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摘要： 旨在建立布氏杆菌 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 检测方法。 以布氏杆菌高度保守的单拷贝基因 ｂｃｓｐ３１ 作为靶基因， 设计特异性引

物及 ＴａｑＭａｎ 探针， 优化反应体系和反应条件， 建立标准曲线， 通过特异性试验、 灵敏性试验、 重复性试验及其与商品化试剂盒的检测效果比对

验证本方法的优势， 并应用本方法对猪布病进行了检测。 应用 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 反应的最优条件， 建立了本方法的标准曲线， ｙ＝－３􀆰 ３６４ｌｇ ｘ＋４８􀆰 ７４０，
Ｒ２ ＝ １􀆰 ０００。 本方法对布氏杆菌表现出高度的特异性， 与大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 猪链球菌、 沙门菌及副猪格拉菌等常见病原体均无交叉反

应， 可实现布氏杆菌的精准鉴别； 最低检测限度为 １×１０１拷贝 ／ μＬ， 是普通 ＰＣＲ 的 １００ 倍； 批内及批间重复的变异系数均小于 ２％。 与商品化试剂

盒的检测效果相比， 本方法在低浓度模板的检测中更有优势。 应用本方法对猪临床样本 （６８３ 份淋巴结和 ３４１ 份生殖拭子） 中布氏杆菌进行检

测， 结果显示猪淋巴结样本的阳性检出率为 １􀆰 １７％， 生殖拭子样本的阳性检出率为 １􀆰 ４７％， 均稍高于商品化荧光检测试剂盒的阳性检出率。 综上

所述， 本研究建立的布氏杆菌 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 方法灵敏、 特异、 稳定， 适用于动物布病的快速监测和早期诊断。
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　 　 布氏杆菌病 （ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ） 简称布病， 是世界普

遍公认的危害严重的人畜共患病之一［１］。 家畜感染

会侵害生殖系统， 母畜表现为流产和不育， 公畜表现

为睾丸炎和附睾炎［２］。 人主要通过皮肤黏膜、 消化

道及呼吸道接触病原家畜及其产品而感染， 严重会造

成骨头等关节损伤， 如果不及时发现则可能终生带

菌［３］。 迄今为止， 布病已广泛流行于 １７０ 多个国家和

地区， 对人类与动物的健康、 国家经济的发展和安全

等均构成了较为严重的威胁［４］。 在我国， 布病的流

行形势也较为严峻， 畜间和人群间布病的感染率持续

处于较高水平。 值得注意的是， 人群间布病的感染途

径正从以往的职业接触为主， 逐渐转向以食源性感染

为代表的非职业方式［５－６］。 因此， 加强动物布病的防

控， 成为阻断人群间布病传播的关键环节。
快速灵敏的检测方法可以为布病的早期诊断和有

效防控提供有力的技术支持。 目前， 常用的检测方法

主要为病原学检测及血清学检测。 病原学分离被认为

是诊断布病的金标准， 但布氏杆菌的分离培养耗时较

长， 且受实验室生物安全风险等因素的制约， 难以在

普通实验室广泛开展［７］。 血清学检测主要包括虎红

平板凝集试验 （ＲＢＴ）、 试管凝集试验 （ＳＡＴ） 和酶

联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ） 等免疫学方法， 这些方法

已在流行病学调查中被广泛使用， 但其主要检测对象

为抗体， 无法有效区分野毒感染和疫苗免疫产生的抗

体， 更无法对环境中的布氏杆菌进行监测， 因此血清

学检测存在一定的局限性［８］。 相比之下， 基于 ＰＣＲ
的分子生物学技术因其特异、 高效、 灵敏且安全等优

势在病原学检测中展现出一定的优势。
布氏杆菌 ｂｃｓｐ３１ 基因是单拷贝基因， 编码细胞

表面 ３１ ｋＤａ 的蛋白质， 在布氏杆菌不同种型间其序

列及拷贝数极为保守［９］， 已被用来作为 ＰＣＲ 检测方

法的靶基因［１０］。 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ）
技术是在普通 ＰＣＲ 特异性引物的基础上增加一条荧

