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［摘　 要］ 　 从湖北省某猪场分离了一株猪蓝耳病毒（ＣＨ － ＷＨ － １９），其基因组全长是 １４９９３ ｂｐ。

同源性分析结果显示 ＣＨ －ＷＨ －１９ 与 ＮＡＤＣ３０、ＪＸＡ１、ＣＨ － １ａ、ＶＲ － ２３３２ 和 ＧＭ２ 的相似性分别为

９１． ９％ 、８４． ３％ 、８３． ９％ 、８３． ３％和 ８０． ５％ ，但是与欧洲型的毒株 Ｌｅｌｙｓｔａｄ ｖｉｒｕｓ 相似性仅有 ５８． ９％ 。
ＧＰ５ 基因和全基因组的进化树分析显示，ＣＨ － ＷＨ － １９ 与 ＮＡＤＣ３０ 毒株处于同一分支。 Ｎｓｐ２ 基因

氨基酸比对结果发现，ＣＨ －ＷＨ －１９ 和 ＮＡＤＣ３０ 毒株与 ＶＲ２３３２ 毒株相比具有不连续的 １３１ 个氨基

酸缺失的特征。 同源性和进化树的结果都显示了 ＣＨ － ＷＨ － １９ 属于新变异的类 ＮＡＤＣ３０ 毒株。

ＧＰ５ 序列比对结果表明，ＣＨ － ＷＨ － １９ 有一些氨基酸的突变，Ａ１３７ 是疫苗株 ＶＲ２３３２ 的标志，但
ＣＨ －ＷＨ －１９毒株突变成了 Ｓ，Ｎ３４ 是四个潜在的 Ｎ － 糖基化位点之一，突变成了 Ｄ。 试验表明，本
研究分离了一株变异的 ＮＡＤＣ３０ 毒株，生物学特性分析也表明属于类 ＮＡＤＣ３０ 毒株。
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ｂｒａｎｃｈ， ｉｎ ｗｈｉｃｈ ＣＨ － ＷＨ － １９ ｈａｄ ｔｈｅ ｕｎｉｑｕｅ ｄｉｓｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ １３１ － ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ （Ｎｓｐ２） ｏｆ ｔｈｅ ＶＲ２３３２ ｓｔｒａｉｎ． Ｂｏｔｈ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ＣＨ －ＷＨ －１９ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｎｅｗｌｙ ｍｕｔａｔｅｄ ＮＡＤＣ３０ ｓｔｒａｉｎ． ＧＰ５ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＣＨ －ＷＨ －１９
ｈａｄ ｓｏｍｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ， ａｎｄ Ａ１３７ ｗａｓ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ ＶＲ２３３２， ｂｕｔ ＣＨ － ＷＨ － １９
ｗａｓ ｍｕｔａｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｓ， ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ Ｎ － ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ Ｎ３４， ａｎｄ ｍｕｔａｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｄ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ，
ａ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ ＰＲＲＳＶ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｌｓｏ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ
ｉｔ ｗａｓ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ ＰＲＲＳＶ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＰＲＲＳＶ； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ； ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ； ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 猪蓝耳病（ ＰＲＲＳ） 能够引起母猪流产、木乃

