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摘要：【目的】单核巨噬细胞在免疫系统中发挥着重要的作用，试验研究了对单核巨噬细胞吞噬性能的选择

影响矮小鸡 G1 代抗传染性支气管炎病毒（IBV）的能力。【方法】在矮小鸡 290 日龄时，检测了 G0 代 500 只个体

（母鸡 400 只，公鸡 100 只）的吞噬指数（PI），并根据 PI 的大小分为强吞噬力组（HPIG）和弱吞噬力组（LPIG）。

建立 2 × 2 交配组合：HPIG ♂ × HPIG ♀（强公强母组），LPIG ♂ × HPIG ♀（弱公强母组），HPIG ♂ × LPIG ♀

（强公弱母组），LPIG ♂ × LPIG ♀（弱公弱母组）。随机选择 400 只 1 日龄 G1 代雏鸡（每组 100 只，公母各半），

其中 360 只采用滴鼻方式人工接种含 IBV M41 病毒的鸡胚尿囊液，40 只作为对照，连续观察 14d，记录死亡数，

制作石蜡切片进行 H. E.染色，并通过红细胞凝集抑制试验（HI）测定 15 d 时存活鸡只的抗体效价。G1 代鸡 20

周龄时，选择母鸡 12 只，其中强组母鸡后代 6 只，弱组母鸡后代 6 只，以病毒模拟物 Poly I:C 刺激体外培养的

单核巨噬细胞，采用荧光定量 PCR 的方法测定细胞因子及主要组织相容性复合体（MHC）mRNA 的表达水平。【结

果】G0 代不同个体对异源红细胞的吞噬能力差异显著，通过测定 G0 代个体的吞噬指数，建立交配组合，孵育得

到G1代鸡。对G1代鸡的IBV攻毒试验的结果为强公强母组后代的死亡率（33.3±0.05）%显著低于弱公弱母组（55.6

±0.05）%，其他两个组合后代的死亡率介于上述值之间，弱公强母组为(43.3±0.05)%，强公弱母组为(47.8±

0.05)%；母鸡对后代的影响大于公鸡，强母组后代的死亡率（38.3±0.04）%显著低于弱母组（51.7±0.04）%。

攻毒组在接种 IBV M41 病毒 3 d 后表现出咳嗽、呼吸困难、食欲减退、精神沉郁等临床症状，对病死鸡的气管及

肾脏的 H.E.染色结果可见典型的病灶，气管上皮细胞坏死脱落，肾小管上皮细胞发生空泡变性等，而对照组均无

临床症状及组织病变。对 198 只攻毒后存活个体抗体滴度的测定结果显示强组母鸡后代抗体滴度（8.45±0.07）

显著高于弱组母鸡后代的抗体滴度（8.10±0.08）。利用病毒模拟物 Poly I:C 刺激体外培养的单核巨噬细胞 2 h

后，强吞噬力个体（强组母鸡后代）细胞因子 IFN γ和 IL-1β的表达量分别是弱吞噬力个体（弱组母鸡后代）的

5.14 倍（P＜0.05）和 2.41 倍（P＜0.05）。强吞噬力个体 MHCⅠ的表达量显著高于弱吞噬力个体，而 MHCⅡ的表

达量差异不显著。【结论】通过测定体外培养的单核巨噬细胞的吞噬性能，按照吞噬指数的高低建立交配组合，

强吞噬力母鸡后代的攻毒死亡率显著低于弱吞噬力母鸡后代，且其抗体滴度、细胞因子（IFN γ、IL-1β）和 MHC

Ⅰ的表达量显著高于弱吞噬力母鸡后代，说明强吞噬力母鸡后代具有较强的抗 IBV 的能力。因此单核巨噬细胞的

吞噬能力可以作为培育抗 IBV 品系的一种指标。 
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Abstract: 【Objective】 Monocytes-macrophages play an important role in the immune system. The effect of selection for 
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monocytes-macrophages phagocytosis on infectious bronchitis virus (IBV) resistance in generation 1 (G1) of dwarf chickens was 
studied. 【Method】 The phagocytic index (PI) of 500 dwarf chickens (400 hens and 100 cocks) of generation 0 (G0) was tested at 
290 d of age, and then the chickens were divided into high and low PI groups (HPIG and LPIG). 2 × 2 mating combinations were 
conducted: HPIG ♂ × HPIG ♀, LPIG ♂ × HPIG ♀, HPIG ♂ × LPIG ♀, LPIG ♂ × LPIG ♀. Four hundred G1 chickens (half in sex) 
equally from 4 mating groups were selected to IBV challenge at 1 d, 360 of which were artificially inoculated with allantoic fluid 
containing IBV M41 virus, while 40 as a control. Chickens were observed for 14 d and deaths were recorded. Paraffin sections were 
made and stained by hematoxylin-eosin (H. E.). Antibody titers of the survival chickens at 15 d were measured by the red cell 
