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实验动物四种病原体多重 ＰＣＲ 方法的建立与应用
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立快速检测多杀巴氏杆菌、支气管鲍特杆菌、支原体和肺炎克雷伯杆菌 ４ 种实验动物病原

体的多重 ＰＣＲ 方法。 方法　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 基因设计出特异性引物；经过多重 ＰＣＲ 的优化，特异性和敏感性的检

测，建立多重 ＰＣＲ 体系。 应用该 ＰＣＲ 体系检测人工感染样本和实验动物的气管分泌物，并与传统方法做对比。
结果　 多重 ＰＣＲ 扩增出多杀巴氏杆菌（３５６ ｂｐ）、支气管鲍特杆菌（２３７ ｂｐ）、支原体（２６６ ｂｐ）和肺炎克雷伯杆菌

（１４２ ｂｐ）的目的条带。 肺炎克雷伯杆菌敏感性为 １０ ｐｇ，多杀巴氏杆菌、支气管鲍特杆菌、支原体敏感性为 １ ｐｇ，特
异性检测未从其他病原菌中检测出目的条带。 应用建立的多重 ＰＣＲ 体系检测人工感染样本的不同组合，４５ 只实

验动物气管检测出 １５ 只多杀巴氏杆菌阳性，９ 只肺支原体阳性，但传统培养方法和血清学方法未检测出阳性标本。
结论　 本文建立的多重 ＰＣＲ 方法操作简单、快速、特异性强、灵敏度高，能够实现对多杀巴氏杆菌、支气管鲍特杆

菌、支原体和肺炎克雷伯杆菌 ４ 种实验动物病原体的快速检测。
【关键词】 　 多杀巴氏杆菌；支气管鲍特杆菌；支原体；肺炎克雷伯杆菌；多重 ＰＣＲ
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　 　 多杀巴氏杆菌（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、支气管

鲍 特 杆 菌 （ Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ ）、 支 原 体

（ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ） 和 肺 炎 克 雷 伯 杆 菌

（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）是实验动物的常见病原微生

物，能引起许多哺乳动物呼吸系统的隐性感染甚至

死亡［１］。 近几年实验动物质量监测结果显示，以上

四种病原微生物阳性时有发生［２ － ４］。 目前我国实验

动物微生物等级及监测标准为多杀巴氏杆菌（ＧＢ ／ Ｔ
１４９２６􀆰 ５ － ２００１），支气管鲍特杆菌（ＧＢ ／ Ｔ １４９２６􀆰 ６
－ ２００１），支原体（ＧＢ ／ Ｔ １４９２６􀆰 ８ － ２００１），肺炎克雷