伊胎、死产和所有猪呼吸系统疾病［１］。 从 ２０ 世纪

８０ 年代传播以来给世界养猪业带来了巨大的经济

损失［２］。 猪蓝耳病毒（ＰＲＲＳＶ）是引起 ＰＲＲＳ 的病

原，属于正链 ＲＮＡ 病毒，动脉炎病毒科［３］。 ＰＲＲＳＶ

基因组大概有 １５ ｋｂ，至少有八个 ＯＲＦ：ＯＲＦ１ａ、

ＯＲＦ１ｂ 和 ＯＲＦｓ２ － ７［４］。 ＯＲＦ１ａ 和 ＯＲＦ１ｂ 编码多

聚蛋白，可以裂解成非结构蛋白 （Ｎｓｐｓ）：Ｎｓｐ１α，

Ｎｓｐ１β 和 Ｎｓｐ２ － １２［５］，ＯＲＦｓ２ － ７ 编码结构蛋白

ＧＰ２、ＧＰ３ － ５、Ｍ 和 Ｎ［６］。 ＰＲＲＳＶ 分成两个基因型：

欧洲型 （代表毒株 Ｌｅｌｙｓｔａｄ ｖｉｒｕｓ， ＬＶ） 和美洲型

（代表毒株 ＶＲ － ２３３２），可以引起相似的临床症状

和病理变化［７ － ８］。

自从 １９９６ 年我国分离出 ＰＲＲＳＶ，该病毒就广

泛存在我国猪场并引起 ＰＲＲＳ，２００６ 年变异的高致

病性 ＰＲＲＳＶ（ＨＰ － ＰＲＲＳＶ）在中国南方爆发 ＰＲＲＳ，

引起高热、高发病和高死亡［９ － １０］。 该病毒的典型特

征是在 Ｎｓｐ２ 区域有 ３０ 个氨基酸缺失。 尽管有减

毒活疫苗控制 ＨＰ － ＰＲＲＳＶ，但仍有不同的 ＨＰ －

ＰＲＲＳＶ 变异毒株被发现［１１］。 ２００８ 年美国国家动

物疾病研究中心（ＮＡＤＣ）首次分离并命名 ＮＡＤＣ３０

毒株，其病毒基因组特征与 ＶＲ － ２３３２ 毒株相比，

Ｎｓｐ２ 存在 １３１ 个不连续的氨基酸缺失，缺失模式为

“１１１ ＋ １ ＋ １９”。 ２０１２ 年开始，我国分离到了与美

国 ＮＡＤＣ３０ 毒株同源性很高的毒株，到 ２０１４ 年，

ＮＡＤＣ３０ 毒株呈现加剧的趋势，我国东北和华中地

区分离到了 ＮＡＤＣ３０ 毒株［１２］，增加了我国 ＰＲＲＳＶ

的复杂性和遗传多样性。 目前，我国 ＰＲＲＳＶ 基因

突变率高引起更多新的突变毒株产生，主要流行的

美洲型毒株可以分成以 ＪＸＡＩ、 ＣＨ － １ａ、 ＧＭ２、

ＮＡＤＣ３０ 和 ＶＲ － ２３３２ 为代表的 ５ 个亚型［１３ － １６］。

我国 ＰＲＲＳＶ 的重组可以在野毒之间或者野毒和活

疫苗毒株之间发生，进一步增加了病毒的多样性。

目前这样的重组毒株有 ＮＡＤＣ３０ 类和 ＪＸＡ１ 类重组

（ＨＥＮＡＮ － ＨＥＢ、ＪＬ５８０、ＨＮｈｘ、ＴＪｎｈ１５０１ 和 ＦＪ１４０）

等。 本研究从湖北某免疫过 ＨＰ － ＰＲＲＳＶ 疫苗的发

病猪场采集病猪肺组织分离出病毒（ＣＨ －ＷＨ －１９），

通过设计 １２ 对引物测出其全基因组序列并进行生

物学特征分析。

１　 材料与方法

１． １　 试验病料　 采自疑似猪繁殖与呼吸综合征的

湖北某猪场发病猪的血液及淋巴结、肺脏、脾脏、肾

脏等组织。

１． ２　 主要材料和试剂　 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞由实验室

冻存。 ＤＭＥＭ 购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；胎牛血清购自金源

康公司；ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶 Ｍｉｘ 和反转录酶均购自

宝生物。

１． ３ 　 引物设计 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上已发表的

ＰＲＲＳＶ 全基因序列设计 １２ 对引物（表 １）用于交叉

扩增 ＣＨ －ＷＨ －１９ 株全基因组。

１． ４　 病毒的分离与培养　 采集病猪的肺脏用灭菌

的生理盐水进行研磨， － ８０ ℃反复冻融 ３ 次，１２０００

ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清，用 ０． ２２ μｍ 的过滤器进

行过滤除菌。 将已长成单层的 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞，弃

去培养液，用 ＰＢＳ 缓冲液清洗一次，接种 １ ｍＬ 已融

化的滤液，同时设正常 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞为空白对
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照，置培养箱中吸附 １ ～ ２ ｈ 之后取出培养瓶弃滤

