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［摘　 要］ 　 为了对采集自北京平谷某养殖场发病鸡中出现心包积液综合征症状的病料进行病毒分

离和鉴定，将病料接种 ＬＭＨ 细胞进行病毒分离，并在 ＬＭＨ 上连续传代，取 Ｃ５ 和 Ｃ１５ 代细胞毒分别

接种 ３ 周龄 ＳＰＦ 鸡进行致病性试验。 根据分离病毒在 ＬＭＨ 上的 ＣＰＥ 特征、病毒血清中和试验、
Ｈｅｘｏｎ 基因序列比对分析、ＳＰＦ 鸡致病性回归试验，表明从发病鸡病料中分离的一株病毒为血清 ４
型禽腺病毒；病毒在 ＬＭＨ 细胞盲传 ３ 代后，就能很好地适应细胞培养，出现禽腺病毒典型的 ＣＰＥ；
培养至第 １０ 代，病毒在接种后 ７２ ｈ，病毒含量即可达到 １０７．４ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ 的峰值滴度；接种细胞毒

的 ＳＰＦ 鸡出现 ４ 型禽腺病毒导致的典型临床症状和特异性剖检病理变化，两组接种鸡的死亡率分

别为 １００％和 ７０％。 结果表明，研究分离到的 ４ 型禽腺病毒毒株对 ＳＰＦ 鸡具有高致死率，但病毒经

过细胞连续传代后对鸡的致死率降低。
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ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｏｎ ＬＭＨ ｆｏｒ ｖｉｒａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｐａｓｓａｇｅｄ ｆｏｒ １５ ｔｉｍｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ
ｏｆ Ｃ５ ａｎｄ Ｃ１５ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ３ － ｗｅｅｋ ＳＰＦ Ｃｈｉｃｋｅｎｓ． Ａ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ
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ｗｉｔｈ ａ ｍｏｒｂｉｄｉｔｙ ｏｆ １００％ ａｎｄ ７０％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ
ｃｏｕｌｄ ｃａｕｓｅ ｈｉｇｈ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｔｏ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ， ｂｕｔ ａｆｔｅｒ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｐａｓｓａｇｅ ｏｎ ＬＭＨ， ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｆｏｗｌ Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ； ＬＭＨ； Ｈｅｘｏｎ； ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

　 　 禽腺病毒属（Ａｖｉａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ）原称为 Ｉ 群禽腺病

毒（Ｇｒｏｕｐ Ｉ ａｖｉａｎ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ），主要宿主为鸡、火鸡

和鹅。 病毒分类学第九次报告［１］将禽腺病毒（Ｆｏｗｌ
ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ， ＦＡｄＶ）分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ ５ 个种，１２ 个

血清型，火鸡腺病毒（ＴＡｄＶ）和鹅腺病毒（ＧＯＡｄＶ）
各划分为一个种。 以前的研究表明，腺病毒在鸡体

内普遍存在，但常呈隐形感染，很少出现临床症状，
当与其它致病病原混合感染时才导致一些临床症

状。 最早报道的禽腺病毒感染是 １９４９ 年发现的鹌

鹑支气管炎，１９５７ 年确认的鸡胚至死孤儿病毒 ［２］。
但近年来，ＦＡｄＶ 已成为鸡的一种重要的致病病原

之一，如 ＦＡｄＶ－１（Ａ）感染后，可以引起肌胃糜烂；
ＦＡｄＶ－４（Ｃ）是心包积液综合症（ ｈｙｄｒｏｐｅｒｉｃａｒｄｉｕｍ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＨＳ）的主要病原，该病于 １９８７ 年首先在

巴基斯坦卡拉奇附近的安卡拉村发现，因此也称为

“安卡拉”病［３－４］；Ｄ 和 Ｅ 种的某些毒株可以造成严

重的肝脏损伤，导致包涵体肝炎 （ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｙ
ｈｅｐａｔｉｔｉｓ， ＩＢＨ） ［４］。

