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基于宏转录组测序技术对一起欧洲型和美洲型
PRRSV混合感染事件的鉴定和分析
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摘 要： 旨在探究宏转录组测序技术在猪繁殖与呼吸综合征病毒（PRRSV）混合感染诊断中的应用价值。采集广

西壮族自治区某猪场 1 份 PRRSV 阳性血清样品，通过宏转录组测序技术获得病毒全基因组序列，并进一步进行遗

传进化与重组分析。结果显示，通过该方法成功获取欧洲型 PRRSV1-GXHZ-202408 毒株和美洲型 PRRSV2-
GXHZ-202408 毒株的全基因组，长度分别为 15 076 bp 和 14 989 bp。进化分析表明，PRRSV1-GXHZ-202408 与欧

洲型毒株 SC-2020-1（MW115431）位于同一个新亚群分支，两者的核苷酸相似度为 90. 45%。PRRSV2-GXHZ-
202408 属于 NADC30-like（美洲型毒株，谱系 1. 8），与该谱系代表毒株 NADC30（MH500776）的相似度为 88. 63%。

重组分析发现，PRRSV1-GXHZ-202408 毒株可能是以 SC-2020-1 毒株为病毒骨架与 LV4. 2. 1 毒株（AY588319）和

HKEU16 毒株（EU076704）重组而成，重组区间分别为 650~2 050 nt（NSP1-NSP2）和 14 131~14 570 nt（ORF6）；

PRRSV2-GXHZ-202408 则以 NADC30（MH500776）为主要亲本毒株，以 JXA1（EF112445）为次要亲本毒株，其区

间为 5 331-8 081 nt（NSP3-NSP9）。本研究运用宏转录组测序技术不仅明确鉴定出猪场美洲型和欧洲型 PRRSV
混合感染，还获取了毒株的全基因组并精准解析流行毒株的遗传特征，清晰地还原了该猪场 PRRS 的流行情况，证

实宏转录组测序技术为 PRRS 的精准防控提供了强有力工具。
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Abstract： This study aimed to evaluate the application of metatranscriptomic sequencing technology 
for the identification of a co-infection event involving European and North American genotypes of 
PRRSV.  A PRRSV-positive serum sample was collected from a swine farm in Guangxi Zhuang 
Autonomous Region.  The complete genome sequence of the virus was obtained using metatranscriptomic 
sequencing， and further subjected to phylogenetic and recombination analysis.  Complete genome 
sequences of both PRRSV1-GXHZ-202408 （15 076 bp） and PRRSV2-GXHZ-202408 （14 989 bp） 
were successfully recovered.  Phylogenetic analysis revealed that PRRSV1-GXHZ-202408 formed a 
novel subclade with its closest relative SC-2020-1 （GenBank： MW115431； 90. 45% nucleotide 
identity）， while PRRSV2-GXHZ-202408 clustered within the NADC30-like group （Lineage 1. 8）， 
sharing 88. 63% nucleotide identity with the prototype NADC30 strain （MH500776）.  Notably， 
recombination events were identified in both strains： PRRSV1-GXHZ-202408 originated from an 
SC-2020-1 backbone with recombination breakpoints in NSP1-NSP2 （650-2 050 nt） and ORF6 
（14 131-14 570 nt） involving LV4. 2. 1 （AY588319） and HKEU16 （EU076704）， whereas PRRSV2-
GXHZ-202408 arose from recombination between NADC30 （MH500776， major parent） and JXA1 
（EF112445， minor parent） in the NSP3-NSP9 region （5 331-8 081 nt）. In this study， metatranscriptomic 
sequencing was employed to not only definitively identify co-circulation of PRRSV1 and PRRSV2 in 
the swine farm， but also to obtain complete viral genomes and precisely characterize the genetic 
features of circulating strains.  This approach clearly analyzed the epidemic dynamics of PRRSV in the 
swine farm， demonstrating that metatranscriptomic sequencing serves as a powerful tool for precise 
prevention and control of PRRS.
Keywords： porcine reproductive and respiratory syndrome virus； co-infection； metatranscriptomic 
sequencing； genomic characterization

