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本文报道利用鸡传染性囊病 ( I B D ) 国外引人的一株细胞适应病毒而进行的 微 里 血 清

中和试验
。

采用了国产的聚苯乙烯微量培养板
、

鸡胚成纤维细胞和 E ar !e 氏水解乳蛋白营养

液
。

对方法的摸索过程作了较详细的描述
。

本试验敏感性高
,

对调查传染性囊病在鸡群里的流

行情况是一个有力的武器
。

利用这个方法检测一批人工感染鸡的血清中和抗体水平的结果表

明
,

对于传染性囊病来说
,

预防 24 日龄以下的幼鸡发病是最主要的
。

引 言

鸡传染性囊病虽然早在 1 9 62 年 已发现于美国甘波罗市 〔 ` 〕 ,

但 只有到 了近几年了解

到本病有抑制鸡体免疫功能之后才真正引起人们的重视
。

如今它已成为国外研究最多的

鸡病之一
。

我国不久前报道了本病的发现
,

病原分离及琼脂双扩散沉淀反应 诊断 方 法
厂̀ 〕 。

除了琼扩试验外
,

国外也有利用细胞培养物进行微量血清中和试验 〔 5 。

本文报导

利用引人的美国致鸡胚成纤维细胞病变的 BI D毒株
,

结合我国的实际条件而定出的 微量

血清中和试验常规法
。

目前正在进行BI D感染鸡体内中和抗体的 消长规律观察
。

材 料 与 方 法

(一 ) 细胞培养

取 10 ~ 12 日龄鸡胚
,

用无菌操作去头
、

脚和肝脏后
,

尽量剪碎
,

以 H a n
ks 氏盐液冲洗

两次
,

再加入用 H a n
ks 氏液制备的 0

.

06 %新获产的 胰酶
,

于 37
O

C 水浴消 化 10 分钟
。

在

用 H a n
ks 氏液两次轻轻地洗去胰酶液后即加入营养 液10 毫升

。

营 养液为含。
.

5%水解乳

蛋白和 6 %犊牛血清的 E ar le 氏盐液
,

每 100 毫升又加 2
.

” % ( 20 m M ) 消旋谷氨酞胺 2

毫升和庆大霉素 ( 5 0 0 0单位 / 毫升 ) 1 毫升
。

用注射器吹打冲散细胞组织块后
,

通过细

孔尼龙筛膜将细胞悬浮液滤人有刻度的 12 毫升离心管中并以 1 20。转 / 分速度 离 心 5 分

钟
。

根据沉淀的 细胞量再加 E ar le 氏营养液使成为 1 ,
6 00 细胞悬浮液

。

用 1 毫升吸管以

0
.

2毫升量将细胞悬浮液分装于培养板的各个孔内
。

尹

·

中华人 民共和 国广 州动植物检脸所资助 了本项试脸并在其他方 面 给 予 大 力支持
。

该所的林领 超
、

李树根
、

黄 亚德同志完成 了鸡的人工感染和供应部分的被 检血清
。

美国加州 大学Y a斌 aI m o ot 博士时送

T 适应 鸡胚 成纤 维细胞 的 I B D毒株并指导主要作者 在美国进修期间学习本项技木
,

在此表示紊愈
。
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(二 )徽 , 试验仪器
1

。

微量培养板为天津有机玻璃制品厂生产的有盖 40 孔平底聚苯乙烯滴定板
。

第一

次使用前以 95 %酒精浸泡 2小时作去毒处理
。

用 双蒸水冲洗干 净 后
,

于 37
O

C 温 箱 晾

干
。

从 10 公分距离用紫外线灯照射揭盖的滴定板 1小时作为消毒处理
。

塑料板经 4 %氢

氧化钠和硫酸重铬酸钾洗液清洁后可以反复使用
。

2
.

微量液体取样器为上海求精玻璃仪器厂产品
,

有 25
、

50
、

1 00
、

2 00 微升规格
,

配有能高压灭菌的塑料头子
。

3
.

涤纶绝缘胶带为上海制笔零件三厂产品
,

宽 5 厘米
。

(三 ) 血清
1

.

