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日本脑炎病毒感染商品猪软腭扁桃体的检测与鉴定
杨兴淼ꎬ曹梓毓ꎬ金繁鑫ꎬ杨笑笑ꎬ王雯ꎬ赵韵笛ꎬ谢盛达ꎬ曹瑞兵∗

(南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本试验旨在检测商品猪软腭扁桃体中的日本脑炎病毒(Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓꎬＪＥＶ)ꎬ鉴定 ＪＥＶ 感染特性ꎮ
[方法]从屠宰场采集商品猪软腭扁桃体 ２０ 头份ꎬ用 ＲＴ￣ＰＣＲ 筛选 ＪＥＶ 阳性样本ꎮ 将阳性样本的匀浆上清液过滤后接种

ＢＨＫ￣２１ 细胞进行病毒分离ꎬ采用间接免疫荧光、蛋白免疫印迹和噬斑形成试验鉴定分离病毒ꎮ ＰＣＲ 扩增分离毒株的 Ｅ 基

因序列并对其进行遗传进化分析ꎮ 用免疫组化和间接免疫荧光法鉴定 ＪＥＶ 感染猪软腭扁桃体特征ꎮ [结果]２０ 份软腭扁

桃体中检测出 ２ 例 ＪＥＶ 阳性ꎬ检出率为 １０％ꎮ 成功分离到 ２ 株 ＧＩｂ 型 ＪＥＶꎬ分离株 Ｅ 基因核苷酸相似性为 ９７.５％ꎬ分别命名

为 ＪＥＶ ＮＪ２０２４０８ 株和 ＮＪ２０２４０９ 株ꎮ 在 ＪＥＶ 阳性软腭扁桃体中ꎬＪＥＶ 抗原阳性细胞主要分布在淋巴滤泡边缘附近和周围弥

散的淋巴组织中ꎬ细胞核较大、形态不规则且颜色淡染ꎮ 免疫荧光检测结果显示ꎬＪＥＶ 阳性软腭扁桃体中 ＪＥＶ 分别与

ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１６３、ｉＮＯＳ、ＴＮＦ￣α 和 ＭＨＣ￣Ⅱ细胞标志物共定位ꎬ说明 ＪＥＶ 阳性细胞多为巨噬细胞或树突状细胞并引发巨噬细胞

Ｍ１ 极化ꎮ ＪＥＶ 感染并未明显改变猪软腭扁桃体淋巴滤泡内 ＭＨＣ￣Ⅱ＋Ｂ 细胞和淋巴滤泡间 ＣＤ３＋Ｔ 细胞的分布ꎮ [结论]在
实际生产中 ＪＥＶ 可在商品猪软腭扁桃体定殖ꎬＪＥＶ 阳性细胞主要为巨噬细胞或树突状细胞ꎬ为 ＪＥＶ 感染猪的临床监测和日

本脑炎的防控提供了参考ꎮ
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日本脑炎是由日本脑炎病毒(Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓꎬＪＥＶ)感染引起的一种蚊媒传播的人兽共患传

染病[１]ꎮ ＪＥＶ 属于黄病毒科正黏黄病毒属的单股正链 ＲＮＡ 病毒[２]ꎮ 三带喙库蚊是其主要传播媒介ꎬ涉水

鸟类和猪是 ＪＥＶ 在自然界的扩增宿主ꎮ 在病毒和宿主蛋白酶的作用下ꎬＪＥＶ 编码的多聚蛋白被切割为

３ 种结构蛋白(Ｃ、ｐｒＭ、Ｅ)和 ７ 种非结构蛋白(ＮＳ１、ＮＳ２Ａ、ＮＳ２Ｂ、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５)ꎮ ＪＥＶ 等日本脑

炎血清群病毒还可表达非结构蛋白 ＮＳ１′ꎬ是在病毒翻译过程中由于 ＮＳ２Ａ 基因起始端的程序性 １ 核糖体

移码基序(ＰＲＦ)使核糖体移码产生的[３]ꎮ ＪＥＶ 弱毒疫苗株 ＳＡ１４￣１４￣２ 不表达分泌 ＮＳ１′ꎬ因此 ＮＳ１′可作为

ＪＥＶ 野病毒感染的诊断标志[４]ꎮ ＪＥＶ 能引发人和马病毒性脑炎ꎬ感染猪后主要影响猪的生殖性能ꎮ ＪＥＶ
感染种公猪会导致精液品质下降ꎬ感染怀孕母猪会导致流产ꎬ死胎和先天性畸形的风险增高ꎮ 值得一提的

是ꎬ商品猪多呈隐性感染ꎮ Ｒｉｃｋｌｉｎ 等[５] 研究表明ꎬ７ 周龄瑞士大白猪经静脉和颈部皮内注射 １０７ ＴＣＩＤ５０

ＪＥＶ １ ｄ 后出现发热、采食下降及不喜动等轻微临床症状ꎬ持续 ４~５ ｄ 后恢复正常ꎬ未观察到神经症状ꎮ
猪扁桃体作为一种重要的免疫器官ꎬ分布于消化道和呼吸道交界处及口鼻通道周围ꎮ 鉴于其所处位

置较易接触并隐藏外来污染物或微生物ꎬ因此猪扁桃体常作为猪群疫病病原诊断的临床样品ꎮ 非洲猪瘟

病毒、猪繁殖与呼吸综合征病毒、伪狂犬病毒、猪圆环病毒、猪细小病毒、猪瘟病毒、水泡口炎病毒、猪链球

菌、胸膜肺炎放线杆菌和多杀性巴氏杆菌等多种病原微生物均可侵袭猪扁桃体[６－９]ꎬ并在扁桃体中检出ꎮ
ＪＥＶ 除了经蚊媒传播还可通过猪口腔鼻腔分泌物在猪群间水平传播ꎬ猪扁桃体在水平传播中具有重要意

义ꎮ Ｒｉｃｋｌｉｎ 等[５]研究表明ꎬ通过皮内注射感染 ＪＥＶ 的猪能通过口鼻接触将 ＪＥＶ 水平传染给未感染猪ꎬ在
此传播过程中 ＪＥＶ 对中枢神经系统和扁桃体具有很强的趋向性ꎮ 即使猪体内存在中和抗体 ＪＥＶ 仍可在

扁桃体中定殖长达 ２５ ｄꎬ在此期间可从扁桃体中分离出 ＪＥＶꎮ Ｒｅｄａｎｔ 等[１０] 研究表明ꎬ８ 周龄猪皮内接种

１０５ＴＣＩＤ５０ ＪＥＶ ３ ｄ 后可在扁桃体中检测到 ＪＥＶ 并持续存在至少 ２１ ｄꎮ 本实验室前期研究发现在 ＪＥＶ 感染

仔猪软腭扁桃体中 ＪＥＶ 阳性细胞多为巨噬细胞或树突状细胞[１１]ꎬＮＳ１′蛋白可促进病毒感染中枢神经系统

和扁桃体[１２]ꎮ
上述关于 ＪＥＶ 在猪扁桃体中定殖的研究均在实验室环境中获得ꎬ试验猪的日龄相对较小且扁桃体处

于发育阶段ꎮ ＪＥＶ 感染临床商品猪群的相关研究尚未报道ꎮ 我国是 ＪＥＶ 流行地区之一ꎬ生猪集约化养殖

具有数量多、分布广的特点ꎬ在实际生产过程中 ＪＥＶ 能否持续感染猪扁桃体引发广泛关注ꎮ 因此ꎬ本研究

通过采集临床商品猪软腭扁桃体样本并检测 ＪＥＶ 定殖情况ꎬ探究 ＪＥＶ 感染扁桃体的靶细胞ꎬ为进一步揭

示 ＪＥＶ 感染与传播机制、防控日本脑炎提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 商品猪扁桃体样本
表 １　 商品猪扁桃体样本