自 ２０１３ 年起，国内鸡群出现由 ＦＡｄＶ 引起的心

包积液、包涵体肝炎症状的病例开始增多，到 ２０１５
年，国内多个省份的许多养禽场流行 ＦＡｄＶ 感染，
感染鸡群出现以心包积液、肝脏肿大等病理变化为

主的高死亡率的临床疾病，给国内养鸡业带来了严

重的经济损失［５－６］。 试验通过对一株 ＦＡｄＶ 田间分

离毒株的 Ｈｅｘｏｎ Ｌ１ 基因进行序列分析、在 ＬＭＨ 细

胞适应后的生物学特性分析及不同代次毒液对

ＳＰＦ 鸡的致病性变化研究，为进一步开展 ＦＡｄＶ 流

行毒株分子流行病调查研究及弱毒疫苗毒株的培

育与筛选提供研究基础。
１　 材料与方法

１．１　 病料、标准 ４ 型禽腺病毒、４ 型禽腺病毒阳性

血清和 ＬＭＨ 细胞　 北京平谷养鸡场疑似 ＦＡｄＶ 感

染的鸡肝组织，由北京市农林科学院刘月焕研究员

提供；标准 ４ 型禽腺病毒（ＡＶ２１１）、４ 型禽腺病毒阳

性血清和 ＬＭＨ 细胞由中国兽医药品监察所制备和

保存。
１．２　 ＳＰＦ 鸡　 ３ 周龄 ＳＰＦ 鸡购自北京梅里亚维通

实验动物有限公司。
１．３　 主要试剂 　 大肠杆菌 ＪＭ１０９ 感受态细胞、
ＲＮＡ 提取试剂盒、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 为 Ｔａｋａｒａ 产品； Ｒｅ⁃
ｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产品；
ｐｆｕ 高保真聚合酶为 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司产品；ｐＧＥＭ－Ｔ
载体购于 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试

剂盒为 Ｏｍｅｇａ 产品；ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２（１ ∶ １）， Ｆｏｅｔａｌ Ｂｏ⁃
ｖｉｎｅ Ｓｅｒｕｍ 为 ＧＩＢＣＯ 产品。
１．４　 病毒培养和传代 　 将肝脏组织剪成小块后置

于研钵中，倒入适量液氮，充分研磨，按 １ ∶ ５ 的体积

比加入含双抗（１０００ Ｕ ／ ｍＬ）的 ＰＢＳ（１ ／ １５Ｍ ｐＨ ７．２），
－８０ ℃反复冻融三次，８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上

清，经 ０．２２ μｍ 滤膜过滤除菌，接种已长成单层的

ＬＭＨ 细胞，３７ ℃培养 ３ ｄ，收获后接种新的 ＬＭＨ 细

胞，并在 ＬＭＨ 上连续传至第 １５ 代（Ｃ１－Ｃ１５）。
１．５　 病毒鉴定

１．５．１　 ＰＣＲ 鉴定 　 参照文献［７］，用 ＰＣＲ 方法扩增

Ｈｅｘｏｎ Ｌ１ 序列。
表 １　 Ｈｅｘｏｎ Ｌ１ 引物

Ｔａｂ １　 Ｈｅｘｏｎ Ｌ１ ｐｒｉｍｅｒｓ
引物名称 序列（５＇ ｔｏ ３＇） 位置

Ｈｅｘｏｎ Ａ ＣＡＡＲＴＴＣＡＧＲＣＡＧＡＣＧＧＴ １１４－１６１

Ｈｅｘｏｎ Ｂ ＴＡＧＴＧＡＴＧＭＣＧＳＧＡＣＡＴＣＡＴ １０４１－１０２１

　 　 参照 Ｔａｋａｒａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ／ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ．５．０ 说明书，提取 ４ 型标准毒株和 Ｃ３、
Ｃ７、Ｃ１１、Ｃ１５ 代病毒基因组，以 Ｈｅｘｏｎ Ａ ／ Ｈｅｘｏｎ Ｂ
为引物进行 ＰＣＲ 扩增。 反应体系：２×Ｅｘ Ｔａｑ Ｍｉｘ
２５ μＬ，ＨｅｘｏｎＡ ／ ＨｅｘｏｎＢ （１０ ｕＭ ／ Ｌ） 各 ２ μＬ，模板

５ ｕＬ。 ｄｄＨ２Ｏ １６ μＬ；反应条件：９４ ℃ ２ ｍｉｎ；９５ ℃
３０ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，３０ 个循环；７２ ℃
１０ ｍｉｎ。 取 ５ μＬ ＰＣＲ 产物，用 １．５％琼脂糖凝胶电
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泳检查 ＰＣＲ 扩增结果。
将 ＰＣＲ 产物回收后，与 ｐＧＥＭ－Ｔ 载体连接，转

