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鸡 新 城 疫 荧 光 抗 体 的制 备

及其在人工感染病例中的应用

肖俊杰 赵余放 李东成 寇改霞

(西北农学院畜收兽医系 )

摘 要

用 自制的鸡新城疫高免 血清制成了荧光抗体
。

将该荧光抗体稀释至 1 6一 2 3

倍
,

对人工感染病鸡的脾
、

肾
、

肺及肝冰冻切片和感染强毒的鸡胚成纤维细胞进

行染色
,

均可出现特异的黄绿 色荧光
,

此种特异荧光可被鸡新城疫阳性血清抑

制
,

但不被阴性血清抑制
。

该荧光抗体不能使健康鸡和人工感染巴氏杆菌鸡的

同种组织冰冻切片出现特异荧光
。

鸡新城疫的病象变化不一
,

使得这种疫病的认诊困难多端
`” ’ 。

虽然在实验 室 可以

采用病毒分离
,

血球凝集抑制试验以及中和试验等诊断方法
,

但是这些方法或者因操作

手续繁杂
,

或者因得 出诊断结果需要较长的时间
,

或者因病程或病型的不同
,

其应用受

到限制
,

因而在生产中未得到普遍应用
。

荧光抗体法在鸡新城疫诊断中的应用在国外曾有研究
。

1 9 5 7年
,
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lt e 。 : 。 氏应用荧光抗体法证明了病鸡的肝
、

肺
、

肾和脾等脏器触片 中的病毒
〔 ”

。

is m ic
尹

氏 ( 1 9 7 2 ) 报导鸡于感染 6 小时后
,

在脑
、

气管
、

肺
、

脾
、

肝与盲肠扁桃体的网状内皮

细胞中检查出病毒
〔 2 〕 。

截止 目前
,

关于鸡新城疫荧光抗体的研究
,

仍为人们所 重 视
,

国内外许多单位在这方面仍在继续开展研究
。

我们从 1 9 8 0年 9 月开始进行鸡新城疫荧光抗体的制造
,
并应用于人工感染病鸡中

,

现已得出初步结果
,

报告如下
。

材 料 和 方 法

一
、

鸡新城疫种毒

鸡新城 疫 种 毒 系中央农业部兽医生物药品监察所的冻千毒
。

稀释后接种 于 孵 育

9 一 n 天鸡胚尿囊腔中
,

接种后 24 小时以内鸡胚死 亡 者 弃 去
,

24 小 时 至 72 小 时 鸡

本研究中宝鸡市畜牧兽畜工作站胡志忠
, 西安市肉联厂 王景安

、

陶铭 同志参加部分位脸工作
,

特此致谢
。
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胚发生死亡
,

即以无菌手术收获尿囊液
,

血凝价在 1 :

80 以上者
,

即为尿 囊 毒
,

放 入

一 20 ℃冰箱保存备用
。

另外
,

将尿囊毒接种在鸡胚成纤维细胞中
,

待绝大部分细胞出现

C P E时
,

即可收获病毒
,

此为细胞毒
,

分装后置 一 20 ℃冰箱中保存
。

二
、

鸡新城疫高免血清

选未注射过任何疫苗
,

体重在 3 市斤以上的健康公鸡 19 只
,

隔离观察 10 天
,

精神食

欲皆无异常
,

遂开始按下述程序进行免疫
:

第一次
:
工系冻干弱毒苗 1

.

0 毫升 ( 1头份 )

第二次
:

I 系冻干弱毒苗 1
.

0 毫升 ( 10 头份 )

第三次
:

鸡新城疫尿囊毒 ( 血凝价 l :

80 以上 ) 。
.

5毫升

第四 次
:

鸡新城疫尿囊毒 ( 血凝价 l :

80 以上 ) 1
.

0毫升

第五次
:

鸡新城疫尿囊毒 ( 血
、

凝价 l :

80 以上 ) 2
.

0毫升

第六次
:

鸡新城疫尿囊毒 ( 血凝价 l :

80 以上 ) 4
.

