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摘要
本實驗的目的為建立反轉錄競爭性定量聚合
連鎖反應於豬細胞素及豬生殖與呼吸綜合
症病毒（PRRSV）基因表現的測量，同時運
用此方法觀察 PRRSV感染對豬肺臟細胞素表
現的影響。為了克服聚合 連鎖反應在定量方
面的困難，我們架構了一段包含了 IL-1β、
IL-2、IL-4、IL-8、IFN-γ、PRRSV、β-actin及
TNF-α八對引子序列之 DNA片段，此 DNA
片段包含之引子序列與測試樣本用之引子序
列完全相同，唯其 PCR產物大小不一；以此
DNA片段當模板，利用其與樣本模板共同競
爭 PCR反應物質之原理，將此 DNA片段連續
稀釋，經 PCR反應後，由比對電泳圖上兩種
產物之密度，可推算出樣本之濃度，解決 PCR
在定量方面之不足。我們以此 DNA片段，分
別定量測量 PRRSV攻毒組（n=4）與對照組
（n=4）保育豬肺臟 IFN-γ、IL-1β及 PRRSV
mRNA的表現。結果發現，在三個不同時間
點（攻毒後 7、14和 21日），攻毒組 IFN-γ
之表現量皆顯著高於對照組；而攻毒組 IL-1β
之表現量於攻毒後 21日顯著高於對照組，但
攻毒後第 7和 14日，攻毒組與對照組 IL-1β
之表現量無顯著差異；另外，隨病毒量的增
加，IFN-γ與 IL-1β mRNA的表現亦跟著上升。
此結果顯示 PRRSV感染會影響 IFN-γ與 IL-1β
mRNA之表現，唯其對免疫系統干擾與否，
則仍需進一步的研究。

關鍵詞： 豬生殖與呼吸綜合症  反轉錄競爭
性定量聚合 連鎖反應  細胞素

Abstract
In this study, we used reverse transcription-
quantitative competitive polymerase chain
reaction（RT-qcPCR）to assay porcine cytokines
and porcine reproductive and respiratory
syndrome virus（PRRSV）mRNA expression, and
investigated the effect of PRRSV infection on
cytokine gene expression in the lung tissue of

nursing pigs. We modified a previously
described RT-qcPCR method to construct a DNA
fragment to measure interleukin-1β（IL-1β）,
IL-2, IL-4, IL-8, interferon-γ（IFN-γ）, tumor
necrosis factor-α, β-actin, and PRRSV mRNA
expression in pig. This constructed DNA
fragment had identical primer sequences to target
cDNA except differences in the size of products.
After co-amplifying of RNA-derived cDNA with
serial dilution of the DNA fragment and
calculating the ratios between them, a precise
quantification data of sample was obtained. By
using this DNA fragment, it was possible to
analyze IL-1β, IFN-γ and PRRSV mRNA
expression in the lung between PRRSV-infected
（n=4）and sham-inoculated（n=4）piglets. The
results revealed that piglets infected by PRRSV
had a higher level of IFN-γ mRNA expression in
their lung than those of sham-inoculation（P＜
0.05）at 7, 14, and 21 days post-inoculation（PI）.
PRRSV- infected piglets also showed higher IL-
1β mRNA expression than sham-inoculated ones
at 21 days PI（P＜0.05）although there were no
differences between the groups of 7 and 21 days
PI. Besides, as virus load increased IFN-γ and
IL-1β mRNA expression would also elevated.
From these results, it is concluded that PRRSV
infection would alter IFN-γ and IL-1β mRNA
levels in the lung tissue of infected piglets;
however the disturbance of immune system in
piglet by PRRSV infection required further
study.

