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［摘　 要］ 　 为建立鸭疫里默氏杆菌（Ｒｉｅｍｅｒｅｌｌａ ａｎａｔｉｐｅｓｔｉｆｅｒ， ＲＡ）间接酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）方
法，以 ＲＡ 贵州分离株 ＲＡＧ０６ 基因组为模板扩增并克隆鸭疫里默氏杆菌 ＯｍｐＡ 基因，构建 ｐＥＴ３２ａ
－ ＯｍｐＡ 重组原核表达质粒，转化大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，重组菌经诱导、超声、纯化后，
通过 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析鉴定获得 ＯｍｐＡ 重组蛋白大小约 ５７ ＫＤ；以 ＯｍｐＡ 重组蛋

白为包被抗原初步建立 ＥＬＩＳＡ 方法并优化，经多次方阵检测结果显示，ＯｍｐＡ 蛋白以２． ２４３ ｍｇ ／ ｍＬ
的浓度进行包被，血清以 １∶ １００ 稀释，抗原包被条件为 ４ ℃过夜、封闭条件为 ３７ ℃ １２０ ｍｉｎ、血清反

应时间为 ３７ ℃６０ ｍｉｎ、酶标抗体工作浓度为 １∶ １０００、酶标抗体反应时间为 ３７ ℃ ６０ ｍｉｎ、显色时间为

１５ ｍｉｎ 为最佳条件。 确定临界值为 ０． ３８９。 特异性试验表明 ＲＡ 阳性血清有较好反应外，其他血清

均无明显反应。 批内变异系数 ２． ７７％ ～８． ００％ ，批间变异系数为 １． １０％ ～ ７ ８０％ 。 当阳性血清稀

释比例为 １∶ １６００ 时，仍可判断为阳性，敏感性较高。 应用该方法检测贵州省 １２０ 份鸭血清、６５ 份鹅

血清证明该方法能用于水禽源鸭疫里默氏杆菌的检测，应用该方法检测灭活疫苗免疫后的鸭血清

和卵黄抗体，结果表明符合灭活疫苗消长规律。 试验建立的 ＥＬＩＳＡ 方法，为 ＲＡ 的流行病学调查和

ＲＡ 抗体监测提供了血清学诊断方法。
［关键词］ 　 鸭疫里默氏杆菌；外膜蛋白 Ａ；原核表达；ＥＬＩＳＡ。
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ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎ， ｔｈｅ ＯｍｐＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ＲＡ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｃｌｏｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＲＡＧ０６ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ
ｓｔｒａｉｎ ＲＡ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ． Ａｂｏｕｔ ５７ ＫＤ ＯｍｐＡ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ． ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＯｍｐＡ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｓ ｃｏａｔｅｄ ａｎｔｉｇｅｎ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｑｕａｒｅ ａｒｒａｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＯｍｐＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｃｏａｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ２． ２４３ ｍｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ｄｉｌｕｔｅｄ ａｔ １∶ １００． Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： ４ ℃
ｏｖｅｒｎｉｇｈｔ ｆｏｒ ａｎｔｉｇｅｎ ｃｏａｔｉｎｇ， ３７ ℃ ｆｏｒ １２０ ｍｉｎ ｆｏｒ ｓｅａｌｉｎｇ， ３７ ℃ ｆｏｒ ６０ ｍｉｎ ｆｏｒ ｓｅｒｕｍ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ３７ ℃ ｆｏｒ
６０ ｍｉｎ ｆｏｒ ｅｌｉｓａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ １∶ １０００， ３７ ℃ ｆｏｒ ６０ ｍｉｎ ｆｏｒ ＥＬＩＳＡ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ａｎｄ １５ ｍｉｎ ｆｏｒ ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ
ｔｉｍｅ． Ｔｈｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅ ｉｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｏ ｂｅ ０． ３８９． Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＲＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｈａｄ ｇｏｏｄ
ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｂｕｔ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｏ ｏｔｈｅｒ ｓｅｒｕｍｓ． Ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈｉｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｗａｓ ２． ７７％ ～
８ ００％ ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｗａｓ １． １０％ ～７． ８０％ ． Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｓｅｒｕｍ ｉｓ １∶ １６００， ｉｔ ｃａｎ ｓｔｉｌｌ ｂｅ ｊｕｄｇｅｄ ａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ． １２０ ｄｕｃｋ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ６５ ｇｏｏｓｅ
ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ＲＡ ｆｒｏｍ ｗａｔｅｒｆｏｗｌｓ． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｅｇｇ ｙｏｌｋ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｏｆ ｄｕｃｋｓ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｉｔ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｃｌｉｎｅ ｒｕｌｅ ｏｆ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ． Ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ＲＡ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｒｉｅｍｅｒｅｌｌａ ａｎａｔｉｐｅｓｔｉｆｅｒ； ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ＥＬＩＳＡ．

