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第 3.1.4 章 

布鲁氏菌病（牛种、羊种和猪种布鲁氏菌感染） 

(INFECTION WITH B. ABORTUS, B. MELITENSIS AND B. SUIS ) 

 

 

摘要 

 

疫病描述：布鲁氏菌病是由布鲁氏菌属成员引起的动物和人类疾病的总称，病原主要包

括牛种布鲁氏菌、羊种布鲁氏菌和猪种布鲁氏菌。牛布鲁氏菌病通常由牛种布鲁氏菌引起，

少数可由羊种布鲁氏菌引起，偶尔也由猪种布鲁氏菌引起。羊种布鲁氏菌是引起绵羊和山羊

布鲁氏菌病的主要病原。羊种布鲁氏菌和牛种布鲁氏菌也可能感染其他物种，包括骆驼。猪

种布鲁氏菌 1-3 生物型均可感染猪，但由生物 2 型引起的疾病与其他生物型在宿主范围上存

在差异，且具有地域局限性。在部分地区，猪种布鲁氏菌也可感染野猪。动物感染布鲁氏菌

具有一种或几种临诊症状，如流产、不育、胎衣不下、睾丸炎和附睾炎，偶尔出现关节炎，

可通过子宫排出物、乳液、尿液和精液排出病原。该病确诊是从流产物、乳房分泌物或死亡

动物组织中分离到布鲁氏菌。牛种布鲁氏菌、羊种布鲁氏菌和猪种布鲁氏菌对人均有很强的

致病性，必须在适当防护条件下处理所有可能污染的组织、培养物和材料。 

病原鉴定：采用改良抗酸染色流产物或阴道分泌物，如发现布鲁氏菌样微生物，尤其是

经血清学验证，即可视为疑似布鲁氏菌感染。聚合酶链反应（PCR）方法为检测样本中存在

布鲁氏菌 DNA 提供了新手段。可采集子宫排出物、流产胎儿、乳房分泌物以及淋巴结、生

殖器等组织样本，应尽可能进行细菌分离。病原分离后，可通过噬菌体裂解、培养特性、生

化和血清学方法，鉴定其种类和生物型。依据特异性基因序列建立的 PCR 方法既可作为补

充鉴定，也可为病原分型提供依据。 

血清学和细胞免疫学检测：血清学检测能提示感染布鲁氏菌，但无法确定感染哪个种的

布鲁氏菌。缓冲布鲁氏菌抗原试验（如虎红平板凝集试验和缓冲平板凝集试验）、补体结合

试验、酶联免疫吸附试验（ELISA）和荧光偏振试验适用于畜群筛查，以及对小型反刍动物、

骆驼科动物、牛科动物（包括牛和水牛）进行个体检测。然而，单独一种血清学方法不可能

适用于所有动物和所有流行病学情况，有些检测方法无法诊断出猪的布鲁氏菌病。因此，在

筛查试验中，阳性样本应通过已建立的确诊方法或补充方法进行确认。使用间接 ELISA 或

全乳环状试验检测混合奶样，可有效筛查和监测奶牛的布鲁氏菌病。在未免疫的反刍动物畜

群、骆驼群和猪群中，在无明显风险因素的情况下如出现血清学阳性个体，可把布鲁氏菌素

皮肤过敏反应试验作为畜群的筛查和确诊方法。 

疫苗和诊断用生物制品要求：牛种布鲁氏菌S19株和羊种布鲁氏菌Rev.1株仍是分别控制

牛、绵羊和山羊布鲁氏菌感染的参考疫苗，其他疫苗必须与这两个疫苗进行比较。这两种疫

苗均应用适宜的种子批制备。在一些国家，粗糙型牛种布鲁氏菌RB51株疫苗也已成为预防

牛布鲁氏菌病的官方指定疫苗。目前尚无防治猪布鲁氏菌病的合适疫苗。布鲁氏菌素不应含

光滑型脂多糖，诊断抗原须用光滑型牛种布鲁氏菌（如1119－3株或99株）制备，用于I-ELISA
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的抗原应采用光滑型羊种布鲁氏菌16M株制备。疫苗和布鲁氏菌素的制备必须符合有关标准。  

A．前言 

布鲁氏菌病是牛种布鲁氏菌、羊种布鲁氏菌和猪种布鲁氏菌引起的动物和人类疾病的总

称。绵羊附睾炎（绵羊附睾种布鲁氏菌）在第 3.8.7 章中单独描述。 

病原：遗传学和免疫学证据表明，布鲁氏菌属所有成员之间密切相关。然而，主要种类

之间不但在基因上有差异，且在宿主嗜好和流行病学上也有所不同。2005 年，国际原核生

物分类委员会布鲁氏菌分类分会明确表示，重新使用 1986 年以前的布鲁氏菌分类法，意味

着重新承认六种经典布鲁氏菌种及其生物型，尽管这两种观点均仍然有效。这六种布鲁氏菌

的经典命名在《已批准的细菌名录》（1980 版）中正式公布，并指出相关参考菌株的名称，

六个经典种名称分别为：牛种布鲁氏菌（B. abortus）、羊种布鲁氏菌（B. melitensis）、猪种布

鲁氏菌（B. suis）、沙林鼠种布鲁氏菌（B. neotomae）、绵羊附睾种布鲁氏菌（B. ovis）及犬

种布鲁氏菌（B. canis）1。根据培养特性和血清学特征，前三种布鲁氏菌还可细分为不同生

物型（见表 2 和表 3）。已从海洋哺乳动物中分离出一些布鲁氏菌菌株并被分类为两个新种：

鲸种布鲁氏菌（B. cet）和鳍种布鲁氏菌（B. pinnipedialis ）（Foster 等，2007）。从欧洲中部

的田鼠、狐狸、土壤和供人类食用的青蛙中分离到一株布鲁氏菌，命名为田鼠种布鲁氏菌（B. 

microti）（Scholz 等，2008）。从感染的人乳房移植物、产下死胎的狒狒以及狐狸中，也分离

到新的布鲁氏菌菌株，但这些菌株的自然宿主还不确定。虽然每种被发现的新类型仅有有限

的分离株，但还是被命名为布鲁氏菌的第十、第十一和第十二个种，即人源布鲁氏菌（B. 

Inopinata）、狒狒布鲁氏菌（B. Papionis）和狐狸布鲁氏菌（B. vulpis）（Scholz 等，2010; 

2016;Whatmore 等，2014）。最后，源自啮齿类、狐类和爬行动物、鱼类和蛙类的各种布鲁

氏菌作为非典型的布鲁氏菌尚未被定为新种。 

布鲁氏菌属于α-变形菌纲，根瘤菌目，布鲁氏菌科。布鲁氏菌与一些植物的致病菌和共

生体（包括农杆菌属和根瘤菌属），以及动物的致病菌（巴尔通氏体属，Bartonella）、条件

菌致病菌和土壤细菌（比如苍白杆菌属）在遗传上密切相关。 

1. 疫病描述 

1.1 牛的布鲁氏菌感染 

牛布鲁氏菌病通常由不同生物型的牛种布鲁氏菌引起。在一些国家，特别是南欧、非洲

和西亚，牛与绵羊或山羊混养，因此本病也可由羊种布鲁氏菌引起（Verger，1985）。猪种布

鲁氏菌有时可引起牛的感染，该疾病在全球范围内分布，但一些国家被认为已消灭了牛种布

鲁氏菌和羊种布鲁氏菌。有关最新信息，请参阅 OIE WAHIS 页面 1。 

幼畜和未怀孕母畜通常无临诊症状。怀孕母牛感染牛种布鲁氏菌或羊种布鲁氏菌后，会

引发胎盘炎，常导致孕后 5~9 个月内流产。即使不发生流产，在胎盘、羊水和阴道排泄物中

也有大量病原。乳腺和相关淋巴结也可被感染，并经乳汁排菌。感染动物的初乳是引起新生

动物感染的主要传染源。随后的孕期通常能进行到足月生产，但子宫和乳房可能再次感染，

在产后分泌物和牛奶中伴有少量细菌。急性感染时，全身大多数主要淋巴结都有细菌。成年

                                                   

1https://www.woah.org/en/what-we-do/animal-health-and-welfare/disease-data-collection/ 

https://www.woah.org/en/what-we-do/animal-health-and-welfare/disease-data-collection/
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公牛可发生睾丸炎或附睾炎，或引起雌性和雄性动物不孕。牛种布鲁氏菌可通过精液、精浆

和尿液排出。在一些热带国家，布鲁氏菌病通常表现为水囊瘤，常涉及腿关节，这可能是感

染本病唯一的明显标志，水囊瘤液中常含有布鲁氏菌。 

1.2 绵羊和山羊的布鲁氏菌感染 

绵羊和山羊布鲁氏菌病（不包括绵羊附睾种布鲁氏菌感染）主要由羊种布鲁氏菌引发，

由牛种布鲁氏菌或猪种布鲁氏菌也可零星引发病例，但这种病例极少。尽管一些国家已被认

为无此病，但是绵羊和山羊感染布鲁氏菌是很普遍的。有关最新信息，请参阅 OIE WAHIS

页面。在致病性和流行性上，绵羊和山羊感染羊种布鲁氏菌与牛感染牛种布鲁氏菌非常类似。

在大多数情况下，布鲁氏菌主要通过感染的母羊和山羊在流产或分娩后的几个月内的胎盘、

羊水和阴道分泌物进行传播。在乳汁和精液中普遍存在布鲁氏菌，也可在其他组织如头部淋

巴结、脾脏、生殖器官（子宫、睾丸和附睾）以及关节病变部位分离到布鲁氏菌（Alton 等，

1988）。 

1.3 猪的布鲁氏菌感染 

猪布鲁氏菌病主要由猪种布鲁氏菌1、2、3型引起，少数情况是牛种布鲁氏菌或羊种布

鲁氏菌感染。该病在许多养猪业发达国家均有发生。总的来说，该病流行率较低，但在一些

特定地区流行率较高，如南美和东南亚。在一些国家，猪布鲁氏菌病是一种被严重忽略的疾

病。美国南方诸州、澳大利亚的部分地区、地处大洋洲的一些国家均有野猪感染猪种1型布

鲁氏菌的报告，并有从事捕猎和从事与处理野猪相关工作的人感染猪布鲁氏菌病的报告。该

病可在猪群中通过被流产胎儿、流产物或子宫排出物污染的饲料传播。因猪本能地喜食流产

的胎儿和胎盘膜。性传播是另一种常见的传播途径，同时精液中含有的布鲁氏菌会对影响到

实施人工授精的工作人员。与反刍动物类似，猪在发生初始菌血症之后，布鲁氏菌会在公猪

和母猪的生殖道内定植。该菌侵袭母猪的胎盘和胎儿，而在公猪体内，侵袭可发生在一个或

多个器官中，如睾丸、前列腺、附睾、精囊及尿道球腺。公猪性器官的损伤通常是单侧性的，

整个过程从组织增生开始，进而形成脓肿，最终导致器官的硬化和萎缩。母猪感染布鲁氏菌

最常见的病症是流产，可出现在孕期任何阶段，以怀孕50~110天之间最常见。阴道分泌物并

不明显，在慢性感染母猪群中，不孕是该病最主要的临诊特征。布鲁氏菌在公猪中持续存在，

伴随着生殖道损伤，进而影响性行为。该损伤可为暂时性或永久性的。然而公野猪能够在性

器官、性行为表现正常的情况下分泌含布鲁氏菌的精液。所有感染该菌的猪各关节均可出现

炎症，关节及腱鞘肿胀、跛行，偶尔也会出现后躯麻痹或脊柱炎。很大比例的感染猪能够在

6个月内痊愈，但也有许多猪表现为持续性感染（Olsen等，2012）。 

由猪种布鲁氏菌 2 型引起的感染在宿主范围、分布及致病性等方面都有别于 1 型和 3

型。以往认为猪种布鲁氏菌 2 型主要分布在斯堪的纳维亚半岛和巴尔干半岛之间的区域，而

后来在整个欧洲大陆野猪中，该病流行率逐渐呈上升趋势（EFSA，2009）。在欧洲暴发的猪

布鲁氏菌病疫情中，野猪被认为是主要传染源，将猪种布鲁氏菌 2 型传染给户外饲养的家猪

（EFSA，2009）。猪种布鲁氏菌 2 型通常引起机体粟粒状病变，主要发生在生殖器官，进而

发生组织化脓。迄今为止，很少有猪种 2 型布鲁氏菌引起人发病的报告，但报告有免疫力低

下的猎人感染了猪种布鲁氏菌 2 型，这些猎人因屠宰野猪或野兔而广泛存在暴露风险。此

外，有报告称，欧洲境内与野猪接触的牛和羊中，出现了罕见的无临床症状的猪种 2 型布鲁

氏菌感染病例。 

1.4 其他家养、圈养及野生动物的布鲁氏菌病 

有关于单峰驼、双峰驼及南美洲骆驼（包括美洲驼、羊驼、原驼和小羊驼）感染牛种布
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鲁氏菌和羊种布鲁氏菌的报告，与接触被感染的反刍动物有关。 

此外，驯养水牛、美国和欧洲野牛、牦牛、麋鹿（马鹿）、梅花鹿、非洲水牛及非洲羚

羊也会感染布鲁氏菌，临诊表现与牛或绵羊和山羊相似。 

野生反刍动物感染羊种布鲁氏菌通常出现在与绵羊和山羊有密切接触的地区，这些动物

的临诊表现与牛羊相似。但在一些野生反刍动物中（如羚羊、高山野山羊、伊利比亚野山羊）

会出现关节化脓或钙化、睾丸炎、葡萄膜炎以及神经系统症状。这些物种是布鲁氏菌的终末

宿主，除非有人为因素，该病会随着家畜布鲁氏菌病的根除而逐渐消失。目前，已经发现的

野生反刍动物的布鲁氏菌有三个疫源地，即北美黄石地区野牛的牛种布鲁氏菌，阿尔卑斯山

野山羊的羊种布鲁氏菌和加拿大伍德布法罗国家公园野牛的牛种布鲁氏菌。也有零星的报道

称，从狗体内分离出了羊种布鲁氏菌，特别是与感染的绵羊或山羊接触，或摄入胎盘或流产

的胎儿的狗。 

其他动物感染猪种布鲁氏菌有两种不同的流行病学状况。一种情况是，非自然宿主因摄

入污染食物或与已感染的自然宿主共处后而感染猪种布鲁氏菌。例如，北极狐和狼与驯鹿接

触后感染猪种布鲁氏菌 4 型，狗和啮齿类动物（比如大鼠和小鼠）与感染宿主共栖后感染其

他型猪种布鲁氏菌，牛和马与感染猪直接接触后受到感染。感染的细菌无一例外都是自然宿

主所感染的细菌生物型。第二种情况是，野生动物是猪种布鲁氏菌或类猪种布鲁氏菌的自然

宿主。例如，独立国家联合体（CIS）和波罗的海国家存在的所谓小鼠布鲁氏菌病，也就是

小型啮齿类动物感染了猪种布鲁氏菌 5 型。 

除了野猪，欧洲野兔也被认为是猪种布鲁氏菌 2 型的储存宿主，且被认为是家畜感染的

另一可能来源。患病欧洲野兔的特征是形成结节，大小从粟粒至樱桃不等，甚至可能更大，

且经常会化脓。这些结节可能会出现在任何地方，如皮下、肌肉、脾脏、肝脏、肺脏及生殖

器官，但野兔的身体状况并不受影响。其他物种与感染猪、野猪或野兔同处后，也可能感染

猪种布鲁氏菌 2 型。在牛舍内对野猪进行内脏剔除或剥皮时，会将该病传染给牛群。 

猪种布鲁氏菌 4 型会在整个北极地区（包括西伯利亚、加拿大、阿拉斯加）的野生和家

养驯鹿中导致严重人畜共患病。驯鹿对猪种布鲁氏菌很易感，会出现发热、精神不振和各种

局部症状，如流产、胎盘滞留、子宫炎，有时也会有出血、乳腺炎、黏液囊炎及睾丸炎。传

染给人类的途径可能是直接接触或食用生牛奶、未煮熟的驯鹿肉，尤其骨髓。 

1.5 人畜共患风险及生物安全规定 

人类很容易感染一些种属的布鲁氏菌，最值得注意的是羊种布鲁氏菌、牛种布鲁氏菌和

可能影响较小的犬种布鲁氏菌。其可引起急性发热性疾病——波浪热，进而发展为慢性疾病，

且会伴随影响骨骼肌、心血管、中枢神经系统的严重并发症。因此，需采取防范措施预防人

类感染。感染通过口腔、呼吸道及黏膜途径。在该病流行地区，食用生乳制品构成主要传播

风险。处理感染动物/尸体、流产胎儿及胎盘的兽医、屠宰场工人和农民等，还存在职业感染

的风险。布鲁氏菌病是最容易发生实验室感染的传染病之一，因此，所有活菌培养或潜在感

染/污染物操作均需依据风险分析在适当的生物安全设施水平下进行（见第 1.1.4 章《生物安

全与生物安保：兽医实验室和动物设施生物风险管理标准》）。具体的布鲁氏菌感染材料生物

安全预防措施建议见相关资料（Alton 等，1988；布鲁氏菌病 FAO/WHO 联合专家委员会，

1986；世卫组织，1953；世卫组织，2004；本手册第 1.1.3 章《生物材料运输》）。 
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B．诊断技术 

表 1. 牛种、羊种和猪种布鲁氏菌感染的诊断方法及用途 

 

