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研究报告

六年实验动物病原菌检测能力验证结果分析

邢　 进，冯育芳，王　 洪，张雪清，付　 瑞，岳秉飞∗

（中国食品药品检定研究院，实验动物资源研究所，北京　 １０００５０）

　 　 【摘要】 　 目的　 总结分析 ２０１１ 年、２０１３ ～２０１７ 年实验动物病原菌检测能力验证活动情况，提高检测能力，促进

能力验证活动开展。 方法　 ２０１１ 年、２０１３ 年 ～２０１７ 年，本院组织开展了六次 ７ 个项目的实验动物病原菌检测能力验

证活动。 通过汇总六年中能力验证活动的结果数据，分析整体趋势，总结归纳出现的问题。 结果　 六年中共有全国

２０ 个省市的 ４５ 个单位先后报名参加实验动物病原菌的能力验证活动，项目包括肺支原体、泰泽病原体、绿脓杆菌、金
黄色葡萄球菌、沙门菌、肺炎克雷伯杆菌和支气管鲍特杆菌；满意率分别为 ７５％、８７ ５％、８０ ０％、７８ ６％、９３ ３％、
９６ ２％和 ８８ ０％。 不满意结果原因主要有培养时间不足、可疑菌落筛选错误、生化鉴定错误、报告书写笔误以及未及

时提交报告等。 结论　 通过连续的能力验证活动，国内实验动物病原菌检测水平逐渐提高，达到预期目标。
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ； ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙ ｔｅｓｔｉｎｇ； ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 能力验证（ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙ ｔｅｓｔｉｎｇ， ＰＴ）是利用实验

室间比对来判定实验室和检测机构能力的活动。
作为一项重要的外部质量评价活动，利用实验室间

的比对，按照预先制定的准则评价参加者的能力。



参加能力验证活动，是实验室证明其技术能力的一

种重要方式，也是认可机构加入和维持国际相互承

认协议（ＭＲＡ）的必要条件之一。 寻求中国合格评

定国家认可委员会（ＣＮＡＳ）认可和已获准认可的机

构必须满足 ＣＮＡＳ 的能力验证相关政策，并按照

ＣＮＡＳ 能力验证领域、频次要求参加 ＣＮＡＳ 组织或

承认的能力验证活动，包括能力验证计划、实验室

间比对和测量审核活动。［１ － ２］。
近年来，我国实验动物领域不断发展，许多相

关研究已达到国际领先水平。 实验动物质量检测

作为保障实验动物和动物实验质量的根本手段，开
展能力验证活动势在必行。 通过能力验证活动，可
以增进实验动物检测实验室间的交流，发现自身不

足，补充、完善内部质量控制技术，提高质量检测能

力和水平。 本院从 ２０１１ 年开始采用与 ＣＮＡＳ 联合

举办能力验证活动，在病毒［３ － ５］、病原菌［６ － ８］ 和遗

传［９ － １０］检测项目上积累了丰富的经验。 ２０１５ 年本

院顺利通过了 ＣＮＡＳ 能力验证提供者（ Ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙ
Ｔｅｓｔｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｄｅｒ，ＰＴＰ）的现场评审，成为合格的能力

