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亚型高致病力禽流感病毒人工

感染鸭的抗原定位观察
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要!通过对鸭静脉接种或眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种禽流感病毒
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#后!采用

免疫组织化学方法检查病毒核蛋白抗原!探讨了该病毒在组织器官中的定位与分布&结果表明!病毒核蛋白抗原

主要存在于鸭的心肌细胞'肝细胞'枯否氏细胞'胰腺泡上皮细胞'肾小管上皮细胞'血管内皮细胞和血液吞噬性白

细胞(在气管和支气管黏膜上皮!脑组织!肠黏膜上皮!胸腺'法氏囊'脾脏和肺脏的巨噬细胞或组织细胞以及坏死

的细胞碎片中也可检查到少量病毒核蛋白抗原(而在食管'胃'睾丸'卵巢'甲状腺'肾上腺'哈德氏腺'骨骼肌等未

检查到该抗原&
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禽流感以往主要发生于鸡和火鸡!水禽"尤其是

鸭#仅为禽流感病毒"

(EZ

#的携带者而不发病&然

而近年来水禽不仅可以因感染高致病力禽流感病毒

而发病和死亡!而且水禽流感呈现越来越严重的态

势!因此有必要对水禽流感进行深入的研究&关于

禽流感及其病毒抗原在病禽体内的定位分布!以往

在鸡等陆禽进行了较多的研究)

#!#$

*

!但对鸭等水禽

的研究甚少)

##!#&

*

&为此!作者通过人工接种
#

株高

致病力禽流感病毒
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#!对其核蛋白抗原在鸭体内的定位分布进
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亚型高致病力禽流感病毒人工感染鸭的抗原定位观察

行了观察&

&

!

材料与方法
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毒株

禽 流 感 病 毒
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#!由华南农业大学兽医学院+农业部养禽与

禽病防治重点开放实验室,生物安全三级动物实验

室"

Y4D9

实验室#分离'鉴定和保存&

&K!

!

实验动物分组与处理

#

日龄未接种任何疫苗的本地麻鸭
#'$

只!隔

离饲养!投喂标准饲料!自由采食和饮水!生长发育

正常!眼观健康&至
&

周龄!随机扑杀
'

只鸭并采取

有关组织按常规方法接种鸡胚做
2(

试验!同时随

机抽取
#$

只鸭的血清按常规方法做
2E

试验!结果

均为阴性!表明鸭未感染禽流感病毒!也无母源抗禽

流感病毒抗体&将剩余
##5

只鸭分为
9

组"静脉接

种组'仿自然感染眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔混合接种组和

对照组#进行攻毒试验!期间观察临床症状与大体病

变!具体方法参见文献)

#&

*!试验在前述实验室进

行&

&KL

!

接种病毒后病毒的重新分离鉴定

取对照鸭
'

只"

"

'

#$)

各
#

只#!静脉接种病毒

后
#

'

'

'

9)

各
'

只!

")

的
#

只病死鸭"

&)

无病死

鸭!

")

只有
#

只病死鸭!

%)

后剩余
#

只鸭且不再死

亡!故未取材#!眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种病毒后
#

"

#$)

各
'

只鸭"

#

"

%)

为病死鸭!

:

"

#$)

鸭不再死

亡!故为扑杀的存活鸭#的心'肝'脾'肺'肾'胰'脑'

胸腺'法氏囊等组织器官!捣碎后加适量生理盐水制

成悬液!离心取上清!经双抗处理后!各天的样品分

别接种
#$

日龄
4[X

鸡胚!收集
&5

"

7%J

死亡鸡胚

的尿囊液!按常规方法做
2(

试验!若
2(

试验为

阳性!则进一步用抗新城疫病毒的特异性血清做
2E

试验以排除新城疫病毒感染的可能性!然后用抗

2"

禽流感病毒的特异性血清做
2E

试验鉴定禽流

感病毒&试验操作均在前述实验室进行!特异性血

清等生物试剂亦由该实验室提供&

&K$

!

接种病毒后
';

抗体的检测

采取
#$

只对照鸭的血清(静脉接种病毒后
#

'

'

)

各
#$

只!

9)

的
%

只!

&

'

")

各
'

只鸭的血清"

9)

仅存活鸭
%

只!

&

'

")

仅存活鸭
'

只!

%)

后仅存活

鸭
#

只!故未再采血#(眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种病毒

后
#

"

#$)

各
#$

只鸭的血清!按常规方法应用
2"

禽流感病毒标准抗原检测
2E

抗体的效价&试验操

作均在前述实验室进行!标准抗原等生物试剂亦由

该实验室提供&
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组织制片与免疫组织化学染色

#8"8#

!

石蜡切片的制备
!

取对照鸭
#$

只!静脉接

种病毒后
#

'

'

'

9)

各
#$

只!

"

'

#$)

各
#

只!眼
!

鼻
!

口

腔
!

