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脂多糖刺激的鸡巨噬细胞源外体对文昌鸡
树突状细胞的活化作用

邢薿文，谢　言，覃　尧
（海南大学 动物科技学院，海口 570228）

摘    要： 为了探究脂多糖（Lipopolysaccharide，LPS) 激活的鸡巨噬细胞来源的外体能否作为免疫佐剂应用于

文昌鸡（Gallus domesticus）的疫病防控，通过超速离心法提取外体，应用透射电镜、粒径分析方法对外体进行

鉴定；然后通过 PKH67 染料标记外体，将外体与文昌鸡骨髓来源的树突状细胞（dendritic cell，dc）共孵育，最

后利用荧光显微镜观察树突状细胞对外体的摄取情况以及活化情况。结果表明，脂多糖刺激鸡巨噬细胞来源

的外体可以被文昌鸡来源的树突状细胞摄取，并能促进树突状细胞的活化。
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抗原呈递细胞（Antigen presenting cell，APC）

如树突状细胞、巨噬细胞以及 B 细胞等是免疫系

统中完成捕获与传递抗原信号、激活免疫应答的

重要组成部分。APC 分泌的外体可通过传递膜结

合分子、细胞因子以及微 RNA 等组分参与调控免

疫应答。巨噬细胞在免疫系统中发挥着重要作

用，主要有吞噬、抗原呈递和分泌炎症相关细胞因

子等[1]。巨噬细胞具有可塑性，表现出不同的表型

和功能。其中，脂多糖 (Lipopolysaccharide，LPS)
常用于诱导巨噬细胞的活化。LPS 是革兰氏阴性

细菌细胞壁外壁的组成成分，是由脂质和多糖构

成的细菌内毒素。在免疫系统中，巨噬细胞通过

Toll 样受体 4(Toll-like receptor 4，TLR4) 识别革兰

氏阴性菌的脂多糖，激活细胞内途径，如核因子

κB 途径，诱导促炎细胞因子的表达，促进抗原呈递

以及炎性反应。有研究结果[2 − 4] 表明，在细菌感染

情况下的巨噬细胞会释放携带病原体相关分子模

式（PAMP）的外体，并通过 Toll 样受体激活巨噬细

胞分泌细胞因子，进一步诱导记忆 CD4+T 和 CD8+T
细胞的成熟。

外体是由细胞分泌的含有多种生物活性物

质，主要由蛋白质、核苷酸和脂类等组成的具有膜

结构的微小囊泡。作为天然纳米结构，外体的直

径为 30 ～150 nm，是参与细胞间通信的重要物

质。免疫细胞分泌的外体可以通过传递膜结合分

子和 miRNAs 等来实现调节免疫功能。LPS 刺激

的巨噬细胞所分泌的外体参与调节免疫反应[5 − 6]。

此类外体具有免疫佐剂的潜能。据报道，LPS 诱导

的小鼠巨噬细胞系分泌的外体可诱导小鼠体内产

生大量的 IFN-γ，促进 Th1 型细胞免疫 [7]。并且，

LPS 刺激的鸡巨噬细胞（HD11）所分泌的外体通

过 MyD88/NF-κB 信号通路促进免疫应答 [8]。目

前，对脂多糖刺激鸡巨噬细胞产生的外体对免疫

应答的影响并不完全清楚。成熟的树突状细胞能

有效激活幼稚 T 细胞，也可以直接激活 CD4+T
和 CD8+T 细胞，处于启动、调控、并维持免疫应答 
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的中心环节[9]。因此，作为重要的抗原呈递细胞，

