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　 　 摘要：　 为探讨免疫增强剂（ＶＡ５）提高 ＳＰＦ 鸡免疫功能的机理，将 ＳＰＦ 鸡分别免疫 Ｈ９ 亚型禽流感灭活疫苗、
含 ＶＡ５ 的 Ｈ９ 灭活疫苗、含 ＩＬ⁃４ 和 ／或 ＩＦＮ⁃γ 真核质粒的 Ｈ９ 亚型禽流感灭活疫苗，另设空白对照。 检测免疫鸡外

周血 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ 淋巴细胞亚群数目及 ＩＬ⁃４ 和 ＩＦＮ⁃γ 细胞因子含量的变化及血清抗体效价。 结果显示，在 １４ 日

龄、１７ 日龄和 ２１ 日龄和 ２８ 日龄，免疫 ＩＬ⁃４ 和 Ｈ９、ＩＬ⁃４ 与 ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 以及 ＶＡ５ 佐剂与 Ｈ９ 组的 ＣＤ４＋淋巴细胞亚

群上升快且比例高于其他组，免疫 ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９、ＩＬ⁃４ 与 ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 以及 ＶＡ５ 增强剂与 Ｈ９ 组的 ＣＤ８＋淋巴细胞亚

群上升快且比例高于其他组，ＩＬ⁃４ 的上升趋势与 ＣＤ４＋细胞类似，ＩＦＮ⁃γ 的上升趋势与 ＣＤ８＋类似。 免疫含 ＶＡ５ 的禽

流感（Ｈ９ 亚型）灭活苗组在免疫后第 ２ 周、３ 周和 ４ 周血清 ＨＩ 效价达到 ７ｌｇ２ 以上，高于其他各免疫组。 说明，与直

接添加 ＩＬ⁃４ 和 ＩＦＮ⁃γ 的细胞因子质粒组相比，ＶＡ５ 免疫增强剂能够促进 ＳＰＦ 鸡外周血淋巴细胞增值，提高 ＣＤ４＋、
ＣＤ８＋Ｔ 淋巴细胞的比例，并诱导 ＩＬ⁃４ 和 ＩＦＮ⁃γ 细胞因子分泌。
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　 　 免疫增强剂主要包括人工合成化学药物（如左

旋咪唑［１⁃２］、咪喹莫特、维生素 Ｅ、ＰｏｌｙＩ：Ｃ［３］ 等）、生
物来源制剂（如 ＣｐＧ［４］、ＬＰＳ［５］、干扰素、胸腺素［６］、
囊素五肽（ＢＰ５） ［７］等）、微量元素（如锌、硒等）和中

