
华南农业大学学报 10 ( a ) 1 . a。 : 5 2一 5 7

J
.

S o n t h C h i n a A g r .

U n i v .

病 毒 性 关 节 炎 的 研 究
带

辛朝安 古飞霞

(普医 系 )

丘振芳 劳惠源

(江门市食品公司 )

提 要

作者根据广东省江门市某鸡场以玻行鸡为主的鸡病流行情况
,

临床症状及病理变化等
,

作出鸡病毒性关节炎的假定性诊断
。

从病鸡的关节滑液中分离到一种病毒
,

该病毒能在鸡胚卵黄囊内
、

尿囊腔内和绒毛尿囊

膜上生长并致死鸡胚
,

使鸡胚皮肤呈暗红色
。

病毒也能在鸡胚肾细胞
、

鸡胚成纤 维 细胞上

生长并引起细胞病变
。

病毒对鸡红细胞无凝集作用
,

用含病毒的鸡胚尿囊液接种敏感 鸡后
,

可复制出与临床所见 相类似的疾病
。

在电镜下观察
,

病毒直径为 63 ~ 74 n ln
,

在感染的鸡胚绒毛尿囊膜上可见到胞浆 内的包

涵体
,

经侧定
,

病毒含有双股 R N A
,

对氯仿
、

乙醚
、

6 00 C I 小时有抵抗力
,

对胰酶敏感
。

实验结果表明
:

被分离到的病毒为传染性关节炎病毒
,

因此江门市某鸡场所 发 生的以

玻行为主要特征的疾病可以确诊为鸡病毒性关节炎
。

关恤词 琦脚. 性关节炎 , 呼肠班自介

引 言

病毒性关节炎是一种 由呼肠孤病毒引起的重要鸡病
,

该病 由 lO so n 等 于 1 9 5 7年首次

发现于美国
’ ` ’ 、

此后 相继报道发生于世界上很多国家和地区
。

1 9 8 7年
,

我们对广东省 8 个市 16 个鸡场作禽流感
、

鸡滑膜炎霉 形 体
、

鸡 败 血霉形

体
、

鸡腺病毒感染
、

鸡传染性法氏囊病和鸡白痢的血清学调查及部分的病原分离工作
。

在这期间
,

从江门市某鸡场疑徽患鸡滑膜炎霉形体病的病鸡关节中分离到鸡病毒性关节

炎病毒
,

现将此次鸡病毒性关节炎的诊断过程报告如下
。

一
、

流行情况

江门市某鸡场主要饲养A A 肉鸡
,

自 1 9 8 6年起
,

多批鸡群 在 40 ~ 5 0日龄时
,

出现数

量不等的玻行鸡
,

曾多次试验提早在饲料中添加较大剂量多种维生素
、

矿物质添加剂和

. 本丈承荤华南农业 大学兽 医 系欧宁抒
、

刘福安教授和林维庆 副教授审阅修改
,

谨致

以深切 的谢意
。
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抗菌药物
,

但玻行鸡到时仍继续出现
。

1 9 8 6 ~ 1 9 8 7年
,

此类病鸡约占发病鸡群饲养量的 8 ~ 9 %
,

由于未找到有效的防治

方法
,

只能在 40 日龄起
,

由饲养员加强对鸡群的观察
,

一旦发现跋行鸡
,

沈及时淘汰
。

从几年来的经验和资料来看
,

此种病鸡的多少似乎与进鸡前鸡舍空置时间的长短有

关
,

凡栏舍空置时间较长时
,

病例也随之减少
。

二
、

临床症状和病理变化

(一 ) 临床症状

临床症状明显的病鸡
,

大多数出现在 4 0日龄至上市前这段时间
,

发 病 率一般 约 为

3 ~ 5 %
,

最高达 20 写
。

早期病鸡营养良好
,

喜欢伏地而不愿站立和行走
,

继而坡行
,

或因不能站立而卧地不起
。

病鸡因得不到足够的饲料和饮水而逐渐消瘦衰竭
。

仔细检查

时
,

可见蹦关节单侧或双侧肿胀
,

有热感和波动感
。

( 二 ) 病理变化

曾系统剖检病鸡 10 例
,

病理变化较一致
,

主要病变在蹋关节
。

关节明显肿胀
,

关节

囊内含有较多的粉红色粘性液体
,

滑膜上有点状出血或斑状出血
,

趾屈肌肚和粼伸肌键

肿胀
,

其中 2 例关节囊内充满脓性渗出物并带恶臭味
。

其它脏器未见明显的病变
。

三
、

细菌的分离培养

取送检 4 只病鸡的心血及关节内滑液作细菌分离
,

从其中痴例分离到大肠杆菌
,

其

它三例未能分离到任何细菌

四
、

脚 . 的分离

1
.

取送检病鸡创关节内的渗出物及健鞘碎片
,

加 1 0倍生理盐水反复研磨后
,

以 3 0 0 0

转 /分离心 30 分钟
,

吸取中层混悬液
,

每毫升加入青霉素 5 千单位
,

庆大霉素 3 干单位
,

4 ℃作用 4 小时
,

然后接种 7 日龄的试验组鸡胚 6 只
,

接种途径为卵黄囊内
,

接种量为

每胚 O
。 2毫升

,

同日龄对照组鸡胚 4 只
,

每胚接种灭菌生理盐水 0
。

2毫升 (鸡胚来白广东

省生物制品厂的非免疫鸡 )
。

接种后置 3 7
。

5℃温箱内继续孵化
。

试验组鸡胚于接种后第 72 小时死亡 1只
,

第96 小时死亡 2 只
,

对照 组 鸡 胚 未见异

常
。

收取死胚一部分卵黄液和尿囊液
,

经无菌检验后作进一步试验用
。

剖检死亡鸡胚
,

见胚体广泛充 血
、

出血
,

整个胚体呈暗红 色
。

2
。

分离物的继代培养
:

取上述鸡胚分离物作 l 。“ ’ 稀释
,

分别经卵黄囊内
、

尿囊腔

内
、

绒毛尿囊膜途径
,

接种 7 日龄
、

9 日龄
、

10 日龄鸡胚各 6 只
。
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经卵黄囊接种的鸡胚于接种后第 4 天死亡 5 只
,

胚体明显出血
。

经尿囊腔接种的鸡胚
,

于接种后第 3 天死亡 4 只
,

胚体明显出血
,

肝脏可见少量白

色坏死点
。

经尿囊膜接种的鸡胚
,

于接种后 4 ~ 5 天死亡 5 只
,

胚体明显出血
。

取上述经尿囊腔接种后死亡的鸡胚的尿囊液为材料
,

经尿囊腔接种
,

继续传代
,

现

已传到第 5 2代
。

3
。

分离物的红细胞凝集试验
:
用微量法和试管法

,

对上述第一代
、

第二代鸡胚分

离物作鸡红细胞凝集试验
,

结果分离物对鸡红细胞无凝集作用
。

4
.

分离物的人工发病试验
:

对上述鸡胚分离物进行了三次人工发病试验
。

( 1 ) 第一次人工发病试验
:

攻毒组为14 日龄的 A A雏鸡 60 只
,

接种材 料 为第一代

鸡胚分离物的鸡胚尿囊液及卵黄液的混合物
,

生理盐水作 1
: 5 稀释

,

接种 途 径为鸡脚

掌内注射
,

接种量每只 0
。

2毫升
,

接种后离地笼养观察到 56 日龄
,

每星期在饮 水 中加入

4 /万的利高霉素 3 天
,

预防细菌性感染
。

空白对照组为同日龄 A A雏 “ 20 只
,

每只于脚掌内注射经稀释的正常鸡胚尿囊液 0
.

