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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

魏燕鸣１,龚文孝１,杨影２,马季１,邹忠１,金梅林１

１．华中农业大学动物医学院,武汉４３００７０;２．武汉科前生物股份有限公司,武汉４３００７０

摘要　为建立禽腺病毒４型的禽源细胞感染模型,并考察细胞培养毒株对动物的致病性,将实验室２０１４－
２０１７年间分离的５株血清４型禽腺病毒接种鸡肝癌细胞(leghornmalehepatocellularcells,LMH)并盲传,选取

各病毒的LMH 细胞培养物,按一定剂量经腿部肌肉注射接种４周龄SPF鸡;记录试验动物的发病情况,剖检采

集发病或死亡鸡的脏器并制作病理切片,观察并分析病毒细胞培养物感染SPF鸡的组织病理变化.结果发现:

５株血清４型禽腺病毒在LMH 细胞上盲传至第４代时开始出现I群禽腺病毒所致的特异性细胞病变,提取培

养物中病毒核酸并进行PCR鉴定,均能扩增出大小约５６４bp的特异性扩增片段,表明病毒能在LMH 细胞上稳

定增殖.选取各病毒第１０代细胞培养物进行SPF鸡回归试验,发现细胞培养上清接种４周龄SPF鸡后第３天

开始,有部分鸡开始精神沉郁,食欲消退、卧地不起瘫痪并迅速死亡,病理剖检及病理组织切片结果显示 HBＧ１、

HBＧ２、HBＧ３和SDＧ１毒株保持对４周龄SPF鸡的致病性,病死鸡中能观察到典型的组织病理学变化,而对照组

不出现任何临床症状及病理变化.以上结果表明,LMH 细胞可用于禽腺病毒增殖传代,是开展禽腺病毒分子致

病机制研究的理想细胞模型.
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　　鸡包涵体肝炎(inclusionbodyhepatitis,IBH)
和心包积水肝炎综合征(hepatitishydropericardium
syndrome,HHS)是由I群禽腺病毒引起的对鸡群

危害严重的２种疾病[１].I群禽腺病毒可分为５个

种(A~E)和１２个血清型(１~８a和８b~１１),包括

A(CELO)、B(５)、C(４、１０)、D(２、３、９、１１)、E(６、７、

８a、８b),其所有的１２个血清型都与包涵体肝炎密切

相关[２Ｇ３].该病毒主要对３~５周龄鸡致病,主要症

状为肝脏坏死出血,组织病理学变化主要表现为大

量嗜酸性或嗜碱性核内包涵体聚集[１].血清４型禽

腺病毒是心包积水肝炎综合征的主要病原,部分毒

株致死率高达１００％,其典型症状是３~５周龄肉鸡

突然死亡,剖检心包显示大量透明或琥珀色水样或

凝胶状液体聚集,肝脏出血坏死和肝细胞镜检到大

量嗜碱性核内包涵体[４].
自２０１４年江苏省首次报道禽腺病毒的暴发,本

病已在全国多地集中暴发,给养禽业造成巨大的经

济损失[５Ｇ８].虽然国内禽腺病毒感染日益增多[９Ｇ１０],
但主要的研究局限于分子流行病学调查等,对禽腺

病毒的致病机制研究较少[１１].缺少禽腺病毒的细

胞感染模型是相关研究滞后的原因之一.本试验通

过对５株田间分离血清４型禽腺病毒在鸡肝癌细胞

(leghornmalehepatocellularcells,LMH)上进行适

应传代后建立禽腺病毒的禽源细胞感染模型,并研

究细胞培养毒株对SPF鸡的致病性,以期为进一步

开展致病机制研究及疫苗研制提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　病毒与细胞

５株I群禽腺病毒４型(HBＧ１株、HBＧ２株、HBＧ
３株、SDＧ１株、HNＧ１株)由笔者所在研究室人员分

离、鉴定并完成基因组测序,NCBI基因组序列登录

号分别为 KX４２１４００．１、KX４２１４０１．２、KX４２１４０２．１、

KX４２１４０４．２、KX４２１４０３．２.
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鸡肝癌细胞(leghornmalehepatocellularcells,

