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摘要 }通过接种 t日龄 �� 肉用型鸡和 tt日龄 ≥°ƒ 鸡胚k蛋用型鸡l对 w个 �亚群禽白血病病毒k��∂2�l中国分

离株的致病性进行了研究 ∀在连续观察的 y 个月中 o只有从病鸡分离到的 ≥⁄||su 株 ��∂2�可诱发急性髓细胞瘤

k � �l ∀在 ≥⁄||su株病毒人工接种的 tu只 t日龄的 �� 肉用型鸡中 o有 | 只分别在 uu ∗ v{ 日龄死亡 o其肝 !脾显著

增生性肿大 o并显现弥散性分布的细小的灰白色结节 o心肌上可见许多大小不一的肿瘤结节 ∀病理组织切片中 o在肝

脏 !心肌和骨骼肌等组织中均可见胞浆中大量充满嗜酸性颗粒的髓细胞样肿瘤细胞 ∀其余 v 株病毒感染的肉用型鸡

无肉眼可见的肿瘤性变化 o生长和临床表现正常 ∀显然 o≥⁄||su 株 ��∂2�为急性转化型病毒 o而 ≥⁄||st !≠ �||st 和

≠ �||su这 v株病毒仍属致病性较弱的非转化型病毒 ∀tt 日龄的 ≥°ƒ 鸡胚k蛋用型鸡l在接种这 w 株病毒后孵出的

鸡 o在近 z个月的连续观察中 o没有发现肿瘤性变化 o其生长和临床表现基本正常 o表明这 w 株中国株 ��∂2�对蛋用

型鸡不表现致瘤性 ∀
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  us世纪 {s年代末期发现的 �亚群禽白血病病

毒k��∂2�l o给全世界的养禽业带来了巨大的冲击 o

它主要引起肉用型鸡发生髓细胞瘤k � �l和其它多

种恶性肿瘤 o主要是 ux ∗ xx 周龄的鸡 o在死亡高峰

时致死率每月可达 y h ≈t ou  ∀

近年来 o��∂2�已从非转化型致瘤性病毒演变

出急性转化型的致瘤性病毒 ∀如最早发现的 ��∂2�

的原型株 �°� ≥2tsv o经孵化 tt 日龄鸡胚接种 o肉

用型鸡在出壳后最快也要在 yw ∗ z{ 日才开始出现

髓细胞瘤或肾瘤造成的死亡 o平均经 twu ∗ twv§≈v  ∀

然而 o近几年从实验性和临床的 ��∂2�病例中分离

到一些急性转化型毒株 o可使培养的骨髓细胞发生

中国农业科学  ussu ovxkwl }wvs p wvv
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迅速转化 o在肉用型鸡感染时可表现出更快的致瘤

性 o最快可在 x 周龄诱发 � �而引起死亡 o其平均死

亡周龄为 | 周龄 o且表现出很高的传染性和发病

率≈u ow ox  ∀显然 o在 ��∂2�发现后的近 ts 年内 o其

致病性发生了重大的演化 ∀

不久前 o我们曾报道了 ��∂2�在我国鸡群中的

存在≈y  ∀在本研究中我们通过人工接种 t 日龄 ��

肉鸡和 tt日龄的 ≥°ƒ 鸡胚k蛋用型鸡l o对这 w 株

中国分离毒的致病性进行了研究 ∀

1  材料和方法

1 q1  病料和病毒

本研究中所用的 ≠ �||st !≠ �||su 病料为从江

苏省扬州市市场上商品肉鸡中采集的脾脏 o而

≥⁄||st和 ≥⁄||su 病料为山东省某肉用型种鸡场

的处于产蛋后期的 �型白血病死亡的鸡的肿大的肝

脏和脾脏≈z  o均已经与 ��∂2�特异性单抗 �∞|≈{ 的

间接免疫荧光反应k�ƒ�l和 °≤ � 扩增其 ενϖ基因

片段并测序所证实 ∀ 本研究中所用的 ≠ �||st !

