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高致病性 PRRSV TJ 株 Nsp2 蛋白的缺失及其二级结构预测  

王凤雪，冷雪，李真光，温永俊，刘准，武华* 

(中国农业科学院特产研究所 人兽共患病研究室，吉林 吉林市 132109) 
 
摘  要：根据 GenBank 上发表的猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV) TJ 株 F3代全基因序列(GenBank 登录号为

EU860248)，结合多个 PRRSV亚洲株 Nsp2基因比对结果，设计合成引物，选择高致病性 PRRSV TJ株噬斑克隆

纯化前后 14个不同代次，利用合成的引物扩增各代次 Nsp2基因的高变区片段及 F3代和 F92代 Nsp2全基因，并

进行产物克隆和氨基酸序列分析及结构预测。测序结果表明：PRRSV TJ株在克隆传代过程中出现了序列整段缺

失，共缺失 120个氨基酸，并且从 F18代噬斑克隆开始一直稳定存在。缺失高变区及 Nsp2蛋白二级结构预测结果

表明：缺失的氨基酸使 Nsp2蛋白在空间结构上发生了较大的变化，推测这可能与 PRRSV TJM–F92的毒力和致

病力减弱有关。 
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Deletion of Nsp2 protein in highly pathogenic porcine reproductive and respiratory 
syndrome virus TJ strain and its secondary structure prediction 
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Abstract: Two pairs of primers were designed according to the Nsp2 gene sequences of PRRSV TJ strain (EU860248). 
The hypervariable fragment of 1 004 bp of Nsp2 was amplified by RT−PCR with primer pair ns–U and ns–L from TJ 
strain passaged on Marc-145. PCR products were cloned to pMD18−T, and sequenced. Comparison among the 
hypervariable region showed that a 360 bp (encoding 120 amino acids)deletion in Nsp2 of PRRSV TJ strain was appeared 
in passage 18 and the deletion existed through passage 122. Full length Nsp2 gene was amplified with primer pair 
Nsp2–U and Nsp2–L from the 3rd generation(F3)virus and the 92nd generation(TJM−F92)virus which is virulence 
attenuated to analyze the second structure of Nsp2 protein，the results showed the deletion of 120 amino acids caused 
space structure changes and it was speculated the deletion was related to the attenuated virulence and pathogenicity of 
PRRSV TJM−F92. 
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猪繁殖与呼吸综合征病毒(porcine reproductive 
and respiratory syndrome virus，PRRSV)作为致病因
子，被划分为套式病毒目动脉炎病毒科动脉炎病毒

属，其基因组全长约 15.5 kb，存在高度的变异性[1−3]。

5′端ORF1占基因组的 75%，包括ORF1a和ORF1b；
3′端 6个 ORF编码 6种结构蛋白。PRRSV ORF1编
码非结构蛋白 Nsp1~Nsp12[4–5]，其中 Nsp2 被认为
是 PRRSV 的高变区之一。据报道[6–7]，中国大陆
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PRRS首次爆发时，国内猪群感染率达 90%。PRRSV
感染商品活疫苗免疫猪的死亡率增高，特别是怀孕

母猪的流产发生率和死亡率增高的原因可能是组

织嗜性的改变。2006 年爆发的猪高热病综合征
(PHFS)短时间内遍及全国，造成约 300万头猪的损
失，后来被证明这是由 PRRSV高致病性病原引起，
并且这些新发生的高致病性 PRRSV具有Nsp2基因
30 aa不连续缺失的特点[8–9]。 

将中国农业科学院特产研究所人兽共患病研

究室 (下称“本研究室” )在发病猪体内分离的
PRRSV 高致病性强毒 TJ 株通过噬斑筛选后，在
Marc–145细胞上传代至 92代，获得了致弱的疫苗
毒 TJM–F92。鉴于 Nsp2 多变性的特点，笔者对
PRRSV TJ株多个代次毒的Nsp2高变区段进行序列
测定，分析其序列变化特点，并对其结构进行预测，