伯杆菌（ＧＢ ／ Ｔ １４９２６􀆰 １３ － ２００１）。 上述四种病原微

生物采用的检测方法是传统的分离培养和生化鉴

定方法，此种方法费时费力，而且实验人员需要具

备较高的专业素质，因此急需建立一种更为简便，
快速的检测方法。 目前分子生物学方法对于细菌、
病毒的检测已得到广泛应用，四种病原微生物的单

一 ＰＣＲ 方法已有报道，但同时检测四种病原微生物

的方法尚未建立［６，８ － １５］，本研究建立了能够同时检

测上述四种病原微生物的多重 ＰＣＲ 方法并且完成

初步应用，为其快速检测和诊断提供实验依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌株

本实验所用肺支原体（ＮＣＴＣ１０５４０）由中国食品

药品检定研究院惠赠，多杀巴氏杆菌（Ｋ８１２３）购自温

州康 泰 生 物 科 技 有 限 公 司， 支 气 管 鲍 特 杆 菌

（ＣＧＭＣＣ１􀆰 ２４１８）购自中国微生物菌种保藏中心，肺
炎克雷伯杆菌（ＣＭＣＣ４６１１７）购自广东省微生物菌种

保藏中心。 金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ６５３８）由石家庄市

疾控中心惠赠。 乙型溶血性链球菌（ＣＭＣＣＢ３２２１０）、
乙型副伤寒沙门氏菌（ＣＭＣＣＢ５００９４）、大肠埃希菌

（ＣＭＣＣ４４１０２）、肺炎链球菌（ＣＭＣＣＢ３１００１）购自北京

北纳创联生物技术研究院。
１􀆰 １􀆰 ２　 动物样本

随机抽检河北省实验动物中心和山西省实验动

物中心 ４５ 只清洁级实验动物的气管及分泌物和鼻棉

拭子，其中包含 ２０ 只小鼠，５ 只大鼠，１０ 只兔，５ 只豚

鼠，５ 只地鼠，动物购买后于开放环境中饲养数日。
１􀆰 １􀆰 ３　 引物

根据多杀巴氏杆菌、支气管鲍特杆菌、支原体

和肺炎克雷伯杆菌的特异性区域设计相应引物，引
物基因、引物序列、产物长度和文献出处见表 １。 引

物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＤＨＬ 琼脂平皿，血琼脂平皿，支原体培养基，均
购自北京三药科技开发公司；细菌基因组 ＤＮＡ 提取

试剂盒购自天根生物有限公司；细菌生化鉴定管购

自杭州天和微生物试剂有限公司；Ｍｉｘ 购自康为世

纪；Ｔｒｉｓ 购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司；ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ 购自南京诺

唯赞生物科技有限公司； 琼脂糖 Ａｇａｒｏｓｅ 购自

ＢＩＯＷＥＳＴ 公司；核酸染料 ＥｘＲｅｄ 购自北京庄盟国际

生物基因科技有限公司；支原体 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒

购自苏州西山生物技术有限公司。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
细菌

Ｂａｃｔｅｒｉａ
基因
Ｇｅｎｅｓ

引物序列 （５′－ ３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

产物长度 ／ ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

文献出处
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

多杀巴氏杆菌
Ｐ． ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ＫＭＴ１ ＧＴＧＡＧＴＧＧＧＣＴＴＣＴＣＧＧＴＡＧ

ＧＣＴＧＴＡＡＡＣＧＡＡＣＴＣＧＣＣＡＣ ３５６ ｂｐ

支气管鲍特杆菌
Ｂ． ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ Ｆｌａ ＡＧＧＣＴＣＣＣＡＡＧＡＧＡＧＡＡＡＧＧＣＴＴ

ＴＧＧＣＧＣＣＴＧＣＣＣＴＡＴＣ ２３７ ｂｐ ［５］

肺支原体
Ｍ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ＭＰ ＡＧＣＧＴＴＴＧＣＴＴＣＡＣＴＴＴＧＡＡ

ＧＧＧＣＡＴＴＴＣＣＣＴＣＣＣＴＡＧＣＴ ２６６ ｂｐ ［６］

肺炎克雷伯杆菌
Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅａ ｐｈｏＥ ＴＧＣＣＣＡＧＡＣＣＧＡＴＡＡＣＴＴＴＡ

ＣＴＧＴＴＴＣＴＴＣＧＣＴＴＣＡＣＧＧ １４２ ｂｐ ［７］
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　 　 再鑫仪器有限公司生物安全柜；上海跃进医疗

器械厂 ＰＹＸ⁃ＤＨＳ 隔水式电热恒温培养箱；ＮａｎｏＤｒｏｐ
基因公司 ＮＤ⁃１０００ Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ；美国 ＵＶＰＧＤＳ⁃
８０００ 凝胶成像系统；北京君意东方电泳设备有限公

司 ＪＹ６００Ｅ 电泳仪；美国 ＧｅｎｅＡｍｐ ９７００ＰＣＲ；德国

Ｈｅｒａｅｕｓ 高速冷冻离心机；无锡县电化教具厂 ＪＬＱ⁃
Ｓ１ 菌落计数器。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细菌 ＤＮＡ 的提取

