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六株 PRRSV分离毒株的基因组特征与致病性分析
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摘 要： 旨在了解我国当前猪繁殖与呼吸综合征病毒（PRRSV）流行毒株的病原特征与致病性，探究其重组等变异

情况。采集处理病料后使用 Marc-145 细胞和 PAM 细胞连续盲传三代，IFA 检测后空斑纯化，测序分析分离毒株的

全基因组序列，仔猪感染试验系统评估分离毒株的致病性。结果显示：本研究分离出 6 株 2 型 PRRSV 毒株，命名为

WH-2021A、GZ-2021W、SX-2022M、HB-2021A、H-1 和 C-1。 WH-2021A、GZ-2021W、SX-2022M 属于 L1. 8 的

NADC30-like 毒株，其中 GZ-2021W 是以 NADC30 为主要亲本，高致病毒株 HuN4 为次要亲本的重组毒株，

SX-2022M 是以 NADC30 为主要亲本，经典毒株 CH-1a 为次要亲本的重组毒株。HB-2021A 属于 L3. 5 QYYZ 分

支，H-1 和 C-1 分别属于 L8. 7 高致病性毒株和 L5. 1 经典毒株。仔猪感染试验发现，WH-2021A 致病性最强，仔

猪死亡率达 100%，其次是 H-1，死亡率达 80%，GZ-2021W 和 SX-2022M 两株重组毒株可引起一系列临床病变，

但无仔猪死亡。病理剖检发现感染组猪肺、淋巴结及扁桃体病变均明显。本研究分离到 6 株 2 型 PRRSV 毒株，

探究了其基因组特征和致病性，为 PRRS 免疫防控提供早期预警以及为 PRRSV-2 的重组进化分析提供重要的数

据支撑。
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Abstract： The aim of this study was to understand the genomic characteristics and pathogenicity of 
epidemic porcine reproductive and respiratory syndrome virus （PRRSV） strains in China， and to 
explore their recombination and related variations.  Pathological samples were collected， processed， 
and subjected to three consecutive blind passages in Marc-145 and PAM cells.  Plaque purification was 
performed post-indirect IFA.  Complete genomic sequences of the isolated strains were sequenced and 
analyzed.  Piglet infection experiment was conducted for systematic assessment of the strains’ 
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pathogenicity.  In this study， six PRRSV type 2 strains were isolated and named WH-2021A， 
GZ-2021W， SX-2022M， HB-2021A， H-1， and C-1.  WH-2021A， GZ-2021W， and SX-2022M 
belong to NADC30-like strains of L1. 8. GZ-2021W is a recombinant strain with NADC30 as the 
main parent and highly pathogenic strain HuN4 as the secondary parent.  SX-2022M is a recombinant 
strain with NADC30 as the main parent and classical strain CH-1a as the secondary parent.  
HB-2021A belongs to the L3. 5 QYYZ branch， while H-1 and C-1 belong to the L8. 7 highly 
pathogenic strain and the L5. 1 classical strain， respectively.  Piglets infection experiments showed 
that WH-2021A had the strongest pathogenicity， and the mortality rate of piglets was 100%， 
followed by H-1， with a mortality rate of 80%.  The two recombinant strains of GZ-2021W and 
SX-2022M could cause a series of clinical lesions， but no piglets died.  Pathological examination 
showed that the lesions of lung， lymph nodes and tonsils in the infected group were obvious.  In this 
study， 6 epidemic PRRSV strains were isolated， and their genomic characteristics and pathogenicity 
were explored， which provides early warning of PRRS immune prevention， as well as critical data 
support for the recombinantion and evolutionary analysis of RRRSV-2.
Keywords： porcine reproductive and respiratory syndrome virus； isolation； recombination analysis； 
pathogenicity

