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Abstract： Porcine reproductive and respiratory syndrome vf，1ls(PRRSV1 isolates identified in samples 

from 50 field cases originated from eastern China herds were studied．ORF5 gene of PRRSV isolates 

was amplified by reverse transcript polymerase chain reaction(RT-PCR)and restriction fragment length 

polymorphism (RFLP)paRerns for enzymes Mlu I． C II and Sac I1 were determined on these 0RF5 

genes．The RFLP paRern obtained from 39 isolates was 2—2—1(78％)，3 isolates was 1—1—1(6％)and 8 

isolates identified in 2003 was 1-3—1(16％1．The results showed PRRSV strains have variations and 

existed no less than 3 gene subtypes in the area． 
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猪繁殖与呼吸综合征病毒(Porcine reproductive 

and respiratory syndrome virus，PRRSV)是猪的一 

种重要传染性疾病病原，已给世界养猪业带来了巨 

大的经济损失。其主要临床表现为妊娠期母猪的早 

产、流产、产死胎、弱胎、木乃伊胎，新生仔猪肺 

炎、生长迟缓。PRRSV为动脉炎病毒科动脉炎病毒 

属成员。病毒有囊膜、呈球形，基因组为单股正链 

RNA，大小约 15kb，含有 8个开放阅读框 (ORF)， 

其中ORF1(包括ORFla和ORFlb)编码病毒RNA 

复制酶；ORF2—7分别编码病毒结构蛋白：GP2、 

GP3、GP4、GP5、M和 N蛋白。目前，欧美和亚 

洲许多国家和地区都从爆发PRRS的猪场分离到许 

多 PRRSV毒株，根据病毒血清交叉中和试验和病 

毒基因序列分析，PRRSV分为欧洲型和美洲型，而 

美洲型毒株又可分为多个基因亚型”。我国自1996 

年证实有该病存在以来，已有不少关于我国PRRSV 

分离株的报道【l】。探讨 PRRSV各分离株基因之间 

的相互关系及变异规律成为研制有效的PRRS疫苗 

的关键。不同的 PRRSV分离株之间在毒力、基因 

序列和抗原性等方面都存在较大的差异【2】，但有关 

病毒变异或分子流行病学研究尚少有报道。本实验 

通过对国内5O株 PRRSv分离株的RT-PCR—RFLP 

分析，研究 PRRSV的基因变异和基因亚型，为防 

治我国 PRRS提供理论依据。同时，通过确定 

PRRSV的RFLP模式，为PRRSV分子流行病学调 

查提供了有利的工具；而且，在多株 PRRSV混合 

感染时，为鉴定该毒株基因类型也起重要作用[3】。 

1 材料与方法 
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5O株PRRSV分离株由本实验室从具有较明显 

