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　 　 摘要:　 为研究当前鸭疫里氏杆菌 １ 型(ＲＡ１)流行株的生物学特性及免疫原性ꎬ对从江苏省、山东省等不同地

区规模鸭场采集的病料中分离的 ２３ 个疑似 ＲＡ 的菌株纯化培养后进行细菌形态观察ꎬ并利用 ＲＡ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因特

异性引物进行 ＰＣＲ 鉴定及基因序列测定、生化试验、血清学分型鉴定、致病性分析、交叉攻毒保护试验ꎮ 结果表明ꎬ
１６ 株分离株符合 ＲＡ 生物学特性ꎬ经 ＰＣＲ 检测为 ＲＡ 阳性ꎬ与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＲＡ 相应基因同源性≥９９％ꎬ其中 １１ 株血

清学鉴定为 ＲＡ１ꎬ占分离 ＲＡ 总数的 ６８􀆰 ７％ꎻ选取的 ５ 株 ＲＡ１ 分离株中 ＪＰ０１、ＳＤ０２、ＧＹ０１ 等 ３ 株致病率和致死率达

８０％~１００％ꎻ对 ３ 株 ＲＡ１ 分离株进行免疫原性研究ꎬ结果显示 ＪＰ０１ 株对各毒株的交叉攻毒保护率可达 １００％ꎬ说明

ＪＰ０１ 株具有良好的免疫原性ꎮ
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　 　 鸭传染性浆膜炎是由鸭疫里氏杆菌(Ｒｉｍｅｒｅｌｌａ
ａｎａｔｉｐｅｓｔｉｆｅｒꎬＲＡ)引起的一种接触性传染病ꎬ多发于

１~８ 周龄鸭ꎬ可导致大批鸭发病死亡以及生长迟

缓[１]ꎮ 鸭传染性浆膜炎不但常见于肉鸭各个生长

阶段ꎬ还会引起成年蛋(种)鸭发病ꎬ造成较大的经

济损失ꎬ是目前危害中国鸭养殖业的主要细菌性疾

病之一ꎮ ＲＡ 在自然界尤其是鸭场广泛分布ꎬ其血

清型较为复杂ꎬ在世界范围内存在 ２０ 余种[２]ꎬ不同

血清型及同型的不同毒株间毒力与免疫保护率有较

大差异ꎮ 中国目前流行的 ＲＡ 血清型主要以 １ 型为

主ꎬ也有 ２ 型、３ 型等报道ꎮ 由于一般的鸭场、设施

以及饲养方式相对落后ꎬ加之 ＲＡ 易形成耐药性ꎬ而
上市的含某些 ＲＡ 血清型灭活疫苗因不同地区流行

菌株的不同往往临床应用效果不佳ꎬ导致该病的防

控较为困难ꎮ
本研究对 ２０１９ 年 ７ 月－２０２０ 年 ６ 月在江苏省、

山东省等不同地区 ３２ 个规模鸭场采集分离的 ＲＡ
菌株进行相关生物学特性研究ꎬ了解上述地区 ＲＡ
感染的优势血清型情况ꎬ并针对分离的 １ 型 ＲＡ 流

行菌株进行交叉攻毒保护等免疫原性研究ꎬ以期对

ＲＡ 的疫苗研发以及科学免疫防控提供参考依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 样品来源与实验动物　
病料样品为无菌采集的发病 /死亡鸭脑、肝脏等

