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反 向被 动 血 凝 检 测 鸡传 染性

支 气管 炎病 毒 的研 究
`

赵新柳..

( 兽
一

医 系 )

提 要

本文首次报道一种快速检侧鸡传染性支气管炎病毒 ( I B V )的反向被动血凝法( R P H A )
,

并对其特异性
、

敏感性和实用性进行了探讨
。

还用该R P H人法比较了不同纯度抗原制备的

抗体的免疫学特性和应用价值
。

最后
,

对单克降抗体 ( M c A b) 用于 R P H A的可能性也进

行了一些试验
。

结果表明
:

1
.

用 R P H A法检测 I B V有快速
、

敏感
、

简便而准确的优点 , 2
.

病毒抗原经

一 次超速离心处理
,

即可达到 R P H A的要求 , 3
.

抗体谱较窄或效价较低的 M c 人 b
,

可能不

适用于 I B V的 R P H A方法
。

关. 饲 反向被动血凝
,

抗原纯度 , 鸡传染性支气管炎病毒

引 官

自s c h a lk等 ( 1 9 3 1 )报道鸡传染性支气管炎 ( I B )以来
,

世界各地对 I B的诊断做了许多

研究
,

其中包括根据临床症状
、

病变
、

人工发病
、

病毒分离和其对鸡胚的致病性作出诊

断 ” 。
·

以及中和试验
` . ’ 、

琼脂扩散
` ’ ` ’ 、

补体结合试验
` . ’ 、

正向被动血凝法
乞 . ’ 、 空

斑减数法
’ 2 ’ 、

荧光抗体
` ” 、

血凝抑 制 试 验
『 . ’ 、

鸡胚干扰法
` ’ . ’和酶联免疫吸附试

验 ” ,
等

。

但从目前情况来看
,

仍然缺乏一种适于实际应用的定型方法
。

反向被动血凝法 ( R P H A )具有快速
、

敏 感
、

特 异 性 高 和 简 单 易 行 的 优点 ” ’ ,

as cn ak t a
, T

.

等 ( 19 7 9)
`

” ’

用 R P H A法检测幼畜粪便中的轮状病毒
,

结果比电镜检测简

易
、

灵敏
、

快速
。 s at 。 ,

k
.

等 ( 1 9 84)
` ’ . ’

用 R P H A法检测牛粪中的牛冠状病毒
,
结果比

细胞培养
、

免疫荧光及免疫电镜更简便
、

敏感和快速
。

从所查国内外文献来看
,

尚未有

用 R P H A法直接检测 I B v 的报道
。

本研究的主要 目的是探讨 R P H A法快速检 测 I B v 的 可

能性
。

·
本研 究走 在导师欧宁抒教授的指手下完成的

。

还得到 刘福安教授
、

黄 引赞教授
、

林

维庆副教授
、

毕英 佐 同 志
,

许扣苏
、

林永青
、

成丹英子 同学及 本系徽生物学教研 室各 位

同 志的热 情带助
,

于此一并致以衷心 的感紊 ,

一本校 198 4~ 19 87硕 士研究生
,

砚在深洲动植物检疚所工作
。

198 8牛 3月 12日收稿
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另外
,

目前在病毒抗原的提纯方面存在不同看法
,
因此

,

如何视具体情况而选用既

经济实用而又能满足试验要求的提纯方法
,

是有实际意义的
。

本研究的另一个方面是比

较不同纯度抗原制备的抗体的免疫学特性及应用价值
。

再者
,

近年来单克降抗体 (M c A b) 巳在生物学和医学领域中日益 广 泛 地 应 用 ’ “ ’

2 ’ 。

本研究也同时探讨了抗BI v 的M c A b用于 R P H A的可能性
。

材料和方法

(一 ) 弃株或菌株

1
。 I B v一 M . : ,

是中监所提供的强毒株
,

其半数鸡胚感染价 ( E I D
。 。

)为 1 0一 / o
.

l m l .

2
. IB v

一

农科院
,

为广东省农科院兽医所提供 的 地 方 株
,

其 E I D
。 。
为 1 -0 . ’ .

/。
.

l m l ,

3
。

IB v 疫苗
,

来源同 2 , 4
。

IB v
一

分离株
,
为作者试验期间从广州某鸡场分离的野毒

,

其

E i n 。 。

为 1 0一
’
/ o

。

Zm l , 5
。

N n v 强毒
,

由本校许如苏同志提供 ,其 E I D 。 。

为 1 0一 ” “

/ 0
.

