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摘要　用实验室 - 20℃条件下保存 6年的禽成髓细胞性白血病病毒 ( AM V ) BAI- A株鸡传代血浆毒感染 1

～ 3日龄的雏鸡 ,接毒后 15～ 45 d陆续发病。取其血浆毒 ,经差速离心和蔗糖密度梯度离心 ,获得较纯的

AM V抗原。用此抗原免疫 8～ 10周龄 BA LB /C小鼠 ,将其脾细胞与 SP2 /O瘤细胞进行融合 ,经 EL ISA筛

选、克隆 ,共获得 6株阳性杂交瘤细胞株。分别采用传染性支气管炎病毒 ( IBV )、新城疫病毒 ( N DV )、传染性

法氏囊病毒 ( IBDV )、传染性喉气管炎病毒 ( I L TV )、减蛋综合征病毒 ( EDS- 76)、及火鸡疱疹病毒 ( HV T)

等抗原用间接 EL ISA法对阳性杂交瘤细胞进行特异性鉴定 ,其中 2株证明为稳定分泌特异性抗体的杂交

瘤细胞系 ,而对其它病毒则呈阴性反应。用该 2株单抗分别进行临床检测 ,其结果显示 , AM V单克隆抗体对

临床拟订有效的鸡群净化措施有着良好的应用前景。
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禽成髓细胞性白血病 ( AMV )是禽白血病 ( AL)家族中的一种急性白血病 ( Baluda et al,

1961)。其病原所属的禽白血病 /肉瘤病毒群 ( AL /SV )常引起多种类型的肿瘤性疾病 ,如淋

巴细胞性白血病 ,成红细胞性白血病 ,成髓细胞性白血病 ,骨髓细胞瘤等 (刘秀梵 , 1994)。由

于常见的淋巴细胞性白血病一般不导致家禽集中的急性的大批死亡 ,故目前不引起养禽专

业户的足够重视 ,但因其广泛发生 ,累计的死亡率、所引起的生长阻滞及产蛋率下降给养禽

业造成了极大的经济损失。

本文报道了用实验室 - 20℃条件下保存 6年的 AM V BAI- A株鸡传代血浆毒 ,接种雏

鸡 ,引起发病 ,从其血浆中提纯病毒 ,以免疫小鼠来制备单克隆抗体 ,试图通过建立单抗诊断

试剂盒 ,为建立禽白血病的净化措施提供捷径。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　试验鸡　 1～ 3日龄 A A雏鸡 ,由广东省南海牧工商联合公司狮山养鸡场提供 ; A-

vian雏鸡由广东正大康地养鸡场购进。

1. 1. 2　病毒株　 AMV BAI- A株鸡传代血浆毒 ,由华南农业大学禽病研究室 - 20℃保存

6年的毒株 ; IBV、 IBDV、 N DV、 ILTV及 EDSV等均由禽病研究室保存。HV T由华南农业

大学动物医学系开发部惠赠。

1. 2　方法

1. 2. 1　病毒繁殖及提纯　按文献 (戚丹英等 , 1988; 谈建明 , 1990)方法改进。
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1. 2. 2　免疫小鼠和细胞融合　用经纯化的 AMV血浆毒作免疫抗原 ,免疫程序见参考文献

