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研究报告                                                              

猪繁殖与呼吸综合征病毒嵌合感染性克隆的构建和应用 

李祥健 1, 2, 张建武 1, 吕健 1, 余丹丹 1, 姚火春 2, 袁世山 1 
1 中国农业科学院上海兽医研究所 动物传染病防治研究室 农业部动物寄生虫病重点实验室, 上海 200241 
2 南京农业大学动物医学院 农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室, 南京 210095 

摘  要: 高致病性猪蓝耳病近年来在我国广泛流行, 目前尚无高效疫苗用于该病的防制。本研究以 PRRSV 弱毒感染性

克隆-pAPRRS 作为主要骨架, 将高致病性猪蓝耳病病毒江西分离株(JX143)的主要结构蛋白基因(ORF4-7)以及 3′UTR 区

域替换入 pAPPRS 相应编码区域, 构建了 pSX12(ORF4-7-3′UTR)、p5NX12(ORF5-7-3′UTR)以及 p56N12(ORF5-6)三个

PRRSV 全长嵌合克隆。经 DNA 转染 Marc-145 细胞后拯救出嵌合病毒, 并对拯救病毒进行了病毒生物学特性的分析; 选

取拯救病毒 v56N12(ORF5-6)和 vSX12(ORF4-7-3′UTR)免疫 29 日龄猪进行免疫原性试验, 结果表明, 以 v56N12 免疫后

抗体水平相对较低, 故免疫原性相对较差; 而 vSX12 病毒免疫后 14 d 血清 ELISA 抗体达到阳性值(IDEXX ELISA 值 s/p

≥0.4), 免疫后 28 d 中和抗体效价从原来的 1:5 以下上升到 1:15 以上, 说明 vSX12 具有良好的免疫原性并可进行免疫监

测;免疫后 28 d 以强毒 JX143 株攻毒, 结果 vSX12 免疫组未见发病, 而未免疫攻毒对照组全部发病并有 1 头死亡, vSX12

免疫猪攻毒后病毒血症持续 6 d 后消失, 而对照组攻毒后至少持续 13 d, 说明 vSX12 可对高致病性猪蓝耳病提供有效的

免疫保护。本研究构建的三个嵌合病毒为开发同时抗经典和变异株 PRRSV 感染的二价疫苗, 以及探寻高致病性猪蓝耳

病病毒的毒力因子奠定了基础。 

关键词 : 猪繁殖与呼吸障碍综合征 , 高致病性猪蓝耳病 , 感染性克隆 , 嵌合病毒 , 候选疫苗  
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Abstract: In recent years, mass outbreaks of highly pathogenic (HP) porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) 
have spread all over the Chinese swine industry. Based on the first infectious cDNA clone of HP PRRSV strain pJX143 and that of an 
attenuated PRRSV, pAPRRS, constructed in our group, we constructed several chimeric clones with various substitutions of 
structural protein genes (ORF4-7) and 3′ UTR between attenuated pAPRRS and virulent pJX143.Upon transfection of MA-104 
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cultured cells, all chimeric constructs pSX12, p5NX12, and p56N12 were rescued. The rescued viruses maintained the similar 
virological properties, based on the results of the growth curve of the rescued viruses. To test if the chimeric viruses can be used as a 
vaccine candidate, vSX12 and v56N12 vaccinated pigs were challenged with the HP PRRSV JX143 strain. As a result, the vSX12 
vaccinated pigs were all seroconverted by 14-day-post vaccination, while v56N12 vaccinated pigs showed poor antibody response. 
Upon challenge, the vSX12-vaccinated group showed no signs of clinical PRRS syndrome, and virema period was shorten to 6 days 
post-challenge. Our results demonstrated that 1) vSX12 chimeric virus is a good vaccine candidate; 2) the virulence determinants of 
HP PRRSV probably located in coding regions other than ORF3-7 and 3′ UTR, as our chimeric viruses were proved to be attenuated. 

Keywords: PRRSV, high pathogenecity, infectious cDNA clone, chimeric viruses, vaccine candidates 

