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Abstract：We investigated the infection of Avian leukosis virus subgroup J myelocytomatosis using 

EI ISA method in Inner Mongolia Region．The result indicated that the meat—type flocks of three dif— 

ferent farms infection rate'．of ALV—J were 28．12％(9／32)、9．38％(3／32)and 8．33％(10／12)，respec— 

tively，and all laying chickens infection rate were 0％(0／35，0／10)．We chose 6 chickens of ALV—J an— 

tibody positive and 13 chickens of ALV—J antibody negative to do PCR test．The result indicated that 

6 chickens of ALV—J antibody positive were all PCR positive，and 4 chickens were PCR positive among 

1 3 chickens of AI V—J antibody negative．The result indicated that there were ALV—J virus not only in 

AI V—J antibody positive chickens but also in some AI V—J antibody negative chickens． 
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禽骨髓细胞性白血病(myeloid leucosis)(或称禽 

骨髓细胞瘤，myelcytomatomatosis)(ML)是由禽白 

血病病毒(Avian leukosis virus)J亚群(ALV—J)引起 

的禽的一种肿瘤性传染病u J，ALV—J是英国的 

Payne于 1991年从肉鸡中分离出来的一个新的囊 

膜亚群[ ， 。对 AI v—J的原型株，HPRS一103的 

致病性和传播的研究中发现，本病毒能诱导肉鸡产 

生骨髓细胞瘤病(ML)、肾瘤和其它多种肿瘤，死亡 

率为 1％～2％，偶尔可高达 20％。由于本病毒为 

AI V和 禽内源性反转录病毒囊膜 (E51)的重组 

体 ．5 J，因此其可通过水平传播和垂直传播迅速地 

感染整个鸡群，使鸡群在短时间内遭受灭顶之灾。 

近十年来，在许多国家，包括美国在内的肉鸡中，MI 

已经是引起死亡和其它生产性问题的严重原因。 

在国内，1999年 3月份，赵振华等 J从内蒙古 

地区某肉种鸡场首先发现此病，并作了病理学的初 

步研究。另外，杜岩等[ ]在江苏、成子强等[ ]在 内 

蒙地区分别从病鸡体内分离到 ALV—J，但 AI v—J 

在我国特别是在内蒙古地区感染情况怎样，以及 

PCR方法与 ELISA检测相比敏感性差别如何，至今 

还未见报道。 

本研究首先用 ALV—J抗体检测试剂盒在内蒙 

古不同地区的 3个肉种鸡、2个蛋种鸡场进行普检， 

然后选择部分 AI V—J抗体阳性和阴性的鸡，剖检， 

以肝为材料，提取基因组 DAN作为模板，用 AI V— 

J原型株 HPRS一103病毒囊膜 gp85基因两端的一 

段序列分别作为正向及反向引物，体外扩增(PCR) 

gp85基因，然后将 EI ISA检测结果与 PCR结果进 
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行比较，旨在通过血清学及 ELISA方法与 PCR方 

法的对比检测，确定国内某些地区ALV—J的感染 

情况和两种方法诊断此病的敏感性，为进一步研究 

本病打下坚实的基础。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

被检血清：40周龄肉种鸡血清 184份。25周龄 

蛋种鸡血清 45份。被检组织：肝脏(6只 ALV—J 

抗体阳性鸡肝脏，13只A【，V—J抗体阴性鸡肝脏)， 

一 70*(2保存备用。主要仪器：MODEL 318MC酶标 

仪。冷冻高速离心机，2400型 PCR扩增仪，Alpha 

Imager数字图像分析仪。主要试剂：AI V—J抗体 

检测试剂盒。购 自美国 IDEXX实验室，4℃保存备 

用。常规药品及器材由内蒙古兽医站及内蒙古大学 

生物工程中心提供。 

1，2 方法 

1．2．1 参照试剂盒说明书进行血清学检测。 

1．2．2 根据文献[ ，加]制备 DNA 每个样品取约 

100mg。消化缓冲液研磨，蛋白酶 K(100~g／mL)于 

56℃消化过夜。再用酚 一氯仿抽提，制备基因组 

DNA。一20℃保存备用。 

1．2．3 引物设计与合成 根据文献⋯以ALV—J 

原型株 HPRS一103前病毒基因组 DNA gp85囊膜 

糖蛋白基因两端的一段序列作为引物。 

正向引物(P1)：5 一CTGGATCCATGGGAGTTC 

ATCTATTGCAACAACCAG一3’ 

