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用间接免疫荧光染色法检测鸭病毒性肠炎病毒

在人工感染鸭体内的侵染过程和分布规律
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要!用鸭病毒性肠炎病毒"

*+,

#

-./

强毒株感染成年鸭复制鸭病毒性肠炎急性病例!分别于接种后不同时

间!取心&肝&脾&肺&肾&胸腺&食道&十二指肠&胰腺&法氏囊和脑组织!制作切片!应用间接免疫荧光染色法"

012

#检

测
*+,

在鸭体内的侵染过程和分布规律'结果显示$感染后
(3

可在脾脏&胸腺和法氏囊中检测到
*+,

抗原%感

染后
%3

可在肝脏&食道&十二指肠&直肠及肺脏检测到
*+,

抗原%

012

对各组织器官中
*+,

的平均检出率为肝脏
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&法氏囊
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&胸腺
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&胰腺
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&大脑
'
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&食道
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(
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&心脏
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'研究表明$在急性病例中!脾脏&法氏囊&胸腺&食道&肠道&肝脏和肺脏为
*+,

的主要靶器官%接种

后!病毒首先在脾脏&胸腺&法氏囊中出现!然后病毒迅速传播到肝脏&消化道和肺脏中%

012

检测石蜡切片中
*+,

的方法具有直观&特异性强的优点!是对
*+,

进行检测和抗原定位的较好方法'
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鸭病毒性肠炎"

*KIX/DYA@?GV?YDVDE
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#!又

名鸭瘟"
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H

K?

!

*\

#!是由鸭病毒性肠炎病毒

"

*KIX?GV?YDVDE/DYKE

!

*+,

#引起鸭&鹅和天鹅的一

种急性败血性传染病'该病为一种全身性感染的传

染病!其特征为体温升高!两腿麻痹&下痢&流泪和部

分鸭头颈肿大!血管损伤!组织出血!消化道黏膜特

定部位有疹状损害!淋巴器官受损以及实质器官的

退行性变化!发病率和死亡率甚高!是养鸭业的一大

危害)

!

!

"

*

'为了更好地对
*,+

进行有效的防治!有

必要发展良好的病原检测和定位手段!并对其致病

机理进行深入研究'病理学研究表明!

*+,

侵入鸭

体后!主要侵害上皮细胞和淋巴细胞)

#

"

4

*

'目前检

测
*+,

抗原的方法较多!但未见到用免疫荧光染

色"

012

#和石蜡切片技术研究
*+,

在感染鸭体内

的侵染过程和分布的报道!本研究以
012

检测了皮

下接种
*+,

强毒感染成年鸭后!

*+,

在鸭体内的

侵染过程和分布情况'

J

!

材料与方法

JKJ

!

病毒$实验动物和对照标本

!!

*+,

强毒
-./

株!对
"

"

#

月龄鸭最小致死量

"

OS*

#为
!'

74

(

CS

!由笔者所在实验室分离&鉴定和

保存%健康
"

月龄樱桃谷鸭!源于无
*,+

感染史地

区!且未免疫接种过
*,+

!经
+S052

检测
*+,

血

清抗体阴性%鸭病毒性肝炎病毒
]S

株&血清
!

型鸭

疫里默氏杆菌病&鸭多杀性巴氏杆菌"

&

$

2

#&鸭沙门

氏菌"

#

!

!'

$

?

!

3

$

!

!

%

#和鸭大肠杆菌"

T!"4

#人工感

染死亡鸭肝脏石蜡包埋标本!由四川农业大学动物

科技学院禽病防治研究中心提供'

JK!

!

主要试剂和仪器

!!

10:-7

羊抗兔
0

H

<

!购自华美生物工程公司%兔

抗
*+,0

H

<

!其琼扩效价为
!^%(

!蛋白浓度为
!

