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摘   要：【目的】本实验室前期在高致病性毒株 PRRSV/GSWW/2015 的感染性克隆上，拯救获得

了非结构蛋白(non-structural protein 2, NSP2)第 519−565 位和第 628−747 位氨基酸双缺失的工程病

毒(rGS15-∆2)。本研究旨在在双缺失病毒的感染性克隆上，构建拯救获得 NSP2 三个位点缺失的

工程病毒。【方法】在前期双缺失病毒感染性克隆的基础上，利用融合 PCR 方法分别构建缺失 NSP2
第 323−364 位和第 372−433 位优势抗原表位的两个 3 个位点缺失的重组质粒。经脂质体介导，转

染 Marc-145 细胞拯救病毒，通过电子显微镜观察、免疫荧光实验、测定病毒滴度、绘制生长曲线

等方法对缺失病毒的生长特性进行分析。【结果】成功获得拯救病毒 rGS15-∆3-1 和 rGS15-∆3-2。
电子显微镜下可以观察到直径大小为 50−80 nm 的病毒粒子；免疫荧光实验检测表明，拯救病毒

与亲本病毒 GS15 一致，都能检测到 PRRSV N 蛋白表达；缺失区域 RT-PCR 扩增鉴定，拯救病毒
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传至 40 代缺失标记稳定存在；rGS15-∆3-1 与 rGS15-∆3-2 病毒滴度分别为 2.00×106.0 TCID50/mL
和 2.25×105.8 TCID50/mL，与亲本病毒相比病毒滴度差异显著(P<0.05)；生长曲线分析表明拯救病

毒复制水平低于亲本病毒达到最高滴度的培养时间比亲本病毒延迟 24 h。【结论】本研究通过对

PRRSV 基因 2 型非结构蛋白 NSP2 多位点缺失病毒的体外生长特性分析，为研制新型 PRRSV 标

记疫苗奠定了基础，也为猪繁殖与呼吸综合征的防控提供新的策略。 

关键词：猪繁殖与呼吸综合征病毒；感染性克隆；非结构蛋白 2 (NSP2)；缺失标记；生长特性 
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Abstract: [Objective] A genetically engineered virus strain rGS15-∆2 with deletion of the 
residues at the positions 519–565 and 628–747 of the non-structural protein 2 (NSP2) had been 
rescued based on the PRRSV/GSWW/2015 infectious clone. This study aims to construct and 
rescue an engineered virus strain with the deletion of three sites in NSP2 based on rGS15-∆2. 
[Methods] Based on the infectious clones of rGS15-∆2, two recombinant plasmids with the 
deletion of three sites were constructed by fusion PCR. Specifically, the dominant epitope at 
the amino acid site 323–364 or 372–433 of NSP2 was further deleted on the basis of rGS15-∆2. 
The recombinant plasmids were linearized and mixed with liposome, which were transfected 
into Marc-145 cells for virus rescue. The growth characteristics of the engineered virus strains 
were analyzed by electron microscopy, immunofluorescence assay (IFA), virus titer 
determination, and growth curve establishment. [Results] The engineered virus strains 
rGS15-∆3-1 and rGS15-∆3-2 were rescued successfully. Virions with the diameter from 50 nm 
to 80 nm can be observed under an electron microscope. The results of IFA confirmed the 
expression of PRRSV N protein by the rescued virus strains and the parent strain GS15. 
Furthermore, the rescued viruses were cultured with Marc-145 cells for 40 passages, and the 
deletion regions were confirmed to be stable by RT-PCR and sequencing. The titers of 
rGS15-∆3-1 and rGS15-∆3-2 were 2.00×106.0 TCID50/mL and 2.25×105.8 TCID50/mL, 
respectively, which had differences from that of the parent strain (P<0.05). The growth curves 
showed that the rescued viruses had lower replication levels than the parent strain, and they 
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reached the peak titers 24 h later than the parent strain. [Conclusion] We characterized the 
growth of the viruses with the deletion of multiple sites in NSP2 of PRRSV. The findings laid a 
foundation for the development of novel PRRSV-labeled vaccines and provided a new strategy 
for the prevention and control of porcine reproductive and respiratory syndrome. 
Keywords: porcine reproductive and respiratory syndrome virus; infectious clone; non-structural 
protein 2 (NSP2); deletion marker; growth characteristics 
 
 

猪繁殖与呼吸综合征(porcine reproductive 
and respiratory syndrome, PRRS)是由猪繁殖与呼

吸综合征病毒(porcine reproductive and respiratory 
syndrome virus, PRRSV)引起的一种以母猪繁殖

障碍和各年龄段猪呼吸道症状为主要特征的传

染病，给养猪业造成了巨大经济损失[1]。PRRSV
属于尼多病毒目 (Nidovirales) 、动脉病毒科

(Arteriviridae)、动脉炎病毒属 (Arteriviridae)成
员，单股正链 RNA 病毒。基因组约 15.4 kb，基

因组编码至少 16 个非结构蛋白 Nsp1α−Nsp12b，
8 个结构蛋白 GP2、E、GP3、GP4、GP5α、GP5、
M 和 N 蛋白[2]。根据 2021 年 7 月，国际病毒分类

委员会(International Committee on Taxonomy of 
Viruses, ICTV)关于 PRRSV 的最新分类，将其定义

为 两 种 不 同 的 病 原 [porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus-1 (PRRSV-1，欧洲型)
和 porcine reproductive and respiratory syndrome 
virus-2 (PRRSV-2，美洲型)][3]。 

