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摘  要：【背景】犬种布鲁氏菌(Brucella canis)是布鲁氏菌 6 个经典种之一，是严重危害犬只健康

的人畜共患病原。【目的】制备犬种布鲁氏菌阳性血清，为犬布病诊断试剂的开发与应用提供标准

物质。【方法】用犬种布鲁氏菌灭活菌液(约 1.5×1010 CFU/mL)多次免疫实验用比格犬，制备获得犬

种布鲁氏菌病阳性血清，采用试管凝集试验方法，以欧盟犬种布鲁氏菌标准阳性血清溯源并标定

血清效价。再以本研究制备的标准阳性血清为标准物质，质控本实验室研制的犬种布鲁氏菌虎红

平板凝集试验抗原和犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测试剂盒的检测灵敏度，并用上述 2 种方法

同时检测北京地区宠物犬血清中犬种布鲁氏菌抗体，比较各方法与补体结合试验结果的符合率。

【结果】经试管凝集试验测定，制备获得的犬种布鲁氏菌阳性血清效价为 2 400 IU/mL，采用犬阴

性血清将阳性血清效价稀释至 1 000 IU/mL，分装冻干，即为本研究制备的犬种布鲁氏菌标准阳性

血清。将该标准阳性血清作为质控品，检测本实验室研制的犬种布鲁氏菌虎红平板凝集试验抗原

和犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测试剂盒的检测灵敏度均为 20 IU/mL。用犬种布鲁氏菌虎红平

板凝集试验抗原与犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测试剂盒对北京地区宠物犬血清临床样品进行

检测，与金标准的补体结合试验进行符合率比对，虎红平板凝集试验和补体结合试验的阳性率均

为 6.25%，间接 ELISA 抗体检测试剂盒阳性率为 5.97%，虎红平板凝集试验、间接 ELISA 抗体检



 
602 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

测试剂盒与补体结合试验的符合率分别为 94.31%和 94.60%。【结论】本研究制备的犬种布鲁氏菌

标准阳性血清为犬种布鲁氏菌诊断试剂的研发提供了必要的质控样品。 
关键词：犬种布鲁氏菌；阳性血清；效价标定；血清凝集试验；间接 ELISA 
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Abstract: [Background] Brucella canis, one of the six representative species of Brucella, is a 
zoonotic pathogen that poses a serious threat to the health of dogs. [Objective] To prepare the 
B. canis positive serum, providing the reference material for the development and application of 
diagnostic reagents for canine brucellosis. [Methods] Beagle dogs were immunized multiple 
times with the inactivated bacterial suspension (approximately 1.5×1010 CFU/mL) to obtain the 
positive serum of B. canis. By conducting the serum agglutination test, we calibrated the serum 
titer with the international standard serum provided by the European Union. We then used the 
standard positive serum prepared in this study as the reference material for quality control of the 
detection sensitivity of the B. canis antigen for rose bengal test and the B. canis indirect ELISA 
antibody detection kit developed by our laboratory. Furthermore, we used the above two 
methods to detect the B. canis antibody in the serum samples of pet dogs in Beijing and 
analyzed the coincidence rates of results between the two methods and the complement fixation 
test. [Results] The results of the serum agglutination test showed that the titer of B. canis 
positive serum was 2 400 IU/mL. The serum was diluted with the negative dog serum to reach a 
titer of 1 000 IU/mL, subpackaged, and freeze-dried to give the standard positive serum of B. canis. 
With the standard positive serum for quality control, the detection sensitivities of the B. canis 
antigen for rose bengal test and the B. canis indirect ELISA antibody detection kit developed by 
our laboratory were both 20 IU/mL. The positive rates obtained by both the B. canis antigen for 
rose bengal test and the complement fixation test was 6.25% and that obtained by the B. canis 
indirect ELISA antibody detection kit was 5.97%. The coincidence rates of results between the 
two detection methods and the complement fixation test were 94.31% and 94.60%, respectively. 
[Conclusion] The standard positive serum of B. canis that we prepared in this study provides a 
quality control sample for the development of diagnostic reagents for B. canis. 
Keywords: Brucella canis; positive serum; calibration of titer; serum agglutination test; indirect 
ELISA 
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布鲁氏菌病(brucellosis)简称布病，是由布

