
２０１８ 年 １０ 月

第 ２８ 卷　 第 １０ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０１８

Ｖｏｌ． ２８　 Ｎｏ． １０

［基金项目］上海市科技创新行动计划（１７１４０９００６００）。
［作者简介］冯洁（１９８１—），女，硕士，副研究员，研究方向：实验动物质量控制，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｍｏｙｉｆｊ＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］张泉（１９７９—），男，教授，研究方向：Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｑｕａｎ＠ ｙｚｕ． ｅｄｕ． ｃｎ。 高诚（１９６１—），男，研究员，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｇａｏｃｈｅｎｇ＠ ｓｌａｒｃ． ｏｒｇ． ｃｎ。

∗共同通信作者

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋技术方法

实验大鼠和小鼠多种细菌 ＰＣＲ 检测与分析

冯　 洁１，２，谢建云２，魏晓锋２，冯丽萍２，张　 泉１∗，高　 诚２∗

（１． 扬州大学兽医学院，扬州　 ２２５００９； ２． 上海实验动物研究中心，上海市实验动物质量监督检验站，上海　 ２０１２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 调查上海市实验动物生产设施大鼠、小鼠细菌携带状况。 方法　 比较国内外实验动物细菌

监测方案，选取螺杆菌、啮齿柠檬酸杆菌、牛棒状杆菌、金黄色葡萄球菌、绿脓杆菌和肺炎克雷伯杆菌作为检测项

目，分别于 ２０１４ 年和 ２０１６ 年收集样品共计 ８４８ 份，采用 ＰＣＲ 方法对上述 ６ 种病原体进行检测。 结果　 ＳＰＦ 级设施

均无金黄色葡萄球菌污染，清洁级设施 ２０１４ 年无肺炎克雷伯杆菌污染，其它病原体在不同级别设施内均有不同程

度的污染，所有清洁级设施均存在螺杆菌和牛棒状杆菌污染。 螺杆菌、啮齿柠檬酸杆菌和牛棒状杆菌在不同级别

动物上均检出阳性。 螺杆菌、绿脓杆菌阳性率呈下降趋势，而啮齿柠檬酸杆菌、牛棒状杆菌、肺炎克雷伯杆菌阳性

率则呈上升趋势。 结论　 本研究全面、系统地分析了上海地区实验大鼠、小鼠细菌携带状况，为提高实验动物质量

和饲养管理水平起促进作用，为我国实验动物国家标准的修订和完善提供依据和参考。
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　 　 实验动物微生物学质量是评价实验动物质量

的重要指标之一，定期对实验动物进行微生物质量

监测是确保动物质量的重要手段。 欧洲实验动物

联合会（ＦＥＬＡＳＡ）定期发布和更新详细全面的实验

动物健康监控指南和人员培训计划，详细阐述了监

测病原体的种类、采样要求和检测方法等［１］。 国际

知名的实验动物企业（如 ＣＲＬ、Ｔａｃｏｎｉｃ）均制定一系

列企业标准和检测制度，对于病原体项目、动物年

龄、检测方法和频率均有明确指示。 我国于 １９９４
年颁布了国家标准《实验动物微生物学等级及监

测标准》并陆续进行了修改和完善，按照微生物学

和寄生虫学规定了不同等级实验动物应排除的病

原体及对应的检测方法。 ２０１７ 年以来中国实验动

物学会制定并发布两批团体标准，新增了部分病

原体项目及检测方法，对于我国实验动物质量保

证和提升起到了促进作用。 本研究在详细比较国

内外实验动物细菌监测方案并结合实际的基础

上，选取国外普遍要求检测而我国国标暂未纳入

（螺杆菌、啮齿柠檬酸杆菌、牛棒状杆菌）以及国标

规定检测（金黄色葡萄球菌、绿脓杆菌和肺炎克雷

伯杆菌）的细菌指标作为调查项目，采用 ＰＣＲ 方法

对 ２０１４ 年和 ２０１６ 年上海市实验动物生产许可证

单位实验大鼠、小鼠的部分细菌携带状况进行调

查。 调查结果可为上海乃至全国实验动物微生物

质量控制提供参考，也可为国家标准的修订和完

善提供依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

本次调查的实验动物包括小鼠和大鼠，来源于

２０１４ 年和 ２０１６ 年上海市具有实验大鼠、小鼠生产

许可证的单位。 清洁级和 ＳＰＦ 级动物均饲养于屏

障环境。 各年度检测设施数量、动物数量及品系分

布详见表 １ 和表 ２。
表 １　 不同年份实验动物生产设施、动物数量统计表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ｔｅｓｔｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｙｅａｒｓ

年份
Ｙｅａｒ

检测设施数量 ／ 个
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ

大鼠 ／ 只
Ｒａｔｓ

小鼠 ／ 只
Ｍｉｃｅ

屏障环境（清洁级）
Ｂａｒｒｉｅｒ ｓｙｓｔｅｍ （ＣＬ）

屏障环境（ＳＰＦ 级）
Ｂａｒｒｉｅｒ ｓｙｓｔｅｍ （ＳＰＦ）

清洁级
ＣＬ

无特定病原体动物
ＳＰＦ

清洁级
ＣＬ

无特定病原体动物
ＳＰＦ

动物总数 ／ 只
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ

２０１４ ４ ９ ３０ ７８ ６４ １９１ ３６３
２０１６ ４ １３ １８ ６０ ９１ ３１６ ４８５

累计 Ｔｏｔａｌ ／ ／ ４８ １３８ １５５ ５０７ ８４８

表 ２　 动物品系分布表
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｉｍａｌ ｓｔｒａｉｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

品系
Ｓｔｒａｉｎ

　 　 样本总数 Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ
２０１４ 年 ２０１６ 年

ＳＤ ５８ ５７

Ｗｉｓｔａｒ ４４ １７

ＺＤＦ ６ ４

Ｃ５７ ４０ ７３

ＢＡＬＢ ／ ｃ ４４ ６３

ＩＣＲ ４６ ５４

Ｓｃｉｄ １８ ３６

ＫＭ ４６ ６６

Ｎｕｄｅ ３０ ７５

ＧＥＭ ３１ ６

ｄｂ ／ ｄｂ ｄｂ ／ ｄｂ ／ ６

ｏｂ ／ ｏｂ ／ ６

Ｆ１ ／ ２２

合计 ３６３ ４８５

１􀆰 ２　 主要试剂

细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自天根生化科

技（北京）有限公司，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、２ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ）、ＤＬ２０００ ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购

自南京诺唯赞生物科技有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 样品处理

无菌采集动物回盲部内容物，取 ０􀆰 ２ ｇ 悬浮于 １
ｍＬ 的 ＰＢＳ（ｐＨ７􀆰 ４），８５０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后取上清

液，按照细菌基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒说明书进行

ＤＮＡ 模板抽提。 获得的 ＤＮＡ 样品于 － ２０℃ 保存

备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＰＣＲ 引物序列

参照文献［２ － ５］，根据 ＧｅｎＢａｎｋ 登录的牛棒状杆

菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列（ＮＲ＿１１８４６５􀆰 １），利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０
设计 １ 对特异性引物。 引物由生工生物工程（上
海）股份有限公司合成。 引物信息见表 ３。

０９ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ２８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． １０



表 ３　 ＰＣＲ 引物列表
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

细菌名称
Ｂａｃｔｅｒｉａ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

退火温度（°Ｃ）
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

产物长度（ｂｐ）
Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ

螺杆菌
Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ． ｓｐｐ

Ｐ７： ＣＴＡＴＧＡＣＧＧＧＴＡＴＣＣＧＧＣ
Ｐ８：ＡＴＴＣＣＡＣＣＴＡＣＣＴＣＴＣＣＣＡ ５３ ３７４

啮齿柠檬酸杆菌
Ｃ． ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ

ＣＲ１：ＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＡＴＣＴＣＡＴＣＴＧＴＣ
ＣＲ２：ＧＣＡＡＧＧＣＴＧＧＴＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡ ６１ ４２０