0毫升

采取肌肉注射
。

在每次注射后间隔 10 天进行下次注射
,

最末次注射 10 天后试血
,

血

凝抑制价达 6 4 o
x

以上
,

即可心脏采血分离血清
,

保存于冰箱备用
。

三
、

荧光抗体的制备

取新城疫高免血清 20 m l
,

向 其中加入 0
.

01 M p H 7
.

4 P B 5 20 m l
,

在用 电 磁 搅 拌

器不断搅拌的情况下
,

逐滴加入饱和硫酸铰 2 1
.

5 m l
,

使成 35 % 饱和
,

继续搅拌 30 分钟

后
,

经 了0 0 0转 /分离心
,

弃去上清液
,

将 沉 淀用 o
.

01 M p H 7
.

4 P B S 稀释至 20 m l
。

以上述方法重复用 35 %的饱和硫酸钱沉淀一次
,

再将沉淀物稀释至 20 m l
,

向 其中加入

饱和硫酸钱 4
.

4 0 1
,

使成 18 %饱和
,

经 7 0 0 0转 /分离心
,

弃去沉淀 ( 除去纤 维 蛋 白 )
,

并向上清液中补加饱和硫酸钱 5
.

3 m l
,

再次使成 35 %饱和
,

经 7 0 0。转 /分离心
,

弃去上 清
,

以 0
.

01 M p H 7
.

4 P B 5 4 m l 使沉淀 溶 解 后
,

装入 透 析 袋 中
,

在 O
.

01 M p H 7
.

4

P B S 中
, 4℃环境下透析过夜 ( 中问换液数次 )

,

次 日通过萄聚糖凝胶 G 一 50 柱
,

以

O
.

01 M p H 8
.

0 P B S 洗脱
,

收集 蛋 白液
。

用佛林法测定含氮量
,

并以 0
.

5 M p H 9
.

5

碳酸缓冲液稀释至每毫升含蛋白 1 0一 15 毫克
,

按蛋白总量的 1
.

5 %秤取异硫氰酸 荧 光

素 ( F l T C
,

美国 S咭m a )
,

溶解于少量 0
.

SM p H 9
.

5 碳酸缓冲溶液中
,

在电磁 搅 拌 下

缓慢地逐滴滴入蛋 白液中
,

同时不断测试 p H
,

按需要加入 O
.

I M 磷酸钠溶液
,

使其 p H

维持在 9
.

0一 9
.

5之间
,

室温 ( 10 一 12 ℃ ) 搅拌结合 1
.

5小时
,

然后通过萄聚糖 凝 胶 G一

5 0柱
,

除去未结合的荧光素后
,

收集荧光抗体
,

分装
,

低温保存备用
。

四
、

荧光抗体对不同标本片的检验方法

( 一 ) 标本片的制备

1
.

人工感染鸡新城疫强毒病鸡组织标本片

自西北农学院畜牧场鸡舍选取孵育 18 天的鸡胚 1 00 个
,

移入实验室继续孵 育
。

出 壳

后专人饲养
,

32 日龄后随机取出 67 只仔鸡分成两组
,

分别以人工接种和同居感 染 的 方

法
,

给仔鸡感染鸡新城疫强毒
。

分别在感染后的 12 一 1 4 4小时和 48 一 1 6 8小时采取其脾
、

肾
、

肺
、

肝等
,

按常规方法用半导体致冷切片机
,

制成 5 一 7 微米厚的切片
,

立即用电

扇吹干后
,

冷丙酮 ( 一 20 ℃ ) 固定 15 分钟
,

取出风于
,

进行染色或 装 入 塑 料 袋 内密
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封
,

置 一 20 ℃冰箱中保存备用
。

2
。

人工感染巴 氏杆菌病鸡组织标本片

取鸡 5 只人工感染巴氏杆菌
,

待其发病后
,

以无菌手术采取同上组织并分成两份
,

一份制备冰冻切片
,

供荧光抗体染色用
,
另一份供细菌分离和涂片检查用

。

3
.

