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　 　 【摘要】 　 近年来,肠道微生物在人类的健康和疾病中的应用受到了广泛关注。 无菌动物在肠道微生态中的

模型应用越来越广泛,为人类的生理、病理研究提供了非常有效的研究工具。 为保证实验动物的质量,必须对无菌

动物频繁的进行无菌检测。 但无菌检测受到诸多因素的干扰。 目前传统的检测方法主要是细菌、真菌培养及革兰

染色镜检。 随着高通量测序的发展,现在新增了一种分子生物学检测技术(PCR),利用 16S rRNA 进行细菌的鉴

定。 但这些方法都存在一定的局限性。 本文将对这些方法的利弊及影响因素进行简要探讨。
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【Abstract】 　 In recent years, the role of intestinal microorganisms in human health and diseases has been widely
researched. The application of a germ-free animal model in intestinal microecology is extensive and this model provides a
very effective research tool for human physiological and pathological research. To ensure the quality of experimental
animals, aseptic tests must be frequently performed. However, sterility tests are affected by many factors. At present, the
traditional detection method are mainly bacterial and fungal culture and Gram staining. With the development of high-
throughput sequencing, polymerase chain reaction method have been used to identify bacteria using 16S rRNA. However,
these method have some limitations. In this paper, we discuss the advantages and disadvantages of these method and the
influencing factors.
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　 　 无菌动物(germ-free,GF)是指身体任何部位及

生活环境中均检测不出任何活的细菌、真菌、病毒

及寄生虫的动物[1]。 无菌动物来源于剖腹产和胚

胎移植,通过人工饲养,维护在正压无菌隔离器中

的动物[2]。 所有的饲料、垫料及水均经灭菌处理,
检测无菌后方可传入无菌隔离器内。 维持无菌动
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物需要严格的无菌操作技术和定期的无菌检测。
由于不携带任何可检测的微生物,可排除背景微生

