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猪 CD151 转基因 PK-15 细胞系构建及其对猪繁殖与呼吸综合
征病毒的易感性
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摘要:【目的】建立猪繁殖与呼吸综合征病毒(porcine reproductive and respiratory syndrome virus，PRRSV)易感
的猪 CD151 转基因 PK-15 细胞系，研究 CD151 分子在 PRRSV 感染猪源细胞中的作用。【方法】用 RT-PCR
从猪肺泡巨噬细胞中扩增 CD151 全长 cDNA，测序正确后克隆入真核表达载体 pcDNA3;用重组载体 pcDNA-
CD151 转染 PK-15 细胞，经 G418 抗性筛选获得转基因细胞系 PK15-CD151，用 RT-PCR 和免疫荧光试验检测
CD151 表达;用 VR-2332 株 PRRSV 分别感染 PK-15 细胞、PK15-CD151 细胞、MARC-145 细胞和 3D4-CD163
细胞，定期观察细胞病变，用 RT-PCR 和免疫荧光试验检测病毒 RNA 基因组和病毒抗原，用半数组织细胞感
染剂量测定病毒滴度。【结果】从猪巨噬细胞中克隆得序列正确的猪 CD151 cDNA;从重组载体转染的 PK-
15 细胞培养中筛选得 G418 抗性细胞克隆，并能正确表达猪 CD151 分子;在 PRRSV 感染后，PK15-CD151 细
胞虽然不表现明显的细胞病变，但能检测到病毒 RNA 基因组和病毒抗原，并能产生较高滴度的感染性病毒;
该细胞系已在体外传 30 代以上，第 10、20、30 代细胞的 PRRSV 滴度无明显变化。【结论】猪 CD151 基因转
染能使非易感 PK-15 细胞获得对 PRRSV 的易感性，提示猪 CD151 参与 PRRSV 感染猪源细胞。
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猪繁殖与呼吸综合征( porcine reproductive and
respiratory syndrome，PRRS)是猪的一种高度接触性
传染病，以成年母猪生殖障碍、早产、流产、死产和产
木乃伊胎及仔猪呼吸异常为主要特征。自 20 世纪
80 年代在美国发现以来，该病一直在世界范围内流
行，给养猪业造成巨大的经济损失［1 － 3］。猪繁殖与
呼吸综合征病毒(PRRSV)是动脉炎病毒属的单股、

正链 RNA 病毒，具有复杂的感染与免疫逃避机
制［4 － 5］。目前，PRRS 主要靠免疫接种进行控制，但

灭活苗的免疫保护效果不确实，弱毒疫苗具有毒力

返强或散毒风险［6］，因此迫切需要研究控制该病的

新策略。

PRRSV 主要感染猪的单核-巨噬细胞系统，参

与的细胞受体至少有 3 个。其中，硫酸乙酰肝素
(heparan sulphate)参与细胞非特异性吸附，唾液酸

粘附素( sialoadhesin)负责病毒的吸附与进入细胞，

CD163 则与病毒脱衣壳有关［7］。由于巨噬细胞培

养及基因转染难度较大等原因，现有的猪巨噬细胞
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系极为有限，而且因不表达 CD163 分子失去对
PRRSV 的易感性［8］。因此，PRRSV 分离培养、疫苗

