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犚犲犪犾犜犻犿犲犘犆犚和组织原位杂交法检测犲狀犑犛犚犞
在绵羊胎儿免疫器官及肺脏中的表达
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摘　要：本研究旨在揭示感染ＪＳＲＶ病羊体内检测不到循环抗体的免疫学机理。用地高辛（ＤＩＧ）标记制备ｅｎＪＳ

ＲＶｅｎｖ探针，原位杂交法检测妊娠７０ｄ的绵羊胎儿（免疫器官初步形成期）、妊娠１３０ｄ胎儿（即将出生的）和出生

７日龄羔羊的胸腺、脾脏、肠淋巴结和肺脏内犲狀犑犛犚犞 ｍＲＮＡ表达情况。并利用 ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ法，对犲狀犑犛犚犞

ｍＲＮＡ在以上组织中的表达进行定量分析。结果表明，在所检测组织内均有阳性信号出现，而阴性对照组均没有

阳性信号；犲狀犑犛犚犞ｍＲＮＡ在胎儿和初生羔羊各免疫器官高水平表达，特别是在妊娠１３０ｄ胎儿和初生７日龄羔羊

的胸腺和脾脏中表达水平比较高，而在各时期的肺脏组织中都检测到低水平表达。本试验结果为机体对ｅｘＪＳＲＶ

的感染产生免疫耐受这一假说提供了有力的证据。
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ｉｍｍｕｎｅｏｒｇａｎｓ（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔｈｙｍｕｓ，ｓｐｌｅｅｎ，ｇｕｔｌｙｍｐｈｎｏｄｅ）ａｎｄｌｕｎｇｏｆｇｅｓｔａｔｉｏｎ７０ｄｆｅｔａｌ
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ｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｅａｃｈｔａｒｇｅｔｍＲＮＡｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｉｎｔｏｔａｌＲＮＡｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅａｂｏｖｅｔｉｓｓｕｅｓｂｙＲｅ

ａｌＴｉｍｅＰＣＲ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔ犲狀犑犛犚犞ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎａｌｌｃｏｌｌｅｃｔｅｄｔｉｓｓｕｅｓｏｆｄｉｆ

ｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｐｏｓｉｔｉｖｅｓｉｇｎａｌｓｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲｅａｌＴｉｍｅ

ＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｅｎＪＳＲＶｍＲＮＡｗａｓｍｕｃｈｈｉｇｈｅｒｉｎｉｍｍｕｎｅｏｒｇａｎｓｔｈａｎｔｈａｔｉｎ

ｌｕｎｇ，ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙｉｎｔｈｙｍｕｓａｎｄｓｐｌｅｅｎｏｆｇｅｓｔａｔｉｏｎ１３０ｄｆｅｔａｌｌａｍｂｓａｎｄ７ｄｎｅｗｂｏｒｎｌａｍｂｓ．Ｔｈｉｓ

ｓｔｕｄｙｗｉｌｌｕｎｒａｖｅｌｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｔｈａｔｓｈｅｅｐａｒｅｔｏｌｅｒｉｚｅｄｔｏｗａｒｄｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｂｙｔｈｅｅｘＪＳＲＶ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｓｈｅｅｐ；ｅｎＪＳＲＶ；ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ＩｎＳｉｔｕＨｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ；ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ

　　绵羊肺腺瘤病（ｓｈｅｅｐｐｕｌｍｏｎａｒｙａｄｅｎｏｍａｔｏ

ｓｉｓ，ＳＰＡ）是由外源性绵羊肺腺瘤病毒（ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ

ＪａａｇｓｉｅｋｔｅＳｈｅｅｐＲｅｔｒｏｖｉｒｕｓ，ｅｘＪＳＲＶ）引起的一种

慢性、进行性、接触传染性的肺脏肿瘤性疾病［１］。以

病羊咳嗽、呼吸困难、消瘦、大量浆液性鼻液、Ⅱ型肺

泡上皮细胞和无纤毛细支气管上皮细胞肿瘤性增生
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为主要特征［２３］。但是，很多研究表明绵羊基因组中

