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［摘　 要］ 　 为了制备鸡白痢沙门氏菌阳性血清标准型国家标准品及鸡白痢沙门氏菌阳性血清变异

型国家标准品，对中国兽医微生物菌种保藏管理中心保藏的 １０ 株来源背景清晰的鸡白痢沙门氏菌

菌株的形态、生化特性、培养特性、血清学特性、抗原性进行了鉴定，并进行了变异检查及沙门氏菌

基于 ｉｎｖＡ 基因的 ＰＣＲ 检测。 结果表明，ＣＶＣＣ７９２０１ 株及 ＣＶＣＣ７９２０７ 株分别符合鸡白痢沙门氏菌

标准型菌株及变异型菌株的特性，ＣＶＣＣ７９２０１ 株菌制备的抗原与 ＷＨＯ 标准实验室提供的 Ａｎｔｉ－Ｓ．
Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｓ）及 Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｖ）国际标准品的强阳性血清和弱阳性血清均能发生

１００％凝集，ＣＶＣＣ７９２０７ 株菌制备的抗原与 Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｓ）国际标准品的弱阳性血清发

生 ７５％凝集，与 Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｓ）国际标准品的强阳性血清及 Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｖ）
国际标准品的强阳性血清和弱阳性血清均能发生 １００％凝集。 用其制备免疫抗原免疫家兔后获得

的阳性血清效价较高于鸡白痢沙门氏菌阳性血清国际标准品。 结果证明，ＣＶＣＣ７９２０１ 株及

ＣＶＣＣ７９２０７ 株可分别用于制备鸡白痢沙门氏菌阳性血清标准型国家标准品及鸡白痢沙门氏菌阳性

血清变异型国家标准品。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐｕｌｌｏｒｕｍ ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒａ （ ｓｔａｎｄａｒｄ ｆｏｒｍ） ａｎｄ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｐｕｌｌｏｒｕｍ ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒａ （ ｖａｒｉａｎｔ ｆｏｒｍ）， １０ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｃｌｅａｒ ｓｏｕｒｃｅ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｐｕｌｌｏｒｕｍ ｗｅｒｅ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎａ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｃｅｎｔｅｒ． Ｔｈｅｉｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ， ｃｕｌｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ， ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ． Ｔｈｅ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ
ｃｈｅｃｋ ａｎｄ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｉｎｖＡ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｔｒａｉｎ ＣＶＣＣ７９２０１ ａｎｄ
ＣＶＣＣ７９２０７ ｗｅｒｅ ｃｈｏｓｅｎ ｆｏｒ ｉｄｅａｌ ｓｔｒａｉｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ． Ａｎｔｉｇｅｎ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｓｔｒａｉｎ ＣＶＣＣ７９２０１ ｃｏｕｌｄ １００％
ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｅ ｓｔｒｏｎｇ ／ ｗｅａｋ Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｓ） ｏｒ ｓｔｒｏｎｇ ／ ｗｅａｋ Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｖ）， ｂｏｔｈ ａｖａｉｌａｂｌｅ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＷＨＯ ｓｔａｎｄａｒｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ． Ａｎｔｉｇｅｎ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｓｔｒａｉｎ ＣＶＣＣ７９２０７ ｃｏｕｌｄ ７５％ ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｅ ｗｅａｋ Ａｎｔｉ－

Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ （ Ｓ）， ａｎｄ １００％ ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｅ ｓｔｒｏｎｇ Ａｎｔｉ － Ｓ． Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ （ Ｓ） ｏｒ ｓｔｒｏｎｇ ／ ｗｅａｋ Ａｎｔｉ － Ｓ．
Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｖ）． Ｔｈｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓｔｒａｉｎ ＣＶＣＣ７９２０１ ａｎｄ ＣＶＣＣ７９２０７ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｍｍｕｎｅ ｒａｂｂｉｔ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ｐｒｅｐａｒｅｄ． Ｔｈｅ ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ｔｉｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒａ． Ａｎｄ ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｄｅｃｌａｒｅｄ ｓｔｒａｉｎ ＣＶＣＣ７９２０１ ａｎｄ ＣＶＣＣ７９２０７ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｄ ｖａｒｉａｎｔ ｆｏｒｍ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐｕｌｌｏｒｕｍ
ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒａ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｕｌｌｏｒｕｍ； Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ； ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒａ； ｎａｔｉｏｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ； ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｒ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

