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要!乌骨鸡是中国特有的优良品种!近年来聊城地区死淘的产蛋种鸡常见肝'脾肿大的肿瘤性疾病(
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年
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月收到聊城某乌骨种鸡场送检的
.

只病死鸡(通过剖检观察'病理组织学检查'
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检测及病毒分离鉴定!最

终确定为
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亚群白血病病毒感染所致的髓样细胞瘤和血管瘤(设计
)

对引物!对病毒全基因序列进行扩增!得到全
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%

个
%/6

7

的插入序列(分离株与

英国原型株
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差异较大!但与近几年国内商品蛋鸡的分离株相似性很高!可能来自商品蛋鸡(
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#最初是从英国肉种鸡中分离得

到+

%

,

!随后在世界范围内广泛散播!给养禽业造成了

巨大的经济损失+
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,
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BMZ!5

感染所致肿瘤性疾病

最初只见于肉种鸡!后来传至商品蛋鸡(近年来其

宿主范围不断扩大!像麻鸡'芦花鸡'百日鸡等许多

地方品种鸡也相继感染发病+

*!1

,

!肿瘤表型也由最初

的髓样细胞瘤向血管瘤'纤维肉瘤或复合瘤型转变(

乌骨鸡作为一种名贵的地方鸡种!是中国特有的资

源(迄今为止!尚未见乌骨鸡感染
BMZ!5

及病毒全

基因序列分析的报道(笔者通过对一乌骨鸡白血病

病例的研究!探索感染乌骨鸡白血病病毒的分子特

性!以期为乌骨鸡白血病防控提供依据(

山东聊城地区有多家乌骨种鸡饲养场!
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年
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月!本实验室收到聊城某乌骨种鸡场送检的
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只

病死的父母代种鸡!主诉该种鸡场饲养
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日龄左右开始出现零星死亡(

为了解其发病原因!对送检病鸡进行了综合诊断(
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材料与方法
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材料

主要试剂和仪器$
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公司&
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单克隆抗体
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"崔治中老师惠

赠#&
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提取试剂盒购于
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公司&
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抗

原检测试剂盒!购于
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公司&
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仪为
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公

司产品&电泳仪!凝胶'成像仪为
X$#!4A"

公司产品&
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切片机&显微镜等(
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方法
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外观及剖检观察
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对送检的病死鸡先进行

详细的体表观察!然后剖检观察内脏器官的病理变化(

%'0'0

!

病理组织学检查
!!

分别取病死鸡肝'肾'

脾'骨髓等组织!于
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中性福尔马林液中固定!常

规石蜡切片!

=C

染色!镜检(
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检测
!!

取肝组织
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磨!将研磨液
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D$-

_%离心
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!取上清用
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滤器过滤!接种长成单层的
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细胞!维持
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收集细胞用试剂盒提取细胞
;LB

(以提取的

;LB

为模板!通过
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特异性检测引物"表
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,进行特异性扩增(
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病毒分离鉴定
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*1 a <̂

二氧化碳培养箱中孵育
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!换

%̂ ;:C:

维持液!
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后
K;]]

试剂盒检测细胞上

清中
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含量(同时用
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单克隆抗体
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对

细胞进行间接免疫荧光检测(
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全基因组扩增
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外观检查及剖检病变

病死鸡外观消瘦!鸡冠苍白'萎缩!腹部膨大!个

别鸡趾部皮下有血泡(病死鸡的剖检病变大致相

同!均表现肝'脾显著肿大"图
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'

3

#!极度肿大的

肝几乎充满整个腹腔!质度硬实!有的肝表面及切面

有明显的灰白色颗粒状结节"图
%X

#&肾'卵巢有不

同程度的肿大"图
%;

#!表面和切面均有大小不等的

灰白色肿瘤结节&骨髓颜色明显变淡!呈灰白色&骨

骼表面未见肿瘤病变&坐骨神经也未见增粗(

B'

肝肿大&

X'

肝切面有明显的灰白色颗粒状结节&
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脾

明显肿大&
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肾和卵巢肿大
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剖检观察结果
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病理组织学检查

镜检可见肿瘤病灶主要由髓样瘤细胞组成!髓

样瘤细胞形态基本一致!细胞体积大!呈圆形或椭圆

形!胞质丰富!呈粉红色!内有大量圆球形嗜酸性颗

粒!细胞核呈圆形'椭圆形或肾形!染色稍淡!空泡

化!常偏于细胞一侧"图
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#!有的肿瘤结节

内可见瘤细胞核分裂相(整个肝失去其固有的组织

结构!大量髓样瘤细胞呈灶状或条索状浸润'增生!

