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摘 要：猪δ冠状病毒（porcine deltacoronavirus，PDCoV）是一种肠道致病性冠状病毒，病毒以侵袭肠

道上皮细胞，引起肠道屏障损伤为特征，尤其是对新生仔猪，可导致严重腹泻、脱水甚至死亡。硒代

蛋氨酸（selenomethionine，SeMet）作为膳食硒的主要化学形式，具有抗炎、抗氧化和抗病毒等多种生

物活性。本研究利用PDCoV感染仔猪模型，进行SeMet提前干预，通过仔猪结肠组织形态学和实时

荧光定量 PCR 分子实验，探讨 SeMet对 PDCoV 感染仔猪结肠的肠道黏液屏障损伤的保护作用及其

可能机制。结果发现，SeMet可显著降低 PDCoV 感染仔猪结肠的病理学评分（P<0.05），显著提高隐

窝杯状细胞数量（P<0.001）。实时荧光定量 PCR检测显示，SeMet可显著上调 PDCoV感染仔猪结肠

黏蛋白（MUC-2）的表达水平（P<0.05）。此外，SeMet 还可以显著降低 PDCoV 感染仔猪结肠的

Notch-1 和 Hes-1 的基因表达水平（P<0.05），显著增加 ATOH-1 的基因表达（P<0.01）。提示 SeMet
可能通过抑制 Notch 信号通路并下调 Hes-1 基因来促进肠道干细胞向杯状细胞的分化，从而缓解

PDCoV诱导的仔猪结肠黏液屏障损伤。研究为预防或治疗PDCoV的感染提供了新的理论依据。
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猪 δ冠状病毒（porcine deltacoronavirus，PDCoV）
是近年来新发现的冠状病毒，可引起不同年龄段猪

感染，并引起猪只严重水样腹泻，新生仔猪伴有呕

吐甚至死亡的猪肠道冠状病毒［1-3］，严重影响全球养

猪业的健康发展。该病毒主要侵害猪的小肠和大

肠部位，引起肠道上皮细胞坏死，导致肠道上皮细

胞空泡化，导致绒毛萎缩，进而导致腹泻［4-6］。由于

其潜在的跨物种传播能力，也被认为是对全球公共

卫生安全的一种威胁［7-9］。由于目前尚无针对

PDCoV感染的有效药物或疫苗。因此，迫切需要寻

找新的可调控仔猪肠道健康的营养物质来缓解

PDCoV感染对仔猪肠道组织造成的损伤。

硒（Selenium，Se）是生物体必需的营养微量元

素，以硒代半胱氨酸形式作为活性中心，并参与多种

重要的生物功能［10-11］。硒代蛋氨酸（Selenomethionine，
SeMet）作为有机硒化合物，已被证明可以增强

PDCoV 感染的 LLC-PK 细胞的抗氧化能力，并显著

抑制PDCoV在细胞上的复制［12］。研究还显示，在仔

猪或小鼠感染 PDCoV 的体内感染模型中，SeMet可
以减轻 PDCoV 诱导的仔猪或小鼠的小肠肠道损

伤［13-14］。然而关于 SeMet对PDCoV感染的仔猪结肠

的保护效果却鲜有报道。
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本研究通过使用PDCoV感染仔猪肠道损伤模型，

通过组织病理学与分子表达分析相结合的方式，探

究 SeMet 对 PDCoV 感染仔猪结肠黏液屏障的保护

作用，同时为PDCoV感染仔猪的防治提供新思路。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　硒源和病毒

本研究使用的有机硒发酵液（总硒含量为

10 mg/L）是由南京农业大学黄克和教授惠赠。该发

酵液是通过益生菌将无机硒转化而成，其中有机硒

含量达到 90% 以上，SeMet 达到 75% 以上。本试验

中使用的PDCoV HNZK-02-P30株由河南农大魏战

勇教授提供，病毒滴度为 1×109 50％组织培养感染

剂量（TCID50）/mL。
1.1.2　主要试剂

RNAiso Plus试剂盒购自 TaKaRa公司，HiScript®

Ⅲ RT SuperMix for qPCR（+gDNA wiper）及 TaqPro 
Universal SYBR qPCR Master Mix试剂盒均购自南京

