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［摘　要］　为探究改良 Ｆｒｅｙ氏液体培养基质控菌 ＣＶＣＣ２９６０滑液支原体（以下简称 ＭＳ）生长规

律，本试验首次同时采用ＣＦＵ计数、ＣＣＵ测定和ｐＨ值测定的方法，比较不同接种浓度、接种体积和

不同代次ＭＳ生长情况。结果显示：５％与１０％接种量的ＣＣＵ测定结果峰值差异不明显，但５％接种

的ＣＦＵ计数峰值更高，ｐＨ下降更慢；１～５代菌在生长曲线各阶段的测定结果均无明显差别；３种不

同接种方式的测定结果显示，用０．５ｍＬ菌液接种９．５ｍＬ培养基的方式更利于ＭＳ生长。本试验为

改良Ｆｒｅｙ氏液体培养基的质控标准化提供依据。
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　　支原体污染是生物制品常见的污染源，给科研、

疫苗生产及生物制品产业带来许多麻烦，《美国药

典》、《欧洲药典》及《中国兽药典》二一年版三

部中均有使用培养法进行生物制品支原体检查的专

题论述［１－３］，《中国兽药典》二一年版三部规定

滑液支原体、猪鼻支原体分别为支原体检验用培养

·４１·



　２０１６，５０（１）：１４～１８／朱 真，等 中国兽药杂志

基支原体改良Ｆｒｅｙ氏培养基、支原体培养基质控菌

株［３］。通过测定不同培养时段的ＣＣＵ，绘制出的ＭＳ

生长曲线表明：其迟缓期为培养后６ｈ内，对数期为

６～３６ｈ，稳定期为３６～５４ｈ，衰老期为５４ｈ之后［４］。

而通过测定不同培养时段的 ＣＣＵ可以发现，ＭＳ培

养过程中活菌浓度上升伴随着ｐＨ值的降低，且ｐＨ

值为６．９时浓度达到最高［５］，但同时用以上三种方

法对滑液支原体进行生长曲线研究国内尚未见报

道。本试验结合ＣＦＵ计数法、ＣＣＵ测定法和 ｐＨ值

测定法，以活菌浓度、生长滴度和菌液ｐＨ值为指标，

比较不同接种浓度、体积和不同代次ＭＳ生长情况，

对该ＭＳ生长特性进行了系统研究，以期为改良Ｆｒｅｙ

氏液体培养基质控工作的标准化提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株　滑液支原体（ＣＶＣＣ２９６０），由中国兽