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ｓｏｆｔ ｐａｌａｔｅ ｔｏｎｓｉｌｓ ｏｆ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｉｇｓ

采集时间
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ

样本编号
Ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

２０２４.０７ ０７１０、０７２０、０７３０、０７４０、０７５０
２０２４.０８ ０８３０、０８４５、０８６６、０８７０、０８８０

２０２４.０９ ０９５０、０９６０、０９６６、０９７０、０９７１、０９７２、０９７３、
０９８０、０９８５、０９９０

　 　 于 ２０２４ 年 ７、８、９ 月在某屠宰场各采集 ５、５、１０
共计 ２０ 头份健康商品猪的软腭扁桃体样本ꎮ 具体信

息见表 １ꎮ 将每个扁桃体组织样本分为 ２ 份:一份进

行 ４％多聚甲醛固定ꎬ用于免疫组化和免疫荧光分

析ꎻ另一份样品于－８０ ℃保存ꎬ用于 ＪＥＶ 的 ＰＣＲ 检测

和病原分离鉴定ꎮ
１.２　 试验材料

乳仓鼠肾细胞(ＢＨＫ￣２１)和 ＪＥＶ ＮＳ１、ＮＳ１′、Ｅ 鼠源单抗由本课题组保存或制备ꎻＪＥＶ ｐｒＭ(ＧＴＸ１３１８３３)、
ＮＳ３ 兔源多抗(ＧＴＸ１２５８６８) 购自 ＧｅｎｅＴｅｘ 公司ꎻ猪 ＣＤ１１ｂ 兔源单抗( ａｂ１３３３５７)、猪 ＣＤ１６３ 兔源单抗

(ａｂ８７０９９)购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ猪 ＴＮＦ￣α 羊源多抗(ＡＦ６９０)购自 Ｒ＆Ｄ 公司ꎻ猪 ｉＮＯＳ 兔源多抗(ＮＢ３００－６０５)
购自 Ｎｏｖｕｓｂｉｏ 公司ꎻ猪 ＳＬＡ￣ＤＲ(ＭＣＡ２３１４ＧＡ)、猪 ＣＤ３(ＭＣＡ５９５１ＧＡ)鼠源单抗购自 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻ羊抗兔

ＩｇＧ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８(Ａ－１１００８)、羊抗鼠 ＩｇＧ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５(Ａ￣２１４３４)荧光二抗购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ羊抗

鼠 ＩｇＧ￣ＦＩＴＣ 荧光二抗( ａｂｓ２０００３)购自 ａｂｓｉｎ 公司ꎻ羊抗兔 ＩｇＧ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５( ａｂ１５００７８)、驴抗羊 ＩｇＧ
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８(ａｂ１５０１２９)和驴抗鼠 ＩｇＧ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５６８(ａｂ１７５４７２)荧光二抗购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ４′ꎬ６－二脒

基－２ －苯基吲哚(ＤＡＰＩꎬＫＧＡ１８０８) 购自 ＫｅｙＧＥＮ ＢｉｏＴＥＣＨ 公司ꎻ病毒核酸提取试剂盒 (ＲＣ３１１) 购自

Ｖａｚｙｍｅ 公司ꎻ长链反转录试剂盒(６２１０Ａ)、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ 高保真酶(Ｒ０４０Ｑ)购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎻ免疫组化

试剂盒(ＣＷ２０６９Ｓ)购自 ＣＷＢＩＯ 公司ꎻ免疫染色封闭液(Ｐ０１０２)购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司ꎻＤＭＥＭ 细胞培养基
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(Ｃ１１９９５５００ＢＴ)及胎牛血清(Ａ５２５６７０１)购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＰＶＤＦ 膜(１６２０１７７)及 ＥＣＬ 化学发光液(１７０５０６１)购
自 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎮ
１.３　 ＪＥＶ 的检测及分离鉴定

１.３.１　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＪＥＶ　 为检测猪软腭扁桃体组织样品中 ＪＥＶꎬ针对 ＪＥＶ ＮＳ１ 基因设计普通 ＰＣＲ 检测

引物ꎮ 采用病毒核酸提取试剂盒对软腭扁桃体样品组织研磨上清液进行病毒 ＲＮＡ 提取ꎬ用长链反转录试

剂对提取的 ＲＮＡ 进行反转录ꎮ 以反转录产物为模板ꎬ用 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ 高保真酶进行普通 ＰＣＲꎮ ＰＣＲ 反

应体系:ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ Ｍｉｘ １２.５ μＬꎬ上、下游引物各 １ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 ２.５ μＬꎬＤＥＰＣ 水 ８ μＬꎮ 反应条件:
９８ ℃ １０ ｓꎻ５５ ℃ １５ ｓꎻ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ４０ 个循环ꎮ 反应结束后取 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ

根据 ＮＣＢＩ 上登录的 ＪＥＶ 基因组序列ꎬ设计针对 ＪＥＶ Ｅ 基因的扩增引物ꎮ 扩增阳性样本 ＪＥＶ Ｅ 基因ꎬ
将 ＰＣＲ 产物采用胶回收并纯化后直接送通用生物(安徽)股份有限公司测序ꎮ 所用引物序列见表 ２ꎮ

表 ２　 目的基因 ＰＣＲ 引物对的序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

基因 Ｇｅｎｅｓ 引物对序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′) 产物大小 / ｂｐ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

ＪＥＶ ＮＳ１ ＧＡＣＡＣＴＧＧＡＴＧＴＧＣＣＡＴＴＧＡＣ / ＧＧＣＡＴＴＣＣＴＴＴＧＴＣＴＣＡＧＧＴＣ ４３０
ＪＥＶ Ｅ ＴＧＧＡＴＴＣＡＡＣＧＡＡＡＧＣＣＡＣＡＣ / ＡＴＣＴＧＧＧＣＧＴＴＴＣＴＧＧＣＡＡ １ ７８８

１.３.２　 ＪＥＶ 的细胞分离及鉴定　 将 ＪＥＶ 阳性样品的组织研磨上清液经 ０.２２ μｍ 滤器过滤并稀释后接种

ＢＨＫ￣２１ 细胞ꎬ在 ３７ ℃细胞培养箱中静置 ２ ｈ 后弃去吸附液ꎬ换成含 ２％血清的 ＤＭＥＭ 细胞培养液ꎮ 每日

观察细胞形态ꎬ待细胞出现 ７５％病变后于－２０ ℃条件下反复冻融 ３ 次ꎬ４ ℃、１２ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 后收集上

清液ꎮ 以同样的方法进行后续传代ꎬ将病毒培养上清液于－８０ ℃冰箱中保存ꎮ
１.４　 间接免疫荧光(ＩＦＡ)鉴定 ＪＥＶ

将 ＢＨＫ￣２１ 细胞以每孔 ２.２ × １０５ 的密度提前接种 ２４ 孔细胞培养板ꎬ培养过夜后次日接种感染 ＪＥＶꎮ
在感染后 ３６ ｈꎬ弃去上清液ꎬ加入 ４％多聚甲醛并于 ３７ ℃固定 １０ ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 清洗涤后加 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００
于室温下透膜 １０ ｍｉｎꎮ 经 ＰＢＳ 洗涤后每孔加入鼠源抗 ＮＳ１′单克隆抗体(１ ∶２００)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎮ 每孔加