agglutination inhibition test (HI). Twelve G1 chickens at 20 w equally from high and low PI groups were selected. Monocytes- 
macrophages were isolated and cultured, then challenged with Poly I:C. Expression of mRNA of cytokines and major 
histocompatibility complex (MHC) were tested by quantitative real-time PCR. 【Result】 Phagocytic ability of heterologous 
erythrocytes were different significantly in G0. G1 chickens were incubated according to mating groups according to PI of G0. 
Results of challenge in G1 showed that the mortality rate (33.3±0.05)% of progeny from HPIG ♂ × HPIG ♀ were significantly 
lower than that of progeny from LPIG ♂ × LPIG ♀(55.6±0.05)%. Mortality rates of progeny from LPIG ♂ × HPIG ♀ and HPIG ♂ × 
LPIG ♀were (43.3±0.05)% and (47.8±0.05)% respectively. Effect of hens on the offspring was greater than cocks. The mortality 
rate of progeny from HPIG ♀ was (38.3±0.04)%, which was significantly lower than that of progeny from LPIG ♀(51.7±0.04)%. 
Chickens showed clinical symptoms of cough, shortness of breath, loss of appetite and depression after challenged with IBV M41 
for 3 d. Typical damages on the trachea and kidney of dead and sick chickens could be seen through H. E. staining. Epithelial cells 
appeared necrosis and empty bubble degeneration in tracheal, respectively. The control group showed no clinical symptoms and 
pathological changes. The antibody titers of 198 surviving challenged individuals showed that antibody titer of progeny from 
HPIG ♀ (8.45±0.07) was significantly higher than that of progeny from LPIG ♀(8.10±0.08). Expressions of IFN γ and IL-1β of 
high phagocytic chickens (progeny of HPIG ♀) was 5.14 times (P＜0.05) and 2.41 times (P＜0.05) higher than the low 
phagocytic chickens (progeny of LPIG ♀). Expression of MHC Ⅰ of high phagocytic chickens was significantly higher than that 
of low phagocytic chickens, while expression of MHCⅡ was not significant. 【Conclusion】 The experiment was performed with 
four mating combinations according to phagocytic index of monocytes-macrophages in vitro. Mortality rate of progeny of HPIG ♀ 
was significantly lower than that of progeny of LPIG ♀ after challenge, while the antibody titer and the expression of cytokines 
(IFN γ and IL-1β) and MHC Ⅰ were significantly higher. The results showed that the progeny of HPIG ♀ was more resistant to 
IBV than progeny of LPIG ♀. Therefore, the phagocytic ability of monocytes-macrophages could be an indicator for breeding 
IBV resistant lines.  
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0  引言
 

