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要!为了建立同步检测奶牛布鲁菌'鹦鹉热衣原体和贝纳氏柯克斯氏体感染的多重
<91

方法!根据
QK-_=-W

上具有属间特异性的布鲁菌
@

>

0.

基因'鹦鹉热衣原体
0*;V123

基因和贝纳氏柯克斯氏体
B-%%%%=

基因!利用

<V$AKV

T

VKA$KV@'&

软件各设计
%

对特异性引物(通过优化
<91

反应体系和扩增条件!建立了能够同时检测奶牛

布鲁菌'鹦鹉热衣原体和贝纳氏柯克斯氏体的多重
<91

方法(该方法具有较好的特异性和可重复性!对
*

种基因

单重
<91

检测敏感性均达到
*'%c%&

0 拷贝.反应g%

!对
*

种病原基因同步检测的敏感性能达到
*'%c%&

*

拷贝.反应g%

(利用该方法对采自不同流产牛的抗凝全血'血清'流产胎儿及奶液等
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份临床样品进行检测!检

测到布鲁菌感染阳性样品
@*

份!鹦鹉热衣原体感染阳性样品
0

份!贝纳氏柯克斯氏体感染阳性样品
%&

份!且检测

到布鲁菌和鹦鹉衣原体混合感染阳性样品
0

份!布鲁菌和贝纳氏柯克斯氏体混合感染阳性样品
0

份!尚未检测到
*

种病原混合感染的阳性样品(结果表明!建立的多重
<91

方法可以用来对奶牛布鲁菌'鹦鹉热衣原体和贝纳氏柯

克斯氏体进行同步'快速'灵敏的检测(
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牛布鲁病"
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#是由布鲁菌"

@'9"&66$

#

引起的以胎盘炎和流产等生殖障碍为特征的急性或

慢性传染病*
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(牛衣原体病"
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鹉热衣原体"
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#感染牛引起的一

种多症状性传染病!主要表现为妊娠母牛流产'死产

和产弱犊!新生牛多发肺炎'肠炎'多发性关节炎'脑

炎和结膜炎等*
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+

(牛
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热"

bJKYKV

#是由贝纳氏柯

克斯氏体"

E+O(&66$39')&#((

#引起的以流产'死胎

为特征的自然疫源性传染病*

*

+

(以上
*

种病均为严

重威胁人畜健康的人畜共患病!在世界很多国家和

地区都有不同程度的发生与流行(血清学调查结果

表明!奶牛中存在上述病原的交叉感染*

%!)

+

!且因临

床症状上的相似性!以及血清学上的交叉反应!往往

造成对诊断结果的误判(

b

热与布鲁菌病有大致相

同的传染源和传播途径!因缺乏典型的临床表现!常

常被误诊为流行性感冒'肺炎'沙门菌感染'布鲁菌

感染和传染性肝炎等!有时误诊率达
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高效'快速'灵敏的检测技术是对这些疫病进行

有效防控的重要手段之一!目前!对这些病已报道的

检测方法中!大多都是基于血清学诊断!或是对单一

病原的
<91

检测*

>!/

+

(笔者经对布鲁菌'鹦鹉热衣

原体和贝纳氏柯克斯氏体特异性基因的分析!通过

特异性引物设计和
<91

扩增!拟建立同时检测这
*

种病原的多重
<91

方法!实现对这
*

种疫病的同

步'快速诊断(
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材料与方法
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阳性核酸和样品
!!