研制以及感染机制研究多用 MARC-145 细胞系进

行，但其感染机制明显不同于巨噬细胞感染［7］。另

外，猴源与猪源细胞的糖基化模式有差异，MARC-

145 细胞源疫苗的免疫效果不及猪巨噬细胞源疫

苗［9］。

CD151 是四跨膜蛋白超家族成员，分布于血小

板、巨核细胞、激活 T 淋巴细胞、树突状细胞、血旺

细胞、上皮细胞、内皮细胞和肌肉细胞等细胞表

面［10］。有研究资料显示，CD151 在 PRRSV 感染
MARC-145 细胞中发挥重要作用，可能的机制是通

过与病毒 RNA 基因组的 3'非翻译区结合，从而影响

病毒的基因转录、翻译和 RNA 运输［11］。例如，猴
CD151 基因转染可增加 MARC-145 细胞的 PRRSV

滴度，CD151 抗体处理或 RNA 干扰其基因表达可阻

断 PRRSV 感染，而 CD151 基因转染可使非易感
BHK-21 细胞获得对 PRRSV 的易感性［11］。本研究

用从猪肺巨噬细胞中克隆的 CD151 cDNA 转染猪肾
PK-15 细胞系，经 RT-PCR、免疫荧光试验和感染性

病毒滴定证明，猪 CD151 转基因 PK-15 细胞不仅能

支持 PRRSV 感染与复制，而且能产生较高的病毒滴

度，为 PRRSV 分离培养以及疫苗研制增添了新的实

验工具，也为进一步研究猪 CD151 在 PRRSV 感染

中的作用打下基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 细胞与病毒株:VR-2332 株 PRRSV 由扬州

威克生物有限公司提供;猪肺巨噬细胞系( porcine

alveolar macrophage，PAM)3D4 /21 购自美国 ATCC

(CRL-2843 )，将从猪 肺 巨 噬 细 胞 中 克 隆 的 猪
CD163 cDNA 插入真核表达载体 pVITRO2-mcs(美

国 InvivoGen 公司)，用重组载体转染 PAM 3D4 /21

细胞，经潮霉素筛选得猪 CD163 转基因猪巨噬细胞

系 3D4-CD163(另文发表);猪肾 PK-15 细胞系从美

国 ATCC 引进 (ATCC CCL-33);MARC-145 细胞由

扬州友邦科技有限公司提供。

1. 1. 2 主要试剂:限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、

LA Taq DNA 聚合酶、pMD18-T 为大连宝生物公司
(TaKaRa )产品;大肠杆菌(E． coli)DH5α 感受态细

胞按常规方法制备;质粒 DNA 提取及快速回收试剂

盒为杭州爱思进生物技术有限公司产品;Genopure

Plasmid Midi Kit 为罗氏公司产品; RNAgent Total

RNA Isolation System 为美国 Promega 产品;M-MuLV

Reverse Transcriptase Kit 和 G418 购自 Fermentas 公

司; DMEM 培 养 基、胎 牛 血 清 ( FBS ) 和
LipofectamineTM 2000 Reagent 为 Invitrogen 公司产

品;PRRSV 阳性血清来自美国 INDEXX 公司 PRRSV

ELISA 抗体检测试剂盒;小鼠抗猪 CD151 免疫血清

用大肠杆菌表达的猪重组 CD51 抗原制备(另文发

表);FITC 标记羊抗抗猪 IgG 和羊抗鼠 IgG 购自
Rockland 公司; 其他试剂为分析纯级。

1. 2 猪 CD151 cDNA 扩增

根据猪 CD151 mRNA 序列(GenBank Accession

No，AK240006)设计 PCR 引物，正向引物序列为 5'-

ACGATATCATGGGCGAATTCGGCGAG-3' ( 引 入
EcoRV 位点)，反向引物为 5'-ATGCGGCCGCTCAG

TAGTGCTCCAGCTTC-3'(引入 NotI 位点)，引物由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成。按照文献

报道的方法［12］制备猪肺巨噬细胞，根据 RNAgent

Total RNA Isolation System 说明书提取细胞总 RNA，

按照 M-MuLV Reverse Transcriptase Kit 说明书进行

反转录，RNA 用量为 4 μg，反应条件为 37℃ 60 min。

50 μL PCR 反应体系为:10 × buffer 5 μL，dNTP

Mixture ( 2. 5mmol /L ) 4 μL，正、反 向 引 物
(10 μmol /L) 各 1 μL，RT product 2 μL，LA Taq

DNA polymerase 2. 5 U。PCR 程序为:94℃ 2 min;

94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 1 min，30 次循环; 72℃

10 min。PCR 扩增产物用 1%琼脂糖凝胶电泳分析。

1. 3 PCR 产物克隆与序列分析
PCR 产物克隆按照 pMD18-T 说明书进行。将

重组质粒转化菌接种含 100 U /mL 氨苄青霉素
(Amp)LB 平板，37℃培养过夜后挑取 3 个单菌落，

接种含 100 U /mL Amp 的 LB 培养液，37℃培养过

夜，按照试剂盒说明书提取质粒，用于限制性酶切

鉴定和序列测定。

1. 4 真核表达载体构建与鉴定

用限制酶 EcoRV 和 NotI 将猪 CD151 cDNA 从
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pMD18-T 载体上切下，与同酶线性化表达载体
pcDNA3 连接，转化大肠杆菌 DH5ɑ 感受态细胞，获
得的重组质粒 pcDNA-CD151 用相同限制酶进行酶
切鉴定。
1. 5 PK-15 细胞转染及抗性克隆筛选

