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［摘　 要］ 　 对分离到的一株疑似犬种布鲁氏菌进行生物特性和基因型鉴定，并用宿主实验动物（比
格犬）测定了最小感染量和脾含菌量。 形态与染色特性、培养特性、血清学特性、生化特性鉴定以及

Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ 和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序结果表明，该分离株为犬种布鲁氏菌，其对比格犬的最小感染剂量为

１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ，对应的脾含菌量为 ４×１０５ ～３×１０６ ＣＦＵ ／ ｇ。
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　 　 布鲁氏菌病（简称“布病”）是由布鲁氏菌引起

的一种严重的人畜共患病。 布鲁氏菌属分为 １０ 个

种，即牛种、羊种、猪种、绵羊附睾种、犬种、沙林鼠

种、海洋种（鲸型和鳍型）、田鼠型、湖浪型［１］。 其

中牛种、羊种和猪种布鲁氏菌属于光滑型布鲁氏

菌，均可以引起人感染布病［２］；犬种布鲁氏菌属于

粗糙型菌株，主要引起犬类动物发病［３］，临床症状

表现为母犬流产、公犬附睾炎等。 １９６６ 年 Ｌ． Ｅ．

Ｃａｒｍｉｃｈａｅｌ等［４］首次在患病犬的组织和阴道分泌物

中发现了犬种布鲁氏菌，１９８７ 年林锦光等［５］ 首次
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在福建省分离到 １ 株犬种布鲁氏菌。 犬种布鲁氏

菌对人的毒力较低［６］，但由于犬也是光滑型布鲁氏

菌的易感动物，所以当光滑型布鲁氏菌感染犬后同

样会对人类健康和公共卫生安全构成威胁。 本研

究对新分离到的一株疑似犬种布鲁氏菌（命名为

ＢＪ１６０１ 株）进行了形态特性、培养特性、血清学特

性和生化特性鉴定，采用 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ 和 １６Ｓ ｒＲＮＡ
测序方法进行了基因型鉴定，确定该菌株为犬种布

鲁氏菌，并测定了该菌株对比格犬的最小感染剂量。
１　 材　 料

１．１ 　 参考菌株、对照菌株的来源 　 参考菌株为

Ｂ．ｃａｎｉｓ ＲＭ６ ／ ６６， 对照菌株包括 Ｂ． ａｂｏｒｔｕｓ Ａ１９、
Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｉｓｉｓ Ｍ５ 和 Ｂ．ｓｕｉｓ Ｓ２，均由国家兽医微生物

菌种保藏中心保存。
１．２　 实验动物　 １５０ 日龄的比格犬 １２ 只，母犬，购
自维通利华实验动物技术有限公司。
１．３　 主要试剂、仪器、材料及培养基　 ｐＨ８．９ Ｍｅｎｚｅｌ
缓冲液（蒸馏水 １００ ｍＬ、碳酸钠 ０．７９５ ｇ、碳酸氢钠

