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　　摘要：兔出血症病毒（ＲＨＤＶ）感染成年兔可以诱导兔体内产生强烈的炎性反应，是病毒感染后急性死亡的重要原
因之一。为揭示病毒感染机体后体内重要炎性因子的表达情况，采用荧光定量ＰＣＲ方法检测ＲＨＤＶ感染后６、１２、２４、
３０、３６ｈ兔外周血、肝脏和脾脏内病毒增殖情况以及ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α和ＩＦＮ－γ炎性因子的表达情况。结果表
明，兔出血症病毒拷贝数在外周血、肝脏和脾脏内随着感染时间的变化呈快速上升的趋势。外周血、肝脏和脾脏在病

毒感染中，促炎性因子ＩＬ－６和ＴＮＦ－α表达水平都明显上调。肝脏促炎性因子ＩＬ－６在３０ｈ左右达到最大值，而在
外周血和脾脏中则持续上调。抑炎因子ＩＬ－１０随着炎性因子的上调也随之上升，但其表达水平只有较低程度的上
调。ＩＦＮ－γ相对表达水平在肝脏和脾脏有短暂的上调，在外周血中则持续下调。
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　　兔出血症（ＲＨＤ）是对野兔和家兔具有高度传染性的疾
病，其病原是兔出血症病毒（ＲＨＤＶ），属于杯状病毒家族的兔
病毒属［１］。感染兔出血症病毒的成年兔在 ４８～７２ｈ内死
亡［２］，死亡原因主要为肝脏快速衰竭并伴随强烈的炎症反

应。在免疫反应中，调节炎症反应的正是信号通路及细胞

因子。

细胞因子是调节性蛋白，在调节免疫反应中的细胞反应

阶段有着重要的作用，包括淋巴细胞的激活、增殖、分化、存活

和凋亡［３］。它们是低分子量蛋白，主要是由淋巴细胞、抗原

呈递细胞、单核细胞、内皮细胞和纤维细胞等分泌。细胞因子

可分为不同的类别，比如白介素、干扰素、肿瘤坏死因子和趋

化因子等。细胞因子相互作用，施展极化效应于 Ｔ细胞并且
调整免疫反应［４］。ＣＤ４＋亚群（Ｔｈ细胞）根据自身所分泌的
细胞因子，分为 Ｔｈ１和 Ｔｈ２亚群。Ｔｈ１细胞分泌 ＩＦＮ－γ、淋
巴毒素和ＩＬ－２，可以刺激炎症反应，比如迟发型超敏反应，
促进补体的产生和细胞毒性Ｔ细胞分化。Ｔｈ２细胞分泌ＩＬ－
４、ＩＬ－５和ＩＬ－１０等，调节体液免疫反应［５－６］。多数研究证

明宿主感染的程度以Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞为基础［７］。ＩＬ－１、ＩＬ－
２、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＩＦＮ－γ和 ＴＮＦ－α等［８－１１］兔

细胞因子序列的发表，促使检测兔细胞因子的分子生物学试

验的产生。荧光定量ＰＣＲ具有敏感性和结果快速性，可以作
为检测细胞因子的方法。本研究通过荧光定量的方法，检测

感染ＲＨＤＶ兔体内病毒拷贝数和炎性因子的变化，为研究兔

出血症病毒的感染及致病机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　病毒和试验兔
兔出血症病毒（由江苏省农业科学院兽医研究所保存）；

新西兰成年白兔４０只，购自南京金陵种兔场。
１．２　主要试剂和仪器

ＴｒｉｚｏｌＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ，反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔ
ＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）和荧光定量试剂
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑ，均购自Ｔａｋａｒａ公司。ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ
和大肠杆菌ＤＨ５α均购自南京基天生物公司，荧光定量机器
Ｓｔｅｐｏｎｅ７３００，人外周血淋巴细胞分离液，购自天津市灏洋生
物制品有限责任公司。

１．３　引物
炎性因子 ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＩＦＮ－γ和 ＴＮＦ－α的检测引