入稀释过的羊抗鼠 ＩｇＧ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５ 二抗ꎬ于 ３７ ℃避光孵育 １ ｈꎮ 洗涤后每孔加入 ２５０ μＬ ＤＡＰＩ 染液并

于室温染核 ５ ｍｉｎꎬ用倒置荧光显微镜(ＺＥＩＳＳ Ａｘｉｏ ｖｅｒｔ.Ａ１)观察荧光并拍照ꎮ
１.５　 蛋白免疫印迹(ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)鉴定 ＪＥＶ

ＢＨＫ￣２１ 细胞被 ＪＥＶ 分离株感染 ７２ ｈ 后用预冷的 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 后用细胞刮片轻轻将

细胞刮下ꎮ １ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 后收集细胞于 ＥＰ 管中ꎬ每管加入 ２００ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ冰上裂解 ２０ ｍｉｎꎮ
离心后收集裂解液上清液ꎬ按比例加入 ５ × ＳＤＳ 裂解缓冲液后放入锅中煮沸 １０ ｍｉｎꎮ 采用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分

离裂解液中的蛋白质ꎬ将其转印至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 经 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１脱脂奶粉封闭后用相应的 ＪＥＶ 抗体进行检测ꎬ
同时设 ＧＡＰＤＨ 作为对照ꎮ
１.６　 噬斑形成试验(ＰＦＡ)鉴定 ＪＥＶ

将 ＢＨＫ￣２１ 细胞铺于 ６ 孔细胞培养板中ꎬ待细胞刚长满底部时ꎬ用不含血清和青 /链霉素的培养基将

病毒按照体积比为 １ ∶１０ 进行梯度稀释ꎬ将病毒稀释液(１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５)依次加入 ６ 孔板ꎬ接种

感染细胞ꎬ剩余 １ 孔添加细胞培养基作为阴性对照ꎬ放置细胞培养箱中培养 １.５ ｈꎮ 采用 １００ ℃水浴加热

预先融化的 ２０ ｇ􀅰Ｌ－１低熔点琼脂糖ꎬ待其彻底融化后自然冷却ꎮ 将低熔点琼脂糖和 ２ × ＤＭＥＭ(含 ４０
ｇ􀅰Ｌ－１ ＦＢＳ、２００ Ｕ􀅰ｍＬ－１青霉素和 ２００ μｇ􀅰ｍＬ－１链霉素)按照体积比为 １ ∶１ 混合ꎬ添加至 ６ 孔板内ꎬ将 ６ 孔板

置于 ４ ℃冰箱中 １０ ｍｉｎꎬ待琼脂糖彻底凝固后转移至细胞培养箱ꎮ 培养 ３ ｄ 后待底部培养孔细胞出现空

白的斑点时加入 １ ｍＬ １％结晶紫染液ꎬ染色 ４ ｈ 后用流水将琼脂糖冲掉ꎬ晾干后计算空斑数ꎮ
１.７　 猪软腭扁桃体的免疫组织化学检测

将保存于 ４％多聚甲醛中的扁桃体样品进行梯度乙醇脱水、二甲苯透化、石蜡包埋并切片后再根据免

疫组化试剂盒说明书进行免疫组化染色ꎬ封片后采用数字扫描显微成像系统(Ｇｒｕｎｄｉｕｍ Ｏｃｕｓ ４０)进行全

景扫描ꎮ 本试验中使用抗体为针对 ＪＥＶ ＮＳ１′ꎮ
１.８　 猪软腭扁桃体的免疫荧光技术检测

取 １.７ 节制备的猪软腭扁桃体石蜡切片ꎬ经脱蜡、水化、抗原修复后用免疫染色封闭液进行透膜封闭ꎬ
加入对应的一抗后 ４ ℃孵育过夜ꎮ 洗涤后加对应种属的荧光二抗ꎬ３７ ℃孵育 ２ ｈꎬ加 ４′ꎬ６－二脒基－２－苯

１６５
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基吲哚(ＤＡＰＩ)染核ꎬ充分洗涤并封片后用激光共聚焦显微镜(Ｎｉｋｏｎ Ａ１)观察并拍照ꎮ
１.９　 数据分析

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件的 Ｐｌｏｔ Ｐｒｏｆｉｌｅ 对整张合并图片进行荧光共定位分析ꎬ分别得出红色和绿色荧光的荧光

强度ꎬ在 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７.０ 软件中将荧光强度拟合为折线图ꎮ 红色和绿色折线变化趋势一致表示红色

荧光和绿色荧光共定位ꎮ

图 １　 ＪＥＶ 的分离与鉴定

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＪＥＶ
　 　 Ａ. 猪软腭扁桃体样本 ＪＥＶ 的 ＰＣＲ 检测结果ꎻＢ. ＪＥＶ Ｅ 基因 ＰＣＲ 检测结果ꎻＣ. ＪＥＶ 感染 ＢＨＫ￣２１ 细胞后病变观察结果(１００ ×)ꎻ

Ｄ. 间接免疫荧光鉴定 ＪＥＶ(１００ ×)ꎻＥ. ＪＥＶ Ｅ 蛋白的免疫印迹检测ꎻＦ. 噬斑形成试验测定 ＪＥＶ(１０２ 为病毒稀释倍数)ꎮ
Ａ. ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＪＥＶ ｐｉｇｓ ｓｏｆｔ ｐａｌａｔｅ ｔｏｎｓｉｌｓ ｓａｍｐｌｅｓꎻＢ. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＪＥＶ Ｅ ｇｅｎｅꎻＣ. Ｔｈｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＰＥ

ｉｎ ＪＥＶ￣ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＢＨＫ￣２１ ｃｅｌｌｓ(１００ ×)ꎻＤ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＪＥＶ ｖｉａ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ(１００ ×)ꎻＥ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＪＥＶ Ｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｖｉａ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎻＦ. ＪＥＶ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｐｌａｑｕｅ ｆｏｒｍｉｎｇ ａｓｓａｙ(１０２ ｉｓ ｔｈｅ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ) .

