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［摘　 要］ 　 布鲁氏菌病是由布鲁氏菌引起的人畜共患传染病，对我国畜牧业生产和公共卫生安全

造成严重的威胁。 科学准确诊断是布鲁氏菌病防控的重要技术依据，然而布鲁氏菌病的检测和确

诊一直以来都并非易事，常常需要通过多种检测结果的综合分析，因此发展敏感性高、特异性好的

布鲁氏菌的检测技术十分重要。 总结并分析了近年来布鲁氏菌检测技术基础研究和临床应用研究

方面的最新进展，结合国家动物布鲁氏菌病参考实验室工作经验，对各类检测方法的优缺点和适用

范围进行了分析，旨在为动物布病诊断技术的选择和推广应用提供理论和实践依据，为动物布鲁氏

菌诊断技术的研究提供方向性思考。
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　 　 布鲁氏菌病是由布鲁氏菌（Ｂｒｕｃｅｌｌａ）引起的人

畜共患传染病。 自 １８８６ 年英国医生 Ｄａｖｉｄ Ｂｒｕｃｅ
在患“马耳他热”死亡的士兵脾脏中观察到该病的

病原体以来，广泛流行于世界各地。 根据布鲁氏菌

感染宿主的差异目前至少可将布鲁氏菌分为 ９ 种，
名称分别为牛种布鲁氏菌（Ｂ． ａｂｏｒｔｕｓ）、羊种布鲁

氏菌（Ｂ． ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ）、猪种布鲁氏菌（Ｂ． ｓｕｉｓ）、沙林

鼠布 鲁 氏 菌 （ Ｂ． ｎｅｏｔｏｍａｅ）、 绵 羊 种 布 鲁 氏 菌

（Ｂ． ｏｖｉｓ）、犬种布鲁氏菌（Ｂ． ｃａｎｉｓ）、鲸种布鲁氏菌

（Ｂ． ｃｅｔ）、田鼠布鲁氏菌（Ｂ． ｍｉｃｒｏｔｉ）和鳍脚目布鲁

氏菌（Ｂ． ｐｉｎｎｉｐｅｄｉａ） ［１］。 布鲁氏菌的感染宿主十

分广泛，从家畜到海洋哺乳动物鲸类都是布鲁氏菌

的天然宿主，以猪、牛、羊为主要传染源。 动物感染

布鲁氏菌后，公畜出现睾丸炎、精囊炎、关节肿大；
母畜发生流产，并伴有乳腺炎、子宫炎等症状。 人

感染布鲁氏菌的事件常有发生，已在 １７０ 多个国家

有布鲁氏菌感染人的报道，每年造成全球约 ５０ 万

人感染，有些国家每百万人感染病例超过 １００
例［２］。 布鲁氏菌感染人后侵害生殖系统，并造成骨

关节等损伤，甚至失去劳动力，不及时发现则可能

终身带菌。 因此，布鲁氏菌病不仅给畜牧业生产造

成巨大的损失，还将严重威胁人类公共卫生安全。
准确诊断是布病防控的重要环节，因布鲁氏菌

病无特殊的唯一性示病临床症状，所以仅依据临床

症状很难与其他病原微生物感染区分。 世界动物

卫生组织 （Ｗｏｒｌｄ Ｏｒｇａｎｉｓａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ａｎｉｍａｌ Ｈｅａｌｔｈ，
ＷＯＡＨ）推荐了多种布鲁氏菌病诊断的病原学和血

清学方法。 在 ＷＯＡＨ 推荐方法的基础上，国内外

学者不断开发建立新的布病诊断方法，但每种诊断

方法均有其优缺点，充分了解布病诊断方法的特

点，对合理选择诊断方法和科学分析诊断结果非常

重要。 本文总结分析国内外动物布病诊断技术研

究和应用的最新进展，结合动物布病参考实验室工

作基础和经验，以期为动物布病诊断技术的选择和

推广应用提供理论和实践依据。
１　 动物布病病原学诊断研究进展

１． １　 病原分离鉴定　 病原的分离鉴定是布病病原

学诊断中最经典的方法，在患病动物的组织脏器以

及血液骨髓中分离出病原菌被视为诊断的金标

准［３］，是布鲁氏菌病确诊的重要依据。 布鲁氏菌常

用的基础培养基有马铃薯琼脂培养基、血清葡萄糖

琼脂培养基 （ ＳＤＡ）、胰蛋白胨大豆琼脂培养基

（ＴＳＡ）等。 在基础培养基中加入适当的血清可以

促进菌株的生长，如牛种布鲁氏菌 ２ 型的培养需在

培养基中加 ２％ ～ ５％ 的牛或马血清［４］。 若样品有

污染可使用选择性培养基，常用的有 Ｆａｒｒｅｌ 氏 ＳＤＡ、
改良 Ｔｈａｙｅｒ － Ｍａｒｔｉｎ 培养基等。 在培养过程中，不
同种布鲁氏菌的培养条件也有所不同，如牛种、绵
羊附睾种布鲁氏菌的生长需要 ５％ ～１０％二氧化碳

