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摘　要:目的　建立一种微量的布鲁氏菌病抗体凝集检测方法,用于布鲁氏菌病高通量检测.方法　依据我国«布鲁氏

菌病诊断标准»(WS２６９Ｇ２００７)规定的病人诊断标准,用试管凝集试验做诊断标准.通过优化微量凝集试验抗原浓度,对１４２
份疑似病人血清同时做试管凝集和微量凝集试验,进行效果评价.结果　最优的微量凝集抗原浓度为１∶１０,建立微量凝集

法具有较高的敏感度和特异度,分别为９８．９％和９２．３％;和常规试管凝集法相比,两种方法符合率为９６．５％.常规试管凝集检

测得到２１份阴性样本,２２份可疑样本(１∶５０),９９份阳性样本(＞１∶１００).微量凝集检测得到３０份阴性样本、１７份可疑样

本(１∶５０)、９５份阳性样本(＞１∶１００).两种试验方法,结果相同的占７０．４％(１００/１４２),经统计学检验差异无统计学意义(χ２

＝０．８,P＞０．０５).结论　建立一种可显色的布鲁氏菌病抗体微量凝集检测方法,可以在９６孔 V型板上同时检测２４份标本,

且结果易判读,更适宜基层防疫人员现场检测,最终为疫情处置提供强有力的技术支持.
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Abstract:Althoughtheserumtubeagglutinationtest(SAT)isthestandardizedgoldmethod,itislaborious,timeconsuＧ
ming,andrequiresanumberofreagents．Amodifiedmicroagglutinationtest(MAT)variantoftheSATisevaluatedforseroＧ
logicaldiagnoses．NinetySATＧpositiveseraand５２SATＧnegativeserawereusedinthisstudy．Antibodytitersof１∶１００(＋＋)

wereconsideredpositivereadingsinboththeSATandMAT．Brucellaabortus１０４antigensandBrucellaＧpositivecontrolantiＧ
serum wereusedintheSATandMAT．ThetitersoftheMATdifferedaccordingtoantigenconcentration．TheoptimalconcenＧ
trationofB．abortus１０４antigen(１∶１０)wasdeterminedtocomparethesensitivityandspecificitybetweentheMATandSAT．
ThesensitivityandspecificityoftheMATwere９８．９％ and９２．３％ withreferencetoSAT．TheMATislesstimeconsuming
andrequireslessantigenandserumthantheSAT．ResultsoftheMATshowedgoodagreementwiththoseofSATbyχ２test．

TheresultsofthisstudysuggestthattheMATcouldbeuseＧ
fulfordiagnosisofbrucellosis．ForthesimpleandrapiddiagＧ
nosisofbrucellosis,theMATisstandardizedusingsamples
fortheSATtodefinepositiveandnegativecategories,and
comparethesensitivityandspecificityoftheMATandSAT．
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　　布鲁氏菌病(Brucellosis)由布鲁菌(Brucella)
侵入机体引起的一种以发热为特征的人兽共患慢性

传染变态反应性疾病.该病在世界范围内广泛流

行,每年新发病例超过５０万例[１],在我国近２０年持

续高发,是对人类健康和畜牧业发展危害最严重的

一种传染病[２].布鲁氏菌病的诊断技术包括血清学

检测技术和病原学检测技术.细菌学检测虽是诊断

布鲁菌病的金标准,但存在培养周期长、检出率低、
实验室生物安全等问题.血清学检测布鲁氏菌抗体

技术使用广泛、生物风险小、操作简便,是现阶段最

常用的技术.目前我国实行的 WS２６９Ｇ２００７«布鲁

氏菌病诊断标准»中适用的血清学检测技术有虎红

平板凝集试验(RBPT)、标准试管凝集试验 (SAT)、
补体结合试验(CFT)等.但血清学检测技术的敏感

性和特异性,不同的研究方法有不同的结果[３Ｇ４].

SAT虽然是确诊布病的标准检测方法,但需要大量

的试管凝集抗原和患者血清,尤其在流行病学调查

中,对大量标本进行检测时费时费力.微量凝集试

验是对试管凝集试验的改良,具有微量、简便、稳定

性和特异性好的特点.本研究建立一种可显色的布

鲁氏菌病抗体微量凝集检测方法(MicroagglutinaＧ
tionTest,MAT),可在９６孔V型板上同时检测２４
份标本,且结果易判读,更适宜基层防疫人员现场检

测,最终为疫情处置提供强有力的技术支持.