７．１４ ｇ、氯化钠 ５ ｇ、苯酚 ５ ｇ）； ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购

自北京康为世纪公司；ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ 购自

ＴＡＫＡＲＡ 公司；生化特性鉴定试剂购自北京陆桥技

术有限责任公司；硫堇和碱性品红染料购自北京鼎

国生物技术发展中心；单因子血清 Ａ、Ｍ、Ｒ 均由本

实验室保存。
２　 方　 法

２．１　 细菌的鉴定

２．１．１ 　 形态特性鉴定 　 将分离到的 ＢＪ１６０１ 菌株

３７ ℃培养 ７２ ｈ，挑取单菌落涂抹于玻璃片上，火焰

固定后进行革兰氏染色，观察；将 ＢＪ１６０１ 用戊二醛

固定后做电镜观察。
２．１． ２ 　 培养特性与布鲁氏菌 Ｓ ／ Ｒ 型鉴定 　 将

ＢＪ１６０１ 分别在 ＴＳＡ 和普通琼脂培养基上培养，观
察菌落生长情况。 将结晶紫染色液覆盖长满单个

菌落的 ＴＳＡ 平板，染色大约 ２０ ｓ 后观察，并用光滑

型 Ｂ．ａｂｏｒｔｕｓ Ａ１９ 作对照。 粗糙型菌落边缘着色，界
限不清晰。 光滑型菌落边缘不着色，整齐，圆润［７］。
２．１．３ 　 生化特性鉴定 　 按照文献［３］ 的方法操作。
ＣＯ２ 需求试验：将 ＢＪ１６０１ 分别置于 ５％ ＣＯ２ 和大气

环境中培养，４８ ｈ 后观察是否生长。 Ｈ２Ｓ 生成试

验：将 ＢＪ１６０１ 接种于 Ｈ２Ｓ 生化反应管内，观察生化

反应管是否有褐色沉淀生成。 染料抑制试验：将
ＢＪ１６０１ 分别接种于硫堇和碱性品红培养基中，４８ ｈ
观察是否生长。
２．１．４　 血清学特性鉴定　 取布鲁氏菌单因子血清

Ａ、Ｍ 和 Ｒ，与等体积的 ＢＪ１６０１ 悬液充分混合，１ ～
２ ｍｉｎ内观察结果。
２．１． ５ 　 Ｍｕｌｔｉ － ＰＣＲ 鉴定 　 以灭活后的 ＢＪ１６０１、
Ｂ．ａｂｏｒｔｕｓ Ａ１９、Ｂ． ｍｅｌｉｔｅｎｉｓｉｓ Ｍ５、Ｂ． ｓｕｉｓ Ｓ２、Ｂ． ｃａｎｉｓ
ＲＭ６ ／ ６６ 菌株为模板，各 １ μＬ，反应体系为 ５０ μＬ。
参照文献［８］ 合成 Ｍｕｌｔｉ － ＰＣＲ 引物序列 （表 １）。
ＰＣＲ 反应程序为：９５ ℃ 变性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃ ５０ ｓ，
６０ ℃退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃ 延伸 １ ｍｉｎ，进行 ３０ 个循环；
７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物进行凝胶电泳分析。

表 １　 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ
引物 序列 产物大小 ／ ｂｐ

Ｆ１（猪、犬） ＧＧＡＡＣＡＣＴＡＣＧＣＣＡＣＣＴＴＧＴ ２７２

Ｒ１（猪、犬） ＧＡＴＧＧＡＧＣＡＡＡＣＧＣＴＧＡＡＧ ２７２

Ｆ２（牛、羊、猪） ＣＴＧＧＴＧＧＧＴＡＴＣＧＣＡＴＴＡＣＴＣＧＧ ５９１

Ｒ２（牛、羊、猪） ＴＴＣＡＧＧＡＡＡＧＣＣＴＧＧＣＧＧＴＡＣＴＧ ５９１

２．１．６　 测序比对　 将 ＢＪ１６０１ 的凝胶条带胶回收后

送测序，把测序结果进行 ＢＬＡＳＴ 比对。
２．１．７ 　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序鉴定 　 参考文献［９］ 合成的

１６Ｓ ｒＲＮＡ 一对引物 Ｆ３ －ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ⁃
ＣＡＧ 和 Ｒ３ －ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ 对样品

进行基因扩增。 以灭活 ＢＪ１６０１ 和灭活 Ｂ． ｃａｎｉｓ
ＲＭ６ ／ ６６ 为模板，各 １ μＬ，反应体系为 ２０ μＬ。 反应

条件：９４ ℃变性 ３ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５６ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃ 延伸 ９０ ｓ，进行 ３０ 个循环；７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定片段大小正确

后送测序。
２．２　 脾含菌量和最小感染剂量测定

２．２．１　 感染动物　 用 ＴＳＡ 扁瓶培养基繁殖分离菌

株，用生理盐水将细菌洗下来，细菌计数后用生理

·２·
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盐水稀释成 １０３、１０５、１０７、１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ 四个菌液浓

