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研究报告                                                               

整合猪繁殖与呼吸综合征病毒 GP5 蛋白的重组鼠白血

病病毒特性 

党占国 1, 夏平安 1, 周斌 2, 尹彦涛 1, 王建举 1, 柴春霞 1, 崔保安 1, 陈溥言 2 
1 河南农业大学 牧医工程学院微生物实验室, 郑州 450002 
2 南京农业大学 农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室, 南京 210095 

摘  要: 通过反转录-聚合酶链式反应(RT-PCR)扩增了猪繁殖与呼吸综合征病毒完整的 GP5 基因并进行了克隆与鉴定。

序列测定结果与已经登陆 GenBank 的 EF488048 高致病性江西株比对分析表明碱基同源性达 98.7%。构建含 GP5 基因

的真核表达载体 pcDNA-GP5, 通过与鼠白血病病毒(MuLV)假病毒构建体系的两种质粒 pHIT60 和 pHIT111 共转染人胚

肾细胞 293T, 48 h 后收集假病毒上清, 超离后通过 Western-blot 证明 GP5 蛋白在假型病毒颗粒表面存在, 表明 GP5 蛋白

被整合到此假型病毒粒子表面。通过感染 293T、Mark-145 不同的靶细胞,证实所构建的假型病毒粒子具有感染性。成

功构建了具有感染性的 MuLV-GP5 假病毒体系, 为研究猪繁殖与呼吸综合征病毒侵入细胞的机理及其组织嗜性的变异

提供一种新方法。 
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Abstract: The highly virulent PRRSV isolate strain HN-1/06 was cultivated on Marc-145. To study the viral entry mechanisms, the 
GP5 gene of PRRSV isolate was amplified by RT-PCR and  cloned into pcDNA3.0 to generate the expressing plasmid pcDNA-GP5. 
pcDNA-GP5 was transfected into 293T by the calcium phosphate precipitation method. Analysis of flow cytometry confirmed that 
the GP5 proteins were expressed in surface of the 293T cells. Then 293T cells were transfected with pcDNA-GP5, pHIT60 and 
pHIT111 plasmids to generate pseudotyping virus. The pseudotyping virus supernatant was harvested 48 hours post-transfection and 
was detected by Western blotting and infection assay. Western blotting indicated that the GP5 glycoproteins were incorporated into 
the retroviral pseudotyped virus. Infection assay showed that the pseudotyped virus infected 293T and Mark-145 cell. The 
pseudotyped virus could be used to further study infectious mechanism of PRRSV. 
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假型病毒(pseudotype virus)是人们利用现代生

