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摘　要：根据ＧｅｎＢａｎｋ公布的ＰＲＲＳＶＯＲＦ３ 基因的核苷酸序列，设计并合成一对特异性引物，用ＲＴＰＣＲ

方法扩增ＰＲＲＳＶ陕西分离株ＯＲＦ３ 基因，将其克隆入ｐＧＥＭＴ载体中，测序并进行序列分析。再将ＯＲＦ３

基因亚克隆入ｐＥＴ３２ａ中，构建原核表达载体。结果扩增到７６５ｂｐ的ＰＲＲＳＶ全长ＯＲＦ３ 基因，序列分析结

果表明，分离株与ＳＹ０６０８亲缘关系较近，而与ＣＨ２、ＨＢ２关系较远。重组原核表达质粒经酶切鉴定正确后

命名为ｐＥＴＧＰ３，为进一步研究ＧＰ３蛋白的原核表达、免疫特性、结构与功能奠定了基础。
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　　猪繁殖与呼吸综合征（ＰｏｒｃｉｎｅＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ

ａｎｄＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＳｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ）是由猪繁殖

与呼吸综合征病毒（ＰｏｒｃｉｎｅＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄ

ＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＳｙｎｄｒｏｍｅＶｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）引起的以

母猪晚期流产、早产、死胎、木乃伊胎等繁殖障碍

和仔猪严重的呼吸道症状及高死亡率为特征的传

染病［１２］。该病毒主要侵害宿主免疫系统，可产生

混合感染和继发感染，具有抗体依赖性增强作用，

且易发生变异重组，对世界养猪业造成极大的经

济损失［３４］。病原学研究表明，ＰＲＲＳＶ为有囊膜

的单股正链ＲＮＡ病毒，其核酸大小约为１５ｋｂ，

含９个开放阅读框（ＯＲＦｓ）。由ＯＲＦ３ 编码的

ＧＰ３蛋白是ＰＲＲＳＶ 的次要结构蛋白，是一种糖

基化蛋白，在病毒的致病性、病毒复制、病毒装配、

病毒变异和保护性反应等方面具有重要意义［５６］。

ＧＰ３蛋白有可能与诱导细胞免疫有关，可作为研

制ＰＲＲＳＶ 基因工程疫苗的候选保护性抗原之

一［７］。本试验通过对ＰＲＲＳＶ 陕西分离株ＯＲＦ３

基因克隆、序列分析并进行原核表达载体的构建

等研究，为今后ＰＲＲＳＶ疫苗开发、诊断试剂盒的

研制及应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　病毒、菌种与质粒

ＰＲＲＳＶ陕西分离株由陕西出入境检验检疫

局检验检疫技术中心从陕西某猪场疑似猪繁殖与

呼吸综合征发病仔猪中分离并经过鉴定保存；

ｐＧＥＭＴ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；大肠杆菌 ＤＨ５ａ、

ＢＬ２１及ｐＥＴ３２ａ质粒均为陕西出入境检疫局检

验检疫技术中心保存。

１．２　主要试剂

ＴＲＩｚｏｌＲｅｇｅｎｔ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；反转录

酶（ＡＭＶ）购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＨＲＰ标记羊抗猪

ＩｇＧ购自北京天根生物技术有限公司；各种内切

酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、犜犪狇ＤＮＡ多聚酶、ｄＮＴＰ分

别购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＤＬ２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、

