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摘   要：【背景】猪繁殖和呼吸综合征病毒(porcine reproductive and respiratory syndrome virus，

PRRSV)可以造成怀孕母猪的繁殖障碍及仔猪的呼吸系统疾病，近年来，NADC30-like 谱系 PRRSV
已成为国内的优势流行毒株。【目的】研制针对 NADC30-like 谱系 PRRSV 的病毒样颗粒(virus-like 
particle，VLP)疫苗。【方法】将 PRRSV NADC30-like 毒株编码 GP5 蛋白开放阅读框 5 (open 
reading frame 5，ORF5)、ORF6 (编码 M 蛋白)分别连接至 pFastBacTMDual 载体 P10 和 PH 启动子下

游多克隆位点，获得穿梭质粒 pFB-30-ORF5 及 pFB-30-ORF6，酶切鉴定后，将 ORF6 基因插入到

穿梭质粒 pFB-30-ORF5 PH 启动子下游，构建穿梭质粒 pFB-30-ORF5-OPF6。将上述 3 种穿梭质粒

分别转化大肠杆菌 DH10Bac 感受态细胞，通过蓝白斑筛选及 PCR 鉴定重组杆粒。再将获得的重

组杆粒转染至 SF9 昆虫细胞，发现细胞病变后收获病毒液，继续盲传 3 代，在透射电镜下观察是

否有病毒样颗粒。用第 3 代病毒液感染 SF9 细胞后，分别用 GP5 蛋白、His-tag、Flag-tag 单克隆

抗体作为一抗，通过免疫电镜、间接免疫荧光(indirect immunofluorescence assay，IFA)、Western 
blotting 鉴定重组蛋白。【结果】成功构建了 3 种穿梭质粒 pFB-30-ORF5、pFB-30-ORF6 和

pFB-30-ORF5-OPF6，酶切鉴定正确。通过蓝白斑筛选及 PCR 验证后获得重组杆粒，分别命名为

Bacmind-30-ORF5、Bacmind-30-ORF6 和 Bacmind-30-ORF5-ORF6。重组杆粒感染 SF9 细胞 120 h
时出现明显的细胞病变，收获病毒液后，在透射电子显微镜可观察到大小为 50 nm 左右呈现球形

结构的 VLPs。免疫电镜可以观察到胶体金颗粒结合在 VLPs 周围；IFA 结果显示实验组均出现了

明显绿色的特异性荧光灶；Western blotting 结果表明，3 种 VLPs 均出现特异性条带，并与预期大
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小一致。【结论】制备了 3 种 NADC30-like 谱系 PRRSV 的病毒样颗粒，为针对 PRRSV 新谱系流

行株疫苗的研发奠定了基础。 

关键词：NADC30-like 猪繁殖和呼吸综合征病毒(PRRSV)；病毒样颗粒；重组杆状病毒  
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Abstract: [Background] Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) can cause 
reproductive disorders in pregnant sows and respiratory diseases in piglets. In recent years, 
NADC30-like strains of PRRSV have become dominant in China. [Objective] To develop a virus-like 
particle (VLP) vaccine against NADC30-like strains of PRRSV. [Methods] We linked the encoding GP5 
protein open reading frame 5 (ORF5) and ORF6 (encoding M protein) genes of NADC30-like strain to 
the downstream polyclonal sites of P10 and PH promoters in pFastBacTM dual vector to obtain the shuttle 
plasmids pFB-30-ORF5 and pFB-30-ORF6, respectively. After identification by restriction 
endonuclease digestion, the ORF6 gene was inserted into the downstream region of PH promoter in the 
shuttle plasmid pFB-30-ORF5 to construct the shuttle plasmid pFB-30-ORF5-OPF6. The above three 
shuttle plasmids were respectively transformed into DH10Bac competent Escherichia coli cells, and the 
recombinant plasmids were identified by blue-white screening and PCR. The recombinant plasmids were 
then transfected into SF9 insect cells. After the appearance of cytopathic changes, the virus was 
harvested and passed on blindly for three generations. Whether there were virus-like particles was 
observed under a transmission electron microscope. After the SF9 cells were infected with the 
third-generation virus, the GP5, His-tag, and Flag-tag antibodies were used as the primary antibodies for 
the recombinant protein identification by indirect immunofluorescence assay (IFA) and Western 
blotting. [Results] Three shuttle plasmids pFB-30-ORF5, pFB-30-ORF6, and pFB-30-ORF5-OPF6 were 
successfully constructed and identified by restriction endonuclease digestion. After blue-white screening 
and PCR verification, the recombinant rod particles were obtained and named Bacmind-30-ORF5, 
Bacmind-30-ORF6, and Bacmind-30-ORF5-ORF6, respectively. Obvious cytopathic effect was observed 
in SF9 cells 120 h post infection with recombinant rod particles. After harvesting of the virus 
suspension, the spherical VLPs with the diameter of about  50 nm were observed under a transmission 
electron microscope. The binding of colloidal gold particles around VLPs was observed via 
immunoelectron microscopy, and the results of immunofluorescence assay showed obvious green 
specific fluorescent foci in the experimental group. Western blotting showed that all the three kinds of 
VLPs generated specific bands with the expected size. [Conclusion] Three kinds of virus-like particles 
of NADC30-like PRRSV were prepared, which laid a foundation for the research and development of 
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vaccines against the new prevalent strains of PRRSV. 

