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摘　要：对北京关忠动物医院送检的２例疑似感染布氏杆菌宠物犬的７份分泌物进行了布氏杆菌普通ＰＣＲ、快速实

时荧光ＰＣＲ检测和 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ鉴定，并对部分基因序列测序分析，旨在对宠物犬感染犬布氏杆菌作出确诊，为宠物犬

感染布氏杆菌诊断与防控提供资料。结果显示，布氏杆菌快速实时荧光检测试剂盒对两例犬的７份分泌物检测结果均为

布氏杆菌阳性；Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ检测结果显示，感染犬布氏杆菌属于犬种布氏杆菌，且为非典型犬布氏杆菌；序列分析进一步验

证了患犬感染样品扩增的序列均为布氏杆菌序列：ＢＳＣＰ３１表面蛋白序列与已经发布的序列相比相似性在９９％～１００％；

ＯＭＰ２５序列与中国内蒙古分离的犬布氏杆菌ｘｕｅ１分离株和韩国Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｃａｎｉｓ　ＨＳＫ　Ａ５２１４１分离株亲缘关系最为亲近，

核苷酸相似性均为９９．９％；１６ＳｒＲＮＡ序列显示，进口斗牛犬和泰迪犬感染菌株均属于布氏杆菌序列。以上试验结果表明

两例宠物犬均为犬布氏杆菌感染，这些数据将为布氏杆菌病的筛查和防控提供一定的基础。
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　　布氏杆菌病（ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ，简称布病）是由布氏
杆菌引起的一种以流产和发热为特征的人兽共患

病。该病分布广泛，有１７０多个国家存在此病。该
病不仅影响畜牧业的发展，还直接威胁人类健康和

公共卫生安全。

１９６６年Ｌ．Ｅ．Ｃａｒｍｉｃｈａｅｌ等首次在患病犬的
组织和阴道分泌物中发现了犬种布氏杆菌［１］。犬种
布氏杆菌属于粗糙型菌株，主要引起犬类动物发病，
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被犬种布氏杆菌感染的犬可引起繁殖障碍（如流产、
死胎、不孕等），也可表现非繁殖障碍症状（如视力缺
陷、肌肉关节或皮肤受损等）。近几年，犬的饲养量
大幅度增加，越来越多的人选择犬作为宠物，犬的品
种繁杂、来源广泛，其疫病也较为复杂，导致犬布病
的发病率逐年上升，而犬布病多呈隐性经过，不易察
觉，当患病犬流产时才怀疑是布病，因此犬布病的准
确检测对犬布病的防控和人类健康和公共卫生安全

均有重要的意义。目前，布氏杆菌的检测方法主要
有病原学诊断、血清学诊断和分子生物学诊断，前两
种方法操作耗时、特异性和敏感性有待提高，且存在
一定的风险；而以ＰＣＲ为代表的分子生物学技术不
仅用于布氏杆菌种及型的鉴定，还能反映基因间存
在的差异，因此可在基因水平上进行分型和疫苗株
的鉴定［２］，且ＰＣＲ方法无风险，耗时短，对布氏杆菌
病的监测和确诊具有很大的意义。
笔者对关忠动物医院送检的两例宠物犬的７份

分泌物进行了ＰＣＲ检测和种属鉴定，并对部分基因
克隆测序，旨在对宠物犬感染布氏杆菌进行确诊，为
犬布病的监测和防控提供实验基础。

１　材料与方法
１．１　临床背景
病例１：两只进口斗牛犬，一公一母，来自同一

窝，４个月，白色。回国后发现有轻微感冒，体温正
常，偶尔咳嗽，鼻涕少，眼屎未见增多。其中公犬睾
丸发育迟缓。采样：母犬眼鼻分泌物（样品１）和阴
道分泌物（样品２），公犬眼鼻分泌物（样品３）和阴茎
分泌物（样品４）。
病例２：母种犬，品种泰迪，２岁，棕色。繁殖史：

