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摘要： 旨在建立双重实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 方法， 对叉头框蛋白 Ｐ３ （ＦｏｘＰ３）、 白细胞介素 １０ （ ＩＬ－１０） 的 ＲＮＡ 转录进行定量检测。
设计并合成 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－１０ 的扩增引物和荧光探针， 优化引物浓度、 退火温度， 建立 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法， 检测猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２） 感染外周血

调节性 Ｔ 淋巴细胞 （Ｔｒｅｇ） 和免疫器官中 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 的 ｍＲＮＡ 含量； 根据 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达验证方法的可靠性。 结果： 建立的 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 方法呈现 “Ｓ” 型扩增曲线， 相关系数 Ｒ２≥０􀆰 ９９； 转化生长因子－β （ＴＧＦ－β）、 干扰素－γ （ＩＦＮ－γ）、 白细胞介素 ２ （ ＩＬ－２）、 白细胞介素 ４
（ＩＬ－４）、 白细胞介素 ６ （ＩＬ－６） 和白细胞介素 １７ （ＩＬ－１７） 等基因的核酸模板和阴性对照均无扩增曲线， 最低检测浓度 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 批内、 批

间变异系数分别为 ０􀆰 ８７％、 １􀆰 ８４％； ＰＣＶ２ 攻毒组外周血 Ｔｒｅｇ 细胞中 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 的 ｍＲＮＡ 含量均出现明显升高， ＦｏｘＰ３ 的 ｍＲＮＡ 含量在攻毒

第 １４ 天到达峰值， ＩＬ－１０ 的 ｍＲＮＡ 含量在攻毒第 １０ 天到达峰值， ＰＣＶ２ 感染后导致胸腺、 淋巴结和脾脏中 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－ １０ 转录水平升高；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测表明， ＦｏｘＰ３ 蛋白表达量在攻毒第 １４ 天、 第 ２８ 天， ＩＬ－１０ 在攻毒第 １０ 天和第 １４ 天显著高于对照组， 与 ＲＴ－ｑＰＣＲ 结果一致。 综

上， 本研究建立的猪 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－１０ 双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法具有特异、 敏感、 检测稳定可靠的特点， 对于评价猪体的免疫应答水平和机体免疫稳态具

有重要意义。
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　 　 调节性 Ｔ 淋巴细胞 （ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌ， Ｔｒｅｇ） 在

免疫应答调控和维持机体免疫稳态中发挥重要作用，
分为天然性 Ｔｒｅｇ （ｎＴｒｅｇ） 和诱导性 Ｔｒｅｇ （ ｉＴｒｅｇ） 细

胞［１－３］。 ｎＴｒｅｇ 细胞限制免疫应答强度， 维持机体对

感染的适度性应答， 是临床免疫功能监测的重要指

标［４］。 ｉＴｒｅｇ 细胞由 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞诱导分化而来， 目前

对其诱导因子来源还不清楚， 研究表明叉头框蛋白

Ｐ３ （ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ３， ＦｏｘＰ３） 高表达是 ｉＴｒｅｇ
表型的重要条件［５－６］。 Ｔｒｅｇ 细胞在猪圆环病毒 ２ 型

（ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ２， ＰＣＶ２） 感染过程发挥重要作

用， 提高 ＦｏｘＰ３ 表达量， 肺脏内 ＰＣＶ２ 载量升高， 机

体特异和固有细胞免疫进一步被抑制［７］。 课题组前

期研究也证明， ＰＣＶ２ 感染可以引起 Ｔｒｅｇ 细胞数量增

加， 促进白细胞介素 １０ （ ＩＬ－１０）、 转化生长因子－
β１ （ＴＧＦ－β１） 和白细胞介素 １７Ａ （ ＩＬ－１７Ａ） 等的

分泌［８］。
ＦｏｘＰ３ 是叉头状转录因子成员， 特异性表达于

Ｔｒｅｇ 细胞表面［９－１０］， 作为 Ｔｒｅｇ 细胞主要转录因子，
是其发育的关键开关， 在 Ｔｒｅｇ 细胞表型和功能发挥

上起到重要作用［１１］。 ＦｏｘＰ３ 高表达通过多种机制赋

予 Ｔｒｅｇ 细胞免疫抑制功能： ＦｏｘＰ３ 作为转录调节因

子， 其转录与表达对细胞因子白细胞介素 ２ （ＩＬ－２）、
白细胞介素 ４ （ＩＬ－４） 和干扰素－γ （ＩＦＮ－γ） 转录表

现抑制效应； 通过抑制细胞毒 Ｔ 淋巴细胞相关抗原 ４
（ＣＴＬＡ－４） 活化对 Ｔｒｅｇ 细胞表型建立发挥作用［１２］。
同时， ＦｏｘＰ３ 持续性表达也是维持 Ｔｒｅｇ 细胞稳态所必

