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咱基金项目暂国家科技支撑计划院实验动物质量检测体系的完善与检测关键技术研究渊圆园员猿月粤运员员月园园冤袁实验动物质量检测关键技术研究

渊圆园员猿月粤运员员月园员冤遥
咱作者简介暂邢进渊员怨苑怨 原 冤袁副研究员遥 研究方向院实验动物微生物学遥 耘鄄皂葬蚤造院 曾躁增藻贼岳 灶蚤枣凿糟援 燥则早援 糟灶遥
咱通讯作者暂贺争鸣渊员怨缘苑 原 冤袁博士袁研究员遥 研究方向院实验动物微生物学遥 耘鄄皂葬蚤造院 扎澡藻灶早皂蚤灶早澡藻缘苑岳 员远猿援 糟燥皂遥

藡蕥蕥蕥蕥藡蕥藡蕥蕥蕥蕥藡蕥技术方法

念珠状链杆菌 栽葬择皂葬灶 酝郧月 荧光定量 孕悦砸
检测方法的建立与初步应用

邢摇 进员袁冯育芳员袁岳秉飞员袁贺争鸣员袁戴方伟圆袁萨晓婴圆袁代解杰猿

渊员援 中国食品药品检定研究院实验动物资源研究所袁北京摇 员园园园缘园曰
圆援 浙江省医学科学院实验动物中心袁 杭州摇 猿员园园员猿曰猿援 中国医学科学院医学生物学研究所袁昆明摇 远缘园员员愿冤

摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 建立念珠状链杆菌的实时荧光定量 孕悦砸 检测方法袁实现该菌在多种实验动物中的快速检测遥
方法 摇 根据 晕悦月陨 公布的念珠状链杆菌序列袁设计特异性引物和探针袁通过对 圆源 株标准参考菌株的扩增袁验证其

特异性尧敏感性和重复性遥 运用所建立的方法对小鼠尧大鼠尧豚鼠尧地鼠尧兔尧长爪沙鼠和树鼩的共 愿圆猿 份呼吸道样

本进行检测遥 结果 摇 用所建 栽葬择皂葬灶 酝郧月 荧光定量 孕悦砸 方法在小鼠尧大鼠尧豚鼠尧地鼠和兔中未检出念珠状链杆

菌曰检出普通级长爪沙鼠和树鼩中念珠状链杆菌的阳性率分别为 员郾 缘豫 渊员 辕 远缘冤和 远员郾 苑豫 渊猿苑 辕 远园冤遥 结论 摇 本研究

所建立的念珠状链杆菌 栽葬择皂葬灶 酝郧月 荧光定量 孕悦砸 检测方法袁能够对实验动物中念珠状链杆菌进行快速准确的检

测袁敏感性优于国标方法袁为实验动物质量检测体系的完善奠定了基础遥
揖关键词铱 摇 念珠状链杆菌曰荧光定量 孕悦砸曰检测方法曰实验动物

揖中图分类号铱 砸鄄猿猿摇 摇 揖文献标识码铱 粤摇 摇 揖文章编号铱员远苑员鄄苑愿缘远渊圆园员缘冤 园愿鄄园园远圆鄄园远
凿燥蚤院 员园郾 猿怨远怨援 躁援 蚤泽泽灶援 员远苑员郾 苑愿缘远郾 圆园员缘郾 园园愿郾 园员猿

耘泽贼葬遭造蚤泽澡皂藻灶贼 葬灶凿 葬责责造蚤糟葬贼蚤燥灶 燥枣 葬 栽葬择皂葬灶 酝郧月 则藻葬造鄄贼蚤皂藻 孕悦砸
枣燥则 贼澡藻 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶 燥枣 杂贼则藻责贼燥遭葬糟蚤造造怎泽 皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽

载陨晕郧 允蚤灶员袁 云耘晕郧 再怎鄄枣葬灶早员袁 再哉耘 月蚤灶早鄄枣藻蚤员 袁 匀耘 在澡藻灶早鄄皂蚤灶早员袁 阅粤陨 云葬灶早鄄憎藻蚤圆袁 杂粤 载蚤葬燥鄄赠蚤灶早圆 袁 阅粤陨 允蚤藻鄄躁蚤藻猿

