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呼肠孤病毒感染的树鼩中三类 ＣＤ 分子及
ＩＦＮ⁃γ 表达变化及特征

袁圆，王璇，张志成，李娜，王文广，匡德宣，代解杰∗

（中国医学科学院 ／北京协和医学院医学生物学研究所， 中国医学科学院医学生物学研究所实验树鼩标准化与应

用研究省创新团队，云南省眼科疾病防治研究重点实验室，昆明　 ６５０１１８）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨树鼩呼肠孤病毒激起机体免疫变化的特征，为树鼩的病毒防范提供理论基础。 方法

选取 ４０ ～ ５０日龄的树鼩分为三组（ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 病毒株、ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 病毒株和空白对照），通过灌胃后，采集

第 １、８、１４、２１、２８ 天尾静脉血样，ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测病毒载量、流式细胞术检测 ＣＤ４ ／ ＣＤ８ ／ ＣＤ１９、ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＦＮ⁃γ。 结果

感染第 １４ 天，ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 和 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 组的树鼩病毒载量、ＣＤ４ ＋ 及 ＣＤ１９ ＋ 细胞数量达峰值，其中经

ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 感染后第 １ 天 ＣＤ４ ＋ 就有较高表达且数值与对照组相比差异有显著性，ＣＤ８ ＋ 细胞数量及 ＩＦＮ⁃γ 表

达量在感染后第 ２１ 天达到峰值。 ＣＤ４ ＋ 经 ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 感染后表达量更高，ＣＤ８ ＋ 经 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 感染后表达

量更高。 结论　 初步得出 ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 及 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 感染机体后，随病毒载量变化，ＣＤ４ ／ ＣＤ８ ／ ＣＤ１９ 及

ＩＦＮ⁃γ 产生的变化规律：ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 感染前期主要激起机体体液免疫，ＣＤ４ ＋ 细胞发挥主要作用；ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／
２０１３ 可能主要影响机体细胞免疫，体液免疫只在病毒表达量显著升高及感染后期发挥作用，ＣＤ８ ＋ 细胞和 ＩＦＮ⁃γ
通过细胞免疫参与抗病毒反应。 ＣＤ４ ＋ 细胞可能对 １ 型呼肠孤病毒更敏感，而 ＣＤ１９ 细胞 ＋ 可能对 ３ 型呼肠孤病毒

更敏感。 对树鼩呼肠孤病毒的感染特征研究和树鼩本身的病毒防范有一定指导意义。
【关键词】 　 树鼩呼肠孤病毒；免疫应答；流式细胞术；ＣＤ 分子；细胞因子
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　 　 哺乳动物呼肠孤病毒（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｏｒｔｈｏｒｅｏｖｉｒｕｓ，
ＭＲＶ） 是基因组含 １０ 个节段的呼肠孤病毒科

（Ｒｅｏｖｉｒｉｄｅａ）正呼肠孤病毒属 （Ｏｒｔｈｏｒｅｏｖｉｒｕｓ） ＲＮＡ
病毒［１］，标准株可根据红细胞凝集活性分为： Ｔ１Ｌ
（Ｌｏｎｇ 株）、Ｔ２Ｊ（ Ｊｏｎｅ 株）和 Ｔ３Ｄ ／ Ｔ３Ａ（Ｄｅａｒｉｎｇ 株 ／
Ａｂｎｅｙ 株） ［２］。 ＭＲＶ 具有广泛的宿主谱，但一般仅

在幼体或免疫功能不全的动物体内引起严重感

染［３］。 由于 ＭＲＶ 特殊的基因组［４］ 特性和广泛的宿

主谱特征可能对人造成潜在威胁［５］，且其作为溶瘤

病毒在肝癌治疗中的重要价值［６］，故对呼肠孤病毒

引起宿主免疫的特征的研究十分必要。 目前呼肠

孤病毒免疫学方面相关研究多集中于番鸭［７］、草鱼

呼肠孤病毒［８］，哺乳动物呼肠孤病毒免疫相关的研

究十分有限；树鼩（ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ）作为灵长类近亲，近
期也从其粪便中分离出的两株分属于 Ｔ１ 型和 Ｔ３
型的 呼 肠 孤 病 毒 ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 和 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／
２０１３［９］，关于两株病毒的特征和引发宿主免疫的变