反向遗传操作技术的建立有助于了解PRRSV
复制和感染过程，通过反向遗传操作技术能够对

目的基因进行直接改造，从而产生遗传修饰的突

变病毒，可进一步研究这些变化对表型和性状产

生的影响，有助于针对流行毒株的遗传特征合理

设计新一代疫苗[4]。研究报道，尽管在 N 蛋白中

构建了长片段氨基酸缺失的毒株，但都未能成功

拯救出病毒[5]。因此，结构蛋白的本质特性使得它

不适合作为构建缺失标记毒株的目标区域。非结

构蛋白(non-structural protein 2, NSP2)是PRRSV基

因组中最大的非结构蛋白，NSP2 蛋白包含多个结

构域，包括 N 端高变区(hyper variable region 1, 
HV1)和中间高变区(hyper variable region 2, HV2)，
2 个 HVs 之间的木瓜样蛋白酶结构域，以及 C 端

疏水跨膜结构域[6]。NSP2 的高变区(HV2)存在自

然缺失和插入，导致 PRRSV 株间基因组大小存在

差异[7]。NSP2 上的这种缺失和插入已成为构建缺

失标记毒株的目标区域[8]。研究报道，在 VR2332
毒株 NSP2 上构建缺失第 323−726 位共 403 个氨

基酸的缺失毒株，其生长特性和致细胞病变的能

力均低于亲本毒株[9]，由此推断在 NSP2 的非必

须区域缺失长片段的氨基酸能使缺失病毒的复

制水平降低。NSP2 中包含多个功能区，其中就

包括一个高度免疫原性区域 21−840 aa，该区域

拥有多个 B 细胞线性表位[10-11]。这些表位可以

被感染 PRRSV 猪的抗体反应识别。研究报道，

在 NSP2上的一些B细胞线性表位不在病毒复制

所需的必需区域中，在 PRRSV 全长感染性克隆

中选择免疫优势表位以及缺失这些区域将是开

发标记疫苗最为可行的方法[12-13]。 
王治家等[14]根据近几年国内流行毒株序列

比对结果，为研究高致病性 PRRSV GS15 NSP2
不同缺失位置对病毒复制能力的影响，构建了一

系列 NSP2 不同位置的缺失毒株，并成功拯救获

得了缺失第 519−565 位的 rGS15-∆1 株和同时缺

失第 519−565 位和第 628−747 位氨基酸的双缺

失工程病毒 rGS15-∆2，并比较缺失病毒与亲本

病毒的复制能力、病毒滴度、对仔猪的致病性和

免疫原性。rGS15-∆1 生长特性强于亲本毒株

GS15，而 rGS15-∆2 复制能力略低于亲本毒株；
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亲本毒株 GS15、rGS15-∆1 和 rGS15-∆2 病毒滴

度分别为 107.5、107.7 和 107.2 TCID50/mL，病毒滴

度无显著差异[15]；在对仔猪的致病性实验中亲

本病毒 GS15 和 rGS15-∆1 都导致实验组仔猪全

部死亡，而 rGS15-∆2 引起仔猪出现严重临床症

状，但死亡率低于 GS15 和 rGS15-∆1；免疫保

护性实验中 rGS15-∆1 和 rGS15-∆2 对同源毒株

GS15 达到完全保护，但是对异源毒株保护力不

强[16]。以上研究为高致病性 PRRSV 标记病毒研

制以及 NSP2 不同区域对病毒复制的重要性研

究提供了有益的探索。本研究利用 IEDB 在线软

件分析 PRRSV NSP2 中 B 细胞线性表位发现

E275−A610 位是一个较大的抗原表位，其中第

P323−E364 位和第 L372−P433 位为优势抗原表

位，所以在已有双缺失毒株的基础上，分别构建

了缺失 NSP2 第 323−364 位、第 372−433 位优势

抗原表位的 2 个 3 点缺失的感染性克隆，转染

Marc-145 细胞拯救获得了 2 株缺失标记稳定存

在的缺失毒株 rGS15-∆3-1 和 rGS15-∆3-2。为研

制 HP-PRRSV NSP2 缺失标记疫苗奠定了基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  病毒株、载体与细胞   

PRRSV 高致病性毒株 GS15 (GenBank 登录

号为 KX767091.1)，缺失毒株 rGS15-∆1 和

rGS15-∆2 由本实验室分离、拯救、鉴定和保存。

2 个 PRRSV GS15 基因组半长质粒 5′端 7 774 bp
与 3′端 7 774 bp (质粒分别命名为 pGS-A 和

pGS-B)；缺失 NSP2 第 519−565 位和第 628−747
位氨基酸编码区的 5′端 7 135 bp 半长质粒(命名

为 pGS-A-∆2)，由本实验室构建保存。2 个基因

组半长质粒通过中间的 Sph Ⅰ和 Nhe Ⅰ酶切位点，

可以连接产生含有完整病毒基因组的重组质粒。

Marc-145 细胞由本实验室保存。 

1.1.2  主要试剂 
限制性内切酶 Sph Ⅰ、Nhe Ⅰ、Spe Ⅰ、Sac Ⅰ、

Acl Ⅰ和 T4 DNA 连接酶购自 NEB 公司；大肠杆

菌(Escherichia coli) JM109 感受态细胞、反转录

酶 PrimeScriptTM II 1st Strand cDNA Synthesis Kit、
无内毒素大提质粒试剂盒购自宝生物工程(大连)
有限公司；高保真 DNA 聚合酶 2×Phanta Max 
Master Mix 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司；RNA 提取试剂盒 RNeasy Plus Mini Kit 购自

