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摘  要 

鸭疫里默氏杆菌(Riemerella anatipestifer, RA)属于革兰氏阴性菌，引起鸭、鹅等水禽严重的肝周炎、心

周炎、腹膜炎，是导致水禽重大经济损失病原菌之一。但至今为止仍然缺乏对其快速准确的现场检测方

法。本文从病原体、血清学、ELISA以及核酸检测方法等方面进行了综述，以资为研究者提供回顾性参

考。 
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Abstract 
Riemerella anatipestifer (RA) belongs to Gram-negative bacterium. It can cause severe pericarditis, 
perihepatitis, and peritonitis to ducklings. It is also one of the major causative diseases of water 
flow. Till now, it is still short of immediate techniques of on-spot and accurate diagnosis. This pa-
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per aims to obtain reference of retrospective for relating researchers by reviewing several detec-
tion methods including causative pathogen, serological test, enzyme-linked immunoassay (ELISA) 
and nucleic acid amplification (PCR). 
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1. 前言 

鸭疫里默氏杆菌病是由鸭疫里默氏杆菌(Riemrella anatipestifer, RA)引起的一种严重危害雏鸭、野鸭、

鹅、火鸡甚至猪的细菌性传染病，最早可以追溯到 1932 年 Hendrickson 与 Hilbert 的报道[1]。到目前为止，

已经发现多达 21 个血清型[2] [3] [4] [5]。本病呈急性败血症或慢性过程，以 10~35 日龄的雏鸭发病率最

高，死亡率也高，耐过鸭多成为僵鸭，生长迟缓，造成极大的经济损失，及时采取有效的防治措施对控

制该病的发生十分重要。该病的临床症状与常见的鸭大肠杆菌病和沙门菌病十分相似，往往导致临床误

诊[6] [7]。但至目前为止，仍然缺少快速有效的现场的准确性检测方法。本文就当前的病原诊断方法进行

综述，以资为相关研究者提供参考。 

2. 病原体观察 

病原体观察是利用光学显微镜或者电子显微镜对 RA 的表面及形态进行观察。该法通过对细菌菌落

形态及细菌个体的基本形态特征观察，再结合革兰氏染色法或是瑞氏染色法染色观察结果及生化试验结

果进行初步判断。韦强等[8] [9]人利用扫描电镜不仅观察到 RA 的完整的细菌形貌，而且还发现 RA 培养

物在特定条件下产生的赘生物，大小从 20~40 nm 不等。Huang 等[10]用基于椭圆偏振光技术，在改性硅

基底表面固定 RA 抗体，获得其显微图像，证明与常规磷钨酸染色 SEM 观察的图像形态基本一致。但光

学显微镜形貌观察只能粗略疑似判定 RA 感染，光学显微镜放大倍数有限，只能看到细菌的整体形貌，

电子显微镜放大倍数足以对细菌鞭毛、纤毛、甚至荚膜等附属结构进行观察，但是病原体观察法特异性

差，只能作为辅助判断依据。 

3. 生化鉴定 

各种细菌所具有的酶系统不尽相同，对营养基质的分解能力也不一样，因而代谢产物存在差别，以

此用生理生化试验的方法检测细菌对各种基质的代谢作用及其代谢产物，从而鉴别细菌的种属。不同血

清型 RA 的生化特性差异较大，但也会表现出某些特异性差异。例如李文扬等[11]研究 3 株 RA 的生化特

性发现其对麦芽糖、葡萄糖、过氧化氢酶、尿素酶试验阳性，其余均为阴性生化试验结果不尽相同，但

以过氧化氢酶试验均呈阳性，硫化氢试验均呈阴性，几乎不分解醇类为特征。Brogden [12]测试了 46 株

RA 的生化特性，发现其中 40 株在尿酶活性，产协同溶血素，明胶液化等存在差异。Hinz 等[13]采用单

底物和酚红指示剂葡萄糖发酵实验测试了野外 121 株 RA 的结果表明，有 10 株吲哚阳性突变子，与 ATCC
参考株比较，葡萄糖、果糖、甘露糖的代谢阳性率分别达到 9/10、2/10、6/10。根据生化特性也只能作为
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菌株及其血清型的重要辅助鉴定手段。 

