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研究报告                                                               

牛布鲁氏菌病阳性血清国家标准品的研制 

李翠，关孚时，戴志红，蒋卉，温芳，陆连寿，王在时 
中国兽医药品监察所，北京 100081 

摘  要: 为制备标定凝集试验用的牛布鲁氏菌病阳性血清国家标准品，采集 4 份田间自然感染牛布鲁氏菌病的阳性血

清作为候选物，经过筛选后，选择了 3#血清用于标准品制备。对该标准品进行了物理性状、无菌检验、真空度测定、

剩余水分检验、均匀性检测和稳定性试验，检测结果均符合要求。以国际标准品为参比，测定了该标准品的 RBT、SAT

和 CFT 效价，结果分别为 1∶160“+”、1∶2 400“++”、1∶800“++”，与协作标定结果完全一致。该标准品以国际标

准品溯源的国际单位含量为 4 000 IU/mL。 
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Preparation and characterization of follwing the national  
standard anti-Brucella abortus serum, bovine 
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Abstract:  To prepare anti-Brucella abortus serum used for calibrate the agglutination test follwing the national standard, 4 

anti-Brucella abortus sera were obtained from 4 cows infected with Brucella abortus naturally. By potency testing, the third 
serum was selected. Sterility, vaccum degree, residual moisture, uniformity and stability of this standard material were tested and 
proved to meet the national standard. Referring to the international standard, RBT (Rose-Bengal plate agglutination test), SAT 
(standard tube agglutination) and CFT (complement fixation test) titers of this standard material were measured to be 1:160 “+”, 
1:2 400 “++” and 1:800 “++”, which are identical with the collaborative assay results. International unit of the standard material is 
4 000 IU/mL. 

Keywords:  Brucella abortus, anti-serum, the national standard, potency standardization, homogeneity, stability 

牛布鲁氏菌病通常由牛型布鲁氏菌 (前称流产

布鲁氏菌) 引起，其感染呈全球趋势，给世界上很

多国家和地区带来了严重经济损失[1-2]。世界动物卫

生组织 (Office International Des Epizooties，OIE) 将
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其列为 B 类动物传染病。 

目前，血清学检查是牛布鲁氏菌病诊断的常用

方法[3-6]，为了促进其诊断试验的国际一体化和抗原

标准化，世界卫生组织 (World health organization，

WHO) 生物学标准化专家委员会于 1952 年建立了

第一批牛布鲁氏菌病阳性血清国际标准品 [7](可从

OIE 的布鲁氏菌参考实验室即英国卫桥 Veterinary 

Laboratories Agency，VLA 获得)，该国际标准品得

到国际上的普遍认可，广泛用于标化布鲁氏菌病的

凝集试验。因此，以该国际标准品为溯源制备一批

国家标准品，对解决我国布鲁氏菌病血清学诊断中

的实际问题具有重要意义。本实验即是以 VLA 获得

的牛布鲁氏菌病阳性血清国际标准品[8]为溯源，建

立一批国家级标准品，用于标定牛布鲁氏菌病凝集

试验。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和耗材 
牛布鲁氏菌病阳性血清国际标准品：从英国卫