*  Corresponding author： SUN Yankuo， E-mail： yankuosun@scau. edu. cn

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（PRRSV）引起的以妊娠母猪后期繁殖障

碍和生殖衰竭、新生仔猪虚弱及呼吸道症状为特征

的烈性传染病。病猪因呼吸困难导致耳朵末端出

现发绀的现象，故又称为“蓝耳病”［1-2］。自 1987 年

在美国首次暴发以来，PRRSV 已演变为全球性疫

病［3］。根据国际病毒分类委员会（ICTV）最新标准，

PRRSV 被划分为两个独立种：欧洲型（PRRSV-1）
和美洲型（PRRSV-2），二者基因组核苷酸同源性不

足 60%［4-5］。我国于 1996 年首次鉴定出美洲型毒

株，此后该病毒在国内快速传播并通过持续的基因

重组与变异加速演化，目前已成为我国主要流行毒

株。自 2011 年首次报道以来，欧洲型毒株已在我国

20 余个省份流行［6-8］。当前流行的欧洲型毒株属于

Global 分 支 ，可 进 一 步 划 分 为 4 个 主 要 进 化 群 ：

Amervac-like、 BJEU06-1-like、 HKEU16-like 和

NMEU09-like［9］。虽然欧洲型毒株在临床生产中造

成的损失相对轻，但在国内的部分地区却发现其中

等致病性毒株的流行［7，10-11］。同时，近年来美洲型毒

株的演化态势同样严峻。监测数据显示，高重组

NADC30/34-like（谱 系 1）目 前 已 取 代 传 统 HP-
PRRSV 成为新的优势流行株［12-13］。欧洲型与美洲

型 PRRSV 共流行和高频重组的局面加剧了我国毒

株的复杂性，为精准诊断猪场 PRRSV 带来了前所

未有的挑战［14-16］。

PRRSV 的诊断和监测方面的情况也不容乐

观，当前 PRRSV 诊断监测技术面临多重瓶颈［17］：病

毒分离鉴定通常需要 2~4 周时间，不仅耗时较长，

而且成本高、灵敏度有限；血清学检测存在 7~14 d
的窗口期且难以有效区分疫苗免疫与野毒感染抗

体；常规 PCR 与实时荧光定量 PCR（qPCR）虽灵敏

度高，检测限可达 10⁴ 拷贝·μL-1，但其依赖已知靶

标序列设计引物/探针，仅能检测已知的蓝耳毒株

类型［18-19］。目前，针对 PRRSV 病原和核酸诊断传统

的方案有 RT-PCR、胶体金试纸条和 RT-qPCR，均
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存在上述局限性。在我国生猪养殖规模化进程加