PRRS症状患猪的肺脏、脾脏和淋巴结中分离，都 

来自华东地区。反转录酶 M．MLV、PCR试剂均为 

Promega公司产品；Mlu I、HincII和SacII限制性 

内切酶为 TaKaRa公司产品；TRIZOL 试剂为 

Invitrogen公司产品；100 bp DNA Ladder为华美生 

物公司产品。其余试剂均为分析纯产品。 

1．2 引物设计 

根据PRRSV美洲标准毒株ATCC VR一2332的 

基因序列设计合成一对针对ORF5基因的特异性引 

物，两引物间的跨幅为620bp。(引物由大连 TaKaRa 

公司合成)。其序列为： 

AdGP5．1：5’一GCCGGTACCACCATGTTGGAGA． 

AATGCTTGAC一3’： AdGP5．2：5’．GCACTC—GA 

GCTAAGGACGACCC—C ATTGTTC一3’。 

1．3 RT-PCR 

用 TRIZOL试剂按常规方法提取病毒分离株 

总RNA。RT为 10 反应体积，包括AdGP5．2(50 

mmol／L)：O．5 、dNTP(10mmol／L)：0．25 、5×反转 

录 buffer：2oL、RNA：7止，65℃水浴作用 10min； 

然后加入M—MLV反转录酶50U，37℃水浴作用 1h。 

PCR反应体系如下：AdGP5．1(50 nmol／L)：0．5 、 

Mg C25mmol／L)：1．5 、10×buffer：2．5 、AdGP 

5．2(50nmol／L)：0．5 、dNTe(2．5mmol／L)：2p．L、rTaq 

酶：2．5U、cDNA：1 ，用灭菌双蒸水补至总体积 

■bp l 

25uL。反应循环参数：94~C预变性 3min；94"C变 

性 45s；59℃退火 45s；72℃延伸 60s，共进行 35循 

环；然后72℃延伸 10min。琼脂糖凝胶电泳观察扩 

增产物。 

1．4 限制性片段长度多态性 (RFLP)分析。 

取RT．PCR产物7 ，分别依次加入限制性内切 

酶 Mlu I、HincII、SacII各 2．5U及相对应的 10× 

buffer各3止，然后用灭菌水补加至体积30p．L。37~C 

水浴作用 3h，酶切产物经2％琼脂糖凝胶电泳分析。 

RFLP(Restriction Fragment Length Polymorphism)模 

式分类参照Ronald D．Wesley[41方法。 

2 结果与讨论 

以提取的总 RNA 反转录产物作为模板，用 

RT-PCR方法扩增出大小为 620bp的基因片段，其 

大小与预期的扩增片段大小相符(见图一1)。 

RT-PCR扩增产物依次经Mlu I、HincII和Sac 

II三种限制内切酶作用后，得到 3种不同的RFLP 

模式 (见图一1)。50株PRRSV分离株中，有 39株 

的RFLP模式为2-2—1，占78％；有3株的RFLP模 

式为1—1—1，占6％；有8株的RFLP模式为1—3．1， 

占16％。以来源地分析，江苏、山东和上海出现的 

PRRSV均有3个基因亚型，江西和浙江有2个基因 

亚型，安徽有 1个基因亚型。以时间分析，8个 1—3—1 

基因亚型均出现于2003年。 

HincII 

M R 1 2 3 

b■p_ b■p _ 
图 l PRRSVRFLP模式类型 

Fig．1 General types of RFLP patterns for PRRSV isolates 

PCR products(620bp)were digested with restriction enzymes Mlu I，Hinc II and Sac II．There are 2 types of RFLP patterns for Mlu I：3 different patterns for 

HincII；and1 patternforSacII．M，Marker(100bpDNAladder)；R，RT-PCRproducts；112／3，Differenttypes ofRFLPpatterns． 

本研究在通过对 GenBank数据库中 PRRSV 

ORF4—6基因序列分析的基础上，设计合成了一对 

PCR 引物，建立了 RT-PCR，对来自国内 5O株 

PRRSV分离株进行了PCR扩增，结果均获得大小 

约620bp的DNA片段，表明该对引物具有很好的 

通用性，可用于临床病例的PRRSV检测或病毒分 

离株的鉴定。 

限制性片段长度多态性分析 (RFLP)方法，具 

有操作简便，适合临床调查等优点，在PRRSV流行 

病学调查中已被普遍采纳，且该方法常用于PRRSV 

基因分型。通过对PRRSV ORF5基因的 PCR扩增产 

物进行RFLP模式分析，能区分RespPRRS疫苗株和 

其它疫苗株，以及不同基因亚型的野毒株I引。本研 

究结果发现，5O株PRRSV分离株中有3种不同的 
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RFLP模式。其中2—2—1模式最为常见，所占比率最 

大，而1—1—1和1—3—1模式分别只占6％和16％。这表 

明近几年来国内许多猪场流行的主要是2—2—1模式 

的PRRSV毒株。该基因亚型的毒株在华东地区各省 

市存在，尤其上海市、江苏省、浙江省、山东省的 

诸多猪场已普遍流行。而1—1—1模式的3株PRRSV分 

别来自江苏省、山东省和上海市3个不同省市的猪 

场，表明其所波及的猪场也较广。1—3—1模式基因亚 

型毒株也分布在华东地区的诸多猪场，且都出现于 

2003年。从研究中我们还发现，上海市的某一猪场 

在同一年内流行了两种基因亚型的PRRSV。表明该 

地区PRRSV已出现变异。 

当然，RT-PCR-RFLP分析尚不能区分 Resp弱 

毒疫苗株和 VR2332野毒株【4】，因为两者都具有相 

同的 2-2—1模式。RFLP模式相同的野毒株，它们之 

间的碱基序列可能存在较大差异；相反，基因序列 

同源性很高的毒株其 RFLP模式可能不 。本研 

究收集的病例尽管多具有母猪繁殖障碍和仔猪呼 

吸道症状的临床表现，但仍有因使用 Resp—PRRSV 

弱毒疫苗，而可能分离出弱毒疫苗株，因此，2-2—1 

型模式毒株的毒力及 3种不同基因亚型的 PRRSV 

的ORF5基因序列尚待进一步分析。而且，近几年 

来国内许多猪场都有爆发PRRS的现象，加强该病 

毒分子流行病学研究十分必要。 
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