需的， 成熟小鼠或人类 Ｔｒｅｇ 细胞中 ＦｏｘＰ３ 缺失后，
Ｔｒｅｇ 细胞将失去其抑制能力［１３］。 ＩＬ － １０ 由 Ｔ 细胞、
巨噬细胞、 树突状细胞和 Ｂ 细胞等多种免疫细胞分

泌， 在 Ｔｒｅｇ 细胞调控免疫抑制中发挥重要作用， 介

导 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 型免疫应答负反馈调控［１４－１６］。
ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 作为 Ｔｒｅｇ 细胞负调控免疫应答重

要因子， 现有研究主要集中在人和小鼠上， 猪的相关

因子检测还没有成熟的试剂盒产品， 且仅为单一型的

检测［１７－１８］。 因此， 本研究旨在建立能同时一步法检

测猪 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ － １０ 的定量检测试剂盒， 通过对

ＰＣＶ２ 感染导致的 Ｔｒｅｇ 细胞中 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 转录和

表达进行定量检测来评价试剂盒实用性， 以期为实现

对猪群的免疫状态评价和疫苗推广使用提供数据

支撑。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试验材料

ＰＣＶ２－ＬＶＤＵ－２０１６ 株 （１０６􀆰 ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ） 由山

东省绿都生物科技有限公司提供。
ＰＣＶ２ 抗原、 抗体双阴性的 ２８ 日龄断奶巴马香

猪仔猪 ３０ 头， 由山东绿都生物科技有限公司实验动

物中心提供。
动物组织 ＲＮＡ 提取试剂盒、 ＰＣＲ 产物回收试剂

盒购于北京百泰克生物科技有限公司； Ｏｌｉｇｏ ｄＴ、
ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ、 ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 Ｒｎａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、
２ × Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ － ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ Ⅲ、 Ｅｘ Ｔａｑ ＨＳ、
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ⅱ、 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ、
ｐＭＤ１８－Ｔ 载体等购自 ＴａＫａＲａ 公司； 质粒提取试剂盒

购自 ＢｉｏＤｅｖ－Ｔｅｃｈ 公司； 大肠杆菌 ＤＨ５α 购自北京全

式金生物技术有限公司； 猪外周血淋巴细胞分离液

（２００ ｍＬ ／盒） 为北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 科技有限公司产品； 弗

氏不完全佐剂、 钥匙孔血蓝蛋白 （ＫＬＨ） 购自 Ｓｉｇｍａ
公司； 巯基乙酸培养基购自 Ｏｘｏｄｉ 公司； ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

调节性 Ｔ 细胞分选试剂盒购自 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ Ｂｉｏｔｅｃ 公司；
ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养液为 Ｇｉｂｃｏ 公司产品； 预先包被

ａｎｔｉ－ＣＤ３ ／ ＣＤ２８ 抗体的 ２４ 孔板购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；
山羊抗鼠 ＩｇＧ－ＨＲＰ 购自北京中杉金桥生物技术有限

公司。
１􀆰 ２　 引物、 探针设计与合成

根据已知 ＧｅｎＢａｎｋ 猪 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 基因序列，
使用 Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计双重 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量

ＲＴ－ＰＣＲ 检测特异性引物组和探针组合 （表 １）。 引

物由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成， 探

针由宝生物工程 （大连） 有限公司合成。
１􀆰 ３　 标准模板制备

以提取的猪脾脏总 ＲＮＡ 为模板， 实时荧光定量

ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 扩增、 回收与纯化 ＦｏｘＰ３ 的 ＰＣＲ
产物， ＸｂａⅠ和 ＫｐｎⅠ双酶切后， 连接 ｐＭＤ１８－Ｔ 多克