２　 结果与分析

２.１　 商品猪软腭扁桃体中 ＪＥＶ 的分离与鉴定

将 ２０ 份软腭扁桃体通过组织匀浆仪匀浆破碎后离心ꎬ取上清液抽提核酸ꎬ用 ＪＥＶ 特异性引物进行

ＲＴ￣ＰＣＲꎮ 只有 ０８６６ 和 ０９５０ 号软腭扁桃体组织样品扩增得到大小约为 ４３０ ｂｐ 的 ＪＥＶ 特异性条带(图 １－
Ａ)ꎬ基因测序结果分析表明其为 ＪＥＶ 阳性ꎮ 为了确定检测 ＪＥＶ 的基因型ꎬ针对 ＪＥＶ Ｅ 基因设计引物ꎬ扩增

包含完整 ＪＥＶ Ｅ 基因ꎬ通过琼脂糖凝胶纯化后测序(图 １－Ｂ)ꎮ 将 ２ 份阳性组织样本匀浆上清液过滤稀释

后接种 ＢＨＫ￣２１ 细胞并连续盲传至第 ２ 代ꎬ在接种后 ７２ ｈ 发现细胞出现皱缩、变形的明显病变(图 １－Ｃ)ꎬ
与 ＪＥＶ 感染细胞导致的病变相似ꎮ 将第 ２ 代感染细胞后反复冻融 ３ 次ꎬ离心后取上清液ꎬ５０ 倍稀释后感
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染 ＢＨＫ￣２１ 细胞ꎬ３６ ｈ 后进行 ＩＦＡ 检测ꎮ 结果(图 １－Ｄ)显示ꎬ感染细胞能够与 ＪＥＶ ＮＳ１′蛋白鼠源单抗产生

特异性结合ꎬ呈现红色荧光ꎬ而对照组细胞无特异性红色荧光ꎬ表明感染细胞中含有 ＪＥＶꎮ
在接种后 ７２ ｈ 收取第 ４ 代感染细胞ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果表明细胞中可检测到 ＪＥＶ Ｅ 蛋白(图 １－

Ｅ)ꎮ 噬斑形成试验鉴定第 ５ 代病毒ꎬ结果表明ꎬ从 ０８６６ 和 ０９５０ 样品分离得到的 ＪＥＶ 感染 ＢＨＫ￣２１ 细胞

后均可形成大小形态相对均一的病毒噬斑ꎬ且 ０８６６ 样品来源病毒形成的噬斑略大于 ０９５０ 样品来源病毒

(图 １－Ｆ)ꎮ 上述结果表明成功从 ０８６６ 和 ０９５０ 两份猪软腭扁桃体样品中分离得到 ＪＥＶꎮ
２.２　 ＪＥＶ 分离毒株遗传进化分析

用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件比对 ２ 株 ＪＥＶ Ｅ 基因序列ꎬ二者核苷酸相似性为 ９７.５％ꎬ氨基酸相似性为 １００％ꎮ 因

此ꎬ根据分离地点和月份将 ２ 株 ＪＥＶ 分别命名为 ＪＥＶ ＮＪ２０２４０８ 株和 ＪＥＶ ＮＪ２０２４０９ 株ꎮ
从 ＮＣＢＩ Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ 数据库中筛选获得 １０６ 条背景信息清晰的 ＪＥＶ Ｅ 基因核苷酸序列ꎮ 采用 ＭＥＧＡ Ｘ

进行 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 多序列比对ꎬ通过 Ｍａｘｉｍｕｍ Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ(最大似然法)对 Ｅ 基因序列进行遗传进化分析ꎬ
Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 为 １ ０００ꎮ 结果(图 ２－Ａ)显示ꎬＪＥＶ ＮＪ２０２４０８ 株和 ＪＥＶ ＮＪ２０２４０９ 株与 ＧⅠ型毒株聚类在同一分

支ꎬ表明 ２ 个 ＪＥＶ 分离株属于 ＧⅠ型ꎮ ＪＥＶ ＮＪ２０２４０８ 株与 ２０１８ 年从浙江省三代喙库蚊分离的 ＪＥＶ ＺＪ￣ＪＹ￣
１６￣１８ 株(ＧｅｎＢａｎｋ:ＭＫ０９５８７７.１)Ｅ 基因相似性最高达 ９９.４％ꎬ氨基酸相似性 １００％ꎮ ＪＥＶ ＮＪ２０２４０９ 株与

２０２０ 年从四川省猪分离的 ＪＥＶ￣ＳＣ￣２０２０￣１ 株(ＧｅｎＢａｎｋ:ＯＫ４２３７５７.１)Ｅ 基因相似性最高达 ９９.７％ꎬ氨基酸

相似性 １００％ꎮ
采用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件中 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｄｉｓｔａｎｃｅ 分析 ＪＥＶ 分离株 ＮＪ２０２４０８、ＮＪ２０２４０９ 分别与 ＧⅠ型(５４

条)、ＧⅢ型(４６ 条)、ＧⅡ型(２ 条)、ＧⅣ型(２ 条)和 ＧⅤ型(２ 条) ＪＥＶ Ｅ 基因序列的相似性ꎮ 结果显示ꎬ
ＪＥＶ ＮＪ２０２４０８ 株、ＮＪ２０２４０９ 株与 ＧⅠ型 ＪＥＶ Ｅ 基因的核苷酸相似性最高分别为 ９１.６％~９９.４％和 ９１.７％~
９９.７％ꎮ ＪＥＶ ＮＪ２０２４０８ 株、ＮＪ２０２４０９ 株与 ＧⅡ型 ＪＥＶ Ｅ 基因的核苷酸相似性分别为 ８８.４％ ~ ８９.１％和

８８.５％~８９.１％ꎬ与 ＧⅢ型 ＪＥＶ 核苷酸相似性分别为 ８７.２％~８８.３％和 ８７.１％~８８.１％ꎬ与 ＧⅣ型 ＪＥＶ 核苷酸

相似性分别为 ８２.７％~８３.０％和 ８２.３％~８２.９％ꎮ ＪＥＶ ＮＪ２０２４０８ 株、ＮＪ２０２４０９ 株与 ＧⅤ型 ＪＥＶ 核苷酸相似

性最低ꎬ分别为 ７７.２％~７７.３％和 ７６.４％~７７.０％ꎮ 分离得到的 ２ 株 ＪＥＶ 与 ＧⅠ型 ＪＥＶ Ｅ 蛋白氨基酸相似

性最高ꎬ为 ９８.２％~１００.０％ꎬ与 ＧⅡ型 ＪＥＶ Ｅ 蛋白氨基酸相似性为 ９８.６％~９９.２％ꎬ与 ＧⅢ型 ＪＥＶ 氨基酸相

似性为 ９７.４％~９９.２％ꎬ与 ＧⅣ型 ＪＥＶ 氨基酸相似性为 ９５.６％ꎬ与 ＧⅤ型 ＪＥＶ 氨基酸相似性最低ꎬ为 ９１.６％ꎮ
ＪＥＶ Ｅ 蛋白氨基酸序列比对结果(图 ２－Ｂ)表明第 ２２２ 和 ３２７ 位氨基酸具有基因型特异性ꎬ同种基因