　 　 鸡沙门氏菌病包括鸡白痢沙门氏菌引起的鸡

白痢、鸡伤寒沙门氏菌引起的鸡伤寒以及由与人类

食物中毒密切相关的不同血清群沙门氏菌引起的

鸡副伤寒。 鸡沙门氏菌病一直都是影响养鸡业的

细菌性传染病，严重影响雏鸡成活率，也是成年鸡

减产的重要隐患之一，而且造成其肉蛋产品的污

染，从而带来或引起食品安全问题［１］。 水平传播和

垂直传播在鸡白痢的流行过程中均发挥着重要作

用［２］，鸡白痢沙门氏菌和鸡伤寒沙门氏菌能够造成

种蛋孵化率降低，影响雏鸡成活率，使种鸡生产性

能下降，经济损失巨大。 感染鸡白痢沙门氏菌和鸡

伤寒沙门氏菌的种鸡所产的蛋带菌率高达 ３３％［３］。
鸡沙门氏菌病普遍存于我国鸡养殖业中，对养鸡业

危害极大［４－６］。
目前国内对于鸡沙门氏菌病，尤其是对鸡白痢

和鸡伤寒还无有效的疫苗可用。 控制鸡白痢、鸡伤

寒最有效的措施是参照中华人民共和国农业行业

标准 《 ＮＹ ／ Ｔ ５３６ － ２００２ 鸡伤寒和鸡白痢诊断技

术》 ［７］对鸡群进行鸡白痢－鸡伤寒抗体检测，淘汰

阳性鸡只，直到父母代鸡沙门氏菌抗体阳性率控制

在 ０．３％以下，祖代鸡沙门氏菌抗体阳性率控制在

０．１％以下。 国内市场上现有的鸡白痢鸡伤寒诊断

试剂质量参差不齐，中国兽医药品监察所是我国兽

用标准物质研制、供应的法定单位，已有多年制备

鸡白痢抗原和阳性血清的经验，但还需继续对阳性

血清进行系统标准化研究。
英国国家生物标准与检定所（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ

ｆｏｒ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ， ＮＩＢＳＣ），是世

界卫生组织 ＷＨＯ 的一个国际标准品供应中心，研
制和供应鸡白痢沙门氏菌阳性血清 （每毫升含

１０００ 国际单位）标准型及变异型标准品。 鸡白痢

阳性血清国际标准品由于制备过程复杂、需组织国

际协作标定、费用较高、供应量少等原因，而难于被

广泛用于鸡白痢鸡伤寒诊断结果的确认、诊断技术

的验证。
鸡白痢沙门氏菌是研究、制备鸡白痢沙门氏菌

阳性血清国家标准品的基础，筛选出抗原性及免疫

原性良好的制备用菌株是标准物质建立的关键和

重要前提，对标准物质的质量具有很大影响。 本课

题组对中国兽医微生物菌种保藏管理中心保藏的

１０ 株来源背景清晰的鸡白痢沙门氏菌菌株，分别对

其形态、生化特性、培养特性、血清学特性、抗原性

进行了鉴定，并进行了变异检查及沙门氏菌基于

ｉｎｖＡ 基因的 ＰＣＲ 检测，从中筛选出分别符合标准

型菌株特性及变异型菌株特性且抗原效价最为理

想的 ＣＶＣＣ７９２０１ 株菌株及 ＣＶＣＣ７９２０７ 株菌株，两
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株菌均具备较好的免疫原性，可分别用于制备标准