渊员援 晕葬贼蚤燥灶葬造 陨灶泽贼蚤贼怎贼藻 燥枣 云燥燥凿 葬灶凿 阅则怎早 悦燥灶贼则燥造袁陨灶泽贼蚤贼怎贼藻 燥枣 蕴葬遭燥则葬贼燥则赠 粤灶蚤皂葬造 砸藻泽燥怎则糟藻泽袁月藻蚤躁蚤灶早 员园园园缘园袁 悦澡蚤灶葬曰
圆援 悦藻灶贼藻则 燥枣 蕴葬遭燥则葬贼燥则赠 粤灶蚤皂葬造泽袁 在澡藻躁蚤葬灶早 粤糟葬凿藻皂赠 燥枣 酝藻凿蚤糟葬造 杂糟蚤藻灶糟藻泽袁 匀葬灶早扎澡燥怎 猿员园园员猿曰
猿援 陨灶泽贼蚤贼怎贼藻 燥枣 酝藻凿蚤糟葬造 月蚤燥造燥早赠袁 悦澡蚤灶藻泽藻 粤糟葬凿藻皂赠 燥枣 酝藻凿蚤糟蚤灶藻 杂糟蚤藻灶糟藻泽袁运怎灶皂蚤灶早 远缘园员员愿冤

摇 摇 揖粤遭泽贼则葬糟贼铱摇 韵遭躁藻糟贼蚤增藻摇 栽燥 藻泽贼葬遭造蚤泽澡 葬 则藻葬造鄄贼蚤皂藻 择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 孕悦砸 渊择孕悦砸冤 皂藻贼澡燥凿 枣燥则 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶 燥枣 杂贼则藻责贼燥遭葬糟蚤造造怎泽
皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽袁 憎澡蚤糟澡 糟葬灶 遭藻 怎泽藻凿 贼燥 则葬责蚤凿造赠 凿藻贼藻糟贼 贼澡蚤泽 责葬贼澡燥早藻灶 蚤灶 造葬遭燥则葬贼燥则赠 葬灶蚤皂葬造泽援 酝藻贼澡燥凿 摇 粤糟糟燥则凿蚤灶早 贼燥 贼澡藻 杂援
皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽 泽藻择怎藻灶糟藻泽 责怎遭造蚤泽澡藻凿 蚤灶 晕悦月陨袁 憎藻 凿藻泽蚤早灶藻凿 泽责藻糟蚤枣蚤糟 责则蚤皂藻则泽 葬灶凿 酝郧月 责则燥遭藻援 栽澡藻 泽责藻糟蚤枣蚤糟蚤贼赠袁 泽藻灶泽蚤贼蚤增蚤贼赠 葬灶凿
泽贼葬遭蚤造蚤贼赠 燥枣 贼澡蚤泽 皂藻贼澡燥凿 憎藻则藻 藻增葬造怎葬贼藻凿 怎泽蚤灶早 圆源 泽贼葬灶凿葬则凿 则藻枣藻则藻灶糟藻 泽贼则葬蚤灶泽援 栽燥贼葬造 燥枣 愿圆猿 则藻泽责蚤则葬贼燥则赠 泽责藻糟蚤皂藻灶泽 燥枣 葬灶蚤皂葬造泽
蚤灶糟造怎凿蚤灶早 皂蚤糟藻袁 则葬贼泽袁 早怎蚤灶藻葬 责蚤早泽袁 澡葬皂泽贼藻则泽袁 则葬遭遭蚤贼泽袁 酝燥灶早燥造蚤葬灶 早藻则遭蚤造泽 葬灶凿 贼则藻藻 泽澡则藻憎泽袁 憎藻则藻 凿藻贼藻糟贼藻凿 遭赠 贼澡蚤泽 藻泽贼葬遭造蚤泽澡藻凿
栽葬择皂葬灶 酝郧月 择孕悦砸 皂藻贼澡燥凿援 砸藻泽怎造贼泽 摇 宰藻 澡葬凿 泽怎糟糟藻泽泽枣怎造造赠 藻泽贼葬遭造蚤泽澡藻凿 贼澡藻 杂援 皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽 栽葬择皂葬灶 酝郧月 择孕悦砸 皂藻贼澡燥凿援
杂援 皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽 憎葬泽 灶燥贼 凿藻贼藻糟贼藻凿 蚤灶 贼澡藻 泽葬皂责造藻泽 燥枣 皂蚤糟藻袁 则葬贼泽袁 早怎蚤灶藻葬 责蚤早泽袁 澡葬皂泽贼藻则泽 葬灶凿 则葬遭遭蚤贼泽援 栽澡藻 责燥泽蚤贼蚤增藻 则葬贼藻 燥枣 杂援
皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽 憎葬泽 员郾 缘豫 渊员 辕 远缘冤 葬灶凿 远员郾 苑豫 渊猿苑 辕 远园冤 蚤灶 糟燥灶增藻灶贼蚤燥灶葬造 酝燥灶早燥造蚤葬灶 郧藻则遭蚤造泽 葬灶凿 贼则藻藻 泽澡则藻憎泽袁 则藻泽责藻糟贼蚤增藻造赠援
悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶泽摇 韵怎则 凿藻增藻造燥责藻凿 择孕悦砸 皂藻贼澡燥凿 糟葬灶 遭藻 怎泽藻凿 贼燥 藻枣枣藻糟贼蚤增藻造赠 凿藻贼藻糟贼 杂援 皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽 蚤灶 造葬遭燥则葬贼燥则赠 葬灶蚤皂葬造泽援



