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牛病毒性腹泻病毒的初步鉴定
‘

糜克永 丁清泉 王 蔷 董长垣

徐元珍 张雁滨
‘扣国 科学 院武汉 病毒研究所 武 汉

张 国芳 张恒顺 任向远 卢 岩 扎 那

内蒙古白治区 畜牧利学 院
,

呼和浩特

提 要

年 长
,

找们在 内蒙羔羊 痢病流 行区采集到 一 沂牛病毒性腹泻病毒
。

年到 年

内录三盟
,

二而场 六 旗 从
,

二个 良种 场 的 四 份病粪祥做了 病毒俭洲
,

城阳

一性率达 帕
。

亥病毒位 子为直径 一
,

具有囊膜的球形颗社 性与 牛病毒性腹丙病

每 的 株及 株有共同抗源
。

该病毒感染 羔羊已传至 代
,

经补 沐结 含 反匕 测定
,

共 效 介提 勺了 倍
。

病羔羊的

解剖病变观 察
,

说明有病毒性肠炎的病变
。

病羊的恢复期血清测定为阳性
。

恨据上述 结果
,

我们初 步鉴定该病毒为 的一个沫
,

哲命为 的 杆
。

国外 已报道羔羊病毒性腹泻病原有轮状病毒 〔, 〕 ,

腺病毒 『」,

细小病毒【 ,

星状病毒‘ ,

呼肠孤病毒 毛”〕,

冠状病毒 等
,

对牛病毒性腹泻病毒传染羊亦有报道困
。

分布不同
,

甚至同一地 区
,

不同时期 流行的病毒病原 也可能不同
。

所以 ,

该病原在各地

病原的研究对

于该病的防治是十分重要的
。

因外 已证明牛病毒性腹泻病毒可为羊的一 和,传染性病原
,

并且 说明其对新生羔羊

感染的敏感性胜于成年羊【, ’。

国 内尚无有关毒株分离与鉴定的报道
。

木文将介绍我们在 年一 年间
,

于患下痢病羔羊上分离出一株病毒 的研究结果
。

材 料 与 方 法

病样来源 患下痢病羔羊粪便及肠内吝物
,

标准病毒 刀 的 工 」 株
,

山 英卜

龙内蒙达茂旗等地采集
。

、 一
为物病毒 研究所 从

本文于 年元 月 口收到
,
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。

前者为该病毒在小牛肇丸细胞上培养液
,

后者为用细胞

培养的病毒悬液提纯的病毒
。

猪瘟病毒 由湖北省生物制品厂生产的猪瘟弱毒疫苗分离获得
。

病毒的提纯 下痢病羔羊粪样采用少 缓冲液 , 沁一
,

, ,

钠盐
,

稀释
,

以常规聚乙二醇法浓缩病毒
。

聚 乙二醇

一 为 浓度
,

氯化钠为 浓度
。

浓缩的病毒样品
,

用 柱层析初步提纯
,

洗脱液分另 用
, , ,

的 少 缓 冲 液

分部洗脱
,

洗脱液按每试管 叨 收集
,

在 阴波长处测定光密度
,

然后以管号对光

密度绘制洗脱液的紫外吸收曲线
,

再将不同峰的洗脱液浓缩
,

应用 电子显微镜作检查
。

含有病毒颗粒的部分再用蔗糖不连续密度梯度离心
,

蔗糖梯度浓度分别为
, ,

, 百
’

在 ℃
,

离心 小时 离心机 型
,

水平转子 火 。

离心后
,

分成数条乳 白色的的带
,

取出各带
,

再对 尹 缓冲液透析
,

以 电子显微镜检

查
,

并观察病毒粒子的大小和形态
。

琼脂糖对流免疫 电泳 按常规方法进行
,

琼脂糖浓度采用 男
, ,

缓冲液 为

的 巴 比妥盐缓冲液
。

抗血清 以我们提纯的 株病毒以及英国 口 。尹 动

物研究所赠送的 株病毒与 。。 佐剂混合
,

注射豚 鼠而制备
。

抗原采用 ”

