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摘　要

口蹄疫是一种急性、烈性、高度接触性传染病，由口蹄疫病毒感染所引起。。
骆驼科动物的血清中除了存在常规抗体外，还存在天然缺失轻链的重链抗体。重链抗体的重链可变区，被称为单域抗体或者纳米抗体。
关键词：O型口蹄疫病毒，噬菌体展示，单域抗体，功能化 

Abstract
Foot-and-mouth disease (FMD) is a highly contagious disease that affects cloven-hoofed animals and causes significant economic losses to husbandry worldwide. 

Apart from these conventional antibodies, naturally occurring and functional antibodies that are devoid of light chains are also found in the sera of camelids.
Key words: Foot and Mouth Disease Virus serotype O，Phage display，Single domain antibody，functionalization
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英文缩略表

	英文缩写
	英文全称
	中文名称

	BHK-21
	Baby hamster kidney-21 cell
	幼仓鼠肾细胞

	CDR
	Complementarity Determining Region
	互补决定区
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	4’6-diamidino-2phenylindole
	4’6-二脒基-2-苯基吲哚
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	Enzyme-linked immuno sorbent assay
	酶联免疫吸附试验
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	口蹄疫病毒
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	isopropyl-β-d-thiogalactoside
	异丙基-β-d-硫代半乳糖苷

	LB
	Luria bertini medium
	LB培养基
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	Office International Des Epizooties
	国际兽医局

	PCR
	Polymerase chain reaction
	聚合酶链式反应

	SPR
	Surface plasmon resonance
	表面等离子共振

	Tris
	tris hydroxy methyl aminomethan
	三羟甲基氨基甲烷

	
	
	


第一章  引　言  
1.1 口蹄疫及口蹄疫病毒
1.1.1 口蹄疫
口蹄疫（Foot-and-Mouth Disease，FMD）是由口蹄疫病毒（Foot-and-Mouth Disease Virus，FMDV）引起的一种主要由呼吸道途径传播的急性、烈性、高度接触性传染病，能够引起多种家养或野生的偶蹄动物口腔粘膜、乳房和蹄部等多处皮肤发生水泡和溃烂Alexandersen et al., 2003


( ADDIN EN.CITE ; Goodwin et al., 2009; Grubman and Baxt, 2004)
。据记载，1514年，意大利学者Fracastorius首次在意大利发现饲养牛出现类似临床症状并对其进行了描述。1897年，Loeffler和Frosch证明一种病原体能够引起FMD，该病原体是一种比细菌小的可过滤性病原体。这是首次发现由病毒引起的动物疫病，这一发现将病原体的研究带入了一个病毒学研究的新时代。FMD是近年来危害养猪业的重要传染病，也是世界动物卫生组织（Office International Des Epizooties，OIE）公布的A类烈性传染病动物，目前在世界各地都有流行，以非洲、亚洲和欧洲流行情况最为严重。FMD感染动物后能够对幼龄动物心脏造成损害而导致死亡及引起成年动物体重降低、牛奶产量下降和畜力下降等，影响其生产性能。此外，奶牛、绵羊和山羊等动物感染FMD后，易形成带毒状态，长期向外界排毒，奶牛的带毒时间甚至长达2～3年。目前，世界各国为了控制和消灭FMD疫情，已经花费了巨额开支来限制疫区或疫情可疑国家产品的上市或出口，给世界各国及地区的动物或动物产品的贸易带来了巨大经济损失Thompson et al., 2002