健康鸡组织标本片

取上述实验室孵育出壳
,

并养至 32 日龄的仔鸡 20 只
,

扑杀后
,

以同上方法采取材料

和制片
。

4
。

感染鸡新城疫强毒鸡胚成纤维细胞标本片

培养在小瓶中盖玻片上的原代鸡胚成纤维细胞长成单层后
,

将小瓶分为两组
。

试脸

组接入鸡新城疫强毒
,

对照组不接毒
。

在试验组接毒后 2 一 48 小时
,

分别取出试验组和

对照组小瓶中的盖玻片
,

在 O
.

01 M p H 7
.

4 P B S 中轻轻刷洗后吹干
,

以冷丙酮固定后

进行染色
。

( 二 ) 染色

将新城疫荧光抗体用 0
.

ol M p H 8
.

0 P B S稀释至工作浓度 ( 1 · 1 6 )
,

滴加 于 已

固定过的标本片上
,

置 37 ℃水浴箱内孵育 30 分钟
,

取出后即用 O
.

ol M p H 8
.

0 P B S 反

复刷洗 3 次
,

然后滴加 0
.

1 %伊文斯兰
,

淬灭 2 一 3 秒钟后
,

立 即 用 上述 缓 冲 液 刷

洗
,

甩干后 以缓冲甘油封裱
,

即可观察
。

将人工感染鸡新城疫强毒病鸡组织标本片
,

以鸡新城疫高免血清做一步法 抑 制 实

脸
,

即向 1 滴鸡新城疫荧光抗体中加入新城疫阳性血清 8 滴
, 0

。

01 M p H 8
.

0 P B S

7 滴
,

混合后
,

用其染标本片 30 分钟
,

然后按上述方法用伊文思兰淬灭后
,

封裱观察
。

在抑制试验中
,

另设阴性血清对照
,

其血清和荧光抗体的比例
,

与此相同
。

( 三 ) 观察和结果判定

用 R e i C h e r t 大型研究显微镜
,

加有 E I T C
:

滤片
,

以透射光观察
,

每份材料 观察

2 张以上切片标本
,

并按照以下规定记录结果
:

1
.

具有耀眼的黄绿色荧光
,

或细胞内有较大的颗粒性荧光者
,

记为 ,’+ , , , ” 。

2
.

具有很强的黄绿色荧光
,

或细胞内仅有较小的颗粒性荧光者
,

记为 t’+
+ , ” 。

3
.

具有亮的黄绿色荧光
,

细胞内看不到颗粒性荧光者
,

记为 t’+
,
分 。

4
。

出现稍弱的黄绿色荧光者记为
“ + ” 。

5
.

无特异荧光细胞者记为
“ 一 ” 。

结 果

一
、

人工感染鸡新城疫强毒鸡病各种组织标本染色结果

人工感染鸡新城疫强毒病鸡潜伏期后的各种组织标本经鸡新城疫荧光抗体染色后
,

其表现如下
:

l
。

脾脏

荧光细胞为区域性存在
,

少数为弥散存在
。

胞浆内可看到不均匀的荧光
,

其亮达度
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, +

一
+ + +

( 见照片 l )
。

2
。

肾脏

某些 肾小管细胞内有数量和大小不等的颗粒性荧光
,

这些细胞常围绕肾小管腔形成

一个荧光环
,

也可看到不规则的成片荧光
,

亮度可达
+ + +

一
, + + 十

( 见照片 2 )
。

3
。

肺脏

在增厚的肺泡中隔内和渗出性肺炎区可看到较多的荧光细胞
,

细支气管周围也可看

到类似细胞
,

其亮度一般可达
+ *

一
, , 。

( 见照片 3 )
。

照片 1 脾脏中区域性细胞发荧光 照片 2 肾小管细胞发荧光或呈片状荧光

民脱厅 汀 种很甲阴琐肥及火尤

4
.