１　材料与方法

１．１　确诊病例定义　根据我国«布鲁氏菌病诊断标

准»(WS２６９Ｇ２００７):流行病学接触史、临床症状和

RBPT法阳性以及 SAT滴度为１∶１００(＋＋)及以

上,满足以上３项条件者确诊为布病病人.

１．２　主要试剂　布鲁氏菌病RBPT抗原和SAT抗

原由中国疾病预防控制中心传染病预防控制所提供.

１．３　显色微量凝集抗原制备　取常规试管法抗原

用虎红染料染色,然后用生理盐水分别稀释成１∶
５、１∶１０、１∶２０备用.

１．４　标准阳性血清效价测定　采用 SAT 按我国

«布鲁氏菌病诊断标准»(WS２６９Ｇ２００７)方法操作,用
标准阴性血清对照进行标准阳性血清标定,其结果

应为１∶４００.

１．５　显色微量凝集抗原最佳浓度的优化　用３３份

布病病人阳性血清、１份标准阳性血清和１份阴性

血清按照常规SAT法,每份血清样品分别加入１∶
５、１∶１０和１∶２０抗原,混匀,加盖,放入湿盒,置３７
℃温箱,２０h取出,室温静置１h观察结果.

１．６　 结果判读标准　常规SAT参照国标 WS２６９Ｇ
２００７方法,以凝集程度为“＋＋”为最终效价;微量

SAT以 V型管底不出现非常明显红点或极小红点

为阳性.

１．７　统计方法　试验结果使用Excel进行录入,对

全部结果应用SPSS２０．０统计软件进行分析.两种

方法比较差异应用卡方检验,P＞０．０５表示两种方

法差异无统计学意义.

２　结　果

２．１　微量凝集试验　显色结果第１~８孔血清浓度

分别为１∶５０,１∶１００,１∶２００,１∶４００,１∶８００,１∶
１６００,１∶３２００和１∶６４００,MAT以V型管底

不出现非常明显红点或极小红点为阳性,部分结果

见下图１.２０和６４为阴性结果;２９、４、１２、８８、８９和

６６为阳性结果(图中用“＋”表示),效价分别为１∶
８００、１∶４００、１∶４００、１∶２００、１∶８００和１∶１００.

图１　微量凝集试验显色结果

Fig．１　ResultsofMAT(thepartofsamples)“＋”means
antibodypositivetiters

２．２　抗原优化结果　用３３份阳性血清和３份阴性

血清进行测试,当微量凝集抗原浓度为１∶１０时,与

SAT结果最吻合,见表１.
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表１　MAT试验抗原优化结果

Tab．１　OptimizationofMATantigen

SAT结果

(数目)
不同浓度

微量抗原

MAT不同浓度与常规SAT符合度

低２个滴度 低１个滴度 相同 高１个滴度 高２个滴度

阴性(３) １∶５ － ３ － －

１∶１０ － － ３ － －

１∶２０ － － ３ － －

阳性(３３) １∶５ １２ ２１ － － －

１∶１０ － ７ ２６ － －

１∶２０ － － ７ ２４ ２

２．３　SAT和 MAT 结果一致性比较结果　对１４２
个血清样本同时做SAT 和 MAT,结果SAT 检测

得到２１份阴性样本,２２份可疑样本(１∶５０),９９份

阳性样本(＞１∶１００).MAT 检测得到３０份阴性

样本、１７份可疑样本(１∶５０)、９５份阳性样本(＞１∶
１００).如图２所示,图中数字对应横纵坐标即为试

验结果(例如 MAT 结果与SAT 结果均为１∶２００
阳性的样品个数为１２)这两种试验方法结果相同的

占７０．４％(１００/１４２),位于对角线方格内,结果相差

１个滴度的占２８．６％(４０/１４２),相差２个滴度的占

１．４％(１/１４２).两种试验方法相关系数为０．９７８.

注:此图类似于横纵坐标图,图中数据为样本数,对应的横纵坐

标分别为该样本数对应的SAT结果与 MAT结果,空格即代表

样本数为０

图２　SAT与 MAT结果一致性对比图

Fig．２　CorrelationbetweenSATand MATaccordingto
measuredserumantibodytiters

２．４　MAT评价指标分析结果　以SAT为参照标

准,MAT 敏感度和特异度分别为分别为９８．９％和

９２．３％;和常规试管凝集法相比,两种方法符合率为

９６．５％.见表２.

