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适应肠道细胞的猪德尔塔冠状病毒对仔猪的致病性分析
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摘 要  为分析适应肠道细胞的猪德尔塔冠状病毒（Porcine deltacoronavirus， PDCoV）对仔猪的致病性，本研究首

先用 ST 细胞分离培养的 PDCoV 感染 IPEC-J2 细胞进行适应性试验，通过间接免疫荧光试验（IFA）检测 PDCoV
抗原，然后绘制病毒生长曲线，最后分析适应 IPEC-J2 细胞的 PDCoV 对仔猪的致病性。结果表明：1）经 ST 细胞分

离培养的 PDCoV 可以感染 IPEC-J2 细胞并出现 CPE，可在细胞内检测到 PDCoV 抗原，PDCoV 在感染 IPEC-J2 细

胞后 48 h 达到增殖高峰。2）适应 IPEC-J2 的 PDCoV 对仔猪具有肠致病性，仔猪出现明显腹泻症状，甚至出现死

亡；剖检可见明显的肠道病变，病理组织学显示肠上皮细胞及肠绒毛病变，并通过免疫组化对抗原进行定位，发现

PDCoV 广泛分布于肠道上皮细胞。3） 肠道免疫细胞因子分析发现 PDCoV 感染仔猪后肠道 I 型干扰素表达上调，

同时激活体内 Th1 和 Th2 型肠道细胞免疫反应，诱导感染仔猪产生免疫细胞因子发挥抗病毒作用。综上，经 ST 细

胞分离培养的 PDCoV 对 IPEC-J2 细胞具有较强的适应性，并对仔猪产生较强的致病性。本研究为 PDCoV 致病机

制及抗病毒免疫进一步研究奠定基础。
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The pathogenicity of the intestinal cell-adapted porcine 
deltacoronavirus to piglets

SHI Ying1，2， TAO Jie1，2， LI Benqiang1，2， CHENG Jinghua1，2， LIU Huili1，2*

（1. Institute of Animal Husbandry and Veterinary Sciences/Shanghai Key Laboratory of Agricultural Genetic Breeding， 

Shanghai Academy of Agricultural Sciences， Shanghai 201106， China；

2. Shanghai Engineering Research Center of Pig Breeding， Shanghai 201302， China）

Abstract To analyze the pathogenicity of the Porcine deltacoronavirus （PDCoV） adapted to intestinal cells 

in piglets， the IPEC-J2 cells were infected with PDCoV which was isolated from ST cells for adaptability 

testing.  The PDCoV antigen was detected by indirect immunofluorescent assay（IFA）， and then the virus 

growth curve was plotted.  Finally， the pathogenicity of PDCoV adapted to IPEC-J2 cells in piglets was 

analyzed.  The results showed that：1） PDCoV isolated from ST cells could infect IPEC-J2 cells with CPEs 

and PDCoV antigen could be detected within the cells.  PDCoV reached its proliferation peak at 48 hours 

after infecting IPEC-J2 cells.  2） PDCoV adapted to IPEC-J2 had intestinal pathogenicity in piglets， causing 

significant diarrhea symptoms and even death.  Obvious intestinal histopathologic lesions were observed， 

and histopathological examination revealed lesions in intestinal epithelial cells and villi， and the antigen was 
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localized in the intestinal epithelial cells by immunohistochemistry.  3） Gut immune cytokine analysis 

revealed that the type I interferon expression was upregulated after PDCoV infection in piglets.  Both Th1 

and Th2 type intestinal cell immune responses were activated simultaneously， inducing the production of 

immune cytokines in infected piglets to exert antiviral effects.  Taken together， PDCoV isolated from ST 

cells， has strong adaptability to IPEC-J2 cells， and exhibits strong intestinal pathogenicity in piglets.  The 

study lays the foundation for further research on the pathogenic mechanism and antiviral immunity of 

PDCoV.