１岁时怀孕生产，一切正常。第二次怀孕，怀孕不足

４０ｄ，流产。采样：眼鼻分泌物（样品５），阴道分泌物
（样品６），尿液（样品７）。

１．２　菌体染色
将疑似分泌物进行革兰染色，显微镜下观察其

形态特征。

１．３　载体和主要试剂

ＰＭＤ１９－Ｔ克隆载体、ＥＸ－Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶购
自于大连ＴａＫａＲａ公司；ＤＨ５α感受态细胞购自于
北京全式金生物技术有限公司；总ＤＮＡ提取试剂
盒为北京世纪元亨动物防疫技术有限公司产品，胶
回收试剂盒为Ｏｍｅｇａ产品。布氏杆菌（ＢＲＵ）快速
实时荧光ＰＣＲ检测试剂盒和布氏杆菌ＰＣＲ检测试
剂盒为北京世纪元亨动物防疫技术有限公司产品。

１．４　引物的设计与合成
根据ＧｅｎＢａｎｋ上发表的布氏杆菌基因组和相

应文献合成以下引物：由上海英骏生物技术有限公
司合成，见表１。

表１　ＰＣＲ扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｆｏｒ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

基因

Ｇｅｎｅ

上游引物（５′→３′）

Ｆｏｒｗａｒｄ　ｐｒｉｍｅｒ

下游引物（５′→３′）

Ｒｅｖｅｒｓｅ　ｐｒｉｍｅｒ

产物大小／ｂｐ
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ　ｓｉｚｅ

１６ＳｒＲＮＡ　 ＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧＡＡＣＧＡＡＣＧＣＴ　 ＡＣＧＡＣＴＴＣＡＣＣＣＣＡＧＴＣＧＣＴ　 １　４２０

ＯＭＰ２５ ＣＡＴＧＧＧＣＧＧＴＴＴＡＣＴＣ　 ＣＧＧＣＣＡＧＡＴＣＡＴＡＧＴＴＣ　 ６５０

ＢＳＣＰ　 ＧＧＡＡＣＣＧＡＴＣＡＴＴＧＡＧＧＧＡＴＴＡ　 ＣＴＡＴＧＣＧＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣＴＧＧＴＡ　 １　０３０

１．５　布氏杆菌ＤＮＡ提取
按照北京世纪元亨动物防疫技术有限公司的

ＤＮＡ提取试剂盒操作说明提取布氏杆菌基因组

ＤＮＡ，－２０℃保存备用。

１．６　布氏杆菌检测
按照北京世纪元亨动物防疫技术有限公司生产

的布氏杆菌（ＢＲＵ）实时荧光ＰＣＲ检测试剂盒和布
氏杆菌ＰＣＲ检测试剂盒说明书进行鉴定。

１．７　Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ鉴定

１．７．１　菌种鉴定　　引物参照文献［３］设计，见表

２。根据引物扩增目的片段大小不同判断种属。牛
种布氏杆菌能扩增出４９４和５９１ｂｐ片段，羊种布氏
杆菌能扩增出７３２和５９１ｂｐ片段，猪种布氏杆菌能
扩增出５９１和２７２ｂｐ片段，犬种布氏杆菌能扩增出

２７２ｂｐ片段。

１２５２
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表２　牛羊猪犬种布氏杆菌 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ引物

Ｔａｂｌｅ　２　Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｏｆ　Ｂ．ａｂｏｒｔｕｓ，Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ，Ｂ．ｓｕｉｓ　ａｎｄ　Ｂ．ｃａｎｉｓ

引物名称Ｐｒｉｍｅｒｓ
引物序列（５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物大小／ｂｐ
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ　ｓｉｚｅ

目的菌种

Ｂｒｕｃｅｌｌａｓｐｅｃｉｅｓ

ＰＩＳ７１１ｆ ＴＧＣＣＧＡＴＣＡＣＴＴＡＡＧＧＧＣＣＴＴＣＡＴ

Ｐ４９４ｒ ＧＡＣＧＡＡＣＧＧＡＡＴＴＴＴＴＣＣＡＡＴＣＣＣ
４９４　 Ｂ．ａｂｏｒｔｕｓ

ＰＩＳ７１１ｆ ＴＧＣＣＧＡＴＣＡＣＴＴＡＡＧＧＧＣＣＴＴＣＡＴ

Ｐ７３２ｒ ＡＡＡＴＣＧＣＧＴＣＣＴＴＧＣＴＧＧＴＣＴＧＡ
７３２　 Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ

Ｐ５９１ｆ ＣＴＧＧＴＧＧＧＴＡＴＣＧＣＡＴＴＡＣＴＣＧＧ

Ｐ５９１ｒ ＴＴＣＡＧＧＡＡＡＧＣＣＴＧＧＣＧＧＴＡＣＴＧ
５９１

Ｂ．ａｂｏｒｔｕｓ、

Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ、Ｂ．ｓｕｉｓ

Ｐ２７２ｆ ＧＧＡＡＣＡＣＴＡＣＧＣＣＡＣＣＴＴＧＴ

Ｐ２７２ｒ ＧＡＴＧＧＡＧＣＡＡＡＣＧＣＴＧＡＡＧ
２７２　 Ｂ．ｓｕｉｓ、Ｂ．ｃａｎｉｓ

１．７．２　典型和非典型鉴定　　引物参照文献［４］设
计，能扩增出８３６、４３６和２１７ｂｐ片段的为典型布氏
杆菌，扩增出４３６和２１７ｂｐ片段的为非典型犬布氏

杆菌，扩增出４３６、２１７和大于８３６ｂｐ的片段不是犬
布氏杆菌。

表３　 鉴定犬典型和非典型布氏杆菌 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ引物

Ｔａｂｌｅ　３　Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｏｆ　Ｔｙｐｉｃａｌ　ａｎｄ　Ａｔｙｐｉｃａｌ　Ｂ．ｃａｎｉｓ

引物名称Ｐｒｉｍｅｒｓ
引物序列（５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ
产物大小／ｂｐ　Ｅｘｐｅｃｔｅｄ　ｓｉｚｅ

Ｂ．ａｂ－ｆ　 ＧＴＣＴＴＣＣＴＧＡＴＴＧＣＧＧＣＴＧＧ

Ｂ．ａｂ－ｒ　 ＡＣＣＡＣＣＡＧＣＧＡＣＡＧＧＡＡＣＡＴＣ
４３６

Ｂ．ｃａｎ－ｆ　 ＧＧＣＴＴＣＣＴＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＣＡＧ

Ｂ．ｃａｎ－ｒ　 ＣＴＧＡＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＡＴＧＡＣＧＣ
８３６或大于８３６

Ｂ．ｓｕｌ－ｆ　 ＣＣＡＣＧＡＡＣＧＡＧＣＧＡＡＣＡＧＣ

Ｂ．ｓｕｌ－ｒ　 ＣＧＧＴＡＡＡＧＣＧＴＴＧＡＴＴＴＣＣＡＴＧ
２１７

１．８　基因扩增
用合成的 １６ＳｒＲＮＡ 引物、ＯＭＰ２５引物和

ＢＳＣＰ引物对样品１和５进行各基因扩增。扩增使
用２０μＬ体系，依次加入１０×ＥｘＢｕｆｆｅｒ　２μＬ、１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ｄＮＴＰ　２μＬ、ＥｘＴａｑ　０．２μＬ、上下游引
物各１μＬ（１０ｐｍｏｌ·μＬ

－１）、灭菌纯水１１．８μＬ、布
氏杆菌 ＤＮＡ　２μＬ。扩增程序：９５ ℃ 预变性５
ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５３℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０
ｓ，３５个循环后，７２ ℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ 产物经

