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·实验研究·
复合探针荧光定量 PCR法检测布鲁氏菌的实验研究 *

吴忠华 吕沁风 郑 伟 李 禾
（浙江国际旅行卫生保健中心 浙江杭州 310003）

摘要 目的：建立用复合探针荧光定量 PCR快速检测布鲁氏菌的方法。方法：研究根据 BSCP31基因编码 31KDa的布鲁氏杆菌表
面蛋白的核苷酸序列设计特异引物，通过 PCR法的特异性、灵敏度和重复性研究，建立了复合探针荧光定量 PCR检测布鲁氏菌
的方法，用于布鲁氏菌病的筛选和诊断。结果：结果表明该检测方法的特异性为 100%，最低可检出 10个拷贝的质粒 DNA分子，
可对 1×101-1×106拷贝范围内的模板进行定量，最低可检测至 1×102CFU/ml细菌。该方法的精密度好，阳性质控品和阴性质控
品不同时间测定三次及同一时间五次重复实验结果 CV值均小于 5%。结论：本研究建立的复合探针实时荧光定量 PCR检测布
鲁氏杆菌的方法，可对布鲁氏病原菌进行快速检测，对布病的筛选和确诊具有重要意义。
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ABSTRACT Objective: To establish a composite probe fluorescent quantitative PCR assay for Brucella detection. Methods:
BSCP31 gene nucleotide sequences specific for 31KDa surface protein of Brucella was used for the PCR primers design. According to
the specificity, sensitivity and reproducibility of primers, a composite probe fluorescent quantitative PCR assay for Brucella detection was
established for screening and diagnosis of Brucella disease. Results: The specificity of composite probe fluorescent quantitative PCR as-
say was 100%. The assay can detect the minimum 10 copies of plasmid DNA molecules. Accurate quantization can be achieved with
template samples detected within 1 × 101-1× 106 copies. The minimum bacteria concentration can be detected by the assay reaching 1
× 102CFU / ml. The assay has good precision. The positive controls and negative control materials measured three times at different
times or at the same time repeat the experiment five times, from which the CV values were calculated less than 5%. Conclusion: This
study established the composite prober fluorescent quantitative PCR assay for Brucella detection, which can rapidly detect Brucella bac-
teria and has important meaning on screening and diagnosis of brucellosis.
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前言

布鲁氏菌病（布病）由布鲁氏菌引起的人畜共患自然疫源
性传染病，它危害严重，流行广。布鲁氏菌可感染人类、多种家
畜和野生动物，引起发热、流产与不育、慢性关节炎及神经损
害，是一种重要的生物战剂和生物恐怖剂。多年来对布病诊断
采用细菌学和血清学技术，前者费事费力，而且检出率低；后者
虽然快速，但易造成较多的假阳性和假阴性[1]。因此建立一种快
速、准确的布鲁氏菌检测方法，对布病的诊断、治疗、预防以及
最终控制布病均具有重要的意义。本研究根据 BSCP31基因编
码 31KDa 的布鲁氏杆菌表面蛋白的核苷酸序列设计了 1 对
PCR特异引物，通过对影响 PCR扩增条件的优化，建立了布鲁

氏菌复合探针荧光定量 PCR的检测方法，为快速筛查布鲁氏
菌提供了简易、可行的方法，对布病的准确诊断及防控策略的
制定有重要意义。

1 材料与方法

1.1 试剂和菌种
美国 Transgenomic公司荧光标记试剂套装；分析纯饱和

氨水（上海分析试剂厂）；丙腈，HPLC级（美国 Sigma公司）；羊
种布鲁氏菌 25840（ATCC），牛种布鲁氏菌 2308（中国兽医药品
监察所），阴性特异性参考菌株 20株（购置 ATCC或 CMCC）,
其它 56株非布鲁氏菌（浙江省疾病预防与控制中心提供）；
DNA 测序试剂盒（Beckman 公司）。pGEM-T 载体试剂盒
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（Promega公司）；质粒提取试剂盒（Promega公司）；PCR产物回
收试剂盒（Promega公司）；10×PCR Buffer(100mmol/L TrisH-
Cl,pH8.3, 500mmol/LKCl)自制。
1.2 实验仪器