猪繁殖与呼吸综合征(Porcine reproductive and 

respiratory syndrome, PRRS), 俗称猪“蓝耳病”, 于

上世纪 80 年代末首次在美国发现[1], 其致病病原为

猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRS virus, PRRSV), 上

世纪 90 年代初相继分离于欧洲和美国[2,3]。1995 年, 

我国首次在暴发具有严重繁殖与呼吸障碍症状的猪

场分离到 PRRSV。PRRSV 与乳酸脱氢酶升高症病

毒(Lactate dehydrogenase-elevating virus, LDV)、马

动脉炎病毒(Equine arteritis virus, EAV)、猴出血热病

毒(Simian hemorrhagic fever virus, SHFV)同属于套式

病毒目(Nidovirales), 动脉炎病毒科(Arteriviridae)[4]。

PRRSV 基因组长约 15.5 kb, 为不分节段的单股正义

RNA, 具有 5′端帽状结构和 3′ poly(A)尾[5]。PRRSV

基因组编码至少 9 个开放阅读框, 其中 ORF 1a 和

1b 占整个病毒基因组的 3/4, 编码病毒的非结构蛋

白, 主要包括病毒复制酶和聚合酶, 其余的 ORF(2a, 

2b 和 3~7)编码病毒的结构蛋白[6]。ORF5、ORF6 和

ORF7 所编码的蛋白为病毒所必需的蛋白, GP5 被认

为是病毒受体的结合蛋白, 同时也是刺激机体产生

中和抗体的主要蛋白; 核衣壳蛋白 N 是免疫原性最

强的蛋白, PRRSV 结构蛋白在激发机体体液免疫中

具有重要作用。而其他糖蛋白 GP2、GP3、GP4 等

在病毒颗粒组装及激发机体免疫过程中的作用还存

在争议, 需要进一步的研究。 

PRRS 在世界范围内迅速蔓延而成为养猪业的头

号威胁。2006 年以来,“猪高热综合征”肆虐我国养猪

业, 高致病性猪蓝耳病病毒是其主要致病病原[7−10]。由

于病毒基因组 RNA 突变及重组 [11]等原因导致

PRRSV 的生物型、抗原型、遗传型变异极快[12], 给

猪蓝耳病防控带来了严峻挑战。现有疫苗在免疫原

性以及交叉保护性方面的作用均值得商榷, 突出表

现为: 一方面灭活疫苗免疫原性低下, 很难检测到

免疫抗体, 这为疫苗效检及免疫监测等工作带来了

困难; 另一方面, 基于 PRRSV 经典毒株(特指我国

“猪高热综合征”暴发以前的病毒分离株)的弱毒活

苗对我国高致病性猪蓝耳病的交叉保护性还有待提

高。因此如何提高疫苗的保护性和针对性成为了猪

蓝耳病防控的关键问题, PRRSV 嵌合病毒疫苗的研

制有望成为解决这一问题的有效手段。近年来, 反

向遗传操作技术的应用给嵌合病毒的研究带来极大

的便利[13], 嵌合病毒疫苗的研究相继在许多人类和

动物病毒上取得成功[14,15]。 

本研究以 PRRSV 经典弱毒株感染性克隆

(pAPRRS)[16] 和 我 室 吕 健 等 [10] 构 建 的 高 致 病 性

PRRSV 感染性克隆(pJX143)为基础, 利用反向遗传

操作系统, 将高致病性猪蓝耳病病毒株 JX143 的主

要结构蛋白替换入弱毒感染性克隆中的相应区域 , 

得到 3 个嵌合 PRRSV 克隆, 经转染细胞后获得 3 株

嵌合病毒。优选其中 2 株进行动物实验以探讨作为

疫苗候选株的可行性, 结果表明其中 1 株嵌合病毒

(vSX12)可以激发针对高致病性猪蓝耳病病毒的高

效免疫保护 , 是具有良好开发前景的疫苗候选株 , 

同时, 本研究为高致病性猪蓝耳病病毒的毒力因子

的探寻奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  载体、病毒与细胞 
PRRSV 弱毒疫苗株全长感染性克隆 pAPRRS[16]: 

(GenBank Accession No. AF184212), p5NDE( 在

pAPRRS 的 ORF4 和 ORF5 之间插入了 NdeⅠ酶切位

点 , 余丹丹  等 , 未发表资料), 高致病性猪蓝耳病

JX143 株感染性克隆 pJX143[10], 以上感染性克隆均

在病毒基因组 5′端上游插入了 CMV 启动子, 均由本

实验室构建、保存。高致病性猪蓝耳病 JX143 株病

毒(GenBank Accession No. EF488048), Marc-145 细

胞由本实验室保存。 
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1.2  其他试剂与实验动物 
细胞培养液为含 10%胎牛血清(FBS,Gibco-BRL)