旨在为 PRRSV致病机制的研究提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  毒株和细胞 

猪繁殖与呼吸综合征病毒 PRRSV 强毒 TJ 株
由本研究室分离、鉴定、保存；致弱毒 TJM–F92
为 TJ 株在 Marc–145 细胞上克隆纯化并传代 92 代
获得。Marc–145细胞由本研究室保存。 

1.2  载体、菌株及试剂 

pMD18–T载体、AMV反转录酶、RNA酶抑制
剂、dNTP、Oligod(T)、ExTaq酶、限制性内切酶和
质粒抽提试剂盒购于宝生物工程(大连) 有限公司。
总 RNA 抽提试剂 Trizol 为美国 Invitrogen 公司产
品。大肠杆菌感受态 DH5α菌株为本研究室保存。
其他化学试剂均为国产，分析纯。 

1.3  引物的设计与合成 

根据 GenBank 上发表的 TJ 株全基因序列
(GenBank 登录号为 EU860248)，利用 Primer 
Premier5.0 软件，设计 Nsp2 高变区(ns)扩增引物
(ns–U ： 5′–GCGTCCTCACAGACGGAATA–3′ ；
ns–L：5′–CGCCGAGAAGACCCAGA–3′；产物长度
为 1 004 bp)和 Nsp2 全基因扩增引物(Nsp2–U：
5′–CAGGGT TGAGCCCAATACG–3′；Nsp2–L：5′– 
GCAAGGC AGCAATGAGGTG–3′，产物理论长度
为 2 850 bp)共 2对特异性引物。引物由上海英骏生

物技术有限公司合成。 

1.4  病毒 RNA 制备 

在 Marc–145细胞单层上培养 PRRSV TJ株，
选取有代表性的多个代次病毒，收毒冻融 3次后，
按照美国 Invitrogen 公司的 Trizol 试剂说明书提取
病毒总 RNA，分装，于－70 ℃保存备用。 

1.5  RT–PCR 反应 

1.5.1  反转录(RT) 

反转录体系 20 μL，引物 Oligo dT 1 μL，RNA 5 
μL，70 ℃加热 10 min，冰浴 10 min；再加入 5倍
AMV Buffer 4 μL，10 mmol/L dNTP 2 μL，RNasin 
0.5 μL，AMV 反转录酶 1 μL，DEPC H2O 6.5 μL，
充分混合后离心，42 ℃温浴60 min，95 ℃灭活AMV
反转录酶，立即于冰上冷却，进行 PCR。 

1.5.2  PCR 反应 

反转录产物 5 μL，10倍 PCR Buffer 5 μL， 2.5 
mmol/L dNTP 4 μL，上、下游引物各 1 μL， ExTaq 
DNA Polymerase 0.5 μL，加水补至 50 μL。优化 PCR
循环参数，确定 PCR 最佳反应程序为： 95 ℃预
变性 5 min，94 ℃变性 30 s，55.9 ℃退火 30 s，72 
℃延伸 30 s，35 个循环，72 ℃延伸 10 min。取 5 μL 
PCR 产物，进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测，观察产
物扩增效果和片段大小。 

1.6  RT–PCR 产物的克隆 

RT–PCR 产物经琼脂糖凝胶回收、纯化后，按
照 pMD18–T 载体操作手册进行连接，转化 DH5α
大肠杆菌感受态细胞，挑取白色菌落进行增菌培

养，小剂量提取质粒。 

1.7  酶切鉴定 

取重组质粒，用限制性内切酶BamHI和HindIII
进行单酶切和双酶切，于 1%琼脂糖凝胶中电泳，
进行阳性克隆的筛选。 

1.8  序列测定及分析 

将连接T载体的阳性质粒送交上海英骏生物技
术有限公司测序，将测得的序列用 Lasergene 生物
软件对其序列进行编辑、拼接，并将不同代次的

PRRSV TJ 株 Nsp2 高变区氨基酸序列进行比较分
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析。用 Predictprotein，DNAStar和 Sopma分析软件
对 PRRSV TJ株 F3代和 TJM–F92的Nsp2蛋白二级
结构进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  RT–PCR 扩增结果 

