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禽呼肠孤病毒感染对鸡法氏囊及免疫应答的影响
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摘 要：研究 CD株禽呼肠孤病毒（EFG）感染 2日龄 HI3鸡后对法氏囊发育影响，对传染性法氏囊病毒（JKLG）、禽
流感病毒（EJG）、新城疫病毒（MLG）疫苗免疫诱发的抗体的影响，及对强毒株 JKLG致病作用的影响。结果表明，CD
株 EFG感染 2日龄 HI3鸡可引起法氏囊萎缩和部分淋巴细胞减少，但对增重及 EJG和 MLG疫苗免疫后抗体滴度
却没有显著影响。EFG感染可降低弱毒 JKLG疫苗免疫后的抗体反应，但对随后 JKLG强毒株攻毒的抵抗力却与对
照鸡无显著差异。经 JKLG弱毒疫苗免疫后，再接种强毒株 JKLG，不会引起死亡，但却仍能显著抑制对 EJG、MLG疫
苗免疫后的抗体滴度。然而，对于 2 ( " 日龄经 EFG感染的鸡，JKLG强毒的这种免疫抑制作用又显著低于未经
EFG感染的对照鸡。
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禽呼肠孤病毒（EO84+ P,BO8P*<，EFG）属于呼肠孤
病毒科（F,BO8P8=4,）正呼肠孤病毒属（QPRABP,BO8P*<）的
成员之一，是 2%节段的双链 FEM病毒［2］。2’-!年，
EFG首先从患病鸡的消化道和呼吸道中分离到，随
后从患关节炎的病鸡中分离到［$］。EFG 可引起多
种疾病，常见的有病毒性关节炎S腱鞘炎、吸收障碍
综合征、免疫抑制等［# ( ’］，同时 EFG 可以增加其他
疾病的易感性和致病性［2%，22］。EFG 在世界范围内
广泛存在，流行于鸡、火鸡、鸭和其他禽类。国内自

王锡坤（2’0-）首次证实我国存在本病以来［2$］，相继
分离到多株 EFG。现在国内各鸡场中本病的感染
已经相当普遍［2#］。

EFG血清型众多，致病性各异［-，"，2!］，但对免疫
抑制方面的报道不多。为对 EFG在免疫抑制方面
的作用有进一步的了解，我们进行了 EFG CD株对
鸡法氏囊及免疫应答的影响。

! 材料和方法
!"! 材料
!"!"! 病毒：鸡呼肠孤病毒 CD 株，$%%! 年从山东
临沂某种鸡场分离，患病鸡有明显的关节炎症状。

病毒从患关节炎病鸡的关节囊中分离。所用病毒已

经无限稀释法 #次纯化。

!"!"# 试验鸡：2日龄京白 HI3鸡 $-’只，购自济南
HIE3EH公司。饲养在 HI3动物房带过滤空气的隔
离罩中。HI3鸡胚购自济南 HIE3EH公司，由本实验
室孵化。

!"!"$ 免疫用疫苗：JKLG中等毒力活疫苗（K0"株，
批号：%-2%%!$），齐鲁动物保健品有限公司生产；
MLG灭活疫苗（批号：%!’$20），因特威生产；EJG 灭
活疫 苗（ T-、T’ 亚 型，批 号 分 别 为 %-%&%%$，
%-%&%%2），齐鲁动物保健品有限公司生产。MLG、
EJG灭活抗原由齐鲁动物保健品有限公司提供。
!"!"% 试剂和仪器：测抗 JKLG 抗体试剂盒购自
JL6UU公司；F.1IVF 反应试剂盒，.FJ9B/ FME 抽提
试剂盒，凝胶回收试剂盒购自宝生物工程（大连）有

限公司；连接试剂盒，氨苄青霉素、低分子量蛋白

W4PX,P 为美国 IPB7,Y4 公司产品；限制性内切酶
!"#F!和 $%&!购自上海生工生物工程有限公司；
其它试剂均为分析纯试剂；EFG（H22##株）单因子血
清由中国农业大学赵继勋教授惠赠。

!"!"& 引物设计：参照 Z,+K4+X中 EFG H22##株的
H2基因序列（序列号 E3##%"%#），利用 IP87,P设计一
对引物，用于扩增 CD株 EFG的"V基因。引物由上
海 H4+YB+ 公司合成，序列为：3：-[1VEEZEE..VZZ
.V.VEE.VVE.VZVEZ1#[，F：-[1..EZ.VZEV..EZZ.



