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布鲁杆菌分子诊断技术最新研究进展
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【摘要】 布鲁杆菌是一种胞内寄生菌，具有高度传染性，常能引起乙类传染病——布鲁杆菌病

（布病）。布病不仅可导致巨大的经济损失，也是威胁人群健康的主要风险因素。人类感染后会造成

多器官损伤，严重者可致残，丧失劳动能力。无论从流行地域的广泛性，还是危害程度的严重性，布病

都堪称世界性的传染病。防治布病迫在眉睫，要做到早预防、早发现、早治疗，才能够控制该疾病的流

行。近年来，分子生物技术的不断完善对提高布鲁杆菌感染的早期诊断和快速筛查具有重要意义。

本文对鉴定布鲁杆菌最新的分子诊断技术进行阐述，为布病的实验室诊断提供一定的理论依据。
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布鲁杆菌是一种革兰阴性无鞭毛的短小杆菌，布鲁杆

菌感染可引起布鲁杆菌病，又称布病。现在布病仍被认为

是最重要的有高度传染性的全球人畜共患病［1］。由于全球

卫生和社会经济的不同，布病在世界范围内发生了巨大变

化。目前，布病分布于全球160多个国家和地区，全球每年

有超过 500 000例新发病例，给社会带来了严重的经济负

担［2］。尽管中国是少数几个接种预防人类布病疫苗的国家

之一，但是在 2009年，中国的不同地区共发现 35 816例布

病［3］，2015至2016年共报道了104 125例布病［4］。同时也有

研究报道［5］，未被发现的患者数量会更多。所以，布病的快

速准确诊断仍然是研究人员面临的挑战，诊断布鲁杆菌感

染需要通过生化反应和分离培养到布鲁杆菌，然而取决于

疾病的严重程度，培养标本的敏感性通常会很低。近年来，

随着分子生物技术的开发，其为许多微生物的诊断提供了

新的鉴定方法，并且与其他血清学测试相比，耗时更短、准

确率更高［6］。
1.布鲁杆菌蛋白指纹图谱鉴定法：布鲁杆菌是高度传

染性的细菌病原体，有研究指出全世界一半的人口被认为

有风险感染布鲁杆菌［7］，主要分布于贫穷的农村地区。但

是鉴定布鲁杆菌分离株可能因缺乏快速和具有成本效益的

方法而受到阻碍。随着科学技术的发展，与常规微生物学

和分子生物学方法相比，基质辅助激光解吸/电离飞行时间

质谱（MALDI‑TOF MS）是鉴定细菌的一种更快、更准确的方

法［8］。质谱鉴定细菌早在 1975年就拉开了序幕［9］，当时的

研究人员利用质谱仪结合高温裂解技术第一次完成了细菌

的鉴定，但是当时的技术只能提供有限的生物信息。随着

基质辅助激光解吸电离（MAILDI）技术的不断完善，

MALDI‑TOF MS可以准确地在属的水平上鉴定布鲁杆菌分

离物。在一项最新研究报道中［10］，使用全自动快速微生物

质谱检测系统（VITEK MS）构建了MALDI‑TOF MS鉴定布

鲁杆菌的参考数据库，从 84种不同的菌株（包括稀有或非

典型菌株）中产生 590个光谱来覆盖布鲁杆菌属。然后应

用一种新的生物数学方法来区分不同的物种。这就能保证

在属水平上准确鉴定布鲁杆菌分离物，且没有错误鉴定。

主要的人畜共患物种（B. melitensis、B. abortus和B. suis）也可

以在物种水平上鉴定，准确度分别为100%、92.9%和100%。

该MALDI‑TOF参考数据库将成为第一个经过验证的布鲁

杆菌鉴定数据库，这将可以通过快速鉴定标本来改善布病

的诊断和控制水平。另外，布鲁杆菌属的微生物鉴定和分

型程序较昂贵和耗时，以及为了最大限度地降低操作人员

风险，必须在控制生物危害的设施中进行，MALDI‑TOF‑MS
测定的开发减少了处理时间，同时也能保持性能标准。经

过研究证明［11］，MALDI‑TOF‑MS数据库在种属和物种水平

上正确鉴定布鲁杆菌的准确率分别为 99.5%和 97%，且测

定的性能和不同条件培养分离微生物无关［11］，所以更加说

明了在蛋白质水平鉴定比常规诊断方法更可靠。

2.布鲁杆菌基因环介导等温扩增技术（LAMP）鉴定法：

聚合酶链反应（PCR）是诊断布病的重要工具［12］，然而PCR
基于转录间隔区（ITS）引物与DNA产生了交叉反应，将人体

感染的解糖假苍白杆菌误认为是布鲁杆菌［13］。因此有必要

设计一种快速、灵敏的即时检测方法，以确保布鲁杆菌的早

期诊断。有研究使用 LAMP开发了布鲁杆菌的检测方法，

其中以 bcsp31和 omp25基因用作靶基因，该方法具有高度

特异性和敏感性［13］。在最新研究报道中［14］，以 omp25基因

为靶向的LAMP试验检测布鲁杆菌的检出限为 17 pg，反应

可在 63个循环、60 min内完成，这与检出限为 1.7ng的常规
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PCR相比，LAMP检测布鲁杆菌更敏感，且没有观察到与肠