医药品监察所提供。

１．１．２　培养基　改良 Ｆｒｅｙ氏液体培养基、改良

Ｆｒｅｙ氏固体培养基，均由北京中海生物科技有限公

司提供。

１．１．３　仪器　生物安全柜，ＮＵＡＩＲＥ公司；ＣＯ２培

养箱，ＳＡＮＹＯ公司；恒温培养箱，ＳＡＮＹＯ公司；ｐＨ

计，ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司；涡旋震荡器，北京金

紫光科技发展有限公司；冰箱，海尔公司。

１．２　方法

１．２．１　不同接种浓度和收获时间差异比较

１．２．１．１　菌液制备　将ＭＳ冻干菌株启开，用改良

Ｆｒｅｙ氏液体培养基恢复原体积，再以１０％比例接种至

改良Ｆｒｅｙ氏液体培养基中，３５～３７℃培养２４ｈ后，再

按５％比例传１代，然后分别按５％（将１ｍＬ菌液加至

１９ｍＬ改良Ｆｒｅｙ氏液体培养基中）和１０％（将２ｍＬ菌

液加至１８ｍＬ改良Ｆｒｅｙ氏液体培养基中）两种比例进

行连续传代，选择２代菌作为工作菌液。

１．２．１．２　活菌计数及 ｐＨ值测定　以传代后放入

培养箱培养的时间点作为该代次菌株复苏的零点，

分别选择３次５％和１０％浓度接种菌液的０、６、１８、

２４、３０、３４、４０ｈ等７个时间节点，吸取菌液０．２ｍＬ

至１．８ｍＬ改良Ｆｒｅｙ氏液体培养基中，以同样方式，

１０倍系列稀释至１０－１０，同时设１支不接种的小管

做阴性对照，每个样本进行２组重复稀释。选择适

当稀释度菌液，吸取０．１ｍＬ滴至改良 Ｆｒｅｙ氏固体

培养基平皿表面，进行菌落形成单位（ＣＦＵ）计数；

同时将稀释过的小管置３５～３７℃培养，逐日观察，

直至培养基不再出现颜色变化，以液体培养基呈现

生长变色的最高稀释度作为其生长滴度（ＣＣＵ）；同

时对相应时间点的菌液进行ｐＨ值测定。

１．２．１．３　生长曲线的绘制　分别计算 ３次试

验各时间的活菌浓度平均值（ｘ
－
）、生长滴度平均

值（ｙ
－
）。以时间为横轴，分别以各时间点的平均

活菌浓度对数、平均生长滴度对数、平均 ｐＨ为

纵轴，绘制５％和１０％传代比例下的 ＭＳ生长曲

线和 ｐＨ值变化曲线。

１．２．２　不同菌种代次差异比较

１．２．２．１　菌液制备　将ＭＳ冻干菌株启开，用改良

Ｆｒｅｙ氏液体培养基恢复原体积，按５％比例接种至

改良Ｆｒｅｙ氏液体培养基中，３５～３７℃培养 ２４ｈ

后，再按５％比例，将１ｍＬ菌液加至１９ｍＬ支原体

液体培养基中，以同样方式，连续传至５代，分别选

择１～５代菌作为工作菌液。

１．２．２．２　活菌计数　分别选择１～５代菌菌液，用

“１．２．１．２”中所提及的方法，分别对各代次培养的

０、６、１８、２４、３０、３４、４０ｈ进行 ＣＣＵ测定，分别从每

代的各时间节点选取２个样本，同时对１～５代 ＭＳ

生长滴度变化进行比较。

１．２．３　不同传代体积差异　比较取２代 ＭＳ工作

菌株，５％比例接种至改良Ｆｒｅｙ氏液体培养基中，３５

～３７℃培养２４ｈ后，再按５％比例，分别选择３种

不同培养体积传代，一种方式是使用小试管将

０．１ｍＬ菌液加至１．９ｍＬ支原体液体培养基中，一

种是使用小试管将０．２ｍＬ菌液加至３．８ｍＬ培养

基，另一种则是使用细胞培养瓶将０．５ｍＬ菌液加

至９．５ｍＬ培养基，３５～３７℃培养２４ｈ后，用“１．２．

１．２”中所提及的方法进行活菌计数（ＣＦＵ计数

法），对数据进行统计学分析。

２　结果与分析

２．１　不同接种浓度和收获时间差异比较
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２．１．１　不同接种浓度活菌浓度和ｐＨ值的比较　两

