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不同样品对黄羽种鸡禽白血病

病毒净化检测效果的影响

郝建勇，秦建如，邱倩倩，袁丽霞，饶明章，廖　明，曹伟胜
（华南农业大学 兽医学院／农业部兽用疫苗创制重点实验室，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】评估黄羽种鸡禽白血病的净化工作，比较源于同一鸡群不同样品对禽白血病病毒（ＡＬＶ）检测结果的
影响．【方法】采用ＡＬＶ抗原ＥＬＩＳＡ方法对广东一黄羽种鸡场采集的２６９１枚种蛋进行检测，根据检测结果采集其
中７０份不同Ｓ／Ｐ区间所对应的母鸡抗凝血，分离血浆后分别同时接种于 ＣＥＦ和 ＤＦ１细胞，用病毒分离方法进行
检测，并用ＰＣＲ方法进行亚群鉴定．【结果和结论】从送检种蛋蛋清共检出 ＡＬＶｐ２７阳性样品２４３份，阳性率为
９０３％（２４３／２６９１）；蛋清不同ＥＬＩＳＡＳ／Ｐ区间所对应的病毒分离情况分别为：蛋清ＥＬＩＳＡＳ／Ｐ≥２０的鸡只其血样
ＣＥＦ和ＤＦ１细胞病毒分离率均为１００％；１５≤Ｓ／Ｐ＜２０的鸡只病毒分离率均为８８９％；１０≤Ｓ／Ｐ＜１５的鸡只病
毒分离率均为８５７％；０２≤Ｓ／Ｐ＜１０的鸡只病毒分离率分别为６０％ ～７５％（ＣＥＦ）和４０％ ～５０％（ＤＦ１）；０１≤
Ｓ／Ｐ＜０２的鸡只病毒分离率为６２５％（ＣＥＦ）和５０％（ＤＦ１）；Ｓ／Ｐ＜０１的鸡只分别为２７２％（ＣＥＦ）和９１％ （ＤＦ
１）的病毒分离率．ＰＣＲ结果显示，所有７份ＣＥＦ＋ＤＦ１－的ＣＥＦ培养物中有６份为内源性ＡＬＶＥ．研究表明，在蛋清
ＥＬＩＳＡ检测时，Ｓ／Ｐ越高的阳性蛋清样品其对应母鸡越可能是外源性ＡＬＶ病毒血症阳性；有一定比例 Ｓ／Ｐ较低的
阳性蛋清样品是由对应母鸡体内的内源性ＡＬＶ排毒所致；而净化初期少数蛋清Ｓ／Ｐ为阴性的蛋清，其对应母鸡仍
可能检出外源性ＡＬＶ，说明在黄羽种鸡外源性ＡＬＶ净化方案中单独使用１次蛋清 ＥＬＩＳＡ检测可能会给禽白血病
的净化检测造成一定的“误诊”和“漏检”．
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　　禽白血病（Ａｖｉａｎｌｅｕｋｏｓｉｓ，ＡＬ）是由甲型反转录
病毒属的禽白血病病毒（Ａｖｉａｎｌｅｕｋｏｓｉｓｖｉｒｕｓ，ＡＬＶ）
引起的一种禽类肿瘤性传染病，临床上多以生产性

能下降、免疫抑制、多个器官组织出现肿瘤为特

征［１］．通常依据病毒血清中和试验、囊膜糖蛋白特性
和宿主范围等将 ＡＬＶ分为 Ａ～Ｊ共１０个亚群，其中
只有Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ和Ｊ亚群ＡＬＶ来源于鸡．２０１２年，
王鑫等［２］从我国芦花鸡中分离出３株疑似新亚群（Ｋ
亚群）ＡＬＶ．

根据ＡＬＶ的自然传播方式和病毒复制的生物学
特性，可将其分为外源性病毒和内源性病毒．外源性
ＡＬＶ是指不会通过宿主细胞染色体传递的病毒，而
以病毒粒子形式进行垂直和水平传播，包括Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｄ、Ｊ亚群，其中Ａ、Ｂ、Ｊ是常见的外源性ＡＬＶ，致病力
较强．因此，这些外源性病毒是ＡＬ净化的重要对象．
内源性ＡＬＶ是指前病毒ｃＤＮＡ可永久性整合进宿主
细胞染色体基因组的病毒，可通过染色体垂直传播，

