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［摘　要］　为研制大肠杆菌菌体 Ｏ抗原单因子定型血清，以大肠杆菌参考菌株 ＣＶＣＣ１３４５（Ｏ２）、

ＣＶＣＣ１３５０（Ｏ７）、ＣＶＣＣ１４１４（Ｏ７４）为菌种制备抗原免疫家兔，获得了定型原血清，并通过比较不同

免疫程序及剂量优化了定型原血清的制备工艺。进而按照优化后的定型原血清制备工艺，以大肠

杆菌参考菌株 ＣＶＣＣ１３４３（Ｏ１）、ＣＶＣＣ１３４５（Ｏ２）、ＣＶＣＣ１３５０（Ｏ７）、ＣＶＣＣ１４０５（Ｏ６４）、ＣＶＣＣ１４１４

（Ｏ７４）、ＣＶＣＣ１４３９（Ｏ１００）、ＣＶＣＣ１４４２（Ｏ１０３）、ＣＶＣＣ１４５５（Ｏ１１６）、ＣＶＣＣ１４６６（Ｏ１２８）、ＣＶＣＣ３８０１

（Ｏ１５４）为菌种制备抗原免疫家兔，获得了１０种Ｏ抗原型定型原血清。将定型原血清分别与１８０种

微量凝集试验抗原逐一反应，明确各原血清与非特异性抗原的交叉凝集价，通过用吸收抗原对原血

清进行吸收及稀释的方法消除非特异性凝集，最终制备成大肠杆菌菌体 Ｏ抗原单因子定型血清。

血清质量评价结果表明，新制备的单因子定型血清性状为无色、淡黄色或黄色澄明液体，个别有少

量絮状物；无菌生长；特异性良好；凝集效价为１
!

２。研究结果显示，制备的大肠杆菌Ｏ抗原单因子

定型血清具有较好的特异性，可以用于对临床分离大肠杆菌进行Ｏ抗原血清型鉴定。
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　　大肠杆菌病是一类重要的人畜共患病，每一株

大肠杆菌只具有单一菌体抗原型（Ｏ抗原型），其 Ｏ

抗原型与菌株致病性相关，多项关于致病性大肠杆

菌检测的国家标准及行业标准中都要求对其 Ｏ抗

原进行血清学凝集试验，以确定其 Ｏ抗原型［１－２］。

目前丹麦国家血清研究院（ＳＳＩ）等国外研究机构可

提供大肠杆菌Ｏ抗原单因子定型血清，但由于其血

清产品在国内售价昂贵限制了应用。尤其是在兽

医领域进行动物源大肠杆菌Ｏ抗原型的鉴定，广大

兽医工作者仍是使用国内的血清产品［３－６］。但是，

现今国内相关产品由于制备工艺粗糙，产品质量与

国外血清仍有较大差距，用国内血清往往鉴定不出

菌株的单一血清型，以致目前许多养殖场及兽医科

研机构面临着国内血清定不出型，国外血清买不起

的尴尬局面。本课题组拟改进大肠杆菌 Ｏ抗原定

型血清制备工艺，制备出可达到国外同类产品水平

的定型血清。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株　大肠杆菌参考菌株 ＣＶＣＣ１３４３

（Ｏ１）、ＣＶＣＣ１３４５（Ｏ２）、ＣＶＣＣ１３５０（Ｏ７）、

ＣＶＣＣ１４０５（Ｏ６４）、ＣＶＣＣ１４１４（Ｏ７４）、ＣＶＣＣ１４３９

（Ｏ１００）、ＣＶＣＣ１４４２（Ｏ１０３）、ＣＶＣＣ１４５５（Ｏ１１６）、

ＣＶＣＣ１４６６（Ｏ１２８）、ＣＶＣＣ３８０１（Ｏ１５４），由中国兽医

微生物菌种保藏管理中心提供；大肠杆菌临床分离

菌株，由中国兽医药品监察所细菌制品检测室

提供。

１．１．２　培养基　普通肉汤、普通琼脂、硫乙醇酸

盐、酪胨、葡萄糖蛋白胨汤，购自北京中海动物保健

科技公司。

１．１．３　试剂　大肠杆菌 Ｏ抗原定型血清、１８０种

大肠杆菌菌体微量凝集试验抗原，由中国兽医药品

监察所细菌制品检测室提供；大肠杆菌Ｏ抗原单因

子定型血清，购自丹麦国家血清研究院（ＳＳＩ）；２０６

佐剂，由金宇保灵生物药品有限公司惠赠；含０．５％

石碳酸生理盐水，购自北京中海动物保健科技

公司。

１．１．４　实验动物　健康家兔，１．５～２．０ｋｇ，购自北

京维通利华实验动物技术有限公司。

１．１．５　主要仪器设备　ＧＮＰ－９２７０型隔水式恒温

培养箱购自上海精宏实验设备有限公司；ＴＨＺ－Ｃ

型恒温振荡器购自太仓市实验设备厂；ＨｅｒａｓａｆｅＫＳ

生物安全柜购自德国 Ｈｅｒａｅｕｓ公司；离心机购自美

国ＢＩＯ－ＲＡＤ公司。

１．２　方法　 本试验利用大肠杆菌参考菌株

ＣＶＣＣ１３４５（Ｏ２）、ＣＶＣＣ１３５０（Ｏ７）、ＣＶＣＣ１４１４

（Ｏ７４）制备免疫抗原，开展了免疫程序的研究，明

确了定型原血清制备工艺。进而按照定型原血清

制备工艺，以大肠杆菌参考菌株 ＣＶＣＣ１３４３（Ｏ１）、

ＣＶＣＣ１３４５（Ｏ２）、ＣＶＣＣ１３５０（Ｏ７）、ＣＶＣＣ１４０５

（Ｏ６４）、ＣＶＣＣ１４１４（Ｏ７４）、ＣＶＣＣ１４３９（Ｏ１００）、

ＣＶＣＣ１４４２（Ｏ１０３）、ＣＶＣＣ１４５５（Ｏ１１６）、ＣＶＣＣ１４６６

（Ｏ１２８）、ＣＶＣＣ３８０１（Ｏ１５４）为菌种制备免疫抗原免

疫家兔，制备了１０种定型原血清。将定型原血清

分别与１８０种微量凝集试验抗原逐一反应，明确各

原血清与非特异性抗原的交叉凝集价，通过制备吸

收抗原对血清进行吸收及稀释的方法消除非特异

性凝集，制备成大肠杆菌菌体Ｏ抗原单因子定型血

清。并对新制备的血清进行了质量评价，具体试验

方法如下：

１．２．１　抗原浓度的确定　将大肠杆菌 ＣＶＣＣ１３４５、

ＣＶＣＣ１３５０、ＣＶＣＣ１４１４株冻干菌种接种普通肉汤培
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养基复壮后，划线接种普通琼脂平皿，３７℃培养２０ｈ

