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符 号 说 明

bp Base pair 碱基对

CEF Chicken embryo fibroblasts 鸡胚成纤维细胞

d Day 天

dpi Days post infection 感染后天数

g Gram 克

IL-2 Interleukin-2 白细胞介素-2

IL-4 Interleukin-4 白细胞介素-4

IL-6 Interleukin-6 白细胞介素-6

IL-18 Interleukin-18 白细胞介素-18

IFN-α Interferon-α 干扰素-α

IFN-β Interferon-β 干扰素-β

IFN-γ Interferon-γ 干扰素-γ

IRS Internal repeat short 短内部重复区

IRL Internal repeat long 长内部重复区

LNT Lentinan 香菇多糖

MD Marek’s disease 马立克氏病

MDV Marek’s disease virus 马立克氏病病毒

Meq Marek’s disease virus oncogene 鸡马立克氏病病毒致瘤基因

mL Milliliter 毫升

mRNA Messenger ribonucleic acid 信使核糖核酸

min Minute 分钟

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应

PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液

PFU Plaque forming unit 蚀斑形成单位



RT Reverse transcription 反转录

s Second 秒

SPF Specific pathogen free 无特定病原

TNF-α Tumor necrosis factor -α 肿瘤坏死因子-α

μL Microliter 微升

UL Unique long region 长独特区

US Unique short region 短独特区

vMDV Virulent Marek’s disease virus 强毒型马立克氏病病毒

vvMDV
Very virulent Marek’s disease

virus
超强毒型马立克氏病病毒

vv+MDV
Very virulent plus Marek’s

disease virus
特超强毒型马立克氏病病毒
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中文摘要

马立克氏病（Marek’s disease，MD）是由马立克氏病病毒（Marek’s disease virus，

MDV）感染引起的鸡的一种淋巴组织增生性免疫抑制性传染病。MDV是一种重要的致

肿瘤病毒，可引起鸡群发生严重的免疫抑制。近年来的流行病学调查结果显示，MDV

在我国流行有增强的趋势。疫苗免疫是控制MDV感染最有效的手段，随着毒株毒力增

强以及与免疫抑制病毒的混合感染经常导致疫苗免疫失败，为此很多企业试图通过一些

辅助措施增强对该病的防控效果，其中香菇多糖（Lentinan，LNT）的应用潜力备受关

注。

LNT是一种从香菇中提取的含有β-葡聚糖的免疫调节剂，可通过刺激免疫细胞成熟、

分化、增殖和产生细胞因子等方式发挥免疫作用，从而改善或恢复宿主的机体平衡，提

高宿主细胞对淋巴因子、激素等生物活性因子的反应性，在免疫调节、抗病毒、抗肿瘤

等方面被广泛应用。

为研究 LNT 对 SPF雏鸡的免疫调节作用以及对抗MDV感染及其引起的免疫抑制

的作用，本研究首先进行了 LNT对 SPF雏鸡的免疫增强作用的研究，并在其基础上进

行了预防性使用 LNT对MDV感染的作用研究，治疗性使用 LNT 对MDV 感染的作用

研究以及 LNT与疫苗联合使用对 vMDV和 vvMDV感染的作用研究。

在 LNT对 SPF雏鸡的免疫增强作用研究中，结果表明，在 7日龄，连续使用 LNT 6

天的 LNT组的体重显著高于 Control组（P<0.01），LNT组的干扰素-γ（IFN-γ）、白细

胞介素-2（IL-2）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、Mx 抗病毒蛋白（Mx protein）等多种

细胞因子较 Control组上调，且 LNT组的 CD4+T淋巴细胞比重及其与 CD8+T淋巴细胞

比重的比值也明显上调（P<0.01）。在预防性使用 LNT对MDV感染的作用研究中，结

果表明，在攻毒后 35d，未使用 LNT 的攻毒组 MDV 组的体重极显著低于预防性使用

LNT的 LNT+MDV组和 Negative control组（P<0.0001），MDV组的肝脏发育指数和脾

脏发育指数显著高于 LNT+MDV组和 Negative control组，而 LNT+MDV组和 Negative

control组的上述指标无显著差异（P>0.05），且在攻毒后 21、35d，LNT+MDV组的外

周淋巴细胞、肝脏和脾脏中的MDV病毒载量均极显著低于MDV组（P<0.01）。

在治疗性使用 LNT对MDV感染的作用研究中，结果表明，在攻毒后 42d，未使用

LNT的攻毒组MDV组的体重显著低于治疗性使用低剂量 LNT的攻毒组 Low-dose LNT
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组，治疗性使用高剂量 LNT的攻毒组 High-dose LNT组和 Negative control组（P<0.01），

MDV组的肝脏发育指数显著高于 Low-dose LNT组（P<0.05），极显著高于 High-dose

LNT组和Negative control组（P<0.01），而Low-dose LNT组、High-dose LNT组和Negative

control组之间的上述指标无统计学差异（P>0.05）。在攻毒后 14、28d，Low-dose LNT

组和 High-dose LNT 组的外周淋巴细胞中的 MDV 病毒载量极显著低于 MDV 组

（P<0.0001），且 High-dose LNT 组的外周淋巴细胞中的 MDV 病毒载量极显著低于

Low-dose LNT组（P<0.01）。

在 LNT与疫苗联合使用对 vMDV和 vvMDV感染的作用研究中，结果表明，在面

对 vMDV 感染时，只使用疫苗的攻毒组 SC9-1组的外周淋巴细胞、肝脏、脾脏和羽毛

囊中的MDV病毒载量均低于未使用 LNT和疫苗的攻毒组 SDAU1501组，且使用 LNT

和疫苗的攻毒组 LNT+SC9-1 组的上述MDV病毒载量又进一步低于 SC9-1组，并在攻

毒后 21d， LNT+SC9-1 组的外周淋巴细胞中的 MDV 病毒载量极显著低于 SC9-1 组

（P<0.0001）。在面对 vvMDV 感染时，SC9-1 组的体重高于 Md5 组，而 LNT+SC9-1

组的体重高于 SC9-1组，并在攻毒后 3、21d，LNT+SC9-1组的体重显著高于 SC9-1组

（P<0.05）。SC9-1组的外周淋巴细胞、肝脏、脾脏和羽毛囊中的MDV病毒载量均低

于Md5组，且 LNT+SC9-1组的上述MDV病毒载量又进一步低于 SC9-1组，并且在攻

毒后 14d，LNT+SC9-1组的外周淋巴细胞和脾脏中的MDV病毒载量极显著低于 SC9-1

组（P<0.001），在攻毒后 21d，LNT+SC9-1组的肝脏中的MDV病毒载量显著低于 SC9-1

组（P<0.0001）。

根据上述结果，本研究证实了 LNT可以促进 SPF雏鸡育雏期的生长发育，提高 SPF

雏鸡的先天免疫水平和细胞免疫水平。预防性使用或治疗性使用 LNT 均可以抑制在雏

鸡体内的复制，缓解MDV感染及其引起的免疫抑制。LNT可以提高鸡马立克氏病基因

缺失活疫苗（SC9-1株）的免疫效果，更好的抑制MDV在雏鸡体内的复制以及预防或

缓解 vMDV或 vvMDV感染及其引起的免疫抑制。为更好的控制MDV感染提供了辅助

性措施。

关键词：马立克氏病病毒，免疫抑制，香菇多糖，免疫调节，疫苗免疫



山东农业大学硕士学位论文

III

Study on the Inhibitory Effect of Lentinan on Chicks Against

Marek's Disease Virus Infection

Abstract

Marek's disease (MD) is a lymphoproliferative immunosuppressive disease of chickens

caused by Marek's disease virus (MDV). MDV is an important oncogenic virus, which can

cause severe immune suppression in chicken flocks. Epidemiological studies have revealed a

rising trend in MDV prevalence in China in recent years. While vaccination is the most

effective means of preventing and controlling the MDV infection, co-intection with

immunosuppressive virues frequently results in vaccination failure increase the virulence of

the strain.

Lentinan (LNT), an immunomodulator containing β-glucan extracted from shiitake

mushrooms, it can play an immunological role by stimulating immune cell maturation,

differentiation, proliferation, and production of cytokines, thus improving or restoring the

host's homeostasis and increasing the responsiveness of host cells to biologically active

factors like lymphokines and hormones. Consequently, it finds extensive application in

various domains such as immunological modulation, antiviral therapy, and anti-tumor therapy.

To study the immunomodulatory effects of LNT on SPF chicks and its effects against

MDV infection and its induced immunosuppression, firstly, this study was to investigated the

immune-enhancing effects of LNT on SPF chicks. A study on the protective effect of LNT

against MDV infection was carried out based on this, therapeutic effect of LNT on MDV

infection, and the combined use of LNT with vaccine against vMDV and vvMDV infections.

In study of the immune-enhancing effect of LNT on SPF chicks, the results showed that

the body weight of the LNT group, which had been continuously using LNT for 6 days was

significantly higher than that of the Control group at 7 days of age (P < 0.01),

interferon-gamma (IFN-gamma), interleukin-2 (IL-2), tumor necrosis factor-alpha (TNF-α),

and Mx antiviral protein (Mx protein) and many other cytokines in the LNT group were

up-regulated compared with the Control group, and the proportion of CD4+ T lymphocytes

and its ratio to CD8+T lymphocytes were also significantly up-regulated in the LNT group (P

< 0.01). In the study of the prophylactic use of LNT on MDV infection, the results showed

that the body weight of the MDV group without LNT treatment group, was extremely
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significantly lower than that of the LNT+MDV group and the Negative control group, which

were prophylactic use of LNT (P < 0.0001) after 35 days post infection (dpi), the samples of

liver and spleen development index in the MDV group were significantly higher than those of

the LNT+MDV group and Negative control group, whereas there was no significant

difference in the above indicators between the LNT+MDV group and the Negative control

group (P>0.05), the MDV viral loads in peripheral lymphocytes, liver and spleen of the

LNT+MDV group were all extremely significantly lower than those of the MDV group after

21 and 35 dpi (P>0.05).

In the study of the therapeutic effect of LNT on MDV infection, the results showed that

after 42 dpi the body weight of the MDV group without LNT treatment group, was

significantly lower than that of the Low-dose LNT treatment group, and that of the High-dose

LNT treatment group with therapeutic use of high doses and the Negative control group (P <

0.01), the liver development index of the MDV group was significantly higher than that of the

Low-dose LNT group (P < 0.05), and extremely significantly higher than that of the

High-dose LNT group and Negative control group (P < 0.01), however, there was no

statistically significant different in the above indicators between the Low-dose LNT group

High-dose LNT group and Negative control group (P > 0.05). After 14 and 28 dpi, the MDV

viral load in peripheral lymphocytes of the Low-dose LNT group and High-dose LNT group

was extremely significantly lower than that of the MDV group (P < 0.0001), and the MDV

viral load in peripheral lymphocytes of the High-dose LNT group was extremely significantly

lower than that of the Low-dose LNT group (P < 0.01).

In the study of the effect of LNT combined with vaccine on vMDV and vvMDV

infections, the results showed that when infected with vMDV infections, the MDV viral loads

in peripheral lymphocytes, liver, spleen, and feather sacs, vaccine only treatment group with

SC9-1 were lower than those of the SDAU1501 group, which did not use both LNT and

vaccine, and the MDV viral load of the LNT+SC9-1 group, which were treatment group

wiht LNT and vaccine further lower than those of the SC9-1 group. After 21 dpi, MDV viral

loads in peripheral lymphocytes of the LNT+SC9-1 group was significantly lower than those

of the SC9-1 group (P < 0.0001). When infected with vvMDV infection, the body weight of

the SC9-1 group was higher than that of the Md5 group, however, the body weight of the

LNT+SC9-1 group was higher than that of the SC9-1 group, and was significantly higher than

that of the SC9-1 group after 3 and 21 dpi (P < 0.05). The MDV viral loads in peripheral

lymphocytes, the samples of liver, spleen, and the feathered sacs of the SC9-1 group were
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lower than those of the Md5 group, and the MDV viral loads in the LNT+SC9-1 group were

further lower than those in the SC9-1 group, the MDV viral loads in peripheral lymphocytes

and spleen of the LNT+SC9-1 group was highly significantly lower than those of the SC9-1

group after 14 dpi (P < 0.001), the MDV viral loads in the liver of the LNT+SC9-1 group

after 21 dpi was significantly lower than that of the SC9-1 group (P < 0.0001).

Based on the above results, the present study confirmed that LNT could promote the

growth and development of SPF chicks during the brooding period and improve the innate

immunity level and cellular immunity levels of SPF chicks. The preventive and therapeutic

use of LNT can inhibit the replication of MDV in chicks and alleviate MDV infection and its

immunosuppression, and LNT can enhance the immunization effect of the meq-deleted

Marek’s disease virus vaccine strain SC9-1, better inhibit the replication of MDV in chicks,

and prevent or alleviate vMDV or vvMDV infection and its immunosuppression. It provides

an adjunctive measure for better control of MDV infection.

Keyword: Marek's disease virus, immunosuppression, lentinan, immunomodulation,

vaccine immunization
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1 前言

1.1 鸡马立克氏病

马立克氏病（Marek’s disease，MD）是由马立克氏病病毒（Marek’s disease virus，

MDV）引起的鸡的一种淋巴组织增生性免疫抑制性传染病。MDV是鸡群中广泛流行的

一种免疫抑制病毒，可引起鸡只的淋巴组织增生、淋巴肿瘤和免疫器官损伤（Witter

1997；Witter et al.，2003）。近年来的流行病学调查结果显示，MDV在中国的流行有

增强的趋势（Yu et al.，2023；Zhang et al.，2022）。疫苗免疫是控制MDV感染最有效

的手段（Nair, V，2022），但鸡传染性贫血病毒（CIAV）、禽网状内皮组织增殖病病毒

（REV）等免疫抑制病毒的混合感染经常导致疫苗免疫失败（Li et al.，2021；Zhang et al.，

2017；Zheng et al.，2022）。此外，有些毒株突破现有疫苗保护的报道也在逐渐增多（Li

et al.，2022；Liu et al.，2023）。

1.1.1 病原学

MDV属于疱疹病毒科，α-疱疹病毒亚科的马立克氏病毒属，病毒形态呈球形、有

囊膜。有囊膜的病毒粒子直径为 130~170毫微米，通常存在于羽毛囊上皮细胞中，呈非

细胞结合性，可脱离细胞存活，对外界环境抵抗力强，是实际生产中造成MDV大规模

传播的主要原因。无囊膜的裸体粒子直径为 85~100毫微米，存在于肿瘤组织中，呈严

格的细胞结合性，细胞破裂时病毒亦死亡。MDV可通过鸡胚培养或细胞培养分离病毒

（孙百明，2011；Osterrieder et al.，2004）。MDV 基因组为具有 E类结构的线性双链

DNA分子，分为 6个区域，包括末端重复长区域（TRL）、独特长区域（UL）、内部

重复长区域（IRL）、内部重复短区域（IRS）、独特短区域（US）和末端重复短（TRS）

区域（Davison et al.，2010；Lole et al.，1999；McGeoch et al.，2006）。根据病毒的血

清学反应，将MDV分为MDV1、MDV2和MDV3三个血清型，其中MDV血清 1型包

括不同致病性（如导致肿瘤、免疫抑制、神经损伤以及死亡等）的野毒株，按照致病性

从弱到强分为弱毒（mMDV）、强毒（vMDV）、超强毒（vvMDV）和特超强毒（vv+MDV）

（Lee et al.，1983；Schat et al.，2013；Witter et al.，2005）。MDV血清 2型是从临床

健康鸡中分离出来的非致病性毒株，该毒株类型不致瘤，属于天然的无毒毒株。MDV

血清 3 型是从火鸡体内分离到的非致病性毒株，称为火鸡疱疹病毒（Herpesvirus of
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tuvkeys，HVT）（崔治中等，2019；Biggs et al.，2001）。

