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摘 要


血清 ４ 型禽腺病毒 ＪＳ 株的分离鉴定及其 ｈｅｘｏｎ 蛋 白单克隆抗体

的制备

摘 要

血 清 ４ 型 禽腺病 毒 病 （ ｆｏｗ ｌａｄｅｎｏｖ ｉｒｕｓｓｅｒｏｔｙｐｅ４
，ＦＡ ｄＶ－ ４ ） 是 以 心 包 积 液 －

肝 炎 综 合 征 （
ｈｙｄｒｏｐｅｒｉｃａｒｄ ｉｕｍ－ｈｅｐａｔ ｉｔ ｉ ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ

，ＨＨ Ｓ
）
为 主 要 症 状 的 病 毒性 传 染

病
， 其 剖 检 特征 是 心 包 内 积 聚 清 澈 的 浅 黄 色 液 体

， 肝 肿 大 、 变 色 、 可 见 出 血

灶 。 ＨＨ Ｓ 主 要 影 响 ３
￣

６ 周 龄 的 肉 鸡 ，
可 造 成 ２ ０

￣

８ ０％的 死 亡 。 ２ ０ １ ５ 年 ５ 月 以

来
，
我 国 陆 续 报道 了

一 种 由 新 型 基 因 型 ＦＡｄＶ－４ 导 致 的 ＨＨ Ｓ
，
给 家 禽 业 造 成

了 巨 大 的 经 济损 失 。 ＦＡｄＶ－４ 的 毒 力 决 定 因 素 和 ＨＨ Ｓ 发 病 机 制 的 分子 机 制 目

前 尚 不 清 楚 。 本研 究 从 发 生 ＨＨ Ｓ 症 状 的 病 鸡 肝脏 组 织 中 分 离 获 得 一 株 ＦＡ ｄＶ－

４
， 并 命 名 为 ＦＡ ｄＶ－４Ｊ Ｓ 株 。 同 时 对 分 离 获 得 的 病 毒进 行适 应 性 和致 病 性 研

究 并 通过 杂 交瘤 技 术 制 备 了 针 对 ＦＡｄＶ －４ｈ ｅｘｏｎ 蛋 白 的 单 克 隆 抗体 ，
为 ＦＡ ｄＶ－

４ 的 检 测 及 流 行 病 学 调 查 奠 定 了 基础 。 具 体研 究如 下 ：

１ ．
一株禽 ４ 型腺病 毒 ＪＳ 株 的 分 离 鉴 定 与 ｈ ｅｘｏ ｎ 基 因 进化分析

本研 究 成 功 分 离 １ 株 Ｉ群 禽腺病 毒 ， 命 名 为 ＦＡｄＶ－４Ｊ Ｓ 株 。 该 分 离 株 不 具

有 凝 集 鸡 红 细胞 的 功 能 。 通 过对 该 分 离 株 ｈ ｅｘｏ ｎ 基 因 的 测 序 ， 并 与 其 他禽腺

病 毒进行 同 源 性 分析
，
发 现 ＦＡｄＶ－ ４ＪＳ 株 与 我 国 现 有 流 行 株 ＣＨ／ＨＮＪＺ／２０ １ ５ 、

ＳＣ ｎ
ｊ
以 及 Ｊ Ｓ Ｊ １ ３ 同 源 性 为 １ ０ ０％

，
序 列 遗 传 进 化 树也 显 示 Ｊ Ｓ 株 与 ＣＨ／ＨＮＪＺ／２０ １ ５

等参考毒株位于 同
一分支 ； 与 加 拿 大 分 离 株 ＯＮ １ 同 源 性 为 ９ ８ ． ７％ 。 因 此 证 明 本

研 究 分 离 株 为 Ｉ群禽腺病 毒 ，

血 清 型 为 ４ 型 。 通 过 对 ｈｅｘｏｎ 基 因 氨 基 酸序 列

比 对 分 析 发 现 Ｊ Ｓ 株 与 国 内 流 行 毒株 ＣＨ／ＨＮＪＺ ／２０ １ ５ 、 Ｓ Ｃｎ
ｊ
以 及 Ｊ Ｓ Ｊ １ ３ 等 相 比 ，

没 有 发 生 突 变
，
但 与 ＯＮ １ 毒株 差 异 性 较 大 。 该 分 离 株 的 分 离 鉴 定 为 监 测 我

国 禽腺病毒的 流行情况提供 了
一定的参考 ，

也为 本实验室 后 续研究奠 定 了 基础 。

２ ． 禽 ４ 型腺病毒 ＪＳ 株的 适应 性及致病 性研 究

将分 离 获得 的 ＦＡ ｄＶ－４Ｊ Ｓ 株在 Ｓ ＰＦ 鸡 胚 上通过 尿 囊 腔接 种 传 代 ， 同 时 在

鸡 胚 肾 细 胞 （ ｃｈ ｉ ｃｋｅｎｅｍ ｂ ｒｙｏｋ ｉ ｄｎｅｙ
ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

，
ＣＥＫ ） 以 及 鸡 肝 癌 细 胞 （ ｌｅｇｈｏｒｎ ｍａ ｌｅ

ｈｅ
ｐ
ａｔｏｃｅ ｌ ｌｕ ｌａｒ

，

ＬＭＨ ） 上连 续 传 代
，
并进行核 酸检 测 。 结 果 显 示 ＦＡ ｄＶ－４Ｊ Ｓ 株

可 以 很好 的 在 ＬＭＨ 细 胞上 传 代
，
且毒价 一 直穗 定 在 ｌ 〇

６ Ｇ

ＴＣ ＩＤ ５ 〇 以 上 ， 最 高

Ｉ
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效价可达 到 １ ０
８ （ ）

ＴＣ ＩＤ ５ 〇 。 同 时 ， 将 Ｊ Ｓ 株 以 ＭＯ Ｉ
＝

０ ． ０ １ 感 染 ＬＭＨ 细 胞
，
测 定

其 生 长 曲 线
，
发 现该 毒株 可 以 很好 的 在 ＬＭＨ 细 胞上增 殖

，
在接毒 后 ８ ４ ｈ 病

毒 效 价 可 达 １ ０
８ Ｑ

ＴＣ ＩＤ ５ 〇 。 同 时 ， 本研 究将 ｌ 〇
６ ０

ＴＣ ＩＤ ５ 〇 的 病 毒 用 肌 肉 注 射 或

口 服 的 方 式 感 染 ２ １ 日 龄 ＳＰ Ｆ 鸡
，
连 续 观 察 １ ４ｄ 。 结 果 发 现

，
肌 注 组 鸡 在 攻

毒 后 ２４ｈ 有 精 神 沉 郁 的 症 状 ， 在 攻毒 后 弟 ２？３ｄ 大批量 光 亡
，
死 亡 率达 ９ ０％

；

而 口 服 组 鸡 一 直 没 有观 察 到 明 显 的 临 床 症 状
，
死 亡 率 为 〇 。 病 死 鸡 剖 检 可 见

心 包 积 液
，
肝脏肿 大 发 黄 、 肾脏 肿 大 出 血和脾 肿 大 等 明 显 症 状 ； 荧 光 定 量 ＰＣＲ

检 测 结 果 显 示 ，
病 毒在 鸡 体 内 多 个 组 织 器 官 均 有 分 布 。 攻毒 后 每 间 隔 １ 天 收

集试验动 物 的 咽 、 肛拭子 并进 行 病 毒 的 定 量 检测
，
发 现在 攻毒 后 ２ ４ ｈ 就 可 以

在 咽 、 肛拭子 中 检 测 到 病 毒 存 在 ， 其 中 第 ｎ组 试 验 动 物 在 攻毒 后 第 ３ 天 肛拭

子排毒量 超过 １ ０ ０ ０ ｃ ｏｐ ｉ ｅ ｓ ／ｍｇ ； 第 ＨＩ组试验动 物 在 攻毒 后 至 递减趋 势 ，
攻毒 后

第 １
？

３ 天病 毒含量超过 １ ０ ０ ０ ｃｏｐ ｉ ｅ ｓ ／ｍｇ ， 第 ５ 天 病 毒含量在 ｌ 〇 〇
￣

ｌ 〇 〇 〇 ｃｏｐ ｉ ｅ ｓ ／ｍｇ ，

第 ７ 天 病 毒含量 低 于 １ ０ ０ｃｏｐ ｉ ｅ ｓ ／ｍｇ ，
在 攻毒 后 第 ９ 天 转 阴

，
直 至 试 验结 束 。

３ ． 禽 ４ 型腺病毒 ｈ ｅ ｘｏｎ 蛋 白 单 抗 的 制 备 与 鉴 定

选择 ｈ ｅｘ ｏｎ 序 列 前 １ ５ ０ ０ｂｐ 片 段 护
■

增 并 构 建 到 原 核 表 达载 体 ｐＣ ｏ ｌ ｄＩ上
，

命 名 为 ｐＣ ｏ ｌｄ ｌ
－ｈ ｅｘ ｏｎ

－

ｌ 。 用 纯 化 的 重 组 蛋 白 作 免疫 原 ，
免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性 小

鼠
， 用 间 接 ＥＬ Ｉ ＳＡ 法 筛 选血 清抗体 效价 高 的 小 鼠进 行 细 胞 融 合

， 并 筛 选 阳 性

杂 交 瘤 细 胞 。 经 ４ 轮亚 克 隆
， 最 终 获 得 ３ 株 能 稳 定 分 泌 抗 ｈ ｅｘ ｏ ｎ 单 抗 的 杂 交

瘤 细 胞株 ，
依次 命 名 为 ４Ｇ ９ 、 ６ Ｃ ６ 和 ６Ｅ １ ０ 。 间 接 ＥＬ Ｉ ＳＡ 法 检 测 杂 交 瘤 细 胞

的 抗 体 效 价
，

上 清 效价分 别 为 １ ： ２ ５ ６ 、 １ ： ４ ０ ９ ６ 、 １ ： ５ １ ２
， 其 中 ４Ｇ ９ 和 ６Ｅ １ ０ 腹

水抗体 效价 为 １ ： １ ０
７

和 １ ： １ ０
８

；
三 株抗体 的 亚 型 鉴 定 结 果 是 均 为 ； 轻链

，

其 中４Ｇ ９和６Ｃ ６为Ｉ ｇＧ ｌ亚 类
，

６Ｅ １ ０为Ｉ ｇＧ２ ｂ 。 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ和ＩＦＡ分 析表

明 ３ 株单 抗 既 能 与 纯 化 的 ｈｅｘｏｎ 蛋 白 反 应 又 能 与 病 毒 感 染 的 ＬＭＨ 细 胞 发 生

特 异性 反 应 。 这 三株单 克 隆 抗体 的 制 备 为 ＦＡ ｄＶ－４ 诊 断 方 法 的 建 立 奠 定 了 基

础
，
也 为 本 实 验 室 后 续 研 究提供 了 有 力 的 工 具 。

关键词 ：血 清 ４ 型 禽腺病 毒 ； 分 离 ； 致病 性 ；
ｈ ｅｘｏｎ 蛋 白

； 单 克 隆抗 体

Ｉ Ｉ
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ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈ ｅｃｈ ｉ ｃｋｅｎｓｉｎｔｈｅｉｎｔｒａｍｕ ｓｃｕ ｌａｒｉｎ
ｊ
ｅｃｔ ｉ ｏｎ

ｇｒｏｕｐ
ｈａｄｔｈｅｓｙｍｐｔｏｍｏｆ ｍｅｎｔａｌ

ｄｅｐｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎ２４ｈａｆｔｅｒ ｔｈｅｃｈａ ｌ ｌ ｅｎｇ
ｅ

，
ａｎｄｄ ｉ ｅｄ ｉｎｌａｒｇｅ ｑｕａｎ ｔ ｉ ｔｉｅｓｏｎｔｈｅ２ｎｄ

－

３ ｒｄｄａｙ 
ａｆｔｅｒｔｈｅ

ｃｈａｌ ｌ ｅｎｇｅ ，ｗ ｉ ｔｈｔｈｅｍｏｒｔａｌ ｉ ｔｙｒａ
ｔｅｕｐｔｏ９０％ ．Ｉｎｔｈｅｏｒａｌ

ｇｒｏｕｐ ，ｎｏｓ ｉ ｇ
ｎｉｆｉ ｃａｎｔ

ｐｓｙｃｈ ｉａｔｒ ｉ ｃ

ｓｙｍｐｔｏｍ ｓｗｅｒｅｏｂ ｓｅｒｖｅｄａｎｄｔｈｅｍｏｒｔａ ｌ ｉ ｔｙ
ｒａｔｅｗａｓ０ ． Ａ ｔａｕｔｏｐｓｙ，

ｔｈｅｄｅａｄｃｈ ｉ ｃｋｅｎｓｈｏｗｅｄ

ｏｂｖ ｉｏｕｓｓｙｍ ｐ
ｔｏｍｓｓｕｃｈａｓ

ｐｅｒ ｉ ｃａｒｄ ｉ ａ ｌｅｆｆｕｓ ｉｏｎ
，ｌ ｉｖｅｒｅｎ ｌａｒｇｅｍ ｅｎｔａｎｄ

ｙｅ ｌ ｌｏｗ ｉ ｎｇ ，ｋ ｉｄｎｅｙ

ｅｎ ｌａｒｇｅ
ｍｅｎｔａｎｄｂ ｌｅｅｄ ｉｎｇ ５ａｎｄｓｐ

ｌ ｅｎｏｍ ｅｇａ
ｌｙ ．Ｔｈｅｒｅ ｓｕ ｌ ｔｓｏｆ ｆｌｕｏｒｅ ｓｃｅｎ ｃｅ

ｑ
ｕａｎｔ ｉ ｔａｔ ｉｖｅＰＣＲ

ｓｈｏｗｅｄｔｈ ａｔ ｔｈｅｖ ｉｒｕ ｓｗａｓｄ ｉ ｓｔｒ ｉｂｕｔｅｄ ｉｎｍ ａｎｙ
ｔ ｉ ｓｓｕｅ ｓａｎｄｏｒｇａｎｓｉｎｃｈ ｉ ｃｋｅｎ ｓ ．

３ ．Ｐｒｅｐａｒａｔ ｉｏｎａｎｄｉｄｅｎ ｔｉｆｉｃａｔ ｉｏｎｏｆ ｈｅｘｏｎｍｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌａｎ ｔ ｉｂｏｄｙ
ｆｏｒＦＡｄＶ－４

Ｔｈｅｔｏｐ １ ５ ００ｂｐ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｆｒａｇｍｅｎｔｏｆ ｈｅｘｏｎ

ｇ
ｅｎｅｗｅｒｅｃｈｏｏｓｅｄｆｏｒａｍｐ ｌ ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎａｎｄ

ｂｕ ｉ ｌｄｔｏｔｈｅ
ｐｒｏ

ｋａｒｙｏｔ ｉ ｃｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｖｅｃ ｔｏｒ
ｐＣｏ ＩｄＩ

？ｗｈｉ ｃｈｎａｍｅｄ
ｐ
Ｃｏ ｌｄＩ

－ｈｅｘｏｎ －

１ ．Ｔｈｅ

ｐｕｒｉ ｆｉｅｄ
ｐｒｏｋａｒｙｏｔ ｉ ｃ ｅｘｐｒｅ ｓ ｓｅｄ ｒｅｃｏｍｂ ｉｎａｎｔ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ

ｐＣｏ ｌｄＩ
－

ｈｅｘｏｎ－

１ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ

ｔｏｉｍｍｕｎ ｉｚｅｆｅｍａ ｌ ｅＢＡＬＢ ／ｃｍ ｉｃｅ
，ａｎｄｍ ｉｃｅｗ ｉ ｔｈｈｉｇｈｓｅｒｕｍａｎｔｉｂｏｄｙ

ｔ ｉｔｅｒｗｅｒｅｓｅ ｌｅｃｔｅｄ

ｆｏｒ ｃｅ ｌ ｌｆｕｓ ｉｏｎ
＾ 
ｔｈｅｎｔｈｅｈｙｂｒ ｉｄｏｍａｃｅ ｌ ｌ ｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙ

ｉｎｄ ｉｒｅｃｔ ＥＬ ＩＳＡ ． Ａｆｔｅｒ ４ｓｕｂｃ ｌｏｎｅｓ
，

ｔｈｒｅｅ ｈｙｂｒ ｉｄｏｍａ ｃｅ ｌ ｌｓｓｔａｂ ｌｙ
ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ

ａｎｔｉ
－ｈｅｘｏｎｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄ

，
ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｎａｍｅｄａｓ４Ｇ９

，

６Ｃ ６ａｎｄ６Ｅ １ ０ ．Ｔｈｅａｎｔ ｉｂｏｄｙ
ｔｉｔｅｒｓｏｆ ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｈｙｂｒｉｄｏｍａｃｅ ｌ ｌ ｓｗｅｒｅ

１ ：２５６
，１ ：４０９６ａｎｄ１ ： ５ １ ２ｂｙｉｎｄ ｉｒｅｃｔＥＬ ＩＳＡ

，ａｎｄｔｈｅ４Ｇ ９ ａｎ ｄ６Ｅ １ ０ｔ ｉｔｅｒｓｏｆ ａｓｃ ｉｔｅ ｓｗｅｒｅ

１ ： １ ０
７

ａｎｄ１ ： １ ０
８

．Ｔｈｅ ｉ ｓｏｆｏｍｉ ｓｏｆ ｔｌｉｅｔｈｒｅｅａｎｔ ｉｂｏｄ ｉｅｓｗｅｒｅａ ｌ ｌ ｉｄｅｎｔ ｉｆ ｉｅｄａｓｋａｐｐａ ｌ ｉｇｈｔ ｃｈａ ｉｎ
，

ｏｆ ｗｈ ｉｃｈ４Ｇ９ａｎｄ６Ｃ ６ｗｅｒｅＩｇＧ ｌｓｕｂｃ ｌａｓ ｓｅｓａｎｄ６Ｅ １ ０ｗｅｒｅＩ

ｇＧ２ｂ ．Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔａｎｄＩＦＡ

ＩＶ





ＡＢＳＴＲＡＣＴ


ａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ ｔｈｅｔｈｒｅｅｍＡｂｓｃｏｕ ｌｄｒｅａｃｔ ｗｉｔｈｎｏｔ ｏｎ ｌｙ

ｔｈｅ
ｐｕｒｉｆｉｅｄｈｅｘｏｎ

ｐｒｏｔｅ ｉｎｂｕｔ

ａ ｌ ｓｏｔｈｅｖ ｉｒｕｓ－ ｉｎｆｅｃｔｅｄＬＭＨｃｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｔｈｅ
ｐｒｅｐａｒａｔ ｉｏｎｏｆｔｈｅ ｓｅｔｈｒｅｅｍｏｎｏｃ ｌｏｎａｌａｎｔ ｉｂｏｄ ｉｅ ｓ

ｐｒｏｖ ｉｄｅｓａ
ｇｏｏｄｔｏｏ ｌｆｏｒｔｈｅｅｓｔａｂ ｌ ｉ ｓｈｍｅｎｔｏｆ ｔｈｅＦＡｄＶ－４ｄ ｉａｇｎｏ ｓｔ ｉ ｃｍ ｅｔｈｏｄａｎｄａ

ｐｏｗｅｒ＆ ｌ

ｔｏｏ ｌｆｏｒ ｔｈｅｆｏ ｌ ｌｏｗ－ｕｐ
ｒｅ ｓｅａｒｃｈ ｉｎｔｈ ｉ ｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ．

ＫＥＹＷＯＲＤＳ ：ｆｏｗｌａｄｅｎｏｖ ｉｒｕｓｓｅｒｏｔｙｐｅ４
；

ｉ ｓｏ ｌａｔ ｉｏｎ
；ｐａｔ

ｈｏｇｅｎ
ｉ ｃ ｉｔｙ ；

ｈ ｅｘｏｎ
ｐｒｏｔｅ ｉｎ

；

ｍｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌａｎｔ ｉｂｏｄｙ

ｖ





缩略语 中英文对照 （ Ａｂｂｒｅｖ ｉａｔ ｉｏｎ ）



缩略语中英文对照 （Ａｂｂｒｅｖ ｉａｔｉｏｎ ）

英文缩写


英文名称


中文名称


ａａＡｍ ｉｎｏａｃ ｉｄ 氨基酸

ｂｐ Ｂ ａｓｅ
ｐａ ｉｒ 碱基对

ＣＥＫＣｈ ｉｃｋｅｎｅｍｂｒｙｏｋ ｉｄｎｅｙ
ｃｅ ｌ ｌ ｓ鸡胚肾细胞

ＥＬＩＳＡＥｎｚｙｍｅ
－

ｌ ｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓ ｓａｙ酶联免疫吸附试验

ＦＡｄＶＦｏｗ ｌａｄｅｎｏｖ ｉ ｒｕｓ 禽腺病毒

ｇＧｒａｍ 克

ｈＨｏｕｒ 小时

ＨＲＰＨｏｒｓｅｒａｄ ｉ ｓｈ
ｐｅｒｏｘ

ｉｄａｓｅ辣根过氧化物酶

ＩＦＡ Ｉｍｍｕｎｏ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ免疫焚光实验

ＩＰＴＧ Ｉ ｓｏｐｒｏｐｙ
ｌ
－Ｐ －Ｄ －

ｔｈ ｉｏｇａ
ｌａｃｔｏ ｓ ｉｄｅ异丙基硫代 －Ｐ －Ｄ －半乳糖昔

ｋＤａＫ ｉ ｌｏｄａ ｌｔｏｎ千道尔顿

ＬＭＨ ｌｅ
ｇｈｏ ｒｎｍａ ｌｅｈｅｐａｔｏｃｅ ｌ ｌｕ ｌａｒ鸡肝癌细胞

ｍｇＭ ｉ ｌ ｌ ｉｇｒａ
ｍ 毫克

ｍ ｉｎＭ ｉｎｕｔｅ 分钟

ｎｉＬＭ ｉ ｌ ｌ ｉ ｌ ｉｔｅｒ 毫升

ＭＯ ＩＭｕ ｌｔ ｉｐ
ｌ ｉｃ ｉｔｙ

ｏｆ  ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ感染复数

ｍＡｂＭｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌａｎｔ ｉｂｏｄｙ单克隆抗体

ｎ
ｇＮａｎｏｇ

ｒａｍ 纳克

ＯＤＯ
ｐｔ ｉｃａｌｄｅｎｓ ｉｔｙ光密度

ＰＢ ＳＰｈｏ ｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎ磷酸盐缓冲液

ＰＣＲ Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａ ｉｎｒｅａｃｔ ｉｏｎ聚合酶链式反应

ＲＰＭＲｏｔａｔ ｉｏｎ
ｐｅｒ ｍ ｉｎｕｔｅ每分钟转数

ＳＰＦ Ｓ
ｐ
ｅｃ ｉｆｉｃＰａｔｈｏｇｅｎＦｒｅｅ无特定病原体

ＳＤ Ｓ Ｓｏｄ ｉｕｍｄｏｄｅｃｙ ｌｓｕｌｆａｔｅ十二烧基磺酸钠

｜

ｉＬ


Ｍ ｉｃｒｏ ｌ ｉｔｒｅ


微升


Ｖ Ｉ Ｉ





本研宄的 目 的与意义


本研究的 目的与意义

４ 型禽腺病毒 引 起的禽类心包积液 －肝炎综合征是
一

种新型疾病 ， 其典型症状的

３
￣

５ 周龄肉鸡 、 蛋鸡突然死亡 ， 主要病理特征是心包 内 出现黄色水样或胶冻状物 、 肝

脏肿大等 。 该病对我国养禽业造成 了严重的经济损失 。

本研宄从江苏某发病鸡场中成功分离
一

株 ＦＡｄＶ－４ 病毒 ， 分析了该病毒的致病性

及适应性并制备了ＦＡｄＶ－４ 主要结构蛋 白 ｈｅｘｏｎ 的特异性抗体 。

本研宄将为制备 ＦＡｄＶ－４ 灭活疫苗研宄奠定基础 ， 为更好的预防和降低 ＦＡｄＶ－４

对养禽业的威胁具有重要意义 。

ＩＸ





第
一

章 禽腺病毒的研究进展


第一部分 文献综述

第一章 禽腺病毒的研究进展

从 ２０ １ ５ 年开始 ， 血清 ４ 型禽腺病毒 （ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖ ｉｒｕ ｓ ｓｅｒｏｔ
ｙｐｅ

４
，

ＦＡｄＶ－４ ） 在我国

大范围流行并 引 起了包涵体肝炎 （ ｉｎｃ ｌｕｓ ｉｏｎ ｂｏｄｙ ｈｅｐａｔ ｉ ｔ ｉ ｓ
，

ＩＢＨ ） 和心包积液－肝炎综合

征 （ ｈｙｄｒｏｐｅｒ
ｉｃａｒｄ ｉｕｍ－ｈｅｐａｔ ｉｔｉ ｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