后，取单菌落接种普通肉汤１００ｍＬ，３７℃ ２００ｒ／ｍｉｎ

培养２４ｈ后，通过活菌计数计算菌液浓度。每株菌

均制备３批菌液，通过计算３株菌共９批菌液的浓度

对数值的平均值及标准差确定抗原浓度。

１．２．２　抗血清的制备　免疫抗原的制备：将大肠

杆菌 ＣＶＣＣ１３４５、ＣＶＣＣ１３５０、ＣＶＣＣ１４１４株菌种制

备的菌液的浓度调整至确定的抗原浓度范围内，

１２１℃高压１ｈ，待其恢复室温后，按０．１％加入甲

醛溶液，置２～８℃保存备用。油佐剂抗原的制备：

免疫抗原与２０６佐剂按１∶１（Ｖ／Ｖ）进行乳化后置

２～８℃保存备用。免疫程序的优化：每种抗原免

疫８只健康非免兔，免疫前采血，分离血清，将血清

与１８０种反应抗原进行微量凝集试验，反应体系为

８０μＬ血清＋８０μＬ抗原，反应条件为５１±１℃过

夜。由于与１８０种抗原反应需要约１５ｍＬ血清，为

了不影响兔体健康状况，每只兔仅采集少量血液，

提取的血清进行１６倍稀释后再与抗原反应。而后

将８只兔随机分为２组，４只／组，其中第１组耳静

脉注射免疫抗原，免疫５次，每次间隔７ｄ，首免剂

量为１ｍＬ／只，以后逐次递增１ｍＬ，每次注射后第７

天采血，分离血清，将血清进行１６倍稀释后测血清

效价；第２组皮下注射油佐剂抗原两次，间隔２１ｄ，

第１次免疫１ｍＬ／只，第２次免疫２ｍＬ／只，第２次

免疫后第１４天起按照与第１组相同的免疫程序用

免疫抗原进行静脉注射，分别于第１次免疫后７ｄ、

１４ｄ、２１ｄ、第２次免疫后７ｄ、１４ｄ及每次注射免疫

抗原后第７天采血，分离血清，将血清进行１６倍稀

释后测血清效价。分别计算每组４只兔血清效价

的几何平均值，确定定型血清制备的免疫程序。

１．２．３　制备１０种定型原血清　按照定型原血清

制备工艺制备。

１．２．４　定型原血清交叉凝集素及交叉凝集效价的

测定　使用 Ｕ底９６孔板将 Ｏ１、Ｏ２、Ｏ７、Ｏ６４、Ｏ７４、

Ｏ１００、Ｏ１０３、Ｏ１１６、Ｏ１２８、Ｏ１５４１０种未进行稀释的

定型原血清分别与１８０种反应抗原进行微量凝集

试验。孔底出现白色扣状沉积为阴性，即血清与抗

原不凝集；反之，未出现白色扣状沉积为阳性，即血

清与抗原凝集；若孔底白色扣状沉积与凝集颗粒同

时出现，结果判为可疑。将与多于６０种非特异性

抗原发生交叉凝集的原血清淘汰，测定剩余原血清

与非特异性抗原发生交叉凝集的效价。在 Ｕ底９６

孔板的第１列每孔中加入血清原液１６０μＬ，其余列

每孔中加入含０．５％石碳酸生理盐水８０μＬ，然后

从第１列吸出８０μｌ血清加入第２列中进行对倍稀

释，混匀后再从第２列吸出８０μＬ加入第３列中，

以此方法进行对倍系列稀释至第１１列，即稀释２１０

倍，从第１１列中吸出８０μＬ弃去。第１２列作为抗

原对照。在每行的１２个孔中加入与之发生非特异

性凝集的抗原８０μＬ，振荡均匀后盖上板盖，放置于

湿盒中，于５１℃反应过夜。反应完成后，取出 ９６

孔板，对光观察结果。以出现阳性反应的血清最高

稀释倍数作为定型原血清与非特异性抗原的交叉

凝集价。

１．２．５　定型原血清交叉凝集素的吸收　选用交叉

凝集价最高的非特异性抗原的生产菌株制备吸收

抗原。取冻干菌种分别接种普通肉汤１０ｍＬ复苏，

３７℃静置培养２０ｈ，再各划线接种普通琼脂平板２

付，３７℃培养２０ｈ。从平板上挑取光滑圆整菌落

分别密集划线接种普通琼脂中管斜面数支，３７℃

培养 ２４ｈ。每支中管斜面培养物用３ｍＬ０．５％石

炭酸生理盐水洗下，分别混合置分装瓶中，１２１℃

高压１ｈ后作为吸收抗原，待其恢复室温后置２～

８℃保存备用。将待吸收血清用０．５％石炭酸生

理盐水进行５倍稀释后，按２０％（Ｖ／Ｖ）加入吸收抗

原，置３７℃ ２００ｒ／ｍｉｎ吸收３ｈ，然后置２～８℃继

续吸收２４ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后吸取上清，

作为待检血清。取８０μＬ待检血清与８０μＬ非特

异性抗原通过微量凝集试验方法，测定待检血清与

非特异性抗原的交叉凝集情况，若非特异性交叉凝

集情况已完全消除，则该血清为单因子血清；若待

检血清仍与部分非特异性抗原发生交叉凝集，但凝

集价远远低于其与特异性抗原的凝集价，则将血清

进行适当稀释至非特异性交叉凝集情况完全消除；

若待检血清仍与部分非特异性抗原发生交叉凝集，

且凝集价和血清与特异性抗原的凝集价很接近，则
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需再次选取吸收抗原并再次进行交叉凝集素的吸

收，直至制备出单因子血清。将制备好的单因子血

清效价稀释至１
!

