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生过度炎症反应，并趋化中性粒细胞，引发机体免疫抑制，影响机体特异性免疫应答的正常运转，为ＰＣＶＤ的发病创造
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　　猪圆环病毒（ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ，ＰＣＶ）属于圆环病毒科圆
环病毒属成员，为无囊膜、单链负股 ＤＮＡ病毒，于１９８２年由
Ｔｉｓｃｈｅｒ等首次发现［１］，是目前发现最小的病毒之一，病毒颗

粒直径为１２～２３ｎｍ［２］，其中猪圆环病毒２型（ＰＣＶ２）对猪群
具有致病性。目前，ＰＣＶ２已成为影响全球养猪业最重要的
疾病之一，是猪圆环病（ＰＣＶＤ）的主要病原［３］。ＰＣＶ２单独感
染猪群很少引起临床发病［４］，而使猪群处于亚临床感染状

态［５］；临床上常与猪呼吸与繁殖综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）、猪细
小病毒（ＰＰＶ）及猪肺炎支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）
混合感染［６－７］。

在ＰＣＶＤ中ＰＣＶ２影响机体的免疫系统功能的发挥，从
而产生免疫抑制［８］，给全世界养猪业造成了重大的经济损

失［９］。在ＰＭＷＳ猪中存在肉芽肿性炎症和多核巨细胞，表明
细胞因子分泌及其他免疫相关信号分子在该过程中发挥着重

要作用。目前，在基因、蛋白水平上，通过在体内／体外研究发
现ＰＣＶ２感染后对各种细胞因子产生影响，特别是炎症相关
细胞因子如ＩＬ－１β、ＩＬ－８、ＩＬ－１８、ＴＮＦ－α等，以及免疫调
节因子ＩＬ－１０、ＩＦＮ－γ等；ＰＣＶ２与其他病原共感染后对组
织／细胞的细胞因子也产生影响。通过 ＰＣＶ２对细胞因子产
生影响的研究，来阐明 ＰＣＶ２感染对机体免疫系统的影响及

引起免疫抑制的相关机理。

ＰＣＶ２感染猪体后，可引起病毒血症［１０］；ＰＣＶ２在血液内
通过血液循环与血管内皮细胞相互作用，并引起血管内皮细

胞分泌细胞因子，极少量的细胞因子即可在体内发挥重要的

免疫作用。因此，研究 ＰＣＶ２与血管内皮细胞相互作用引起
的细胞因子变化具有重要的意义。本研究旨在探讨 ＰＣＶ２病
毒感染猪髋动脉血管内皮细胞（ｐｉｇｉｌｉａｃｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，
ＰＩＥＣ）后对部分炎症相关细胞因子转录水平的影响。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
１６４０细胞培养液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），猪髋动脉血管内皮

细胞（ＰＩＥＣ）（中国科学院生化细胞所细胞库），２×ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（大连 ＴａＫａＲａ公司），细胞 ＲＮＡ提取试剂盒
（北京天恩泽科技公司），ＤＮａｓｅⅠ（大连 ＴａＫａＲａ公司），５×
ｑＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ反转录试剂盒（ＢｉｏｕｎｉｑｕｅｒＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）、
ＡＢＩ７５００荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ公司）。
１．２　病毒

ＰＣＶ２病毒为笔者所在实验室自行分离并鉴定，并在
ＰＫ－１５细胞体外传代５８代后收获的细胞毒，间接免疫荧光
法（ＩＦＡ）测定其ＴＣＩＤ５０为１０

－６．２５ｍＬ。
１．３　ＰＩＥＣ的培养

ＰＩＥＣ培养于含１０％血清的１６４０细胞培养液中，长至单
层细胞。将已长满单层的细胞用细胞培养液制成细胞悬液

（细胞密度为 ５．０×１０５ｍＬ）接种至 ６孔细胞培养板，每孔
２ｍＬ。置３７℃、５％ ＣＯ２下培养２４ｈ。
１．４　病毒感染细胞

将６孔板上的细胞用１６４０培养液（无血清）清洗２次后，
每孔接种病毒液 ２００．０μＬ，补加 １６４０维持液（５％血清）
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１．８ｍＬ，共３个重复。另３孔只加２．０ｍＬ１６４０维持液（５％
血清），作为细胞因子自然转录对照组。置３７℃、５％ ＣＯ２下
分别作用２４、４８、７２、９６ｈ。
１．５　细胞总ＲＮＡ的提取与反转录

