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摘 要 为了确定中药提取物对IBDV感染的防治效果,将150羽SPF雏鸡随机分为对照组、模型组和中药

提取物高、中、低剂量组,中药提取物高、中、低剂量组分别在饮水中添加10.0、5.0、2.5g/L的中药提取物,连
续添加7d,对照组和模型组不添加任何药物。给药后,除对照组外,其余组雏鸡分别通过滴鼻接种IBDV,攻
毒后连续观察2周。统计雏鸡的成活率,荧光定量PCR检测IBDV在组织中的载量,分析病毒在脏器中的分

布。结果显示:中药提取物能提高雏鸡成活率,高、中、低剂量组雏鸡成活率分别为86.67%、93.33%和

70.00%,高剂量组雏鸡脾脏和法氏囊指数显著降低,中剂量组的胸腺和法氏囊指数显著降低。高、中剂量组

脾脏、胸腺、法氏囊病毒载量极显著低于模型组,脾脏、胸腺病毒载量极显著低于低剂量组,法氏囊病毒载量显

著低于低剂量组。表明中药提取物能提高雏鸡的成活率,促进IBDV核酸转阴,改善脾脏、胸腺、法氏囊等免

疫器官状况,降低病毒在脾脏、法氏囊、胸腺的载量,且中剂量组效果优于其他剂量组。
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  病毒的高度变异和抗病毒药物的缺乏,增加

了畜禽病毒性疫病的防控难度,寻求具有选择性

杀灭病毒而不损伤畜禽机体细胞的药物是有效防

控畜禽疫病的主要手段。中药是中国流传数千年

的瑰宝,基于长期的临床经验来筛选和研究有效

抗病毒的药物,实现“老药”新用是现代挖掘抗病

毒方法的有效途径,有助于抗病毒类新兽药的研

发。鸡传染性法氏囊病(Infectiousbursaldis-
ease,IBD)是由传染性法氏囊病病毒(Infectious
bursaldiseasevirus,IBDV)引起的一种免疫抑制

病,该病在全球范围内广泛传播,并且可以通过垂

直传播和水平传播的方式进行扩散[1-2]。IBDV
属于双RNA病毒科禽双RNA病毒属,基因组包

括两条双链RNA,编码的氨基酸区段存在高变区

(Hypervariableregion,HVR),已经从原来的经

典毒株渐渐变异成IBDV超强毒株(Veryviru-
lentIBDV,vvIBDV),仅2018年,中国黑龙江、辽
宁、河北、山东、江苏、浙江、云南7个省检测到