光标记探针， 提高了序列的特异性， 可用于对样品中

病原含量的检测和定量， 准确性高， 缩短了循环的反

应时间， 从而为布病的检测提供更准确的依据［１１－１２］。
本研究以 ｂｃｓｐ３１ 基因为靶基因设计特异性引物及

ＴａｑＭａｎ 探针， 建立布氏杆菌 ｑＰＣＲ 检测方法， 并检

测了布病在山东省猪群中的流行情况， 不仅为实现布

氏杆菌的快速诊断和定量分析提供科学的方法， 还为

制定山东省内布病的防控与净化策略提供参考依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株及临床样本

布氏杆菌病活疫苗 （Ｓ２ 株） 购自齐鲁动物保健

品有限公司； 大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 猪链球

菌、 沙门菌、 副猪格拉菌均由山东省农业科学院畜牧

兽医研究所分离、 鉴定保存。
布病弱阳性拭子 ＤＮＡ 来自山东省动物疾病预防

与控制中心 （山东省人畜共患病流调监测中心）， 猪

临床样本采自山东省无害化处理厂、 屠宰场。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、 质粒提取试剂盒、
ＰＣＲ 产物回收纯化试剂盒均购自天根生化科技 （北
京） 有限公司； ２×ＡＬＬ－Ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｑＰＣＲ ＰｒｅＭｉｘ 试剂购

自诺唯赞生物科技股份有限公司； Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ 试剂、
ＤＬ１０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均购自 ＴａＫａＲａ （北京） 公司。

ＣＦＸ９６ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ｓｙｓｔｅｒｍ 荧光定量 ＰＣＲ 仪购自

ＢｉｏＦｌｕｘ 公司； 核酸电泳仪购自北京君意东方电泳设

备有限公司； ＰＣＲ 仪购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司。
１􀆰 ３　 引物及探针的设计与合成

根据布氏杆菌 ｂｃｓｐ３１ 基因 （ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：
Ｍ２０４０４􀆰 １） 序列， 用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 根据保守片

段设计引物和探针， 引物序列为： ｂｃｓｐ３１ － Ｆ： ５′ －
ＣＣＴＡＣＧＧＣＣＴＣＡＣＧＧＡＡＧＡＣ － ３′， ｂｃｓｐ３１ － Ｒ： ５′ －
ＣＣＡＣＡＡＡＧＡＡＡＴＡＧＧＣＧＴＣＣＡＧ － ３′， 扩 增 片 段 为

１０２ ｂｐ； ＴａｑＭａｎ 探针 ５′端标记荧光报告基团 ＦＡＭ，
３′端标记荧光淬灭基团 ＢＨＱ１， 探针序列为： ｂｃｓｐ３１－
Ｔ： ＦＡＭ － ＡＣＣＡＴＣＴＴＴＣＡＧＣＣＴＣＴＣＧＣＣＴＧＣ － ＢＨＱ１。
所设计的引物和探针均由生工生物工程 （上海） 股

份有限公司合成、 标记和纯化。
１􀆰 ４　 常规 ＰＣＲ 扩增目的基因

布氏杆菌病活疫苗 （Ｓ２ 株） 高压灭菌后加入生

理盐水复融， 采用细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒按照

说明书操作提取 Ｓ２ 株基因组 ＤＮＡ。 用上述设计好的

引物对作为 ＰＣＲ 扩增的引物， 以 Ｓ２ 株基因组 ＤＮＡ
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作为模板， 扩增目的基因。 ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬ，
包含 ｂｃｓｐ３１－Ｆ ／ ｂｃｓｐ３１－Ｒ 引物各 １ μＬ， 基因组 ＤＮＡ
模板 ２ μＬ、 双蒸水 ８􀆰 ５ μＬ 和 Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ １２􀆰 ５ μＬ。
ＰＣＲ 扩增反应程序为： 预变性 ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； 变性