物技术手段合成的一种病毒, 是指一种病毒拥有自

己的遗传物质, 而遗传物质却由另一种病毒的囊膜

糖蛋白包被 , 因而具有了另一种病毒的感染特征 , 

既安全又能模拟真病毒的感染特征, 它的应用减少

了活病毒在实验室的使用, 可以用来研究病毒感染

分子机理及病毒药理方面等[1]。目前, 成功研制病毒

假型系统很多, 但主要是以鼠白血病病毒(MuLV)或

人的免疫缺陷病毒-1 型载体(HIV-1)为基础所构建的

反转录病毒假型系统。该系统含有复制不完全的基

因组, 其编码病毒囊膜糖蛋白的基因(env)可以被异

源病毒的 env 基因所取代, 在包装细胞系中被包装

成假型病毒, 这些假型病毒可获得异源病毒的宿主

范围。因为在感染的早期, 例如受体结合, 细胞膜融

合、侵入都是由病毒的囊膜蛋白质单一确定的[2]。 

猪繁殖与呼吸综合征(PRRS)是由猪繁殖与呼吸

综合征病毒(PRRSV)引起的一种以母猪繁殖障碍和

新生仔猪呼吸道症状为特征的传染病。该病首先爆

发于美国 , 现已传播到世界各地 , 给世界养猪业造

成了巨大的经济损失[3,4]。PRRS 现已成为危害我国

养猪业发展的重要疫病之一。PRRS 流行病学非常复

杂, PRRSV 急性感染后可引起长期的持续性感染, 

猪场一旦污染该病后很难净化。PRRSV 是一种含有

囊膜的 RNA 病毒 , 在分类上属于动脉炎病毒科

(Arteriviridae)动脉炎病毒属 (Arterivirus), 其 RNA 

是单股正链, 约 15 kb, 基因组含有 8 个开放阅读框

(ORF), ORF1(ORF1a、ORF1b)编码病毒 RNA 复制酶, 

ORF2、3、4、5 分别编码病毒 GP2、GP3、GP4 和

GP5 囊膜蛋白, ORF6、7 分别编码病毒主要结构蛋白

M 蛋白和 N 蛋白[5,6]。囊膜糖蛋白 GP5 是 PRRSV 诱

导产生保护性中和抗体的主要结构蛋白, 其编码基

因长度约 603 bp, 编码约 201 个氨基酸残基。在

PRRSV 感染的巨噬细胞中, GP5 可以诱导细胞凋亡。

此外, 该蛋白可能引起 PRRSV 的抗体依赖性增强作

用(ADE)。但是它和体内发病机制的相关性还不明

确。目前 , 利用病毒假型技术研究高危险病毒(如

SARS 冠状病毒, 埃博拉病毒, 禽流感病毒等)囊膜

糖蛋白的功能作用的报道很多 [7−9], 但还未见利用

病毒假型技术研究 PRRSV 囊膜糖蛋白的功能作用

的报道, 所以用假型病毒来研究 PRRSV 囊膜糖蛋白

与病毒的组织嗜性的关系及糖蛋白结合受体的特性, 

无疑是一种良好的方法。因此本研究通过扩增

PRRSV 的 GP5 基因, 构建具有感染性的整合 GP5

蛋白的重组鼠白血病病毒 MuLV-GP5 假病毒体系,

为研究 PRRSV 侵入细胞的机理奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  病毒 

强毒分离株 PRRSV Hn-1/06 由本实验室分离

保存。 

1.1.2  质粒和试剂 

MuLV 假型病毒构建体系的两种质粒 pHIT60 

(主要包括 MuLV 的 gag 和 pol 结构基因)和 pHIT111 

(为 MuLV 的基因组,还含有 LacZ 报告基因)、表达

SV40 大 T 抗原的人胚肾细胞 293T 均由美国 UIC 荣

立军教授惠赠,真核表达质粒 pcDNA3.0、Mark-145

细胞由南京农业大学动物传染病实验室保存。禽白

血病病毒反转录酶 (AMV)、Taq DNA 聚合酶、

pGEM®-T vector 和 LacZ 检测试剂盒β-Galac-tosidase 

Enzyme Assay System 等购自 Promega 公司。PCR

产物回收试剂盒 QIAquick Gel Extraction Kit 购自

QIAGEN 公司, Taq DNA 聚合酶、限制酶等购自

TaKaRa 公司。DMEM 培养基为 Gibco 公司产品。

羊抗猪酶标二抗、Polybrene 为 Sigma 公司产品。 

1.2  方法 
1.2.1  PRRSV GP5 基因的扩增 

参照 GenBank 中发表的 GP5 基因序列设计一

对特异性引物(P1: 5′-CGGGAATTCATGTTGGGG 

AAATGC-3′和 P2: 5′-ATACTCGAGCTAGAGACG 

ACCCCATTG-3′, 引物两端分别引入了 EcoRⅠ和

XhoⅠ酶切位点)。引物由上海英俊生物工程有限公

司合成。参照 Promega 公司的 RNAgents® Total 
RNA Isolation System 的说明书提取病毒 RNA 后

进行反转录和 PCR 反应。其中 PCR 反应条件参数: 
95oC预变性 5 min; 94oC变性 1 min、54oC退火 1 min、

72oC 延伸 1 min, 30 个循环; 72oC 延伸 10 min。取

PCR 产物 10 μL, 0.8%琼脂糖凝胶电泳, 鉴定所扩增

片段的大小。 

1.2.2  GP5 基因的克隆与序列测定 

将 PCR 产物回收纯化后, 按 pGEM®-T 载体操

作手册进行连接和转化。常规方法提取质粒 , 用 
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EcoRⅠ和 XhoⅠ进行双酶切鉴定重组质粒。将经酶