１．５％琼脂糖凝胶电泳鉴定正确后用ＯＭＥＧＡ公司
胶回收试剂盒回收纯化扩增的目的基因片段。

１．９　扩增产物的亚克隆及测序
分别将 ＰＣＲ 扩增得到的相应片段连接到

ｐＭＤ１９－Ｔ中，然后转化至大肠杆菌ＤＨ５α感受态细
胞。用ＰＣＲ方法筛选阳性克隆，将初步鉴定的阳性
克隆送上海美吉生物医药科技有限公司进行测序。

１．１０　序列同源性分析
应用ＤＮＡｍａｎ和ＤＮＡＳｔａｒ生物软件对基因序

列与ＧｅｎＢａｎｋ上登录的国内外有代表性的布氏杆
菌相应序列进行同源性分析、比对，分析其序列特
征。

２　结　果

２．１　菌体染色
布氏杆菌革兰染色为阴性（红色），呈球杆状细

２２５２



　１２期 孙　明等：宠物犬布氏杆菌的ＰＣＲ检测及部分序列分析

菌，单个或多个存在，见图１。

２．２　布氏杆菌试剂盒检测
使用北京世纪元亨动物防疫技术有限公司生产

的布氏杆菌快速实时荧光ＰＣＲ试剂盒（图２）和布
氏杆菌ＰＣＲ试剂盒（图３）对７份样品进行检测，结
果显示，快速荧光试剂盒检测７份样品均为阳性，普
通ＰＣＲ试剂盒检测７份样品中５份阳性，２份阴
性。结果见表４、图２和图３。表４为快速荧光试剂
盒检测Ｃｔ值，可知眼分泌物病菌含量高于阴道分泌
物和尿液中的病菌含量。 图１　布氏杆菌感染犬分泌物染色（９１５×）

Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｉｎｉｎｇ　ｏｆ　ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｐｅｔ
ｄｏｇｓ（９１５×）

１～７．样品编号；８．阳性对照；９．阴性对照
１－７．Ｓａｍｐｌｅ　ｎｕｍｂｅｒ；８．Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；９．Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ
图２　布氏杆菌快速荧光试剂盒结果
Ｆｉｇ．２　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　Ｂｒｕｃｅｌｌａｒａｐｉｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｒｅａｇｅｎｔ　ｋｉｔ

表４　布氏杆菌快速荧光试剂盒检测Ｃｔ值

Ｔａｂｌｅ　４　Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　Ｃｔ　ｖａｌｕｅｓ　ｂｙ　Ｂｒｕｃｅｌｌａｒａｐｉｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｒｅａｇｅｎｔ　ｋｉｔ

犬品种

Ｄｏｇ　ｓｐｅｃｉｅｓ

样品编号

Ｓａｍｐｌｅ　ｎｕｍｂｅｒ

样品来源

Ｓａｍｐｌｅ　ｓｏｕｒｃｅ

Ｃｔ值

Ｃｔ　ｎｕｍｂｅｒ

结果

Ｒｅｓｕｌｔｓ

斗牛犬（母）
１ 眼鼻分泌物 ２７．４３ 阳性

２ 阴道分泌物 ３３．６１ 阳性

斗牛犬（公）
３ 眼鼻分泌物 ３３．８３ 阳性

４ 阴茎分泌物 ３７．２９ 阳性

泰迪（母）

５ 眼鼻分泌物 ２５．２８ 阳性

６ 阴道分泌物 ２９．５７ 阳性

７ 尿液 ３７．７５ 阳性

３２５２
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１～７．样品编号；８．阳性对照；９．阴性对照；Ｍ．ＤＬ２０００
ＤＮＡ相对分子质量标准
１－７．Ｓａｍｐｌｅ　ｎｕｍｂｅｒ；８．Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；９．Ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ
图３　布氏杆菌ＰＣＲ试剂盒检测结果
Ｆｉｇ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ＰＣＲ　ｋｉｔ

２．３　Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ鉴定
用两种 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ对样品１和样品５进行扩

增，牛羊猪犬 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ结果显示两个样品均能扩
增出２７２ｂｐ的片段，为犬种布氏杆菌，结果见图４。
典型非典型 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ结果显示能扩增出４３６和

２１７ｂｐ的片段，为非典型犬布氏杆菌，结果见图５。

１．样品１；２．样品５；３．疫苗株Ｓ２对照；４．阴性对照；
Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准
１．Ｓａｍｐｌｅ　１；２．Ｓａｍｐｌｅ　５；３．Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　Ｖａｃｃｉｎｅ　Ｓ２
ｓｔｒａｉｎ；４．Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ
图４　牛、羊、猪、犬布氏杆菌 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ检测
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ＰＣＲ　ｆｏｒ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ａｂｏｒ－
ｔｕｓ，Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｍｅｌｔｉｔｅｎｓｉｓ，Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｓｕｉｓ　ａｎｄ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｃａｎｉｓ

１．阴性对照；２．样品１；３．样品５；Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对
分子质量标准

１．Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；２．Ｓａｍｐｌｅ　１；３．Ｓａｍｐｌｅ　５；Ｍ．
ＤＬ２０００ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ
图５　典型和非典型布氏杆菌 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ结果
Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ　ｆｏｒ　Ｔｙｐｉｃａｌ　ａｎｄ　Ａｔｙｐｉｃａｌ