鲁氏菌(Brucella)感染引起的一种世界范围内多

发的重要人畜共患病，主要感染牛、羊、猪和犬

等动物，人类通常通过直接接触被感染动物、食

用或饮用被污染的动物产品等途径被感染。布病

是《中华人民共和国传染病防治法》规定的乙类

传染病，也是《中华人民共和国动物防疫法》规

定的二类疫病。犬种布鲁氏菌(Brucella canis)
是布鲁氏菌经典的 6 个种之一 [1]，毒力比牛种

或羊种布鲁氏菌弱[2]，主要感染犬，并且多呈

隐性感染，所以犬种布鲁氏菌病的发生往往容

易被忽略。感染犬主要表现为流产、死胎、不

孕等繁殖障碍，也可表现出视力缺陷、肌肉关节

或皮肤受损等症状。人也是犬种布鲁氏菌的主要

宿主之一，在中国、美国、墨西哥、日本及阿根

廷均有人被犬种布鲁氏菌感染的报道[3-8]。 
随着经济水平的提高和人们生活方式的改

变，犬成为最主要的伴侣动物之一。随着城市

宠物犬比例增加，犬种布鲁氏菌直接或间接传

播给人类的潜在风险大幅上升[9]。准确诊断是

防控犬布病的前提，目前缺乏针对犬种布鲁氏

菌抗体检测的相关诊断方法和商品化试剂盒，

临床上仍以观察临床症状和传统凝集类方法诊

断为主[10]。同时由于犬种布鲁氏菌为粗糙型菌

株，相较于羊种、牛种等光滑型菌株，其脂多

糖(lipopolysaccharides, LPS)结构不完整，无法

产生光滑型抗体[11]，所以目前针对光滑型抗体

的检测方法均不能有效检测犬种布鲁氏菌的感

染[12]。此外，针对犬种布鲁氏菌抗体的诊断试

剂在特异性、敏感性等重要指标上也缺乏科学

的评价手段，导致目前对于犬种布病准确诊断

和真实流行情况的掌握存在严重问题。目前国

内外尚无犬种布鲁氏菌标准阳性血清对外供

应，世界动物卫生组织(World Organization for 
Animal Health, WOAH)提供的布病标准血清也

仅限于针对牛种或羊种布鲁氏菌的制备[13]，所

以制备和标定犬种布鲁氏菌标准阳性血清对于

后期诊断技术的开发和应用非常必要。 
本研究拟采用犬种布鲁氏菌灭活菌液免疫

实验用比格犬采集血清，以欧盟布病参考实验

室提供的犬种布鲁氏菌标准阳性血清溯源并标

定效价，同时对来自北京地区的 352 份临床血

清样品进行检测，比较虎红平板凝集抗原、犬

种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测试剂盒与补体

结合试验的符合率，以期为犬种布鲁氏菌诊断

试剂的研发提供必要的质控物质。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

犬种布鲁氏菌灭活抗原，购自青岛中创汇

科生物科技有限公司；8−12 月龄雌性实验用比

格犬，北京芳元缘有限公司。动物实验方案获中

国农业科学院北京畜牧兽医研究所动物实验福

利委员会批准，动物伦理审批编号：IAS2024-5。
实验用比格犬购入前采集血清，经虎红平板凝集

试验检测布病抗体为阴性，并采集抗凝全血检测

布鲁氏菌核酸为阴性；352 份犬临床血清样品

由北京市动物疫病预防控制中心采集并提供。 

1.2  主要试剂和仪器 
欧盟布鲁氏菌病参考实验室犬种布鲁氏菌

标准阳性血清(100 IU/mL)由法国国家/欧盟/WOAH/ 
联合国粮食及农业组织 (Food and Agriculture 
Organization, FAO)布鲁氏菌病参考实验室馈

赠；辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)
标记兔抗犬 IgG，购自西格玛奥德里奇(上海)
贸易有限公司；犬种布鲁氏菌补体结合试验抗

原、补体和溶血素，购自青岛中创汇科生物科

技有限公司；商品化荧光定量 PCR 试剂盒，购

自北京生科尚仪科技有限公司；细菌基因组提取

试剂盒，购自北京天根生化科技有限公司；光
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滑型布鲁氏菌阳性血清(500 IU/mL)由北京邦卓

