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［摘　 要］ 　 从山东某疑似感染禽腺病毒的发病鸡群中采集病料并分离到一株禽腺病毒，克隆纯化

后进行 ＰＣＲ 检测和序列分析，鉴定该毒株为血清 ４ 型禽腺病毒，命名为 ＧＹ 株。 用 ＬＭＨ 细胞繁殖

的 ＧＹ 株病毒滴度可以达到 １０７． ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ，并建立了纯净稳定的种子批。 动物致病性试验结

果显示，攻毒鸡只 ８ ／ １０ 死亡，剖检均出现心包积液，肝脏肿大、出血或坏死，表明该毒株为强毒株。
就攻毒途径、攻毒剂量等方面研究发现，ＧＹ 株经胸部肌肉注射后发病率和发病时间相对颈部皮下

注射途径更有优势，确定攻毒途径为肌肉注射；通过比较不同剂量（５ × １０３． ０ ～ ５ × １０６． ０ ＴＣＩＤ５０）ＧＹ

株病毒攻击 ＳＰＦ 鸡的致病性，将攻毒剂量定为 ５ × １０５． ０ ＴＣＩＤ５０。 研究表明，ＧＹ 株可作为禽腺病毒 ４
型攻毒用强毒株。
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ａｓ ａ ｈｉｇｈ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎ ｆｏｒ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｏｆ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ４．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ； ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ

　 　 禽腺病毒（Ｆｏｗｌ Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ，ＦＡｄＶ）是鸡、鸭等

禽体内常见的传染性病毒之一。 自 ２０１５ 年 ６ 月以

来，我国山东、河南、河北等省份的部分地区鸡群中

发生了以心包积液和肝脏肿大为特征的传染病。

经过大量的研究，确定该病是由血清 ４ 型的 Ｉ 群

ＦＡｄＶ 所引起［１］。 在我国五个省市的家禽养殖场，

发现至少有三种 ＦＡｄＶ （ ＦＡｄＶ － Ｃ、 ＦＡｄＶ － Ｄ、

ＦＡｄＶ － Ｅ） 的流行，并且在包涵体肝炎 （ Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ

ｂｏｄｙ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＩＢＨ）和心包积水综合征（Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ －

ｈｙｄｒｏｐｅｒｉｃａｒｄｉｕｍ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＨＰＳ）病例中的混合感

染很常见［２ － ４］。 Ｃｈｅｎ 等［５］在 ２０１５ － ２０１８ 年收集我

国 １５ 个省市共计 ２８０ 份病料，发现 １５５ 份存在有腺

病毒感染，其中 ＦＡｄＶ －４ 型占比 ７９． ４％ ，ＦＡｄＶ － ８ａ

型占比 １３． ５％ ，ＦＡｄＶ －８ｂ 型占比 ３． ９％ 。

近年来，为了防控禽腺病毒病，我国通过不同

的方式开展了疫苗研制工作，而在疫苗研制过程中

标准化且毒力稳定的检验强毒株是评价疫苗的重

要标准物质。 本研究于 ２０１６ 年从山东地区发生心

包积液的疑似腺病毒感染鸡群中采集病料进行了

病毒分离鉴定，获得 １ 株血清 ４ 型 ＦＡｄＶ ＧＹ 株，并

对其进行了纯化、鉴定、种子批的建立和致病力的

测定，以期通过研制提供可靠的检验用强毒株，为

疫苗的研制和评价奠定物质基础。

１　 材料与方法

１． １　 病料来源及样本处理　 ２０１６ 年，山东某鸡场

疑似发生禽腺病毒感染，发病鸡剖检表现为严重的

心包积液，呈透明的淡黄色或浅褐色，肝脏肿大、变

脆、出血或坏死，采集其肝、脾等组织。 将从剖检见

肝脏病变坏死病鸡中采集的肝脏组织 ３ ～ ４ ｇ，按肝

脏组织（ｇ）∶ ＰＢＳ（ｍＬ）为 １∶ ５ 的比例加入无菌 ＰＢＳ，

放入匀浆器中，经 － ８０ ℃反复冻融 ３ 次，４ ℃ １２０００

ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，收取上清，用 ０． ２２ μｍ 的细菌滤

器过滤，分装于 １． ５ ｍＬ 离心管中备用。

１． ２　 ＰＣＲ 检测与测序　 提取病料样本的 ＤＮＡ，用

针对 ＦＡｄＶ 的 Ｈｅｘｏｎ 基因 ＯＲＦ 设计如下特异性引

物进行 ＰＣＲ 扩增，上游引物 Ｐ１：５′ － ＧＡＧＡＴＧＧＴ⁃

ＧＡＣＧＧＡＧＧＴＧ′ － ３′；下游引物 Ｐ２：５′ － ＡＡＧＣＧＧＴ⁃

ＧＡＣＧＡＧＧＡＴＧＣ －３′，目的片段大小为 ３１３９ ｂｐ。 通

过琼脂糖凝胶电泳检测后，对 ＰＣＲ 产物送生工生

物工程（上海）有限公司测序，测序结果与表 １ 中

ＦＡｄＶ 的 １２ 种血清型参考毒株序列进行同源性比

对和遗传进化分析。

表 １　 ＦＡｄＶ 的 １２ 种血清型参考毒株信息

Ｔａｂ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １２ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ＦＡｄＶ
不同血清型毒株 基因序列号 缩写

ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ １ （ＣＥＬＯ） Ｕ４６９３３ ＦＡｄＶ － １

ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ２ （ＳＲ４８） ＫＴ８６２８０６ ＦＡｄＶ － ２

ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ３ （ＳＲ４９） ＫＴ８６２８０７ ＦＡｄＶ － ３

ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ４ （ＫＲ５） ＨＥ６０８１５２ ＦＡｄＶ － ４

ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ５ （ＴＲ２２ － ＣＫ８） ＡＦ５０８９５３ ＦＡｄＶ － ５

ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ６ （ＣＲ１１９） ＫＴ８６２８０８ ＦＡｄＶ － ６

ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ７ （ＹＲ３６） ＫＴ８６２８０９ ＦＡｄＶ － ７

ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ８ａ （ＴＲ － ５９） ＫＴ８６２８１０ ＦＡｄＶ － ８ａ

ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ８ｂ （７６４） ＫＴ８６２８１１ ＦＡｄＶ － ８ｂ

ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ９ （Ａ － ２Ａ） ＡＦ０８３９７５ ＦＡｄＶ － ９

ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ １０ （Ｃ２Ｂ） ＫＴ７１７８８９ ＦＡｄＶ － １０

ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ １１ （３８０） ＫＴ８６２８１２ ＦＡｄＶ － １１
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１． ３　 病毒分离纯化与鉴定　 将 １． １ 制备的样品按