速和跨区域流通频繁背景下，PRRSV 多毒株混合

感染现象普遍，亚临床感染和免疫抑制状态导致传

统诊断技术敏感性下降［20］，目前针对 PRRSV 的监

测主要关注 ORF5 基因，得到的信息相对有限。亟

需一种能够实现全基因组解析、精准识别重组事件

的新型检测技术，在全基因组层面实现对 PRRSV
的监测。

宏转录组测序技术的突破为 PRRSV 混合感染

的精准诊断提供了全新解决方案。该技术基于高

通量测序（next-generation sequencing，NGS）的大规

模 并 行 测 序 原 理 ，通 过 全 转 录 组 无 偏 捕 获 策 略

（whole-transcriptome shotgun sequencing），将 样 本

中包括病毒 RNA 在内的所有 RNA 随机片段化并转

化为测序文库，经集群扩增后可在单次运行中产出

数十亿条读长（reads），实现核酸物质的数字化定量

检测［21-23］。相较于传统靶向检测方法，宏转录组测

序核心优势在于：1）无偏好性：无需预先设计引物，

可同步检测已知和未知病原；2）动态监测：通过读

长丰度定量反映病原含量。该技术已在动物疫病

诊断领域展现出重要价值，特别是在新发/再现病

毒性疾病的筛查中［24-25］。本研究通过对广西壮族自

治区某猪场 PRRSV 阳性样本进行宏转录组测序，

结合系统发育树构建和重组断点检测，成功在该猪

场鉴定出欧洲型与美洲型毒株的共感染事件，解析

了毒株的进化分群与重组特征。这些发现为建立

基于全基因组特征的精准防控体系提供了分子流

行病学依据。

1　材料与方法

1. 1　样品处理和实时荧光定量 RT-PCR检测

2024 年 8 月，广西某猪场发生疑似 PRRS 疫情，

该场无疫苗接种史，发病的妊娠母猪出现流产的症

状。本课题组从该场采集了一份血清样品，随后低

温运输至华南农业大学兽医学院动物疫病高通量

诊 断 中 心 进 行 检 测 。 使 用 Virus DNA/RNA 
Extraction Kit 2. 0（Vazyme，Cat：RM401-01）试剂盒

抽提血清样品核酸，并采用猪繁殖与呼吸综合征病

毒（PRRSV-1、2 型）荧光 RT-PCR 检测试剂盒（广

东海大畜牧兽医研究院有限公司，批号：240401）进

行实时荧光定量 RT-PCR。

1. 2　文库构建及上机测序

对血清样品核酸首先进行 DNA 去除、RNA 纯

化、片段化和 rRNA 去除，随后使用随机引物进行一

链 cDNA 合成、cDNA 二链合成、ds cDNA 末端修复

及 dA-tailing、接头连接、双轮磁珠片段分选、PCR
富集和 0. 9×磁珠纯化文库。纯化后的文库使用

Qsep100进行片段峰值分析，以评估文库的片段大小

和分布，同时使用 Qubit 进行双链核酸浓度的质检。

质检通过后将文库 pooling 上机测序，用 MGISEQ-
200测序仪（测序策略为 PE150）进行测序。

1. 3　测序数据质控、组装和筛选

得到原始测序数据即双端测序文件后，接下来

对这些数据进行质控、组装和注释以得到目标序列。

首先，使用 FastQC（V 0. 12. 1）工具对双端测序文件

进行质量控制分析，以确保数据适用于后续的分析并

制 定 数 据 预 处 理 策 略 。 然 后 使 用 Trimmomatic
（V 0. 39）工具进一步进行质量控制。通过剪切接

头序列、去除读数开始端和末端的低质量碱基以及

对长度小于 50 bp 的低质量读数过滤，筛选出高质

量（≥Q30）的 Clean reads。接着使用 MEGAHIT
（V 1. 2. 9）对上一步处理得到的 Clean reads 进行从

头组装来构建长的 contigs，同时通过设置参数过滤

掉长度短于 500 bp 的 contigs 以提高输出的结果的

质量。将组装完成后的序列通过 blastn（BLAST 
2. 15. 0）与自建的 PRRSV 数据库进行比对，把比对

结果以 60% 的相似度和 E-value≤0. 000 001 的阈

值进行筛选并分为美洲型和欧洲型两类。使用

Samtools（V 1. 19）分析测序深度。最后，对通过以

上步骤得到的 PRRSV 序列进行人工复检后最终得

到 PRRSV 基因组序列。

1. 4　遗传进化分析

为探究测序得到的毒株序列与其它毒株的遗

传进化关系，从 NCBI 数据库中下载了美洲型和欧

洲型 PRRSV 的一些代表性序列并与本次样品毒株

的序列合并为一个序列文件（表 1）。随后使用

MAFFT（V 7. 525）软件进行多重序列比对，然后将

对比结果使用 TrimAL（V 0. 12. 1）进行修剪。在

IQTREE（V 2. 3. 0）中，采用 TEST 以自动选择最佳

核苷酸替换模型并用 1 000次自举值（Bootstrap）重复

来评估树的可靠性，构建了毒株全基因组和 ORF5
序 列 的 最 大 似 然 系 统 发 育 树 。 使 用 Megalign
（V 7. 1. 0）分析毒株和参考序列的相似性。
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1. 5　重组分析

为评估 PRRSV 毒株潜在的重组事件，利用

RDP4 软 件（V 4. 10. 1）中 RDP、GENECONV、

BootScan、Maxchi、Chimaera、SiScan 和 3Seq 共 7 种

方法检测重组事件和重组断点，当 7 种方法中的

3 种都满足且 P≤0. 001 时，则认为该重组事件可能

发生。同时在 Simplot（V 3. 5. 1）进行验证，设置窗

口大小为 500 bp，步长为 20 bp。若出现重组断点，

表 1　本研究涉及的 PRRSV参考毒株信息

Table 1　The information of the PRRSV reference strains used in this study

登录号
Accession 
number
AY032626
AY366525
AY588319
DQ489311
EF112445
EF635006
EF641008
EU076704
GQ461593
GU047344
GU047345
GU067771
HQ315837
HQ401282
HQ843178
HQ843179
HQ843180
JF802085
JN387271
JN654459
JN662424
JQ308798
JX187609
KC492504
KC492505
KC492506
KF001144
KF287129
KF287130
KF287131
KM196101
KP860909
KP860912
KP860913
KP889243

毒株名称
Strain name

CH-1a
EuroPRRSV

LV4-2
SD01-08

JXA1
HUN4

JXwn06
HKEU16

SHE
BJEU06-1

NMEU09-1
Amervac
SY0909

Shaanxi-2
HLJ-09

HLM-09
SD-09

lena
GDQY1
NADC30

GM2
QYYZ

NVDC-NM1-2011
NVDC-NM2
NVDC-NM3

NVDC-FJ
GZ11-G1

HK3
HK5

HK10
LNEU12

FJZ03
FJEU13

FJQEU14
SU1-Bel

国家/时间
Country/Year

China/1996
USA/2003

Netherlands/2004
USA/2001
China/2006
China/2007
China/2007
China/2007
China/2009
China/2006
China/2009
Spain/2009
China/2009
China/2007
China/2009
China/2009
China/2009

Belarus/2007
China/2007
USA/2008
China/2011
China/2011
China/2011
China/2011
China/2011
China/2011
China/2011
China/2003
China/2004
China/2004
China/2012
China/2013
China/2015
China/2015