验证提供者。
实验动物细菌检测是实验动物质量检测的重

要内 容， 依 据 《 实 验 动 物 微 生 物 学 检 测 方 法

（２）》 ［１１］，对常用实验动物的检测方法主要包含分

离培养法和血清学方法。 目标菌主要包括感染呼

吸道和肠道的病原菌。 本院作为能力验证活动的

提供者，依据 ＣＮＡＳ⁃ＲＬ０２ 《能力验证规则》 ［１］ 和

ＣＮＡＳ⁃ＲＬ０３ 《能力验证提供者认可准则》 ［１２］ 在

２０１１、２０１３ ～ ２０１７ 年共开展了六次能力验证活动，
包括对 ７ 种病原菌的检测。 现将其汇总如下。

１　 材料和方法

１ １　 样品制备

１ １ １　 血清样品

用标准菌株超声波破碎制备免疫抗原，免疫小

鼠和大鼠，获得免疫血清。 用 ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ 方法分

别测定支原体和泰泽病原体的抗体效价，制成强阳

性、弱阳性的工作浓度和阴性样本后分装于螺口冻

存管，至 － ２０℃保存。
１ １ ２　 带菌样品

将目标菌株和干扰菌株复苏后分别采用生化

鉴定和 １６ＳｒＤＮＡ 测序的方式进行鉴定，确认无误后

开展下一步制备。 用灭菌生理盐水制成菌悬液，然
后按比例加入细菌保护液。 与灭菌的或带菌清楚

的动物样品均匀混合，制成带菌匀浆。 样品分装于

螺口 １ ５ ｍＬ 无菌冻存管中。 ２０１４ 年开始，样品均

采用冷冻干燥处理。 见表 １。
六次能力验证中设置了免疫血清和带菌样品。

所用菌株和样品形式如表 １。
１ ２　 样品检验

编号前，依据 ＣＮＡＳ⁃ＧＬ０３ ［１３］ 文件要求，采用

国家标准中的方法对制备好的样品进行均匀性、
稳定性评价，确保样品符合要求。 分别随机抽取

已制备样品总数量的 １０％ 用于均匀性和稳定性

检验。 进行均匀性评价时，对血清样品采用 ＯＤ
值 Ｓ≤０ ３σ 方法，对带菌样品定性观察培养出的

目标菌落数。 稳定性评价至少进行 ４℃ 、室温

（２３℃～ ２５℃ ）和 ３６℃温度下的存放稳定性检验，
血清样品时间至少为 ２ 周，带菌样品时间至少为

１ 个月。
１ ３　 样品编号

除 ２０１１ 年采用相同编号外，其他年份的比对样

品均采用顺序编号，各样品随机组合，由软件自动

分配，确保每个参与实验室随机得到 ３ 份或 ５ 份样

品，见表 １。 ２０１６ 年样品分组采用三种不同样品全

部随机的方式编排，因此有可能出现各种组合，即
可能存在 ３ 份阴性或 ３ 份阳性的极端情况。 实验室

无法通过样品编号判断组别，防止了实验室间对结

果的相互沟通。
１ ４　 样品发放

２０１５ 年之前的样品通过 ＥＭＳ 形式运输，外包

装为泡沫塑料，内至冰袋和样品。 ２０１６ 年后除个别

地区的限制，仍采用冰袋冷藏外，其他地区均采用

干冰冷链运输。
１ ５　 评价方法

各实验室收到的所有样品的测定结果与标准

结果完全一致时，被判定为满意结果；任何 １ 份样品

的测定结果与标准结果不一致时，即判定为不满意

结果；实验室如果未按时限反馈结果，也将判定为

不满意结果。

２　 结果

２ １　 参与单位统计

从 ２０１１ 年、２０１３ ～ ２０１７年，共有 ４５ 家单位参与

了能力验证活动，参与次数 ４ 次以上的有 １８ 家，见
图 １。 参与单位类型主要分为实验动物检测机构、
疾病预防控制中心、药监系统、科研院校和企业实

验室，见图 ２。 ２０１１ 年只有实验动物检测机构参与。
其中药检系统和科研院校的数量变化相对较大。

４０１ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ４ 月第 ２８ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｐｒｉｌ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ４



表 １　 实验动物病原菌检测能力验证所用菌株和样品形式
Ｔａｂ． １　 Ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｆｏｒｍｓ ｏｆ ＰＴ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