组织ꎮ ７ 日龄健康非免疫鸭(经间接血凝法测定血

清 １ 型 ＲＡ 抗体为阴性)来自江苏省农业科学院句

容黄梅动物实验基地ꎮ
１.２　 主要试剂

ＴＳＡ、ＴＳＢ 培养基购自美国 ＢＤ 公司ꎬ马丁氏汤

培养基购自北京奥博星公司ꎬ新生牛血清购自呼和

浩特草原绿野公司ꎬＤＮＡ 提取试剂盒、ＰＣＲ 相关试

剂均购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬＳＳ、ＭＡＣ 培养基、微量生化

发酵管等均购自杭州微生物试剂公司ꎮ １ 型、２ 型

ＲＡ 标准阳性血清由南京农业大学提供ꎬ矿物油佐

剂由南京兆丰华生物科技公司提供ꎮ
１.３　 细菌分离及形态观察

无菌操作挑取病死鸭脑组织、心血等病料接种

于 ＭＡＣ 平板、ＴＳＡ 平板(含 ２％新生牛血清)以及 ＳＳ
平板ꎬ置于 ５％ ＣＯ２培养箱 ３７ ℃培养 ４８ ｈꎮ 观察细

菌生长及菌落特征ꎬ选取典型菌落分别进行纯培养ꎬ
挑取符合特征的单菌落ꎬ革兰氏染色并观察其形态ꎮ

１.４　 分离菌 ＰＣＲ 鉴定

参照文献[３]方法合成 ＲＡ １６Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定引

物ꎬ对各分离菌 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ电泳观察分析

ＰＣＲ 产物后由南京金斯瑞公司测序ꎮ 运用 ＢＬＡＳＴ
将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 上登录的 ＲＡ 进行基因序列

比对分析[４]ꎮ
１.５　 分离菌生化试验

按照微量生化反应试剂盒说明书ꎬ对各株分离

纯培养物进行生化试验ꎮ
１.６　 细菌血清型鉴定

载玻片上各滴加生理盐水 ２０ μｌꎬ用接种环分别

挑取方法 １.３ 中纯化培养的各菌株菌落２~ ３ 个ꎬ在
水中混匀后ꎬ滴加 １ 型或 ２ 型 ＲＡ 阳性血清 ２０ μｌꎬ
混匀ꎬ进行凝集法血清分型鉴定ꎮ
１.７　 分离株致病性试验

１.７. １ 　 菌液制备 　 分别挑取 ５ 株 ＲＡ１ 分离株

(ＪＰ０１、ＪＰ０２、ＳＤ０２、ＧＹ０１、ＸＺ０１)单菌落各接种于 ５
ｍｌ 改良马丁汤培养基ꎬ置 ３７ ℃恒温箱振荡培养 ２４
ｈꎮ 对培养物进行活菌计数后用无菌生理盐水稀释

成约２.０×１０９ ＣＦＵ / ｍｌ菌液备用ꎮ
１.７.２　 动物回归试验　 取上述配制好的菌液ꎬ颈部

皮下注射 １５ 日龄健康非免疫鸭各 １０ 只ꎬ每只注射

１ ｍｌꎬ另设空白对照 ５ 只ꎮ 连续观察 １０ 日ꎬ记录试

验鸭发病、死亡等情况ꎬ剖检观察病理变化ꎮ 参照方

法 １.３~１.６ 分别对回收细菌进行鉴定ꎮ
１.７.３　 最小致病剂量的测定 　 根据方法 １.７.２ 结

果ꎬ选择其中 ３ 株致病力较强的 ＲＡ１ 分离菌株ꎬ将
其培养物分别稀释为２.０×１０９ ＣＦＵ / ｍｌꎬ再作 ２ 倍、５
倍、２０ 倍、１００ 倍稀释ꎬ各稀释液分别取 １ ｍｌ 皮下注

射 １５ 日龄健康非免疫鸭ꎮ 其中试验组鸭分为 ４ 组ꎬ
每组 ５ 只ꎬ另 ５ 只作为阴性对照ꎮ 接种后连续观察

１０ ｄꎬ根据各组鸭发病及死亡情况统计出致实验鸭

全部发病的最小剂量ꎮ
１.８　 不同分离株免疫原性测定

１.８.１　 疫苗制备　 将 ＲＡ１ 分离株 ＪＰ０１、ＳＤ０２、ＧＹ０１
分别接种含 ２％新生牛血清的 ＴＳＢ 培养基ꎬ振荡培

养 ２４ ｈꎬ进行菌落计数ꎮ 按体积加入 ０.２％甲醛ꎬ３７
℃灭活 ２４ ｈꎬ经灭活检验合格后做为水相ꎬ按水相 ∶
油相为１.０ ∶ ２􀆰 ５(体积比)分别制备疫苗ꎬ使 ３ 个菌