物对实验结果的干扰,获得高重复性,高敏感度的

实验结果。 这种动物可以有选择性的接种多菌和

单菌,来研究菌种对宿主的作用[3]。 无菌动物不是

绝对无菌,而是相对无菌。 在现有的无菌检测技术

下检测不到任何微生物[4]。
1928 年到 1980 年, Reyniers 等[5-6] 与 Knight

等[7]证实了哺乳动物、鸟、鱼、昆虫等可在无菌条件

下饲养和维持。 也是他们建立了第一代无菌大鼠

和无菌小鼠。 1945 年美国圣母大学 Lobund 实验室

的 Reyniers 等[5] 首次培育出能连续传代的无菌大

鼠,接着 Gustafsson[8]也成功培育无菌大鼠。 Gilbert
等[9]通过去除动物中不同微生物的方法来研究其

与宿主的关系。 Kirk[10] 对微生物与宿主的关系做

了详细的阐述。
微生物的质量控制成为无菌动物培育中至关

重要的技术。 从过去到现在,细菌、真菌的培养和

革兰染色镜检仍然是最常用的方法[11-13]。 但在人

工培养基上,由于条件限制,有些微生物不能生长,
这就导致了无菌检测结果的不准确。 为此有些实

验室增加了分子生物学检测技术 PCR,利用 16S
rRNA 进行细菌的鉴定,用以弥补上述两种检测方

法中的不足[13]。 本文将结合国内外相关文献,对无

菌动物无菌检测方法及影响因素进行简要探讨。

1　 微生物培养

1. 1　 采样

1. 1. 1　 粪便标本的采集

选取无菌隔离器内健康成年无菌大鼠,抓取尾

巴,让粪便自然排出,弃去第一粒粪便。 收取第二

粒新鲜粪便装于无菌小试管中。 按照无菌操作程

序从隔离器中传出,并尽快接种完毕,防止在转运

过程中细菌死亡。
1. 1. 2　 隔离器内环境标本的采集

将无菌隔离器内灭菌棉签用无菌水浸湿,擦拭

水瓶口、进出通风口、隔离器内壁、笼具表面、动物

毛发、手套等。 装于无菌小试管中,按照无菌操作

程序从隔离器中传出。 棉签必须使用高压蒸汽灭

菌,干热灭菌会使脱脂棉产生杀菌物质,影响细菌

的检出。
1. 1. 3　 饲料、垫料及水标本的采集

将无菌隔离器内饲料、垫料、水均取适量装于

无菌小试管中,按照无菌操作程序从隔离器中传出。
1. 2　 细菌、真菌培养

1. 2. 1　 国内无菌动物检测标准

污染无菌动物的微生物主要是厌氧菌、需氧菌

及真菌,可以通过不同的培养基、不同的培养温度

和培养环境对污染菌进行检测。 目前我国无菌动

物的检测标准主要根据 GB / T 14926. 41-2001《实验

动物 无菌动物生活环境及粪便标本的检测方法》,
该标准中规定无菌检测中所使用的培养基及试剂、
检测程序、操作步骤及结果报告等。 3 种液体培养

基为脑心浸液肉汤(brain heart infusion broth,BHI)、
硫乙醇酸钠肉汤(thioglycollate broth,TB)、大豆蛋白

胨肉汤(tryptic soy broth,TSB),1 种固体培养基血琼

脂平板,试剂为无菌生理盐水。 标本采集后,接种

脑心浸液肉汤和硫乙醇酸钠肉汤、大豆蛋白胨肉汤

增菌培养,放 37℃培养,分别以 7、14 d 转接血平板

并革兰染色镜检。 转接血平板后 37℃培养 48 h,观
察有无细菌、真菌生长,最终判断是否存在细菌、真
菌污染。 此标准删除了 GB / T 14926. 41-1994《无特

定病原体动物无菌动物生活环境及粪便标本的检

测方法》中的无特定病原体动物生活环境及粪便标

本的检测方法,保留了无菌动物生活环境及粪便标

本的检测方法。 增加了硫乙醇酸钠培养基在使用

前需煮沸驱氧程序。 再从液体培养基转种血琼脂

平皿时增加了涂片染色镜检。 以防止在转种时细

菌死亡而不能在平板培养基生长而造成漏检。 GB /
T14926. 43-2001《实验动物 细菌学检测、染色法、培
养基和试剂》,该标准对培养基的配制、分装、高压

灭菌条件、储藏条件及使用期限作了规定。
1. 2. 2　 国内无菌动物检测的优缺点

国内标准对标本采集数量、标本稀释程度、标
本存放及接种时间都未做详细规定。 检测时未对

需氧、厌氧培养进行区分。 对培养基的接种管数及

阳性对照菌未详细规定。 冷藏后培养基需怎样处

理后使用未做详细规定。 微生物培养方法被认为

是有一定局限性的,三种培养基不能培养所有微生

物。 好多哺乳动物的肠道微生物在实验室里不容

易培养,主要缺乏合适的培养基和方法。 培养鉴定

微生物污染技术较繁琐和困难。 严格的厌氧菌培

养需要特殊的设备和专业的操作。
脑心浸液肉汤适合细菌的增菌培养,大部分需

氧菌、兼性厌氧菌都能生长,如粪性链球菌、大肠埃

希菌及苛养菌的培养。 硫乙醇酸钠肉汤适合需氧
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菌、厌氧菌、兼性厌氧菌的培养,主要用于厌氧菌的

