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摘   要：【目的】本文旨在研究猪脾转移因子(TF)对新城疫(ND)病毒弱毒疫苗 La Sota 株的免疫

增强作用及机理，为兽医临床防控提供理论依据。【方法】以 4 种不同剂量 La Sota 疫苗株分别单

独、与 TF 联合免疫 SPF 鸡，14 d 后以 ND 病毒(NDV)参考强毒 F48E9 株(104.7 ELD50)进行攻毒，采

用蛋白质芯片技术测定鸡外周血 IL-6、IL-10、IL-16 和 IL-21 浓度，并以血凝抑制(HI)试验和荧光

定量 RT-PCR 方法分别检测鸡 ND HI 抗体效价和 F48E9 株的病毒血症水平。【结果】攻毒保护试验

表明，单独免疫 105.17、104.17、103.17 和 102.17 EID50 剂量时疫苗攻毒保护率分别为 100%、55%、0%

和 0%，半数保护量(PD50)为 12 023 EID50；对应剂量联合免疫时疫苗攻毒保护率分别为 100%、75%、

0%和 0%，PD50 为 6 918 EID50；对照组(非免疫有攻毒)和空白组(非免疫非攻毒)死亡率分别为 100%

和 0%。对 104.17 EID50 免疫剂量进一步检测分析表明，免疫后，联合免疫鸡 IL-6、IL-10、IL-21

和 ND HI 抗体效价(log2x)比单独免疫最多时分别提高了 254.95 pg/mL、62.10 pg/mL、1.51 pg/mL

和 2.6，其中 ND HI 抗体效价差异极显著(P<0.01)；攻毒后，联合免疫鸡 IL-10、IL-16、IL-21 和

病毒血症阳性率比单独免疫最多时分别降低了 428.61 pg/mL、167.81 pg/mL、1.48 pg/mL 和 20%，

其中 IL-16、IL-21 差异极显著(P<0.01)。【结论】本文结果显示，TF 可提高 La Sota 株弱毒疫苗的

免疫保护率及免疫后 IL-6、IL-10、IL-21 介导的免疫应答、ND HI 抗体效价，降低疫苗 PD50 及攻

毒后 IL-16、IL-21 介导的炎症反应、IL-10 介导的免疫应答抑制作用、病毒血症。本文明确了 TF

对 La Sota 株弱毒疫苗具有较好的免疫增强作用，为疫苗免疫佐剂研发和 ND 防控提供参考。 

关键词：猪脾转移因子；鸡新城疫弱毒 La Sota 株；鸡新城疫强毒 F48E9 株；免疫保护率；免

疫增强作用  
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Abstract: [Objective] We evaluated the immunoenhancement effect and mechanism of pig spleen 

transfer factor (TF) on Newcastle disease virus (NDV) La Sota strain attenuated vaccine to provide a 

theoretical basis for the prevention and control of Newcastle disease (ND). [Methods] We inoculated 

La Sota strain alone and La Sota combined with TF into specific pathogen free (SPF) chickens at four 

different doses, and challenged SPF chickens by reference virulent NDV strain F48E9 (104.7 ELD50) 14 

days post vaccination. In addition, we determined the concentrations of IL-6, IL-10, IL-16, and IL-21 in 

chicken peripheral blood by protein chip technology, the hemagglutination inhibition (HI) antibody titer 

by HI assay, and the viremia level of F48E9 by RT-PCR. [Results] The challenge test showed that the 
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protection rates of vaccination with La Sota strain alone at the doses of 105.17, 104.17, 103.17, and 102.17 

EID50 were 100%, 55%, 0%, and 0%, respectively, and the median protective dose (PD50) was 12 023 

EID50. The protection rates of vaccination with La Sota strain combined with TF at the corresponding 

doses were 100%, 75%, 0%, and 0%, respectively, and the PD50 was 6 918 EID50. The mortality of 

control group (non-immunized but challenged) and blank group (non-immunized and non-challenged) 

were 100% and 0%. Upon vaccination at the dose of 104.17 EID50, the IL-6, IL-10, IL-21, and ND HI 

antibody titer (log2x) of the chicken exposed to combined vaccination increased at most by 254.95 pg/mL, 

62.10 pg/mL, 1.51 pg/mL, and 2.6 (P<0.01), respectively, compared with those in the chicken 

vaccinated with La Sota strain alone. After challenge, the IL-10, IL-16, IL-21, and the viremia levels in 

the chicken under combined vaccination decreased at most by 428.61 pg/mL, 167.81 pg/mL (P<0.01), 

1.48 pg/mL (P<0.01), and 20%, respectively, compared with those in the chicken vaccinated with La 

Sota strain alone. [Conclusion] TF improves the immune protection rate of NDV attenuated La Sota 

strain vaccine, the immune response mediated by IL-6, IL-10, and IL-21, and the ND HI antibody titer. 

In addition, TF reduces the PD50, the inflammatory responses mediated by IL-16 and IL-21, the 

inhibition of immune response mediated by IL-10, and the viremia after challenge. It is clear that TF 

has a good immunoenhancement effect on the La Sota strain attenuated vaccine, which will provide a 

reference for research and development of vaccine adjuvant as well as prevention and control of ND. 