的 MEM(Gibco-BRL), 维持液为含 2% FBS的 MEM。

QIAamp Viral RNA Mini Kit 购于 QIAgen 公司 , 

PfuUltra Hotstart High-Fidelity DNA polymerase 购于

STRATAGENE 公司。pBS-T 载体、TOP10 感受态菌

购自 TIANGEN 公司。AMV 和 rTaq 购于 TAKARA

公司。29 日龄 PRRSV 抗体及抗原阴性仔猪, 购于上

海某猪场。HerdCheck IDEXX ELISA Kit 购自北京世

纪元亨动物防疫技术有限公司。 

1.3  引物设计 
根据 GenBank 中 PRRSV 北美株的序列设计引

物, 引物序列如表 1。 

1.4  系列主要结构蛋白嵌合克隆的构建 
以 pJX143 感染性克隆为模板, 通过 PCR 扩增、

酶切、连接的方法将 PRRSV JX143 株主要结构蛋白

置换入 PRRSV 弱毒的全长感染性克隆 pAPRRS 中, 

得到一系列 PRRSV 结构蛋白基因嵌合克隆, 如图 1

所示。 

1.4.1  嵌合克隆 pSX12、p5NX12 的构建和鉴定 

以 pJX143 为模板, SPEF、Qst 为引物, 扩增

pJX143 结构蛋白 GP4-GP5-M-N 以及 3′UTR 2.4 kb

的目的片段, 经 SpeⅠ、XhoⅠ双酶切, 回收后与质

粒 pAPRRS 经 SpeⅠ、XhoⅠ双酶切回收的大片段

连接, 筛选阳性克隆, 命名为 pSX12; 以 Nde5F、Qst

为引物 , 扩增 pJX143 结构蛋白 GP5-M-N 以及

3′UTR 1.6 kb 的目的片段, 经与 NdeⅠ、XhoⅠ双酶

切后, 与质粒 p5NDE 经 NdeⅠ、XhoⅠ双酶切后的大

片段连接,筛选阳性克隆, 命名为 p5NX12, 送上海

英骏生物技术公司进行测序鉴定。 

1.4.2  嵌合克隆 p56N12 的构建和鉴定 

以 p5NX12 为基础, 通过重叠延伸 PCR(Gene 

splicing overlap extension PCR, SOE PCR)方法[17], 

把 p5NX12 的 N 蛋白以及 3′UTR 基因置换入弱毒疫 

表 1  克隆以及测序所用的引物 
Table 1  Primers used for the cloning and sequencing 

Name Sequence (5′-3′) Use 

SPEF GCCACTTGACTAGTGTTTACG# PCR to construct pSX12, p56N12 

NDE5F CTGTTGGCAGTTTGACATATGTTTAAGTATG# PCR to construct p5NX12 

Qst GAGTGACGAGGACTCGAGCGCATGCTTTTTTTTTTTTT# Reverse transcript primer; PCR to construct pSX12, p5NX12, p56N12 

SRSOE6 TGTTATTTGGCATATTTAACAAGGTTTACCACTCCCTGCT SOE PCR primer, PCR to construct p56N12 

SFSOE7 TTGTTAAATATGCCAAATAACAACGGCAAACAGCAG SOE PCR primer, PCR to construct p56N12 

SF12670 CTCTCGGCTACCCATGCTACAC Analytical RT-PCR for vSX12, v5NX12, v56N12 

SR14365 ACCGCCAACGATAGAGTCTGCCCTTAGTGTCC Analytical RT-PCR for vSX12, v5NX12, v56N12 

SF14413 CTGATCGACCTCAAAAGAGTTGTGCTTG Analytical RT-PCR for v56N12 

SR15497 CAATTAAATCTTACCCCCACACGGTCG Analytical RT-PCR for v56N12 

# Restriction sites introduced by PCR are underlined 

 

图 1  PRRSV 嵌合感染性克隆构建示意图 
Fig. 1  Parent and chimeric PRRSV infectious cDNA clone constructs created in this study 
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苗株全长感染性克隆 pAPRRS 的相应部分 , 得到

GP5-M 的嵌合克隆 p56N12。在 M 蛋白和 N 蛋白基

因重叠区域设计 SOE PCR 内、外引物 SRSOE6 和

SFSOE7, 进行 PCR 操作, 具体步骤如下: 

以 p5NX12 为模板 , SPEF 和 SRSOE6 为上下

游引物 , 进行第一轮 PCR 扩增 , 目的片段为 1.9 kb; 

