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牛棒状杆菌检测团体标准的编制
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　 　 【摘要】 　 实验动物科学作为生命科学研究的支撑要素,需要有良好的动物质量做保证。 动物质量的检测依

靠完善、科学的检测标准。 牛棒状杆菌作为引起裸鼠感染的一种重要病原菌,仍然缺少相关检测标准。 本标准的

制定,提供和规范了牛棒状杆菌的检测方法,有助于对此菌的及时发现与控制。
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Establishment of group standards on Corynebacterium bovis detection
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　 　 【Abstract】　 The good quality of laboratory animals is the foundation of laboratory animal science as a support for life
science research. The monitoring of animal quality relies on well-established and scientific examination standards.
Corynebacterium bovis is an important pathogen causing infection in nude mice, but no relevant examination standards have
yet been developed for it. The development of such standards can provide and normalize the method for detecting C. bovis,
which is helpful for timely monitoring and control of this bacterium.
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　 　 牛棒状杆菌(Corynebacterium bovis,Cb)是一种

革兰氏阳性短杆菌,是牛乳房炎的主要病原之

一[1]。 日本、美国及欧洲都有裸鼠感染的报道[2],
Cb 也可以感染人,主要存在于结膜和皮肤,常引起

眼部感染[3]。 近年来随着国内生物制药和医学研

究的快速发展,动物进口也增加了 Cb 引入的风

险[4]。 在实验动物中,该菌主要感染免疫缺陷小

鼠,但多不表现出临床症状,主要引起裸鼠过度角

质化症(hyperkeratosis),致裸鼠发生过度角质化皮

炎和棘皮症[5]。 裸鼠作为一种免疫缺陷动物,已成

为医学、生物学研究领域中不可缺少的实验动物模

型,在肿瘤学、免疫学、药品和生物制品的安全性评

价及药物筛选等方面具有特殊的应用价值。

1　 编制背景

目前,我国尚无 Cb 相关检测标准颁布。 为了
适应现阶段的检测需求,有效检测和排除 Cb 的污

染,填补实验动物检测标准上的空白,制定该菌检

测的标准势在必行。 本文对“实验动物 牛棒状杆菌

检测方法”团体标准的编制和初步应用情况进行详

细的说明,推动本标准能够有效的实施,为 Cb 的检

测和控制提供依据。

2　 法规依据

《实验动物管理条例》(中华人民共和国国家科
学技术委员会令第 2 号)第十六条规定,“对引入的



实验动物,必须进行隔离检疫。”第十九条规定,“应
用不合格实验动物取得的检定或者安全评价结果

无效,所生产的制品不得使用。”第二十五条规定,
“进口、出口实验动物的检疫工作,按照《中华人民

共和国进出境动植物检疫法》的规定办理” [6]。 其

中包括第二十七条,“进口动物产品经检疫发现有

检疫对象和应检疫病的,签发《检疫处理通知单》,
通知并监督报检人按下列原则处理,……(二)对无

法有效消毒的产品,做整批退回或销毁处理。”第三

十六条,“输往与国签订动植物检疫双边协定的国

家的动植物产品,应按协定中规定的检疫要求检

验;……” [7]。 因此,对于实验动物这种特殊的动物

产品而言,感染 Cb 的动物势必会对动物设施[8] 及

后期的饲养繁育[9] 和动物实验[10] 等操作带来直接

的影响。 本标准的制定为实验动物牛棒状杆菌的

检测提供了重要依据。
《实验 动 物 质 量 管 理 办 法》 (国 科 发 财 字

[1997]593 号)中第二十条规定,“国家实验动物

质量检测机构是实验动物质量检测、检验方法和

技术的研究机构,实验动物质量检测人员的培训

机构和具有权威性的实验动物质量检测服务机

构。 其主要任务是:开展实验动物及相关条件的

检测方法、检测技术研究” [11] 。 面对检测 Cb 的需

求,作为检测机构有义务及时建立检测方法,解决

无标可依的情况。

3　 编制内容

3. 1　 分离培养

分离培养是细菌检测的经典方法,能够直接分

离获得病原菌并进行鉴定,结果准确。 Cb 属需氧

菌,在血琼脂上生长良好,但生长比较缓慢。 采用