( ADDIN EN.CITE ; Yang et al., 1999)
。

FMD为侵害多种偶蹄动物的高度接触性传染病，主要通过呼吸道途径进行传播和感染，还可通过破损皮肤或粘膜途径感染，但感染率不高。牛对FMDV的易感性最高，其次为猪及野生动物，马最不易感。患病或带毒动物是主要的传染源，可通过感染动物的水泡液、水泡上皮、唾液、精液、奶汁及阴道分泌物多种途径进行传播，并且能够在感染的人或动物体内快速复制和种属之间进行传播。FMD的发生没有严格的季节性，一年四季均可发生，冬末、春初为常发季节，夏季也时有发生，特别在饲养规模较大的养殖场中，FMD的发生往往无季节性，一经发生，往往呈流行性趋势。FMD发病率高，死亡率低，动物机体在感染FMDV后2-3天就能够出现皮肤或粘膜形成水泡等临床症状，临床症状往往能够持续7-10天，是OIE公布的A类传染病，也是国际动物和动物产品交易中最重要的限制性疾病Leforban, 1999()
。

1.1.2 口蹄疫病毒
1.1.2.1 口蹄疫病毒分类

   FMDV病毒粒子属于小RNA病毒科（Picornaviridae）口蹄疫病毒属(Aphthovirus)，目前与之属于同一属的成员为马鼻炎病毒。FMDV共分为7个血清型，分别为O、A、C、SAT1、SAT2、SAT3、和Asia I，各血清型之间的基因组同源性较小，各血清型又由多种亚型组成，型间无交叉免疫保护效应。目前我国A型、O型及Asia I口蹄疫均有分布，以O型最为严重，O型口蹄疫也是目前世界流行最广的血清型。

1.1.2.2 口蹄疫病毒的理化特性

    FMDV沉降系数为140 S，不同毒株外界环境抵抗能力有所不同。在自然环境中，被FMDV污染的饲料、皮毛及土壤基本都可保持传染性达数天、数周甚至数月。FMDV不耐高温和阳光，高温和阳光直射下可快速灭活；耐低温，在-50 ℃至-70℃可保存数年；FMDV对酚、氯仿和酒精等有机溶剂不敏感，但是对酸和碱敏感性高，在pH值低于6.5时，FMDV的衣壳蛋容易解聚，形成沉降系数为12 S五聚体亚单位Brown and Cartwright, 1961()
。

（ 一级标题章节号以第X章表示，其余以阿拉伯数字分级编号。）
正文采用五号宋体（中文），数字及英文为新罗马五号，行距18
磅。
1.2 单域抗体及单域抗体在兽医学领域的应用
1.2.1单域抗体的研究进展

抗体是机体适应性免疫系统的核心大分子，其化学本质为免疫球蛋白（immunoglobulin，Ig），由两条相同的重链（heavy chain，H）和两条相同的轻链（light chain，L）组成（图1A），能与抗原发生特异性的结合，形成抗原-抗体特异性复合物，从而清除目的抗原，被作为疾病诊断和治疗的一种重要的工具得到了广泛应用。单克隆抗体（monoclonal antibody，McAb），又称为第二代抗体，只针对复合抗原分子上某一个当抗原决定簇，相对于常规抗体，具有特异性强、纯度高、均一性好等优点。自1975年Kohler创建了杂交瘤技术并成功地制备了绵阳红细胞单克隆抗体后，单克隆抗体被迅速应用于免疫学及生物医学等众多领域Kohler and Milstein, 1975()
。截止目前为止，美国和欧洲地区已经批准了大约35种单克隆抗体用于疾病治疗De Meyer et al., 2014()
。然而，由于大部分单克隆抗体由小鼠B淋巴细胞和骨髓瘤细胞杂交而成，制备过程复杂，周期较长，因此成本相应提高。此外，鼠源性的McAb，不是机体本身的抗原，其进入体内在体内发挥功能的同时，易产生人源抗鼠抗体，从而引起轻微过敏到严重过敏性休克等不良免疫反应，进一步限制了单克隆抗体的长期使用。为了解决这一问题，研究中开始保留成对的抗体可变区的抗原识别或结合亲和性，同时运用DNA重组技术对单克隆抗体进行改造，使得在保留抗体的反应原性的同时使得抗体分子变得更小，即为小分子基因工程抗体，如只包含可变区的抗体（single chain variable fragment，scFv），包含可变区和恒定区第一个结构域的抗体（fragment antigen-binding，Fab）（图1.1A）等已经广泛应用于疾病的治疗和诊断。小分子工程抗体具有易改造，成本低廉，更好的组织穿透性，较小的免疫原型等特点，使得小分子抗体广泛应用于治疗和诊断并成为抗体发展的一种趋势。

