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摘要: 为了研究 H5N1 亚型禽流感病毒 HA 基因重组新城疫病毒活载体疫苗株［La Sota － HAmut( GD) ］的组织

嗜性，用重组疫苗［La Sota － HAmut( GD) ］人工感染 2 日龄 SPF 鸡，接种后定期采集病鸡的各组织器官制备成

石蜡切片，用建立的检测石蜡切片中［rLa Sota － HAmut( GD) ］病毒的免疫酶组化染色技术，对人工感染［rLa
Sota － HAmut( GD) ］鸡发病后病毒的组织器官亲嗜性和动态分布规律进行研究。［rLa Sota － HAmut( GD) ］在

胞浆内复制，主要亲嗜气管黏膜的上皮细胞和固有层腺体细胞，肝小叶间胆管上皮细胞。病毒出现的先后顺序

为气管，肝脏，肺脏。结果表明: 外源基因 HAmut 的插入对 LaSota 疫苗株的组织嗜性的影响很大 。
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Abstract: Vaccination was given by eyedrop and intranasally instillation with LaSota － HAmut( GD) ( 2 ×
106 EID50 /chicken) to two － day － old SPF chicken，after 1，3，5，10，15，18 days the trachea，lungs，liv-
ers，kidneys，brains，spleen，proventriculus，duodenum were collected． The distribution of viral antigen in
tissues was detected by using immunohistochemical( IHC) staining． As a resault，in the chickens of LaSota －
HAmut( GD) vaccination，specilfic staining was localized in the trachea submucosa cells，hepatocytes，bronchus
epithelial cells，alveolar nacrophages; the appeating sequence of viral antigens in the organs was tracheal，
lungs，livers． These results showed that foreign gene HAmut inserted rLaSota had a little influence on histotro-
pism of viral antigen．
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新城疫病毒在分类上属副黏病毒科、腮腺炎病毒属，是一种有囊膜的负链 RNA 病毒［1］。新城疫是

由新城疫病毒( NDV) 引起的以主要侵害鸡和火鸡的急性、高度接触性传染病，常以败血症经过，危害极

其严重。很多学者正对其病原 NDV 进行研究，NDV 弱毒疫苗可同时诱导全身性体液免疫、局部黏膜免

疫及细胞免疫的形成，产生更加全面、确实的免疫保护; 可通过饮水、喷雾、滴鼻、点眼或注射多种方式给

苗，使用极为方便; NDV 弱毒具有高滴度的鸡胚生长特性，生产成本极为低廉。NDV 弱毒疫苗免疫在我

国养禽业几乎是所有新生雏鸡必不可少的免疫程序，所有这些使得 NDV 弱毒疫苗成为最具吸引力的重

组活病毒疫苗载体。NDV 为高度传染性和高度致死性的家禽疫病原，我国每年用于新城疫防制的弱毒

疫苗至少在百亿羽份以上，所以 NDV 弱毒作为活病毒疫苗载体应用的经济意义巨大。包括 LaSota 株在

内的 NDV 弱毒疫苗长期以来一直用于家禽防疫，其安全有效性已被充分证明; NDV 遗传相对稳定，仅

有一个血清型，毒株间发生重组及毒力返强可能性极小; 复制过程在细胞浆内完成，从 RNA 到 RNA，不

存在 DNA 阶段及细胞基因组整合的可能［2 － 3］; NDV 弱毒疫苗可同时诱导全身性体液免疫、局部黏膜免

疫及细胞免疫的形成，形成更加全面、确实的免疫保护［4］。
A 型流感病毒血凝素( HA) 是诱导保护性抗体免疫反应的最主要免疫原。GD /96 为中国大陆分离

的第一个 H5 亚型禽流感病毒分离株，其 HA 基因被认为与目前流行危害于亚、欧、非洲、危害禽类并导

致人类感染发病死亡 H5N1 亚型高致病力禽流感病毒在分子进化上具有共同的祖先，在目前我国所有

H5 禽流感分离株之间抗原性最具代表性，GD /96 作为早期分离株的代表，HA 基因分别被选择用于重组

新城疫病毒的目的外源抗原基因。
重组 NDV 保持野生型 LaSota 疫苗株的高滴度鸡胚生长和低致病性特性，高代次连续传代仍然保持

生物学特性和外源重组 HA 基因的稳定表达不变。
1999 年欧洲学者［5］率先建立了第一个高致病性 NDV 的反向遗传操作系统( reverse genetic system，

