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陕西关中地区 DES
一

67 病毒的

分离与初步鉴定
`

杨增岐 赵余放 张淑霞 吴廉甫 康佐文
(西北农业大学 t病研 究室

,

陕西 杨陵 7 1 2 1 0 0)

摘 要 采用鸭胚传代的方法
,

首次从陕西省关中地区 E DS
一

76 H I抗体阳性鸡群的卵

巢和输卵管中分离到 1 株病毒
,

经血 凝与血 凝抑制试验
、

电镜观察
、

乙醚和氮仿的敏感性试

验
、

核酸型鉴定试验及回归动物试验等
,

鉴定该分离物为 E D S
一

76 病毒
.

从病原学上证实陕西

省巳有该病的发生与流行
。

关键词 产蛋下降综合征病毒
.

形态学
,

理化学特性
,

人工感染试验

中图分类号 5 5 5 5
.

3 1 0
.

5 5

产蛋下降综合征 ( E g g D or p S y n d r o m e ,

E D S
一

76 )是一种禽腺病毒引起的鸡产蛋量下

降的传染病
.

该病临床症状表现不明显
,

而以产蛋量下降
、

蛋壳异常
、

蛋体畸形
、

蛋质低劣

为特征「’〕
.

近年来
,

陕西关中部分地区的鸡场发生过不明原因产蛋量下降
、

畸形蛋增多等

情况
,

经流行病学调查与血清学检测证实为 E D S
一

76
.

本研 究从有产蛋下降史及血清学阳

性鸡群分离获得 1 株 E D S
一

76 病毒
,

旨在为进一步研究该病及研制防制该病的油佐剂灭

活苗提供必需材料
。

1 材 料

病料 选取具有 E D S
一

76 临床特征及血清学 ( H l 抗体 )阳性的产蛋母鸡
,

心脏采血致

死
,

无菌采集其卵巢和输卵管
,

研磨
,

用 p H 7
.

2 的 P B S 液作 1 :
5 稀释

,

1 5 00 r/ m in 离心

10 m in 取上清
,

加双抗处理
,

低温保存作鸭胚接种用
。

鸭胚 从偏远农村选择 E D S
一

76 H l 抗体阴性的健康鸭群
,

收集其受精蛋
.

于 38
.

5℃

孵化至 10 日龄使用
。

E D S
一

76 H l 杭原 ( N E
;

株 )及其阳性血清 由南京农业大学李刚副教授惠赠
.

试验用鸡 20 只海赛克斯褐蛋鸡
,

22 周龄
,

E D S
一

76 1孔 抗体均为阴性
。

试荆 0
.

0 1 m o l / L p H S
.

0 的 T E ( T r i s 一 E D T A )缓冲液
,

7 0 % ~ 3 0 %的蔗糖
,

1乡石鸡红

细胞悬液
,

IU D R ( 5
一

碘脱氧尿核昔 )溶液
,

按常规制备
.

电子 显徽镜 日立牌 S C P
一

85 H 型
,

所用转头为湘仪 T O M Y
一

G L
一

20 型
。

2 方 法

2
.

1 病毒分离

取处理好的材料上清液
,

经绒毛尿囊膜接种 10 枚 10 日龄鸭胚
.

每胚 0
.

2 m L
.

继续孵

收稿 日期
: 1 99 5

一

0 9
一

2 0
.
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化 27 h
,

然后置 4 ℃冷藏过夜
。

次 日无菌收集尿囊液
,

并观察鸭胚病变
。

然后以此尿囊液接

种下一批鸭胚
,

如此盲目传代
.

至第 3 代后改用尿囊腔接种
.

当观察到鸭胚有规律地死亡
,

胚体出血
,

且尿囊液具有较高血凝性时
,

可初步认为分离到病毒
.

以其尿囊液作为病毒液

进行鉴定
。

2
.

2 病毒鉴定

血凝 ( H A ) 与血凝抑制 ( H l) 试验 用微量 H A 试验测定每次收集尿囊液的 H A 效

价
,

如有 H A 效价时
,

再分别用 E D S
一

76 和 N D 阳性血清作 H l 试验
,

并设已知 E D S
一

76 和

N D 抗原对照
。

电镜观 寨 选择 H A 效价达 2 3 10 9 2

的鸭胚尿囊液
,

5 0 0 0 9 4 ℃离心 2 0 m in 取上清
,

4 0 0 0 0 9 4℃离心 Z h 取沉淀
,

经 7 0 %一 3 0 %蔗搪梯度以 1 0 0 0 0 0 9 4℃离心 1
.