布鲁菌'鹦鹉热衣原体

和贝纳氏柯克斯氏体阳性核酸以及大肠杆菌'沙门

菌'李氏杆菌'结核杆菌阳性核酸样品由新疆出入境

检验检疫局技术中心实验室保存&牛抗凝全血'血

清'流产胎儿及奶液等
%>0

份临床疑似布鲁菌感染

"临床诊断表现流产'胎衣滞留'阴道炎'睾丸炎'副

睾炎'阴囊肿大等症状#的样品分别采自新疆不同地

区的
@

个牛场的不同奶牛(
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纯化回收试剂盒'质粒小提试剂

盒'血液基因组
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提取系统和
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根生物技术"北京#有限公司&
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'限制性内切酶
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载体等购

自宝生物工程"大连#有限公司&引物由上海生工生

物有限公司合成(
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引物的设计与合成

根据布鲁菌
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#'鹦鹉热衣原体
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基因"
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#和贝纳氏柯克斯氏体
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基因"
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登录号$

S(&(&.'%

#!利用

<V$AKV
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软件各设计
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对特异性引物(

引物相关信息见表
%

(

#DE
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模板
;C*

的制备

抗凝全血'血清按血液基因组
Z23

提取试剂

说明书操作提取核酸!流产胎儿经研磨后用
Z23

4#B

提取核酸!奶液中细菌基因组
Z23

的提取按参
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!循环参数
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和
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用上述优化后的
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反应条件分别对上述
*

个基因进行扩增!回收目的片段!克隆至
T

SZ%(!6

载体!通过鉴定阳性重组子!提取质粒!经酶切'
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及测序鉴定正确!分别命名为
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SZ!_

T

0.
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T

SZ!0*;

V123

和
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(并进行浓度测定!将
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种

质粒均稀释成
*'%c%&

%&拷贝.
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g%用于后续试

验(
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检测奶牛布鲁菌'鹦鹉热衣原体和贝纳氏柯克斯氏体
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反应条件的优化

在单重
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最佳反应条件前提下!用
*

基因的

*

对引物对
*'%c%&

%&拷贝.
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7

g%的
*

种质粒进行

共扩增!同
%')

进行反应条件的优化和观察结果(

#DT

!

多重
NIB

特异性试验

采用优化后的多重
<91

方法分别对大肠杆菌'

沙门菌'李氏杆菌'结核杆菌病原阳性核酸样品扩

增!以检测该方法的特异性(

#DY
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多重
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敏感性试验

将
*'%c%&

>

#

*'%c%&

% 拷贝.
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7

g%按
%&

的倍

数系列稀释的
*

种阳性重组质粒等量混合后!用多

重
<91

方法进行共扩增!同时用
%')

建立的单重

<91

方法进行同步检测!以确定该方法的敏感性(

#D&
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多重
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重复性试验

以
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> 拷贝.
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7

g%的
*

种阳性重组质粒

为模板!用优化好的多重
<91

反应体系进行
*

次重

复检测!验证其稳定性(

#DH
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临床样品的检测

用所建立的多重
<91

方法对分别采自新疆不同

地区的
@

个牛场不同奶牛的抗凝全血'血清'流产胎

儿及奶液等
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份临床疑似布鲁菌感染"临床诊断表

现流产'胎衣滞留'阴道炎'睾丸炎'附睾炎等症状#的

样品进行检测!并对阳性样品
<91

产物测序鉴定(
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结
!

果
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反应及优化结果
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同一 反 应 体 系 中!以
T

SZ!_

T

0.

'

T

SZ!0*;

V123

和
T

SZ!:;%%%%=

等浓度的阳性混合质粒为

模板!用相应的引物分别进行常规单重
<91

和多重

<91

扩增!均得到各自的目的条带!且各引物对各

自基因具有较好的特异性!见图
%

(

S'Z70&&&Z23

相对分子质量标准&

%'

阴性对照&

0'@

>

0.

引物&

*.B-%%%%=

引物&

)'0*;V123

引物&

@'

混合引物

S'Z70&&&Z23A=VWKV

&

%'9#-MV#B

&

0'<V$AKV,J#V@

>

0.

&

*'<V$AKV,J#VB-%%%%=

&

)'<V$AKV,J#V0*;V123

&

@'

<V$AKV,A$L

图
#

!

不同引物的特异性扩增结果

Q-

8

D#

!