泄殖腔接种病毒后
#

"

#$)

各
#$

只鸭的心'肝'

脾'肺'肾'气管'支气管'胰'胸腺'法氏囊'大脑'小

脑'食管'腺胃'肌胃'小肠'大肠'睾丸'卵巢'甲状

腺'肾上腺'哈德氏腺'骨骼肌等组织器官!

#$\

中性

福尔马林固定!石蜡包埋!

"

#

@

厚切片&切片分为

9

套$一套用于本试验!进行免疫组织化学染色!观

察禽流感病毒核蛋白抗原的定位分布(一套进行

2?

染色!观察一般病理组织学变化)

#&

*

(一套进行

<)<

缺口末端标记"

<H3?D

#染色!观察细胞凋亡

情况)

#"

*

&
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!

免疫组织化学染色
!

石蜡切片复水(甲醇配

制的
$89\

过氧化氢中孵育
#$ @A/

(

[Y4

"

$8$#

@1>

-

D

!#

!

Q

2:8'

#洗
"@A/]'

次(

$8#\

胰蛋白酶

"

-=/RA=V

产品#消化
9$@A/

(

[Y4

洗
"@A/]&

次(

滴加正常血清封闭液"

H>OP.

$

Y>1+,

#!室温下孵育
"

@A/

(适当漂洗(滴加
#̂ "$

稀释的鼠抗
(

型流感病

毒核蛋白的单克隆抗体"

ZAP14O.O

产品#!湿盒内孵

育
%$@A/

"阴性对照以
[Y4

代替一抗#(

[Y4

洗
"

@A/]&

次(滴加生物素化羊抗鼠抗体"

D(Y ZE!

4EG3

产品#!室温下湿盒内孵育
#$@A/

(

[Y4

洗
"

@A/]&

次(滴加链霉素抗生物素结合的过氧化物酶

"

4OP=

Q

O.RA)A/[=P1NA).C=

#!室温下湿盒内孵育
#$

@A/

(

[Y4

洗
"@A/]&

次(滴加
$8# @D

媒染剂

"

KJP1@1

0

=/

#与
$87@D_(Y

"二氨基联苯胺#的混

合液于组织片!孵育
#"@A/

(苏木精复染细胞核'脱

水'透明'封固!光镜观察并照相&

结果判定$阴性对照切片不着色!切片出现棕褐

色或棕红色沉淀判为阳性!无此反应判为阴性&

!

!

结
!

果

!K&

!

接种病毒后鸭的临床症状%发病率和死亡率

对照鸭未见异常表现!更无发病和死亡&

静脉接种病毒的鸭!在
#$J

内全部表现明显的

临床症状!如精神不振'活动减少'呆立缩颈'食欲减

退'饮水减少'体温升高等&其中!在用于观察不同

时间病理变化的
9%

只鸭中!除接毒后
#

'

'

'

9)

各随

机扑杀
'

只活鸭进行剖检外!其余
9$

只全部在
9)

内死亡!最早在接毒后约
'9J

死亡&在用于计算发

9$'#
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病率'死亡率的另外
#5

只鸭中!接毒后
':J

死亡
#

只!之后每隔
'

"

9J

即有
#

只鸭死亡!至
')

死亡率

为
"$\

!

9)

为
5587\

!

")

达到最终的
7&8&\

&病

鸭表现为精神萎靡!双翅下垂!伏卧不起!羽毛蓬乱!

食欲'饮水废绝!排白色粪便!并出现歪头'扭颈'劈

叉'转圈'仰翻等神经症状(部分鸭还有流泪'头部和

脸部水肿'呼吸困难等&至
%)

存活
#

只鸭!病情好

转!不再死亡!至
#$)

已无临床症状"表
#

#&

眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种病毒的鸭!临床症状与

静脉接种的相似!但潜伏期稍为延长!接毒后
#)

内

仅有轻微的临床症状!

')

才表现出明显的临床症

状!并开始死亡!其中最早死亡的一例发生在接毒后

约
&$J

!

")

为死亡高峰期!

:)

后不再有鸭死亡&

死亡率为
"$\

!发病率
::85\

"表
#

#&

表
&

!

鸭的发病率和死亡率

M-H.8&
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M58F+>H/@/1

6

-2@F+>1-./1

6

+3@<,A?

接种数

3*@S=P1U

A/1+*>.O=))*+,C

发病数

3*@S=P1U

)AC=.C=))*+,C

发病率

L1PSA)AO

B

死亡数
3*@S=P1U)=.))*+,C

#)

Q

A ')

Q

A 9)

Q

A &)

Q

A ")

Q

A %)

Q

A

死亡率

L1PO.>AO

B

对照组
K1/OP1> #$ $ $ $ $ $ $ $ $ $

静脉接种组

E/1+*>.OA1/

A/OP.R=/1*C>

B

#5 #5

#5

%

#5

"

#$$\

#

$ 7 : $ # $

#:

%

#5
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7&8&\

#

混合接种组

E/1+*>.OA1/RA.OJ=

1+*>.P!/.C.>!1P.>!

+>1.+.>P1*O=C

#5 #&

#&

%

#5

"

::85\
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$ # # # " #

7

%

#5

"

"$\

#

)

Q

A8_.

