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布鲁菌病是由布鲁氏杆菌引起一种人兽共患传染病#感染

的患者大多以长期发热*多汗*关节痛及肝脾肿大为主要症状'

近年来#我国布鲁病形势严峻#发病率逐年增长#

S0

等(

#

)研究

表明在
'$$%

"

'$#$

年间布鲁菌病的流行及复发呈现空间多相

性分布#成年人发病男性多于女性#且多集中在
)$

"

%&

岁'另

外#分布于中国北部的病患以农牧民居多#而在中国南方则主

要集中于餐饮服务者#工人及退休人员#城市地区发病率有所

上升'面临如此严峻的形势#加强临床实验室的检测力度并形

成统一的筛选及确诊检验模式是十分重要的'本文就临床实

验室的人类布鲁菌病检测研究进展作一综述'

A

!

细菌学培养技术

细菌学培养技术是临床实验室最常用的分离方法#是布鲁

菌病疫情判定#临床诊断中最直接的证据'目前血液中布鲁氏

菌的分离率呈上升趋势(

'

)

'现临床采取菌血症时期双侧双瓶

的策略进行标本的留取#通常经
G3I4

"

3S\̂ 4)!

全自动血

培养仪培养
)

"

+@

左右#仪器需氧瓶阳性结果报警#转种至血

琼脂平板经
)(f

*

+.IN

'

培养
'%<

#光滑型菌落形态为湿润*

透明*光滑的小菌落#粗糙型为灰褐色粘稠状#镜下为细沙样革

兰阴性球菌或球杆菌'经全自动细菌鉴定仪鉴定结果为布鲁

氏菌'为了提高血培养的检出率#

K82;:A

等(

)

)利用溶解离心

技术使急性病例的检出率可达
&#.

#慢性病例可达
(#.

'除

血培养之外#骨髓*脓液*关节液*滑囊液均报道分离出该

菌(

%"+

)

'据报道#金亮(

*

)在脑脊液标本中分离并鉴定出羊布鲁

菌#提示临床医生如遇诊断不明的脑膜炎患者#应考虑脑脊液

的细菌培养#以排除布鲁菌性脑膜炎'目前细菌学培养是分离

布鲁氏菌的.金标准/#但由于其培养周期长#分离鉴定困难#因

此易造成漏诊误诊'

B

!

免疫学检测技术

B-A

!

特异性血清凝集性试验
!

目前国内外用于检测诊断布鲁

菌病的特异性血清凝集性试验方法主要有平板凝集试验

$

F34

%*虎红平板凝集试验$

ĜF4

%*试管凝集试验$

U34

%'

F34

和
ĜF4

在临床上主要用于早期大面积快速筛查(

(

)

#

U34

是布鲁菌病血清学检测的定量试验#是我国法定布鲁菌

病确诊试验(

R

)

'这些方法都是针对血清中布鲁氏菌脂多糖
N"

链的抗体进行检测#但是其
N"

链中含有的抗原位点与多种细

菌极为相似#如小肠结肠炎耶尔森菌
NT&

(

&

)

*大肠埃希菌

N#+(TJ(

(

#$

)

*假单胞菌
+++

*福氏土拉伦菌*鼠伤寒沙门

菌(

##

)

*甲型副伤寒沙门氏菌(

#'

)等'因此存在的交叉反应造成

的假阳性增加了鉴别上的困难'为此#国内外研究者对排除布

鲁菌存在的交叉反应进行了诸多探索#如免疫斑点试验*抗原

吸收试验*应用
KC3E

鉴别试验等'因此#临床利用这些方法

诊断时要充分考虑临床症状及交叉菌的检查排除'尽管如此#

特异性血清凝集性试验的优点仍不能被忽视#其试剂稳定易保

存#操作简便#且在国际上有统一的判定标准(

#)

)

#故广泛应用

于临床医疗机构及疾控中心'

B-B

!

酶联免疫吸附试验$

\SYU3

%

!