种浓度接种的ＭＳ各时间点的活菌浓度、生长滴度和

ｐＨ值如表１、表２所示。从表１可以看出，５％浓度

接种的ＭＳ接种后２４ｈ活菌浓度达到峰值；生长滴

度１８ｈ达到峰值；菌液ｐＨ则持续下降，１８～２４ｈ降

至７．０以下。从表２可以看出，１０％浓度接种的ＭＳ

活菌浓度２４ｈ达到峰值；生长滴度１８ｈ达到峰值；

菌液ｐＨ持续下降，１８～２４ｈ降至７．０以下。
表１　５％浓度接种滑液支原体各时刻生长情况表

时间／ｈ 平均活菌浓度（ｘ－）／
（１０７ＣＦＵ·ｍＬ－１）

ｌｇ（ｘ－）
平均生长滴度（ｙ－）／
（ＣＣＵ·ｍＬ－１）

ｌｇ（ｙ－） ｐＨ值
ｐＨ
变化值

０ ０．０４ ５．６０ ２．２０×１０６ ６．３４ ７．７５ ０
６ ０．０５ ５．７０ ４．００×１０６ ６．６０ ７．７４ －０．０１
１８ ８．６０ ７．９３ ２．３５×１０８ ８．３７ ７．２８ －０．４５
２４ ２１．４０ ８．３３ １．００×１０８ ８．００ ６．９５ －０．７６
３０ １６．２３ ８．２１ ３．８５×１０７ ７．５９ ６．７９ －０．９６
３４ ７．２１ ７．８６ ６．８５×１０６ ６．８４ ６．６８ －１．０８
４０ ０．２１ ６．３２ ３．３９×１０６ ６．５３ ６．４７ －１．２５

表２　１０％浓度接种滑液支原体各时刻生长情况表

时间／ｈ 平均活菌浓度（ｘ－）／
（１０７ＣＦＵ·ｍＬ－１）

ｌｇ（ｘ－）
平均生长滴度（ｙ－）／
（ＣＣＵ·ｍＬ－１）

ｌｇ（ｙ－） ｐＨ值
ｐＨ
变化值

０ ０．１７ ６．２３ ５．３５×１０６ ６．７３ ７．７１ ０
６ ０．３７ ６．５７ ８．５０×１０６ ６．９３ ７．６６ －０．０６
１８ ９．９７ ８．００ ５．３５×１０８ ８．７３ ７．１３ －０．５８
２４ １３．３３ ８．１２ ３．８５×１０８ ８．５９ ６．８４ －０．８７
３０ １０．７０ ８．０３ ３．８５×１０７ ７．５９ ６．６５ －１．０６
３４ ３．０１ ７．４８ ８．５０×１０６ ６．９３ ６．５７ －１．１４
４０ ０．０５ ５．７０ ８．５０×１０４ ４．９３ ６．４６ －１．２５

２．１．２　不同接种浓度生长曲线和ｐＨ值变化比较　
两种接种浓度ＭＳ生长曲线和ｐＨ值变化情况见图１
～图３。从图１可以看出，接种浓度５％的 ＭＳ６～
１８ｈ活菌浓度增长更快，１８～３０ｈ活菌浓度更高；从
图２可以看出，接种浓度１０％的ＭＳ１８～２４ｈ生长滴
度更高，２４～４０ｈ生长滴度下降更快；从图３可以看
出，同为ｐＨ持续下降的情况下，１０％下降更快。

图１　不同接种浓度滑液支原体生长曲线图
（活菌浓度ＣＦＵ计数法）

２．２　滑液支原体１～５代菌生长滴度比较　１～５

代菌０～４０ｈ各时间生长滴度见表３，Ｆ１～Ｆ５分别
表示１～５代菌，其生长滴度变化范围从低代至高
代依次为（１０５～１０８）、（１０６～５．５×１０８）、（１０６～
１０９）、（１０６～５．５×１０８）、（１０６～１０９）ＣＣＵ／ｍＬ、通过
比较１～５代ＭＳ生长滴度差异（表４、图４），可以看
出１～５代菌峰值均不小于１．００×１０８ＣＣＵ／ｍＬ，其
中，Ｆ３、Ｆ５峰值达１．００×１０９ＣＣＵ／ｍＬ，１～５代菌
生长滴度不小于１．００×１０８ＣＣＵ／ｍＬ的生长时间
区段重叠部分为２４～３０ｈ。

图２　不同接种浓度滑液支原体生长曲线图
（生长滴度ＣＣＵ测定法）
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图３　不同接种浓度滑液支原体ｐＨ值变化图 图４　１～５代菌生长滴度的对数图

表３　 １～５代菌生长滴度表
时间／ｈ Ｆ１（ＣＣＵ·ｍＬ－１） Ｆ２（ＣＣＵ·ｍＬ－１） Ｆ３（ＣＣＵ·ｍＬ－１） Ｆ４（ＣＣＵ·ｍＬ－１） Ｆ５（ＣＣＵ·ｍＬ－１）

