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摘要:根据GenBank 中已发表的流产布鲁菌种特异的 omp25 基因序列及牛分校杆菌特异保守的 16S rRNA 加工蛋

白 rimM 基因序列设计了 2 对特异性引物，通过对 PCR 条件的优化，建立了快速鉴别检测牛布鲁菌 Brucella αbortω

和牛分枝杆菌 Mycobacterium bovis 的双重 PCR 方法.对建立的方法进行特异性和敏感性试验，结果显示，在牛布鲁

菌和牛分枝杆菌中分别扩增出 448 、269 峙的特异性目的条带，作为对照的大肠杆菌 Escherichia coli 、沙门菌 Salmo­

nella typhimurium 、八叠球菌 Sarcina lutea、金黄色葡萄球菌 Stα'fJhylococcus αureω、巴氏杆菌 Pωteurella multocida 、军团

菌 Legionella pneumophila、枯草杆菌 Bacillus subtilis 及溶血性链球菌 Streptococc旧 pmunonm 均未扩增出任何条带.牛

布鲁菌和牛分校杆菌的 DNA 最低检出量均为 10 pg;牛奶样品中人工污染的牛布鲁菌和牛分枝杆菌的检测敏感性

分别为 7.9 X 103 CFU/mL 、3 nglmL. 
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Abstract: A multiplex PCR assay for the detection of Brucella αbortus and Mycobαcterium bovis infection 

simultaneously in bovine milk was established using two pairs of primers designed according to the spe­

cies-specific omp25 gene of B. αbortus and conserved 16S rRNA rimM gene of M. bovis. The multiplex 

PCR assay amplified unique 448 hp and 269 hp amplicons from B. αbortus and M. bovis respectively , while 

none of 8 other common bacterial species strains revealed any amplification products. Sensitivity of genom­

ic DNA detection of B. αbortus and M. bovis were both 10 pg , meanwhile the limit of detection in artificial­

ly contaminated milk with B. abortus and M. bovi were as low as 7.9 x 103 CFU/mL and 3 nglmL , respec­

tively. 
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布鲁菌病( Brucellosis )和结核病( Tuberculosis ) 

都是重要的人兽共患传染病，给畜牧业发展和人类

健康造成了极大的危害[l2]. 世界动物卫生组织

( OIE)将这 2 种病列为 B 类动物疫病，我国列为二类

动物疫病[3]. 牛布鲁菌病是由流产布鲁菌 Brucella

abortus 引起，其主要感染的动物为牛，也可感染人.

牛结核病主要由牛分枝杆菌 Mycobαcterium bovis 引

起，牛分枝杆菌拥有广泛的动物感染谱，包括牛、人、

猪、犬、鹿、灌、猴、山羊、大象、海豹和狮子等问].牛布

鲁菌定居和繁殖的靶器官主要是生殖器官和乳腺器

官，该菌通常存在于流产胎儿、胎衣、阴道分泌物中，

并通过阴道排世物及乳汁向外排菌;牛分枝杆菌的

靶器官主要是肺，也可随呼吸道分泌物向外排出，严

重感染者还会出现菌血症，导致该菌随血液循环进

入乳汁[5]. 近年来，随着人们生活水平的提高和饮食

结构的改变，乳制品消费量迅速上升，污染牛布鲁菌

和牛分枝杆菌的乳制品已成为人类布鲁菌病及结核

病的重要传染源[3]. 目前对奶牛群布鲁菌病和结核

病的检疫手段主要包括病原分离鉴定、血清学方法

等，常规方法分离病原菌条件要求苛刻、费力、费时、

危险性高、成功率低，免疫学方法容易出现假阳性，

均不能适应快速检验检疫要求.分子诊断具有特异

性好、敏感性高、简单快速等优点，对于检测难以培

养、生长缓慢的牛布鲁菌及牛分枝杆菌有着独特意

义.多重 PCR 技术可快速检测多种病原体，在临床

混合感染的鉴别诊断上具有较高的实用价值.为此，

本研究根据牛布鲁菌 omp25 基因和牛分枝杆菌

rimM 基因建立了快速鉴别检测乳制品中牛布鲁菌和

牛分枝杆菌的双重 PCR 方法，为乳制品中牛布鲁菌

及牛分枝杆菌的快速检疫奠定了基础.