4. 血清学鉴定 

利用抗原–抗体的特异性相互作用，出现肉眼可直接观察到凝集现象或者琼脂糖扩散实验对抗原或

者抗体进行定性判定，可用于 RA 血清学判定和分型。早在 1982 年 Bisguard 等[6]就采用凝集实验和琼扩

实验证实美国存在 6 种血清型，而且还与英国的血清型比较后认为有两个血清型相同，提出用阿拉佰数

字代替字母表示血清型。Pathanasophon 等在[14] 1995 年应用琼脂糖扩散实验证实台湾出现了 RA 血清 20
和 21 型。但凝集实验和琼扩实验都是以 RA 的表面抗原对 RA 进行鉴定或者分型有其局限性，比如 Ryll
等[7]在 2000 年对 670/89 株 RA 的脂肪酸数值分析后指出该株 RA 不能作为血清型 20 的代表株，是因为

凝集实验容易发生假阳性，特别是抗原有交叉反应性为甚。为了提高凝集实验的准确性，高福等[15]用 1
型RA熟浸抗原致敏醛化绵羊红细胞进行间接血凝试验，检测不同日龄的鸭血清中的鸭疫里默氏菌抗体，

初步证明其敏感性较高。利用抗原-抗体相互作用，经孵育在琼脂糖凝胶中出现肉眼可见的沉淀线进行判

定，琼扩实验最大的问题是敏感性不高。Sandhu 等[16]认为玻片凝集是检测大量野外分离株的一种快速

方法，但存在部分菌株发生交叉反应，如果能将细菌进行洗涤可解决这一问题。2005 年张大丙等[2] [17]
采用琼脂扩散沉淀试验、玻片和试管凝集试验以及血清吸收凝集试验，对 6 株 RA 分离株进行了抗原性

分析，表明与 10 血清型与已知的 4 个亚型菌株之间又存在明显的抗原差异，因此，以菌株 C919 为代表

的 6 个分离株被鉴定为血清 10 型的第 5 个亚型。Brogden 等[12]认为琼扩试验是分型的好方法，但也有

交叉反应，如果将琼扩抗原适当稀释后可解决这一向题。 

5. 酶连免疫吸附测定(ELISA) 

荧光抗体技术(Fluorescence Antibody Technique, FAT)检测法分为直接荧光抗体法和间接荧光抗体法。

直接荧光抗体法特异性强，检测效果良好，操作简便，只需要取病料进行涂片、固定、染色和镜检，但

该法的缺点是染色切片不能长期保存，且实验室必须具备荧光显微镜，对设备要求较高。郭玉璞等[18]
应用直接荧光抗体法检测感染 RA 的急性病例，发现涂片黑暗背景上有绿色荧光的菌体。苏敬良等[19]
应用间接免疫荧光抗体法检测 RA，该法特异性较强，可将 RA 与鸭大肠杆菌、多杀性巴氏杆菌进行区分

鉴别。直接荧光抗体法和间接免疫荧光抗体法均具有种的特异性，但没有血清型的特异性，可适用于菌

种的鉴定，不适用于亚型鉴定。间接免疫酶组织化学法最大的优点是在切片中能够对抗原进行定位，该

法不仅能够检测到活菌，也能检测到死菌，切片染色后能够长久保存。孟琼华等[20]利用鹅源血清 1 型

RA 作为抗原免疫兔制备兔抗 RA 的 IgG，建立检测鹅感染 RA 的间接免疫酶组织化学法。刘维平等[21]
应用鸭源血清 1 型 RA 作为抗原免疫兔制备兔抗 RA 的 IgG，建立了检测 RA 的间接免疫酶组织化学法，

