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摘   要：为了解我国猪繁殖与呼吸综合征病毒(porcine reproductive and respiratory syndrome virus, 
PRRSV)的流行及进化情况并开发针对流行谱系的亚单位疫苗，对 2001‒2021 年间分离于我国的

PRRSV 毒株进行遗传进化分析，选用优势流行谱系代表毒株，优化其 GP5 和 M 蛋白的基因序列，与

干扰素(interferon, IFN)和免疫球蛋白的 Fc 区串联后，构建真核表达质粒 pCDNA3.4-IFNα-GP5-Fc 和

pCDNA3.4-IFNα-M-Fc，并使用 HEK293T 真核表达系统表达重组蛋白 IFNα-GP5-Fc 和 IFNα-M-Fc。
将 2 种重组蛋白与 ISA206VG 佐剂混匀，免疫断奶仔猪，通过酶联免疫吸附试验(enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)及中和试验评价体液免疫水平，酶联免疫斑点试验(enzyme-linked 
immunospot assay, ELISPOT)评价细胞免疫水平。试验结果表明，NADC30-like 谱系为近年我国主

要流行的谱系，IFNα-GP5-Fc 和 IFNα-M-Fc 组合免疫仔猪能诱导高水平的抗体和细胞免疫，该研

究为制备更为安全有效的新型 PRRSV 亚单位疫苗奠定基础。 
关键词：猪繁殖与呼吸综合征(PRRS)；遗传进化分析；GP5 重组蛋白；M 重组蛋白；免疫原性
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Abstract: In order to understand the prevalence and evolution of porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus (PRRSV) in China and to develop subunit vaccine against the 
epidemic lineage, the genetic evolution analysis of PRRSV strains isolated in China from 2001 
to 2021 was performed. The representative strains of the dominant epidemic lineage were 
selected to optimize the membrane protein GP5 and M nucleotide sequences, which were used, 
with the interferon and the Fc region of immunoglobulin, to construct the eukaryotic expression 
plasmids pCDNA3.4-IFNα-GP5-Fc and pCDNA3.4-IFNα-M-Fc. Subsequently, the recombinant 
proteins IFNα-GP5-Fc and IFNα-M-Fc were expressed by HEK293T eukaryotic expression 
system. The two recombinant proteins were mixed with ISA206VG adjuvant to immunize 
weaned piglets. The humoral immunity level was evaluated by ELISA and neutralization test, 
and the cellular immunity level was detected by ELISPOT test. The results showed that the 
NADC30-like lineage was the main epidemic lineage in China in recent years, and the 
combination of IFNα-GP5-Fc and IFNα-M-Fc could induce high levels of antibody and cellular 
immunity in piglets. This study may facilitate the preparation of a safer and more effective new 
PRRSV subunit vaccine. 
Keywords: porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRS); genetic evolution 
analysis; GP5 recombinant protein; M recombinant protein; immunogenicity evaluation 

 
 

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

呼吸障碍综合症病毒(porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus, PRRSV)引起的一种以

母猪的繁殖障碍和不同年龄病猪呼吸困难为主

要特征的高度传染性疾病[1]，由于感染后的母猪

和仔猪具有特征性的蓝耳，该疾病又称“猪蓝耳

病”[2-3]。PRRSV 根据其基因型的不同，分为欧

洲型(EU 型)和美洲型(NA 型)两种亚型[4]，其基

因组全长约为 15 kb，含有 10 个开放阅读框(open 
reading frames, ORFs)：ORF1a-ORF1b-ORF2a- 
ORF2b-ORF3-ORF4-ORF5-ORF5a-ORF6-ORF7，
其中 ORF1a 和 ORF1b 编码 2 种多肽，它们通

过 病 毒 酶 裂 解 产 生 14 种 非 结 构 蛋 白 ，

ORF2‒ORF7 编码 8 种结构蛋白，包括较小的膜

蛋白(GP2a、GP3、GP4、E 和 ORF5a)、主要膜

蛋白(GP5 和 M)和核衣壳蛋白(N)[5-6]，其中 GP5
是糖基化的囊膜蛋白，能诱导中和抗体产生，
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是新型亚单位疫苗设计的主要靶蛋白[7]。由于