B

C

Q

1COA/1+*>.OA1/

!K!

!

接种病毒后病毒的重新分离鉴定结果

对照鸭的
2(

试验为阴性&静脉接种病毒后

#

'

'

'

9

'

")

!其
2(

试验呈阳性!

3_Z2E

试验阴性!

2"(EZ2E

试验阳性&眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种病

毒后
#

"

")

!其
2(

试验呈阳性!

3_Z 2E

试验阴

性!

2"(EZ2E

试验阳性(接种病毒后
%

"

#$)

!其

2(

试验呈阴性"表
'

#&

表
!

!

'9

抗原效价

M-H.8!

!

'9-21/

4

821/18>

#)

Q

A ')

Q

A 9)

Q

A &)

Q

A ")

Q

A %

"

#$)

Q

A

对照组
K1/OP1> ! ! ! ! $ $

静脉接种组

E/1+*>.OA1/A/OP.R=/1*C>

B

#̂ %&

#̂ %&

#̂ %&

#̂ #'5

#̂ #'5

#̂ #'5

!

!

#̂ %&

!

!

!

混合接种组

E/1+*>.OA1/RA.OJ=

1+*>.P!/.C.>!1P.>!+>1.+.>P1*O=C

#̂ #%

#̂ 9'

#̂ %&

#̂ %&

#̂ %&

#̂ %&

#̂ 9'

#̂ %&

#̂ #%

#̂ #%

$

$
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!

接种病毒后
';

抗体的检测结果

对照鸭!静脉接种病毒后
#

"

")

'眼
!

鼻
!

口腔
!

泄

殖腔接种病毒后
#

"

%)

的鸭!其血清中均未检测到

2E

抗体&眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种病毒后
:

"

#$)

的部分鸭血清中检测到
2E

抗体"表
9

#&

!K$

!

接种病毒后病毒核蛋白抗原免疫组化检查结果

!!

对照鸭的各组织器官均呈禽流感病毒核蛋白抗

原免疫反应阴性&接种病毒的鸭部分组织器官呈免

疫反应阳性!其中反应最强'阳性率最高的是心肌细

胞'肝细胞'枯否氏细胞'胰腺泡上皮细胞'肾小管上

皮细胞'血管内皮细胞和血液吞噬性白细胞"图
#

#(

在气管和支气管黏膜上皮!脑组织!肠黏膜上皮!胸

腺'法氏囊'脾和肺的巨噬细胞以及坏死的细胞碎片

中也见少量阳性反应!在少数病例的脾组织细胞中

可见较多的阳性反应(但在食管'腺胃'肌胃'睾丸'

卵巢'甲状腺'肾上腺'哈德氏腺'骨骼肌等未见阳性

&$'#
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亚型高致病力禽流感病毒人工感染鸭的抗原定位观察

表
L

!

';

抗体效价#

.+

4

!

$

M-H.8!

!

';-21/H+@

6

1/18>

#

.+

4

!

$

每只鸭的血清
2E

抗体效价
4=P*@2E./OAS1)

B

OAO=PA/

Q

=P)*+,

对照组
K1/OP1> $ $ $ $ $ $ $ $ $ $

静脉接种组

E/1+*>.OA1/

A/OP.R=/1*C>

B

#

"

')

Q

A

9)

Q

A

&

"

")

Q

A

$

$

$

$

$

$

$

$

!

$

$

!

$

$

!

$

$

!

$

!

!

$

!

!

$

!

!

$

!

!

混合接种组

E/1+*>.OA1/RA.OJ=

1+*>.P!/.C.>!1P.>!

+>1.+.>P1*O=C

#

"

%)

Q

A

:)

Q

A

5)

Q

A

7)

Q

A

#$)

Q

A

$

'

'

#

#

$

'

9

'

'

$

'

9

'

'

$

$

"

'

9

$

$

$

9

&

$

$

$

&

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

反应&静脉接种后
#)

或眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种后

#

"

')

!阳性反应主要见于血管内皮细胞'血液吞噬

性白细胞以及血管附近的实质细胞(静脉接种后
')

或眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种后
'

"

9)

!阳性反应可见

于上述大多数实质细胞&接种后
")

阳性反应明显

下降!接种后
%)

已很难检查到阳性反应!接种后
:

)

已不能检查到阳性反应"表
&

#&

心脏的阳性反应主要位于心肌坏死灶及其附近

的肌纤维!可见于细胞质和细胞核内&肝的阳性反

应主要位于血窦周围和被膜下的肝细胞和血窦中的

枯否氏细胞!反应很强!为颗粒状!遍布于细胞质和

细胞核内&胰腺的阳性反应在坏死灶处表现强烈!

在其他部位呈散在分布!可见于腺泡上皮细胞质和

细胞核内&肾的阳性反应见于部分肾小管上皮细

胞!有的整个肾小管断面所有上皮细胞都呈阳性反

应!有的肾小管只有部分上皮细胞呈阳性反应!主要

定位于细胞核内!细胞质内只有少量&肺的阳性反

应仅见于巨噬细胞中&胸腺的阳性反应很少见!散

在于皮质和髓质内!主要存在于组织细胞"

JACOA1!