QIAGEN 公司；DMEM 培养基、胎牛血清、

Lip3000 脂质体、0.25%胰酶购自 Gibco 公司；磁

珠法 DNA 纯化试剂盒购自广州康洋生物科技有

限公司；SR30 株 N 蛋白单克隆抗体购自 RTILLC
公司；FITC-山羊抗小鼠 IgG 购自 BOSTER 公司。 

1.2  Nsp2 缺失区域及引物的设计 
利用 IEDB 在线软件分析 PRRSV NSP2 中 B

细胞线性表位发现，E275−A610 位是一个抗原

表位，其中第 P323−E364 位和第 L372−P433 位

为优势抗原表位(图 1)，因此，在已有双缺失毒

株的基础上分别对这 2 个优势抗原表位进行缺

失构建，具体缺失位置如图 2 所示，参照美洲型

PRRSV/GS15 株病毒基因组序列及 NSP2 缺失区

域，设计扩增∆3-1 片段的上下游引物对∆3-1F 和

∆3-1R；设计扩增∆3-2 片段的上下游引物对

∆3-2F 和∆3-2R；D-F、D-R 为融合 PCR 引物，

含有 Spe Ⅰ和 Sac Ⅰ两个酶切位，通过这 2 个酶切

位点将 NSP2 缺失序列融合片段插入到 pGS-A 质

粒中；同时设计鉴定缺失标记的特异性引物

1648F 和 3720R；检测 GS15 全基因组的 7 对特

异性引物(表 1)。∆3-1 缺失上游片段扩增引物对

为 D-F 和∆3-1R，长度为 1 870 bp，下游片段扩

增引物对为∆3-1F 和 D-R，长度为 1 709 bp；∆3-2
缺失上游片段扩增引物对为 D-F 和∆3-2R，长度为

2 014 bp，下游片段扩增引物对为∆3-2F 和 D-R，长

度为 1 523 bp。 
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图 1  NSP2基因组B细胞线性表位分析   A：IEDB在线软件分析 NSP2基因组 B细胞线性表位. B：IEDB
在线软件分析 NSP2 第 275−610 位氨基酸 B 细胞线性表位. 红色框表示 B 细胞表位：E275−A610；绿色

框表示 B 细胞表位：P323−E364；蓝色框表示 B 细胞表位：L372−P433 
Figure 1  B-cell linear epitope analysis of NSP2 genome. A: IEDB online software analysis of NSP2 genome 
B cell linear epitopes. B: IEDB online software analysis of NSP2 amino acid positions 275−610 B cell linear 
epitopes. Red box represent B cell epitopes: E275−A610; Green box represent B cell epitopes: P323−E364; 
Blue box represent B cell epitopes: L372−P433. 
 
1.3  NSP2 缺失区域分子克隆的构建 

以 pGS-A-∆2 质粒 DNA 为模板，分别扩增

∆3-1 缺失序列上下游片段，上游片段扩增引物

对为 D-F (5′-CTTTCCGATTGCACGAATGACTA 
GTGGAAACCTGAA-3′)和∆3-1R (5′-GTGGGCA 
TGAGTCCGTATTCTTCCAGCAAAGGCTCTTG
AGTCACGGGAGGGAC-3′)。PCR 反应体系

(25 µL)：2×Phanta Max Mix (p515) 12.5 µL，上、

下游引物(10 µmol/L)各 1 µL，cDNA (20 ng/μL) 
2.5 µL，ddH2O 8 µL。PCR 扩增程序：95 ℃ 5 min；
95 ℃ 30 s，58 ℃ 15 s，72 ℃ 1 kb/30 s，共 35 个

循环；72 ℃ 5 min。扩增获得∆3-1 缺失序列上游

片段长度为 1 870 bp，∆3-1 下游片段扩增引物为

∆3-1F (5′-GTCCCTCCCGTGACTCAAGCCTTT 
GCTGGAAGAATACGGACTCATGCCCAC-3′)和
D-R (5′-TTCACACCGACGGGAAAGAAAGGAG 
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图 2  NSP2 缺失位置示意图 
Figure 2  Schematic diagram of NSP2 missing location. 

 
表 1  本研究所用引物序列   
Table 1  Primers sequence uesd in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′)  

D-F CTTTCCGATTGCACGAATGACTAGTGGAAACCTGAA  

D-R TTCACACCGACGGGAAAGAAAGGAGCTCGAAATG  

∆3-1F GTCCCTCCCGTGACTCAAGCCTTTGCTGGAAGAATACGGACTCATGCCCAC  

∆3-1R GTGGGCATGAGTCCGTATTCTTCCAGCAAAGGCTCTTGAGTCACGGGAGGGAC  

∆3-2F CTCTCTAAGTTGGAAGAGGTTGTCCCGAGAGTTCAACCCCGCAGAACAAG  

∆3-2R CTTGTTCTGCGGGGTTGAACTCTCGGGACAACCTCTTCCAACTTAGAGAGTAC  

1648F TTGGACAGGAACGGCGCTTG  

3720R GAATAAGCCAACACCACCTG  

Fl12-F CGGCAAATGATAACCACGC  

Fl12-R 
F1-F 
F1-R 
F2-F 
F2-R 

TTCTGCCACCCAACACGAG 
ATGACGTATAGGTGTTGGCTC 
CAATGATGGCTTGAGCTGAG 
CTGAGTGAAATCTCGGACGTAC 
CAATAGCGCGACCAGTCCAC 

 
 
 
 
 

F3-F GGACTTCGCCATAGCYGATTGCC  

F3-R ATCCCAAAGCGTGCCATCAATCCC  

F4-F GGCGGCTTRGTTGTTACTGAGAC  

F4-R GGACAATGCTGGTGRAAGTG  

F5-F CCATGTGGGAAAAACTCAGGTC  

F5-R AGTCCAACACADTTTCCAGCAC  

F6-F CTTCCGCGCTTCCTTCCCAAG  

F6-R CGCGGTCAAGCAYTTCCCCAACATA  

F7-F GTGTCAGGCATTGTGGCTGTGTG  

F7-R TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAATTDCGGCCGCATGGTTCTCG  
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CTCGAAATG-3′)。PCR 反应体系同上，扩增获