≠ �||su !≥⁄||st和 ≥⁄||su株病毒悬液为我们用原

始病料分别接种 s 系 ≤∞ƒ 分离病毒后所获得的相

应的细胞培养上清液≈z  ∀

1 q2  试验动物及饲养

t日龄 �� 肉鸡共 ww 只 o分 |组分别腹腔接种

不同的病料样品或灭菌的 °�≥ o分开饲养 o饲料为大

江公司全价料 ∀此外 o还按常规免疫程序进行了预

防接种 o即 }t日龄注射 � ⁄∂ 苗 otu 日龄新城疫 �∂

系苗滴鼻 !点眼 otx 日龄法氏囊弱毒苗滴鼻 !点眼 o

vx日龄新城疫油苗肌注 ∀tt 日龄 ≥°ƒ 鸡胚k蛋用

型鸡l共 xw枚 o分 |组 o分别尿囊腔接种不同的病料

样品或灭菌的 °�≥ o分开孵化 o雏鸡出壳后也分开饲

养 o饲料为大江公司全价料 ∀对其也进行了免疫接

种 o程序为 }v日龄新城疫 �∂ 系苗滴鼻 !点眼 ots 日

龄法氏囊弱毒苗滴鼻 !点眼 ovx 日龄新城疫油苗肌

注 ∀

1 q3  试验设计

用 ≠ �||st !≠ �||su !≥⁄||st和 ≥⁄||su等 w株

病毒的原始病料和细胞培养上清 o分别通过腹腔和

尿囊腔接种 o各接种 t 组 t 日龄 �� 肉用型鸡和 t

组 tt 日龄的 ≥°ƒ 鸡胚k蛋用型鸡l ∀肉用型鸡和

≥°ƒ 鸡胚孵出的鸡按上述方式饲养 o发病死亡后 o

剖检记录肉眼病变 o并采集死亡鸡的内脏及肿瘤组

织 otx h 福尔马林溶液固定 o做病理切片 o进行病理

组织学检查 ~同时采集死亡鸡的内脏组织 o用接种细

胞法和间接免疫荧光反应进行病毒学检查 ∀为了监

测试验鸡体内肿瘤的发生 !发展状态 o定期剖杀部分

试验肉鸡 o观察肉眼病变 o并按上述同样方法进行病

理组织学及病毒学检查 ∀

1 q4  用接种细胞法检测 ��∂2�

按我们已经报道的方法≈y 进行 }待检测的病料

样品k经研磨过滤的病料组织或无菌抗凝采集的血

液样品l接种 s 系鸡胚成纤维细胞k≤∞ƒl o并维持

z§后 o分别通过与 ��∂2�特异性单抗 �∞|≈{ 的间接

免疫荧光k�ƒ�l反应 ~并提取 ≤∞ƒ 的基因组 ⁄�� o

用 t 对 ��∂2�特异的 °≤ � 引物做 °≤ � o来检测

��∂2�的感染 ∀

1 q5  肾脏触片的间接免疫荧光反应

试验肉鸡的肾脏组织触片 o用冷丙酮2乙醇

ky ¬wl固定 x ∗ ts°¬±o°�≥ 洗涤 t 次 o经空气干燥

后即可通过 �ƒ� 反应检测病毒感染 ∀用特异性抗

��∂2�单抗 �∞|≈{ kt ¬xss稀释l作第一抗体 ovz ε

作用 wx°¬±o°�≥洗涤 v遍后 o再用 ƒ�× ≤ 标记的羊

抗鼠 �ª�抗体k�²̈ «µ¬±ª̈µ�¤±±«̈¬° ≤²µ³ql作为第

二抗体 vz ε 作用 wx°¬±o经 °�≥ 洗涤后 o在 ��≠2

°�≥ �÷2xs型荧光倒置显微镜下观察 o记录结果 ∀

凡有特异的亮绿色荧光者 o判为阳性 o反之判为阴

性 ∀用未攻毒的对照组试验鸡的内脏触片作为阴性

对照 ∀

1 q6  病理组织切片的制备

病理组织石蜡切片的制备按常规方法进行 o简

述如下 }取试验肉鸡的内脏组织或疑似有病变的组

织用锋利的刀片切成 s qv ∗ s qw¦° 厚的薄片 o放入

tx h的福尔马林溶液中固定 tu«以上 o用乙醇梯度

脱水后透明组织 o石蜡液透蜡 !包埋 o切片 o染色 ∀最

后 o显微镜观察 !拍照 !记录 ∀

2  结果与分析

2 q1  肉用型鸡发病死亡后的剖检变化 !病理石蜡切

片及病毒学检查结果

试验肉鸡于 t 日龄接种样品后 o只有 ≥⁄||su

株 ��∂2�接种的两组共 tu只鸡中的 |只于 uu ∗ v{

日龄发病死亡 o其中接种 ≥⁄||su 株病毒病料样品

的 y只鸡全部发病死亡 o其死亡日龄分别为 uu !vs !