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌种 牛布鲁菌 S19 株、牛分枝杆菌 93006

株、 C68012 株和 C68∞7 株购于中国兽药监察所;卡

介苗为上海生物制品研究所产品;结核分枝杆菌 My­

cobαcterium tuberculosis ω01 株、 ω02 株、大肠杆菌

Escherichia coli 、沙门菌 Salmonella typhimurium 、八叠

球菌 Sαrcina lutea、金黄色葡萄球菌 Stα:phylococc时

αure川、巴氏杆菌 Pαsteurella multocidα、军团菌 Legio­

nella pneumophila、枯草杆菌 Bαcillω subtilis 及溶血'性

链球菌 Streptococc山 pmumoniα 为华南农业大学兽医

学院微生物学教研室保存.

1. 1. 2 主要试剂及培养基 EX™ Taq DNA 聚合

酶、 dNTP 、 100 bp DNA Ladder Marker 、 pMD1 8-T 载

体、RNase A 等为 TaKaRa 公司产品;胶回收试剂盒、

小量质粒提取试剂盒为 Omega 公司产品; QIAam 

DNA 提取试剂盒为 QIAGEN 公司产品;蛋臼酶 K 为

广州英韦创津公司产品;异丙醇、无水乙醇等为国产

分析纯产品;肝浸汤琼脂培养基参照己报道[问川6叫]的方

法制备.

1. 2 双重 PCR 方法的建立

1. 2. 1 细菌染色体 DNA 的制备 布鲁菌染色体

DNA 的制备:取肝浸汤培养基中培养 48 h 的牛布鲁

菌 S19 株菌液 1 mL，参照已报道的热裂解法[ 7 J 提取

DNA. 

分枝杆菌染色体 DNA 的制备:取细菌培养菌

落，加入到 300μL DNA 裂解液(1 x PCR 缓冲液、45

g/L 吐温-20 、45 g/L NP40 、20 g/L 蛋白酶 K) 中， 55

℃水浴 3 h ,95 "c灭活 5 min;参照己报道的苯酣/氯

仿方法[ 8 J 提取 DNA.

1. 2. 2 引物设计与合成 根据 GenBank 中已发表

的流产布鲁菌 omp25 基因( GeneID: X79284. 1 )和牛

分枝杆菌 rimM 基因( GeneID : 887188 )的保守序列，

应用 Primer Premier 5. 0 软件设计了 2 对特异性引

物.布鲁菌 Bru-F: 5'-TCGTAATCGTCTCGGCTGC-3' , 

Bru-R: 5'-CGGAACTTGCπiCGTCGT -3' ;分枝杆菌

MB-F :5'-CTAAGGGGCCTFITGACGG-3' , MB-R :5'­

CACCACTTCGGTGACGACAC-3'. 2 对引物预期扩增

片段的理论长度分别为 448 、 269 bp. 引物由上海英

骏生物技术有限公司合成.

1. 2. 3 双重 PCR 反应 在布鲁菌和分枝杆菌单项

PCR 的基础上对 PCR 反应体系及反应条件进行优

化，建立了双重 PCR 反应体系.双重 PCR 的反应体

系 :10 × EPTαq Buffer 2.5μL ， 2. 5 mmol/ L dNTPs 

2.0 μL ，lO pmol/μL Bru-F 、Bru-R 各0.5μL ，lO pmol/μL 

MB-F 、MB-R 各 O. 75μL ， Ex-TI叫 DNA polymerase O. 15 

μL，牛布鲁菌与牛分枝杆菌的基因组 DNA 模板各

1μL ， 11o灭菌超纯水补足 25μL 双重 PCR 扩增程序

为 :94 "c 5 min 预变'性 ;94 "c 30 s ,55 "c 30 s ,72 "c 

1 min ， 30 个循环; 72 "c , 10 min; 4 "c保存.以灭菌超

纯水为阴性对照.反应结束后，取 5μL 于 20 g/L琼

脂糖凝胶上进行电泳检测.