IBDV新型变异株的流行,并在不断蔓延[3]。美

国纽约也分离出包含vvIBDV的新型毒株,且感

染4周龄SPF鸡,能在4d内达到100%发病和

68.7%死亡[4-5],发病鸡法氏囊坏死并免疫抑制,
免疫系 统 被 严 重 损 害,严 重 危 害 养 鸡 业 的 发

展[6-7]。2020年,OIE将vvIBDV 造成的疫病列

为117种烈性传染病之一[8]。
对IBD的防控,现在主要以接种疫苗进行预

防为主,但由于病毒表面蛋白存在连续突变风险,
导致免疫失败,产生免疫盲区。药物预防也是防

治IBD的主要手段,尤其是中兽药,富含大量的

营养成分和天然活性物质,在增强动物免疫力和

抗病毒方面均有其独特效果。能干扰IBDV的复

制和阻滞其穿入宿主细胞[9],提高外周血和脾淋

巴细胞中CD3+、CD4+ 和CD8+T细胞百分率,改
变CD4+/CD8+ 比值,促进对机体免疫系统的调

控[10],提高抗体效价,有效保护雏鸡法氏囊、胸腺

和脾脏 等 免 疫 器 官,减 轻 病 毒 对 其 的 损 伤 程

度[11],进而实现防治IBDV的效果。本研究在中

药复方提取物可以增强免疫抑制雏鸡的免疫功能

和提高IBD疫苗免疫效果的基础上[12-13],采用

IBDV人工感染SPF鸡,旨在进一步明确中药复



方提取物防治IBDV的效果。

1 材料与方法

1.1 试验材料

中药提取物(TraditionalChinesemedicine
extract,简称TCME),按2∶2∶1∶1的质量比

称取 女 贞 子 (LigustriLucidiFructus)、黄 芪

(AstragaliRadix)、枸杞子(LyciiFructus)、菟
丝子(CuscutaeSemen),经过水提取、过滤,制备

成浸膏,添加可溶性淀粉制成规格为每1.0g提

取物中含1.0g的原生药。
鸡传染性法氏囊病毒(CVCC编号:AV7)购

于中国兽医微生物菌种保存中心,由重庆市畜牧

科学院兽医兽药研究所扩增保存。

SPF鸡胚和SPF雏鸡均购于济南斯派瑞福

禽业科技有限公司。

1.2 试验方法

1.2.1 病毒EID50 的测定 利用鸡胚测定病毒

滴度,10倍稀释法用PBS将IBDV种毒稀释10
个梯度,每个梯度病毒稀释液分别接种9~11日

龄SPF鸡胚的尿囊腔,每个梯度接种7胚,接种

量为每胚100μL,另选7胚接种等量的PBS作为

阴性对照,37℃培养,接种后每天照蛋观察鸡胚

发育情况,记录死胚数量,并采集鸡胚尿囊液进行

ELISA检测(购于武汉Abebio公司),接种后第7
天,存活的胚胎处死后,检测判定鸡胚是否为阳

性。参照 Reed-Muench法[14]计 算 病 毒 EID50。

EID50=10-[A+(B-50)/(B-C)]
式中:A为高于50%的病毒稀释度;B为高

于50%的百分数,C为低于50%的百分数。

1.2.2 动物分组及管理 分组及饲养管理:150
羽3周龄的SPF雏鸡,预饲1周后,随机分为5
个组,分别为对照组、模型组和中药提取物高、中、
低剂量组,每组3个重复,每个重复10羽雏鸡。
各组雏鸡采用单笼立式隔离饲养,自由饮水,饲喂

相同的饲料。
给药:中药提取物高、中、低剂量组分别在饮

水中添加10.0、5.0、2.5g/L的中药提取物,连续

添加7d,对照组和模型组不添加任何药物。
攻毒:给药完成后,试验组雏鸡分别通过滴鼻

接种含100EID50/100μL的IBDV,对照组滴鼻

等量的生理盐水。攻毒后,连续2周观察雏鸡的

生存状态。

1.2.3 雏鸡的生存分析 在整个试验期间,观察

雏鸡的临床变化,称量体质量,统计雏鸡每天的死

亡情况,计算每组雏鸡的成活率(S)。

S=(N-D)/N×100%
N 为试验动物数;D 为死亡动物数。

1.2.4 样品的采集与处理 攻毒后2周,空腹

8h称量雏鸡体质量,之后脱臼处死雏鸡,无菌解

剖,采集完整的胸腺、脾脏和法氏囊,称量质量,计
算免疫器官指数,称量之后剪碎,迅速放入液氮中

保存,同时多点采集心脏、肝脏、肺脏、肾脏、肌肉

(胸部和腿部)等组织,剪碎后迅速放入液氮保存,
用于提取组织中病毒RNA。

I=Iw/Aw

I 为 免 疫 器 官 指 数;Iw 为 免 疫 器 官 质 量

(mg);Aw 为试验动物体质量(g)。

1.2.5 脏器中病毒载量检测 根据GenBank中

IBDV毒株全基因序列,设计扩增IBDVVP2 基

因的引物,上游引物:5'-TCCTTCTACAACGC-
TATCA-3',下 游 引 物:5'-TACCTCGTAC-
CCCTTGTC-3',内参基因β-actin 上游引物:5'-
GCCAACAGAGAGAAGATGACAC-3',下游引