主要是指Ｅ亚群，一般致病力较弱或不致病，但它可
干扰对外源性ＡＬＶ感染的检测，给ＡＬＶ的净化工作
带来了很大的困难［３］．

近年来，ＡＬ在我国各地仍然广泛流行［４５］，特别

是在２００６—２００９年间，ＡＬＶＪ诱发的血管瘤给我国
商品蛋鸡造成了巨大的经济损失［６］．在《国家中长期
动物疫病防治规划（２０１２—２０２０）》和《全国肉鸡遗传
育种改良计划（２０１４—２０２５）》中均将 ＡＬ列入重点
防治对象和疾病净化目标．为了控制ＡＬＶ的流行，崔
治中等［７］拟定针对我国不同种禽场可选择实施不同

的ＡＬＶ净化方案．
外源性ＡＬＶ的净化检测可从感染鸡的胎粪、泄

殖腔拭子、血液、精液和蛋清等样品中进行．在不同

公司的禽白血病净化方案中，蛋清通常被列为非常

重要的检测对象，即通过 ｐ２７抗原 ＥＬＩＳＡ频度检测
蛋清，根据检测结果淘汰阳性鸡，从而尽可能阻止

ＡＬＶ经种蛋垂直传播．但是这种方法的先天不足在
于现有商品化试剂盒不能区分内源性和外源性病

毒．目前国内外公认检测外源性 ＡＬＶ的“金标准”是
病毒分离．病毒分离常用血浆样品，近年来也有研究
开始分析不同品种鸡蛋清病毒分离的结果［８１０］．

广东是黄羽肉鸡产业的重要生产和消费大省．
近些年来ＡＬ也一直困扰黄羽肉鸡产业的健康发展．
可喜的是，广东省一些黄羽种鸡品系相继启动了外

源性ＡＬＶ的净化工作．在对蛋清的净化检测结果分
析过程中，有不少黄羽种鸡场的管理人员和兽医工

作者经常问到同一个问题：即黄羽种鸡场蛋清 ｐ２７
抗原ＥＬＩＳＡ阳性鸡是否真的为外源性 ＡＬＶ带毒鸡．
因此，本研究拟对广东省一黄羽种鸡的蛋清样品进

行ＡＬＶ抗原ＥＬＩＳＡ检测，进而采集蛋清 ＥＬＩＳＡ阳性
样品对应母鸡的血浆样品分别同时接种 ＣＥＦ和 ＤＦ
１细胞进行病毒分离，以比较蛋清ＥＬＩＳＡ检测和血浆
病毒分离之间的对应关系，从而为该黄羽种鸡群中

ＡＬ的防控及净化方案提供科学依据．

１　材料与方法

１．１　蛋清样品采集
从广东一黄羽种鸡场送检的２６９１枚育种核心

群种蛋中逐个吸取蛋清１ｍＬ置于１５ｍＬ离心管，
－８０℃条件下保存备用．
１．２　试剂和仪器

ＡＬＶ抗原检测试剂盒（ＡＬＶＡｎｔｉｇｅｎＴｅｓｔＫｉｔ）为
ＩＤＥＸＸ公司产品；ＤＭＥＭ、ＦＢＳ和 Ｔｒｙｐｓｉｎ均为 Ｇｉｂｃｏ
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公司产品；ｐＭＤ１８Ｔ载体、ＧｏＴａｑＤＮＡ聚合酶为
ＴａＫａＲａ公司产品；ＳＱＴｉｓｓｕｅＤＮＡ提取试剂盒、胶回收
试剂盒为 ＯＭＥＧＡ公司产品；大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ感受态细胞 ＤＨ５α购于天根生化科技有限公司；
ＤＦ１细胞为农业部兽用疫苗创制重点实验室保存；鸡
胚成纤维细胞（ＣＥＦ）使用ＳＰＦ鸡胚（北京梅里亚维通
实验动物技术有限公司提供）制备；ＢｉｏｔｅｋＥｌｘ８００型
酶标仪、凝胶成像及分析系统、高速低温离心机等仪器