，
ＨＨＳ ） ， 造成鸡群大量死亡 ， 给养禽业带来 了

巨大的经济损失 ， 引 起 了 养禽业者的关注 。 其中 ， Ｉ 群禽腺病毒 （ ｆｏｗ ｌ ａｄｅｎｏｖ ｉｒｕｓ ｇｒｏｕｐ

Ｉ
，
ＦＡｄＶ＿

Ｉ ） 和减蛋下降综合征病毒 （ ｅｇｇ 

ｄｒｏｐ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖ ｉ ｒｕｓ

，

ＥＤ ＳＶ ） 对家禽影响最大 。

感染 Ｉ 群禽腺病毒后 ， 鸟类主要有两种不同的临床症状 ， 第
一

种 ＩＢＨ ， 典型的剖检变

化是灰 白色肝脏和 出血 ； 第二种是 ＨＨＳ ， 主要 由 ＦＡｄＶ－４ 感染 引起 ， 典型的剖检变化

是心包积液和肝脏肿大 。

１ 禽腺病毒的病原学

Ｕ 禽腺病毒的分类

禽腺病毒是腺病毒科 、 禽腺病毒属的成员 ， 腺病毒科其他几个属分别为胸腺病毒

属 、 哺乳动物腺病毒属 、 鱼类腺病毒属和唾液腺病毒属 ［
１

］

。 其中 ， 禽腺病毒属主要感

染的禽类除 了常见的家禽 ， 如 ， 鸡 、 鸭 、 鹅之外也感染野生动物 ， 如鹌鹑 、 火鸡等 。

根据病毒抗原结构的不 同 ， 禽腺病毒属可分为三个亚群 （ ｉ
￣

ｉｎ ） 。 根据血清交叉中和试

验和基因组分析可 以将 Ｉ群禽腺病毒分为 ５ 个种 （ ＦＡｄＶＡ？ ＦＡｄＶＥ ） 和 １ ２ 个血清型

（
ＦＡｄＶ ｌ

￣

７ ，８ａ ，８ｂ ， 。 这类病毒主要导致禽类出现 ＩＢＨ 、 ＨＨ Ｓ 、 砂囊侵蚀和溃

疡这三种病理表现 ［
３

］

。 在 １ ２ 个血清型 中 ， ＦＡｄＶ－２ 、 ８ａ 、 ８ｂ 和 １ １ 血清型普遍引起 ＩＢＨ ，

而 ＦＡｄＶ－４ 则是引 起禽类发生 ＨＨＳ 的主要病原体 ［
４

］

。 近年来 ， 由于病毒毒力增强 ，

ＦＡｄＶ－４ 导致的 ＨＨＳ 在我国暴发 ， 给家禽业造成 了 巨大的经济损失 ［
５

］

。 ｎ群禽腺病毒主

要为火鸡出血性肠炎病毒 （ ｈｅｍｏｒｒｈａｇ ｉ ｃｅｎｔｅｒｉ ｔｉｓ ｖ ｉｒｕｓ
， 
ＨＥＶ ） 和雏鸡大理石病病毒 ， 其

主要症状为 出血性肠炎和典型的脾大理石样病变 。 瓜 群禽腺病毒主要导致的是鸡减

蛋下降综合征 ［
６

，
７

］

。

１





血清 ４ 型禽腺病毒 ＪＳ 株的分离鉴定及其 ｈ ｅｘｏｎ 蛋 白单克隆抗体的制备


表Ｍ 禽腺病毒分类 ｆ

８
］

Ｔａｂ ｌ ｅ １

－

１ｃ ｌ ａｓ ｓ ｉ ｆｉ ｃａｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ａｖ ｉ ａｎａ ｄｅｎｏｖ ｉ ｒｕ ｓ

群 基 因 型划种血清分型

Ｉ Ａ １

Ｂ ５

Ｃ ４ 、 １ ０

Ｄ ２ 、３ 、９ 、 １ １

Ｅ ６ 、７ 、８ ａ 、８ｂ

ｎ火鸡 出血性肠炎病毒

雏鸡大理石病病毒



ｍ


减蛋综合征


１ ．２ 禽腺病毒结构

腺病毒是
一

种无囊膜的线性双链 ＤＮＡ 病毒 ， 呈二十面体对称结构 （ 图 １ ） ｔ

９
，

１ Ｑ
］

。

病毒粒子呈球形 ， 直径在 ７ ０
？

９ ０ ｎｍ ， 常被用来作为生物载体 ［
７

，
１ ］

］

。 禽腺病毒基因组大

小在 ２６
？４ ８ｋｂｐ 左右 ， 携带 ２２？４０ 个基 因 ， 但该病毒不分节段 ， 而是线性的 ， 也正因

如此 ， 该病毒非常稳定 ［
１ ２

］

。 禽腺病毒 由 ２ ５ ２ 个壳粒构成病毒衣壳 ， 其中 ２４ ０ 个壳粒分

布在每个面上 ， 构成 了六邻体 （ ｈｅｘｏｎ ）
； 剩下 的 １ ２ 个壳粒分布在二十面体的顶角上构

成 了五邻体蛋 白 （ ｐｅｎ
ｔｏｎ ） ， 五邻体的基底部 （ ｐｅｎ ｔｏｎ ｂａｓ ｅ ） 可伸 出 １

￣

２ 个纤突 （ ｆｉ ｂｅ ｒ ） ，

长度约 ９
￣

７ ７ ． ５ ｎｍ
［

１ Ｑ
，
ｎ－

１ ５
］

。 腺病毒每条线性 ＤＮＡ 的 ５

’

端都有
一

个大小约 ５ ５ｋＤ ａ 的末

端蛋 白 ， 与病毒的复制有密切联系 。 不 同属 的腺病毒的 ＧＣ 含量差别较大 ， 其 中禽腺

病毒的 ＧＣ 含量在 ５４￣５ ５％之间 ； 人 甲 型肝炎病毒的 ＧＣ 含量在 ４ ８
？

５ ９％
； 绵羊腺病毒

ＧＣ 含量约 ３ ３ ． ６％
； 鸡减蛋综合征病毒的 ＧＣ 含量在 ４２ ． ５％ １

１ ６
，

１ ７
］

。

Ｌ

ｓｍ

ＩＳ

图 Ｍ 禽腺病毒结构示意图

Ｆ ｉ ｇ ．  １

－

１Ｓ ｔｒｕｃｔｕ ｒｅｏ ｆ ａｖ ｉ ａｎａｄｅｎ ｏ ｖ ｉｒｕｓ
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１ ．３ 禽腺病毒蛋白及其功能

腺病毒蛋 白
一

般分为结构蛋 白和非结构蛋 白两类 ， 其中结构蛋 白分为衣壳蛋 白和

核蛋 白 ； 非结构蛋 白主要包括 Ｅ １Ａ 、 Ｅ １ Ｂ 、 Ｅ２Ａ 、 Ｅ３ 、 丑４ 等＿ 。 病毒毒粒 由 １ ４ 条多

狀组成 。 其中 ， 多狀ｎ为八邻体 ；
ｉｎ为五邻体 ；

ｎｉａ 为五邻体周 围蛋 白 ；
ｒｖ为纤维蛋 白

６２Ｋ ；ｖ为核心蛋 白 ；
ｖｉ为六邻体相关蛋 白 ；

ｖｎ为核心蛋 白 ＩＩ
；ｖｍ为五邻体相关蛋

白 ；
９ 个六邻体构成的特异性蛋 白为 ＩＸ

；ＴＰ 为 ＤＮＡ 的末端蛋 白 。

１ ． ３ ． １ 六邻体蛋 白

六邻体蛋 白通常 以三聚体形式存在 ， 主要编码 ９４２ 个氨基酸 ， 大小约 １ ０９ｋＤａ ，

是腺病毒颗粒中最丰富的蛋 白质 ， 最主要的结构蛋 白 ， 也是腺病毒抗原特性的主要决

定因素 ［
１ ９

＿２ １
］

。 因此 ｈｅｘｏｎ 在研宄禽腺病毒鉴别诊断和抗原制备等方面有着重要意义 。

根据 电镜和 Ｘ－线晶体衍射可观察到六邻体三聚体有
一

个五面体的基地和
一

个三角形

的塔尖 ， 包括两个非常保守的基座区 ｐ
ｉ 、 ｐ

２ 和 ４ 高变环区 Ｌｏｏｐ ｌ 、 Ｌｏｏｐ２ 、 Ｌｏｏｐ３ 、

Ｌｏｏｐ＃
２％

。 Ｌ １ 和 Ｌ２ 伸 出病毒粒子表面且位于六邻体前段和中段 ， 有大量抗原性高

峰及密集的亲水性高峰区域 ， 具有较强的抗原性和暴露性 ， 是产生特异性表位和高价

抗病毒特异性抗体的好选择 ［
９

］

。 其后段主要由 １＾４ 和
１
１２ 组成 ， 疏水性氨基酸残基较多

暴露性差 ， 导致其后段抗原性较弱 ［
２ ５？

］

。 Ｌ３ 编码的氨基酸
一

般位于蛋 白表面 ， 是参与

免疫反应的重要抗原决定簇ｐ ８
－

３ Ｑ
］

。 在结构上 ， 六邻体三聚体在每个面上形成平面的片

状结构 ， 对粒子的轻微破坏会产生所谓的
“

ＧＯＮｓ

”

。
；

１ ．３ ． ２ 五邻体蛋白

五邻体蛋 白大小约 ６３ｋＤａ ， 由 ５ 个分子多肽ｍａ 蛋 白合在
一

起构成 。 该蛋 白还有

类毒素活性 ， 纯化后的五邻体在没有其他病毒蛋 白存在的情况下可导致细胞病变 ［
２ ７

，
３ １

］

。

在病毒感染细胞时 ， 五邻体起着至关重要的作用 ， 它通过与细胞表面的病毒受体结合 ，

而使病毒黏附在细胞表面 。 五邻体的生物学功能与纤突蛋 白密切相关 ， 它不仅和纤突

蛋 白共同完成对细胞的黏附 ， 而且会与细胞整联蛋 白相互作用 ， 从而促进病毒与细胞

的结合 ［
３ ２

］

。

１ ．３ ． ３ 纤突蛋 白

纤突蛋 白有 ５８ ５ 个氨基酸 ， 长 ２５ ｎｍ ， 其 Ｎ 段到 Ｃ 端按顺序排列着尾区 、 柄区和

顶端球区 。 Ｉ群禽腺病毒有两条纤突 ， 其他禽腺病毒只有 １ 条 ［
３３

，
３４

］

。 纤突蛋 白在病毒感

染细胞的过程中起着至关重要的作用 ， 它可以识别细胞膜上的特异性受体——柯萨奇

和腺病毒受体 ， 并与之结合 ， 造成感染 ［
１ ２

］

。 同时 ， 纤突蛋 白也有
一

定的抗原性 ， 具有

禽腺病毒种特异性抗原决定簇 。 己有研宄报道 ｆｉｂｅｒ－２ 可以保护鸡群免受病毒感染 ［
３ ５

，

３６
］

。

３
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１ ．３ ．４ 非结构蛋白

腺病毒非结构蛋 白主要包括 Ｅ １Ａ 、 Ｅ １ Ｂ 、 Ｅ２ 、 Ｅ３ 、 Ｅ４ 、 ｐｏ ｌ 、 ｐ ＩＶａ ｌｌ 、 ５２／５５Ｋ 、

ＥＰ 、 １ ００Ｋ 、 ３ ３Ｋ等 。

腺病毒 Ｅ １Ａ 蛋 白在病毒复制周期中起着重要作用 ， Ｅ １Ａ 蛋 白表达后可以激活其

他早期基因 的启动子 ， 增加细胞对肿瘤坏死因子介导的杀伤作用敏感性 以及拮抗干扰

素 【
３ ７

］

。

腺病毒 Ｅ １ Ｂ 蛋 白在腺病毒感染和细胞转化中起到重要作用 ， 腺病毒载体中通常删

除 Ｅ １Ｂ 基因 ， 用于抗癌治疗 。 Ｅ １ Ｂ 的功能是通过苏素化 、 磷酸化以及与多个伙伴的相

互作用来进行调控的 ， 这些相互作用发生在感染后不同的细胞 内位置和时间 。 Ｅ １ Ｂ 参

与病毒复制区隔 的形成 ， 调节病毒基因组的复制和转录、 转录抑制 、 细胞蛋 白 的降解

以及病毒晚期 ｍＲＮＡ 生物发生的几个核 内步骤 ［
３ ８

］

。

Ｅ２ 蛋 白是早期基因编码病毒 ＤＮＡ 复制所必需的蛋 白 ， 和 ＤＮＡ 聚合酶共同参与

病毒转录 、 转录后水平的基因表达调控以及病毒宿主范围的选择 ［
３ ９

］

。

Ｅ３ 编码的几个蛋 白可以使病毒逃逸宿主的免疫系统 ： ｇｐ ｌ ９ 蛋 白可以
一

直在细胞

表面的表达 ， １ ０ ．４ 、 １ ４ ． ５ 和 １ ４ ． ７ｋｕ 蛋 白可抑制 ＦａｓＬ 和 ＴＮＦ 所介导的凋亡 ［
４Ｑ

］

。

Ｅ４ 蛋 白则可以阻断宿主细胞 ｍＲＮＡ 的转录和翻译？ ，
４２

］

。

蛋 白 ＩＸ缠绕在病毒粒子外表面的六邻体之间 的缝隙里 ， 将 ＧＯＮｓ 凝聚成
一

个类似

风车的装配 ， 同时禁止后面的六邻体添加上去 。 因此 ， 人们可以想象
一

个不同的 、 更

大的
“

蛋 白 ＩＸ
”

， 并且产生更大的六邻体风车 ， 从而 由其他类似的结构元素产生更大的

粒子 。 它的 Ｃ 末端片段也 以 ａ 螺旋的形式参与连接相邻的 ＧＯＮ ［
９

］

。

蛋 白质 ＩＩ ＩＡ 以类似蛋 白 ＩＸ的方式将五邻体基底部和六邻体连接成
一

个簇 （
ＧＯ Ｓ

）
。

蛋 白质 ＶＩＩＩ 通过与蛋 白 质 ＩＩＩＡ 的相互作用参与连接 ＧＯＮ 与 ＧＯ Ｓ 以及相邻的 ＧＯＮ ｓ

之间 的联系的 同时也帮助粘合 ＧＯＮ。 蛋 白 质 Ｉｌｉａ 和蛋 白质 Ｖ ＩＩＩ 都与五邻体和六邻体

的 内表面接触Ｍ 。

ｐＩＶａ ｎ是
一

种 ＤＮＡ 结合蛋 白 ， 主要转录激活晚期基因表达 。 ５２／５ ５ｋｕ 蛋 白可与

ｐ ｌＶａ ｌｌ特异性结合也可参与装配过程中病毒 ＤＮＡ 与壳粒的识别作用 。 疏基 内肽酶 （ＥＰ ）

在腺病毒中 比较保守 ， 由病毒毒粒蛋 白 ＰＶＩ 和特异ｎ肽协同激活＃４ 。

１ ００Ｋ 蛋 白包含了１ ０％的病毒基因组 ， 在腺病毒生命周期的后期起着至关重要的

作用 ［
４ ５

］

。 它可 以转运新合成的 ｈｅｘｏｎ 从细胞质到细胞核和 ｈｅｘｏｎ 单体的三聚作用 ［
４６

］

，

否则 ｈｅｘｏｎ 单体会在细胞质 中 降解 ［

４７
］

。 １ ００Ｋ 也可作为病毒衣壳组装的支架平台 ［
４ ８

］

。

它还可以与来 自载体和宿主细胞的 ＲＮＡ 转录本相互作用 ， 并优先翻译来 自 腺病毒的

晚期基因转录本 以促进病毒蛋 白合成 ［
４９

］

。

４
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２ 禽腺病毒流行病学

腺病毒主要寄生于哺乳动物和禽类的上呼吸道 、 黏膜 以及消化道 内 ，

一

般长期潜

伏无症状 ， 也有部分病毒对动物有致病性甚至致死 ｜

５ Ｇ
］

。 禽腺病毒的 易感动物主要是鸡 、

火鸡 、 鸭和鹅等传统禽类 。 可以水平传播也可以垂直传播 ， 这给禽腺病毒的防控带

来了 巨大的挑战 ［
５２

＿

５ ５
］

。 病毒
一

般可以通过鸡胚尿囊腔 、 卵黄囊接种后分离获得 ， 也可

在鸡胚肾细胞 、 鸡胚肝细胞 、 鸡肾细胞 、 鸡肝细胞以及鸡肝癌细胞上生长 ［
５ ６

＞
５ ７

］

。

Ｉ群禽腺病毒主要引起鸡鸭的包涵体肝炎和心包积液综合征 ， 通常感染 ３
￣

５ 周龄

肉鸡 以及 ５
？

１ １ 周龄蛋鸡 ， 病程
一

般为 ５
？

７ 天 ， 感染后 ３
？

５ 天达到死亡高峰 。 近年来

在我国范围 内主要流行的病原体是 ＦＡｄＶ－４ 、 ＦＡｄＶ－８ａ 、 ＦＡｄＶ－８ｂ
，间或感染 ＦＡｄＶ－２ 。 其

中 ＦＡｄＶ－４ 仍是最主要流行毒株 ， ＦＡｄＶ－

８ｂ 主要在我国北方流行 ［
５

，
５ ８＃

。

腺病毒常与其他禽类病毒混合感染 。 有研究分析 了 山 东省 ３ ６ 个农场＾
６ ７ ８ 例鸡鸭

临床病例发现 ＦＡｄＶ￣４ 的感染率为 ６５ ． ２％（ ４４３ ／６７９ ） ， 其中种鸭的感染率几乎是鸡的两

倍 （ ６８ ． ５ ７％ｖｓ３４ ．３％ ） 值得注意的是在 ４４３ 例阳性病例中 ， Ｈ９Ｎ２ 禽流感病毒 、 传染

性法 氏囊病病毒和 ／或鸡传染性贫血病毒的共同感染非常常见 ［
５

］

。

３ 禽腺病毒的致病性

ＦＡｄＶ－

Ｉ主要导致 ｆｆｉＨ 和 ＨＨＳ 。 感染鸡群的各种组织 中均可 以分离到病毒 ， 其中

以肝脏 、 肾脏和心脏组织中病毒含量最高 。 鸡群在感染禽腺病毒后 ，

一

般无明显症状 ；

感染致病性较强的病毒后 ， 鸡群会出现精神萎靡 、 蹲伏 、 羽毛凌乱 、 鸡冠及眼结膜苍

白甚至死亡的情况 。 ＦＡｄＶ－

Ｉ感染鸭群后 ， 其发病症状与鸡群类似 ， 均可以 出现肝脏 、

肾脏病理变化 ［
６Ｇ

，
６ １

］

。

３ ． １ 包涵体肝炎

ＦＡｄＶ－２ 、 ＦＡｄＶ－ ８ａ 、 ＦＡｄＶ－８ｂ 、 ＦＡｄＶ－

ｌ ｌ 感染鸡群后会导致 ＩＢＨ ， 剖检病死鸡可

见肝脏肿胀 、 黄染 ， 肾脏肿大并伴有出血点 ［
６２

，
６ ３

】

。 病理切片观察可见肝脏大面积细胞

坏死 、 淋巴浸润和包涵体 ， 是 ＩＢＨ 的典型病变 ， 经苏木精 －伊红染色后可见嗜酸性和

嗜碱性包涵体 ［
６＾６

］

。

５
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３ ．２ 心包积液 －肝炎综合征

ＦＡｄＶ－４ 感染后会引 起鸡群的 ＨＨＳ ， 其病程和临床病理表现与 ＩＢＨ 又相似之出 。

其中 ， 心包积液是最显著的病理变化 ， 常认为心包积液是 ＨＨＳ 的特征性病变 ， 不过

也有报道中没有心包积液 ［
６ ７

］

。 肝脏常表现出肿胀 、 黄染 、 出血点等病理表现 ， 与 ＩＢＨ

相似 。 具有免疫抑制作用 的 ＨＨＳ 毒株还会对淋巴组织也有重大影响 ， 导致淋巴器官

变性 ， 淋巴细胞减少 ［
６ ８

，
６ ９

］

。

３ ． ３ 肌胃损伤

ＦＡｄＶ－

１ 感染会引 起肉眼可见的肌 胃损伤 ， 偶尔也能从发生肌 胃糜烂的病禽组织

中检测到 ＦＡｄＶ－

８ａ／８ｂ
［
７Ｇ

，
７ １

］

。 肌 胃糜烂主要发生在欧亚大陆 ， 病理剖检可见肌 胃 由 出血

和溃疡造成的肌 胃棕色或黑色病变 ， 腺 胃 以及肠道出血 。 病理切片可见肌 胃粘膜 、 粘

膜下层和肌肉层 由 巨噬细胞和淋巴细胞浸润 ， 角化层糜烂 ［
７２

］

。

３ ．４ 免疫抑制

ＩＩ群禽腺病毒会 引 起火鸡出血性肠炎并造成免疫抑制 ， 同时导致鸡群抑郁 、 排出

带血粪便甚至死亡 ［
７３

］

。 毒性强的 ＨＥＶ 株由于脾脏分泌 白细胞介素 －６ 可诱导脾脏细胞

凋亡 ［
７４

］

。 免疫抑制是 ＩＩ型干扰素刺激产生硝酸的结果 ［
７ ５

］

。 有报道称 ， 在该病的临床阶

段携带 ＩｇＭ 的 Ｂ 细胞大量减少 ， 出现了短暂的免疫抑制 。

其他禽类腺病毒也被认为是免疫抑制剂 。 其中 ， ＦＡｄＶ－

１ 、 ＦＡｄＶ－４ 、 ＦＡｄＶ－８ 对胸

腺 、 肝脏 、 脾脏 、 肾脏 、 小肠 、 法氏囊等脏器的实质细胞 、 上皮细胞 、 淋巴细胞 、 血

管及窦 内皮细胞等有异嗜性 ， 可导致粘液囊 、 胸腺和脾脏萎缩 ， 从而引 起免疫抑制 ［
７６

̄

７ ８
］

。 病毒对淋巴细胞表现出亲和力 ， 从而导致体液和细胞反应的损伤 。 当鸡群食用 了

黄曲霉毒素污染的 日粮时 ， 该病毒对机体免疫系统的影响更严重 ［
７７

］

。 有些 ＦＡｄＶ 能够

增加动物对大肠杆菌感染的敏感性 ［
７９

］

。

ＦＡｄＶ－

Ｉ不仅会造成免疫抑制 ， 也是条件性病原体之
一

。 当它与其他禽类免疫抑制

性病毒混合感染时 ， 如马立克 氏病 、 鸡传染性贫血 、 网状内皮增生症等 ， 具有潜在致

病力 的腺病毒也会发病导致鸡群死亡 【
８Ｇ

，
８ １

］

。

６
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４ 禽腺病毒诊断方法

目 前禽腺病毒的诊断方法主要有免疫学方法和分子生物学方法 。

４ ． １ 免疫学方法

４ ． １ ． １ 血凝抑制实验

大部分Ｉ群禽腺病毒没有红细胞凝集的特性 ， 但有些 ＦＡｄＶ－４ 可以凝集大鼠红细胞 ，

最佳反应条件是 ｐＨ６
￣

９ ， 温度 ２５ －３ ７
°

Ｃ 。 血清型相 同 的不 同毒株 ， 也会在凝血特性上

有不同的结果 。

４ ． １ ．２ 中和实验

中和实验是利用 中和抗体 中和病毒使其失去感染宿主的能力而建立的免疫学实

验 。 该方法既可 以进行病原鉴定 ， 也可 以确定病原血清型还可 以检测血清中和抗体及

抗体效价 。 但是该方法耗时长 ， 费用高对检测人员 的操作要求较高 。

４ ． １ ． ３ＥＬＩＳＡ

ＥＬＩＳＡ 常用于检测病原体或抗体 ， 该方法简便快速 ， 特异性和灵敏性高 ， 适合大

批量的血清学检测 。 目 前已有很多关于检测禽腺病毒的 ＥＬＩＳＡ 方法出现 ， 根据检测性

质可 以分为检测抗原和检测抗体两种 。

刘延珂等用纯化的 ＦＡｄＶ－４ 病毒作为包被抗原 ， 建立了可以快速检测 ＦＡｄＶ－４ 抗

体的间接 ＥＬＩＳＡ 方法 。 该方法特异性好 ， 与禽流感病毒 、 新城疫病毒 、 传染性法 氏囊

病病毒 、 传染性支气管炎病毒 以及减蛋下降综合征病毒的阳性血清均无交叉反应 ； 批

间 、 批 内重复性 良好 ； 检测样品结果与 ＰＣＲ 结果符合率达 １ ００％ ｆ＠
。

邵红霞等通过制备 了针对 ｆｉｂｅｒ－ １ 蛋 白 的单克隆抗体 ，
进而构建了高效检测 ＦＡｄＶ￣４

的夹心 ＥＬＩＳＡ 方法 ， 其检测极限可达到 １ ０００ＴＣ ＩＤ ５Ｇ／ｍＬ ， 为 ＦＡｄＶ－４／ ｌ Ｏ 的检测提供了

有效的诊断工具 ［＠
。

ＳａｉｆＵｄｄ ｉｎ 等建立的 ＥＬ ＩＳＡ 方法可 以检测 ＦＡｄＶ 特异性抗原 ， 能检测 出 小于

ｌ ＯＯＴＣ ＩＤＷｍＬ 的病毒 ； 后来他们又建立了
一

种抗原检测 ＦＡｄＶ１ ２ 种血清型的 ＥＬ ＩＳＡ

方法 丨
８４

，
８ ５

］

。

４ ． １ ．４ 琼脂扩散实验

琼脂扩散实验的原理是利用可溶性抗原与抗体在含有 电解质 的半 固体凝胶 中进

行的
一

种沉淀反应 ， 若看到 白色沉淀则判定为阳性 ， 反之为阴性 。 该方法常用于鉴别

抗原血清学 ， 检测血清抗体阳性率和抗体效价等 。

智海东等制备的禽腺病毒抗原与 １ ： ８ 以上稀释倍数的阳性血清反应 。 ８
￣

１ ２ ｈ 后 出

７
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现沉淀线 ， 特异性 良好 ， 不与其他禽类病毒反应 ［
８６

］

。 这个方法操作简单 ， 但耗时较长 ，

且对抗原本身的浓度及纯度要求较高 ， 敏感性较差 。

４ ． １ ． ５ 间接免疫焚光实验

免疫突光技术是将免疫学 、 显微镜技术和生物化学结合在
一

起检验病毒的
一

项技

术 。 扬州大学的梁广成建立 了
一

种检测 ＦＡｄＶ－４ 抗体的间接免疫焚光方法 。 将纤突蛋

白 ｆｉｂｅｒ－ １ 构建到真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３ ． １ 中 ， 将其转染到 ２９３Ｔ 细胞中 ， 得到表达