化到 ＪＭ１０９ 细胞，取 １００ μＬ 涂布含有氨苄的 ＬＢ 琼

脂，３７ ℃过夜培养。 利用菌落 ＰＣＲ 的方法鉴定重

组子，挑选阳性克隆送往上海立菲生物技术有限公

司测序。
１．５．２　 中和试验－特异性鉴定 　 用含 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２
培养液将 Ｃ５ 代毒稀释至 ２００ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ，取１ ｍＬ
与等量的 ４ 型禽腺病毒阳性血清混合，同时设病毒

对照，３７ ℃作用 １ ｈ，病毒中和组和对照组各接种 ５
孔 ＬＭＨ 细胞，每孔接种 ０．２ ｍＬ。 同时设 ＬＭＨ 细胞

对照 ５ 孔，每孔加入 ０． ２ ｍＬ 含 １％胎牛血清的

ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养液。 将 ４８ 孔板置 ３７ ℃，５％ＣＯ２

条件下培养 ５～７ ｄ，观察细胞病变。
１．６　 病毒在 ＬＭＨ 上的生长特性研究 　 测定 Ｃ１－

Ｃ１５ 各代病毒的滴度，以传代次数为横坐标， ｌｏｇ
ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ 为纵坐标，绘制病毒在 ＬＭＨ 上的生

长曲线。
将 Ｃ１０ 稀释 １００００ 倍，取 １ ｍＬ 接种已长满单

层的 ＬＭＨ 细胞，３７ ℃吸附 １ ｈ 后，补充 ９ ｍＬ 维持

液。 分别在接种培养的 １２、２４、３６、４８、６０、７２、８４、
９６、１０８ 和 １２０ ｈ 取出细胞瓶，反复冻融三次，收获

病毒。 取病毒悬液按 Ｒｅｅｄ－Ｍｅｕｎｃｈ 方法计算不同

收毒时间的 ＴＣＩＤ５０，并绘制 Ｃ１０ 在 ＬＭＨ 上的生长

曲线。
１．７　 致病性试验 　 将 ３０ 只 ３ 周龄 ＳＰＦ 鸡随机分

为 ３ 组，每组 １０ 只。 第一组鸡腿部肌肉接种

０．１ ｍＬＣ５ 代毒，其病毒含量为 １０６．５ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ；

第二组鸡接种 ０．１ ｍＬ Ｃ１５ 代毒，病毒含量为 １０７．４

ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ；第三组为阴性对照，注射等量的生

理盐水。 每天观察和记录试验鸡的发病和死亡

情况。
２　 结　 果

２．１　 ＬＭＨ 细胞培养结果 　 肝脏组织病料在 ＬＭＨ
上盲传 ３ 代后，在 ＬＭＨ 产生明显的细胞病变，其特

征为细胞变大变圆，聚集成不规则的葡萄串状，聚
团外的细胞间隙明显增大，与 ４ 型腺病毒标准毒株

（ＡＶ２１１）出现同样特征的细胞病变（图 １）。

Ａ 正常的 ＬＭＨ 细胞；Ｂ 禽腺病毒标准毒 （ＡＶ２１１）； Ｃ 分离毒株．

Ａ ｎｏｒｍａｌ ＬＭＨ； Ｂ ＦＡｄＶ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ（ＡＶ２１１）； Ｃ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

图 １　 标准毒株（ＡＶ２１１）和分离毒株在接种 ＬＭＨ 细胞后

４８ ｈ 细胞病变情况（１０Ｘ）
Ｆｉｇ１ ＣＰＥ ｏｎ ＬＭＨ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ（ＡＶ２１１）

ａｎｄ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ４８ ｈ ｐｏｓｔ－ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ（１０Ｘ）

２．２　 ＰＣＲ 鉴定　 ４ 型标准毒株和 Ｃ３、Ｃ７、Ｃ１１、Ｃ１５
代病毒均可以扩增出大小约为 ９００ ｂｐ 的 Ｈｅｘｏｎ Ｌ１
片段（图 ２）。 与 ＡＴＣＣ ＦＡｄＶ １２ 个血清型标准毒株

的 Ｈｅｘｏｎ Ｌ１ 片段进行比对后，绘制核苷酸进化树

（图 ３）。 可以看出分离毒株扩增出的保守序列大

小与 ４ 型禽腺病毒标准毒株完全一致，且与 ４ 型

ＦＡｄＶ 处于同一分支。

Ｍ： ＤＬ１０００，分子量大小从上到下依次为 １０００、７００、５００、４００、

３００、２００ ｂｐ；１－６ 依次为 ４ 型标准毒株、Ｃ１５、Ｃ１１、Ｃ７、Ｃ３ 和阴性对照

Ｍ：ＤＬ１０００， Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｆｒｏｍ ｔｏｐ ｔｏ ｂｏｔｔｏｍ ａｒｅ １０００，７００，５００，４００，３００，