GP5 有较高的变异性，因此持续监测 PRRSV 的

流行情况，分析 GP5 遗传变异规律，对开发新型

PRRSV 疫苗，控制病毒传染具有重要作用[8]。

ORF6 编码的非糖基化的囊膜蛋白 M 在病毒

结构蛋白中最保守，其具有较强的免疫原性，

能增强细胞免疫，也是 PRRSV 亚单位疫苗制

备的备选抗原[9]，此外，M 蛋白可与 GP5 蛋白

在病毒中通过二硫键形成异源二聚体，能够增

强 GP5 的免疫原性[10]，GP5 和 M 蛋白被认为

是开发 PRRSV 疫苗的首选蛋白。PRRSV 全基

因组都可能发生碱基突变、缺失和基因重组，

其中以 ORF5 基因突变最为频繁 [11]，因此以

ORF5 基因变异为基础的序列分析也成为研究

PRRSV 基因分型、突变特征、遗传演化规律的

热点。 
抗原的聚合形式比单体更具有免疫原性，

抗原与免疫球蛋白的 Fc 片段融合可表达为二

聚体形式的重组蛋白，具有更长的半衰期和免

疫原性，近年来，多种疫苗研发应用了 Fc 融合

蛋白策略[12-13]。Chen 等[14]研究发现，猪免疫球

蛋白 Fc 片段融合 P30/P54 蛋白诱导 P30/P54 特

异性抗体产生，猪粘膜免疫能力升高。Luo 等[15]

将猪圆环病毒 2 型(porcine circovirus type 2, 
PCV2) 截 短 衣 壳 蛋 白 和 猪 免 疫 球 蛋 白 G 
(immunoglobulin G, IgG) Fc 片段融合，该融合

蛋白免疫小鼠后显著提高了血清中 PCV2 衣壳

蛋白抗体的水平。Diamos 等 [16]表达寨卡病毒

(zika virus, ZIKV) 包 膜 结 构 域 III (envelop 
domain III, ZE3)与人 IgG1 Fc 融合蛋白并免疫

小鼠，仅接种两剂且不加佐剂，即可产生高滴

度的 IgG，抗血清具有中和 ZIKV 的能力。 
干扰素 α (interferon α, IFNα)通过与细胞表

面受体结合，激活 JAK-STAT 信号通路，产生

降解 mRNA 的酶，阻止病毒蛋白合成，从而抑

制病毒的复制，成为固有免疫中机体抵抗病毒

感染的第一道天然免疫防线[17-20]。此外，浆细胞

样树突状细胞(plasmacytoid dendritic cell, pDC)受
到特定 Toll 样受体刺激后，产生的 IFNα 可直

接使已被活化的 B 淋巴细胞和 T 淋巴细胞产生

免疫应答，也可以刺激树突状细胞成熟后，激

活初始 B 淋巴细胞和初始 T 淋巴细胞，在连接

先天性和适应性免疫方面具有重要作用，因此

IFNα 作为佐剂越来越多的应用于疫苗开发中[21]。

Cheng 等[22]研究发现，猪 IFNα 是针对猪口蹄疫

病毒的重组蛋白疫苗的适用型佐剂，可以诱导该

病毒中和抗体的产生，并且出现显著的 T 细胞介

导的免疫反应。Sun 等[23]在严重急性呼吸综合征

冠状病毒 2 (severe acute respiratory syndrome 
coronavirus 2, SARS-CoV-2) 的 受 体 结 合 域

(receptor-binding domain, RBD)的 N 末端配备

IFNα，免疫小鼠后，诱导 CD8+ T 细胞反应。

Zhao 等 [24]的研究中，IFNα 与重组乙肝病毒

(hepatitis B virus, HBV)疫苗共同使用，IFNα 作

为有效的治疗性疫苗佐剂清除小鼠模型中乙型

肝炎 e 抗原(hepatitis B e antigen, HBeAg)和乙型

肝炎病毒表面抗原(hepatitis B surface antigen, 
HBsAg)，且肝脏中出现大量 CD8+ T 细胞浸润。 

本研究选取 GenBank 数据库中分离于我国

的 PRRSV 毒株，基于 ORF5 基因进行遗传进化

分析，明确近年流行于我国的优势分型毒株，

基于该优势毒株 GP5蛋白和 M蛋白的胞外区域

构建融合蛋白表达质粒 pCDNA3.4-IFNα-GP5-Fc
和 pCDNA3.4-IFNα-M-Fc，利用 HEK293T 真核

表达系统表达重组蛋白，免疫仔猪并采用酶联

免疫吸附试验 (enzyme linked immunosorbent 
assay, ELISA)、中和试验及酶联免疫斑点试验

(enzyme-linked immunospot assay, ELISPOT)评
价其免疫效果，为制备针对 PRRSV 流行毒株的

重组亚单位疫苗奠定工作基础。 
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1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  病毒和细胞 