1.1.2 流行病学

鸡是最MDV 重要的自然宿主，所有品种或品系的鸡均能感染MDV，但不同品种

或品系的鸡具有多样化的遗传结构，因此对MDV感染的抵抗力有所差异（Barrow et al.，

2003a）。病鸡和带毒鸡是主要的传染源，传播途径主要为病毒在羽囊上皮细胞中复制

后通过羽毛和皮屑经呼吸道传播，雏鸡和雌性鸡易感，日龄越小的雏鸡越易感（Barrow

et al.，2003b；Calnek et al.，2003）。

1.1.3 临床症状及病理变化

MDV主要以造成鸡的神经损伤和淋巴肿瘤为主，因感染野毒株不同，主要症状也

不同，根据临床症状和病变部位分为神经型、内脏型、皮肤型和眼型（Schat et al.，2008）。

1.1.3.1 神经型

常见单侧或双侧坐骨神经或臂神经损伤，病鸡表现为翅膀下垂，头颈歪斜，单侧或

双侧腿部站立不稳，运动障碍，腿部呈“劈叉状”。神经病变部位出现外周神经变粗，比

正常时粗 2-3倍，颜色变淡变暗呈灰白色或灰黄色，横纹消失（周林宜等，2019；Gimeno

et al.，1999）。

1.1.3.2 内脏型

病鸡体形消瘦，精神不振，食欲下降，被毛蓬乱，冠髯苍白，少部分病鸡冠髯发黑；

腹泻下痢，排白色或黄绿色稀便，发病快，死亡率高。卵巢、心脏、肝脏、肾脏等多个

器官出现弥漫性肿大并出现灰白色淋巴性肿瘤，以肝脏和脾脏最为明显。法氏囊和胸腺

萎缩或正常，但可能出现滤泡间淋巴样细胞浸润（杨德康等，2009；Calnek et al.，1998）。

1.1.3.3 皮肤型

病鸡表现为颈部、背部、大腿部毛囊肿胀并且出现白色小结节，病变部位出现羽毛

囊上皮增生，炎性细胞和淋巴样细胞浸润（褚秀玲等，2009）。

1.1.3.4 眼型

病鸡表现为瞳孔缩小，严重者缩小至针尖大小，虹膜边缘不整齐，颜色变为弥漫性

灰白色，眼神经和眼部病变部位出现炎性细胞浸润（冯元璋等，2006）。
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1.1.4 诊断方法

1.1.4.1 病毒分离鉴定

鸡胚和雏鸡肾细胞（Chicken Kideny Cell，CKC），鸡胚成纤维细胞（Chicken Embryo

Fibroblast，CEF）和鸭胚成纤维细胞（Duck Embryo Fibroblast，DEF）等禽源细胞是

MDV分离株的良好培养细胞。其中 CEF是MDV分离株常用的培养细胞，CKC制备比

较困难,不易大量制备，但 CKC和DEF更有利于MDV分离株的体外繁殖（Churchill et al.，

1967；Schat et al.，2005；Tan et al.，2008）。一般向细胞中接种MDV分离株 2-8 d后

便能产生噬斑，其特征是圆形屈光细胞或合胞体的小到中等斑块。

1.1.4.2 病毒抗原的检测

自二十世纪 60 年代 MD 病原体分离和鉴定成功后，MDV 抗原的免疫学鉴定和

MDV 特异性抗体的检测得到了广泛应用（Churchill et al.，1969）。琼脂凝胶沉淀素

（AGP）试验，酶联免疫吸附实验 （ELISA）以及直接或间接免疫荧光法等陆续应用

在MDV的检测中。

1.1.4.3 聚合酶链反应（PCR）技术

上世纪 80年代，聚合酶链式反应（PCR）的发明改变了包括MDV在内的许多传染

病病原的检测。三种血清型的MDV的基因组 DNA序列已进行完整的测序分析（Afonso

et al.，2001；Izumiya et al.，2001；Tulman et al.，2000）。可以设计特定的 PCR引物，

并结合核酸电泳对MDV进行诊断。

1.1.4.4 实时荧光定量 PCR（qPCR）技术

随着MD冷冻活疫苗的使用，区分野毒和疫苗株对检测方式的灵敏性提出了更高的

要求。实时荧光定量 PCR技术可以在高灵敏性的基础上对MDV进行绝对定量及相对定

量检测，并解释MDV感染的相关过程（刘蔓蔓等，2023；Baigent，2005；Walkden-Brown

et al.，2013）。

1.1.5 防控措施

1.1.5.1 疫苗免疫防控

疫苗接种是防控本病的关键，通过大规模的疫苗接种计划，MD的爆发在世界范围

内得到了控制，对防止出雏和育雏早期感染和减少损失起到了重要作用，使MD成为第
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一种可以通过有效疫苗预防的鸡肿瘤性疾病（Boodhoo et al.，2016；Haq et al.，2013）。

用于制造疫苗的MDV毒株有 3种，即人工致弱的MDV血清 1型（如 CVI988）、自然

不致瘤的MDV血清 2型（如 SB1Z4）和MDV血清 3型（HVT）（如 FC126）（Okazaki

et al.，1970；Rispens et al.，1972；Schat et al.，1978；Witter et al.，1970）。人工致弱

的MDV血清 1型和自然不致瘤的MDV血清 2型毒株在制备MDV疫苗时，为了保持

MDV疫苗的效力，疫苗病毒必须寄生在活细胞内，所以需制成细胞结合疫苗，需要特

殊的处理并在液氮条件下保存，因此保持适当的冷链和快速精确的疫苗稀释对于疫苗的

保护效力较为关键。MDV血清 3型（HVT）疫苗制苗成本经济而且可制成冻干制剂，

保存和使用较方便（葛成菲等，2023；Witter et al.，1992）。由于自然不致瘤的 MDV

血清 2型疫苗和MDV血清 3型（HVT）疫苗对新的毒性更强的MDV毒株的保护能力

有限，因此两者联合使用可显著提高对 vvMDV毒株的协同保护（Witter et al.，1982；

Witter et al.，1984）。鸡马立克氏病 CVI988冷冻活疫苗（也称为 Rispens CVI988毒株，

以其开发者的名称命名）是迄今为止最有效的疫苗，能够保护鸡只免受不同毒力MDV

毒株的攻击，被认为是MDV疫苗的“金标准”（Bullow，1977；Witter et al.，2004）。

另外我国自主研发的鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1 株）也表现出不亚于其他

MD商业疫苗的保护效力，并已进行商业化生产，获得行业认可（段伦涛等，2014；颜

文光等，2018；Su et al.，2015）。

1.1.5.2 免疫调节剂的应用

在我国畜禽养殖业逐步向规模化、集约化发展，养殖密度逐渐增加，畜禽感染病原

的机会多和种类多的情况下，以及我国为应对日益严峻的乱用、滥用抗菌药所导致的耐

药性问题提出减抗、禁抗的正确决策下，免疫调节剂无疑成为防控或辅助防控畜禽疾病，

尤其是免疫抑制病的突破口。免疫调节剂单独或与MD疫苗联合使用，可以增强机体的

先天免疫反应，提高鸡的免疫系统作用。中医与中药起源于我国，并有悠久的历史传承，

是我国重要的文化瑰宝。我国作为一个中药大国，在兽用中药及其制剂方面的研究也一

直走在世界前列。植物中的多糖成分目前在防控畜禽传染病方面已被广泛研究（农可懿

等，2021）。其中黄芪多糖、白术多糖、香菇多糖、板蓝根多糖在针对防控MDV并减

轻其所造成的损伤方面表现出重要作用（郝艳红等，1999；师调调等，2022；龚乐乐等，

2023）。
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1.1.5.3 遗传抗性

不同品种或品系的鸡对MDV的易感性和抗病能力不同，对MDV疫苗免疫后所产

生的免疫力也有所差异。因此 选育生产性能好的抗病品系商品鸡是未来防控MD的一

个重要方面（Lee et al.，2008；Venugopal et al.，2000）。

1.1.5.4 生物安全措施

疫苗免疫之外，育雏期严格的生物安全措施也是防控MDV的重中之重。做好卫生

消毒和饲养隔离是重要前提。另外，在卫生环境中孵化、运输和饲喂雏鸡。制定鸡舍、、

饮水、饲料和饲喂工具消毒方案，注意防虫防鼠，以及防止野鸟等可疑传染源进入鸡舍。

加强饲养管理，避免应激，保持鸡只良好的健康状态。提高工作人员的生物安全意识和

专业素养，做好自身消毒，防止交叉感染。定期对动物进行健康监测，及时发现潜在的

疫情，做到早发现，早隔离，早处理等。

1.1.6 MDV感染模型

MDV生命周期也被称为“Cornell模型”。该模型描述了从MDV初始感染到羽毛囊

上皮细胞中MDV 感染并排毒的顺序（Calnek et al.，1986）。MDV的生命周期可以分

为进入、复制、潜伏和传播这四个交错的主要阶段。MDV感染始于鸡只吸入含有传染

性病毒的灰尘，所以在病鸡肺脏中的巨噬细胞和 B细胞中首先检测到初始病毒复制，巨

噬细胞可将病毒转运至淋巴组织和免疫器官，其他免疫细胞在这些部位受到感染（Baaten

et al.，2009；Davison et al.，2005）。细胞中的 MDV感染分为早期溶细胞、潜伏、晚

期溶细胞和转化这四个重复的阶段。在细胞溶解阶段，病毒在巨噬细胞以及 B和 T淋巴

细胞中复制。早期溶细胞感染之后，在感染后 7天建立潜伏感染，潜伏感染的淋巴细胞

能够被转化，在感染后 14和 21天之间，可引起内脏器官中的淋巴瘤（McPherson et al.，

2016）。

1.1.7 MDV感染所引起机体免疫应答

1.1.7.1 先天性免疫

在MDV感染鸡只后，引发先天性免疫应答，包括巨噬细胞（macrophage, Mφ）和

自然杀伤细胞（natural killer cell，NK）的活化、I 型干扰素（IFN）和促炎细胞因子的

分泌等。此外，Toll样受体（TLR）和抗菌肽（AMP）先天免疫系统的其他组分也可能
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被触发，但其在诱导对MDV的免疫应答中的作用需要进一步研究（Akbari et al.，2008；

Abdul-Careem et al.，2009）。Mφ具有吞噬、杀灭病原和肿瘤细胞的功能，并且还可以

通过充当抗原呈递细胞（APC）来调控适应性免疫应答（Qureshi et al.，2000）。Mφ被

激活后，通过吞噬作用以及释放一氧化氮（NO）和细胞因子等介质内化病原以及抑制

病原的活力，从而发挥其在防御机制中的作用。活化的Mφ产生 NO是一种重要的先天

反应，对于 Mφ的杀菌活性和抑制病毒复制至关重要（Bogdan et al.，2001）。而且，

MDV感染诱导诱导型 NO合酶（iNOS）的表达，导致 NO的产生增加，这可抑制MDV

复制（Jarosinski et al.，2002）。MDV感染对 iNOS的上调与 IFN-γ等细胞因子的产生有

关。在 MDV 感染后，各种组织中 NO 和 IFN-γ表达之间的关联已被充分证实

（Abdul-Careem et al.，2007；Abdul-Careem et al.，2008）。另外，Mφ可以将MDV从

初步感染的呼吸器官转运到法氏囊等淋巴器官，表明Mφ在MDV感染后的病毒转运、

分布和控制中起到重要作用（Barrow et al.，2003a）。

1.1.7.2 适应性免疫

适应性免疫应答本质上是抗原抗体的特异性反应。在MDV感染鸡只后，除了引发

CD 4 +辅助性 T淋巴细胞和 CD 8 +细胞毒性 T淋巴细胞针对病毒感染细胞和肿瘤细胞

的应答外，还引发浆细胞分泌针对各种MDV 蛋白的抗体（Kindt et al.，2007）。这些

抗体具有通过阻断病毒进入宿主细胞的保护作用和诱导抗体依赖细胞介导的细胞毒性

作用，进一步帮助MDV感染细胞的裂解。另外抗体可在建立抗MD的免疫力中发挥作

用，母体抗体的存在降低了MD的、发病率、死亡率、临床症状和肿瘤形成（Calnek et

al.，1982；Chen et al.，1992；Davison et al.，2004）。但是，由于MDV是一种高度细

胞相关的病毒，抗体介导的免疫应答被认为不如 T细胞介导的应答重要。在先天性免疫

反应与抗体介导的免疫应答之后，CD 4 +辅助性 T淋巴细胞和针对疱疹病毒的各种包膜

糖蛋白的 CD 8 +细胞毒性 T淋巴细胞在控制疱疹病毒感染中起重要作用。并且 CD 8 +

细胞毒性 T淋巴细胞与MD疫苗所赋予的免疫力有密切联系（Morimura et al.，1997；

Parvizi et al.，2010）。

1.2与 MDV感染相关的细胞因子

1.2.1 干扰素-γ

干扰素-γ（IFN-γ）主要由活化的 CD4+Th1细胞、CD8+T细胞及 NK细胞分泌。IFN-γ
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具有抗病毒、抗肿瘤活性，能促进 Th0细胞向 Th1细胞分化从而抑制 Th2型反应，是

Th1型免疫反应的标志。 IFN-γ可以通过增强 NK 细胞杀伤功能和Mφ的吞噬能力及炎

症反应控制胞内病原感染（孙进华等，2009）。IFN-γ在MDV致病性及机体的免疫反应

中具有重要作用，MDV感染后鸡体内 IFN-γ含量升高，升高程度取决于宿主的遗传背景

及病毒毒力。病毒毒力越强，诱导产生的 IFN-γ越多，越能突显不同MD抗性鸡感染后

产生 IFN-γ量的差异。而低毒力毒株不足以诱导产生显著的差异（Jarosinski et al.，2005）。

IFN-γ可激活 iNOS的转录，增加Mφ中 iNOS的含量催化NO的产生，而 NO可抑制MDV

的复制（Xing et al.，2000a）。抗性鸡脾细胞中 IFN-γ先于易感鸡脾细胞中 IFN-γ达到高

峰可能是因为抗性鸡中 IFN-γ的快速高表达加速了其体内MDV进入潜伏感染阶段抑制

了疾病的发展。MDV溶细胞感染期，鸡脾脏中 CD4+T细胞和 CD8+T细胞中 IFN-γ 转

录水平不同程度上调，CD4+T细胞分泌的 IFN-γ可促进免疫反应向 Th1方向发展辅助病

毒特异性的 CD8+T细胞分化、增殖，促使 CD8+T细胞发挥抗病毒功能。在MDV感染

早期，抗性鸡外周血单核细胞中 IFN-γ含量高于易感鸡（Parvizi et al.，2009）。

1.2.2 白细胞介素-2

白细胞介素-2（IL-2）主要由 CD4+T 细胞产生，CD8+T细胞也可少量分泌。不同

品系鸡 IL-2 序列存在差异。IL-2 能增强Ｔ细胞依赖性免疫应答，诱导杀伤性细胞产生

IFN-γ、TNF-α等细胞因子从而介导抗病毒作用。IL-2可以促进Ｂ细胞的增殖、分化和抗

体产生具有重要的免疫调节功能（Schmandt et al.，1992）。IL-2可能与MDV的长程感

染有关，有研究表明在 21dpi时鸡体内 IL-2转录活性增高（Kaiser et al.，2003）。

1.2.3 白细胞介素-6

白细胞介素-6（IL-6）是一种多功能细胞因子，几乎能影响免疫系统的所有细胞。

IL-6于感染早期产生， 诱导先天性免疫应答。MDV感染后 IL-6的表达情况与 IL-18相

似， IL-18 可诱导 IL-6的表达 IL-6随着 IL-18含量的增多而增多，病变越严重的组织

IL-6含量越高，且与宿主的遗传背景有关。MDV溶细胞感染期，易感鸡脾细胞中 IL-6

水平显著升高 而 IL-6 的高水平转录又指示了病变的加剧促进了淋巴瘤的发生 而抗性

鸡中 IL-6含量无变化利于疾病的转归（蔡文博等，2011）。

1.2.4 白细胞介素-18

白细胞介素-18（IL-18）为促炎细胞因子，由巨噬细胞、小胶质细胞、血管内皮细
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胞等多种细胞产生 可促进 Th1 细胞的分化和成熟 除了通过诱导 Th1、NK 细胞产生

