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驼乳中布鲁氏菌实时荧光 PCR快速检测方法的 
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摘  要: 目的  建立驼乳中布鲁氏菌的实时荧光 PCR 快速检测方法。方法  根据布鲁氏菌外膜蛋白 omp10

基因的碱基序列, 设计引物探针, 从模拟布鲁氏菌污染的驼乳中提取布鲁氏菌 DNA 片段进行实时荧光 PCR

扩增检测。结果  该方法从布鲁氏菌 M5 株中扩增出了特异性目的片段 omp10, 而对大肠埃希式杆菌等细菌

的扩增结果均为阴性。经过 10 倍倍比稀释的模板进行检测, 该方法的灵敏度为最低可检出 2.31×10‒4 ng/μL 的

DNA。标准曲线循环阈值与模板浓度呈良好线性关系, 相关系数为 0.9928, 扩增效率 E=0.97。结论  建立的

实时荧光 PCR 检测方法具有特异性强、灵敏度高的优点, 为驼乳中布鲁氏菌病的早期预防及流行病学监测提

供了有效的技术手段。 

关键词: 驼乳; 布鲁氏菌; 实时荧光 PCR 

Establishment of a real-time fluorescent PCR assay for rapid detection of 
Brucella in camel milk 
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ABSTRACT: Objective  To establish a rapid detection method for Brucella in camel milk by real-time fluorescent 

PCR method. Methods  According to the base sequence of the Brucella outer membrane protein omp10 gene, a 

primer probe was designed to extract the Brucella DNA fragment from camel milk simulating Brucella contamination 

for real-time fluorescent PCR amplification detection. Results  The specific target fragment omp10 was amplified 

from Brucella M5, but the amplification results for bacteria such as Escherichia coli were negative. This method had 

a minimum sensitivity of 2.31×10‒4 ng/μL DNA when tested with a template diluted 10-fold. The circulation 

threshold of the standard curve showed a good linear relationship with the template concentration, with the 

correlation coefficient of 0.9928 and amplification efficiency E=0.97. Conclusion  The established real-time PCR 

detection method has the advantages of strong specificity and high sensitivity, and provides an effective technical 

means for early prevention and epidemiological monitoring of brucellosis in camel milk. 
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0  引  言 

布鲁菌病(Brucellosis)是由布鲁氏菌(Brucella)引起的

以发热和流产为主要特征的人畜共患传染病, 该病广泛分

布于世界各地[1‒3]。近年来, 布鲁菌病频频发生, 直接威胁

到了人和动物的健康, 造成了巨大的经济损失和严重的公

共卫生危害[4‒6]。布鲁菌病防控的关键是对病原尽早进行快

速、准确的检测并确诊。目前, 用于乳品中布鲁菌的检测

方法可分为 3 类, 第一类是直接对乳样中的布鲁菌进行分

离培养, 虽然是布鲁菌检测的金标准, 但病原菌的分离技

术要求复杂、耗时长、检出率低, 特别是存在生物安全风

险[7]; 第二类是血清学检测方法, 包括平板凝集试验、试管

凝 集 试 验 、 补 体 结 合 试 验 及 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)等[8-12]。该方

法虽然较为简便, 但存在特异性不强、敏感性差等缺点, 

易出现假阴性或假阳性结果; 第三类是分子生物学检测技

术, 随着分子生物学技术的发展, PCR 方法以其灵敏、高

效、省时省力、安全可靠等优点已被广泛应用于布鲁菌鉴

定[13‒15]。 

随着各类乳制品进入千家万户, 乳与乳制品的安全

受到前所未有的关注, 新疆、内蒙的驼乳产业较发达, 2017

年以来新疆、内蒙相继颁布并实施了《生驼乳》等十项食

品安全地方标准。布鲁菌病成为社会各界共同关注的热点, 

布鲁菌病原菌分离的条件要求苛刻, 用常规方法进行病原

诊断不但效率低, 而且容易受污染, 生物危害性也较大[16]。

目前, 羊乳和牛乳中布鲁氏菌 PCR 检测方法研究较多, 苏

娇等[17]用 BCSP31 作为布鲁氏菌属特异性基因, 设计特异

性引物和 Taqman 探针检测牛、羊乳中布鲁氏菌; 王晶钰

等[18]采用布鲁氏菌中特异性基因 omp31 和 bp26 作为检测

靶基因, 建立了牛乳中布鲁氏菌 PCR 检测方法, 但驼乳中

布鲁氏菌的检测方法未见报道。本研究在羊、牛乳中布鲁

氏菌 PCR 快速检测方法的基础上, 建立驼乳中布鲁氏菌的

PCR 快速检测方法, 为驼乳中布鲁氏菌病的早期预防及流

行病学监测提供有效的技术手段。 

1  材料与方法 

1.1  供试样品 

被检样品来自新疆某驼乳场。 

1.2  仪器与试剂 

LightCycler96 实 时 荧 光 PCR( 美 国 罗 氏 公 司 ); 

