ 年在我国江西、河
南、湖南等省发生了猪高致病性蓝耳病。 ２０１４ 年后

出现了较多的 ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株，并逐渐成为目

前主要的 ＰＲＲＳＶ 流行毒株［１２］。 但是 ＨＰ － ＰＲＲＳＶ
仍然作为 ＰＲＲＳ 重要的流行毒株之一，经常与猪瘟

病毒、猪圆环病毒 ２ 型等混合感染［１３ － １４］，我国养猪

产业对其防控形势依然严峻。 为了研究新疆地区

·３１·
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ＰＲＲＳＶ 的遗传变异情况，本次研究采取实验室诊

断方法，从临床病料中成功分离得到一株 ＰＲＲＳＶ，
将其命名为 ＸＪ － ｂ。 为进一步确定该病原及其属

性，经全基因组遗传进化以及同源性分析，ＸＪ － ｂ
与 ＪＸＡ１ 高致病性毒株属于同一亚群，且与 ２０１６ 年

分离的高致病性毒株 ＧＤ 株亲缘关系最高。
不同数量碱基插入、缺失和突变具有多态性，

是造成 ＰＲＲＳＶ 毒株多样性和持续变异的重要原

因［１５］。 为进一步探究 ＸＪ － ｂ 的遗传进化规律，本
研究对 ２００６ 年暴发的高致病性毒株 ＪＸＡ１ 和 ２０１５
年在新疆分离的 Ｘｊｕ － １ 株作了序列比对。 ＸＪ － ｂ
相对于 ＪＸＡ１ 与 Ｘｊｕ － １ 的 Ｎｓｐ２ 基因，其最主要的

区别是有一段连续 ６３ ｂｐ 的碱基缺失，其次在近 Ｎ
端有 ６ 处碱基缺失和 ３ 个碱基突变。 这些缺失和

突变可能与病毒的复制和毒力有关，需要进一步研

究。 尽管均是从新疆地区分离，Ｘｊｕ － １ 与 ＪＸＡ１ 的

Ｎｓｐ２ 基因的亲缘关系较近，有 ９９． ２％的同源性，而
ＸＪ － ｂ 与 ＪＸＡ１ 的同源性为 ９８． ８％ 。 除此之外，
２０１５ 年分离的 Ｘｊｕ － １ 在 Ｎｓｐ２ 基因中有 ４５０ ｂｐ 的

连续缺失［１６］，而 ＸＪ － ｂ 的 Ｎｓｐ２ 基因的缺失位置以

及缺失数量都不一样，所以 ＸＪ － ｂ 并不是由 Ｘｊｕ － １
进化而来。 另外，从已有的新疆 ＰＲＲＳＶ 流行病学

报道来看［１７ － １８］，新疆地区流行的 ＰＲＲＳＶ 毒株仍然

以高致病性蓝耳病病毒株为主。 从地域相关性上

来看，ＸＪ － ｂ 与 Ｘｊｕ － １ 全基因组的同源性只有

９８． ５％ ，但是与在广东分离的 ＧＤ 毒株，天津分离

的 ＴＪ 株，武汉分离的 ＷＵＨ３ 株分别有 ９９． ４％ 、
９８． ９％和 ９８． ５％ 的同源性，说明新疆地区不同

ＰＲＲＳＶ 毒株之间差异性较大，而这种差异一方面

可能是 ＸＪ － ｂ 与内陆地区流行的 ＰＲＲＳＶ 高致病性

毒株重组所造成的，另一方面也可能是由新疆本地

的 ＰＲＲＳＶ 毒株进化变异而来，具体情况有待于实

验室对更多新疆地区的 ＰＲＲＳＶ 分离毒株进行进一

步的流行病学调查。 实验室分子生物学检测是鉴

别不同类型猪蓝耳病病毒毒株的最准确方法之一，
本研究在一定程度上反映出 ＰＲＲＳＶ 在我国新疆地

区的遗传进化规律，相对于中国内陆来说，ＰＲＲＳＶ
在新疆地区流行的毒株类型相对单一。 实验室鉴

别诊断和流行病学调查对我国养猪业 ＰＲＲＳ 的防

控与净化具有重要的指导意义。
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