度，比格犬肌肉注射，３ 只 ／组，１ ｍＬ ／只，依次编为

１～１２号，饲养 ３０ ｄ 后剖杀。
２．２．２　 脾含菌量及其他组织含菌量测定　 无菌剖

杀，分别取脾脏、肝脏、肾脏、肠系膜淋巴结和颌下

淋巴结，各称取 １ ｇ 研磨混悬，将研磨液接种 ＴＳＡ
培养至少 ７２ ｈ，根据生长的菌落数，计算各个组织

的含菌量（ＣＦＵ ／ ｇ）。
２．２．３　 全血及组织分离菌 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ 鉴定　 无菌

剖杀后取全血涂板培养，接种 ＴＳＡ 培养至少 ７２ ｈ。
挑取全血及各组织培养皿上的单菌落，灭活后做模

板，同时设立 Ｂ．ａｂｏｒｔｕｓ Ａ１９、Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｉｓｉｓ Ｍ５、Ｂ．ｓｕｉｓ

Ｓ２、Ｂ．ｃａｎｉｓ ＲＭ６ ／ ６６ 菌株对照，１ μＬ ／株，反应体系

为 ５０ μＬ。 引物及反应程序按照 ２．１．５ 方法进行，
ＰＣＲ 产物进行凝胶电泳分析。
２．２．４　 抗体效价测定　 参考《中华人民共和国兽用

制品规程》的方法用 Ｂ．ｃａｎｉｓ ＲＭ６ ／ ６６ 制成试管凝集

抗原。 将采集的犬血分离血清按照参考文献［６］ 方

法进行微量试管凝集试验测定抗体效价。
３　 结　 果

３．１　 细菌的鉴定结果

３．１．１ 　 形态特性 　 革兰氏染色结果表明，ＢＪ１６０１
为革兰氏阴性菌；扫描电镜 （ ４０００ ×） 观察表明，
ＢＪ１６０１ 为球杆状，无荚膜、无芽孢。 结果见图 １。

图 １　 革兰氏染色 １００×（Ａ）和扫描电镜照片 ４０００×（Ｂ）

Ｆｉｇ １　 Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ ｏｆ Ｇｒａｍ’ｓ（Ａ）ａｎｄ ＳＥＭ ４０００×（Ｂ）

３．１．２　 培养特性与细菌 Ｓ ／ Ｒ 型鉴定结果　 ＢＪ１６０１
能够在 ＴＳＡ 培养基上生长，呈透明、圆形、隆起的小

菌落，培养时间至少 ７２ ｈ。 结晶紫染色后用放大镜

观察菌落边缘着色情况：ＢＪ１６０１ 与粗糙型Ｂ．ｃａｎｉｓ
ＲＭ６ ／ ６６ 菌落边缘着色，界限不清晰；光滑型菌株

Ｂ．ａｂｏｒｔｕｓ Ａ１９ 边缘不着色，整齐，圆润，表明 ＢＪ１６０１
为粗糙型布鲁氏菌。

３．１．３　 生化特性和血清学特性鉴定结果 　 ＢＪ１６０１
与 Ｂ．ｃａｎｉｓ ＲＭ６ ／ ６６ 的生长都不依赖 ＣＯ２ 且都不产

生 Ｈ２Ｓ。 在加入硫堇染料（１︰５００００）的培养基上

仍能生长，在复红染料（１︰５００００）的培养基上不能

生长。 单因子血清凝集试验只与 Ｒ 血清产生凝集

现象。 结果详见表 ２。

表 ２　 布鲁氏菌生物分型结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｙｐｉｎｇ ｏｆ Ｂｒｕｃｅｌｌａ ｓｔｒａｉｎ

菌株名称 需要 ＣＯ２ 产生 Ｈ２Ｓ
染料抑菌 单因子血清凝集

硫堇 复红 Ａ Ｍ Ｒ

ＲＭ６ ／ ６６ － － ＋ － － － ＋

ＢＪ１６０１ － － ＋ － － － ＋

　 “－”表示结果为阴性；“＋”表示结果为阳性
　 ＂ －＂ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ；＂ ＋＂ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ

·３·
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３．１．４ 　 Ｍｕｌｔｉ －ＰＣＲ 鉴定结果 　 ＢＪ１６０１ 与 Ｂ． ｃａｎｉｓ
ＲＭ６ ／ ６６ 均有一条 ２７２ ｂｐ 的条带，牛、羊均只有一

条 ５９１ ｂｐ 的条带，猪分别有 ２７２ ｂｐ、５９１ ｂｐ 两条条

带，与参考文献［８］的鉴定结果一致，结果详见图 ２。
将 ＰＣＲ 产物胶回收后测序，测序结果显示该片段

为预期大小 ２７２ ｂｐ，通过 ＢＬＡＳＴ 分析显示，ＢＪ１６０１
与 ＮＣＢＩ 上代表性的菌株相似性均在 ９９％以上，其
中与 Ｂｒｕｃｅｌｌａ ｃａｎｉｓ ＲＭ６ ／ ６６ 株、Ｂｒｕｃｅｌｌａ ｃａｎｉｓ ＨＳＫ
株以及 Ｂｒｕｃｅｌｌａ ｃａｎｉｓ ＳＶＡ１３ 等菌株的核苷酸序列

基本一致。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ２０００； １：ＢＪ１６０１；２：Ｂ．ｃａｎｉｓ ＲＭ６ ／ ６６；

３：Ｂ．ａｂｏｒｔｕｓ Ａ１９；４：Ｂ．ｓｕｉｓ Ｓ２；５：Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｉｓｉｓ Ｍ５

图 ２　 ＢＪ１６０１ 的 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ ２　 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＢＪ１６０１

３．１．５　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 比对结果　 用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 引物扩

增分离菌株的基因序列，结果显示得到一条大小约

为 １４００ ｂｐ 的片段（图 ３）。 测序结果显示，该分离

株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列与预期大小一致，该菌株

与 ＮＣＢＩ 上代表性的菌株相似性均在 ９９％以上，其
中与 Ｂｒｕｃｅｌｌａ ｃａｎｉｓ ＲＭ６ ／ ６６ 株、Ｂｒｕｃｅｌｌａ ｃａｎｉｓ ＨＳＫ
株以及 Ｂｒｕｃｅｌｌａ ｃａｎｉｓ ＳＶＡ１３ 等菌株核苷酸相似性

为 １００％。 上述结果表明 ＢＪ１６０１ 为犬种布鲁氏菌，
正式命名为 Ｂｒｕｃｅｌｌａ ｃａｎｉｓ ＢＪ１６０１ 株。
３．２　 脾含菌量与最小感染剂量测定结果

３．２．１　 脾含菌量及其他组织分离到的细菌数　 脾

菌落分离结果显示，脾含菌量最高为 ４×１０５ ～３×１０６

ＣＦＵ ／ ｇ，超过了布鲁氏菌强毒 （脾含菌量 ２ × １０５

ＣＦＵ ／ ｇ 以上）的判定标准［１０］，表明 ＢＪ１６０１ 为布鲁

氏菌强毒株。 其他菌落分离结果表明：淋巴结分离

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ２０００；１－２：ＢＪ１６０１ ３：Ｂ．ｃａｎｉｓ ＲＭ６ ／ ６６；

图 ３　 ＢＪ１６０１ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ－ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ－ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＢＪ１６０１