ｆｉｂｅｒ－ １ 的细胞 ， 建立了检测 ＦＡｄＶ４ 抗体的间接免疫荧光方法 ［
８ ７

］

。 该方法特异性 良好 ，

仅与所检测的抗 ＦＡｄＶ－４ 抗体反应 ， 不与抗抗鸡马立克病毒 、 禽 白血病病毒 、 禽流感

病毒 、 鸡新城疫病毒 、 鸡传染性法 氏囊炎病毒和鸡传染性支气管炎病毒等病毒抗体反

应 。

４ ．２ 分子生物学方法

４ ．２ ． １ 聚合酶链式反应

聚合酶链式反应 （ ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａ ｉｎ ｒｅａｃｔ ｉｏｎ
，
ＰＣＲ ） 在近年来已成功应用于多种病

毒检测和流行病学调查 。 常规 ＰＣＲ 检测方法特异性好 ， 敏感性高 ， 操作简便 ， 可以很

好的运用于禽腺病毒的检测 。

江之遥等建立了可以该研究分别优化 了 引物浓度 、 退火温度等反应条件 ， 可以扩

增大小为 ８９５ｂｐ （
ＦＡｄＶ－

Ｉ
）

、 １ ６００ｂｐ （
ＩＢＶ

）和 ５２９ｂｐ （
ＮＤＶ

）
的特异性片段 ， 特异性 良好 ，

不能扩增 出减蛋综合征病毒 、 马立克病毒 、 鸡传染性贫血病毒和 Ｈ９ 亚型禽流感病毒

等 ， 临床结果与单项 ＰＣＲ 结果完全符合 该方法具有较高的敏感性 、 特异性和稳

定性 ， 可以有效的区分禽腺病毒 Ｉ群 、 新城疫病毒和传染性支气管炎病毒 。

姚明等设计了包括禽腺病毒在 内 的 ７ 种病毒的特异性引物 ， 建立了
一

种多重聚合

酶链式反应 。 该方法可 以成功的应用于临床样本的检测 ， 可用于临床诊断鸭源性病毒

感染剛 。

４ ．２ ．２ 荧光定量 ＰＣＲ

实时荧光定量聚合酶链式反应融合 了传统 ＰＣＲ 技术和光谱技术的特点 ， 具有特

异性强 、 灵敏度高 、 重复性好 、 耗时短等特点 。 该方法被广泛应用于各种分子病原学

诊断 ， 还可以对病原体进行定量分析 ， 也可 以分析病原动态分布 。

宋玲玲等根据 ＧｅｎＢ ａｎｋ 中 的 ＦＡｄＶ－４ｈｅｘｏｎ 的基因序列设计了
一

对 引物 ， 构建了

阳性质粒并对反应体系进行了优化 ， 建立了ＦＡｄＶ－４ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ实时荧光定量 ＰＣＲ

检测方法 ， 敏感性为 １ ． ７ ｘ ｌ 〇 ＣＯｐ ｉｅ ｓ ／ｎ
Ｌ ， 优于常规的 ＰＣＲ 方法 。 该方法特异性强 ， 与

其他禽病病毒无交叉反应 ， 可用于临床检测 ［
９Ｑ

］

。

８
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５ 禽腺病毒单克隆抗体的研究进展

Ｍ ｉ ｌ ｓｔｅ ｉｎ 和 Ｋｏｈ ｌｅｒ 在 １ ９７５ 年利用杂交瘤技术制备了 能产生抗体的杂交瘤细胞 ［
９ １

’

９２
］

。 其基本原理是免疫后小 鼠的脾细胞和小 鼠骨髓瘤细胞融合 。 融合后产生的杂交瘤

细胞在选择培养基的作用下 ， 既能保持细胞永生性 ， 同时具备分泌特异性抗体的功能 。

利用有限稀释法进行克隆 ， 可以得到能稳定分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞株 。 单克隆

抗体有纯度好 ， 效价高 ， 重复性好 ， 易获得 ， 能被无限供应等亮点 ， 被广泛应用在鉴

别诊断 、 预防和治疗疾病 以及进行基础研宄等邻域 。 因此 ， 想要研宄禽腺病毒 ， 单克

隆抗体是必不可少的
一

环 。

目 前禽腺病毒的单抗主要是 ｆｉｂｅｒ－ １ 和 ｆｉｂｅｒ
－２ 蛋 白 的单克隆抗体 。 叶建强教授实

验室分别制备 了１ 株 ＦＡｄＶ－４ｆｉｂｅｒ－２ 蛋 白 的单克隆抗体 ， 命名为 ３Ｃ２
； 这株单抗不仅

有 良好的特异性 ， 不与 ＦＡｄＶ－ ８ 发生反应也不与 ＦＡｄＶ－４ 的 ｆｉｂｅｒ－ １ 蛋 白反应 ， 同时它

对 ＦＡｄＶ－４ 有中和活性 ， 可 以有效抑制 ＦＡｄＶ－４ 的体外感染 。 通过表位鉴定得知该抗体

识别 的表位在 ｆｉｂｅｒ－２ 蛋 白 Ｃ 端 ４ １ ６
￣４４８ａａ 处 ， 该表位可以用于被动免疫治疗和诊断

工具或疫苗制备的新肽 ［
９３

］

。 该实验室同时制备了２ 株 ＦＡｄＶ－４ 的 ｆｉｂｅｒ－ １ 蛋 白单克隆抗

体 ３Ｂ ５ 和 ６Ｈ９ 。 ＩＦＡ 结果表面这两株单抗可以和 ＦＡｄＶ－４ 以及 ＦＡｄＶ－

１ ０ 反应 ， 不与其

他血清型发生反应 ； 尽管这两株单抗均不能识别线性表位 ， 但它们可 以有效地在感染

ＦＡｄＶ－４ 或转染 ｐ
ｃＤＮＡ３ ． １

－ｆｉｂｅｒ－ ｌ 的 ＬＭＨ 细胞中与 ｆｉｂｅｒ－ １ 蛋 白反应 ［
８ ３

］

。 根据流行病

学分析显示 ， ＦＡｄＶ－

８ 也是 目 前家禽中流行的主要致病性 ＦＡｄＶ ｓ 之
一

。 陆浩等制备了

两种针对 ＦＡｄＶ－８ 纤维蛋 白 的单克隆抗体 （
ｍＡｂｓ

）
， 分别为 ４Ｄ９ 和 ５Ｆ １ ０

［
９４

］

。 虽然 ｍＡｂ

４Ｄ９ 和 ５Ｆ １ ０ 不能中和 ＦＡｄＶ－ ８ 感染 ， 但 ４Ｄ９ 和 ５Ｆ １ ０ 具有 良好的间接免疫荧光 、ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂ ｌｏｔ 和免疫沉淀活性 。 表位分析显示 ， ｍＡｂ５Ｆ １ ０ 识别纤维中的 Ｉ ８ ７
￣２ １ ９ａａ ， 而 ｍＡ ｂ

４Ｄ９ 识别纤维中 的 １ １ ３
？

１ ４９ａａ 。 序列分析表明 ， 在 ＦＡｄＶ－７ 、 ８ａ 和 ８ｂ 三种血清型中 ，

ｍＡｂ５Ｆ １ ０ 识别的表位是存在的 ， 而 ４Ｄ９ 仅在 ＦＡｄＶ－

８ｂ 中存在 。 ＦＡｄＶ－

８ 纤维特异性

单克隆抗体的产生及 Ｂ 细胞表位的鉴定为进
一

步研宄纤维的抗原性及 ＦＡｄＶ－８ 的特异

性诊断奠定 了基础 ， 也为其在识别与纤维相互作用 的宿主蛋 白 以及进
一

步阐 明纤维在

ｆａｄｖ ８ 发病机制 中 的作用奠定了基础 。 除 了ｆｉｂｅｒ 蛋 白外 ， 扬州大学的武敏还研制 了

ＦＡｄＶ－

Ｉ的ｍａ 蛋白单克隆抗体 ［
９ ５

］

。

６ 实验 目 的与意义

近年来 ＦＡｄＶ－４ 感染引起禽类发生 ＨＨＳ ， 由于该病毒发病快 ， 传播快且会造成禽

９
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类免疫抑制的特点 ， 在我国大范围流行 ［
７６

］

。 死亡率高 ， 造成严重经济损失 。 本研宄从

江苏某发病鸡场 中成功分离
一

株 ＦＡｄＶ￣４ 病毒 ， 分析了该病毒的致病性及适应性并制

备 了ＦＡｄＶ４ 主要结构蛋 白 ｈｅｘｏｎ 的特异性抗体 。 本研宄将为制备 ＦＡｄＶ－４ 灭活疫苗

研宄奠定基础 ， 为更好的预防和降低 ＦＡｄＶ－４ 对养禽业的威胁具有重要意义 。

１ ０





第二章
一

株禽 ４ 型腺病毒 ＪＳ 株的分离鉴定和基因进化分析


第二部分 实验部分

第二章 一株禽 ４ 型腺病毒 ＪＳ 株的分离鉴定和基因进化

分析

摘要 ： 自 ２０ １ ５ 年 以来 ，
ＨＨＳ 在我 国部分地 区爆发并造成 大量 肉 鸡死亡 ，

从 而给养殖

户 带来 巨 大的 经 济损失 。 我们在 ２０ １ ７ 年从江苏 省某 发病 鸡场的 患 鸡肝组织 中 分离 获

得一株 ＦＡｄＶ－４
，
将其命名 为 ＪＳ 株 。 该 分 离 株 不 具 有 凝 集 鸡 红 细 胞 的 功 能 。 通 过

对 该 分 离 株 ｈ ｅｘ ｏｎ 基 因 的 测 序 分 析 ， 并 于 其 他 禽腺 病 毒进行 同 源 性 分 析 ，
发

现 ＦＡ ｄＶ－４Ｊ Ｓ 株 与 我 国 现 有 流 行 株 ＣＨ／ＨＮＪＺ ／２０ １ ５ 、 ＳＣ ｎ
ｊ
以 及 Ｊ Ｓ Ｊ １ ３ 同 源 性 为

１ ０ ０％
， 序 列 遗 传 进 化树 也 显 示 Ｊ Ｓ 株 与 ＣＨ／ＨＮＪＺ ／２０ １ ５ 等参考毒株位于 同

一分支 ；

与 加 拿 大 分 离 株 ＯＮ １ 同 源 性 为 ９ ８ ． ７％ 。 证 明 本研 究 分 离 株 为 Ｉ 群 禽腺 病 毒 ，

血 清 型 为 ４ 型 。 通 过 对 ｈ ｅｘｏｎ 基 因 氨 基 酸 序 列 比 对 分 析 发 现 ＪＳ 株 与

ＣＨ／ＨＮＪＺ／２０ １ ５ 、 ＳＣ ｎ
ｊ
以 及 Ｊ Ｓ Ｊ １ ３ 序 列 一 致 ，

但 与 ＯＮ １ 毒株 差 异 性较 大 。 该 分

离 株 的 分 离 鉴 定 为 检 测 我 国 禽腺病毒的 流行情况提供 了
一定的 参考

，
也为 本实验

室 后 续研究奠 定 了 基础 。

关键词 ： 禽腺病毒 ４ 型 ； 分 离 ；

心 包积液 ； 包 涵体肝炎

禽腺病毒属禽腺病毒科禽腺病毒属 ， 是呈二十面体对称的无囊膜双股 ＤＮＡ 病毒

［
９６

，
９７

］

。 它 由衣壳 、 纤突 、 核酸芯髓 以及相关蛋 白构成 。 其中 ｈｅｘｏｎ 是病毒表面含量

最多的蛋 白 ， 常用于做病毒的进化分析 ［
９ ８

］

。 禽腺病毒可分为 Ａ－Ｅ 五个种 ， １ ２ 个血清

型 （ １
？

７ 、 ８ａ 、 ８ｂ 、 ９
￣

１ １ ） 。 其中 ， 血清１型 （ ｆ〇ｗ ｌ ａｄｅｎｏｖ ｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ｌ
，
ＦＡｄＶ－

ｌ ） 和

ＦＡｄＶ－４ 主要引 起禽类的肌 胃糜烂或溃疡和 ＨＨＳ 。 而血清 ２ 、 ７ 、 ８ａ 、 ８ｂ 、 Ｉ Ｉ 型则在

世界范围 内 引起 ｆｆｉＨ ［
９９

］

。 ＨＨＳ 在鸡群中 的感染率很髙 ， 其中 肉鸡的死亡率在

１ ０％￣ １ ００％之间 ［
１ （Ｗ

］

。 该病
一

般发生于 ３
￣

５ 周龄肉鸡中 ， 其症状主要表现为心脏表面

被黄色透明液体包裹 ， 心脏畸形且变软 ， 心包黄染伴有 出血点 。

一

般患有心包积液

的病鸡其肝脏也伴有病变 ， 如肝脏肿大充血 ， 肾脏肿大 出血等 ［
１ Ｇ １

］

。

禽腺病毒主要感染蛋鸡 、 肉鸡 、 鹅和鸵鸟 。 ２００７ 年之前 ， ＩＢＨ 在我国多呈散发 ，

并未造成严重损失 ；
２００７年至 ２０ １ ４年 ， ＩＢＨ 呈地方性流行 ， 个别鸡场发病率可达 ３ ０％ ，

１ １
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死亡率 １ ５％
； 从 ２０ １ ５ 年开始 ， ＦＡｄＶ－４ 在我国大范围流行并引起了ＩＢＨ 和 ＨＨＳ ， 造

成鸡群大量死亡给养鸡业带来了 巨大的经济损失 ［
１ Ｇ２

］

。 经流行病学分析显示 ＦＡｄＶ－４ 主

要在我国北部和东部流行 １
１ Ｑ３

Ｌ 由于有
一

些弱毒感染鸡群后不导致鸡群发病 ， 而水禽又

是 ＦＡｄＶ 的天然储存库 ， 这些因素是导致 ＦＡｄＶ－４ 大流行的原因＿ 。 ２０ １ ５ 年以来 己有

各种文献报道了 高毒力禽腺病毒的发现 ， 其研宄大多在流行病学调查 、 进化分析以及

治疗上 ［
１ ０４

，
１ Ｇ５

］

。 本研宄从江苏省某发病鸡场分离获得
一

株禽腺病毒 ， 并将其分离后进

行序列分析 ， 为进
一

步预防和治疗该病提供实验依据 ， 也为下
一

步研宄病毒免疫原性

打下基础 。

１ 材料与方法

１ ． １ 病毒采集及 ＳＰＦ 鸡胚

病料采集于江苏省某疑似 ＦＡｄＶ－４ 感染的鸡场 。 主要采集发病鸡肝脏组织 ，

－

８０
°

Ｃ

保存 。 ＳＰＦ 鸡胚购 自 南京天邦生物科技有限公司 ， 在本实验室 自 行孵化至 ９
￣

１ １ 日龄

备用 。

１ ．２ 主要试剂

２ ＞＜
ｔａ
ｑｐ ｌｕｓｍａｓｔｅｒｍ ｉｘ 、 ＰｈａｎｔａＭａｘＳｕｐｅｒ

－Ｆ ｉｄｅ ｌ ｉｔｙ
ＤＮＡＰｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ购 自Ｖａｚｙｍｅ

公司 ； ｐＭＤ
－

１ ８Ｔ 载体购 自 Ｔａｋａｒａ 公司 ； 氨苄青霉素干粉购 自 索莱宝公司 ；

一

次性血

凝板购 自海门飞世尔公司 ； 病毒基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购 自上海生工生物有限公司 ；

琼脂糖凝胶回收试剂盒购 自 ＡＸＹＧＥＮ 。

主要试剂的配置 ：

（ １ ）ｌ Ｏ ｘＰＢ Ｓ配制

分别称量他２１１？〇 ４

，

１ ２１１２〇 ３ ５ ． ８ § ， ｛＾２？〇４
２ ． ７ ￡ ， 灿 （： １ ８０ § ， １＜： （： １ ２

§ ， 加入 ８００

ｍＬ ｄｄＨ２０ ， 完全溶解后混匀调节 ｐＨ 至 ７ ．４ ， 继续用 ｄｄＨ２０ 定容至 １ Ｌ 。

（ ２ ）ＰＢ Ｓ 配置

取 １ ００ ｍＬ 上述 ｌ Ｏ ｘＰＢ Ｓ ， 添加 ８００ｍＬ ｄｄＨ２０ 后定容至 １ Ｌ ， 高压灭菌后室温保

存 。

（ ３ ）１％鸡血红细胞的制备

用
一

次性采血针翅静脉采取未免鸡鸡血 １
？

５ｍＬ 至抗凝管中 ， 轻轻混匀 以防止凝

血 。 加入 １ ０ 倍体积的 ＰＢ Ｓ ， 轻轻混匀后离心 ５
￣

１ ０ ｍ ｉｎ ， 设置转速为 １ ０００ ｒ／ｍ ｉｎ 。 弃去

１２
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上清和上层 白细胞薄膜 ， 重复洗涤 ３ 次 。 最后
一

次尽量将上清全部弃去后 ， 按照每 １

ｍＬ 红细胞配成 １ ００ｍＬ 悬液的 比例 ， 配制相应体积的 １％鸡血红细胞悬液 ， 放于 ４
°
Ｃ

冰箱待用 ， 使用之前小心将红细胞重悬混匀 。

（ ４ ） 氨节青霉素储存液配置 （ ５ ０ ｍｇ／ｍＬ ）

称取 ５
ｇ 氨苄青霉素干粉 ， 溶于 １ ００ｍＬ 无菌 ｄｄＨ２０ 中 ， 在无菌操作 台 中充分混

匀后 ， 用 ０ ．２２
ｐ
ｍ 小滤器过滤后分装 ，

－２０
°

Ｃ保存 。

（ ５ ）ＤＨ５ａ 感受态的制备

１ ） 取冻存的 ￡ ． ｃｏ／／ ＤＨ５ ｃｔ 菌种 ， 解冻后用接种环蘸取少量菌液 ， 划线接种在无抗

ＬＢ 平板上 ， 放于 ３ ７
°

Ｃ培养过夜 ；

２ ） 取
一

灭菌试管 ， 加入 ３ｍＬ ＬＢ 液体培养基 ， 挑取
一

个单菌落接种于试管中 ，

放于 ３ ７
°

Ｃ摇床中振摇过夜 ；

３ ） 按照培养基体积为菌液的 １ ００ 倍将其扩大培养至 ｌ 〇〇 ｍＬ 锥形瓶中 ， ３ ７
°

Ｃ振摇

培养 。 待菌液 ＯＤ６ＧＱ 在 ０ ．４
－

０ ． ５ 之间时 ， 停止培养 ， 无菌转移至 ５ ０ ｍＬ 离心管中 ， 冰

上放置 １ ０ｍ ｉｎ
；

４ ）４０００ ｒｐｍ ， ４
°

Ｃ离心 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ， 弃净培养基 ；

５ ） 加入 ２５ １１＾ 冰冷的 ０ ． １ １＾ 〇３ ＜： １２ ， 将沉淀轻轻吹悬 ， 冰浴 ３〇 １＾ １１
；

６ ）４０００ ￥ １１１ ， ４
°
（：离心 １ 〇 １＾ １１ ， 弃去上清 ， 用含有 ２０％甘油 的 ０＆（： １２ 溶液悬浮细

胞 ；

７ ） 按照每管 ５ ０
ｎ
Ｌ 进行分装 ， 放于－８０

°
Ｃ保存备用 。

１ ．３ 仪器设备

ＰＣＲ 仪购 自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司 ； 超低温冰箱 、 生物安全柜购 自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司 ； 艘化

器购 自 山东科裕孵化设备公司 ； 电泳槽 、 凝胶紫外成像仪购 自 Ｂ ｉｏ －Ｒａｄ 公司 ； 纯水仪

（ＭＩＬＬＩ
－

Ｑ ） 购 自Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ公司 。

１ ．４ 样品米集

２０ １ ７ 年在江苏省某发病鸡场采集病鸡肝脏组织 ， 将样品存放于塑封袋中 ， ２４ ｈ 内

低温状态运输回实验室无菌条件下分装于灭菌保种管中 ， 保存在 －８〇
°

Ｃ冰箱 。

１ ． ５ 病毒鉴定

１ ． ５ ． １ 病毒分离

１３
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取适量肝脏组织放入 ２ｍＬ 离心管中 ， 加入 ８００
ｐ
Ｌ 左右无菌 ＰＢ Ｓ 和 ３

？５ 粒无菌

小钢珠 。 提前 ３ ０ ｍ ｉｎ 预冷研磨仪样品放置盒 ， 研磨 ２０ ｍ ｉｎ 。 １ ２ ０００ ｒ／ｍ ｉｎ ， ４
°

Ｃ离心 １ ０

ｍ ｉｎ ， 吸取上清至无菌离心管中 ， 加入 １ ０ Ｕ／ｍＬ 双抗溶液 ， 混匀接种 ９
￣

１ １ 日 龄鸡胚 ，

每个样品重复接种两枚 ， 每枚接种 ０ ． １
？〇 ．２ ｍＬ 。 石蜡封 口后 ， 写上标记放于 ３ ７

°
Ｃ温箱

中培养 ４８
￣

７２ ｈ ， 每间隔 １ ２ ｈ 观察
一

次 ， 剔除 ２４ ｈ 内死亡的鸡胚 。 收集 ２４ ｈ 之后死亡

鸡胚 ， 放于 ４
°

Ｃ等待鉴定 ；
７２ ｈ 后 ， 取 出所有鸡胚 ， ４Ｔ冷冻过夜后 ， 收取尿囊液进行

鉴定 。

２ ．２ ．
２ 血凝试验

（ １ ） 吸取 ２５ ｐＬ ＰＢ Ｓ 加到血凝板 １

￣

１ ２ 排中 ；

（ ２ ） 吸取 ２ ５
ｊ

ｊＬ 尿囊液加入第 １ 列 ， 移液器混匀后吸取 ２５此 加入第 ２ 列 ， 依次

倍比稀释到第 １ １ 列 ， 混匀后弃 ２５
ｐＬ ， 第 １ ２ 列为阴性对照 ；

（ ３ ） 每孔加入 １％的鸡红细胞 ， 轻轻震荡混匀 ， 室温静置 ３ ０ｍ ｉｎ后观察结果 ；

（ ４ ） 判定方式 ： 将血凝板垂直于桌面竖立并静置５ ｓ ， 若红细胞呈泪状流下 ， 则

结果为血凝阴性 ， 反之为血凝阳性 。 使红细胞凝集的最高稀释度为样品 的血凝价 ，

记录血凝效价 。

１ ．６ 病毒 ＤＮＡ 的提取

取尿囊液 ２００
＃ ， 按照病毒基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书提取ＤＮＡ ， 将所得到

的ＤＮＡ溶液置于 －２０
°

Ｃ保存或用于后续试验 。

１ ． ７ 引物设计与合成

ＦＡｄＶ－４鉴定引物为本实验室己有引物 。 以ＧｅｎＢａｎｋ中 的ＦＡｄＶ －４全基因组序列

（〇〇 １１６＆１１１＜ ； ： ：＾〇 ． 反１１５ ５ ８ ７６〇 ） 为参考 ， 使用 ？１

＇

１０＾１ ５软件 ， 设计覆盖１＾乂〇１１基因 的 引 物

（见表２ －

１ ） ， 扩增片段大小为２８ １ ４ ｂｐ 。 引物 由南京金斯瑞生物科技公司合成 。

表２ －

１ＦＡｄＶ４鉴定引物以及ｈｅｘｏｎ全长扩増引物序列

Ｔａｂｌｅ２
－

１Ｓ
ｑｕｅｎｃｅｏｆＦＡｄＶ －４ ｉｄｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｅｄ

ｐｒｉｍ ｅｒｓ ａｎｄ ｈｅｘｏｎｆｕ ｌ ｌ
－

ｌｅｎｇｔｈａｍｐ ｌ ｉｆｉｅｄ
ｐｒ

ｉｍ ｅｒｓ

引 物名称


引物序列 （
５

，
＿

３

，

）



ＦＡｄＶ－４－ＦＡＴＡＣＣＡＡＣＡＣＧＡＧＣＡＣＣＴＣ

ＦＡｄＶ－４
－Ｒ ＴＴＡＴＣＣＣＴＧＡＡＣＣＣＧＡＴＧ

ｈｅｘｏｎ－ＦＡＴＧＧＣＧＧＣＣＣＴＣＡＣＧＣＣＣＧ

ｈｅｘｏｎ－ＲＴＴＡＣＡＣＧＧＣＧＴＴＧＣＣＴＧＴＧＧＣＧＡＡＡ

１４
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１ ． ８ ＦＡｄＶ－４ 毒株的鉴定

以提取的病毒ＤＮＡ为模板 ， 加入ＦＡｄＶ －４鉴定 引物进行ＰＣＲ鉴定 ， 反应体系如

下 。

表２ －２ＦＡｄＶ￣４毒株ＰＣＲ鉴定反应体系

Ｔａｂ ｌｅ２－２ Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａ ｉｎ ｒｅａｃｔ ｉｏｎｓｙ ｓｔｅｍ ｏ ｆ ＦＡｄＶ－４ ｉｄｅｎｔｉ ｆｉｃａｔ ｉｏｎ

组分
＾

２ ｘ
ｔａｑ ｐ ｌｕｓ ｍａｓｔｅｒ ｍ ｉｘ Ｉ Ｏ

＾
ｉＬ

ＦＡｄＶ－４－Ｆ ｌ ｐＬ

ＦＡｄＶ－

４
－Ｒ ｌ

ｆ
ｔＬ

模板 ＤＮＡ ｌ
ｊ

ｉＬ

ｄｄＨ２〇 ｕｐ 
ｔｏ ２０＾Ｌ

总体系 ２〇
ｍＬ

反应程序为 ： ９ ５
°

Ｃ 预变性 ５ｍ ｉｎ ；９ ５
°

Ｃ 变性 ３ ０ｓ ， ５ ６
°

Ｃ 复性 ３０ｓ ， ７２
°

Ｃ 延伸

１ ５ｓ ， 循环 ３０ 次 ；
７２

°

Ｃ 总延伸 １ ０ｍ ｉｎ 。

１ ．９ ｈｅｘｏｎ 基因的扩增

进
一

步对经鉴定为 ＦＡｄＶ－４ 阳性的样品进行 ｈｅｘｏｎ 基因序列的扩增 ， ＰＣＲ 反应体

系见表 ２ －

３ ：

表 ２
－

３ＦＡｄＶ４ ｈｅｘｏｎ 基因扩增反应体系

Ｔａｂ ｌｅ２－

３Ｒｅａｃｔ ｉｏｎｓｙ ｓｔｅｍ ｆｏｒ ａｍｐ ｌ ｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ  ｔｈｅ ｈｅｘｏｎ
ｇｅｎｅ

