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　 　 【摘要】 　 多重 ＰＣＲ 作为一种新型的分子生物学检测技术，具有高效、快捷、特异性和灵敏度高等优点，能够同

时扩增出多个核酸片段，克服了普通 ＰＣＲ 缺点，实现了对多种病原微生物的同时检测，为临床病原鉴别诊断、基因

分型、耐药基因等领域的研究提供了新思路，具有较大的发展前景。 笔者对多重 ＰＣＲ 的原理及技术特点，多重 ＰＣＲ
技术在实验动物病毒、细菌、寄生虫病原体和微生物耐药等方面进行综述，旨在为多重 ＰＣＲ 技术应用在实验动物疫

病病原体的检测提供参考依据。
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　 　 实验动物是生命科学研究的基础和条件，实验

动物的质量直接影响众多领域科学实验的准确性，
也关系到实验动物从业人员和动物实验操作者的

健康［１］。 因此，实验动物的质量控制成为制约性要

素，实验动物的微生物、寄生虫质量控制显得尤为

重要。 目前，实验动物微生物学等级及监测国标 ＧＢ
１４９２２􀆰 ２ － ２０１１，针对细菌检测推荐的方法是病原菌

的分离培养、生化鉴定，但耗时长，操作繁琐，易受

检测人员的主观判定干扰；针对病毒检测主要采取

血清学方法检测，但对于一些动物病毒呈周期性病

毒，在排毒的时候，体内无抗体，通过血清学方法检

测，就易造成假阴性。 针对寄生虫检测主要采用直

接涂片法或饱和氯化钠漂浮法，也受检测人员的判

定干扰。 此外，实验动物多采用群体饲养，易被各



种易感病原所感染，从而导致疾病的爆发和流行，
严重影响经济效益，并使公共卫生遭到威胁［２］。 因

此，建立一种快速、敏感、易于标准化操作的检测技

术尤为重要。 多重 ＰＣＲ 是近年来兴起的一种新型

检测手段，实现在同一反应体系对多种病原微生物

的检测，或对遗传病、癌基因、耐药基因的分型鉴

定，具有高效、快速、经济简便等优点，实现对实验

动物多种病原微生物或具体哪一型病原体感染的

鉴别诊断，以及为一些人兽共患病原如猴 Ｂ 病毒的

监测提供强有力的保障，在临床上具有很高的应用

价值［３］。 笔者将多重 ＰＣＲ 技术应用在实验动物疫

病病原体的检测综述如下，并提出多重 ＰＣＲ 未来应

用前景的展望。

１　 多重 ＰＣＲ 的原理及技术特点

多重 ＰＣＲ 反应原理与普通 ＰＣＲ 反应原理与试

剂基本相同，通过模板 ＤＮＡ 与引物之间的变性、退
火和延伸三个步骤为一个循环，每次循环产生的

ＤＮＡ 片段为下次循环的模板。 多重 ＰＣＲ 反应就是

在一个 ＰＣＲ 反应体系里，同时扩增多个核酸片段或

同一核酸片段的不同区域。 目前，有很多文献对影

响 ＰＣＲ 反应的质量条件进行了讨论，然而对影响多

重 ＰＣＲ 实验的关键因素鲜有报道。 多重 ＰＣＲ 与单

重 ＰＣＲ 最大的不同就是多对引物，因此各引物之间

的浓度搭配影响最大，其次是由于扩增多个目的

ＤＮＡ，因此在 Ｍｇ２ ＋ 、ｄＮＴＰ 的用量上面都需要做一些

调整。 大量实验研究报告也指出，影响多重 ＰＣＲ 成

功的主要因素是：多重 ＰＣＲ 体系里不同基因的引物

对浓度、退火温度、底物浓度应达到平衡。 在最初

进行多重 ＰＣＲ 反应时，需要先优化单重 ＰＣＲ 的引

物浓度、底物浓度、退火温度这三大重要因素，再对

多重 ＰＣＲ 体系里各引物对浓度比例、底物浓度、退
火温度探讨。 首先，多重 ＰＣＲ 引物的设计必须满足

每对单引物的设计原则，根据靶基因设计的各引物

对应具有高度的特异性，引物长度为 ２０ ｂｐ 左右，引
物的 ＧＣ 含量应不小于 ３５％ ，大于 ６０％ ［４］；其次，多
重 ＰＣＲ 反应体系里，各引物对的浓度很重要［５］。 大