Belarus/2010

登录号
Accession 
number
KP998476
KR706343
KT022071
KT224385
KT257976
KT351740
KU950372
KX668221
KX815423
KY373214
M96262
MF375261
MG844181
MG860516
MH500776
MH651736
MH651739
MH651740
MH651741
MH651742
MH651743
MH651744
MH651745
MH651747
MH651748
MK303390
MK639926
MN648054
MN648055
MN648449
MW115431
MZ820388
OL771206
OL771208

毒株名称
Strain name

FJFS
JL580

HNxa14
HLJB1
ISU29
HLJB1

HENXX-1
WestSib13

15LN1
JSWA

Lelystad
SC-d

HB17A
LNWK96
NADC30
CY1-1604

HBFL-1604
HNJYH-1606
LNCH-1604
SDQD-1604

SD-1602
SD53-1603
SD99-1606
SDZC-1609
TJZH-1607

180900-5
EUGDHD2018
LNDZD10-1806
HLJZD30-1902

HLHDZD32-1901
SC-2020-1

JS2021NADC34
CH/SCCD-4/2020
CH/SCMS-4/2020

国家/时间
Country/Year

China/2015
China/2013
China/2014
China/2014
USA/2014
China/2013
China/2014
Russia/2013
China/2015
China/2014

Netherlands/2000
China/2015
China/2017
China/2017
China/2017
China/2016
China/2016
China/2016
China/2016
China/2016
China/2016
China/2016
China/2016
China/2016
China/2016
China/2018
China/2018
China/2018
China/2019
China/2019
China/2020
China/2021
China/2020
China/2020
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则将由断点切割的不同区域进行系统发育树构建

以进一步验证重组事件的发生情况。

2　结 果

2. 1　基因组特点和相似度分析

针对该 PRRSV 阳性不稳定场采集的血清样品

核酸进行 RT-PCR 初步鉴定，测出样本包含欧洲型

毒株和美洲型毒株，CT 值分别为 23. 28 和 22. 97。
为进一步了解样品毒株的全基因组特征，对样品核

酸进行文库构建和高通量测序。测序共得到 2. 8 Gb
原始数据，质控后平均 Reads 质量为 Q37。使用

MEGAHIT 进行组装、使用 blastn 进行筛选，得到了

两条 PRRSV 序列：一条属于欧洲型（PRRSV-1），长

度为 15 076 bp，命名为 PRRSV1-GXHZ-202408；另
一条属于美洲型（PRRSV-2），长度为 14 989 bp，命
名为 PRRSV2-GXHZ-202408。Samtools 软件分析

显示，本次获得的 2 条序列的平均测序深度均超过

了 10 000 × ，覆 盖 所 有 的 编 码 区 。 PRRSV1-
GXHZ-202408 和 PRRSV2-GXHZ-202408 毒 株 与

PRRSV 全 基 因 组 参 考 数 据 库 中 欧 洲 型 毒 株

LV4. 2. 1（AY588319）的 基 因 相 似 度 分 别 为

86. 25% 和 55. 57%，而与美洲型代表毒株 NADC30
（MH500776）的 基 因 相 似 度 分 别 为 55. 75% 和

88. 63%。基因组相似度框架图显示，本研究通过宏

转录组测序技术成功鉴定了美洲型和欧洲型毒株的

混合感染，并获得了完整的毒株基因组（图 1）。

欧洲型 PRRSV1-GXHZ-202408 毒株与各代表

性欧洲型参考毒株的全基因组核苷酸相似度范围

为 82. 37%~90. 45%、ORF5 的核苷酸和氨基酸相

似 度 范 围 分 别 为 83. 83%~88. 94% 和 84. 65%~
89. 11%。其全基因组和 ORF5 均与 SC-2020-1 毒

株 的 核 苷 酸 相 似 度 最 高 ，分 别 为 90. 45% 和

88. 94%。 PRRSV1-GXHZ-202408 毒 株 在 NSP2-
NSP12、ORF2a-ORF5 以及 ORF7 区域与 SC-2020-
1 毒株有最高的相似度，但在 NSP1 基因处毒株与

