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鸡传染性喉气管炎 ( LI T )病毒弱毒

G 80 株的免疫原性
’

郭 培 宣

( 壮医 系 )

提 要

从广州市郊鸡场分离出一株 I L T 病毒
,

暂定名为G 。 。
株

。

经C A M ( 鸡胚绒毛尿膜 ) 和

C E K C (鸡胚肾单层细胞 ) 连续传 13 代之后
,

对鸡的毒力已减弱
,

以此减弱毒株经鼻眼 途 径

免疫鸡只
,

每鸡接种 o
.

3 m l
,

测得其最大安全浓度 ( L D 一0
·

m a x ) 为2 0 ` · ’ 5 E I D 5 o / o
.

Zm l

以上
,

获得 1 00 %保护的最小有效浓度处于 1 0 3 · 2 5
和 1 0 3 . 7” E I D : 。 / o

.

Zm l之间 (相当于最 大

安全浓度的 1 / 2 8 ~ 1 / 1 5 )
,

取其不致引起任何临床反应的浓度 1 0 2 · 2 s E I D : 。
/ o

.

Zm l (相当

于最大安全浓度的 1 / 5 0 0) 对鸡免疫
,

保护率为 1 6 / 2 1 (7 6 % )
。

免疫发生期短于 4 天
,

能产

生同居感染和接触免疫
,

但不会引起 H T 的临床症状
。

经鸡体连续通过 5 代证明毒力稳 定
。

本弱毒株可进一步进行其它有关试验和大田试验
,

以评价其作为疫苗的使用价值
。

引 言

鸡传染性喉气管炎 ( I L T ) 在国外流行相 当广泛
,

对养鸡业的危害 性 较 大
。

近 年

来
,

国内也相继报道发生此病
。

国外 IL T疫苗的研究已有四十多年的历 史 〔 “ 一 。 〕 。

但 国

内研究尚少
。

本研究包括 I L T病毒的分离
、

鉴 定
、

诱变减毒
,

最后测定其免疫原性
,

作

为创制弱毒疫苗的初步工作
。

材 料 和 方 法

( 一 ) 种毒的分离 从广州市郊竹料食出鸡场 I L T 患鸡中
,

采集气管分泌物
,

用生

理盐水稀释
,

用五号玻璃滤器过滤除菌
,

然后接种于鸡胚的 C A M 上
,

孵化四天后收集

出现痘斑和水肿的 C A M 作为种毒
,

继续同样传代
,

此种毒暂定名为G : 。

株
。

(二 ) 种毒的鉴定

1
·

将分离到的病毒在鸡胚上传代
,

每一代都观察 C A M 的病变 〔 “ 〕 。

.

本研 究是在欧守抒教授的指 导下 完成的
。

在试验过程 中承蒙 本系禽病教研室提供 V i ne al n d

擦肛强毒夜苗 ; 植保 系冯志新副教授和稽 阳 火老 师帮助摄制照 片 ; 广 东省 生物药厂协作细胞培

养
,

一并致谢
。
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2
.

种毒回接试验
:

取第 1代 (指在鸡胚和C EC K上的连续代数
,

下同 ) 有痘斑出

现的 C A M 研磨
,

以生理盐水作 10 倍稀释
,

加入青链霉素
,

离心
,

取上清液经眶下窦接

种 30 天龄的白洛克鸡 3 只
,

每只 0
.

Z lnl
,

观察接种后出现的症状 〔 ` 咭〕 。

3
.

将第 10 代种毒接种于 C E K C 中〔 ` 〕 ,

培养一定时间后测定病毒毒价
,

同时又采

用飞片法制备标本
,

以 B o u ni 液固定
,

H E染色
,

观察病毒引起的细胞病变 〔 ` “ 〕 。

4
.

