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要!为了调查猪繁殖与呼吸综合征病毒
()*%

基因的变异情况!笔者收集了贵州省
"+

家规模化养殖场
"%,

份

疑似
-)).

的样品!通过
)/!-0)

检测和
()*%

基因序列的测定!结果表明$所有样品之间
()*%

基因的同源性为

1'$23

!

"&&3

!氨基酸的同源性为
1'$%3

!

"&&3

%与美洲型代表毒株
4)!#,,#

&国内标准毒株
05!"6

和欧洲型代

表毒株
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基因序列的同源性分别为
'1$#3

!

1&3

&

18$'3

!

1%$+3

&

%1$23

!

+&$#3

!氨基酸序列同源性分别为

''$'3

!

'1$,3

&

1#$23

!

18$#3

&

%8$13

!

%%$,3

!遗传衍化关系分析表明流行毒株属于美洲型'

()*%

基因发

生离散性变异!可以分为
,

个簇!与中国其他地区分离的高致病性
-)).

病毒关系密切!而与早期分离的
-)).

毒

株关系疏远!说明猪繁殖与呼吸综合征病毒
()*%

基因存在变异现象'
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吸综合征病毒"
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#引起的一种以母猪繁殖障

碍和仔猪呼吸道疾病为特征的一种新的传染病'该

病在临床上主要表现为感染猪体温升高&厌食!妊娠

母猪晚期流产&早产&产死胎&弱胎和木乃伊胎!断奶

仔猪肺炎&育肥猪生长迟缓!传染性强!常继发细菌

和其它病毒感染!是目前造成我国养猪业严重经济

损失的重要疾病之一'

-)).4

为一种有囊膜的单股正链
)N:

病毒!

病毒基因组约
"%_̂

!含
1

个开放阅读框架"

()*Y

#'

研究表明$

-)).4

的变异分布于整个基因组!但以

结构蛋白中
()*%

基因的变异最大*

"

+

!对
()*%

基

因变异的分析在一定程度上可以反映整个病毒基因

组序列变异的情况!因而
()*%

基因可作为分子流

行病学调查的对象'本研究参考
-)).4

的
74

&

4)!#,,#

毒株的核酸序列!设计
"

对特异性引物!对

采集的病料进行
)/!-0)

扩增!以检测
-)).4

是

否存在!并对
,&

个
-)).4

毒株
()*%

基因序列的

测定结果进行了核苷酸序列&氨基酸序列和遗传进

化树比较分析!借以探讨
-)).4

的遗传变异规律!

丰富我国的
-)).4

的分子流行病学资料!进而为

-)).

的防制提供一定的参考依据'

&

!

材料

&H&

!

病料的采集及处理

病料样品来自贵州多个地方养猪场和养猪

户*

#

+

'检测样品无菌采集于
"+

家规模化养殖场
8'

份疑似
-)).

猪"含流产死胎#的心&肝&脾&肺&淋

巴结和肾的病变组织&血液&血清!取每一病例各病

变组织混和病料
"$&

!

#$&

M

!加少量
`>`

!用无菌

研磨器研磨至糊状!再用
`>`

按
"

#

8

的体积比稀

释成乳剂!用液氮反复冻融
,

次!

"#&&&Z

-
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8

a

离心
"&?@F

!取上清!置
b#&a

冰箱保存'血清

样品来自
"+

个规模化猪场!共
"&%

份!无菌采血!分

离血清!置
b#&a

冰箱保存待检'样品采集时间为

#&&+

年
'

月,
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年
"#

月'样品编号分别为
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"

8
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RN"+

"

%

份#&

RN"2

"

8

份#&

RN"'

"

,

份#和
RN"1

"

,

份#!共计
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&H!

!

试剂

/)SIHA7.

#

)P6

M

PFB

购自
SFL@BZH

M

PF

公司$

:`4

反转录酶&

)N6YPSFJ@̂@BHZ

&

?$

@

<N:

聚合

酶&

CN/-Y

&

<//

&

<7#&&&<N: 6̀Z_PZ

等均购自

大连宝生物工程有限公司'

&HI

!

引物

根据
OPF;6F_

中收录的
-)).4 :/004)!

#,,#

&

-)).474

和中国标准株
05!"6

的基因序

列!应用生物软件
<N:YB6Z

!设计
"

对针对
()*%

全基因的特异性引物!扩增产物预期大小为
28'

^

[

'引物 序 列 如 下!
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'

&H$

!

病毒总
*J3

的提取

取上述
b#&a

冰箱保存各处理病料的上清液&

血液或血清
#%&

$

7

!按
SFL@BZH

M

PF

公司的
/)SIHA

7.