美国引进的无特定病原 (S P F ) 血清
。

2
.

北京市农科院畜牧兽医所提供的琼扩试验用的 BI D阳性血清
,

经微量法测定其

中和滴价为 2 1 2 ,

即稀释 1 , 4 0 9 6仍可抑制 细胞病变 ( C P E ) 的产生
。

3
.

广州动植物检疫所提供的 BI D阳性血清
。

供血清的鸡是进 口的来航小鸡
,

在隔

离饲养至 24 日龄时用华南农学院分离的 BI D C G 8 21 毒株滴眼接种
。

感染后第 3
、

7
、
1 4

、

21
· ” 一每隔 7 天随机 抽 2 只鸡放血致死制 备血清作检验用

。

剖杀时见到的法氏囊病 理

变化为 IB D典型变化
。

4
。

深圳市示范鸡场甲
、

乙两舍的石岐杂鸡血清
。

甲舍鸡 ( 1 一 5 号为 44 日龄
,

乙舍鸡

( 6 一 10 号 )为 77 日龄
。

该场曾根据临床症状
、

剖检以及琼脂扩散试验而认为 BI D阳性场
。

5
。

华南农学院试验鸡群 1 只 2 岁老公鸡和 2 只 7 月龄的后备公鸡的血清
。

鸡只均

饲养于同一栏
。

(四 ) 病毒

微量中和试验用的 BI D病毒为美国加州大学 Y a m a m ot
。
博士提供的已适应鸡胚成纤

维细胞并能产生细胞病变的 L u k e r t毒株
。

病毒引进后在我们的实验室 用 鸡胚成纤维 细

胞单层作了扩大繁殖
。

病毒接种后 77 小时将培养物反复冻融 3 次
,

所收获的营养液及其

中的细胞残块不加任何处理即为病毒原液
,

存 一 20
O

C备用
。

用微量法滴定
,

每 O
。

2毫升含

1 0 “
组织培养物半感染量 ( T C ID

。 。
)

。

(五 ) 徽皿血清中和试验

采用两板操作法
。

板一用于血清一病毒感作
,

板 二用于正式试验
。

用营养液将病毒原液稀释成每 25 微升含有 2 00 T C ID
S 。 ,

盛装于小玻璃瓶内待用
。

在板一除第 10 纵列的孔加人 50 微升量外
,

其余的 36 个孔均用微量液体取样器各加人

25 微升营养液
。

在A 横列的第 l 孔加人一份被检血清 25 微升
,

混和后再 从第 1 至 8 孔依

次作系列对倍稀释
,

最后从第 8 孔弃去 25 微升液体
。

按上述方法在 B
、

C横列第 1 至 8 孔稀释第二
、

三份被检鸡血清样品
。

每个 样 品必

须注意更换一次微量液体取样器上的塑料头子
。

D横列的第 1 至 4 孔放对倍稀释的 阴性

血清
,

第 5 至 8 孔放阳性血清
。

除了第 1 0纵列的孔外
,

在其他所有 36 孔加入 25 微升病毒稀释液
。

第 9 纵列是未加过

血清的
,

即为病毒对照组
。
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板一各孔加液完毕即加盖稍

加振荡
、

置于室温 (无菌罩内 )

使血清和病毒感作0 3~ 60 分钟
。

用制备好的 1: 600 鸡胚成纤

维细胞悬浮液分装于板二的所有

孔内
,

每孔 各放 O
。

2 毫升量
。

血清和病毒感作后
,

将板一

各孔液体用 微量液体取样器全部

(5 。微升 ) 转移到板一的相应孔

内
。

每一血清样品从浓度最高的

孔开始依次用同一塑料头子进行

转移操作
。

每一份样品须换用一

厂一 二 一
-
一一

-

一
’ _ 、

一 丁丁 l

} 华 一板 病卷一血潇感作 尸
介

谬“ 赚
!