LV4. 2. 1 毒株相似度最高，在 ORF6 区域处则与

HKEU16 毒 株 相 似 度 最 高（ 表 2）。 美 洲 型

PRRSV2-GXHZ-202408 毒株与各代表性美洲型毒

株全基因组的相似度范围为 79. 17%~88. 63%、

ORF5 的核苷酸和氨基酸与各代表毒株的相似度范

围分别为 82. 09%~90. 22% 和 81. 59%~90. 05%。

其全基因组和 ORF5 均与 NADC30 具有最高的核

苷酸相似度，分别为 88. 63% 和 90. 05%。毒株在

NSP1-NSP3、NSP9-NSP12 和 ORF2a-ORF7 这 些

区 域 与 NADC30 毒 株 具 有 最 高 的 相 似 度 ，但 在

NSP4-NSP8 这几个连续的区域却与 JXA1 最相似，

这表明 PRRSV2-GXHZ-202408 毒株可能发生了重

组（表 3）。此外，在 NSP2 区域美洲型 PRRSV2-
GXHZ-202408 毒株与代表毒株 NADC30 有最高的

相似度，且存在相同的基因缺失模式，即“111+1+
19”的氨基酸缺失模式。

2. 2　遗传进化分析

遗传进化关系显示，PRRSV1-GXHZ-202408
毒 株 的 全 基 因 组 和 ORF5 基 因 均 与 SC-2020-1
（MW115431）毒株位于同一个分支上。SC-2020-1
毒株于 2020 年在四川省被发现，与其他欧洲型毒株

相比，在其 NSP2、ORF3 和 ORF4 包含不连续的缺

失或插入，且其在系统发育树上与其它亚群存在明

图 1　样品毒株全基因组相似度框架图

Fig. 1　Genome-wide similarity plot of the isolated viral strains
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显 差 异 ，因 此 被 确 定 为 一 个 新 亚 群 ；PRRSV2-
GXHZ-202408 毒株的全基因组和 ORF5 基因的系

统发育树结果均显示该毒株属谱系 1. 8，该谱系代

表 毒 株 为 NADC30。 值 得 注 意 的 是 ，PRRSV2-
GXHZ-202408 毒株在进化树中位于 NADC30 参考

毒株的一个相对独立的分支，表明其存在较大的变

异（图 2）。

2. 3　流行毒株基因重组特点分析

重组是 PRRSV 进化和遗传变异的重要机制，

不同重组模式的毒株毒力表现情况也不尽相同。

重组分析结果显示，PRRSV1-GXHZ-202408 毒株

的全基因组以 SC-2020-1（MW115431）毒株作为骨

架病毒，整个基因组共存在 6 个重组断点，可分为

7 个区域。在 M 蛋白区域的 14 131~14 570 nt 片段

由 HKEU16（EU076704）毒 株 提 供 ，在 NSP1 和

NSP2 交界区域的 651~2 050 nt 的片段由 LV4. 2. 1
（AY588319）毒株提供。覆盖了 GP4 和 GP5 交界区

域的 13 211~13 590 nt 片段重组信号比较弱，主要

是因为欧洲型毒株的参考毒株基因过少，没有筛查

到高相似的亲本，因此还有待进一步验证（图 3）。

PRRSV2-GXHZ-202408 毒株存在明确的重组信

号 ，参 与 重 组 事 件 的 骨 架 病 毒 为 NADC30
（MH500776），次 亲 本 毒 株 为 JXA1（EF112445）。

2 个重组断点分别分布在 NSP3（5 331 nt）和 NSP9
（8 081 nt）。次要亲本 JXA1 毒株提供的片段即为两

个重组断点之间的区域（图 4）。

3　讨 论

PRRSV在我国的流行呈复杂多样性。自 1996年

CH-1a 毒 株 首 次 分 离 以 来 ，PRRSV 不 断 演 变 。

2006 年高致病性蓝耳病（HP-PRRS）的暴发导致行

业重创，2011 年欧洲型毒株的发现揭示了欧洲型与

美 洲 型 PRRSV 毒 株 的 共 存 格 局 ，而 2013 年 后

NADC30-like 毒株的流行以及 2017 年 NADC34-

表 2　PRRSV1-GXHZ-202408株编码基因核苷酸（nt）和氨基酸（aa）同源性分析

Table 2　Nucleotide （nt） and amino acid （aa） sequence homology analysis of coding genes in PRRSV1-GXHZ-202408 isolate

区域
Region

全基因组  Genome
ORF1a
ORF1b
NSP1
NSP2
NSP3
NSP4
NSP5
NSP6
NSP7
NSP8
NSP9
NSP10
NSP11
NSP12
ORF2a
ORF2b
ORF3
ORF4
ORF5
ORF6
ORF7

毒株（核苷酸同源性/氨基酸同源性）
Strain （Nucleotide sequence homology/amino acid sequence homology）

SC-2020-1
90. 45

88. 78/89. 48
92. 71/96. 38
85. 33/86. 46
87. 37/85. 47
92. 52/81. 74
93. 45/84. 31
90. 98/95. 29
89. 58/93. 75
92. 07/94. 80
93. 33/95. 56
93. 09/83. 65
92. 46/96. 38
92. 08/96. 86
93. 11/90. 78
93. 87/94. 40
95. 31/95. 77
91. 48/90. 11
86. 85/88. 40
88. 94/87. 62
87. 55/90. 80
93. 80/93. 02