肝脏

肝小叶间可着到荧光细胞
,

有时在汇管区周围着到类似细胞
, 亮度达

、

一
, 、 。

二
、

人工感染鸡新城疫强毒病鸡潜伏期后 的 4 种组织标本片
,

经用鸡新城疫 阳性血

清 ( 血凝抑制价为 1 2 8 0
况

) 作 一步法抑制处理后
,

均不再出现黄绿色荧光
。

但用标准阴

性血清作同样处理
,

其特异荧光则不消失
。

三
、

20 只健康鸡的 4 种 ( 同上 ) 组织标本片
,

均不出现荧光
。

四
、

人工感染巴 氏杆菌病鸡的肝
、

脾等组织经细菌墙养和涂片标本瑞 氏染色后
,

均

证明有典型 的巴氏杆菌
。

但该种病鸡的脾
、

肾
、

肺
、

肝组织切片标本经荧光抗体染色后
,

均无荣光
。
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五
、

接种鸡新城疫强毒的鸡胚成纤维细胞染色结果

试验组细胞在接毒后 2一 3小时未出现 CP E
,

其后 时间细胞均出现明显的 C p E
。

未

接毒的对照细胞无 C P E
。

试验组细胞在接毒后不同时间用荧光抗体染色
,

细胞浆内可看

到明亮的颗粒性荧光 ( 见照片 4
、

5 ) ; 同时对照组细胞进行 荧 光 抗 体 染 色
,

细胞

浆内看不到荧光
。

试验组和对照组细胞染色结果见表 l
。

照片 4 接毒后 12 小时培养细胞内

呈颗粒性荧光

照片 5 接毒后 24 小时病变细胞

胞浆内发荧光

表 l 鸡胚成纤维细胞染色试验

接 毒 后
取片时间
( 小时 )

荧 光 抗 体 染 色 } 试验组抑制试验

对 照 组 { 试 验 组 } 阳性血清 } 阴性血清

一
+ +

一
+ +

+ +

+ +

+ +

+ 十

十 + 十

十 十 十

+ 十 十 +

+ + +

+ + 十 +

+ + + +

+ + + +

十 十 十 +

+ + + +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ + 十

十 + 十

+ + + +

+ + 十 +

+ + + +

+ + + .

+ + + +

+ + + +

+ + + .

0曰八Q通
ù一ó八0tIO八ùOù,曰八匕只UQnUJ
J皿八000八ù

,土1上,1J.土,自,自0乙3d̀
ù
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六
、

人工感染鸡新城疫强毒病鸡不同时期所采组织标本染色结果见表 2。

表 2人工感染病鸡组织标本荧光抗体染色试验

鸡
荧光抗体染色结果

接种方法 l冶床表现

感染或同
居后取材

经过的时
间 ( 小时 )竺 }

肾
{
肺

}工

鸡的日龄

+ + + +

号一 1

3 2

肌注和滴鼻 无异常表现
+ + + +

4 2
十 + + +

Q自 no

4+ + + +

肌注 精神稍差

+十 +

+十 X

+ + + + + + +

+ + + + + + +

8 4

目ó丹 b

+ + +

+ +宁

+ + + + + + +

+ + + + + +

月̀ù吕

+ + + + + + + + +

7 2肌注 死亡 +十 + + +十 十

+ + + + +

+ + + +十

滴鼻 濒死扑杀

+十 十

十 +

+ + +十

十 + + +

十 +十 +

+ +十 + + 6 9

+卜 + + +

十 + + +

滴鼻 其中 2只死亡
2只濒死扑杀

1 2 0

十 十 十 十

+十 十 十

+十 +

十 + +

十 十 十 + +十 十

}
·

… {
·

“ }

9一 1 0一 n1 211 3 41 5一 1 611 7 81 9

81
。

5
。

1 3 4 0
滴鼻 无 异 常 1 2

+ +

+十
4 2滴鼻 无 异 常

8 4滴鼻 无 异 常
+ + +

十 十 十

十 +

+十

7 2滴鼻 濒死扑杀
+

十 +十

+十 +十 +

+十 十 十 + +十

6 9滴鼻 死亡 十

十十

2 01 2一 3 222一 4 22 5一 7 6 22一 8 9 22
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+ + +

