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甘肃省永靖县奶牛布鲁氏菌病

监测与病原分离鉴定
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摘　要：为查明甘肃省永靖县奶牛布鲁氏菌病流行情况、感染菌种和类型，2013—2017 年对永靖县 8 月龄以上

奶牛进行了布鲁氏菌病监测，对 2016 年检出的 3 份疑似感染布鲁氏菌奶牛的脾脏进行了病原分离与鉴定。结果

显示：2013—2014 年检测奶牛 444 头，未检出阳性；2015—2016 年检测奶牛 706 头，检出阳性 63 头，个体阳

性率为 8.92%；3 份脾脏样本均为布鲁氏菌 PCR 检测阳性，细菌分离培养 15 d，只有 1 份生长菌落；将分离菌

株用 AMOS-PCR 进行检测，获得流产布鲁氏菌特征的扩增条带，且分离菌株的 omp25 基因测序结果与流产布

鲁氏菌高度吻合。本监测和细菌分离鉴定结果为该地布鲁氏菌病防控提供了技术支撑。
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Abstract：In order to find out the prevalence status of cow brucellosis in Yongjing County of Gansu Province and to 
determine the types of infection strain，during 2013 to 2017，brucellosis surveillance was carried out towards cows 
over 8 months of age，and 3 spleen samples were detected Brucella-positive in 2016. Then isolation and identification 
of Brucella in suspected samples was carried out. Results showed that during 2013 to 2014，444 cows were tested，
no positive cow was found；during 2015 to 2016，706 cows were tested，and 63 of them were detected brucellosis-
positive，the individual positive rate was 8.92%. For the 3 suspected spleen samples，PCR tests all showed positive 
results. After 15 days of bacteria isolation and culture，bacteria colonies only grew in one culture plate. At last，one 
bacterial strain was isolated. Through AMOS-PCR detection，the amplified band revealed the characteristic of Brucella 
abortus，also，the sequencing results of omp25 gene of the isolate showed high consistency with that of Brucella 
abortus. In conclusion，the research results would provide technical supports for brucellosis prevention and control in 
Yongjing County.
Key words：Brucella；dairy cow；monitorsurveillance；isolation and identification；Yongjing County

布鲁氏菌病（以下简称布病）是我国的人乙

类传染病、家畜二类传染病，也是世界卫生组织

（WHO）确认的致残率最高的动物源性人兽共患病。

畜间布病以牛羊为主，染疫家畜及其产品是人间布

病的主要传染源，牲畜养殖、畜产品加工、动物防

疫和布病防治工作人员是高危人群。布病不仅危害
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人体健康，还阻碍畜牧业持续健康发展，严重影响