酝燥则藻燥增藻则袁 蚤贼泽 葬糟糟怎则葬糟赠 葬灶凿 泽藻灶泽蚤贼蚤增蚤贼赠 葬则藻 遭藻贼贼藻则 贼澡葬灶 贼澡藻 灶葬贼蚤燥灶葬造 泽贼葬灶凿葬则凿 皂藻贼澡燥凿援 栽澡蚤泽 泽贼怎凿赠 造葬蚤凿 贼澡藻 枣燥怎灶凿葬贼蚤燥灶泽 枣燥则
燥责贼蚤皂蚤扎蚤灶早 贼澡藻 择怎葬造蚤贼赠 蚤灶泽责藻糟贼蚤燥灶 泽赠泽贼藻皂 燥枣 造葬遭燥则葬贼燥则赠 葬灶蚤皂葬造泽援

揖运藻赠 憎燥则凿泽铱摇 杂贼则藻责贼燥遭葬糟蚤造造怎泽 皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽曰 砸藻葬造鄄贼蚤皂藻 孕悦砸曰 阅藻贼藻糟贼蚤燥灶 皂藻贼澡燥凿曰 蕴葬遭燥则葬贼燥则赠 葬灶蚤皂葬造泽

摇 摇 念珠状链杆菌渊杂贼则藻责贼燥遭葬糟蚤造造怎泽 皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽冤是一

