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［摘　 要］ 　 从全国部分猪场采集到疑似猪支原体肺炎肺组织病料 １２ 份，提取 ＤＮＡ 进行猪肺炎支

原体 ＰＣＲ 和多重 ＰＣＲ 检测，将病料研磨后分离猪肺炎支原体，最终分离到 １ 株疑似猪肺炎支原体；
通过测序分析、形态观察、生化试验、血清学试验证实其为猪肺炎支原体。 该菌株能适应人工培养

基的培养，且传代生长良好，液体培养基中培养活菌滴度达 １０９ ＣＣＵ ／ ｍＬ；菌株有一定的致病性，免疫

原性好，可作为疫苗备用菌株，该菌株的分离鉴定为研制猪支原体肺炎疫苗奠定了基础。
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ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ． Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｃａｎ ａｄａｐｔ ｔｏ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｍｅｄｉｕｍ， ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ ｒｅａｃｈｅｄ １０９ ＣＣＵ／ ｍＬ．
Ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｃｏｕｌｄ ｃａｕｓｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｏｆ ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｌ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ；
ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔｈｅ ｎｅｃｅｓｓａｒｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｌ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ； ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 猪肺炎支原体 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，
Ｍｈｐ）是引起猪气喘病的主要病原［１］，该病在世界

范围内广泛流行，我国地方猪种和杂交猪种尤为易

感，几乎普遍存在，造成了重大损失。 猪群一旦感

染 Ｍｈｐ，便难以清除［２］，可继发感染 ＰＲＲＳＶ、ＰＣＶ２
等［３－４］，从而导致多种疫苗接种失败。 由于猪肺炎
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支原体对营养要求苛刻，使得其体外分离培养难度

很大 ［５－６］；同时在分离过程中还易受猪鼻支原体

（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｒｈｉｎｉｓ，Ｍｈｒ）的影响［７］，给本病的研

究工作带来了困难。 本试验从全国部分猪场采集

到的疑似猪支原体肺炎病变肺脏中成功分离获得

１ 株猪肺炎支原体，以期为猪支原体肺炎疫苗的研

究提供必要条件和有利数据。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 病料来源　 疑似猪支原体肺炎的发病猪肺

脏采集自全国部分猪场，肺脏的尖叶、心叶、中间叶

或膈叶前缘有不同程度的对称性病变，呈“肉样

变”、“胰样变”，共 １２ 份。
１．１．２　 猪肺炎支原体培养基　 由武汉科前生物股

份有限公司制备。
１．１．３　 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒　 购于北京庄

盟国际生物基因科技有限公司。
１．１．４　 试验动物　 ３ 周龄仔猪，购自华农试验种猪

场，母猪未注射猪支原体肺炎疫苗，经 ＩＤＥＸＸ 试剂

盒检测仔猪血清中猪肺炎支原体（Ｍｈｐ）、猪圆环病

毒（ ＰＣＶ２）、猪繁殖与呼吸障碍综合征病毒 （
ＰＲＲＳＶ） 抗体阴性。
１．１．５　 猪肺炎支原体阳性血清　 本实验室从北京

生泰尔生物科技有限公司购进的猪肺炎支原体

Ｊ 株制备兔抗猪肺炎支原体特异性血清，琼扩效价

为 １ ∶ ３２，批号为 １７０５０２。
１．１．６　 猪鼻支原体阳性血清　 从中国兽医药品监

察所菌种保藏中心购进的猪鼻支原体 ＢＴＳ－７ 株制

备兔抗猪鼻支原体特异性血清，琼扩效价为 １ ∶ １６，
批号为 １７０３０１。
１．１．７　 攻毒用强毒株　 猪肺炎支原体（济南系强毒

ＣＶＣＣ３５４ 株），Ｆ３ 代，由武汉科前股份有限公司复

壮、保管和供应。
１．２　 方法

１．２．１ 　 病料采集 　 将采集的 １２ 份病料分别用含

８００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素的 ＰＢＳ 洗去血液和组织碎片，无
菌操作剪取有猪喘气病特征病变和将健康交界处