IFN-γ发挥抗感染、促生长的作用。除此之外，还可以 IL-18诱导 IL-2、TNF-α等多种细

胞因子的产生。IL-18和凋亡素共同作用可诱导有效的抗肿瘤免疫反应（Song et al.，2017）。

IL-18在MDV感染中具有重要的免疫调节作用 其转录水平与鸡的品系及病毒毒株有关。

感染组织中 IL-18含量随疾病发展而增多（Abdul-Careem et al.，2006）。

1.2.5 肿瘤坏死因子-α

肿瘤坏死因子-α（TNF-α）可由 NK细胞和巨噬细胞等分泌，传染性或炎性刺激物

能促进 TNF-α的生成。TNF-α参与先天性免疫反应，促进Ｔ细胞和Ｂ细胞的增殖，提高

NK细胞活性，促进吞噬细胞的功能，作为炎症介质参与炎症反应，介导细胞凋亡，调

节抗原递呈细胞的表达，是多种细胞介导免疫的最初调节因子。具有杀伤或抑制肿瘤

细胞；杀伤或抑制靶细胞；提高嗜中性粒细胞的吞噬能力，增强 ADCC功能，刺激细

胞分泌过氧化物酶等免疫作用（王黎霞等，2011；Havell et al.，1988；Rudle et al.，1987）。

1.2.6 Mx抗病毒蛋白

干扰素并不直接杀伤或抑制病毒，而主要是通过自分泌或旁分泌途径与细胞膜上的

特异性受体结合后使细胞产生抗病毒蛋白（冀君等，2014）。其中Mx蛋白是Ⅰ型和Ⅲ型

干扰素(IFN)诱导的细胞自身天然抗病毒效应蛋白。在多个物种上都被证实具有广泛的抗

病毒作用和 GTP 酶活性，对多种病毒都有广谱性的作用，并且在抗病毒与品种鸡抗病

育种筛选等方面有广泛应用前景（闫若潜等，2004；孙业平等，2010；Charleston et al.，

1993）。

1.3 香菇多糖

香菇多糖（Lentinan，LNT）是从香菇子实体中分离提取的棕黄色或灰白色粉末状

物质，具有吸湿性，能溶于水和稀碱溶液，且在热水中溶解度增加，不溶于丙酮、乙醚、

乙醇等有机溶剂（Ramberg et al.，2010）。近年来 LNT作为一种免疫增强剂备受关注，

并在鸡群中广泛使用，LNT主要通过它含有的β-葡聚糖刺激免疫细胞成熟、分化、增殖

和产生细胞因子等方式发挥免疫作用，从而改善或恢复宿主的机体平衡，提高宿主细胞

对淋巴因子、激素等生物活性因子的反应性，产生有效的抗病毒、抗肿瘤和免疫增强活

性（Chen et al.，2008；Ng et al.，2002；Pandya et al.，2019）。
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1.3.1 结构与构效关系

1.3.1.1 结构

LNT的活性与其化学结构密切相关，具有β－糖苷键的葡聚糖是香菇多糖发挥作用

的主要形式。LNT是以(1→3)-β-D-葡聚糖为主链，(1→6)-β-D-葡萄糖残基为侧链的大分

子，其化学结构为 1条(1→3)-β-D-葡聚糖主链和 2条(1→6)-β-D-葡萄糖残基侧链，每 5

个葡萄糖单元连接２个葡萄糖残基（Chihara et al.，1969；Hazime et al.，1979；Sasaki，

1976）。多数关于 LNT相对分子质量的研究经凝胶渗透色谱法(GPC)和准弹性光散射法

测得其相对分子质量为 3 × 105~8 × 105（Wang et al.，2021）。刚果红实验初步证实香菇

多糖具有螺旋空间构象，采用现代仪器分析技术，通过原子力显微镜（AFM）观察进一

步证实 LNT具有三螺旋空间构象（Wang et al.，2013；Wang et al.，2014）。

1.3.1.2 构效关系

LNT 的抗肿瘤作用与主链结构有着紧密联系，其中抗肿瘤活性最强的是 以

β-(1-3)-D-葡聚糖 为主链、并有β-(1-6)分支结构的多糖，而以β-(1-6)连接为主链的香菇

多糖活性较低（Zhang et al.，2011）。多糖主链的分支度也是影响其活性的重要因素。

活性最强的多糖分支度一般在 20%%~33%（Meng et al.，2016）。高相对分子质量多糖

形成三螺旋结构是需要 β-D-吡喃葡萄糖基分支侧链来 提高稳定性的。高相对分子质量

的 LNT的分支度较小，更利于形成三螺旋结构，从而发挥更强的抗肿瘤作用（Sheng et

al.，2021）。LNT的三螺旋结构对抗肿瘤作用影响较大。研究发现，当 LNT 的空间结

构发生改变后，其抗肿瘤活性会降低（Zhang et al.，2005）。多糖的相对分子质量是影

响其生物学活性的关键因素。多糖相对分子质量小，无法形成有活性的聚合结构而发挥

作用，而高相对分子质量多糖分子体积较大，不利于多糖跨越多重细胞膜屏障进 入生

物体内发挥生物学效应（Soltanian S et al.，2009；Wasser et al.，2002；Zhao et al.，2018）。

目前认为香菇多糖相对分子质量范围在 5× 105~8 × 105之间活性最强。总体而言，LNT 的

结构与其生物学活性密切相关。具有 (1→3)-β-D-葡聚糖主链结构、相对分子质量相对

较高、具有三螺旋结构、分支度较小的 LNT生物学活性较好。

1.3.2 提取

LNT的常规溶剂提取方式有以下两种：

（1）热水浸提法：热水浸提法是一种广泛使用的提取方法，其优点是操作简单方
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便，提取成本低，提取率较高，其缺点是提取时间较长，能耗较大（Ya et al.，2017；

Zheng et al.，2011）。

（2）酸碱提取法：酸碱提取法是一种较为常见的提取方法，其优点是操作简单方

便、提取时间短、提取成本低，其缺点是酸性溶液易破坏多糖的糖苷键，碱性溶液会使

提取物中色素分子沉淀，酸碱浓度过高导致多糖的生物活性降低（连希希等，2022）。

另外在热水浸提法的基础上还有以下几种辅助提取方法，以提高 LNT的提取效率：

（1）酶辅助提取法：酶辅助提取法酶解辅助提取法是一种非常规提取方法，是通

过酶水解蛋白质以破碎细胞壁，促进多糖的释放，其优点是提取率高，提取温度低、提

取时间短，其缺点是操作复杂，提取成本高，需灭酶并脱酶（Lyu et al.，2020）。

（2）超声辅助提取法：超声辅助提取法是在热水提取过程中应用超声设备进行超

声处理，通过超声波的热效应、机械效应和空穴效应破坏细胞壁，促进多糖的释放，其

优点是提取率高，提取温度低、提取时间短，提取成本低，其缺点是会降解多糖分子，

导致多糖的生物活性降低（李红卫等，2008；Roselló-Soto et al.，2015）。

（3）微波辅助提取法：微波辅助提取法使利用微波的加热效应和生物破壁效应，

使细胞膜和细胞壁破裂，胞外溶液易进入细胞内，溶解多糖并促进溶剂向胞内扩散及多

糖向胞外扩散，其优点是提取率高，提取时间短，其缺点是容易使多糖结构破坏,使多糖

分子变性失活（Lin et al.，2019；Ma et al.，2014）。

（4）高压和高压微射流辅助提取法：高压和高压微射流辅助提取法利用高温热水

使组织膨胀破裂，细胞壁软化，通过高压微射流处理带来的剪切力、冲击力和高频振动

使多糖更易释放，其优点是提取率高，其缺点是微射流的机械力和空穴效应容易降解多

糖分子（Huang et al.，2012；Li et al.，2018）。

（5）复合辅助提取法：复合辅助提取法是将以上两种及两种以上提取方法结合起

来使用，其优点是，相较于单一的提取方法提取率更高，提取时间进一步缩短，其缺点

是操作复杂并兼具各辅助提取法的缺点。

1.3.3 纯化

提取方法的不同，对多糖的复杂的理化性质和结构性质产生重要影响。提取得到的

粗多糖往往含有色素、蛋白质、脂质、维生素、多酚等物质，所以经过脱色、脱蛋白、
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多糖分级才能进行结构与生物活性的深入研究。

1.3.3.1 脱蛋白

蛋白质与多糖都是不溶于醇的大分子，醇沉后蛋白质会和多糖混合在一起，从而影

响多糖的结构鉴定及活性研究。一般采用化学试剂使蛋白质变性沉淀，再经离心实现脱

蛋白质。脱蛋白质方法主要有以下几 种：蛋白酶-Sevag 法、碱法、酸法、醋酸铅法、

三氯乙酸法、酶法和树脂吸附法等（Qian et al.，2018）。

1.3.3.2 脱色

多糖常用的脱色方法有：活性炭吸附法、有机溶剂漂洗法、阴离子交换大孔树脂吸

附法和过氧化氢氧化法等（Chen et al.，2019）。

1.3.3.3 分级

多糖的分子量分布范围较宽，因为小分子化合物 所规定的纯度标准不同，一般要

去掉小分子化合物。多糖纯品一般是指在一定分子量范围内具有较强生物活性的多糖。

没有分级的多糖分子量分布范围较宽，生物活性没有达到最佳，因此要对多糖进行分级，

提高其生物活性。常见的分级方法有分级沉淀法、季铵盐沉淀法、凝胶柱层析法、超滤

分离法等（Wang et al.，2020）。

1.3.4 生物学活性

1.3.4.1 免疫调节

LNT是一种免疫调节剂，对机体的非特异性免疫和特异性免疫均起到一定程度的免

疫调节或免疫增强作用（Hamuro et al.，1980；Péter et al.，1988）。LNT主要激活 Th1

型细胞介导的反应，其可以下调由 Th2 型细胞介导的反应，还能将 Th2 型反应转变为

Th1 介导的应答，即香菇多糖主要刺激细胞免疫激活（Yoshino et al.，2000）。T辅助

细胞（Th）应答作为免疫反应的上游调控机制可分为 Th1型和 Th2型两类。Th1 型细

胞主要分泌与炎症反应相关及能诱导细胞免疫抵抗癌细胞或细菌的细胞因子（如 IL-2、

IFN-γ 等）。而 Th2 型细胞主要分泌有助于 B 淋巴细胞增殖、分化及与体液免疫相关

的细胞因子（Murata et al.，2002）。LNT能激活抗原呈递细胞（APC）使其将组织相容

性蛋白复合物 II（MHC II）暴露出来，促进 T辅助细胞（Th）识别并连接MHC II 而被

激活，从而导致多种细胞因子的上调，提高体液免疫水平，并活化 B 淋巴细胞、T 淋
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巴细胞、巨噬细胞等，激活细胞并加强 T细胞应答能力、自然杀伤细胞活性和巨噬细胞

吞噬作用效果，以达免疫调节的目的（Moradali et al.，2007；Stephany et al.，2016）。

1.3.4.2 抗氧化

LNT氧化作用的机制主要体现在清除超氧化物自由基，阻断脂质过氧化反应以及增

强机体多种抗氧化酶活性这两个方面（Tian et al.，2012）。新陈代谢过程大量积累的活

性氧（Reactive Oxygen Species，ROS）造成机体氧化损伤，自由基过量累积导致脂质过

氧化反应形成丙二醛（Malondialdehyde，MDA）（Tiberi et al.，2023）。LNT可以螯合

二价铁离子（Fe2+），抑制血液自由基和 ROS 合成，从而有效阻止机体过氧化反应，

增强机体抗氧化性能（Ren et al.，2018）。另外，LNT可通过其自身结构含有酚类物质

和黄酮类物质发挥抗氧化作用，抑制过氧化反应，增强抗氧化酶的活性，以及通过诱导

激活 Nrf2-ARE抗氧化信号通路，引起多种抗氧化酶的表达，起到抗氧化作用（Stastny et

al.，2022）。

1.3.4.3 抗病毒

LNT对一些病毒呈现出抗病毒活性，其抗病毒机制主要包括直接使病毒失活和抑制

病毒的复制，可刺激体内巨噬细胞的功能水平，增强其吞噬能力，从而达到抑制或杀灭

病毒的目的。

1.3.4.4 抗肿瘤

LNT的抗肿瘤作用有多个层面。LNT可通过刺激抗原呈递细胞 （APC）激活下游

细胞及体液免疫（Bisen et al.，2010；Hamano et al.，1999）。LNT 可调节体内淋巴细

胞亚群的变化，调节 Th1和 Th2的平衡以调节免疫反应。LNT 可活化激活巨噬细胞和

自然杀伤性细胞并增加其数量，增强其杀伤肿瘤细胞活性，发挥抗肿瘤作用（Fukuchi et

al.，2014；Tani et al.，1992）。LNT通过 ROS介导的内源途径和 TNF-α介导的外源途

径诱导肿瘤细胞凋亡，从而直接发挥抗肿瘤作用（Wang et al.，2017）。LNT可以增加

血清中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、干扰素-γ（IFN-γ）和白介素-2（IL-2）的浓度，且