Keywords: Porcine reproductive and respiratory
syndrome (PRRS), reverse transcription-
quantitative polymerase chain reaction (RT-
qcPCR), cytokines

計畫緣由與目的
豬生殖與呼吸綜合症 (Porcine Reproductive
Respiratory Syndrome, PRRS)是近年來非常重
要的豬病毒性疾病，本病過去曾被稱之為藍耳
病或神祕豬病，造成歐美及世界各地嚴重的經
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濟損失。在本省亦造成母豬晚期流死產，哺乳
仔豬虛弱、育成率降低，保育豬和肉豬類似感
冒症狀及容易感染二次性細菌性併發症。此病
在 1980 年代末期被發現後，在美、加、西歐
均有病例報告，在國內無論是台灣省家畜衛生
試驗所，台灣養豬科學研究所，屏東科技大學
及台大豬病研究室，皆曾以豬肺臟巨噬細胞及
免疫螢光抗體染色証實本病的發生, 並推斷
自1991年起，該病毒即已侵犯本省。本病在本
省豬場感染，以持續盤桓及造成嚴重之二次性
細菌性併發症於保育豬及肉豬為特徵；此點和
國外報告，在嚴重性及致害程度上有很大不
同。因此對本省造成極大的危害，造成豬場的
重大經濟損失。另外，本省豬場常有出生仔豬
於分娩舍即因呼吸道症狀死亡的狀況，且懷疑
是 豬 生 殖 與 呼 吸 綜 合 症 病 毒 (Porcine
Reproductive Respiratory Syndrome Virus,
PRRSV)感染所致。本病在台灣的病害較國外
疫情嚴重，是否因病毒株的差異所造成，抑或
是本國飼養管理方法的特殊性而造成，亟待探
討，也因此突顯本病在本土研究的重要性。國
外這兩年對PRRSV的研究，因免疫染色及原
位雜交法技術的進步，對於PRRSV的細胞趨
性已有重大發現，國科會亦支持本實驗室進行
本土病毒株在此方面的研究。如同國外的報
告， PRRSV的主要感染細胞為巨噬細胞
（Macrophage）且肺臟為PRRSV主要侵犯的
臟器。但是，在本實驗室的初步結果發現病毒
於感染後一天即在肺臟繁殖，且隨著感染時間
增加，病毒的數量亦增加，而病毒所造成的間
質性肺炎須待一週或十天以上才發生。究竟
PRRSV對免疫系統的影響為何?而肺臟的局
部免疫反應在PRRSV的存在又是如何?實在
值得研究。而此部分仍是PRRS研究的最大瓶
頸之一。臨床所見的嚴重PRRSV感染病例，
在實驗感染常為不顯性或極輕微的病變；複合
感染的研究僅少數的報告有加重病情或有免
疫干擾的結果，大多數為無影響。因此，此病
的致病機制相信是非常複雜且不易進行。雖然
國外已有PRRSV疫苗販售，但有報告在某些
疫苗計畫完整的豬場，仍有PRRS爆發，顯示
疫苗株和野外株病毒可能缺乏交叉保護，或許
因有ADE (antibody-dependent enhancement)的
存在，使得疫苗產生的某些抗體無保護效果且
反而加重病情；但此現象說明要達到控制
PRRS的目的仍需許多的研究及努力，而對
PRRS致病機制的瞭解，可能是最重要的工作
之一。由於細胞素(cytokines) 是調控免疫系統
的重要媒介因子，目前已有許多疾病的致病機
制是由此角度進行研究。由於細胞素的調控有
autocrine及paracrine的特性，因此就PRRSV複
製或產生病灶的器官-肺臟，來探討細胞素在

此的變化，應有機會瞭解病毒對肺臟局部免疫
系統的影響為何，而且這方面在PRRS的研究
亦屬新的方向。針對以上問題提出以下試驗，
希望能對PRRSV之致病機制有更深入之了
解，並以此作為未來防疫及疫苗發展的參考依
據。