NADC30-like PRRSV由中国农业大学封文

海 教 授 惠 赠 ， 其 在 猪 原 代 肺 泡 巨 噬 细 胞

(porcine alveolar macrophages, PAM)上的滴度

为 107.5 TCID50/mL。水疱性口炎病毒(vesicular 
stomatitis virus, VSV)，PK15 细胞和 PAM 细胞

(分离于 SPF 猪)由本实验室保存。 
1.1.2  主要试剂 

Rabbit Anti pig IgG κ light chain antibody/HRP
由本实验室制备并保存。Anti-PRRSV-N protein 
antibody (浓度为 1 mg/mL)和 Goat Anti-Rabbit 
IgG H&L/FITC antibody (浓度为 2 mg/mL)购自

北京博奥森生物技术有限公司。ELISPOT 试剂

盒购自北京元唐盛兴科技有限公司。 
1.1.3  实验动物 

10 头 4 周龄三元杂交断奶仔猪经 PCR 检测未

含 PRRSV、PCV2、猪流感病毒(swine influenza virus, 
SIV)及猪伪狂犬病毒(porcine pseudorabies virus, 
PRV)，ELISA 检测未含 PRRSV 抗体。动物实验经

中国农业科学院北京畜牧兽医研究所实验动物福

利伦理审查委员会批准(批准号：IAS2022-158)。 

1.2  方法 
1.2.1  PRRSV 遗传进化分析 

从 GenBank 数据库下载 2001‒2021 年分离

自中国的 PRRSV 毒株 (共 231 株 )，通过

MEGA-X 软件对 ORF5 基因进行序列比对构建

系统发育树，并按年份对各谱系占比进行统计。

从各谱系中选取代表毒株，用 MEGA-X 软件对

GP5 蛋白和 M 蛋白的胞外域进行氨基酸序列比

对，分析氨基酸差异。 
1.2.2  重组蛋白 IFNα-GP5-Fc 和 IFNα-M-Fc
的表达及纯化 

将PRRSV流行谱系NADC30-like中SD17-38

毒株(GenBank 登录号：MH068878) GP5 蛋白和 M
蛋白胞外域基因序列根据哺乳动物细胞 HEK293T
表达密码子偏好性进行优化，并构建到真核表达

载体 pCDNA3.4 中，自 N 端至 C 端的元件排列

顺序如下：人 IL-10 分泌信号肽、猪 IFNα、柔性

linker、GP5 或 M 蛋白胞外域和猪 IgG Fc，将上

述 DNA 片段插入到 BsmB I 和 Xba I 识别位点之

间，构建真核表达质粒 pCDNA3.4- IFNα-GP5-Fc 
(图 1A)和 pCDNA3.4-IFNα-M-Fc (图 1B)，质粒由

南京金斯瑞生物科技有限公司合成。将真核表达

质粒pCDNA3.4-IFNα-GP5-Fc和pCDNA3.4-IFNα- 
M-Fc 分别转染至 HEK293T 细胞中，37 ℃、5% 
CO2 表达 24 h，收集上清并使用 Protein A 柱子进

行纯化，重组蛋白 IFNα-GP5-Fc 和 IFNα-M-Fc 的

表达和纯化由上海百英生物科技有限公司完成。 
1.2.3  干扰素活性的检测 

采用细胞病变抑制法在 PK-15 细胞上用

VSV 测定重组蛋白 IFNα-GP5-Fc 和 IFNα-M-Fc
的干扰素抗病毒活性。将生长状态良好的 PK-15
细胞接种至 96 孔板中，待细胞长至单层后使用。

将重组蛋白用含 10%胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS) DMEM 培养基进行 4 倍梯度稀释，共稀释