的肺组织进行 ＰＣＲ 鉴定和供分离培养。

１．２．２　 病料 ＰＣＲ 鉴定

１．２．２．１　 病料 ＤＮＡ 提取　 取约 ０．５ ｇ 病料，剪碎后

匀浆器加 ２．０ ｍＬ 水研磨成糊状，先 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ，上清再以 １３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，弃上

清，沉淀用 ２５０ μＬ ＰＢＳ 重悬。 用细菌基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒提取重悬液 ＤＮＡ，－２０ ℃以下保存备用。
１．２．２．２　 ＰＣＲ 鉴定　 ＰＣＲ 引物按参考文献方法进

行合成［８］。 猪肺炎支原体引物序列：Ｐ１：５＇－ ＴＴＡ⁃
ＣＡＧＣＧＧＧＡＡＧＡＣＣ－３＇；Ｐ２：５＇－ＣＧＧＣＧＡＧＡＡＡＣＴＧ⁃
ＧＡＴＡ－３＇；ＰＣＲ 扩增体系：１０×ｂｕｆｆｅｒ ５．０ μＬ，ｄＮＴＰ
（２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）４．０ μＬ，引物 Ｐ１（１０ μＭ）１．０ μＬ，引物

Ｐ２（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １．０ μＬ，模板 ＤＮＡ ２．０ μＬ，Ｔａｑ 酶

（５ Ｕ ／ μＬ）０．２５ μＬ，加注射用水至 ５０ μＬ；反应条件

为：９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ，９５ ℃变性 ３０ ｓ，５６ ℃退火

３０ ｓ，７２ ℃ 延伸 １ ｍｉｎ，３０ 个循环，７２ ℃ 终延伸

１０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 １．０％琼脂糖凝胶电泳。 预计

扩增片段长度约为 ４２７ ｂｐ。
１．２．２．３ 　 多重 ＰＣＲ 鉴定 　 多重 ＰＣＲ 引物按参考

文献方法进行合成［９－１０］，引物序列：Ｍｈｐ － ｆ： ５ ＇ －

ＴＴＣＡＡＡＧＧＡＧＣＣＴＴＣＡＡＧＣＴＴＣ － ３ ＇； Ｍｈｒ － ｆ： ５ ＇ －

ＣＧＧＧＡＴＧＴＡＧＣＡＡＴＡＣＡＴＴＣＡＧ － ３ ＇； Ｍ － ｒ： ５ ＇ －

ＡＧＡＧＧＣＡＴＧＡＴＧＡＴＴＴＧＡＣＧＴＣ－ ３ ＇；多重扩增体

系：１０×ｂｕｆｆｅｒ ５．０ μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）４．０ μＬ，上
游引物均为 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ） ０． ８ μＬ， 下游引物为

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １． ２ μＬ，模板 ＤＮＡ ２． ０ μＬ， Ｔａｑ 酶

（５ Ｕ ／ μＬ）０．２５ μＬ，加注射用水至 ５０ μＬ；反应条件

为：９５ ℃预变性２ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃ 退火

５０ ｓ，７２ ℃ 延伸１ ｍｉｎ，３５ 个循环，７２ ℃ 终延伸

１０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 １．０％琼脂糖凝胶电泳。 预计

猪肺炎支原体扩增片段长度约为 １０００ ｂｐ；猪鼻支

原体扩增片段长度约为 １１２９ ｂｐ。
１．２．３ 　 病原的分离 　 将病料研磨后过滤，接入含

１０％猪鼻支原体特异性血清、８００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素的

猪肺炎支原体液体培养基中，置 ３７ ℃培养。 每间

隔 ７ 日盲传 １ 次，每天观察培养基颜色变化，前 ３
代均加入 １０％猪鼻支原体特异性血清。 在培养时，
将培养基颜色发生改变，传代可出现 ｐＨ 规律性下

降的培养菌液进行鉴定，剩余培养菌液于－２０ ℃以
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下冻存。
１．２．４　 病原的 ＰＣＲ 鉴定及测序　 将经培养传代分

