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青海湖鸟岛斑头雁种群对 H5N1 亚型禽流感病毒的免疫状况 
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2. 中国科学院研究生院, 北京,  100049; 3. 中国科学院微生物研究所 病原微生物学和免疫学重点实验室, 北京  100101） 

摘要：斑头雁（Anser indicus）是 2005 年青海湖 H5N1 型高致病性禽流感的主要被感染物种。为了解斑头雁

目前对 H5N1 亚型禽流感病毒(AIV)免疫状况，2008 年春季，在青海湖鸟岛采集该种群弃卵（68 枚）和巢卵（125
枚），以血凝抑制试验（HI）检测抗 H5N1 亚型禽流感病毒的卵黄母源抗体（IgY）。根据测试结果推断，在高致

病性禽流感暴发 3 年后，青海湖鸟岛繁殖的斑头雁种群有 26.5%～35.2%的繁殖对可能已经获得了对 H5N1 型禽流

感病毒的免疫能力。另外，以斑头雁巢密度和抗体效价进行相关分析发现，斑头雁母源抗体水平与斑头雁巢密度

正相关(r=0.736, P=0.000)，表明高密度繁殖群内的母源抗体传递更具有适应性意义。 
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Immune Status to H5N1 Avian Influenza Virus of Bar-headed 
 Geese on Bird Island in Qinghai Lake 

ZHU Xiao-jia1,2, LI Lai-xing1,*, Yang Le1,2, WANG Gui-hua3

(1. Key Laboratory of Adaptation and Evolution of Plateau Biota, Northwest Institute of Plateau Biology, the Chinese Academy of Science, Xi’ning  810001, 
China; 2. Graduate University of the Chinese Academy of Sciences, Beijing  100049, China; 3. Key Laboratory of Pathogenic Microbiology and Immunology, 

Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences , Beijing  100101, China) 

Abstract: The most infected species of H5N1 highly pathogenic avian influenza（HPAI）broke out in Qinghai Lake 
in 2005 was bar-headed goose (Anser indicus). To investigate the immune status to H5N1-AIV of bar-headed geese in 
Qinghai Lake National Nature Reserve, 68 ejected eggs and 125 in-nest eggs of the breeding colony were collected in 
spring 2008, and haemagglutination inhibition (HI) was applied to analyze their yolk MAb (IgY) to H5N1-AIV. The 
results revealed, three years after the outbreak of HPAI in 2005, 26.5% to 35.2% of breeding pairs of the bar-headed 
geese breeding on Bird Island in Qinghai Lake may have acquired anti-H5N1 AIV immunocompetence. In addition, we 
analyzed the relationship of MAb titers of the nest-eggs and the nest density, and found the significant correlation 
between them (r=0.736, P=0.000). It is likely to be more adaptive that the MAb transmission pattern in the breeding 
colony with high breeding density. 

Key words: Bar-headed goose; H5N1 Avian influenza; Yolk; Maternal antibody (MAb); Haemagglutination  
inhibition (HI); Qinghai Lake 

集群繁殖种群有利于群体中个体提高捕食效

率和抵御被天敌捕食的风险。然而，繁殖季节大量

的个体聚集同时却增加了病原体感染的风险，包括

病原微生物入侵的机会，从而形成动物的另一个生

存压力(Danchin & Wagner, 1997)。动物新个体在自

身免疫系统未完成发育前，亲代通过母源抗体传递

将其特异性病原体的获得性免疫能力传递给子代，

从而保证子代的存活（Muller et al, 2004)。母源抗

体传递，是指由具免疫力的成体，尤其是雌体，通

过胚胎传递或者初乳、乳汁、卵黄等将其抗体传递

给无免疫力的新生个体（Grindstaff et al, 2003）。母

源抗体传递可以作为一种重塑幼鸟表现型以适应
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当地病原体环境的特殊途径，而种群繁殖密度的变

