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一种小鸡体液免疫应答能力

指 示 系 统 的建 立

戚丹英 刘福安

(兽医 系)

提 耍

本研究用兔
、

山羊
、

绵羊
、

黄牛
、

猪
、

鹅
、

鸭的红细胞 B ( R C) 作为抗 原
,

分 别 免疫小

鸡
,

并用直接微量血球凝集 ( H A ) 试验测定鸡所产生的体液免疫应答
。

选用 能刺激产生较

高抗体水平的鹅红细胞 ( G R B C ) 作为指示系统
,

在 7
、

14 天龄分别接种试验鸡
,

检测 ( 1)

传染性囊病 (I B D ) 病毒及疫苗 , (2 ) 马立克氏病 ( M D ) 病毒 , (3 ) 火鸡疤疹病毒 ( H V T )

疫苗等接种 1 天龄小鸡后
,

对鸡体液免疫应答能力的影响
。

结果 表明
, IB D一 P B G 。 :

毒株无免疫抑制作用 ; I B D一野毒株引起严重的免疫 抑制 效

应 ; H V T疫苗和 M D病毒对 7 天 龄接 种了G R B C的小鸡抗体产生有明显影响
。

同时对鸡的

法氏囊进行组织学检杳
,
取得相应的结果

。

然而
,

I B D中和抗体滴度并没有显出这种与法氏

囊组织破坏呈正相关的关系
。

试验证明本指示系统简便有效
,

易于推广应用
。

关. 词 免疫抑制 ; 血球凝集 ; 指示系统

引 言

在禽病中有几种常见的损害免疫器官
,

导致免疫功能障碍 的 疾 病
,

如 BI D
、

M D
、

黄曲霉毒素中毒病等
。

有关学者在研究免疫抑制方面做了大量工作
,

而使用较多的体液免疫应答指示系统

是接种新城疫 ( N D ) 病毒
【 3 ’ 「。 ’ ,

测定被检血清的血球凝集抑制 ( H l) 抗体 水平
。

但

由于鸡对 N D病毒易感
,

若鸡巳患N D或带有母源抗体
,

则直接影响检测结果【 . , 。

绵羊 R B c ( s R B C ) 也是常用的 指示系统之一
,

它在鸡之间不会 相互传染
,

且形状

均一
,

可直接用 H A试验测定结果
。

为了避免 s R B C出现溶血影响观 察
,

血 清 需 经 56 ℃

3 0分钟灭能 , S R B C沉降较慢
,

要置 3 7℃作用 1 小时后方能判读结果
, ` ’ ` . ’ ` ’ 。 ’ 。

因禽类对布氏杆菌不易感
,

故其疫苗也被用作抗原来免疫试验鸡
,

经试管法血清凝

集试验 s( A T ) 测定抗体水平
「` ’ 〔 ” , s A T 需经 37 ℃作用 1 8小时才能得到结果

。

由于布

氏杆菌对人体有害
,

使用时必须十分慎重
。

沐9 8 7年 I Q月 23 日 收摘
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在家禽休液免疫研究 中
,

仍未见有关使用禽类异种 R B C作为指示系统的报道
。

为了能使用简便快捷的微量 H A方法来检测体液免疫应答
,

本试验拟通过对 多种哺

乳动物和禽类 R B C进行测定
,

筛选出一种 R B C作为小鸡免疫应答能力的指示系统
。

料 材 和 方 法

(一 ) 材料

1 和 14 天龄雏鸡
,

抗原一 R B C (兔
、

山羊
、

绵羊
、

黄牛
、

猪
、

鹅
、

鸭 ) 和布氏杆菌

(猪 ) 2 号冻千疫苗 (兰州生物药厂 ) , 免疫抑 制 因 子一 I B D v (荷 兰 P B G 。 。
疫 苗

、

广东省家禽研究所分离野毒 )
、

H v T疫苗 (农牧渔业部南京药械厂 ) 和M D分 离野毒
。

(二 ) 方法

1
。

指示系统的筛选
:

27 只 14 夭 龄雏鸡随机分为 9 组
,

每组 3 只
。

其中一组不接种

抗原
,

为对照组 , 另一组接种布氏杆菌疫苗
,

肌注。
.

s m l/ 只 (含2 00 亿菌 数 ) , 其余 7

组分别皮下接种动物 (兔
、

山羊
、

绵羊
、

黄牛
、

猪
、

鹅和鸭 ) 5。% R B C悬液 ( 。
.

s m l/ 只 )
。

接种抗原后 7 和 14 天采血
,

分别用试管 s A T (布氏杆菌 ) 和微 量 H A试验 ( R B C )

测定相应抗体滴度
,

选择抗体水平较高的抗原为初选体液免疫应答能力的指示系统
。

2
.