９５ ℃ ３０ ｓ， 退火 ５９ ℃ ３０ ｓ， 延伸 ７２ ℃ ３０ ｓ， ３０ 个

循环； 终末延伸 ７２ ℃ ５ ｍｉｎ， ４ ℃ 保存。 反应结束

后， 取 ６ μＬ 扩增产物用 ２％琼脂糖凝胶进行电泳

检测。
１􀆰 ５　 阳性质粒标准品的制备

将上述 ＰＣＲ 产物用 ＰＣＲ 产物回收试剂盒纯化提

取目的片段。 将目的片段连接 ｐＭＤ１９－Ｔ 载体， 转化

大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ ５α 感受态细胞， 挑取阳性克隆进行

鉴定并测序。 序列正确的阳性质粒用来制备阳性标准

品。 阳性质粒初始浓度为 ５０ ｎｇ ／ μＬ， 计算出拷贝数

为 １􀆰 ６３×１０１０拷贝 ／ μＬ。 将初始阳性质粒稀释到 １􀆰 ０×
１０１０拷贝 ／ μＬ， 之后进行 １０ 倍比梯度稀释， 得到浓度

为 １􀆰 ０ × １０１０ ～ １􀆰 ０ × １００ 拷贝 ／ μＬ 的质粒标准品，
－２０ ℃保存备用。
１􀆰 ６　 ｑＰＣＲ 反应条件的优化

采用棋盘法优化 ｑＰＣＲ 反应条件。 ｑＰＣＲ 反应总

体系为 ２０ μＬ， 包含 ２×ＡＬＬ－Ｐｏｗｅｒｆｕｌ Ｑｐｃｒ ＰｒｅＭｉｘ 混

合物 １０ μＬ， ｂｃｓｐ３１－Ｆ ／ ｂｃｓｐ３１－Ｒ 引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
的加入量分别为 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５ 和 ０􀆰 ６ μＬ， ｂｃｓｐ３１－Ｔ
探针 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ） 分 别 加 入 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ３ 和

０􀆰 ４ μＬ， ＤＮＡ 模板 ２ μＬ， 补 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２０ μＬ。 反应

条件： 污染消化 ３７ ℃ ２ ｍｉｎ； 预变性 ９５ ℃ ３０ ｓ； 变

性 ９５ ℃ １０ ｓ， 退火 ５８～６２ ℃ ３０ ｓ， ４５ 个循环进行扩

增。 通过优化得到 ｑＰＣＲ 最佳反应所需的引物和探针

浓度以及退火温度。
１􀆰 ７　 标准曲线的建立

分别以 １×１０１０ ～ １×１０５拷贝 ／ μＬ 的质粒标准品为

模板， 每个浓度均设置 ３ 次重复， 进行 ｑＰＣＲ 反应，
得到各自的阈值循环数 （ Ｃｔ） 值， 以此建立标准

曲线。
１􀆰 ８　 特异性试验

以大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 猪链球菌、 沙门

菌、 副猪格拉菌的基因组 ＤＮＡ 为模板， 布氏杆菌 Ｓ２
株基因组 ＤＮＡ 为阳性对照， ｄｄＨ２Ｏ 为阴性对照， 在

相同的条件下同时进行 ｑＰＣＲ 反应扩增， 通过观察有

无 Ｃｔ 值和扩增曲线产生以确定该方法的特异性。
１􀆰 ９　 敏感性试验

分别以 １×１０７ ～１×１００拷贝 ／ μＬ 的质粒标准品为模

板， 设置阴性对照， 进行 ｑＰＣＲ 反应扩增， 依据所能

检测出最低浓度的标准品来确定该反应的敏感度。 将

１×１０７ ～１×１００拷贝 ／ μＬ 的质粒作为普通 ＰＣＲ 反应模

板， 将 ＰＣＲ 产物通过琼脂糖凝胶电泳检测各个稀释

度是否扩增出条带， 与 ｑＰＣＲ 进行对比。
１􀆰 １０　 重复性试验

选取 １×１０７、 １×１０６、 １×１０５、 １×１０４拷贝 ／ μＬ 的

质粒为模板， 进行批间与批内重复性试验， 每个浓度

均重复 ３～５ 次。 根据 Ｃｔ 值， 计算每个稀释度的变异

系数 （ＣＶ）， 进而确定该方法的重复性。
１􀆰 １１　 与商品化试剂盒的比较

将布氏杆菌 Ｓ２ 株基因组 ＤＮＡ 进行 １０ 倍比梯度

稀释， 以 １０－４ ～ １０－７ 浓度为模板， 使用建立的 ｑＰＣＲ
检测方法与 ３ 种商品化荧光 ＰＣＲ 试剂盒进行对比，
比较 Ｃｔ 值， 以确定该检测方法的有效性。 此外， 用