离的菌株提取基因组 ＤＮＡ，按 １． ２． ２． ２ 方法进行

ＰＣＲ 扩增，扩增产物经 １％琼脂糖凝胶电泳。 回收

产物送往擎科公司测序。
１．２．５　 形态观察　 按常规方法对分离菌株进行瑞

氏染色，普通光学显微镜下观察菌体形态特征。
１．２．６　 生化特性　 将临床分离株进行尿素酶活性

测定；葡萄糖分解试验；精氨酸水解试验；三苯基氯

化四氮唑（ ＴＴＣ）试验；七叶苷水解试验；甘露醇分

解试验；膜和斑形成试验。 生化实验按参考文

献［１１］方法进行。
１．２． ７ 　 血清学特性 　 生长抑制试验：将直径为

６ ｍｍ的圆形滤纸片用未经稀释的抗血清浸泡后放

入无菌平板内，４ ℃干燥待用。 吸取待检菌株的菌

液 ０．１ ｍＬ 涂布于固体平皿中，放置 ３７ ℃使琼脂表

面稍干燥，无菌夹取抗血清滤纸片贴于琼脂表面，
３７ ℃培养 １０ 日。 在低倍显微镜下观察，当滤纸片

周围无菌落生长，出现抑制带大于 １．０ ｍｍ 时，判为

猪肺炎支原体阳性。
１．２．８　 致病性分析　 将分离菌株菌液分别经气管

注射 ３ 周龄仔猪 ４ 头，５ ｍＬ ／头（１０９ ＣＣＵ）。 另设 ４
头条件相同的对照猪，各气管注射培养基 ５ ｍＬ，作
为对照。 试验猪、对照猪隔离饲养。 每天观察发病

情况，并于注射后 ２８ ｄ 全部剖杀，观察肺部病变，
根据 Ｇｏｏｄｗｉｎ 氏 ５５ 分评分法对试验仔猪的肺脏病

变进行打分［１２］。 取部分病变组织置于 １０％的甲醛

溶液固定，随后进行石蜡包埋、切片和 ＨＥ 染色等

一系列病理切片制作流程后，在显微镜下读片，观
察组织病理变化，了解菌株对仔猪的毒力，记录试

验结果。
１．２．９　 免疫原性试验　 将分离株菌株浓缩纯化、灭
活后与佐剂混合制备灭活疫苗，将疫苗分别颈部肌

肉注射 ３ 周龄仔猪 ４ 头，２．０ ｍＬ ／头（１０９ ＣＣＵ），接
种后 ２１ ｄ，按相同途径、相同剂量二免。 另外 ４ 头

不接种作为对照，同条件下饲养。 二免 １４ ｄ，连同

对照猪 ４ 头，各气管注射猪肺炎支原体（济南系强

毒 ＣＶＣＣ３５４ 株）冻干肺组织毒 ５ ｍＬ（含 ０．５ ｇ 病肺

组织），每日观察仔猪临床症状，攻毒后 ２８ ｄ，扑杀

全部仔猪。 按 ５５ 分法对各仔猪的肺部喘气病病变

进行评分，计算肺炎病变减少率。
２　 结　 果

２．１　 病料 ＰＣＲ 鉴定　 １２ 份病料，其中 ４ 份病料检

测出有猪肺炎支原体（图 １）。

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： 阳性对照；
２： 阴性对照； ３－１４： 病料样品

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；
２： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ３－１４： Ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ

图 １　 肺组织 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ

２．２　 病料多重 ＰＣＲ 鉴定　 ４ 份阳性病料经过多重

ＰＣＲ 检测都能扩增出长度约为 １０００ ｂｐ 猪肺炎支

原体目的片段，但其中有 ３ 份阳性病料还扩增出长

度约为 １１２９ ｂｐ 猪鼻支原体目的片段（图 ２）。

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： 阴性对照；
２： 猪鼻支原体阳性对照； ３： 猪肺炎支原体阳性对照；

４： 猪鼻支原体阳性对照、猪肺炎支原体阳性对照； ５－８： 病料样品

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；
２： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｍｈｒ）； ３： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （Ｍｈｐ）；
４： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （Ｍｈｒ、Ｍｈｐ）； ５－８： Ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ２　 阳性病料多重 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ ２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ
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２．３　 病原分离　 取只含有猪肺炎支原体的 １ 份病