型鸡白痢沙门氏菌阳性血清国家标准品及变异型

鸡白痢沙门氏菌阳性血清国家标准品。

１　 材料与方法

１．１　 菌株　 备选鸡白痢沙门氏菌菌株，共 １０ 株，均
为 ＣＶＣＣ 保藏［８］。 各菌株来源历史如表 １ 所示。

表 １　 实验所用菌株

Ｔａｂ １　 Ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔ
菌株编号（ＣＶＣＣ） 来源历史

５２３ 瑞典国家兽医研究所。 强毒株，２ 亿 ＣＦＵ 活菌肌注 ３ 日龄内雏鸡可致死。

５２６ 英国威桥国际生物标准品实验室。 强毒株，５ 亿 ＣＦＵ 活菌肌注 ３ 日龄内雏鸡可致死。

５２７ 英国威桥国际生物标准品实验室。 强毒株，２０００ 万 ＣＦＵ 活菌肌注 ３ 日龄内雏鸡可致死。

５２８ 美国国家兽医服务实验室。 强毒株，２０００ 万 ＣＦＵ 肌注 ３ 日龄内雏鸡可致死。

５２９ 美国国家兽医服务实验室。 强毒株，２０００ 万 ＣＦＵ 肌注 ３ 日龄内雏鸡可致死。

５３０ 美国国家兽医服务实验室。 强毒株，２０００ 万 ＣＦＵ 肌注 ３ 日龄内雏鸡可致死。

５３１ 英国威桥国际生物标准品实验室。 强毒株，２０００ 万 ＣＦＵ 肌注 ３ 日龄内雏鸡可致死。

５３２ 英国威桥国际生物标准品实验室。 强毒株，２０００ 万 ＣＦＵ 肌注 ３ 日龄内雏鸡可致死。

７９２０１ 分离自北京双桥农场。 强毒株，２ 亿 ＣＦＵ 肌注 ５ 日龄内雏鸡可致死。

７９２０７ 瑞典国家兽医研究所。 强毒株，２ 亿 ＣＦＵ 活菌肌注 ３ 日龄内雏鸡可致死。

１．２　 培养基及试剂　 普通肉汤、普通琼脂、硫代硫

酸钠琼脂、磷酸盐缓冲盐水（０．０７ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ７．０ ～ ７．

２）均购自北京中海动物保健科技公司。 革兰氏染

色液、沙门氏菌生化鉴定管均购自青岛高科技工业

园海博生物技术有限公司。 国际标准品 Ａｎｔｉ －Ｓ．

Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｓ）、 Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｖ）购