禽类树突状细胞能否被 LPS 诱导的 HD11 源外体

活化是决定此类外体能否作为免疫佐剂用于家禽

的疫病防控的关键因素。

家禽品种多且 MHC 分子等基因具有多态性，

免疫性状及免疫相关分子应答亦有一定差异，因

此不同品种的鸡对 HD11 源外体的免疫应答调控

可能也存在差异。海南地方优良肉鸡品种文昌鸡

（Gallus domesticus）与其他鸡种间存在较大差异的

免疫性状，特别是在抗禽流感和新城疫病毒感染

过程中，文昌鸡免疫性状明显优于国外引进鸡

种[10]。文昌鸡与其他种鸡之间 MHC 分子抗原呈

递结构也存在差异[11]。由于 HD11 细胞并不来源

于文昌鸡，而外体的功能与外体来源及其作用的

靶细胞息息相关。据此，本研究以文昌鸡骨髓源

树突状细胞作为研究对象，探究 LPS 刺激的

HD11 源外体对其活化作用，为后期以 LPS 诱导

的 HD11 源外体作为免疫佐剂用于文昌鸡疫病防

控提供理论依据。

 1    材料与方法

 1.1    细胞系    鸡源巨噬细胞系（HD11 细胞），文

昌鸡骨髓源树突状细胞。

 1.2    实验动物    14 日龄文昌鸡，用于提取骨髓源

树突状细胞。

 1.3    主要仪器    超净工作台（苏州净化），高速离

心机（力康发展有限公司），各个规格移液枪

（Eppendorf），超速离心机 Optima  L-100XP(Beck-
man Coulter)，全波长酶标仪 Infinite M200 PRO[ 瑞
士 TECAN 勒菲生物科技（上海）有限公司 ]，荧光

显微镜 BX51（OLYMPUS 公司），荧光定量 PCR
仪 Q2000B（杭州朗基科学仪器有限公司），PCR
仪 S100TMThermal Cycler（美国 Bio-Rad）。
 1.4    主要试剂    脂多糖、淋巴细胞分离液购自索