LMH)购于 ATCC,由华中农业大学预防兽医学实

验室保存.
1.2　实验动物及主要试剂

无特定病原(SPF)鸡购自北京梅里亚维通实验

动物技术有限公司.
病毒基因组DNA提取试剂盒系北京全式金生

物科技有限公司产品;F１２培养基为 Hyclone公司

产品;新生牛血清系内蒙古金源康生物工程有限公

司产品;胰酶为美国 GIBCO公司产品.
1.3　细胞传代

鸡肝癌细胞(LMH)培养是在含１０％新生牛血

清的F１２培养基中３７℃、５％ CO２温箱中培养,按
常规方法将长满单层的 LMH 细胞用胰酶消化后,
用F１２生长液吹散,调整细胞密度至３×１０５~５×
１０５个/mL接种细胞板或细胞瓶.
1.4　病料处理

采集病鸡的肝脏、心脏等组织,剪碎后转入研磨

器中,加入灭菌的PBS研磨成１０％的组织悬液,反
复冻融３次,３０００r/min离心１０min后取上清,经

０．２２μm 微孔滤膜过滤除菌后,用１mL/管分装后

置－７０℃冰箱保存.
1.5　病毒分离

将病料悬液１mL接种已长成单层的 LMH 细

胞,并加入１mL的细胞维持液,３７℃吸附１h后,
吸弃接种物,加入F１２细胞维持液(包含有１％胎牛

血清的 F１２培养基)５mL,３７℃培养３d,每天观

察,如出现细胞病变即及时收毒,如无细胞病变出

现,则在培养７２h时收取培养上清,并继续盲传,如
盲传５代后仍无病变者弃去不要.
1.6　分子遗传进化分析

利用生物信息学软件 DNAStar７．０和MEGA６
对选取的禽腺病毒 A、B、C、D和E各型参考毒株基

因组序列及分离毒株的基因组序列进行分子遗传进

化分析[１２].
1.7　病毒的 PCR 鉴定

根据 GenBank中已发表的I群禽腺病毒 AＧ２A
基因核酸序列(GeneID:１４７６５８２)的hexon 基因设

计引物,上游引物 FAdVＧF:５′ＧTGCTCGTTGTGＧ
GATGGTGAAＧ３′,下 游 引 物 FAdVＧR:５′ＧCTCＧ
CGTGTTGGGCTGGTCＧ３′.

按照试剂盒说明书提取肝脏研磨上清或细胞培

养物中病毒 DNA,用２０μLTE缓冲液进行洗脱,

取 ４ μL 加 入 干 净 的 PCR 管 中,依 次 加 入 ２０

μmol/L的上/下游引物各１．５μL,TransTagDNA
聚合酶０．５μL,１０×TransTagbuffer２．５μL,１０

μmol/L的dNTPs２μL,然后加水补充体积至２５

μL.混匀后按照以下程序进行 PCR扩增:９５℃预

变性１０min;９４℃ ３０s,５５℃ ３０s,７２℃ １min,

３５个循环;最后整体延伸１０min.PCR 结束后取

５μL扩增产物进行１％琼脂糖凝胶电泳.
1.8　病毒 TCID50测定

将LMH 细胞在９６孔细胞培养板上培养至单

层,将分离毒株的第５、８和１０代毒株用F１２培养液

作１０倍倍比稀释,取原液、１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、

１０－５、１０－６、１０－７、１０－８９个稀释度,接种９６孔板,每
个稀释度８孔,１００μL/孔,置３７℃温箱,５％ CO２孵

育１h,然后每孔补加１００μL细胞维持液,培养７d,
记 录 细 胞 病 变,按 ReedＧMuench 法 计 算 病 毒

TCID５０.
1.9　SPF 鸡回归试验

３周龄SPF鸡６０只随机分为６组,每组１０只,
其中５组为攻毒组,１组为对照组.攻毒组通过腿

部肌肉注射接种分离毒株０．２mL/只[１２],对照组接

种０．２mL灭菌PBS,所有SPF鸡均饲养于实验动

物中心负压隔离器,每日观察记录鸡群发病死亡情

况及临床症状.
1.10　病理组织学观察

剖检病死鸡及对照组的鸡,观察脏器大体病理

变化,并取病死鸡及对照鸡的心脏、肝脏和肾脏,按
照常规方法制作石蜡切片,在光学显微镜下观察病

理组织学变化.