隆位点， 转化 ＤＨ５α 感受态细胞， 筛选阳性质粒， 提

取重组质粒 ＦｏｘＰ３－Ｔ。 回收纯化 ＩＬ－１０ 的 ＰＣＲ 产物

连接到 ＦｏｘＰ３－Ｔ 重组质粒 Ｔ 末端， 构建 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－
１０ 双基因串联重组体。 测定重组质粒浓度， 按１０－１ ～
１０－８梯度倍比稀释作为标准模板， －２０ ℃保存。
１􀆰 ４　 反应体系与程序筛选优化

ＰＣＲ 反应体系： 总体积 ３０ μＬ， 依次加入 ２×Ｏｎｅ
Ｓｔｅｐ ＲＴ－ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ Ⅲ １５􀆰 ０ μＬ、 Ｅｘ Ｔａｑ ＨＳ ０􀆰 ５ μＬ、
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ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ⅱ ０􀆰 ５ μＬ、 ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
１􀆰 ０ μＬ 和 ＲＮＡ 模板 ３􀆰 ０ μＬ， ＦｏｘＰ３－Ｆ ／ Ｒ 和 ＩＬ－１０－
Ｆ ／ Ｒ 分 别 加 入 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５ 和 １􀆰 ０ μＬ ３ 个 梯 度，
ＦｏｘＰ３－荧光探针和 ＩＬ － １０ －荧光探针分别加入 ０􀆰 ５、
０􀆰 ７５、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２５ 和 １􀆰 ５ μＬ ５ 个梯度， ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ

ｄＨ２Ｏ 补足 ３０􀆰 ０ μＬ。 引物和 Ｆ 荧光探针的摩尔比分

别设为 ２ ∶ ３、 １ ∶ ３、 ２ ∶ ９ 和 １ ∶ ６， 筛选最佳反应体

系。 ＰＣＲ 反应程序： ４２ ℃ ８ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ； ９４ ℃
１５ ｓ， ５４ ～ ６２ ℃ １０ ｓ， ４０ 个循环， 进行退火温度

优化。

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物与探针

引物 ／ 探针 序列 （５′→３′） 基因编号 基因位置 ／ ｂｐ 大小 ／ ｂｐ

ＦｏｘＰ３－Ｆ ＧＧＣＡＴＣＡＴＣＴＧＡＣＡＡＧＧＧＴＴ

ＦｏｘＰ３－Ｒ ＴＴＧＴＧＡＡＡＧＡＡＡＴＣＴＧＧＧＡＡ
ＡＭ９９９５３８􀆰 １

８１６～８３５

９８０～９６１
１６５

ＦｏｘＰ３－Ｆ ＧＣＴＣＴＡＧＡＧＧＣＡＴＣＡＴＣＴＧＡＣＡＡＧＧＧ

ＦｏｘＰ３－Ｒ ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＴＧＴＧＡＡＡＧＡＡＡＴＣＴＧＧＧＡＡ
ＡＭ９９９５３８􀆰 １

８１５～８３４

９８０～９６１
１８１

ＩＬ－１０－Ｆ ＧＣＧＡＣＴＴＧＴＴＧＣＴＧＡＣＣＧ

ＩＬ－１０－Ｒ ＣＣＡＴＣＡＣＴＣＴＣＴＧＣＣＴＴＣ
Ｌ２０００１􀆰 １

２４６～２６３

３６５～３４８
１２１

ＦｏｘＰ３－荧光探针 ＦＡＭ－ＧＴＡＴＴＧＴＡＧＣＣＡＣＴＧＧＣＡＣＣ－ＴＡＭＲＡ ＡＭ９９９５３８􀆰 １ ８４２～８６１ －

ＩＬ－１０－荧光探针 ＣＹ３－ＣＴＧＣＴＧＧＡＧＧＡＣＴＴＴＡＡＧＧ－ＴＡＭＲＡ Ｌ２０００１􀆰 １ ２６８～２８６ －

　 　 注： １） 下划线为酶切位点， 内切酶分别为 ＸｂａⅠ和 ＫｐｎⅠ； ２） －表示无此项。

１􀆰 ５　 标准曲线绘制

倍比稀释阳性重组质粒得到 １０１ ～ １０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ
的 ８ 个梯度标准模板， ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ 作为阴性对

