
 

z ／ 

第ll卷第4期 

1996年 l2月 

中 国 病 毒 学 

VlRoL0GICA SlNlCA 

) 
Vo1．11 No．4 

Dec l996 

禽呼肠孤病毒变异株的分离鉴定 

赵振芬’ 
- — — — — — — 一  

徐为燕√杜念兴 薛恒平 

(南京农业大学动物医学院．南京 210095) 
8 、 

／A 提 要 从病鸡肝分离到一株病毒．经电镜检查、理化特性分析、核酸电诛和中和试验等证明它为 
‘ 禽呼肠孤病毒(ARV)。该病毒只在鸡胚肝细胞(CEL~)上产生细胞病变 (CPE)．在鸡胚成纤维细胞 

(cEF)和 v r。细胞上不增殖．它对热敏感。Mg2+不能增强其对热 稳定性．其基 组中的 4十小 

腱鞘炎、 

肠炎、心肝病损等病鸡和外表健康鸡中相继分离到多株 ARVc 。近年来我 国也分离到 多株 

ARV．证明了该病毒引起的疾病在我国广泛存在[ 。本研究从坏死性肝炎病鸡肝脏中分离到 
一 株病毒．经鉴定证明它是不同于 ARV FIX)和 $1133株的低致病力的禽呼肠孤病毒。 

材料与方法 

1 材料 

1 1 CG—Cn 为病料 CG,鸡旺肝细胞培养分离株代号．Cn为细胞培养代数。 

1 2 ARVⅡ)O株 由本校传染病室提供．N．A．Menendez等(1975)从外表健康鸡法氏囊中分离⋯。 

1 3 ARV sl1”株 来自中国兽药监察所。L．Vandec．Heide等(1975)从患关节炎病鸡关节中分离⋯。 

1．4 禽腺病毒(AAV)和鸡新城疫病毒(NDV) 分别 由本校传染病室和南京药槭厂提供 

1 5 鸡抗 FDO阳性血清 由本拉传染病室提供。 ‘ 

1．6 SPF鸡肛和非免疫鸡胚 由南京药槭厂和本拉生嗣厂提供。 

1．7 细胞营养藏 承解乳蛋白(LH)为英国 OXOID公司产品。 ． 

1．8 礴酸盐蛋白胨 内汤 牛 内浸膏 2函蛋 白胨 5g．0．01md／LPBS500mL混合加热溶解，pH7．4--7 6，0．7 

xl旷 Pa蒸气灭菌 15min。 

2 方法 

2 1 病毒的分离 接殷震法D】。将病鸡肝 CG,1：10匀浆后分舅|接种 CELl CEF和 8日龄 SPF鸡狂(彝黄囊 

途径)．设置细胞和鸡旺对照．37℃培养 5 d并平行盲传 

2 2 病毒的血凝性 接殷震法【 。 

2 3 电锤观察 按殷震法 J。 

2 4 TCtD~测定 按殷震法Ⅲ 。 

2．5 病毒理化特性测定 均在有 CEL／单层的 96孔板上进行 。弼先将对照病毒(AAV，NDV和 ARV FDO) 
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在 CELl传两代并滴定出 TCII~ 。为测定方便，试验用各病 毒根据其 TCIDso设置 5个稀释度。 