保护试验
:

将第 10 代种毒经眶下窦接种六十天龄白洛克鸡
,

将出现症状后康复

的鸡 8 只和同 日龄 的对照鸡 8 只
,

同时用V ni e
al

n d擦肛强毒 (美国威兰大药厂 V ni e al n d

L a b o r a t o r i e s I N C
,

N e w J e r s e y 的擦肛强毒疫苗 ) 进行攻击 ( 方法见 6 )
,

以 测 定

其保护情况
。

(三 ) 减弱毒力的方法 将分离出来的病毒以鸡胚 C A M 途径 连 续 传 代
,

孵育 温

度35
“

C
。

经 9 代后
,

转到 C E K C 中传 2代又回到鸡胚传 2 代
,

共 13 代
。

以下各项试验
,

除特别说明者外
,

所用种毒皆为G
。 。

第 13 代
。

( 四 ) 与强毒毒力的比较 将同群的四十六天龄新汉只三黄杂交鸡 16 只
,

分 成 二

组
,

一组接种V ni al
n d擦肛强毒

,

一组接种 G
: 。

株
,

毒价都为1 0` · “ “
E ID 50 / 0

.

2 m l
,

每

鸡气管接种 0
.

l m l
。

接种后分笼饲养
。

(五 ) 免疫途径 本文除特别说明者外
,

皆采用以下方法
:
将感染 I L T病毒的C A M

充分研磨
,

以生理盐水稀释成一定浓度
,

每 m l加人青链霉素 各 1 0 0 0单 位
,

每 鸡 接 种

0
.

3 nll
,

平均滴于双眼和两侧鼻孔
。

( 六 )攻毒方法 本文除特别说明者外
,

皆采用以下方法
: 以V ni e al n d公司擦肛 强

毒苗
,

按R e e d一M u e e h两氏法测定 ID
。 。 ,

每鸡气管接种 0
.

z m l毒价为 1 0 ` · “ ID
。 。

/ o
.

l m l

的稀释液
,

试验鸡与同群对照鸡攻毒方法相同
。

接种后分笼饲养
。

(七 ) 最大安全荆盆 ( L D一 .o m a .x ) 和最小有效荆, 的侧定 采用滴眼和滴鼻的

途径免疫
,

只能从浓度 (病毒毒价 ) 方面来测定
。

将四十六天龄的新汉火三黄杂交鸡分

成 6 组
,

将毒价为 1 0 5 · “ “
E I D

。 。

/ i
.

Zm l的 C A M 作 i , 2
、

1 , 3 2
、

1 , 1 0 0
、

i : 1 , 0 0 0
、

1 : 1。 , 0 。。稀释
,

每一稀释度接种一组
,

每组只数见表 2 ,

于第九天攻以 强 毒
。

另 将

五十天龄的白洛克 31 只
,

经鼻眼途径接种 1 :
10 的上述稀释液

,

每只 。
.

l m l
,

以此作安

全性试验
。

(] 、 ) 免疫 力的洲定 采用不同品种
,

不同年龄
,

来自不同鸡场的鸡
,

以不同浓度

进行免疫和攻毒
,

同时设立对照 组
。

不同处理的鸡分笼饲养
,

但都置于同一房间 (见结

果 (四 )
,
表 3 )

。

(九 ) 稳定性试验 取健康的 50 天龄新汉火三黄杂交鸡 2 只
,

按上述方法接种第 13

代弱毒
,

第三天以棉拭子从 2 只鸡 (活体 ) 气管蘸取分泌物
,

混合后用生理盐水作 10 倍

稀释
,

加人青链霉素 ( l o o ou / m )l 接种于另 2 只健康鸡
,

如此共传 5 代
,

取第 5 代气

管分泌物用青链霉素处理后以 C A M 途径接种于 10 天龄鸡胚 13 只
, 4 天后收毒

,

观察鸡

胚 C A M 上的病变
。

( 十 ) 免疫发生期试验 取五十天龄新汉只三黄杂交鸡 12 只
,

分成三组
,

每组 4 只
,

同时接种 G
。 。
弱毒

,

浓度为 1 0 4 · “ “
E ID

S 。

/ o
.

Z m l
。

各组分别于第四
、

第六
、

第八夭攻毒
。
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( 十一 )同居感染试验和接触免疫 分二种情况进行试验
:

1
.

