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检测方法&并应用该方法初步分析了
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及配体
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在
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感染不同阶段的转录变化!发现
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及配体
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的转录均升高!且
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#引起的雏鸡的一种急性(高度

接触性传染病'研究表明!
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感染后可引起机

体的免疫抑制状态和持续性感染*
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'病毒感染的

靶器官为法氏囊!病毒在
4

细胞内复制导致法氏囊

淋巴滤泡损伤(破坏!

4

淋巴细胞溶解'同时!病毒

在法氏囊单核
!

巨噬细胞系统内复制导致炎性介质

的大量分泌(病毒扩散和损伤加剧!形成败血性休克

综合征!导致严重的
4

细胞免疫反应抑制并加剧了

病鸡的死亡*

*!)
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'另外!
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感染后前
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淋巴细胞

增殖的抑制和凋亡的发生!也是造成体液免疫抑制

的重要原因*
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是
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细胞表面的一种抑制性受体!阻断
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与其配体的结合可以使病毒持续性感染时功能障碍
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细胞功能恢复*
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主要表
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细胞(自然杀伤性
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细胞(
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细
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在活化后的细胞上表达上调*
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在免疫调节方面!有研究证明
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结合后!可以抑制抗原特异性
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细胞和
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细

胞的功能!对
9

细胞的增殖(细胞因子的分泌及杀

伤能力都有抑制作用!阻断该通路后可以恢复
9

细

胞的大部分功能*
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'经相关研究证实某些疾病引

起机体
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及其配体
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表达量变化与免疫抑

制和持续性感染密切相关*
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疾病或病毒持续性感染方面!

9
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体
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的研究才刚刚起步!特别是在家禽

类该方面的研究还少见报道!而
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相对荧光定量
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的转录

变化!探讨机体
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载量与
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引起免疫抑制的发生机理!
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材料与方法
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为本实验室

保存'
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D#

E

$8,

)

#

F

G%

#

e

浓 度

"

-

L

)

#

F

G%

#

C.'&0C%&

%)

%分子质量'将各质粒按

体积比
%f%&

倍比稀释为
%C%&

&

"

%C%&

/

D#

E

$8,

)

#

F

G%

!

G(&b

保存备用'

#H&

!

!"##

#

!"#$#

及
!"#$!

荧光定量
J<+ACJ

检

测方法的建立

以浓度在
%C%&

0

"

%C%&

A

D#

E

$8,

)

#

F

G%阳性质

粒为模板进行荧光定量
59!:;5

'

:;5

反应体系

为$

0

#

F

质粒模板!

S

(

5

引物"

0&

#

J#K

)

F

G%

#各

&'0

#

F

!

23456788-

!

BHX%&

#

F

!三蒸水
A'.

#

F

!建立
0&

#

F:;5

反应体系!应用
H4<A1&&S?,Z

型荧光定量
:;5

仪检测'上述反应结束后!仪器配

套的软件会自动显示标准曲线'

以阳性标准品
%f%&

倍比稀释"浓度在
%&

&

"

%&

/

D#

E

$8,

)

#

F

G%

#

%&

个梯度为模板'按上述反应条

件进行荧光定量
:;5

扩增!确定检出下限'对

:;5

产物进行琼脂糖凝胶电泳分析和熔解曲线分

析'将
)

种标准品质粒稀释成
*

个浓度梯度!作为

组内重复&每个梯度每次反应进行
*

次重复!作为组

间重复!确定所建立检测方法的重复性'

.1.
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<4=>

感染鸡后外周血淋巴细胞
./!%

及其配体
./01%

%

./010

转录变化的初步分析

#HO

!

感染后法氏囊内
'()*

载量检测

为了确定感染后第
*

(

1

(

A

(

%&

天法氏囊组织中

<4=>

的含量!采用半定量
59!:;5

方法对
<4=>

目的基因和
!

0$"#()

内参基因进行同管扩增!在分子

水平上对病毒载量进行检测'提取法氏囊组织中总

5QH

!并参照反转录试剂盒说明书反转录合成
D=!

QH

'

:;5

反应体系$模板
D=QH%

#

F

!

S

(

5

引物

"

0&

#

J#K

)

F

G%

#各
%

#

F

!

"Q9:0

#

F

!

%&C:;5

4NVV870'1

#

F

!

IOD$

F

酶
&'1

#

F

!三蒸水
%.

#

F

!建

立
01

#

F:;5

反应体系'

:;5

反应条件$

/1b 1

J$-

!然后进行
*&

循环$

/)b)1,

!

11b*&,

!

A0b

*&,

&

A0b%&J$-

!