2 5．1 核酸型鉴定 按 Com．al法Hl。用含 100~,／mL的 5一旗脱氧尿核苷 (IUDR)的维持藏 1O倍递进 稀释 

的各病毒为处理组。用不舍 IUDR的维持藏稀释的各病毒为对照组．处理组的 TCIDso比对照组低 2个对致以 

上者为DNA病毒．不到 1十对致者为RNA病毒。 

2．5．2 乙醚敏感试验 接股震法Ⅱl。乙醚处理组的 TCIDso与对照组的差值丈于 2个对致 上的为乙醚敏 

感病毒(有囊膜)。 

2 5．3 pH稳定性试验 接股震法u】。处理组的TCII~比对照组降低 2个滴度以上者为酸或碱敏瘟病毒。 

2 5．4 热敏感和二价阳离子保护试验 接股震法l儿．结果爿定同 2．5 3。 

2．5．5 胰蛋白酵敏感试验 接股震法l 。 

2．6 病 毒核酸电泳 按 Squire法f 。 

2．7 动物 回归试验 中和抗体呈阴性的 20只 12日謦雏鸡随机分两组，试验组每只鸡腹腔并 口服共 3ml病 

毒睬藏．对照组同法接种灭菌盐水。每天癯寨并定时涮体置；接种后第 7、l4、2l和 30夭每组均采直并削杀 2 

只鸡，观寨组织器官变化 ；将各组次鸡肝 回归 CELl并盲传 4代【6 l。观寨 CPE；将各组次采集的直清与病毒做 

中和试验．检查有无抗体。 

2．8 中和试验 接 Giambrone法【|l。 

结 果 

l I寅毒的分离和培养特性 

病料经CELi盲传至第 3代即出现以细胞收缩、变圆和脱落为特征的 CPE．连续传代细胞 

病变规律，CELl单层常在接毒后 24h内变性脱落；病料经 CEF盲传 7代不产生 CPE，经鸡胚 

盲传 7代不致死鸡胚，胚体发育正常，胚肝无明显变化。肝细胞适应毒(CG—cn)在 Veto和 

CEF细胞上连续培养 3 d，盲传 4代均不产生CPE。 

2 病毒的血凝性 

CG—Cn在 37℃，室温和 4℃均不凝集鸡、人(o型)、豚 鼠和兔的红细胞。 

3 电镜观裹 

3 l 将出现 75％病变的CELi单层制成超薄切片，电镜下可见肝细胞的胞浆内有大量散在和 

呈品格状捧列的球形无囊膜病毒颗粒，有双层结构，外层直径约为 70 nln，内有 柏 1-1111的核心 

(图 1，图 2)。 

3．2 CG—Ca细胞培养物经差速离心浓缩提取病毒，负染后在电镜下见病毒呈球形，无囊膜． 

有双层衣壳，外衣壳直径约 70nm，核心直径约 40nm，脱去外衣壳的不完全病毒呈六角形或圆 

形 (图 3)。 

4 TCmI蛐的蔫定 在CELi单层上游定CG—Cn的11：皿l5口，至第4天达滴定终点。三次重复 

测定结果基本一致，其平均值为 10。 ／0．05 mL。 

5 病毒理化特性蔫定 

5．1 核酸型鉴定 三次重复测定的结果一致，见表 l，CG—Cn在 CELl上的 IUDR抑制滴度 

小于 1个对数。已知的 DNA病 毒 AAV抑制滴度大于 2个对数．已知的 RNA病 毒 NDV和 

ARV FIX)株抑制滴度小于 1个对数，表明实验结果可靠，判定 CG-Cn为 RNA病毒。 
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图 1 细胞浆内有大量散在的病毒粳粒 (30000×) 

Fjg I M衄y diff~ virus pcrticles in the liver cytoplasm (3O000×) 

图2 病毒粒子在细胞装呈晶格敞捧列 (30000 x) 

g 2 The virus particles in order c4"crystals in the fiver cytoplasm (30OO0×) 
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国 3 提纯的病毒粒子(19000o×) 

F 3 The v_咄  ks 0| l (190000×) 

衰 1 cG—cⅡ棱■型的薹主 

Tab 1 Idm tiI 0f aucle~ dt 。fcG—Cn 

a CPE孔数／接种细胞孔敦 aⅢ唧 n皿 0f CPE Ⅱ岫  。f inocalated well 

b 用负对数表示 b一  曙毗 elogarithm 

c 处理组 TcI 。与对腰组差值 cⅡ瑚地 the亿 I 。di|ferent t瑚岫删I group f删n control g唧  

一 表示未涮定 一 Tn哪 ∞I-ed帆e 
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5．2 乙醚敏感试验 三次重复测定结果一致，见表 2．CG—Cn经乙醚处理后 TClDso基本不 

变。囊膜病毒 NDV经乙醚处理后完全丧失癔染力．无囊膜病毒 AAV和 ARV FDO对乙醚不 

敏感，说明实验结果可靠，判定 CG—Ca为无囊膜病毒。 

5．3 pH稳定性试验 CG—Cn在 pH3⋯5 9 11的 TCItM均无明显变化，说明 CC-一Ca对酸 

和碱的抵抗力很强。 

寰 2 己■t囊性的■主 

Tab 2 SensitivityoffCG —Cnto ether 

a 以负对数表示 一 晒 ilegliti~ tI血 

b 处理组 TCID~与对照组的差值 b meamthe TClD~difference weatm~lt group from control group 

一 表示未测定 一 memas none done 

5．4 热敏感和二价阳离子保护试验 三次重复测定结果一致．见表 3。CG—Cn经 5O℃ 1 h 

失活，在1mol／LMga2中50℃ 1 h滴度下降为0，说明Mg2 对CG—Cn无保护作用；FDO在 

5o℃ 1 h稳定．Mg2 可显著提高其对热的稳定性，而 Na’却无此作用。 

寰 3 热敏矗性和 M ’保护性的■定 

Tab 3 Heat—stability ctCG —Cnin 0r加 tinM  ’solution 

a 以负对敷表示 ⋯ negative logarithm 
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5．5 胰蛋白酶敏感试验 oG—Cn和 FIX)经胰酶处理后 rcm 均显著提高，说 明 oG—Ca 