Keywords: pig spleen transfer factor; attenuated NDV strain La Sota; virulent NDV strain F48E9; immune 
protection rate; immunoenhancement effect 

鸡新城疫(Newcastle disease，ND)是由 ND

病毒(ND virus，NDV)强毒株感染鸡引起的一种

急性、烈性传染病，给世界养鸡业造成了巨大

经济损失[1]。NDV 属于副黏病毒科、正禽腮腺

炎病毒属，只有 1 种血清型，但具有多种基因

型，可分为 2 个大的谱系：Ⅰ类(ClassⅠ)和Ⅱ

类(ClassⅡ)。Class Ⅰ NDV 主要为无毒和弱毒

型。ClassⅡ NDV 主要有Ⅰ–Ⅸ共 9 个基因型，

且各毒株的毒力差异较大，其中，Ⅰ型主要为

弱毒；Ⅱ型主要为强毒、中强毒和弱毒株；Ⅲ

型至Ⅸ型主要为强毒和中等毒力[1–2]，NDV 经

典强毒 F48E9 株即为基因Ⅸ型[3]。我国主要采用

不同毒力的 NDV 弱毒疫苗和灭活疫苗防控

ND，其中使用最广泛的 La Sota 弱毒疫苗株为基

因Ⅱ型。我国主要流行的 NDV 基因型具有多样

性，不同基因型毒株的生物学特性差异明显[4–5]。

基因组较高频率的自身变异、NDV 的多宿主特

性和疫苗的频繁使用等多种因素，导致了 NDV

的不断进化、毒力多样性和抗原性变异，我国个

别地区还出现了新基因型[6–7]。因此，NDV 新型

疫苗及其免疫佐剂的研发是将来工作方向[8–9]。 

已有多种免疫佐剂用于增强 NDV 疫苗免

疫效果的研究，其中，转移因子(transfer factor, 

TF)显示出了较好的免疫增效作用[10–12]。TF 是

由Ｔ淋巴细胞释放的一种细胞因子，由多肽和

低聚核苷酸组成，分子量小于 5 kDa，不含蛋白，

无种属特异性、无抗原性、无毒副作用，可以

提高动物免疫功能和缓解机体免疫抑制[13–15]。

本课题组建立了具有自主知识产权的 TF 制备

方法和检验技术[16–17]。包括本课题组在内的许

多学者，在 TF 提高 ND 抗体效价、淋巴细胞转

化水平、巨噬细胞吞噬能力、T 淋巴细胞活力

等免疫学指标方面开展了深入研究[18–21]，然而

在 TF 提高 NDV 疫苗攻毒保护率及其作用机理
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方面鲜有报道。 

基于此，为了进一步明确 TF 对 La Sota 株

鸡新城疫弱毒疫苗的免疫增强作用及其机理，

本实验对 NDV La Sota 弱毒疫苗株与 TF联合免

疫后 NDV F48E9 强毒株攻毒的免疫应答进行研

究 ， 应 用 蛋 白 质 芯 片 技 术 和 血 凝 抑 制

(hemagglutination inhibition，HI)试验研究 La 

Sota 株感染后鸡外周血细胞因子浓度和 ND HI

抗体效价(log2x)的动态变化规律，并采用荧光

定量 RT-PCR 方法检测 F48E9 株攻毒后鸡病毒血

症水平，以期为 NDV 疫苗免疫机理研究、疫苗

免疫佐剂研发和更有效预防 NDV 提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  疫苗与病毒株 
NDV La Sota 株弱毒疫苗(107.17 EID50/羽份)