部分文献研究报道，在最初的多重 ＰＣＲ 反应体系

里，需要不断的优化多重 ＰＣＲ 各引物对浓度，各引

物对的浓度搭配会影响某些基因的扩增量［６ － ７］。 解

决这一问题，需要改变反应中各种引物的比例，增
加“弱”基因的引物量，减少“强”基因的引物量［８］。
退火温度也是影响多重 ＰＣＲ 反应的一个重要参数，

大部分学者经验表明多重 ＰＣＲ 里的退火温度要比

单独扩增时的退火温度低 ４℃左右，退火温度 ５５℃
左右，效果最优［９］，并建议所有引物对的最适退火

温度要尽可能的相同，这样有助于多重 ＰＣＲ 选择的

退火温度保证每对引物都有相同的扩增率［１０］。 也

有学者提出，高的退火温度使基因的扩增量减少，
尽管可用延长退火和延伸时间来解决这一问题。
也有文献报道指出，多重 ＰＣＲ 实验中，通过增长延

伸时间能提高 ＰＣＲ 产物的产量。 Ｈｅｎｅｇａｒｉｕ 等［１１］研

究报道，在一个 Ｘ、Ｙ 染色体引物同时扩增实验中，
通过增加延伸时间，发现 ＰＣＲ 产物的产量也增加

了，同时试图增加一个反应体系扩增 ４ 个 Ｙ 染色体

上的基因的延伸时间，也发现 ＰＣＲ 产物的产量增

加。 对于 ｄＮＴＰ 浓度，大量实验研究证明，使用

ｄＮＴＰ 浓度较低（最低 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ），不抑制扩增，但
会使扩增产物量减少；ｄＮＴＰ 浓度大于 ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ
时，扩增被迅速抑制［１２ － １４］。 另外，也有研究报道缓

冲液中 ｄＮＴＰ、ＭｇＣｌ２、ＫＣｌ 浓度的平衡，也影响着扩

增的效率［１５］。 有研究指出，Ｍｇ２ ＋ 能提高 Ｔａｑ ＤＮＡ
聚合酶的活性，能提高扩增效率；同时指出长片段

的扩增引物在低盐浓度下扩增效率更高好，短片段

的扩增引物在高盐浓度下扩增效率更好［１６］。 此外，
ｄＮＴＰ 母液避免反复冻融。 最后，对于反应体系中佐

剂的使用，大部分学者认为在反应体系里加 ＤＭＳＯ
和甘油（参考范围为：５％ ～１０％ （Ｖ ／ Ｖ）），可提高产

物量和特异性［１７］。 一部分学者认为，加入 ０􀆰 ８ μｇ ／
μＬ ＢＳＡ 能更好的提高 ＰＣＲ 扩增效率［１８］。 然而，也
有反对的声音，在反应体系里加 ＤＭＳＯ 会影响实验

结果。 至于选择什么样的佐剂提高多重 ＰＣＲ 扩增

效率，有待更深入的研究。
多重 ＰＣＲ 具有高效性，在同一 ＰＣＲ 反应体系

能同时检出多种病原微生物，或进行基因分型，只
需要动物的一滴血，一根毛发或组织分泌物就可检

测多种病原体。 此外，多重 ＰＣＲ 具有系统性，多重

ＰＣＲ 适用于病毒、肠道细菌等多种混合病原体的检

测，理论上只要条件允许，引物对的数量可以不限，
目前有扩增 ９ 条目的片段的记录［１９］。 但该技术需

要对反应体系和反应条件进行多次优化。 另外，多
重 ＰＣＲ 技术能在同一反应体系快速鉴别诊断实验

动物多种病原体的混合感染，具有方便、快速、经济

适用的优点，能及时为临床提供更多更准确的诊断

信息。
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２　 多重 ＰＣＲ 在细菌、真菌混合感染检测中的应用