　 　 鸭疫里默氏杆菌（Ｒｉｅｍｅｒｅｌｌａ ａｎａｔｉｐｅｓｔｉｆｅｒ，ＲＡ）
是具有荚膜，未产生芽孢，没有鞭毛的革兰氏阴性

短小杆菌［１］。 目前暂定为里氏杆菌属，未定为哪一

科，纯培养菌落涂片可见菌体呈单个、成对或偶呈

丝状，菌体大小不一，０． ２ ～ ０． ４ μｍ × １ ～ ５ μｍ［２］。
ＲＡ 在全国各地广泛分布，且在鸭、鹅中具有着高感

染率，主要通过呼吸道和损伤皮肤等传播，也可经

蛋垂直传播［３］。 该病一年四季皆可发生，其主要病

变特征为纤维素性心包炎，纤维素性肝周炎和脑膜

炎等多系统性综合征［４］，在临床上 ＲＡ 与鸭圆环病

毒、鸭坦布苏病毒、鸭源呼肠孤病毒、新城疫病毒等

发生混合感染，给水禽业带来严重危害［５］。
鸭疫里默氏杆菌外膜蛋白 Ａ（Ｏｕｔｅｒ Ｍｅｍｂｒａｎｅ

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ，ＯｍｐＡ） 具有较强的免疫原性和反应原

性，不同来源的 ＯｍｐＡ 基因同源性较高。 ＯｍｐＡ 蛋

白是 ＲＡ 的主要外膜蛋白维持细菌完整，同时参于

吸附定植于宿主细胞［６］。 此外，有研究已证明［７］，

ＯｍｐＡ 蛋白是 ＲＡ 的主要免疫原性蛋白。 本研究利

用原核表达系统成功制备了重组 ＯｍｐＡ 蛋白，并进

一步建立了检测 ＲＡ ＩｇＧ 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 方法。
１　 材料与方法

１． １　 试验材料　 ＲＡ 分离株（Ｇ０６ 株）由本实验室

分离并保存；ＲＡ 阳性及阴性血清、多杀性巴氏杆

菌、沙门氏菌、坦布苏病毒、大肠杆菌阳性血清由本

实验室保存；ｐＥＴ３２ａ 原核表达载体购自南京钟鼎

生物技术有限公司；ＢａｍＨＩ、ＸｈｏＩ、ＢＬ２１ 购自宝生物

工程（大连）有限公司；ＤＮＡ 胶回收试剂盒、质粒小

量提取试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ；ＩＰＴＧ、Ｕｒｅａ 购自生工生

物工程（上海）股份有限公司；Ｔｒｉｓ、Ｇｌｙｃｉｎｅ、ＳＤＳ、酶
标板、ＴＭＢ 显色液、ＰＢＳＴ 购自北京索莱宝科技有限

公司；ＨｉｓＰｕｒＴＭＮｉ － ＮＴＡ 纯化试剂盒购自赛默飞世

尔科技（中国）有限公司；ＨＲＰ － 羊抗鸭 ＩｇＧ 购自美

国 ＫＰＬ 公司。 鸭传染性浆膜炎二价灭活疫苗（１ 型

ＲＡｆ６３ 株 ＋ ２ 型 ＲＡｆ３４ 株）购自天津瑞普生物技术

·０１·
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股份有限公司。
１． ２　 引物设计及合成　 根据 ＲＡ 毒株中 ＯｍｐＡ 基

因序列和 ｐＥＴ３２ａ 原核表达载体载体序列中的克隆

位点，利用 Ｐｒｉｍｅｒ５． ０ 设计一对特异性引物。 选用

ＢａｍＨＩ 和 ＸｈｏＩ 作为酶切位点，引物由上海生工公

司合成，上游引物：５′ － ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＴＧＡＴＧＡＣＴＧ⁃
ＧＡＣＴＴＧＧＴ －３′，下划线为 ＢａｍＨⅠ酶识别位点；下
游引物： ５′ － ＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＴＴＣＴＴＴＴＣＴＴＴＴＴＴＡＣ⁃
ＴＡＣＴ －３′，下划线为 ＸｈｏＩ 酶识别位点；目的片段大

小约为 １１４９ ｂｐ。
１． ３　 ｐＥＴ３２ａ － ＯｍｐＡ 原核表达质粒的构建　 提取

ＲＡ 总核酸，ＰＣＲ 扩增 ＯｍｐＡ 基因，利用 ＢａｍＨＩ 和

ＸｈｏＩ 限制性内切酶双酶切 ＰＣＲ 产物同时双酶切

ｐＥＴ３２ａ 原核表达载体，将获得的线性化目的基因

与目标载体连接，连接产物转化 Ｅ． ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）
感受态细胞，挑取单个菌落，抽提质粒，双酶鉴定和