５％的剂量，接种长满单层的 ＬＭＨ 细胞，吸附 １ ｈ

后，补充含 １％胎牛血清的 ＤＭＥＭ，置于 ３７ ℃ ５％

的 ＣＯ２培养箱中培养，逐日观察，７２ ｈ 收获。 反复

冻融 ３ 次后离心收获上清，作 １００ 倍稀释后，取

１ ｍＬ上清加入 ０． ５ ｍＬ 氯仿，于 ４ ℃摇床中振摇 １ ｈ，

１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，轻轻取出离心管，吸取上

层液体 ０． ５ ｍＬ，于生物安全柜中开口放置 ３０ ｍｉｎ

（用于挥发残留的氯仿）备用。 处理好的病毒液，再

进行 １０ 倍系列稀释，取 １０ － ２、１０ － ３、１０ － ４ ３ 个稀释

度，每个稀释度接种 ２ 孔长满单层的 ＬＭＨ 细胞板，

０． １ ｍＬ ／孔，吸附 １ ｈ，弃去上清，１％琼脂糖覆盖后，

倒置培养 ７２ ｈ。 倒置显微镜下观察，在出现细胞病

变的最高稀释度孔中，选取单个细胞病变斑 ３ 个，

每个斑无菌挑取至 １ ｍＬ ＤＭＥＭ 中，冻融 ３ 次后，离

心取上清进行 １０ 倍、１００ 倍稀释，将原倍、１０ 倍、

１００ 倍稀释的病毒液按前述方法进行继续克隆，上

一代克隆获得的每个克隆后续克隆挑取 １ 个克隆，

共克隆 ３ 代。 最后 １ 代每个克隆分别接种 １ 个

２５ ｃｍ２的 ＬＭＨ 细胞瓶，待细胞病变达 ７０％ 以上后

置 － ７０ ℃以下保存，为 Ｃ０ 代。 纯化获得的克隆病

毒按 １． ２ 方法进行 Ｈｅｘｏｎ ＰＣＲ 扩增，测序分析。

１． ４　 种子批的建立与检定　 将 ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ０

代毒接种 ２ 个长满 ＬＭＨ 单层的 １７５ ｃｍ２细胞瓶中，

每个接种 １ ｍＬ，３７ ℃继续培养，待细胞病变达 ８０％

以上后 － ７０ ℃以下保存，为 ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ１ 代。

收获的病毒按《中国兽药典》附录进行病毒含量测

定、无菌检验和支原体检验。 用制备的病毒液制备

成灭活疫苗第一次免疫，皮下注射免疫 ３ 周龄 ＳＰＦ

鸡 ２０ 只，０． ３ ｍＬ ／只。 ２１ ｄ 后，将制备的病毒液 １０

倍稀释进行第二次免疫，每只鸡点眼、滴鼻各 １ 滴，

加肌肉注射三种途径共 ０． ５ ｍＬ。 第二次免疫 ２１ ｄ

后按第二次免疫的方法进行第三次免疫，第三次免

疫后 ２１ ｄ 翅静脉采血分离血清，按《中国兽药典》

附录 ３３０５ 外源病毒检验中鸡检查法进行抗体检测

（表 ２），以确定是否存在其他外源病毒。

表 ２　 外源病毒检测种类及检测方法

Ｔａｂ ２　 Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｖｉｒｕｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
编号 检测项目 检测方法

１ 新城疫病毒（ＮＤＶ） ＨＩ

２ Ｈ５ 亚型禽流感病毒（ＡＩＶ － Ｈ５） ＨＩ

３ Ｈ７ 亚型禽流感病毒（ＡＩＶ － Ｈ７） ＨＩ

４ Ｈ９ 亚型禽流感病毒（ＡＩＶ － Ｈ９） ＨＩ

５ 产蛋下降综合症病毒（ＥＤＳＶ） ＨＩ

６ 禽痘病毒（ＦＰＶ） 临床观察和 ＡＧＰ

７ 马立克氏病毒（ＭＤＶ） ＡＧＰ

８ 禽腺病毒（ＦＡｄＶ） ＡＧＰ

９ 传染性支气管炎病毒（ＩＢＶ） ＥＬＩＳＡ

１０ 传染性法氏囊病毒（ＩＢＤＶ） ＥＬＩＳＡ

１１ 禽脑脊髓炎病毒（ＡＥＶ） ＥＬＩＳＡ

１２ 禽呼肠孤病毒（ＡＲＶ） ＥＬＩＳＡ

１３ 禽肺病毒（ＡＰＶ） ＥＬＩＳＡ

１４ 鸡传染性贫血病毒（ＣＡＶ） ＥＬＩＳＡ

１５ 禽白血病病毒（ＡＬＶ） ＥＬＩＳＡ

１６ 禽网状内皮组织增生症病毒（ＲＥＶ） ＥＬＩＳＡ

１７ 禽传染性喉气管炎病毒（ＩＬＴＶ） ＥＬＩＳＡ

１． ５ 　 ＧＹ 株致病性研究 　 将 ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ１
代毒种用 灭 菌 生 理 盐 水 分 别 稀 释 至 病 毒 含

量为： １０６． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ、 １０５． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ、

１０４． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ、１０３． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 共 ４ 个病

毒含量梯度，每个病毒含量梯度经胸部肌肉接种 ４、
８ 周龄 ＳＰＦ 鸡各 ５ 只，每只 ０． ５ ｍＬ，同时 ４、８ 周龄

ＳＰＦ 鸡分别设生理盐水接种对照 ５ 只。 攻毒后观

察 １４ ｄ，详细记录接种鸡的发病和死亡情况，死亡

鸡立即进行剖检，观察到期后未死亡鸡处死剖检，
以判定不同攻毒剂量对不同周龄 ＳＰＦ 鸡的致病性。
取 ＧＹ 株 Ｃ１ 代病毒液，稀释至 １０５． ０ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ，
胸部肌肉注射和皮下注射两种途径分别接种 ８ 周

龄 ＳＰＦ 鸡，每只 ０． ５ ｍＬ，每组 ５ 只，同时设 ５ 只不接

种作为对照，攻毒后观察 １４ ｄ，详细记录接种鸡的

发病和死亡情况，死亡鸡立即进行剖检，观察到期

后未死亡鸡进行处死剖检，以判定不同攻毒途径对

ＳＰＦ 鸡的致病性。 另将 ＧＹ 株 Ｃ１ 代病毒液，稀释至

１０５． ０ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ，经胸部肌肉接种 ＳＰＦ 鸡 ２０ 只，
每只 ０． ５ ｍＬ，平均分 ２ 组，同时设同日龄 ＳＰＦ 鸡

·３·
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１０ 只不攻毒作为对照。 攻毒后 １ 组观察 ７ ｄ，另一