IFN-γ和 IL-2 能够抑制肿瘤细胞血管的生成从而抑制肿瘤生长（Arinaga et al.，1992；

Wang et al.，2020；Zheng et al.，2005）。所以，LNT 可通过调节先天免疫功能，调节

体内淋巴细胞亚群及功能，调节单核-巨噬细胞的功能和抑制肿瘤细胞生长等发挥抗肿

瘤作用。
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1.4 本研究的目的与意义

MD作为一种免疫抑制病在全球流行广泛，并随着MDV毒力增强以及与其他免疫

抑制病的共感染经常导致免疫失败，因此单纯靠现有疫苗防控MDV的效果可能并不理

想。另外，MDV导致的免疫抑制会增大其他传染性疾病继发感染的可能性。因此，除

了聚焦发展新型MDV疫苗的同时，也要探究通过使用免疫调剂类药物对MDV进行防

控。LNT作为一种免疫调节剂，在发挥免疫增强作用，提高机体免疫力以及与疫苗免疫

发挥协同作用，提高疫苗免疫效果方面具有重要意义。目前，对于 LNT 诱导鸡先天免

疫、T细胞免疫，抗MDV感染和对MDV疫苗的免疫效果等方面的能力还缺乏系统研

究数据。因此本研究旨在通过从 LNT对 SPF雏鸡的免疫增强作用研究，预防性使用 LNT

对MDV感染的作用研究，治疗性使用 LNT对MDV感染的作用研究以及 LNT与疫苗

联合使用对 vMDV和 vvMDV 感染的作用研究这五个方面对 LNT 与抗MDV 感染及其

引起的免疫抑制的作用进行探究，为 LNT与雏鸡先天免疫和细胞免疫的作用以及 LNT

抗MDV感染及其引起的免疫抑制的作用等方面的系统研究提供基础参考。
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2 材料与方法

2.1 材料

2.1.1 实验动物

1胚龄 SPF鸡胚、1日龄 SPF雏鸡购自山东济南赛斯家禽科技有限公司，1日龄海

兰褐雏鸡购自山东泰安东岳种禽有限公司。

2.1.2 病毒

MDV野毒 SDAU1501株由本实验室刘英楠从已免疫 CVI988 疫苗的白羽肉鸡中分

离得到，且鉴定为强毒株，并接种鸡胚成纤维细胞（CEF）进行扩增、定量和保存，病

毒含量为 1.05×106PFU/mL。MDV感染性克隆化病毒Md5株为超强毒株，由本实验室

接种鸡胚成纤维细胞进行扩增、定量和保存，病毒含量为 3.6×106PFU/mL。

2.1.3 疫苗

鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）由北京翎羽生物科技有限公司生产并提

供；H9 亚型禽流感病毒（AIV-H9）灭活疫苗由山东信得科技股份有限公司生产并提供。

2.1.4 香菇多糖

商品化香菇多糖粉（Lentinan Powder）由山东信得科技股份有限公司生产并提供。

2.1.5 主要试剂

AIV-H9血凝抑制试验抗原，购自北京中海生物科技有限公司。1×PBS、DMSO、肝

素钠、两性霉素、氨苄青霉素和鸡外周血淋巴细胞分离液购自北京索莱宝科技有限公司；

血液/组织/细胞 DNA提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司；血液/组织/细胞 RNA

提取试剂盒和质粒提取试剂盒购自美国 OMEGA公司；Evo M-MLV 反转录预混型试剂

盒（含去除 gDNA 试剂，用于 qPCR）和 SYBR Green Premix Pro taq HS 预混型 qPCR

试剂盒购自湖南艾科瑞生物工程有限公司；DMEM培养基和胎牛血清购自赛默飞世尔

科技有限公司；APC标记鼠抗鸡 CD3抗体、PE标记鼠抗鸡 CD4抗体和 FITC标记鼠抗

鸡 CD8抗体购自美国 SouthernBiotech公司。
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2.1.6 主要仪器

生物安全柜（Heal Force，香港）；PCR仪（ABI，美国）；实时荧光定量 PCR仪

（LightCycler 96，美国）；高端分析型流式细胞仪（BD LSRFortessa，美国）；台式高

速冷冻离心机和微型离心机（Eppendorf，德国）；超净工作台（Cabinets，加拿大）；

生化培养箱和 CO2培养箱（SANYO，日本）超低温冰箱（海尔，青岛）；电子天平和

WD-9405B 型水平摇床（六一，北京）；电动搅拌器（博奥龙，苏州）；恒温水浴锅（Grant，

英国）。

2.2 实时荧光定量 PCR检测方法

2.2.1 基于细胞因子基因与内参基因的实时荧光定量 PCR检测方法

使用β-actin作为内参基因，通过相对定量的方式对细胞因子基因进行检测。基于细

胞因子基因与内参基因的实时荧光定量 PCR引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司设计、验证并合成。引物序列见表 1。

表 1 检测细胞因子的实时荧光定量 PCR引物信息

Table 1 Information on quantitative real-time PCR primers for detection of cytokines

引物名称 序列（5’-3’） 产物长度（bp）
IFN-γ-F
IFN-γ-R

TGAGCCAGATTGTTTCGATG
CTTGGCCAGGTCCATGATA 153

TNF-α-F
TNF-α-R

GTCGTGGCATCGTCCTCTCAG
CACCAGTTTGTTCCTTCTCAGCAC 102

Mx-F
Mx-R

CAGCTCCAGAATGCATCAGA
GGCAATTCCAGGAAGATCAA 156

IL-2-F
IL-2-R

TTCATCTCGAGCTCTACACACCAA
GCATTCACTTCCGGTGTGATTTA 200

IL-6-F
IL-6-R

TCTGTTCGCCTTTCAGACCTA
GACCACCTCATCGGGATTTAT 142

IL-18-F
IL-18-R

ACAGAGAGGTTGGAGATGGGGAAG
TGGGTAGGTGAAGCAGCATAATGTG 71

β-actin-F
β-actin-R

GAGAAATTGTGCGTGACATCA
CCTGAACCTCTCATTGCCA 190

2.2.2 基于Meq基因的实时荧光定量 PCR检测方法

通过绝对定量的方式对Meq基因进行检测，基于Meq基因的实时荧光定量 PCR引

物由本实验室薛如玉设计并验证，由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。基于

Meq基因的实时荧光定量 PCR标准曲线由本实验室薛如玉构建，MDV拷贝数 （x）与

Cq值（y）的方程为 y=-3.3271x+37.94，R2 > 0.98（薛如玉，2023）。引物序列见表 2。
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表 2 检测MDV的实时荧光定量 PCR引物信息

Table 2 Information on Quantitative Real-time PCR primers for detection of SDAU1501 strain

引物名称 序列（5’-3’） 产物长度（bp）
Meq-F
Meq-R

GACGCCGCTCGGAGAAGAC
CCATAGGGCAAACTGGCTCAT 126

2.2.3 实时荧光定量 PCR反应体系

荧光定量 PCR反应体系为 20 μL。反应体系见表 3。反应采用两步法，反应条件为：

（1）95℃预变性 30 s，1个循环；

（2）95℃变性 5 s → 60℃退火和延伸 34 s，40个循环；

（3）反应结束后添加溶解曲线程序：95℃，10 s；65℃，1 min；97℃，1 s，根据

溶解曲线判断反应的特异性。

表 3 荧光定量 PCR体系

Table 3 Real-time PCR system

试剂 体积（uL）
SYBR Premix Ex TaqTM（2×）

ddH2O
Forward Primer（10 μM）

Reverse Primer（10 μM）
Template DNA

Total

10
7.2
0.4
0.4
2
20

2.3 香菇多糖对 SPF雏鸡的免疫增强作用研究

2.3.1 动物实验设计

将 30只 1日龄 SPF雏鸡平均分为 2组，第一组在 1-6日龄每天通过饮水饲喂 LNT

溶液（0.5 g LNT粉末+1 L水），标记为 LNT组；第二组不使用 LNT，标记为 Control

组。处理方式见表 4。

表 4香菇多糖对 SPF雏鸡的免疫增强作用动物实验设计

Table 4 Animal experimental design for the immune-enhancing effect of Lentinan on SPF chicks

分组 SPF雏鸡数量（只） 处理方式

LNT组 15 1-6日龄使用 LNT（0.5 g LNT 粉末+1 L水）

Control组 15 无操作
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2.3.2 体重

在 7日龄分别对两组 SPF雏鸡进行称重，比较体重差异。

2.3.3 细胞因子表达情况

在 7日龄分别从 LNT组和 Control组中随机采集 6只 SPF雏鸡的颈静脉血液，分离

淋巴细胞后提取淋巴细胞中的总 RNA，通过 RT-qPCR，使用 2-ΔΔCt法（ΔCt= Ct（目标

基因）-Ct（内参基因）；ΔΔCt= ΔCt（试验组）-ΔCt（对照组）），以β-actin作为内参

基因进行相对定量检测 LNT 组的 IFN-γ、TNF-α、Mx蛋白、IL-2、IL-6、IL-18这 6种

细胞因子相比于 Control组的表达情况。

2.3.4 细胞免疫水平

在 7日龄分别从 LNT组和 Control组中随机采集 6只 SPF雏鸡的颈静脉血液，分离

淋巴细胞后通过流式细胞术检测 CD4+T淋巴细胞比重、CD8+T淋巴细胞比重，并计算

CD4+T淋巴细胞比重与 CD8+T淋巴细胞比重的比值。

2.4 香菇多糖预防性使用对MDV感染的抑制作用研究

2.4.1 动物实验设计

将 60只 1日龄 SPF雏鸡平均分为 3组，将MDV强毒株 SDAU1501株病毒原液使

用 DMEM稀释为 1000 PFU/100 μL，其中 20只 SPF雏鸡在 7日龄腹腔接种 SDAU1501

株，接种剂量为每只 SPF雏鸡 2000 PFU，标记为MDV组；20只 SPF雏鸡在 1-6日龄

每天通过饮水饲喂 LNT溶液（0.5 g LNT粉末+1 L水），在 7日龄腹腔接种 SDAU1501

株，剂量为每只 SPF雏鸡 2000 PFU，标记为 LNT+MDV 组；剩余 20 只 SPF雏鸡在 7

日龄腹腔接种等体积的无菌生理盐水，不使用 LNT，标记为 Negative control组。处理

方式见表 5。

表 5 香菇多糖预防性使用对MDV感染的抑制作用动物实验设计

Table 5 Animal experimental design for the inhibitory effect of Lentinan prophylactic use on MDV infection

分组 SPF雏鸡数量（只） 处理方式

MDV组 20 7日龄腹腔接种 2000 PFU的MDV强毒株 SDAU1501株

LNT+MDV组 20 1-6日龄使用 LNT（0.5 g LNT 粉末+1 L水）

7日龄腹腔接种 2000 PFU的MDV强毒株 SDAU1501株

Negative control组 20 7日龄腹腔接种与 2000 PFU的MDV强毒株 SDAU1501株同等体

积的无菌生理盐水
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2.4.2 体重

在攻毒后 3、7、21、35d，对三组 SPF雏鸡称重，比较体重差异。

2.4.3 器官发育指数

在攻毒后 7、21、35d，分别从每组各随机选取 6只 SPF雏鸡进行剖检，称取肝脏、

脾脏、胸腺、法氏囊重量，计算器官发育指数。

2.4.4 外周淋巴细胞病毒载量

在攻毒后 3、7、21、35d，分别从每组各随机采集 6只 SPF雏鸡的颈静脉血液，分

离淋巴细胞后，提取淋巴细胞中的总 DNA，通过 qPCR检测外周淋巴细胞中的MDV复

制情况。

2.4.5 内脏病毒载量

在攻毒后 7、21、35d，分别从每组各随机选取 6 只 SPF雏鸡进行剖检，对肝脏和

脾脏组织进行研磨、匀浆后提取肝脏和脾脏组织中的总 DNA，通过 qPCR检测肝脏和

脾脏中的MDV复制情况。

2.5 香菇多糖治疗性使用对MDV感染的抑制作用研究

2.5.1 动物实验设计

将 100只 1日龄 SPF雏鸡平均分为 4组，将MDV强毒株 SDAU1501株病毒原液使

用 DMEM 稀释为 1000 PFU/100 μL，其中 25 只 SPF 雏鸡在 3 日龄腹腔接种 2000 PFU

的 SDAU1501 株，标记为 MDV 组；25 只 SPF 雏鸡在 3 日龄腹腔接种 2000 PFU 的

SDAU1501株，3-9日龄每天通过饮水饲喂低剂量 LNT溶液（0.5 g LNT粉末+1 L水），

标记为 Low-dose LNT组；25只 SPF雏鸡在 3日龄腹腔接种 2000 PFU的 SDAU1501株，

3-9日龄每天通过饮水饲喂高剂量 LNT溶液（1 g LNT粉末+1 L水），标记为 High-dose

LNT组；剩余 25只 SPF雏鸡在 3日龄腹腔接种等体积的无菌生理盐水，不使用 LNT，

标记为 Negative control组。以上四组所有 SPF雏鸡在 7日龄免疫 AIV-H9灭活疫苗。处

理方式见表 6。



山东农业大学硕士学位论文

19

表 6 香菇多糖治疗性使用对MDV感染的抑制作用动物实验设计

Table 6 Animal experimental design for the inhibitory effect of Lentinan therapeutic use on MDV infection

分组 海兰褐雏鸡数量（只） 处理方式

MDV组 25 3日龄腹腔接种 2000 PFU的MDV强毒株 SDAU1501株
7日龄免疫 AIV-H9灭活疫苗

Low-dose LNT 组 25
3日龄腹腔接种 2000 PFU的MDV强毒株 SDAU1501株
3-9日龄使用低剂量 LNT（0.5 g LNT粉末+1 L水）

7日龄免疫 AIV-H9灭活疫苗

High-dose LNT 组 25
3日龄腹腔接种 2000 PFU的MDV强毒株 SDAU1501株

3-9日龄使用高剂量 LNT（1 g LNT粉末+1 L水）

7日龄免疫 AIV-H9灭活疫苗

Negative control组 25
3日龄腹腔接种与 2000 PFU的MDV强毒株 SDAU1501株同等

体积的无菌生理盐水

7日龄免疫 AIV-H9灭活疫苗

2.5.2 体重

在攻毒后 3、7、14、28、42d，对四组 SPF雏鸡称重，比较体重差异。

2.5.3 器官发育指数

在攻毒后 7、14、28、42d，分别从每组各随机选取 6 只 SPF雏鸡进行剖检，称取

肝脏、脾脏、胸腺、法氏囊重量，计算器官发育指数。

2.5.4 外周淋巴细胞病毒载量

在攻毒后 3、7、14、28、42d，分别从每组各随机采集 6只 SPF雏鸡的颈静脉血液，

分离淋巴细胞后，提取淋巴细胞中的总 DNA，通过 qPCR检测外周淋巴细胞中的MDV

复制情况。

2.5.5 AIV-H9抗体效价

在接种 AIV-H9灭活疫苗后 21和 35d，分别从每组各随机采集 6只 SPF雏鸡的颈静

脉血液，分离血清后使用禽流感病毒（H9 亚型）血凝抑制试验抗原，进行血凝与血凝

抑制试验测定各组 SPF雏鸡血清中 AIV-H9抗体效价。

2.6 香菇多糖与疫苗联合使用对 vMDV感染的抑制作用研究

2.6.1 动物实验设计

将 100只 1日龄海兰褐雏鸡平均分为 4组，将MDV强毒株 SDAU1501株病毒原液

使用DMEM稀释为 1000 PFU/100 μL，其中 25只海兰褐雏鸡在 5日龄腹腔接种 2000 PFU

的 SDAU1501株，标记为 SDAU1501组；25只海兰褐雏鸡，在 1日龄颈部皮下接种鸡
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马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株），在 5日龄腹腔接种 2000 PFU 的 SDAU1501

