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球 虫病(Coccidiosis)是一种 广泛流行 的原 虫 

病 ，几乎所有的畜禽都能被感染 ，其中鸡球虫病 的发 

生尤为广泛，遍布于全世界，常 常造成大批 鸡只死 

亡 ，引起巨大的经济损失 J。为丁控制鸡球虫病 的严 

重暴发，避免造成巨大的经济损失 ，世界各国的科学 

工作者都在积极探讨防止该病的有效方法。对于鸡 

球虫病的防治 ，目前仍然以药物为主。随着免疫学和 

免疫病理学研究的不断深人，对正常鸡机体的免疫 

反应和免疫反应异常的认 识的不断加深 ，采取某些 

措旌来调整 免疫 系统 的机能和纠正异常 的免疫反 

应，日益成为免疫病理学、免疫药理学和临床免疫学 

的重要研究内容 J。其 中免疫调节剂的研究 已经引 

起了人们的足够重视 ，但免疫调节剂在动物医学上 

的应用较少 J，且在禽球虫 病预防机理 的阐述上 

尚未见报道。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 试验动物及其处理 1日龄艾维茵鸡购 自 

广东正大康地有限公司种鸡场，严格饲养管理条件 

黄芪多糖 1 ml／只／次(1 ml相当于 1 g原药)肌肉注 

射；卡介苗 0．1 ml／只／次(人医用卡介苗注射剂、配 

稀 释液)皮 内注射 ；胸腺素 0．1 ml／只／次(武汉生物 

化学厂生产人用小牛胸腺 素注射液)肌肉注射以上 

3种免疫调节剂 7日龄和 10日龄各注射 1次；左旋 

咪唑 40 mg／kg拌料 J。左旋咪唑在 14日龄饲喂，连 

喂 3天。冉用鸡全价配台饲料(不含球虫药)由广东 

省农科院畜牧研究所试验饲料厂提供 。 

1．1．2 培养基、缓 冲液 (1)RPMI 1640完全培养 

液 ：RPMI 1640粉 剂 (含 谷氨 酰胺)10．4 g+ 2 g 

NaHCo。+d H O 至 100 ml配 制储 备液。RPMI 

1640储 备 液 87．0 ml，BFS(56C灭 活 )10．0 ml， 

Amp20 000 IU，链 霉素 20 000 g，磁力搅 拌溶 解 

后 ，在超净台内无菌条件下，用灭 菌的并置有 0．22 

m孔径滤膜的过滤器除菌，并分装 20 ml，置冰箱 
一

2O℃冰冻保存，1周内用 J。(2)MTT液：将5 mg 

MTT溶解于 1ml pH7．2的 PBS中，现用现配。(3) 

ConA液：用 d2H2O配制成 100~g／ml的溶液 ，过滤 

除苗 ，在低温冰箱 (一20℃)保存备用。将5 mg MTT 

溶解于 l ml pH7．2的 PBS中，现用现配。(4)酸性 
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异丙醇溶液。(5)0．8 戊二醛溶液 。 

