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① 传染性法氏囊病病毒变异 E 株对法氏囊
淋巴细胞形态及功能的影响
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摘　要　利用透射电镜连续观察了传染性法氏囊病病毒变异 E 株人工感染雏鸡后不同时期法氏囊淋巴细胞

的超微结构变化, 并对法氏囊内 S IgM , S IgG, S IgA 3 种抗体生成阳性细胞数量和血液中 IgM , IgA , IgG 抗

体水平进行检测。观察结果表明, IBDV 感染后法氏囊淋巴细胞出现了严重变性、坏死, 表现为核染色质浓缩、

碎裂、溶解, 线粒体溶解呈空泡样结构, 其他细胞器破坏溶解, 在法氏囊淋巴细胞、巨噬细胞、网状上皮细胞等

细胞的胞浆中可见不同类型和排列方式的病毒粒子。IBDV 感染后法氏囊内抗体阳性细胞数量和血清中抗体

水平均呈现不同程度的下降, 揭示雏鸡机体体液免疫功能严重抑制。
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Abstract　T he sequen t ia l mo rpho logica l even ts of the bu rsa of Fab riciu s w ere exam ined by

tran sm ission electron m icro scope in ch icken s infected art if ica lly w ith IBDV via the cloacal,

no sal rou te. T he num ber of su rface imm unoglobu lin2bearing B lymphocytes in the bu rsa and

the level of an t ibody in the serum of ch icken inocu la ted w ith IBDV w ere detected. T he bu rsa l

lymphocytes had show ed p rom inen t u lt rast ructu ra l changes including inden sat ion,

dest ruct ion and lysis of ch rom atin in the nucleu s, degenera t ion of the m itochondria and lysis

of o ther o rganella. T here w ere a great num ber of viru s part icles of d ifferen t k inds and

differen t arrayed pat tern s in the cytop lasm of lymphocytes, m acrophages and ret icu lo thelion

endo thelia l cells. T he num bers of su rface imm unoglobu lin2bearing B lymphocytes in the

bu rsa and the level of IgM , IgG, IgA in the serum of ch icken infected w ith IBDV decreased

variou sly. T hese date indica ted that IBDV had their ab ility to cau se the supp ression of

ch icken humo ral imm une funct ion.

Key words　ch icken; varian t sero type 1 iso la te E of infect iou s bu rsa l d isease viru s; bu rsa of
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传染性法氏囊病是由传染性法氏囊病病毒 ( IBDV ) 引起的一种雏鸡的急性传染病[1, 2 ] , 病
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毒主要侵害雏鸡体液免疫中枢器官法氏囊, 使雏鸡对多种疫苗接种的反应性降低、对多种疫病

的易感性增高, 形成免疫抑制现象[3～ 5 ]。为了进一步探讨传染性法氏囊病的免疫抑制机制, 本

研究利用传染性法氏囊病病毒变异 E 株 (V E) 通过泄殖腔感染, 比较观察了 IBDV 2V E 对法氏

囊淋巴细胞形态和功能的影响, 现将试验结果报告如下。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

IBDV 2V E 毒株由中国农业大学生物学院张曼夫教授提供, 毒价为每 011 mL 106. 5

TC ID 50, - 70℃保存, 使用前复壮。

试验雏鸡购自北京市某种鸡场, 孵化后未注射任何疫苗, 试验前检测 IBD 抗体反应为阴

性。

试验雏鸡常规隔离饲养分别至 8, 15 和 30 日龄时随机分成 3 组, 即 IBDV 泄殖腔感染组、

IBDV 鼻腔感染组及正常对照组, 每组 15 只。感染组雏鸡通过泄殖腔或鼻腔分别接种 IBDV 2
V E 法氏囊毒每只 0. 2 mL , 正常对照组雏鸡接种 PBS。于攻毒后 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 72, 96,

120, 144 h 剖杀, 取法氏囊组织立即固定于 2. 5% 戊二醛溶液中, 常规制做超薄切片, 醋酸铀2
柠檬酸铅双染色, JEM 2100cx 电子显微镜观察。

