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摘　要：为比较ＥＬＩＳＡ与ＩＦＡ用于检测Ｊ亚型禽白血病病毒上的差别，将５个不同梯度ＴＣＩＤ５０的ＮＸ０１０１病毒接

种到ＤＦ１细胞上，维持培养６个不同时间段（１、２、３、５、７和９ｄ），比较２种方法检测结果的相关性。试验发现接种

剂量高于１０１．６２５个ＴＣＩＤ５０时，维持培养２～３ｄＩＦＡ即可检出阳性结果，而ＥＬＩＳＡ检测Ｐ２７抗原相对滞后２～４ｄ；

当接种剂量低于１００．６２５个ＴＣＩＤ５０时，维持培养至７ｄＩＦＡ检测结果为阳性而ＥＬＩＳＡ检测仍为阴性。由此得出结论

ＩＦＡ能快速、准确地检测到病毒的感染，而ＥＬＩＳＡ检出时间有明显滞后性。
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　　Ｊ亚群禽白血病病毒（Ａｖｉａｎｌｅｕｋｏｓｉｓｖｉｒｕｓ，

ＡＬＶ）是一种外源性ＡＬＶ，具有很强的致病性和传

播能力。Ｌ．Ｎ．Ｐａｙｎｅ等于２０世纪８０年代末首次

在肉种鸡中发现此病毒［１］，此后在全世界范围内暴

发，给肉鸡业造成巨大损失［２，３］。中国于１９９９年首

次在肉鸡中分离到该病毒［４］，２００５年海兰褐蛋鸡发

现了ＡＬＶＪ的感染
［５］，近年来部分地方鸡种也陆续

有ＡＬＶＪ病例的报道
［６７］。ＡＬＶＪ感染在中国鸡

群中已相当普遍，其临床表现也日趋复杂化和多样

化。ＡＬＶＪ的诊断国内外常用酶联免疫吸附试验
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（ＥＬＩＳＡ）
［８９］和间接免疫荧光试验（ＩＦＡ）