先用含 10% FBS 和不同浓度 (200、300、400、
500、600、700、800 μg /mL)G418 的 DMEM 培养基培
养 PK-15 细胞，培养 2 周后计算得最小细胞致死浓
度。然后在 24 孔板培养 PK-15 细胞，在细胞密度达
80%时，按照 LipofectamineTM 2000 Reagent 说明书
进行基因转染，重组质粒 pcDNA-CD151 用量为
2 μg /孔。转染后用含 10% FBS 的 DMEM 培养 24
h，然后改换含最小致死剂量 G418 和 2% FBS 的
DMEM 继续培养，每隔 3 天换液 1 次。培养两周后
用消毒接种环钩取单细胞克隆，在 24 孔板上扩大培
养后连续传 30 代。
1. 6 CD151 表达检测
1. 6. 1 RT-PCR:在 T25 细胞瓶培养 PK-15 及其
CD151 转基因细胞 PK15-CD151，当细胞密度为
90%时，按照 RNAgent Total RNA Isolation System 说
明书提取细胞总 RNA，用克隆猪 CD151 cDNA 的引
物和程序进行 RT-PCR 扩增，扩增产物用 1%琼脂糖
凝胶电泳分析。
1. 6. 2 间接免疫荧光试验:在 24 孔板培养上述细
胞，当细胞密度达 80% 时，用预冷丙酮 /乙醇(3:2)

混合液固定 10 min，用含 5%脱脂粉 PBS 在 37℃封
闭 60 min，然后按照常规方法进行间接免疫荧光试
验，第一抗体为小鼠抗猪 CD151 免疫血清，第二抗
体为 FITC 标记羊抗鼠 IgG。
1. 7 PRRSV 感染与检测
1. 7. 1 RT-PCR:在 24 孔板上培养 MARC-145 细
胞、PK-15 细胞和 PK15-CD151 细胞，当细胞密度达
80%时，按照文献报道方法［13］用 VR2332 株 PRRSV

感染，在感染后 24、48、72 h 进行细胞病变(CPE)观
察。当 MARC-145 出现明显 CPE 时，用 RNAgent
Total RNA Isolation System 提取 3 种感染细胞的总
RNA，用 M-MuLV Reverse Transcriptase Kit 进行反转
录，以 PRRSV GP5 特异引物进行 PCR 扩增，正、反
向引物序列分别为 5'-TTGAATGTTCAA GTATG-3'

和 5'-ATCATTGCAGAAGTCGT-3'。25 μL PCR 反应

体系由 4 μL 反转录产物、1 U rTaq DNA 聚合酶、
2. 5 mmol /L dNTP mix 和 10 μmol /L 引物组成。30

次循环 PCR 反应程序为:94℃ 5 min; 94℃ 45 s，
57℃ 45 s，72℃ 40 s;72℃ 10 min。PCR 产物用 1%

琼脂糖凝胶电泳分析。
1. 7. 2 间接免疫荧光试验:用上述方法(1. 7. 1)进
行 PK-15 和 PK-CD151 细胞培养和病毒感染，在感
染后 48 h，用上述方法(1. 6. 2)进行间接免疫荧光
试验，第一抗体为 1 ∶ 100 稀释 PRRSV 阳性血清，第
二抗体为 1∶ 1000 稀释 FITC 标记羊抗猪 IgG。
1. 8 病毒滴度检测

在 24 孔板上培养 PK-15 细胞、PK15-CD151 细
胞、3D4-CD163 细胞和 MARC-145 细胞，培养 24 h

后进行 PRRSV 感染，每试验组设 8 孔重复。在感染
后 24、48、72 和 96 h，将细胞反复冻融 3 次，高速离
心后取上清，按照文献报道的方法［13］在 MARC-145

