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实验动物细菌学监测工作中存在的问题及建议
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【摘要】 实验动物细菌学质量控制标准是评价实验动物质量的重要指标，本文在分析发达国家实验动物质量

标准的基础上，结合目前的检测现状，对我国实验动物细菌学监测标准在检测项目、检测方法、检测频率、取样要求

等方面存在的问题进行了分析并提出建议。
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Problems and Suggestions for Bacteriological Quality Monitoring
of Laboratory Animals in China
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【Abstract】 The standards of bacteriological quality monitoring of laboratory animals are very important index to

evaluate the quality of laboratory animals． Based on the analysis of the standards of microbiological quality monitoring of

laboratory animals in developed countries，in this paper，we will discuss some current problems such as test item，test

methods，test frequency and sampling method and make suggestions for bacteriological quality monitoring of laboratory

animals in China．
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实验动物微生物质量控制标准是评价实验动

物质量的重要指标，随着生命科学研究对实验动物

质量不断提出新的更高要求，已有的实验动物质量

标准和检测体系已不能完全适应其发展的需求，现

将我国实验动物细菌学监测标准中存在的问题及

建议分述如下:

1 我国细菌检测项目不全，难以对动物质量进行准
确客观的评价

与国际上多数实验动物质量标准相比［1 － 7］，以

下病原微生物未列入我国国家标准检测项目，这些

病原缺乏基础性研究，未建立相应的检测方法，检

测项目和检测能力的不足造成难以对动物质量进

行准确客观的评价。
( 1 ) 螺杆菌( Helicobacter spp) : 螺杆菌的宿主范

围非常广泛，包括整个哺乳类动物、禽类、家畜、非
人灵长类动物和海洋生物如鲸鱼等，引起各种症状

包括癌症的疾病［8］。目前从大鼠、小鼠、沙鼠。
等啮齿类实验动物中已陆续分离到至少 13 种

啮齿动物螺杆菌［9］，其中重要的有 H． bilis，H．
hepaticus，H． rodentium，H． typhlonius，H． trogontum，
H． gammani。啮齿动物螺杆菌能导致小鼠肝炎、肝



细胞瘤、盲肠结肠炎、胆管炎、肝胆肿瘤等多种肠肝
疾病［10 － 13］，严重影响实验动物质量。更重要的是，

感染螺杆菌的动物用于人类消化道疾病研究，以及

药品、保健食品、化妆品等安全性评价时，其结果将
受到干扰。螺杆菌在啮齿类实验动物中有较高的
感染率，如 2001 ～ 2005 年间，亚洲、欧洲及北美洲不
同来源的 34 个实验小鼠群中有 30 个感染螺杆菌，

阳性率为 88%［9］; 我国实验动物也存在该类螺杆菌
感染［14］，对北京市部分清洁级大鼠、小鼠和沙鼠检
测结果表明，螺杆菌带菌率几乎为 100%［15］。国外
已将螺杆菌作为啮齿类实验动物必须排除的病原

菌列入常规检测项目，PCR 方法和测序是目前螺杆
菌检测的金标准，我国已陆续开展螺杆菌检测方法

的研究［14 － 16］。
( 2 ) CAR 杆 菌 ( Cilia-associated respiratory

bacillus，CAR ) : CAR 杆菌首先分离自实验大鼠，随
后从实验小鼠、兔、猪、山羊、牛、羚羊、鹿、狍等多种
动物中发现［17 － 22］，引起大、小鼠慢性呼吸道疾病，多
与肺支原体和病毒协同感染，引起细支气管扩张、
化脓性支气管炎、气管炎，肺脓肿、肺不张，检测方
法有血清学、PCR、组织病理学。CAR 杆菌不能在
无活细胞的人工培养基上生长，这种生物学特性给

该菌的检测带来一定困难，不同来源菌株差异很

大，兔 株 和 大 鼠 株 16SrRNA 序 列 同 源 性 仅 达
48. 8%［23］，菌株的差异使分子生物学方法如 PCR

在我国也无法开展。我国没有将其列为实验动物
检测项目，对该菌的研究基本为空白，缺乏病原学、
流行病学资料。
( 3 ) 牛 棒状杆菌 ( Corynebacterium bovis，C．

bovis) : 牛棒状杆菌是裸鼠角化过度性皮炎、棘皮症
的病原［24］，发病裸鼠背部及两侧出现鳞片样小白

点，此病为一过性，但传播迅速，几天内发病率达

80%，乳鼠死亡率相当高，Scid 成年小鼠也可致
病［25］。C． bovis 是国外免疫缺陷小鼠必检项目，检
测方法为分离培养法，国内未见相关的研究报告。
( 4 ) 啮齿柠檬酸杆菌( Citrobacter rodentium，C．

rodentium) : 美国、日本爆发流行以小鼠降结肠严重
增厚为病理特征的传染性鼠结肠增生症，造成乳鼠

中等死亡率，病原分离证实为啮齿柠檬酸杆菌( 曾

用名非典型性柠檬酸杆菌，弗氏柠檬酸杆菌 4280 ) ，

是柠檬酸杆菌属中唯一分离自小鼠的基因种。近
年来啮齿柠檬酸杆菌成为研究的热点不仅仅是其

对实验动物质量及动物实验的影响，啮齿柠檬酸杆

菌是目前所知唯一与人类肠出血性大肠杆菌

( enterohemorrhagic E． coli，EHEC) 和肠致病性大肠
杆菌( enteropathogenic E． coli，EPEC) 拥有相同 Lee