物［１２］见表１，ＶＰ６０模板引物及ＶＰ６０检测引物建立标准曲线
和检测样品［１３］。引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。
１．４　试验动物分组和取样

将４０只新西兰兔分为５组，每组５只攻毒兔和３只对照
兔，兔攻毒采用颈部皮下注射０．５ｍＬＨＡ为２８ＲＨＤＶ的肝悬
液。５组兔分别在攻毒后６、１２、２４、３０、３６ｈ取样后杀死。血
液通过心脏采血，采集后立即分离淋巴细胞和血清，肝脏和脾

脏则保存于－７０℃备用。
１．５　ＲＮＡ的提取及反转录
１．５．１　炎性因子ＲＮＡ提取　外周血淋巴细胞、肝脏和脾脏
的ＲＮＡ提取采用Ｔｒｉｚｏｌ法。按照６、１２、２４、３０、３６ｈ取样，取
外周血 ３ｍＬ采用淋巴细胞分离液分离淋巴细胞后提取
ＲＮＡ。肝脏和脾脏则称取０．５ｇ匀浆提取ＲＮＡ。提取的ＲＮＡ
进行反转录。

１．５．２　病毒ＲＮＡ提取　病毒拷贝数的定量，采用外周血血
清提取ＲＮＡ，组织则采用０．５ｇ肝脏和脾脏的匀浆上清液来
提取ＲＮＡ［１４］。提取的ＲＮＡ进行反转录。
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表１　引物序列

引物名称 正义引物（５′→３′） 反义引物（３′→５′）
ＧＡＰＤＨ ＧＡＡＴＣＣＡＣＴＧＧＣＧＴＣＴＴＣＡＣ ＣＧＴＴＧＣＴＧＡＣＡＡＴＣＴＴＧＡＧＡＧＡ
ＩＬ－６ ＧＡＡＡＡＣＡＣＣＡＧＧＧＴＣＡＧＣＡＴ ＧＧＣＴＴＴＧＴＡＧＡＣＧＣＣＴＴＣＣＴ
ＩＬ－１０ ＧＡＡＣＴＣＣＣＴＧＧＧＧＧＡＡＡＡＣ ＧＧＣＴＴＴＧＴＡＧＡＣＧＣＣＴＴＣＣＴ
ＩＦＮ－γ ＴＴＣＣＣＡＡＧＧＡＴＡＧＣＡＧＴＧＧＴ ＴＧＡＡＧＣＣＡＧＡＡＧＴＣＣＴＣＡＡＡＡ
ＴＮＦ－α ＣＴＣＣＴＡＣＣＣＧＡＡＣＡＡＧＧＴＣＡ ＣＧＧＴＣＡＣＣＣＴＴＣＴＣＣＡＡＣＴ

ＶＰ６０模板引物 ＧＣＡＧＴＴＣＣＧＣＴＴＣＡＴＡ ＴＧＧＴＣＡＡＴＧＴＣＧＧＣＡＡＡＣ
ＶＰ６０检测引物 ＧＴＴＣＣＣＡＣＡＣＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧ ＧＴＧＡＧＧＡＣＴＧＧＧＧＴＣＧＴＧＡＧ

１．６　荧光定量ＰＣＲ检测和计算
１．６．１　炎性因子的检测　炎性因子检测的荧光定量体系：
ＳＹＢＲＭｉｘ１０μＬ，ＰＣＲ上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．４μＬ，
ＲＯＸ０．４μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ６．８μＬ。程序：９５℃预
变性３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃ ３０ｓ，循环４０次；熔解曲线默认设
置。分析数据：细胞因子数据分析采用２－ΔΔＣＴ方法，计算相对
表达水平。