２，过滤除菌后进行无菌检验［７］。

检验合格的血清定量分装至玻璃瓶中，１ｍＬ／瓶，置

２～８℃保存。

１．２．６　单因子血清质量检验　常规方法进行性状

及无菌检验［７］。采用微量凝集试验方法进行特异

性检查及效价测定。

１．２．７　鉴定临床分离菌株血清型　用原有库存定

型血清、新制备的单因子定型血清、丹麦国家血清

研究院生产的单因子定型血清同时对６株 Ｅ．ｃｏｌｉ

临床分离菌株进行 Ｏ抗原血清型鉴定。原有库存

定型血清采用平板凝集与试管凝集相结合的方法；

新制备的单因子定型血清与丹麦国家血清研究院

生产的单因子定型血清采用微量凝集试验方法。

２　结 果

２．１　抗原浓度的确定　３株大肠杆菌制备的９批

菌液的浓度对数值的平均值为 ９．９０２，标准差为

０．１１２，因此，抗原浓度确定为６．２×１０９～１．０×１０１０

ＣＦＵ／ｍＬ（表１）。

表１　大肠杆菌菌液活菌计数结果

菌株编号 菌液批号
菌液浓度／
（ＣＦＵ·ｍＬ－１）

菌液浓度的对数值

ＣＶＣＣ１３４５

０２０１ １．０×１０１０ １０

０２０２ １．５×１０１０ １０．１７６

０２０３ ８．２×１０９ ９．９１４

ＣＶＣＣ１３５０

０７０１ ７．５×１０９ ９．８７５

０７０２ ７．０×１０９ ９．８４５

０７０３ ７．０×１０９ ９．８４５

ＣＶＣＣ１４１４

７４０１ ６．５×１０９ ９．８１３

７４０２ ６．６×１０９ ９．８２０

７４０３ ６．７×１０９ ９．８２６

２．２　免疫前后家兔血清效价检测结果　免疫前２４

只家兔血清１６倍稀释液与１８０种反应抗原均不凝

集。仅注射免疫抗原及先用油佐剂抗原免疫再注

射免疫抗原两种免疫程序制备的血清效价差异不

明显，但仅注射免疫抗原免疫周期仅为３５ｄ，而先

注射油佐剂抗原再注射免疫抗原的免疫周期需要

７０ｄ，况且免疫抗原静脉免疫４次后，血清效价即可

满足生产需要（表２）。

表２　免疫后家兔血清效价几何平均值

血清型 免疫程序
油佐剂抗原一 油佐剂抗原二

免后７ｄ 免后１４ｄ 免后２１ｄ 免后７ｄ 免后１４ｄ

免疫抗原

一免后７ｄ
免疫抗原

二免后７ｄ
免疫抗原

三免后７ｄ
免疫抗原

四免后７ｄ
免疫抗原

五免后７ｄ

Ｏ２
Ⅰ ／ ／ ／ ／ ／ ＜２４．５ ２５．５ ２６．７５ ２８．５ ２８．２５

Ⅱ － － － ＜２４ ２４．７５ ２５．７５ ２６．２５ ２７．２５ ２９ ２８．５

Ｏ７
Ⅰ ／ ／ ／ ／ ／ ＜２４．７ ２６．２５ ２７．５ ２８．５ ２８．７５

Ⅱ － － － ＜２４ ２４．７５ ２５．５ ２６．７５ ２７．２５ ２８．５ ２８．５

Ｏ７４
Ⅰ ／ ／ ／ ／ ／ ２４．７５ ２５ ２６ ２６．２５ ２６．２５

Ⅱ － － － ＜２４ ＜２４．５ ＜２４ ２４．２５ ２５．２５ ２６ ２５．５

　免疫程序Ⅰ为仅注射免疫抗原；免疫程序Ⅱ为先注射油佐剂抗原再注射免疫抗原；“／”表示未进行检测；“－”表示血清与抗原不凝集

　　将冻干菌种接种普通肉汤培养基 ３７℃培养
２０ｈ，取肉汤培养物划线接种普通琼脂平皿，３７℃
培养２０ｈ，取单菌落接种普通肉汤 １００ｍＬ，３７℃
２００ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ后，进行活菌计数。将菌液浓
度调整至６．２×１０９～１．０×１０１０ＣＦＵ／ｍＬ范围内，
１２１℃高压１ｈ，待其恢复室温后，按０．１％加入甲
醛溶液，此为免疫抗原，置２～８℃保存备用。耳缘
静脉注射免疫抗原 ４次，免疫剂量分别为 １ｍＬ、

２ｍＬ、３ｍＬ、４ｍＬ，每次免疫间隔７ｄ。最后一次免
疫后第４天试血，若血清效价不低于１∶６４对免疫
兔进行心脏采血致死，提取血清；若血清效价低于

１∶６４，则用相同的抗原５ｍＬ以相同的注射途径加
强免疫一次，并于加强免疫后第４天试血，若血清
效价不低于１∶６４则采血；若血清效价仍低于１∶６４
则淘汰该兔。

２．３　制备１０种定型原血清　按照定型原血清制
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备工艺，每种抗原免疫 ２只家兔，免疫 ＣＶＣＣ１４０５
（Ｏ６４）、ＣＶＣＣ１４１４（Ｏ７４）及ＣＶＣＣ１４４２（Ｏ１０３）抗原
的家兔各有 １只在加强免疫后血清效价仍低于
１∶６４予以淘汰。制备了 Ｏ１、Ｏ２、Ｏ７、Ｏ６４、Ｏ７４、
Ｏ１００、Ｏ１０３、Ｏ１１６、Ｏ１２８、Ｏ１５４共１０个血清型的大
肠杆菌菌体Ｏ抗原定型原血清。
２．４　定型原血清交叉凝集素及凝集价的测定　不

