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摘要：为验证猪ＦｃγＲⅡｂ在抗体依赖增强（ＡＤＥ）作用中的功能，从猪繁殖与呼吸综合征病毒
（ＰＲＲＳＶ）阳性血清中提取ＩｇＧ并制备Ｆ（ａｂ′）２片段，将１０４　ＴＣＩＤ５０的ＰＲＲＳＶ病毒与８０μｇ／ｍＬ
的Ｆ（ａｂ′）２片段或抗ＰＲＲＳＶ阳性血清（中和效价１／５．９，经１２８倍稀释）混合，共同感染猪肺泡巨
噬细胞（ＰＡＭ）和 Ｍａｒｃ－１４５细胞，发现亚中和滴度的阳性血清能显著增强病毒对ＰＡＭ 的感染，但
不能增强病毒对 Ｍａｒｃ－１４５细胞的感染；而Ｆ（ａｂ′）２片断不能增强病毒感染；用兔抗猪ＦｃγＲⅡｂ多
抗孵育ＰＡＭ细胞，再用上述病毒与阳性血清复合物感染ＰＡＭ，结果阳性血清对病毒感染的增强
作用受到明显抑制。表明猪ＦｃγＲⅡｂ能够介导ＰＲＲＳＶ　ＡＤＥ作用。
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　　猪繁殖与呼吸综合征给世界上许多养猪国家都
带来了重大经济损失［１］。猪繁殖与呼吸综合征病毒
（ｐｏｒｃｉｎｅ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）是一种套式正链ＲＮＡ病毒，属动脉
炎病毒科［２］，巨噬细胞和树突状细胞是该病毒的主

要宿主细胞［３］。抗体依赖增强（ＡＤＥ）作用是指某
些病毒用相应抗体处理后，其复制或感染能力显著
增强。ＡＤＥ广泛存在于登革热病毒（ＤＶ）、日本脑
炎病毒（ＪＥＶ）和盖他病毒（ＧＶ）等许多病毒的感染
过程中，为这些病毒疫苗的研制和开发带来了很大
的阻碍［４］。研究表明，ＰＲＲＳＶ 中也存在 ＡＤＥ作
用。将ＰＲＲＳＶ和亚中和水平的ＰＲＲＳＶ抗体混合
后感染猪肺泡巨噬细胞，收获的病毒量比空白对照
高１０～１００倍；用抗体处理过的ＰＲＲＳＶ接种妊娠
母猪与单独接种ＰＲＲＳＶ相比，病毒在胎儿中复制
的更多；用ＰＲＲＳＶ感染断奶仔猪，其临床症状比生
长育肥猪严重得多，表明ＡＤＥ在ＰＲＲＳＶ致病机制
中起重要作用［５］。

Ｆｃ受体（ＦｃＲ）是一种广泛表达于免疫细胞表
面，特异亲和免疫球蛋白（Ｉｇ）Ｆｃ片段的细胞表面分
子。Ｆｃ受体通过与Ｉｇ　Ｆｃ区域结合，参与Ｉｇ介导的
生理功能，触发和调控机体多种免疫学效应［６］。对
于人和小鼠的４类ＩｇＧ　Ｆｃ受体研究最为深入，即

ＦｃγＲⅠ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲⅡ（ＣＤ３２）、ＦｃγＲⅢ（ＣＤ１６）

和ＦｃγＲⅣ。根据不同功能可将ＦｃγＲｓ分为活化型
受体和抑制型受体。ＦｃγＲⅡＡ的胞内区，ＦｃγＲⅠ、

ＦｃγＲⅢ和Ｆｃγ２Ｒ的γ链含有基于酪氨酸的受体活
化基序（ｉｍｍｕｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｔｙｒｏｓｉｎｅ－ｂａｓｅｄ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｍｏｔｉｆ，ＩＴＡＭ），能活化免疫效应细胞，诱导吞噬作
用、抗体依赖细胞毒作用、补体依赖细胞毒作用等多
种免疫学效应［７－８］。ＦｃγＲⅡｂ是目前发现的唯一的
抑制型受体，其胞内区含有基于酪氨酸的受体抑制
基 序 （ｉｍｍｕｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｔｙｒｏｓｉｎｅ－ｂａｓｅｄ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｍｏｔｉｆ，ＩＴＩＭ），通过免疫复合物与活化型受体交联，

