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　　摘要：应用纯化兔出血症病毒（ＲＨＤＶ）接种豚鼠，４ｄ后剖杀，分离组织，通过电镜观察、血凝试验（ＨＡ）、
ＲＴ－ＰＣＲ等方法检测病毒在体内分布情况；应用纯化ＲＨＤＶ间隔２周接种豚鼠，３次免疫后１０ｄ，分离外周血淋巴细
胞进行ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＷＳＴ检测。结果表明：电镜观察未见病毒粒子；ＨＡ检测结果为肝脏 ＨＡ效价最高，肺脏
效价最低；ＲＴ－ＰＣＲ方法未检测到ＲＨＤＶ目的基因；ＷＳＴ检测发现免疫组刺激指数高于对照；免疫组 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２
检测结果高于对照，ＩＬ－４检测结果低于对照。ＲＨＤＶ在豚鼠部分组织具有血凝性，电镜未见病毒粒子，能使豚鼠产
生细胞免疫反应，本研究为筛选鉴定“通用型”Ｔ细胞表位奠定基础。
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　　兔病毒性出血症（ｒａｂｂｉｔｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｄｉｓｅａｓｅ，ＲＨＤ）是由
兔出血症病毒（ｒａｂｂｉｔｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＲＨＤＶ）引起
的一种高度接触传染性、急性、致死性传染病［１］。由于尚未

建立ＲＨＤＶ在体外组织细胞的培养方法，所以目前广泛使用
组织灭活疫苗采取皮下或肌肉注射接种，具有良好的免疫效

果，在接种后６～８ｄ产生ＨＩ抗体，接种后１６～１８ｄＨＩ抗体
滴度可达２１１以上，免疫期可达１年以上［２］。基于ＲＨＤＶ较强
的免疫力，推测 ＲＨＤＶ可能产生较强的细胞免疫反应。因
此，将ＲＨＤＶ接种多种属动物，通过检测体内分布和细胞免
疫反应，可探索ＲＨＤＶ的免疫多种属动物“通用型”Ｔ细胞表
位。ＲＨＤ的传染性极强，发病率、病死率高。自发现该病以
来，国内外学者对其进行了广泛深入的研究。金明兰等利用

多种方法检测了ＲＨＤＶ在兔体内各组织器官的病毒分布［３］；

Ｏｅｍ等报道，提纯的 ＲＨＤＶ可导致体外５０％肝细胞病变［４］。

国内学者应用ＲＨＤＶ制备了抗体，王治方等研制了抗兔瘟精
制卵黄抗体，保护率达８０％以上［５］；王孝友等研制了抗兔瘟

精制卵黄抗体，保护率达９０％以上［６］；蒋长苗等开展了猪源

抗兔瘟高免血清的研制与应用［７］。但国内外还未见关于检

测ＲＨＤＶ细胞免疫水平的研究，目前尚不明确ＲＨＤＶ在多种
属试验动物体内是否进行复制以及产生细胞免疫反应。

ＲＨＤＶ的核酸为单链正义ＲＮＡ，全长７４３７个核苷酸，５′末端
没有帽状结构，有２个开放读码框（ＯＲＦ），除基因组ＲＮＡ外，
在感染组织和病毒颗粒中还有 １个约 ２．４ｋｂ的亚基因组
ＲＮＡ，该ＲＮＡ包含了 ＶＰ６０蛋白的编码区及 ＯＲＦ２［８］。ＶＰ６０
是ＲＨＤＶ的唯一结构蛋白，以ＶＰ６０设计引物，利用ＲＴ－ＰＣＲ
方法可检测ＲＨＤＶ。ＲＴ－ＰＣＲ方法具有较好的稳定性、敏感

性、特异性，检测效率较高，已成为检测 ＲＨＤＶ的首选方法。
本研究以豚鼠为对象，接种 ＲＨＤＶ，应用电镜观察、ＨＡ、
ＲＴ－ＰＣＲ、ＷＳＴ、ＩＬ－２、ＩＬ－４等方法进行体内分布和细胞免
疫试验，旨在为了解ＲＨＤＶ在豚鼠体内细胞免疫水平及其扩
增提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　毒株、试剂、试验动物　ＲＨＤＶ、ＲＨＤＶ阳性血清和阴
性血清来源于江苏省农业科学院兽医研究所。ＬＡＴａｑＤＮＡ
聚合酶、逆转录酶、ＲＮＡ酶及各种限制性内切酶、ＲＮＡ提取试
剂盒ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ、ＣｏｎＡ、完全弗氏佐剂、不完全弗氏佐剂
购自Ｓｉｇｍａ公司；ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＦＮ－ｒ检测试剂盒购自美国
ＢＤ公司；豚鼠淋巴细胞分离液购自天津灏洋生物制品有限
责任公司；ＷＳＴ淋巴细胞转染试剂盒购自碧云天生物科技公
司；人“Ｏ”型红细胞由吉林省长春市血站提供。供试豚鼠由
吉林生物制品研究所实验动物中心提供，在隔离器内饲养。