方法 

用途 

畜群无疫

检测 

无疫动物

个体检测
a 

适用于根

除计划 b 

疑似或临

诊病例确

诊 c 

群体流行

率监测 

疫苗接种后畜

群或个体动物

的免疫状态确

认 

病原检测 

染色法 – – – + – – 

培养法 – – – +++ – – 

PCRd – – – +/++ – – 

免疫应答检测 

BBAT（RBT

或 BPAT） 

+++ ++ +++ + +++ – 

FPA ++ ++ + ++ ++ – 

CFT ++ ++ +++ ++ +++ – 

I-ELISA +++ ++ +++ ++ +++ – 

C-ELISA ++ + + + ++ – 

BST ++ – + +++ ++ – 

SAT ++ + + – + – 

NH（半抗

原）和胞质

蛋白基底试

验 e 

– – + ++ – – 

散装奶检测 f

奶 I-ELISA

或乳环试验 

+++ – +++ + +++ – 

注：+ + + = 推荐方法；+ + = 推荐但有局限性； 

+ =适用于非常有限的情况；– = 不适合用于该用途。 

PCR = 聚合酶链式反应；BBAT = 缓冲布鲁氏菌抗原测试（即 RBT：虎红/玫瑰红/孟加拉红平板凝集

试验和 BPAT：缓冲平板凝集试验）；FPA = 荧光偏振检测；CFT = 补体结合试验； 

I 或 C-ELISA= 间接或竞争酶联免疫吸附试验；BST= 布鲁氏菌素皮肤测试； 

SAT =试管凝集试验；NH =天然半抗原。 

a此应用仅适用于无布鲁氏菌感染的国家、地区或牛羊畜群。 

b为了提高牛羊畜群布鲁氏菌病根除策略效率，建议联合使用不同检测方法以提高诊断敏感性，即至少

用两种血清学方法，如 BBAT 或 FPA 和 CFT 或 I-ELISA。通过血清学和 BST 平行检测可进一步提高敏

感性。 

c在几乎无感染或低流行地区，血清学检测阳性结果的预测价值可能很低。在这种情况下，确诊临床病

例通常需进行病原学检测。在已感染牛羊畜群中，任何血清学检测阳性结果均可视为确诊的临床病例。即

使无临床症状，只要血清学检测为阳性都被认定为感染。在无感染或低流行地区，单一血清学检测呈阳性

的动物，可用细菌培养（或 PCR）或 BST 试验进行确诊。在布鲁氏菌病根除国家或地区，血清学筛查和验

证性检测（系列检测）均呈阳性的可疑动物，可用细菌培养（或 PCR）和/或 BST 试验进行确诊。 
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d可能会产生假阳性结果。 

e皮下接种 S19 或 Rev.1 疫苗的地区，此方法可能有助于区分免疫和自然感染抗体。 

f只针对奶牛。 

 

所有牛、绵羊、山羊、骆驼和猪的流产以及睾丸炎都应怀疑患有布鲁氏菌病，并应调查

牛群或羊群流行病史，提交样本进行实验室检测。布鲁氏菌感染的临诊症状不具特异性，只

有通过分离和鉴定布鲁氏菌，才能做出布鲁氏菌感染的确切诊断。无法进行细菌学检查时，

必须依靠分子或免疫学方法进行诊断。 

1. 病原检测 

尽管现在可以通过不同分子学方法确诊布鲁氏菌，但通过细菌培养的生长特性鉴定是布

鲁氏菌鉴定的经典方法（参见第 B.1.3 节鉴定和分型）。 

所有疑似病例的样本在取样后均应立即低温保存（4°C），迅速转运至实验室。如果运输

超过 12 小时，所有样本（除了阴道拭子）均应冷冻（-20°C）。到达实验室后，应冷冻不立

即进行培养的样本（Alton 等，1988）。在所有情况下，运输和储存时间越短，成功分离布鲁

氏菌的可能性越高，尤其是在布鲁氏菌初始含量较低的样本。没有特异性的细菌转移培养基

可提高动物样本中布鲁氏菌的存活率。 

1.1 染色方法 

布鲁氏菌为球杆菌或短棒状杆菌，长 0.6~1.5µm，宽 0.5~0.7µm，多单个存在，有时成对

或成团。形态相当稳定，但在老旧培养物中可见多种形态。无运动力，无菌毛，无芽孢，不

形成真正的荚膜。革兰氏染色呈阴性，一般不发生两极着色。布鲁氏菌可抵抗弱酸的脱色作

用，可通过经 Stamp 改良的抗酸染色（Ziehl-Neelsen）方法，将其染成红色（Alton 等，1988）。

器官或生物体液涂片，经加热或乙醇固定后，用改良的抗酸染色（Ziehl-Neelsen）方法染色，

可将布鲁氏菌菌体染成红色，背景为蓝色。此外，也可用荧光素或过氧化物酶标记的抗体结

合物染色，如细胞内出现弱抗酸性、具有布鲁氏菌形态的细菌，或出现具有免疫特异性着色

的细菌，可初步判定为布鲁氏菌病。然而，检测乳和乳制品时，因样本含菌量较少，且脂肪

滴可妨碍结果判读，因此这些方法不适用或敏感性较低。此外，由于难以区分布鲁氏菌和同

样可引起流产的流产衣原体、伯氏立克次氏体等病原体，因此使用 Stamps 法时，需慎重判

读阳性结果。无论是阴性还是阳性结果，均需经细菌培养予以证实。 

PCR 方法也可用于不同生物样本中的病原检测（Bricker，2002；Whatmore & Gopaul，

2011）。但由于样品体积的限制，这些方法的敏感性与经典的细菌学检测相比可能较低。分

子检测方法可以在样本储存不当即细菌失活时检测其感染情况。 

1.2 样本收集和培养 

尽管细菌分离周期长、成本高、操作烦琐，但只要有可能，在布病确诊和菌株种型鉴定

时应该选用该方法。新出现的流行病学方法如高通量测序将可以运用在布鲁氏菌病确诊或布

鲁氏菌种属确定中。虽然细菌分离方法通常并不敏感，但对样本的种类、数量、储存方法、

接种量和培养基等进行优化后，会非常有效。 

1.2.1 基础培养基 

一般在固体培养基上分离和培养布鲁氏菌。这种方法有助于分离和清楚识别菌落，通常



 

7 

 

是最令人满意的方法，还可限制非光滑型突变体及杂菌的过量生长。然而，需处理大批样本

或增菌时，推荐使用液体培养基。现有许多商业化干粉培养基可供选择，如布鲁氏菌基础培

养基、胰蛋白大豆琼脂培养基（TSA）等。牛种布鲁氏菌 2 型等菌株生长需添加 2~5%牛或

马血清，许多实验室常规向血琼脂培养基或哥伦比亚琼脂等基础培养基中添加马血清，结果

很好。其他合适的培养基还有血清葡萄糖琼脂（SDA）、甘油葡萄糖琼脂等（Alton 等，1988），

SDA 常用于细菌形态观察。从血液和其他体液或奶中分离布鲁氏菌时，推荐选用非选择性

的双相 Castañeda 氏培养基，并建议富集培养。选用非选择性的双相 Castañeda 氏培养基原

因是布鲁氏菌在肉汤培养基中容易变异，从而影响用常规细菌学技术进行细菌分型。 

1.2.2 选择培养基 

上述所有基础培养基均可用于制备选择性培养基。为抑制其他微生物的生长，需加入合

适的抗生素。 

最常用的选择性培养基是加入了 6种抗生素的 Farrell氏培养基（FM）（Stack 等，2002）。

1L 琼脂中含：硫酸多黏菌素 B（5 mg＝5000 单位）、杆菌肽（25 mg＝25000 单位）、那他霉

素（50 mg）、萘啶酸（5 mg）、制霉菌素（100000 单位）和万古霉素（20 mg）。已有一种商

业化冻干抗菌添加剂。然而，Farrell 氏培养基中萘啶酸和杆菌肽的浓度可抑制一些牛种布鲁

氏菌、羊种布鲁氏菌和猪种布鲁氏菌的生长，所以同时使用 Farrell氏和选择性较弱的 Thayer–

Martin 改良培养基（mTM），是田间兽医样本布鲁氏菌初步分离的首选策略。Thayer–Martin

改良培养基因基础成分包含血红蛋白而不透明，不适用于直接观察细菌菌落形态，但可作为

判断布鲁氏菌感染可能性的最实用方法（Alton 等，1988）。 

由 De Miguel 等人配制的选择性半透明培养基（CITA 培养基）（2011）以血琼脂基础培

养基为基础成分，添加 5%无菌犊牛血清和万古霉素（20 mg/L）、硫酸粘杆菌素甲磺酸盐（7.5 

mg/L）、呋喃妥因（10mg/L）、制霉菌素（100000 国际单位 IU/L)和两性霉素 B（4 mg/L）。

这种抗生素混合物的制备方法如下：称重后，将万古霉素、硫酸粘杆菌素、制霉菌素置于同

一个 50 mL 灭菌容器中，用 10mL 甲醇/水溶液（1:1）溶解。然后，称取呋喃妥因于另一个

灭菌容器内，用 1 mL 0.1MNaOH 溶液（0.22 μm 过滤器除菌）溶解。最后，称取 10 mg 两

性霉素 B 于 20 mL 灭菌容器中，用 1 mL 二甲基亚砜充分溶解（至少 5-10 min），添加 9 mL

的 10 mM 无菌磷酸盐缓冲液（PBS）（pH = 7.2±0.2）。两性霉素 B 的最终浓度为 1 mg/mL ，

1 L 培养基需 4 mL 该抗生素溶液。剩余的两性霉素 B 溶液可在 5℃±3℃保存数日供下次使

用。这种 CITA 培养基可抑制大多数微生物污染，又能使所有种类的布鲁氏菌增殖，且比

Thayer–Martin 改良培养基和 Farrell 氏培养基更敏感，更容易从样本里分离到布鲁氏菌。因

此，尽管同时使用 FM 和 CITA 可获得最大的敏感性，但 CITA 被视为分离所有布鲁氏菌的

首选培养基（De Miguel 等，2011）。 

已开发出一种筛选牛种布鲁氏菌（包括 RB51 疫苗株）的改良布鲁氏菌选择性培养基

（MBS 培养基），该培养基比 CITA 培养基更有效，但还需要进一步的验证研究以确认其性

能。（Her et al.，2010)。 

相比牛种布鲁氏菌的几个生物型和绵羊种布鲁氏菌的培养条件，羊种布鲁氏菌和猪种布

鲁氏菌的生长不依赖 5%~10% CO2（表 2），但富含 CO2的环境利于所有布鲁氏菌的培养。 

与流产物相比，奶、初乳和某些组织样本中的布鲁氏菌数目可能较少，建议进行富集后

培养。奶样离心后取上层奶油和沉淀进行培养，可提高分离效果，但应实行严格的生物安全

措施，避免产生气溶胶。一种有效提高奶样培养敏感性同时避免离心风险的方法是增加每个

奶样接种 FM 和 CITA 培养皿的数目（来自每个乳房的奶样至少接种两块培养皿），且每个

培养皿接种大约 0.5 mL 奶样。增菌也可在血清葡萄糖肉汤、胰蛋白胨肉汤或胰蛋白胨大豆

肉汤（TSB）或布氏肉汤构成的液体培养基中进行，培养基中至少加入 1 µg/mL 两性霉素 B
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和 20 µg/mL 万古霉素（均为终浓度）。增菌培养需在 37℃±2℃含 5%~10%（v/v）CO2条件

下进行，可持续至 6 周，每周从液体培养基取样，并转至 FM 和 CITA 选择性培养基上作传

代培养。可采用固液双相培养系统（Castañeda 法，在同一个瓶中有固相和液相选择性培养

基），以减少传代培养次数。分离牛奶中的布鲁氏菌，也可用以下双相选择培养基：以

Castañeda 氏培养基为基础培养基，在液相培养基中加入多种抗生素，每升培养基中含硫酸

多黏菌素 B（6 mg＝6000 单位）、杆菌肽（25 mg＝25000 单位）、那他霉素（50 mg）、萘啶

酸（5 mg）、两性霉素 B（1 mg）、万古霉素（20 mg）和 D-环丝氨酸（100 mg）。 

 

表 2. 布鲁氏菌种的鉴别特征 

 

种 

 

菌落形

态 

 

是否需

要血清 

噬菌体裂解（Lysis by phages）a  

氧化

酶 

 

脲酶

活性 

 

主要宿主 
Tb Wb Iz1 R/C 

RTDc 104RTD RTD RTD RTD 

牛种布鲁氏菌 S –d + + + + – (+)e (+)f 牛和其他牛科动物 

羊种布鲁氏菌 S  – – (–)g + – (+) (+)h 绵羊和山羊 

 

 

猪种布鲁氏菌 

 

 

         生物 1 型：猪 

         生物 2 型：猪、兔 

S – – + (+)i (+)i – + +j 生物 3 型：猪 

         生物 4 型：驯鹿 

         生物 5 型：啮齿动物 

沙林鼠种布鲁

氏菌 
S – –k + + + – – +j 沙林鼠 l 

绵羊附睾种布

鲁氏菌 
R + – – – – + – – 绵羊 

犬种布鲁氏菌 R – – – – – + + +j 狗 

鲸种布鲁氏菌 S ND (–)  (+) (+) – (+) + 鲸 

鳍种布鲁氏菌 S ND (–)  (+) (+) – (+) +h 鳍 

田鼠布鲁氏菌 S – – + + + ND + +h 未知 n 

人源布鲁氏菌 S ND – PLm ND ND ND ND +j 未知 

狒狒布鲁氏菌 S  PLm PLm + ND – – +j 未知 

狐狸布鲁氏菌 S  +  + + – – +j 未知 

来源：Alton 等，1988；Joint FAO/WHO Expert Committee on Brucellosis，1986；Whatmore 等，

2009；Whatmore 等，2014 

（+）/（-）大多数分离株阳性/阴性 

a 噬菌体： Tbilisi（Tb），Weybridge（Wb），Izatnagar1（Iz1），R/C 

b 正常形态： S：光滑型， R：粗糙型 

c RTD：常规试验稀释法 

d 牛种布鲁氏菌 2 型初次分离时需血清 

e 部分非洲牛种布鲁氏菌 3 型分离株是阴性 

f 中等活性，544 株和部分分离菌株为阴性 

g 一些分离株被噬菌体 Wb 裂解 

h 慢速，部分分离株为快速除外 

i 部分猪种布鲁氏菌 2 型分离株不能或部分被噬菌体 Wb 或 Iz1裂解 
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j 快速 

k 微小噬斑 

L 

m 

n 

ND 

沙林鼠 

部分溶菌 

从许多野生哺乳动物（啮齿动物、狐狸、野猪）、两栖动物和环境中分离的菌株 

未确定 

 

所有使用的培养基均须利用参考菌株严格进行质量控制，以保证其性能正常。最好使用

少量的对营养要求苛刻的菌株进行验证，如牛种布鲁氏菌 2 型、绵羊附睾种布鲁氏菌或猪种

布鲁氏菌 2 型。 

在适宜的固体培养基上培养 3~4 天后，可以清晰的看到牛种布鲁氏菌、羊种布鲁氏菌和

猪种布鲁氏菌的菌落。4 天后，菌落呈圆形，直径 1~2 mm，边缘光滑。透过透明介质培养

皿观察菌落，呈浅黄色，有光泽，半透明。从上方观察，菌落微隆起，呈珍珠白色。随时间

推移，菌落变大，颜色略变暗。光滑型（S）布鲁氏菌在培养（特别是传代培养）时，易变

成粗糙型（R），菌落透明度降低，表面呈黯淡的颗粒状，在反射或透射光下，颜色从哑光白

到棕色不等。变异检查比较简单，可用结晶紫染色，粗糙型菌落染成红色/紫色，而光滑型菌

落因不吸收染料而呈浅黄色。检测光滑型菌落，应使用光滑型布鲁氏菌抗血清，或最好用 A

和 M 表面抗原特异性抗血清。若检测非光滑型菌落，应使用针对布鲁氏菌 R 抗原的抗血清。

菌落形态变化一般与细菌毒力、血清学特征或噬菌体敏感性的变化有关。分离菌株如具有典

型的形态学特征，且布鲁氏菌特异性抗血清凝集反应、氧化酶和尿素酶试验（见表 2，3）为

阳性，可初步判定为布鲁氏菌。但是，建议送参考实验室进行进一步的确认和分型鉴定。 

1.2.3 样本收集与培养 

利用细菌培养诊断动物布鲁氏菌病时，样本的选择取决于观察到的临诊症状。最有价值

的样本包括阴道分泌物（拭子）、流产胎儿（胃内容物、脾和肺）、胎膜、奶、精液、关节炎

或积液。如从动物尸体采样，首选组织为网状内皮组织（如头部、乳腺和生殖器淋巴结、脾）、

怀孕期或产后早期的子宫、乳房等。通常培养 3~4 天后可见菌落，如 7~10 天后仍无菌落生

长，应视为阴性并弃去。当布鲁氏菌含有数量较少时，很难从这些样本中分离出菌，因此建

议把富集培养和分子检测作为平行补充诊断以提高检测的敏感性。 

1.2.3.1 组织 

无菌采集样本，切除多余部分（如脂肪），剪成小块，加入少量无菌 PBS, 用匀浆仪或研

磨器研磨，最后取研磨液接种到固体培养基或增菌液进行培养。 

1.2.3.2 阴道分泌物 

流产或分娩后阴道拭子，非常适合分离布鲁氏菌，且对人的危险性远小于流产物。可将

棉拭子画线涂抹于固体培养基上进行培养。 

1.2.3.3 奶 

乳汁培养对于筛选动物个体或畜群是否存在布鲁氏菌特别有价值。将乳头清洗，擦干并

消毒，无菌采集奶样。必须全程佩戴个人防护用品。4 个乳头全采，每个乳头都需采集 10~20 

mL 奶，从一头动物到另一头动物取样时要注意更换手套和消毒，以避免样本交叉污染。弃

去最初挤出的奶，然后将奶直接挤入无菌容器中，必须避免操作人员的手直接接触到奶。奶

样在密封离心管中离心，以避免操作人员吸入污染气溶胶。乳脂和沉淀混合或分别涂布于选

择性固体培养基。如果从散装奶中分离布鲁氏菌，其数量一般较少，分离出布鲁氏菌的可能

性也较小。 
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表 3. 布鲁氏菌种不同生物型的鉴别特征 

种 

生
物
型

 

是
否
需
要

C
O

2
 

产
生

H
2
S

 

有染料生长 a 与单特异血清的凝集 参考菌株2 

硫
堇

 

碱
性
品
红

 

A M R 菌株 ATCC NCTC 

牛种布鲁氏菌 

1 (+)b + – + + – – 544 23448 10093 

2 (+)b + – – + – – 86/8/59 23449 10501 

3c (+)b + + + + – – Tulya 23450 10502 

4 (+)b + – (+) – + – 292 23451 10503 

5 – – + + – + – B3196 23452 10504 

6 c – (–) + + + – – 870 23453 10505 

9 +/– + + + – + – C68 23455 10507 

羊种布鲁氏菌 

1 – – + + – + – 16M 23456 10094 

2 – – + + + – – 63/9 23457 10508 

3 – – + + + + – Ether 23458 10509 

猪种布鲁氏菌 

1 – + + (–) + – – 1330 23444 10316 

2 – – + – + – – Thomsen 23445 10510 

3 – – + + + – – 686 23446 10511 

4 – – + (–) + + – 40 23447 11364 

5 – – + – – + – 513 ND 11996 

沙林鼠种布鲁

氏菌 
 – + –d – + – – 5K33 23459 10084 

绵羊附睾种布

鲁氏菌 
 + – + (–) – – + 63/290 25840 10512 

犬种布鲁氏菌  – – + (–) – – + RM6/66 23365 10854 

鲸种布鲁氏菌  (–) – (+) (+) + (–) – 
B1/94 

BCCN 94-74 
ND 12891 

鳍种布鲁氏菌  (+) – + (+) (+) (–) – 
B2/94 

BCCN 94-73 
ND 12890 

田鼠布鲁氏菌  – – + + (–) (+) – 

CCM4915 

BCCN 07-01 

CAPM 6434 

ND ND 

人源布鲁氏菌  – + + + – +e  

BO1 

BCCN 09-01 

CAPM 6436 

ND ND 

狒狒布鲁氏菌  – – – – + – – 
F8/08-60 

CIRMB 0958 
ND 13660 

狐狸布鲁氏菌  – – + + + – – F60 BCCN 09- ND ND 
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2 