C

H

(

CS

!工作浓度为
!^&''

稀释!由本实验室自

制%粘片剂
2\+5

!购自成都天泰生物有限公司%

_O"!"4

轮转式切片机"

@?DIA

公司#%一次性刀片

"

1+2:.+_#&

型
5:209S+22 +̀\29

#%

+I@DJ

R

7

?+(''

型荧光显微镜"

9DIXJG

公司#'

JK$

!

鸭病毒性肠炎的人工感染及样品的采集

!!

&"

只鸭随机分为
"

组$正常对照组
"

只!皮下

接种生理盐水%人工感染
*+,

组
&'

只!皮下接种

*+,7-./

株!

!'

(

OS*

(只'接种后
"

&

(

&

%

&

!"

和

"(3

剖杀取样!以后每隔
"(3

取样!

"

只(次!直至

有鸭发生死亡时停止剖杀而采集死亡鸭的组织器

官!并观察记录发病及死亡情况'采集的样品包括

心肌&肝脏&肾脏&肺脏&脾脏&食道&肠道&胸腺&法氏

囊&胰腺和大脑'

JK'

!

切片的制作

!!

将所取样品按常规方法固定&修块&包埋!将蜡

块切成
(

#

C

厚切片!按常规方法脱蜡入水'

JKL

!

间接免疫荧光染色检测

!$&$!

!

步骤
!

石蜡切片以
R

.%$'

的柠檬酸缓冲液

为微波修复液!微波修复
!'CDG

!胰酶修复
"'CDG

%

\=5

液洗涤
#

次
a&CDG

%

!'b

小牛血清室温封闭

#'CDG

%加入
!̂ "&

一抗"兔抗
*+,0

H

<

#!

(c

孵育

过夜%用
\=5

液洗
#

次
a&CDG

%加入二抗"

10:-7

羊

抗兔
0

H

<

#

#)c

孵育
(&CDG

%

\=5

液洗
#

次
a&CDG

%

用
&'b

甘油缓冲液封片'

!$&$"

!

特异性试验
$

标本自发荧光对照$标本不

加一抗和二抗!只加
\=5

!缓冲甘油封片%

%

荧光抗

体对照$标本不加一抗!只加荧光抗体"二抗#染色%

&

阴性和阳性抗原对照$无已知抗原的阴性标本"正

常对照鸭肝脏!

\-_

检测
*+,

阴性#和有已知抗原

的阳性标本"发病死亡鸭肝脏!

\-_

检测
*+,

阳

性#分别与
*+,

特异性的免疫血清作用!再用荧光

抗体染色%

'

阴性和阳性血清对照$将已知抗原分别

与阴性血清"正常兔血清#和阳性血清"兔抗
*+,

血清!琼扩效价为
!^!"4

#作用!再用荧光抗体染

色%

(

替代试验$用
\=5

液替代一抗进行染色%

)

吸

#(6



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
#4

卷
!

收试验$用抗原与制备的兔抗
0

H

<

抗体等量混合!

#)c

孵育
(3

!

4'''Y

(

CDG

离心
!&CDG

!取上清代替

兔抗
*+,0

H

<

进行染色%

*

对其他病原人工感染致

死鸭肝组织的检测$对鸭病毒性肝炎病毒
]S

株&血

清
!

型鸭疫里默氏杆菌&鸭源多杀性巴氏杆菌"

&

$

2

#&鸭沙门氏菌"

#

!

!'

$

?

!

3

$

!

!

%

#和鸭大肠杆菌

"

T!"4

#人工感染死亡鸭肝脏石蜡包埋标本进行间

接免疫荧光染色'

!$&$#

!

结果判定
!

用
+I@D

R

E?+(''

型荧光显微镜

观察&照相!按照光学显微镜视野下观察到的特定细

胞经染色后黄绿色的有无&数量及深浅来判定'判

断标准$无或可见微弱荧光为+一,%视野中有
!

"

"'

个细胞可见明确的荧光为+

d

,%视野中有
"!

"

&'

个细胞可见明确的荧光为+

dd

,%视野中有
&!

个

以上细胞可见明确的荧光为+

ddd

,'凡出现+

d

,

以上者判为阳性'

JK(

!