同原血清与非特异性抗原交叉凝集情况不一，最少

仅与１种非特异性抗原发生交叉凝集，而最多与
１６８种抗原发生交叉凝集。即使同一抗原免疫不同
家兔获得的原血清与非特异性抗原的交叉凝集情

况也不一致。将与多于６０种非特异性抗原发生交
叉凝集的原血清淘汰，测定剩余原血清与非特异性

抗原发生交叉凝集的效价（表３）。

表３　原血清与１８０种反应抗原微量凝集试验结果
血清型－血清编号 出现阳性结果的抗原（凝集效价） 出现可疑结果的抗原 备注

Ｏ１－１

Ｏ１、Ｏ２、Ｏ３、Ｏ４、Ｏ５、Ｏ６、Ｏ７、Ｏ８、Ｏ９、Ｏ１０、Ｏ１２、Ｏ１４、Ｏ１５、Ｏ１６、Ｏ１７、
Ｏ１８、Ｏ１９、Ｏ２１、Ｏ２２、Ｏ２３、Ｏ２４、Ｏ２５、Ｏ２６、Ｏ２７、Ｏ２８、Ｏ２９、Ｏ３０、Ｏ３２、
Ｏ３３、Ｏ３４、Ｏ３５、Ｏ３６、Ｏ３７、Ｏ３８、Ｏ３９、Ｏ４０、Ｏ４１、Ｏ４３、Ｏ４４、Ｏ４５、Ｏ４６、
Ｏ４８、Ｏ４９、Ｏ５０、Ｏ５１、Ｏ５２、Ｏ５３、Ｏ５４、Ｏ５５、Ｏ５６、Ｏ５７、Ｏ５９、Ｏ６０、Ｏ６１、
Ｏ６２、Ｏ６３、Ｏ６４、Ｏ６５、Ｏ６６、Ｏ６９、Ｏ７０、Ｏ７１、Ｏ７３、Ｏ７４、Ｏ７５、Ｏ７６、Ｏ７７、
Ｏ７８、Ｏ７９、Ｏ８０、Ｏ８２、Ｏ８３、Ｏ８４、Ｏ８５、Ｏ８６、Ｏ８７、Ｏ８８、Ｏ８９、Ｏ９１、Ｏ９２、
Ｏ９３、Ｏ９５、Ｏ９６、Ｏ９７、Ｏ９８、Ｏ９９、Ｏ１００、Ｏ１０１、Ｏ１０２、Ｏ１０３、Ｏ１０４、Ｏ１０５、
Ｏ１０７、Ｏ１０８、Ｏ１０９、Ｏ１１０、Ｏ１１１、Ｏ１１２、Ｏ１１３、Ｏ１１５、Ｏ１１６、Ｏ１１７、
Ｏ１１８、Ｏ１１９、Ｏ１２０、Ｏ１２１、Ｏ１２３、Ｏ１２４、Ｏ１２５、Ｏ１２６、Ｏ１２７、Ｏ１２８、
Ｏ１２９、Ｏ１３０、Ｏ１３１、Ｏ１３２、Ｏ１３３、Ｏ１３４、Ｏ１３６、Ｏ１３７、Ｏ１３８、Ｏ１３９、
Ｏ１４０、Ｏ１４１、Ｏ１４３、Ｏ１４４、Ｏ１４５、Ｏ１４６、Ｏ１４７、Ｏ１４８、Ｏ１４９、Ｏ１５０、
Ｏ１５１、Ｏ１５２、Ｏ１５３、Ｏ１５４、Ｏ１５５、Ｏ１５６、Ｏ１５７、Ｏ１５８、Ｏ１６０、Ｏ１６１、
Ｏ１６２、Ｏ１６３、Ｏ１６４、Ｏ１６５、Ｏ１６６、Ｏ１６７、Ｏ１６８、Ｏ１６９、Ｏ１７０、Ｏ１７１、
Ｏ１７２、Ｏ１７３、Ｏ１７４、Ｏ１７５、Ｏ１７６、Ｏ１７７、Ｏ１７８、Ｏ１７９、Ｏ１８０、Ｏ１８１、
Ｏ１８２、Ｏ１８３、Ｏ１８４、Ｏ１８５、Ｏ１８６

Ｏ１１、Ｏ１４２、Ｏ１５９ 淘汰

Ｏ１－２

Ｏ１（２１０）、Ｏ１４（２６）、Ｏ１６（２４）、Ｏ２４（２４）、Ｏ３４（２４）、Ｏ３８（２５）、Ｏ３９
（２４）、Ｏ４０（２４）、Ｏ４１（２３）、Ｏ４９（２２）、Ｏ５０（２６）、Ｏ５２（２３）、Ｏ５６（２８）、
Ｏ５７（２３）、Ｏ５９（２３）、Ｏ６０（２１）、Ｏ６２（２０）、Ｏ６６（２０）、Ｏ８０（２１）、Ｏ８４
（２４）、Ｏ８７（２４）、Ｏ８９（２７）、Ｏ９１（２２）、Ｏ９２（２４）、Ｏ９３（２３）、Ｏ９７（２３）、
Ｏ１０７（２７）、Ｏ１１０（２４）、Ｏ１１５（２４）、Ｏ１１９（２４）、Ｏ１２１（２４）、Ｏ１２４（２３）、
Ｏ１３１（２７）、Ｏ１３６（２２）、Ｏ１３７（２４）、Ｏ１４１（２４）、Ｏ１４４（２３）、Ｏ１４６（２４）、
Ｏ１４８（２４）、Ｏ１４９（２１）、Ｏ１５４（２３）、Ｏ１５５（２３）、Ｏ１５７（２４）、Ｏ１５８（２３）、
Ｏ１６０（２５）、Ｏ１６１（２４）、Ｏ１６４（２３）、Ｏ１６６（２０）、Ｏ１７０（２０）、Ｏ１７１（２１）、
Ｏ１７９（２４）、Ｏ１８５（２３）、Ｏ１８６（２４）