的气体环境［５］。
布鲁氏菌的分离方法已十分成熟，但对实验人

员和环境设施的要求较高，按照我国动物病原生物

实验检测相关法律法规，需要在生物安全 ３ 级实验

室进行，同时因布鲁氏菌的生长营养要求高，生长

速度缓慢，首次进行分离培养需要 ５ － １０ 天左右，
检测周期较长，不适合一般实验室检测，相关方面

未见有突破性进展。
１． ２　 分子生物学诊断　 分子生物学技术现已成为

当前布鲁氏菌病检测与诊断的重要手段之一，主要

包括聚合酶链式反应（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ）、实时定量 ＰＣＲ（Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ，
ｑ － ＰＣＲ）和多重 ＰＣＲ（Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ，ＭＰＣＲ）分子

生物学检测技术，其中我国动物布鲁氏菌诊断标准

（ＧＢ ／ Ｔ １８６４６ － ２０１８）将布鲁氏菌 Ｂｒｕｃｅ － Ｌａｄｄｅｒ 检
测方法收录在内。 这些技术具有特异、高效、敏感

等优点，可根据鉴定的目的，可以选择不同的方法。
１． ２． １ 　 ＰＣＲ 技术 　 随着分子生物学的发展，ＰＣＲ
技术在布鲁氏菌病检测过程中逐渐成熟。 １９９０ 年，
第一次报道利用 ＰＣＲ 技术检测布鲁氏菌，主要

用于检测牛种布鲁氏菌的外膜蛋白［６］。 １９９４ 年

Ｂｒｉｃｋｅｒ 和 Ｈａｌｌｉｎｇ 由布鲁氏菌 ＩＳ７１１ 基因设计引

物，通过该基因的多态性进行区分不同种属的布

鲁氏菌［７］。 该方法命名为 ＡＭＯＳ － ＰＣＲ （Ａｂｏｒｔｕｓ
Ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ Ｏｖｉｓ Ｓｕｉｓ － ＰＣＲ）方法，成功分离鉴定了

牛（１、２、４ 型）、羊（１、２、３ 型）、猪（１ 型）和绵羊附

睾型布鲁氏菌。 １９９４ 年，Ｓａｎｇａｒｉ 等［８］ 发现牛种布
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鲁氏菌 Ｓ１９ ｅｒｙ 位点存在 ７０２ ｂｐ 的片段缺失，随后

Ｂｒｉｃｋｅｒ 等［９］在原本的 ＡＭＯＳ － ＰＣＲ 方法基础上增

加了 一 对 特 异 性 引 物， 可 鉴 别 出 疫 苗 株 Ｓ１９
和 ＲＢ５１。

随着 ＰＣＲ 检测技术的进一步优化，筛选出

合适的菌株特异性引物提高了检测的灵敏度。
Ｂｒｉｃｋｅｒ 等［１０］ 针对布鲁氏菌 ＢＣＳＰ３１ 基因和 １６Ｓ －
２３Ｓ ｒＲＮＡ 操纵子的种属特异性进行 ＰＣＲ 分析，确
定布鲁氏菌中高度保守的独特遗传位点，用来筛查

人类的布鲁氏菌病和食品污染。 Ｂａｉｌｙ 等［１１］针对布

鲁氏菌 ＢＣＳＰ３１ 基因序列设计引物，用于区分牛、羊
种布鲁氏菌。 随后 Ｄａ Ｃｏｓｔａ 等［１２］ 证实了该方法可

鉴别所有布鲁氏菌的亚种和生物亚型，其他 ９８ 种

细菌对照组均为阴性，目前该方法已应用于布鲁氏

菌属的检测。 Ｌｏｐｅｚ － Ｇｏｎｉ 等［１３］ 发明了 Ｂｒｕｃｅ －
ｌａｄｄｅｒ 检测方法，在原本多重 ＰＣＲ 基础上增加了 ８
对布鲁氏菌的特异性引物，该方法是通过区分同种

布鲁氏菌出现的不同带型，可以在一个反应鉴定出

所有种属的布鲁氏菌，准确性较高且简单快捷，为
ＷＯＡＨ 推荐的分型方法之一。 ２０１１ 年，Ｌｏｐｅｚ － Ｇｏｎｉ
等［１４］设计了四对引物在生物型上对猪种布鲁氏菌