RGS 系统) 。研究表明，NDV 基因组在不同位点插入外源报告基因或免疫原基因，经细胞或鸡胚连续高

代次传代仍保持高度的遗传和表达稳定性［6 － 7］。我们选择生产实践广泛应用、免疫效果良好的 NDV
LaSota 弱毒疫苗株，建立了相应的反向遗传操作系统，成功救获了野生型病毒株，在此基础上，前期实验

中重组病毒［rLa Sota － HAmut( GD) ］按 106EID50‰常规剂量 1 次免疫 7 日龄 SPF 雏鸡，诱导显著而持久

的 NDV 和 H5 亚型 AIV 特异保护性 HI 抗体反应; 1 次免疫 3 周后，免疫雏鸡对新城疫强毒致死攻击均

为 100%完全保护; 对重组 HA 基因同源和异源 H5 亚型高致病力 AIV 的致死攻击分别形成 100% 完全

保护，攻毒后不发病、不死亡且喉头及泄殖腔排毒检测阴性。实验结果表明，重组病毒［rLa Sota － HAm-
ut( GD) ］可以作为安全有效、成本低廉的重组二联活疫苗，用于家禽 H5 亚型高致病力禽流感及新城疫

的疫苗防制。本实验利用重组［La Sota － HAmut( GD) ］接种 2 日龄 SPF 鸡，进行病毒定位研究，对组织

嗜性作了初步研究，这对揭示外源基因 HAmut 的插入对 LaSota 亲本疫苗株的病毒定位和组织嗜性的影

响及对揭示 LaSota 的免疫机理和对 LaSota 作为疫苗的载体的可行性作了初步探索。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 试验动物 本试验选用 2 日龄 SPF 鸡，在哈尔滨兽医研究所的隔离器中饲养。
1． 1． 2 病毒及抗体 La Sota － vp2 毒株由哈尔滨兽医研究所构建，利用反向遗传操作系统，成功救获

了病毒株; 抗 NDV NP 蛋白单克隆抗体由哈尔滨兽医研究所研制。
1． 1． 3 负压隔离器 哈尔滨兽医研究所动物研究中心提供。
1． 2 主要试剂

DAB 显色试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司; 美国 ZYMED 公司 Sp － 9000 免疫组化试剂盒

购自北京中山生物技术有限公司。

2 结果分析

2． 1 动物免疫与取材

实验分 2 组: 第 1 组空白对照组用灭菌 PBS 滴鼻、点眼 100 μL /只接种 2 日龄雏鸡; 第2 组用［La Sota
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－ HAmut( GD) ］疫苗株滴鼻、点眼 100 μL /只免疫 2 日龄雏鸡; 每组 20 只分别隔离饲养，在免疫后 1，3，

5，10，15，18 d 取材心脏、肝脏，肺脏、肾脏、大脑，1 次扑杀 2 只或 3 只。
2． 2 NDV 抗原检测

分别将各组鸡心脏、肝脏、肺脏、肾脏、大脑 16 mm × 30 mm 经 w( 多聚甲醛) = 4% 固定 24 h，按常

规制作石蜡切片，实验中所用一抗为抗 NDV NP 蛋白单克隆抗体，工作效价 1∶ 600。
依次将载玻片放入二甲苯( I) － 二甲苯( II) － 100%乙醇( 体积分数计，下同) ( I) － 100% 乙醇( II)

－ 95%乙醇 － 85%乙醇 － 75%乙醇 － 50%乙醇，一般在每个试剂中放 10 min; 蒸馏水冲洗，PBS 浸泡 5
min; 脱蜡后用 PBS( 磷酸盐缓冲液) 溶液冲洗 3 遍，加入 3%H202 溶液中孵育 10 min，然后倒掉 H202，在

蒸馏水中洗 3 次。再加入柠檬酸缓冲液，放入烧杯在微波炉中蒸煮，一般刚到沸腾断电，冷却至室温

( 10 min) ，反复蒸煮 2 次; 冷却至室温后，将柠檬酸缓冲液倒掉，并将载玻片置于 PBS 中 5 min，洗 2 次，

加上 5%BSA 封闭液，然后放置室温 20 min; 将载玻片上的多余液体甩去不洗; 加一抗( NDV 抗 NP 蛋白

单克隆抗体) ; 做空白对照实验，就在组织切片上用 PBS 代替一抗。加完一抗在 4 ℃冰箱中保存过夜;

将载玻片从冰箱中取出，放入 PBS 中洗 3 次，每次 5 min，加二抗( 生物素标记抗鼠 IgG) ，然后置于 37 ℃
温箱中 20 min; 加过氧化物酶标记链酶卵白素工作液; 将切片从温箱中取出，放入 PBS 中洗 3 次，每次

