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　 　 猪繁殖与呼吸综合征(ＰＲＲＳ)ꎬ俗称“猪蓝耳病”ꎬ是由

猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)引起的一种急性、具有

高度传染性疾病ꎬ其主要临床症状表现为持续高热、母猪繁

殖障碍以及仔猪呼吸困难和高死亡率[１￣２] ꎮ ＰＲＲＳ 最早发现

于美国的北卡罗来纳州ꎬ随后世界各国陆续报道ꎬ中国于

１９９６ 年首次报道该病ꎮ ２００６ 年出现了由高致病性 ＰＲＲＳＶ
引起的“猪无名高热症”疫情的大面积暴发和流行ꎬ导致猪

群高发病率及高死亡率ꎬ给养猪业造成了巨大的经济损

失[３] ꎮ
ＰＲＲＳＶ 是一种单股正链 ＲＮＡ 病毒ꎬ其基因组长度约

１４ ５００ ｂｐꎬ编码区至少包括 １０ 个开放阅读框(ＯＲＦ) [４] ꎮ 其

中ꎬＯＲＦ５ 基因可以编码病毒的主要结构蛋白 ＧＰ５ꎬ该蛋白质

是一种糖基化囊膜蛋白质ꎬ也是 ＰＲＲＳＶ 诱导机体产生中和

抗体的主要抗原[５] ꎮ 研究结果证实ꎬＧＰ５ 蛋白是 ＰＲＲＳＶ 中

最容易发生变异的蛋白质之一ꎬ常被用作评价 ＰＲＲＳＶ 病毒

是否发生变异的主要依据之一ꎬＯＲＦ５ 基因也因此成为序列

分析的典型基因ꎬ可作为 ＰＲＲＳＶ 基因分型的重要依据ꎬ在
ＰＲＲＳＶ 流行性株遗传变异研究中发挥重要作用[６] ꎮ 当前在

中国境内的 ＰＲＲＳＶ 可分为 ２ 个血清型ꎬ即 ＰＲＲＳＶ２ (以 ＶＲ￣
２３３２ 毒株为代表) 和 ＰＲＲＳＶ１ (以 Ｌｅｌｙｓｔａｄｖｉｒｕｓ 毒株为代

５８２



表)ꎬ其中 ＰＲＲＳＶ２ 又可分为 ５ 个基因亚型( ｌｉｎｅａｇｅ １、ｌｉｎｅａｇｅ
３、ｌｉｎｅａｇｅ ５、 ｌｉｎｅａｇｅ ８、 ｌｉｎｅａｇｅ ９)ꎬ ｌｉｎｅａｇｅ １ 包含 ＮＡＤＣ３０、
ＪＬ５８０ 等毒株ꎻｌｉｎｅａｇｅ ３ 包含 ＱＹＹＺ、ＧＭ２ 等近年来在华南地