均由农业部兽用疫苗创制重点实验室提供．
１．３　蛋清ＡＬＶｐ２７抗原ＥＬＩＳＡ检测

将－８０℃保存的蛋清反复冻融 ３次，参照
ＩＤＥＸＸ公司ＡＬＶ抗原检测 ＥＬＩＳＡ试剂盒使用说明
书进行ｐ２７抗原检测，并计算其Ｓ／Ｐ值．判定标准如
下：Ｓ／Ｐ＜０２为阴性，Ｓ／Ｐ≥０２为阳性．
１．４　细胞培养与病毒分离

参照文献［１１］并有所改进．根据“１３”中检测结
果，立即采集其中７０份不同区间Ｓ／Ｐ值（Ｓ／Ｐ≥２０，
１５≤Ｓ／Ｐ＜２０，１０≤Ｓ／Ｐ＜１５，０５≤Ｓ／Ｐ＜１０，
０２≤Ｓ／Ｐ＜０５，０１≤Ｓ／Ｐ＜０２，Ｓ／Ｐ＜０１）所对应
的母鸡抗凝血，无菌操作分离血浆后分别同时接种

于２４孔板中的 ＣＥＦ细胞悬液（１７×１０５ｍＬ－１）和
ＤＦ１细胞悬液（１７×１０５ｍＬ－１）中，每孔接种５０μＬ
血浆，每个样品接种２孔，同时设立ＤＭＥＭ阴性对照
和接种已知ＡＬＶ的阳性对照各２孔，在３７℃体积分
数为５％ＣＯ２培养箱中培养，待细胞长至单层，换为
体积分数１％的ＦＢＳ细胞维持液再连续培养７ｄ，然
后将ＣＥＦ和ＤＦ１细胞培养物反复冻融３次，５０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，离心后的细胞上清液 －８０℃条
件下保存备用；细胞沉淀用于提取 ＡＬＶ前病毒基因
组ＤＮＡ．
１．５　细胞上清ＥＬＩＳＡ检测与数据统计

细胞上清ＥＬＩＳＡ检测操作方法同“１３”．并使用
ＥＸＣＥＬ软件对试验数据进行处理和统计分析．
１．６　前病毒ＤＮＡ的制备

参照“１５”中的检测结果收集“１４”中的 ＣＥＦ
阳性且 ＤＦ１阴性（ＣＥＦ＋ＤＦ１－）和 １份 ＣＥＦ、ＤＦ１
均为阴性（ＣＥＦ－ＤＦ１－）的ＣＥＦ细胞沉淀，并随机选
取不同区间 ＣＥＦ和 ＤＦ１均阳性（ＣＥＦ＋ＤＦ１＋）的
ＤＦ１细胞沉淀１３份（Ａ～Ｆ每个区间２份，Ｇ区间１
份），按照ＳＱＴｉｓｓｕｅＤＮＡ试剂盒 ＯＭＥＧＡ公司说明
书提取基因组ＤＮＡ，－２０℃条件下保存备用．

１．７　引物合成和ＡＬＶ亚群鉴定
参照文献［１１］以及 ＧｅｎＢａｎｋ中已公开发表的

ＡＬＶ序列分别合成用于扩增 ＡＬＶＡ、ＡＬＶＢ、ＡＬＶＪ
和ＡＬＶＥ的特异性ＰＣＲ分型鉴定引物，其扩增产物
预计大小分别为６９０、１１００、１２５０、５４５ｂｐ．
１．８　分离株ｇｐ８５基因的扩增和测序

参考文献［１２］合成扩增ＡＬＶＪｇｐ８５基因的特异
性引物，其扩增产物预计大小为９２４ｂｐ．按照琼脂糖凝
胶回收试剂盒说明书对ＰＣＲ产物进行回收，然后将胶
回收产物连接到ｐＭＤ１８Ｔ载体，再将连接产物转化大
肠埃希菌感受态细胞ＤＨ５α，将经菌液ＰＣＲ鉴定阳性
质粒送英潍捷基（上海）贸易有限公司测序．
１．９　ｇｐ８５基因的序列分析