5一 Z h
,

沉

淀物用磷钨酸负染后电镜观察
.

理 化学特性 鉴定 分离毒 (尿囊液 ) D IE sD
。

(鸭胚半数感染量 ) 的测定
,

对 乙醚
、

氯仿

等脂溶剂的敏感性试验和核酸型鉴定试验 ( I U D R 抑制法 ) 等
,

均按殷震等
〔 2〕
介绍的方法

进行
,

当处理后
,

其 D E I D
S。

降低 2 个对数以上时判为敏感
。

回 归动 物试验 将 21 周龄的海赛克斯褐母鸡 (2 1 周龄开产 ) 随机分为相等的两组
,

试验组每只滴鼻
、

口 服 E D S
一

7 6 分离毒的鸭胚尿囊液 1 m L (含 10 , ` S
D E I D

S。
)

,

对 照组滴

鼻
、

口服等量生理盐水
.

隔离饲养
,

观察记录每组的产蛋情况
,

并每隔 10 d 采血检测其血

清 E D S
一

76 H l 抗体
。

于 25 周龄时分别取两组鸡的泄殖腔拭子 ( 每组 3 只鸡 )和 1 只试验组

鸡的输卵管
.

处理后接种 10 日龄鸭胚进行病毒 回收试验
。

3 结 果

3
.

1 病毒分离结果

接种材料后盲传
,

可使鸭胚有规律地出现病变
。

第 1
、

2 代的病变不明显
,

大部分能存

活到 72 h ; 至第 3 代时
,

个别胚在 72 h 后有不同程度的出血点
; 至第 4代时有病变的鸭胚

可达 1 / 3 ~ 12/
,

胚体出血点增多
,

尤以头颈部明显
,

少数胚的尿囊液也变红 ; 从第 5 代起

病变基本稳定
。

从第 3 代起尿囊液出现不同程度的血凝性
。

3
.

2 病毒鉴定结果

3
.

2
.

1 H A 与 H l 试验结果 第 1
、

2 代尿崔液无明显的血凝性
,

从第 3 代始出现血凝现

象
,

H A 价为 1 10 9 2

~ 2 10 9
2 ,

H A 价随着代数的增加而增加
,

至第 5 代达到 1 2 10 9
2

一 1 6

10 9
: ,

且传代稳定
,

至第 6 代最高可达 2 3 10 9
:

.

此种血凝性可被已知 E D S
一

76 的阳性血清完

全抑制
,

而不能被 N D 阳性血清抑制
。

3
.

2
.

2 电镜观察结果 (附图 ) 放大到 30 00 0 倍时
,

可见病毒粒体密集成堆
,

有的视野下

为单个散在或 2 ~ 3 个一堆
,

外形呈圆球状
,

有 的破损
,

失去完整的形态
; 放大到 2 16 0 00

倍时
,

可见病毒粒体大小均一
,

衣壳结构清晰
,

呈二十面体立体对称
,

衣壳外有清晰的壳

粒
,

无包膜
;放大到 33 0 0 0 0 倍时

.

壳粒更加清晰
.

病毒粒体的大小为 75 ~ 85 n m
.
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病例无明显差别
,

表明这是 1 株感染性较强的毒株
.

该毒株对乙醚
、

氛仿不敏感
,

耐酸
,

核

酸型为 D N A
,

电镜下的形态特征与王新平闭等新近观察的结果一致
,

表明其理化特性与

形态特征均与 E D S
一

76 病毒相符合
.

甘孟侯 1[] 等报道
,

从血清学阳性鸡中可分离到 E D S
一

76 病毒
,

本试验的结果也进一步

证实了这一点
。

据报道
,

攻毒后 7 d 可从泄殖腔拭子 中回收到 E D S
一

76 病毒
〔们 ,

本试验未能从泄殖腔

拭子中回收到 E D S
一

76 病毒
,

可能与采样时机掌握不当有关
。
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