莱宝生物科技有限公司；RIPA 裂解液购自博士德

生物公司；BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自上海生

工生物工程有限公司；PKH67 染料试剂盒、高糖培

养基购自 HyClone；胎牛血清购自 Gibco；无外体

血清购自 SBI；鸡脂多糖 ELISA 检测试剂盒购自

上海酶联生物科技有限公司。重组鸡 GM-CSF、
IL-4 细胞因子购于 Abcam 公司；总 RNA 提取试

剂盒、FastKing 一步法除基因组 cDNA第一链合成

预混试剂和 SuperReal 荧光定量预混试剂购于天

根生化科技有限公司；上下游引物由生工生物

合成。

 1.5    脂多糖诱导的 HD11 源外体的分离、提取与

鉴定    
 1.5.1   细胞培养及刺激　 用含有 10% 胎牛血清

的培养基于培养箱（37 ℃，含 5% CO2）中培养生长

状态良好的 HD11 细胞，并在无菌条件下进行传代

等操作。待细胞密度达 70%～80% 时，进行细胞

传代操作，将 HD11 细胞分别按照 5×106 个·mL−1

细胞密度 5×106 个·mL−1 接种于 T25 细胞培养瓶

中，并更换细胞培养液中的血清，配制 2% 含有无

外体血清的培养液继续培养细胞，并将细胞分为

试验组（脂多糖组）与对照组。试验组的细胞培养

液中加入终浓度为 20 μg·mL−1 的脂多糖刺激细

胞，继续培养 24 h。

 1.5.2   外体的分离与提取　 将未加脂多糖刺激

的 HD11 细胞和加入脂多糖刺激的 HD11 细胞分

别按照 5×106 个·mL−1 细胞密度接种于 T25 细胞

培养瓶中，以 2% 无外体胎牛血清进行培养 24 h

后，每种细胞收集 100 mL 细胞培养上清。在 4 ℃，

2 000×g 离心 30 min 条件下离心去除杂质，保留上

清。将上清液移至新的离心管中，10  000  ×  g，

4 ℃ 离心 45 min 去除较大的囊泡或细胞碎片，然

后经无菌 0.45 μm 滤膜过滤，收集过滤产物。将上

述滤液加入 100 kDa 的超滤管中，于 4 ℃ 进行离

心浓缩，将 100 mL 细胞上清总体积浓缩至 5 mL，

经无菌 0.45 μm 滤膜过滤，收集过滤液。将过滤液

移至超速离心管中，4 ℃，100 000 × g 离心 70 min，

去除上清，用 10 mL 预冷的 1×PBS 重悬后，再次以

4 ℃， 100 000 ×g 条件，超速离心 70 min 后，收集

沉淀即得到外体。收集全程均在超净台中完成，

整个过程中使用的相关耗材及试剂均需高压灭菌

或使用商品化无菌一次性材料。

 1.5.3   脂多糖残留检测分析　 收集超速离心洗涤

外体的 PBS 上清液，用于检测其中的脂多糖残留

量。配制脂多糖标准品溶液，并根据试剂盒说明

书进行后续加样、洗板等操作。随后使用酶标仪

在 450 nm 波长处测定各孔的 OD 值。绘制标准曲

线，并根据所得标准曲线计算洗涤外体后 PBS 上
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清液中的脂多糖含量。

 1.5.4   外体的鉴定　 外体的透射电镜鉴定用 150
μL 预冷的 1×PBS（经 0.22 μm）均匀重悬外体，吸

取样品 10 μL 滴加于铜网上沉淀 1 min，滤纸吸去

浮液。然后用磷钨酸 10 μL 滴加于铜网上沉淀 1
min，滤纸吸去浮液。常温干燥数分钟后，以 100
kv 进行电镜检测成像，获得透射电镜成像结果。

外体的粒径分析与纳米颗粒浓度测定取 10 μL 外

体样本于  25 ℃ 水浴解冻，用  PBS 进行稀释

（V∶V=1∶1）， 直 接 用 于 粒 径 大 小 检 测 （Flow
NanoAnalyzer），剩余外体于−80 ℃ 保存。

 1.5.5   外体浓度测定　 梯度稀释牛血清白蛋白

（BSA）标准品，制备 BCA 工作液（具体操作按说明

书进行）。将各个稀释浓度的蛋白质标准品和待

测蛋白质样品加入酶标板中，分别加入  200 μL
BCA 工作液混匀。37 ℃ 孵育 30 min。测定品在

562 nm 波长的吸光值。制作标准曲线，并计算出

外体样品的蛋白浓度。

 1.5.6   外体染色　 取无菌 1.5 mL 离心管，加入稀释

液 C 以及 PKH67 染料 （PKH67 Green Fluorescent
Cell  Linker Mini  Kit,  MERCK），配制成染料工作

液。在无菌条件下，向每管分别加入稀释液 C 至

总体积为 250 μL。用枪轻柔吹打混匀 30 次，再振

荡 15 s。快速将 250 μL 外体稀释液加入到 250 μL
PKH67（MINI67，购于 Sigma-Aldrich）染料工作液

中，立即用枪轻柔吹打混匀 30 次。混合液孵育 3
min 后，每管加入 500 μL 无外体血清并吹打混匀

30 次，终止反应后并再次使用超速离心分离纯化

外体，以去除残留的染料。

 1.6    文昌鸡骨髓源树突状细胞的制备    将在隔

离器中饲养的 14 日龄文昌鸡麻醉处死后，从其胫

骨骨髓中分离得到骨髓，制成骨髓细胞悬液备

用。将骨髓细胞悬液 1 500 r·min−1 离心 10 min，弃
上清，收集细胞沉淀，加入 PBS 缓冲液离心洗涤

2～3 次，弃上清后重悬，制备单细胞悬液。然后，

加入与单细胞悬液等量的鸡骨髓淋巴细胞分离液

（购自索莱宝），按说明书操作提取骨髓细胞后，于

10% 胎牛血清 FBS，RM1640 培养基培养（均购自

Gibco），培养 24 h 后，加入含细胞因子重组鸡 GM-
CSF、IL-4 细胞因子（25 μg ·mL−1，购于 Abcam 公
司）培养液，持续培养作用 7 d ～ 10 d，前 3 d 每天