以 PRRSV TJ株 RNA反转录产物为模板，以

ns–U/ ns–L为引物，RT–PCR 扩增 PRRSV TJ株克
隆传代前、后共 14 个代次的病毒液，均获得了清
晰、单一的条带(图 1)。图 1 中，PRRSV TJ 株 F6

和 F16的 ns大小为 1 004 bp；F18~F122的 ns大小约
为 650 bp，即条带的理论大小约为 1 004 bp，但从
F18代开始扩增到条带的大小为 650 bp左右。 

 
M  DL2 000 DNA相对分子质量标准；电泳条带为各代次病毒扩增得到的 ns片段。 

图 1  不同代次 PRRSV TJ 株 Nsp2 高变区 RT–PCR 扩增产物的电泳图谱 

Fig.1  Amplified products of varible region of Nsp2 from PRRSV TJ strain 

2.2  RT–PCR 产物的克隆及鉴定   

将RT–PCR产物回收、纯化后克隆到 pMD18–T
载体中。理论上，ns 片段的 T 克隆质粒经 BamHI
和 HindⅢ双酶切后应得到 2700、700、300 bp 3个
片段。实际上，用 BamHI和 HindIII处理质粒后，

F6和 F16的 ns克隆得到了 2 700、700、300 bp 3个
片段，但 F18以后的 ns克隆均被切为 2个片段，只
得到约 2 700 bp和 650 bp 的条带，其酶切鉴定结
果见图 2。 

 
M  DL15 000+2 000 DNA相对分子质量标准；电泳条带为各代次 ns片段的 T克隆质粒被限制性内切酶 BamHI和HindⅢ处理的结果。 

图 2  克隆质粒酶切片段的电泳图谱 

Fig.2  Verification of plasmid of cloned PRRSV Nsp2 by RFLP 

2.3  重组质粒的测序及氨基酸比对   

挑取被鉴定为阳性的重组质粒进行测序。应用

Lasergene生物软件的MegAlign，对 ns的测序结果
与亲本毒 ns序列进行比对，结果表明，F6和 F16代

ns片段长为 1 004 bp，与亲本毒 TJ F3代的相同，

F18代以后的病毒 ns片段长 644 bp，比理论值小 360 

bp，并且稳定存在；在缺失的片段上有 1个 HindⅢ
酶切位点，这与 T克隆质粒酶切结果相对应。这说
明 PRRSV TJ 株在 F17代噬斑克隆后，Nsp2编码区
发生了缺失，缺失段为位于 PRRSV TJ株全基因组
3 130~3 489 nt位的 360个核苷酸，对应 120个氨基
酸(图 3)。成功扩增到 PRRSV TJ 株 F3代和 F92代

 M   F6,   F16,    F18,   F24,   F31,   F51,   F62,  F74,   F78  ,  F80,   F82   , F92  , F97,   F122 

500 bp

1 000 bp 
650 bp 
1 004 bp

M    F6   F16   F18   F24   F31   F51  F62   F74   F78    F80   F82   F92   F97   F122 

500 bp

2 500 bp 
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毒的全长 Nsp2 基因，测序准确，与高变区引物测
得序列缺失一样，存在 120 aa的缺失，其他区域只

存在个别碱基的变化，无移码突变等情况。 

 
阴影部分为 PRRSV TJ株 Nsp2从 F18代开始的 120个氨基酸缺失区段。 

图 3  PRRSV TJ 株不同代次 Nsp2 高变区(ns)氨基酸推导序列的比对结果 

Fig.3  Amino acids comparison of Nsp2 hypervariable region from different generation of TJ strain 

2.4  缺失 120 aa 蛋白质的结构分析 

蛋白质二级结构主要有 alpha螺旋、beta折叠、
beta片层和无规则卷曲。本研究结果表明： PRRSV 
TJM–F92 Nsp2缺失的120 aa内无信号肽序列和潜在
糖基化位点(蛋白序列分析结果)； TJM–F92 Nsp2缺
失的 120 个氨基酸的结构中主要为 alpha 螺旋
(53.33%)和无规则卷曲(41.67%)，还有一部分延伸带
(在线软件 Predictprotein的预测结果)；缺失氨基酸序
列中亲水区或者抗原系数区较多(图 4)，并且结构中
以 alpha 螺旋、无规则卷曲和部分 beta 折叠为主