种革兰氏阴性杆菌袁作为重要的人兽共患病原咱员暂 袁
可存在于各种正常鼠类或病鼠的口咽部尧中耳及上

呼吸道袁具有高度多形性袁在多种实验动物中都有

发现袁是人类鼠咬热 渊 则葬贼鄄遭蚤贼藻 枣藻增藻则冤 和哈佛山热

渊匀葬增藻则澡蚤造造 枣藻增藻则冤的病原咱圆袁 猿暂 遥 该菌在国内 悦缘苑月蕴 辕
远允 和 运酝 小鼠中曾爆发自然感染咱源袁缘暂 袁被列为实验

动物清洁级动物必要时检测的项目咱远暂 遥 分离培养

是该菌最常规和经典的检测方法袁而因其对营养和

气体条件要求较高袁培养相对困难咱员暂 袁很容易造成

漏检遥 鉴于其危害程度袁已有很多念珠状链杆菌检

测方 法 的 研 究袁 如 间 接 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

渊耘蕴陨杂粤冤 咱苑暂 尧普通 孕悦砸 方法咱愿袁 怨暂 袁免疫印迹渊陨月冤 咱员园暂 尧
质谱分析法渊耘杂陨鄄酝杂冤 咱员员暂和蛋白芯片法咱员圆暂等遥 这些

方法多存在特异性尧敏感性和操作复杂能问题遥 近

年来已经广泛应用在病原检测的 栽葬择皂葬灶 酝郧月 荧光

定量 孕悦砸 方法咱员猿暂 以其极高的特异性尧灵敏度和检

测效率袁已经成为临床上的重要检测手段遥 目前在

国内外还未见有应用荧光定量 孕悦砸 方法检测念珠

状链杆菌的报道遥 本研究应用该技术袁建立了一种

对念珠状链杆菌的实时荧光定量 孕悦砸 检测方法袁并
成功的在动物样本中进行了初步应用遥
员摇 材料

员郾 员摇 标准菌株和质粒

员郾 员郾 员摇 标准菌株院 念珠状链杆菌渊粤栽悦悦员源远源苑冤阳

性菌 株 和 圆猿 株 对 照 参 考 菌 株院 沙 门 氏 菌

渊悦酝悦悦源苑园园员冤尧大肠杆菌渊悦酝悦悦源源苑员员冤尧肺炎链球

菌 渊 悦酝悦悦猿员圆员园尧 悦酝悦悦猿远园园员 冤尧 粪 链 球 菌

渊悦酝悦悦猿圆圆员怨冤尧支气管鲍特杆菌渊悦酝悦悦缘愿源园员冤尧多
杀巴斯德杆菌 渊 粤栽悦悦源猿员猿苑 冤尧 嗜肺巴斯德杆菌

渊粤栽悦悦员圆缘缘缘冤尧小鼠放线杆菌渊粤栽悦悦源怨缘苑苑冤尧肺炎

支原体渊粤栽悦悦员缘缘猿员冤尧肺支原体渊粤栽悦悦员怨远员圆冤尧鼠
棒状 杆 菌 渊 悦酝悦悦远缘园员猿 冤尧 假 结 核 也 尔 森 氏 菌

渊 悦酝悦悦缘猿缘园员 冤尧 小 肠 结 肠 炎 耶 尔 森 氏 菌

渊悦酝悦悦缘圆猿园员冤尧绿脓杆菌渊粤栽悦悦圆苑愿缘猿冤尧单核细胞

增生性李斯特杆菌渊 悦酝悦悦缘源园园源冤尧宋内氏志贺菌

渊悦酝悦悦缘员园愿圆冤尧金黄色葡萄球菌渊悦酝悦悦圆缘怨圆猿冤尧啮
齿类枸橼酸杆菌 渊 粤栽悦悦 月粤粤鄄猿缘圆冤尧阴沟肠杆菌

渊悦酝悦悦员猿园源苑冤尧乙型溶血性链球菌渊悦酝悦悦猿圆圆员园冤尧

白色 念 珠 菌 渊 悦酝悦悦员园圆猿员 冤尧 肺 炎 克 雷 柏 杆 菌

渊悦酝悦悦源远员园愿冤遥
员郾 员郾 圆摇 标准品质粒院 念珠状链杆菌目的片段转化

至大肠杆菌感受态细胞 允酝员园怨 由宝生物工程渊大
连冤有限公司合成制备袁本室保存遥
员郾 圆摇 培养基和试剂

哥伦 比 亚 血 琼 脂 培 养 基 购 自 美 国 韵曾蚤燥凿袁
晕怎糟造藻葬泽藻鄄云则藻藻 宰葬贼藻则 购自美国 孕则燥皂葬早葬袁阅晕粤 提取试

剂盒 匝陨粤葬皂责 怨远 阅晕粤 匝陨粤糟怎遭藻 运蚤贼 购自德国 匝蚤葬早藻灶袁
栽葬择皂葬灶 郧藻灶藻 耘曾责则藻泽泽蚤燥灶 酝葬泽贼藻则 酝蚤曾 购自美国 粤月陨遥
员郾 猿摇 动物样本