抑制ＩＴＡＭ基序介导的细胞活化［９－１０］。先前的研究
已经证明，猪 ＦｃγＲⅡｂ的基因序列与人和鼠的

ＦｃγＲⅡｂ高度同源，胞内区也含有ＩＴＩＭ，故猪

ＦｃγＲⅡｂ可能也具有相同的抑制作用［１１］。活化型

Ｆｃ受体ＦｃγＲⅠ 和 ＦｃγＲⅡａ已经被证明可以促进
登革热病毒在人巨噬细胞中的感染［１２－１４］，抑制型受
体在ＡＤＥ作用中的功能尚不明确。本研究旨通过
兔抗猪ＦｃγＲⅡｂ多抗对ＰＲＲＳＶ　ＡＤＥ作用阻断试
验，探讨抑制型受体ＦｃγＲⅡｂ在 ＡＤＥ作用中的功
能，对进一步了解ＡＤＥ作用机制有重要意义。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　病毒、血清和多抗　ＰＲＲＳＶ　ＢＪ－４株病毒由
中国农业大学杨汉春教授惠赠。兔抗猪ＦｃγＲⅡｂ胞
外重组蛋白多抗按文献［１５］的方法制备保存。

ＢＪ－４阳性血清、ＰＲＲＳＶ阴性猪血清由河南省动物
免疫学重点实验室保存。

１．１．２　细胞　Ｍａｒｃ－１４５细胞由河南省动物免疫学
重点实验室保存。

１．１．３　主要试剂　ＤＭＥＭ 培养基、ＲＰＭＩ－１６４０培
养基购自美国 ＧＩＢＣＯ公司；新生牛血清购自杭州
四季青生物公司；胃蛋白酶购自苏州东吴医用生化
制品厂；Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ、ＤＥＡＥ－５２购自北京索莱宝生物
科技有限公司。

１．２　方法

１．２．１　Ｍａｒｃ－１４５细胞的培养和病毒的增殖　
Ｍａｒｃ－１４５细胞用含１０％新生牛血清的 ＤＭＥＭ 培
养基在３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱中培养。待细胞
贴壁长满单层后，用３ｍＬ含０．２５％的胰蛋白酶和

０．０２％的ＥＤＴＡ的ＰＢＳ进行消化，移入新瓶以传
代。待细胞９０％融合时可接种病毒。接病毒时弃
去培养基，用无菌ＰＢＳ轻轻漂洗２次，加入２ｍＬ经
适当稀释的ＰＲＲＳＶ病毒，于３７℃、５％ ＣＯ２ 条件
下吸附１ｈ，补加８ｍＬ含２％新生牛血清的ＤＭＥＭ
培养基继续培养。待７０％～８０％细胞出现病变时，
将细胞 瓶 于 －２０ ℃ 下 反 复 冻 融 ３ 次，４ ℃、

４　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ［１６］，将上清分装后，－８０℃
条件下冻存备用。

１．２．２　病毒ＴＣＩＤ５０的测定　将 Ｍａｒｃ－１４５细胞以

０．５×１０５ 个／ｍＬ、１００μＬ／孔铺９６孔细胞培养板，
置于３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养至细胞铺满单层的

７０％～８０％时，弃去培养基，用ＰＢＳ将细胞轻轻漂
洗细胞２次。用不含血清的ＤＭＥＭ 培养基将病毒
做１０－１０～１０－１连续稀释，将１００μＬ每个稀释度的
病毒接种至上述细胞培养板中，共接８个细胞孔，同
时设置２列无病毒空白细胞对照，置于３７℃、５％
ＣＯ２ 培养箱中吸附１ｈ后，每孔补加１００μＬ含４％
新生牛血清的ＤＭＥＭ 维持液，继续置于３７℃、５％
ＣＯ２ 条件下培养。每２４ｈ观察并记录细胞出现病
变的情况，按照Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法计算病毒半数细胞
培养物感染量（ＴＣＩＤ５０）［１６］。