物:5'-GTAACACCATCACCAGAGTCCA-3',引
物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成,各
组雏鸡的肝脏、肺脏、胸腺、脾脏、法氏囊、肾脏、肌
肉(胸部和腿部)等组织采用液氮冷冻研磨,提取

RNA,通过核酸蛋白定量检测仪测定提取的病毒

RNA的质量浓度和纯度,反转录为cDNA。对

VP2 和内参基因进行PCR扩增,VP2 基因扩增

产物分别稀释成10-2、10-3、10-4、10-5、10-6、

10-7、10-8、10-9、10-10 等不同质量浓度的模板,
添加SYBRPrimixExTaqMix(2×)10μL,上
下游引物各0.5μL,不同质量浓度PCR产物模

板1μL,加ddH2O 补足20μL。反应条件为:

94℃2min;94℃1min,58℃45s,72℃45s,

30个循环;75℃延伸10min,每个循环后进行读

板,反应结束后系统自动生成熔解曲线及标准曲

线。建立标准曲线后,样品均采用10μL体系进

行荧光定量检测。

1.2.6 数 据 统 计 分 析 试验数据采用SPSS
20.0中GLM 模块进行方差分析;组间差异有统

计学意义时,采用 Duncan’s法进行多重比较。
荧光定量PCR试验中,为降低RNA定量、反转

录及PCR反应效率的差异对结果的影响,VP2
基因表达强度分别以绝对拷贝数/β-actin 绝对拷

贝数表示。将模型组的表达量设置为100倍,计
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算其他组雏鸡各免疫器官中相应基因相对于模型

组的表达变化。数据以“平均值+标准差”表示。

2 结果与分析

2.1 病毒EID50 测定结果

由表1可知,按照Reed-Muench法计算得出

IBDV病毒液EID50 为1×10-6.91/100μL。

2.2 雏鸡成活率

由表2可知,对照组雏鸡未出现死亡,成活率

为100%。攻毒后第3天,除中剂量组外,其他组

雏鸡开始出现死亡,攻毒后第4天~第7天为死

亡高峰期,之后维持相对稳定状态。试验结束后,
模型组雏鸡成活率低至30.00%,高剂量组为

86.67%,中 剂 量 组 为 93.33%,低 剂 量 组 为

70.00%,说明中药提取物能提高雏鸡的成活率。

2.3 免疫器官指数变化

由表3可知,雏鸡在接种IBDV后,模型组雏

鸡的脾脏指数、胸腺指数、法氏囊指数显著高于对

照组(P<0.05),而使用中药提取物进行预防的

雏鸡脾脏指数、胸腺指数、法氏囊指数明显降低,
高剂量组雏鸡脾脏指数显著低于模型组和低剂量

组(P<0.05),法氏囊指数显著低于模型组(P<
0.05)。中剂量组胸腺指数显著低于模型组和低

剂量组(P<0.05),法氏囊指数显著低于模型组

(P<0.05)。

表1 病毒EID50 的测定结果

Table1 ThemeasurementresultsofviralEID50

病毒稀释度
Concentrations
ofvirus

观察结果 Observedresult

感染数
Number

ofinfections

无感染数
Numberof
non-infections

累计结果Cumulativeresult

感染数
Number

ofinfections

无感染数
Numberof
non-infections

鸡胚数
Totalof
embryos

感染所占百分比/%
Percentage
ofinfections

10-3 7 0 30 0 30 100.00(30/30)

10-4 6 1 23 1 24 95.83(23/24)

10-5 5 2 17 3 20 85.00(17/20)

10-6 4 3 12 6 19 78.95(12/19)

10-7 4 3 8 9 17 47.06(8/17)

10-8 2 5 4 14 18 22.22(4/18)

10-9 1 6 2 20 22 9.09(2/22)

10-10 1 6 1 26 27 3.70(1/26)

注 Note:EID50=10-[A+(B-50)/(B-C)]=10-[6+(78.95-50)/(78.95-47.06)]=10-6.91.