毒力岛的鼠类自然病原［26 － 28］。C． rodentium 与致
病性大肠杆菌在生物学特性上相似，在日本曾经被

归为小鼠的致病性大肠杆菌 O115 血清型，我国国
家标准中列为必要时检测的项目的大肠杆菌 O115
a，C，K( B) ( Escherichia coli O115 a，C，K ( B ) ) 为 C．
rodentium 的一种，国标中推荐的检测方法仅仅针对
于 Escherichia coli O115 a，C，K ( B ) ，因此对 C．
rodentium 在我国的影响程度尚不得而知。

2 部分检测方法特异性、敏感性不高，检测试剂标
准化不足

我国国家标准中虽然对各种微生物均提出一

种或多种检测方法，但对具有一定难度的病原微生

物检测技术，仅停留在引用已有的基本方法，满足

常规检测的水平上，致使将某些可操作性较差的方

法写入国家标准，部分项目检测试剂的供应和试剂

标准化严重不足，某些项目的检测在实际工作中无

法实施，或由于方法自身的问题导致检测结果不准

确，使实验动物微生物质量检测工作缺乏可信性和

可靠性，阻碍了国家标准的实施。以下病原虽然列
入国家标准检测项目，由于检测方法缺陷使检测结

果可信度不高:

( 1 ) 泰泽病原体( Clostridium piliforme ) : 目前泰
泽病原体感染尚无可靠的诊断方法。欧美对该菌
常用的检测方法有血清学( MFI、ELISA、IFA ) 、分子
生物学( PCR ) 和组织病理学等方法，我国已将 IFA

作为常规检测方法应用于泰泽病原体检测，由于难

以纯化诊断抗原，ELISA 方法还未开展。泰泽病原
体是近年来国内外检出率较高的细菌之一，西欧

2000 － 2003 年间实验大鼠泰泽抗体阳性率高达
65%［29 － 31］。我国清洁级大鼠泰泽抗体阳性率达
50%左右，但追踪抗体连续阳性的动物群均未发现
任何临床症状( 未发表资料) ，而且大鼠阳性率显著

高于小鼠。病原学和血清学检测的相符性，病原确
切的体内规律均需深入研究。
( 2 ) 支原体( Mycoplasma spp) : 支原体为我国

国家标准中必须检测项目，分离培养法和 ELISA 方
法为我国国标推荐的支原体检测方法，由于缺乏诊

断试剂，各检测实验室多使用分离培养法，但多年

未见检出报道; 国外多采用血清学方法 ( ELISA、
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IFA、MFI ) 进 行实验动物肺支原体 ( Mycoplasma
pulmonis，M． pulmonis ) 感染的检测，大小鼠肺支原
体阳性的报道近年来屡见不鲜，被认为是实验动物

最常见的污染菌之一。2007 － 2008 年西欧实验大
鼠肺支原体抗体阳性率达 3． 6%，小鼠抗体阳性率
为 0. 08%［32］。韩国 2006 － 2007 年 56 个研究机构
和 8 个实验动物生产机构的小鼠，肺支原体抗体阳
性率为 1. 8%［33］，支原体检测方法的改进已是迫在
眉睫的工作。
( 3 ) 念珠状链杆菌( Streptobacillus moniliformis，