骆驼科动物血清中存在天然缺失轻链和重链CH1区的重链抗体（heavy chain antibody）（图1.1B），其重链可变区称为单域抗体（variable domain of the heavy chain of the heavy chain antibodies, VHHs）又被称为纳米抗体（nanobodies），也是一种小分子基因工程抗体。研究发现，单域抗体单独存在时也具有结合特异性抗原的能力，并且由于其分子较小，能够渗透抗原分子内部，结合常规抗体不能触及的内部隐藏的抗原表位。由于分子量较小，单域抗体还可过血脑屏障王萍 et al., 2009()
。此外，由于单域抗体表达量较高，水溶性好，同时可在细菌、真菌、哺乳动物细胞系、植物和昆虫等系统中得到很好的表达，制备过程简便成熟，价格低廉潘欣等, 2012()
，因此可以作为一种较为理想的小分子抗体在疾病的诊断和治疗中加以应用。Ablynx公司（http://www.ablynx.com/en/）是单域抗体研究及应用方面的领跑者，已经开发研制了多种单域抗体用于疾病的临床诊断和治疗，并且有部分单域抗体已经进入一期和二期临床试验。


[image: image2]
图1.1：常规抗体与重链抗体
Figure 1.1 Conventional antibody and heavy chain only antibody
2003年，Dekker等人研制了第一株针对哺乳动物病毒（PERV）的纳米抗体，使其在活细胞中表达，抑制内源性逆转录病毒的产生，可用来防止异种器官移植引起的病毒感染Dekker et al., 2003


( ADDIN EN.CITE )
。紧接着一系列针对病原微生物的纳米抗体相继被快速的研制，在疾病的治疗方面发挥了相当大的作用。在人医上，单域抗体已经得到了广泛的应用，如利用单域抗体对肿瘤的诊断和治疗Van de Broek et al., 2011


( ADDIN EN.CITE )
以及抑制HIV病毒nef调控蛋白的功能进而影响HIV病毒的感染和致病能力Bouchet et al., 2011


( ADDIN EN.CITE ; Lulf et al., 2014)
等。然而，单域抗体在兽医领域的应用起步较晚，但截止目前，其制备及应用技术也有了较大的发展在动物疾病的诊断和治疗等方面发挥了重大的作用。目前已经制备并发表的单域抗体在表1.1中列出。


表1.1 已发表的兽医领域的单域抗体
Table 1.1 Overview of published nanobodies in veterinary
	病原
	免疫原
	骆驼科动物
	生产宿主
	用途
	参考文献

	A型禽流感病毒
	HA（H5N1）
	美洲驼
	大肠杆菌
	治疗
	Hultberg et al., 2011a()


	A型禽流感病毒
	HA（H5N1）
	美洲驼
	大肠杆菌
	治疗
	Ibañez et al., 2011()


	狂犬病病毒
	G蛋白
	美洲驼
	大肠杆菌
	治疗
	Hultberg et al., 2011b


( ADDIN EN.CITE )


	口蹄疫病毒
	口蹄疫病毒感染BHK细胞的粗提物
	美洲驼
	酵母VWK 18gal−


	治疗
	Harmsen et al., 2007


( ADDIN EN.CITE )


	口蹄疫病毒
	口蹄疫病毒
O1Manisa/Turkey/69株
	美洲驼
	酵母VWK 18gal−


	治疗
	Harmsen et al., 2008()


	口蹄疫病毒
	口蹄疫病毒
O1Manisa/Turkey/69株
	美洲驼
	酵母VWK 18gal−


	治疗
	Harmsen et al., 2009a


( ADDIN EN.CITE )


	口蹄疫病毒
	口蹄疫病毒
O1Manisa/Turkey/69株
	美洲驼
	酵母VWK 18gal−


	治疗
	Harmsen et al., 2009b


( ADDIN EN.CITE )