*  Corresponding author： JIANG Yunbo， E-mail： jiangyb@mail. hzau. edu. cn

猪繁殖与呼吸综合征病毒（porcine reproductive 
and respiratory syndrome virus，PRRSV）感染仔猪后

会引起发热、呼吸道症状及高死亡率，感染母猪后

会引起流产、死胎等繁殖障碍，给全球养殖业造成

了巨大损失［1］。PRRSV 为有囊膜的不分节段的单

股正链 RNA 病毒，基因组极易发生变异。根据地

理 差 异 和 时 空 分 布 ，PRRSV 可 分 为 欧 洲 1 型

（PRRSV-1）和北美 2 型（PRRSV-2），分别以 LV 毒

株和 VR-2332 毒株为代表［2］。由 Shi 等［3］于 2010 年

提出的 ORF5 谱系分类法可将 PRRSV-2 分为 9 个

不同的谱系（Lineage 1~9），该系统成为 PRRSV-2
分类的基础。目前 PRRSV-2 的谱系划分系统不断

完 善 ，Yim-im 等［4］于 2023 年 基 于 全 球 82 237 条

ORF5 序列，将其更新为 11 个谱系（L1~L11）和 21
个亚谱系。在我国流行的 PRRSV-2 主要是 L1、
L3、L5 和 L8。1996—2006 年，我国呈现以经典毒株

CH-1a 为代表性毒株的流行态势［5］。2006 年，高致

病性毒株（HP-PRRSV）出现，并在之后的十年间成

为我国最主要的流行毒株类型［6］。2013 年起，随着

NADC30-like 毒株的出现，我国 PRRSV 的流行毒

株 已 由 HP-PRRSV 转 变 为 NADC30-like 类 型 。

2017 年，属于 L1. 5 的 NADC34-like 毒株也开始逐

渐 流 行 ，目 前 ，已 在 我 国 多 个 省 份 快 速 传 播［4］。

PRRSV 具有内在的适应和进化能力，在 PRRSV 流

行的近四十年时间里，PRRSV 基因组中的核苷酸

及氨基酸的缺失、插入和替换，出现了大量的重组

毒株，某些猪场使用不同的疫苗株加剧了重组现

象，当前新型重组毒株的重组模式繁杂，呈现明显

的基因型和谱系特异性［7-8］。多种重组毒株的流行

易导致 PRRS 的混合感染，为 PRRSV 的防控增加

了难度［9］。这些重组病毒在不同 PRRSV 谱系之间

的毒力差异很大，我国目前使用的商业化疫苗主要

针对 HP-PRRSV，对 NADC30-like 毒株的交叉保护

有限，部分疫苗甚至无法提供有效保护，导致免疫

猪群仍频繁暴发疫情［10］。因此，开展 PRRSV 流行

毒株的分离鉴定及其致病性研究对 PRRS 的预防与

控制具有重要的意义。

本研究通过对我国部分地区 PRRSV 流行毒株

的分离鉴定和遗传分析，揭示当前 PRRSV 的流行

趋势和重组特征，并评估不同毒株的致病性差异，

丰 富 了 我 国 PRRSV 流 行 毒 株 的 遗 传 信 息 ，为

PRRSV 的重组机制和致病性研究提供了新的数据

支持。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂及试验动物

Marc-145 细胞和 PAM 细胞为本实验室保存。

主要试剂：核酸提取试剂购自天根生化科技（北京）

有限公司，通用型荧光定量 PCR 试剂购自北京擎科

生物科技股份有限公司，DMEM 培养基购自赛默飞
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世尔科技公司，ELISA 抗体检测试剂购自北京金诺