Keywords: NADC30-like porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV); virus-like 
particle; recombinant baculovirus 
 

猪繁殖与呼吸综合征(porcine reproductive 
and respiratory syndrome，PRRS)是一种会造成

母猪生殖障碍及仔猪呼吸系统疾病的免疫抑制

类疾病，感染后可导致宿主免疫机能降低，继

发其他病原感染[1]。其病原体 PRRSV 是动脉炎

病毒科有囊膜的单股正链 RNA 病毒，具有多种

传播途径，变异速度快，不同亚型毒株的疫苗

间交叉保护效果差[2]。 
2008 年，美国报道了一株 Nsp2 基因存在

131 个不连续氨基酸缺失的 PRRSV 并命名为

NADC30[3-4]。自 2013 年以来，PRRS 在中国流

行，这是由新的 PRRSV 变异株 NADC30-like 引

起的，可能是从北美进口并在中国进化流行[5]。

目前我国大部分省份均有 NADC30-like PRRSV
检出，而且阳性率逐年上升，NADC30-like 现

已成为多地的优势流行毒株。 
GP5 是病毒主要的糖基化结构膜蛋白[6]，

其与 M 蛋白共同构成病毒蛋白的至少一半，并

在病毒中形成二硫键连接的异源二聚体。GP5
蛋白是 PRRSV 变异最大的蛋白，在欧洲型和美

洲型之间只有 51%−55%的序列同源性。GP5 的

高度变异性可能是病毒之间缺乏免疫交叉反应

的原因[7]。GP5 在病毒的感染、组装和诱导机

体产生中和抗体方面起到关键作用[8]。 
病毒样颗粒(virus-like particles，VLPs)是纳

米级生物结构，以模仿天然病毒结构蛋白的空

心颗粒，但不包含病毒遗传物质 [9]。杆状病毒

表达系统是真核细胞中产生 VLP 的最常用系统

之一[10]。杆状病毒表达系统可以高水平表达目

的蛋白[11]，并且其在形态结构上与相应的天然

病毒具有高度一致性，具有较强的免疫原性、

特异性及生物活性[11]。杆状病毒表达系统还具

有安全性好、抗原纯度高等特点，所以具有良

好的应用前景[10]。 
目前，商品化的疫苗主要针对经典 PRRSV

和 HP-PRRSV。目前，灭活和亚单位候选 PRRSV
疫苗的研究热点包括各种病毒灭活策略、佐剂、

基于纳米颗粒的疫苗递送系统、DNA 疫苗，以

及使用杆状病毒、植物和复制缺陷病毒作为载体

疫苗生产的重组亚单位疫苗[12]。因此，本试验利

用昆虫细胞-杆状病毒表达系统表达了 NADC30 
PRRSV 的 GP5 蛋白、M 蛋白和 GP5-M 融合表达

蛋白，以期为今后 NADC30-like PRRSV 的诊断

及 VLPs 疫苗研发奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

大肠杆菌 DH10Bac 感受态细胞，北京百奥

莱博科技有限公司；Trans1-T1 感受态大肠杆

菌，TaKaRa公司；Sf9昆虫细胞、pFastBacTM Dual
载体由本实验室保存；T4 连接酶、Xho Ⅰ、Kpn Ⅰ、
BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ限制性内切酶，NEB 公司；