区流行的低致病毒株ꎻｌｉｎｅａｇｅ ５ 包含 ＰＲＲＳＶ２ 代表毒株 ＶＲ￣
２３３２ꎻｌｉｎｅａｇｅ ８ 包含以 ＴＪ、ＪＸＡ１、ＴＡ￣１２ 等高致病毒株和以

ＣＨ￣１ａ 等为代表的经典毒株及 ２０１１ 年于新疆地区发现的

ｌｉｎｅａｇｅ ９[７￣１１] ꎮ
为研究中国近年来 ＰＲＲＳＶ 流行毒株和变异特征ꎬ本研

究从 ＧｅｎＢａｎｋ 中随机取回分离于中国 ２０１０－２０１９ 年的 ８７７
株 ＰＲＲＳＶ 的 ＯＲＦ５ 基因序列ꎬ并对其进行遗传进化和重组

分析ꎬ以期为监测中国猪群中 ＰＲＲＳＶ 的变异情况和防控

ＰＲＲＳ 提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基因序列的收集

从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中随机取回 ８７７ 株 ２０１０－２０１９ 年分

离于中国 ２９ 个省、市和自治区的 ＰＲＲＳＶ 的 ＯＲＦ５ 全基因序

列作为分析样本ꎬ同时ꎬ收集 ２４ 株各 ＰＲＲＳＶ 基因亚型的代

表毒株和 ２２ 株邻国毒株作为参考毒株ꎮ 为了更好地呈现分

析结果ꎬ在 ８７７ 株毒株中随机选取 ９８ 株代表毒株用于后续

分析ꎮ
１.２　 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基因的系统发育分析

采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ (ＮＪ)方法ꎬ参照文献[１２]进行参

数设置ꎬ利用软件 ＭＥＧＡ ｖ.１０.０.５ 绘制本研究获得的 ８７７ 株

ＰＲＲＳＶ 的 ＯＲＦ５ 基因序列与参考毒株 ＯＲＦ５ 基因序列的分

子进化树ꎬ应用徐铮等[１３] 提出的基因分型方法对毒株进行

类群划分并分析其进化关系及各基因亚型在中国的流行情

况ꎮ
１.３　 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基因序列分析

利用 ＤＮＡｓｔａｒ 中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 程序将收集的 ＯＲＦ５ 基因

序列与参考毒株的 ＯＲＦ５ 基因序列进行核苷酸同源性分析ꎬ
并对 ＯＲＦ５ 基因推导的氨基酸序列进行对比分析ꎬ其中以

ＰＲＲＳＶ２ 代表毒株 ＶＲ￣２３３２ 为氨基酸序列比对时的标准毒

株[６ꎬ８] ꎮ
１.４　 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基因的重组分析

为研究所收集毒株之间的基因重组情况ꎬ利用软件

ＲＤＰ４.０ 中的 ７ 种检测 算 法 [ ＲＤＰ ( Ｒ)、 ＭａｘＣｈｉ ( Ｍ)、
ＢｏｏｔＳｃａｎ (Ｂ)、ＧｅｎｅＣｏｎｖ (Ｇ)、３ｓｅｑ (Ｔ)、ＳｉＳｃａｎ ( Ｓ)和 Ｃｈｉ￣
ｍａｅｒａ (Ｃ)]对获得的 ＯＲＦ５ 基因进行重组分析ꎬ并参照文献

[１４￣１５]中的判定依据对检测出的重组事件进行界定ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基因的核苷酸同源性比对及遗传演化

分析

分析结果显示ꎬＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基因序列的长度为 ６００
ｂｐ、６０３ ｂｐ 和 ６０６ ｂｐꎬ核苷酸同源性为５９.６％~ １００􀆰 ０％ꎬ与国

内外 ４６ 株参考毒株的 ＯＲＦ５ 基因同源性为５９.４％~ １００􀆰 ０％ꎮ
ＯＲＦ５ 基因进化树分析结果表明ꎬ８７７ 株 ＰＲＲＳＶ 毒株中有 １５
株为 ＰＲＲＳＶ１ꎬ８６２ 株为 ＰＲＲＳＶ２ 毒株ꎮ ＰＲＲＳＶ２ 又可进一