1

m l , G
.

I L T v 疫苗
,
为美国威兰公司制造的擦肛强毒疫苗

,

气管内接种对鸡的半数感染

量为 1 0
一 , ’ `

/ o
.

l m l ; 7
.

N D V
一 B :
株

,

由禽病室提供
,

其 E I D . 。
为 1 0

一 ` . ` .
/ o

.

zm l ,
H A效

价为 1
:

32 0~ 64 。 , 8
.

BI D v 与M D v 皆由本校戚丹英同志提供
,

均为鸡胚肾细胞培养 物 ,

9
.

鸡败血霉形体
,

由本校林维庆 副教授提供
,

一个为中监所菌株
,

一个为美国菌株
,

均对

敏感的鸡有致病力
。

(二 ) 人工感染用的鸡

l
。

A 种
:

为 1周龄健康沃加鸡
,

无任何临床症状
,

并经 R P H A法抽俭数只鸡的肺和

气管组织混合液
,

为阴性反应 , 2
。

B种
:
非免疫来航鸡胚孵化的 20 日龄小 鸡

,

无 任何

临床症状
,

并证明其血清无 BI V的抗体 (双扩散及 R P H A抑制价均小于 1 : 2)
,

其肺和气

管组织的 R P H A效价小于 i , o2

(三 ) 抗 I B v 单克降抗体 c : : `

由英国 H o u g ot n 家禽所的M oc ke tt 博士徽送
,

用前提纯并测其蛋白含量
。

(四 ) 抗原纯化与鉴定
`

, ; i : 一 , : : . ,

1
。

提纯
:
将BI V 一

M
. :
接种鸡胚 48 小时后收获的尿囊液进行如下处理

: 《 1) 经 6 8 0 0

r
.

p
.

m
.

离心 30 分钟
,

上清液再经 37 0 0O.r p
o

m
.

离心 2 小时
,

去掉上清
, 沉淀用 P H 7

。

2

BP
s 悬浮即得到 A g一 I样品

, ( 2 ) A g 一 I再经 3 7 0 0 0r
一

P
·

m
.

离 心一次
,

得 到 A g 一 丑 , ( 3 )

A g一 11 再经 20 ~ 50 %蔗糖梯度离心一次
,

得到 A g一皿 , 上述样品均放
一

30 ℃备 用
,

免 疫

家兔时
,

均稀释成原样品的 1 / 2 0体积
。

2
。

纯度及感染性鉴定
:

(1 ) 纯度鉴定
:
采用负染及电镜观察 ; (2 ) 感染让 鉴 定

:

包括鸡胚致病观察与鸡胚干扰试验 ” . J 。
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(五 ) 高免血清制备及效价测定

参照文献介绍方法分别 制 备 A g一 I
、

A g一
丑及 A g一 nI 的抗血清

“ ’ 吕 ,效价测定 包 括 双

扩散效价
`

” ’ 、

中和效价
1 .

及 R p H ^ 抑制 价
` 吕 ’

的测定
。

(六 ) 抗体提纯及含 t 测定

抗血清先经硫酸钱租提
,

再 经 葡 聚 糖 G一

200 过柱二次
。

含量测定参照 B r a d f or d氏方 法
` ’ 。

(七 ) 血球固定
、

醛化
、

致敏及R P H A测 定

按常规方法配制双醛化血 球
,

用 gI G一 I
、

x g G一 11
、

I g G一 111 及 Ig G一 w 致敏的血球分另11称

R B C一 I
、

R B C一 互
、

R B C一 111 及 R B C一 W
。

R P H A测定参照有关文献 ” ” ’ ` 。

(八 ) 人工感染鸡的检测

共 5 批
,

采用气管注射
, 。

.