到的菌量相对较多，肝脏次之，肾脏分离到的菌量

最少，且随着感染剂量的增加，各组织中分离到的

菌量也逐渐增加。 感染剂量为 １０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ 组的

１ ／ ３ 只犬所有组织和全血中均未分离到菌， １０５

ＣＦＵ ／ ｍＬ 组的 ３ ／ ３ 只犬各组织全部分离到菌，因此将

１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ 确定为最小感染剂量，结果详见图 ４ 。

图 ４　 各组织分离到的细菌数（ＣＦＵ ／ ｇ）

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ

３．２．２　 全血及组织分离菌的 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ 鉴定结果

对 ４ 组试验犬的组织分离培养结果表明，除了 １０３

ＣＦＵ ／ ｍＬ 组 ３ 号犬的组织分离物培养皿中没有长

出菌落，其他组犬的肝、脾、肾、肠系膜淋巴结、颌下

淋巴结分离物培养皿中均长出菌落，通过Ｍｕｌｔｉ－

·４·
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ＰＣＲ 检测结果为阳性（图 ５）。 全血培养发现 ２、４、
７、１０、１１、１２ 号犬也分离到了阳性菌 ＢＪ１６０１，表明

犬的布病能够引发犬出现菌血症。 结果详见图 ６。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ２０００；１－１１： 犬 １、２、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２； １２：Ｂ．ｃａｎｉｓ ＲＭ６ ／ ６６；１３：Ｂ．ａｂｏｒｔｕｓ Ａ１９；１４：Ｂ．ｓｕｉｓ Ｓ２；１５：Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｉｓｉｓ Ｍ５

图 ５　 脾脏分离菌的 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ ５　 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｉｓｓｕｅ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ２０００；１－７： 犬 ２、４、７、１０、１１、１２； ８：Ｂ．ｃａｎｉｓ ＲＭ６ ／ ６６；９：Ｂ．ａｂｏｒｔｕｓ Ａ１９；１０：Ｂ．ｓｕｉｓ Ｓ２；１１：Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｉｓｉｓ Ｍ５

图 ６　 全血分离菌的 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ ６　 Ｍｕｌｔｉ－ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ

３．２．３　 抗体效价测定结果　 各组试验犬的血清都

有抗体效价，随着 ＢＪ１６０１ 感染剂量的增加，试验犬

血清的抗体效价也上升。 结果见表 ３。

表 ３　 抗体效价测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｍｉｃｒｏ ｔｕｂｅ ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ

感染剂量
分组

抗体效价

１０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ １０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ

１ １ ∶ ８０ １ ∶ ８０ １ ∶ １６０ １ ∶ ３２０

２ １ ∶ ８０ １ ∶ ８０ １ ∶ １６０ １ ∶ ３２０

３ １ ∶ ８０ １ ∶ １６０ １ ∶ １６０ １ ∶ ３２０

　 抗体效价为血清稀释倍数
　 Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ

４　 讨　 论

近年来，随着人们生活水平的不断提高，犬的

饲养量也大幅度增加，更多的人选择犬作为宠物饲

养。 同时犬的疫病流行也随之变得严重和复杂，其
中犬布病在我国广泛流行［１０］，由于犬布病不容易

察觉，只在出现流产症状的时候才被怀疑感染布

病，因此采用主动检测是发现犬布鲁氏菌病的有效

途径。 本实验室从北京的几只同群宠物犬身上分

离到 ３ 株疑似布鲁氏菌菌株，通过对其中一株菌株

的全面鉴定，显示其具有典型的犬种布鲁氏菌的特

性，证实为犬种布鲁氏菌，并命名为 ＢＪ１６０１。 进一

步的毒力测定显示，其具有较强的毒力，符合强毒

·５·



中国兽药杂志 ２０１７ 年 ９ 月第 ５１ 卷第 ９ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

布鲁氏菌的特性，并测得其对比格犬的最小感染剂

量为 １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ，对建立犬布鲁氏菌病感染研究

模型具有一定参考价值。 本次试验直接用比格犬

是考虑到其他动物不是犬种布鲁氏菌的敏感动物，
但受条件所限，本次感染试验共采用 １２ 只比格犬，
分为 ４ 个试验组，其中 １０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ 组有一只犬的

血清中测出了抗体效价，但组织器官及全血中没有

分离到菌，１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ 组中三只犬的抗体水平不

均一，考虑可能是由于样本数量不足导致个体差异

明显，有待进一步的探究。
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