由兆丰华生物科技(南京)有限公司提供，NDV 

F48E9 株强毒[3](105.0 ELD50/mL)由福建省农业科

学院畜牧兽医研究所提供。 

1.2  主要试剂及仪器 
Chicken Cytokine Array Kit 购 自 Ray 

Biotech 公司，标准 NDV HI 抗原(La Sota 株)购

自中国兽医药品监察所，RNA 提取试剂盒购自

凯杰生物工程(深圳)有限公司，反转录试剂盒购

自 GE 公司，Taq DNA 聚合酶购自 Promega 公

司；Innoscan 300 动态激光共聚焦扫描仪购自

Innopsys 公司，CFX96 型荧光定量 PCR 仪购自

BioRad 公司，动物饲养隔离器购自苏州市冯氏

实验动物设备有限公司。 

1.3  TF 制备   
按照本课题组已授权发明专利制备猪脾

TF[16–17]：以健康猪脾脏为原料，经匀浆、细胞

破碎、分离、灭活、微滤、超滤后精制而成。经

检验，所制备 TF 的 pH 值、多肽含量、核糖含量

和脱 E 受体法活力分别为 7.0 mg/mL、3.5 mg/mL、

72.0 μg/mL 和 15% ，细菌内毒素含量小于       

10 EU/mL，在 252 nm 波长处有最大吸收，D260 nm/ 

D280 nm 比值为 2.23，无菌检验、外源病毒检验、

支原体检验、蛋白质定性检验、过敏反应检查、

异常毒性检查、热原检验和安全检验均合格。 

1.4  实验动物   
SPF 鸡购自济南斯帕法斯家禽有限公司(许

可证号：SCXK(鲁) 2018 0005)。动物实验在派

生特(福州)生物科技有限公司实验动物使用许

可实验室(许可证号：SYXK(闽) 2019-0006)开

展，并经过了其实验动物管理委员会及实验动

物福利伦理委员会的审查，开展动物实验的技

术人员、饲养员均具有福建省实验动物从业人

员岗位证书。SPF 鸡攻毒前在正压动物饲养隔

离器中饲养，并给予足够营养的饲料和清洁的

饮水；30 日龄免疫接种，操作时温和保定，善

良抚慰，减少应激反应；44 日龄转至负压动物

饲养隔离器中攻毒饲养，转运输 SPF 鸡时给予

舒适的环境，避免拥挤，试验结束时对存活鸡

采用二氧化碳吸入窒息法进行安乐死。 

1.5  TF 对 La Sota 株弱毒疫苗的免疫增强

作用分析 
选取 200 羽 SPF 鸡随机分为 10 组，每组

20 羽，分别为：单独免疫组 1 与联合免疫组 1  

(均点眼免疫 105.17 EID50 La Sota 株弱毒疫苗)、

单独免疫组 2 与联合免疫组 2(均点眼免疫 104.17 

EID50 La Sota 株弱毒疫苗)、单独免疫组 3 与联

合免疫组 3(均点眼免疫 103.17 EID50 La Sota 株

弱毒疫苗)、单独免疫组 4 与联合免疫组 4 (均点

眼免疫 102.17 EID50 La Sota 株弱毒疫苗)、对照

组 1 与空白组 1 (均不免疫)，同时，4 个联合免

疫组均肌肉注射 0.2 mL TF。免疫后 14 d，4 个

单独免疫组、4 个联合免疫组与对照组 1 均肌

肉注射 0.5 mL (即：104.7 ELD50) NDV F48E9 株强

毒，并设立空白组 1 为非免疫非攻毒组，见表 1。 
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表 1  实验设计 
Table 1  Experimental design 

Designation (n) 
TF La Sota strain attenuated vaccine Virulent strain F48E9 

Dose/(mL) Route Dose/(EID50) Route Dose/(ELD50) Route 

Single vaccine group 1 (20) 0 / 105.17  

Eye-drop 
104.7 i.m. 

Single vaccine group 2 (20) 0 / 104.17 

Single vaccine group 3 (20) 0 / 103.17 

Single vaccine group 4 (20) 0 / 102.17 

Co-vaccination group 1 (20) 

0.2 i.m. 

105.17 

Co-vaccination group 2 (20) 104.17 

Co-vaccination group 3 (20) 103.17 

Co-vaccination group 4 (20) 102.17 

Control group 1 (20) 0 / 0 / 

Blank group 1 (20) 0 / 0 / 0 / 

“/” means untreated by the item. 

 
每日观察临床症状至攻毒后 14 d，剖检病死鸡

和试验结束时存活鸡，SPF 鸡发病即判为不保

护，统计各剂量组 SPF 鸡的发病率和死亡率，

按 Reed-Muench 法计算半数保护量 (median 

protective dose，PD50)
[22]。 

1.6  TF 增强 La Sota 株弱毒疫苗免疫效力

的机理分析   
选取 240 羽 SPF 鸡随机分为 4 组，每组 60

羽，分别为：单独免疫组、联合免疫组、对照

组与空白组，其免疫及攻毒试验设计分别与单

独免疫组 2、联合免疫组 2、对照组 1、空白组 1

一致，并分别于免疫前 3 d、免疫后 7、14 d 以

及攻毒后 1、3、7、14 d 依次抽取各组不重复

的 5 羽 SPF 鸡(攻毒后优先抽取临床健康鸡)，

经前翅静脉采集、分离血清进行 IL-6、IL-10、

IL-16、IL-21 共 4 种细胞因子浓度、ND HI 抗

体效价和攻毒后 NDV F48E9 株的病毒血症检

测，并统计各组攻毒后的死亡率、发病率和保

护率。 

1.6.1  血清中 IL-6、IL-10、IL-16 和 IL-21 含

量测定 

按照 Chicken Cytokine Array Kit 操作步骤

进行，采用动态激光共聚焦扫描仪读取荧光信

号，建立标准曲线，计算样品 IL-6、IL-10、IL-16

和 IL-21 浓度。若细胞因子浓度低于阴性对照

标准品的荧光信号而不可检出时，本试验以   

0 pg/mL 表示。所得数据用单因素方差分析和最

小显著性差法(LSD)分析，P<0.05 为差异显著。 

1.6.2  ND HI 抗体效价测定 

ND HI 抗体效价测定按照中华人民共和国

出入境检验检疫行业标准《新城疫检疫技术规

范》(SN/T 0764-2011)进行[23]，HI 试验测定结

果以 log2x 表示。 

1.6.3  血清中 NDV F48E9 株强毒的检测 

依据课题组已建立的基因Ⅸ型 NDV 荧光

定量 RT-PCR 检测方法[24]，进行攻毒后血清中

NDV F48E9 株的病毒血症检测，简述如下。合成

特异性引物序列(P1：5′-AGGACACTGACTACT 
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TTG-3′，P2：5′-CCGATAATGGCACCTATA-3′)