2m l/ 只
,

对照用

正常胚液接种
,

试验组用 I B V强毒株
。

具体 见 表

1 (病料均取肺和气管 )
。

( 九 ) 鉴别诊断试验

用 B 种鸡
,

分 5 组
, ( l ) I B V组 ; ( 2 ) N D V组 ,

( 3 ) C R n组 , ( 4 ) x L T V组 ,⑤又」
·

照组 , 分 另11用不同

毒株
、

菌株或正常鸡胚液接种
,

方法同 ( /又)
。

( 十 ) 不同检测方法对比试验

用 B 种鸡
,

试验组 14 只
,

对照 4 只
,

攻毒方

法同 ( /、 ) , 将 R P H A法分别与鸡胚千扰试 验
、

鸡胚致病性试验及鸡胚中和试验进行比较
。

(十一 ) 天然病鸡检测

共 5 批
,

方法同 ( 1 1 )
。

图版 A g一 I 电镜像 ( s 0 0O0 x )

A g一五电镜像 ( 1 1 00 00 x )

A g一 正 电镜像 ( l z 0O0 0 x )

(十二 ) 不同纯度抗原制备的抗体免疫学特性及应用价值的比较

采用琼扩
、

中和试验及 R P H A 抑制试验同时比较不同抗原制备的抗 体 的 效 价
, 另

外
,

以 R B c 一 I
、

R B c一 亚
、

R B c一 111 及R B C一 w 同时检测不同材料
,
户的 BI v ;

并同时

对不同毒株或菌株进行比较检测
; 由于 R B c一 VI 为用 M c A b提纯的 I g G一 w 致敏

,

所以该

项目也探 讨了 M c A b用于 R P H A的可能性
。

试 验 结 果

(一 ) 抗原纯化及鉴定结果

1
。

纯度
:

以 A g一 111 的电镜图最清楚
,

隐约可见囊膜粒分布在病毒体外围
, A g一 且
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的图象不如 A g一班那样清晰
,

但病毒粒子较完整
,

而 A g一 l 中的病毒粒子有损伤 ,

gA一
I 的纯度明显低于前二者

;
详见图版 1

、

2
、

3
。

2
.

感染性比较
:

第一代只有A g一 I 能引起 50 %鸡胚产生病变
,

第一代各种抗原 均

不能在鸡胚内干扰 N D V一 B : ,

明显比 BI V一M
` :
原液的感染性为低 , 随着代次增加

,

对

鸡胚的致病力逐渐恢复到BI V一 M
` ;
的水平 , 第二代时 A g一 I 及 A g一 亚已达到鸡胚干扰

试验阳性标准
,

这表明鸡胚致病性试验与干扰试验的结果相平行
。

衰 i

丝 !
数量

}

一
直接、

人工盛续鸡的位洲方式

一 )签一厕 , 万飞犷一一

接种鸡胚后再检测 病料经 P E G浓缩后
龄鸡胚

,

每只
接种后 2 4

、
4 8

测 4 个胚的尿囊液 未 做

同 上 同 上

同上
,

只是将 4 个胚液混合后
再测定其混合液的效价

,

以方 未 做

便操作
。

;

丽落「政毒后 2 天全部舒茶丁祠上方式取 同王万之是3角」用 R B C一 I
、

,

试 验
10只

病料分别用 R B C一 I
、

R B C一亚
、

R B C一 亚
、

R B C一班 及 R B C

R B C一 l 及 R B C一万 比较检侧
。

一 w 四种致敏血球检测
。

未 做

,

1;1一丸尸丝

|川一洲川一aJ

试验组 18

对照
攻毒后 2 及 4

只
,

对 照组 2
天分别 取 试 验 组 8

只
,

进行检测
,

方法 同上第 2 批 未 做
6 只 同竿 1 批

。

余下者至 14 天
,

采面测
其双

l

广散效价及 R P H A抑制价

只组

`

— 土—
同上 同第 4 批 未 做

将派个鸡病料经 3 0%
P E G浓书舌进行
R P H A 检测

。

国医曝冷l一|
18照一

口 口. . . . . .
几̀ , , . 少 . , 户

说 明
:
所 用试脸鸡 1 一 3 批均为 l 周铃健康沃加鸡 , 4 一 5 批均为 用非 免疚来航 鸣 蛋 游 化 出

壳
.

肠离养至 2。日龄
。

上述鸡只 用前均经过检全 ( 见材朴方法 (三 ) 之 相 应部分 )
,

合格者 才 用于

试脸
。

(二 ) 不同纯度扰原栩备的抗体效价比较

详见表 2
。

襄 2 不同纯度杭耳肠 . 的筑体效价比较

喃味之进
正常兔血清

人 b一 I

人 b一 兀

A b一址

琼琼 扩 效 价价 中和抗体效价价 R P H A抑制价价

<<< l : 222 无中和作用用 < 1 : 222

lll 忿 3 222 一 2
.