组分


ｄｄＥｂＯ ｕｐ 

ｔｏ ５０
ｆ
ｔＬ

２
ｘ
Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｂｕｆｆｅｒ ２５ ｐＬ

ｄＮＴＰ Ｍ ｉｘ ｌ ｕＬ

ｈｅｘｏｎ
－Ｆ ２

＼

ｉＬ

ｈｅｘｏｎ
－Ｒ ２

＼

ｘＬ

Ｐｈａｎ ｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐ
ｅｒ

－Ｆ ｉｄｅ ｌ ｉ ｔｙ 
ＤＮＡ Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ １

模板 ＤＮＡ ｌ
ｐ
Ｌ

反应体系配置完成后 ， 按照 ＰｈａｎｔａＭａｘＳｕｐｅｒ
－Ｆ ｉｄｅ ｌ ｉｔｙ

ＤＮＡＰｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ 说明书配

置 ５０ＰＣＲ 体系进行 ｈｅｘｏｎ 结构蛋 白基因 ＤＮＡ 的扩增 。

１ ５
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１ ． １ ０ 琼脂糖凝胶电泳

ＰＣＲ 结束后 ， 用 １％琼脂糖凝胶电泳跑胶鉴定 ， 切下 目 的条带 ， 按照 ＡＸＹＧＥＮ 琼

脂糖凝胶回收试剂盒操作说明进行 ＤＮＡ 的回收 。

１ ． １ １
ｐ
ＭＤ －

１ ８Ｔ－ｈｅｘｏｎ载体构建

（ １ ） 按照 Ｔａｋａｒａ 说明书 ， 将 回收后的 ｈｅｘｏｎ 片段连接到 ｐＭＤ
－

１ ８Ｔ 载体上 ；

（ ２ ）１ ０〇
Ｍ
Ｌ ＤＨ５ ｃｔ 感受态中加入 １ ０

ｐＬ 连接产物 ；

（ ３ ） 冰上放置 ３ ０ｍ ｉｎ
；

（ ４ ）４２
°

Ｃ热激 ９０ｓ 后立刻冰上预冷 １ｍ ｉｎ
；

（ ５ ） 取混合物涂布在含有氨苄的平板中 ， ３ ７
°

Ｃ倒置培养 ８ｈ
；

（ ６ ） 挑出单个菌落 ， 放入 ５００ 吣 氨苄 ＬＢ 中 ， ３ ７
°
Ｃ摇床培养 ２ｈ 后鉴定并扩大

培养 ；

（ ７ ） 将菌液送至上海生工生物公司测序 ， 保存菌种命名 ｐＭＤ
－

１ ８Ｔ－ｈｅｘｏｎ 。

１ ． １ ２ 序列分析

使用Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ软件包下的 ＳｅｑＭａｎ软件对测序结果进行拼接 ， 并用ＭｅｇＡ ｌ ｉ

ｇｎ软件

进行比对和计算同源性 。 利用ＭＥＧＡ７ ．０软件将分离株的 ｈｅｘｏｎ基因核酸序列与

ＧｅｎＢ ａｎｋ收录的不同时期和地点 的禽腺病毒的核酸序列 （表２
－４ ） 进行遗传演化分

析 。

表２
－４ 参考毒株信息

Ｔａｂ ｌｅ ２
－

４ Ｉｎｆｏｒｍａｔ ｉｏｎ ｏ ｆ ｔｈｅ ｒｅ ｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａ ｉｎｓ

毒株编号毒株


血清型 基因 型ＧｅｎＢ ａｎｋ 登录号


年份国家

１ＯＮ Ｉ Ｃ ４ＧＵ １ ８ ８４２ ８ ． １ ２０ １ １加拿大

２ ＪＳＪ １ ３Ｃ ４ＫＭ０９６５４４ ． １ ２０ １ ３中 国

３ＨＢ １ ５ １ ０Ｃ ４ＫＵ５ ８７５ １ ９ ． １ ２０ １ ６中 国湖北

４ＨＮＪＺＣ ４ＫＵ５ ５ ８ ７ ６０ ２０ １ ５中 国河北

５ ＳＣｎ
ｊ
ｌ ６ ０ １Ｃ ４ＫＹ９２ ７９ ３ ８ ． １ ２ ０ １ ８中 国 四川

６ ＳＤＪＮ０ １ ０５Ｃ ４ＭＮ １ ０２４ １ ３ ２０ １ ９中 国 山 东

７ ＳＣｃｚ ｌ ５ ０ １Ｃ ４ＫＹ９２ ７９３ ６ ２０ １ ７中 国 四川

８ＨＮＳＱＣ ４ＫＸ６４０９ １ ０ ． １ ２０ １ ６中 国河南

９ ＰＫ －

０ １Ｃ ４ ＥＵ９３ １ ６９３ ． １ ２００８印度

１ ０ＫＲ５Ｃ ４ＨＥ６０ ８ １ ５２ ． １ ２ ０ １ ２澳大利亚

１ １Ｕ２６２２ １ ． １Ｃ １ ０Ｕ２６ ２２ １ ． １ ２０００美国

１６
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１ ２Ｋ １ ８ １ ／ １ ０Ａ １ ＪＮ １ ８ １ ５ ７ ５ ． １ ２ ０ １ ２韩 国

１ ３ＣＥＬＯＡ １Ｕ４ ６ ９ ３ ３ ． １ １ ９ ９６澳大利亚

１ ４ ３ ４ ０ Ｂ ５ＫＣ ４ ９ ３ ６４ ６ ． １ ２ ０ １ ３澳大利亚

１ ５Ｘ Ｉ Ｉ Ｄ １ １ＡＦ３ ３ ９ ９２ ０ ． １ ２ ０ ０ １比利时

１ ６ ７ ６ ４ Ｄ ９ＡＦ ５ ０ ８ ９ ５ ８ ． ２ ２ ００４比利时

１ ７ ６ ８ ５ Ｄ ２ＡＦ ５ ０ ８ ９４ ７ ． １ ２ ００４比利时

１ ８ ＣＲ １ １ ９ Ｅ ６ＡＦ ５ ０ ８ ９ ５ ４ ． ２ ２ ０ １ ６比利时

２ 结果

２ ． １ 病毒分离与鉴定

提取肝组织样 品处理液ＤＮＡ ， 用 ＦＡｄＶ－４鉴定 引 物对其ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增 ， 核酸

电泳结果显示 ： 在 ４００ｂ
ｐ处有

一

明显条带 ， 与 目 的条带大小
一

致 。 进
一

步确定该肝脏

组织感染ＦＡ ｄＶ －４病毒 。 电泳结果如 图 ２
－

１所示 。

将肝组织研磨液在 ＳＰＦ鸡胚上传代后收集尿囊液 ， 即为稳定 的 ＦＡ ｄＶ －４病毒 ， 命

名为 ＪＳ株 。 将收集的鸡胚尿囊液进行血凝试验 ， 发现该病毒不具有凝集鸡红细胞的

特性 。

Ｍ ｉ２ ３４

２０以繼 ！＿痛議麵議議＿＿

７ ５ ０ １

４ ０ ２ ｂ
ｐ

图 ２
－

１ＦＡ ｄＶ －４分离鉴定

Ｆ ｉ ｇ ．２
－

１Ｓ ｅ
ｐ
ａｒａ ｔ ｉ ｏｎａｎｄ ｉ ｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ＦＡｄＶ －

４

注 ： Ｍ ：２００ ０ｍ ａｒｋ ｅ ｒ
；ｈ 肝组织 １

；２ ： 肝组织 ２ ；３ ： 阴性对照

Ｎ ｏ ｔｅ ： Ｍ ： ２ ０ ０ ０ ｍａｒｋ ｅ ｒ ： １ ： ｌ ｉ ｖｅ ｒ  ｔ ｉ ｓ ｓｕｅ １ ： ２ ： ｌ ｉ ｖｅ ｒ  ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅ ２ ： ３ ：ｎ ｅｇ
ａ ｔ ｉ ｖ ｅ ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ

２ ． ２ｈ ｅｘｏｎ 基因全场扩增

用 ｈｅｘｏｎ基因扩增 引 物对分离 出 的 ＦＡ ｄＶ －４Ｊ Ｓ株进行 ｈ ｅｘｏｎ基因扩增 ， ＰＣＲ扩增结

１ ７
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果显示 ， ＪＳ株在扩增后得到
一

条２ ８ １ ４ｂｐ的条带 。

Ｍ １２３

獅＿３ ０００
２ ０００

■巧
１ ５ ００ ？

１ 〇〇〇Ｂ ｊ

ｗｙｎ
７ ５ ０

５００
々

２ ５ ０
■

＇

】 〇 〇Ｂ
｜
３

＾＾
０

｜ ｒ

Ｊ

图 ２
－

２ｈ ｅｘｏｎ基因扩增

Ｆ ｉ

ｇ
． ２ －２Ｆｕ ｌ ｌ ｌ ｅｎｇｔｈａｍ ｐ

ｌ ｉ ｆ ｉ ｃａｔ ｉ ｏｎｏ ｆ  ｔｈ ｅｈ ｅｘｏｎ
ｇｅｎ ｅ

注 ？

？Ｍ ：５ ０ ０ ０ｍ ａｒｋｅ ｒ
； １ ： 阴 性对照 ； ２ ：Ｊ ＳｆｔＤＮＡ

；３ ： 阳 性对照

Ｎ ｏｔｅ ： Ｍ ：５ ０ ０ ０ ｍ ａｒｋｅｒ ； １ ： ｎｅ
ｇａｔ ｉｖｅ ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ： ２ ：ＤＮＡ ｏ ｌＦＡｄＶ －

４  Ｊ Ｓ ｓｔｒａｉｎ ； ３ ：

ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖ ｅ ｃｏｎｔｒｏ ｌ

２ ． ３ｈｅｘｏｎ 基因序列分析

２ ． ３ ． １ｈｅｘｏｎ基因序列相似性分析

用Ｍｅｇ
Ａ ｌ ｉｇｎ软件对分离的 ｈｅｘｏｎ基因进行分析 ， 其Ａ 、 Ｔ 、 Ｇ 、 Ｃ 碱基数和含量分

别为６５４个 （
２３ ． ２４％

）
， ５ １ ４个 （

１ ８ ． ２７％
）

， ６７９个 （
２４ ．１ ３％

）
和９６７个 （

３ ４ ．

３ ６％
）

， Ａ＋Ｔ
（
４ １ ． ５ １％

）含量低于Ｃ＋Ｇ
（
５ ８ ＿ ４９％

）
。 Ｈ ｅｘｏｎ 基因编码蛋 白 的分子量为

１ ０９ｋＤ ａ ， 共含有 ９３ ７ 个氨基酸 ， 其中碱性氨基酸 （ Ｋ 、 Ｒ ）７ １个 ， 酸性氨基酸 （ Ｄ 、

Ｅ ）８ ７个 。 ＪＳ 株 Ｈ ｅｘｏｎ 基因推导 的氨基酸序列与ＦＡ ｄＶ －４０Ｎ ｌ 株相 比 ， 有 １ ３个氨基

酸位点存在突变 （表２ －

５ ） 。 将其与其他 国 内流行株进行核苷酸和氨基酸相似性分析

结果显示 ： 核苷酸相似性为 ９ ８ ． ７％￣ １ ００％ ， 说 明 Ｊ Ｓ株与我 国近年流行毒株
一

致 （表２ －

６ ） 。

１ ８
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表 ２ －５ｈｅｘｏｎ基因氨基酸序列差异比较结果

Ｔａｂ ｌ ｅ ２ －

５Ｃｏｍｐ ａｒ ｉ ｓｏｎｏｆ ａｍ ｉｎｏａ ｃ ｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏ ｆ ｈｅｘｏｎ
ｇｅｎｅ



氨基酸位点


Ｎ毒株 １ ６４ １ ８ ８ １ ９３ １ ９ ５２ ３ ８２４０２４ ３２６ ３２ ６４４ １ ０５ ７４７９ ７８４２

Ｊ ＳＳ Ｐ Ｒ Ｑ Ｄ Ｔ Ｎ １ Ｖ Ａ 丨 Ｐ Ａ

ＯＮ １ Ｔ Ｓ Ｑ Ｅ Ｎ Ａ Ｅ Ｍ ＩＴＶＡＧ

ＪＳ Ｊ １ ３ ＤＴＮ ＩＶＡ ＩＰ Ａ

ＨＮ ＪＺＳ Ｐ Ｒ Ｑ Ｄ Ｔ Ｎ 丨Ｖ Ａ ｌＰＡ

ＳＣｎ
ｊＳ Ｐ Ｒ Ｑ Ｄ Ｔ Ｎ ＩＶＡ Ｉ Ｐ Ａ

表 ２－６ 分离株核苷酸与氨基酸相似关系表

Ｔａｂ ｌｅ ２ －６ Ｎｕｃ ｌｅｏｔ ｉｄｅａｎｄａｍ ｉｎｏａｃ ｉｄｓ ｉｍ ｉ ｌａｒｉｔｙ
ｂｅｔｗｅｅｎＦＡｄＶ－４ｓｔｒａ ｉｎｓ

ＦＡｄＶ －

４ Ｊ ＳＣＨ ／ＨＮ ＪＺ ／２０ １ ５ Ｊ Ｓ Ｊ １ ３Ｎ ＩＶＤ２ＯＮ ＩＳＣｎ
ｊＳＤ ＪＮ ０ １ ０ ５

ＦＡｄＶ －４ Ｊ Ｓ－ 〗 ００ ． ０ １ ００ ． ０ １ ００ ．０ ９８ ． ７ １ ００ ． ０ １ ００ ． ０

ＣＨ ／ＨＮ ＪＺ ／２０ １ ５０ ． ０－ １ ００ ． ０ 】 ００ ？ ０９８ ． ７ １ ００ ． ０ １ ００ ． ０

ＪＳ Ｊ １ ３ ０ ． ０ ０ ． ０－ １ ００ ． ０９８ ． ７ １ ００ ． ０ 〗 ００ ． ０

Ｎ ＩＶＤ ２ ０ ． ０ ０ ． ０ ０ ． ０－ ９ ８ ． ７ １ ００ ． ０ １ ００ ． ０

ＯＮ Ｉ １ ． ３ １ ． ３ １ ． ３ １ ． ３－９ ８ ． ７９ ８ ． ７

ＳＣｎ
ｊ ０ ． ０ ０ ． ０ ０ ． ００ ． ０ １ ． ３－ 〗 ００ ． ０

ＳＤＪＮ ０ １ ０５ ０ ． ０ ０ ． ０ ０ ． ００ ． ０ １ ． ３ ０ ． ０－

２ ＿ ３ ． ２ｈｅｘｏｎ基因进化树及遗传进化距离分析

将分离获得的毒株序列与Ｇ ｅｎＢ ａｎｋ收录的不同时期和不同地点分离的ＦＡｄＶ－４

ｈｅｘｏｎ的基因序列
，
利用ＭＥＧＡ７软件基于ｈｅｘｏｎ基因全长构建最大相似性进化树 ， 选

用Ｋｉｍｕｒａ ２ －

ｐａｒａｍｅｒｅｒｍｏｄｅ ｌ ， 设置Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ为 １ ０００ 。 进化树结果显示 ， ＪＳ株为 国 内流

行株且与ＣＨ／ＨＮＪＺ／２０ １ ５株核苷酸同源性为９９％ 。

１ ９
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Ｓ Ｃ ｃ ｚ １ ５０ １
（
ＫＹ９２７９３６ ． １

）

Ｈ Ｎ ＳＱ
（
ＫＸ６４０９ １ ０ ． １

）

Ｓ ＤＪＮ０ １ ０５
（
Ｍ Ｎ １ ０２４ １ ３ ． １

）

Ｓ Ｃ ｎ
ｊ
１ ６０ １

（
ＫＹ９２７９３８ ． １

）

Ｃ Ｈ ／ＨＮＪＺ／２０ １ ５
（
ＫＵ５５８７６０ ． １

）

ＨＢ １ ５ １ ０
（
ＫＵ５８７５ １ ９ ． １

）

ＦＡｄ Ｖ
－

Ｃ

Ｊ ＳＪ １ ３
（
ＫＭ０９６５４４ ． １

）

４ ４

▲ ＪＳＦ ｏｗ
ｌａ ｄ ｅ ｎ ｏ ｖ ｉ ｒ ｕ ｓＣ ｉ ｓ ｏ ｌ ａ ｔ ｅ

ＰＫ－

０ １
（
ＥＵ９３ １ ６９３ ． １

）

１ ００


ｐ

ＯＮ １
（
ＧＵ １ ８８４２８ ． １

）

９５
９５ ｌ ＫＲ５

（
Ｈ Ｅ６０８ １ ５２ ． １

）

 Ｕ２６２２ １ ． １

Ｃ
／ １ ０

（
Ｊ Ｎ １ ８ １ ５７５ ． １

）

ＦＡｄ Ｖ
－

Ａ

（
Ｕ４６９３３ ． １

）



３４０
（
ＫＣ４９３６４６ ． １

） ＦＡｄＶ Ｂ

——


６８５
（
ＡＦ５０８９４７ ． １

）



 ８ ５


７６４
（
ＡＦ５０８９５８ ． ２

）

５８
 ＩＦＡ ｄＶ Ｄ


 Ｘ １ １

（
ＡＦ３３９９２０ ． １

） ｜

９ ５


Ｃ Ｒ １ １ ９
（
ＡＦ５０８９５４ ． ２

） ｊ

ＦＡｄＶ－

Ｅ

Ｉ



１

０ ． ０５

图 ２
－４ＦＡｄＶ －４ｈ ｅｘ ｏｎ基因进化树分析

Ｆ ｉ ｇ ．
２

－４Ｅｖｏ ｌｕ ｔ ｉ ｏｎ ａ ｒ
ｙ

ｔｒｅｅａｎ ａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆ ＦＡ ｄＶ －４ｈｅｘ ｏｎ
ｇｅｎ ｅ

３ 讨论

禽 腺 病 毒 是 引 起 丨 Ｂ Ｈ 、 Ｈ Ｈ Ｓ 等 高冲 击 性疾病 的 主 要 病 原 ， 是 国 际上 家 禽

养 殖 业 关注 的 热 点 ［
Ｉ Ｇ ６

］

。 １ ９ ８ ７ 年 ， 在 巴 基 斯 坦 安 加 拉地 区 的 养 鸡 场 首 次 暴 发

引 起 人 们 关注 的 Ｈ Ｈ Ｓ ， 并造 成 巨 大 的 经 济 损 失 ， 这 就 是 为什 么 该 病 毒 也 被 称

为
“

安 加 拉 病 毒 ｌ
ｌ Ｇ ７

，

１ Ｇ ８
］

。 此后 ， ＦＡ ｄＶ － ４ 在 许 多 国 家 流 行 起 来 ， 如 澳 大 利 亚 ［

１ Ｇ ９
］

、

印 度 丨

ｎ ｏ
’

ｉ ｉ ｉ

］

、 日 本 ［
７ ｉ

’
ｉ ｉ ２

］

、 加 拿 大 ［
⑴

］

、 韩 国 ［

ｍ
’

〗 ｉ ５
］

。 ２ 〇 】 ４ 年 以 前 ， ＦＡ ｄ Ｖ 在

中 国 家 禽 中 偶 有 分 离 ［

１ ｜ ６ —

１ １ ８
１

， 分 离 株 与 ＦＡ ｄＶ － ４ 、 ＦＡ ｄＶ－

８ ａ 、 ＦＡ ｄＶ － ８ ｂ 、 ＦＡ ｄ Ｖ －

１ １ 相 关 ［
ｌ ｌ ７

，
ｌ ｌ ９

］

。 虽 然 在 田 间 分 离 到 多 种 血 清 型 的 ＦＡ ｄＶ ， 但 直到 ２ ０ 丨 ５ 年 中

国 养 鸡 场 爆发 ＦＡ ｄ Ｖ － ４ 才 出 现 大 面 积 疫情 ｌ

１ ２ ＣＭ ２ ２
］

。 由 于 新 型 ＦＡ ｄＶ － ４ 的 强 传 性

和 高 致病 性 ， 许 多 养 殖 场 在 短 时 间 内 受 到 影 响 ， 造成 了 巨 大 的 经 济损 失 。

临 床上 ， 禽 腺 病 毒 常 与 其 他病 毒 共 同 感 染 ， 已 有 文 献 对 ２ ０ １ ９ 年 山 东 省

３ ６ 个 农 场 ６ ７ ８ 例 鸡 鸭 临 床病 例 进 行 流 行 病 学 调 查 分 析 ， 发 现 ＦＡ ｄ Ｖ －

４ 的 感 染

率 为 ６ ５ ． ２％ （４ ４ ３ ／６ ７ ９） ， 其 中 种 鸭 的 感染 率 几乎 是鸡 的 两 倍 （ ６ ８ ． ５ ７％ｖ ｓ３ ４ ． ３％ ） 。

２０





第二章
一

株禽 ４ 型腺病毒 ＪＳ 株的分离鉴定和基因进化分析


值得注意 的 是 在 ４ ４ ３ 例 阳 性病 例 中 ， Ｈ ９Ｎ２ 禽流感病 毒 、 传 染性法 氏 囊病病

毒 和鸡传染性 贫血病毒 的共 同 感染非 常 常 见
⑴

。 当潜在致病 性 的 禽腺病毒 与

其他病毒 混合 感染 时 ， 可 以 增 加 禽 腺病 毒 的潜在致病性 。

本研宄成功分离获得
一

株可使鸡群产生 ＨＨＳ 的病毒 ， 通过特异性 引 物鉴定发现

该病毒株为 ＦＡｄＶ４ ， 没有凝集鸡红细胞的特性 ， 这与大部分 ＦＡｄＶ－４
—

致 。 通过对

该分离株 ｈ ｅｘ ｏｎ 基 因 的 测 序分 析 后 与 其他禽 腺病 毒进 行 同源性 分析 比较 ， 发

现 ＦＡ ｄＶ－４Ｊ Ｓ 株与我 国 现有流 行 株 ＣＨ／ＨＮＪＺ／２０ １ ５ 、 ＳＣ ｎ
ｊ
以 及 Ｊ Ｓ Ｊ １ ３ 同 源性为

１ ００％ ， 序列遗传进化树也显示 ＪＳ 株与 ＣＨ／ＨＮＪＺ／２０ １ ５ 等参考毒株位于同
一

分支 ； 与

加拿大分离株 ＯＮ １ 同源性为 ９ ８ ． ７％ 。 通过对 ｈｅｘｏｎ 基因氨基酸序列 比对分析发现 ＪＳ

株没有发生突变 ， 但与 ＯＮ １ 毒株差异性较大 。 因此证明本研宄分离株为 Ｉ 群禽腺病

毒 ， 血清型为 ４ 型 。 该分离株的分离鉴定为检测我 国禽腺病毒的流行情况提供 了
一

定

的参考 ， 也为本实验室后续研宄奠定 了基础 。

４ 本章小结

本章主要通过对发病鸡的肝脏组织进行研磨 ， 提取 ＤＮＡ 并进行 ＦＡｄＶ－４ 病毒的

鉴定 ， 并扩增其主要结构蛋 白 ｈｅｘｏｎ 全基因序列并对其进行进化分析 。 结果显示 ， 该

分离株为我国近年流行毒株 。

２ １
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第三章 禽腺病毒分离株的适应性及致病性研究

摘要 ： 自 ２０ １ ５ 年 以来 ，
ＨＨＳ 在我 国部分地 区暴发并造成 大量 肉 鸡死亡 ，

从而给养殖

户 带 来 巨 大的经济损失 。 ２０ １ ７ 年从江苏省 某发病 鸡场的 患鸡肝组织 中分 离 获得 了１ 株

ＦＡｄＶ－４
， 将其命名 为 ＪＳ 株 。 为 了 验证该毒株的适应性 ， 分别通过鸡胚尿囊腔接种 以

及 ＣＥＫ 、 ＬＭＨ 进行病毒传代 。 结果 发现 ，
该毒株可以很好的在 ＬＭＨ 上生长 。 为 了 验

证该病毒株对鸡的致病性 ， 将 １ ０
６ Ｇ

ＴＣ ＩＤ ５〇 的病毒 用肌 肉 注射或 口 服的方式感 染 ３ 周龄

ＳＰＦ 鸡 ，
连续观察 １ ４ ｄ 。 结果 发现 ，

肌注组动物在攻毒后 ２４ ｈ 有精神沉郁的症状 ， 在

攻毒后 第 ２
￣

３ 天 大批量死亡
，
死亡率达 ９０％

； 而 口 服组鸡
一直 没有观察到 明显的精神

症状且死亡率 为 ０ 。 病死鸡剖检可见心 包积液 ， 肝脏肿 大 发黄
， 肾脏肿 大 出血

， 脾肿

大等 明显症状 ；
荧 光定量 ＰＣＲ 检测结果显示 ，

病毒在 鸡体 内 多 个组织 器 官均有分布 。

咽 、 肛拭子均检测 到病毒 ， 其 中 第 丨 丨 丨 组拭子在攻毒后 第 ９ 天转 阴 ；
由 于 第 丨 丨 组试验动

物在攻毒后 第 ５ 天仅存活 １ 只
， 其排毒情况不具有代表性 。 本研 究结 果表 明分离 获得

了１ 株对 鸡有较强致病性的 ＦＡｄＶ４ 病毒株 ，
为 有效防控 ＦＡｄＶ－４ 奠 定基础 。

关键词 ： ＦＡｄＶ－４
；
适应性 ；

致病性 ；
ＴＣＩＤ ５０

１ 材料与方法

１ ． １ 毒株与细胞

ＦＡｄＶ－４ＪＳ株由本实验室分离获得 ；
ＬＭＨ为本实验室保存 。

１ ．２ 鸡胚与实验动物

ＳＰＦ 鸡胚购 自 南京天邦生物科技有限公司 ， 在本实验室 自 行孵化至 ９
？

１ １ 日 龄备

用 。 １ 日龄 ＳＰＦ 鸡 由广西丽原生物有限公司提供 ， 在负压隔离器中培养 。

１ ．３ 主要试剂

病毒基因组ＤＮＡ提取试剂盒系上海生工生物科技有限公司产品 ； 胎牛血清为美

国ＧＩＢＣＯ公司产品 ；
ＷＡＹＭＯＵＴＨ ＭＢ７５２／ １培养基为中科迈晨科技公司产品 ；

２３
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ＲＰＭＩ
－

１ ６４０培养基购 自 Ｈｙｃ ｌｏｎｅ公司 ； 胰酶粉末为Ａｍｒｅｓｃｏ产品 ； 细胞培养板均为博奥

赛公司产 品 ； 焚光定量酶 、 ２ ｘｔａｑｐ ｌｕｓｍａｓｔｅｒ ｍ ｉｘ 、 ＰｈａｎｔａＭａｘＳｕｐｅｒ
－Ｆ ｉｄｅ ｌ ｉｔｙ

ＤＮＡ

Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ购 自 Ｖａｚｙｍｅ公司 ； ｐＭＤ
－

１ ８Ｔ载体购 自 Ｔｄｃａｒａ公司 ； 氨辛青霉素干粉购 自 索

莱宝公司 ； 琼脂糖凝胶 回收试剂盒购 自 ＡＸＹＧＥＮ 。

１ ．４ 设备与仪器

ＰＣＲ 仪购 自 Ｅ
ｐｐｅｎｄｏｒｆ公司 ； 荧光定量 ＰＣＲ 仪为罗 氏 ０９６ 产品 ； 超低温冰箱 、

细菌摇床 、 生物安全柜 以及细胞培养箱购 自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司 ；
３ ７

