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多肽 gCK-16对鸡传染性法氏囊病弱毒疫苗
免疫效果的影响
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摘 要： 本试验旨在研究多肽 gCK-16 联合鸡传染性法氏囊病（infectious bursal diease，IBD）弱毒疫苗的免疫增强

效果，并在鸡上进行攻毒保护试验的评价。通过将不同浓度的多肽 gCK-16 体外刺激细胞以及联合 IBD 弱毒疫苗

免疫 14 日龄 SPF 鸡后，检测多肽的毒性、疫苗免疫效果以及血清中细胞因子（IFN-γ、IL-4 和 IL-6）水平。同时，进

行传染性法氏囊病病毒（IBDV）攻毒保护试验，检测存活率、囊重指数、脾淋巴细胞活性、法氏囊中免疫球蛋白（IgM
和 IgA）水平、血清中免疫球蛋白（IgY）水平、组织病理学变化以及凋亡相关蛋白表达水平。结果表明，多肽 gCK-16
在体内和体外没有明显的毒性，多肽 gCK-16 联合 IBDV 弱毒疫苗可以显著增加 IBDV 弱毒疫苗免疫鸡后血清中

IBDV 抗体水平和血清中细胞因子（IFN-γ、IL-4 和 IL-6）的表达水平。另外，多肽 gCK-16 能显著促进 LPS、ConA
和 IBDV 对 PBMCs的刺激指数。IBDV 攻毒试验也表明，多肽 gCK-16 能明显提高 IBDV 感染鸡后的存活率和囊重

比，降低法氏囊组织病理学变化，而促凋亡蛋白 Bax、Caspase-3 和 Caspase-9 表达水平显著降低，抗凋亡相关蛋白

Bcl-2 表达水平显著升高。本研究发现多肽 gCK-16 能显著增强 IBDV 弱毒疫苗的体液免疫和细胞免疫应答，对感

染 IBDV 的鸡可以起到有效的免疫保护效果，为该多肽作为 IBDV 弱毒疫苗免疫增强剂的应用提供了理论参考和

数据支撑。
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Abstract： This experiment aims to study the immune-enhancing effects of peptide gCK-16 combined 
with the attenuated vaccine of infectious bursal disease （IBD） and to evaluate the protective effects of 
the vaccination on SPF chickens（14-day-old）.  To investigate the toxicity of the peptide gCK-16， the 
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immune effect of vaccine and the levels of cytokines （IFN-γ， IL-4 and IL-6） in serum， the cells were 
stimulated by the different concentrations of peptide gCK-16 in vitro， and then the chickens were 
immunized with the different concentrations of peptide gCK-6 in combination with attenuated vaccine 
of IBD.  Meanwhile， the challenge protection of infectious bursal disease virus （IBDV） was 
performed by detecting the survival rate， the bursa-weight/body-weight index （BBIX）， the splenic 
lymphocyte viability， the level of immunoglobulin （IgM and IgA）， the level of immunoglobulin 
（IgY） in the serum， the histopathological changes and the expression level of apoptosis-related 
proteins in the bursa.  The results show that peptide gCK-16 has no obvious toxicity both in vivo and 
in vitro， and peptide gCK-16 combined with the attenuated vaccine of IBD can significantly increase 
the antibody titer of IBDV in the serum of chickens immunized with the attenuated vaccine of IBD and 
the level of cytokines （IFN- γ， IL-4 and IL-6） in the serum.  Moreover， the peptide gCK-16 
significantly promoted the stimulation index of LPS， ConA and IBDV to PBMCs.  Immunization and 
challenge experiments also showed that the peptide gCK-16 significantly increased the survival rate 
and BBIX of chickens infected with IBDV， and reduced the pathological changes of bursa tissues， 
while the expression levels of pro-apoptotic proteins Bax， Caspase-3， Caspase-9 were significantly 
decreased， and the expression level of anti-apoptotic protein Bcl-2 was significantly increased.  In 
conclusion， peptide gCK-16 can significantly enhance the humoral and cellular immune responses of 
the attenuated vaccine of IBD， and achieved an effective immune protection in chickens infected with 
IBDV， which provides theoretical reference and data support for the application of this peptide as an 
immunopotentiator of the attenuated vaccine of IBD.
Keywords： peptide gCK-16； infectious bursal disease； immunopotentiator； chicken； immunoglobulin； 
immune protection
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传 染 性 法 氏 囊 病（infectious bursal disease，
IBD）是由传染性法氏囊病病毒（infectious bursal 
disease virus，IBDV）引起的一种急性高度接触性传