利用ＤＮＡＳｔａｒ７１基因分析软件对测序结果进
行核苷酸序列的剪辑和拼接．将分离株的 ｇｐ８５基因
核苷酸序列与ＧｅｎＢａｎｋ中已公开发表的国内外各参
考毒株的ｇｐ８５基因核苷酸序列进行相似性分析，并
用ＭＥＧＡ５０绘制分离毒株与各参考毒株 ｇｐ８５基因
序列的系统进化图谱．各亚群ＡＬＶ参考毒株：ＲＡＶ０
（Ｍ１２１７２），ＲＡＶ１（Ｍ１９１１３），ＲＡＶ２（Ｍ１４９０２），
ＰｒａｇｕｅＣ（Ｊ０２３４２），ＳＲＤ （Ｍ２２７３０），ＨＰＲＳ１０３
（Ｚ４６３９０），ＮＸ０１０１（ＤＱ１１５８０５），ＨＮ０６（ＨＱ９００８４４），
ＳＣＡＵ１１Ｈ（ＫＣ１４９９７２），ＳＣＡＵ１１ＸＧ（ＫＣ１４９９７１），
ＡＤＯＬ７５０１（ＡＹ０２７９２０），ＣＡＵＧＸ０１（ＨＭ６４０９４３），
ＷＬＹ１３（ＫＪ６３１３１１），ＡＨａｑ０２（ＫＦ５３４７５３），ＺＨ０８
（ＨＱ３１６１６６），ＧＤ０６ＳＬ１（ＥＦ１０７６２４）．

２　结果
２．１　蛋清样品ＡＬＶ抗原ＥＬＩＳＡ检测

对来自广东一黄羽种鸡场育种核心群的２６９１
枚种蛋进行了 ＡＬＶｐ２７抗原 ＥＬＩＳＡ检测，其中共检
出２４３份阳性样品，则该批送检种蛋的 ＡＬＶｐ２７抗
原阳性率为９０３％．
２．２　ＣＥＦ和ＤＦ１细胞的病毒分离结果

根据“２１”中的检出结果，参照步骤“１４”，将蛋
清对应编号母鸡的血浆样品分别同时用ＣＥＦ细胞和
ＤＦ１细胞进行病毒分离，结果如表１所示．ＤＦ１细
胞病毒分离总阳性率为 ６０％（４２／７０），ＣＥＦ细胞病
毒分离总阳性率为 ７０％（４９／７０），进一步分析后发
现，ＤＦ１细胞病毒分离阳性的样品，其 ＣＥＦ细胞病
毒分离结果也均呈阳性．

表１　血浆样品细胞培养物的ＡＬＶ抗原ＥＬＩＳＡ检测结果１）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡＬＶａｎｔｉｇｅｎＥＬＩＳＡｔｅｓｔｏｆｐｌａｓｍａｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓ 阳性率／％

细胞 Ｓ／Ｐ≥２．０ １．５≤Ｓ／Ｐ＜２．０ １．０≤Ｓ／Ｐ＜１．５ ０．５≤Ｓ／Ｐ＜１．０ ０．２≤Ｓ／Ｐ＜０．５ ０．１≤Ｓ／Ｐ＜０．２ Ｓ／Ｐ＜０．１ 合计

ＤＦ１ １００（１３／１３） ８８．９（８／９） ８５．７（６／７） ５０（６／１２） ４０（４／１０） ５０．０（４／８） ９．１（１／１１） ６０（４２／７０）
ＣＥＦ １００（１３／１３） ８８．９（８／９） ８５．７（６／７） ７５（８／１２） ６０（６／１０） ６２．５（５／８） ２７．２（３／１１） ７０（４９／７０）

　１）括号内数据为“呈阳性样品数／总检测样品数”．

１３　第６期 　　　　　郝建勇，等：不同样品对黄羽种鸡禽白血病病毒净化检测效果的影响 　　　



２．３　ＣＥＦ和ＤＦ１细胞病毒分离的相关性
以ＤＦ１细胞病毒分离率（ｘ）为横坐标，ＣＥＦ细

胞病毒分离率（ｙ）为纵坐标，建立回归线性方程（图
１），线性关系方程为 ｙ＝０７２３７ｘ＋０２７５２，相关系
数为０９３９３，说明这２种细胞的ＡＬＶ分离结果符合
率高度相关，检测结果准确、可靠．

