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［摘　要］　为研究猪丹毒杆菌Ｃ４３００５株的菌种特性，制备了一批猪丹毒杆菌 Ｃ４３００５株并对菌种

的真空度、剩余水分、形态、培养特性、生化特性、血清学特性、毒力、免疫原性等参数进行检定，重点

对该菌种的毒力进行重复试验并对影响毒力的因素进行分析。结果表明，菌种的真空度、剩余水

分、形态、培养特性、生化特性、血清学特性、免疫原性均符合《中华人民共和国兽用生物制品规程》

二版相关质量标准的规定，毒力试验结果明显受培养基质量和动物个体差异的影响。本研

究可以为猪丹毒杆菌Ｃ４３００５株的制备和检定提供参考依据。
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　　目前我国的生产和检验用菌种作为标准物质

进行管理，猪丹毒杆菌 Ｃ４３００５株是王明俊先生在

猪丹毒灭活疫苗（猪丹毒氢氧化铝菌苗）试验中经

比较８株猪丹毒杆菌的免疫原性，筛选出的免疫原

性最好的菌株，因此选择了 Ｃ４３００５株为猪丹毒灭

活疫苗的生产用菌种［１－２］。《中华人民共和国兽用

生物制品规程》二年版规定，本菌种的保存

期为２～８℃保存１０年，在菌种过期前需要更换批
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次，新制备的菌种需要参照质量标准对所有参数进

行检定，且由中国兽医药品监察所鉴定、保管和供

应［３］。目前能追溯到的鉴定资料只有２００６年的制

备和检定报告，之前的制备和检定资料因未归档而

无法查阅。本文详细报告Ｃ４３００５株猪丹毒杆菌的

制备和检定方法及结果，以期为将来菌种的溯源和

检定提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　菌种　猪丹毒杆菌 Ｃ４３００５株（１９８３年３月