接种三十六天龄白洛克 7只
,

放人同批的不接种的鸡 3 只饲养于 同一栏内
,

观

察二十八天后攻以 1 0“ · “ 5 ID
。 。 / 。

.

l m l的强毒
,

并设立对照组
。

2
.

将接种疫苗后出现反应
,

有咳嗽症状的鸡 2 只
,

投人一群健康鸡 中 ( 10 只四十

六天龄白洛克 ) 一起饲养
,

一个月内观察健康鸡是否出现 LI T 的临床症状
。

结 果

( 一 ) 种毒的鉴定

1
.

在C A M 上的病变
:

天然发病的病鸡气管分泌物接种于 C A M 后
,

第 1代 7 只鸡

胚的 C A M均有 3 ~ 5 个分散的灰白色粟粒大坏死点 (痘斑 )
,

坏死点周围的膜水肿增

厚如荔枝肉状
。

第 2 ~ 4 代的 C A M病变与第 1 代相似
。

传至第 5 代
,

C A M 的病变更明

显
。

第 6 代以后
,

接种的鸡胚 C A M 上痘斑融合成小岛状
,

有时如蛛网 状 ( 图 1 )
,

以

高浓度 (将 C A M 作 1 :

10 稀释 ) 接种
,

可见到人工气室处的C A M 成片状 坏 死
,

整 个

C A M 高度水肿
,

病毒毒价达到 1 。“ · “ “

EI D
。 。

/ 0
.

2 m l
。

整个传代的过程
,

I L T病毒在五

天内不致死鸡胚
。

这种病变与 T r i p at h y 和H a
ns

o n 的描述基本相符 〔 ’ 4 〕 。

2
.

种毒回接试验
:

接种第一代种毒后的 3 只鸡
,

第三至四天都出现张 口 呼吸
,

引

颈短咳 (图 2 )
,

第六天后咽喉部充血出现干酪样分泌物
,

与 I L T 的症状相符 〔 ’ 4 〕 。

3
。

对 C E K C的感染情况
:

接种病毒后第 40 小时
,

细胞与细胞之间的界限模糊 (图

3
、

5 ) 并可见到融合细胞
,

在上皮样细胞核内
,

可见到细胞核内包涵体
。

由于第 4 0小

时包涵体已充分发展 〔 ` “ 〕 ,

占据了整个细胞核
,

核仁被迫到边缘
。

培养至 46 小时以后细

胞逐渐脱落
。

第一批 4。小时收毒
,

测得其毒价为 1。 ` · 6 ` E I D
。 。

/ 。
.

Zm l
,

第二批接毒后

4 6小时收毒
,

毒价为 1 0 4 · 3 “ E ID
。 。 / o

.

Z m l
,

这与M a y e r的报道相似 〔 ` 。〕 。

4
.

保护试验
:

接种G
: 。

株出现症状后康复的鸡
,

经 V ine al
n d强毒攻击

, 8 只皆无

任何可见临床反应
。

对照 8 只接种后四天 表 I Gs
。
株和 vi ne l na d擦肛

出现张口 呼吸
,

引颈短咳
,

第六至八天因 强毒株毒力的比较

干酩样分泌物阻塞呼吸道而窒息死亡
。

(二 ) 本弱毒株 (第13 代 ) 与强毒株

毒力的比较 从表 1 可以看出
,

其毒力弱

于V i n e l a n d擦肛强毒
。

(三 ) 最大安全荆 , ( L D一 .o m a x)

和 . 小有效剂且的洲定 本弱毒株接种后

竺1洲露雁氢署盒
:
巡…立…………

没发生过死亡 的现象
,

表 2 所指的轻度反应为偶尔见到咳嗽或张口 呼吸
,

但食欲正常
,

反

应现象一至二天就消失
。

从表 2 可以看出
,

L D一
。 ·

m a x
在 1 0 4 ” S

EI D
。 。

/ o
.

Z lm 以上
,

获 得 1 00 %保护的最小有效浓度处于 1 0 “ · “ “

和 1 0 “ · 7 “
E ID 。 。

/ 。
.

