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传染性法氏囊病毒对犛犘犉雏鸡免疫器官细胞

凋亡及犫犮犾２犿犚犖犃表达的影响

佟美姣，高雪丽，李博韬，郑世民

（东北农业大学动物医学学院，哈尔滨１５００３０）

摘　要：为证实传染性法氏囊病毒（ＩＢＤＶ）感染ＳＰＦ雏鸡后，其免疫器官细胞凋亡与犫犮犾２ｍＲＮＡ动态表达的关

系，应用ＴＵＮＥＬ和实时荧光定量ＰＣＲ方法分别对雏鸡免疫器官细胞凋亡数量和犫犮犾２ｍＲＮＡ表达的动态变化进

行了检测，结果发现，ＩＢＤＶ感染雏鸡后３～７ｄ，法氏囊、胸腺和脾脏中凋亡细胞数量显著或极显著高于相应对照雏

鸡（犘＜０．０１或犘＜０．０５）；同时在上述３种免疫器官中犫犮犾２ｍＲＮＡ的表达均不同程度增加，并于病毒感染后３～７

ｄ差异显著或极显著（犘＜０．０１或犘＜０．０５）。表明ＩＢＤＶ可增加感染雏鸡免疫器官的细胞凋亡数量和犫犮犾２ｍＲ

ＮＡ的表达。
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　　传染性法氏囊病（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｕｒｓａｌｄｉｓｅａｓｅ，

ＩＢＤ）是由传染性法氏囊病毒（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｕｒｓａｌｄｉｓ

ｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＩＢＤＶ）感染产生的一种高度接触性传染

性疾病，破坏鸡体免疫器官，引起免疫抑制。ＩＢＤＶ

感染鸡体后能够引起Ｂ淋巴细胞及携带有ＩｇＭ 早

期分化Ｂ淋巴细胞发生凋亡，甚至坏死
［１］。研究发

现［２３］，ＩＢＤＶ还能引起体外培养的鸡法氏囊细胞、

Ｖｅｒｏ细胞、鸡胚成纤维细胞发生凋亡。综合目前对

该项的已有研究资料，大多数研究都是在体外培养

细胞中进行，关于病毒感染鸡体后免疫器官中细胞
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凋亡及其调控机制研究较少。Ｂｃｌ２家族是细胞凋

亡调控关键蛋白，能够调节线粒体的结构与功能。

Ｂｃｌ２蛋白的作用包括抑制细胞凋亡，延长细胞寿

命［４］。鸡犫犮犾２基因测序是由日本学者在１９９２年完

成，测定结果显示与人、鼠基因高度相似，相对分子

质量为２５．６８７ｋｕ，开放阅读框编码２３３个氨基酸残

基，在鸡胸腺、脾脏、肾、大脑、心脏和卵巢等器官中

均有表达。张书霞等［５］研究表明，鸡胚胎时期犫犮犾２

基因表达更为广泛，在成年鸡与胚胎鸡中犫犮犾２表达

率与细胞凋亡率之间均呈现负调节关系。本试验旨

在研究ＩＢＤＶ感染雏鸡后，其免疫器官中细胞凋亡

以及犫犮犾２ｍＲＮＡ表达变化，为探讨ＩＢＤＶ致病机

理提供实验依据和新思路。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物和病毒　　２１日龄ＣＳＩＲＯＭＶＳ

品种ＳＰＦ雏鸡１００只，购自中国农业科学院哈尔滨

兽医研究所ＳＰＦ雏鸡实验动物中心并提供饲养；

ＩＢＤＶ强毒（Ｊ１Ｃ７）株，购自中国兽医药品监察所。

１．１．２　主要试剂　　凯基ＴＵＮＥＬ细胞凋亡原位

检测试剂盒，购自南京凯基生物有限公司；ＡｘｙＰｒｅｐ

质粒ＤＮＡ小量试剂盒，购自爱思进生物技术（杭

州）有限公司；ＴｒｉｚｏｌＬＳＲｅａｇｅｎｔ，购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司；ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ
Ⅱ，购自大连宝