表２　微量凝集试验效果评价

Tab．２　EvaluationindicatorsofMAT

指标
灵敏度

％

特异度

％

符合率

％
Kappa值

ROC曲线

下面积

数值 ９８．９ ９２．３ ９６．５ ０．９２ ０．９２

２．５　MAT和SAT两种试验方法统计学检验结果

　用配对χ２ 检验,χ２＝０．８,P＞０．０５,两种方法不存

在统计学差异,见表３.

表３　MAT与SAT两种方法检测血清阳性结果

Tab．３　StatisticaltestingbetweenMATandSAT

微量凝集试验

(MAT)

SAT试验(SAT)

阳性 阴性
合计 χ２ P

阳性 ８９ ４ ９３ ０．８ ＞０．０５

阴性 １ ４８ ４９

合计 ９０ ５２ １４２

３　讨　论

动物布鲁氏菌病诊断技术 GB/T１８６４６Ｇ２０１８
中,增加了试管凝集试验中的微量法,目的就是为现

场检测人员提供一种操作简易,判读方便,成本低、
通量高的一种免疫学检测方法.目前,人布鲁氏菌

病诊断标准(WS２６９Ｇ２００７)中还没有微量凝集法,也
没有商品化的微量凝集抗原,本研究不仅可为临床

及公共卫生部门诊断布病提供一种新方法,也可为

今后修改人布鲁氏菌病诊断标准提供数据.
本研究优化了微量凝集试验抗原浓度,最终确

定为 １∶１０ 为最适浓度,与国内外文献报道相

符[５Ｇ８].SAT和 MAT两种方法经统计学检验差异

１５１２期 赵鸿雁等:一种改良的布鲁氏菌病抗体微量凝集检测方法的建立与评价



无统计学意义,不符合的检验结果可能与操作误差

及肉眼判读有关,还需大样本量的验证.此外,笔者

还验证了不同血清量对结果的影响,１０μL血清可

以保证结果准确可靠,节省了样本量.ELISA 也可

以对大样本量检测[６,９Ｇ１１],笔者实验室目前也在对

ELISA、SAT和 MAT进行评价.
试验结果真实性的评价指标为灵敏度和特异

度,灵敏度越高反映该试验发现病人的能力越强;特
异度越高反映该试验确定非病人的能力越强.可靠

性评价指标是符合率和 Kappa 值,这两个指标可

以反映试验判定的结果与标准诊断结果的一致

性[１２].ROC曲线是评价检验试验的一种全面、准
确、有效的方法,曲线下面积反映了诊断试验价值的

大小,面积越大,越接近１．０,诊断的真实度越高.由

表２可以看出,本实验具有较高的灵敏度特异度符

合率(接近１００％),Kappa 值与 ROC曲线下面积

接近１,真实性可靠性较好.目前部分国外学者对

该方法的研究结果与本实验室的研究结果相同,说
明 MAT 可以替代现 有 的 SAT.与 SAT 相 比,

MAT的优点在于:１)省时省力:在进行大量标本检

测时,国家规定的试管凝集法显得费时费力,操作时

需要反复刷洗试管和吸管,占用大量的试管架和温

箱空间,且判定结果时需要一一对比,操作起来很不

方便;２)准确性高:微量凝集试验使用精密的微量移

液器,避免了使用吸管所产生的误差,使用一次性

９６孔 V型板和吸头,避免了由于试管和吸管洗刷不

干净产生的影响;３)成本低,结果易于判读:由于使

用的抗原(５０μL)和待检血清(１０μL)都是微量,节
省了标本和试剂,由于采用显色的抗原,结果判读一

目了然;４)易于推广:微量凝集法检测所需的待检血

清样品的量是试管法的１/１０,因此采血量明显减

少,工作量也会减少;一次可以同时检测２４份标本,
十分有利于兽医和人医在生产实践中的推广.

综上所述,本研究建立了较为准确、可靠的布鲁

氏菌病微量凝集检测方法,发展了布病的快速检测

技术,但因样本量较少,仍需后续研究重复验证,以
期尽快应用于布病现场的快速检测.
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