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Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗免疫 ＳＰＦ 鸡攻毒后肺组织
免疫相关基因表达变化研究

李丽ꎬ蒋作仪ꎬ李茵婧ꎬ常丽凤ꎬ辛震东ꎬ平继辉ꎬ苏娟∗

(南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本试验旨在探究 Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感病毒攻击对 Ｈ９ 灭活疫苗免疫 ＳＰＦ 鸡呼吸系统的影响ꎮ [方法]选用 ３６ 只

３ 周龄 ＳＰＦ 鸡ꎬ随机分为对照组(Ｃｏｎ)、攻毒组(Ｆｌｕ)、免疫后攻毒组(Ｖａｃ＋Ｆｌｕ)ꎮ 以每只 ０.４ ｍＬ 剂量免疫接种 Ｈ９ 灭活疫

苗ꎬ３ 周后以 １０６ ＥＩＤ５０的病毒量进行攻毒ꎬ采集拭子、血清、气管、肺组织等样品ꎬ通过血凝抑制(ＨＩ)试验、ＲＴ￣ＰＣＲ、荧光定

量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)等方法检测血清中 ＨＩ 抗体滴度、肺脏流感病毒 Ｍ 基因拷贝数以及免疫相关基因 ＣＤ４、ＣＤ８、ＧＡＴＡ３、Ｔ￣ｂｅｔ、
ＩＬ￣４、ＩＬ￣１３、ＴＮＦ￣α、ＩＦＮ￣γ、Ｐｅｒｆｏｒｉｎ、Ｇｒａｎｚｙｍｅ、ＦａｓＬ、Ｆａｓ 等的表达量ꎻ并利用 ＨＥ 染色、免疫组织化学的方法观察气管、肺脏的

病理变化及病毒特异性抗原 ＮＰ 蛋白的分布特征ꎮ [结果]ＨＩ 试验结果显示ꎬＳＰＦ 鸡疫苗免疫后可产生较高的 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 抗

体效价ꎮ 免疫保护试验和 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬＳＰＦ 鸡疫苗免疫后攻毒仍能检测到机体排毒和流感病毒 Ｍ 基因在肺脏组织

中的表达ꎮ ＨＥ 染色和免疫组化结果显示ꎬ接种 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗后能够明显减轻 ＳＰＦ 鸡气管和肺脏的病理损伤ꎬ降低

气管、肺脏中的病毒载量ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 结果显示ꎬ接种 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗后能够提高 ＳＰＦ 鸡肺脏中 Ｔｈ１、Ｔｈ２ 细胞因子

分泌水平ꎬ促进穿孔素 /颗粒酶途径相关基因表达进而增强肺脏中细胞毒性反应ꎮ [结论]Ｈ９Ｎ２ 疫苗免疫鸡感染 Ｈ９ 病毒

后虽然仍存在排毒现象ꎬ但其抗病毒免疫系统活跃、其主要器官病毒载量降低ꎬ建议按照流感疫苗免疫程序进行免疫接种ꎬ
提高对流感的防控水平ꎮ
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ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎꎻＨ９Ｎ２ ｓｕｂｔｙｐｅ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓꎻｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅꎻｌｕｎｇꎻｉｍｍｕｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ

禽流感病毒(ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓꎬＡＩＶ)属于正黏病毒科、流感病毒属、有包膜的 ＲＮＡ 病毒[１]ꎮ Ｈ９Ｎ２
ＡＩＶ 是禽流感病毒的主要亚型之一ꎬ在世界多地广泛分布ꎮ Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 是一种低致病性禽流感病毒( ｌｏｗ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓꎬＬＰＡＩＶ)ꎬ然而ꎬ与其他病原体混合感染可使患病禽病情加重ꎬ导致病死率增

加进而给养殖业造成严重的经济损失[２－３]ꎮ
在家禽养殖业中通常使用灭活疫苗控制 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 感染ꎬ尽管体液免疫是禽类抵抗 ＡＩＶ 感染的主要

保护性免疫ꎬ但疫苗接种并不能带来完全理想的效果ꎬ疫情仍持续发生[４]ꎮ
由 ＣＤ４＋Ｔ 和 ＣＤ８＋Ｔ 细胞介导的细胞免疫反应是抗流感病毒免疫的重要组成部分[５]ꎮ ＣＤ８＋Ｔ 细胞是

主要效应细胞ꎬ可杀死受到流感病毒感染的细胞ꎬ而 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞则产生适应性免疫反应所需的细胞因

子[６－７]ꎮ 流感病毒感染后ꎬ活化的 ＣＤ４＋Ｔ 细胞分化成多种 Ｔｈ 细胞亚群ꎬ例如 Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７ 等[８]ꎮ Ｔｈ１ 细

胞分泌细胞因子 ＩＦＮ￣γ、ＴＮＦ、ＩＬ￣２ 等和 Ｔｈ２ 细胞产生细胞因子 ＩＬ￣４、ＩＬ￣５、ＩＬ￣１３ 等参与细胞免疫反应[９－１１]ꎮ
已有研究表明ꎬ小鼠经皮肤接种 ｃＧＡＭＰ 佐剂多价流感 ｍＲＮＡ 疫苗利于平衡 Ｔｈ１ / Ｔｈ２ 型反应ꎬ增加脾脏中