Nanodrop 2000 超微量分光光度计(美国 Thermo 公司); 

3K15 型低温高速冷冻离心机(美国 Sigma 公司)。 

布鲁菌疫苗株 M5 (Brucella sp., ATCC 25840)、大肠埃

希氏杆菌(Escherichia coli, ATCC25922)、溶血性链球菌

(Streptococcus, CMCC32210) 、克雷伯氏杆菌 (Klebsiella 

Trevisan, CMCC46117)、金黄色葡萄球菌 [Staphyloccocus 

aureus, CMCC(B)26003] 、 铜 绿 假 单 胞 菌 [Pseudomonas 

aeruginosa, CMCC(B)10104](中国预防医学科学院流行病学

微生物学研究所); 细菌基因组 DNA 提取试剂盒(日本

Taraka 公司)。 

引物和探针序列由生工生物科技有限公司合成。 

1.3  实验方法 

1.3.1  DNA 的提取 

将布鲁氏菌 M5、大肠埃希氏杆菌、溶血性链球菌、

克雷伯氏杆菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌 1.0 mL 分

别接种于 100 mL 适宜的液体培养基中, 37 ℃, 培养 16 h

增菌。再分别将培养液摇匀后取 0.5 mL 放入 1.5 mL 离心

管中, 加入 1.0 mL 灭菌生鲜驼乳充分混匀, 12000 r/min, 

离心 5 min, 弃去上清后按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒

说明书进行操作, 同法提取提布鲁氏菌 M5 DNA, 提取的

DNA 于‒20 ℃保存备用。 

1.3.2  布鲁菌荧光定量 PCR 引物和探针的设计与合成 

根据布鲁氏菌外膜蛋白 omp10 基因的碱基序列, 运

用 Primer 5.0 软件设计引物及其探针见表 1。 

1.3.3  实时荧光 PCR 反应体系 

实时荧光定量 PCR 反应体系 (总体积 20.0 μL): 

2×real-time Mix10.0 μL, dd H2O 6.8 μL, 上下游引物和探针

(0.1 nmol/mL)各 0.4 μL, 模板 DNA 2.0 μL。 

1.3.4  实时荧光 PCR 反应条件  

布鲁氏菌实时荧光定量 PCR 的反应条件: 93 ℃预变性

2 min; 40 个循环为 93 ℃变性 15 s, 60 ℃退火/延伸 1 min。 

1.3.5  实时荧光 PCR 的质量控制及结果判定 

空白及阴性质控品扩增曲线无明显对数增长期且 Ct

值大于 27; 阳性质控品扩增曲线有明显对数增长期且 Ct

值小于等于 22。实时荧光定量 PCR 结果判定: 若扩增曲线

无明显对数增长期或 Ct 值大于 27, 则判样品为布鲁氏菌

病阴性; 若扩增曲线有明显对数增长期且 Ct 值小于等于

27, 则判样品为布鲁氏菌阳性。 

 
表 1  引物和探针序列 

Table 1  Primer and probe sequences 

扩增片段 序列 目的基因 

上游引物 5’-TGGCTGCTTGCGAAACAAC-3’ 

外膜蛋白 omp10 基因 下游引物 5’-ATTGAGGAAGCGATGCCGT-3’ 

探针 FAM-AATGCCCCGATCATAGCCCATACC-BHQ1 
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1.3.6  布鲁氏菌实时荧光 PCR 方法特异性检测 

以布鲁氏菌 DNA 为阳性对照, 布鲁氏菌污染驼乳提取

DNA 为样品, 分别以大肠埃希氏杆菌、溶血性链球菌、克雷

伯氏杆菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌污染驼乳提取的

DNA 为阴性对照, dd H2O 为空白对照。根据上述建立的驼乳

中布鲁氏菌实时荧光定量 PCR 检测方法, 进行扩增检测, 进

一步确定建立的布鲁氏菌实时荧光 PCR 检测方法的特异性。 

1.3.7  布鲁氏菌实时荧光 PCR 方法灵敏度检测 

用超微量紫外分光光度计测量布鲁氏菌 DNA 浓度及

纯度, 然后进行 10 倍梯度系列稀释, 再用所建立的实时荧

光 PCR 方法进行扩增测定, 根据荧光值的大小检测其方法

灵敏度。 

1.3.8  标准曲线的构建 

将定量后的布鲁氏菌 DNA 浓度按 10 倍梯度稀释, 按

1.3.4 方法进行扩增, 每个浓度重复 3 次, 作为标准品。选

择荧光值稳定、线性比例良好的浓度范围, 以 DNA 浓度对

数值为 X 轴、Ct 值为 Y 值, 建立标准曲线。根据 PCR 标

准曲线的斜率、相关系数、扩增效率 E 等, 验证该方法的

有效性。其中标准曲线斜率为-3.0~-3.5、r2＞0.98、PCR 扩

增效率 E 为 0.9~1.2。 

2  结果与分析 

2.1  布鲁氏菌实时荧光 PCR 方法特异性检测 

实验结果显示, 大肠埃希氏杆菌、溶血性链球菌、克

雷伯氏杆菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌污染驼乳提

取的 DNA经扩增, 均为阴性结果; 只有布鲁氏菌阳性对照

和布鲁氏菌污染的乳液样本有明显扩增曲线, 且 Ct＜22。

结果见图 1。 
 

 
 