含有至少２０拷贝的与ｅｘＪＳＲＶ相似的内源性逆转

录病毒序列（ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＪａａｇｓｉｅｋｔｅＳｈｅｅｐＲｅｔｒｏ

ｖｉｒｕｓ，ｅｎＪＳＲＶ），内源性反转录病毒（Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ

Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ，ＥＲＶｓ）来自于古老的外源性病毒在进

化过程中整合进宿主基因组中，再以孟德尔遗传方

式进行遗传，并且ｅｎＪＳＲＶ和ｅｘＪＳＲＶ在结构和序

列上具有很高的同源性［４］。很多研究表明，ｅｎＪＳＲＶ

和ｅｘＪＳＲＶ在所编码的氨基酸水平上具有９０％～

９８％的同源性，这可能会导致在外周血液中检测不

到循环抗体。其可能的原因是ｅｎＪＳＲＶ抗原的存在

以及在胚胎期发育表达所产生的病毒蛋白，会使绵

羊产生免疫耐受，从而对后天感染的ｅｘＪＳＲＶ不产

生免疫应答［５６］。目前，我国关于该病免疫耐受这方

面的研究甚少，且该病发生的免疫学机理仍不清楚，

这严重阻碍着对ＳＰＡ的研究。

本课题主要运用组织原位杂交法和ＲｅａｌＴｉｍｅ

ＰＣＲ法来研究犲狀犑犛犚犞ｍＲＮＡ在绵羊进化过程特

别是免疫器官发育过程中的表达情况与表达水平。

从而揭示ＳＰＡ病羊体内检测不到循环抗体的免疫

学机理和ｅｎＪＳＲＶ在绵羊发育进化过程中的可能作

用。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂

选临床检查健康的妊娠７０ｄ（其免疫器官初步

形成期）绵羊胎儿、１３０ｄ绵羊胎儿（免疫器官完全

形成期，即将出生）和同一羊场的出生７日龄的羔羊

各３只，分别扑杀后，取其胸腺、脾脏、肠淋巴结和肺

脏样本各２份，一份放在无ＲＮａｓｅ冻存管中，—７０

℃保存，另一份放入无酶水配制的多聚甲醛固定液

中，石蜡包埋备用。

总ＲＮＡ提取试剂盒，反转录ＰＣＲ 试剂盒，胶

回收试剂盒，均为大连ＴａＫａＲａ公司产品。ＤＩＧ（地

高辛）ＤＮＡ标记及检测试剂盒，德国Ｒｏｃｈｅ公司产

品。

１．２　原位杂交所需探针的制备

１．２．１　总ＲＮＡ的提取　　按照总ＲＮＡ提取试剂

盒的说明，分别提取以上组织的总ＲＮＡ，并用微量

紫外分光光度计（型号：ＮＤ１０００ＮａｎｏＤｒｏｐ，美国生

产）和１．０％变性琼脂糖凝胶电泳，检测ＲＮＡ的纯

度及完整性，之后—８０℃保存，备用。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ扩增　　根据 ＧｅｎＢａｎｋ登载的