! ~
_

! 尸细展州寸照
{ A `示吞凡 . 2 3 乙 5 6 7 8 9 10 -

营 济遭 2 5 , s 二5 : 2 5 口5 2 5 2 5 2 5 , }

夕弓 二 5 : 弓 了 3 二弓 2 5 口 5

州厂
、

八厂
、 /

一

、

~ 八八
赞一、

八行各孔

鱼以母冶

二5 2 5 书 郊 2 5 口5 二5 口弓 二 5 0

(物 U级维!即活
.

蛋室温加一 。。分钟 )

娜二板
:

正 编 试 脸 单位
`

粉卜

1 2 3 乙 5 6 ? e 9 10

2伪 劣 O 二00 之口 二的 公力 20D 2幻 加 O 二的

将弟一板名几馗炸洲如 d币二板相方劫而内
。

琦弃么右

图 1 微盆血清中和试验操作程序

新的塑料头子
。

第 9纵列的病毒对照孔和第 10 纵列的细胞对照孔也分别使用新头子 (图 1 )
。

各孔分装完毕就用涤纶胶带贴在孔 口上密封之
,

再放37
“

C培养72 ~ 96 小时
。

以完全

抑制 C P E的最高稀释度的倒数为血清的中和滴价
。

如果血清样品 中和滴价高于 2 . ,

则用

eeeeeeeeeeeeeeeeeee 奋奋

... 卿

………
·

CCC OOO

OOOOOOOOOOOOOOOOOOO ...莎莎匆 . ⑨ 0 0 0 000 CCC ...

OOO 仁) 0 000 .

…………

核枪血清

妇胎对跳扁琳熟襄缪理备

两个横列的孔或以血清 1 ,
32 稀释度 为第

一孔重复一次试验
。

中和试验一般以培养

后 7 2小时就可以进行读判
。

只有四种对照

产生正确结果
,

试验数据才能算准确
。

可

以用 肉眼观察各孔的颜色 (即代谢抑制试

验 ) 或用倒置显微镜观察C P E情况
,

也可

以用 l %结晶紫溶液染色再 观 察
r “ 。

染

色后的微最培养板可作长期记录保存
,

其

典型外观如图 2 所示
。

图 2 结晶紫染色后的徽l 中和试脸板

结 果

(一 ) 试验一为对 BI D 自然感染鸡 血

清的病毒中和价进行 检 侧
。

用 S P F ( 阴

性 ) 血清
、

北京阳性血清
,

深圳市示范鸡

场两个鸡舍和华南农学院试验鸡群采集的

鸡血清进行微量血清中和试验
,

结 果 以

L o g :
值表示如图 3 :

从结果可以看出
,

S P F 血清完全没有

病毒中和作用而北京的 阳性血清稀释 4 0 9 6

倍 ( 即 2 1 :
倍 ) 可以完全抑制 C P E 的 出

现
。

深圳示范鸡场两个鸡舍的 血清呈不同

今
污Oj |5J

中和价L。于值

s P尸垄
尽

之三班丢
浮到甲鸿合

6 9 卜二
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洲
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图 3 IB D 自然感染鸡只的血清中和价
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中和价g曾值

