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利用１６ＳｒＤＮＡ检测奶牛乳房炎５种病原菌
ＰＣＲ方法的建立及应用
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摘要：为建立快速检测引起奶牛乳房炎５种病原菌的方法，参照ＧｅｎＢａｎｋ发表的产气荚膜梭菌、
乳酸乳球菌、变形杆菌、绿脓杆菌、肠球菌序列，分别根据其１６ＳｒＤＮＡ保守序列区间设计５对引
物，进行ＰＣＲ扩增。结果显示：这５对引物均能针对自身菌株扩增出目的条带，且具有较强的特异
性；产气荚膜梭菌、乳酸乳球菌、变形杆菌、绿脓杆菌、肠球菌菌液ＤＮＡ的最低检测量分别为３．４０、

０．８９、０．９１、３．３０、３．６０ｎｇ／μＬ；对临床采集的疑似患有乳房炎的奶牛所产的牛奶样品进行检测，结
果显示，与传统的细菌分离鉴定相比，新建立的方法具有灵敏、高效的特性。
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　　奶牛乳房炎又名奶牛乳腺炎，是由多种原因引起

的以乳腺叶间组织或腺体发炎为特征的疾病［１－６］。乳
房炎是奶牛养殖过程中最常见的疾病，据报道，国外

奶牛乳房炎的发病率为２５％～６０％，我国奶牛乳房炎

的发病率在４０％～８０％，远高于国外发病水平［７］。奶
牛乳房炎严重危害奶牛乳腺健康，影响产奶量，同时

也会造成乳汁理化性质的改变，导致乳品质量下降，

给养殖户造成巨大的经济损失，全世界每年因乳房炎
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造成的经济损失高达３５０亿美元［８］。患有乳房炎的

奶牛，其乳汁中含有大量的病原微生物、微生物代谢

产物、治疗残留药物等，食用后可引起过敏、中毒等不

良反应［９］，严重危害人类身体健康。因此，临床上需

要建立快速、准确诊断乳房炎病原菌的方法，以便有

针对性地进行治疗。

目前，诊断和检测奶牛乳房炎的方法有加州乳房

炎检测法（ＣＭＴ）、体细胞计数法（ＳＣＣ）、乳汁电导率

检测法、乳汁ｐＨ值检验法、乳清电泳诊断法等［１０］，但

这些方法都不能准确地鉴定乳房炎病原体，需进行病

原菌分离和鉴定确诊。传统的病原分离鉴定方法繁

琐、耗时、费力，ＰＣＲ技术的诞生为病原菌的快速检测

和鉴定提供了方便、灵敏而特异的方法。目前，对引

起乳房炎的主要病原菌金黄色葡萄球菌、链球菌、大

肠杆菌的ＰＣＲ检测报道较多［１１－１５］，但对产气荚膜梭

菌、乳酸乳球菌、变形杆菌、绿脓杆菌、肠球菌病原菌

检测方法的报道相对较少。为此，根据产气荚膜梭

菌、乳酸乳球菌、变形杆菌、绿脓杆菌、肠球菌１６Ｓ

ｒＤＮＡ保守序列区间设计５对引物，进行ＰＣＲ扩增，

旨在建立奶牛乳房炎病原菌的ＰＣＲ检测方法，以期

为快速检测奶牛乳房炎提供新的诊断手段。

１　材料和方法

１．１　试验菌种及样品

本试验所用菌株有大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏ－
ｌｉ．，ＡＴＣＣ　２５９２２）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏ－
ｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ，ＡＴＣＣ　２５９２３）、产气荚膜梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉ－
ｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ，ＡＴＣＣ　１３１２４）、变形杆菌（Ｐｒｏ－
ｔｅｕｓｂａｃｉｌｌｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ，ＡＴＣＣ　１２４５３）、绿 脓 杆 菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＡＴＣＣ　２７８５３）、肠球菌
（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ，ＡＴＣＣ　２９２１２）、链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏ－
ｃｃｕｓ）和乳酸乳球菌（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ），其中链球

菌和乳酸乳球菌为河南省动物源性食品安全重点实

验室保存菌种。待检测牛奶样品来自郑州及周边地

区的奶牛养殖场。

１．２　主要试剂及仪器

ＬＢ液体培养基、ＭＲＳ厌氧培养基由河南省动物

性食品安全重点实验室配置；胰蛋白胨大豆肉汤培养

基、脑－心萃浸培养基购自广东环凯微生物科技有限公

司；ＰＴＣ－２００ＰＣＲ扩增仪购自Ｍ　Ｊ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ公司。

１．３　引物的设计与合成

根据ＧｅｎＢａｎｋ发表的乳酸乳球菌、变形杆菌、

绿脓杆菌的１６ＳｒＤＮＡ 特异性序列，利用 Ｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软件设计了３对特异性引物；产气荚膜

