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胸腺制剂对鸡马立克氏病疫苗

免疫增强作用的研究

何 洁 毕英佐 曹永长

(华南农业 大学动物科学系
,

广州
,

51 仪讲2

摘要 将一 日龄 s FP 来航鸡分成 4 组
,

饲养在隔离器中
.

第 1组 1 日龄接种 M D 疫苗
,

同时皮

下注射 .0 5 m L胸腺制剂 ;第 2 组 1日龄接种 M l〕疫苗时不加免疫增强剂 ; 第 3 组
、

第 4 组均不接

种M D 疫苗
.

也不注射免疫增强剂
.

第 1
、

2
、

3组于 13 日龄时用 B JM D V 一 l 强毒株攻毒
.

结果

显示 : 第 1组
、

第 2组
、

第 3组分别于攻毒后 2 8
、

24
、

17 d 开始出现死亡
,

第 4 组没有死亡
。

第 1组

的攻毒保护率为 40 D%
,

比第 2组保护率 15
.

0% 有明显提高
.

此外
,

于 11
、

28
、

56 日龄时检测了外

周血液中 T 淋巴细胞百分率
.

28 日龄和 56 日龄时第 1组的外周血 T 淋巴细胞活性高于第 2 组
.

试验结果表明胸腺制剂对鸡马立克氏病疫苗有免疫增强作用
.
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鸡马立克氏病 (M a er k
’
5 d is ca se M D ) 是 由马立 克氏病病毒 ( M D V )感染 引起的鸡淋

巴细胞增生性疾病
,

严重危害全球的养鸡生产 ( S~ n, 19 92)
。

1970 年起开始应用火鸡疤疹病毒

疫苗 (H V I…)后
,

大大地降低了 M D 的发病率
.

但 19 7 7 年发现 了一种超强毒马立克 氏病病 毒

( vv M D V)
,

这种病毒使 H V I
,

无法提供有效的保护
。

科学家们虽然已将疫苗从单价转 向了多

价
,

但免疫效果仍不够理想 (Wi
t te r

,

1993 )
。

使用免疫增 强剂 目的是增强免疫反应
,

并使免疫

应答提前产生
。

目前
,

美国苏威 (S ol va y )公司已研制出甘露聚糖
,

能有效地增强 M D 疫 苗免

疫效果
,

但进 口药品价格昂贵
。

本研究将探讨胸腺制剂对鸡 M D 免疫的增强作用
,

以研制 出一

种高效低成本的免疫增强剂
,

提高鸡对 M D 的免疫力
,

填补国内生产空白
。

1 材料与方法

L l 材料

1
.

1
.

1 胸腺制剂的制备 取冰冻胸腺
,

融化后用冷蒸馏水洗 2次
,

除去血污
,

分离并弃去脂肪

及结缔组织
,

高速匀浆
.

按 W : V = 1 :3 的比例加人 P B S
.

60 ℃ 煮 30 n u n 再煮沸 2

~
,

过滤后

所得滤液装瓶
,

灭菌
,

冰箱保存
.

参照刘玉斌等 ( 19 89) 的方法测定胸腺多肤含量
。

1
.

1
.

2 试验动物 由山东家禽研究 所购人 的无 17 种特定病原的 S P F (s P
。汤if c 一 p at ho g en 一

斤比)来航种蛋
,

在北京农业大学实验动物中心 S P F 孵化室孵化的混合初生雏鸡
。

1
.

1
.

3 疫苗 南京生物药厂有效期 内的 M D 冻干疫苗
。

1卯 5一的 一 12收稿
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1
.

1
.

4 攻毒用 强毒株 MD 强毒 B J MD V一 1株 37代冷冻全血
,

由北京市农林科学院畜牧

兽医研究所惠赠
.

保存于 一 l% ℃ 液氮罐中备用
。

L Z 方法

将 77 只 S P F 鸡初生混合雏鸡随机分为 4 组 : 加胸腺制剂 M D 免疫组 22 只 (第 l 组 )
、

M D

免疫组 22 只 (第 2 组 )
、

攻毒对照组 21 只 (第 3组 )
、

空白对照组 12 只 (第 4 组 )
.

每组分别 饲

养在单独的隔离器 中
。

饲料及饮水均经高压灭菌
.

1一 3 组初生雏鸡在超净工作台内经颈部

皮下注射接种 M D 疫苗
,

每只鸡均为 0
.

2 m L
,

含 2 00 0 P F U ;胸腺制剂均为 0
.

5 m L/ 只
,

含胸腺

多肤 3
.

3 9 /L
.

在 13 日龄时 1一 3 组攻毒
。

每只雏鸡经腹腔注射 10
一 ’
稀释的 B

MJ D v 一 l 强毒

住S l n L
。

在试验期 间每 日观察鸡的精神
、

健康状况
,

对死亡鸡 只逐一剖检
。

在 56 日龄时结束

试验并将鸡只全部扑杀
,

剖检后记录 肉眼 M D 病变
。

出现以 下任何一种病变均判定为 M D

阳性
。

卵巢肿大
,

严重时有菜花样肿瘤或分页状肿瘤 ;肝脏肿大
,

有弥散性针尖大小灰白点
,

或粟

粒大小白色结节 ; 腺 胃增大变厚
,

切面上可见大小不一的坏死结节 ;在心外膜或心肌可见灰白

色小结节 ; 脾脏肿大
,

有 时可见 粟粒 大小 灰白斑 ; 辜丸两侧肿大灰 白
,

或一侧 比另 一侧肿

大 ;单侧坐骨神经水肿
,

横纹消失
.