和 TaqMan MGB 探针 5′-CGT-CTCTGCCTCCT 

TCCTCC-3′，探针 5′端标记的荧光报告基团为

FAM，3′端标记的荧光淬灭基团为 MGB，扩增

片段 113 bp。提取病毒核酸，按照下述反应程

序完成荧光定量 RT-PCR 检测：42 °C 反转录   

30 min；92 °C 预变性 10 s，45 °C 30 s，72 °C    

1 min，5 个循环；92 °C 10 s，60 °C 延伸 30 s (此

处收集荧光)，40 个循环。 

2  结果与分析 

2.1  TF 对 La Sota 株弱毒疫苗的免疫增强

作用 
2.1.1  临床症状及攻毒保护率 

免疫后，各组鸡 TF 注射部位无局部不良

反应，且临床表现均正常。攻毒后，单独免疫

组 1 和联合免疫组 1 的鸡均无发病和死亡，即

全部鸡判为保护，保护率为 100%。单独免疫

组 2 共有 9 羽鸡于攻毒 2 d 后开始出现 ND 典

型临床症状，则 11 羽鸡判为保护，即保护率

为 55% (11/20)；其中 9 羽发病鸡中，1 羽鸡于

攻毒 10 d 后临床表现恢复正常，余下 8 羽鸡于

攻毒后第 3、4 和 5 天分别死亡 2、3、3 羽，

死亡率为 40% (8/20)。联合免疫组 2 共有 5 羽

鸡于攻毒 3 d 后开始出现 ND 典型临床症状，

则 15 羽鸡判为保护，即保护率为 75% (15/20)；

其中 5 羽发病鸡中，1 羽鸡于攻毒 9 d 后临床

表现恢复正常，余下 4 羽鸡于攻毒后第 4 d 和

5 d 分别死亡 3 羽、1 羽，死亡率为 20% (4/20)。

攻毒后，单独免疫组 3 和 4、联合免疫组 3 和

4 的全部鸡均于攻毒 2 d 后开始出现 ND 典型

临床症状，即全部鸡判为不保护，保护率均为

0%；其中，联合免疫组 3 和 4 最后病死鸡的日

龄相比单独免疫组 3 和 4 分别延迟了 1 d，单

独免疫组 3、联合免疫组 3、单独免疫组 4 和

联合免疫组 4 鸡均全部死亡，死亡时间分别集

中在：攻毒后 3 d 至 5 d、3 d 至 6 d、3 d 至 4 d、

3 d 至 5 d，即死亡率均为 100%。此外，攻毒

后对照组 1 开始出现临床症状和病死鸡的日龄

最早，分别为攻毒后第 1 天和第 2 天，20 羽鸡

均全部发病并死亡，死亡时间集中在攻毒后 2 d

至 4 d，即：死亡率为 100% (20/20)，保护率为

0% (0/20)。试验中，空白组 1 鸡均无发病、无

死亡(图 1 和图 2)。 

2.1.2  剖检变化及 PD50 

攻毒后，各组病死鸡出现全身粘膜和浆膜

出血，心冠脂肪有针尖大小出血点，脑部点状

出血且有炎症，肾脏出血、肿大，肌胃角质层

下有出血点，气管和腺胃乳头出血，腺胃粘膜

水肿，脾脏表面有白色坏死点，嗉囊充满酸臭

味的稀薄液体，十二指肠弥漫性出血，空肠与

回肠有溃疡，盲肠扁桃体枣核样坏死，直肠出

血、坏死，泄殖腔粘膜出血等 ND 典型剖检病

变。攻毒后，单独免疫组 2 与联合免疫组 2 中

各有 1 羽病愈鸡，没有出现 ND 典型剖检病变，

仅十二指肠和腺胃乳头出现少量的出血点，脾

脏表面出现少量的白色坏死点。攻毒后 14 d，

剖检各组免疫保护鸡和空白组 1 鸡，没有发现

上述病变。 

统计 NDV La Sota 株弱毒疫苗各不同剂量

组的攻毒试验结果并计算 PD50(表 2)，结果显

示，单独免疫组和联合免疫组中疫苗的一个

PD50 分别为 12 023 EID50 和 6 918 EID50，表示

该 La Sota 株弱毒疫苗单独接种需要 12 023 

EID50 可以使 50%的鸡获得攻毒保护，而与 TF

联合免疫仅需接种 6 918 EID50 即可使 50%的鸡

获得攻毒保护，比单独免疫组中疫苗 PD50 减少

了 42.5%。 
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图 1  攻毒后各组的死亡率、发病率和保护率 
Figure 1  The mortality, morbidity and protection rate of each group after challenge. 

 

 
图 2  死亡数量和时间 
Figure 2  Death No. and time. 
 