反向引物(P2)：5 一TACTGCAGTTAGCGCCTG 

CTACGGTGGTGACC 3 

PlP2分别相当于 HPRS一103前病毒基因组 

DNA序列的 5476#～5500#和 6399#～6369#， 

其 5 端 除连有 2个保护碱基 以外，还分别连有 

BamH I酶切位点和 ￡I酶切位点。引物由上海 

生工生物工程技术服务有限公司合成，用三蒸水将 

其稀释至 50mmol／L。一20℃保存备用。 

1．2．4 5O“l PCR反应体系由下述组成 1 X buffer， 

0．25mmol／L dNTP，引物 PIP2各 0．5mmol／I ，1．5 

mmol／L MgCI ，3U／td Taq酶，1 g基因组 DNA。 

反应条件为：95℃ lmin，55℃ lmin，72℃ 1．5min，30 

个循环。72℃保温 5min。PCR产物 1％琼脂糖凝胶 

电泳。Marker为 Lambda DNA／Hind Ill，溴化乙锭 

染色(0．5t~g／mL)，数字图像分析仪观察结果。 

2 结果 

2．1 血清学调查结果 

ALV—J抗体检测试剂盒是检测 ALV—J病毒 

在传播过程中产生的抗体。这种方法已经发展成为 

在 ALV—J gp85抗原包被的 96孔板中进行微量滴 

定的形式。我们共检测了 3个肉种鸡场 4O周龄肉 

鸡血清 184份，2个蛋种鸡场 25周龄蛋种鸡血清45 

份。AI V—J抗体阳性率：3个 肉种鸡场分别为， 

28．12％(9／32)、9．38％(3／32)和 8．33％(10／120)。 

平均为 12．0％(22／184)；2个蛋种鸡场都为 0％(o／ 

35。0／10)。 

2．2 PCR检测结果 

共选择 6只 ALV—J抗体阳性鸡，13只ALV— 

J抗体阴性鸡，剖检，取肝脏制备 DNA，进行 PCR。 

从图 1可以看出。6只 ALV—J抗体阳性的鸡 PCR 

检测也为阳性，ALV—J抗体阴性的 13只鸡中 4只 

为 PCR阳性。因此，当 ELISA检测 ALV—J感染 

的阳性率为 31．58％(6／19)时，PCR检测阳性率为 

52．63％(10／19)，即检测同一鸡群，PCR检测结果 

比ELISA检测结果高出21．O5％。 

3 讨论 

世界上许多地区都有禽白血病的大量l临床报 

道。主要发生于美洲、欧洲、非洲、印度次大陆、远东、 

中东、东南亚等[12]。其病原属于 C型反转录病毒， 

具有囊膜 (env)，主要 引起 肉种鸡的 内髓细胞瘤 

(ML)和其它多种肿瘤，死亡率较高。产蛋鸡在自然 

状态下较少感染。但实验表明产蛋鸡对 ALV—J也 

易感[13]。据报道。代表本病毒特征的 env基因是一 

个或多个内源性病毒和外源性病毒发生多重重组的 

结果，因此不同毒株之间的抗原性经济发生变动，如 

美国分离的ADOL—Hcl株的抗体能够中和 ALV— 

J英国原型株 HPRS一103，但 HPRS一103的抗体却 

不能中和 ADOL—Hcl[14 J。本病毒可垂直传播和水 

平传播，因此，传播速度非常之快，近 1O年来给世界 

养禽业造成了巨大的损失。为了确定我国 ALV—J 

的感染情况。我们用血清学(ELISA)方法和 PCR方 

法进行检测，并比较二者的敏感性和精确定性，为尽 

早进行 ALV—J的消除和防制以及今后的研究工作 

打下基础。 

血清学调查结果显示，用ELISA法所检肉种鸡 

都曾有AI V—J感染，感染后抗体阳性率为 8．33％ 
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～ 28．12％，此结果虽然远远低于 Fadly和 Smith[14 J 

在美 国的检测结 果 (ALV—J抗体 阳性率 高达 

87％)，但说明我国肉种鸡场已经感染此病毒，并产 

生了相应的抗体。但二个蛋种鸡场的45只蛋种鸡 

血清内ALV—J抗体 阳性率为什么都是 0％，待进 
一 步研究。PCR检测结果显示，6只 ALV—J抗体 

阳性的鸡 PCR结果都为阳性；而 13只 ALV—J抗 

体阴性的鸡中有 4只为 PCR阳性。即当 ELISA检 

测 ALV—J感染抗体阳性率为 31．58％(6／19)时， 

PCR检测 ALV—J感染率却为 52．63％(10／19)，比 

ELISA检测结构高出 21．05％。Payne认为，骨髓 

细胞瘤的诱导主要和感染引起的长时间的病毒血症 

有关，而不是抗体 水平[ ]。本研究的结果提示， 

ELISA检测可以了解鸡体内的抗体现状，确定鸡只 

是否感染过 ALV—J，而且抗体阳性鸡体 内仍可有 

病毒存在，但同群抗体阴性的鸡体内却不一定没有 

ALV—J，就是说，不但 ELISA抗体阳性鸡体内存在 

ALV—J，而且部分 El ISA抗体阴性鸡体内(至少肝 

脏内)也有该病毒感染，只是尚缺乏可用 ELISA法 

检出的相应抗体而已。可见 PCR法的敏感性和精 

确定性高于 ELISA法，也为分离病毒提供了可靠的 

依据。另外，从养鸡业实际来讲，PCR方法可进行 

早期诊断u引，比较彻底地剔除病鸡，避免更大的经 

济损失。但怎样进行活体取材，不需提取核酶，进行 

快速 PCR还有待于进一步研究。由于 ELISA操作 

简便，特异性强，重复性好，仍可作为一种有效的普 

检方法，定期进行 ALV—J抗体检测，同时用 PCR 

检测进行复核和鉴定，这样就可以逐步剔除 ALV— 

J阳性种鸡，达到净化鸡群的目的。 
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