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Abstract：One day-old unvaccinated chicks were inoculated with serotype I virulent strain GA and vac— 

cine strain CVI988．semtype III vaccine strain HVT of Marek’s disease viruses(MDV)．By using an 

indirect immunofluorescence assay of suspensions of peripheral blood mononuclear 0e11s(PBMC)with 

monoclonal antibodies(MAb)BA4 and B specific to glycoprotein B of MDV，The dynamic courses of 

viremia levels for each of 3 strains from 4 days to 45 days postinfection(PI)were determind．Viremia 

f0r virulent strain GA—infected chiekens were detected from 4 days PI untiI days before death of infect— 

ed chickens．it got its peak at about 14 days PI．Viremm in serotype 1 vaccine CVI988一inoculated 

chickensweremeasured between 4t022 days PI．it couldbe detectedfrom 4 days PIand ended at18 

days PI，it got its peak at 8 days PI．For serotype 3 vaccine HVT-inoculated chickens，viremia could 

be detected beween 4 to 14 days PI，its peak happened at about 6 days PI．Such IFA with MAbs BA4 

and B could be used r。evaluate quality of vaccination process in chicken flocks．Tbe differentiM dy— 

namie courses of viremia for different strains may be used t0 diagnose virulent V infection in vacci— 

hated flocks．The viremia levels measured by IFA with the MAbs an d co-cultivation assay for plague 

forming unit(PFU)were compared．The results indicated that IFA assay of PBMC suspension was 

more sensitive and specific than co—cultivation assay．i．e．viremia levels measured by IFA were 30 t0 

100一fold bigher than that by plague—form ing assay in CEF for the same sampie 
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摘要：1日龄非免疫鸡分5jII接种马立克氏病病毒(MDV)I型强毒 GA抹、I型 MDV疫苗毒 CVI988株和 llJ型火鸡疱疹 

病毒(}ⅣT)疫苗抹后第4 H起．定期采血并用抗 MDV囊膜塘蛋白B(gB)单克隆抗体舟导的间接免疫荧光试验检测 

MDV在外同血液单棱细胞(pBMCs)中的感染状况。结果发现．自接种 【型强毒 GA抹后第 4日到鸡发病死亡前。都 

能检出GA株引起的病群皿症．并于2周左右达到高峰；白接种 CVI988株后第 4日到第 20日止．能检出病毒血症。并 

于第8天左右达到高峰； 接种}ⅣT后第4日到第16日止．能检出病毒血症．并于第6天左右达到高峰。与此同时． 

将GA株病毒血症的 IFA舱}91I结果与细胞培养上病毒空斑计数试验结果比较。发现 IFA试验比空斑计数试验更为敏 

感。本试验既可用于翔断对鸡作 MDV疫苗免疫的接种效果．叉可用于检涮 MDV野毒感染状态。 
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马立克氏病(MD)是由马立克氏病毒(MOV)引 

起的鸡的一种高度传染性肿瘤疾病_】。 ，也是迄今 

为止第一个能用疫苗预防的病毒性肿瘤病。马立克 

氏病病毒是一种嗜淋巴性细胞结台病毒，分为三个 

血清型⋯3．其中致弱的 I型和不致病的 II和 III型 

均可用作疫苗_4 ．对预防和控制 MD发挥了重要作 

用。目前，国内外市场上主要使用的疫苗中．I型 

CVI988株使用效果最好．III型 HvT目前在我国 

使用最为广泛。 

根据对 MDV的分子生物学研究得知．MDV的 

糖蛋白B抗原(MDVgB)是一种非分泌性抗原_5 J，它 

位于感染细胞表面和胞浆中 】，可导致中和抗体产 

生"。陆长明等用能表达 I型 MDVgB的重组杆状 

病毒感染的Sf9细胞免疫小鼠，筛选到两株单克隆 

抗体细胞B 与BDB株 I．其中BD8识别的是MD． 

VgB上三个型所共有的抗原决定簇，BAd识别的是 

MDVgB上I型特异性抗原决定簇．这是国内外已报 

导的杂交瘤细胞中唯一的一个 I型 MDVgB特异性 

细胞株，可直接用于区别 I型 CVI988株疫苗与其 

它 II、III型疫苗。 

MDV在机体外周血 液单 核细胞 (Peripheral 

blood mononuclear cells，PBMC)中的增殖特点是体 

现该病毒特性的一个重要方面。Holland等利用抗 

HVTgB单抗( )介导的间接免疫荧光试验(IFA) 

