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鸡胚及鸡胚成纤维细胞 培养已广泛地用于病毒学研究及许多种病毒疫苗 的

生产
。

鸡胚及 培养中的潜在病毒感染可干扰病毒学研究及疫苗质量
。

禽网状内皮增

生病病毒 是在免疫学上不同于禽白血病病毒的一群逆转录病毒
,

该 群 病 毒 的

成员可分别在火鸡
、

鸡
、

鸭等禽类 引 起 肿 瘤
、

免疫缺陷综合症
、

生长迟缓 等 病 理 变

化川
。

在美国的一些流行病学调查表明
,

将近 的鸡群有 感染 〔 , ,

虽然由其引起

的经济损失还不清楚
。

在江苏省调查的三个鸡场中
,

也发现有一个存 在 感 染 〔
。

我们的研究表明
,

在大多数由人工感染引起病毒血症的母鸡所产鸡蛋中可检出 抗

原川
。

显然
,

很可能在鸡胚及 培养中自然引起潜在感染而又不引起明显的细胞

病变
。

本文进一步用具体的试验资料证明
,

确能在 培养中与细胞长期共存
,

不

断复制并释放到培养液中
,

但由于不引起明显的细胞病变而不易被发现
。

正常 在体外培养中究竟能维持多久
,

现在还没有一个明确答案
。

在本研究中
,

这种可致肿瘤的病毒与 共存了近六个月
,

其生物学意义或许也是饶有兴趣的
。

材 料 与 方 法

病毒 株 用于感染
一

系
,

这是从火鸡肿瘤病不中分离到的一个非缺陷性

病毒株〔
“〕。

本文于 了年 月 日收到
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鸡胚成纤维细胞
一

系是在美国农业部地方家禽研究所中 维 持 的 一 个

最特定病原品系
,

包括无内源性鸡白血病病毒感染
。

日龄的发育鸡胚用来 制 取 原 代
。

细胞培养液为添加 犊牛血清的
一

培养液
。

细胞于转瓶或

培养皿中
,

在含有 的 的培养箱
、

℃下培养
。

待 贴壁生长成单层后
,

换以添

加 犊牛血清的相同培养液为维持液
。

以后每 一 天收集并更换培养液
。

为了 传 代

细胞
,

用 胰蛋白酶溶液将 单层从转瓶或培养皿壁上消化下
,

离心后 将 细 胞

沉淀再悬浮于新鲜的培养液
。

在传代过程中
,

每个直径为 的培养皿 含 毫升培

养液 接种约 义 ” 细胞
。

病毒抗原的测定 用我们发展的酶标法 〔
‘〕测定感染细胞向培养液中释 放 的 病

毒抗原
。

简述如下 一孔微量酶标板经用对 群共同性抗原单克隆抗 体 和
〔 ,包被后

,

置于冰箱中保存备用
。

在测试时
,

于各孔中分别加入 微升不同 倍

数稀释的感染细胞培养液
,

在室温下置 小时后
,

倾去培养液
,

洗涤各孔
。

加 微 升

兔抗 血清
,

放置 小时后洗涤
。

加 , 山羊抗兔
一

辣根过氧 化 物酶

酶标抗体
,

置一小时后
,

倾去并洗涤酶标板
。

最后于各孔中加入 微升底物 溶 液 溶

于 的 磷酸盐缓冲液中的
。

氨基水扬酸和 过氧化 氢 混 合 溶

液
。

经 一 分钟后读数
。

用仅加有底物的孔将微量酶标反应读数计调至零点
。

当不

同稀释度的待试培养液孔的读数为未感染 培养液的对照孔 倍以上时
,

判为阳性
。

能表现阳性反应的感染细胞培养液的最大稀释倍数
,

即是该培养液标木含有 抗原的

商度
。

夕士 工尹
月

奋月 、

接种于转瓶中并贴壁生长的原代 在感染 后
。

连续培养了四个多月
。

每次换

液时
,

在倒置显微镜下检查细胞生长情况
。

细胞贴壁层一直保持良好完整
。

未见明显的

细胞病毒变
。

在最初二个月内
,

转瓶细胞培养液中 抗原滴度维持在
, ,

以后逐渐下降至
。

每次收集的细胞培养液在离心后均有明显的细 胞 碎 片 沉

淀
,

表明在这四个月中
,

虽然没有用胰酶处理传代
,

但细胞单层仍处于一个生长复制一

脱落的动态平衡中
。

然后
,

用胰酶将感染 从转瓶壁上消化下转入培养皿中培养传代
。

在传代过程中
,

通常从一块培养皿消化下来的细胞再接种于二块新的培养皿中
。

如此每

三天处理一次
,

在近 天内共传了二十代
。

在此期间
,

仍未见明显的细胞病变
,

细胞生

长复制贴壁的速度亦不变
。

但在二十次传代后
,

培养液中 抗原滴度降至
。

其

后
,

将悬浮于含有 的培养液中的感染细胞在液氮中保存了四个月
。

从 液 氮 中

取出后
,

感染的 细胞又按上述方法在二十天内继续培养并传了六代 后
,

细 胞 停 止

繁殖
、

死亡
。

此期间培养液中 抗原滴度降至
, 一

。

讨 论

邪 细胞培养虽已在病毒学研究中广泛地应用了许多年 但对它在体外墙养中究竟
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能维持多久很少有具体的试验报道
。

本试验中最初是为了制备大量 抗原
,

将 接

种于转瓶中并感染了
。

在连续收集病毒一个月后
,

鉴于感染的 单层细胞仍表现

良好
,

促使我们将细胞培养维持下去 看它在体外培养中究竟能持续多长 时 间
。

这 次

感染后的 在体外培养巾竟持续了六个月
,

经历了二十六次传代
,

其原因之一可

能与所采用的无特定病原的
一

系鸡胚细胞有关
。

目前世界上有不少无特定病原鸡群
,

但

很少有几个是真正无内源性鸡白血病病毒感染的品系
。

显然
,

一些潜在病毒感染可能介

影响 在休外培养中的活力
。

鉴于 感染在世界许多地方均已发现
,

如果不使用 来源的鸡蛋
,

在鸡胚及其

细胞中可能存在的 潜在感染将会干扰一些病毒在细胞培养上的生长及其相应的血清

学反应或生产疫苗的质量
。

对于病毒学研究来说
,

这是应引起重视的
。
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