组观察 １４ ｄ，详细记录接种鸡的发病和死亡情况，
死亡鸡立即进行剖检，观察到期后将未死亡鸡处死

剖检，观察发病规律和剖检病理变化。
２　 结果与分析

２． １ 　 分离病毒的 ＰＣＲ 检测和测序结果 　 针对

ＦＡｄＶ 的 Ｈｅｘｏｎ 基因特异性引物对病料样品提取核

酸进行 ＰＣＲ 检测，可扩增出约 ３１３９ ｂｐ 大小的预期

目的片段（图 １），初步判断分离物中含有 ＦＡｄＶ。
ＰＣＲ 回收产物测序结果与表 １ 所列 １２ 个血清型代

表毒株 Ｈｅｘｏｎ 序列比对结果表明，分离病毒与

ＦＡｄＶ 血清 ４ 型的同源性最高，达 ９８． ７％ ，与同一基

因型的血清 １０ 型序列同源性次之为 ９７． ４％ ，与其

他基因型代表毒株的同源性为 ６７． ９％ ～７６． ８％ ，与
血清 ４ 型处于同一个分支（图 ２），初步判定临床分

离病毒为 Ｉ 群 ＦＡｄＶ 基因 Ｃ 型，血清 ４ 型。

Ｍ： ＤＮＡ 分子质量标准；１：阴性对照；２：样品

Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ２： Ｓａｍｐｌｅ

图 １　 分离病毒 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ

图 ２　 ＦＡｄＶ不同血清型参考毒株 ｈｅｘｏｎ基因遗传进化分析

Ｆｉｇ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｈｅｘｏｎ ｇｅｎｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｒｕｍｔｙｐｅｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ＦＡｄＶ

２． ２　 病毒的分离纯化与鉴定　 处理后的样品接种

ＬＭＨ 细胞后第一代即观察到明显的细胞病变，约
在接种后 ４８ ｈ 后开始出现疑似细胞病变，７２ ｈ 后

细胞病变明显。 第一代培养物按 １０％ 剂量接种第

二代后 ３６ ｈ ８０％ 以上细胞出现细胞病变，主要表

现为细胞圆缩、脱落、聚集成团、细胞破损（图 ３）。
收获病毒液置于 － ７０ ℃以下保存。

氯仿处理后的病毒液经 ３ 代琼脂覆盖筛选蚀

·４·
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Ａ： 正常的 ＬＭＨ 细胞对照；Ｂ： 感染 ＧＹ 株的 ＬＭＨ 细胞

Ａ： Ｎｏｒｍａｌ ＬＭＨ ｃｅｌｌ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｂ： ＬＭＨ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ＧＹ ｓｔｒａｉｎ

图 ３　 分离病毒在 ＬＭＨ 细胞上导致的细胞病变

Ｆｉｇ ３　 Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｏｎ ＬＭＨ ｃｅｌｌｓ

斑，获得 ３ 个克隆株病毒，分别命名为 ＦＡｄＶ － ＧＹ
株 Ｃ０ － １、ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ０ － ２ 和 ＦＡｄＶ － ＧＹ 株

Ｃ０ － ３。 纯化获得的三株病毒 Ｈｅｘｏｎ 基因 ＰＣＲ
扩增结果一致，均出现约 ３１３９ ｂｐ 左右特异条带

（图 ４），ＰＣＲ 测序结果与 ２． １ 初步分离鉴定序列同

源性为 １００％ ，初步说明克隆获得的 ３ 个克隆株为

同一株病毒。 将 ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ０ － １ 克隆株病毒

接种 ２ 个 １７５ ｃｍ２的 ＬＭＨ 单层，收获 １５０ ｍＬ 病毒

液，标记为 ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ１ 代，收获病毒的病毒含

量测定结果为 １０７． ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ，表明实验室分

离到的 ＦＡｄＶ － ＧＹ 株病毒能适应 ＬＭＨ 细胞。 纯净

性检验结果表明，ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ１ 代病毒液无细

菌、霉菌及支原体污染。 按《中国兽药典》鸡检查法

对 ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ１ 代病毒液进行外源病毒检验，
结果显示接种 ＳＰＦ 鸡检测抗体除禽腺病毒抗体阳

性外，其它病原抗体的检测结果均为阴性，表明

ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ１ 代病毒无外源病毒污染。
２． ３　 不同攻毒剂量对不同周龄 ＳＰＦ 鸡的致病性　

Ｍ： ＤＮＡ 分子质量标准 ＤＬ５０００；１：ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ０ － １；