我国从上世纪
R$

年代初

鲁齐发等就开启了
\SYU3

方法在人类布鲁菌病诊断方面的诊

断技术'他从布鲁菌病疫区获得的不同时期的布鲁菌病患者

血清用
\SYU3

进行检测#与
U34

和
IO4

进行比较#得出在急

性期*慢性期血标本
\SYU3

试验的阳性率明显高于其他两种

试验'同时
K82;6Cs2K@6

等(

#%

)发现
\SYU3

检测抗
U

型布鲁

菌
SFU

的
Y

B

a

已经被用作区分人类布鲁菌病的急慢性感染的

参考指标#但仍需结合其他指标综合诊断'由于其酶的催化效

率很高#可使测定达到很高的灵敏度#同时优化检测靶点#大大

提高了检测的特异度#现国际上已成熟并广泛应用
\SYU3

于

人类布鲁菌病的诊断(

#+

)

'目前#检测人类布鲁菌病的
\SYU3

方法主要有间接
\SYU3

*夹心
\SYU3

*斑点
\SYU3

'

B-B-A

!

间接
\SYU3

$

0"\SYU3

%

!

该法用于检测血清中布鲁杆

+

*%''

+

国际检验医学杂志
'$#+

年
R

月第
)*

卷第
#+

期
!

Y2;MS8EK6@

!

3:

B

:1;'$#+

!

Z59-)*

!

[5-#+



菌的抗体'

3

B

81;<

D

8

等(

#*

)共检测了
*+'

份不同时期布鲁菌病

患者的血清#得出结论
0"\SYU3

在人类布鲁菌病的检测中比传

统血清学方法
ĜF4

和
U34

具有更高的灵敏度'此方法的缺

点是不能区分人工免疫和自然感染'

B-B-B

!

夹心
\SYU3

$

1"\SYU3

%

!

该法分为双抗体夹心法

$

!3EU"\SYU3

%和双抗原夹心法$

!3

B

U"\SYU3

%'贾剑峰

等(

#(

)应用研制的针对羊布鲁氏菌
N

链
K

抗原的单克隆抗体

'!#$

和牛布鲁氏菌
N

链
3

抗原的单克隆抗体
%GR

建立了高

特异度*灵敏度的检测人布鲁氏菌抗原的
!3EU"\SYU3

方法'

经检验该方法不与大肠杆菌
N#+(

*小肠结肠炎耶尔森氏菌
N&

及鼠伤寒沙门氏菌发生交叉反应#具有较好的重复性#对阳性

样品的检测
\SYU3

与
U34

*分离培养的符合率均为
#$$.

'

寇增强等(

#R

)应用
!3

B

U"\SYU3

和
ĜF4

*

0"\SYU3

*

IO4

*

]!"

3

B

U"\SYU3

$快速双抗原夹心法%对
#*%

例处于不同时期的患

者进行检测#结果显示对于急性期患者#

!3

B

U"\SYU3

的总一

致性和约登指数最高#为
&*-%&.

和
&)-%%.

#其假阴性率最低

为
'-'(.

#以
U34

作为金标准#

!3

B

U"\SYU3

的灵敏度达

&(-().

#特异度达
&+-(#.

'本研究还发现
!3

B

U"\SYU3

法

灵敏度*特异度都高于
0"\SYU3

#在检测急性期布鲁菌病患者

灵敏度高*特异度强#明显优于其他方法'

B-B-C

!

斑点
\SYU3

$

@5;"\SYU3

%

!

此法主要用于检测血清中

布鲁杆菌的抗体'

G8AE:@@<6UG

等采用牛布鲁菌
U&&

用于人

血清中布氏菌抗体的 检 测#与
IO4

比 较 相 对 灵 敏 度 达

RR-RR.

#特异度达
(*-&'.

'

G8;A8

等(

#&

)采用
@5;"\SYU3

*

U34

*

ĜF4

法对
#'$

份疑似布鲁菌病血清检测#

@5;"\SYU3

所获的阳性例数最高#提示该法诊断布鲁菌病优于其他传统血

清检测方法#是一个更敏感的#经济的筛选人类布氏杆菌病的

快速检测方法'

B-C

!