DSM 101715 

来源：Alton 等（1988），Joint FAO/WHO Expert Committee on Brucellosis（1986），Whatmore

（2009），Whatmore 等（2014），和 Scholz 等（2016） 

（+）/（-）大多数分离菌株呈阳性或阴性 

a 血清葡萄糖培养基中的染料浓度：20 µg/mL 

b 初步分离通常为阳性 

c 如需明确区分生物 3 型和 6 型，需额外的硫堇试验（40 µg/mL）：3 型为阳性（+），6 型

为阴性（–） 

d 在 10 µg/mL 硫堇中生长 

e 弱凝集反应 

ND 未确定 

 

1.2.3.4 奶制品 

奶酪等奶制品也应用上述培养基进行培养。由于这类样本通常含菌量较少，建议先用选

择性培养基进行增菌培养。培养前，在样本中加入适量无菌 PBS（避免过度稀释）浸软，研

磨器研磨，或用匀浆仪、电动搅拌机捣碎，仔细地对样本进行均质。奶制品表层（外壳和下

面的部分）和中心部分都需进行培养。布鲁氏菌生长、存活和消失都非常快，布鲁氏菌在乳

制品不同部位中的分布与特定加工工序形成的局部理化环境有关。 

1.2.3.5 关节炎或囊肿-脓肿内容物 

此类样本必须无菌采集，且直接接种到固定选择培养基上。 

上述所有样本采集后应立即冷藏（4℃-10℃），并以最快的方式送到实验室。否则，样

本应冻存以避免丧失活性。送到实验室后，奶样和组织样本及其他生物液体如不立即培养，

应冷冻保存。 

1.2.3.6 血液培养 

可以尝试从血液中培养细菌，但是家畜的菌血症通常被认为是短暂的或间歇性的，因此

这种方法并不被广泛使用。可以在选择性或非选择性琼脂上进行抗凝血（柠檬酸钠或肝素，

EDTA[乙二胺四乙酸]除外）直接培养，以在更短的时间内获得结果（4-7 天；Alton，1988）。

或用血液接种合适的非选择性培养基，如 TSB，并每隔一周传代至选择性 Farrell 氏培养基

中培养四周。 

1.2.3.7 动物传代 

尽管以往使用过实验动物进行传代，但除非绝对必要，否则应避免使用。但有时因样本

污染严重或含菌量少，动物试验是唯一检测布鲁氏菌的方法。动物接种可采用小鼠静脉或腹

腔接种的途径，或用豚鼠进行肌肉、皮下或腹腔接种。这些操作必须在本手册第 1.1.4 章中

介绍的适当生物安全条件下进行。如用小鼠，接种 7 天后取小鼠脾脏分离细菌；如用豚鼠，

接种后 3 至 6 周取脾脏分离细菌。豚鼠解剖前可通过心内采血获取血清样本，并用 BBAT 法

检测，血清学阳性则预示感染了布鲁氏菌（Alton 等，1988）。 

1.3 鉴定与分型 

任何显示布鲁氏菌形态学特征的菌落都应做革兰氏染色涂片检查。由于非光滑型菌落的

血清学特性、染色特性和噬菌体敏感性通常会发生改变，在以下介绍的分型试验中，必须注

意菌落形态。检查菌落形态，建议采用倾斜反射光观察的 Henry 法、Braun 和 Bonestell 建立

的吖啶黄试验，或 White 和 Wilson 建立的结晶紫染色试验（Alton 等，1988）。 

可采用以下组合试验方法鉴定布鲁氏菌种生物型：革兰氏或 Stamp 氏染色后的菌体形
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态，直接观察菌落形态，生长特性，脲酶和氧化酶测定，用抗布鲁氏菌多克隆血清进行玻片

凝集试验等。种和生物型鉴定需要更详细的试验（如噬菌体裂解、用 A、M 或 R 特异性单

因子血清进行的凝集反应等），需在参考实验室由专业技术人员进行操作。经验丰富的实验

员可同时应用 Tbilissi（Tb）、Weybridge（Wb）、Izatnagar1（Iz1）和 R/C 噬菌体分型系统，

对布鲁氏菌的种类进行鉴定。在有合适装备的非专业实验室，可通过常规试验，检查其他一

些特征，如细菌生长对 CO2 的需求、是否产生 H2S（醋酸铅试纸测定）、细菌在碱性品红和

硫堇中的生长情况等（见表 2 和表 3）。虽然这项技术特别是在种水平上仍然有用，但是生

物型作为流行病学标志物的价值越来越受到质疑，特别是在羊种布鲁氏菌生物型和一些牛种

布鲁氏菌生物型中。分子生物学证据表明，基因分型与生物分型并不相符。 

MALDI-TOF（基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱）越来越多地用于微生物学诊断，

并已应用于布鲁氏菌的鉴定。尽管应用 MALDI-TOF 方法对布鲁氏菌种的鉴定有效，但由于

布鲁氏菌种间遗传关系密切和商业数据库覆盖范围的局限性，这种方法不能对布鲁氏菌种进

行有力和明确的区分。 

如需保存牛种、羊种和猪种布鲁氏菌菌株，以及送到参考实验室进行分型鉴定，必须选

择光滑型菌落。培养物可在 5℃±3℃下短期保存，长时间保存则需冻干或保存在含 15%（v/v）

甘油培养基的螺口瓶中，于-16℃以下冻存。为便于运输，应将培养物冻干，密封于安瓿瓶，

并装入螺口罐中，或在适当的营养琼脂斜面上传代培养并装入螺口瓶内。也可将菌株悬浮于

运送培养液中（如 Amies），但这易使菌株向粗糙型转变。 

运送布鲁氏菌培养物时，应拧紧瓶塞，用 PVC 膜密封。航空运输时应遵守国际航空运

输联盟（IATA）有关危险物品的运输要求（IATA，2021），用吸水纸或棉絮包裹瓶子，密封

于聚乙烯袋内，放入硬质容器内（三层包装）。这些规定详见第 1.1.2 章《诊断用样本的采集、

送检和保存》和第 1.1.3 章《生物材料运输》，必须严格遵守。 

1.4 核酸识别方法 

PCR 方法（包括实时定量 PCR）也可用于布鲁氏菌种的检测和鉴定（Bricker，2002；

Lopez-Goňi 等，2011；Ocampo-Sosa 等，2005；Whatmore & Gopaul，2011）。尽管布鲁氏菌

属内部存在高度 DNA 同源性，过去已建立起多种分子方法，包括 PCR、限制性片断长度多

态性（RFLP）和 Southern blot 法，可在一定程度上鉴别布鲁氏菌种及其一些生物型（综述

见 Bricker，2002；Moreno 等，2002；Whatmore & Gopaul，2011）。 

Bricker 和 Halling 首次建立了区分布鲁氏菌种的特异性多重 PCR 法，命名为 AMOS-

PCR（1994）。该方法基于 IS711 序列在不同种布鲁氏菌染色体中插入位置的多态性，设计 5

对引物，能鉴定（但不能区分）牛种布鲁氏菌 1、2 和 4 型，但不能鉴定 3、5、6 和 9 型。

目前，该方法已经过改进，引入其他一些菌株的特异性引物，可鉴定牛种布鲁氏菌疫苗株以

及其他布鲁氏菌种和生物型（Ocampo-Sosa 等，2005）。Bruce-ladder 法是一种多重 PCR 方

法，可简单快速地一步鉴定布鲁氏菌(Lopez-Goni 等, 2011)。该方法的优点在于只需一步操

作，即可鉴定和区分大多数种类的布鲁氏菌，以及牛种布鲁氏菌 S19、RB51 和羊种布鲁氏

菌 Rev.1 疫苗株。与其他 PCR 方法不同，Bruce-ladder 法还可检测沙林鼠种、鲸种和鳍种布

鲁氏菌的 DNA。原有的 Bruce-ladder PCR 操作程序进行了升级更新，新版 Bruce-ladder V2.0

经多个实验室验证，能够区分猪种布鲁氏菌和犬种布鲁氏菌，并且由 Kang 等（2011）报道

的修订方法还能区分田鼠种布鲁氏菌。同样地，还开发了另一种新型多重 PCR 方法（Suis-

ladder），其能够快速准确鉴定猪种布鲁氏菌生物型（Lopez-Goňi 等，2011）。 

基于单核苷酸多态性（SNP）的方法，利用引物延伸或实时 PCR 或连接酶链反应可鉴

定所有的布鲁氏菌种、猪种布鲁氏菌各生物型和疫苗菌株。此类方法快速、简单、准确，且

基于强大的群体遗传学分析，有助于确保所用的布鲁氏菌种型标记的特异性（Whatmore & 
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Gopaul, 2011）。 

另外，若干附加了有用的流行病学信息的其他方法也被描述，并被广泛使用。包括多位

点测序方案（Whatmore & Gopaul,  2011）和一些基于 MLVA（多位点可变数目串联重复序

列分析）的分型方案(Le Fleche 等，2006; Scholz & Vergnaud, 2013; Whatmore & Foster, 2021)。

根据选择的标记不同，这些方法可在种的水平上鉴别分离株，或在亚种水平上提供流行病学

信息。最后，基于全基因组序列的方法正迅速成为包括布鲁氏菌病在内的几种传染病的常规

监测和暴发检测的工具。通过各种正在开发的分析方法，包括基于 SNP 的方法或通过核心

基因组多位点序列分型(cgMLST)进行的基因间的比较，很明显，全基因组测序方法将提供

最高水平的流行病学准确性。随着时间的推移，这些工具将变得更加普及，并最终极大地促

进对国内外布鲁氏菌病流行病学的了解。 

1.5 疫苗菌株鉴定 

牛种布鲁氏菌S19、RB51及羊种布鲁氏菌Rev.1疫苗菌株可利用特异性PCR（Kang 等，

2011；Lopez-Goňi 等，2011），或培养时的生长特性进行鉴定。 

牛种布鲁氏菌 S19 疫苗菌株有牛种布鲁氏菌 1 型的典型特征，但生长无需 CO2，不能在

含有青霉素（3 µg/mL=5 IU/mL）、硫堇（2 µg/mL）和 i-赤藓醇（1 mg/mL）（均为终浓度）

的培养基中生长，且大量利用Ｌ-谷氨酸盐（Alton 等，1988）。 

羊种布鲁氏菌Rev.l株具有羊种布鲁氏菌1型的正常特性，但在普通培养基上生长较慢，

不能在含有碱性品红、硫堇（20 µg/mL）或青霉素（3 µg/mL）（最终浓度）的培养基上生长，

但可在含 2.5 或 5 µg/mL（5IU/mL）链霉素的培养基上生长（Alton 等，1988）。 

鉴别牛种布鲁氏菌 RB51 和光滑型牛种布鲁氏菌 1 型可通过如下特征：RB51 菌落为粗

糙型，并在含利福平（250 µg/mL）的培养基上生长。 

2. 血清学检测 

没有单一的血清学方法能够适用于所有流行病学状况和所有动物，每种方法都有其局限

性，特别是用于动物个体筛查时。应考虑到影响某一检测方法及其结果与特定诊断结论的所

有因素。比如，在一个接种了光滑型布鲁氏菌疫苗的动物群体中，依据所用的接种方法（剂

量/途径），由于疫苗免疫和野生型菌株感染产生的抗体存在交叉反应，因此在接种疫苗的动

物中可能会出现血清阳性结果。此外，许多菌株尤其是小肠结肠炎耶尔森菌 O :9，可诱导免

疫应答，并导致布鲁氏菌病血清学检测出现假阳性反应（FPSR），干扰准确的血清学诊断。

所有种类的动物均可发生假阳性反应，其发生率因时间和地域不同而异。 

在国际贸易中，用血清凝集试验（SAT）检测布鲁氏菌病被普遍认为不可靠。补体结合

试验（CFT）的特异性高于 SAT，且有标准化体系，但会受到抗补体活性的影响。一些酶联

免疫吸附试验（ELISA）和荧光偏振试验（FPA）的诊断性与 CFT 相当或更好，且操作相对

简单，也比较稳定，因此可优先选用。上述方法的诊断性能已在牛、小反刍动物和猪中进行

了比较。 

在国家或地区层面上控制布鲁氏菌病时，缓冲布鲁氏菌抗原试验（BBATs）（如虎红平

板试验[RBT]、缓冲平板凝集试验[BPAT]）、ELISA 和 FPA 都是适用的筛查方法。应根据检

测目的，采用适当的确认或补充方法对阳性样本进行确诊。 

其他动物如水牛（Bubalus bubalus）、美洲和欧洲野牛（Bison bison, Bison bonasus）、牦

牛（Bos grunniens）、麋鹿（Cervus elaphus）、骆驼（Camelus bactrianus 和 C.dromedarius）、

南美驼等，其布鲁氏菌感染的过程与牛相似，可采用相同的血清学方法检测这些动物，但应
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验证每种方法对相应动物的适用性。 

2.1 参考血清 

OIE 参考血清是所有其他标准血清进行比较和校准所依据的标准。各国家布鲁氏菌病参

考实验室均可获得这些参考血清，并依此建立二级参考标准品或国家标准品，用以验证布鲁

氏菌病诊断工作标准品，供诊断实验室日常使用。 

现已研制出参考血清，并被 OIE 定为国际标准血清3。这些血清的应用将促进诊断方法

的国际统一和抗原的标准化： 

i) RBT、CFT、SAT 和乳环实验（MRT）采用 OIE 国际标准血清（OIEISS，以前称为

WHO 第二国际抗牛种布鲁氏菌血清，WHO，1953）。该血清来源于牛，含有 1000IU

（SAT）和 ICFTU（国际补体结合试验单位）。 

ii) 牛的间接酶联免疫吸附试验（I-ELISA）、竞争酶联免疫吸附试验（C-ELISA）和 FPA

试验有三种标准血清可供使用，包括强阳性标准血清（OIEELISASPSS）、弱阳性标

准血清（OIEELISAWPSS）和阴性标准血清（OIEELISANSS）。 

iii) 绵羊和山羊的间接酶联免疫吸附试验（I-ELISA）、竞争酶联免疫吸附试验（C-ELISA）

和 FPA 实验使用标准抗羊种布鲁氏菌血清（ISaBmS）（McGiven 等，2011）。 

iv) 猪的间接酶联免疫吸附试验（I-ELISA）、竞争酶联免疫吸附试验（C-ELISA）和 FPA

实验，目前没有标准血清可用。不过，目前已有一个欧盟标准 EUPIGBSS3 用于猪

I-ELISA 和 C-ELISA。 

2.2 抗原制备 

制备BBATs、SAT、CFT和 FPA的诊断抗原时，应使用牛种布鲁氏菌S99菌株 1 (Weybridge)

或 1119-3 菌株（USDA）（S1119-3）4。这些牛种布鲁氏菌还可用于 ELISA 或半抗原检测试

验的可溶性抗原（光滑型脂多糖 S-LPS 或 OPS）的提取，羊种布鲁氏菌 16M 菌株也可作此

用途。需强调的是，任一以上牛种或羊种 16M 布鲁氏菌菌株制备的抗原，均可用于检测其

他光滑型布鲁氏菌引起的感染。 

这些菌株必须是完全光滑型菌落，且在生理盐水和 0.1%（W/V）的吖啶黄中不发生自

凝集；必须是纯培养物，其特征与不依赖 CO2的牛种和羊种布鲁氏菌 1 型菌株一致。原种传

代制备的生产菌种批次必须符合原种特征，并冻干或置液氮中冷冻保存。 

生产抗原时，将种子菌接种一定数量的马铃薯浸液琼脂斜面，37℃±2℃培养 48 小时。

使用血清葡萄糖琼脂（SDA）和胰蛋白大豆琼脂培养基（TSA）时，可添加 5%马血清或新

生牛血清和/或 0.1%酵母浸出物，这是培养上述种子菌比较理想的固体培养基。检查培养物

的纯度，将培养物悬浮于 pH 6.4 的无菌磷酸盐缓冲液（PBS）中，接种于装有马铃薯浸液琼

脂或甘油葡萄糖琼脂培养基的 Roux 瓶中，接种面向下，37℃±2℃培养 72 小时。每瓶都要

取样，进行革兰氏染色，检查培养物的纯度。每瓶加 50~60mL 石炭酸生理盐水（含 0.5%苯

酚的 0.85%氯化钠溶液），轻轻摇动后倒出悬液，80℃加热 90min 灭活细菌，进行灭活检验，

将抗原储存在 5℃±3℃。 

此外，也可用液体培养基批量生产或在发酵罐中连续培养，液体培养基配方如下：每升

蒸馏水中含 30gD-葡萄糖、30g 优质蛋白胨、10g 酵母提取物（Difco）、9g 磷酸二氢钠和 3.3g

磷酸氢二钠。开始时 pH 为 6.6 (± 0.2)，但在生长过程中，pH 值往往会升到 7.2 (± 0.2)。必须

                                                   
2 可从位于英国的 OIE 布鲁氏菌病参考实验室获取（参见 OIE 参考实验室在线列表：https://www.woah.org/en/what-

we-offer/expertise-network/reference-laboratories/#ui-id-3）。 

3可从位于法国的 OIE 布鲁氏菌病参考实验室获取。 
4可从美国农业部国家兽医实验室（National Veterinary Services Laboratories，NVSL）获取，地址：1800 Dayton Road，

Ames，United States of America。 

https://www.woah.org/en/what-we-offer/expertise-network/reference-laboratories/#ui-id-3
https://www.woah.org/en/what-we-offer/expertise-network/reference-laboratories/#ui-id-3
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注意检查每批蛋白胨和酵母提取物，确保细菌良好生长，避免出现异常或变异。生长期间需