生物科技有限公司惠赠。碳酸盐(MENZEL)缓冲

液(碳酸钠 12.4 g、碳酸氢钠 8.4 g，用蒸馏水定

容至 1 000 mL)、0.01 mol/L 磷酸盐(PBS)缓冲液

(磷酸二氢钠 1.42 g、磷酸氢二钠 8.77 g、氯化

钠 90 g，用蒸馏水定容至 1 000 mL)等由本实验

室配制；犬种布鲁氏菌虎红平板凝集试验抗原、

犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测试剂盒由本

实验室研制。 
Multiskan FC 酶标仪，赛默飞世尔科技公

司；恒温培养箱、生物安全柜，青岛海尔生物

医疗股份有限公司；高速冷冻离心机，贝克曼

库尔特有限公司；全自动超声破碎仪，宁波新

芝有限公司。 

1.3  抗原鉴定与免疫抗原制备 
采用细菌标准比浊管将灭活抗原浓度稀释

至约 1.5×1010 CFU/mL 作为免疫抗原，灭活抗

原采用商品化细菌基因组提取试剂盒提取核

酸，使用文献[14]报道的 Brucella ladder PCR 和

16S rRNA 基因方法进行种属鉴定。 

1.4  犬种布鲁氏菌阳性血清的制备 
将免疫抗原皮下注射于 4 只比格犬腹股

沟，每只 2 mL。每隔 2 周加强 1 次免疫，免疫

3 次后采血检测效价。当血清试管凝集试验效

价高于 1 000 IU/mL 后，可于颈静脉采血分离

血清。若效价不足，则继续加强免疫。 

1.5  阳性血清效价的测定 
用 碳 酸 缓 冲 液 将 灭 活 菌 液 稀 释 至 

1.5×1010 CFU/mL 作为试管凝集试验抗原，将欧

盟犬种布鲁氏菌标准阳性血清用 MENZEL 缓

冲液分别做 1:25、1:50、1:100、1:200 等 4 个不

同稀释度，每个稀释度取 0.5 mL 与等量抗原混

合，混合后血清最终稀释度为 1:50、1:100、
1:200、1:400。同时将制备的阳性血清用 MENZEL
缓冲液分别做 1:25、1:50、1:100、1:200、1:400、

1:600、1:800、1:1 000、1:1 200、1:1 400 等稀

释度，每个稀释度取 0.5 mL 与等量抗原混合，

混合后血清最终稀释度为 1:50、1:100、1:200、
1:400、1:800、1:1 200、1:1 600、1:2 000、1:2 400、
1:2 800。各管混匀后于 37 ℃孵育 18−24 h，判

断结果[15]。待测血清所含国际单位=欧盟标准阳

性血清所含国际单位×待测血清的凝集价÷欧盟

标准阳性血清凝集价。 

1.6  犬种布鲁氏菌标准阳性血清的制

备定值与稳定性检验 
根据 1.5 测得的阳性血清的效价，用犬阴

性血清稀释至 1 000 IU/mL，分装冻干，每瓶  
1 mL。按 1.5 中效价测定与计算方法对冻干后

的标准阳性血清定值，其中冻干血清先用 PBS
复溶至 1 mL，再用 MENZEL 缓冲液分别作

1:300、1:400、1:500、1:600、1:700 等 5 个稀

释度，每个稀释度取 0.5 mL 与等量抗原混

合，混合后血清最终稀释度为 1:600、1:800、
1:1 000、1:1 200、1:1 400。欧盟犬种布鲁氏菌

标准阳性血清的稀释和效价定值方法与 1.5 相

同。待阳性血清定值后冻干保存，随机选取规

定数量的冻干品分别放 56、37 和 25 ℃温箱在

规定时间取样品分别进行试管凝集试验测定

其效价。 

1.7  犬种布鲁氏菌标准阳性血清标化

犬种布鲁氏菌虎红平板凝集试验抗原检

测灵敏度 
参考《中华人民共和国兽用生物制品规程

(2000 年版)》[15]方法制备犬种布鲁氏菌虎红平

板 凝 集 试 验 待 标 化 抗 原 ， 待 标 化 抗 原 用

MENZEL 缓冲液作 1:2、1:3、1:4、1:5、1:6 倍

稀释。将本研究制备的犬种布鲁氏菌标准阳性

血清用 PBS 稀释至 80、40、20、10、5 IU/mL，

取 0.03 mL 不同稀释度血清与等量不同稀释度

待标化抗原做平板凝集反应，4 min 内观察结
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果。同时设阴性血清、光滑型布鲁氏菌阳性血