株，标记为 SC9-1组；25只海兰褐雏鸡，在 1 日龄颈部皮下接种鸡马立克氏病基因缺

失活疫苗（SC9-1株），在 1-5 日龄每天通过饮水饲喂 LNT 溶液（0.5 g LNT粉末+1 L

水），在 5日龄腹腔接种 2000 PFU的 SDAU1501株，标记为 LNT+SC9-1组；剩余 25

只海兰褐雏鸡在 5日龄腹腔接种等体积的无菌生理盐水，标记为 Negative control组。处

理方式见表 7。

表 7香菇多糖与疫苗联合使用对 vMDV感染的抑制作用动物实验设计

Table 7 Animal experimental design for the inhibitory effect of Lentinan in combination with vaccine on vMDV

infection

分组 海兰褐雏鸡数量（只） 处理方式

SDAU1501组 25 5日龄腹腔接种 2000 PFU的MDV强毒株 SDAU1501株

SC9-1组 25 1日龄免疫鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）

5日龄腹腔接种 2000 PFU的MDV强毒株 SDAU1501株

LNT+SC9-1组 25
1日龄免疫鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）

1-5日龄使用高剂量 LNT（0.5 g LNT 粉末+1 L水）

5日龄腹腔接种 2000 PFU的MDV强毒株 SDAU1501株

Negative control组 25 5日龄腹腔接种与 2000 PFU的MDV强毒株 SDAU1501株同等体积

的无菌生理盐水

2.6.2 体重

在攻毒后 3、7、14、21d，对 4组海兰褐雏鸡称重，比较体重差异。

2.6.3 器官发育指数

在攻毒后 21d，分别从每组各随机选取 6只海兰褐雏鸡进行剖检，称取肝脏、脾脏、

胸腺、法氏囊重量，计算器官发育指数。

2.6.4 外周淋巴细胞病毒载量

在攻毒后 3、7、14、21d，分别从每组各随机采集 6只海兰褐雏鸡的颈静脉血液，

分离淋巴细胞后，提取淋巴细胞中的总 DNA，通过 qPCR检测外周淋巴细胞中的MDV

复制情况。

2.6.5 内脏病毒载量

在攻毒后 3、7、14、21d，分别从每组各随机选取 6只海兰褐雏鸡进行剖检，对肝

脏和脾脏组织进行研磨、匀浆后提取肝脏和脾脏组织中的总 DNA，通过 qPCR检测肝

脏和脾脏中的MDV复制情况。
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2.6.6 羽毛囊病毒载量

在攻毒后 14、21d，分别从每组各随机选取 6只海兰褐雏鸡采集羽毛囊，对羽毛囊

组织进行研磨、匀浆后提取羽毛囊组织中的总 DNA，通过 qPCR检测肝脏和脾脏中的

MDV复制情况。

2.7 香菇多糖与疫苗联合使用对 vvMDV感染的抑制作用研究

2.7.1 动物实验设计

将 100只 1日龄海兰褐雏鸡平均分为 4组，将MDV超强毒株Md5株病毒原液使用

DMEM稀释为 1000 PFU/100 μL，其中 25只海兰褐雏鸡在 5日龄腹腔接种 2000 PFU的

Md5株，标记为Md5组；25只海兰褐雏鸡，在 1日龄颈部皮下接种鸡马立克氏病基因

缺失活疫苗（SC9-1株），在 5日龄腹腔接种 2000 PFU的Md5株，标记为 SC9-1组；

25只海兰褐雏鸡，在 1日龄颈部皮下接种鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株），

在 1-5日龄每天通过饮水饲喂 LNT溶液（0.5 g LNT粉末+1 L水），在 5日龄腹腔接种

2000 PFU的Md5株，标记为 LNT+SC9-1组；剩余 25只海兰褐雏鸡在 5日龄腹腔接种

等体积的无菌生理盐水，标记为 Negative control组。处理方式见表 8。

表 8香菇多糖与疫苗联合使用对 vvMDV感染的抑制作用动物实验设计

Table 8 Animal experimental design for the inhibitory effect of Lentinan in combination with vaccine on vvMDV

infection

分组 SPF雏鸡数量（只） 处理方式

Md5组 25 5日龄腹腔接种 2000 PFU的MDV超强毒株Md5株

SC9-1组
25 1日龄免疫鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）

5日龄腹腔接种 2000 PFU的MDV超强毒株Md5株

LNT+SC9-1组
25 1日龄免疫鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）

1-5日龄使用高剂量 LNT（0.5 g LNT粉末+1 L水）

5日龄腹腔接种 2000 PFU的MDV超强毒株Md5株

Negative control组
25 5日龄腹腔接种与 2000PFU的MDV超强毒株Md5株同等体积的无

菌生理盐水

2.7.2 体重

同 2.6.2。

2.7.3 器官发育指数

同 2.6.3。
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2.7.4 外周淋巴细胞病毒载量

同 2.6.4。

2.7.5 内脏病毒载量

同 2.6.5。

2.7.6 羽毛囊病毒载量

同 2.6.6。

2.8 各实验指标的检测方法

2.8.1 器官发育指数的检测

器官发育指数=器官重量（g）/雏鸡体重（g）×100%。

2.8.2 细胞因子表达情况的检测

2.8.2.1 外周淋巴细胞的分离

（1）将 1 mL抗凝血加入等量的血液稀释液中混匀稀释。

（2）将混匀稀释后的抗凝血样品沿壁缓慢倒入含有等量体积（2mL）外周淋巴分

离液的离心管中，保持液体分层避免剧烈晃动。

（3）离心，2000 rcf，25℃，20 min。离心后离心管中分为 4层（由上到下）：第

一层 血浆层；第二层 环状乳白色淋巴细胞层；第三层 透明分离液层；第四层 红细胞

层。

（4）用移液枪小心吸取第二层的环状乳白色淋巴细胞至新离心管中，加入适量体

积的淋巴细胞洗涤液并混匀。

（5）离心，12,000 rpm，25℃，10 min，弃上清后加入 1 mL淋巴细胞洗涤液重悬

后转至 1.5 mL离心管中。

（6）离心，12,000 rpm，25℃，2 min，弃上清后加入适量 1×PBS或 GA重悬。

2.8.2.2 RNA的提取

（1）向外周淋巴细胞中加入 1×PBS 150 uL，重悬后转至 1.5 mLRNA离心管中。
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（2）向 1.5 mL RNA离心管中加 QVL裂解液 500 uL，室温放置 5~10 min。

（3）向 1.5 mL RNA离心管中加无水乙醇 350 uL，振荡混匀。

（4）吸取 750 uL 1.5 mL RNA离心管中液体至套好收集管的吸附柱中，离心，12,000

rpm，4℃，1 min，弃废液。

（5）向吸附柱中加 VHB 500 uL，离心，12,000 rpm，4℃，1 min，弃废液。

（6）向吸附柱中加 RNAwash water BufferⅡ 500uL，离心，12,000 rpm，4℃，1 min，

弃废液。

（7）重复上一步。

（8）空离，12,000 rpm，4℃，2 min，弃废液。

（9）将吸附柱套入新 1.5 mL RNA离心管中，在超净台中风干 5 min。

（10）向吸附柱膜上均匀滴加 20-50 uL（一般是 35 uL）DEPC water，后 37℃孵育

5 min。

（11）离心，12,000 rpm，4℃，2 min，得到 RNA滤液，可-80℃保存。

2.8.2.3 RT-qPCR检测细胞因子表达情况

步骤一：以外周淋巴细胞中提取的 RNA 作为模版，使用 Evo M-MLV 反转录预混

型试剂盒（含去除 gDNA试剂，用于 qPCR）配置反应体系合成 cDNA。反应条件为：

37℃ 15 min，85℃ 5s，4℃ +∞。反应体系见表 9。

表 9 RT-qPCR反应体系

Table 9 Reaction system of RT-qPCR

试剂 体积（uL）
SYBR Premix Ex TaqTM（2×）

ddH2O
Forward Primer（10 μM）

Reverse Primer（10 μM）
Template DNA

Total

10
7.2
0.4
0.4
2
20

步骤二：以步骤一合成的 cDNA作为模板，通过 qPCR检测外周淋巴细胞中细胞因

子表达情况。步骤同 2.2.3。
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2.8.3 细胞免疫水平的检测

2.8.3.1 外周淋巴细胞的分离

步骤同 2.8.2.1。

2.8.3.2 流式细胞术检测细胞免疫水平

（1）对外周淋巴细胞进行定量，稀释至合适浓度后处理为外周淋巴细胞悬液。

（2）吸取 1 mL外周淋巴细胞悬液至 1.5 mL棕色离心管中，并单独留出 4个 1.5 mL

棕色离心管作为空白管、APC标记鼠抗鸡 CD3 抗体单染管、PE标记鼠抗鸡 CD4抗体

单染管和 FITC标记鼠抗鸡 CD8抗体单染管。

（3）将 APC标记鼠抗鸡 CD3抗体、PE标记鼠抗鸡 CD4抗体和 FITC标记鼠抗鸡

CD8抗体根据用量进行 100倍稀释。

（4）向棕色离心管中加入稀释后的 APC标记鼠抗鸡 CD3抗体、PE标记鼠抗鸡 CD4

抗体和 FITC标记鼠抗鸡 CD8抗体各 50 uL，向 APC标记鼠抗鸡 CD3抗体单染管、PE

标记鼠抗鸡 CD4抗体单染管和 FITC标记鼠抗鸡 CD8抗体单染管中分别单独加入 APC

标记鼠抗鸡 CD3抗体、PE标记鼠抗鸡 CD4抗体和 FITC标记鼠抗鸡 CD8抗体各 50 uL。

（5）使用流式细胞仪上机检测。

2.8.4 MDV病毒载量的检测

2.8.4.1 DNA的提取

（1）若为外周细胞样品，则向外周淋巴细胞中加入 GA 200 uL，重悬后转至 1.5 mL

离心管中，加入 20 uL Proteinase K混匀；若为脏器组织样品，则取绿豆粒大小，研磨、

匀浆后处理为细胞悬液，加入 GA 200 uL，重悬后转至 1.5 mL 离心管中，加入 20 uL

Proteinase K混匀后 56℃水浴 1-3 h。

（2）向 1.5 mL离心管中加入 GB 200 uL，混匀后 70℃水浴 10 min。

（3）向 1.5 mL离心管中加入无水乙醇 200 uL，混匀后微离。

（4）吸取 600 uL 1.5 mL离心管中液体至套好收集管的吸附柱中，离心，12,000 rpm，

4℃，1 min，弃废液。

（5）向吸附柱中加入 GD 500 uL，离心，12,000 rpm，4℃，1 min弃废液。
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（6）向吸附柱中加入 PW 600 uL，离心，12,000 rpm，4℃，1 min弃废液。

（7）重复上一步。

（8）空离 12,000 rpm，2 min，弃废液。

（9）将吸附柱套入新 1.5 mL离心管中，在超净台中风干 5 min。

（10）点膜：向柱子膜上均匀滴加 TE 50~200 uL（一般是 55 uL），37℃孵育 5 min。

（11）12,000 rpm，4℃，2 min，得到 DNA滤液。可-20℃保存。

2.8.4.2 qPCR检测MDV病毒载量

以外周淋巴细胞和肝脏、脾脏、羽毛囊组织提取的 DNA 作为模板，通过 qPCR检

测各类样本中MDV病毒载量。步骤同 2.2.3。

2.8.5 血凝与血凝抑制试验检测 AIV-H9抗体效价

血凝试验（HA）：

（1）向 96孔 V型微量血凝板中每孔加入 1×PBS 25 uL。

（2）取抗原 25 uL加入第 1孔中，反复吹吸 3~5次混匀。

（3）从第 1孔中吸取 25 uL液体加入第 2孔，混匀后取 25 uL加入第 3孔，依此 2

倍倍比稀释至第 11孔，第 12孔作为对照孔。

（4）向 96孔 V型微量血凝板中每孔补加 1×PBS 25 uL。

（5）向 96孔 V型微量血凝板中每孔加入 1%（体积分数）鸡红细胞悬液 25 uL。

（6） 结果判定。轻扣反应板混合反应物，室温（约 20℃）静置 40 min，环境温

度过高时可在 4℃条件下静置 60 min，当对照孔的红细胞呈显著纽扣状时判定结果。判

定时，将反应板倾斜 60°，观察红细胞有无泪珠状流淌，完全无泪珠样流淌（100%凝集）

的最高稀释倍数判为血凝效价。

血凝抑制试验（HI）：

（1）根据 HA试验测定的血凝效价，配制 4个血凝单位（4 HAU）的抗原。举例：

血凝效价为 1:128，即 128/4=32（即稀释倍数为 1:32）。取 PBS 9 mL，加入抗原 1.0 mL，

（即 1:10 稀释）震荡混匀取 1.0 mL，加入 2.2 mL PBS 中，使最终浓度为 1:32。对其
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血凝价进行回归检验校准后，2~8℃存放待用。

（2）向 96孔 V型微量血凝板 1~11孔每孔加入 1×PBS 25uL，第 12孔加入 1×PBS

50uL作为空白对照。

（3）取待检血清 25 uL加入第 1孔中，血清与 1×PBS充分混匀后，从第 1孔中吸

取 25 uL 液体加入第 2 孔，混匀取 25 uL 加入第 3孔，依次倍比稀释至第 10 孔，从第

10孔吸取 25 uL弃去，第 11 孔作为抗原对照。

（4）在 1~11孔中每孔加入 4HAU 抗原 25 uL，在室温（约 20℃）下静置 30 min

或 4℃下静置 60 min。

（5）每孔加入 1%（体积分数）鸡红细胞悬液 25 uL，震荡混匀，在室温（约 20℃）

下静置 40 min或 4℃下静置 60 min。

（6）结果判定。判定时，将反应板倾斜 60°，当抗原对照孔（第 11孔）完全凝集，

且阴性对照血清抗体效价不高于 1:4（2或 2log2），阳性对照血清抗体效价与已知效价

误差不超过 1个滴度时，试验方可成立。以完全抑制 4HAU抗原的最高血清稀释倍数判

为该血清的 H1抗体效价。用于检测抗体，检测鸡血清时，H1抗体效价不高于 1:8（23

或 3log2）判为阴性，不低于 1:16（24或 4log2）判为阳性。
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3 结果与分析

3.1 香菇多糖对 SPF 雏鸡的免疫增强作用

3.1.1 体重

在使用LNT 6d后，LNT组的平均体重为 82.5±8.2g, Control组的平均体重为 74±6.7g。

如图 1所示，LNT组的体重极显著高于 Control组（P < 0.01）。表明 LNT可以促进 SPF

雏鸡的生长发育。

图 1 不同组的体重（∗∗：P < 0.01）

Fig. 1 Body weight of different groups (∗∗: P < 0.01)

3.1.2 细胞因子表达情况

在使用 LNT 6d后，LNT组的 IFN-γ、TNF-α、Mx蛋白、IL-2、IL-6、IL-18这 6种

细胞因子的表达水平较 Control组均上调。其中Mx蛋白上调倍数最高且上调极显著（P
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< 0.01），为 4.056倍，其次是 IFN-γ和 TNF-α，其上调倍数显著（P < 0.05），分别为

2.007和 1.701倍（表 5）。表明 LNT可以提高 SPF雏鸡的先天免疫水平。

表 10 LNT对 6种细胞因子表达的影响

Table 10 Expression of six cytokines effects of LNT

细胞因子 组别 ΔCT 2-ΔΔCT

IFN-γ
LNT

Negative control

7.593±0.383

8.556±1.104

2.007±0.533B

1.000±0.000A

TNF-α
LNT

Negative control

7.764±0.491

8.465±0.723

1.701±0.521B

1.000±0.000A

Mx proteins
LNT

Negative control

8.148±0.759

10.012±1.562

4.056±1.921B

1.000±0.000A

IL-2
LNT

Negative control

8.313±0.510

8.896±0.453

1.573±0.502b

1.000±0.000a

IL-6
LNT

Negative control

5.886±0.302

5.911±0.501

1.036±0.221a

1.000±0.000a

IL-18
LNT

Negative control

6.524±0.541

6.517±1.334

1.067±0.511a

1.000±0.000a

注：同列数据肩标大写字母不同表示差异极显著（P<0.01），肩标小写字母不同表示差异显著（P<0.05），字

母相同或无标记表示差异不显著（P>0.05）。

Note: In the same column, the data with different uppercase letter superscripts show highly significant difference

(P＜0.01), the data with different lowercase letter superscripts show significant difference (P＜0.05), and the data with

the same letter or no letter superscript show no significant difference (P＞0.05).