生物工程有限公司；Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５，购自北京天根生

物有限公司；ＭＭＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，购自

美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

１．１．３　主要仪器　　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ２．０荧光定量ＰＣＲ

仪（美国罗氏公司）；ＰＴＣ２００ＰＣＲ仪（美国ＢＩＯＲＡＤ

公司）；ＤＹＹ６Ｃ型电泳仪（北京六一仪器厂）；ＧＤＳ

８００凝胶成像系统（美国ＵＶＰ公司）；－８０℃冰箱（英

国ＮｅｗＢｒｕｎｓｗｉｃｋＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。

１．２　方法

１．２．１　实验动物分组及处理　　１００只２１日龄

ＳＰＦ雏鸡随机均分为病毒感染组（Ｉ组）和对照组（Ｃ

组）。其中Ｉ组雏鸡经滴鼻、点眼感染ＩＢＤＶ稀释液

０．１ｍＬ·只－１；Ｃ组雏鸡经上述相同途径应用等量

高压灭菌的ＰＢＳ。２组雏鸡分别于感染后１、３、５、７、

１４和２８ｄ，每组随机抽取５只雏鸡心脏采血处死或

发病死亡前剖杀，取胸腺、脾脏和法氏囊，做相应处

理，供各项检测指标使用。

１．２．２　检测指标及方法

１．２．２．１　免疫器官中凋亡细胞数目测定：采用

ＴＵＮＥＬ法，参照凯基生物公司ＴＵＮＥＬ细胞凋亡

原位检测试剂盒说明书提供的方法进行操作。每张

切片显微镜下随机取５个高倍视野，结果以“狓±狊”

表示。

１．２．２．２　免疫器官中犫犮犾２ｍＲＮＡ表达量测定：采

用实时荧光定量ＰＣＲ法，①引物设计与合成，通过

Ｏｌｉｇｏ６．０及Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计犫犮犾２、β犪犮狋犻狀基

因引物，由北京英俊生物工程有限公司合成。各引

物序列及扩增片段长度见表１。②免疫器官犫犮犾２

ｍＲＮＡ表达检测，提取免疫器官中（法氏囊、胸腺和

脾脏）ＲＮＡ，反转录为ｃＤＮＡ。应用各自引物进行

ＰＣＲ（反应程序：犫犮犾２９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性

３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３０个循环，

７２℃终延伸１０ｍｉｎ。β犪犮狋犻狀９４℃预变性５ｍｉｎ，９４

℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３０

个循环，７２℃终延伸１０ｍｉｎ）。

ＰＣＲ产物进行常规纯化、连接以及转化之后提

取质粒，送英骏生物技术公司测序，结果正确后进行

后续试验。自－８０℃冰箱中取出免疫器官ｃＤＮＡ，

以各自引物对犫犮犾２、β犪犮狋犻狀基因于３２孔ＬｉｇｈｔＣｙ

ｃｌｅｒ２．０荧光定量ＰＣＲ仪中加样进行扩增检测，每

个样品做３个重复，并设阴性对照（反应程序同上）。

根据犫犮犾２、β犪犮狋犻狀基因扩增效率，对ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

结果以βａｃｔｉｎ为内参照运用２
ΔΔＣｔ法进行分析。

表１　引物序列及扩增片段长度

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆狉犻犿犲狉狊狊犲狇狌犲狀犮犲狊犪狀犱犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犳狉犪犵犿犲狀狋狊狊犻狕犲狊

引物名称 Ｎａｍｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓ 序列（５′３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ 片段长度／ｂｐＦｒａｇｍｅｎｔｓｓｉｚｅｓ 基因序列号 Ｎｏ．ｏｆｇｅｎｅｓ

