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种蛋中内源性禽白血病病毒的检测和鉴定
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要!某祖代种鸡群临床表现正常!在开产后用商品化禽白血病抗体检测试剂盒"

6Yc!6N

#和禽白血病抗原检

测试剂盒检测发现血清抗体阳性率及蛋清抗原阳性率均显著高于正常水平!但对种蛋中抗原阳性的
0*

只种鸡分

别接种
ZV%

细胞和
4aV

鸡胚来源的成纤维细胞"

I2V

#后均未分离到病毒&为探明该鸡群是否存在内源性禽白血

病病毒"

6Yc!2

#以及能否干扰商品化抗体检测试剂盒的结果判定!将
0*

只种鸡所产种蛋分别孵化后逐一制备成

I2V

培养!盲传
*

代后检测到其中
%

只鸡的细胞培养上清抗原检测为阳性&从该细胞培养上清液提取
\F6

!

\R!

aI\

扩增其
0>

(1

基因!序列分析证明该检出病毒为
2

亚群
6Yc

&将该
2

亚群
6Yc

接种
4aV

鸡胚来源
I2V

后

又可检出
M

05

抗原!显示该内源性
6Yc

具备传染性&同时!对该病毒
0>

(1

基因进行了原核表达!表达产物免疫鸡

后部分鸡血清经
6Yc!6N

抗体检测试剂盒检测为阳性&本研究分离到
%

株对
I2V

具备传染性的内源性
6Yc!2

!

并证明其诱导产生的抗体能够干扰对外源性
6Yc

的鉴别诊断!提示在进行临床类似情况的判定时要结合鸡群实

际表现做全面分析&

关键词!种鸡'

2

亚群禽白血病病毒'

0>

(1

基因'血清交叉反应'

M
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禽白血病是由禽白血病病毒"

9P$9-:J<Q#,$,P$!

L<,

!

6Yc

#引起的禽类多种良性和恶性肿瘤性疾病!

临床上多以免疫抑制)生长抑制和多器官组织出现

肿瘤等为主要特征*

%

+

&根据病毒囊膜蛋白和与病毒

的宿主特异性相关的
@M

(1

蛋白抗原性差异!禽白血

病毒可分为
6

"

`

共
%&

个亚群!其中只有
6

)

U

)

I

)

Z

)

2

和
`

亚群能感染鸡*

0

+

&

与感染鸡的其他病毒有所不同!

6Yc

可分为内

源性病毒和外源性病毒&鸡的外源性
6Yc

是指不

会通过宿主细胞染色体传递的病毒!包括
6

)

U

)

I

)

Z

和
`

亚群&内源性
6Yc

通常指
2

亚群
6Yc

!是可

整合进宿主细胞染色体基因组的前病毒
7ZF6

!因

而可通过染色体垂直传播&

6Yc!2

既可能是完整

全基因组并能产生游离的病毒粒子!但通常致病性

或致瘤性很低或完全没有'也可能是不完整的病毒

基因组!不能产生感染性病毒粒子!但可能不同程度

地表达某些病毒结构蛋白*

%

+

&内源性
6Yc!2

虽然

没有致病性!但它可干扰对外源性
6Yc

感染的检

测!特别是对
M

05

抗原检测结果的评估!给诊断和净

化
6Yc

带来了很大的困难*

*!)

+

&

由于中国在禽白血病方面一直未进行全面的净

化措施!不同鸡群中
6

)

U

)

`

亚群
6Yc

感染仍较普

遍*

1!%0

+

!特别是在
0&&(

2

0&&/

年间!

6Yc!̀

诱发的

髓细胞样肿瘤和血管瘤更是在中国商品代蛋鸡中广

泛流行!造成了很大的经济损失*

%*!%1

+

&在国务院颁发

的0国家中长期动物疫病防治规划"

0&%0

2

0&0&

#1中!