换 1 次培养液，之后可 2 d 换 1 次培养液。

 1.7    LPS-Exo、Nor-Exo 刺激树突状细胞    用 50
ng·mL-1 终浓度的 Nor-Exo、LPS-Exo 刺激树突状

细胞，在刺激 24 h 后通过荧光显微镜观察 LPS-
Exo、Nor-Exo 是否被树突状细胞摄取以及摄取后

发生的形态变化。

 1.8    荧光定量 PCR    分别收集无外体刺激的树

突状细胞（Ctrl 组）以及经外体 Nor-Exo、 LPS-
Exo 作用后的树突状细胞，提取细胞总 RNA 后反

转录为 cDNA，用于荧光定量 PCR。根据试剂盒

说明书配制反应体系，通过荧光定量 PCR，以 β-
actin 为内参，检测细胞因子 IFN-γ、 IL-12p40 表

达。IFN-γ、IL-12p40、β-actin 引物序列见表 1。
 
 

表 1    引物序列

样本名称 Forward Reverse

IFN-γ ATCATACTGAGCCAGATTGTTTCG TCTTTCACCTTCTTCACGCCAT

IL-12p40 ACTTTCCTTTGCTGCCCTTCTGG GCTGGTGTCTCATCGTTCCACTC

IL-4 TCCCTCAAGGTAAGGCTCTGT GGCTGTGTGAGAGGAGAACG

β-actin ACGTCGCACTGGATTTCGAG TGTCAGCAATGCCAGGGTAC
 
 

 2    结果与分析

 2.1    脂多糖诱导的 HD11 源外体的分离、提取与

鉴定    
 2.1.1   HD11细胞系的培养及刺激　 生长状态良

好的 HD11 细胞在更换培养液培养 24 h 后，在倒

置显微镜下观察其生长状态，可见经脂多糖刺激

后的 HD11 细胞形态与刺激前相比发生了明显的

变化。对照组 HD11 细胞并未发生明显的活化，而

脂多糖组 HD11 细胞大量活化（图 1）。
 2.1.2   外体的提取与鉴定　 将已经制备好的脂多

糖组（LPS-Exo）以及对照组（Nor-Exo）外体样本，

用于透射电镜以及粒径分析。通过透射电镜观察

外体形态、粒径大小（图 2）。在透射电镜中观察
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到 2 组样本的形态（图中白色箭头所指）均为一侧