vu !vx !vx !vy ~接种 ≥⁄||su 细胞培养上清的 y 只鸡

中有 v只发病死亡 o其死亡日龄分别为 vt !vy !v{ ~

其平均死亡日龄为 vv 日龄 ∀所有发病死亡的试验

肉鸡剖检后的肉眼病变基本相似 o主要可见肝脏肿

大k|r|l o脾脏肿大kxr|l o心脏上可见明显的肿瘤结
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节k|r|l o肾脏肿大kvr|lk图版2tl ~在病理组织学检

查中可见在肝脏 !脾脏 !肾脏 !心肌和骨骼肌中有大

量增生的髓细胞样肿瘤细胞 o在一些典型的髓细胞

胞浆中可见许多嗜酸性颗粒 o在心肌纤维间可见大

量增生的髓细胞 o心肌纤维被挤压或取代k图版2ul ~

在骨骼肌组织中可见肌纤维间增生的髓细胞 o髓细

胞的主要特征为胞浆内挤满大量的嗜酸性颗粒 o胞

核较大呈空泡状 o核仁明显k图版2vl ~肝组织间可见

大量增生的髓细胞 o肝脏组织被挤压或取代 o髓细胞

的胞浆内挤满大量的嗜酸性颗粒 o胞核较大呈空泡

状 o核仁明显k图版2w oxl ∀发病鸡的肾脏组织触片 o

经冷丙酮 ¬乙醇ky ¬wl固定后 o在用 ��∂2�特异性

的单克隆抗体 �∞|≈{ 作为一抗的 �ƒ� 中 o均可观察

到特异的亮绿色的荧光 o而相应的对照组鸡的肾脏

触片不与�∞|单抗发生反应 ~同时 o所有来自发病死

亡试验鸡的内脏组织 o经研磨过滤接种 s系 ≤∞ƒ 并

维持 z§后 o用 �ƒ� 和 °≤ � 也均可以检测到 ��∂2�

的感染 ∀

2 q2  肉用型鸡人工攻毒后定期剖杀的剖检变化 !病

理切片及病毒学检查结果

为了定期观察肿瘤的发生发展情况 o在 ys !{s !