法氏囊萎缩
,

偶尔也有肿瘤
。

肉眼未出现病变 的鸡只取腺 胃
、

生殖器官
、

坐骨神 经
、

心
、

肝
、

肾等组 织块
,

用 or % 福

尔马林液固定
,

石蜡包埋切片
,

.H E 染色
,

镜检
。

如 出现 以下任何一种现象均判定为 M D 阳

性 : 卵泡萎缩
,

间质网状 内皮细胞增生 ;皋丸精小管萎缩
,

网状淋 巴样细胞增生 ; 坐骨神经膜

细胞增生 ;肝脏淋巴样细胞增生灶
,

腺 胃在粘膜下层
、

胃腺腺管之间
、

腺小叶与腺小叶之间 以

及粘膜固有层有多形态细胞增生 ;心肌纤维周围有散在或灶性细胞增 生
,

增生的为成纤 维

细胞
、

淋 巴样细胞
.

肾脏残存的肾小管上皮细胞核呈现坏死变化
。

试验期间于 11 日龄
、

28 日龄
、

56 日龄时用酸性 一 “ 一 醋酸蔡酷染色法 ( A N A E )检测外

周血液中淋巴细胞 (张凌志等
,

198 5 )
。

试验结束后计算保护率
。

2 试验结果

.2 1 雏鸡攻毒后第一只致死 日龄

由表 1可 见
,

第 3 组 在 攻

毒后 17 日龄 出现死亡
,

说明

了 B J M D V 一 1 株 有 一 定 的

致病力
。

第 2 组比第 3 组稍 迟

几天
,

在 2 4 日龄开始死亡
。

加

了胸腺制剂的第 1 组 2 8 日龄

才开始死亡
,

表 明加免疫增 强

剂能延迟鸡的死亡 日期
。

表 1 攻毒后第一只鸡致死日岭

攻毒鸡数

组别

攻毒后第一只

鸡致死 日龄

致死鸡数

2824172020140仆 y
.

M D 免疫组 (1 )

MD 免疫 (2)

攻毒对照 ( 3)

空 白对照

2
.

2 胸腺制剂对鸡 M D 死亡率
、

发病率与攻毒保护率的影响

表 2 为试验各组死亡率与攻 毒保 护率
。

其 中第 4 组是空 白对照组
。

攻毒对照组死亡 率

最高
,

21
.

4 % 其发病率 8 5
.

7%
,

比免疫对照组 的发病 率高
。

加胸腺制剂的试验组死亡率最

低
,

仅 1 0
.

0 %
,

其发病率也仅为 60
.

0 %
,

二者均低于免疫对照组
。
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表 2攻毒后死亡率
、

发病率川与攻毒保护率

初始 弱雏 攻毒 攻毒后M D死 总死
M D

阳
M D

致
M D

阳 发病M D保

组别 鸡数 死淘数 鸡数 存活鸡数 亡数 亡数 性数 死率 性率 率 护 率

1 22 2 2 018 4 2 l 0l 0
.

05 ) ( D团
.

04 0
.

0

2 22 2) 2 (1 735 1 1 45 D7 08 D5 刀15 D

1 1 4 3 2 711 39 1 1 2 0
.

4 64
.

5 8 3
.

71 4 3

1 1 4 2 2 01 02 0 0刀 0刀 0D 0刀 一

1 ()发病率=M ) I致死率+ M I〕 阳性率

. 23胸腺制剂对外周血 T细胞数量的影响

表 3各时期外周血液A NA E 十 细胞数变化 (/ 1 00)

组别11 日龄8 2日龄5 6日龄

6 3
.

8 0士5
.

妇 3n (=1 ) 0

5 34士1 仓8 4 3n (=1 ) 0

25
.

1 4 3士9
.

19 1 (
n = 7)

必
.

6士1 3
.

5 8 3n (=1 0)

5 6
.

6士1 3
.

5 8 8 伪=1 0)

6 3
.

6士18
.

6 6 7n (=5 )

3 2
.

8 土1 0
.

5 3 0n (=5 )

6 3
.

4士1 6
.

9 5 3 (
。=5 )

4 6
.

6士 7
.

3伪=5 )

抖
.

2土1 3 24 7n (= 习

5 4,0 士 8
.

124 (n = 匀

由表 3可见
,

免疫后攻毒前 ( H 日龄 )试验组的 AN A E
+

细胞数比未免疫组的数量多
,

但加

胸腺制剂的试验组与免疫对照组无明显差异
。

由于 尚未攻毒
,

也未注射疫 苗
,

因而第 3, 4组

条件一样
,

只采第 4 组作为对照组
.