ＩＦＮ￣γ、ＩＬ￣４ 分泌细胞和病毒特异性 ＣＤ８＋Ｔ 细胞以及肺中 ＣＤ４＋常驻记忆 Ｔ 细胞(ＴＲＭ)数量ꎬ并对同源毒

株提供完全保护[１２]ꎮ 细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞(ＣＴＬ)和自然杀伤细胞(ＮＫ)通过穿孔素 /颗粒酶和 Ｆａｓ￣ＦａｓＬ
途径诱导靶细胞凋亡进而发挥免疫调节的作用[１３]ꎮ 鸡 Ｔ 细胞已被证明在抵抗病毒感染、提供持久和交叉

保护方面发挥关键作用ꎬ并具有开发通用疫苗的潜力[１４]ꎮ
然而目前关于已免疫动物受同源病毒攻击后肺组织中免疫相关基因表达变化的研究报道较少ꎮ 因

此ꎬ本研究基于 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 疫苗免疫后再次发生病毒感染ꎬ机体仍向体外排毒这一重要临床现象ꎬ通过探

究在 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗免疫情况下ꎬＨ９Ｎ２ ＡＩＶ 感染 ＳＰＦ 鸡后排毒情况、呼吸道器官的形态学变化以及

肺组织中免疫相关因子的表达水平差异ꎬ以期了解 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗在肺组织中发挥免疫作用及不能

有效抑制 Ｈ９Ｎ２ 流感感染的潜在机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物及分组处理

３６ 只 ３ 周龄 ＳＰＦ 鸡购自济南赛斯家禽科技有限公司ꎮ ＳＰＦ 鸡随机分为对照组(Ｃｏｎ)、攻毒组(Ｆｌｕ)、
免疫后攻毒组(Ｖａｃ＋Ｆｌｕ)３ 组ꎮ 免疫后攻毒组ꎬ以 Ａ / ｃｈｉｃｋｅｎ / Ａｎｈｕｉ / ＢＲＩ－９９ / ２０１７(Ｈ９Ｎ２) (简称:Ａｎｈｕｉ /
９９ Ｈ９Ｎ２)毒株制备的油乳剂灭活疫苗在每只鸡颈背部皮下免疫接种 ０.４ ｍＬꎬ对照组和攻毒组鸡免疫无菌

ＰＢＳꎮ ３ 周后ꎬ通过滴鼻点眼的方式用同源病毒 Ａｎｈｕｉ / ９９ 进行攻毒ꎬ攻毒剂量为每只 １×１０６ ＥＩＤ５０ꎮ 对照组

用等量 ＰＢＳ 滴鼻点眼ꎮ 攻毒后观察各组 ＳＰＦ 鸡临床症状并做好记录ꎮ
１.２　 样品采集及处理

在攻毒后 １、３、５ 和 ７ ｄꎬ对每组 ＳＰＦ 鸡采集喉头和泄殖腔拭子ꎬ分别置于含 １ ｍＬ 样品保存液(含青、
链霉素)的 ２ ｍＬ 离心管中ꎬ－８０ ℃ 保存ꎮ 采集血液样品ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ３ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后取血清ꎬ
－２０ ℃保存备用ꎮ 同时每组 ３ 只鸡通过颈动脉放血处死ꎬ采集气管、肺脏ꎬ其中一部分放入液氮速冻ꎬ后转

入－８０ ℃冰箱保存ꎬ另一部分置于 ４％多聚甲醛中固定ꎮ
１.３　 血凝抑制(ＨＩ)抗体测定

在 ９６ 孔 Ｖ 型血凝板的 １~１２ 孔分别加入 ２５ μＬ 灭菌 ＰＢＳ 缓冲液ꎬ吸取 ２５ μＬ 待检血清加至第 １ 孔ꎬ
反复吹打混匀ꎮ 依次从前一个孔中吸取 ２５ μＬ 液体加至下一个孔ꎬ进行倍比稀释ꎬ至第 １１ 孔时弃去

２５ μＬ 液体ꎬ最后 １ 个孔为对照孔ꎬ然后ꎬ每孔加入 ８ 单位抗原 ２５ μＬꎬ混匀后室温静置 ３０ ｍｉｎꎮ 随后每孔

加入 ５０ μＬ １％的鸡红细胞悬液ꎬ室温静置 ３０ ｍｉｎꎮ 结果判定:倾斜血凝板ꎬ从背面观察ꎬ当对照孔的结果

成立时ꎬ观察被测样品孔红细胞有无呈泪滴状流淌ꎬ记录红细胞未发生凝集的最高稀释倍数ꎮ
１.４　 ＳＰＦ 鸡排毒情况分析

喉头和泄殖腔拭子样品经反复挤压后弃去棉拭子ꎬ４ ℃、１２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液ꎮ 每个拭子

９１
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样品经尿囊腔接种 ３ 枚 １０ 日龄鸡胚ꎬ置于 ３７ ℃温箱培养 ４８ ｈꎮ ４８ ｈ 后收集每个鸡胚的尿囊液ꎬ检测鸡胚

尿囊液 ＨＡ 效价ꎬ分析各组 ＳＰＦ 鸡的呼吸道和泄殖腔排毒情况ꎮ
１.５　 ＲＴ￣ＰＣＲ 法检测肺组织中流感病毒 Ｍ 基因的表达

称取 ２０ ｍｇ 肺组织ꎬ加入液氮后快速研磨均匀ꎬ用 ＲＮＡ 提取试剂盒(南京诺唯赞生物科技公司)提取

总 ＲＮＡꎮ 测定总 ＲＮＡ 浓度后用 ＤＥＰＣ 水将其稀释为 ５００ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ利用反转录试剂盒(南京诺唯赞生物科

