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　 　 摘要:　 猪流行性腹泻病毒(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓꎬ ＰＥＤＶ)是严重危害仔猪肠道健康的病原之一ꎮ 用病

毒感染复数(ＭＯＩ)＝ １􀆰 ０ 的 ＰＥＤＶ 感染猪小肠上皮细胞ꎬ通过间接免疫荧光试验ꎬ证实 ＰＥＤＶ 能在猪小肠上皮细胞中

增殖ꎮ 通过实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)检测ꎬ发现 Ｔｏｌｌ 样受体 ３(ＴＬＲ３)编码基因、视黄醇诱导基因 Ｉ /黑色素瘤分

化相关基因 ５(ＲＩＧ￣Ｉ / ＭＤＡ５)的ｍＲＮＡ 表达水平分别从感染后 ２ ｈ、４ ｈ 开始显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ分别在感染后 １２ ｈ、２４
ｈ 达到最高值ꎻ线粒体抗病毒信号蛋白(ＭＡＶＳ)编码基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量从感染后 ６ ｈ 开始显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
随后基本保持不变ꎮ 下游接头蛋白质 β 干扰素 ＴＩＲ 结构域衔接蛋白质(ＴＲＩＦ)、肿瘤坏死因子相关因子 ３(ＴＲＡＦ３)、
ＩκＢ 激酶 ε (ＩＫＫ￣ε)和 ＴＡＮＫ 结合激酶 １(ＴＢＫ１)编码基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量在感染后 ４ ｈ 出现显著上升(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ随后 ＩＫＫ￣ε 编码基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量在感染后 ８ ｈ 达到最高值ꎬＴＲＩＦ、ＴＲＡＦ３ 和 ＴＢＫ１ 编码基因的 ｍＲＮＡ
相对表达量均在感染后 １２ ｈ 达到最高值ꎮ 干扰素调节因子 ３(ＩＲＦ３)编码基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量在感染早期无显

著变化ꎬ在感染后 ２４ ｈ 达到最高值(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与对照组相比ꎬＰＥＤＶ 感染无法诱导猪小肠上皮细胞(ＩＰＥＣ￣Ｊ２)ＩＦＮ￣β
编码基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量显著升高ꎬ但能有效抑制 Ｐｏｌｙ( Ｉ:Ｃ)(聚肌胞苷酸)诱导的 ＩＦＮ￣β 产生ꎮ 结果表明ꎬ
ＰＥＤＶ 能够在感染早期激活 ＴＬＲｓ、ＲＬＲｓ 介导的 Ｉ 型 ＩＦＮ 产生通路中相关受体及接头蛋白质的基因表达ꎬ但最终能抑

制干扰素产生ꎬ并能在猪小肠上皮细胞中有效增殖ꎮ
关键词:　 天然免疫ꎻ 猪流行性腹泻病毒ꎻ 猪小肠上皮细胞ꎻ Ｉ 型干扰素
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ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

ＤＩＮＧ Ｆａｎｇ￣ｙｉ１ꎬ２ꎬ３ꎬ 　 ＳＯＮＧ Ｈａｉ￣ｘｉｎ１ꎬ２ꎬ３ꎬ 　 ＬＩＡＮＧ Ｒｏｎｇ１ꎬ２ꎬ３ꎬ 　 ＭＩＡＯ Ｊｉｎ￣ｆｅｎｇ２ꎬ 　 ＦＥＩ Ｒｏｎｇ￣ｍｅｉ２ꎬ 　
ＬＩＵ Ｙｏｎｇ￣ｊｉｅ２ꎬ　 ＹＵ Ｚｕ￣ｇｏｎｇ２ꎬ　 ＺＨＡＮＧ Ｊｉｎ￣ｑｉｕ１ꎬ３ꎬ４ꎬ５

(１.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉ￣
ｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｊｉａｎｇｓｕ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｆｏｏｄ Ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ Ｓａｆｅｔｙ———Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｃｕｌｔｉｖａ￣

ｔｉｏｎ Ｂａｓｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４. Ｊｉａｎｇｓｕ Ｃｏ￣ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ
Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｉｍｐｏｒｔａｎｔ Ａｎｉｍａｌ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ
Ｚｏｏｎｏｓｅｓꎬ Ｙａｎｇｚｈｏｕ ２２５００９ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ５. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｊｉａｎｇ ２１２０１３ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＰＥＤＶ)
ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｔｈａｔ ｓｅｒｉｏｕｓｌｙ ｅｎｄａｎｇｅｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｈｅａｌｔｈ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ. Ｐｏｒｃｉｎｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ( ＩＰＥＣ￣
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Ｊ２) ｗｅｒｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＥＤＶ ａｔ ａ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ＭＯＩ ｏｆ １􀆰 ０. Ｖｉｒｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ＩＰＥＣ￣Ｊ２ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｉｎｄｉ￣
ｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ (ＩＦＡ). Ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ (ＲＴ￣ＰＣＲ) ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬＲ３ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ａｎｄ ＲＩＧ￣Ｉ / ＭＤＡ５ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ ２ ｈｏｕｒｓ ｐｏｓｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ (ｈｐｉ) ａｎｄ
４ ｈｐｉꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｐｅａｋｅｄ ａｔ １２ ｈｐｉ ａｎｄ ２４ ｈｐｉ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｎｔｉｖｉｒａｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＭＡＶＳ) ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ６ ｈｐｉ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｕｎｃｈａｎｇｅｄ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＲＩＦꎬ ＴＲＡＦ３ꎬ ＩＫＫ￣ε ａｎｄ ＴＢＫ１ ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ ４ ｈｐｉ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＫＫ￣ε ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｌｅｖｅｌ ａｔ ８ ｈｐｉ ｗｈｉｌｅ ＴＲＩＦꎬ ＴＲＡＦ３ ａｎｄ ＴＢＫ１ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ
ａｔ ２４ ｈｐｉ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ３ (ＩＲＦ３) ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ
ａｔ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｌｅｖｅｌ ａｔ １２ ｈｐｉ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ＩＦＮ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＩＰＥＣ￣Ｊ２ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＥＤＶ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ＰＥＤＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮ￣β ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｐｏｌｙ(Ｉ:Ｃ). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＰＥＤＶ ｃｏｕｌｄ ａｃｔｉｖａｔｅ ＴＬＲｓ ａｎｄ ＲＬＲｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅ ｉｎ ＩＰＥＣ￣Ｊ２ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＩＦＮ￣β.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙꎻ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓꎻ ｐｏｒｃｉｎｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｔｙｐｅ Ｉ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ

　 　 猪流行性腹泻病毒( Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ
ｖｉｒｕｓꎬ ＰＥＤＶ)是具有囊膜的单股正链 ＲＮＡ 病毒ꎬ属
于冠状病毒科、α 冠状病毒属ꎬ是近年来导致新生仔

猪急性肠炎及水样腹泻致死的主要病原之一ꎬ给养

殖业带来了巨大威胁[１]ꎮ 尤其是 ２０１０ 年以来ꎬ随着

ＰＥＤＶ 新变异株的出现ꎬ美洲、欧洲及亚洲的多个国

家再次暴发猪流行性腹泻ꎬ使养猪业遭受了严重的

经济损失[２]ꎮ
ＰＥＤＶ 基因组全长约为 ２８ ｋｂꎬ含有 ５′端帽子结

构和 ３′端 Ｐｏｌｙ(Ａ)尾巴ꎬ从 ５′端开始ꎬ依次为 ５′端非

翻译区(Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬＵＴＲ)、７ 个开放阅读框

(Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬ ＯＲＦ) (包括 ＯＲＦ１ａ、ＯＲＦ１ｂ、
ＯＲＦ２~ＯＲＦ６)和 ３′端 ＵＴＲ[３]ꎮ 病毒感染细胞后ꎬ病
毒基因组 ＲＮＡ 及其在复制过程中产生的单链 ＲＮＡ
(ｓｓＲＮＡ)、双链 ＲＮＡ(ｄｓＲＮＡ)能够被胞质中的(ＲＩＧ￣
Ｉ)样受体家族(ＲＩＧ￣Ｉ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＲＬＲｓ)或内体中

Ｔｏｌｌ 样受体家族(Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＴＬＲｓ)识别ꎬ通过

视黄醇诱导基因(ＲＩＧ￣Ｉ) /黑色素瘤分化相关基因 ５
(ＭＤＡ５) /线粒体抗病毒信号蛋白质(Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ａｎｔｉｖｉｒａｌ￣ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＭＡＶＳ)或 /和 ＴＬＲ３ / β 干扰

素 ＴＩＲ 结构域衔接蛋白质 ( ＴＩＲ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ａｄａｐｔｏｒ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ＩＦＮ￣βꎬＴＲＩＦ)等通路进行信号传递ꎬ
促进 Ｉ 型 ＩＦＮ 及相关促炎细胞因子的产生ꎬ发挥细胞

