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鸡病防治中网状内皮组织增殖病病毒

(RE v)的有害作用
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摘要 本文报道对禽网状内皮组织增殖病病毒 (E R v)进行的一些研究
.

电镜观察表明 RE v是

典型的 RNA 肿瘤 c型病毒
.

具有
“

苯环状结构
” 。

动物感染试验表明 RE v与火鸡疤疹病毒

(H v T)之间可产生协同作用来危害鸡群
。

作者采用了冰冻切片结合荧光抗体或酶标抗体技术来

检测组织中的E R v抗原
.

采用间接荧光抗体试验对广东1 0个鸡场进行了血清学调查
,

结果表明

只有 2 个鸡场是 R Ev 抗体阴性的
,

其余 8 个场均呈不同程度的抗体阳性
.

特别值得提到的是
.

其

中 1 个场两批鸡因注射不同来源的 H v T 疫苗而表现出 R Ev 抗体阳性率的显著差异
,

这显示了
“ H v T 疫苗失效

”

一个很可能的原因是 RVE 污染了 H v T 痊苗
。

关键词 禽网状内皮组织增殖病病毒 ( R E v ) 。火鸡泡疹病毒 (H v T ) , 免疫抑创 ; 病毒分布

禽网状内皮组织增殖病 (eR it clu oe n d o ht e

ilOS
is ,

RE )是由网状内皮增殖病病毒 (R E v ) 引

起的
,

主要侵害火鸡和鸡
,

引起以淋巴一网状细胞增生为特征的肿瘤性疾病
。

国外对 R E v 的研究较多
,

其中包括血清学
、

形态学
、

免疫学和生物学等方面的研究 〔功
。

何宏虎等 s1[ ( 1 9 8 8) 首次在国内分离到 R E v
,

命名为 R E v
~

c 朽 毒株
,

证实我国也存在此病
。

国外的一些学者认为接种了污染 R E v 的马立克氏病痊苗或喉气管炎疫苗的鸡群会引起免

疫失败.st
, , · ’ s] 并导致 R E V 的人工传播

。

由于使用 R E v 污染的 H v T 疫苗曾对日本养鸡业带

来严重的经济损失图
。

澳大利亚 .tj 美国 l[, 〕匈牙利 13r 等国关于马立克氏病疫苗污染了 RE v 的

事故也有报道
。

进一两年来
,

广东的一些鸡场也曾出现类似的情况
.

在这个基础上开展本

研究工作
。
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小公鸡
,

1
。

1
。

2
.

3

R Ev 病毒一 70 ℃保存的鸡成纤维细胞 ( C E F ) 毒
,

由南京农业大学陈博言副教授提

试验动物

9~ 10 d 龄 的鸡胚
、

鸭胚
,

由华南农业大学养禽实脸场提供
。

试验鸡 1 00 只
,

由广州力康公司提供
,

为 l d 龄未注射过马立克氏病疫苗的海兰

经荧光抗体试验检测证明血清中无 RVE 母镖抗体
.

试验兔
,

广州暨南大学实验动物场提供的 2 只新西兰兔
,

体重 2
.

s kg 左右
。

· 199 0丰硕士毕亚 生
.

已分配 到深训养鸡公司工作

19 9 1一 06 一 1 0 收稿
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击 L 2
.

4试验鸭
,

华南农业大学养禽实验场提供
.

.1 1
·

3 血清样 品 R E v 阳性血清
,

R E v 阴性血清及待检血清
.

.1 .1 4 R E v 单克隆抗体
,

由陈溥言副教授惠赠
.

l
·

L S 羊抗鼠酶标记物
,

南京农业大学陈士友提供
.

一 1
.

6 H v T 疫苗
,

由 T r i一 iB
o
aL bo r a t o r i cs I n e

.

U s A 生产
.

L Z 试验方法
L .2 1 鸡抗 R E v 阳

、

阴性血清的制备
,

按何宏虎 [,] 方法进行
.

1
.

2
.

2 兔抗鸡 gl G 荧光抗体制备
,

按般震等 .t] 方法进行
.

1
.

2
.

3 病毒的纯化与浓缩
,

按何宏虎 .t] 方法策殖病毒
,

按层析法纯化浓缩病毒
.

1
.

2
.

4 病毒的电镜观察 按常规方法进行浓缩病毒的电镜负染观察和含 R E v 的 c EF 细

胞培养物的超薄切片的电镜观察
。

1
.

2
.

5 R E v 阳性细胞板的制备 以及广东部分鸡场 R E v 抗体的检测 按陈博言等闭方法制

备阳性细胞板
,

以后用所介绍的间接荧光抗体试验来检测待检血清并用 自制的标准 R E v

阳
、

阴性血清作对照
.

l
·

.2 6 R E v
,

H
VT

, R E v + H v T 对鸡群的免疫抑制作用比较和造成鸡群临床病理变化的比

较基本按戚丹英等 .1[ 方法进行
.