LV4. 2
86. 44

84. 69/86. 44
88. 11/94. 88
86. 02/86. 98
83. 31/80. 69
85. 60/63. 90
89. 53/72. 55
87. 84/92. 35
81. 25/87. 50
87. 24/94. 42
88. 89/91. 11
88. 95/72. 85
86. 27/92. 76
88. 49/96. 86
89. 07/87. 94
88. 53/90. 40
93. 90/97. 18
84. 46/81. 20
84. 42/84. 24
84. 98/84. 65
88. 12/91. 95
93. 28/95. 35

Amervac
85. 14

82. 98/85. 02
87. 04/94. 74
84. 11/85. 16
81. 24/78. 73
85. 18/63. 49
89. 36/73. 53
85. 10/90. 59
81. 25/87. 50
85. 38/93. 31
90. 37/93. 33
87. 54/69. 93
85. 52/92. 53
86. 40/96. 86
89. 07/88. 65
87. 33/88. 00
92. 96/95. 77
83. 33/79. 32
83. 51/85. 33
85. 64/87. 13
88. 70/91. 38
91. 99/93. 80

BJEU06-1
83. 78

81. 63/83. 48
85. 31/94. 54
82. 99/84. 90
79. 02/76. 10
83. 38/61. 41
86. 91/66. 18
85. 88/91. 76
75. 00/87. 50
86. 49/94. 42
88. 15/91. 11
85. 88/64. 96
84. 39/93. 44
84. 90/95. 96
86. 94/86. 52
86. 13/88. 80
92. 96/95. 77
82. 44/80. 23
83. 15/82. 87
85. 81/87. 62
86. 02/88. 51
90. 18/87. 60

HKEU16
84. 17

81. 71/83. 60
86. 09/93. 72
80. 56/82. 55
80. 31/76. 29
83. 66/59. 34
86. 74/65. 20
85. 49/93. 53
79. 17/93. 75
85. 01/93. 31
87. 41/93. 33
86. 95/67. 59
84. 31/90. 50
87. 00/94. 62
86. 22/86. 52
85. 73/87. 20
87. 79/91. 55
83. 72/79. 85
84. 26/85. 08
83. 83/89. 11
90. 04/93. 10
90. 18/89. 92

NMEU09-1
82. 37

79. 42/81. 06
83. 97/93. 17
82. 03/83. 85
76. 15/72. 73
82. 27/55. 60
86. 25/65. 69
82. 75/90. 00
81. 25/87. 50
83. 64/91. 82
88. 15/91. 11
84. 66/62. 04
82. 88/91. 86
84. 60/94. 62
84. 09/82. 98
85. 87/87. 60
91. 55/95. 77
84. 35/83. 65
85. 00/85. 08
83. 99/85. 64
87. 74/90. 23
88. 89/90. 70
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like 毒 株 的 出 现 进 一 步 加 剧 了 毒 株 流 行 的 复 杂