同样的方法检测 ５ 份布氏杆菌弱阳性拭子 ＤＮＡ。
１􀆰 １２　 临床样本检测

根据上述优化好的条件， 使用所建立的布氏杆菌

ｑＰＣＲ 检测方法， 对山东省内无害化处理厂、 屠宰场

采集的共 １ ２７１ 份猪临床样本 （猪淋巴结 ６８３ 份、 全

血 ２４７ 份、 生殖拭子 ３４１ 份） 进行检测， 并与商品化

试剂盒的检测结果进行比较。
１􀆰 １３　 数据统计与分析

试验数据采用 “平均数±标准差” 表示， 使用

ＳＰＳＳ １５􀆰 ０ 软件中的单因素方差分析进行统计分析。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 目的基因克隆和鉴定

布氏杆菌目的基因 ＰＣＲ 产物大小为 １０２ ｂｐ， 将

目的基因片段与 ｐＭＤ１９－Ｔ 载体连接获得重组质粒，
对重组质粒进行常规 ＰＣＲ 扩增鉴定， 结果显示其扩

增片段与目的基因片段大小一致 （图 １）。 重组质粒

测序结果显示其目的基因序列正确。

Ｍ． ＤＬ１０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 目的片段； ３􀆰 重组

质粒。

图 １　 ＰＣＲ 扩增目的片段

２􀆰 ２　 ｑＰＣＲ 反应条件的确定

通过棋盘法改变引物和探针的加入比例， 进行

ｑＰＣＲ 扩增， 试验结果如表 １ 所示。 由此得到反应的

最佳体系： 在 ２０ μＬ 反应总体积中， ２×ＡＬＬ－Ｐｏｗｅｒｆｕｌ
Ｑｐｃｒ ＰｒｅＭｉｘ 混合物 １０ μＬ， ｂｃｓｐ３１－Ｆ ／ ｂｃｓｐ３１－Ｒ 引物
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各 ０􀆰 ４ μＬ， ｂｃｓｐ３１－Ｔ 探针 ０􀆰 １ μＬ， ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 １ μＬ。 优化的反应程序为： ３７ ℃ ２ ｍｉｎ；
９５ ℃ ３０ ｓ； ９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４５ 个循环。
２􀆰 ３　 标准曲线的建立

在 １×１０１０ ～ １×１０５拷贝 ／ μＬ 范围时， 标准品的拷

贝数与其相应的 Ｃｔ 值之间呈现良好的线性关系， 扩

增曲线如图 ２ 所示。 以阳性标准品拷贝数的对数值为

横坐标， Ｃｔ 值为纵坐标建立标准曲线， 结果如图 ３
所示， 标准曲线方程为： ｙ ＝ － ３􀆰 ３６４ｌｇ ｘ ＋ ４８􀆰 ７４０，
Ｒ２ ＝ １􀆰 ０００。 　

表 １　 不同比例引物、 探针组合下的扩增 Ｃｔ 值

引物体积 ／ μＬ
探针体积 ／ μＬ

０􀆰 １ ０􀆰 ２ ０􀆰 ３ ０􀆰 ４

０􀆰 ３ ３０􀆰 ７３±０􀆰 ６２ ３０􀆰 ６６±０􀆰 ２７ ３０􀆰 ８９±０􀆰 ２３ ３１􀆰 ２５±０􀆰 ５４

０􀆰 ４ ３０􀆰 ４１±０􀆰 １２ ３０􀆰 ５１±０􀆰 ６１ ３０􀆰 ７３±０􀆰 ３６ ３１􀆰 ２０±０􀆰 ４６

０􀆰 ５ ３１􀆰 ３１±０􀆰 ６３ ３１􀆰 ６４±０􀆰 ２７ ３１􀆰 ８２±０􀆰 ３０ ３１􀆰 ８７±０􀆰 ３４

０􀆰 ６ ３１􀆰 ７９±０􀆰 ３４ ３２􀆰 ０１±０􀆰 ３７ ３１􀆰 ９１±０􀆰 ３６ ３２􀆰 ５２±０􀆰 ４０

１～６􀆰 １×１０１０ ～１×１０５拷贝 ／ μＬ。

图 ２　 标准品的 ｑＰＣＲ 扩增曲线

图 ３　 标准品的 ｑＰＣＲ 标准曲线

２􀆰 ４　 特异性试验

用建立的 ｑＰＣＲ 方法检测布氏杆菌疫苗 Ｓ２ 株、
大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 猪链球菌、 沙门菌、 副