1. 2. 4 PCR 产物的克隆和序列测定 分别用牛布

鲁菌 S19 株和牛分枝杆菌 C68007 株基因组 DNA 进

行 PCR 扩增，产物纯化回收，分别克隆入 pMD1 8-T

载体，转化基因工程菌 E. coli DH句，选取阳性重组

质粒送往上海英骏生物技术有限公司进行序列

测定.

1. 2. 5 双重 PCR 特异性试验 用建立的双重 PCR
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方法对牛布鲁菌 S19 株、牛分枝杆菌 93006 株、

C68012 株、 C68007 株、卡介苗、结核分枝杆菌 ω01

株和 ω02 株的基因组 DNA 进行扩增.以大肠杆菌、

沙门菌、八叠球菌、金黄色葡萄球菌、巴氏杆菌、军团

菌、枯草杆菌及溶血性链球菌的基因组 DNA 为对

照，同时设空白对照，评估双重 PCR 鉴别检测的特

异性

1. 2. 6 双重 PCR 敏感性试验 以布鲁菌 S19 株及

牛分枝杆菌 C68007 株 100 ng 基因组 DNA 作为初始

模板量， 10 倍梯度稀释，进行双重 PCR 扩增，评估双

重 PCR 鉴别检测的敏感性.

1. 3 人工染菌牛奶样晶的检测

1. 3. 1 牛奶污染样品的制备 将牛布鲁菌 S19 株

培养物(菌落计数为 7.9 X 1010 CFU/mL) 10 倍倍比

稀释，各取 100μL 的菌液分别加人 0.9 mL 灭菌新

鲜牛奶中，充分混匀即为不同浓度梯度污染布鲁菌

的牛奶样品;将 100....L 灭菌生理盐水加入到 0.9 mL 

灭菌新鲜牛奶中作为对照.用 1 mL 双蒸水溶解 1 安

甜的卡介苗(0.3 mg)后 10 倍倍比稀释，各取 100μL

的菌液分别加人 0.9 mL 灭菌新鲜牛奶中，充分混匀

即为不同浓度梯度污染牛分枝杆菌的牛奶样品;将

100μL 灭菌生理盐水加入到 0.9 mL 灭菌新鲜牛奶

中作为对照.各取 100μL 不同稀释度的牛布鲁菌

S19 株培养物及卡介苗(BCG) ，分别加人 0.8 mL 灭

菌新鲜牛奶中，充分混匀即为 2 种病原菌不同浓度

梯度的污染牛奶样品;将 200μL 灭菌生理盐水加入

到 0.8 mL 灭菌新鲜牛奶中作为对照.污染牛奶样品

细菌 DNA 的提取采用 2 种方法，即改良 CTAB/NaCl

法[7] 及试剂盒抽提法，试剂盒抽提法参照 QIAGEN

公司 QIAamp DNA 提取试剂盒的说明书进行.

1. 3. 2 牛奶污染样品的检测 用建立的双重 PCR

法检测污染牛布鲁菌 S19 株或/和牛分枝杆菌

(BCG) 的牛奶样品，评估检测方法的可行性.

2 结果与分析

2.1 双重 PCR 方法的建立

在进行双重 PCR 之前，先分别对牛布鲁菌 S19

株、牛分枝杆菌 C68007 株进行单对特异性引物的扩

增，结果表明，牛布鲁菌 S19 株、牛分枝杆菌 C68007

株分别扩增出 2 条大小为 448 、 269 坤的特异条带，

与预期片段大小相符(图略) .对 PCR 扩增产物进行

基因序列测定，应用 Clustalx 1. 83 软件对测序结果

进行分析，结果表明，所测得的基因序列与 GenB击Ban

己发表的流产布鲁菌 omp2药5 基因序列和牛分枝杆菌

rimM 基因序列相似性均为 100%. 在布鲁菌和分枝

杆菌单项 PCR 的基础上，通过对扩增体系和扩增条

件的优化，建立了快速鉴别检测牛布鲁菌和牛分枝

杆菌的双重 PCR 方法.