１．６．２　病毒拷贝数的检测　病毒拷贝数的检测需要进行绝对
定量，定量体系和程序见“１．６．１”节。结果根据标准曲线计算。

２　结果与分析

２．１　外周血淋巴细胞的炎性因子和外周血病毒拷贝数
感染ＲＨＤＶ的兔外周血中的病毒拷贝数迅速上升，导致

病毒随血液在兔体内传播（图 １－Ａ）。炎性因子 ＩＬ－６和
ＴＮＦ－α表达水平则持续上升直到３６ｈ（图 １－Ｂ和图 １－
Ｃ），说明炎症反应加剧，而抗炎因子 ＩＬ－１０作为最重要的保
护性因子，在外周血淋巴细胞中并没有检测出其 ｍＲＮＡ的表
达。ＩＦＮ－γ在感染病毒的外周血中持续下调（图１－Ｄ）。

２．２　肝脏炎性因子和病毒拷贝数
肝脏作为ＲＨＤＶ感染中急性衰竭的部位，病毒拷贝数快

速上升直到３６ｈ（图２－Ａ），炎性因子ＩＬ－６和ＴＮＦ－α也快
速上升，表明炎症反应加剧，ＩＬ－６相对表达水平在３０ｈ达到
最大值，之后则相对表达水平大大降低（图 ２－Ｂ和图 ２－
Ｃ）。不同于外周血，抗炎因子 ＩＬ－１０在肝脏中相对表达水
平持续处于上调的趋势（图２－Ｄ）。ＩＦＮ－γ在肝脏３０ｈ则
有短暂的上调（图２－Ｅ）。
２．３　脾脏细胞因子和病毒拷贝数

兔体感染ＲＨＤＶ后，脾脏内病毒的拷贝数也持续上升并
在３０ｈ达到较高水平（图３－Ａ）。炎性因子ＩＬ－６和ＴＮＦ－
α同肝脏一样，处于较高水平的表达（图３－Ｂ和图３－Ｃ），不
同的是脾脏ＩＬ－６持续升高直到３６ｈ。抗炎因子 ＩＬ－１０表
达水平也有上调，在 ３０ｈ达到最大值（图 ３－Ｄ）。脾脏的
ＩＦＮ－γ相对表达水平与肝脏相似在３０ｈ都有短暂的上调，

然后迅速下调（图３－Ｅ）。

３　讨论

近年来的研究表明，炎性因子（ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α
等）的急性升高在“暴发性肝脏衰竭”中有着重要作用，是

ＲＨＤＶ感染引起重症炎症反应的关键因素。对炎性因子的研
究，可以阐述细胞免疫在ＲＨＤＶ感染病毒清除和肝损伤中的
作用，深化免疫损伤理论认识，为发展特异性免疫治疗手段提

供了科学依据。炎性因子作为调节性因子存在于整个免疫反

应阶段，通过荧光定量 ＰＣＲ对炎性因子的跟踪检测可以对
ＲＨＤＶ感染引发的炎症反应进行深入的研究和了解。

本研究发现，通过实时荧光定量 ＰＣＲ的方法，对感染
ＲＨＤＶ的兔体内病毒拷贝数和炎性因子进行检测，结合感染
后不同时间点的相关结果分析，可以对 ＲＨＤＶ感染兔体后的
体内传播和引发的炎症反应有较为深刻的了解。
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　　兔出血症病毒在感染成年兔后，体内病毒随血液到达全
身，并且快速增殖直到３６ｈ，作为靶器官的肝脏和脾脏内病毒
积累量快速上升。病毒量在靶器官增多的同时，炎性因子

ＩＬ－６和ＴＮＦ－α的相对表达水平在外周血、肝脏和脾脏中都
大幅度上调，暗示炎症反应的加剧。随着炎症反应的加剧，保

护性抗炎因子ＩＬ－１０相对表达水平也有一定程度的上调，以
调节炎症反应。但是炎症反应一直处于加剧的趋势，说明炎

症反应没有得到有效的控制。肝脏和脾脏中具有抗病毒能力

的ＩＦＮ－γ虽然有一定程度的上调，并不能阻止病毒在两者
中的增殖。感染兔出血症病毒的兔体内暴发炎症反应，导致

免疫反应的失衡，抗炎因子无法起到保护作用，从而导致肝脏

等组织器官衰竭和死亡［１５］。总之，感染ＲＨＤＶ的兔体内炎症
反应的不断加剧，病毒的快速增殖和在靶器官的不断积累可

能最终是导致兔快速死亡的重要原因。本研究为兔出血症病

毒感染和致病机制的研究奠定了基础。
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樱桃谷肉鸭大肠杆菌病 ＰＣＲ鉴定
及治疗药物筛选与应用