化会使母源抗体传递随繁殖群内巢位的不同而发

生改变（Muller et al, 2004）。亲鸟对母源抗体的传

递能力，是提高子代存活率，进而提高种群繁殖率

的一个重要途径，具有重要的进化意义，并且对野

生鸟类生活环境，特别是病原体环境，具有一定的

指示意义。野生鸟类母源抗体传递历程大致为 3 个

阶段：在亲鸟产卵前的 4～5 d 内，母源抗体开始大

量传递到卵黄囊；产卵后再发育的最后 5～6 d（即

出壳前 5～6 d），大量母源抗体由卵黄囊传递到胚胎

（Buechler et al, 2002）；雏鸟在出壳 5 d 后自身开始

主动合成抗体，14 d 后开始分解母源抗体。这样的

传递历程表明，雏鸟出壳前 5～6 d 的卵黄母源抗体

或出壳后 5 d 内雏鸟的母源抗体水平代表了母体的

获得性免疫抗体水平，子代的母源抗体水平可以在

一定程度上反映亲鸟的特异性病原体感染及在其

繁殖环境中的病原体状况(Apanius & Nisbet, 2003)。 
刚孵出的幼鸟来自卵的无菌环境中，像哺乳类

一样，需要暂时的免疫援助。产卵之前，雌鸟就将

其血清中的免疫球蛋白转移到卵黄中。卵黄免疫球

蛋白 IgY 通过卵泡上皮主动转移到卵黄囊中

(Camenisch et al, 1999)。有研究发现，在液态卵黄

中的 IgY 和母体血清中的抗体水平相似(Keck et al, 
1993)。在卵沿着输卵管向下移动时，输卵管分泌的

IgM 和 IgA 融合到卵清中。雏鸟胚胎发育时，将卵

黄中的 IgY 吸收到血液循环系统，而卵清中的 IgM
和 IgA 混合到氨基酸液体中被胚胎吞食，因而出壳

后的幼鸟血清中含有 IgY，而肠道中含有 IgM 和

IgA，前者待完成出壳后早期的免疫功能，后者已

完成胚胎在卵中发育的营养(Tizard, 2002)。血清 IgY
在出壳后一周内的雏鸡体内半衰期是（72±9）h 
(Tizard, 2002)。经对家禽中血清和卵黄的母源抗体

检测的比较研究表明，两种样品抗体水平没有显著

差异（Arpin et al, 1991; Huang et al, 2004），且抗体

消长趋势一致（Xi et al, 2007）。在鸟类自然种群的

卵黄母源抗体传递研究中发现，孵化后期卵黄囊中

的母源抗体水平相对高于雏鸟血清中的母源抗体

水平（Buechler et al, 2002; Tizard, 2002)。 
2005 年春季，H5N1 型高致病性禽流感（HPAI）

在青海湖鸟岛集群繁殖水鸟中暴发（Liu et al, 
2005）。在这次事件中，总共致死鸟类 12 种计 6 000
余只个体，其中斑头雁（Anser indicus）的死亡数