12 个梯度。弃掉 96 孔板中的培养液，加入上述

4 倍倍比稀释的重组蛋白，100 μL/孔，每个稀释

度设置 5 孔重复，同时设置阴性对照孔(不加重

组蛋白，不加病毒，仅加入含 10% FBS 的 DMEM)
和阳性对照孔(不加重组蛋白，仅加入无血清

DMEM 稀释的 VSV)。培养 18 h 后，弃掉细胞

培养基上清，使用无血清培养基将 VSV 病毒液

稀释至 100 TCID50/100 μL，在阳性对照孔和重

组蛋白处理孔加入稀释好的 VSV，100 μL/孔，

阴性对照孔加入无血清培养基，100 μL/孔，培

养 24 h 后观察细胞病变。以能抑制 50%细胞病

变的干扰素含量定义为一个活性单位，运用

Reed-Muench 法计算干扰素效价。 
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图 1  真核表达质粒图谱 
Figure 1  Eukaryotic expression plasmid map. A: pCDNA3.4-IFNα-GP5-Fc. B: pCDNA3.4-IFNα-M-Fc. 
 
1.2.4  动物试验分组及免疫 

亚单位疫苗的制备：将 ISA206VG 佐剂预

热后，与重组蛋白混合液(IFNα-GP5-Fc 蛋白和

IFNα-M-Fc 蛋白等量)按体积比 1:1 配制成亚单

位疫苗，分装后于 2‒8 ℃保存。 
试验分组及免疫：10 头 4 周龄三元杂交断

奶仔猪随机分为 2 组，即免疫组和对照组各 5 头，

免疫组初次免疫 2 mL/头份的重组蛋白混合液

(IFNα-GP5-Fc 和 IFNα-M-Fc 均为 200 μg/头份)，
初次免疫 3 周后进行第二次免疫，免疫剂量和

途径与初次免疫相同，对照组注射等体积 PBS。
初免前，初免后 3 周及二免后 3 周无菌采血并

分离血清，ELISA 检测 GP5 蛋白和 M 蛋白特

异性 IgG 抗体效价，用间接免疫荧光试验

(immunofluorescence assay, IFA)检测中和抗体

滴度。在二免后 3 周无菌分离外周血单个核细

胞(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)，
进行 ELISPOT 检测。 
1.2.5  ELISA 检测抗体水平 

将重组蛋白 IFNα-GP5-Fc 和 IFNα-M-Fc 用

pH 9.6 的碳酸盐缓冲液分别包被在 96 孔板中，

浓度为 1 μg/mL，4 ℃包被过夜。弃去包被液，

用 PBST (含有 0.05% Tween-20 的 PBS 缓冲液)
洗 1 次后，加入封闭液(含有 3% BSA 的 PBST)，
4 ℃封闭过夜。使用 PBST 将分离的血清稀释

40 倍后，进行 4 倍倍比稀释，稀释 11 个梯度，

每个稀释度设置 5 个重复。弃去封闭液，用

0.05% PBST 洗 1 次后，加入稀释好的血清，

37 ℃孵育 90 min。0.05% PBST 洗 5 次后，加

入用 PBST 按照 1:5 000 稀释的二抗(Rabbit Anti 
pig IgG κ light chain antibody/HRP)，37 ℃孵育

45 min。PBST 洗 5 次后，加入 TMB 显色液，

37 ℃孵育 15 min，加入 2 mol/L H2SO4 终止显

色，使用酶标仪在 450 nm 波长处测 OD 值。 
1.2.6  中和试验  

将分离的血清置于 56 ℃水浴锅灭活 30 min，
在超净工作台中使用无 FBS RPMI 1640 培养基

连续稀释 2、4、8、16、32、64、128、256 倍

后，加入 96 孔板中，100 μL/孔，每个稀释度设

置 6 个重复；加入 200 TCID50 的 NADC30-like 
PRRSV 病毒液 100 μL/孔，充分混匀 37 ℃作用

1 h。弃掉细胞培养基上清，加入上述血清病毒

混合液。37 ℃、5% CO2 培养箱中作用 1 h 后，

弃血清病毒混合液，用无菌 PBS 洗涤 96 孔板，加
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入 10% FBS RPMI 1640 培养基，100 μL/孔。每