Keywords Porcine deltacoronavirus （PDCoV）； IPEC-J2 cell； piglet； immunity； pathogenesis

猪病毒性腹泻病是目前规模化养殖场普遍存

在的群发性传染病，对养猪业造成了巨大的经济损

失。猪德尔塔冠状病毒（Porcine deltacoronavirus， 
PDCoV）是近年来新发现的引起猪腹泻的肠道病毒，

临床中常与其他腹泻类病毒混合感染，且症状相似，

主要表现为腹泻、呕吐、脱水甚至死亡［1］。复杂的病

原构成及病毒的变异特性是导致腹泻频发且无法根

治的一个重要原因［2］。PDCoV 是尼多病毒目冠状病

毒科德尔塔冠状病毒属的一员，于 2012 年首次在香

港展开的一项对鸟类和哺乳动物冠状病毒流行监测

时被发现［3］。迄今为止，许多国家均报道了 PDCoV
的出现，包括美国、加拿大、韩国、日本、中国、泰国、老

挝和越南［4-10］，表明其已在全球范围流行。在发生腹

泻的猪场中，猪感染 PDCoV 的阳性率高达 7%~
30%［9］。PDCoV 感染后仔猪表现的临床症状严重程

度往往低于猪流行性腹泻病毒（Porcine epidemic 
diarrhea virus， PEDV）［2］，然而，感染了 PDCoV 的猪

更容易混合感染其他病毒，为临床诊断与疫病防控增

加了难度［1］。此外，最新研究报道 PDCoV 可以跨宿

主感染牛和禽［11-13］。2021年有研究报道，在 3名海地

儿童的血浆样品中鉴定出 PDCoV［14］。因此，PDCoV
具有感染禽类、哺乳动物甚至人类的能力。冠状病毒

具有高度变异性，其他同属的冠状病毒近年来引起的

人类感染大流行也为研究者敲响了警钟。因此研究

其致病性及致病机理不仅对猪养殖业至关重要，还可

为公共卫生安全提出预警，保障人类健康。

PDCoV 已成功在猪源的 2 种上皮细胞系猪肾

近 曲 小 管 上 皮 细 胞（Lilly laboratories cell-porcine 
kidney， LLC-PK）和猪睾丸细胞（Swine testis， ST）

中分离并可稳定传代［15］。虽然 PDCoV 的体外感染

致病机制在这 2 种细胞中已进行了初步探究，由于

肠道是 PDCoV 的靶器官，LLC-PK 和 ST 细胞的感

染机制并不能模拟体内感染的真实反应，因此选用

肠道细胞进行感染及致病机制的体外研究，对于

PDCoV 防控策略的开发更具指导意义。猪小肠上

皮 细胞（Porcine small intestinal epithelial cells，IPEC-
J2）是一种非转化的、稳定的小肠柱状上皮细胞

系［16-17］，由于其与肠细胞的生理和形态相似性，该原

代细胞系已越来越多地用于肠上皮细胞与肠道细

菌/病毒相互作用的细胞模型。 IPEC-J2 细胞曾用

于 PEDV 和 传 染 性 胃 肠 炎 病 毒（Transmissible 
gastroenteritis virus，TGEV）感染肠道细胞的差异

蛋白质组学及感染机制研究中［18-21］。通过比较

PEDV 体 外 感 染 非 洲 绿 猴 肾 细 胞（Verda reno，
Vero）［21］和 IPEC-J2 细胞的相关数据发现，IPEC-J2
细胞表征的体外感染数据与 PEDV 体内感染肠细

胞的生理和病理结果一致性更高［18］，这也表明用

IPEC-J2 细胞研究肠道病毒的致病机制更能反应体

内感染的真实情况。之前的研究发现，与 LLC-PK
和 ST 细胞相比，感染 PDCoV 的原始生物材料（比

如猪粪便、肠道内容物或组织）不能有效地在 IPEC-
J2 细 胞 增 殖［15］，但 是 经 过 LLC-PK 细 胞 增 殖 的

PDCoV 可以在 IPEC-J2 细胞中繁殖和传代［22］。那

么经过其他猪细胞增殖过的 PDCoV 对 IPEC-J2 细

胞的易感染如何？因此，本研究用 ST 细胞分离培

养的 PDCoV 感染 IPEC-J2 细胞，确认其对 IPEC-J2
的感染性和适应性，从而为进一步表征肠道病理奠

定基础。并将适应了肠道细胞的 PDCoV 对仔猪的

致病性进行初步分析，分别在组织病理水平和肠道

免疫层面对其致病性进行了分析探讨，为 PDCoV
肠道细胞适应株的研究数据进行了完善补充，同时

为后续 PDCoV 致病机制的深入研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　细胞、病毒株与实验动物

