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本发明公开了一种全反式视黄酸在制备抗

猪传染性胃肠炎病毒药物中的应用，采用全反式

视黄酸抑制猪传染性胃肠炎病毒的感染，全反式

视黄酸主要通过抑制猪传染性胃肠炎病毒的复

制来发挥抗病毒作用，随着全反式视黄酸浓度升

高，抑制效果越明显，其用于抗猪传染性胃肠炎

病毒安全、毒副作用少，容易被动物机体所代谢

和吸收，动物排泄物对环境无污染。
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1.全反式视黄酸在作为制备抗猪传染性胃肠炎病毒药物中的应用。

2.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，所述抗猪传染性胃肠炎病毒药物包含：全

反式视黄酸，及药学上可接受的辅料。

3.根据权利要求2所述的应用，其特征在于，所述全反式视黄酸在所述抗猪传染性胃肠

炎病毒药物中的质量百分比不低于98％。

4.根据权利要求2所述的应用，其特征在于，所述抗猪传染性胃肠炎病毒药物的剂型包

括：片剂、粉剂、颗粒剂、胶囊、口服液、针剂或缓释剂。

5.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，所述全反式视黄酸的浓度为40～80μM/L。

6.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，所述全反式视黄酸能够抑制猪传染性胃肠

炎病毒的感染。

7.根据权利要求6所述的应用，其特征在于，所述全反式视黄酸能够抑制猪传染性胃肠

炎病毒在IPEC‑J2细胞中的感染。

8.根据权利要求6所述的应用，其特征在于，所述全反式视黄酸能够抑制猪传染性胃肠

炎病毒的复制。

9.根据权利要求8所述的应用，其特征在于，所述全反式视黄酸能够抑制猪传染性胃肠

炎病毒在IPEC‑J2细胞中的复制。
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全反式视黄酸在制备抗猪传染性胃肠炎病毒药物中的应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种抗猪传染性胃肠炎病毒药物，具体涉及全反式视黄酸在制备抗猪

传染性胃肠炎病毒药物中的应用。

背景技术

[0002] 猪传染性胃肠炎(Transmissible  gastroenteritis  ofswine,TGE)是由猪传染性

胃肠炎病毒(Transmissible  gastroenteritis  virus  ofswine,TGEV)引起的一种急性、高

度接触性肠道传染病。TGEV是猪的重要病原体，是冠状病毒科(Coronaviridae)的一员，临

床上以发生呕吐、腹泻和脱水为特征，不同年龄和品种的猪对本病均易感，其中两周龄以内

的仔猪感染后死亡率可达100％；随着感染仔猪日龄的增加，猪群的发病率和病死率降低，5

周龄以上的猪感染该病临床症状只表现为呕吐、水样腹泻、体重减轻，病死率较低；成年猪

临床症状轻，仅表现为厌食、腹泻，几乎没有死亡，但感染病毒的猪生长缓慢，容易成为僵

猪，料肉比高。该病在1946年首次在美国进行报告，此后世界上许多国家和地区都相继报

道，称为一种世界性猪疾病，受到世界各国猪病学者的高度重视。从50年代末我国便有TGE

(猪传染性胃肠炎)的报道，近几年该病在我国大部分省市仍在流行和发生，并且该病毒和

轮状病毒、流行性腹泻病毒等腹泻病毒或细菌混合感染，给生猪养殖产业带来了巨大的经

济损失。

[0003] 目前，对TGEV感染暂无有效药物，主要是通过接种灭活苗与弱毒苗来预防此病发

生，而灭活苗与弱毒苗各自仍存在缺陷，不能彻底控制疫情的发生，因此寻找和开发一种安

全有效的抗TGEV药物具有十分重要的作用。

发明内容

[0004] 本发明的目的是提供一种全反式视黄酸在制备抗猪传染性胃肠炎病毒药物中的

应用，解决了目前TGEV感染暂无有效药物的问题，全反式视黄酸通过抑制猪传染性胃肠炎

病毒的复制来发挥抗病毒作用，能够用于抗猪传染性胃肠炎病毒。

[0005] 为了达到上述目的，本发明提供了全反式视黄酸在作为制备抗猪传染性胃肠炎病

毒药物中的应用。

[0006] 优选地，所述抗猪传染性胃肠炎病毒药物包含：全反式视黄酸，及药学上可接受的

辅料。

[0007] 优选地，所述全反式视黄酸在所述抗猪传染性胃肠炎病毒药物中的质量百分比不

低于98％。

[0008] 优选地，所述抗猪传染性胃肠炎病毒药物的剂型包括：片剂、粉剂、颗粒剂、胶囊、

口服液、针剂或缓释剂。

[0009] 优选地，所述全反式视黄酸的浓度为40～80μM/L。

[0010] 优选地，所述全反式视黄酸能够抑制猪传染性胃肠炎病毒的感染。

[0011] 优选地，所述全反式视黄酸能够抑制猪传染性胃肠炎病毒在IPEC‑J2细胞中的感
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染。