细胞上进行半数组织细胞感染剂量 ( 50% tissue
culture infectious dose，TCID50 )测定。用 PRRSV 感
染第 10、20、30 代 PK15-CD151 细胞，在感染 48 h 收
获病毒，按照上述方法在 MARC-145 细胞上进行病
毒滴度测定。

2 结果和分析

2. 1 猪 CD151 cDNA 克隆与序列分析
2. 1. 1 RT-PCR 扩增:以从猪肺巨噬细胞提取的
RNA 为模板，以猪 CD151 基因特异引物进行 RT-
PCR 扩增。琼脂糖凝胶电泳结果显示，扩增产物为
预期的 762 bp(图 1-A)。
2. 1. 2 序列分析:将猪 CD151 基因 RT-PCR 扩增产
物克隆入 pMD18-T 载体，随机挑取 3 个克隆进行序
列测定，所获序列完全一致，提示无测序错误。序列
比对分析结果显示:本研究克隆的猪 CD151 cDNA

与发表序列的同源性为 99. 7%，无插入、缺失或移
码突变，仅 458 和 563 位核苷酸各有 1 个 T→C 碱基
转换，导致 F153S 和 V188A 替换，此碱基突变可能
是猪品种差异所致。
2. 2 真核表达载体构建与鉴定

将测 序 正 确 的 猪 CD151 cDNA 定 向 插 入
pcDNA3 表达载体，用限制酶 EcoRV 和 NotI 双酶切
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图 1．猪 CD151 cDNA 表达载体构建与鉴定
Figure 1． Construction and identification of porcine CD151 expression vector． The porcine CD151 cDNA was amplified

from pig alveolar macrophages by RT-PCR ( A )， and the recombinant vector pcDNA-CD151 was identified by

restriction digestion (B) ． The porcine CD151 transcription in untransfected ( lane 1 ) or pcDNA-CD151 transfected

PK-15 cells ( lane 2) was detected by RT-PCR (C) ．

鉴定，结果显示能释放出预期大小的插入片段 (图
2-B)。

2. 3 猪 CD151cDNA 表达检测
2. 3. 1 RT-PCR 检测:分别以未转染 PK-15 细胞和

猪 CD151 cDNA 转染 PK15-CD151 细胞总 RNA 为

模板，用扩增猪 CD151 cDNA 引物和程序进行 RT-

PCR 检测。琼脂糖凝胶电泳结果显示:在 PK15-

CD51细胞中能扩增出预期大小的目的条带，而在
PK-15 细胞不能扩增出相应的目的条带(图 1-C)。

2. 3. 2 免疫荧光检测:在细胞密度达 80%时，用猪
CD151 免疫血清进行间接免疫荧光试验，结果显示:

PK15-CD151 细胞为猪 CD151 抗体反应阳性，而 PK-

15 细胞为反应阴性(图 2)。

图 2． PK15-CD151 细胞中猪 CD151 表达的免疫荧光检测
Figure 2． Detection of porcine CD151 expression in the recombinant

vector-transfected PK-15 cells by immunofluorescence． The mock-

transfected PK-15 cells and pcDNA-CD151-transfected PK15-CD151

cells were stained with mouse antiserum against porcine CD151 as the

first antibody and FITC-labeled goat anti-mouse IgG as the secondary

antibody．

2. 4 PK15-CD151 细胞对 PRRSV 的易感性检测
2. 4. 1 细胞病变观察与免疫荧光试验:分别用
VR2332 株 PRRSV 感 染 PK-15、PK15-CD151 和
MARC-145 细胞，在感染后 24、48、72 h 进行 CPE 观
察。结果显示:MARC-145 细胞在感染后 24 h 即出
现明显的 CPE，而 PK-15 和 PK15-CD151 细胞在观
察期间无明显 CPE(图 3)。但免疫荧光试验结果显
示:PK15-CD151 和 MARC-145 细胞均为 PRRSV 阳
性血清反应阳性，而 PK-15 细胞为反应阴性(图 3)。
2. 4. 2 RT-PCR 检测:在 PRRSV 感染后 48 h，分别
从 PK-15、PK15-CD151 和 MARC-145 细 胞 提 取
RNA，以 PRRSV GP5 特异引物进行 RT-PCR 检测。