切鉴定为阳性的重组质粒进行序列测定。序列测定

由上海英俊生物工程有限公司完成。 

1.2.3  GP5 基因真核表达载体 pcDNA-GP5 的构建 

用 EcoRⅠ和 XhoⅠ进行双酶切 pGEM-GP5 和载

体 pcDNA3.0 ,分别切胶回收目的片段,按照常规方

法进行连接、转化,挑取重组质粒进行双酶切鉴定。 

1.2.4  pcDNA-GP5 瞬时转染 293T 细胞 

转染前 24 h 细胞以 2×106 接种于 24 孔细胞板, 
24 h 后 , 采用磷酸钙共沉淀法 [10]将重组质粒转染

293T 细胞, 转染前 1 h 换液(不含 FCS DMEM 培养

液)。在 1.5 mL 灭菌塑料管中混合 10 μL 2.5 mol/L 
CaCl2 和 2 μg 重组质粒, 用 0.1×TE(pH 7.6)将体积

补充至 100 μL ,然后与等体积 2×HEPES(pH 6.95) 
混合室温静置 1 min 后, 取混合物均匀、迅速地加

入培养皿细胞中, 转染的细胞在标准条件下培养 6 h
后除去培养液和 DNA 沉淀, 每孔加入新鲜的预热培

养基, 置 37oC 继续培养 48 h。同时以未转染 293T

细胞做阴性对照。 
1.2.5  流式细胞仪检测 

转染 48 h 后, 转染和未转染的 293T 细胞用

PBS-3% FCS 洗涤 2 次, 再用 PBS-3% FCS 重悬细胞, 

与 GP5 多抗(1:50)一起 4oC 孵育 1 h, PBS-3% FCS 洗

涤 3 次, 与 FITC 标记的兔抗猪 IgG 4oC 孵育 1 h, 

PBS-3% FCS 洗涤 3 次, 流式细胞仪检测。 

1.2.6  假型病毒获得 

取质粒 pHIT60、pHIT111 和 pcDNA-GP5 各   

10 μg, 用磷酸钙沉淀法共转染人胚肾 293T细胞, 同

时用 pHIT60 和 pHIT111 两种质粒共转染作为阴性

对照。转染 48 h后, 取转染细胞培养上清, 3000 r/min 

低速离心 5 min 去除细胞碎片, 0.45 μm 滤膜过滤, 

−80oC 冻存备用。 

1.2.7  GP5 在 MuLV-GP5 假型病毒颗粒表面的表达 

取处理过的假型病毒上清 , 20%蔗糖垫底 , 
50 000 r/min 超速离心 2 h, 用 PBS 悬浮沉淀后加等

量的 2 倍裂解缓冲液煮沸裂解 5 min, 用 GP5 多抗和

羊抗鼠酶标抗作 Western blot, 检测 GP5 在假型病毒

颗粒表面的表达。 
1.2.8  MuLV-GP5 假型病毒感染性测定 

感染前 24 h 在 6 孔板上分别接种 293T、

Mark-145 细胞, 感染时每孔取 1 mL 处理过的假型

病毒上清, 加入 Poly-brene (终浓度为 8 μg/mL), 吸

附 2 h 后加入含 10%血清的 DMEM 完全培养基, 16 h

后换新鲜完全培养基, 48 h 后每孔加入 200 μL 报告

基因裂解缓冲液 (RLB)室温充分裂解细胞 , 按照

Promega 公司 Lac Z 检测试剂盒说明书进行 Lac Z 基

因表达的检测。 

2  结 果 

2.1  PRRSV GP5 基因的 RT-PCR 扩增与克隆 
对 PRRSV HN-1/06 分离株经病毒增殖、纯化后,

提取 RNA 模板, 应用引物 P1、P2 进行 RT-PCR 扩

增其 GP5 基因, 结果出现 603 左右的特异性条带, 

与预期设计的扩增片段大小相符(见图 1)。PCR 产物

纯化后按照常规方法与 pGEM®-T 载体进行连接、转

化, 经 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切鉴定重组质粒, 取阳

性重组质粒进行序列测定。序列测定结果与已经登

陆 GenBank 的 EF488048 高致病性江西株比对分析

表明碱基同源性达 98.7%。所扩增的 GP5 基因长度

为 603 个核苷酸, 包括自起始密码子 ATG 到终止密

码子 TAA 完整的阅读框, 共编码 201 个氨基酸, 其

中信号肽为前 31 氨基酸。 

 