2.2  TF 增强 La Sota 株弱毒疫苗免疫效力

的机理  
在 TF 增强 La Sota 株弱毒疫苗免疫效力的

机理分析中，单独免疫组、联合免疫组、对照

组与空白组各有 60 羽鸡，其免疫及攻毒试验设

计分别与上述免疫增强作用分析中单独免疫组

2(20 羽鸡)、联合免疫组 2(20 羽鸡)、对照组 1(20

羽鸡)、空白组 1(20 羽鸡)一致，试验结果如下。 

2.2.1  攻毒保护结果 

统计攻毒后各组的死亡率、发病率和保护

率(图 3)，结果显示，联合免疫组的死亡率、发

病率和保护率分别为 25%、25%和 75%，单独

免疫组分别为 45%、45%和 55%，对照组分别

为 100%、100%和 0%，空白组鸡无发病和死亡。 
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表 2  各组接种不同剂量 NDV 疫苗的攻毒试验结果 
Table 2  Challenge test in each groups immunized with different doses of NDV vaccine 

Groups 

Inoculation dose Observational results Cumulative results 

NDV vaccines/ 

EID50 
TF/mL 

Morbidity 

No. 

Protection 

No. 

Protection 

ratio 

Morbidity 

No. 

Protection 

No. 

Protection 

rate/% 

Single vaccine 

group 1 
105.17 0 0 20 20/20 0 31 100 

Single vaccine 

group 2 
104.17 0 9 11 11/20 9 11 55 

Single vaccine 

group 3 
103.17 0 20 0 0/20 29 0 0 

Single vaccine 

group 4 
102.17 0 20 0 0/20 49 0 0 

Co-vaccination 

group 1 
105.17 0.2 0 20 20/20 0 35 100 

Co-vaccination 

group 2 
104.17 0.2 5 15 15/20 5 15 75 

Co-vaccination 

group 3 
103.17 0.2 20 0 0/20 25 0 0 

Co-vaccination 

group 4 
102.17 0.2 20 0 0/20 45 0 0 

Single vaccine groups: distance ration=(55%–50%)/(55%–0%)=0.09; lg PD50=4.17+0.09×(–1)=4.08. Co-vaccination groups: 
distance ration=(75%–50%)/(75%–0%)=0.33; lg PD50=4.17+0.33×(–1)=3.84. 

 
 

 
 
 

图 3  攻毒后各组试验鸡的存活情况 
Figure 3  The survival chickens of each group after challenge. 
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2.2.2  IL-6 含量的变化 
免疫前 IL-6 含量，各组接近且差异不显著。免

疫后，联合免疫组与单独免疫组明显增加，分别于

攻毒后第 1 天和第 3 天达到高峰值(1 178.31 pg/mL

和 956.63 pg/mL)，联合免疫组于免疫后第 7 天、第

14 天和攻毒后 1 d、7 d 高于其余组，但差异不显

著。攻毒后，对照组明显增加，于攻毒后第 3 天达

到最高值(936.46 pg/mL)，此时对照组 IL-6 含量与

联合免疫组、单独免疫组差异不显著，但均极显著

高于空白组(P<0.01)。试验中，空白组鸡 IL-6 含量

稳定，均值维持在 157.80 pg/mL 左右，见图 4。 

2.2.3  IL-10 含量的变化 

免疫前 IL-10 含量，各组接近且差异不显著。

免疫后尤其是攻毒后，联合免疫组与单独免疫组

明显增加，均于攻毒后第 1 天达到高峰值，分别

为 1 198.81 pg/mL 和 1 627.41 pg/mL，联合免疫组

于免疫后第 7 天、第 14 天高于其余组，但差异不

显著。攻毒后，对照组明显增加，于攻毒后第 1

天达到高峰值(1 546.21 pg/mL)，此时对照组 IL-10

含量与联合免疫组、单独免疫组差异不显著，但

均极显著高于空白组(P<0.01)；攻毒后第 3 天对照

组 IL-10 含量(270.38 pg/mL)极显著高于其余组

(P<0.01)，而此时联合免疫组、单独免疫组与空白

组差异不显著。试验中，空白组鸡 IL-10 含量稳定，

均值维持在 15.40 pg/mL 左右，见图 4。 

2.2.4  IL-16 含量的变化 
免疫前 IL-16 含量，各组接近且差异不显

著。免疫后第 14 天，联合免疫组和单独免疫组 
 
 
 
 

 
 

图 4  免疫或攻毒后各组实验鸡外周血 IL-6、IL-10、IL-16 和 IL-21 的变化 
Figure 4  Levels of IL-6 (A), IL-10 (B), IL-16 (C) and IL-21 (D) in PBMC after vaccination or challenge. 
The standard deviation in the figure is the square root of the variance of the cytokine content in the group at 
each time point, reflecting the degree of dispersion between the cytokine content of individuals within the 
group at each time point. 
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IL-16 含量接近且略高于其余组，但差异不显