年份
Ｙｅａｒｓ

目标菌种
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ

干扰菌种 １
Ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ １

干扰菌种 ２
Ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ ２

样品形式
Ｓａｍｐｌｅ ｆｏｒｍ

阳性率设置
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｓｅｔｔｉｎｇ

２０１１
肺支原体
ＡＴＣＣ１９６１２

Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｐｕｌｍｏｎｉｓ
／ ／ 免疫血清

Ｉｍｍｕｎｅ ｓｅｒｕｍ ３ ／ ５

２０１１
泰泽病原体

ＲＪ 株
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｉｌｉｆｏｒｍｉｓ

／ ／ 免疫血清
Ｉｍｍｕｎｅ ｓｅｒｕｍ ２ ／ ５

２０１３
绿脓杆菌

ＣＭＣＣ１０１１０
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

／ ／ 粪便
Ｆｅｃｅｓ ３ ／ ５

２０１４
金黄色葡萄球菌

ＣＭＣＣ２６１１２
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

木糖葡萄球菌分离株
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｘｙｌｏｓｕｓ ／ 粪便

Ｆｅｃｅｓ １ ／ ３

２０１５
乙型副伤寒沙门氏菌

ＣＭＣＣ ５００９４
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ｂ

变形杆菌分离株
Ｐｒｏｔｅｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ

大肠杆菌
ＣＭＣＣ ４４１１０
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

冻干粪便
Ｆｒｅｅｚｅ⁃ｄｒｉｅｄ ｆｅｃｅｓ １ ／ ３

２０１６
肺炎克雷伯菌杆菌

ＣＭＣＣ４６１０８
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

产酸克雷伯菌分离株
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｏｘｙｔｏｃａ ／ 冻干粪便

Ｆｒｅｅｚｅ⁃ｄｒｉｅｄ ｆｅｃｅｓ
随机 ／ ３

Ｒａｎｄｏｍ ／ ３

２０１７
支气管鲍特杆菌

ＡＴＣＣ １９３９５
Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ

产气巴斯德杆菌
ＡＴＣＣ ２７８８３

Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ

大肠杆菌
ＣＭＣＣ ４４１１０
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

冻干气管冲洗液
Ｆｒｅｅｚｅ⁃ｄｒｉｅｄ ｔｒａｃｈｅａｌ

ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ
１ ／ ３

图 ２　 参与单位类型

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇ ｉｎ ＰＴ

图 １　 单位参与次数

Ｆｉｇ． １　 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

２ ２　 结果汇总

２０１１ 年开展了 ２ 项比对项目，检测血清中的抗

体。 ２０１２ 年未开展。 ２０１３ ～ ２０１７年为检测动物样

品中的病原菌。 几项能力验证的满意率在 ７５％ ～
９６ ２％之间。 见表 ２。 其中获得不满意结果的实验

室后续均通过了测量审核。
能力验证活动没有规定检测方法，参与单位可根

据自身情况自行选择。 参与单位多数按照国家标准

中的方法进行检测，少数实验室采用 ＰＣＲ 方法直接

扩增样品中的特异片段，也可取得满意结果。
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表 ２　 ２０１１ 年、２０１３ ～ ２０１７ 年实验动物细菌能力验证项目和结果
Ｔａｂ． ２　 Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＴ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ２０１１ ａｎｄ ２０１３ － ２０１７

年份
Ｙｅａｒｓ

比对项目
Ｐｒｏｊｅｃｔｓ

参加单位数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｌａｂｓ

省份数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｒｏｖｉｎｃｅｓ

ＥＬＩＳＡ 或 ＩＦＡ 法
ＥＬＩＳＡ ｏｒ ＩＦＡ

ｍｅｔｈｏｄｓ

分离培养法
Ｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｔｈｏｄｓ

ＰＣＲ 法
ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

满意率（％ ）
Ｓａｔｉｓｆａｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

２０１１ 支原体
Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｓｐｐ． ８ ７ ８ ／ ／ ７５ ０