型 ＪＥＶ 上述 ２ 个位点氨基酸高度保守ꎮ ＪＥＶ ＮＪ２０２４０８ 株、ＮＪ２０２４０９ 株 Ｅ 蛋白第 １２９ 和 １４１ 位氨基酸分别

为 Ｍ(甲硫氨酸)和 Ｉ(异亮氨酸)(图 ２－Ｂ)ꎬＪＥＶ Ｅ 蛋白 １２９Ｍ 和 １４１Ｉ 是 ＧＩｂ 毒株的特征[１３]ꎬ表明本研究

分离得到的 ２ 株 ＪＥＶ 均属于 ＧＩｂ 型ꎮ
２.３　 免疫组化鉴定商品猪软腭扁桃体中 ＪＥＶ 抗原阳性细胞的分布与形态特征

采用免疫组化试验对采集的 ＪＥＶ 阳性猪软腭扁桃体样品 ０８６６、０９５０ 和 ＪＥＶ 阴性扁桃体样本 ０８８０ 进

行分析ꎬ鉴定软腭扁桃体内 ＪＥＶ 感染阳性细胞的分布与形态特征ꎮ ＮＳ１′是 ＪＥＶ 在翻译过程中核糖体

移码导致翻译提前终止产生的ꎬ相对于之后编码的非结构蛋白表达量较多ꎮ ＮＳ１′是鉴定 ＪＥＶ 野病毒感染

的诊断标志[４]ꎬ因此选择 ＮＳ１′蛋白作为检测靶标ꎮ 免疫组化检测结果(图 ３)显示ꎬＪＥＶ ＮＳ１′抗原阳性细

胞主要分布在软腭扁桃体淋巴滤泡边缘附近和周围弥散的淋巴组织中ꎮ ＪＥＶ 阳性细胞主要在弥散的淋巴

组织中呈 １０~２０ 个细胞聚集分布(图 ３－Ａ、Ｂ)ꎬ且这些细胞核有大有小、形态不一ꎮ 同时也可见 ＪＥＶ 阳性

细胞单个零星分布在弥散的淋巴组织(图 ３－Ｃ、Ｄ)及 ３ ~ ５ 个零散分布于淋巴滤泡边缘内侧(图 ３－Ｅ)ꎮ
ＪＥＶ ＮＳ１′抗原阳性细胞核较大且颜色淡染ꎬ因此推测 ＪＥＶ 阳性细胞主要为巨噬细胞或树突状细胞ꎮ 在

ＪＥＶ 核酸阴性猪软腭扁桃体中未检测到 ＪＥＶ 阳性抗原信号(图 ３－Ｆ)ꎮ
２.４　 间接免疫荧光鉴定商品猪软腭扁桃体中 ＪＥＶ 细胞嗜性

免疫组化试验结果(图 ４)表明ꎬＪＥＶ 阳性细胞核的形态类似巨噬细胞或树突状细胞ꎮ ＣＤ１６３ 表达限

于单核－巨噬细胞[１４]ꎬＣＤ１１ｂ 是鉴别猪树突状细胞常用的分子标记之一[１５－１６]ꎬ因此选择这 ２ 种细胞标志

物进一步鉴定 ＪＥＶ 阳性细胞ꎮ 免疫荧光结果(图 ４－Ｃ)表明ꎬ在 ＪＥＶ 核酸阴性的软腭扁桃体中并未观察到

ＪＥＶ 抗原特异性红色荧光ꎬＣＤ１１ｂ＋ 或 ＣＤ１６３＋ 阳性细胞主要分散于弥散的淋巴组织ꎮ 猪软腭扁桃体中

ＣＤ１１ｂ＋阳性细胞的数量多于 ＣＤ１６３＋阳性细胞ꎬ除去树突状细胞表达 ＣＤ１１ｂ 外ꎬ单核－巨噬细胞、中性粒细

胞和自然杀伤细胞同样表达ꎮ
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图 ２　 ＪＥＶ 分离株遗传进化分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅ ＪＥＶ
　 　 Ａ. ＪＥＶ 分离株 Ｅ 基因的遗传进化树(★表示本研究分离毒株)ꎻＢ. ＪＥＶ 分离株 Ｅ 蛋白氨基

酸比对结果ꎮ
Ａ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｅ ｇｅｎｅ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅ ＪＥＶ(★ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｉｓ

ｓｔｕｄｙ)ꎻＢ. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ａｎ ｉｓｏｌａｔｅｄ ＪＥＶ Ｅ ｐｒｏｔｅｉｎ.

在 ＪＥＶ 核酸阳性的猪软腭扁桃体中ꎬＪＥＶ ＮＳ１′分别与 ＣＤ１１ｂ＋或 ＣＤ１６３＋阳性细胞共定位(图 ４－Ａ、Ｂ)ꎮ
ＪＥＶ ＮＳ１′与 ＣＤ１１ｂ＋共定位细胞主要分布于淋巴滤泡边缘及周围弥散的淋巴组织中ꎬ还可见少量 ＪＥＶ 抗原

阴性 ＣＤ１１ｂ＋阳性细胞(图 ４－Ｂ)ꎮ ＪＥＶ ＮＳ１′与 ＣＤ１６３＋共定位细胞主要分布于淋巴滤泡边界附近ꎬ淋巴滤

泡内外均有分布ꎮ 在 ＪＥＶ 核酸阳性的软腭扁桃体中存在 ＪＥＶ 抗原阴性 ＣＤ１６３＋阳性巨噬细胞(图 ４－Ａ)ꎮ
ＪＥＶ ＮＳ１′与 ＣＤ１６３＋共定位细胞数量少于 ＪＥＶ ＮＳ１′与 ＣＤ１１ｂ＋共定位细胞ꎮ
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图 ３　 ＪＥＶ 阳性猪软腭扁桃体组织(ＪＥＶ ＮＳ１′蛋白)免疫组化结果

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔ ｔｏｎｓｉｌｓ ｗｉｔｈ ＪＥＶ ＮＳ１′ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 Ａ—Ｅ. ＪＥＶ 阳性软腭扁桃体ꎻＦ. ＪＥＶ 阴性软腭扁桃体ꎮ 箭头指示 ＪＥＶ ＮＳ１′抗原阳性ꎻ方框内为局部放大ꎮ

Ａ－Ｅ. ＪＥＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ￣ｐｉｇｓ ｓｏｆｔ ｐａｌａｔｅ ｔｏｎｓｉｌｓꎻＦ. ＪＥＶ ｎｅｇａｔｉｖｅ￣ｐｉｇｓ ｓｏｆｔ ｐａｌａｔｅ ｔｏｎｓｉｌｓ. Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ＪＥＶ ＮＳ１′
ａｎｔｉｇｅｎ ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙꎻｔｈｅ ｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｌｏｃａｌ ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔ.

上述结果表明在商品猪软腭扁桃体实质中 ＪＥＶ 主要感染巨噬细胞和树突状细胞ꎮ ＪＥＶ 感染影响巨噬

细胞和树突状细胞的分布ꎬ使其从弥散的淋巴组织向淋巴滤泡靠近ꎮ
２.５　 ＪＥＶ 阳性猪软腭扁桃体中 ＭＨＣ￣Ⅱ＋细胞分布

巨噬细胞、树突状细胞和 Ｂ 细胞作为抗原加工提呈细胞均表达 ＭＨＣ￣Ⅱ类分子ꎮ Ｂ 细胞是扁桃体中

数量最多的淋巴细胞[１７]ꎬＢ 细胞的增殖、分化和成熟是扁桃体产生抗体的基础ꎮ 活化 Ｂ 细胞和记忆 Ｂ 细

胞均表达 ＭＨＣ￣Ⅱ分子ꎬ而一旦转变为浆细胞后 ＭＨＣ￣Ⅱ表达逐渐下调[１８]ꎮ 免疫荧光检测结果(图 ５)表明

ＭＨＣ￣Ⅱ＋阳性细胞主要分布在淋巴滤泡内ꎬ这与扁桃体中 Ｂ 细胞分布在淋巴滤泡内的报道[１９] 一致ꎮ 此

外ꎬ还有部分 ＭＨＣ￣Ⅱ＋阳性细胞零散分布在弥散的淋巴组织中ꎮ 为了鉴定 ＪＥＶ 能否在猪软腭扁桃体病毒

阳性的细胞中复制ꎬ本试验选择 ＮＳ３ 蛋白作为检测靶标ꎮ ＪＥＶ 感染并未明显改变淋巴滤泡内 ＭＨＣ￣Ⅱ＋阳

性细胞分布ꎬＪＥＶ ＮＳ３ 和 ＭＨＣ￣Ⅱ共定位细胞分布于淋巴滤泡边缘和周围弥散淋巴组织(图 ５)ꎬ表明这些

细胞为巨噬细胞或树突状细胞ꎬＪＥＶ 可在病毒阳性细胞内复制ꎮ
２.６　 猪软腭扁桃体中 ＪＥＶ 阳性细胞促炎状态分析

巨噬细胞活化分为 Ｍ１ 型和 Ｍ２ 型ꎬ在对抗病毒感染过程中 Ｍ１ 型巨噬细胞诱导 ＴＮＦ￣α、诱导型一氧

化氮合成酶( ｉＮＯＳ)和 ＩＬ￣６ 等炎症介质表达[２０－２１]ꎬ促进 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 免疫反应ꎮ 为分析 ＪＥＶ 感染细胞是否