清、欧盟标准阳性血清作为对照。当对照阴性

血清和光滑型布鲁氏菌阳性血清呈现“–”反应，

欧盟标准阳性血清呈现“++++”反应时，试验成

立，标准阳性血清在 80 IU/mL 呈现“+++”反应；

在 40 IU/mL 呈现“++”反应；在 20 IU/mL 呈现

“+”反应；在 10 IU/mL 和 5 IU/mL 呈现“–”反应

时的抗原稀释度为抗原使用浓度。将抗原稀释

至使用浓度即为犬种布鲁氏菌虎红平板凝集试

验抗原，再与上述稀释度标准阳性血清反应，

确定抗原的检测灵敏度。 

1.8  犬种布鲁氏菌标准阳性血清标化

犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测试

剂盒检测灵敏度 
将 1.3 制备的免疫用抗原经 200 W、20 min

超声裂解，裂解菌体蛋白经辛酸-硫酸铵纯化

后，按蛋白浓度稀释至 40、20、10、5、2.5 μg/mL
分别包被酶标板，每孔 100 μL，2−8 ℃放置

16 h。用 PBST 洗涤液洗板 1 次，每孔加入 2%
牛血清白蛋白，2−8 ℃封闭 24 h，PBST 洗涤液

洗涤 3 次后备用。将本研究制备的犬种布鲁氏

菌标准阳性血清用 PBS 稀释至 80、40、20、10、

5 IU/mL，作为样品分别加入不同浓度抗原包被

酶标板中，37 ℃反应 30 min。每孔加入 100 μL
工作浓度的 HRP 标记兔抗犬 IgG，37 ℃反应

30 min，PBST 洗涤液洗涤 3 次，每孔加入底物

显色液 100 μL，避光显色 15 min，每孔加入 50 μL
终止液，用酶标仪 450 nm 处读取 OD 值，计算

样品 P 值。20 IU/mL 标准阳性血清的 P 值≥30%；

10 IU/mL 标准阳性血清的 P 值<30%时的抗原

包被浓度即为试剂盒标化的抗原浓度，按该浓

度包被酶标板组装试剂盒，再用上述稀释度标

准阳性血清作为样品进行检测，确定试剂盒的

检测灵敏度。 

1.9  犬种粗糙型布鲁氏菌补体结合

试验  
参照《中华人民共和国兽用生物制品规程》

(2000 版)[15]“布鲁氏菌病补体结合试验抗原与

阴、阳性血清制造及检验规程”中提及的方法。

基本步骤如下：将待检犬临床血清、犬阴性血

清、制备的犬种布鲁氏菌阳性血清均用生理盐水

做 1:10 稀释，于 56 ℃灭活 30 min 后，按表 1 稀

释并进行试验，最后一次水浴加温 20 min 后按

表 2 配制标准溶血管，并进行结果判定。 
 
表 1  补体结合试验各试剂加样量及操作程序 
Table 1  Dosage and operation procedure of each reagent for the complement fixation test 
Item The test serum The test serum 

Test Control Brucella canis standard 
positive serum 

Negative serum The 
complement 

The 
antigen 

The 
hemolysin 

Test Control Test Control 
1:10 dilution of serum 50 50 50 50 50 50 None None None 
One unit antigen 50 None 50 None 50 None None 50 None 
One unit complement 50 50 50 50 50 50 50 50 None 
Normal saline None 50 None 50 None 50 100 50 150 
Water bath at 37 ℃ for 20 minutes 
The hemolysin 50 50 50 50 50 50 50 50 50 
2.5% red blood cell suspension 50 50 50 50 50 50 50 50 50 
Water bath at 37 ℃ for 20 minutes 
The expected result / – ++++ – – – – – ++++ 
None：不加此项；/：结果未知；++++：溶血程度 100%；–：无溶血。 
None: Do noting; /: The unknown result; –: No hemolysis. 
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表 2  标准溶血管配制及判定标准 
Table 2  Preparation and determination criteria of standard hemolytic tubes 
Determination criteria The test take number 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
100% hemolysis (μL) 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 
Normal saline 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 
Hemolysis degree 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 
Hemolysis inhibition 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
Decision symbol – + + ++ ++ ++ +++ +++ +++ ++++ ++++ 
The criterion Negative Suspect Positive 
++++：溶血程度 100%；+++：溶血程度 75%；++：溶血程度 50%；+：溶血程度 25%；–：无溶血。  
++++: Hemolysis degree 100%; +++: Hemolysis degree 75%; ++: Hemolysis degree 50%; +: Hemolysis degree 25%; –: No 
hemolysis. 
 