IPEC-J2 细胞、ST 细胞和病毒分离株 PDCoV
由本实验室保存，PDCoV 由 ST 细胞扩增。５日龄

仔猪购自上海浦东某猪场，健康状况良好，使用实
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验室建立的 ELISA 方法检测 PDCoV 抗体阴性。

1. 2　主要试剂

PrimeScript ™ 1st Strand cDNA Synthesis Kit
（Code 6110A）、TB Green® Premix Ex Taq™ Ⅱ （Tli 
RNaseH Plus， Code RR820Q）试 剂 盒 均 购 自

TaKaRa 公司；PDCoV-NmAb （DA0324-29）单克隆

抗体购自上海佑隆生物科技有限公司；胰酶（Code 
SLCD2576）购自 SIGMA 公司；其他常规试剂均为

分析纯。

1. 3　PDCoV感染 IPEC-J2细胞试验

细 胞 在 以 下 培 养 基 中 繁 殖 和 传 代 ：DMEM
（Dulbecco’s modified eagle medium，Gibco， USA）

中添加 5% 胎牛血清（Fatal calf serurn， FBS），1%
青霉素/链霉素（Gibco）。

经 过 ST 细 胞 分 离 增 殖 的 PDCoV 以 1 MOI
（Multiplicity of infection）感染 IPEC-J2 细胞，并传代

培养。具体操作：待 IPEC-J2 细胞生长密度达到

80%，进行感染试验。首先用 PBS 缓冲液洗涤细胞

3 次，病毒吸附 1. 5 h，DMEM 洗涤一次，然后加入含

15 mg/mL 胰酶的病毒维持培养液，培养观察。72 h
收取上清液进行传代培养，直至出现细胞病变。

1. 4　PDCoV感染 IPEC-J2细胞的免疫荧光反应

将 IPEC-J2 细胞接种于细胞培养六孔板上，待

其密度达到 80%，取病毒上清液 0. 1 MOI 按上述方

法接种，于细胞培养箱中培养 48 h 后进行间接免疫

荧光检测。方法如下：经过 4% 多聚甲醛室温固定

15 min，0. 5% TritonX-100 室 温 通 透 15 min，1% 
BSA 室温封闭 30 min 后，以鼠源 PDCoV 单抗作为

一抗室温孵育 1 h，然后 FITC 羊抗鼠二抗（Sigma，
稀释 400 倍）进行室温反应 1 h，最后加入 500 μL 
PBS 在倒置荧光显微镜下观察。

1. 5　PDCoV在 IPEC-J2细胞上的病毒生长曲线

将病毒以 0. 1 MOI 感染六孔板中长至 80% 的

IPEC-J2 细胞，做 3 个平行重复，吸附 1. 5 h 后，使用

DMEM 培养基洗去未结合的游离病毒，最后用含有

胰酶的病毒培养液 2 mL 维持细胞生长。在接毒后

12、24、36、48、60 和 72 h 分别收集细胞上清 200 μL
并 补 维 持 液 200 μL。 所 有 细 胞 上 清 样 品 使 用

IPEC-J2 细 胞 测 定 半 数 组 织 培 养 感 染 量（50% 
Tissue culture infectious dose，TCID50），根据不同时