的抗病毒功能ꎬ这是宿主细胞抵御病毒入侵的第一道

防线[２]ꎮ
近年来的大量研究发现ꎬＰＥＤＶ 能够通过不同方

式抑制 Ｉ 型 ＩＦＮ 的产生[４￣５]ꎬ但是具体的分子机制尚

未完全明确ꎮ 本研究以 ＰＥＤＶ 经典毒株 ＣＶ７７７ 作为

模式株ꎬ用其感染猪小肠上皮细胞ꎬ检测宿主细胞相

关受体 ＴＬＲ３、ＲＩＧ￣Ｉ 以及 ＭＤＡ５ 和重要接头蛋白质

ＴＲＩＦ、ＭＡＶＳ、肿瘤坏死因子相关因子 ３(ＴＮＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ３ꎬ ＴＲＡＦ３ )、 ＴＡＮＫ 结 合 激 酶 １
(ＴＢＫ１)、ＩκＢ 激酶 ε( ＩＫＫ￣ε)、干扰素调节因子 ３(Ｉｎ￣
ｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ３ꎬ ＩＲＦ３)、效应分子 ＩＦＮ￣β 表

达水平的变化ꎬ以期深入了解宿主细胞抵御 ＰＥＤＶ 感

染及机体整体天然免疫变化的规律ꎬ为进一步理解宿

主清除 ＰＥＤＶ 的免疫机制及 ＰＥＤＶ 的拮抗机制提供

理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试验材料

ＰＥＤＶ ＣＶ７７７ 株、猪小肠上皮细胞( ＩＰＥＣ￣Ｊ２)ꎬ
由笔者所在实验室保存ꎻＰＥＤＶ￣Ｎ 蛋白单克隆抗体ꎬ
由笔者所在实验室制备ꎻ羊抗鼠荧光二抗ꎬ购自北京

Ｓｏｌａｒｂｉｏ 科技有限公司ꎻＲＮＡ 提取试剂盒、反转录试

剂盒、荧光定量 ＰＣＲ 试剂ꎬ购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎻ转染

试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌꎬ购自 Ｉｎ￣
ｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻＰｏｌｙ( Ｉ:Ｃ) (聚肌胞苷酸)购自 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 细胞培养与病毒增殖　 将冻存的 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细

胞从液氮罐中取出ꎬ在 ３７ ℃水浴中快速融化后于

１ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎮ 弃去冻存液ꎬ加入完全培

养基(含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ)重悬细胞后ꎬ将
重悬细胞液转移至 ２５ ｃｍ２培养瓶内ꎬ置于 ３７ ℃、体
积分数为 ５％的 ＣＯ２培养箱内ꎮ 当细胞铺满至单层

后ꎬ将细胞传代ꎬ接种至 ６ 孔板中ꎬ待细胞汇合度达

到 ９０％左右时ꎬ按病毒感染复数(ＭＯＩ)＝ １􀆰 ０ 接种

００１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２１ 年 第 ３７ 卷 第 １ 期



ＰＥＤＶ 病毒ꎬ置于 ３７ ℃、体积分数为 ５％的 ＣＯ２培养

箱中继续培养ꎮ
１.２.２　 间接免疫荧光 　 将 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞接种于 ２４
孔板中ꎬ分别按ＭＯＩ＝ ０􀆰 １、ＭＯＩ＝ １􀆰 ０ 接种 ＰＥＤＶꎬ设
置未接毒的阴性对照ꎮ 培养 ２４ ｈ 后弃去细胞培养

液ꎬ用磷酸缓冲盐溶液(ＰＢＳ)清洗 ３ 遍ꎬ随后加入固

定液ꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ加入 ０􀆰 ２％ ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ 于室

温孵育后ꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ再用 ５％牛血清白蛋白

(ＢＳＡ)封闭 １ ｈꎬ然后用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ加入 ＰＥＤＶ
Ｎ 蛋白抗体于 ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ加入

荧光二抗ꎬ于 ３７ ℃避光孵育 １ ｈꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍

后在倒置荧光显微镜下观察ꎮ
１.２.３　 细胞转染 　 将 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞接种至 ６ 孔板

中ꎬ待细胞汇合度约为 ９０％时ꎬ用不含有血清的 Ｏｐ￣
ｔｉ￣ＭＥＭ 培养基 ( １２５ μｌ) 稀释 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００
(５ μｌ)试剂ꎬ充分混匀ꎮ 随后用不含血清的 Ｏｐｔｉ￣
ＭＥＭ 培养基(１２５ μｌ)稀释 Ｐｏｌｙ(Ｉ:Ｃ)(Ｓｉｇｍａ)ꎬ再添