鸡白血病被列为必须消灭或控制的
)

种禽病之一&

为了控制
6Yc

的流行!中国启动了针对种鸡

群
6Yc

的净化工作!并且农业部兽医局连续多年

组织不同单位针对全国白羽肉鸡和蛋鸡的祖代以上

种鸡场开展了
6Yc

感染状态的强制性监控!这些

措施促使种禽生产企业积极开展自我检测和监控&

由于中国常见的
6

)

U

)

`

亚群感染后诱发的抗体均

可以用商品化试剂盒进行检测!这使得企业能很方

便地判断种鸡群的总体感染状态&在日常监测中!

某进口祖代鸡场在开产后做例行抽样检测时发现!

在一批种鸡中有一定比例的血清样品呈现
6Yc!6

%

U

亚群抗体阳性!而且在对种蛋蛋清的
6Yc!

M

05

抗

原检测中也有一定比例阳性&然而!整个鸡群无任

何发病表现!产蛋率等技术指标也很正常!并且按照

常规方法接种
ZV%

细胞和
4aV

鸡胚来源的鸡胚成

纤维细胞"

I2V

#也未分离到任何病毒&考虑到不同

6Yc

对不同来源细胞受体的多样性!又推测是否存

在着不能适应
ZV%

细胞的新的外源性
6Yc

&为

此!作者又尝试了新的方法!即直接用
M

05

抗原阳性

的受精胚逐一制备成
I2V

!再根据
M

05

抗原检测结

果来判断有无
6Yc

感染!最终从细胞培养上清液

中检测出
%

株有传染性的内源性
6Yc!2

&相对于

中国已报道的
6Yc!2

仅仅只是根据鸡基因组的检

测*

%5

+

!本文对中国首次从细胞培养液中检出
6Yc!

2

的有传染性的游离病毒粒子做了详细鉴定&

#

!

材料与方法

#=#

!

疑似感染鸡群中
4M+

的分离和鉴定

0&%0

年春!某进口祖代鸡场某批祖代鸡在开产

后做例行抽样检测时发现!有
1S

"

.S

的鸡血清样

品呈现
6Yc!6

%

U

亚群抗体阳性或其种蛋蛋清检测

出
6Yc

M

05

抗原!但整个鸡群临床表现正常!产蛋

性能也很稳定&从该鸡群中挑取种蛋蛋清
M

05

抗原

为阳性的
0*

只鸡!每只鸡采集
0

个种蛋取蛋清分别

接种
ZV%

细胞和
4aV

鸡胚制备的鸡胚成纤维细胞

"

I2V

#!同时采集血液离心取血浆分别接种
ZV%

细

胞和
I2V

!在含
1S IE

0

的培养箱中
*5g

培养
5

"

!盲传
%

代后继续维持
1

"

5"

!分别取细胞培养上

清液以
_Z2GG

公司的
6Yc!

M

05

抗原检测试剂盒

检测!判断是否存在
6Yc

感染&

此外!将这
0*

只可疑感染鸡进行人工授精!每

只鸡分别取
0

"

*

枚受精种蛋孵化至
/

"

%%

日龄后!

按常规方法分别制备成
I2V

!盲传
*

代后"每代培

养约
)"

#!再取细胞上清液用
6Yc!

M

05

抗原检测试

剂盒检测
M

05

抗原&如果检测出
M

05

阳性样品!分

别将上清液接种
ZV%

细胞和
4aV

鸡胚来源的

(%*%
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期 徐海鹏等$种蛋中内源性禽白血病病毒的检测和鉴定

I2V

!确认其是否具有传染性&对
M

05

抗原检测为

阳性样品!细胞和上清液分别保存于液氮和
(̂&g

冰箱备用&

#=!

!

4M+

分离毒株
4%?

基因的扩增及其序列分析

为了进一步对分离毒株进行亚群鉴定并确定其

是否为传染性的游离病毒!收集
M

05

检测为阳性的

细胞培养上清!经高速离心去除细胞碎片后!使用

\F6

提取试剂盒"

ET236

公司#从
M

05

检测为阳

性的细胞培养上清液中提取游离病毒的基因组

\F6

&以此为模板!以
E:$

@

#"R

为引物!利用反转

录试剂盒"

R9e9\9

#获得病毒基因组
7ZF6

'针对

&)7

基因两侧的保守区设计并合成一对通用引物!