Ｂ．ｃａｎｉｓ

２．４　基因序列扩增
用１６ＳｒＲＮＡ引物、ＯＭＰ２５引物和ＢＳＣＰ 引

物从样品１和样品５的 ＤＮＡ中扩增相应基因序
列，结果显示，均获得大小合适的目的条带：１６Ｓ
ｒＲＮＡ大小约为１　４００ｂｐ，ＢＳＣＰ 大小约为１　０００
ｂｐ，ＯＭＰ２５约为６５０ｂｐ。结果详见图６。

１．样品１；５．样品５；Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标
准

１．Ｓａｍｐｌｅ　１；５．Ｓａｍｐｌｅ　５；Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ
图６　 基因序列扩增
Ｆｉｇ．６　Ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｇｅｎｅｓ

２．５　基因序列测序及分析
测序结果显示，样品１（来自进口斗牛犬）和样

品５（来自泰迪犬）１６ＳｒＲＮＡ、ＯＭＰ２５和ＢＳＣＰ分
别长１　４２６、６５２和１　０３４ｂｐ，核苷酸相似性均为

１００％。将样品５的１６ＳｒＲＮＡ、ＯＭＰ２５和ＢＳＣＰ
基 因 序 列 提 交 到 ＧｅｎＢａｎｋ，登 录 号 分 别 为

ＫＸ５２９８３２、ＫＸ５２９８３３和ＫＸ５２９８３４，将该菌株命名
为ＹＨ－Ｃ１６。ＯＭＰ２５基因序列与我国内蒙古分离
的ｘｕｅ１分离株和韩国Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｃａｎｉｓ　ＨＳＫ　Ａ５２１４１
分离株关系最为亲近，相似性为９９．９％，有两个核
苷酸发生改变，但氨基酸没有改变。１６ＳｒＲＮＡ 基
因序列分析显示，本次感染的菌株属于布氏杆菌。

ＢＳＣＰ３１基因测序显示，两个菌株与 ＮＣＢＩ上代表
性的菌株相似性均在９９％以上，其中与Ｂｒｕｃｅｌｌａ
ｓｕｉｓ　ＳＰＣ株、Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｃａｎｉｓ　ＲＭ６／６６株、ＳＶＡ１３株
以及ＡＴＣＣ２３３６５等菌株核苷酸相似性为１００％。

３　讨　论
２０１６年１月，我单位收到关忠动物医院送检的
两例疑似布病感染的７份样品，对其分别用布氏杆
菌快速实时荧光ＰＣＲ和布氏杆菌ＰＣＲ试剂盒进行
检测；快速实时荧光ＰＣＲ检测试剂盒检测两例犬的

７份分泌物均为布氏杆菌阳性，普通ＰＣＲ检测试剂
盒检测７份样品中５份阳性，２份阴性，其中眼分泌
物病菌含量最高，其次是阴道分泌物，尿液中病菌含

４２５２
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量最低。为对感染布氏杆菌进一步鉴定确诊，复采
取 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ和序列测序的方法对样品１和样品５
进行鉴定。Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ表明两份样品均为犬种布氏
杆菌感染，且为非典型布氏杆菌，这与患犬临床症状
和测序结果相符（ＯＭＰ２５基因序列与犬种分离株

ｘｕｅ１ 相 似 性 最 高）。１６Ｓ ｒＲＮＡ、ＯＭＰ２５ 和

ＢＳＣＰ３１基因序列比对结果显示，布氏杆菌１６Ｓ
ｒＲＮＡ、ＯＭＰ２５、ＢＳＣＰ３１等基因和ＮＣＢＩ基因库里
的基因序列相似性均在９９％以上，这说明布氏杆菌
菌株之间、种属之间序列差异不大。

１６ＳｒＲＮＡ 为原核生物的一种核糖体 ＲＮＡ。
由于其基因序列的保守性和存在的普遍性，应用

１６ＳｒＲＮＡ作为分子指标已逐渐成为微生物检测和
分类鉴定的一种强有力工具［３］。但也存在一些问
题，比如水平基因转移、多拷贝的异质性、基因扩增
效率的差异等［５－６］。本研究对１６ＳｒＲＮＡ序列进行
扩增，并扩增出了大小与目的片段大小相符的目的