液，加 ５ ｍＬ 含 ２％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 维持液，于
３７ ℃ ５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养 ３ ｄ，每天观察细

胞的状态，及时收集病变细胞。

表 １　 ＣＨ －ＷＨ －１９ 株全基因组扩增引物表

Ｔａｂ １　 Ｆｕｌｌ － ｌｅｎｇｔｈ ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＣＨ －ＷＨ －１９
引物名称 大小 ／ ｂｐ 上游（５’ － ３’） 下游（５’ － ３’） 位置 ／ ｂｐ

ＮＡ１ １５２５ ＡＡＧＡＣＧＴＡＴＡＧＧＴＧＴＴＧＧＣＴ ＧＡＡＴＡＣＡＣＣＡＴＣＣＧＧＴＴＧＧＣ １ － １５２５
ＮＡ２ １３８４ ＧＧＣＡＴＴＣＡＣＡＡＧＴＧＧＴＡＣＧＧ ＣＡＣＴＣＴＧＴＧＧＣＡＡＴＧＣＣＡＡＡ １３１７ － ２７００
ＮＡ３ １３８２ ＧＡＧＧＡＡＴＧＡＧＣＴＴＧＧＣＧＧＴＡ ＡＣＡＡＧＡＴＣＣＣＣＡＡＣＡＣＴＴＴ ２５９３ － ３９７４
ＮＡ４ １４０７ ＣＡＧＧＴＴＡＣＴＧＧＧＣＧＧＧＧＣＡＣ ＧＡＧＧＡＣＣＣＧＡＣＣＡＣＡＴＴＧＡＣ ３８４８ － ５２５４
ＮＡ５ １５５１ ＣＴＡＣＴＴＧＧＣＴＧＣＣＧＴＣＣＧＣＣ ＡＧＧＴＣＡＡＡＧＡＴＧＣＴＧＣＣＡＡＣＡ ５１１７ － ６６６７
ＮＡ６ １４１６ ＧＣＡＣＣＡＴＧＧＣＣＡＡＡＣＴＣＧＡＧ ＴＧＣＴＣＴＧＴＣＡＡＣＴＧＴＴＴＡＧＧＧＣ ６５５９ － ７９７４
ＮＡ７ １４０３ ＡＴＧＧＧＣＧＣＴＣＣＡＴＡＴＴＧＧＣＣＡ ＣＡＧＴＧＧＣＡＴＡＣＧＧＧＧＣＴＧＡＡＧ ７８５１ － ９２５３
ＮＡ８ １４０７ ＡＡＧＧＡＣＧＧＴＴＡＣＡＧＴＴＴＣＣＣＣ ＧＧＡＧＣＴＣＧＡＣＣＣＴＴＣＣＡＧＡＴＣ ９１２８ － １０５３４
ＮＡ９ １４１６ ＧＧＧＣＡＧＣＴＧＡＴＴＧＴＧＣＴＡＧＡＣ ＧＣＡＡＡＡＴＡＣＣＡＣＣＡＡＣＣＡＴＣＣＧ １０３９１ － １１８０６
ＮＡ１０ １４３５ ＡＡＡＴＧＧＧＧＧＣＣＴＴＧＣＡＧＡＧＣＡ ＡＡＡＴＡＡＴＴＣＴＣＡＴＣＣＧＴＣＡＣＧＴＴＧ １１６５８ － １３０９２
ＮＡ１１ ９６２ ＣＣＡＣＴＧＧＣＧＣＡＧＣＡＡＧＴＴＣＣ ＡＣＣＡＴＣＡＡＧＣＡＣＡＡＣＴＣＴＣＴＴＧ １２９３５ － １３８９７
ＮＡ１２ １２２９ ＧＴＣＣＴＧＧＣＧＣＴＡＣＴＣＡＴＧＣＡ ＡＡＴＴＴＣＧＧＣＣＧＣＡＴＧＧＴＴＴＴ １３７６５ － １４９９３