水平的病毒中和作用
。

甲舍的 1 一 5 号鸡

组内数值接近且滴价很低
,

其中 2 只 为 。

而另外 3 只均处于 2 2

之内
。

乙舍 的 6 一
1 0号鸡血清中和价

,

虽然 比甲 舍 的 高 得

多
,

但组内数值也接近
,

其 L o g
Z

值 在 10

一12 之间
。

至于华南农学院试验鸡群的 血

清
,

来 自其中一只 2 岁老公鸡的样品中和

价为 0 ; 这与同组的两只 7 月龄 鸡的 2 5

数值差异很大
。

入

/ 丫七
厂一

~ _ 一 - 洁

一
` ~ ~ 曰

一0 3 ,

图 4

14 Z t 汤 3 5 汤泣 4叼 g七 曰 , 0 7 7 飞偏? !肠

感染天数

BI D人工感染鸡只的血清中和价

(二 )试验二是对初次人工感染鸡血清的 BI D病毒中和价的检测
,

所获结果如图 4所示
。

从侧定的血清中和滴价结果来看
,

人工接种病毒后中和滴价从感染 前 的 。 迅 速 上

升
,

第 35 夭达顶峰后维持时间较长而变化幅度不大
。

讨 论

(一 ) 鸡胚成纤维细胞的微量培养条件与常量法有不尽相同之处
。

本项研究开始时

耗费了不少时间才将培养方法确定下来
。

在这方面碰到的主要问题是加人营养液犊牛血

清的细胞毒性和塑料培养板的毒性
,

其次是消化组织细胞的胰酶浓度和作用 时 间 等 因

素
。

不同动物个体的血清
,

有的表现抑制细胞生长的毒性
,

有的却没有
。

有人认为这是

与其抗胰酶物质含量有关
,

含量高就能中和细胞制备过程的胰酶残量而使细 胞生 长 良

好 ; 相反
,

如果血清 中抗酶物质少
,

残存的 咦酶就会继续起作用而毒杀细胞培养物
` 2

、 。

然而
,

一般认 为真正的原因尚未弄清楚
。

我们最初的许多次培养都不成功
,

探讨了各种

因素
,

到改用另一批犊牛血清方领悟到血清细胞毒性的关键性
。

对鸡胚成纤维细胞表现

细胞毒性的犊牛血清往往能够用于培养鸡胚肾细胞
。

这一现象曾对我们的认识起迷惑作

用 `

我们初期使用国产塑料培养板
,

虽经强硷强酸洗涤
,

细胞生长还是不佳 ; 有的孔生长

好一些有的很差
,

没有规律性
。

据国内别的单位反映
,

国产培养板表现的细胞毒性因生产

批次不同而差异很大
;
要先试购一小批

,

发现细胞生长好就得赶紧购人大批备用
。

我们

后来用酒精试作去毒处理
,

效果甚为显著
,

用于培养细胞的酒精处理板与进口培养板一

样令人满意
。

估计这是因为酒精能清除聚苯乙烯板制作过程使用 的脱模剂 之故 〔 2 〕 。

又

由子用紫外线近距离照射能达到灭菌作用
,

我们对使用国产培养板的信心从此就完全确

立了
。

在消化组织方面我们曾按过去处理猪及鸡胚肾组织的办法去消化 10 至 12 日龄鸡胚组

织
,

也就是说用。
.

25 %胰酶在 37
O

C静置消化 30 分钟
。

结果虽然 当时能制 备细胞 悬液但

生势很弱
。

随着消化时间的 缩短到 5 分钟
,

细胞生长效果就逐步提高
。

曾试用不加胰酶

只作剪碎的方法
,

但效果很差
。

这表明要用胰酶消化但作用强度要小
。

最后我们把胰酶

浓度降低四倍至。
。

06 %
,

消化时间为 10 分钟
。

这样在操作上易于掌握
,

效果又稳定
。

进
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行鸡胚成纤维细胞培养时要用弱于鸡胚肾细胞培养的胰酶消化作用可能是由于制备前者

的鸡 胚龄 (1 0 ~1 2日 )比后者 (1 8一 20日 )的小
,

也可能是由于肾细胞培养物的 主要细胞类

型是 类上皮细胞而不是成纤维细胞
。

如上所述鸡胚肾细胞能生长在含对鸡胚成纤维细胞

有毒性的犊牛血清营养液里
,

这一点也提示类上皮型细胞较能耐受胰酶的损伤作用
。

总

之
,

掌握胰酶的消化过 程是一个须注意的因素
。

有人认为胰酶对鸡胚成纤维细胞有促进

生长的 作用
6 ,

有人则认为利用低浓度胰酶 消化处理是 成功地培养鸡胚成纤维 细胞的

关键
。

我们的经验比较符合第二个观点
。

谷氨酸胺是细胞生长必需的养分之一 但在营培液成份 (如血清 ) 保 藏待 用期间易

于破坏
,

故国外通常在使用营养液之前临时加人冰冻保藏的谷氨酞胺溶液
。

我们使用国

产的 消脸谷氨酞胺
,

按一般采用左旋谷氨 酞胺量 (0
.