猪格拉菌， 确定该方法的特异性。 除布氏杆菌疫苗

Ｓ２ 株检测有典型的扩增曲线外， 其他菌株均未出现

典型的扩增曲线， 表明该方法具有良好的特异性

（图 ４）。

１􀆰 布氏杆菌疫苗 Ｓ２ 株； ２􀆰 大肠杆菌； ３􀆰 金黄色葡萄球菌； ４􀆰
猪链球菌； ５􀆰 沙门菌； ６􀆰 副猪格拉菌； ７􀆰 阴性对照。

图 ４　 ｑＰＣＲ 特异性试验

２􀆰 ５　 敏感性试验

使用连续 １０ 倍稀释的重组质粒 （１×１０７ ～ １×１００

拷贝 ／ μＬ） 为模板， ｑＰＣＲ 扩增结果见图 ５， 普通

ＰＣＲ 反应结果见图 ６。 ｑＰＣＲ 可检测出模板最低浓度

为 １×１０１拷贝 ／ μＬ， 而普通 ＰＣＲ 可以检测出模板的最

低浓度为 １×１０３拷贝 ／ μＬ， 表明 ｑＰＣＲ 的敏感性比普

通 ＰＣＲ 高 １００ 倍。

１～８􀆰 １×１０７ ～１×１００拷贝 ／ μＬ； ９􀆰 阴性对照。

图 ５　 ｑＰＣＲ 敏感性试验
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Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １ ～ ８􀆰 １×１０７ ～ １×１００拷贝 ／ μＬ； ９􀆰 阴性