在各时间点分别取出细胞板，按细胞ＲＮＡ提取试剂盒说
明书提取细胞总 ＲＮＡ，得到的 ＲＮＡ按照 ＤＮａｓｅⅠ说明书进
行基因组去除，按反转录试剂盒说明书进行反转录。２０．０μＬ
反转录体系：５×ｑＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ４．０μＬ，总ＲＮＡ８．０μＬ，ＲＮａｓｅ
ｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ８．０μＬ。反转录程序：２５．０℃ １０ｍｉｎ，４２．０℃
３０ｍｉｎ，８５．０℃灭活 ５ｍｉｎ。获得 ｃＤＮＡ，置 －２０℃ 冰箱

备用。

１．６　荧光定量ＰＣＲ法检测样品各细胞因子的ｃＤＮＡ拷贝数
用已经建立好的检测各细胞因子（ＩＬ－１β、ＩＬ－１８、

ＩＬ－８）的荧光定量ＰＣＲ方法［１１］检测各细胞因子的 ｃＤＮＡ拷
贝数。Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ经优化，２５．０μＬ反应体系：２×ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１２．５μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，
ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ（５０×）０．５μＬ，ｃＤＮＡ模板 １．０μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ１０．０μＬ。最佳反应程序：９５．０℃ ３０ｓ；９５．０℃ ５ｓ，
６０．０℃３４～６０ｓ（表１），４０个循环。每一循环结束时读取荧
光信号，总循环结束后，加入熔解曲线分析步骤。将各细胞因

子基因的拷贝数除以同１样本中 β－ａｃｔｉｎ基因的拷贝数，获
得１个相对比值，即为细胞因子ｍＲＮＡ相对转录水平。

表１　各细胞因子和管家基因β－ａｃｔｉｎ荧光定量ＰＣＲ扩增的引物及条件

基因名称
引物序列

（５′→３′）
退火温度

（℃）
退火时间

（ｓ）
产物大小

（ｂｐ）

ＩＬ－１β Ｆ：ＡＧＧＧＡＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＣＧＡＴＴＴ；Ｒ：ＴＴＣＴＧＣＴＴＧＡＧＡＧＧＴＧＣＴＧＡＴＧ ６０．０ ３４ １０８
ＩＬ－１８ Ｆ：ＧＣＡＧＴＡＡＣＣＡＴＣＴＣＴＧＴＧＣＡＧＴＧＴＡ；Ｒ：ＴＣＡＴＣＡＡＴＡＴＴＡＴＣＡＧＧＡＧＧＡＣＴＣＡＴＴＴ ６０．０ ６０ １０１
ＩＬ－８ Ｆ：ＴＴＣＣＴＧＣＴＴＴＣＴＧＣＡＧＣＴＣＴＣＴ；Ｒ：ＧＧＧＴＧＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＧＧＡＡＴＧ ６０．０ ６０ １０２
β－ａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＣＡＴＣＧＴＣＣＡＣＣＧＣＡＡＡＴ；Ｒ：ＣＣＡＡＡＴＡＡＡＧＣＡＴＧＣＣＡＡＴＣ ６０．０ ３４ １１２

１．７　统计分析
病毒组与对照组 ｍＲＮＡ相对转录水平通过倍数改变量

（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ，ＦＣ）比较，ＦＣ≥２．０或 ＦＣ≤０．５时，表明倍数改
变有意义。对倍数改变有意义的数据在ＳＰＳＳ２２软件下采用
独立样本ｔ－检验进行统计分析，以 Ｐ＜０．０５表示差异显著，
Ｐ＜０．０１表示差异极其显著。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＶ２对ＰＩＥＣ的ＩＬ－１βｍＲＮＡ转录水平的影响
ＩＬ－１β是一种重要的促炎症细胞因子，能诱导出与

ＴＮＦ－α相似的生理和代谢改变，并能与ＴＮＦ－α产生相互协
同作用，介导病毒感染后机体的炎症反应与免疫调节中起重

要作用。ＰＣＶ２感染细胞后，除 ４８ｈ时 ＩＬ－１β出现下降
（ＦＣ＜０．５，Ｐ＜０．０５）外，２４ｈ（ＦＣ＞２，Ｐ＜０．０５）、９６ｈ（ＦＣ＞
２，Ｐ＜０．０１）时 ＩＬ－１β转录水平均显著升高。说明 ＰＣＶ２感
染ＰＩＥＣ后，总体上会促进细胞ＩＬ－１β的转录，从而进一步影

响机体的炎症反应（图１）。
２．２　ＰＣＶ２对ＰＩＥＣ的ＩＬ－８ｍＲＮＡ转录水平的影响

ＩＬ－８是一种白细胞趋化性细胞因子，可以促进炎症细
胞趋化和诱导细胞增殖，也是一种重要的促炎症细胞因子。

在ＰＣＶ２感染细胞２４ｈ（ＦＣ＞２，Ｐ＜０．０１）、９６ｈ（ＦＣ＞２，Ｐ＜
０．０５）时，ＩＬ－８转录水平均显著升高。而在４８、７２ｈ变化不
显著。说明ＰＣＶ２感染ＰＩＥＣ后，总体上会促进细胞 ＩＬ－８的
转录，进而影响病毒复制及机体炎症反应（图２）。
２．３　ＰＣＶ２对ＰＩＥＣ的ＩＬ－１８ｍＲＮＡ转录水平的影响