著。攻毒后，联合免疫组、单独免疫组与对照组

明显增加，均于攻毒后第 3 天达到最高值，分别

为 97.25 pg/mL、265.06 pg/mL 与 388.39 pg/mL。

其中，攻毒后第 1 天和第 3 天单独免疫组与对

照组极显著高于联合免疫组与空白组(P<0.01)，

攻毒后第 7 天单独免疫组显著高于联合免疫组

与空白组(P<0.05)。试验中，空白组鸡 IL-16 含

量稳定，均值维持在 44.90 pg/mL 左右，见图 4。 

2.2.5  IL-21 含量的变化 
免疫前 IL-21 含量，各组接近且差异不显

著。免疫后，联合免疫组明显增加，于免疫后

第 14 天达到高峰值(1.94 pg/mL)，且于免疫后

第 7 天、第 14 天高于其余组，但差异不显著。

攻毒后，单独免疫组与对照组明显增加，均于

攻毒后第 3 天达到最高值，分别为 1.54 pg/mL 与

0.72 pg/mL，单独免疫组于攻毒后第 1、3 和 7

天均高于其余组，其中，攻毒后第 3 天单独免

疫组显著高于联合免疫组与空白组(P<0.05)，攻

毒后第 7 天单独免疫组极显著高于联合免疫组

与空白组(P<0.01)。试验中，空白组鸡 IL-21 含

量稳定，均值维持在 0.24 pg/mL 左右，见图 4。 

2.2.6  ND HI 抗体效价测定结果 
免疫前，各组 ND HI 抗体均不可检出。免

疫后 ND HI 抗体效价，联合免疫组和单独免疫

组均明显增加，均于第 7 天达到峰值，联合免

疫组(7 和 5.2)于第 7 天、14 天均高于单独免疫

组(4.4 和 4)，分别提高了 2.6 和 1.2，并于第 7 天

差异极显著(P<0.01)。攻毒后 ND HI 抗体效价，

联合免疫组和单独免疫组于第 1 天均明显下降，

分别为 2 和 2.6；但是，均于 3 d 后明显增加，其

中，联合免疫组(4.4、8.4 和 7.3)于第 3 天、7 天

和 14 天均高于单独免疫组(3.8、8 和 6.6)，分别

提高了 0.6、0.4 和 0.7，但差异不显著。试验中，

对照组和空白组 ND HI 抗体均不可检出，见图 5。 

2.2.7  血清中 NDV F48E9 株强毒的检测结果 
攻毒后 NDV F48E9 株强毒的病毒血症占比

(表 3)，联合免疫组和单独免疫组均下降，分别

于第 3 天和第 7 天后降为 0%。其中于第 1 和 3

天，联合免疫组(20%和 0%)比单独免疫组(40%

和 20%)均减少了 20%。对照组最高，第 1 和 3

天均达到 100%。而空白组为 0%。 

 

 
 
 

图 5  免疫或攻毒后各组 ND HI 抗体的变化 
Figure 5  Levels of ND HI antibody after 
vaccination or challenge. The standard deviation in 
the figure is the square root of the variance of the 
ND HI antibody titer in the group at each time point, 
reflecting the degree of dispersion between the ND 
HI antibody titer of individuals within the group at 
each time point. 

表 3  各组的病毒血症占比 
Table 3  Proportion of viremia in each group 

Groups  
Proportion of viremia 

1 dpc 3 dpc 7 dpc 14 dpc 
Single vaccine group 2/5 (40%) 1/5 (20%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 
Co-vaccination group 1/5 (20%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 
Control group  5/5 (100%) 5/5 (100%)   
Blank group  0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 
“dpc” means days post challenge. 
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3  讨论 