２００ ｂｐ； １－６：ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ，Ｃ１５，Ｃ１１，Ｃ７，Ｃ３ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 标准毒株和各代次病毒 Ｈｅｘｏｎ Ｌ１ 片段电泳图

Ｆｉｇ ２　 Ｈｅｘｏｎ Ｌ１ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ
ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ
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图 ３　 各代次分离毒株与 ４ 型标准毒株、ＦＡｄＶ １２ 个血清型标准毒株的 Ｈｅｘｏｎ Ｌ１ 核甘酸序列进化树

Ｆｉｇ ３　 Ｈｅｘｏｎ Ｌ１ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｔｒｅｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ，

ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ １２ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ＦＡｄＶ

２．３　 中和试验结果　 分离毒株与 ４ 型禽腺病毒标

准阳性血清中和后接种 ＬＭＨ 细胞，不产生细胞病

变，而病毒对照组都出现细胞病变，说明分离株能

被 ４ 型禽腺病毒阳性血清完全中和。

表 １　 中和试验结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ
出现

ＣＰＥ 孔数
未出现

ＣＰＥ 孔数
鉴定结果

病毒对照组 ５ ０

中和组 ０ ５

细胞对照组 ０ ５

能被 ４ 型禽腺
病毒阳性血清
完全中和

２．４　 致病性试验结果　 Ｃ５ 和 Ｃ１５ 细胞毒接种 ＳＰＦ
鸡后，均在第 ２ ｄ 开始出现死亡，且鸡只死亡时间

集中在 ２～４ ｄ。 死亡鸡剖检，可见心包腔中有淡黄

色清亮的积液；心包有斑点状出血；肝脏肿大、出血

（图 ４）。 Ｃ５ 和 Ｃ１５ 引起的死亡率分别为 １００％和

７０％，Ｃ１５ 组未死亡鸡精神沉郁、羽毛蓬松，１０ ｄ 后

恢复正常。 说明分离毒株经细胞适应后，仍可导致

３ 周龄 ＳＰＦ 鸡 １００％，且 Ｃ５ 可导致 ＳＰＦ 鸡 １００％
死亡。

表 ２　 Ｃ５ 和 Ｃ１５ 毒液对 ＳＰＦ 鸡的致病性试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｃ５ ａｎｄ Ｃ１５ ｏｎ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ
接种后死亡数量

２ｄ ３ｄ ４ｄ
死亡率 发病率

Ｃ５ ２ ５ ３ １００％ １００％

Ｃ１５ １ ５ １ ７０％ １００％

对照组 ０ ０ ０ ０ ０

２．５　 病毒在 ＬＭＨ 上的培养结果 　 随着病毒在

ＬＭＨ 上的传代增加，其对细胞的适应性逐渐增加，
病毒滴度呈现上升趋势，至第 ８ 代，病毒培养滴度

趋于稳定，８ ～ １５ 代培养物的病毒含量均在 １０７．２ ～
１０７．４ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ，详见图 ５。

病毒在 ＬＭＨ 上的滴度在感染后 ７２ ｈ 达到峰值

１０７．４ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ，随后略微下降，详见图 ６。
３　 讨论与小结

鸡感染禽腺病毒出现心包积液综合症的病例

首次报道于 １９８７ 年，该病发生在巴基斯坦的安卡

拉地区。 上世纪 ９０ 年代，在伊拉克、印度、墨西哥、
厄瓜多尔、秘鲁、智利、美国和俄罗斯等国家都相继

报道有该病的发生和流行［８］。 牛登云等［９］在 ２０１４～
２０１６ 年期间，对我国鸡群中禽腺病毒感染情况进行

·４·
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Ａ 心包腔有淡黄色清亮液体；Ｂ 心包斑点状出血；Ｃ 肝脏脂肪黄染，肿大

Ａ ａｍｂｅｒ ｃｏｌｏｒｅｄ ｌｉｑｕｉｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｃａｒｄｉａｌ ｓａｃ； Ｂ ｍｏｔｔｌｉｎｇ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ
ｏｎ ｐｅｒｉｃａｒｄｉｕｍ； Ｃ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｌｉｖｅｒ ｗｉｔｈ ｙｅｌｌｏｗ ｃｏｌｏｒ