【研究意义】鸡传染性支气管炎是一种急性高度

接触性传染病，引起鸡呼吸道、肾脏、肠道及输卵管

等多个部位的感染。疫苗在鸡群的疾病抵御方面具有

重要的保护作用，但 IBV 血清型众多，新的变异株不

断出现，且不同血清型间的交叉保护性小，造成鸡群

免疫失败[1]。因此，抗病品系的筛选和培养是一项重

要的工作。单核巨噬细胞具有广泛的生物学效应，病

原体入侵机体后，首先被单核巨噬细胞捕获，启动非

特异性免疫，巨噬细胞具有趋化性及吞噬性，有效地

吞噬消化外源微生物及内源性物质，活化的巨噬细胞

可以产生细胞毒性物质（NO、活性氧等）破坏吞噬物，

并且分泌多种细胞因子、补体、防御素等活性物质[2]。

通过对单核巨噬细胞性能的筛选，选育抗传染性支气

管炎病毒的品系，具有重要的意义。【前人研究进展】

抗病育种的方法有多种，从最初的观察畜种、攻击畜

种或后裔等直接选择法，发展到以分子标记辅助选择、

转基因技术为主要内容的间接选择法，不同方法具有

各自的优越性，同时也具有限制其发展的缺点[3-4]。为

了获得家禽的抗病品系，ZHAO 等[5-7]分别从抗体滴

度、沙门氏菌的含量、生产性状等方面对群体进行了

选育。LYALL 等[8]制备了对病毒具有高抗性和易感性

的转基因鸡的群体。但是消费者很难接受转基因的禽

类产品，并且转基因鸡无法广泛应用于家禽业。以细

胞学为标记的选择方法，目前已具有一些成功的例子。

SWAGGERTY 等[9]利用外周血嗜异白细胞培育了鸡

白痢沙门氏菌的抗病品系 A、D 及易感 B、C，其中 A、

B 为亲本商品代肉鸡品系，C、D 为 F1代 A、B 系的

正反交品系。通过对 F1 代抗病性能的测定发现体外

异嗜细胞的功能与鸡对肠炎沙门氏菌的抗性呈正相

关[10]，与肠球菌及艾美尔球菌的抗性呈正相关[11-12]。
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通过对分子机理的研究发现，抗性品系的促炎因子和

趋化因子 mRNA 的表达水平均高于易感品系[13]。LI
等[14]研究表明单核巨噬细胞吞噬能力较高的母鸡，其

子代含有较高的母源抗体，因而具有较强的抗病能力。

【本研究切入点】虽然 SWAGGERTY 等[9]通过对家

禽异嗜细胞功能的选育，建立了抗性品系和易感品系，

但其并未研究这两种品系对于传染性支气管炎病毒的

抗性差异。单核巨噬细胞作为固有免疫中的重要吞

噬细胞，其功能的差异直接影响固有免疫的能力，

LI 等[14]指出高吞噬力母鸡的子代具有较高的抗病力，

但并未就具体的疾病展开研究，也未研究其高抗病力

的分子机制。【拟解决的关键问题】本研究旨在通过

对 G0 代单核巨噬细胞吞噬性能的选择，研究是否可

以提高 G1 代中高吞噬组后代对 IBV 病毒的抵抗力，

并研究其分子机制。 

1  材料与方法 

试验于2010年3—11月在中国农业大学细胞与分

子实验室及北京北农大种禽有限责任公司完成。 
1.1  试验动物 

随机选择 900 只农大 3 号节粮矮小型蛋鸡饲养于

北京北农大种禽有限责任公司，鸡只按照标准条件饲

养，采食饮水自由。290 日龄时，测定 G0 代 500 只鸡

（母鸡 400 只，公鸡 100 只）的吞噬指数（phagocytic 
index，PI），按照 PI 的强弱，分为强吞噬组（high 
phagocytic index groups，HPIG，其中公鸡 PI ≥ 3.0，
母鸡 PI ≥ 2.0）和弱吞噬组（low phagocytic index 
groups，LPIG，其中公鸡 PI = 1.0，母鸡 PI ≤ 1.1）。