2 m M ) 的两倍 加人细胞营养 液
,

对细胞生长有促进作用同时犊牛血清量又可减一半
。

谷氨酞胺原液含 20 m M / 毫升
,

是用

蒸馏水制备的
,

侮 1 00 毫升营养液加 2 毫升 ; 虽然渗透压有 所下降但不 至于影响细胞的

生长
。

庆大霉素为一广谱抗菌素且能耐受高 达 1 20
O

C的温度 厂2 ,

平时 保藏于 4
”

C 即可
。

国外已有许多人在细胞营养液中用它代替青
、

链霉素抗菌素液
。

我们采用广州白云 山制

药厂产的庆大霉素按 50 单位 / 毫升营养液的含量使用
,

效果很好
,

对细胞培养物不呈毒

性而除极个别情况下发生霉菌污染外
,

从未发生细菌性污染
。

按价格庆大霉素与青
、

链霉

素大体相等
,

故本实验室已全部改用之
。

( 二 ) 在微量血清 中和试验条件方面
,

也曾在营养液
、

细胞量
、

病毒接种量等进行

摸索
。

H an k : 氏和 E a r l e 氏平衡盐液制成的水解乳蛋白 液均可用于本试验法 (以下简称本

法 )
。

因 H a n k s 氏液适合在一般空气中达到 p H平衡 〔 ’ 一

,

所以培养板上加上塑料盖并在

盖的周围用胶纸稍加封闭就可 以产生适宜 细胞培养的 p H 条件
。

E ar le 氏液适 合于 5 %

C O :
空气的 条件

;
在没有二氧化碳培养箱的情况下

,

如果仅仅加塑料盖和封边
,

因孔和

盖之间空隙较大
,

将导致各孔 内营养液失 去的二氧化碳过 多而变得过硷
,

不适宜细胞生

长
。

但是
,

用涤纶胶带直接贴在孔 口上
,

二氧化碳的保留有效得多
,

使孔内营养液能保持

在适宜细胞生长的 p H范围内
。

胶带不用处理已是无菌 和无毒性
,

用起 来方便
。

又因为

E ar le 氏营养液含碳酸氢钠较多
,

当细胞生长不良时 (如受病毒致病作用后 ) 营养 液显

得深红
,

而 当细胞生长旺盛时所产的酸性物质使营养液变为黄色
,

颜色的差异反映细胞

代谢抑制程度
。

E ar le 氏营养液比 H a n
ks 氏 的 pH 变化范 围较大

,

肉眼判断血清 中和作

用就较容易
。

因此
,

我们的试验采用 E ar le 氏营养液和用胶带封孔
,

不用二氧化 碳培养

箱也可以获得良好效果
。

我们曾试用塑料盖松动地放在培养板上再置于底部盛水的腊烛

缸内在 3 7
O

C培养
。

虽然细胞生长正 常但塑料盖下往往凝结大量的 小水滴
,

对 细胞 观察

不利
,

故不再采用
。

各孔所加人的细胞为 1 : 600 悬液
;
乍看起来似乎比常量培养 瓶 使 用 的 浓 度 少一

倍
,

但因为孔底面积小
、

液体深约 8 毫米
,

实际上沉到孔底的细胞并不少
, 细胞多了反

而使 C P E的观察困难
。
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本血清中和试验采用培养细胞和接种病毒同时进行的方法
;

病毒在 4 2小时 内并未产

生细胞病变
,

细胞仍可正常地贴壁和生长
。

这样的 程序比先让细胞形成单层再接种病毒

的 可节省一天时间
、

简化了操作和减少污染的风险
。

营养液内含犊牛血清量以 5 %为宜
,

曾试用 10 %浓度而发现虽然细咆生长很好
,

但

要明确看出C P E的天数增加了
。

这种现象大概与本法不采用换上血清含量少的维持液的

操作方法有关
,

而营养液内含高浓度血清显然有延迟 C P E 出现的作用
。

本法用的病毒量为每孔 200 T CI D
: 。 。

少于 1 00 T CI D
。 。

就会延长读判结果的时间
,

太

多虽然可以提早一些看到结果
,

但对于发现可疑阳性血清 样品不利
。

我们 是在 2 00 微升

细胞悬浮液里测得 BI D病毒毒价为 1 5
5
T C I D

。 。
的

,

在血清中和试验中加人的病毒液量为

2 5微升
。

经过换算须将病毒原液稀释 6 2
。

5倍
。

本血清中和试验采用的两板操作法有操作简便和孔间交叉污染少的 优点
。

这是因为

病毒和血清感作必须在加人细胞之前 30 分钟进行
。

如果采用一板法
.