化规律亟待补充。 前期研究表明，呼肠孤病毒感染

正常树鼩后，仅在感染前期有较高的复制表达，后
期病毒表达水平有所下降，甚至逐渐被机体清

除［１０］；在此过程中与适应性免疫相关的 ＩＩ 型干扰素

基因有所上调［１１］，但机体清除呼肠孤病毒的具体免

疫机制以及机体适应性免疫在此过程中发挥的作

用尚未明晰。 临床检测中 ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 和 ＩＬ⁃４ ／ ＩＦＮ⁃
γ 常作为适应性免疫功能评价的指标［１２］，综合常用

的评价指标［１３］，以及适应性免疫中发挥主要功能的

细胞类群，本文选用：ＣＤ４（一般表达于辅助性 Ｔ 细

胞）、 ＣＤ８ （一般表达于杀伤性 Ｔ 细胞， ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＴＬ 表面）、 ＣＤ１９ （表达于所有 Ｂ 细

胞）、ＩＦＮ⁃γ（由 ＣＤ４ ＋ Ｔｈ１ 类细胞分泌，可协同 ＣＴＬ
细胞共同发挥细胞免疫作用） ［１４］作为实时监测机体

适应性免疫反应变化情况的指标，用 ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／
２０１１ 和 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 感染自身未携带呼肠孤病

毒的树鼩，通过对感染后树鼩体内病毒载量及四个

指标的变化情况初步推断呼肠孤病毒引起宿主免

疫反应的过程，为树鼩源呼肠孤病毒自身感染特性

的研究提供科学依据，对人兽共患疾病的防治也有

重要的指导意义。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

普通级远交繁殖的 Ｆ４ 代中缅树鼩滇西亚种

（ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ， Ｔｕｐａｉａ ｂｅｌａｎｇｅｒｉ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）由中国医学

科学院医学生物学研究所树鼩种质资源中心提供

【ＳＣＸＫ（滇）Ｋ２０１３ － ０００１】，饲养于中国医学科学院

医学生物学研究所树鼩种质资源中心普通环境

【ＳＹＸＫ（滇）Ｋ２０１３ － ０００１】，于中国医学科学院医学

生物学研究所树鼩种质资源中心进行实验。 所有

操作均符合实验动物伦理学要求 （伦理审批号：
ＤＷＳＰ２０１８０３０３４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂及设备

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪：美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，型号为

ＣＦＸ⁃９６；高压灭菌锅： 日 本 Ｔｏｍｙ 公 司， 型 号 为

ＴＯＭＹ⁃ＳＳ⁃３２５；恒温培养箱：美国 Ｆｏｒｍａ 公司，型号

为 ＣＯ２ Ｔ ／ Ｃ；生物安全柜：美国 Ｆｏｒｍａ 公司，型号为

Ａ ／ Ｂ３ 型（６Ｆｔ）；低温离心机：日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司，型号

为 ＣＴ１５ＲＥ； ＱＩＡａｍｐ 􀳏 Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ （德国

Ｑｉａｇｅｎ）；生理盐水；胃管；采血注射器；Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ
Ｔｉｍｅ Ｏｎｅ ｓｔｅｐ ｐｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｋｉｔ （ＴａＫａＲａ）；树
鼩 ＣＤ４ 单克隆抗体（ＰｅｒＣＰ，小鼠源）；树鼩 ＣＤ８ 单

克隆抗体 （ ＰｅｒＣＰ，小鼠源）；人 ＣＤ１９ 单克隆抗体

４２３
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（ＰｅｒＣＰ，小鼠源）；溶血素（Ｂｅｃｋｍａｎ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组

