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摘要：为了解 CAV和 ALV在不同阶段对肉鸡的感染情况，应用 PCR方法，对山东省某 3个中小型 AA肉种鸡 

场的鸡胚、1日龄雏鸡和子代肉鸡中的 CAV和 ALV进行检测，试验直接采集样品的不同组织提取 DNA，进行 

PCR扩增及 PCR产物的克隆和序列测定。结果显示，被检的3个肉种鸡场及商品肉仔鸡均有这两种病毒的感 

染 ，其中 CAV的阳性率 24．22％；ALV的阳性率 17．56％，两者共感染的阳性率 8．89％。而且感染鸡各组织病 

毒含量也有差异，CAV以脾脏最多，ALV以肾脏最多。同时对肝脏进行细菌分离培养，并对 40日龄子代商品 

肉鸡进行 ND血凝抑制(HI)抗体效价检测，发现大肠杆菌等细菌感染阳性率较高，ND—HI抗体效价显著偏 

低。由此可见，鸡胚、雏鸡和子代肉鸡体内存在 CAV、ALV的感染以及与细菌性疾病的共感染，造成机体免疫 

力下降 。 
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Abstract：CAV (Chicken infectious anemia Virus)and ALV (Avian leukosis virus)were detected by 

PCR from embryonic chickens ，one—day chickens and commercial chickens collected from different 3 AA 

broiler breeding farms of Shandong Province to see infections of CAV and ALV in broilers in different stages． 

DNAs from different organs were extracted，amplified，and evaluated by PCR，and the cloned plasmid was se- 

quenced．The results showed that CAV and ALV were proved to be positive in the three farms investigated， 

and the positive ratio of CAV and ALV were 24．22．％ and 17．56％ ．The CO—infection ratio of ALV and CLV 

was 8．89％ ．The positive ratios differ in different organs，and the highest positive ratios of CAV and ALV 

were observed in spleen and kidney，respectively．The pathogens from the liver of the broilers were isolated 

and identified．At the same time，ND—HI test was used to detect the valence of antibody in 40 d commercial 

chicken，it was showed that the infection ratio of E．coiZ was the highest，the valence of H1 was lower．The 
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above results demonstrated that the infection of CAV and ALV and the CO—infection of other bacteria weaken 

the immunity of embryonic chickens，1 d chickens and commercial chickens． 

Key words：broiler breeder；chicken infectious anemia virus；avian leukosis virus；CO—infection 

鸡传染性贫血病(Chicken infectious anemia，CIA)是由鸡贫血病毒(Chicken infectious anemia Virus 

，CAV)引起的以鸡再生障碍性贫血和淋巴组织萎缩为主要特征的免疫抑制性疾病，严重影响雏鸡的生 

长发育和免疫反应。禽白血病(Avian Leukosis，AL)是由禽白血病病毒(Avian leukosis virus，ALV)引 

起的一种以免疫抑制、生长抑制和髓细胞癌变为特点的传染性致骨髓细胞瘤疾病或成髓性白血病。这 

两种病毒既能通过种蛋垂直传播，又可在鸡群内水平传播。感染的肉用种鸡表现消瘦、鸡冠苍白、生长 

发育不良，其产蛋率、受精率和孵化率明显下降 卫 ；而且还可引起免疫抑制，一旦合并和继发其它病毒 

和细菌、真菌的感染则严重影响养鸡生产 。 

山东省是养鸡大省，近几年来鸡群中 CIA和 ALV流行比较严重。据报道通过 ELISA抗体检测肉 

种鸡和商品鸡发现，山东省各个地区均存在 CAV和ALV感染，不同地区差别较大，所检鸡群的CAV和 

ALV抗体平均阳性率分别为83．2％和66．7％ -9]，但迄今为止，对鸡胚和 1 13龄弱雏很少见报道。我 

们应用 PCR技术对来源于山东省3个感染该病毒的中小型规模化肉种鸡场的死胚、1 13龄雏鸡和40 13 

龄子代商品肉鸡进行了检测，以了解该病毒在鸡胚和雏鸡以及在商品仔鸡中的动态分布，为该病的诊断 

和流行病学调查奠定基础，为肉种鸡场从源头净化疫病提供理论依据，从而最大限度减少经济损失。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