+

B

O=

#'坏死的细胞或其碎片中!偶尔见于淋巴细胞&

法氏囊的阳性反应仅见于囊小结髓质部的坏死细胞

或其碎片中!数量甚少!通常一个囊小结内只有几个

阳性反应点&脾的阳性反应见于巨噬细胞或组织细

胞中!在组织细胞增生的病例中数量较多!其他病例

则较少!可见于细胞核和细胞质内&血管内皮细胞

和血液吞噬性白细胞的反应物为颗粒状&气管'支

气管和肠黏膜的阳性反应见于脱落的上皮细胞中!

脑组织的阳性反应见于神经纤维和神经元中&

表
$

!

各种器官的病毒核蛋白抗原免疫反应阳性率

M-H.8$

!

;FF<2+

E

+?/1/:8>-18?+3-:/-2/23.<820-:/><?2<,.8+

E

>+18/2-21/

4

82/2:->/+<?+>

4

-2?

心

2=.PO

肝

DAR=P

胰腺

[./+P=.C

肾

WA)/=

B

血管

Z.C+*>.P

肺

D*/

0

气管

<P.+J=.

脑

YP.A/

肠

E/O=COA/=C

胸腺

<J

B

@*C

法氏囊

Y*PC.1U

X.SPA+A*C

脾

4

Q

>==/

其他

GOJ=P

对照组
+1/OP1> $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $

静脉接种组

E/1+*>.OA1/

A/OP.R=/1*C>

B

#)

Q

A

')

Q

A

9)

Q

A

")

Q

A

#$)

Q

A

"

%

#$

5

%

#$

#$

%

#$

#

%

#

$

%

%

#$

5

%

#$

#$

%

#$

#

%

#

$

:

%

#$

#$

%

#$

#$

%

#$

#

%

#

$

"

%

#$

5

%

#$

7

%

#$

#

%

#

$

5

%

#$

#$

%

#$

5

%

#$

$

%

#

$

&

%

#$

%

%

#$

%

%

#$

$

%

#

$

9

%

#$

"

%

#$

&

%

#$

$

%

#

$

'

%

#$

&

%

#$

9

%

#$

$

$

#

%

#$

9

%

#$

9

%

#$

#

%

#

$

9

%

#$

&

%

#$

9

%

#$

$

$

'

%

#$

9

%

#$

&

%

#$

$

$

9

%

#$

&

%

#$

&

%

#$

#

%

#

$

$

$

$

$

$

混合接种组

E/1+*>.OA1/RA.

OJ=

1+*>.P!/.C.>!1P.>!

+>1.+.>P1*O=C

#)

Q

A

')

Q

A

9)

Q

A

&)

Q

A

")

Q

A

%)

Q

A

:

"

#$)

Q

A

&

%

#$

%

%

#$

5

%

#$

:

%

#$

&

%

#$

'

%

#$

$

"

%

#$

%

%

#$

5

%

#$

5

%

#$

&

%

#$

'

%

#$

$

"

%

#$

:

%

#$

7

%

#$

7

%

#$

"

%

#$

9

%

#$

$

&

%

#$

%

%

#$

:

%

#$

%

%

#$

9

%

#$

#

%

#$

$

"

%

#$

:

%

#$

5

%

#$

%

%

#$

&

%

#$

#

%

#$

$

&

%

#$

%

%

#$

:

%

#$

"

%

#$

9

%

#$

#

%

#$

$

&

%

#$

%

%

#$

"

%

#$

&

%

#$

9

%

#$

$

%

#$

$

'

%

#$

9

%

#$

&

%

#$

9

%

#$

'

%

#$

$

%

#$

$

'

%

#$

9

%

#$

&

%

#$

9

%

#$

9

%

#$

#

%

#$

$

'

%

#$

9

%

#$

9

%

#$

#

%

#$

'

%

#$

$

%

#$

$

'

%

#$

9

%

#$

9

%

#$

'

%

#$

'

%

#$

$

%

#$

$

'

%

#$

&

%

#$

&

%

#$

9

%

#$

9

%

#$

#

%

#$

$

$

$

$

$

$

$

$

"$'#
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静脉接种后
')

!心肌细胞质和细胞核内可见病毒核蛋白抗原阳性反应(

Y6

眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种后
9)

!肝细胞质和细胞

核内可见病毒核蛋白抗原阳性反应(

K6

眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种后
9)

!胰腺坏死灶的胰腺泡上皮细胞质和细胞核内可见病毒

核蛋白抗原阳性反应(

_6

静脉接种后
#)

!肾小管上皮细胞核内可见病毒核蛋白抗原阳性反应

(6E/OP.+

B

O1

Q

>.C@A+./)A/OP./*+>=.P(EZ/*+>=1

Q

P1O=A/./OA

0

=/)=O=+O=)A/@

B

1+.P)A.>+=>>C.O').