)b

保存'

:;5

产物在
%'1d

琼

脂糖凝胶电泳后!鉴定其亮度和特异性'同时应用

<4=>

快速检测试纸条在抗原水平上对攻毒组病毒

载量进一步检测和确定'

#HP

!

'()*

感染后鸡
!"+#

#

!"#$#

和
!"#$!

动态

转录水平检测

%&

只
%

日龄健康雏鸡饲养至
)

周龄!经琼扩试

验对
<4=>

母源抗体水平检测!确定
<4=>

母源抗

体消失后!随机分为对照组和试验组各
1

只'其中

试验组通过点眼(滴鼻感染
<4=>

稀释液
&'%

JF

)只G%

&对照组用灭菌
:42

作相同处理'分别

于感染后第
*

(

1

(

A

(

%&

天!采集翅下静脉
%&d

柠檬

酸钠抗凝血
0JF

!参照外周血淋巴细胞分离液的说

明书进行分离外周血淋巴细胞!用于总
5QH

的提

取'提取的
5QH

经微量分光光度计测定浓度!严

格按照反转录试剂盒操作说明书反转录成
D=QH

!

置于
G0&b

保存备用'利用上述建立的荧光定量

:;5

方法!对鸡
./!%

(

./01%

(

./010

的
J5QH

相

对转录量进行检测'

#HQ

!

数据分析

应用
2:22%A'&

对数据进行方差分析!

.

$

&g&1

表示差异显著'本研究采用
!

0$"#()

为参考基

因!应 用 公 式
7?Z$# e

"

I

Z?7

L

8Z

#

&

;:

"

D#-Z7#KG,?J

E

K8

#

Z?7

L

8Z

%

"

I

78V

#

&

;:

"

D#-Z7#KG,?J

E

K8

#*

00

+

78V

在
<4=>

感染不同阶段对鸡

./!%

(

./01%

(

./010J5QH

的动态转录进行分

析'

!

!

结
!

果

!H#

!

质粒标准品的制备

从
)

周龄健康雏鸡外周血单核细胞中提取总

5QH

!反转录成
D=QH

后用特异性引物进行常规

:;5

扩增!得到与目的基因大小一致的扩增产物'

产物经回收(连接(转化后获得阳性克隆'对构建的

重组质粒进行了
:;5

和测序分析鉴定!与预期结果

一致'阳性质粒纯化后
W=

0.&-J

%

W=

0(&-J

值均在

%'(&

"

0'&&

'

!H!

!

鸡
!"+#

#

!"#$#

#

!"#$!

以及
!

#%&'()

荧光定

量
J<+ACJ

检测方法的建立

)

种分子的阳性质粒以
%f%&

倍比稀释"浓度

在
%&

A

"

%&

0

D#

E

$8,

)

#

F

G%范围#共
.

个浓度梯度的

标准阳性质粒作为模板!进行
58?K!Z$J8:;5

扩增'

结果显示!

)

种分子的标准曲线线性关系较好!直线

回归方程的相关系数
2

0 均
%

&'//&

'

)

种分子熔解曲线均出现单一狭窄峰!说明引

物的特异性较好'琼脂糖凝胶电泳分析表明!

58?K!

Z$J859!:;5

扩增结果为单一特异性目的片段'

在
%&

/

"

%&

&

D#

E

$8,

)

#

F

G%的
%&

组不同浓度标准阳

性质粒进行
58?K!Z$J8:;5

检测结果显示!

%&

%

D#

E

$8,

)

#

F

G%仍能检测到荧光信号!其浓度与
4

Z

值

之间有较好的线性关系!敏感性较高'

分别对
./!%

(

./!1%

(

./010

及
!

0$"#()

基因

进行重复性试验'组内和组间重复性试验结果表

明!变异系数均在
*d

以内!所建立的荧光定量检测

方法重复性较好'

!HI

!

'()*

感染后不同阶段法氏囊内
'()*

载量检测

半定量
59!:;5

结果表明!在
<4=>

感染后第

*

(

1

(

A

(

%&

天均能明显的检测到
<4=>

!法氏囊内的

病毒载量于感染后第
1

天到达最高!之后逐渐降低

"图
%

#'

<4=>

快速检测试纸条检测结果表明!

<4!

=>

感染后第
*

(

1

(

A

天均能检测到
<4=>

!第
%&

天

检测不到
<4=>

"图
0

#'这与半定量
59!:;5

结果

相一致'

%

"

)'<4=>

感染后第
*

(

1

(

A

(

%&

天法氏囊组织中
<4=>

载量半定量
59!:;5

产物

%!)'28J$

[

N?-Z$Z?Z$\859!:;5V#7<4=>K#?",$-]N7,?K

Z$,,N8#-Ẑ8*7"

!