进行鉴定，从而发明了 Ｓｕｉｓ － ｌａｄｄｅｒ 法。 ＰＣＲ 技术

以其特异性强、灵敏度高、假阳性和假阴性率低、规
避实验人员感染布病等优点，成为布病诊断的重要

分子生物学技术。

图 １　 布鲁氏菌种 ＰＣＲ 扩增图谱［１４］

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ Ｂｒｕｃｅｌｌａ ｓｐｅｃｉｅｓ（ｂｐ）

１． ２． ２　 荧光定量 ＰＣＲ 技术 　 荧光定量 ＰＣＲ 技术

是一种定量检测 ＤＮＡ 片段的方法与常规 ＰＣＲ 相比

灵敏性和特异性更高，已经在动物疫病的检测中较

为广泛的使用。 Ｋａｔｔａｒ 等［１５］ 针对布鲁氏菌 １６Ｓ －

２３Ｓ 内转录间隔区（ ＩＴＳ）和编码 ＯＭＰ２５ 和 ＯＭＰ３１

的基因设计了三种杂交探针检测方法。 三种方法

可以检测到 ２８ 个布鲁氏菌的临床分离株和 １９ 种

常见革兰氏阴性和革兰氏阳性细菌病原体的临床

分离物，其中 ＩＴＳ 分析是最灵敏的，每个 ＰＣＲ 反应

的最小值为两个基因组。 Ｈｉｎｉｃ＇等［１６］ 建立的探针法

荧光定量 ＰＣＲ 方法，可以鉴别牛、羊、猪、犬、绵羊、

沙林鼠种布鲁氏菌，且最小拷贝数为 １０。 苏娇

等［１７］用布鲁氏菌菌属特异性基因 ＢＣＳＰ３１ 和菌种

特异性标志 ＩＳ７１１ 插入元件设计引物和 ＴａｑＭａｎ 探

针建立方法。 该方法的核酸检测下限为 ２． ８ ～ ３． ２

ｆｇ，可快速、准确地检测猪、羊、牛种布鲁菌。 董浩

等［１８］对目前研究最多的 ｐｅｒ、ＩＳ７１１ 和 ＢＣＳＰ３１ 三种

荧光定量 ＰＣＲ 进行了敏感性、特异性、重复性和临

床样品检测效果的比较，发现 ＩＳ７１１ 荧光定量 ＰＣＲ

方法敏感性相较于其他两种更高。 中国兽医学会

对动物布鲁氏菌实时荧光 ＰＣＲ 检测的试剂、样品、

试验步骤、试验数据处理等制订了标准，当被检样

·０８·
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品的荧光信号 Ｃｔ 值≤３８ 并出现特定的扩增曲线，
可判定为布鲁氏菌核酸阳性［１９］。 荧光定量 ＰＣＲ 方

法虽然高效、特异性强，但由于荧光定量 ＰＣＲ 仪价

格昂贵，且需要专门技术人员操作，故该技术主要

适用于实验室检测。
１． ２． ３ 　 微滴式数字 ＰＣＲ （Ｄｒｏｐｌｅｔ Ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ，
ｄｄＰＣＲ） 　 数字 ＰＣＲ 技术是一种绝对定量的 ＰＣＲ
技术，通过将反应体系均匀分布到大量的反应单元

中。 每个反应单元内都包含一个或多个核酸序列，
并独立进行扩增，所以数字 ＰＣＲ 可以做到对核酸

的绝对定量。 梅力等［２０］ 利用布鲁氏菌的保守基因

设计引物，建立了可以识别 ９ 株不同种属的布鲁氏

菌的数字 ＰＣＲ 检测方法。 董浩等［２１］对布鲁氏菌数

字 ＰＣＲ 的条件进行了优化，并首次将其应用于较

大规模的家畜临床样本。 数字 ＰＣＲ 技术与荧光定

量 ＰＣＲ 相比，敏感性更高，特异性更好，已经在微

生物检测、基因突变检测等领域得到了越来越广泛

地应用。 但是该方法仍存在一定的缺陷，如检测时

间较长、通量待进一步提高等。
１． ２． ４ 　 环介导等温扩增技术 （ Ｌｏｏｐ － ｍｅｄｉａｔｅｄ
Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＬＡＭＰ） 　 环介导等温扩增