3.1.3 细胞免疫水平

在使用LNT 6d后，LNT组的CD4+T淋巴细胞比重较Control组显著上调（P < 0.001）；

LNT 组的 CD8+T 淋巴细胞比重较 Control 组上调但并不显著（P > 0.05）；LNT 组的

CD4+T淋巴细胞比重与 CD8+T淋巴细胞比重的比值较 Control组显著上调（P < 0.01）

（图 2）。表明 LNT 可以激活 SPF雏鸡的细胞免疫，促进 CD4+T 淋巴细胞和 CD8+T

淋巴细胞的成熟与分化，尤其是 CD4+T淋巴细胞的成熟与分化，提高 SPF雏鸡的细胞

免疫水平。
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图 2 LNT对细胞免疫的影响

Fig. 2 Cellular immunity effects of LNT

（A）LNT 组的流式细胞术结果，（B）阴性对照组的流式细胞术结果，（C） CD4+ T 淋巴细胞比重，（D）

CD8+ T 淋巴细胞比重，（E）CD4+ T 淋巴细胞与 CD8+ T 淋巴细胞的比例。（ns：P > 0.05，∗：P < 0.05，∗∗∗：

P < 0.001）

(A) Flow cytometry results of the LNT group, (B) Flow cytometry results of the negative control group, (C) CD4+ T

lymphocyte-specific gravity, (D) CD8+ T lymphocyte-specific gravity, (E) Ratio of CD4+ T lymphocytes to CD8+ T

lymphocytes. (ns: P > 0.05, ∗: P < 0.05, ∗∗∗: P < 0.001)



香菇多糖对雏鸡感染马立克氏病病毒的抑制作用研究

30

3.2 香菇多糖预防性使用对MDV感染的抑制作用

3.2.1 体重

在攻毒后 3、7、21d，未使用 LNT 的攻毒组MDV组的体重是三组中最低的，而预

防性使用 LNT的攻毒组 LNT+MDV组的体重与 Negative control组接近，但三组之间的

体重无统计学差异（P > 0.05）；在攻毒后 35d，MDV组的体重极显著低于 Negative control

组（P < 0.0001），也极显著低于 LNT+MDV 组（P < 0.0001），而 LNT+MDV 组的体

重与 Negative control 组无显著差异（P > 0.05）（图 3）。表明MDV 感染导致 SPF雏

鸡体重增重迟缓，预防性使用 LNT后减轻了MDV感染对 SPF雏鸡生长的抑制作用。

图 3不同组的体重（ns：P > 0.05，∗∗∗∗：P < 0.001）

Fig. 3 Body weight of different groups (ns: P > 0.05，∗∗∗∗: P < 0.001)
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3.2.2 器官发育指数

在攻毒后 7、21、35d，未使用 LNT的攻毒组MDV组的肝脏发育指数均高于 Negative

control组和预防性使用 LNT的攻毒组 LNT+MDV 组；且在攻毒后 7d，MDV组的肝脏

发育指数显著高于 Negative control组（P < 0.05）；在攻毒后 21d，MDV组的肝脏发育

指数显著高于 Negative control组和 LNT+MDV组（P < 0.05）；在攻毒后 35d，MDV组

的肝脏发育指数极显著高于 Negative control组和 LNT+MDV组（P < 0.01），而在攻毒

后 7、21、35d，LNT+MDV组的肝脏发育指数与 Negative control组均无统计学差异（P >

0.05）（图 4 A）。在攻毒后 7d，MDV组和 LNT+MDV 组的脾脏发育指数均极显著高

于 Negative control组（P < 0.001）；在攻毒后 21d，MDV组和 LNT+MDV组的脾脏发

育指数也均极显著高于 Negative control组（P < 0.001）；且在攻毒后 7、21d，MDV组

和 LNT+MDV组的脾脏发育指数均无统计学差异（P > 0.05）；而在攻毒后 35d，MDV

组的脾脏发育指数仍然极显著高于 Negative control组（P < 0.01），但 LNT+MDV组的

脾脏发育指数出现下降，显著低于MDV 组（P < 0.05），并与 Negative control组无统

计学差异（P > 0.05）（图 4 B）。在攻毒后 7、21、35d，三组之间的法氏囊发育指数

和胸腺发育指数均接近且统计学无差异（P > 0.05）（图 4 C, D）。表明MDV感染导致

SPF雏鸡肝脏和脾脏的肿大，预防性使用 LNT 缓解了MDV 感染导致的 SPF雏鸡肝脏

和脾脏的肿大。
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图 4 不同组的器官发育指数

Fig.4 Organ indexes in different groups

（A）肝脏（B）脾脏（C）法氏囊（D）胸腺 (ns：P > 0.05, ∗：P < 0.05, ∗∗：P < 0.01, ∗∗∗：P < 0.001, ∗∗∗∗：P < 0.001)

(A) Liver (B) Spleen (C) Bursa (D) Thymus (ns: P > 0.05, ∗: P < 0.05, ∗∗: P < 0.01, ∗∗∗: P < 0.001, ∗∗∗∗: P < 0.001)

3.2.3 外周淋巴细胞中MDV病毒载量检测

在攻毒后 3、7、35d，预防性使用 LNT的攻毒组 LNT+MDV 组的外周淋巴细胞病

毒载量均极显著低于未使用 LNT 的攻毒组MDV组（P < 0.01），而在攻毒后 21d，这

种极显著的差异状态更为明显（P < 0.0001）（图 5 A）。表明预防性使用 LNT抑制了

MDV在 SPF雏鸡外周淋巴细胞中的复制。

3.2.4 内脏器官中MDV病毒载量检测

在攻毒后 7、21、35d，预防性使用 LNT的攻毒组 LNT+MDV组的肝脏病毒载量和

脾脏病毒载量均低于未使用 LNT的攻毒组MDV组。在攻毒后 7d，LNT+MDV 组的肝
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脏病毒载量显著低于MDV组（P < 0.05）；在攻毒后 21、35d，LNT+MDV组的肝脏病

毒载量和脾脏病毒载量均极显著低于MDV 组（P < 0.0001）（图 5 B , C）。表明预防

性使用 LNT抑制了MDV在 SPF雏鸡肝脏和脾脏中的复制。

图 5 不同组淋巴细胞、肝脏和脾脏组织的病毒载量

Fig. 5 The virus load of lymphocyte, liver, and spleen tissues in different groups

（A）淋巴细胞（B）肝脏（C）脾脏（ns：P > 0.05，∗：P < 0.05，∗∗：P < 0.01，∗∗∗：P < 0.001，∗∗∗∗：P < 0.001）

(A) Lymphocyte (B) Liver (C) Spleen (ns: P > 0.05, ∗: P < 0.05, ∗∗: P < 0.01, ∗∗∗: P < 0.001, ∗∗∗∗: P < 0.001)
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3.3 香菇多糖治疗性使用对MDV感染的抑制作用

3.3.1 体重

在攻毒后 3、7、14、28d，未使用 LNT的攻毒组MDV组的体重是四组中最低的，

而治疗性使用低剂量 LNT的攻毒组 Low-dose LNT组和治疗性使用高剂量 LNT的攻毒

组 High-dose LNT 组的体重与 Negative control组接近，但四组体重无统计学差异（P >

0.05）；在攻毒后 42d，MDV组的体重极显著低于 Negative control组和 Low-dose LNT

组（P < 0.001），也极显著低于 High-dose LNT组（P < 0.01），而 Low-dose LNT组、

High-dose LNT组和 Negative control组之间的体重统计学无差异（P > 0.05）（图 6）。

表明MDV感染导致 SPF雏鸡体重增重迟缓，治疗性使用两种剂量的 LNT后均减轻了

MDV感染对 SPF雏鸡生长的抑制作用。

图 6 不同组的体重（ns：P > 0.05，∗∗∗∗：P < 0.001）

Fig. 6 Body weight of different groups (ns: P > 0.05，∗∗∗∗: P < 0.001)
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3.3.2 器官发育指数

在攻毒后 7、14、28d，未使用 LNT的攻毒组MDV组、治疗性使用低剂量 LNT的

攻毒组 Low-dose LNT组和治疗性使用高剂量 LNT的攻毒组High-dose LNT组的肝脏发

育指数均极显著高于 Negative control组（P < 0.001）；但在攻毒后 42d， MDV组的肝

脏发育指数极显著高于 Negative control 组和 High-dose LNT 组（P < 0.01），并显著高

于Low-dose LNT组（P < 0.05），而Low-dose LNT组、High-dose LNT组和Negative control

组之间的肝脏发育指数统计学无差异（P > 0.05）（图 7 A）。在攻毒后 7、14d，MDV

组的脾脏发育指数显著高于 Negative control组（P < 0.05）；在攻毒后 28、42d，MDV

组的脾脏发育指数极显著高于 Negative control组（P < 0.01）；而在攻毒后 7、14、28、

42d， Low-dose LNT组、High-dose LNT组和 Negative control组之间的脾脏发育指数无

统计学差异（P > 0.05）（图 7 B）。在攻毒后 7、14、28、42d，四组之间的法氏囊发

育指数和胸腺发育指数均接近且统计学无差异（P > 0.05）（图 7 C, D）。表明MDV感

染导致 SPF雏鸡肝脏和脾脏的肿大，治疗性使用两种剂量的 LNT 均缓解了MDV 感染

导致的 SPF雏鸡肝脏和脾脏的肿大。
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图 7 不同组的器官发育指数

Fig. 7 Organ indexes in different groups

（A）肝脏（B）脾脏（C）法氏囊（D）胸腺（ns：P > 0.05, ∗：P < 0.05, ∗∗：P < 0.01, ∗∗∗：P < 0.001, ∗∗∗∗：P <

0.001）

(A) Liver (B) Spleen (C) Bursa (D) Thymus (ns: P > 0.05, ∗: P < 0.05, ∗∗: P < 0.01, ∗∗∗: P < 0.001, ∗∗∗∗: P < 0.001)
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3.3.3 外周淋巴细胞中MDV病毒载量检测

在攻毒后 3、7、14、28、42d，治疗性使用低剂量 LNT的攻毒组 Low-dose LNT组

和治疗性使用高剂量 LNT 的攻毒组 High-dose LNT 组的外周淋巴细胞病毒载量均低于

未使用 LNT 的攻毒组 MDV 组，且 High-dose LNT 组的外周淋巴细胞病毒载量均低于

Low-dose LNT 组。Low-dose LNT 组的外周淋巴细胞病毒载量在攻毒后 7d 显著低于

MDV组（P < 0.05），在攻毒后 14、25d极显著低于MDV组（P < 0.0001）。High-dose

LNT组的外周淋巴细胞病毒载量在攻毒后 7、14、28、42d极显著低于MDV组（P < 0.01），

且在攻毒后 14、28d极显著低于 Low-dose LNT组（P < 0.01）。（图 8）。表明治疗性

使用两种剂量的 LNT 均抑制了MDV在 SPF雏鸡外周淋巴细胞中的复制，且抑制作用

与 LNT的剂量呈正相关。

图 8 不同组淋巴细胞的病毒载量（ns：P > 0.05，∗：P < 0.05，∗∗：P < 0.01，∗∗∗：P < 0.001，∗∗∗∗：P < 0.001）

Fig. 8 The virus load of lymphocyte in different groups (ns: P > 0.05, ∗: P < 0.05, ∗∗: P < 0.01, ∗∗∗: P < 0.001, ∗∗∗∗:

P < 0.001)
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3.3.4 不同组别 AIV-H9抗体效价测定

在免疫 AIV-H9灭活疫苗后 21、35d，未使用 LNT的攻毒组MDV组的 AIV-H9抗体

滴度最低，极显著低于 Negative control组，治疗性使用低剂量 LNT的攻毒组 Low-dose

LNT组和治疗性使用高剂量 LNT的攻毒组 High-dose LNT组（P < 0.0001）；而在免疫

AIV-H9灭活疫苗后 21d，Low-dose LNT 组、High-dose LNT 组和 Negative control 组之

间的 AIV-H9抗体滴度无统计学差异（P > 0.05）；但在免疫 AIV-H9灭活疫苗后 35d，

Low-dose LNT 组的 AIV-H9 抗体滴度显著低于 Negative control 组（P < 0.05），而

High-dose LNT组的 AIV-H9抗体滴度与 Negative control组无显著差异（P > 0.05）（图

9）。表明MDV感染导致 SPF雏鸡发生严重的免疫抑制，使其对 AIV-H9灭活疫苗的免

疫应答能力下降，治疗性使用两种剂量的 LNT均缓解了MDV感染所引起的免疫抑制，

且缓解作用与 LNT的剂量呈正相关。

图 9 不同组禽流感病毒（H9亚型）抗体滴度（ns：P > 0.05，∗：P < 0.05，∗∗：P < 0.01，∗∗∗：P < 0.001，∗∗∗∗：P

< 0.001）

Fig. 9 Avian Influenza Virus (H9 subtype) antibody titers in different groups (ns: P > 0.05，∗: P < 0.05，∗∗: P < 0.01，

∗∗∗: P < 0.001，∗∗∗∗: P < 0.001)
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3.4 香菇多糖与疫苗联合使用对 vMDV感染的抑制作用

3.4.1 体重

在攻毒后 3、7、14、21d，未使用 LNT和疫苗的攻毒组 SDAU1501组的体重是四组

中最低的。SDAU1501组的体重在攻毒后 3d极显著低于 LNT+SC9-1组（P < 0.001），

在攻毒后 7、14d 显著低于 LNT+SC9-1 组（P < 0.05），在攻毒后 21d 极显著低于

LNT+SC9-1组、SC9-1组和 Negative control组（P < 0.0001）。在攻毒后 3、7、14、21d，

使用 LNT和疫苗的攻毒组 LNT+SC9-1组的体重略高于 Negative control组，只使用疫苗

的攻毒组 SC9-1组体重略低于 Negative control组，LNT+SC9-1组和 SC9-1组的体重与

Negative control组均无显著差异（P > 0.05），但在攻毒后 3d，SC9-1组的体重显著低

于 LNT+SC9-1 组（P < 0.05）（图 10）。表明 vMDV感染导致海兰褐雏鸡体重增重迟

缓，免疫鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）可以预防 vMDV感染导致的海兰褐

雏鸡增重迟缓，而 LNT与鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）联合使用更好的减

轻了MDV感染对海兰褐雏鸡生长的抑制作用。

图 10不同组的体重（ns：P > 0.05，∗∗∗∗：P < 0.001）

Fig. 10 Body weight of different groups (ns: P > 0.05，∗∗∗∗: P < 0.001)
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3.4.2 器官发育指数