草药（如黄芪多糖、淫羊藿多糖、蜈蚣藻多糖［８］ 等）
等种类，具有改善机体免疫系统功能，提高细胞免疫

和体液免疫水平，增强抵抗疾病的能力等特点。 如

在免疫乙肝表面抗原 ＤＮＡ 疫苗同时添加西咪替丁

（ＣＩＭ）和左旋咪唑（ＬＭＳ）可以促进小鼠树突状细胞

（ＤＣ）活性及诱导免疫细胞产生高水平的 ＩｇＧ２ａ、ＩＬ⁃
２ 和 ＩＦＮ⁃γ 等［１］，并且两者间具有明显的协同和叠

加效应。 ＣｐＧ 添加至疫苗中可以引起免疫鸡的特

异性脾细胞增值和 ＩＦＮ⁃γ 的大量表达，并诱导产生

高滴度的血清 ＩｇＧ 和 ＩｇＡ 抗体［４］。 含囊素五肽

（ＢＰ５）的禽流感 Ｈ９Ｎ２ 灭活疫苗能明显提高免疫鸡

血清中 ＨＡ 抗原特异性抗体 ＩｇＧ 水平，促进外周血

淋巴细胞增值，提高 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋Ｔ 细胞的数量，并诱

导 Ｔｈ１ 型（ＩＬ⁃２ 和 ＩＦＮ⁃γ）和 Ｔｈ２ 型（ＩＬ⁃４）细胞因子

表达［７］。
本实验室筛选获得的 ＶＡ５ 复方免疫增强剂，含

有多种模式识别受体激动剂成分，能够明显提高禽

流感（Ｈ５ 或 Ｈ９ 亚型）灭活疫苗对鸡的免疫效力，产
生高滴度的 ＨＩ 血清抗体，延长疫苗的免疫保护持续

期［９⁃１１］。 本研究通过免疫含 ＶＡ５ 免疫增强剂的禽

流感灭活疫苗和 ＩＬ⁃４（和 ／或 ＩＦＮ⁃γ）的 ＤＮＡ 疫苗，
检测免疫鸡外周血 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ 淋巴细胞亚群数目

及 ＩＬ⁃４ 和 ＩＦＮ⁃γ 细胞因子含量的变化来探讨 ＶＡ５
免疫增强剂提高 ＳＰＦ 鸡免疫功能的机理。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

禽流感（Ｈ９ 亚型）油乳剂灭活疫苗（简称 Ｈ９ 灭

活苗）为市售商品化疫苗。 表达鸡 ＩＬ⁃４ 和 ＩＦＮ⁃γ 的

ｐＶＡＸ１⁃ＩＬ⁃４ 和 ｐＶＡＸ１⁃ＩＦＮ⁃γ 真核表达质粒（简称

ｐＶ⁃ＩＬ⁃４ 和 ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ）为本实验室构建并验证表达

相应蛋白。 ＳＰＦ 鸡胚（鸡）为购自北京梅里亚维实

验动物技术有限公司的 ＳＰＦ 种蛋，自行孵化至使用

日龄胚或孵化后饲养于 ＳＰＦ 鸡隔离器内。 Ｈ９ 亚型

禽流感检测抗原购自哈尔滨维科生物技术开发公

司。 禽流感（Ｈ９ 亚型） ＳＤ０１ 株由本实验室保存。
淋巴细胞分离液购自天津 ＴＢＤ 公司，鼠抗鸡 ＣＤ３⁃
ＰＥ、鼠抗鸡 ＣＤ４⁃ＦＩＴＣ、鼠抗鸡 ＣＤ８α⁃Ｒ⁃ＰＥ、鼠抗鸡

ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）⁃ＦＩＴＣ 抗体均为 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 产品，鸡
ＩＬ⁃４ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒、鸡 ＩＦＮ⁃γ ＥＬＩＳＡ 检测试剂

盒分别购自武汉华美生物工程有限公司和上海古朵

生物科技有限公司。
１．２　 含免疫增强剂疫苗的配制

ＶＡ５ 免疫增强剂 （简称 ＶＡ５） 为本实验室配

制［９⁃１０］。 先将 ＶＡ５ 与白油等共同乳化配制成疫苗

伴侣形式，使用时将该伴侣与禽流感（Ｈ９ 亚型）灭

活苗按体积比 １ ∶ ９ 混合即成为含 ＶＡ５ 免疫增强剂

的疫苗。
１．３　 ＳＰＦ 鸡免疫试验

７ 日龄 ＳＰＦ 鸡分为 ７ 组，每组 ２０ 只，７ 日龄首次

免疫，１４ 日龄第二次免疫。 分别为免疫 ｐＶ⁃ＩＬ⁃４ 和

禽流感（Ｈ９ 亚型）灭活疫苗组、ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和禽流感

（Ｈ９ 亚型）灭活疫苗组、ｐＶ⁃ＩＬ⁃４＋ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和禽流

感（Ｈ９ 亚型） 灭活疫苗组、ｐＶＡＸ１ 质粒和禽流感

（Ｈ９ 亚型）灭活疫苗组、禽流感（Ｈ９ 亚型）灭活疫苗

组、含免疫增强剂的禽流感（Ｈ９ 亚型）灭活疫苗组

以及生理盐水对照组（表 １）。 ｐＶ⁃ＩＬ⁃４（或 ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃
γ）为腿部肌肉注射，每只 ２０ μｇ；Ｈ９ 灭活疫苗为颈