诺唯赞生物科技股份有限公司。

1.2　试验动物及试验设计

本试验使用的动物是从河南周口的一家猪场

商业性地获得的 8 日龄健康“杜×长×大”三元杂交

仔猪（2.47±0.15 kg），随机分为对照组、SeMet 组
（0.3 mg/kg硒）、PDCoV组（模型组）和 SeMet+PDCoV
组（模型组+0.3 mg/kg硒）。每组仔猪都被饲养在环

境一致的不同房间，每头仔猪被单独饲喂。预试期

3 d，正式期 21 d。试验期对照组和PDCoV组饲料中

添加不含硒的发酵液（30 mL/kg），SeMet组和SeMet+
PDCoV组饲料中添加含硒的发酵液（30 mL/kg）。在

正式期第14 d，两个感染PDCoV组的仔猪灌服40 mL 
PDCoV 病毒培养液（109 TCID50/mL），两个未感染

PDCoV组的仔猪灌服相同剂量的DMEM培养基。所

有仔猪在正式试验的第21 d被处死以收集结肠样本。

本研究中使用基础饲粮的营养水平是根据国

家研究委员会（NRC，2012）推荐标准及中华人民共

和国农业行业标准（猪饲养标准，NY/T65.2004）推

荐的猪营养需求制定的。动物实验方案获得河南

农业大学动物护理和使用委员会批准。

1.3　样品采集与处理

在正式试验的第 21 d，打开每只仔猪的腹腔，

先采集仔猪结肠中间段组织，并固定于 4% 多聚甲

醛溶液中，然后进行形态分析。将结肠剩余部分纵

向切开，用生理盐水冲洗，吸干水分，放入无菌冷冻管

中，移至液氮中迅速冷冻，随后储存在-80 ℃备用。

1.4　指标检测

1.4.1　结肠的组织学分析

取 4% 福尔马林溶液中固定的结肠组织，经水

洗、脱水、透明后，然后将结肠包埋在石蜡中，并制成

5 μm厚的切片，进行苏木精-伊红（H&E）染色。使用

计算机辅助显微镜（Micro BA600-4；NIS-Elements D）
进行观察和评估。将隐窝开口到基部垂直方向的

距离作为隐窝深度，每个样本测量 6个隐窝深度，其

平均值为该样本的隐窝深度值。

1.4.2　结肠黏膜损伤评分

观察结肠组织病理切片，并按以下记录评分：

肠道黏膜正常，无任何损伤，评为 0分；有轻微的炎

症细胞浸润，肠道黏膜为轻度损伤，评为 1分；有明

显的炎症细胞浸润，肠道黏膜为中度损伤，未穿透

黏膜层，评为 2分。有炎症细胞浸润，穿透黏膜层，

且达到浆膜层，肠道黏膜为重度损伤，评为3分。

1.4.3　总RNA提取及实时荧光定量PCR检测

利用Trizol试剂（Invitrogen，Carlsbad，CA，United 
States）从结肠组织中提取总RNA。根据HiScript®Ⅲ 
RT SuperMix for qPCR试剂盒将RNA逆转录为cDNA。