9 2 555 1一 1 02 444

((((( 1 : 8 4 1
.

4 )))))

111
*

888 一 2
.

6 2 555 1
* 1 2 888

((((( 1 : 4 2 1
.

7 )
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(三 ) 不同纯度抗原制备的免疚球蛋白致教效果比较 (包括M c A b提纯的免疚球 蛋

白 )

1
.

培养物检测比较
:

见表 3
。

2
.

感染鸡检测比较
: (1 ) 病料直 接 检 测

: 只有R B C

一 I 从 10 只鸡中检出 6 只 ( 60 % )
,

其余 3 种敏化血球均检不出
。

( 2) 病料接种鸡胚后

检测结果
.
在 24 小时检测时

,

只有 R B c一 I 检出 55 %阳性 , R B C一 亚与BR C一皿表现为

非特异反应 , R B e一 那无反应
。

在 4 5小时检 测 时
, R B e一 I 检 出 5 0% , R B c一 l 检 出

2 0% , R n e一班仍为非特异反应
, R B e一 万无反应

。

班 8 四种该化血球对各种洽葬钧的位洲抢一比较

氏菌苗巴杆菌

咖…墨{鳖
I B V

疫苗

正常

C E K

M D H v
一

)
~

望望
_
{

N D V
-

C E K

M G

培养物

稀释

液

R B C一 I 2 1 . 2 1 2 < 1 .
2 < 1

,
2

1<一1<

入一昭一12一12一嗯匕一i一1一1一1C一<一<一<一<

谓川

VK一佗一2一2一2DE一卜一卜一口一口印c一V一<一<一<

一
] 一

一
.

一R B C一 l[ 三}亚
< 1

. 2 < 1 t
Z

R B C一址
里

一

{乡
2

, }< 1 2 } 2 . < 1 . 2 < 1
, 2 < 1 :

2

R B C一万 < 1
:

2
<认训之不万

< 1 : 2

!
石

-

;; ! < 1: 2 }< 1
:

2 < 1
* 2 < 1 .

2

(四 ) 人工发病鸡检测结果

详见表 4
。

班 4 用R P H A法位洲人工感热 I刀病珑的结呆

病料直接检测
病料经

P E G 一浓缩后 24 小时 A F二检测
4 8小时A F检测

丽于下矿蔽
州塑笆…竺

一I一%

P
1

8

一R一归匀
ō了.ù

一6P一司J,Z P I } 4 P I { Z P I
了.二

P
OO

l上
..... J匕 .....

1

姜拭 4 P I ! 6 P I

第一批 6 6 % { 6 6%

第二批 ! 66 % 6 6 %

Z /

0 %

/一/
·

//一/一/
%一%一0一0ù

第三批

一/一%62

6 0% :

一一 }

O%

j一

—
{

—
乙

第四批 6 2% {
“ 2

第

而
一

…
一

网赢户
约匕…乙…竺!

7 5

写书灼
` ”

性严臀
/ / }

` 0 0龙 }` 0 0笼 }/ / { / / {/ / 尸 / }/ / i尸 /

· P E G 代表策乙二醉 , “ A F代表呜胚尿 t 液 , “
.

P I代表感来后 , Z P I为感染后 2 天

(五 ) 鉴别诊断结果

1
.

培养物检测比较
:

见表 3
。

2
.

人工发病鸡检测
:

不论直接检测
,

还是 A F效价俭

测
,

都只有 I B v 组有不同程度的检 出率 (病料直接检测的检出率为“ % , 24 小时胚液 检

出率为 83 % , 4 8小时的胚液检出率为 10 0% ) , 其他各组都为阴性反应
。
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~
. . 画` J. J . . . . . . . . 卜 . . 洲 . ` , . . . . 宝. . . 目. . . . . . . 曰. 脚 . . . 曰曰 . . . . . . . . . . . .

