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　　鸡传染性喉气管炎 ( infectious laryngot rache2
itis , IL T)是由鸡传染性喉气管炎病毒 ( IL TV)引起

的鸡的一种急性接触性呼吸道传染病。病鸡主要表

现呼吸困难、咳嗽、喘气、甩头 ,严重者咳出血样粘

液。病理剖检可见喉头及气管黏膜肿胀、弥漫性出

血 ,表面附着带血的渗出物或黄色干酪样假膜 (郑海

洲等 ,2003) ,有时这种渗出物呈块状或长条状 ,会将

气管完全堵塞。各种年龄的鸡均可发生本病 ,主要

见于成年鸡 ,中小鸡也易感 ,野鸡、孔雀、火鸡和鹌鹑
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等也有发生。本病初次感染时 ,发病率接近 100 % ,

死亡率高达 70 % ,平均死亡率为 10 %～40 % ,蛋鸡

的产蛋量明显下降 ,是危害养禽业的重要疫病之一

(Calnelk ,1997 ;Walter 等 ,2000) 。2006 年 10 月禹

州某养鸡场发生一起以开产蛋鸡呼吸困难、咳嗽、咳

出带血渗出物 ,喉部和气管粘膜肿胀、出血并形成糜

烂为特征的传染病。经 PCR检测确诊为传染性喉

气管炎病毒感染。并采取了防治措施 ,取得了较好

效果 ,现报告如下。

1　发病情况

该鸡场饲养有 5000只罗曼蛋鸡 ,按正常免疫程

序免疫新城疫、法氏囊、传支和减蛋综合症疫苗 ,但

没有免疫鸡传染性喉气管炎疫苗。在 150日龄时开

始有个别鸡出现呼吸道症状。咳嗽、气喘、鼻腔流出

半透明状渗出物 ;随后发病鸡只开始增多 ,呼吸困

难 ,呼吸时发出湿性啰音 ,咳出带血粘液 , 有的病鸡

前生产实际中最常用的猪瘟免疫效果监测评估方

法 ,二者各有其优点。阻断 EL ISA试验操作简便快

速 ,一次性处理样品数量大 ,可以应用计算机处理 ,

重复性高 ,操作条件要求严格 ,成本较高 ;正向间接

血凝试验操作简便快速 ,要求条件简单 ,成本低 ,处

理数量大的样品时工作量大 ,结果判定要求较丰富

的经验作基础。

②通过上述 2种方法的检测 ,A、B、C 3个规模

化猪场的猪瘟免疫效果 :正向间接血凝试验评估结

果 A猪场的免疫合格率为 79. 2 % ,B猪场的免疫合

格率为 90. 0 % ,C猪场的免疫合格率为 52. 7 % ;阻

断 EL ISA 试验评估结果 A 猪场的免疫合格率

76. 7 % ,B猪场的免疫合格率为 86. 7 % ,C猪场的免

疫合格率为 50. 0 %。不难看出 B 猪场群体猪瘟抗

体水平优于 A、C猪场 ,说明B猪场的免疫程序科学

合理 ,A猪场次之 ,C猪场的免疫程序极不合理 ,急

需调整猪瘟免疫程序。建议 A 猪场猪瘟首免日龄

由 25日龄调整到 30 日龄 ; C猪场猪瘟首免日龄由

25日龄调整到零日龄超前免疫 ,A、C猪场调整后需

继续检测评估 ,确保猪瘟免疫程序科学合理。

③通过阻断 EL ISA 试验和猪瘟正向间接血凝

试验的平行对比 ,结果显示 2 种方法在对猪群体的

免疫效果评估上具有很高的相关性 ,群体猪瘟抗体

效价分布具有平行性 ,2 种方法平行检测结果的符

合率大于 85 %。但我们同时也发现 3 个猪场都有

部分猪只的血清猪瘟抗体阻断 EL ISA 试验和正向

间接血凝试验检测评估结果差异很大 ,这充分说明

这 2种方法在评估个体猪只上相关性不高 ,可能与

2种方法所检测的抗体类型不同有一定关系。阻断

EL ISA试验、猪瘟正向间接血凝试验和中和试验的

相关性如何 ,有待于进一步研究探讨。

④通过平行对比试验 ,可以看出上述 2种检测

方法均可用于规模化猪场群体猪瘟免疫状况的整体

评估 ,都能对群体猪瘟抗体的消长作出及时客观的

评估 ,对规模化猪场猪瘟免疫程序的制订或调整提

供科学依据。
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因气管内渗出物不能咳出而窒息死亡。产蛋量由发