初选指示系统H A抗体变化曲线测定
:
用初步选定的 G R B C和 鸭 R B C ( D R B C )

各免疫 3 只 14 天龄雏鸡
,

然后连续六周每天采血测定 H A抗体滴度
。

3
。

免疫应答能力检测
: (1 ) 接种 1天龄雏鸡

:
第 1组是对 照 组 ( C ) , 第 2 组

( P ) 口服 IB D一 P a e . 。
疫苗 0

.

l m l /只 , 第 3 组 ( v ) 口服 BI D一野毒 0
.

i m l /只 , 第 4

组 ( H ) 皮下接种 H v T疫苗。
.

Zm l/ 只 , 第 5组腹腔接种 M D血毒。
。

sm l/ 只
。

隔离饲养
。

(2 ) G R B C免疫
:

于 7 或 14 天龄对每组中一部分小鸡分两处皮下接种 50 % G R B C悬液
,

共 0
.

s m l
。

( 3 ) 微 量 H A试验
:
小鸡在接种 G R B C后第 3

、

7
、

1 0
、

14
、

1 7和 2 1夭 采血
,

2 倍系列稀释血清
,

加等量 0
.

5 % G R B C
,

室温感作 30 分钟后判读结果
。

4
。

组织切片
:
各组分别在 7

、

14 天龄剖杀 2 只小鸡
,

取法氏囊固定
、

切片
,
用苏

木素一伊红 ( H
。

E
。

) 染 色
,

观察组织学变化
。

5
。

微量 I B D一血清中和 s( N )试验
:

测定 1 天龄对照组 ( C )和 接种BI D一 P B G . ,
疫

苗 ( P )
、 I B D一野毒 ( v ) 试验组的 I B n 母源抗休以 及 第 2 0

、

1 4 、
27

、 2 1
、

2 4和 2 5天

龄时的 I B D 中和抗体水平
` ”

。

6
.

标准检验
: 用方差分析方法检验各试验组与对 照 组的 G R B C一 H A抗体滴度差

异显著性
。

试 验 结 果

(一 ) 指示系统筛选结果

接种布氏杆菌疫苗 7 天和 14天后的 s A T抗体滴度均为 1 6 7 ( 2 ” “ ’
) , e R B c 和 n R B C
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的抗体同样能达到较高水平 ( 12 8~ 52 1) 表 1

衰 i 7种 R B C的H A杭体位洲给果

瞥愕
’

一

…
石而丽一厂又叭幕而 } 除

枷
,

各孔 (包括 BP s及对

丁呀赢歹卜
一

沙 {
一

聆
度低

~
.

一
3

.

0 (溶血 )

各孔疑似凝集

除溶血
,

各孔 (包括 P B S及

对照鸡样本 )猪R B C均不沉降
。

,
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拐 , 1 .
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,
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。
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,
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。

(二 )初选指示系统的抗体滴

度变化

G R B C 和 D R B C 的 H A 抗

体滴度相近
,

在接种后 7 ~ 9 天

达到峰值
。

从图 1 可见小鸡 在 6

周龄后抗体滴度有回升现象
。

本

试验主要是针对 1 月龄以内的小

鸡
,
因为其免疫器官受损后对机

休免疫能力的建立影响甚大
【 “ ’ ,

蒸于这种原因
,

并考虑在本试验

条件下
, 。 R B C取材相对较方 便

,

故选定O .R B C 为免疫应答能力的

指示系统
,

对砚

—` R. C~ 一一

、、、

六厂
,,

;

八厂分
、 . , 少

\ 人 孟 J 、 了一 I
、 月
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矛 、 户 . 产 、 l 协.. ,