株疫苗的最终含菌量均为３.０×１０９ ＣＦＵ / ｍｌ左右ꎮ
１.８.２　 分组与免疫　 将 ６０ 只 ７ 日龄健康非免疫鸭

平均分为 ４ 组ꎬ其中 ３ 个组为免疫组ꎬ１ 个组为对照

２２０１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２２ 年 第 ３８ 卷 第 ４ 期



组ꎬ每组 １５ 只ꎮ 分别颈背部皮下注射 ＪＰ０１、ＳＤ０２、
ＧＹ０１ 菌株灭活疫苗ꎬ每羽 ０􀆰 ３ ｍｌꎮ 另设一组注射同

剂量生理盐水作为对照ꎮ
１.８.３　 交叉攻毒保护试验 　 上述实验鸭免疫后 １４
ｄꎬ进行交叉攻毒试验ꎮ 将每一组实验鸭(包括免疫

组和对照组) 平均分为 ３ 组ꎬ每组 ５ 只ꎬ分别用

ＪＰ０１、ＳＤ０２、ＧＹ０１ 菌株最小致病剂量菌液(１ 只 １
ｍｌ)进行皮下接种攻毒ꎮ 在攻毒后 １０ ｄ 内ꎬ连续观

察ꎬ记录发病和死亡情况ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 病料样品的细菌分离及形态鉴定

病料样品接种培养 ２４ ｈ 后ꎬ２３ 株分离菌中有

１６ 株在 ＭＡＣ 平板、ＳＳ 平板上未见细菌生长ꎬ但在含

２％新生牛血清 ＴＳＡ 培养基上生长出大小均匀的小

菌落ꎬ呈圆形、微突起ꎬ直径约１~ ２ ｍｍꎮ １６ 株细菌

均为革兰氏阴性菌ꎬ菌体呈杆状ꎬ多为单个排列ꎬ培
养及形态符合 ＲＡ 菌落特征[１]ꎮ
２.２　 分离菌株的 ＰＣＲ 鉴定

１６Ｓ ｒＲＮＡ 特异性引物 ＰＣＲ 结果显示ꎬ１６ 个菌

株均可扩增出与目的片段 ８００ ｂｐ 大小一致的条带ꎮ
将扩增产物测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ 中进行比对分析ꎬ
结果表明与登录的 ＲＡ 相应基因序列同源性均≥
９９％ꎮ 根据分类标准ꎬ确定该 １６ 株分离菌为 ＲＡꎮ
２.３　 分离菌株的生化特性