24 h 观察细胞状态，培养约 48 h 后，待细胞出

现 CPE 弃掉细胞培养基上清，用多聚甲醛固定

15 min，PBS 洗涤 2 次后，加入 0.05% Triton X-100
透膜 15 min；PBS 洗涤 2 次，用 5% BSA 封闭

30 min 后，弃去封闭液，加入一抗(Anti-PRRSV-N 
protein antibody) 4 ℃孵育过夜；PBST 洗涤 3 次

后，加入二抗(Goat Anti-Rabbit IgG H&L/FITC 
antibody)室温孵育 1 h，PBST 洗涤 3 次后，在荧

光倒置显微镜下观察结果，按照 Spearman-Karber
法计算中和抗体滴度。 
1.2.7  PBMC 的分离及 ELISPOT 检测 

无菌采集免疫组和对照组仔猪新鲜抗凝全

血，加入等体积 PBS 稀释备用。在离心管中加

入 5 mL 淋巴细胞分离液，用巴氏管吸取稀释好

的抗凝全血 5 mL 小心铺在分离液上面，室温，

水平转子 500×g 离心 25 min。离心后，弃去上

层血浆层，取新离心管，加入 10 mL PBS，小

心吸取外周血淋巴细胞层至管中，250×g 离心

10 min，洗涤细胞。弃离心后上清，加入 5 mL
的 PBS 重悬细胞，250×g 离心 10 min，重复该步

骤一次。弃上清，重悬并冻存细胞。ELISPOT 检

测时，使用重组蛋白 IFNα-GP5-Fc 和 IFNα-M-Fc
分别刺激仔猪 PBMC，并设置 ConA 刺激作为

阳性对照。其余步骤按照 ELISPOT 试剂盒说明

书检测细胞分泌 IFN-γ 的情况。 
1.2.8  数据处理 

两组之间的比较采用双尾学生 t-test 检验

(unpaired, two-tailed Student’s t-test)分析差异显

著性。*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, ****: 
P<0.000 1。GraphPad Prism 8 软件用于制图。 

2  结果与分析 
2.1  PRRSV 的系统发育分析 

从 GenBank 数据库下载 2001‒2021 年分离

自中国的 PRRSV 毒株 231 株，通过对 ORF5 基

因序列比对，采用 N-J 法在 MEGA-X 中构建基

于 ORF5 基因的系统发育树。231 株毒株中，

Sublineage 8.7 (HP PRRSV-like)谱系有 86 株，

Sublineage 1.8 (NADC30-like)谱系有 72 株，两

谱系占比分别为 37.2%和 31.2% (图 2A)，且

Sublineage 1.8 (NADC30-like)谱系占比逐渐增

加，2001‒2007 年占比为 0，2008‒2014 年占比

15.4%，2015‒2021 年占比 39.5%，Sublineage 1.8 

(NADC30-like)谱系成为 2015 年后我国流行的

优势谱系(图 2B)。 

GP5 蛋 白 的 胞 外 区 域 包 括 高 变 区 1 
(hypervariable regions1, HVR1) (32‒36 aa)、中和

表位区域 (primary neutralizing epitope, PNE) 
(37‒45 aa)和高变区 2 (hypervariable regions 2, 
HVR2) (57‒62 aa)三个主要区域 [25]，通过对

PRRSV 不同谱系 GP5 蛋白的胞外域氨基酸序

列进行比对，发现其主要变异发生在 2 个高变

区，而中和表位区域相对保守。Sublineage 1.8 
(NADC30-like) 谱 系 与 Sublineage 8.7 (HP 
PRRSV-like)谱系毒株 GP5 蛋白胞外域氨基酸

序列比对发现，NADC30-like PRRSV 主要的氨

基酸突变位点为 S32N、N35S、I39L、L47I、
A57K、Q58K 和 K59Q，在 GP5 蛋白第 33 位发

生天冬酰胺的缺失，在第 60 位发生天冬酰胺的

插入(图 2C)。M 蛋白的胞外区域主要为 1‒17 aa，
氨基酸序列相对保守，Sublineage 1.8 (NADC30-like)
谱系与 Sublineage 8.7 (HP PRRSV-like)谱系 M
蛋白胞外域氨基酸序列比对发现，主要氨基酸