选取离乳 ４０ ～ ５０ ｄ 左右的树鼩 １６ 只，体重 ６０
～ ７０ ｇ，尾静脉采血 １６０ μＬ，ＱＩＡａｍｐ􀳏 Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ
Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡ，将产物进行 ＰＣＲ，
随机选取病毒检测为阴性的动物 １２ 只（雌雄各半）
分为三组，４ 只一组灌胃病毒液。 Ａ 组：ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／
２０１１ １０６􀆰 １ＴＣＩＤ ５０ ／ ｍＬ ０􀆰 ８ ｍＬ ／只； Ｂ 组：ＭＲＶ１ ／
ＴＳ ／ ２０１１ １０５􀆰 ６ＴＣＩＤ ５０ ／ ｍＬ ０􀆰 ８ ｍＬ ／只；对照组即 Ｃ
组：等量灌入生理盐水。
１􀆰 ２􀆰 ２　 病毒样本扩增培养及毒力检测

Ｖｅｒｏ 细胞接种于 １２ 孔板进行病毒培养后，免
疫荧光初步确定收毒条件：感染后 ３６ ～ ７５ ｈ 之间收

毒，外源加入阿尔法糜蛋白酶。 小方瓶内进行扩

毒，收毒，反复冻融三次破碎细胞，４℃，４０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ３０ ｍｉｎ，去沉淀。

收取病毒，ＴＣＩＤ５０ 检测病毒毒力：将 Ｖｅｒｏ 细胞

按接种于 ９６ 孔板，于 ３７℃孵箱中培养至长成致密

单层。 ＰＢＳ 清洗后，加入终浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的糜蛋

白酶的维持液，倍等比稀释病毒，１０１ ～ １０８ 共 ８ 个稀

释度，每个稀释度设 １０ 个实验孔，２ 个对照孔。 甩

干孔板中的 ＰＢＳ，实验孔接种稀释后的病毒液，对照

孔加入相应不含病毒的维持液。 ３７℃孵箱中培养，
观察并记录出现 ＣＰＥ 的孔数，计算 ＴＣＩＤ５０。 按前

期实验确定的最适攻毒条件调整本次实验的攻毒

剂量。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本采集处理

病毒感染第 １、８、１４、２１、２８ 天，尾静脉采集采抗

凝血 ４００ μＬ。
分为三部分，其中 １５０ μＬ 提取核酸后检测病毒

载量，ＱＩＡａｍｐ􀳏 Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 提取试剂盒提取

总 ＲＮＡ，将产物进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ，检测的引物见表 １。

表 １　 用于实时定量 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 的 ＭＲＶ ／ ＴＳ 探针及引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ ｏｆ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｏｆ ｔｈｅ ＭＲＶ ／ ＴＳ
引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因名称
Ｇｅｎｅｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

探针
Ｐｒｏｂｅ

Ｆ ５’⁃ ＴＣＴＧＣＴＣＧＴＧＡＡＧＴＧＧＣＧＡＡ ⁃３’
Ｒ ５’⁃ ＧＣＡＣＡＣＡＧＴＧＧＴＡＡＧＣＧＣＡＡ ⁃３’

５’ＦＡＭ，３’Ｔａｍｒａ ５’⁃ ＣＧＡＣＣＧＡＣＧＧＣＴＣＡＣＧＡＧＣＣＴＣＡＣＡ ⁃３’
ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

探针
Ｐｒｏｂｅ

Ｆ ５’⁃ ＣＧＡＡＧＣＡＧＧＡＧＧＧＴＣＡＴＴＡＴ ⁃３’
Ｒ ５’⁃ ＡＧＣＡＧＴＧＧＡＧＧＧＡＴＡＧＣＡＧＡ ⁃３’

５’ＦＡＭ，３’Ｔａｍｒａ ５’⁃ＴＡＣＣＴＡＴＣＴＧＣＡＧＧＧＧＴＴＴＴＣＴＧＧＣＴＧ⁃３’
ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１２

　 　 取 １００ μＬ 血样利用 ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＦＮ⁃γ 表达量：
将标准品及样品加完后，放于湿盒内室温孵育 ２ ｈ；
弃去酶标包被板中液体，加满洗液清洗 ３ 次，拍干；
用稀释液按 １∶ １５００ 的比例稀释酶标抗体，在标准品