加 １０ μｌ Ｐ３０００ 试剂制备 Ｐｏｌｙ(Ｉ:Ｃ)预混液ꎬ充分混

匀后在室温下孵育 １５ ｍｉｎꎮ 将混合后的复合物加入

６ 孔板中ꎬ培养 ６ ｈ 后更换培养液ꎬ于 ３７ ℃孵育ꎬ２４
ｈ 后收集样品ꎬ提取细胞总 ＲＮＡꎮ
１.２.４ 　 细胞总 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的合成 　 用

ＲＮＡ 提取试剂盒(ＴａＫａＲａ)提取细胞样品的 ＲＮＡꎬ
采用反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡꎬ反应体系如下: ２ μｌ
５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ( Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)ꎬ
５００ ｎｇ 总 ＲＮＡꎬ用 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ 补足总体积至

１０ μｌꎮ 将上述溶液混匀后ꎬ设置如下反应程序:
３７ ℃ １５ ｍｉｎꎬ８５℃ ５ ｓꎬ４ ℃ 终止反应ꎮ 将得到的

ｃＤＮＡ 储存于－２０ ℃ꎬ用于后续试验ꎮ
１.２.５　 实时荧光定量 ＲＴ￣ｑＰＣＲ　 以方法 １.２.４ 中合

成的 ｃＤＮＡ 为模板进行实时荧光定量 ＰＣＲ ( ＲＴ￣
ｑＰＣＲ)ꎮ ２０ μｌ 反应体系如下: １０ μｌ ２×ＴＢ Ｇｒｅｅｎ􀅸
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ(Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)ꎬ０􀆰 ８ μｌ ＰＣＲ
Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ( １０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ０􀆰 ８ μｌ ＰＣＲ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｐｒｉｍｅｒ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ２ μｌ ＤＮＡ 模板ꎬ６􀆰 ４ μｌ ＲＮａｓｅ
Ｆｒｅｅ ｄＨ２ Ｏꎮ ＰＣＲ 反应条件: ９５ ℃ ３０ ｓ 预变性ꎬ
９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 每个样品设 ３ 个

重复ꎬ用 ２－△△Ｃｔ法计算结果ꎮ 扩增引物序列见表 １ꎮ

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)

基因 上游引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 下游引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号　 　

ＴＬＲ３ ＣＡＧＣＡＡＣＡＣＧＡＣＴＴＴＣＴＴＴＧＧ ＣＣＣＡＴＡＡＡＧＡＧＡＧＣＧＡＧＡＡＧＡＣ ＮＭ＿００１０９７４４４.１

ＲＩＧ￣Ｉ ＣＣＡＧＣＡＡＣＧＡＧＡＡＣＣＣＴＡＡＡ ＴＧＣＣＡＣＧＴＣＣＡＧＴＣＡＡＴＡＴＧ ＮＭ＿２１３８０４.２

ＭＤＡ５ ＧＧＧＡＡＡＣＡＧＧＣＡＡＣＴＣＣＴＴＡ ＴＧＣＴＣＣＴＣＣＡＣＡＣＡＴＴＴＡＴＣＣ ＮＭ＿００１１００１９４.１

ＴＲＩＦ ＣＣＡＧＧＡＧＡＣＡＧＡＧＧＣＴＡＧＡＡ ＧＣＡＣＡＧＴＴＴＣＴＣＣＴＣＣＡＣＡＡ ＮＭ＿００１３１５７３８.２

ＴＲＡＦ３ ＣＴＧＴＡＧＧＡＡＴＧＡＡＧＧＣＡＧＡＧＧ ＧＴＧＧＣＣＴＣＡＣＧＧＴＡＴＴＴＡＣＡ ＸＭ＿０２１０８１６２７.１

ＭＡＶＳ ＧＡＴＣＴＧＴＧＡＧＣＴＧＴＣＴＧＡＴＣＴＣ ＣＴＣＡＴＣＣＴＣＴＣＴＧＴＡＧＣＣＡＴＴＧ ＮＭ＿００１０９７４２９.１

ＴＢＫ１ ＡＣＴＧＧＡＴＣＡＣＴＧＣＣＡＴＴＴＡＧＧ ＣＣＣＧＡＧＡＡＡＧＧＣＴＡＣＡＡＧＡＡＡ ＮＭ＿００１１０５２９２.１

ＩＫＫ￣ε ＣＡＴＣＧＴＣＣＡＴＣＧＡＧＡＣＡＴＣＡＡ ＧＡＡＧＣＡＣＴＧＣＣＴＧＣＴＣＡＴＡ ＸＭ＿０２１０６３３１１.１

ＩＲＦ３ ＣＣＴＡＣＡＣＴＣＣＴＧＧＧＡＡＧＧＡＴＡＡ ＣＡＡＣＴＣＣＴＧＡＧＧＴＣＡＣＡＡＡＣＴＣ ＮＭ＿２１３７７０.１

ＩＦＮ￣β ＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧＣＴＧＴＧＣ ＴＧＡＡＧＧＴＡＧＴＴＴＣＧＴＧＧＡＴＧＣ ＮＭ＿００１００３９２３.１

