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要!取临床疑似鸡包涵体肝炎病例的肝组织!接种
G:Y

鸡胚获取尿囊液!对获取的尿囊液进行
:Z5

扩增和基

因测序分析!成功分离并鉴定出
%

株鸡包涵体肝炎病毒!同时对送检病例采样进行病理组织学观察'将病死鸡肝

组织研磨后!经尿囊腔接种
/

日龄的
G:Y

鸡胚!用获得的尿囊液提取病毒
J67

!成功获得
J67

模板'根据已发表

的
&

群禽腺病毒
,&=+)

全基因的保守区域设计并合成
%

对引物!用这对引物对病毒的
J67

模板进行
:Z5

扩增!

结果扩增出与目的基因大小一致的片段'病理学观察见肝组织淤血!细胞核浓缩!发生坏死!核内出现包涵体!伴

有脂肪变性'测序分析表明!分离株与
&

群禽腺病毒中血清
)

型相似性为
/('.c

!与其他血清型的相似性为

.(j9c

$

/.'/c

!与
'

群禽腺病毒的鸡出血性肠炎病毒和
-

群禽腺病毒的减蛋综合征病毒的相似性为
))'.c

!最

终确定分离病毒为
&

群禽腺病毒!为进一步鉴定和分离
&

群禽腺病毒提供了依据'
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禽腺病毒"
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#属于禽腺病 毒科禽腺病毒属!根据其抗原性的不同可分为
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群!其中从鸡分离的
&

群
Y7̂

有
%0

个血清型

"

Y7̂ %

$

%0

#'

'

群
Y7̂

包括火鸡出血性肠炎病

毒"

H@̂

#&大理石脾病病毒和鸡大脾病病毒!它们

与
&

群
Y7̂

无抗原相关性'

-

群
Y7̂

有减蛋综

合征病毒"

>

CC

"4#
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,

E

-"4#2T$4F,

!

@JĜ

#和从鸭

分离到的腺病毒!它们与
&

群
Y7̂

只有部分的共

同抗原'

&

群
Y7̂

含有相同的群抗原!其中比较

著名的病毒株有鸡胚致死孤儿病毒"

Z@LOT$4F,

#&

鹌鹑支气管炎病毒&鸡包涵体肝炎病毒*

%

+

'而由
&

群
Y7̂

引起的鸡包涵体肝炎!作为一种散发病!虽

时有发生!但若无并发症!死亡率并不高!尚未引起

广泛关注!加之目前国内尚无有效的疫苗!该病时有

发生!给养殖环境带来了潜在威胁*

0

+

'鸡包涵体肝

炎"

$-3?F,$#-[#"

E

B>

Q

AP$P$,$-3B$3V>-

!

KXH

#又称鸡

贫血综合征"

A->2$A,

E

-"4#2>

#!是由
Y7̂

引起的

鸡的一种急性传染病!主要侵害雏鸡!多呈急性经

过'

KXH

潜伏期一般
0*"

!特征是发病后
*)"

突然

出现死亡!高峰期一般第
1

天停止!但偶尔也持续

0

$

*

周'发病率低!病鸡呈卷曲姿势!羽毛粗乱!在

0"

内死亡或康复!死亡率为
%&c

$

*&c

!与传染性

法氏囊病&鸡新城疫&禽白血病&马立克病&网状内皮

增生症&大肠埃希菌病等发生混合感染时可导致鸡

群较高的死亡率*

*

+

'正常情况下
KXH

多见于
*

$

9

周龄的肉鸡!但早至
9

日龄!晚到
0&

周龄也有发病'

本试验通过观察鸡的大体病变!病理学观察!用

鸡肝病料接种
G:Y

鸡胚分离病毒!提取
J67

!再经

:Z5

鉴定!最终通过对
Y7̂ ,&=+)

基因进行序列

及遗传进化分析!确定该病毒为鸡包含体肝炎病毒

"

KXH^

#!为
&

群
Y7̂

的诊断提供依据'

#

!

材料与方法

#G#

!