照， 用优化的双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 进行扩增， 生成动力学

曲线， 计算样品扩增 Ｃｔ 值和拷贝数之间关系， 绘制

标准曲线。
１􀆰 ６　 双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法的性能指标检测

特异性检测： 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中已知 ＴＧＦ－
β、 ＩＦＮ－γ、 ＩＬ－２、 ＩＬ－４、 ＩＬ－６ 和 ＩＬ－１７ 基因序列，
选取高度保守区基因， 合成其核苷酸序列， 获得对应

的标准核酸模板 （表 ２）。 用建立的双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方

法对特异性检测核酸模板进行扩增， 设置 Ｔｒｅｇ 总

ＲＮＡ 为阳性对照， ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ 为阴性对照， 每

个样品设置 ３ 个重复， 检测其反应特异性。

表 ２　 特异性检测细胞因子核酸模板信息

基因 登录号 位置 ／ ｂｐ 大小 ／ ｂｐ

ＴＧＦ－β ＡＦ４６１８０８􀆰 １ １１２～１ ２８４ １ １７３

ＩＦＮ－γ ＤＱ９０２５８８􀆰 １ ２～５８８ ５８７

ＩＬ－２ ＥＵ２４９８０５􀆰 １ １～４６５ ４６５

ＩＬ－４ ＡＢ１７４７６５􀆰 １ １２１～５２２ ４０２

ＩＬ－６ ＡＦ５１８３２２􀆰 １ １～６３９ ６３９

ＩＬ－１７ ＡＢ１０２６９３􀆰 １ ５８～７５９ ７０２

敏感性检测： 以 １０１ ～ １０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ ８ 个稀释度

的 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 双基因重组质粒标准品为模板进行

双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 扩增， 每个稀释度设置 ３ 次重复。 确

定 ＴａｑＭａｎ 双重荧光定量 ＰＣＲ 方法的敏感性， 同时设

立阴性对照。
重复性检测： 以 １０３ ～ １０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ ４ 个稀释度

的 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 双基因重组质粒标准品为模板， 分

别进行 ３ 次重复扩增， 进行批间、 批内重复性检测，
计算变异系数， 同时设立阴性对照。
１􀆰 ７　 ＰＣＶ２ 感染对外周血 Ｔｒｅｇ 细胞中 ＩＬ － １０ 和

ＦｏｘＰ３ ｍＲＮＡ 转录水平的影响

１􀆰 ７􀆰 １　 ＰＣＶ２ 感染与攻毒

取 ＰＣＶ２ 抗原、 抗体双阴性的 ２８ 日龄断奶健康

仔猪 ３０ 头， 其中 ２５ 头为攻毒组， ５ 头为空白对照

组。 攻毒组用 ＰＣＶ２－ＬＶＤＵ－２０１６ 株分别于肌肉注射

和滴鼻各 １ ｍＬ， 攻毒第 ７ 天， 采取前腋下和后腿肌

肉分 点 注 射 弗 氏 不 完 全 佐 剂 乳 化 的 ＫＬＨ， ０􀆰 ２
ｍＬ ／头， 腹腔注射灭菌的巯基乙酸培养基 ０􀆰 ５ ｍＬ ／头，
攻毒第 １０ 天和第 ２０ 天再次腹腔注射灭菌的巯基乙酸

培养基 ０􀆰 ５ ｍＬ ／头； 空白对照组仅注射相同剂量生理

盐水， 各组隔离饲养， 观察临床症状。 分别于攻毒第

０、 ４、 ７、 １４、 ２８ 和 ４２ 天前腔静脉采集抗凝血。
１􀆰 ７􀆰 ２　 Ｔｒｅｇ 细胞分选与 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－１０ ｍＲＮＡ 含量

检测

用外周血淋巴细胞分离液分离、 制备单层的淋巴

细胞， 调整细胞密度至 １０６个 ／ ｍＬ。 用 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调

节性 Ｔ 细胞分选试剂盒， 采用阴性分选和阳性富集

方法分选、 获得猪 Ｔｒｅｇ 细胞。 流式细胞仪检测 Ｔｒｅｇ
细胞纯度及其在外周血 Ｔ 细胞亚群的百分含量。 获

得的 Ｔｒｅｇ 细胞重悬于 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基， 以 １０６

个 ／ ｍＬ 细胞密度接种预先包被 ａｎｔｉ －ＣＤ３ ／ ＣＤ２８ 抗体
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的 ２４ 孔板中， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养 ４８ ｈ， 同时设置阴