同时以 pAPRRS 为模板 , 以 SFSOE7 和 Qst 为上下

游引物进行 PCR 扩增 , 目的片段为 0.5 kb。最后 , 

以回收的两个 PCR 产物为模板 , SPEF 和 Qst 为上

下游引物 , 进行第二轮 PCR, 目的片段为 2.5 kb, 

获得的 PCR 产物与 pAPRRS 经  SpeⅠ、XhoⅠ双

酶切后回收的大片段进行连接 , 筛选阳性克隆 , 

命名为 p56N12, 送上海英骏生物技术公司进行测

序鉴定。  

1.4.3  嵌合感染性克隆质粒的鉴定与序列分析 

pSX12、p5NX12、p56N12 以 Sma I 酶切鉴定是

否存在缺失及突变; 并测定嵌合处核苷酸序列, 再

经 DNAstar 软件分析构建质粒正确与否。 

1.5  嵌合感染性克隆的拯救和拯救病毒的特性

研究 
1.5.1  嵌合克隆转染细胞 

将 Marc-145 细胞传至六孔板中, 使每孔细胞数

达到 2×105 个左右, 细胞生长密度至 60%~80%时进

行转染。质粒 pSX12, p5NX12, p56N12 按 Roche 公

司 FuGENE HD 转染试剂的转染方法转染 Marc-145

细胞, 置 37oC、5% CO2 培养箱中继续培养, 每天观

察细胞病变, 待细胞病变达到 80 ％时收集细胞培

养病毒上清。 

1.5.2  转染病毒上清的传代与鉴定 

将收集的病变细胞上清用维持液(含 2% FBS 的

MEM)做 1:10 稀释后取 200 μL 接种细胞, 置 37oC 继

续培养, 待细胞病变达到 80%时收集细胞培养病毒

上清作为第二代病毒。当传代 5 次后, 收集产生 80% 

CPE 的病毒上清, 按照 QIAgen Viral RNA mini Kit

说明书的方法提取病毒 RNA, 最终将病毒 RNA 溶

于无核酸酶的水中, 利用 AMV 反转录酶和 rTaq 进

行 RT-PCR 操作, PCR 扩增片段大小正确后进行序列

测定。 

1.5.3  病毒生长曲线的绘制 

用低剂量(0.1 MOI)病毒感染 Marc-145 细胞, 分

别在感染后不同的时间(8 h、16 h、24 h、32 h、40 h、

48 h、56 h、64 h、72 h、84 h、96 h、104 h)收集 200 

μL 细胞上清进行病毒滴度的测定, 每个病毒的每个

时间点进行 3 次重复测定, 根据测定结果绘制病毒

生长曲线。 

1.5.4  病毒感染性滴度的检测 

在 96 孔培养板上进行拯救病毒感染性滴度的

测定 , 将待检样品用维持液作 10 倍系列稀释 , 将

10−3~10−9 连续稀释的病毒接种 96 孔细胞培养板上

的 Marc-145 单层细胞, 每个稀释度接种 4 孔, 设 2

孔对照(用维持液代替病毒液), 200 μL/孔, 37oC 培养, 

每天观察细胞病变情况, 直到停止出现细胞病变为

止, 记录出现细胞病变的孔数。根据结果按 Spearman/ 

Kaber 法[18]计算拯救病毒的 TCID50。 

1.6  嵌合病毒疫苗候选株的免疫保护性实验 
1.6.1  免疫接种与攻毒 

选取 29 日龄 PRRSV 抗体及抗原阴性的健康仔

猪 15 头, 称重后随机将其分为 3 组, 5 头/组, 隔离饲

养 5 d 后进行免疫接种。两组实验组分别每头颈部

肌肉接种 2 mL 104.0 TCID50/mL Marc-145 第 5 代嵌

合病毒 vSX12 和 v56N12(v56N12 组在首次免疫后

14 d 进行第二次免疫); 对照组 5 头猪颈部肌肉接种

灭菌 PBS 液, 2 mL/头, 每天测量体温并进行临床症

状的观察。 

vSX12 接种后第 28 d 与 v56N12 第二次接种后

28 d(总第 42 d), 3 组试验猪以 JX143 株病毒攻毒, 攻

毒剂量为 3 mL 104.7 TCID50/mL, 颈部肌肉注射, 攻

毒后每天测量体温并进行临床症状的观察。 

根据试验猪的呼吸、咳嗽及整体行为状态, 分

为正常、轻微、严重和死亡 4 个级别, 分别记为 1、

2、3、4 分进行打分, 然后计算每头试验猪特定时间

的总分值。 

1.6.2  免疫后 ELISA 抗体测定以及 vSX12 组中和抗

体检测 

在嵌合病毒接种后第 0 d、3 d、5 d、7 d、10 d、

14 d、21 d、28 d 采集血清, 并利用 IDEXX PRRSV

抗体检测试剂盒进行抗体检测, 同时对未免疫组定

期采集的血清进行抗体检测作为对照。 

同时, 按照殷震《动物病毒学》(第二版)的方法, 

对 vSX12 组免疫后第 0、28 d 的采集的血清进行中

和抗体的操作, 并在倒置显微镜下逐孔观察细胞病

变 (CPE), 每天观察一次 , 连续观察 5 d, 结果按



李祥健等: 猪繁殖与呼吸综合征病毒嵌合感染性克隆的构建和应用 1577 

 