ｂｃｌ２（Ｐ１）

ｂｃｌ２（Ｐ２）

ＣＧＣＣＧＣＴＡＣＣＡＧＡＧＧＧＡＣＴＴ

ＣＣＧＧＡＣＣＣＡＧＴＴＧＡＣＣＣＣＡＴ
１２３ Ｚ１１９６１．１

βａｃｔｉｎ（Ｐ１）

βａｃｔｉｎ（Ｐ２）

ＴＧＡＡＧＣＣＣＡＧＡＧＣＡＡＡＡＧＡＧＧＴＡＴ

ＴＧＣＴＣＣＴＣＡＧＧＧＣＴＡＣＴＣＴＣ
１３５ ＡＷ６１６１７

８１６
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１．３　数据处理

应用ＳＰＳＳ１７．０统计分析软件对数据进行处理。

２　结　果

２．１　犐犅犇犞感染雏鸡免疫器官凋亡细胞数量动态

变化

　　ＩＢＤＶ感染雏鸡，其胸腺、脾脏和法氏囊凋亡细

胞数量均于病毒感染后３～７ｄ显著或极显著高于

相应对照雏鸡（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。其他检测点

未见统计学差异（犘＞０．０５）（表２）。

２．２　犐犅犇犞感染雏鸡免疫器官犫犮犾２犿犚犖犃表达的

动态变化

　　犫犮犾２和β犪犮狋犻狀目的片段ＲＴＰＣＲ扩增电泳结

果见图１。

表２　犐犅犇犞感染犛犘犉雏鸡免疫器官凋亡细胞数量变化（狓±狊，狀＝５）

犜犪犫犾犲２　犆犺犪狀犵犲狊狅犳狋犺犲狀狌犿犫犲狉狅犳犪狆狅狆狋狅狊犻狊犮犲犾犾犻狀狋犺犲犻犿犿狌狀犲狅狉犵犪狀狊狅犳犛犘犉犮犺犻犮犽狊犻狀犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犐犅犇犞（狓±狊，狀＝５）

个·视野－１

日龄／ｄＡｇｅ 组别 Ｇｒｏｕｐ 法氏囊ＢｕｒｓａｏｆＦａｂｒｉｃｉｕｓ 胸腺 Ｔｈｙｍｕｓ 脾脏Ｓｐｌｅｅｎ

１
Ｃ ４．０±１．６ ８．６±２．４ ５．６±１．８１６

Ｉ ３．４±２．１ ６．８±１．３ ８．２±１．６４３

３
Ｃ ４．０±１．６ ４．４±１．１ ５．６±２．７

Ｉ ３２．６±１．０ １７．６±２．４ ２０．８±２．９

５
Ｃ ８．４±１．１ ２．４±１．８ ３．０±２．４

Ｉ ２２．８±１．０ ２２．８±５．９ １８．８±３．８

７
Ｃ ４．８±１．５ ３．０±２．１ ５．０±１．６

Ｉ １０．６±２．１ １０．４±２．３ ８．６±２．４

１４
Ｃ ５．２±０．８ ２．４±１．７ ６．２±３．１

Ｉ ７．２±１．５ ５．０±３．０ ８．４±２．１

２８
Ｃ ４．０±１．９ ５．２±１．６ １０．２±２．１

Ｉ ６．７±１．３ ５．０±１．６ ９．６±１．０

Ｃ．对照组；Ｉ．ＩＢＤＶ感染组；!表示差异显著犘＜０．０５，!!

表示差异极显著犘＜０．０１，无标号者差异不显著犘＞０．０５。下同

Ｃ．Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｉ．ＧｒｏｕｐｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＩＢＤＶ；ＴｈｅｖａｌｕｅｓｄｅｓｉｇｎａｔｅｄｂｙａｎａｓｔｅｒｉｓｋａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｎｏｎＩＢＤＶ

ｃｏｎｔｒｏｌ（犘＜０．０５），ｄｏｕｂｌｅａｓｔｅｒｉｓｋｓａｒｅｖｅｒｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｎｏｎＩＢＤＶｃｏｎｔｒｏｌ（犘＜０．０１）ａｎｄｕｎｌａｂｅｌｅｄｉｓ

ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＞０．０５）．Ｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｉｓｓａｍｅａｓｈｅｒｅ．

Ａ．犫犮犾２基因；Ｂ．β犪犮狋犻狀基因；１．ＤＬ２０００相对分子质量标准；２．ＰＣＲ产物；３．阴性对照

Ａ．犫犮犾２ｇｅｎｅ；Ｂ．β犪犮狋犻狀ｇｅｎｅ；１．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；２．ＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；３．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图１　犫犮犾２、β犪犮狋犻狀基因犘犆犚扩增结果