V

+

).-3-./<

+

,-3-./0-1213A-33)>)20

+

>-<)>

+

/->9

!D!

!

多重
NIB

特异性试验

用本研究所建立的多重
<91

方法对
T

SZ!

_

T

0.

'

T

SZ!0*;V123

和
T

SZ!:;%%%%=*

种等浓度

混合的阳性重组质粒进行共扩增!结果扩增出相应大

小的目的片段!而对其它几种核酸品的扩增均未出现

@0%
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任何条带!说明该方法具有较好的特异性!见图
0

(

S'Z70&&&Z23

相对分子质量标准&

%'

阴性对照&

0'

T

SZ!_

T

0.f

T

SZ!0*;V123f

T

SZ!:;%%%%=

&

*'

大肠杆

菌&

)'

沙门菌&

@'

李氏杆菌&

.'

结核杆菌

S'Z70&&& Z23 A=VWKV

&

%'9#-MV#B

&

0'

T

SZ!_

T

0.f

T

SZ!0*;V123f

T

SZ!:;%%%%=

&

*'7."+6(

&

).-$6<+)&6J

6$

&

@.2(;#&'($

&

../93&'"6&3$"(669;

图
!

!

多重
NIB

的特异性试验结果

Q-

8

D!

!

V

+

).-3-.-0

?

13<7,0-

+

,)KNIB

!DE

!

多重
NIB

敏感性试验

用优化后的
<91

反应条件分别对浓度为
*'%

c%&

>

#

*'%c%&

% 拷贝.

&

7

g%

%&

倍梯度稀释的

T

SZ!_

T

0.

'

T

SZ!0*;V123

和
T

SZ!:;%%%%=

阳性

重组质粒混合物进行共扩增!多重
<91

方法对
*

种

基因的最低检测限为
*'%c%&

* 拷贝.反应g%

(单

重
<91

对每种基因的最低检测限均为
*'%c%&

0 拷

贝.反应g%

!说明该方法具有较高的敏感性!见图
*

"其中单重
<91

检测以
T

SZ!_

T

0.

阳性质粒检测结

果为例#(

!D$

!

多重
NIB

重复性试验

用所建立的多重
<91

方法!以
*'%c%&

>

拷贝.

&

7

g% 的
T

SZ!_

T

0.

'

T

SZ!0*; V123

和

T

SZ!:;%%%%=

阳性重组质粒为模板!用优化好的多

图
3'

T

SZ!_

T

0.

阳性质粒&图
_'

T

SZ!_

T

0.

'

T

SZ!0*;V123

和
T

SZ!:;%%%%=

阳性混合质粒(

S'Z70&&&Z23

相

对分子质量标准&

%

#

>'*'%c%&

>

#

*'%c%&

% 拷贝.

&

7

g%系列稀释的阳性质粒&

('

阴性对照

5$

G

'3'

T

SZ!_

T

0.

T

#,$M$YK

T

B=,A$"

&

5$

G

'_'

T

SZ!_

T

0.

!

T

SZ!0*;V123=-"

T

SZ!:;%%%%=

T

#,$M$YKA$LK"

T

B=,A$",'S'Z70&&&

Z23A=VWKV

&

%!>'Z$BFMK"JV#A*'%c%&

>

!*'%c%&

%

H#

T

$K,

.

&

7

g%

#JMDVKK

T

#,$M$YKA$LK"

T

B=,A$",

&

('2K

G

=M$YKH#-MV#B

图
E

!

多重
NIB

的敏感性试验结果

Q-

8

DE

!

V)29-0-W-0

?

13<7,0-

+

,)KNIB

重
<91

反应体系进行
*

次重复检测!均可扩增出特异

片段"图
)

#!说明该方法具有较好的重复性和稳定性(

S'Z70&&&Z23

相对分子质量标准&

%'

阴性对照&

0

#

)'

T

SZ!_

T

0.f

T

SZ!0*;V123f

T

SZ!:;%%%%=

S'Z70&&&Z23 A=VWKV

&

%'9#-MV#B

&

0!)'