主要设备及试剂

G̀ !Z]!%Y

型单人双面净化工作台&特种净化

工作台均购自苏州净化设备有限公司!隔水式电热

恒温培养箱购自上海跃进医疗器械厂!离心机&单道

移液器均购自
@

QQ

>-"#4R

!高压蒸汽灭菌器购自基

因有限公司!基因扩增仪购自
7

QQ

?$>"X$#,

E

,P>2,

!

显微镜购自德国
_@KGG

!医用冷冻箱购自
G76NO

!

JNN!(Z

型电泳仪购自北京市六一仪器厂'测序公

司为南京金斯瑞公司'

超纯水!

1n[FRR>4

&

%&n[FRR>4

!

"6=:

!上游引

物!下游引物!

3J67

模板!

<

C

Z?

0

!高保真酶!

0&

2

C

,

2L

b%蛋白酶
\

!

%&cGJG

!苯酚!氯仿!无水乙

醇!

9&c

乙醇!

:XG

!四抗
:XG

等'

#G!

!

病料及处理

疑似鸡包涵体肝炎的病死肉鸡!由江苏省某地

区的鸡场送检'

采病死鸡的肝!在灭菌研钵中用剪刀剪碎!加含

有抗生素的
:XG

"含青霉素&庆大霉素&卡那霉素&链

霉素#进行研磨!分装到
%'12L

指形管中!反复冻

融
*

次后!

*&&&4

,

2$-

b%离心
%12$-

!取上清液作

为待检样品!放到
b0&k

保存'

采病死鸡肝于
%1c

福尔马林溶液"

1'11c

$

.c

甲醛溶液#中固定'

#GJ

!

病理学观察

常规制备石蜡切片!

H@

染色!中性树脂封片!

观察病变并拍照'

#G%

!

鸡胚接种

%&

日龄
G:Y

鸡胚购自北京梅里亚公司'取
0

G:Y

鸡胚!分别进行标记!照胚画出气室及接种部

位!经碘酒&酒精消毒后!用镊子开孔'经尿囊腔接

种上述病毒分离液
&'02L

!置
*9k

孵化!每日观察

%

次!连续
9"

'收集
%9"

后冻死胚的尿囊液!做病

毒鉴定'

#G$

!

病毒
?01

的提取

取接种疑似鸡包涵体肝炎病毒的尿囊液
)*9'1

%

L

!经
/& k

水浴
%& 2$-

作预处理后!加入
0&

2

C

,

2L

b%蛋白酶
\%0'1

%

L

"终质量浓度为
1&&

%

C

,

2L

b%

#&

%&cGJG1&

%

L

"终相对体积质量浓度

为
%c

#!置
1.k

水浴作用
)&2$-

!再加入等体积的

苯酚和氯仿各
0&&

%

L

!充分混匀!

%&&&&4

,

2$-

b%

)

k

离心
12$-

!小心取上层液体置于另一指型管中!

再加入
0

倍体积的无水乙醇!混匀!

b0& k

沉淀

0&

$

*&2$-

'取出后以
%0&&&4

,

2$-

b%

)k

离心

%12$-

!弃上清!

9&c

乙醇洗涤一次!室温干燥!用

*&

%

L

超纯水悬浮!

b0&k

保存备用'

#G&

!

引物设计和合成

根据
I>-XA-V

发表的
Y7̂

&

群的
,&=+)

基因

保守序列!设计一对引物'上游引物为
1W!7=I=!

Z7IZ7I=7IIZI7==I=!*W

(下 游 引 物 为
1W!

ZZZI=Z7=IZZI=ZIZ=Z=Z=77III=!*W

(预

期扩增片段
0/%)[

Q

'引物由上海生工生物工程公

司合成'

#G'

!

鸡包涵体肝炎病毒
=!>+7

基因的扩增

以
%'1

提取的
J67

为模板!扩增
,&=+)

目的

基因'采用
01

%

L

体系!

:Z5

反应条件$

/(k

预变

)90
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性
02$-

(

/(k

变性
%&,

!

1%k

退火
%1,

!