株
,

株
,

猪瘟病毒及我们所分离的 株等病毒
。

免疫电子显微镜鉴定 按常规血清
一

琼脂法进行
。

的 株的豚鼠抗血清

与我们分离的病毒
,

通过琼脂糖凝胶扩散产生凝聚反应
。

凝聚物以电子显微镜观察
。

用

未经免疫血清处理的样品作对照
。

琼脂糖免疫双扩散测定 琼脂糖浓度为
,

缓冲液采用 “ 磷酸盐缓冲液

加 的 缓冲生理盐水 尹 了 。一
,

在凝胶的中心孔中加入我们分离的

病毒制备的抗血清
,

周 围孔分别加入 的两个标准株
,

猪瘟病毒以及 的

株等抗原
,

在 ℃保温 小时
,

观察沉淀线
。

补体结合反应试验 按常规方法进行
。

补体从五只豚鼠采集的血液中分离获得
。

血

球采 自本试验动物的绵羊红血球
,

经离心
,

生理盐水漂洗数次而获得
。

病毒回感羔羊试验 应用病羔羊肠组织匀浆后的病毒悬浮液 以及从病粪样提纯的病

毒悬浮液
,

用无菌滤器过滤以后
,

通过 口 服
,

皮下以 及肌肉注射三种途径同时接种每头

小时以内的新生健康羔羊
。

受试羔羊粪便经电子显微镜检查无病毒粒子
。

半月左

右处死
,

并作肠道
,

心内膜
,

月干
、

脾
,

淋巴结等的病变检查
。

对照羔羊在同样条件下饲

养
,

并作同样检查
。

感染病的羔羊肠内容物以 缓冲液溶解
,

经无菌滤器滤过以后
,

再次感染羔羊
,

如此连续传至 代
。

对病毒样品作电子显微镜
,

琼脂糖免疫双扩散以及

补体结合效价侧定的检查
。

结 果 与
一

讨 论

病毒的分离和提纯 柱层析洗提液的紫外吸收曲线
,

如图 所示
, ”
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诬
,

了

,

—
“入

——
。 、、,

— 一 一

管号

刊 人 日 哄
。 ,

曰

七提浪 的 紫 外 收 曲线 , 一 竹 含 毒粒
一

丫 盈 、 ‘ , 旦

·夕 日 茅了了 砚 口 之。 “

丁 牙一飞 灿 臼 一 生 , 一

一

、。

侧 浓 吐的 狱 论
「

一 三
一

州
一

东粒 户
。

该蜂浓缩液经蔗糖不连续密度涕度 离心 后
,

形

成数 书城
’ ‘

色灼 带 价
‘
抓

「 」

浓度的 界四 仁形 成的带
,

应用 电子显微镜 可以 观察到

段 丙
」少杜 护

。

电 几鱼 做 沈
「

察 生果 呢 明该病 导粒子 为直径
‘

一 川、 的球状病毒颗粒
,

外有典

膜
, ,

扫可卫到 突斤物
, 、

形 态特 户仁与 国外报道的 「 类此‘ 了 。

与瑞典赠送 曰心

株形 态类杠
、

冬
。

琼脂糖对流免疫 电泳 结 果如图 听小
, ’ 的 株的抗血清与我们所 勺

离的病毒 的 株
,

的 株的抗皿清 ’ 的 。威 株
,

侏以

及猪瘟病毒 「 都能产 尘屯疫沉淀反应
。

所有对照都 无此反应
。

结果 说明

的 株与猪瘟病 毒
,

司外赠送的 两 个标准株有共同抗原
。

琼脂糖免疫双扩 散测 定 的 , 株兔抗血清与健羔羊粪样提取液孔间无免疫

沉淀线
,

而 与猪瘟病 毒
,

的 两 个株孔间有免疫 沉淀线
,

而且 此 两株的 沉淀线
,

的 株孔的沉淀线部分融台
,

结果说明我们所分离的病毒与 的 赫 什

及 株为同一种
, 叫

一

能为不同的株
,

结果 如图 所示
。

免疫 电子 显微镜鉴定 不
一

功均 株 与 的 株豚 鼠抗血清
,

经 血清凝

胶扩散法处理 以 后
,

在电镜下 可见该病毒粒子凝聚
,

如图 所示
,

未与免疫血清反应的

病毒粒子未 见凝聚现象
,

兑明 卜沟 纽 株抗血清能与 的 株病毒粒子 发

生特异性的凝聚
。

病毒回感羔羊 及俩 、灵传代试验 一 年间
,

共感染改 良种羔羊 头
,

设 对照 少、。

其中 头以 白然采集的病肠组织提取液
,

经无菌滤器滤过 以后接种
,

头用病粪样提纯

的病毒悬液
,

经无 菌滤器过滤后接种
。

采用喂饲
,

皮下及肌肉注射三种途径接种给受 式

每一头羔羊后
,

前者出现肠道等病变以及腹泻临床症状
,

后者仅出现肠道病 变
。

该病毒
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三

,

吐︸一﹄图图图图 从病羔粪样中分离 的病毒粒子 的 株