梯度稀释孔、对照孔及待测样品孔中，每孔加入稀

释好的酶标抗体 １００ μＬ，空白孔 Ａ１ 除外；湿盒内室

温孵育 １ ｈ；加满洗液清洗 ３ 次，拍干；加入显色液显

色 １０ ｍｉｎ，加终止液 １ 终止反应。 在 ４５０ ｎｍ 波长依

序测量各孔的吸光度（Ａ 值）。
剩余部分样品利用红细胞裂解液裂解红细胞

后流式上机检测。 每份取 １００ μＬ 单细胞悬液，约 １
× １０６ 个细胞；样品取一份细胞加入 １０ μＬ 树鼩

ＣＤ４ ／ ＣＤ８ ／ ＣＤ１９ 单克隆抗体 ＰｅｒＣＰ；空白取一份细

胞不加抗体；室温下避光反应 １ ～ ２ ｈ；每份加入 １
ｍＬ ＰＢＳ，轻柔洗涤细胞一次，２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，弃上清；每份加入 ３００ μＬ ＰＢＳ 重悬细胞，上机

检测。

１􀆰 ３　 数据处理

数据得出后以平均值 ± 标准误记录，作图。 组

间差异性用 ｔ⁃ｔｅｓｔ 软件 分 析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有

显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 表示差异极显著。 ＩＦＮ⁃γ 测定后，
以标准品浓度为横坐标，Ａ 值为纵坐标，计算出标准

品的 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 曲线拟合（四参数）回归方程式，根据

样品的 Ａ 值代入方程式计算出样品浓度，再乘以稀

释倍数，即为样品的实际浓度。

２　 结果

２􀆰 １　 病毒载量随感染时间变化

血浆中两组病毒载量均在感染后第 １４ 天有高

表达，其中 Ａ 组（感染 ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 的动物）相较

于 Ｂ 组（感染 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 的动物）表达量较高，
最高可达 ７􀆰 ０５ × １０４ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｇ，其余时间均检测到

微量表达；Ｂ 组在第 １４ 天呈 ８􀆰 ５９ × １０３ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｇ 高

表达后，第 ２１ 天仍有较高表达，第 ２８ 天表达量急剧

５２３
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减少。 对照组无病毒 ＲＮＡ 表达，与对照组比较，两
个病毒感染组在第 １４ 天差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），

详见图 １。

注：与对照组比较 ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，差异有显著性。

图 １　 ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 和 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 感染树鼩后血浆中的病毒载量

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｍｅａｎｓ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ ａｎｄ ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３

２􀆰 ２　 免疫细胞数量及 ＩＦＮ⁃γ 表达量随感染时间

变化

经两株病毒感染后，ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ８ ＋ 及 ＣＤ１９ ＋ 细

胞阳性率表达呈现波动变化，ＣＤ４ ＋ 及 ＣＤ１９ ＋ 细胞

量均在第 １４ 天达峰值；对照组 ＣＤ４ ＋ 细胞阳性率基

本表达在 ２０％～ ３０％ 之间，对照组 ＣＤ１９ ＋ 细胞阳性

率基本在 ４％～ ８％ 之间；其中，ＣＤ４ ＋ 细胞在感染后

第 １、１４、２１ 天均有较高的表达，Ａ 组 ＣＤ４ ＋ 细胞在感

染第 １ 天显著高于对照组；其余时间细胞量低于对

照组；ＣＤ１９ ＋ 在第 ２１、２８ 天表达量低于对照组，第
２８ 天感染后细胞阳性率与对照组相比差异有显著

性。 与 对 照 组 相 比， 经 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 感 染 的

ＣＤ１９ ＋ 细胞在第 ８ 天和第 １４ 天细胞阳性率显著升

高；而经 ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 感染后 ＣＤ１９ ＋ 细胞变化不

如 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 明显。 两株病毒感染后 ＣＤ８ ＋ 细

胞量在 ２１ 天达峰值；在感染第 １４ 天、第 ２８ 天时，与
对照组相比，经两株病毒感染后 ＣＤ８ ＋ 细胞量显著

减少。 对照组 ＣＤ８ ＋ 细胞表达基本维持在 １％～ ３％
之间。 如图 ２。

对照组 ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 在感染后也呈波动变化，
变化范围在 ５ ～ １４ 之间，在第 ２１ 天时有最小值；
ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 感染后，在第 １、 ８、 １４ 天， ＣＤ４ ＋ ／
ＣＤ８ ＋ 显著高于对照组；而在 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 感染