２７日冻干），由中国兽医药品监察所菌种保藏中心

提供。

１．２　培养基及试剂　马丁琼脂培养基、马丁肉汤

培养基、肉肝胃膜消化汤培养基、硫盐（ＴＧ）、酪胨

琼脂（ＧＡ）、葡萄糖蛋白胨汤（ＧＰ）、生理盐水、５％

蔗糖脱脂牛奶购自北京中海生物技术有限公司；健

康动物血清，购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，批号：ＧＷＨ００９２，

裂解血细胞全血、绵羊脱纤血由中国兽医药品监察

所提供，ＡＰＩｃｏｒｙｎｅ棒状杆菌生化鉴定试纸条，购自

ｂｉｏｍｅｒｉｅｕｘ．ｓａ公司，革兰氏染色液购自山东奥博星

生物技术有限公司。

１．３　实验动物　小鼠（ＫＭ系），购自北京维通利

华实验动物技术有限公司，健康易感猪，购自河北、

山东、四川。

１．４　菌种复壮、冻干　开启１９８３年３月２７日冻

干的猪丹毒杆菌 Ｃ４３００５株，经肉肝胃膜消化汤溶

解后，用接种环取少量菌液划线接种含１０％健康动

物血清的马丁琼脂平板，３７℃培养２４ｈ后，挑取单

菌落接种于２０ｍＬ含２％裂解血细胞全血的肉肝胃

膜消化汤，３７℃静置培养２４ｈ后，取１０ｍＬ静脉注

射２０ｋｇ左右的健康易感猪，猪死亡后剖解，无菌取

肝脏和心血，用接种环取少量心血、肝脏分别接种

含１０％健康动物血清的马丁琼脂平板各１付，分别

接种１０ｍＬ肉肝胃膜消化汤，３７℃培养２４ｈ。

若平板和肉肝胃消化汤中的细菌纯粹生长，

挑取平板上的单菌落接种含 １０％健康动物血清

的马丁琼脂斜面小管若干支，３７℃培养 ２４ｈ

后，接种预培养 ２４ｈ无菌生长的含 １０％健康动

物血清的马丁琼脂斜面中管，３７℃培养 ２４ｈ。

用含５％蔗糖的１０％脱脂牛奶将菌体洗下，收集

于含玻璃珠的灭菌分装瓶中，充分振荡混匀后，

用长针头注射器分装至安瓿瓶中，按照特定的冻

干曲线冻干后封口。

１．５　菌种的检定

１．５．１　真空度测定　按照《中国兽药典》［４］进行

检验。

１．５．２　纯粹检验　用马丁琼脂培养基，按照《中国

兽药典》［４］进行检验。

１．５．３　剩余水分测定　按照《中国兽药典》［４］进行

检验。

１．５．４　培养特性　在含有１０％健康动物血清或含

４％健康动物血清和０．１％裂解血细胞全血的马丁

琼脂平板上，３７℃培养３６～４８ｈ，观察菌落形态。

１．５．５　血清学特性　沉淀反应抗原的制备：取在

含１０％绵羊脱纤血的血斜面上培养的Ｃ４３００５株接

种于含０．５％乳糖的马丁肉汤培养基（加入１０％的

健康动物血清），３７℃培养２４ｈ，纯粹检验合格后

加入 ０．５％的甲醛灭活 ２４ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心

３０ｍｉｎ，收集菌体，用无菌ＰＢＳ洗涤２次，在沉淀物

中加入适量蒸馏水（３０倍浓缩），经１２１℃高压１ｈ，

冷却后离心取上清即为沉淀反应抗原，加入０．０１％

的硫柳汞，置于２～８℃备用。琼脂双相扩散法检

定血清型：在０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中加入１％ ～１．２％

的琼脂，融化后加入０．０１％的硫柳汞，倾注平板，凝

固后打孔，孔径与孔距均为４ｍｍ，在酒精灯火焰上

加热封底，在中心孔加入沉淀反应抗原，外周各孔

加入定型血清，置于湿盘中３７℃作用２４ｈ，当中心

孔与周围孔之间出现清晰的乳白色沉淀线，即为相

应的血清型。

１．５．６　生化特性检查　参照试纸条的使用说明书

进行检定。

１．５．７　毒力　以肉肝胃膜消化汤培养２４ｈ的菌液

１～５ｍＬ（每１ｍＬ不少于活菌３０亿 ＣＦＵ），静脉注

射断奶后１～３个月体重２０ｋｇ以上的健康易感猪

２头，应于４日内死亡；５～１０个活菌皮下注射１８～

２２ｇ的小白鼠５只，均应于７日内死亡［３］。

１．５．８　免疫原性　开启新冻干菌种，用马丁肉汤
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溶解后划线接种含１０％健康动物血清的马丁琼脂