90k

延伸

*&,

!共
*1

个循环(

90k

延伸
%12$-

'

:Z5

产物经

%c

琼脂糖凝胶电泳分析'

#G)

!

测序和分析

将
%'9

中的
:Z5

产物送至金斯瑞公司测序!应

用
J67GPA4

软件
<>

C

7?$

C

-

的
Z?F,PA?`

方法将序

列与禽腺病毒各群
,&=+)

核苷酸和推测的氨基酸序

列进行分析!比较其相似性及差异性!找出不同血清

型之间的序列差异和氨基酸差异!从而通过
,&=+)

的全基因序列区分出不同血清型'

!

!

结
!

果

!G#

!

大体病变结果

对病死鸡进行剖检!可见心包积液!蓄积大量黄

褐色液体"图
%

#(肝出现明显的出血斑和出血点'

!G!

!

病理学观察结果

!!

将病死鸡肝组织用福尔马林进行固定!制作切

图
#

!

病鸡心包积液

W+

7

G#

!

63-+,4-F+4;3II:2+.8+82+,>,5+,>38

片!

H@

染色后观察发现!肝细胞发生脂肪变性"图

0

#!肝组织淤血!并可见炎性细胞浸润(部分肝细胞

发生坏死'胞质溶解呈空网状!组织界限不清!正常

结构消失(肝细胞中出现嗜碱性包涵体"图
0

#'

7'

病鸡肝细胞内有嗜碱性包涵体(

X'

病鸡肝细胞脂肪变性

7'XA,#

Q

B$?$3$-3?F,$#-[#"$>,#R?$T>43>??$-,$3V3B$3V>-

(

X'YAPP

E

">

C

>->4AP$#-#R?$T>43>??$-,$3V3B$3V>-

图
!

!

病鸡肝组织病理变化 "

OK

染色#

#"""\

W+

7

G!

!

O+2<.

A

4<5.;.

7

+,4;,548

7

32.I;+@3-+82+,>,5+,>38

"

OK2<4+8+8

7

#

#"""\

!GJ

!

6N/

检测结果

提取
G:Y

鸡胚尿囊液的
J67

进行
:Z5

扩增'

根据鸡包涵体肝炎病毒的
,&=+)

基因组序列设计的

特异性引物!以来自疑似病料的基因组
J67

做模

板进行扩增'反应产物经
%c

琼脂糖凝胶电泳观

察!得到特异性扩增条带!与预期设计的扩增片段大

小相符!长度约为
0/%)[

Q

"图
*

#'

!G%

!

测序结果

经金斯瑞公司测序和拼接!得知该
KXH^,&=E

+)

基因序列有
0/%)[

Q

!约编码
/&&

个氨基酸!简称

XH=!06

'从
I>-XA-V

中下载已经登陆的其他

Y7̂

相关毒株"相应毒株登录号为
Y7̂ %

$

M)./**'%

(

Y7̂ )

$

6Z!&%1*0*'%

(

Y7̂ (

$

IM9*)%&)j%

(

Y7̂ /

$

7Y&(*/91'0

(

Y7̂ %&

$

M0.00%'%

(

H@̂

$

7Y&9)/).'%

(

@JG

$

N&/1/('%

#的
,&=+)

基因序列!通过
J67G!

PA4

软件
<>

C

7?$

C

-

工具
Z?F,PA?̀

方法对测序结果

进行多序列比较分析'分析表明!分离株与
&

群

Y7̂

中血清
)

型相似性为
/('.c

!与其他血清型

190
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<'JL%&&&&J67

相对分子质量标准(

%'

病毒
J67

的

:Z5

扩增产物

<'JL%&&&&J672A4V>4

(

%':Z5A2

Q

?$R$3AP$#-4>,F?P,#R

J67

图
J

!

病毒
?01

的
6N/

扩增产物

W+

7

GJ

!

