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实验动物布鲁杆菌 PCR 检测方法团体标准的编制

冯育芳,邢　 进,张雪青,王　 洪,李晓波,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】 　 布鲁杆菌病是一种人畜共患的传染病,病原为布鲁杆菌,该菌是实验动物必需排除的微生物之一。
随着时间的推移、条件的变化及技术的进步,原有检测方法和标准已明显不适用于检测现状,需要制定新的实验动

物布鲁杆菌检测方法和标准。 本文介绍实验动物布鲁杆菌 PCR 检测方法团体标准的编制背景、法律依据、内容编

制、及未来展望等内容,以便于相关人员更好的理解该标准,更好地进行实验动物布鲁杆菌的检测。 本团体标准的

编制完成进一步完善了实验动物相关标准,为保障实验动物质量,适应我国实验动物国际化发展的需求提供了技

术支持。
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Establishment of group standards on Brucella detection in laboratory
animals by PCR assay

FENG Yufang, XING Jin, ZHANG Xueqing, WANG Hong, LI Xiaobo, YUE Bingfei∗

(Institute for Laboratory Animal Resources, National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 100050, China)

　 　 【Abstract】 　 Brucella can cause acute and chronic infectious diseases in humans and animals, so it is one of the
microorganisms that must be excluded from experimental animals. With the passage of time, changes in conditions and
advances in technology, the original testing method and standards are no longer applicable for current Brucella detection,
thus new method and standards for the detection of Brucella in laboratory animals need to be developed. This article
introduces the background, legal basis, content compilation, and future prospects of the PCR test standards for Brucella in
laboratory animals, so that relevant personnel can better understand the standards and better carry out the detection of
Brucella in laboratory animals. This paper provides technical support for promoting the improved quality of laboratory
animals and adapting to the needs of the international development of laboratory animals.
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　 　 布鲁杆菌(Brucella)为革兰阴性的多形性球杆

菌,无荚膜、鞭毛、芽孢及天然质粒,目前主要有 6 个

种 19 个生物型,其中猪、牛、羊、犬种均可感染人,是
重要的人畜共患病病原之一,该菌分离培养困难,

血清学检测方法存在特异性差、抗原难以制备等问

题,急需制定新的实验动物布鲁杆菌检测方法和标

准。 基于此,我们建立了实验动物布鲁杆菌 PCR 检

测标准,本文对标准进行了详细解读。



1　 编制背景

布鲁杆菌是一种细胞内寄生的小球杆状菌,可
自然感染实验犬等动物[1],导致流产、不孕、睾丸炎

等症状,降低实验动物产量[2],并威胁饲养人员和

实验人员的健康[3-4],如东北农大就发生了布鲁杆

菌感染事件[5],引起政府和社会的广泛关注[6]。 为

遏制布鲁杆菌对实验动物的影响,确保公共卫生安

全,加强对实验动物布鲁杆菌的综合防治和净化工

作就显得尤为重要。 欧盟实验动物科学联合会和

世界动物卫生组织等已将该菌列为动物排除病原。
我国实验动物国标(GB14922. 2-2001)也明确实验

犬必需排除布鲁杆菌的感染。
布鲁杆菌的特异性诊断方法包括病原鉴定和

血清学试验[7-9]。 其中,常用方法是血清凝集试验、
试管凝集、及 ELISA 方法[10]。 现行国家标准(GB / T
14926. 45-2001)中规定实验动物布鲁杆菌检测用

的方法是试管凝集。 而试管凝集需要使用大量的

布鲁杆菌抗原,该抗原的生产需要生物安全三级

(BSL-3)及以上的特殊实验室和布鲁杆菌菌种,但
大多数实验室无法获得布鲁杆菌菌种,无法自行培

养布鲁杆菌,并获得布氏抗原[11]。 以前销售试管凝

集抗原的厂家也以不再供应该产品,所以实验动物

布鲁杆菌检测遇到了无法解决的瓶颈问题[7]。 为

此,我们需要寻求一种更加简便的、适用于大部分

实验室的实验动物布鲁杆菌检测方法。
为选择合适的方法用于实验动物的布鲁杆菌

检测,我们分析了国内外动物布鲁杆菌检测的相关

标准和文献[12-14],发现多重 PCR 方法不需要培养

活菌,大大减少了实验室感染的可能性,也不需要

使用布氏抗原,同时可以检测布鲁杆菌的多种型

别,以减少漏检的发生,因此,多重 PCR 方法成为实

验动物布鲁杆菌检测的较为合适的方法;鉴于其实

用性和广适性,该方法也适合收录到实验动物团体

标准,推广供各单位参考使用。

2　 法规依据

依据质检总局、国家标准委、民政部于 2017 年

底发布的《团体标准管理规定(试行)》的相关规定,
团体标准是依法成立的社会团体为满足市场和创

新需要,协调相关市场主体共同制定的标准。 团体

标准的编写参照 GB / T 1. 1《标准化工作导则第 1 部

分:标准的结构和编写》的规定执行。 《实验动物布

鲁杆菌 PCR 检测方法团体标准》的制定均严格遵照

该规定的要求执行。
本标准收集、整理了国内外有关组织、地方和

实验动物专业生产公司的实验动物布鲁杆菌检测

的先进标准,在研究分析质量标准和控制要求的异

同点后,在我国现有的实验动物微生物质量控制研

究基础之上制定。 在确定本标准各项指标时,以
《实验动物管理条例》和《实验动物质量管理办法》
为依据,同时参考了国家标准《实验动物 微生物学

等级及监测》、《实验动物 微生物学检测方法》、《实
验动物 细菌学检测 染色法、培养基和试剂》和《动
物布鲁氏菌病诊断技术》,商检行业推荐性标准《布
氏杆菌检疫技术规范》,以及国际公认的具有权威