	口蹄疫病毒
	FMDV空衣壳
	双峰驼
	大肠杆菌BL21
	检测
	Yin et al., 2013()


	猪内源性逆转录病毒
	氨基葡聚糖蛋白
	美洲驼
	大肠杆菌
	治疗
	Dekker et al., 2003


( ADDIN EN.CITE )


	圆环病毒2型
	Cap蛋白
	双峰驼
	大肠杆菌BL21
	
	Yang et al., 2014


( ADDIN EN.CITE )


	圆环病毒2型
	PCV2疫苗
	双峰驼
	大肠杆菌BL21
	检测
	Fu et al., 2013


( ADDIN EN.CITE )


	布鲁氏菌
	灭活的布鲁氏菌
	双峰驼
	大肠杆菌
	诊断
	Abbady et al., 2011


( ADDIN EN.CITE )


	犬细小病毒
	VP2蛋白
	羊驼
	大肠杆菌HB2151
	治疗
	Yamane et al., 2006()


	布氏锥虫罗得西亚亚种
	纯化的表面糖蛋白
	单峰驼
	大肠杆菌BL21
	治疗
	Baral et al., 2006


( ADDIN EN.CITE )


	猪带绦虫
	有钩绦虫提取物
	单峰驼
	大肠杆菌WK6
	检测
	Deckers et al., 2009


( ADDIN EN.CITE )


	牛痘病毒
	牛痘活病毒
	美洲驼
	大肠杆菌Tuner
	检测
	Goldman et al., 2006


( ADDIN EN.CITE )



第二章  抗O型口蹄疫病毒单域抗体噬菌体展示文库的构建及单域抗体的筛选
噬菌体展示技术（phage display technology）
2.1 材料
2.2 实验方法
2.2.1双峰驼免疫
将O型口蹄疫灭活疫苗（107 TCID50/mL）与ISA206佐剂混合(1:1体积比)，使用三孔乳化器进行乳化。将乳化好的混合液滴入水中，若不扩散，说明乳化成功。采用肌肉注射的方式对两只双峰驼进行免疫，每只免疫剂量为2 mL，共免疫5次。免疫程序见表2-1。最后一次免疫7天后采血100 mL/只。
表2.1 骆驼免疫程序
Figure 2.1 Camel immunization schedule
	免疫程序
	免疫时间（天）
	佐剂类型
	剂量（mL）
	免疫方式

	初次免疫
	0
	206佐剂
	2
	肌肉注射

	加强免疫
	21
	206佐剂
	2
	肌肉注射

	加强免疫
	28
	206佐剂
	2
	肌肉注射

	加强免疫
	35
	206佐剂
	2
	肌肉注射

	加强免疫
	42
	206佐剂
	2
	肌肉注射


2.2.2淋巴细胞分离

2.2.3噬菌体展示文库构建及单域抗体的筛选

2.2.4 单域抗体噬菌体展示文库库容量的测定

2.2.5单域抗体序列分析
2.2.6 单域抗体基因的扩增
根据所得到的单域抗体基因序列，设计扩增引物，根据pSMK载体上的多克隆位点区域的限制性酶切位点，选取BsaI和BamHI作为sdAb-1和sdAb-2基因的上游引物和下游引物的酶切位点。引物由上海桑尼有限公司合成。引物序列见表2-2。扩增的预期大小为381 bp和366 bp。 
表2.2 单域抗体基因扩增的引物
Table 2.2 The primers for amplification of single domain antibodies