牛棒状杆菌
Ｃ． ｂｏｖｉｓ

ＣＢ１：ＧＴＧＧＣＧＡＡＣＧＧＧＴＧＡＧＴＡＡ
ＣＢ２：ＡＣＡＣＡＣＴＡＡＡＧＣＡＣＧＧＴＣＣＴＡＴ ６１ １００

金黄色葡萄球菌
Ｓ． ａｕｒｅｕｓ

ＳＡ１：ＣＴＴＴＡＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＧＡＣＧＡＡＣ
ＳＡ２：ＡＡＡＧＧＧＣＡＡＴＡＣＧＣＡＡＡＧＡＧＧＴ ５６ ４８４

绿脓杆菌
Ｐ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

ＰＡ１：ＧＣＡＣＣＣＧＣＡＡＣＧＣＡＴＣＡＡ
ＰＡ２：ＣＣＴＧＧＡＡＡＧＧＣＴＣＣＧＡＡＴＡＧＴＧ ５６ ２７８

肺炎克雷伯杆菌
Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

ＫＰ１：ＴＧＧＣＣＣＧＣＧＣＣＣＡＧＧＧＴＴＣＧＡＡＡ
ＫＰ２：ＧＡＴＧＴＣＧＴＣＡＴＣＧＴＴＧＡＴＧＣＣＣＡＧ ５６ ３６８

１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＣＲ 反应程序

ＰＣＲ 反应体系 ５０ μＬ，包括 ２ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ）２５ μＬ，上下游引物（１０ μＭ）各 １ μＬ，
ＤＮＡ 模板 ２ μＬ。

ＰＣＲ 反应程序：９５°Ｃ 预变性 ５ ｍｉｎ 后，按 ９５°Ｃ
变性 ３０ ｓ，退火 ３０ ｓ，７２°Ｃ 延伸 ３０ ｓ 的程序循环 ３４
次，最后 ７２°Ｃ 延伸 １０ ｍｉｎ。

ＰＣＲ 扩增产物经 １％ 琼脂糖凝胶电泳检测分

析。 将不同来源的阳性 ＰＣＲ 产物进行归类，随机挑

选阳性产物经凝胶电泳纯化回收后送至至生工生

物工程（上海）股份有限公司进行测序。 将测序结

果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已知核酸序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对、
验证。

２　 结果

２􀆰 １　 设施分析

如图 １ 所示， 在 ＳＰＦ 级设施未检出金黄色葡萄

球菌污染，清洁级设施 ２０１４ 年未检出肺炎克雷伯杆

菌污染，其它病原体在不同级别设施内均有不同程

度的污染。 所有清洁级设施均存在螺杆菌和牛棒

状杆菌污染，ＳＰＦ 级设施的螺杆菌和牛棒状杆菌污

染率分别为 ７７􀆰 ７８％ （２０１４ 年）、６１􀆰 ５４％ （２０１６ 年）
和 ６６􀆰 ６７％ （２０１４ 年）、９２􀆰 ３１％ （２０１６ 年）。
２􀆰 ２　 病原检测结果分析

如图 ２ 所示，大鼠螺杆菌阳性率为 ３４􀆰 ２６％
（２０１４ 年）和 ２５􀆰 ６４％ （２０１６ 年），啮齿柠檬酸杆菌阳

性率为 ４􀆰 ６３％ （２０１４ 年）和 １７􀆰 ９５％ （２０１６ 年），牛
棒状杆菌阳性率为 ２３􀆰 １５％ （２０１４ 年） 和 ３３􀆰 ３３％
（２０１６ 年），金黄色葡萄球菌阳性率为 ５􀆰 ５６％ （２０１４

图 １　 不同细菌检测项目的设施污染率比较

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

年）和 ７􀆰 ６９％ （２０１６ 年），绿脓杆菌和肺炎克雷伯杆

菌均未检出阳性。 小鼠螺杆菌阳性率为 ４０􀆰 ３９％
（２０１４ 年）和 ２９􀆰 ７３％ （２０１６ 年），啮齿柠檬酸杆菌阳

性率为 ５􀆰 ８８％ （２０１４ 年）和 １５􀆰 ４８％ （２０１６ 年），牛
棒状杆菌阳性率为 １９􀆰 ２２％ （２０１４ 年） 和 ３８􀆰 ３３％
（２０１６ 年），金黄色葡萄球菌阳性率为 １􀆰 ５７％ （２０１４
年）和 ０％ （２０１６ 年），绿脓杆菌阳性率为 ９􀆰 ８０％
（２０１４ 年）和 ０􀆰 ７４％ （２０１６ 年），肺炎克雷伯杆菌阳