2

毫升
。

对照组于接种后 第 2 天
,

有一只雏鸡于接种部位出现红肿
,

第 4 天 起 开 始 逐渐消

退
。

在 31 日龄时
,

死亡 1 只
,

经检验确诊为球虫病
。

其余鸡只未见明显的异常
。

攻毒组于攻毒后第 48 小时检查时
,

接种一侧脚掌出现轻度肿胀者 37 只
,

第 72 小时检

查时
, _

七述患部的肿胀更为明显
,

掌部红
、

肿
、

有热感
、

皮肤高度紧张
,

其中有 3 只肿

胀蔓廷到对关节
,

明显玻行
,

直至 56 日龄也未能恢复正常
。

在留下继续观察 的攻 毒 组

中
,

分别在 43 日龄
、

49 日龄时各出现一只肢行鸡
,

其中一只玻行 2 天后即 常 常 蹲 伏不

起
,

借助双翼辅助才能走动
,

检查时见一侧谢关节肿胀
。

这两只病鸡直至“ 日龄试验结

束时
,

仍存活
,

但较消瘦
。

于攻毒后第 7 天扑杀攻毒组病鸡 2 只
,

从附关节的关节液中分离到性 质 相 同 的病

毒
。

( 2 ) 第二次与第三次人工发病试验均复制出与自然病例相似的疾病
。

五
、

病毒的形态和理化特性

1
.

电镜观察
:

将感染了病毒的鸡胚尿囊液
,

用 差 逮 离 心法 ( s o O0 rP m 45 分 钟
,

3 0 0 0 0r p m l 小时 ) 制成提纯的浓病毒悬液
,

然后用 2 %磷钨酸染 液 负染
,

马上置于电

镜下观察 ( 图略 )
。

可见病毒是无囊膜
、

圆形
、

直径介于 63 ~ 74 n m之间
。

取感染了病毒的鸡胚绒毛尿囊膜上的痘斑
,

制成超薄切片后进行电镜观察
,

见病毒

存在于鸡胚 绒毛 尿囊膜细胞浆内
,

聚集成晶格状
。

病毒粒子具有致密的芯髓 (图略 )
。

2
。

细胞墙养特性
:

将含病毒的鸡胚尿囊液
,

接种于生长成单层的 19 ~ 21 天龄鸡胚

肾细胞 ( C E K )
,

接种后 24 小时可见 合胞体形成
,

72 小时可见细胞发生皱缩
、

团聚
、

脱
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短。
C E K传至第 4 代

,

接毒后 24 ~ 36 小时
,

便能出现明显的细胞病变 ( C P E )
。

含毒的鸡胚尿囊液
,

初次接种于单层的鸡胚成纤维细胞 ( C E F )
,

不出现可见的细

胞病变
,

但盲传至第 4 代
,

接毒后 48 ~ 72 小时
,

便出现类似于病毒感 染 c E K 的细胞病

变
,
第 9 代的 C E F收获液的 T C I n 。 。

效价为 1 0
一 , 。

3
.

病毒的理化特性

( 1 ) 叮吮橙染色
:
按殷震主编的 《动物病毒学》 介绍的方法 试 验

’ ` ’ ,

在接毒后

6 小时的飞片上
,

染成桔红 色的 c E F单层细胞的胞浆内
,

看到黄绿色着染的包 涵体
,

每

个细胞内可见 2 ~ 8个不等
。

这表明细胞感染了能在胞浆内复制的具有双链核榕核酸的

病毒
。

( 2 ) P H试验
:
取。

。

5 m l病毒液
,

加入 4
.

s m l ,’l ” ”
细胞营养 液

,

然 后 适 量滴加

o
。

I N H e l (或 5
.

6 % N a H C o 3
) 用酸度计测 p H

,

置 4 ℃感作 1小时后
、

用 5
.

6% N a H C o .

(或 0
.

I N H cl 溶液 ) 将 P H调 回 7
.

2左右
,

并用 a1 99,, 营养液调节对照组及各组病毒液

量
,

使总量相等
。

然后在单层的 C E F细胞上测定感染力
。

结果
,

病毒在 p H S
。

3
,

4 ℃
,

l 小时后
,

对细胞感染力不变
,

在P H 4
。

98
、

4 ℃ 1小时后
,

感染力下降 2 个 对 数 滴度

以上
,

但接种 9 日龄鸡胚
,

鸡胚的死亡时间较对照组胚推迟 24 ~ 36 小时
。

另外
,

病毒液

经 p H 2
.