2　结果与分析

2.1　分离病毒的遗传进化分析

如图１所示,所有５个毒株均与C型禽腺病毒

有着很高的同源性,从９８．３％至９９．９％不等,且与血

清４型流行毒株JSJ１３在同一遗传分支,同源性高

达９９．９％(表１).
2.2　病毒的分离与鉴定

将疑似禽腺病毒感染的病鸡肝脏匀浆,匀浆上

清接种已长满单层的 LMH 细胞,结果有５份样品

在传到第４代时开始出现病变,主要表现为细胞变

圆、聚集、拉网,并最终脱落、裂解,与I群禽腺病毒４
型所致的病变一致(图２).
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图１　分离病毒基因组的遗传进化分析

Fig．１　Geneticevolutionaryanalysisofisolatedvirusgenomes

表１　分离病毒基因组的同源性比较

Table１　Homologycomparisonofisolatedvirusgenomes

基因型

Genotype
毒株

Strain
序列号

Seq．ID

同源性/％ Homology

HBＧ１ HBＧ２ HBＧ３ HNＧ１ SDＧ１

FAdVＧA CELO U４６９３３ ５４．３ ５４．３ ５４．３ ５４．３ ５４．３

FAdVＧB ３４０ NC_０２１２２１ ５６．０ ５６．０ ５５．９ ５５．９ ５６．０

FAdVＧC ON１ GU１８８４２８ ９８．３ ９８．３ ９８．３ ９８．２ ９８．３

FAdVＧC KRＧ５ HE６０８１５２ ９８．５ ９８．５ ９８．５ ９８．４ ９８．５

FAdVＧC JSJ１３ KM０９６５４４ ９９．９ ９９．９ ９９．９ ９９．８ ９９．９

FAdVＧD AＧ２A AF０８３９７５ ５５．８ ５５．８ ５５．８ ５５．８ ５５．８

FAdVＧD HBQ１２ KM０９６５４５ ５６．２ ５６．２ ５６．２ ５６．１ ５６．２

FAdVＧD BJH１３ KM０９６５４６ ５６．１ ５６．１ ５６．１ ５６．０ ５６．１

FAdVＧE HG GU７３４１０４ ５６．９ ５６．９ ５６．９ ５６．９ ５６．９

A:HBＧ１;B:HBＧ２;C:HBＧ３;D:HNＧ１;E:SDＧ１;F:对照 Control．

图２　匀浆组织上清接种LMH细胞后出现细胞病变

Fig．２　ThecytopathiceffectofLMHcellsinoculatedwithhomogenatetissuesupernatant

　　将第４代细胞培养物反复冻融３次,离心取上

清,用商品化的病毒 DNA 提取试剂盒提取核酸,
洗脱核酸作为模板进行 PCR扩增,结果表明上述

５份培 养 物 均 出 现 大 小 约 ５６４bp的 DNA 片 段

(图３).

2.3　LMH 细胞培养病毒 TCID50的测定

将５个分离毒株在 LMH 细胞上进行连续传

代,选取各毒株培养物的第５代、第８代和第１０代,
测定其细胞半数感染剂量,结果如表２所示,禽腺

病毒分离毒株均能在LMH细胞上增殖,每毫升传

７９
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　M:Trans２０００ marker;１:HBＧ１;２:HBＧ２;３:HBＧ３;４:HNＧ１;