间 点 细 胞 上 清 中 病 毒 的 滴 度（TCID50/mL）绘 制

PDCoV 在 IPEC-J2 细胞的病毒生长曲线。

1. 6　适应 IPEC-J2 细胞的 PDCoV 对仔猪的致

病性

1. 6. 1　试验设计

将 10头 5日龄仔猪随机分为 2组：试验组与对照

组。试验组仔猪每头口服 5 mL（105. 0 TCID50/mL）
PDCoV（适应 IPEC-J2 细胞的第三代病毒），对照组

口服等剂量 DMEM，并进行隔离饲养。所有仔猪均

保证充足奶粉，每 4 h 观察一次。

每天统计仔猪腹泻、饮水采食、死亡等临床表

征，分别在感染后第 2、4、6 天剖检，采集仔猪小肠

（十二指肠、空肠和回肠），一部分组织样品用 4% 甲

醛 固 定 用 于 制 作 病 理 切 片 ，分 别 进 行 HE
（Hematoxylin eosin）染色及免疫组化；另一部分组

织样品，经过液氮研磨后，利用荧光定量 RT-qPCR
方法检测细胞因子表达量。

1. 6. 2　PDCoV 感染仔猪后临床症状及肠道病理

组织学观察

根据试验设计记录仔猪的临床症状，剖检仔猪

观察病理变化，制作病理切片后进行组织病理学解

析，通过免疫组化确定病原定殖部位。

1. 6. 3　荧光定量 RT-qPCR 检测肠组织中细胞因

子表达量

Trizol 法提取组织总 RNA：小肠组织研磨液

上清中加入 RNAiso plus Reagent 裂解，向上述混

合液中加入氯仿混匀，离心后取上清液，加入等体

积的异丙醇混匀沉淀 RNA，最后经过 75% 乙醇洗

涤 后 ，加 入 20 μL 的 DEPC 水 溶 解 沉 淀 即 为 总

RNA。

反转录：以总 RNA 为模板，参照 PrimeScript™ 
1st Strand cDNA Synthesis Kit 说明书进行基因组

反转录，反转录合成的 cDNA 作为荧光定量 RT-
qPCR 模板。

反应体系：样品 cDNA 1 μg、TB Green Premix 
Ex TaqTM II 10 μL、ROX Reference Dye II 0. 4 μL、

灭菌水 7 μL、上/下游引物（10 μmol/L）各 0. 8 μL，

共 20 μL。每个样品 3 个重复孔，瞬间离心后，放

入实时荧光定量 PCR 仪进行扩增。反应条件：

95 ℃ 30 s； 95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，40 个循环。反应

结 束 后 先 加 热 至 95 ℃ ，然 后 降 至 60 ℃ ，开 始 以

0. 5 ℃/s 递增至 95 ℃检测荧光信号得出扩增产物

的溶解曲线。以 GAPDH基因作为内参，将对照

组细胞因子表达量设为 1 倍。引物信息见表 1。

58



第  5 期 石迎等： 适应肠道细胞的猪德尔塔冠状病毒对仔猪的致病性分析

1. 7　数据分析

采用 SPSS25. 0 软件对试验数据统计分析；各

时间点之间采用 F 检验对数据进行差异显著性分

析，P<0. 05 表示差异显著，每个样本重复 3 次，制

图由 Graphpad5. 0 完成。

2　结果与分析

2. 1　PDCoV 在 IPEC-J2 细胞上的生长特性

PDCoV（1 MOI）感染 IPEC-J2 细胞第二代开

始 出 现 细 胞 病 变 ，表 现 为 细 胞 圆 缩 脱 落（图 1
（b）），继续传代至第三代后通过 RT-PCR 鉴定，目

的条带大小 504 bp（图 2），继续传代至第六代。进

一步通过间接免疫荧光试验进行验证 ，感染组

（0. 1 MOI）细胞着绿色荧光（图 1（d）），空白对照

组无荧光，表明 PDCoV 在 IPEC-J2 进行了有效复

制并可适应性传代。

2. 2　PDCoV 在 IPEC-J2 细胞的生长曲线

PDCoV（0. 1 MOI）感 染 IPEC-J2 细 胞 后 ，不

同时间点收集细胞上清，测定 TCID50 绘制生长曲

线（图 3）。结果表明，PDCoV 感染 IPEC-J2 细胞

后 12 h 病毒滴度开始逐渐升高，并在感染 48 h 达

到增殖高峰，病毒滴度为 105. 17 TCID50/mL，随后

在 感 染 后 60 和 72 h 维 持 在 相 对 较 高 的 增 殖

滴度。

表 1　细胞因子荧光定量 RT-qPCR引物

Table 1　RT-qPCR related primers of cytokines

名称

Name
GAPDH-F
GAPDH-R
IL-2-F
IL-2-R
IL-4-F
IL-4-R
IL-6-F
IL-6-R
MCP-1-F
MCP-1-R
IFN-α -F
IFN-α -R
IFN-β -F
IFN-β -R

序列（5'-3'）
Primer sequence（5'-3'）

CTGAGACACGATGGTGAAGGT
CACCCCATTTGATGTTGGCG
CCCTTGCACTCATGGCAAAC
TAGCACTCCCTCCAGAGCTT
ACACGACGGAGAAGGAAACC
GTTCCTGTCAAGTCCGCTCA
CTGGGTTCAATCAGGAGACC
GTTAGGGGTGGTGGCTTTGT
ATCAGCTCCCACACCGAAG
GGAGAATTAATTGCATCTGGCTGG
AGGGACTTTGGATCCCCTCA
CATCTCATGCACCAGAGCCA
TGGCTGGAATGAAACCGTCA
CCAGGCACAGCTTCTGTACT