	引物名称
	引物序列（5’-3’）
	酶切位点

	D01U
	CTTGGTCTCTGATGTGCAGCTGGTGGAGTC
	BsaI

	D01D
	CTCGGATCCTCATGAGGAGACAGTGACCTGG
	BamHI

	A01U
	CTTGGTCTCTGATGTGCAGCTGGTGGAGTC
	BamHI

	A01D
	CTCGGATCCTCATGAGGAGACGGTGACCTGG
	BamHI


反应体系为50 μL，具体如下：

	成分
	体积（μL）

	2×PCR反应预混液
	25

	上游引物
	1

	下游引物
	1

	模板
	2

	RNase-free water
	21


扩增条件如下：
	温度（℃）
	时间（min）

	94
	5

	94
	0.75

	56
	               0.75      35个循环

	72
	0.5

	4
	10


2.2.7原核表达载体的构建与鉴定

将PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳。使用切胶回收的办法纯化目的DNA片段。胶回收步骤按照SIGMA公司的的说明书进行操作。将回收的目的片段和pSMK载体分别使用BsaI和BamHI两种限制性内切酶（NEB）进行酶切，酶切时间为3 h。酶切体系如下：
	成分
	体积(μL)

	重组质粒
	35

	BamHI
	3

	BsaI
	3

	10×cutsmart buffer
	4.5


将酶切后的DNA片段和pSMK载体使用Omega公司的胶回收试剂盒回收纯化后，使用T4 DNA连接酶（NEB）16 ℃连接过夜。连接体系如下：
	成分
	体积（μL）

	酶切片段
	13

	酶切载体
	4

	10×buffer
	2

	T4DNA连接酶
	1


将连接好的混合液全部转化DH5α感受态细胞。随机挑取10个单菌落，在新鲜的LB培养基中进行培养，然后使用菌液PCR方法进行验证。质粒提取按照全式金质粒提取试剂盒的说明书进行操作。提取的质粒使用BamHI和BsaI进行双酶切验证。

2.3 实验结果 

2.3.1  淋巴细胞总RNA提取
提取的总RNA 经过琼脂糖凝胶电泳可以观察到

图2.1 骆驼淋巴细胞总RNA提取
Figure 2.1 Extraction of total RNA from camel lymphocyte

1:提取的总RNA；M：DL2000相对分子量标准
1: Total RNA; M: DL2000 DNA Marker

2.3.2 单域抗体基因扩增

将套式扩增得到的PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳，可见

图2.2 单域抗体基因片段的扩增

Figure 2.2 Amplification of sdAb gene

1：单域抗体基因扩增产物；M：DL5000相对分子量标准
1: Amplification of sdAb gene; M: DL5000 DNA Marker

2.3.3 库容量测定及单域抗体的筛选
构建的单域抗体噬菌体展示文库的库容量经测定达到1.2×108 cfu/mL，库容量较大，多样性较好，适合单域抗体的筛选。
经过四轮筛选，可以观察到目的噬菌体的数量在逐渐增加，富集效应显著。各轮筛选的富集指数见表2-3.
表2.3 四轮筛选的富集指数

Table 2.3 Enriching factor after each round of panning

	次数
	Input (bpfu)
	Output (pfu)
	aEnriching factor (%)

	1st
	1.0 × 1011
	1.2 × 104
	1.2 × 10−7

	2nd
	9.0 × 1010
	3.2 × 104
	3.6 × 10−7

	3rd
	8.7 × 1010
	2.0 × 105
	2.3 × 10−6

	4th
	2.7 × 1010
	4.3 × 106
	1.6 × 10−4


a富集指数：富集指数=输出噬菌体量/输入噬菌体量；bpfu：空斑形成单位
aEnriching factors: Enriching factors = output/input; bpfu: plaque-forming unit
2.3.4 单域抗体基因多序列比对

比对结果如图所示， 


图2.4 抗O型口蹄疫病毒单域抗体多序列比对分析
Figure 2.4 Multiple amino acid sequence alignment of FMDV type O-specific sdAb antibody clones.