1.10  临床样品的检测 

采用已标化的犬种布鲁氏菌虎红平板凝集

试验抗原、犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测

试剂盒对北京地区 352 份犬血清样品进行抗体

检测，比较与犬种布鲁氏菌补体结合试验之间

的符合率。 

2  结果与分析 
2.1  种属鉴定结果 

灭活抗原经 Brucella ladder PCR 鉴定为犬

种布鲁氏菌[16]，其扩增片段与犬种布鲁氏菌一

致(图 1)，分别为 152、272、450、587、1 071
和 1 682 bp。采用 16S rRNA 基因鉴定扩增出   
1 323 bp 的片段(图 2)，PCR 产物经测序后提交

NCBI 进行比对，结果与 NCBI 数据库已有的

2 株犬种布鲁氏菌 16S rRNA 基因 100%符合。 

2.2  犬种布鲁氏菌标准阳性血清的效

价测定及稳定性检验结果 
实验用比格犬在免疫 12 周后血清效价均

大于 1 000 IU/mL，抗体效价变化曲线见图 3。
4 只犬分别经静脉采血后分离血清，血清混合

后按 1.5所述试管凝集试验方法测定血清效价

为 2 400 IU/mL，结果见表 3。用阴性血清将阳

性血清稀释 2.4 倍，分装冻干，即为犬种布鲁氏 

 
 
图1  Brucella ladder PCR产物电泳图   M：DL5000 
DNA Marker；1：灭活抗原；2：牛种布鲁氏菌 A19
疫苗；3：羊种布鲁氏菌 M5 疫苗；4：猪种布鲁

氏菌 S2 疫苗。 
Figure 1  Electrophoretograms of Brucella ladder 
PCR products. M: DL5000 DNA Marker; 1: 
Inactivated antigen; 2: Brucella abortus A19; 3: 
Brucella melitensis M5; 4: Brucella suis S2. 
 
菌标准阳性血清。按 1.6 所述对犬种布鲁氏菌标

准阳性血清的效价进行定值，结果为 1 000 IU/mL 
(表 4)。将冻干的血清放入 56、37 和 25 ℃温箱

进行稳定性检验，在第 1、2、3、4、6、8 和

10 周取出进行性状和效价检验，结果见表 5。冻

干血清性状未见明显变化，56 ℃温箱保存 3 周

时效价开始逐渐下降，37 ℃温箱保存 8 周时效

价开始逐渐下降，25 ℃温箱保存 10 周时其效

价开始逐渐下降。 
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图 2  16S rRNA 基因产物电泳图   M：DL2000 
DNA Marker；1：灭活抗原；2：灭菌水阴性对照。 
Figure 2  Electrophoretograms of 16S rRNA gene 
products. M: DL2000 DNA Marker; 1: Inactivated 
antigen; 2: Sterilized water negative control. 
 

 
 
图 3  实验犬免疫后抗体效价趋势图 
Figure 3  Trend plots of antibody titers in experimental 
dogs after immunization. 
 
2.3  犬种布鲁氏菌虎红平板凝集试验

抗原检测灵敏度标化结果 
采用犬种布鲁氏菌标准阳性血清作为质

控，标化不同稀释度犬种布鲁氏菌虎红平板凝

集试验抗原，结果待标化抗原在 1:5 稀释时与

标准阳性血清在 80 IU/mL 呈现“+++”反应；在

40 IU/mL 呈现“++”反应；在 20 IU/mL 呈现“+”
反应；在 10 IU/mL 和 5 IU/mL 呈现“–”反应。

将标化抗原按 1:5 稀释后即为犬种布鲁氏菌虎 

表 3  阳性血清试管凝集效价测定结果 
Table 3  Results of serum agglutination test titer 
determination of positive serum 
Dilution of 
serum 

European Union 
standard positive serum 

Positive serum from 
immunized dogs 

1:50 +++ ++++ 
1:100 ++ ++++ 
1:200 + ++++ 
1:400 – ++++ 
1:800 / ++++ 
1:1 200 / ++++ 
1:1 600 / +++ 
1:2 000 / +++ 
1:2 400 / ++ 
1:2 800 / + 
++++：100%凝集；+++：75%凝集；++：50%凝集；+：
25%凝集；–：无凝集；/：不涉及。当血清出现不低于 50%
凝集(++)的最高稀释度即为血清凝集价。下同。 
++++: 100% agglutination; +++: 75% agglutination; ++: 50% 
agglutination; +: 25% agglutination; –: No agglutination; /: 
Indicates not involved. The highest dilution of serum with 
no less than 50% agglutination (++) is the serum agglutination 
value. The same below. 
 