１． ５ 　 ＲＮＡ 的提取及反转录 　 ＲＮＡ 的提取按

照 ＲＮＡ提取试剂盒说明书进行操作。 反转录

体系为：５ × ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ４ μＬ，模板

１６ μＬ，３７ ℃ １５ ｍｉｎ。 通过 １２ 对重叠的引物扩增

ＣＨ －ＷＨ －１９ 全基因组序列。
１． ６　 全基因组的测序比对分析及进化树分析　 通

过 ＢｉｏＥｄｉｔ 和 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件比对分析序列， 用

ＭＥＧＡ７ 中的 Ｎ － Ｊ 法制作进化树。
２　 结果与分析

２． １ 　 病 毒 的 分 离 结 果 　 从 临 床 收 集 疑 似

ＰＲＲＳＶ 的 ５６ 份病料分离 １７ 株 ＰＲＲＳＶ，扩增 ＧＰ５
基因测序并进行进化树分析，结果表明 ＰＲＲＳＶ －１７
处于 ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株分支 （图 １），将其命名

ＣＨ －ＷＨ －１９，测其 ＴＣＩＤ５０为 １０６． ５ ／ ｍＬ。
病毒分离过程中，盲传第三代出现病变，细胞

圆缩，聚集，随着培养时间的延长细胞聚集成堆，最
后细胞破碎，脱落，用间接免疫荧光检测出现特异

的绿色荧光（图 ２）。
２． ２　 基因组特征及同源性分析　 ＣＨ － ＷＨ － １９ 基

因组全长 １４９９３ ｂｐ，包括 ５’ ＵＴＲ １８９ ｂｐ，３’ ＵＴＲ
１５２ ｂｐ 和 ８ 个 ＯＲＦ。 与 ＮＡＤＣ３０、ＪＸＡ１、ＣＨ － １ａ、
ＶＲ － ２３３２ 和 ＧＭ２ 的 同 源 性 分 别 为 ９１． ９％ 、
８４． ３％ 、８３． ９％ 、８３． ３％和 ８０． ５％ ，但是与欧洲型的

毒株 Ｌｅｌｙｓｔａｄ ｖｉｒｕｓ 相似性仅有 ５８． ９％ （表 ２），说明

黑色圆圈表示分离的高致病性 ＰＲＲＳＶ；

黑色三角表示分离的 ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ ＰＲＲＳＶ

Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｃｉｒｃｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ＨＰ － ＰＲＲＳＶ ｓｔｒａｉｎｓ；

Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｔｒｉａｎｇｌｅ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ ＰＲＲＳＶ ｓｔｒａｉｎｓ

图 １　 分离的 １７ 株 ＰＲＲＳＶ ＧＰ５ 基因进化树分析

Ｆｉｇ １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １７ ｉｓｏｌａｔｅｄ

ＰＲＲＳＶ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＧＰ５
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Ａ：ＣＨ － ＷＨ －１９ 感染 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞病变；

Ｂ：正常 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞；

Ｃ：间接免疫荧光检测感染 Ｍａｒｃ － １４５；

Ｄ：间接免疫荧光检测正常 Ｍａｒｃ － １４５

Ａ： Ｍａｒｃ － １４５ ＣＰＥ ｏｆ ＣＨ － ＷＨ －１９ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；

Ｂ： Ｎｏｒｍａｌ Ｍａｒｃ － １４５ ｃｅｌｌ；

Ｃ： Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＨ － ＷＨ －１９ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；

Ｄ： Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ Ｍａｒｃ － １４５ ｃｅｌｌ

图 ２　 ＣＨ －ＷＨ －１９ 株的细胞病变及间接免疫荧光结果

Ｆｉｇ ２　 ＣＰＥ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ＣＨ －ＷＨ －１９

表 ２　 ＣＨ －ＷＨ －１９ 与其他毒株的同源性比较

Ｔａｂ ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｆ ＣＨ －ＷＨ －１９

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｓｔｒａｉｎｓ
ＪＸＡ１ ＶＲ⁃２３３２ ＣＨ⁃１ａ ＮＡＤＣ３０ ＧＭ２ ＬＶ