Journals.im.ac.cn 

Reed-Muench 法进行计算。 

1.6.3  vSX12 组免疫及攻毒后病毒血症检测 

在 vSX12 接种后第 0、3、5、7、10、14、21、

28 d 以及攻毒后各特定时间点采集血清, 提取各时

间点血清中病毒的 RNA, 采用针对 M和 N 蛋白保守

区域设计的上下游引物 SF14413 和 SR15497, 以

RT-PCR 方法检测血清中的病毒血症情况。 

1.6.4  组织器官的病理学观察以及肺部组织病变评价 

剖杀各实验组死亡猪和 JX143 株病毒攻毒后 21 d

的存活猪, 观察各组织器官病变情况, 根据 Halbur

等[19]的方法, 对肺部的肺炎病变进行评估打分。 

2  结果 

2.1  高致病性PRRSV结构蛋白编码区的扩增及鉴定 
利用 SPEF/Qst、NDE5F/Qst 分别扩增 pJX143

的 ORF4-7-3′UTR 和 ORF5-7-3′UTR, 片段大小分别

为 2.4 kb 和 1.6 kb。通过 SOE PCR 扩增的片段分别

为 1.9 kb 和 0.5 kb。结果如图 2 所示。获得扩增片

段经 QIAgen Gel-purification kit 纯化后进行序列测

定, 测序结果证明扩增片段为目的基因。 

 
图 2  结构蛋白编码区的扩增 

Fig. 2  Amplification of pJX143 structure protein coding 
regions 

A: PCR amplification of JX143 ORF4-7-3′UTR; B: PCR amplification 
of JX143 ORF5-7-3′UTR; C, D: S.O.E PCR amplification 

2.2  嵌合克隆质粒的鉴定 
通过反向遗传操作, 以 PRRSV 北美型弱毒株感

染性克隆 pAPRRS[16] 质粒为基础 , 把高致病性

PRRSV JX143 株[11]GP4-GP5-M-N 全部或部分编码

区置换入 pAPRRS 中得到 3 个 PRRSV 嵌合感染性

克隆的 pSX12、p5NX12 和 p56N12。经 Sma I 酶切

鉴定为阳性重组质粒, 经测序分析后均与最初设计

一致, 证明获得了一系列高致病性 PRRSV 变异株结

构蛋白嵌合的感染性克隆。 

2.3  嵌合病毒的拯救和鉴定 
将全长嵌合质粒 pSX12、p5NX12 和 p56N12 同

时转染 Marc-145 细胞, 以 pAPRRS 为阳性对照,分别

于转染后第 7 d、第 6 d、第 6 d、第 7 d 出现细胞病

变 , 表现为细胞圆缩 , 聚集 , 而空白对照未观察到

任何细胞病变 , 所得到的拯救病毒分别命名为

vSX12、v5NX12、v56N12 和 vAPRRS。 

将拯救病毒分别在 Marc-145细胞上连续传 5代, 

收集细胞上清提取病毒 RNA, 并进行 RT-PCR 检测。

将与预期大小相同的 PCR 扩增产物与 pBS-T 载体连

接 , 筛选阳性重组子送上海英骏公司进行测序 , 采

用 DNAstar 软 件 与 亲 本 感 染 性 克 隆 pAPRRS 

(GenBank Accession No. AF184212)以及 PRRSV 

pJX143 序列(GenBank Accession No. EF488048)进行

比对, 结果表明: 所有嵌合病毒的嵌合基因序列均

能稳定地存在于至少 5 代的子代嵌合病毒中, 并未

发现其他突变。 

2.4  拯救病毒的特性 
病毒的生长曲线显示: 5 株病毒均在感染 8 h 后

形成第 1 个复制高峰, 随后在感染 24 h 出现第 2 个复

制高峰期; 感染 48 h 后亲本病毒 vAPRRS 的滴度均略

高于 3 个嵌合病毒, 而亲本病毒 vJX143 于感染 48 h

前与其他病毒相比滴度较低, 3 个嵌合病毒中 vSX12

的滴度与 vJX143 较相似, 均低于其他两个嵌合病毒, 

生长曲线显示的总体趋势是一致的, 如图 3 所示。 

2.5  嵌合病毒疫苗候选株的免疫原性及保护性实验 
2.5.1  临床变化 

试验猪在免疫接种后及高致病性 PRRSV JX143

株病毒攻毒后每天进行症状观察, 其中试验组在接

种 vSX12 和 v56N12 病毒后未出现可观察到的症状

反应; 在 JX143 株病毒攻毒后 vSX12 免疫组 5 头中

有两头出现轻微的呼吸困难和咳嗽症状, 未出现典
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型的腹式呼吸; v56N12 组 5 头猪也无明显临床症状。