犲狀犑犛犚犞全基因序列和内参β犪犮狋犻狀 的基因序列设

计引物并由大连ＴａＫａＲａ公司合成如下：

犲狀犑犛犚犞 （９２ｂｐ）上游引物 ５′ＴＧＧＣＧＡＡＧ

ＴＡＴＡＡＴＴＧＣＴＡＴＧＧＧ３′，下游引物 ５′ＴＣＴＴ

ＴＡＡＣＡＡＴＧＣＴＡＣＧＡＡＴＡＡＧＧＣ３′；β犪犮狋犻狀（１１１

ｂｐ）上 游 引 物 ５′ＣＴＣＡＡＡＣＡＴＧＡＴＣＴＧＧＧＴ

ＣＡＴＣＴＴＣ３′，下 游 引 物 ５′ＣＡＣＧＧＣＡＴＴＧＴ

ＣＡＣＣＡＡＣＴＧ３′。

反应体系如下：ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴａｓｅ（ｆｏｒ１Ｓｔｅｐ）

０．５μＬ，ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０Ｕ·μＬ
－１）１μＬ，

ＴａＫａＲａＥｘ犜犪狇 ＨＳ（５Ｕ·μＬ
－１）１μＬ，ｄＮＴＰ

Ｍｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）２μＬ，１０×ＯｎｅＳｔｅｐＲＴ

ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ，ＯｎｅＳｔｅｐＥｎｈａｎｃｅｒＳｏｌｕｔｉｏｎ１

μＬ，上下游引物各１μＬ（２０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１），提取的总

ＲＮＡ约６００ｎｇ，最后加无酶水至５０μＬ。ＲＴＰＣＲ

反应条件为：５０℃反转录３０ｍｉｎ，９４℃预变性２

ｍｉｎ后进行４５次循环（９４℃３０ｓ，退火温度犲狀犑犛

犚犞为５８℃，β犪犮狋犻狀为６０℃，退火时间为３０ｓ，７２

℃１ｍｉｎ），降温至４℃，停止反应，—２０℃保存。

分别取犲狀犑犛犚犞和β犪犮狋犻狀的ＲＴＰＣＲ产物各

５μＬ，在１．５％琼脂糖凝胶中电泳１５ｍｉｎ左右。结

束后，在凝胶成像仪上观察并拍照。经电泳检测的

ＲＴＰＣＲ产物送大连ＴａＫａＲａ公司进行双向测序，

测得的序列用ＤＮＡＳｔａｒ软件进行分析。

１．２．３　ＤＮＡ凝胶回收　　用ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶

回收试剂盒分别回收经序列测定的ＰＣＲ产物。

１．２．４　探针标记及检测　　按照Ｒｏｃｈｅ公司地高

辛标记及检测试剂盒说明书，将回收的ＤＮＡ进行

探针标记及检测。地高辛标记产物和ｃｏｎｔｒｏｌＤＮＡ

用ＤＮＡＤｉｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ稀释成１０、３、１、０．３和０．１

ｐｇ·μＬ
－１的浓度梯度。取不同浓度的标记产物和

标准ＤＮＡ各１μＬ点至尼龙膜上。１２０℃烘焙３０

ｍｉｎ。将膜加入２０ｍＬ马来酸Ｂｕｆｆｅｒ，２５℃摇床反

应２ｍｉｎ。用１０ｍＬＢｌｏｃｋｉｎｇ溶液孵育３０ｍｉｎ，用

１０ｍＬ 抗体溶液孵育３０ｍｉｎ，再用１０ｍＬ 洗涤

Ｂｕｆｆｅｒ洗涤２次，每次１５ｍｉｎ，然后用１０ｍＬ探测

Ｂｕｆｆｅｒ平衡２～５ｍｉｎ。将膜转移到另一容器中，加

入２ｍＬ现配ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色液于黑暗中显色，用

５０ｍＬ灭菌双蒸水终止显色反应。

１．３　组织原位杂交

１．３．１　杂交前预处理　　将烘烤后的切片（５μｍ）

经二甲苯脱蜡，梯度酒精下行至无酶水，空气干燥后

用蛋白酶Ｋ／０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ（ｐＨ７．４）消化１～２

９１０１



畜　牧　兽　医　学　报 ４１卷　

ｍｉｎ，经甘氨酸处理终止蛋白酶反应后用ＰＢＳ清洗

２次，于４％多聚甲醛／０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ固定１

ｍｉｎ后，再用ＰＢＳ清洗２次。

１．３．２　预杂交　　在每张切片上滴加２０μＬ预杂

交液（５×ＳＳＣ，５×Ｄｅｎｈａｒｄｔ，５０％去离子甲酰胺，

１％ＳＤＳ，２００μｇ·ｍＬ
－１鲑鱼精ＤＮＡ）于湿盒内４２

℃恒温箱中，预杂交１ｈ，

１．３．３　杂交　　滴加２０μＬ杂交液（５×ＳＳＣ，５×

Ｄｅｎｈａｒｄｔ，５０％去离子甲酰胺，１％ＳＤＳ，２５０μｇ·ｍＬ
－１

鲑鱼精ＤＮＡ，１０％硫酸葡聚糖，探针），于湿盒内４２

℃恒温箱中，杂交１８ｈ。

１．３．４　杂交后漂洗及显色　　杂交后经ＳＳＣ、封闭

液、抗地高辛ＡＰ液、马来酸缓冲液、显色缓冲液进

行漂洗。再经 ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色液、无酶水、伊红复