良好通气，并不断搅拌。必要时，可用 0.1M 无菌盐酸将 pH 值调整到 7.2 (± 0.2)。按上述方

法制备种子接种物，37℃±2℃培养 48 小时。连续培养所需时间更长，技术性更高。无论是

固体还是液体培养，均应进行过程控制，以确保纯度、适当的活菌数及无粗糙型变异菌体。

收获用于制备抗原的菌株时，应检查其纯度和光滑性。 

通过离心沉淀菌体收获培养物，悬于石炭酸生理盐水中，80℃加热 90min 灭活细菌，保

存于 5℃±3℃。菌体在生理盐水溶液中必须形成稳定的悬浮液，无自凝集现象。必须对悬液

进行细菌灭活检验，37℃±2℃孵育 10 天后不得有细菌生长。测定灭活悬液的菌体细胞压积

（PCV）时，可将 1mL 悬液置于 Wintrobe 离心管中，3000g 离心 75min。 

2.3 缓冲布鲁氏菌抗原试验（BBAT） 

2.3.1 虎红凝集试验（RBT） 

RBT 是一种简单的斑点凝集试验，使用虎红染色的抗原，抗原缓冲液 pH 值较低，一般

为 3.65±0.05（Morgan 等，1969）。 

2.3.1.1 抗原制备 

制备虎红平板凝集试验抗原悬液，将灭活的牛种布鲁氏菌 S99 株或 S1119-3 株在 5℃±3℃

下 23000g 离心 10min（或 14000g 离心 40min），收集菌体，按 1g 菌体加 22.5mL 灭菌石炭

酸生理盐水（0.5%）的比例，均匀重悬沉淀（注：制备菌体浓缩液时，如使用羧甲基纤维素

钠盐作为沉淀剂，染色前必须用 AMF-CUNO Zeta-plus（CPR 01A 型）预过滤器去掉菌体悬

液中的不溶性残渣）。在液体培养基中培养细菌（比如在生物反应器中），离心前可以浓缩细

菌悬液(最多 40 次)，使用 0.1μm 微孔滤膜的切向流过滤系统(TFFS)，用无菌苯酚生理盐水

(0.5%)洗涤三次(1:3 比例)。按每 35mL 菌悬液加 1mL 含 1%（w/v）虎红（CI No.45440）的

无菌蒸馏水溶液，室温搅拌两小时，无菌脱脂棉纱过滤，10000g 离心，沉淀染色菌体按 1g

菌体加 7 mL 稀释液的比例（稀释液：21.1g 氢氧化钠溶于 353mL 无菌石炭酸溶液中，加

95mL 乳酸，无菌石炭酸生理盐水补至 1056mL），均匀悬浮菌体。悬浮液应为深粉红色，离

心后上清液应无染色剂，悬液 pH 值应为 3.65±0.05。用脱脂棉纱过滤后，Sartorius 13430 号

玻璃纤维预过滤器过滤两次，将细胞压缩体积（PCV）调整到约 8%，用 OIEISS 校准过的血

清标定，5℃±3℃避光保存。抗原应按生产商推荐的方法保存，不应冷冻。 

2.3.1.2 抗原标定 

按标准 RBT 程序使用抗原时，RBT 抗原应与用 0.5%石炭酸盐水或普通盐水按 1/45 稀

释的 OIESS 出现清晰的阳性反应，但与 1/55 稀释的血清无阳性反应。 

也可使用 ISaBmS 进行辅助检查。该标准血清的最高稀释度 1 /16（用阴性山羊血清稀

释）应为阳性结果，而最低稀释度 1/200（用阴性山羊血清稀释）应为阴性结果（McGiven 

等，2011）。 

此外，建议采用确定的血清盘，对新制备抗原和以前标定抗原的活性进行比较。 

然而，采用 OIEISS标定可能会降低虎红抗原在诊断小反刍动物羊种布鲁氏菌感染上的

敏感性，以及导致与补体结合试验（CFT）检测结果产生偏差（Blasco 等，1994a）。检测小

反刍动物时，为了降低与 CFT 检测结果的偏差，使用的血清和抗原的体积比应为 3 :1（如分

别为 75μL 和 25μL）而不是标准测试程序里使用的 1 :1 比例。但是，这一改进方法不适用于

检测牛和猪的血清。 

2.3.1.3 试验步骤 

i) 将血清样本和抗原（当天试验所需抗原量）置于室温（22±4℃）。 

ii) 每份血清样本取 25~30µL，放在白色瓷砖、搪瓷板、塑料板或 WHO 血凝反应板上。 

iii) 轻轻混匀抗原，在每份血清样本旁边滴加等量的抗原。 
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iv) 加完最后一滴抗原后，立即混合血清和抗原（每次试验使用一个干净的玻璃棒或塑

料棒），形成直径约 2cm 的圆形或椭圆形区域。 

v) 在振荡器（如果反应区为椭圆形）或三向搅拌器（如果反应区是圆形）上，室温 22 

± 4℃轻摇 4min。 

vi) 立即读取凝集结果，出现可见的凝集反应均判为阳性。每天试验前，应检测一个弱

阳性对照血清，以验证试验条件的敏感性。 

RBT 是一个很敏感的试验，但与其他血清学方法一样，有时因 S19 疫苗免疫或假阳性

血清反应（FPSR）而出现阳性结果。同样的现象也出现在受 FPSR 影响的小反刍动物和猪的

检测中，以及接种了羊种 Rev.1 疫苗的小反刍动物检测中。因此，阳性反应应通过适当的确

证和/或补充试验进行复查（包括流行病学调查）。相反，假阴性反应较少发生。尽管如此，

RBT 仍可作为畜群布鲁氏菌感染的筛查方法，或用来确定牛、羊群无布鲁氏菌感染状态。 

2.3.2 缓冲平板凝集试验 

2.3.2.1 抗原制备 

根据Angus和Barton描述的步骤，采用牛种布鲁氏菌S1119-3株制备BPAT抗原（1984）。 

需制备两种染色液：将符合标准的亮绿（2g/100mL）和结晶紫（1g/100mL）溶于蒸馏水

中，放置 24 小时后等量混合，置于一棕色瓶内，冰箱保存至少 6 个月后才能使用，且混合

液配制后应在 6~12 个月内使用。 

在 3~4L 无菌石炭酸盐水中缓慢溶解 150g 氢氧化钠，制成缓冲稀释液，加入 675mL 乳

酸，再加入无菌石炭酸盐水，调至终体积为 6L，pH 值应为 3.65 ± 0.05。 

牛种布鲁氏菌 S1119-3 株的压积菌体用石炭酸盐水稀释成 250g/L 浓度，每升菌体悬液

内加染色液 6mL，充分振荡，无菌脱脂棉纱过滤，5℃± 3℃10000g 离心沉淀，沉淀物用上述

缓冲稀释液重悬成 50g/100mL 浓度，充分振荡 2 小时，每 100mL 细菌悬液中加 300mL 缓冲

稀释液作进一步稀释（终浓度为每 400mL 缓冲稀释液含 50g 沉淀菌体）。室温下搅拌混合物

20~24 小时，用缓冲稀释液将浓度调至 11%（w/v），检验前震荡过夜。在最后的质量检验期

间，抗原应保存于 5℃± 3℃备用，不能冷冻保存。 

缓冲平板凝集抗原的 pH 值应为 3.70±0.03，将血清和抗原按 8:3 混合，pH 值应为

4.02±0.04。浓度为 11%的染色菌体悬液应为蓝绿色。每批缓冲平板凝集抗原须至少用 10 份

弱阳性血清进行测试，并与此前一批或多批抗原进行比较。如有可能，每批抗原要与美国农

业部（USDA）国家兽医服务实验室（NVSL，地址见脚注 5）制备的标准抗原进行比较。然

而，尚未建立使用 OIEISS 或 IsaBmS 的国际标准化操作步骤。 

2.3.2.2 试验步骤 

i) 将血清样本和抗原（当天试验所需抗原量）放置于室温（22±4℃）。 

ii) 充分混匀血清样本，每份样本取 80µL，置于标出 4 × 4cm 方格的玻璃板上。 

iii) 轻轻摇匀抗原瓶，取 30µL 抗原置于每个血清样本旁边。 

iv) 加完最后一滴抗原后，立即混合血清和抗原。 

v) 每次试验使用一个干净的玻璃棒或塑料棒，形成直径约 3cm 的圆形区域。 

vi) 将板倾斜旋转三次，使试剂均匀散开，置于湿盒内室温孵育 4min。 

vii) 取出板，按上述方式旋转，放入湿盒中再孵育 4min。 

viii) 立即读取实验结果。任何可见的凝集反应均判为阳性。每天试验前，应检测一个弱

阳性对照血清，以验证试验条件的敏感性。 

与 RBT 一样，此试验用于牛血清检测非常敏感，尤其是检测疫苗诱导的抗体。阳性样

本应通过验证和/或补充试验进行复查。因前带现象可能出现假阴性结果，通过稀释血清或

过一段时间后复查可解决这一问题。BPAT 已在一些国家广泛用于小反刍动物和猪的检测，

并获得很好的结果，但其在其他动物上的诊断价值在国际上尚无相关报告。 
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2.4 补体结合试验 

尽管 CFT 操作复杂，需有良好的实验设施和训练有素的人员，以保证试剂准确滴定和

保存，该技术仍被广泛使用，且为一种公认的确诊方法。实际应用中有多种 CFT 方法，其

中微量板操作最方便。孵育血清、抗原和补体时，热结合或冷结合均可行，37℃±2℃时需

30min，而 5℃± 3℃时则为 14~18 小时。方法的选择受一些因素的影响，例如，质量差的血

清样品中的抗补体活性在冷结合时更明显；而 37℃±2℃孵育增加前带现象出现的频率和强

度，因此每份样本应进行多个稀释梯度检测。 

补体结合试验有多种方式，用不同稀释度的新鲜或储存的绵羊红细胞(SRBCs)悬液（通

常推荐使用 2、2.5%或 3%的悬液），以等体积的兔抗绵羊红细胞血清致敏，该血清是预先稀

释成含几倍（通常为 2~5 倍）最小溶血浓度的工作血清。最小溶血浓度指在有一定滴度的豚

鼠补体存在情况下，能使绵羊红细胞 100%溶血的抗血清浓度。豚鼠补体需单独滴定（根据

所用方法在有或没有抗原的情况下），以确定在 1 个单位体积标准悬液中产生 50%或 100%

致敏红细胞溶血所需的补体数量，分别命名为 50%或 100%补体/最小溶血剂量（C’H50 或

MHD50，或 C’H100 或 MHD100）。建议在每组试验前对补体滴度进行滴定，最好用大体积法

确定 C’H50。试验中一般选择 1.25~2 C’H100或 5~6 C’H50。 

CFT 的标准稀释液为巴比妥缓冲盐水，既可选用商品化片剂配制，也可用以下方法制

备：向 1L 蒸馏水中加 42.5g 氯化钠、2.875g 巴比妥酸、1.875g 巴比妥钠、1.018g 硫酸镁和

0.147g 氯化钙，作为缓冲盐水母液，使用前加 4 倍体积的 0.04%明胶溶液稀释。但是一些国

家已不再使用巴比妥衍生物。使用不含巴比妥衍生物的缓冲液也能获得令人满意的结果，其

制备方法是：在 1L 液体中添加 0.85%氯化钠以及 1 M 氯化镁和 0.3 M 氯化钙（无水氯化镁

9.5 克，氯化钙 3.7 克，补充超纯水至 100 毫升）（小量分装保存于 5℃± 3℃）（Alton 等，

1988）。溶液的 pH 值很关键，必须调整为 7.35（± 0.05）。用这种不含巴比妥的缓冲液替换

原缓冲液已由法国的 OIE 布鲁氏菌病参考实验室进行了验证5。 

2.4.1抗原制备 

现有多种 CFT 试验方法，但无论选择何种操作程序，所用抗原都必须由光滑型牛种布

鲁氏菌菌株（如 S99 株或 S1119-3 株）制备，且经 OIEISS 血清标定。可通过特殊程序（Alton

等，1988）制备 CFT 抗原，或使用全菌抗原。全菌体抗原应稀释后使用，在用 OIEISS 血清

标定前，悬液的 PCV 应约为 2%。 

2.4.2 抗原的标定 

需对抗原进行标定，使其与 OIEISS 阳性血清在 1/200 稀释度时产生 50%结合，并在较

低血清稀释度下达到完全结合。这是因为血清稀释度很低时，如抗原浓度过低（或过高），

可能达不到 100%结合。若抗原的两个稀释度均合适，必须选用高浓度，以避免发生前带现

象。抗原作 1/10 稀释时，外观应为均一、稠密的白色悬液，37℃±2℃孵育 18 小时后，无可

见凝集或沉积，试验中不产生抗补体作用。抗原应于 5℃± 3℃存放，不得冻存。 

2.4.3 试验步骤（示例） 

未稀释的待检血清和适当的工作标准品应 60℃ ± 2℃水浴中灭活 30min，如果血清事先

用等体积的巴比妥缓冲盐水稀释，则应 58℃ ± 2℃灭活 50min。常规检测通常只检查一个血

清稀释度（根据所选 CF 试验程序，一般为 1/4 或 1/5 稀释度），但在贸易中或已出现临诊症

                                                   

5可从位于法国的 OIE 布鲁氏菌病参考实验室获取。 
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状的动物，建议对待检血清样本做系列稀释，以检测是否有前带现象。 

使用标准 96 孔 U 形微量反应滴定板，具体操作如下： 

i) 第一、第二和第三排每孔加 25µL 稀释的待检灭活血清，第一排为每种血清的抗补

体对照。第一排每孔加 25µLCFT 缓冲液（抗补体对照），以补偿抗原体积缺失。除

第二排外，其他各排每孔加 25µLCFT 缓冲液。从第三排取稀释血清 25µL，向后作

系列倍比稀释。最后一排的混合物弃掉 25µL。 

ii) 除第一排外，每孔加入 25µL 稀释至工作浓度的抗原。 

iii) 每孔加入 25µL 稀释至含所需单位的补体。 

iv) 对照孔包括 a)仅含稀释液、b) 补体+稀释液、c) 抗原+补体+稀释液，每种对照总

体积都设定为 75µL。 

每次试验都设最小阳性反应血清对照，以检测试验条件的敏感性。 

v) 微量板于 37℃±2℃孵育 30min 或 5℃± 3℃过夜，每孔加一定体积的致敏 SRBC 悬

液（根据所用技术，加 25µL 或 50µL），于 37℃±2℃再孵育 30min。 

vi) 微量板 5℃± 3℃下 1000g 离心 10min，或 5℃± 3℃静置 2~3 小时，使未溶解红细胞

沉淀，然后判读结果。溶血程度与相当于 0%、25%、50%、75%和 100%标准溶血

孔对比。第一排用来检测每份血清的抗补体活性缺失情况。 

vii) CFT 结果标准化： 

以OIEISS的活性单位为基础对结果进行标定。该血清抗体滴度为1000ICFTU/mL，

如用某一给定方法检测该血清，例如滴度为 200（50％溶血），通过下列公式可获得

用同一方法检测的未知血清抗体滴度：1000 × 1/200 × 待检血清滴度＝每毫升待检

血清中 ICFTU 数。OIEISS 含有特异性 IgG，国家标准血清也应以这种抗体亚型为

依据确定特异性补体结合活性。不同CF技术会因免疫球蛋白类型不同而有所差异，

而导致难以标准化。建议任何以 CFT 为国家标准的国家应在其相关实验室之间达

成一致，采用统一的方法，以确定相同的敏感性结果。为便于国家间对比，结果应

用 ICFTU 表示，以标准血清平行滴定获得的单位数进行计算，该标准血清可用

OIEISS 标定。 

viii) 结果判读：滴度相当于 20ICFUT/mL 或更高时，血清判为阳性。 

3-6 月龄动物经过牛种布鲁氏菌 S19 或羊种布鲁氏菌 Rev.1 免疫，在 18 月龄或更大时经

补体结合试验检测，血清滴度为≥30 ICFTU/mL 时，则判定为发生感染。 

以上试验步骤仅为举例，在标准检验中，也可采用其他一定体积和数量的试剂，前提是

试验已按上所述方法用 OIEISS 进行了标定，且结果用 ICFTU/mL 表示。 

CFT通常特异性较强，但敏感性低于 RBT和 ELISA，特别是猪样本检测，由于猪补体

与豚鼠补体产生的相互作用会降低补体反应的敏感性。因此，CFT 对诊断猪种布鲁氏菌感染

的敏感性减弱，不能消除 FPSR 问题，建议只作为诊断猪感染的补充试验。此外，与大多数

血清学方法一样，反刍动物接种牛种布鲁氏菌 S19 和羊种布鲁氏菌 Rev.1 疫苗株后，因 FPSR

存在而使 CFT 产生非特异阳性。因此，阳性样本需通过适当的验证实验进行复核检验。 

2.5. 酶联免疫吸附试验 

2.5.1 间接 ELISA 

已有多种针对牛、小反刍动物、骆驼科和猪的间接 ELISA（I-ELISA）试验方法，采用

了不同方法制备抗原物、抗免疫球蛋白-酶结合物、底物/显色剂。应采用牛种布鲁氏菌 99 菌

株（Weybridge）（S99）3或 1119-3（USDA）（S1119-3）4生产这些抗原，布鲁氏菌 16 M 也

适用。广泛的田间试验已验证了多种采用全菌、光滑型菌株脂多糖（S-LPS）或 O-脂多糖
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（OPS）作为抗原的商业化 I-ELISA 试剂盒，这些试剂盒目前被广泛应用。然而，所使用的