２：ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ０ － ２；３：ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ０ － ３；４：阴性对照

Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ５０００； １： ＦＡｄＶ － ＧＹ Ｃ０ － １； ２： ＦＡｄＶ － ＧＹ Ｃ０ － ２；

３： ＦＡｄＶ － ＧＹ Ｃ０ － ３； ４： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ４　 不同克隆株病毒 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ ４　 ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌｏｎｅｄ ｖｉｒｕｓｅｓ

用不同剂量的 ＧＹ 株 Ｃ１ 代病毒液分别经胸部肌

肉接种 ４ 周龄和 ８ 周龄 ＳＰＦ 鸡，攻毒后观察 １４ ｄ。
试验结果显示，不同周龄 ＳＰＦ 鸡攻击 ５ × １０３． ０

ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 及以上的 ＧＹ 株病毒液后引起不同

程度的感染和死亡，攻击 ５ × １０４． ０ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 的

ＧＹ 株病毒液可以引起 ５ ／ ５ 发病，死亡率不低于

４ ／ ５。 发病鸡主要表现为精神不振、不愿行走、羽毛

蓬松、嗜睡等；死亡鸡剖检主要表现为心包积液、肝
脏出血或坏死；有临床症状未死亡鸡剖检病变不明

显，部分鸡出血心包少量积液或心包膜轻度浑浊；
未出现临床症状鸡剖检无肉眼可见病变。 对照鸡

均无临床症状和剖检病变。 结果见表 ３、图 ５、图 ６。
２． ４　 不同攻毒途径对 ＳＰＦ 鸡的致病性　 取 ＧＹ 株

Ｃ１ 代病毒液分别经胸部肌肉注射和皮下注射两种

途径接种 ８ 周龄 ＳＰＦ 鸡，每只 ０． ５ ｍＬ（含 ５ × １０５． ０

ＴＣＩＤ５０），攻毒后观察 １４ 日。 结果显示，肌肉注射

途径 ＳＰＦ 鸡发病率为 ５ ／ ５，死亡率为 ５ ／ ５；皮下注射

途径发病率为 ４ ／ ５，死亡率 ４ ／ ５。 肌肉注射途径 ＳＰＦ

鸡的死亡时间为攻毒后 ２ ～ ４ 日，比皮下注射途径

的死亡时间（３ ～ ５ 日）略早，对照鸡 ５ ／ ５ 正常。

·５·
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表 ３　 ＧＹ 株不同攻毒剂量对 ４ 周龄和 ８ 周龄 ＳＰＦ 鸡的致病性研究结果

Ｔａｂ ３　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ＧＹ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｎ ４ ｗｅｅｋｓ ａｎｄ ８ ｗｅｅｋｓ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

检测项
４ 周龄 ８ 周龄

５ × １０３． ０ ５ × １０４． ０ ５ × １０５． ０ ５ × １０６． ０ ５ × １０３． ０ ５ × １０４． ０ ５ × １０５． ０ ５ × １０６． ０

发病比例 ３ ／ ５ ５ ／ ５ ５ ／ ５ ５ ／ ５ ２ ／ ５ ５ ／ ５ ５ ／ ５ ５ ／ ５

死亡比例 ３ ／ ５ ４ ／ ５ ５ ／ ５ ５ ／ ５ ２ ／ ５ ５ ／ ５ ４ ／ ５ ５ ／ ５

Ａ： 攻毒后 ５０ ｈ 死亡鸡；Ｂ： 攻毒后 ７２ ｈ 死亡鸡；Ｃ： 发病但未死亡鸡；Ｄ： 对照鸡

Ａ： Ｄｅａｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ５０ ｈ ａｆｔｅｒ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ； Ｂ： Ｄｅａｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ７２ ｈ ａｆｔｅｒ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ；Ｃ： Ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｕｔ ｎｏｔ ｄｅａｔｈ； Ｄ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