!"#!$"!##!!"$%&’。
!"# 病毒的分离和培养
!"#"! 病料处理：取病鸡的关节囊内液体及组织，
用剪刀剪碎，加入少量 ()* 研磨，将研磨液 +,---./
012离心 +-012。取上清，用 -3,,!0的滤膜过滤，无
菌收取滤过液，备用。

!"#"# 病毒培养：用 4 5 +-日龄 *(6鸡胚制备鸡胚
成纤维细胞（#76），生长液为含 89小牛血清的
:+44培养基，维持液含 +9小牛血清的 :+44 培养
基。细胞长成单层后，换维持液，将 +3,3+中的无菌
滤液加入到细胞上，连续传代。待细胞出现 ;-9 5
<-9病变时，将病毒液冻融 & 次，+,---./012 离心
8012，取上清，= ,->保存。
!"#"$ 病毒纯化：在 4; 孔细胞培养板上制备 #76
单层。将 +-倍系列稀释的毒液分别接种到 #76上，
每个稀释度接种 <个孔，不接毒的 <个孔用于对照。
&?>、,9 #@, 培养箱培养 ?A，对照孔细胞形态应良
好。取最高稀释度病变孔，收取上清，即为第一次纯

化病毒。按照上述方法将病毒连续纯化 &次，所得
到的纯化病毒，用抗 $BC（*++&& 株）单因子血清作
间接免疫荧光试验（ D6$）为阳性。同时用 B"%(#B
试剂盒扩增 EF株 $BC中的基因片断，经对扩增出
的目的基因克隆、测序，表明纯化的病毒为禽呼肠孤

病毒。

!"#"% 病毒定量：将病毒 +-倍系列稀释。用 4;孔
细胞培养板制备 #76单层，将 +-倍系列稀释的毒液
分别接种到 #76上，每个稀释度接种 < 个孔，不接
毒细胞 <个孔作为阴性对照。&?>下 ,9 #@, 培养

箱培养 ?A，对照孔细胞形态应良好。记录所有的阳
性病变孔，用 BGGA%:HG2IJ法计算毒液的 "#DK8-。

!"$ &’(感染对鸡法氏囊的影响
+,只 +日龄 *(6鸡，对照组 8只，试验组 ?只。

试验组经皮下注射感染 EF株 $BC，+-;"#DK8-/只，
对照组仅注射同量的磷酸盐缓冲液（()*）。&-日龄
时将所有鸡称体重，剖杀取法氏囊称重，计算法氏囊

指数（))LB）（法氏囊指数 M法氏囊重/体重 N +--）。
然后将法氏囊用 +-9的福尔马林固定，按标准操作
方法在山东农业大学动物科技学院病理实验室作组

织切片，OP7染色，对病变计分。计分标准如下：-
为正常（淋巴滤泡发育良好，皮、髓质分界明显，淋巴

细胞密集）；+ 分为轻度病变（淋巴滤泡发育不良，
皮、髓质分界清）；, 分为中度病变（皮、髓质淋巴滤
泡减少，皮、髓质分界不清）；& 分为严重病变（滤泡
缺失严重，核浓缩或崩解，皮质不明显）。为了保证

制定的客观性和可靠性，选取正常滤泡及表现不同

程度萎缩的淋巴滤泡照相后，作为判定其它样品或

滤泡的参照标准。

!"% &’(感染对 )*(和 &+(疫苗诱发抗体反应
的影响

+日龄 *(6 鸡 Q- 只鸡，,- 只经皮下注射感染
EF株 $BC，+-;"#DK8- /只；对照组 ,-只，经皮下注射

()* -3+0E/只。? 日龄时，对两组鸡均免疫 RKC、
$DC（O4、O8 亚型）灭活油乳剂疫苗。经皮下注射
$DC（O8、O4 亚型）灭活疫苗各 -3,0E/只鸡；经肌肉
注射 RKC疫苗，-3&0E/只鸡。免疫后 &、Q、8周时采
血，分离血清，用血凝抑制法（OD）测抗 RKC、$DC抗
体［+;］，比较试验组与对照组之间的差异。