接着采用 SYBR premix Ex Taq 进行实时荧光定量

PCR 检测。以 GAPDH 基因作为内参，通过 2−△△Ct
方法计算。PCR引物是由河南尚亚生物公司合成，

引物序列参见文献［15］。

1.5　数据统计分析

所有数据均采用 GraphPad Prism 6.0 统计软件

进行单因素方差分析（ANOVA），并使用 Tukey检验

法进行后续多重比较，以分析各组之间的差异显著

性。P<0.05被认为具有统计学意义。*表示P<0.05，
**表示P<0.01，**表示P<0.001。
2　试验结果

2.1　补充SeMet对PDCoV感染仔猪的结肠肠道形态

结构的影响

通过对仔猪结肠组织H&E染色观察发现（图1），
PDCoV 组仔猪结肠黏膜出现炎症浸润（图 1C、G），

而 SeMet+PDCoV 组仔猪结肠损伤程度较轻（图 1D、

H），结肠的炎症浸润得到了明显恢复。如图1I所示，

与对照组仔猪相比，病理学评分显著高于对照组仔

猪（P<0.01）；而补充 SeMet 后可以显著降低 PDCoV
感染仔猪结肠病理学评分（P<0.05）。
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在肠道形态方面，如图1J所示，SeMet组与对照组

之间没有显著差异（P>0.05）。与对照组相比，PDCoV
组和 SeMet+PDCoV 组仔猪结肠隐窝深度显著增加

（P<0.001）。与 PDCoV 组相比，SeMet+PDCoV 组结

肠隐窝深度有降低趋势但差异不显著（P>0.05）。

2.2　SeMet对 PDCoV 感染仔猪结肠组织黏液屏障

的影响

通过量化仔猪结肠杯状细胞的数量和黏液蛋

白MUC-2 mRNA的水平评估了仔猪结肠组织的黏液

屏障损伤。如图 2A所示，SeMet组在四个组中显示

杯状细胞数量最多，但与对照组仔猪相比差异不显

著（P>0.05）。PDCoV 组仔猪结肠杯状细胞数量最

低，显著低于对照组和 SeMet+PDCoV组（P<0.001），

说明 PDCoV 可抑制仔猪结肠杯状细胞的分化，而

SeMet 可促进 PDCoV 感染仔猪结肠杯状细胞的分

化。与上述结果一致（图2B），与对照组相比，PDCoV
感染仔猪的 MUC-2 基因表达水平也显著降低（P<
0.001）。SeMet的补充显著上调了PDCoV感染仔猪的