S． moniliformis) : 念珠状链杆菌对人、实验小鼠、非
人灵长类等动物有极强的致病性，美国和加拿大等

国已将其作为致死性人兽共患病列入了新发感染

性疾病的范畴［34］。国外均采用 PCR 方法作为 S．

moniliformis 常规检测方法［1 － 7］，而我国仍采用分离

培养法对念珠状链杆菌进行检测，其培养营养要求

高、生长缓慢、生化反应不活泼、高度多形性、染色
特性不稳定和极易形成 L 型等特点，上述生物学特
性采用分离培养法极易造成假阴性结果，检测方法

在念珠状链杆菌感染的控制方面显得尤其重要。

我国细菌学检测取材部位较单一，如呼吸道病

原的检测部位仅为气管会厌部，而 Taconic 除此之
外还选取鼻咽冲洗物和抽取中耳内容物，大大提高

了检出率［1］。

3 检测频率单一，缺乏灵活性

我国国家标准规定小动物检测频率是 3 个月，

而国外检测频率是根据病原特性确定的，分别为 2
～ 4、4、12、26、52 周。国内近年实验动物常见污染
菌为金黄色葡萄球菌、绿脓杆菌、嗜肺巴斯德杆菌、

泰泽病原体，根据本地的感染谱、病原特性和检测
方法的敏感性，调整监测计划，增加易感菌的检测

频率，既保证动物质量，又可节省经费，使检测工作

在确保实验动物质量方面起到应有的作用。

4 现有国家标准取样要求不适用于特殊动物检测，
应建立哨兵动物标准

我国国家标准规定的动物取样数量和取样方

法是针对相同饲养条件的动物群体而言，并不适用

于基因工程动物和饲养于特殊设施内的动物。
近年来，转基因、基因突变、基因敲除等基因工

程动物的数量和种类迅速增多，转基因动物在各研

究机构的流通，其后果是一些多年前消灭的病原微

生物如螨和蛲虫等重新出现，基因工程动物创制过

程中所使用细胞及生物制品污染可能使动物群全

军覆灭［35］。如何对转基因动物进行检测，在最大程
度上保证这类造价高，群体小而可能风险大的动物

群体质量，已引起人们的高度重视。加之各种小型
的相对独立的动物饲养设备应用于各研究机构，增

加了监测程序尤其是动物取样数量的复杂性。

上述问题都可通过放置哨兵动物解决，国外对

哨兵动物进行了诸多研究［36］，我国在这方面还是空

白。FELASA 明确规定了哨兵动物年龄、性别、在各
种设施中放置的位置等，为我国基因工程动物的检

测提供了借鉴［7］。

5 缺乏新资源的质量标准和监测体系

随着生命科学研究的迅猛发展，新的实验动物

资源不断被开发，并逐步应用于生命现象和人类疾

病研究。已有的实验动物质量标准和检测体系不
能完全适应实验动物新资源开发利用的需求，质量

标准滞后和检测手段不完善已成为制约实验动物

新资源开发、标准化研究与推广利用的瓶颈，建立
和制定新资源的质量标准和检测体系，是今后一段

时期内的研究重点。

6 建议

6. 1 完善标准内容，实现标准国际化
为保证我国生命科学领域中动物实验结果在

国际上具有可比性、得以公认，为使我国实验动物
能够参与国际实验动物商品流通，可制定地方和企

业标准，加入 Helicobacter． spp、CAR 杆菌、C． bovis、
C． rodentium 等病原菌的的检测项目，使我国实验
动物标准与国际接轨。制定哨兵动物标准。
6. 2 增加特殊动物的微生物检测标准
各国微生物监测标准均规定不同等级动物应

排除的病原微生物，这并不完全适用于基因工程动

物。人工导致的基因突变可能改变动物的免疫应
答反应，基因工程动物可出现检测标准之外的人类

了解很少的微生物引起的临床感染，实验动物检测

实验室应能鉴定用于生物医学研究动物相关的所

有微生物，即了解实验动物携带的所有菌群，这对

检测人员的检测能力提出了更高的要求。
6. 3 加强检测方法标准化研究，提升监测能力
对未列入我国国家标准的病原菌和检测方法

有缺陷的病原菌如 Clostridium piliforme、Mycoplasma
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spp、S． moniliformis 等开展病原学、流行病学和诊断
方法的研究，建立切实可行的检测方法。
根据生物学特性、表型特征鉴定细菌的传统的

分离培养法是实验动物国家标准中推荐的检测方

法，相对于血清学方法而言，细菌学检测很难标准

化，各个检测实验室所用培养基、检测程序、培养条
件及检测人员经验和技术的差异导致各实验室间

检测结果的差异［37］; 国外实验动物检测机构已采用

各种全自动细菌鉴定系统，大大提高了细菌鉴定的

准确性，缩短了鉴定时间。过去 20 年中，细菌分类
学发生了巨大变化，16S rDNA 代替细菌表型分类法
作为《伯杰氏系统细菌学手册 》( Bergey＇s Manual of
Systematic Bacteriology) 细菌菌种分类的客观基础，
在各级分类单位中全面应用核酸研究，在表型特征

的基础上，以 DNA 资料给予决定性的判断。当表型
鉴定为致病菌时，鉴定结果应用 16S rDNA 测序等
分子生物学方法确认，相对表型鉴定方法，16S
rDNA 测序鉴定细菌更准确和客观。这并不意味着
表型鉴定方法陈旧过时，模棱两可的的表型和基因

结果可能意味着新种的发现。与国外相比，分子生
物学技术在国标中应用较少，我国各实验动物细菌

学检测实验室应将 PCR 等分子生物学方法纳入监
测能力范围之内，对提升实验动物细菌学监测能力

和检测技术水平将发挥重要作用。
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