β￣ａｃｔｉｎ ＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧＣＴＧＴＧＣ ＴＧＡＡＧＧＴＡＧＴＴＴＣＧＴＧＧＡＴＧＣ ＸＭ＿０２１０８６０４７.１

１.２.６　 数据处理与分析　 用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 软件

作图并分析数据ꎬＰ<０􀆰 ０５ 表示差异显著ꎬＰ<０􀆰 ０１ 表

示差异极显著ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＰＥＤＶ 感染 ＩＰＥＣ 的间接免疫荧光检测

分别按ＭＯＩ＝ ０􀆰 １、ＭＯＩ＝ １􀆰 ０ 对猪小肠上皮细胞

接种 ＰＥＤＶꎬ２４ ｈ 后收集样品ꎬ固定、封闭后加入

ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白抗体和荧光二抗ꎬ通过荧光显微镜观察

病毒的增殖情况ꎮ 由图 １ 可以看出ꎬ感染后 ２４ ｈ 在

猪小肠上皮细胞中能有效地检测到 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白的

表达ꎬ且 Ｎ 蛋白表达量与病毒感染剂量呈正相关ꎮ
２.２　 ＴＬＲｓ 及 ＲＬＲｓ 信号通路中不同受体在ｍＲＮＡ
相对表达量上的变化

　 　 猪小肠上皮细胞按ＭＯＩ＝ １ 感染 ＰＥＤＶ 后ꎬ分别

于感染后 ０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 收集细胞ꎮ

１０１丁芳艺等:猪流行性腹泻病毒感染对猪小肠上皮细胞 Ｉ 型干扰素产生通路的影响



提取各时间点样品的 ＲＮＡꎬ反转录成 ｃＤＮＡꎬ以 ｃＤ￣
ＮＡ 为模板进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测ꎬ观察 ＴＬＲｓ、ＲＬＲｓ 信

号通路中相关受体编码基因在病毒感染后 ２４ ｈ 内

ｍＲＮＡ 表达水平的动态变化ꎮ 由图 ２ 可以看出ꎬ与
对照组相比ꎬＴＬＲ３ 编码基因以及 ＲＩＧ￣Ｉ、ＭＤＡ５ 的

ｍＲＮＡ 相对表达量均在感染后出现显著变化ꎬ其中

ＴＬＲ３ 编码基因、ＲＩＧ￣Ｉ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量从感染

后 ２ ｈ 开始显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＭＤＡ５ 的 ｍＲＮＡ 相

对表达量从感染后 ４ ｈ 开始显著升高(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ
ＴＬＲ３ 编码基因和 ＲＩＧ￣Ｉ、ＭＤＡ５ 的 ｍＲＮＡ 相对表达

量在感染后 １２ ｈ 或 ２４ ｈ 达到最高值ꎮ

Ａ:空白对照ꎻＢ:ＭＯＩ＝ ０.１ꎻＣ:ＭＯＩ＝ １􀆰 ０ꎮ
图 １　 猪小肠上皮细胞感染猪流行性腹泻病毒后的间接免疫荧光检测

Ｆｉｇ.１　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＩＰＥＣ￣Ｊ２) ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ
(ＰＥＤＶ)

∗表示与 ０ ｈ 相比差异显著(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ ＴＬＲ３:Ｔｏｌｌ 样受体 ３ꎻ
ＲＩＧ￣Ｉ:视黄醇诱导基因ⅠꎻＭＤＡ５:黑色素瘤分化相关基因 ５ꎮ
图 ２　 猪流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)感染猪小肠上皮细胞( ＩＰＥＣ)

后不同时间 ＴＬＲ３ 编码基因、ＲＩＧ￣Ｉ和ＭＤＡ５ 基因的 ｍＲ￣
ＮＡ 表达量变化

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬＲ３ ｅｎｃｏｄｉｎｇ
ｇｅｎｅꎬ ＲＩＧ￣Ｉ ａｎｄ ＭＤＡ５ ｉｎ ＩＰＥＣ￣Ｊ２ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＥＤＶ

２.３　 ＴＬＲｓ 及 ＲＬＲｓ 信号通路中关键接头蛋白质在

ｍＲＮＡ 相对表达量上的变化

　 　 用ＭＯＩ＝ １􀆰 ０ 的 ＰＥＤＶ 感染 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ꎬ分别于感
染后 ０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 收集样品ꎬ通过