技术 （ ＬＡＭＰ） 特点是在核酸扩增在恒温 （６０ ～
６５ ℃）条件下进行，整体反应与 ＰＣＲ 相似，且无需

专业设备进行检测。 其结果判定有肉眼观察法、浊
度仪检测、琼脂糖凝胶电泳法、荧光染料法四种，检
测成本较低。 许邹亮等［２２］ 针对布鲁氏菌外膜蛋白

ＯＭＰ２５ 基因保守区设计引物建立 ＬＡＭＰ 方法，该方

法最低检出限约为 １７ ｆｇ 布鲁氏菌基因组 ＤＮＡ。 谢

文萍等［２３］ 对布鲁氏菌的保守基因 １６Ｓ ｒＤＮＡ 设计

引物建立 ＬＡＭＰ 检测方法，通过浊度仪法、实时荧

光法与普通 ＰＣＲ 法，三种方法对其建立的 ＬＡＭＰ 进

行检测，ＬＡＭＰ 检测技术的灵敏度高于普通 ＰＣＲ 方

法。 布鲁氏菌 ＬＡＭＰ 检测方法特异性强、灵敏高且

操作简单，适合于基层应用的布鲁氏菌快速检测

方法。
２　 血清学诊断研究进展

现阶段，简单、方便的血清免疫学方法作为布

鲁氏菌病的临床诊断和常规检疫监测的主要方法。

然而布鲁氏菌病作为国家动物疫病强制免疫计划

之一，在临床上广泛使用布鲁氏菌弱毒疫苗进行免

疫。 动物接种弱毒苗后刺激机体产生的抗体与田

间野毒株感染产生的抗体无法有效区分，这给布鲁

氏菌病的检测带来相当大的困难。 所以血清免疫

学检测的使用有了一定的局限性，仅适用于没有进

行过疫苗免疫的动物或可鉴别诊断的疫苗免疫的

动物。
我国现行的动物布鲁氏菌病诊断标准（ＧＢ ／ Ｔ

１８６４６ － ２０１８）规定的布病血清学诊断方法有试管

凝集试验（Ｓｅｒｕｍ Ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ Ｔｅｓｔ， ＳＡＴ）、补体结

合实验（Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ Ｆｉｘａｔｉｏｎ Ｔｅｘｔ， ＣＦＴ）、虎红平板

凝集试验（Ｒｏｓｅ Ｂｅｎｇａｌ Ｔｅｓｔ， ＲＢＴ）、酶联免疫吸附

试验（Ｅｎｚｙｍｅ Ｌｉｎｋｅｄ Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ Ａｓｓａｙ， ＥＬＩＳＡ）
和全乳环状试验（Ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｏｆ Ｍｉｌｋ Ｒｉｎｇ Ｔｅｓｔ， ＭＲＴ）
等［１４］。 这些方法有的操作简单，易于推广，有的可

以实现高通量检测，但存在特异性差异，容易出现假

阳性等缺点，临床诊断中很难依据某一种检测结果

做出最终判断。 除以上常见检测方法外，利用免疫

学原理研究出一些新型检测方法，如胶体金免疫层

析法（ＧｏｌｄＩｍｍｕｎｅ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ Ａｓｓａｙ， ＧＩＣＡ）、荧
光偏振技术（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ Ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ Ａｓｓａｙ，ＦＰＡ）。
本实验室已成功制备出布鲁氏菌病补体结合抗原、
虎红平板凝集试验抗原、全乳环状反应抗原等多种

布病血清学诊断用标准品。
２． １　 ＳＡＴ　 又称莱特试验，可以分为常量法和微量

法，其方法简便，可半定量检布鲁氏菌抗体滴度，因
此有很高的诊断价值。 １８９７ 年 Ｗｒｉｇｈｔ 和 Ｓｍｉｔｈ［２４］

首次利用试管凝集的方法检测布鲁氏菌，通过不断

的完善试验方法，试管凝集试验已经成为比较准确

的血清学定量试验。 ＳＡＴ 主要是检测血清中的

ＩｇＧ、ＩｇＭ 和 ＩｇＡ，将动物的待检血清稀释不同倍数

与抗原进行反应，通过观察凝集程度来确定血清的

效价。 实践证明试管凝集试验作为布鲁氏菌病确

诊的经典方法，我国将该方法应用于临床布鲁氏菌

病的诊断检测，并将其规定为法定的布鲁氏菌病确

诊诊断方法。 其操作简单，结果判定简便，能适当

地排除一些交叉性反应［２５］。 但 ＳＡＴ 会因为布鲁氏

·１８·
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菌产生变异或抗体过高发生前带现象，使得检测结

果呈假阴性，该方法还与结肠耶尔森菌 Ｏ９ 产生的

抗体以及体内某些自身抗体产生假阳性［２６］。 此情

况下应结合多种诊断方法进一步确诊。 ＷＯＡＨ 推

荐的血清学方法中，ＳＡＴ 仅用于牛血清抗体测定。
当检测血清中抗体滴度下降，达不到检测浓度时可

能会出现漏诊或误诊的情况。
２． ２　 ＲＢＴ　 ２０ 世纪 ７０ 年代，利用虎红染料对布鲁

氏菌菌体染色而研发出 ＲＢＴ，该试验抗原为灭活的

布鲁氏菌，将其用虎红染料染色后与待检血清中的

抗体反应而产生凝集现象。 ＲＢＴ 操作方法简单，几
分钟内即可读取结果，且试验成本低，适合于群体

的大规模普查，同时为我国人间布鲁氏菌病初筛和

国际贸易中检测牛、羊、猪布鲁氏菌病的方法。 但

是该方法敏感性有限，特异性也较差，容易产生假

阳性。 所以检出的阳性结果需其他特异性检测方

法进一步验证［２７］。 对于小反刍兽血清样品检测，
ＷＯＡＨ 在发布的《陆生动物诊断试验和疫苗手册》
中推荐了一种改良的 ＲＢＰＴ 方法［２８］，将 ３ 倍血清与