１．２．３　猪肺泡巨噬细胞（ＰＡＭ）的采集　按照参考
文献［１７］的方法分离ＰＡＭ。用含１０％ＤＭＳＯ的新生
牛血清悬起细胞，分装于液氮冻存备用。
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１．２．４　ＰＲＲＳＶ　ＢＪ－４阳性血清中和效价的检测　
用细胞计数法将 Ｍａｒｃ－１４５细胞用培养基稀释至０．
５×１０５ 个／ｍＬ，１００μＬ／孔接种于９６孔细胞培养
板，３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养过夜，待细胞长至细
胞瓶的７０％～８０％时，倒去培养基，用ＰＢＳ将细胞
轻轻漂洗２次。将阳性血清（５６℃下灭活３０ｍｉｎ）
做连续倍比稀释，由２倍稀释直至到６４倍稀释，并
与等量的２００ＴＣＩＤ５０的病毒液混匀，３７℃下作用

６０ｍｉｎ后加入至９６孔细胞板中，每孔１００μＬ，每个
稀释度４孔。同时设待检血清对照、阴性血清对照、
病毒对照和正常细胞对照。其中病毒对照组设２００
ＴＣＩＤ５０、２０ＴＣＩＤ５０、２ＴＣＩＤ５０、０．２ＴＣＩＤ５０４个不同
滴度。将细胞板继续放入培养箱中培养１ｈ后弃上
清，加入含２％新生牛血清的ＤＭＥＭ 培养基至２００

μＬ／孔继续培养。逐日观察并记录结果，计算半数
保护量（ＰＤ５０）。

１．２．５　猪ＩｇＧ的提取和纯化　采用辛酸－硫酸铵法
从ＰＲＲＳＶ阳性血清中提取ＩｇＧ，获得蛋白经ＤＥ－
ＡＥ－５２纤维素柱纯化，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定，测定
蛋白含量，冻存备用。

１．２．６　Ｆ（ａｂ′）２片段的制备　用０．２ｍｏｌ／Ｌ的醋
酸钠缓冲液（ｐＨ值４．０）将提纯的ＩｇＧ在４℃条件
下透析过夜。将胃蛋白酶与ＩｇＧ按质量浓度比１／

２０混合，３７℃下水浴６ｈ。加入３ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ碱溶
液（ｐＨ值８．０～９．０），直到ｐＨ 值为８．０。用０．１
ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值８．０的ＰＢＳ缓冲液４℃下透析过夜。
用ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ蛋白层析柱去掉Ｆｃ片段和未完全酶
切的ＩｇＧ，具体方法参照ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ使用说明书。纯
化后的Ｆ（ａｂ′）２经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定。

１．２．７　Ｆ（ａｂ′）２片段对 ＡＤＥ作用的影响　将

Ｍａｒｃ－１４５细胞稀释至１×１０５ 个／ｍＬ，５００μＬ／孔接
种到２４孔细胞培养板中，同时用含１０％新生牛血
清的１６４０培养基将１０６ 个／ｍＬ　ＰＡＭ 细胞接种到

２４孔板中。将细胞板置于细胞培养箱中３７℃、５％
ＣＯ２ 条件下培养过夜。待细胞铺满细胞孔的７０％
～８０％时，吸去培养基，用无菌ＰＢＳ轻轻漂洗２次。
用无血清ＤＭＥＭ 将ＰＲＲＳＶ阳性血清和阴性血清
（均５６℃下作用３０ｍｉｎ以消除补体作用）稀释至

１／１２８，将Ｆ（ａｂ′）２片段（用０．２μｍ滤膜过滤）稀释
至８０μｇ／ｍＬ，分别与１０

４　ＴＣＩＤ５０的ＰＲＲＳＶ等体积
混合，３７℃下作用１ｈ后加入２４孔细胞培养板中，
每孔５００μＬ，使每种细胞均感染上述３种混合物。

３７℃、５％ＣＯ２ 条件下感染１ｈ后弃上清，加入含

２％新生牛血清的培养基维持液至１ｍＬ／孔。３７
℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养 ４８ｈ 后收毒，测各孔