5 min，加上辣根酶标记链酶卵白素工作液，置于 37 ℃ 温箱中 20 min; 将切片从温箱中取出，放入 PBS
中洗 3 次，每次 5 min，擦干组织周围的 PBS 后加上显色剂。显色剂的配置: 在 1 mL 水中加 1 滴显色剂

A，摇匀; 然后加 l 滴显色剂 B，摇匀; 再加 1 滴显色剂 C，摇匀，20 ～ 37 ℃，镜下控制显色时间; 将显色后

的切片用清水冲洗一段时间后，浸泡于苏木精中染色; 将复染后的片子置于水中冲洗后，依次将载玻片

放入 50%乙醇 － 75%乙醇 － 85%乙醇 － 95%乙醇 － 100% 乙醇( I) － 100% 乙醇( II) － 二甲苯( I) － 二

甲苯( II) ，每个试剂中放置 5 min，封片。镜下观察其结果。
2． 3 免疫组化检测

2 日龄雏鸡用［La Sota － HAmut( GD) ］疫苗株接种后的第 3 d 就发现气管黏膜和肺脏出现阳性反

应，褐色颗粒出现在细胞浆中。接种后第 5 d 肝脏的肝细胞有阳性反应，褐色颗粒出现在胞浆内。病毒

出现规律( 表 1) 。
表 1 在 rLa Sota － HAmut( GD) 接种后不同组织器官中不同时间的检出情况

Tab． 1 Virus distribution in organs of chickens with rLa Sota － HAmut( GD) on different days

接种后时间 /d
Inoculated time

材料 Material

气管

Trachea
肝脏

Liver
肺脏

Lung
肾脏

Kidney
大脑

Brain
脾脏

Spleen
腺胃

Proventriculus
十二指肠

Duodenum

1 － － － － － － － －

3 + － + － － － － －

5 + + + － － － － －

10 + + + － － － － －

15 + － + － － － － －

18 + － － － － － － －

* + 免疫组化阳性; － 免疫组化阴性。
Immunohistochemical staining showed positivei; mmunohistochemical staining showed negative．

呼吸系统: 2 日龄 SPF 鸡接种［La Sota － HAmut( GD) ］毒株在接种后第 3 d 气管黏膜的固有层有阳

性反应，褐色颗粒出现在固有层的腺体细胞、淋巴细胞、巨噬细胞中( 图 1) 。接种后第 15 d，没有发现阳

性反应。气管攻毒后第 3 d 气管均有病毒存在和分布，位于气管黏膜上皮细胞胞浆和固有层黏液腺细

胞胞浆内，阳性染色强度逐渐加深并维持一段时间后逐渐减弱、最后消失。在肺脏的小支气管固有层增

生的淋巴细胞和粒细胞，单核细胞阳性，黏膜下层腺体细胞阳性，小动脉周围结缔组织细胞阳性，肺泡间

巨噬细胞阳性，褐色颗粒出现在细胞中( 图 2) 。
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A． 气管粘膜阳性( IHC × 400) ; B． 气管空白对照组( 用 PBS 代替一抗) ( IHC × 400) 。
A． Immunohistochemical staining showed positive in chicken tracheal cells; B． There is not specific staining in chicken tra-

cheal cells( PBS replaced Monoclonalantibody) ．
图 1 用［La Sota － HAmut( GD) ］接种 2 日龄 SPF 鸡接种后第 3 d 气管黏膜

Fig． 1 Chicken trachea epithelium at the third day inoculated with［La Sota － HAmut( GD) ］

A． 气管粘膜阳性( IHC × 400) ; B． 气管空白对照组( 用 PBS 代替一抗) ( IHC × 400) 。
A． Immunohistochemical staining showed positive ( IHC × 400 ) ; B． Immunohistochemical staining showed negative ( PBS

replaced Monoclonalantibody) ( IHC × 400) ．
图 2 用［rLa Sota － HAmut( GD) ］接种 2 日龄 SPF 鸡接种后第 3 d 肺脏

Fig． 2 Chick lung at the third day inoculated with［rLa Sota － HAmut( GD) ］strain

A． 阳性肝细胞( IHC × 200) ; B 肝脏空白对照组( 用 PBS 代替一抗) ( IHC × 200) 。
A． Immunohistochemical staining showed positive in chicken liver cells; B． Immunohistochemical staining showed negative

in chicken liver cells( PBS replaced Monoclonalantibody) ．
图 3 用 La Sota － vp2 接种 2 日龄 SPF 鸡接种后第 5d 肝脏