测序验证。 将测序结果与预期序列进行比对，验证

正确的质粒命名为 ｐＥＴ３２ａ － ＯｍｐＡ。
１． ４ 　 ＯｍｐＡ 重组蛋白的诱导表达与纯化 　 将

ｐＥＴ３２ａ － ＯｍｐＡ 载体转化至大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）
感受态细胞，挑取转化平板上的单个菌体扩大培

养。 用 ＩＰＴＧ 诱导表达重组菌 ３７ ℃，４ ｈ；取 １ ｍＬ
菌液，１００００ ｇ 室温离心 ２ ｍｉｎ 弃掉上清，用 ＰＢＳ 重

悬菌体，上样。 剩余菌液 ４０００ ｇ 离心，１０ ｍｉｎ，弃上

清，ＰＢＳ 重悬后超声波破碎，分别取上清和沉淀，
上样。
１． ４． １　 ＯｍｐＡ 重组蛋白可溶性分析　 取阳性菌培

养 １８ ｈ，按 １∶ １００ 接种 ５０ ｍＬ ＬＢ（Ａｍｐ ＋ ）锥形瓶，
３７ ℃摇到 ＯＤ６００值约为 ０． ６，加终浓度 ０． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＩＰＴＧ 诱导表达 ４ ｈ，离心 ５ ｍｉｎ，沉淀用 ＰＢＳ 洗三

遍，加 ２０ ｍＬ ＰＢＳ 重悬，超声破碎后 ４ ℃离心，收集

包涵体。
１． ４． ２　 ＯｍｐＡ 蛋白的纯化　 包涵体使用 Ｔｒｉｓ 缓冲

液洗涤 ３ 次后，用含 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素的 Ｔｒｉｓ 缓冲液洗

去杂蛋白，离心取沉淀用含 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素的 ＴＧＥ 缓

冲液于 ４ ℃过夜溶解，离心取上清置于透析袋中，
分别用 ６、５、４、３、２ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素的 ＴＧＥ 复性溶液梯

次复性，蔗糖浓缩。

１． ４． ３　 ＯｍｐＡ 蛋白再纯化　 将蛋白质提取物与平

衡缓冲液混合制备样品使得总体积等于二倍树脂

体积；将 ＨｉｓＰｕｒＮｉ － ＮＴＡ 旋转柱 ７００ ｇ 离心 ２ ｍｉｎ，
去除存储缓冲液；向平衡柱中加入二倍树脂床体积

的平衡缓冲液。 使得缓冲液进入树脂层 ７００ ｇ 离心

２ ｍｉｎ，收集缓冲液；将制备好的蛋白提取物加入柱

中，使其吸附于树脂床 ７００ ｇ 离心 ２ ｍｉｎ；用二倍树

脂床体积的洗涤缓冲液清洗树脂， ７００ ｇ 离心

２ ｍｉｎ，收集离心液；重复以上步骤两次。 上样 １２％
ＳＤＳ － ＰＡＧＥ。
１． ５　 ＯｍｐＡ 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定 　
将纯化后的重组 ＯｍｐＡ 蛋白上样经 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 后

转印至 ＮＣ 膜，５％脱脂粉封闭液封闭 ３７ ℃１ ｈ。 用

封闭液稀释一抗（ＲＡ 鸭阳性血清），膜在一抗稀释

液中 ４ ℃ 过夜。 次日将膜取出后用 ＰＢＳＴ 洗膜

４ 次，每次 ５ ｍｉｎ，用封闭液稀释二抗（ＨＲＰ －羊抗鸭

ＩｇＧ）。 膜在二抗中 ３７ ℃反应 １ ｈ。 反应完毕后，把
膜取出后置于干净的盒子中洗膜 ４ 次，每次 ５ ｍｉｎ。
ＥＣＬ 显影，曝光。
１． ６　 ＯｍｐＡ 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的初步建立　 根

据文献［８］设计好包被板，在板条上做上标记。 用包

被液将 ＯｍｐＡ 蛋白抗原稀释成需要的浓度，混匀后

加入板中，每孔加入 １００ μＬ，４ ℃冰箱 １２ ｈ。 包被

好后，弃除包被液，洗板 ３ 次，每孔加入 ２００ μＬ ５％
ＢＳＡ 封闭液，３７ ℃恒温孵育 １ ｈ。 取出酶标板，弃
除封闭液，洗板 １ 次。 ＲＡ 阳性血清 １∶ １００ 倍稀释，
每孔 １００ μＬ，３７ ℃恒温孵育 １ ｈ。 取出酶标板，弃
去内液，洗板 ３ 次，向每孔中加入 １００ μＬ 稀释好的