[0012] 优选地，所述全反式视黄酸能够抑制猪传染性胃肠炎病毒的复制。

[0013] 优选地，所述全反式视黄酸能够抑制猪传染性胃肠炎病毒在IPEC‑J2细胞中的复

制。

[0014] 本发明的全反式视黄酸在制备抗猪传染性胃肠炎病毒药物中的应用，解决了目前

TGEV感染暂无有效药物的问题，具有以下优点：

[0015] 本发明采用全反式视黄酸抑制猪传染性胃肠炎病毒的感染，全反式视黄酸是维生

素A的中间代谢产物，也是维生素A发挥生理功能的主要活性形式，在调控胚胎发育，繁殖，

细胞增值和分化，以及炎症和凋亡中起关键作用，但目前还没有用于抑制猪传染性胃肠炎

病毒的研究报道，本发明首次公开了全反式视黄酸在制备抗猪传染性胃肠炎病毒药物中的

应用，而且全反式视黄酸主要通过抑制猪传染性胃肠炎病毒的复制来发挥抗病毒作用，随

着全反式视黄酸浓度升高，抑制效果越明显，其用于抗猪传染性胃肠炎病毒安全、毒副作用

少，容易被动物机体所代谢和吸收，动物排泄物对环境无污染。

附图说明

[0016] 图1为CCK8方法检测全反式视黄酸对IPEC‑J2细胞的毒性。

[0017] 图2为全反式视黄酸处理接种猪传染性胃肠炎病毒后经流式细胞仪检测猪传染性

胃肠炎病毒感染IPEC‑J2细胞的百分比。

[0018] 图3为全反式视黄酸处理接种猪传染性胃肠炎病毒感染后定量猪传染性胃肠炎病

毒感染IPEC‑J2细胞的百分比(A)；荧光定量PCR测定TGEV  mRNA表达水平(B)。

[0019] 图4为全反式视黄酸预处理后流式细胞仪检测猪传染性胃肠炎病毒感染IPEC‑J2

细胞的百分比。

[0020] 图5为全反式视黄酸预处理后定量猪传染性胃肠炎病毒感染IPEC‑J2细胞的百分

比(A)；荧光定量PCR测定TGEV  mRNA表达水平(B)。

[0021] 图6为全反式视黄酸处理感染猪传染性胃肠炎病毒细胞后经流式细胞仪检测猪传

染性胃肠炎病毒感染IPEC‑J2细胞的百分比。

[0022] 图7为全反式视黄酸处理感染猪传染性胃肠炎病毒细胞后定量猪传染性胃肠炎病

毒感染IPEC‑J2细胞的百分比(A)；荧光定量PCR测定TGEV  mRNA表达水平(B)。

[0023] 图8为全反式视黄酸处理接种猪传染性胃肠炎病毒细胞后流式细胞仪检测猪传染

性胃肠炎病毒感染IPEC‑J2细胞的百分比。

[0024] 图9为全反式视黄酸处理接种猪传染性胃肠炎病毒细胞后定量猪传染性胃肠炎病

毒感染IPEC‑J2细胞的百分比(A)；荧光定量PCR测定TGEV  mRNA表达水平(B)。

[0025] 图10为全反式视黄酸直接处理的猪传染性胃肠炎病毒接种于细胞后经流式细胞

仪检测猪传染性胃肠炎病毒感染IPEC‑J2细胞的百分比。

[0026] 图11为全反式视黄酸直接处理的猪传染性胃肠炎病毒接种于细胞后定量猪传染

性胃肠炎病毒感染IPEC‑J2细胞的百分比(A)；荧光定量PCR测定TGEV  mRNA表达水平(B)。

[0027] 注：图2、4、6、8、10中，control组为正常IPEC‑J2细胞培养组；TGEV组为正常IPEC‑

J2细胞与TGEV共培养1小时组，TGEV感染1小时后用PBS液洗3次，换用正常培养基继续培养

细胞；TGEV+ATRA组即正常IPEC‑J2细胞与TGEV共培养1小时后用PBS液洗3次，换用含有ATRA
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的正常培养基继续培养细胞。