表 4  冻干后犬种布鲁氏菌标准阳性效价测定结果 
Table 4  Results of the standard positive titer 
determination of Brucella canis after freeze-drying 
Dilution 
of serum 

European Union 
standard positive serum 

Brucella canis standard 
positive serum 

1:50 +++ ++++ 
1:100 ++ ++++ 
1:200 + ++++ 
1:400 – ++++ 
1:600 / ++++ 
1:800 / +++ 
1:1 000 / ++ 
1:1 200 / + 
1:1 400 / – 
 
红平板凝集试验抗原，采用不同稀释度犬种布鲁

氏菌标准阳性血清测定犬种布鲁氏菌虎红平板

凝集试验抗原检测灵敏度，结果抗原与 20 IU/mL
标准阳性血清呈现“+”反应；与 10 IU/mL 标准

阳性血清呈现“–”反应，抗原检测灵敏度为不低

于 20 IU/mL (表 6–表 7)。 
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表 5  稳定性检验结果 
Table 5  Stability test results 
Time of preserving 
(weeks) 

Preserving temperature (℃) 

25  37  56 

Character test Titer test  Character test Titer test  Character test Titer test 

1 Faint yellow 1:1 000 (++)  Faint yellow 1:1 000 (++)  Faint yellow 1:1 000 (++) 

2 Faint yellow 1:1 000 (++)  Faint yellow 1:1 000 (++)  Faint yellow 1:1 000 (++) 

3 Faint yellow 1:1 000 (++)  Faint yellow 1:1 000 (++)  Faint yellow 1:800 (++) 

4 Faint yellow 1:1 000 (++)  Faint yellow 1:1 000 (++)  Faint yellow 1:600 (++) 

6 Faint yellow 1:1 000 (++)  Faint yellow 1:1 000 (++)  Faint yellow 1:400 (++) 

8 Faint yellow 1:1 000 (++)  Faint yellow 1:800 (++)  / / 

10 Faint yellow 1:800 (++)  / /  / / 

 
表 6  犬种布鲁氏菌虎红平板凝集试验抗原标化结果 
Table 6  Antigen calibration results of the Brucella antigen for the rose bengal test  
Antigen dilution ratio Antigen solution 

(mL) 
Add buffer volume 
(mL) 

 Titer of serum (IU/mL) 

 5 10 20 40 80 

1:1 1 0  – – – – + 

1:2 1 1  – – – – + 

1:3 1 2  – – – + ++ 

1:4 1 3  – – – + ++ 

1:5 1 4  – – + ++ +++ 

1:6 1 5  – + + +++ ++++ 

1:7 1 6  + ++ ++ ++++ ++++ 

++++：出现大的凝集片或颗粒，液体完全透明；+++：有明显的凝集颗粒，液体几乎完全透明；++：有较明显的凝集

颗粒，液体稍透明；+：稍能见到凝集，液体混浊；–：无凝集，液体均匀混浊；/：不涉及。下同。 
++++: Appear big agglutination plate or granule, the liquid is completely transparent; +++: Obvious agglutination granule and 
the liquid was almost completely transparent; ++: More obvious agglutination granule, and the liquid was slightly transparent; 
+: Agglutination can be seen slightly, and the liquid is cloudy; –: Without agglutination, the liquid was uniformly turbidd; /: 
Not involved. The same below. 
 