平板，３７℃培养２４ｈ，挑取中等大小的菌落接种于

１００ｍＬ含２％裂解血细胞全血的肉肝胃膜消化汤

中，３７℃ 培养２８ｈ，取菌液参照《中国兽药典》［４］

进行纯粹检验。检验纯粹后按菌液总量的０．３％加

入甲醛溶液，３７℃灭活１８～２４ｈ，灭活期间振荡数

次。灭活后参照《中国兽药典》二一版三部进

行无菌检验；按照菌液与氢氧化铝胶５∶１的比例充

分混匀，静置２～４ｄ后，弃去上清，浓缩至原体积

的４０％［３］。

用体重 １６～１８ｇ的小白鼠 １０只，分成 ２

组，第１组皮下注射疫苗０．１ｍＬ，第２组皮下注

射用４０％氢氧化铝胶 ４倍稀释的疫苗 ０．２ｍＬ，

２１ｄ后连同条件相同的对照小鼠６只，其中３只

对照小鼠与免疫小鼠各皮下注射 １０００ＭＬＤ

Ｃ４３００６和Ｃ４３００８的混合菌液，另３只小鼠皮下

注射１ＭＬＤＣ４３００６和 Ｃ４３００８的混合菌液，观

察１０ｄ，注射 １０００ＭＬＤ的对照小鼠应全部死

亡，注射１ＭＬＤ的对照小鼠应至少死亡２只，免

疫小鼠至少保护７只为合格［３］。

２　结　果

２．１　真空度测定　对冻干的１５０支菌种参照《中

国兽药典》［４］进行检验，２／１５０无辉光，１４８／１５０呈

现白色或粉色或紫色辉光，真空度良好。２支无真

空的菌种高压处理。

２．２　纯粹检验　随机抽取５支真空度测定良好的

菌种，按照《中国兽药典》［４］进行检验，５／５纯粹，符

合规定。

２．３　剩余水分测定　按照《中国兽药典》［４］进行检

验，结果为 ０．８％、０．４％、０．９％、０．７％，均小于

４％，符合规定。

２．４　培养特性　在含４％健康动物血清和０．１％

裂解血细胞全血的马丁琼脂平板上，３７℃培养

４８ｈ，肉眼观察菌落表面圆整光滑，呈微蓝灰色露

珠状，符合规定。

２．５　血清学特性　Ｃ４３００５株与２型猪丹毒血清

出现明显沉淀线条，与１型血清无沉淀反应，说明

Ｃ４３００５株为猪丹毒２型，符合规定。

２．６　生化特性　测试结果见表１，符合细菌分类学

中猪丹毒杆菌的生物学特性。

表１　猪丹毒杆菌Ｃ４３００５生化检查结果
测试 反应 结果 判定

ＮＩＴ 硝酸盐还原 无色 －
ＰＹＺ 吡嗪胺酶 淡橙色 －
ＰＹＲＡ 吡咯烷酮基方胺酶 橙色 ＋
ＰＡＬ 碱性磷酸酶 淡橙色 －
β－ＧＵＲ β－葡糖醛酸酶 淡浅褐色 －
β－ＧＡＬ β－半乳糖甘酶 淡浅褐色 －
α－ＧＬＵ α－葡糖甙酶 淡浅褐色 －
β－ＮＡＧ Ｎ－乙酰－β葡萄糖胺酶 褐色 ＋
ＥＳＣ β－葡糖甙酶 无色 －
ＵＲＥ 脲酶 黄色 －
ＧＥＬ 明胶 黑色素无扩散 －
Ｏ 对照（发酵） 红色 －
ＧＬＵ 葡萄糖 黄色 ＋
ＲＩＢ 核糖 橙色 ＋
ＸＹＬ 木糖 红色 －
ＭＡＮ 甘露醇 红色 －
ＭＡＬ 丙二酸盐 橙色 ＋
ＬＡＣ 乳糖 橙色 ＋
ＳＡＣ 蔗糖 红色 －
ＧＬＹＧ 肝糖原 红色 －
ＣＡＴ 触酶（ＥＳＣ或ＧＥＬ测定） 无气泡 －
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２．７　毒力　小鼠的毒力试验结果显示，２０１５１２２２
批肉肝胃膜消化汤培养的猪丹毒杆菌Ｃ４３００５株的
最小致死剂量（ＭＬＤ）大于１０ＣＦＵ，２０１６０１２６批肉
肝胃膜消化汤培养的 Ｃ４３００５株的 ＭＬＤ为 ４．３
ＣＦＵ，初步证明肉肝胃膜消化汤对 Ｃ４３００５的毒力
有明显影响。用２０１６０１２６批肉肝胃膜消化汤培养
菌液对小鼠的毒力试验，结果符合标准中“５～１０
个活菌皮下注射１８～２２ｇ的小白鼠５只，均应于７
日内死亡”的规定，结果见表２；猪的毒力试验结果
显示，用２０１６０１２６批肉肝胃膜消化汤培养的菌液

分别对山东、四川、河北地区的体重、日龄相近的猪

进行毒力试验，结果显示对山东地区猪的 ＭＬＤ大
于２．２×１０１０．０，对四川地区猪的 ＭＬＤ大于 ２．６×
１０１０．０，对河北地区猪的ＭＬＤ为１．６×１０１０．０，说明不
同地区猪对Ｃ４３００５的耐受程度不同。２０１５１２２２批
和２０１６０１２６批肉肝胃膜消化汤培养的菌液对河北
地区猪的毒力试验结果差异也说明不同批次肉肝