(朱平等 , 1994) ,加强免疫后 3 d,取脾细胞与 SP2 /O骨髓瘤细胞融合 ,融合步骤见参考文献

(兰乃洪 , 1994)。

1. 2. 3　阳性杂交瘤筛选和克隆　采用国产平底聚苯乙烯酶标板 ,以纯化的 AMV抗原作包

被抗原进行间接 ELISA筛选阳性孔 ,对 OD值较高的阳性孔以有限稀释法进行克隆 , 3次克

隆后建株。

1. 2. 4　单克隆抗体特异性分析及临床初步应用　采用间接 ELIS A法进行 ,用 IBV、 IBDV、

N DV、 EDSV、 ILTV及 HV T等抗原与单克隆抗体进行结合反应 ,排出反应谱。临床应用时 ,

分别从广州近郊 3个鸡场抽检 20只鸡血清 ,待处理后 ,用 0. 05 mo l /L pH 9. 6碳酸盐缓冲液

1 5稀释 ,包被各孔 ,以两株特异性反应较强的单抗进行 ELIS A检测。

2　结果

2. 1　禽成髓细胞性白血病病毒的繁殖特性

雏鸡一般在接毒后饲养 20 d左右开始发病 , 症状表现同文献 (戚丹英等 , 1988)所述 ,

主要是嗜眠 ,贫血 ,实质器官出现肿瘤性种大 ,血液、肝脏等组织器官出现大量的成骨髓细

胞。将所收集的血浆毒经差速离心和蔗糖密度梯度离心后 ,病毒条带基本分布在 30%～ 45%

梯度内 ,其结果同文献 (刘祥等 , 1993)报道一致 ;磷钨酸负染 ,进行透射电镜观察病毒大小、

形态等特征 ,符合文献 (卡尔尼克 , 1991)报道。

2. 2　 AMV杂交瘤细胞株的建立

经细胞融合 ,间接 ELIS A筛选 ,从 6个阳性杂交瘤孔中挑选 3个孔进行扩大培养和克隆

化 ,并进行单克隆抗体的生产和分析。

2. 3　杂交瘤分泌单克隆抗体的特性及对其它病毒的反应特性

3株阳性杂交瘤经 BALB /C小鼠产生的腹水单抗用间接 ELISA检测其效价 ,其中 2C4

和 1G2两株效价较高: 2C4为 28; 1G2为 211。用该两株单抗对其它病毒进行特异性鉴定 ,间接

ELISA结果表明 , IBV、 IBDV、 NDV、 ILTV、 EDSV及 HV T对 2C4和 1G2两株均不发生强烈

交叉反应 ,只特异性地作用于 AM V,详见表 1。
表 1　各病毒株对 AMV单抗的特异性鉴定结果 (光密度值 )

单 抗 株
包　被　抗　原

AM V1) IBV IBDV N DV EDSV IL TV HV T

2C4 1. 15 0. 40 0. 41 0. 25 0. 26 0. 30 0. 42

1G2 1. 32 0. 35 0. 39 0. 41 0. 28 0. 35 0. 39

　　 1)阳性血清 (免疫鼠血清 1 10稀释 )对照值: 0. 86; 阴性血清 (正常骨髓瘤细胞上清 )为 0. 30

2. 4　单克隆抗体的临床初步应用 (结果见表 2)

表 2　临床试验样品检测结果

鸡　场 品　种 年　龄 阳 性 率 　

A 粤黄鸡 60周 5 /201) , 2)

B A A鸡 12周 4 /102)

C “ 882”鸡 20周 3 /20

　　 1)分母为检测例数 ,分子为阳性例数 ;　 2) A鸡场 1例样品可疑 , B鸡场 2例样品为可疑
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　　如表 2,应用 ELISA试验检查部分鸡场的不同年龄、不同品种的鸡血清 ,发现禽白血病