Ｏ３、Ｏ３０、Ｏ３３、Ｏ４８、Ｏ６５、Ｏ１３８、
Ｏ１４２、Ｏ１５６、Ｏ１８０

待用

Ｏ２－３ Ｏ２（２９）、Ｏ１３７（２３） Ｏ５０、Ｏ１６０、Ｏ１７０、Ｏ１８６ 待用

Ｏ２－４ Ｏ２（２７）、Ｏ１３７（２２） Ｏ１８５ 待用

Ｏ７－５
Ｏ５（２３）、Ｏ７（２１０）、Ｏ１４（２４）、Ｏ５０（２３）、Ｏ１３７（２２）、Ｏ１５１（２１）、Ｏ１８５
（２３）、Ｏ１８６（２３）

Ｏ１６、Ｏ５５、Ｏ７１、Ｏ１１４、Ｏ１２８、
Ｏ１５７、Ｏ１６０

待用

Ｏ７－６ Ｏ７（２８）、Ｏ１４（２６）、Ｏ５０（２５）、Ｏ１３１（２４）、Ｏ１３７（２３）、Ｏ１８６（２３） Ｏ１０５、Ｏ１２５、Ｏ１３０ 待用

Ｏ６４－７
Ｏ１４（２４）、Ｏ５０（２３）、Ｏ５６（２４）、Ｏ６４（２９）、Ｏ８９（２４）、Ｏ１０７（２４）、Ｏ１３１
（２３）、Ｏ１３７（２３）、Ｏ１５４（２７）、Ｏ１８６（２４）

Ｏ１０２ 待用

Ｏ７４－８
Ｏ２（２３）、Ｏ１６（２４）、Ｏ３８（２４）、Ｏ４０（２４）、Ｏ５０（２４）、Ｏ５２（２４）、Ｏ５５
（２３）、Ｏ５６（２４）、Ｏ７４（２６）、Ｏ８６（２３）、Ｏ８８（２２）、Ｏ８９（２４）、Ｏ１０７
（２４）、Ｏ１３７（２３）、Ｏ１６０（２４）、Ｏ１８５（２３）、Ｏ１８６（２５）

Ｏ１４、Ｏ３４、Ｏ６２、Ｏ８２、Ｏ９２、Ｏ１３１、
Ｏ１４２、Ｏ１５３、Ｏ１５４、Ｏ１５５、Ｏ１５７、
Ｏ１６１、Ｏ１６４、Ｏ１７０、Ｏ１７６、Ｏ１８３

待用

Ｏ１００－９ Ｏ５０（２５）、Ｏ５６（２５）、Ｏ８９（２６）、Ｏ１００（２７）、Ｏ１８６（２５）
Ｏ１４、Ｏ１６、Ｏ３８、Ｏ１１５、Ｏ１２３、
Ｏ１３１、Ｏ１５７、Ｏ１６０、Ｏ１６１、Ｏ１６４

待用

·３１·
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续表　
血清型－血清编号 出现阳性结果的抗原（凝集效价） 出现可疑结果的抗原 备注

Ｏ１００－１０

Ｏ２、Ｏ３、Ｏ４、Ｏ５、Ｏ７、Ｏ１０、Ｏ１４、Ｏ１６、Ｏ２１、Ｏ２３、Ｏ２４、Ｏ３４、Ｏ３６、Ｏ３８、
Ｏ３９、Ｏ４０、Ｏ４１、Ｏ４３、Ｏ４５、Ｏ４６、Ｏ４８、Ｏ４９、Ｏ５０、Ｏ５２、Ｏ５６、Ｏ５７、Ｏ５９、
Ｏ６０、Ｏ６２、Ｏ６５、Ｏ６６、Ｏ７９、Ｏ８０、Ｏ８４、Ｏ８５、Ｏ８７、Ｏ８９、Ｏ９１、Ｏ９２、Ｏ９３、
Ｏ９５、Ｏ９６、Ｏ９７、Ｏ９８、Ｏ９９、Ｏ１００、Ｏ１０１、Ｏ１０７、Ｏ１０９、Ｏ１１０、Ｏ１１１、
Ｏ１１５、Ｏ１１９、Ｏ１２１、Ｏ１２３、Ｏ１２４、Ｏ１２６、Ｏ１３１、Ｏ１３６、Ｏ１３７、Ｏ１４１、
Ｏ１４２、Ｏ１４４、Ｏ１４６、Ｏ１４９、Ｏ１５０、Ｏ１５３、Ｏ１５４、Ｏ１５５、Ｏ１５６、Ｏ１５７、
Ｏ１５８、Ｏ１６０、Ｏ１６１、Ｏ１６２、Ｏ１６４、Ｏ１７０、Ｏ１７１、Ｏ１７５、Ｏ１７６、Ｏ１７９、
Ｏ１８０、Ｏ１８３、Ｏ１８４、Ｏ１８５、Ｏ１８６

Ｏ１１、Ｏ１２、Ｏ１５、Ｏ１７、Ｏ３５、Ｏ７８、
Ｏ１３８、Ｏ１３９、Ｏ１４０、Ｏ１７２、Ｏ１８１

淘汰

Ｏ１０３－１１
Ｏ１４（２５）、Ｏ３８（２４）、Ｏ４０（２４）、Ｏ５０（２４）、Ｏ５６（２６）、Ｏ８２（２７）、
Ｏ８９（２６）、Ｏ１０３（２７）、Ｏ１０７（２５）、Ｏ１３１（２５）、Ｏ１３７（２３）、Ｏ１６０（２４）、
Ｏ１７０（２３）、Ｏ１８５（２３）、Ｏ１８６（２４）