培养。 硫乙醇酸盐流体培养基在 2000 年、2005 年

及 2015 年版中国药典中被用作无菌检查培养基,欧
洲药典(EP)、日本药典(JP)、英国药典(BP)、美国

药典(USP)无菌检查也均采用硫乙醇酸盐流体培养

基,配方一致,用于需气菌、兼性厌氧菌、厌气菌的

培养。 虽然硫乙醇酸盐流体培养基被各国用作无

菌检查,但它自身也存在一定的局限性[14]:(1)一

些苛养菌或强致病菌较难检出;(2)刃天青对微生

物有抑制作用、与专门的厌氧菌培养方法如厌氧缸

法、 厌 氧 袋 ( bio-bag )、 厌 氧 手 套 箱

(anaerobieglovebox)、厌氧盒等相比较,其厌氧环境

有限。
革兰染色镜检也存在各种干扰因素,如饮食中

的蔬菜纤维、粪便中的各种物质、食物中留下的死

菌。 无法鉴别是死菌或活菌,需要培养方法来确

认[15]。 革兰染色阳性细菌相对容易检出和观察,而
体积较小的革兰阴性球菌则较难观察到。 革兰染

色镜检的检出限量约 109 CFU / g 粪便[16]。 对于无

菌动物来说,污染初期肠道中微生物是比较少的,
易受到粪便中的残渣、碎屑等因素的干扰。 对于有

经验的观察者来说也是非常极具挑战性的,极易造

成漏检。 总之,革兰染色镜检的确定是对检测灵敏

度较低、易造成漏检,优点时即时出结果、速度较

快、操作简便、成本较低。
1. 2. 3　 中国药典(2015 版)无菌检查

相较于国内动物无菌检测,中国药典无菌检测

方法相对比较全面,但仅适用医药用品。 目前,美
国、欧盟、日本等国家或组织无菌检查法已协调一

致[17]。 相比于 2010 版中国药典,2015 版中国药典

对无菌检测法的的检测范围及环境要求、培养体

系、方法适用性、检查方法等做了进一步完善,接近

国际通用标准。 2015 版中国药典中规定了无菌检

查必须在无菌环境下进行,实验环境必须达到无菌

的要求。 培养基主要使用硫乙醇酸盐液体培养基

和胰酪大豆胨液体培养基。 硫乙醇酸盐液体培养

基主要用于厌氧菌的培养;胰酪大豆胨液体培养基

主要用于需氧菌和真菌的培养。 这与国内无菌动

物检测采用的培养基相同。 胰酪大豆胨液体培养

基的 PH=(7. 3 ± 0. 2),接近中性,适用于需氧菌和

真菌的培养[18-20]。 药典规定了培养基 PH 测定的

温度应在 25℃。 细菌培养的温度在 20 ~ 25℃和 30
~ 35℃,符合了大部分微生物的需求。 规定了微生

物的培养时间[21]。 规定了培养基的接种管数,对阳

性对照菌的选择做了细化。
1. 2. 4　 国外无菌动物无菌检测

国外无菌检测所使用的培养基各不相同,培养

时间和方法也不统一。 国外无菌小鼠无菌检测使

用培养基有 LB 培养基(LB)、沙保培养基、脑心浸液

(brain heart infusion broth,BHI)、MRS 琼脂培养基、
ML 琼脂培养基[22]。 取 1 mL 标本悬液接种在 BHI、
MRS、ML、LB 培养基 37℃ 培养 72 h,沙保培养基

22℃培养 3 周。 标本悬液直接涂片镜检。
也有报道使用脑心浸液肉汤(需氧菌培养)、硫

乙醇酸钠肉汤(厌氧菌培养)、沙保肉汤 (真菌培

养),37℃培养 1 周甚至更长,以防生长缓慢的细菌

漏检。 血平板和其它非选择性培养基 37℃至少培

养 5 d。 推荐接种一份标本于稍低温度培养,比如

30℃或室温,更适合环境微生物的生长[15];也有研

究推荐增加 56℃培养[23]。 液体培养基出现浑浊再

接种固体培养基培养和显微镜镜检。 浑浊可能接

种后几天出现,但不一定是细菌生长,有可能是粪

便和其它有机物沉淀。 此法与国内无菌动物检测

标准所使用培养基基本一致。
有研究使用脑心浸液肉汤、沙保肉汤以及营养

肉汤作为无菌检测培养基[11],需氧和厌氧两种环境

37℃培养 48 h。 两种环境下培养设置阴性对照和阳

性对照。 最好使用厌氧菌来确定无氧环境。
国外无菌检测的内容和方法包括:(1)直接涂

片镜检法:当无菌动物肠道中有大量细菌繁殖时,
可以利用相差显微镜快速的检测肠道中的细菌,但
因为此法细菌未经染色,会对有些比较小和不运动

的细菌造成漏检,需要非常有经验的操作者,对食

物残渣和细菌进行辨别。 (2)细菌染色镜检:包括

革兰染色镜检、DNA 染色法。 (3)细菌、真菌培养。
(4)分子生物学检测。 (5)病毒学检测。 (6)寄生

虫学检测[15]。
1. 2. 5　 无菌检测培养方法的局限性

传统的细菌检测方法,容易培养的是需氧和兼

性厌氧菌,只占肠道细菌总量的小部分。 比如乳酸

杆菌、链球菌、肠球菌和葡萄球菌等。 但是严格厌

氧菌在肠道细菌中所占的比例极高,每克粪便中含

1011个严格厌氧菌。 通过培养容易检测的严格厌氧

菌的比例约每克粪便 106 个,甚至更低[15]。
虽然微生物培养是比较敏感的方法,但它有一

定的检出限量,当肠道细菌数量少于 100 ~ 1000
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CFU / g 粪便[24],不容易检出。 它的污染因素也有很

