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用而形成的。这种产物还可通过生物体内有机物反应的链式

或链式支链放大活性氧的破坏作用，引起细胞代谢与功能障

碍甚至死亡。因此 ＭＤＡ含量可反映机体脂质过氧化程度，
间接反映细胞受损伤程度［３］。本研究表明，给雏鸡饲喂 “囊

速治”能使 其ＭＤＡ含量显著下降。
关于“囊速治”对雏鸡免疫功能的调节机制，及其是否对

雏鸡其他病毒性或细菌性传染病产生防治效果，还有待进一

步研究。
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ＴＬＲ３激动剂对鸡 ＩＢＤＶ活疫苗免疫的影响
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（江苏省农业科学院国家兽用生物制品工程技术研究中心，江苏南京２１００１４）

　　摘要：为了进一步研究ＴＬＲ３激动剂（ｐｏｌｙＩ：Ｃ）对鸡免疫功能的影响，首先体外用ｐｏｌｙＩ：Ｃ直接作用鸡外周血淋巴
细胞，测定ｃｈＴＬＲ３ｍＲＮＡ的表达量，结果显示ｐｏｌｙＩ：Ｃ也是 ｃｈＴＬＲ３特异性配体，并且能够刺激 ｃｈＴＬＲ３ｍＲＮＡ表达，
作用３ｈ效果最好。再将ｐｏｌｙＩ：Ｃ配合鸡法氏囊活疫苗免疫进行体内试验，测定血清抗体效价和攻毒保护效率，结果
显示５００μｇ／羽的ｐｏｌｙＩ：Ｃ对法氏囊活疫苗的免疫效果无明显增强作用。
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　　聚肌胞（ｐｏｌｖｒｉｂｏｉｎｓｉｎｅ－ｐｏｌｙｒｉｂｏｃｙａｉｄｙｌｉｃａｃｉｄ，ｐｏｌｙＩ：Ｃ）是
由肌苷酸和胞苷酸聚合的双链ＲＮＡ，它能够诱导人类细胞和
动物细胞产生干扰素，并且通过干扰素活化和协调免疫细胞

的功能，对于小鼠、人等哺乳动物，ｐｏｌｙＩ：Ｃ是 ＴＬＲ３受体的配
基［１］。鸡传染性法氏囊病是对养禽业造成巨大经济损失的

高度接触性传染病，没有特效药物可以治疗，主要应用疫苗进

行预防，由于母源抗体和毒株变异等因素，导致疫苗应用的毒

力也逐渐增强，但免疫效力却不见增加。大量研究表明，通过

添加免疫增强剂可以显著提高疫苗的免疫效果，ｐｏｌｙＩ：Ｃ对禽
用疫苗也有显著效果［２－４］。本研究选用 ＴＬＲ３的激动剂
ｐｏｌｙＩ：Ｃ，以鸡法氏囊活疫苗为模式抗原，以期探索 ｐｏｌｙＩ：Ｃ鸡
作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验动物　１４日龄海兰褐蛋鸡，体重为１８０～２００ｇ，
３０羽（购自山东省农业科学院 ＳＰＦ鸡实验种鸡场），每组１０
羽，隔离器饲养，自由采食饮水。

１．１．２　主要试剂　人用淋巴细胞分离液（中国医学科学院
生物工程研究所），ｐｏｌｙＩ：Ｃ（南京奥多福尼生物科技有限公

司），ＩＢＤＶ抗体检测试剂盒（ＩＤＥＸＸ公司），１６４０培养基、小
牛血清（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（宝生物工程有限
公司）。

１．１．３　疫苗与毒株　ＩＢＤＶ中强毒株活疫苗（南京天邦生物
科技有限公司），ＩＢＤＶＢＣ６／８５株（江苏省农业科学院国家兽
用生物制品工程技术研究中心实验室保存）。