分离培养的方法检测 Cb 无需特殊设备,简单易行。
3. 1. 1　 样品采集

待检样品宜采取活体或刚死亡动物的皮肤拭

子、肠内容物、新鲜粪便或病灶分泌物。 活体采样

时,可将无菌棉签用灭菌生理盐水湿润,轻轻擦拭

皮肤表面,以疑似鳞屑分泌物覆盖处为主要部位,
或采取新鲜的粪便,接种于血琼脂平皿上,置 36℃
培养 48 h。 如处死动物,则根据国家标准[12] 的操

作,取盲肠内容物,接种于血琼脂平皿上培养。 同

时可将皮肤拭子、新鲜粪便或回盲内容物混悬于无

菌 PBS 中,以备提取基因组 DNA。
3. 1. 2　 生化鉴定

Cb 在血琼脂上形成 1 mm 左右、灰白色、凸起、
无光泽、不溶血的菌落。 检测时应首先关注血平皿

上的特征可疑菌落,根据目前国家标准中的检测项

目[13],与 Cb 菌落形态相似的只有鼠棒状杆菌

(Ck),但相比 Cb,Ck 菌落颜色似石灰,凸起更为明

显,触感较硬,涂片不易乳化。 对血平皿上生长出

的可疑菌落应用接种环小心挑取,再次接种于血琼

脂平皿传代纯化,置 36℃再次培养 48 h。 对纯培养

菌落需进行生化鉴定以确定是否符合 Cb 的生化特

征。 生化鉴定项目的确定主要依据两个方面:①伯

杰细菌手册,参考其中对棒状杆菌属各菌株的鉴别

生化项目[14];②便于获得试剂及操作的生化鉴定项

目。 Cb 的生化特征主要为:氧化酶阳性,碱性磷酸

酶、吡嗪酰胺酶阳性[15],葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、木
糖、甘露醇、七叶苷、硝酸盐还原、CAMP 反应均为阴

性,尿素酶根据菌株来源的不同会存在差别[16]。
3. 2　 荧光定量 PCR

对病原菌的快速检测离不开分子生物学方法,
目前已经报道的应用与 Cb 的分子生物学方法主要

有普通 PCR[5]、荧光定量 PCR( real-time fluorescent
quantitative PCR,qPCR) [16 - 17]、16SrDNA 测序[18 - 19]

和质谱检测方法[20],其中 16SrDNA 的方法最为准

确[21],但检测成本和时间相比 qPCR 没有优势,因
此目前 qPCR 是最理想的检测方法。

细菌的 16SrRNA V3 区具有高度的差异性,是
非常理想的探针设计区域[22]。 qPCR 方法通过两条

标记荧光发射基团和荧光淬灭基团的引物对牛棒

状杆菌 16SrDNA 的 V3 区进行扩增,当完整的探针

与目标序列配对时,荧光基团发射的荧光因与 3’端
的淬灭剂接近而被淬灭。 但在进行延伸反应时,聚
合酶的 5’外切酶活性将探针进行酶切,使得荧光基

团与淬灭剂分离。 所发出的荧光信号可以被荧光

定量 PCR 仪所记录捕捉。 随着扩增循环数的增加,
释放出来的荧光基团不断积累,荧光强度与扩增产

物的数量呈正比关系。 据此片段设计 MGB 荧光定

量 PCR 引物和探针,可对皮肤、口腔、肠内容物或粪

便样品进行荧光定量 PCR 检测。

4　 实施难点

4. 1　 可疑菌落的挑选

Cb 在血琼脂上形成 1 mm 左右、白色无光泽、
不溶血的菌落。 因此在初代培养时,Cb 的可疑菌落

容易被忽视,要求检测人员细致观察有无细小的菌

落存在。 经过纯传后 Cb 一般才会显现出其典型的

菌落特征。
4. 2　 生化鉴定项目实施

氧化酶试剂,葡萄糖、甘露醇糖醇类培养基及
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硝酸盐、尿素等培养基属于常规生化鉴定项目,比
较容易操作;CAMP 反应需要有 β 溶血的金黄色葡

萄球菌和 B 群溶血性链球菌作为试验用菌株,其原

理是具有 CAMP 因子的细菌能够促进金黄色葡萄

球菌 β 溶血素活性,从而在血琼脂上呈现出箭头状

溶血区;碱性磷酸酶试验和吡嗪酰胺酶试验操作相

对复杂,碱性磷酸酶试验原理是,碱性磷酸酶是底

物专一性较低的非特异性磷酸单酯酶,能催化磷酸

单酯的水解反应产生无机磷酸和的磷酸单酯的水

解反应,产生无机磷酸和相对应的醇、酚或糖,在相

应的基质液中可显出不同的颜色[23 - 24];吡嗪酰胺

酶试验是 Cb 具有吡嗪酰胺水解酶活力,可将吡嗪

酰胺转化为杀菌的吡嗪酸,当加入硫酸亚铁铵后,
可与吡嗪酰胺水解酶发生显色反应,它是棒状杆菌

属鉴别的关键项目之一[25]。 某些自动细菌鉴定仪

或试剂盒可检测碱性磷酸酶,吡嗪酰胺酶试验则需

要单独购买吡嗪酰胺和硫酸亚铁铵手工鉴定。
4. 3　 结果的判定

4. 3. 1　 生化鉴定结果判定的前提是确保生化试剂

的有效性

每次生化鉴定须设置阴性、阳性对照来验证相

对应生化试剂的合格有效。 随着自动细菌鉴定设

备和试剂盒的出现,简化了细菌生化鉴定操作,也
避免了实验人员主观判断带来的误差。 但在缺少

此类设备时,仍要求检测人员能够依据相关生化项

目准确鉴定可疑 Cb。 在棒状杆菌属中,乳房炎棒状

杆菌( Corynebacterium mastitidis) 的生化鉴定常与

Cb 相混淆,此时宜采用 PCR 方法进行验证,避免得

出错误结论。
Cb 基本不发酵糖醇类培养基,当遇到有些反应

迟缓的非 Cb 菌株,容易造成混淆和误判。 此外,因
为菌株来源的不同,尿素会出现阴阳不定的情况。
一般啮齿类来源的 Cb 菌株,尿素酶一般为阳性,而
牛来源的菌株则为阴性。 因此这种结果属于正常