凹陷的半球型（图 2-A）。此外，通过粒径分析（图

2-B），样本中的颗粒均符合外体粒径范围（30～
150 nm）（图 2-B）。综上所述，2 组样本的外体的

形态与粒径大小均符合外体的描述，由此可以证

明通过超速离心法分离得到了外体。

 2.1.3   脂多糖残留检测分析　 脂多糖残留的检测

根据试剂盒说明书进行操作，随后用酶标仪测定

各孔在 450 nm 波长的 OD 值。依据 OD 值绘制标

准曲线，根据标准曲线计算出 Nor-Exo 组、LPS-
Exo 组外体经过洗涤后 PBS 上清中的脂多糖残留

量。经过 1 次洗涤后，若洗涤外体的 PBS 中无脂

多糖残留，则可以证明提取到的外体中无脂多糖

残留。结果显示，Nor-Exo 组上清中脂多糖含量

为 0.011 8 EU·mL−1，LPS-Exo 组上清中脂多糖含

量为 0.012 8 EU·mL−1（EU 为内毒素单位），2 组外

体中脂多糖含量相近。由于 Nor-Exo 组在实验过

程中并未加入脂多糖，且 2 组脂多糖残留浓度无

明显差异，通过对比 2 组外体洗涤后 PBS 上清中

LPS 含量可知 LPS-Exo 组的 LPS 含量属于正常范

围。能够激活免疫细胞的 LPS 最小剂量为 0.2
EU·mL−1，而本试验中检测到的脂多糖残留量不足

以刺激细胞使其生理状态发生改变。综上所述，

LPS-Exo 组中所添加的脂多糖已基本去除，且其残

留量对后续试验结果没有影响。

 2.2    文昌鸡骨髓源树突状细胞的提取    提取文

昌鸡骨髓源细胞，并且加入细胞因子（GM-CSF、
IL-4）刺激诱导其分化，悬浮的骨髓源细胞经过刺

激 7 d 后出现贴壁的情况，有明显的细胞集落形成

（图 3 中黑色箭头所指）。

 2.3    树突状细胞摄取 LPS-Exo、Nor-Exo 后的形

态变化    PKH67 是一种膜染料，可对细胞膜进行

染色，使被染色的膜结构带有绿色荧光。外体经

PKH67 染色后，再次通过超速离心法去除游离的
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图 1    脂多糖刺激 HD11 细胞前后
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图 2    透射电镜及粒径分析

A：外体在透射电镜下的形态；B：外体的粒径分析。LPS-Exo 平均粒径 74 nm，Nor-Exo 平均粒径 79 nm。
 

436 热 带 生 物 学 报 2023 年



染料分子，将制备好的外体经 PKH67 染色后按照

50 ng·mL−1 的终浓度刺激树突状细胞。通过荧光

显微镜观察树突状细胞对这两种外体的摄取情况

（图 4）。存在树突状细胞的位置，在荧光视野下可

以检测到由 PKH67 标记外体的绿色荧光信号，由

此可以证明 2 组外体均被树突状细胞摄取，并且，

LPS-Exo 刺激的树突状细胞伪足形成明显强于

Nor-exo 处理组，说明 LPS-Exo 处理的树突状细胞

活化水平较高。

 
 
 

Nor-Exo LPS-Exo

荧光图

白光图

200 μm200 μm

200 μm200 μm

图 4    树突状细胞摄取外体
 

 2.4    细胞因子表达水平    通过荧光定量 PCR 检

测树突状细胞活化后产生诱导辅助型 T 淋巴细胞

分型的相关细胞因子 IFN-γ、IL-12p40 和 IL-4 的

表达水平（图 5）。与 Nor-Exo 组对比，经 LPS-Exo
刺激后，活化的树突状细胞产生诱导辅助型 T 细

胞向 Th1 型分化的细胞因子 IFN-γ、IL-12p40 表达

量均上调，而 Th2 型细胞因子 IL-4 的表达量无明

显差异。该结果表明，LPS 诱导鸡巨噬细胞的外体

可体外诱导文昌鸡树突状细胞活化产生分泌 Th1
型细胞因子，促进细胞免疫应答。

 

刺激前 刺激后

骨髓源细胞

100 μm100 μm
 

图 3    文昌鸡骨髓细胞诱导分化前后
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图 5    荧光定量 PCR 检测相关细胞因子表达量

统计学方法为 One-way ANOVA，***表示 P<0.001，具
有极显著差异，n=3。
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 3    讨　论