°

Ｃ恒温培养箱购 自松下

电器 ； 孵化器购 自 山东科裕孵化设备公司 ； 电泳槽 、 凝胶紫外成像仪购 自 Ｂ ｉｏ －Ｒａｄ

公司 ； 纯水仪购 自 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ 公司 。

１ ． ５ 鸡胚尿囊腔接种

将 －８０
°

Ｃ保存的肝脏组织研磨液放置于冰上融化后 ， 用注射器取 ０ ． １
？

０ ．２ｍＬ ， 然

后接种 ＳＰＦ 鸡胚尿囊腔 ， 完成后 ， 将鸡胚放 ３ ７
°

Ｃ培养箱孵育 ， 每 １ ２ｈ 进行
一

次照胚

观察 ， 弃 ２４ ｈ 内 的死亡胚 ， 将 ２４￣７２ ｈ 内死亡和 ７２ ｈ 后仍存活鸡胚放 ４
°

Ｃ过夜 ， 之

后无菌收集尿囊液 。

１ ． ６ ＬＭＨ 细胞培养

从液氮罐中取 出细胞 ， ３ ７
°
Ｃ快速融化后 ， ８００ｒｐｍ离心 ５ｍ ｉｎ后弃上清 ， 将细胞用

含 １ ０％胎牛血清的ＷＡＹＭＯＵＴＨ ＭＢ７５２／ １培养基轻轻悬起 ， ３ ７
°

Ｃ 、 ５％Ｃ〇２温箱 中培

养 。 待细胞长满后 ， 用培养基清洗细胞三次 ， 胰酶消化 ８ ｍ ｉｎ后用培养基吹散 ， 按照

１ ：２传代 。

１ ． ７ 原代鸡胚肾细胞制备

取 １ ７
￣

２０ 日龄的 ＳＰＦ鸡胚 ， 小心取 出胚体 ， 按仰卧姿势剖开腹腔 ， 挑出 肾脏组织

分离包膜 ， 将肾脏用无菌ＰＢ Ｓ洗三次 。 再将其剪成 １ｍｍ
３

的方块后 ， 加入适量胰酶 ，

３ ７
°
Ｃ消化 １ ５ｍ ｉｎ ， 每隔 ５ｍ ｉｎ吹打

一

次使其消化充分 ， 加入适量血清终止消化 。 用 ４００

目 过滤筛过滤两次后 ， ８００ ｒｐｍ离心 ５ｍ ｉｎ ， 弃上清 ， 将细胞重悬计数 ， 用ＲＰＭＩ
－

１ ６４０

培养基稀释至 １ ００万 ／ｍＬ ， 加入 １ ０％胎牛血清 ， 分装后于３ ７
°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２环境下培养 。

２４
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１ ． ８ 细胞接毒

将长满的ＬＭＨ细胞消化传代过夜 ， 在细胞长至 ８０％￣９０％时弃去培养基 ， 用不含

血清的培养基将病毒 １ ： １ 〇〇〇倍稀释 ， ３ ７
°

Ｃ孵育 ｌ ｈ后弃上清 ， 补充含２％胎牛血清的培

养基置于 ３ ７
。

（： 、 ５％Ｃ〇２培养箱中培养 。 每隔 １ ２ｈ观察细胞状态 ， 直至 ８０％细胞病变

脱落 。

１ ．９ ＤＮＡ 提取

同第二章 ２ ．３ 。

１ ． １ ０ ＰＣＲ
扩增

同第二章 ２ ． ５ 。

１ ． １ １ 病毒的生长动力学测定

按ＭＯ Ｉ
＝
０ ．０ １ 的病毒量接种长满单层ＬＭＨ细胞的 １ ２孔板 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２细胞

培养箱中培养 ， １ｈ 后换成含２％ＦＢ Ｓ的ＤＭＥＭ培养液 ， 分别在接种病毒后的不同时

间点 （ １ ２ ｈ 、 ２４ ｈ 、 ３ ６ ｈ 、 ４８ ｈ 、 ６０ ｈ 、 ７２ ｈ 、 ８４ ｈ ） 收取细胞上清 ， ３ ７
°

Ｃ反复冻融３

次 ， １ ２０００ｒ
ｐｍ离心 １ ５ｍ ｉｎ ， 收取上清液 ， 测定每个时间点收取上清的ＴＣ ＩＤ５ 〇 ， 共重

复３次 。

１ ． １ ２ ＴＣ ＩＤ
５０测定

将ＬＭＨ细胞在９６孔细胞培养板上培养至单层 ，将病毒用培养液作 １ 〇倍倍比稀释 ，

取原液 、 ｌ 〇
－

３
￣

ｌ 〇
－

１ Ｑ

个稀释度 ， 接种 ９６孔板
，
每个稀释度４？Ｌ ， １ ００

ｐ
Ｌ／孔 ，

置 ３ ７
°

Ｃ温箱 ，

５％Ｃ０ ２ 鮮育 ｌ ｈ ， 然后每孔补加 １ ００ 叫细胞维持液 ， 培养 ３ ｄ ， 记录细胞病变 ， 按

Ｒｅｅｄ
－Ｍｕｅｎｃｈ法计算病毒ＴＣ ＩＤ ５ ０ 。

１ ． １ ３ 病毒对鸡的致病性试验

选用纯化后第 ３ 代细胞毒测定分离株对 ２ １ 日龄 ＳＰＦ 鸡的致病力 ， 分别选取 ＳＰＦ

鸡 ３０ 只 ， 随机分成三组 ， 每组 １ ０ 只 ， 采取肌肉注射或 口服方法分别用含有 】 〇
６ Ｇ个

ＴＣ ＩＤ ５Ｇ 的病毒液进行攻毒 。 观察 １ ４ 天 ， 每两天收集
一

次鼻 、 咽拭子 ， 将采集的拭子

２ ５
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放入 １ １１１１＾８ ５ 中 ， 冻融
一

次后 ， 充分振荡 ， ４
°

（：１ ２００〇 １？１１１ 离心 １ ５ １１１ 丨 １１ ， 取上清液

提取 ＤＮＡ ， 进行 ｑ
ＰＣＲ 检测是否排毒 。 每天观察鸡的状态 ， 并按照有无症状进行评

分 。 试验结束后 ， 随机挑选第Ｉ组与第ｍ组的 ３ 只动物进行剖杀 ， 采取脏器组织

（ 心 、 肝 、 脾 、 肺 、 肾 以及气管 、 法 氏囊 ） ， 进行荧光定量试验来检测病毒的组织分

布 ； 第ｎ组随机挑选 ３ 只死亡的动物的脏器组织进行病毒组织分布检测 。

表 ３
－

１ 动物实验分组

Ｔａｂ ｌｅ ３
－

１Ｇｒｏｕｐ
ｏｆ ａｎ ｉｍａ ｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

组别


＃＃


ｍｍ


接种方式


Ｉ ＰＢＳ－肌注 ５只 ， 口服 ５只

ｎ Ｆ３ １ ０
６ ０
ＴＣＩＤ ５ 〇肌注

ｍ Ｆ３ １ ０
６ ０

ＴＣＩＤ ｓ ｏ口 服

１ ． １ ４ 标准质粒的构建

为 了获得脏器组织分布检测所需的荧光定量标准 曲线 ， 首先构建标准质粒 。 根

据文献 ［
１ ２３

］

， 合成引物以扩增ＦＡｄＶ －４病毒的０ＲＦ －

１ ４片段 。 引物序列为Ｆ ：５
’

－

ＡＧＩＧＫＪＴＡＴＧＴＧ０ＧＴＴＧＧＧＴＡ＆３
’

和Ｒ：５
’

＞ＣＡＴＴＧＴＣＡＴＡＡＣＧＡＴＧＧＴＧＴＡＧ３
’

。 以提取的病

毒ＤＮＡ为模板 ， 根据ＰｈａｎｔａＭａｘＳｕｐｅｒ
－Ｆ ｉｄｅ ｌ ｉｔｙ

ＤＮＡＰｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ说明书进行ＰＣＲ扩增

出 ０ＲＦ －

１ ４片段 １ ５ ０ ｂｐ ， 扩增产物按照ＤＮＡ凝胶回收试剂盒说明进行片段回收 ， 将回

收产物克隆到ｐ
ＭＤ ｌ ８

－Ｔ载体 中 。 按照第二章２ ． ８的方法将连接产物转化到ＤＨ５ａ感受态

细胞中 ， 挑菌ＰＣＲ鉴定为阳性后 ， 扩大培养后提取质粒送上海生工生物有限公司测

序 。

１ ． １ ５ 标准曲线的绘制

将测序正确的菌液扩大培养并按照Ｑ ＩＡＮＧＥＮ质粒中提试剂盒提取质粒 。 将提取

的质粒在Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００上测定核酸浓度 ， 将质粒进行 １ ０倍梯度稀释后计算拷贝数 。

以每个稀释度的标准质粒为模板 ， 荧光定量 ＰＣＲ 反应 （为减少试验误差 ， 每个浓

度梯度 ３ 个平行 ） 。 反应体系按照说明书配置 。 反应条件为 ： ９５
°

Ｃ 预变性 １ ０ｍ ｉｎ
；

９５
Ｄ
Ｃ 变性 １ ０ｓ ， ６０

°

Ｃ 退火 ｌ ｍ ｉｎ ， ４０个循环 。 以质粒标准品拷贝数的对数作为 Ｘ

轴 ， Ｃ ｔ 值 （循环阈值 ） 作为 Ｙ 轴 ， 建立质粒拷贝浓度与循环阈值对应的定量标准

曲线 。

２ ６
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１ ． １ ６ 病毒的组织分布检测

试验结束后每组随机挑选 ３ 只剖杀 ， 对其心 、 肝 、 脾 、 肺 、 肾 以及气管 、 法 氏囊

进行焚光定量试验 。 每个组织称取 ０ ． １

ｇ ， 放入 ２ｍＬ离心管 中 ， 加入 ］ ｍ Ｌ无菌 ＰＢ Ｓ和

３
？

５粒无菌小钢珠 。 提前 ３ ０ｍ ｉｎ预冷研磨仪样 品放置盒 ， 研磨 ２ ０ｍ ｉ ｎ 。 １ ２００ ０ｒｐｍ ，

４
°

Ｃ离心 １ ０ｍ ｉｎ ， 吸取 ２００ 叫上清至离心管 中 ， 按照说 明书提取组织ＤＮＡ ， 进行荧光

定量检测 。

２ 结果

２ ． １Ｊ Ｓ 株适应性检测

２ ． １ ． １ 尿囊腔传代

病毒经过鸡胚尿囊腔连续传代后 ， 收集不 同代次的尿囊液并提取ＤＮＡ ， ＰＣＲ扩

增后发现病毒仅尿囊腔传代后 ， Ｐ ３代没有检测到核酸 （ 图 ３
－

１ ） ， 说明病毒无法通过

鸡胚尿囊液传代 。 ＦＡ ｄＶ －４ＪＳ株不能适应鸡胚生长 。

Ｍ １２ ３４５

图 ３
－

１Ｊ Ｓ株尿囊腔传代鉴定

Ｆ ｉ

ｇ
．３

－

１Ｐ ａ ｓ ｓａｇｅ ｉ ｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ Ｊ Ｓｓ ｔ ｒａ ｉｎｏｎａ ｌ ｌ ａｎ ｔｏ ｉ ｃｃ ａｖ ｉ ｔｙ

注 ： Ｍ ：ｍ ａｒｋｅ ｒ
；
ｌ ： 阳性对照 ；

２
？

４ ： Ｐ １

？

Ｐ ３代病毒 ；
５ ： 阴 性对照

Ｎｏ ｔ ｅ ： Ｍ ： ｍ ａｒｋｅ ｒ ： １ ：

ｐ
ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｅ ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ

； 
２
？

４ ： Ｐ １
？

Ｐ ３
ｇ

ｅ ｎｅ ｒａｔ ｉｏ ｎ
； 
５ ： ｎ ｅ

ｇ
ａ ｔ ｉ ｖ ｅ ｃｏ ｎｔｒｏ ｌ ．

２ ． １ ．２ＣＥＫ传代

制备好ＣＥＫ细胞过夜 ， 以 １ ： １ ０００比例感染细胞后观察 ５ｄ ， 收集细胞上清 。 提取

ＤＮＡ检测核酸 。 根据凝胶 电泳结果显示 ： ＪＳ株在ＣＥＫ上传代至第 ７代时无法检测到病

毒核酸 （ 图 ３
－

２ ） ， 说明 ＪＳ株在ＣＥＫ上适应性差 ， 不能连续传代 。

２ ７
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２ ． １ ． ３ＬＭＨ传代

ＬＭＨ是可连续传代的细胞 ， 在培养方式上优于原代 ＣＥＫ 。 将病毒液按照 １ ： １ ０００

比例接种细胞 ５ｄ后 ， 反复冻融三次 ， 收集细胞上清 ， 继续在ＬＭＨ细胞上传代至Ｐ １ ３

代 。 提取ＤＮＡ进行核酸检测 ， 结果显示 ＪＳ株可 以很好的在ＬＭＨ细胞上传代 （ 图 ３
－

３ ） 。 在我们后续的实验 中 ， Ｊ Ｓ株也可 以继续传代 ， 这说明 Ｊ Ｓ株对ＬＭＨ细胞有 良好的

适应性 。

Ｍ ｌ２３４５６７ ８９

４０２ｂ
ｐ

ｍｍ
图 ３

－２Ｊ Ｓ株ＣＥＫ传代鉴定

Ｆ ｉ

ｇ
．３

－

２Ｐ ａ ｓｓａｇｅ ｉ ｄｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃ ａｔ ｉ ｏｎｏｆ Ｊ Ｓｓｔｒａ ｉｎｏｎＣＥＫ

注 ： Ｍ ： ５ ００ ０ｍ ａｒｋ ｅｒ ： ｌ ： 阳性对照 ；
２
￣

８ ： Ｐ １

￣

Ｐ７代
；
９ ： 阴性对照 。

Ｎｏ ｔｅ ：Ｍ ：５ ０ ０ ０ ｍａｒｋｅ ｒ ： １ ：

ｐ
ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖｅ ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ ： ２ 

？

８ ： Ｐ １
？

Ｐ ７
ｇ

ｅｎ ｅ ｒａｔ ｉ ｏｎ ．

；
Ｐ ９ ：ｎｅｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ．

Ｍ １２３４５６７８９ １ ０１ １１ ２１ ３１ ４ １ ５

图 ３
－

３Ｊ Ｓ株在ＬＭＨ上传代鉴定

Ｆ ｉ

ｇ
．３

－

３Ｐａ ｓ ｓａｇｅ ｉ ｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ Ｊ Ｓｓ ｔｒａ ｉｎｏｎＬＭＨ

注 ： Ｍ ：ｍ ａｒｋｅ ｒ
；

ｌ ： 阳 性对照
；
２
？

１ ４ ： Ｐ卜Ｐ １ ３代毒 ；
１ ５ ： 阴性对照

Ｎｏ ｔｅ ： Ｍ ： ｍ ａｒｋｅｒ
；

１ ：

ｐ
ｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏ ｌ

； 
２
￣

 １ ４ ：Ｐ １
？

Ｐ １ ３
ｇ

ｅｎ ｅｒａｔ ｉ ｏｎ
； １ ５ ： ｎｅ ｇ

ａ ｔ ｉ ｖｅ ｃｏ ｎ ｔｒｏ ｌ

２ ． ２ 病毒生长曲线

按ＭＯ Ｉ
＝

０ ． ０ １ 的病毒量接种长满单层ＬＭＨ细胞的 １ ２孔板 ， 分别在接种病毒后的不

同时间点 （ １ ２ｈ 、 ２４ｈ 、 ３ ６ｈ 、 ４ ８ｈ 、 ６０ｈ 、 ７２ｈ 、 ８４ｈ ） 收取细胞上清 ， 测定每个时

２ ８
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间点收取上清的ＴＣ ＩＤ ５ Ｇ ， 共重复 ３次 。 结果如 图 ３
－４ ，ＦＡｄＶ －４ ＪＳ株在ＬＭＨ细胞上生长

良好 ， 以 ０ ． ０ １ ＭＯ Ｉ接种病毒 ７２ ｈ后病毒滴度为 １ ０
７ Ｑ

ＴＣ ＩＤ ５ 〇／０ ． １ ｍＬ ， 最高达到

１ ０
８ ０

ＴＣ ＩＤ ５ 〇／Ｏ ． ｌｍＬ ｃ

１ ０
－

＾２
－

０ ？


１



１



１



１



１

０ ２ ０４ ０ ６ ０８ ０ １ ０ ０

攻毒后时 间 ／ｈ

图 ３
－４Ｊ Ｓ株在ＬＭＨ细胞上的生长曲线

Ｆ ｉ

ｇ
．３

－４Ｇ ｒｏｗ ｔｈｃｕｒｖ ｅｏ ｆ ＪＳｓ ｔｒａ ｉｎｏｎＬＭＨｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

２ ． ３Ｊ Ｓ 株在 ＬＭＨ 上传代病毒滴度变化

将 ＦＡ ｄＶ －４Ｊ Ｓ株在ＬＭＨ细胞上连续传代 １ ３次后 ， 分别测定每
一

代次接毒后细胞上

清的病毒滴度 ， 见 图 ３
－

５ 。 病毒在ＬＭＨ细胞上传代 ， 病毒毒价均在 １ ０
６ （）

ＴＣ ＩＤ ５ （ ）
／０ ． １ｍＬ

之上 ， 最高毒价可达到 １ ０
８ Ｑ

ＴＣ ＩＤ ５ 〇／０ ． １ ｍＬ 。 这说明 ＦＡｄＶ －４ Ｊ Ｓ株适应在ＬＭＨ细胞上

增殖并能稳定传代 。

￡６
－

１
４Ｑ４
－

２
－

〇
－

｜

￣

ｒ

—

１

￣

． ． ｜

￣￣￣

Ｉ

￣

ｒ
－

１

￣￣￣￣

？

—

Ｉ

０ ５ １ ０ １ ５

病毒代次

图 ３
－

５Ｊ Ｓ株在ＬＭＨ传代病毒滴度的变化

Ｆ ｉｇ ．３
－

５Ｔ ｉ ｔ ｅ ｒ ｃｈａｎ
ｇ
ｅｓｏ ｆ Ｊ Ｓｓ ｔｒａ ｉｎｏｎＬＭＨ

２ ９
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２ ．４ 标准曲线的建立

成功构建ＯＲＦ －

１ ４的片段到ｐＭＤ
－

１ ８Ｔ载体上并命名为Ｔ－ＯＲＦ １ ４ ， 检测质粒浓度为

６ ．〇２ ｘ ｉ 〇
ｍ ｘ 质粒浓度

１ ４９ ｎｇ／ｎＬ ， 根据公式计算 出质粒的初始拷贝数为

４ ． ５ ９ ｘ ｌ 〇
１ Ｇ

ｃｏｐｉｅｓ／ｎＬ ， 将质粒十倍比梯度稀释后进行荧光定量ＰＣＲ检测 ， 以Ｃ ｔ值为Ｙ

轴 ， 质粒浓度指数为Ｘ轴绘制标准 曲线 。 结果显示 ， Ｃｔ 值与质粒标准品拷贝数的对

数呈现出 良好的线性关系 （ 图 ３
－

６ ） ， 标准 曲线方程为 ： 尸
－

３ ．４８９７Ｘ＋３ ６ ． ８ ８７
； 相关系

数 Ｒ
２
＝

０ ．９９７ ， 线性关系 良好 。

２ ． ５ＪＳ 株对 ＳＰＦ 鸡的致病性

在ＬＭＨ细胞上制备ＦＡｄＶ －４ ＪＳ株种毒
一

批 ， 病毒滴度为 １ ０
６ ＇Ｑ

ＴａＤ ５ Ｑ／０ ． １ｍＬ ， 置－

７０
°

Ｃ保存 ， 攻毒时取 出 ， 用 ＰＢ Ｓ稀释后进行肌肉注射或 口服攻毒 。 检测结果表 明该批

毒对２ １ 日龄的 ＳＰＦ鸡有致病性 。

其中第ｎ组鸡从攻毒后第二天开始有鸡发病死亡 ， 其中死亡两只 ， 其他鸡均有不

同程度的精神萎靡 、 沉郁等症状 ， 攻毒后第三天又死亡 ７ 只 ， 另
一

只有精神轻度沉

郁 ， 且随时间推移 ， 该鸡恢复正常 ， 死亡率为 ９０％
； 第ｍ组鸡没有 出现任何症状 ，

死亡率为 〇（ 图 ３
－７ ） 。

３０
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０ １ ； ３ ｄ Ｓ ６ ７ ８

ａ Ｉ ＣＫ ． Ｑ Ｕ ＡＮ Ｔ Ｉ Ｔ Ｖ

０  ００３

ｒ＼
０ － ００ １

 ｉ

＾

＼

〇 〇〇〇
—

■

、 ■

６４  ０ ０ ６９  ０ ０ ７ ２ ０ ０ ７ ５  ００ ７ ８ ００ ８ １ ００Ｗ  ０ Ｃ ８ ７ ． ０ ０ ９０  ０ ０ ９ ３  ０ ０ ９６  ００

ｂ Ｔ ｅｍ ｐｔ ｆ ａ ｌ ｕ ｆ ｔ

４
． ０００

？



＾
３  ００ ０

ｒ

＾２ ０００

｜
ｃ
 １ ０００

０ ００ Ｃ 

Ｏ ＯＣ４ ００８ ０ ０ １ ２  ００ １ ６ ００２０ ００２ ４ ． ００ ２ ８  ００３２ － ００ ３６ ００ ４ ０ ． ００

Ｃ Ｃ ｙｃ ｌｅ

图 ３
－ ６ＳＹＢ ＲＧ ｒｅ ｅｎ Ｉ实时荧光定量 ＰＣＲ检测标准曲线的绘制

Ｆ ｉｇ
． ３

－

６Ｓ ｔａｎｄａ ｒｄｃｕ ｒｖｅｏ ｆ ＳＹＢ ＲＧ ｒｅｅｎ Ｉｒｅ ａ ｌ

－

ｔ ｉｍ ｅｆｌｕｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅｎ ｔ
ｑｕ ａｎ ｔ ｉ ｔａ ｔ ｉｖｅＰＣＲｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎ

注 ： ａ ： ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 丨实时荧光定量ＰＣＲ检测标准曲线 ；
ｂ ： ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ实吋荧光定量ＰＣＲ检测 的溶解 曲线 ；

ｃ ：

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅ ｎ 丨实吋荧光记Ｍ ＰＣ Ｒ扩增 丨山线

Ｎ ｏ ｔ ｅ ： ａ ：ＳＹＢＲＧ ｒｅｅ ｎ Ｉ ｒｅ ａ ｌ ｔ ｉｍ ｅ  ｆｌ ｕ ｏ ｒｅｓ ｃｅｎ ｔ
ｑ

ｕ ａｎ ｔ ｉ ｔ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ ＰＣＲ ｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎｓ ｔ ａｎ ｄ ａ ｒｄｃ ｕ ｒｖ ｅ
； Ｂ ： ＳＹＢ ＲＧ ｒｅｅ ｎ Ｉ ｒｅ ａ ｌ

－

ｔ ｉｍ ｅ

ｆ ｌ ｕｏ ｒｅｓ ｃｅｎ ｔ
ｑ

ｕ ａｎ ｔ ｉ ｔ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ ＰＣＲ ｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ｏ ｆ ｄ ｉ ｓ ｓｏ ｌ ｖ ｅｄ ｃ ｕ ｒｖ ｅ ： Ｃ ：ＳＹ Ｂ Ｒ Ｇｒｅ ｅ ｎ Ｉ ｒｅ ａ ｌ ｔ ｉｍ ｅ ｆ ｌ ｕ ｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅｎ ｔ
ｑ