突变位点存在于 M 蛋白第 5 位和第 15 位，分

别为 L5I 和 P15A (图 2D)。 
因此选取 NADC30-like 谱系毒株 SD17-38 

(GenBank 登录号：MH068878)，优化其 GP5 和

M 核苷酸序列，构建真核表达载体。 
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图 2  PRRSV 系统发育分析 
Figure 2  Phylogenetic analysis of PRRSV. A: Genetic evolutionary tree based on PRRSV ORF5 gene, with 
the black triangle representing the vaccine reference strains in this study. B: Statistics of PRRSV strain 
accumulation percentage in different years. C: Amino acid sequence alignment was performed in the 
extracellular regions of GP5 proteins of PRRSV strains of different lineages. HVR1: Hypervariable region 1; 
HVR2: Hypervariable region 2; PNE: Primary neutralizing epitope. D: Amino acid sequence alignment of the 
extracellular domain of M protein of PRRSV strains of different lineages. 
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2.2  重组蛋白 IFNα-GP5-Fc和 IFNα-M-Fc
的表达和纯化 

为增强蛋白的免疫原性和稳定性，将猪

IFNα、猪 IgG Fc 分别与 NADC30-like PRRSV
谱系 GP5 和 M 蛋白的胞外域进行融合表达，载

体构建示意图如图 3A 所示，并通过 AlphaFold 
v2.2.0 对融合蛋白的结构进行模拟[26]，结果显

示 IFNα-GP5-Fc 蛋白和 IFNα-M-Fc 蛋白均可形

成二聚体结构(图 3B、3C)。将质粒 pCDNA3.4- 
IFNα-GP5-Fc 和 pCDNA3.4-IFNα-M-Fc 转染至

HEK293T 细胞中进行大量表达，SDS-PAGE 检测

纯化结果，IFNα-GP5-Fc 蛋白二聚体大小约为

112 kDa，IFNα-M-Fc 蛋白二聚体大小约为 108 kDa，
均符合预期大小(图 3D、3E)。使用分光光度计

测定 IFNα-GP5-Fc 蛋白的浓度为 4.86 mg/mL，
IFNα-M-Fc 蛋白的浓度为6.38 mg/mL。通过 PK-15/ 
VSV 系统检测，IFNα-GP5-Fc 蛋白的干扰素活

性为 1.30×104 U/mL，IFNα-M-Fc 蛋白的干扰素

活性为 3.25×104 U/mL。 

2.3  体液免疫应答 
2.3.1  针对两种蛋白的抗体滴度检测 

重组蛋白 IFNα-GP5-Fc 和 IFNα-M-Fc 与

ISA206VG 佐剂混合后，采用颈后肌肉注射接

种仔猪，初次免疫 3 周后进行加强免疫(图 4A)。
采用 ELISA 检测初次免疫 3 周后(21 d)和加强

免疫 3 周后(42 d)的血清中 IgG 抗体水平。结果

表明，IFNα-GP5-Fc 和 IFNα-M-Fc 重组蛋白诱

导产生了针对 GP5 和 M 蛋白的特异性 IgG 抗

体，仔猪在初次免疫和加强免疫产生的 GP5 特异

性 IgG 抗体分别达到 1:3 712 和 1:8 704 (图 4B)；
初次免疫和加强免疫产生的 M 蛋白特异性 IgG
抗体分别达到 1:3 712 和 1:5 632 (图 4C)，初次