性对照。 收获 Ｔｒｅｇ 细胞， 提取总 ＲＮＡ， 用建立的

ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－１０ 双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法进行 ｍＲＮＡ 含量

检测。
１􀆰 ８　 ＰＣＶ２ 攻毒对各器官组织中 ＩＬ － １０ 和 ＦｏｘＰ３
ｍＲＮＡ 丰度的影响

　 　 攻毒后第 １０ 天 ＰＣＶ２ 攻毒组和对照组分别扑杀 ２
头， 分别取脾脏， 胸腺、 扁桃体、 肝脏、 肾脏、 肺脏

和淋巴结等器官组织， 取对照组各器官组织 １􀆰 ０ ｇ 混

合， 作为 ＲＴ－ｑＰＣＲ 扩增中的对照， 用 ＲＮＡ 提取试

剂盒提取细胞总 ＲＮＡ， 利用建立的 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－１０ 双

重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法进行 ｍＲＮＡ 含量检测， 分析 ｍＲＮＡ
丰度差异性。
１􀆰 ９　 ＰＣＶ２ 攻毒对外周血 Ｔｒｅｇ 细胞中 ＩＬ － １０ 和

ＦｏｘＰ３ 表达水平的影响

　 　 对攻毒后获取的不同时间段的外周血 Ｔｒｅｇ 细胞，
提取细胞总蛋白， 用抗 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－１０ 单抗为孵育一

抗， 山羊抗鼠 ＩｇＧ －ＨＲＰ 为二抗， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－１０ 蛋白含量， 分析 ＰＣＶ２ 感染对 ＦｏｘＰ３、
ＩＬ－１０ 蛋白表达水平的影响， 验证建立的 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－
１０ 双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法的可靠性。
１􀆰 １０　 数据统计与分析

采用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件进行显著性分析， 试验数据

用 “平均值±标准差” 表示。

２　 结果

２􀆰 １　 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 基因扩增

图 １ 结果所示， 获得了与预期大小相同基因片

段， 大小分别为 １６５ ｂｐ 和 １２１ ｂｐ。 经 ＤＮＡ 浓度测

定， 构建的重组质粒浓度为 ５３７ ｎｇ ／ μＬ， 换算 ＤＮＡ
拷贝数为 １􀆰 ２８×１０１１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 同时， ＤＮＡ 测序结

果经 ＢＬＡＳＴ 比较， 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已登录的猪 ＦｏｘＰ３
和 ＩＬ－１０ 的序列同源性均为 １００％， 说明成功克隆获

得猪的 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 双基因扩增片段。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １～２􀆰 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－１０ 阳性扩增； ３􀆰 阴性

对照。

图 １　 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－１０ 双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 扩增结果

２􀆰 ２　 ＰＣＲ 反应条件优化

ＰＣＲ 反应总体积 ３０ μＬ， 优化结果为： ２ ×Ｏｎｅ
Ｓｔｅｐ ＲＴ－ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ Ⅲ １５􀆰 ０ μＬ、 Ｅｘ Ｔａｑ ＨＳ ０􀆰 ５ μＬ、
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ⅱ ０􀆰 ５ μＬ、 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＦｏｘＰ３ － Ｆ ／ Ｒ 各 ０􀆰 ５ μＬ、 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＩＬ － １０ Ｆ ／ Ｒ 各

０􀆰 ５ μＬ、 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＦｏｘＰ３ － 荧光探针 １􀆰 ０ μＬ、 １５
μｍｏｌ ／ Ｌ ＩＬ－１０－荧光探针 １􀆰 ０ μＬ、 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ
６􀆰 ０ μＬ、 ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １􀆰 ０ μＬ 和 ＲＮＡ 模板 ３􀆰 ０ μＬ。
反应程序优化为： ４２ ℃ ８ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ； ９４ ℃
１５ ｓ， ６２ ℃ １０ ｓ， ４０ 个循环。

经优化后 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测方

法， 阴性对照无 Ｃｔ 值， ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 阳性对照 Ｃｔ
值均小于 ３０， 扩增曲线呈现典型的 “Ｓ” 型扩增曲线

（图 ２）。

１􀆰 ＦｏｘＰ３； ２􀆰 ＩＬ－１０； ３􀆰 阴性对照。

图 ２　 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－１０ 双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 扩增动力学曲线