+十 十

+ + +十 + +

+十 十 +十 十

魂日甘,lOUO口

滴鼻

同居

死亡

死亡

1 4 4 + + 十 十 + + +32

1 1 4 + + + + +

33

同居 死亡 1 2 0

+ 十

+ + +

+ + +

+ + 十

+ + + +

十 + + +

其中 2 只死亡
l 只濒死扑杀

+ +

同居 1 4 4
+ +

+ +

343536一373839

5
。

2 6
滴鼻 无异常表现 1 2

八Ù.工J任月任,J口勺
81

24滴鼻 无异常表现
今几自O月任J任

48滴鼻 无异常表现
+ + +

+ + 十

十 +
J皿ùó匕J任J任

72滴鼻 无异常表现
+ + +

+ + + +

+ +

+ 十 + + + 十

八Ot了J任J任

96滴鼻 死亡 ++
+ 十 十

+ + + + 十 + + +

十 + + + + 十

一吕OU
才从J任

48同居 无异常表现

八U. .人n乙O口.勺.勺一ó目勺

+
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+ +

浦任二J内bt了口氏ó勺口口叹口
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其余扑杀

12 0

Q甘八Ul占O自一勺内O内b内O

十 十 十

同居 扑杀

++
+ 十 十

1 4 4

Q口月压ù一勺内O内O内b八b八)t

同居 精神差扑杀 1 6 8 十 + + 十 + + + + + + +67
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讨 论 与 结 论

一
、

M
.

A
.