图 1  PRRSV RT-PCR 扩增结果 
Fig. 1  Results of RT-PCR amplification 

M: DL 2000 marker; 1, 2: RT-PCR product of disease sample 
 

2.2  pcDNA-GP5 表达载体的构建 
分别用 EcoRⅠ和 XhoⅠ进行双酶切 pcDNA3.0

和 pGEM-GP5, 分别回收目的片段, 按照常规方法

进行连接、转化 , 挑取重组质粒进行 EcoRⅠ和

XhoⅠ双酶切鉴定,结果出现 5.4 kb 和 603 bp 左右的

条带, 分别与 pcDNA3.0 载体和 GP5 基因大小相符,

说明获得了阳性重组质粒, 命名为 pcDNA-GP5(见

图 2) 。 
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图 2  重组质粒 pcDNA-GP5 酶切鉴定 
Fig. 2  Identify of recombinant plasmid pcDNA-GP5 

M2: DL 2000 marker; M1: DL 15000 marker; 1, 2: 
pcDNA-GP5/EcoR I and Xho I 

 
2.3  GP5 蛋白在 293T 细胞表达 

将重组质粒瞬时转染 293T 细胞, 48 h 后收获转

染细胞和未转染细胞, 与 PRRSV 特异性多抗及荧光

素标记二抗反应 , 通过流式细胞仪检测 , 与阴性对

照对比能检测到 GP5 蛋白在 293T 细胞表达(见图 3),

达到 33%。 

 

图 3  pcDNA-GP5 在 293T 细胞上表达 
Fig. 3  Expression of pcDNA-GP5 in 293T cells 

A: negative control(4% fluorescent cells); B: expression of 
pcDNA-GP5 in 293T cells(33% fluorescent cells) 

2.4  GP5 蛋白在 MuLV-GP5 假型病毒颗粒表面

的表达 
将质粒 pHIT60、pHIT111 和 pcDNA-GP5 共转

染 293T 细胞 48 h 后, 取假型病毒上清, 低速离心

去除大的细胞碎片, 然后以 20%蔗糖垫底进行超速

离心, 用 PBS 悬浮沉淀。裂解病毒沉淀, 用 GP5 多抗

和羊抗鼠酶标二抗进行 SDS-PAGE 和 Western blotting  

(图 4), 结果具有特异性的一条带, 大小为 25 kD, 分

别与 GP5 蛋白大小相符, 说明 GP5 蛋白在假型病毒

颗粒表面得到了表达。 

 

图 4  免疫印记分析 MuLV-GP5 假病毒 
Fig. 4  Analysis of MuLV-GP5 psedotyping by Western blotting 

1: negative control; 2: MuLV-GP5 
 

2.5  MuLV-GP5 假型病毒感染性测定 
取处理过的假型病毒上清 ,分别感染 293T、

Mark-145 细胞, 按照 Promega 公司 Lac Z 检测试剂

盒说明书进行裂解细胞, 检测报告基因 Lac Z 的表

达。结果证明 MuLV-GP5 假型病毒均能感染 293T、

Mark-145 细胞, 表明所构建的假型病毒具有感染性 
(见图 5)。 

 
图 5  假病毒感染性测定结果 

Fig. 5  Infectivity of the pseudotype virus as determined by 
the LacZ reporter gene 
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3  讨论 