对照。

图 ６　 普通 ＰＣＲ 敏感性试验

２􀆰 ６　 重复性试验

选取 ４ 个浓度的质粒标准品为模板进行 ｑＰＣＲ 反

应， 每组重复 ３～５ 次， 计算批内和批间 ＣＶ （表 ２ 和

表 ３）。 ＣＶ 均小于 ２％， 表明该方法具有良好的稳定

性和重复性。
２􀆰 ７　 与商品化试剂盒的比较

本试验建立的 ｑＰＣＲ 方法与商品化试剂盒对低浓

度 Ｓ２ 株基因组 ＤＮＡ 和弱阳性样本 ＤＮＡ 的检测结果

见表 ４。 结果显示， 建立的 ｑＰＣＲ 方法与商品化试剂

盒的检测效果相当， 且在低浓度模板的检测中更有优

势， 表明了该方法的有效性。

表 ２　 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 批内重复试验结果

浓度 ／

（拷贝·μＬ－１）

重复

次数
平均值 标准差 方差 ＣＶ ／ ％

１×１０７ ５ ２１􀆰 ５８ ０􀆰 １７３８ ０􀆰 ０３０２ ０􀆰 ８１

１×１０６ ５ ２５􀆰 ６３ ０􀆰 ２０８０ ０􀆰 ０４３３ ０􀆰 ８１

１×１０５ ５ ２９􀆰 ０７ ０􀆰 ２７３２ ０􀆰 ０７４７ ０􀆰 ９４

１×１０４ ５ ３３􀆰 ２０ ０􀆰 ３７２３ ０􀆰 １３８６ １􀆰 １２

表 ３　 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 批间重复试验结果

浓度 ／

（拷贝·μＬ－１）

重复

次数
平均值 标准差 方差 ＣＶ ／ ％

１×１０７ ３ ２３􀆰 ３２ ０􀆰 ２２６７ ０􀆰 ０５１４ ０􀆰 ９７

１×１０６ ３ ２７􀆰 ８０ ０􀆰 ３４９９ ０􀆰 １２２４ １􀆰 ２６

１×１０５ ３ ３０􀆰 ３９ ０􀆰 ３１３２ ０􀆰 ０９８１ １􀆰 ０３

１×１０４ ３ ３４􀆰 ４２ ０􀆰 ３９１０ ０􀆰 １５２９ １􀆰 １４

表 ４　 布氏杆菌不同荧光 ＰＣＲ 检测试剂盒 Ｃｔ 值比较

样本 ｑＰＣＲ 试剂盒 １ 试剂盒 ２ 试剂盒 ３

Ｓ２ （１０－４） ２７􀆰 ４２±０􀆰 ０７ ２６􀆰 ５６±０􀆰 ０３ ２９􀆰 ４４±０􀆰 ０４ ２８􀆰 ９３±０􀆰 ０９

Ｓ２ （１０－５） ３０􀆰 ６２±０􀆰 ２３ ２９􀆰 ９０±０􀆰 １６ ３２􀆰 ６８±０􀆰 １７ ３２􀆰 ２２±０􀆰 １３

Ｓ２ （１０－６） ３３􀆰 ６８±０􀆰 ２６ ３３􀆰 ２９±０􀆰 １４ ３５􀆰 １７±０􀆰 ４２ ３５􀆰 ７６±０􀆰 ６６

Ｓ２ （１０－７） ３６􀆰 ２４±０􀆰 ２６ ３７􀆰 ０２±０􀆰 ４５ ３６􀆰 ９８±０􀆰 ２５ ３８􀆰 ３３±０􀆰 ５１

弱阳性样本 １ ３６􀆰 ９９±０􀆰 １２ ３７􀆰 ６８±０􀆰 ０３ ／ ／

弱阳性样本 ２ ３４􀆰 ４６±０􀆰 ４０ ３４􀆰 ３９±０􀆰 １３ ／ ／

弱阳性样本 ３ ３６􀆰 ２４±０􀆰 ０６ ３６􀆰 ３５±０􀆰 ３３ ／ ／

弱阳性样本 ４ ３６􀆰 ７８±０􀆰 １２ ３６􀆰 ８９±０􀆰 ４５ ／ ／

弱阳性样本 ５ ３６􀆰 ０９±０􀆰 １９ ３６􀆰 ３７±０􀆰 ４２ ／ ／

阳性对照 ２４􀆰 ９９±０􀆰 １０ ２３􀆰 ０７±０􀆰 ７９ ２８􀆰 ７６±０􀆰 ４８ ２４􀆰 ４７±０􀆰 ６５

　 　 注： “ ／ ” 表示未检测。

２􀆰 ８　 临床样本检测

使用建立的 ｑＰＣＲ 方法检测 １ ２７１ 份采集的猪临

床样本， 结果显示， 在检测的 ６８３ 份猪淋巴结样本

中， 检出 ８ 份阳性， 检出率为 １􀆰 １７％， 与商品化试剂

盒 １ 的符合率达到 ９９􀆰 ５６％； ２４７ 份猪全血样本中均

未检出阳性； 在采集的 ３４１ 份生殖拭子中检出 ５ 份阳

性， 检出率为 １􀆰 ４７％， 与商品化试剂盒 １ 的符合率达

到 ９９􀆰 ４１％。

表 ５　 临床样本检测结果

临床样本 样本总数
ｑＰＣＲ 试剂盒 １

阳性数 阳性率 ／ ％ 阳性数 阳性率 ／ ％
符合率 ／ ％

淋巴结 ６８３ ８ １􀆰 １７ ５ ０􀆰 ７３ ９９􀆰 ５６

全血 ２４７ ０ ０ ０ ０ １００

生殖拭子 ３４１ ５ １􀆰 ４７ ３ ０􀆰 ８８ ９９􀆰 ４１
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３　 讨论