192 只中等吞噬力的个体被淘汰。 
试验选用 2×2 配种组合：HPIG ♂×HPIG ♀（强

公强母组），LPIG ♂×HPIG ♀（弱公强母组），HPIG 
♂×LPIG ♀（强公弱母组），LPIG ♂×LPIG ♀（弱公

弱母组）。每组 7 只公鸡，每只公鸡配种 10 只母鸡。

连续 15 d 收集种蛋后入孵。所得 G1 代雏鸡，每组随

机选择 100 只（公母各半），4 组共 400 只用于攻毒

试验。其余 G1 代鸡饲养到 20 周龄时，HPIG 与 LPIG
各选择 6 只健康的母鸡，用于细胞因子测定试验。 
1.2  细胞分离培养 

翅静脉采集 0.5 mL 外周血，缓慢注入加有肝素的

1.5 mL 无菌离心管中。利用密度梯度离心法分离外周

血单个核细胞（PBMC）：抗凝血与 Hank’s 以 1﹕1
的比例混合，再加入 1 mL 淋巴细胞分离液的液面上，

500×g 水平离心 20 min 收集中间层的 PBMC，加

Hank’s 液 800×g 离心 10 min 洗涤 PBMC 一次。将

PBMC用配好的RPMI1640培养液以1×107个/孔接种

于 96 孔板中，在 37℃，5% CO2饱和湿度培养箱中培

养 24 h。用移液器移走悬浮细胞，RPMI1640 培养液

洗涤贴壁细胞 2—3 次，贴壁细胞即为单核巨噬细胞，

淋巴细胞和血小板不具有贴壁特性。培养 48 h 后，90%
的贴壁细胞为单核巨噬细胞[3]。 
1.3  吞噬性能测定 

经过 72 h 培养，单核巨噬细胞的密度为 2×105

个/孔。取寿光鸡的红细胞作为异源红细胞，并以 1×
106个/孔加入培养单核巨噬细胞的 96 孔培养板。将培

养板放入 CO2培养箱，吞噬反应于 6 h 内发生。吞噬

性能的计数方法：吞噬后细胞用 PBS 洗涤 2 次，用相

差显微镜，计数 300 个单核巨噬细胞中吞噬红细胞的

单核巨噬细胞数，及被吞噬的红细胞总数[15]。吞噬指

数（PI）表示为被吞噬的红细胞数除以吞噬红细胞的

单核巨噬细胞数[16]。 
1.4  传染性支气管炎病毒复壮及收获 

IBV M41株冻干毒购自中国兽药监察所。使用前，

加 2 mL 无菌生理盐水入冻干毒得病毒液。选用 10 日

龄 SPF 鸡胚，照蛋画出气室和胚位，在气室接近胚位

处用酒精消毒，打孔器打小孔，将注射器针头从小孔

处小心扎入 1.5 cm 深注入 0.1 mL 病毒液。用石蜡封

口，置孵育箱中孵育，弃掉 24 h 内死亡鸡胚。每天照

蛋 1 次，收集 72 h 内死亡鸡胚的尿囊液。离心去杂质

后取上清病毒液放 4℃冰箱备用。 
1.5  IBV 攻毒及抗体测定 

随机选择 400 只（每组 100 只，公母各半）1 日

龄的 G1 代雏鸡，其中 360 只用于攻毒试验，40 只作

为对照。攻毒组采用滴鼻方式人工接种 IBV M41 病毒

鸡胚尿囊液 0.2 mL/只，含毒量为 107—109 EID50，对

照组接种非感染尿囊液 0.2 mL/只。为了避免交叉感

染，攻毒组和对照组严格隔离饲养，试验时按照先对

照组后攻毒组的原则进行饲养与记录，各饲养组有独

立的工作服及器皿，严格避免病原菌的传播。接种后

连续观察 14 d，记录死亡数，剖解死亡鸡只，观察心、

肝、脾、肺、肾等的病理变化，确定其死亡原因。制

作切片并通过 H. E. 染色观察组织的病理变化。第 15
天屠宰被感染的活鸡，取血清进行红细胞凝集抑制试

验（HI）测定其抗体效价（log2）。 
1.6  病毒模拟物 Poly I:C 刺激细胞 

选择 20 周龄 G1 代健康母鸡 12 只，其中强吞噬

力个体（强组母鸡后代）和弱吞噬力个体（弱组母
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鸡后代）各 6 只。提取外周血单核细胞，细胞计数

后，以相同浓度接种于 6 孔板中。细胞纯化培养到

46 h 时，向培养液中加入 Poly I:C（Sigma），添加

浓度为 1 μg·mL-1，刺激时间为 0、2 h。48 h 时加裂

解液收集细胞，使用 RNA 提取试剂盒（Omega 
Bio-tek 公司）提取 RNA。纯化后的 RNA 分装后放

入-80℃备用。 
1.7  荧光定量 PCR 

荧光定量 PCR 引物设计程序为 Primer Express 
3.0，引物参见表 1。反应程序：95℃ 10 min；95℃ 30 
s，60℃ 30 s，68℃ 30 s，40 个循环，在 60℃ 30 s 处
采集荧光信号；95℃ 30 s，60℃ 30 s，95℃ 30 s，1
个循环，在 60℃ 30 s 处采集荧光信号。 

 
表 1  基因及引物 

Table 1  Genes and primers 

基因 
Gene 

引物 
Primers (5′-3′) 

Genebank 序列号

Genebank No. 