１．２　方法
１．２．１　试验动物免疫　供试豚鼠４０只，随机平均分为２组，
接种ＲＨＤＶＨＡ２８和生理盐水１ｍＬ，每日临床观察，于接种
后４ｄ剖杀，无菌条件采集心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏等组
织，研磨后反复冻融３次，经３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收取上
清液，进行电镜观察、ＨＡ、ＲＴ－ＰＣＲ检测。

供试豚鼠 ４０只，随机平均分为 ２组，依次接种 １ｍＬ
ＲＨＤＶＨＡ２８。将弗氏完全佐剂与纯化病毒等量混合后进行
第１次免疫；间隔２周后，将弗氏不完全佐剂与纯化病毒等量
混合后进行第２次免疫；间隔２周后应用病毒进行第３次免
疫。对照组应用佐剂与生理盐水等量混合后进行接种。试验

均采用肌肉注射。在第３次免疫后１０ｄ采集抗凝血，分离外
周血淋巴细胞进行细胞免疫试验。

１．２．２　血凝（ＨＡ）和血凝抑制（ＨＩ）试验　取病毒粗提液，按
常规方法［４］进行ＨＡ和ＨＩ试验。
１．２．３　病毒ＲＮＡ的提取及 ＲＴ－ＰＣＲ检测　取各组织放入
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研磨器内迅速研磨，形成匀浆后，依照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品
ＴＲＩＺＯＬＬＳＲｅａｇｅｎｔ的使用说明书进行。

依照反转录酶 Ｍ－ＭＬＶ使用说明书进行反转录过程。
根据已发表的 ＲＨＤＶＶＰ６０基因的核苷酸序列设计合成引
物。Ｐ１：５′－ＧＡＴＡＧＡＧＧＡＴＣＧＴＡＣＡＴＣＣＡ－３′；Ｐ２：５′－ＧＣＧＣ
ＴＡＧＴＡＴＣＴＡＴＣＡＣＡＧＡ－３′。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃１ｍｉｎ，５２℃ １ｍｉｎ，７２℃９０ｓ，１５个循环；９４℃ １ｍｉｎ，
５０℃１ｍｉｎ，７２℃ ９０ｓ，２０个循环→７２℃ 延伸 １０ｍｉｎ。取
１０μＬＰＣＲ产物在１％琼脂糖凝胶上检测。
１．２．４　电镜检测　取冻存的粗提病毒液，参照文献［９］方法
纯化病毒，用铜网制膜吸附上清液，２％磷钨酸（ＰＴＡ）负染
１０ｍｉｎ，电镜观察。
１．２．５　分离外周血淋巴细胞　在无菌抗凝血中加入等体积
ＨａｎｋＳ液，充分混匀；用吸管将稀释过的抗凝血沿试管壁缓
慢、温和地加在等体积细胞分离液液面上；用水平转子离心机

以２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，淋巴细胞将会出现在２种液体交
界处；尽可能多地收集界面上的细胞，将其加入含有 ４ｍＬ
ＨａｎｋＳ液的１０ｍＬ新离心管中，充分混匀；用水平转子离心
机以１８００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；弃去上清液，倒置离心管１ｍｉｎ
使上清流尽，加入５ｍＬ无菌ＮＨ４Ｃｌ·Ｔｒｉｓ溶液，充分混匀，静
置约１０ｍｉｎ；用水平转子离心机以１８００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
弃去上清，加入４ｍＬＨａｎｋＳ液，充分混匀；用水平转子离心
机以１８００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上清液，倒置离心管使上
清流尽；向沉淀中加入１ｍＬ１０％ＲＰＭＩ１６４０，充分混匀；吸出
５μＬ加入至４５μＬＰＢＳ液中，取１０μＬ加入１０μＬ苔盼兰混
匀后进行细胞计数。

１．２．６　Ｔ淋巴细胞增殖试验　应用ＷＳＴ法［１０］检测淋巴细胞

增殖。分别用纯化的 ＲＨＤＶ病毒和 ＣｏｎＡ刺激，按照有关说
明书操作，在４５０ｎｍ处检测各孔的吸光度（Ｄ），取３个孔的
平均值，计算刺激指数（ＳＩ）。
１．２．７　ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＩＬ－４检测　ＳＰＦ豚鼠经３次免疫后
１０ｄ，分离外周血淋巴细胞分别用纯化的ＲＨＤＶ病毒和ＣｏｎＡ
刺激，按照有关说明书操作，在４５０ｎｍ处检测各孔的吸光度
（Ｄ），根据标准品浓度及对应的 Ｄ值计算出标准曲线的回归
方程，进而计算出样品浓度。