社会稳定和经济发展 [1]。

最近几年，布鲁氏菌广泛流行于我国大部分

地区，特别是西北地区。布鲁氏菌有多种血清型，

其中羊主要感染马耳他布鲁氏菌 3 型，牛主要感染

流产布鲁氏菌 1 型和 3 型。猪布鲁氏菌多在我国南

方一些地区流行，北方比较少见 [2-3]。研究发现，

布病呈全国扩散趋势，且流行菌株的特征发生了一

些变化，如羊原来以马耳他布鲁氏菌 1型感染为主，

现在转变为马耳他布鲁氏菌 3 型 [4-5]。因此，为查

明永靖县奶牛布鲁氏菌病流行情况、感染菌种和类

型，以便为布病防控提供技术支撑，2013—2017
对永靖县奶牛进行了连续 5 年的布病监测，并对

2016 年检出的布病阳性牛，采集病料进行了病原

分离与鉴定。 

1　材料与方法

1.1　监测动物和样品采集

对永靖县刘家峡镇、太极镇、盐锅峡镇、岘

塬镇、三塬镇和西河镇 6 个川塬区乡镇 26 个行政

村农户中饲养的 8 月龄以上奶牛（怀孕后期奶牛为

避免应急反应引起流产暂不检测）进行采样监测。

血清样品采集，按常规无菌采血方法，空腹尾颈脉

采血置于试管中，然后将试管摆成斜面，置于 4 ℃
冰箱，5 h 后取出，放在室温下待血清自然析出后

收集血清；收集 3 份疑似感染布鲁氏菌奶牛脾脏样

品，-20 ℃冷冻保存备检。

1.2　试剂

Rnase A 酶、Proteinase K 和 PCR 反应酶等：

购自于大连宝生物公司；BBLTM 布鲁氏菌肉汤培养

基和布鲁氏菌基础培养基选择添加剂：购自于 BD

公司；SDS、酚 - 氯仿 - 异戊醇和引物等：来自于

上海生工。无水乙醇等均为国产分析纯试剂。

1.3　培养基制备

取 BBLTM 布鲁氏菌肉汤 28 g、琼脂 15 g，加

入蒸馏水或去离子水 900 mL，调制到 pH7.2，然

后定容至 1 L，搅拌加热至完全溶解，121 ℃高压

灭菌 15 min，待培养基温度降至 60 ℃左右时，加

入 50 mL 无菌马血清和新配制的布鲁氏菌基础培

养基选择添加剂，混合均匀后制作布鲁氏菌固体培

养基平皿，备用。

1.4　血清学检测

采集血清用虎红平板凝集试验（RBPT）初筛，

对初筛检测出的阳性奶牛血样进行试管凝集试验

（SAT）。操作及结果判定标准，按照《动物布鲁

氏菌病诊断技术》（GB/T 18646-2002）进行。 

1.5　病原检测

1.5.1　病料中基因组提取　取米粒大小脾脏放入

离心管中，参照文献 [6] 提取总基因组 DNA：在

离心管中加入 400 μL NET buffer、100 μL 20% 的

SDS（终浓度 3.4%），混匀，95 ℃孵育 10 min

后，迅速放置于冰上冷却；在样品中加入 Rnase 
A 酶至终浓度为 75 μg/μL，50 ℃作用 2 h 后，加

入 proteinase K 至终浓度为 325 μg/μL，50 ℃作用

2 h；在消化液中加入等体积的酚 - 氯仿 - 异戊醇

（25:24:1），颠倒摇匀 2~3 次，4 ℃ 7 000 r/min 离

心 10 min；转移上清液于另一离心管中，重复用

酚 - 氯仿 - 异戊醇抽提 2 次后，加入 2.5 倍体积的

预冷无水乙醇，-20 ℃沉淀 30 min，12 000 r/min

离心 10 min，弃取所有液相；用 1 mL 70% 乙醇漂

洗 2~3 次，12 000 r/min 离心 2 min；真空或室温干

燥后，将 DNA 沉淀物用 50 μL 无菌双蒸水溶解，

-20 ℃保存备用。

1.5.2　PCR 检测　参照文献 [6]，用布鲁氏菌

Nested-PCR 检测病料中的细菌。一扩反应体系：

ExTaq mix 25 μL，BP1 和 BP2 引物各 1μL，模板

4 μL、无菌双蒸水 19 μL；二扩：ExTaq mix 25 μL，
BP3 和 BP4 引物各 1μL，一扩产物 2 μL、无菌

双蒸水 21 μL。一扩反应条件：95 ℃充分变性

5 min，35 个循环，分别为 94 ℃变性 1 min，49 ℃
退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，72 ℃延伸 10 min；
二扩：20 个循环，分别为 94 ℃变性 30 s，51 ℃退

火 1 min，72 ℃延伸 1 min，72 ℃延伸 6 min。
1.6　细菌分离

取采集的病料100 mg左右放于1.5 mL离心管，

加入 500 μL 无菌生理盐水，用组织破碎仪破碎，

5 000 r/min 离心 10 min，无菌条件下将沉淀均匀涂
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布在选择性培养基平皿。将涂布好的平板置 37 ℃ 

5%~10% CO2 温箱培养，每天观察细菌生长情况，

记录生长菌落数量、颜色、大小、光滑度等。培养

15 d 后无细菌生长者为阴性。以接种针挑取选择性

培养平板单菌落，划线接种于固体培养基和液体培

养基，置 37 ℃ CO2 温箱培养，观察纯培养细菌在

固体和液体培养基的生长特性。

1.7　分离菌株 AMOS-PCR 检测

AMOS-PCR 体 系：ExTaq mix 25 μL、
AMOS-（A1）1 μL、AMOS-（M）1.5 μL、

AMOS-（O）1.5 μL、AMOS-（S）1 μL、AMOS-（A2）
1 μL、AMOS-（IS711）2 μL、DNA 模板 3 μL、
ddH2O 14 μL。反应条件：95 ℃ 5 min，40 循环：