病前的 30 %迅速下降到 5 %左右 ,薄壳蛋、白壳蛋和

无壳蛋增多。剖检病死鸡 ,发现鼻孔中蓄积粘性渗

出物 ,喉头和气管黏膜肿胀 ,有针尖状弥漫性小出血

点 ,气管内有血样渗出物和血凝块。根据临床症状

和剖检病变初步诊断为传染性喉气管炎。

2　实验室检查

采集发病鸡喉头、气管等病料 ,待分离病毒后进

行 PCR检测。

2 . 1　引物设计与合成　根据 GenBank 公布 IL TV

gD序列设计 1 对引物 ,可扩增出长度约为 576 bp

的片段 ,上游引物 P1 : 5’2GCGCAAACA GCTC2
TCGTA23’,下游引物 P2 : 5’2GCAACGCCGCG2
GA TA T G23’。由上海生物工程有限公司合成。

2 . 2　病毒分离　取发病鸡喉头、气管等病料剪碎研

磨 ,然后用 PBS缓冲液 5 倍稀释 ,反复冻融 3 次 ,

4℃、6000 r/ min离心 10 min ,收集上清 - 20℃保存

备用。

2 . 3　传染性喉气管炎病毒 DNA 的提取 　取上清

液 300μl ,加入等体积裂解液 ( 5 mol/ L GuSCN ,

0. 05 mol/ L Tris2HCl p H 6. 4 ,0. 02 mol/ L ED TA

p H 8. 0)混匀 ,37℃作用 30 min。然后加入等体积

的平衡酚 ,混匀。12000 r/ min离心 5 min ,取上清 ,

经酚∶氯仿∶异戊醇 (25 ∶24 ∶1)再次抽提后用 2

倍体积的异丙醇沉淀 , - 20℃放置 30 min ,12000 r/

min离心 10 min ,70 %乙醇洗涤 2次 ,干燥 ,加入 20

μl灭菌去离子水溶解 ,贮存于 - 20℃备用。

2 . 4　传染性喉气管炎病毒 gD基因的 PCR扩增　

PCR反应体系 :DNA 模板 5μl , Ex Taq 预混酶 25

μl ,上游引物 (50 p mol) 0. 5μl ,下游下游引物 (50

p mol) 0. 5μl ,加 dd H2 O 补至 50μl。反应条件 :

94℃预变性 5 min ;94℃变性 1 min ,50℃退火 50 s ,

72℃延伸 45s ,30个循环 ;最后 72℃延伸 10 min。

取 PCR产物用 1. 2 %琼脂糖凝胶进行电泳检

测。结果待检样品扩增得到一条 576 bp 的特异性

条带 ,而对照组没有扩出目的条带 (图 1) 。

结合临床症状及剖检变化确诊为鸡传染性喉气

管炎。

3　防治方法

对患病鸡群进行隔离 , 全群消毒。用喉康中

药 ,每袋拌料 50 kg ,自由采食 ,连用 5 d。用黄芪多

糖饮水 ,每袋加清水 50 kg ,2次/ d ,连饮 4 d。饮水

中加入复方多维以消除鸡群应激反应 ,增强抵抗力。

该鸡群在用药后第 2 d呼吸道症状开始减轻 ,第 4 d

仅有个别鸡只有轻微的呼吸道症状 , 此时采食量开

始恢复 , 产蛋率开始有所回升。

图 1　ILTV gD基因扩增结果

　注 :M ,DL 2000 Marker ;1、2、3 ,发病鸡喉头、气管 (病料) ;4 ,正常

鸡喉头、气管 ;5 ,鸡传染性支气管炎病毒。

4　讨论

本试验根据 GenBank 公布 IL TV gD 基因序

列 ,设计并合成了一对引物 ,以发病鸡喉头气管组织

样品的 DNA为模板 , 通过 PCR 扩增出一段长 576

bp 的 IL TV 基因片段。扩增的基因片段大小与目

的基因一致。而鸡正常喉气管组织和鸡传染性支气

管炎病毒扩增不出任何条带 ,说明所建立的 PCR检

测方法对 IL TV是特异的。

目前诊断 IL TV 主要用琼脂凝胶免疫沉淀法

(A GID) 、免疫荧光 ( FA) 、病毒分离 (V I) 、血清中

和试验 (SN) 、酶联免疫吸附试验 ( EL ISA)等。但

这些方法都比较烦琐 ,敏感性或特异性较差 (任红梅

等 ,2000) 。但随着分子生物学研究的不断发展 ,分

子生物学诊断技术 ,如核酸分子杂交和 PCR诊断技

术 ,以敏感性高、特异性强而广泛用于实验室和临床

样品中病毒的检测。具有省时、省力、敏感性高和特

异性强等优点的 PCR技术在鸡传染性喉气管炎病

的临床诊断中必将得到更加广泛的推广应用。
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