MUC-2基因的表达水平（P<0.05），但 SeMet+PDCoV
组的MUC-2水平显著低于对照组（P<0.05）。总之，

这些结果表明 SeMet 的补充缓解了 PDCoV 感染引

起的仔猪结肠黏液屏障损伤。

2.3　SeMet对PDCoV感染仔猪结肠组织的Notch信号

通路相关基因表达的影响

PDCoV感染可激活仔猪肠道细胞Notch信号通

路，抑制杯状细胞分化和黏液分泌［15］。为了推测

SeMet对PDCoV感染仔猪结肠黏液屏障的影响是通过

Notch信号相关通路进行调节，试验量化了Notch-1、

图2　SeMet对PDCoV感染仔猪结肠杯状细胞数量和MUC-2 mRNA表达的影响

图1　SeMet对PDCoV感染仔猪结肠肠道形态结构的影响

注：A-D 各组仔猪结肠的代表性组织学图像（H&E，100×）；E-H 各组仔猪结肠的代表性组织学图像（H&E，400×），黑色箭头

指示受损的黏膜；I 各组仔猪结肠病理学评分；J 各组仔猪结肠隐窝深度测定。*表示P<0.05，**表示P<0.01，**表示P<0.01，

***表示P<0.001，其他图意义相同，不再赘述。
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Hes-1和Atoh-1的mRNA水平（图 3）。分析结果发

现，与对照组相比，SeMet组仔猪结肠组织中对这些

基因的表达水平有调节作用，但无显著变化（P>
0.05），而在 PDCoV 组和 SeMet+PDCoV 组中仔猪结

肠 Notch-1和 Hes-1的 mRNA 表达水平都显著上调

（P<0.001 或 P<0.05）。与 PDCoV 组相比，SeMet+
PDCoV 组仔猪结肠中 Notch-1和 Hes-1的 mRNA 表

达水平显著降低（P<0.05）。此外，在 PDCoV 组中，

Atoh-1 的 mRNA 表达水平与对照组相比显著减少

（P<0.001），SeMet的补充显著改善了PDCoV感染引

起的 Atoh-1 基因表达水平的降低（P<0.01）。以上

结果表明 SeMet的补充可能通过抑制 Notch 信号通

路和上调 Atoh-1 来促进 MUC-2 的表达，从而缓解

PDCoV感染引起的仔猪结肠黏膜屏障损伤。

3　讨论与结论

PDCoV是一种肠道致病性冠状病毒，可引起猪、

鸡和小鼠的肠道损伤［7-8］。该病毒可导致新生仔猪

严重腹泻和脱水，甚至死亡，给养殖业带来巨大损

失。Se 与病毒斗争的漫长历史中发挥了不可或缺

的作用，它可以调节肠道免疫反应，有效减轻肠道炎

症［16-17］。SeMet 作为有机硒化合物，更易于被机体

吸收利用，发挥抗氧化、抗炎和抗病毒等重要作用。

目前，关于PDCoV的感染对仔猪大肠方面的研究较

少，大量研究则集中在对仔猪小肠肠道的屏障损

伤。在此，利用PDCoV感染仔猪模型，使用SeMet进
行提前干预。与先前的研究结果类似［15， 18］，PDCoV
诱导的仔猪结肠损伤与黏液屏障损伤密切相关。

进一步研究表明，SeMet可能通过抑制Notch信号通

路缓解PDCoV感染引起的仔猪结肠黏液屏障损伤。

在消化系统中，大肠和小肠在结构和功能上有

所不同。结肠是大肠的一部分，与小肠肠道结构相

比，结肠无绒毛结构，则以扁平上皮结构为特征［19］。
其隐窝结构位于结肠黏膜层中的管状腺体结构，由

杯状细胞和单层柱状上皮细胞组成，主要参与肠道

黏液分泌和电解质吸收功能［20］。隐窝深度是细胞

生成率的一个重要指标，隐窝深度较浅代表细胞的

成熟度更高，其分泌和吸收功能就越强［21］。细菌或

病毒引起的隐窝深度增加可能是肠道修复过程的

刺激［22］。本试验中，PDCoV感染后仔猪结肠黏膜隐

窝深度显著增加。SeMet 补充后，PDCoV 感染仔猪

的结肠隐窝深度有所降低。

在肠道屏障中，黏液屏障的完整性是肠道的第

一道防线。在小肠和结肠的黏膜层，广泛分布着杯

状细胞，他们参与肠道黏液的形成和分泌，帮助食

物的消化和吸收，同时保护肠道免受病原体侵害并

维持其稳态［23］。结肠黏液腺分泌的浓稠黏液构成

了物理屏障，由黏蛋白、抗菌肽和免疫球蛋白 A
（IgA）等几十种核心蛋白组成，其中杯状细胞合成

的 MUC-2是黏液层的结构基础［24］。越来越多的证

据表明，肠道病原体阻碍杯状细胞的形成和功能的

发挥［25］。肠道病毒 71在二维肠类器官中感染杯状

细胞并减少 MUC-1 和 MUC-2 的表达［26］。PEDV 感

染可降低肠道杯状细胞数量，导致肠道黏液屏障受

损，从而增加肠道继发感染的易感性［27］。最近的研

究表明，PDCoV感染也可阻碍杯状细胞的功能并破

坏肠道黏液屏障［15］。本试验中，结果与上述报道相

一致，并发现 SeMet的补充能显著增加 PDCoV 感染

仔猪结肠隐窝杯状细胞的数量和 MUC-2的基因表

达，表明 SeMet缓解了 PDCoV 感染诱导的仔猪结肠

黏液屏障损伤。

为了维持肠道稳态，肠上皮细胞需要不断更

新。肠道干细胞在维持肠上皮细胞的正常更新中

起关键作用，当肠道受到细菌或病毒感染时，肠干

图3　SeMet对PDCoV感染仔猪结肠仔猪中的Notch信号通路相关基因表达的影响
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细胞在肠上皮细胞的分化中也起着重要作用［28-29］。
研究表明，肠道中 Notch 信号通路的激活可以调节