染病，主要侵害 3~6周龄的幼鸡，通过破坏法氏囊中

的未成熟 B 淋巴细胞，降低机体的体液免疫反应能

力［1-3］。目前，IBD 的预防主要通过接种 HVT-VP2
重组活载体疫苗、免疫复合物疫苗和弱毒疫苗来实

现，其中弱毒疫苗使用过量可能会产生残留毒力并

转化为致病性野生型的风险，使鸡对其它疾病的易

感性增加，甚至导致免疫失败，给家禽养殖业造成

巨大的经济损失［4-5］。疫苗免疫后至少需要 10~12 d
才能检测到抗体，这段时间是 IBDV 的“危险窗口

期”，一旦生物安全措施防护不到位，极其容易遭受

IBDV 的感染，引起严重的原发性免疫抑制，从而使

机体对其他病原的易感性增强，并降低对疫苗的免

疫反应［6-8］。

目前，疫苗接种是预防和控制传染病的最有效

手段之一［9］。随着疫苗技术发展，疫苗由最初的减

毒活疫苗、灭活疫苗逐渐发展为亚单位疫苗、基因

重组疫苗，其安全性越来越高，但是由于某些疫苗

抗原的免疫原性有限，这就要求添加合适的佐剂来

提高疫苗的免疫效果，起到疫病防控的作用［10-12］。

另外，与其他家畜相比，家禽养殖密度高、生长周期

短、疾病种类多等因素，其整个生长周期需要接种

的疫苗数量和类型较多，这既带来了疾病防控的保

障，也对家禽健康和生产效益带来了诸多挑战［13-14］。

如何在保证安全的前提下，最大限度地提高家禽的

免疫原性是现代疫苗领域亟需解决的重大问题。

通常认为添加合适的佐剂来提高机体的免疫效果，

从而达到疫苗预防的目的。佐剂作为一种免疫增

强剂，是提前与已知抗原混合后注入机体，能够增

强机体对抗原免疫应答，使其产生高效且持久的免

疫应答，同时能够减少免疫抗原的用量，降低生产

成本以及减弱免疫接种反应［15］。传统疫苗佐剂（如
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铝佐剂）已广泛用于疫苗生产，其主要通过静电吸

附和配体交换将抗原紧密结合以增强抗原递呈细

胞的抗原摄取和递呈，但是难以诱导机体产生更强

的细胞免疫应答能力［16-17］。另外，铝盐佐剂带来的

副作用也不容小觑，例如，发热、肿胀、神经毒性、体

内残留等［18］。越来越多的研究致力于设计更有效

和更安全的免疫增强剂作为疫苗佐剂，以期更有效

促进疫苗激活机体的免疫系统，使机体提前产生阳

性抗体，从而有效抵御该病毒的侵袭［17］。因此，迫

切需要研制新型、安全、有效的疫苗佐剂。

研究表明，程序性细胞死亡受体 1（PD-1）/程序

性细胞死亡配体 1（PD-L1）参与了导致机体淋巴细

胞耗竭和凋亡的免疫逃逸机制，促进了慢性病毒感

染导致的免疫抑制［19-20］。PD-1 是一种免疫抑制性

受体，其过度表达会导致 B 淋巴细胞免疫功能障碍，

从而导致免疫抑制进展加快［18］。笔者前期研究表

明，IBDV 感染可以显著增强鸡法氏囊组织和 B 淋

巴细胞中 PD-1/PD-L1 的表达；并筛选出靶向鸡

PD-1 高亲和力多肽 gCK-16，可以有效阻断 PD-1/
PD-L1 结合，减弱 IBDV 感染引起的 B 淋巴细胞损

伤，增强 B 淋巴细胞功能［21］。但是多肽 gCK-16 在

体内能否诱导高效的细胞免疫应答和体液免疫应

答仍不清楚。

在本研究中，笔者利用 IBD 弱毒疫苗单独或联

合多肽 gCK-16 免疫 SPF 鸡，并进行效力检验，评估

多肽 gCK-16 对 IBD 弱毒疫苗诱导机体的免疫反应

及其对 IBDV 感染提供保护的效力。这种以多肽

gCK-16 作为 IBD 弱毒疫苗免疫增强剂的研究，为

提高机体的免疫应答和降低弱毒疫苗免疫剂量提

供了理论支持。

1　材料与方法

1. 1　细胞、病毒毒株和试验动物

鸡外周血单个核细胞（PBMCs）由本实验室分

离和保存。DF-1 和 HD-11 细胞均由本实验室保

存。鸡传染性法氏囊病活疫苗（B87 株）购自青岛易

邦生物工程有限公司。 IBDV LX 毒株由扬州大学

刘爵教授馈赠。SPF 鸡胚购自勃林格殷格翰生物

药业（中国）有限公司，SPF 鸡由本实验室自行进行

孵化。本研究中所有试验方案和内容符合山西农

业大学动物伦理、福利等相关条例要求。

1. 2　主要试剂

多 肽 gCK-16（CLIEYGGADYKTINLK）由 上

海吉尔多肽有限公司合成。青链新霉素混合液

（100×）、MTT 细胞毒性检测试剂盒、CCK-8 试剂

盒、BCA 试剂、ECL Plus 超敏发光液、鸡外周血淋

巴细胞分离液试剂盒和鸡脾脏淋巴细胞分离液试

剂盒均购自北京索莱宝科技有限公司。胎牛血清

购自美国 Invigentech 公司。鸡传染性法氏囊病病

毒抗体（IBDV Ab）ELISA 检测试剂盒、鸡白细胞介

素 4（IL-4）ELISA 检 测 试 剂 盒 、鸡 白 细 胞 介 素 6
（IL-6）ELISA 检 测 试 剂 盒 、鸡 干 扰 素 γ（IFN- γ）
ELISA 检测试剂盒、鸡免疫球蛋白 M（IgM）ELISA
检测试剂盒、鸡免疫球蛋白 A（IgA）ELISA 检测试