T

SZ!_

T

0.f

T

SZ!0*;V123f

T

SZ!:;%%%%=

图
$

!

多重
NIB

重复性试验结果

Q-

8

D$

!

B)

+

)/0/=-,-0

?

13<7,0-

+

,)KNIB

!D%

!

临床样品检测

用本研究所建立的多重
<91

方法对
%>0

份临

床样品进行检测!并同步进行常规
<91

检测(结果

显示!多重
<91

方法检测到布鲁菌感染阳性样品

@*

份!阳性检出率为
*&'(a

&鹦鹉热衣原体感染阳

性样品
0

份!阳性检出率为
%'0a

&贝纳氏柯克斯氏

体感染阳性样品
%&

份!阳性检出率为
@'(a

&且检

测到布鲁菌和鹦鹉热衣原体混合感染阳性样品
0

份!阳性检出率为
%'0a

&布鲁菌和贝纳氏柯克斯氏

体混合感染阳性样品
0

份!阳性检出率为
%'0a

!尚

未检测到
*

种病原混合感染的阳性样品(与常规

<91

检测结果对比得知!本研究所建立的多重
<91

方法对单一病原的阳性检出率与常规
<91

检测结

果一致!且阳性样品号码完全一致(临床样品检测

结果见表
0

(

.0%



!

%

期 彭武丽等$多重
<91

检测奶牛布鲁菌'鹦鹉热衣原体和贝纳氏柯克斯氏体

表
!

!

不同牛场临床样品的检测结果

'/=,)!

!

;)0).0-1213.,-2-./,9/<

+

,)93>1<A-33)>)203/><9

方法

SKMD#"

项目

:MKA,

样品名称"

)

#

;=A

T

BK,

"

)

#

全血"

/@

#

_B##",

血清"

*&

#

;KVFA,

流产胎儿"

%/

#

3X#VM$YKJKMF,K,

奶液"

0(

#

S$BW

总计"

%>0

#

6#M=B

常规
<91

检测

9#-YK-M$#-=B

<91MK,M,

布鲁菌感染

@'9"&66$$-JKHM$#-

*) 0 @ %0 @*

鹦鹉热衣原体感染

E,6$<

1

8($

>

;(##$"$-JKHM$#-

0 & & & 0

贝纳氏柯克斯氏体感染

E+O(&66$39')&#(($-JKHM$#-

@ % ) & %&

多重
<91

检测

SFBM$

T

BKL

<91MK,M,

布鲁菌感染

@'9"&66$$-JKHM$#-

*) 0 @ %0 @*

鹦鹉热衣原体感染

E,6$<

1

8($

>

;(##$"$-JKHM$#-

0 & & & 0

贝纳氏柯克斯氏体感染

E+O(&66$39')&#(($-JKHM$#-

@ % ) & %&

布鲁菌和鹦鹉热衣原体混合感染

@'9"&66$=-"E,6$<

1

8($

>

;(##$"H#!$-JKHM$#-

0 & & & 0

布鲁菌和贝纳氏柯克斯氏体混合感染

@'9"&66$=-"E+O(&66$39')&#((H#!$-JKHM$#-

% & % & 0

*

种病原混合感染

6DVKK

T

=MD#

G

K-,H#!$-JKHM$#-

& & & & &

!!

将部分阳性样品
<91

产物送测序!并用

Z23;M=V

分子生物学软件分析!结果得知!所测得

的序列分别与这
*

种病原阳性对照已知序列的相似

性在
//'&a

以上!与表
0<91

检测结果相吻合(

E

!

讨
!

论

布鲁菌病'衣原体病和
b

热均属于人畜共患疾

病!给畜牧业生产和人类健康造成很大的损失和潜

在威胁!高效'快速'灵敏的检测方法!对于这些疫病

的有效防控至关重要(本研究在单重
<91

的基础

上!通过特异性基因的选择和引物设计!经反应条件

的优化!建立了针对这
*

种病原的多重
<91

检测方

法(目前!国内外尚未见同类报道(

目的基因的筛选对多重
<91

检测尤其重要(

@

>

0.