2 m l之间 (最大安全剂量

的 1 / 2 8~ 1 / 1 5 )
。

试验的品种 (表 2 )是四十六天龄新汉丫三黄杂交鸡
。

对于五十天龄的白洛克
,

接种毒

山酒
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最大安全剂最和最小有效剂量的测定
.

薪
释

丫
(

赢
。 .

二
l )

腮“鳌
瓣熟…

·

嘿、乐黔
)

…弩
蔗万…黑 …

扮 拭瓜 …八嚣
n l人目七nU O以咋̀,占1 0

一 1 . 5 ( 1
: 3 2 )

1 0一 2 ( 1
: 1 0 0 )

1 0一 3 ` 1
:

1 0 0 0 )

1 0
一 ` ( 1

. 1 0 0 0 0 )

对 照 组

1 0 3
一

7 5

1 0 3 一 2 5

1 0
2 一 2 5

1 0
1 一 2 5

1 /4

2 / 1 4

0 / 2 4

0 / 8

0 /4

0 /1 4

0 /2 4

0 /8

0 / 4

1八 1

5 / 2 1

2 / 8

5 / 6

2 5

8 3

7 5

1 7

.

三次重 复试验合计
,

各组的只 数不相等
。

价为 1 0 ` · “ “
E ID 。 。

/ o
.

Z m l的溶液后
,

31 只仅有 2 只发生轻度反应
。

( 四 ) 免疫力的洲定 表 3 是 G 。。
株免疫效果试验

。

当接种的病毒 毒 价 为 1 0 2
.

2 5

E ID
。 。

/ o
.

Z m l (最大安全量的 i / 5 0 0 )时
,

木产生任何临床反应
,

其保护率为1 6 / 2 1 ( 7 6 % )
,

当接种的病毒毒价为 1。 ” · “ S
E ID

。 。
/ o

.

Z m l以上时
,

接种后有轻度反应但不引起死亡
,

保护率为3 0 / 3 0 ( 1 0 0% )
。

(五 ) 德定性试验 本病毒经鸡体连续通过 5 代
,

每代 2 只共 10 只以测 定其 稳 定

性
。

5 代 10 只鸡都没有发生可见的临床反应
。

用第 5 代的气管分泌物接种鸡胚 13 只
,

第

四天 C A M 出现了 I L T病毒引起的典型病变
,

说明病毒已在 5 代鸡中通过
。

至少每代 2

只鸡中有一只受感染
。

以上试验证明
,

I L T 病毒经鸡体连续

通过 5 代
,

毒力不会增强
。

(六 ) 免疫发生期试脸 右表为免疫

发生期试验的结果
,

从表 中可以看 出
,

接

种本弱毒后第四天就得到完全保护
。

(七 ) 同居感染试验和接触免疫

1
.

在本项试验中
,

3 只没有接种过

弱毒的鸡与 7 只接种过弱毒的鸡同笼饲养
,

任何 I L T 症状
。

二十八天后攻毒 1 00 %保护

但不会导致 I L T 的临床症状
。

表 4 G 。 。株的免疫发生期

组 别
试验数

(只 )
攻毒时间 !保护只数 /攻毒只数

左ù述ù
月
住九O
产/z了尹Z尹1

.

性月J住̀̀住,土44461

忿

3

对照组

第 4 天

第 6 天

第 8 天

经二十八天观察
, 3 只没接种过的鸡没发生

,

说明本毒株能引起同居感染和接触免疫
,

2
.

接种弱毒后 出现反应的鸡投人健康鸡群中一起饲养
,

健康鸡并不会产生可见反

应
。
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弋

批批批批 试试 日日 接 种 情 况况 攻 毒 情 况况

次次次次 验验 龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄龄
鸡鸡鸡鸡鸡鸡 毒 价价 接种只数数 接种后后 保护(只 )/攻毒 (只 )))保护率率
品品品品品品 ( EI D s。

/ 0
.