图 ５　 ４ 周龄 ＳＰＦ 鸡攻毒剖检照片

Ｆｉｇ ５　 Ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｇｅｄ ４ ｗｅｅｋｓ

２． ５　 发病规律和剖检病变研究　 ＧＹ 株 Ｃ１ 代病毒

液经胸部肌肉攻击 ８ 周龄 ＳＰＦ 鸡。 临床观察结果

显示，攻毒后 ２ ～ ３ 日开始表现临床症状，主要表现

为精神沉郁、羽毛蓬乱、不愿走动、闭眼嗜睡等，发
病率达 ２０ ／ ２０。 攻毒后 ２４ ｈ 开始发现攻毒鸡出现

临床症状，死亡集中在 ３ ～ ５ 日，死亡鸡严重心包积

液，肝脏有肿大、出血或坏死。 攻毒后观察７ 日

和 １４ 日组，死亡率均为 ９ ／ １０。 观察 ７ 日组未死亡

鸡剖检心包有明显积液， 肝脏有明显坏死灶；
观察 １４ 日组未死亡鸡临床症状减轻至消失，剖检

心包未见积液，但心包有轻度浑浊，肝脏未见明显

病变（图 ７）。

·６·
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Ａ： 攻毒后 ７２ ｈ 死亡鸡；Ｂ： 攻毒后 ９７ ｈ 死亡鸡；Ｃ： 攻毒后 １２０ ｈ 死亡鸡；Ｄ： 对照鸡

Ａ： Ｄｅａｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ７２ ｈ ａｆｔｅｒ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ； Ｂ： Ｄｅａｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ９７ ｈ ａｆｔｅｒ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ；Ｃ： Ｄｅａｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ １２０ ｈ ａｆｔｅｒ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ； Ｄ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

图 ６　 ８ 周龄 ＳＰＦ 鸡攻毒剖检照片

Ｆｉｇ ６　 Ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｇｅｄ ８ ｗｅｅｋｓ

Ａ 攻毒后 ７ ｄ 未死亡鸡；Ｂ 攻毒后 １４ ｄ 未死亡鸡

Ａ： Ｄｅａｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ； Ｂ： Ｄｅａｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ

图 ７　 ８ 周龄 ＳＰＦ 鸡攻毒剖检照片

Ｆｉｇ ７　 Ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｇｅｄ ８ ｗｅｅｋｓ
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３　 讨论与结论

ＦＡｄＶ 是全世界家禽和野禽常见的垂直传播性

病毒之一，自 １９８７ 年，巴基斯坦首次报道心包积液

综合征后［６］，美国等多个国家也相继出现该病的报

道［７］。 在我国鸡心包积液 － 肝炎综合征的临床病

例中，血清 ４ 型最为流行。 本研究在 ２０１６ 年也从

山东某疑似感染鸡群中经 ＬＭＨ 细胞分离鉴定到一

株血清 ４ 型的 ＦＡｄＶ 并定名为 ＧＹ 株，以期在充分

观察其致病性基础上探索其作为标准强毒株的可

能性。

ＦＡｄＶ 的血清型众多，不同的血清型致病性不

同，因此对血清型的分离鉴定及致病性的研究显得

尤为重要。 随着分子生物学技术的发展，核苷酸序

列测定与比对已被广泛应用于 ＦＡｄＶ 的检测与分

型［７，８］。 Ｈｅｘｏｎ 蛋白是 ＦＡｄＶ 的主要结构蛋白，通过

对 Ｈｅｘｏｎ 基因进行测序与遗传进化比对，可准确区

分 ＦＡｄＶ 不同的血清型［９］，因此常被作为 ＦＡｄＶ 基

因分型的靶基因［１０ － １１］。 本研究在接种 ＬＭＨ 细胞

进行病毒分离培养基础上进一步对该毒株的Ｈｅｘｏｎ

基因进行同源性比对及遗传进化分析，发现该株病

毒与其他血清 ４ 型参考株属于同一分支，确定分离

的毒株属于血清 ４ 型 ＦＡｄＶ。

许多 ＦＡｄＶ 可在健康禽体内复制，症状非常轻

微或不出现感染症状，但有一些因素，特别是与其

它病原并发感染时，ＦＡｄＶ 可作为继发病原引起鸡

群发病和死亡。 特别是与鸡传染性贫血病毒等免

疫抑制病毒发生混合感染后可增强 ＦＡｄＶ 的毒力，

如有研究表明，在使用含有 ＦＡｄＶ 和 ＣＩＡＶ 共污染

的新城疫疫苗后，ＣＩＡＶ 能协助 ＦＡｄＶ 破坏母源抗

体的保护作用，引起机体发病，而单污染则不会引

起明显症状［１２ － １３］。 这提示我们，要客观评价 ＦＡｄＶ

的致病性，首先需要确保其纯净性。 为此，本研究首

先经 ３ 代琼脂覆盖筛选蚀斑，获得 ３ 个 ＦＡｄＶ － ＧＹ

株克隆株病毒，纯化获得的 ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ０ － １、

ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ０ － ２、ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ０ － ３ 病毒