基因是布鲁菌属诊断抗原基因!在牛'绵羊'

山羊和人类的布鲁菌感染中都可以检测到*

%&

+

(衣

原体
0*;V123

基因序列具有很高的同源性!不同

株间的
0*;V123

基因差异
$

%&a

!鹦鹉热衣原体

0*;V123

完整序列相似性
'

/@a

*

%%

+

(

B-%%%%=

基

因为贝纳氏柯克斯氏体的保守基因!其在不同分离

株的基因组中拷贝数有所不同!最大可达每个基因

组约
%&&

个拷贝*

%0

+

(本研究选择
@

>

0.

'

0*;V123

和
B-%%%%=*

基因作为研究对象!经
_B=,M

比对分析

得知!

*

基因高度特异!彼此不具有同源性!分别在

其保守区设计特异性引物!能够保证本研究所建立

的多重
<91

方法的准确性和特异性(

多重
<91

反应体系中!引物设计至关重要!合

适的引物既能增加多重
<91

的特异性又能增加其

敏感性*

%*

+

(为提高引物的有效性和利用率!本研究

在设计时!使每条引物的长度均保持在
%(

#

0&X

T

!

引物之间几乎不存在交叉反应!且具有相近的退火

温度!扩增所得到的
*

种目的片段的长度相差均大

>0%
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于
/&X

T

(通过固定反应体系中其它参数!对这
*

对

引物的浓度进行不同比例的调整'组合!结果显示!

当
@

>

0.

'

0*;V123

和
B-%%%%=*

基因的引物浓度

之比为
%k%k0

时!具有较高的扩增效率(

<91

体系中
S

G

0f

'

"26<

和
/$

S

Z23

聚合酶

等浓度对于其扩增效率的提高具有非常重要的作

用*

%)

+

(为获得最优的多重
<91

反应条件!本研究

将
*

对引物看作一个整体!对
0@

&

7

反应体系中的

S

G

0f浓度'

"26<

浓度'

/$

S

Z23

聚合酶和循环数

等作了系列优化!最终确定其浓度分别为
%'&

AA#B

.

7

g%

'

0'&AA#B

.

7

g%

'

%'0@R

!循环数为

*&

(本研究所建立的多重
<91

检测方法对
*

种基

因的最低检测限仅比常规
<91

低
%&

倍!且具有较

好的特异性和可重复性!并进一步缩短了检测所需

时间(利用该方法对临床样品进行检测!对于上述

*

种疫病!均检测到了阳性样品!且对部分样品经测

序确认!也证明了该方法的准确性(

本研究所建立多重
<91

方法的检测最低限低

于常规
<91

!而临床样品的检测结果完全一致!分

析原因$

2

在实际检测过程中!从临床样品中提取到

的阳性核酸的浓度较高!高于最低检测限对应的模

板浓度理论值&

3

临床样品中可能存在着大量复杂

的未知成分!或是样品处理过程中!一些物质的残留

影响了不同
<91

方法尤其是多重
<91

对样品检测

的准确度(

$

!

结
!

论

以布鲁菌
@

>

0.

基因'鹦鹉热衣原体
0*;V123

基因和贝纳氏柯克斯氏体
B-%%%%=

基因为研究对

象!通过引物设计和反应条件优化!建立了能够同时

检测奶牛布鲁菌'鹦鹉热衣原体和贝纳氏柯克斯氏

体的多重
<91

方法(该方法具有较好的灵敏度'特

异性和可重复性!通过对
%>0

份临床样品进行应用

检测!表明该方法可以用来对上述病原进行同步'快

速'灵敏'准确检测!能够较好满足进出境检验检疫

工作的需要(
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