会诱导炎症介质的表达ꎬ选择 ＴＮＦ￣α 和 ｉＮＯＳ 作为靶标进行免疫荧光分析与 ＪＥＶ ＮＳ１′共定位情况ꎮ 扁桃

体内 ｉＮＯＳ 主要在巨噬细胞、树突状细胞和 Ｔ 细胞中表达ꎬｉＮＯＳ 是 Ｍ１ 型巨噬细胞的标志物ꎮ 试验结果表

明 ＪＥＶ ＮＳ１′与 ｉＮＯＳ 共定位ꎬ双阳性细胞分布在淋巴滤泡边缘附近和周围弥散的淋巴组织中ꎮ 在 ＪＥＶ 阴

性的软腭扁桃体中 ｉＮＯＳ＋阳性细胞也有分布ꎬ主要在滤泡周围弥散的淋巴组织中(图 ６)ꎮ
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图 ４　 猪软腭扁桃体中 ＪＥＶ 阳性细胞与 ＣＤ１１ｂ＋、ＣＤ１６３＋阳性细胞的间接免疫荧光检测(ＩＦＡ)结果

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ (ＩＦＡ)ｄｅｔｅｃｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＪＥＶ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅꎬＣＤ１１ｂ＋ ａｎｄ
ＣＤ１６３＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｓｏｆｔ ｐａｌａｔｅ ｔｏｎｓｉｌｓ

　 　 Ａ~Ｂ. ＪＥＶ 阳性软腭扁桃体ꎻＣ. ＪＥＶ 阴性软腭扁桃体ꎮ 标尺代表 ２０ μｍꎮ 右图为针对左图虚框部位的荧光共定位分析图(下同)ꎮ
Ａ－Ｂ. ＪＥＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ￣ｐｉｇｓ ｓｏｆｔ ｐａｌａｔｅ ｔｏｎｓｉｌｓꎻＣ. ＪＥＶ ｎｅｇａｔｉｖｅ￣ｐｉｇｓ ｓｏｆｔ ｐａｌａｔｅ ｔｏｎｓｉｌｓ. Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ２０ μｍ. Ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｆｉｇｕｒｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄａｓｈｅｄ ｂｏｘ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｆｉｇｕｒｅ(Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ) .
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图 ５　 猪软腭扁桃体中 ＪＥＶ 阳性细胞与 ＭＨＣ￣Ⅱ＋阳性细胞的 ＩＦＡ 检测结果

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＩＦＡ ｄｅｔｅｃｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＪＥＶ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ＭＨＣ￣Ⅱ＋ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｓｏｆｔ ｐａｌａｔｅ ｔｏｎｓｉｌｓ
标尺代表 ２０ μｍꎮ Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ２０ μｍ.

图 ６　 猪软腭扁桃体中 ＪＥＶ 阳性细胞与 ｉＮＯＳ＋阳性细胞的 ＩＦＡ 检测结果

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＩＦＡ ｄｅｔｅｃｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＪＥＶ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｉＮＯＳ＋ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｓｏｆｔ ｐａｌａｔｅ ｔｏｎｓｉｌｓ
标尺代表 ２０ μｍꎮ Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ２０ μｍ.

间接免疫荧光( ＩＦＡ)检测结果(图 ７)表明ꎬＴＮＦ￣α 与 ＪＥＶ ＮＳ１′细胞共定位ꎬ其双阳性细胞在淋巴滤泡

边缘和周围弥散的淋巴组织中均有分布ꎮ 在 ＪＥＶ 阴性软腭扁桃体的淋巴滤泡内也存在一些 ＴＮＦ￣α＋阳性

细胞ꎮ 有研究报道包括巨噬细胞、树突状细胞、Ｔ 细胞、Ｂ 细胞、中性粒细胞、肥大细胞和嗜酸性粒细胞、上
皮细胞、成纤维细胞和平滑肌细胞等类型细胞均可表达 ＴＮＦ￣α[２２－２３]ꎮ 结合 ２. ５ 节中淋巴滤泡内均为

ＭＨＣ￣Ⅱ＋阳性细胞ꎬ推测淋巴滤泡内的 Ｂ 细胞、巨噬细胞和树突状细胞均表达 ＴＮＦ￣αꎮ ＪＥＶ ＮＳ１′阳性细胞

分别与 ｉＮＯＳ 和 ＴＮＦ￣α 共定位ꎬ且二者双阳性细胞分布相似ꎬ表明 ＪＥＶ 感染巨噬细胞引发 Ｍ１ 极化ꎮ
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图 ７　 猪软腭扁桃体中 ＪＥＶ 阳性细胞与 ＴＮＦ￣α＋阳性细胞的 ＩＦＡ 检测结果

Ｆｉｇ􀆰 ７　 ＩＦＡ ｄｅｔｅｃｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＪＥＶ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ＴＮＦ￣α＋ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｓｏｆｔ ｐａｌａｔｅ ｔｏｎｓｉｌｓ
标尺代表 ２０ μｍꎮ Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ２０ μｍ.

２.７　 ＪＥＶ 阳性猪软腭扁桃体中 ＣＤ３＋细胞分布

猪扁桃体作为次级淋巴器官ꎬ免疫细胞数量丰富ꎬＴ 细胞含量仅次于 Ｂ 细胞[１７]ꎮ ＣＤ３ 存在于所有成

熟的 Ｔ 细胞表面ꎬ可代表总 Ｔ 细胞ꎮ 本试验进一步鉴定 ＪＥＶ 感染是否影响软腭扁桃体中 ＣＤ３＋Ｔ 细胞的数

量与分布ꎮ ＩＦＡ 结果(图 ８)表明ꎬ在 ＪＥＶ 阴性的软腭扁桃体中ꎬＣＤ３＋Ｔ 细胞主要分布于淋巴滤泡间的弥散

淋巴组织中ꎬ淋巴滤泡内也有分散的 ＣＤ３＋阳性 Ｔ 细胞ꎮ 猪软腭扁桃体中 ＣＤ３＋Ｔ 细胞分布与已报道的扁

桃体中 Ｔ 细胞分布情况一致[１５ꎬ１９]ꎮ 虽然在 ０８６６ 样本弥散的淋巴组织中观测到相对较少的 ＣＤ３＋Ｔ 细胞ꎬ
但 ＪＥＶ 感染并未明显改变 ＣＤ３＋Ｔ 细胞分布ꎮ