虽然在鸡中不引起发病症状 ,但其病原普遍存在 ,尤其 AA鸡等白鸡对该病相对较敏感。

3　讨论

AL是家禽最重要的蛋传递性疾病之一 ,净化 AL的措施目前在国内唯一的方法是检

出并淘汰带毒鸡 ,但由于内、外源性 ALV感染 , 混淆了常规法如 ELISA法对该病的诊断

( Clark et al, 1980; Fadly et al, 1981)。建立抗 ALV各亚群的单克隆抗体 ,有希望在进行内、

外源性 ALV感染鉴别中带来科学依据。

AMV属于反转录病毒 ,有囊膜 ,耐热性差 ,高温下快速灭活 (卡尔尼克 , 1991)。- 15℃

时半衰期不超过一周 ( Eckert et al , 1955) , 在 - 60℃时尚能保存数年 ( Bryan et al, 1954) ,但

是本试验过程中使用的种毒为 - 20℃已保存 6年 ,理论上应已死亡 ,不会产生感染性的。所以

根据发病情况证明此接种物尚残存少量带完整或部分囊膜的 AM V,接种的雏鸡本身已携

带 AMV的一些辅助病毒或者在接种物诱导下 ,使内源性 ALV产生感染力的结果。

目前 ,单克隆抗体制备已成为常规性技术 ,用于诊断的单抗试剂大多以诊断药盒形式提

供。至今国外单抗试剂生产已发展为强大的产业 ,但国内大多数兽用单抗试剂尚停留在实验

室试验阶段 ,因此研制出诊断试剂药盒并在生产实践中试用 ,将会给国内畜牧业带来巨大的

经济效益。

致谢　单克隆抗体的部分工作在广东省生物技术重点实验室完成 ,并得到杜伟贤副研究员的指导和

帮助 ,特此致谢!
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STU DIES ON DEV ELO PM EN T O F DRU G- TO LERAN T AND
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S T RAINS O F Escherichia coli FROM POU LT RY
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Abstract

This paper reports the develo pment process of drug - tolerant and at tenuated Escherichia

coli O2 ( Norr , Chls ) and O78 ( Chlr , No rs ) st rains. With Escherichia col i O2 and O78 which a re

the mo st im po rtant sero ty pes of E. col i in poult ry co libacillo sis as parent st rains, drug re-

sistant and a t tenuated O2 ( No r
r , Chl

s ) and O78 ( Chl
r , Nor

s ) st rains o f E. col i w ere induced by

No rflo xacin and Chlo ramphenicol w hich a re tw o antibacterial drug s m ost f requent ly used

in v eterina ry practice. The essential characteristics of E. col i O2 ( No r
r , Chl

s ) and O78 ( Chl
r ,

No r
s
) st rains w ere ex amined. The resul ts indicated tha t the drug - tolerance and the

heredi ty of E. coli O2 ( No rr , Chls ) a nd O78 ( Chlr , No rs ) st rains w ere stable. This achiev e-

m ent might be a goo d beginning fo r fur ther dev eloping ef ficient a nd multivalent v accines

by using spheroplast fusion technique.

Key words　E. coli ; drug - tolerant strain; at tenua ted strain

(上接 84页 )

PROPAGAT ION O F AV IAN M YELOBLASTO SIS V IRU S
AND EST ABLISHM EN T OF HYBRIDOM A CELL LIN ES

Wa ng Peng jun　　 Liu Fua n
( Dept. o f V eterina ry M edicine, So uth China Ag r. U niv . , Gua ng zho u, 510642)

Abstract

One to three- day old susceptible chicks w ere ex perimentally infected wi th the BAI- A

stain o f Avian M yeloblastosis Virus ( AM V) in passag ed chicken plasma sto red a t - 20℃
fo r six y ears, and the onset of disease w as seen 15 to 45 days postinocula tio n. BALB /C

mice 8～ 10 w eeks of age were imm unized w ith AMV antigens puri fied f rom AM V-nfected

chicken plasm a by di fferential and isopycnic centrifug atio n in a disco ntinuous sucrose g ra-

dient. B ly mphocy tes f ro m mouse spleen w ere hybridized wi th SP2 /O m yeloma cells, and

six hy bridoma cell lines finally established af ter specific a ntibody detectio n a nd cell

cloning. Indirect ELISA dem onst rated tha t o nly tw o ascitic monoclo nal antibo dies

( Mc Ab) reacted posi tively wi th specific AMV antig en a nd sho wed no cross reactio n wi th

IBV , IBDV , EDSV - 76, ILTV a nd HV T viruses, retaining i ts specific a ntibody -secret-

ing pro perty. Futhermo re, the applicatio n o f AMV- Mc Ab in diag no sis a nd eradicatio n o f

avian leuko sis f rom chicken flocks wa s discussed.

Key words　 avian my elo blastosis v irus; g ro up-specific antig en; monoclonal antibo dy; hy-

bridom a
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