染、梯度酒精脱水、二甲苯透明后封片照相。对照试

验组中不加探针，而其余步骤均相同，作为阴性对

照。

１．４　犚犲犪犾犜犻犿犲犘犆犚

１．４．１　探针设计与合成　　ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ所用

的引物与ＲＴＰＣＲ扩增所用的相同，ＴａｑＭａｎ探针

序 列 为：ｅｎＪＳＲＶ ５′ （ＦＡＭ）ＴＧＡＴＡＡＧＣＡ

ＣＡＡＣＴＧＴＣＡＧＡＡＣＣＧＣ（Ｅｃｌｉｐｓｅ）３′；βａｃｔｉｎ５′

（ＦＡＭ ）ＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＣ

（Ｅｃｌｉｐｓｅ）３′，均由大连ＴａＫａＲａ公司合成。

１．４．２　ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ反应　　反应体系如下：２

μＬｃＤＮＡ，１２．５μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇，上下游

引物各０．５μＬ（２μｍｏｌ·Ｌ
－１），２μＬＴａｑＭａｎ探针

（０．２μｍｏｌ·Ｌ
－１），８．５μＬ无酶水 。反应条件为９５

℃预变性３０ｓ后，４５次循环（９５℃１０ｓ，６０℃退火

３０ｓ），ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ扩增产物经２％琼脂糖电泳，

在紫外灯下观察，可看到与目的片段大小一致的电

泳条带。

２　结　果

２．１　犚犜犘犆犚扩增结果

ＲＴＰＣＲ扩增结果表明，犲狀犑犛犚犞ｍＲＮＡ在各

检测组织中均有表达，从图１中可以看到目的条带。

序列测定结果表明，ｅｎＪＳＲＶ和βａｃｔｉｎ的ＲＴＰＣＲ

产物序列与ＧｅｎＢａｎｋ中已登录序列的同源性都较

高，分别在９５．９％和９８％以上，说明以上组织中所

表达的基因片段均是其序列中的一段。

２．２　探针灵敏度检测结果

探针的检测结果如图２所示，从上到下依次为

目的条带分别为９２、１１１ｂｐ

Ｂａｎｄｏｆｔａｒｇｅｔｗａｓ９２ａｎｄ１１１ｂｐ

图１　犚犜犘犆犚扩增结果

犉犻犵１　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犚犜犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

阳性对照、地高辛标记的ｅｎＪＳＲＶ探针所形成的斑

点。图中ｃｏｎｔｒｏｌＤＮＡ浓度从１到５依次表示１０、

３、１、０．３和０．１ｐｇ·μＬ
－１。通过比对计算得出ｅｎ

ＪＳＲＶ探针浓度为９５ｐｇ·μＬ
－１。

图２　探针灵敏度检测结果

犉犻犵２　犚犲狊狌犾狋狅犳狆狉狅犫犲狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狋犲狊狋

２．３　原位杂交结果

原位杂交结果表明，在所有被检组织中均有阳

性信号出现。图３～５分别为犲狀犑犛犚犞ｍＲＮＡ在胎

儿和羔羊免疫器官的中的表达定位情况（由于妊娠

７０ｄ胎儿没有取到独立的肠淋巴结，故无肠淋巴结

杂交结果）。从图中蓝紫色阳性信号分布情况可见：

犲狀犑犛犚犞ｍＲＮＡ特异性的表达在胸腺小叶中，特别

是在胸腺的皮髓交界处和髓质中，在淋巴结的各种

淋巴细胞和脾脏的白髓检测到犲狀犑犛犚犞 ｍＲＮＡ的

表达，并且在肺脏的支气管上皮细胞和肺泡上皮细

胞也检测到阳性信号。在所有的阴性对照中，均没

有阳性信号出现，这进一步证实了探针的特异性。

２．４　犚犲犪犾犜犻犿犲犘犆犚反应结果

ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ 试验结果表明，不同组织间

犲狀犑犛犚犞ｍＲＮＡ的表达差异很大，以ｅｎＪＳＲＶ 在妊

娠７０ｄ胎儿肺脏组织中的表达为对照，在妊娠１３０

ｄ脾脏组织的表达约为对照的２７倍，在出生７日龄

羔羊胸腺的表达约为对照的２２倍，在妊娠１３０ｄ胸

腺和肠淋巴结的表达约为对照的１０倍，并均存在着
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图３　妊娠７０犱胎儿组织原位杂交结果

犉犻犵３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犲狀犑犛犚犞犿犚犖犃犻狀狋犺犲狋犻狊狊狌犲狊狅犳７０犱犳犲狋犪犾犫狔犐狀犛犻狋狌犎狔犫狉犻犱犻狕犪狋犻狅狀

图４　妊娠１３０犱胎儿组织原位杂交结果

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犲狀犑犛犚犞犿犚犖犃犻狀狋犺犲狋犻狊狊狌犲狊狅犳１３０犱犳犲狋犪犾犫狔犐狀犛犻狋狌犎狔犫狉犻犱犻狕犪狋犻狅狀