电泳缓冲液(50×TAE Buffer)，生工生物工程(上海)
股份有限公司；胶回收试剂盒，BioFluX 公司；

质粒小提试剂盒，Invitriogen 公司；Cellfectin®II、
Grace 培养基、Sf-900 II 培养基试剂和 PRRSV 
GP5 蛋白单克隆抗体，Thermo Fisher 公司；IP
裂解液、His抗体HRP标记山羊抗小鼠 IgG、FITC
标记山羊抗小鼠 IgG 和核酸电泳凝胶回收试剂

盒，BioFlux 公司。恒温水浴锅，上海一恒科技

有限公司；PCR 扩增仪，Life 公司；冷冻离心

机，Eppendorf 公司。 
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1.2  引物设计、克隆质粒的构建与鉴定 
根据 GenBank 收录的 PRRSV NADC30 毒

株基因序列(登录号为 MF375260.1)及杆粒的细

菌转座附着位点 Tn7 (mini-attTn7)设计引物(表 1)，
由吉林省库美生物科技有限公司合成。 

在 ORF5、ORF6 的 N 端分别添加 6×His
标签和 Flag 标签，并在上、下游分别添加 Xho Ⅰ、
Kpn Ⅰ和 BamH Ⅰ、Hind Ⅲ酶切位点，由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成重组质粒，分别