背部皮下注射，每只 ０􀆰 ３ ｍｌ。

９０４陆吉虎等：免疫增强剂提高 Ｈ９ 亚型禽流感灭活疫苗在 ＳＰＦ 鸡体中细胞因子的免疫应答



表 １　 实验 ＳＰＦ 鸡分组及免疫

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｉｎｇ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

组别 免疫原 免疫鸡数量 （只） ７ 日龄首次免疫 １４ 日龄二次免疫

Ａ ｐＶ⁃ＩＬ⁃４ 和 Ｈ９ 灭活苗 ２０ ｐＶ⁃ＩＬ⁃４ Ｈ９

Ｂ ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 灭活苗 ２０ ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ Ｈ９

Ｃ ｐＶ⁃ＩＬ⁃４＋ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 灭活苗 ２０ ｐＶ⁃ＩＬ⁃４＋ ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ Ｈ９

Ｄ Ｈ９ 灭活苗 ２０ ／ Ｈ９

Ｅ 含 ＶＡ５ 的 Ｈ９ 灭活苗 ２０ ／ Ｈ９＋ＶＡ５

Ｆ ｐＶＡＸ１ 和 Ｈ９ 灭活苗 ２０ ｐＶＡＸ１ Ｈ９

Ｇ 生理盐水 １０ ／ ／

１．４　 外周血 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞动态变化检测

　 　 分别于 １４ 日龄、１７ 日龄、２１ 日龄、２８ 日龄每组

随机抽取 ５ 只鸡，经翅静脉采血 １ ｍｌ（枸橼酸钠抗

凝），用鸡淋巴细胞分离液分离淋巴细胞，台盼蓝染

色计数并调整细胞悬液中活细胞密度为 １ ｍｌ １×１０７

个细胞。 加入稀释的 ＦＩＴＣ 标记的 ＣＤ４＋，ＲＰＥ 标记

的 ＣＤ３＋，ＣＹ５．５ 标记的 ＣＤ８＋荧光抗体，４ ℃避光孵

育 ３０ ｍｉｎ。 用预冷的 ＰＢＳ 缓冲液洗 ２ 次，最后加入

１ ｍｌ ＰＢＳ（含 １％ＢＳＡ）重悬，用流式细胞仪获取样品

中 １０ ０００ 个细胞，测定 ＣＤ３＋ ／ ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ ／ ＣＤ８＋ Ｔ
淋巴细胞阳性百分数，利用 Ｃｅｌｌ Ｑｕｅｓｔ 软件对数据

进行分析。
１．５　 免疫后血清中 ＩＬ⁃４、ＩＦＮ⁃γ的含量及 ＨＩ 抗体

效价检测

　 　 分别于 １４ 日龄、１７ 日龄、２１ 日龄、２８ 日龄、３５
日龄、４２ 日龄采集翅静脉血，１ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ 收

集血清。 按 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明检测 １４ 日龄、１７ 日

龄、２１ 日龄、２８ 日龄血清中 ＩＬ⁃４ 和 ＩＦＮ⁃γ 的含量；用
微量血凝抑制（Ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ＨＩ）试验

方法检测 ２１ 日龄、２８ 日龄、３５ 日龄、４２ 日龄血清禽

流感（Ｈ９ 亚型）ＨＩ 抗体效价，统计各组 ＨＩ 效价的几

何平均滴度值（Ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ｍｅａｎ ｔｉｔｅｒ，ＧＭＴ）。
１．６　 免疫后攻毒试验

二次免疫后第 ４ 周（４２ 日龄），以禽流感（Ｈ９ 亚

型）ＳＤ０１ 株（１．０×１０７．０ ＥＩＤ５０）病毒液滴鼻（每只 １００
μｌ），分别于攻毒后 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ 和 ７ ｄ 采集鸡喉气