剂盒和鸡免疫球蛋白 Y（IgY）ELISA 检测试剂盒购

自上海酶联生物科技有限公司。鸡天门冬氨酸氨

基转移酶（AST）ELISA 检测试剂盒和鸡丙氨酸氨

基转移酶（ALT）ELISA 检测试剂盒购自武汉吉立

德 生 物 科 技 有 限 公 司 。 Bax 抗 体 、Bcl-2 抗 体 、

Caspase-3 抗体和 Caspase-9 抗体购自上海艾比玛特

医药科技有限公司。

1. 3　多肽体内安全性检测

将 40 只 2 周 龄 SPF 鸡 随 机 分 为 4 组 ，每 组

10 只，分别为对照组（Mock），10 μg 多肽组，50 μg 多

肽 组 ，100 μg 多 肽 组 ，各 组 受 试 鸡 注 射 剂 量 为

100 μL 的 PBS 多肽 gCK-16 稀释液，其中 Mock 组注

射 100 μL PBS，在负压鸡隔离器中进行饲养。持续

观察 10 d 鸡的临床表现，记录体温变化，并在 10 d
时分离血清。然后，按照 ELISA 试剂盒说明书的操

作步骤，检测血清中 AST 和 ALT 的活性状况。

1. 4　鸡 PBMCs分离与培养

依据鸡外周血淋巴细胞分离液试剂盒说明书

分离鸡 PBMCs。具体方法：采集 2 周龄的 SPF 鸡

的抗凝血，加等体积稀释液进行稀释。然后，在

15 mL 离心管中加适量分离液，将稀释后的血液轻

轻平铺到分离液液面上方，水平转子，1 000 g 离心

30 min，出现明显分层，中间的白膜层为淋巴细胞

层。小心吸取白膜层细胞到 15 mL 洁净的离心管

中，PBS 洗涤细胞，在含 10% 胎牛血清和 5% 鸡血

清 的 RPMI-1640 培 养 基 中 进 行 培 养 ，用 于 后 续

试验。

1. 5　MTT方法检测多肽毒性

依据 MTT 细胞毒性检测试剂盒说明书检测多

肽 对 细 胞 的 毒 性 。 具 体 方 法 ：收 集 对 数 期 细 胞

（PBMCs、DF-1 和 HD-11），调 整 细 胞 浓 度 ，1×
104·孔-1，铺于 96 孔板中，37 ℃、5% CO2细胞培养箱
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中继续培养 24 h，加入不同浓度的多肽（10、50、250
和 500 nmol·L-1），继续培养 24 h。然后，弃上清，加

入 90 μL 新鲜培养液和 10 μL MTT 溶液，继续培养

4 h，弃上清，加 110 μL Formazan 溶解液，低速振荡

10 min。最后，用酶标仪在 490 nm 处测定吸光值，

计算细胞毒性活力。

1. 6　多肽免疫增强效果评价

将 150 只 2 周龄的 SPF 鸡随机分为 5 组，每组

30 只 ，分 别 为 Mock 组 、疫 苗 组（Vaccine）、疫

苗 +gCK-16_ 低 浓 度 组（Vaccine+gCK-16_L，

6. 25 μg·只-1）、疫苗+gCK-16_中浓度组（Vaccine+
gCK-16_M，12. 5 μg·只-1）和疫苗 +gCK-16_高浓

度组（Vaccine+gCK-16_H，25 μg·只-1），按照 IBD
弱毒疫苗使用说明书进行免疫，Mock 组则用相同

体积的生理盐水，在负压鸡隔离器中进行饲养。受

试鸡在免疫后 0、7、14、21、28 和 35 d 采集血液，分离

血清。然后，按照 ELISA 试剂盒说明书的操作步

骤，检测血清中 IBDV 抗体水平和细胞因子（IFN-γ、
IL-4 和 IL-6）水平。

1. 7　PBMCs刺激指数检测

采集免疫后 21 和 35 d 受试鸡的血液，按照鸡

外 周 血 单 个 核 细 胞 分 离 液 试 剂 盒 说 明 书 进 行

PBMCs 的分离。将分离的鸡 PBMCs 铺于 96 孔细

胞培养板中，每孔中分别加入脂多糖（LPS）、刀豆素

（ConA）和 IBDV，LPS 的 终 浓 度 为 10 μg·mL-1，

ConA 的终浓度为 5 μg·mL-1，IBDV MOI=1，未刺

激孔不加 LPS、ConA 和 IBDV LX 毒株，空白孔只

加培养基。37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中继续培养

48 h 后，加入 CCK-8 溶液继续培养 2 h，用酶标仪在

450 nm 处测定吸光度。依据以下公式计算刺激指

数（stimulation index），stimulation index=（LPS/
ConA/IBDV 孔 OD450 nm-空白孔 OD450 nm）/（未刺激