ＤＮＡ胶回收试剂盒购自上海生工生物工程技术

服务有限公司；ＰＲＲＳＶ阳性血清由西北农林科

技大学动物医学院兽医微生物实验室惠赠；其他

试剂均为国产分析纯。

１．３　引物设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ上发表的 ＰＲＲＳＶＯＲＦ３ 基

因组序列，利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计１对特异性

引 物 （Ｐｌ／Ｐ２）。 上 游 引 物 Ｐ１：５′ＧＣＴＣＴＣ

ＧＡＧＡＴＧＧＣＴＡＡＴＡＧＣＴＧＴＡＣＡ３′，５′端加

上犅犪犿ＨＩ酶切位点。下游引物Ｐ２：５′ＧＧＧＣＴ

ＧＣＡＧＴＣＧＣＣＧＴＧＣＧＧＣＡＣＴ３′，５′ 端 加 上

犡犺狅Ｉ酶切位点。扩增片断为７６５ｂｐ，含有完整

的ＯＲＦ３ 基因，引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。

１．４　病毒基因组的提取

取出－８０℃保存的 ＰＲＲＳＶ 细胞毒，按照

ＴＲＮｚｏｌ试剂说明书提取病毒ＲＮＡ。

１．５　犚犜犘犆犚

取ＲＮＡ作模板３μＬ，加入ＯＲＦ３ 下游引物

Ｐ２１μＬ、ｄＮＴＰ４μＬ、ＲｎａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ０．５μＬ、

ＡＭＶ０．５μＬ、５×ＡＭＶＢｕｆｆｅｒ４μＬ，加 ＤＥＰＣ

Ｈ２Ｏ至２０μＬ，４２℃１ｈ，即得ｃＤＮＡ模板；ＰＣＲ

反应体系如下：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ、ｄＮＴＰｓ

４μＬ、Ｐ１／Ｐ２各１μＬ、ｒ犜犪狇１μＬ、ｃＤＮＡ６μＬ、加

水至５０μＬ。反应程序：９５℃变性５ｍｉｎ；９４℃

１ｍｉｎ，５６℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，共３０个循环；最

后７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束后取１０μＬＰＣＲ

产物加入１μＬ６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ于８ｍｇ／ｍＬ

琼脂糖凝胶中电泳，分析扩增产物。

１．６　犘犆犚产物的纯化与回收

参照上海生工生物工程技术服务有限公司

ＵＮＩＱ１０胶回收试剂盒说明书回收目的基因片

断，于 １６℃ 与 ｐＧＥＭＴ 载体过夜连接，转化

ＤＨ５α感受态细胞，挑选阳性克隆，提取质粒，并

用犡犺狅Ⅰ和犅犪犿ＨⅠ双酶切鉴定，将鉴定正确的

质粒送上海生工生物工程技术服务有限公司测

序。测序结果应用 ＤＮＡｓｔａｒ分析软件与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中的ＰＲＲＳＶＯＲＦ３ 序列进行比较分析并

绘制系统进化树。

１．７　原核表达载体的构建和鉴定

将阳性重组质粒ｐＧＥＭＯＲＦ３ 用犅犪犿ＨⅠ

和犡犺狅Ｉ双酶切后回收并纯化，与同样双酶切的

原核表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）进行连接，得到重组

原核表达载体ｐＥＴＯＲＦ３ ，用此质粒转化大肠杆

菌ＤＨ５α工程菌，筛选阳性克隆，扩增，用酶切法

鉴定重组质粒，并将鉴定正确的质粒送上海生工

生物工程技术服务有限公司测序，以确证ＯＲＦ３

基因插入的正确性。

２　结果与分析

２．１　犚犜犘犆犚扩增结果

以ＰＲＲＳＶ总ＲＮＡ为模板，利用特异性引物

·２２· 西　北　农　业　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　　１９卷



Ｐ１／Ｐ２进行ＰＣＲ扩增完整ＯＲＦ３ 基因，产物经８

ｍｇ／ｍＬ琼脂糖凝胶电泳检测，得到１条大约７６５

ｂｐ的特异性条带，与预期片段大小相符（图１）。

　　Ｍ．ＤＮＡ标准ＤＬ２０００ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１．Ｓｈａａｎｘｉ株

ＯＲＦ３ 基因ＰＣＲ产物ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＯＲＦ３ｇｅｎｅＳｈａａｎｘｉｓｔｒａｉｎ

图１　犚犜犘犆犚扩增犛犺犪犪狀狓犻株犗犚犉３ 基因产物

犉犻犵．１　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犗犚犉３犵犲狀犲狅犳犛犺犪犪狀狓犻狊狋狉犪犻狀