图 1　PDCoV感染 IPEC-J2细胞产生细胞病变

Fig. 1　The cytopathic effect in IPEC-J2 cells infected by 
PDCoV

Ｍ：DL1000 DNA marker；1~2：目的条带  Positive fragment
图 2　PDCoV感染 IPEC-J2细胞后的 RT-PCR鉴定

Fig. 2　Identification of PDCoV after infection in IPEC-J2 
cells by RT-PCR

图 3　PDCoV在 IPEC-J2细胞的生长曲线

Fig. 3　The growth curve of PDCoV in IPEC-J2 cells
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2. 3　适应 IPEC-J2 细胞的 PDCoV 对仔猪的致病

性分析

2. 3. 1　临床症状

仔猪感染 PDCoV 后每天观察猪只状况，在攻毒

20 h 开始，试验组 2 只仔猪（2 号和 5 号）出现水样腹

泻，饮食明显减少，精神萎靡，于攻毒 32 h 后，形体眼

观明显消瘦，持续到攻毒后第 6 天（其中 2 号在攻毒

后 48 h 死亡，极度消瘦）；另外 2 只仔猪（3 号和 4 号）

于攻毒后 36 h 出现腹泻，采食减少，持续到攻毒后第

5 天逐渐好转；一只攻毒组仔猪（1 号）仅在攻毒后 24 
h出现短暂的厌食后逐渐恢复；而对照组仔猪在实验

期间没有出现任何临床体征，采食及形体均正常。

2. 3. 2　病理组织学观察

为更直观的体现病变特征，将死亡仔猪进行了

临床和组织病理学检查。剖检可以发现死亡的仔

猪小肠壁严重充血（图 4（a）），对照组仔猪临床表现

正常，剖检肠道正常（图 4（b））。对病变明显的空肠

进一步进行组织病理学分析，HE 染色发现试验组

仔猪空肠表现出弥散性、严重的肠绒毛萎缩断裂

（图 4（c）），对照组仔猪的空肠绒毛完整，未见明显

组织学病变（图 3（d））。免疫组化结果显示死亡仔

猪的空肠中部上皮细胞中显示出高浓度的 PDCoV
抗原阳性（图 4（e）），阴性对照猪的空肠中未检测到

PDCoV 抗原阳性细胞（图 4（f））。

2. 4　适应 IPEC-J2 细胞的 PDCoV 感染仔猪后肠

道细胞因子变化

PDCoV 的靶器官是肠道，而肠道免疫也是机

体 天 然 免 疫 的 第 一 道 防 线 ，为 了 进 一 步 明 确

PDCoV 感染后肠道免疫因子的表达规律，在攻毒

后第 2、4、6 天分别剖杀 1 头腹泻仔猪，取小肠组织

经液氮冷冻研磨后测定相关免疫因子的 mRNA 表

达水平。结果发现试验组仔猪小肠细胞因子与对

照组比较在不同时间段均有不同程度的升高。IL-6
和 MCP-1 在攻毒后第 2 天升高，后随时间逐渐降

低 ，IL-2 和 IL-4 在 攻 毒 后 第 4 天 显 著 上 升（P<
0. 05）；IFN-α 和 IFN-β 转录水平在攻毒后第 4 天显

著升高（P<0. 05），与对照组差异显著（P<0. 05） 

（图 5）。结果显示 PDCoV 感染仔猪后，先后诱发

Thl 型细胞促炎性和 Th2 型抗炎免疫反应，并激活

动物机体 I 型干扰素表达，动物机体通过活化免疫

系统释放细胞因子对抗病毒感染。

3　讨 论

肠黏膜是肠道病原感染和入侵的最外侧屏障，

肠道病毒通过黏膜上皮细胞受体进入肠道上皮细

胞，进而定殖到相应的靶组织。PDCoV 对肠道亲

嗜性高，剖检也发现肠道病变最为明显，包括肠管

肿胀且肠壁变薄，是典型的肠炎症状，与临床腹泻

症状吻合。肠道细胞是研究病毒对肠道致病机制

不可或缺的细胞类型。研究发现，很多经过细胞分

（a）（b）为剖检变化；（c）（d）为 HE 染色；（e）（f）为免疫组化。

（a）（b） is for autopsy； （c）（d） is for HE staining； （e）（f） is for immunohistochemistry.