美国 ABI公司 PE3900及 Expedite8909全自动 DNA合成
仪；美国 Labconco TRIAD2.5l冷冻干燥机；美国 Beckman公司
DU640 紫外检测仪；美国 Bio-rad 公司 iCycler IQ 荧光定量
PCR仪。
1.3 引物

根据 GenBank 中公布的布鲁氏菌 BSCP31 基因编码
31KDa的基因序列（参考序列登录号为 GU317364）设计特异
性引物如下：

上游引物的基因序列 BRF1为：5'- CAAGGGCAAGGTG-
GAAGATT -3'；

下游引物的基因 序 列 BRR1 为 ：5 ' - CTGCGACC-
GATTTGATGTTT -3'

荧光探针的基因序列 FPBR1 为：5 ' - FAM-ATCGTTTC-

CGGGTAAAGCGTCGCCA-P-3'
淬灭探针的基因序列 QPBR1 为：5 ' - CGCTTTACCCG-

GAAACGA -DABCYL-3'
1.4 方法
1.4.1 核酸提取方法 取 50μl 1×109CFU/mL的细菌参考品，
置于沸水浴中煮沸 10分钟，10000×g离心 2分钟，取 2μl上清
作为 PCR模板。
1.4.2 PCR反应体系 反应体系为 25μl：10mmol/L的 Tris-HCl，
pH为 8.0；50mmol/L的 KCl；体积百分比 3％甲酰胺；5 mmol/L
MgCL2；100μmol/L 的 dATP、dCTP、dGTP、dTTP；0.5 mol/L 的
的上游引物，0.5 mol/L的下游引物，1.5U Taq酶，100nmol/L的
荧光探针，200nmol/L的淬灭探针；PCR反应程序为：预变性
95℃3min、94℃5s、扩增的退火温度为 54℃20s共 40个循环。
1.4.3 PCR的特异性测定 用上述方法分析 2株布鲁氏杆菌阳
性特异性参考品（羊种布鲁氏菌和牛种布鲁氏菌）见表 1、20株
阴性特异性参考品和 56株肠道菌株（浙江省疾病预防控制中
心提供）。

表 1 阳性特异性菌株相关信息
Table 1 Information of specific positive strain

菌株编号 Strain number 浓 度 Concentration（CFU/mL） 来源 Source

羊种布鲁氏菌 Brucella melitensis 25840 1ⅹ106 ATCC*

牛种布鲁氏菌 Brucella abortus 2308 1ⅹ106
中国兽医药品监察所 China Institute of

Veterinary Drugs Control

1.4.4 PCR的敏感性测定 取不同菌数的细菌参考品（1×101、
1×102、1×103、1×104、1×105、1×106 CFU/ml）各 50μl，加入
50μlDNA提取液，混匀后加热煮沸 10分钟后，转入 40C放置
10分钟，然后离心取上清 2μl作为模板，按上述优化后的方法
进行荧光 PCR检测。
1.4.5 PCR的重复性测定 将强阳性质控品、临界阳性质控品和
阴性质控品采用直接水煮法提取核酸，各取 2μl用上述方法进
行实时荧光 PCR检测，批间重复测定 3次，批内重复测定五
次，计算批内及批间差异，评价该方法的精密度。
1.4.6 标准曲线制备 将克隆有目的基因片段的 PMD18-T质粒
作为标准品 DNA模板，质粒标准品的灵敏度及线性分析：取不
同 DNA载量的质粒参考品（1×100、1×101、1×102、1×103、1×
104、1×105、1×106）各 2μl，进行荧光定量 PCR检测。