多杀巴氏杆菌、支气管鲍特杆菌、支原体和肺

炎克雷伯杆菌四株标准菌株复苏培养后，用天根细

菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒按照使用说明提取基因

组 ＤＮＡ。 经紫外分光光度计检测，测取各菌株的浓

度，并将各菌株浓度稀释为 １０ ｎｇ ／ μＬ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 气管分泌物和鼻棉拭子 ＤＮＡ 的提取

将动物气管浸泡在酵母浸出液中，或将鼻棉拭

子泡在酵母浸出液中震荡，其余按天根细菌基因组

ＤＮＡ 提取试剂盒使用说明提取基因组 ＤＮＡ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＣＲ 反应体系和反应条件

ＰＣＲ 反应体系为 ５０ μＬ，包括：Ｍｉｘ ２５ μＬ，引物

浓度分别为多杀巴氏杆菌、支气管鲍特杆菌、支原

体和肺炎克雷伯杆菌 ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ，ＤＮＡ 各 １０ ｎｇ。
反应条件为 ９４℃ ５ ｍｉｎ；９４℃ ３０ ｓ，６０℃ ３０ ｓ，７２℃
３０ ｓ，共 ３０ 个循环； ７２℃ ７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物在 ２􀆰 ５％
琼脂糖凝胶中，１２０ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎ。
１􀆰 ３􀆰 ４　 特异性检测

用所建立的多重 ＰＣＲ 体系分别扩增金黄色葡

萄球菌、乙型溶血性链球菌、乙型副伤寒沙门氏菌、
大肠埃希菌、肺炎链球菌分离株来检测所建方法的

特异性。
１􀆰 ３􀆰 ５　 敏感性检测

将四种病原体的 ＤＮＡ 按 １：１０ 的比例进行稀

释，稀释后浓度分别为 １０ ｎｇ ／ μＬ，１ ｎｇ ／ μＬ，１００ ｐｇ ／
μＬ，１０ ｐｇ ／ μＬ，１ ｐｇ ／ μＬ，１００ ｆｇ ／ μＬ，同时设置阴性空