几
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Ò
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ó弓
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图 1 按种 G R B C小鸡及对 J!(工鸡的G R B C一H A抗体曲线
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(三 )各组试验鸡对G R BC应答能力的对比分析

l
。

I o D一P BG
.。

疫苗组早期抗体滴度稍低
,

继而上升
,

与对照组差异不 显著
,

提

示该疫苗对抗体产生无抑制作用
。

而BI D一野毒株组的抗体滴度则明显低于对照 组
,

差

异极显著
,

即该野毒株严重影响抗体的生成 (表 2 )
。

2
。

H v T疫苗组和 M D v 组均在 7 天龄接种 G R B C后抗体滴度与对照组差异极显著
,

它们对早期抗体的产生有一定的 抑制作用 (表 3 )
。

襄 2 P B G
。 。
应苗组 ( P ) 资容像组 ( V ) 和对瓜组 ( C ) 的 G R B C一H A浦魔

酬i互
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(四 ) 组织切片的显徽镜观案

1
.

接种 I B D一 P B G . :

疫苗后 7 天的雏鸡法氏囊髓质部的淋巴细胞数量 增多
,

皮质

与做质的界线仍可辩认 , 第“ 天时部分滤泡的淋巴细胞排列密度仍较大
,

其余与正常无

大差异
。
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2
。

接种I B D 一野毒株 7 天后雏鸡法氏囊的滤泡普遍萎缩
,

淋巴细胞大量减少
,

滤

泡内形成一些含有液体的囊泡
,

皮质与髓质的界线完全消失
,

间质纤维组织增生 , 第 14

天
,
滤泡依然呈萎缩状

,

网状细胞增多
,

囊腔被覆上皮层 多见下陷
。

8
。

接种 H v T疫苗后 7 天雏鸡法氏囊滤泡中淋巴细胞排列较密集
,

皮质与髓质分界

消失 , 第 14 天时皮质与髓质的界限仍不十分清晰
。

4
。

接种 M D v 7 天后雏鸡的法氏囊滤泡萎缩
,

淋巴细胞显 著减少
,

网状细胞增生
,

皮质与髓质分界消失
,

间质纤维组织增生 , 第 14 天淋巴细胞数量有所增加
,

皮质与髓质

的界限尚不十分明显
。

(五 ) I B D一 S N试验结果

C
、 P 和 V 三组小鸡均带有

较低水平的 BI D母源抗体
。

用 I B D

一野毒株接种后的试验组 ( v )

产生的 I B D中和抗 体 滴 度 高 于

B n 一 P B e 。 .
组 ( P )

,

并 维 持

至 3 周龄以后 (图 2 )
。
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铡澳长瑕晶任;。工

二0 二叮 刀O

图 2

试验鸡天龄

I B D中和抗体滴度变化曲线

本试验中免疫抑制因子对雏鸡免疫功能的影响归纳如下表 4
:

衰 4 法氏班级伤
,

I B D中和抗体与体液免皮抑舰的关系

_

婴
_

_ {少里竺塑竺一 }
一

一些中和竺竺_ _

, B D一 p B G , `

1 轻 度 }
士

BI D一野毒 } 严 重
}

+ 十 .

vH T
} 中等程度 }

M D y
{

比较严重 } l
对 照 1 无 }

免疫抑制

+ + + +

+ +

讨 论

(一 ) G R B C指示系统的使用评价

为了能在较短时间内取得结果
,

本试验只注射一次G R B C
,

故 R B C用量不 宜太少
。

结果表明
,

每只鸡用 5 0 % G R B C 0
.

5 m l ,

效果较好
,

且新鲜血清样本不经灭 活
,

也获得

同样测定结果
,

方法简便
。

从表 1 可见
,

用同样浓度的 s R B C ,

只经一次免 疫
,

抗体滴

度未能达到较高水平
。

以往的研究工作者多使用 10 %等较低浓 度的 s R B C ,

一般需要再

次免疫
,

试验过程较长
。

然而
,

从 6 周起
,

雏鸡的灭活及非灭活血清均开始出现非特异性凝集
,

对照鸡也不

例外
,

滴度变化从 O至 2 名
不等 (参见图 1 )

。

据免疫学上对动物血型的研究` 2 ’ ,

认为
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其中一种血型抗体 (异种天然抗体 )是存在于一种动物血清中的对另一种动物红细胞的