1．1．3 工作抗体 辣根过氧化物酶标记抗鸡 IgG 

单克隆抗体(HRP McAb)，工作浓度为 1：4 000； 

IgM 与 IgA 为兔 抗鸡抗 体，工作浓 度 IgM 为 1： 

1 000，IgA为 1：1 000倍稀释 。以上试剂由华南农 

业大学微生物教研室提供并标定工作浓度。 

1．1．4 工 作 抗原 以 50，000个／ml的 Eimema 

tenella球虫卵囊生理盐水溶液冰冻超声粉碎至透明 

为止 ，以 1：4 000 IgG浓度确定工作浓度 ，将卵囊 

抗 原作倍 比稀释，以 P／N值 最大值取其为 工作浓 

度，最适浓 度为 1：256，为使用方便 ，采用 1：200 

为实际使用浓度。为方便起见，IgM、IgA ELISA试 

验的工作浓度亦定为 1：200。 

1．1．5 补体 临用时采取小鼠心脏 血液 2 ml，获 

取血清用 pH7．4 HBSS作 1：100倍稀释。 

1．1．6 绵羊红细胞制备 颈静脉采取绵羊血液 5 

ml(EDTA—Na。抗凝)用 Alserver(阿氏液)保存于 

4℃冰箱。取用时用 pH7．4 HBSS洗涤 3次，最后 1 

次离心转速需固定在 2 500 r／min，尽可能弃去上清 

后，将压积红 细胞用 pH7．4 HBSS配成 1×10 ／ml 

的浓度 。放置保存不超过 72 h。 

1．1．7 灭活 BFS的制备 取 BFS 5ml，置于 56℃ 

水浴箱中 30 min灭活后，加人 已洗涤过的 SRBC压 

积 0．5 ml，混匀后与 37℃水浴箱中感作 1 h，然后置 

于 4℃冰箱中过夜 。次 日取 出以 2 000 r／min离心 10 

min，取上清液于小瓶中，置 4℃冰箱中保存备用。 

1．1．8 鸡 淋巴细胞悬液 的制 备 取 1．5 ml ED- 

TA—Na。抗 凝 试验 鸡 的 血液 ，加 人 等体 积 pH7．4 

HBSS，混匀后轻轻沿管壁加人 于含 1 ml左右的淋 

巴细胞分离液之上(切勿混合)，以3 000 r／min水平 

离心机内离心 20 min，取 出后仔细将血浆和分离液 

之间的淋巴细胞 吸至含 3 ml pH7．4 HBSS的试 管 

中 ，混匀后以 1 000 r／min离心10 min，弃去上 清液 

后再用 HBSS同样洗涤 1次，尽量吸去上清液，将沉 

于管底的淋巴细胞摇散后，按白细胞计数法计数每 

毫升中的淋巴细胞数，用RPMI 1640调整细胞浓度 

至 1×10 个／ml，同时用 台盼蓝染色计数细胞死亡 

率应低于 5 。 

1．2 其他试剂及药物 淋 巴细胞 分离液(葡聚糖 、 

泛影酸葡甲胺)由中国医学科学 院血液学研究所提 

供 ，批号 ：970403、970422。噻唑蓝(Sigma分装)和刀 

豆球蛋 白(Sigma分装)均 由天象人生物制品有限责 
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任公 司提供。RPMI Medium 1640 Life Technolo 

gies，由 Inc．Grand Island，N．Y．14072 U S．A．提 

供。黄芪多糖注射液(抗病毒 I号)黑龙江省生物制 

品一厂生产，批号：9703。冻干皮内注射用卡介苗，卫 

生部兰州生物制品研究所生产，批号 ：97051 2。(小 

牛)胸腺素注射液 ，武汉梅 山生物化学制药厂生产， 

批号 ：970423。 

1_3 方法 Et花环试验 ，LT试验 ，酶联免疫吸附 

测定试验，均采用常规方法进行 。 

2 结累 

由表 l试验结果表明，所选用的免疫调节剂中，黄 

芪多糖、胸腺素与卡介苗具有较强的提高健康鸡淋巴细 

黄芪多糖与卡介苗对促进鸡的淋巴细胞母细胞 

化表现为扳显著性差异 ，胸腺素作用也较强，具体结 

果见表2 由表1 表2同时可以看出黄芪多糖、胸腺素 

与卡介苗对提高鸡机体的细胞免疫功能有重要作用。 

黄芪多糖、胸腺素、卡介苗可以提高鸡的红细胞 

免疫复合物酵母花环形成率，一定程度地促进体液 

免疫能 力 (见 表 3)。 

黄芪多糖 、胸腺素与卡介苗均可提高鸡的 C3B 

受体花环形成率，说明三者提高鸡红细胞表膜上 的 

C3b受体．而 C3b受体的增加有利于机体参与补体 

反应 至于它与细胞免疫功能有何关系，机理有待进 

步探讨(见表 4)。 

本试验 中 4种免疫调节剂均不能增加健康鸡的 

胞玫瑰花环形成率的作用，而左旋咪唑无显著性差异 脾脏相对重(见表 5)。 
表 1 正常状态鸡 EFC形成率(×100 ) 

3 讨论 

本试验测定了鸡在正常状态下免疫调节剂对鸡 

的免疫功能指标 的影响，试验结果从总体上显示免 

疫调节剂提高鸡机体的 T淋巴细胞的数量和 T淋 

巴细胞的母细胞化的程度，具备增强鸡机体的细胞 

免疫功能 

左旋咪唑在本试验中对改善健康鸡机体的免疫 

功能效果较差。卡介苗和黄芪多糖在本试验中表现 

出较好的提高健康鸡机体的细胞免疫功能的作用。 
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