目前最常用的假型病毒构建体系为 MuLV 基础

上构建的反转录病毒的载体和包装组分。在本研究

中所采用的质粒 pHIT60 主要包括 MuLV 的结构蛋

白基因,即编码核心蛋白的 gag 基因和编码聚合酶的

pol 基因, 带有 CMV 启动子, 含 SV40 的复制子, 

pHIT111 主要包括 MuLV 的包装信号ψ、3′长末端

重复序列 3′-LTR、CMV 启动子和 SV40 的复制子

以及标记基因 LacZ。由于 pHIT60、pHIT111 和

pcDNA3.0 所构建的真核表达载体都具有 CMV 启动

子和 SV40 复制子, 而 293T 细胞带有 SV40 大 T 抗

原, 能够增加包含 SV40 复制子质粒的拷贝数, 所以

当这三种质粒转染到 293T 细胞时会大大增加其基

因的表达水平[11]。当将三种质粒 pHIT60, pHIT111 

和外源囊膜表达质粒共转染 293T 细胞时, 上清当中

就会产生假型病毒样颗粒, 但这些假型病毒颗粒不

一定都具有感染靶细胞的特性, 只有在靶细胞中检

测到 LacZ 基因的表达, 才能证明这种假型病毒具有

感染性。而对于成功构建一个假型病毒体系来说 , 

就是指所插入的目的外源蛋白能够在所形成的假型

病毒颗粒表面得到表达和所形成的假型病毒必须具

有感染性。 

虽然决定病毒毒力的因素是多方面的, 但普遍

认为 PRRSV 的囊膜蛋白在病毒毒力的构成中起关

键作用, 而 PRRSV的 GP5基因编码的糖基化的囊膜

蛋白具有较好的免疫原性, 能够诱导产生中和抗体,

且中和抗体出现之后, 抗血清主要识别 GP5 蛋白, 

这说明囊膜蛋白的抗原表位与病毒的毒力有一定的

关系。此外, GP5 蛋白还具有诱导细胞凋亡, 可能与

病毒的致病性相关。而 GP5 蛋白参与病毒粒子结合

病毒受体的过程, 表明 GP5 蛋白与组织细胞嗜性的

有关系。资料表明作为动脉炎病毒原型的马动脉炎

病毒产生的中和抗体就有很强的保护力, 当血清中

出现中和抗体后, 在循环系统中病毒都得到了清除, 

同时也能有效阻止新的马动脉炎病毒的感染, 其中

和抗体的产生是由马动脉炎病毒糖蛋白 GL 诱导产

生, 而 GL 蛋白和 PRRSV GP5 蛋白却具有基因的同

源性。因此, GP5 蛋白在 PRRSV 的致病性、诊断、

预防与控制等方面具有重要意义,是研究 PRRSV 感

染分子机理最有力的候选基因。 

本研究显示 PRRSV 囊膜蛋白能有效的整合到

MLV 假型病毒体系中产生具有感染性的假型病毒, 

这种假型病毒和真的 PRRSV 病毒有非常相似的细

胞嗜性。但细胞原位染色观测统计, 包装的假型病

毒低度很低, 这可能与运用该病毒囊膜的不完全及

转染过程中的试剂材料等相关。因为一个长的病毒

细胞糖蛋白能干扰粒子形成[2], 虽然 GP5 蛋白不是

很长, 但是太短也有可能影响其包装效率; 还有转

染过程中偏离优化条件十分之一个 pH 值都会大大

降低转染的效率。还有在 GP5 蛋白的 N 端有 31 个

氨基酸被定位其是信号肽序列, 一般而言决定蛋白

质分泌和转运的是蛋白质 N 端一段额外的称谓信号

肽氨基酸序列[12], 而蛋白质自细胞中高效的分泌和

适宜的信号肽序列密切相关[13], 如果给 GP5 蛋白换

一个高效的外源性信号肽及加一个分泌增强子, 可

能会增加其在宿主细胞的表达。因此还需要改进囊

膜蛋白基因和严格按照优化条件进行。 

本研究经过 Western blotting 发现 GP5 蛋白在

形成的假型病毒颗粒表面得到了表达。通过感染性

实验发现,其形成的假型病毒具有感染性, 能够感染

其宿主细胞, 说明在细胞表面有 PRRSV GP5 蛋白的

受体。经过 Western blotting 和感染性试验证明我们

已经成功构建了 PRRSV 的 MuLV 假型病毒体系, 为

研究 PRRSV 侵入细胞的机理提供了一个手段, 为研

究  其在受体特性和组织嗜性上的变异提供了一个

技术平台。 
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