孔 OD450 nm-空白孔 OD450 nm）。

1. 8　攻毒保护试验

依据注射后的多肽免疫增强效果的评价结果

对免疫鸡实施攻毒保护试验，验证多肽 gCK-16 对

IBD 弱毒疫苗在鸡感染 IBDV LX 毒株后的保护效

率，其免疫后攻毒时间参照文献报道和疫苗说明书

上的效力检验［22］。将 120 只 2 周龄的 SPF 鸡随机分

成 4 组 ，每 组 30 只 ，分 别 为 Mock 组 、IBDV 组 、

Vaccine+IBDV 组和 Vaccine+gCK-16+IBDV 组。

各 免 疫 组 鸡 通 过 点 眼/滴 鼻 途 径 接 种 100 μL 的

IBDV 弱毒疫苗，其多肽添加量为 12. 5 μg·只-1。免

疫 17 d后攻毒 IBDV LX 毒株（200 μL 的 105 ELD50），

Mock 组为生理盐水，在负压鸡隔离器中饲养。分

别于攻毒后 0、1、3、5、7 和 10 d，记录鸡体重、法氏囊

重量、死亡情况，并绘制生存曲线。采集血液，分离

脾淋巴细胞和血清，ELISA 检测免疫球蛋白 IgY 水

平。同时，解剖受试鸡，取法氏囊组织分别保存在

4% 多聚甲醛溶液和-80 ℃冰箱中，进行后续的 HE
染色、ELISA 检测免疫球蛋白水平（IgM 和 IgA）和

Western blot 试验。根据记录的法氏囊重量计算鸡

的 囊 重 比（Bursa of Fabricius weight/Body weight 
ratio，BF/BW），其公式：BF/BW=（法氏囊重量/体
重）×1 000［23］。

1. 9　CCK-8方法检测脾脏淋巴细胞活力

鸡脾脏淋巴细胞的分离方法，参考鸡脾脏淋巴

细胞分离液试剂盒的说明书和文献报道方法略有

改动［24］。首先，安乐死鸡，无菌摘取脾脏，撕去脾脏

表面的被膜，用眼科剪剪碎研磨脾脏后过细胞过滤

筛，制备鸡脾脏单细胞悬液。水平转子 800 g，常温

离心 25 min 后，离心管中细胞分四层，用巴氏德吸

管小心吸取由上至下第二层的环状乳白色淋巴细

胞层到新的离心管中，之后向离心管中加入适量的

细 胞 洗 涤 液 。 然 后 ，水 平 转 子 250 g，常 温 离 心

10 min 后，弃上清，用 5 mL 细胞洗涤液清洗 3 次，用

RPMI-1640 完全培养基重悬细胞并进行计数。最

后，按照 CCK-8 试剂盒说明书中的细胞活性检测的

要求进行操作，评价肽 gCK-16 对 IBDV LX 毒株感

染后脾淋巴细胞活力的影响。

1. 10　法氏囊组织病理学观察

将上述在 4% 多聚甲醛溶液中固定 48 h 的法氏

囊组织，用不同浓度的酒精进行梯度脱水，石蜡包

埋法氏囊组织，进行切片，二甲苯脱蜡，乙醇复水。

最后，HE 染色，树胶封片，其法氏囊组织病变在光

学显微镜下观察，并拍照。

1. 11　Western blot检测凋亡相关蛋白表达情况

将上述保存在-80 ℃冰箱中的法氏囊组织，用

RAPI（含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂）进行裂解，

超声破碎后离心取上清，通过 BCA 试剂检测蛋白浓

度，调整蛋白浓度为 4 μg·μL-1，其上样总蛋白为

20 μg。另外，在蛋白样品中加 5×loading buffer，
100 ℃金属浴，煮 8 min，待冷却后进行凝胶电泳，转

至 NC 膜。然后，5% 脱脂牛奶封闭，一抗过夜，二抗

常温孵育 1 h，TBST 洗涤 3 次。最后，使用 ECL 
Plus超敏发光液显示，并拍照。
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1. 12　数据统计与分析