酶标二抗：ＨＲＰ － 羊抗鸭，１∶ １０００。 ３７ ℃恒温孵育

１ ｈ。 取出酶标板，弃去二抗，洗板 ５ 次，每孔先加入

２００ μＬ ＴＭＢ 显色液，室温 １５ ｍｉｎ。 每孔加 ５０ μＬ
终止液，终止反应。 即刻在酶标仪上读 ＯＤ４５０值。
１． ６． １　 ＯｍｐＡ 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的优化　 以纯

化的 ＯｍｐＡ 蛋白为抗原，羊抗鸭 － ＨＲＰ 为二抗，对
下列条件进行优化，抗原包被浓度 （１ ∶ ５、１ ∶ １０、
１∶ ５０、１ ∶ １００、 １ ∶ ２００、 １ ∶ ４００ ）、封闭条件 （ ３７ ℃
１５ ｍｉｎ、３７ ℃ ３０ ｍｉｎ、３７ ℃６０ ｍｉｎ、３７ ℃ ９０ ｍｉｎ、
３７ ℃ １２０ ｍｉｎ）、血清反应条件（３７ ℃ １５ ｍｉｎ、３７ ℃

·１１·
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６０ ｍｉｎ、３７ ℃９０ ｍｉｎ、３７ ℃ １２０ ｍｉｎ）、酶标反应条件

（３７ ℃ １５ ｍｉｎ、３７ ℃ ６０ ｍｉｎ、３６ ℃ ９０ ｍｉｎ、３７ ℃
１２０ ｍｉｎ）、 显 色 时 间 （ ５ ｍｉｎ、 １０ ｍｉｎ、 １５ ｍｉｎ、
２０ ｍｉｎ）。
１． ６． ２　 阴阳性临界值的判定标准　 利用优化后的

条件通过间接 ＥＬＩＳＡ 方法对 ４０ 份 ＲＡ 阴性血清样

本进行检测，测定 ＯＤ４５０值并计算 ４０ 份血清的平均

值（ Ｘ
－
）和标准差（ ＳＤ），计算临界值公式为：临界

值 ＝ Ｘ
－

＋ ３ＳＤ，当 ＯＤ４５０≥Ｘ
－
＋ ３ＳＤ 判定为阳性，当

ＯＤ４５０ ＜ Ｘ
－

＋ ３ＳＤ 判定为阴性。
１． ６． ３　 特异性试验　 利用优化后的条件对本试验

室保存的多杀性巴氏杆菌、沙门氏菌、葡萄球菌和

大肠杆菌阳性血清进行检测，并设立 ＲＡ 阴阳性血

清对照，评估该方法的特异性。
１． ６． ４ 　 重复性试验　 批内重复试验：使用同一批

次纯化的 ＯｍｐＡ 蛋白包被酶标板，对 ６ 份临床阳性

血清样品进行检测，每个样品重复 ３ 孔。
批间重复性试验：使用 ３ 个批次纯化的 ＯｍｐＡ

蛋白包被酶标板，检测同样的 ６ 份阳性血清样品。
计算批内和批间变异系数，以检测其重复性。
１． ６． ５　 敏感性试验　 将 ５ 份 ＲＡ 抗体阳性血清进

行倍比稀释（１ ∶ ５０、１ ∶ １００、１ ∶ ２００、１ ∶ ４００、１ ∶ ８００、
１∶ １６００、１ ∶ ３２００），利用建立的 ＥＬＩＳＡ 方法进行检

测、评价其敏感性。
１． ６． ６　 临床样品的检测　 利用本研究建立的 Ｏｍ⁃
ｐＡ 间接 ＥＬＩＳＡ 方法对 ２０２０ 年 － ２０２１ 年在贵州地

区采集的 １２０ 份鸭、７６ 份鹅血清进行检测，计算 ＲＡ
抗体阳性率。
１． ６． ７　 ＯｍｐＡ 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的初步应用　
将 ４０ 只 １ 日龄健康雏鸭随机分成 ２ 组，２０ 只 ／组。
分别设 Ａ 组为灭活疫苗组（０． ２ ｍＬ）、Ｂ 组为生理盐

水阴性对照组（０． ２ ｍＬ）。 对饲养至 ７ 日龄健康雏

鸭分别采用皮下注射进行接种免疫（首免），间隔 １
周（１４ 日龄）后进行二次免疫。 在首免（７ ｄ 采血）
和二次免疫（１４ ｄ 采血）后 ２１ ｄ、２８ ｄ、３５ ｄ、４２ ｄ、
４９ ｄ、５６ ｄ，各组随机采集 １０ 只雏鸭外周血样本，分
离血清，测定 ＯＤ４５０值。