其他血清学检测方法
!

补体结合实验$

IO4

%和抗人球蛋

白试验$

I55>Ee1

%被认为是目前血清学中比较准确的方法#且

国际有统一的判定标准#得到了广泛应用'免疫胶体金技术

$

aYI3

%包括免疫层析技术与免疫渗滤技术'李洛梅等(

'$

)对

布氏菌胶体金免疫层析快速检测板$

IaŶU4

%的使用效果进

行评价#采用布氏菌纯蛋白衍化物做为该检测板的包被抗原#

金标记
=

A5;6023

#来检测人血液样品中的布鲁氏菌抗体#结果

与
U34

法进行比较#两法的阳性符合率为
#$$.

'朱明东

等(

'#

)采用斑点金免疫渗滤法检测不同地区重点人群
'%')

人#

与
U34

法进行比较#得出两者阳性符合率
&*-**.

#阴性符合

率
&&-&'.

'该法操作简便*快速*灵敏度高*特异度好#便于

在基层单位开展#具有良好的应用前景'此外#荧光偏振技术

$

OF3

%被认为是检测牛布鲁菌病抗体最稳定的血清学方法#现

已用于北美和欧洲的布鲁菌病根除计划#是
NY\

规定的.贸易

适用/方法(

''

)

'但由于其检测费用昂贵#未见大规模应用于临

床的相关报道'訾占超等(

')

)应用
OF3

对
+R(

例患者进行检

测#灵敏度达到
&*-#.

#特异度达到
&(-&.

#提示
OF3

技术可

以进行人类感染布鲁菌病的快速检测#且可以对治疗过程及预

后复发进行实时监控'由此可见#

OF3

技术也是人类布鲁菌

病诊断的一种发展趋势'

C

!

分子生物学技术#

FÎ

技术$

在国际上#

#&&*

年
FÎ

技术首次用于人布鲁菌病的诊断

研究'我国于
#&&(

年首次将
FÎ

技术应用于人布鲁菌病的

诊断'

FÎ

技术以其独特的优势解决了很多方法不能解决的

问题#如不再像细菌培养接触活菌#且检测能低至
$-#

=B

!"

[3

(

'%

)

#克服了阳性标本培养不出的情况#适合布鲁菌这种高

危性病原的检测'同时#

FÎ

技术能诊断鉴定到分型#准确度

高#填补了
\SYU3

方法不能分型的缺憾#也避免了细菌培养鉴

定仪错报误报的可能'近年来#诊断布鲁菌病的
FÎ

技术种

类众多(

'+"'*

)

#但能够成熟的应用于临床人布鲁菌病的诊断还

存在广阔的研究空间'目前#

FÎ

技术主要分为传统
FÎ

技

术*多重
FÎ

*

6̂89";0>6FÎ

等'

C-A

!

传统
FÎ

技术
!

传统
FÎ

技术$单对引物
FÎ

%是最初

较早用于布鲁菌的检测的
FÎ

技术'此种方法的关键在于特

异性的引物#所应用的模板多种多样#主要有
#*UÂ [3

*

GI"

UF)#

*

YU(##

(

'("'R

)

'其中
GIUF)#

是保守区段基因#编码所有布

鲁菌外膜蛋白
5>

=

)#

#具有免疫遗传性(

'&

)

'此段基因的检测

常用于人类布鲁菌病的诊断#具有很高的灵敏度'

'$#%

年

a8A1<81E0

等(

)$

)就根据
GIUF)#

设计引物
G%

"

G+

#在种属水平

上准确鉴定了布鲁氏菌'

C-B

!

多重
FÎ

!

又称多重引物
FÎ

或复合
FÎ

#是指在

FÎ

反应体系中加入两对以上的引物同时扩增出多个核酸片

段的
FÎ

反应'采用多重
FÎ

可以对布鲁氏菌多个种型进

行鉴定(

)#

)

'

K0A26

/

8@

等(

)'

)设计了一种快速检测血液中布鲁氏

菌种的双重
FÎ

#对
+$'

份可疑患者的血样本进行检测#采用

)

对引物进行扩增#结果可以识别人类主要病原布鲁菌#具有

良好的特异度#可用于布鲁菌种属的快速鉴定'

C-C

!