2m l )))))天 数数数 ( % )))

种种种种种种种种种种种

11111试验验 白白 1 666 50
` 一 2 555444 1 2224 /444 1 0 000

洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛洛
对对对照照 克克克克克克 3/444 7 555

22222试验验验 31 666 04 。 2 555888 2 777 6/ 6661 0 000

对对对照照照照照照照 0/444 000

33333试验验 新新 1 666 0 5
4 · 9 555444 888 4 /444 1 0 000

汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉汉

对对对照照 XXXXXXXXXXX 1 / 1 666 777

黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄

44444 试验验 杂杂 1 6 000 04 一 2 555888 4一 8 666/ 888 1 0 000

交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交交

对对对照照 鸡鸡鸡鸡鸡鸡 1 /444 2 555

55555试验验验 51 666 04 · 3 555444 888 4 /444 1 0 000

对对对照照照照照照照 1 / 6661 777

66666试验验验 1 666 0 53· 7 555444 888 4 /444 1 0 000

对对对照照照照照照照 1 / 6661 777

77777试验验验 4 1 666 03一 2 5551 111 888 1 0/ 1 111 9 111

对对对照照照照照照照 1 / 6661 777

88888试验验验 1 000 0 52. 2 555111 888 1 2 6/ 2111 7 666

对对对照照照照照照照 1 / 6661 777

99999试验验验 000 51 0
1。 2 555888 888 6/ 888 7 555

对对对照照照照照照照 1 / 6661 777

· 1
。

第一批的攻毒途径为滴眼滴弃
,

其余各批都是气管注针
。

2
.

保护指 不 出现任何可 见的临

床反应
。

讨 论

安全性是决定弱毒疫苗使用价值的重要因素之一
。

从本毒株试验的结果来看
,

接种

后会有一定程度的反应
,

但反应极轻微
,

一至二天就 消失
,

没发现引起死亡的现象
。

若

用鸡胚和细胞继续传代
,

毒力可能 还会继续减弱
。

但免疫原性与毒力往往是
’

正 相 关
。

A n s的试验表明
,

接种 I L T弱毒疫苗后有反应的鸡群保护率可达到 1 00 %
,

而接种后没

有反应的鸡群其保护率都没有超过 60 % 〔 2 〕 。

本毒株取其 1 0“ ` “ “
E工D

S 。

/ 0
.

2 m l的浓度接

种
,

没有发生任何临床反应
,

保护率仍可达到 76 %
。

说明其安全性符合实际应用的要求
。

翩
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本弱毒株的免疫性能良好
。

当毒价达到 1 0“ · 7 5
I D E6。

/o
.

Z m l或在此毒价以上
,

每

鸡接种 0
.

3m l后可获得 1 00 %的保护
,

即使以 1 0 ` · “ “
E I D

。 。
/ o

.

Zm l的毒 价 接 种
,

保 护

率也可达到 6/ 8 ( 75 % )
。

(本毒株在 C A M上生长的毒价一般 可 达 到 1 0 5 · “ S
E ID

。 。
/

0
.

2 m l
, 1 0 ’ · “ ”

E I D
S 。

/ o
.

Z m l相当于将鸡胚膜作 1 0 , 0 0 0倍稀释
。

)

“ 不传染性
”
是对合格的疫苗的基本要求之一

,

但 对家离来说
,

只要不会招致所要

预防的那种病的明显症状
,

同居感染所产生的接触免疫有时是受欢迎的
,

因为可以节省

免疫接种时的劳力和材料
,

或者补救漏接个体
。

本毒株能产生接触免疫
,

但 不 会招 致

I L T病的发生
。

故此
,

这种同居感染并不会降低其作为疫苗的使用价值
。

其它研究者也

证明 I L T 弱毒疫苗存在接触免疫的现象 〔 2 〕 。

I L T 的早期保护作用已得到多数研究者的证实
。

本毒株接种后四天就能得到完全保

护
,

这种快速的保护作用至今还未得到较 为满意的解释
,

单纯抗体的作用不可能那么快

速
。

是否是与病毒的干扰作用有关
,

还有待探讨
。

R bo
o r t s o n 1 9 7 7年将一天龄的鸡切除

腔上囊
,

同时结合环磷酸胺处理
,

来抑制鸡的体液免疫系统
,

经过这样处理后的鸡仍能

产生抗 I L T 免疫
,

说明细胞免疫机制在鸡抗 IL T 免疫过程中起重要作用 〔 ` “ 〕 。

不管其机

制如何
,

由于这种早期的保护作用的存在
,

当发现本病流行 时
,

用弱毒疫苗作紧急预防

注射
,

会收到良好的效果
。

本弱毒株要培育成能应用于生产的疫苗
,

尚有以下项 目需要进行 试 验
: 1

.