ｕ ａ ｎ ｔ ｉ ｔ ａ ｔ ｉ ｖｅ ＰＣＲ

ａｍ
ｐ

ｌ ｉ ｆ ｉ ｃａｔ ｉ ｏｎｃ ｕ ｒｖｅ ．

４
－

ｉ Ｉ

１ ０ ０
—？

肀

１八 ｎ

Ｌ ｎ ３
－ ／＼－

ａ
－ｎ

１ｓ ｏ

－

 Ｉ

２
＇

／＼

〇
１  〇

｜

〇 ５ １ ０ １ ５ 〇 ５ １ ０ １ ５

攻毒后时间 ／ｄ 攻毒后时 间 ／ ｄ

图 ３
－

７ＳＰＦ鸡存活率 （
左

）
及状态评分分析 （右 ）

Ｆ ｉｇ
． ３

－

７Ｓｕｒｖ ｉｖ ａ ｌｒａ ｔｅ
 （

ｌｅ ｆ ｔ
）
ａｎｄｓ ｔａ ｔｕｓｓ ｃｏｒｅａｎ ａ ｌｙｓ ｉ ｓ ｏ ｆ Ｓ ＰＦｃｈ ｉ ｃｋｅｎｓ

 （
ｒ ｉ

ｇ
ｈ ｔ

）

３ １
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剖检病死鸡 ， 发现第 Ｉ Ｉ组鸡均有不 同程度 的心包积液 ， 肝脏黄染肥大 ， 肾肿大且

有点状 出血 ， 脾脏出血肿大等明 显症状 ， 随机收集 ３ 只鸡的脏器组织备用 。 剖检第 Ｉ Ｉ Ｉ

组鸡 ， 发现其肝脏黄染 ， 但其他部位未见明显病变 （ 图 ３
－

８ ） 。

２ ． ６ 病毒组织分布

实验结束后第 Ｉ Ｉ Ｉ组随机挑选三只剖杀 ， 对其心 、 肝 、 脾 、 肺 、 肾 以及气管 、 法

氏囊进行荧光定量实验 ， 结果显示 ： 病毒主要靶器官为肝脏 ， 且肌肉注射 比 口服感

染效果更严重 。 （ 图 ３
－ ９ ）

Ｋｍｍ
Ｍｉｍ^

图 ３
－

８ 感染死亡鸡主要病变

Ｆ ｉ

ｇ
． ３

－

８Ｍ ａ ｉｎ
ｐ ａ ｔｈ ｏ ｌ ｏｇ

ｉ ｃ ａ ｌｃｈａ ｎｇｅ ｓｏ ｆ  ｉｎ ｆｅｃ ｔｅｄｄ ｅ ａ ｄｃｈ ｉ ｃｋｅｎ ｓ

注 ： （ ａ
－

ｃ ） 为第 Ｉ
－

ｉｎ组鸡剖检后心脏与肝脏组织肉眼观察图 ， 可见第 Ｉ 组鸡心肝正常 ， 无可见病变 ？

， 第 Ｉ Ｉ

组鸡有明显 的心包积液及肝脏黄染肿大情况 ； 第 Ｉ Ｉ Ｉ组鸡肝脏略有黄染但并无 明显心包积液 。

Ｎ ｏ ｔ ｅ ：

 （
ａ

－

ｃ
） 

ｉ ｓ ａ ｍ ａｃ ｒｏ ｓ ｃｏ ｐ ｉ ｃ ｏｂ ｓ ｅｒｖ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｏ ｆ  ｔ ｈ ｅ ｈ ｅ ａｒｔ ａｎ ｄ ｌ ｉ ｖｅ ｒ  ｔ ｉ ｓ ｓ ｕｅ ｓ ｏ ｆ  ｔｈ ｅ ｃ ｈ ｉ ｃ ｋｅｎ ｓ  ｉ ｎ
ｇ

ｒｏ ｕｐ Ｉ
－

Ｉ Ｊｈ ｗ ｈ ｉ ｃ ｈ ｓｈ ｏｗ ｓ

ｔｈ ａ ｔ  ｔ ｈｅ ｈｅａｒｔ ａｎｄ ｌ ｉ ｖ ｅｒ ｏ ｆ
ｇ

ｒｏ ｕ
ｐ Ｉａ ｒｅ ｎ ｏｎｎ ａ ｌ ａ ｎｄ ｔｈ ｅ ｒｅ ａ ｒｅ ｎ ｏｖ ｉ ｓ ｉ ｂ ｌ ｅ  ｌ ｅｓ ｉｏ ｎ ｓ

； 
ｔｈ ｅ ｃ ｈ ｉ ｃ ｋ ｅｎ ｓ ｏ ｆ

ｇ ｒｏ ｕ
ｐ Ｉ Ｉｈ ａ ｖ ｅ ｏ ｂ ｖ ｉ ｏｕ ｓ

ｐ
ｅ ｒ ｉ ｃａ ｒｄ ｉ ａ ｌ ｅｆｆｕ ｓ ｉ ｏｎ ａ ｎｄ

ｙ
ｅ ｌ ｌ ｏｗ ｌ ｉ ｖｅ ｒ ｓｗｅ ｌ ｌ ｉ ｎｇ

． Ｔｈ ｅ  ｓ ｉ ｔｕ ａ ｔ ｉ ｏｎｗａｓ ｌ ａ ｒ
ｇ
ｅ

； ｇ
ｒｏ ｕｐ

Ｉ Ｉ Ｉｃ ｈ ｉ ｃ ｋ ｅｎ ｌ ｉ
ｖ ｅ ｒ ｓ ｗ ｅｒｅ ｓ ｌ ｉ ｇ ｈ ｔ ｌ ｙ ｙｅ ｌ ｌ ｏｗ

ｓ ｔ ａ ｉ ｎ ｅｄｂ ｕ ｔ ｎ ｏ ｏｂｖ ｉ ｏ ｕ ｓ
ｐ

ｅｒ ｉ ｃ ａ ｒｄ ｉ ａ ｌ ｅ ｆｆｕ ｓ ｉ ｏ ｎ ．
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１ 〇
１

ＣＥＳＩ心

ｇ８
－？■ 肝

Ｗｆ Ａ
＝ 脾

翁６
＿

 ，Ａ ｉ ｌＥ＝Ｓ肺

｜４
－ ｜ 目 肾

雕 ；

：ｍ 气管

ｓ
－

；
ｆＴ ｇ

－ ． ．

雄
一

组别

图 ３
－

９ 病毒的组织分布情况

Ｆ ｉｇ ．３
－

９Ｄ ｉ ｓ ｔｒ ｉ ｂｕ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｖ ｉ ｒｕｓ ｔ ｉ ｓ ｓｕｅｓ

注 ： 拷 贝数低于 ｌ Ｏ Ｏｃｏｐ
ｉ ｅ ｓ／ｍ

ｇ算作 阴性 。

Ｎ ｏ ｔｅ ：ｃｏ
ｐ ｉ ｅ ｓ  ｌ ｅ ｓ ｓ  ｔｈ ａｎ ｌ Ｏ Ｏ ｃｏｐ

ｉ ｅ ｓ／ｍ
ｇ 

ａ ｒｅｃｏ ｎ ｓ ｉ ｄｅ ｒｅｄ ｎ ｅｇ
ａ ｔ ｉ ｖｅ ．

在攻毒后第 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 丨 １ 、 １ ３天采集咽 、 肛拭子 ， 进行荧光定量检测其排

毒情况 ， 结果显示攻毒后第ｎ组与第 Ｉ ＩＩ组鸡的咽 、 肛拭子均有排毒 ， 其 中第 ｎ组鸡的

排毒情况在攻毒后第 ３
￣

５天到达排毒高峰期 ， 随后降低 ； 第 ＩＩ Ｉ组试验动物咽 、 肛拭子

的排毒量在攻毒后第 １
￣

３天处于排毒高峰 ， 随后递减直至攻毒后第 ９天转阴 （ 表 ３
－

２ ）〇

表 ３
－２ 攻毒后咽肛拭子排毒情况

Ｔａｂ ｌ ｅ３
－２Ｄｅ ｔｏｘ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏｎｓ ｔａ ｔｕｓｏ ｆ

ｐ
ｈ ａｒｙｎｇ ｅ ａ

ｌａｎａ ｌｓｗ ａｂａｆｔｅ ｒｃｈａ ｌ ｌ ｅｎｇ ｅ

第 １ 天第 ３ 天第 ５ 天第 ７ 天第 ９ 天第 １ １ 天第 １ ３ 天

咽 肛咽 肛咽 肛咽 肛咽 肛咽 肛咽 肛

Ｉ－？－－－－－？－

Ｉ Ｉ＋＋＋＋＋ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ ／ ／ Ｉ Ｉ

Ｈ Ｉ－Ｈ－＋＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋± ±土 －－－

注 ：

“

＋
”

表示阳性 ； 表示 阴性 ； Ｔ表示第 Ｉ Ｉ 组仅剩 １ 只鸡 ， 数据不具有代表性 。

“

＋＋
”

表示强阳性 ， 荧光定

量计算 的拷 贝数大于 １００ ０ 拷 贝数 ／毫克 ；

“

＋
”

表示阳性 ， 荧光定量计算 的拷 贝数在 １ ００
？

１０ ０ ０ 拷 贝数 ／毫克 ；

“

土
”

表示弱 阳性 ， 荧光定量计算 的拷 贝数在 １ ００
？

１ ５ ０ 拷 贝数 ／毫克 ； 表示阴性 ， 荧光定量计算的拷 贝 数小于 １ ５ ０ 拷

贝数 ／毫克 。

３ ３
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３ 讨论

２０ １ ３年 以来我国 出现ＦＡｄＶ －４感染的疾病报告 ， 且在 ２０ １ ５年暴发ＨＨＳ 。 本研宄室

２０ １ ７年从江苏省某发病鸡场分离获得 １株ＦＡｄＶ－４ ， 命名为ＪＳ株 。 通过测定病毒的生长

曲线 ， 发现它 的病毒滴度可 以达到 １ ０
８ Ｑ

ＴＣ ＩＤ ５ 〇／０ ． １ｍＬ ， 说明 ＪＳ株可以很好地在ＬＭＨ细

胞上繁殖 。其他文献中 ， 毒株ＨＮＪＺ在ＬＭＨ上的毒价仅为 １ ０
６ ５

ＴＣ ＩＤ ５ Ｇ／０ ． １ｍＬ ［
Ｉ ２３

］

、 ＳＤ０ ８２ ８

在鸡胚成纤维细胞上的毒价为 １ ０
５ ３

ＴＣ ＩＤ ５ 〇 ／
０ ． １ｍＬ

［
１ ２４

］

、 ＳＤ １ ５ １ １在ＣＥＫ上的毒价为 １ ０
３ ２

ＴＣ ＩＤ ５ （）
／０ ． １ｍＬ ［

１ ２５
］以及ＳＤ ＪＮ０ １ ０５株在鸡胚上的毒价为 

１ ０
５ Ｑ

ＴＣ ＩＤ ｓ ｏ／Ｏ ． ｌｍＬ
［
３

］

， 这些毒株

均没有 ＪＳ株毒价高 。 这说明本试验分离到 １株在ＬＭＨ细胞上生长 良好的病毒株 ， 有助

于后续进行灭活疫苗的研宄 。 将Ｐ４代病毒通过肌肉注射或 口 服感染的途径对 ２ １ 日 龄

ＳＰＦ鸡进行攻毒 ， 发现 口 服感染组的鸡群并没有产生精神沉郁或死亡症状 ， 解剖后观

察到鸡的肝脏黄染 ， 并无其他变化 ； 而肌注组的 ＳＰＦ鸡在攻毒后２４ ｈ己 出现轻度沉郁的

症状 ， 并在攻毒后 ３
￣

５天达到死亡高峰 ， 引 起了 ９０％的死亡率 。 剖检可看到很明显的心

包积液症状 。 这与 己报道 的 ＣＨ／ＨＮＪＺ／２０ １ ５株 的致病力 有所不 同 ［
１ ２ ３

］

。 尽管 ＪＳ株与

ＣＨ／ＨＮＪＺ／２０ １ ５株在ｈｅｘｏｎ基因水平上同源性达９９％ ， 但 口服感染后呈现 出不 同 的致病

力 ， 其中 ＣＨ／ＨＮＪＺ／２０ １ ５株 口服感染０ ． ２ｍＬ１ ０
５ （）

ＴＣ ＩＤ ５ Ｇ的病毒后 ， 在攻毒后第 ５天达到

１ ００％死亡 ， 而ＪＳ株在 口服感染０ ．２ ｍＬ １ ０
６ Ｇ

ＴＣＩＤ ５ （ ）的病毒后 ， 鸡群没有死亡也没有 明显

的临床症状 。 两株病毒在ｈｅｘｏｎ基因水平上同源性高却有不同的致病力 ， 可以考虑是其

他基因水平上的差别导致了两株病毒毒力的不同 。

己有数篇文献通过不同感染方式研宄ＦＡｄＶ－４对鸡的致病力的情况 ， 发现 口服感

染致病力低于肌肉感染 ， 这是由于 口服感染时消化道对病毒具有
一

定的消化作用 ，

影响 了病毒的活性及在机体 内 的吸附作用 ［
１ ２６

，
１ ２７

］

。 我们在两种感染方式的鸡的咽拭子

中都检测到 了排毒 ， 这也证实了该病毒可经空气 －消化道传播 ［
１ ２７

］

。

腺病毒在鸡体 内 的分布情况我们也进行 了研宄 ， 发现肝脏中 的病毒含量最高 ，

且各组织脏器中病毒均有分布 ， 这与其他研宄结果
一

致 ， 这也可以理解为何ＦＡｄＶ－４

可以在ＬＭＨ细胞上更好的繁殖 。 口服感染组鸡没有死亡但咽拭子也有排毒情况 ， 这

说明不同的感染方式 ， 对鸡的致病力不同 ， 这
一

点与 已有文献报道相 同 ［
１ ２８

，
１ ２ ９

］

。 本研

宄分离获得了 １株在ＬＭＨ细胞上具有较高病毒滴度和高致病力的ＦＡｄＶ －４ ， 为后续研

宄 ＪＳ株的致病机理及制备针对ＦＡｄＶ －４的灭活疫苗奠定基础 。

３４
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４ 本章小结

本章研宄将分离获得的ＦＡｄＶ－４病毒分别在鸡胚 、 ＣＥＫ以及ＬＭＨ上进行连续传代

培养 ， 结果发现ＦＡｄＶ－４只可在ＬＭＨ细胞上进行连续传代 ， 在鸡胚中传代至第 ２代 ，

在ＣＥＫ细胞上传代至第 ７代就检测不到病毒核酸 了 。 同时 ， 本研宄对该病毒进行致病

力分析 ， 通过肌肉注射和 口服感染方式感染２ １ 日龄 ＳＰＦ鸡 ， 并进行观察 ， 发现肌肉注

射组在攻毒后第 ２天开始 出现死亡 ， 最后死亡率为 ９０％ ；口 服感染组在感染后有精神

沉郁的症状随后好转 。 试验结束后收集各脏器组织 ， 并进行脏器组织分布试验 ， 发

现肝脏中 的病毒含量最高 ， 且各组织脏器中病毒均有分布 ； 咽肛拭子均有排毒现

象 。

３ ５
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第四章 ４ 型禽腺病毒 ｈｅｘｏｎ 蛋 白单克隆抗体的制备与鉴

定

摘要 ： 为 制备 ＦＡｄＶ－４ｈｅｘｏｎ 蛋 白
，
设计 引 物扩增 ＦＡｄＶ￣４ｈｅｘｏｎ 基 因 的前 １ ５ ００ｂｐ 片

段
，
酶切后 克隆入 ｐＣｏ ｌｄ ｌ 载体 中 ，

后转化入 五 ． ｃｏ／ ｚ

＿

ＤＨ５ａ 中 ，
经过 ＰＣＲ 、 酶切和测序

鉴定正确的 阳性重组质粒 ， 命名 为 ｐＣｏ ｌｄ ｌ
－ｈｅｘｏｎ－

ｌ 。 将 阳性质粒转化入 凡《＞／ｚ

＿

ＢＬ２ １ 感

受 态 中 ，
小量诱导表达 ，

通过 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 鉴定重组蛋 白 的表达 。 本实验 中 大肠杆菌 以

包涵体形 式表达 了ＦＡｄＶ－４ｈｅｘｏｎ－

１ 蛋 白
，
随后 用 纯化蛋 白 免疫 Ｂ ａ ｌｂ／ｃ 雌性小 鼠 ，

用 间

接 ＥＬ ＩＳＡ 方法选择血清抗体效价 高 的 小鼠进行细胞融合 ， 并 筛选 阳 性杂交瘤 细胞 。 最

终得到 ３ 株能稳定分泌抗 ｈｅｘｏｎ 单抗的杂交瘤 细胞株 ， 命名 为 ４Ｇ９ 、 ６Ｃ ６ 和 ６Ｅ １ ０ 。 上

清效价分别 为 ２
８

、 ２
１ ２

、 ２
９

；４Ｇ９ 和 ６Ｅ １ ０ 的抗体腹水效价分别 为 １ 〇
５

、 １ 〇
４

；

三株抗体

的亚型 鉴定结果是均 为 ｉｆｃ
／^
泊 轻链 ， 其 中 ４Ｇ９ 和 ６Ｃ ６ 为 Ｉ

ｇ
Ｇ ｌ 亚类

，
６Ｅ １ ０ 为 ＩｇＧ２ｂ 。

ＩＦＡ 和 ＷＢ 实验均 能证明这三株单抗可 以较好的和病毒蛋 白 发生反应
，
其 中 ６Ｃ６ 和

６Ｅ １ ０ 有较好的特异性 ，
为供后 续建立快速诊断 ＦＡｄＶ－４ 奠 定 了 基础 。

关键词 ： ＦＡｄＶ－４
；ｈｅｘｏｎ 蛋 白

； 单克隆抗体

１ 材料与方法

１ ． １ 细胞 、 实验动物

ＳＰ２／０ 骨髓瘤细胞和 ＬＭＨ 为本实验室保存 ；
６
？

８ 周龄 Ｂ ａ ｌｂ／ｃ 雌 鼠和 ８
￣

１ ０ 周龄

Ｂ ａ ｌｂ／ｃ 雌 鼠购 自 上海西普尔 －必凯实验动物有限公司 。

１ ．２ 菌株和毒株

ｐ
Ｃ ｌｏｄ ｌ 载体 、 克隆宿主菌 Ｚ ｃｏ ｚ７ ＤＨ５ａ 和表达宿主菌 五 ． ｃｏ＂ ＢＬ２ １（ＤＥ３ ） 均 由本

实验室保存 ；
４ 型禽腺病毒为本实验室分离的 ＦＡｄＶ－４ＪＳ 株 。

１ ． ３ 主要试剂

ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基购 自 Ｈｙｃ ｌｏｎｅ 公司 ； 胎牛血清为 ｇ
ｉｂｃｏ 产品 ； 细胞冻存液为

３７
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ｃｅ ｌ ｌｂａｎｋｅｒ２ 品牌 ； 聚乙二醇融合剂 （ ＰＥＧ２０００ ） 、 ＨＡＴ
（
５〇 ｘ

）
、 弗氏完全佐剂 以及不完全

佐剂均购 自 Ｓ ｉｇ
ｍａ 公司 ；

６ 孔 、 １ ２ 孔 、 ２４ 孔 、 ４８ 孔 、 ９６ 孔等细胞培养瓶均购 自博奥

赛公司 ； 单抗亚类鉴定酶即用试剂盒购 自北京博奥龙免疫技术有限公司 ； 硝酸纤维素

膜 （ＮＣ ） 购 自ＧＥ公司 ；
Ｐｈａｎｔａ ＭａｘＳｕｐｅｒ

－Ｆ ｉｄｅ ｌ ｉｔｙ 

ＤＮＡ Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ和Ｈ ｉ Ｓｃｒ ｉｐｔ ＩＩ Ｏｎｅ

Ｓ ｔｅｐｑ
ＲＴ－ＰＣＲＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＫ ｉｔ购 自Ｖａｚｙｍｅ公司 ；

ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠Ｉｇ
Ｇ和ＨＲＰ标

记的羊抗鼠 ＩｇＧ 购 自 ＫＰＬ 公司 ；
ＤＮＡ 快速回收纯化试剂盒购 自 Ｏｍｅｇａ 公司 ； 限制性

内切酶＆ＯＲ Ｉ 和 ５ａｍＨ Ｉ 均购 自 ＮＥＢ
； 引物 由南京金斯瑞生物科技公司合成 。

主要溶液配制 ：

（ １ ） 配置 ０ ． ２Ｍ 醋酸缓冲液母液 ：

０ ．２ｍＭ 乙酸 ４９ ．２ｍＬ
，折合 ５ ６６ 吣 的冰乙酸 ；

０ ．２Ｍ 乙酸钠 １ ０ ． ８ｍＬ（ ０ ．２Ｍ 乙酸钠 ： ２ ． ７２
ｇ 三水合乙酸钠 （ＭＷ １ ３ ６ ．０ ８ ） ， 溶解

于ｌ ＯＯ ｍＬ ｄｄＨｂＯ ） 。

（ ２ ）６０ ｍＭ 的醋酸缓冲液 （ ｐＨ
＝４ ． ０ ） ：

取 ０ ．２Ｍ 醋酸缓冲液母液 ６０ｍＬ
，加 ｄｄＨ２０ 至 ２００ｍＬ

，调 ｐＨ 为 ４ ．０４ 。

（ ４ ）ｌ Ｍ Ｔｒｉｓ
——ＨＣ １（ ｐ

Ｈ＝９ ． ０ ）１ ００ ｍＬ

称取１ ２ ． １ １
ｇ

Ｔｒｉｓ
－Ｂ ａｓｅ（ＭＷ １ ２ １ ． １ ） ， 加水至９８ ｍＬ

，用ＨＣ １调至９ ．０ 。

１ ．４ 主要仪器

二氧化碳恒温培养箱 以及 ３ ７
°

Ｃ摇床购 自赛默飞 ； 细菌培养箱购 自松下 电器 ； 常温

离心机及 ４
°
Ｃ低温离心机购 自艾本德公司 ； 多功能酶标仪购 自 Ｔｅｃａｎ

； 倒置荧光显微镜

是 Ｏ ｌｙｍｐｕ ｓ 公司产品 ； 多功能成像仪为 ＧＥ 公司产品 。

１ ． ５ 免疫原的制备

１ ． ５ ． １ｈｅｘｏｎ－

１ 基因矿增

根据 ＪＳ 株 ｈｅｘｏｎ 序列设计 ｈｅｘｏｎ 基因前 １ ５００ｂｐ 片段引物 ， 以分离获得的 ＪＳ 株

ＤＮＡ 为模板 ， 引物序列如下 ：

Ｆ ： ５

，

－

ＣＡＴＡＴＧＧＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＣＴＣＧＡＧ －ＡＴＧＧＣＧＧＣＣＣＴＣＡＣＧＣＣＣＧ
－

３
，

；

Ｒ ： ５
，

－

ＡＧＡＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡ－ＧＡＡＧＧＧＧＴＴＧＡＣＧＴＴＧＴＣＣＡ 
－

３
，

。

用 ＰｈａｎｔａＭａｘＳｕｐｅｒ
－Ｆ ｉｄｅ ｌ ｉｔｙ

ＤＮＡＰｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ 高保真扩增酶按说明书配置反应体

系扩增 目 的片段 。 循环参数 ： 预变性 ９５
°

Ｃ ３０ ｓ ；９５
°

Ｃ变性 ３ ０ｓ ， ５ ６
°

Ｃ退火 ３ ０ｓ ， ７２
°

Ｃ

延伸 ９０ ｓ ， 进行 ３ ５ 个循环 ；
７２

°

Ｃ延伸 １ ０ｍ ｉｎ 。 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ 产物 。

１ ． ５ ．２ 构建原核表达载体

３ ８
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利用 ＤＮＡ 快速回收纯化试剂盒回收凝胶中 的 目 的片段 ｈｅｘｏｎ－

１ ， 用 別〇

双酶切ｈｅｘｏｎ
－

１以及
ｐＣｏ ｌｄＩ载体 ； 按照Ｃ ｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＩＩＯｎｅＳｔｅｐ

Ｃ ｌｏｎ ｉｎｇ
Ｋ ｉｔ试剂盒说

明书将 ｈｅｘｏｎ－

１ 片段利用 同源臂链接的方法构建到 ｐＣｏ ｌｄ ｌ 载体上 ， 将菌株送测 ， 测序

正确 的命名为 ｐ
Ｃｏ ｌｄ ｌ

－ｈｅｘｏｎ－

ｌ 。 将菌株按 １ ： １０００ 的并列加入到氨苄 ＬＢ 中 ， ３ ７
°

Ｃ过夜

震荡培养。 １ ： １ 加入灭菌的 ５ ０％甘油生理盐水 ， 将菌种保存于－

８０
°

Ｃ 。

１ ． ５ ． ３ＦＡｄＶ－４ｈｅｘｏｎ－

１ 蛋 白的表达与纯化

将 ｐＣｏ ｌｄ Ｉ
－ｈｅｘｏｎ

－

１ 提取质粒转化入 ＢＬ２ １
（
ＤＥ３

）
感受态中 ： 冰浴融化的感受态 ＢＬ２ １

（ＤＥ３ ） 后 ， 将质粒加入 、 混匀 ， 冰浴 ３ ０ ｍ ｉｎ 后立刻放入 ４２
°

Ｃ水浴锅中热激 ９０ ｓ ， 随

后立刻取出冰浴 ５ｍ ｉｎ ， 加入 ６００
＃ 的 ＬＢ 并置于 ３ ７

°

Ｃ摇床上培养 １ｈ 。 随后取 出 ４０００

ｒｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ 并去除 ５ ００
ｍ
Ｌ 的上清 ， 轻轻吹打重悬菌体 。 在氨苄抗性的平板上涂