1.4.7模拟标本的测定 布鲁氏菌污染的血液模拟标本及阳性
对照样本提取 DNA作为模板，按上述荧光定量 PCR的反应体
系及反应程序在荧光定量 PCR仪上进行扩增，反应体系及扩
增条件与做标准曲线时一致。

2 结果

2.1 检测结果的特异性
用本法分析了 2株布鲁氏杆菌阳性特异性参考品（羊种布

鲁氏菌和牛种布鲁氏菌）、20株阴性特异性参考品和 56株肠
道菌株。20株阴性特异性参考品和 56株肠道菌株检测结果均
未阴性，2株布鲁氏杆菌阳性特异性参考品检测结果为阳性，
结果见表 2。从检测结果可知，该方法检测结果的特异性为
100%。

表 2 阳性特异性菌株检测结果
Table 2 Test result of specific positive strain

菌株名称 Strain name 检测结果 Test result 菌株名称 Strain name 检测结果 Test result

羊种布鲁氏菌
Brucella melitensis 25840

25.4
牛种布鲁氏菌

Brucella abortus 2308
19.6

2.2 检测结果的敏感性
检测结果从表 3可知，最低可检测至 1×102CFU/ml细菌。

2.3 检测结果的重复性
检测结果从表 4可知，强阳性质控品、临界质控品和阴性

质控品不同时间测定三次及同一时间五次重复实验，批内和批

间检测结果的 CV值均小于 5%。
2.4 标准曲线

从表 5和图 1可知，将下述数据进行回归分析，得到 PCR
回归方程为：Y=-0.3572X+13.817，相关系数为 0.9928。实验结
果表明，在 1×101-1×106拷贝范围之间，样本拷贝数与其相应
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的 CT值具有良好的相关性，因此，本方法可对 1×101-1×106

拷贝范围内的模板进行定量，本方法最低可检出 10个拷贝的
质粒 DNA分子。

表 3 检测细菌的灵敏度
Table 3 The sensitivity of the method on bacteria detection

样本浓度 Sample concentration（CFU/ml） Ct值 Cut off value

1×106 25.473

1×105 29.429

1×104 31.630

1×103 34.530

1×102 38.279

1×101 0.000

表 4 检测质控品的重复性
Table 4 The repeatability of the method on quality control materials detection

样本

Ct值 1

Cutofft value

1

Ct值 2

Cutoff value

2

Ct值 3 Cut

off value 3

Ct值 4

Cutoff value

4

Ct值 5 Cut

offt value 5

Ct值平均值
Average cut

off value

SD
批内 Cv%

Intra-

assay Cv%

批间
Cv%

inter-

assay Cv%

强阳性质控

品 Strong

positive

control

21.9 21.1 21.9 21.4 21.2 21.5 0.38 1.8 1.7

21.8 21.3 22.0 21.8 21.1 21.6 0.38 1.8

21.5 21.6 22.1 22.2 21.7 21.8 0.31 1.4

临界阳性质

控品 Critical

Positive

control

33.1 32.9 33.3 33.5 33.9 33.3 0.38 1.1 1.3

33.9 33.4 33.0 33.2 332.4 33.2 0.55 1.6

33.8 33.0 33.7 33.5 33.1 32.4 0.36 1.1

阴性质控品
Negative

control

0 0 0 0 0 0 0 0 0

表 5 检测质粒 DNA的灵敏度分析
Table 5 The sensitivity of the method on plasmid DNA detection