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 方法观察 ＴＬＲｓ 和 ＲＬＲｓ 通路中不同蛋白

质在 ｍＲＮＡ 表达水平的变化ꎮ 由图 ３ 可以看出ꎬ
ＴＲＩＦ、ＴＲＡＦ３ 编码基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量在感染

后 ４ ｈ 出现显著上升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ之后稍微下降ꎬ又

于感染后 ２４ ｈ 达到最高值ꎮ ＭＡＶＳ 编码基因的 ｍＲ￣
ＮＡ 相对表达量在感染后 ６ ｈ 开始显著上升 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ在感染后 ８ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 之间无显著差异ꎮ
ＩＫＫ￣ε、ＴＢＫ１ 编码基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量均于感

染后 ４ ｈ 出现显著上升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ随后 ＩＫＫ￣ε 编码

基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量在感染后 ８ ｈ 达到最高

值ꎬ而 ＴＢＫ１ 编码基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量在感染

６ ｈ 后先稍有下降后又上升ꎬ至感染后 ２４ ｈ 时达到

最高值(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＩＲＦ３ 编码基因的 ｍＲＮＡ 相对表

达量在感染早期(感染后０~ ８ ｈ)无显著变化ꎬ在感

染后 １２ ｈ 达到最高值(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２.４ 　 ＴＬＲｓ 及 ＲＬＲｓ 信号通路效应分子 ＩＦＮ￣β 在

ｍＲＮＡ 表达水平上的变化

　 　 用ＭＯＩ＝ １􀆰 ０ 的 ＰＥＤＶ 感染 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞ꎬ并向

其中 １ 组转染 １ μｇ Ｐｏｌｙ( Ｉ:Ｃ)ꎬ同时设置不接种病

毒的阴性对照和只转染 Ｐｏｌｙ( Ｉ:Ｃ)的阳性对照ꎮ 结

果显示ꎬＰＥＤＶ 感染后对 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞中的 ＩＦＮ￣β 在

ｍＲＮＡ 表达水平上无显著影响ꎬ但是能够有效抑制

Ｐｏｌｙ(Ｉ:Ｃ)诱导 ＩＦＮ￣βꎬ详见图 ４ꎮ

３　 讨 论

ＰＥＤＶ 的体外培养一直是业内的难题ꎬＨｏｆ￣
ｍａｎｎ 等[６]最早于 １９８８ 年首次在添加了胰酶的 Ｖｅｒｏ
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∗表示与 ０ ｈ 相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＴＲＩＦ:β 干扰素 ＴＩＲ 结

构域衔接蛋白质ꎻＭＡＶＳ:线粒体抗病毒信号蛋白ꎻＴＲＡＦ３:肿瘤

坏死因子相关因子 ３ꎻＩＫＫ￣ε:ＩκＢ 激酶 εꎻＴＢＫ１:ＴＡＮＫ 结合激酶

１ꎻＩＲＦ３:干扰素调节因子 ３ꎮ
图 ３　 猪流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)感染猪小肠上皮细胞 ＩＰＥＣ￣

Ｊ２ 细胞后不同时间多种接头蛋白质编码基因的 ｍＲＮＡ
相对表达量变化

Ｆｉｇ.３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ａｄａｐｔｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＩＰＥＣ￣Ｊ２ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＥＤＶ

ａ:对照ꎻｂ:ＰＥＤＶ:ｃ:ＰＥＤＶ＋Ｐｏｌｙ( Ｉ:Ｃ)ꎻｄ:Ｐｏｌｙ( Ｉ:Ｃ)ꎮ ＰＥＤＶ:猪

流行性腹泻病毒ꎻＰｏｌｙ(Ｉ:Ｃ):聚肌胞苷酸ꎮ∗∗表示差异极显著ꎮ
图 ４　 猪流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)感染抑制聚肌胞苷酸[Ｐｏｌｙ

(Ｉ:Ｃ)]诱导 ＩＦＮ￣β
Ｆｉｇ.４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＰＥＤＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ＩＦＮ￣β ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｐｏｌｙ

(Ｉ:Ｃ)

