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［摘　 要］ 　 为研究通过种蛋检测的方法监测 ＳＰＦ 鸡群 ＲＥＶ 感染情况，运用已建立的荧光定量 ＰＣＲ
方法检测攻毒母鸡种蛋中 ＲＥＶ，并与血清 ＲＥＶ 水平进行比较。 人工感染 １２ 月龄母鸡，从种蛋中提

取蛋清，接种正常鸡胚成纤维细胞后传代一次，之后石蜡密封孵化至 ９ 日龄制成鸡胚成纤维细胞

（ＣＥＦ），运用荧光定量 ＰＣＲ 方法检测蛋清，并和血清的检测结果进行比较，结果显示：８３ 份蛋清，
３ 份阳性样品分别收集自攻毒后的第 ８、１１、１４ 天；４６ 份 ＣＥＦ，２ 份阳性样品分别收集自攻毒后的第

１１ 天和第 １４ 天，阳性的蛋清和 ＣＥＦ 呈对应关系，说明两种方法的检测结果一致。 攻毒后的 ６～１５ ｄ
是病毒血症持续期，阳性鸡蛋均采集自这段时间，表明通过种蛋 ＲＥＶ 检测能反映 ＳＰＦ 鸡的急性感

染状态。 本研究为通过种蛋抗原检测从而监测 ＳＰＦ 鸡 ＲＥＶ 感染奠定基础。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｇｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＲＥＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ ＳＰＦ
ｃｈｉｃｋｅｎｓ． Ｔｈｅ ＲＥＶ ｏｆ ｅｇｇｓ ｉｎ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｈｅｎｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ａｌｒｅａｄｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ， ａｎｄ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ． １２ ｍｏｎｔｈ－ｏｌｄ ｈｅｎｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＲＥＶ．Ｔｈｅ ｅｇｇ ｗｈｉｔｅ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｇｇｓ ａｎｄ
ｗａｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ（ＣＥＦ） ａｎｄ ｐａｓｓａｇｅｄ ｏｎｃｅ， ｔｈｅｎ ｔｈｅｓｅ ｅｇｇｓ ｗｅｒｅ ｓｅａｌｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｒａｆｆｉｎ
ｗａｘ ａｎｄ ｈａｃｈｅｄ， ＣＥＦ ｗａｓ ｍａｄｅ ｆｒｏｍ ９ ｄａｙｓ ｅｍｂｒｙｏｓ． Ｔｈｅｓｅ ｅｇｇ ｗｈｉｔｅ ａｎｄ ＣＥＦ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
ＰＣＲ ｔｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＲＥＶ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｅｇｇ ｗｈｉｔｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｆｒｏｍ ８３ ｓａｍｐｌｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｉｇｈｔｈ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｌｅｖｅｎｔｈ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｅｅｎｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｔｗｏ
ＣＥＦ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ４６ ｓａｍｐｌｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｌｅｖｅｎｔｈ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｅｅｎｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｇｇ ｗｈｉｔｅ ａｎｄ ＣＥＦ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ
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ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ． Ｔｈｅ ｖｉｒｅｍｉａ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｆｒｏｍ ６ ｔｏ １８ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ａｔｔａｃｋ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｇｇｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｉｓ ｔｉｍｅ．
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｇｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｏｎｉｔｏｒ ｔｈｅ ａｃｕｔｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎ． Ｔｈｅ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ＲＥＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｂｙ ｅｇｇ ａｎｔｉｇｅｎ ｔｅｓｔ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＲＥＶ； ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ； ｓｅｒｕｍ； ｅｇｇ ｗｈｉｔｅ； ＣＥＦ

　 　 禽网状内皮组织增生症（Ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓｉｓ，
ＲＥ）是指由反转录病毒科网状内皮组织增生症病

毒（Ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ，ＲＥＶ）引起的禽类以

急性网状细胞肿瘤、生长抑制综合症、淋巴组织和

其他组织的慢性肿瘤形成为特征的一群病理综合

症。 ＲＥＶ 与禽白血病病毒（Ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ，
ＡＬＶ）、马立克氏病病毒 （ Ｍａｒｅｋ ＇ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，
ＭＤＶ）并称为鸡群的三大肿瘤性病毒，严重危害我