测定了HvT在感染鸡体内的病毒血症动态情况， 

发现从接种后第 4日检测起到第 12日止，能检出 

HvT引起的病毒血症，并于第 6日达到高峰l9】。 

关于 MDV的 I型强毒株(GA)和 I型疫苗株 

(CVI988)在感染鸡体内的病毒血症动态情况，目前 

尚缺乏系统资料，更无对三种不同类型病毒(GA、 

cVI988、HvT)的病毒血症动态变化的系统比较。 

鉴于 Holland等的实验结果．我们在耐 PBMC的预 

处理方法进行比较的基础上，利用抗 MDVgB单抗 

(BAd、BD )介导的 IFA测定了 MDVI型毒株(GA、 

CVI988)及HVT株病毒血症的消长情况。 

1 材料与方法 
l 1 病毒的准备 

按常规方法取 9～10日龄 SPF鸡胚(购 自南京 

药械厂)，制备鸡胚成纤维细胞单层增殖 I型 MDV 

强毒株 GA(来自美国农业部禽病和肿瘤研究所，用 

时已大约第 30代病毒株)及 I型疫苗毒的克隆株 

cvI988／c4(由本实验室保存．崔治中 1999c )。病 

毒经 CEF增殖后，冻存于液氮中，并进行空斑计数 

备用。空斑数已知的 HvT株疫苗由本院传染病教 

研室惠赠。 

1．2 动物接种与饲养 

试验一、1日龄非免疫鸡(由江苏省家禽研究所 

提供)20只．腹腔接种 GA株(1500 PFu／只)．设空 

白对照鸡 5只，每组 隔离饲 养，定期采血，分离 

PBMC，用不同的方法测定病毒血症。 

试验二、1日龄非免疫鸡 6O只随机分为三组． 

每组 2O只，分别腹腔接种 GA株(1700 PFU／只)、 

CvI988／C4株(1300 PFU／只)、HvT株(2000 PFU／ 

只)，并设空白对照鸡 5只。每组隔离饲养．定期采 

血，分离 PBMC，用不同方法测定病毒血症；其问刮 

检死亡鸡，观察大体病变。 

1．3 用单抗(BA 、BD|)介导的间接免疫荧光试验 

测定鸡感j穗MDV后的病毒血症 

1．3 1 PBMc固定方法的比较 

自接种后4 d起，隔 日心脏采血，每组 4只鸡、 

每只 1～2 mL，血液以枸椽酸钠抗凝 将抗凝血缓 

慢加入装有淋巴细胞分层液(上海华美生物工程公 

司产品)的试管中，使血液重叠于分层液上，用水平 

离心机 2 000 r／min 30 rain离心。以毛细血管吸取 

PBMcs层，置离心管中，用 PBS(0 01 mol／I pH7 

2)以 1 000 r／min 10rain洗涤 1--2次，用 PBS配成 

细胞悬液(约 10 个／mL)。部分细胞留作直接捡 

测，部分制成细胞涂片，自然干燥。为了能够有效地 

观察特异性荧光，把细胞涂片分成四组。第一组浸 

于2 5％戊二醛溶液中室温作用 10～15 min。第二 

组浸于 100％丙酮中室温作用 1O～15 min。第三组 

浸于丙酮 一乙醇(6：4)混合液中室温作用 1O～l 5 

min，第四组浸于 4％多聚甲醛溶液中，室温作用 3I] 

min，所有标本于 PBS中室温浸泡 5 min后备用。 

1．3 2 对PBMC悬液的间接免疫荧光试验(IFA) 

主要操作程序 

(1)在小试管中加入 100 uLPBMCs悬液后，再 

加 100 第一抗体，即单抗 B 和 BD8(以 PBS做 

1：200稀释)，并混匀，于 37℃作用30～90rain。 

(2)将细胞重新悬液于 1—1．5mL PBS中 1 

000 r，rain离心5rain洗涤，重复一次 
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(3)以 100ⅡL PBS重新悬浮细胞沉淀，加 i00 