技术和结果解读必须依据第 1.1.6 章《传染性疾病诊断技术的验证原则和方法》进行验证。

这些菌株的 O-脂多糖抗体表位也可以通过化学合成方法获得，并将其成功地作为 ELISA抗

原，但这些方法还有待全面验证。 

2.5.1.1 间接 ELISA的校准（EU，2008；McGiven et al. 2011） 

2.5.1.1.1 牛的布鲁氏菌感染 

i) 用阴性牛血清（或混合阴性牛血清）将 OIEELISAWPSS 做 1/2 稀释或将

OIEELISASPSS1/16 稀释，稀释后检测结果必须为阳性。 

且 

ii) 用阴性牛血清（或混合阴性牛血清）将 OIEELISAWPSS 做 1/8 稀释或将

OIEELISASPSS 做 1/64 稀释，稀释后检测结果必须为阴性。 

且 

iii) OIEELISANSS 检测结果必须是阴性。 

2.5.1.1.2 绵羊和山羊的布鲁氏菌感染 

i) 用阴性羊血清（或混合羊阴性血清）将 ISaBmS 做 1/64 稀释，稀释后检测结果必须

为阳性。 

且 

ii) 用阴性羊血清（或混合阴性羊血清）将 ISaBmS 做 1/750 稀释，稀释后结案测结果

必须为阴性。 

且 

iii) 上述阴性羊血清（或混合阴性羊血清）检测结果必须是阴性。 

2.5.1.1.3 猪和骆驼科的布鲁氏菌感染 

i) 在无合适的国际标准血清的情况下，需采用恰当方法对检测方法进行验证，并在一

定检测数量的基础上设置 cuf-off 值（阈值）（见第 1.1.6 章）。 

以 S-LPS 或 OPS 为抗原的 I-ELISA 对于检测牛、小反刍动物和猪的抗体具有很高的敏

感性，但不能完全鉴别牛种布鲁氏菌 S19 和羊种布鲁氏菌 Rev.1 免疫接种产生的抗体。牛种

布鲁氏菌疫苗株 RB51也会干扰基于 S-LPS 作为抗原的 I-ELISA结果。对阳性结果应进行

适当的确认或补充方法进行验证，如 BBAT 和 CFT。 

使用 OIE 标准血清校准的 I-ELISA，在诊断牛、小反刍动物和猪布鲁氏菌病上，其敏

感 性 等 于 或 高 于 BBATs(RBT/BPAT) 或 CFT ， 但 是 , 特 异 性 通 常 会 降 低

(EFSA,2006;2009;Greiner等, 2009; Gusi等, 2019)。 

在 I-ELISA 试验中（尤其在猪的实验中），使用粗糙型布鲁氏菌的提取物能够降低 FPSR

问题但不能彻底解决。大部分 FPSR 是与 S-LPS 分子的 O-多糖部分发生交叉反应的结果，

虽然核心表位之间发生交叉反应不太常见，但确实存在。使用离液盐（某些盐高浓度下可降

低非特异结合）I-ELISA 或将异源布鲁氏菌提取物或胞内蛋白作为抗原并不能解决这一问题，

至少在牛（Muňoz 等，2005）的实验中是如此。此外，如出现 FPSR，最特异性的诊断方法

仍是布鲁氏菌皮试（见下节 B.3.1）。 

根据易得性和性能要求，可选用单克隆、多克隆抗体或蛋白 A/G 作为酶交联物。如使

用牛 IgG1重链的特异性单抗，可在一定程度上提高试验的特异性，但可能同时降低敏感性。

蛋白 A/G酶标物可作为检测多种哺乳动物的一种有效试剂。 

已有一些商品化 I-ELISA 试剂盒可用。一些方法的敏感性或特异性低于其他方法，因

此，不同方法的结果不一定具有可比性。I-ELISA 检测小反刍动物和猪的血清本质上与牛的

抗体检测基本相同，但需采取适当的验证方法建立合适的阈值（见第 1.1.6 章）。此外，绵羊

和山羊 I-ELISA 应采用 ISaBmS 进行标准化（McGiven 等，2011）。 
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无论使用哪种 I-ELISA 方法，应注意： 

i) 每块板必须包含一个阳性和一个阴性血清对照。必须确定这两个对照光密度（OD）

值范围，以确定验证每块板结果的标准。将每份待检血清的 OD 值与阳性对照 OD

值进行比较得到最终结果（阴性或阳性）。 

ii) 每个检测板中还必须包含另外一种阳性血清（内控血清），以验证不同板和不同日

期检测的可重复性。 

2.5.2 竞争 ELISA 

已有多种以 S-LPS 或 OPS 为抗原的 C-ELISA 方法，用于牛、小反刍动物、骆驼科和猪

的检测，采用不同的抗免疫球蛋白-酶复合物、底物或显色剂，以及用不同光滑型布鲁氏菌

制备的抗原。所使用的技术和结果解读必须按照第 1.1.6 章规定的原则进行验证。 

2.5.2.1 竞争 ELISA的校准（EU，2008；McGiven et al. 2011） 

2.5.2.1.1 牛的布鲁氏菌感染 

i) 用阴性牛血清（或混合阴性牛血清）将 OIEELISAWPSS 做 1/2 稀释或将

OIEELISASPSS 做 1/16 稀释，稀释后检测结果必须为阳性。 

且 

ii) 用阴性牛血清（或混合阴性牛血清）将 OIEELISAWPSS 做 1/8 稀释或将

OIEELISASPSS 做 1/64 稀释，稀释后检测结果必须为阴性。 

且 

iii) OIEELISANSS 检测结果必须始终是阴性。 

2.5.2.1.2 绵羊和山羊的布鲁氏菌感染 

i) 用阴性羊血清（或混合阴性羊血清）将 ISaBmS 做 1/8 稀释，稀释后检测结果必须

为阳性。 

且 

ii) 用阴性羊血清（或混合阴性羊血清）将 ISaBmS 做 1/300 稀释，稀释后检测结果必

须为阴性。 

且 

iii) 上述阴性羊血清（或混合阴性羊血清）检测结果必须始终是阴性。 

2.5.2.1.3 猪的布鲁氏菌感染 

i) 在没有猪布鲁氏菌病国际标准血清的情况下，需采用恰当的验证方法对检测方法进

行验证，并在一定检测数量的基础上设置 cuf-off 值（阈值）（见第 1.1.6 章）。 

已有一些商品化 C-ELISA 检测试剂盒可用。一些方法的敏感性或特异性低于其他方法，

因此，不同方法的结果不一定具有可比性。但需采取适当的验证方法建立合适的阈值。 

在牛、绵羊和猪的检测中，已证明，利用针对牛种布鲁氏菌 OPS 特异表位的单克隆抗

体（MAb）建立的竞争 ELISA（C-ELISA）通常（但不总是）比 BBAT 和 I-ELISA 具有更高

的特异性，但敏感性较低（Muňoz 等，2005；2012；Nielsen 等，1995；Praud 等，2012；Stack

等，1999）。 

C-ELISA 可能减少但不能完全消除因接种疫苗而产生的抗体引起的反应。极有可能的

是，与 BBAT 和 I-ELISA 相比，C-ELISA 的特异性提高可能是由于其敏感性下降。因此，

与 RBT、BBAT、CFT和 I-ELISA一样，C-ELISA反应的结果不应单独考虑，与适当的确

认或补充方法一起评估。 

MAb 的选择及其或多或少的特异性和亲和性可对本试验的诊断性能产生显著影响。与

任何基于 MAb 的试验一样，为使试验方法获得国际认可并得以广泛应用，必须考虑所选

MAb 或杂交瘤细胞是否能普遍获得。 
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无论使用哪种 C-ELISA 方法，应注意： 

i) 每块板必须包含一个阳性和一个阴性血清对照。必须确定这两个对照光密度（OD）

值范围，以确定验证每块板结果的标准。将每份待检血清的 OD 值与阳性对照 OD

值进行比较得到最终结果（阴性或阳性）。 

ii) 每个检测板中还必须包含另外一种阳性血清（内控血清），以验证不同板和不同日

期检测的可重复性。 

2.6 荧光偏振试验 

荧光偏振试验（FPA）是一种检测抗原-抗体相互作用的简便技术。这是一种均质分析技

术，无须分离分析物，十分快捷。与其他均质分析如 RBT 不同的是，在加入抗原前，需对

每一个样本的背景值进行读数，这是一个两步法实验技术。 

诊断布鲁氏菌病时，将牛种布鲁氏菌 S1119-3 株 S-LPS 的 OPS 小分子量片段（平均

22kD），标记上异硫氰荧光素（FITC），用作抗原。背景值读数完成后（2-3min），将此抗原

加到稀释的血清中，可在 2min 内用荧光偏振分析仪测定抗体含量（Nielsen 等，1996）。 

2.6.1 抗原制备（示例） 

制备 OPS，于 5g 干重（或 50g 湿重）牛种布鲁氏菌 S1119-3 株菌体悬液中，加 400 mL2%

（v/v）醋酸，121℃高压灭菌 15min，5℃± 3℃10000g 离心 10min，去除菌体碎片。上清液

以 20g 三氯醋酸处理，沉淀蛋白质和核酸。再次 5℃± 3℃10000g 离心 10min，去除沉淀。上

清液用至少 100 倍原液体积的蒸馏水进行透析，透析后进行冻干。将 3mg OPS 溶于 0.6mL 

0.1M 氢氧化钠溶液（4gNaOH/L），37℃±2℃孵育 1 小时，加入 0.3mL 以二甲基亚砜配制的

FITC 异构体-1（浓度为 100mg/mL），37℃±2℃温育 1 小时。之后将 FITC 标记的 OPS 用

1×10cm 层析柱层析。该层析柱填充二乙氨基乙基葡聚糖凝胶（DEAE）A 25，使用前先用

0.01M 磷酸缓冲液（pH 7.4± 0.2）平衡柱子。层析过程中加入 10~15mL 缓冲液后，第一部分

流出液为亮绿色，然后换为 0.1M 磷酸缓冲液（pH 7.4±0.2），流出 10~15mL 缓冲液后，再流

出 25~40mL 绿色荧光物质，此物质即为 FPA 试验抗原。可按此比例大规模地制备抗原。 

如需确定试验所用的抗原量，可稀释上述洗脱物，直至荧光偏振分析仪（FPM）测定的

荧光总强度达到 250000~300000。 

抗原为液体状态，应贮存在深色瓶中，于 5℃± 3℃可保存数年，或冻干保存于深色瓶

中。可以购买商品化的抗原，但市面上所售较少。 

2.6.2 FPA的校准（EU，2008；McGiven等，2011） 

2.6.2.1 牛的布鲁氏菌感染 

i) OIEELISAWPSS 和 OIEELISASPSS 均呈阳性反应。 

且 

ii) 用阴性牛血清（或混合阴性牛血清）将 OIEELISAWPSS 做 1/8 稀释将或

OIEELISASPSS 做 1/64 稀释，稀释后检测结果必须为阴性。 

且 

iii) OIEELISANSS 检测结果必须始终是阴性。 

2.6.2.2 绵羊和山羊的光滑型布鲁氏菌感染 

i) 用阴性羊血清（或混合阴性羊血清）将 ISaBmS 做 1/16 稀释，稀释后检测结果必须

呈阳性。 

且 

ii) 用阴性羊血清（或混合阴性羊血清）将 ISaBmS 做 1/200 稀释，稀释后检测结果必

须呈阴性。 
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且 

iii) 上述阴性羊血清（或混合阴性羊血清）检测结果始终必须是阴性。 

2.6.2.3 猪的布鲁氏菌感染 

i) 在无猪布鲁氏菌病国际标准血清情况下，需采用恰当的验证方法对检测方法进行

验证，并在一定检测数量的基础上设置 cuf-off 值（临界值）（见第 1.1.6 章）。 

FPA 诊断牛布鲁氏菌病的特异性和敏感性几乎与 C-ELISA 相同。FPA 诊断小反刍动物

和猪的抗布鲁氏菌抗体与牛的抗体检测基本相同，但需采用适当的验证方法建立合适的临界

值（见第 1.1.6 章）。应按上述相应国际标准血清进行标准化。 

FPA方法能够减少但无法消除疫苗免疫产生的残留抗体对检测结果的影响（Nielsen等，

1996）。此外，在牛和小反刍动物的实验中，FPA对 FPSR的特异性目前尚不清楚。但可以

确定的是，在猪的实验中，FPA 并不能解决 FPSR 的问题（Praud 等，2012）。 

因此，与其它血清学检测方法一样，应通过适当的确认和补充方法对阳性结果进行进一

步分析调查。 

2.6.3 试验程序（Nielsen等，1996） 

FPA 可在玻璃试管内或 96 孔板上进行。 

如果用 96 孔板，将牛血清按 1/10 稀释，如果用试管则应将牛血清稀释至 1/100。 

如果用 96 孔板，按 1/10 稀释绵羊、山羊、猪的血清，而用试管则应将山羊和猪血清稀

释至 1/25，绵羊血清稀释至 1/40。 

1L 稀释液（pH 7.2，Tris 缓冲液）：0.01MTris（1.21 g）、0.15M 氯化钠（8.5g）、0.05% 

Igepal CA630（500 µL）（以前是 NP40）和 10 mM EDTA（3.73 g），蒸馏水配制。 

混合后，用荧光偏振分析仪（FPM）获取偏光起始读数。加入适量的标记滴定抗原，混

合，约 2min 后，通过 FPM 获取第 2 个读数。 

FPM 读数（用微偏振单位 mP 来表示）如超出设定的临界值，则表明是阳性。 

一般的临界水平为 90~100 mP 单位，但需使用相应的 OIE 参考标准血清（如上所述）

进行校准。试验应包括一个强阳性、一个弱阳性和一个阴性对照血清（根据上述 OIE 参考标

准血清进行校准）。 

2.6.3.1 牛血清样本 

i) 如用 10×75 mm 硼硅玻璃试管，加 1 mL Tris 缓冲液、10 µL 血清或 20 µL 经 EDTA

处理的全血。如用 96 孔板，取 20 µL 血清，加到 180 µL 缓冲液中。充分混匀，在

FPM 上读取偏光值。 

ii) 将一定体积的抗原（产生总荧光强度为 250~300×103）加到试管或混合孔中，混匀。

不同批次抗原的添加量有所不同，但通常在 10 µL 左右。室温下（22℃± 4℃）孵

育 2 min（血清）或 15 sec（EDTA 处理的全血），在 FPM 上读取第二个数值。 

iii) 高于临界值的读数判为阳性反应。 

2.7 血清凝集试验（仅用于牛） 

多年来，血清凝集试验（SAT）一直被成功应用于牛布鲁氏菌监测和防控计划中，尤其

在北欧地区。在抗原中加入了 EDTA，使得该试验的特异性显著提高（MacMillan & Cockrem, 

1985）。 

本试验的抗原为溶于石炭酸生理盐水的牛种布鲁氏菌 99 或 1119-3 菌株悬液。其中，石

炭酸生理盐水含 0.85 %（w/v）NaCl 和 0.5%（v/v）苯酚，注意不能使用甲醛。抗原可以浓

缩状态运输，前提是包装瓶上需标明应使用的稀释液。抗原悬液中可加入终浓度为 5 mM 的

EDTA，以减少假阳性结果。且抗原悬液的 pH 值必须调整为 7.2±0.2。 
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OIEISS 含 1000 个凝集单位（IU）。制备抗原无须考虑细菌浓度，但其敏感性需根据

OIEISS 进行校准，以保证最终血清稀释度为 1/600~1/1000 时产生 50％凝集，而 1/500~1/750

时产生 75%凝集。此外，还可用已知血清盘来比较新制备的抗原和以前已经校准的抗原活

性。 

SAT 试验可在玻璃试管或 96 孔板上进行。将抗原和血清稀释液混合，37℃±2℃孵育

16~24 小时。如试验在微量反应板上进行，孵育时间可缩短为 6 小时。每个血清样本应至少

准备三个稀释度，以防前带假阴性反应。确定可疑血清的稀释度时，必须使中间管（或微量

反应板上中间孔）的读数达到阳性限定值。 

结果判读：血清中布鲁氏菌的凝集程度必须用 IU/ml 表示，30 IU/ml或以上的血清判定

为阳性。 

2.8 基于天然半抗原和胞质蛋白的试验（仅用于反刍动物） 

天然半抗原试验6在检测用 S19 疫苗株免疫的牛上有很高的特异性，它和 RBT 试验曾一

起成功应用于布鲁氏菌病的筛查。在反向放射免疫扩散系统（RID）内，血清扩散入含多聚

糖的高渗凝胶中，可获得最佳敏感性（接近CFT，但明显低于RBT和基于S-LPS的 I-ELISA），

也可使用双向凝胶扩散的方法（Muňoz 等，2005）。用标准剂量 S19 皮下接种 3~5 月龄小牛，

免疫两个月后为阴性反应；用减少剂量的 S19 皮下接种成年牛，免疫 4~5 个月后不会发生

阳性反应，除非动物被感染并将疫苗菌排入奶中。在天然半抗原试验中，结膜免疫（小牛和

成年牛）达到阴性反应的时间明显缩短。无论是实验室还是自然感染的牛，均显示 RID 试

验阳性结果与排菌相关（Jones 等，1980）。至于小肠结肠炎耶尔森菌 O:9引起的 FPSR 以

及原因不明的 FPSR，使用天然半抗原或胞质蛋白的凝胶沉淀试验，通常也可得出阴性结果

（Munoz 等，2005）。 

天然半抗原凝胶试验在山羊和绵羊检测上也较为重要，可特异性地区分自然感染动物

（阳性）和 Rev.1 疫苗免疫动物（免疫后一段时间内通常是阴性）。检测山羊和绵羊血清时，

双向凝胶扩散试验或 RID 试验可获得最佳诊断敏感性（约 90%）。 

2.9 全乳试验 

筛查奶牛群的一个有效方法是从混装容器中取乳检查。如检出阳性，所有供奶的牛都应

采血检测。全乳 I-ELISA 是一种敏感性和特异性都很好的方法，尤其在对大型牛场进行检测

时具有很好的应用价值。当 I-ELISA 试验不便开展时，可进行全乳环状试验（MRT），但此

试验不适用于低龄反刍动物。 

2.9.1 全乳 I-ELISA（仅用于牛、绵羊和山羊） 

与血清 I-ELISA 相似，全乳 I-ELISA 试验有很多种方法。此外，广泛的田间试验已验证

了多种商业化 I-ELISA 试剂盒，这些试剂盒目前被广泛应用。为便于国际统一，国家参考实

验室应采用三种 OIE ELISA 标准血清，对某一特定的试验方法进行标定。 

2.9.1.1 全乳 I-ELISA的标定 

I-ELISA 标准化方法：取 OIE ELISA 强阳性标准血清，先用阴性血清按 1/125 稀释，再

用阴性奶按 1/10 稀释，检测结果应仍为阳性（EU，2008）。 

检测散装奶的稀释度通常远低于血清，一般用稀释液按 1/2~1/10 稀释，其余检测步骤与

血清 ELISA 试验相似。 

                                                   

6详细程序可从阿拉贡政府农业食品研究与技术中心布鲁氏菌病实验室获得，地址：Avenida Montaňana 

930，50059 Zaragoza，Spain。 
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与血清学检测相比，全乳 I-ELISA 发生 FPSR 的可能性较低。 