图１　ＣＥＦ和ＤＦ１细胞病毒分离相关性分析
Ｆｉｇ．１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖｉｒｕｓｉｓｏｌａｔｉｏｎｉｎＣＥＦａｎｄＤＦ１ｃｅｌｌｓ

２．４　ＰＣＲ亚群鉴定结果
对 ＣＥＦ＋ＤＦ１－的全部７份 ＣＥＦ细胞样品及１

份ＣＥＦ－细胞样品分别标记为１～８，另外从７个不同
区间中随机选取１３份ＣＥＦ＋ＤＦ１＋的ＤＦ１细胞样品
标记为９～２１，然后进行 ＰＣＲ亚群鉴定．８份 ＣＥＦ细
胞样品中有６份（０５≤Ｓ／Ｐ＜１０、Ｓ／Ｐ＜０１区间各
２份，０２≤Ｓ／Ｐ＜０５、０１≤Ｓ／Ｐ＜０２区间各１份）
扩增片段大小为１２５０ｂｐ左右，与 ＡＬＶＥ特异性片
段大小相一致，有１份（来自０２≤Ｓ／Ｐ＜０５区间）
片段大小为５４５ｂｐ，与 ＡＬＶＪ亚群特异性片段大小
相一致，阴性细胞没有条带（图２）；而另１３份 ＤＦ１
细胞样品ＰＣＲ产物的大小均为５４５ｂｐ，与 ＡＬＶＪ片
段大小相一致（图３），说明该黄羽种鸡育种核心群
不仅存在具有复制能力的内源性 ＡＬＶ，而且存在外
源性ＡＬＶＪ．
２．５　ｇｐ８５基因ＰＣＲ扩增结果

以提取的 ＤＦ１细胞培养物 ｃＤＮＡ为模板，用
ｇｐ８５特异性引物进行 ｇｐ８５基因的扩增，分离出３株
ＡＬＶＪ，分别命名为 ＧＤ１４０１Ｊ、ＧＤ１４０２Ｊ、ＧＤ１４０３Ｊ．其
ｇｐ８５基因大小均为９２４ｂｐ，与预期大小一致（图４）．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００（从上到下依次为：２０００，１０００，７５０，５００，２５０，
１００ｂｐ）；１～８：检测样品；＋：阳性对照；－：阴性对照．

图２　ＣＥＦ细胞培养物的ＡＬＶＰＣＲ检测
Ｆｉｇ．２　ＡＬＶＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＥＦｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００（从上到下依次为：２０００，１０００，７５０，５００，２５０，

１００ｂｐ）；９～２１：检测样品；＋：阳性对照；－：阴性对照．

图３　ＤＦ１细胞培养物的ＡＬＶＰＣＲ检测

Ｆｉｇ．３　ＡＬＶＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤＦ１ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１～３：ＧＤ１４０１Ｊ、ＧＤ１４０２Ｊ、ＧＤ１４０３Ｊ．

图４　ｇｐ８５基因的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．４　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｐ８５ｇｅｎｅ

２．６　分离株ｇｐ８５基因的序列分析
利用 ＤＮＡＳｔａｒ软 件 分 别 对 ＡＬＶＪ分 离 株

ＧＤ１４０１Ｊ、ＧＤ１４０２Ｊ和 ＧＤ１４０３Ｊ的 ｇｐ８５基因序列进
行剪辑和拼接，结果显示这３个毒株的 ｇｐ８５核苷酸
序列长度均为９２４ｂｐ，它们之间的核苷酸相似性达
到９８８％ ～９９８％．与 ＧｅｎＢａｎｋ中已公开发表的国
内外不同 ＡＬＶ分离株 ｇｐ８５基因核苷酸序列进行相
似性比较，发现这３个分离株的 ｇｐ８５基因与 ＡＬＶ
Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ亚群的ｇｐ８５基因相似性只有４９３％ ～
４９９％，与ＡＬＶＪ的 ｇｐ８５基因相似性高达８７４％ ～
１００％．其中，与国外ＡＬＶＪ分离株ＡＤＯＬ７５０１相似性
达８７４％～８７５％；与ＡＬＶＪ原型株ＨＰＲＳ１０３的相似
性为９７７％～９８１％；与国内广东地区部分分离株的
相似性为９２３％～９４８％，与安徽分离株 ＡＨａｑ０２的
相似性最高分别为９９８％、１００％、９９０％．各亚群的
ｇｐ８５基因系统进化树显示，３个分离株与ＡＨａｑ０２位
于同一个进化分支上，而与 Ｊ亚群原型株 ＨＰＲＳ１０３
位于同一个大的进化分支上（图５）．
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图５　ＡＬＶＪｇｐ８５基因的核苷酸序列遗传进化树
Ｆｉｇ．５　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＡＬＶＪｇｐ８５ｇｅｎｅ