１．２．８　数据分析　采用ＳＰＳＳ１１．０软件分析数据。

２　结果与分析

２．１　ＨＡ、电镜、ＲＴ－ＰＣＲ检测结果
试验动物接种 ＲＨＤＶ４ｄ后，无菌分离心脏、肝脏、脾脏、

肺脏、肾脏等组织，研磨、冻融后进行病毒血凝效价检测。由

表１可见，所有试验动物的肝脏血凝效价都高于其他组织，以
肺脏效价最低。电镜观察结果表明，未见到病毒粒子。

ＲＴ－ＰＣＲ检测结果表明，所有组织中均未见目的基因。

表１　试验动物ＨＡ检测结果

组别
ＨＡ

心脏 肝脏 脾脏 肺脏 肾脏

免疫 ２４ ２７ ２５ ２１ ２３

对照 ２０ ２１ ２０ ２０ ２１

２．２　外周血Ｔ淋巴细胞转化检测结果
经３次免疫后１０ｄ，无菌收集外周血，分离淋巴细胞，以

不同抗原进行非特异性和特异性刺激，进行脾脏 Ｔ淋巴细胞
转化检测。由表２可见，当以 ＣｏｎＡ、ＲＨＤＶ刺激时，各免疫
组刺激指数显著高于对照（Ｐ＜０．０５），证明试验动物接种
ＲＨＤＶ后可以有效提高机体的整体细胞免疫水平。

表２　Ｔ淋巴细胞增殖动态变化

组别
不同刺激物的ＳＩ

ＣｏｎＡ ＲＨＤＶ 空白

免疫 １．６７４±０．０２７ １．６５２±０．０２８ １．３３１±０．０２２
对照 １．３４１±０．０２１ １．４１２±０．０２３ １．２０８±０．０１５

　　注：表示与对照差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

２．３　细胞因子检测结果
经３次免疫后１０ｄ，分离淋巴细胞检测细胞因子。由表

３可见，免疫组的细胞因子显著高于对照，证明接种ＲＨＤＶ的
试验动物产生了良好的细胞免疫反应。

表３　细胞因子检测结果（ＳＩ）

细胞因子 组别 ＣｏｎＡ ＲＨＤＶ 空白

ＩＬ－２ 免疫 １．３４８±０．０１８ １．５３６±０．０２１ １．１３４±０．０１３
对照 １．１１４±０．００８ １．１３４±０．０１１ １．１０２±０．００９

ＩＬ－４ 免疫 １．３７８±０．０２２ １．４５７±０．０２５ １．１４１±０．０１３
对照 １．２１３±０．０１２ １．３０６±０．０１３ １．１２１±０．００９

ＩＦＮ－γ 免疫 １．５１６±０．０２７ １．５６３±０．０２８ １．２５６±０．０１２
对照 １．２３６±０．０１４ １．２４６±０．０１２ １．２２８±０．０１４

３　结论与讨论

ＲＨＤ是２０世纪８０年代发现的一种危害极大的传染病，
在世界范围内引起了极大关注。由于 ＲＨＤＶ难以在各种原
代或传代细胞中稳定增殖，也不能在鸡胚上增殖，所以目前使

用的组织灭活疫苗均取自人工感染病死兔肝脏，用０．４％甲
醛灭活，加入适量防腐剂和缓冲试剂制得。但随着组织疫苗

成本不断增加，以及潜在散毒、动物福利等问题，使研究人员

致力于病毒复制、基因工程疫苗的研制和开发。

ＲＨＤＶ病毒粒子呈球型，直径为３２～３６ｎｍ，为二十面体
对称，无囊膜。负染后电镜观察表面具有嵌杯样病毒典型的

杯状形态结构。目前，检测 ＲＨＤＶ的常用方法有电镜观察
法、ＨＡ、反向间接血凝（ＩＨＡ）、免疫扩散法、荧光抗体法、酶联
免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）、ＲＴ－ＰＣＲ法［１１－１２］，应用电镜观察病毒

粒子是简单、快速鉴定病毒的一种方法。本研究中应用电镜

观察病毒，但结果未见到病毒粒子，原因可能是病毒在多种属

动物体内不能复制完整病毒粒子，或者是病毒复制量较少而

未能被检测到。ＨＡ具有方便快捷的优点，在临床试验中被
广泛应用，根据 ＨＡ试验检测人工接种 ＲＨＤＶ的多种属试验
动物组织，抗原含量从高到低依次为肝脏、脾脏、心脏、肾脏、