每组试验进行 3 次重复，采用 GraphPad Prism 
8. 0 软件进行结果统计分析。所有数据以“平均

值±标准误（x̄ ± sx̄）”表示，除非另有特殊说明。数据

分析采用单因素方差分析（*. P<0. 05，**. P<0. 01）。

2　结 果

2. 1　多肽 gCK-16的体内和体外安全性检测

如图 1A 所示，与对照组相比，不同剂量的多肽

gCK-16 注射鸡后无明显的体温变化。ELISA 结果

显示，与 Mock 相比，注射不同剂量的多肽 gCK-16
后，鸡血清中 AST 和 ALT 含量均没有显著差异，说

明多肽对肝脏没有毒性（图 1B 和 C）。MTT 方法结

果 显 示 ，不 同 浓 度 的 多 肽 gCK-16 处 理 PBMCs、
DF-1 和 HD-11 后 ，其 细 胞 活 力 均 在 100% 左 右

（图 1D 和 E）。这些结果表明，多肽 gCK-16 在体内

和体外具有较好的安全性，没有明显的毒性。

2. 2　多肽 gCK-16 对鸡血清中抗体效价水平的

影响

采用 ELISA 试剂盒对所采集的免疫后 0、7、14、
21、28 和 35 d 鸡血清中 IBDV 抗体浓度进行检测，从

图 2 可以看出，在免疫 0 d 后，各组 IBDV 抗体浓度

没有明显差异，而在免疫后 7、14、21、28 和 35 d，与
Vaccine 组 相 比 ，Vaccine+gCK-16_M 组 和

Vaccine+gCK-16_H 组抗体浓度显著升高。这些

结果表明，多肽 gCK-16 联合 IBD 弱毒疫苗免疫后，

能显著提高鸡血清中 IBDV 特异性抗体水平。

2. 3　多肽 gCK-16对鸡血清中细胞因子水平的影响

采用 ELISA 试剂盒对所采集的免疫鸡群的血

清中细胞因子 IFN-γ、IL-4 和 IL-6 水平进行检测，

从图 3 可以看出，在免疫后 0 d，各组细胞因子 IFN-
γ、IL-4 和 IL-6 水平没有明显变化，而在免疫后 7、
14、21、28 和 35 d，与 Vaccine 组 相 比 ，Vaccine+
gCK-16_M 组和 Vaccine+gCK-16_H 组 IFN-γ、IL-
4 和 IL-6 水平显著升高。这些结果表明，多肽 gCK-
16 联合 IBD 弱毒疫苗免疫后，能显著提高鸡血清中

细胞因子水平。

A. 不同剂量的多肽 gCK-16 对鸡体温变化；B.  AST 水平；C.  ALT 水平； D.  MTT 方法检测多肽 gCK-16 对 PBMCs 细胞毒

性；E. 多肽 gCK-16 对 DF-1 和 HD-11 的毒性

A.  Temperature changes after injection with different doses of peptide gCK-16； B.  The levels of AST； C.  The levels of ALT 
levels； D.  The toxicity of peptide gCK-16 to PBMCs； E.  The toxicity of peptide gCK-16 to DF-1 and HD-11
图 1　多肽 gCK-16对体内温度变化和体外细胞毒性的影响

Fig. 1　The effects of peptide gCK-16 on the change of body temperature and in vitro cytotoxicity
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**.  P<0. 01
图 2　多肽 gCK-16增强 IBD弱毒疫苗诱导鸡的血清特异性抗体水平

Fig. 2　Peptide gCK-16 enhanced the level of specific antibody in serum of chicken immunized by the attenuated vaccine of IBD

A.  IFN-γ 水平； B.  IL-4 水平； C.  IL-6 水平。*.  P<0. 05， **.  P<0. 01
B.  The levels of IFN-γ； B.  The levels of IL-4； C.  The levels of IL-6.  *.  P<0. 05， **.  P<0. 01
图 3　多肽 gCK-16增强 IBD弱毒疫苗诱导鸡的血清中细胞因子水平

Fig. 3　Peptide gCK-16 enhanced the level of cytokines in serum of chicken immunized by the attenuated vaccine of IBD
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2. 4　多肽 gCK-16对鸡 PBMCs增殖效应的影响

通 过 CCK-8 方 法 测 定 多 肽 gCK-16 对 鸡

PBMCs 增殖效果，从图 4A 中可见，在免疫后 21 d，
PBMCs 经 LPS、ConA 和 IBDV 刺激后，与 Vaccine
组 相 比 ，Vaccine+gCK-16_M 组 和 Vaccine+

gCK-16_H 组刺激指数均升高。在免疫后 35 d，
PBMCs 经 LPS、ConA 和 IBDV 刺激后，与 Vaccine
组 相 比 ，Vaccine+gCK-16_M 组 和 Vaccine+gCK-
16_H 组刺激指数均升高（图 4B）。这些结果表明，

多肽 gCK-16 能显著增加 PBMCs增殖效应。

2. 5　多肽 gCK-16对 IBDV 感染后鸡存活率和法氏

囊指数的影响

用 IBDV 毒株分别对两组免疫组和对照组鸡进

行攻毒，连续 10 d 观察鸡的临床症状，并记录死亡

状况、体重及法氏囊重量，从图 5A 中可见，在攻毒

后 10 d 时 存 活 率 ：Mock 组 为 100%、IBDV 组 为

40%、Vaccine+IBDV 组为 70% 和 Vaccine+gCK-
16+IBDV 组为 90%。囊重比结果显示，与 Mock 组

相比，IBDV 感染后 3 d，囊重比明显升高，IBDV 感

染后 3、5、7 d 和 10 d，囊重比明显下降；与 Vaccine+
IBDV 组相比，IBDV 感染后 5、7 和 10 d，Vaccine+
gCK-16+IBDV 组囊重比明显升高（图 5B）。攻毒