命名为 pUC57-30-ORF5 和 pUC57-30-ORF6。 

1.3  pFastBacTM Dual 穿梭质粒的构建与

鉴定 
将 pFastBacTM Dual 载体与克隆质粒 pUC57- 

30-ORF5 同时用限制性内切酶 Xho Ⅰ和 Kpn Ⅰ进
行双酶切，将 pFastBacTM Dual 载体与克隆质粒

pUC57-30-ORF6 同时用限制性内切酶 BamH Ⅰ
和 Hind Ⅲ进行双酶切。胶回收目基因片段，使

用 T4 连接酶将 ORF5、OPF6 分别连接至

pFastBacTM 双载体 PH、P10 启动子下游多克隆位

点，将连接产物转化至 Trans1-T1 感受态大肠杆

菌，涂布于 100 μg/mL 的氨苄抗性 LB 琼脂平板，

37 ℃培养 10 h。挑取单个菌落接入 100 μg/mL
氨苄抗性液体 LB 培养基，37 ℃、220 r/min 培

养 10 h 后小提质粒，将穿梭质粒用对应的限制

性内切酶进行酶切，并将质粒测序鉴定。鉴定正

确后分别命名为 pFB-30-ORF5 和 pFB-30-ORF6。 

将 ORF6 基因连接至鉴定正确的穿梭质粒

pFB-30-ORF5 P10 启动子下游多克隆位点，方法

同上，鉴定正确后命名为 pFB-30-ORF5-ORF6。 

1.4  重组杆粒的获取 
将穿梭质粒 pFB-30-ORF5、pFB-30-ORF6、

pFB-30-ORF5-ORF6 分 别 转 化 至 大 肠 杆 菌

DH10Bac 感受态细胞，涂布于含有 50 μg/mL 卡

那霉素、7 μg/mL 庆大霉素、10 μg/mL 四环素(以
下简称“三抗”)，以及 100 μg/mL β-半乳糖酶苷酶

底物(X-gal)和 40 μg/mL IPTG 的 LB 平板上，

37 ℃培养 48 h。挑取数个白色菌落于 5 mL 三

抗液体 LB 培养基中，37 ℃、220 r/min 培养 4 h
后划线于三抗 LB 琼脂平板，37 ℃培养 24 h 挑

取单个白色菌落接入培养三抗液体 LB 培养基，

37 ℃、220 r/min 培养 12 h，碱裂解法提取重组

杆粒，利用 M13 正向和反向引物对重组杆粒进

行 PCR 验证。PCR 产物的大小=Mini-attTn7 长

度(2 560 bp)+插入片段的大小。验证成功后分别

命名为 Bacmid-30-ORF5、Bacmid-30-ORF6 和

Bacmid-30-ORF5-ORF6。 

1.5  转染 Sf9 昆虫细胞及重组杆状病毒的

收获与扩增 
在六孔板中每孔接种 1×106 个细胞，细胞完

全贴壁后换为 Grace 培养基。取 8 μL Cellfectin® II
和 5 μL 重组杆粒分别稀释于 100 μL Grace 培养

基中(室温下至多 30 min)。将稀释后的 DNA 与 
 
表 1  本实验所用引物 
Table 1  Squences of primers used in present study 
引物名称 
Gene name 

序列 
Sequence (5′→3′) 

基因 
Gene 

长度 
Length (bp) 

GP5-F GGCTCGAGATGCTGGGTAAATGCCTGA ORF5 606 

GP5-R CCGGTACCCTAGTGGTGATGGTGGTGG 

M-F CCGGATCCATGGGTTCTTCTATCGACG ORF6 517 

M-R CCAAGCTTTTATTTATCGTCGTCATCT 

M13F TGTAAAACGACGGCCAGT Mini-attTn7 2 560 

M13R CAGGAAACAGCTATGACC 
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稀释的 Cellfectin® II 混合并在室温下孵育    
20 min (以上为每孔用量)。每孔滴加 200 μL 
DNA-转染混合物，27 ℃孵育细胞 5 h 后换为  
2 mL SF-900 II 完全培养基。27 ℃孵育细胞 6 d
左右，直至观察到明显的细胞病变，收取 P1 代

重组杆状病毒，在六孔板中每孔接种 2×106 个细

胞，细胞完全贴壁后，每空加入 40 μL 重组杆

状病毒，27 ℃孵育细胞 72 h，收取 P2 代重组

杆状病毒，同理将重组杆状病毒培养至 P3 代。

利用合成质粒 pUC57-30-ORF5、pUC57-30-ORF6
为标准品，实时荧光定量 PCR (quantitative 
real-time PCR，RT-qPCR)测定第 3 代重组杆状病