梭菌和肠球菌引物参考文献［１６］的序列，引物由生

工生物（上海）股份有限公司合成，序列见表１。

表１　病原菌引物序列

菌名 引物序列（５′－３′）　　
长度／
ｂｐ
退火温
度／℃

乳酸乳球菌 　Ｆ：ＧＡＴＧＡＴＡＣＡＴＡＧＣＣＧＡＣＣＴＧＡ　 ２３４　 ５５．４

　Ｒ：ＴＴＡＧＣＣＧＴＣＣＣＴＴＴＣＴＧＧ

产气荚膜梭菌　Ｆ：ＡＴＧＣＡＡＧＴＣＧＡＧＣＧＡＴＧ　 ２４０　 ５２．１

　Ｒ：ＴＡＴＧＣＧＧＴＡＴＴＡＡＴＣＴＴＣＣＴＴＴ

变形杆菌 　Ｆ：ＡＣＣＣＧＣＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＣＣ　 １８２　 ５６．４

　Ｒ：ＣＴＣＴＡＣＡＡＧＡＣＴＣＡＡＧＣＣＡＡＣＣＡ

肠球菌 　Ｆ：ＣＣＣＴＴＡＴＴＧＴＴＡＧＴＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴ　 １４４　 ５６．０

　Ｒ：ＡＣＴＣＧＴＴＧＴＡＣＴＴＣＣＣＡＴＴＧＴ

绿脓杆菌 　Ｆ：ＡＧＡＣＡＣＣＧＴＣＣＡＧＡＣＴＣＣＴＡＣ　 ２７７　 ５９．２

　Ｒ：ＣＣＡＡＣＴＴＧＣＴＧＡＡＣＣＡＣＣＴＡＣ

１．４　ＰＣＲ模板的制备

１．４．１　细菌培养　将冻存的菌种复苏后，进行划线

培养，挑取单个菌落接种于液体培养基中，３７℃摇

床培养过夜，４℃保存备用。其中，大肠杆菌、金黄

色葡萄球菌、变形杆菌、绿脓杆菌采用ＬＢ培养基培

养，肠球菌采用胰蛋白胨大豆肉汤培养基培养，链球

菌采用脑－心萃浸培养基培养，产气荚膜梭菌、乳酸

乳球菌在含有 ＭＲＳ培养基的厌氧培养管中培养。

１．４．２　ＤＮＡ提取　采用传统的氯仿－异戊醇法提

取细菌基因组总ＤＮＡ，并用紫外分光光度仪测定

ＤＮＡ浓度后保存备用。

１．５　ＰＣＲ扩增条件优化

分别对５种病原菌的ＰＣＲ扩增条件进行优化，

根据引物设计软件给出的参考温度，在上、下浮动

５℃的范围内摸索最佳退火温度。以提取的菌体

ＤＮＡ为模板，反应体系为２５μＬ，其中 Ｍｉｘ　Ｔａｑ
ＤＮＡ酶８μＬ、上下游引物（２５ｐｍｏｌ／μＬ）各１μＬ、

三蒸水１３μＬ、ＤＮＡ模板２μＬ。反应条件为：９５℃

５ｍｉｎ；９５℃４５ｓ，梯度退火温度４５ｓ，７２℃４５ｓ，３５
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束后取５μＬ扩

增产物进行１％琼脂糖凝胶电泳，检测扩增结果，确

定最佳退火温度。

１．６　各病原菌ＰＣＲ的特异性试验

１．６．１　单一ＤＮＡ模板的特异性检验　按上述优化

的ＰＣＲ反应条件和方法，分别以大肠杆菌、金黄色葡萄
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球菌、链球菌、乳酸乳球菌、产气荚膜梭菌、变形杆菌、绿

脓杆菌、肠球菌的基因组ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，反

应结束后取５μＬ扩增产物进行１％琼脂糖凝胶电泳。

１．６．２　混合ＤＮＡ模板的特异性检验　取大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌、链球菌、乳酸乳球菌、产气荚膜