共 愿圆猿 份实验动物呼吸道样本袁包括 猿缘愿 份小

鼠气管尧怨园 份大鼠气管尧员员园 份豚鼠气管尧员园 份地鼠

气管尧员猿园 份兔咽拭子尧远缘 份沙鼠气管收集于北京地

区袁远园 份野生驯化树鼩呼吸道样本由中国医学科学

院医学生物学研究所提供遥
员郾 源摇 仪器设备

德国 匝蚤葬早藻灶 匝陨粤糟怎遭藻 自动核酸提取仪袁美国

栽澡藻则皂燥 云蚤泽澡藻则 粤圆 生物安全柜袁美国 粤月陨 苑缘园园云葬泽贼 荧
光定量 孕悦砸 仪袁上海安亭 宰郧孕鄄远园园 隔水恒温培

养箱遥
圆摇 方法

圆郾 员摇 念珠状链杆菌的培养和 阅晕粤 的提取

将复苏后冻存的菌种接种于哥伦比亚血琼脂

平皿袁置 猿苑益培养 源愿 澡遥 菌落使用 匝蚤葬早藻灶 基因组

阅晕粤 提取试剂盒提取念珠状链杆菌尧其他 圆猿 株参

考菌株及动物样品的基因组 阅晕粤袁操作根据试剂盒

说明进行遥
圆郾 圆摇 引物和探针

念珠状链杆菌此前被划分为 云怎泽燥遭葬糟贼藻则蚤葬糟藻葬藻 菌
科咱员源暂 袁而经过近两年的最新研究袁目前将念珠状链

杆菌 与 另 三 个 属 的 菌 株 杂藻遭葬造凿藻造造葬袁 杂灶藻葬贼澡蚤葬 和

蕴藻责贼燥贼则蚤糟澡蚤葬 重新组成了 蕴藻责贼燥贼则蚤糟澡蚤葬糟藻葬藻 菌科咱员缘暂 遥 因

此将念珠状链杆菌在内的 愿 株 蕴藻责贼燥贼则蚤糟澡蚤葬糟藻葬藻 菌科

菌株袁以及 晕悦月陨 郧藻灶遭葬灶噪 中已知的 员员 株念珠状链

杆菌 员远杂 则砸晕粤 应用 灾藻糟贼燥则 晕栽陨 葬凿增葬灶糟藻员员 进行同源

性分析袁 应用 孕则蚤皂藻则 耘曾责则藻泽泽 猿郾 园 根据 员远杂 灾猿 可变

区序列设计 栽葬择皂葬灶 酝郧月 荧光定量 孕悦砸 引物和探

针渊图 员冤遥 上游引物 杂皂云 圆源 遭责院缘爷鄄栽栽栽栽悦郧郧粤栽栽

猿远中国比较医学杂志 圆园员缘 年 愿 月第 圆缘 卷第 愿 期摇 悦澡蚤灶 允 悦燥皂责 酝藻凿袁 粤怎早怎泽贼 圆园员缘袁灾燥造援 圆缘援 晕燥援 愿



郧栽粤粤粤郧栽郧悦栽栽栽悦粤鄄猿爷袁下游引物 杂皂砸 圆猿 遭责院缘爷鄄
栽栽栽粤郧悦悦郧栽悦郧悦栽栽悦栽栽悦栽郧栽粤郧鄄猿爷袁 杂皂鄄酝郧月 责则燥遭藻
圆猿 遭责院 云粤酝缘 爷鄄栽粤郧郧郧粤粤郧粤粤郧粤粤郧粤栽郧粤悦郧郧栽粤鄄
猿爷酝郧月晕云匝袁目的片段长度 苑圆 遭责遥 引物和探针由美

国 粤月陨 公司合成制备遥
圆郾 猿摇 念珠状链杆菌 栽葬择皂葬灶 酝郧月 探针荧光定量

孕悦砸渊择孕悦砸冤检测方法的建立

图 员摇 蕴藻责贼燥贼则蚤糟澡蚤葬糟藻葬藻 菌株 员远 杂 则砸晕粤 序列分析

云蚤早援 员摇 粤灶葬造赠泽蚤泽 燥枣 贼澡藻 员远 杂 则砸晕粤 燥枣 蕴藻责贼燥贼则蚤糟澡蚤葬糟藻葬藻 泽贼则葬蚤灶

圆郾 猿郾 员摇 标准曲线的绘制院将质粒作 员园 倍梯度稀

释袁浓度为 员 伊 员园怨 耀 员 拷贝 辕 滋蕴遥 通过对标准质粒

的扩增袁优化并确定实时 择孕悦砸 的反应体系和最佳

反应条件遥 总反应体系 圆园 滋蕴袁圆园 伊 上尧下游引物

渊各 员愿 滋皂燥造 辕 蕴冤和探针渊缘 滋皂燥造 辕 蕴冤混合液 园郾 缘 滋蕴袁
圆 伊 栽葬择酝葬灶誖 郧藻灶藻 耘曾责则藻泽泽蚤燥灶 酝葬泽贼藻则 酝蚤曾 员园 滋蕴袁模
板 阅晕粤 员 滋蕴袁晕怎糟造藻葬泽藻鄄云则藻藻 宰葬贼藻则 愿郾 缘 滋蕴遥 扩增条

件院缘园益 圆 皂蚤灶袁怨缘益员园 皂蚤灶 各 员 个循环曰怨缘益员缘 泽袁
缘怨益员 皂蚤灶 源园 个循环遥 每个稀释度的标准品同时重

复进行 猿 个反应袁并用无菌水为模板作为阴性对照遥
取适宜质粒稀释度的扩增结果绘制标准曲线遥
圆郾 猿郾 圆摇 特异性验证院用合成的引物和探针对 圆猿 株

标准菌株进行 择孕悦砸 反应袁观察所建立方法与其他

参考菌株有无交叉反应遥
圆郾 猿郾 猿摇 敏感性检测院去标准品质粒进行 员园 倍梯度

稀释袁以浓度为 员 伊 员园怨 拷贝 辕 滋蕴尧员 伊 员园愿 拷贝 滋蕴尧

员 伊 员园苑 拷贝 辕 滋蕴尧员 伊 员园远 拷贝 辕 滋蕴尧员 伊 员园缘 拷贝 辕
滋蕴尧员 伊 员园源 拷贝 辕 滋蕴尧员 伊 员园猿 拷贝 辕 滋蕴尧员园园 拷贝 辕
滋蕴尧员园 拷贝 辕 滋蕴 和 员 拷贝 辕 滋蕴 各 员 滋蕴 作为模板袁按
上述条件进行 择孕悦砸 扩增遥
圆郾 猿郾 源摇 重复性检测院以浓度为 员 伊 员园愿 耀 员 伊 员园源 拷