目前我国实验动物微生物等级及监测标准 ＧＢ
１４９２２􀆰 ２ － ２０１１，针对豚鼠、地鼠、兔、犬和猴；清洁级

以上小鼠、大鼠病原菌检测主要采用传统的细菌培

养、镜检、生化鉴定，此种方法费时费力。 随着分子

生物学的快速发展，多重 ＰＣＲ 技术可以同时对这几

种病原菌进行检测，具有高灵敏度、高效、低成本等

优点。
祝岩波等［２０］建立了金黄色葡萄球菌、绿脓杆菌

和肺炎克雷伯杆菌多重 ＰＣＲ 检测方法，对 ７６ 份感

染的实验动物粪便标本进行检测，结果表明建立的

多重 ＰＣＲ 方法对每种病原菌 ＤＮＡ 最低检测质量能

达到 １０ ｐｇ。 王鹏飞等［２１］ 建立了金黄色葡萄球菌、
绿脓杆菌和肺支原体多重 ＰＣＲ 检测方法，该方法对

三种菌的检测灵敏度达到 １ ～ １０ ｐｇ。 陆红玉等［２２］

建立了适合食蟹猴志贺氏菌、沙门氏菌和小肠结肠

炎耶尔森菌这三种致病菌快速检测的多重 ＰＣＲ 方

法，该方法对 １３７ 例食蟹猴肛拭子中志贺氏菌属、沙
门氏菌属和小肠结肠炎耶尔森氏菌 ３ 种病原菌检测

的灵敏度达到 １００ ～ ２００ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 上述三种多重

ＰＣＲ 方法都与传统分离培养方法和单重 ＰＣＲ 方法

比较，证实该方法能从混合感染的标本中，检测出

不同的病原菌，检测结果的一致性为 ９６％ ～ １００％ ，
且细菌检出率高于传统分离培养方法，说明该方法

具有很高的检测灵敏度和特异性，具有很强的实用

性和潜在的发展力。
邢进［２３］等建立了石膏样毛癣菌（Ｔｍ）、石膏样

小孢子菌（Ｍｇ）、犬小孢子菌（Ｍｃ） 和猴类毛癣菌

（Ａｍ）的多重 ＰＣＲ 检测方法，对 ２６０ 份实验动物毛

发样本进行检测，最低检测限达到 ５􀆰 ９ ～ ９􀆰 ５ ｐｇ ／
μＬ，且检测结果均为阴性，未发现 ４ 种真菌的感染，
与 ＳＤＡ 方法检测结果一致，证明在实验动物中的皮

肤真菌感染率始终保持在极低水平；对 １５ 份人工感

染四种不同真菌的大鼠毛发检测，准确的检测出不

同的菌株组合。 证明该法具有良好的可重复性、灵
敏性、特异性，可用于在实验动物皮肤病原真菌的

快速检测和筛查，具有较高的应用价值。

３　 多重 ＰＣＲ 在病毒性混合感染的病原检测中的应

用

　 　 目前实验室病毒检测方法主要参照国标 ＧＢ
１４９２２􀆰 ２ － ２０１１，采用 ＥＬＩＳＡ 血清学的方法检测，但
这种方法的敏感性和特异性取决于抗原的制备［２４］。