注: 1: 布鲁氏菌阳性对照; 2: 模拟样本(布鲁氏菌污染驼乳); 3~7: 

阴性对照(分别为大肠埃希氏杆菌、溶血性链球菌、克雷伯氏杆菌、

金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌污染驼乳); 8: 空白对照(dd H2O)。 

图 1  布鲁氏菌实时荧光 PCR 方法特异性 

Fig.1  Specificity of real-time fluorescent PCR method for Brucella 

2.2  布鲁氏菌实时荧光 PCR 方法灵敏度检测 

通过超微量紫外分光光度计测量布鲁氏菌 DNA 

A260/A280 为 1.87, 说明纯度较好, DNA 浓度为 23.1 ng/μL, 

将初始模板 DNA 浓度按 10 倍梯度进行稀释, 以不同稀释

DNA 作模板, 分别进行 PCR 扩增, 结果表明: PCR 灵敏度

为 2.31×10‒4 ng/μL。结果见图 2。 

 

 
 

注: 1~8: 布鲁氏菌 DNA 浓度分别为 23.1~2.31×10‒6 ng/μL;  

9: 空白对照。 

图 2  布鲁氏菌实时荧光定量 PCR 方法灵敏度 

Fig.2  Sensitivity of real-time fluorescent quantitative PCR method 
for Brucella 

 

2.3  标准曲线的构建 

将初始模板布鲁氏菌 DNA (23.1 ng/μL)按 10 倍浓度

进行梯度稀释后进行实时荧光 PCR 测定, 绘制标准曲线。

结果显示: 直线回归方程为Y=‒3.4045X+29.856, 相关系数

r2=0.9928, 标准曲线斜率为-3.4045, PCR 扩增效率 E=0.97, 

模板 DNA 浓度与 Ct 值之间呈良好的线性关系。 

3  结论与讨论 

随着近年来科技和经济的飞速发展, 实时荧光 PCR

仪等设备逐渐普及到基层检测单位, 使得实时荧光定量

PCR 检测乳样中布鲁菌病受到关注。实时荧光 PCR 是在

常规 PCR 基础上, 在 PCR 反应体系中加入荧光基团, 利用

荧光信号积累实时监测整个 PCR 进程, 具有特异性强、灵

敏度高、操作安全、仪器在线实时检测、结果客观等优点。

本研究根据布鲁氏菌外膜蛋白保守基因 omp10 设计引物、

合成探针, 并建立荧光定量分析体系。结果显示, 本研究

建立的检测体系准确性高, 且表现出较高的检测特异性和

灵敏度。由于该方法在测定前可以通过高温巴氏灭菌法对

待检测乳样进行灭活处理, 在实际操作中减少了与布鲁氏

菌接触的几率, 降低了生物安全风险, 因此该方法具有较
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高的实际应用价值。 

在布鲁氏菌实时荧光 PCR 检测中, 可选取其外膜蛋

白基因作为检测的靶基因, 其中编码布鲁氏菌外膜蛋白

omp10 是布鲁氏菌重要的免疫原性蛋白, 保守性较强, 存

在于所有已知布鲁菌的生物型之中[19‒20]。因此可以提高布

鲁氏菌检测的准确性。 

通过特异性检测结果说明, 该方法只对布鲁氏菌具

有较高的特异性, 而对大肠埃希氏杆菌、溶血性链球菌、

克雷伯氏杆菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌无特异性。

灵敏度试验结果表明, 本研究所建立的实时荧光 PCR 方法

能够检测到布鲁氏菌基因组 DNA 最低为 2.31×10‒4 ng/μL, 

说明该方法具有较高的灵敏度。通过 PCR 反应标准曲线也

可看出模板 DNA 量越多, 荧光达到阈值的循环数越少, 即

Ct 值越小。此外, 本研究所建立的实时荧光 PCR 检测特异

性强、敏感性高, 且实时荧光定量 PCR 检测方法无需通过

电泳检测, 不使用溴化己锭等对人致癌的染料, 不污染环

境, 一般只需 2 h 便可完成检测过程。因此, 实时荧光 PCR

是一种检测驼乳中布鲁氏菌既简便可靠又快速安全的方法, 

可以为布鲁氏菌病的早期诊断及流行病学调查提供有力技

术支撑。 
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