桥 VLA-OIE 布鲁氏菌病参考实验室获得，批号为

N/A，1 000 IU/mL，标化虎红平板凝集试验 (RBT)、

试管凝集试验 (SAT) 和补体结合试验 (CFT) 预期

滴度分别为 1/47.5、2/650 和 2/200；牛布鲁氏菌病

虎 红 平 板 凝 集 试 验 用 抗 原 ： 购 自 英 国 Central 

Veterinary Laboratory (CVL)，产品编号为 PA0060，

批号为 270；牛布鲁氏菌病试管凝集试验用抗原：

由中国兽医药品监察所制备，产品编号为 200801，

工作浓度为 1∶20；牛布鲁氏菌病补体结合试验用抗

原：购自英国 CVL，产品编号为 0066/03，批号为

10，工作浓度 1∶10；96 孔 U 型底微量反应板：购

自 GREINER 公司。 

1.2  候选物的制备 
黑龙江省某农场田间自然感染牛布鲁氏菌病

的奶牛 4 头，以颈动脉采血法采血于无菌的大量筒

中，置 20 ℃左右 4 h，待血液凝固后每个盛血量筒

无菌操作加压铜。静置，待血清析出后，取上清，

4 000 r/min 离心 20 min 分离血清。 

1.3  候选物筛选  
以英国卫桥 (VLA) 牛布鲁氏菌病阳性血清国

际标准品为参比，按文献方法[9-11]分别测定 RBT、

SAT 和 CFT 效价。 

1.4  分装、冻干、熔封  
将符合要求的候选物先经 0.4 μm 无菌滤膜加压

过滤，再经 0.22 μm 无菌滤膜加压过滤；随后用瓶

颈分液器 (分装精度为±0.01 mL) 无菌分装至 1 mL

灭菌长安瓿，按常规方法冻干后抽真空、熔封。 

1.5  成品检验 
1.5.1  物理性状  

随机抽取 5 支样品，观察颜色和形状，再打开

安瓿加去离子水 (可以低速涡旋或用移液器轻轻吹

打)，记录溶解情况。 

1.5.2  无菌检验、真空度测定、剩余水分测定  

随 机抽取 规定 数量的 样品 ，按文 献方 法 [9-10]

进行。  

1.5.3  效价测定  

随机抽取规定数量的样品以英国卫桥  (VLA) 

牛布鲁氏菌病阳性血清国际标准品为参比，按文献

方法[9-11]分别测定 RBT、SAT 和 CFT 效价。 

1.5.4  均匀性检验  

随机抽取规定[12]数量的样品，用国际标准品为

参比按文献方法 [9-11]分别测定 RBT、SAT 和 CFT

效价。 

1.5.5  稳定性试验[13]  

随机选取规定数量的样品分别放 56 ℃、37 ℃

和 25 ℃温箱在规定时间取样品分别进行 CFT 和

SAT 试验测定其效价。 

1.5.6  协作标定  

组织 4 家协作标定单位按统一的协作标定方

案，以国际标准品为参比测定其 RBT、SAT 和 CFT

效价，试验完成后统计数据[14]，确定待检国家标准

品国际单位含量。 
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2  结果与分析 

2.1  候选物筛选  
实验结果表明，4 份血清的 RBT 效价、SAT 效

价 (表 1) 和 CFT 效价 (表 2) 均为牛布鲁氏菌病阳

性，而且 3#血清的效价最高。所以选择 3#血清作为

制备牛布鲁氏菌病阳性血清国家标准品的原材料。 
 
表 1  候选物筛选试管凝集效价测定结果 
Table 1  SAT titers of the selected candidates 

No. of  
sera 

Positive Negative 
sera   sera 

Dilution factors of mixed sera 
1:300  1:400  1:500  1:600  1:700

1# 1 mL+1.2 mL − + ++ +++ # 

2# 1 mL+0.1 mL − + ++ +++ # 

3# 1 mL+2.8 mL − + ++ +++ # 

4# 1 mL+2.0 mL − + ++ +++ # 

int.sera − − + ++ +++ # 

#: complete agglutination; +++: 75% agglutination; ++: 50% 
agglutination; +: 25% agglutination; −: incomplete agglutination. 
 
表 2  候选物筛选补体结合试验效价测定结果 
Table 2  CFT titers of the selected candidates 

No. of  
sera 

Positive Negative 
sera   sera 

Dilution factors of mixed sera
1:120  1:160  1:200  1:240  1:280

1# 1 mL+2 mL − + ++ +++ #

2# 1 mL+0.5 mL − + ++ +++ #

3# 1 mL+5 mL − + ++ +++ #

4# 1 mL+4 mL − + ++ +++ #

int.sera − − + ++ +++ #

#: incomplete hemolysis; +++: 25% hemolysis; ++: 50% hemolysis; 
+: 75% hemolysis; −: complete hemolysis. 