后，第 １４、２８ 天，ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 显著高于对照组。 详

见表 ２。 对照组 ＩＦＮ⁃γ 表达量在 ７ ～ １２ 之间，经

ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 及 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 感染后， ＩＦＮ⁃γ
表达量均在第 ２１ 天与对照组相比差异有显著性，达
最大值，详见图 ３。

３　 讨论

适应性免疫是机体抵御外界病原侵染的一条

重要途径，由淋巴细胞增殖分化为表达不同 ＣＤ 分

子的效应细胞［１５］，完成细胞免疫及体液免疫两种应

对。 生物研究和临床上常通过对 ＣＤ 分子的监测来

反映机体免疫功能或判断病程。 ＣＤ４ ＋ 细胞增加被

认为是细胞免疫增强的表现［１６］；ＩＦＮ⁃γ 诱导并参与

细胞免疫，ＣＤ８ ＋ 表达于 ＣＴＬ 表面，两者表达量增加

常意味着机体细胞免疫功能增强，Ｂ 表面的 ＣＤ１９ ＋

增加则相反，表明机体体液免疫功能增强。 而适应

性免疫的研究不仅在疾病的机理研究中有重要作

用［１７ － １８］，也能为后续治疗提供思路；如，溶瘤病毒治

疗的一条重要思路就是发宿主的免疫应答［１９］，目
前，在缺乏适应性免疫应答的两种小鼠模型中研究

表明，借助引发免疫反应来实现呼肠孤病毒的抗肿

瘤效应具有可行性和有效性［２０］。 故呼肠孤病毒引

起机体适应性免疫反应的研究十分必要，且因树鼩

与其他哺乳类实验动物，如小鼠，在免疫系统和神

经系统中相比亲缘关系更接近于人［２１］，故本研究在

未来临床治疗中存在重要的潜在价值。

６２３
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注：ａ 图为 ＣＤ４ ＋ 细胞阳性率随天数变化情况；ｂ 图为 ＣＤ８ ＋ 细胞阳性率随天数变化情况；ｃ 图为 ＣＤ１９ ＋ 细胞阳性率随天数变化

情况；与对照组比较 ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，差异有显著性，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，差异有极显著性。

图 ２　 ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 和 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 感染树鼩后血浆中 ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ１９ ＋ 表达情况

Ｎｏｔｅ． Ｆｉｇｕｒｅ ａ ｓｈｏｗｓ ＣＤ４ ＋ ｃｅｌｌｓ ｃｈａｎｇｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｆｉｇｕｒｅ ｂ ｓｈｏｗｓ ＣＤ８ ＋ ｃｅｌｌｓ ｃｈａｎｇｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；

Ｆｉｇｕｒｅ ｃ ｓｈｏｗｓ ＣＤ１９ ＋ ｃｅｌｌｓ ｃｈａｎｇｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｉｍｅｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｍｅａｎｓ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ， ａｎｄ ∗∗Ｐ ＜
０􀆰 ０１ｍｅａｎｓ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ／ ＣＤ１９ ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ ａｎｄ ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３

７２３
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表 ２　 ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 和 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 感染树鼩后血浆中 ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋

Ｔａｂ． ２　 ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ ａｎｄ ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

第 １ 天
Ｄａｙ １

第 ８ 天
Ｄａｙ ８

第 １４ 天
Ｄａｙ １４

第 ２１ 天
Ｄａｙ ２１

第 ２８ 天
Ｄａｙ ２８

实验组 Ａ：ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ １１􀆰 ０７３ ２７􀆰 ０４２ １７４􀆰 ８７６ ４􀆰 ９５５ １４􀆰 ０７６１
实验组 Ｂ：

ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ ６􀆰 ４４８ １􀆰 １２９ ６６􀆰 ９７２ ４􀆰 ５０８ １９􀆰 ５４６

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ８􀆰 ６１６ １２􀆰 ２８６ １３􀆰 ４２３ ５􀆰 ６８３ １３􀆰 １５４

注：与对照组比较 ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，差异有显著性；第 ２１ 天时，ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 和 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 感染组与对照组相比差

异均有显著性。

图 ３　 ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 和 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 感染树鼩后血浆中 ＩＦＮ⁃γ 表达量情况

Ｎｏｔｅ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｍｅａｎｓ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ； ａｎｉｍａｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ａｎｄ ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ ｂｏｔｈ
ｈａｖｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ２１’ｔｈ ｄａｙ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ３　 ＩＦＮ⁃γ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ ａｎｄ ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３

　 　 目前关于呼肠孤病毒引起机体免疫反应的研

究十分有限，主要以和产业养殖相关的草鱼和番鸭

作为研究对象。 草鱼呼肠孤病毒感染是草鱼出血

症的主要病因，草鱼可以通过鱼鳃上调 １２ 种抗病毒

免疫相关基因表达来应对病毒感染［８］。 与哺乳动

物不同，草鱼虽有脾、肾、胸腺等免疫器官，但主要

的免疫细胞为 ＩｇＭ 阳性细胞、ＩｇＺ 阳性细胞和 ＰＡＳ
阳性细胞［２２］，经病毒感染后三类主要免疫细胞的变

化情况暂未见报道。 姚金水等［２３］ 先后证实番鸭呼

肠孤病毒可诱导感染细胞凋亡，特别是免疫细胞凋

亡从而引起免疫抑制，同时还能能引起严重的法氏

囊损伤。 而本文结果显示，ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ８ ＋ 、ＣＤ１９ ＋ 三

类细胞仅在感染后期明显低于正常组，未观察到明

显的免疫抑制现象。 李爽等［２４］ 研究表明鸭源呼肠

孤病毒感染雏鸭后 ＣＤ８ ＋ 细胞阳性率也呈波动变

化，在第 ５ 天达到峰值；而第 １４ 天，实验组 ＣＤ８ ＋ 细

胞阳性率明显低于对照组；同样，王全溪等［２５］ 在雏

番鸭上的研究也表明试验组脾脏在攻毒后第 ５ 天，

浆细胞数量比对照组少， 差异有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），之后细胞数量有所回升，提示鸭源呼肠孤病

毒可能直接对免疫器官进行损伤，使外周血 ＣＤ３ ＋ 、
ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞阳性率降低， 导致机体细胞免疫和体

液免疫水平下降，诱导机体产生免疫抑制；而本文

研究表明 ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 及 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 载量

在感染第 １４ 天达峰值，这一结果与前期实验所得相

符［１０］；而 ＣＤ４ ＋ 及 ＣＤ１９ ＋ 细胞数量也在感染后第 １４
天达峰值，其中经 ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 感染后第 １ 天