贝 辕 滋蕴 的质粒标准品作为模板袁重复进行 猿 次 择孕悦砸
反应袁猿 次反应的 悦贼 值结果用作组间比对遥 将标准

曲线绘制时的 猿 次重复反应结果用作组内比对遥 通

过计算标准偏差和变异系数分析该方法的重复性遥
圆郾 猿郾 缘摇 样品检测院用所建立的方法对小鼠尧大鼠尧豚
鼠尧地鼠尧兔尧沙鼠和树鼩的呼吸道样本进行检测袁
所得结果与经典的分离培养法进行比较遥
猿摇 结果

猿郾 员摇 标准曲线

取适宜质粒稀释度 员 伊 员园愿 耀 员 伊 员园源 拷贝 辕 怎蕴 的

扩增结果绘制标准曲线遥 标准曲线方程为 再 越 原
猿郾 猿源载 垣 源猿郾 园员愿袁相关系数 砸圆 越 园郾 怨怨怨袁扩增效率为

怨怨郾 圆缘缘豫 渊图 圆冤遥
猿郾 圆摇 特异性

该方法对 圆猿 株标准菌株进行 择孕悦砸 反应袁无交

叉反应发生渊图 猿冤遥 念珠状链杆菌阳性对照的初始

浓度与 员 伊 员园苑 拷贝 辕 滋蕴 的浓度相当袁阴性空白对照

源远 中国比较医学杂志 圆园员缘 年 愿 月第 圆缘 卷第 愿 期摇 悦澡蚤灶 允 悦燥皂责 酝藻凿袁 粤怎早怎泽贼 圆园员缘袁灾燥造援 圆缘援 晕燥援 愿



无扩增曲线产生遥

图 圆摇 念珠状链杆菌 砸藻葬造鄄贼蚤皂藻 孕悦砸 标准曲线

云蚤早援 圆摇 杂贼葬灶凿葬则凿 糟怎则增藻 燥枣 贼澡藻 栽葬择酝葬灶 酝郧月 责则燥遭藻 则藻葬造 贼蚤皂藻
择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 孕悦砸 枣燥则 杂援 皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽

表 员摇 念珠状链杆菌 择孕悦砸 组内重复性检测
栽葬遭援 员摇 砸藻责藻葬贼葬遭蚤造蚤贼赠 增藻则蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶 燥枣 杂援 皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽 则藻葬造鄄贼蚤皂藻 择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 孕悦砸 蚤灶贼则葬鄄葬泽泽葬赠 蚤灶 贼澡藻 泽葬皂藻

泽葬皂责造藻 蚤灶 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶泽
重复性

砸藻责藻葬贼葬遭蚤造蚤贼赠
质粒拷贝数

悦燥责蚤藻泽
悦栽 值

悦栽 增葬造怎藻 酝藻葬灶 杂阅 悦灾豫

组内
阅蚤枣枣藻则藻灶贼

糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶 燥枣 贼澡藻
泽葬皂藻 泽葬皂责造藻

员园怨 员圆郾 缘苑源 员圆郾 怨缘园 员圆郾 怨愿员 员圆郾 愿猿缘 园郾 圆圆苑 员郾 苑苑
员园愿 员缘郾 苑圆怨 员缘郾 怨源愿 员缘郾 苑怨苑 员缘郾 愿圆缘 园郾 员员圆 园郾 苑员
员园苑 员怨郾 苑怨怨 员怨郾 远园怨 员怨郾 猿猿苑 员怨郾 缘愿圆 园郾 圆猿圆 员郾 员怨
员园远 圆圆郾 怨源猿 圆圆郾 愿怨源 圆圆郾 愿猿怨 圆圆郾 愿怨圆 园郾 园缘圆 园郾 圆猿
员园缘 圆远郾 苑苑园 圆远郾 愿源缘 圆远郾 远远员 圆远郾 苑缘怨 园郾 园怨猿 园郾 猿缘
员园源 圆怨郾 圆愿员 圆怨郾 猿猿源 圆怨郾 圆愿愿 圆怨郾 猿园员 园郾 园圆怨 园郾 员园
员园猿 猿猿郾 猿缘怨 猿猿郾 猿员源 猿猿郾 员猿园 猿猿郾 圆远愿 园郾 员圆员 园郾 猿远
员园圆 猿远郾 缘圆缘 猿缘郾 愿猿苑 猿源郾 愿愿猿 猿缘郾 苑源愿 园郾 愿圆缘 圆郾 猿员