性率（２０１４ 年 ０􀆰 ７８％ ，２０１６ 年 ３􀆰 ６９％ ）。
分别对不同级别动物不同年份的阳性率进行

分析。 如表 ４ 所示，螺杆菌仅清洁级大鼠阳性率呈

上升趋势，其他级别均下降。 啮齿柠檬酸杆菌和牛

棒状杆菌在不同级别动物上的阳性率均呈上升趋

势。 国标要求排除的 ３ 种细菌，金黄色葡萄球菌仅

清洁级有阳性检出，ＳＰＦ 级均为阴性，符合国标要

求。 大鼠绿脓杆菌无阳性检出，不同年份、不同级
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别的小鼠均有阳性检出，但均呈下降趋势。 大鼠肺

炎克雷伯杆菌无阳性检出，小鼠仅 ２０１４ 年清洁级为

阴性，其他均有阳性检出。
对阳性动物品系进行分析，螺杆菌阳性率相对较

高的品系有 ＢＡＬＢ ／ ｃ、ＩＣＲ、ＫＭ 等，仅 ＫＭ 阳性率升

高，其它品系阳性率均下降。 来自同一设施的 ２２ 只

清洁级 Ｆ１ 小鼠螺杆菌全部为阳性。 所有品系动物均

检出牛棒状杆菌阳性。 大多数品系的啮齿柠檬酸杆

菌和牛棒状杆菌阳性率均呈升高趋势。 金黄色葡萄

球菌仅 ＳＤ 大鼠和 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠检出阳性。 绿脓杆菌

和肺炎克雷伯杆菌阳性样品均集中在小鼠。 在动物

饲养管理和使用过程中应加以关注（表 ５，表 ６）。
图 ２　 ＰＣＲ 检测不同动物阳性率统计

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ａｎｄ ｍｉｃｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＰＣＲ

表 ４　 ＰＣＲ 检测不同级别动物阳性率统计（％ ）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌ ａｎｉｍａｌｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＰＣＲ

检测项目
Ｂａｃｔｅｒｉａ

清洁级大鼠
ＣＬ ｒａｔｓ

ＳＰＦ 级大鼠
ＳＰＦ ｒａｔｓ

清洁级小鼠
ＣＬ ｍｉｃｅ

ＳＰＦ 级小鼠
ＳＰＦ ｍｉｃｅ

２０１４ ２０１６ ２０１４ ２０１６ ２０１４ ２０１６ ２０１４ ２０１６
螺杆菌 Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ． ｓｐｐ ２０􀆰 ００ ３８􀆰 ８９ ３９􀆰 ７４ ２１􀆰 ６７ ８７􀆰 ５０ ７５􀆰 ８２ ２４􀆰 ６１ １６􀆰 ４６

啮齿柠檬酸杆菌 Ｃ． ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ ６􀆰 ６７ ３３􀆰 ３３ ３􀆰 ８５ １３􀆰 ３３ ６􀆰 ２５ ８􀆰 ７９ ５􀆰 ７６ １７􀆰 ４１
牛棒状杆菌 Ｃ． ｂｏｖｉｓ ４３􀆰 ３３ ６６􀆰 ６７ １５􀆰 ３８ ２３􀆰 ３３ １２􀆰 ５０ ２１􀆰 ９８ ２１􀆰 ４７ ４３􀆰 ０４

金黄色葡萄球菌 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ ２０􀆰 ００ ３３􀆰 ３３ ０ ０ ６􀆰 ２５ ０ ０ ０
绿脓杆菌 Ｐ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ０ ０ ０ ０ ２３􀆰 ４４ ２􀆰 ２０ ５􀆰 ２４ ０􀆰 ３２

肺炎克雷伯杆菌 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ０ ０ ０ ０ ０ ８􀆰 ７９ １􀆰 ０５ ２􀆰 ２２

表 ５　 ＰＣＲ 检测不同品系动物阳性率统计（％ ，２０１４ 年）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＰＣＲ （２０１４）

品系
Ｓｔｒａｉｎ

螺杆菌
Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ． ｓｐｐ

啮齿柠檬酸杆菌
Ｃ． ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ

牛棒状杆菌
Ｃ． ｂｏｖｉｓ

金黄色葡萄球菌
Ｓ． ａｕｒｅｕｓ

绿脓杆菌
Ｐ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

肺炎克雷伯杆菌
Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

ＳＤ ３２􀆰 ７６ ８􀆰 ６２ ３４􀆰 ４３ １０􀆰 ３４ ０ ０
Ｗｉｓｔａｒ ３６􀆰 ３６ ０ １１􀆰 ３６ ０ ０ ０
ＺＤＦ ３３􀆰 ３３ ０ ０ ０ ０ ０
Ｃ５７ ３５ ２􀆰 ５ ２２􀆰 ５ ０ １５ ０