量最多，达 3 272 只，占鸟类死亡数量的一半以上

（Zhen & He, 2006）。为了评估这次重大 H5N1 型

禽流感暴发事件对栖息在青海湖鸟岛的斑头雁种

群的影响和斑头雁种群在事件后对 H5N1 型禽流感

免疫力获得等情况，研究人员试图对该种群进行病

毒携带或免疫力等方面进行研究，但迄今没有相应

的报道。因为已有的测试手段极大地依赖对斑头雁

繁殖种群进行捕捉个体取样，但在自然种群且位于

自然保护区的核心区是不现实的。 
本研究基于子代母源抗体特异性反映母体种

群特异性免疫力或特异性病原体携带状况的基本

原理，针对在青海湖鸟岛繁殖的斑头雁种群，设计

了收集其弃卵和巢卵提取卵黄中的母源抗体，用血

凝抑制试验（hemagglutinin inhibition，HI）检测母

源抗体水平，进而评估该种群对特异性病原体的携

带或性免疫力获得状况的方法。本研究是首次使用

该方法对栖息在青海湖鸟岛的斑头雁种群对 H5N1
亚型禽流感病毒的携带或免疫状况进行评估的一

次尝试。 

1  研究地点及方法 

1.1  研究地区 
青海湖国家级自然保护区的鸟岛（N36°58′，

E99°52′，3 200 m a.s.l.），为一连陆岛屿，面积大

约 0.22 km2，是斑头雁种群在保护区最大的繁殖栖

息地。每年 4 月中下旬至 5 月底，大约有 4 500～ 
6 500 只斑头雁在此营巢、产卵和孵化，为该自然保

护区数量最多的斑头雁繁殖群（Cheng, 1979）。 
1.2  研究方法 
1.2.1  研究物种  斑头雁（Anser indicus），雁鸭类

的一种，早成鸟，于亚洲南部低地越冬，喜马拉雅

北部高地湖泊和河流繁殖，集群营巢于小型岛屿，

相邻鸟巢间的距离不超过 1 m，有野外研究观察到

在高密度繁殖区域的分散于鸟巢间的卵（Weigmann 
& Lamprecht, 1991）。《中国动物志》中记载，斑头

雁，青海湖夏候鸟，单配制，集群繁殖，最早 3 月

20 日迁来繁殖；营巢最早开始于 4 月上旬，一般在

4 月中旬左右；营巢后 10～12 d 开始产卵，窝卵数

2～8 枚，少数 10 枚以上，通常以 4～6 枚为最多；

产卵期中，雌雁每隔 1d 产卵 1 枚，整窝卵全部产

出需时 4～16 d；孵卵 29 d 出雏（Cheng, 1979）。据

保护区人员和我们多年的野外观察，发现斑头雁在

其窝卵数未达到最大时发生弃卵行为，多为产下的

前几枚卵（Lobato et al, 2006）。 
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1.2.2  野外采样  2008 年 4 月，每天观察青海湖蛋

岛斑头雁繁殖群的营巢和产卵情况。在没有外界干

扰（天敌、游客等）的情况下，于每天下午 2：00
－3：00 之间，捡取巢群中被斑头雁推出巢外的卵

（弃卵）。在斑头雁巢群弃卵明显减少时完成卵收

集。每取 1 枚弃卵，再取距离最近的巢中卵（巢卵）

2 枚，并记录其窝卵数，共收集 85 个巢的弃卵（86
枚）和巢卵（149 枚）。以所采集卵巢的 3 m 半径内

的相邻巢数作为巢密度指数，代表种群的繁殖密度

(Muller et al, 2004)。每一批卵采集后小心运输，途

中注意保温和防止震动，入孵前，卵保存在 13～15
℃（时间短采用温度上限，时间长则采用下限），

相对湿度 75%～80%（既能明显减低蛋内水分蒸发，

又可防止霉菌孳生），并保持蛋库的良好通风条件。

入孵前，经 0.1%的高锰酸钾溶液消毒，称重及测量

卵径，以 37.5℃, 相对湿度 60%整批进入入孵于孵

化器，进行人工孵化（Chen, 1990）。 
1.2.3  卵黄母源抗体取样  根据母源抗体传递发

育历程，对出壳前一周之内的卵，取卵黄进行卵黄

母源抗体测试（Kowalczyk et al, 1985）。在孵化期

结束的最后一周之前将人工未孵出的卵保存在 0～
4℃，无菌提取卵黄抗体（Cassey et al, 2007）。 

试验采用卵黄囊取样提取卵黄抗体的方法，经

卵黄囊提取卵黄样品后采用氯仿萃取法进行卵黄

抗体提取（Xia et al, 1988）：将卵壳经酒精消毒后，

沿气室方向，气室轮廓一周打开裂缝（与雏鸟出壳

方向一致），挑开卵膜，用更换针头为一段 1.5～2.0 
cm 输液管的 5 mL 注射器刺入卵黄膜，吸取卵黄液

5 mL，加等量生理盐水和氯仿萃取，静置 30 min 后，

以 3 000 r/min离心 5 min，吸取的上清液为卵黄抗体，

保存在–20℃，避免反复冻融（Vaught, 2006）。 
1.2.4  卵黄抗体水平检测   试验采用血凝抑制

（HI）试验对青海湖鸟岛斑头雁种群的卵黄母源抗

体水平进行检测。血凝抑制试验（HI）试验是采用

倍比稀释法在微量 96 孔板混合等量待测卵黄抗体、

血细胞悬液和抑制血凝效价的病毒，通过凝集反应

情况判定血凝抑制效价，可定量检测抗体浓度

（Wang, 2004）。试验采用 25 µL 系统的 β-微量法血

凝抑制试验，禽流感病毒 H5 型血凝抑制试验标准

抗原与标准阴阳性血清购自青岛易邦生物工程有

限公司（中动卫 2007 RE1-019）。当阳性对照血清

的试验结果符合 HI 试验要求（本试验，阳性血清

为 SPF 鸡禽流感 H5 型高免血清，HI 效价在 
1∶256~1∶512 之间），阴性血清效价不高于 1∶4
时，试验成立。试验结果中，以完全抑制 4 单位抗

