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猪繁殖与呼吸障碍综合征病毒河南 09 分离株  
ORF5 基因的克隆及结构分析 
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摘  要：参照 GenBank上登录的猪繁殖与呼吸障碍综合征病毒(PRRSV)美洲型 AF494042株 ORF5基因序列，设
计 1对特异性引物，应用 RT-PCR扩增出 PRRSV河南 09分离株(HN-09)的 ORF5基因，经与 pGEM-T Easy载体
连接后，筛选出阳性重组质粒进行序列测定，并利用 DNASTAR软件对序列进行分析。结果表明，扩增片段长度
为 721 bp，与预期目的片段大小一致，测序验证其为 PRRSV的 ORF5基因。序列分析表明，HN-09株与 AF494042
的同源性为 93.5%，与山西、山东近年分离株的同源性为 97.8%~99.2%，与河北、安徽、黑龙江等省分离株的同
源性为 93.4%~98.7%，但与 2004年河南分离株的亲缘关系较远，其同源性为 88.7%。用 ANTHEPROT软件分析
HN-09株和 AF494042株编码蛋白质氨基酸的组成和二级结构的含量及分布，结果表明， HN-09株中碱基的突变，
导致其氨基酸序列与美洲型有所不同，形成的二级结构略有差异，但二级结构元件的大致分布与美洲型相同。  
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Abstract: A pair of the special primers were designed and synthesized according to the ORF5 sequence of porcine 
reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) AF494042 strain published in GenBank. The ORF5 gene of field 
virulent strain that was collected from Henan province was amplified by RT-PCR and cloned into pGEM-T Easy vector. 
The nucleotide sequence was determined by sequencing and compared with other ORF5 genes in GenBank, and the 
structure of ORF5 gene was analyzed too. The results showed that the amplified fragment length was 721 bp. Compared 
with the corresponding region with other PRRSV strains, the results showed that the nucleotide sequence homology was 
93.5% with AF494042 straine. There have high homologies when compared with Shanxi and Shandong isolates, from 
97.8% to 99.2 %; and the nucleotide sequence homologies were from 93.4% to 98.7% when compared with Hebei, 
Anhui and Heilongjiang isolates; while there has the lowest homology when compared with the Henan 2004 isolates, 
just 88.7%. The further analysis of the field strain was done by the phylogenetic tree. In all of the PRRSV isolates, the 
HN-09 sequenced strain has closer relation with Shanxi and Shandong isolates, but it showed distant relationship with 
the Henan isolates in 2004. The composition of amino acid and percentage of secondary structure of GP5 protein were  
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compared analyse between HN-09 and AF494042 isolate using the ANTHEPROT software. The results showed that the 
composition of amino acid and secondary structure of HN-09 isolate have some difference when compared with 
AF494042 isolate, but the distribution of secondary structure unit did not change too much. 

Key words: porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV); ORF5 gene; cloning; sequence analysis; 
structure analysis 

 

猪繁殖与呼吸障碍综合征(porcine reproductive 
and respiratory syndrome, PRRS)是由猪繁殖与呼吸综
合征病毒(PRRSV)引起的一种高度接触性传染病[1]。

PRRSV包括2个基因亚型，分别为以ATCC VR-2332
株为代表的美洲型和以 LV株为代表的欧洲型。中国
的多是美洲型，且存在变异株[2−3]。该病 1987 年在
美国首次报道，现已遍及世界各地，严重危害世界

养猪业。目前该病毒已成为中国猪病的主要病原之

一[4−6]。2006 年以来由 PRRSV 变异株引起的“高热
病”给中国养猪业造成了巨大的经济损失[7−8]。PRRS
与 PCV-2、CSFV、PRV等病毒的混合感染也时有发
生，使该病变得更为复杂[2]。PRRSV 基因组大小约
为 15 kb，包括 9个开放阅读框架，可编码 6种结构
蛋白和 2 种非结构蛋白，其中 ORF5 编码的糖基化
囊膜蛋白(又称gp5或E蛋白)是该病毒主要的结构蛋
白，也是一种多功能性蛋白[9]。不同国家和地区分离