百泰生物技术有限公司等。试验动物为 28 日龄

PRRSV 抗原抗体双阴性仔猪。

1. 2　病毒的分离

从湖北、贵州和陕西四家养殖场采集临床病

料，经 RT-qPCR 检测为 PRRSV-2 阳性后，将病料

上清接种于 PAM 和 Marc-145 细胞进行病毒分离。

经连续三代传代培养，通过 ORF5 基因测序鉴定病

毒基因谱系，并通过间接免疫荧光试验确认，最终

成功分离到 6 株 PRRSV 毒株。

1. 3　全基因组特征分析

设计并合成 8 对覆盖 PRRSV 全基因组的测序

引物，测序完成后使用 DNAstar 软件包中 SeqMan
和 MegAlign 模块及 SnapGene 软件进行序列拼接和

比对。采用 Simplot 3. 5. 1 和 RDP4 软件分析全基

因组重组特征。

1. 4　仔猪感染试验

本研究主要验证当前流行毒株 NADC30-like
的致病性，因此选择其中 4 株病毒开展仔猪感染试

验 ，包 括 重 组 毒 株 GZ-2021W 和 SX-2022M，

NADC30-like 毒株 WH-2021A，以及作为对照的高

致病性毒株 H-1。19 头 28 日龄 PRRSV 双阴性仔猪

随机分为 5 组，其中 GZ-2021W、SX-2022M 和 WH-

2021A 3 组，每组 3 头，H-1 组和阴性对照组各 5 头。

每日记录临床症状和体温，每周称重计算日增重。

于感染后不同时间点采集抗凝血和口鼻拭子，检测

病毒载量、血清 N 抗体水平及中和抗体效价。对中

途死亡或感染 28 d 后处死的仔猪，采集扁桃体、淋

巴结、肺、肾和脾组织，分别进行固定，病毒载量检

测和−80 ℃保存。

2　结 果

2. 1　全基因组重组分析

分离到的 6 株 PRRSV 均属于 2 型 PRRSV。使

用 Simplot 软件对 6 株分离株的全基因组序列做重

组分析，结果显示，GZ-2021W 和 SX-2022M 发现有

重组现象，其余毒株无重组现象。RDP4 软件重组

分析表明，GZ-2021W 毒株是以 NADC30 毒株为主

要亲本，高致病性毒株 HuN4 为次要亲本，重组区域

及重组位点为 1 861、5 771~7 001、8 001~8 641、
8 901~9 101 和 11 501~11 761 bp（图 1A）。 SX-
2022M 是以 NADC30 毒株为主要亲本，经典毒株

CH-1a 为次要亲本的重组毒株，重组区域为 5 903~
13 710 bp（图 1B）。 两 种 毒 株 重 组 事 件 均 通 过

GENECONV、Bootscanning、MaxChi 等 方 法 同 步

验证。

A．GZ-2021W 毒株 RDP4 软件重组分析；B．SX-2022M 毒株 RDP4 软件重组分析

A.  Recombination analysis of GZ-2021W strain using RDP4 software； B.  Recombination analysis of SX-2022M strain using 
RDP4 software
图 1　基于全基因组的 GZ-2021W 和 SX-2022M 重组分析

Fig. 1　The recombination analysis of GZ-2021W and SX-2022M isolate based on the whole genomes
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2. 2　分离毒株致病性