I-ELISA 检测绵羊和山羊的全乳和检测牛的全乳基本相同，但应采用合适的验证方法

（见第 1.1.6 章）设置 cut-off 值。然而，目前并没有建议用 ISaBmS 对全乳 I-ELISA 检测进

行国际标准化。 

2.9.2 全乳环状试验（仅用于牛） 

MRT 可用来筛查泌乳期牛群的布鲁氏菌病。 

检测大型牛群（超过 100 头泌乳牛）时，本试验的敏感性会降低。可调整 MRT 试验样

本量，以弥补因稀释大型牛群混装奶而带来的影响。样本调整方法如下：牛群规模<150 头

时，用 1mL 奶；150~450 头，用 2mL 奶样；451~700 头，用 3mL 奶样。 

以下情况可导致假阳性反应：供奶的牛免疫接种后不足 4 个月；奶样中含有异常成分

（如初乳）或供奶的牛患乳房炎。在小型农场，上述问题会对试验结果造成较大的影响，因

此不建议采用 MRT 方法。 

2.9.2.1 抗原制备 

MRT 抗原是由浓缩的灭活牛种布鲁氏菌 S99 或 S1119-3 菌悬液制备而成，菌液培养如

前所述。菌液 5℃± 3℃23000g 离心 10min，将沉淀用苏木精染色液重悬。苏木精染色液配

制，目前有多种可行方法，例如：取 100mL 4%（w/v）苏木精（Cl No. 75290）溶液（用 95%

酒精配制），加入到 100mL 5%硫酸铝铵（蒸馏水配制）和 48mL 甘油溶液中，加入 2mL 现

配的 10%（w/v）碘化钠溶液，室温（22℃± 4℃）静置 30min，将这一深紫色的溶液加到 940mL 

用蒸馏水配制的 10%（w/v）硫酸铝铵水溶液中，将混合物的 pH 值调至 3.1± 0.2，在室温下

避光储存 45~90 天。 

使用前，摇匀染色液，并使用脱脂棉纱过滤，以 1g 压积菌体加 30mL 染色液的比例，

混悬菌体，室温（22℃± 4℃）放置 48 小时（但一些实验室选择 80℃加热 10min）。通过离

心，沉淀着色菌体，洗涤液洗 3 次（洗涤液含 6.4g NaCl、1.5mL 85%乳酸和 4.4mL 10%NaOH，

溶于 1.6L 蒸馏水中，最终 pH 3.0±0.2）。按 1g 菌体加 27mL 缓冲液的比例，重悬菌体，缓冲

液为 0.5%石炭酸生理盐水，用 0.1M 柠檬酸（约 2.5mL）和 0.5M Na2HPO4（约 1mL），将

pH 调至 4.0± 0.2，5℃± 3℃下放置 24 小时。将混合物经脱脂棉纱过滤，测定其 pH 值，确定

菌体压积（PCV），并配成约 4%悬液。 

2.9.2.2 抗原的标定 

抗原需用 OIEISS 进行标定，以保证其稀释度为 1/500 时呈阳性反应，而稀释度是 1：

1000 时呈阴性反应。应确定新配制抗原的敏感性：将阳性血清用牛奶稀释成不同反应强度

的样本盘，利用此样本盘，与以前已标定的抗原进行比较。 

抗原贮存应依照厂家说明书，通常置 5℃± 3℃保存。 

抗原的 pH 值应为 3.5（± 0.2），颜色应为深蓝色，离心样本上清液中允许有少量染色剂。

用布鲁氏菌阴性动物全乳稀释抗原时，乳层必须颜色均一，无沉淀，乳脂层应无色。 

2.9.2.3 试验步骤 

本试验用于检测混装容器内的奶样。在必要的情况下，样本在使用前可加防腐剂（0.1% 

福尔马林或 0.02% 溴硝丙二醇）处理，并于 5℃± 3℃放置 2~3 天。 

i) 从冰箱中取出适量抗原，将奶样和抗原置于室温（22℃± 4℃）。 

ii) 轻摇抗原瓶，直至摇匀。 

iii) 取 30~50µL 抗原，加到 1~2mL 全乳中（来自大型牛群的混装乳样可适量增加检测

体积）。 

iv) 试管中的乳样高度必须至少为 25mm。不得冷冻、加热或剧烈振荡乳样。乳样储存

不得超过 72 小时。 
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v) 全乳和抗原混合物在 37℃±2℃作用 1 小时或 5℃± 3℃过夜孵育，后者可增加试验

敏感性，结果判读更容易，同时设置阳性和阴性对照。。 

vi) 乳柱上部形成一个深蓝色环，判为强阳性。乳清和乳脂层界面出现蓝色层，应视作

阳性，特别是对于大型畜群，这一结果具有很大意义。 

vii) 如下层乳清的颜色超出乳脂层的颜色，则判为阴性。 

viii) 为检测大型畜群样本（2 或 3mL 奶样）而调整 MRT 时，可将 0.1mL 混合阴性奶油

加到试管中，再加入 30~50µL 乳环试验抗原，混合后孵育，其结果判读与以上 MRT

试验相同。混合阴性奶油可用 25 头或更多布鲁氏菌阴性牛的牛乳制备，牛乳不得

进行巴氏灭菌。 

2.10野生动物的血清学检测 

野生动物血清学调查的目的通常是进行筛查。在这些特殊情况下，检测方法的特异性尤

为重要。RBT 可作为诊断所有野生动物的通用方法，也可采用 CFT，但是补体灭活温度的

选择和临界（cut-off）滴度对于不同种类的野生动物并不明确。这两项检测需使用高质量的

血清样本，但这在野生动物研究中较难获得。如使用质量较差的血清进行RBT和CFT 检测，

结果通常无法判读。与 RBT 和 CFT 相比，I-ELISA 和 C-ELISA 用于野生动物的血清学检测

更为可靠，且这两种方法使用质量较差或溶血的血清也可以获得较好的结果（Stack 等，1999）。

ELISA 检测的另一个优点是，如果没有血清样本，可用肉浆样本替代。但需要注意的是，I-

ELISA 实验中使用的酶标抗体必须与野生动物的抗体具有很好的亲和力。然而，因缺乏验

证，野生动物的 ELISA 检测结果可能会有异常情况。在可行的情况下，应通过恰当的验证

方法，设置特定动物的 ELISA 临界值（见第 1.1.6 章）。当发现血清学结果为阳性或可疑时，

应尽可能通过细菌学检测来进行确诊。 

3. 细胞免疫学试验 

3.1 布鲁氏菌素皮肤试验 

布鲁氏菌素皮肤试验为一种备选的免疫学试验方法，可用于未免疫牛群的筛查，前提是

采用提纯（无 S-LPS）的标准抗原制品。布鲁氏菌素皮肤试验具有很高的特异性，血清学阴

性的非免疫动物如布鲁氏菌素皮试阳性，则可认为是感染动物（Pouillot 等，1997）。布鲁氏

菌皮肤测试对幼龄反刍动物感染羊种布鲁氏菌也有很高的敏感性，在未接种疫苗动物的诊断

上被认为是最特异的诊断方法之一。 

布鲁氏菌素试验是针对反刍动物检测开发的，但对于猪群感染确诊同样有效。田间实验

显示，其对布鲁氏菌感染的猪具有很好的敏感性（Dieste-Pérez 等，2014）。另外，该试验有

助于排除因感染其他细菌产生交叉反应而造成的假阳性反应（FPSR），因为 FPSR 动物用皮

肤试验可得出阴性结果（Dieste-Pérez 等，2014; Pouillot 等，1997）。初步研究表明，布鲁氏

菌素可用于骆驼的确证诊断试验(Khalafalla 等, 2020)。 

用羊种布鲁氏菌 Rev.1、牛种布鲁氏菌 S19 或 RB51 疫苗株接种动物，接种数年后皮肤

试验仍为阳性（Pouillot 等，1997；De Massis 等，2005）。因此，在布鲁氏菌疫苗免疫地区，

不建议将该方法作为唯一诊断方法或用于国际贸易。此外，并不是所有感染动物均能呈阳性

反应，因此不建议用于个体诊断或用于国际贸易。但是该方法在群体水平具有高度的特异性

和足够的敏感性，推荐用于无布鲁氏菌感染地区畜群监测。 

虽然布鲁氏菌素皮肤试验是诊断未免疫动物布病特异性最高的一种方法，但最终诊断不

应仅依据畜群中少数动物的阳性反应，应有补体结合试验结果作为支持。至少在一些动物中，



 

26 

 

因细胞免疫反应，皮内注射布鲁氏菌素可诱导一过性过敏反应（Blasco 等， 1994b）。因此，

建议在检测同一动物时，两次检测之间应间隔 6周。 

3.1.1 试验步骤 

3.1.1.1 牛的布鲁氏菌感染 

i) 取 0.1mL 布鲁氏菌素（2000 单位/毫升），在牛尾褶、肋腹部或颈侧部皮内注射。 

ii) 48~72 小时后读取试验结果。 

iii) 注射前，用游标卡尺测量注射部位的皮肤厚度，注射后重新测量。 

iv) 通过局部肿胀和硬结很容易辨认出强阳性反应。判读可疑反应时要小心谨慎，皮

肤增厚 1.5~2mm 应判为阳性。 

3.1.1.2 绵羊和山羊的布鲁氏菌感染 

i) 取 0.1mL 布鲁氏菌素（2000 单位/毫升），在下眼睑皮内注射。 

ii) 48 小时后读取试验结果。 

iii) 任何可见或可触知的反应，如水肿反应导致皮肤肿胀或眼睑增厚（≥ 2 毫米），应

判为阳性。 

3.1.1.3 猪的布鲁氏菌感染 

用于猪的诊断时，取 0.1mL 布鲁氏菌素悬液（2000 单位/毫升），在耳根或靠近尾巴根部

皮内注射，以在靠近尾巴根部皮内注射为最佳，更实用且危险性较低。接种 48 小时后进行

观察，阳性反应的特点是，接种部位出现红斑水肿及非色素沉着，有时还可能出现出血或坏

死。 

3.2 γ-干扰素释放试验 

γ-干扰素释放试验（IGRA）使用布鲁氏菌素等合适的抗原刺激全血中的淋巴细胞，由此

产生的 γ 干扰素可通过捕获 ELISA 试验来检测。该试验可用于区分假阳性反应，但需更具

特异性的抗原，且试验步骤尚需标准化，并需在不同动物种类和不同流行病学条件下进行验

证。目前尚无完整的验证程序。 

C．疫苗和诊断用生物制品 

1. 疫苗 

如前所述，布鲁氏菌病是最易通过实验室感染的疫病之一，应严格执行安全措施。实验

室操作布鲁氏菌活培养物（包括疫苗株）具有危险性，须依据生物风险评估情况在适当的生

物安全和防护水平下进行操作（参见第 1.1.4 节）。S19、RB51 和 Rev.1 疫苗株均对人有危

害，因此应在成品疫苗瓶的标签上标注警告标识。发生意外接种或暴露时，应寻求医疗救助

（见 C.1.2.3.2.3 预防措施一节）（Ashford 等，2004；Joint FAO/WHO Expert Committee on 

Brucellosis，1986；USDA，2003）。 

1.1 背景 

1.1.1 牛种布鲁氏菌 S19株疫苗 

预防牛布鲁氏菌病使用最广泛的疫苗是牛种布鲁氏菌 S19 株疫苗，它也是参考疫苗，任

何其他疫苗必须与之进行比较。该疫苗为活苗，通常用于 3～6 月龄小母牛，一次皮下注射
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5×1010～8×1010个活菌。接种成年牛可将菌量减至 3×108～3×109，但一些牛会持续产生抗体，

发生流产或从奶中排出疫苗菌。此外，可通过结膜途径给任何年龄段的牛接种一个或两个

5×109CFU 剂量的疫苗活菌，产生针对牛种布鲁氏菌（Nicoletti 等，1978）和羊种布鲁氏菌

（Jiménez de Bagües 等，1991）保护力，而无持续性抗体反应，同时可减少流产和奶中排菌。 

布鲁氏菌疫苗 S19 株保护效果良好，可抵抗牛种布鲁氏菌和羊种布鲁氏菌强毒菌株的

中度攻击。疫苗生产必须使用来源于 USDA 的菌种（地址见脚注 5），并对每批疫苗进行纯

粹检验（无外源微生物）、活菌计数（单位剂量活菌数）和变异检查（确定没有变异）。用于

S19 株疫苗生产的种子批必须定期用小鼠检查残余毒力和免疫原性。 

本疫苗的控制程序见下文 C1.2.2.3 的过程控制。 

1.1.2 牛种布鲁氏菌 RB51株疫苗 

自 1996 年起，牛种布鲁氏菌 RB51 疫苗成为一些国家预防牛布鲁氏菌病的官方疫苗。

然而，相对于牛种布鲁氏菌 S19 株疫苗产生的保护力，RB51 株的保护效果仍存在争议

（Moriyon 等，2004）。每个国家使用的接种方法都不尽相同。在美国（引进疫苗株 RB51 前

几乎无牛布鲁氏菌病）接种方法为，4～12 月龄小牛经皮下接种 1～3.4×1010 个活菌。接种

12月龄以上的牛必须获得州或联邦动物卫生官员授权，推荐剂量是 1～3×109个活菌（USDA，

2003）。在其他国家，则建议对 4～12 月龄小牛使用 1～3.4×1010 剂量进行免疫，12 月龄后

再接种同等剂量，以加强免疫，提高其免疫性。 

然而，有报告显示，给母牛全剂量静脉注射 RB51 会引起大多数接种牛发生严重的胎盘

炎和胎盘感染，且相当数量的母牛还在乳中排菌。田间试验也表明，如接种孕牛，在某些情

况下可诱发流产和围产期死亡率增加。鉴于此，建议避免对孕牛接种 RB51。减少 RB51 副

作用的一个方法是减少接种剂量。如果将剂量减少至 1×109CFU（菌落形成单位），皮下免疫

妊娠晚期的奶牛，则不会引起流产或胎盘炎，但相当多的免疫奶牛仍可排菌。这种减少接种

剂量的免疫不能保护犊牛免于牛种布鲁氏菌感染，用做成年牛疫苗时，对牛种布鲁氏菌感染

的保护也只是中等程度。RB51 抵抗羊种布鲁氏菌感染的作用尚不清楚。 

本疫苗的控制程序见下文 1.2.2.3。 

1.1.3 羊种布鲁氏菌 Rev.1疫苗株 

在小反刍动物布鲁氏病高度流行的国家，从牛体内分离到羊种布鲁氏菌并不少见

（Verger，1985）。关于 S19 疫苗对羊种布鲁氏菌感染的保护效力过去还存在争议，但现有证

据表明，该疫苗能够控制牛的羊种布鲁氏菌感染。有假说认为，在这种情况下，Rev.1 疫苗

比 S19 更有效，但支持此假说的信息甚少（Joint FAO/WHO Expert Committee on Brucellosis，

1986），且没有试验证明 Rev.1 疫苗可抵抗奶牛的羊种布鲁氏菌感染。此外，这种疫苗对牛

的安全性几乎未知。因此，尚需在严格控制的条件下，检验 Rev.1 疫苗对处于不同生理状态

的牛的安全性，以及抗羊种布鲁氏菌感染的有效性。在此之前，不建议将 Rev.1 疫苗接种牛。 

羊种布鲁氏菌 Rev.1 疫苗是预防绵羊和山羊布鲁氏菌病应用最广泛的疫苗，尽管存在缺

点，但仍作为其他疫苗的参考菌株。相比之下，粗糙型 RB51 疫苗不能有效预防绵羊感染羊

种布鲁氏菌。Rev.1 疫苗使用冻干的布鲁氏菌 Rev.1 株活菌，用于绵羊和山羊的免疫。应给

3 至 5 月龄羊羔进行单次皮下或结膜接种，5 月龄是最大免疫月龄，是为了最大限度地减弱

抗体反应，使疫苗接种与进一步的血清学检测相配套。无论以何种途径接种，标准接种剂量

所含活菌必须介于 0.5×109和 2.0×109之间。减少接种剂量所提供的保护作用低于标准剂量，

因此不建议采用。皮下接种疫苗诱导长期的血清学反应，会严重干扰以后的血清学检测，因

此不建议在布病根除计划中使用皮下接种疫苗的方法。然而，当该疫苗以标准剂量通过眼结

膜免疫时，会产生相似保护作用而不会引起持久的抗体反应，有利于将根除计划与疫苗接种
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相结合。使用布鲁氏菌 Rev.1 疫苗必须小心，避免污染环境或引起人的感染。在许多发展中

国家和布鲁氏菌病流行地区，全群进行疫苗接种是控制该病的最佳选择（Blasco，1997）。但

是，在怀孕期间给动物接种全剂量或减剂量 Rev.1 疫苗，经常会导致流产和奶中排菌（Blasco，

1997）。给处于产羔期、哺乳期或交配前的成年动物通过结膜接种（全剂量）疫苗，这些副

作用会大大降低。因此，如大规模疫苗接种是控制该病的唯一手段，建议在动物未怀孕或产

羔后期和配种前使用标准剂量的 Rev.1 通过结膜途径进行疫苗接种（Blasco，1997）。 

给年轻动物和成年动物皮下接种 Rev.1 疫苗，即使减剂量也可能导致大多数疫苗动物长

期存在抗体反应，会严重干扰布鲁氏菌病的血清学诊断。如上所述，结膜接种可最大限度地

减少这些问题（尤其是在 5 月龄以内接种）。因此，结膜免疫是联合根除计划的首选方法。

此外，布鲁氏菌病的血清学诊断应考虑羊群的免疫状况，以及检测到的抗体滴度在羊群中的

整体分布。 

本疫苗的控制程序见下文 1.2.2.3。 

1.1.4 猪用疫苗 

已就猪布鲁氏菌病疫苗问题开展了大量研发，但尚未发现完全有效的疫苗。中国（中华

人民共和国）生产的猪种布鲁氏菌病活疫苗 S2 株是由猪源分离出来的猪种布鲁氏菌生物 1

型强毒株经连续传代生产的，目前已在中国广泛应用（猪及其他品种）。但仍缺乏严格控制

条件下抗猪布鲁氏菌感染的效力数据。 

牛种布鲁氏菌RB51疫苗株已被证实对抵抗猪种布鲁氏菌感染无效（Stoffregen等，2006）。 

1.1.5 其他动物用疫苗 

在野生动物中，特别是牛种布鲁氏菌病疫苗用于美洲野牛(Bison bison)和麋鹿(Cervus 

canadensis)以及 Rev.1 疫苗用于阿尔卑斯高山野山羊(Ponsart 等, 2019) ，已经观察到野生和

驯养的动物之间免疫效果的差异。相关研究表明，相较于山羊，Rev.1 株用于野山羊会持续

产生更持久，更高水平的载菌量。鉴于这种差异，很难根据在驯养动物中的实验数据来评估

疫苗在野生动物中的效力。应系统地评估疫苗的注射途径、类型、剂量、攻毒保护。 

1.2 生产概要和规定 

1.2.1 菌种特性 

1.2.1.1 基础种子的生物学特性 

用于生产疫苗的牛种布鲁氏菌 S19 株原始菌种必须从 USDA 获取（地址见脚注 4）。种

子应冻干保存或在液氮中冻存，其特性必须与不依赖 CO2的牛种布鲁氏菌生物 I 型菌株的纯

培养物一致，对青霉素（3 µg，[5 IU]/mL）、硫堇（2µg/mL）和异-赤癣醇（1µg/mL）敏感，

且对豚鼠显示出最小的致病力。 

牛种布鲁氏菌 RB51 疫苗株的原始菌种通过商业化购买，也可从美国农业部获得（地址

见脚注）。其具有牛种布鲁氏菌生物 I 型的一般特性，但应 100%为粗糙型，且能在含利福平

（250µg/mL）的培养基中生长。 

用于制备疫苗的羊种布鲁氏菌 Rev.1 株原始菌种可从市场购得。可从法国 OIE 布鲁氏菌

病参考实验室（地址见脚注 5）获得具有原始种子特性的欧洲版 Rev.1 参考株。Rev.1 株必须

具有羊种布鲁氏菌生物 1 型参考株的特性，但生长较为缓慢。37℃± 2℃空气孵育（含 CO2

的气体会改变结果），能在含 2.5µg/mL 链霉素的琼脂培养基上生长，在适宜的培养基中加入

苄甲青霉素盐（3 µg，5 IU/mL）、硫堇（2µg/mL）或碱性品红（20µg/mL）可抑制其生长。 

PCR 和分子技术已被用于进一步鉴定 S19、RB51 和 Rev.1 疫苗（参见 B.1.4 节）。 

生产 S19 和 Rev.1 疫苗时，特别要求用来生产疫苗的种子批自原始种子培养开始传代不
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超过三次，且由种子批或原始菌种至收获疫苗不能超过三代。使用前需检查原始菌种是否有