国的家禽养殖业。
ＲＥＶ 属正反转录病毒科，γ 反转录病毒属，为

单股、正链、线性 ＲＮＡ。 ＲＥＶＳ 基因组 ＲＮＡ 是由两

个 ３０ ～ ４０ｓ 的 ＲＮＡ 亚单位的 ６０ ～ ７０ 复合体组

成［１］，分离株存在 ３ 个明显的亚型，网状内皮组织

增殖病病毒 Ｔ 株 （ ＳＮＶ） 鸭传染性贫血病毒 （ＤＩ⁃
ＡＶ）、鸡合胞体病毒（ＣＳＶ） ［２］，不同毒株具有相同

的抗原性。 ＲＥＶ 的传统检测方法包括免疫荧光、病
毒分离培养、血清学等方法。 然而，这些方法在敏

感性、特异性、时效性等方面存在各自的不足。 国

标中，检测 ＳＰＦ 鸡 ＲＥＶ 感染的方法主要是采用血

清学的方法，然而血清的采集不仅费时费力，疫苗

企业要获得可靠的血清作为检测样品也很困难。
因此，亟待建立一种更为快速、方便、可靠的检测方

法来准确诊断 ＳＰＦ 鸡的 ＲＥＶ 感染情况。
近年来，实时荧光定量 ＰＣＲ（Ｆｌｕｏ ｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎ⁃

ｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ）技术以其快速、灵敏、特异性强等优点

在基因表达水平的分析、病原体的定性和定量检测

等方面得到广泛应用［３－５］。 本研究运用已建立的

ＲＥＶ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法［２］，对人工感染 ＲＥＶ
母鸡的血清及种蛋进行检测，探讨种蛋检测方法的

可行性，为通过种蛋抗原检测从而监测 ＳＰＦ 鸡 ＲＥＶ
感染奠定基础。
１　 材　 料

１．１ 　 病毒 　 ＲＥＶ ＭＤ － ２ 株，病毒含量为 １０４．３４

ＴＣＩＤ５０，由中国兽医药品监察所分离保存。
１．２　 ＳＰＦ 种鸡和种蛋　 ５ 只 １２ 月龄的成年 ＳＰＦ 母

鸡，２ 只 ＳＰＦ 公鸡购自北京梅里亚维通实验动物技

术有限公司；１００ 枚 ＳＰＦ 种蛋，购自 ５ 家 ＳＰＦ 鸡胚

生产企业；３０ 枚普通鸡蛋购自北京某鸡场。
１．３　 主要试剂　 ＯＭＥＧＡ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒购自

ＯＭＥＧＡ 公司； ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ 试剂盒、
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＴＭＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 试剂

盒购自大连宝生物（Ｔａｋａｒａ）工程有限公司；蛋白酶

Ｋ 溶液购自天根生化科技有限公司；无水乙醇、苯
酚、氯仿、异戊醇购自国药集团。
２　 方　 法

２．１　 样品采集

２．１．１　 动物试验　 实验组：４ 只母鸡和 １ 只公鸡放

于一个隔离器内饲养，每只母鸡肌肉注射 １０５

ＴＣＩＤ５０的 ＲＥＶ ＭＤ－２ 株强毒，分别标记为 １－４ 号

鸡；对照组：１ 只公鸡和 １ 只母鸡放于另一隔离器，
注射与实验组相同剂量的生理盐水，标记为 ５ 号

鸡。 两组鸡同饲养两个月，每天收集种蛋，三天采

一次全血分离血清，做好标记，保存于－２０ ℃冰箱。
２．１．２　 制作鸡胚成纤维细胞（ＣＥＦ） 　 按照《中国兽

药典》（二 Ｏ 一 Ｏ 版三部） ［６］方法制作。
２．２　 样品采集及处理

２．２．１　 感染种蛋蛋清的提取及ＣＥＦ 的制作　 用 １ ｍＬ
注射器吸取 ０．５ ｍＬ 蛋清，随后立即用石蜡密封，将
种蛋放入孵化箱孵化；受精蛋孵化至 ９ 日龄按 １．２．２
的方法制成鸡胚成纤维细胞（ＣＥＦ）；蛋清样品用

ＰＢＳ 进行 １０ 倍稀释，取 １ ｍＬ 接种 ＣＥＦ，放于 ５％
ＣＯ２、３７ ℃培养箱培养 １ ｈ，弃去蛋清，用 ＰＢＳ 洗涤

２～３ 次，补充细胞维持液，放入培养箱培养 ５ ｄ 后

传代一次冷藏备用。
２．２．２　 血清中病毒 ＤＮＡ 提取　 按 ＯＭＥＧＡ 总 ＲＮＡ
提取试剂盒说明从血清中提取病毒 ＲＮＡ；按照
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ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＴＭＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 试剂