“L荧光抗体(异硫氰酸荧光素标记的羊抗鼠 IgG， 

Sigma公 司产品，以 PBS做 1：25稀释 )，置 37℃作 

用 30～90rain。 

(4)用 PBS洗涤两次。 

(5)将细胞重新悬浮于 20～30 L含 10％甘油 

的PBS中，即滴加于载玻片上，加盖玻片封载。 

(6)立即在倒置荧光显微镜(Olympus，IX-FLA 

型)下检查。 

1 4 病毒血症水平的病毒空斑计数试验 

按常规方法分离 PBM ，用细胞计数板计数， 

将大约2×10 个 PBMCs接种到 CEF单层上，接种 

后 48 h进行换液，接种后 4～10 d每日观察病毒空 

斑的出现，结果以空斑数目110 淋巴细胞来表示。 

2 结果 

2．1 间接免疫荧光试验检测鸡感染 MDV后的病 

毒血症动态 

2．1 1 PBMC预处理方法的比较 

PBMC经 2．5％戊二醛固定后，IFA结果背景 

染色深而均匀．但未发现特异荧光；经 100％丙酮、 

丙酮一乙醇(6：4)、4％多聚甲醛固定后，IFA结果背 

景染色深而不均匀，即使有特异性荧光存在，但困非 

特异性背景荧光与特异性荧光反差不明显，因而很 

难做出明确判断。相反，对 PBMC悬液直接做 IFA 

检测，可在一部分细胞表面检出明显的特异性荧光， 

而其它绝大多数细胞无任何非特异性反应。因此， 

我们选择细胞悬液法来研究鸡感染 MDV后的病毒 

血症情况，并在预试验中测得接种后第 12天到第 

3O天GA株病毒血症大致动态(结果见表 1)。 

裹 1 IFA幢剽鸡感染GA株 MDV后的囊毒血症动态 

TaUe 1 T dy~m ic of vi~mia for MDV strain GA 

2．1 2 鸡感染不同毒株 MDV后的病毒血症动态 

鸡在用强毒 GA株接种后第 4天开始检测起 

直至试验鸡发生典型症状而死亡前都能在其PBMC 

中用 I型特异性单抗(B )检出 IFA阳性细胞，约 

在 14 d左右达到高峰，后降至较低水平并持续很长 

时间，且在鸡发病死亡前(攻毒 45 d以后)仍能检 

出 自接种 I型疫苗株 cvI988／(=4第 4天起到第 

l8天止都能用单抗(B )检出接种鸡 PBMC中的 

IFA阳性细胞，约 8 d左右达到高峰，并很快下降， 

18 d后则难以检出。在接种 III型 HvT后第 4天 

起到 14 d止，都能用 MDV群特异性单抗(B )检 

出其PBMC中的 IFA阳性细胞，并于一周左右达到 

高峰(结果见表 2及图 1)。 

裹 2 鸡感染不同毒株 MDV后的病毒直症动吝 

TaMc 2 I'he differential dynamics of viremia in chickens inoculated with different MDV ⋯  
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圈 I 鸡感染不同毒株 MDV后的病毒血症 

The diffe~n6a]dynamics f vlremi~in chickens i~ ulated 

with diffe nt strains 0T M¨v 

2．2 间接免疫荧光试验与病毒空斑计数试验测定 

病毒的阳性率比较 

于接种 GA株后第 7天和第 40天分别用间接 

免疫荧光试验与病毒空斑计数试验测定病毒血症． 

两者的滴度相平行，但 IFA测得的阳性率比病毒空 

斑计数试验大约高 40～100倍(结果见表3)。 

3 讨论 

． 
MDV的强细胞结合性给疫苗的生产、运输、度 

用等环节带来诸多不便，稍有不当，即可能损失疫苗 

效价而导致疫苗保护性下降。因此对疫苗接种效果 

的检测就显得非常必要。如图 1所示．1日龄雏鸡 

用疫苗毒免疫接种后，病毒血症在短时间内即升至 
一

定水平。并很快下降至检不出的水平；但强毒株接 

种后其病毒血症可维持较长时间。因此，我们可以 

衰3】P̂试验与 i|空斑计数试验潮定GA橡病毒血盎的阳性率比较 
Table 3 Compparsion ol viremia levels for strain GA m~sured b IFA and~ cultivation a av 