技公司)将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡꎮ ＰＣＲ 反应体系:Ｔａｑ Ｍｉｘ １２.５ μＬꎬ双蒸水 ８.５ μＬꎬｃＤＮＡ ２ μＬꎬ上、下游引

物各 １ μＬꎮ 以 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 的 Ｍ 基因序列设计 ＰＣＲ 扩增引物ꎬ并以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因ꎮ 引物序列见表 １ꎮ
ＰＣＲ 扩增结束后ꎬ琼脂糖凝胶电泳分析 ＰＣＲ 扩增结果ꎮ

表 １　 基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

基因 Ｇｅｎｅｓ 引物对序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′) 序列号 ＧｅｎＢａｎｋ ｎｕｍｂｅｒ

　 　 ＣＤ４ 　 　 ＴＧＴＧＧＡＡＣＴＧＴＣＡＣＣＴＣＧＴＧ / ＣＡＣＡＴＧＣＡＴＧＣＡＡＧＧＣＣＡＡＴ 　 　 ＸＭ＿０４６９０６５５３.１
　 　 ＣＤ８ 　 　 ＧＣＴＧＴＡＣＴＴＣＡＧＣＴＣＧＧＧＡＣ / ＡＴＧＴＣＣＴＴＧＴＴＧＡＣＧＴＧＧＣＴ 　 　 ＸＭ＿０４６９１５６１８.１
　 　 ＧＡＴＡ３ 　 　 ＧＧＣＴＧＧＡＣＧＧＧＡＧＣＡＡＡＧ / ＡＧＣＡＧＧＣＧＧＧＴＡＡＡＣＧＧＡ 　 　 ＸＭ＿０４６９０８４６２.１
　 　 Ｔ￣ｂｅｔ 　 　 ＧＧＧＡＡＣＣＧＣＣＴＣＴＡＣＣＴＧ / ＡＧＴＧＡＴＧＴＣＧＧＣＧＴＴＣＴＧＧ 　 　 ＸＭ＿０４０６９２０１４.２
　 　 ＩＬ￣４ 　 　 ＧＧＴＣＴＣＴＴＣＣＴＣＡＡＣＡＴＧＣＧＴＣＡＧ / ＴＣＣＡＴＴＧＡＡＧＴＡＧＴＧＴＴＧＣＣＴＧＣＴＧ 　 　 ＸＭ＿０４６９００３８５.１
　 　 ＩＬ￣１３ 　 　 ＣＴＧＣＣＣＴＴＧＣＴＣＴＣＣＴＣＴＧＴ / ＣＣＴＧＣＡＣＴＣＣＴＣＴＧＴＴＧＡＧＣＴＴ 　 　 ＮＭ＿００１００７０８５.３
　 　 ＴＮＦ￣α 　 　 ＧＣＴＧＴＴＣＴＡＴＧＡＣＣＧＣＣＣＡＧＴＴ / ＡＡＣＡＡＣＣＡＧＣＴＡＴＧＣＡＣＣＣＣＡ 　 　 ＸＭ＿０４６９２７２６５.１
　 　 ＩＦＮ￣γ 　 　 ＴＧＡＧＣＣＡＧＡＴＴＧＴＴＴＣＧＡＴＧ / ＣＴＴＧＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡＴＧＡＴＡ 　 　 ＮＭ＿２０５１４９.２
　 　 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ 　 　 ＡＴＧＧＣＧＣＡＧＧＴＧＡＣＡＧＴＧＡ / ＴＧＧＣＣＴＧＣＡＣＣＧＧＴＡＡＴＴＣ 　 　 ＸＭ＿０４６９２９１３５.１
　 　 Ｇｒａｎｚｙｍｅ 　 　 ＡＣＴＣＡＴＧＴＣＧＡＧＧＧＧＡＴＴＣＡ / ＴＧＴＡＧＡＣＡＣＣＡＧＧＡＣＣＡＣＣＡ 　 　 ＸＭ＿０４６９３４６６８.１
　 　 ＦａｓＬ 　 　 ＣＣＴＴＣＡＣＣＡＧＴＧＧＣＡＴＴＣＡＧＴＡＣＣ / ＣＣＴＣＧＴＴＧＴＣＡＣＡＧＴＧＣＣＴＴＣＣ 　 　 ＮＭ＿００１０３１５５９.２
　 　 Ｆａｓ 　 　 ＣＴＧＣＡＴＡＡＡＴＧＡＴＡＣＡＧＡＡＧＴＴＣＣＣ / ＣＧＡＣＡＴＣＴＣＡＴＡＣＡＣＴＣＧＴＣＣＡＡＡＴＣ 　 　 ＸＭ＿０４６９１９８４６.１
　 　 Ｍａｔｒｉｘ 　 　 ＡＴＣＡＡＧＴＧＡＡＣＡＧＧＣＡＧＣＧＧＡＡＧ / ＡＣＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＡＴＣＣＡＣＡＧＣＡＣ 　 　 ＡＯＣ３７１９４.１
　 　 ＧＡＰＤＨ 　 　 ＧＡＣＧＴＧＣＡＧＣＡＧＧＡＡＣＡＣＴＡ / ＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＡ 　 　 ＮＭ＿２０４３０５.２