得∆3-1 缺失序列下游片段长度为 1 709 bp，上下

游片段回收纯化。以回收纯化产物为模板，通过

融合 PCR 方法对上下游片段进行融合扩增，融

合引物对为 D-F (5′-CTTTCCGATTGCACGAAT 
GACTAGTGGAAACCTGAA-3′)和 D-R (5′-TTC 
ACACCGACGGGAAAGAAAGGAGCTCGAAA
TG-3′)。PCR 反应体系(25 µL)：2×Phanta Max 
Mix (p515) 12.5 µL，上、下游引物(10 µmol/L)
各 1 µL，cDNA (50 ng/μL) 1 µL，ddH2O 9.5 µL。

PCR 扩增程序：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，63 ℃  
15 s，72 ℃ 1 kb/30 s，共 35 个循环；72 ℃ 5 min。
融合基因片段∆3-1 长度为 3 579 bp。以相同的

方法扩增获得∆3-2 基因片段长度为 3 537 bp。
通过内切酶 Spe Ⅰ和 Sac Ⅰ对 pGS-A 质粒与

∆3-1/∆3-2 基因片段进行双酶切，酶切产物回收

纯化，将纯化后的片段∆3-1/∆3-2 连入 pGS-A 中

获得 pGS-A-∆3-1/∆3-2 半长质粒；再通过内切酶

Sph Ⅰ和 Nhe Ⅰ对质粒 pGS-B 与 pGS-A-∆3-1/∆3-2
进行双酶切，酶切产物回收纯化。将纯化后的

GS-A-∆3-1/∆3-2 片段连接到 pGS-B 中，得到全

长质粒 pGS-AB-∆3-1/∆3-2，转化 JM109 感受态

细胞，挑阳性克隆，37 ℃培养过夜，大提质粒

定量后于−20 ℃保存备用。 

1.4  pGS-AB-∆3-1/∆3-2 全长质粒酶切鉴定 
pGS-AB-∆3-1 和 pGS-AB-∆3-2 全长质粒长

约 18 kb，利用限制性内切酶 Sac I 进行酶切鉴

定，酶切鉴定体系：Sac I 2 µL，10×buffer 2 µL，

pGS-AB-∆3-1/∆3-2 5 µL，ddH2O 11 µL。 

1.5  全长质粒线性化及转染 
通 过 限 制 性 内 切 酶 Acl Ⅰ 将 全 长 质 粒

pGS-AB-∆3-1/∆3-2 线性化处理，利用磁珠法

DNA 纯化试剂盒，按照纯化说明方法纯化线性

化的 DNA，纯化产物加 10 µL 无核酸酶水溶解，

定量后于−20 ℃保存备用。将 Marc-145 细胞均

匀铺至 6 孔板中，培养至 70%−90%时按照

Lip3000 试剂说明书将纯化后的线性化 DNA 转

染于 Marc-145 细胞。将细胞置于 37 ℃培养箱中

培养 72 h 后，反复冻融 3 次收集细胞液。 

1.6  病毒拯救与传代 
将转染后的初代细胞液于 4 ℃、3 500 r/min

离心 10 min，并过滤后收集上清液。将上清液按

照体积分数 1%接种于 Marc-145 细胞连续传代，

加入 5% FBS DMEM 培养基，置于 37 ℃ 5% 

CO2 培养箱中培养，观察细胞病变情况。 

1.7  电镜观察 
取第 5 代病毒液接种于 Marc-145 细胞中，

培养 72 h 后收集病毒培养物，将病毒培养物反

复冻融 3 次，4 ℃、8 000 r/min 离心 60 min。取

出上清，4 ℃、38 000 r/min (Thermo Scientific
公司)超离 120 min。以适量 PBS 重悬沉淀，与

等量 10 倍稀释的 PRRSV 阳性血清于 37 ℃孵育

1 h，4 ℃过夜。之后 4 ℃、12 000 r/min 离心

60 min，加适量 PBS 重悬沉淀。最后，将此悬

液滴在 0.5% Formvar 包被的 200 目铜网上自然

干燥，按体积比 1:1 滴加病毒负染液(pH 7.2 的

1%磷钨酸 PTA 水溶液)到铜网上，负染 1 min，
用滤纸条将多余的负染液吸去，待自然风干后，

利用透射电镜观察。 

1.8  拯救病毒 PCR 扩增测序鉴定 
分别取拯救病毒第 5、10、20、30 和 40 代

病毒液，反复冻融 3 次后提取病毒 RNA，反转

录后以 cDNA 为模板，以 1648F (5′-TTGGACAG 
GAACGGCGCTTG-3′)与 3720R (5′-GAATAAGC 
CAACACCACCTG-3′)为鉴定引物，通过 PCR 分

别扩增 5 个不同代次毒株 NSP2 中缺失区域，检

测缺失区域是否稳定存在；同时通过 7 对引物

(表 1)分别扩增第 5、10、20、30、40 代次拯救

病毒和亲本病毒的全长序列，检测拯救病毒核苷

酸和氨基酸序列的稳定性。 
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1.9  间接免疫荧光试验(immunofluorescence 
assay, IFA) 

取第 5 代细胞液上清按体积分数 1%接种于

长满单层 Marc-145 细胞的 6 孔板中，同时设置

阴性对照，接毒 48 h 后使用 4%甲醛室温固定

30 min，0.1% Triton X-100 室温穿透 15 min，再

使用抗 PRRSV-SR30 单克隆抗体(1:200) 37 ℃孵

育 1 h，PBS 洗 5 次，最后加入 FITC 标记山羊抗

鼠 IgG (1:500) 37 ℃反应 30 min，PBS 洗 5 次，加

入 300 μL 的 PBS 于倒置荧光显微镜下观察结果。 
1.10  测定毒价 TCID50 

第 5、10、20、30、40 代 rGS15-∆3-1 和

rGS15-∆3-2 的细胞液离心取上清、10 倍倍比稀

释，将 10−1−10−8 稀释的病毒分别接种于长满单

层 Marc-145 细胞的 96 孔板中，每孔 100 µL。

每个代次做 3 次重复，每个稀释度做 8 个孔，

同时设置不加病毒的正常细胞作为对照。37 ℃
培养、观察 5−7 d，每天记录各稀释度出现细胞

病变的孔数，按 Reed-Muench 方法计算半数组

织感染量 (50% tissue culture infective dose, 
TCID50)。 
1.11  rGS15-∆3-1 和 rGS15-∆3-2 生长动力