1. 2　感染雏鸡法氏囊抗体生成细胞数量检测

1. 2. 1　抗血清　羊抗鸡 IgM (1÷100)、羊抗鸡 IgA (1÷ 100) 均购自美国 ICN 公司; 兔抗鸡 IgG

(1÷8) 由动物医学院传微教研室提供; 荧光标记兔抗羊 IgG (1÷ 8) 购自V ecto r L abo ra to ries 公

司, 荧光标记羊抗兔 IgG (1÷50)购自 Jack son L abo rato ries 公司。

1. 2. 2　试验设计　使用 IBDV 2V E 法氏囊毒, 通过鼻腔或泄殖腔分别接种 30 日龄雏鸡, 每只

0. 2 mL , 同时设正常对照组, 以 PBS 接种雏鸡, 每只 0. 2 mL , 于攻毒后 7, 14, 21, 28, 35, 42 d,

每组分别取 5 只雏鸡法氏囊进行检测。

1. 2. 3　单细胞悬液制备　分别取上述试验法氏囊样品, 用 0. 01 mo lõL - 1, pH 7. 2 PBS 漂洗干

净后, 浸泡在含有M EM 的洁净烧杯中, 用眼科剪尽可能将组织剪成乳糜状, 静置吸去上清液, 后

转移到组织研磨器中研磨, 上述均浆细胞悬液通过 300 目铜筛过滤 2 次, 收集滤液, 1 000 rõ

m in - 1离心 5 m in, 用H ank’s 液定容计数, 台盼蓝染色计算活细胞数量, 调整细胞数量为 5×

106 个õmL - 1, 即成为待检的单细胞悬液样品。

1. 2. 4　抗体生成细胞的检测　采用间接免疫荧光抗体法, 操作程序按杨景山方法[6 ]略加改进

进行。

取上述单细胞悬液样品 50 ΛL , 滴加在载片上, 空气干燥, 4℃冷丙酮固定, 0. 01 mo lõL - 1

pH 7. 2 PBS 洗涤 3 次, 每次 5 m in, 滴加 5% 小牛血清, 37℃湿盒中封闭 20 m in, 同上洗涤, 再

分别滴加羊抗鸡 IgM、羊抗鸡 IgA , 兔抗鸡 IgG, 37℃湿盒中反应 30～ 40 m in, 同上洗涤, 分别

滴加荧光标记兔抗羊 IgG 或荧光标记羊抗兔 IgG, 37℃湿盒中反应 30～ 40 m in, 同上洗涤, 风

干, 甘油封片, 荧光显微镜观察荧光阳性细胞, 在视野中进行抗体阳性细胞计数, 再在普通光镜

下计算淋巴细胞总数, 检测 3 种抗体生成细胞比例, 进行统计学分析。检测时均设置阴性处理、

阳性对照、一抗对照、二抗对照以及载片自发荧光对照。
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1. 3　感染雏鸡血清中 IgG, IgA , IgM 抗体水平检测