表 7  犬种布鲁氏菌虎红平板凝集试验抗原检测灵敏度 
Table 7  Sensitivity of antigen detection by the rose bengal test of Brucella canis 
Titer of serum 
(IU/mL) 

Serum 

Brucella canis standard 
positive serum 

Negative serum Smooth Brucella positive 
serum 

European Union standard 
positive serum 

Original concentration / – – ++++ 

5 – / / – 

10 – / / – 

20 + / / + 

40 ++ / / ++ 

80 +++ / / +++ 
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2.4  犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检

测试剂盒检测灵敏度标化结果 
采用犬种布鲁氏菌标准阳性血清作为质

控，标化犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测试

剂盒，结果 10 μg/mL 包被抗原酶标板进行

ELISA 抗体检测，20 IU/mL 标准阳性血清的 P
值≥30%；10 IU/mL 标准阳性血清的 P 值<30%，

按该浓度包被酶标板组装试剂盒。试剂盒检测

灵敏度为不低于 20 IU/mL (表 8–表 9)。 

2.5  临床样品检测结果 
对于来自北京地区 352 份犬血清临床样品

分别使用犬种布鲁氏菌虎红平板凝集试验抗原

和犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测试剂盒进

行检测，与犬种布鲁氏菌补体结合试验结果进

行比对，结果见表 10–表 11。犬种布鲁氏菌虎

红平板凝集试验抗原检出 22 份阳性样品，阳性

率 6.25%；犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测

试剂盒检出 21 份阳性样品，阳性率 5.97%；犬

种布鲁氏菌补体结合试验检出 22 份阳性样品，

阳性率 6.25% (表 12)。本研究标化的犬种布鲁氏 

 
表 8  犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测试剂盒

标化结果 
Table 8  Standardized results of the Brucella canis 
indirect ELISA antibody detection kit 
Concentration of 
coated antigen 
(μg/mL) 

Titer of serum (IU/mL) 

80 40 20 10 5 

40.0 69% 43% 21% 10% 3% 

20.0 72% 46% 26% 9% 4% 

10.0 87% 65% 32% 14% 8% 

5.0 94% 89% 67% 34% 15% 

2.5 97% 90% 73% 40% 26% 

当 P 值≥30%时，判定为犬种布鲁氏菌抗体阳性；当 P 值

<30%时，判定为犬种布鲁氏菌抗体阴性。下同。 
P value≥30%, as antibody positive for Brucella canis; P 
value<30% as antibody negative for Brucella canis. The 
same below. 

表 9  犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测试剂盒

检测灵敏度 
Table 9  Detection sensitivity of the Brucella canis 
indirect ELISA antibody detection kit 
Titer of serum (IU/mL) Test results (%) 

Original concentration 96 
5 8 
10 15 
20 34 
40 62 
80 85 

 
表 10  犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测试剂

盒与虎红平板凝集试验检测结果符合率 
Table 10  The coincidence rate of the Brucella 
canis indirect ELISA antibody detection kit and the 
rose bengal test 
The rose bengal 
test for Brucella 
canis 

The Brucella canis indirect 
ELISA antibody detection kit 

Total 

P N 

P 14 8 22 
N 7 323 330 
Total 21 331 352 
Coincidence rate (14+323)/352=95.74% 
P 为阳性；N 为阴性。下同。 
P: Positive; N: Negative. The same below. 
 
表 11  虎红平板凝集试验与补体结合试验检测结

果符合率 
Table 11  The coincidence rate of the rose bengal test 
for Brucella canis and the complement fixation test 
The complement 
fixation test 

The rose bengal test for 
Brucella canis 

Total 

P N 

P 12 10 22 
N 10 320 330 
Total 22 330 352 
Coincidence rate (12+320)/352=94.31% 
 
菌虎红平板凝集试验抗原和犬种布鲁氏菌间接

ELISA 抗体检测试剂盒的符合率最高为 95.74%。

两种方法与犬种布鲁氏菌补体结合试验的符合

率分别为 94.31%和 94.60%。 
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表 12  犬种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测试剂

盒与补体结合试验检测结果符合率 
Table 12  The coincidence rate of the Brucella 
canis indirect ELISA antibody detection kit and the 
complement fixation test 
The complement 
fixation test 

The Brucella canis indirect 
ELISA antibody detection kit 

Total 

P N 
P 12 10 22 
N 9 321 330 
Total 21 331 352 
Coincidence rate (12+321)/352=94.60% 
 