Fig． 3 Chicken liver at the fifth day inoculated with ( La Sota － vp2) strain

消化系统: 接种后第 5 d 在肝脏肝细胞中有阳性反应，褐色颗粒出现在中央静脉、汇管区周围肝细

胞的细胞浆中( 图 3) 。接种到第 15 d 没有发现肝脏细胞的阳性反应。阴性对照组，空白对照组背景清

晰，肝脏有病毒存在和分布，阳性染色强度逐渐加深并维持一段时间后逐渐减弱，最后消失。

3 讨 论
外源基因 HAmut 的插入增加病毒在雏鸡体内的组织嗜性。免疫组化结果说明病毒能在气管固有
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膜淋巴细胞，腺体细胞内复制，肺脏小支气管固有层细胞、黏膜下层腺体细胞、小动脉周围结缔组织细

胞、肺泡间巨噬细胞，也能在肝细胞内复制，这增加了亲本毒株 La Sota 的复制部位，在早期研究中发现，

以气雾方式接种新城疫病毒 B1 和 GB 菌株时，在接种第 1 d 就能在气管黏膜上发现病毒［8］。为什么病

毒在感染初期停止在靶器官内复制，目前还不清楚，可能是病毒进入机体后，在黏膜部位由于外界干扰

素如氧过少，酸性多的情况下抑制病毒在靶器官的复制。细胞表面病毒受体位点的损伤和缺失也许是

病毒感染引起气管黏膜的损伤的重要因素。荧光抗体检测已经证明新城疫病毒抗原出现在纤毛上皮细

胞和腺体细胞中［8］。LaSota 毒株能在气管黏膜固有层细胞和肝细胞中复制。刘培欣，曹殿军等［9］报道

用 LaSota 弱毒滴鼻、点眼接种雏鸡后在免疫后的 1，3，5，8，12，16，21，30 d 取雏鸡的肝脏、十二指肠、肺
脏、食管、法氏囊、气管，检测病毒在组织中的分布，结果发现接种后第 5 d，肝脏组织中有病毒的存在;

现接种后第 3 d，气管组织中有病毒的存在。
［La Sota － HAmut( GD) ］在机体的气管和肝脏检出的时间与亲本株相同，但在肺脏持续时间很长。

刘培欣，曹殿军等［9］报道用 LaSota 弱毒滴鼻、点眼接种雏鸡后在接种后第 5 d 能发现肝脏的肝细胞呈阳

性反应; 虽然在肝脏复制但未引起肝脏的明显病变，这可能是由于病毒与宿主细胞之间保持着一种稳定

状态; 2 日龄接种的雏鸡在气管黏膜的检测发现接种后第 3 d 就有阳性反应，褐色颗粒出现在固有层的

细胞胞浆中，其他器官未发现阳性反应。
本研究从［La Sota － HAmut( GD) ］疫苗株对各个组织器官嗜性及其动态分布规律方面进一步揭示

［La Sota － HAmut( GD) ］从呼吸道入侵后，很快扩散肺脏、肝脏。在组织器官中大量复制，但不引起鸡的

临床症状。［La Sota － HAmut( GD) ］是一种泛嗜性胞浆内复制病毒，经气管人工接种［La Sota － HAmut
( GD) ］病毒首先在固有层腺体细胞内和肺脏小支气管固有层细胞、黏膜下层腺体细胞、小动脉周围结

缔组织细胞、肺泡间巨噬细胞，大量复制。
［La Sota － HAmut( GD) ］疫苗株采用滴鼻点眼接种，因为诱导粘膜免疫的最佳途径是直接将抗原接

种到粘膜表面。由于共同粘膜免疫系统的存在，在某一点粘膜位点的接种便可诱导全身的粘膜免疫反

应。［La Sota － HAmut( GD) ］疫苗株能够引起呼吸道的免疫反应，并且我们发现在呼吸道有病毒抗原的

存在，它可以显著降低免疫原量。这说明滴鼻点眼接种可能是一种有效、安全的免疫途径。
作为预防新城疫和家禽 H5 亚型高致病力禽流感疫苗［La Sota － HAmut( GD) ］，接种后第 3 d 免疫

组化染色［La Sota － HAmut( GD) ］出现在气管固有膜腺体细胞浆中和肺脏细胞中，这是导致机体发生免

疫反应的前提条件，是机体防御机制和免疫机制的表现。外源基因 HAmut 的插入亲本毒株增加病毒在

雏鸡体内的组织嗜性。
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