Ｏ５５、Ｏ５７、Ｏ６２、Ｏ９２、Ｏ１２３、
Ｏ１５３、Ｏ１５４、Ｏ１５５、Ｏ１５６、Ｏ１５７、
Ｏ１６４

待用

Ｏ１１６－１２

Ｏ３、Ｏ７、Ｏ１４、Ｏ１６、Ｏ２３、Ｏ２４、Ｏ３４、Ｏ３８、Ｏ３９、Ｏ４０、Ｏ５０、Ｏ５２、Ｏ５６、
Ｏ５７、Ｏ５９、Ｏ６０、Ｏ６２、Ｏ６５、Ｏ８４、Ｏ８５、Ｏ８７、Ｏ８９、Ｏ９１、Ｏ９２、Ｏ９３、Ｏ９７、
Ｏ９８、Ｏ９９、Ｏ１０７、Ｏ１０９、Ｏ１１０、Ｏ１１５、Ｏ１１６、Ｏ１１７、Ｏ１１９、Ｏ１２１、Ｏ１２３、
Ｏ１２４、Ｏ１２６、Ｏ１３１、Ｏ１３６、Ｏ１３７、Ｏ１４１、Ｏ１４２、Ｏ１４９、Ｏ１５２、Ｏ１５３、
Ｏ１５４、Ｏ１５５、Ｏ１５６、Ｏ１５７、Ｏ１６０、Ｏ１６１、Ｏ１６４、Ｏ１７０、Ｏ１７２、Ｏ１７６、
Ｏ１８１、Ｏ１８３、Ｏ１８５、Ｏ１８６

Ｏ１０１、Ｏ１０８、Ｏ１１２、Ｏ１３８、Ｏ１４５、
Ｏ１５８、Ｏ１７９、Ｏ１８０

淘汰

Ｏ１１６－１３

Ｏ３（２４）、Ｏ７（２５）、Ｏ１４（２８）、Ｏ１６（２８）、Ｏ２４（２４）、Ｏ３４（２４）、Ｏ３８
（２５）、Ｏ３９（２４）、Ｏ４０（２４）、Ｏ５０（２８）、Ｏ５２（２４）、Ｏ５６（２９）、Ｏ５７（２４）、
Ｏ５９（２４）、Ｏ６０（２４）、Ｏ８４（２４）、Ｏ８７（２４）、Ｏ８９（２８）、Ｏ９１（２４）、Ｏ９２
（２４）、Ｏ９３（２４）、Ｏ９７（２４）、Ｏ９９（２４）、Ｏ１０７（２８）、Ｏ１１０（２４）、Ｏ１１５
（２５）、Ｏ１１６（２８）、Ｏ１１９（２４）、Ｏ１２１（２４）、Ｏ１２３（２４）、Ｏ１２４（２４）、Ｏ１３１
（２８）、Ｏ１３７（２５）、Ｏ１４１（２５）、Ｏ１５３（２４）、Ｏ１５４（２４）、Ｏ１５５（２４）、Ｏ１５６
（２４）、Ｏ１５７（２５）、Ｏ１６０（２５）、Ｏ１６１（２７）、Ｏ１６４（２４）、Ｏ１７０（２５）、Ｏ１７６
（２４）、Ｏ１８５（２４）、Ｏ１８６（２７）

Ｏ１０１、Ｏ１４２、Ｏ１８３ 待用

Ｏ１２８－１４

Ｏ３、Ｏ７、Ｏ８、Ｏ９、Ｏ１０、Ｏ１４、Ｏ１６、Ｏ２１、Ｏ２３、Ｏ２４、Ｏ３４、Ｏ３８、Ｏ３９、Ｏ４０、
Ｏ５０、Ｏ５２、Ｏ５６、Ｏ５７、Ｏ５９、Ｏ６０、Ｏ６２、Ｏ６５、Ｏ８１、Ｏ８４、Ｏ８５、Ｏ８６、Ｏ８７、
Ｏ８９、Ｏ９１、Ｏ９２、Ｏ９３、Ｏ９５、Ｏ９７、Ｏ９８、Ｏ９９、Ｏ１０２、Ｏ１０４、Ｏ１０７、Ｏ１１０、
Ｏ１１５、Ｏ１１９、Ｏ１２１、Ｏ１２３、Ｏ１２４、Ｏ１２６、Ｏ１２８、Ｏ１３１、Ｏ１３７、Ｏ１４１、
Ｏ１４２、Ｏ１４４、Ｏ１５１、Ｏ１５３、Ｏ１５４、Ｏ１５５、Ｏ１５６、Ｏ１５７、Ｏ１５８、Ｏ１６０、
Ｏ１６１、Ｏ１６４、Ｏ１７０、Ｏ１７２、Ｏ１７５、Ｏ１７６、Ｏ１７９、Ｏ１８０、Ｏ１８２、Ｏ１８３、
Ｏ１８５、Ｏ１８６

Ｏ１、Ｏ２Ｏ４、Ｏ５、Ｏ３３、Ｏ３５、Ｏ４１、
Ｏ４３、Ｏ４５、Ｏ４６、Ｏ４８、Ｏ４９、Ｏ６１、
Ｏ７０、Ｏ７１、Ｏ７５、Ｏ７７、Ｏ７８、Ｏ７９、
Ｏ８０、Ｏ８８、Ｏ１０１、Ｏ１０８、Ｏ１０９、
Ｏ１１１、Ｏ１１２、Ｏ１１３、Ｏ１１７、Ｏ１２０、
Ｏ１２７、Ｏ１３２、Ｏ１３４、Ｏ１３６、Ｏ１３８、
Ｏ１３９、Ｏ１４０、Ｏ１４５、Ｏ１４７、Ｏ１４９、
Ｏ１５２、Ｏ１６５、Ｏ１６６、Ｏ１６７、Ｏ１７１、
Ｏ１８１、Ｏ１８４

淘汰

Ｏ１２８－１５

Ｏ１４（２５）、Ｏ１６（２５）、Ｏ２４（２４）、Ｏ３４（２５）、Ｏ３８（２５）、Ｏ３９（２３）、Ｏ４０
（２４）、Ｏ５０（２４）、Ｏ５２（２２）、Ｏ５６（２７）、Ｏ８４（２４）、Ｏ８７（２４）、Ｏ８９（２６）、
Ｏ９２（２３）、Ｏ１０２（２６）、Ｏ１０４（２５）、Ｏ１０７（２６）、Ｏ１１０（２３）、Ｏ１１５（２４）、
Ｏ１２８（２６）、Ｏ１３１（２６）、Ｏ１３７（２３）、Ｏ１４１（２４）、Ｏ１５１（２３）、Ｏ１５７（２３）、
Ｏ１６０（２４）、Ｏ１６１（２４）、Ｏ１８６（２６）