6N/4*

A

;+I+,4<+.8-32:;<2.IT8,;:2+.8U.F

D

O3

A

4Q

<+<+2@+-:2?01
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)
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分支!亲缘关系最远!结果显示!分离株为
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群禽腺

病毒'
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鸡包涵体肝炎的病理特征是变质性肝炎!最显

著的变化是肝大!呈土黄色至褐色!质地脆弱!没有

光泽!被膜下散在出血点或出血斑!并有针尖大黄白

色坏死灶*
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'同时!心包积液也是禽类的一种疾
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!通过病毒分离!用电子显微镜可以确定其与

禽腺病毒有关*
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'许多造成心包积液的病毒属于
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婉等$鸡包涵体肝炎病原检测及病理学观察

出现出血点!心包积液!肝和心同时发生病变可能是

造成鸡感染鸡包涵体肝炎病毒后死亡的原因'

最具有诊断意义的镜检病变也在肝*

(

+

!该病例

组织切片中肝细胞坏死!发生脂肪变性!细胞核溶解

消失!在肝细胞的核中出现嗜碱性小体!这是鸡包涵

体肝炎镜检的典型病变'

Y7̂

在肝&胰腺及肠管中的含量最高!一般不

感染异种动物'

&

群
Y7̂

可以在鸡胚中增殖!因

此用鸡胚来扩增病毒可以很好地分离
&

群
Y7̂

'

本试验尝试用肝组织直接提取
J67

!进行
:Z5

鉴

定后!没有分离到病毒!通过
G:Y

鸡胚进行病毒扩

增后!从尿囊液中提取
J67

!进行
:Z5

鉴定后分离

到病毒'但是病毒分离株对鸡胚没有明显致病作

用!鸡胚接种病毒后未见眼观的病变!这与
&

群

Y7̂

其他分离株的特性不完全一致!通常鸡胚的病

变包括胚体充血或出血&发育不良&胚体卷曲&不同

程度肝炎和脾大等'另外!病毒的增殖没有致死鸡

胚!在鸡胚
%9

日龄将其冻死!取尿囊液提取
J67
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蛋白是
Y7̂

&

的主要结构蛋白!它与五

邻体蛋白和纤维蛋白一起构成
Y7̂

&

的外壳!

H>D#-

蛋白含有主要的属和亚属特异性抗原决定

簇和次要的种特异性抗原决定簇!是中和抗体的靶

目标和主要保护性抗原基因!与致病性密切相关!因

此作为诊断抗原具有良好的应用前景*
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基

因开放阅读框长约
0(0/[

Q

!编码
/)*

个氨基酸!是

病毒引起宿主免疫应答的重要保护性抗原决定簇!

含有大量的保守性区!抗原性强!暴露性好!并具有

群特异性!是
H>D#-

蛋白的主要抗原区*
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'据报

道!

,&=+)

基因编码的六邻体蛋白带有主要的属和

亚属特异性抗原决定簇和次要的种特异性抗原决定

簇*
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+

!可以引起极强的中和反应!当六邻体被替代

或突变将导致中和免疫缺失*

%*

+

'本研究通过对分

离毒株的
,&=+)

基因进行序列分析!比较该毒株与

禽腺病毒
)

型标准毒株的核苷酸序列!发现本试验

分离到的病毒有的基因发生了突变!该突变基因是

否与病毒的中和反应有关尚需进一步研究'

目前!在该病毒的基因中!

,&=+)

是研究范围最

广的!具有群与型的特异性!包括
)

个可变环
L%!

L)

结构*

%)

!

%1

+

!不同毒株的
,&=+)

序列均已公布!因

此!选取该基因进行克隆与序列分析*

%.!%9
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!可鉴定出

分离株属于
Y7̂

哪个群*

%(

+

!并可区分同一个群的

不同血清型'本试验中!用
,&=+)

基因序列组设计

的引物进行
:Z5

扩增与克隆!测序片段包括了该基

因的全序列!分离株与
&

群
Y7̂

同源性最高!亲缘

关系最近!特别与血清
)

型最接近!而与
'

群&

-

群

Y7̂

亲缘关系最远!属于不同的进化支'本研究为

进一步研究鸡包涵体肝炎病毒打下坚实的基础'
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