保护试验结果表明，多肽 gCK-16 可以显著提高鸡

存活率和囊重比，并且可以有效保护法氏囊的正常

发育。

2. 6　多肽 gCK-16对 IBDV 感染后脾淋巴细胞活力

和免疫球蛋白水平的影响

通过  CCK-8 方法检测多肽 gCK-16 对 IBDV 感

染后脾淋巴细胞的活力，从图 8A 中可见，与 Mock
组相比，IBDV 攻毒后 3、5、7 和 10 d 显著降低了脾淋

巴 细 胞 的 活 力 ，而 与 Vaccine+IBDV 组 相 比 ，

Vaccine+gCK-16+IBDV 组脾淋巴细胞活力趋于

正常（图 6A）。ELISA 结果显示，与 Mock 组相比，

IBDV 攻毒后 7 和 10 d 显著降低法氏囊中 IgM 水平，

呈下降趋势；而与 Vaccine+gCK-16+IBDV 组相

比，IBDV 攻毒后 5、7 和 10 d 显著降低 Vaccine+ 
IBDV 组 法 氏 囊 中 IgM 水 平（图 6B）。 此 外 ，与

Mock 组相比，IBDV 攻毒后 5、7 和 10 d 显著降低法

氏 囊 中 IgM 和 血 清 中 IgY 水 平 ；而 与 Vaccine+
gCK-16+IBDV 组相比，IBDV 攻毒后 3、5、7 和 10 d
显著降低 Vaccine +IBDV 组法氏囊中 IgM 和血清

A. 免疫后 21 d；B. 免疫后 35 d。*. P<0. 05
A.  21 days post-immunization； B.  35 days post-immunization.  *.  P<0. 05
图 4　多肽 gCK-16增强 IBD弱毒疫苗诱导鸡的 PBMCs增殖效应

Fig. 4　Peptide gCK-16 enhanced the proliferation of PBMCs in chicken immunized by the attenuated vaccine of IBD
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中 IgA 水平（图 6C 和 D）。这些结果表明 ，多肽

gCK-16 联合 IBD 弱毒疫苗免疫后可以逆转 IBDV
感染导致鸡脾淋巴细胞活力和免疫球蛋白水平的

下降。

2. 7　多肽 gCK-16对 IBDV 感染后法氏囊组织病理

学变化的影响

如图 7 所示，与 Mock 组相比，IBDV 攻毒后 1 d，
法氏囊组织病理变化较轻；在攻毒后 3 d，淋巴滤泡

水肿，髓质内淋巴细胞坏死、数量明显减少，皮质变

薄；在攻毒后 5 d，淋巴滤泡严重萎缩，滤泡间可见纤

维组织增生，皮质大部分消失、脱落，髓质内淋巴细

胞大量坏死减少、崩解，形成数量不等的空泡状，其

周围环绕着未脱落的皮质；在攻毒后 7 和 10 d，淋巴

滤泡持续萎缩、间隙明显增宽，淋巴细胞坏死脱落，

随着感染时间延长，其病理变化越来越明显，尤其

是皮髓质分界不清；而 Vaccine+IBDV 组在 IBDV
攻毒后 7 d，法氏囊有轻微的病理变化，淋巴滤泡间

隙增宽，尤其是攻毒后 10 d，淋巴滤泡结构模糊，皮

质有明显的脱落，分界不清晰；而 Vaccine+gCK-
16+IBDV 组法氏囊淋巴滤泡结构完整，发育正常，

未见明显异常的病理变化。这些结果表明，多肽

gCK-16 联合 IBD 弱毒疫苗免疫后可以显著降低

IBDV 感染引起的法氏囊损伤。

2. 8　多肽 gCK-16对 IBDV 感染后法氏囊凋亡相关

蛋白的影响

Western blotting 结果显示，IBDV 感染后 0 和

1 d，各组之间凋亡相关蛋白水平没有明显变化（图

8A 和 B）。 IBDV 攻毒后 3、5、7 和 10 d，与 Mock 组

相比，IBDV 组促凋亡相关蛋白 Bax、Caspase-3 和

Caspase-9 表达水平显著升高，抗凋亡相关蛋白 Bcl-
2 蛋白水平显著降低，而与 Vaccine+IBDV 组相比，

Vaccine+gCK-16+IBDV 组显著降低了促凋亡相

关蛋白 Bax、Caspase-3 和 Caspase-9 表达水平，促进

抗凋亡相关蛋白 Bcl-2 表达水平（图 8C、D、E 和 F）。

这些结果表明，多肽 gCK-16 联合 IBD 弱毒疫苗免

疫后可以显著降低 IBDV 感染引起的法氏囊细胞

凋亡。

3　讨 论

IBD 弱毒疫苗正在全球范围内广泛使用，以控

A. 存活率；B. 囊重比（*.  P<0. 05， **.  P<0. 01）
A.  Survival rate； B.  BBIX （*.  P<0. 05， **.  P<0. 01）
图 5　多肽 gCK-16对 IBDV感染后鸡存活率和法氏囊指数的影响