将 ４０ 只健康产蛋鸭随机分成 ２ 组，２０ 只 ／组。
分别设 Ａ 组为灭活疫苗组（０． ４０ ｍＬ）、Ｂ 组为生理

盐水阴性对照组（０． ４０ ｍＬ）。 对产蛋鸭分别采用皮

下注射进行接种免疫（首免），隔上 １ 周后对产蛋鸭

进行二次免疫。 收集免疫产蛋鸭 ０、１、２、３、４、５、６、
７ ｗ下的种蛋，每组 １０ 枚蛋，采用间接 ＥＬＩＳＡ 方法

检测卵黄抗体，测定 ＯＤ４５０值。
２　 结果与分析

２． １　 ＯｍｐＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增及重组质粒鉴定 　
ＯｍｐＡ 扩增产物及双酶切重组质粒 ｐＥＴ３２ａ － ＯｍｐＡ
的电泳结果均与预期片段一致，表明重组质粒构建

正确（图 １）。

Ｍ： ＤＬ１００００ Ｍａｒｋｅｒ；１：酶切前质粒；２： 酶切后质粒

图 １　 原核表达质粒双酶切鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ

２． ２　 ＯｍｐＡ 重组蛋白的诱导表达与纯化　 原核表

达质粒 ｐＥＴ３２ａ － ＯｍｐＡ 体外诱导表达后经 １２％
ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析，结果显示，在 ５７ ＫＤ 处有预期大

小的目的条带，目标蛋白主要在沉淀中，上清中无

明显条带（图 ２． １），表明 ＯｍｐＡ 重组蛋白主要以包

涵体形式表达。 进一步利用 Ｈｉｓ 标签蛋白纯化试

剂盒对 ＯｍｐＡ 重组蛋白进行纯化。 将 １１ μｇ 纯化

后的重组蛋白上样 １２％ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ，显示，在

５７ ＫＤ处有明显单一条带（图 ２． ２），表明 ＯｍｐＡ 蛋

白纯化效果较好。 用 ＢＣＡ 法测得的纯化 ＯｍｐＡ 蛋

白的浓度约为 ２． ２４３ ｍｇ ／ ｍＬ。

·２１·



中国兽药杂志 ２０２２ 年 ４ 月第 ５６ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

Ｍ：蛋白分子质量标准 １：未诱导 ２：诱导后 ３：诱导破碎后上清

４：诱导破碎后沉淀 ５：破碎后处理样品 ６：流出 ７：洗脱

图 ２　 蛋白表达鉴定 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ

２． ３　 ＯｍｐＡ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定　 用鸭疫里

默氏杆菌抗体阳性血清鉴定纯化的 ＯｍｐＡ 蛋白。
Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示，在 ５７ ＫＤ 处有一条清