布氏杆菌宿主广泛， 感染途径多种多样， 随着社

会经济的发展和家畜流动性增大， 发病率正在不断上

升［１３］。 布氏杆菌属包括 １３ 个种， 其中牛、 羊、 猪的

布氏杆菌对动物和人类的致病性最强［１４］， 且存在着

跨物种传播［１］。 如果不能及时发现、 诊断并治疗，
布氏杆菌将在动物尤其是畜群中迅速传播， 给布病的

消除带来负担， 并给畜牧业造成巨大的经济损失。 因

此， 动物布氏杆菌的检测对布病的筛查和预防具有重

要意义。
ｑＰＣＲ 是一种结合传统 ＰＣＲ 与实时荧光检测的核

酸扩增技术， 根据所用荧光化学物质的不同可分为荧

光染料法 （ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ法为代表） 和荧光探针法

（ＴａｑＭａｎ 法为代表）。 国内外众多学者已将该技术广

泛应用于布氏杆菌的检测和定量。 Ｎｅｗｂｙ 等［１５］ 使用

相同的扩增引物扩增 ａｌｋＢ 基因和 ＩＳ７１１ 插入元件的

部分区域， 评估了 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ、 ＴａｑＭａｎ 和杂交探

针等 ３ 种方法检测流产布氏杆菌的敏感性和特异性，
结果显示杂交探针的特异性最高， ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ灵

敏性最低。 Ｈｉｎｉｃ 等［１６］使用普通 ＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 对布氏

杆菌参考株和野毒株进行鉴别， 显示对于布氏杆菌含

量较低的样本时， ｑＰＣＲ 方法更具优势。 高正琴等［１７］

针对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列设计了布氏杆菌特异引物及 Ｔａｑ⁃
Ｍａｎ 探针， 建立了 ＴａｑＭａｎ ＭＧＢ 探针 ｑＰＣＲ 方法， 该

方法能够准确地从布氏杆菌阳性样本中检测到布氏杆

菌 ＤＮＡ， 最低能够检测到的布氏杆菌数量为 ９􀆰 ３ 拷

贝。 Ｓｏｈｒａｂｉ 等［１８］优化的 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 方法， 评价其

对人血清布氏杆菌 ＤＮＡ 定量检测的诊断效率， 显示

出高灵敏性。 Ａｂｄｅｌ－Ｈａｍｉｄ 等［１９］ 建立了一种省时且

快速的 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 方法， 靶向检测牛血清中的

ＩＳ７１１ 基因， 诊断性能优于传统 ＰＣＲ， 可以区分布氏

杆菌自然感染或疫苗免疫。 常秀琴等［１１］ 利用布氏杆

菌 ＩＳ７１１ 基因序列设计特异性引物和探针， 建立的

ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 检测方法也能有效、 快速、 准确地检

测布氏杆菌感染。 这些研究表明， 基于特异且相对保

守的基因序列建立的 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 技术是检测病原

菌感染的有效方法。
本研究选择布氏杆菌保守基因 ｂｃｓｐ３１ 作 为

ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 扩增的靶基因。 ｂｃｓｐ３１ 基因是一种单拷

贝基因， 能更准确反映感染样本中布氏杆菌的 ＤＮＡ
载量， 是最常用的靶点［２０］。 石丽瑞等［２１］ 也根据

ｂｃｓｐ３１ 基因序列设计引物和探针， 成功建立了布氏杆

菌 ｑＰＣＲ 检测体系， 灵敏度可达 ２􀆰 ０ × １０１ 拷贝 ／ μＬ。
而本研究建立的 ｑＰＣＲ 方法灵敏度可达到 １􀆰 ０ × １０１

拷贝 ／ μＬ， 表明本研究设计的引物和探针扩增效果更

好。 此外， 特异性和重复性试验也表明本方法特异性

强、 重复性好。 通过与市面上现有的商品化试剂盒进

行对比， 本方法与商品化试剂盒的检测效果相当， 且

在低浓度模板的检测中更有优势， 具有较好的应用前

景。 为评价本研究建立的 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 方法对动物

临床样本检测的实用性， 对 ６８３ 份猪淋巴结、 ２４７ 份

全血和 ３４１ 份生殖拭子样本进行了检测， 除全血未检

出布氏杆菌阳性外， 猪淋巴结样本的阳性检出率为

１􀆰 １７％， 生殖拭子样本的阳性检出率为 １􀆰 ４７％。 本方

法的布氏杆菌检出阳性率稍高于商品化试剂盒的阳性

检出率， 进一步说明本研究建立的 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 方

法在检测灵敏度方面的优势。

４　 结论

本研究建立的布氏杆菌 ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲ 方法灵敏、
特异、 稳定， 对猪布病的阳性检出率稍高于商品化荧

光检测试剂盒， 适用于动物布病的快速监测和早期诊

断。 布病在山东省猪群中呈低水平存在， 为该省制定

布病的防控与净化策略提供参考依据。
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