样本拷贝数 Sample copy

quantity
Ct值 Cut off value

1×106 21.482

1×105 24.781

1×104 27.698

1×103 30.838

1×102 33.250

1×101 35.227

1×100 0.000

图 1荧光定量 PCR标准曲线
Fig 1 Calibration curve of fluorescent quantitative PCR

2.5 模拟标本检测
从表 6的检测结果可知，在模拟污染的血液样品中，最低

可检出 1×103 CFU/ml细菌。

3 讨论

目前诊断布病主要采用血清学和细菌学方法。血清学方法
种类繁多，但总的来说还没有任何一种方法在特异性、敏感性

及可操作性等方面均令人满意，细菌培养虽可直接查到病原
体，但由于布鲁氏菌分离培养条件要求苛刻，阳性率很低，且分
离过程中，存在操作人员面临被布鲁氏菌感染的危险及病菌从
实验室扩散的风险[2]。近年来，伴随着分子生物学技术的飞速发
展，快速特异、灵敏度高、操作简便的聚合酶链反应技术已被引
入到细菌性传染病的流行病学调查及诊断中，并初步显示了其
应用前景[3-5]。国内外学者在利用 PCR技术检测布鲁氏菌病方
面做了较多的研究工作[6-9]，其中 Bailey GG等按牛种布鲁氏菌
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31KDa外膜蛋白基因的核苷酸序列设计了 5个引物 B1～B5，
将引物按不同组合做扩增试验，结果显示 B4和 B5配对最好[10]。
Ohtsuki R等根据流产布鲁氏菌 BCSP31株的基因序列设计两
组用于 6个种布鲁氏菌鉴别的环介导等温扩增(LAMP)的特异
性引物，通过对 6个种 22株布鲁氏菌和 18个种 28株非布鲁
氏菌的检测表明，对布鲁氏菌的检测具有特异性(35min，63℃)
和敏感性(10fg基因组 DNA)[11]。李坚等根据布鲁氏菌编码 312
kDa布鲁氏菌蛋白的基因(BSCP31)和 IS711插入序列及相邻
单染色体 DNA种的不同，设计引物，建立 AMOS-PCR方法，
用于诊断布鲁氏菌病，并鉴定种 [12]。用布鲁氏菌蛋白的基因
(BSCP31)为引物可以扩增出牛、羊、猪型布鲁氏菌，用 IS711插
入序列及相邻单染色体设计的弓 l物可以区别不同型别的布
鲁氏菌，最低可检测到 1 Pg的布鲁氏菌 DNA。

实时荧光定量 PCR技术解决了传统 PCR技术的不足，已
经成为细菌、病毒等微生物快速定量检测的首选技术。目前，基
于 FRET 的荧光定量 PCR 技术主要有 4 种，TaqMan、Am-
plisensor、Molecular beacon 及 Light-Cycler 荧光定量 PCR 技
术，上述实时 PCR技术均存在一些局限性，如淬灭不彻底、合
成和标记复杂、非特异扩增不易区分等，但用复合探针实时荧
光定量 PCR技术，可以克服上述不足[13-15]。本研究是针对布鲁
氏杆菌 BSCP31基因的标识序列设计一组特异引物，用本法分
析了 2株布鲁氏杆菌阳性特异性参考品（羊种布鲁氏菌和牛种
布鲁氏菌）和 20株阴性特异性参考品及浙江省疾病预防与控
制中心提供的 56株其它肠道致病菌。从实验检测结果可知，检
测结果全部阴性菌株均阴性，而阳性对照及阳性菌株结果为阳
性。结果表明，本检测方法的特异性为 100%，具有很好的检测
特异性。通过灵敏度试验本方法可检出 10个拷贝的质粒 DNA
分子，可对 1×101-1×106拷贝范围内的模板进行定量，最低可
检测至 1×102CFU/ml细菌。通过重复性试验该方法的精密度
很好，阳性质控品和阴性质控品不同时间测定三次及同一时间
五次重复实验结果 CV值均小于 5%。

本研究建立了复合探针实时荧光定量 PCR检测布鲁氏杆
菌的方法，该方法灵敏度高、特异性强和重复性好，可对布鲁氏
病原菌进行快速检测、准确辨别和早期诊断，对布病的筛选和
确诊具有重要意义。
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