晰带（图 ３），表明重组 ＯｍｐＡ 单边具有良好的反应

原性。
２． ４　 ＯｍｐＡ － ＥＬＩＳＡ 检测条件的优化结果 　 经多

次方阵检测结果显示，ＯｍｐＡ 蛋白以 ２． ２４３ ｍｇ ／ ｍＬ
的浓度进行包被，血清以 １１∶ １００ 稀释，抗原包被条

件为 ４ ℃过夜、封闭条件为 ３７ ℃ １２０ ｍｉｎ、血清反

应时间为 ３７ ℃ ６０ ｍｉｎ、酶标抗体工作浓度为

１∶ １０００、酶标抗体反应时间为 ３７ ℃ ６０ ｍｉｎ、显色时

间为 １５ ｍｉｎ。

Ｍ：蛋白质分子质量标准 １：纯化后 ＯｍｐＡ 蛋白

图 ３ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定分析

Ｆｉｇ ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

２． ５　 ＯｍｐＡ － ＥＬＩＳＡ 阴阳性临界值确定 　 根据本

试验建立的 ＯｍｐＡ － ＥＬＩＳＡ 方法对 ６４ 份 ＯｍｐＡ 阴

性血清进行测定，计算检测结果显示，阴性血清的

平均值（ Ｘ
－
）约为 ０． ２４２，标准差（ＳＤ）约为 ０． ０４９，

ＯＤ４５０值最小值为 ０． １４７，最大值为 ０． ３７４，根据临界

值计算公式 Ｘ
－

± ３ＳＤ≈０． ３８９（图 ４）。 当待测样品

ＯＤ４５０值≥０． ３８９，判定为 ＲＡ 抗体水平为阳性；待测

样品 ＯＤ４５０值 ＜ ０． ３８９，判定 ＲＡ 抗体水平为阴性。

图 ４　 临界值的计算

Ｆｉｇ ４　 Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅｓ

２． ６　 特异性试验 　 利用建立的 ＯｍｐＡ － ＥＬＩＳＡ 方

法对本实验室保存的多杀性巴氏杆菌、沙门氏菌、
葡萄球菌和大肠杆菌阳性血清进行检测，并设立

ＲＡ 阴阳性血清对照，结果显示，除 ＲＡ 阳性血清有

较好反应外，对其他血清均无明显反应，说明该

ＥＬＩＳＡ 方法对 ＲＡ 特异性较好。
２． ７　 重复性试验 　 选择同批次包被 ＥＬＩＳＡ 板，进
行批内重复试验和批间重复试验，结果显示，批内

变异系数 ２． ７７％ ～ ８． ００％ ， 批间变异系数为

·３１·
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１ １０％ ～ ７． ８０％ ，变异系数均小于 １０％ ，证明该

ＥＬＩＳＡ 方法可重复。
表 １　 特异性试验

Ｔａｂ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｓｔｓ
血清 ＯＤ４５０值 判定结果

多杀性巴氏杆菌阳性血清 ０． ２３７ 阴

沙门氏菌阳性血清 ０． １１９ 阴

鸭坦布苏病毒阳性血清 ０． １７１ 阴

大肠杆菌阳性血清 ０． ２２５ 阴

鸭疫里默氏杆菌阳性血清 １． ０２１ 阳

鸭疫里默氏杆菌阴性血清 ０． １３２ 阴

表 ２　 重复性试验

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

样品
批内重复 批间重复

标准差 平均值 变异系数 标准差 平均值 变异系数

１ ０． ０６７５ １． ０２６４ ６． ５８％ ０． ０６４８ １． ０１０ ６． ４２％

２ ０． ０８１５ １． ０１８３ ８． ００％ ０． ０７９６ １． ０２０８ ７． ８０％

３ ０． ０６８２ １． ０７８０ ６． ３３％ ０． ０７３１ １． ０５７９ ６． ９１％

４ ０． ０３８２ １． ０３２４ ３． ７０％ ０． ０４９８ １． ０４０７ ４． ７９％

５ ０． ０２９４ １． ０６３２ ２． ７７％ ０． ０１８９ １． ０４４６ １． １０％

６ ０． ０５５６ １． １００８ ５． ０５％ ０． ０３１０ ０． ９７４２ ３． １９％

２． ８　 敏感性试验 　 运用建立的 ＯｍｐＡ － ＥＬＩＳＡ 方

法将 ＲＡ 阳性血清稀释 ７ 个梯度后，结果显示当阳

性血清稀释比例为 １ ∶ １６００ 时， ＯＤ４５０ 值仍大于

０ ３８９（图 ５），仍可判断为阳性，表明该方法敏感性

较高。

图 ５　 敏感性试验

Ｆｉｇ ５　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ

２． ９　 临床样品的检测 　 利用试验建立的ＯｍｐＡ －

ＥＬＩＳＡ 方法对贵州省 １２０ 份鸭、７６ 份鹅血清样本进

行检测，结果显示，１２０ 份鸭血清样本中 ５７ 份血清

样本为阳性， ６３ 份血清样本为阴性，阳性率为

４７ ５％ 。 ７６ 份鹅血清样本中 １７ 份血清样本为阳

性，５９ 份血清样本为阴性，阳性率为 ２２． ４％ 。
２． １０　 ＯｍｐＡ 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的初步应用 　
应用本试验建立的 ＯｍｐＡ － ＥＬＩＳＡ 方法检测经灭活

疫苗免疫后雏鸭 ＲＡ 抗体及免疫产蛋鸭后鸭蛋中

卵黄抗体规律变化水平。 如图 ６、图 ７ 所示。

图 ６　 雏鸭血清中 ＲＡ 特异性抗体检测

Ｆｉｇ ６　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ

ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｄｕｃｋｌｉｎｇｓ

图 ７　 鸭蛋卵黄中 ＲＡ 特异性抗体检测

Ｆｉｇ ７　 ＲＡ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｙｏｌｋ ｏｆ ｄｕｃｋ ｅｇｇｓ

３　 讨论与结论

ＲＡ 病是目前危害水禽养殖产业最主要的细菌

源传染病之一，ＲＡ 传播性和致病性强，患病鸭感染

后死亡率高、生长缓慢且治疗难度增大，对水禽养

殖产业打击巨大［９］。 使用抗生素是治疗该病的主

要措施，而滥用抗生素致使 ＲＡ 易产生多重耐药，

甚至造成药物残留，严重危害环境和人类健康［１０］。
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出于对耐药性和食品安全性等问题的考虑，采用疫