94 ℃ 1 min，60 ℃ 1.5 min，72 ℃ 1 min；最后

72 ℃作用 10 min。引物见表 1。

1.6　分离菌株的 omp25 基因测序

为进一步鉴定分离菌株，选用该细菌保守的

omp25 基因作序列分析。用已知的序列引物扩增

分离菌落的 DNA，获得 omp25 基因，将其克隆到

pMD18-T 载体上，送入测序公司测序。方法参照

文献 [6]。将测序结果与已知公开的其它基因组序

列用 Mega 软件进行系统发生树分析。

2　结果

2.1　血清学检测

2013—2017 年永靖县共检测奶牛 1 431 头，

检出布鲁氏菌病阳性奶牛 64 头，平均个体阳性率

为 4.47%；共检测奶牛群 160 个，检出布鲁氏菌病

阳性牛群 12 个，平均群体阳性率为 7.50%。其中：

2013—2014 年检测奶牛 444 头，未检出阳性牛；

2015—2016 年检测奶牛 706 头，检出阳性牛 63 头，

个体阳性率分别 8.92%；2017 年检测 281 头，检

出阳性 1 头，个体阳性率为 0.36%（表 2）。对检

出的阳性牛全部进行了扑杀和无害化处理。

2.2　Nested-PCR 检测

通过 Nested-PCR 对样本进行检测，发现 3 份

样本均为布鲁氏菌阳性（图 1）。

2.3　细菌分离鉴定

培养15 d内，3份样本中，只有1份生长出透明、

光滑菌落。

2.4　分离菌株 AMOS-PCR 检测

对分离获得的 1株细菌进行AMOS-PCR鉴定，

结果扩增出流产布鲁氏菌特征性条带（图 2）。

2.5　分离菌株 omp25 基因测序与分析

omp25 基因测序和系统发生树结果表明，分

离获得菌株的 omp25 基因序列与已经公布的基因

序列高度一致，为流产布鲁氏菌菌株特有序列（图

3、图 4）。

3　讨论

永靖县从 1971 年开始采取检疫、扑杀病畜、

免疫注射、治疗病人等综合防治措施防治布病，

表 1　分离菌株 AMOS-PCR 检测

引物 引物序列（5´—3´）
AMOS-（A1） 5 -́gac gaa cgg aat ttt tcc aat ccc-3´
AMOS-（M） 5 -́aaa tcg cgt cct tgc tgg tct ga-3´
AMOS-（O） 5 -́cgg gtt ctg gca cca tcg tcg-3´
AMOS-（S） 5 -́gcg cgg ttt tct gaa ggt tca gg-3´
AMOS-（A2） 5 -́gcg cag cgt tgc ggc aat tg-3´
AMOS-（IS711） 5 -́tgc cga tca ctt aag ggc ctt cat-3´

表 2　2013—2017 年永靖县奶牛布鲁氏菌病监测结果 

检测时间
存栏

数 / 只
检测

数 / 份
阳性

数 / 份
个体阳

性率 /%
牛群数

/ 个
阳性群

/ 个
群体阳

性率 /%
2013 年 9 月 528 295 0 0 30 0 0
2014 年 9—10 月 512 149 0 0 28 0 0
2015 年 10 月 527 221 24 10.9 27 4 14.80
2016 年 3—4 月 619 485 39 8.04 40 7 17.50
2017 年 7 月 430 281 1 0.36 35 1 2.86
合 计 2 676 1 431 64 4.47 160 12 7.50

M. 2000 bp DNA Marker，1. 阳性对照，2~4. 检测样本；5. 阴性对照

图 1　Nested-PCR 检测结果
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1983 年达到了“控制区”标准，1995 年达到了“稳