５:SDＧ１;６:阴性对照 Negativecontrol．

图３　第４代细胞培养物的PCR鉴定

Fig．３　Identificationofthe４thgenerationcellculturebyPCR

代毒株(第１０代)细胞半数感染剂量均大于５.
2.4　SPF 鸡回归试验

选取第１０代细胞培养病毒进行SPF鸡回归试

验,使用无血清的 F１２ 培养基调整病毒量为 １０４

EID５０/mL,每株病毒分别感染１０只 SPF鸡,腿部

肌肉注射０．２mL/只.攻毒后连续观察１０日,记录

试验动物的发病和死亡情况(表３).
表２　分离毒株的TCID５０测定

Table２　DeterminationtheTCID５０ofisolatedstrains

mL－１

代次

Generation
毒株 Strain

HBＧ１ HBＧ２ HBＧ３ HNＧ１ SDＧ１
５th １０３．４ １０５．３ １０３．５ １０４．７ １０３．８

８th １０４．９ １０５．６ １０５．１ １０４．９ １０４．５

１０th １０５．７ １０６．２ １０５．５ １０５．６ １０５．８

　　攻毒后第２~３天有部分鸡开始精神沉郁,第３
天开始死亡,剖检病死鸡能观察到心包积液或者肝

脏出血的症状(图４).取 HBＧ２感染组病死鸡及正

常对照鸡的心脏、肝脏和肾脏,按照常规方法制作石

蜡切片,在光学显微镜下观察病理组织学变化.如

图５A、５B和５C所示,对照组鸡心脏、肝脏和肾脏无

表３　试验动物的发病和死亡情况记录(n＝１０)

Table３　Recordsofinfectedanddeadchicken(n＝１０)

攻毒毒株

Infectedvirus

感染后死亡数

Deathnumberpostinfection

３d ４d ５d ６d

总死亡动物数

Totalnumberof
deadchickens

死亡率/％
Mortalityrate

HBＧ１ １ ３ ２ １ ７ ７０
HBＧ２ １ ４ ２ ３ １０ １００
HBＧ３ １ ３ １ １ ６ ６０
HNＧ１ ０ ０ ０ ０ ０ ０
SDＧ１ ２ ３ １ ２ ８ ８０
对照组 ０ ０ ０ ０ ０ ０

　A、E:对照组;B、F:HBＧ１感染组;C、G:HBＧ２感染组;D、H:SDＧ１感染组;A,E:Controlgroup;B,F:HBＧ１infectedgroup;C,G:HBＧ２

infectedgroup;D,H:SDＧ１infectedgroup．

图４　病死鸡的器官病理变化

Fig．４　Pathologicalchangesofinfectedchickens

８９
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图５　HBＧ２感染组病死鸡及正常对照鸡的心脏、肝脏和肾脏的组织病理学变化

Fig．５　Histopathologicalchangesofheart,liverandkidneyindeadchickensinfectedwithHBＧ２andnormalcontrolchickens

明显组织病理学变化.病死鸡心脏心肌细胞出现少

量淋巴细胞浸润(图５D);肝细胞脂肪变性,肝窦扩

张、充满红细胞,肝细胞出现嗜碱性核内包涵体

(图５E);肾血管扩张、充满红细胞、淤血,肾小管上

皮细胞坏死,细胞核浓缩、破碎(图５F).其中肝细

胞出现嗜碱性核内包涵体是心包积水肝炎综合征的

典型病理组织学变化.

3　讨　论

禽腺病毒感染是近年来影响世界养禽业的重

要传染病之一[１３].近年来,I群禽腺病毒引起的心

包积水综合征和包涵体肝炎的临床病例数量在世

界各地明显增加,给许多国家养禽业造成巨大经

济损失[１４Ｇ１６].２０１５年以来,我国多地区鸡群暴发

主要由I群血清４型禽腺病毒引起的心包积液综

合征和鸡包涵体肝炎疫情[６Ｇ７,１７],且致病性呈增强

趋势[８,１８Ｇ１９].