梭菌、变形杆菌、绿脓杆菌、肠球菌８种细菌 ＤＮＡ
各５μＬ进行混合，此为混合菌ＤＮＡ；再分别取乳酸

乳球菌、产气荚膜梭菌、变形杆菌、绿脓杆菌、肠球菌

依次除外的其他７种菌ＤＮＡ各２μＬ进行混和，此

为各待检测菌的Ｓ混合菌ＤＮＡ。按上述优化条件

和方法，分别用５对引物对混合菌ＤＮＡ和各自待

检测菌的Ｓ混合菌ＤＮＡ进行扩增，以三蒸水为模

板作为阴性对照。反应结束后取５μＬ扩增产物进

行１％琼脂糖凝胶电泳。

１．７　病原菌ＰＣＲ灵敏度测定

根据肠球菌菌液ＤＮＡ初始含量，将产气荚膜梭

菌、乳酸乳球菌、变形杆菌、绿脓杆菌菌液ＤＮＡ分别

按１∶４、１∶５、１∶１１、１∶５进行稀释，然后将５种菌

液ＤＮＡ进行倍比稀释。按优化后的ＰＣＲ反应条件

和方法，用各引物分别对稀释后的ＤＮＡ模板进行扩

增。反应结束后取５μＬ扩增产物进行电泳。

１．８　临床应用

从郑州周边地区采集疑似患有乳房炎奶牛所

产的牛奶样品，在挤奶前清洗奶牛乳房，用已灭菌

的采样管收集牛奶约２０ｍＬ，共采集样品３２份。

用所建立的５种细菌的ＰＣＲ方法分别对产气荚膜

梭菌、乳酸乳球菌、变形杆菌、肠球菌、绿脓杆菌进

行检测；同时，用传统的细菌分离鉴定的方法进行

细菌的分离鉴定，统计各个样品中各种细菌的分

离情况。记录统计２种方法的检测结果并分析一

致性。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增条件优化

产气荚膜梭菌、乳酸乳球菌、变形杆菌、肠球菌、

绿脓杆菌退火温度分别采用 ５５．４、５２．１、５６．４、

５６．０、５９．２℃时，扩增出大小分别为２３４、２４０、１８２、

１４４、２７７ｂｐ的条带，且条带单一清晰，无拖带现象。

２．２　特异性试验结果

２．２．１　单一ＤＮＡ模板的特异性试验结果　用５对

引物分别扩增对应的菌株ＤＮＡ模板及其他对照菌

株ＤＮＡ模板，结果显示，各引物均能扩增出对应的

目的条带，但是其他对照菌株无条带出现（图１－

２）。表明，５对引物都能特异性结合到对应的目的

基因，但对其他基因无扩增能力，可以保证在检测时

的准确性。

１．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；２．乳酸乳球菌；３－９．大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、链球菌、产气荚膜梭菌、变形杆菌、绿脓杆菌、肠球菌；
１０．产气荚膜梭菌；１１－１７．大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、链球菌、乳酸乳球菌、变形杆菌、绿脓杆菌、肠球菌；１８．变形杆菌；

１９－２５．大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、链球菌、乳酸乳球菌、产气荚膜梭菌、绿脓杆菌、肠球菌

图１　乳酸乳球菌、产气荚膜梭菌、变形杆菌引物的单一模板特异性检验结果

１．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；２．肠球菌；３－９．大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、链球菌、乳酸乳球菌、产气荚膜梭菌、变形杆菌、绿脓杆菌；
１０．绿脓杆菌；１１－１７．大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、链球菌、乳酸乳球菌、产气荚膜梭菌、变形杆菌、肠球菌

图２　肠球菌、绿脓杆菌引物的单一模板特异性检验结果
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２．２．２　混合ＤＮＡ模板ＰＣＲ的特异性试验结果　由

图３－４可以看出，混合ＤＮＡ均能扩增出对应的特异

性目的条带，而Ｓ混合ＤＮＡ和三蒸水均无条带出现。

５对引物均能在复杂的ＤＮＡ模板环境中扩增出各自

的特异性片段，同时在无目的片段的复杂ＤＮＡ模板

环境中无特异性的扩增条带，表明所建立的检测方法

能够排除复杂的背景ＤＮＡ的干扰，准确、特异地检测

出目的基因，在临床中具有较高的应用价值。

１．混合ＤＮＡ；２．阴性对照；３．乳酸乳球菌Ｓ混合ＤＮＡ；
４．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；５．混合ＤＮＡ；６．阴性对照；７．变形杆
菌Ｓ混合ＤＮＡ；８．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；９．混合ＤＮＡ；１０．阴