ＣＨ⁃ＷＨ⁃１９
全基因组

８４． ３ ８３． ３ ８３． ９ ９１． ９ ８０． ５ ５８． ９

５’ＵＴＲ ９５． １ ８８． ８ ９２． ８ ８９． ２ ９１． ０ ５１． ６

ＯＲＦ１ａ ８１． ８ ７９． ６ ８０． ５ ８８． ６ ７４． ９ ５３． ９

ＯＲＦ１ｂ ８７． ３ ８６． ９ ８８． ０ ９４． ７ ８６． ２ ６３． ３

ＯＲＦ２ ８５． ０ ８７． ２ ８５． ４ ９３． ９ ８４． ３ ６４． ２

ＯＲＦ３ ８２． ９ ８２． ９ ８２． ４ ９４． ６ ８２． １ ６３． ２

ＯＲＦ４ ８４． ８ ８６． ８ ８５． ５ ９５． ８ ８５． ３ ６５． ８

ＯＲＦ５ ８５． ６ ８５． ９ ８７． ２ ９３． ５ ８４． ３ ５９． ９

ＯＲＦ６ ８７． ２ ８７． ２ ８５． ３ ９５． ２ ８９． １ ７０． １

ＯＲＦ７ ８９． ９ ９０． ７ ９１． ０ ９６． ０ ８６． ２ ６０． ３

３′ＵＴＲ ８６． ８ ９０． １ ８６． ８ ９７． ４ ８６． ２ ５４． ６

分离的毒株属于美洲型。 为了分析分离的新毒

株的基因特征，我们分别比较了 ＣＨ － ＷＨ － １９
与 ＮＡＤＣ３０、ＪＸＡ１、ＣＨ － １ａ、ＶＲ － ２３３２、ＧＭ２ 和 ＬＶ
毒株的 ５’ＵＴＲ、３’ＵＴＲ 和 ８ 个 ＯＲＦ 的同源性，结果

显示与 ＮＡＤＣ３０ 和 ＪＸＡ１ 毒株不同 ＯＲＦ 同源性较

高，分别是 ８８． ６％ ～ ９７． ４％ 和 ８１． ８％ ～ ９４． ７％ ，
与 ＣＨ －１ａ的同源性是 ８０． ５％ ～ ９１． ９％ ， 而与

ＧＭ２ 和 ＶＲ －２３３２ 毒 株 的 同 源 性 较 低 分 别

是 ７４． ９％ ～９０． ０％ 和 ７９． ６％ ～ ９０． ７％ （表 ２ ）。
ＣＨ －ＷＨ －１９ ＯＲＦ１ａ 和 ＯＲＦ１ｂ 的大小分别是 ７０９５
ｂｐ 和 ４３８３ ｂｐ，分别与美洲型毒株的同源性是

７４． ９％ ～ ８８． ６％ 和 ８６． ２％ ～ ９４． ７％ ，但与欧洲型

ＬＶ 毒 株 同 源 性 仅 ５３． ９％ 和 ６３． ３％ （ 表 ２ ）。
ＣＨ －ＷＨ －１９ ＯＲＦ２ ～ ＯＲＦ７ 大约占全基因组的

１ ／ ４，编码结构蛋白（ＧＰ２ ～ ＧＰ７），其中变异最大的

结构蛋白基因 ＯＲＦ２、ＯＲＦ３ 和 ＯＲＦ５ 与美洲型毒株

的同源性分别是８４． ３％ ～ ９３． ９％ ，８２． １％ ～ ９４． ６％
和 ８４． ３％ ～９３． ５％ （表 ２）。
２． ３　 Ｎｓｐ２ 基因分析　 ＮＡＤＣ３０ 基因型毒株的基因