肠黏膜上皮细胞的增殖和分化［30］。当 Notch 激活

时，随后激活其下游的转录因子Hes-1的表达，来抑

制转录因子Atoh-1的表达，从而限制肠道干细胞向

杯状细胞的分化，导致黏液屏障减弱［31］。因此，许

多病原体通过调节Notch信号通路来逃避先天细胞

反应或影响干细胞的分化［32］。PDCoV 感染导致

Notch受体 Notch-1和 Notch效应物 Hes-1的水平在

体内和体外显著增加，减少ATOH-1的水平［15］。本

研究结果显示，SeMet 的补充缓解了 PDCoV 诱导的

结肠组织中 Notch-1 和 Hes-1 mRNA 表达的增加，

并显著提高了 Atoh-1 的基因表达。这些结果表明

SeMet 可能通过抑制 Notch 相关信号通路缓解

PDCoV感染引起的仔猪结肠黏液屏障损伤。

研究强调了 PDCoV 感染与仔猪结肠杯状细胞

减少之间的紧密联系。PDCoV 感染导致杯状细胞

减少，并降低MUC-2的表达。SeMet通过抑制Notch
信号通路并下调靶基因来促进肠道干细胞向杯状

细胞的分化。但其潜在机制还需深入研究，本研究

结果可以为预防或治疗PDCoV感染提供理论依据。
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Protective effect of selenomethionine on the colonic mucus barrier in 
piglets infected with porcine deltacoronavirus

LI Haiyan1，ZHANG Tongjun2*

（1. School of Physical Education；2. Division of Science and Technology， Yan’an University， 
Yan’an 716000， China）

Abstract：Porcine deltacoronavirus （PDCoV） is an enteropathogenic coronavirus that mainly infects piglets. The 
virus is characterized by attacking intestinal epithelial cells and causing intestinal barrier damage， especially in 
newborn piglets， which can lead to severe diarrhoea， dehydration and even death， resulting in significant losses for 
the global pig industry. As the main chemical form of dietary selenium， selenomethionine （SeMet） possesses vari⁃
ous biological activities， such as anti-inflammatory， antioxidant， and antiviral. In this study， a PDCoV-infected 
piglet model was utilized to administer SeMet in advance. Histological examination of the colon and real-time 
fluorescence quantitative PCR molecular experiments were used to explore the effect and mechanism of SeMet on 
colonic mucus barrier damage in piglets infected with the PDCoV-infected. The experimental results showed that 
SeMet significantly reduced the pathology score （P<0.05）， and significantly increased the number of crypt cup 
cells （P<0.001） in the colon of piglets infected with PDCoV. Real-time fluorescence quantitative PCR assay 
showed that SeMet significantly up-regulated the expression level of colonic mucin （MUC-2） in piglets with 
PDCoV-infected （P<0.05）. In addition， SeMet significantly decreased the gene expression levels of Notch-1 and 
Hes-1 （P<0.05） and significantly increased the gene expression of ATOH-1 （P<0.01） in the colon of piglets 
infected with PDCoV. These results suggest that SeMet may promote the differentiation of intestinal stem cells to 
goblet cells by inhibiting the Notch signaling pathway and down-regulating the Hes-1 gene， thereby alleviating the 
PDCoV-induced mucus barrier damage in the piglet colon. This study provides a new theoretical basis for the 
prevention or treatment of PDCoV infection.
Key words：SeMet； PDCoV； piglets； colonic mucus barrier
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