　 　 注:ＣＤ４:ＣＤ４ 分子基因 ＣＤ４ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｇｅｎｅꎻＣＤ８:ＣＤ８ 分子基因 ＣＤ８ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｇｅｎｅꎻＧＡＴＡ３:ＧＡＴＡ３ 结合蛋白 ３ 基因 ＧＡＴＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
３ ｇｅｎｅꎻＴ￣ｂｅｔ: Ｔ￣ｂｏｘ 基因家族转录因子基因 Ｔ￣ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅꎻ ＩＬ￣４: ＩＬ￣４ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣４ ｇｅｎｅꎻ ＩＬ￣１３: ＩＬ￣１３ 基因
Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１３ ｇｅｎｅꎻＴＮＦ￣α:肿瘤坏死因子 α 基因 Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α ｇｅｎｅꎻＩＦＮ￣γ:干扰素 γ 基因 Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇａｍｍａ ｇｅｎｅꎻＰｅｒｆｏｒｉｎ:穿
孔素基因 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ ｇｅｎｅꎻＧｒａｎｚｙｍｅ:颗粒酶基因 Ｇｒａｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅꎻＦａｓＬ:Ｆａｓ 配体基因 Ｆａｓ ｌｉｇａｎｄ ｇｅｎｅꎻＦａｓ:Ｆａｓ 细胞表面死亡受体基因 Ｆａｓ
ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅꎻＭａｔｒｉｘ:Ｈ９Ｎ２ 禽流感病毒基质蛋白基因 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ ｍａｔｒｉｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅꎻＧＡＰＤＨ:甘油醛－３－磷酸脱氢酶
基因 Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅ. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

１.６　 ＨＥ 染色观察气管、肺脏组织的病理变化

气管和肺组织经 ４％多聚甲醛固定 ４８ ｈ 后ꎬ修剪出适当大小的组织块ꎬ放入梯度浓度乙醇中脱水ꎬ二
甲苯透明ꎬ石蜡包埋ꎬ切片(厚度为 ５ μｍ)ꎮ 苏木精－伊红(ＨＥ)染色ꎬ脱水透明后用中性树胶封片ꎮ 最后

利用光学显微镜(尼康ꎬ日本)观察并拍照ꎮ
１.７　 免疫组织化学染色检测病毒抗原

将制备好的石蜡切片进行脱蜡、水化ꎬ再放入 ３％Ｈ２Ｏ２ 溶液封闭ꎬ置于 ０.０１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１柠檬酸－磷酸氢二

钠缓冲液中(ｐＨ６.０)进行抗原修复ꎬ滴加 ＢＳＡ 封闭液并于 ３７ ℃温箱中封闭 ４０ ｍｉｎꎮ 弃封闭液ꎬ切片上滴

加一抗(鼠源流感病毒核蛋白抗体ꎬ１ ∶１ ０００ 稀释)并置于 ４ ℃过夜ꎬ阴性对照用 ＰＢＳ 替代一抗ꎮ 第 ２ 天ꎬ
ＰＢＳ 缓冲液冲洗后用 ＨＲＰ 标记抗鼠 ＩｇＧ(ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬＵＳＡ)在室温孵育 ０.５ ｈꎮ 滴加 ＤＡＢ 显色工作液 ５０~
１００ μＬꎬ室温孵育 ５~１０ ｍｉｎꎮ 蒸馏水润洗 １５ ｓ 以终止显色ꎻ苏木素复染 ２ ｍｉｎꎬ蒸馏水润洗 ５ ｍｉｎꎮ 置于梯

度浓度乙醇中脱水ꎬ放入二甲苯 ２ ｍｉｎ 后ꎬ中性树胶封片ꎬ显微镜下观察ꎮ 结果判定:在显微镜下视野中细

胞核 /或细胞质出现棕黄色染色为病毒阳性反应ꎮ
１.８　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测肺脏中免疫相关基因 ｍＲＮＡ 相对表达水平

提取肺脏组织 ＲＮＡ 并反转录为 ｃＤＮＡꎬ步骤同 １.５ 节ꎮ 用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 酶(南京诺唯赞生物科技公司)
进行荧光定量 ＰＣＲꎬ体系为 １０ μＬꎬ包括 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ５ μＬꎬ上、下游引物各 ０.５ μＬꎬ双蒸水 ３ μＬꎬｃＤＮＡ
１ μＬꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因ꎬ每个样品 ３ 次重复ꎮ 用荧光定量 ＰＣＲ 仪(Ｒｏｃｈｅ)按照扩增程序进行扩增反

应ꎮ 结果用 ２－ΔΔＣＴ法进行相对定量分析ꎮ 引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成ꎮ 引物序列见表 １ꎮ
１.９　 数据处理与结果统计

结果数据以平均值±标准误(􀭰ｘ±ＳＥ)表示ꎬ用 ＧｒａｐｈＰａｄ ｐｒｉｓｍ ８ 软件对数据进行双因素方差分析和差

异显著性检验(Ｐ<０.０５)ꎮ

０２
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２　 结果与分析

２.１　 攻毒后各组 ＳＰＦ 鸡临床症状

Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 感染后ꎬ对照组和免疫后攻毒组 ＳＰＦ 鸡均未出现临床症状ꎬ精神状况、采食状况良好ꎮ 感