将 l d 龄海兰小公鸡随机分成 A
,

B
,

c
,

D 四组
,

A 组为对

照组
,

l d 龄时不注射任何东西
,

然后平均分成 A :

和 A :

两组
.

B 组为 R E v 组
,

l d 龄时颈

部皮下接种含 RE
v 的细胞上清液 0

.

5 耐 /只
,

以后同样分成 B : ,

B :

两组
.

c 组为 H v T 组
,

l

d 龄时颈部皮下注射进口 马立克氏病 H v T 疫苗 0
.

5 而 /只
,

以后一样分成 c : ,

c :

两组
.

D 组

为 R E v + K v T 组
,

l d 龄时颈部皮下接种含 R E v 的细胞上清液 0
.

5 m l/ 只加 0
.

5 m l/ 只上述

H v T 疫苗液
,

以后也分成 D : ,

D :

两组
.

在第 7 d 龄时 A : ,

B : , C : ,

D :

组的鸡皮下各注射 50 %

鸭红细胞 ( D R BC ) 0
.

s ml
,

注射 1O d 后测定这些鸡的抗 D R B c 的杭体水平
.

在第 32 d 龄时
,

A
: ,

B : ,

c : ,

D :

组的鸡皮下各注射 50 % D
BR

c 0
.

5 而
,

1 o d 后也测定这些鸡的抗 。 豆 B c 抗

体水平
。

1
.

2
.

7 各脏器中 R E v 抗原分布的检测 免疫抑制试验中每周剖杀的鸡中
,

取 A
,

B 组的鸡

的肝
、

肾
、

脾
、

胸腺
、

法氏囊进行冰冻切片
.

切片吹干后 ;用丙酮固定 10 m in
,

然后 P sB 浸

洗
,

蒸馏水脱盐脱脂
,

吹千后一 20 ℃密封保存
。

最后分别采用酶组化染色法和间接荧光抗

体染色法来检侧各脏器中的 R E v 抗原所在部位
.

翻
.

0
.

0

2 结果

2
.

1 病毒的层析提纯

经 eS p ha d e x o
一

2 0 0 提纯的 R E v 病毒
,

用

eB ck .
n o u 一 7 分光光度计在波长 22 0~ 30 0

n m 间进行扫描
,

可得以下有规则的曲线
,

曲

线平滑下降
,

在 2 60
n m 及 2 8 0 n m 处无明显

的吸收峰
,

且 0
.

D
.

: “ / 0
.

D
.

: .0 = .1 19
。

由于

R E v 提纯物的电镜检查表明病毒较纯
,

所以

此曲线图可作为 R E v 的紫外线吸收特征图

谱 (图 1)
.

22 0
·

2】6 2 5 2 2 6 . 2 . 旧 3 0 0

位长 ( “ m )

图 1 R Ev 的紫外线吸收曲线
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2
.

2病毒的电镜观察

2
.

2
.

1在接种既 v的C EF 超薄切片中
,

可见细胞浆中有大量病毒粒子存在 (图版 1 )
.

可

见类核体电子致密
,

位于病毒粒子的中心位置
,

属于典型的 c 型肿瘤病毒
。

大小约 80 一 1 00
n m 之间 (图版 2 )

。

2
.

2
.

2 层析提纯的 RE v
,

负染后电镜观察可见病毒呈以下结构
:

内层为不能被磷钨酸染料

穿透的部分
,

是类核体所在位置
。

中层为可被磷钨酸染料穿透的部分
,

内层和 中层构成 了

病毒的核心
,

是由二十面体对称的核蛋 白组成
,

呈
“

苯环样结构
” ,

外层为囊膜所在部位

(图版 2 )
。

2
.

3 广东省部分养鸡场的血清学调查结果
19 8 9 年 5

, 6 月间
,

作者对广东省深圳和广州地区 10 个鸡场进行的 R E V 抗体检测结果

如下表
:

表 1 广东省养鸡场 R E v 血清学调查 ( 1 9 8 9年 5一 6 月 )

鸡 场 被检样品数 阳性皿清数 阳性率件幻

E 组 (人伯 严重 ) 3 3 1 9 5 7
.

5

广州 ] 场
F 组 (对照 ) 契 3 9

.

0

广州 2 场 4 0 0 O
.

C

广州 3 场 4 0 1 2
·

5

深习!{ 1场 3 0 4 1 3
,

3

深耸}12 场 5 5 6 1 0
.

9

深翻
,

! 3场 3 0 J 1 3
.

3

深封11月场 3 0 2 6
,

6

深梦lf s 场 3 0 3 1 0
.

0

深妙11 6场 3 3 0 0
.

0

甫海 1 场 1 0 8 1 4 1 3
.