毒滴度。 

1.6  电镜观察病毒样颗粒  
将 P3 代培养物 27 ℃培养 72 h 后，用移液

器将细胞与培养基吹打混匀，并转移至离心管，

3 000 r/min 离心 5 min，上清即 P3 代重组杆状

病毒，转移至新的离心管，‒80 ℃保存。沉淀中

加入 200 μL 磷酸盐缓冲液 (phosphate buffer 
saline，PBS)吹打混匀，在功率 500 W 条件下工作

10 s、间歇 10 s，共超声破碎 10 min 后，12 000 r/min
离心 5 min，取上清于无菌 EP 管中，1%磷钨酸

负染后进行电镜观察。 

1.7  免疫电镜观察病毒样颗粒 
利用 GP5 蛋白、Flag-tag 单克隆抗体为一

抗，胶体金标记山羊抗兔 IgG (5 nm)为二抗对

第三代重组蛋白进行免疫电镜观察。 

1.8  Western blotting 验证目的蛋白表达 
将 P3 代沉淀用裂解液裂解并超声破碎(功

率 500 W，工作 10 s，间歇 10 s，共 10 min)，
12 000 r/min 离心 5 min，取上清于无菌 EP 管，

加入 5×蛋白上样缓冲液，沸水浴 10 min，进行

SDS-PAGE 电泳后转膜。将 1:1 000 稀释的 GP5
蛋白、Flag-tag 单克隆抗体分别作为一抗，室温

孵育 2 h，1:1 000 稀释的山羊抗兔 IgG 为二抗，

室温孵育 30 min，显影鉴定。 

1.9  间 接 免 疫 荧 光 实 验 (indirect 
immunofluorescence assay)鉴定目的蛋白

表达 
将 SF9 细胞以 1×106 个细胞/孔的密度加入

12 孔板，细胞贴壁后每孔接入 10 μL P3 代重组

杆状病毒，27 ℃孵育细胞 60 h 后进行间接免疫

荧光实验(indirect immunofluorescence assay，

IFA)。 

2  结果与分析 
2.1  穿梭质粒构建及酶切鉴定结果 

将 pFastBacTM Dual 载 体 与 克 隆 质 粒

pUC57-30-ORF5、pUC57-30-ORF6 用对应的限

制性内切酶进行酶切，可见约 5 000、606 及   

516 bp 的条带。 

对穿梭质粒 pFB-30-ORF5、pFB-30-ORF6

分别用对应的限制性内切酶酶切鉴定，酶切鉴

定结果如图 1 和图 2 所示，可见约 606、516 bp

处条带，对质粒测序验证，发现与原序列一致，

表明 pFB-30-ORF5、pFB-30-ORF6 穿梭质粒构

建成功。 

将鉴定穿梭质粒 pFB-30-ORF5 与克隆质粒

pUC57-30-ORF6 同时用限制性内切酶 BamH Ⅰ

和 Hind Ⅲ进行双酶切，可见约 5 800、516 bp

的条带(图 1)。 

对穿梭质粒 pFB-30-ORF5-ORF6 用限制性

内切酶 Xho Ⅰ和 Kpn Ⅰ、BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ分别酶

切鉴定，可见约 606、516 bp 处条带(图 2B)，

对质粒测序验证，发现与原序列一致，表明

pFB-30-ORF5-ORF6 穿梭质粒构建成功。 
2.2  重组杆粒 PCR 鉴定结果 

将重组杆粒转化至 DH10Bac，提取重组杆

粒利用 M13 正向和反向引物进行 PCR 鉴定，结 
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图 1  穿梭质粒 pFB-30-ORF5、pFB-30-ORF6 的

酶切鉴定    M： DL5000 DNA Marker； 1：

pFastBacTM Dual；2：pFB-30-ORF5；3：pFB-30-ORF5
酶切鉴定；4：pFB-30-ORF6；5：pFB-30-ORF6 酶

切鉴定 
Figure 1  Identification of the pFB-30-ORF5 and 
pFB-30-ORF6. M: DL5000 DNA Marker; 1: 
pFastBacTM Dual; 2: pFB-30-ORF5; 3: Digestion 
reaction of pFB-30-ORF5; 4: pFB-30-ORF6; 5: 
Digestion reaction of pFB-30-ORF6. 

果如图 3 所示，Bacmid-30-ORF5 约为 3 166 bp、

Bacmid-30-ORF6 约为 3 076 bp、Bacmid-30-ORF5- 

ORF6 约为 3 682 bp，与预期大小一致(图 3)。表

明重组杆粒 Bacmid-30-ORF5、Bacmid-30-ORF6

和 Bacmid-30-ORF5-ORF6 构建成功。 

2.3  重组杆状病毒 30-GP5 的包装 
重组杆粒转染到 Sf9 昆虫细胞后继续培养，

每天记录细胞病变。如图 4 所示，与正常细胞

相比(图 4A)，培养 72 h 时细胞体积开始变大，

部分细胞悬浮(图 4B)；培养 120 h 时，绝大部

分细胞破裂 (图 4C)，出现明显的细胞病变

(cytopathic effect，CPE)。说明重组杆状病毒

rBV-GP5、rBV-M、rBV-GP5-M 包装成功。P3

代重组杆状病毒接入 Sf9细胞后，如图 4D所示，

培养 72 h 时出现了明显的 CPE。重组杆状病

rBV-GP5 、 rBV-M、 rBV-GP5-M 滴度分别为

3.14×108、2.9×108、4.05×108 TCID50/mL。 

 

 
 
