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鸽源血清 4型禽腺病毒分离鉴定及免疫原性分析
吴旭锦，朱小甫，尹宝英，郑红青，翁茂洋

（咸阳职业技术学院  咸阳市动物疫病分子生物学诊断技术研究重点实验室，陕西  咸阳  712000）

摘 要：为研究鸽源禽腺病毒病原的致病性及其灭活苗的保护效果，通过采集临床样品，采用 LMH 细胞接种传代

分离病毒、PCR 检测及序列分析鉴定病毒，测定分离毒株的半数组织细胞感染量（TCID50），制备油乳剂灭活苗，

免疫 SPF 鸡后每 7 d采血定量测定禽腺病毒抗体水平。结果表明，病料接种 LMH 细胞 4代后细胞病变出现规律

性，序列测定表明，分离毒株为血清 4型禽腺病毒，将获得的病毒命名为 XAYB2022株。TCID50测定结果为每毫

升 10-6.1。发病死亡鸡病理检查肝脏、肾脏、心包以及肺脏均有典型变化。灭活苗免疫结果表明，抗体在第 4周达

到顶峰，质量浓度为 14.266 ng/L，随后抗体质量浓度缓慢下降，16 周时抗体质量浓度为 5.471 ng/L，此时攻毒抗

体仍能够完全保护。综上所述，成功分离到鸽源禽腺病毒流行毒株，该毒株制备的灭活苗显示出良好的保护

效果。
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Abstract：In order to study the pathogenicity of avian adenovirus pathogens derived from pigeons and the protective effect 
of inactivated vaccines, in this study, clinical samples were collected, processed, LMH cells were used for inoculation and 
passage to isolate the virus, and PCR was used for detection, sequence analysis, and identification of the virus. The half 
histocyte infection volume(TCID50) of the isolated strain was determined. Inactivated vaccine in oil emulsion was formulated. 
SPF chickens were immunized with the vaccine followed by blood collection every 7 days to measure the antibody level against 
avian adenovirus. The results showed that cytopathic effects appeared consistently after 4 generations of LMH cell inoculation, 
sequence analysis showed that the isolated virus was serum type 4 avian adenovirus, and it was named as XAYB2022 strain. 
The TCID50 value obtained was 10-6.1/mL. Pathological examination revealed characteristic alterations in liver, kidney, 
pericardium, and lung tissues in the infected chicken. Immunization with the inactivated vaccine demonstrated that antibody 
levels peaked at week 4 with a mass concentration of 14.266 ng/L before gradually declining to 5.471 ng/L at week 16 while 
still providing full protection against challenge antibodies. In conclusion, an avian adenovirus strain of pigeon origin was 
successfully isolated and an inactivated vaccine prepared from this strain showed good protective effect.
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禽腺病毒（Fowl adenovirus，FAdV）可感染鸽、 鸡、鸭、鹅等禽类，给我国养禽业造成了重大损
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失 [1-2]。此病毒具备多重传播途径，涵盖消化道、呼

吸道以及直接接触方式，主要传播方式是通过泄

殖腔排毒扩散 [3]。多项研究发现，我国鸡群中主要

流行 4、8 a/b 和 11 血清型，表现为心包积液泡涵体

肝炎综合征 [4-5]。

禽腺病毒可分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ等 3 个群，I 群禽腺

病毒近年来流行面广，导致养禽场死淘率显著上

升。 I 群禽腺病毒可分为 A、B、C、D、E 等 5 个种，

根据交叉中和试验结果，每个种内病毒进一步分

为 12 个血清型，其中，FAdV-4 是目前流行的主要

血清型。FAdV-4 病毒为非折叠的二十面体结构，

病毒粒子大小在 70~90 nm，有 252 个壳粒，包含

240 个不在顶点的六邻体（hexon）壳粒和 12 个五

邻体顶点壳粒 [6]，其中，表达六邻体蛋白的 Hexon
基因是首选的病毒分型基因。鸽源禽腺病毒（Pi⁃
geon adenovirus，PAdV）作为一种广泛存在于鸽群