该法与鸭源大肠杆菌、多杀性巴氏杆菌与沙门氏菌不出现阳性反应，表明该法具有特异性。此外，研究

学者已建立多种 ELISA 法鉴定 RA。Hatfield 等[22]利用裂解菌体作为包被抗原，建立用于检测 RA 血清

1 型的 ELISA 方法。Huang 等[23]用 RA 的 P45 基因 N’未端片段在原核表达的 41 kDa 重组蛋白作为包被

抗原，建立 ELISA 方法，该法成功的检测出血清 1 型、10 型、15 型、19 型及 ATCCll845 株免疫鸭血清

中的抗体。方钦等[24]以提取到的血清 l 型 RA 脂多糖作为包被抗原，建立了检测血清 1 型 RA 抗体的间

接 ELISA 方法。孙龚等[25]利用 RA 外膜蛋白 A(OmpA)基因进行体外诱导表达得至 OmpA，以纯化后的

OmpA 作为包被抗原建立间接 ELISA 法检测血清 1 型 RA，为 SPF 鸭的监测提供了快速、特异的血清型

诊断方法。陈素娟等[26]以纯化的兔抗血清 1 型 RA 抗体作为捕获抗体，纯化的 RA 单克隆抗体作为检测

抗体，首次建立了检测 RA 的双抗体夹心 ELISA 法，该法特异、敏感。ELISA 虽然在特异性高，但操作

相对繁琐。 
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6. 基因扩增鉴定 

基因扩增(polymerase chain reaction, PCR)早已发展成成熟的微生物检测方法。应用 PCR 法检测 RA
一般是基于 16S rRNA 基因序列和外膜蛋白基因序列的研究。比如，胡清海等[27]根据 RA 血清 15 型参

考株 CVL 110/89 外膜蛋白 A 基因设计引物，在国内较早建立用于检测 RA 的 PCR 法。曲丰发等[28]利
用 16S rRNA 基因建立种特异性的 PCR 法快速检测 RA，26 株 RA 均能扩增出大小为 654 bp 的特异性片

段，而鸭大肠杆菌、鸭沙门氏菌和禽多杀性巴氏杆菌等 PCR 扩增结果呈阴。基于外膜蛋白基因序列检测

也有较多研究，杨建远等[29]根据 GenBank 中已发布的 25 株 RA 的 OmpA 基因序列进行比较，在其高度

保守区设计引物，成功的建立了 RA 准确、快速的 PCR 检测方法。谢永平等[30]基于 RA 编码 42 kDa 的

主要外膜蛋白 A 基因序列设计引物，分别以 21 株来自广西地区各鸭场的 RA 全菌体作为模板，建立检测

RA 的 PCR 法，该法敏感性检测结果表明可检测的最低菌数为 1 × 102 CFU/mL，具有高度的敏感性。季

权安等[31]根据 GenBank 中已发布的 RAATCC 株 OmpA 基因序列设计引物，直接挑取 RA 单菌落作为模

板，建立检测该菌的方法。该法最低检出限量为 80 个菌体，且与常规 PCR 检测方法结果高度一致，更

快速简捷。基因检测的另一个方法是根据 DNA 指纹对 RA 进行差别鉴定。Rimler 早在[32] 1998 年采用

DNA 限制性内切酶研究了来自美国、英国、澳大利亚、加拿大、德国和以色列的 RA，获得了 52 种具差

异性 DNA 指纹图谱。Huang 与 Fulton 等[33] [34]设计了重复序列 PCR(rep-PCR)技术用于 RA 表征。这些

方法操作简单，但需要在实验室才能进行。 

7. 结语 

鸭疫里默氏杆菌(RA)对很多水禽具有致命性危害，对其快速和准确检测是防治重要保障。传统的病

原观察与生化分析费时费力而应用受限。血清学分析快速准确，但对于未知菌株严重依赖抗体生产。核

酸检测快速准确，但有仪器依赖且对人员操作技术要求较高。临床非常需要快速而又准确，且操作简单

的新型检测方法。 
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