苗免疫预防该病仍是当前最为安全、有效的途

径［１１］。 因此，在临床上检测鸭群中 ＲＡ 抗体是有必

要的，通过抗体检测可以判断鸭场中 ＲＡ 抗体水

平，从而制定有效的防控措施。 间接 ＥＬＩＳＡ 方法是

检测 ＲＡ 抗体的重要手段，但由于目前商品化的试

剂盒多以裂解菌体或脂多糖作为抗原， 而血清中

存在较多针对血清型相关的特异性抗体，血清型针

对性较强，使检测结果易出现假阴性或假阳性［１２］。
实验室前期使用江苏某公司鸭疫里氏杆菌 （ ＲＡ
Ａｂ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测灭活疫苗免疫鸭血清抗体，
检测结果均为阴性。 因此，建立一种临床检测不同

血清型 ＲＡ 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 方法非常有必要。
外膜蛋白 Ａ（ＯｍｐＡ）是细菌外膜蛋白的主要组

成成分，在维持细菌结构的完整性、参与黏附侵袭

宿主和逃逸宿主防御机制中发挥重要作用［１３］。 近

年来研究表明 ＯｍｐＡ 是 ＲＡ 各血清型共有的外膜

蛋白，并且具有很高的保守性与很强的抗原性［１４］。
余波［１５］等基于鸭疫里默氏杆菌 ＯｍｐＡ 基因构建的

真核表达质粒 ｐＶＡＸ１ － ＯｍｐＡ，通过免疫雏鸭后表

明该质粒能够诱导鸭机体产生 ＲＡ 特异性抗体，并
且具有较强的免疫保护效果。 Ｙａｎｇ 等［１６］ 将鸭 ＩｇＹ
Ｆｃ 基因与 ＲＡ 的 ＯｍｐＡ 基因融合真核表达，并转化

毕赤酵母重组表达，免疫雏鸭后能够显著提高血清

抗体滴度，具有良好的免疫效力、保护性及安全性。
因此本研究构建了 ｐＥＴ３２ａ － ＯｍｐＡ 的原核表达质

粒，成功表达了 ＯｍｐＡ 重组蛋白，并以该蛋白为抗

原初步建立 ＥＬＩＳＡ 方法，通过特异性、敏感性、重复

性试验表明本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法特异性

强，敏感性高，重复性好。 应用本方法检测 ２０２０ 年

９ 月到 ２０２１ 年 ９ 月贵州省 １２０ 份鸭血清样本 ５ 中 ７
份血清样本为阳性，阳性率为 ４７． ５％ 。 ７６ 份鹅血

清样本中 １７ 份血清样本为阳性，阳性率为 ２２． ４％ 。
应用该方法检测灭活疫苗免疫后的鸭血清和卵黄

抗体，结果符合灭活疫苗消长规律。
现今各养殖场面对 ＲＡ 的感染，均出现在对抗

生素耐药的情况，感染后很难治疗［１７］，因此预防和

早期检测对于 ＲＡ 的广泛爆发具有重要作用，试验

研究结果表明，ＯｍｐＡ 蛋白间接 ＥＬＩＳＡ 检测 ＲＡ 抗

体效果明显，对无抗养殖技术的推广普及提供了强

有力支持。
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·５１·
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（１１）：３６４１ － ３６５０．

Ｈａｎｇ Ｔ Ｙ， Ｚｈａｏ Ｈ Ｚ， Ｓｏｎｇ Ｑ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

ＢＡＢ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｂｒｕｃｅｌｌａ ａｎｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ

［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｉａｎ， ２０２０， ４７

（１１）：３６４１ － ３６５０．

［９］ 　 蒋 姝，王白雪，王康锐，等． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｒｉ⁃

ｅｍｅｒｅｌｌａ ａｎａｔｉｐｅｓｔｉｆｅｒ （ＲＡ）［Ｊ］ ． 农业科学，２０２０，１０（１２）：

Ｊｉａｎｇ Ｓ， Ｗａｎｇ Ｂ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｋ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

Ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｒｉｅｍｅｒｅｌｌａ ａｎａｔｉｐｅｓｔｉｆｅｒ （ＲＡ） ［ Ｊ］ ． Ｈａｎｓ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０２０，１０（１２）：

［１０］ 董洪燕，张 燕，王彦红，等． 江苏地区 １０ 株鹅源鸭疫里默氏杆

菌的耐药性以及致病性特征分析［Ｊ ／ ＯＬ］． 微生物学通报：１ －

１３［２０２１ － １２ － ２３］．

Ｄｏｎｇ Ｈ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｙ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １０ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｒｉｅｍｅｒｅｌｌａ ａｎａｔｉｐｅｓｔｉ⁃

ｌｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｇｏｏｓｅ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｂｕｌｌｅｔｉｎ ：

１ － １３［２０２１ － １２ － ２３］．

［１１］ Ｈａｎ Ｗ， Ｃｈｅｎ Ｚ， Ｎｉｕ Ｐ， Ｒｅｎ Ｘ， Ｄｉｎｇ Ｃ， ＆ Ｙｕ Ｓ． （２０２０） ．

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｓｔｒｉｐ ｆｏｒ

ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｒｉｅｍｅｒｅｌｌａ ａｎａｔｉｐｅｓｔｉｆｅｒ ｉｎ ｄｕｃｋｓ． Ｐｏｕｌｔｒｙ ｓｃｉ⁃

ｅｎｃｅ， ９９（１０）， ４７４１ － ４７４９．

［１２］ 孙龙
天，郭东春，刘家森，等． １ 型鸭疫里氏杆菌 ＯｍｐＡ 蛋白间接

ＥＬＩＳＡ 方法的建立［ Ｊ］ ． 中国预防兽医学报，２０１１，３３ （０８）：

６３５ － ６３９．

Ｓｕｎ Ｙ，Ｇｕｏ Ｄ Ｃ ， Ｌｉｕ Ｊ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔ

ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ＯｍｐＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｒｉｅｐｅｓｔｉｌｅｎｃｅ ａｎａｔｉｐｅｓｔｉ⁃

ｌｅｎｃｅ ｔｙｐｅ １ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉ⁃

ｃｉｎｅ，２０１１，３３（０８）：６３５ － ６３９．

［１３］ Ｍｏｘｏｎ Ｅ Ｒ， Ｋｒｏｌｌ Ｊ Ｓ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃａｐ⁃

ｓｕｌｅｓ ａｓ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｔｏｐｉｃｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ

ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， １９９０， １５０： ６５ － ８５．

［１４］ Ｙｕ Ｇ Ｊ， Ｗａｎｇ Ｘ Ｌ， Ｄｏｕ Ｙ Ｆ， Ｗａｎｇ Ｓ Ｈ， Ｔｉａｎ Ｍ Ｘ， Ｑｉ Ｊ Ｊ， Ｌｉ

Ｔ， Ｄｉｎｇ Ｃ， Ｗｕ Ｙ Ｔ， Ｙｕ Ｓ Ｑ． Ｒｉｅｍｅｒｅｌｌａ ａｎａｔｉｐｅｓｔｉｆｅｒ Ｍ９４９＿

１３６０ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ

ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ ＯＮＥ， ２０１６， １１（８）： ｅ０１６０７０８．

［１５］ 余 波，李 婷，徐景峨，等． 鸭疫里氏杆菌 ＯｍｐＡ 基因真核表达

载体构建及免疫效果初步评价［ Ｊ］ ． 畜牧与兽医，２０２１，５３

（０３）：８４ － ８８．

Ｙｕ Ｂ， Ｌｉ Ｔ， Ｘｕ Ｊ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ Ｒｉｅｓｓｅｒｉａ

ａｎａｔｉｐｅｓｔｉｓ ＯｍｐＡ ｇｅｎｅ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄ⁃

ｉｃｉｎｅ， ２０１，５３（０３）：８４ － ８８．

［１６］ Ｓｈｉｆａ Ｙａｎｇ，Ｗｅｎｗｅｎ Ｄｏｎｇ，Ｇｕｉｍｉｎｇ Ｌｉ，Ｚｅｎｇｃｈｅｎｇ Ｚｈａｏ，Ｍｉｎｘｕｎ

Ｓｏｎｇ，Ｚｈｏｎｇｌｉ Ｈｕａｎｇ，Ｊｉａｎ Ｆｕ，Ｆｅｎｇｊｕａｎ Ｊｉａ，Ｓｈｕｑｉａｎ Ｌｉｎ． Ａ ｒｅ⁃

ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｆ Ｒｉｅｍｅｒｅｌｌａ ａｎａｔｉｐｅｓｔｉｆｅｒ ＯｍｐＡ ｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ

ｄｕｃｋ ＩｇＹ Ｆｃ ａｎｄ Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｄｊｕｖａｎｔ

ｅｎｈａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ，

２０１９，１３６：

［１７］ 朱元军，王小莺，杨德鸿，等． 我国南方部分地区鸭疫里氏杆

菌的分离鉴定及耐药情况调查［ Ｊ］ ． 畜牧与兽医，２０１９，５１

（１２）：１０６ － １１１．

Ｚｈｕ Ｙ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｘ Ｙ， Ｙａｎｇ Ｄ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｒｉｅｓｅｌｌａ ａｎａｔｉｐｅｓｔｉｌｅｎｃｅ ｉｎ ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｃｈｉｎａ

［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１９，５１ （１２）：

１０６ － １１１．

（编 辑：陈 希）
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