／ 待用

Ｏ１５４－１６ Ｏ５０（２３）、Ｏ５６（２５）、Ｏ１０７（２４）、Ｏ１３１（２４）、Ｏ１５４（２６）、Ｏ１８６（２４）
Ｏ１４、Ｏ１６、Ｏ５５、Ｏ８９、Ｏ１３７、
Ｏ１５７、Ｏ１６０、Ｏ１６１

待用

Ｏ１５４－１７

Ｏ１（２４）、Ｏ１４（２７）、Ｏ１６（２４）、Ｏ２４（２４）、Ｏ３４（２４）、Ｏ３８（２６）、Ｏ３９
（２４）、Ｏ４０（２６）、Ｏ５０（２５）、Ｏ５２（２３）、Ｏ５６（２８）、Ｏ５７（２３）、Ｏ５９（２３）、
Ｏ６４（２３）、Ｏ８４（２４）、Ｏ８７（２４）、Ｏ８９（２７）、Ｏ９２（２４）、Ｏ９７（２３）、Ｏ１０７
（２７）、Ｏ１１０（２４）、Ｏ１１５（２５）、Ｏ１２１（２３）、Ｏ１２４（２３）、Ｏ１３１（２７）、Ｏ１３７
（２４）、Ｏ１４１（２５）、Ｏ１４６（２５）、Ｏ１４８（２５）、Ｏ１５４（２１０）、Ｏ１５７（２５）、
Ｏ１５８（２４）、Ｏ１６０（２６）、Ｏ１６１（２５）、Ｏ１６４（２３）、Ｏ１７０（２２）、Ｏ１７９（２３）、
Ｏ１８５（２４）、Ｏ１８６（２６）

Ｏ２、Ｏ４９、Ｏ６５、Ｏ９３、Ｏ１１９
待用

　加下划线的抗原表示同一血清型的２份原血清共有的交叉凝集抗原；黑体突出显示的抗原表示为吸收抗原
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２．５　单因子定型血清的制备　采用吸收与稀释相
结合的方法制备了１０种大肠杆菌菌体Ｏ抗原单因

子定型血清（表４）。

表４　单因子定型血清制备
血清型 单因子定型血清制备方法

Ｏ１
将Ｏ１－２号血清用Ｏ５６抗原吸收后，血清与Ｏ１抗原的凝集价为２７，此外与Ｏ５０、Ｏ８９、Ｏ１４８抗原的凝集价均为２０，将吸收后的
血清进行２６倍稀释。

Ｏ２ 将Ｏ２－３号血清进行２８倍稀释，将Ｏ２－４号血清进行２６倍稀释后，将两份稀释血清混合。

Ｏ７
将Ｏ７－６号血清用Ｏ１４抗原吸收后，血清仅与Ｏ７抗原发生凝集，凝集价为２６，将吸收后的 Ｏ７－６号血清进行２５倍稀释，将
Ｏ７－５号血清进行２９稀释后，将两份稀释血清混合。

Ｏ６４
将Ｏ６４－７号血清用Ｏ１５４抗原吸收后，血清与Ｏ６４抗原的凝集价为２７，此外与Ｏ１４、Ｏ５０、Ｏ５６、Ｏ１０７抗原的凝集价均为２０，与
Ｏ８９、Ｏ１５４抗原的凝集价均为２２，将吸收后的血清进行２６倍稀释。

Ｏ７４ 将Ｏ７４－８号血清用Ｏ１８６抗原吸收后，血清仅与Ｏ７４抗原发生凝集，凝集价为２３，将吸收后的血清进行２２倍稀释。

Ｏ１００ 将Ｏ１００－９号血清用Ｏ８９抗原吸收后，血清仅与Ｏ１００抗原发生凝集，凝集价为２５，将吸收后的血清进行２４倍稀释。

Ｏ１０３
将Ｏ１０３－１１号血清用Ｏ８９抗原吸收后，血清与Ｏ１０３抗原的凝集价为２５，此外与Ｏ８２抗原的凝集价也为２５，将吸收后的血清
再用Ｏ８２抗原进行吸收，二次吸收后血清仅与Ｏ１０３抗原发生凝集，凝集价为２２，将吸收后的血清进行２倍稀释。

Ｏ１１６ 将Ｏ１１６－１３号血清用Ｏ５６抗原吸收后，血清与Ｏ１１６抗原的凝集价为２２，此外与Ｏ７、Ｏ８９、Ｏ１０７、Ｏ１６１抗原的凝集价均为２０，
将吸收后的血清进行２倍稀释。

Ｏ１２８
将Ｏ１２８－１５号血清用Ｏ５６抗原吸收后，血清与Ｏ１２８抗原的凝集价为２４，此外与Ｏ１４、Ｏ３４、Ｏ３８、Ｏ１４１、Ｏ１５１抗原的凝集价均
为２１，与Ｏ１０４、Ｏ１０７抗原的凝集价均为２３，与Ｏ１０２抗原的凝集价也为２４，将吸收后的血清再用 Ｏ１０２抗原进行吸收，二次吸
收后血清仅与Ｏ１２８抗原发生凝集，凝集价为２１。

Ｏ１５４

将Ｏ１５４－１６号血清和Ｏ１５４－１７号血清均用 Ｏ５６抗原吸收，Ｏ１５４－１６号血清吸收后仅与Ｏ１５４抗原发生凝集，凝集价为２２；
Ｏ１５４－１７号血清吸收后与Ｏ１５４抗原的凝集价为２８，此外与Ｏ５６、Ｏ１３１、Ｏ１４１抗原的凝集价均为２０，与Ｏ１０７抗原的凝集价为
２２，与Ｏ１４、Ｏ８９抗原的凝集价均为２３。将吸收后的Ｏ１５４－１６号血清进行２倍稀释，将吸收后的 Ｏ１５４－１７号血清进行２７倍
稀释后，将两份稀释血清混合。