图 4　适应 IPEC-J2细胞的 PDCoV感染仔猪剖检变化及病理组织学变化

Fig. 4　The autopsic and histopathological changes in piglets infected with PDCoV adapted to IPEC-J2 cells
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离增殖的肠道病毒，比如 PEDV、TGEV 以及其他

肠道冠状病毒均可以感染 IPEC-J2 细胞［18-21］，因此

选用 IPEC-J2 细胞作为 PDCoV 感染肠道的模型细

胞。之前的研究分别使用 LLC-PK、ST 及 IPEC-J2
细胞进行 PDCoV 的分离鉴定［15］，发现 IPEC-J2 细

胞不能有效支持猪肠道内容物或者肠道拭子中

PDCoV 的分离和繁殖，与本研究团队前期研究结

果一致。因此本研究假设，与 LLC-PK 或 ST 细胞

相比，如果使用比原始粪便样本中所含滴度更高的

病毒感染 IPEC-J2 细胞，则可能会增加 IPEC-J2 细

胞对 PDCoV 临床样本的易感性。于是本研究使用

经过 ST 细胞培养的 PDCoV 尝试感染 IPEC-J2 细

胞，结果发现，PDCoV 可以在 IPEC-J2 细胞稳定传

代并表现出细胞病变，与之前的研究结论相似，有

学者发现经过 LLC-PK 细胞培养的 PDCoV 可以在

IPEC-J2 细胞中繁殖和传代［22］，但是与 LLC-PK 和

ST 细胞［15］增殖滴度相比较，PDCoV 在 IPEC-J2 的

病毒滴度偏低，高峰值达到 105. 17 TCID50/mL。近期

有学者发现猪氨肽酶 N（pAPN）是 PDCoV 入侵细

胞的重要受体［23-24］，因此，LLC-PK、ST 和 IPECJ2

细 胞 中 pAPN 表 达 水 平 的 差 异 可 能 会 影 响 对

PDCoV 的易感性。目前，已有学者在 IPEC-J2 细胞

层面展开了 PDCoV 致病机制的相关研究。研究表

明，2 种先天免疫相关的 miRNA（ssc-miR-30c-3p 和

ssc-miR-374b-3p）显著抑制 PDCoV 在 IPEC-J2 细

胞的复制［25］，参与抗病毒先天免疫反应。此外，

PDCoV 编 码 的 非 结 构 蛋 白 5（nsp5）通 过 裂 解

POLDIP3 （DNA polymerase delta interacting 
protein 3）抑制其抗病毒作用，促进了 PDCoV 在

IPEC-J2 细胞的感染［26］，是 PDCoV 逃逸宿主免疫应

答的一种策略。可见，IPEC-J2 是 PDCoV 致病机制

研 究 的 重 要 模 式 细 胞 ，本 研 究 将 实 验 室 现 有

PDCoV 感染 IPEC-J2 细胞并可以适应性传代，为后

续研究其致病机制奠定基础。

LLC-PK 和 ST 细胞分离的 PDCoV 感染试验

仔猪引起急性水样腹泻，经常伴有急性、轻度至中

度呕吐，最终导致脱水、体重减轻、嗜睡和死亡［27-28］。

LLC-PK 和 ST 细胞增殖的 PDCoV 感染 11~14 日

龄的 Gn仔猪（Gnotobiotic piglet， Gn piglet）后 3~4 d
表现出严重的水样腹泻或呕吐，病理组织学显示弥

图 5　适应 IPEC-J2细胞的 PDCoV感染仔猪后肠道细胞因子 mRNA表达水平

Fig. 5　The mRNA expression levels of different cytokines in the intestine of piglets inoculated orally with IPEC-J2 cell-culture 
adapted PDCoV
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漫性、严重的萎缩性肠炎，萎缩的绒毛上皮内有轻

