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禽网状内皮组织增生病病毒感染 SPF鸡对脾细胞中产生IFN一̂y的影响 木 

郑玉姝，赵宏坤，崔治中，-，- 

(山东农业大学动物科技学院，泰安 271018) 

摘要：用网状内皮组织增生病病毒(Reficuloendotheliosis vir峨 REV)感染 SPF鸡造成免疫抑制状态，用双抗体夹心 ELISA 

对鸡脾淋巴细胞 ．干扰素(Ⅱ )的分泌量进行了测定。结果显示，SPF雏鸡接种 REV后，除呈现生长缓慢症状外，并出现了 

中枢免疫器官严重萎缩等免疫抑制状态的典型表现。玎 一Y ELISA显示，REV感染后 7 d(7 dpi)，脾淋巴细胞玎 的分泌量 

显著升高，与对照组相比差异极显著，至 l5 dpi，玎 一Y水平最高，以后逐渐下降，但至5O dpi仍显著高于对照鸡。这是 REV感 

染鸡后对玎 一Y影响的首次直接定量研究。 
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Effects ofReticuloendotheliosis virus Infection on IFN一̂y 

Production in the Splenocytes of SPF Chickens 

ZHENGYu-shu，ZHAO Hong-kun，CUIZhi-zhong 

(Collegeof．Animal Scienceand Technology,ShandongAgricultural University,Tal'an 271018,China) 

l̂，_hct：To study the influence ofReticuloendotheliosis v／rus(REV)infection on interfemn-~／(刀FN一 )production， N—Y levels 

in spleen lymphocyte cultures were measured by ELISA and compared between REV-infected birds and control SPF birds．The results 

showedthatthereWas no changein N levels 3 days afterinfectionwhen compared tothe contro1．IFN一 levelsin spleen cell cul· 

OLredramaticallyincreased7da ysalterinfectionsandthengraduallydecreasedbut still significantlyhigherthan thatofthe controls at 

days 15，28 and 50 respectively．Atthe same time，body weights and the ratios ofbursa or thymus to body weights in REV—infected 

chickens were significan tly lowerthan the controls，indicating the severe atrophy ofcentral immune organs．This is the first report of 

influenceofREV—infectionon N—Yproductionin SPF chickensbyquantitativeELISA measurement． 

X哆 神 ： 咖 s； N ；ELISA 

网状内皮组织增生病病毒(REV)是一种禽类反 

转录病毒，可引起鸡及多种鸟类的生长迟缓、肿瘤或 

免疫抑制等一系列综合症(Witter et a1．，2003)。REV 

感染后可导致体液和细胞介导免疫应答的严重抑 

制，已有很多报道 (崔治中等，2000；Merkle et a1．， 

1992；Walker et a1．，1983；Keeffe et a1．，2005)，但迄今 

尚未对其机理进行全面深入地研究。随着禽类免疫 

学的发展，特别是禽类细胞因子的克隆及新的试验 

方法的应用，为免疫抑制性因子的研究提供了可能 

(刘秀梵，1998；Yun et a1．，2000)。Markowski-Grim． 

srud和 Schat(2003)用 RT．PCR检测发现，感染 REV 

的 9～10或 30日龄鸡产生的 ／FN-T mRNA水平增 

长了 10倍。但在蛋白水平上对 REV感染鸡 IFN． 

的定量检测尚属空白。因此，本实验用 REV感染 

SPF雏鸡，并采用双抗体夹心ELISA对鸡脾淋巴细 

胞培养上清中的 IFN- 进行了定量检测和比较，探 

讨了REV感染对 IFN一 分泌量与免疫抑制的关系。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 1日龄 SPF鸡，购自济南 SPAFS 

公司。饲养于正压隔离罩内。 

1．1．2 病毒 SNV株，为经典鸭源 SNV株前病毒全 

基因组 eDNA的感染性克隆质粒 pPBIO1转染而来 

(吉荣等，2005)。SNV在SPF成纤维细胞(CEF)上进 

行病毒含量测定。 

1．1．3 ELISA 试 剂 盒 Biosource公 司 产 品 

(Catalog No．CAC1233)，其中包括包被抗体(鼠抗鸡 
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IFN． mAb)、检测抗体(生物素标记的鼠抗鸡 IFN一 