经研究发现，病毒大量增殖时动物尚未产生抗体，
随着抗体的产生，病毒逐渐清除［２５ － ２６］。 通常感染猴

逆转录 Ｄ 型病毒（ＳＲＶ）和猴 Ｔ 细胞趋向病毒 １ 型

（ＳＴＬＶ⁃１）的猕猴通常不表现出临床症状，体内可能

会产生较低水平的抗体，或在感染后很长一段时

间，体内仍无血清学转化。 因此检测这两种病毒不

应采用血清学方法。 为确保实验结果的准确性，通
常对所有血清学阴性的动物再次结合 ＰＣＲ 进行检

测。 李晓燕等［２７］ 建立了一种能同时检测猕猴

ＳＴＬＶ⁃１ 和 ＳＲＶ ／ Ｄ⁃１ 两种逆转录病毒的多重 ＰＣＲ 方

法，结果显示建立的多重 ＰＣＲ 方法能同时检测出猕

猴体内可能存在的 ＳＴＬＶ⁃１ 和 ＳＲＶ ／ Ｄ⁃１ 两种逆转录

病毒，可用于猕猴种群逆转录病毒的定性监测。
大量文献对其它实验动物，如大小鼠［２８］、水

貂［２９］、犬［３０］、树鼩［３１］、兔［３２］等应用建立的多重 ＰＣＲ
方法检测病毒混合感染，结果表明所建立的多重

ＰＣＲ 方法具有快速高效、特异性强、灵敏度高等优

点，可用于实验动物的质量监测。 饶丹等［３３］ 建立了

鉴别检测大鼠细小病毒（ＲＰＶ）与其他三种大鼠细

小病毒（Ｈ⁃１、ＫＲＶ、ＲＭＶ） 的多重 ＰＣＲ 方法，多重

ＰＣＲ 结合测序在检测 ２３ 份临床样本中，ＰＣＲ 的最

低检测限可达 １０００ 拷贝每微升，检测出 ３０􀆰 ４３％ 的

ＲＭＶ 阳性，具有灵敏度高及操作简单等优点，是一

种简便、可靠的检测方法。 以及近来广东实验动物

监测所设利用多重 ＰＣＲ 技术和 Ｌｕｍｉｎｅｘ 技术结合，
建立了一种可以同时检测大鼠 ５ 种病原体的方法；
应用多重 ＰＣＲ 荧光技术实现对小鼠脑脊髓炎病毒

和大鼠泰勒病毒的检测等，证实这两种方法都具有

快速高效、特异性强、灵敏度高、重复性好等优点。
综上所述，表明多重 ＰＣＲ 技术应用于实验动物病毒

检测有很大的优势和发展潜力，利用多重 ＰＣＲ 技术

与其它新型技术结合应用于实验动物的检测，将是

未来研究的一个方向。

４　 多重 ＰＣＲ 技术在细菌耐药性方面的研究

动物滥用药导致的细菌耐药性已成为全世界

关注的热点问题，且我国动物源细菌性监测工作起

步比较晚，动物源细菌耐药性检测能力仍严重不

足［３４］。 大肠杆菌、沙门氏菌等是动物易感染的细

菌，虽然可通过改善养殖条件和加强饲养管理来防

治，但目前仍主要通过抗菌剂治疗［３５］。 特别是针对

实验猴这类高等动物，沙门菌病和由志贺菌属引起

的细菌性痢疾是实验猴常见的肠道病［３６］。 这两种
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病治疗均以抗菌为主，常选用氨苄西林、庆大霉素、
氧氟沙星等来治疗，抗生素虽在短期内可缓解腹泻