性对照；１１．产气荚膜梭菌Ｓ混合ＤＮＡ

图３　乳酸乳球菌、变形杆菌、产气荚膜梭菌的混
合ＤＮＡ模板特异性检验结果

１．混合ＤＮＡ；２．阴性对照；３．绿脓杆菌Ｓ混合 ＤＮＡ；
４．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；５．混合ＤＮＡ；６．阴性对照；７．肠球菌Ｓ

混合ＤＮＡ

图４　绿脓杆菌、肠球菌混合ＤＮＡ模板特异性检验结果

２．３　灵敏度测定结果

对各自ＤＮＡ模板进行稀释，然后进行扩增，以确

定ＰＣＲ方法的灵敏度，试验共进行３次，求其平均值。

结果表明，各ＰＣＲ能扩增出特异性目的条带的最小

ＤＮＡ质量浓度在０．８９～３．６０ｎｇ／μＬ（表２，图５－６）。

表２　灵敏度检测结果

细菌种类
初始ＤＮＡ含量／
（ｎｇ／μＬ）

最高稀
释倍数

ＤＮＡ含量／
（ｎｇ／μＬ）

乳酸乳球菌 １１３．３　 ２－５　 ０．８９

产气荚膜梭菌 １３５．３　 ２－３　 ３．４０

变形杆菌 ３２１．２　 ２－５　 ０．９１

肠球菌 ２８．７　 ２－３　 ３．６０

绿脓杆菌 １３０．６　 ２－３　 ３．３０

１．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；２－８．ＤＮＡ稀释倍数分别为２０－２－６

图５　乳酸乳球菌ＤＮＡ倍比稀释后ＰＣＲ结果

１．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；２－８．ＤＮＡ释释倍数分别为２０－２－６

图６　肠球菌ＤＮＡ倍比稀释后ＰＣＲ结果

２．４　临床检测结果

由表３可以看出，每种细菌的ＰＣＲ法检出率均

高于传统的细菌分离鉴定。表明所建立的ＰＣＲ方

法比传统的分离鉴定法灵敏。其原因可能是，传统

的分离鉴定需要对样品进行增菌培养，优势菌群的

生长速度远远大于含量较少的菌群，进而使少量菌

群的生长受到抑制，影响分离效率。而ＰＣＲ方法检

测病原菌，不需要进行增菌培养，可以尽可能地避免

优势菌群的影响，从而检测出含量较少的菌群。

表３　临床检测结果

细菌种类
样品总
数／份

ＰＣＲ法阳
性数／份

传统方法
阳性数／份

符合率／
％

乳酸乳球菌 ３２　 ２２　 ２０　 ９０．９１

产气荚膜梭菌 ３２　 ３　 １　 ３３．３３

变形杆菌 ３２　 １７　 １２　 ７０．５９

肠球菌 ３２　 ６　 ６　 １００

绿脓杆菌 ３２　 １４　 １２　 ８５．７１

３　结论与讨论

１６ＳｒＤＮＡ具有高度保守的一级结构［１７－１９］，种

间差异小，非常适于细菌种属的检测。本试验利

用１６ＳｒＤＮＡ的特异性保守序列建立了针对产气

荚膜梭菌、乳酸乳球菌、绿脓杆菌、变形杆菌、肠球

菌的ＰＣＲ检测方法。在方法的特异性检验中，５对

５３１　第６期 李栋梁等：利用１６ＳｒＤＮＡ检测奶牛乳房炎５种病原菌ＰＣＲ方法的建立及应用



引物除了能特异地扩增出目的片段之外，均无其他非

特异条带；在扩增其他种属细菌的ＤＮＡ模板时，也未

见扩增条带出现，表明引物具有非常高的特异性。对

目的基因的扩增灵敏度在０．８９～３．６０ｎｇ／μＬ，能够

灵敏地检测出样品中的少量细菌。用ＰＣＲ方法检

测细菌，ＤＮＡ模板的获取至关重要，良好的 ＤＮＡ
提取方法能在很大程度上影响ＰＣＲ检测的灵敏

度。试验中所涉及的引物目的片段长度适中，用

常规方法获取 ＤＮＡ进行扩增即可得到良好的效

果，可操作性强。同时通过试验优化了反应条件，

建立了奶牛乳房炎５种病原菌的ＰＣＲ检测方法，

并在临床中进行了应用。由临床检验结果可知，

５种细菌的ＰＣＲ检出率明显高于传统的细菌分离

鉴定法。传统的分离鉴定方法耗时费力，且在分

离某些含量低的细菌时，还有可能受到优势菌群

的干扰，导致难以达到理想的效果。本研究所建

立的ＰＣＲ检测方法有效地避免了这些问题，使临

床检测更加方便、准确。
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