mAb)、鸡 IFN． 标准品和HRP标记的链霉亲和素。 

四甲基联苯胺(TMB)购 自Sigma公司。 

1．2 方法 

1-2．1 实验设计 100只 1日龄 SPF鸡 ，饲养至 5 

日龄，随机分为2组。1组腹腔内接种 SNV株 0．2 

mL，相当于 104 TCID~(半数组织培养感染量)／只； 

另 1组不接种作为阴性对照。2组鸡隔离饲养，观察 

接种鸡的发病和死亡情况。于感染后 3、7、15、28和 

50 d(dpi)每组随机取 6只鸡称重，心脏采血处死后， 

取胸腺、法氏囊称重。无菌取脾脏进行 IFN-~含量的 

测定。 

1-2．2 IFN-~的 ELISA检测 无菌研磨脾脏 ，用 

Hank's平衡盐缓冲液(HaSS)重悬细胞置于淋巴细 

胞分离液上，离心分离淋巴细胞，用 HBSS洗 2次 

后 ，将细胞重悬于含 10％ 小牛血清的RPMI 1640 

培养液中。经台盼蓝染色确定细胞存活率达 95 以 

上，将脾淋巴细胞按 3x 1&／mL接人 24孔板，于 41 

℃，5％ CO2的培养箱中孵育 12、24、36、48、6O和72 

h，收集细胞培养上清按试剂合说明书进行ELISA， 

简述如下：取 96孔板每孔加人 100 L包被液(含 2 

wg／mL包被抗体)于 4℃温育过夜，吸弃液体，然后 

用 PBS．1％BSA室温封闭 2 h。用 PBST洗板 3次 

后，加入标准液、对照及上述培养上清 100 孔， 

再加入生物素标记的鼠抗鸡口 ． mA(试剂合提 

供，见 1．1．3)，室温 700 r／rain温育。洗 3次后加入 

HRP标记的链霉亲和素(1：2500)室温温育 30 min， 

洗后加 TMB显色。用 2 mol／L H2SO,终止反应。在 

450 sin读取吸光度值，建立标准曲线，计算样品浓 

度。 

1．2．3 统计学分析 采用 SPSS软件进行统计分 

析。 

2 结果和分析 

2．1 人工感染 REV后鸡的死亡情况 

SPF鸡 5日龄接种 REV后，鸡只生长迟缓，体 

重降低，15 dpi时与对照鸡相比差异极显著 (P< 

0．001)(表 1)。自接种后 3 d开始发生零星死亡，至 

50 d本实验结束止死亡率达 18 。而对照鸡生长良 

好，无 1只死亡。 

2．2 人工感染 REV的 SPF鸡中枢免疫器官的变 

化 

鸡接种 REV后 3、7、15、28和 50 d，每组分别取 

6只鸡剖检，15 dpi可见法氏囊和胸腺这 2个中枢 

免疫器官明显萎缩，与对照组相比差异极显著 < 

0．001)(表 1)。计算法氏囊和胸腺的免疫指数：法氏囊 

重量／体重，胸腺重量／体重，并对感染组和对照组 

的法氏囊和胸腺的免疫指数进行比较，结果感染组 

极显著低于对照组。REV感染 SPF鸡后造成了中枢 

免疫器官的明显抑制。 

表 1 REV感染对增重与免疫器官的影响(感染后 1 5 d) 

Table 1 Influence ofREV-infection on body weight,thymus and bursa 

ofFabricius(n=61(15 days aRer infection) 

Control l86．2O± l6．78 0．4464-0．037 

REV l31．53~ 21．73* 0．2l5± 0．069* 

0．563~ 0．1l7 

O．2ll± 0．107" 

2．3 脾淋巴细胞培养上清中 IFN．Y产生动态 

V感染后 4 d，将鸡心脏采血处死后，无菌取 

脾脏制备脾淋巴细胞，收集培养了 12、24、36、48、6O 

和 72 h的REV感染鸡脾淋巴细胞培养液上清 ，进 

行]FN-7 双抗体夹心ELISA检测。如图1所示， 

脾淋巴细胞培养液上清中IFN-7 水平逐渐升高，至 

培养60h达到最高，以后逐渐下降。 

差 
旨 

12 24 36 48 60 72 

培养时阃／h 

Time Ofnlhurc 

图 1．REV感染鸡(4 dpi)Ⅱ —Y检测时间的优化 

Fig．1．The optimum time for measurement ofIFNw in chickens 

infectedwithREV 

2．4 SPF鸡感染 REV后不同时期脾淋巴细胞 

IFN．y产量的变化动态 

收集培养 60 h的脾淋巴细胞培养液上清进行 

玎 - 含量测定。如图2所示，SPF鸡脾淋巴细胞培 

养上清中 IFN- 水平在 REV感染后 3 d变化不大 

(P>0．05)，但在 7 dpi急剧升高，增加了4~5倍，形成 
一 个峰值。以后逐渐下降，至28 dpi，IFN． 的分泌水 

平仍相当于对照鸡的3倍。在7~28 dpi，REV感染 

鸡 IFN-7 的分泌水平与对照鸡相 比差异极显著 

(P<0．o1)。至 5O dpi实验结束止，感染鸡的 IFN-7 

分泌水平仍显著高于对照鸡(P<0．05)。在整个试验 

过程中，对照鸡脾淋巴细胞培养上清中矾Nl吖 的水 

平变化不明显，基本维持在一个水平上(P>0．05)。 
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图．2 REV感染对鸡脾淋巴细胞中 WN-~／产生的影响 

Fig．2．Effects ofREV-infection on WN-~／production in chicken 

spleen lymphoc ytes 

3 讨论 

REV感染可造成胸腺、法氏囊萎缩；不断地零 

星死亡；对ND(新城疫)和禽流感疫苗抗体反应显著 

降低等一系列免疫抑制的症状。REV造成的免疫抑 

制往往增加了其它病原的感染机会，REV与其它病 

毒共感染越来越普遍，成为目前养禽业比较棘手的 

问题。为了更好地控制该病，需要了解该病的发病机 

理、免疫抑制的机制。目前，对 REV造成的免疫抑制 

的机理研究的还不多。本研究以 REV造成的免疫抑 

制为模型，对 IFN． 在免疫抑制中的作用进行了探 

讨。用REV感染 5 Et龄 SPF鸡，从 7 dpi到 28 dpi。 

脾淋巴细胞培养上清中 IFN． 的水平增长了 3 5 

倍 ，与对照鸡相比差异极显著。在 15-28 dpi，SPF鸡 

体重、法氏囊和胸腺免疫指数均降低，与对照鸡相比 

差异极显著。但在REV感染组的不同个体间，鸡脾 
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