１ 倍虎红平板凝集抗原进行混合后检测。 董浩

等［２９］发现改良后的 ＲＢＴＰ 方法敏感性比常规 ＲＢＰＴ
高，可以筛选到感染早期的抗体效价较低的动物。
但特异性方面有所降低，必须结合 ＳＡＴ、ｃＥＬＩＳＡ 等

特异性高的方法共同确诊。
２． ３　 ＣＦＴ　 ＣＦＴ 是我国规定的诊断布鲁氏菌病的

法定方法之一。 现行的国家标准中将 ＣＦＴ 分为常

量法补体结合试验（ＣＦＴ）和微量法补体结合试验

（ｍＣＦＴ），由于布病诊断国标中采用的微量法与常

量法对阴阳性结果的判定标准存在较大差异，故通

过对反应时间、稀释液、效价测定方法、结果判定等

各方面进行改进，改进后的微量法 ＣＦＴ 与常量法判

定标准一致［３０］。 ＣＦＴ 检测有国际标准，方便各国

操作，所以受到各国贸易的青睐，其在国际贸易中

用于羊、牛、绵羊附睾种的布鲁氏菌的确诊实验。
但是豚鼠与猪的补体会出现互相干扰，影响检测结

果，所以 ＣＦＴ 不用于猪布鲁氏菌病的诊断［３１］。 因

为 ＣＦＴ 需要通过溶血现象和溶血程度来判定试验

结果，实验人员的主观性较强且实验操作复杂，不

适用于大规模的现场检测。
２． ４　 ＥＬＩＳＡ　 ＥＬＩＳＡ 方法分为间接法（ ｉＥＬＩＳＡ）和

竞争法（ｃＥＬＩＳＡ）。 大部分 ｉＥＬＩＳＡ 抗原采用光滑性

脂多糖（Ｓ － ＬＰＳ）或 Ｏ －脂多糖（ＯＰＳ），检测野毒感

染的牛、羊和猪抗体具有较高的灵敏度，但不能完

全识别疫苗株（Ｓ１９ 和 Ｒｅｖ． １）的抗体，其中牛种布

鲁氏菌疫苗株 ＲＢ５１ 也会干扰基于 Ｓ － ＬＰＳ 的

ｉＥＬＩＳＡ 检测［１４］。 ｃＥＬＩＳＡ 特异性较高，可减少疫苗

株抗体产生的干扰，但其灵敏度出现一定程度的

下降。
近年来，已出现许多研究将布鲁氏菌毒力蛋白

作为包被抗原建立 ｉＥＬＩＳＡ 方法，为布鲁氏菌血清

学诊断提供了新思路。 田路路等［３２］ 将原核表达及

纯化的外膜蛋白 ＯＭＰ１６ 作为包被抗原，通过优化

条件，建立了敏感性高于虎红平板凝集试验的

ｉＥＬＩＳＡ 方法，且在临床样本应用中与 ＲＢＴ 结果总

体符合率达到 ９３％ 。 杨宁宁等［３３］利用生物信息学

对外膜蛋白 ＯＭＰ１９ 进行分析，利用原核表达系统

成功表达出有较好反应原性的蛋白并建立 ｉＥＬＩＳＡ
方法。 王海丽等［３４］ 利用原核表达的外膜蛋白

ＯＭＰ２５ 和 ＯＭＰ３１ 建立 ＥＬＩＳＡ 方法，经检验该方法

与大肠杆菌、巴氏杆菌和沙门氏菌均无交叉反应，
且与 ＲＢＴ 的符合率为 ９１． ４％ 。 吕素芳等［３５］ 选择

外膜蛋白 ｂｐ２６ 为包被抗原，建立并优化 ＥＬＩＳＡ 方

法，经试验后该方法对耶尔森菌、大肠杆菌、沙门氏

菌、巴氏杆菌无交叉反应。 但使用 ｂｐ２６ 蛋白为包

被抗原的 ｉＥＬＩＳＡ 方法与使用 ＬＰＳ 的经典 ＥＬＩＳＡ 方

法相比，存在两个限制其检测准确性和特异性的因

素，即布鲁氏菌的种属特异性和宿主特异性［３６］。
张婷婷等［３７］ 将分泌蛋白 ＶｉｒＢ１２ 作为抗原包被

ＥＬＩＳＡ 板，优化条件后初步建立了 ｉＥＬＩＳＡ 检测方

法。 临床样品检测结果表明该方法与 ＳＵＡＮＯＶＩＲ
Ｂｒｕｃｅｌｌａ － Ａｂ Ｃ － ＥＬＩＳＡ 试剂盒的总体符合率达到

９０． ６％ 。 孙天浩等［３８］利用布鲁氏菌 Ｄｐｓ 蛋白建立

的 ｉＥＬＩＳＡ 方法检测山羊布鲁氏菌病、山羊口疮病、
绵羊肺腺瘤病、山羊梅迪 － 维斯纳病、山羊巴氏杆

菌病、山羊支原体性肺炎的阳性血清及山羊布鲁氏

菌阴性血清，除布病阳性血清外均为阴性，且与布

·２８·
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鲁氏菌病凝集试验的符合率为 ９１． １％ 。 赵鹭等［３９］