的病原体，对养鸽业造成的危害不容忽视。随着

赛鸽、肉鸽养殖业的兴起，鸽群传染病逐渐受到关

注，尤其是针对鸽源禽腺病毒的研究逐渐增多 [7-10]，

但在鸽源禽腺病毒疫苗免疫以及免疫后抗体水平

变化方面的研究尚属空白。本试验以分离的鸽源

禽腺病毒为研究对象，制备鸽源禽腺病毒灭活苗，

进行免疫试验并测定抗体水平，以期为防控鸽源

腺病毒感染提供参考。

1　  材料和方法

1.1　试验材料

1.1.1　病料来源　2022 年 9 月，在陕西西安某赛

鸽公棚发生 1 起疑似腺病毒感染病例，该群赛鸽为

戴盔鸽，32 日龄，精神不振，呕吐，拉灰绿色稀粪。

剖检病死鸽可见，肝脏肿大，表面有出血斑；肺脏

稍肿胀，有散在出血点；心包有少量淡黄色积液；

脾脏表面有坏死区域；肾脏肿胀呈花斑状；肠道黏

膜弥漫性出血。采集病死鸽的肝脏、脾脏及肺脏

组织样品，冷冻保存备用。

1.1.2　SPF 鸡胚与 SPF 鸡　从北京梅里亚维通实

验动物技术有限公司购买 SPF 鸡蛋，孵化后在

SPF 鸡隔离器中饲养，用于免疫试验与攻毒试验。

1.1.3　主要试剂与仪器　DNA、RNA 提取试剂、

rTaq DNA 聚合酶（5 U/µL）、dNTP（各成分均为

2.5 mmol/L）等购自宝生物工程（大连）有限公司；

LMH 细胞由咸阳市动物疫病分子生物学诊断技

术研究重点实验室保存；禽腺病毒抗体酶联免疫

分析试剂盒为凡科维生物科技有限公司产品。PCR
仪（2720 型）购自美国应用生物系统公司；高速冷

冻离心机（5424R）购自德国艾本德公司；全自动

凝胶成像系统（GeneGenius）购自英国 SYNGENE
公司。

1.1.4　检测引物　参照文献 [11]由生工生物工程

（上海）有限公司合成如下检测引物：上游引物

FAdV-F：5'-CACTTACGAGTGGGTCCTCAGA-

3'（19935-19956）；下游引物 FAdV-R：5'-CCGGT
GTCGTTAACAACG-3'（20684-20667）。用超纯

水稀释至 20 µmol/L，该引物扩增长度为 750 bp。
1.2　试验方法

1.2.1　病料处理与常见病原核酸检测　取 5 g 左

右的病料组织，加入 20 mL 灭菌生理盐水剪碎，组

织研磨器中研碎为混悬液，12 000 g 离心 5 min，取
上清液-70 ℃保存备用。参照咸阳市动物疫病分

子生物学诊断技术研究重点实验室建立的检测方

法 [12-14]，合成新城疫、禽流感、支原体、衣原体检测

引物，同时用 1.1.4 禽腺病毒检测引物按照其扩增

体系和扩增程序进行 PCR 或 RT-PCR 检测。

1.2.2　病毒分离　组织病料上清液加入双抗，至

终浓度含青霉素、链霉素各 2 mg/mL，室温静置

30 min。待平皿中 LMH 细胞生长铺满约 70% 时，

弃去生长液，用汉克氏液清洗 3 次，接入处理好的

病料上清液 1 mL，置于 37 ℃、5%CO2孵育 1 h。孵

育结束后弃去病料上清液，加入维持液继续培养，

定期观察细胞病变。细胞长满后收毒并继续传代

5次。收获的病毒液反复冻融 3次后置-70 ℃保存。

1.2.3　传代病毒 PCR 检测　对收获的病毒液进行

病毒 PCR 检测。取第 3、4、5 代病毒液各 100 µL 置

于 1.5 mL EP 管中，加入 DNA 提取试剂 600 µL，混

匀后 4 ℃静置裂解 10 min，再加入 600 µL -20 ℃保

存的无水乙醇，混匀后静置 10 min，在冷冻离心机

中 4 ℃环境下 12 000 r/min 离心 10 min，弃上清，加

入 1 mL -20 ℃保存的 70% 乙醇清洗后弃去液体，

瞬时离心用移液器吸取残留的乙醇并弃去，倒置

EP 管干燥 DNA，用 50 µL 8 mmol/L NaOH 溶液

吹打溶解管底 DNA，即得 DNA 模板。PCR 反应

体系：DNA 模板  2.0 µL，10×Buffer 2.5 µL，dNTP 
1.0 µL，FAdV-F、FAdV-R 各 0.5 µL，rTaq DNA
聚合酶 0.5 µL，超纯水 18.0 µL。反应条件：95 ℃
进行 5 min 的初始预变性；进入循环阶段后 94 ℃
下变性 40 s，58 ℃下退火 45 s，72 ℃下使 DNA 链