度至中度的小肠胞质空泡［29-30］。LLC-PK 来源的

PDCoV 经 IPEC-J2 细胞培养传代后感染 10 日龄

Gn 仔猪，出现水样腹泻和呕吐，表现肠致病性，并在

急性感染期间诱导全身先天和促炎细胞因子反

应［22］。本研究中 ST 来源的 PDCoV 经 IPEC-J2 细

胞培养传代后感染 5 日龄商品阴性仔猪除了出现上

述临床表现和病理变化外，出现了仔猪死亡的情

况，同样经过 IPEC-J2 细胞适应的 PDCoV 感染仔

猪表现致病性的差异，可能是因为本研究使用的是

商品阴性仔猪，有研究表明，通过试验手段感染 Gn
猪或商品猪会表现不同的临床症状［31］，然而，在相

似的试验条件下，与 Gn 猪相比，商品猪对 PDCoV
的易感性更高［28］。但也可能是因为感染仔猪的日

龄、感染剂量及饲养环境等因素的不同。此外，有

研究发现 ST 培养的 PDCoV（3×104 TCID50/mL）
口服感染 5 日龄商品阴性仔猪后，除了表现与本研

究相似的临床症状及肠道病理变化外，并未出现仔

猪死亡［31］；相似的试验条件（动物来源和日龄）下，

同样是 ST 来源的病毒，经过 IPEC-J2 细胞适应后

对仔猪的致病性增强，出现了生产中存在的死亡现

象，再次表明利用 IPEC-J2 细胞研究肠道病毒的致

病机制更能反应体内感染的真实情况，但是尚需进

一步更严谨的比较研究。

动物机体对 PDCoV 感染进行免疫应警的过程

中，PBMIC 细胞群体及其分泌的白介素类细胞因子

起着重要作用，是机体抵抗病毒感染的第一道防

线。本研究发现，PDCoV 感染的仔猪小肠中 IL-6
和 MCP-1 的表达量在攻毒后率先升高，在发生感染

时机体快速生成 IL-6 是急性炎症反应的表现，表明

PDCoV诱导了 Th2型免疫应答，产生促炎细胞因子，

与 PEDV 感染 IPEC-J2 细胞中促炎因子（IL-1β、IL-

6、IL-8和 TNF-α）mRNA 水平升高相似［18］。IL-2 和

IL-4在攻毒后第 4天上升显著，表明 Th1型免疫反应

激活。同时，I 型干扰素（IFN-α和 IFN-β）转录水平

在攻毒后第 4 天显著升高，表明 PDCoV 感染诱发了

机体的干扰素抗病毒效应［32］。然而，这些抗炎和促炎

细胞因子对 PDCoV 感染仔猪的作用是有益或有害

的尚需要进一步研究。

本研究发现 PDCoV 可以感染 IPEC-J2 细胞并

适应性传代，更好地模拟 PDCoV 在猪小肠中的感

染条件，为后续研究不同猪肠道冠状病毒（PDCoV、

PEDV 或 TGEV）之间或与肠道细胞相互作用的差

异提供模型参考，并为研究病毒在 IPEC-J2 细胞中

共感染的相互作用奠定基础。此外，本研究表明，

IPEC-J2 细胞培养传代的 PDCoV 在仔猪中具有肠

致病性，仔猪出现明显腹泻症状，甚至出现死亡，剖

检可见明显的肠道病变，并且会同时激活肠道 Th1
和 Th2 型细胞免疫反应，诱导感染仔猪产生免疫细

胞因子；同时激活仔猪的先天免疫反应，产生 I 型干

扰素发挥抗病毒效应，初步探讨了肠道免疫屏障在

PDCoV 的 IPEC-J2 适应株感染后发挥的作用，为后

续肠道免疫机制的深入探讨奠定基础。

4　结 论

本研究发现经过 ST 细胞分离增殖的 PDCoV
可以感染猪肠道细胞 IPEC-J2，经过适应 IPEC-J2
细胞的 PDCoV 对仔猪表现较强的肠致病性，为

PDCoV 肠道致病机制的深入研究奠定基础。
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