项目名称

实验动物质量检测新技术的建立与应用 

提名者

四川省中医药管理局 
提名意见

该项目在已有实验动物质量检测国家标准及团体标准的基础上，基于PCR技术及实时荧光定量PCR技术，建立了金黄色葡萄球菌和肺炎克雷伯杆菌的快速PCR检测技术和金黄色葡萄球菌和肺炎克雷伯杆菌taqman探针实时荧光定量PCR检测技术，实现了准确的定量检测。其中，利用快速PCR检测技术，从样品DNA的提取，到最后生成检测结果，仅30min即可完成。     

建立了小鼠肝炎病毒和小鼠细小病毒MVM株的超快速实时荧光VPCR检测技术，利用该技术，从样品RNA的提取，到最后生成检测结果，1小时内就能完成；

构建了以LAMP为基础的一步等温可视化的病原菌检测平台，实现1小时内快速扩增；通过适当降低LAMP反应的缓冲能力，在保证DNA聚合酶高效工作的情况下，利用pH指示剂N-red来对LAMP反应进行实现快速报告，具有以下有点：①反应在恒定温度进行，适合于低成本的快速检测。②一步等温可视化不依赖于开盖操作，降低了污染的风险。③改进后的buffer能够满足DNA聚合酶的高效扩增且实现N-red的颜色，使这种可视化的检测平台具有更高的普适性。

在形成的质量检测新技术的基础上，从稳定性、重复性、总体设计和生产、应用推广等方面进行了综合考察，同时邀请相关行业专家咨询论证，结合小量试制和小范围试用，成功研制了5种试剂盒，申请发明专利3项，公开发表论文4篇，其中SCI论文3篇。

通过以上工作，建立了相对稳定的实验动物质量检测标准研究平台，全面提高我省在国内实验动物质量标准研究领域的影响力，缩短了行业差距。

提名该项目为四川省科学技术进步奖。
项目简介

实验动物是生命科学研究的基础和条件，实验动物的质量不仅直接影响动物实验结果的可靠性和准确性，而且可能危害动物饲养人员和动物实验科研人员的健康安全。因此，实验动物的微生物质量控制早已纳入国家标准。其中，金黄色葡萄球菌、肺炎克雷伯杆菌、仙台病毒、小鼠肝炎病毒、小鼠细小病毒等是我国实验动物微生物质量控制需要排除的病原体，也是实验动物常见的易感病原体。

本项目以普通PCR、实时荧光PCR为核心技术，以衔接国内行业发展，特别是对2017年中国实验动物学会实验动物标准化专业委员会组织相关单位及专家起草的团体标准进行技术转移。根据该标准，制备特征引物，建立核心检测技术；基于项目团队自身专利技术，建立以核酸比色探针为优势技术的质量标准研究平台，以突出比较优势，进行专业的检测试剂盒开发等。通过四川省实验动物学会质量检测与生物安全专委会在我省进行区域推广，使相关检测技术快速落地，提高检测水平，增强行业交流，服务我省实验动物行业。通过以上工作，在条件平台支持下，建立相对稳定的质量标准研究平台，全面提高我省在国内实验动物质量标准研究领域的影响力，缩短行业差距。

主要科技创新成果如下：

（1）基于PCR、实时荧光定量PCR及LAMP方法建立的快速检测技术

该项目通过集成创新，利用现代分子生物学技术和生物学特性测定技术，通过设计和筛选比色PCR特异性引物、探针，建立样品总RNA或RNA提取方法，建立并优化比色PCR检测方法，通过对方法的重现性、特异性、适用性、灵敏度验证，建立了金黄色葡萄球菌和肺炎克雷伯杆菌的快速PCR检测技术和taqman探针实时荧光定量PCR检测技术;建立了小鼠肝炎病毒和小鼠细小病毒MVM株的超快速实时荧光定量VPCR检测技术，其中，利用快速PCR检测技术，从样品DNA的提取，到最后生成检测结果，仅30min即可完成；构建了以LAMP为基础的一步等温可视化的病原菌检测平台，实现快速扩增（1h），且报告体系不依赖于开盖操作，降低了污染的风险。

（2）快速检测试剂盒的研制与开发

项目在形成的质量检测新技术的基础上，从稳定性、重复性、总体设计和生产、应用推广等方面进行综合考察，并邀请相关行业专家咨询论证，结合小量试制和小范围使用，成功研制了5种试剂盒：金黄色葡萄球菌快速检测试剂盒、肺炎克雷伯杆菌快速检测试剂盒、小鼠肝炎病毒超快速实时荧光定量PCR检测试剂盒、小鼠微小病毒实时荧光定量检测试剂盒、小鼠微小病毒普通PCR试剂盒。发表论文4篇，其中SCI论文3篇，申请发明专利3项。

（3）新技术的推广及应用

为进一步提高检测技术的可信度和成熟度，联合四川省疾病预防控制中心、中国医学科学院成都生物研究所、成都中医药大学实验动物中心、南京中医药大学实验动物中心开展了金黄色葡萄球菌、肺炎克雷伯杆菌、小鼠细小病毒MVM株、小鼠肝炎病毒的实验室间对比检测活动11批次，共计175个样本，参与实验室间对比单位利用传统检测方法与试剂盒检测方法对比，均获得了满意结果。参加了由中国食品药品检定研究院及广东省实验动物监测所，运用建立的新技术，对大鼠仙台病毒、小鼠肝炎病毒、酯酶-1、转铁蛋白、肺炎克雷伯杆菌、兔仙台病毒、多瘤病毒、小鼠脑脊髓炎病毒、志贺菌等共计9大项、45个样本进行检测比对，均取得满意结果。
主要完成单位

四川省中医药科学院，中国科学院成都生物研究所 

主要完成人

周静，张磊，唐卓，杜凤，袁明铭，董涵，董娟，陈蓉，邹家尉
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