症状，但从整个慢性病程看，并无效［３７］。 目前，一些

动物机构的养殖人员对抗生素的使用存在错误认

识，认为多使用几种抗生素总会有一种起作用，因
此造成疗效不确切时易产生交叉感染，使致病菌和

条件致病菌耐药性增强，而在有疗效时也无法弄清

是哪一种药物起的作用［３８］。 并且还存在一些兽医

在动物轻微感染的情况下就使用抗生素，随着时间

的累积，一旦产生耐药，将导致患病的实验动物治

疗效果不理想。 目前细菌耐药性的监测手法主要

为药敏监测方法。 药敏试验由于方便、简捷、易判

定的优点，尤其是药敏纸片琼脂扩散法，常用于临

床上指导用药。 但药敏试验是在体外用药物试探

性的检验细菌的表型耐药特性，不能检测细菌的隐

型耐药性，且药敏实验受不同药敏试验方法和判断

药物敏感浓度差异等影响结果的准确性。 另外，目
前还存在一些动物机构，动物患病直接先上抗生

素，再采样进行培养及鉴定和药敏检测，根据这个

流程，真正的致病菌往往已经受抗生素影响，等药

敏实验的结果出来，往往出现药敏结果与临床疗效

不符合的情况。 而多重 ＰＣＲ 具有的快速、敏感、特
异等优点，可以在同一反应体系检测多种极微量的

耐药基因，能更准确有效的提供细菌耐药的信息，
且不需要经过费时的细菌培养，已广泛的应用于细

菌耐药性的研究。 杨鑫等［３９］ 利用多重 ＰＣＲ 方法筛

选了猪源鸡源大肠杆菌氯霉素类药物耐药基因

（ｃａｔ１、ｃｍｌＡ、ｆｌｏｒ），建立了这 ３ 种耐药基因筛选的三

重试剂盒，并利用试剂盒对 ３３ 株细菌的耐药性进行

检测，同时将多重 ＰＣＲ 检测结果和药敏试验结果比

较，表明两者检出的符合率为 ９１％ ；共收集来自不

同省猪、鸡养殖场的 ４１７ 株细菌，进行猪源鸡源大

肠杆菌氯霉素抗性基因检测，三种基因的检出率

分别为：４１􀆰 ５％ 、３５􀆰 ７％ 和 ３７􀆰 ２％ ，不同省的耐药

基因检出率差异较明显。 目前，我国尚未有对猴

场耐药基因的分布及筛选的相关报道，大部分都

是针对猪、鸡养殖场的耐药基因分布进行统计调

查和筛选。 因此，开发和建立一种能快速筛选病

原微生物耐药基因的方法，特别是针对实验猴这

类国家级保护动物，用于实验动物耐药性的研究，
提高动物感染病原菌的治疗率非常有必要。 因

此，多重 ＰＣＲ 技术对推进病原物的耐药性研究将

具有十分重要的意义。

５　 多重 ＰＣＲ 技术的应用情景

多重 ＰＣＲ 实验技术在实验动物的微生物、寄生

虫、细菌耐药性等方面的检测比单一的普通 ＰＣＲ 技

术具有方便、快捷的优点，一次可以同时检测多种

基因，即达到了保证实验动物的质量，又节省了人

力与物力。 但多重 ＰＣＲ 技术应用在实验动物病原

检测中也存在不足。 比如假阳性结果，研究人员可

以通过对实验室实现严格的分区，加强实验室的管

理，每次实验设立严格的阴阳性对照等来消除。
多重 ＰＣＲ 技术未来的研究主要集中在以下几

个方面。 首先，多重 ＰＣＲ 试剂盒在开发并应用于实

验动物的疫病检测中，当前主要用于猪、牛羊、大小

鼠的病原微生物诊断，而应用于实验猴，树鼩的检

测甚少。 非人灵长类是人类的近亲，在生物学、遗
传学和行为学等方面与人类高度相同，被广泛的应

用于多种疾病动物模型的研究［４０ － ４１］，是极其珍贵的

实验动物。 树鼩，由于其体型小，孕期短，生长快、
容易饲养、在生物进化史上更接近人类等优点，作
为一种新型的实验动物资源，正受到广泛的重

视［４２ － ４３］。 对实验猴、树鼩等其它一些新型的实验动

物携带的病毒、细菌、寄生虫指标进行控制，开发和

建立快速、可靠的新型监测手段非常迫切。 因此，
研制针对于猴、树鼩等新型实验动物疫病的多重

ＰＣＲ 标准诊断试剂盒，用于动物疫病的监测，将有

很大的应用前景。 其二，多重 ＰＣＲ 试剂盒具有的高

效快捷、高度特异敏感等优点，在面对人兽共患病，
公共卫生危机方面避免了耗时、大量的费力排

查［４４ － ４５］。 多重 ＰＣＲ 试剂盒研发和生产，使其在公

共卫生安全诊断中发挥更大的优势，也是未来的一

个发展方向。 最后，多重 ＰＣＲ 技术最大的价值在于

它能提高诊断的敏感性。 目前，后基因组时代，对
基因组候选区段的重测序需求日益增加，人们对序

列的关注超过了少数的 ＳＮＰ，候选区段的范围可能

在 ５ ～ １００ Ｋｂ 之间，使用传统 ｓａｎｇｅｒ 法或目标区域

杂交捕获测序价格昂贵，使用多重 ＰＣＲ 目标区域捕

获测序很好的解决了这一难题。 通过多重 ＰＣＲ 对

扩增整个基因区域，一次性捕获，结合高通量测序

技术，多样本同时测序，在大样本量筛查的同时极

大的降低成本。 另外，多重 ＰＣＲ 技术与其它技术的

整合应用，如多重 ＰＣＲ 技术与 ＬＡＭＰ、基因芯片等实

验技术结合，进一步提高动物病原检测的灵敏性、
可重复性，实现大批量实验动物病原检测、混合感

４１１ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ２８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． １０



染样品基质中的多种微生物的有效检测、实验动物

检测的标准化，必将在未来实验动物病原检测中有

很好的应用前景。
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［ ９ ］ 　 Ｈａｙａｓｈｉｍｏｔｏ Ｎ， Ｍｏｒｉｔａ Ｈ， Ｉｓｈｉｄａ Ｔ，ｅｔ ａｌ． Ｃｕｒｒｅｎｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｒａｔｓ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ｉｎ
Ｊａｐａｎ［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ａｎｉｍ，２０１３，６２（１）：４１ － ４８．

［１０］ 　 Ｇｒｅｈａｎ Ｍ， Ｔａｍｏｔｉａ Ｇ， Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｒｉｎｅ ｌｏｗｅｒ ｂｏｗｅｌ ｂｙ ｇｅｎｕｓ⁃

ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌ
Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ． ２００２，６８（１０）：５１６４ － ５１６６．

［１１］ 　 潘金春，赵维波，陈梅玲，等． ２０１３ － ２０１５ 年广东地区实验小

鼠和大鼠微生物学及寄生虫学调查［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志，
２０１７，２７（２）：６４ － ６９．

［１２］ 　 魏杰， 林建伟， 付瑞， 等． ２００９ － ２０１３ 年北京地区实验动物质

量抽检结果分析［Ｊ］ ． 实验动物科学，２０１４，３１（２）：１ － ６．
［１３］ 　 葛文平，张旭，高翔，等． 我国商业化 ＳＰＦ 级小鼠病原体污染分

析［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志，２０１２，１２（３）：６５ － ６８．
［１４］ 　 白玉，尹良宏，卢胜明． 牛棒状杆菌感染及其防治措施［ Ｊ］ ．

实验动物科学，２０１５， ３２（１）： ５１ － ５４．

〔收稿日期〕２０１８ － ０３ － １３

６１１ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ２８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． １０