［５，１０１１］，这２

种方法利用对内源性 ＡＬＶ具有抗性的ＤＦ１细胞

可以检测出是否感染外源性 ＡＬＶ。有关研究表

明［１１］，ＩＦＡ和ＥＬＩＳＡ在检测 ＡＬＶＪ在ＤＦ１细胞

上增殖时，因病毒接种剂量的不同而有差异。本试

验在此基础上，对接种不同ＡＬＶＪ剂量和维持不同

时间段的ＤＦ１细胞，分别运用ＥＬＩＳＡ和ＩＦＡ进行

检测，并对检测结果进行比较分析，以期获得更快

捷、准确、灵敏的检测方法，为加快鸡群禽白血病的

净化进程、减少误差提供试验依据。

１　材料与方法

１．１　病毒及细胞来源

ＡＬＶＪＮＸ０１０１株为山东农业大学动物科技学

院家禽肿瘤病实验室２００２年从宁夏肉用型种鸡分离

所得［１２］；特异性单抗ＪＥ９仅和ＡＬＶＪ亚群发生反应，

不与ＡＬＶＡ、Ｂ、Ｃ、Ｄ和Ｅ亚群反应
［１０］；ＤＦ１细胞系

山东农业大学动物科技学院家禽肿瘤病实验室惠赠。

１．２　主要试剂

胎牛血清、ＤＭＥＭ 购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＦＩＴＣ

标记的羊抗鼠二抗购自Ｓｉｇｍａ公司；禽白血病病毒

抗原检测试剂盒购自ＩＤＥＸＸ公司。

１．３　犈犔犐犛犃检测病毒犘２７抗原

ＤＦ１细胞系经放大培养传代至２４孔板中，３７

℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养，ＮＸ０１０１病毒液（Ｐ２７Ｓ／

Ｐ值为２．０５，病毒浓度为１０３．６２５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１）分

别按１∶１、１∶１０、１∶１００、１∶１０００稀释，待细胞生

长至对数期时，以上病毒原液及各浓度稀释液分别

接种１００μＬ至２４孔板中，吸附培养２ｈ后换含有

１％胎牛血清的ＤＭＥＭ维持液，分别维持培养１、２、

３、５、７和９ｄ，每个浓度各维持时间段设８个重复

孔，吸取病毒培养液上清，用禽白血病病毒抗原检测

试剂盒测特异性Ｐ２７抗原。

１．４　犐犉犃检测病毒感染

２４孔板中接种ＡＬＶＪ的ＤＦ１细胞，分别维持

１、２、３、５、７和９ｄ后，用１×ＰＢＳ液轻轻冲洗１次，

再用乙醇∶丙酮（２∶３）固定６ｍｉｎ，而后用单抗ＪＥ９

（１∶４００稀释）３７℃孵育４５ｍｉｎ，１×ＰＢＳ洗涤３

次，再用ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠ＩｇＧ抗体３７℃孵育

４５ｍｉｎ，弃去二抗，经１×ＰＢＳ洗涤３次，每孔加５０

μＬ５０％甘油后，在荧光倒置显微镜下对每个不同接

种浓度、不同维持时间的ＤＦ１细胞分别观察，记录

病毒感染情况。

２　结　果

２．１　犈犔犐犛犃检测病毒犘２７抗原

接种剂量在１０３．６２５ ＴＣＩＤ５０～１０
３．３１４ ＴＣＩＤ５０时，

维持培养第３天ＥＬＩＳＡ检测Ｐ２７为阳性；接种剂量

在１０２．６２５ＴＣＩＤ５０～１０
１．６２５ＴＣＩＤ５０时，维持培养７～９

ｄ以上 ＥＬＩＳＡ 检测为阳性；接种剂量在 １００．６２５

ＴＣＩＤ５０时，维持培养９ｄＥＬＩＳＡ检测依然为阴性。

以接种１０３．６２５ＴＣＩＤ５０的 ＮＸ０１０１病毒原液为例，维

持１～２ｄ，８个重复样品ＥＬＩＳＡ检测结果均为阴

性，Ｓ／Ｐ值分别在０．００２～０．０１７和０．００４～０．０２７；

维持３ｄ后开始出现阳性，Ｓ／Ｐ值在０．６５９～０．８２１；

维持５～９ｄ后ＥＬＩＳＡ检测结果均为阳性，Ｓ／Ｐ值

分别为０．９４５～１．４２２、１．６０１～１．８３４、１．６１４～

１．９４９。其病毒Ｐ２７抗原的检测从维持第３天出现阳

性，随着维持时间的增长，ＥＬＩＳＡ检测Ｐ２７的Ｓ／Ｐ

值逐渐增高；维持７～９ｄ时Ｓ／Ｐ值最高。但对单个

重复孔而言，随着维持时间的增长，Ｐ２７抗原的Ｓ／Ｐ

值在１～７ｄ内逐渐增大，当维持至第９天，有３／８

的样品Ｓ／Ｐ值略有降低，这与细胞的生长状态及试

剂盒的灵敏性有关（图１）。

图１　１０
３．６２５犜犆犐犇５０的病毒接种犇犉１细胞维持不同天后犈犔犐犛犃检测犘２７抗原的动态变化
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２．２　犐犉犃检测病毒感染

病毒接种剂量在１０３．６２５ＴＣＩＤ５０～１０
３．３１４ＴＣＩＤ５０

时，维持培养第２天ＩＦＡ检测结果为阳性；接种剂

量在１０２．６２５ＴＣＩＤ５０～１０
１．６２５ ＴＣＩＤ５０时，维持培养第

３～５天ＩＦＡ检测为阳性；接种剂量在１０
０．６２５ＴＣＩＤ５０

时，维持培养７ｄＩＦＡ检测为阳性。以接种病毒剂

量为１０３．６２５ＴＣＩＤ５０为例，维持培养１ｄ后，ＩＦＡ检测

结果为阴性；维持培养２ｄ，视野中可以看到细胞质

中有绿色荧光、胞核中无荧光的二三成簇的感染细

胞，感染细胞占视野总细胞的１％～５％；维持３ｄ，

可以看到成团的感染细胞，感染率在１０％～３０％；

维持培养５～７ｄ，感染率在７０％以上；维持９ｄ，ＩＦＡ

检测结果虽为阳性，但大部分细胞开始脱落。见图

２。

Ａ．１０３．６２５ＴＣＩＤ５０的病毒接种ＤＦ１细胞维持培养１ｄ后ＩＦＡ检测结果；Ｂ．１０
３．６２５ＴＣＩＤ５０的病毒接种ＤＦ１细胞后维

持培养２ｄ后ＩＦＡ检测结果；Ｃ．１０３．６２５ ＴＣＩＤ５０的病毒接种ＤＦ１细胞后维持培养３ｄ后ＩＦＡ检测结果；Ｄ．１０
３．６２５

ＴＣＩＤ５０的病毒接种ＤＦ１细胞后维持培养５ｄ后ＩＦＡ检测结果；Ｅ．１０
３．６２５ＴＣＩＤ５０的病毒接种ＤＦ１细胞后维持培养

７ｄ后ＩＦＡ检测结果；Ｆ．１０３．６２５ＴＣＩＤ５０的病毒接种ＤＦ１细胞后维持培养９ｄ后ＩＦＡ检测结果

Ａ．ＤＦ１ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ１ｄａｙａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈ１０
３．６２５ＴＣＩＤ５０ＮＸ０１０１；Ｂ．ＤＦ１ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ２ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎ
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图２　１０
３．６２５犜犆犐犇５０的病毒接种犇犉１细胞后不同维持时间犐犉犃检测的动态变化
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２．３　犈犔犐犛犃与犐犉犃检测结果相关性分析