!", &’(感染对 +-*(疫苗诱发抗体反应的影响
+日龄 *(6鸡 4- 只，共分为 & 组。第 + 组于 +

日龄时经皮下注射感染 $BC，+-;"#DK8- /只；第 , 组
于 ?日龄时经皮下注射感染 $BC，+-;"#DK8- /只；第 &
组为对照组，+、?日龄时经皮下注射 ()* -3+0E/只。
所有鸡在 <日龄时经饮水免疫 D)KC弱毒疫苗。在
鸡 &-日龄时对所有鸡称重并对所有鸡静脉采血，分
离血清，用间接 7ED*$ 法测抗 D)KC 抗体试剂盒按
照盒内说明书操作，比较各组之间的差异。

!". &’(感染对 +-*(强毒致病作用的影响
试验共 <?只鸡，分为 &组，+组 ,4只鸡，+日龄

时经皮下注射感染 EF株 $BC，+-;"#DK8- /只；,组 ,?
只鸡，?日龄时经皮下注射感染 $BC，+-;"#DK8- /只；&
组 &+ 只鸡作为对照组。&- 日龄时对所有鸡经点
眼、滴鼻感染野毒株 D)KC（SE株，尿囊液毒 + T ,-稀
释），-3&0E/只鸡。攻毒后观察各组鸡精神状态，记
录 ?A 内死亡数，若死亡，解剖死亡鸡，观察病理变
化，比较 ))LB。
!"/ &’(感染对 +-*(强毒诱发的免疫抑制作用
的影响

本试验共 +,- 只鸡，分为 Q 组。第 + 组 &, 只
鸡，+日龄时经皮下注射感染 $BC，+-;"#DK8- /只，&-
日龄时经点眼、滴鼻攻 D)KC野毒株（SE株，尿囊液
毒 +：,-稀释，-3&0E/只）；第 , 组 &, 只鸡，? 日龄时
经皮下注射感染 $BC，+-;"#DK8- /只，&- 日龄时经点
眼、滴鼻攻 D)KC野毒株 SE株；第 & 组 &Q 只鸡不感
染 $BC，&-日龄时经点眼、滴鼻攻击野毒株 D)KC；
第 Q组 ,,只鸡作为空白对照。所有鸡在 < 日龄时
经饮水免疫 D)KC弱毒疫苗。&-日龄时对所有鸡免
疫 RKC、$DC（O4、O8亚型）灭活疫苗，肌肉注射 $DC
（O8、O4亚型）疫苗各 -3,0E/只鸡；皮下注射 RKC疫
苗，-3&0E/只鸡。攻 D)KC强毒后观察各组鸡精神状

&4Q王 蕾等：禽呼肠孤病毒感染对鸡法氏囊及免疫应答的影响 U /微生物学报（,--?）Q?（&）



态，记录攻毒后 !" 内死亡数，若有死亡，解剖死亡
鸡，观察病理变化。免疫后 #周时采血，分离血清，
用血凝抑制法（$%）测抗 &’(、)%(*$+及 )%(*$,抗
体［-.］。

! 结果
!"# $%&对鸡法氏囊的影响

-日龄感染 /0 株 )1(，对鸡体重无显著影响
（表 -）。#2 日龄时解剖发现 )1(感染组鸡法氏囊
萎缩明显，3341平均值为 25#,#，对照组 3341为
25,!+，两组相比差异极显著（!!252-）（表 -）。

表 # #日龄 ’()鸡感染 $%&对法氏囊的致病作用
6789: - ;7<=>?:@:ABA >C <=: 8DEA7 B@ F;G H=BHI:@A

B@C:H<:" JB<= )1( 7< 7?: >C - "7K

LE>DM 3>"K
4:B?=<N?