Ｈｅｘｏｎ 基因 ＰＣＲ 扩增结果一致，均出现约 ３１３９ ｂｐ

左右特异条带，初步证实纯化的毒株具有较好的特

异性。 不仅如此，本研究还严格按《中国兽药典》鸡

检查法对 Ｃ１ 代 ＦＡｄＶ － ＧＹ 株病毒液进行了针对多

达 １７ 种外源病毒的检验，证实 ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ１ 代

病毒无外源病毒污染，建立了纯净度高的 ＦＡｄＶ － ＧＹ

株种子批。

开发安全有效的疫苗是防控 ＦＡｄＶ 感染的当

务之急，对此国内外已经有大量的研究报道［１４ － １６］，

而评价疫苗是否有效的关键因素之一是需要有经

过毒力验证的标准检验用强毒株。 近期，已有多个

报道对血清 ４ 型的 ＦＡｄＶ 致病性和发病规律开展

了观察［１７ － １９］。 本研究则利用经过纯化和外源病毒

检测的 ＦＡｄＶ － ＧＹ 株 Ｃ１ 代种子批对其致病性开展

了系统研究，特别是从不同感染途径和不同感染剂

量等方面进行了相对全面的观察。 结果证实，经胸

部肌肉注射后发病率和发病时间相对于颈部皮下

注射途径更有优势，确定将攻毒途径定为肌肉注

射。 在四个不同梯度感染剂量中，以不低于 ５ × １０４． ０

的剂量攻毒，可引起 １００％ 的 ４ 周龄和 ８ 周龄 ＳＰＦ

鸡发病，８０％以上死亡，为确保攻毒试验结果稳定

可靠，将攻毒剂量定为每只鸡 ５ × １０５． ０ ＴＣＩＤ５０。 在

多次实验中，ＳＰＦ 鸡于攻毒后 ２ 日开始有鸡出现精

神不振、羽毛蓬乱、不愿走动、闭眼嗜睡等临床症

状，出现上述症状后 １ ～ ２ ｄ 大部分发病鸡死亡，有

的试验鸡未见明显的临床症状死亡，死亡鸡剖检均

可见心包积液及肝脏肿大、出血或坏死等病变；对

出现临床症状未死亡的鸡在攻毒后 ７ 日进行剖检，

亦可见典型的心包积液及肝脏肿大、出血等病变；

出现临床症状未死亡鸡观察至攻毒后 １４ ｄ，发病鸡

临床症状减轻或消失，心包积液及肝脏肿大、出血

·８·
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等病变不明显，可见攻毒后观察 ７ ｄ 未死亡鸡剖检

病变更明显。 依据多次攻毒试验临床观察和剖检

制定了该强毒株的发病判定标准，即出现任意一项

即判为发病：（１）死亡；（２）鸡只出现精神不振、羽

毛蓬乱、不愿走动、嗜睡等任两项临床症状；（３）剖

检出现心包积液或肝脏肿大、出血或坏死等病理

变化。

本研究完成了 ＦＡｄＶ － ＧＹ 株的分离鉴定、种子

批建立、纯净性和致病性的研究，确定 ＦＡｄＶ ＧＹ 株

作为攻毒用毒的攻毒途径、剂量和发病标准，成功

制备了可用于评判 ＦＡｄＶ 相关生物制品有效性的

标准强毒株，为 ＦＡｄＶ 生物制品的研发奠定物质

基础。
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ｂａｓｅｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍａｊｏｒ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎ ａｎ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ

ｈｅｘｏｎ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ， ２００７， ８１（４）： １６８０ － １６８９．

［１１］ Ｒａｕｅ Ｒ， Ｇｅｒｌａｃｈ Ｈ， Ｍｕｌｌｅｒ Ｈ． Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ

ｈｅｘｏｎ ｌｏｏｐ １ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ａｎ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ ｐｓｉｔｔａｃｉｎｅ ｂｉｒｄｓ

ｓｕｐｐｏｒｔｓ ｔｈｅ ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ａ ｎｅｗ ｐｓｉｔｔａｃｉｎｅ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ（ＰｓＡｄＶ）［Ｊ］．

Ａｒｃｈ Ｖｉｒｏｌ， ２００５， １５０（１０）： １９３３ － １９４３．

［１２］ Ｓｕ Ｑ， Ｌｉ Ｙ， Ｍｅｎｇ Ｆ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ － ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ

ｖａｃｃｉｎｅ ｃｏ － ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｃｈｉｃｋｅｎ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ａｎｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｙ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ －

ｈｙｄｒｏｐｅｒｉｃａｒｄｉｕｍ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎ ｐｏｕｌｔｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｍｉｃｒｏ， ２０１８，