6Yc!V

"

336R3633R36IR6636663

# 和

6Yc!\

"

63RR663II6R3IIII3RR6I

#!并以

7ZF6

为模板进行
aI\

扩增!目的片段大小为

%/&&N

M

&

aI\

产物用
&'(S

琼脂糖凝胶电泳检

测!目的条带以凝胶回收试剂盒"

ET236

公司#回

收纯化&然后将回收产物连接到
M

TZ%(!R

载体

中!转化大肠杆菌感受态细胞
ZD1

'

!挑选单个菌

落!提取质粒分别进行酶切鉴定和
aI\

鉴定!阳性

克隆送上海生工公司测序&以同样的引物和方法!

以感染细胞的基因组
ZF6

为模板!用
aI\

扩增整

合进感染细胞基因组的前病毒
7ZF6

的相应片段&

利用
ZF64A9L

软件!根据所得
&)7

基因序列的

E\V

推得
@M

(1

的氨基酸序列!并与已发表的
6Yc

各亚群代表株进行比对&

#=<

!

4M+

分离株
)2

&%

基因的原核表达及重组蛋

白的纯化

设计和合成
%

对引物用于扩增分离毒株的

0>

(1

基因&正向引物为 0

3I336RII6R3IR!

366R3RIRIR6R3R3

1!加入了
%

个
F$GD

(

位

点"下划线部分#!反向引物为$0

IR63IR63IR!

I63IRRI3RRR6I3RIRR6R6II

1!加入
A,&

(

位点"下划线部分#&以克隆到的
&)7

基因质粒为

模板进行
aI\

扩增!并将
aI\

产物和大肠杆菌表达

性载体
M

2R!D$,

经
F$GD

(

和
A,&

(

双酶切后连接!转

化宿主菌
:J"+/(UY0%

&经双酶切和
aI\

验证为阳

性的菌落送至上海生工公司进行测序分析&

经测序验证后的阳性菌!接种于
18Y

含有氨

苄青霉素"

%&&8

@

/

Y

^%

#的
YU

培养基"

RL

BM

#-J%&

@

/

Y

^%

!

HJ9,A2;AL97A1

@

/

Y

^%

!

F9I:%&

@

/

Y

^%

&

M

D5'&

#!于
*5g

控温摇床中过夜培养&次日取出

&'18Y

培养物接种于
1&8Y

的
YU

培养基中!

*5

g

振荡培养
0?

后"吸光光度为
&'.

"

&'(

#!然后加

入终浓度为
%'&88#:

/

Y

^%的
_aR3

!继续于
*5g

诱导
1?

!在诱导前先取
%8Y

作为诱导前对照&同

时!按照上述的方法诱导表达非重组的
M

2R!D$,

载

体!作为阴性对照&将诱导表达的菌液取出!超声波

裂解破碎细菌后!用
%0S4Z4!a632

电泳鉴定分析&

取诱导后的菌液
1&8Y

!离心收集菌体!超声波

破碎后!

)&&&h

@

离心
%&8$-

!弃上清&用
aU4

"

M

D5'0

#重悬沉淀"每毫升沉淀
5'18YaU4

#!超

声重悬液!工作时间
%,

!间隙时间
*,

!全程时间
%0

8$-

!总共
%(&

次&

%0&&&h

@

离心
%&8$-

!收集包

涵体沉淀!弃上清!用
U<OOJLU

"

3J-47L$

M

AI#L

M

#L9!

A$#-

#溶解包涵体"

5'1i%

#!室温下孵育
*&

"

.&

8$-

!

%0&&&h

@

离心
*&8$-

!弃沉淀!将上清用针对

D$,

标签的镍柱蛋白纯化试剂盒"

3J-47L$

M

AI#L

M

#!

L9A$#-

#进行纯化&纯化后!采用
08#:

/

Y

^%尿素透

析!置半透膜中
)g

透析复性
)(?

!分装于
(̂&g

保存&对纯化的蛋白进行
4Z4!a632

电泳分析!确

定蛋白大小是否与理论计算的数值相符'为了进一

步鉴定表达蛋白的特异性!使用带有
?$,

标签的抗

体进行
XJ,AJL-N:#A

分析!其操作过程按分子克隆

实验手册进行*

%.