O:7@ >C
3P4P Q F’

3DEA7
J:B?=<N? 3341)

O:7@ >C
3341Q F’

/:AB>@
FH>E:A3

-!-52 25R+ 25,S-2 S
-!+52 25T! 25S.# #

)1(* S-252 25,T 25S,! #
B@C:H<:" ST25S S225! Q S,5. 25!# 25#2T 25#,# Q 252+," #

-!!52 25.+ 25#+2 -
S-252 25+S 25T-T -

S-!5R 25!- 25#S. S
-!R52 25+! 25,T, 2
S2,5. -5S. 25.-# 2

U>@<E>9 SS252 -+!5+ Q -R5S -5T# 25.,2 25,!R Q 252.2 2
-R252 25R+ 25T+T 2
S2,5. -5S- 25,R+ 2

)3341V（<=: 8DEA7 JB?=<N<=: 8>"K J:B?=<）W -22，F’ V A<7@"7E" ":XB7<B>@A5 6=: 9:AB>@ AH>E:A J:E:
YD"?:" 8K H>ZM7EB@? <> )，3，U，’ B@ GB?5-5" (79D: C>99>J:" 8K 7A<:EBAIA BA AB?@BCBH7@<9K "BCC:E:@< CE>Z
H>@<E>9 H=BHI:@A（! [ 252-）P

图 # 感染 $%&鸡及未感染鸡法氏囊组织切片（*++ ,）
GB?P- $BA<>9>?BH79 A:H<B>@A >C <=: 8DEA7（$P \P A<7B@:"）（T22 W）P )：
&>EZ79 8DEA7 CE>Z 7@ D@B@C:H<:" H=BHI:@，AH>E:" 7A 2 ；3：3DEA7 CE>Z 7
H=BHI:@ B@C:H<:" JB<= )1(，9KZM=>HK<: @DZ8:E J7A A9B?=<9K ":HE:7A:"，
AH>E:" 7A -；U：3DEA7 CE>Z 7 H=BHI:@ B@C:H<:" JB<= )1(，AH>E:" 7A S；’：
3DEA7 CE>Z H=BHI:@ B@C:H<:" JB<= )1(，9KZM=>HK<: @DZ8:E J7A ":HE:7A:"
7MM7E:@<9K，AH>E:" 7A # P

经对法氏囊组织切片可以看出，-日龄感染 /0
株 )1(的鸡在 #2日龄时其法氏囊部分滤泡皮髓质
淋巴细胞发育不良、缺失，皮、髓质分界不明显，部分

淋巴细胞坏死，核浓缩或崩解，网状内皮细胞增生；

而对照鸡的法氏囊淋巴滤泡发育良好，皮、髓质分界

明显，淋巴细胞密集，在判定其他个体的法氏囊样品

发育状态时，均以此为参照。图 -分别显示正常的
淋巴滤泡（)）和代表不同程度萎缩的淋巴滤泡 3、
U、’。
!"! $%&感染对 -.&和 $/&疫苗诱发抗体反应
的影响

)1(感染对 &’(疫苗、)%(疫苗免疫应答的影
响结果见表 S。结果表明，与对照鸡相比，-日龄感
染 )1(的鸡，在 - 周龄时经 &’(和 )%(疫苗免疫
后，其抗体滴度均有一定程度的降低，但这种差异只

是一过性的，如免疫后 T4时抗 &’(的 $% 滴度及
.4时抗 )%(*$+ 的 $%抗体滴度（! [ 252,）。在整
个 T ] .4的观察期间，这种差异不明显（! ^ 252,）。

表 ! #日龄 $%&感染对 -.&疫苗、$/&疫苗

免疫后抗体滴度的影响

6789: S %@C9D:@H: >C )1(*B@C:H<B>@ >@ 7@<B8>"K <B<:EA

7C<:E X7HHB@7<B>@ JB<= B@7H<BX7<:" X7HHB@:A <> )%( 7@" &’(

)@<B8>"K <> LE>DMA
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7C<:E X7HHB@7<B>@（/>?S）
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)1( +5S+ Q -P2,（@V -!） -25+T Q -P#T（@V -.） --52+ Q -P+2（@V -+）
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B@7H<BX7<:" X7HHB@:A 7?7B@A< &’(，$,* 7@" $+*)%(P