图５　出生后７日龄羔羊组织原位杂交结果

犉犻犵５　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犲狀犑犛犚犞犿犚犖犃犻狀狋犺犲狋犻狊狊狌犲狊狅犳７犱狀犲狑犫狅狉狀犾犪犿犫狊犫狔犐狀犛犻狋狌犎狔犫狉犻犱犻狕犪狋犻狅狀

１２０１



畜　牧　兽　医　学　报 ４１卷　

显著差异或极显著差异（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。这

表明犲狀犑犛犚犞ｍＲＮＡ在免疫组织中有高水平的表

达，而在肺脏中有低水平的表达。另外，在妊娠７０ｄ

所有组织中ｅｎＪＳＲＶ的表达水平都相对较低，而妊

娠１３０ｄ和出生７日龄羔羊其表达量较高（图６）。

ｌｕｎｇ（ＬＵ），ｔｈｙｍｕｓ（ＴＨ），ｓｐｌｅｅｎ（ＳＰ）ａｎｄｇｕｔｌｙｍｐｈｎｏｄｅ

（ＧＵ）（ｎ＝３）犘＜０．０５，犘＜０．０１

图６　犚犲犪犾犜犻犿犲犘犆犚检测犲狀犑犛犚犞犿犚犖犃表达的结果

犉犻犵６　犙狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犪狀犪犾狔狊犲狊狅犳狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犲狀犑犛犚犞犿犚