变异。准备种子培养物参见由 Alton 等推荐的方法（1988）。 

1.2.1.2 质量标准 

应检查牛种布鲁氏菌 S19 和 RB51 以及羊种布鲁氏菌 Rev.1 基础种子的纯净性和特异

性，并在适当情况下检查是否为光滑型或粗糙型。S19 和 Rev.1 种子批次必须符合原始种子

对小鼠的残留毒力和免疫原性等特征。 

1.2.1.2.1 纯净性 

纯净性和无外源微生物污染的检测参见第 1.1.9 章《兽医用生物材料无菌和无污染检验》。 

1.2.1.2.2 安全性 

S19和Rev.1疫苗是毒力降低的菌株，但为保证效力需保留一定低的毒力（参见C1.2.1.2.3

效力）。然而，日常并不进行安全性检验，仅当启用新的生产方法或疫苗安全性可能会发生

改变时，可用牛或羊进行安全性检验。操作步骤如下：选 12 只 4～6 月龄雌性犊牛或绵羊/

山羊分成 2 组，每组 6 只，分别注射接种 1 倍和 3 倍推荐剂量，两组动物隔离饲养，观察 21

天，不应发生明显的局部或全身反应。对于已确定的剂量和接种途径，如疫苗批次的安全性

检验获得较好的结果，则无需对用同一原始菌种以相同工艺生产的其他批次疫苗进行重复检

验。S19 或 Rev.1 疫苗的安全性也可用豚鼠进行检验。取几组豚鼠，每组至少 10 只，肌肉注

射用 PBS（pH 7.2±0.2）稀释的菌苗，每头份含 5×109 活菌。接种豚鼠不应出现明显的不良

反应，且无死亡。 

如对代表性种子或疫苗的进行了这种安全性检验，且结果良好，则无须重复检验由同一

种子批按相同工艺生产的其他批次疫苗。 

如需对 RB51 进行安全性检验，可用 8 至 10 周龄的雌性 Balb/c 小鼠，腹腔注射 1×108

活菌，并在接种后 6 周取脾脏进行培养。脾脏应无 RB51 菌，小鼠不应产生抗 OPS 抗体。 

1.2.1.2.3 效力 

i) S19 疫苗 

S19 疫苗如具有 S19 原始菌株的特性，即具有均一性、光滑型特征，则此疫苗为有

效。此外，应采用特定的种子批生产，并具有足够的免疫原性和适当的残留毒力

（Grilló 等，2000）。 

a) 特性 

牛种布鲁氏菌疫苗菌株可通过适当的形态学、血清学、生化试验及培养特性进

行鉴定：牛种布鲁氏菌 S19 具有牛种布鲁氏菌 1 型菌株的共有特性，但生长不

需要 CO2，不能在含有青霉素（3 µg/mL = 5IU/mL）、硫蛋白蓝（2µg/mL）和

异赤藓糖醇（1mg/mL）（均为最终浓度）的培养基上生长。可用 PCR 和分子

技术进一步鉴定 S19 疫苗株（详见 B.1.4 节） 

b) 光滑型（变异检查） 

将 S19 疫苗用纯水重悬，画线接种于 6 个血清-葡萄糖琼脂或胰蛋白酶大豆琼

脂平板上（添加 5%血清或 0.1%酵母提取物），使菌落在某些区域密集，而在

其他区域不密集或呈分散状。与分散的菌落相比，紧邻菌落的外观差别更容易

观察。平板置 37℃± 2°C 培养 5 天，在结晶紫（White＆Wilson's 染色法）染色

（用三块板）之前和之后，用倾斜反射光进行镜检（Henry 氏法）。 

染色前菌落形态：S 型菌落呈圆形，带闪光，呈蓝色或蓝绿色。R 型菌落表面

呈干燥颗粒状，为暗黄白色。黏液样菌落（M 型）为透明的灰白色，用接种环

触碰时，有一定的黏性度，与 S 和 R 型菌落容易区分。最难区分的是介于 S 型

与 R 型之间的中间型菌落（I），呈轻微浑浊，比 S 型菌落更显颗粒状。 

结晶紫染色后菌落形态：S 型菌落不着色。变异菌落（I、M 或 R）能染成不同
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程度的红色及紫红色，表面可呈现放射状裂纹。有时，染色的菌膜会从菌落上

滑落，并在附近可见。 

通过吖啶黄凝集试验，可确定菌落形态（Alton 等，1988）。S 型菌落仍呈悬浮

状，R 型菌落立即凝集，M 型菌落形成丝状，而 I 型菌落可呈悬浮状或出现细

微凝集。 

种子批至少 99%的细菌应为光滑型。 

c) 残留毒力（半数动物带菌时间或半数动物痊愈时间）（Grilló 等，2000；Pouillot

等，2004） 

1） 制备适量的 S19 待检种子批混悬液和 S19 原始种子培养物（作为参考菌

株），操作如下：菌株培养 24～48 小时后，收获菌体并悬于无菌盐水缓冲

液（BSS：NaCl 8.5g，KH2PO4 1.0g，K2HPO4 2.0g，溶于 1000 mL 纯水，

pH 6.8± 0.2），然后用BSS将悬液浓度调为 109 CFU/mL（分光光度计 600nm

测量时的 OD 值为 0.170）。随后经 10 倍梯度稀释，将不同梯度稀释液涂

布在适当的培养基上（建议使用血琼脂平板或 TSA），来准确测定悬液含

菌量。 

2） 取 32 只 5～6 周龄雌性 CD1 小鼠，皮下注射 0.1mL（108 CFU/只）活菌悬

液。同时，用含 S19 参考菌株的菌悬液平行接种另外 32 只小鼠。在免疫

原性和/或残余毒力方面，S19 原始种子株已显示出令人满意的结果，该种

子可从 USDA 获得（地址见脚注 4）。 

3） 分别于接种后 3、6、9 和 12 周，每组随机选取 8 只小鼠断颈处死。 

4） 逐个取出脾脏，加 1mL 无菌 BBS，用玻璃研磨器逐个无菌匀浆（或装入

合适的无菌袋，用拍打器处理）。 

5） 把全部脾悬液涂布于若干含适宜培养基的平皿中，在适合布鲁氏菌生长的

条件下，培养 5～7 天（检出最低限：每个脾脏分离出 1 个细菌）。从脾上

分离到至少一个细菌就说明动物已感染。 

6） 依照专门为计算 RT50
7而开发的统计学方法，计算半数动物带菌时间或半

数动物痊愈时间（RT50）。为此，可采用 Reed 和 Muench 的方法（Grilló

等，2000)），根据每次扑杀（每次 8 只）时痊愈小鼠（脾脏无菌）的数目，

计算随时间累计的小鼠痊愈率。此百分率的分布曲线为 S 形曲线，通过统

计软件包中的 PROBIT 程序处理，对其进行线性化后计算 RT50值。 

7） 使用专门设计的软件，将 S19 参考疫苗株和被检菌株所得的分布曲线（截

距和斜率）进行统计学对比。如两个 RT50 值都来自曲线的平行部分，则

二者具有统计学可比性。如不存在平行关系，说明被检菌株的残余毒力不

足，不能用于疫苗生产。 

8） 如确定存在平行性，则利用软件，对 S19 参考疫苗株和被检菌株的 RT50

值进行统计学比较。如二者无显著差异（RT50值的置信限为 7.0±1.3 周），

则被检菌株可用于疫苗生产。 

已有文献详细介绍了上述残余毒力统计学计算方法（Grilló 等，2000)）。上述步骤 6 至

8 中的统计学计算可利用易于使用的 HTMLJAVA 免费程序（Rev2），从法国 OIE 参考实验

室获得（地址见脚注 5）（Pouillot 等，2004）。 

如对种子或待检疫苗的代表批次进行了此项试验，且结果良好，则无须重复检验由同一

批种子按相同工艺生产的其他批次疫苗。 

d) 小鼠免疫原性（Grilló 等，2000） 

                                                   
7软件的详细信息可从位于法国的 OIE 布鲁氏菌病参考实验室获取。 
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随机选择 5～7 周龄雌性 CD1 小鼠，分为 3 组，每组 6 只。 

1) 如上所述，准备疫苗悬液，并用分光光度计测量后调整浓度。 

2) 第一组的 6 只小鼠皮下注射含 105 CFU 的被检疫苗菌悬液（0.1 mL/只）。 

3) 第二组的 6 只小鼠皮下注射含 105 CFU 的 S19 参考菌株悬液。第三组作

为非免疫对照组，皮下接种 0.1mL BSS。 

4) 随后应准确测定菌悬液的 CFU 数值。为此，可 10 倍系列稀释悬液，涂布

于适宜的培养平板（建议使用血琼脂平板或 TSA）。 

5) 免疫后 30 天（并在禁食后 16 小时），攻毒所有小鼠，腹内注射含 2×105CFU

（0.1mL/只）的牛种布鲁氏菌 544 株（CO2 依赖型），该菌株的制备、浓

度调整和相关检查如上所述。 

6) 15 天后断颈处死小鼠。 

7) 无菌取脾，去除脂肪，称重，匀浆。 

8) 也可冷冻脾脏，-16℃以下保存 24 小时至 7 周。 

9) 每个脾脏加 9 倍无菌 BBS（pH 6.8± 0.2），用玻璃研磨器逐个无菌匀浆（或

装入合适的无菌袋，用拍打器处理），用同一稀释液进行 3 个连续梯度稀

释（1/10、1/100、1/1000）。每份悬液取 0.2mL，均匀涂布在 4 个琼脂平板

上，其中 2 个在 10% CO2下培养（疫苗株和攻毒株均可生长），另外 2 个

空气中培养（抑制 CO2 依赖型牛种布鲁氏菌 544 株的生长），37°C± 2°C

培养 5 天。 

10) 选择少于 300 CFU（牛种布鲁氏菌 544 株）的平板进行菌落计数。稀释度

为 1/10 时，如平板上无任何菌落，可认定脾脏感染了 5 个细菌。每个脾

脏的布鲁氏菌数最初记为 X，换算后用 Y 表达，换算公式为：Y＝log

（X/logX）。计算每组 6 只小鼠反应的平均值及标准差。即为该疫苗的反

应值。 

11) 对照试验成立的条件为：i）未免疫鼠的反应值（Y 的平均值）至少为 4.5；

ii）S19 参考疫苗免疫小鼠的反应值小于 2.5；iii）每组 6 只小鼠计算出的

标准差小于 0.8。 

12) 用统计学方法，比较被检 S19 疫苗免疫组、参考疫苗免疫组和未免疫对照

组小鼠的免疫原性值（建议使用最小显著差异 LSD 检验）。如被检疫苗的

免疫原性值明显低于未免疫对照组，且与参考疫苗免疫组无显著差异，则

疫苗合格（如需获得该方法的详细信息，参见法国 OIE 参考实验室）。 

如对待检疫苗的代表批次进行了此项试验，且结果良好，则无须重复检验由同一种子批

按相同工艺生产的其他批次疫苗。 

ii) RB51 疫苗 

RB51 疫苗种子批必须具有 RB51 原始菌株的特征，即在特性、粗糙型和效力方面

符合规定。 

a) 特性 

重悬的 RB51 疫苗不应包含外源微生物。疫苗株通过适当的形态学、血清学、

生化试验、培养特性进行鉴定：RB51 株具有牛种布鲁氏菌生物 1 型菌株的特

性，但 100%是粗糙型且能在含利福平（250µg/mL）的培养基中生长。PCR 和

分子生物学被用于进一步研究 RB51 疫苗株的特性（详见 B1.4 部分）。 

b) 粗糙型（变异性测定） 

RB51 的检测方法和 S19 疫苗株的一致（见 C1.2.1.2.3.i S19 疫苗）。RB51 菌落

应 100%为粗糙型，且用 OPS 特异的单抗作斑点印迹分析时，所有菌落都应呈
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阴性。 

c) 效力 

因为 RB51 作为牛用疫苗在美国注册时论证了其使用剂量（CFU）与保护力的

关系，所以通常不对各批次 RB51 疫苗进行体内效力试验。在美国，已批准采

用活菌计数方法进行疫苗效力测定，与 S19 疫苗的效检方法一致（USDA，2003

年）。关于布鲁氏菌粗糙型疫苗详见文献（Moriyon 等，2004）。 

iii) Rev.1 疫苗 

如 Rev.1 菌苗能保持 Rev.1 原始菌株的特性，即均一性、光滑型方面符合要求，则

此疫苗有效。此外，应使用具有足够免疫原性和残留毒力并符合规定的种子批进行

生产（Grilló 等，2000）。 

a) 培养特性 

羊种布鲁氏菌疫苗菌株可通过适当的形态学、血清学、生化试验、细菌培养特

性进行鉴定：羊种布鲁氏菌 Rev.1 在 37℃±2°C 条件生长，不能在苄甲青霉素

盐（3 µg，[5 IU]/mL）、硫堇（2µg/mL）或碱性品红（20µg/mL）培养基上生

长，可在含链霉素（2.5µg/mL）培养基上生长。PCR 和分子生物学也被用于进

一步鉴定 Rev.1 疫苗株（详见 B1.4 部分）。 

b) 光滑型（变异检查） 

必须对 Rev.1 采用与 S19 疫苗株相同的技术程序（C. 1.2.1.2.3.i）。 

有时，在 Rev.1 菌落大小上可以看到轻微的、难以观察的差异。典型的 Rev.1

菌落较小（1-1.2 mm 直径），也会出现大的菌落，这与不同的培养基、培养箱

的残余水分和有无 CO2有关。菌落大小变化的频率通常以 1 个大菌落对 103个

小菌落。所有 Rev.1 均是光滑型菌落。为避免在连续传代过程中增加菌落大小

变化，需始终选择小菌落来准备种子批，这一点很重要。 

种子批中至少 99%的菌应为光滑型。 

c) 残留毒力（半数动物带菌时间或半数动物痊愈时间）（Grillo 等，2000） 

S19 测定 50%痊愈时间（RT50）计数法（见上）同样也适用于 Rev.1 菌株，不

同的是，接种菌株从 S19 替换为 Rev.1，Rev.1 原始种子作为参考菌株，而疫苗

用于检测。对于原始 Rev.1 参考菌株，RT50 和置信区间是 7.9±1.2 周。给定的

Rev.1 疫苗种子批次应保持相似残留毒力才可以接受。 

如对种子或待检疫苗的代表批次进行了此项试验，且结果良好，则无须重复检

验由同一批种子按相同工艺生产的其他批次疫苗。 

d) 小鼠免疫原性 

必须对 Rev.1 采用与 S19 疫苗免疫原性计算相同的技术程序（见上文），不同

的是，接种的菌株从 S19 替换为 Rev.1，原始种子作为参考菌株，而疫苗用于

检测。 

对照试验成立的条件为：i）未免疫鼠的反应值（Y 的平均值）至少为 4.5；ii）

Rev.1 参考疫苗免疫小鼠的反应值小于 2.5；iii）每组 6 只小鼠计算出的标准差

小于 0.8。 

如对待检疫苗的代表批次进行了此项试验，且结果良好，则无须重复检验由同

一种子批按相同工艺生产的其他批次疫苗。 

1.2.1.3 疫苗验证 

许多独立研究已证实，牛种布鲁氏菌 S19 疫苗株可预防牛布鲁氏菌病，且目前大多数已

根除了布鲁氏菌病的国家，都曾在牛布鲁氏菌病根除过程中使用了此疫苗（结合血清学检测

和扑杀）。在性未成熟的牛上使用该疫苗时，效果与弱毒株相同。皮下接种标准剂量疫苗，
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仅极少病例出现生殖道局部感染，主要是雄性。因此，不建议公畜接种疫苗。以标准剂量皮