３　讨论与结论

禽白血病是鸡群中最常见的肿瘤性疾病之一，

它不仅会造成病禽的死亡和淘汰，还会引起鸡群生

产性能下降、生长迟缓、免疫抑制等现象［１］．近几年
来该病所带来的损失也趋于严重．广东省作为我国
的养禽大省，有多个优质的黄羽肉鸡地方品系，而

ＡＬ的防控和净化已是十分迫切的生产课题．
目前，应用于 ＡＬＶ的检测方法包括病毒分离、

ＥＬＩＳＡ、间接免疫荧光（ＩＦＡ）等［１３１５］，这些方法各有

其优缺点．在临床生产上针对鸡群ＡＬ的流行病学调
查和净化，商品化的ＥＬＩＳＡ检测试剂盒由于其快速、
简便、可大批量检测的特点具有不可替代的优势．因
为种蛋具有便于收集保存和不易污染的特点，还有

可用于病毒分离鉴定等优点［８］．使用蛋清 ＡＬＶ抗原
ＥＬＩＳＡ检测结果判断净化鸡群中个体ＡＬＶ的感染状
态，目前已在国内ＡＬＶ净化检测和流行病学调查中
被广泛应用．但国内外对 ＡＬＶ蛋清样品病毒分离方
面的报道较少，笔者曾对蛋清样品进行病毒分离发

现有相当比例的蛋清ＥＬＩＳＡ阳性样品其实是由内源
性病毒引起的［９］．但蛋清 ＡＬＶ抗原 ＥＬＩＳＡ检测为阳
性的鸡是否全部为外源性 ＡＬＶ病毒血症阳性，这个
问题值得研究，尤其是对内源性病毒表达不一的各

个黄羽肉种鸡品系．
病毒分离鉴定是检测ＡＬＶ最有效、可靠的技术，

常用于病毒分离的细胞有 Ｃ／Ｏ表型的 ＣＥＦ细胞［１６］

和源于ＥＶ０系胚胎的ＤＦ１细胞系［１７］，其中ＣＥＦ细
胞对所有的内源性和外源性ＡＬＶ均易感，而ＤＦ１细
胞系能够抗内源性 ＡＬＶ感染，而对所有外源性 ＡＬＶ
易感．本研究通过比较蛋清样品对应母鸡的同一份
血浆分别在ＣＥＦ和ＤＦ１不同细胞的病毒分离结果，
发现蛋清样品抗原 ＥＬＩＳＡ检测 Ｓ／Ｐ越高，其对应母

鸡的血浆样品在２种细胞上的病毒分离率也越高．
Ｓ／Ｐ在２０以上的蛋清样品其对应母鸡的血浆样品
在ＣＥＦ和ＤＦ１细胞上病毒分离全部为阳性，而Ｓ／Ｐ
低于２０的蛋清样品对应母鸡的血浆样品在ＣＥＦ和
ＤＦ１细胞上的病毒分离有差异．特别有趣的是 Ｓ／Ｐ
小于０２的蛋清样品，参照 ＡＬＶ抗原 ＥＬＩＳＡ检测试
剂盒标准该蛋清对应的母鸡应该被判为阴性，但这

些蛋清ＥＬＩＳＡ阴性鸡的对应血浆样品仍有 ２６３％
（５／１９）病毒分离为外源性ＡＬＶ（ＣＥＦ＋ＤＦ１＋）感染，
有１５８％（３／１９）检测出内源性ＡＬＶ（ＣＥＦ＋ＤＦ１－），
尤其值得注意的是，蛋清 Ｓ／Ｐ低于０１的母鸡其对
应血浆样品中也有少数分别分离出了内源性和外源