+

&

#=$

!

抗
1D

&%

小鼠血清和鸡血清的制备及其与
>

亚

群
4M+

的交叉反应

将纯化好的
2

亚群
6Yc

重组表达
@M

(1

蛋白

用考马斯亮蓝
301&

法定量后!加等量的弗氏完全

佐剂!颈部皮下注射
.

只
.

周龄昆明白小鼠!每只

&'08Y

含
%&&

%

@

蛋白!

0

周后用弗氏不完全佐剂

乳化的
@M

(1

蛋白进行
0

次免疫!

&'08Y

/只^%

!

)

周后
*

免!其中
0

只未免疫蛋白的昆明白小鼠作为

阴性对照组&第
*

次免疫后
%&"

!心脏采血致死!析

出的血清置
0̂&g

保存&将所得的血清与
6Yc!U

感染的阳性
ZV%

细胞做间接荧光抗体反应!观察该

分离病毒的
@M

(1

诱导抗体与其他亚群
6Yc

是否

有交叉反应&用同样方法!免疫
%.

只
)

周龄的
4aV

鸡!每只鸡
%8Y

"含
1&&

%

@

纯化蛋白#!腿部肌肉多

点注射!

0

周后
0

免!

)

周后
*

免!

*

次免疫后每周采

集血清!用
6Yc!6N

抗体检测试剂盒及
6Yc!̀

抗

体检测试剂盒"

_Z2GG

公司产品#检测抗体反应&

!

!

结
!

果

!=#

!

疑似感染鸡群中外源性
4M+

的分离检测

选择种蛋蛋清
6Yc!

M

05

抗原阳性且
4

%

a

值较

/%*%
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高的
0*

只种鸡单独饲养!采集血浆分别接种
ZV%

细胞和
4aV

鸡胚制备的
I2V

!培养
%)"

后用

2Y_46

检测试剂盒检测
6Yc!

M

05

抗原均为阴性!

重复检测也均为阴性!这表明所有可疑鸡都没有检

测出外源性
6Yc

&

从每只种鸡各取
0

个蛋的蛋清分别接种
ZV%

细胞和
I2V

!盲传一代总计培养
%)"

后用
2Y_46

检测试剂盒检测
6Yc!

M

05

抗原!均为阴性!表明所

有可疑鸡种蛋蛋清中都没有检测出外源性
6Yc

&

!=!

!

疑似感染鸡群中内源性
4M+

的分离鉴定

将种蛋抗原检测为阳性的
0*

只种鸡的种蛋孵

化至
/

"

%%

日龄后!分别做成
I2V

培养!盲传三代&

每代取上清液检测
6Yc!

M

05

抗原!除
%

只鸡的鸡胚

细胞培养上清液检测出
M

05

抗原外!其余
00

只的鸡

胚细胞培养物上清均未检出
M

05

抗原&将该阳性上

清样品接种
ZV%

细胞培养
%)"

后!

M

05

检测始终为

阴性!表明分离的
6Yc

不是外源性
6Yc

'但同样

的上清液接种商品化
4aV

鸡和祖代白羽肉鸡来源

的
I2V

后!均可检测到
M

05

抗原"图
%

#&但是随着

传代!

2Y_46

检测
M

05

抗原的
4

%

a

值逐渐下降&上

述结果表明该种蛋中检测到的
6Yc

为内源性病

毒!而且该病毒在常规
I2V

培养中的复制能力也很

弱!很难在
I2V

上长期连续传代培养&

图
#

!

内源性
4M+

分离株接种
NJ#

和
OAJ

鸡胚
?(J

后的检测动态

J.

1

=#

!

QF0;

8

/,T.-./;030-3.:/:E4M+L(

D

!'./3F02I

D

06/,3,/3:ENJ#:6OAJL:6.

1

./?(J-I@3I602./:-I@,30;9.3F

4M+E6:T3F0

D

:2.3.V05600;060

11

2

!=<

!

4M+

分离株
4%?