本研究通过体外实验探究 LPS 刺激的鸡巨噬

细胞的外体对文昌鸡骨髓树突状细胞活化的影

响，结果表明，LPS 刺激鸡巨噬细胞产生的外体可

被文昌鸡树突状细胞摄取并诱导树突状细胞活

化，同时分泌大量的 Th1 型细胞因子以促进细胞

免疫应答。本研究结果为开发脂多糖刺激巨噬细

胞源外体（作为一种新型疫苗佐剂）用于文昌鸡的

疫病防控提供了理论基础。

鸡的树突状细胞与哺乳动物类似，也具有主

导辅助型 T 细胞向 Th1 型和 Th2 型分化的功能[12]。

其中，Th1 型细胞促进炎症反应以及活化巨噬细

胞、NK 细胞和细胞毒性 T 淋巴细胞，产生针对内

源性抗原如病毒、胞内寄生菌和原虫感染的免疫

应答。Th2 型细胞主要介导针对外源性抗原如胞

外寄生虫、细菌、过敏原和毒素的体液免疫应答，

产生大量抗体以及抗体介导的免疫反应的活化。

Th2 型细胞在一定程度上抑制 Th1 型细胞的功能，

以维持一定的炎症以及细胞损伤稳态。IFN-γ、IL-
12p40 均为 Th1 型细胞因子，可诱导 T 细胞向

Th1 型活化；而 IL-4 为 Th2 型细胞因子，可诱导

T 细胞向 Th2 型活化；其中 IL-12p40 可诱导自然

杀伤细胞的增殖以及 IFN-γ 的产生，增强 CD8+T
细胞的作用[13]；IFN-γ 可增强 MHC-Ⅱ类分子的作

用，可拮抗 IL-4，抑制 Th2 增殖 [14]；IL-4 可以下调

IL-12 的水平而抑制 Th1 型分化[15]。

有学者利用鸡重组 GM-CSF、IL-4 细胞因子

实现了鸡骨髓源树突状细胞的体外构建，并用

LPS 诱导该类树突状细胞活化后检测到 IFN-γ、
IL-12p40 等 Th1 型细胞因子的表达上调以及 Th2
型细胞因子 IL-4 的下调表达，并通过淋巴细胞混

合实验证实经 LPS 激活的树突状细胞具有提高

T 淋巴细胞增殖能力的功能 [16]。与上述研究结果

相似，本研究通过荧光定量 PCR 分析 mRNA 水平

的数据显示，与未加入外体刺激的树突状细胞相

比，外体作用条件下，无论 Nor-Exo 或 LPS-Exo 均

能诱导树突状细胞 Th1 型细胞因子 IFN-γ、 IL-
12p40 的表达增多，而 IL-4 表达量无明显差异。

Nor-Exo 对树突状细胞的活化作用可能由于其本

身来源于非文昌鸡细胞，因此某些差异蛋白可能

作为抗原被文昌鸡骨髓源树突状细胞识别而活化

并发生抗原呈递反应。但 LPS-Exo 刺激树突状细

胞活化产生的细胞因子水平要显著高于 Nor-Exo，
这也与本研究在光镜下观察到 LPS-Exo 诱导的树

突状细胞伪足形成较多的结果相符。由于已排除

残留 LPS 的干扰，因此，本研究表明 LPS 诱导鸡巨

噬细胞源外体与 LPS 有相同的作用，可体外诱导

文昌鸡树突状细胞活化并促进下游 Th1 免疫应

答。由于 LPS 具有一定的毒性，使其作为佐剂使

用受到限制。而外体的生物相容性好，所以 LPS-
Exo 有望成为有效替代 LPS 的新型佐剂。

已有研究表明，被病原体感染的巨噬细胞会

释放更多的外体，而携带 MHC-Ⅰ、MHC-Ⅱ复合

物等分子的这些巨噬细胞源外体特别是在存在树

突状细胞的情况下，可以刺激 T 细胞使其活

化[2,17 − 18]。另一方面，有学者对 LPS 诱导小鼠巨噬

细胞 RAW264.7 的外体进行了蛋白组学的分析，

结果显示其中含有大量促炎因子，并且该外体参

与了多种炎症信号通路的激活[19]。据此，LPS 刺激

的鸡巨噬细胞源外体也可能由其携带的促炎因子

或膜表面免疫复合物介导的树突状细胞活化，诱

导产生 Th1 型细胞因子以促进清除病原感染细胞

的免疫应答反应。后续需进一步探究鸡巨噬细胞

源外体在免疫应答反应中参与的分子事件以及相

关机制。

综上所述，脂多糖刺激鸡巨噬细胞释放的外

体可被文昌鸡树突状细胞摄取，并且可以诱导文

昌鸡树突状细胞活化，该外体具有作为免疫佐剂

的潜在功能，有着良好的应用前景。
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Exosomes derived from lipopolysaccharide-activated macrophage
cell line HD 11 cell induce the activation of dendritic cells from