犉犻犵．１　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犫犮犾２犪狀犱β犪犮狋犻狀犵犲狀犲
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　　ＩＢＤＶ感染雏鸡后，其法氏囊、胸腺和脾脏的

犫犮犾２ｍＲＮＡ表达较相应对照雏鸡均有不同程度的

增加（表３）。其中法氏囊犫犮犾２ｍＲＮＡ表达在感染

后３～７ｄ较对照雏鸡增多（犘＜０．０５）；胸腺犫犮犾２

ｍＲＮＡ表达于病毒感染后３～５ｄ极显著高于对照

雏鸡（犘＜０．０１）；脾脏在感染后３ｄ明显高于对照雏

鸡（犘＜０．０５）。

表３　犐犅犇犞感染犛犘犉雏鸡免疫器官中犫犮犾２犿犚犖犃表达的动态变化

犜犪犫犾犲３　犇狔狀犪犿犻犮犮犺犪狀犵犲狊狅犳狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犫犮犾２犿犚犖犃犻狀狋犺犲犻犿犿狌狀犲狅狉犵犪狀狊狅犳犛犘犉犮犺犻犮犽狊犻狀犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犐犅犇犞

日龄／ｄＡｇｅ 组别 Ｇｒｏｕｐ 法氏囊ＢｕｒｓａｏｆＦａｂｒｉｃｉｕｓ 胸腺 Ｔｈｙｍｕｓ 脾脏Ｓｐｌｅｅｎ

１
Ｃ １．０００±０．０００ １．０００±０．０００ １．０００±０．０００

Ｉ １．７０７±０．９５５ ０．０７９±０．００４ ０．３７９±０．００８

３
Ｃ １．３７８±０．００１ ０．０６１±０．０００ ０．３８２±０．０００

Ｉ ２．８７７±０．００３ ０．９０５±０．００１ ０．８４８±０．０１１

５
Ｃ １．０４２±０．０８２ ０．３０８±０．２３５ ０．４７８±０．００９

Ｉ ２．６５０±０．４３４ ０．８３６±０．０３３ ０．５８４±０．０２５

７
Ｃ １．２０３±０．００７ ０．３８４±０．００５ ０．３４５±０．００２

Ｉ ２．６２１±０．０３０ ０．４４０±０．００９ ０．３９７±０．００２

１４
Ｃ １．０４５±０．００６ ０．０６４±０．００３ ０．６００±０．００２

Ｉ １．２４４±０．０５０ ０．１２６±０．０１６ ０．６５８±０．００３

２８
Ｃ ０．７６３±０．００６ ０．１７３±０．００９ ０．３３１±０．００２

Ｉ ０．６４８±０．０２８ ０．１３２±０．００７ ０．３１５±０．００３

３　讨　论

细胞凋亡是有核细胞在一定条件下通过启动其

自身内部机制，通过激活内源性ＤＮＡ内切酶而引

发细胞自然死亡过程。细胞凋亡受多种基因控制，

是机体为了更好适应环境而主动死亡过程，普遍存

在于动植物体内，在胚胎发育、肿瘤、生殖、免疫和病

毒感染等过程中起到重要作用。细胞凋亡测定方法

较多，例如流式细胞仪、原位末端标记、ＥＬＩＳＡ、定量

琼脂凝胶电泳等。本研究采用ＴＵＮＥＬ方法，虽然

该方法本身并不能区分细胞凋亡与坏死，但可与其

他方法（如 ＨＥ染色）结合应用，该法的优点是简单

方便，易于观察，敏感性较高，可以量化凋亡细胞数

量。

本研究发现，ＩＢＤＶ感染２１日龄ＳＰＦ雏鸡后，

其免疫器官中凋亡细胞数量增高。其胸腺与脾脏中