１６ 个 ＲＡ 分离株均不发酵葡萄糖、甘露醇、果
糖、蔗糖等多种碳水化合物ꎬ不产生靛基质ꎬ产生硫

化氢ꎬ甲基红(ＭＲ)试验阴性ꎬ触酶试验阳性ꎮ 生化

特性均符合 ＲＡ 特征[１]ꎮ
２.４　 分离菌株的血清型

１６ 个分离株中有 １１ 株与 １ 型 ＲＡ 标准阳性血清

出现凝集现象ꎬ与 ２ 型 ＲＡ 标准阳性血清均不出现凝

集现象ꎬ表明该 １１ 株分离菌为血清 １ 型 ＲＡ(表 １)ꎮ
２.５　 ＲＡ 分离株的致病性

动物回归试验结果(表 ２)显示ꎬ５ 株 ＲＡ１ 分离

株菌液(约２.０×１０９ ＣＦＵ / ｍｌ)分别皮下接种 １５ 日龄

非免疫鸭后 ２４ ｈ 均引起实验鸭发病和死亡ꎮ 其中

有 ３ 株 ＲＡ１ 分离株 ＪＰ０１、ＧＹ０１、ＳＤ０２ 发病率和死

亡率较高ꎬ达到８０％~ １００％ꎬ为强毒力菌株ꎻ２ 株

ＲＡ１ 分离株 ＪＰ０２、ＸＺ０１ 引起部分鸭发病和死亡ꎬ死
亡率为４０％~６０％ꎬ为中等毒力菌株ꎮ 发病鸭死亡前

期可见精神沉郁、卧地不起、食欲废绝、眼睑流泪等

症状ꎮ 死亡鸭剖检观察显示:２４ ｈ 内死亡的实验鸭

无明显病理变化ꎻ２４~７２ ｈ 死亡鸭部分肝脏出血ꎬ大
部分死亡鸭心脏、肝脏表面有灰白色纤维素性渗出

物ꎬ形成包膜ꎻ从病死鸭脑部、肝脏均分离回收到 １
型 ＲＡꎮ

表 １　 １６ 株 ＲＡ 分离鉴定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １６ ＲＡ ｓｔｒａｉｎｓ

来源 代号 ＰＣＲ 鉴定 血清型

江苏南京 ＪＰ０１ ＋ １

江苏南京 ＪＰ０２ ＋ １

江苏南京 ＬＨ０１ ＋ －

江苏扬州 ＧＹ０１ ＋ １

江苏扬州 ＧＹ０２ ＋ １

江苏徐州 ＸＺ０１ ＋ １

江苏徐州 ＸＺ０２ ＋ １

江苏泰州 ＴＺ０１ ＋ １

江苏泰州 ＴＺ０２ ＋ －

安徽和县 ＡＨ０１ ＋ １

山东泰安 ＳＤ０１ ＋ －

山东泰安 ＳＤ０２ ＋ １

山东潍坊 ＷＦ０１ ＋ １

山东潍坊 ＷＦ０２ ＋ １

山东济宁 ＪＮ０１ ＋ ２

山东聊城 ＬＣ０１ ＋ －
＋表示 ＰＣＲ 鉴定为 ＲＡ 阳性ꎬ－表示为其他血清型ꎮ

表 ２　 ＲＡ１ 动物回归试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｉｍａｌ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ＲＡ１

菌株
实验鸭
数量

日龄
接种菌数
(ＣＦＵ)

发病数 /
攻毒数

死亡数 /
攻毒数

ＪＰ０１ １０ １５ 日 ２.０×１０９ １０ / １０ １０ / １０

ＪＰ０２ １０ １５ 日 ２.０×１０９ ７ / １０ ６ / １０

ＳＤ０２ １０ １５ 日 ２.０×１０９ ９ / １０ ８ / １０

ＧＹ０１ １０ １５ 日 ２.０×１０９ １０ / １０ １０ / １０

ＸＺ０１ １０ １５ 日 ２.０×１０９ ５ / １０ ４ / １０

对照组 １０ １５ 日 / ０ ０

　 　 ５ 株 ＲＡ１ 分离株最小致病剂量测定结果(表 ３)
显示ꎬ３ 株分离强毒力菌株(ＪＰ０１ 株、ＧＹ０１ 株、ＳＤ０２
株)引起实验鸭全部发病的最小致病剂量分别为

１.０×１０８ ＣＦＵ、４.０× １０８ ＣＦＵ、１.０× １０９ ＣＦＵꎬＪＰ０１ 株

毒力最强ꎬ其次为 ＧＹ０１、ＳＤ０２ 株ꎮ
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表 ３　 ＲＡ１ 对鸭的最小致病剂量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｄｏｓｅ ｏｆ ＲＡ１ ｔｏ ｄｕｃｋｓ

菌株
攻毒剂量
(ＣＦＵ)

日龄
(日)