图 ４　 死亡鸡心脏和肝脏大体病变

Ｆｉｇ ４　 Ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｌｅｓｉｏｎ ｏｆ ｄｅａｄ ｃｈｉｃｋｅｎ

图 ５　 不同代次病毒在 ＬＭＨ 上的增殖滴度

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｓｓａｇｅｓ ｏｎ ＬＭＨ

图 ６　 不同培养时间病毒在 ＬＭＨ 上的增殖滴度

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ ｏｎ ＬＭＨ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｔｉｍｅ

了调查，发现我国大部分地区鸡群普遍存在禽腺病

毒感染，且引起鸡群的发病和死亡，发病和死亡鸡

的主要剖检变化表现为包涵体肝炎和心包积液综

合征。 从高发病地区的血清型调查结果来看，包涵

体肝炎主要以 ＦＡｄＶ８ａ ／ ｂ（Ｅ）感染为主，而引起心

包积液综合症的主要是 ＦＡｄＶ－４ 型（Ｃ）。 临床上

心包积液的病例大多数存在着与鸡传染性贫血病

毒（ＣＡＶ）、鸡传染性法氏囊病毒（ ＩＢＤＶ）等病原混

合感染的情况［１０］，这也是禽腺病毒感染后导致高

发病率和死亡率的一个重要因素。 但是，在研究的

致病性试验中，采用纯净的 ＦＡｄＶ－４ 型分离株接种

ＳＰＦ 鸡，Ｃ５ 代毒仍能导致其 １００％发病和死亡，表
明禽腺病毒田间分离株可以直接导致感染鸡发病

和死亡，其近期分离毒株的毒力已明显高于早期分

离毒株。
ＦＡｄＶ 一般采用鸡胚肾细胞（ＣＥＫ）和鸡胚肝细

胞（ＣＥＬ）两种原代细胞进行分离和培养［１１］，但原

代细胞制备繁琐、易污染，不利于实验操作；ＬＭＨ
作为一种肝癌细胞系，可以无限传代，用于 ＦＡｄＶ
培养时，可以产生明显的细胞病变且病毒滴度

高［１２］。 因此，研究直接采用 ＬＭＨ 细胞对疑似禽腺

病毒感染发病鸡的临床病料进行病毒分离培养，获
得了一株 ＦＡｄＶ 毒株。 通过血清学试验、基因序列

分析等鉴定结果，表明分离到的病毒为 ４ 型禽腺病

毒。 此外，该 ４ 型禽腺病毒细胞适应毒的培育，为
进一步开展禽腺病毒的研究工作奠定了基础。

细胞或组织连续传代培养一直是传统弱毒疫

苗研发的主要技术之一。 例如，鸡传染性支气管炎

弱毒疫苗 Ｗ９３ 株就是由其亲本强毒毒株在鸡胚上

连续传代致弱获得的［１３］；日本乙型脑炎弱毒疫苗

株 ＳＡ １４ － １４ － ２ 是强毒株 ＳＡ１４ 在原代地鼠肾

（ＰＨＫ）细胞连续传代的产物［１４］；通过鸡胚成纤维

细胞（ＣＥＦ）和 ＢＨＫ－２１ 连续传代的方式可以获得

鸭坦布苏病毒的弱毒株［１５］。 试验中将分离的

ＦＡｄＶ 在 ＬＭＨ 上连续传 １５ 代后，其 Ｃ１５ 代毒对

ＳＰＦ 鸡的毒力明显低于 Ｃ５。 Ｃ５ 代毒以每只鸡 １０６．５

ＴＣＩＤ５０接种后可导致接种鸡 １００％死亡 而 Ｃ１５ 代毒

以高于 Ｃ５ 代毒约 １０ 倍剂量（１０７．４ＴＣＩＤ５０ ／每只）接
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种 ＳＰＦ 鸡后，引起的死亡率则为 ７０％。 该结果表明

ＦＡｄＶ 经 ＬＭＨ 细胞连续传代后，可明显降低病毒毒

力。 因此，可以推测，将分离到 ４ 型禽腺病毒在

ＬＭＨ 细胞经过连续传代致弱，有可能获得一株弱

毒疫苗候选株，为今后进一步开展弱毒疫苗的研发

提供了研究基础。
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