犖犃犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻狊狊狌犲狊

３　讨　论

很多研究已经表明犲狀犑犛犚犞 ｍＲＮＡ在子宫内

膜，胎盘上皮细胞，腔上皮细胞均有表达，但关于

犲狀犑犛犚犞ｍＲＮＡ在胎儿免疫系统的表达研究却很

少。在本研究中，根据ｅｎＪＳＲＶ和ｅｘＪＳＲＶ的高可

变区犲狀狏基因编码的ＴＭ区，设计引物并标记探针，

利用组织原位杂交技术检测了犲狀犑犛犚犞 ｍＲＮＡ在

胎儿和初生羔羊免疫系统中的表达情况，并且利用

ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ法对其表达进行了相对定量的研

究。目前，关于ＳＰＡ的发病机理还未清楚，ｅｎＪＳＲＶ

在ＳＰＡ发病过程中的作用报道也较少。Ｎａｋａｇａｗａ

等认为ｅｎＪＳＲＶ在致癌中不起直接作用，但能诱导

机体产生免疫耐受，保护宿主免受相应外源性病毒

的感染和避免疾病的发生［７］。研究表明用敏感

ＰＣＲ技术在肺、肾、胸腺、骨髓、脾、纵隔淋巴结都可

检测到犲狀犑犛犚犞ｍＲＮＡ
［８］。Ｓｐｅｎｃｅｒ等用原位杂交

试验证明犲狀犑犛犚犞ｍＲＮＡ在正常绵羊子宫腔内膜、

子宫腺上皮、肠系膜淋巴结、胎儿的胸腺均有高度表

达［９］。也有人认为，相关的ｅｎＪＳＲＶ在个体发育的

胚胎期表达所产生的病毒蛋白，会使绵羊产生免疫

耐受，从而对后天感染的不产生免疫应答，这也许

是病羊体内检测不到特异性抗体的原因，而本试验

所得的结果为免疫耐受这一假说提供了很有力的证

据。组织原位杂交结果表明犲狀犑犛犚犞 ｍＲＮＡ 在胎

儿和羔羊免疫器官均有表达，特别是在胸腺小叶皮

髓交界处的表达，而在阴性对照组中均未检测到阳

性信号。有试验证实在胚胎发育期，不成熟的自身

免疫应答细胞接触自身抗原后，会被克隆清除，形成

对自身抗原的耐受。而Ｔ细胞成熟过程中的阴性

选择过程，即Ｔ细胞克隆清除主要发生在皮髓交界

处［１０］。由此推断，在胚胎发育期，犲狀犑犛犚犞 ｍＲＮＡ

表达在胎儿免疫系统，特别是在胸腺的表达，使得不

成熟的Ｔ淋巴细胞与其接触，这样，机体很可能将

ｅｎＪＳＲＶ识别为自身抗原，从而形成对所接触抗原

的免疫耐受。然而，在核苷酸水平上，Ｇａｇ区上ｅｎ

ＪＳＲＶ与ｅｘＪＳＲＶ具有９４％～９５％同源性，Ｐｒｏ区上

ｅｎＪＳＲＶ与ｅｘＪＳＲＶ具有９５％～９９％同源性，Ｐｏｌ区

上ｅｎＪＳＲＶ与ｅｘＪＳＲＶ具有９８％同源性，Ｅｎｖ区上

ｅｎＪＳＲＶ与ｅｘＪＳＲＶ具有９２％同源性。如此高的同

源性使得宿主免疫系统将ｅｘＪＳＲＶ也识别为自身物

质，并且对其不发生免疫反应，所以，在外周循环血

液中我们检测不到循环抗体。ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ结果

也表明犲狀犑犛犚犞ｍＲＮＡ高水平表达在胎儿的免疫

器官，说明ｅｎＪＳＲＶ与胎儿免疫组织有着非常密切

的关系。最近，研究表明胸腺在胚胎后期和新生期

细胞增长速度最快，造血活性最强，与此同时，脾脏

的造血功能也达到高峰，淋巴细胞数量迅速增长，这

可能是犲狀犑犛犚犞 ｍＲＮＡ在妊娠１３０ｄ胎儿和新生

儿胸腺和脾脏高水平表达的另一原因。另外，本次

研究结果表明犲狀犑犛犚犞 ｍＲＮＡ在不同时期的肺脏

中也均有表达并且表达水平比较低，这与Ｓｐｅｎｃｅｒ

等人的试验结果是一致的［９］。Ｓｐｅｎｃｅｒ和Ｒａｉ等人

的试验结果表明ｅｘＪＳＲＶ和ｅｎＪＳＲＶ都是利用透明

质酸酶２（Ｈｙａｌ２）作为受体
［９，１１］，且ｅｎＪＳＲＶ 与

Ｈｙａｌ２受体结合后，可降低ｅｘＪＳＲＶ利用的受体，

从而妨碍ｅｘＪＳＲＶ的侵入，这充分说明ｅｎＪＳＲＶ可

以通过受体竞争干扰ｅｘＪＳＲＶ的入侵。然而，犲狀犑犛

犚犞ｍＲＮＡ在肺脏组织的低水平表达，使得ｅｘＪＳＲＶ

入侵时可利用的Ｈｙａｌ２受体增多，这可进一步解释

ｅｘＪＳＲＶ感染的靶细胞主要为肺脏的Ⅱ型肺泡上皮

细胞与无纤毛细支气管上皮细胞。而犲狀犑犛犚犞ｍＲ

ＮＡ在妊娠７０ｄ胎儿各组织中都低水平表达，这可

能是因为在这个时期器官初步形成，并且各组织的

发育情况不同所导致。

近年来，很多试验证明内源性次要淋巴细胞刺

激（Ｍｉｎｏｒｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ，Ｍｌｓ）抗原是小

鼠乳腺肿瘤病毒（ｍｏｕｓｅｍａｍａｒｙｕｍｏｒｖｉｒｕｓ，ＭＭＴＶ）
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产生的蛋白。ＭＭＴＶ是一种逆转录病毒，和ｅｎＪＳ

ＲＶ一样都是以前病毒（ｐｒｏｖｉｒｕｓ）形式整合于小鼠

细胞ＤＮＡ中，小鼠可终生制造这种病毒蛋白，因之

可视为一种自身超抗原［１２１３］。人类是否也有这种病

毒性超抗原，目前尚不能肯定，但有人提出人类免疫

缺损病毒（ＨＩＶ）也是逆转录病毒，有可能是人类的

病毒性超抗原。而ｅｎＪＳＲＶ是否也是绵羊的病毒性

超抗原这还有待于进一步研究。

４　结　论

ｅｎ犑犛犚犞ｍＲＮＡ在胎儿的不同时期的胸腺、脾

脏、肠淋巴结、肺脏内均有阳性信号出现，而在阴性

对照组均没有检测到阳性信号。犲狀犑犛犚犞 ｍＲＮＡ

在妊娠１３０ｄ胎儿和出生７日龄羔羊的胸腺和脾脏

中表达水平比较高，且存在显著或极显著差异，而在

肺脏中有低水平表达。这一试验结果进一步支持了

机体对外源性病毒ｅｘＪＳＲＶ的感染会产生免疫耐受

这一假说。
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