性［16］。目前，国内以美洲型 PRRSV 的流行占据主

要地位，呈现出多谱系共存的态势。根据 ORF5 区

域的系统发育关系，我国主要流行的美洲型蓝耳又

分为 4 个谱系，即谱系 1（NADC30-like 和 NADC34-
like）、谱系 3（QYYZ-like）、谱系 5（VR2332-like）和

谱系 8. 7（JXA1-like 和 CH-1a-like）［8］。2021 年度的

一项监测数据显示，谱系 1 毒株数量占该年阳性临

床标本数量的 64%，表明以 NADC30-like 毒株为代

表的谱系 1 毒株已取代 HP-PRRSV 毒株成为中国

流行的主要株系［26］。以往欧洲型毒株在临床生产

中对养猪业造成的损失相对较小且发生率较低，往

往被人们忽视。但值得注意的是，近年来欧洲型毒

株已扩散至我国至少 28 个省份，且近年来其致病性

呈上升趋势，加强对欧洲型毒株在我国流行趋势动

态的监测同样具有重大意义［10，27］。目前，美洲型和

欧洲型毒株在猪场混合感染暴发的事件在国外已

经有报道，但在国内的报道较少［28］。随着欧洲型毒

株在我国猪群的持续扩散，可以预见此类混合感染

事件的发生将呈上升趋势，应予以高度重视。

临床样本（如血液、组织、粪便）中宿主 RNA 占

比通常超过 90%，若不去除宿主 RNA，测序数据中

绝大部分为宿主序列，这可能导致目标病原体序列

覆盖深度不足，增加完整基因组的拼接难度［29］。本

研究对广西某猪场的无污染血清样品进行 RNA 提

取、宿主 RNA 去除和建库测序，共得到了 2. 8 Gb 原

始数据，通过质控后平均 Reads 质量为 Q37，数据量

较大且质量较高。使用 MEGAHIT 进行序列拼接，

成功获取到 PRRSV1-GXHZ-202408 和 PRRSV2-
GXHZ-202408 两 个 样 品 毒 株 全 基 因 组 序 列 。

Samtools 软件分析可得，2 个样品毒株的平均测序

深度均达到了 10 000×，序列准确可信。从进化分

析和重组分析结果观察，PRRSV1-GXHZ-202408
属于欧洲型毒株的一个新的亚群，其与公共数据库

表  3　PRRSV2-GXHZ-202408株编码基因核苷酸（nt）和氨基酸（aa）同源性分析

Table 3　Nucleotide （nt） and amino acid （aa） sequence homology analysis of coding genes in PRRSV2-GXHZ-202408 isolate

区域
Region

全基因组  Genome
ORF1a
ORF1b
NSP1
NSP2
NSP3
NSP4
NSP5
NSP6
NSP7
NSP8
NSP9
NSP10
NSP11
NSP12
ORF2a
ORF2b
ORF3
ORF4
ORF5
ORF6
ORF7

毒株（核苷酸同源性/氨基酸同源性） Strain （Nucleotide sequence homology/amino acid sequence 
homology）

NADC30
88. 63

85. 68/86. 90
91. 40/96. 50
89. 27/88. 74
86. 10/84. 07
87. 45/94. 37
82. 84/91. 18
84. 71/88. 82
89. 58/93. 75
80. 05/83. 78
83. 70/88. 89
90. 21/76. 64
91. 84/96. 83
92. 08/96. 86
92. 59/97. 39
91. 05/88. 72
93. 69/97. 30
90. 33/89. 02
93. 48/94. 41
90. 22/90. 05
93. 90/98. 29
95. 16/97. 58

JXA1
80. 89

76. 13/76. 00
86. 21/95. 13
81. 33/83. 77
63. 15/59. 45
85. 43/93. 07
92. 97/97. 55
91. 37/92. 94
95. 83/93. 75
93. 05/93. 82
93. 33/95. 56
86. 75/65. 99
84. 58/93. 65
88. 04/96. 41
88. 02/95. 42
85. 99/86. 38
91. 44/90. 54
81. 44/76. 86
84. 36/86. 03
83. 58/84. 58
87. 62/93. 71
90. 59/91. 13

NADC34
82. 93

78. 50/79. 25
86. 85/95. 06
83. 42/84. 55
72. 60/68. 40
86. 87/92. 64
82. 52/93. 14
81. 96/87. 06
83. 33/81. 25
81. 21/87. 64
88. 89/88. 89
86. 41/66. 86
88. 66/96. 83
86. 85/94. 62
84. 31/89. 54
83. 14/81. 32
87. 84/93. 24
83. 92/80. 39
92. 55/94. 41
86. 40/90. 05
92. 57/94. 29
93. 01/93. 55

CH-1a
81. 39

76. 78/76. 08
86. 35/94. 65
82. 02/82. 98
65. 50/60. 95
85. 14/93. 51
90. 52/94. 12
90. 20/91. 76
93. 75/93. 75
90. 60/91. 89
92. 59/95. 56
86. 26/65. 11
84. 28/92. 97
91. 03/95. 96
87. 80/94. 12
85. 99/87. 94
90. 99/87. 84
81. 18/76. 08
85. 10/86. 03
85. 41/86. 07
87. 81/92. 57
90. 59/92. 74

GM2
79. 17

72. 80/73. 18
85. 32/94. 72
79. 93/82. 46
62. 39/57. 79
78. 64/87. 88
82. 84/91. 18
82. 55/88. 82
93. 75/93. 75
88. 29/89. 96
88. 15/95. 56
85. 97/65. 40
84. 35/94. 56
86. 40/94. 62
84. 53/94. 12
85. 08/87. 55
90. 99/90. 54
80. 52/79. 22
84. 92/84. 92
82. 09/81. 59
89. 14/93. 14
84. 95/86. 29

VR2332
80. 26

76. 65/77. 16
85. 89/94. 65
82. 72/85. 08
67. 28/63. 85
84. 42/92. 64
86. 93/92. 65
86. 08/89. 41
91. 67/87. 50
87. 00/89. 58
88. 89/95. 56
86. 22/65. 40
84. 13/94. 33
87. 89/94. 17
87. 58/93. 46
85. 34/85. 60
89. 64/87. 84
81. 96/78. 04
86. 59/87. 15
84. 08/82. 59
89. 33/93. 71
91. 67/93. 55
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a、b. 基于 PRRSV1-GXHZ-202408 毒株全基因组和 ORF5 基因构建的最大似然发育树；c、d. 基于 PRRSV2-GXHZ-202408 毒