山
e c

功奴
H

助 ( 6 9 1 7)以病鸡的肺
、

肝
、

肾及脾组织压印片 进行 荧

光抗体染色
,

发现嗜伊红白细胞
,

假嗜伊红 白细胞和浆细胞的颗粒
、

细胞核和胞浆中
,

出现明显的金黄色荧光 川
〔 2 ’ 。

从表 2 看
,

本试验用荧光抗体对人工感染鸡新城疫强毒

病鸡的脾
、

肾
、

肺和肝进行染色
,

同样也看到了荧光
,

但荧光的性质为黄绿色
,

和前者所

见不同
,

其原因何在
,

尚待进一步研究
。

不过上述人工感染病鸡的组织切片标本
,

经用

荧光抗体染色
,

不仅均可出现荧光
,

并经阳性血清抑制处理
,

荧光即可消失
,

阴性血清

处理
,

荧光不被抑制
。

健康鸡各种组织切片中
,

均无荧光
。

人工感染巴 氏杆菌病鸡组织

切片中
,

无特异荧光细胞
。

从而证明
,

自制的鸡新城疫荧光抗体是一种特异性很强的制

品
。

二
、

用免疫母鸡的丙种球蛋白制备荧光抗体
,

对病鸡的肺
、

肝
、

肾和脾等组织的压

印片进行染色
,

发现嗜伊红白细胞
、

假嗜伊红 白细胞和浆细胞的颗粒
、

细胞核及细胞浆

中
,

出现明显的金黄色荧光
〔` ’ 。

我们在实验中
,

用免疫公鸡 的丙种球蛋白制备了荧光抗

体
,

该荧光抗体除应用于人工感染鸡和健康对照鸡不同组织标本
,

取得了上述结果外
,

还以该荧光抗体在感染了鸡新城疫强毒的鸡胚成纤维细胞上进行了研究
。

从表 1看出
,

试验组细胞在接毒后 4 小时
,

经荧光抗体染色均出现荧光
,

并且该荧光用新城疫阳性血

清作抑制处理
,

可以抑制
,

经阴性血清处理
,

则不被抑制
。

对照组细胞经荧光抗体染色

后
,

均不出现荧光
。

另外
,

从表 l 还看出
,

试验组细胞接毒后 2 一 3 小时
,

即在细胞未

出现 C P E 以前
,

经荧光抗体染色
,

均无荧光
,

此时可能为病毒在细胞内的潜伏期
;
接毒

4 小时以后
,

细胞一方面出现 C P E
,

同时经荧光抗体染色
,

出现荧光
,

并且在 12 小时以

后
,

其荧光亮度变得更强
。

这一情况和文献
〔 “ ’
中所记载的鸡新城疫病毒在鸡胚肺细胞

中
,

其潜伏期为 3 小时
,

病毒生长期为 3 一 10小时基本相符
。

根据上述
,

认为采用免疫公鸡的丙种球蛋 白制备荧光抗体不论应用于人工感染病鸡

的组织标本的染色
,

或应用于培养细胞标本的染色
,

均可获得满意的结果
。

三
、

从表 2 看出
,

以肌注或滴鼻感染的鸡在 12 小时所采组织标本
,

均无荧光
,

24 小

时后
,

部分出现荧光
,

96 小时后
,

全部出现荧光 ; 同居感染鸡在同居后的 24 一 96 小时
,

不出现荧光
,

仅 72 小时取材的 2 只病鸡肾脏标本出现弱的荧光
,

其原因可能由于该鸡的

体质以及同传染来源鸡接触的方式与程度不同所致
。

同居后 1 24 一 1 4 4 小时
,

部分 出 现

荧光
, 1 68 小时

,

全部出现荧光
。

这一结果
,

与 iS m ic
产

报告的鸡于感染 6 小时后
,

即可

在体内查出病毒不相符合
。

但是
,

该 氏所用毒株
、

感染途径和接种剂量等均与本试验所

用 的不同
,

这可能是这一差异存在的原因
。

虽然如此
,

从表中仍能看出
,

荧光抗体法对

感染鸡在症状未出现之前或刚出现
,

即可查出病毒
。

如果应用于临床检验
,

仍具有能够

早期查出病毒这一特点
。

检验组织 中
,

脾
、

肾
、

肺和肝均可使用
,

唯肝的切片经荧光抗体染色 后
,

荧 光 较

弱
,

荧光细胞出现较少
。

我们在工作中多采用脾
、

肾
、

肺作为检验材料
,

一般均能得到
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理想的结果
。

四
、

目前
,

在国内外有较多的单位从事鸡新城疫荧光抗体的研究
,

然而
,

截至现在

有关这方面的研究很告
,

国外发表不多
,

国内尚无报导
。

为什么会有这种情况
,

在研究

过程中体会到
,

鸡新城疫荧光抗体的研制较其它动物病毒性疾病荧光抗体的制备
,

其难

度要大得多
。

首先
,

鸡血清中丙种球蛋白的含量较低
,

按常规方法提取
,

往往会因所得

球蛋 白液的蛋 白含量过低而不能进行标记
,

需要进行适当的浓缩 ; 其次
,

鸡丙种球蛋白

在脱离白蛋白后
,

显得更娇嫩
,

在提取
、

浓缩和标记过程中
,

对温度稍控制不适
,

可引

起蛋 白的变性
。

较长时间的透析
,

也能损害球蛋白的活性
, 其三

,

在荧光抗体制备和使

用过程 中
,

所用 各种溶液如果配制不当
,

即可引起丙种球蛋白和荧光抗体的凝 集 和 沉

淀
; 其四

,

荧光抗体的保存也较为讲究
,

如果长期置入 一 20 ℃下结冻保存
,

在使用稀释

时
,

溶液中会出现蛋白团块
,

染色时附着于标本片上很难除掉
,

严重地影响标本观察
。

我们也曾将新城疫荧光抗体按常规方法
,

真空冷冻干燥后保存过
,

结果在使用稀释时出

现絮状蛋白
,

荧光抗体的特异性也随之消失
。

因此
,

认为在鸡新城疫的荧光抗 体 制 备

中
,

要求的条件比较严格
,

操作要求准确
,

不然将难以成功
。
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