胃膜消化汤对 Ｃ４３００５的毒力有明显影响。用
２０１６０１２６批次肉肝胃膜消化汤培养的菌液对河北
猪进行试验，结果２／２死亡，符合规定，结果见表３。

表２　猪丹毒Ｃ４３００５株对小鼠毒力试验结果

培养基批次 动物数量／只 攻毒剂量／（ＣＦＵ·只 －１）
不同攻毒时间后死亡小鼠数量／只

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ１４４ｈ１６８ｈ
结果

２０１５１２２２ ５ １０．８ ０ ０ ０ ０ ０ ２ ０ ２／５死亡

２０１６０１２６

５ １．８ ０ ０ ０ ０ １ ３ ０ ４／５死亡

５ ４．３ ０ ０ ０ ０ ２ ２ １ ５／５死亡

５ ８．９ ０ ０ ０ ０ ２ ３ ／ ５／５死亡

５ １３．３ ０ ０ ０ １ ０ ３ １ ５／５死亡

５ １７．８ ０ ０ ０ ０ ３ １ １ ５／５死亡

　“／”表示小鼠全部死亡后无小鼠死亡记录

表３　猪丹毒Ｃ４３００５株对猪毒力试验结果

培养基批号 动物来源 动物数量／只
菌液浓度／
（ＣＦＵ·ｍＬ－１）

注射剂量／ｍＬ
攻毒菌数／
（ＣＦＵ·头 －１）

不同攻毒时间后猪死亡数量／头

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
结果

２０１６０１２６ 山东

２ ３．１×１０９．０ ４ １．２×１０１０．０ ０ ０ ０ ０ ０／２死亡

２ ３．１×１０９．０ ５ １．６×１０１０．０ ０ ０ ０ ０ ０／２死亡

２ ３．１×１０９．０ ７ ２．２×１０１０．０ ０ ０ ０ ０ ０／２死亡

２０１６０１２６ 四川
２ ３．３×１０９．０ ５ １．６×１０１０．０ ０ ０ ０ ０ ０／２死亡

２ ５．２×１０９．０ ５ ２．６×１０１０．０ ０ ０ ０ ０ ０／２死亡

２０１６０５１０ 四川
２ ３．１×１０９．０ ５ １．６×１０１０．０ ０ ０ ０ ０ ０／２死亡

２ ５．２×１０９．０ ５ ２．６×１０１０．０ ０ ０ ０ ０ ０／２死亡

２０１５１２２２ 河北 ２ ６．３×１０９．０ ５ ３．２×１０１０．０ １ ０ ０ ０ １／２死亡

２０１６０１２６ 河北 ２ ３．３×１０９．０ ５ １．６×１０１０．０ ０ ０ １ １ ２／２死亡

　所有试验猪均为６０～７０日龄，体重２０～２２ｋｇ的健康易感猪

２．８　免疫原性试验　疫苗灭活前对菌液进行活
菌计数，菌液浓度为３．７×１０９．０ＣＦＵ／ｍＬ，免疫小鼠
２１ｄ后攻毒，免疫１组小鼠５／５保护，免疫２组小
鼠４／５保护，对照 １组和对照 ２组小鼠均 ３／３死

亡，结果符合规定。Ｃ４３００６株和 Ｃ４３００８株混合菌
液毒力测定结果显示１ＭＬＤ为４．３ＣＦＵ，见表４，攻
毒保护结果见表５。
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表４　Ｃ４３００６和Ｃ４３００８混合菌液毒力测定结果

预注菌数／ＣＦＵ 实际注射菌／ＣＦＵ
不同攻毒时间后小鼠死亡数量／只

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ １４４ｈ １６８ｈ
测毒结果

２．０ ２．１ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ １／３死亡

４．０ ４．３ ０ ０ ０ ２ １ ／ ／ ３／３死亡

６．０ ６．４ ０ ０ ２ １ ／ ／ ／ ３／３死亡

８．０ ８．６ ０ ０ ０ ３ ／ ／ ／ ３／３死亡

　 “／”表示小鼠全部死亡后无小鼠死亡记录

表５　攻毒保护试验结果

组别 小鼠数量／只 攻毒菌数／ＣＦＵ
不同攻毒时间后小鼠死亡数量／只

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ１４４ｈ１６８ｈ１９２ｈ２１６ｈ２４０ｈ
结果

免疫１组 ５ ４．５×１０３．０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ５／５保护

免疫２组 ５ ４．５×１０３．０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ４／５保护

对照１组 ３ ４．５×１０３．０ ０ ０ ２ １ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ３／３死亡