值得一提的是ꎬＩＦＡ 试验结果(图 ８)表明 ＪＥＶ ＮＳ３ 与 ＣＤ３ 也存在明显共定位ꎬ其双阳性细胞分布在淋

巴滤泡外周的弥散淋巴组织中ꎮ 这一发现与本文 ２.３ 节部分聚集分布的 １０ ~ ２０ 个 ＪＥＶ 阳性细胞形态结

果一致ꎬ说明 ＪＥＶ 在猪软腭扁桃体的微环境中可能会感染 Ｔ 细胞ꎮ

３　 讨论

本研究通过采集屠宰场商品猪软腭扁桃体样本并进行 ＪＥＶ 检测和分离鉴定ꎬ成功分离得到 ２ 株 ＪＥＶ
毒株ꎮ ２ 株 ＪＥＶ 均属于 ＧＩ 型ꎬ其 Ｅ 蛋白 １２９Ｍ 和 １４１Ｉ 属于 ＧＩｂ 毒株的特征ꎮ 近年来ꎬＧＩ 型是我国流行的

ＪＥＶ 优势基因型ꎬ且多属于 ＧＩｂ[２４]ꎬＧＩａ 仅在我国云南省有过报道[１３]ꎮ 通过免疫组化技术和免疫荧光试验

发现 ＪＥＶ 感染软腭扁桃体中的巨噬细胞和树突状细胞ꎬ诱导炎症介质 ｉＮＯＳ 和 ＴＮＦ￣α 表达ꎬＪＥＶ 感染巨噬

细胞引发 Ｍ１ 极化ꎮ ＪＥＶ 感染并未明显改变淋巴滤泡内 ＭＨＣ￣Ⅱ＋Ｂ 细胞和淋巴滤泡间 ＣＤ３＋Ｔ 细胞分布ꎮ
ＪＥＶ 感染人和多种动物呈现隐性感染的特征ꎮ ＪＥＶ 感染商品化猪群通常没有明显的临床表现ꎬ只有

感染处于特殊状态的猪群才表现出明显的发病ꎮ 例如ꎬ处于性成熟的公猪感染 ＪＥＶ 可能会出现睾丸炎ꎬ
处于妊娠状态的母猪感染 ＪＥＶ 可能会出现流产ꎬ但是否发病也受免疫状态和遗传多样性的影响ꎮ 同样ꎬ
ＪＥＶ 感染儿童或免疫力低下的老年人可能导致部分个体表现为发病[２５]ꎬ然而ꎬＪＥＶ 感染青壮年人群通常

没有明显的临床症状[２６]ꎮ ＪＥＶ 感染人和猪群ꎬ其病毒血症持续时间通常为 ３ ~ ５ ｄ[５]ꎬ然后很快消失ꎬ因此

从猪群采血检测 ＪＥＶ 通常阳性率较低ꎮ 本研究在健康商品猪软腭扁桃体中检测并分离到 ＪＥＶ 表明ꎬ猪扁

桃体是监测 ＪＥＶ 流行的理想样品ꎬ这进一步验证了文献报道的 ＪＥＶ 可在猪扁桃体持续感染的发现[５]ꎮ 与

ＪＥＶ 感染人和小鼠引发中枢神经系统不可控制的炎症反应截然不同ꎬ９ 周龄猪通过鼻腔或皮内接种

１０５ＴＣＩＤ５０ ＪＥＶ 后不引起明显神经症状ꎬ核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３(ＮＬＲＰ３)炎症小体表达也

并未上调[２７]ꎮ ＪＥＶ 在猪群间水平传播隐蔽性强ꎬ不但威胁猪群安全ꎬ还给人类的公共卫生带来隐患ꎮ
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图 ８　 猪软腭扁桃体中 ＪＥＶ 阳性细胞与 ＣＤ３＋阳性细胞的 ＩＦＡ 检测结果

Ｆｉｇ􀆰 ８　 ＩＦＡ ｄｅｔｅｃｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＪＥＶ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ＣＤ３＋ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｓｏｆｔ ｐａｌａｔｅ ｔｏｎｓｉｌｓ
标尺代表 ２０ μｍꎮ Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ２０ μｍ.

Ｍａｒｔｉ 等[２８]研究表明ꎬＧＩ 型 ＪＥＶ 通过口鼻在猪群间水平传播 １０ 代后会增加其在猪体内的适应性ꎬ导致更

高水平病毒血症ꎬ通过鼻黏膜分泌更多病毒ꎮ 值得一提的是ꎬ高代次 ＪＥＶ 感染猪后会引发更强的先天性

免疫反应ꎬ不同代次 ＪＥＶ 感染猪后引发的疾病临床特征基本相似[２８]ꎮ 随着 ＪＥＶ 在猪群水平传播的代次

增多ꎬＥ 蛋白会出现 Ｍ３７４Ｌ 适应性突变[２８]ꎮ 比对本研究分离得到的 ＪＥＶ 毒株 Ｅ 基因序列并未出现类似

突变ꎬ提示这 ２ 株 ＪＥＶ 在猪群间水平传播的代次有限ꎮ 但目前尚未有研究表明蚊子获取猪适应性 ＪＥＶ 的

能力及对人致病性的影响ꎬ因此在猪场适当降低饲养密度的同时ꎬ仍应做好防蚊灭蚊工作ꎮ
ＪＥＶ 感染猪ꎬ无论经蚊媒传播或经口鼻接触水平传播ꎬ其共同点都是对扁桃体和中枢神经系统有较强

的偏嗜性ꎮ 猪有 ４ 对扁桃体ꎬ均分布在口咽和鼻咽的黏膜中ꎬ类似于人类的韦氏环[２９]ꎬ属于黏膜相关淋巴

组织ꎮ 在 ＪＥＶ 入侵猪鼻黏膜过程中同样靶向单核－巨噬细胞ꎮ ＪＥＶ 首先感染猪鼻黏膜上皮细胞后释放单

核－巨噬细胞趋化因子诱导单核－巨噬细胞迁移到黏膜下层ꎬＪＥＶ 感染单核－巨噬细胞后大量增殖[３０]ꎮ 此

外ꎬＸｉ 等[３１]研究表明 ＪＥＶ 能感染从仔猪扁桃体分离得到的上皮细胞ꎬ实现病毒复制ꎮ 软腭扁桃体作为猪

主要的扁桃体ꎬ是抵御病原入侵的重要屏障ꎬ在口腔或鼻腔免疫防御中具有重要作用ꎮ 猪扁桃体随着年龄

增长及外界刺激逐渐发育ꎮ Ｙａｎｇ 等[１５]研究表明ꎬ随着猪日龄的增加ꎬ软腭扁桃体的复层鳞状上皮和淋巴

层变得更厚ꎬ隐窝变得更深更复杂ꎬ树突状细胞、ＣＤ３＋Ｔ 细胞和 ＩｇＡ＋Ｂ 细胞的数量持续增加ꎮ 本研究发现

ＪＥＶ 感染商品猪软腭扁桃体的靶细胞为巨噬细胞和树突状细胞ꎬ这与 ＪＥＶ 感染仔猪软腭扁桃体的细胞嗜

性一致[１１]ꎬ表明在扁桃体发育过程中 ＪＥＶ 的细胞嗜性并未改变ꎮ
ＮＳ１′是一种可分泌到细胞外的非结构蛋白[４]ꎬ软腭扁桃体中的 ＪＥＶ ＮＳ１′阳性细胞有可能是主动吞噬