情况,通过此特点,可大致判断菌株的污染途径。
4. 3. 2　 qPCR 结果的判定同样需要在阴、阳对照成

立的情况下判定

本方法敏感性能够检测到 10 拷贝∕mL 的 Cb 标

准品 DNA,Ct 值为(32. 621 ± 0. 128)。 由此标准中

设定 Ct 值≤ 32 时为阳性反应。 当处于临界值(Ct
值 32 ~ 35)时判为可疑反应。 有可能是操作污染

所致,如复试仍为可疑,则需根据动物临床表现进

行判断。 研究表明,裸鼠即使在接触到轻微 Cb 污

染后 4 d,其体表 Cb DNA 可达 1000 拷贝 /拭子[16],
此时 Ct 值约为 24,远低于 32。 因此 Cb 检测时可连

续取样,动态监测 Ct 值得变化,获得准确结果。
4. 4　 设备环境要求

Cb 属于生物安全 2 级病原微生物,对 Cb 的检

测首先应具备生物安全 2 级实验室的实验条件。 采

用分离培养的方法检测 Cb 无需特殊设备,36℃ 恒

温培养箱、生物安全柜、显微镜即可满足检测需求。
有条件的实验室使用自动细菌鉴定仪能够极大的

提高检测的准确率和检测效率。 采用 qPCR 方法检

测必须使用荧光定量 PCR 仪实时监测扩增曲线。
此类设备购买和使用成本较高,须定期维护和检

定,以保证所得结果的准确、有效。
4. 5　 检测成本

本标准制定了分离培养和 qPCR 方法,除了考

虑实验设备的普及程度外,还兼顾检测成本因素。
分离培养法和 qPCR 法相比较,检测成本花费由低

至高依次为:国产生化试剂、qPCR、Vitek2 自动细菌

鉴定系统、API 棒状杆菌试纸条。 相比而言,qPCR
在检测效率、准确性和经济角度是比较理想的选

择。 另外对检测机构而言,有限的检测数量无疑会

带来检测试剂的浪费,从而增加检测成本。 找到检

测方法、常备检测试剂和检测数量的平衡点至关

重要。

5　 讨论

经过多家检测实验室的验证,证明本标准适用

于牛棒状杆菌的实验室检测,解决了现阶段国内牛

棒状杆菌检测无标准可循的状态。
qPCR 技术以其灵敏度高、速度快、特异性强等

优点在基因表达水平分析、突变和多态性研究、病
原体的定性和定量检测等方面得到广泛应用。
Taqman MGB 探针相比普通 Taqman 探针可设计的

更短,不仅降低成本,也提高了保守区内搜寻特异

探针的成功率。 其经过了化学修饰,提高了 Tm 值,
使反应的结果更精确,分辨率更高[26]。

牛棒状杆菌可存在于口腔和消化道,可采集咽

拭子和粪便作为日常监测样品。 根据实际检测结

果,当裸鼠表现出临床症状时,皮肤拭子的结果拷

贝数高于回盲内容物约 100 倍。 当动物皮肤出现黄

白色鳞片状分泌物附着于皮肤表面时,宜采取皮肤

样品。
细菌的生化鉴定结果的阴性或阳性是指绝大

多数菌株的反应结果,并不能代表所有菌株。 为了

保证标准的可操作性,标准中所列 Cb 生化鉴定项

目仅有 12 项。 在实际检测中,很可能遇到结果不一

致的情况,此时仍需 qPCR 及临床表现综合判定结
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果。 受限于已知参考菌株序列的限制,qPCR 的探

针引物不可能涵盖所有 Cb 菌株,或是区分所有其

他棒状杆菌。 随着检测的逐步开展,本标准中的生

化项目和 qPCR 方法也将适时更新和完善。

6　 未来展望

从细菌的分离培养、生化鉴定到 qPCR 检测,都
存在各自的优缺点,没有任何一种方法能够做到尽

善尽美。 全基因组测序技术是获得微生物全部遗

传信息的最佳途径。 在基因组测序如火如荼发展

的今天,测序费用已越来越低,技术也越来越成熟。
在大数据分析及数据共享的环境下,期待测序技术

能够应用于实验动物病原菌的检测。
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