酶标抗体　辣根过氧化物酶 (HR P)标记羊抗兔 IgG 和HR P 标记兔抗羊 IgG, 均购自北方

同正生物技术发展公司, 使用浓度 1÷1 000。

同上 1. 2. 4 剖杀雏鸡, 心脏采血, 分离血清, - 20℃保存。

血清中 IgG, IgA , IgM 抗体水平检测　使用间接法 EL ISA , 按曹树泽[7 ]方法略加改进。

2　结果与讨论

2. 1　 IBD V-VE 对法氏囊淋巴细胞形态的影响

超薄切片, 透射电镜观察, 正常对照组雏鸡法氏囊淋巴细胞超微结构一切正常, 胞核、胞

质、胞膜及细胞器结构清晰完整。

IBDV 感染组雏鸡接毒后 2～ 4 h, 法氏囊超微结构未见明显变化, 仅见淋巴细胞胞浆中物

质电子密度增大, 网状细胞和巨噬细胞胞浆中空泡增多, 这一点在泄殖腔接种雏鸡法氏囊中表

现突出, 但仍未发现病毒粒子的存在。泄殖腔感染后 8 h, 在雏鸡法氏囊淋巴滤泡髓质部的少

数淋巴细胞的胞质中可发现散在的病毒粒子, 病毒粒子多靠近细胞核, 周围没有膜包围, 电子

致密程度不一, 显示不同的成熟程度。

IBDV 感染后 12～ 36 h, 雏鸡法氏囊淋巴滤泡中含有 IBDV 病毒粒子的淋巴细胞增加, 可

以同时看到处于不同感染程度的细胞, 在部分淋巴细胞的胞质中可见不同大小的病毒包涵体,

包涵体内部病毒颗粒排列比较整齐, 呈串珠样 (图 121) , 部分病毒粒子直径较小, 多粒病毒颗

粒连接呈线状, 还有少数病毒粒子呈中空状态。整个病毒包涵体外围包绕着一层膜样结构, 包

涵体处缺乏核糖体颗粒, 而周围充积大量核糖体。有的淋巴细胞的胞质中几乎完全被病毒发生

基质所占据, 许多正在装配的病毒粒子包埋其中。淋巴滤泡皮质部淋巴细胞形态基本正常, 出

现典型的浆细胞, 细胞质中内质网高度发达, 线粒体扩张, 显示皮质部淋巴细胞积极的防御状

态。同时, 在少量网状细胞中也可发现大量散在的病毒粒子, 病毒粒子没有膜包围, 在扩张、被

破坏的内质网中可见到正在装配的病毒颗粒。这些情况与感染早期的淋巴细胞基本类似, 显示

病毒复制的特征。

泄殖腔接种后 48～ 72 h, 雏鸡法氏囊淋巴滤泡病毒感染细胞数量急剧增加, 整个滤泡, 包

括皮质部和髓质部随处可见大量的细胞碎片和完全坏死的淋巴细胞。感染后 48 h, 多数淋巴

细胞细胞器变性, 线粒体溶解, 呈空泡状结构, 粗面内质网溶解, 仅残存少量线状结构, 细胞周

围可见病毒结晶体、溶酶体、脂滴和吞噬泡 (图 122)。感染后期, 淋巴细胞核浓集、或空泡化, 呈

扭曲样结构, 各种细胞器溶解, 呈现大小不一的空泡样结构, 坏死细胞周边同样集聚有病毒粒

子, 溶酶体和吞噬泡等。同时网状细胞可见类似的结构变化 (图 123) , 表现为细胞核染色质边

集, 核膜溶解或破裂, 染色质外溢, 线粒体肿胀, 内嵴溶解断裂, 呈空泡状结构, 内质网扩张, 结

构模糊, 但巨噬细胞明显增生。

在感染后 72～ 120 h, 可在各种细胞内见到大量的不同形态的病毒粒子。在淋巴细胞中,

主要存在 2 种类型病毒晶格, 即典型的晶格状排列或串株样排列病毒结晶块, 其中一类是由单

层膜包绕, 另一类没有膜包围 (图 124)。在网状细胞中, 可见有大量块状基质充填于细胞质中,

基质中包埋有大量的散在的病毒粒子, 整个块状基质没有膜包围, 而在巨噬细胞中也可见到病

毒结晶块和晶格状排列的病毒粒子, 主要出现在巨噬细胞的吞噬泡内, 巨噬细胞胞浆中充满了
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形态各异的吞噬体或吞噬泡, 脂滴含量明显增多。然而在粘膜上皮细胞中一直未能发现病毒颗

粒的存在。感染后 120～ 144 h, 在少量淋巴细胞, 网状细胞和巨噬细胞胞质或吞噬泡内开始发

现降解的病毒颗粒或病毒残壳。

鼻腔接种雏鸡在感染后 24 h, 在法氏囊淋巴滤泡极少量的淋巴细胞的胞浆中开始发现散

在的病毒颗粒, 感染后 48～ 144 h, 可陆续在越来越多的淋巴细胞、网状细胞、巨噬细胞胞质或

吞噬泡内见到形态各异的大量的病毒粒子, 病毒粒子的存在形式以及病毒感染细胞所发生的

超微结构变化与泄殖腔接种雏鸡情况基本一致。8, 15, 30 日龄雏鸡感染 IBDV 后法氏囊的超

微形态学变化情况亦基本相似。

图 1　 IBDV 泄殖腔接种后雏鸡法氏囊透射电镜观察结果

　　　1　30 日龄雏鸡感染 24 h 示感染淋巴细胞胞浆内病毒包涵体, × 33 000;

　　　2　15 日龄雏鸡感染 48 h, 示变性淋巴细胞及其病毒包涵体、溶酶体、吞噬泡等, × 13 000;

　　　3　15 日龄雏鸡感染 48 h, 示变性网状细胞, × 26 000;

　　　4　15 日龄雏鸡感染 72 h, 示淋巴细胞胞浆中典型的呈晶格状排列的病毒粒子, × 26 000。

试验中我们还观察到, 泄殖腔接种和鼻腔接种雏鸡法氏囊淋巴细胞的超微结构变化、病毒

粒子的存在形式基本相似, 只是泄殖腔接种雏鸡法氏囊病毒粒子的检出时间要早于鼻腔接种

16 h, 表明 IBDV 泄殖腔感染可以通过法氏囊表面粘膜上皮细胞而侵入法氏囊淋巴细胞, 但是
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我们观察发现, 在 IBDV 攻毒后 2～ 144 h, 感染雏鸡法氏囊表面粘膜上皮细胞内均未见到病毒