２．６　单因子血清质量检验　大肠杆菌菌体Ｏ抗原
单因子定型血清性状为无色、淡黄色或黄色澄明液

体，个别有少量絮状物；无菌生长；特异性良好；凝

集效价为１∶２（表５）。

表５　单因子定型血清检验结果
血清型 性状 无菌检验 特异性检查 效价测定

Ｏ１ 无色澄明液体 无菌生长 仅与Ｏ１抗原凝集 １∶２
Ｏ２ 无色澄明液体 无菌生长 仅与Ｏ２抗原凝集 １∶２
Ｏ７ 无色澄明液体 无菌生长 仅与Ｏ７抗原凝集 １∶２
Ｏ６４ 无色澄明液体 无菌生长 仅与Ｏ６４抗原凝集 １∶２
Ｏ７４ 淡黄色澄明液体 无菌生长 仅与Ｏ７４抗原凝集 １∶２
Ｏ１００ 无色澄明液体 无菌生长 仅与Ｏ１００抗原凝集 １∶２
Ｏ１０３ 黄色澄明液体 无菌生长 仅与Ｏ１０３抗原凝集 １∶２
Ｏ１１６ 黄色澄明液体 无菌生长 仅与Ｏ１１６抗原凝集 １∶２
Ｏ１２８ 黄色澄明液体，有少量絮状物 无菌生长 仅与Ｏ１２８抗原凝集 １∶２
Ｏ１５４ 无色澄明液体 无菌生长 仅与Ｏ１５４抗原凝集 １∶２

２．７　鉴定临床分离菌株血清型　用原有库存血清
对６株临床分离菌株进行Ｏ抗原血清型鉴定，鉴定
结果分别为Ｏ２和 Ｏ７４混合型、Ｏ１０３和 Ｏ１５４混合
型、Ｏ７和 Ｏ１１６混合型、Ｏ１和 Ｏ１２８混合型、Ｏ２和

Ｏ６４混合型、Ｏ１００和 Ｏ１５４混合型，用新制备的单
因子定型血清和丹麦国家血清研究院生产的单因

子定型血清对６株临床分离菌株进行 Ｏ抗原血清
型鉴定，鉴定结果均为 Ｏ２、Ｏ１０３、Ｏ１１６、Ｏ１、Ｏ２、

·５１·



中国兽药杂志 ２０１６，５０（１１）：９～１６／张 媛，等　

Ｏ１００（表６），表明新制备的定型单因子血清可用于
大肠杆菌的 Ｏ抗原定型，并具有良好的特异性，定
型结果与丹麦血清完全一致。

表６　临床分离菌株Ｏ抗原血清型鉴定结果
菌株编号 原有血清结果 新制血清结果 丹麦血清结果

ＥＣ１ Ｏ２和Ｏ７４混合型 Ｏ２ Ｏ２
ＥＣ２ Ｏ１０３和Ｏ１５４混合型 Ｏ１０３ Ｏ１０３
ＥＣ３ Ｏ７和Ｏ１１６混合型 Ｏ１１６ Ｏ１１６
ＥＣ４ Ｏ１和Ｏ１２８混合型 Ｏ１ Ｏ１
ＥＣ５ Ｏ２和Ｏ６４混合型 Ｏ２ Ｏ２
ＥＣ６ Ｏ１００和Ｏ１５４混合型 Ｏ１００ Ｏ１００

３　讨 论

典型的脂多糖分子（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）由
Ｏ特异性多糖链、核心多糖和类脂Ａ三个部分共价
连接而成。Ｏ特异性多糖链又称Ｏ抗原多糖链，简
称Ｏ抗原。Ｏ抗原结合在核心多糖上，位于脂多糖
分子的最外层，是细菌细胞主要的表面抗原。Ｏ抗
原由寡糖单位组成，每个重复单位通常由４～６个
糖组成。这些糖通常为中性糖、氨基糖，有时为罕

见的脱氧糖。单糖的不同，单糖数量的不同，单糖

间键的不同，和寡糖单位之间联接键的不同构成了

多糖的多样性［８］。大肠杆菌有１８０种不同结构的
Ｏ抗原。Ｏ抗原构成革兰氏阴性菌的菌体抗原，可
以刺激机体产生特异性免疫反应。一般合成 Ｏ抗
原的基因成簇分布在细菌的基因组上，在大肠杆菌

中Ｏ抗原基因簇位于ｇａｌＦ和ｇｎｄ基因之间［９］。在

Ｏ抗原基因簇中，一般含有三种基因：单糖合成酶
基因，糖基转移酶基因，寡糖单位处理酶基因。寡

糖单位处理酶基因带有特定的序基，或有特殊的拓

扑结构，从而决定了Ｏ抗原定型血清的特异性。但
是，单糖合成酶基因较高的同源性，又导致了不同

型Ｏ抗原免疫动物制备的抗血清间存在交叉凝
集［１０］。本研究对临床分离菌株Ｏ抗原血清型鉴定
时，使用了原有库存血清、新制血清和丹麦血清进

行了比较，其中原有库存血清为未进行非特异性凝

集消除的原血清，用其对临床菌株进行Ｏ抗原血清
型鉴定时常无法确定单一血清型，而新制备的血清

以及丹麦血清均为去除抗血清的非特异凝集后的

单因子血清，试验结果表明用此二种血清对用原有

库存血清无法定型的菌株进行Ｏ抗原血清型鉴定，

可以鉴定出单一血清型。

抗血清的特异性是决定试验方法可靠性的重

要因素，这也是众多研究者试图解决的问题。吸收

是消除抗血清非特异性凝集的经典方法，稀释的方

法也常被应用到细菌抗血清的制备中［１１－１２］。本研

究采用吸收与稀释相结合的方法去除抗血清的非

特异性凝集，从而获得特异性较高的单因子血清。

本研究确定了大肠杆菌 Ｏ抗原定型血清的制
备工艺，所制备的Ｏ抗原定型血清各项指标经检测
均合格，无菌、特异，达到国外同类产品水平，可用

于大肠杆菌Ｏ抗原血清型的鉴定。
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