(DNAStar Protean分析结果)，这与 Predictprotein预
测结果略有不同。 

2.5  PRRSV TJ株 F3代和 TJM–F92的 Nsp2蛋白二级

结构预测 

在线软件 Sopma 预测 PRRSV TJ 株 F3 代和

TJM–F92的 Nsp2蛋白二级结构，发现后者缺失了
3个较大的 alpha螺旋结构(图 5–a、b)，使 Nsp2蛋
白二级结构发生了较大变化(图 5–c、d)。 

                  10        20        30        40        50        60        70        80        90        100       110       120 

         ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 

F3-ns    ASSQTEYEAFPLAPSQNMGILEAGGQEVEEVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSLSSVKITRPKYSAQAIIDSGGPCSGHLQKEKEACLSIMREACDASKLGDPATQEWLSRMWDRVDMLTW        120

F6-ns    ASSQTEYEAFPLTPSQNMGILEAGGQEAEEVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSLSSVKITRPKYSAQAIIDSGGPCSGHLQKEKEACLSIMREACDASKLSDPATQEWLSRMWDRVDMLTW        120

F16-ns   ASSQTEYEAFPLTPSQNMGILEAGGQEAEEVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSLSSVKITRPKHSAQAIIDSGGPCSGHLQKEKEACLSIMREACDASKLSDPATQEWLSRMWDRVDMLTW        120

F18-ns   ASSQTEYEAFPLTPSQNMGILEAGGQEAEEVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSL-------------------------------------------------------------------         53

F24-ns   ASSQTEYEAFPLTPSQNMGILEAGGQEAEEVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSL-------------------------------------------------------------------         53

F31-ns   ASSQTEYEAFPLTPSQNMGILEAGGQEAEEVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSL-------------------------------------------------------------------         53

F51-ns   ASSQTEYEASPLAPSQNMGILEAGGQEAEGVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSL-------------------------------------------------------------------         53

F62-ns   ASSQTEYEAFPLTPSQNMGILEAGGQEAEEVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSL-------------------------------------------------------------------         53

F74-ns   ASSQTEYEASPLTPSQNMGILEAGGQEAEGVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSL-------------------------------------------------------------------         53

F78-ns   ASSQTEYEASPLTPSQNMGILEAGGQEAEGVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSL-------------------------------------------------------------------         53

F82-ns   ASSQTEYEASPLTPSQNMGILEAGGQEAEGVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSL-------------------------------------------------------------------         53

F92-ns   ASSQTEYEAFPLTPSQNMGILEAGGQEAEEVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSL-------------------------------------------------------------------         53

F97-ns   ASSQTEYEASPLTPSQNMGILEAGGQEAEGVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSL-------------------------------------------------------------------         53

F122-ns  ASSQTEYEAFPLTPSQNMGILEAGGQEAEGVLSEISDILNDTNPAPVSSSSSL-------------------------------------------------------------------         53

 

                  130       140       150       160       170       180       190       200       210       220       230       240 

         ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 

F3-ns    RNTSAYQAFRILNGRFEFLPKMILETPPPHSCGFVMLPRTPAPSVSAESDLTIGSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDESMIAPPADTGGVGSF        240

F6-ns    RNTSAYQAFRILNGRFEFLPKMILETPPPHPCGFVMLPHTPAPSVSAESDLTIGSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDESIIVPPADTRGVGSF        240

F16-ns   RNTSAYQAFRILNGRFEFLPKMILETPPPHPCGFVMLPHTPAPSVSAESDLTIGSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDESIIVPPADTGGVGSF        240

F18-ns   -----------------------------------------------------GSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDESIIVPPADTGGVGSF        120

F24-ns   -----------------------------------------------------GSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDESIIVPPADTGGVGSF        120

F31-ns   -----------------------------------------------------GSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDESIIVPPADTGGVGSF        120

F51-ns   -----------------------------------------------------GSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDESIIVPPADTGGVGSF        120

F62-ns   -----------------------------------------------------GSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDESIIVPPADTGGVGSF        120

F74-ns   -----------------------------------------------------GSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDES-IVPPADTGGVGSF        119

F78-ns   -----------------------------------------------------GSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDESIIVPPADTGGVGSF        120

F82-ns   -----------------------------------------------------GSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDESIIVPPADTGGVGSF        120

F92-ns   -----------------------------------------------------GSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDESIIVPPADTGGVGSF        120

F97-ns   -----------------------------------------------------GSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDESIIVPPADTGGVGSF        120

F122-ns  -----------------------------------------------------GSVATEDVPRILGKIGDTDELLDRGPSAPSKGEPVCDQPAKDPRMSPRESDESIIVPPADTGGVGSF        120

 

F3-ns    TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAGRLLDQLSCQVFSLVSHLPIFFSHLFKSDSGYSPGDWGFAAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  334

F6-ns    TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAGRLLDQLSCQVFSLVSHLPIFFSHLFKSDSGYSPGDWGFAAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  334

F16-ns   TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAGRLLDQLSCQVFSLVSHLPIFFSHLFKSDSGYSPGDWGFAAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  334

F18-ns   TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAGRLLDQLSCQVFSLVSHLPIFFSHLFKSDSGYSPGDRGFAAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  214

F24-ns   TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAGRLLDQLSCQVFSLVSHLPIFFSHLFKSDSGYSPGDWGFAAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  214

F31-ns   TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAGRLLDQLSCQVFSLVSHLPIFFSHLFKSDSGYSPGDWGFAAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  214

F51-ns   TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAERLLDQLSCQVFSLVSHLPIFFSHLFKSDSGYSPGDWGFAAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  214

F62-ns   TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAERPLDQLSCQVFSLVSHLPIFFSHLFKSDSGYSPGDWGFAAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  214

F74-ns   TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAERLLDQLSCQVFSLVSHLPIFFSHLFKSDSGYSPGDWGFAAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  213

F78-ns   TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAERLLDQLSCQVFSLVSHLPIFFSHLFKSDSGYSPGDWGFAAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  214

F82-ns   TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAERLLDQLSCQVFSLVSHLPIFFSHLFKSDSGYSPGDWGFAAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  214

F92-ns   TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAERLLDQLSCQVFSLVSHLPIFFPHLFKSDSGYSPGDWGFAAFTPFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  214

F97-ns   TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAERLLDQLSCQVFSLVSHLPIFFSHLFKSDSGYSPGDWGFAAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  214

F122-ns  TDLPSSDGVDVDGGGPLRTVKTKAERLLDQLSCQVFSLVSHLPIFFSHLFKSDSGYSPGDWGFAAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSR                                  214
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图 4  PRRSV TJ 株 Nsp2 蛋白缺失区(120 aa)序列结构的 Protean 预测 

Fig.4  Structure prediction of the 120 aa deleted Nsp2 protein of TJ strain by protean 

 
 

图 5  Sopma 软件对 PRRSV TJ 株和 TJM−F92 株 Nsp2 蛋白结构的预测 

Fig.5  Structure prediction of Nsp2 protein of TJ strain F3 and F92 with SOPMA 

 

 

a 

b 

c 

d 

TJ

TJ

TJM-F92

TJM-F92 

*

*

F

0

1. 7

-1. 7

1

6

0

alpha 两亲性区域 

beta 两亲性区域 

无规则卷曲区域 

抗原性系数 

表面可及性 



 
 

434                 湖南农业大学学报(自然科学版)  http://www.hnndxb.com                 2011年 8月 