２．２　重组质粒的酶切鉴定

重组质粒ｐＧＥＭＯＲＦ３用犅犪犿ＨⅠ和犡犺狅Ｉ

双酶切进行鉴定，结果切出７６５ｂｐ条带（图２），与

预计的ＯＲＦ３ 基因大小相符合。

　　Ｍ．ＤＮＡ 标准 ＤＬ２０００ＤＬ２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１．ｐＧＥＭ

ＯＲＦ３ 重组质粒的犅犪犿ＨⅠ和犡犺狅Ｉ双酶切产物Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＧＥＭＯＲＦ３ｐｌａｓｍｉｄｂｙｄｉｇｅｓｔｉｏｎｗｉｔｈ犅犪犿ＨⅠａｎｄ

犡犺狅Ⅰ

图２　重组质粒狆犌犈犕犗犚犉３ 的双酶切鉴定结果

犉犻犵．２　犇狅狌犫犾犲犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳

狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犌犈犕犗犚犉３

２．３　犗犚犉３ 基因测序结果

重组质粒ｐＧＥＭＯＲＦ３由上海生工生物工

程技术服务有限公司测序。Ｓｈａａｎｘｉ株ＯＲＦ３ 基

因的全序列为７６５ｂｐ，共编码２５４个氨基酸，其核

苷酸序列和氨基酸序列分别见图３和图４。

图３　犛犺犪犪狀狓犻株犗犚犉３ 基因的核苷酸序列

犉犻犵．３　犜犺犲狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犗犚犉３犵犲狀犲狅犳犛犺犪犪狀狓犻狊狋狉犪犻狀

图４　犛犺犪犪狀狓犻株犌犘３蛋白氨基酸序列

犉犻犵．４　犜犺犲犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犌犘３狆狉狅狋犲犻狀狅犳犛犺犪犪狀狓犻狊狋狉犪犻狀犱犲犱狌犮犲犱犳狉狅犿犗犚犉３犵犲狀犲

２．４　同源性分析

应用ＤＮＡｓｔａｒ分析软件将测得ＯＲＦ３ 序列

与国内外己知序列的基因及预测编码氨基酸序列

进行比较。参考毒株登陆号分别为：ＢＪｓｙ０６

（ＥＵ０９７７０７）、ＣＨ２ （ＡＹ２６２３５２）、ＧＤＺＣ１

（ＡＹ８５８５８５）、 ＨＢ１ （ＥＵ３６０１３０）、 ＨＢ２

（ＡＹ２６２３５２）、Ｈｅｎａｎ１ （ＥＵ２００９６２）、ＪＸ１４３

（ＥＵ７０８７２６ ）、 ＪＸＡ１ （ＦＪ５４８８５５ ）、 ＬＮ

（ＥＵ１０９５０２）、 ＮＸ０６ （ＥＵ０９７７０６）、 ＳＨＨ

（ＥＵ０９７７０６）、ＳＹ０６０８ （ＥＵ１４４０７９）、ＷｕＨ１
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（ＥＵ１８７４８４）。其中ＣＨｌａ为国内分离的第１株

毒，ＨＢ１、ＨＢ２为早期分离的河北毒株，ＪＸＡ１

为国内２００６年以来主流行毒株。ＨＮ１为２００６

年以前国内分离株。序列分析显示：Ｓｈａａｎｘｉ株

与ＳＹ０６０８ 亲缘关系最近，核苷酸同源性达

９９．３％，氨基酸同源性达９８．８％，而与 ＣＨ２、

ＨＢ２关系相对远些，核苷酸同源性为９３．３％，氨

基酸同源性为９１．４％（图５）。

图５　犛犺犪犪狀狓犻株犗犚犉３ 基因与其他毒株核苷酸同源性比较

犉犻犵．５　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犗犚犉３犵犲狀犲犫犲狋狑犲犲狀犛犺犪犪狀狓犻犪狀犱狅狋犺犲狉狊狋狉犪犻狀狊