β-actin 

 

F: GAGAAATTGTGCGTGACATCA 

R: CCTGAACCTCTCATTGCCA 

X00182.1 

 

IFNγ F: AGCTGACGGTGGACCTATTATT 

R: GGCTTTGCGCTGGATTC        

AB021153.1 

MHCⅠ F: GTGGCTGCGGAGATACGT   

R: CAGTGGTGACCCAGGTGT 

AB426142.1 

MHCⅡ F: CATCTACAACCGGCAGCAGTT   

R: CGCCGAGACCCTCACCTT  

AB426142.1 

IL-1β F: GCTCTACATGTCGTGTGTGATGAG 

R: TGTCGATGTCCCGCATGA   

AJ245728.1 

1.8  数据分析 

利用 χ2检验分析不同组间攻毒死亡率的差异，并

利用 GLM 程序（SAS V8.2）对对数转化后的抗体滴

度的差异性进行方差分析，所用模型如下： 
Yij = μ + Fi + Mj + Fi × Mj + eij 

式中，Yij表示第 ij 个个体的表型性状记录值，μ为平

均值，Fi为第 i 个母鸡吞噬能力的效应，Mj为第 j 个
公鸡吞噬能力的效应，Fi×Mj 为第 i 个母鸡吞噬能力

与第 j 个公鸡吞噬能力互作对表型值的效应，eij 为残

差效应。差异显著水平 P 为 0.05。 
攻毒死亡率表示为死亡率±标准误。标准误的计

算方法依据样本百分数标准误计算公式，P 表示样本

百分数，SP为样本百分数标准误，SP =
n

PP )-1(
，其

中，P=
总样本数

患病数
，n=总样本数。 

荧光定量 PCR的结果分析采用 2-ddCt相对定量法，

计算出目标基因转录的变化倍数，β-actin 作为内参基

因。不同组合倍数变化的差异比较采用 SAS 软件的

GLM 程序。 

2  结果 

2.1  G0 代吞噬性能的差异 
对异源红细胞的吞噬能力有效地反映了不同个体

间单核巨噬细胞的吞噬性能。通过对 500 只 G0 个体

PI 值的检测，筛选出了吞噬力差异显著的个体（图 1）。 
 

ba

 
 
（a）强吞噬指数组（公鸡 PI ≥ 3.0，母鸡 PI ≥ 2.0）的个体；（b）弱吞噬指数组（公鸡 PI = 1.0，母鸡 PI ≤ 1.1）的个体 
(a) Individual from high phagocytic index (cock’s phagocytic index ≥ 3.0, hen’s phagocytic index ≥ 2.0); (b) Individual from low phagocytic index (cock’s 
phagocytic index = 1.0, hen’s phagocytic index ≤ 1.1) 

 

图 1  单核巨噬细胞对异源红细胞的吞噬能力 

Fig. 1  Phagocytosis of heterologous erythrocytes by monocytes-macrophages 
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2.2  IBV 攻毒死亡率 
攻毒时间为 14 d，死亡 162 只，解剖全部病死鸡，

均具有典型的传染性支气管炎症状。强公强母组后代

的死亡率（33.3±0.05）%显著低于弱公弱母组（55.6± 
0.05）%，其他两个组合后代的死亡率介于强公强母

组和弱公弱母组之间，弱公强母组为（43.3±0.05）%，

强公弱母组为（47.8±0.05）%（图 2-A）。分析公鸡

和母鸡的 PI 对后代死亡率的影响，结果显示母鸡对后

代 的 影 响 大 于 公 鸡 ， 强 母 组 后 代 的 死 亡 率

（（38.3±0.04）%）显著低于弱母组（（51.7± 0.04）
%），而强弱公鸡组后代的死亡率差异不显著（图 2-B）。 
2.3  抗体滴度 

测定了 198 只个体血清中抗 IBV 的抗体滴度。强

公强母组后代的抗体滴度显著高于其余 3组（图 3-A）。 
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选择 400 只 G1 代个体（公母各半）平均来自 4 个交配组合。然后，360 只采用滴鼻方式（107-109 EID50/只）接种含有 IBV 的尿囊液 0.2 mL，40 只