１．１．４　主要仪器　水平离心机（ＴＤＺ５－ＷＳ），Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ４８０
实时荧光定量 ＰＣＲ仪（罗氏公司），ＰＣＲ仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ），生物
安全柜（ＴａｎｏｎＥＰＳ－１００型），电泳凝胶成像系统（ＵＶＰＢｉｏ
ｉｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍｓ），ＳｔａｔＦａｘ－２１００酶联检测仪、ＳｔａｔＦａｘ－２６００
洗板机（Ａｗａｒｅｎｅｓｓ公司产品）。
１．２　方法
１．２．１　ｃｈＴＬＲ３ｍＲＮＡ表达量的检测　按常规方法［５］分离鸡

外周血淋巴细胞，将所分离的淋巴细胞稀释为 １０６／ｍＬ，加
６ｍＬ／孔于６孔细胞培养板。将 ｐｏｌｙＩ：Ｃ添加到细胞培养液，
使其终浓度为１００μｇ／ｍＬ，各浓度设置２个重复孔，同时设置
不添加佐剂的对照组２个孔，置于３７℃５％ ＣＯ２细胞培养箱
中培养２４ｈ。在佐剂添加前和添加后３、６、９、１２、２４ｈ收集淋
巴细胞，保存于 －７０℃。提取各组淋巴细胞的总 ＲＮＡ，进行
ＲＴ反应。用实时荧光定量检测方法检测 ＴＬＲ３与 β－ａｃｔｉｎ
的 ｍＲＮＡ丰度，并进行分析。
１．２．２　试验动物分组　将３０羽１４ｄ的海兰褐蛋鸡随机分
成３组，每组１０羽。Ａ组为佐剂试验组，传染性法氏囊疫苗
按１羽份／羽免疫鸡的同时，注射 ｐｏｌｙＩ：Ｃ５００μｇ／羽；Ｂ组为
免疫对照组，１羽份／羽免疫鸡传染性法氏囊疫苗的同时，注
射生理盐水；Ｃ组为非免疫对照组，只注射生理盐水。
１．２．３　血清中ＩＢＤＶ抗体的检测　免疫后每周采血１次，共
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采血５次，分离血清，按照 ＩＢＤＶ抗体检测试剂盒说明书，对
所采样本进行ＩＢＤＶ抗体检测。
１．２．４　攻毒保护试验　于免疫后５周，对各组试验动物用
ＩＢＤＶ强毒ＢＣ６／８５株进行攻毒，攻毒量为１００ＢＩＤ５０／羽，攻毒
后每天观察鸡采食等临床状态和死亡情况，第４天全部处死，
解剖观察病变。参照《兽用生物制品质量标准汇编》（２００６—
２００８）鸡传染性法氏囊病基因工程亚单位疫苗质量标准：以
出现胸肌腿肌条状或刷状出血，法氏囊出血肿胀、萎缩、发黄

或内有胶冻样分泌物等１种以上病变者，判定为病变，最后统
计疫苗的保护效果。

２　结果与分析

２．１　ｃｈＴＬＲ３ｍＲＮＡ检测结果
由图１可见，ｐｏｌｙＩ：Ｃ能显著刺激鸡外周血刺激淋巴细胞

ｃｈＴＬＲ３ｍＲＮＡ表达，并且有一定的时效性。ｐｏｌｙＩ：Ｃ３ｈ以内
起效，３ｈ到达最高峰，后效应显著减退，２４ｈ后基本消失。

２．２　抗体水平检测结果
每组采集５周的血清样本，均作５００倍稀释后，采用ＩＤＥＸＸ

公司生产的 ＩＢＤＶ抗体检测试剂盒进行抗体检测，Ｓ／Ｐ值≥
０２即判为阳性。从表１可见，添加 ＰｏｌｙＩ：Ｃ后，２、４、５周的
抗体值高于疫苗对照组，但是差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表１　鸡传染性法氏囊抗体ＥＬＩＳＡ检测结果