而 5 头对照组猪在攻毒后第 2 d 开始出现喜卧, 食欲

减退甚至废绝, 咳嗽、喘气等呼吸道症状, 出现红疹; 

并有一头猪于攻毒后 14 d 死亡。其余 4 头对照组猪

攻毒后 20 d 除红疹外, 其他症状消失。对症状进行

评分表明: 未免疫组至少有 10 d 以上平均积分都在

6 分以上, 而 vSX12 和 v56N12 病毒接种组几乎未出

现严重的临床症状, 平均积分都在 6 以下。 

根据体温测定结果, 试验组在接种 vSX12 和两

次接种 v56N12 病毒后未出现可观察到的体温反应; 

PRRSV JX143 株病毒攻毒后 vSX12 病毒和 v56N12

病毒接种组出现一过性体温升高, 而对照组则出现

明显的体温升高, 并且高体温水平持续更长的时间, 

如图 4 所示。 

2.5.2  抗体变化 

对特定时间采集的 vSX12 组、v56N12 组和对

照组猪的血清, 用 IDEXX 试剂盒进行 PRRSV 抗体 

 
图 3  亲本病毒以及嵌合病毒生长特性比较 

Fig. 3  Comparison of the chimeric and parents PRRSV 
Growth kinetics in Marc-145 cells of viruses were harvested at the 

indicated hours postinfection (h.p.i), and their titers were 
determined by TCID50 

 

图 4  嵌合病毒接种以及攻毒后的体温变化 
Fig. 4  Temperatures were recorded daily 

Average temperatures from five different animals in each group are 
shown. Challenge virus inoculation on day 28 (SX12 group and 
control) and day 43 (56N12 group) are indicated by the arrow 

检测 , 计算同一时间每组试验猪抗体的平均值 , 结

果如图 5 所示。其中 vSX12 组在接种后第 10 d 抗体

开始产生, 14 d 达到阳性值(ELISA S/P≥0.4), 而后

抗体一直处于上升趋势。而 v56N12 在首次免疫接种

后抗体水平较低, 故在首次免疫接种后第 14 d 用

v56N12 进行第二次免疫 , 接种剂量为 2 mL 105.0 

TCID50/mL, 第二次免疫后 v56N12 组抗体水平有所

上升, 但整体水平仍低 vSX12 组。(攻毒后的抗体变

化数据未显示) 

利用病毒中和试验对 vSX12 组免疫后第 0 d 和

第 28 d 采集的血清进行中和抗体的检测, 计算特定

时间采集血清的中和抗体效价, 同时计算不同时间

血清中和抗体效价的平均值, 结果如图 6 所示。结

果表明 vSX12 组免疫后 28 d 中和抗体效价从免疫前

的 1:5 以下上升到 1:15 以上, 说明, vSX12 免疫后可

有效刺激机体产生中和抗体。 

 

图 5  嵌合病毒接种后抗体变化 
Fig. 5  Serum antibody titers were determined with the 

IDEXX ELISA kit 
Dashed line at 0.4 S/P ratio designates threshold value above which 

titers are considered positive for anti-PRRSV antibodies 

 

图 6  vSX12 组免疫前后中和抗体变化 
Fig. 6  Serum neutralization antibody titers of vSX12 

group at points 0 day and 28 day postvaccination are shown 
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表 2  免疫以及攻毒后血清中病毒血症情况 
Table 2  Virus viremia at all time points 

Viremia positive percentage (%) 
Group 

Day0 Day3 Day5 Day7 Day14 Day21 Day28 Day30 Day32 Day34 Day36 Day38 Day41

vSX12 0 60 80 80 60 40 0 0 20 80 100 40 0 

Control 0 0 0 0 0 0 0 20 40 60 100 80 80 

 
2.5.3  病毒血症情况 

以针对 M 和 N 蛋白保守区域设计的引物

(SF14413、SR15497), 利用 RT-PCR 对各时间点采集

的 vSX12 病毒接种组和未免疫攻毒组试验猪的血清

进行 PRRSV 的检测。统计阳性结果并计算阳性率, 

结果如表 2 所示, 在 vSX12 免疫后, 第 3 d 开始产生

病毒血症, 并持续至 21 d, 至第 28 d 完全消失。攻毒

后, vSX12 株病毒免疫组的病毒血症持续 6 d 后消失, 

而对照组至少持续 13 d, 且保持较高的阳性率。 

2.5.4  肺部病变的评价 

观察剖杀的 vSX12 免疫组及未免疫对照组攻毒

后死亡及攻毒后 21 d 存活猪的肺部病变情况, 根据

相关文献计算因肺炎引起病变体积所占整个肺脏总

体积的百分比, 然后计算出两组试验猪肺部病变百

分比的平均数和标准差 (见表 3)。评价结果表明 : 