ＩＬ－１８是一种重要的免疫调节因子，诱导 ＩＦＮ－γ产生，
增强ＩＬ－１２的作用，具有抗微生物感染的作用。在 ＰＣＶ２感
染细胞２４ｈ（ＦＣ＞２，Ｐ＜０．０１）、７２ｈ（ＦＣ＞２，Ｐ＜０．０５）、９６ｈ
（ＦＣ＞２，Ｐ＜０．０５）时，ＩＬ－１８转录水平均显著升高。ＩＬ－１８
与ＩＬ－１β具有类似的生物学功能，均能够促进机体炎症反
应，并具有一定的协同作用（图３）。

３　讨论与结论

ＰＣＶＤ是由猪圆环病毒２型造成的一种消耗性疾病，给
世界养猪业造成了严重的经济损失［１２］。ＰＣＶ２病毒感染猪
体，产生病毒血症，引起免疫抑制，对猪体的免疫机能产生严

重的不良影响。细胞因子在调节免疫系统的免疫应答中起重

要作用［１３］。本试验研究ＰＣＶ２病毒在不同时间内对 ＰＩＥＣ细
胞因子ＩＬ－１β、ＩＬ－８和ＩＬ－１８的ｍＲＮＡ转录水平的影响；发
现ＰＣＶ２感染ＰＩＥＣ后，ＩＬ－１β、ＩＬ－８和ＩＬ－１８主要表现上调
作用。ＩＬ－１β、ＩＬ－１８均是机体中重要的促炎症细胞因子，
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在介导机体炎症反应和抗微生物感染中起重要作用。炎症反

应在一定程度上是机体对病原微生物感染后的免疫反应，是

机体的一种自我保护机制；但过度的炎症反应会引起机体的

免疫紊乱与免疫抑制［１４］。ＩＬ－８是机体内重要的趋化因子，
吸引、募集白细胞（主要是中性粒细胞），是机体产生炎症反

应重要的因素之一。

由于ＰＣＶ２对感染猪的免疫系统产生抑制作用，许多研
究者选择细胞因子途径研究其致病机理。Ｌｉ等用 ＤＮＡ芯片
技术分析ＰＣＶ２感染的猪肺泡巨噬细胞（ＰＡＭ）多种免疫相关
因子的转录变化，发现感染后２４、４８ｈ，ＩＬ－１β、ＩＬ－８和 ＩＬ－
１８上调表达［１５］。Ｃｈａｅ等研究 ＰＣＶ２引起猪呼吸道疾病时的
猪肺脏促炎症细胞因子表达情况，发现 ＩＬ－１α和 ＩＬ－８
ｍＲＮＡ转录显著升高［１６］。Ｂｏｒｇｈｅｔｔｉ等研究感染 ＰＣＶ２的猪外
周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）时发现，ＩＬ－１β（２０周龄）和 ＩＬ－８
（２０、２２周龄）ＰＣＶ２感染组显著低于阴性对照组［１７］。Ｓｉｐｏｓ
等研究发现，自然感染的ＰＭＷＳ猪与阴性对照组比较，ＩＬ－１β
上调表达［１８］。Ｚｈａｎｇ等研究ＰＣＶ２与猪肺炎支原体共感染时
发现，当ＰＣＶ２单独感染时，感染组支气管淋巴结的细胞因子
ＩＬ－１β、ＩＬ－８高于阴性对照组［１９］。王永帅等研究发现，

ＰＣＶ２单独感染猪肺泡巨噬细胞后能促进 ＩＦＮ－γ的表达，并
在感染早期促进 ＴＮＦ－α的表达［２０］。

本试验研究 ＰＣＶ２在不同时间内对 ＰＩＥＣ部分炎症相关
细胞因子ｍＲＮＡ转录水平的影响，发现 ＰＣＶ２感染 ＰＩＥＣ后，
对促炎症细胞因子 ＩＬ－１β、ＩＬ－１８及趋化因子 ＩＬ－８主要起
上调表达作用。推测细胞因子在体内的综合效应导致 ＰＣＶ２
感染早期机体产生过度炎症反应，并趋化中性粒细胞，引发机

体免疫抑制，影响机体特异性免疫应答的正常运转，为 ＰＣＶＤ
的发病创造条件。
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