ＤＮＡ。ＯＭＰ２５是ＯｍｐＡ家族成员之一，是布氏杆
菌重要的外膜蛋白，在维持细菌外膜结构稳定中发
挥重要作用［７－８］，此外，ＯＭＰ２５还与布氏杆菌的毒力
有关［９］。ＢＳＣＰ３１是布氏杆菌表面蛋白，基因序列
非常保守，目前其功能还不是很清楚，但基因缺失研
究表明 ＢＳＣＰ３１并不影响细菌侵袭力和生长速
度［１０］。本次扩增的ＯＭＰ２５和ＢＳＣＰ３１序列，和犬
布氏杆菌相应序列相比，相似性在９９％以上，与狄
栋栋［２］和丁家波［１１］报道的一致。
目前ＰＣＲ技术多用于人类布病的检测，对于动

物布病这一方法尚未列入我国布病标准检测方法

中。本研究从布氏杆菌试剂盒检测、Ｍｕｔｉｌ－ＰＣＲ种
属鉴定和基因测序等方面对疑似感染布氏杆菌犬进

行了鉴定，确诊了北京地区存在宠物犬感染布氏杆
菌的病例，结果也进一步证实了布氏杆菌检测试剂
盒的可靠性和准确性。本研究为以后布氏杆菌病的
检测提供了很好的工具，也为布氏杆菌病的筛查以
及防控提供了依据。

参考文献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）：
［１］　ＣＡＲＭＩＣＨＡＥＬ　Ｌ　Ｅ，ＫＥＮＮＥＹ　Ｒ　Ｍ．Ｃａｎｉｎｅ　ａｂｏｒ－

ｔｉｏｎ　ｃａｕｓｅｄ　ｂｙ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｃａｎｉｓ［Ｊ］．Ｊ　Ａｍ　Ｖｅｔ　Ｍｅｄ　Ａｓ－
ｓｏｃ，１９６８，１５２（６）：６０５－６１６．

［２］　狄栋栋．犬布氏杆菌分离鉴定及ｏｍｐ２５基因分析
［Ｄ］．呼和浩特：内蒙古农业大学，２０１１．

　ＤＩ　Ｄ　Ｄ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｃａｎｉｓ

ａｎｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｏｍｐ２５ｇｅｎｅ［Ｄ］．Ｈｕｈｈｏｔ：Ｉｎｎｅｒ　Ｍｏｎ－

ｇｏｌｉａ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１１（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）．
［３］　陈　思．牛羊猪犬布鲁氏菌多重ＰＣＲ方法的建立和试剂

盒研制［Ｄ］．北京：中国人民解放军军事科学院．２０１４．

　ＣＨＥＮ　Ｓ．Ｔｈｅ　ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ　ｏｆ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ＰＣＲ　ｍｅｔｈｏｄ

ａｎｄ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｋｉｔ　ｆｏｒ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ，Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｍｅｌｉｔｅｎ－
ｓｉｓ，Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｓｕｉｓ　ａｎｄ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｃａｎｉｓ［Ｄ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＰＬＡ

Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｍｉｌｉｔａｒｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１４．（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）．
［４］　ＨＵＢＥＲ　Ｂ，ＳＣＨＯＬＡ　Ｈ　Ｃ，ＬＵＣＥＲＯ　Ｎ，ｅｔ　ａｌ．Ｄｅ－

ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ａ　ＰＣＲ　ａｓｓａｙ　ｆｏｒ　ｔｙｐｉｎｇ　ａｎｄ　ｓｕｂｔｙｐｉｎｇ　ｏｆ

Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．Ｉｎｔ　Ｊ　Ｍｅｄ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００９，２９９
（８）：５６３－５７３．

［５］　ＢＯＤＩＬＩＳ　Ｊ，ＮＳＩＧＵＥ－ＭＥＩＬＯ　Ｓ，ＢＥＳＡＵＲＹ　Ｌ，ｅｔ

ａｌ．Ｖａｒｉａｂｌｅ　ｃｏｐｙ　ｎｕｍｂｅｒ，ｉｎｔｒａ－ｇｅｎｏｍｉｃ　ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉ－
ｔｉｅｓ　ａｎｄ　ｌａｔｅｒａｌ　ｔｒａｎｓｆｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　１６ＳｒＲＮＡ　ｇｅｎｅ　ｉｎ

ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ，２０１２，７（４）：ｅ３５６４７．
［６］　刘　驰，李家宝，芮俊鹏．１６ＳｒＲＮＡ基因在微生物生

态学中的应用［Ｊ］．生态学报，２０１５，３５（９）：２７６９－２７８８．

　ＬＩＵ　Ｃ，ＬＩ　Ｊ　Ｂ，ＲＵＩ　Ｊ　Ｐ．Ｔｈｅ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　１６ｓ

ｒＲＮＡ　ｇｅｎｅ　ｉｎ　ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｅｃｏｌｏｇｙ：ｃｕｒｒｅｎｔ　ｓｉｔｕａｔｉｏｎ

ａｎｄ　ｐｒｏｂｌｅｍｅｓ［Ｊ］．Ａｃｔａ　Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ　Ｓｉｎｉｃａ，２０１５，３５
（９）：２７６９－２７８８．（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）．

［７］　ＣＬＯＥＣＫＡＥＲＴ　Ａ，ＺＹＧＭＵＮＴ　Ｍ　Ｓ，ＢＺＡＲＤ　Ｇ，

ｅｔ　ａｌ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ａｎｔｉｇｅｎｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅｍａｊｏｒ

２５－ｋｉｌｏｄａｌｔｏｎｏｕｔｅｒ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ
ａｂｏｒｔｕｓ［Ｊ］．Ｒｅｓ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９６，１４７（４）：２２５－２３５．

［８］　ＥＤＭＯＮＤＳ　Ｍ　Ｄ，ＣＬＯＥＣＫＡＥＲＴ　Ａ ，ＨＡＧＩＵＳ　Ｓ

Ｄ，ｅｔ　ａｌ．Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ　ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ

ｐｒｅｇｎａｎｔ　ｇｏａｔｓ　ｏｆ　ａ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ　Ｄｅｌｔａｏｍｐ２５
ｄｅｌｅｔｉｏｎ　ｍｕｔａｎｔ［Ｊ］．Ｒｅｓ　Ｖｅｔ　Ｓｃｉ，２００２，７２（３）：２３５－
２３９．

［９］　ＥＤＭＯＮＤＳ　Ｍ　Ｄ，ＣＬＯＥＣＫＡＥＲＴ　Ａ，ＢＯＯＴＨ　Ｎ　Ｊ，

ｅｔ　ａｌ．Ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ　ｍｕｔａｎｔ　ｌａｃ－
ｋｉｎｇ　ａ　ｍａｊｏｒ　２５ｋＤａ　ｏｕｔｅｒ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎ　ｃａｔｔｌｅ
［Ｊ］．Ａｍ　Ｊ　Ｖｅｔ　Ｒｅｓ，２００１，６２（９）：１４６１－１４６６．

［１０］　ＨＡＬＬＩＮＧ　Ｓ　Ｍ，ＤＥＴＩＬＬＥＵＸ　Ｐ　Ｇ，ＴＡＴＵＭ　Ｆ　Ｍ，

ｅｔ　ａｌ．Ｄｅｌｅｔｉｏｎ　ｏｆ　ＢＣＳＰ３１ｇｅｎｅ　ｏｆ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ
ｂｙ　ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｉｎｆｅｃｔ　Ｉｍｍｕｎ，１９９１，５９（１１）：

３８６３－３８６８．
［１１］　丁家波，毛开荣，陈小云，等．８株布氏杆菌ＢＣＳＰ３１
基因的序列分析［Ｊ］．中国兽药杂志，２００６，４０（３）：１３－
１６．

　ＤＩＮＧ　Ｊ　Ｂ，ＭＡＯ　Ｋ　Ｒ，ＣＨＥＮ　Ｘ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｎ　ＢＣＳＰ３１ｇｅｎｅｓ　ｏｆ　８ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　Ｂｒｕｃｅｌｌａ
ｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　ｅｒｕｇ，

２００６，４０（３）：１３－１６．（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

（编辑　白永平）

５２５２