NDV 是一种持续进化的病毒，先后出现了

多个基因型。因免疫的日龄、剂量、途径以及

攻毒的毒株、剂量、途径等的不同，La Sota 株

弱毒疫苗免疫鸡对不同基因型 NDV 强毒株的

攻毒保护结果不同[25–26]。在本研究中，点眼免

疫 105.17、104.17、103.17 和 102.17 EID50 La Sota 株

弱毒疫苗对 104.7 ELD50 NDV F48E9 株强毒的攻

毒保护率，单独免疫组分别为 100%、55%、0%

和 0%，而联合免疫组分别为 100%、75%、0%

和 0%。其中，免疫 104.17 EID50 La Sota 株弱毒

疫苗时与单独免疫组 2 的攻毒保护率(55%)相

比，联合免疫组 2 的攻毒保护率(75%)显著提

高，提高了 20%。结果还显示，联合免疫组中

疫苗 PD50 为 6 918 EID50，比单独免疫组中疫苗

PD50(12 023 EID50)减少了 42.5%，表明与 La 

Sota 株弱毒疫苗单独免疫相比，其与 TF 联合免

疫时仅需 57.5%的 NDV 病毒含量即可使免疫鸡

获得相同的攻毒保护。这些表明，TF 可增强

La Sota 株弱毒疫苗的攻毒保护率。 

20 世纪 80 年代起我国主要以全面免疫

NDV 疫苗防控 ND，对控制 ND 流行发挥了关

键作用。但是，随后我国 ND 流行病学特点出现

了新变化，如：非典型性 NDV 越来越普遍、多

种基因型并存、免疫失败现象日益严重等[1,7]。

本研究观察攻毒后各组鸡临床表现和剖检变

化，结果显示，免疫保护鸡均正常，病死鸡呈

现出 ND 典型临床和剖检变化，单独免疫组 2

与联合免疫组 2 各有 1 羽病愈鸡临床症状典型

而剖检病变不典型。其中，攻毒后对照组 1 开

始出现临床症状鸡(第 1 天)和病死鸡(第 2 天)的

日龄最早；相比单独免疫组 2，联合免疫组 2

开始出现临床症状鸡和病死鸡的日龄推迟 1 d，

而病愈鸡提前 1 d 恢复正常；相比单独免疫组 3

和 4，联合免疫组 3 和 4 最后病死鸡日龄分别

推迟 1 d。临床症状和剖检变化结果表明，TF

联合 La Sota 株弱毒疫苗联合免疫效果优于单

独免疫。 

TF 是一种安全的免疫制剂[1221]，本研究结

果也验证了 TF 的安全性，肌注后各组鸡临床表

现健康。猪脾 TF 的原料为屠宰废弃物，资源丰

富。研究显示，TF 无种属特异性 [1317]，鸡脾

TF 和猪脾 TF 均可增强鸡体免疫功能和鸡疫苗

免疫效果[1821]，但鸡脾 TF 作用于鸡的效果会

优于猪脾 TF[1011]。与此研究结果相似，来源于

鸡法氏囊的囊素与 La Sota 株弱毒疫苗联合免

疫时攻毒保护率明显高于猪脾 TF，而疫苗 PD50

则明显低于猪脾 TF(本课题组研究将另文报

道)。囊素对 La Sota 株弱毒疫苗的免疫增强作

用会明显高于猪脾 TF，这些是否与免疫佐剂来

源动物的种间差异有关需要进一步验证，为疫

苗佐剂的研发提供了参考。 

在免疫应答和抗感染免疫反应过程中细胞

因子发挥着重要作用，IL-6 与 IL-10 均属于 Th2

型细胞因子，可促进体液免疫应答[2729]。IL-16

是 CD4+ T 细胞的刺激生长因子和趋化因子，具

有免疫调节作用，可诱导 IL-2、IL-6 及 GM-CSF

等细胞因子的表达[30]。IL-21 是由活化的 CD4+ 

T 细胞分泌产生的多功能生物学免疫调节因

子，可促进原始 CD4+ T 细胞向 Th1 和 Th17 细

胞分化，在促进机体由先天性免疫向获得性免

疫的转变中发挥关键作用[31]。本研究采用了蛋

白质芯片技术测定上述细胞因子含量，该技术

是继以检测 RNA 和 DNA 为基础的基因芯片技

术后又一项用于生命科学研究的技术平台，其

首先在载体(如固相支持物)表面固定大量高密

度排列的蛋白探针点阵以制备成芯片，然后将

芯片和待检液体样品(体液、细胞和组织提取物)

进行孵育反应，反应后用相应的检测系统(如本
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研究采用的动态激光共聚焦扫描仪)进行检测，

通过计算机分析并获得相应蛋白质的表达情

况，具有特异性强、敏感性高、重复性好、高

通量、微型化、自动化等优点，被广泛应用于

蛋白质组学研究、新药研发以及疾病临床诊断

等多个生命科学领域，并形成了不同技术基础

的蛋白质芯片，如：本研究采用的 Ray Biotech

公司基于多重夹心 ELISA 技术的微阵列蛋白质

芯片、Ciphergen Biosystems 公司基于表面加强

激光解吸电离-飞行时间质谱技术的化学型蛋

白质芯片、Biochinoup 公司基于椭偏光学生物

传感技术的光学蛋白质芯片[32]。 

本研究细胞因子检测结果显示，免疫后联合

免疫组 IL-6、IL-10 和 IL-21 含量明显增加，并于

免疫后 7 d、14 d 高于其余组，但差异不显著。其

中，联合免疫组 IL-6 含量高峰值(1 178.31 pg/mL)

出现时间(攻毒后 1 d)比单独免疫组和对照组(攻

毒后 3 d)提前了 2 d，且峰值更高，比单独免疫组

和对照组高峰值(956.63 pg/mL 与 936.46 pg/mL)