图 2  pFB-30-ORF5-ORF6 的构建与鉴定   A：pFB-30-ORF5-ORF6 的构建；B：pFB-30-ORF5-ORF6
的鉴定；M1：DL5000 DNA Marker；M2：DL2000 DNA Marker；1：pFB-30-ORF5；2：pUC57-30-ORF6；
3：pFB-30-ORF5-ORF6 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ酶切产物；4：pFB-30-ORF5-ORF6 Xho Ⅰ和 Kpn Ⅰ酶切产物 
Figure 2  Construction and digestion reaction of pFB-30-ORF5-ORF6. A: Construction of pFB-30-ORF5-ORF6; 
B: Digestion reaction of pFB-30-ORF5-ORF6; M1: DL 5000 DNA Marker; M2: DL 2000 DNA Marker; 1: 
pFB-30-ORF5; 2: pUC57-30-ORF6; 3: Digestion reaction of pFB-30-ORF5-ORF6 by BamH Ⅰ and Hind Ⅲ; 4: 
Digestion reaction of pFB-30-ORF5-ORF6 by Xho Ⅰ and Kpn Ⅰ. 
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图 3  重组杆粒 PCR 鉴定结果 
Figure 3  Identification of the recombinant 
bacmaids by PCR. M: DL5000 DNA Marker; 1: 
Bacmid-30-ORF5; 2: Bacmid-30-ORF6; 3: 
Bacmid-30-ORF5-ORF6. 

2.4  VLPs 电镜观察结果 
通过透射电子显微镜观察可见，大量大小

为 50 nm 左右的 VLPs 呈现球形结构，表面光滑、

无凸起，符合 PRRSV 的基本形态特征(图 5)。 

2.5  VLPs 免疫电镜观察结果 
如图 6 所示，免疫电镜可观察到胶体金颗

粒结合在 VLPs 周围。 

2.6  间接免疫荧光对 P3 代重组杆状病毒

GP5 和 M 蛋白表达的鉴定结果 
利用 GP5 蛋白单克隆抗体对重组杆状病毒

rBV-GP5 (图 7A)和 rBV-GP5-M (图 7B)表达 GP5
蛋白，Flag-tag 抗体对重组杆状病毒 rBV-M (图 7C)
和 rBV-GP5-M (图 7D)表达 M 蛋白进行 IFA 检

测，与未接入 P3 代重组杆状病毒的阴性对照组 
 

 
 

图 4  昆虫细胞病变(200×) 
Figure 4  Cytopathic effect of virally-infected SF9 insect cell (200×). 
 

 
 

图 5  VLP 电镜图 
Figure 5  Electron microscopy of VLPs. A: 30-GP5 VLPs; B: 30-GP5-M VLPs; C: 30-M VLPs. 
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图 6  VLP 免疫电镜图 
Figure 6  Immunoelectron microscopy of VLPs. A: 30-GP5 VLPs; B: 30-GP5-M VLPs; C: 30-M VLPs. 
 

 
 

图 7  IFA 鉴定 GP5、M 蛋白的表达(200×)   A：rBV-GP5；B：rBV-GP5-M；C：rBV-M；D：rBV-GP5-M；

E：阴性对照 SF9 细胞 
Figure 7  Identification of the GP5-linker-M protein expression by IFA (200×). A: rBV-GP5; B: rBV-GP5-M: 
C: rBV-M; D: rBV-GP5-M; E: Normal SF9 cells. 

 
(图7E)相比，实验组均出现了明显绿色特异性

荧光灶，说明 GP5 蛋白、M 蛋白和 GP5-M 共

表达蛋白已经在 SF9 细胞内表达。 
2.7  重组蛋白 Western blotting 结果分析 

对 P3 代蛋白样品 30-GP5 、 30-M 、

30-GP5-M 进行 Western blotting 实验后，如  
图 8 所示，在 23、20、53 kDa 左右出现了明

显条带，而阴性对照泳道未出现条带，说明通

过昆虫细胞—杆状病毒系统已经表达出目的

蛋白。 

3  讨论与结论 
猪繁殖与呼吸综合征(PRRS)于 1987 年在

美国首次发现，1990 年在欧洲首次报道[13]，

PRRS 是引起妊娠母猪严重繁殖障碍和各年

龄段猪的呼吸紊乱为主要特征的重要猪传

染病之一 [14]。PRRS 是由猪繁殖和呼吸综合

征病毒 (PRRSV)引起的，其属于套式病毒目

(Nidovirales)动脉病毒科(Arteriviridae)，有囊

膜，单股正链 RNA 病毒，基因组长度约为 
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图 8  重组蛋白 Western blotting 鉴定   M：蛋白 Marker；1：GP5 蛋白；4 和 5：M 蛋白；7：GP5-M
重组蛋白；2、6 和 8：空白对照组 
Figure 8  Identification of the GP5-linker-M protein expression by Western blotting. M: Protein Marker; 1: 
GP5 protein; 4, 5: M protein; 7: GP5-M recombinant protein; 2, 6, 8: Blank control group. 
 