,

示 有囊膜及 突 出物
。 ,

的 株病毒粒子
,

的 株 与其形态相似
,

第 代病毒粒子
,

具有 与传代前病毒同样的形态
,

的 株病毒抗原 与 的 株的抗 血 清凝聚反 应 后 的免疫 电镜观察
,

示病毒
粒子 凝集

,

病毒粒子 因抗体 而连 结
。

,

,

五 一

丫 ,

日 丫 盛 刀 功 盆

,

,

接种羔羊后
,

在 天 内体温出现过热或稽留热
,

体 温 可 达 ℃ 到 ℃
。

变 观

察中
,

可见到小肠粘膜分段弥漫性的出血斑 图
。

盲肠充气
,

严 重 时 盲 肠 壁 出

现溃疡及坏死
,

大小结肠亦有轻重程度不同的病理变化
,

粪成条状
,

软泥 状 或堆 状
。

胃
,

肝
,

脾
,

心及肾内壁亦有出血斑 图
,

淋巴结肿大成板粟大小
,

具有病毒性肠

炎的典型病变
。

同样条件下饲养而不接毒的羔羊对照 头
,

既无腹泻也不产生肠道等病

变
。

健康对照及接种前的羔羊粪样作电镜检查
, ,

不能检测到病毒粒子
,

患病后的羔羊粪



琼 脂 葫对 流免疫 电泳 测定
、 、

株抗 血清与 眯
、

株 抗 血清与
〕、

株抗 血清 与 株
、

株抗血清与
、

株抗 血清

与 株 豚 鼠对照 血清与 株 兔对照 血清与 株 兔对 照 血清 与 株
“ 兔对照血清 与 株 株抗血清与健康 羔羊粪提取 液

凉 帐搪免疫双 扩散测定 中心孔为 株抗 血洁
, 、

健 康 羔羊粪提取液 猪 瘟病毒
,

株
,

株
,

株

燕 羊感染 株后 的解剖病变 小肠解剖病变
,

示 出血斑
,

健康对照
, “ 肾解剂病变

,

示 出血

斑

止

一 卜

一

“
】“

】

了

吕

功 场班 〕

, 马 ,。 , ,

,

位 , ,
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,

样皆能检测到图 相同形态的病 毒粒子
,

图 示第 代病羊粪样中传代的 病毒粒子
。

病毒传代试验中
,

每代感染 一 头羔羊
。

自然采集的病样 感染羔羊后
,

收集的 病毒为

第一代
,

如此传到 代
,

各代病粪样的补体结合反应
,

从第一 代的稀释度 提高到第

代的
,

其效价提高了 倍
。

病羔羊恢复期的血清学测定 在羔羊接种病毒一月后
,

采集 血洁进行琼脂双扩 散 甲

及补体结合反应测定
,

都呈现阳性反应
。

一 年
,

我们以 内蒙三盟
, 一

二市
,

六旗 县
,

三个国营牧场收集 份病粪样
,

通过血清学或 电镜检查
,

发现阳性率达
。

对其中 份病样同时进行 电镜和 血清学长

查
,

电镜检出病毒粒子 份
,

阳性率为
。

血清学检查
,

阳性样品 份
,

阳性率为
。

双阳性为 份
,

占
。

年呼和浩特市黑河奶牛场
,

犊牛 垦发流行性腹泻
,

在它们的粪样中
,

亦检测出相同形态的病毒粒子
,

井在免疫双犷
‘

散中
,

该样 币孔的免 ,
、

对

沉淀线与 的 株病毒的免疫沉淀线完全吻合
,

说明其为同一病毒
。

综上所述说明我们分离的病毒在形态上与 的 株相同
,

在血清学 七‘

的 ,

株
, 工 株具有共同抗原

。

根据 〔”’
的观点

,

我们所分离的

病毒应属于披盖病毒科
,

疫病毒属
。

根据免疫双扩散结果
,

以及该病毒感染羔羊
,

引起

与 相同的肠道性病变
,

而无边界病 毒的毛发发育不正常
,

神经性颤抖 等病理现

象 〔‘。〕。

说明该病毒性质与 相似而与边界病毒不同
,

所以初步鉴定我们从羔羊 互

获得的病毒为
,

并且暂命名为 的 株
。

含该病毒的肠组织抽提液
,

经无菌滤器过滤后
,

感染羔羊能复制出自然界腹泻症状
,

而用粪样部分纯化的病毒悬浮液
,

接种羔羊
,

虽然经过传代毒力有所增强
,

表现在发烧

及解剖病变症状趋于严重
,

但仍难以复制出自然 界病例
,

这点与国外描述一致 〕‘“ 〕,

需进

一步查明原因
。

该病毒在内蒙羔羊下痢病流行 区内分布较广
,

但是否为该病流行的主要

原 因
,

以及其在 自然发病中的作用与条件都需进一步研究
。
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