自英国国家生物标准与检定所。 沙门氏菌 Ｏ９ 定型

血清购自丹麦国家血清研究院。 Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ 购自

ＴａＲａＫａ 公司。 ＭａｒｋｅｒⅡ购自 Ｂｉｏｍｅｄ 公司。 琼脂糖

购自宝生物工程（大连）有限公司。 染料 Ｇｏｌｄｖｉｅｗ

购自 Ｂｉｏｔｉｕｍ 公司。 细菌比浊标准管购自中国食品

药品检定研究院。 沙门氏菌 Ｏ１２２、Ｏ１２３ 定型血清、

１ ∶ ５００ 吖啶黄溶液、ＰＣＲ 阴性对照品（大肠杆菌

ＰＣＲ 产物）、鸡白痢鸡伤寒多价染色平板抗原参考

品均由中国兽医药品监察所细菌制品检测室提供。

１．３　 ＰＣＲ 引物 　 选取沙门氏菌 ｉｎｖＡ 基因合成引

物，上游引物为 ５＇－ＴＧＴＴＣＧＴＣＡＴＴＣＣＡＴＴＡＣＣＴ－３＇，

下游引物为 ５＇－ＡＴＣＧＧＣＡＴＣＡＡＴＡＣＴＣＡＴＣＴ－３＇，引

物均由上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成。

１．４　 实验动物　 １．５ ～ ２．０ ｋｇ 健康家兔购自北京维

通利华实验动物技术有限公司。

１．５　 形态　 取菌种培养物进行革兰氏染色，镜检。

１．６　 生化特性 　 参照试剂的使用说明书进行检

定。

１．７　 培养特性　 菌种接种普通肉汤和普通琼脂平

板，３７ ℃培养 ２４ ｈ，观察细菌生长特性。

１．８　 变异检查 　 将菌种的普通琼脂新鲜培养物，

与 １ ∶ ５００ 吖啶黄溶液及生理盐水分别进行平板凝

集反应。

１．９　 ＰＣＲ 检测　 无菌操作取 １．０ ｍＬ 灭菌生理盐水

于 １．５ ｍＬ ＥＰ 管中，用接种环挑取不同菌种的菌落

纯培养物置于灭菌生理盐水中，沸水浴 ５ ｍｉｎ，放置

低温迅速冷却，备用。 ＰＣＲ 体系：Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ １２．５

μＬ，上游引物和下游引物各 ０． ５ μＬ，模板溶液 ２

μＬ，三蒸水 １０．５ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；

９５ ℃ ４５ ｓ，５３ ℃ ４５ ｓ，７２ ℃ ４５ ｓ，共 ３２ 个循环；最

后 ７２ ℃ ５ ｍｉｎ，２０ ℃ ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物电泳鉴定：

配制 ２．０ ％琼脂糖溶液，按 ５０ μＬ ／ Ｌ 加 Ｇｏｌｄｖｉｅｗ 制

胶，取 ７ μＬ ＰＣＲ 产物点样，以 Ｍａｒｋｅｒ Ⅱ作对照，

１２０ Ｖ 电泳 ２０ ｍｉｎ 取出凝胶，在凝胶成像仪上观察

·３·
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结果。
１．１０　 血清学特性 　 参照试剂的使用说明书进行

检定。
１．１１　 抗原性鉴定 　 用菌种接种硫代硫酸钠琼脂

扁瓶培养基，收集菌苔后，调整菌液浓度为 ２． ０ ×

１０１０ ＣＦＵ ／ ｍＬ，灭活后制备成平板凝集反应抗原。
将 ＷＨＯ 标准实验室提供的 Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ
（Ｓ）及 Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｖ）国际标准品进行

稀释，使其终浓度分别为 ５００ ＩＵ ／ ｍＬ （强阳性血清）
及 １０ ＩＵ ／ ｍＬ （弱阳性血清）。 取稀释好的强阳性血

清与弱阳性血清分别与反应抗原进行平板凝集试

验，２ ｍｉｎ 内记录结果。
１．１２　 免疫原性

１．１２．１　 免疫抗原的制备　 根据抗原性鉴定结果，
分别选择抗原效价最好的标准型鸡白痢沙门氏菌

及变异型鸡白痢沙门氏菌各 １ 株制备免疫抗原。
接种硫代硫酸钠琼脂扁瓶，置 ３７ ℃培养 ４８ ｈ，取纯

粹生长的扁瓶，吸弃凝集水，用含 ２ ％甲醛溶液的

磷酸盐缓冲盐水（０．０７ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ７．０ ～ ７．２）将培养

物洗下，收集于带玻璃珠的中性玻璃瓶中，振荡打

碎菌块，置 ３７ ℃灭活 ４８ ｈ，经无菌检验合格后，无
水乙醇沉淀浓缩，以细菌比浊标准管为标准确定其

浓度。 保存于 ２～８ ℃备用。
１．１２．２　 免疫程序　 家兔静脉注射免疫原 ６ 次，免
疫剂量分别为 １．０×１０９ ＣＦＵ ／只、２．０×１０９ ＣＦＵ ／只、４．
０×１０９ ＣＦＵ ／只、８．０×１０９ ＣＦＵ ／只、１．６×１０１０ ＣＦＵ ／只、
３．２×１０１０ ＣＦＵ ／只，每次间隔 ７ 日，末次注射 ７ 日后

试血。 如血清效价不够，再用最后免疫剂量注射 １
次，当血清效价达到 １ ∶ ２５６０ 以上，方可采血。
１．１２．３　 血清制造　 以常规方法采血，提取血清，按
血清总量的 ０．０２ ％加入硫柳汞。
１．１２．４　 血清效价测定　 用菌种接种硫代硫酸钠琼

脂扁瓶培养基，收集菌苔后，调整菌液浓度为 １．０×

１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ，灭活后制备成试管凝集反应抗原。 将

血清稀释成 １ ∶ ４００、１ ∶ ８００、１ ∶ １６００……１ ∶ １２８００
等稀释度；同法稀释 Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｓ）及

Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｖ）国际标准品。 吸取每个

稀释度的血清加入试管中，每管 １．０ ｍＬ，每管加入

试管凝集反应抗原 １．０ ｍＬ。 抗原对照为含 ０．５ ％苯

酚生理盐水 １．０ ｍＬ 与试管凝集反应抗原 １．０ ｍＬ 混

合，观察是否有自凝现象。 振摇混匀后，置 ３７ ℃反

应 ２０ ｈ，然后置室温 ２ ｈ，记录结果。
２　 结　 果

２．１　 形态　 经染色观察，１０ 株菌均为革兰氏阴性

小杆菌。

２．２　 生化特性　 １０ 株菌的生化特性均符合沙门氏

菌的特性。

２．３　 培养特性　 １０ 株菌在普通肉汤中的生长均为

一致混浊，在普通琼脂平板上均生长为光滑湿润、

微隆起、半透明的圆整菌落。

２．４　 变异检查 　 经平板凝集试验，１０ 株菌与 １ ∶

５００ 吖啶黄溶液和生理盐水均不发生凝集。

２．５　 ＰＣＲ 检测　 用根据沙门氏菌 ｉｎｖＡ 基因合成的

引物进行 ＰＣＲ 扩增，１０ 株菌均可扩增出 ３９５ ｂｐ 的

特异性条带，扩增结果见图 １。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ Ⅱ；１：阴性对照：大肠杆菌；２：７９２０７ 株；

３：７９２０１ 株；４：５３２ 株；５：５３１ 株；６：５３０ 株；７：５２９ 株；

８：５２８ 株；９：５２７ 株；１０：５２６ 株；１１：５２３ 株

Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ Ⅱ； １： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ： Ｅ．ｃｏｌｉ； ２： ＣＶＣＣ７９２０７ ｓｔｒａｉｎ；

３： ＣＶＣＣ７９２０１ ｓｔｒａｉｎ； ４： ＣＶＣＣ５３２ ｓｔｒａｉｎ； ５：ＣＶＣＣ５３１ ｓｔｒａｉｎ；

６： ＣＶＣＣ５３０ ｓｔｒａｉｎ； ７： ＣＶＣＣ５２９ ｓｔｒａｉｎ； ８： ＣＶＣＣ５２８ ｓｔｒａｉｎ；

９： ＣＶＣＣ５２７ ｓｔｒａｉｎ； １０： ＣＶＣＣ５２６ ｓｔｒａｉｎ； １１： ＣＶＣＣ５２３ ｓｔｒａｉｎ

图 １　 １０ 株菌 ｉｎｖＡ ＰＣＲ 产物的电泳

Ｆｉｇ １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｉｎｖＡ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｒｏｍ １０ ｓｔｒａｉｎｓ

２．６ 　 血清学特性 　 经平板凝集试验，ＣＶＣＣ５２３、
５２６、５２７、５２８、７９２０１ 株菌的血清型为沙门氏菌 Ｏ９、
Ｏ１２３，为标准型鸡白痢沙门氏菌；ＣＶＣＣ５２９、５３０、

·４·
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５３１、５３２、 ７９２０７ 株菌的血清型为沙门氏菌 Ｏ９、
Ｏ１２２，为变异型鸡白痢沙门氏菌。
２．７　 抗原性鉴定　 经抗原性鉴定，ＣＶＣＣ５２３、５２６、
５２７、５２８、５２９、５３０、５３１、５３２、７９２０１、７９２０７ 株菌制备

的抗原与 ＷＨＯ 标准实验室提供的 Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ
Ｓｅｒｕｍ（Ｓ）及 Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｖ）国际标准品

的强阳性血清和弱阳性血清均能发生不同程度的

凝集反应，但标准型菌株中的 ＣＶＣＣ７９２０１ 株及变

异型菌株中的 ＣＶＣＣ７９２０７ 株制备的抗原与国际标

准品 Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｓ）及 Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ

Ｓｅｒｕｍ（Ｖ）的凝集效价均高于其它抗原，效价测定

结果见表 ２。 平板凝集反应判定标准：＋＋＋＋表示出

现明显的颗粒状或片状凝集，液体完全透明，即
１００％凝集；＋＋＋表示出现明显的颗粒状或片状凝

集，但液体微现混浊，即 ７５％凝集；＋＋表示出现均

匀一致的凝集颗粒，液体中等混浊，即 ５０％凝集；＋

表示出现细微颗粒，液体混浊不透明，即 ２５％凝集；
－表示未出现凝集，液体完全混浊不透明，即无凝

集。 当 ５０ μＬ 抗原与 ５０ μＬ 含 ０．５％苯酚生理盐水

无凝集（－）时试验成立。

表 ２　 １０ 株菌的抗原性鉴定结果

Ｔａｂ ２　 Ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ １０ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号
Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｓ） Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｖ）

强阳性血清 弱阳性血清 强阳性血清 弱阳性血清

ＣＶＣＣ５２３ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋

ＣＶＣＣ５２６ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋

ＣＶＣＣ５２７ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋

ＣＶＣＣ５２８ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋

ＣＶＣＣ７９２０１ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

ＣＶＣＣ５２９ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋

ＣＶＣＣ５３０ ＋＋＋＋ ＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋

ＣＶＣＣ５３１ ＋＋＋＋ ＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋

ＣＶＣＣ５３２ ＋＋＋＋ ＋ ＋＋＋＋ ＋＋

ＣＶＣＣ７９２０７ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

　 　 经形态、生化特性、培养特性、变异检查、ＰＣＲ

检测结果表明，ＣＶＣＣ５２３、５２６、５２７、５２８、５２９、５３０、

５３１、５３２、７９２０１、７９２０７ 均为沙门氏菌。 根据血清学

特 性、 抗 原 性 鉴 定 结 果， ＣＶＣＣ７９２０１ 株 及

ＣＶＣＣ７９２０７ 株分别符合鸡白痢沙门氏菌标准型菌

株及变异型菌株的特性，且抗原效价最为理想。

２．８　 免疫原性　 免疫 ＣＶＣＣ７９２０１ 株制备的标准型

抗原的 ６ 只家兔血清试管凝集效价均高于 Ａｎｔｉ－Ｓ．

Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ （ Ｓ） 国际标准品血清效价，免疫

ＣＶＣＣ７９２０７ 株制备的变异型抗原的 ６ 只家兔血清

试管凝集效价均高于 Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｖ）国

际标准品血清效价，见表 ３、表 ４。 试管凝集反应判

定标准：＋＋＋＋表示抗原呈坚实凝块或呈细沙粒样

均匀铺于孔底，且孔底不可见抗原沉积，即 １００％凝

集；＋＋＋表示抗原均匀铺于孔底，边缘可有卷曲，且

孔底可见微量抗原沉积，即 ７５％凝集；＋＋表示抗原

沉积于孔底，可形成扣状或环状，孔底沉积的抗原

明显少于生理盐水对照，且沉积的抗原四周有明显

凝集颗粒，即 ５０％凝集；＋表示抗原沉积于孔底，可

形成扣状或环状，孔底沉积的抗原略小于生理盐水

对照，且沉积的抗原的四周有少量凝集颗粒，即

２５％凝集；－表示抗原沉积于孔底，边缘光滑整齐，

且不可见凝集颗粒者，即无凝集。 判定时应按血清

最终稀释度计算，如第一管中血清稀释倍数为 １ ∶

·５·
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４００，其加入等量抗原后最终稀释度为 １ ∶ ８００。 当

抗原对照无凝集（－）时试验成立，以出现不低于＂ ＋

＋＂凝集的最高血清最终稀释度判定为血清效价。

表 ３　 抗鸡白痢沙门氏菌血清（标准型）效价测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｐｏｔｅｎｃｙ ｏｆ Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｓ）

血清编号
血清最终稀释度

１ ∶ ８００ １ ∶ １６００ １ ∶ ３２００ １ ∶ ６４００ １ ∶ １２８００ １ ∶ ２５６００

１ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋

２ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋

３ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋

４ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋

５ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋

６ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋

Ｓ 国际 ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋ － － －

表 ４　 抗鸡白痢沙门氏菌血清（变异型）效价测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｐｏｔｅｎｃｙ ｏｆ Ａｎｔｉ－Ｓ．Ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓｅｒｕｍ（Ｖ）