1．1．1 病毒与受体茵 CAV病毒 Cux一1标准株，ALV病毒 BAI—A株的阳性模板，均由山东农业大 

学动物科学学院崔治中教授实验室提供。受体菌为 TG1由我院动物预防医学实验室保存。 

1．1．2 临床检测样品 来源于临沂市 3个不同 AA肉种鸡场同一父母代的正常鸡胚、死胚各30枚；1 

13龄健康雏鸡、弱雏各30只；40 13龄商品子代肉鸡各30只。 

1．1．3 仪器和试剂 PCR仪(Eppendorf，德国)；电泳仪、凝胶成像仪(Biorad，意大利)；TaqDNA聚合酶 

(5 u／ L)，dNTP，MgC12，10×buffer，pMD18一T Vector、EcoR I、Sal I均购于大 连宝生物工程公司；Gel 

Extraction Kit(OMEGA，bio—tek)购于上海英骏生物公司；新城疫标准抗原和阳性血清购于中国兽药检 

查所；其他相关试剂均为国产分析纯。 

1．1．4 引物合成 根据 GenBank收录的 CAV、ALV基因核苷酸序列，用软件 Oligo 6．0设计两对引物： 

CAV—JC—F：GCG GAC GGG TCT AAA TCA(1234—1251) 

CAV—JC—R：TCT CGC CTT GTG GTG GTT(1843—1860)预期扩增的片段为627 bp； 

ALV一 一F：CCC GTG GAA TTC ATG GCT GTA GTG ATT AAG 

ALV一一R：CAT ACT CGA GGG CTG GAT AGC AGA CTA CAT预期扩增的片段为762 bp； 

引物皆由上海生工生物工程有限公司合成 。 

1．2 试验方法 

两种病毒在病毒 DNA的提取、PCR反应体系、PCR产物的克隆和序列测定方法上均相同。 

1．2．1 样品的细茵分离培养 分别取待检鸡胚、雏鸡和40 13龄的商品肉仔鸡的肝脏接种在麦糠凯培 

养基和支原体培养基上，按培养要求进行培养。 

1．2．2 病毒 DNA的提取 取少量肝脏、胸腺、骨髓、脾脏、法氏囊、肾脏等供检组织分别加入 0．5 mL 

的组织抽提缓冲液(100 mmol／L NaC1，10 mmol／L Tris—HC1，pH 8．0，25 mmol／L EDTA pH 8．0，5％ 

SDS)，研磨离心后，取上清液。于每份样品中加入蛋白酶 K 5 L，52℃消化24 h，而后加入等体积的 

酚 仿 戊醇(25：24：1)混和液，振荡均匀 1 min。12 000 r／min离心5 min，将上清液转移至另一个 

离心管中，加入0．5 mL氯仿，振荡摇匀，12 000 r／min离心 5 min，将上清液转移至另一个离心管中，加 

入 1mL的无水乙醇，一20℃2 h，12 000 r／min离心 5 min，弃上清液，加入 1 mLP=70％的乙醇漂洗， 

12 000 r／min离心3 min，将上清液弃去，自然干燥后，加入50 L的TE缓冲液。 

1．2．3 PCR检测 50 IxL PCR反应体系：含 10×buffer 5 IxL，10 mmol／L的 dNTP 4 L，5 U／txL Taq 

DNA酶0．5 IxL，25~xmol／L、下游引物各1．5 txL，模板 DNA 1 IxL，ddH2O 36．5 IxL。PCR反应条件：95℃ 
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5 min；95 cC 30 S，50 cC 30 S，72 cC 2 min，共进行 28个循环 ；72 cC 10 min。然后取 5 L PCR产物进 