０ ５．０５×１０５ ５．５０×１０６ １．００×１０６ １．００×１０６ １．００×１０６

６ １．００×１０５ １．００×１０６ １．００×１０６ １．００×１０６ ５．５０×１０６

１８ ５．５０×１０７ ５．５０×１０８ １．００×１０８ ５．５０×１０８ １．００×１０９

２４ １．００×１０８ １．００×１０８ １．００×１０９ １．００×１０８ ５．５０×１０８

３０ １．００×１０８ １．００×１０８ ５．５０×１０８ １．００×１０８ １．００×１０８

３４ ５．５０×１０７ ５．５０×１０６ １．００×１０８ ５．５０×１０７ ５．５０×１０６

４０ １．００×１０７ ５．０５×１０４ ５．５０×１０７ １．００×１０６ １．００×１０５

表４　１～５代菌生长滴度差异比较表
代次 峰值／（ＣＣＵ·ｍＬ－１） 不小于１．００×１０８ＣＣＵ·ｍＬ－１时间区段／ｈ

Ｆ１ １．００×１０８ ２４～３０

Ｆ２ １．００×１０８ １８～３０

Ｆ３ １．００×１０９ １８～３４

Ｆ４ ５．５０×１０８ １８～３０

Ｆ５ １．００×１０９ １８～３０

２．３　不同传代体积差异比较　从表５可以看出两
种传代体积ＭＳ不同生长情况，在菌液浓度样本重
复次数相同（ｎ＝４）的情况下，３组传代方式的 ＭＳ
平均活菌浓度依次为（６．６±２．１）×１０７、（５．６±
０．４）×１０７、（１３．３±２．５）×１０７ＣＦＵ／ｍＬ。对３组实
验数据进行单因素方差分析，利用最小显著差数法

（ＬＳＤ法）对３组平均值进行多重比较，结果显示：
组１和组２无显著差异，组３分别和组１、组２之间
存在极显著差异（Ｐ＜０．０１），就ＭＳ活菌浓度而言，
组３传代方式优于组１、组２，即用０．５ｍＬ菌液接
种９．５ｍＬ培养基的方式更利于ＭＳ生长。

表５　不同传代体积滑液支原体活菌浓度表

组别 菌液体积／ｍＬ 培养基体积／ｍＬ 培养容器
活菌浓度／（１０７ＣＦＵ·ｍＬ－１）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
平均值±标准差（ｘ－±ｓ）

１ ０．１ １．９ 试管 ４．７ ７．１ ５．２ ９．４ ６．６±２．１Ｂｂ

２ ０．２ ３．８ 试管 ６．１ ５．５ ５．７ ５．１ ５．６±０．４Ｂｂ

３ ０．５ ９．５ 细胞瓶 １３．７ １２．８ １６．４ １０．３ １３．３±２．５Ａａ

注：用ＬＳＤ法进行多重比较，同列标有不同大写字母Ａ、Ｂ者表示组间差异极显著（Ｐ＜０．０１），即组３与组１、组２组间差异极显著；标有不同
小写字母ａ、ｂ者表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５），即组３与组１、组２组间差异显著，标有相同小写字母 ｂ者表示组间差异不显著（Ｐ＞０．０５），
即组１、组２组间差异不显著
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３　讨论与小结
３．１　传代比例菌种传代是常用的微生物试验技术
之一，细菌及支原体常用的传代比例通常为１０％，
魏顺在ＭＳ培养时，先将菌株复苏，再以１∶９比例接
种，通过肉眼判断，当培养基由红色变为橙色或泛