实时荧光定量
FÎ

$

6̂89";0>6FÎ

%

!

6̂89";0>6FÎ

技

术实现了
FÎ

技术中定性到定量的飞跃#与传统
FÎ

技术相

比#其具有更强的特异度#更高的自动化程度#并且有效地解决

了
FÎ

的污染问题(

))

)

'刘艳红等(

)%

)在布鲁菌基因组特有插

入序列
YU(##

设计一对引物和
48

d

K82KaG

探针#建立了血

液标本的布鲁菌
![3

荧光定量检测方法#并对
#+(

份患者血

液标本进行检测#所得结果与临床检查结果进行比对#阳性和

阴性结果显示具有良好的符合率'

U5<A8E0

等(

)+

)开发了一种

针对于
GIUF)#

基因的
48

d

K82

实时
FÎ

#该方法的特异度为

#$$.

'

]:60

=

5"NA;:25

等(

)*

)研究了
S0

B

<;I

D

C96A

实时
FÎ

$

SI"FÎ

%检测#该法同样是对
GIUF)#

基因进行扩增#并进行

![3

测序分析验证了
FÎ

产物的特异度'

SI"FÎ

检测结

果显示#灵敏度可达
&#-&.

#特异度可达
&+-%.

'

6̂89";0>6

FÎ

技术具有较好的稳定性#特异度和灵敏度#检测时间小于

'<

#重现性好#易于标准化#且能对临床治疗的效果进行监测

和评估#可作为人类布鲁菌病快速诊断的实用方法'

E

!

结
!!

语

综上所述#目前国内外实验室用于检测人类布鲁菌病的方

法多种多样#但各种方法仍有其不足之处'传统的检测方法如

细菌学检测方法#操作繁杂#实验室生物安全级别要求高#仪器

鉴定结果有时会误判#造成误检漏检'传统的血清学凝集性试

验是目前国际公认的标化方法#用于大范围筛选和确认试验#

但由于交叉反应的存在#造成一定的假阳性#需与其他方法联

合检测'酶联免疫吸附试验特异度和灵敏度较传统的血清学

试验都有所提高#同时特异的检测靶点不断得以优化(

)(

)

#且弥

补了某些传统血清凝集性试验不能定量只能定性的不足'分

子生物学技术用于人类布鲁菌病的诊断具有广阔的发展前景#

具有特异度强*灵敏度高*快速简便*易自动化*对诊疗过程的

实时监控等优点#但国内研究者对文献记载的方法进行验证#

所得结果表明重复性有待提高#大多数停留在实验室试用阶

段#未普及推广'目前#有一种技术为免疫磁珠富集技术#能极

大地提高检测的灵敏度和特异度#此项技术在国外已被熟练应

用(

)R")&

)

'在国内#研究者已成功研制出小肠结肠炎耶尔森菌#

志贺杆菌#产单核细胞李斯特菌(

%$

)及大肠埃希菌
N#+(

(

%#

)等细

菌的免疫磁珠'因此#可以考虑把布鲁菌的毒力因子包被到磁

+

(%''

+

国际检验医学杂志
'$#+

年
R

月第
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卷第
#+

期
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3:

B

:1;'$#+
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Z59-)*
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[5-#+



珠上#再与
\SYU3

或
FÎ

技术相结合#以达到快速检测的目

的'就未来的发展趋势而言#建立一种操作简便#微量快速#灵

敏特异#可信度高#适合在各医疗机构广泛开展的检测方法#对

于人类布鲁菌病的防控监测具有重要的意义'
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Ĝ+#81C82@0@8;682;0

B

6210216A595

B

0C89@08

B

251015?EA:C6995101

(

M

)

-Z6;Y>>:259Y>>:25

=

8;<59

#

'$#%

#

#*$

$

)

"

%

%!