步划分为多个不同基因亚型ꎬ其中高致病性毒株(亚型 １)有
５１７ 株、经典毒株(亚型 ２)有 ７４ 株、广东新变异毒株(亚型

３)有 ６２ 株、ＪＸＡ￣Ｒ 疫苗样毒株(亚型 ４)有 ２９ 株、ＮＡＤＣ３０ /
ＮＡＤＣ３４ 样毒株(亚型 ５)有 １１５ 株以及分离于新疆地区的毒

株(亚型 ９)有 ６ 株ꎮ 进一步分析发现ꎬ除上述 ６ 种已发表的

基因亚型外ꎬ又出现几个与之明显不同的分支ꎬ将其分别命

名为亚型 ６(３２ 株)、亚型 ７(４ 株)、亚型 ８(２３ 株)ꎮ
２.２　 不同基因亚型 ＰＲＲＳＶ ＧＰ５ 蛋白的氨基酸序列对比

根据文献报道ꎬ当前 ＰＲＲＳＶ２ ＧＰ５ 蛋白中存在 １ 个信号

肽、２ 个高变区(ＨＶＲ１ 和 ＨＶＲ２)、３ 个跨膜区(ＴＭ１、ＴＭ２ 和

ＴＭ３)以及 ５ 个表位结构(ＤＥ、ＮＥ、Ｔ１、Ｔ２、ＴＭ３)ꎬ另有位于第

１３ 位和 １５１ 位氨基酸位点的 ２ 个毒力相关位点[６ꎬ１４￣１５] ꎮ 本

试验从 ＰＲＲＳＶ１ 和 ＰＲＲＳＶ２ 毒株 １~ ５ 基因亚型中随机选取

代表毒株与本试验获得的 ９８ 株代表性分析毒株的 ＧＰ５ 蛋

白氨基酸序列进行对比分析ꎮ 结果表明ꎬ中国 ＰＲＲＳＶ ＧＰ５
蛋白的氨基酸序列中普遍存在变异ꎮ 相比于 ＰＲＲＳＶ２ 的代

表毒株 ＶＲ￣２３３２、ＰＲＲＳＶ１ 毒株和亚型 ７ 均在第 ３３~ ３４ 位氨

基酸位点处插入 ２ 个氨基酸ꎻ相比于 ＰＲＲＳＶ１ 的代表毒株ꎬ
亚型 ６ 和亚型 ７ 分别在第 ３４ 位氨基酸位点、５８ 位氨基酸位

点处出现 １ 个氨基酸缺失ꎮ 而 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ １ 和 Ｓｕｂｇｅｎｏｔｙｐｅ ７
毒株均在３３~３４ 位氨基酸位点处插入 ２ 个氨基酸ꎬ其余的突

变主要表现为各氨基酸位点的点突变ꎮ
２.３　 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基因的重组分析

重组分析共检测到 １１ 个重组事件ꎬ其中ꎬ２ 个是明确的

重组事件ꎬ９ 个是潜在的重组事件[１６￣１８] ꎮ 在明确的重组事件

中ꎬ重组事件 ２ 的重组体是毒株 ＭＨ４２２０６０(ＮＣＢＩ 登录号:
ＨＬＪ / ＨＥＢ / ２０１６ / １０３１ｂ)ꎬ其主要亲本是毒株 ＫＸ８１５４２８(ＮＣ￣
ＢＩ 登录号:１５ＳＣ３)ꎬ次要亲本是毒株 ＭＫ４５０６１４(ＮＣＢＩ 登录

号:２０１８１１３Ｚｈａｎｇｓｈｕ６)ꎬ重组区域大约发生在 ＯＲＦ５ 基因序

列的２７０~５７０ ｂｐꎮ

３　 讨 论

近年来ꎬ中国陆续报道新的突变毒株ꎬ使得中国的

ＰＲＲＳＶ 流行毒株更加多样化ꎬ变异进程加快ꎬ防控更加复杂

化[１６ꎬ１９￣２１] ꎮ 虽然中国已采取疫苗免疫的方法进行防控ꎬ但高

致病性毒株减毒活疫苗的无序使用造成减毒活疫苗病毒的

大量传播ꎬ使得 ＰＲＲＳ 仍然是严重危害中国养猪业的重要疫

病之一[２２] ꎮ 通过对 ＰＲＲＳＶ 基因组特征和遗传进化分析发

现ꎬ基于选择压力的变化和病毒自身进化的需要ꎬＰＲＲＳＶ 不

断发生变异和重组ꎬ尤其是在 ＮＳＰ２ 和 ＧＰ５ ２ 个最易变异的

蛋白质上面ꎬ这给 ＰＲＲＳ 的防治带来了更大困难ꎬ因此

ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ２ 和 ＯＲＦ５ 基因也常被用作 ＰＲＲＳＶ 各流行毒株

间遗传进化分析的靶基因ꎮ
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通过对新鉴定亚型进行地理区分分析ꎬ我们发现以

ＫＹ３７３２１４、ＭＦ１３３２９６ 等为代表的新亚型 ６ 主要在广西、河
南、四川、山东等地被检出ꎻ以 ＫＣ５２７８３０、ＫＸ８１５４１９ 为代表

的新亚型 ７ 主要在广东、浙江等地被检出ꎻ以 ＭＫ２９１４０７、
ＫＰ９９８４１５ 为代表的新亚型 ８ 主要在中国台湾地区被检出ꎬ
且新亚型 ６ 与 ＰＲＲＳＶ１ꎬ新亚型 ７ 与 ｌｉｎｅａｇｅ ３ꎬ新亚型 ８ 与