1Ẑ

!

AẐ ?-"%&Ẑ "?

Y

?VZ87<4=>$-V8D!

Z$#-

图
#

!

'()*

载量半定量
J<+ACJ

产物的电泳分析

R7

S

H#

!

./0=249

>
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5

676986017

L

K3-272327@0J<+

ACJ894'()*/93:6
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牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

%

"

)'<4=>

快速检测试纸条检测
<4=>

感染后第
*

(

1

(

A

(

%&

天法氏囊组织中
<4=>

载量

%!)'5?

E

$"Z8,Z,Z7$

E

"8Z8DZ$#-V#7<4=>K#?",$-]N7,?K

Z$,,N8#-Ẑ8*7"

!

1Ẑ

!

AẐ ?-"%&Ẑ "?

Y

?VZ87<4=>$-V8D!

Z$#-

图
!

!

'()*

快速检测试纸条检测法氏囊组织中
'()*

载

量结果

R7

S

H!

!

<B0406K/2698'()*/93:67-EK463/E

5

206243

>

7:

6247

>

894:020=279-

!H$

!

'()*

感染后不同阶段鸡
!"+#

#

!"#$#

及
!"#

$!

动态转录变化

应用建立的实时荧光定量
59!:;5

方法对
<4!

=>

感染后第
*

(

1

(

A

(

%&

天雏鸡
:4B;

中
./!%

(

./01%

和
./010J5QH

的动态转录水平进行检

测'结果表明!

./!%

转录量在感染后第
*

(

1

天变

化不显著!没有统计学意义!第
A

天显著"

.

$

&'&1

#

升高并持续到第
%&

天&

./01%

转录量在感染后第
*

"

%&

天的大部分时段"第
A

天除外#显著"

.

$

&'&1

#

升高!其中第
*

天升高极显著"

.

$

&'&%

#!第
1

天有

所回落!但仍显著高于对照组"

.

$

&'&1

#!第
A

天变

化不显著!没有统计学意义!第
%&

天又显著"

.

$

&g&1

#升高&

./010

转录量在感染后持续升高且差

异显著"

.

$

&'&1

#"图
*

#'

"

表示差异显著
.

$

&'&1

!

""

表示差异极显著
.

$

&'&%

9̂8\?KN8,"8,$

L

-?Z8"]

Y

?-?,Z87$,@?78,$

L

-$V$D?-ZK

Y

"$VV878-ZV7#J]K?-@D#-Z7#K

"

"

.

$

&'&1

#!

"#N]K8?,Z87$,@?78

\87

Y

,$

L

-$V$D?-ZK

Y

"$VV878-ZV7#J]K?-@D#-Z7#K

"

""

.

$

&'&%

#

图
I

!

!"+#

#

!"#$#

和
!"#$!1JN,

的
TU(J;400-

!

荧光定量
J<+ACJ

检测结果

R7

S

HI

!

)020=279-698!"+#

#

!"#$#3-:!"#$!1JN,E

5

2B0TU(J;400-

!

403/+27108/K9406=0-2

L

K3-272327@0J<+ACJ

I

!

讨
!

论

由于
:=!%

$

:=!F,

通路能够在中枢免疫和外周

免疫反应中传递免疫耐受和免疫抑制信号!

:=!%

及

其配体
:=!F%

成为近年来人们在人类及鼠慢性持

续性病毒感染(免疫耐受性疾病(肿瘤等免疫抑制性

疾病研究中关注的热点*

0*!0)

+

'研究发现!某些病毒

的感染可以诱导
:=!%

及其配体
:=!F,

的表达从而

影响
:=!%

$

:=!F,

通路!使病毒逃避免疫系统的监

视与杀伤!引起机体产生免疫抑制和持续性感染'

(1.
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<4=>

感染鸡后外周血淋巴细胞
./!%

及其配体
./01%

%

./010

转录变化的初步分析

在
F;B>

"淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒#(

U<>

"人类免疫缺陷病毒#(

U;>

"丙型肝炎病毒#以及

U4>

"乙型肝炎病毒#所导致的慢性感染性疾病的

研究中!均发现
:=!%

高表达于功能异常的
;=(

a和

;=)

a

9

细胞表面!并能抑制抗病毒
9

细胞免疫!且

与疾病的严重程度(病毒载量和疾病的进展呈正相

关'对于这些病毒感染性疾病!阻断
:=!%

$

:=!F%

途径均可以改善
9

细胞功能'然而关于这些分子

功能在鸡的报道很少!目前仅有
0

篇关于鸡感染马

立克病毒时
;=)

a

(

;=(

a

9

细胞表达
:=!%

及其配

体
:=!F%

升高的报道*

01!0.