结果显示:在病毒感染的 MARC-145 和 PK15-CD151

细胞中均能扩增到预期大小的 GP5 转录子，而 PK-
15 细胞不能扩增出相应的目的条带(图 4)。
2. 4. 3 病毒滴度检测:分别用 PRRSV 感染 PK-15、
PK15-CD151、MARC-145 和 3D4-CD163 细胞，感染
后 24、48、72 和 96 h 收获病毒，在 MARC-145 细胞
上滴定病毒的 TCID50。结果显示:感染后 24 h 的
PK15-CD151、MARC-145 和 3D4-CD163 细胞中的
PRRSV TCID50平均为 3. 6、3. 5 和 2. 9 log10，随着培
养时间延长病毒滴度呈逐渐升高趋势，感染后 96 h

的 TCID50平均为 5. 5、5. 7 和 4. 7 log10(图 5)。在此
期间，PRRSV 感染的 PK-15 细胞中检测不到感染性
病毒。

用 PRRSV 感染第 10、20、30 代 PK15-CD151 细
胞，在感染后 48 h 收获病毒，在 MARC-145 细胞上
进行 TCID50 测定。结果显示:在 PRRSV 感染后
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图 3． PRRSV 感染 PK15-CD151 细胞的光学和免疫荧光显微镜观察
Figure 3． Light ( top panel) and immunofuorescent ( bottom panel) microscopy of PK15-CD151 cells after PRRSV infection using PK-15 cells as

the negative control and MARC-145 cells as the positive control，respectively．

图 4． PRRSV 感染细胞中 GP5 转录子的 RT-PCR 检

测
Figure 4． Detection of the GP5 transcript in PRRSV-infected

cells． Total RNA was extracted from PRRSV-infected PK15-

CD151 cells ( lane 1)，MARC-145 cells ( lane 2) or PK-15 cells

( lane 3) 48 h post-infection and amplified by RT-PCR using the

GP5 primer pair．

48 h，第 10、20、30 代 PK15-CD151 细胞的病毒滴度
分别平均为 3. 78、3. 74 和 3. 56 log10(图 6)。

3 讨论

现有的研究资料显示，CD151 在 PRRSV 感染中
扮演重要角色。例如，所有 PRRSV 易感猴肾细胞系

均表达 CD151 分子，包括 MA-104、MARC-145、COS-

7 和 Vero 细胞。再如，CD151 基因转染可增强
MARC-145 细胞对 PRRSV 的易感性，而 RNA 干扰
CD151 基因表达或 CD151 抗体处理可阻断 PRRSV

感染。另外，CD151 基因转染还能使 PRRSV 非易感
BHK-21 细胞成为易感细胞［11］。本研究用猪 CD151

表达载体转染猪肾 PK-15 细胞，建立了 PRRSV 易感

细胞系 PK15-CD151。病毒感染及检测试验结果显

示，尽管 PK15-CD151 细胞在 PRRSV 感染后不表现

明显的 CPE(图 3)，但能检测到病毒 RNA 基因组和

病毒抗原的存在(图 3 和图 4)。更为重要的是，用
PRRSV 感染的 PK-CD151 细胞裂解物接种 MARC-

145 细胞，不仅能观察到明显的细胞病变，而且能检

测到感染性病毒(图 5)。在病毒感染平行对比试验

中，三种细胞培养中的 PRRSV 滴度均随感染时间延

长而呈上升趋势(图 5)。该细胞系已在体外传 30

代以上，而且不同代次的 PRRSV 滴度无明显变化
(图 6)，表明该细胞系的遗传和 PRRSV 易感性能保

持稳定。这些研究结果提示，PK15-CD151 细胞不仅

可以用于 PRRSV 的分离培养，而且可以用于病毒扩

增及疫苗制备。就疫苗制备而言，PK15-CD151 细胞

与其他两种细胞相比具有一定的优势。其中，3D4-
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图 5． PRRSV 感染细胞中的病毒滴度测定
Figure 5． Viral titration in different cells at different time points after PRRSV infection．