粒子的存在, 其病毒入侵机制有待于进一步研究。

2. 2　感染雏鸡法氏囊抗体生成细胞数量变化检测结果

30 日龄雏鸡感染 IBDV 2V E 后 7～ 42 d, 法氏囊内 S IgG 生成细胞和 S IgM 生成细胞数量

均显著低于正常对照组雏鸡 (P < 0. 05 或 P < 0. 01) , S IgA 生成细胞数量在感染后 1～ 6 周亦

显著低于对照组 (P < 0. 05)。泄殖腔接种、鼻腔接种 IBDV 雏鸡之间, 抗体生成细胞数量差异

不明显, 泄殖腔接种雏鸡法氏囊内抗体生成细胞数量略高于鼻腔接种组雏鸡。

2. 3　感染雏鸡血清中 IgM , IgG, IgA 抗体水平检测结果

30 日龄雏鸡人工感染 IBDV 后, 血清中 IgM 含量在攻毒后 7～ 42 d, 与对照组相比呈现显

著或极显著下降 (P < 0. 05 或 P < 0. 01) , 血清中 IgG 含量在攻毒后 7～ 42 d 与对照组雏鸡比

较, 出现明显降低 (P < 0. 05) , 而血清中 IgA 含量在攻毒后 7～ 42 d 内下降, 与对照组比较没

有显著差异 (P > 0. 05)。泄殖腔接种和鼻腔接种雏鸡血清中 3 种免疫球蛋白含量水平变化基

本一致。

3　结论

①本试验利用 IBDV 变异 E 株, 采用泄殖腔和鼻腔 2 种途径接种雏鸡, 观察了雏鸡法氏囊

淋巴细胞攻毒后的形态学变化。结果表明, 感染早期, 法氏囊淋巴细胞出现较为严重的超微结

构变化, 同时病毒粒子首先出现于淋巴滤泡髓质部淋巴细胞中, 感染后期, 可在淋巴滤泡髓质

部和皮质部淋巴细胞、网状细胞以及巨噬细胞内均发现多种形式的病毒粒子, 同时, 病毒感染

细胞随着感染时间的延长出现极为严重的坏死、破碎变化。这些结果与过去的文献报道基本一

致[8 ]。从整个观察过程来看, IBDV 2V E 株主要侵害法氏囊淋巴滤泡髓质部淋巴细胞, 随后漫延

至皮质部淋巴细胞, 导致淋巴细胞超微结构出现严重变化, 表明法氏囊淋巴细胞是 IBDV 2V E

株的主要靶细胞, 其作用机制为 IBDV 2V E 对淋巴细胞的直接杀伤作用, 国内外许多学者的研

究结果也证实了这一观点[9, 10 ]。

②法氏囊是鸡体液免疫的中枢淋巴器官, 随着机体的生长, 法氏囊内淋巴细胞逐渐发育成

为成熟的囊依赖性淋巴细胞, 随后分化形成不同类型的抗体生成细胞[11 ] , 这些抗体生成细胞

是机体体液免疫的细胞学基础, 是血液中抗体的来源, 而血清中免疫球蛋白含量的高低是反映

机体体液免疫水平的一个重要指标[12, 13 ]。本试验利用抗体生成细胞的数量变化和血清中免疫

球蛋白的水平 2 个指标, 直接而有效地反映了传染性法氏囊病病毒感染后机体的体液免疫状

况, 从而合理地评价 IBDV 2V E 对法氏囊淋巴细胞免疫功能的影响, 试验结果表明, 30 日龄雏

鸡遭受 IBDV 2V E 攻毒后, 法氏囊内 3 种抗体生成细胞 (S IgM + , S IgA + , S IgG+ 生成细胞)数量

均显著或极显著低于正常对照组雏鸡, 同时血清中 IgG, IgM 含量均明显低于对照组雏鸡, 而

IgA 亦呈现一定程度的降低, 证明血清中 IgM , IgG, IgA 含量的减少与法氏囊组织中相应抗体

生成细胞数量的减少密切相关, 从而导致 IBDV 2V E 感染后雏鸡体液免疫功能下降, 呈现体液

免疫功能抑制。
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