埃希菌、肠沙门菌亚种、铜绿假单胞菌和巴斯德梭菌4种细

菌之间的交叉反应。之后使用了 263份样本用来评估反

应，得到LAMP和PCR之间的相符率为91%，相对特异度达

到 87%，相对敏感度达到 100%，表明 LAMP可以是一种诊

断布鲁杆菌的更优越、更简单快速的方法［15］。
3.布鲁杆菌全基因组测序鉴定法：用于医学微生物学

中常规细菌鉴定的方法包括生化试验、质谱或分子生物学

技术的组合方法。近年来，全基因组测序（WGS）被认为是

在临床微生物学中一种具有革命潜力的技术［16］。由于积累

了大量公开可用的病原菌DNA序列数据库，这为使用细菌

基因组测序进行鉴定提供了机会。20年前，第一个细菌流

感嗜血杆菌基因组序列的完成震动了细菌学世界［17］。全基

因组鸟枪测序、高通量测序和单分子长读序列三次测序革

新将成为细菌学中尚未尝试应用的首选方法［18］。尽管目前

细菌基因组测序仍然是一种相对昂贵的鉴定和分型方法，

但是却越来越受欢迎，因为细菌基因组测序能降低复杂性，

提高物种鉴定的有效性，所以全基因组测序法是鉴定布鲁

杆菌感染的又一选择方法。

4.其他分子鉴定方法：现代的细菌分类中，DNA‑DNA
分子杂交一直是细菌分类的黄金法则，杂交百分数越高，说

明细菌线性序列的相似性就越高，根据进化发育树说明他

们的亲缘性就越近。另外，16sDNA序列分析只能在属的水

平上区分细菌，继续向下一步鉴定还需借助其他辅助分子

手段。细菌的管家基因 rpoB也可以帮助鉴定细菌，但是在

布鲁杆菌中的检验还需进一步验证。

5.目前临床常用的检测方法：目前临床上鉴定布鲁杆

菌的检测方法有常规血培养、血清学凝集试验、PCR、质谱

鉴定等。虽然血培养分离布鲁杆菌是诊断的金标准，但缺

点是培养分离率低及抗生物等的影响，不能快速及时得到

准确诊断；血清学凝集试验的检测方法较多，能快速检出阳

性标本，但是有敏感度和特异度差异大的缺点；PCR是美国

疾病预防控制中心（CDC）推荐的布病筛选方法之一，是大

部分实验室检测布鲁杆菌的常用检测方法，主要有细菌基

因组重复序列PCR（REP‑PCR）方法和限制性片段长度多态

性聚合酶链反应（PCR‑RFLP）。REP‑PCR是操作最简单、分

辨力最强的一种方法，PCR‑RFLP可用于种属的鉴定，常用

的引物有3对［19］。PCR扩增方法中提取高质量的DNA是该

方法的关键，对实验室的要求也比较高。另外，越来越多的

医院微生物室或疾控中心都有了MALDI‑TOF质谱仪，用于

常规对培养物的鉴定，但要特别注意实验室生物安全。

6.目前国内外已有的商品化试剂：目前国内外布鲁杆

菌的前处理都采用甲酸提取法。检测方法中常用的商品试

剂盒有 plate agglutination test（PAT）和 standard agglutination
test（SAT），由于商业诊断方法的局限性，更多的文献报道

了自己的优化方案［20］。
7.展望：分子生物学鉴定是近年来逐渐发展起来的技

术，结合最新技术的应用，布鲁杆菌在基因和蛋白检测的

基础上，通过对分子方法不断地完善改进，布鲁杆菌的鉴

定分型手段呈多元化的趋势。展望未来，通过构建布鲁杆

菌患者血清蛋白的数据库，不再以分离培养细菌为依据，质

谱技术将成为我国布病预防控制的支撑技术，能快速筛查

出布鲁杆菌感染的血清蛋白丰度的变化，同时为提高和扩

展布病防控能力提供新模式、新思路。
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测试题（均为单选题，已注册参加本栏目学习者可获得Ⅱ类

继续教育学分，答题二维码和方法见活插页）

1.布鲁杆菌病的主要传染源是（）

A.患病的羊、牛等疫畜

B.羊、牛等牲畜粪便

C.布鲁杆菌病患者的血液

D.布鲁杆菌病患者的粪便

2.布鲁杆菌病主要的传播途径是（）

A.输血

B.破损的皮肤黏膜、消化道和呼吸道等

C.食用动物内脏

D.食用牛、羊肉

3.下列选项中不属于布鲁杆菌病临床表现的是（）

A.发热、乏力、多汗

B.关节疼痛

C.肝、脾、淋巴结肿大

D.抽搐

4.布鲁杆菌病的潜伏期是（）

A.一般为2~3周，平均2周
B.一般为 l~3周，平均2周
C.一般为2~4周，平均3周
D.一般为 l~2周，平均1周
5.布鲁杆菌病实验室诊断的检查方法是（）

A.血象、红细胞沉降率等一般实验室检查

B.免疫学检查

C.病原学检查

D.以上都是

（收稿日期：2019‑07‑26）
（本文编辑：张媛）
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本刊有关文稿中法定计量单位的书写要求

本刊法定计量单位具体使用参照 1991年中华医学会

编辑出版部编辑的《法定计量单位在医学上的应用》一书。

注意单位名称与单位符号不可混合使用，如ng·kg-1·天-1应

改为ng·kg-1·d-1；组合单位符号中表示相除的斜线多于1条
时，应采用负数幂的形式表示，如ng/kg/min应采用ng·kg-1·
min-1的形式；组合单位中斜线和负数幂亦不可混用，如前例

不宜采用ng/kg·min-1的形式。在首次出现不常用的法定计

量单位处用括号加注与旧制单位的换算系数，下文再出现

时只列法定计量单位。人体及动物体内的压力单位使用

mmHg或 cmH2O，但文中首次出现时用括号加注（1 mmHg=
0.133 kPa）。正文中时间的表达，凡前面带有具体数据者应

采用 d、h、min、s，而不用天、小时、分钟、秒。量的符号一律

用斜体字母。
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