２．５　进化树分析

在分析ＰＲＲＳＶＳｈａａｎｘｉ株同源性的基础上

进行核苷酸遗传进化分析，并绘制其系统发生进

化树（图６）。从图中可以看出，Ｓｈａａｎｘｉ株与

ＳＹ０６０８（ＥＵ１４４０７９） ，ＷｕＨ１（ＥＵ１８７４８４），

ＢＪｓｙ０６（ＥＵ０９７７０７），ＮＸ０６（ＥＵ０９７７０６）等同位于

一个小分支，亲缘关系较近。

图６　犗犚犉３ 基因系统进化树

犉犻犵．６　犜犺犲狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犘犚犚犛犞犗犚犉３犵犲狀犲

　　图中横坐标表示氨基酸残基，纵坐标表示氨基酸的亲水值，亲水性位于横坐标上方，疏水性位于下方　ＩｎｔｈｉｓＰｉｃｔｕｒｅＸａｘｉｓｒｅｐｒｅ

ｓｅｎｔｓａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓ；Ｙａｘｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ，ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｒｅｇｉｏｎｉｓｌｏｃａｔｅｄａｂｏｖｅｔｈｅＸａｘｉｓａｎｄｔｈｅｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｓｌｏｃａｔｅｄ

ｕｎｄｅｒｔｈｅＸａｘｉｓ

图７　犘犚犚犛犞犛犺犪犪狀狓犻株犌犘３多肽亲水性分析

犉犻犵．７　犎狔犱狉狅狆犺犻犾犻犮犻狋狔狅犳犘犚犚犛犞犌犘３狆狉狅狋犲犻狀狅犳犛犺犪犪狀狓犻狊狋狉犪犻狀

·４２· 西　北　农　业　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　　１９卷



２．６　犌犘３蛋白性质分析

ＤＮＡｓｔａｒ软件疏水性分析表明：Ｓｈａａｎｘｉ株

ＧＰ３蛋白的第０～３１，３８～４９，６４～９９，１０７～１３０、

１７６～１９１位为疏水性区域，并且在第０～３１、６４～

９９、１０７～１３０位氨基酸区段存在大的疏水性区域

（图７）。

　　由图８可知，Ｓｈａａｎｘｉ株ＯＲＦ３ 基因编码产物

ＧＰ３蛋白有６个潜在抗原表位，主要位于３０～

３８、４８～５７、１２６～１３４、１３５～１４２、１４６～１５６、１５９～

１８７位氨基酸，具有较强的抗原性。

　　横轴为氨基酸残基数，纵轴为相邻７个氨基酸的平均抗原性值，抗原区位于横坐标上方，非抗原区位于横坐标下方。

Ｘａｘｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｍｉｎｏａｃｉｄｓｒｅｓｉｄｕｅｓ；Ｙａｘｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅａｖｅｒａｇｅａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｓｅｖｅｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｎｅａｒｂｙ；ａｎｔｉｇｅｎｒｅｇｉｏｎｉｓｌｏｃａ