管、泄殖腔棉拭子，每只鸡的两个拭子浸出液混合后

离心收集上清液。 取 ０．１ ｍｌ 浸出液上清液接种 １０

日龄 ＳＰＦ 鸡胚 ５ 只。 ３６ ℃孵育观察，去除 ２４ ｈ 内

死亡胚，１２０ ｈ 后所有鸡胚于 ４ ℃冷冻处死，然后检

测各鸡胚尿囊液的血凝效价，以 ５ 个鸡胚中有 １ 个

以上血凝效价大于 ２ｌｇ２ 者为阳性（排毒鸡）。 首次

分离阴性的样品，继续在 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚进行盲

传 ２ 次后再行判定。 统计每组的排毒鸡数量和排毒

鸡数 ／鸡总数。

２　 结果与分析

２．１　 ＶＡ５ 对 ＳＰＦ 鸡外周血 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细

胞亚群数量的影响

　 　 ＣＤ４＋ Ｔ 淋巴细胞亚群数量变化。 １４ 日龄二次

免疫后，Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组、Ｅ 组（ｐＶ⁃ＩＬ⁃４ 和 Ｈ９ 灭活

苗组、ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 灭活苗组、ｐＶ⁃ＩＬ４＋ｐＶ⁃ＩＦＮｒ 和
Ｈ９ 灭活苗组、含免疫增强剂的 Ｈ９ 灭活苗组） 的

ＣＤ４＋ Ｔ 细胞亚群比例均明显呈上升趋势，Ｄ 组、Ｆ 组

和 Ｇ 组（Ｈ９ 灭活苗、ｐＶＡＸ１ 和 Ｈ９ 灭活苗、生理盐

水）细胞亚群比例则保持平稳状态。 至 １７ 日龄，Ａ
组、Ｂ 组、Ｃ 组、Ｅ 组的 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞亚群数量均显著

高于 Ｄ、Ｆ 和 Ｇ 组（Ｐ＜０􀆰 ０５），而 Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组相

互间差异不明显。 含 ＶＡ５ 免疫增强剂组（Ｅ 组）的
ＣＤ４＋ Ｔ 细胞亚群数量上升幅度明显高于其他各组，
至 ２１ 日龄，极显著高于 Ａ、Ｂ、Ｃ 免疫组（Ｐ＜０􀆰 ０１）
（图 １ 左）。

ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞亚群数量变化。 １４ 日龄二次

免疫后，Ｂ 组、Ｃ 组、Ｅ 组（ ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 灭活苗

组、ｐＶ⁃ＩＬ４＋ｐＶ⁃ＩＦＮｒ 和 Ｈ９ 灭活苗组、含免疫增强剂

的 Ｈ９ 灭活苗组）的 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞亚群数量均呈明显

上升趋势，在 ２１ 日龄达到峰值后逐渐下降，Ａ 组、Ｄ
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组、Ｆ 组和 Ｇ 组（ｐＶ⁃ＩＬ⁃４ 和 Ｈ９ 灭活苗组、Ｈ９ 灭活

苗、ｐＶＡＸ１ 和 Ｈ９ 灭活苗、生理盐水）组细胞亚群数

量则保持平稳状态。 在 １７ 日龄，Ｂ 组、Ｃ 组、Ｅ 组的

ＣＤ８＋ Ｔ 细胞亚群数量均极显著高于 Ａ 组、Ｄ 组、Ｆ

组和 Ｇ 组（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 含 ＶＡ５ 免疫增强剂组（Ｅ 组）
的 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞亚群数量上升幅度明显高于其他各

组，在 １７ 日龄，显著高于 Ｂ、Ｃ 免疫组（Ｐ＜０􀆰 ０５），而
Ｂ、Ｃ 两个免疫组之间无显著差异（图 １ 右）。

Ａ：ｐＶ⁃ＩＬ⁃４ 和 Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｂ：ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｃ：ｐＶ⁃ＩＬ⁃４＋ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｄ：Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｅ：含
ＶＡ５ 的 Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｆ：ｐＶＡＸ１ 和 Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｇ：生理盐水对照组。