株的 ORF5 基因差异较大，已有利用其序列差异性
来研究 PRRSV遗传进化的报道[10−13]。不同 PRRSV
分离株在毒力、基因序列和抗原性等方面都存在较

大差异，找出各株之间的关系和变异规律，已成为

当前研制 PRRSV疫苗和了解 PRRSV致病机理及流
行趋势的关键。2009年，河南省北部暴发了以“蓝耳
病”症状为特征的疫情。为探寻引起该病的病原，从
河南省漯河市某猪场采集了临床诊断为感染PRRSV
的病料，对 PRRSV的 ORF5基因进行克隆、序列和
结构分析，并与往年分离提取的几种分离株的核苷

酸序列进行比对，在 GeneBank查询并下载了河北、
山东、山西、安徽、黑龙江等省和典型美洲型的 19
个 ORF5序列，利用 DNASTAR软件对以上序列进
行了比较分析。 

1  材料与方法 

1.1  病料采集及预处理 

病料采自河南省漯河市某猪场，临床检测初步

诊断为 PRRSV 感染。无菌条件下取病死仔猪的淋
巴结、肺脏、脾脏等，剪碎，加入适量的 PBS液研
磨，将研磨后的样品移入 1.5 mL的离心管中，－20 
℃保存，备用。 

1.2  主要试剂及仪器  

pGEM-T Easy载体、反转录试剂盒和 T4 DNA
连接酶均购自 Promega公司；限制性内切酶、PCR
相关试剂、DNA Marker、异丙基-β-D-硫代半乳糖
苷(IPTG)、5-溴-4-氯-3-吲哚半乳糖苷(X-gal)购自大
连宝生物公司，DNA凝胶回收试剂盒购自杭州维特
洁生物技术有限公司，质粒提取试剂盒购自北京博

大泰克生物公司。PCR 仪(PTC 200)为美国MJ公司
产品。其他常规试剂及仪器均由河南省动物性食品

安全实验室提供。 

1.3  引物的设计与合成 

根据 GenBank发表的 PRRSV的ORF5基因序
列，应用 Primer 5.0软件设计 1对引物。上游引物
P1：5′-CCGTTGTAGCTTGTCTTT-3′；下游引物 P2：

5′-GGCGTGTAGATACTGGAA-3′。引物由上海生工
生物工程技术服务有限公司合成。 

1.4  疑似 PRRS 病料 RNA 的提取  

用 Invitrogen公司的 TRIzol试剂，按其说明书
和文献[14]的方法提取病毒总 RNA。提取的 RNA
用 20 µL无 RNase水溶解沉淀，－20 ℃保存，备用。 

1.5  模板 cDNA 的制备和 PCR 

以提取的 RNA为模板，按照反转录说明书进行
反转录。将反转录后的cDNA 置于－20 ℃保存。PCR
反应体系(50 µL)：10×PCR缓冲液 5 µL，MgCl2(25 
mmol/µL)4 µL，dNTPs 3 µL (25 mmol/ µL)，Taq酶 1 
U，引物为 1 µL(50 pmol/µL)，反转录 cDNA液 5 µL。
最后用双蒸水补至 50 µL，将 EP管置 PCR仪，按如
下程序进行扩增：94 ℃预变性 5 min，98 ℃变性 50 s，
55 ℃退火 50 s，72 ℃延伸 100 s，35个循环，72 ℃
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延伸 10 min。反应结束后，取 5 µL扩增产物琼脂糖
凝胶电泳检测。 

1.6  目的基因的克隆  

以合成的 cDNA为模板，用合成的上、下游引
物扩增目的片段，扩增产物经电泳鉴定后，用胶回

收试剂盒回收目的片段，然后将目的片段与

pGEM-T Easy载体连接，将其转化 DH5α感受态细
胞[12]，挑取疑似阳性菌落进行培养，提取重组质粒，

对重组质粒进行 PCR和酶切鉴定。 

1.7  核酸序列测定及分析 

将鉴定正确的重组菌液送大连宝生物公司测

序，并利用 DNAstar 软件，将所测核酸序列与
GenBank上登录的相应序列进行比较分析。 

1.8  GP5 蛋白结构分析 

用ANTHEPROT对河南 09分离株HN-09株和
美洲型 AF494042株编码的 GP5蛋白质进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  PRRSV 的 ORF5 全基因 RT-PCR 扩增结果 