3  结论与讨论 

对 PRRSV TJ 株系列代次的 Nsp2 高变区进行
测序和分析，得到如下结论： 

1) 在Marc−145细胞上的克隆、纯化过程中，
PRRSV TJ株在 F18代发生缺失，并稳定存在。该缺

失为完整的 120 aa片段，具有 alpha螺旋、无规则
卷曲和部分 beta折叠结构，且序列中亲水区或者抗
原系数区较多。 

2) 软件 Sopma预测 PRRSV TJ株和 TJM–F92
的Nsp2蛋白结构，发现后者缺失了3个较大的alpha
螺旋结构，导致二级结构发生变化。 

Nsp2基因中可见点突变、核苷酸插入或突变等
多种基因变化，这种情况存在于北美与欧洲基因型

之间，在同基因型之间也是如此。与欧洲株 LV 相
比，第 1 株测序的北美洲型 PRRSV 16244B 株， 
Nsp2基因变异明显，只有 32%的氨基酸同源，中间
有 120 个氨基酸插入[10]。PRRSV 疫苗株 SP Nsp2
的 C端插入了 36 aa和 155 aa，这些序列与动脉炎
病毒中同类蛋白均无同源性。APRRSV、PrimePac 
Nsp [11]、EDRD–1 同样有 108 个碱基的插入，
EDRD–1还存在另外 117个碱基的缺失[12]。与标准

毒株VR–2332 比较，HB–2(sh)/2002株Nsp2的12 aa
缺失[13]、MN184株 Nsp2的 111 aa、1 aa和 19 aa
的不连续缺失[14]都是同一基因型间的基因变化。与

LV相比，欧洲型 SD01–08株和 EuroPRRSV的 Nsp2
存在 17 aa缺失，并且认为 Nsp2缺失区及高变区是
免疫重要区[15–16]。 

2006年以来爆发的高致病 PRRSV的共同特点
是 Nsp2蛋白存在 30 aa的不连续缺失[8–9,17]。这些

流行株属于相同演化方向的不同变种。推测 Nsp2
的缺失可能与高致病性 PRRSV 的毒力增强有关，
但在高毒力PRRSV MN184株[15]和普通毒力 II型[18]

及北美分离的 I型[19]毒株中也发现了一系列的Nsp2
缺失。 
本研究室分离的高致病性 PRRSV TJ株经噬斑

纯化得到毒力弱、免疫原性强的 TJM–F92疫苗株。
对噬斑克隆前后及纯化后传代的不同代次共 14 个
代次细胞毒进行了 Nsp2 高变区(ns)测序，从 F17代

噬斑克隆后出现 120 aa整段缺失，并稳定存在。为

核实该段缺失是否在易感动物体内修复，测定缺失

毒 TJM–F92 接种易感动物的 F1代至 F5代分离毒

Nsp2 高变区的序列，缺失依然存在。这 120 aa 结
构中以 alpha 螺旋和无规则卷曲结构为主，虽然
Predictprotein与DNAStar预测结果有不同，但 alpha
螺旋和无规则卷曲结构的特点相似。 

Nsp2 基因多样性是功能改变的原因。Nsp2 拥
有一个半胱氨酸蛋白酶域[10, 20]、一个 B细胞表位[21]

和一个潜在的 T细胞表位[15]。Nsp2区缺失 63个核
苷酸的重组病毒 rV63 表现出生长能力的增强，说
明 rV63更适应 Marc–145细胞，推测 Nsp2可能对
病毒过量复制和 RNA 的过量表达有调控功能。与
瘟病毒等其他病毒的非结构蛋白一样[22]，缺失可能

导致这种限制减弱。alpha 螺旋结构使蛋白质形成
二聚体或者稳定结构的形状，无规则卷曲受侧链相

互作用的影响很大，经常构成酶活性部位和其他蛋

白质特异的功能部位，如钙结合蛋白质中结合钙离

子的 EF 手结构(E–F hand structure)的中央环。
TJM–F92 的 Nsp2 蛋白缺失的 3 个 alpha 螺旋结构
使之结构稳定性和功能性部位减少，这或许会影响

Nsp2蛋白与其他分子的结合，从而引起毒力和致病
力的变化。 
在临床动物试验中发现克隆传代后的病毒出

现了明显的毒力、致病力减弱现象。有专家认为高

致病性 PRRSV的 30个氨基酸缺失与 PRRSV的毒
力增强可能有关[23]，而有研究[24]证明其与病毒毒力

变化无关。PRRSV TJM-F92株 Nsp2蛋白缺失导致
结构上的改变是否与 PRRSV 毒力减弱相关，还需
要进一步通过反向遗传技术研究来证明。 
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