(非洲绿猴肾细胞) 中成功扩增出 ＰＥＤＶꎮ 目前ꎬ
ＰＥＤＶ 的体外复制和增殖主要是在 Ｖｅｒｏ 细胞上进

行的ꎬ并缺失 Ｉ 型 ＩＦＮ 基因簇ꎬ进而导致 Ｉ 型 ＩＦＮ 表

达缺陷ꎬ因此不适合用于研究病毒对宿主细胞天然

免疫的影响ꎮ 另外ꎬＭＡＲＣ￣１４５(非洲绿猴胚胎肾细

胞)、ＬＬＣ￣ＰＫ１(猪肾细胞)和 ＳＴ(猪睾丸细胞)等细

胞系也曾被用于 ＰＥＤＶ 的体外研究ꎬ但是这些细胞

并非 ＰＥＤＶ 等肠道冠状病毒感染的靶细胞ꎬ因此可

能无法真实反映病毒拮抗宿主天然免疫反应的变化

规律ꎮ 近年来ꎬ猪小肠上皮细胞系 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 在研究

ＰＥＤＶ 的致病机制过程中发挥了重要作用ꎮ 作为

ＰＥＤＶ 感染的主要靶细胞ꎬＩＰＥＣ￣Ｊ２ 可能更适于研究

病毒对宿主天然免疫的影响及调节作用ꎮ 因此ꎬ本
研究选择 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 进行试验ꎮ

本研究首先观察了 ＰＥＤＶ 在 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞中

的增殖情况ꎬ结果发现:用不同 ＭＯＩ 的 ＰＥＤＶ 感染

ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞后ꎬ２４ ｈ 内均能检测到 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白

的表达ꎬ且 Ｎ 蛋白表达量与病毒感染复数呈正相

关ꎬ表明 ＰＥＤＶ 能够有效感染 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞ꎬ并能在

细胞内有效增殖ꎬ这为下一步研究 ＰＥＤＶ 感染对

ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞中 Ｉ 型 ＩＦＮ 产生通路中的相关受体、接
头蛋白质及效应蛋白质的影响奠定了基础ꎮ

天然免疫在限制病毒的感染和早期扩散方面发

挥着重要作用ꎮ 宿主细胞可通过不同模式识别受体

以感知病毒的入侵ꎬ主要包括 ＴＬＲｓ、ＲＬＲｓ、Ｃ 型凝集

素受体家族(ＣＬＲｓ)及核苷酸寡聚化结构域样受体家

族(ＮＬＲｓ)等[７]ꎮ 其中与 ＲＮＡ 病毒感染密切相关的

是由 ＲＬＲｓ、ＴＬＲｓ 介导的信号转导途径ꎮ ＲＮＡ 病毒感

染细胞后ꎬ病毒基因组 ＲＮＡ 及复制过程中产生的 ｓｓ￣
ＲＮＡ、ｄｓＲＮＡ 被胞质中的 ＲＩＧ￣Ｉ /黑色素瘤分化相关基

因 ５ 识别ꎬ随后通过 ＭＡＶＳ 传递信号ꎬ招募 ＴＲＡＦ３ / ６ꎬ
进一步激活 ＴＢＫ１ / ＩＫＫ 激酶复合体并使其发生磷酸

化ꎬ最终使 ＮＦ￣κＢ、ＩＲＦｓ 等核转录因子磷酸化ꎬ形成同

二聚体或异二聚体ꎬ然后进入细胞核ꎬ启动Ⅰ型干扰

素转录ꎮ 本研究发现ꎬＰＥＤＶ 感染 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞后ꎬ
ＲＩＧ￣Ｉ、ＭＤＡ５ 等受体及 ＴＲＡＦ３、ＴＢＫ１ 等接头蛋白质

编码基因的ｍＲＮＡ 相对表达量分别从感染后 ２ ｈ 或 ４
ｈ 开始显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ在感染后 １２ ｈ 或 ２４ ｈ 达

到最高值ꎬ表明病毒 ＲＮＡ 或复制过程中产生的大量

ｓｓＲＮＡ 或 ｄｓＲＮＡ 能够被胞浆中相应的模式识别受体

ＲＩＧ￣Ｉ、ＭＤＡ５ 等感知并识别ꎬ相关受体及接头分子均

被快速激活ꎬ进而启动下游信号传递ꎮ 另外ꎬ关键接

头蛋白质 ＭＡＶＳ 编码基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量在感

染后 ６ ｈ 开始显著上升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ随后基本保持不

变ꎬ提示 ＭＡＶＳ 发挥其信号传递作用可能与其 ｍＲＮＡ
表达水平的关系不密切ꎬ这与笔者所在实验室前期针

对流感病毒的研究结果一致[８]ꎮ 目前的研究结果表

明ꎬＭＡＶＳ 的活化及下游信号传递与 Ｎ 端的 ＣＡＲＤ 样

结构域和 Ｃ 端的 ＴＭ 结构密切相关ꎬ两者共同介导

ＭＡＶＳ 复合体的构象改变、泛素化降解及下游的信号

传递ꎮ 在此过程中ꎬＭＡＶＳ 在蛋白质水平的降解对其

介导的 Ｉ 型 ＩＦＮ 的产生是必不可少的[９￣１０]ꎮ
进入内体中的病毒 ＲＮＡ 能够被胞内受体如
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ＴＬＲ３、ＴＬＲ７ 或 ＴＬＲ８ 识别ꎬ进而招募其下游接头蛋