对布鲁氏菌脂多糖合成的关键基因 ｗｚｔ 进行原核表

达和纯化，作为包被抗原建立 ＥＬＩＳＡ 方法。 该方法

小肠耶尔森血清、大肠杆菌血清、布鲁氏菌阴性血

清结果均为阴性，无交叉反应，该方法有良好的特

异性。 但针对布鲁氏菌的外膜蛋白、分泌蛋白等研

制的 ＥＬＩＳＡ 检测方法与 ＬＰＳ 为包被抗原相比均存

在一定的缺陷，如敏感性降低等。
本实验室已开发动物布鲁氏菌 ｃＥＬＩＳＡ、ｉＥＬＩＳＡ

检测试剂盒、牛布鲁氏菌 ｉＥＬＩＳＡ 检测试剂盒等检

测制品。 酶联免疫吸附试验优势在于简单、便捷、
灵敏度高，可以实现高通量检测，适用于大规模筛

查检测。 但其依然具有一些缺陷，比如存在一定的

交叉反应、易出现假阳性、干扰因素较多、难于共同

检测多种病原菌等。
２． ５　 ＧＩＣＡ　 ＧＩＣＡ 是将免疫检测、蛋白层析技术

和胶体金相结合的免疫分析技术。 １９７１ 年，Ｆａｕｌｋ
和 Ｔａｙｔｏｒ 将免疫学和胶体金技术相结合后，免疫胶

体金技术在生物医药行业作为检测方法得到大规

模的应用。 胶体金试纸条具有操作简单，无需专用

设备和技术人员操作等优点，是一种比较受欢迎的

检测方法，适用于基层进行初步的检测。 张秋霞

等［４０］对 ＲＢＴ、试管凝集试验、ＥＬＩＳＡ 方法和免疫胶

体金四种方法进行对比分析，发现免疫胶体金技术

的敏感性最高，操作方法最为便捷，且样品间不易

造成污染。 董浩等［４１］ 使用胶体金试纸条检测通过

试管凝集试验确诊的阳性羊血清样品比 ＲＢＴ 多检

出了 ２２． ８６％ 。 在检测山羊血清中，免疫胶体金技

术的敏感性高于平板凝集试验。 肖妍等［４２］ 建立了

一种用于检测牛奶样品中的布鲁氏菌抗体的免疫

层析法，该方法制作的试纸条灵敏度为 ９８ ０％ ，特
异性为 ９６． ０％ ，各个批间、批内重复性均良好，但出

现假阳性结果。 因此建立特异性高、灵敏度强、经
济实惠的胶体金技术有利于基层兽医对布鲁氏菌

病的初步和大批量的筛查。
２． ６　 ＭＲＴ　 ＭＲＴ 是将布鲁氏菌全乳环状试验抗原

和待检的新鲜乳样在 ３７ ℃的水浴条件下共同孵育

１ ｈ，通过乳脂层的环带颜色判定结果［４３］。 ＭＲＴ 主

要应用于牛奶样品中的筛查，该方法操作便捷、能
够快速、大批量地检测样品。 由于不需要采血，可
避免奶牛的应激反应，最小程度的降低对奶牛的刺

激。 目前 ＷＯＡＨ 将其作为牛布鲁氏菌病筛查试验

的主要方法，多用于大型奶牛场的现场筛查。 臧鹏

伟等［４４］认为奶牛布鲁氏菌检测可使用 ＭＲＴ 法，该
方法可广泛用于牛场等基层布病检测，用于替代

ＲＢＴ 和试管凝集试验。 但 ＭＲＴ 法检测的灵敏度有

限，当牛奶样品质量较差时，对检测结果有干扰易

出现假阳性［４５］。
２． ７　 ＦＰＡ　 ＦＰＡ 在 １９９６ 年研发成功［４６］，是 ＷＯＡＨ
规定的检测牛和猪布鲁氏菌病的方法之一。 对于

布鲁氏菌病血清学诊断方面，用异硫氰酸荧光素标

记的布鲁氏菌脂多糖 Ｏ 链（ＯＰＳ）小分子量亚单位

作为抗原。 如果加入抗原的稀释血清、牛奶或全血

中含有 ＯＰＳ 抗体，则标记的抗原的旋转速度将会减

慢，下降的速度与存在的抗体数量成正比。 孙翠丽

等［４７］将 ＦＩＴＣ 标记牛种布鲁氏菌 Ｏ 抗原侧链，用于

检测牛奶、血液、血清样本中的抗体，该方法的灵敏

度为 ９９． ０２％ ，特异性 ９９． ９６％ ，并可区分自然感染

和人工免疫的牛。 Ｆａｌｚｏｎ 等［４８］ 将接种疫苗的山羊

血清用 ＲＢＰＴ、ＣＦＴ 和 ＦＰＡ 检测布鲁氏菌抗体，发现