3  讨论 
犬的布鲁氏菌病虽然偶见光滑型表型的羊

种布鲁氏菌感染犬的报道，但仍主要由粗糙型

表型的犬种布鲁氏菌引起。由于犬布病在感染

后的症状不明显，感染犬往往是在宠物医院治

疗其他疾病或是在怀孕后期出现流产等症状时

才被发现，所以犬布病相较于牛羊布病来说，

大众的关注度和警惕性都较低。人感染犬种布

鲁氏菌的病例较少，多呈阴性感染，但感染后

会出现包括间歇性发热、寒战、出汗、食欲不

振、体重减轻、疲劳、头痛、背痛或关节疼痛

等症状，严重者会出现心内膜炎、动脉瘤、腹

膜炎、关节炎、骨脊髓炎和硬膜外脓肿[17-19]，

由于临床症状多为非特异性症状，易与其他疾

病混淆，所以相较于牛羊布病，犬布病的公共

卫生风险更高。这主要是由于犬类尤其是宠物

犬与人类的接触更为紧密，而犬在感染布鲁氏

菌后菌血症持续时间可长达数月，尿液等排泄

物中均能分离到活菌，加之犬类动物有着排尿

进行信号标记的行为，使得布鲁氏菌的传染风

险和散布范围更加广泛和持续[20-22]。近年来随

着我国城市化进程的加快，城市宠物犬的数量

急剧增长，导致犬布病成为不容忽视的伴侣动

物人兽共患病[23]。 

相较于牛羊布病，我国适用于犬种布病的

诊断方法十分匮乏，仍以凝集类试验的血清学

诊断为主。目前国内常用的犬种布鲁氏菌虎红

平板凝集试验和试管凝集试验等方法由于方法

本身的敏感性与特异性不高，常常导致假阳性

或假阴性。国际上常用的犬种布鲁氏菌琼扩试

验、ELISA 方法等又未收录在相关国家标准或

兽药典中。导致犬种布病诊断中除了进行病原学

鉴定外，缺乏能够准确诊断的血清学方法与试

剂，所以制备和标定犬种布鲁氏菌标准阳性血清

对于犬种布病新型诊断试剂的开发十分必要。 
本研究中实验比格犬经 6 次免疫抗体效价

才达到不低于 1 000 IU/mL 的要求，粗糙型布

鲁氏菌抗体的产生速度和效价低于光滑型布鲁

氏菌抗体[24]。这可能与粗糙型布鲁氏菌的脂多

糖(LPS)结构不完整有关，导致动物机体抗体产

生时间晚且效价较低[25]。欧盟犬种布鲁氏菌标

准阳性血清的效价仅有 100 IU/mL，也进一步

表明高效价犬种布鲁氏菌阳性血清制备存在一

定难度。而本研究中采用多次加强免疫的方式

将血清效价提升至 2 000 IU/mL 以上，远远高

于国际上同类制品。 
由于在全球范围内针对犬种布病的研究较

少，WOAH也无犬种布鲁氏菌病诊断技术标准[26]，

导致针对该病的诊断方法少，并且敏感性和特

异性相对较差。不同方法之间的检测灵敏度相

差较大，缺乏统一的标准物质定值，导致不同

方法检测结果各异，降低了临床诊断的准确性。

而本研究提供了一种可用于标化不同犬种布鲁

氏菌病诊断方法的标准阳性血清，通过该血清

标化犬种布鲁氏菌虎红平板凝集试验抗原和犬

种布鲁氏菌间接 ELISA 抗体检测试剂盒，使 2 种

方法的检测灵敏度一致，均为 20 IU/mL。同时

借鉴 WOAH 收录的绵羊附睾种(粗糙型)布鲁氏

菌补体结合试验的试验步骤进行了犬种布鲁氏
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菌补体结合试验[27]，采用 3 种方法对北京地区

临床犬血清进行犬种布鲁氏菌抗体检测，3 种

检测方法符合率超过 90%，个体阳性率在 6%
以上，其中采用标准阳性血清标化的犬种布鲁

氏菌虎红平板凝集试验抗原和犬种布鲁氏菌间

接 ELISA 抗体检测试剂盒检测结果的符合率最

高(95.74%)。 

4  结论 
本研究中临床犬血清的阳性率结果也表明

北京地区犬种布病流行情况已较为严重，应进

一步加强流行病学的监测，采取必要的防治措

施。目前尚无针对犬种布鲁氏菌病的疫苗可用，

而对于犬的抗菌治疗不能保证完全清除细菌，

并且感染复发的报道频繁，增加了抗生素耐药

性发展的风险。虽然有报道指出，在几乎所有

的欧洲国家都可检测到犬种布鲁氏菌[28-29]，但

目前尚无系统地监测犬种布病的文献报道。相

较于欧洲国家，我国在相关方面的关注程度和

防控力度更低，亟须引起重视，并加强完善相

关法律法规和技术规范[30]。 
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