基因的扩增和
)2

&%

序列比较

以从
M

05

抗原检测阳性的细胞培养上清液中提

取的
\F6

作为模板!通过
\R!aI\

扩增了含有完

整
&)7

基因大小约为
%'/QN

的片段"图
0

#!扩增产

物选择
)

个克隆测序!验证后序列分别编号为
P$L9:!

%

)

0

)

*

)

)

&以感染细胞的基因组
ZF6

为模板!用

aI\

扩增了整合进感染细胞基因组的前病毒
7Z!

F6

的
&)7

片段!扩增产物选择
.

个克隆测序!验证

后序列分别编号为
@

J-#8J!%

)

0

)

*

)

)

)

1

)

.

&通过

0>

(1

基因序列的比对!

c$L9:!%

)

0

)

*

)

)

之间核酸相

似性在
/('/S

"

//')S

!

@

J-#8J!%

)

0

)

*

)

)

)

1

)

.

之

间的相似性在
//')S

"

%&&S

!

c$L9:!%

)

0

)

*

)

)

和

@

J-#8J!%

)

0

)

*

)

)

)

1

)

.

六个克隆之间的相似性在

//')S

"

%&&S

&而
@

J-#8J!%

)

*

与
P$L9:!0

三个克

隆
%&&S

相似!该序列作为该检出病毒的代表序列

提交至
3J-U9-Q

!登录号为
è&%(5.0

&该检出病毒

%

)

0'6Yc&)7

基因'

*'ZY0&&&ZF6

相对分子质量标准

%

!

0'6Yc&)7

@

J-J

'

*'ZY0&&&ZF689LQJL

图
!

!

内源性
4M+

分离株
4%?

基因片段的
HQLA?H

扩增

J.

1

=!

!

HQLA?H

D

6:;I-32:E4M+4%?

1

0/0,T

D

@.E.0;E6:T

HS40C36,-30;E6:T-0@@-I@3I602I

D

06/,3,/3,23F0

30T

D

@,30

的
0>

(1

序列与
3J-U9-Q

中公布的
)

个内源性
2

亚群
6Yc

的相似性高达
/5'%S

"

/('/S

!而与外

源性
6

)

U

)

I

)

Z

亚群
6Yc

的
0>

(1

的相似性仅在

&0*%
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(

期 徐海鹏等$种蛋中内源性禽白血病病毒的检测和鉴定

(%'0S

"

(1'&S

!与
6Yc!̀

的相似性更是低至

*.W)S

"

*/'%S

&显然!从鸡胚中检测出的
6Yc

属于内源性
2

亚群
6Yc

!进化树分析也表明!该毒

株归属于
2

亚群
6Yc

"图
*

#&

括号中的
%&

个序列是
0'*

中描述的从种蛋检测到的病毒的
%&

个克隆的序列

R?JA#

M

%&,J

=

<J-7J,KJLJ7:#-J,98

M

:$O$J"OL#8A?JNLJJ"JLJ

@@

,9,"J,7L$NJ"$-0'*

图
<

!

内源性
4M+

分离株与
4M+

不同亚群参考株之间
1D

&%

氨基酸序列的遗传进化树关系"用
?@I23,@P

法比较#

J.

1

=<

!

QF0

D

F

8

@:

1

0/.-60@,3.:/2F.

D

:E

1D

&%,T./:,-.;20

W

I0/-0:E4M+.2:@,30;E6:T3F05600;060

11

29.3F4M+60E06L

0/-0236,./2:E;.EE060/32I5

1

6:I

D

2

"

9.3F?@I23,@P T03F:;

#

!=$

!

鸡胚检出
4M+

与其他亚群的抗原交叉反应

将鸡胚检出毒株的
@M

(1

表达产物免疫小鼠!获

得的血清作为一抗!与
U

亚群
6Yc

感染的
ZV%

细

胞做
_V6

!结果显示该血清可与
U

亚群的
6Yc

呈

现阳性反应!表明该检出病毒与
6Yc!U

有抗原交

叉反应&

将鸡胚检出毒的
@M

(1

表达产物免疫
%.

只
4aV

鸡!