２１８： ５２ － ５９．

［１３］ Ｓｕ Ｑ， Ｌｉ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｙ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｉｃｋｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ａｎｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ

ｈｅｌｐｓ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｂｒｅａｋ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｔｅｒｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ａｎｄ ｃａｕｓｅ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｙ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ － ｈｙｄｒｏｐｅｒｉｃａｒｄｉｕｍ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

ｉｎ ｌａｙｅｒｓ ａｆｔｅｒ ｕｓｉｎｇ ｃｏ － ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ －

ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ［Ｊ］ ． Ｐｏｕｌｔ Ｓｃｉ， ２０１９， ９８（２）： ６２１ － ６２８．

［１４］ 刘建勋，陈田 田， 王 赛 楠， 等． 重 组 血 清 ４ 型 禽 腺 病 毒

（ＦＡＤＶ －４） Ｆｉｂｅｒ － ２ 蛋白免疫原性 ［ Ｊ］ ． 中国兽医学报，

２０２０， ４０（４）： ６８６ － ６９０．

Ｌｉｕ Ｊ Ｘ， Ｃｈｅｎ Ｔ Ｔ， Ｗａｎｇ Ｓ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｅｒｕｍ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ４ （ＦＡＤＶ － ４） ｆｉｂｅｒ － ２

ｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｖｅｔ Ｓｃｉ， ２０２０， ４０（４）： ６８６ － ６９０．

［１５］ 赵 蕾，张建伟，李 林，等． Ⅰ群 ４ 型禽腺病毒 ＤＣ 株灭活苗

对流毒株的保护力试验［ Ｊ］ ． 动物医学进展， ２０１９， ４０（９）：

３４ － ３７．

Ｚｈａｏ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｊ Ｗ， Ｌｉ Ｌ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ｇｒｏｕｐⅠ
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ｔｈｅ ｐａｎｄｅｍｉｃ ｓｔｒａｉｎ［ Ｊ］ ． Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ Ａｎｉｍａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１９，

４０（９）： ３４ － ３７．

［１６］ Ｋｉｍ Ｍ Ｓ，Ｌｉｍ Ｔ Ｈ，Ｌｅｅ Ｄ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｏｉｌ － ｅｍｕｌｓｉｏｎ
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ｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｖａｃｃｉｎｅ，

２０１４， ３２（２８）： ３５６４ － ３５６８．

［１７］ Ｚｈａｏ Ｊ， Ｚｈｏｎｇ Ｑ， Ｚｈａｏ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｔｅ

ｇｅｎｏｍｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｙ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｅｒｉｃａｒｄｉｕｍ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎ Ｃｈｉｎａ［Ｊ］ ． ＰｌｏＳ ｏｎｅ， ２０１５， １０（７）： １ － １４．

［１８］ 栾勇娇， 谢芝勋， 王 盛，等． 血清 ４ 型禽腺病毒感染 ＳＰＦ 鸡

体内各组织中病毒的动态分布及排毒规律研究 ［ Ｊ ／ ＯＬ］．

［２０２０ － ０８ － ０５］． 中国兽医学报： １ － ７． ｈｔｔｐ：∥ｋｎｓ． ｃｎｋｉ．

ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ２２． １２３４． Ｓ． ２０２００７２２． ０９５８． ００２． ｈｔｍｌ．

Ｌｕａｎ Ｙ Ｊ， Ｘｉｅ Ｚ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｄｙｎａｍｉｃ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

ａｎｄ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｒｏｔｙｐｅ

４ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ［ Ｊ ／ ＯＬ］． ［２０２０ － ０８ － ０５］． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｖｅｔ

Ｓｃｉ： １ － ７． ｈｔｔｐ： ∥ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ２２． １２３４． Ｓ．

２０２００７２２． ０９５８． ００２． ｈｔｍｌ．

［１９］ 魏燕鸣， 龚文孝， 杨 影，等． 鸡源禽腺病毒的 ＬＭＨ 细胞传代

及细胞传代毒株对 ＳＰＦ 鸡的致病性［ Ｊ］ ． 华中农业大学学报，

２０２０， ３９（２）： ９５ － １０１．

Ｗｅｉ Ｙ Ｍ， Ｇｏｎｇ Ｗ Ｘ， Ｙａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ＬＭＨ
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ｃｈｉｃｋｅｎｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ａｇｒｉ Ｕｎｉ． ２０２０， ３９（２）： ９５ － １０１．
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