２􀆰 ３　 标准曲线绘制

扩增标准曲线显示 （图 ３）， 在 １０１ ～１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ
时， Ｃｔ 值与浓度之间有较好的线性关系， 其回归方

程分别为， ＦｏｘＰ３： Ｙ ＝ － ３􀆰 ２３５Ｘ ＋ ４０􀆰 ９３８； ＩＬ － １０：
Ｙ＝－３􀆰 ４２６Ｘ＋４０􀆰 １９０。 Ｒ２值分别为 ０􀆰 ９９９ ８ 和 ０􀆰 ９９８ ８，
均大于 ０􀆰 ９９； 扩增效率分别为 ９７􀆰 ５％和 ９６􀆰 ８％， 均

在 ９０％～１１０％范围内， 说明误差较小， 可信度较高。

图 ３　 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－１０ 双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 标准曲线
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２􀆰 ４　 性能指标检测

特异性检测结果如图 ４ 所示， 仅含 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－
１０ 核酸的模板出现特异性扩增曲线， 且 Ｃｔ 值均小于

３０， 而其他核酸模板和阴性对照均无扩增曲线， 呈阴

性， 表明所建立的方法具有较好的特异性。
敏感性结果显示， 在 ３０ μＬ 体系中添加 １ μＬ 体

积的 １０ 倍比稀释的 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 基因重组质粒的

最低检测模板浓度为 １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 表明试剂盒具有

良好的敏感性。 重复性结果如表 ３ 所示， 试剂盒批内

变异系数为 ０􀆰 ８７％， 批间变异系数 １􀆰 ８４％， 均小于

２％， 具有较高重复性。
２􀆰 ５　 Ｔｒｅｇ 细胞纯度及 Ｔ 细胞亚群含量检测

从外周抗凝血中用阴性分选和阳性富集方法分选

获得猪 Ｔｒｅｇ 细胞， 流式细胞仪纯度检测， 其中 Ｔｒｅｇ
细胞纯度达到 ９０％以上， 满足试验对纯度要求 （图
５）。 流式细胞仪检测结果见表 ４ 和图 ６。 ＰＣＶ２ 攻毒

组 Ｔｒｅｇ 细胞在 Ｔ 细胞亚群的百分含量总体高于空白

对照组， 其中第 １０、 １４ 天时， ＰＣＶ２ 攻毒组极显著

高于空白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 攻毒第 １０ 天时， Ｔｒｅｇ
细胞亚群含量为 ７􀆰 ５５％， 显著高于空白组的 ３􀆰 １２％，
第 ２８ 天 Ｔｒｅｇ 细胞含量有所降低， 第 ３５ 天时 ２ 组间差

异不明显 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

１􀆰 ＦｏｘＰ３ 阳性扩增； ２􀆰 ＩＬ－１０ 阳性扩增； ３ ～ ８􀆰 分别为 ＴＧＦ－β、
ＩＦＮ－γ、 ＩＬ－２、 ＩＬ－４、 ＩＬ－６ 和 ＩＬ－１７ 核酸阴性扩增。

图 ４　 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－１０ 双重量 ＲＴ－ｑＰＣＲ 特异性检测

表 ３　 重复性检测结果 （Ｃｔ 值）

模板浓度 ／
（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）

重复数
批内试验 批间试验

均值 标准差 变异系数 ／ ％ 均值 标准差 变异系数 ／ ％

１０６ ３ ２１􀆰 ２２ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ３８ ２１􀆰 ９２ ０􀆰 ３７ １􀆰 ６９