ｔｅｄａｂｏｖｅｔｈｅＸａｘｉｓａｎｄｎｏｎａｎｔｉｇｅｎｒｅｇｉｏｎｉｓｌｏｃａｔｅｄａｂｏｖｅｔｈｅＹａｘｉｓ．

图８　犘犚犚犛犞犛犺犪犪狀狓犻株犌犘３多肽抗原表位分析

犉犻犵．８　犃狀狋犻犵犲狀犻犮犻狋狔狅犳犘犚犚犛犞犌犘３狆狉狅狋犲犻狀狅犳犛犺犪犪狀狓犻狊狋狉犪犻狀

２．７　原核重组表达载体酶切鉴定结果

对重组表达质粒 ｐＥＴＯＲＦ３用 犈犮狅ＲＩ和

犡犺狅Ｉ双酶切进行鉴定，结果切出两条带，大小分

别为４．９ｋｂ和７６５ｂｐ。结果表明，目的基因己连

接到ｐＥＴ３２α原核表达载体上（图９）。

　　Ｍ．ＤＮＡ标准 ＤＬ２０００ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１．ｐＥＴＯＲＦ３

重组质粒的犈犮狅ＲⅠ和犡犺狅Ⅰ双酶切产物Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍ

ｂｉｎａｎｔｐＥＴＯＲＦ３ｐｌａｓｍｉｄｂｙｄｉｇｅｓｔｉｏｎｗｉｔｈ犈犮狅ＲⅠａｎｄ犡犺狅Ⅰ；

２．ｐＥＴ３２ａ质粒犅犪犿ＨＩ和犡犺狅Ⅰ双酶切阴性对照ｐＥＴ３２ａｐｌａｓ

ｍｉｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图９　重组表达质粒狆犈犜犗犚犉３的双酶切鉴定结果

犉犻犵．９　犇狅狌犫犾犲犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀

狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犈犜犗犚犉３

３　讨 论

３．１　犗犚犉３ 基因序列分析

用ＰＣＲ的方法成功扩增出 ＰＲＲＳＶＯＲＦ３

基因，序列测定结果表明，该基因大小为７６５ｂｐ，

编码２５４个氨基酸。将ＯＲＦ３ 基因与国内外发

表的毒株进行同源性分析，该毒株与其他毒株核

苷酸的同源性为９３．３％～９９．３％，说明Ｓｈａａｎｘｉ

株ＯＲＦ３ 基因的变异不大，本研究结果对猪繁殖

与呼吸综合症病毒病的防制有一定意义。从遗传

进 化 树 上 看，Ｓｈａａｎｘ 分 离 株 与 ＳＹ０６０８

（ＥＵ１４４０７９）、ＷｕＨ１（ＥＵ１８７４８４）同位于一个小

分支，亲缘关系最近。推测Ｓｈａａｎｘｉ株属国内毒

株在流行过程中的变异毒株，可能有共同来源。

从目前报道的情况来看，国内的ＰＲＲＳＶ毒株大

部分与美洲型代表株同源性较高，说明在中国流

行的ＰＲＲＳＶ以美洲型亚群为主。

３．２　疏水性、抗原表位分析

由抗原疏水性图（图７）及抗原性图（图８）的

曲线走向可以看出，抗原性峰值基本与亲水性峰

值趋同，也就是说氨基酸序列亲水性越强的部位，

抗原表位位于此区域的可能性就越大，而与疏水

性曲线则表现出相反的走向。氨基酸的疏水性可

作为判定该蛋白是否为跨膜蛋白的指标，特别是

在一段多肽中如果能够发现几个亲、疏水区相间

隔存在的情况，一般可作为跨膜蛋白的标识，而跨

膜蛋白往往是受体等的作用位点。因此，疏水区

和跨膜区对于分析一个蛋白质的性质功能具有一

定的意义。分析显示，ＰＲＲＳＶＳｈａａｎｘｉ株 ＧＰ３

蛋白在０～３１、３８～４９，６４～９９、１０７～１３０、１７６～

１９１位为疏水性区域，并且在０～３１，６４～９９，１０７

～１３０位氨基酸区段存在大的疏水性区域。这些

结果对该分离株ＧＰ３蛋白的初步了解及为ＧＰ３

蛋白体外表达和结构功能的研究奠定基础。

３．３　犗犚犉３ 基因原核表达载体的构建

由ＯＲＦ３ 编码的 ＧＰ３蛋白，在病毒的致病

性、病毒复制、病毒装配、病毒变异和保护性反应

等研究方面具有重要意义。ＧＰ３亚单位疫苗的

研究结果显示，接种猪体内并不存在可检测的中

和抗体，但它可为母猪提供一定的保护，提示
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ＧＰ３蛋白有可能与诱导细胞免疫有关，可作为研

制ＰＲＲＳＶ 基因工程疫苗的候选保护性抗原之

一［１］。本研究中，将经酶切鉴定正确的克隆质粒，

亚克隆到高效表达载体ｐＥＴ３２α，经酶切鉴定正

确的克隆命名为ｐＥＴＧＰ３。此结果的获得，为高

效表达载体进一步在犈．犮狅犾犻ＢＬ２１细胞中表达

ＰＲＲＳＶ的 ＧＰ３蛋白，研究其免疫特性、结构与

功能奠定基础。
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常见废弃量名称与标准量名称对照表

废弃量名称 标准量名称

比重 体积质量，［质量］密度，相对体积质量，相对密度

绝对温度，开氏温度 热力学温度

比热 质量热容，比热容

电流强度 电流

电量 电荷［量］

分子量 相对分子质量，分子质量

重量百分数，重量百分浓度 质量分数

体积百分数，体积百分浓度 体积分数

摩尔浓度，当量浓度 物质的量浓度，浓度

粒子剂量 粒子注量

放射性强度，放射性 ［放射性］活度
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