对胰酶有抵抗力。 

6 病毒核酸电泳 

结果见图 4。CG—cn的基因组共分 l0个节段，与 ARV FIX)、SII”谱带基本相似。CG— 

Q-的大节段 ( 、 、 )与参考株完全一致．中节段的 M。有较小差异，而小节段(sI、 、岛、 

S)的迁移率与参考株有明显不同。 

图 4 oG—cn与其它两捧 ARV基因图谱的比较 

-4 ⅡpIf_蛐 d oG一 舯 阳 盘 patem ththeoth日ftwoARv 蜘  

FD0，响  b．oG—Cn蛐 _Ⅲ c．SⅢ 蛐 _Ⅲ 

7 动物回归试验 试验组和对照组鸡均无明显的临床症状和病理变化；各组次鸡肝回归 

CELl并盲传 4代均无 CPE出现 ；仅在接种后第 30天的试验组鸡的血清 中查剜 1：8的中和 

价，而对照组鸡无抗体检出。 

8 中和试验 用各血清与 CG—Cn在 CELl单层上进行中和试验，设置的各对照均成立．至 

第4天达滴定终点。三次重复测定的结果基本一致。鸡抗 FIX)血清对 cG—Cn的中和价为 

1：50，而该血清对 FIX)的同源中和价为l：70．说明CG—Ca与禽呼腑孤病毒有抗原相关性。 

讨 论 

l 从病呜肝分离到一株病毒，其基因组为 RNA,由 10个节段组成；病毒呈球形，无囊膜，有双 

层衣壳，外衣壳直径约为 70 nm，核心直径约为 40 m ；该病毒无血凝性 ，pH3—11稳定，抗胰 

酶．能被禽呼肠孤病毒抗血清中和。由此判定该分离株为禽呼肠孤病毒 t- 。 

2 许多学者认为用 CELi分离ARV最敏感，鸡肾细胞次之，CEF最差【’- 】．本试验也证实了 

这一点。用鼠胶原铺层法【 制备肝细胞单层繁琐且效果不佳．笔者在生长渡中加入 10％磷酸 

盐蛋白胨肉汤II 则细胞生长良好。肝细胞继代不易形成单层，故试验时均采用原代鸡胚肝细 
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胞。为避免可能来 自试验用鸡胚内源性病毒的污染，病毒分离时均使用 SPF鸡胚并将对照组 

平行盲传，因此可以肯定 CG—Cn来 自病鸡肝 O岛。 

3 CG—Cn在 CELl上的 Tcm 为 10。” ／0 05mL，而 FI)o在 CELl上的TCID~为 10I7。／ 

0．05mL；CG—Cn不在 CEF上增殖，而 FIX)、SⅢ3等分离株均适应 于 CEF；CG—Cn、FIX)、 

s11∞等在 Veto细胞上不增殖，这与 硒 9”(＆r‰ 1984)分离株明显不同Il，ll, J。CG—Cn 

对热敏感，50℃ l h即完全失活(这与Spandido~等报道的SlⅢ株⋯一致)，Mg2’对CG—Cn 

无保护作用；FIX)在 50℃ l h稳定，M ’可显著提高其感染滴度。Gollvegl等([982)发现不同 

的 ARV分离株的 dsRNA在 SD~-PAGE中的迁移率有明显多形性，而在一次爆发疾病中的分 

离株迁移型式是一样的[I 。CG—cn基因组由10个节段组成，其中太节段 3个．中节段 3个， 

小节段 4个，与 FIX)、S．．”的核酸基本相似，但CG—Cn的4个小节段的迁移率与FI)o、Sll33有 

显著不同 ；本校传染病室分离的另三株 ARv(分别来自健康鹌鹑肠道 、关节炎病鸡和外观正常 

鸡胚n L2])与FIX)、Sll"的谱带位置完全一致。这些都表明 CG—cn是不同于FIX)、Sll33等其 

它分离株的 ARV变异株。 

4 CG—Cn回归鸡无明显的症状和病变出现，从接种鸡的肝中未分离到病毒．对照鸡无抗体 

产生，而试验组鸡的群体中和抗体动态检测结果表明，接种鸡第 30天才有低漓度的抗体(1：8) 

产生，这说明 CG—Cn可能在肝外的其他组织有过少量复制，因此认为 CG—Cn单独感染致病 

力很弱。ARV不仅引起关节炎等多种疾病，而且从健康禽体 内也能分离到【1’t4]。ARV常和 

其它病毒、细茸和寄生虫混台感染，但其致病力却强弱不一，许多 ARII毒株单独感染投有成 

功，所以ARV的病原学地位比较复杂，有时很难确定 -“ tsl。本试验中从同来源的另一病料 

并未分离出病毒，CG—Cn的致病力很低，很可能为病鸡 Cc,7偶然所带．其生态分布还需进一 

步研究。 
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Isolation and Identification of an Avian 

Reovirus Variant Strain 

Zhao Zheofen XuWetyan DuNianxing XueHengpi"rig 

(Cortege ofAnimal Medica1．Nanjing Agriculture University，Nanjing 210095) 

A virus strain was isolated from the fiver of a sick chicken and identitled to be aN avian le— 

ovirus(ARV)by observation of electron—microscopy，analysis of physical—chemical charactetis— 

tics．SDS—PAGE of nucleic acid and neutralization t t．n le virus strain produced evident cyto- 

pathic effect(CPE)only on chicken embryo liver ceiKCELi)but tlot orl CEF and Veto cell，and 

was inactive at 50℃ f0r 1 hoUI"，even in Mgz solution Additionally，the migration rate of foII1" 

small seglTlents of it s genome was slightly difierent from ARV F【 and S儿33 strain．Tlhe experi— 

merit suggested that the virus is a varian t strain of ARV． 

Key words Avian reovirus，Variant strain，lsolatlon，Identification 
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