肿瘤病灶密集分布!大小不一!肝组织仅有少量残留

"图
0B

!

0&&c

#&脾白髓的数量'体积明显减少!红髓

内的髓样瘤细胞多呈弥漫性浸润'增生!鞘动脉周围

有灶状髓样瘤细胞浸润"图
0X

!

%&&c

#&在肾小管之

间有大量髓样瘤细胞浸润"图
0;

!

%&&c

#(

B'

肝组织仅有少量残留!大量髓样瘤细胞呈灶状增生!

0&&c

&

X'

脾红髓内的髓样瘤细胞呈弥漫性增生!

%&&c

&

3'

肾间质浸润的髓样瘤细胞!胞质内有大量粉红色圆球

形嗜酸性颗粒!

0&&c

&

;'

肾组织有大量髓样瘤细胞弥漫

性浸润!
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Q1M

检测

对所有送检鸡进行
234

检测!重复
*

次!结果

均显示
BMZ!5

阳性!片段大小
<&&

左右!和目的条

带大小一致(

!I$

!

病毒分离鉴定

第
<

天检测细胞上清
7

01

为阳性!单克隆抗体

检测外源性
5

亚群白血病病毒为阳性"图
*

#(说明

该鸡群有
BMZ!5

感染(
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全基因序列分析

0'<'%

!

序列分析
!!

扩增得到全长为
1.)16

7

序

列!其中
.
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.

长
0&%.6
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/

+0

基因长
0.006
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&)1

长
%.(/6
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(序列分析表明
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和
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基因相对保

守!与参考株核酸相似性分别在
/)'(̂

"

/1')̂

和

/1')̂

"

/('*̂

!氨基酸相似性为
/<')̂

"

/(̂

和

/1'%̂

"

/('.̂

&

&)1

核酸相似性为
/&'/̂

"

/1d<̂

!氨基酸相似性为
(/'1̂

"

/<'<̂

(

*[N94

序列分析发现!跟原型株
=24>!%&*

株比较!在

89:

和
;4

区有
0&<6

7

的缺失!相当于
=24>!%&*

原型株的
1&)/

)

10<*

位置(

>

元件在
1*(.

位有

&.)
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%

个碱基缺失!致使
>

元件长度为
%).

(在
<[N94

的先导区序列
?@A"@8

区域中!有
%

个
%/6

7

的插入

序列!即
<[!3R3RR9933RR99R3939R!*[

!通过

X?A,I

对比!发现与
9Q!*<11

'

R;%%&/

株中的插入

序列一样(

0'<'0

!

进化树分析
!!

以
=24>!%&*

"

b).*/&d%

#'

B;WM!1<&%

"

BO&01/0&d%

#'

>;BN%&&%

"

5L*(/<%1d%

#'

>;&1M\%

"

5̀0%.)&<'%

#'

L]&%&%

"

;J%%<(&<'%

#'

R;%%&/

"

5]0<)/&%'%

#为参考株!通过
;BL>IA8

中

的
:@

P

B?$-

!将分离株"

>;%0M3&%

#

&)1

和参考株

&)1

基因用
3?H,IA?Q :@IF#"

进行比对!得到进化

树"图
)

#!通过此进化树可以看出分离株
>;%0M3&%

株与最近分离的
R;%%&/

和
>;BN%&&%

株关系

最近(

B'

接种研磨组织上清的
;̀!%

细胞!产生绿色荧光!

0&&c

&

X'

未接种研磨组织上清的
;̀!%

细胞!无绿色荧光产生!