试验鸭
数量(只)

发病数 /
攻毒数

死亡数 /
攻毒数

ＪＰ０１ １.０×１０９ １５ ５ ５ / ５ ５ / ５

４.０×１０８ １５ ５ ５ / ５ ５ / ５

１.０×１０８ １５ ５ ５ / ５ ５ / ５

２.０×１０７ １５ ５ ４ / ５ ２ / ５

ＧＹ０１ １.０×１０９ １５ ５ ５ / ５ ５ / ５

４.０×１０８ １５ ５ ５ / ５ ５ / ５

１.０×１０８ １５ ５ ４ / ５ ３ / ５

２.０×１０７ １５ ５ ２ / ５ １ / ５

ＳＤ０２ １.０×１０９ １５ ５ ５ / ５ ３ / ５

４.０×１０８ １５ ５ ４ / ５ ３ / ５

１.０×１０８ １５ ５ ３ / ５ １ / ５

２.０×１０７ １５ ５ ２ / ５ ０ / ５

对照组 － １５ ５ ０ ０

２.６　 ＲＡ１ 分离株的交叉免疫保护特性

将制备的 ＪＰ０１、ＧＹ０１、ＳＤ０２ 株灭活疫苗免疫 ７
日龄实验鸭 １４ ｄ 后ꎬ连同对照组鸭分别用各菌株的

最小致病剂量菌液进行交叉攻毒ꎮ 结果(表 ４)显

示:各对照组鸭于攻毒后 ２４ ｈ 均陆续出现发病、死
亡ꎻ各免疫组整体精神状态良好ꎬ于攻毒后 ４８ ｈ 出

现部分实验鸭发病及死亡ꎮ 统计结果表明:以 ＪＰ０１

株灭活疫苗免疫组保护率最高ꎬ为 １００％保护ꎻＧＹ０１
株灭活疫苗保护率为６０％~ ８０％ꎬＳＤ０２ 株灭活疫苗

保护率为４０％~ ８０％ꎮ 由此可见ꎬＪＰ０１ 株灭活疫苗

免疫交叉攻毒保护性能优于 ＧＹ０１、ＳＤ０２ 株灭活疫

苗ꎬ对 ＲＡ１ 具有良好的免疫原性ꎮ

３　 讨 论

本研究自 ２０１９ 年 ７ 月至 ２０２０ 年 ６ 月从江苏

省、山东省等同地区规模鸭场分离到 １６ 株 ＲＡꎬ其中

１１ 株为 ＲＡ１ 型ꎬ占 ＲＡ 分离株的 ６８. ７％ꎮ 中国在

１９９７ 年之前ꎬ除了 ＲＡ１ 型外ꎬ几乎没有关于其他血

清型的报道[５]ꎮ 随后几年间ꎬ张大丙等[６] 在中国部

分地区分离到 ２ 型、６ 型、１０ 型、１１ 型、１３ 型等多种

血清型ꎮ ２００３ 年程安春等[７] 报道在全国 ２９ 个省

(市、自治区)病死鸭中分离到１ ８４２株 ＲＡꎬ包括 １７
个血清型ꎬ其中 ＲＡ１ 型占比为 ３４􀆰 ９％ꎬ为主要血清

型ꎮ 至今鲜见国内大范围的 ＲＡ 血清型调查研究报

道ꎮ ２０１３ 年刘运镇等[８] 报道在江苏省多地分离的

４１ 株 ＲＡ 菌株中 ２９ 株为 １ 型ꎬ 占分离 ＲＡ 的

７０􀆰 ７％ꎮ ２０１５－２０１６ 年袁小远等[９] 在山东省等地分

离的 １８ 株 ＲＡ 菌株全部为 １ 型ꎮ ２０１８－２０１９ 年王昊

等[１０]在江苏省苏北及周边地区分离的 ３０ 株 ＲＡ 菌

株中 １５ 株为 １ 型ꎬ占分离 ＲＡ 的 ５０％ꎮ 以上三者报

道与本研究 ＲＡ１ 分离情况相似ꎬ说明 ＲＡ１ 仍然是

江苏省、山东省等省份鸭场流行的优势血清型ꎮ
表 ４　 ３ 株 ＲＡ１ 分离株灭活疫苗免疫攻毒保护试验结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ＲＡ１ ｓｔｒａｉｎｓ