B

C

Q

1CO!A/1+*>.OA1/

"

_[E

#

S

B

A/OP.R=/1*C>

B

A/1+*>.OA1/8Y6E/OP.+

B

O1

Q

>.C@A+./)A/OP./*+>=.P(EZ/*+>=1

Q

P1O=A/./OA

0

=/)=O=+O=)A/J=

Q

.O1+

B

O=C.O9_[ES

B

A/1+*>.OA1/RA.OJ=1+*>.P!/.C.>!1P.>!+>1.+.>P1*O=C8K6E/OP.+

B

O1

Q

>.C@A+./)A/OP./*+>=.P(EZ/*+>=1

Q

P1O=A/./OA

0

=/)=O=+O=)A/

/=+P1OA+.+A/.P=

Q

AOJ=>A.>+=>>CA/.P=.C1U

Q

./+P=.OAOAC.O9_[ES

B

A/1+*>.OA1/RA.OJ=1+*>.P!/.C.>!1P.>!+>1.+.>P1*O=C8_6<J=

,A)/=

B

.O#_[ES

B

A/OP.R=/1*CP1*O=8E/OP./*+>=.P(EZ/*+>=1

Q

P1O=A/./OA

0

=/)=O=+O=)A/P=/.>O*S*>.P=

Q

AOJ=>A.>+=>>C8

图
#

!

各组鸭部分组织
(EZ

核蛋白抗原的免疫组化染色#苏木精复染$

!

%$$]

N/

4

K&

!

*+,-./0-1/+2+39;=2<,.8+

E

>+18/2-21/

4

82/2?+F81/??<8?H

6

O1>8

E

1-:/@/2PH/+1/2,+F

E

.8D/FF<2+

E

8>+D/@-?8?1-/2/2

4

-2@

58F-1+D

6

./2,+<218>?1-/2

!

Q""R

L

!

讨
!

论

LK&

!

关于病毒的重新分离

关于接种
(EZ

后鸭体内病毒的重新分离!本试

验仅仅进行了初步的研究!即只是对接种病毒后每

天数只鸭各种器官的混合物接种鸡胚进行了病毒分

离!而未分别对每只鸭每种器官进行病毒分离&其

目的是证明本次人工发病确实由
(EZ

所致&本试

验结果表明!对照鸭的材料中未检测到
(EZ

!说明

鸭没有自然感染
(EZ

(而静脉接种和眼
!

鼻
!

口腔
!

泄

殖腔接种病毒后
#

"

")

的鸭病料中检测到
(EZ

!说

明鸭的发病死亡是由
(EZ

所致&眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖

腔接种病毒后
%

"

#$)

的鸭病料中不能检测到

(EZ

!接种后
:

"

#$)

的部分鸭血清中可以检测到

2E

抗体!说明此时存活的鸭已将病毒消灭!这与其

病情相对较轻'发病率和死亡率较低'接种
:)

后不

再有鸭死亡相符&据报道!家鸭鼻内接种高致病力

禽 流 感 病 毒
(

%

+JA+,=/

%

21/

0

W1/

0

%

''$

%

#77:

"

2"3#

#后!仅能从接种后
')

的口咽拭子中重新分

离到病毒)

##

*

&而高致病力禽流感病毒
(

%

0

11C=

%

21/

0

W1/

0

%

:798'

%

'$$'

"

2"3#

#经眼
!

鼻
!

气管
!

口

腔
!

泄殖腔人工感染绿头野鸭"

@.>>.P)

#!在接种后
9

)

的多种脏器尤其是脑组织含有高滴度的病毒(存

活的鸭低水平地从气管中排毒!可以持续
#$)

!但接

种
&)

后不能从泄殖腔拭子中检查到病毒)

#'

*

&

LK!

!

关于
';

抗体的产生

关于接种
(EZ

后鸭体内
2E

抗体的产生!以往

鲜有报道&本试验结果表明!对照鸭血清中不能检

测到
2E

抗体!一方面是因为这些鸭为非免疫鸭!而

且未受到
(EZ

感染"病毒分离试验呈阴性#!因而不

%$'#
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亚型高致病力禽流感病毒人工感染鸭的抗原定位观察

可能产生
2E

抗体(另一方面说明这些
&

周龄的鸭

体内已经没有母源抗体了&静脉接种病毒后
#

"

"

)

!眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种病毒后
#

"

%)

!其血清中

均未检测到
2E

抗体(而眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种病

毒后
:

"

#$)

的部分鸭血清中检测到
2E

抗体!并且

随着时间的延长!能检测到抗体的鸭数增多!抗体滴

度也表现出逐渐增高的趋势&这与鸭的病情发展是

是一致的&鸭眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种病毒后!死亡

发生在接种后
#

"

%)

!接种
:)

后不再有鸭死亡!临

床表现逐渐好转!病理变化逐渐减轻&

LKL

!