图 １　 免疫后鸡外周血 ＣＤ４＋Ｔ（左）、ＣＤ８＋Ｔ（右）淋巴细胞变化

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ＣＤ４＋（ ｌｅｆｔ） ａｎｄ ＣＤ８＋（ｒｉｇｈｔ） Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

２．２　 ＶＡ５ 提高 ＳＰＦ 鸡免疫后血清的 ＨＩ 抗体效价

用微量血凝抑制试验检测 ＳＰＦ 鸡 ２１ 日龄、２８
日龄、３５ 日龄、４２ 日龄血清的禽流感（Ｈ９ 亚型）ＨＩ
抗体效价，统计各组 ＨＩ 效价的几何平均滴度值和样

本标准差。 结果显示 Ａ 组、Ｃ 组（ｐＶ⁃ＩＬ⁃４ 和 Ｈ９ 灭

活苗组、ｐＶ⁃ＩＬ４＋ｐＶ⁃ＩＦＮｒ 和 Ｈ９ 灭活苗组）血清 ＨＩ
效价在 ２１ 日龄（二免后第 １ 周）显著高于 Ｂ 组、Ｄ
组、Ｅ 组和 Ｆ 组（ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 灭活苗组、Ｈ９ 灭活

苗、含免疫增强剂的 Ｈ９ 灭活苗组、ｐＶＡＸ１ 和 Ｈ９ 灭

活苗组）（Ｐ＜０􀆰 ０５）；Ａ 组、Ｂ 组、Ｃ 组与 Ｄ 组、Ｆ 组相

比，２８ 日龄、３５ 日龄、４２ 日龄（二免后第 ２、３、４ 周）
的血清 ＨＩ 效价无显著差异； 免疫含 ＶＡ５ 的禽流感

（Ｈ９ 亚型）灭活苗组（Ｅ 组）２８ 日龄血清 ＨＩ 效价达

到 ７ｌｇ２ 以上，３５ 日龄、４２ 日龄血清 ＨＩ 效价均显著

或极显著高于其他各免疫组（图 ２）。
２．３　 ＶＡ５ 对 ＳＰＦ 鸡血清中的 ＩＬ⁃４ 和 ＩＦＮ⁃γ 含量

的影响

　 　 １４ 日龄免疫 Ｈ９ 灭活苗后，各疫苗免疫组 ＩＬ⁃４
含量均持续上升，在 ２８ 日龄以后各免疫组 ＩＬ⁃４ 含

量均显著高于对照组（Ｇ 组） （Ｐ＜０􀆰 ０５）；在 ２１ 日

龄免疫含 ＶＡ５ 免疫增强剂 Ｈ９ 灭活苗组的 ＩＬ⁃４ 含

量上升幅度明显高于其他各免疫组，在 ２８ 日龄与

其他各免疫组相比差异均极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１） （图 ３

Ａ：ｐＶ⁃ＩＬ⁃４ 和 Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｂ：ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 灭活苗免疫

组；Ｃ：ｐＶ⁃ＩＬ⁃４＋ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｄ：Ｈ９ 灭活苗免

疫组；Ｅ：含 ＶＡ５ 的 Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｆ：ｐＶＡＸ１ 和 Ｈ９ 灭活苗免

疫组；Ｇ：生理盐水对照组。
图 ２　 ＳＰＦ 鸡免疫后血清的 ＨＩ效价

Ｆｉｇ．２　 ＨＩ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ
ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

左）。
　 　 １４ 日龄免疫 Ｈ９ 灭活苗以后，各疫苗免疫组血

清中 ＩＦＮ⁃γ 含量持续上升，在 ２８ 日龄各组 ＩＦＮ⁃γ 含

量均显著高于对照组 （ Ｇ 组） （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）；其中含

ＶＡ５ 免疫增强剂组的 ＩＦＮ⁃γ 含量与其他各免疫组相

比差异均极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ３ 右）。
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Ａ：ｐＶ⁃ＩＬ⁃４ 和 Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｂ：ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｃ：ｐＶ⁃ＩＬ⁃４＋ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｄ：Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｅ：含
ＶＡ５ 的 Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｆ：ｐＶＡＸ１ 和 Ｈ９ 灭活苗免疫组；Ｇ：生理盐水对照组。