曲线测定 
分别将 GS15、rGS15-∆1、rGS15-∆2 以及

第 20 代拯救病毒 rGS15-∆3-1 和 rGS15-∆3-2 以

感染复数(multiplicity of infection, MOI)为 0.1
接种到铺满 Marc-145 细胞的 6 孔板中，在接种

后 6−96 h 不同的时间点分别吸取培养上清液

100 µL，进行后续 TCID50 测定，每个时间点样

品做 3 次重复孔。将取得的每个上清样品使用

DMEM 进行 10 倍浓度梯度稀释，将 10−1−10−8

稀释的病毒接种长满单层 Marc-145 细胞的 96
孔细胞培养板中，每个稀释梯度做 8 个孔，每孔

100 µL。37 ℃培养箱连续培养 5−7 d，每天对病

变情况进行观察计数。待细胞病变数稳定后，计

算 TCID50，计算方法采用 Reed-Mucnch 法。最

后绘制生长动力曲线。 

1.12  数据分析 
拯救病毒的病毒滴度及生长曲线分析，使用

t 检验(双样本等方差假设)分析法进行统计学分

析(数据为 3 次独立试验的平均值)，差异显著性

用 P 表示(P<0.05)。 

2  结果与分析  
2.1  NSP2 缺失融合 PCR 扩增及半长质粒

的构建 
以质粒 pGS-A-∆2 为模板，分别扩增∆3-1

和∆3-2 缺失区域的上下游片段，再通过融合引

物 D-F 和 D-R 扩增获得融合片段∆3-1 和∆3-2。
融合片段大小分别为 3 579 bp和 3 537 bp (图 3)。
PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳观察，结果显示

条带大小与预期一致。经限制性内切酶 Spe Ⅰ和
Sac Ⅰ将 pGS-A 质粒与∆3-1 和∆3-2 基因片段进行

双酶切，酶切产物回收纯化，将纯化后的片段

∆3-1 和∆3-2 连接到 pGS-A 中获得半长质粒

pGS-A-∆3-1/∆3-2。 
 

 
 

图 3  ∆3-1 和∆3-2 融合 PCR 扩增   M：DL5000 
DNA 分子标记；Lane 1：∆3-1 融合扩增条带；Lane 
2：∆3-2 融合扩增条带；N：阴性对照 
Figure 3  Fusion PCR amplification of ∆3-1 and 
∆3-2. M: DL5000 DNA Marker; Lane 1: Fusion 
fragment of ∆3-1; Lane 2: Fusion fragment of ∆3-2; 
N: Negative control. 
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2.2  全长重组质粒构建及鉴定 
通过限制性内切酶 Sph Ⅰ、Nhe Ⅰ双酶切半长

质粒 pGS-B 与 pGS-A-∆3-1/∆3-2，将切下的

GS-A-∆3-1/∆3-2 片段连入 pGS-B 中，获得全长

质粒 pGS-AB-∆3-1/∆3-2，全长质粒长约 18 kb 
(图 4A)。pGS-AB-∆3-1、pGS-AB-∆3-2 全长质粒

通过限制性内切酶 Sac I 酶切鉴定结果(图 4B)，
Sac I 酶切可得 13 000、4 768、1 300 bp 三条条

带。全长质粒的酶切条带与预期大小一致，表明

pGS-AB-∆3-1 与 pGS-AB-∆3-2 全长 c DNA 质粒

构建成功。 

2.3  缺失病毒的拯救 
将纯化后的线性化 DNA 转染 Marc-145 细

胞，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养观察。在

Marc-145 细胞连续传代至第 5 代后培养 84 h 出

现典型的细胞病变(图 5)：细胞开始聚集、变圆、

皱缩、崩解、大部分细胞脱落。收集 Marc-145
细胞上连续稳定传至第 15 代的细胞毒液，超速

离心后，用 PRRSV 抗血清进行免疫电镜负染观

察。拯救病毒粒子呈 PRRSV 的典型形态特征，即

有囊膜的球形病毒粒子，直径大小为 50−80 nm，

以上结果说明成功拯救到 2 株在 NSP2 中缺失

3 个位点的缺失毒株分别命名为 rGS15-∆3-1 和

rGS15-∆3-2。 

2.4  缺失病毒的鉴定 
2.4.1  PCR 扩增鉴定缺失病毒的缺失区域与传

代稳定性  
分别取拯救病毒第 5、10、20、30、40 代病

毒液和亲本病毒，提取病毒 RNA，反转录以 cDNA
为模板，利用鉴定引物 1648F 和 3720R，通过 PCR
扩增 NSP2 缺失区域，可得明显的扩增条带，拯救

病毒的条带均小于亲本病毒，同代次缺失病毒的 
扩增条带大小相同，分别为 1 445 bp 和 1 385 bp，
与预期结果一致(图6)。将扩增片段进行测序鉴定，

结果表明，缺失病毒 rGS15-∆3-1、rGS15-∆3-2   
的缺失标记均稳定存在。不同代次缺失病毒 

 
 

 
 
 

图 4  全长质粒 pGS-AB-∆3-1 和 pGS-AB-∆3-2 1%凝胶电泳鉴定   A：pGS-AB-∆3-1 和 pGS-AB-∆3-2
株全长质粒. M：DL15000 DNA 分子标记；Lane 1：pGS-AB-∆3-1 全长质粒；Lane 2：pGS-AB-∆3-2 全长