結果與討論
豬生殖與呼吸綜合症 (Porcine Reproductive
Respiratory Syndrome, PRRS)是近年來非常重
要的豬病毒性疾病，其臨床表徵包括母豬晚期
流死產，哺乳仔豬虛弱、育成率降低，保育豬
和肉豬的間質性肺炎及容易感染二次性細菌
性併發症等。本病在本省豬場感染，以持續盤
桓及造成嚴重之二次性細菌性併發症於保育
豬及肉豬為特徵；此點和國外報告，在疾病的
嚴重性及致害程度，以及流行病學等有很大不
同；因此對於本土台灣株豬生殖與呼吸綜合症
病 毒 (Porcine Reproductive Respiratory
Syndrome Virus, PRRSV)感染致病機制的研究
就顯得十分重要。肺臟巨噬細胞是PRRSV感染
繁殖的主要細胞，而間質性肺炎是PRRSV感染
的主要病灶，因此就PRRSV感染在肺臟引起的
免疫病理變化及對肺臟局部免疫系統的影響
等問題就變得十分重要。本研究嘗試由已初步
建立之反轉錄競爭性聚合 連鎖反應之定量
方法，針對5-6週齡PRRSV-free SPF小豬感染
後一、二、三週，其肺臟巨噬細胞相關的細胞
素包含IL-1β、IL-8、IFN-γ、及TNF-α 以及重
要的 T細胞相關的細胞素包含IL-2及IL-4等之
表現，在PRRSV感染後之影響。望由此了解病
毒對肺臟局部免疫系統的影響，及PRRS病灶
的形成和何種細胞素的調控有關；另外隨感染
時間改變，肺臟病毒量的消長對其細胞素輪廓
(profile)的影響；嘗試由此瞭解可能的有效免
疫系統為何? 本實驗的目的為建立反轉錄競
爭性定量聚合 連鎖反應於豬細胞素及豬生
殖與呼吸綜合症病毒（PRRSV）基因表現的測
量，同時運用此方法觀察PRRSV感染對豬肺臟
細胞素表現的影響。為了克服聚合 連鎖反應
在定量方面的困難，我們架構了一段包含了
IL-1β、IL-2、IL-4、IL-8、IFN-γ、PRRSV、β-actin
及TNF-α八對引子序列之DNA片段，此DNA
片段包含之引子序列與測試樣本用之引子序
列完全相同，唯其PCR產物大小不一；以此
DNA片段當模板，利用其與樣本模板共同競爭
PCR反應物質之原理，將此DNA片段連續稀
釋，經PCR反應後，由比對電泳圖上兩種產物
之密度，可推算出樣本之濃度，解決PCR在定
量方面之不足。我們以此DNA片段，分別定量
測量PRRSV攻毒組（n=4）與對照組（n=4）
保育豬肺臟IFN-γ、IL-1β及PRRSV mRNA的
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表現。結果發現，在三個不同時間點（攻毒後
7、14和 21日），攻毒組 IFN-γ之表現量皆顯
著高於對照組；而攻毒組 IL-1β之表現量於攻
毒後 21日顯著高於對照組，但攻毒後第 7和
14日，攻毒組與對照組 IL-1β之表現量無顯著
差異；另外，隨病毒量的增加，IFN-γ與 IL-1β
mRNA的表現亦跟著上升。此結果顯示
PRRSV感染會影響 IFN-γ與 IL-1β mRNA之表
現，唯其對免疫系統干擾與否，則仍需進一步
的研究。

計畫成果自評
本研究主要是想了解本土台灣株 PRRSV的致
病機制，特別是 PRRSV感染豬隻肺臟之細胞
素表現的影響，主要回答下列問題包括肺臟病
灶形成的免疫病理機轉，病毒對肺臟局部免疫
系統的影響，以及隨感染時間改變，肺臟病毒
量的消長對其細胞素輪廓(profile)的影響等問
題。先前，我們已架構一段包含 IL-1β、IL-2、
IL-4、IL-8、IFN-γ、PRRSV、β-actin及 TNF-
α八對引子序列之 DNA片段（稱為 competitor
DNA），此 DNA片段包含之引子序列與測試
樣本用之引子序列完全相同，唯其 PCR 產物
大小不一；以此 DNA片段當模板，利用其與
樣本模板共同競爭 PCR 反應物質之原理，將
此 DNA片段連續稀釋，經 PCR反應後，由比
對電泳圖上兩種產物之密度，可推算出樣本之
濃度，克服 PCR 在定量方面之不足。之後我
們將以反轉錄競爭性定量聚合 連鎖反應
(RT-qcPCR)，分別觀察 PRRSV攻毒組與對照
組保育豬在攻毒後第 7、14、21天及 28天肺
臟中細胞素表現，同時隨感染時間改變，細胞
素表現的種類及濃度和肺臟病毒量以及肺臟
病灶間的關係做一探討。本研究在探討保育豬
的致病機制，其結果對於瞭解此病毒在肺臟病
灶形成的免疫病理機轉，以及病毒對肺臟局部
免疫系統的影響應極有幫助。此外，在本計畫
和其他國科會支持的相關計畫下，已完成兩位
逤碩士生的訓練，為國家造就高級研究人員。
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