染后ꎬ攻毒组 ＳＰＦ 鸡出现精神沉郁ꎬ食欲下降ꎬ咳嗽、打喷嚏等轻度呼吸系统症状ꎮ 说明 ＳＰＦ 鸡提前接种

灭活疫苗可改善 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 引起的轻微临床症状ꎮ

图 １　 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗免疫后攻毒在不同时间

点 ＳＰＦ 鸡体内 ＨＩ 抗体水平

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＩ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ
ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｖａｃｃｉｎｅ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

Ｃｏｎ、Ｆｌｕ、Ｖａｃ＋Ｆｌｕ 分别代表对照组、攻毒组和免疫后攻毒组ꎮ 下同ꎮ
ＣｏｎꎬＦｌｕ ａｎｄ Ｖａｃ＋Ｆｌｕ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬｔｈｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ

ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｇｒｏｕｐꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.
∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.２　 各组 ＳＰＦ 鸡 ＨＩ 抗体水平

通过血凝抑制试验监测 ＳＰＦ 鸡免疫

Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗后攻毒对血清抗体水平

的影响ꎮ 结果如图 １ 所示ꎬ对照组 ＳＰＦ 鸡血

清中抗 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 的 ＨＩ 抗体为阴性ꎮ 攻毒

组在感染后第 １、３ 天未检测到 ＨＩ 抗体ꎬ在
第 ５ 天检测到 ＨＩ 抗体ꎬ抗体滴度( ｌｏｇ２)平均

值为 ４. ５ꎮ 在第 ９ 天ꎬ攻毒组中抗体滴度

( ｌｏｇ２)平均值为 ８.３ꎮ 免疫后攻毒组在试验

期间抗体滴度都大于 ６ꎬ第 ９ 天的抗体滴度

( ｌｏｇ２)平均值为 １１ꎮ 感染后第 ５、９ 天ꎬ免疫

后攻毒组的 ＨＩ 抗体滴度均极极显著高于对

照组、攻毒组(Ｐ<０.００１)ꎬ感染后第 ７ 天ꎬ免
疫后攻毒组 ＨＩ 抗体滴度与攻毒组差异不显

著( Ｐ > ０. ０５)ꎮ 从整体来看ꎬ ＳＰＦ 鸡接种

Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 后可产生较高的 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ
抗体效价ꎮ
２.３　 灭活疫苗免疫并攻毒后不同脏器中的病毒水平检测与鉴定

２.３.１　 咽喉 /泄殖腔的病毒水平　 咽喉 /泄殖腔的病毒水平如表 ２ 所示ꎬ在感染后的第 ３、５ 天ꎬ攻毒组在咽

喉、泄殖腔中均能检测到病毒ꎬ其中咽喉的排毒率最高ꎻ而免疫后攻毒组在感染后第 ３、５ 天ꎬ只有在咽拭子

中检测到病毒ꎮ ＳＰＦ 鸡提前接种灭活疫苗ꎬ病毒感染后仍能检测到机体排毒ꎬ说明 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗不

能提供完全免疫保护ꎮ
表 ２　 ＳＰＦ 鸡接种 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗并攻毒后的排毒情况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｓｈｅｄｄｉｎｇ ｏｆ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

攻毒后时间 / ｄ　 Ｔｉｍｅ ｐｏｓｔ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

１

咽喉 Ｔｈｒｏａｔ 泄殖腔 Ｃｌｏａｃａ

３

咽喉 Ｔｈｒｏａｔ 泄殖腔 Ｃｌｏａｃａ

５

咽喉 Ｔｈｒｏａｔ 泄殖腔 Ｃｌｏａｃａ

７

咽喉 Ｔｈｒｏａｔ 泄殖腔 Ｃｌｏａｃａ

Ｃｏｎ ０ / ３ ０ / ３ ０ / ３ ０ / ３ ０ / ３ ０ / ３ ０ / ３ ０ / ３

Ｆｌｕ ０ / ３ ０ / ３ ３ / ３ １ / ３ ２ / ３ １ / ３ ０ / ３ ０ / ３

Ｖａｃ＋Ｆｌｕ ０ / ３ ０ / ３ １ / ３ ０ / ３ １ / ３ ０ / ３ ０ / ３ ０ / ３
　 　 注:表中数值为攻毒后排毒鸡数 / 鸡总数ꎮ Ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅｔｏｘｉｆｉｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｔｔａｃｋ / ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｃｈｉｃｋｅｎｓ.

２.３.２　 肺组织中的病毒检测　 研究表明流感病毒感染可对肺组织造成损伤ꎬ因此ꎬ本研究对攻毒后第 １、
３、５ 和 ７ 天肺组织中的流感病毒 Ｍ 基因表达进行测定ꎮ 如图 ２ 所示:在感染后第 ３、５ 天ꎬ攻毒组在肺组织

中均能检测到流感病毒 Ｍ 基因的表达ꎻ免疫后攻毒组肺脏组织中仅在感染后第 ５ 天检测到流感病毒 Ｍ 基

因的表达ꎮ 以上结果表明 Ｈ９Ｎ２ 灭活疫苗免疫可以明显抑制流感病毒在肺脏组织中的复制ꎬ但不能完全

抑制ꎮ
２.４　 灭活疫苗免疫并攻毒后气管、肺脏组织病理变化

免疫 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗后病毒感染对 ＳＰＦ 鸡气管以及肺组织形态学变化的影响结果如图 ３ 所示ꎮ
对照组 ＳＰＦ 鸡气管黏膜比较完整ꎬ无脱落ꎬ肺组织有散在的少量红细胞、炎性细胞ꎮ 感染后第 ３ 天ꎬ攻毒