质粒. B：pGS-AB-∆3-1 和 pGS-AB-∆3-2 株全长质粒酶切鉴定. M：DL10000 DNA 分子标记；Lane 1：
pGS-AB-∆3-1 Sac I 酶切产物；Lane 2：pGS-AB-∆3-2 Sac I 酶切产物 
Figure 4  Identification of full-length plasms pGS-AB-∆3-1 and pGS-AB-∆3-2 by 1% gel electrophoresis. A: 
Full-length plasmid pGS-AB-∆3-1 and pGS-AB-∆3-2. M: DL15000 DNA Marker; Lane 1: Full-length plasmid 
pGS-AB-∆3-1; Lane 2: Full-length plasmid pGS-AB-∆3-2. B: Identification of full-length plasmid 
pGS-AB-∆3-1 and pGS-AB-∆3-2 by enzyme digestion. M: DL10000 DNA Marker; 1: pGS-AB-∆3-1 digested 
with Sac I; 2: pGS-AB-∆3-2 digested with Sac I. 
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图 5  亲本病毒 GS15 和拯救病毒 rGS15-∆3-1、rGS15-∆3-2 在 Marc-145 细胞上的细胞病变效应及拯救

病毒 rGS15-∆3-1、rGS15-∆3-2 的电镜观察 
Figure 5  Cytopathic effect of the parent virus GS15 and rescued viruses rGS15-∆3-1, rGS15-∆3-2 on 
Marc-145, and electron micrographs of the rescued viruses rGS15-∆3-1 and rGS15-∆3-2. 

 

 
 

图 6  不同代次缺失病毒 rGS15-∆3-1 (A)和 rGS15-∆3-2 (B) NSP2 缺失区域 PCR 扩增鉴定   M：DL5000 
DNA 分子标记；N：阴性对照。A，Lane 1：GS15；Lane 5−40：rGS15-∆3-1 毒株第 5 到第 40 代 RT-PCR
扩增条带. B，Lane 1：GS15；Lane 5−40：rGS15-∆3-2 毒株第 5 到第 40 代 RT-PCR 扩增条带 
Figure 6  The deletion region of NSP2 was identified by PCR amplification of different passages of deletion 
virus rGS15-∆3-1 (A) and rGS15-∆3-2 (B). M: DL10000 DNA Marker; N: Negative control. A, Lane 1: 
RT-PCR product of GS15; Lane 5−40: F5−F40 RT-PCR products of rGS15-∆3-1. B, Lane 1: RT-PCR product 
of GS15; Lane 5−40: F5−F40 RT-PCR products of rGS15-∆3-2. 
 
 

rGS15-∆3-1、rGS15-∆3-2 的全长序列与亲本病

毒 GS15 全长序列比对结果表明 ( 表 2) ，
rGS15-∆3-1 传至第 40 代共有 8 个氨基酸发生突

变，其中主要集中在第 5 代至第 10 代共有 7 个

氨基酸发生突变，而第 20 代至第 40 代仅有 1 个

氨基酸发生突变；rGS15-∆3-2 传至第 40 代共有

5 个氨基酸发生突变，主要也集中在第 5 代至第

10 代共有 4 个氨基酸发生突变，而第 20 代至第

40 代也仅有 1 个氨基酸发生突变。拯救病毒的突

变氨基酸主要分布于 NSP1β、NSP2、GP5 和 N。 
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表 2  rGS15-∆3-1 和 rGS15-∆3-2 不同代次病毒核苷酸和氨基酸突变的位置及氨基酸变化统计 
Table 2  Nucleotide and amino acid mutations of rGS15-∆3-1 and rGS15-∆3-2 viruses at different passages 
and amino acid change statistics 
Protein Nucleotide 

position 
Nucleotide 
change 

Amino acid 
position 

Parent virus 
GS15 

Amino acid change in 
rGS15-∆3-1 

Amino acid change in 
rGS15-∆3-2 

F5 F20 F5 F20 

NSP1β 821 G→T 201 W N Silent Silent N 

NSP2 3 799 C→A/T 1 194 L I Silent F Silent 

 3 821 A→G/C 1 201 Q R Silent P Silent 

 3 946 A→T 1 243 S C Silent Silent Silent 

 3 970 C→G 1 251 P Silent A A Silent 

GP4 13 431 A→C 84 N T Silent Silent Silent 

GP5 13 414 G→A 13 R K Silent Silent Silent 

N 14 904 C→T 26 L Silent Silent P Silent 

 14 946 G→C 40 G A Silent Silent Silent 

 
2.4.2  间接免疫荧光检测(immunofluorescence 
assay, IFA)  

将亲本毒株 GS15 和缺失病毒 rGS15-∆3-1、

rGS15-∆3-2 病毒液按体积分数 1%接毒 Marc-145

细胞，72 h 后进行 IFA 检测。结果显示，接种亲

本病毒 GS15 和拯救病毒 rGS15-∆3-1、rGS15-∆3-2

的细胞在荧光显微镜下可观察到特异的绿色荧光

(图 7)，而对照细胞无荧光。 

2.5  缺失病毒的 TCID50 
对 rGS15-∆3-1 和 rGS15-∆3-2 第 5、10、20、

30、40 代培养物进行了 TCID50 测定。结果表明

(表 3)，拯救病毒与亲本病毒相比病毒滴度差异

显著(P<0.05)，两个拯救病毒不同代次之间的滴

度无显著差异 (P>0.05)。表明 rGS15-∆3-1 和

rGS15-∆3-2 在 Marc-145 细胞上连续传代 20 代

后滴度增殖稳定。 

 
图 7  亲本病毒 GS15 与拯救病毒 rGS15-∆3-1、
rGS15-∆3-2 IFA 鉴定(72 h, 200×) 
Figure 7  Identification of the parental virus GS15 
and rescued viruses rGS15-∆3-1, rGS15-∆3-2 using 
IFA (72 h, 200×). 
 