布 ， 将平板放在 ３ ７
°
Ｃ培养箱倒置培养过夜 。

挑去平板中 的单个菌落加入 ｌｍＬ 含氨苄的液体 ＬＢ 中 ， ３ ７
°

Ｃ摇床培养过夜 。 第二

天将活化的菌液按 １ ： １ ００ ， 接种至 ｌ 〇〇 ｍＬ 的氨苄 ＬＢ 中 ， ３ ７
°

Ｃ摇床上振荡 ２ ｈ ， 当 ＯＤ６００

测得为 ０ ．６
－０ ． ８ 时 ， 加入终浓度为 Ｉ ｍＭ 的 ＩＰＴＧ 继续 ３ ７

°
Ｃ诱导表达 ４ ｈ 。 ８０００ ｒｐｍ 离

心 １ ０ｍ ｉｎ 后弃上清 。 用 ＰＢ Ｓ 重悬菌体后再 ８０００ｒｐｍ 离心 １ ０ ｍ ｉｎ 后弃上清 ， 如此重复

三次后保留菌体 ， 称重并按照每 ０ ． １
ｇ 加入 １ｍＬ ＰＢ Ｓ 重悬菌体 。

将重悬菌体置于冰上 ，并利用超声波裂解至液体透明不见颗粒状物质 ， ４
°

Ｃ１ ２０００

ｒ
ｐ
ｍ 离心 １ ０ ｍｉｎ 后 ， 取少量上清与沉淀跑胶鉴定 ， 发现蛋 白表达在包涵体中 。 将菌体

沉淀用 ８Ｍ 的尿素重悬溶解 ， 室温溶解 ３ ０ｍ ｉｎ 后 ４
°

Ｃ１ ２０００ｒｐｍ 离心 １ ０ｍ ｉｎ 后 ， 取

上清 。

加入 ３ｍＬ Ｎ ｉ 填料与菌体上清混匀 ４
°

Ｃ孵育过夜 ， 第二天将其填入纯化柱中 ， 收

集流出液 ； 随后依次加入 ｐ
Ｈ＝８ ．０ 、 ｐＨ

＝
６ ． ５ 的 ｗａｓｈ ｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ 洗去杂蛋 白 ， 最后用 ｐＨ
＝４ ． ５

的 ｅ ｌｕｔ ｉｏｎｂｕｆｆｅｒ 洗脱蛋 白并及时测量蛋 白浓度 ， 当浓度低于 ０ ．２ 时停止洗脱 。 将纯化

蛋 白取样跑蛋 白胶鉴定 ， 并存放于－

８〇
°

Ｃ 。 将 Ｎ ｉ 柱用 ２ Ｍ ＮａＯＨ 处理后用 １ ０％乙醇保

存于 ４
°

Ｃ 。

将上述蛋 白加入 ４ ｘ ｌ〇ａｄ ｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ 混勾 ， 煮沸 １ ５ｍ ｉｎ
；１ ２０００ｒ

ｐ
ｍ 离心 ５ｍ ｉｎ

；取上

清 １ ０
ｐ
Ｌ 加入蛋 白胶中进行蛋 白分离 。 经过 ８０Ｖ３ ０ｍ ｉｎ

，１ ２０Ｖ６０ｍ ｉｎ 后将蛋 白胶放

入考马斯蓝染液中染色 １ｈ 后放入脱色液中脱色 ， 扫描观察蛋 白纯化效果 。

１ ． ６ 动物免疫

将纯化蛋 白 与弗氏完全佐剂等体积乳化 ， 皮下免疫 ６
？

８ 周龄雌性 Ｂａ ｌｂ／ｃ 小 鼠 ； 并

在免疫后 １ ４ 、 ２ ８ 天等体积混合蛋白与弗氏不完全佐剂 ， 皮下免疫小 鼠 ； 在第三次免

３９
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疫后 ７ 天尾尖采血 ， 分离血清进行 ＥＬＩＳＡ 检测 ， 当血清效价大于 １ ０
５

时进行加强免

疫 ， 腹腔注射 １ ００
Ｒｇ 纯化蛋 白 ， 免疫三天后进行细胞融合 。

１ ． ７ 多克隆抗体效价检测

用碳酸盐缓冲液将纯化蛋 白稀释到 ２ 呢 ／ｍＬ ， 按照 １ ００
ｐ
Ｌ ／孔加入到酶标板中 ， ４

°

Ｃ

包被过夜 ； 第二天用 ３ ００
ｐ
Ｌ ＰＢ ＳＴ 洗板子 ５ 次后拍干 ， 每孔加入 １ ００

ｐ
Ｌ５％脱脂奶溶

液 ， ３ ７
°
Ｃ封闭 ｌ ｈ

； 用 ３００
ｐ
Ｌ ＰＢＳＴ 洗板子 ５ 次后拍干 。 将分离的小 鼠血清用 ５％脱脂

奶 １ ０ 倍比稀释后加入封闭后的酶标板上 ， ３ ７
°

Ｃ作用 １ｈ 后用 ３ ００
ｍＬ ＰＢ ＳＴ 洗板子 ５ 次

后拍干 ， 加入 １ ： ５０００ 稀释的 ＨＲＰ －ＹＫＳ 二抗 ， ３ ７
°

Ｃ孵育 ３ ０ ？１ 丨 １１ 后用 ３００ 吣 ？８ ３！

＇

洗

板子 ５ 次后拍干 ， 避光 ， 每孔加入等体积混合的 ＴＭＢ 显色液 ， 室温孵育 １ ５ｍ ｉｎ 后加

入 ２ＭＨ２Ｓ〇４ 终止 ， 并在 ＯＤ ４ ５Ｑ 读值 ， 判断血清效价是否达到 １ 〇
５

。

１ ． ８ 骨髓瘤细胞的培养

将小 鼠骨髓瘤细胞 （ ＳＰ２／０ ）从液氮罐中取出并立刻放入 ３ ７
°

Ｃ水浴锅中快速溶解 ，

８００ｒｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ 后弃上清 ， 将细胞沉淀用 １ｍＬ ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基重悬后加入 Ｔ２５

细胞瓶中 ， 补充含 １ ０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基 ， 放入细胞培养箱中培养 。 在当

细胞处于生长期时按 １ ：３ 比例传代 ， 细胞复苏
一

周后 ， 准备足够的细胞进行细胞融合

步骤 。

１ ．９ 饲养层细胞的制备

取 ６
？

８ 周龄雌性 Ｂ ａ ｌｂ／ｃ 小 鼠 ， 眼眶采血分离血清作为阴性血清 。 颈椎处死小 鼠后

泡入准备好的 ７５％酒精中 ｌ Ｏ ｍｉｎ ， 取出小 鼠腹部朝上保定 。 无菌剪开小 鼠腹部 ， 用镊

子提起腹膜 ， 用 ５ ｍＬ 注射器抽取 ４ ｍＬ ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基 ， 注入小 鼠腹腔中 ， 注意不

要戳到 内脏和血管防止污染 ， 轻柔按摩腹部后吸出培养基 ； 如此重复操作 ５ 次后 ， 静

置 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ 显微镜观察吸出液体中是否含红细胞 ， 若有则需重新制备 。 若没有 ， 则用含

ＨＡＴ 和 ２０％ＦＢ Ｓ 的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 完全培养基重悬饲养细胞并细胞计数稀释成 ２ ｘ
ｌ 〇

５

／ｍＬ

的浓度 ， 均匀铺在 ５
￣

６ 块 ９６ 孔板上 ， １ ００
ｍＬ／孔 。 将 ９６ 孔细胞板放在细培养箱 中过夜

培养 ， 第二天进行细胞融合 。

１ ． １ ０ 细胞融合

１ ． １ ０ ． １ 制备脾细胞

４０
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取
一

只血清效价高达 １ 〇
５

的免疫小 鼠 ， 眼眶采血分离阳性血清备用 。 颈椎处死小

鼠后泡入准备好的 ７５％酒精中 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ， 取 出 小 鼠左侧卧保定 。无菌剪开小 鼠胸部皮肤 ，

可看到脾脏 ； 小心剪开腹膜 ， 顿性分离脾脏周 围组织 ； 取出脾脏放入准备好的无菌平

皿中 ， 用 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基冲洗几次 ， 用注射器在脾脏表面无序戳
一

些孔 。 用 ５ ｍＬ

注射器吸取 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 后注入脾脏中使脾细胞被冲洗出来 ， 反复几次直到脾脏颜色变

淡透明 。 将所有的液体收集 ， 备用 。

１ ． １ ０ ．２ 细胞融合

提前准备细胞融合所必须的各种试剂并将 ＰＥＴ 、 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基 、 ＨＡＴ 、 ＦＢ Ｓ

放于细胞培养箱中预热 ；

从细胞培养箱 中取 出处于对数生长期且复苏时间超过
一

周 的 ＳＰ２／０ 细胞 ， 弃上清 ，

轻轻吹散细胞收集于离心管中 ；

将脾细胞及 ＳＰ２／０ 细胞 ８００ｒｐ
ｍ 离心 １ ０ｍ ｉｎ 后弃上清 ， 重复两次 ；

弃上清 ， 用 ５ｍＬＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 不完全培养基分别重悬脾细胞和 ＳＰ２／０ 细胞并利用

细胞计数仪计数 ， 按照脾细胞 ： ＳＰ２／０
＝

１ ０
￣

５ ： １ 的 比例混合 ， 离心 。

弃上清 （尽量弃干净 ） ， 用手掌摩擦离心管底部使细胞松散不成团 （这
一

步很关

键 ） ， 将离心管放入 ３ ７
°

Ｃ水浴中 ， 用 １ｍＬ 注射器取 １ｍＬ 已温浴的 ＰＥＧ 溶液 ， 在 １

ｍ ｉｎ 内匀速加入离心管中 ， 随加随晃动离心管使 ＰＥＧ 作用均匀 ；

静置 １ｍ ｉｎ 后加入含 ２０％ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 的培养基 ， 前 ３ ０ｓ 加 １ｍＬ ， 后 ３ ０ｓ 加 ３ｍＬ ，

第二分钟 内 匀速加完 １ １ｍＬ 后补齐培养基到 ３ ０ｍＬ ， 然后在 ３ ７
°

Ｃ水浴条件下静置 １ ０

ｍ ｉｎ
；

８００ｒｐｍ 离心 １ ０ｍ ｉｎ
，弃上清 ， 沿管壁轻轻加入 ３ ０ｍＬＲＰＭＩ

－

１ ６４０ 不完全培养基

（不吹散细胞 ） ， 离心弃上清洗去残留的 ｐｅｇ
；

沿管壁加入 ５ｍＬ 已预热 ＨＡＴ 培养基 ， 轻轻重悬细胞 。 补加预热的 ＨＡＴ 培养基 ，

２０％胎牛血清 ， 混匀分装至铺有词养细胞的细胞板中 ， 置于细胞培养箱中培养 。

５ 天后补充新鲜的 ＨＡＴ 培养基 ， ７
？

１ ０ 天当细胞长至孔底约 ３ ０％时 ， 可 以吸出细

胞上清检测抗体 。

１ ． １ １ 杂交瘤细胞的筛选

在细胞融合 ７
￣

１ ０ 天后观察细胞状态并吸取细胞上清进行 ＥＬＩＳＡ 检测 ， 补齐培养

基 。 具体步骤如下 ：

用碳酸盐缓冲液将纯化蛋 白作为包被原稀释到 ２ 吨／ｍＬ ， １ ００
ｈ
Ｌ ／孔加入到酶标板

中 ， ４
°

Ｃ包被过夜 ； 第二天用 ３ ００ ｐ
Ｌ ＰＢ ＳＴ 洗板子 ５ 次后拍千 ， 每孔加入 １ ０〇 ｍ

Ｌ５％脱

４ １
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脂奶溶液 ， ３ ７
°

Ｃ封闭 １ｈ ； 用 ３ ００
ｍ
ＬＰＢ ＳＴ 洗板子 ５ 次后拍干 。 将分离的小 鼠阴阳性

血清用 ５％脱脂奶稀释后加入封闭后的酶标板上作为阴 阳性对照 ， 同时将待检的融合

细胞上清加到 ＥＬＩＳＡ 板上 ， １ ００
＾
Ｌ／孔 ， ３ ７

°
Ｃ作用 ｌ ｈ 后用 ３ ００

＾
Ｌ ＰＢ ＳＴ 洗板子 ５ 次后

拍干 ， 加入 １ ： ５０００ 稀释的 ＨＲＰ －ＹＫＳ 二抗 ， ３ ７
°

Ｃ孵育 ３ ０ｍ ｉｎ 后用 ３００
ｐ
ＬＰＢＳＴ 洗板

子 ５ 次后拍干 ， 避光 ， 每孔加入等体积混合的 ＴＭＢ 显色液 ， 室温孵育 １ ５ｍ ｉｎ 后加入

２Ｍ Ｈ２ Ｓ〇４ 终止 ， 将 ＥＬＩＳＡ 板放入多功能酶标仪 ， 测量 ＯＤ４５ｇ 的大小 ， Ｐ 作为待检样

品 的值 ， Ｎ 作为阴性对照的值 ， 当 Ｐ ／Ｎ＞２ ． １ 时待检样品被判定为阳性 。

值得注意的是由于脾细胞的存在 ， 第
一

次 ＥＬＩＳＡ 检测大概率有假阳性的存在 ， 故

在第
一

次检测 ２
￣

３ 天后至少需要再检测
一

次 。

记录 ＥＬＩＳＡ 结果 ， 挑选读值较高且细胞状态 良好的细胞株进行亚克隆 。

１ ． １ ２ 亚克隆杂交瘤细胞

按照 ２ ． ５ 中步骤 ，提前
一

天制备小 鼠饲养层细胞 。标记 ＥＬＩＳＡ 检测阳性的细胞孔 ，

弃上清用 ＲＰＭＩ
－

Ｉ ６４０ 不完全培养基将细胞重悬后用细胞计数仪计数 ， 利用有限稀释法

１ ０ 倍比稀释细胞 ， 最终达到 １ ００ 个细胞／ １ ０ ｍＬ ， 补齐 ２０％ＦＢ Ｓ ， 均匀分装到铺有饲养

层细胞的 ９６ 孔中 ， 放入细胞培养箱中培养 ， ５ 天后补充完全培养基 。 ７
？

１ ０ 天观察细

胞状态并进行 ＥＬＩＳＡ 检测 。 对检测结果为阳性且是单克隆细胞的孔继续亚克隆 ， 直至

所有克隆细胞孔检测均为阳性后 ， 挑选某
一

亚克隆孔进行扩大培养及保种 。

１ ． １ ３ 单抗细胞保种

将处于对数生长期的细胞弃上清 ， 加入 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基吹下细胞并使用细胞计

数仪计数 ， ８００ｒｐ
ｍ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 用 ｃｅｌ ｌｂａｎｋｅｒ２ 冻存液将细胞重悬 ， 按 ｌｍＬ／管分装于

细胞冻存管 中 ， 冻于－

８０
°

Ｃ过夜后放于液氮中保存 。

１ ． １ ４ 单克隆抗体腹水的制备

腹腔无菌注射 ０ ． ５ｍＬ 不完全佐剂于 ８
￣

１ ０ 周龄 Ｂａｌｂ／ｃ 雌性小 鼠 ， １ 周后将筛选 出

的单抗细胞用无血清的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基重悬并腹腔注射小 鼠体 内 ， 每只 小 鼠约

１ ０
６
？

５ ＞＜
１ 〇

６

个细胞 。 ７
￣

１ ０ 天后观察小 鼠腹部隆起情况 ， 收集腹水 ， ３０００ ｒｐｍ 离心 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ

后 ， 取上清保存于 －４０
°

Ｃ 。

４ ２





第 四 章 ４ 型禽腺病毒 ｈｅｘｏｎ 蛋 白单克隆抗体的制备与鉴定


１ ． １ ５ 单克隆抗体鉴定

１ ． １ ５ ． １ 单克隆抗体亚型鉴定

参照单抗亚类鉴定酶试剂盒说明书 ， 收集细胞上清 。 以 ＥＬ ＩＳＡ 的方法测定单克隆

抗体的重链和轻链 。

１ ． １ ５ ． ２ 单克隆抗体效价测定

ＥＬ ＩＳＡ法检测收集的细胞上清和腹水抗体效价 ， 细胞上清 ２倍倍比稀释 ， 至 １ ：２
１ ４

，

腹水 １ ０ 倍倍比稀释 ， 至 １ ： １ ０
８

， 设立阳性对照和阴性对照 。 结果为阳性时 ， 最高稀释

度就是单克隆抗体的效价 。 具体操作步骤同 ２ ． ７ 。

１ ． １ ５ ． ３Ｗｅ ｓｔｅｒｎ －ｂ ｌｏｔ鉴定

取 ３ ０
ｐＬ 感染 ＦＡｄＶ－

４ＪＳ 株的 ＬＭＨ 细胞及纯化的 ｐ
Ｃ ｏ ｌｄＩ

－ｈｅｘｏｎ－

１ 蛋 白 ， 加入

４ ＞＜
ｌ〇ａｄ ｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｉ

？ 混匀 ， 煮沸１ ５ｍｉｎ ， １ ２０００ｒｐｍ离心１ ０ｍ ｉｎ 。 用１ ０％ＳＤＳ蛋白胶进

行 电泳 ， 而后转印至硝酸纤维 （ＮＣ ） 膜 。 用 ５％脱脂奶在 ３ ７
°
Ｃ摇床封闭 ３ ０ｍ ｉｍ 用

ＰＢ ＳＴ 洗涤 ３ 次后 ， 孵育杂交瘤细胞的上清原液 ， 在 ３ ７
°

Ｃ摇床作用 １ｈ 。 洗涤 ３ 次后

与二抗 ＨＲＰ－ＹＫＳ 在 ３ ７
°
Ｃ摇床作用 ３ ０ｍ ｉｎ 。 ＰＢ ＳＴ 再次洗 ３ 次后 ， 加入等 比混合的化

学发光液 Ａ 和 Ｂ ， 用 多功能成像仪曝光显色 。

１ ． １ ５ ．４ 间接免疫荧光实验

将 ＬＭＨ 细胞均匀铺在 ９６ 孔细胞板上 ， 再细胞培养箱中培养过夜 ； 待细胞长到

８０％时 ， 按照 １ ： １ ０００ 的 比列接种 ＪＳ 株病毒 ， 同时设立阴性细胞对照 。 培养 ４８ｈ 后观

察细胞状态 ， 若有病变则弃去细胞上清 ， 加入 ４％多聚 甲醛固定液室温固定 １ ５ｍ ｉｎ 。

ＰＢ Ｓ 洗 ３ 次后加入单抗细胞上清 ， ３ ７
°

Ｃ作用 Ｉｈ 后再次洗涤 ３ 次 ， 避光按 １ ：４００ 加入

二抗 Ｆ ＩＴＣ －ＹＫＳ ， ３ ７
°

Ｃ孵育 ３ ０ ｍ ｉｎ 。 ＰＢＳ 洗 ３ 次后加入少量 ＰＢ Ｓ ， 用倒置荧光显微镜

观察荧光 。

１ ． １ ５ ． ５ 抗体中和实验

为了验证制备的单抗是否有中和活性 ， 将细胞上清液按 １ ：２ 倍比稀释 ， 与含 ２００

ＴＣＩＤ ５〇 病毒液等比混合均匀 ， ３ ７
°

Ｃ作用 ２ ｈ 。 将每个稀释的抗体与病毒混合液加至单

层 ＬＭＨ 细胞中 。 病毒液作为阳性对照 ， ＰＢ Ｓ 作为阴性对照 。 细胞放入 ３ ７
°

Ｃ培养箱中

培养 ， 并观察细胞病变 ， ４８ ｈ 后利用 间接免疫焚光的方法观察 。 中和效价是可以完全

中和细胞病变 ， 无荧光时抗体的最高稀释度 。

１ ． １ ６ 单抗腹水的制备

１ ． １ ６ ． １ 制备腹水

４３
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选取 １ ０
？

１ ２ 周龄雌性 Ｂａｌｂ／ｃ 小 鼠 ６ 只 ， 并腹腔注射 ０ ． ５ｍＬ 弗氏不完全佐剂刺激

１ ０
？

１ ４ 天 ；

复苏单抗细胞并 ＥＬＩ ＳＡ 确定其有抗体效价 ；

将细胞稀释成 （ １
￣

５ ）ｘ ｉ 〇
６

／只 ， 每种单抗分别注射三只 小 鼠 ；

接种细胞约 ７ 天后可观察到小 鼠腹部涨大 ， 收集腹水 ；

腹水混合后 １ ５００ｒｐｍ 离心 １ ０ｍ ｉｎ 沉淀并移除腹水中 的细胞 ；

４８ｈ 后抽第二次腹水 ， 之后再 ４８ｈ 对小 鼠实施安乐死并进行第三次抽腹水 ；

１ ． １ ６ ．２ 纯化腹水

首先利用辛酸－硫酸铵法 （ ＣＡ－ＡＳ ） 对小 鼠腹水进行初步提成 。 其原理是在酸性

条件下 （ ｐＨ
＝４ ． ５ ） ， 非 ＩｇＧ 的蛋 白成分能被辛酸等短链脂肪酸沉淀 ， 上清中剩余的蛋

白主要是 ＩｇＧ ，再用硫酸铵沉淀上清能获得纯度较高的 ＩｇＧ 。 具体步骤如下 ：

腹水 ４
°

Ｃ ， １ ２０００ｒｐｍ 离心 １ ５ｍ ｉｎ
，
去除大的聚集物 ；

腹水上清滤纸过滤去除脂质和达的颗粒沉淀 ， 滤液用 ４ 倍体积的 ６０ｍＭ 醋酸缓

冲液 （ｐＨ
＝４ ． ０ ） 稀释后 ， 用 ｌ Ｍ ＮａＯＨ 调 ｐＨ 到 ４ ． ５（

—

般刚好早 ４ ． ５ ， 可不再调 ）
；

逐滴加入辛酸 （终浓度为 ２ ５
ｖ

ｉＬ／ｍＬ 稀释腹水 ） ， 待溶解后再加另
一

滴 ， 室温撹

拌 ３ 〇 １１１ 丨 １１ ， 然后 ４
°

＜：静置 ２ １１ 以上 ， 使其充分沉淀 ；

１ ２０００ｒｐｍ ，
４
°

Ｃ
，
３ ０ｍ ｉｎ收集上清 ；

上清液用普通滤纸过滤 １ 次 ， 加入 １ ／ １ ０ 体积的 ｌ 〇 ｘＰＢ Ｓ ， 用 ｌＭ ＮａＯＨ 调到

７ ．４ ， 冰浴到 ４
°

Ｃ
；

根据每 ｍＬ 上述混合液加 ０ ．２７７ｇ 固体硫酸铵 （ ０
°

Ｃ条件下 ， ４５％饱和硫酸铵为

０ ．２９ １ ｇ／ｍＬ ） ， 冰浴条件下边揽拌边缓慢加硫酸铵 ， 不可
一

次全部加入 ， 而 以小分量

分多次慢慢溶入 ， 并不时搅拌 ；

硫酸铵全部加入后 ， 再搅拌 １ ０
￣

３ ０ｍ ｉｎ ， 使溶液完全平衡 ， 然后离心 。

一

般采取

４
°

Ｃ搅拌 ３ ０ｍ ｉｎ 后 ， 继续静置至少 ６０ｍ ｉｎ
（

—

般过夜）
。 再 １ ３ ０００ｒ

ｐｍ４
。
（：离心 ３ ０

ｍ ｉｎ ， 弃上清 ， 短暂离心后将沉淀溶解于少量 ＰＢ Ｓ 中 。 如果进行亲和层析可直接将沉

淀溶解于 １ ． ５ｍＬ 结合缓冲液中 。

待对抗体腹水进行初提后 ， 再利用 ＧＥ 公司 的 ｐｒｏｔｅ ｉｎ－Ｇ 腹水抗体纯化柱子进行

纯化 。 具体步骤如下 ：

用注射器填充柱子 ， 用鲁尔接 口连接柱子 （移除顶盖 ） 和注射器 ， 使连接
一

滴
一

滴出水 ， 防止空气进入 ；

除去柱子 出 口 的封盖 ；

冲去填料内 的酒精 ， 速率 １ 滴 ／秒 ；

用３ｍＬ ｂｉｎｄ ｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ平衡柱子 ；

４４





第 四章 ４ 型 禽腺病毒 ｈ ｅ ｘｏ ｎ 蛋 白单克隆抗体 的制备与鉴定


１ ： １ 用 ｂ ｉ ｎｄ ｉ ｎ
ｇ

ｂｕｆｆｅ ｒ 与腹水混勾后加入柱子 中 ；

用 １ ０ｍＬｂ ｉ ｎｄ ｉ ｎｇ
ｂ ｕｆｆｅ ｒ 冲洗后再用 ３

￣

５ ｍ Ｌｅ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏｎｂ ｕｆｆｅ ｒ 洗脱 ， 并在下方用 含

６０
￣

２００
ｎ
Ｌ 的 中和 ｂｕｆｆｅ ｒ 及时收集腹水 。

１ ． １ ６ ． ３ 纯化效果检验

将纯化前后 的腹水稀释后加入 ４ ｘ上样缓冲液 ， 煮沸 １ ５ｍ ｉ ｎ 后 １ ２０００ｒｐｍ 离心 ５

ｍ ｉ ｎ ， 取 丨 ０
（

ｉＬ 加入 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 胶 中 。 在 电压 ８ ０ Ｖ ３ ０ ｍ ｉ ｎ
，