接种不含 IBV 的尿囊液 0.2mL 作为对照组。观察 14 d。A. 4 个交配组合后代的死亡率：1：HPIG ♂ × HPIG ♀，2：LPIG ♂ × HPIG ♀，3：HPIG ♂ × 
LPIG ♀，4：LPIG ♂ × LPIG ♀。B. 母鸡 HPIG 和 母鸡 LPIG 后代的死亡率。HPIG = 强吞噬指数组；LPIG =弱吞噬指数组。数据表示为平均数 ± 标
准误。a, b 表示差异显著（P＜0.05） 
Four hundred G1 chickens (half in sex) were selected equally from 4 mating groups. Then, 360 were challenged with 0.2 mL of allantoic fluid with IBV at 
hatch via oculonasal route (107-109 EID50/bird) and 40 as controls received 0.2 mL of allantoic fluid without IBV. Chickens were observed for 14 d. A. 
Mortality rates of progeny from 4 mating groups: 1: HPIG ♂ × HPIG ♀, 2: LPIG ♂ × HPIG ♀, 3: HPIG ♂ × LPIG ♀, 4: LPIG ♂ × LPIG ♀. B. Mortality rates 
of hen’s progeny from HPIG and LPIG . HPIG = high phagocytic index group; LPIG = low phagocytic index group. Data were means ± SE. a, b: Values with 
different letters differ significantly (P＜0.05) 

图 2 IBV 攻毒后 G1 代鸡只的死亡率 

Fig. 2  Mortality rates of generation 1 (G1) chickens challenged with IBV 
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400 只 G1 代随机选择 400 只（每组 100 只，公母各半）1 日龄的 G1 代雏鸡，选择 400 只 G1 代雏鸡平均来自于 4 组（每组各 100 只），用于 IBV
攻毒试验，记录死亡率，并用玻片凝集试验测定抗体滴度。A. 4 个交配组合后代的抗体滴度：1：HPIG ♂ × HPIG ♀，2：LPIG ♂ × HPIG ♀，3：HPIG 
♂ × LPIG ♀，4：LPIG ♂ × LPIG ♀。B. 母鸡 HPIG 和母鸡 LPIG 后代的抗体滴度。HPIG = 强吞噬指数组；LPIG =弱吞噬指数组。数据表示为平均

数 ± 标准误。a, b 表示差异显著（P＜0.05） 
Four hundred G1 chickens selected equally form 4 groups were challenged with IBV, and the survivors were tested for antibody titers by slide agglutination 
method. A. Antibody titers of progeny from 4 mating groups: 1: HPIG ♂ × HPIG ♀, 2: LPIG ♂ × HPIG ♀, 3: HPIG ♂ × LPIG ♀, 4: LPIG ♂ × LPIG ♀. B. 
Antibody titers of hen’s progeny from HPIG and LPIG. HPIG = high phagocytic index group; LPIG = low phagocytic index group. Data were means ± SE. a, b: 

Values with different letters differ significantly (P＜0.05) 

 

图 3  IBV 攻毒 1日龄 G1 代雏鸡后的抗体滴度 

Fig. 3  Antibody titers of generation 1 (G1) chickens after challenged with IBV at hatch 
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统计结果表明，公鸡对后代的影响不显著。强组母鸡

后代抗体滴度（8.45±0.07）显著高于弱组母鸡后代的

抗体滴度（8.10±0.08）（图 3-B）。 
2.4  病死鸡临床症状及病理组织学观察 

攻毒组鸡在接种 IBV M41 病毒后 3 d 出现临床症

状，表现为轻度咳嗽和精神沉郁，从第 4 天开始，呼

吸困难，张口呼吸，出现啰音，食欲减退。对照组精

神和采食正常。 

试验组病死鸡的器官和组织在攻毒后出现不同程

度的病理组织学损伤，取病死鸡的组织样进行 H.E.染
色鉴定。试验组鸡攻毒后第 3 天起，气管黏膜层结构

不完整，上皮细胞核变圆，有的胞核碎裂，部分上皮

细胞坏死脱落；黏膜下层水肿，毛细血管扩张充血（图

4-A）。肾间质血管扩张出血，肾小管上皮细胞发生

空泡变性，部分出现颗粒变性，核浓缩，间质有淋巴

细胞浸润（图 4-B）。对照组组织器官均无明显病变。 
 

A B

 
A. 气管；B. 肾脏  A. Trachea; B. Kidney 

 

图 4  感染 IBV 后的病理观察（200×） 

Fig. 4  Pathologic observation of IBV infection (200×) 