免疫和加强免疫产生的特异性 IgG 抗体无显著

性差异(ns)，可见免疫一次即可产生较高的抗体

水平。 

2.3.2  病毒中和试验 
初次免疫和加强免疫后检测仔猪血清中和

抗体滴度，结果表明初免后仔猪中和 NADC30- 
like PRRSV 毒株的抗体滴度可达到 1:12，加强

免疫后仔猪中和 NADC30-like PRRSV 毒株的

抗体滴度可达到 1:51，与对照组相比，初免后

3 周和加强免疫后 3 周仔猪中和抗体滴度均有

极显著差异(P<0.001)。初免后 3 周和加强免疫

后 3 周仔猪的中和抗体滴度相比，具有统计学

差异(P<0.05) (图 4D)，可见加强免疫能增强血

清抗体的中和能力。 

2.4  细胞免疫应答 
在加强免疫 3 周后(42 d)采血并分离 PBMC

细胞，用 ELISPOT 检测 PBMC 分泌 IFN-γ 的能

力。IFNα-GP5-Fc 蛋白和 IFNα-M-Fc 蛋白刺激分

离后 PBMC，仔猪 PBMC 分泌的 IFN-γ 斑点数

量与安慰剂对照组相比均显著增加(P<0.000 1)，
产生较强的 T 细胞免疫应答(图 5A、5B)。 

3  讨论与结论 
在本研究中，基于 ORF5 基因的 PRRSV 遗

传进化分析，结果表明 2015‒2021 年我国流行的

PRRSV 的主要谱系为美洲型的 Sublineage 1.8 
(NADC30-like)，且与 2008‒2014 年、2001‒2007 年

流行毒株比较发现，NADC30-like PRRSV 所占

比例呈现增加趋势，这与 Li 等和 Guo 等[11,27]

研究结果一致。选取流行谱系 NADC30-like 
PRRSV 作为参考毒株，优化膜蛋白 GP5 和 M
蛋白胞外区域序列，使用 HEK293T 真核表达系

统表达 IFNα-GP5-Fc 和 IFNα-M-Fc 重组蛋白，

免疫评价结果显示，该蛋白能诱导较高水平的

体液免疫和细胞免疫。 
本研究中，NADC30-like 与 HP PRRSV-like

谱系的 GP5 蛋白胞外区域比对，显示突变主要

发生在高变区，Liang 等[28-30]的研究中也存在相 
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图 3  IFNα-GP5-Fc 和 IFNα-M-Fc 的结构模拟及表达 
Figure 3  Structural simulation and expression of IFNα-GP5-Fc and IFNα-M-Fc. A: The construction pattern 
of IFNα-GP5-Fc and IFNα-M-Fc recombinant proteins. B: Structure simulation diagram of IFNα-GP5-Fc dimer. 
C: Structure simulation diagram of IFNα-M-Fc dimer. D: Expression and purification of IFNα-GP5-Fc protein. 
M: Protein marker. E: Expression and purification of IFNα-M-Fc protein. M: Protein marker. 
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图 4  体液免疫应答 
Figure 4  Humoral immune response. A: Immunization program diagram of piglets (n=5). The blood drop 
indicated the time point of blood collection, and the tube indicated the time point of PBMC isolation. B: The 
IgG antibody level of GP5 protein was detected by ELISA. C: The IgG antibody level of M protein was 
detected by ELISA. D: Neutralizing antibody detection. The data were presented by mean±SEM. P values were 
determined by Student’s t-test. ns: No significant differences; *: P<0.05; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
 

 
 
图 5  细胞免疫应答 
Figure 5  Cellular immune response. A: ELISPOT representative count images of piglets PBMC at 21 days after 
booster immunization (42 d). B: ELISPOT test results for piglet PBMC 21 days after booster immunization (42 d). 
The data were presented by mean±SEM. P values were determined by Student’s t-test. ****: P<0.000 1. 
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同的结果，这些突变可能加速 PRRSV 的进化及

免疫逃逸。GP5 蛋白是 PRRSV 的主要结构蛋

白，包含信号肽、跨膜区、胞外域和胞内域，

其 N 端具有 2 个表位，其中表位 A (27‒30 aa)
为诱饵表位，感染 PRRSV 后，此表位会诱导机

体产生非中和抗体，并推迟中和抗体的产生；

表位 B (37‒45 aa)为主要的中和表位，诱导机体

产生中和抗体。在 GP5 的主要中和表位中，

H38、I42、Y43 和 N44 为识别位点，L39/F39、
Q40 和 L41 为结合位点 [25] 。本研究发现

NADC30-like 谱系发生了 GP5 蛋白的 I39L 突

变，这可能对抗体的中和能力产生影响，从而

影响 PRRSV 的免疫逃逸能力；L47I 的突变在

Fang 等[31-32]的研究中也有相同的发现，但突变

的具体意义仍然未知。GP5 蛋白包含多个潜在

的糖基化位点，包括 N30、N33、N34、N44 和

N51 等[33-34]，本研究中选取的 NADC30-like 毒

株在 GP5 第 33 位出现天冬酰胺的缺失，第 60 位

出现天冬酰胺的插入，Zhou 等[35-38]研究表明，

GP5 的 N33 缺失可能会影响病毒的复制能力及

对中和抗体的敏感性，第 60 位天冬酰胺的插入

是否会影响 GP5 蛋白的特性尚不清楚，需要未

来进一步研究[39-40]。M 蛋白 N 末端的残基 3‒6
是 M 蛋白的 B 细胞表位，NADC30-like 谱系 M
蛋白发生了 L5I 和 P15A 突变，提示 PRRSV 的