 

 
表 3  拯救病毒不同代次病毒滴度测定 
Table 3  Detection of virus titers of different generations of rescue viruses 
Deletion virus F5 F10 F20 F30 F40 

rGS15-∆3-1 5.35 (0.20) 5.31 (0.22) 5.80 (0.21) 6.01 (0.20) 5.98 (0.30) 

rGS15-∆3-2 4.90 (0.30) 5.15 (0.22) 5.70 (0.30) 5.90 (0.24) 5.85 (0.40) 
Standard error of mean titers shown in parenthesis. 
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2.6  拯救病毒的生长曲线 
对 亲 本 毒 株 GS15 、 单 点 缺 失 毒 株

rGS15-∆1、双缺失毒株 rGS15-∆2 和第 20 代的

拯 救 病 毒 rGS15-∆3-1 和 rGS15-∆3-2 在

Marc-145 细胞上进行病毒生长曲线测定，每个

采样时间点重复 3 次，各时间点的病毒滴度如

图 8 所示。结果表明，拯救病毒的滴度在每个

时间点都低于亲本毒株 GS15、 rGS15-∆1、

rGS15-∆2 ， 其 中 在 48 h rGS15-∆3-1 和

rGS15-∆3-2 显 著 低 于 亲 本 毒 株 GS15 、

rGS15-∆1、rGS15-∆2。拯救病毒的生长特性明

显低于亲本病毒 GS15、rGS15-∆1、rGS15-∆2，

而 rGS15-∆3-1 和 rGS15-∆3-2 的生长特性没有

明显的差异(P>0.05)。拯救病毒 rGS15-∆3-1 和

rGS15-∆3-2 在 Marc-145 细胞上已适应良好，  

72 h 能达到较高的滴度，达到最高滴度的培养

时间比亲本病毒延迟 24 h。 

 

 
 

 

图 8  亲本病毒 GS15、rGS15-∆1、rGS15-∆2   
以及拯救病毒 rGS15-∆3-1、rGS15-∆3-2 的生长

曲线 
Figure 8  The growth curves of the parental viruses 
GS15, rGS15-∆1, rGS15-∆2 and the rescued viruses 
rGS15-∆3-1, rGS15-∆3-2. 

3  讨论与结论 
自从 PRRS 在全球暴发以来，疫苗接种是预

防和控制该疾病最可行和有效的措施之一[17]，

灭活疫苗和改良活疫苗已广泛应用于临床。然

而，这些目前使用的商业化的疫苗在安全性和免

疫保护力上存在一些局限性[18]。van Oirschot 于
1999 年提出了标记疫苗的概念(marker vaccine)，
也 叫 区 分 感 染 者 和 接 种 疫 苗 者 疫 苗

(differentiating infected from vaccinated 
individuals, DIVA)，其主要特点是在相应的弱毒

疫苗中删除一个或多个具有抗原性，并且是病毒

复制非必需的区域作为阴性标记，用以区分疫苗

接种动物和野毒感染动物[19-20]。目前，这些商业

化的 PRRSV 疫苗的共同缺点是缺乏 DIVA，这

意味着对感染和接种的动物无法区分，进而无法

净化根除疾病[21]。因此，研发一种 DIVA 弱毒疫

苗对 PRRS 的控制和最终根除具有重要价值。 
应用反向遗传学技术构建 RNA 病毒感染性

克隆，已被广泛应用于研究病毒遗传变异、致病

机制以及新一代标记疫苗研发等领域[22]。相关

研究表明 NSP2 具有较高的抗原性，在该蛋白中

鉴定出许多表位[23]，包括免疫原性 B 细胞表位

和一些潜在的 T 细胞表位[24]。张民泽等[25]以高

致病性 XH-GD 株的感染性克隆为骨架，构建了

包含 3 处抗原表位缺失 105 aa 的感染性重组质

粒并拯救到活病毒，NSP2 上一些抗原表位并不

是病毒复制的必需区域，缺失并不影响病毒的复

制。本研究利用 IEDB 在线软件分析 PRRSV 
NSP2 中 B 细胞线性表位，其中第 323−364 位和

第 372−433 位为优势抗原表位，在 NSP2 上缺失

第 323−364 位和 372−433 位氨基酸并成功拯救

到活病毒，也表明这 2 个抗原表位不是病毒复制

的必需区域。通过研究缺失优势抗原表位对病毒

生长特性的影响，可以为研制 PRRSV DIVA 疫

苗奠定一定理论基础。 
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NSP2 中缺失区域的长短及位置对病毒复制

具有一定的影响。研究发现缺失短片段的氨基

酸，并不影响病毒在 Marc-145 细胞上的复制，

而缺失长片段的氨基酸可能会降低病毒的复制

能力[26]。本课题组王治家等[14]前期拯救获得了

在 NSP2 缺失 47 aa 的 rGS15-∆1，但其复制能力

强于亲本病毒，而拯救获得缺失 167 aa 的

rGS15-∆2，其复制能力略低于亲本病毒。研究

报道在 VR2332 的 NSP2 上拯救获得了缺失第

323−433 位(110 aa)的病毒[9]。本研究在缺失 167 aa
的重组质粒的基础上尝试缺失第 323−433 位

(110 aa)但未能拯救到活病毒，这可能是由于缺

失片段过长或是存在毒株特异性，因为高致病毒

株 GS15 与 VR2332 基因组一致性为 93.5%，

NSP2 氨基酸一致性仅为 73.0%。因此，本研究

将该缺失区域根据优势表位截断为 2 个部分，在

双缺失毒株 rGS15-∆2 的基础上分别缺失第

323−364 位(共 208 aa)和第 372−433 位(共 228 aa)，
拯救获得 2 株 3 个位点缺失毒株 rGS15-∆3-1 和

rGS15-∆3-2。亲本毒株 GS15 产生典型细胞病变

的时间一直在感染后 48 h 左右，而 rGS15-∆3-1 和

rGS15-∆3-2 产生典型细胞病变的时间是感染后

72 h 左右，比亲本病毒晚 24 h。这表明成功拯

救的缺失长片段氨基酸病毒，致细胞病变的时

间延长。rGS15-∆3-1、rGS15-∆3-2 在体外连续

传代，病毒滴度增殖稳定分别为 106.0 TCID50/mL，
105.8 TCID50/mL，与亲本毒株 GS15、rGS15-∆3-1、
rGS15-∆3-2 相比在 Marc-145 细胞上的增殖速度