#

)P6

M

PFB

试剂盒操作说明书提取病毒总
)N:

!

在生物安全柜中
,2a

干燥
"%

!

#&?@F

!加入
#

$

7

<//

&

2

$

7<>-0

处理水&

"

$

7)N6YP@FJ@̂@BHZ

!充

分溶解混匀!

+%a

溶解
%?@F

后!冰浴
"?@F

!及时

进行
)/!-0)

!也可于
b'&a

保存待检!但保存时

间不能太长'

&H(

!

*KL:M*

检测

首先进行
)/

反应$取
%

$

7)N:

&

%d `74

ÊWWPZ#

$

7

&

&$"?HA

.

7

!"

<//&$%

$

7

&

"&

$

?HA

.

7

!"

CN/-&$%

$

7

&

)N6YP!SFJ@̂@BHZ&$#%

$

7

&

!̀

`74&$%

$

7

&

"&??HA

.

7

!"

[

Z@?PZ)"$#%

$

7

!

8#a"J

!即得
G<N:

模板'再进行
-0)

检测!其

-0)

反 应 体 系$

"& d -0) ;EWWPZ %

$

7

&

"&

$

?HA

.

7

!"

CN/-Y"

$

7

&上下游引物各
#$%

$

7

&

?$

@

>"

$

7

&

G<N:#

$

7

!加水至
%&

$

7

'反应条件$

18a

变性
1&Y

%

18a,&Y

!

%#a,&Y

!

2#a"?@F

!

共
,%

个循环%

2#a

延伸
"&?@F

!反应结束'取
%

$

7

-0)

产物与
"

$

7+dAH6C@F

M

ÊWWPZ

混合!用
"3

琼

脂糖凝胶&

"&&4

&

,&

!

%&?@F

电泳!观察结果!并拍

照!取电泳检测呈阳性的
)/!-0)

产物送
SFL@BZH!

M

PF

公司测序'

&HN

!

序列分析

将获得的
-)).4

流行毒株
()*%

基因与国内

外已发表的
-)).4()*%

基因序列进行核苷酸和

推导的氨基酸同源性比较!建立系统发育树!分析

()*%

基因进化情况'

#2#"
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期 汤德元等$贵州省猪繁殖与呼吸综合征病毒
()*%

基因的变异分析

!

!

结
!

果

!H&

!

*KL:M*

检测结果

收集的各病料
)/!-0)

检测结果!阳性的样品

为
Q="

&

Q=#

&

:."

&

:.#

&

=̀"

&

=̀#

&

=̀,

&

OV"

&

OV#

&

OV,

&

)5"

&

)5#

&

)5,

&

RN"

&

RN#

&

RN,

&

RN8

&

RN%

&

RN+

&

RN2

&

RN1

&

RN"&

&

RN"#

&

RN",

&

RN"8

&

RN"%

&

RN"+

&

RN"2

&

RN"'

和
RN"1

'琼脂

糖凝胶电泳检测结果与预期的目的片段相符!部分

样品电泳结果如图
"

'

`$<7#&&&<N:

相对分子质量标准%

"$

阴性对照%

#$Q="

病料%

,$:."

病料 %

8$Q=#

病料%

%$:.#

病料%

+$OV"

病料%

2$OV#

病料%

'$:.,

病料%

1$OV8

病料

`$<7#&&&<N: 6̀Z_PZ

%

"$NP

M

6B@LPGHFBZHA

%

#$Q="

Y6?

[

AP

%

,$:."Y6?

[

AP

%

8$Q=#Y6?

[

AP

%

%$:.#Y6?

[

AP

%

+$

OV"Y6?

[

AP

%

2$OV#Y6?

[

AP

%

+$:.,Y6?

[

AP

%

2$OV8

Y6?

[

AP

图
&

!

部分病料
*KL:M*

检测结果

+/

O

H&

!

*KL:M*

<

.1=>;0617

<

-.06-A

<

496

!H!

!

)*+(

基因核苷酸序列分析

自动测序仪测得
-0)

产物为
2"%^

[

!分别截取

()*%

基因
+&,^

[

'用生物分析软件
<N:.B6Z

将

所得核苷酸序列与美洲型代表毒株
4)!#,,#

&国内

标准毒株
05!"6

等代表毒株进行比较!结果显示

()*%

基因全长
+&,^

[

!所得毒株
()*%

基因序列

的同源性为
1'$23

!

"&&3

%与美洲型代表毒株

4)!#,,#

&国内标准毒株
05!"6

和欧洲型代表毒株

74

基因序列的同源性分别为
'1$#3

!

1&3

&

18$'3

!

1%$+3

&

%1$23

!

+&$#3

'

!HI

!