··129



山西农业科学  2025 年第  53 卷第  3 期

延伸 45 s，上述循环共进行 35 次；最后 72 ℃下再充

分延伸 7 min 结束。取适量 PCR 产物电泳后成像

观察。

1.2.4　基因序列分析　在获取了 PCR 产物的基础

上，通过凝胶电泳回收与纯化，提取高质量的目标

DNA 片段。将纯化后的产物送至生工生物工程

（上海）有限公司进行测序。将获得的序列与 Gen⁃
Bank 数据库中已存储的不同血清型禽腺病毒序列

进行全面的比对分析，绘制进化树，确定分离毒株

血清型。

1.2.5　 TCID50 测定　 10 倍梯度稀释病毒液，取

10-1~10-8 共 8 个稀释梯度，接种微量板 LMH 细胞

孔，每孔 100 µL，每个梯度做 12 孔，连续 7 d 观察细

胞病变情况。采用 Reed-Muench法计算出 TCID50。

1.2.6　攻毒试验　SPF 鸡饲养至 20 日龄，试验分

为 2 组进行：攻毒组 10 只鸡，每只鸡通过肌肉注

射方式接种 0.2 mL 的病毒液；对照组 5 只鸡，每只

鸡肌肉注射 0.2 mL 生理盐水。持续观察并记录了

10 d 内试验鸡的临床表现，包括行为变化、体征异

常等。对于在观察期间发病或死亡的鸡只，进行

解剖检查，观察并记录其内部的病理变化，进一步

分析病毒对鸡体的影响。

1.2.7　灭活苗的制备　将上述收获的 100 mL 病

毒液加入体积分数为 0.3% 的甲醛，37 ℃灭活处

理 12 h，获得失活的病毒液。接种至 SPF 鸡胚

中，盲传 2 代后采用 PCR 技术进行扩增检测，评

估是否有病毒残余增殖的迹象。将抗原与预先灭

菌的吐温-80 按照一定比例混合，形成水相；同时，

将白油与司盘 80 预先混合并灭菌后，作为油相。

利用高压均质机对这两相进行 3 次混合与剪切处

理，确保其充分乳化，最终制备成稳定的灭活疫苗

制剂。

1.2.8　免疫试验与腺病毒抗体定量检测　 15 只

20 日龄 SPF 鸡分成免疫组 10 只、对照组 5 只。试

验前采血分离血清，-70 ℃保存。免疫组腿部肌

肉注射 0.2 mL 灭活疫苗，对照组腿部肌肉注射

0.2 mL 灭菌生理盐水，试验开始后每 7 d 逐只采血

分离血清，直至第 16 周，血清均在-70 ℃保存。采

用禽腺病毒抗体酶联免疫分析试剂盒检测抗体质

量浓度。

1.2.9　免疫后攻毒试验　免疫后 16 周采血完成

后，免疫组每只鸡肌肉注射 0.2 mL 病毒液，连续

2 周观察鸡只状态。

1.3　数据分析

数据利用 Microsoft Excel 2022 进行处理，采

用 PS 进行绘图。

2　  结果与分析

2.1　病毒分离与 Hexon 基因序列分析

新城疫、禽流感、衣原体、支原体、禽腺病毒等

PCR/RT-PCR 检测结果（图 1）表明，病料中新城

疫、禽流感、衣原体、支原体等均为阴性，禽腺病毒

为阳性。

利用 LMH 细胞系进行连续接种与传代培养，