行琼脂糖凝胶电泳，在凝胶成像仪中观察并记录结果。 

1．2．4 PCR产物的克隆和序列测定 · 引 为确定 PCR产物的特异性，按 DNA回收试剂盒的方法，回 

收PCR扩增产物，并将回收的 PCR产物分别与 pMD18一T载体连接，转化感受态大肠杆菌 TG1，并挑 

选白色菌落，对抽提的质粒用 EcoRI和 SalI两种限制性内切酶鉴定 阳性克隆。随机挑取 3份病料 

CAV、ALV的PCR扩增产物的阳性克隆，进行序列测定与分析。 

1．2．5 样品的检测 取样品中肝脏、脾脏、胸腺、法氏囊、骨髓、肾脏分别提取模板 DNA，进行 PCR检 

测。应用 HI试验测定新城疫血清中抗体效价，并检查鸡群细菌感染情况。 

1．2．6 数据处理 对鸡胚和雏鸡中CAV和ALV感染及共感染的阳性数分别进行方差分析，以确定差 

异的显著性。 

2 结果与分析 

2．1 样品检测结果 

检测统计结果如表 1，从表中可看出阳性检出率 40 El龄商品肉鸡 >弱雏 >死胚 >健康雏 >正常 

胚。说明两种病毒既能通过种蛋垂直传播，又可在鸡群内水平传播，因而对商品代肉鸡造成的危害较 

重。 

表 1 不同样品的阳性检测率 

Tab．1 Positive ratio of different samples ％ 

注：PCR电泳结果如图 1一图4。 
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图 1 部分正常胚和健康雏的ALV扩增结果 

Fig．1 The PCR amplification result of embryos 

and heahhy chickens 

2～5 the normal embryo：6—9 helthy chicken 
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图3 部分正常胚和健康雏的 CAV扩增结果 

Fig．3 The PCR amplification result of CAV detected in 

parts of the norma embryo and heahhy chickens 

2 ～5 the norma embryo：6 —9 healthy chicken 
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图2 部分死胚和弱雏的 ALV扩增结果 

Fig．2 The PCR amplification result of ALV detected 

in parts of the normal ALV detected jn parts of the 

death embryo and weak chickens 

2～5 the death embryo；6—9 weak chicken 
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图 4 部分死胚和弱雏 的 CAV扩增结果 

Fig．4 The PCR amplification result of CAV detected in 

parts of the death embryo and weak chickens 

2 ～5 the death embryo：6～9 sick chicken 
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2．2 不同组织样品检测结果 

PCR检测结果显示，以肝脏、脾脏、胸腺、骨髓、法氏囊、肾脏等各组织样品为模板均能扩增出特异 

性条带，扩增条带的亮度强弱可反映不同组织含量的高低⋯ 。其中 CAV以脾脏的最亮，ALv以肾脏最 

亮。不同组织中 CAV和 ALV的阳性率如表 2；取不同组织阳性模板进行 PCR扩增、琼脂糖凝胶电泳结 

果见图 5，6。 

表2 不同组织的阳性检测结果 

Tab．2 Positive ratio of different t~sues ％ 

图 5 不 同组织 中 CAV的扩增结果 

Fig·5
．

The PCR amplification resuh of CAV 

detected in pans of diferent tissues 
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图 6 不 同组织中 ALV的扩增结果 

Fig．6 The PCR amplification result of ALV 

detected in pans of different tissues 

注 ：M DL2000 marker；1 kidney；2 liver；3 spleen；4 thymus；5 real'Tow；6 bursa fabficii 