原的最高抗体样品稀释倍数为该抗体样的 HI 效价，

若 HI 价≤2log2，判定结果为阴性；若 HI 价=3log2，
结果可疑（须重新检一次，重检效价≥3log2 为阳

性，<3log2 为阴性）；若 HI 价≥4log2，判定结果为

阳性。 

2  结  果 

2.1  弃卵和巢卵母源抗体阳性率 
经HI抗体效价检测，结果表明（表 1），弃卵

（n=68）阳性率 26.5%，巢卵（n=125）阳性率 35.2%。

采用正态近似法，即U检验进行两样本百分率差异

的显著性检验，并作连续性矫正，两比率差异不显

著(u=1.08<u 0.05，P>0.05)，表明弃卵和巢卵的母源

抗体阳性率无显著差异。 
2.2  抗体水平和繁殖密度 

对繁殖密度和抗体水平的相关分析，以繁殖密

度最高区域的巢卵样本（n=18）的巢密度（3 m 内

相邻巢数）和巢卵抗体效价进行相关分析，以相同

巢密度的抗体效价值作几何平均（以 2 的指数作

图），由对数趋势线可以看出抗体效价值随密度增

加而增大。相关分析表明（SPSS 16.0），巢卵抗体

效价和巢密度间存在着极其显著的正相关关系

（r=0.736，P=0.000<0.01，Pearson Correlation），即

青海湖斑头雁种群 H5N1 型禽流感母源抗体效价水

平与繁殖密度正相关，在繁殖密度高的栖息地的种

群免疫水平也高（图 1）。 

3  讨  论 

关于病原体入侵宿主种群的过程，在目前研究 

表 1  斑头雁 H5N1 亚型 AIV 抗体阳性率 
Tab. 1  Positive rate of H5N1 AIV antibody in bar-headed geese 

样品来源 Source of samples 标本数 Samples amount 阳性数 Positive amount 阳性率 Positive rates（%） 
弃卵 Ejected eggs 68 18 26.5 
巢卵 Nested eggs 125 44 35.2 
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图 1  巢密度和抗体水平相关分析 