关于病毒侵害的组织器官

本试验结果表明!鸭接种
(

%

)*+,

%

-*./

0

)1/

0

%

''$

%

'$$&

"

2"3#

#后!其核蛋白抗原免疫反应主要

见于心肌细胞'肝细胞'枯否氏细胞'胰腺泡上皮细

胞'肾小管上皮细胞'血管内皮细胞和血液吞噬性白

细胞&在病理组织学观察中发现!不管是静脉接种

还是眼
!

鼻
!

口腔
!

泄殖腔接种!这些细胞都存在严重

的变性和坏死!许多器官的血管也有炎症反应(在细

胞凋亡的检查中也观察到!胰腺泡上皮细胞'肾小管

上皮细胞和肝细胞的凋亡率最高!心肌细胞也有少

量发生凋亡)

#&!#"

*

&说明这些器官的病理损伤是上述

(EZ

造成的&接种这种病毒后造成病毒血症!在血

液中部分病毒被吞噬性白细胞吞噬!因而血液吞噬

性白细胞中可以检查到病毒抗原(由于病毒复制迅

速!病毒过多!吞噬性白细胞无法杀灭全部病毒!因

而病毒进而侵害血管内皮!继而侵害器官的实质细

胞(在肝脏中亦有部分病毒被枯否氏细胞吞噬!因而

除了肝细胞外!在枯否氏细胞中也可检查到病毒抗

原&上述结果与以往报道的鸡等其他禽类的结果不

尽一致!这可能与病毒亚型'毒力强弱'毒株来源'动

物种类等有关&据报道!智利源高致病力
2:39

亚

型
(EZ

经鼻内接种鸡时!病毒抗原主要定位于全身

许多组织器官的血管内皮!而心肌细胞'肝细胞'枯

否氏细胞'胰腺泡上皮细胞等仅偶尔受到感染)

#

*

&

高致病力禽流感病毒
(

%

+JA+,=/

%

21/

0

,1/

0

%

''$

%

#77:

"

2"3#

#经鼻内接种斑雀'舍雀'麻雀'欧洲八

哥和相思鹦鹉时!病毒抗原见于斑雀的鼻腔'脑'胰

腺'脾'肾上腺和卵巢等!舍雀和相思鹦鹉的脑和胰

腺等!麻雀的心脏和睾丸!而欧洲八哥不能检出病毒

抗原)

'

*

(接种鸡'火鸡'鹌鹑'珍珠鸡'环颈雉和山鹑

时!肾上腺'肺'心'脾和脑是这些禽类含有病毒抗原

最为集中的器官)

9

*

(接种鸸鹋'家鹅'家鸭和鸽时!鸸

鹋的病毒抗原主要见于胰腺泡上皮细胞'脑神经元

和胶质细胞'鼻腔和气囊上皮'心肌纤维和巨噬细胞

中!鹅只有少数心肌纤维'胰腺泡上皮细胞'脑神经

元'胶质细胞'室管膜细胞'肝细胞'枯否氏细胞'胆

管上皮细胞和脾的巨噬细胞可见病毒抗原存在!而

鸭和鸽的任何组织器官中都不能检查到病毒抗

原)

##

*

&鸡气管内接种高致病力禽流感病毒
(

%

+JA+,=/

%

[=//C

B

>R./A.

%

#9:$

%

#759

"

2"3'

#'

(

%

+JA+,=/

%

ZA+O1PA.

%

#5"

%

#75"

"

2:3:

#和
(

%

O*P,=

B

%

G/O.PA1

%

::9'

%

#7%%

"

2"37

#!病毒抗原检出率最高

的是脑神经元'室管膜细胞'心肌细胞'胰腺泡上皮

细胞'肾小管上皮细胞以及肺的三级支气管和肺房

中的坏死细胞)

"

*

&鸡鼻内接种高致病力
2:3:

'

2:39

亚型
(EZ

时!胰'脑'肾'心脏和骨骼肌呈免

疫染色阳性反应)

:

*

&

本试验只在气管和支气管上皮!肺巨噬细胞!脑

组织!肠黏膜!以及胸腺'法氏囊和脾脏的巨噬细胞

和坏死的细胞碎片中见到少量病毒核蛋白抗原免疫

阳性反应!仅在少数病例的脾组织细胞中见到较多

的阳性反应!偶尔在胸腺淋巴细胞中见到阳性反应!

而在法氏囊和脾脏结构正常的淋巴细胞中未检到阳

性反应!虽然这些器官都存在明显的病变&它们之

所以很少或不能检查到病毒抗原!其原因可能是!这

些器官的病变不是病毒的直接作用!而是由于全身

各组织器官广泛的充血'淤血'出血和血栓形成!导

致这些器官的缺血缺氧而间接造成的(或是病毒曾

经短暂地侵害过这些器官!但在检查之前已经被机

体排出或被杀灭(或是这些组织器官中的病毒含量

不高!加上在制作石蜡切片的过程中可能导致部分

抗原的破坏(还有!免疫组化方法使用的抗体是抗流

感病毒核蛋白的单克隆抗体!用某一毒株免疫所制

备的这种抗体!在检查其他毒株时可能存在一定的

差异&因此!虽然上述器官存在明显的组织病理学

变化!但无法检查到或极少地检查到病毒抗原&

本试验在食管'胃'睾丸'卵巢'甲状腺'肾上腺'

哈德氏腺'骨骼肌等组织器官中未见病毒核蛋白抗

原免疫阳性反应!组织病理学观察!其病变也不严

重)

#&

*

!这可能是侵入这些器官的病毒较少!或是病

毒未直接侵害它们!其病变是其他间接因素造成的&

LK$

!