表 圆摇 念珠装链杆菌 择孕悦砸 组间重复性检测
栽葬遭援 圆摇 砸藻责藻葬贼葬遭蚤造蚤贼赠 增藻则蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶 燥枣 杂援 皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽 则藻葬造鄄贼蚤皂藻 择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 孕悦砸 蚤灶贼藻则鄄葬泽泽葬赠 蚤灶

凿蚤枣枣藻则藻灶贼 泽葬皂责造藻泽 蚤灶 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶泽
重复性

砸藻责藻葬贼葬遭蚤造蚤贼赠
质粒拷贝数

悦燥责蚤藻泽
悦栽 值

悦栽 增葬造怎藻 酝藻葬灶 杂阅 悦灾豫

组间
阅蚤枣枣藻则藻灶贼 泽葬皂责造藻泽 燥枣

贼澡藻 泽葬皂藻
糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶

员园愿 员源郾 远猿怨 员源郾 苑园园 员源郾 远怨源 员源郾 远苑愿 园郾 园猿源 园郾 圆猿
员园苑 员愿郾 圆怨圆 员愿郾 猿怨园 员愿郾 园源怨 员愿郾 圆源源 园郾 员苑远 园郾 怨远
员园远 圆员郾 缘源怨 圆园郾 怨猿园 圆员郾 猿圆园 圆员郾 圆远远 园郾 猿员猿 员郾 源苑
员园缘 圆源郾 怨园圆 圆猿郾 圆苑园 圆源郾 苑园怨 圆源郾 圆怨源 园郾 愿怨圆 猿郾 远苑
员园源 圆苑郾 怨远源 圆苑郾 怨愿缘 圆愿郾 源远愿 圆愿郾 员猿怨 园郾 圆愿缘 员郾 园员