2．3 PCR产物的克隆和序列测定 

CAV和 ALV的 PCR产物经克隆、测序 ，结果 3个 CAV扩增产物的序列之间及 3个 ALV扩增产物 

的序列之间同源性均非常高，介于97．2％ ～99．3％之间，CAV扩增产物的序列与己发表的CAV相关区 

域的核苷酸序列同源性均高于96％；扩增 ALV产物的序列与己发表的禽白血病群特异性抗原 p27基 

因序列同源性均高于95％ 。表明建立的 CAV和 ALV的 PCR检测方法可行。 

2．4 数据处理结果 

统计结果表明，商品肉鸡、死胚和 1日龄弱雏 ALV和 CIAV阳性率及两者共感染的阳性率明显高 

于正常胚和 1日龄健康雏鸡 ALV和CIAV阳性率及其共感染的阳性率，两者差异极显著(P<0．O1)。 

2．5 细菌分离的平均阳性率结果 

经培养分离鉴定，大肠杆菌(E．coli)、沙门氏菌(Salmonella)和霉形体(Mycoplasma)感染的阳性率， 

正常胚是 5．55％、死胚是 34．44％、健康雏是 2．22％、弱雏是 41．11％、40日龄商品鸡 68．89％。说明 

CAV和 ALV感染的种鸡场的鸡胚、雏鸡和子代商品肉鸡感染细菌性疾病的阳性率较高。 

2．6 40日龄商品肉鸡群血清 ND—HI效价检测结果 

由表 3 可 见，CAV、ALV 和 

CAV+ALV感染 鸡群 ND免疫后 

15 d内ND HI抗体效价 log2平均 

值在3—5之间，比正常(ND HI效 

价值约 7～9)̈ 约降低 4个抗体 

滴度，而两种病毒混感时，ND—H 

抗体效价最低。说明免疫抑制性传 

染病的存在是构成该地区鸡群免疫 

失败、疫病流行的主要因素之一。 

3 讨 论 

表 3 40日龄商品肉鸡血清 ND—HI抗体效价检测结果 

Tab．3 The examinatorial result of the ND —HI antibody 

titres in 40 d comm ercial chicken 

(1)本实验建立的PCR方法敏感性特异性强，可用于临床感染不同组织病毒的检测。对这两种病 
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毒的检测，前人大多用免疫学的方法，这对种鸡和商品鸡是适用的；应用 PCR技术检测也大多是针对成 

鸡，而且通过细胞培养提取核酸，ALV是提取 RNA，条件苛刻，操作繁琐。本试验是直接从组织中提取 

病毒 DNA，其特异性和敏感性均大于其他抗原抗体反应，且省时省力，适合鸡胚和雏鸡的检测。同时还 

发现对感染病料中肝脏、脾脏、胸腺、肾脏、法氏囊、骨髓等不同样品进行检测时，均可扩增出相应 DNA 

片段，但敏感性不同，这说明病毒在此部位的定位不同  ̈。 

(2)鸡传染性贫血病和禽白血病是两种免疫抑制病。病毒感染机体可引起胸腺、法氏囊及其他淋 

巴细胞严重缺失，降低机体的免疫功能。从本试验结果可以看出，死胚和弱雏中明显存在 CAV感染、 

ALV感染和二者的混合感染以及继发感染细菌性疾病。Yuasa报道，该病毒具有较强的年龄抵抗力，随 

着年龄的增加，雏鸡对 CAV的抵抗力加强；但若一 日龄时感染了，其免疫抑制作用将不能很快恢复，以 

致于影响 IBD，MD，ND等疫苗的免疫效果。据刘岳龙等【l 报道，在临床上出现使用 ND疫苗后 HI滴 

度不高、大肠杆菌病、沙门氏菌病和支原体病日益严重且用药无效，传染性法氏囊病和肾型传染性支气 

管炎引起死亡率严重等一系列现象，这些现象与该病毒的免疫抑制作用有关，但确切的关系还需要进一 

步探讨和研究 。 

(3)这两种病毒既能通过种蛋垂直传播，又可在鸡群内水平传播。从试验中不难看出，在鸡胚、雏 

鸡和商品仔鸡中都存在两种病毒的感染，而且阳性率是 40日龄商品肉鸡 >弱雏 >死胚 >健康雏 >正常 

胚。这说明该病毒可先天性地通过母鸡的蛋而传播给雏鸡，并通过与感染鸡接触或从感染的环境中传 

播给未感染的鸡。有报道表明，垂直感染的商品代肉鸡，其生长速度显著低于没有垂直感染的同批对照 

鸡  ̈。所以做好种蛋、鸡胚和 1日龄雏鸡的检测工作，对于种鸡场净化该类疫病至关重要。 

(4)上述研究表明该地区肉种鸡场和商品鸡场免疫抑制性传染病的感染率较高。影响了鸡体对正 

常免疫所产生的应答，增加了对其他病源的易感性。鸡群新城疫 HI抗体效价明显降低，细菌感染阳性 

率高达68．88％。使鸡群死淘率增高。建议该地区加强对种鸡场的免疫抑制病的检测和控制。 
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