组别　 　
ＪＰ０１ 菌株攻毒

发病数 死亡数
保护率
(％)

ＧＹ０１ 菌株攻毒

发病数 死亡数
保护率
(％)

ＳＤ０２ 菌株攻毒

发病数 死亡数
保护率
(％)

ＪＰ０１ 株灭活疫苗免疫 ０ ０ １００ ０ ０ １００ ０ ０ １００

ＧＹ０１ 株灭活疫苗免疫 １ １ ６０ ２ １ ８０ １ ０ ８０

ＳＤ０２ 株灭活疫苗免疫 ３ １ ４０ ２ ２ ６０ ２ １ ８０

对照组 ５ ４ / ５ ５ / ４ ４ /

　 　 ＲＡ 血清型的准确鉴定对于获取流行病学资料

以及免疫防治极其重要ꎮ 自 Ｈａｒｒｙ[１１]采用凝集试验

进行 ＲＡ 血清型鉴定至今ꎬ该方法已成为 ＲＡ 菌株

分型的主要手段ꎮ 国际上虽就 ＲＡ 血清型的命名形

成了统一认识[１２]ꎬ但因国内近年来缺乏系统性的标

准血清相关研究ꎬ传统的分型方法受标准血清来源

以及抗原差异等影响ꎬ导致存在某些血清分型上的

混淆现象ꎬ给 ＲＡ 的免疫防控等造成了一定干扰ꎮ
随着分子生物学技术的发展ꎬ关于 ＲＡ 分子学分型

等方法研究也逐渐丰富[１３]ꎬ期望能够尽快得到广泛

应用ꎮ
鸭传染性浆膜炎在中国被发现以来ꎬ已成为危

害鸭乃至水禽养殖业最主要的细菌性疾病ꎮ ２０１９
年张敬峰等[１４]报道显示鸭疫里氏杆菌阳性率占所
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检测的水禽 ５ 种主要细菌性病原的 ３６􀆰 ０１％ꎬ其感染

发病在临床最为常见ꎮ 由于近年来水禽养殖过程中

抗菌药的频繁使用以及耐药菌株不断产生等因素ꎬ
导致在鸭细菌性疾病尤其是鸭传染性浆膜炎的临床

药物治疗效果越来越差ꎬ而药物残留也威胁人类健

康ꎬ影响公共卫生安全[１５]ꎮ 防控该病除加强生物安

全管理等措施外ꎬ疫苗免疫是较为有效的手段ꎬ但
ＲＡ 血清型众多且各血清型之间的交叉保护作用

差[１６]ꎬ血清型的多样化分布也直接制约了疫苗的免

疫效果发挥ꎮ 本研究选取 ＲＡ１ 流行株对雏鸭进行

免疫保护试验ꎬ从结果可看出各受试菌株制备的灭

活疫苗免疫实验鸭后ꎬ各菌株对同型同源的交叉保

护率均为 ８０％以上ꎬ部分菌株对同型不同源的交叉

免疫保护率相对较低ꎬ其中 ＳＤ０２ 菌株灭活疫苗保

护率仅４０％~８０％ꎬ也有如 ＪＰ０１ 菌株灭活疫苗对同

型菌株的攻击显示出良好的免疫保护率(１００％)ꎮ
提示在商品化 ＲＡ 灭活疫苗制备时除应考虑不同血

清型 ＲＡ 的存在与分布差异ꎬ还应在地区优势血清

型中选择对同型菌株免疫率较高的代表性菌株灭活

疫苗ꎮ
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