2.2 特异性试验

用建立的双重 PCR 方法对牛布鲁菌 S19 株、牛

分枝杆菌、卡介苗、结核分枝杆菌、大肠杆菌、沙门

菌、巳氏杆菌、溶血'性链球菌、金黄色葡萄球菌、枯草

杆菌、军团菌及八叠球菌进行检测.结果显示，牛布

鲁菌 S19 株扩增出 448 坤的特异条带;牛分枝杆菌、

卡介苗及结核分枝杆菌中均扩增出 269 bp 特异性目

的条带.大肠杆菌、沙门菌、巴氏杆菌、榕血性链球

菌、金黄色葡萄球菌、枯草杆菌、军团菌及八叠球菌

均元特异条带(图 1 ) . 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
bp. 皿……·皿皿…bp

1500 

500 
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448 
269 

M:l∞ bp DNA ladder marker; 1 :牛布鲁菌 519 株 ;2: 牛分校杆菌

C68007 株 ;3: 牛布鲁菌 519 株+牛分校杆菌 C68007 株 ;4: 牛布鲁菌

519 株+牛分校杆菌 93006 株 ;5: 牛布鲁菌 519 株+牛分枝杆菌

C68012 株 ;6: 牛布鲁菌 519 株 +BCGJ:牛布鲁菌 519 株+结核分校

杆菌 ω01 株 ;8:牛布鲁菌 519 株+结核分枝杆菌 ω02 株;9~l6:依

次为大肠杆菌、沙门菌、巴氏杆菌、溶血性链球菌、金黄色葡萄球菌、

枯草杆菌、军团菌、八叠球菌;l7: 空白对照.

图 l 多重 PCR 特异性试验结果

Fig. 1 The specificity test of multiplex PCR assay with various 

kinds of bacterial species 

2.3 敏感性试验

用建立的双重 PCR 方法对 10 倍梯度稀释的牛

布鲁菌 S19 株和牛分枝杆菌 C68007 株 2 种病原基

因组 DNA 为模版进行检测，结果显示，建立的双重

PCR 方法对牛布鲁菌及牛分枝杆菌的基因组 DNA

最低检出量均为 10 pg( 图 2) . 

~I:\ <:岛~<:如 bAd』 md』涡。协
、3 哈3 、亨、， ，~、飞、"

M: 100 bp DNA ladder marker , NC:空白对照.

图 2 敏感性试验结果

Fig. 2 The sensitivity test of multiplex PCR assay 

bp 

448 
269 
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2.4 人工染菌牛奶样品的检测

用建立的双重 PCR 法检测污染牛布鲁菌 S19 株

或/和牛分枝杆菌 (BCG) 的牛奶样品，结果显示，该

方法可以同时检出这 2 种细菌.当牛奶样品中牛布

鲁菌为 7.9 X 103 CFU/mL、牛分枝杆菌为 3 nglmL 

时，建立的双重 PCR 方法均可检出(图 3 -图 5) . 

M 123456 
bp 

448 

269 

M: 100 bp DNA ladder marker; 1 ，2 、4 、5 为检测牛奶中 2 种病原菌(不

同浓度组合) ;3 、6:灭菌奶

图 3 牛奶样品双重 PCR 试验结果

Fig. 3 The test of multiple业 PCR assay from contaminated milk 

M 1234567891011 
• • • • 

448 

M:l∞ bp DNA ladder marker;1 :7.9 x 109 CFU/mL ;2:7. 9 X ]08 CFU/mL;3: 

7.9 X ]07 CFU/mL ;4:7.9 x ]06 CFU/mL ;5 :7. 9 X 105 CFU/mL ;6:7.9 x 104 

CFU/mL;7:7.9 x 103 CFU/mL;8:7. 9 x 102 CFU/mL;9:7. 9 x 101 

CFU/mL;IO:7.9 x 100 CFU/mL; 11: 灭菌奶.