%&&c

B';̀!%G@??,$-#GH?AI@"S$IF,H

7

@8-AIA-I#T

P

8$-"$-

P

I$,,H@,F#S

P

8@@-T?H#8@,G@-G@

"

0&&c

#&

X';̀!%G@??,H-$-#GH!

?AI@"S$IF,H

7

@8-AIA-I#T

P

8$-"$-

P

I$,,H@,F#S-#

P

8@@-T?H#8@,G@-G@

"

%&&c

#

图
&

!

间接免疫荧光结果

L8

<

I&

!

M57,>+7/A80-845?+822,0/A>,/457?50?5

图
$

!

!"#

基因进化树

L8

<

I$

!

Q6

.

>/

<

505+8?+455B;75-/0!"#

<

505

&

!

讨
!

论

通过综合诊断!确定该乌骨种鸡群已被
BMZ!5

感染!发病鸡为髓样细胞瘤和血管瘤混合表型(

通过全序列分析!该乌骨鸡群的
BMZ!5

感染株

*

个主要结构基因
.

$

.

'

/

+0

'

&)1

与英国原型株

=24>!%&*

相似性为
/&'/̂

"

/('*̂

(与最近分

离于商品蛋鸡的
R;%%&/

和
>;BN%&&%

的
&)1

序

列比较!其相似性达
/.'.̂

"

/1'/̂

(

89:

区是

9:

的
%

个剪接产物!一直被认为是没有功能的多

余部分!

;4

区是
%

个基本运输元件!该元件有利于

未剪切的
4LB

在细胞质中的聚集!是病毒转录本

进行加工所必须的(分离株
89:

和
;4

区片段缺

失!与英国原型株
=24>!%&*

差异较大!但是与近

几年国内分离株相似性很高!特别是
>;BN%&&%

!

对应的
=24>!%&*

株的缺失位置完全一致(

<[

N94

区的
%/6

7

的插入也跟参考株
R;%%&/

'

9Q!

*<11

对应的
=24>!%&*

株的位置是一样的!序列也

完全一致&与
>;BN%&&%

株仅仅是第
%1

位碱基由

9

变为
3

!说明感染乌鸡的
BMZ!5

与中国近期商品

蛋鸡分离株相比变异较小(推测该
BMZ!5

分离株

可能来自商品蛋鸡!这将为乌骨鸡白血病的防控带

来重大难题(近几年
BMZ!5

分离株插入序列的出

现频率非常高(该
89:

和
;4

区段缺失与先导区

序列的插入跟
BMZ!5

病毒进化是否有关!需要进一

步研究+

/

,

(

>

元件完整长度为
%<&6

7

!元件首先发现于复

制型的急性转化的肉瘤病毒中+

%&

,

!常被认为与病毒

的复制与致瘤性有关+

%%

,

!它有转录子的结合位点!

可能是一个增强子(许多
BMZ!5

毒株此区段发生

%.)
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卷
!

缺失性突变+

%0!%*

,

!在部分中国血管瘤型
BMZ!5

蛋鸡

分离株中
>

元件有
%

个碱基的缺失+

%)

,

(值得注意

的是该分离株
>

元件相对原型株
=24>!%&*

在

1*(.

位也有
%

个碱基缺失!致使
>

元件长度为
%).

6

7

(但是该分离株
>

元件跟它们缺失的碱基并不

相同!

>

元件
%

个碱基的缺失对分离株致病性的影

响有待进一步研究(

$

!

结
!

论

聊城某乌骨种鸡场送检的病例经剖检'病理组

织学检查'
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检测及病毒分离鉴定!确定为
5

亚

群白血病病毒感染导致的髓样细胞瘤和血管瘤(

BMZ!5

病毒全基因序列为
1.)16

7

!其中
.

$

.

长

0&%.6

7

!

/

+0

基因长
0.006

7

!

&)1

长
%.(/6

7

(跨

89:

和
;4

区有
0&<6

7

的缺失!在先导区序列

?@A"@8

区域中有
%

个
%/6

7

的插入序列(分离株与

原型株
=24>!%&*

差异较大!但与近几年中国商品

蛋鸡的分离株相似性很高!可能来自商品蛋鸡(
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