(六 ) 不同检测方法的结果比较

详见表 5
。

衰 5 不同位洲方法位洲同一批人工 IB 脚浦的苗果

一
窗岌遗 检 出 率 所 需 时 间 备 注

R P H A法 1 00%( 8 / 8 ) 8 天 为胚液检出率

鸡 胚干

扰试验

第一代 0 % ( O/ 8 ) 3~ 4天

第二代 8 7 % ( 7 / 8 ) 5~ 6天

一
一

天

一
天7一9

一一一
一一一

R一ō吕
月了了

ù

/产n甘一口」

鸡胚致

病性试

验

第一代

第二代

第三代 8 / 8 1 1天

第四代 8 / 8 1 3天

鸡胚中

和试验

第一次检 6 6 % ( 2 / 3 ) 17天

第二次检 10 0% ( 3 / 3 ) 2 3天

该该该时间包括感感

染染染染时间在内内

( 七 ) 天然病例检测结果

详见表 6
。

衰 6 夭熊 I B翻琦位洲的 .

孤匹不
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讨 论

(一 ) I B V的 R P H A 检测祛

1
。

特异性
:

致敏血球只 与鸡胚液
、

鸡肾细胞培养物及病料中的IB V 反 应
,

且 这 性
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反应可被相应的抗 I Bv 血清抑 制
,
另外

,

致敏血球对多种其他禽类病毒及菌株 (见结 果

部分 ) 均不发生反应
,

这都表明该方法的特异性是达到实用标准的
。

2
.

非特异性反应的消除
: 本 R P H A法采汉事先将被检胚浓稀释 1 00 倍

,

或从血凝 板

上第 8 孔才开始加入 R B C一 I 的方法
,

有效地消除了非特异性反应
。

应当指出
,

被检样品

究竟应稀释多少倍
,

取决于所制备的致敏血球的特异性效价与非特异住效价的差数
,

而

不能一概而论
。

3
.

敏感度与实用性
:

从人工感染 BI 病鸡的检测
、

鉴别诊断
、

不同检测方 法 对比检

测和天然病例的检测结果等方面看
,

初步表明该 R P H A法对于检则BI V是比较故 感而实

用的
,

特别是在检出时间上
, R P H A 法在 3 天内叩可 1 00 形的检出

,

明显决于共它方法
。

4
.

有待提高及改进的方面
:

该 R P H A法还不能达到完全灼直接检出病料卞BI v 的程

度
,

虽经 P E G浓缩后可以 1 00 % 的检出
,

但这样忧增加了检测讨间和使操作复杂化
。

上述分析表明
,

尽管BI v 的 R P H A法有某些不足之处
,

但它仍然具有快 找
、

敏 感
、

准确
、

简便而实用的优点
,

可以作为BI v 的一种检测方法
,

并在使用中不断加以完 善
。

(二 ) 不同纯度抗原制备的抗体免疫学特性及应用价值

本研究的结果显示
, A g一 111 的纯度高于 A g一 亚 及

`

地一 I
。

R P H A反应也证 妇R O C一

uI 对正常胚液的非特异性效价低于 R B C一 江及 R B c 一 I
。

这都 说明不同纯度抗原制备的

抗体
,

其特异性是有差异的
。

高纯度 ( 并同时高效价 ) 的抗只一般不易得到
,

或者成本太高而不经济实用
。

本研

究的结果表明
,

只有 A b一 I 能满足 R P H A的要求
。

可 见对于 R P H A而言
,

病毒抗原的提

纯
,

采用一次超速离心处理就可达到要求
。

(三 ) 单克降抗体 (M c A b) 在 R P H A中的应用

近年来
,

M c A b巳开始应用于快速诊断
,

成为分子水平上鉴定病毒的有力工 具
’ ` ’

“ . ’ ` 2 。 。

本研究采用抗 BI V膜蛋白的 M
c A b进行 R P H A反应

,

结果全部阴 性
。

这 与 某

些学者的报道有出入
’ “ ’ 。

作者曾就此问题请教赠送此M c A b的M oc k e tt 博士
,

他认为可能

是因为M c A b的抗体谱太窄而不能在抗原之 l’al 形成交联桥 ( c r o s s i n g 一 L i n k i n g B r id g e s )
,

或者虽然能形成交联桥
,

但由于 M c A b只与单个的抗原决定簇发生反应
,

因而不足以 产

生肉眼可见反应
。

作者的导师则认为可能与该 M c A b的效价太低有关
,

而后者正是 R P H A

反应中需形成抗原抗体大分子交联反应的条件之一
。

应当指出
,

目前对M c A b在许多免疫学诊断方法中应用所 遇到的一些问题尚难做 出

令人满意的解释
,

尚须进一步试验才有可能找出其规律
。

初步认为
,

抗体谱太窄或效价

太低的M C A b可能不适用于班 v 的 R P H A 检测法
。
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