图 4 人工污染牛布鲁杆菌牛奶样品的敏感性试验结果

Fig. 4 The sensitivity test of multiplex PCR assay from contami­

nated milk with Brucellα abortus vaccine strains 519 

M 1 2 3 4 5 678 
bp 

269 

M:loo bp DNA ladder marker;l :30μ吕/mL;2 :3μ吕/mL;3 :300 nglmL; 

4 :30 nglmL;5:3 nglmL;6 :300 pglmL;7 :30 pglmL; 8: 灭菌奶

图 5 人工污染牛分校杆菌牛奶样品的敏感性试验结果
Fig. 5 The sensitivity test of multiplex PCR assay from contami­

nated milk with Mycobαcterium bovis 

3 讨论

布鲁菌病和结核病都是人兽共患的传染病，给

畜牧业发展和人的健康造成了极大的危害.污染牛

布鲁菌和牛分枝杆菌的乳制品已成为人类布鲁菌病

及结核病的最重要的传染源，快速有效检测牛布鲁

菌和牛分枝杆菌对于布鲁菌病和结核病的预防与及

时治疗至关重要，本研究建立的双重 PCR 方法只

需进行一轮 PCR 就可以同时检测牛布鲁菌及牛分

枝杆菌，检测更为简单、快速、方便，可以应用于乳

制品中牛布鲁菌及牛分枝杆菌的快速鉴别检测，这

对于奶牛感染布鲁菌病和结核病的检疫和监测具有

重要意义，为乳制品的食品安全监测提供了新的技

术手段.

在建立双重 PCR 方法中，引物设计是非常重要

的.流产布鲁菌外膜蛋白 Omp25 是目前具有代表性

的第 3 组外膜蛋白(相对分子质量为250∞) ，是布

鲁菌重要的保护性抗原，编码该蛋白的 omp25 基因

在所有布鲁菌的种型中是比较保守的[9]. 对结核分

枝杆菌及牛分枝杆菌全基因组序列比较分析及

BLAST 验证，发现 16S rRNA 加工蛋白 rimM 基因是

结核分枝杆菌与牛分枝杆菌特异并且保守的基因，

可以作为检测结核分枝杆菌及牛分枝杆菌新的分子

标志，故本研究选取 omp25 基因和由nM 基因高度保

守序列进行引物设计，综合考虑到引物长度， G + C 

含量，Tm 值，扩增产物大小等因素，最后本研究设计

了布鲁菌及分枝杆菌 2 对特异性引物.在建立牛布

鲁菌和牛分枝杆菌单项 PCR 检测的基础上，对双重

PCR 反应体系中的 EX™ Tiαq 酶、各引物比例、各模

板比例，循环参数(退火温度、延伸时间)等条件进行

优化，确定了双重 PCR 的最佳反应条件.

双重 PCR 法对牛布鲁菌和牛分枝杆菌基因组

DNA 最低检出量都为 10 凹，与谢芝勋等[阳]报道的

符合.牛奶样品成份复杂，含有大量蛋白质、脂类以

及其他杂质，对 DNA 的提取效率和纯度均有较大影

响.优化牛奶样品中布鲁杆菌和分枝杆菌基因组

DNA 提取方法，消除影响 PCR 反应的抑制因子及对

PCR 反应条件进行优化，都可以提高 PCR 检测的灵

敏度[11]. 本研究采用改良 CTAB/NaCl 法和试剂盒抽

提法 2 种方法对牛奶样品中牛布鲁菌和牛分枝杆菌

染色体 DNA 进行抽提，改良 CTAB/NaCI 法与试剂盒

抽提法均能从牛奶样品中获得高质量的布鲁菌及分

枝杆菌的染色体 DNA，但试剂盒提取方法不需要接

触酣、氯仿等有毒的有机溶剂，提取过程较改良

CTAB/NaCI 法操作更简便、快捷，更适合于临床样品

的大量检测，但成本上比较昂贵.
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试验利用高效液相色谱法测定复方清开灵注射液中

插子昔的含量，通过线性关系的考察、精密度、重现

性、稳定性、空白加标回收率及加样回收率等一系列

试验，建立了清开灵注射液中垢子昔的高效液相色

谱法含量测定方法，证明了该法在测定复方清开灵

注射液中梳子昔的含量中具有快速、准确、分离效果

好等优点，为中药复方注射液提供了更加快速、准确

的质量控制方法.

并利用建立的方法对同一厂家 3 个不同批号复

方清开灵注射液中插子昔含量进行了测定，分别为

O. 1254 、O. 125 4 、0.1270 mglmL，因此，初步确定本

注射液中含插子昔不得少于 0.1 mglmL. 
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