随着代数的递增，至第 4 代时，观察到细胞病变效

应（CPE）展现出了一种明显的规律性（图 2）。细

胞病变主要表现为变圆、聚团、脱落，当细胞病变

并脱落达到 90% 时，收获病毒溶液，将该病毒命名

为 XAYB2022 株。

M.DL2000 DNA 相对分子质量标准；1. 禽腺病毒；2. 新城

疫；3.禽流感；4.衣原体；5.支原体

M. DL2000 marker, DNA relative molecular weight stan⁃
dard; 1. Adenovirus; 2. Newcastle disease virus; 3. Avian in⁃
fluenza virus; 4.Chlamydia; 5. Mycoplasma

图 1　病料 PCR/RT-PCR 检测

Fig.1　PCR/RT-PCR detection of pathogenic materials

A.出现病变的细胞（400×）；B.正常细胞（200×）

A. Diseased cells(400×); B. Normal cells(200×)

图 2　病毒传代 LMH 细胞病变

Fig.2　Pathological changes of LMH cells
 after virus passage
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检测收集的 3~5 代细胞传代病毒液，发现 3 代

病毒液均为禽腺病毒阳性，表明病毒在细胞中成

功增殖（图 3）。

DNAstar 软件比较分析显示（图 4），在构建的

Hexon 基因进化树中，XAYB2022 株与我国近几

年鸡群 FAdV-4 流行毒株 KU245540、MN102413
等亲缘关系最为密切，共同构成了一个进化分支。

同源性比较结果表明（图 5），XAYB2022 株 Hexon

基因与参比的 FAdV-4流行毒株同源性在 99.3%~
99.9%，而与其他基因型的禽腺病毒相比，同源性

偏低。

M. DL2000 DNA 分子质量标准; 1.第 3代病毒液；2.第 4代病毒液；3.第 5代病毒液

M. DL2000 Marker, DNA relative molecular weight standard; 1. Virus solution at passage 3; 2. Virus solution at 
passage 4; 3. Virus solution at passage 5

图 3　细胞分离病毒 3~5 代次 PCR 检测

Fig.3　PCR detection of virus isolated from cells after 3 to 5 passages

图 4　Hexon基因进化树

Fig.4　Hexon gene phylogenetic tree diagram
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2.2　免疫原性分析