表 0 $%&感染对 /1.&疫苗免疫后抗体应答的影响
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!"!"# )1( 感染对 %3’( 疫苗诱发抗体反应的影
响：分别在 -日龄或 !日龄感染 )1(后，再在 R 日
龄经口服免疫 %3’(弱毒苗，)1(感染鸡仍能产生
明显的 %3’(抗体反应，但是均比对照组低。其中 -
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日龄感染 !"#组，在 $%日龄时 &’(#的抗体滴度为
)$%$，* 日龄感染 !"# 组对 &’(# 的抗体滴度为
)++,，而对照组为 $)++。经统计表明，- 日龄感染
!"#组的抗体滴度与对照组相比差异极显著（! .
%/%-），*日龄感染组抗体滴度虽然低于对照组，但
统计表明差异不显著（! 0 %/%1）（表 $）。
!"!"! !"#感染对 &’(#强毒致病作用的影响：未
经 23株 !"#感染的对照组鸡用 &’(#强毒攻毒后
死亡率为 -)/45。-日龄、*日龄分别感染 !"#再
攻 &’(# 强毒后死亡率分别为 6/45、*/,5。!"#
感染鸡死亡率低于对照组，但统计学差异不显著。

有趣的是，解剖死亡鸡发现，未感染 !"#鸡在接种
野毒株 &’(#后，鸡法氏囊肿胀严重，呈紫葡萄样，
肝脏肿胀、出血，胸肌出血严重，法氏囊指数明显高

于 !"#感染组（表 ,）。而感染 !"#后再攻 &’(#强
毒的鸡仅可见肝脏、胸肌轻微出血，法氏囊外观未见

有出血等明显病变。而且未感染 !"# 鸡仅接种
&’(#强毒株死亡鸡均为体壮者，死亡鸡平均体重为
)1+/$ 7 ,%/)*8，感染 !"#后再接种 &’(#强毒株的
死亡鸡均为体弱者，平均体重为 -4)/6 7 )$/)8，显著
低于前者。

表 # $%&感染对 ’()&强毒致病作用的影响
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!"!"* !"# 感染对 &’(# 强毒诱发的免疫抑制作
用的影响：试验表明，用 &’(#弱毒疫苗 ’+*株免疫
后，虽可预防 &’(#强毒攻毒引起的死亡，但仍不能
预防由其造成的免疫抑制。如表 1所示，接种 &’(#
强毒的试验 -组、试验 )组及 $组的鸡抗 P(#、!&#C
V4、!&#CV1抗体水平均明显低于对照组，且差异极
显著（! . %/%-）。然而出乎意料的是，感染 23 株
!"#后再攻击 &’(# 强毒的试验 - 组、) 组鸡的抗
P(#、!&#CV4、!&#CV1 抗体水平却明显高于未感染
!"#仅接种 &’(#强毒组，除 )组的抗 P(#抗体差
异不显著外，其它组的抗 P(#、!&#CV4、!&#CV1均差
异显著（! . %/%1）（表 1）。这似乎表明，!"#感染造
成的法氏囊萎缩可减缓强毒 &’(#的致病作用。

表 + $%&感染与未感染鸡后 ’()&强毒感染对 ,)&和 $’&疫苗诱发抗体的抑制作用的比较
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* 讨论

鸡呼肠孤病毒（!"#）的致病性多种多样性，不
同分离株的致病性程度差异比较大。有报道表明，

+%5以上的 !"#分离株不具有致病性，因此对分离
到的 !"#必需一一测试其对鸡的致病性。本实验
室从国内不同地区分离到 -%株 !"#，其中 +株来自
患关节炎的鸡，两株来自生长不良的鸡。经前期所

有毒株的致病性试验发现，这些毒株均属温和型，在

对 [\Y鸡体重、对 P(#及 !&#抗体水平等均无显著
影响，因此我们选用来自关节炎鸡的 23株作为代

表株进行了进一步的研究工作。

ZB>E8BW=JH等［,］报道，某些 !"#毒株感染 - 日
龄 [\Y鸡可以引起鸡法氏囊的萎缩或一过性发育不
良。在本试验中，-日龄感染 !"#（23株），至 $%日
龄时引起鸡法氏囊组织中淋巴细胞明显发育不良、