在攻毒后 21d，尽管四组之间的肝脏发育指数、脾脏发育指数、法氏囊发育指数和

胸腺发育指数无显著的统计学差异（P > 0.05），但不难看出，未使用 LNT和疫苗的攻

毒组 SDAU1501 组的肝脏发育指数和脾脏发育指数最高，只使用疫苗的攻毒组 SC9-1

组的肝脏发育指数高于使用 LNT和疫苗的攻毒组 LNT+SC9-1组和 Negative control组，

而 LNT+SC9-1组的肝脏发育指数和脾脏发育指数与 Negative control组接近（图 11）。

图 11 不同组的器官发育指数

Fig. 11 Organ indexes in different groups

（A）肝脏（B）脾脏（C）法氏囊（D）胸腺（ns：P > 0.05）

(A) Liver (B) Spleen (C) Bursa (D) Thymus (ns: P > 0.05)
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3.4.3 外周淋巴细胞中MDV病毒载量检测

在攻毒后 7、14、21d，只使用疫苗的攻毒组 SC9-1组和使用 LNT和疫苗的攻毒组

LNT+SC9-1组的外周淋巴细胞病毒载量均低于未使用 LNT和疫苗的攻毒组 SDAU1501

组，且在攻毒后 7、21d，LNT+SC9-1组的外周淋巴细胞病毒载量均低于 SC9-1组。在

攻毒后 14d，SC9-1 组和 LNT+SC9-1 组的外周淋巴细胞病毒载量均极显著低于

SDAU1501组（P < 0.01）。在攻毒后 21d，SC9-1组和 LNT+SC9-1组的外周淋巴细胞

MDV病毒载量也极显著低于 SDAU1501组（P < 0.0001），且 LNT+SC9-1组的外周淋

巴细胞病毒载量极显著低于 SC9-1组（P < 0.0001）（图 12A）。上述结果表明免疫鸡

马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）抑制了 vMDV在海兰褐雏鸡外周淋巴细胞中的

复制，而 LNT与鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）联合使用更好的抑制了 vMDV

在海兰褐雏鸡外周淋巴细胞中的复制。

3.4.4 内脏器官中MDV病毒载量检测

在攻毒后 7、14、21d，只使用疫苗的攻毒组 SC9-1组和使用 LNT和疫苗的攻毒组

LNT+SC9-1 组的肝脏病毒载量均低于未使用 LNT 和疫苗的攻毒组 SDAU1501 组，且

LNT+SC9-1组的肝脏病毒载量均低于 SC9-1组。在攻毒后 7d，SC9-1组的肝脏病毒载

量显著低于 SDAU1501组（P < 0.05），而 LNT+SC9-1组的肝脏病毒载量则极显著低于

SDAU1501组（P < 0.001），且 LNT+SC9-1组的肝脏病毒载量显著低于 SC9-1组（P <

0.05）。在攻毒后14d，SC9-1组和LNT+SC9-1组的肝脏病毒载量均极显著低于SDAU1501

组（P < 0.0001）（图 12B）。在攻毒后 3、7、14、21d，SC9-1 组和 LNT+SC9-1 组的

脾脏病毒载量均极显著低于 SDAU1501组（P < 0.001）；且不难看出，在攻毒后 7、21d，

LNT+SC9-1组的脾脏病毒载量低于 SC9-1组，虽然统计学差异并不显著（P > 0.05）（图

12C）。表明免疫鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）抑制了 vMDV在海兰褐雏

鸡肝脏和脾脏中的复制，而 LNT与鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）联合使用

更好的抑制了 vMDV在海兰褐雏鸡肝脏和脾脏中的复制。

3.4.5 羽毛囊病毒载量

在攻毒后 14d，只使用疫苗的攻毒组 SC9-1组的羽毛囊病毒载量极显著低于未使用

LNT和疫苗的攻毒组 SDAU1501组（P < 0.01），使用 LNT和疫苗的攻毒组 LNT+SC9-1

组的羽毛囊病毒载量也极显著低于 SDAU1501组（P < 0.001），且不难看出，LNT+SC9-1
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组的羽毛囊病毒载量低于 SC9-1组，虽然统计学差异并不显著（P > 0.05）；而在攻毒

后 21d，SC9-1组和 LNT+SC9-1组的羽毛囊病毒载量均极显著低于 SDAU1501组（P <

0.0001）（图 12D）。表明免疫鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）抑制了 vMDV

在海兰褐雏鸡羽毛囊中的复制和排毒，而 LNT 与鸡马立克氏病 Meq 基因缺失活疫苗

（SC9-1株）联合使用更好的抑制了 vMDV在海兰褐雏鸡羽毛囊中的复制和排毒。

图 12 不同组淋巴细胞、肝脏、脾脏和羽毛囊组织的病毒载量

Fig. 12 The virus load of lymphocyte, liver, spleen and feather tissues in different groups

（A）淋巴细胞（B）肝脏（C）脾脏（D）羽毛囊（ns：P > 0.05，∗：P < 0.05，∗∗：P < 0.01，∗∗∗：P < 0.001，∗∗

∗∗：P < 0.001）

(A) Lymphocyte (B) Liver (C) Spleen (D)Feather (ns: P > 0.05, ∗: P < 0.05, ∗∗: P < 0.01, ∗∗∗: P < 0.001, ∗∗∗∗: P <

0.001)
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3.5 香菇多糖与疫苗联合使用对 vvMDV感染的抑制作用

3.5.1 体重

在攻毒后 3、7、14、21d，未使用 LNT 和疫苗的攻毒组Md5组的体重是四组中最

低的，其次是只使用疫苗的攻毒组 SC9-1 组。Md5 组的体重在攻毒后 3d 极显著低于

LNT+SC9-1组（P < 0.0001），在攻毒后 7d极显著低于 Negative control组（P < 0.001），

在攻毒后 14d极显著低于 Negative control组和 LNT+SC9-1组（P < 0.0001），在攻毒后

21d 极显著低于 Negative control 组、SC9-1 组和 LNT+SC9-1 组（P < 0.0001）。SC9-1

组的体重在攻毒后 14、21d极显著低于 Negative control组（P < 0.01），在攻毒后 3、21d

显著低于 LNT+SC9-1组（P < 0.05）。而使用 LNT和疫苗的攻毒组 LNT+SC9-1组的体

重在攻毒后 3d略高于 Negative control 组，在攻毒后 7、14、21d 与 Negative control 组

相近，但均无统计学差异（P > 0.05）（图 13）。表明 vvMDV感染导致海兰褐雏鸡体

重增重迟缓，免疫鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）可以预防 vvMDV感染导

致的海兰褐雏鸡增重迟缓，而 LNT与鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）联合使

用更好的减轻了MDV感染对海兰褐雏鸡生长的抑制作用。

图 13不同组的体重（ns：P > 0.05, ∗：P < 0.05, ∗∗：P < 0.01, ∗∗∗∗：P < 0.001）

Fig. 13 Body weight of different groups (ns: P > 0.05, ∗: P < 0.05, ∗∗: P < 0.01, ∗∗∗∗: P < 0.001)
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3.5.2 器官发育指数

在攻毒后 21d，未使用 LNT 和疫苗的攻毒组 Md5 组的肝脏发育指数显著高于

Negative control组（P < 0.05），而只使用疫苗的攻毒组 SC9-1组、使用 LNT和疫苗的

攻毒组LNT+SC9-1组和Negative control组之间的肝脏发育指数无统计学差异（P > 0.05），

但不难看出 SC9-1 组的肝脏发育指数高于 LNT+SC9-1 组和 Negative control 组，而

LNT+SC9-1组的肝脏发育指数与 Negative control组几乎持平（图 14 A）。另外，尽管

四组之间的脾脏发育指数、法氏囊发育指数和胸腺发育指数无显著的统计学差异（P >

0.05），但不难看出，Md5 组的脾脏发育指数最高，SC9-1 组的脾脏发育指数高于

LNT+SC9-1组和Negative control组，而LNT+SC9-1组的脾脏发育指数与Negative control

组接近（图 14 B, C, D）。表明 vvMDV 感染导致海兰褐雏鸡肝脏的肿大，免疫鸡马立

克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）缓解了 vvMDV感染引起的海兰褐雏鸡肝脏的肿大，

而 LNT与鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）联合使用更好的缓解了 vvMDV感

染引起的海兰褐雏鸡肝脏的肿大。
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图 14 不同组的器官发育指数

Fig. 14 Organ indexes in different groups

（A）肝脏（B）脾脏（C）法氏囊（D）胸腺（ns：P > 0.05）

(A) Liver (B) Spleen (C) Bursa (D) Thymus (ns: P > 0.05)

3.5.3外周淋巴细胞MDV病毒载量

在攻毒后 7、14、21d，只使用疫苗的攻毒组 SC9-1组和使用 LNT和疫苗的攻毒组

LNT+SC9-1组的外周淋巴细胞病毒载量均低于未使用 LNT和疫苗的攻毒组Md5组，且

LNT+SC9-1组的外周淋巴细胞病毒载量均低于 SC9-1组。SC9-1组的外周淋巴细胞病毒

载量在攻毒后 14、21d极显著低于Md5组（P < 0.0001）。LNT+SC9-1组的外周淋巴细

胞病毒载量在攻毒后 7d显著低于 Md5组（P < 0.05），在攻毒后 14、21d 极显著低于

Md5组（P < 0.0001），且在攻毒后 14d极显著低于 SC9-1组（P < 0.0001）（图 15 A）。

表明免疫鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）抑制了 vvMDV在海兰褐雏鸡外周
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淋巴细胞中的复制，而 LNT与鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）联合使用更好

的抑制了 vvMDV在海兰褐雏鸡外周淋巴细胞中的复制。

3.5.4 内脏器官中MDV病毒载量检测

在攻毒后 7、14、21d，只使用疫苗的攻毒组 SC9-1组和使用 LNT和疫苗的攻毒组

LNT+SC9-1组的肝脏病毒载量均极显著低于未使用 LNT和疫苗的攻毒组Md5组（P <

0.0001），且 LNT+SC9-1 组的肝脏病毒载量均低于 SC9-1组，并在攻毒后 21d 差异极

显著（P < 0.0001）（图 15 B）。在攻毒后 3、7、14、21d，SC9-1组和 LNT+SC9-1组

的脾脏病毒载量均低于Md5组，并在攻毒后 7、14、21d 差异极显著（P < 0.0001），

且在攻毒后 7、14、21d，LNT+SC9-1组的脾脏病毒载量均低于 SC9-1组，并在攻毒后

14d差异极显著（P < 0.001）（图 15 C）。表明免疫鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1

株）抑制了 vvMDV在海兰褐雏鸡肝脏和脾脏中的复制，而 LNT与鸡马立克氏病基因缺

失活疫苗（SC9-1株）联合使用更好的抑制了 vvMDV在海兰褐雏鸡肝脏和脾脏中的复

制。

3.5.5 羽毛囊病毒载量

在攻毒后 14d，只使用疫苗的攻毒组 SC9-1 组和使用 LNT 和疫苗的攻毒组

LNT+SC9-1组的羽毛囊病毒载量极显著低于未使用 LNT和疫苗的攻毒组Md5组（P <

0.001），而在攻毒后 21d，SC9-1组和 LNT+SC9-1 组的羽毛囊病毒载量也极显著低于

Md5组（P < 0.0001）。且不难看出，在攻毒后 14、21d，LNT+SC9-1组的羽毛囊病毒

载量低于 SC9-1组，虽然统计学差异并不显著（P > 0.05）（图 15 D）。表明免疫鸡马

立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）抑制了 vvMDV在海兰褐雏鸡羽毛囊中的复制和
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排毒，而 LNT 与鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1 株）联合使用更好的抑制了

vvMDV在海兰褐雏鸡羽毛囊中的复制和排毒。

图 15 不同组淋巴细胞、肝脏、脾脏和羽毛囊组织的病毒载量

Fig. 15 The virus load of lymphocyte, liver, spleen and feather tissues in different groups

（A）淋巴细胞（B）肝脏（C）脾脏（D）羽毛囊（ns：P > 0.05，∗：P < 0.05，∗∗∗：P < 0.001，∗∗∗∗：P < 0.001）

(A) Lymphocyte (B) Liver (C) Spleen (D) Feather (ns: P > 0.05, ∗: P < 0.05, ∗∗∗: P < 0.001, ∗∗∗∗: P < 0.001)
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4 讨论

鸡马立克氏病是鸡群三种常见的病毒性肿瘤病之一，也是三种常见的病毒性肿瘤病

中唯一可以通过疫苗免疫来防控的疾病。长期以来，MD疫苗的使用降低了MDV发病

的风险，减少了MDV感染所造成的鸡群死亡或生产性能下降等现象，缓解了MDV感

染所引起的肿瘤发生和免疫抑制等危害。但随着疫苗使用时间的延长以及近年来中国

MDV的流行呈现逐渐上升的趋势，一些免疫保护失败的案例也不断增多。尤其是在我

国品种复杂的鸡群中，一些MDV野毒株突破现有疫苗保护的案例也开始不断出现，同

时一些免疫抑制性病毒与 MDV 混合感染所引起 MD 疫苗免疫失败的案例也多有报道

（Zhang et al.，2015），因此很多养殖企业尝试探索其它辅助措施强化来对MDV的防

控效果。其中 LNT 在控制MDV 感染中的潜在价值已经被关注，LNT 在临床使用时缓

解MDV感染的危害展示出良好的效果，但其发挥作用的主要途径尚不清楚。LNT是从

香菇中提取的天然多糖，为香菇的主要活性成分，具有显著的免疫调节、抑制肿瘤细胞

增殖和抗氧化等生物学功能（Roszczyk et al.，2022）。此前已有研究观察了 LNT对肉

鸡生产性能、肉品质和免疫功能的影响（雷莉辉等，2017；李伟等，2022），LNT 对

MD强毒感染雏鸡巨噬细胞活性和白细胞介素-1体外诱生活性的影响，以及 LNT对MD

强毒感染雏鸡 IL-2活性和淋巴细胞增殖反应的影响（刘永杰等，1999；孟宪荣等，2002）。

4.1 香菇多糖对 SPF雏鸡的免疫增强作用

基于以前的研究报道，我们首先在 LNT对 SPF雏鸡的免疫增强作用研究中观察了

使用 LNT 后对 SPF雏鸡育雏期间体重、多种细胞因子表达水平以及细胞免疫水平的影

响。结果表明，使用 LNT 对 SPF 雏鸡育雏期间体重有促进作用，且与未使用 LNT 的

SPF雏鸡差异显著。更重要的是，使用 LNT后，SPF雏鸡 IFN-γ、TNF-α、IL-2、IL-6、

IL-18等多种细胞因子以及Mx蛋白较未使用 LNT的 SPF雏鸡均有倍比上调，而这些细

胞因子多数具有广谱的抗病毒活性。不仅是先天免疫方面，在细胞免疫方面，LNT也具

有良好的激活作用。使用 LNT后，SPF雏鸡的 CD4+T 淋巴细胞比重以及 CD4+T 淋巴

细胞比重与 CD8+T淋巴细胞比重的比值较未使用 LNT的 SPF雏鸡显著上调，而MDV

作为典型的细胞结合性病毒，细胞免疫在宿主抵抗MDV感染中也发挥了重要作用。因

此我们推测使用 LNT对MDV感染及其引起的免疫抑制具有缓解作用。
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在MDV感染早期，淋巴器官中的病毒开始复制，此时抑制淋巴细胞复制的抑制性