 
2.5  荧光定量 PCR 

试验通过病毒模拟物 Poly I:C 对外周血单核巨噬

细胞的刺激作用，利用相对定量的方法，比较了 G1
代不同吞噬力个体先天性免疫反应的差异。单核巨噬

细胞是先天性免疫反应中的主要效应细胞，同时也可

以有效地递呈抗原，激活获得性免疫反应。本试验测

定了先天性免疫反应中重要的细胞的因子 IFN γ 及

IL-1β的表达量，结果表明刺激 2 h 时，强吞噬力个体

IFN γ的表达量是弱吞噬力个体的 5.14 倍（P＜0.05，
图 5），而强吞噬力个体 IL-1β 的表达量是弱吞噬力

个体的 2.41 倍（P＜0.05，图 6）。主要组织相容性

复合体（MHC）具有介导先天性及获得性免疫反应

的重要作用。强吞噬力个体 MHCⅠ的表达量显著高

于弱吞噬力个体（图 7），而 MHCⅡ的表达量差异

不显著（图 8）。 

3  讨论 

鸡传染性支气管炎是由冠状病毒引起的急性高度

接触性呼吸道传染病。引起雏鸡高死亡率、生长发育 
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将从 12 只 G1 代个体中分离得到的单核细胞分别培养在 6 孔板中。46
小时后，向细胞培养液中加入 Poly I:C (1 加入分别培养在分别刺激 0 小

时和 2 小时。然后提取 mRNA。应用实时定量 PCR 检测细胞因子的表

达量。* 表示 P＜0.05 即相同刺激时间时 HPIG 和 LPIG 的表达量差异

显著。HPIG = 强吞噬指数组；LPIG =弱吞噬指数组。数据表示为平均

数 ± 标准误 
Monocytes isolated from twelve G1 chickens were cultured in 6-well tissue 
respectively. After 46 h, cells were challenged with Poly I:C (1solaL) for 0 
h and 2 h. Then mRNA were isolated. Quantitative real-time PCR was used 
to test the expression of cytokines. *indicates P＜0.05 for the comparison of 
HPIG and LPIG transcripts in the same time post infection. HPIG = high 
phagocytic index group; LPIG = low phagocytic index group. Data were 
means ± SE 
 

图 5  IFN γ表达量的倍数变化 

Fig. 5  Fold change expression of IFN γ  
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HPIG =强吞噬指数组，LPIG =弱吞噬指数组。数据表示为平均数 ± 标
准误, *表示 P＜0.05 
HPIG = high phagocytic index group, LPIG = low phagocytic index group. 
Data were means ± SE. *indicates P＜0.05 

 

图 6  IL-1β表达量的倍数变化 

Fig. 6  Fold change expression of IL-1β  
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HPIG =强吞噬指数组，LPIG =弱吞噬指数组。数据表示为平均数 ± 标
准误, *表示 P＜0.05 
HPIG = high phagocytic index group, LPIG = low phagocytic index group. 
Data were means ± SE. *indicates P＜0.05 

 

图 7  MHCⅠ表达量的倍数变化 

Fig. 7  Fold change expression of MHCⅠ 

 
受阻及母鸡成年后无法达到产蛋高峰。蛋鸡感染传

支后，产蛋量急剧下降，破蛋软蛋增多，造成养殖

业的巨大经济损失，因此通过抗病育种的方法选育

抗传染性支气管炎品系意义重大。抗病育种常用的

方法有直接选择法和间接选择法，其中间接选择法

又包括免疫遗传学抗病育种、分子标记辅助选择、

利用转基因技术抗病育种等。畜禽感染病原体后，

激活固有免疫和适应性免疫应答，研究表明，免疫

应答具有低遗传力或中等遗传力。单核巨噬细胞是 
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HPIG =强吞噬指数组，LPIG =弱吞噬指数组。数据表示为平均数 ± 标
准误，*表示 P＜0.05 
HPIG = high phagocytic index group, LPIG = low phagocytic index group. 
Data were means ± SE 

 