多,比如实验室里常用的细菌的污染;实验室工作

人员的皮肤和普通动物粪便的污染;饲料、垫料、器
械等高压灭菌不彻底而传进隔离器造成的污染。
实验室里细菌的污染通常都是人工培养基上能较

好生长的细菌。 皮肤上的葡萄球菌和粪便中的大

肠杆菌都能在人工培养基上较好生长。 微生物培

养必须经过严格无菌操作培训的专业人员进行操

作,必须在超净台或者生物安全柜中进行,否则出

现假阳性的概率还是挺高的。 培养的标本量的多

少也会影响结果。 因此,培养出现阳性结果必须借

助其他方法证实其结果的可靠性。

2　 分子生物学技术

2. 1　 采样

在无菌正压隔离器中,取新鲜无菌动物粪便和

饲料,称量约 200 mg 于 1. 5 mL 无菌离心管中。 按

照无菌操作传出隔离器,立即液氮冷冻并转移至

-80℃冰箱保存,直到 DNA 提取。
2. 2　 16S rRNA 基因测序应用于无菌动物无菌

检测

目前 16S rRNA 基因测序是鉴定肠道细菌常用

的分子生物学技术。 利用 16S rRNA 分析肠道微生

物群至少包括 1800 个种属和 40 000 种细菌[25]。 提

取哺乳动物新鲜粪便中的 DNA,通过细菌通用引物

进行 PCR 扩增,再经 16S rRNA 基因测序,得到细菌

的种类。 一般细菌鉴定选择细菌通用引物,最常用

的引物是 27F / 1492R。 27F: 5′-AGAGTTTGATCCT
GGCTCAG-3′,1492R:5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-
3′。 有的文章中会使用不同的通用引物[26]。 有文

献提到利用 16S rRNA PCR 技术证明无菌动物的无

菌状态[11]。 RAPD PCR 用于鉴定已知定植菌动物

的污染[15]。 国外对 PCR、qPCR 等分子生物学技术

在无菌动物和已知菌动物做了详细的比较,结果

16S rRNA PCR 最适用于无菌动物的检测[13]。
2. 3　 16S rRNA 在无菌动物无菌检测中的优点

过去十几年,分子生物学技术在肠道微生物中

的应用超过了细菌培养方法。 16S rRNA 技术因具

有快速、高效的特点。 相对于细菌培养技术,PCR
技术特异性较高,被用于细菌的种属鉴定。 16S
rRNA 能够鉴定难以分类的微生物种类,特别是需

要严格厌氧的细菌,鉴定培养阴性的细菌。 现在人

们开始使用 16S rRNA 技术检测无菌动物是否污

染,可以增加检测的敏感性和最大限度的检出生长

不良或较难检出的细菌污染[27-29]。 相比较其它细

菌测序方法,16S rRNA 价格较便宜。 分析时不需要

太多 的 计 算 量。 样 本 数 量 越 大, 统 计 数 据 越

准确[30]。
2. 4　 16S rRNA 在无菌动物无菌检测中的缺点

16S rRNA 技术相对于细菌培养,敏感性较低,
16S rRNA 对细菌的检出限量约 105 CFU / g 粪便[16]。
这与 16S rRNA 技术是个非常敏感的检测手段相矛

盾。 低于这个数量,就很难检测出来。 当无菌动物

粪便中的含菌量低于这个数量,就很容易造成漏

检。 但检测污染严重的无菌动物还是非常有效的。
粪便样本 DNA 的提取结果和 PCR 引物的选择,对
16S rRNA 鉴定的结果影响较大。 16S rRNA 只能对

细菌种属鉴定,不能进行细菌定量。 无法辨别粪便

中是死菌或活菌[30]。 相对于细菌培养和革兰染色

镜检,16S rRNA 测序花费时间较长,而且检测时间

较长。
虽然存在于肠道中的大部分微生物是细菌,但

仍有部分真菌和古菌的存在[31]。 利用 16S rRNA 基

因测序只能检测肠道中的细菌种类。 大量不同形

态的真菌存在哺乳动物的肠道中[32]。 124 个健康

欧洲人的粪便标本,利用宏基因组测序 536 112 个

独立基因,其中 0. 8%是古菌[33]。 16S rRNA 只是鉴

定细菌的污染。 有方法提到利用专门的 DNA 提取

技术和 qPCR 来鉴定真菌[34],古菌的扩增引物也有

被描述[35]。
2. 5　 16S rRNA 在无菌动物无菌检测中的影响

因素

16S rRNA 在无菌动物无菌检测中,需防止样本

采样中、分析中的污染。 在无菌隔离器中采样并称

重,保持样本无菌包装并密封。 新鲜无菌动物粪便

从无菌隔离器中传出后,应尽快进行 PCR 分析,以
尽量减少样本和分析中的污染风险[11]。 所有操作

必须在超净台中进行,每一步都必须无菌操作,且
操作人员必须通过专业培训。 检测粪便样本中含

有较多的植物,聚合酶抑制剂可能会影响 PCR 分

析。 这些因素可以通过设计用于粪便样本中提取

DNA 的试剂盒来减少[15]。 食物中存在细菌的 DNA
应该被考虑在内,低含量的 DNA 通常在肠道中被检

测到,除非使用化学定义饮食[15]。 辐照饲料中的叶

绿素也会干扰 DNA 的提取,不能确定是细菌 DNA
还是植物 DNA,从而影响 PCR 分析。 需通过 16S
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rRNA 测序进一步来鉴定是否是细菌 DNA。 如是细