Fig. 5　The effects of peptide gCK-16 on the survival rate and BBIX in IBDV-infected chickens
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制该疾病，其效果也各不相同，尤其是在 IBDV 毒株

变异和广泛流行的国家［25-27］。但鸡群中经常出现免

疫力低下以及严重的疫苗接种反应，导致免疫保护

效果不佳，继发或混合感染一些其他病原体。这是

由于 IBDV 弱毒疫苗通常会引起法氏囊中度或重度

萎缩，这与淋巴细胞耗竭有关，导致免疫抑制［28-29］。

克服这些缺点的可用方法是开发免疫复合物疫苗

或在免疫过程中尽量减少疫苗的接种体积［30-31］。因

此，将免疫增强剂与 IBD 弱毒疫苗联合使用是解决

这一问题的一种有效方法。

前期研究我们已成功设计和筛选可用于有效

阻断 PD-1/PD-L1 结合的多肽 gCK-16，在体外增强

鸡 B 淋巴细胞功能方面进行了充分的验证［21］。在

本研究中，多肽 gCK-16 联合 IBD 弱毒疫苗免疫鸡

后，可以显著增强疫苗的免疫反应。另外，攻毒保

护实验也表明，多肽 gCK-16 可以有效地促进针对

IBDV 感染的免疫保护作用。

PBMCs 包含 T 淋巴细胞、B 淋巴细胞和 NK 细

胞［32］。其中，T 淋巴细胞执行细胞免疫功能，B 淋巴

细胞是抗体产生的依赖性细胞，受抗原刺激之后发

育为成熟的浆细胞，分泌抗体［33-34］。因此，淋巴细胞

增殖通常用于评估淋巴细胞在体液和细胞免疫反

应中的作用［35］。T 淋巴细胞对 Con A 有反应，而 B
淋巴细胞对 LPS 有反应［36］。在本研究中，与仅用

IBD 弱毒疫苗免疫组相比，用含有多肽 gCK-16 联

合 IBD 弱毒疫苗的鸡分离的 PBMCs 对 Con A 或

LPS 的增殖反应显著增加，表明 T 和 B 淋巴细胞都

被激活。同时，在使用多肽 gCK-16 联合 IBD 弱毒

疫苗组中，鸡血清中 IBDV 特异性抗体水平明显升

高，与 IBDV 刺激的淋巴细胞增殖反应增加是一致

的。这种增强的免疫反应可能是由于多肽 gCK-16
和 IBD 弱毒疫苗共同作用的结果。

细胞因子在禽类对致病性病原体的免疫反应

中起着至关重要的作用［37-38］。Th1 和 Th2 细胞是辅

助 T 细胞中极其重要的两个亚群，Th1 细胞主要通

过分泌 IFN-γ 参与细胞免疫反应，而 Th2 细胞则主

A. 脾淋巴细胞活力；B. 法氏囊中 IgM 水平。C. 法氏囊中 IgA 水平；D. 血清中 IgY 水平。与 Mock 组相比，#表示差异显著（#.
P<0. 05），而##表示差异极显著（##.  P<0. 01）；与 Vaccine+gCK-16+IBDV 组相比，*表示差异显著（*.  P<0. 05），而**表
示差异极显著（**.  P<0. 01）
A.  Splenic lymphocyte viability； B.  The levels of IgM in the BF； C.  The levels of IgA in the BF； D.  The levels of IgY in the 
serum.  Compared with the Mock group， # indicates a significant difference （#.  P<0. 05）， ## indicates an extremely significant 
difference （##.  P<0. 01）； Compared with the Vaccine+gCK-16+IBDV group， * indicates a significant difference （*.  P<
0. 05）， ** indicates an extremely significant difference （**.  P<0. 01）
图 6　多肽 gCK-16增强 IBDV感染后鸡脾淋巴细胞活力和免疫球蛋白水平

Fig. 6　Peptide gCK-16 enhanced the vitality of splenic lymphocytes and the level of immunoglobulins in IBDV -infected 
chickens
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要参与体液免疫应答，通过分泌 IL-4 和 IL-6 等细胞

因子，促进 B 淋巴细胞的增殖、分化和抗体的产

生［39］。研究表明，鸡接种经典 IBDV 毒株疫苗后，可

导致血清中 IFN-γ 和 IL-6 的上调［40］。此外，血清中

IL-4 水平的含量也是评价疫苗免疫效果的重要指

标之一［41］。本研究结果表明，多肽 gCK-16 联合

滤泡萎缩（黑色箭头）；皮质变薄（红色箭头）；皮质有明显的脱落（橘色箭头）；髓质内淋巴细胞坏死、减少（蓝色箭头）；滤泡间纤

维组织增生（绿色箭头）；空泡状（粉色箭头）；皮髓质分界不清楚（黄色箭头）

Follicular atrophy （Black arrow）； Cortical thinning （Red arrow）； Cortical with obvious exfoliation （Orange arrow）； Lymphocyte 
necrosis and reduction in the medulla （Blue arrow）； Fibrous tissue hyperplasia between follicles （Green arrow）； Porous （Pink 
arrow）； Indistinct boundary between the cortex and medulla （Yellow arrow）