天然抗体
。

天然抗体在没有人工免疫和感染的条件下
,

除由遗传而先天就 具 有 的 某些

抗体之外
,

还包括动物后天自然接触某些 抗原 物 质 (如食物 ) 所产生的抗体
。

由此推

测
,

异种天然抗体是引起这种 G R B C非特异性凝 集的 原 因
。

由于其出现 是在 35 天龄以

后
,

而本研究主要是针对 l 月龄以内的小鸡
,

因此
,

这种现象对本测定结果没有影响
。

事实上
,

异种天然抗体已作为指示系统应用于休液免疫应答能力的研究
犷 ? ` 。

试验结果表明
,

G R B C一 H A 试验是测定 5 周龄以内小鸡体液免疫 抑 制 效应的一种

比较好的指示系统
。

H A试验作为抗体检测方法
,

比 H l试验或 s A T更为 简便快捷
,

同时

进免了使用其它禽病病原作为指示系统时存在相互传染和受到其母源抗体影响的弊病
。

(二 ) 免度抑翻因子对体液免痰效应的影响

小鸡法氏囊早期受损害后
,

由于 B 细胞受到侵害
,

会引起体液免疫抑制
。

如果损害

程度不甚严重
,

法氏囊经一段时间的再生修复
,

可使其免疫功能得到恢复
。

分析本试验

结果可见
,

7 天龄接种 G R B C的 H
、

M试验组对抗原的反应较弱 ;而 14 天龄时接种 G R B C
、

抗体产生的能力已逐步恢复
,

与对照组差异不显著
。

P B G 。 。
是毒力相对较弱的 BI D v 毒株

,

小鸡 l 天龄接种后
,

法 氏囊 早期有轻微的组

织学变化
,

之后很快修复 , G R B C一 H A抗体水平接近于对照组
,

说明试验鸡的免疫功能

是基本完善的
。

相比之下
,

BI D一野毒株的毒力很强
,

它严重损害了法氏囊的 滤泡结构
,

雏鸡的体液免疫抑制效应持续至二周龄以后
。

枷
B D 试验组的微量 H A 和 sN 试验检测结果 进行 比 较

,

发 现 BI D 中 和 抗 体水 平与

G R B C we H A抗体水平的高低程度并不一致
。

P B G 。 。弱毒株进入鸡体后受到BI D母源抗体

的影响
,

原来弱的抗原性又进一步削弱
,

致使小鸡产生 I B D 中和抗体的水平 较眠
,

但对

其它抗原 ( O R B C ) 应答依然良好
,

并没有引起严重的免疫抑制
。

而接种了野毒 株的鸡

对G R B C的免疫应答较弱
,

提示小鸡体内低水平的母源抗体 未 能 有效地阻止 I B D V强毒

产生的体液免疫抑制作用 , 另一方面
,

野毒株仍能够刺激机体产生较高水平的 I B D 中和

抗体
,

表明法氏囊受损虽然对其它抗原反应表现出免 疫抑制
,

但不 影响 BI D抗 体 的产

生
,

这与过去的报道一致 ”
。

因此
, I B D免疫效果良好的疫苗

,

不一定不存在对其它抗原的免疫抑 制作用 , 不导

致对其它抗原产生免疫抑制效 应的 BI D弱毒株
,

有可能容易受到 BI D母 源抗体的影响
,

而对 I B D V的应答较弱
。

因而
,

用活病毒作 I B D免疫时
,

须对 I B D本身的免疫效果和不产

生对其它抗原的免疫抑制作用加以兼顾
。

这就是为什么在实际工作中
,

要针对小鸡BI D母

源抗体水平
,

选择不同毒力的 BI D 活病毒疫苗
。

H v T ( F c一 12 6疫苗株 ) 是长期以来普遍使用于预防M D的疫苗
。

从本 结 果看
,

早

期 ( 7 天龄 )接种 了G R B C后
,

H v T疫苗组 ( H )产生的 H A抗体滴度明显低于对照组 ( C )
,

法 氏囊组织出现一定的变化
。

除了雏鸡可能后天感染其它疾病等原 因外
,

作者认为还应

考虑是否由H V T疫苗生产而带入 引起免疫抑制的病原
,

如禽网状内皮 组 织 增殖病病毒

( R E v ) 是疫苗的一种潜在污染物
,

这有待于今后进一步研究
。
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