分别提高了 221.68 pg/mL 与 241.85 pg/mL。而

联合免疫组 IL-21 含量于免疫后第 14 天达到高

峰值(1.94 pg/mL)，比单独免疫组和对照组(攻毒

后第 3 天)高峰值(1.54 pg/mL 与 0.72 pg/mL)分

别提高了 0.4 pg/mL 与 1.22 pg/mL。而 IL-16 含

量没有受 NDV La Sota 弱毒株免疫和 TF肌注的

影响，免疫后各组 IL-16 含量接近。表明 TF 可

提高 NDV La Sota 弱毒株免疫后 IL-6、IL-10 和

IL-21 介导的免疫应答。 

IL-6、IL-16 和 IL-21 均为促炎性细胞因子。

其中，IL-6 可诱导产生急性期蛋白，引发急性期

炎性应答反应。IL-16 可诱导炎症部位的 Th1 细

胞的迁移、聚集和激活。IL-21 是触发、促进    

炎症反应并导致组织损伤的关键因子[27–28,30–31]。

在本研究中，攻毒后对照组 IL-6、IL-16 和 IL-21

含量明显增加。其中，IL-6 含量，攻毒后第 3 天

对照组与联合免疫组、单独免疫组差异不显著，

但均极显著高于空白组(P<0.01)；IL-16 含量，

攻毒后第 1 天和第 3 天单独免疫组与对照组极

显著高于联合免疫组与空白组(P<0.01)，攻毒后

第 7 天单独免疫组显著高于联合免疫组与空白

组(P<0.05)；IL-21 含量，攻毒后第 3 天单独免

疫组显著高于联合免疫组与空白组(P<0.05)，攻

毒后第 7 天单独免疫组极显著高于联合免疫组

与空白组(P<0.01)。对照组鸡全部死亡前最后一

个采血点(攻毒后第 3 天)的 IL-6、IL-16 和 IL-21

含量(936.46 pg/mL、388.39 pg/mL与0.72 pg/mL)，

分别是此时空白组(193.21 pg/mL、46.24 pg/mL

与 0.44 pg/mL)的 4.8 倍、8.4 倍与 1.6 倍。结果

表明，IL-6、IL-16 和 IL-21 在 NDV F48E9 株强

毒诱导的炎症反应过程中发挥重要的作用，与

其他学者研究结果一致 [33]，TF 可降低 NDV 

F48E9 株强毒攻毒后 IL-16 和 IL-21 介导的炎症

反应。 

IL-10 是细胞因子合成抑制因子(cytokine 

synthesis inhibitory factor, CSIF)，对免疫应答主

要起抑制作用，从而防止过度免疫应答所造成的

损害[29]。在本研究中，攻毒后 IL-10 含量，对照组、

单独免疫组与联合免疫组明显增加，于攻毒后第  

1 天即达到高峰值，攻毒后第 3 天仍分别达到  

270.38 pg/mL、137.78 pg/mL 与 27.43 pg/mL，是

空白组 IL-10 含量(15.34 pg/mL)的 17.6 倍、   

9.0 倍和 1.8 倍，此时对照组 IL-10 含量极显著

高于其余组(P<0.01)，而联合免疫组、单独免疫

组与空白组差异不显著。结果表明，TF 可降低

NDV F48E9株强毒攻毒后 IL-10 的免疫应答抑制

作用，与其他学者研究结果不同[34]，这可能源

于本研究采用的研究方法(La Sota 弱毒株免疫

后 F48E9 强毒株攻毒)不同。此外，IL-10 还是抗

炎性细胞因子，可抑制活化的 T 细胞产生 IL-2、

IFN-γ 等促炎性细胞因子，对炎症反应具有限
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制作用，在终止炎症反应过程中起重要作用[29]。

相比联合免疫组，攻毒后单独免疫组与对照组

具有更高的 IL-10 含量，更有利于抵抗 IL-6、

IL-16 和 IL-21 介导的炎症反应，但 IL-10 介导

的免疫应答抑制作用会更强，其在 NDV F48E9

株发病机理中的作用有待进一步研究。 

ND HI 抗体效价在鸡攻毒保护中发挥重要

作用[35]，本研究结果也印证了这一点：攻毒后

联合免疫组和单独免疫组存活鸡均有较高的

ND HI 抗体效价，而对照组 ND HI 抗体始终不

可检出。有学者研究显示，市售 NDV 弱毒疫苗

在免疫 10–2 羽份时对部分 NDV 强毒株的攻毒

保护率可到 90%以上，并具有较高的 ND HI 抗

体效价[36]。在本研究中，免疫 10–3 羽份(即：104.17 

EID50)后，联合免疫组 ND HI 抗体效价(7 和 5.2)

于第 7 天、第 14 天均高于单独免疫组(4.4 和 4)，

分别提高了 2.6 和 1.2，并于第 7 天差异极显著

(P<0.01)，表明 TF 可提高 NDV La Sota 弱毒株

的 ND HI 抗体效价。 

NDV F48E9 株强毒攻毒后，不同免疫背景鸡

的各部位中病毒载量变化不同[3738]。本研究中，

攻毒后第 1 天联合免疫组与单独免疫组 NDV 

F48E9 株的病毒血症占比分别为 20%与 40%，这

与攻毒后第 1 天两组的 ND HI 抗体效价明显下

降(分别为 2 和 2.6)是否有关及其机理有待进一

步研究。攻毒后第 1 天和第 3 天对比单独免疫

组，联合免疫组 NDV F48E9 株的病毒血症占比

减少了 20%。结果表明，TF 与 NDV 弱毒疫苗

La Sota 株联合免疫可增强 ND 抗体水平，降低

NDV F48E9 株强毒攻毒鸡的病毒血症。 

4  结论 

本研究通过攻毒保护试验、细胞因子浓度、

ND HI 抗体效价和病毒血症水平测定，解析了

TF 对 La Sota 株 NDV 弱毒疫苗的免疫增强作用

及机理，揭示了 TF 可通过提高 NDV La Sota

弱毒株免疫后 IL-6、IL-10、IL-21 介导的免疫

应答和 ND HI 抗体效价，以及通过降低 NDV 

F48E9 强毒株攻毒后 IL-16、IL-21 介导的炎症反

应、IL-10 介导的免疫应答抑制作用和病毒血

症，进而提高 La Sota 株弱毒疫苗的免疫保护率

和降低疫苗 PD50。 
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