表2 成活雏鸡统计结果(n=30)

Table2 Statisticalresultsofsurvivalchicks(n=30)

组别
Group

攻毒后时间/d Timepostinoculation

1 3 7 11 14

成活率/%
Survivalrate

对照组Controlgroup 30 30 30 30 30 100.00

模型组 Modelgroup 30 21 15 11 9 30.00

高剂量组 Hig-dosegroup 30 29 27 26 26 86.67

中剂量组 Med-dosegroup 30 30 29 28 28 93.33

低剂量组Low-dosegroup 30 27 24 22 21 70.00

2.4 病毒在组织中分布结果

由表4可知,雏鸡在接种IBDV后,IBDV能

在肝脏、脾脏、肾脏、法氏囊、胸腺的组织中分布,
对使用中药提取物预防后的雏鸡进行组织中病毒

核酸检测,结果显示高剂量组雏鸡的肾脏、肺脏、
肌肉组织中病毒核酸均为阴性,脾脏组织部分为

阴性,肝脏、法氏囊、胸腺组织均为阳性。中剂量

组和高剂量组雏鸡的肾脏、肺脏、肌肉组织均为阴

性,脾脏和法氏囊组织部分为阴性,肝脏和胸腺组

织为阳性。低剂量组只有肺脏和肌肉组织为阴

性,肾脏组织部分为阴性,法氏囊、脾脏、肝脏、胸
腺组织均为阳性。

2.5 免疫器官中IBDV的载量分析

  由图1~3可知,对照组雏鸡的脾脏、胸腺和
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表3 雏鸡免疫器官指数

Table3 Theresultsofchicks’immuneorganindex

组别
Group

脾脏指数
Spleenindex

胸腺指数
Thymusindex

法氏囊指数
Bursalindex

对照组Controlgroup 1.06±0.19b 3.03±0.30b 2.03±0.27b

模型组 Modelgroup 1.30±0.18a 3.36±0.19a 2.40±0.20a

高剂量组 Hig-dosegroup 1.08±0.17b 3.14±0.27ab 2.10±0.25b

中剂量组 Med-dosegroup 1.13±0.18ab 3.07±0.25b 2.09±0.28b

低剂量组Low-dosegroup 1.27±0.15a 3.28±0.21a 2.23±0.21ab

注:同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。

Note:Differentlowercaselettersinthesamecolumnindicatethatthedifferenceissignificantdifference(P<0.05).

表4 雏鸡组织中病毒核酸检测结果

Table4 Detectionresultsofviralnucleicacidinchicktissues

组别
Group

肝脏Liver

P N

脾脏Spleen

P N

肾脏Kidney

P N

肺脏Lung

P N

法氏囊Bursa

P N

肌肉 Muscle

P N

胸腺 Thymus

P N

对照组Controlgroup 0 30 0 30 0 30 0 30 0 30 0 30 0 30

模型组 Modelgroup 30 0 30 0 30 0 30 0 30 0 30 0 30 0

高剂量组 Hig-dosegroup 30 0 9 21 0 30 0 30 30 0 0 30 30 0

中剂量组 Med-dosegroup 30 0 12 18 0 30 0 30 22 8 0 30 30 0

低剂量组Low-dosegroup 30 0 30 0 22 8 0 30 30 0 0 30 30 0

注:“P”表示阳性雏鸡数量,“N”表示阴性雏鸡数量。

Note:“P”meansthenumberofpositivechicks,“N”meansthenumberofnegativechicks.