１２
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图 ２　 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗免疫并攻毒后在不同时间点 ＳＰＦ
鸡肺脏组织中流感病毒 Ｍ 基因表达情况

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ Ｍ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ
ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｖａｃｃｉｎｅ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

组气管有黏膜层脱落现象ꎬ免疫后攻毒组无明

显病变ꎮ 感染后第 ５ 天ꎬ攻毒组气管黏膜层炎

性细胞增多ꎬ免疫后攻毒组气管有轻微的黏膜

层脱落现象ꎮ 感染后第 ７ 天ꎬ攻毒组和免疫后

攻毒组气管未见明显病变ꎮ 在感染后第 ３ 天ꎬ
攻毒组和免疫后攻毒组肺脏组织可见散在大

量红细胞和少量炎性细胞ꎮ 在感染后第 ５、７
天ꎬ攻毒组中可见肺脏组织结构损伤加剧ꎬ大
量炎症细胞聚集ꎬ肺泡间隔明显增厚ꎮ 免疫后

攻毒组肺脏组织红细胞、炎性细胞数量相较对

照组明显增多ꎬ但损伤程度轻于攻毒组ꎮ 以上

结果表明ꎬ免疫后攻毒组中 ＳＰＦ 鸡气管、肺组

织损伤轻于攻毒组ꎻ疫苗免疫可以有效减轻

Ｈ９Ｎ２ 亚型流感病毒对 ＳＰＦ 鸡气管、肺组织的

损伤ꎮ

图 ３　 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗免疫后攻毒在不同时间点对 ＳＰＦ 鸡气管、肺脏组织形态的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｒａｃｈｅａ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｉｎ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

　 　 黄色箭头示气管黏膜层脱落ꎬ黑色箭头示肺组织中散在的大量红细胞ꎬ红色箭头示肺组织中聚集的炎性细胞ꎮ
Ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｄｅｔａｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｃｈｅａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｌａｙｅｒꎬｔｈｅ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｃａｔｔｅｒｅｄ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ

ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅꎬａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ.

２.５　 灭活疫苗免疫并攻毒后气管和肺组织病原学观察

通过免疫组织化学方法来检测病毒感染后 ＳＰＦ 鸡气管和肺脏组织中流感病毒抗原核蛋白(ＮＰ)的表

达情况ꎮ 结果如图 ４ 所示:在感染后第 ３ 天ꎬ攻毒组和免疫后攻毒组气管中均可检测到大量 ＮＰ 蛋白存

在ꎬ攻毒组肺脏组织中有大量 ＮＰ 蛋白存在ꎬ而免疫后攻毒组肺脏组织中基本无 ＮＰ 蛋白存在ꎮ 在感染后

２２
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第 ５ 天ꎬ攻毒组气管和肺脏组织有大量 ＮＰ 蛋白存在ꎬ免疫后攻毒组气管、肺脏组织可见少量 ＮＰ 蛋白存

在ꎮ 在感染后第 ７ 天ꎬ攻毒组及免疫后攻毒组气管中仅见少量 ＮＰ 蛋白存在ꎬ肺脏组织中均未见 ＮＰ 蛋白

存在ꎮ 以上结果表明ꎬ疫苗免疫可以明显抑制流感病毒在气管、肺脏组织中的复制ꎮ

图 ４　 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗免疫后攻毒在不同时间点 ＳＰＦ 鸡气管和肺组织中 ＮＰ 蛋白表达情况

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｒａｃｈｅａ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ＡＩＶ ｖａｃｃｉｎｅ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

箭头表示 ＮＰ 抗原阳性ꎮ Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ＮＰ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ.

图 ５　 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗免疫后攻毒不同时间点肺组织中 ＣＤ４、ＣＤ８ 基因的表达

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４ ａｎｄ ＣＤ８ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

２.６　 灭活疫苗免疫并攻毒后肺组织中 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 分子基因表达的变化

白细胞表面分化抗原 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 在宿主免疫应答中发挥着重要作用[１５]ꎬ因此ꎬ本试验检测了 ＳＰＦ 鸡

免疫 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗后再感染流感病毒对肺组织中 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 表达的影响ꎮ 结果如图 ５ 所示:感染

后第 ５ 天ꎬ免疫后攻毒组鸡肺脏中 ＣＤ４ ｍＲＮＡ 表达量与对照组相比显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ与攻毒组相比略

３２
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有升高但差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎻ感染后第 ７ 天ꎬ攻毒组鸡肺脏中 ＣＤ８ ｍＲＮＡ 表达量极显著高于对照组、免
疫后攻毒组(Ｐ<０.０１)ꎮ 以上结果表明ꎬ先免疫后病毒感染能够促进肺组织中 ＣＤ４ 分子基因的表达ꎬ而病

毒感染能促进肺组织中 ＣＤ８ 分子基因的表达ꎮ
２.７　 灭活疫苗免疫并攻毒后对肺组织 Ｔｈ１ / Ｔｈ２ 细胞分化特异性转录因子及细胞因子基因表达的影响

ＧＡＴＡ３ 和 Ｔ￣ｂｅｔ 分别是 Ｔｈ２ 和 Ｔｈ１ 细胞特异性转录因子ꎬＩＬ￣４、ＩＬ￣１３ 为 Ｔｈ２ 细胞标志性细胞因子ꎬ
ＩＦＮ￣γ、ＴＮＦ￣α 为细胞毒性 Ｔｈ１ 细胞标志性细胞因子[９－１０]ꎮ 以上因子可调节 Ｔ 细胞分化、参与细胞免疫反