图 6． PRRSV 感染不同代 PK15-CD151 细胞的病毒滴

度测定
Figure 6． Viral titration in different passages of PK15-CD151 cells

after PRRSV infection．

CD163 细胞源于猪肺巨噬细胞系 3D4 /21，此细胞系
由 SV40 T 抗原基因转化而得，因不表达 CD163 分
子而对 PRRSV 不易感，尽管导入猪 CD163 基因后
对 PRRSV 高度易感［8］，但因含有其他病毒序列和
抗性选择标记，用于疫苗生产可能存在生物安全隐
患，其细胞培养条件要求也较高。MARC-145 细胞
是目前使用较多的 PRRS 疫苗生产细胞系，主要缺
点是猴源细胞糖基化模式有别于猪源细胞，用其制
备疫苗的免疫保护效果不及猪源细胞［9］。

CD151 主要分布于血小板、巨核细胞、激活 T

淋巴细胞、树突状细胞、血旺细胞、上皮细胞、内皮细

胞和肌肉细胞表面［10］，在猪肾 PK-15 细胞中不表

达。在本研究中，猪 CD151 cDNA 转染能使非易感
PK-15 细胞获得对 PRRSV 的易感性，提示猪 CD151

在 PRRSV 自然感染中也可能发挥重要作用。首先，

尽管 Sn 和 CD163 是猪巨噬细胞上两个重要的病毒

受体，两者表达足以支持 PRRSV 感染与复制［7］，但

猪巨噬细胞也表达 CD151 分子(本实验室待发表资

料)，其协助 PRRSV 感染巨噬细胞的可能性不能排

除。其次，PRRSV 感染靶细胞不仅仅局限于猪单

核-巨噬细胞，肺泡上皮细胞以及扁桃腺、淋巴结血

管内皮细胞等也可检测到病毒［14 － 15］，其感染机制无

法用 Sn /CD163 介导的胞吞机制来解释，因为这些

细胞并不表达巨噬细胞特异 Sn 和 CD163 分子。综

合现有的研究资料和本研究结果，我们有理由推测

猪 CD151 在 PRRSV 感染中，特别是在感染非巨噬

细胞中具有重要作用，值得进一步研究。
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Establishment of a porcine CD151 transgenic PK-15 cell
line susceptible to porcine reproductive and respiratory
syndrome virus

Yanyan Huang，Rui Guo，Yu Zhang，Xinyu Zhang，Xiaoli Xia，Huaichang Sun*

College of Veterinary Medicine，Yangzhou University，Yangzhou 225009，China

Abstract:［Objective］ In order to study the role of porcine CD151 in infection of porcine cells by porcine reproductive
and respiratory syndrome virus (PRRSV)，we established a porcine CD151 transgenic PK-15 cell line． ［Methods］ The
full-length complementary DNA ( cDNA) for porcine CD151 was amplified from porcine alveolar macrophages by reverse
transcription-polymerase chain reaction ( RT-PCR )， and subcloned into eukaryotic expression vector pcDNA3． The
recombinant vector pcDNA-CD151 was transfected into PK-15 cells and the transgenic cell line was generated after G418
selection． Transcription of the CD151 cDNA in transgenic cell line was detected by RT-PCR and immunofluorescence．
The cell line，together with control cell lines PK-15，3D4-CD163 and MARC-145，was infected with PRRSV，and the
viral RNA genome or antigens in the infected cells was detected by RT-PCR or immunofluorescence． At different time
points post-infection，the virus was harvested and titrated on MARC-145 cells． ［Results］ The expected size of porcine
CD151 cDNA was amplified with a sequence identity of 99. 7% to the published sequence． From the pcDNA-CD151-
transfected cell culture，a transgenic cell line PK15-CD151 was generated and correct expression of porcine CD151 was
confirmed． After PRRSV infection，the viral RNA genome and antigens were detected in the cell line． Although apparent
cytopathic effect was not observed in the virally infected cell line，the infectious virus with a high viral title was detected．
The cell line had been passed for more than 30 generations and no significant difference in viral title was observed among
generations 10，20 and 30 after PRRSV infection． ［Conclusion］Transfection of non-permissive PK-15 cells with porcine
CD151 cDNA conferred the susceptibility to PRRSV infection，indicating an important role of the porcine CD151 in
PRRSV infection of porcine cells．
Keywords: porcine CD151，transgenic cell line，porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRSV)
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