ＢＡＬＢ ／ ｃ ５２􀆰 ２７ ４􀆰 ５５ ２７􀆰 ２７ ９􀆰 ０９ １３􀆰 ６４ ４􀆰 ５５
ＩＣＲ ５６􀆰 ５２ ０ ２１􀆰 ７４ ０ ８􀆰 ７０ ０
ｓｃｉｄ １６􀆰 ６７ ２２􀆰 ２２ ２２􀆰 ２２ ０ ２２􀆰 ２２ ０
ＫＭ ５０ ８􀆰 ７０ １５􀆰 ２２ ０ ４􀆰 ３５ ０
裸鼠 ４０ ６􀆰 ６７ １６􀆰 ６７ ０ １３􀆰 ３３ ０

转基因 ６􀆰 ４５ ６􀆰 ４５ ６􀆰 ４５ ０ ０ ０
合计 ３８􀆰 ５７ ５􀆰 ５１ ２０􀆰 ３９ ２􀆰 ７５ ６􀆰 ８９ ０􀆰 ５５

表 ６　 ＰＣＲ 检测不同品系动物阳性率统计（％ ，２０１６ 年）
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＰＣＲ （２０１６）

品系
Ｓｔｒａｉｎ

螺杆菌
Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ． ｓｐｐ

啮齿柠檬酸杆菌
Ｃ． ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ

牛棒状杆菌
Ｃ． ｂｏｖｉｓ

金黄色葡萄球菌
Ｓ． ａｕｒｅｕｓ

绿脓杆菌
Ｐ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

肺炎克雷伯杆菌
Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

ＳＤ ２２􀆰 ８１ １９􀆰 ３０ ３３􀆰 ３３ １０􀆰 ５３ ０ ０
Ｗｉｓｔａｒ ３５􀆰 ２９ １７􀆰 ６５ ３５􀆰 ２９ ０ ０ ０
ＺＤＦ ２５ ０ ２５ ０ ０ ０
Ｃ５７ ８􀆰 ２２ １２􀆰 ３９ ３４􀆰 ２５ ０ １􀆰 ３７ ８􀆰 ２２

ＢＡＬＢ ／ ｃ １１􀆰 １１ １２􀆰 ７０ ４７􀆰 ６２ ０ １􀆰 ５９ ４􀆰 ７６
ＩＣＲ ３７􀆰 ０４ ０ ３７􀆰 ０４ ０ ０ ０
Ｓｃｉｄ ０ ５８􀆰 ３３ ４１􀆰 ６７ ０ ２􀆰 ７８ ０
ＫＭ ６０􀆰 ６６ ２５􀆰 ７６ ３６􀆰 ３７ ０ ０ ３􀆰 ０３
裸鼠 ３２ １０􀆰 ６７ ４０ ０ ０ ０

转基因 ３３􀆰 ３３ ０ ０ ０ ０ ０
ｄｂ ／ ｄｂ ０ ０ ６６􀆰 ６７ ０ ０ ５０
ｏｂ ／ ｏｂ ０ ０ ８３􀆰 ３３ ０ ０ １６􀆰 ６７
Ｆ１ １００ ０ １３􀆰 ６３ ０ ０ ０

合计 ２９􀆰 ０７ １５􀆰 ８８ ３７􀆰 ５３ １􀆰 ２４ ０􀆰 ６２ ３􀆰 ０９
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３　 讨论