应ꎬ本试验检测了 ＳＰＦ 鸡免疫 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗后再感染流感病毒对肺组织中上述因子表达的影响ꎮ
结果如图 ６ 所示:感染后第 ５ 天ꎬ免疫后攻毒组 ＧＡＴＡ３ ｍＲＮＡ 表达量显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ极显著高

于攻毒组(Ｐ<０.０１)ꎮ 感染后第 ７ 天ꎬ攻毒组 Ｔ￣ｂｅｔ ｍＲＮＡ 表达量极显著高于对照组(Ｐ<０.０１)ꎮ 虽然攻毒

组 Ｔ￣ｂｅｔ ｍＲＮＡ 表达量高于免疫后攻毒组但差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ 感染后第 ５ 天ꎬ免疫后攻毒组 ＩＬ￣４
ｍＲＮＡ 表达量极显著高于对照组和攻毒组(Ｐ<０.００１)ꎻ感染病毒后ꎬ鸡肺组织中 ＩＬ￣１３ ｍＲＮＡ 表达量在各

组之间差异均不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ 感染后第 ３ 天ꎬ免疫后攻毒组 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达量极显著高于攻毒组

(Ｐ<０.０１)ꎬ也高于对照组但差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎻ感染后第 ７ 天ꎬ攻毒组与免疫后攻毒组中 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ
表达量均显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ 感染后第 ５ 天ꎬ攻毒组 ＩＦＮ￣γ ｍＲＮＡ 表达量极显著高于对照组、免
疫后攻毒组(Ｐ<０.０１)ꎻ感染后第 ７ 天ꎬ免疫后攻毒组 ＩＦＮ￣γ ｍＲＮＡ 表达量极显著高于对照组、攻毒组(Ｐ<
０.００１)ꎮ 以上结果表明ꎬ疫苗免疫后病毒感染促进了 ＳＰＦ 鸡肺组织中 Ｔｈ２ 细胞转录因子及 Ｔｈ１、Ｔｈ２ 相关

细胞因子的表达以增强细胞免疫反应ꎬ而未免疫鸡感染病毒则主要促进肺组织中 Ｔｈ１ 细胞转录因子及相

关细胞因子的表达进而增强细胞免疫反应ꎮ

图 ６　 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗免疫后攻毒不同时间点肺组织 Ｔｈ１、Ｔｈ２ 细胞分化特异性转录因子及细胞因子基因的表达

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ１ꎬＴｈ２ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

４２
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２.８　 灭活疫苗免疫并攻毒后肺组织中细胞毒性相关基因表达的变化

本试验检测了 ＳＰＦ 鸡免疫 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗后再感染流感病毒对肺组织中穿孔素 /颗粒酶和 Ｆａｓ
和 ＦａｓＬ 两种相互作用的细胞溶解途径相关基因表达的影响ꎮ 结果如图 ７ 所示:感染后第 ３ 天ꎬ与对照组

相比ꎬ攻毒组 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达量显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ免疫后攻毒组 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达量极显著升高

(Ｐ<０.０１)ꎮ 感染后第 ７ 天ꎬ攻毒组 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达量极显著高于对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ高于免疫后攻毒组

但差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ 感染后第 ３ 天ꎬ攻毒组 Ｇｒａｎｚｙｍｅ ｍＲＮＡ 表达量极显著高于对照组(Ｐ<０.００１)ꎬ
免疫后攻毒组 Ｇｒａｎｚｙｍｅ ｍＲＮＡ 表达量极显著高于对照组(Ｐ<０.００１)、攻毒组(Ｐ<０.０１)ꎮ 感染后第 ７ 天ꎬ
攻毒组 Ｇｒａｎｚｙｍｅ ｍＲＮＡ 表达量与对照组相比极显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬ与免疫后攻毒组相比显著升高(Ｐ<
０.０５)ꎮ 感染后第 １ 天ꎬ免疫后攻毒组 ＦａｓＬ ｍＲＮＡ 表达量显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎬ高于攻毒组但差异不

显著(Ｐ>０.０５)ꎮ 感染后第 ５ 天ꎬ免疫后攻毒组 ＦａｓＬ ｍＲＮＡ 表达量显著高于攻毒组(Ｐ<０.０５)ꎮ 感染后ꎬ
Ｆａｓ ｍＲＮＡ 表达量在各组之间差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ 以上结果表明ꎬ流感病毒在肺脏组织中可能主要通

过促进穿孔素 /颗粒酶途径相关基因的表达引发细胞毒性反应进而引起 Ｔ 细胞介导的流感病毒在肺组织

中被清除ꎮ

图 ７　 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗免疫后攻毒不同时间点肺组织中细胞毒性相关基因的表达

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

３　 讨论

Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 感染对家禽养殖业影响巨大ꎬ而疫苗接种仍然是控制和预防 ＡＩＶ 在家禽中传播的最有效

方法ꎮ 目前ꎬ大多数商用禽流感疫苗是全病毒灭活疫苗[１６]ꎮ 但灭活疫苗只能刺激体液免疫ꎬ无法有效抑

制禽流感病毒在群体中的复制和传播[８]ꎮ 禽流感灭活疫苗免疫后血清中 ＨＩ 抗体滴度是反映免疫效果的

重要指标ꎮ 本研究结果表明 ＳＰＦ 鸡接种灭活疫苗后 １０ ｄ 内 ＨＩ 抗体效价就可达到 ６ 以上ꎮ Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 在