猿郾 猿摇 敏感性

用倍比稀释的重组质粒作为标准阳性模板进

行 择孕悦砸渊图 源冤遥 所建 择孕悦砸 的最低检测限为 员园 拷

贝 辕 滋蕴遥
猿郾 源摇 重复性

对质粒标准品 员 伊 员园怨 糟燥责蚤藻泽 辕 滋蕴 耀 员园园 糟燥责蚤藻泽 辕

滋蕴 同时重复 猿 次 择孕悦砸袁对 员 伊 员园愿 糟燥责蚤藻泽 耀 员 伊 员园源

糟燥责蚤藻泽 分 猿 次进行 择孕悦砸 扩增遥 所得 悦贼 值计算变异

系数渊悦灾冤袁组内变异系数在 园郾 员园 耀 圆郾 猿员豫 袁组间在

园郾 圆猿 耀 猿郾 远苑豫 袁均在 缘豫 以下袁表明重复性了良好袁
具体结果见表 员袁表 圆遥
猿郾 缘摇 动物中念珠状链杆菌的检测结果

用所建立的念珠状链杆菌 栽葬择皂葬灶 酝郧月 择孕悦砸
检测方法检测小鼠尧大鼠尧豚鼠尧地鼠尧兔尧长爪沙鼠

和野生树鼩共 愿圆猿 份动物呼吸道样本进行检测袁结
果小鼠尧大鼠尧豚鼠和兔的结果全部为阴性袁长爪沙

鼠阳性率为 员郾 缘豫 渊员 辕 远缘冤袁树鼩阳性率为 远员郾 苑豫
渊猿苑 辕 远园冤遥
源摇 讨论

员远 杂 则砸晕粤 灾猿 高可变区是引物探针设计的理

想区域咱员远暂 遥 本研究根据此区域所设计的 栽葬择皂葬灶 引

物和 酝郧月 探针袁能够非常有效的区别包括念珠状链

杆 菌 在 内 的 众 多 属 种 的 菌 株袁 同 时 与

云怎泽燥遭葬糟贼藻则蚤葬糟藻葬藻 菌科其他菌属菌株的比对袁保证了

所建方法良好的特异性和敏感性遥 此前荷兰学者

月燥燥贼 所建立的念珠状链杆菌 员远 杂 则砸晕粤 普通 孕悦砸
检测 方 法 敏 感 性 可 达 圆 耀 远 糟燥责蚤泽 辕 滋蕴袁 但 是 对

云怎泽燥遭葬糟贼藻则蚤怎皂 灶藻糟则燥早藻灶藻泽 和 杂藻遭葬造凿藻造造葬 贼藻则皂蚤贼蚤凿蚤泽 也会

出现非特异的阳性条带袁须利用限制性内切酶 月枣葬陨
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员 耀 远援 模板质粒标准品浓度分别为 员 伊 员园怨 耀 员 伊 员园源 拷贝 辕 怎蕴曰苑援 念珠状链杆菌 阅晕粤 阳性对照曰愿援 沙鼠样本 源愿 号阳性结果曰怨援 水为模板

空白对照曰员园 耀 远猿援 其它 远源 份沙鼠样本阴性检测结果曰远源 耀 怨远援 圆猿 株参考菌株扩增结果遥
图 猿摇 择孕悦砸 检测念珠状链杆菌特异性和沙鼠样品检测结果

云蚤早援 猿摇 杂责藻糟蚤枣蚤糟蚤贼赠 燥枣 贼澡藻 酝燥灶早燥造蚤葬灶 早藻则遭蚤造 泽葬皂责造藻泽 葬灶凿 贼澡藻 则藻泽怎造贼泽 燥枣 栽葬择酝葬灶 酝郧月 责则燥遭藻 则藻葬造 贼蚤皂藻
择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 孕悦砸 枣燥则 杂援 皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽援

员 耀 怨援 模板质粒标准品浓度分别为 员 伊 员园怨 耀 员 拷贝 辕 滋蕴曰员园援 水为模板空白对照遥
图 源摇 择孕悦砸 检测念珠状链杆菌敏感性结果

云蚤早援 源摇 杂藻灶泽蚤贼蚤增蚤贼赠 则藻泽怎造贼泽 燥枣 栽葬择酝葬灶 酝郧月 责则燥遭藻 则藻葬造 贼蚤皂藻 择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 孕悦砸 枣燥则 杂援 皂燥灶蚤造蚤枣燥则皂蚤泽援

对产物进行酶切才能够区分咱愿暂 遥
用本研究所建立的 栽葬择皂葬灶 酝郧月 择孕悦砸 方法对

北京地区绝大部分实验动物中未检出念珠状链杆

菌的存在袁与培养法的检测结果相符遥 而在普通级

长爪沙鼠和野生树鼩中检测出阳性袁与此前的研究

结果不同袁分离培养法未分离得到念珠状链杆

菌咱员苑暂 遥 这与 砸援 月燥燥贼 的研究结果相符袁用 孕悦砸 和

耘蕴陨杂粤 方法能够检测出阳性的人工感染大鼠袁用培

养法则不能检出咱愿暂 遥 念珠状链杆菌对培养条件要

求相对较高袁通过血琼脂平皿培养时袁渊源愿 耀 苑圆冤澡 仅
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形成渊园郾 缘 耀 员冤皂皂 的不溶血小菌落袁临床样本中又

存在大量多种微生物袁使分离培养非常困难遥 长爪

沙鼠和树鼩还属于新型实验动物袁长爪沙鼠虽已经

经过了一定程度的净化袁但本研究中所用沙鼠为普

通级别袁所含微生物种类依然很丰富遥 树鼩样品为

野生驯化种群袁其较高的感染率应为其野生状态的

直接体现遥 日本学者 运蚤皂怎则葬 同样根据 员远 杂 则砸晕粤
建立了普通 孕悦砸 方法袁在褐家鼠渊砸援 灶燥则增藻早蚤糟怎泽冤和
黑鼠渊砸援 则葬贼贼怎泽冤中检出念珠状链杆菌的阳性率分别

为 怨圆豫 渊远员 辕 远远冤和 缘愿豫 渊猿园 辕 缘圆冤袁而在 杂孕云 及大鼠

渊宰蚤泽贼葬则袁杂阅冤中则未检测出该菌污染咱员愿暂 遥
念珠状链杆菌作为实验动物微生物质量检测

中必要时检测的病原菌袁在日常检测中往往会被忽

视遥 本研究发现该菌作为一种重要的人兽共患病

原袁在实验动物中感染的风险依然较高遥 经过对标

准菌株和 愿圆猿 份动物呼吸道样本的验证和检测袁所
建立的荧光定量 孕悦砸 方法具有良好的特异性尧敏感

性和稳定性袁能够满足快速检测念珠状链杆菌的

要求遥
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