按照Kabat方法来划分骨架区和CDR区。CDR区使用细线框出，FR2区比较保守的四个氨基酸位点（Phe37，Glu44，Arg45和Gly47）使用粗线框；缺失的氨基酸使用虚线表示。
The framework and CDR regions and amino acid numbering as defined by Kabat are indicated. The CDR regions are boxed in thin lines, and the four conservative hallmark residues of sdAbs in FR2 (Phe37, Glu44Ala, Arg45, and Gly47Ala) are boxed in thick lines. The missing sequences are marked as the dash.
2.3.8 
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图2.8 VHH-1和VHH-2对O型、A型和AsiaI型口蹄疫病毒的型特异性分析
Figure 2.8 Serotype specificity identification of sdAbs against FMDV serotype O, Asia 1, and A antigens.

所有的样品都是450nm处进行测量；骆驼阴性血清作为阴性对照；抗O型口蹄疫病毒的阳性多抗血清作为阳性对照；误差线表示三组独立重复试验的标准差。
All samples were tested for absorbance at 450 nm. The negative camel serum was coated as the negative control, and the polyclonal antibodies against FMDV type O were coated as the positive control. Error bars represent the ± standard deviation of three independent measurements.

2.4 讨论
在本实验中，我们向收集
第四章  全文结论

1. 使用。
2. 

3. 
4.。

5. 

结论需另起一页，“结论”两字，3号黑体居中，中间空一个全角字距，段前后各1行。结论的内容为5号宋体，行距号宋体，行距18磅

参考文献

常见文献示例  
1  主要名词解释
顺序编码制是一种参考文献的标注体系，即引文采用序号标注，参考文献表按引文的序号排序。按正文中引用的文献出现的先后顺序连续编码，并将序号置于方括号中。
2  著录规则
2.1  中文用五号宋体，英文用“Times New Roman”字体，10.5pt，行距18磅。
2.2  著作方式相同的责任者不超过3个时，全部照录。超过3个时，只著录前3个责任者，其后加“，等”或与之相应的词。
3  常见文献著录格式及示例
3.1  专著
专著包括普通图书、学位论文、会议文集（论文集、会议录）、技术报告、标准、汇编、多卷书、丛书、古籍等。
著录格式:
主要责任者.题名[文献类型标识].版本项（第1版不著录）.出版地：出版者，出版年：引文页码.
⑴普通图书
示例：
[1]陆承平.兽医微生物学[M].5版.北京：中国农业出版社，2013：461-466.
[2] Peebles P Z, Jr. Probability, random variable, and random signal principles[M].4th ed. New York: McGraw Hill, 2001.
⑵学位论文
示例：
[1]王帅.牛带绦虫和亚洲带绦虫全基因组测序、比较基因组及胰岛素信号通路研究[D].北京：中国农业科学院研究生院，2015：10-12.
⑶论文集
示例：
[1]中国畜牧兽医学会口蹄疫学分会第十六次学术研讨会论文专辑[C].兰州：中国畜牧兽医学会口蹄疫学分会，2017.
⑷科技报告
示例：
[1]World Health Organization. Factors regulating the immune response: report of WHO Scientific Group[R]. Geneva: WHO, 1970.
3.2  专著中的析出文献
著录格式:
析出文献主要责任者. 析出文献题名[文献类型标识].//专著主要责任者.专著题名.版本项（第1版不著录）.出版地：出版者，出版年：析出文献的页码.
⑴普通图书中的析出文献
示例：
[1]马克思.关于《工资、价格和利润》的报告札记[M]//马克思，恩格斯. 马克思恩格斯全集：第44卷.北京：人民出版社，1982：505.
⑵论文集中的析出文献
示例：
[1]刘湘涛，何继军，马维民，等.口蹄疫流行态势分析[C]//中国畜牧兽医学会口蹄疫学分会第十六次学术研讨会论文专辑.兰州：中国畜牧兽医学会口蹄疫学分会，2017：45-49.
3.3  连续出版物中的析出文献
    连续出版物包括期刊、报纸等。
著录格式:
析出文献主要责任者. 析出文献题名[文献类型标识].连续出版物题名，年，卷（期）：引文页码.
示例：
[1] 王静，梁琳，逄春华，等. 犬冠状病毒SYBR GreenⅠ荧光定量RT-PCR检测方法的建立[J].中国兽医科学，2017，47（12）：1207-1213.
[2]Wang J L, Li T T, Liu G H, et al. Two tales of Cytauxzoon felis infections in domestic cats[J]. Clin Microbiol Rev, 2017, 30: 861-885.
[3] 习近平.决胜全面建成小康社会 夺取新时代中国特色社会主义伟大胜利：在中国共产党第十九次全国代表大会上的报告[N].人民日报，2017-10-28（1-5）.
3.4  专利文献
著录格式：
专利申请者或所有者.专利题名：专利号[文献类型标识].公告日期或公开日期[引用日期].获取和访问路径.
示例：
[1]姜锡洲.一种温热外敷药制备方案：88105607.3[P].1989-07-26.
示例
1. 胡秀彩，李雪，兰云，等. 嗜水气单胞菌丝氨酸蛋白酶基因的克隆与序列分析[J].生物技术,2014, 24(3):5-8.
2. 孙敏，唐小千，赵娜，等. 海豚链球菌胞外产物的抗原性及免疫保护效果研究[J].中国海洋大学学报, 2015, 45(4): 35-39.
3. 吴同垒, 单晓枫, 孟庆峰，等. 维氏气单胞菌研究进展[J]. 中国兽药杂志, 2011, 45(7): 41-44.