通过５个不同浓度梯度的接种量、６个不同时

间段的维持培养，检测结果表明，病毒接种量在

１０３．６２５ＴＣＩＤ５０～１０
３．３１４ ＴＣＩＤ５０时，ＥＬＩＳＡ检测相对

ＩＦＡ滞后１ｄ；病毒接种量在１０２．６２５ＴＣＩＤ５０～１０
１．６２５

ＴＣＩＤ５０时，ＥＬＩＳＡ检测相对ＩＦＡ滞后４ｄ，当病毒

接种量在１００．６２５ＴＣＩＤ５０时，维持培养９ｄ时ＥＬＩＳＡ

检测Ｐ２７依然是阴性，而ＩＦＡ检测结果已为阳性。

试验表明，随病毒接种剂量的减少，ＥＬＩＳＡ 相对

ＩＦＡ滞后的时间也在不断增长。ＩＦＡ能快速、直观、

准确地检测出病毒感染情况，而检测病毒培养上清

Ｐ２７抗原的ＥＬＩＳＡ相对ＩＦＡ明显滞后（表１）。

３　讨　论

鸡群中发现禽白血病已有近百年的历史，中国

在引用肉用型种鸡的同时也引进了Ｊ亚群禽白血病

病毒。血清学调查表明，２００８至２００９年中国ＡＬＶ

Ｊ感染呈阳性的鸡群达５２．８％（１０５／１９９群），个体

感染率为５．７％（８５５／１５１２２羽）
［１３］。中国国内有几

家大型养鸡场已开始禽白血病的净化工作，并取得

了部分成效。ＡＬＶ净化采用的方法主要是ＥＬＩＳＡ
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检测Ｐ２７抗原和ＩＦＡ检测感染细胞。对于ＥＬＩＳＡ

检测，采用对内源性ＡＬＶ有抗性的ＤＦ１细胞，接种

血浆样品（或组织研磨过滤样品）维持培养一定时间

后，检测培养上清中的抗原蛋白Ｐ２７，这种方法可以

检测出培养细胞上清样品中是否具有外源性ＡＬＶ。

但有研究表明，试剂盒 ＡＬＶ的检出时间与病毒接

种量存在很大相关性［１４］，接种剂量是影响检测时间

和效果的关键因素［１５］。本试验也显示，在接种剂量

高于１０３．３１４ＴＣＩＤ５０时，维持培养３ｄＥＬＩＳＡ检测为

阳性；接种剂量在１０２．６２５ＴＣＩＤ５０～１０
１．６２５ＴＣＩＤ５０时，

维持培养７ｄＥＬＩＳＡ 检测为阳性；接种剂量低于

１００．６２５ＴＣＩＤ５０时，维持培养９ｄＥＬＩＳＡ检测依然是

阴性。由此可见，ＥＬＩＳＡ检测法对较高剂量的接种

可在培养３～５ｄ内检测出来；但对较低接种量，需

要较长的时间（至少７ｄ）。当接种剂量过低（＜

１００．６２５ＴＣＩＤ５０）时，ＥＬＩＳＡ检测会出现假阴性现象。

因此，ＥＬＩＳＡ检测需在保证细胞生长状态良好的前

提下，维持培养的时间越长越好。与ＥＬＩＳＡ相比，

ＩＦＡ检测需要保证细胞的良好状态，制备合格的病

毒感染飞片，对试验人员的技术性、稳定性要求较

高。但ＩＦＡ能准确无误地检测所有样品，比较直观

地看到感染的细胞，且在接种相同剂量后，ＩＦＡ比

ＥＬＩＳＡ至少早１～２ｄ检出结果，大大提高了效率。

总之，在ＡＬＶＪ的检测及净化过程中，ＥＬＩＳＡ方法

适合大型种禽公司大规模的免疫检测及净化；ＩＦＡ

对检测人员要求较高，适合小规模鸡群检测。实际

工作中２种方法结合起来，会大大提高工作效率。

表１　不同接种剂量维持不同时间后犐犉犃和犈犔犐犛犃检测结果比较

犜犪犫犾犲１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犱狔狀犪犿犻犮犱犲狋犲犮狋犻狅狀狑犻狋犺犐犉犃犪狀犱犈犔犐犛犃狋狅狊狌犫犵狉狅狌狆犑狅犳犃犔犞

维持时间／ｄ

Ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｄａｙｓ

检测方法

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

病毒滴度／（ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１）Ｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒ

１０３．６２５ １０３．３１４ １０２．６２５ １０１．６２５ １００．６２５

空白对照

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

１
ＥＬＩＳＡ － － － － － －

ＩＦＡ － － － － － －

２
ＥＬＩＳＡ － － － － － －

ＩＦＡ ＋ ＋ － － － －

３
ＥＬＩＳＡ ＋ ＋ － － － －

ＩＦＡ ＋ ＋ ＋ － － －

５
ＥＬＩＳＡ ＋ ＋ － － － －

ＩＦＡ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

７
ＥＬＩＳＡ ＋ ＋ ＋ － － －

ＩＦＡ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

９
ＥＬＩＳＡ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

ＩＦＡ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

＋．检测结果阳性；－．检测结果阴性

＋．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｉｓｐｏｓｉｔｉｖｅ；－．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｉｓｎｅｇａｔｉｖｅ
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