9>?

在人工感染鸭体内的侵染和分布规律

!!

按
!$&

的方法对
!$#

采集人工感染
*+,

样品

的组织切片进行间接免疫荧光染色检测!根据各组

织中检测到
*+,

阳性的时间判定
*+,

在人工感

染鸭体内的侵染过程和分布规律'

!

!

结果与分析

!KJ

!

间接免疫荧光染色检测
9>?

的特异性

!!$

标本自发荧光对照$无荧光%

%

荧光抗体对

照$无荧光%

&

阴性和阳性抗原对照$阴性标本无荧

光!阳性标本出现特异的明亮荧光%

'

阴性和阳性血

清对照$阴性血清无荧光!阳性血清出现特异的明亮

荧光%

(

替代试验$无荧光%

)

吸收试验$无荧光%

*

对其他病原人工感染致死鸭的肝组织检测$均无荧

光'表明所建立的间接免疫荧光染色检测
*+,

具

有较好的特异性'

!K!

!

间接免疫荧光染色对人工感染
9>?

死亡鸭各

组织器官的检测

!!

以间接免疫荧光染色法对人工感染
*+,

后不

同时间和发病死亡鸭的各组织器官进行检测!结果

感染后
(3

可在脾脏&胸腺和法氏囊中检测到
*+,

抗原%感染后
%3

可在肝脏&肠道"十二指肠和直肠#

及肺脏中检测到
*+,

抗原'感染后
!"3

可在食道

中检测到
*+,

抗原!心脏&肾脏&胰腺和大脑在整

个试验过程中均未检测到病毒抗原"见表
!

和图

!

#'

表
J

!

间接免疫荧光染色对人工感染鸭各组织器官中
9>?

的检测结果
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组织
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感染后时间
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阴性'表中数字分母为检测的样品数!分子为检测的阳性样品数
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在人工感染鸭体内的侵染过程和分布规律

!!

根据
"$"

各组织中检测到
*+,

阳性的时间可以

判定
*+,

在人工感染鸭体内的侵染过程和分布规

律$感染后
(3

!病毒可侵染至脾脏&胸腺和法氏囊%感

染后
%3

!病毒可侵染至肝脏&食道&十二指肠&直肠和

肺脏'因此!在急性病例中!脾脏&法氏囊&胸腺&食

道&肠道&肝脏和肺脏为
*+,

的主要靶器官%接种后!

病毒首先在脾脏&胸腺&法氏囊中出现!然后病毒迅速

((6
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间接免疫荧光染色检测人工感染鸭各组织器官的
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3E@

传播到肝脏&消化道和肺脏中'

$

!

讨
!

论

!!

目前检测
*+,

的方法较多!这些方法各有优&缺

点'在血清学检测方法中!琼脂沉淀试验"

2<\

#具有

简便&特异等优点!但据叶润全等)

6

*报道!

2<\

只能

检测
*+,

抗体或鸭胚液中的病毒!不能直接检出鸭

病料中的病毒%反向被动血凝试验也不适于检测少量

*+,

)

!'

*

%对流免疫电泳)

!!

*和
*JV7+S052

)

!"

*可检测出

现临床症状和病理变化的鸭病料中
*+,

%微量固相

放射免疫试验具有特异性强&敏感性高&快速和经济

等特点!可检测鹅&鸭病料中的
*+,

!且能在临床症

状出现之前直接从肝&脾&脑和血清病料中检出!达到

早期诊断的目的)

!#

*

%程安春等)

!(

*建立了检测
*+,

抗

体的间接
+S052

!敏感&快速&准确性高&特异性强&重

复性好且简便实用'近年来!

\-_

)

!&

!

!%

*诊断技术作为

检测
*+,

的一种新方法!具有特异&快速&敏感和高

效的特点!但只能在液相中进行!且
\-_

扩增前!要

把细胞破坏!从中提取核酸作为模板%但以上方法都

不能在石蜡切片中检测
*+,

'

!!