白质ꎬ如 ＭｙＤ８８、ＴＲＩＦ、ＴＲＡＦ３ / ６ 等ꎬ并将信号传递

给 ＮＦ￣κＢ、ＩＲＦｓ 等核转录因子ꎬ进而诱导Ⅰ型干扰

素及促炎症细胞因子的产生ꎮ 本试验结果表明ꎬ
ＴＬＲ３ 编码基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量从感染后 ２ ｈ
开始显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ在感染后 １２ ｈ 即达到最

高值ꎻＴＲＩＦ、ＴＲＡＦ３ 编码基因的 ｍＲＮＡ 相对表达量

从感染后 ４ ｈ 开始显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ在感染后 ２４
ｈ 达到最高值ꎬ表明病毒复制过程中产生的部分

ｄｓＲＮＡ 能够被内体中 ＴＬＲ３ 受体快速识别并激活下

游的信号传递过程ꎮ 由此可见ꎬＰＥＤＶ 感染猪小肠

上皮细胞可以激活 ＴＬＲ３ 等受体途径ꎬ进而引起 ＮＦ￣
κＢ 活化ꎬ这与 Ｃａｏ 等[１１]的研究结果一致ꎮ

Ｐｏｌｙ( Ｉ:Ｃ)是 ｄｓＲＮＡ 类似物ꎬ进入细胞后可以

激活 ＴＬＲｓ 和 ＲＬＲｓ 信号通路ꎬ诱导细胞产生干扰

素[１２]ꎮ 本试验以 Ｐｏｌｙ( Ｉ:Ｃ)作为阳性对照ꎬ发现按

ＭＯＩ＝ １􀆰 ０ 对 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞接种 ＰＥＤＶ ２４ ｈ 后ꎬ细胞

中的 ＩＦＮ￣β 编码基因在 ｍＲＮＡ 表达水平无显著变

化ꎬ并且发现 ＰＥＤＶ 能够有效抑制 Ｐｏｌｙ( Ｉ:Ｃ)诱导

的 ＩＦＮ￣β 产生ꎬ这与孙敏[１３] 的研究结果一致ꎮ 但李

亮[１４]研究发现ꎬ用ＭＯＩ＝ ５􀆰 ０ 的 ＰＥＤＶ￣ＪＭＳ 毒株感

染回肠类器官细胞后ꎬＩＦＮ￣α 编码基因的 ｍＲＮＡ 表

达水平在感染 ２４ ｈ 内升高了 ２ 倍ꎬ推测可能与毒株

特性、细胞模型及病毒的感染剂量有关ꎬ具体有待于

进一步验证ꎮ
综上所述ꎬＰＥＤＶ 能够激活 ＴＬＲｓ / ＲＬＲｓ 及下游

关键接头蛋白质的表达ꎬ但是最终能够抑制Ⅰ型

ＩＦＮ 的产生ꎬ从而在猪小肠上皮细胞中有效增殖ꎬ推
测 ＰＥＤＶ 对该天然免疫信号通路仍存在负调控机

制ꎮ 如 Ｃａｏ 等[１５]的研究发现ꎬＰＥＤＶ 可以抑制 ＲＩＧ￣
Ｉ、ＭＡＶＳ 介导的 ＩＦＮ￣β 启动子活性ꎬ但不能下调

ＴＢＫ１ / ＩＫＫ￣ε 介导的 ＩＦＮ￣β 启动子活性ꎬ因此推测

ＰＥＤＶ 阻断 ＩＦＮ￣β 信号传递的作用位点在 ＴＢＫ１ /
ＩＫＫ￣ε 上游ꎮ 此外ꎬ还有研究发现ꎬＰＥＤＶ 编码的 Ｎ
蛋白、木瓜样蛋白酶 ( ＰＬＰ)ꎬ Ｎｓｐ１、 Ｎｓｐ５ 编码的

３ＣＬｐｒｏ及 Ｎｓｐ７ 可能参与调控宿主细胞的 Ｉ 型 ＩＦＮ 应

答[１６￣２０]ꎮ 由此可见ꎬ关于 ＰＥＤＶ 编码蛋白质参与调

控宿主 Ｉ 型 ＩＦＮ 应答的分子机制仍需进一步探索ꎬ
这也是今后研究的重点ꎮ
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