每将细胞悬液加人

一个孔就要换一次吸管以保证不将孔内原来的 病毒和血清从一个孔带到另一孔
。

用两板

法就可以用一支吸管在板二的所有孔内分装细胞悬液而不必顾虑孔间交叉污染
。

向板二

加人板一的病毒血清混合液时
,

因为量只有 50 微升
,

用微量液体取样器很方便
,

而且从

血清浓度最高 (即病毒被中和的作用最强 ) 的孔开始移液
,

每份血清样品使用一个塑料

头子即可
。

微量血清中和试验
,

虽然可 以参考营养液的颜色变化和结晶紫染色的细胞培养物
,

但精确的读判结果须要用倒置显微镜观察
。

这是国内许多实验室还未具备的 设备条件
。

国外凡是搞细胞培养都用它
。

其实
,

国产的倒置显微镜已出口多年
,

现在国 因 也 可 购

到
。

随着细胞培养术的广泛应用
,

相信各地很快会有所配置
。

(三 )从血清中和试验的结果看来
,

用美国引进的细胞适应BI D毒株可以用于诊断我

国发生的鸡传染性囊病
。

例如
,

北京市农科院畜牧兽医所供应的
,

原 目的 为进行琼脂扩

散沉淀试验的阳性血清
,

其 BI D病毒中和价竟高达 2 ` 2 ,

这 与作 者 在 美 国 进 修 期间

测过的一份强阳性血清滴价一样高
。

广州地区分离的BI D C G 82 1毒株 进行 人工感染的

幼鸡在第一次感染后可以于 35 夭 产生滴 价为 2 ` ’ 的 特异 性抗体
。

据报道 〔 , 〕 BI D病毒有

两个血清型
。

工型主要感染鸡
,

I 型主要感染火鸡
。

我国很少饲养火鸡
,

又因本试验使

用的细胞适应毒株是属 I 型的
,

故可以肯定被检鸡群流行的病 是 由 BI D病 毒 I 型 引 起

的
。

( 四 ) 应用微量血清中和试验应如判断被检鸡群是否 BI D阳性是此项研究的 一个重

要目的
。

从深圳甲舍的 1 一 5 号鸡血清的测定结果看
,

可认 为是阴性 群
。

易感 鸡群有

尖峰式死亡曲线
厂“ 〕 ,

即死之多集中在 2 ~ 3 天内
,

说明全群是大致同时 患 病的
,
又从

我们人工发病群血清检测结果看
,

24 日龄鸡初次感染后中和抗体很快就升高并维持 18 周

以上
。

在污染场地重复多次 自然感染的 条件下
,

抗体维持高水平想必时 间 会 更 长
。

因

此
,

如果是来自阳性群
, 5 只鸡中总该发现一只中和抗体滴价是高的

,

但是实际上没有

一只超过 2 2的滴价
。

乙舍的 6 一 10 号鸡血清中和滴价 为 2 “

一 2 7 ,

显然 属阳性群
。

据

了解甲舍鸡苗来自白好坑鸡场
,

乙舍的来自坪山种鸡场
。

鸡苗来源不同
,

进场后又实行
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鸡舍间隔离制度大概是两群鸡 B ID疫情不 同的原因
,

而 日龄 (4 4和 7 7) 上 的差异看来关

系不大
。

美国加州大学 Y a m a m ot
。
博士认为 2 么

的 血清中和滴 价可 看作可疑 阳性
, 2 ’