对照２组 ３ ４．５×１０３．０ ０ ０ ２ １ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ３／３死亡

　“／”表示小鼠全部死亡后无小鼠死亡记录；免疫１组表示小鼠免疫的疫苗原液，免疫２组表示小鼠免疫１份疫苗与３份４０％的铝胶生理盐
水的混合液；对照１组表示攻１０００ＭＬＤ的对照组，对照２组表示攻１ＭＬＤ的对照组

３　讨论与小结
郑庆端在猪丹毒氢氧化铝胶甲醛灭活苗的

研究报告中还比较了肉胃消化汤、胃蛋消化汤、

牛肝胃酶消化汤、肉肝胃酶消化汤、胰酶消化汤

１和胰酶消化汤 ２等培养基以及马丁肉汤加血
清等培养基对猪丹毒促生长能力及制备疫苗的

效力差异，结果显示猪丹毒杆菌在肉肝培养基中

生长良好，制出的疫苗效力表现良好，猪丹毒杆

菌在胰酶消化汤 ２和牛肝胃酶消化汤中生长甚
差，猪丹毒在肉胃消化汤、胃蛋消化汤培养基中

生长良好，但制备的疫苗免疫保护效力较差，说

明疫苗的效力受培养基和菌数的共同影响［５］。

本研究试验结果显示，猪丹毒杆菌 Ｃ４３００５对小
鼠和猪的毒力均受培养基的影响，新鲜肉肝胃膜

消化汤的制备因受牛肉、牛肝、猪胃等原材料的

新鲜程度及消化温度、时间、ｐＨ值、高压温度及
时间等影响较大［３，５］，因此在进行菌种检定时要

先对培养基的促生长能力及培养菌的毒力进行

预试验，筛选出合适的培养基进行菌种检定。

猪丹毒杆菌 Ｃ４３００５对猪的毒力试验结果显
示，不同地区的猪对 Ｃ４３００５的耐受程度不同。在

细菌类兽用生物制品效力检验中攻毒菌种毒力测

定的结果也受实验动物品系、来源等的影响，这也

是细菌类生物制品的效力检验即使是 ＳＰＦ小鼠、
ＳＰＦ鸡等有质量标准的动物攻毒前仍需预测毒力
的原因，目前猪仅是一种实验用动物，没有相关的

质量标准，地区差异、品系差异、养殖环境差异均影

响试验结果。

《中华人民共和国兽用生物制品规程》中对

Ｃ４３００５毒力的质量标准规定为“制造和检验用菌
种，以肉肝胃消化汤培养 ２４ｈ的菌液 １～５ｍＬ
（每１ｍＬ含活菌不少于３０亿ＣＦＵ）静脉注射断奶后
１～３个月体重２０ｋｇ以上的健康易感猪２头，应于
４日内死亡”［３］，质量标准规定的攻毒菌液的浓度
没有上限，此为质量标准中存在的一个漏洞，在

Ｃ４３００６和Ｃ４３００８的毒力检定中和 Ｃ４３００５存在同
样的问题，２００６年 Ｃ４３００５菌种的检定中对健康易
感仔猪的最小致死剂量为１．５×１０１０ＣＦＵ／头（每头
猪注射５ｍＬ３．０×１０９．０ＣＦＵ／ｍＬ的菌液），因此建
议修订 Ｃ４３００５毒力试验的质量标准，控制攻毒菌
液浓度的上限，且经过进一步的试验验证，将攻毒

剂量进行适当调整。
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此次猪丹毒对猪的毒力试验结果显示，以

２０１６０１２６批次的肉肝胃消化汤培养的 Ｃ４３００５
以３．３×１０９．０ＣＦＵ／ｍＬ的菌液浓度对河北地区的
猪攻毒，猪２／２在４日内死亡，符合质量标准，但
受培养基质量的影响，或受不同地域猪的个体差

异影响，试验结果差异显著，且多组实验结果均

不符合质量标准的规定，菌种的毒力不能客观评

价。因此建议对用于生产或检验用菌种检定的

培养基、试剂、实验动物的品种品系等制定相关

质量标准。
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