ＴＣＩＤ５０。重复３次，统计每次试验结果。

１．２．８　ｐｏＦｃγＲⅡｂ多抗阻断ＰＡＭ介导ＡＤＥ作用

　用含１０％新生牛血清的１６４０培养基将ＰＡＭ 细
胞稀释至１０６ 个／ｍＬ，５００μＬ／孔接种到２４孔细胞
培养板中，置于３７℃、５％的ＣＯ２ 细胞培养箱中培养
过夜。待细胞贴壁牢固，吸去培养基，用无菌ＰＢＳ
轻轻漂洗２次。向试验组每孔加入１∶１００倍稀释
的兔抗猪ＦｃγＲⅡ血清（经５６℃３０ｍｉｎ以消除补体
作用），其余孔加无血清１６４０培养基，５００μＬ／孔，

３７℃下作用１ｈ后倒掉血清和培养基，用ＰＲＲＳＶ
ＢＪ－４株病毒１０４　ＴＣＩＤ５０和１∶１２８稀释的抗ＰＲＲＳＶ
阳性血清混合，３７℃下孵育１ｈ，加入细胞板中，每
孔５００μＬ，设病毒感染对照。３７℃、５％ ＣＯ２条件
下培养１ｈ后，弃掉病毒与抗体复合物，加入含２％
新生牛血清的培养基作为维持液。感染２ｄ后收
毒，用 Ｍａｒｃ－１４５细胞测定病毒的ＴＣＩＤ５０，比较收获
病毒量的差异，确定兔抗猪ＦｃγＲⅡ血清对ＡＤＥ效
应的阻断作用。

２　结果与分析

２．１　ＰＲＲＳＶ　ＢＪ－４阳性血清中和效价的检测
将ＰＲＲＳＶ阳性血清（５６℃下灭活３０ｍｉｎ）做连

续倍比稀释后与等量的２００ＴＣＩＤ５０的病毒液混匀，

３７℃下孵育６０ｍｉｎ再接种 Ｍａｒｃ－１４５细胞，结果当血
清稀释度低时，由于血清对病毒的中和作用，出现细
胞病变（ＣＰＥ）的孔数很少，随着血清稀释度的增大，
出现ＣＰＥ的孔数也随之增多，如表１所示。按Ｒ－Ｍ公
式计算，半数保护量ＰＤ５０＝１／５．９，即１／５．９稀释的
血清能保护能保护５０％的细胞不产生病变。

表１　ＰＲＲＳＶ　ＢＪ－４阳性血清的中和效价

血清稀释度
ＣＰＥ
孔数

无ＣＰＥ
孔数

累计ＣＰＥ
孔数

累计无

ＣＰＥ孔数
保护率／
％

１∶２（１０－０．３） １　 ３　 １　 ７　 ８７．５

１∶４（１０－０．６） ２　 ２　 ３　 ４　 ５７．１

１∶８（１０－０．９） ３　 １　 ６　 ２　 ２５

１∶１６（１０－１．２） ３　 １　 ９　 １　 １０

１∶３２（１０－１．５） ４　 ０　 １３　 ０　 ０

１∶６４（１０－１．８） ４　 ０　 １７　 ０　 ０

　注：对照组除阴性血清对照２００ＴＣＩＤ５０全数病变，其余对照
均无病变。

２．２　猪ＩｇＧ的提取和Ｆ（ａｂ′）２片段的制备
采用辛酸－硫酸铵法从ＰＲＲＳＶ阳性血清中提

取猪ＩｇＧ，然后用ＤＥＡＥ－５２纤维素柱进行纯化。纯
化过的ＩｇＧ经胃蛋白酶酶切成Ｆｃ段和Ｆ（ａｂ′）２片
段，再用Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ柱提纯去掉Ｆｃ片段，即得到纯
化的Ｆ（ａｂ′）２片段。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检查可见（图
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１），经ＤＥＡＥ－５２纯化后获得了较纯ＩｇＧ，经Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ 柱 提 纯 后 获 得 了 纯 净 的 Ｆ（ａｂ′）２ 片 段
（３０ｋＤ左右）。

Ｍ．标准蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１．经Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ 纯化的Ｆ（ａｂ′）２片
段；２．经胃蛋白酶消化的猪阳性ＩｇＧ；３．经ＤＥＡＥ－５２纯化
过的猪阳性ＩｇＧ；４．猪阳性血清ＩｇＧ