  不同 大 写 字 母 表 示 除 对 照 组 外,组 间 差 异 极 显 著(P<

0.01),不同小写字母表示组间差异显著(P<0.05)。下同

Differentuppercaselettersindicatethatthedifferenceisex-

tremelysignificantdifferencebetweenthegroupsexpectcontrol

group(P<0.01),differentlowercaselettersindicatethatthe

differenceissignificantdifferencebetweenthegroupsexpectcon-

trolgroup(P<0.05).Thesamebelow

图1 雏鸡脾脏中IBDV的载量

Fig.1 TestresultsofIBDVloadsinchicks’spleen

法氏囊中均未检测到IBDV,表明雏鸡未感染病

毒。以模型组为基准,高剂量、中剂量和低剂量组

的雏鸡脾脏组织中IBDV载量分别降至模型组的

(0.26±0.08)、(0.20±0.06)、(0.86±0.16)倍,

高剂量组和中剂量组极显著低于模型组和低剂量

组(P<0.01);胸腺组织中IBDV载量分别降至

(0.46±0.07)、(0.34±0.08)、(0.78±0.09)倍,
高剂量组和中剂量组极显著低于模型组和低剂量

组(P<0.01),低剂量组显著低于模型组(P<
0.05);法 氏 囊 组 织 中 IBDV 载 量 分 别 降 至

(0.59±0.11)、(0.44±0.05)、(0.80±0.10)倍,
高 剂 量 组 和 中 剂 量 组 极 显 著 低 于 模 型 组

(P<0.01),且显著低于低剂量组(P<0.05),低
剂量组显著低于模型组(P<0.05)。

图2 雏鸡胸腺中IBDV的载量

Fig.2 TestresultsofIBDVloadsinchicks’thymus
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图3 雏鸡法氏囊中IBDV载量的检测结果