血清编号
血清最终稀释度

１ ∶ ８００ １ ∶ １６００ １ ∶ ３２００ １ ∶ ６４００ １ ∶ １２８００ １ ∶ ２５６００

１ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋

２ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋

３ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋ －

４ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋

５ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋

６ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋

Ｖ 国际 ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋ － － －

　 　 可见，ＣＶＣＣ７９２０１ 株及 ＣＶＣＣ７９２０７ 株均具备

较好的免疫原性，故选用标准型鸡白痢沙门氏菌

ＣＶＣＣ７９２０１ 株作为制备鸡白痢沙门氏菌阳性血清

国家标准品（标准型）的生产菌株，选用变异型鸡白

痢沙门氏菌 ＣＶＣＣ７９２０７ 株作为制备鸡白痢沙门氏

菌阳性血清国家标准品（变异型）的生产菌株。
３　 讨　 论

根据《中华人民共和国兽药典》 二〇一五年

版［９］规定，鸡白痢、鸡伤寒多价染色平板凝集试验

阳性血清诊断试剂制备方法中要求使用鸡白痢沙

门氏菌阳性血清国家标准品进行标定。 但是，鸡白

痢沙门氏菌阳性血清国家标准品尚未形成统一的

标准化的制备规程。 课题组按照《中华人民共和国

兽药典》二〇一五年版及《兽用生物制品规程》二

〇〇〇年版相关要求，开展鸡白痢沙门氏菌阳性血

清国家标准品的研制工作。 生产用菌株是制备标

准物质最主要的原材料，菌株自身的特性直接关系

到标准物质的质量，因此选定生产用菌种是研制鸡

白痢沙门氏菌阳性血清国家标准品的首要工作。
英国威桥国际生物标准品实验室（ＮＩＢＳＣ）是

ＷＨＯ 的一个国际标准品供应中心实验室。 美国国

家兽医服务实验室（ＮＶＳＬ）和瑞典国家兽医研究所

（ＳＶＡ）是分别隶属于美国农业部和瑞典农业部领

导的动物疫病诊断官方权威机构，均是国家兽医参
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考实验室。 本研究选用的备选菌株多数是中国兽

医微生物菌种保藏管理中心从此三家实验室引进

的标准菌株，具备研究背景清晰、毒力强、免疫原性

稳定的特点，适宜用作制备阳性血清国家标准品的

候选菌株。
本研究选定 ＣＶＣＣ７９２０１ 株及 ＣＶＣＣ７９２０７ 株

分别作为制备鸡白痢沙门氏菌阳性血清国家标准

品（标准型）及鸡白痢沙门氏菌阳性血清国家标准

品（变异型）的生产用菌株，此两株菌不仅完全符合

鸡白痢沙门氏菌的特性，而且具备良好的抗原性及

免疫原性。 标准型鸡白痢沙门氏菌 ＣＶＣＣ７９２０１ 株

抗原制备的抗血清效价均不低于 １：１２８００，变异型

鸡白痢沙门氏菌 ＣＶＣＣ７９２０７ 株抗原制备的抗血清

效价均不低于 １：６４００，均高于标准型及变异型鸡白

痢沙门氏菌阳性血清国际标准品 １：１６００ 的血清效

价，这不仅保证了用此两株菌制备的国家标准血清

含有不低于国际标准血清的活性物质，而且可获得

较高的产量。
下一步，课题组将按照＂兽用生物制品国家标

准物质的制备与标定规定＂的相关要求完成标准物

质候选物的筛选、制备及标定工作。 重点将开展生

物标准物质的量值溯源及传递工作，对鸡白痢沙门

氏菌阳性血清国家标准品中的生物活性物质进行

度量，建立由生物特性决定的相关溯源体系，研究

确定适合生物标准物质特点的相关导出单位。 制

备出的鸡白痢沙门氏菌阳性血清国家标准品将作

为实物标尺用于鸡白痢沙门氏菌抗原参考品、诊断

液以及鸡白痢沙门氏菌阳性血清诊断液的效价标

定，减少不同厂家及同一厂家不同批次产品间差

异，使种鸡场鸡白痢抗体检测结果更准确，从而促

进鸡白痢净化工作的开展。
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