将提取的总 RNA 作为模板，用设计合成的引
物进行 RT-PCR扩增。经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，
均获得了约 721 bp的扩增产物(图 1)，与预期扩增
的 DNA片段大小相符。 

 
M  DL 2000 Marker; 1  HN-09株; 2  阴性对照。 

图 1  PRRSV的ORF5基因扩增结果 

Fig.1  PCR result of ORF5 gene of PRRSV 

2.2  ORF5 基因的克隆与酶切鉴定 

将纯化的 PCR产物与 pGEM-T Easy载体连接、
转化后，筛选阳性重组菌，提取质粒[13]。以该质粒

为模板，以 P1、P2为引物进行 PCR扩增，得到约

721 bp 的目的片段(图 2)；对重组质粒进行酶切鉴
定，所得片段与预期片段的大小相符(图 3)，表明目
的基因已插入到载体中。 

 
M  DL 2000 Marker; 1  重组质粒; 2  阴性对照。 

图 2  重组质粒的PCR扩增结果 

Fig.2  PCR result of recombinant plasmid 

 
M  DL 2000 Marker; 1  重组质粒; 2  pGEM-T Easy载体。 

图 3  重组质粒的酶切鉴定结果 

Fig.3  Result of recombinant plasmid by restriction endonclease 

2.3  PRRSV 的 ORF5 基因同源性分析 

本试验扩增出了 PRRSV 的 ORF5 基因，片段
长度为 721 bp，命名为 HN-09，其中，603 bp的碱
基编码 GP5蛋白序列。由表 1可见，该分离株与山
西分离株的同源性最高，为 99.2%，它们之间的亲
缘关系较近。与典型美洲型 AF494042 株核苷酸的
同源性为 93.5%；与山东分离株 GU977232 和
FJ765744的同源性分别为 98.8%和 98.7%，遗传关
系也较近；与河南 2004 年 2 个分离株的同源性较
低，均为 88.7%，遗传关系较远。核苷酸进化树(图
4)也反映出了与此相同的结果。 
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表 1  PRRSV 不同分离株 ORF5 的核苷酸序列同源性 

Table 1  Homology analysis of ORF5 nucleotide sequence of PRRSV of different strains 

 
 

 
各株的分离地区和时间： 
1  HN-09株(cexu)，河南，2009；2  AF494042，美洲型；  
3  EU200962，河南，2007−11−11；4  EF398053，河南，2007−02−28； 
5  FJ147205，河南，2008−09−24；6  FJ556871，河南，2009−01−21； 
7  AY613349，河南，2004−07−06；8  AY613348，河南，2004−07−06；    
9  EU366151，河北，2008−01−21；10  EU660958，河北，2008−05−19 
11  EU075303，河北，2007−08−28；12  GU977232，山东，2010−04−20； 
13  FJ765744，山东，2009−05−17；14  EU417813，山东，2008−02−06； 
15  FJ895329，山西，2009−05−03；16  GQ243425，安徽，2009−07−13； 
17  FJ897565，安徽，2009−05−12；18  GQ184821，黑龙江，2010−01−07； 
19  EU213143，黑龙江，2009−09−10；20 EF635006，黑龙江，2007−06−27。 