从表 1 可以看出，XAYB2022 株的 TCID50 为

10-6.1/mL。

病毒接种 2 d 后逐渐发病，表现为精神不振，

头颈下垂，食欲废绝，粪便白色、石灰水样。第 3 天

陆续死亡，直至第 6 天攻毒组 10 只鸡全部死亡。

剖检病死鸡发现肝脏肿胀，边缘变钝，颜色土黄，

有出血点（图 6-A）；肾肿胀隆起，输尿管中有大量

白色尿酸盐聚集，呈斑驳状（图 6-B）；心包充满淡

黄色透亮积液（图 6-C）；肺充血淤血（图 6-D）。对

照组均正常存活。

图 5　Hexon基因同源性比较结果

Fig.5　Comparison results of hexon gene homology

表 1 TCID50 测定数据统计

Tab.1 Statistics of TCID50 measurement data

病毒稀释度
（对数表示）

Virus dilution（Ex⁃
pressed in logarithm）

-1
-2
-3
-4

接种孔数
Number of in⁃
oculated wells

12
12
12
12

病变孔数
Number of 

wells with le⁃
sions

12
12
12
12

病变比例/%
Lesion ratio

100
100
100
100

病毒稀释度
（对数表示）

Virus dilution（Ex⁃
pressed in logarithm）

-5
-6
-7
-8

接种孔数
Number of in⁃
oculated wells

12
12
12
12

病变孔数
Number of 

wells with le⁃
sions

12
11
1
0

病变比例/%
Lesion ratio

100
91.7
8.3
0

A.肝脏；B.肾脏；C.心脏；D.肺脏

A. Liver; B. Kidney; C. Heart; D. Lung

图 6　攻毒死亡鸡病理变化

Fig.6　Histopathological changes in infected chickens
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连续监测 16 周禽腺病毒抗体水平（图 7），灭活

苗免疫后 1 周即有抗体产生，至第 4 周血清抗体达

到 14.266 ng/L，即本次试验抗体的峰值，随后抗体

浓度逐步下降，直至试验结束的 16 周，抗体质量浓

度为 5.471 ng/L。

免疫试验结束后攻毒，连续观察 2 周鸡只无任

何异常表现，表明在腺病毒抗体浓度为 5.471 ng/L
的情况下，仍能保护鸡只不发病。

3　  结论与讨论

2015 年，我国多地鸡群暴发了禽腺病毒感染，

养鸡业经济损失巨大 [12-14]。2016 年后，国内禽腺病

毒的研究报道增长迅猛，学术界对禽腺病毒感染

高度关注。2017 年后对鸽群腺病毒感染报道亦逐

渐增加，现已证实，鸽腺病毒感染成为鸽群重要的

病毒病之一 [15-16]。本研究从西安市赛鸽公棚疑似

禽腺病毒感染病例样品中进行了常见病原的检测

与病毒的分离，发现本次病例为单一的禽腺病毒

感染；采用 LMH 细胞传代分离，出现了典型的细

胞病变特征，结果与刘兆洁等 [4]、田甜 [17]分离培养

研究结果基本一致。通过 PCR 检测 3~5 代分离毒

株培养液，均扩增出了清晰的禽腺病毒特异性条

带，证实成功分离出了鸽源禽腺病毒，命名为

XAYB2022 株。

由于目前无法获得 SPF 鸽，研究尝试从商品

鸽中筛选禽腺病毒抗体阴性鸽，结果发现，市售商

品鸽腺病毒抗体阳性率极高，难以筛选出试验用

动物，因此，研究采用 SPF 鸡为试验动物，进行分

离毒株的回归试验。攻毒结果发现，试验组 10 只

鸡 6 d内全部死亡，剖检肝脏、心脏、肾脏，发现典型

的病理变化，其病理表现与杨志远等[18]描述基本一

致。病理切片检查证实，肝脏、肺脏与心肌均有明

显的病理组织学变化，表明分离的鸽源禽腺病毒毒

株对鸡有很强的致病性。此外，研究对 XAYB2022
株 Hexon 基因进行了测序分析，发现该毒株与我

国近年鸡群分离的 FAdV-4 流行毒株高度同源，

同源性在 99.3%~99.9%，提示该鸽源毒株极可能

源自鸡群流行毒株。梯度稀释病毒接种 LMH 细

胞，测定出分离株的 TCID50 为 10-6.11/mL，其效价

滴度比田甜 [17]分离的鸽源毒株 TCID5010-5.5/mL 稍

高，比鹅源毒株 TCID5010-6.667/mL 效价稍低。采用

分离毒株制备了油佐剂灭活苗，单次注射免疫并

连续采血，ELISA 方法定量测定禽腺病毒抗体水

平，结果表明，至第 4 周血清抗体达到抗体的峰值

14.266 ng/L，随后抗体浓度逐步下降，至 16 周时

抗体浓度为 5.471 ng/L，攻毒试验证实此时的抗体

水平仍能完全保护鸡只不发病。有关禽腺病毒抗

体水平消涨以及与免疫保护之间的关系尚未见到

类似报道，该研究为临床禽腺病毒的免疫保护提

供了数据参考。
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