免 疫

期
, 2

.

疫苗保存期
; 3

.

最适免疫 日龄 ; 4
.

是否能经得起不同毒株 的强毒的攻击
。

本试验只是实验室数据
,

有待进行生产试验以评价其作为疫苗的使用价值
。
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I N F E C T I O U S L A R Y N G O T R A C H E IT IS ( IL T ) V I R U S

G u o P e i x u a n

( D e p a r t m e n t o f A n im a l H u s b a n d r y a n d V e t e r i n a r y M e d i e i n e )

A B S T R A C T

急

A s t r a i n o f I L T v i r u s , n a m e d a s G
s o t e m P o r a r i l y

,

w a s i s o l a t e d f r o m a f a r m i n a

G u a n g z li o u s u d u r b
。

I t s v i r u el n e e f o r e h ie k e n s w a s r e d u e e d a f t e r 1 3 s e r i a l p a s s a g e s t h r o u g h

C A M a n d C E K C
.

T h e m i n i m u m d o s e ( 0
.

3 m l P e r e h i e k e n b y o e u l a r 一 n a s a l i n o e u l a t io n )

切 r 2 0 0 % p r o t e e t io n w a s d e t e r m i n e d t o b e b e tw e e n 1 0 3 · 2 ” a n d 2 0 3 · 7 ” E I D s o /o
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Zm l

( 1 / 2 5一 1 / 1 5 m a x im u m s a f e t y d o s e )
, a n d t h e m a x im u m s a f e t y d o s e ( L D

一 o .

m a x .
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1 0
` . 9 5 E I D 5 0 / o

。
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.

T h e d o s e o f 1 0 2 · 2 ”
E I D 5 o / o
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Zm i ( 1 /5 0 0 m a x im u m s a f e ty d o s e )
,

b y w h i e h n o e l i n i e a l r e a e t io n w a s i n d u e e d
, e o u l d in d u e e 7 6 % p or te e t i o n .

A f t e r in o e u l a -

t i o n ,

i m m u n i t y e a m e i n t o e f f e e t w i th i n 4 d a y s .

C o n t a e t s p r e a d a n d e o n t a e t im m u n i t y

i n d u e e d b y t h e v i r u s ot o k p l a e e b u t w i th o u t a n y e l in ie a l s y m p to m s o f I L T
.

R e v e r s i o n

t e s t t h r o u g h s e r ia l p a s s a g e s in e h ie k e n s ll o w e d t h a t a t t e
nu

a te d v i r u s w a s s ta b l e .

H o w e v e r ,

f ie ld t r i a l s s h o u l d b e m a d e i n o r d e r t o
ev

a l u a t e t h e v ir u s a s a v a e e丘n e ,

么
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附 图 说 明

1
.

G
S。

株引起的鸡胚 C AM病变
,

可见到白色的痘斑
。

2
.

种毒回鸡后表现的症状— 张 口呼吸
、

引颈短咳
。

3
.

接 G 。 。
株 4 0小时后的鸡胚肾单层细胞病变

,

细胞间隔模糊
,

上皮细胞的 核 仁 被 C o w dr y

t即 e A 核内包涵体迫到核的边缘
, x 5 0 0

。

4
.

与图 3 同一批的正常鸡胚肾单层细胞对照
,

细胞间隔清楚
, 又 5 0 0

。

5
.

接G 。 。
株 4 0小叶后的鸡胚肾单层细胞上皮细胞核

,

由于核内包涵体的形成
,

核仁被 迫 到

核的边缘
, x 1 0 0 0

。

G
.

与图 5 同一批的无接毒的上皮细胞核
,

核仁随机分布于核内
, x 1 0 0 0

。