组别
Ｓ／Ｐ值

１周 ２周 ３周 ４周 ５周
Ａ １．４０ａ １．９７ａ ２．０１ａ ２．７４ａ ３．６０ａ
Ｂ １．８５ａ １．８６ａ ２．０５ａ ２．６５ａ ２．６５ａｂ
Ｃ ０．０３ｂ ０．０７ｂ ０．２２ｂ ０．１７ｂ ０．１５ｃ

　　注：同列数据后不同小写字母者表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表
２同。　

２．３　攻毒保护结果
攻毒后，２个免疫组均无死亡，非免疫组死亡７羽。于攻

毒后第４天未死亡鸡全部处死剖检，结果见表２，Ａ组有２羽
鸡出现胸腿肌出血病变，其中１羽出现法氏囊病变；Ｂ组有１
羽鸡同时出现胸腿肌和法氏囊病变，各有１羽鸡出现胸腿肌
出血和法氏囊病变。Ａ组和 Ｂ组的保护率分别为 ８０％和
７０％，无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

ＴＬＲ３是ＴＬＲｓ家族成员之一，能特异性地识别病毒的双

表２　攻毒保护效果

组别
数量

（羽）

法氏囊

病变数

胸腿肌

病变数

正常数（以

组织病变计）

保护率（以组织

病变计）（％）

Ａ组 １０ １ ２ ８ ８０ａ
Ｂ组 １０ ２ ２ ７ ７０ａ
Ｃ组 １０ ９ ８ ０ ０ｂ

链ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）及其类似物 ｐｏｌｙⅠ：Ｃ。研究结果表明，
ｐｏｌｙⅠ：Ｃ作为ＬＴＲ３的激动剂，能够促进Ｂ细胞的增殖［６］；能

够诱导ＤＣ较高表达共刺激分子 ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＭＨＣⅡ
类分子，能够有效提高 ＤＣ的抗原递呈功能［７－８］。ｐｏｌｙⅠ：Ｃ
在促进Ｂ细胞增殖的同时，促进ＩＬ－６和 ＴＮＦ－α的分泌，诱
导Ｂ细胞产生 ＩｇＧ１κ抗体［９］。本研究通过鸡外周血淋巴细

胞中添加ｐｏｌｙⅠ：Ｃ，提取 ＲＮＡ，经所 ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＲＴ－ＰＣＲ方
法检测ｃｈＴＬＲ３ｍＲＮＡ表达变化，证实了 ｐｏｌｙⅠ：Ｃ同样也是
海兰褐蛋鸡ＴＬＲ３特异性配体。

李茂光等用ｐｏｌｙＩ：Ｃ佐剂狂犬病疫苗免疫小鼠１针组免
疫后第７天即可诱导较高水平的ＩＦＮＳＦＣ，２针组初免后第１４
天的 ＩＦＮＳＦＣ水平有显著提高，可达到１针免疫后的２倍以
上，且均高于其他２组疫苗。从抗体应答水平看，１针免疫后
出现不规律的现象而难于判定，但２针免疫后 ＰＨＫＣＶ＋Ｐ组
明显高于ＰＨＫＣＶ组；从保护效果看，无论是１针免疫还是２
针免疫后，ＰＨＫＣＶ＋Ｐ组均明显高于ＰＨＫＣＶ组（约提高２ＩＵ
剂）［２］。本研究中 ｐｏｌｙⅠ：Ｃ与 ＩＢＤＶ活疫苗同时免疫鸡群，
发现ＩＢＤＶ抗体上升水平与纯ＩＢＤＶ疫苗组水平相当，佐剂增
强疫苗免疫效果并不显著。
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ＥｘｐＭｅｄ，１９９９，１８９（５）：８２１－８２９．

［９］钱　莉，傅　奕，潘兴元，等．ＴＬＲ３激动剂对 Ｂ细胞功能的影响
［Ｊ］．免疫学杂志，２０１１，２７（１０）：８３３－８３６．
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