ＦＰＡ 的检测结果不受疫苗接种的影响，并且还可以

根据该地区流行病学情况对临界值进行调整，提高

其检测的特异性和灵敏度。 目前本实验室已获得

布鲁氏菌荧光偏振抗体检测试剂盒的新兽药证书

（新兽药证字 ５６ 号）。 该试剂盒可用于检测牛、羊、
猪血清中的光滑型布鲁氏菌抗体，是检验免疫效果

的重要依据，为布病防控和净化提供了重要技术手

段。 荧光偏振试验具有快速、准确、高通量检测等

优点，可以调整其敏感性和特异性并且不会受到疫

苗免疫的影响。
自 １８９７ 年 Ｗｒｉｇｈｔ 和 Ｓｍｉｔｈ 发明布鲁氏菌病血

清学试验以来［２４］，诊断布鲁氏菌病的血清学试验

已经有了长足的发展。 现代技术的准确性提高了

诊断水平，从而更有效地控制了疾病。 然而，目前

临床检测的方法绝大多数都是针对布鲁氏菌的脂

多糖设计，而其疫苗抗原也是其他革兰氏阴性菌的

·３８·
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共同抗原。
目前的血清学检测存在以下问题：（１）血清学

检测方法无法区分疾病感染的时期，也无法准确鉴

别是野毒株感染还是免疫后产生的抗体；（２）在布

鲁氏菌感染的早期难以检测到抗体的存在；（３）布
鲁氏菌的脂多糖和大肠杆菌 Ｏ１５７ 和耶尔森 Ｏ９ 的

脂多糖存在交叉反应，因此在检测过程中可能出现

假阳性的结果。 随着我国对布鲁氏菌病的重视程

度不断加深，以及畜牧业的不断发展，对布鲁氏菌

病检测技术的要求越来越高，更准确高效的血清学

检测技术仍在不断的探索中。
３　 展　 望

虽然现有已建立了多种布鲁氏菌感染的病原

学和血清学检测方法，但尚未有一种检测方法可以

满足所有的检测情况，仍需多种方法相互结合，对
结果进行比较分析，综合共同判断检测结果。

随着国家对布鲁氏菌病防控的重视，对布鲁氏

菌病的检测技术的要求越来越高，但仍有几个挑战

需要进一步探索。 （１）确定特定的血清学诊断标志

物。 布病检测过程中应用最多的为血清学诊断。
其核心为标志物的选择，决定了诊断的特异性和敏

感性。 现常见的血清学标志物有三类：脂多糖

（ＬＰＳ）、外膜蛋白（ＯＭＰｓ）及其它菌体蛋白。 ＬＰＳ 为

布病血清学诊断中最重要的标志物［４９］，但仍存在

交叉反应的问题。 外膜蛋白和其他菌体蛋白则为

诊断特异性的重要研究方向。 （２）区分野毒株感染

和活疫苗免疫后的动物群体。 目前我国布病防控

仍以活疫苗为主，主要为猪种 Ｓ２ 株、羊种 Ｍ５ 株 ／
Ｍ５ － ９０ 株、牛种 Ａ１９ 株［５０］。 疫苗株均为光滑型，
免疫后可持续刺激引起机体产生抗体。 但疫苗免

疫和野毒株感染产生的均为特异性抗体，目前的血

清学方法尚不能区分。 （３）确定每个疾病阶段的特

异抗原表位预测因子。 动物感染布鲁氏菌后多为

隐性感染，早期不表现临床症状，进而发展为长期

慢性感染［５１］。 因此确定疾病阶段的特异性抗原表

位预测因子对布病的治疗、控制和净化起到了极大

作用。 （４）对已有方法进行优化，增强方法的使用

的便捷性。 （５）提升分子生物学检测结果的灵敏度

和准确性等。 这些问题需要随着免疫学、分子生物

学等学科的进一步发展，不断创新和优化检测方

法，使得布鲁氏菌病检测更加准确、便捷。
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［１８］ 董 浩， 原 霖， 赵明海， 等． ３ 种检测布鲁氏菌荧光定量 ＰＣＲ