4. 赵娜，唐小千，绳秀珍，等. 海豚链球菌3种免疫原对牙鲆血细胞吞噬及SOD、POD和ACP活力的影响[J]. 中国海洋大学学报, 2011, 42(4): 33-40.
5. 王晨燕，周伦江，王隆柏，等. 运用免疫蛋白质组学方法筛选副猪嗜血杆菌血清4型菌株的免疫反应性蛋白[J]. 中国兽医学报, 2016, 36(9): 1511-1515.
6. 张冬星，康元环，田佳鑫，等. 维氏气单胞菌OmpAⅠ基因重组植物乳杆菌的构建及其表达产物的免疫原性分析[J].中国兽医科学, 2017, 47(2): 227-234.
7. 张海月，康元环，陈龙，等. 不同动物源性维氏气单胞菌OMPAⅠ基因的克隆及比较研究[J].中国兽医科学, 2016, 46(5): 607-610.
8. BAH A M, SUN H, CHEN F, et al. Comparative proteomic analysis of Typha angustifolia leaf under chromium, cadmium and lead stress[J]. J Hazard Mater, 2010, 184(1-3):191-203. 
9. CHI C, JIANG B, YU X B, et al. Effects of three strains of intestinal autochthonous bacteria and their extracellular products on the immune response and disease resistance of common carp, Cyprinus carpio[J]. Fish Shellfish Immunol, 2014, 36(1):9-18.

10. LEE J J, LIM J J, KIM D G, et al. Characterization of culture supernatant proteins from Brucella abortus and its protection effects against murine brucellosis[J]. Comp Immunol Microbiol Infect Dis, 2014, 37(4): 221-228.

11. ZHANG D, PRIDGEON J W, KLESIUS P H. Vaccination of channel catfish with extracellular products of Aeromonas hydrophila provides protection against infection by the pathogen[J]. Fish Shellfish Immunol, 2014, 36(1): 270-275. 
（以上为中英文参考文献录入格式举例。按照著者姓氏的字母顺序排列，中文在前，英文在后；中文用五号宋体，英文用“Times New Roman”字体，10.5pt，行距18磅）
注意：三个以上著者时只写三个著者，后用“等”或者et al.  表示。
     文献中的符号用英文半角，后空一格。
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图表内的字体一般为小五号，宋体,数字字母为“Time New Roman”，小五；








图表里的注释


中文用六号宋体 英文及数字新罗马六号宋体





图表里的注释


中文用六号宋体 英文及数字新罗马六号宋体





图表与正文连接处前后各空1行


图、表标题应中英文对照，中文小五号黑体，英文用“Time New Roman”，小五；





1级标题，黑体，三号或16pt，段前、短后间距为1行；字间距为“标准”。
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