图 8  MHCⅡ表达量的倍数变化 

Fig. 8  Fold change expression of MHCⅡ 

 
固有免疫应答的主要细胞，同时是激活适应性免疫

应答的重要细胞，据报道单核巨噬细胞体外的吞噬

性能可以很好地反映细胞自身的免疫功能[17]及机体

的抗病性能[15]，检测其吞噬性能的方法有多种，利

用异源红细胞作为吞噬物来测定吞噬指数是常用的

一种方法[18]。本文通过体外测定单核巨噬细胞的吞

噬指数，分别将公鸡和母鸡分为强组和弱组，并进

行配种，获得 4 种交配组合的后代并测定其抗病性

能。 
强吞噬力母鸡后代较弱吞噬力母鸡后代对 IBV的

抗性强，IBV 攻毒后，强吞噬力母鸡后代的死亡率低

且抗体滴度高。首先，单核巨噬细胞在先天性及获得

性免疫反应中都具有重要的调节作用。通过细胞表面

的受体感知并吞噬入侵的微生物，并且通过分泌细胞

因子来扩大信号传导及激活 T 淋巴细胞的反应[2]。单

核巨噬细胞的强吞噬作用可以有效促进抗体的表达，

进而提高机体的抗病力[19-20]。其次，LI 等[14]报道，母

本的吞噬能力与鸡蛋中 IgY 的含量呈正相关[3]。对于

刚出生的雏鸡，免疫系统不成熟，极易受病菌的感染。

而雏鸡通过鸡蛋获得的母源抗体具有重要的保护作

用，加强雏鸡对各种病原体的免疫力[21]。母源抗体不

仅起被动的保护作用，而且可以促进雏鸡自身免疫系

统的发育与成熟[22]。因此，母本的吞噬能力决定了后

代对疾病的抗性。 
本试验利用 Poly I:C 这一病毒模拟物，刺激强吞

噬组及弱吞噬组体外培养的单核巨噬细胞，结果表明 
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强吞噬组 IFN γ及 IL-1β的表达量显著高于弱吞噬组。

这一结果与前人的报道较为相同。WIGLEY 等[23]体外

培养了沙门氏菌抗性品系和易感品系的巨噬细胞，用

沙门氏菌感染细胞后测定细胞因子，结果表明抗性品

系表达大量促炎细胞因子 IL-1 系、IL-6、CCLi2 等。

同样，SWAGGERTY 等[24]经体内及体外沙门氏菌感

染试验表明，抗性品系促炎细胞因子的表达量均高于

易感品系。 
细胞因子是固有免疫应答阶段重要的免疫分

子，包括促炎细胞因子和抗炎细胞因子，其中促炎

细胞因子可以通过增强炎症应答来提高机体的抗

感染能力[25-26]。CAUTHEN 等[27]对感染禽流感病毒

（AIV）的 1 日龄及 4 周龄鸡只的研究表明，IFN
的表达量与 AIV 的毒力、传播及变异密切相关，IFN
表达量高的个体其病毒滴度低，且带毒时间短。

NIU 等[28]研究表明，雏鸡在受到 IBV 感染后会产

生大量的干扰素[14]。干扰素可以有效抑制 IBV 在

肾及气管组织中的复制。IFN γ 可以促进巨噬细胞

表达活性氧及 NO 等活性物来杀伤病源 [29]。同时

IFN γ 可以促进 MHCⅡ、IL12 等的表达，且促进

抗体的生成[30-31]。IL-1β 是一类主要的促炎细胞因

子，可以促进 T、B 细胞活化、增殖和分化[32]。单

核巨噬细胞通过调节细胞因子的分泌，抑制了 IBV
的复制。 

MHC 与动物的抗病性密切相关。报道表明鸡只对

传染性支气管炎病毒的抗性与 MHC 的单倍型有关[33]。

而 MHC 与单核巨噬细胞具有互相调节的作用[34]。在

家禽中，不同 MHC 单倍型的个体其单核巨噬细胞在

吞噬、胞内病毒清除及血液单核细胞趋化性等方面的

功能差异显著。MHCⅠ的主要作用为递呈内源性抗原

（如病毒、肿瘤等），启动 Th1 型淋巴细胞反应[35]。

本试验中，强吞噬组 MHCⅠ的表达量显著高于弱吞噬

组，因此对病毒的递呈能力及获得性免疫反应的激活

作用较强。 

4  结论 

本研究通过活体攻毒试验及体外细胞因子的

表达测定，证明了强吞噬组后代抗传染性支气管炎

病毒的能力显著高于弱吞噬组后代。在受到病毒感

染后，强吞噬组后代可以迅速调动机体的免疫反

应，体内的单核巨噬细胞释放大量的促炎细胞因子

IL-1β、IFNγ 等，增强先天性免疫反应对病毒的清

除作用，同时组织相容性复合体Ⅰ的高表达可以提

高向细胞毒性 T 淋巴细胞递呈抗原的效率，启动较

强的获得性免疫反应。因此可以通过对单核巨噬细

胞吞噬能力的选择来选育抗传染性支气管炎病毒

的家禽品系。 
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