组特征主要表现为 Ｎｓｐ２ 存在“１１１ ＋ １ ＋ １９”个氨基

酸缺失，ＣＨ － ＷＨ － １９ 毒株与参考毒株的 Ｎｓｐ２ 基

因氨基酸比对结果显示，ＣＨ － ＷＨ － １９ 与 ＮＡＤＣ３０
毒株一样分别在 ３２２ ～ ４３２、４８１ 和 ５３０ ～ ５４９ 的位

置出现了“１１１ ＋ １ ＋ １９”个氨基酸缺失（图 ３）。
２． ４　 ＯＲＦ５ 基因分析　 ＣＨ － ＷＨ － １９ 毒株与参考

毒株 ＯＲＦ５ 氨基酸序列比对存在一定的差异（图
４）。 ＣＨ － ＷＨ － １９ 毒株与参考毒株 ＯＲＦ５ 氨基酸

序列 １ ～ ２６ 位置的 ２６ 个氨基酸是信号肽，６３ ～ ８３、
９５ ～ １０２ 和 １１０ ～ １２７ 分别是三个跨膜区 （ ＴＭ１、
ＴＭ２ 和 ＴＭ３）的位置。 在 ＧＰ５ 蛋白的第 １３ 和 １５１
位与毒力相关的氨基酸处，ＣＨ － ＷＨ － １９ 在第 １３
位与 ＪＸＡ１、ＣＨ －１ａ 和 ＶＲ －２３３２ 保持一致（Ｒ１３），
但 １５１ 位与 ＮＡＤＣ３０ 和 ＧＭ２ 保持一致 （ Ｋ１５１）。
Ａ１３７ 是疫苗株 ＶＲ － ２３３２ 的 标 志， 但 分 离 的

ＣＨ －ＷＨ －１９毒株突变成了 Ｓ。 Ｎ３０、Ｎ３４、Ｎ４４ 和

Ｎ５１ 是四个潜在的 Ｎ － 糖基化位点，一些研究表明

与病毒感染和抗原特征有关系，ＣＨ －ＷＨ － １９ 毒株

Ｎ３４ 突变成了 Ｄ，其他的三个位点很保守。
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灰色方框内是 １３１ 个氨基酸缺失的位置

Ｇｒａｙ ｂｏｘ ａｒｅａｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ ｏｆ １３１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

图 ３　 ＣＨ －ＷＨ －１９ 与参考毒株部分 Ｎｓｐ２ 基因氨基酸比对

Ｆｉｇ ３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒｔｉａｌ Ｎｓｐ２ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣＨ －ＷＨ －１９ ｗｉｔｈ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ

黑色方框内分别是信号肽 ＴＭ１、ＴＭ２ 和 ＴＭ３ 跨膜区

Ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ （ＴＭ） ｄｏｍａｉｎｓ ａｒｅ ｄｅｍａｒｃａｔｅｄ ｉｎ ｂｌａｃｋ ｂｏｘ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ４　 ＣＨ －ＷＨ －１９ 与参考毒株 ＧＰ５ 基因氨基酸序列比对

Ｆｉｇ ４　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＧＰ５ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣＨ －ＷＨ －１９ ｗｉｔｈ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ

２． ５　 进化树分析 　 为进一步研究 ＣＨ － ＷＨ － １９
与其他 ＰＲＲＳＶ 毒株的基因关系制作了全基因组序

列的进化树（图 ５），结果显示所有的全基因组分成

两个大分支美洲型和欧洲型，本研究的 ＣＨ －ＷＨ －１９
和 ＮＡＤＣ３０ 处于同一分支，表明ＣＨ －ＷＨ －１９属于

ＮＡＤＣ３０ 型毒株。
３　 讨论与结论

自从 １９９６ 年中国分离到第一株蓝耳病毒

ＣＨ１ａ，猪蓝耳病毒引起猪严重疾病也给我国养猪

产业带来严重经济损失。 ２００６ 年，我国南方大面积

暴发高致病性猪繁殖与呼吸综合征，至今该病已在

全国大范围存在，对我国的养猪业来说更是雪上加

霜。 本实验室从湖北某发病猪场分离到 １ 株

ＰＲＲＳＶ，命名为 ＣＨ － ＷＨ － １９，进行了全基因组

测序，并分析它们的基因特征。 同源性分析显示

ＣＨ －ＷＨ －１９ 与美洲型标准毒株（ＶＲ － ２３３２）和欧

图 ５　 ＣＨ －ＷＨ －１９ 和参考毒株全基因组进化树分析

Ｆｉｇ ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ

ｏｆ ＣＨ －ＷＨ －１９ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ

洲型标准毒株 （ ＬＶ） 的相似性分别为 ８３． ３％ 和

５８． ９％ ，说明该毒株属于美洲型毒株。 该毒株与

ＮＡＤＣ３０ 型 ＰＲＲＳＶ 毒株基因序列同源性高达
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９１． ９％ ，且进化树结果显示与 ＮＡＤＣ３０ 毒株处于一