菌 DNA,需进行细菌培养和革兰染色确定是否为活

菌[30]。 DNA 的提取质量至关重要,直接影响 16S
rRNA 测序的结果[30]。 检测样本中含菌量的多少将

会直接影响无菌检测结果,16S rRNA 测序具有一定

的检出限量,需借助其它检测方法进一步检测[16]。

3　 食物经过不同的灭菌方法对无菌检
测的影响
　 　 现在无菌动物饲料的灭菌方法主要有两种:高
压蒸汽灭菌与钴 60 辐照灭菌。 灭菌饲料中的死菌

会不会经过肠道存在动物粪便中。 (1)当无菌动物

饲喂辐照灭菌饲料,粪便微生物培养检测阴性。 革

兰染色镜检确存在典型的革兰阳性杆菌[15,36]。 继

续喂食同一批饲料,到第 4 天细菌数量开始下降,直
至第 8 天细菌完全消失。 重新引入新一批辐照饲料

饲喂无菌动物,细菌重新出现,并于第 10 天消失。
细菌数量未增加,证实不存在活菌。 经过一段时

间,死菌在肠道中会被分解消化[37]。 (2)饲喂高压

灭菌饲料,粪便微生物检测阴性。 革兰染色镜检也

会观察到少量死菌,但已经失去典型的形态学

特征[16]。
关于高压灭菌饲料和辐照灭菌饲料利用 PCR

技术是否能检测到细菌 DNA,大部分仅介绍了 PCR
检测结果,描述了灭菌过的饲料未检测到细菌

DNA,但对哪种灭菌方法未做详细介绍[13]。 我们对

两种饲料作了比较,高压灭菌饲料经 PCR 扩增不出

细菌 DNA。 辐照灭菌的饲料由于含有叶绿体,PCR
扩增后,跑胶会出现明显条带,通过 16S rRNA 测序

证明会有极少数细菌 DNA 未被完全破坏,可有少数

死菌 DNA 会被扩增出来,造成假阳性。 饲喂两种饲

料,利用 16S rRNA PCR 技术,无菌动物粪便中均未

扩增出细菌 DNA。 这与报道的辐照饲料的细菌结

构未 被 破 坏, 有 可 能 存 在 无 菌 动 物 粪 便 中 相

吻合[15]。

4　 无菌动物的检测频率

国外对无菌动物无菌检测频率未做规定,按照

国外最近发行文章的无菌动物检测频率要求:(1)
空隔离器(动物传递之前),湿棉拭子取隔离器表

面,角落,通风口标本做 1 次无菌培养及 PCR 检测。
(2)对无菌隔离器内饲料、垫料标本每 4 周做 1 次

无菌培养。 (3)无菌动物粪便标本每 4 周做 1 次无

菌培养及 PCR 检测。 (4)3 ~ 6 个月做 1 次动物全

身检测,包括无菌培养,病毒检测、寄生虫检测及

PCR 检测。 (5)水、饲料、垫料每批灭菌均需灭菌指

示剂合格,传递之前均需做无菌培养[15]。
一些机构报道无菌检测需 2 周 1 次或者每周 1

次,PCR 检测每月 1 次[11]。 检测方法包括宏观和微

观镜检、细菌和真菌培养和分子生物学方法[15]。 美

国 charles river 实验室对饲养的无菌小鼠检测频率,
每周对每个隔离器饲料、垫料、粪便做 1 次细菌真菌

培养和相差显微镜观察有无活的微生物。 每季度

取一次无菌小鼠粪便,做 16S rRNA PCR 检测。 每

年做 1 次动物组织和器官病原体检测、血清学检测、
寄生虫检测等项目。

5　 结语

综上所述,在无菌动物的无菌检测中,不管是

培养方法、革兰染色镜检及 16S rRNA PCR。 都有固

有的缺陷和优点。 只有三种方法互相结合,取长补

短。 把无菌动物的无菌检测漏检率降到最低,才能

有效的确保无菌动物的无菌状态。
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