定控制区”标准 [5]。 查阅 1996—2014 年永靖县奶

牛布病监测记录，发现该地连续 18 年未检出阳性

牛。而本次监测在 2015—2016 年突然检出 63 头阳

性牛，个体阳性率高达 8.9%。调查发现，这些病

例主要是输入性病例，检测出的 11 个阳性奶牛群

中，只有 3 个是自养牛群，其他全部是从周边地区

调入的，表明永靖县的奶牛“落地检疫”存在漏洞。

2017 年永靖县检测奶牛 281 头，检出布鲁氏

菌病阳性 1 头，个体阳性率下降到 0.36%；检测

牛群 35 个，检出阳性群 1 个，群体阳性率下降到

2.86%，说明对检出的布病阳性牛全部扑杀并进行

无害化处理的措施效果明显。今后，应当加大监测

频次，每年至少开展 2 次奶牛布病检测、1 次饲养

人员布病检测。

最近几年布病在我国再次流行，特别是在西

北地区，由马耳他布鲁氏菌引起的羊布病流行严重，

局部地区出现疫情暴发 [7-8]。由于羊布病的广泛流

行，在西部地区，马耳他布鲁氏菌也成为牛布病的

主要病原 [9-11]。本研究经细菌分离与鉴定发现，感

染该地奶牛的布鲁氏菌为流产布鲁氏菌，说明永靖

县奶牛布病的感染源仍来自牛，无跨种传播迹象。

4　结论

本研究对 2013—2017 年永靖县 8 月龄以上奶

牛进行了布病监测，发现该地奶牛布病个体阳性率

呈现突然上升随后下降趋势，说明“检测 - 扑杀”

的布病防控措施效果明显；对分离出的 1 株布鲁氏

菌菌株，通过AMOS-PCR检测和opm25基因测序分析，

鉴定为流产布鲁氏菌，说明该地奶牛布病感染主要来

源于牛。调查发现，布病阳性病例主要是输入性病例，

说明需要加强牛只跨区移动的检疫和监管。
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图 3　omp25 基因测序结果

图 4　布鲁氏菌 omp25 基因系统发生树

M. 2000 bp NDA Marker；1. 马耳他布鲁氏菌对照；
2. 猪布鲁氏菌对照；3. 分离菌落流产布鲁氏菌扩增

图 2　AMOS-PCR 鉴定结果
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阴性的 19 头，阴性符合率为 95%（19/20）。

3　讨论

PPD（牛型结核菌素皮内变态反应）是国际推

荐的牛结核病诊断方法。其优点是对人员的专业水

平要求低（一般经过简单培训就能操作 [2]），所需仪

器设备简单（仅需要卡介苗注射器和游标卡尺），结

核菌素抗原便宜，检疫费用较低，易于在基层推广；

缺点是该方法操作步骤多、繁琐，费时费力，容易出

现非特异性反应，人为因素影响大，重复性差。

γ- 干扰素 ELISA 试验主要是通过检测牛感染

牛分支杆菌后，机体通过细胞免疫产生的高水平

IFN-γ 含量的多少，来反映机体是否感染结核病 [3]。

其优点是操作相对简单、敏感性高，可检测出早期

感染牛，可以区分牛分支杆菌和副结核或禽分支杆

菌感染，而且重复性好，易于标准化；缺点是采血

后必须在 8 h 内进行 [4]，试剂盒价格贵，成本高，

需要酶标仪，且对操作人员专业技术要求高，不利

于在基层推广使用。

抗体胶体金检测法是对血清或血浆中牛结核

分支杆菌抗体进行检测，操作简便（仅需采血分离

血清）、快速（15 min 内即可出结果），敏感性

和特异性高，适合于在基层推广；缺点是试剂盒较

贵，检测成本较高。

3 种方法检测均为阳性的 16 份，均为阴性的

10 份，总符合率并不高，仅为 57%，说明每种检

测方法各有优缺点。γ- 干扰素 ELISA 试验和 PPD

比较，阳性符合率最高（88%），说明其敏感性较高，

可用于结核病早期感染的检测。胶体金和 PPD 比

较，阳性符合率为 73%，阴性符合率为 95%，说

明特异性较高，可用于引种时的快速检疫。

4　结论

通过检测结果的对比，可以发现这 3 种方法

符合率较低，每种检测方法各有优点：PPD 试剂

最便宜，费用低，适合奶牛场结核病普检；γ- 干扰

素 ELISA 试验敏感性较高，仅需抗凝血就可以进

行检测，适合实验室诊断和结核病的早期诊断；胶

体金检测特异性较高，操作方便快捷，可以用于外

购牛的结核病快速诊断。PPD 仍为我国牛结核病

检疫国家标准，其它检测方法都是辅助手段，因此

在实际操作中，可以根据实际情况进行相应检测方

法的选择。
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