2.2  成品检验结果 
2.2.1  物理性状 

所有冻干阳性血清为淡黄色疏松团块，易与瓶

壁脱离，加稀释液后迅速溶解，溶解后为淡黄色澄

明液体。 

2.2.2  无菌检验、真空度测定和剩余水分测定 

无菌检验和真空度测定结果均符合规定，剩余

水分测定结果分别为 2.8％、2.9％、2.4％和 2.4％，

均低于 4％，符合要求。 

2.2.3  效价测定 

随机选取 5 支冻干血清测定其 RBT、SAT 和 CFT

效价分别为 1∶160“+”、1∶2 400“++”、1∶800

“++”。 

2.2.4  均匀性检验 

随机选取 15 支冻干血清测定其 RBT、SAT 和

CFT 效价分别为 1∶160“+”、1∶2 400“++”、1∶800

“++”，说明该冻干血清的均匀性良好。 

2.2.5  稳定性试验 

稳定性试验结果见表 3，冻干血清 56 ℃温箱保

存 3 周时其 CFT 和 SAT 效价开始逐渐下降，37 ℃

温箱保存 8 周时其 CFT 和 SAT 效价开始逐渐下降，

25 ℃温箱保存 9 周时其 CFT 和 SAT 效价开始逐渐

下降。 

 

表 3  成品检验稳定性试验结果 
Table 3  Product test results of stability test 

Time of preserving (weeks) Preserving  
temperature 

Test  
methods 1 2 3 4 6 8 10 

CFT 1:800 1:800 1:600 1:600 1:400 1:400 − 
56 °C 

SAT 1:2 400 1:2 400 1:1 600−1:2 400 1:1 600 1:1 600 1:1 200 − 

CFT − − 1:800 1:800 1:800 1:600 − 
37 °C 

SAT − − 1:2 400 1:2 400 1:2 400 1:1 600−1:2 400 1:1 600 

CFT − − − − − 1:800 1:600 
25 °C 

SAT − − − − − 1:2 400 1:1 600−1:2 400 

−: no test. 
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2.2.6  协作标定  

汇总四家协作标定单位的实验结果表明，以国

际标准品为参比测得该牛布鲁氏菌病阳性血清国家

标准品的 CFT 效价均为 1∶800“++”、SAT 效价均

为 1∶2 400“++”、RBT 效价均为 1∶160“+”，该

标定结果与研制该国家标准品时标定的结果一致。 

本实验按照 WHO 的要求[15]和国家一级标准物

质技术规范[16]中标准物质的制备程序以国际标准血

清为参比研制国家标准品。为提高产品质量，本实

验采取了以下措施：一是对国家标准品的候选物进

行筛选，尽量保证候选物的质量；二是以国际标准

血清为参比测定冻干血清的 RBT、SAT 和 CFT 效价，

尽量准确测定血清的效价；三是对冻干血清进行了

均匀性检验，保证了冻干血清的均匀性；四是对冻

干血清进行稳定性试验，提供了其保存期监测数据；

五是组织协作标定，对不同协作标定单位的试验结

果进行统计，最终以国际标准品为溯源确定了国家

标准品的国际单位为 4 000 IU/mL，保证了其实际使

用中的国际统一性。 

该国家标准血清可用于以下方式来标化牛布鲁

氏菌病凝集试验，即标化抗原：由于该标准血清在

当地试验条件下补体结合效价、虎红平板凝集和试

管凝集效价均已明确。随后批次的牛布鲁氏菌病补

体结合试验用抗原、虎红平板凝集试验用抗原和试

管凝集试验用抗原的最终滴度应当以该国家标准阳

性血清来检测；常规试验的对照：为了检测结果可

信，试验条件保持不变，每批牛布鲁氏菌病凝集试

验都应以该标准品为参比进行滴度测定；结果表达：

由于试验体系中各种变量同时影响标准血清和被检

血清的效价，所以以国际单位表达结果不依赖于所

采用的特殊试验体系。因此在每个不同实验室进行

牛布鲁氏菌病凝集试验获得的结果可以以一种有效

的方式进行比较。 
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