氨基酸序列比较结果

用生物分析软件
<N:.B6Z

将
,&

个含
-)).4

病料所测得的
()*%

基因的核苷酸序列翻译成氨

基酸!将
,&

个流行毒株的
()*%

基因氨基酸与美洲

型代表毒株
4)!#,,#

&欧洲型代表毒株
74

和国内

标准毒株
05!"6

等代表毒株进行对比'结果显示

()*%

基因全长
+&,^

[

!包含完整的开发阅读框!编

码
#&&

个氨基酸!所得毒株
()*%

基因的氨基酸序

列同源性为
1'$%3

!

"&&3

%与美洲型代表毒株

4)!#,,#

&国内标准毒株
05!"6

和欧洲型代表毒株

74

氨基酸序列同源性分别为
''$'3

!

'1$,3

&

1#$23

!

18$#3

&

%8$13

!

%%$,3

%

,&

份病料

-)).4()*%-0)

扩增测序分析表明!仅有
+

个

氨基酸发生变异!第
#1

位氨基酸!在
%

簇由
:A6

变

为
46A

!第
"&+

位氨基酸!在
&

簇的
1

份样品由
/

D

Z

变为
5@Y

!第
"'%

位氨基酸在
=̀"!,

中由
:A6

变为

46A

!其他变异均为单样品突变!如$

RN"1

样品的第

"&

位"

0

D

Y!-JP

#!

RN"

样品的第
,%

位"

:YF!.PZ

#!

)5"

样品的第
%1

位"
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D

Y!:Z
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!H$

!

遗传进化树分析

为了分析毒株间在遗传进化关系上的距离!将

本研究所的得
,&

株毒株的
()*%

基因序列与
4)!

#,,#

&

05!"6

&

)PY

[

-)).

&

;=8

&

-Z@?P-6G

&

5;#YJ

&

5;"YJ

&

5NS4<0

&

5>;"

株的基因序列进行对比!

采用
-J

D

A@

[

Y

软件包中的
N!=

方法绘制遗传进化

树!如图
#

所示'目前世界上流行
-)).4

分为美

洲型和欧洲型
#

个基因型'本研究所得
,&

株毒株

基因序列之间的同源性为
1'$23

!

"&&3

!氨基酸

序列同源性为
1'$%3

!

"&&3

!表明它们可能为同

一来源!且同属于美洲型'

I

!

讨
!

论

由于
-)).4

存在着广泛的变异性!给疫苗的

生产带来了极大的不便'

O-%

在
-)).4

毒株结构

蛋白中是变异最大的!国外对
-)).4

毒株
O-%

的

变异进行了大量研究!表明欧&美
#

型毒株间氨基同

源性只有
%#3

!

%%3

!同型毒株氨基酸相似性为

''3

!

113

%同型毒株间
O-%

推导氨基酸的置换主

要发生在邻近信号肽序列外区近端的高变区内

"

#+

,

,166

#

*

,

+

'

中国农业大学农业部预防兽医学重点开放实验

室对国内
-)).4

流行毒株进行了变异和分子流行

病 学分析!从
#+

份
-)).4

阳性组织材料中获得

,2#"
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基因$氨基酸遗传进化树分析
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()*%

基因片段!进行了序列测定与分析!表明流行

毒株的
()*%

基因序列核苷酸的相似性为
'8$"3

!

11$'3

!与
4)#,,#

株的相似性为
'+$83

!

11$%3

'对
()*%

基因序列进行的遗传演化分析

结果表明!美洲型
-)).4

可分为
8

个亚群!我国目

前流行的
-)).4

毒株属于其中的
,

个亚群!即以

-)).4;=!8

为代表的毒株属于亚群
"

%以
05!A6

&

5;!"

"

YJ

#-

#&&#

和
5;!#

"

YJ

#-

#&&#

株为代表的毒

株属于亚群
#

%以
;=!",

为代表的毒株属于亚群
8

'

推导编码氨基酸的比较结果表明!分属于不同亚群

的国内不同地区流行的
-)).4

毒株在
()*%

基因

编码蛋白的潜在糖基化位点数目"

#

!

8

个#&表位区

域"

#2b,&66

&

,'b%866

和
"'&b"1266

#和与毒力相

关的氨基酸"

",

位
66

和
"%"

位
66

#等方面均存在着

变异*

8

+

'对于抗原表位的变异!目前己确定的美洲

型毒株的表位有
,

个!

#

个为非中和表位"

#2b,&66

和
"'&b"1266

#!

"

个为中和表位"

,2b8%66

#

*

%

+

'

遗传演化关系分析显示
#&&+

,

#&&2

年收集病

料可以分为
,

个簇!从采样地来看他们有一定的地

域差别!其中
=̀"

&

=̀#

和
=̀,

为同一地区的病料!