'#R"''%-

(

##

)孙岩#杜雅楠#崔步云
-

布鲁氏菌的分离*鉴定与分型技术研究进

展(

M

)

-

中国人兽共患病学报#

'$#%

#

)$

$

+

%!

+##"+#+-

(

#'

)

S0X-U<82Q0

=

A5702C6?5:2@189>526998

=

8A8;

D=

<0382@1676A6

EA:C699816A595

B

0C89CA511A68C;052

(

M

)

-\2@6> !01G:99

#

'$$%

#

#&

$

%

%!

+'"+)-

(

#)

)

3901W82J-4<6789:65?C:9;:A682@16A595

B

0C89>6;<5@102;<6@0"

8

B

251015?<:>82EA:C6995101

(

M

)

-K0WA5E0

D

59G:9

#

'$$R

#

%'

$

#

%!

#R+"#&+-

(

#%

)

K82;6Cs2K@6S

#

a:;0lAA6PKF

#

c8AP518K@69F

#

6;89-Y2?9:62C6

5?EA:C6995101<01;5A

D

5216A595

B

0C89@08

B

2510182@6759:;0525?

=

8"

;062;1H0;<8C:;6EA:C6995101

(

M

)

-Y2?6C;

#

'$$R

#

+(

$

+

%!

)&("%$)-

(

#+

)

O82Xb

#

c<52

B

]

#

J6][

#

6;89-I5>

=

8A01525?@08

B

251;0C>6;<"

5@1?5AEA:C6995101

(

M

)

-I<02M320>]:8A82;

#

'$$*

#

')

$

*

%!

)#"))-

(

#*

)

3

B

81;<

D

83U

#

Y1955AU

#

VA01<28>16;;

D

F-U6A5

=

A678962C61;:@

D

5?

<:>82EA:C6995101E

D

C52762;05289;61;182@02@0

B

625:1Y2@0A6C;

62P

D

>6S02W6@0>>:2515AE62;8118

D

(

M

)

-UC0X5A9@M

#

'$#'

#

'$

$

#

%!

#$%')&-

(

#(

)贾剑锋#张琴
-

双抗夹心
\SYU3

方法检测人布鲁氏菌抗原的研究

及初步应用(

M

)

-

当代医学#

'$$&

#

#+

$

'%

%!

R("R&-

(

#R

)寇增强#冯开军#李忠
-

双抗原夹心酶联免疫试验检测布鲁杆菌病

患者方法的评价研究(

M

)

-

预防医学论坛#

'$##

#

#*

$

+

%!

)R+")R(-

(

#&

)

G8;A8JZ

#

3

B

8AH89aU

#

8̂5FZ-\789:8;0525?326H9

D

@67695

=

6@

!5;"\SYU3W0;?5A;<6@08

B

251015?<:>82EA:C6995101

(

M

)

-MI5>"

>:2!01

#

'$$)

#

)+

$

'

%!

(#"()-

(

'$

)李洛梅#王燕#王国治
-

布氏菌胶体金免疫层析快速检测板使用效

果评价(

M

)

-

中国地方病学杂志#

'$$*

#

'#

$

)

%!

#%R"#+$-

(

'#

)朱明东#徐卫民#洪林娣#等
-

斑点金免疫渗滤法在布鲁氏菌病监

测地区的现场应用(

M

)

-

疾病监测#

'$$(

#

''

$

%

%!

''$"''#-

(

''

)刘志国#任清华#王妙
-

布病特异性血清学检测技术应用概述(

M

)

-

中国人兽共患病学报#

'$#)

#

'&

$

#$

%!

#$'*"#$)#-

(

')

)訾占超#亢文华#马英#等
-

荧光偏振技术在布鲁氏菌病检测中的

应用(

M

)

-

中国人兽共患病学报#

'$#%

#

)$

$

#$

%!

#$+("#$*#-

(

'%

)

J:E6AG

#

UC<59PJI

#

S:C6A5[

#

6;89-!67695

=

>62;5?8FÎ 8118
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