由对照组可知
,

攻毒两周后 ( 28 日龄 ) T 细胞 随年 龄增 长

而 自然增多
.

而攻毒后鸡只 A N A E
十

细胞亦有所增加 ; 但加胸腺制剂的试验组 比免疫组升高

快
。

攻毒 6 周后 ( 56 日龄 )加胸腺制剂的试验组持续在较高水平
,

免疫对照组则 略有降低
。

攻

毒 对 照组 基 本 不 变
.

总 的 来说
,

攻 毒 后 免 疫 组 的 A N A E
+

细 胞 数 量 较 高
,

未 免 疫 组

A N A E
十

不多
,

相对显示现免疫抑制状态
。

3 讨论与结论

3
.

1 胸腺制剂对雏鸡的免疫增强作用

19 6 6 年发现胸腺具有免疫功能
,

以后大量研究表明胸腺因子
、

胸腺素等能提高畜禽机体

的免疫反应
,

增强淋巴细胞分化过程
,

快速诱导分化抗原在淋 巴细胞表面上表达 (区大卫
,

198 8)
,

而 M D 免疫是以细胞免疫为主
,

因此
,

本试验用胸腺提取液皮下注射 1 日龄雏鸡
,

研

究其对 M D 的免疫增强作用
。

结果发现
,

13 日龄免疫雏鸡感染
v M D V 24 日龄开始死亡

,

而

加 了胸腺制剂的试验组则推迟到 28 日龄开始死亡
,

并且死 亡率 明显低 于 免疫 对 照
。

我 们

曾在接种马立克疫苗的同时
,

注人胸腺提取物
,

于小鸡 15 日龄时用 B乃江D V 一 1 攻毒
,

其保

护率比试验对照组有明显提高
,

与本试验结果一致 (另文发 表 )
。

表 明胸腺制 剂对雏鸡具有

明显的免疫增强效果
,

其结果优于单独应用 M D 疫苗
,

是能提高鸡 马力 克氏病免疫能力 的

比较理想的免疫剂
。

胸腺制剂制作工艺简单
,

成本低廉
,

使用方便
,

对动物无过敏及诱变反

应 ( N ik o l a i
,

1 9 9 1 )
,

值得应用和推广
。
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2 3 .胸腺制剂对鸡外周血液 T淋巴细胞数里的影响

禽类的淋巴结发育不 良
,

其 T 淋巴细胞来 自胸腺
。

T 淋巴细胞的功能是通过生物活性分

子
,

如巨噬细胞移动抑制因子和淋巴细胞毒素而表现出细胞免疫现象
,

在肿瘤免疫上认 为 T

淋巴细胞 占有重要作用
。

酸性 一 : 一 醋酸奈醋酶 ( A N A E )染色法是一种 简便易行 的 T 淋 巴

细胞组织化学标记法
。

A N A E 阳性细胞代表静止
、

成熟的 T 淋巴细胞
.

本试验应用该法对血

液中 T 淋巴细胞的标记结果显示
,

免疫鸡外周血液中淋巴细胞数比未免疫组的明显增多 ;用

强毒攻击后
,

免疫鸡呈现 良好的免疫保护
,

其 T 淋巴细胞水平较高
.

加了胸腺制剂的试验组

T 淋巴细胞活性明显高于免疫对照组
。

未免疫对照组鸡绝大部分发病
,

部分死亡
,

其血 液 T

细胞活性明显低于免疫组
.

表明胸腺制剂能有效地促进 T 淋巴细胞的诱导
,

协同免疫刺激作

用
。

M u rt h y 等 ( 199 2) 也认为胸腺肤可提高外周血 T 淋巴细胞百分率
,

刘忠贵等 ( 1 995 )报道了雏鸡感染
v
M D V 后外周 血细胞免疫及体液免疫 功能显著降低

或呈现抑制
,

认为是全身免疫功能降低的重要标志
,

A石e l ( 19 88) 也作过类似的报道
.

w lt t e r 等

( 1980 )用不同的 M D 毒株攻击鸡只后
,

发现感染鸡只会出现免疫抑制
。

本试验也发现感染鸡

外周血液的 A N AE 阳性细胞数量明显减少
。

血液中 T 细胞数量减少与免疫器官相应细胞数

量减少及其迁移人血液减少密切相关
。

而感染鸡免疫器官的免疫功能降低
,

不仅与细胞因子

的免疫调节障碍相关
,

而且是 M D 引起免疫抑制的重要机制和 M D 发病学的重要基础
。

我

们希望能在进一步的研究 中阐明 M D 的发病学和免疫防治
.

.3 3 攻毒剂量对保护率的影响

据任文阶等 ( 19 9 1) 报道
,

用 B」M D V 一 1毒株 10
’ 2

稀释后仅用 0 .2 m L攻毒 7 日龄 H、 q
,

免

疫鸡
,

保护率为 72
.

2%
。

本试验 免疫 对照组保护率较低
,

仅 巧
.

0%
,

略高于攻毒对照组 14
.

3%
,

我们认为这是 由于攻毒量过大
,

致使疫苗保护效果不理想
.

而加了胸腺制剂能减轻这种不 良

影响
。
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