vSX12 株免疫组肺部病变百分比为 12.00±8.37, 远

低于未免疫对照组的肺部病变百分比(55.00±12.91), 

说明 vSX12 对免疫猪有较好保护作用, 肺部病变轻

微, 说明该毒株对强毒的攻击有良好的保护作用。 

表 3  肺脏的病理学评价 
Table 3  Lung pathological evaluation 

Days post challenge 
Group 

14 21 

vSX12 ND 12.00±8.37 

control 80.00 55.00±12.91 

 

3  讨论 

2006 年以来, 我国各地相继暴发了“猪高热综

合征”, 该病以高发病率和高死亡率为特点, 病猪临

床主要表现为体温升高、精神沉郁、食欲不振或废

绝, 呼吸困难、喘气, 部分猪伴有皮肤发红变紫等症

状, 少数猪毛孔有出血点。一般猪群发病率在 50%

以上, 而死亡率高达 50%~70%, 个别猪群死亡率可

达到 80%~100%, 因此本次疫病的流行对我国养猪

业造成巨大的经济损失, 并直接造成了目前猪肉价

格的暴涨。初步研究表明, 高致病性猪蓝耳病是其

主要病因之一[7−10]。作为一种 RNA 病毒, PRRSV 极

易发生变异 , 根据病毒基因组序列测定和分析 , 高

致病性 PRRSV JX143株与经典株 PRRSV间的 ORF5

的核苷酸同源性仅为 89%[10], 这给猪蓝耳病的防治

带来了极大困难。 

随着各种 RNA 病毒反向遗传操作系统的建立

和应用, 许多 RNA 病毒分子生物学的研究取得了重

大进展,  Borisevich 等[20]在 2006 年采用该技术将西

尼罗河病毒(West Nile virus)强毒株 NY99 的结构蛋

白区域置换入疫苗株 W956 的相应区域, 获得嵌合

病毒 , 动物实验表明 , 该嵌合病毒具有良好的免疫

原性和保护性。利用这一技术 , 不仅可以探索

PRRSV 基因组调控机制和病毒致病机制, 而且还可

以构建并拯救嵌合病毒和突变病毒; 更重要的是可

通过反向遗传操作系统来设计新型疫苗, 利用弱毒

疫苗株的复制酶系统和高毒力毒株的结构蛋白区域

之间的嵌合来研制嵌合病毒疫苗是一个可行的策略, 

此外基于反向遗传操作系统的嵌合疫苗还可以快速

有效的应对各种 PRRSV 变异株。 

本研究通过反向遗传操作构建的 PRRSV 嵌合

感染性克隆, 是将高致病性猪蓝耳病 JX143 株的主

要结构蛋白置换入经典 PRRSV 疫苗株, 试验证明本

研究构建的嵌合病毒 vSX12 在猪体内具有良好的免

疫原性, 中和抗体检测结果表明, vSX12 能够有效地

激发机体产生高效而持久的中和抗体, 在攻毒后未

出现明显的临床症状, 对高致病性猪蓝耳病具有良

好的保护力, 而未免疫组的猪在攻毒后表现出了严

重的临床症状, 且有 1 头猪死亡。在清除病毒血症

上, 免疫组实验猪可在攻毒后较短时间内清除猪血

清中的病毒, 说明 vSX12 是一株具有良好免疫原性

和保护性 , 是防治高致病性猪蓝耳病的疫苗候选

株。同时构建的 v56N12 嵌合病毒虽然在免疫后也能

刺激机体产生免疫反应, 而其抗体维持在较低的水
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平, 再次加强免疫后抗体水平仍然低于 vSX12 组, 

但 v56N12 组在第 2 次免疫后 28 d 攻毒, 攻毒后无

论在体温、症状上都无明显变化。疫苗免疫后抗体

水平的高低是评价疫苗免疫原性优劣以及免疫检测

的重要指标, v56N12 与 vSX12 相比, 少替换了高致

病性猪蓝耳病 JX143 株的 ORF7 和 3′UTR, 其免疫

原性却出现了较大的差异 , 分析原因如下 : (1) 

PRRSV 的 ORF7 编码的是病毒核衣壳蛋白, 此蛋白

的差异有可能引起病毒在对靶细胞的侵入和感染

过程中蛋白识别位点或中和表位发生变化 ; (2) 