株全基因组和 ORF5 基因构建的最大似然发育树。样品毒株用红色★标识

a， b.  Maximum likelihood phylogenetic trees were constructed based on the complete genome and ORF5 gene of PRRSV1-
GXHZ-202408； c， d.  Maximum likelihood phylogenetic trees were constructed based on the complete genome and ORF5 gene of 
PRRSV2-GXHZ-202408.  The isolated strain is marked with a red star （★）

图 2　样品毒株系统发育树

Fig. 2　Phylogenetic tree of the isolated viral strains
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中 SC-2020-1 毒 株 有 最 高 的 核 苷 酸 相 似 度 为

90. 45%，而后者与 2020 年四川省某猪场母猪的流

产密切相关［30］。该新亚群最早被发现的毒株即

SC-2020-1 最先于 2020 年在四川省被报道，本研究

却在广西发现与之相同亚群的 PRRSV1-GXHZ-
202408 毒株，提示经过数年时间的扩散，该亚群的

毒株可能已经传播至全国多个地方，这同时也说明

目前针对欧洲型 PRRSV 的监测不足。有研究对已

公开的中国欧洲型 PRRSV 分离株进行重组事件的

探查，发现近一半数量的分离株发生了重组事件，

表明中国欧洲型 PRRSV 基因组易于发生基因重

组［27］。在本研究中 PRRSV1-GXHZ-202408 毒株的

ORF1a 和 M 蛋 白 区 域 也 检 测 出 了 重 组 事 件 。

PRRSV2-GXHZ-202408 毒株属于美洲型 PRRSV

A. 相似度图（使用 Simplot 生成），彩色实线代表不同亚群的参考毒株，可能的重组区域用不同颜色标注；B. 基于不同重组区

域构建的遗传进化树，样品毒株用红色★标识

A.  Similarity plot （generated by Simplot）， with colored solid lines representing reference strains from different subgroups， and 
potential recombination regions indicated by distinct color codes； B.  Phylogenetic trees of different recombinant regions， where 
the isolated strain is marked with a red symbol （★）

图 3　PRRSV1-GXHZ-202408毒株的基因重组分析

Fig. 3　Genetic recombination analysis of PRRSV1-GXHZ-202408 strain
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的 1. 8 谱系，是我国现在流行的优势毒株，该分离株

与参考毒株存在较大的遗传差异，显示出高变异的

特点。有研究表明，NADC30-like 毒株具有最高的

替换率和较高的病毒遗传多样性，且谱系间重组事

件的发生也更频繁。同时，该研究还从分子进化动

力学的角度预测 NADC30-like 毒株可能成为下一

波暴发毒株［31］。这提示，加强对毒株全基因组的监

测迫在眉睫。

PRRSV 的常规检测方法包括病毒分离方法、

基于抗体水平以评估感染或免疫状态的血清学检

测方法（如 ELISA）和基于病毒特定基因片段快速

检测病毒核酸的分子生物学检测方法（如 RT-PCR

等）［32］，但是这些检测方法存在靶标单一、难以识别

混合感染、分型能力弱等缺陷，不能较好且全面地

解析病毒的所携带的进化流行信息。宏转录组测

序技术因其无需预设靶标即可获取全基因组信息，

具有高分辨率、广覆盖性和深度解析能力［33］。运用

宏转录组测序技术在混合感染识别、新毒株发现及

病毒进化追踪中展现出不可替代的优势，在动物疫

病诊断和监测中发挥着越来越重要的作用。

4　结 论

本研究基于宏转录组测序技术对广西壮族自

治区某猪场的 1 份 PRRSV 阳性血清样品进行测序

A. 相似度图（使用 Simplot 生成），彩色实线代表不同谱系的参考毒株，可能的重组区域用不同颜色标注；B. 基于不同重组区

域构建的遗传进化树，样品毒株用红色★标识

A.  Similarity plot （generated by Simplot）， with colored solid lines representing reference strains from different lineages， and 
potential recombination regions indicated by distinct color codes； B.  Phylogenetic trees of different recombinant regions， where 
the isolated strain is marked with a red symbol （★）

图 4　PRRSV2-GXHZ-202408毒株的基因重组分析

Fig. 4　Genetic recombination analysis of PRRSV2-GXHZ-202408 strain
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3 期 许小龙等：基于宏转录组测序技术对一起欧洲型和美洲型 PRRSV 混合感染事件的鉴定和分析

及分析，识别出该场处于欧洲型与美洲型 PRRSV
混合感染的状态。通过对毒株全基因组的进化和

重组分析，进一步对毒株的遗传特征有了清晰的认

识，从而为猪场的精准防控提供了依据，也显示出

宏转录组测序技术在动物疫病诊断和监测中重要

的作用。
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