盒说明将 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ，保存于 － ８０ ℃
冰箱。
２．２．３　 蛋清细胞培养物、ＣＥＦ 细胞 ＤＮＡ 提取 　 取

４３７．５ μＬ 病毒液于 １．５ ｍＬ Ｅｐｐｄｅｎｄｏｒｆ 管中，分别加

入 １２．５ μＬ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ（２０ ｍｇ ／ ｍＬ）， ５０ μＬ １０％

ＳＤＳ 充分混匀后 ５６ ℃水浴 ６０ ｍｉｎ；加入 ５００ μＬ 酚 ／

氯仿 ／异戊醇（２５ ∶ ２４ ∶ １），上下颠倒混匀，室温静

置 ５ ｍｉｎ，４ ℃，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取上层水

相；加入 ９００ ｍＬ 冰冷的无水乙醇和 ４５ ｍＬ ３ ｍｏｌ ／ Ｌ

ＮａＡＣ（ｐＨ５．２），－２０ ℃沉淀过夜；加入 ４５０ μＬ 氯仿－

异戊醇（２４ ∶ １），上下颠倒混匀，室温放置 ５ ｍｉｎ，

４ ℃，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上层水相；４ ℃，

１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ 沉淀核酸；弃上清，加入

４５０ μＬ ７０％乙醇，混匀后 ４ ℃，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

２０ ｍｉｎ，弃上清；将 Ｅｐｐｄｅｎｄｏｒｆ 管倒扣于吸水纸上，

室温下使乙醇自然挥发；加入 ３０ μＬ 的双蒸水溶解

核酸，－２０ ℃保存备用。

２．３　 样品 ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）的荧光定量 ＰＣＲ 检测　 按

照已建立的荧光定量 ＰＣＲ 方法［１］，对提取的样品

ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）样品进行荧光定量检测，２５ μＬ 反应

体系为： ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ １２． ５ μＬ； ＰＣＲ

Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０． ５ μＬ；ＰＣＲ Ｒｅｖｅｒｓｅ

Ｐｒｉｍｅｒ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０． ５ μＬ；ＤＮＡ Ｔｅｍｐｌａｔｅ ２ μＬ；

ｄｄＨ２Ｏ ９．５ μＬ。 反应条件为：９５ ℃ ３０ ｓ；９５ ℃ ５ ｓ；

５５ ℃ ３０ ｓ；７２ ℃ ３０ ｓ，４０ 个循环。

２．４　 数据分析 　 每个样品重复测定 ３ 次，每次取

样品 ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）模板 ２ μＬ，通过标准曲线换算出

病毒基因组拷贝数平均对数值（ ｌｏｇ１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ），

再换算成 １ μＬ 样品中所含的 ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）拷贝数

平均对数值（ ｌｏｇ１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ），３ 次测定结果的平

均值为最终测定结果。 以 Ｃｔ 值小于 ３５ 作为阳性

样品判定标准。

２．５　 临床样品检测 　 对 １００ 枚 ＳＰＦ 种蛋和 ５０ 枚

普通鸡蛋进行 ＲＥＶ 检测。

３　 结　 果

３．１　 ＲＥＶ 在母鸡血清中的动态分布　 采集母鸡全

血分离血清，攻毒后的 ３ ｄ、６ ｄ、９ ｄ、１２ ｄ、１５ ｄ 从 ４

只攻毒母鸡血清中均检测到病毒 ｃＤＮＡ，将 ４ 只母

鸡的检测结果取平均值，３ ｄ 时平均拷贝数约为 １０２

拷贝，６ ｄ 时约为 １０４ 拷贝，９ ｄ 拷贝数达到峰值为

１０５ 拷贝，１２ ｄ 时降至 １０４ 拷贝，１５ ｄ 为 １０２ 拷贝。

１８ ｄ 以后检测不到病毒（图 １）。 对照母鸡在各个

阶段血清中 ＲＥＶ 的检测结果均为阴性。

图 １　 ＲＥＶ 在感染鸡体内的增殖规律

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＥＶ ｉｎ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