ＮＳ１′蛋白或病毒感染ꎮ 淋巴滤泡边缘及周围弥散淋巴组织中 ＪＥＶ ＮＳ３ 和 ＭＨＣ￣Ⅱ共定位表明 ＪＥＶ 在巨噬

细胞或树突状细胞内复制ꎮ ＪＥＶ 在猪扁桃体中长期定殖引发免疫逃逸并实现有效增殖是学术界持续关注

的问题ꎮ 本研究发现软腭扁桃体中 ＪＥＶ 感染巨噬细胞和树突状细胞均表达 ｉＮＯＳ 和 ＴＮＦ￣α 炎症介质ꎮ
Ｍ１ 型巨噬细胞高表达 ｉＮＯＳ 可催化 Ｌ－精氨酸合成一氧化氮(ＮＯ)和 Ｌ－瓜氨酸ꎬＮＯ 作为一种活性氧可协

助巨噬细胞抵抗多种病原入侵[３２－３３]ꎮ 另一方面ꎬＮＯ 可使 ＩＲＦ５ Ｔｙｒ７４ 和 Ｔｙｒ１０４ 硝基化从而干扰 ＩＲＦ５ 激

活启动子的能力ꎬ从转录水平抑制巨噬细胞 Ｍ１ 极化[３４－３５]ꎮ ＪＥＶ 感染可能诱导 ｉＮＯＳ 表达通过 ＮＯ 调控巨

噬细胞的极化状态使 ＪＥＶ 在巨噬细胞中低水平复制ꎮ 相对于 ＪＥＶ 阴性软腭扁桃体ꎬＪＥＶ 感染并未明显改

变淋巴滤泡内 ＭＨＣ￣Ⅱ＋Ｂ 细胞和淋巴滤泡间 ＣＤ３＋Ｔ 细胞的分布ꎬ但仍需进一步验证 ＩｇＧ＋、ＩｇＡ＋Ｂ 细胞和

ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ 细胞在软腭扁桃体中的分布ꎮ 此外ꎬＲｅｄａｎｔ 等[１０]研究表明 ＪＥＶ 阳性猪扁桃体不同类型 Ｔ 细

胞数量相对于对照组明显下调ꎬ由此导致的适应性免疫减弱可能有利于 ＪＥＶ 在巨噬细胞和树突状细胞中

９６５
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定殖ꎮ
值得一提的是ꎬ本研究发现软腭扁桃体中 ＪＥＶ ＮＳ３ 阳性细胞与 ＣＤ３＋Ｔ 细胞共定位ꎬ免疫组化结果也

支撑了这一点ꎮ 在软腭扁桃体中 ＪＥＶ 感染细胞形式不唯一ꎬ除了单个或 ３ ~ ５ 个 ＪＥＶ 阳性细胞零散分布

外ꎬ还可见 １０~２０ 个 ＪＥＶ 阳性细胞聚集分布ꎮ 在这种聚集分布的细胞中除去形态较大且不规则、颜色淡

染的细胞核外ꎬ还存在形态较小染色较深的细胞核ꎬ推测为 Ｔ 细胞ꎮ Ｗａｎｇ 等[３６] 通过共培养的方式证明

ＤＣ￣ＳＩＧＮ 可促进树突状细胞和 Ｔ 细胞间形成病毒突触从而介导 ＪＥＶ 感染 Ｔ 细胞ꎮ 此外ꎬＴＮＦ￣α 除了激活

多种炎症信号通路外ꎬ还可改变细胞表面受体水平影响病毒的细胞嗜性[３７－３８]ꎬ或是 ＪＥＶ 阳性细胞产生的

ＴＮＦ￣α 作用于临近 Ｔ 细胞ꎬ调控细胞表面 ＪＥＶ 受体水平(例如 ｓＴＩＭ￣１[３９－４０])实现对 Ｔ 细胞的感染ꎮ
本研究采集的 ２０ 份猪软腭扁桃体样本中检出 ２ 份 ＪＥＶ 核酸阳性ꎬ检出率为 １０％ꎮ 本研究目的是检

测并鉴定 ＪＥＶ 感染商品猪软腭扁桃体的特性ꎬ由于采集样本量较少无法反映商品猪群中 ＪＥＶ 流行情况ꎬ
并且收集的临床样本只有软腭扁桃体ꎬ无法判定其他 ３ 对扁桃体是否存在 ＪＥＶ 感染ꎮ 杯状细胞分泌

的黏液有利于病原微生物的黏附和排出ꎬ刘志学[１７]研究表明杯状细胞仅分布在咽扁桃体和咽鼓管扁桃体

黏膜上皮之间ꎬＪＥＶ 能否借助杯状细胞分泌的黏液从鼻咽部扁桃体排出ꎬ实现水平传播有待探究ꎮ 此外ꎬ
由于临床样本个体的复杂性并未排除是否有其他病原协同感染ꎬＪＥＶ 在软腭扁桃体中的存在时间同样未

知ꎮ 总之ꎬ本研究证明 ＪＥＶ 可感染商品猪软腭扁桃体的巨噬细胞和树突状细胞ꎬ将 ＪＥＶ 列入猪扁桃体病

原学检测指标对于保障猪群及相关人员安全具有重要意义ꎮ
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[３６] Ｗａｎｇ ＰꎬＬｉ ＭꎬＬｕ Ｗꎬｅｔ ａｌ. ＤＣ￣ＳＩＧＮ ｐｒｏｍｏｔｅｓ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｆｒｏｍ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｔｏ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｖｉｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｙｎａｐｓｅｓ
[Ｊ] . Ｖｉｒｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ２０１７ꎬ３２(６):４９５－５０２.

[３７] ＭｃＦａｄｄｅｎ ＧꎬＭｏｈａｍｅｄ Ｍ ＲꎬＲａｈｍａｎ Ｍ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｔｒｏｐｉｓｍ[ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２００９ꎬ９( ９):
６４５－６５５.

[３８] Ｔａｋａｎｏ ＴꎬＨｏｈｄａｔｓｕ ＴꎬＴｏｄａ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＮＦ￣ａｌｐｈａꎬｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｆｅｌｉｎｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｐｅｒｉｔｏｎｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ( ＦＩＰＶ) ￣ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ ＩＩ ＦＩＰＶ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｅｌｉｎｅ ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ Ｎ ｉｎ ｆｅｌｉｎｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ[Ｊ] . Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ２００７ꎬ３６４(１):６４－７２.

[３９] Ｊｉａｏ Ｗ ＬꎬＸｉｅ Ｓ ＤꎬＬｉａｎｇ Ｚ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｐ３４Ｌ Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ＴＩＭ－１ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｉｔｓ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｍｅｄｉａｔｅ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ[ Ｊ] .
Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２２ꎬ２７４:１０９５５５.

[４０] 焦文龙ꎬ杨兴淼ꎬ梁真洁ꎬ等. 猪源 Ｔ 细胞免疫球蛋白黏蛋白域蛋白－ １( ＴＩＭ￣１)多克隆抗体制备与鉴定[ Ｊ] . 畜牧与兽医ꎬ２０２２ꎬ
５４(１０):１１６－１２１.
Ｊｉａｏ Ｗ ＬꎬＹａｎｇ Ｘ ＭꎬＬｉａｎｇ Ｚ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｓｗｉｎｅ ＴＩＭ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ[Ｊ] . Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ
＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ２０２２ꎬ５４(１０):１１６－１２１( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .
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