关于病毒侵害机体的进程

本试验结果表明!静脉接种后
#)

或眼
!

鼻
!

口

腔
!

泄殖腔接种后
#

"

')

!

(EZ

核蛋白抗原免疫阳性

反应主要见于血管内皮细胞'血液吞噬性白细胞以

及血管附近的实质细胞(静脉接种后
')

或眼
!

鼻
!

口

:$'#



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
&$

卷
!

腔
!

泄殖腔接种后
'

"

9)

!阳性反应可见于心肌细

胞'肝细胞'枯否氏细胞'胰腺泡上皮细胞'肾小管上

皮细胞!胸腺'法氏囊'脾脏和肺的巨噬细胞或组织

细胞等实质细胞&接种后
")

阳性反应明显下降!

接种后
%)

已很难检查到阳性反应!接种后
:)

已不

能检查到阳性反应&这说明上述
(EZ

在鸭体内存

在的时间不长!若鸭能够耐过感染而不死亡!则病毒

能被机体杀灭和清除&这与病情的发展和
2E

抗体

的检测结果是一致的"如上所述#&该病毒侵害机体

的进程与其他
(EZ

不尽一致&据报道!高致病力禽

流感病毒
(

%

+JA+,=/

%

21/

0

,1/

0

%

''$

%

#77:

"

2"3#

#

经鼻内接种鸡'火鸡'鹌鹑'珍珠鸡和环颈雉时!一般

在接种后
')

可在组织器官中检查到病毒抗原!但

在山鹑直到接种后
9)

才能从心'脑'肾和胰腺实质

中检查到病毒抗原)

9

*

(接种家鹅后
&

"

:)

少数心肌

纤维和炎性细胞中存在病毒抗原!接种后
&

"

#$)

胰腺泡上皮细胞'脑神经元'神经胶质细胞'室管膜

细胞以及少数肝细胞'枯否氏细胞'胆管上皮细胞和

脾的巨噬细胞可见病毒抗原存在!但接种家鸭和鸽

后任何时间'任何组织器官都不能检查到病毒抗

原)
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&鸡接种高致病力禽流感病毒
(

%

+JA+,=/

%

ZA+O1PA.

%

#

%

#75"

"

2:3:

#'

(
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B
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0
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#77#
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2"3#

#和
(

%

O=P/

%

41*OJ (UPA+.

%

#7%#

"

2"39

#

'"J

后!心肌细胞'肾小管上皮细胞'胰腺

泡上皮细胞'神经细胞'小胶质细胞!肝'脾'胸腺的

巨噬细胞!肺呼吸毛细管上皮细胞'毛细血管内皮细

胞和单核细胞呈免疫阳性反应!但其染色性在接种

后
&

'

")

则显著下降)

#$

*

&

致谢!本研究得到辛朝安教授'毕英佐教授和罗开健副

教授的大力支持和热情帮助!特致谢忱&

参考文献!

)

#

*

!

G̀3?4FD

!

4a(F3?_?8K1@

Q

.P.OAR=

Q

.OJ1SA1>!

1

0B

1U>1V./)JA

0

J

Q

.OJ1

0

=/A+AO

B

2:39KJA>=./.RA!

./A/U>*=/T.RAP*C=CA/+JA+,=/C

)

`

*

8!7($) ;(8

!

'$$&

!

&5

"

#

#$

##7!#'58

)

'

*

!

[?bWE34D?

!

4a(F3?_?8Z.PA=)

Q

.OJ1

0

=/A+A!

O

B

1U.21/

0

W1/

0

!1PA

0

A/2"3#.RA./A/U>*=/T.RAP*C

A/U1*P

Q

.CC=PA/=C

Q

=+A=C./)S*)

0

=PA

0

.PC

)

`

*

8%&#

<$#,+/

!

'$$9

!

&$

"

#

#$

#&!'&8

)

9

*

!

[?bWE34D?

!

4a(F3?_?8[.OJ1SA1>1

0B

1U(

%

+JA+,=/

%

21/

0

W1/

0

%

''$

%

7:

"

2"3#

#

.RA./A/U>*=/T.

RAP*CA/C=R=/

0

.>>A/.+=1*CC

Q

=+A=C

)

`

*

8%&#<$#,+/

!

'$$#

!

95

"

'

#$

#&7!#%&8

)

&

*

!

4EDZ(3GX_

!

FG42EW(a( L

!

42EL(_((

!

=O.>8?/J./+=)/=*P1

Q

.OJ1

0

=/A+AO

B

1U.RA./A/U>*=/T.