法氏囊萎缩（图 -，表 -），说明 23株 !"#感染对鸡
法氏囊有明显致病作用。

ZB>E8BW=JH等研究显示某些 !"# 株不会干扰
P(#抗体反应，但 !"# [--$$株可以显著干扰 P(#
抗体（V&）滴度［,］。从本研究中可以看出，23株 !"#
感染后，!&#CV4、P(#疫苗诱发的抗体水平呈现一
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过性减低（表 !），但整体趋势来看没有显著影响。
本试验室前期试验表明国内分离的其他 " 株 #$%
对 #&%’()、#$%’(*、+,%抗体均未表现出明显的抑
制现象（未发表资料）。显然，不同的 #$%分离株对
#&%和 +,%疫苗免疫反应的影响也是各不相同的。

-日龄感染 #$%，可以显著减低 &.,%疫苗诱发
的抗体反应（表 /），"日龄感染 #$%组对 &.,%疫苗
诱发的抗体反应影响不明显。说明 #$%对 &.,%抗
体反应的影响与 #$% 感染的日龄有关。这与
$0123425625等［7，)］报道的 #$%的致病性与感染日龄
有关的报道相一致。尽管如此，#$%感染却并不显
著影响 &.,%疫苗免疫后对强毒株 &.,%攻击后的
保护作用。

89:;45032［-<］的研究结果显示，&.,% 强毒感染
!=日龄 >?@鸡可显著抑制 +,%疫苗诱发的抗体抗
体反应。本研究又进一步显示，&.,%弱毒疫苗接种
后，虽然有效地保护了鸡免于由强毒攻毒引起的死

亡，但强毒 &.,%攻毒仍能造成免疫抑制，特别是抑
制 +,%和 #&%灭活疫苗的 (&抗体反应。然而在本
试验中，与其它病毒共感染的结果不同，早期感染

AB株 #$%却没有像预想的那样增强随后 &.,%强
毒攻毒造成的免疫抑制作用。相反，在 -周龄内经
AB株 #$%感染的鸡，虽然在 &.,%弱毒疫苗免疫后
对 &.,% 的抗体水平较低，但在用 &.,% 强毒攻毒
后，未经 #$% 感染的鸡（表 ) 试验组 /）对 +,% 和
#&%的 (&抗体滴度不仅极显著低于对照组，也还显
著低于 #$%早期感染的鸡（表 )试验组 -和 !）。就
是说，AB株 #$%早期感染减弱了强毒 &.,%的免疫
抑制作用。对 #$%和 &.,%这种复杂的相互作用的
结果可能的解释是：由于 AB株 #$%早期感染造成
法氏囊及淋巴滤泡部分萎缩，导致疫苗病毒复制量

的减少从而降低了 &.,%抗体水平（表 !），而且也会
减弱强毒 &.,%在法氏囊的复制量，从而减弱了强
毒 &.,%对全身的免疫抑制作用。当然这一假设需
要今后对法氏囊中的 &.,% 作病毒定量研究来验
证。在我们的动物试验中发现，在未经 &.,% 疫苗
免疫的鸡，早期感染 #$% 与否并不显著影响强毒
&.,%攻毒的死亡率。但未经 #$%感染的鸡在用强
毒 &.,%接种后死亡鸡的法氏囊呈现显著肿大和出
血，呈紫葡萄样，而经 #$%早期感染再用强毒 &.,%
攻毒死亡的鸡，其法氏囊均未见明显肿胀和出血。

这一现象可部分验证 AB株 #$%感染造成的法氏囊

萎缩可减弱 &.,%强毒在法氏囊中复制水平从而减
弱其免疫抑制作用的假设。&C12 D:EF25等报道，&.,%
强毒感染经手术摘除法氏囊的鸡时，&.,%的致病作
用显著降低，死亡率由感染正常鸡的 -GGH降为
G［-"］。@:ICJ等［-=］也报道通过注射环磷酰胺造成雏
鸡法氏囊萎缩可影响 &.,%在法氏囊的繁殖，从而
减弱了 &.,%的致病作用。这些都与我们关于 #$%
感染诱发的法氏囊萎缩可能减弱强毒 &.,%致病作
用的假设相一致。

对于 #$%的免疫抑制作用，国内未见相关的研
究报道。本研究通过 #$%与 &.,%间的相互作用，
探讨 #$%与宿主及其它病毒的间的相互作用机制，
对进一步揭示 #$%的免疫抑制作用及生产中该病
毒的防制，具有实际意义。
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