Fig. 1  The correlation between nest-densities and 
antibody titers 

中涉及较少。 Dobson（ 2003 ）曾将集合种群

(metapopulation)的概念引入这一领域，认为亚种群

（subpopulation）内部，个体之间是以集合种群的

形式生活着；病原体对它们的入侵，实际上就像它

们占领一块栖息地一样，是呈斑块状的，也就是形

成繁殖群（breeding colony），这决定了其入侵或栖

息的成功与否。Longini et al (2005)对 1997 年 H5N1
亚型禽流感病毒（Avian influenza virus, AIV）在香

港感染人员的病例分析后指出，被感染的人群无非

有两种情形：发病或没有发病；而在发病人群中，

也无非有两种情形：感染死亡或病愈；没有发病和

感染后痊愈的，可能携带病毒或不携带病毒，但自

身已经产生H5N1亚型AIV的抗体而进入下一个感

染循环。因此，可以推测，H5N1 亚型禽流感病毒

在入侵青海湖鸟岛斑头雁种群后，斑头雁个体可能

感染或未感染此病原体。没有被感染的个体，可能

既没有携带 H5N1 亚型 AIV，也没有产生对应的抗

体；被感染的个体中，又可能有 3 种情形：未发病

的个体可能产生 H5N1 亚型 AIV 的抗体，但没有携

带病毒；发病死亡的个体被种群剔除；发病但痊愈

的个体可能携带或不携带 H5N1 亚型 AIV，但均产

生了H5N1亚型AIV的抗体。本研究测试结果显示，

青海湖鸟岛斑头雁种群中有 73.5%～64.8%的繁殖

对（个体）没有 H5N1 亚型 AIV 的抗体，可能没有

接触过此病毒，因而此种群再次感染 H5N1 亚型

AIV 的风险仍然较高；然而，此种群中至少有

26.5%～35.2%的繁殖对（个体）具有 H5N1 亚型

AIV 的抗体，因此，即使发生大规模的 H5N1 禽流

感疫情，至少有约 1/3 的个体不会被感染，可以在

疫情中存活下来。这是此研究对青海湖鸟岛集群繁

殖的斑头雁种群抗H5N1亚型AIV免疫力状况的基

本判断。 
母源抗体（maternal antibody, MAb），是免疫力

低下的新生个体通过胎盘、初乳、乳汁或卵黄从母

体获得的抗体（Grindstaff, 2003）。鸟类母源抗体传

递与种群疾病防御的对应关系体现在间接遗传效

应（IGE）和间接环境效应（IEE）两种机理：首先，

IGE 表现在以下 3 点，决定母源抗体传递的基因在

亲代表达，而选择作用则主要发生在子代接受母源

抗体时，子代存活比起亲代更易受到这种传递变化

的影响；而决定母源抗体传递的基因频率直到子代

成熟并传递母源抗体给其下一代时才有明显的变

化；如果亲鸟选择升高体液免疫水平以传递母源抗

体给后代将导致自身细胞免疫和天然免疫的相应

降低。其次，如果亲代暴露给特定的病原体并诱导

产生抗体并传递抗体给其子代个体，再次受到同一

病原体入侵时，子代个体会增高更有效的母源抗体

水平，称为 IEE 或跨代表型可塑性（Fox et al, 1998; 
Agrawal et al, 1999）。相反，亲鸟在传递前未曾暴露

给特定的病原体将不会传递这种病原体诱导的抗

体给雏鸟，使其子代易被感染（Heller et al, 1990）。
在缺乏母源抗体时，后代的免疫反应会被抑制，若

遇到严酷的病原体传播环境，存活率必定降低

（Yasuda et al, 1998）。在上述基本原理和相关机理

的基础上，通过测试野生鸟类子代的 AIV 母源抗

体，反向推断亲代种群的特异性病原体对应抗体的

携带状况，进而对特异性病原体在宿主种群中的分

布以及再次被该病原体感染的风险作出评估的方

法，是此项研究的重要意义所在。 
弃卵和巢卵的抗体阳性率比较说明，斑头雁种

群的母源抗体水平，即种群免疫能力，在弃卵和巢

卵之间无显著性差异，因而下一步研究考虑以弃卵

替代巢卵进行母源抗体传递研究，对自然保护区斑

头雁种群进行疾病监测。由于卵黄效价高于血清，

而取繁殖期新鲜弃卵进行母源抗体水平测试对鸟

群没有伤害，是一种较为适用的自然保护区野生水

鸟的抗体采样方法。巢密度和巢卵效价的正相关结

果表明，繁殖密度高的区域的种群免疫力也相对较

强。此结果与 Muller et al（2004）对红嘴鸥（Larus 
ridibundus L.)的研究结果一致，表明以鸟巢密度为
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表征的繁殖密度可能是集群水鸟种群感染病原体

的一个影响因素。在自然保护区管理中，可以考虑

以改善集群水鸟的栖息地环境使其局域的繁殖密

度降低，从而降低病原体入侵种群的风险。本研究

首次利用母源抗体测试技术对鸟类自然种群的特

异性病原体抗感染能力进行研究，也是对利用母源

抗体检测技术进而对禽流感进行监测的方法研究。

评价了卵黄抗体取样方法在斑头雁母源抗体传递

研究中的应用，表明对斑头雁弃卵和巢卵进行人工

孵化，取卵黄提取母源抗体，以血凝抑制试验进行

抗体水平测试的实验方案，可以为自然保护区集群

水鸟的禽流感监测和疾病防控提供借鉴。 
致谢：感谢青海湖国家级自然保护区管理局提

供野外试验和人工孵化的条件。 
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