(RAP*CS

BQ

.CC.

0

=COJP1*

0

J.APC.+./)SP.A/1U

+JA+,C

)

`

*

8=%&#3&4-"(

!

#77:

!

"7

"

9

#$

#&9!#&58

)

"

*

!

LGE[

!

YbH-2 L

!

XD?<K2?bG`

!

=O.>8K1@!

Q

.P.OAR=

Q

.OJ1>1

0B

1U+JA+,=/C=N

Q

=PA@=/O.>>

B

A/1+*>.!

O=)VAOJ.RA./A/U>*=/T.RAP*C=C1U>1V./)JA

0

J

Q

.OJ!

1

0

=/A+AO

B

)

`

*

8!7($);(8

!

#77:

!

&#

"

#

#$

#'"!#9%8

)

%

*

!

4a(F3?_?8[.OJ1SA1>1

0B

1U2"3'L=NA+./.RA!

./A/U>*=/T.RAP*CA/U=+OA1/C1U+JA+,=/C

)

`

*

8%&#

<$#,+/

!

#77:

!

9&

"

%

#$

"":!"%:8

)

:

*

!

2GG[?b[<

!

bH44?DD-a

!

4?DD?KW[a

!

=O

.>8GSC=PR.OA1/C1/OJ=P=>.OA1/CJA

Q

A/+JA+,=/CS=!

OV==/OJ=RAP*>=/+=1UC1@=.RA./A/U>*=/T.RAP*C=C

./)OJ=AP

Q

.OJ1

0

=/A+AO

B

U1PR.PA1*C1P

0

./C

)

`

*

8!7($)

;(8

!

#77"

!

97

"

9

#$

&"5!&%&8

)

5

*

!

4a(F3?_?

!

4D?LG34b_8K1@

Q

.P.OAR=

Q

.!

OJ1>1

0B

1UA/OP.R=/1*C>

B

A/1+*>.O=) VA>))*+,!./)

O*P,=

B

!1PA

0

A/O

BQ

=(A/U>*=/T.RAP*C=CA/+JA+,=/C

)

`

*

8

!7($);(8

!

#77"

!

97

"

#

#$

:&!5&8

)

7

*

!

42(D(YF((

!

4D?LG34b_

!

4a(F3?_?8

[.OJ1>1

0

A+.>CO*)A=C1U(

%

+JA+,=/

%

(>.S.@.

%

:97"

%

:"

"

2&35

#

A/U>*=/T.RAP*CA/C

Q

=+AUA+!

Q

.OJ1

0

=/!UP==>.

B

!

A/

0

J=/C

)

`

*

8!7($);(8

!

#77&

!

95

"

#

#$

''!9'8

)

#$

*

!

WGY(F(42EF

!

<2GbELG<G <

!

W(a(GW(

F

!

=O.>8[.OJ1>1

0

A+CO*)A=C1U+JA+,=/C=N

Q

=PA@=/O.>!

>

B

A/U=+O=)VAOJOV1JA

0

J>

BQ

.OJ1

0

=/A+.RA./A/U>*=/T.

RAP*C=C

)

`

*

8!7($)

>

$#,+/

!

#77%

!

'"

$

'5"!9$&8

)

##

*

!

[?bWE34D?

!

4a(F3?_?8[.OJ1

0

=/A+AO

B

1U.

21/

0

W1/

0

!1PA

0

A/2"3#JA

0

J>

BQ

.OJ1

0

=/A+.RA./A/!

U>*=/T.RAP*CU1P=@*C

!

0

==C=

!

)*+,C

!

./)

Q

A

0

=1/C

)

`

*

8!7($);(8

!

'$$'

!

&%

"

#

#$

"9!%98

)

#'

*

!

4<HbL!b(LEb?;W L

!

?DDE4<

!

YGH4XE?D_

Y

!

=O.>8b==@=P

0

A/

0

2"3#A/U>*=/T.RAP*C=CA/

21/

0

W1/

0

A/'$$'.P=JA

0

J>

BQ

.OJ1

0

=/A+O1)*+,C

)

`

*

8=%('+/

!

'$$&

!

:5

"

7

#$

&57'!&7$#8

)

#9

*

!

刘超男!刘
!

明!张
!

云!等
82"3#

亚型禽流感病毒

的鸭致病性研究)

`

*

8

中国农业科学!

'$$%

!

97

"

'

#$

&#'!&#:8

)

#&

*

!

李玉谷!周泉鹤!崔聪颖!等
8

一株
2"3#

亚型高致病

力禽流感病毒人工感染鸭的组织病理学观察)

`

*

8

畜

牧兽医学报!

'$$5

!

97

"

#$

#$

#9:9!#95#8

)

#"

*

!

李玉谷!叶远兰!崔聪颖!等
8#

株
2"3#

亚型高致病

力禽流感病毒人工感染鸭的细胞凋亡观察)

`

*

8

畜牧

兽医学报!

'$$7

!

&$

"

:

#$

#$%7!#$:98

5$'#