免疫荧光技术检测临床标本中的病毒抗原已有

"'

多年历史!是快速&有效而廉价的方法'但用免疫

荧光染色和石蜡切片技术检测
*+,

感染鸭体内的分

布规律和抗原定位!国内外未见报道'免疫荧光抗体

技术结合了免疫学反应的特异性&组织标本能保持原

细胞形态以及在黑色背景中发光物质易被发现的敏

感性等优点!能弥补上述方法的不足!能确切地测出

少量抗原"包括半抗原#在细胞或组织内的定位及分

布!因而可对石蜡切片中的抗原进行定位'本研究表

明!免疫荧光抗体技术检测石蜡切片中
*+,

的方法

具有直观&特异性强的优点!对肝脏&脾脏&法氏囊&胸

腺&消化道以及肺脏等组织的阳性检出率都较高!是

对
*+,

进行检测和抗原定位的良好方法!该方法的

建立为临床检测
*,+

提供了新的诊断方法!为研究

和阐明
*+,

的致病机理提供有效的手段和数据!为

临床上更好地预防控制鸭瘟的流行提供必要的参考

资料!也为对存档蜡块的回顾性诊断研究和流行病学

的调查提供有效的实验技术手段'但应注意!影响免

疫荧光染色试验结果的因素较多!包括固定剂和粘片

剂的选择!切片的厚度和制片过程中脱水&透明和烤

片!抗原的修复!抗体的浓度&纯度和孵育时间!封片

剂等'因此必须对实验条件进行优化并设置对照!从

&(6
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!

而保证结果的准确可靠'

!!

本试验在多数组织中检测到
*+,

!符合该病毒

泛嗜性的特点!可能是病毒经颈部皮下感染后!通过

毛细血管从接种部位进入血液!或感染内皮细胞或免

疫细胞后反复向血液内释放病毒而造成血源性播散'

感染后
(3

可在脾脏&胸腺和法氏囊中检测到
*+,

!

感染后
%3

可在肝脏&十二指肠&直肠及肺脏中检测

到
*+,

!感染后
!"3

可在食道中检测到
*+,

!表明

接种后!病毒首先在脾脏&法氏囊&胸腺中出现!然后

病毒迅速传播到肝脏&消化道和肺脏中'

!!

本研究在肝脏&脾脏中检测到
*+,

!与多数检测

方法获得的结果一致)

!)

*

!而与
0E@AC

等的报道不完全

一致)

!4

!

!6

*

!其原因可能与其接种途径&接种量和实验

鸭的品种&年龄&检测方法等有关'免疫器官脾脏&法

氏囊和胸腺中最先检测到病毒!表明是
*+,

首先攻

击的重要靶器官!与
\YJIVJY

)

%

*

&

53AFX

M

)

)

*等通过病理

学&免疫组化等检测手段获得的结果一致'免疫器官

遭到攻击后有利于病毒能更长久地持续存在于宿主

细胞来累积各类轻微的改变!最终导致细胞功能的丧

失及组织破坏%并且增加了机会性感染和多重感染或

超感染的发生率!加重及加速疾病的发展'

!!

消化道的阳性结果说明其为靶器官之一'此外!

肺脏组织中荧光数量虽然较少!但从感染后
%3

到最

后死亡鸭的肺脏组织一直都有明亮的荧光存在!可知

肺组织也是鸭病毒性肠炎病毒的靶器官之一'

'

!

结
!

论

'KJ

!

免疫荧光抗体染色法检测石蜡切片中的
*+,

具有直观&特异性强的优点!是对
*+,

进行检测&对

存档蜡块回顾性诊断和抗原定位的良好方法'

'KJ

!

在急性
*,+

病例中!脾脏&法氏囊&胸腺&食道&

肠道&肝脏和肺脏为
*+,

的主要靶器官%接种后!病

毒首先在脾脏&法氏囊&胸腺中出现!然后病毒迅速传

播到肝脏&消化道和肺脏中'
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