LMH 细胞是鸡肝癌细胞,是鸡源传代细胞系,
可用 于 一 些 鸡 病 毒 的 分 离、传 代 及 致 病 机 制 研

究[２０].禽腺病毒是一种疫病病原,主要感染家禽,
引起心包积水等典型病变特征.在本研究中采集

临床上收集到的以心包积水为典型病变特征的病

鸡肝脏、心脏等病料５份,将匀浆上清接种 LMH
细胞,盲传４代后出现细胞变圆、聚集、拉网,并最

终脱落、裂解等特征性细胞病变,建立了禽腺病毒

感染的 LMH 细胞的模型,可为后期的研究打下

基础.
病毒的细胞增殖及传代也是疫苗研究的重要

手段.一方面,相较于鸡胚增殖,病毒疫苗的细胞

培养更加有利于质量的控制,并适应大规模发酵

罐培养工艺[２１].SPF鸡回归试验结果表明,５株

细胞培养毒株中有１株对SPF鸡无致病性,其他４
株均能引起SPF鸡发病,HBＧ２毒株感染鸡群死亡

率达１００％,剖检后可见心包积液等特征性病理变

化[２２],表明 HBＧ２毒株细胞适应性较好,保持对鸡

的高致病性.
另一方面,疫病病毒在细胞上的连续传代适合

培养增殖滴度高、致病力减弱的弱毒活疫苗[２３].在

本研究中,将细胞传代的第１０代毒株进行SPF鸡

回归试验,进一步确定了病毒的致病性,对禽腺病毒

灭活疫苗及弱毒活疫苗的研究奠定了基础.
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PassageofchickenavianadenovirusesinLMHcellsand
pathogenicityofcellculturestraintoSPFchicken

WEIYanming１,GONG Wenxiao１,YANGYing２,MAJi１,ZOUZhong１,JIN Meilin１

１．CollegeofVeterinaryMedicine,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．WuhanKeqianBiologicalLimitedCompany,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Inordertoestablishanavianoriginalcellsinfectionmodeloftheavianadenovirustype４,

andinvestigatethepathogenicityofthecellculturevirusestochicken,fiveserotype４avianadenovirusiＧ
solatedinourlaboratoryfrom２０１４to２０１７wereinoculatedintotheLMHcellsandtransmittedblindly,

andsupernatantsoftheLMHcellculturesofeachviruswereselectedandinjectedintothe４ＧweekＧold
SPFchickensthroughthelegmuscleatacertaindose．TheincidenceofexperimentalanimalswasrecorＧ
ded,theorgansofthediseasedordeadchickenswerecollectedandpathologicalsectionsweremade．The
histopathologicalchangesofSPFchickensinfectedbyviruswereobservedandanalyzed．Theresults
showedthatspecificcytopathiceffectcausedbythegroupIavianadenovirusbegantoappearwhen５
strainsofserotype４avianadenoviruswereblindlytransmittedintotheLMHcells．Theviralnucleicacid
wasextractedfromthecultureandidentifiedbyPCR,andaspecificamplificationfragmentofabout５６４
bpwasamplified,indicatingthattheviruscanproliferatestablyintheLMHcells．Supernatantsofthe
１０thgenerationcellcultureofeachviruswereselectedforSPFchickenregressiontest．Theresults
showedthatfromthe３rddayafterthe４ＧweekＧoldSPFchickenswereinfected,somechickensbeganto
depressed,losttheirappetite,becameparalyzedanddiedquickly．ObservationsofthepathologicalexamiＧ
nationandpathologicalsectionsshowedthattheLMHpassagedvirusesofHBＧ１,HBＧ２,HBＧ３andSDＧ１
maintainedthepathogenicitytothe４ＧweekＧoldSPFchickens．TypicalhistopathologicalchangeswereobＧ
servedinthesickanddeadchickens,whiletherewerenoclinicalsymptomsandpathologicalchangesin
thecontrolgroup．TheseresultssuggestthattheLMHcellscanbeusedfortheproliferationandpassage
ofavianadenovirus,anditisanidealcellmodelforstudyofthemolecularpathogenesisofavianadenoviＧ
rus．

Keywords　avianadenovirus;leghornmalehepatocellularcells(LMH);inclusionbody;pericardial
hydrops;viruspassage;cellinfectionmodel;inactivatedvaccine;attenuatedlivingavian
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