丨 ２０ Ｖ ６０ ｍ ｉ ｎ 后 ， 将蛋 白

胶放入考马斯蓝染液 中染色 ２ｈ ， 然后脱色至没有背景 。 观察腹水纯化效果 。

２ 结果

２ ． １ｈｅｘｏｎ
－

１ 基因的矿增

以 ＦＡ ｄＶ－４ Ｊ Ｓ 株提取病毒 ＤＮＡ 为模板 ， 用设计的 引 物扩增 ｈ ｅｘｏｎ 基因 的前 １５ ００

ｂ
ｐ 片段并命名 为 ｈ ｅｘｏｎ

－

１ 。 扩增结果如下 ， 扩增 出 了 １５ ００ｂ
ｐ 左右 的条带 ， 与预计条

带大小相符 。

２ ．２ 原核表达载体的验证

２ ． ２ ． １ 载体构建

将 ｈｅｘｏｎ －

１ 片段和载体 ｐ
Ｃ ｏ ｌ ｄＩ进行酶切和连接 ， 将连接产物转化至 ＤＨ ５ ｃｘ 感受态

中 。 挑取单个菌落进行菌液 ＰＣＲ ， 经鉴定 ， 扩增 出 了 １ ５ ０ ０ｂ
ｐ 左右片段 ， 与 目 标片段

大小
一

致 （ 图 ４ －２ ） 。 菌液送往擎科生物科技公司 测序 ， 测序结果显示重组载体 ｐ
Ｃ ｏ ｌ ｄ

Ｉ
－ｈｅｘｏ ｎ

－

１ 构建成功 。

Ｍ １２３４５

■
图４

－

１ｈｅｘｏｎ
－

１扩増

Ｆ ｉ

ｇ ．
４ －

１Ａｍ ｐ ｌ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉｏｎｏ ｆ ｈｅｘｏｎ
－

１

Ｍ ： ２ ００ ０ｍ ａ ｒｋ ｅｒ
；
ｌ

？

３ ：扩增 ｈｅｘ ｏｎ
－

１ 片段
；

４ ： 阴性对照
；

５ ： 阳性对照

Ｎｏ ｔｅ ： Ｍ ： ２ ０ ００ ｍａｒｋｅ ｒ ： １
－

３ ： ａｍ
ｐ

ｌ ｉ ｆｉ ｃａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｏ ｆ ｈ ｅｘｏｎ 

＇

ｆｒａｇ
ｍ ｅ ｎ ｔ

； ４ ： ｎｅ
ｇ ａ ｔ ｉ ｖｅ ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

； ５
：

ｐ
ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｅ ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ

４ ５
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■
图４

－

２
ｐ
Ｃｏ ｌ ｄ Ｉ

－ｈｅｘｏｎ －

１鉴定

Ｆ ｉ ｇ ．４
－

２ Ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ
ｐ
Ｃｏ ｌ ｄ Ｉ

－

ｈ ｅｘｏｎ
－

１

注 ： Ｍ ：２００ ０ｍ ａ ｒｋｅ ｒ
： １

？

４ ：ｈｅｘｏ ｎ
－

１ 片段 鉴定 ： ５ ： 阳性对照

Ｎｏ ｔｅ ：Ｍ ： ｍ ａ ｒｋ ｅ ｒ
； １ 

？

４ ： ｈｅ ｘｏｎ
－

１ｓ ｅ
ｇ
ｍ ｅ ｎ ｔ

； ５
：

ｐ
ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖｅ ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ

２ ．２ ． ２ 原核表达蛋 白 的纯化

将原核表达载体 ｐ
Ｃ ｏ ｌ ｄ 丨

－ｈｅｘｏｎ －

ｌ 转化入表达载体 Ｂ Ｌ２ ］

（
ＤＥ３

）
中后 ， 加入 丨 ＰＴＧ 进

行诱导表达 ， 超声波裂解后跑蛋 白胶发现蛋 白主要在菌体沉淀 中表达 （ 图 ４ －

３ ） 。 蛋 白

大小在 ７０ｋＤａ 左右 ， 这可能与蛋 白 结构相关 。 大量表达蛋 白后用 Ｎ ｉ 柱纯化包涵体 。

最后经 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 验证 ， ｈｅｘｏｎ
－

丨 蛋 白成功表达并纯化 （ 图 ４ －４ ） 。

Ｍ ｉ２３４

—７ 〇 ｋＤａ

：ｌｆ
＊

图４
－

３
ｐ
Ｃｏ ｌ ｄ Ｉ

－ｈ ｅｘｏｎ －

１蛋 白表达

Ｆ ｉ

ｇ
．４ －

３Ｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ

ｐ
Ｃｏ ｌ ｄ ｌ

－

ｈ ｅｘ ｏｎ
－

１

注 ： Ｍ ：蛋 白ｍ ａｒｋｅｒ
；
】 ：

ｐＣｏ ｌ ｄ Ｉ
－

ｈｅｘｏｎ
－

１诱导前 ；
２ ：

ｐ
Ｃｏ ｌ ｄ  Ｉ

－

ｈ ｅｘｏｎ
－

１诱导后全菌 ； ３ ：

ｐＣｏ ｌｄ Ｉ
－ｈｅｘｏｎ－

丨 上清 ；
４ ：

ｐ
Ｃｏ ｌｄ Ｉ

－

ｈ ｅｘｏｎ
－

１沉淀

Ｎｏ ｔｅ ： Ｍ ：

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｍ ａ ｒｋｅ ｒ

； １ ：

ｐ
Ｃｏ ｌ ｄ Ｉ 

－

ｈｅ ｘ ｏ ｎ 

＇

ｂ ｅ ｆｏ ｒｅ ｉ ｎ ｄ ｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎ
； ２ ：ｗｈ ｏ ｌ ｅ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ａ ａ ｆｔ ｅ ｒ  ｉ ｎ ｄ ｕ ｃ ｔ ｉｏｎ

； ３ ：

ｐＣｏ ｌ ｄ  Ｉ 
－

ｈ ｅｘｏ ｎ
－

１

ｓ ｕ
ｐｅ

ｒ ｆ ｉ ｎ ｅ ： ４ ：

ｐ
Ｃ ｏ ｌ ｄ Ｉ

－

ｈ ｅ ｘ ｏｎ
－

１

ｐ
ｒｅ ｃ ｉ

ｐ ｉ ｔ ａ ｔ ｉｏ ｎ

４ ６
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Ｍ １２３４５６７８ ９１ ０ １ １ １ ２ １ ３

＾
— ７ 〇ｋ〇 ａ

ｔＲＶ

瞻

图４
－４

ｐ
Ｃｏ ｌ ｄ ｌ

－

ｈ ｅｘ ｏｎ
－

ｌ纯化蛋 白

Ｆ ｉ ｇ ．
４ －４Ｐ ｕ ｒ ｉ ｆｉ ｅｄ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉｎｏ ｆ

ｐＣｏ ｌ ｄＩ 
－

ｈ ｅｘｏｎ －

１

注 ： Ｍ ： 蛋 白 ｍａｒｋｅｒ
；
卜 １ ３ ：

ｐ
Ｃｏ ｌｄ 丨

－ｈｅｘ ｏｎ－

１ 纯化后蛋 白

Ｎｏ ｔｅ ： Ｍ ：

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎｍ ａ ｒｋｅ ｒ ： １

￣

 １ ３ ：

ｐＣｏ ｌｄ Ｉ 
－

ｈ ｅｘｏ ｎ
－

１

ｐ
ｕ ｒ ｉ ｆｉ ｅｄ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ

２ ． ２ ． ３ 多克隆抗体效价的检测

第三次免疫小 鼠后
一

周 ， 尾尖采血分离血清 ， ＥＬ Ｉ ＳＡ 法测定血清抗体效价 。 共免

疫小 鼠 ３ 只 ， 其抗体效价分别为 １ ： １ ０
６

、 １ ： ］ ０
５

和 ］ ： １ ０
５

， 选择效价较高的小 鼠加强免疫 ，

准备细胞融合 。

２ ． ３ 单克隆抗体的鉴定

经过 四次亚克隆筛选 出 ３ 株能够稳定分泌抗 ４ 型禽腺病毒 ｈ ｅｘｏ ｎ 抗体的杂交瘤细

胞株 ， 分别命名为 ４Ｇ ９ 、 ６Ｃ６ 和 ６Ｅ １ ０ 。 收集细胞上清并对其进行单抗亚型 、 抗体效价 、

ＷＢ 反应性 以及与病毒反应性 、 抗体 中和活性的鉴定 。

２ ． ３ ． 丨 单克隆抗体亚型和抗体效价测定

表 ４ －

１３ 株单抗的特征

Ｔａｂ ｌ ｅ４
－

１Ｃ ｈａ ｒａｃ ｔ ｅ ｒ ｉｚａ ｔ ｉｏｎｏ ｆ  ｔｈｒｅ ｅｍ ｏｎｏ ｃ ｌ ｏｎａ ｌａｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ

ＥＬ Ｉ ＳＡ Ｔ ｉ ｔｅ ｒｓ ｏ ｆ ＥＬ Ｉ ＳＡ Ｔｉ ｔ ｅ ｒ ｓ ｏ ｆ

ｍＡ ｂ ｓ Ｉ ｓｏ ｔｙｐｅ Ｌ ｉ

ｇ
ｈ ｔ ｃ ｈａ ｉ ｎ

ｓｕｐｅ
ｒｎ ａ ｔ ａ ｎ ｔ ａ ｓｃ ｉ ｔｅ ｓ

４Ｇ ９ ２
８ １ ０

５ ｌ ｇＧ ｌ Ｋａ
ｐｐ

ａ

６Ｃ ６ ２
１ ２－ ｌ ｇＧ ｌ Ｋ ａ

ｐｐ
ａ

６ Ｅ １ ０ ２
９ １ ０

４ ｌ

ｇ
Ｇ ２ｂ Ｋ ａ

ｐｐ
ａ

２ ． ３ ． ２Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎ
－ｂ ｌｏ ｔ鉴定

将重组菌 ｐ
Ｃｏ ｌ ｄＩ

－

ｈ ｅｘｏｎ
－

１ 在 Ｂ Ｌ２ １ 诱导表达 ， ＬＭ Ｈ 细胞接种病毒 ４ ８ｈ 后收集细

４ ７
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胞并进行 ＳＤ Ｓ － ＰＡＧＥ ， 验证与单克隆抗体的反应性 。 结果显示 （ 图 ４ －

５ ） ， ４Ｇ ９ 、 ６Ｃ ６ 和

６Ｅ １ ０ 的单抗上清都与蛋 白 和病毒发生特异性的反应且条带是单
一

的 ， 而与空载体表

达的蛋 白不发生反应 ， 说明 ３ 株单抗都可 以特异性识别 ｈｅｘｏｎ 蛋 白 。 此处仅展示 ６Ｃ ６

与原核表达蛋 白和病毒蛋 白反应的 图片 ， 另两株单抗结果同 ６Ｃ ６ 。 其 中 原核表达蛋 白

ｈ ｅｘｏｎ
－

丨 条带大小在 ７０ｋＤａ ， 病毒 ｈ ｅｘｏｎ 蛋 白在 １ ００ｋＤａ 左右 ， 大小不
一

， 这是 由 于

ｈ ｅｘｏｎ 蛋 白常在病毒 中 以三聚体形式存在 ， 蛋 白质 的三级结构导致蛋 白大小有所偏差 。

Ｍ Ｉ ２Ｍ ３４

１
７０

１ ３ ０

４ ０

＞ ５ ｉ Ｍ

２ ５

图 ４ －

５ 单抗上清与原核表达蛋 白 以及病毒蛋 白 ｗ ｅｓ ｔｅ ｒｎ －ｂ ｌ ｏ ｔ 反应

Ｆ ｉ

ｇ
． ４ －

５ｗ ｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｍ ｏｎ ｏ ｃ ｌｏｎ ａ ｌａｎ ｔ ｉｂ ｏ ｄｙ 
ｗ ｉ ｔｈ

ｐ
ｒｏｋ ａ ｒｙｏ ｔ ｉ ｃｅｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｅｄ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｓａｎｄｖ ｉ ｒａ ｌ

ｐｒｏ ｔ ｅ ｉｎ ｓ

注 ： Ｍ ：ｍ ａ ｒｋ ｅ ｒ
；

ｌ ：

ｐ
Ｃｏ ｌ ｄ Ｉ空载体

；
２ ：

ｐ
Ｃｏ ｌ ｄ Ｉ

－

ｈ ｅｘ ｏｎ
； 
３ ： ＬＭＨ细胞

；
４ ： ＦＡ ｄＶ－

４ＪＳ株感染的 ＬＭＨ细胞

Ｎｏ ｔｅ ： Ｍ ：ｍａｒｋ ｅ ｒ ： １ ：

ｐＣｏ ｌｄ Ｉ
； ２ ：

ｐ
Ｃｏ ｌ ｄ 丨

－

ｈ ｅｘ ｏ ｎ
； 
３ ： ＬＭＨｃｅ ｌ ｌ ｓ

； 
４ ： ＬＭＨ ｃｅ ｌ ｌ ｓ  ｉ ｎ ｆｅ ｃ ｔｅｄ ｂ

ｙ
ＦＡ ｄＶ－

４

２ ． ３ ． ３ 间接免疫荧光实验

用 间接免疫荧光检测单抗细胞上清与病毒感染过程形成的 ｈｅｘｏｎ 蛋 白 的反应 ， 通

过倒置显微镜观察荧光 。 结果发现如 图 ４ －６ ， ６Ｃ ６ 和 ６Ｅ １ ０ 细胞上清都与 ＦＡ ｄＶ－４ 感染

的 ＬＭＨ 细胞发生反应 ， 出现 了绿色荧光 ， 而与未接毒的细胞不发生反应 ， 无绿色荧

光 ； 而 ４Ｇ９ 不仅与感染 了病毒的细胞反应 ， 与未接毒的细胞也有轻微的非特异性反应 。

说明 ３ 株单抗能够与 ＦＡ ｄＶ－４ 发生反应 ， 但 ６Ｃ ６ 和 ６Ｅ １ ０ 特异性更好 。

４８
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■■
图 ４ －６ 单抗上清和 ＦＡ ｄＶ－４ 感染及未感染的 ＬＭＨ 细胞之间的反应

Ｆ ｉ

ｇ
． ４ －

６Ｒｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔｙ
ｏｆ  ｔｈ ｅｍＡｂ ｓｗ ｉ ｔｈ ｔｈ ｅＦＡ ｄＶ－４ ｉ ｎ ｆｅ ｃ ｔｅｄＬＭＨｃ ｅ ｌ ｌ ｓａｎ ｄｔｈ ｅｕｎ ｉ ｎ ｆｅｃ ｔｅｄＬＭＨｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

ｗａ ｓｄ ｅｔｅ ｃ ｔｅｄｂｙ
Ｉ ＦＡａ ｓ ｓ ａｙ

注 ： ａ ：４Ｇ９
；
ｂ ： ６Ｃ６

；
ｃ ： ６Ｅ １ ０ ： ｄ ： 阴性对照

Ｎｏ ｔ ｅ ： ａ ：４Ｇ９ ； ｂ ：６Ｃ６ ； ｃ ： ６Ｅ １ ０
； 
ｄ ：

ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖｅ ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

２ ． ３ ． ４ 中和抗体检测

３ 株单克隆抗体与病毒液作用后接种 ＬＭ Ｈ 细胞 ， ４ ８ｈ 后细胞发生病变 ， 说明这 ３

株单抗均无 中和活性 。

２ ． ４ 纯化腹水的鉴定

首先通过辛酸－硫酸铵法对 ４Ｇ ９ 和 ６Ｅ １ ０ 小 鼠腹水进行初步纯化 ， 得到纯化后 的

４Ｇ ９ 腹水和 ６Ｅ １ ０ 腹水 ， 通过 Ｎ ａｎｏｄ ｒｏｐ
２０００ 仪器测蛋 白浓度为 ３ ． ２７ｍｇ

／ｍＬ 和 １ １ ． ５ ５

ｍｇ／ｍＬ ， 分别收集 １ ． ５ｍＬ 和 ２ｍ Ｌ
（见表 ４ －

１

）
。 通过间接 ＥＬ １ ＳＡ 法检测抗体纯化前后抗

体效价有所提升 ， 这与纯化后腹水体积变小有关 。 将初纯后 的样品跑蛋 白胶后染色观

察可看到 已去除大量杂带 ， 在抗体轻链和重链处可看到抗体 （ 图 ４ －

７ ） 。

表 ４ －

２ 单抗腹水初步纯化效果

Ｔａｂ ｌ ｅ ４ －２Ｐｒ ｉｍ ａ ｒｙｐ
ｕ ｒ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ａ ｓｃ ｉ ｔｅ ｓ

抗体纯化前


纯化后


ＥＬ Ｉ ＳＡ 效价蛋 卩 丨 浓度 体积 ＥＬ Ｉ ＳＡ 效价蛋 内浓度体积

４Ｇ９ １ ０
５２ ７ ． ９ｍｇ ／ｍＬ６ ． ５ｍＬ １ ０

７ ３ ． ６７ｍｇ／ｍＬ １ ． ５ｍＬ

６Ｅ １ ０ １ ０
４ ２９ ． ０ｍｇ ／ｍＬ７ ． ５ｍＬ １ ０

８ １ １ ． ５ ５ｍｇ／ｍＬ２ ． ０ｍＬ

４ ９
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馨＿
—

■■ｍｍ—５ ５ ｋＤａ

－ ＿Ｗ

图 ４ － ７４Ｇ９ 和 ６Ｅ １ ０ 腹水初纯效果

Ｆ ｉ ｇ ．４－

７Ｐｒ ｉｍ ａ ｒｙｐ
ｕ ｒ ｉ ｔｙ

ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏ ｆ ４Ｇ ９ａｎ ｄ６ Ｅ １ ０ａ ｓ ｃ ｉ ｔ ｅ ｓ

由于 ４Ｇ ９ 腹水经过初步纯化后仅收集到 〗 ． ５ｍＬ 抗体 ， 合计抗体含量为 ５ ． ５ ０ ５ｍ ｇ ，

含量较少 ， 不适合进行进
一

步纯化 。 而初纯后的 ６Ｅ １ ０ 抗体共收集 ２ｍ Ｌ ， 合计抗体含

量为 ２ ３ ． １ｍ ｇ ， 适合使用 ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎＧ 柱进

一

步纯化抗体 。 最终用 ｅ ｌ ｕ ｔ ｉｏｎｂ ｕｆｆｅｒ 洗脱收集

到 １ ０ ． ８ｍＬ 抗体 ， 抗体浓度为 １ ２ ． ５ｍｇ
／ｍＬ 。 纯化效果如下 图 ４ －

８ ， 可见纯化后抗体轻

链 、 重链明显 ， 几乎没有杂蛋 白 ， 腹水纯化成功 。

ｍｉｍ

＿
？

ＷｉＷＭｉＭｉｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍ５ ５ｋＤａ

一…

—２ ５ ｋＤ ａ

图 ４ －

８６Ｅ 】 ０ 腹水二次纯化效果

Ｆ ｉｇ ．４ －

８Ｓ ｅｃ ｏｎ ｄ ａｒｙｐｕ ｒ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏｎｅ ｆｆ ｅ ｃ ｔｏ ｆ ６ Ｅ １ ０ａ ｓ ｃ ｉ ｔｅ ｓ

３ 讨论

近几年来 ， 由禽腺病毒感染导致的 ＨＨ Ｓ 和 ＩＢＨ 给养禽业带来 了严重的经济损失 。

流 行 病 学 分 析 显 示 ， 血 清 型 ＦＡ ｄ Ｖ － ４ 是 目 前 家 禽 中 流 行 的 主 要 致病 性 ＦＡ ｄＶ ｓ

５０
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之
一

［
ｕｍｍ ｎ

。 然 而 ， 高致病 性 ＦＡ ｄＶ 的 分子 发病 机 制 尚 不 清 楚 ， 为 了 更好

地控制 ＩＢＨ 和 ＨＨ Ｓ 疾病 ， 需要确 定 开发 高效疫苗或特 异 性诊 断 的 重 要抗 原

或抗 原 位 点 。 多 项 研宄表 明 ， ＦＡｄＶ－４ｈ ｅｘ ｏｎ 在 介导病 毒 感染 和诱 导 感染机 体

的 免 疫反 应 中 发挥重要 作 用 ［
１ ３ ２

，
１ ３ ３

］

。

Ｈ ｅｘ ｏ ｎ 、 ｐ ｅｎ ｔｏ ｎ 和 ｆｉ ｂ ｅ ｒ 是 ＦＡ ｄＶ 编 码 的 主要 结 构 蛋 白 。 虽 然 ｈ ｅｘ ｏ ｎ 、

ｐ ｅｎ ｔｏｎ 和 纤维 均 含有 显 性抗 原 位 点 ， 但 ｈ ｅｘｏｎ 和 ｐｅｎ ｔｏ ｎ 蛋 白 在 ＦＡ ｄＶ 的 不 同

血清 型 中 具有
一

定 的 保 守 性 ， 而 ｆｉ ｂ ｅ ｒ 在 不 同 ＦＡｄＶ ｓ 中 具有 不 同 的 保 守 性 。

因 此 ， ｈ ｅｘ ｏｎ 蛋 白 是开 发 ＦＡ ｄＶ 诊 断和 疫 苗 的 合适靶 点 ［
１ ３ ２

］

。 Ｈ ｅｘ ｏ ｎ 蛋 白 约 占

腺病 毒 分子 质 量 的 ６ ０％ ， 具 有 广 泛 的 保守 区域 和病毒 家 族特异 性抗 原 决 定簇

［
１ ３ ４

］

。 该 区 域氨基酸变异 性 小 于 １ ５％ 〇 Ｈ ｅｘ ｏｎ 在 被 感 染 的细胞 中 只 有 ２ ０％？

３ ０％

的 蛋 白 被 用 来组装 病 毒 颗 粒 ， 这样 便 于 获得 天 然 形 式 的 ｈ ｅｘｏｎ ， 也 使 得抗

ｈ ｅｘ ｏ ｎ 蛋 白 的 单 克 隆抗体适 用 于各 种腺病 毒检测 ［
１ ３ ５

］

。 现 在 关于 血清 ４ 型 禽

腺病 毒 ｈｅｘ ｏｎ 蛋 白 单克 隆抗体 的报 导较少 ［
２ （ ）

，

１ ３ ６
］

。

本研 宄将分离获得 的 ＦＡ ｄＶ－４ＪＳ 株 的 ｈ ｅｘｏｎ 基 因 截 断体进行扩增 并制 备

ｐＣ ｏ ｌ ｄ ｌ
－ｈ ｅｘｏ ｎ

－

ｌ 融合 蛋 白 作 为免疫原 免疫 小 鼠 ， 成功制 备 了３ 株 能 够 稳定分

泌 ｈ ｅｘｏ ｎ 单 克 隆抗 体 的 细胞株 。 根据 间接 ＥＬ Ｉ ＳＡ 方法 检测 ３ 株单 克 隆抗体

上清 效价 分 别 为 １ ： ２ ５ ６ 、 １ ： ４ ０ ９６ 和 １ ： ５ １ ２（ ４Ｇ ９ 、 ６Ｃ ６ 和 ６Ｅ １ ０ ）
；ＩＦＡ 结 果 表

明 这 ３ 株抗体可 以 与 完 整 的 ＦＡ ｄＶ－４ 病 毒 相 互 作 用 ；
Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎ

－

ｂ ｌ ｏ ｔ 筛选结 果 发

现他们 也 能 与 重组表达 的 蛋 白 相 互 作 用 。 同 时 制 备 并纯 化 了４Ｇ ９ 和 ６Ｅ １ ０ 抗

体 的 小 鼠 腹水 ， 根据 间 接 ＥＬ Ｉ ＳＡ 检测 其 效价 为 １ ： １ ０
７

和 １ ： １ ０
８

， 与 细 胞上清

的抗体效 价相 比 具 有更 高 的抗体效 价和 纯度 ， 有助 于 后 续建立 ＦＡ ｄＶ 的诊 断

方法 。 这 ３ 株 单 克 隆抗体 的 成 功 制 备 也 为本 实验室 提供 了 研 宄禽 腺病 毒 与

宿 主 相 互 作 用 的 有 力 工 具 。

４ 本章小结

本研 究成功制 备 了３ 株 能够 稳 定分泌 ｈ ｅｘ ｏｎ 单 克 隆抗体 的 细 胞株 ， 分别

命 名 为 ４Ｇ ９ ， ６Ｃ ６ 和 ６Ｅ １ ０ 。 根据 间 接 ＥＬ Ｉ ＳＡ 方法检测 ３ 株单 克 隆抗体上清

效价 分 别 为 １ ： ２ ５ ６ 、 １ ： ４ ０ ９ ６ 和 １ ： ５ １ ２
；ＩＦＡ 与 Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎ

－

ｂ ｌ ｏ ｔ 结 果 表 明 这 ３ 株抗

体可 以 与 完整 的 ＦＡ ｄＶ－４ 病 毒 相 互 作 用 。 本研 宄 同 时 制 备 并纯化 了４Ｇ ９ 和

６Ｅ １ ０ 抗体 的 小 鼠 腹 水 ， 其 效 价为 １ ： １ 〇
７

和 １ ： １ 〇
８

， 有助 于 后 续 建立 ＦＡ ｄＶ 的 诊

断方法 。

５１







全文总结


全文总结

１ ． 从江苏省某发病鸡场成功分离获得
一

株血清 ４ 型禽腺病毒 ， 通过扩增 ｈｅｘｏｎ 基因

并与我国流行株进行氨基酸序列 比对 ， 发现 １ ００％
—

致 ， 但与加拿大分离株 ０Ｎ １ 差异

较大 ； 同时对 ｈｅｘｏｎ 基因进行同源进化分析发现 ＪＳ 株与我国近年流行株位于同
一

分

支 。

２ ． 将分离获得的 ＦＡｄＶ－４ＪＳ 株进行适应性和致病性试验 ， 发现该毒株可以很好的在

ＬＭＨ 细胞上增殖传代 ， 但在鸡胚及 ＣＥＫ 细胞上传代次数有限 。 同时 ， 将该毒株 以

Ｈ＾ＴＣＩＤＷ只 的毒价通过肌注和 口服方式感染 ２ １ 日龄 ＳＰＦ 鸡 ， 发现肌注感染鸡群在

攻毒后 ３
￣

５ 天全部发病 ， 出现精神沉郁 ， 被毛粗乱 ， 蹲卧等症状 ， 死亡率为 ９０％
； 而

口服感染组鸡群没有死亡 ， 但在感染后有精神沉郁的症状 ， 随后恢复 。

３ ． 成功纯化了高纯度的 ｈｅｘｏｎ－

１ 蛋 白作为免疫原 ， 筛选 了３ 株能稳定分泌抗 ｈｅｘｏｎ

单抗的杂交瘤细胞株 ， 分别命名为 ４Ｇ９ 、 ６Ｃ ６ 和 ６Ｅ １ ０ 。 这 ３ 株单抗均能与纯化的 ｈｅｘｏｎ

蛋 白 以及 ＦＡｄＶ－４ 感染的 ＬＭＨ 细胞反应 ， 具有 良好的特异性 。

５３
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