98
,

4 ℃ 1 小时后
,

对 c E F的感染力下降 4 个对数滴度
。

( 3 ) 氯仿试验
:

含 5 % A R级抓仿的病毒 液
,

室 温 下 振 荡 混合 2 0分钟
,

然后在

C E F上测定
,

T C I D 。 。
效价不变

。

( 4 ) 乙醚试验
:

o
.

s m l病毒液与 。
.

2 m l麻醉用乙醚 混 合
,

振 荡 6 0分钟后
,

对单层
c E F细胞的感染力下降 1个对数滴度

。

( 5 ) 胰酶试验
:
胰酶用量为病毒液的 0

。

5%
,

置 37 ℃ l 小时
,

然后加入 灭 活犊牛

血清终止姨酶作用
,

在 C E F 上测定病毒的感染力
,

结果 T cI D 。 。
效 价下 降 2 个对数滴

度
。

( 6 ) 耐热试验
:

将病毒液置于 62 ~ 63 ℃水浴 2 小时
,

然后在生长成单层的C E F上

测定感染力
,

结果 T c I D 。 。
效价下降一个对数滴度

。

( 7 ) 氯化镁试验
:
病毒在 I M 灼氮化镁中

,

于 55 ~ 60 ℃处理 30 分钟后
,

对 c E F细

胞的感染力升高 2 个对数滴度
,

而置于 一 28 ℃ 1小时
, T cI D

。 。

效价下 降 2 个 对 数滴度

以上
。

六
、

讨论和结论

1
.

江 门市某鸡场跋行鸡的疾病流行情况
、

临床症状及病理变化与文献 中描述的鸡

病毒性关 省炎较为相以
2 ’ ,

曾添加多种淮生素
、

矿物质和抗菌药物防治 无 效
,

从关节

滑液中未能分离到 与该病有关的细菌李
,

我们曾作出鸡病毒性关节炎的假定性诊 断
。

2
。

经鸡胚卵黄囊途径
,

从病鸡关节滑液中分离到病毒
,

能致死鸡胚并使鸡胚胚体

充血出血而呈暗红 色
;
病毒对鸡红细胞无凝集作用 , 经过体内接种敏感鸡三批

,

能复制
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出与临床所见相似的疾病 , 在电镜下观察
,

病毒无囊膜
,

直径 63 ~ 74 n m
,

在感 染的鸡

胚绒毛尿囊膜上
,

可见到胞浆内的包涵体
;
经 鸣胚尿囊液培养的病毒

,

能在单层鸡肾细

胞上继代
,

传至第 4 代时可产生细胞病变
。

至三列定谈病毒含双股 R N A
,

对氯 仿
、

乙醚
、

6 0 0 c l 小时有抵抗力
,

对胰酶敏感
。

以上有关病毒的形态大小
、

核酸型与理化性质等与

禽类呼肠孤病毒是基木一致的
,

可以肯定
,

被分离到的病毒为鸡传染性关节炎病毒
,

江

门市某鸡场所发生的以玻行为主的疾病可以确诊为鸡病毒性关节炎
` . ’ “ ’ 。

3
。

据一般资料介绍
,

呼肠孤病毒在 P H Z ~ 8 范围内是稳定的
,

但根 据 我们的侧

试结果
,

该病毒对 P H S
.

3有抵抗力
,

但不能耐受 P H 4
.

98
,

1 小时
,

此点与文 献 报道不

完全一致
,

原因何在
,

正在进一步探索中
“

4
.

鸡病毒性关节炎在国外 已流行多年
,

国内则尚未引起足够的重视
,

如不进行细

致的鉴别
,

易误诊为商萄球菌病
,

滑膜炎霉形体病或营养缺乏病
,

为了正确做好该病的诊

断和预防工作
,

有必要对该病的流行情况作进一步的广泛的调查并尽快研 制出有效的疫

苗
。
目前

,

我们巳将分离到的野毒作 52 代的鸡胚传代
,

并开始着手对抗原性等进行逐项

的测定
。
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