tus !tuy和 t{s日龄从各组随机选取部分试验肉鸡

剖杀 o并进行病理组织学和病毒学两方面检查 ∀结

果表明 o分别于 ys 和 {s 日龄剖杀的 ≥⁄||su 株病

毒细胞培养上清接种的 y只鸡中只有 u只剖检肉眼

变化可见肝 !脾轻微肿大 o其余肉鸡的剖检变化均基

本正常 ∀从这 u只鸡的肝 !脾 !心肌和骨骼肌等的病

理组织学切片中可观察到增生的髓细胞样肿瘤细

胞 ∀在病毒学检查中 o上述 ≥⁄||su株病毒接种的 u

只鸡在接种细胞法检测 ��∂2�及用 �∞| 单抗对其

肾脏触片进行的 �ƒ� 中都显示为阳性 ∀其余组肉

鸡k包括对照组l的组织学检查均正常 o但在病毒学

检查中 o接种 ≠ �||st !≠ �||su和 ≥⁄||st株病毒的

鸡 o在接种细胞检测法k见 t qwl中 o绝大多数的鸡

kuzru{l可以检测到 ��∂2�的感染 o不过其肾脏触

片却与 �∞|单抗不发生反应 o这可能是由于试验鸡

没有发病 o因而其体内病毒复制量太小的缘故 ~未攻

毒的对照组的鸡在两种病毒学检查方法中均为阴

性 ∀

2 q3  ≥°ƒ 鸡胚于 11 日龄感染病毒后所孵出的蛋用

型鸡的发病及剖检情况

≥°ƒ 鸡胚于 tt 日龄接种样品后所孵出的蛋用

型鸡的生长发育状况正常 o分别于 tss !tws !twy !和

uss日龄剖杀了部分试验鸡 o其剖检的肉眼变化均

未见异常 o在病理组织学检查中也未见异常 ∀对其

进行的病毒学检查结果为 }在接种细胞检测 ��∂2�

法k见 t qwl中 o所有被检测的试验鸡均为阳性 o但利

用其肾脏触片的 �ƒ� o却不能检测到 ��∂2�的感

染 ∀

3  讨论

国外 o对 ��∂2�的研究结果表明 }肉用型鸡和

蛋用型鸡对 ��∂2�都易感染 o但在自然的状态下 o

��∂2�主要引起肉用型鸡的髓细胞瘤k � �l≈t ∗ v  o

通常是 ux ∗ xx 周龄的鸡 ∀本研究中我们分别通过

人工接种 t日龄 �� 肉鸡和 tt日龄 ≥°ƒ 鸡胚k蛋用

型鸡l两种方法 o对中国株 ��∂2�病毒 ≥⁄||st !

≥⁄||su !≠ �||st 和 ≠ �||su 的致病性进行了研究 o

结果仅 ≥⁄||su株病毒可引起人工接种的 �� 肉鸡

产生典型的髓细胞瘤 ∀

在 us 世纪 |s 年代初英国对 ��∂2�原型株

�°� ≥2tsv致病性的研究中发现 o若在胚胎期人工

感染病毒 o则肉用型鸡孵出后最早可在 | 周龄发生

� �o平均死亡周龄为 us 周 o因而 o可以认为 �°� ≥2

tsv是迟发型致瘤病毒≈u ov  ∀t||x 年 o�¤¬等发表的

�°� ≥2tsv的基因组全序列中也显示出 �°� ≥2tsv

的前病毒基因组中不含有病毒癌基因≈|  ∀但 t||v

年 o°¤¼±̈ 等从用 �°� ≥2tsv 人工感染引发的 � �

病例中 o分离出 tz株病毒 o其中 ts株病毒可使培养

的骨髓细胞发生急性转化 o最快仅需 tw§≈x  ∀另外 o

近年来在临床 � �病例中也分离出急性转化型的

��∂2�≈u ow  ∀

这一特性被认为是由于病毒从感染细胞中获得

原癌基因的结果 ∀急性转化型的 ��∂2�病毒显示

出比 �°� ≥2tsv 更快的致瘤作用 o最快可在 x 周龄

产生 � �o平均死亡周龄为 | 周≈u  ∀本研究中肉用

型鸡在 t日龄感染这 w 株病毒后 o直至 y 月龄全部

剖杀时为止 o只有 ≥⁄||su 株病毒的病料和细胞培

养上清分别接种的 u 组试验肉鸡k共 tu 只l中的 |

只在 uu日龄至 v{日龄发生 � �而死亡k另外 o该组

分别于 ys和 {s日龄剖杀的 u只试验肉鸡也通过病

理组织学检查确认为 � �l ∀ ≥⁄||su 株病毒接种

�� 肉鸡后可在如此早的日龄k最快可在 uu 日龄 o

平均为 vv日龄l引起 � �o显然 ≥⁄||su已成为一个

急性转化型致瘤性毒株 ∀但其它 v株病毒接种的肉

用型鸡 o在连续观察的 y个月内其生长情况正常 o剖

检鸡的肉眼变化也未见异常 o显然 o这 v株病毒仍为

致病性很弱的非转化型病毒 o其致瘤作用可能要到
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y月龄后方能表现出来 o在本研究中到 y 月龄后我

们没有继续对其观察下去 ∀

国外对 ��∂2�原型株的流行病学和致病性的

研究结果表明 o虽然 ��∂2�能够感染蛋用型鸡 o但

对其并不表现出致瘤性 ∀在本研究中 o我们在研究

这 w株中国株病毒对蛋用型鸡的致病性时 o采用了

胚胎接种的方法 o以试图增强病毒对蛋用型鸡所表

现出的致病性 ∀试验蛋用型鸡自出壳后 o其生长发

育情况基本正常 o在直至 uss 日龄的多次剖杀中也

未观察到肿瘤的发生 ∀显然 o这 w 株病毒对蛋用型

鸡不表现出致瘤性 ∀这与国外报道的结果一致 ∀
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