和 以上者当阳性
。

我们的结果也符合这种判断标准
。

假如一个 鸡群的 BI D血清 中和滴价

达到但不超过 2 2

时
,

可在两周后再行检 lm]
,

如果滴度仍没有 提高则可 判断为 阴性群
。

本试验重复性很好
,

反复多次用同一血清样品进行检侧
,

结果一致
,

偶尔有差异 也顶多

一个 L o g :
的 滴价值

。

(五 ) 设立阴性和阳性血清对照组对本法是重要的
。

鉴于鸡在接触 BI D病毒后 很快

产生和维持高水平的中和抗体以及本病的流行情况
,

阳性血清是不难找到的
。

问题是如

何获得阴性血清
。

诚然
,

如果只用 S P F血清将无法推广这项诊断技术的
。

我们根据鸡的

法氏囊在性成熟后很快退化
`
吕

一
,

缺乏这个靶器官BI D病毒不能引起疾病 ` ’ 〕 ,

和体内抗

体不断遭到破坏而减 少
` “ J的原理出发

,

我们 选用了一只 2 岁老 公鸡进行 血清检测
,

结

果发现其 BI D病毒中和价为 。 ,

同栏的两只 7 个月 龄公 鸡的 滴价则为 2 “ ,

尽管这只老

公鸡的血清中和价显然是阳转阴性
,

但作为本试验的 阴性血清对照与 S P F 血清是同样适

宜的
。

(六 ) 我们对严格隔离 24 天后 人工感染 BI D的 C G 8 21 毒株的鸡定期抽样剖杀和采集

血清进行微量中和抗体测定 (图 3 )
。

虽然被检血清不是从同一只动物身 上 采 的
,

但

血清中和价的提高确能反映鸡只是受过感染的
。

因为小鸡来源一致
、

是共同饲养于隔离

舍并且感染前中和抗体为 。 ,

所以感染后测得的 抗体曲线在一定程度上能代表初次免疫

应答过程
。

然而
,

抗体水平表现出某些特点
,

一是抗体产生早
,

二是抗休维持高水平的

时间长
。

按照一般情况
,

初次免疫的抗体要到接种后 7 天左右才 能被检出 〔 . 〕而 我们 3

天后已能做到这一点
,

这可证明检 ml] 方法的敏感性高
。

I B D病毒是众所周知的免疫抑制

因子
,

故上述现象更使人感觉意外
。

注射后 35 天中 和抗体达高峰 后至 1 26 天始终保持在

2 :滴价水平之上也值 得注意的
。

很难想象初次抗原刺激产 生的浆 细胞 (分泌抗体的 细

胞 ) 其寿命会比通常叙述的 5 ~ 6 天 二 , J长很多 , 因此
、

合符逻 辑的 结论 是病毒抗原存

留 于 鸡 体 内时间长或者从污染的外界不断发生病原人侵
。

这样
,

本试验测 出的抗体水平

实际上代表初次和再次免疫应答的共同作用
。

7 个月龄的 1 2 、

13 号鸡抗体检侧结果提示

在 I B D疫场鸡只的高中和抗体水平可能一直维持到成年和法氏囊萎缩后一 段时间
。

在自

然 条件下
,

有法氏囊这个靶器官鸡才能感染 BI D 病毒
、

才能产生抗体 的现象
,

似乎指出

丁B D病毒在法氏囊繁殖起码有一段时间是不受机体免疫功能 的 攻 击 的
。

据E d w ar ds 等

( 1 9 8 2) 报道 〔` “ , 1 日龄鸡接种一种市售 BI D
“

弱 ”
毒疫苗能 引起长达 4 周的 免疫抑

制 ;
我们于 24 日龄进行强毒人工感染却未见有这种现象

。

大概这是因为 24 日龄时经过法

氏囊发育阶段到达外周淋巴器官的 B细咆数量已足于执行有效的体 液免疫应答
,

而感染

日龄越低影 响越大
。

据 F a r a g h e r
等 ( 1 9 74 ) 报 道 〔 1 ` 〕 , 1 日龄小 鸡感染 IB D能引起几

乎完全的免疫抑制
, 7 日龄感染免疫抑制 要少一些

,

而在 14 日龄以上感染所产生的影响

差不多难于觉察出来
。

从报道过的资料和我们本次试验的结 果来看
,

要避免 BI D产生的

免疫抑制的危害
,

最主要的是预防 24 日龄以内雏鸡感染本病
。
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