2. 2. 1　临床症状及检测　　体温监测显示，WH-
2021A 组感染初期体温短暂升高，H-1 组出现持续

高热，最高可达 41. 0 ℃，其余组体温维持在 39. 5 ℃
左右（图 2A）。体重测定中，H-1 组与 GZ-2021W 组

日增重显著低于对照组（图 2B）。致死率方面，

WH-2021A 组 死 亡 率 为 100%，H-1 组 死 亡 率 为

80%（4/5），其余组无仔猪死亡（图 2C）。组织病毒载

量以 WH-2021A 组淋巴结最高，达 109. 2 copies·μL-1，

SX-2022M 组和 GZ-2021W 组扁桃体载毒量最高，

H-1 组肺脏载毒量最高（图 2D）。抗凝血中 H-1 组

病毒核酸第 5 天检出，其余组第 3 天即可检出，第

12 天达到峰值，病毒载量可达 107. 5~109 copies·μL−1

（图 2E）。口拭子中第 3 天可检出病毒，第 7 天达高

峰，未死亡个体持续排毒（图 2F）。血清 N 抗体于感

染第 10 天部分阳性，第 16 天全部转阳，S/P 值随时

间递增（图 2G）。中和抗体效价在 21~28 d 逐渐上

升，28 d 时 GZ-2021W 组达最高（1∶10），其余组为

1∶3~1∶10（图 2 H）。

2. 2. 2　剖检观察　　病理剖检结果显示，感染组

肺病变显著，WH-2021A 组、GZ-2021W 组和 H-1 组

肺心叶和尖叶出现水肿实变，SX-2022M 组和 H-1
组肺表面有不均匀出血；感染组淋巴结肿大、质感

硬实；扁桃体无明显病变；对照组肺、扁桃体及淋巴

结呈粉红色，质地均一，未见病理变化（图 3）。

3　讨 论

自 1996 年 PRRS 被报道以来，近三十年的时间

里已给我国生猪养殖行业造成了巨大的经济损失，

目前 PRRSV 仍在我国大部分猪场流行［11］。虽然已

有多种灭活疫苗或减毒活疫苗在猪场被广泛使用，

但其免疫效果不尽人意，甚至出现了疫苗株与野毒

株交叉重组的现象，反而加重了 PRRS 病情，而目前

也没有针对 PRRS 治疗效果较好的药物［12］。

自 2013 年 NADC30-like 毒株在我国被报道以

来，PRRSV 重组情况越来越复杂，时常会有两个或

多个谱系的毒株发生重组的现象［13］，如由刘燕燕

等［14］分离的 SDhz1512 毒株，是由 NADC30、经典毒

株和 HP-PRRSV 三种类型毒株自然重组的毒株。

重组也带来了毒力的改变，如 JL580 毒株，其致病性

远高于早期的 NADC30 和经典毒株 CH-1a，其毒力

与 HP-PRRSV 相似［15］；有些重组毒株表现为毒力

下降，如 HNjz15、14LY01-FJ、15LY01-FJ 等，仔猪

感染后只表现出较为轻微的临床症状，除了发烧和

咳嗽等呼吸系统病症外，没有猪死亡，这一点与最

初的 NADC30 类似［16］。就本研究分离的两株重组

毒 株 毒 力 来 看 ，相 较 于 HuN4，GZ-2021W 和

SX-2022M 毒力有明显下降，与最初的 NADC30 相

比，毒力没有显著的提高。没有发生重组现象的

WH-2021A 毒株同属于 NADC30-like，但其毒力较

强，仔猪感染后死亡率达 100%，与 GZ-2021W 和

SX-2022M 毒力相比有显著性差异。这与普遍认为

NADC30-like 毒株为中低毒力的现象不同，可能出

现了非重组依赖的毒力进化路径，如 NSP2 等毒力

相关基因的自发突变积累［17］，提示目前 PRRSV 可

能通过非重组途径突破传统毒力分类，需警惕其流

行潜力毒株。GZ-2021W 和 SX-2022M 重组位点和

重组片段数量均不相同，但两者毒力差异不显著。

目前重组机制尚不清楚，不同重组毒株的重组位点

和数量不相同，没有确切的规律可循，这需要研究

大量的重组数据才有可能探究到影响毒株毒力进

化演变的规律。

从临床症状来看，不同基因型的毒株引发的症

状存在差异。NADC30-like 毒株导致仔猪出现呼

吸系统障碍，而高致病性毒株则引起较高的死亡

率［18］。由吴宇等［19］分离的 GD-H1 和 GD-F1 毒株，

可以导致母猪严重流产，产弱胎、死胎和木乃伊胎，

也会引起仔猪高烧、食欲不振和肺部病变等，但没

有造成仔猪死亡。这种差异可能与毒株特有的致

病机制和毒力基因有关［20］。本试验中，WH-2021A
毒 株 仅 能 在 PAM 细 胞 上 增 殖 ，这 与 最 初 的

NADC30 毒株相似，其余毒株均可在 Marc-145 细胞

上增殖。通过仔猪感染试验及结合部分病毒分离

猪 场 的 临 床 症 状 分 析 ，整 体 来 看 ，GZ-2021W 和

SX-2022M 毒株感染后未造成猪死亡，发病症状不

典型，剖检病变症状轻微。WH-2021A 毒株毒力较

强，死亡率达 100%，剖检病变和发病症状均十分严

重与典型。高致病性毒株 H-1 致病性也较强，仔猪

感染后死亡率达 80%，其导致的仔猪脏器病变十分

明显，如重度肺炎、淋巴结肿大充血显著等。这表

明不同基因型的 PRRSV 毒株对猪群健康的影响存

在显著差异［21］，高致病性病毒株的致病力较强，而

NADC30-like 病毒株的致病力存在较大差异及毒

力分化的情况，多数毒株致死率不高，其整体毒力

低于高致病性病毒株［22］。

高频重组带来的后果是新型毒株的不断出现，
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毒 株 的 毒 力 发 生 变 化［8，23］，更 加 难 以 预 测 ，这 对

PRRS 的防控带来了更大的挑战，也为我国防控策

略提出了新的要求。这也提醒猪场在使用 PRRSV
疫苗时尽量选择同一毒株的疫苗，防止疫苗株之间

发生重组，一旦出现毒力增强、造成疫情暴发的情

况，将为 PRRS 防控带来更大的难度。

4　结 论

本研究从临床分离到 6 株 2 型 PRRSV 流行毒

株，其中 GZ-2021W、SX-2022M 为 NADC30-like 重

组毒株，其余无重组现象。 WH-2021A 致病性最

强，其次是 H-1。GZ-2021W、SX-2022M 可引起一

系列临床病变，但未造成仔猪死亡。本研究结果丰

富了 PRRSV 的临床数据，为 PRRS 的预警、防控提

供科学参考。
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