黄银云，胡新岗，郭广富，徐婷婷
（江苏农牧科技职业学院，江苏泰州２２５３００）

　　摘要：为给如皋地区养鸭合作社肉鸭养殖诊治大肠杆菌病提供依据，采用 ＰＣＲ技术鉴定长期困扰养鸭业疑似大
肠杆菌病的病原，通过２７种药敏制片试验筛选出适合当地的先锋霉素Ⅴ、先锋霉素Ⅵ、头孢呋辛、丁胺卡那霉素、新霉
素、多黏菌素Ｂ等６种高敏药物及头孢哌酮、头孢曲松、羧苄西林、氨苄西林等４种中敏药物，确定链霉素、卡那霉素、
新霉素、强力霉素、氧氟沙星等１７种抗菌药物不适于在该地区应用。并采用６种高敏药物分组，治疗病鸭均取得了良
好的临床疗效。

　　关键词：樱桃谷鸭；大肠杆菌病；ＰＣＲ；药敏试验；疗效
　　中图分类号：Ｓ８５８．３２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０２－０２４１－０３

收稿日期：２０１５－０３－２２
基金项目：江苏省高校“青蓝工程”资助。

作者简介：黄银云（１９７７—），女，江苏泰州人，硕士，副教授，主要从事
动物疫病防控研究及动物医学专业教学工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｘｈ００８＠
ｑｑ．ｃｏｍ。

　　随着集约化养鸭业的发展，大肠杆菌病已严重威胁到养
鸭业的健康发展。大肠杆菌属于条件性致病菌，当由于各种

应激刺激造成鸭体的免疫功能降低时，鸭群就会发生感

染［１］。该病既可通过消化道感染，也可通过呼吸道感染，甚

至可以通过种蛋垂直传播。肉鸭发病多见于１０～３０日龄，发
病率和死亡率较高，临床常见肝周炎、气囊炎、心包炎和脑炎

病变［１－２］。常见的发病原因包括鸭舍环境卫生差、空气污浊

灰尘多、不重视消毒预防、引进带有大肠杆菌的鸭苗等。此

外，由于养殖户缺乏科学给药知识，临床上频繁使用某些抗菌

药物，导致地方性大肠杆菌耐药严重，治疗效果不佳，而抗菌

药物虽然可以暂时控制疫情发展，但停药后常会复发，给鸭场

造成了极大的损失［３］。江苏省如皋市某樱桃谷肉鸭养殖合

作社长期受疑似大肠杆菌病困扰，笔者应用ＰＣＲ技术鉴定该
病病原，并通过药敏试验筛选了该合作社可用的敏感药物，并

取得了很好的临床效果。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　仪器设备　Ｍｉｋｒｏ２００Ｒ冷冻高速离心机、ＪＳ－３８０Ａ自
动凝胶图像分析仪、ＰＣＲ仪（ＰＴＣ－２００ｒｅｖ）、ＤＹＹ－７Ｃ型电泳
仪、ＤＹＣＰ－３１ＤＮ琼脂糖水平电泳槽、恒温箱、微量移液器等。
１．１．２　试剂　麦康凯平板、伊红美兰平板、鲜血平板培养基，
由江苏省动物流行病学研究中心制备提供；ＴＳＢ培养基、Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰＭｉｘ、２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、
１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ和６×ＤＮＡ凝胶载 入染 料（Ｌｏａｄｉｎｇ
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