*

次免疫后每周采集血清!用检测
6Yc!6N

抗

体
2Y_46

试剂盒检测!有
%

只鸡稳定地显示阳性反

应!在三免后采集的
*

次血清都呈明显的阳性反应!

还有
0

只则只显示一过性阳性反应且读数较低&这

一结果证明!该鸡胚检出的内源性
2

亚群
6Yc

的

@M

(1

蛋白能在一部分鸡诱发与其他亚群特别是
6

%

U

亚群的抗体交叉反应&

<

!

讨
!

论

6Yc

是鸡群中最早发现也是最常见的病毒之

一!它可引起一定比例感染鸡产生不同细胞类型的

肿瘤!但多数感染鸡仅表现亚临床感染!呈现一定程

度的免疫抑制)生长迟缓或产蛋性能下降&根据

%0*%
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6Yc

囊膜蛋白
@M

(1

抗原性差异!国际上已公布有

6

"

`

共
%&

个不同的亚群&但是!从鸡群中分离到

的
6Yc

只有
6

)

U

)

I

)

Z

)

2

和
`.

个亚群&其中
2

亚群是内源性的!即其前病毒
7ZF6

存在于大多数

鸡的染色体基因组中!在一定的条件下可从染色体

基因组产生完整的病毒粒子或仅表达某些蛋白

质*

%

+

&通常内源性
6Yc!2

没有致病性或致病性很

低!但它会干扰对外源性
6Yc

的检测!从而干扰禽

白血病的鉴别诊断和净化程序&外源性
6Yc

既能

横向传染也能通过种蛋垂直传播!国际上对
6Yc

的预防控制主要采取对种鸡群进行净化等综合措

施!并取得了很大的成功&

从
0&

世纪
/&

年代以来!中国白羽肉鸡)黄羽肉

鸡)蛋用型鸡先后遭受了
6Yc

的侵害!造成了很大

的经济损失!该病还有向黄羽肉鸡和中国特有的地

方品系鸡漫延的趋势*

1!%1

+

&为此!从
0&%&

年起农业

部规定了对部分大型种鸡场
6Yc

感染状态实施强

制性监控!以推动中国种鸡场中
6Yc

的净化&对

鸡群
6Yc

感染状态的检测和监控!最主要依靠对

血清抗体及泄殖腔或蛋清中
M

05

抗原的检测&虽然

M

05

抗原是
6Yc

的群特异性抗原!但随着多年来对

种鸡群净化过程中的反复筛选!进口的种鸡群中虽

然
6Yc

的抗体或蛋清中
M

05

抗原还有一定阳性

率!但通常都很低"如低于
%S

#&至于
6Yc!2

是否

也会产生与外源性
6Yc

相应的抗体交叉反应还不

清楚!此前也未见报道和研究&但是!根据过去连续

三年对全国蛋用型祖代以上鸡场数万份样品检测结

果表明!净化的种鸡场在血清抗体和蛋清
M

05

抗原

阳性率的两项指标都能达到这一标准"低于
%S

#&

0

年前!某公司在进行例行抽样检测中!发现一

肉用型祖代种鸡群
6Yc!6N

抗体阳性率和蛋清
M

05

抗原阳性率显著高于正常范围!但鸡群生产性能正

常!无任何发病表现!并且用对内源性
6Yc!2

有抗

性的
ZV%

细胞未分离到病毒!这一现象使我们很困

惑&为此从该鸡场挑选几十只蛋清
M

05

抗原为阳性

且在
2Y_46

检测中
4

%

a

值较高的种鸡隔离饲养!