 

15 kb[15]。2014 年以来，有研究报道了中国南方

地区 PRRSV 的野外分离株与 NADC30 的核苷酸

具 有 很 高 相 似 性 [16] 。 在 过 去 的 两 年 里 ，

NADC30-like 已经成为很多省份已接种疫苗猪

的优势毒株[16]。与 2006 年以来成为中国主要流

行的高致病性 PRRSV (HP-PRRSV) 相比，

NADC30-like 的毒力相对较弱，主要导致临床

呼吸道症状，对猪的死亡率为 30%–50%[17]。目

前的商业疫苗对 NADC30-like 毒株无效[18]。 
预防猪繁殖和呼吸综合征(PRRS)的主要策

略是接种疫苗。然而，目前的商业化猪繁殖和

呼吸综合征病毒(PRRSV)疫苗效果有限，甚至

可能导致猪感染[19]。由于免疫逃避策略和病毒

抗原的异质性，目前商业化的 PRRSV 疫苗(灭
活疫苗和改良活疫苗)效果不佳，尤其是对于不

同亚型毒株的感染[20]。目前，实验开发中的疫

苗包括 PRRSV 减毒活疫苗、表达 PRRSV 病毒

蛋白的重组载体疫苗、DNA 疫苗和植物亚基疫

苗等[21]。因为各亚型之间的遗传与抗原特异性，

又有 PRRSV 的各种免疫逃避策略[22]，传统的

控制策略和常规疫苗无法提供可持续保护，限

制了几乎所有实验中的 PRRSV 疫苗的价值。开

发一种能对流行的 PRRSV 毒株提供广泛保护

的通用疫苗已成为当前疫苗开发的主要挑战。 

PRRSV GP5 蛋白是最丰富的包膜糖蛋白，

也是中和抗体的关键靶位[23]。M 蛋白高度保守，

与 GP5 形成异源二聚体，在病毒的组装与出芽

过程中起到关键作用[24]。昆虫细胞-杆状病毒表

达系统可以稳定表达外源基因，并可以对蛋白

进行修饰，而且杆状病毒具有高度的种属特异

性，不感染猪等脊椎动物，具有生物安全性[25]。 
目前，针对 PRRSV 的 VLP 疫苗的研究还

很少，Xu 等[26]通过 Bac-to-Bac 杆状病毒表达系

统表达 PRRSV-1 的 GP5 和 M 蛋白的重组杆状

病毒，并且 PRRSV VLP+A5 佐剂可以通过鼻内

免疫有效地触发特异性体液免疫反应。Murthy
等[27]通过 PRRSV 保守抗原表位在大肠杆菌中

表达了 HBcAg VLP，并证明其可以阻断病毒对

MARC145 细胞的感染。本研究分别将 PRRSV 
NADC30 ORF5、ORF6 基因插入到 pFastBacTM

双载体上，获得重组穿梭质粒，将重组质粒转

化至 DHbac 感受态大肠杆菌并获得重组杆粒，

通过脂质体转染法将重组杆粒转染至 SF9 贴壁

昆虫细胞，成功拯救出包装 VLPs 所需的各种

重组杆状病毒，这与许汪[28]、王俊等[29]利用该

表达策略成功表达 PRRSV VLPs 的结果一致。

通过 Western blotting、透射电镜观察证明，利

用 Bac-to-Bac 表达系统制备了 NADC30-like 
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VLPs，可为后续 NADC30-like 猪繁殖与呼吸综

合征病毒样颗粒研究奠定基础。 
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