细菌病原学检测方法可分为传统的分离培养

以及 ＰＣＲ 等分子生物学方法。 当前国际先进标准

已广泛使用 ＰＣＲ 方法对实验动物病原体进行监测，
中国实验动物学会制定的团体标准中亦发布了部

分病原体（如螺杆菌、牛棒状杆菌）的 ＰＣＲ 检测规

程。 但我国国标目前主要采用分离培养法进行检

测，尚未采用分子生物学方法。 培养法需要培养基

配制、采样、分离培养、染色镜检和生化鉴定等多个

环节，存在检测周期长、操作流程繁琐、检测试剂的

供应及标准化不足、对检测人员的专业技术要求较

高等诸多不足，严重制约了我国实验动物质量标准

以及检测体系的完善与发展。 ＰＣＲ 方法相较于传

统分离培养法特异性强，敏感性高。 在规范试验试

剂、设备以及人员操作流程的前提下，可用于病原

体的快速检测，尤其适用于大规模筛查。
国外先进标准中普遍要求实验大鼠、小鼠须排

除的病原体，如螺杆菌、牛棒状杆菌、柠檬酸杆菌等

均未出现在我国标准中。 螺杆菌主要以隐性感染

形式存在于动物消化道，可致小鼠肝炎、肝细胞瘤、
盲肠结肠炎、胆肝炎等多种疾病，严重影响实验动

物质量，已被公认为是啮齿类实验动物的重要致病

菌。 啮齿柠檬酸杆菌为肠杆菌科柠檬酸杆菌属成

员之一，为条件性致病菌，可引起小鼠传染性结肠

增生、腹泻、结肠炎甚至直肠脱垂等症状。 对于免

疫功能健全的成年小鼠，一般无明显症状。 牛棒状

杆菌可导致裸鼠表皮角化过度，俗称“鳞皮病”。 无

毛鼠和免疫缺陷鼠一旦感染，几乎终身携带。 动物

感染通常伴随体重减轻、摄水量增加、结膜充血、异
种移植物生长缓慢等现象，设施一旦污染很难清

除［６］。 金黄色葡萄球菌、绿脓杆菌、肺炎克雷伯杆

菌是我国实验动物微生物学等级及监测标准

（１４９２２􀆰 ２ － ２０１１）中明确规定 ＳＰＦ 级实验大鼠、小
鼠必须检测和排除的病原菌［７］，均属于条件性致病

菌，正常存在于动物体内和环境中，当动物免疫功

能低下时可感染动物。 国外多数将其作为环境监

测的参考指标，当评估认为该病原体可能会对正在

进行的实验存在干扰时则要求监测。
本研究参照文献所述 ＰＣＲ 检测程序，对上海地

区实验鼠群进行大规模质量监测，并从设施、动物

级别、动物品系等多角度全面系统地分析了当前实

验大鼠、小鼠细菌的携带状况。 数据显示，螺杆菌、

啮齿柠檬酸杆菌和牛棒状杆菌在不同级别动物上

均有阳性检出。 尤其是清洁级小鼠螺杆菌、所有级

别动物的牛棒状杆菌和柠檬酸杆菌污染率高、污染

范围广，应引起重视。 啮齿柠檬酸杆菌、牛棒状杆

菌、肺炎克雷伯杆菌阳性率呈明显上升趋势，但螺

杆菌、绿脓杆菌阳性率均呈下降趋势。 文献数据显

示，螺杆菌呈全球性分布，Ｃｈａｒｌｅｓ Ｒｉｖｅｒ 对北美和欧

洲实验鼠群螺杆菌进行调查发现，螺杆菌是实验鼠

群主要流行的病原体。 金黄色葡萄球菌是日本实

验大鼠和小鼠流行最普遍的病原体，小鼠设施阳性

率达 １８􀆰 ８％ ，大鼠设施阳性率达 ５８􀆰 ６２％ ，欧美小鼠

金黄色葡萄球菌的携带率为 ６％ ～ １１％ ，啮齿柠檬

酸杆菌感染率极低［８ － １０］。 我国北京、广东等地区也

有螺杆菌、牛棒状杆菌、金黄色葡萄球菌和绿脓杆

菌阳性报道［１１ － １４］。 由此可见，国内外实验鼠群病原

体污染的流行趋势基本一致。
虽然 ＰＣＲ 方法具备精准、高效、便捷的优势，仍

需结合经典方法进行验证。 笔者认为后续应进一

步溯源至阳性的设施和品系，开展细菌的分离培养

及鉴定等病原学方面的工作，以全面细致了解本市

实验动物生产设施内上述细菌的分布情况。 本研

究的调查结果对于提高实验动物质量和饲养管理

水平起促进作用，为我国实验动物国家标准的修订

和完善提供依据和参考。 鉴于上述病原体对于动

物本身及从业人员和环境的影响，生产单位作为国

内实验动物的源头，应结合行业发展趋势，加强饲

养管理，制定并优化监测方案，从而提高动物品质

和企业竞争力。
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