凋亡细胞数量在感染后３～７ｄ显著或极显著高于

相应对照雏鸡（犘＜０．０５或犘＜０．０１）；法氏囊凋亡

细胞数量在感染后３～７ｄ显著增多（犘＜０．０１），且

变化尤为明显，增加量多于其他２种免疫器官。ＩＢ

ＤＶ感染雏鸡后，其法氏囊内未成熟Ｂ淋巴细胞发

生大量死亡引起雏鸡体液免疫失衡，同时也能引起

鸡体内成熟Ｂ、Ｔ淋巴细胞凋亡，使鸡体免疫力下

降，导致机体严重的长期免疫抑制［６７］。陈明勇等［８］

用ＩＢＤＶ变异Ｅ毒株人工感染２８日龄ＳＰＦ雏鸡，

结果显示，ＩＢＤＶ感染后１２～４８ｈ雏鸡法氏囊淋巴

细胞呈现典型细胞凋亡形态和生化特征。刘玉锋

等［９］利用ＴＵＮＥＬ方法证实，ＩＢＤＶ超强毒株感染

ＳＰＦ鸡后１～７ｄ，其法氏囊有大量淋巴细胞凋亡，

其中感染后３～６ｄ尤为显著，本研究结果与其基本

一致。上述研究均表明，ＩＢＤＶ感染与细胞凋亡之

间存在密切关系，也可能是ＩＢＤＶ感染导致雏鸡免

疫功能下降的主要因素之一。

Ｂｃｌ２家族与细胞凋亡密不可分，主要参与细胞

凋亡线粒体途径，影响Ｃａｓｐａｓｅ家族和细胞色素Ｃ

等释放。张书霞等［５］利用多种方法研究犫犮犾２基因

在成年鸡与胚胎鸡免疫器官中的表达变化，结果发

现，Ｂｃｌ２是鸡免疫器官发育的重要调节物。刘

畅［１０］研究发现，益生菌应用雏鸡ＩＢＤＶ感染后，其

免疫器官犫犮犾２ｍＲＮＡ表达增加，同时Ｃａｓｐａｓｅ３与
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　４期 佟美姣等：传染性法氏囊病毒对ＳＰＦ雏鸡免疫器官细胞凋亡及犫犮犾２ｍＲＮＡ表达的影响

Ｃａｓｐａｓｅ９表达上升。本研究对ＩＢＤＶ感染雏鸡后

免疫器官中犫犮犾２ｍＲＮＡ表达的动态变化进行检

测。结果发现，ＩＢＤＶ感染雏鸡后３～７ｄ，其免疫器

官犫犮犾２ｍＲＮＡ 表达极显著高于对照雏鸡（犘＜

０．０１），其中法氏囊表达量最高，胸腺表达量最小。

刘玉锋［１１］利用不同ＩＢＤＶ毒株感染雏鸡，试验结果

显示，其胸腺中并未见Ｂｃｌ２蛋白表达，本研究结果

与其存在一定差异。分析产生差异的主要原因可概

括如下：首先是该差异可能是由于研究使用的ＩＢ

ＤＶ毒株的毒力不同；其次可能是由于研究方法不

同，本试验应用的实时荧光定量ＰＣＲ方法，此方法

较为敏感，较少的量就可检测出，结果也显示出胸腺

的犫犮犾２ｍＲＮＡ的表达量较少。犫犮犾２基因是抗凋

亡基因，但是在研究过程中凋亡细胞数量显著增加

的同时犫犮犾２ｍＲＮＡ基因表达量也增加，这可能有

两方面原因，一种可能是在病毒感染早期，通过增加

犫犮犾２ｍＲＮＡ表达量抑制细胞凋亡，以有利于病毒

在细胞中复制；另一种可能是ＩＢＤＶ感染雏鸡后，由

于病毒可促进细胞凋亡，从而反作用引起犫犮犾２ｍＲ

ＮＡ表达量增加抑制病毒诱导的细胞凋亡作用。

４　结　论

ＩＢＤＶ感染ＳＰＦ雏鸡后能够引起免疫器官法氏

囊、胸腺和脾脏中凋亡细胞数量及犫犮犾２ｍＲＮＡ表

达量增加；表明ＩＢＤＶ感染雏鸡后，其免疫器官中凋

亡细胞数量变化与犫犮犾２ｍＲＮＡ表达密切相关。
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