２０１１ 泰泽病原体
Ｔｙｚｚｅｒ’ｓ ｏｒｇａｎｉｓｍ ８ ７ ８ ／ ／ ８７ ５

２０１３ 绿脓杆菌
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ２０ １４ ／ １９ １ ８０ ０

２０１４ 金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ２８ １８ ／ ２４ １ ７８ ６

２０１５ 沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐｐ． ３０ ２０ ／ ２９ １ ９３ ３

２０１６ 肺炎克雷伯菌杆菌
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ２６ １５ ／ ２２ ４ ９６ ２

２０１７ 支气管鲍特杆菌
Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ ２５ １７ ／ ２４ ２ ８８ ０

３　 讨论

３ １　 项目的选择

２０１１ 年本院首次尝试性开展国内实验室比对

工作。 充分考虑样品制备和实验室比对的可操作

性，在项目选择上遵循由易到难的原则，首先进行

的是血清学检测项目。 支原体和泰泽病原体是清

洁级大、小鼠的必检项目，在国家标准中可采用血

清学方法检测，对检测实验室软硬件要求不高，可
以比较方便的购买到两种病原菌的检测试剂盒。
通过对这两个项目的检测，能够直接考察参与实验

室在实验动物病原菌血清学检测方面的基本能力。
经过一年的准备，２０１３ 年开始连续开展了四年肠道

细菌检测项目带菌样品的能力验证工作。 分别是

对绿脓杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌和肺炎克

雷伯杆菌的检测。 选择这四种细菌主要有三方面

原因：①易培养、保存和鉴定。 这四种细菌对培养

条件的要求相对较低，而且具有特征性的鉴别要

点，样品制备时容易获得稳定的样品，便于后续比

对实验的开展。 ②阳性率高。 特别是绿脓杆菌和

金黄色葡萄球菌，是实验动物中肠道细菌阳性率最

高的两种病原菌，沙门氏菌和肺炎克雷伯杆菌次

之，均严重影响动物实验和人员健康。 ③等级检测

需要。 沙门氏菌是国家标准中各级别动物首先要

排除的病原菌，另外三种细菌均为 ＳＰＦ 级啮齿类和

兔中必须要排除的病原菌，通过对这几种常见的肠

道病原菌的能力验证，能够比较全面的考察参加实

验室在肠道病原菌检测方面的能力。 经过连续几

年的能力验证活动，反馈结果的满意率逐渐提高。
２０１７ 年首次开展了呼吸道细菌的带菌样品的验证

活动，在样品制备方面也提出了更高的要求。 先期

开展的项目是支气管鲍特杆菌，作为 ＳＰＦ 级动物必

检项目，该菌比其他呼吸道病原菌更易培养和保

存，通过制备工艺的调整，样品均稳实验获得理想

结果，为下一步呼吸道病原菌检测项目的扩展奠定

了基础。
３ ２　 样品制备

目前实验动物病原菌能力验证的带菌样品中

的基质，如粪便或回盲内容物等均经过严格的检测

或灭菌处理，确保无待检目标菌的存在。 同时，通
过添加保护剂和冷冻干燥的方法，最大程度的保持

样品中受试菌的稳定性，不受外界环境干扰。 并且

不断完善准确性、均匀性和稳定性的实验方法，建
立实验动物细菌 ＰＴ 样品的质量控制程序，确保制

备出合格的 ＰＴ 样品。
３ ３　 检测方法

２０１１ 年开展的支原体和泰泽病原体项目检测

方法主要是酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）和间接免疫

荧光试验（ＩＦＡ）方法，使用设备和试剂相对单一，操
作程序成熟。 使用新鲜配制的试剂，按照常规检测

方法操作均可检测准确。 针对带菌样品的检测方

法一方面可选择传统的分离培养法，对可疑菌进行

生化鉴定；另一方面也可以采用快速的 ＰＣＲ 方法，
对样品直接提取 ＤＮＡ，采用特异性引物扩增其中的

目的基因。 根据 ５ 项带菌项目的检测结果，ＰＣＲ 方

法均获得满意结果。 对于非常规性的实验动物检
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测实验室而言，ＰＣＲ 是非常理想的方法。
３ ４　 不满意结果分析