:."

和
:.#

为另一地区的病料!

Q="

和
RN"1

分别

为另外两个地区的病料!他们同属于
%

簇%

RN1

&

RN"&

&

RN"#

&

RN",

&

RN"8

&

RN"%

和
RN"'

为同一

地区的病料!

)5"

&

)5#

和
)5,

为另一地区的病

料!

OV,

也为另一地区的病料!他们同属于
&

簇%

RN"

&

RN#

&

RN,

&

RN8

&

RN+

&

RN2

&

RN"2

和
RN"+

为同一地区的病料!

OV"

和
OV8

为另一地区的病

料!

Q=#

也为另一地区的病料!他们同属于
'

簇%

%

&

&

&

'

为我国分离高致病性毒株!这与当年实际的发

病情况基本一致%

#&&+

年动物疾病控制中心和中国

兽医监察所分离测定的
#

个毒株属于
%

簇'

将
,&

份病料测定结果&

#

株高致病性毒株

"

5>;"

&

5NS4<0

#与美洲株标准毒株&

#

个国外弱

毒疫苗毒株以及我国"哈尔滨兽医研究所和中国农

业大学#早期分离测定
8

个毒株进行遗传演化关系

分析!可以将这些毒株分为
8

个簇"

(

簇为美洲株标

准毒株&弱毒疫苗毒株以及我国早期分离毒株&

%

&

%

和
'

簇为我国分离高致病性毒株以及贵州病猪分

离材料#'氨基酸序列分析发现
(

簇毒株和其他
,

个簇毒株之间有
8

个氨基酸完全不同!
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期 汤德元等$贵州省猪繁殖与呼吸综合征病毒
()*%

基因的变异分析

0

D

Y

#&

"+

位"

-JP!.PZ

#&

,%

位"

:YF!.PZ

#和
"'8

位

"

:A6!46A

#!其中
"'8

位氨基酸的变化导致非中和表

位的变化!进而引起病毒受体结合位点或抗原位点

的变化!但不会导致病毒毒力的变化!因为与

4)#,,#

株和
"+#88;

株相比!疫苗株
",

位
66

处的

)

突变为
R

及
"%"

位
66

处的
)

突变为
O

时才可能

与疫苗株毒力致弱有关'毒株的潜在的糖基化位点

及变异有待于进一步研究'

关于我国高致病性
-)).4

的来源问题!不同

学者有不同的观点!但由于病毒在田间的遗传变异

造成毒力增强已普遍被大家接受!作者分析了

#&&+

,

#&&2

年的
,&

个临床样品!在很短的时间里

毒株在贵州已发生了变异!可以分为不同的
,

个簇!

我国
#&&+

年流行毒株位于
%

簇!毒株传入贵州后发

生变异!分出
#

个簇'我国主要流行美洲毒株!弱毒

株疫苗已在国内广泛使用!我国分离的
;=8

毒株和

疫苗毒株
)PY

[

)).

关系密切!

;=8

系列毒株在猪群

传播!经过遗传变异演变出致病性的
5;#YJ

和

0J"6

毒株!该毒株在猪体形成持续感染分离出

5;"YJ

毒株!持续感染毒株在猪群经过若干年遗传

演化!变异出高致病性毒株!序列分析发现处于
(

簇

和高致病性毒株簇的
5;"YJO-%

有
%

位氨基酸和

高致病性毒株一致!而与
(

簇毒株不同!分别是
#8

位"

/

D

Z!0

D

Y

#&

#%

位"

7PE!-JP

#&

"&"

位"

/

D

Z!-JP

#&

"&#

位"

/

D

Z!46A

#和
"+"

位"

46A!SAP

#'

-)).4

遗传

演化和毒力变异是一个复杂的科学问题!不能以点

带面推断演化关系!但通过多位点多基因的分析研

究可以确定毒力基因&明确遗传演化关系'目前世

界各国对
-)).4

做了大量的研究!但仍有许多重

要问题尚不清楚!如不同地区毒株之间的抗原差异

性!

-)).4

的分子免疫基础及其对免疫系统的抑

制机理等!为了提供可靠的疫苗!有待于人们进一步

研究*

+

!

"#

+

'

-)).4

的分子流行病学研究对于追溯病毒来

源和分析其变异规律!以及指导免疫预防均具有十

分重要的理论和实践意义'以病毒的基因序列为切

入点!着眼于病毒的遗传演化变异的研究!有助于阐

释
-)).4

的起源&流行规律及其变异规律!因此进

行
-)).4

的分子流行病学研究!对于弄清我国

-)).4

的变异规律和控制猪繁殖与呼吸综合征具

有很重要的意义'
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