性ＡＬＶ．对２种细胞病毒分离率进行回归线性分析，
结果显示两者之间的相关系数为０９３９３，表明检测
结果高度相关，检测结果准确．王明月等［８］从蛋清或

泄殖腔棉拭子检测值小于０２的鸡只中通过病毒分
离的方法检测到有１０％外源性 ＡＬＶ，这与本研究结
果基本一致，充分说明了单独使用蛋清抗原 ＥＬＩＳＡ
方法可能会对净化检测结果造成一定程度的“漏

检”．
本研究还对来自不同区间的７份ＣＥＦ＋ＤＦ１－和

１份阴性对照的 ＣＥＦ细胞沉淀以及１３份 ＣＥＦ＋ＤＦ
１＋的ＤＦ１细胞沉淀进行ＡＬＶ亚群鉴定，结果显示７
份ＣＥＦ细胞沉淀中有６份为内源性 ＡＬＶＥ，１份为
ＡＬＶＪ（来自０２≤Ｓ／Ｐ＜０５区间），另１３份ＤＦ１细
胞沉淀全部为 ＡＬＶＪ，这与徐海鹏等［３］报道的能够

从种蛋中分离出内源性 ＡＬＶ结果相一致．相对于血
浆病毒分离结果，蛋清 Ｓ／Ｐ小于０５的阳性结果可
造成一定比例的“误判”．这一结果对于净化初期来
说似乎是可以接受的代价———即“宁可错杀、不可放

过”，但是对于净化后期、尤其是进行净化评估验收

或达标检测时，这种仅基于蛋清 ＥＬＩＳＡ的“误判”可
能会给净化实施单位造成“不公”，而应该用更合理

的方法或者建立“复检机制”．而对于７份 ＣＥＦ＋ＤＦ
１－中的１份ＡＬＶＪＰＣＲ阳性结果，可能是由不同方
法的敏感性差异造成的．

此外，本研究还发现 Ｓ／Ｐ在１０～２０之间的蛋
清样品对应血浆样品病毒分离中分别有１１１％（１／９）
和１４３％（１／７）的样品为阴性（ＣＥＦ－ＤＦ１－），究其
原因，可能是由具有 ｐ２７抗原表达但无复制能力的
内源性ＡＬＶ片段（如 ｅｖ３位点）引起的．研究结果表
明：正是由于ＡＬＶ的感染和排毒时间的不可预测性
以及各种检测方法的固有敏感性和特异性差异，无
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论是蛋清抗原 ＥＬＩＳＡ检测还是经典的病毒分离法，
单独使用１种检测方法，均不能１次完全检测出外
源性ＡＬＶ阳性鸡，故本研究也进一步提示在进行
ＡＬＶ的净化过程中需要不同方法组合的多次检测，
甚至是多个世代才能更有效地完成 ＡＬＶ的净化工
作．本研究结果表明该黄羽肉种鸡育种核心群不仅
同时存在缺陷的内源性ＡＬＶ和完整的具有完全复制
能力的内源性 ＡＬＶ，而且也存在需要净化的外源性
ＡＬＶ．因此无论是从蛋清 ｐ２７阳性率，还是外源性
ＡＬＶ的阳性率，均已经超过拟定的种禽健康标准，该
黄羽肉种鸡育种核心群应尽快启动禽白血病的

净化．
本研究还分离出 ３株病毒 ＡＬＶＪ分别命名为

ＧＤ１４０１Ｊ、ＧＤ１４０２Ｊ和 ＧＤ１４０３Ｊ，对其 ｇｐ８５基因进行
序列分析后发现，３个分离株之间的核苷酸相似性高
达９８８％～９９８％．与国内外参考毒株的 ｇｐ８５基因
进行比较发现，３个分离株与安徽分离株 ＡＨａｑ０２相
似性最高，同时与 Ｊ亚群原型株 ＨＰＲＳ１０３位于同一
个大的进化分支上．有趣的是，历经多年的演变，该
种鸡群分离株的ｇｐ８５基因与Ｊ亚群原型株ＨＰＲＳ１０３
相似性仍高达９７７％ ～９８１％，说明他们可能来自
共同的原始毒株，这些毒株的来源仍需进一步的

追溯．
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