具体实施方式

[0028] 下面将对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完整地描述，显然，所描述的实施

例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的实施例，本领域普通

技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都属于本发明保护的范

围。

[0029] 以下实验采用的材料如下：

[0030] 猪传染性胃肠炎病毒WH‑1毒株受赠于四川农业大学动物医学院；全反式视黄酸

(ATRA)购于Sigma公司；CCK8检测试剂盒购自碧云天公司；TGEV抗体购自Santa  Cruz生物试

剂公司；山羊抗小鼠IgG  H&L(Alexa  488)购自abcam公司；实时荧光定量PCR(Real 

time  PCR)引物及试剂盒均购自Takara公司。

[0031] 实施例1全反式视黄酸在IPEC‑J2细胞上细胞毒性的测定

[0032] IPEC‑J2细胞计数后用含10％胎牛血清(FBS)的DMEM‑F12营养液稀释到适当密度

后以1×104个/孔的浓度加于96孔细胞培养板，每孔100μL，置于37℃，5％CO2培养箱中培养，

待细胞长到70～80％的密度后，用不同浓度(0，1，10，20，40，60，80，100，200μM/L)的全反式

视黄酸处理IPEC‑J2细胞(全反式视黄酸用二甲基亚砜(DMSO)溶解，每个处理组均向培养基

中加入相同体积的含不同浓度全反式视黄酸的DMSO溶液)，每个处理8个重复。药物作用48h

后，每孔加入10μL  CCK8工作液，继续培养2h，然后将96孔板置于酶标仪在450nm波长处测定

各孔吸光值。

[0033] 如图1所示，与对照组相比，1～100μM/L全反式视黄酸对IPEC‑J2细胞细胞活性无

显著影响，而200μM/L全反式视黄酸显著降低了IPEC‑J2细胞细胞活性，说明全反式视黄酸

浓度低于100μM/L时对IPEC‑J2细胞不具有明显细胞毒性。

[0034] 实施例2全反式视黄酸在IPEC‑J2细胞上抑制猪传染性胃肠炎病毒感染(流式细胞

术和荧光定量PCR)

[0035] 将IPEC‑J2细胞以1×105个/孔的浓度接种于12孔板中，置于37℃，5％CO2培养箱中

培养，待细胞长到80％左右，弃旧培养液，用不同浓度(0，1，10，20，40，60，80μM/L)的全反式

视黄酸预处理IPEC‑J2细胞12h后，接种1MOI(multiplicity  ofinfection)的猪传染性胃肠

炎病毒于IPEC‑J2细胞，37℃，5％CO2培养箱孵育1h并有全反式视黄酸存在，弃旧培养液，用

PBS洗3遍，每个孔再添加与先前对应浓度的全反式视黄酸，置于37℃，5％CO2培养箱中继续

培养36h后，收集细胞样品。

[0036] 以上方式处理的细胞样品制备两份，一份细胞样品先用4％多聚甲醛固定15min

后，0.05％X‑Triton打孔15min，然后4℃孵育一抗(TGEV抗体)过夜，一抗孵育完成后，室温

孵育二抗(山羊抗小鼠IgG  H&L)1h，然后用流式细胞仪来检测猪传染性胃肠炎病毒感染

IPEC‑J2细胞的百分比；另一份细胞样品用Trizon处理，提取RNA，并反转录合成cDNA，使用

Actin基因作为内参，实时荧光定量PCR检测TGEV  mRNA表达水平。

[0037] 如图2和3所示，全反式视黄酸显著的降低了TGEV病毒感染细胞的百分比和TGEV 

mRNA丰度，并且具有明显的剂量依赖性，即随着全反式视黄酸浓度的增加，TGEV病毒感染细

胞的百分比和TGEV  mRNA丰度显著降低，说明全反式视黄酸能够显著抑制猪传染性胃肠炎
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病毒的感染。