巨噬细胞出现并引起的 B淋巴细胞和 T淋巴细胞功能的破坏（Davidson et al.，2020）。

并且此时Ⅰ类和Ⅱ类主要组织相容性复合物抗原下调、B淋巴细胞持续减少、外周 T淋巴

细胞中的 CD8+T淋巴细胞表达减少、CD 4+T淋巴细胞被诱导凋亡（Lee et al.，1978；

Schat et al.，2001；Yu et al.，2013）。在接种MDV疫苗后，活化的自然杀伤(NK)细胞

诱导受感染的 B细胞凋亡和 IFN-γ的产生，IFN-γ进而活化巨噬细胞，使其产生对MDV

复制具有直接抑制作用的一氧化氮（NO）（Schat et al.，2000；Heidari et al.，2023）。

有研究表明，鸡体内一氧化氮合成酶（iNOS）的抑制导致病毒载量的增加，表明 NO在

控制MDV复制中起到关键作用（Xing et al.，2000b；Djeraba et al.，2002），因此 NO

对病毒复制的抑制作用可能是巨噬细胞对抗疱疹病毒感染的主要机制之一（Vilcek et al.，

1994）。LNT 对不同亚群的淋巴细胞均具有免疫增强效应。在细胞免疫方面，LNT 可

以调节巨噬细胞、中性粒细胞、T淋巴细胞、B淋巴细胞以及 NK细胞的功能（Finimundy

et al.，2014），并且 LNT可以刺激脾脏淋巴细胞增殖并促进 IL-2和 NO的生成（Chen et

al.，2003）。因此促进免疫细胞 NO 的生成可能是 LNT 的主要免疫作用机理之一。在

应对 MDV 感染方面，有研究表明 IFN-γ可以抑制 MDV 在体内的复制和肿瘤发生

（Bertzbach et al.，2019）。另有研究证实 LNT可以通过增加 IFNγ的产生抑制肿瘤血管

生成，该作用的产生并不需要 T淋巴细胞的参与（Deng et al.，2018）。此外，上调最

为显著的Mx蛋白也可能发挥重要作用。Mx蛋白是Ⅰ型和Ⅲ型干扰素（IFN）诱导的细

胞自身天然抗病毒抗性的关键效应分子，它们作用于病毒进入细胞后不久、病毒基因组

复制之前，抑制病毒复制周期的早期阶段，具有广泛的抗病毒活性（MacMicking et al.，

2004；Haller et al.，2007），SPF雏鸡在使用 LNT后其Mx蛋白上调了高达 4.056倍，

无疑对多种病毒的感染具有可能的抑制作用。

4.2 香菇多糖预防性使用对缓解MDV感染的作用

LNT 对MDV 感染及其引起的免疫抑制的缓解作用在预防性使用 LNT 对 MDV 感

染的作用研究中得到了证实。在攻毒后 3、7、21、35d，LNT+MDV组的外周淋巴细胞

中的MDV 病毒载量显著低于MDV 组。在攻毒后 21、35d，LNT+MDV 组的肝脏和脾

脏中的MDV病毒载量显著低于MDV组。说明，预防性使用 LNT可以抑制MDV在 SPF

雏鸡外周淋巴细胞、肝脏和脾脏中的复制。在攻毒后 35d，MDV 组的体重显著低于

Negative control组，而 LNT+MDV组 SPF雏鸡的体重和 Negative control组无显著差异。
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说明，MDV的复制被抑制后，其对 SPF雏鸡体重增长的抑制得到了有效缓解，而预防

性使用 LNT可以缓解MDV感染对 SPF雏鸡体重增长的抑制作用。在攻毒后 7、21、35d，

MDV 组 SPF雏鸡的肝脏和脾脏相比于 Negative control 组显著肿大，而 LNT+MDV 组

SPF雏鸡的肝脏和 Negative control组无显著差异；在攻毒后 35d，LNT+MDV组 SPF雏

鸡的脾脏和 Negative control组无显著差异。说明MDV的复制被抑制后，其对 SPF雏鸡

免疫器官的损伤得到了有效缓解，而预防性使用 LNT可以缓解MDV感染对 SPF雏鸡

肝脏和脾脏的损伤。

4.3 香菇多糖治疗性使用对缓解MDV感染的作用

在预防性使用 LNT对 MDV感染的作用研究结果的基础上，开展治疗性使用 LNT

对MDV感染的作用研究，探究当MDV感染后，LNT 作为治疗性药物使用时对MDV

在 SPF雏鸡体内复制以及引发 SPF雏鸡免疫抑制的缓解作用。在攻毒后各日龄，外周

淋巴细胞MDV病毒载量呈MDV组＞Low-dose LNT组＞High-dose LNT组的趋势。说

明，治疗性使用两种剂量的 LNT均可以抑制MDV在 SPF雏鸡外周淋巴细胞中的复制，

并且 LNT对MDV 在 SPF雏鸡外周淋巴细胞中的复制的抑制作用与剂量呈正相关。生

产性能的损伤是免疫抑制病毒发挥免疫抑制作用最直观的影响。在攻毒后 42d，MDV

组的体重显著低于 Negative control组，体现出对MDV感染后对 SPF雏鸡体重增长的显

著抑制作用，而 Low-dose LNT 组、High-dose LNT 组和 Negative control 组的体重无显

著差异。说明，治疗性使用两种剂量的 LNT 均可以缓解 MDV感染对 SPF雏鸡体重增

长的抑制作用。MDV感染诱导的免疫抑制作用多与其对免疫器官的损伤有关，在攻毒

后各日龄，MDV组的肝脏和脾脏相比于 Negative control组显著肿大。而在攻毒后 42d，

Low-dose LNT组、High-dose LNT组和 Negative control组的肝脏无显著差异。在攻毒后

7、14、28、42d，Low-dose LNT组、High-dose LNT组和 Negative control组的脾脏无显

著差异。说明，治疗性使用两种剂量的 LNT均可以缓解MDV感染对肝脏和脾脏的损伤。

由免疫抑制病毒感染引起 SPF雏鸡对疫苗的免疫应答能力下降是其隐形的危害之一，在

免疫AIV-H9灭活疫苗后 21、35d，MDV组的AIV-H9抗体HI滴度相比于Negative control

组下降了约 3log2；而在免疫 AIV-H9灭活疫苗后 21d，Low-dose LNT组、High-dose LNT

组和 Negative control 组的 AIV-H9 抗体 HI 滴度几乎持平；在免疫 AIV-H9 灭活疫苗后

35d，Low-dose LNT 组的 AIV-H9抗体 HI滴度显著低于 Negative control组，High-dose

LNT组和 Negative control组的 AIV-H9抗体 HI滴度几乎持平。说明，治疗性使用两种
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剂量的 LNT均可以缓解 MDV感染引起的 SPF雏鸡对疫苗的免疫应答能力下降，这对

于确保各种疫苗的免疫效果非常重要，并且 LNT 对MDV 感染引起的 SPF雏鸡对疫苗

的免疫应答能力下降的缓解作用与剂量呈正相关。

4.4 香菇多糖对马立克氏病疫苗的免疫增强作用

疫苗免疫虽然可以有效降低MDV感染所引起的肿瘤发生，但不能阻止MDV野毒

株的感染、带毒以及引起免疫抑制。对此，进行了 LNT与疫苗联合使用对 vMDV感染

的作用研究和 LNT与疫苗联合使用对 vvMDV感染的作用研究，探究在疫苗免疫的基础

上增加辅助措施，以提高疫苗的免疫保护效果，尽可能抑制不同毒力的MDV毒株在体

内的长期增殖并控制不同毒力的MDV毒株感染所引起的危害。在 LNT与疫苗联合使用

对 vMDV 感染的作用研究中，在攻毒后各日龄，海兰褐雏鸡外周淋巴细胞、肝脏和脾

脏中的 vMDV 病毒载量并不高，但依然可以体现 vMDV 病毒载量为 SDAU1501 组＞

SC9-1组＞LNT+SC9-1组的趋势，并在多数日龄差异显著。说明，疫苗单独使用和 LNT

与疫苗联合使用均可以抑制 vMDV在海兰褐雏鸡外周淋巴细胞、肝脏和脾脏中的复制，

并且 LNT与疫苗联合使用对 vMDV复制的抑制作用更好。在攻毒后 14、21d，SDAU1501

组的羽毛囊MDV 病毒载量极显著高于 SC9-1组和 LNT+SC9-1 组。说明，疫苗单独使

用和 LNT与疫苗联合使用均可以抑制 vMDV在海兰褐雏鸡羽毛囊中的排毒。在攻毒后

3d， SC9-1组的体重显著低于 LNT+SC9-1组；在攻毒后 3、7、14、21d，SDAU 1501

组的体重显著低于 LNT+SC9-1 组；在攻毒后 21d，SDAU 1501 组的体重极显著低于

Negative control组，而 SC9-1组、LNT+SC9-1 组和 Negative control 组的体重无显著差

异。说明，疫苗单独使用和 LNT与疫苗联合使用对 vMDV感染引起的海兰褐雏鸡体重

下降均有缓解作用，并且无论是在 vMDV感染初期，还是在整个较长的感染过程中，

LNT与疫苗联合使用对缓解 vMDV感染对海兰褐雏鸡体重增长的抑制作用优于疫苗单

独使用。在攻毒后 21d，SDAU1501组、SC9-1组、LNT+SC9-1组和 Negative control组

的肝脏、脾脏、法氏囊和胸腺的器官发育指数无显著差异。这可能与海兰褐雏鸡自身较

高的抵抗力和先天免疫水平有关。

在 LNT与疫苗联合使用对 vvMDV感染的作用研究中，在攻毒后 3d，LNT+SC9-1

组的体重显著高于Md5组和 SC9-1组。在攻毒后 7、14、21d，各组之间的体重呈Md5

组＜SC9-1 组＜LNT+SC9-1 组＜Negative control 组的趋势。并且在攻毒后各日龄，
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LNT+SC9-1组和 Negative control组的体重无显著差异。说明，疫苗单独使用和 LNT与

疫苗联合使用对 vvMDV 感染引起的海兰褐雏鸡体重下降均有缓解作用，但无论是在

vvMDV感染初期，还是在整个较长的感染过程中，LNT与疫苗联合使用对缓解 vvMDV

感染对 SPF雏鸡体重增长的抑制作用优于疫苗单独使用。在攻毒后 21d，Md5组的肝脏

相比于 Negative control组显著肿大，而 SC9-1组、LNT+SC9-1组和 Negative control组

的肝脏显著差异。说明，疫苗单独使用和 LNT与疫苗联合使用均可以缓解 vvMDV感染

对肝脏的损伤。在攻毒后 7、14、21d，海兰褐雏鸡外周淋巴细胞、肝脏和脾脏中的 vvMDV

病毒载量呈Md5组＞SC9-1组＞LNT+SC9-1组的趋势，并在多数日龄有显著或极显著

的差异。说明，疫苗单独使用和 LNT 与疫苗联合使用均可以抑制 vvMDV 在 SPF雏鸡

外周淋巴细胞、肝脏和脾脏中的复制，但 LNT与疫苗联合使用对 vvMDV复制的抑制作

用更好。在攻毒后 14、21d，Md5组的羽毛囊 vvMDV病毒载量极显著低于 SC9-1组和

LNT+SC9-1组，而 LNT+SC9-1组的羽毛囊 vvMDV病毒载量低于 SC9-1组。说明，疫

苗单独使用和 LNT与疫苗联合使用均可以抑制 vvMDV在海兰褐雏鸡羽毛囊中的排毒，

但 LNT与疫苗联合使用对 vvMDV排毒的抑制作用更好。

另外，在 LNT 与疫苗联合使用对 vMDV 感染的作用研究中，在攻毒后 3d，

LNT+SC9-1组的体重显著高于 SC9-1组。在 LNT与疫苗联合使用对 vvMDV感染的作

用研究中，在攻毒后 3d，LNT+SC9-1组的体重显著高于 SC9-1组。对此推测在疫苗免

疫或者攻毒时海兰褐雏鸡可能产生应激，而使用 LNT 可能缓解海兰褐雏鸡的应激，促

进海兰褐雏鸡的生长发育。

4.5 香菇多糖的免疫增强作用以及不同方式应用时对缓解 MDV 感染

的作用分析

在 LNT对 SPF雏鸡的免疫增强作用研究中，验证了 LNT对 SPF雏鸡生长发育的促

进的作用，对 SPF雏鸡先天免疫水平的提高作用和对 SPF雏鸡细胞免疫水平的激活作

用。在预防性使用 LNT对MDV感染的作用研究中，验证了预防性使用 LNT对 SPF雏

鸡感染 MDV 后外周淋巴细胞、肝脏和脾脏中病毒复制的抑制作用，对 SPF 雏鸡感染

MDV后生长发育抑制的缓解作用和对 SPF雏鸡感染MDV后肝脏和脾脏损伤的缓解作

用。在治疗性使用 LNT对MDV感染的作用研究中，验证了治疗性使用 LNT对 SPF雏

鸡感染MDV后外周淋巴细胞中病毒复制的抑制作用，对 SPF雏鸡感染MDV后生长发



山东农业大学硕士学位论文

53

育抑制的缓解作用和对 SPF雏鸡感染MDV后肝脏和脾脏损伤的缓解作用。其中预防性

使用 LNT对MDV感染的作用研究和治疗性使用 LNT 对MDV感染的作用研究验证了

无论是预防性还是治疗性使用 LNT，均可有效缓解MDV在 SPF雏鸡体内的感染并缓解

MDV感染引起的 SPF雏鸡免疫抑制，以及高剂量的 LNT对MDV感染及其引起的免疫

抑制的治疗效果更优。在 LNT与疫苗联合使用对 vMDV感染的作用研究和 LNT与疫苗

联合使用对 vvMDV 感染的作用研究中，验证了鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1

株）单独使用和 LNT与鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）联合使用对海兰褐雏

鸡感染 vMDV和 vvMDV后外周淋巴细胞、肝脏和脾脏中病毒复制的抑制作用，对海兰

褐雏鸡感染 vMDV和 vvMDV后羽毛囊排毒的抑制作用，对海兰褐雏鸡感染 vMDV 和

vvMDV后生长发育抑制的缓解作用和对海兰褐雏鸡感染 vMDV和 vvMDV后肝脏和脾

脏损伤的缓解作用，这有助于疫苗在 LNT的协助下提高对MDV野毒株抑制的能力，降

低MDV高水平复制以及持续带毒的风险。
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5 结论

5.1香菇多糖可以促进 SPF雏鸡育雏期的生长发育，并提高 SPF雏鸡的先天免疫水

平和细胞免疫水平。

5.2香菇多糖预防性使用及治疗性使用均可以缓解MDV感染及其引起的免疫抑制。

5.3香菇多糖可以提高鸡马立克氏病基因缺失活疫苗（SC9-1株）的免疫效果，更

好的防控不同毒力的MDV感染及其引起的免疫抑制。
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