白对照，检验多重 ＰＣＲ 的敏感性。
１􀆰 ３􀆰 ６　 应用

用四种病原体多重 ＰＣＲ 方法检测 ５ 种人工感

染样本和 ４５ 例实验动物气管及分泌物和鼻棉拭子。
１􀆰 ３􀆰 ７　 血清学方法

根据肺支原体 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒操作检测肺

支原体的感染情况。
１􀆰 ３􀆰 ８　 传统培养方法

取气管分泌物和鼻咽棉拭子分别涂在血平皿培

养 ３６ ～４８ ｈ 和 ＤＨＬ 琼脂平皿 １８ ～ ２４ ｈ，根据国家标

准多杀巴氏杆菌（ＧＢ ／ Ｔ １４９２６􀆰 ５ －２００１），支气管鲍特

杆菌（ＧＢ ／ Ｔ １４９２６􀆰 ６ －２００１），肺炎克雷伯杆菌（ＧＢ ／ Ｔ
１４９２６􀆰 １３ －２００１）鉴定三种病原体的感染情况。

２　 结果

２􀆰 １　 特异性

用建立的多重 ＰＣＲ 方法扩增金黄色葡萄球菌、
乙型溶血性链球菌、乙型副伤寒沙门氏菌、大肠埃

希菌、肺炎链球菌，结果显示仅第一管扩增目的条

带，无其他阳性产物（见图 １）。
２􀆰 ２　 敏感性

四种病原微生物多杀巴氏杆菌、支气管鲍特杆

菌、支原体和肺炎克雷伯杆菌多重 ＰＣＲ 敏感性实验

结果显示，肺炎克雷伯杆菌 ＤＮＡ 最低检测质量均为

１０ ｐｇ，其他三种 ＤＮＡ 最低检测质量均为 １ ｐｇ，见图

２。 四种病原微生物单重 ＰＣＲ 的敏感性结果显示肺

炎克雷伯杆菌 ＤＮＡ 最低检测质量均为 １０ ｐｇ，其他

三种 ＤＮＡ 最低检测质量均为 １ ｐｇ，见图 ３。

注：（Ｍ）１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ；（１）阳性对照；（２）金黄色葡萄球

菌；（３）乙型溶血性链球菌；（４）乙型副伤寒沙门氏菌；（５）大肠

埃希菌；（６）肺炎链球菌。

图 １　 多重 ＰＣＲ 特异性

Ｎｏｔｅ． （Ｍ） １００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ； （１） Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； （２）
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ；（３） β⁃ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ；（４） Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｐａｒａｔｙｐｈｉ；（５）Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ；（６）Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ．

Ｆｉｇ． １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ａｓｓａｙ

注：（Ｍ）１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；（１ ～ ６）质量分别为 １０ ｎｇ、１ ｎｇ、
１００ ｐｇ、１０ ｐｇ、１ ｐｇ、１００ ｆｇ。

图 ２　 多重 ＰＣＲ 敏感性

Ｎｏｔｅ． （Ｍ）１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；（１ ～ ６） Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｗａｓ ｏｆ １０
ｎｇ，１ ｎｇ，１００ ｐｇ，１０ ｐｇ，１ ｐｇ， ａｎｄ １００ ｆｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ａｓｓａｙ
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注：（Ｍ）１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；（１ ～ ６）质量分别为 １０ ｎｇ、１ ｎｇ、１００ｐｇ、１０ ｐｇ、１ ｐｇ、１００ ｆｇ；（Ａ）支气管鲍特杆菌；（Ｂ）支原体；（Ｃ）多杀

巴氏杆菌；（Ｄ）肺炎克雷伯杆菌。

图 ３　 单重 ＰＣＲ 敏感性

Ｎｏｔｅ． （Ｍ）１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；（１ ～ ６） Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｗａｓ １０ ｎｇ，１ ｎｇ，１００ ｐｇ，１０ ｐｇ，１ ｐｇ， ａｎｄ １００ ｆｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；（ Ａ） Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ
ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ；（Ｂ）Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ；（Ｃ）Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ；（Ｄ）Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ

２􀆰 ３　 应用

使用多重 ＰＣＲ 方法对人工感染的气管及分泌

物 ＤＮＡ 样本进行扩增，结果显示与预期结果一致，
并无非特异性产物扩增（见图 ４）；用多重 ＰＣＲ 体系

对收集的 ４５ 份动物气管及分泌物和鼻棉拭子 ＤＮＡ
检测，结果显示 ９ 只小鼠同时扩增出多杀巴氏杆菌

和肺支原体阳性的目的条带，１ 只小鼠和 ５ 只兔扩

增出多杀巴氏杆菌阳性的目的条带（见图 ５）。

注：（Ｍ）１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；（１）阳性对照；（２）阴性对照；
（３）加多杀巴氏杆菌；（４）加支气管鲍特杆菌；（５）加支原体；
（６）加肺炎克雷伯杆菌；（７）加多杀巴氏杆菌、支气管鲍特杆

菌、支原体和肺炎克雷伯杆菌。

图 ４　 多重 ＰＣＲ 的人工感染标本检测结果

Ｎｏｔｅ． （Ｍ）１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；（１）Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；（２）Ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ；（３）Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ；（４）Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ；
（５）Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ；（６）Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ；（７）Ｔｈｅ
ｆｏｕｒ ｂａｃｔｅｒｉａ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ

３　 讨论

多杀巴氏杆菌、支气管鲍特杆菌、支原体和肺

炎克雷伯杆菌属我国实验动物必须排除的病原微

生物。 目前我国以上四种病原微生物的检测仍采

用国家标准推荐的传统的分离培养方法和生化鉴

定。 该方法经典、准确，但操作繁琐，费时，实验条

件限定和检测人员的主观判定使得该方法各检测

室之间易出现结果的差异。 因此急需建立一种快

速、准确的新检测方法。
本研究在参考前人单重 ＰＣＲ 研究的基础

上［５ － ７］，参照 ＧｅｎＢａｎｋ 中多杀巴氏杆菌（ＫＭＴ１）、支
气管鲍特杆菌（Ｆｌａ）、支原体（１６Ｓ ｒＲＮＡ）和肺炎克

雷伯杆菌（ｐｈｏＥ）的基因序列，在其高度保守区设计

一对特异性引物，建立多重 ＰＣＲ 体系。 通过对金黄

色葡萄球菌、乙型溶血性链球菌、乙型副伤寒沙门

氏菌、大肠埃希菌、肺炎链球菌的扩增表明，本实验

建立的 ＰＣＲ 检测方法特异性强；敏感性实验中肺炎

克雷伯杆菌 ＤＮＡ 最低检测质量均为 １０ ｐｇ，其他三

种 ＤＮＡ 最低检测质量均为 １ ｐｇ，多重 ＰＣＲ 与单重

ＰＣＲ 的敏感性结果一致，结果表明该多重 ＰＣＲ 方法

具有很高的敏感性，多重 ＰＣＲ 不会影响其单重的敏

感性。
考虑到样本 ＤＮＡ 提取物可能影响多重 ＰＣＲ 反

应特异性，本研究将多杀巴氏杆菌、支气管鲍特杆

菌、支原体和肺炎克雷伯杆菌分别混入到动物气管

及分泌物中，提取总 ＤＮＡ，多重 ＰＣＲ 方法扩增结果

与预期结果一致，能够准确的检测掺入的病原微生

物，甚至是四种全部，并且没有非特异性扩增。 为

了验证本方法在实际实验动物病原菌检测中的应

用性，收集河北省实验动物中心和山西省实验动物

中心 ２０ 只小鼠，５ 只大鼠，１０ 只兔，５ 只豚鼠，５ 只地

鼠，共 ４５ 只实验动物的气管及分泌物和鼻棉拭子，
提取总 ＤＮＡ，使用多重 ＰＣＲ 方法检测四种病原微生

物，同时根据国家标准的传统方法和血清学方法做

对比，结果显示 ４５ 份样本中显示 ９ 只小鼠同时扩增

出多杀巴氏杆菌和肺支原体阳性的目的条带， １ 只

小鼠和 ５ 只兔扩增出多杀巴氏杆菌阳性的目的条
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注：（Ｍ）１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；（１）阳性对照；（２）阴性对照；（３ ～ １２）小鼠气管分泌物和鼻棉拭子样本；（１３ ～ １７）兔气管分泌物和鼻棉拭子样本。

图 ５　 多重 ＰＣＲ 气管及分泌物样本检测结果

Ｎｏｔｅ． （Ｍ）１００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；（１）Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；（２）Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；（３ ～ １２）Ｔｒａｃｈｅａｌ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｔｔｏｎ ｓｗａｂ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ；（１３ ～ １７）Ｔｒａｃｈｅａｌ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｔｔｏｎ ｓｗａｂ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｃｈｅａｌ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｔｔｏｎ ｓｗａｂ ｓａｍｐｌｅｓ

带，但传统方法和血清学方法并未检测出阳性结

果，４５ 份样本中多重 ＰＣＲ 方法优于传统和血清学方

法，初步验证本方法的可行性。 本文建立的多重

ＰＣＲ 方法旨在呼吸系统疾病的检测，便于对实验动

物进行长期的微生物监测，达到质量控制标准。 该

多重 ＰＣＲ 方法适用于实验动物的微生物学检测，可
初步应用于无创呼吸系统疾病、垫料、常规的病原

检测和笼具环境的检测。 鼻棉拭子取材简便，利于

实验动物微生物学检测的大面积的筛查。 下面的

工作，将进一步扩大检测样本量验证本方法的准确

性和实用性。 本方法有良好的重复性，操作简单、
快速，成本较低，可以在实验动物微生物检测中进

一步应用。
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