[0038] 实施例3全反式视黄酸对猪传染性胃肠炎病毒感染过程的影响

[0039] 1、全反式视黄酸对猪传染性胃肠炎病毒感染IPEC‑J2细胞预处理的影响

[0040] 将IPEC‑J2细胞以1×105个/孔的浓度接种于12孔板中，置于37℃，5％CO2培养箱中

培养，待细胞长到80％左右，弃旧培养液，分别用不同浓度(0，60，80μM/L)的全反式视黄酸

预处理IPEC‑J2细胞12h，用PBS洗3遍，然后接种1MOI的猪传染性胃肠炎病毒于IPEC‑J2细

胞，37℃，5％CO2培养箱孵育1h后，用PBS洗3遍，换成不含全反式视黄酸的DMEM‑F12营养液，

置于37℃，5％CO2培养箱中继续培养36h后，收集细胞样品。

[0041] 以上方式处理的细胞样品制备两份，一份细胞样品用流式细胞术检测猪传染性胃

肠炎病毒感染IPEC‑J2细胞的百分比；另一份细胞样品用实时荧光定量PCR检测TGEV  mRNA

表达水平。

[0042] 如图4和5所示，与对照组相比，全反式视黄酸对TGEV病毒感染IPEC‑J2细胞的百分

比和TGEV  mRNA丰度无显著影响，说明全反式视黄酸对猪传染性胃肠炎病毒的感染没有预

防作用。

[0043] 2、全反式视黄酸对猪传染性胃肠炎病毒入胞的影响

[0044] 将IPEC‑J2细胞以1×105个/孔的浓度接种于12孔板中，置于37℃，5％CO2培养箱中

培养，待细胞长到80％左右，用1MOI的猪传染性胃肠炎病毒在4℃感染IPEC‑J2细胞1h，用

PBS洗3遍，分别用不同浓度(0，60，80μM/L)的全反式视黄酸处理IPEC‑J2细胞，置于37℃，

5％CO2培养箱中培养1h后，用PBS洗3遍，换成不含全反式视黄酸的DMEM‑F12营养液，在37

℃，5％CO2培养箱中继续培养36h后，收集细胞样品。

[0045] 以上方式处理的细胞样品制备两份，一份细胞样品用流式细胞术检测猪传染性胃

肠炎病毒感染IPEC‑J2细胞的百分比；另一份细胞样品用实时荧光定量PCR检测TGEV  mRNA

表达水平。

[0046] 如图6和7所示，与对照组相比，全反式视黄酸对TGEV病毒感染IPEC‑J2细胞的百分

比和TGEV  mRNA丰度无显著影响，说明全反式视黄酸对猪传染性胃肠炎病毒入胞过程没有

显著影响。

[0047] 3、全反式视黄酸对猪传染性胃肠炎病毒复制的影响

[0048] 将IPEC‑J2细胞以1×105个/孔的浓度接种于12孔板中，置于37℃，5％CO2培养箱中

培养，待细胞长到80％左右，接种1MOI的猪传染性胃肠炎病毒于IPEC‑J2细胞，37℃，5％CO2
培养箱孵育1h后，弃旧培养液，用PBS洗3遍，分别加入不同浓度(0，60，80μM/L)的全反式视

黄酸处理细胞，置于37℃，5％CO2培养箱中继续培养36h后，收集细胞样品。

[0049] 以上方式处理的细胞样品制备两份，一份细胞样品用流式细胞术检测猪传染性胃

肠炎病毒感染IPEC‑J2细胞的百分比；另一份细胞样品用实时荧光定量PCR检测TGEV  mRNA

表达水平。

[0050] 如图8和9所示，与对照组相比，全反式视黄酸显著降低了TGEV病毒感染IPEC‑J2细

胞的百分比和TGEV  mRNA丰度，说明全反式视黄酸能够显著抑制猪传染性胃肠炎病毒的复

制。

[0051] 4、全反式视黄酸对猪传染性胃肠炎病毒直接杀灭作用

[0052] 将不同浓度(0，60，80μM/L)的全反式视黄酸溶液与TGEV在37℃孵育1h后，接种
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IPEC‑J2细胞，置于37℃，5％CO2培养箱中培养1h后，用PBS洗3遍，换成不含全反式视黄酸的

DMEM‑F12营养液，在37℃，5％CO2培养箱中继续培养36h后，收集细胞样品。

[0053] 以上方式处理的细胞样品制备两份，一份细胞样品用流式细胞术检测猪传染性胃

肠炎病毒感染IPEC‑J2细胞的百分比；另一份细胞样品用实时荧光定量PCR检测TGEV  mRNA

表达水平。

[0054] 如图10和11所示，与对照组相比，全反式视黄酸对TGEV病毒感染IPEC‑J2细胞的百

分比和TGEV  mRNA丰度无显著影响，说明全反式视黄酸对猪传染性胃肠炎病毒没有直接杀

灭作用。

[0055] 尽管本发明的内容已经通过上述优选实施例作了详细介绍，但应当认识到上述的

描述不应被认为是对本发明的限制。在本领域技术人员阅读了上述内容后，对于本发明的

多种修改和替代都将是显而易见的。因此，本发明的保护范围应由所附的权利要求来限定。
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图1

图2
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图3

图4
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图5

图6
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图7

图8
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图9

图10
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图11
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