方法 的 比 较 ［ Ｊ］ ． 安 徽 农 业 大 学 学 报， ２０２１， ４８ （ ６ ）：

９４７ － ９５２．
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Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０２１， ４８（６）： ９４７ － ９５２．

［１９］ 动物布鲁氏菌实时荧光 ＰＣＲ 检测方法：Ｔ ／ ＣＶＭＡ － ２０ － ２０２０
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Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｒｕｃｅｌｌａ ｓｐｐ． ｉｎ
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［２１］ 董 浩， 原 霖， 刘 洋， 等． 布氏杆菌微滴数字 ＰＣＲ 方法的建

立［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２２， ５４（２）： ９７ － １０１．

Ｄｏｎｇ Ｈ， Ｙｕａｎ Ｌ， Ｌｉｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ

ＰＣＲ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｒｕｃｅｌｌａ ｓｔｒａｉｎｓ［Ｊ］ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆

Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２２， ５４（２）： ９７ － １０１．

［２２］ 许邹亮， 南文龙， 周 洁， 等． 布鲁氏菌环介导等温扩增

（ＬＡＭＰ）可视化检测方法的建立［ Ｊ］ ． 中国动物检疫， ２０１１，

２８（８）： ３７ － ４０．
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ｌｏｏｐ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｈｙｄｒｏｘｙｎａｐｈｔｈｏｌ

ｂｌｕｅ ｄｙｅ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ａｎｉｍａｌ Ｈｅａｌｔｈ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ， ２０１１， ２８（８）：

３７ － ４０．

［２３］ 谢文萍， 肇慧君， 张 琳， 等． ＬＡＭＰ 技术快速诊断布鲁氏菌

病的研究［Ｊ］ ． 生物技术通报， ２０１７， ３３（３）： １８６ － １９２．

Ｘｉｅ Ｗ Ｐ， Ｚｈａｏ Ｈ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｐｉｄ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ Ｂｒｕｃｅｌｌａ

ｂｙ ｌｏｏｐ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ｂｕｌｌｅｔｉｎ， ２０１７， ３３（３）： １８６ － １９２．

［２４］ Ｗｒｉｇｈｔ Ａ Ｅ，Ｓｍｉｔｈ Ｆ． Ｏｎ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｔｅｓｔ ｔｏ ｔｈｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｔｙｐｈｏｉｄ ａｎｄ Ｍａｌｔａ ｆｅｖｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ，

１８９７， １４９（３８３６）： ６５６ － ６５９．

［２５］ Ｇｏｏｎａｒａｔｎａ Ｃ． Ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ ｉｎ Ｈｕｍａｎｓ ａｎｄ Ａｎｉｍａｌｓ［Ｍ］． Ｗｏｒｌｄ

ｈｅａｌｔｈ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ， ２００９．

［２６］ Ｒｏｕｓｈａｎ Ｍ Ｒ， Ａｍｉｒｉ Ｍ Ｊ， Ｌａｌｙ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｌｌｏｗ － ｕｐ ｓｔａｎｄａｒｄ

ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ２ － ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ ｔｅｓｔｓ ｉｎ １７５ ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ ｃｕｒｅｄ

ｃａｓｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ

Ｄｉｓｅａｓｅｓ， ２０１０， １４（３）： ２５０ － ２５３．

［２７］ Ａｒａｊ Ｇ Ｆ． Ｕｐｄａｔｅ ｏｎ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ

［ Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ａｇｅｎｔｓ， ２０１０， ３６

Ｓｕｐｐｌ １： Ｓ１２ － Ｓ１７．

［２８］ Ｗｏｒｌｄ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ａｎｉｍａｌ Ｈｅａｌｔｈ（ＯＩＥ） Ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ Ｍａｎｕａｌ

２０２２［Ｍ］．

［２９］ 董 浩， 彭小薇， 冯宇， 等． 两种虎红平板凝集试验检测

羊布鲁氏菌病效果比较［Ｊ］ ． 中国动物检疫， ２０２０， ３７（１１）：

８７ － ９０．

Ｄｏｎｇ Ｈ， Ｐｅｎｇ Ｘ Ｗ， Ｆｅｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｔｗｏ

ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＲＢＰＴ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｓｈｅｅｐ Ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ａｎｉｍａｌ

Ｈｅａｌｔｈ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ， ２０２０， ３７（１１）： ８７ － ９０．

［３０］ 蒋 卉， 冯 宇， 秦玉明， 等． 布鲁氏菌病微量补体结合试验的

方法改进和应用 ［ Ｊ］ ． 中国农业科学， ２０２２， ５５ （ ０８ ）：
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