黄色时收获［６］，刘轶秋等则是将 －２０℃冻存的 ＭＳ
恢复原体积后，再按５％比例接种［４］。本试验比较

了５％与１０％传代比例的生长曲线，从结果来看，
５％与１０％两种比例接种的ＭＳ，活菌浓度与生长滴
度均呈先升高后降低的趋势，二者活菌浓度峰值均

出现在２４ｈ，而生长滴度的峰值是１８ｈ，二者生长
滴度不小于１０８ＣＣＵ／ｍＬ时间区段均为１８～２４ｈ，
生长滴度峰值均差异不明显，但传代浓度 ５％与
１０％相比有两点优势，一是传代比例下峰值活菌浓
度高，前者近乎于后者２倍，差异明显；二是５％传
代比１０％传代 ｐＨ值下降慢，即比较同时间点 ｐＨ
值，５％传代比例比１０％传代比例高，ＭＳ是一类对
ｐＨ值较敏感的微生物，ｐＨ值低于 ６．８时极易死
亡［７］，基于活菌浓度和 ｐＨ值综合考虑，建议在改
良Ｆｒｅｙ氏培养基日常检验中，ＭＳ复苏后，将５％作
为传代比例。

３．２　收获时间《中国兽药典》规定，改良 Ｆｒｅｙ氏培
养基灵敏度试验最小变色单位不小于１０８［３］，在日
常检验中，为保证检验结果真实、客观、有效，所使

用工作菌液生长活性不能过高或过低，过高导致培

养基检验敏感性低，过低则使敏感性高。选择接种

浓度为 ５％，培养 １８～２４ｈ，生长滴度维持在 １０８

ＣＦＵ／ｍＬ与１０９ＣＦＵ／ｍＬ之间，理论上，可以在１８～
２４ｈ内收获菌液。每次试验的菌种、环境、操作不
尽相同，具体的收获时机需要依赖ｐＨ值测定，周锦
龙等发现，当ｐＨ值为６．９的时候，活菌浓度达到最
高［５］，从本次试验来看，ｐＨ值为６．９５时为菌液发
生变色的转折点。基于以上综合分析，建议菌液培

养１８～２４ｈ内，菌液即将发生变色之时收获。
３．３　菌种代次为保证检验过程中菌种均一、一致，
《中国兽药典》规定改良 Ｆｒｅｙ氏液体培养基质控菌
ＭＳ传代不可超过５代［３］，鉴于此，本次试验只针对

１～５代菌进行比较。从结果来看，１～５代菌生长滴
度不小于１０８ＣＦＵ／ｍＬ，收获时间段基本重叠于１８～
３０ｈ（１代略显迟滞），但峰值会随着代次增加而略有
抬升，因为随着传代次数增加，支原体对培养基适应

性更强，生长更好。通过分析，１～５代菌均可用作培

养基质控菌工作菌液，但在实际工作中，可综合考虑

冻存菌种代次、保存时间等影响种子菌液活性的客

观因素，再科学确定工作菌液代次。

３．４　传代体积传代体积是培养基检验、生物制品
生产等过程中一项重要技术参数，杜德艳等通过测

定猪肺炎支原体在不同容积培养瓶中 ＣＣＵ值和
ｐＨ变化值得出，菌种在小容量瓶培养与在万瓶培
养相比，生长更快，ＣＣＵ值亦更高［８］，由于在改良

Ｆｒｅｙ氏培养基日常检验中，所需要菌液量较少，故
本试验选取了３组菌液与培养基体积搭配。通过
比较分析，“０．５ｍＬ菌液＋９．５ｍＬ培养基”的传代
方式优于“０．１ｍＬ菌液 ＋１．９ｍＬ培养基”和
“０．２ｍＬ菌液＋３．８ｍＬ培养基”，具有极显著差异，
而后两者间无显著差异，故在改良Ｆｒｅｙ氏培养基日
常检验中，建议使用“０．５ｍＬ菌液 ＋９．５ｍＬ培养
基”的传代方式。

本试验首次结合 ＣＦＵ计数法、ＣＣＵ测定法以
及ｐＨ值测定法，通过活菌计数和 ｐＨ值测定，确定
了ＭＳ体适宜传代比例、收获时间、菌种代次以及传
代体积，为改良Ｆｒｅｙ氏液体培养基的质控标准化提
供依据。
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