性的资料如 FELASA 及世界动物卫生组织(OIE)等
资料,使本标准的各项指标与国际水平接轨,符合

国家标准的要求,使标准具有一定的可操作性和广

适性。

3　 内容编制

3. 1　 适用范围

基于感染情况调查及实验研究数据,实验动物

常感染牛种、猪种、犬种、羊种、绵羊种和沙林鼠种

布鲁杆菌。 为此,本标准适用于牛种、猪种、犬种、
羊种、绵羊种和沙林鼠种布鲁杆菌感染的动物检测。
3. 2　 检测程序

检测程序如图 1 所示。
3. 3　 操作步骤

按照国家标准《实验动物细菌学检测标本采

集》,采取 EDTA 抗凝血、流产胎盘、胎膜、精液、奶、
关节液和水囊瘤液等样本。 使用商品化试剂盒提

取细菌 DNA,菌液可直接提取,样本需进行研磨处

理,具体提取步骤参照试剂盒使用说明。 建立 PCR
反应体系(见表 1),PCR 反应条件为:94℃ 5min;
94℃ 30 s,68℃ 30 s,72℃ 2min,重复 35 个循环;
72℃ 7min。

如果多重 PCR 扩增结果相同,则用限制性内切

酶对 910 bp 片段进行组合酶切,酶切反应体系及条

件参照限制性内切酶说明书,KpnI 只能切开沙林鼠

种(690) 和羊种(712),在猪型上没有酶切位点;
EcoRI 在沙林鼠种上的酶切位点是 458,在另两型上

有两个酶切位点,分别是猪种 ( 450, 652),羊种

(243,455),见表 2。 利用组合酶切的方式可以区分

沙林鼠种、猪种和羊种。
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如条件允许,可将 PCR 产物送公司进行测序,
并进行序列比对。 当阳性对照出现相对应目的条

带,以及阴性空白对照无条带时,检测结果有效,对
结果进行判读。 待检样品出现相应条带时,如果难

以区分是哪个种的布氏,需进行酶切鉴定;可疑样

品 PCR 产物需送公司进行测序;当测序结果和 PCR
结果都确定为布鲁杆菌时,判定为布鲁杆菌阳性

结果。

图 1　 检测程序

Figure 1　 Detection procedure

表 1　 PCR 反应体系
Table 1　 PCR reaction system

试剂名称
Reagents

浓度
Concentration

50 μL 体系(1×)
Total 50 μL

10×缓冲液 10× buffer 10× 5 μL

dNTP 2. 5 mmol / L 4 μL

2ab 10 μmol / L 2. 5 μL

2ab200 10 μmol / L 2. 5 μL

2ab600 10 μmol / L 2. 5 μL

2ab900 10 μmol / L 2. 5 μL

Taq HS DNA 聚合酶 Taq HS DNA polymerase 5 U / μL 2. 5 μL

不含核酸酶的水 Nuclease-free water / 23. 5 μL

DNA 0. 3 pg / μL~300 ng / μL 5 μL

表 2　 不同种布鲁杆菌 PCR 产物(910 bp)的酶切片段
Table 2　 Enzyme digestion fragments of PCR products (910 bp) from different species of Brucella

限制性内切酶
Restriction enzyme

羊种
B. melitensis

猪种
B. suis

沙林鼠种
B. neotomae

KpnI 712 bp + 198 bp 910 bp 690 bp + 220 bp

EcoRI 243 bp + 212 bp + 455 bp 450 bp + 202 bp + 258 bp 458 bp + 452 bp

4　 未来展望

布鲁杆菌的检出要求犬厂家对阳性犬进行扑

杀,基于福利伦理以及经济价值的考虑,我们判断

结果都需要慎重再慎重,所以对于阳性结果的判断

我们不能仅仅依赖一种方法,需要用其他的方法去

验证,布鲁杆菌的分子检测方法可以有效弥补血清

学检测方法特异性略差的问题,对结果的判断可以

更为准确,因此,该方法可以作为国标布鲁杆菌检

测方法的验证方法纳入团体标准的范围。
此外,随着实验动物科学的发展,实验动物质

量标准要求的越来越高,团体标准转化为国家标准

或地方标准势在必行,将成熟的经实践检验过的团

体标准转化为实验动物的国家标准,也是促进我们

的国家标准与国际接轨,提高我国实验动物质量整

体水平的必然要求。
当然,随着病原检测技术的不断进步,本团体

标准也将在未来的实施和实践中也会不断的改进

和提高;特别是,其他领域的标准及国际标准中的

布鲁杆菌诊断方法要比实验动物国家标准中规定

的布鲁杆菌的检测方法全面,我们也需要不断的补

充完善实验动物布鲁杆菌检测方法和检测标准,努
力提升实验动物质量,从而保障药品质量评价和人

民群众的身体健康。
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