个分支这都说明 ＣＨ － ＷＨ － １９ 属于 ＮＡＤＣ３０ 型毒

株。 ＣＨ －ＷＨ －１９ 与参考毒株 Ｎｓｐ２ 基因的氨基酸

比对发现，与 ＮＡＤＣ３０ 毒株一样分别在 ３２２ ～ ４３２、
４８１ 和 ５３０ ～ ５４９ 的位置出现了“１１１ ＋ １ ＋ １９”的氨

基酸缺失， 也可以推测 ＣＨ － ＷＨ － １９ 株属于

ＮＡＤＣ３０ 型毒株。
由于 ＰＲＲＳＶ 引起免疫抑制导致宿主很难彻底

清除病毒。 在免疫应答的过程中，ＰＲＲＳＶ 为了抵

抗机体产生的抗体，就会产生越来越多的变异。 尽

管现在有变异的毒株制备的疫苗预防猪蓝耳病，但
猪蓝耳病仍然在不同的猪场流行，可能是由于

ＰＲＲＳＶ 易突变引起 ＰＲＲＳＶ 致病性的改变，因此蓝

耳病毒的分离与基因分析仍然很重要。 本研究分

离的 ＣＨ － ＷＨ － １９ 株属于 ＮＡＤＣ３０ 型 ＰＲＲＳＶ，目
前还没有出现 ＮＡＤＣ３０ 型的变异株疫苗，因此，本
研究可为猪蓝耳病新疫苗的研发提供基础材料。

参考文献：
［１］ 　 Ａｌｂｉｎａ Ｅ． Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ （ＰＲＲＳ）： ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ［Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， １９９７（５５）：

３０９ － ３１６．

［２］ 　 Ｆｅｎｇ Ｙ Ｊ， Ｚｈａｏ Ｔ Ｚ， Ｔｕｎｇ Ｎｇｕｙｅｎ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ

ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ ｖａｒｉａｎｔｓ， Ｖｉｅｔｎａｍ ａｎｄ Ｃｈｉｎａ，

２００７［Ｊ］ ． Ｅｍｅｒｇ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２００８． １４（１１）： １７７４ － １７７６．

［３］ 　 Ｍｅｕｌｅｎｂｅｒｇ Ｊ Ｊ， Ｈｕｌｓｔ Ｍ Ｍ， ｄｅ Ｍｅｉｊｅｒ Ｅ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｌｅｌｙｓｔａｄ

ｖｉｒｕｓ， ｔｈｅ ｃａｕｓａｔｉｖｅ ａｇｅｎｔ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ａｂｏｒｔｉｏｎ ａｎｄ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ （ＰＥＡＲＳ）， ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＬＤＶ ａｎｄ ＥＡＶ［Ｊ］ ．

Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， １９９３， １９２（１）： ６２ － ７２．

［４］ 　 Ｃｏｎｚｅｌｍａｎｎ Ｋ Ｋ， Ｖｉｓｓｅｒ Ｎ， Ｖａｎ Ｗｏｅｎｓｅｌ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

ｖｉｒｕｓ， ａ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｔｅｒｉｖｉｒｕｓ ｇｒｏｕｐ［ Ｊ］ ． Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， １９９３，

１９３ （１）： ３２９ － ３３９．

［５］ 　 Ｂａｕｔｉｓｔａ Ｅ Ｍ， Ｍｅｕｌｅｎｂｅｒｇ Ｊ Ｊ， Ｃｈｏｉ Ｃ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ

ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ （ ＶＲ － ２３３２ ） ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ

ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ］ ． Ａｒｃｈ Ｖｉｒｏｌ，

１９９６， １４１（７）： １３５７ － １３６５．

［６］ 　 Ｂａｕｔｉｓｔａ ＥＭ， Ｆａａｂｅｒｇ ＫＳ， Ｍｉｃｋｅｌｓｏｎ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｈｅｌｉｃａｓｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ ］ ． Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， ２００２， ２９８ （ ２ ）：

２５８ － ２７０．

［７］ Ｎｅｌｓｏｎ Ｅ Ａ， Ｃｈｒｉｓｔｏｐｈｅｒ － Ｈｅｎｎｉｎｇｓ Ｊ， Ｄｒｅｗ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａ⁃

ｔｉｏｎ ｏｆ Ｕ． Ｓ． ａｎｄ Ｅｕｒｏｐｅａｎ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ ｂｙ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， １９９３， ３１（１２）： ３１８４ － ３１８９．

［８］ 　 Ｆｏｒｓｂｅｒｇ Ｒ． Ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ ｓｕｂｔｙｐｅｓ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｅｖｏｌ， ２００５， ２２

（１１）： ２１３１ － ２１３４．

［９］ 　 Ｌｉ Ｙ， Ｚｈｏｕ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｊ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｎｓｐ９ ａｎｄ Ｎｓｐ１０ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ

ｔｈｅ ｆａｔａｌ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｉｎ Ｃｈｉｎａ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｐａｔｈｏｇ，

２０１４， １０（７）： １ － １８．

［１０］ Ｎｅｌｓｅｎ Ｃ Ｊ， Ｍｕｒｔａｕｇｈ Ｍ Ｐ， Ｆａａｂｅｒｇ Ｋ Ｓ． Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ

ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ： ｄｉｖｅｒｇｅｎｔ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｎ

ｔｗｏ ｃｏｎｔｉｎｅｎｔｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ， １９９９， ７３（１）： ２７０ － ２８０．

［１１］ Ｚｈｏｕ Ｌ， Ｙａｎｇ Ｈ． Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１０（１５４）： ３１ － ３７．

［１２］ 杨汉春． ２０１４ 年猪病流行情况与 ２０１５ 年流行趋势及防控对

策［Ｊ］ ． 猪业科学，２０１５，３２（２）：３８ － ４０．

Ｙａｎｇ Ｈ Ｃ． Ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｇ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ２０１４， ｅｐｉｄｅｍｉｃ

ｔｒｅｎｄ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａ ｃｏｕｎｔｅｒｍｅａｓｕｒｅｓ ｉｎ ２０１５ ［ Ｊ］ ． Ｓｗｉｎｅ

Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１５， ３２（２）： ３８ － ４０．

［１３］ Ｌｉ Ｂ， Ｆａｎｇ Ｌ Ｒ， Ｇｕｏ Ｘ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｂｅｔｗｅｅｎ ２００６ ａｎｄ ２０１０ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１１， ４９（９）： ３１７５ － ３１８３．

［１４］ Ｌｉｕ Ｊ Ｋ， Ｗｅｉ Ｃ Ｈ， Ｙａｎｇ Ｘ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ

ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｎｓｐ２ ａｎｄ ＯＲＦ５ ［ Ｊ ］ ．

Ａｒｃｈ Ｖｉｒｏｌ， ２０１３（１５８）：１８１１ － １８１６．

［１５］ Ｘｉｅ Ｊ， Ｚｈｕ Ｗ， Ｃｈｅｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ＰＲＲＳＶ

ｉｎ Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ ｆｒｏｍ ２００７ ｔｏ ２０１１ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ

ＯＲＦ５［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂ Ｐａｔｈｏｇ， ２０１３（６３）： ３０ － ３６．

［１６］ Ｚｈｏｕ Ｌ， Ｙａｎｇ Ｘ， Ｔｉａｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ２ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

ｖｉｒｕｓｅｓ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ［ Ｊ］ ． ＢｉｏＭｅｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ， ２０１４（２０１４）： １ － １３．

（编 辑：李文平）

·３１·