PRRSV 的 3′UTR 在病毒复制和转录过程中的具体

作用虽然未知, 但是我们推测该蛋白的差异有可能

在病毒复制的早期会导致不同的病毒动力学, 从而

导致各结构蛋白表达量和效率的差异 ; (3) 病毒作

为一个整体, N 蛋白, M 蛋白和 GP5 蛋白之间都具

有相互协调的作用, 单纯的改变其中一个蛋白, 有

可能会引起其他蛋白抗原表位的变化, 尤其是在高

级结构上的改变。 

关于 PRRSV 尤其是高致病性 PRRSV 毒力因子

的界定众说纷纭, 在早期研究中通过对病毒全基因

组序列的比对来探寻病毒毒力和致弱区域[21, 22], 但

一些毒株特异性的核苷酸突变是否对病毒的毒力有

改变还不得而知。我们可以借助于反向遗传操作平

台 , 以强、弱毒间嵌合感染性克隆的方式 , 替换

PRRSV 基因组的不同部分, 拯救这些嵌合病毒进行

动物实验, 从而可缩小甚至定位毒力因子区域。为

了验证 PRRSV 的结构蛋白基因, 尤其是 ORF5 区域, 

是否能对毒力产生决定性的影响, 本研究通过替换

高致病性 PRRSV 结构蛋白区域获得的嵌合病毒, 通

过动物试验表明, 替换结构蛋白区域的嵌合病毒并

未出现引起病毒毒力明显升高的迹象: vSX12 免疫

后, 猪在体温、症状上与对照组相比没有明显的差

别, 这说明高致病性 PRRSV 的 ORF4-7-3′UTR 区域

可能与高致病性 PRRS 的毒力升高之间的联系较小, 

至少该区域不能单独引起病毒毒力的大幅度提升。

同时我们通过序列比对分析发现, 这次大面积暴发

的高致病性 PRRSV 与以前流行株间最大的差异就

是在 ORF1a 所编码的各种非结构蛋白(Nsp)区域, 这

其中又以 Nsp2 的变异最为明显, 高致病性 PRRSV 

Nsp2 区域存在非连续缺失 30 个氨基酸。研究表明, 

Nsp2 含有 B 细胞识别的抗原决定簇[23], 而且也有试

验证实 Nsp2 蛋白具有有效的抗原决定簇, 而且还可

以促进免疫系统对抗原决定簇的有效识别。有学者

推测 Nsp2 区域的突变可能是引起 PRRSV 高致病性

的毒力升高的因子[12], 本实验室也正在利用相同的

策略来研究高致病性 PRRSV Nsp2 的非连续缺失与

毒力之间的潜在相关性。 

在本研究的动物实验中, 对照组进行 JX143 毒

株攻毒后虽然体温升高并且出现了严重的食欲减退

甚至废绝、咳嗽、喘气等呼吸症状, 除一头死亡外, 

其余四头在攻毒后 20 d 左右恢复正常。表面看来

JX143 毒株致病力相对偏低, 这可能与以下方面有

关: (1) 目前国内通行的实验动物数目偏少, 因此农

业部规定的 3/5 死亡率的高致病性标准易于产生统

计学差异及重复性问题; (2)本试验攻毒时猪的日龄

(62)稍偏大, 且为近来发现对 PRRSV 最不敏感的杜

洛克品系(田克恭等, 个人通讯)。事实上, 我们前期

进行的五周龄猪致病力试验结果表明: JX143 株病

毒导致高达 67%的死亡率(12/18, 未发表资料); 随

后进行的经反向遗传拯救的克隆病毒 vJX143 及

JX143株对同日龄猪致病力高达 100%(各 3/3)[10]; 另

外, 正在进行中的动物试验结果表明 JX143 株对 62

龄猪致病率达 100%, 感染后 10 d 死亡率已达 3/5(临

床观察表明另外两头也将死亡), 符合农业部关于高

致病性蓝耳病的评判标准。鉴于本试验采用的 JX143

株病毒基因组核苷酸同源性与参考株(JXA1)同源性

高达 99.8%, 尽管本次试验阴性对照组攻毒后死亡

率偏低, 对临床、病理学、病毒学及免疫学等指标

的综合分析表明, vSX12 株应该是抗高致病性猪蓝

耳病的理想的候选疫苗株。 

本研究建立的 PRRSV 嵌合病毒体系, 有助于在

短期内根据 PRRS 疫情变化来研制有针对性的多价

基因工程疫苗, 同时为进一步研制 PRRSV-PCV 等

多联基因工程疫苗奠定技术及物质基础。此外, 嵌

合病毒具有两种病毒不同的基因序列, 本质上有利

于临床疫病监测过程中利用特定靶序列区分疫苗免

疫株和自然感染的野毒株, 同时还可以成为大规模

使用的疫苗候选株。 
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