图 ３　 ＳＰＦ 鸡免疫后血清中 ＩＬ⁃４（左）和 ＩＦＮ⁃γ（右）含量变化

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＩＬ⁃４（ ｌｅｆｔ） ａｎｄ ＩＦＮ⁃γ（ｒｉｇｈｔ） ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

２．４ 　 ＶＡ５ 免疫增强剂提高疫苗对 Ｈ９ 的攻毒保

护率

　 　 二次免疫后以禽流感（Ｈ９ 亚型） ＳＤ０１ 株进行

滴鼻攻毒，用鸡喉气管和泄殖腔棉拭子样品浸出液

接种 ＳＰＦ 鸡胚。 含 ＶＡ５ 免疫增强剂的试验组未检

测到病毒，其他各免疫组在攻毒后第 ５ ｄ 仍有不同

数量的鸡检测到病毒，生理盐水对照组在第 ７ ｄ 仍

有 ８ 只鸡可以检测到病毒（８ ／ ２０）（表 ２）。

表 ２　 鸡免疫后对 Ｈ９ 的攻毒保护率

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ＡＩＶ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｈ９ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｎ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

组别 免疫原　 　 　 　 　 　 　
Ｈ９ 攻毒后排毒鸡数（排毒数 ／ 总数）

攻毒后 １ ｄ 攻毒后 ３ ｄ 攻毒后 ５ ｄ 攻毒后 ７ ｄ

Ａ ｐＶ⁃ＩＬ⁃４ 和 Ｈ９ 灭活苗 ６ ／ ２０ ３ ／ ２０ ３ ／ ２０ ０ ／ ２０

Ｂ ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 灭活苗 ７ ／ ２０ ３ ／ ２０ ３ ／ ２０ ０ ／ ２０

Ｃ ｐＶ⁃ＩＬ⁃４＋ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 和 Ｈ９ 灭活苗 ８ ／ ２０ ４ ／ ２０ ２ ／ ２０ ０ ／ ２０

Ｄ Ｈ９ 灭活苗 ８ ／ ２０ ５ ／ ２０ ３ ／ ２０ ０ ／ ２０

Ｅ 含 ＶＡ５ 的 Ｈ９ 灭活苗 ０ ／ ２０ ０ ／ ２０ ０ ／ ２０ ０ ／ ２０

Ｆ ｐＶＡＸ１ 和 Ｈ９ 灭活苗 ７ ／ ２０ ５ ／ ２０ ２ ／ ２０ ０ ／ ２０

Ｇ 生理盐水 １８ ／ ２０ １６ ／ ２０ １２ ／ ２０ ８ ／ ２０

３　 讨 论

ＣＤ４＋Ｔ 细胞可与 ＭＨＣＩＩ 类（Ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉ⁃
ｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｌａｓｓ ＩＩ，ＭＨＣＩＩ）分子递呈的多肽抗原

反应被激活而发生免疫反应，ＣＤ８＋Ｔ 细胞可以识别

ＭＨＣＩ 类 （ Ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｌａｓｓ Ｉ，
ＭＨＣＩ）分子递呈的抗原，并直接杀死感染或变异细

胞。 ＣＤ４＋Ｔ 细胞与 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的数量及状态直接

反映了机体免疫力的高低［１２⁃１３］，因此可测定分析外

周血液中 ＣＤ３＋ ／ ＣＤ４＋ 和 ＣＤ３＋ ／ ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞亚

群的数值和比例以及产生细胞因子的能力来评估机

体细胞的免疫状态［１４⁃１５］。 虽然模式识别受体在不

同类型的免疫细胞上的丰度和位置均有差异，且不

同信号通路最终所激活的免疫刺激因子也有所不

同，但是都能够提高机体的细胞免疫水平［１６］。 二次

免疫后，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ 免疫组的 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ 淋巴细

胞亚群比例均持续上升，其中含 ＶＡ５ 免疫增强剂组

在 ２１ 日龄时 Ｔ 淋巴细胞亚群的数值均高于其他免

疫组。 该结果说明 ＶＡ５ 免疫增强剂能够激活 ＳＰＦ
鸡免疫细胞，促进 Ｔ 淋巴细胞增殖分化，提高外周

血中 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ 淋巴细胞的数量，从而提高机体

的细胞免疫水平。
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ＩＬ⁃４ 具有活化、促进 Ｔ 细胞增殖的作用，对机体

的免疫应答有广泛的上调作用。 Ｓａｗａｎｔ 等把鸡 ＩＬ⁃４
基因插入 ｐＶＩＶＯ２ 真核表达载体与新城疫二价 ＤＮＡ
疫苗共同免疫可以诱导高水平的 ＩｇＹ 抗体并提高

３０％攻毒保护率［１７］，这说明肌注细胞因子表达质粒

可以调节机体的免疫应答。 本试验中，在免疫 ｐＶ⁃ＩＬ⁃
４ 疫苗 ３ ｄ 后可以检测到血清中 ＩＬ⁃４ 含量以及外周

血中的 ＣＤ４＋Ｔ 细胞和 ＣＤ８＋Ｔ 细胞亚群数量开始逐步

上升，２１ 日龄（第 ２ 次免疫后第 １ 周）Ａ 组和 Ｃ 组的

血清 ＨＩ 效价显著高于 Ｂ 组、Ｄ 组、Ｃ 组和 Ｅ 组（Ｐ＜
０􀆰 ０５），也说明肌注 ｐＶ⁃ＩＬ⁃４ 疫苗有免疫调节作用。
但是在 ２８ 日龄、３５ 日龄和 ４２ 日龄（第 ２ 次免疫后第

２、３、４ 周）Ａ 组和 Ｃ 组的血清 ＨＩ 效价与其他各疫苗

免疫组相比无显著差异，该结果与攻毒试验中 ｐＶ⁃ＩＬ⁃
４ 疫苗配伍禽流感（Ｈ９ 亚型）灭活疫苗免疫鸡（Ａ 组

和 Ｃ 组）与单独禽流感（Ｈ９ 亚型）灭活疫苗组相比没

有明显提升效果有一定相关性；而免疫 ｐＶ⁃ＩＦＮ⁃γ 疫

苗后也可以检测到血清中 ＩＦＮ⁃γ 含量逐渐增高，但是

对 Ｔ 细胞亚群数量和血清 ＨＩ 效价几乎没有影响。 免

疫含 ＶＡ５ 免疫增强剂 Ｈ９ 灭活疫苗组在 ２１ 日龄以后

均检测到 ＩＬ⁃４ 和 ＩＦＮ⁃γ 含量高于其他各疫苗免疫组，
该结果表明 ＶＡ５ 可以调高 ＳＰＦ 鸡 ＩＦＮ⁃γ、ＩＬ⁃４ 细胞因

子表达水平，从而提高机体的免疫力。
使用免疫增强剂是增强现有疫苗免疫效果的有

效途径之一。 本研究主要从免疫后机体外周血 Ｔ
淋巴细胞亚群数量变化，ＩＬ⁃４ 和 ＩＦＮ⁃γ 含量变化来

验证 ＶＡ５ 免疫增强剂的免疫增强机理。 我们正在

进行的后续研究包括 ＶＡ５ 免疫增强剂对禽用联苗

的免疫增强效果、免疫效力持续期等。
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３１４陆吉虎等：免疫增强剂提高 Ｈ９ 亚型禽流感灭活疫苗在 ＳＰＦ 鸡体中细胞因子的免疫应答