0

2
·

4 R E v
,

H v T
,

R Ev 十 H v T 对鸡群的免疫抑制以及各组鸡群的临床病理变化结果

试验表明各组鸡群对 D R B C 的免疫应答能力是不同的
.

RE v 组鸡在 1一 4 周龄时表现

出轻微的免疫抑制
,

H v T 组在 工一 4周龄时表现 出一定的免疫抑制
,

而 RE v 十 H v T 组鸡则

表现出强烈的免疫抑制
。

从剖检的情况来看
,

l ~ 3 周龄时
,

A , B
,

C ,

D 四组的鸡从外观大小来看未表现出不同
,

胸

腺
、

法 氏囊也未见有什么异常
。

但第 4 周开始慢慢就发现 RE
v 十 H

VT 组的鸡 的法氏囊和胸

腺的大小与其他 3 组相对地发生了萎缩现象
,

第 5 周开始可用肉眼观察到 R E V十 H 、 J T 组的

鸡 比其他 3 组的鸡相对小
,

且法氏囊和胸腺发生更严重的萎缩 (图版 3 )
。

.2 5 RE v 在鸡的一些器官中的分布情况

采用冰冻切片结合荧光抗体技术或酶标抗体技术来检测鸡内脏组织中的 R E v 抗原
,

结

果表明旺v 可感染脾
、

肝
、

肾
、

法氏囊
、

胸腺
,

其中脾
、

肝被感染的程度最大
,

可形成大小不同

的阳性灶 (图版 4 )
。

荧光抗体与酶标抗体方法取得了一致的试验结果表明本研究采用的检



华 南 农 业 大 学 学 报 增刊

测组织内 R v E抗原的方法可行
.

2
.

6某一鸡场由于接种不同的 H v T疚苗
,

结果马立克氏病发生率差异甚大

广东某一鸡场于 1 9 8 9 年 5 月 9 日 ( E 组 )和 5 月 2 5 日 ( F 组 ) 分别从杭州某一鸡场 引

进
“

伊沙
”

鸡 7 50 。 余苗和 7 9 0 0 余苗
.

除 l d 龄时注射的马立克氏病疫苗不同以外 (E 组用国

内某厂生产的马立克氏病 H v T 疫苗
,

F 组用美国沙氏公司的 H v T 疫苗 )
,

在同一鸡舍相同

的条件下饲养这两批鸡
,

结果 E 组 14 周龄开始发病
,

每 日死 15 ~ 20 只鸡
,

尸体剖检和组织

病理学检查证实死于马立克氏病 ( M D )
.

至作者前往采学血时 (第 30 周龄 )
,

E 组已死 4 00 0

多鸡
,

死亡率达 6。 %以上
,

而 F 组的鸡至 30 周龄时的墓本上无 M D 而死的鸡
.

3 讨论与结论

3
.

1 本研究所用的 R E v 属于典型的 R N A 肿瘤 C 型病毒
,

与文献 t’. ,
·
’ 。〕描述的一致

。

3
.

2 进行的试验表明 RvE 与 H
VT 之间有协同作用

,

共同使鸡群产生 免疫抑制和 出现
“

矮

小综合征
”

现象
.

试验支持了
“
当鸡群接种污染有 R E v 的马立克氏病疫苗将造成疫苗失效

”

的提法
.

这个结论表明使用 s P F 鸡胚
、

鸭胚生产疫苗是十分重要的
,

3
.

3 广东某一鸡场的
“
疫苗失效

斤
事故很可能是因为接种污染了 R vE 的 H v T 疫苗而引起

的
.

表 l 中 E 组 R
vE 抗体阳性率与 F 组的差异极显著的现象进一步支持了这个论点

。

3
,

4 冰冻切片结合荧光抗体技术或酶标抗体技术用于检测组织中的 R E v 杭原是一种很好

的实验手段
.

冰冻切片可使组织中的杭原所处位点以及抗原性得以保存
,

另一个优点是快
.

荧光抗体或酶标杭体技术则具有快速
、

敏感
、

特异的优点
.

本试验采用的这些技术达到了快

速
、

特异和敏感的要求
.

致谢 本论文的试验过程中得到了陈薄言
、
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,

刘镇明
、

孔德迎
、

戚丹英讲师
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李感颜
、

李岩
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、

林旭野等同志的大力帝助
,
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。
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图版 C F E超薄切片细包浆中有许多 c型肛 v存在 (箭头所示 )6 (刁 500x )

R五 v负染电镜照片 (76。 。 OOx )
, “

苯环样结构
”

为核衣壳部分 (实心箭头 )
,

核衣壳上有亚单

位 (空心箭头 )

各试验组鸡的法氏囊
、

胸腺大小比较

鸡感染 R E v 后肝脏冰冻切片荧光染色结果 ( 4。。 x )

盖玻片细胞荧光染色阴性对照 ( 4 00 x )