图１　猪ＩｇＧ　Ｆ（ａｂ′）２片段制备与鉴定结果

２．３　Ｆ（ａｂ′）２片段对ＰＲＲＳＶ　ＡＤＥ作用的影响
将ＰＲＲＳＶ分别与阳性血清、阴性血清或阳性

ＩｇＧ的Ｆ（ａｂ′）２片段混合感染 Ｍａｒｃ－１４５细胞系和

ＰＡＭ细胞，结果阳性血清显著增强了ＰＲＲＳＶ 对

ＰＡＭ细胞的感染（Ｐ＜０．０５），而对不含ｐｏＦｃγＲⅡ
的 Ｍａｒｃ－１４５细胞无显著增强作用（Ｐ＞０．０５）。

Ｆ（ａｂ′）２片段对２种细胞均无增强作用（Ｐ＞０．０５），
如图２所示。证明 ＰＲＲＳＶ 感染的增强作用与

Ｆｃ受体有关。

图２　Ｆ（ａｂ′）２片段对ＡＤＥ作用的影响

２．４　兔抗猪 ＦｃγＲⅡ胞外重组蛋白的多抗阻断
ＰＡＭ介导ＡＤＥ作用
将１０４　ＴＣＩＤ５０的ＰＲＲＳＶ病毒和１／１２８稀释的

抗ＰＲＲＳＶ阳性血清感染经兔抗猪ＦｃγＲⅡｂ多抗
阻断的ＰＡＭ和未经阻断的ＰＡＭ，结果阻断组收获
的病毒滴度ＴＣＩＤ５０１０４．１９／０．１ｍＬ，在未阻断组收获
的病毒滴度ＴＣＩＤ５０１０４．７１／０．１ｍＬ和ＰＲＲＳＶ单独
感染ＰＡＭ获得的病毒滴度 ＴＣＩＤ５０１０３．６０／０．１ｍＬ
之间（图３），说明兔抗猪ＦｃγＲⅡ胞外重组蛋白的多
抗可以阻断ＰＲＲＳＶ的抗体依赖增强作用。

图３　抗猪ＦｃγＲⅡ抗体对ＰＲＲＳＶ　ＡＤＥ阻断作用

３　讨论

保护性抗体的产生是许多传染性疾病疫苗发展

的基础，然而２０世纪６０年代发现的ＡＤＥ作用表明，
某些抗体的产生反而会加强病毒的感染。ＰＲＲＳＶ感
染猪后会立即引发体液免疫应答，但由于ＡＤＥ作用，
猪产生抗体的保护作用大大降低，特别是感染早期产
生的非中和抗体引发了ＡＤＥ作用［１８］。因此，ＡＤＥ对
ＰＲＲＳ防控带来了很大的困难［１９］。

ＡＤＥ的产生与效应细胞表面的Ｆｃ受体有关。
最近的研究证实，ＦｃγＲⅠ和ＦｃγＲⅡａ均可以介导登
革热病毒的ＡＤＥ作用［１２－１４］。目前，抑制型受体ＦｃγＲ
Ⅱ在ＡＤＥ作用中的功能尚无明确报道。在本试验
中，亚中和滴度的抗ＰＲＲＳＶ阳性血清可以显著增强
ＰＲＲＳＶ对ＰＡＭ 细胞的感染，但对不含Ｆｃ受体的
Ｍａｒｃ－１４５细胞无明显影响。而Ｆ（ａｂ′）２片段对这２
种细胞感染病毒均无增强作用，表明ＰＲＲＳＶ的ＡＤＥ
作用与Ｆｃ受体有关。为进一步验证猪ＦｃγＲⅡｂ能
否介导ＰＲＲＳＶ　ＡＤＥ作用，用兔抗猪ＦｃγＲⅡ多抗对
ＰＲＲＳＶ的ＡＤＥ作用进行了阻断，说明ＦｃγＲⅡｂ作
为已知的抑制型受体能够介导ＰＲＲＳＶ的 ＡＤＥ作
用，从而为揭示ＦｃγＲⅡ介导ＰＲＲＳＶ　ＡＤＥ作用的分
子机制打下基础。
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