ｌｉｎｅａｇｅ １ 亲缘关系较近ꎬ表明目前中国的 ＰＲＲＳＶ 呈现多基

因亚型并存的局面ꎬ且基因亚型的种类有进一步增多的趋

势ꎮ
通过对 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基因编码蛋白质的变异分析发

现ꎬ其存在多处点突变ꎬ个别基因型或基因亚型还存在碱基

插入和缺失的情况ꎬ该情况可能导致已有的 ＰＲＲＳＶ 疫苗免

疫效果不佳或失败ꎬ更可能导致新型变异毒株的出现ꎮ 此

外ꎬ与毒力有关的第 １３ 位和第 １５１ 位氨基酸位点的比对结

果显示ꎬ这些毒力位点的突变有可能会导致 ＰＲＲＳＶ 流行毒

株毒力的改变ꎬ甚至会出现新的高致病性毒株ꎮ
对 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基因的重组分析结果表明ꎬ基于中国

不同地区的 ８７７ 株 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基因共检测到 １１ 个可能的

重组事件ꎬ但是根据 Ｔｏｍｉｔａｋａ 等[１８] 和 Ｌｉ 等 [１６]的结果判断

原则ꎬ其中只有 ２ 个是明确的重组事件ꎬ虽然重组事件 １ 中

重组体 ＭＫ６８９０８３(新亚型 ６)的主要亲本尚不明确ꎬ但其次

要亲本 ＭＴ０３６９３１ 却是亚型 ４ꎬ即高致病性 ＰＲＲＳＶ 减毒疫苗

毒株或演化毒株ꎮ 重组事件 ２ 中的重组毒株 ＭＨ４２２０６０(亚
型 ２ꎬ即经典毒株)来源于 ＫＸ８１５４２８(亚型 ５ꎬ即 ＮＡＤＣ３０￣ｌｉｋｅ
毒株)和 ＭＫ４５０６１４(亚型 １ꎬ即高致病性毒株)的重组ꎬ这与

陈盛楠等[１４]和 Ｘｉｅ 等[１９] 对中国部分地区 ＰＲＲＳＶ 变异分析

的结果一致ꎬ说明中国 ＰＲＲＳＶ 毒株间的重组频频发生是导

致新的突变毒株出现的主要原因之一ꎮ 特别值得注意的是ꎬ
虽然利用 ＲＤＰ４ 软件并未检测到 ＰＲＲＳＶ１ 与 ＰＲＲＳＶ２ 毒株

之间存在基因重组的情况ꎬ但通过氨基酸序列比对发现ꎬ亚
型 ７ 的第１~５６ 个氨基酸与 ＰＲＲＳＶ２ 代表株高度同源ꎬ其第

６２~２０１ 个氨基酸却又与 ＰＲＲＳＶ１ 代表株高度同源ꎬ提示亚

型 ７ 可能来源于 ＰＲＲＳＶ１ 与 ＰＲＲＳＶ２ 毒株间的基因重组ꎮ
众所周知ꎬ基因重组可能会导致病毒的抗原表位发生变化ꎬ
从而导致病毒发生变异ꎬ这既是病毒发生变异产生新的亚群

的一种方式ꎬ也是疫苗特异性免疫失败的一个重要原因[２３] ꎮ
对重组事件进一步分析发现ꎬ所收集 ８７７ 株 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基

因的重组情况主要分布在广东、吉林、河南、浙江、江西、黑龙

江、安徽等地ꎬ其中在河南检出最多ꎬ其次是山东ꎬ提示将来

这些地方的 ＰＲＲＳＶ 防控应以重组毒株为主ꎮ
本研究基于 ８７７ 株中国２０１０－２０１９ 年 ＰＲＲＳＶ ＯＲＦ５ 基

因序列对中国近年来 ＰＲＲＳＶ 流行毒株的变异情况进行了分

析ꎬ本研究结果为进一步研究中国 ＰＲＲＳＶ 的遗传演化ꎬ筛选

新的疫苗候选株和开发新型疫苗防控 ＰＲＲＳ 具有重要意义ꎮ
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