下接种成年牛，相当一部分牛出现持续性抗体反应，可持续 6 个月或更长时间。小牛皮下接

种后可能会诱发关节病，尤其是股胫关节。在 3～8 月龄接种，该疫苗对大多数雌性牛是安

全的。也可用于成年母牛，但剂量要小一些，这样做的好处是可减少诊断干扰，且能产生持

续的免疫力，但确切的免疫持续时间尚不清楚。S19 对预防羊种布鲁氏菌感染的保护期限也

未知。该疫苗株稳定，毒力几乎不返强。不慎用于怀孕牛时，可能会出现利用 i-赤癣醇的变

异株。该菌株对小鼠表现为弱毒，可很快从组织中清除。 

尽管牛种布鲁氏菌 RB51 疫苗在预防牛布鲁氏菌病感染方面有价值，但实验室攻毒试验

和田间研究报告对此仍存在争议（见上文）。该菌株对犊牛为弱毒，但对成年牛却存在安全

问题。RB51 株 OPS 表达量极少，对于免疫牛，用标准 RBT 和 CFT 均检测不到阳性血清。

此外，也有报告称，RB51 株不诱导针对 OPS 的抗体（用现有方法检测不到抗体）（USDA，

2003）。但由于光滑布鲁氏菌和粗糙布鲁氏菌中都存在共同核心表位，无论使用 S-LPS 还是

OPS 为抗原的 ELISA，不能总是准确区分 RB51 免疫抗体与光滑型布鲁氏菌野毒株感染产

生的抗体(Gusi等, 2019)。RB51疫苗株对牛种布鲁氏菌感染的保护力存在争议（Moriyón 等，

2004）。据报告，它可抵抗牛种布鲁氏菌强毒株中度程度的攻击，但确切的保护持续期尚不

清楚。该菌株对预防羊种布鲁氏菌感染的作用未知。此菌株非常稳定，体内和体外未见突变

为光滑型的报告。在多种动物中（包括小鼠），该菌株表现为弱毒株，可迅速从组织中清除。 

许多实验均证明，羊种布鲁氏菌Rev.1作为疫苗株可有效预防绵羊和山羊感染布鲁氏菌。

用怀孕绵羊和山羊传代后，其毒力保持不变。然而，将 Rev.1 疫苗接种怀孕母羊和山羊后，

可能会导致流产和奶中排菌。即使减少接种剂量至 106，无论是皮下还是结膜接种，也不能

完全避免怀孕动物流产和奶中排菌（Blasco，1997）。 

1.2.2 生产方法 

1.2.2.1 流程 

布鲁氏菌活疫苗的制备是基于种子批系统，与 BBAT 和 CFT 抗原制备方法一致（见

B.2.2）。 

可按照上述方法生产牛种布鲁氏菌 S19 疫苗，不同之处在于，用 pH6.3±0.2 的 PBS 收

集菌体，离心沉淀，或加羧甲基纤维钠盐（终浓度为 1.5g/L）沉淀。收集同一发酵罐中培养

的菌体为一组，或收集用同一种子批同时接种 Rowx 瓶培养的细菌为一组，多组菌体可混合

在一起，制成一批疫苗。混合前，必须检查每组的纯度、菌体浓度、变异情况和特性。混合

后，必须进行相同检查，并进行活菌计数（应为 8～24×109CFU/mL）。以液体形式分装的疫

苗通过添加 PBS 或疫苗冻干稳定剂来调节浓度。如用稳定剂，应考虑到冻干时的活力损失，

但不应超过 50%。最终冻干产品在干燥过程中不应暴露于超过 35℃的温度，剩余水分含量

应在 1-2%，干燥后，应立即在真空或充氮气条件下密封，5℃±3℃保存。 

牛种布鲁氏菌 RB51 疫苗的生产方法与 S19 株疫苗的生产方法非常相似。 

可按照上述方法生产羊种布鲁氏菌 Rev.1 疫苗（Alton 等，1988），不同之处在于，将菌

体收集在冻干稳定剂中，并通过离心收集沉淀。同一发酵罐中培养出的菌体为一组，或收集

用同一种子批同时接种 Rowx 瓶培养的细菌为一组，多组菌体可混合在一起，制成一批疫苗。

混合前，必须检查每组的纯度、菌体浓度、变异情况和特性。通过添加足够的稳定剂来调节

半成品体积，以保证疫苗中含有适当数量的活菌。调整最终浓度后，进行特异性、变异性和

纯净性检查（见下文）。 

1.2.2.2 成分要求 

菌株应在合适的培养基上培养。 

牛种布鲁氏菌 S19 和羊种布鲁氏菌 Rev.1 的生产，应使用无血清或不含其他动物产品的
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培养基，与牛种布鲁氏菌菌株 S99 或 S1119-3 生产条件相似（Alton 等，1988）。苯酚生理盐

水用冻干稳定剂取代。 

布鲁氏菌 RB51 遵循类似的培养方法。 

添加了 5%血清或 0.1%酵母提取物的血清-葡萄糖和胰酪大豆琼脂固体培养基适用于

Rev.1 的培养（Alton 等，1988）。但 Rev.1 菌株在马铃薯琼脂上生长不好，通常需生长 3-5

天。 

对所有疫苗，按下面所述进行质量控制时，不灭活菌体，在 5℃±3℃存储。 

制备冻干疫苗，建议使用含 2.5%酪蛋白消化物（如胰蛋白，Oxoid）、5%蔗糖和 1%谷氨

酸钠的稳定剂，纯净水溶解后过滤除菌。 

抗菌类防腐剂不能用于 S19、RB51 和 Rev.1 活疫苗株。 

1.2.2.3 过程控制 

收获每组牛种布鲁氏菌 S19、RB51 和羊种布鲁氏菌 Rev.1 菌苗时，都应作纯净性、特

异性、光滑型或粗糙型（如适用）检查。应检查整批疫苗的菌体浓度，可通过浊度法来测量。

必须对最终分装批次疫苗进行活菌计数。进行特性检验时，可用抗布鲁氏菌 A、R 或 M 抗

原的抗血清作凝集试验。 

冻干后，成品中活菌数量不应少于建议的剂量（见上）。 

S19 和 Rev.1 种子批中至少 99%的细菌、最终批次中至少 95%的细菌为光滑型，而对

RB51，100%细菌应为粗糙型。此外，用 OPS 特异的单抗作斑点印迹分析时，所有菌落都应

呈阴性。 

对于 S19 和 Rev.1，还应对种子批用小鼠模型确定免疫原性和残留毒力（半数动物带菌

时间或半数动物痊愈时间）。如果在种子批上完成了这些测试且结果良好，则无需对由相同

种子菌株采用相同工艺生产的种子批和疫苗批次进行重复试验。 

1.2.2.4 最终批次检验 

对于冻干疫苗，对照菌株和疫苗应采用同样的配制方法（相同的稀释剂）进行稀释和检

验。 

1.2.2.4.1 纯净性 

纯净性和无生物材料污染的检验见第 1.1.9 章。 

1.2.2.4.2 特异性 

参见 C.1.2.1.2.3 效力。 

1.2.2.4.3 安全性 

参见第 C.1.2.1.2.2 节“安全性”。 

1.2.2.4.4 批效力 

i) 效力 

S19 和 Rev.1 疫苗的效力可通过最终冻干产品进行确定。程序如上所述（特异性、

变异性、残留毒力和免疫原性检测，参见 C.1.2.1.2.3 节）。如果对疫苗的批次进行

残留毒力和免疫原性检测，且结果良好，则不必对由相同种子批和相同工艺生产的

其他疫苗批次进行重复检测。 

ii) 活菌计数 

应检验疫苗批次的活菌数量。S19、Rev.1 和 RB51 疫苗批次可采用相同的检测方

法。将疫苗适当稀释，取 0.1mL 稀释液分别接种至五块胰蛋白示血清葡萄糖或其他

合适的琼脂培养板，用无菌玻璃、金属丝或塑料棒均匀涂布。计算疫苗单位体积的

CFU。 

合适的 CFU 计数如下： 

S19： 
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a) 0.5–1 × 1011 CFU（标准剂量，皮下途径） 

b) 0.5–5 × 109 CFU（减少剂量，皮下途径） 

c) 5 × 109 CFU（减少剂量，结膜途径） 

Rev.1： 

a)  0.5–2× 109 CFU（标准剂量，皮下或结膜途径） 

RB51： 

a) 1–3.4× 1010 CFU（标准剂量，皮下途径） 

1.2.3 监管机构的批准要求 

1.2.3.1 生产工艺 

监管机构批准疫苗应向当局提交有关疫苗生产和质量控制测试的所有相关信息（见上

文）。应根据连续三个批次疫苗的相关数据提供这些信息，批次疫苗产量不少于典型工业批

次的 1/3。 

1.2.3.2 安全要求 

1.2.3.2.1 目标和非目标动物的安全性 

有关布鲁氏菌疫苗对于不同动物状况的潜在副作用，请见 C.1.1.背景。 

1.2.3.2.2 毒力返强 

只要符合上述过程和批次控制要求，且无毒力返强趋势，则可视使用适当来源的种子库

制备的布鲁氏菌 S19 和 Rev.1 疫苗为稳定。 

经过多次体内或体外传代，RB51 疫苗株没有显示出向光滑型强毒菌株转化的倾向，这

很可能由该菌株突变的性质和位置所致。RB51 株的 wboA 基因（推断为糖基转移酶基因）

存在 IS711 插入元件，从而阻止了 OPS 合成。但尽管如此，在胞质内仍会积聚少量 M 样

OPS。 

1.2.3.2.3 注意事项 

牛种布鲁氏菌 S19 和 RB51 株虽是弱毒株，但仍能引起人发病，必须在相应的生物安全

条件下操作菌体培养物和悬液（见第 1.1.4 章）。疫苗复溶及复溶后的处理应格外小心，防止

意外注射或污染皮肤和眼睛。残留的疫苗和注射器材应使用推荐浓度的消毒剂（酚、碘伏或

醛制剂）进行消毒。万一意外接触，应咨询医生。抗生素治疗由 S19、RB51 或 Rev.1 引起的

人类感染的疗效尚未完全确定。必须强调的是，S19 菌株与其他布鲁氏菌分离株相比没有特

殊的抗生素抗性，但 Rev.1 和 RB51 菌株分别对链霉素和利福平具有抗性。 

该疫苗对接种者具有致病性。生产商应提供充分的警告，自我注射或暴露于疫苗（包括

气溶胶）时应寻求医疗建议，并在产品标签和说明书上注明警示，以使接种者了解可能的任

何危险。 

1.2.3.3 有效性要求 

效力也可在最终批次中确定，但如已对种子批或待检疫苗进行了安全性和有效性测试，

且结果良好，则不必对由相同种子批并使用相同生产工艺的其他批次进行常规重复检测。 

1.2.3.4 免疫持续期 

一般认为用全剂量 S19 疫苗免疫犊牛后，可产生长期免疫力，不建议补免。但这方面的

证据很少，在流行地区可能最好在 6 到 12 个月内重新接种疫苗。 

无论剂量或接种年龄如何，RB51 疫苗对牛的免疫期都还未知，建议在流行地区在 6 至

12 个月内重新接种疫苗，以增强免疫力。 

标准剂量Rev.1皮下或结膜接种能够在绵羊和山羊体内产生稳固而持久的免疫力。然而，

越来越多的田间证据表明，免疫力会随着时间的推移而下降，建议在流行地区在 6 至 12 个

月内重新接种疫苗。 
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1.2.3.5 稳定性 

只要符合上述过程控制和批次控制的要求，无毒力返强现象，则可视使用适当来源的种

子库制备的布鲁氏菌 S19 和 Rev.1 疫苗具有稳定特性。冻干的疫苗活菌数会逐渐降低，但在

建议的保质期内应保持其效力。冻干前的活菌数通常远远高于最低要求，以确保冻干后活菌

数。疫苗运输期间维持冷链系统可确保其活性。 

经过多次体内或体外传代后，RB51 株没有向光滑型强毒菌株转化的倾向，这很有可能

归因于该菌株突变的性质和位置。RB51 株的 wboA 基因存在 IS711 插入元件，从而阻止了

OPS 合成。尽管如此，有报告称在胞质内仍会积聚少量 M 样 OPS。 

2. 生物诊断制剂：布鲁氏菌素 

2.1 背景 

法国国家农业研究所（INRA）布鲁氏菌素（brucellin-INRA）是一种粗糙型羊种布鲁氏

菌 B115 的提取物，不含 LPS，单次接种不产生 BBAT、CFT 或 ELISA 反应性抗体。但粗糙

型布鲁氏菌胞质提取物中含有 OPS 糖，反复接种布鲁氏菌素可诱导抗体形成，干扰其他诊

断试验。因此，有报告称，已从粗糙型牛种布鲁氏菌突变体中获得了胞质蛋白提取物，该突

变体中合成 perosamine（4-Amino-4,6-dideoxymannose，OPS 的组成分子）的必需基因有缺陷，

因而突变体胞质蛋白提取物不能在绵羊中产生 OPS 抗体应答。 

2.2 生产和规定概要 

2.2.1 菌种管理 

2.2.1.1 基础种子生物特性及质量标准 

生产 INRA 布鲁氏菌素基于与生产抗原和疫苗相同的种子批系统，。用于生产布鲁氏菌

素的羊种布鲁氏菌 B115 株原始菌种应经繁殖制备种子批，将种子批冻干或冻存于液氮中。

其特性应与粗糙型羊种布鲁氏菌纯培养物一致，不得产生光滑型布鲁氏菌 LPS，应产生适量

的与光滑型和粗糙型布鲁氏菌抗血清反应的蛋白抗原混合物。 

2.2.1.2 质量标准 

应检查羊种布鲁氏菌 B115 株种子的纯净性。 

纯净性和无外源生物污染检测见第 1.1.9 章。 

2.2.1.3 体内诊断制剂的验证 

法国的实验室和田间研究证实，INRA 布鲁氏菌素安全、无毒且具有特异性。该制剂含

50～75%蛋白质（主要是低分子量蛋白质）及 15～30%碳水化合物，不含 S-LPS 抗原，在未

致敏动物中不会产生炎性反应，本身不是致敏原。单次接种后，用标准的布鲁氏菌病血清学

方法没有检测到抗体反应。90%以上感染了羊种布鲁氏菌的小反刍动物会在接种后某阶段对

INRA 布鲁氏菌素出现迟发型变态反应。因此，本产品不适用于个体诊断，但可用于畜群筛

查。小反刍动物皮内注射 100µg 布鲁氏菌素 48～72 小时后，对致敏动物引起可见的局部迟

发型变态反应。免疫及感染动物均可呈阳性反应（Pouillot 等，1997）。 

2.2.2 生产方法（Alton等，1988） 

2.2.2.1 步骤和原料 

根据文献（Alton 等，1988），布鲁氏菌素是从羊种布鲁氏菌 B115 株生产的。 

2.2.2.2 过程控制 
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丙酮提取后，对粗提的布鲁氏菌素进行无菌检验，以确保完全灭活布鲁氏菌菌体。操作

结束时再进行一次无菌检查，确定无污染杂菌。应检测 pH 值及蛋白浓度，并在最后分装前，

对散装产品进行质量检验（见 C2.2.2.3）。 

2.2.2.3 成品检测 

i) 无菌检验 

对布鲁氏菌素制剂应按第 1.1.9 章所述进行无菌检验。 

ii) 安全性 

异常毒性检验：取 2 只未接触过布鲁氏菌或抗原的正常豚鼠，以相当于 20 只牛

（2mL）的剂量腹腔注射，同时取 5 只正常小鼠，皮下注射 0.5mL 布鲁氏菌素（2000 

U/mL），观察 7 天，应无局部或全身性反应。 

致皮肤坏死检验：取 3 只未接触过布鲁氏菌或其抗原的正常白化豚鼠，腋窝去毛、

消毒，皮内注射 0.1mL 待检产品，不应观察到皮肤反应。 

无过敏及血清学致敏性检验：皮内注射 3 只正常白化豚鼠，每隔 5 天注射一次，共

注射 3 次，每次注射 0.1mL 按 1/10 稀释的待检产品，15 天后，按相同方式对这 3

只豚鼠进行第 4 次注射，同时注射 3 只相同重量且此前未经注射的豚鼠作对照，24

小时后取样，豚鼠血清学反应（RBT、CFT）应为阴性，且不应出现迟发型变态反

应。 

iii) 批次效力 

检验布鲁氏菌素的效力：可用 0.5mL 加有弗氏完全佐剂的参考布鲁氏菌素或活布

鲁氏菌致敏（如 Rev1 株，前提是该菌株可产生同样水平的致敏性），皮下注射豚鼠

致敏。1～6 个月后，皮内注射分级剂量的布鲁氏菌素制品8。24 小时读取和测量红

斑反应，通过与参考布鲁氏菌素9比较，计算滴度。此方法只适用于比较按生产致

敏变态反应原程序制备的布鲁氏菌素。已有文献描述布鲁氏菌素过敏原最初标准化

程序及其在反刍动物体内的敏感性和滴度（Altonet 等，1988）。 

2.2.3 监管机构的批准要求 

2.2.3.1 生产工艺 

布鲁氏菌素注册应根据监管部门的要求，向其提交有关产品生产和质量控制测试的所有

相关信息（见上文）。应根据连续三个批次疫苗的相关数据提供这些信息，批次疫苗产量不

少于典型工业批次的 1/3。 

2.2.3.2 安全要求 

i) 目标和非目标动物的安全性 

无动物使用布鲁氏菌素出现副作用的报告。 

ii) 毒力返强 

不适用。 

iii) 注意事项 

布鲁氏菌素无毒，但如不慎接触，对过敏个体可引起严重的过敏反应。应小心避免

意外注射或粘（黏）膜感染。用过的容器或注射器械应仔细去除污染，或在适宜容

器内焚烧处理。 

布鲁氏菌应确保对从业人员无潜在危害。生产商应提供充分的警告，自我注射或粘

                                                   
8欧盟参考布鲁氏菌素（2000 单位/毫升）可从位于法国的 OIE 布病参考实验室获取。 
9统计程序可从位于法国的 OIE 布鲁氏菌病参考实验室获取。 
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膜暴露时应寻求医疗意见，并在产品标签和说明书上注明警示，以使接种者了解可

能的任何危险。 

2.2.3.3 有效性 

应使用最后一批有代表性的产品进行效力试验，具体流程如上所述。 

2.2.3.4 敏感期 

敏感期不确定。每只动物对布鲁氏菌素的过敏反应差异很大。处于早期感染阶段或长期

感染的动物，皮内注射布鲁氏菌素，可能无过敏反应。 

2.2.3.5 稳定性 

冻干制剂可在数年内保持全部效力。商业化液体制剂在规定的有效期内应始终保持效力。 
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说明：这里是 OIE 布鲁氏菌病参考实验室 

（牛种布鲁氏菌、羊种布鲁氏菌和猪种布鲁氏菌） 

（请到 OIE 网站查询最新名单：https://www.woah.org/en/what-we-offer/expertise-

network/reference-laboratories/#ui-id-3）。 

如需获得更多有关牛布鲁氏菌病诊断试验、试剂及疫苗的信息，请联系 OIE 参考实验室。 

 

注：牛布鲁氏菌病章节于 1990 年首次通过，绵羊、山羊和猪的布鲁氏菌病章节于

1991 年首次通过，本章于 2016 年首次通过。2022 年采用最新的更新。 
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