+

'

鸡传染性法氏囊病是一种免疫抑制性传染病'

<4=>

的临床或亚临床感染均可引起严重的免疫抑

制反应!导致对其它病原易感性增强和免疫反应性

降低'特别是在疫苗的免疫压力下!亚临床感染引

起的免疫抑制更为普遍!损失更加严重*

0A

+

'因此!

对
<4=>

免疫抑制机制的研究一直是人们关注的焦

点!而
<4=>

感染时对
:=!%

$

:=!F,

通路影响的相

关研究还未见报道'本研究利用所建立敏感性高和

特异性强的
23456788-

!

荧光定量
59!:;5

检测

方法!对鸡感染
<4=>

后不同阶段
./!%

及配体

./!1%

%

./010

的转录变化进行了检测和分析'

笔者的研究结果表明!

<4=>

感染后第
1

天达

到病毒载量峰值!随着病毒在机体内的复制!

./!%

及其配体
./01%

的转录量均有所升高!这与已有关

于
B=>

感染后
./!%

及其配体
./01%

转录变化

的结果*

0.

+相似'同时笔者发现
./010

在
<4=>

感

染后持续显著增高!这在以往禽病相关的研究中没

有提及'在
B=>

相关研究当中!

:=!%

及
:=!F%

在

体内
B=>

载量达到最高时其转录水平达到峰值'

而在笔者的研究中!在
<4=>

感染后第
*

天!

./01%

和
./010

的转录水平显著增高!

./!%

则在
<4=>

载量达到峰值之后其转录水平显著增加'这种结果

可能是由于
<4=>

的致病机制不同于
B=>

!

B=>

感染鸡的淋巴细胞!在其中潜伏并复制!主要损害鸡

的
;=)

a

9

淋巴细胞!而
<4=>

主要侵害鸡的
4

细

胞和单核
!

巨噬细胞系统'在人类的慢性病毒性疾

病的研究中已证明!由于
./010

的转录相对局限!

且转录量较低!免疫抑制性受体
./!%

主要是通过

与配体
./01%

的结合来发挥免疫抑制作用'基于

本研究结果!推测禽类中
:=!F0

所发挥的生物学功

能可能不同于人类!

:=!F0

与
:=!F%

共同参与
:=!

%

$

:=!F,

免疫抑制通路介导的免疫抑制信号传导!

这有待于进一步深入探讨和研究'

本研究首次对
<4=>

感染不同阶段免疫抑制性

受体
./!%

及配体
./01%

%

./010

的转录变化进行

检测及分析'结果表明!

<4=>

感染后诱导鸡体内

./!%

及其配体
./01%

%

./010

转录升高!继而影响

:=!%

$

:=!F,

通路!且上述
./!%

及
./01,

的转录

升高呈现了一种,分期-的模式!即
./01%

(

./010

的转录先于
./!%

升高!同时三者转录的升高均与

机体内
<4=>

病毒载量呈正相关'

<4=>

感染后诱

导
./010

转录的升高!提示在
<4=>

感染引起的鸡

免疫抑制疾病当中!

./010

可能与
./01%

共同参

与了
:=!%

$

:=!F,

免疫抑制通路介导的免疫抑制信

号传导!这有待于进一步研究'以上研究将有助于

深入揭示免疫抑制性受体
:=!%

及配体
:=!F%

%

:=!

F0

在免疫抑制病中发挥的作用!丰富
<4=>

引起鸡

免疫抑制性疾病的机理'

$

!

结
!

论

成功建立了
./!%

及配体
./01%

%

./010

实时

荧光定量
59!:;5

检测方法&并应用该方法初步分

析了
./0%

及其配体
./01%

%

./010

在
<4=>

感染

不同阶段的转录变化!发现
<4=>

感染后不同阶段

./!%

及其配体
./01%

%

./010

的转录均升高!且

./01%

(

./010

的转录先于
./!%

升高!并与病毒载

量呈正相关'
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?Ẑ#!

L

8-8,$,?-"$JJN-#,N

EE

78,,$#-

*

h

+

'/&?4+@

F

B@0

@C)+5

!

0&&&

!

0)

"

0!*

#$

00*!0*1'

*

)

+

!

5HRPS

!

FHB45I;U94

!

\?-"8-4I569:':$\!

#Z?K7#K8#V;̂<SQ

L

?JJ?$-Ẑ8
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