通过对反馈结果和报告的分析，将不满意结果

的原因总结为以下几个方面：（１）培养时间不足。
比如绿脓杆菌在初代分离培养时应在 ＮＡＣ 液体培

养基中培养至 ７２ ｈ；金黄色葡萄球菌初代在高盐甘

露醇琼脂培养基中培养至３６ ～ ４８ ｈ，最有利于菌落

形态的观察。 （２）可疑菌落筛错误。 从样品的初代

分离培养物中筛选出可疑的目标菌需要有丰富的

细菌学检测经验，初代可疑菌的挑取对后续的细菌

鉴定至关重要。 绿脓杆菌比对项目中设置了不产

色素菌株，金黄色葡萄球菌项目中设置了浅黄色菌

落的木糖葡萄球菌作为干扰项，沙门菌项目中设置

了普通变形杆菌作为干扰项，支气管鲍特杆菌项目

中设置了嗜肺巴斯德杆菌作为干扰项。 当出现大

量非典型菌落和相似菌落的情况时有可能出现漏

检。 （３）生化鉴定错误。 生化鉴定是细菌鉴定的关

键步骤。 根据国家标准进行手工鉴定时容易造成

主观判定的误差。 当个别生化项目与标准不符时，
容易得出假阴性结论。 （４）报告书写错误。 检测结

果准确，原始记录中编号书写混淆导致最终报告错

误。 （５）未及时反馈结果。 当能力验证样品发样时

间有可能与高校或科研单位的暑假相冲突，造成未

及时对样品进行处理和检测，造成结果反馈超期。
最初的从不满意结果的原因能够看出鉴定试

剂有可能成为结果的决定。 实验动物微生物检测

试剂主要包括培养基、生化鉴定试剂、血清学检测

试剂等。 专门用于实验动物检测的试剂仍然比较

匮乏。 现有这些试剂的质量和判定标准存在一定

差异。 ２０１１ 年的两项检测均为血清学方法，支原体

采用 ＥＬＩＳＡ 方法，泰泽病原体采用 ＥＬＩＳＡ 或 ＩＦＡ 方

法。 国内市场上支原体和泰泽病原体的抗体检测

试剂非常少，进口试剂往往价格昂贵，订购周期长，
很大程度上限制了检测工作的开展。 在细菌培养

基方面，国产培养基质量不断提高，从比对结果和

原始记录分析，不同来源的国产或进口培养基对分

离结果的没有显著影响。
实验动物细菌检测中，对可疑菌的生化鉴定是

最关键内容。 随着检测技术和检测条件的提高，自
动化鉴定设备已经逐步应用于检测中。 ２０１３ ～ ２０１７
年使用商品化鉴定试纸条或自动细菌鉴定仪的实

验室所占比例分别为 ３０％ 左右，均获得满意结果。
采用手工生化鉴定时，常因试剂反应弱或反应滞后

造成主观判断错误。

３ ５　 工作展望

开展能力验证的根本目的是为了提高实验动

物检测机构的能力和水平。 本院开展能力验证以

来，参与单位数量从 ２０１１ 年的 ８ 家增加到最多时的

３０ 家，一共有 ４５ 个单位参与了能力验证工作。 前

几年的实验动物病原菌检测能力验证满意率整体

稳定，并且呈稳步升高的趋势。 随着国内实验动物

检测机构检测水平的不断提升，能力验证样品的难

度设置也应相应增加，同时对 ＰＴＰ 的要求也更高。
虽然顺利的完成了此前的能力验证工作，但其中很

多环节仍有待改进，比如完善样品制备工艺、增加

检测项目，丰富样品设置等。 希望在全国实验动物

工作者的共同努力和支持下，能力验证工作能够助

力国内实验动物质量检测整体水平的进一步提高。
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