图 7　多肽 gCK-16降低  IBDV感染鸡后法氏囊组织病理变化（HE， 100×）
Fig. 7　Peptide gCK-16 decreased the histopathological change of BF in IBDV-infected chickens （HE， 100×）
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IBD 弱毒疫苗免疫后可以显著提高血清中 IFN-γ、
IL-6 和 IL-4 的表达水平，表明多肽 gCK-16 可以刺

激 Th1 和 Th2 免 疫 反 应 ，维 持 机 体 的 正 常 免 疫

功能。

免疫器官的重量是评价家禽最常用的免疫指

标之一［42］。在本研究中，发现 IBDV 攻毒后体重显

著降低。此外，在感染后 5、7 和 10 d，其法氏囊指数

显著降低，这意味着 IBDV 感染的鸡法氏囊发生了

严重病变，包括法氏囊萎缩和脱水。但是在感染后

3 d 法氏囊重量是增加的，这可能是由于在感染早期

的代偿作用，而导致的法氏囊肿大。这些结果与之

前的研究报道一致［43-44］。先前的一项研究表明，法

氏囊病变与 B 淋巴细胞耗竭的程度有关［45］。本研

究的攻毒保护试验结果显示，多肽 gCK-16 能显著

提高鸡的存活率和法氏囊指数。IBDV 感染导致法

氏囊组织中淋巴细胞广泛坏死和耗竭，核损伤。重

要 的 是 ，法 氏 囊 由 64. 7% 以 上 的 B 淋 巴 细 胞 组

成［46］。此外，之前的研究表明，IBDV 感染可以溶解

B 淋巴细胞，导致 B 淋巴细胞急剧减少，严重影响机

体的免疫功能，降低机体特异性抗体水平，并增加

疾病的易感性［47］。因此，本研究分析多肽 gCK-16
对 IBDV 感染后法氏囊中 IgM 和 IgA 以及血清中

IgY水平的影响。ELISA分析结果显示，多肽 gCK-16
联合 IBD 弱毒疫苗免疫后，能显著提高 IgM、IgA 和

IgY 抗体水平，对免疫功能有正面影响。组织病理

学分析也表明，多肽 gCK-16 可以减弱 IBDV 感染引

起的法氏囊受损，与法氏囊指数基本相一致。

细胞凋亡在鸡的法氏囊损伤和免疫功能降低

中起着至关重要的作用［48］。IBDV 感染可以诱导法

氏囊组织凋亡，笔者以前的研究结果也证实了这一

点［21］。因此，炎症和细胞凋亡导致 IBDV 诱导的免

疫损伤，可能是这些因素相互作用，导致机体的免

疫抑制［49］。Western blotting 结果表明，IBDV 感染

后，多肽 gCK-16 能显著抑制促凋亡相关蛋白 Bax、
Caspase-3 和 Caspase-9 表达，促进抗凋亡蛋白 Bcl-2
表达。总的来说，本研究的结果清楚地表明，根据

PBMCs 刺激指数、IBDV 抗体水平、细胞因子水平、

存活率、法氏囊指数、免疫球蛋白水平、法氏囊组织

A.  IBDV 感染 0 d；B.  IBDV 感染 1 d；C.  IBDV 感染 3 d；D.  IBDV 感染 5 d；E.  IBDV 感染 7 d；F.  IBDV 感染 10 d。  *.  P<
0. 05， **.  P<0. 01
A.  0 d post-IBDV infection； B.  1 d post-IBDV infection； C.  3 d post-IBDV infection； D.  5 d post-IBDV infection； E.  7 d 
post-IBDV infection； F.  10 d post-IBDV infection.  *.  P<0. 05， **.  P<0. 01
图 8　多肽 gCK-16对 IBDV感染后法氏囊凋亡相关蛋白的影响

Fig. 8　The effects of peptide gCK-16 on the apoptosis-related proteins of BF tissues in IBDV-infected chickens
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病理学病变和凋亡相关蛋白水平等相关指标，多肽

gCK-16 对 IBD 弱毒疫苗具有显著的免疫增强作

用，但其作为免疫增强剂应用到商品化疫苗中还需

要后续大量的临床试验数据进行验证和支撑。

4　结 论

总之，在本研究中，证明了多肽 gCK-16 显著增

强 IBD 弱毒疫苗的体液免疫和细胞免疫应答，在

IBDV 攻毒试验中，具有较好的保护效果。基于综

合研究结果可以得出结论，多肽 gCK-16 作为 IBD
弱毒疫苗的免疫增强剂具有显著的潜力和价值。

本研究为开发有效和易获得的免疫增强剂开辟了

一条新的途径，为解决 IBD 弱毒疫苗使用过程中存

在的问题提供了迫切办法。
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