肺脏，证明ＲＨＤＶ是侵害多种组织细胞的泛嗜性病毒，但主
要侵害的器官是肝脏，主要靶细胞是肝脏细胞，本研究结果为

今后研究提供了宝贵参考资料，但分离的组织是否具有毒性

需要更多试验证明。ＲＴ－ＰＣＲ方法稳定性好、敏感性高、特
异性强、时间短、检测效率高，在 ＲＨＤＶ流行病学调查、产品
检疫等方面得到广泛应用。近年来该方法逐渐被应用到

—１８１—金明兰等：兔出血症病毒在豚鼠体内分布及细胞免疫试验



ＲＨＤＶ检测方面。王芳等研究证实，用血液样本可以检测
ＲＨＤＶ，在攻毒后２４、４８、７２ｈ全血中均可检测出ＲＨＤＶ，但条
带强弱不同，７２ｈ检出条带较弱与感染病毒后产生的抗体有
关［１３］。本研究应用 ＲＴ－ＰＣＲ方法未能检测到目的基因，表
明在分离的组织没有完全复制或复制量较少。迄今兔出血症

的动物细胞培养一直是困扰国内外相关领域学者的难题。

ＲＨＤＶ迅速致死成年家兔，幼龄兔反而不易感，其原因尚不明
确。ＲＨＤＶ在幼兔体内不能很好生长，可能是由于幼兔体细
胞产生Ｄｉ颗粒，或是幼兔体细胞不能提供 ＲＨＤＶ生长所需
的某种因子［１４］。

Ｔ淋巴细胞是参与细胞免疫反应的主要免疫活性细胞，Ｔ
淋巴细胞受到抗原刺激后能够分化、增殖，转化为效应性淋巴

细胞。Ｔ淋巴细胞刺激指数的高低、亚群数量、ＩＦＮ－γ分泌
能力，直接反映了动物机体细胞免疫应答的能力。本研究表

明，疫苗免疫组均能有效刺激动物产生细胞免疫应答。采用

ＣｏｎＡ刺激时，免疫组刺激指数显著高于对照，说明该组动物
整体细胞免疫水平高，引起了机体全面的免疫应答，有效提高

了机体细胞免疫功能。本研究应用ＷＳＴ－１细胞增殖及细胞
毒性检测试剂盒（ＷＳＴ－１ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ
ａｓｓａｙｋｉｔ），进行细胞增殖和细胞毒性的快速高灵敏度检测。
ＷＳＴ－１是一种类似于 ＭＴＴ的化合物，在电子耦合试剂存在
的情况下，可以被线粒体内的一些脱氢酶还原生成橙黄色的

甲
!

染料。细胞增殖越多、越快，颜色越深；细胞毒性越大，颜

色越浅。研究表明，ＲＨＤＶ同时与法氏囊疫苗接种豚鼠后可
以提高法氏囊疫苗效果，应用鸡作ＲＨＤＶ卵黄抗体［６］。国内

学者用ＲＨＤＶ油乳剂抗原免疫鸡，可从蛋黄中提取高效价抗
体，ＩｇＹＨＩ效价最高为１５ｌｏｇ２

［５］；蒋长苗等研制了猪抗 ＲＨＤ
高免血清，血清ＨＩ效价达１∶３２０以上，对临床发病兔的治愈
率达８０％［７］。以上研究结果证明，ＲＨＤＶ能够引起很强的豚
鼠细胞免疫反应。ＩＦＮ－γ也称免疫干扰素，属于Ｔｈ１型细胞
因子，是由初始的ＴＨＯ、ＴＨ１的ＣＤ４＋辅助性Ｔ细胞和几乎所
有ＣＤ８＋细胞产生，可以特异性地诱导抗病毒状态，直接促进
Ｔ、Ｂ淋巴细胞增殖分化、ＣＴＬ成熟、Ｂ淋巴细胞分泌抗体。细
胞免疫试验表明，ＲＨＤＶ接种后可以引起接种动物免疫反应，
因此可以在动物体内筛选“通用型”细胞表位。

本研究通过离体试验、免疫试验，从细胞免疫、细胞因子

表达、组织分布等方面评价了试验动物的细胞免疫效果。结

果表明，ＲＨＤＶ具有较强的细胞免疫作用，可望被开发成新型
免疫佐剂。ＲＨＤＶ接种豚鼠后，分离的肝脏混悬液具有较强

的ＨＡ性，并能引起较强的细胞免疫反应，因此可以在动物体
内进行筛选“通用型”Ｔ细胞表位研究。
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