１０５ ３ ２４􀆰 ６３ ０􀆰 ０９ ０􀆰 ３６ ２５􀆰 １４ ０􀆰 ４２ １􀆰 ６７

１０４ ３ ２８􀆰 １７ ０􀆰 ２９ １􀆰 ０３ ２８􀆰 ４３ ０􀆰 ５１ １􀆰 ７９

１０３ ３ ３１􀆰 ６２ ０􀆰 ３２ １􀆰 ０１ ３２􀆰 ５２ ０􀆰 ４３ １􀆰 ３２

图 ５　 外周血淋巴细胞中 Ｔｒｅｇ 分选纯度检测结果

表 ４　 外周血中 Ｔｒｅｇ 细胞亚群含量变化 １０６个 ／ ｍＬ　 　

组别 第 ５ 天　 第 １０ 天　 第 １４ 天　 第 ２８ 天　 第 ３５ 天　

空白对照

ＰＣＶ２ 攻毒

２􀆰 ００±０􀆰 ５２
２􀆰 ８５±０􀆰 ４８

３􀆰 １２±１􀆰 ０２

７􀆰 ５５±０􀆰 ８９∗∗

５􀆰 ２３±１􀆰 ３１

９􀆰 ４１±１􀆰 ５２∗∗

６􀆰 ４１±１􀆰 ４２

７􀆰 ８５±１􀆰 ３６∗

８􀆰 ７８±１􀆰 ２４
９􀆰 １２±１􀆰 ７４

　 　 　 注： 两组间比较，∗表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５），∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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图 ６　 攻毒后第 １０ 天外周血 Ｔ 细胞中 Ｔｒｅｇ 亚群流式细胞仪检测结果

２􀆰 ６　 外周血 Ｔｒｅｇ 细胞中 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 的 ｍＲＮＡ
转录水平

　 　 由图 ７ 和图 ８ 可知， ＰＣＶ２ 攻毒组外周血 Ｔｒｅｇ 细

胞中 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 的 ｍＲＮＡ 含量均出现明显升高，
其中 ＦｏｘＰ３ 的 ｍＲＮＡ 攻毒后 １４ ｄ 到达峰值， ＩＬ－１０
的 ｍＲＮＡ 含量在攻毒后第 １０ 天到达峰值， 随后开始

降低， 攻毒后第 ３５ 天基本恢复正常水平， 对照组在

试验期间均无明显变化。 结果表明， ＰＣＶ２ 感染导致

Ｔｒｅｇ 免疫负调控机能激活， 使得免疫应答呈现一定

程度的抑制性， 可持续 ３ 周左右。

注： 与对照组相比， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。 下同。

图 ７　 外周血 Ｔｒｅｇ 细胞中 ＦｏｘＰ３ ｍＲＮＡ 含量检测

图 ８　 外周血 Ｔｒｅｇ 细胞中 ＩＬ－１０ ｍＲＮＡ 含量检测

２􀆰 ７　 不同组织中 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 的 ｍＲＮＡ 相对表

达量

　 　 由图 ９ 和图 １０ 可知， ＰＣＶ２ 感染导致 ＦｏｘＰ３ 和

ＩＬ－１０ 基因转录水平升高， 且转录水平存在一定的组

织差异性， ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 基因转录水平升高主要存

在于胸腺、 淋巴结和脾脏中， 其中胸腺和淋巴结中

ＦｏｘＰ３ 转录水平呈现极显著性升高， 胸腺和脾脏中

ＩＬ－１０ 转录水平呈现极显著性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ９　 不同组织中 ＦｏｘＰ３ ｍＲＮＡ 含量检测

图 １０　 不同组织中 ＩＬ－１０ ｍＲＮＡ 含量检测
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２􀆰 ８　 外周血 Ｔｒｅｇ 细胞中 ＩＬ－１０ 和 ＦｏｘＰ３ 表达水平

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果见图 １１， ＰＣＶ２ 感染导致

外周血 Ｔｒｅｇ 标志性分子 ＦｏｘＰ３ 和主要功能因子 ＩＬ－１０
表达水平明显增加。 其中 ＩＬ－１０ 在第 １０、 １４、 ２８ 和

３５ 天呈现显著性的增加 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ＦｏｘＰ３ 表达在第 １０、 １４ 和 ２８ 天呈现明显升高， 在第

１４ 和 ２８ 天显著高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＦｏｘＰ３ 和ＩＬ－
１０ 在 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白表达水平检测结果与基因

ｍＲＮＡ 转录水平的变化趋势基本一致， 进一步验证本

试验建立的 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－１０ 双重定量 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法

的可靠性。

Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果； Ｂ． ＩＬ－１０ 蛋白相对表达量； Ｃ． ＦｏｘＰ３ 蛋白相对表达量。