有所减慢，病毒滴度差异显著(P<0.05)。另外，

rGS15-∆3-1、rGS15-∆3-2 生长曲线表明，这 2 株

3 个位点缺失毒株的复制能力明显低于亲本毒

株，以上结果表明长片段氨基酸的缺失不仅影响

病毒致细胞病变的能力，而且对病毒在体外的复

制水平也有一定的影响。 

拯 救 毒 株 rGS15-∆3-1 、 rGS15-∆3-2 在

Marc-145 细胞上可以稳定连续传代，传至第 5 代

出现典型的细胞病变。自第 20 代以后各代次间

的病毒滴度也无明显差异。另外，拯救病毒

rGS15-∆3-1、rGS15-∆3-2 的缺失标记在不同代

次中均稳定存在。PRRSV 非结构蛋的功能主要

表现在病毒 RNA 复制合成及宿主对病毒的免疫

反应调控过程；而结构蛋白为成熟病毒粒子的构

成成分，在病毒刺激宿主免疫反应过程中发挥重

要作用[27]。分析拯救病毒的全基因组氨基酸的

突变情况，发现 rGS15-∆3-1 传至第 40 代共有   
8 个氨基酸发生突变，其中主要集中在第 5 代和

第 10 代，共有 7 个氨基酸发生突变，而第 20 代

和第 40代仅有 1个氨基酸发生突变；rGS15-∆3-2
传至第 40 代共有 5 个氨基酸发生突变，主要也

集中在第 5 代和第 10 代，共有 4 个氨基酸发生

突变，而第 20 代和第 40 代也仅有 1 个氨基酸发

生突变。拯救病毒的突变氨基酸主要分布于

NSP1β、NSP2、GP5 和 N，其他区结构蛋白和

非结构蛋白中未发现突变的核苷酸和氨基酸。由

于结构蛋白的基因序列相对比较保守，所以氨基

酸的突变主要发生在非结构蛋白[28]。rGS15-∆3-1
和 rGS15-∆3-2 在非结构蛋白 NSP1 突变氨基酸

中 W201N 该位置氨基酸的突变影响半胱氨酸酶

β 的活性从而影响了 PRRSV 的基因组复制和转

录；rGS15-∆3-1 和 rGS15-∆3-2 在 NSP2 突变的

氨基酸分别为 L1194I、Q1201R、 S1243C、

P1251A、L1194F、Q1201P 和 P1251A，主要分

布于中间高变区域中，以上氨基酸的突变可能对

胰凝乳蛋白酶样半胱氨酸蛋白酶的切割效率造

成影响，从而影响病毒的增殖或装配；GP4 为次

要结构蛋白，能够经二硫键与 GP2 和 GP3 形成

异源三聚体，GP4 为糖基化蛋白，有 4 个糖基化

位点分别为第 37 位、第 84 位、第 120 位和第
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130 位[29]。rGS15-∆3-1 在 GP4 第 84 位氨基酸发

生突变，由 N 突变为 T，该位点氨基酸的突变

影响 PRRSV 毒力，同时也影响了病毒的复制。

GP5、N 蛋白是 PRRSV 的主要结构蛋白，在病

毒对细胞的吸附和感染中发挥重要的作用[30]。

GP5 是膜基质蛋白，变异程度大，rGS15-∆3-1
在 GP5 第 13 位氨基酸发生突变，均由 R 突变

为 K，研究表明 GP5 蛋白中第 13 位和第 152 位

氨基酸与病毒毒力有关[31]，R13 和 R152 是强毒

株的特征，但 PRRSV 的毒力是由多基因决定

的，该位点氨基酸的突变也可能影响拯救病毒

的致病力。N 蛋白相对保守，在结构蛋白中占

比最高，免疫原性最强，美洲型毒株 N 蛋白至

少有 5 个抗原表位，4 个是线性表位(30−52 aa、
37−52 aa、69−l12 aa 和 112−123 aa)，另一个是

以 52−69 aa和 112−123 aa为中心的构象决定簇，

其中4个线性表位在美洲毒株间是相对保守的[32]。

rGS15-∆3-2 在 N 蛋白第 26 位氨基酸发生突变，

由 L 突变为 P，突变的氨基酸不在线性表位和

构象决定簇上，该位置氨基酸的突变不影响病

毒的免疫原性。rGS15-∆3-1 在 N 蛋白第 40 位

氨基酸发生突变，由 G 突变为 A，这第 40 位

突变的氨基酸位于线性表位 β 转角与无规则蜷

曲 的 区 域 ， 该 氨 基 酸 的 突 变 可 能 影 响

rGS15-∆3-1 的免疫原性。以上非结构蛋白和结

构蛋白氨基酸的突变影响了病毒在细胞上的复

制和致病力，降低了病毒的复制效率和致病性，

同时也影响了病毒的免疫原性。 
理想的 PRRSV 疫苗应是具有 DIVA 功能的

弱毒疫苗，本研究结果证明通过缺失多个抗原表

位来开发新一代 PRRSV DIVA 疫苗的方法是可

行的。同时制备配套的血清鉴别诊断试剂盒，用

于疫苗免疫动物和野毒感染动物的鉴别诊断，从

而有望净化根除猪场 PRRS。 
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