禽类之间可通过消化道或呼吸道传播[１７－１８]ꎮ 有研究发现ꎬＳＰＦ 鸡提前接种 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗或 ＨＡ 突

变体灭活苗ꎬ流感病毒感染后仍能在口咽、泄殖腔中检测到不同程度的病毒脱落[１９]ꎮ 本研究结果表明ꎬ对
ＳＰＦ 鸡提前进行免疫保护可减少病毒感染后经咽喉、泄殖腔的排毒ꎬ但仍不能完全阻断排毒ꎮ

有研究发现ꎬ提前接种 Ｈ９Ｎ２ 灭活疫苗的鸡再感染 ＡＩＶ 后ꎬ仍引起轻度肺炎ꎬ并在肺脏组织中检测到

Ｈ９ 基因的表达[２０]ꎮ 本试验中ꎬ免疫后攻毒组的 ＳＰＦ 鸡肺间质有少量红细胞和炎性细胞聚集ꎬ但与攻毒组

相比气管、肺组织结构破坏较轻ꎬ说明 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗能减轻流感病毒感染后导致的气管、肺脏组织

结构损伤ꎮ 本试验结果与先前的研究一致:免疫后再攻毒通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 能检测到肺组织中流感病毒 Ｍ 基

因的表达ꎮ 免疫组化与 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果一致ꎬ免疫后再攻毒在肺组织中出现病毒特异性抗原 ＮＰ 阳性信号ꎮ

５２
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这可能与接种灭活疫苗后不产生 ＩｇＡ 和 ＩｇＭꎬ仅出现高水平的 ＩｇＧꎬ且 ＩｇＧ 不能转运到肺部有关[２１]ꎮ
已有研究表明ꎬ疫苗免疫后促进外周血淋巴细胞(ＰＢＬ)中 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞百分比的增加ꎬ而没有促进

ＣＤ８＋Ｔ 细胞百分比的增加[１６]ꎮ 本试验中ꎬ只病毒感染促进肺组织中 ＣＤ８ ｍＲＮＡ 表达量的上调ꎬ而免疫后

病毒感染则促进肺组织中 ＣＤ４ ｍＲＮＡ 表达量的上调ꎮ 说明在肺组织中ꎬ疫苗免疫更易诱导 ＣＤ４＋Ｔ 细胞反

应ꎮ Ｔｈ１、Ｔｈ２ 细胞及其产生的细胞因子对调节细胞内外病原体引起的免疫应答反应至关重要[１３]ꎮ 本研

究发现ꎬ免疫后攻毒能够增加肺组织中 Ｔｈ２ 细胞转录因子及 Ｔｈ１、Ｔｈ２ 相关细胞因子的表达ꎬ而只攻毒仅

增加肺组织中 Ｔｈ１ 细胞转录因子及相关细胞因子的表达ꎬ对 Ｔｈ２ 细胞转录因子及相关细胞因子的表达未

产生明显影响ꎮ 因此ꎬ明确疫苗免疫后攻毒对 ＳＰＦ 鸡肺组织免疫相关细胞因子表达的影响对完善 Ｈ９Ｎ２
灭活疫苗的免疫效果提供研究思路及方向ꎮ

有研究者发现ꎬ在巨噬细胞中ꎬＨ９Ｎ２ 感染 １０ ｈ 后 ＦａｓＬ 基因表达量上调 ２５.１ 倍[２２]ꎮ 本试验中ꎬ攻毒

组鸡肺脏中 ＦａｓＬ 基因表达量与对照组相比未出现显著差异ꎮ 有研究者通过全基因组宿主基因表达分析ꎬ
发现鸡感染 Ｈ５Ｎ１ 病毒会引起肺组织中与炎症和免疫反应相关基因表达水平的强烈变化ꎬ但是在感染

Ｈ９Ｎ２ 病毒的鸡肺组织中大多数这些基因的表达水平保持不变[２３]ꎮ 由此可见ꎬ病毒毒株的强弱、检测样本

或取样时间点的不同可能会导致结果出现差异ꎮ 本研究发现ꎬ病毒感染后鸡肺组织 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ 和 Ｇｒａｎｚｙｍｅ
基因表达量均显著上调ꎬ免疫后攻毒组中肺组织 ＦａｓＬ 基因表达量显著上调ꎬ而 Ｆａｓ 基因表达量在各组肺

组织中无显著差异变化ꎮ 以上结果提示ꎬ病毒感染肺脏后ꎬ病毒主要通过穿孔素 /颗粒酶途径引起细胞毒

性反应介导流感病毒在肺组织中的清除ꎮ
综上ꎬＳＰＦ 鸡接种灭活疫苗后再进行 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 感染ꎬ易引起肺组织中 Ｔｈ２、Ｔｈ１ 细胞因子的产生ꎬ以

促进抗体的产生ꎬ诱导体液免疫应答ꎮ 但是免疫后攻毒组 ＳＰＦ 鸡肺组织在前期通过穿孔素 /颗粒酶途径

引起细胞毒性反应能力较强ꎬ后期减弱ꎬ这可能是导致灭活疫苗免疫保护不足的部分原因ꎮ 这些发现进一

步解释了 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ 灭活疫苗在肺组织中发挥免疫作用的机制及可能导致免疫保护不足的原因ꎬ但是疫

苗免疫对 Ｔ 细胞分化通路的具体影响仍需进一步研究ꎮ
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