Wenchang chicken in vitro

XING Niwen,   XIE Yan,   QIN Yao
（School of Animal Science and Technology, Hainan University, Haikou, Hainan 570228, China）

Abstract： It  has  been  demonstrated  that  exosomes  derived  from  macrophages  can  be  used  as  adjuvants  to
enhance  cellular  immune  response.  An  attempt  was  made  to  explore  whether  exosomes  derived  from
lipopolysaccharide-activated  chicken  macrophages  could  be  used  as  immune  adjuvants  for  the  potential
prevention  and  control  of  epidemic  diseases  in  Wenchang  chicken.  The  exosomes  were  extracted  by
ultracentrifugation and identified by transmission electron microscopy and particle size analysis. Subsequently,
the exosomes were labeled with PKH67 dye and co-incubated with bone marrow-derived dendritic cells from
Wenchang chicken.  The  uptake  and  activation  of  the  exosomes  by  the  dendritic  cells  were  observed  under  a
fluorescence microscope. The results showed that the exosomes derived from chicken macrophage HD 11 cells
stimulated  with  lipopolysaccharides were  ingested  by  amphioxus-derived  dendritic  cells  and  promoted  the
activation of dendritic cells.
Keywords：exosome；macrophage；dendritic cell；Wenchang chicken；lipopolysaccharide
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Advances in the interaction between mycoviruses and
host fungi based on multi-omics

FAN Yu,   HE Zhenrui,   HUANG Xiaotong,   YANG Mei,   ZHOU Erxun
（Guangdong Key Laboratory of Microbial Signals and Disease Control/ College of Plant Protection,

South China Agricultural University, Guangzhou, Guangdong 510642, China）

Abstract： The  principles,  methods  and  steps  of  multi-omics,  including  metabonomics,  transcriptomics  and
proteomics technologies, were described, and the current status, future research directions and the advantages
of high sensitivity and high throughput  of  metabonomics,  transcriptomics and proteomics technologies in the
interaction  between  mycoviruses  and  host  fungi  were  comprehensively  analyzed  in  combination  with  their
research  cases  in  hypovirulent  mycoviruses.  This  review  is  helpful  for  deep  exploration  of  the  effects  of
mycoviruses  on  host  fungi  and  their  molecular  mechanisms,  and  provides  methods  and  ideas  to  determine
whether mycoviruses can be used as biological factors for control of plant fungal diseases.
Keywords：mycovirus；multi-omics；interaction；biological control

(责任编辑：潘学峰)

440 热 带 生 物 学 报 2023 年


	1 材料与方法
	1.1 细胞系
	1.2 实验动物
	1.3 主要仪器
	1.4 主要试剂
	1.5 脂多糖诱导的HD11源外体的分离、提取与鉴定
	1.5.1 细胞培养及刺激
	1.5.2 外体的分离与提取
	1.5.3 脂多糖残留检测分析
	1.5.4 外体的鉴定
	1.5.5 外体浓度测定
	1.5.6 外体染色

	1.6 文昌鸡骨髓源树突状细胞的制备
	1.7 LPS-Exo、Nor-Exo刺激树突状细胞
	1.8 荧光定量PCR

	2 结果与分析
	2.1 脂多糖诱导的HD11源外体的分离、提取与鉴定
	2.1.1 HD11细胞系的培养及刺激
	2.1.2 外体的提取与鉴定
	2.1.3 脂多糖残留检测分析

	2.2 文昌鸡骨髓源树突状细胞的提取
	2.3 树突状细胞摄取LPS-Exo、Nor-Exo后的形态变化
	2.4 细胞因子表达水平

	3 讨　论
	参考文献