Fig.3 TestresultsofIBDVloadsinchicks’bursa

3 讨论与结论

传染性法氏囊病常发生于3~12周龄的雏鸡

或青年鸡,IBDV入侵后主要在免疫器官内大量

繁殖,破坏免疫器官并导致机体免疫抑制,降低雏

鸡的抗病能力和对疫苗的免疫应答能力,甚至引

起死亡[1]。本研究中,中药提取物高、中、低剂量

组雏 鸡 成 活 率 分 别 达 到86.67%、93.33%和

70.00%,高剂量组雏鸡脾脏指数和法氏囊指数显

著低于模型组和低剂量组(P<0.05),中剂量组

胸 腺 指 数 和 法 氏 囊 指 数 显 著 低 于 模 型 组

(P<0.05),说明中药提取物能有效缓解由于IB-
DV感染引起的免疫器官炎症,改善雏鸡免疫系

统的调节作用,降低雏鸡的死亡率。本研究中,中
药提取物由女贞子、黄芪、枸杞子、菟丝子等中药

组方后提取制备而成,含有大量的黄芪多糖、枸杞

多糖、女贞子多糖等生物活性物质,其作用机制可

能是这些生物多糖具有增强免疫系统功能、营养

免疫器官的功效,从而改善了IBDV感染引起的

损伤,增强机体的抗病能力,达到提高雏鸡成活率

的效果。

IBDV在雏鸡体内的生长繁殖与机体的抵抗

能力存在一定的对抗关系。IBDV入侵雏鸡后,
在肝脏、脾脏、肾脏、法氏囊、胸腺等组织中广泛分

布并繁殖,造成组织损伤和功能抑制。本研究采

用中药提取物防治的雏鸡,IBDV在组织中的生

长繁殖发生改变,高剂量组雏鸡的肾脏组织全部

转为阴性,脾脏组织部分转为阴性,中剂量组雏鸡

的肾脏组织全部转为阴性,脾脏和法氏囊组织部

分转为阴性。分析IBDV在脾脏、胸腺和法氏囊

组织中的载量,中药提取物高剂量组和中剂量组

雏鸡的脾脏、胸腺、法氏囊中载毒量极显著低于模

型组(P<0.01),脾脏、胸腺组织中病毒载量极显

著低于低剂量组(P<0.01),法氏囊组织中病毒

载量显著低于低剂量组(P<0.05),提示中药提

取物可以促进机体清除IBDV。在雏鸡清除病毒

的过程中,中药提取物可以通过调节机体分泌大

量的细胞因子参与免疫调节和抗病毒作用,中药

提取物中含有大量的多糖,黄芪多糖可以促进鸡

脾淋巴细胞分泌IL-2、TNF-β、IFN-γ 、IL-4、IL-
6 等多种细胞因子[15],枸杞多糖可以提高雏鸡的

免疫力,增强IL-2、IL-6基因 mRNA的表达[16]。
这些细胞因子主要由Th1和Th2分泌,在抗病毒

过程中积极调节细胞免疫,增强机体的抗病毒能

力[7]。但是部分雏鸡的免疫器官中IBDV仍然为

阳性,尤其是低剂量组,由此可以推断该中药提取

物对病毒的清除与药物使用剂量存在一定的关

系,较低剂量的中药提取物对IBDV感染雏鸡的

防治效果不佳,临床中防治IBDV时要制定鸡场

的科学用药程序,有助于提高IBD的防治效果。
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PreventiveEffectofTraditionalChineseMedicine
ExtractiveonSPFChicksInoculatedwithIBDV

ZHUMaixun,TANGHongmei,YANZhiqiang,
CHENChunlinandZHAIShaoqin

(ChongqingAcademyofAnimalSciences,Chongqing 402460,China)

Abstract InordertoinvestigatethepreventiveeffectoftraditionalChinesemedicineextractive(TC-
ME)onSPFchicksinoculatedwithIBDV.150SPFchickswererandomlydividedintocontrolgroup,

modelgroup,TCMEhigh,mediumandlowdosegroups.IngroupsofTCMEhigh,mediumandlow
dose,extractivedosesof10.0,5.0,2.5g/Lwererespectivelyaddedintodrinkingwaterfor7consecu-
tiveday,butnodrugwasaddedinthecontrolgroupandmodelgroup.Exceptforcontrolgroup,the
experimentalchicksintheothergroupswereinoculatedwithIBDVbynasalintubationandwerecon-
tinuouslyobservedfor2weeks,meanwhile,thesurvivalratewasstatisticallyanalyzed.TheIBDVload
wasdetectedforanalyzingthedistributionofvirusintissuesbyRT-qPCR.Theresultsshowedthat
theTCMEcouldimprovethesurvivalrateofchicks,thesurvivalrateofchicksingroupsofhigh,me-
diumandlowdosereached86.67%,93.33%,70.00%,respectively.Thespleenindexandbursalin-
dexofchicksinoculatedwithIBDVinhighdosegroupsignificantlydecreasedandthymusindexand
bursalindexofchicksinmediumdosegroupsignificantlydecreased.TheIBDVloadofspleen,thymus
andbursainhighandmediumdosegroupweresignificantlylowerthanthatinmodelgroup,thespleen
andthymusweresignificantlylowerthanthatinlow-dosegroup,bursaweresignificantlylowerthan
thatinlow-dosegroup.TheseresultsindicatedthatTCMEcouldimprovethesurvivalrateofchicks
andpromoteIBDVpositivetonegative,improvethechicks’spleen,thymusandbursalorganinits
lowervirusload,andtheeffectofmediumdoseissuperiortotheotherdoses.
Keywords SPFchicks;IBDV;TraditionalChinesemedicineextractive;Antiviralability;Viralload

Received 2020-02-27    Returned 2020-06-08
Foundationitem Rongchang Key R&D Projectof Agricultureand Animal Husbandry(No.
cstc2019ngzx0003).
Firstauthor ZHU Maixun,male,master,assistantresearchfellow.Researcharea:pharmacological
toxicologyandimmunologyoftraditionalChineseveterinarymedicine.E-mail:zmxmz0817@163.com
Correspondingauthor ZHAIShaoqin,female,associateresearchfellow.Researcharea:pharmacyof
traditionalChineseveterinarymedicine.E-mail:736409197@qq.com

(责任编辑:顾玉兰 Responsibleeditor:GUYulan)

·13·1期 朱买勋等:中药提取物对IBDV感染SPF鸡的防治效果