图 4  不同地区分离株 ORF5 核苷酸序列的系统进化树 

Fig.4  Phylogentic tree of ORF5 nucleotide sequence of strains from 

different regions 

2.4  PRRSV 的 ORF5 基因系统进化树的构建 

图 4中，各分离株均属于美洲型的变异毒株，
其中，HN-09 株与山西株 FJ895329 及山东株

FJ765744、GU977232 的同源性最高，处于进化树
的同一个分支上；与河南省 2004 年分离的毒株的
亲缘关系最远，处于不同的亚型。 

2.5  ORF5 编码蛋白质的组成分析 

经分析，HN-09株的 GP5蛋白的相对分子质量
大约为 2.2×104，与美洲型相比变化不大。不同氨基

酸的含量有所变化，其中含量变化较小的氨基酸有

Leu、Gys、Asp、Lys、Pro、Trp；含量增加的有 Ala、
His、Ile、Asn、Gln、Tyr；含量下降的有 Glu、Phe、
Gly、Arg、Ser、Thr、Val。HN-09 株中亮氨酸(Leu)
含量最高达 14%，其次是 Val 和 Ala，含量分别为
9.0%和 8.5%。中性氨基酸中 Cys、Ser、Thr的含量
较高，为 5%～7.5%，酸性氨基酸(Asp、Glu)和碱
性氨基酸(His、Lys)的含量相当，为 3%左右。  

2.6  ORF5 编码蛋白质的二级结构分析 

蛋白质的二级结构包括 α 螺旋、β 折叠、β 转
角和无规则卷曲。由于 HN-09株中碱基的突变，造
成其氨基酸序列与美洲型有所不同，形成的二级结

构有一定的差异，但二级结构元件大致分布与美洲

型相同，β折叠和 β转角主要分布在 N端和中间部
分，α螺旋主要分布在中间及 C端。该蛋白在 N端
存在 3个潜在的信号肽切割位点，分别在第 25～27
位、第 28～30位和第 33～35位。  
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3  结论与讨论 

河南 PRRSV HN-09 株 ORF5 基因全长为 721 
bp，其中编码 GP5 蛋白的 ORF 为 603 bp，共编码
200个氨基酸残基。该毒株的 ORF5序列与山东、山
西的同源性较高，为 99.2%~99.8%。与其他不同地
方近几年的分离株同源性也较高，为 93.4%~ 98.7%；
与美洲型 AF494042的同源性为 93.5%，各地分离株
与美洲型的同源性为 93.4%~96.7%；与河南 2004年
分离株的同源性较低，为 88.7%。近几年河南省流行
的 PRRSV 毒株与周边省份分离的毒株均为美洲型
变异株，具有高致病性的生物学特征。虽然与各地

分离株的 ORF5都有一定的差异，但总体变异不大，
引起 2009年河南漯河该猪场 PRRS疫情的原因可能
来自疫苗株变异或在猪体内毒力返强。 

本试验中分离的HN-09株序列编码 200个氨基
酸残基，其编码的 GP5蛋白的相对分子质量大约为
2.2×104。信号肽序列位于 N端变异区内，其切割位
点可能在第 33~35 位(N)。二级结构中 β 折叠含量
最高达 41%，无规则卷曲含量较少，为 14%，与美
洲型 AF494042相比，β转角数量有所减少，β折叠
和无规则卷曲含量增加。变化主要分布在 N 端(前
74个氨基酸)，而在第 74位氨基酸以后，HN-09株
和美洲型的氨基酸序列基本一致，形成的二级结构

的数量和分布大致相同，说明该分离株所编码的

GP5的主要功能区域氨基酸残基没有发生较大的变
异，不影响该蛋白在病毒粒子中的功能。由于氨基

酸中 Ala、Asn、Pro等的含量增加，Gly、Ser、Thr
等的含量减少，导致 β 转角的数量减少，β 折叠、
无规则卷曲数量增加。在第 9 位上氨基酸残基由
Gly 变为 Cys，导致此部位的 β 转角变成 β 折叠；
第 29位的 Gly变为 Ala、第 30位的 Ser变为 Asn，
在此形成 α 螺旋结构；在第 58 位由 Lys 变成 Gln
后，α螺旋断裂，形成无规则卷曲，并在第 61位和
第 62位出现一个 β转角。由这些变化可推测，HN-09
株的突变主要集中在 N端。此区域可能包含了一个
信号肽序列，至于信号肽区的改变对该蛋白产生的

影响，还需进一步研究。 
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