ＣＤ４ ＋ 就有较高表达且数值与正常组相比有显著性

差异，且相较于其他两种被检测细胞，感染过程中，
ＣＤ４ ＋ 细胞阳性率一直较高；可推测在病毒感染前

期，机体主要产生 ＣＤ４ ＋ 细胞，在整个应对感染的过

程中，ＣＤ４ ＋ 细胞一直发挥主要作用；在第 １４ 天病毒

高表达时，ＣＤ１９ ＋ 细胞数量显著增加，共同参与机体

免疫反应。 关于哺乳动物源呼肠孤病毒的研究目

前主要集中与其分子和感染特性，关于其引起机体

的免疫反应尚未见报道。 为了解树鼩源呼肠孤病

８２３
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毒感染正常个体后到被机体自然清除的过程，本文

主要选用动物离乳 ４０ ～ ５０ ｄ 的树鼩，此发育阶段的

树鼩个体免疫功能已近完善，且树鼩免疫系统发育

在进化上要优于番鸭、草鱼，故不同于这两者的研

究结果，在树鼩上未发现明显的免疫抑制现象，动
物免疫器官及动物个体也未表现明显的感染病症。
结合已有报道，以及本文 ＣＤ４ ＋ 细胞和 ＣＤ１９ ＋ 经两

株病毒感染后表现出的敏感性不同，一方面验证了

前期实验中呼肠孤病毒能被正常机体清除的结论，
另一方面提示我们不同来源的呼肠孤病毒对宿主

感染的机制各不相同，不同型别的呼肠孤病毒也会

针对性引起的机体不同的免疫反应。 初步推测

ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 感染前期主要激起机体体液免疫；
ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３ 可能主要影响机体细胞免疫，体液

免疫只在病毒表达量显著升高及感染后期发挥作

用。 与呼肠孤病毒现有的研究对象相比，本文选用

近人灵长类动物树鼩作为对象，实验结果为哺乳动

物呼肠孤病毒感染及刺激机体免疫应对的机制研

究提供了补充资料。
实验中采用的 ＣＤ１９ ＋ 抗体为小鼠源抗人抗体，

可通过交叉反应识别树鼩 ＣＤ１９ ＋ 细胞［２６］，可能存在

非特异性识别的情况，对 Ｂ 细胞数量的确立可能存

在一定误差；且实验使用单染流式计数，所得结果

仅能初步反应感染后个体免疫细胞的变化趋势，为
确定 Ｔ 辅助细胞、Ｂ 淋巴细胞等在感染过程中发挥

的具体作用，则后续实验中还需加入 ＣＤ３ ＋ 细胞染

色，由双染特异的圈定具体细胞亚群，反应其准确

的变化情况。 现有的 ＩＬ⁃４ 试剂盒对树鼩检测的灵

敏性不高，故实验中未加入该指标，仅用 ＩＦＮ⁃γ 辅助

判断细胞与体液免疫；本次各类 ＣＤ 分子及 ＩＦＮ⁃γ
检测中，对照组结果都有较大的个体的差异，故

ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 比值仅作为参考体液免疫和细胞免疫

主导作用的一个辅助指标，需要进一步扩大样本才

能得出一个正常比值范围，作为判断指标。 本研究

实验组仅选用 ４ 只动物，是从小样本得出的相应免

疫细胞基本变化趋势，实验过程中发现，树鼩个体

间免疫功能差异较大，后期实验还应扩大实验样

本，同时在实验设计中加入阴性对照组（培养病毒

使用的维持液灌胃）、阳性对照组，增加实验严谨

性，避免偶然误差，得出普适变化规律。
本文通过检测两株最近从树鼩粪便分离得到

的病毒 ＭＲＶ１ ／ ＴＳ ／ ２０１１ 及 ＭＲＶ３ ／ ＴＳ ／ ２０１３，感染正

常树鼩后几类淋巴细胞表面 ＣＤ 分子及干扰素随感

染时间的变化情况，初步揭示了树鼩呼肠孤病毒引

起宿主免疫变化的规律，即：呼肠孤病毒感染树鼩

后，主要刺激机体产生 ＣＤ４ ＋ 细胞，在病毒表达量达

高峰期时，ＣＤ１９ ＋ 细胞显著增加，可能体液免疫发挥

作用；而在病毒感染后期，ＣＤ８ ＋ 细胞可能通过细胞

免疫参与抗病毒反应， ＩＦＮ⁃γ 可由 Ｔｈ１ 类细胞和

ＣＤ８ ＋ 细胞分泌，在病毒感染后期参与细胞免疫；
ＣＤ４ ＋ 可能对 １ 型呼肠孤病毒更敏感，而 ＣＤ１９ ＋ 可

能对 ３ 型呼肠孤病毒更敏感。 对两株病毒的感染规

律研究有一定补充，同时可为呼肠孤病毒在机体内

避开机体免疫发挥溶瘤作用提供一定的思路，可拓

展呼肠孤病毒发挥溶瘤效应的分子机制，也为树鼩

的病毒防范提供了理论基础。
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