３．２　 蛋清细胞培养物、ＣＥＦ 检测结果 　 两个月时

间共收集感染种蛋样品 ８３ 份，提取蛋清 ８３ 份，接

种 ＣＥＦ 并传代一次，有 ３ 份检测结果为 ＲＥＶ 阳性，

分别为感染后的第 ８、１１、１４ 天收集（表 １）。 ８３ 份

鸡蛋样品中，有 ４６ 份受精，孵化制成 ＣＥＦ 样品 ４６

份，有 ２ 个样品检测结果为阳性，分别为感染后第

１１ 天和第 １４ 天收集。 同一份种蛋的阳性 ＣＥＦ 和

阳性蛋清一一对应，均在感染后的 １１ 和 １４ 天收

集。 对照组的蛋清、ＣＥＦ 均为阴性。

表 １　 蛋清细胞培养物、ＣＥＦ 检测结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｇｇ

Ｗｈｉｔｅ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ ＣＥＦ

样品
ｓａｍｐｌｅ

数量
ｎｕｍｂｅｒ

阳性样品
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ

采集时间（感染天数）
ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

（ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｄａｙｓ）

数量
ｎｕｍｂｅｒ

蛋清 ８３ ８、１１、１４ ３

ＣＥＦ ４６ １１、１４ ２
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３．３　 临床样品检测结果　 １００ 枚 ＳＰＦ 种蛋的蛋清细

胞培养物 １００ 份，制成 ＣＥＦ 细胞 ８２ 份，经荧光定量

ＰＣＲ 检测均为 ＲＥＶ 阴性；３０ 枚普通鸡蛋的蛋清培养

物有 ３０ 份，均为非受精蛋，蛋清的细胞培养物经检测

有 １１ 份为 ＲＥＶ 阳性（图 ２），阳性率为 ３６．７％。

１－１１ 阳性鸡蛋；１２－３０ 阴性鸡蛋

１－１１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｇｇｓ；１２－３０ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｅｇｇｓ

图 ２　 普通鸡蛋蛋清细胞培养物荧光定量 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ｅｇｇ ｗｈｉｔｅ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ

４　 讨　 论

本实验人工感染 １２ 月龄 ＳＰＦ 母鸡，攻毒后第 ３
天即可从血清中检测出病毒，这个结果比起雏鸡感

染后出现病毒血症［７－８］ 的时间要早约 １０ ｄ，这可能

与接种的病毒毒株、接种方式不同，以及鸡的日龄

大免疫机能完善等因素有关。 第 ９ 天血清 ＲＥＶ 达

到峰值，之后缓慢下降，第 １８ 天左右病毒血症消

失，攻毒后 ３～ １８ ｄ 是病毒血症的持续时间。 在蛋

清的细胞培养物和 ＣＥＦ 细胞中，检测出了 ＲＥＶ，阳
性鸡蛋的蛋清和 ＣＥＦ 呈一一对应关系，说明这两种

方法的检测结果一致，运用这两种方法检测种蛋均

可行。 并且检测出的阳性样品的采集时间同血清

病毒血症持续的时间相一致，表明了耐受性感染的

母鸡确实能把病毒垂直传播给后代。 但是鸡蛋中

ＲＥＶ 检出率比较低，可能是垂直传播的几率低导

致［９－１１］，也可能是病毒从母鸡传播到鸡蛋后，病毒

含量非常低，方法的敏感性不够而导致检测不到

病毒。

ＳＰＦ 鸡感染 ＲＥＶ 后血清抗体持续时间很

长［１］，通过抗体检测只能反映鸡群的感染历史，不
能判断鸡群是否处于急性感染期，判断感染期最可

靠的方法还是进行病毒检测。 本实验运用建立的

荧光定量 ＰＣＲ 方法对攻毒母鸡的血清、蛋清、ＣＥＦ
细胞进行检测，结果表明三者出现的时间基本一

致，通过对 ＳＰＦ 种蛋进行病毒检测能如实反映鸡群

的急性感染状态。 但由于垂直传播率较低，实验步

骤也比较繁琐，本方法是否适合大规模推广还有待

进一步验证。 对 ＳＰＦ 鸡蛋和普通鸡蛋进行 ＲＥＶ 抗

原检测，ＳＰＦ 鸡蛋 ＲＥＶ 检出率为 ０，普通鸡蛋的检

出率 ３６．７％，检出率较高，说明我国商品鸡群存在

较高的 ＲＥＶ 感染率。
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