采集血浆和种蛋连续
0

次分离病毒&在对
0*

只种

鸡样品的检测中!虽然培养的时间比标准的方法延

长了
%

周"共
*

周!其间经二次消化细胞传代以保持

良好的细胞状态#!但是无论接种
ZV%

细胞还是接

种
4aV

鸡来源的
I2V

!都没有检测到病毒!这表明

这些鸡不存在外源性
6Yc

!在种蛋中也未分离到外

源性
6Yc

&但该鸡群血清抗体和蛋清
M

05

抗原阳

性率均显著高于正常水平!还是不敢轻易否定该种

鸡群存在外源性
6Yc

感染的可能性&鉴于
6Yc

变异的多样性!作者怀疑是否存在一种针对不同细

胞受体的外源性
6Yc

新亚群&为此!作者用蛋清

M

05

阳性鸡的
0*

只种鸡所产种蛋直接制备
I2V

培

养并检测
6Yc

!结果从
%

只种蛋制备的
I2V

培养

上清液中检出
M

05

抗原&当用该上清液分别接种

ZV%

细胞和
4aV

鸡胚来源的
I2V

后!在对
6Yc!2

有抵抗力的
ZV%

细胞上完全没有病毒复制!而在能

为不同亚群
6Yc

生长的
4aV

鸡胚来源的
I2V

培

养上清液中检出很高滴度的
M

05

"图
%

#!显示有病毒

感染
I2V

并可继续复制&这表明这只鸡的种蛋中

存在着传染性病毒粒子!但它仅是内源性的
6Yc!

2

&为了进一步证明该细胞培养上清液中存在游离

病毒粒子!将上清液高速离心后从上清中提取病毒

基因组
\F6

!通过
\R!aI\

扩增到
6Yc

的
0>

(1

基因!序列比较又进一步证实了从该鸡胚中检测到

的游离病毒确实是
2

亚群
6Yc

"图
0

和图
*

#&实

际上!经过
0

年的临床观察!不仅这批种鸡自身没有

出现与
6Yc

相关的临床病理表现!其后代在
%

年

内也没有表现任何
6Yc

相关的临床病理变化!本

检测结果也再次说明了内源性
6Yc!2

对鸡群确实

几乎没有致病性!但可以干扰对鸡群
6Yc

感染的

检测和判断&虽然几年前!中国已报道了
6Yc!2

的
0>

(1

序列*

%5

+

!但那是用
aI\

以鸡的基因组

ZF6

为模板扩增出来的!代表的是整合进鸡基因组

的
6Yc!2

&本研究则是从细胞培养上清液的病毒

粒子提取的
\F6

为模板!以
\R!aI\

从有传染性

的游离病毒粒子中扩增的
6Yc!2

的
0>

(1

基因"见

0'0

#&相对于已发表的内源性
6Yc!2

只是根据从

鸡的基因组扩增出
6Yc!2

的全基因组序列*

%5

+

!而

本文则是强调在中国首次从细胞培养上清中检测出

能对
4aV

鸡的
I2V

呈现传染性的游离于细胞的病

毒粒子&

为了证明内源性
6Yc!2

也能诱发与其他亚群

外源性
6Yc

的交叉反应!本研究又用在大肠杆菌

中表达的该病毒
0>

(1

基因产物免疫鸡&如结果

0W)

所示!一部分鸡的血清稳定地产生了能被常用

的
6Yc!6N

抗体
2Y_46

试剂盒所检出的抗体反

应!这就解释了为什么该群种鸡在用
6Yc!6N

抗体

2Y_46

检测试剂盒检测时阳性率显著高于标准水

平&这一现象表明!某些遗传背景的品系鸡!其基因

组中的内源性
6Yc!2

在某种条件诱发下表达量可

00*%



!

(

期 徐海鹏等$种蛋中内源性禽白血病病毒的检测和鉴定

能会异常提高!也可能干扰对
6Yc

抗体的检测&

因此!对一些认为是
6Yc

净化的鸡群!当对血清抗

体检测阳性率显著高于标准时应有所怀疑!应结合

鸡群的临床表现并取血浆或蛋清样品接种
ZV%

细

胞进行病毒分离鉴定来作最终判断&

然而本研究的结果还不足以回答另一个问题!

即为什么这批种鸡会在开产前后有显著比例的个体

表达和产生
6Yc!2

且出现在种蛋中!还在一部分

个体诱发抗体&这一问题只能留待相应品种鸡场的

育种专家在今后的继续观察中加以研究解决&

$

!

结
!

论

分离到
%

株对
I2V

具备传染性的内源性

6Yc!2

!其诱导产生的抗体能干扰对外源性
6Yc

的鉴别诊断&
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