1一 6为各 自独立采集的佯品． k率比率(A／B)的计算方法．如样品 1：阳性细胞百分比(A)／空斑记数法 )=2％÷190／10 ：105 

l一 6 are# d oollected from different birds．C~lcu]ation Ior the ratio ol A to B． ~mp]e for sample 1：A／B=2％÷190／10‘=105 

采用这种免疫荧光试验来检测和判断孵坊中对鸡的 

免疫接种效果。商品代鸡坊在从孵坊购回雏鸡后。 

如果于第1周内检出免疫鸡病毒血症水平高选 3％ 

～ 5％，则可 说明免疫接种本身是可靠的；但如果 

在这一期间病毒血症水平很低或无病毒血症，则可 

能预示免疫接种效果不可靠或根本没有接种疫苗。 

近年来。除了超强毒株(vvMDV，如 MD 株， 

RBIB株)外。在美国和欧洲发达国家发现和报导了 

特超强毒株(w MDV，如 584A株，610A株，648A 

株等 ’”J。目前国际上鉴别 MDV毒力型的依据 

还只能依靠动物试验，即根据人工感染后的死亡率 

及不同类型的抗 MD疫苗对其的免疫保护效果的 

差异来确定 。这是一个耗时费力因此成本很高 

的试验方法。无法满足养鸡业的实际需要。因此，许 

多可能的方法都在被一一尝试着 16,”J．但迄今为止 

均不十分理想。病毒在 PBMcs中的增殖情况是体 

现病毒特性的一个重要方面，现已发现 MDV强毒 

致弱后，病毒血症强度变弱(空斑减少)且其持续时 

间变短“ 。因此不难想象。MDV毒力型与其产生 

的病毒血症很有可能存在某种相关关 系．这对于 

MDV毒力型的鉴定无疑是一个值得尝试的设想。 

利用本研究采用的免疫荧光试验检测 MDV病毒血 

症动态。不仅比其它方法方便、快捷．而且成本低廉． 

更重要的是该方法具有可数量化表示的特点。适用 

于不同毒株病毒血症的定量比较。 

对于MDV感染的检测，可以根据不同的条件 

和需要选择不同的方法．如AGP检验 tg]、EL1SA检 

验[圳、FA检验[zt 和核酸探针检验 圳等等。其中． 

FA检验因其独特的敏感性和直观性得到广泛应 

用。因此，本研究采用免疫荧光试验来检测 MDV 

病毒血症动态。既可用于判断鸡体免疫接种效果，又 

可用于检测野毒感染状态。由图 1可见，如果雏鸡 

_二 

▲，●● ●● ●． ●●L●●l● ●●● ●● ●L n 
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18日龄后的病毒血症仍持续在一定水平，则预示已 

发生野毒感染并正产生病毒血症。 

Holland等 ]在对 HVTgB的检测过程中采用 

4％多聚甲醛作为固定液，取得良好效果，但经我们 

多次重复，效果却并不理想。显然，该方法的可重复 

性还不稳 定。为此，我 们尝试 了用未经 固定 的 

PBMC 悬液直接做 IFA检1坝4，对不同毒株都得到了 

很好的结果。虽然该方法与固定方法相比操作较为 

繁琐，且需在采样后短时间内检测，但其特异性和敏 

感性显著高于固定法，结果易于判定，是一种适用于 

实验室应用的较好的检测方法。 

病毒空斑计数试验一直是研究 MDV的一种很 

好的分离定量方法，但一般需要 5～10 d才能观察 

结果。我们的实验发现，对于 MDV病毒血症的检 

测。免疫荧光试验所检阳性率要比病毒空斑计数试 

验高得多。由于 IFA检测的是所有感染了MDV且 

病毒开始复制的细胞，不论细胞状态如何，是否死亡 

或已失去传染活性，理论上都能被检出。而且越是 

感染后期 由于病毒大量复制而死 亡的细胞，其 

MDV抗原更易检出，因此，IFA检验的阳性率显著 

高于空斑计数试验不仅是可以理解的，而且对比较 

病毒血症水平的差异来说将显得更为优越。 
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