图 １１　 外周血 Ｔｒｅｇ 细胞中 ＩＬ－１０、 ＦｏｘＰ３ 表达检测结果

３　 讨论

Ｔｒｅｇ 作为成熟 Ｔ 细胞亚群具有调节和维持机体

免疫平衡双向功能， 免疫耐受与稳态中发挥关键性作

用， 是免疫学领域研究重点［１９］。 研究证实 Ｔｒｅｇ 与多

种自身免疫性疾病、 器官移植、 肿瘤发生有关， 多种

病原体的感染可激活 Ｔｒｅｇ 免疫调节功能激活， 产生

免疫负调控， 最后导致机体的免疫抑制发生［２０］。
荧光信号干扰、 各引物组和探针组熔解温度 Ｔｍ

值差异过大、 引物和探针相互干扰等问题是影响双重

ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测结果准确的关键因素。 需要在引物和

探针设计、 荧光基团进行合理筛选， 对引物浓度、 探

针浓度以及引物与探针的配比等进行优化， 确定最佳

反应体系和扩增程序， 降低干扰， 以获得准确的定量

检测结果。 本研究筛选的 ２ 组引物和 ２ 对探针， 能够

特异性地结合同一反应体系中 ２ 个基因的目的片段，
相互之间不发生交叉反应。 优化后的 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０
双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测方法， 阴性对照无 Ｃｔ 值， 阳性对

照 Ｃｔ 值均小于 ３０， 扩增曲线呈现典型的 “ Ｓ” 型，
扩增效率达到 ９５％以上。 建立的用于猪 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ－

１０ 基因的 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法， 通

过一步法双重扩增技术， 同步对 ＦｏｘＰ３ 和 ＩＬ－１０ 基因

转录的 ｍＲＮＡ 进行检测， 操作简便易行， 提高了检

测效率。
本研究表明 ＰＣＶ２ 攻毒激活外周血 Ｔｒｅｇ 功能，

定量检测 ｍＲＮＡ 转录水平， 证实 Ｔｒｅｇ 表型因子

ＦｏｘＰ３ 和效应因子 ＩＬ－１０ 基因转录水平和蛋白表达水

平显著升高， 从而调控负免疫应答的发生， 导致免疫

抑制。 司兴奎等［２１］ 建立了猪的 ＩＬ－１０ 竞争定量 ＰＣＲ
方法， 标准竞争曲线， 相关系数 Ｒ２均在 ９５％以上的

直线回归方程， 对 ＰＣＶ２ 感染猪外周血淋细胞因子定

量分析显示， ＩＬ－１０ ｍＲＮＡ 转录水平在攻毒后第 ７ 和

１４ 天均显著高于对照组， 这与本研究的结果相一致。
陈耿［２２］ 研究显示， ＰＣＶ２ 攻毒仔猪血清中 ＩＬ － １０
ｍＲＮＡ 含量在攻毒后 ３５ ｄ 极显著升高， 这与本研究

结果有所差别。
同时， 本研究验证建立的 ＦｏｘＰ３、 ＩＬ － １０ 双重

ＴａｑＭａｎ ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法具有良好的可靠性。 蛋白表达

和基因转录是 Ｔｒｅｇ 调节免疫反应的关键程序， 本研

究 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， ＰＣＶ２ 感染引起 ＦｏｘＰ３ 和
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ＩＬ－１０ 表达水平明显增加， 其变化趋势和 ｍＲＮＡ 转录

水平变化基本一致。 ２ 种蛋白间表达差异性分析显

示， ＦｏｘＰ３ 蛋白表达含量明显低于 ＩＬ－１０， 这与两者

在 ｍＲＮＡ 转录水平基本相同有所不同， 可能与 ＦｏｘＰ３
主要发挥 Ｔｒｅｇ 表型功能， 更多的是与各类效应因子

结合， 传递信号和激活各类因子的转录与表达［１２］，
而 ＩＬ－１０ 是 Ｔｒｅｇ 发挥功能的主要效应因子， 直接关

联到免疫调节的活性［１７］。 同时， 研究发现， ＦｏｘＰ３
ｍＲＮＡ 转录后存在多种修饰［１５］， 这也是导致其蛋白

表达差异性的因素之一。
综上， 本研究建立的双重 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法特异

性、 敏感性和稳定性均良好， 实现了对猪 Ｔｒｅｇ 标记

分子 ＦｏｘＰ３ 和分泌性效应因子 ＩＬ－１０ 的快速准确定

量， 对于判定猪群的免疫应答状态和指导临床疫苗免

疫具有重要意义。
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