变异具有新特点。 
新型 PRRSV 疫苗的研发有多种技术平台

和表达体系，在 Wu 等[41]的研究中，使用昆虫-
杆状病毒真核表达 GP5 蛋白的抗血清中和病毒

的能力略高于使用大肠杆菌原核表达 GP5 的抗

血清，表明通过聚糖修饰的蛋白质的适当折叠

可能有助于将中和表位有效地展现。Zhao 等[42]

研制了带有 GP3 和 GP5 基因的 DNA 疫苗

pVAX-GP35，攻毒保护实验表明，接种该 DNA
疫苗的猪机体病毒载量有所降低，症状减轻。

Roques 等 [43]使用重组腺病毒系统制备了能够

表达 GP5 蛋白和 M 蛋白的疫苗，攻毒保护实验

表明仅提供部分保护。An 等[44]使用植物源产生

的 GP4D 蛋白和 GP5D 蛋白免疫猪，产生了特

异性 IgG，但未产生中和抗体。真核表达系统，

如哺乳动物表达系统，通常可以产生天然折叠

蛋白，具有复杂的翻译后修饰[45]，本研究采用

HEK293T 真 核 表 达 系 统 表 达 重 组 蛋 白

IFNα-GP5-Fc 和 IFNα-M-Fc，使蛋白的翻译后修

饰更准确，免疫后产生较高水平的特异性抗体，

也产生了较高的中和抗体。此外，Fc 融合蛋白通

过铰链区的二硫键连接，促进蛋白质形成二聚

体，从而增加蛋白的稳定性和半衰期[46-49]，本

研究中融合了猪 IgG Fc，重组蛋白 IFNα-GP5-Fc
和 IFNα-M-Fc 均形成了二聚体结构也与猪机体

产生较强的体液免疫应答有关。FcγR 摄取病

毒 -抗体复合物是引起病毒抗体依赖性增强

(antibody-dependent enhancement, ADE)的主要

原因之一[50]，PRRSV 的 ADE 效应与 GP5 蛋白

诱饵表位产生的非中和抗体有关[51]，而本研究

优化 GP5 蛋白的核苷酸序列，删除产生非中和

抗体的诱饵表位，保留产生中和抗体的主要中

和表位，免疫仔猪后产生的抗体在体外可有效

中和 NADC30-like PRRSV，并未出现 ADE 效

应。ELISPOT 已成为评估疫苗细胞免疫效果中

最常用的免疫测定方法之一，IFN-γ 是由 Th1
细胞产生较多的细胞因子，经常用于跟踪特定

的 CD8+ T 细胞反应[52]。大多数灭活病毒疫苗诱

导的保护性免疫应答由中和抗体应答介导[53]，

然而 PRRSV 灭活病毒疫苗产生中和抗体的水

平较低，且未能产生细胞免疫[54]，亚单位疫苗

通常缺乏诱导 CD8+ T 细胞免疫反应的能力[55]。

本研究中的亚单位疫苗融合了猪 IFNα，接种此

亚单位疫苗组与安慰剂组对比，IFN-γ 分泌水平

具有显著性差异，表明猪产生较强细胞免疫应
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答。ISA206 佐剂是水包油包水型双相佐剂，乳

滴内包裹的抗原可缓慢释放，延长其与机体的

作用时间，实现短期免疫和长期免疫[56]，Wang
等[57]研究发现，ISA206 作为 PRRSV 灭活疫苗的

佐剂，并未引起显著的细胞免疫应答，而 Royaee
等[58-59]研究表明，IFNα 联合 PRRSV MLV 疫苗

使用，分泌 IFN-γ 的猪 PBMC 数量显著增加，

因此，本研究中亚单位疫苗诱导的细胞免疫应

答主要与融合猪 IFNα 有关。此外，在后期研究

中，可尝试使用其他佐剂进行对比，对该重组

蛋白的使用剂量进一步优化，设置不同免疫剂

量组，延长抗体监测时间和增加攻毒保护试验，

更好地说明该亚单位疫苗的作用效果，以期为

PRRS 的防控提供科技支撑。 
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