料，研磨后进行分离、培养传代，传至第 ３ 代时，培
养基颜色发生改变，接着传至第 ８ 代，菌种能在培

养基上稳定生长，ｐＨ 规律性下降，生长时间稳定在

３～４ ｄ，活菌滴度可达 １０９ ＣＣＵ ／ ｍＬ。
２．４　 病原 ＰＣＲ 鉴定 　 菌株扩增结果与预期片段

４２７ ｂｐ 大小一致 （图 ３）。 测序结果通过 ＮＣＢＩ
ＢＬＡＳＴ 比对，分离株 Ｐ３６ 基因序列与猪肺炎支原体

Ｊ 株和 １６８ 株同源性分别达 ９９％以上，从分子水平

上证明了分离的菌株为猪肺炎支原体。

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： 阳性对照； ２： 阴性对照； ３： 分离菌株

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；
２： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ３： Ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

图 ３　 菌液 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ ３　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｌｕｉｄ

２．５　 形态学特性　 分离猪肺炎支原体菌株经过瑞

士染色，镜检，观察到特征性的多形态，有点状、环
状、球状和两极状（图 ４）。

图 ４　 瑞士染色结果（１００×）
Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｗｒｉｇｈｔ＇ｓ ｓｔａｉｎ（１００×）

２．６　 生化特性　 分离菌株生化反应与猪肺炎支原

体生化特性相符（表 １）。

表 １　 分离菌株生化试验

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

鉴定项目 标准菌株 分离菌株

尿素酶活性测定 － －

葡萄糖分解试验 ＋ ＋

精氨酸水解试验 － －

ＴＴＣ 还原试验 － －

七叶甙水解试验 ＋ ＋

甘露醇分解试验 ＋ ＋

膜和斑形成试验 － －

结果 猪肺炎支原体 猪肺炎支原体

　 “ ＋” 阳性； “ －” 阴性
　 “ ＋” Ｐｏｓｉｔｉｖｅ； “ －” Ｎｅｇａｔｉｖｅ

２．７　 生长抑制　 吸有抗血清的滤纸片周围出现了

直径为 ２．６ ｍｍ 的抑菌圈，验证分离的菌株为猪肺

炎支原体。
２．８　 致病性 　 攻毒组猪气管内注射 ５ ｍＬ 分离株

菌液后，大部分猪出现咳嗽、喘气等临床症状，对照

组无症状（表 ２）；剖检攻毒猪，发现肺脏的尖叶、心
叶前端有部分对称性的肉样变化（０２ 号和 ０４ 号攻

毒猪肺脏如图 ５ 所示）；攻毒组猪肺脏病变组织制

片经过 ＨＥ 染色后，在显微镜下观察，肺间质增宽、
增厚，肺泡内有大量炎性细胞浸润（０２ 号和 ０４ 号

攻毒猪肺脏病变组织切片如图 ６ 所示），以上说明

分离的猪肺炎支原体具有一定的致病性。
２．９　 免疫原性 　 免疫组猪临床观察基本正常，对
照组猪有支原体肺炎典型咳嗽、喘气的临床症状，
根据肺炎病变打分，免疫组平均肺炎病变减少

７４．５１％（表 ３）；剖检试验猪，免疫组和对照组肺部

有明显差异，免疫组猪肺组织病变不明显，对照组

病变严重，肺脏的尖叶、心叶前缘有严重的对称性

病变，呈 “肉样变”、 “胰样变” （ １２ 号免疫组猪，
１８ 号对照组猪肺脏如图 ７），以上说明分离的猪肺

炎支原体具有很好的免疫原性。
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表 ２　 临床症状和肺病变得分结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ ｌｕｎｇ

组别 耳号 临床症状观察 肺部病变评分 平均肺部病变评分

攻毒组

０１ 无咳嗽、喘气等症状 ３

０２ 攻毒后 １５ 天出现轻微咳嗽、喘气 １０

０３ 攻毒后 ２０ 天后偶尔出现轻微咳嗽 ３

０４ 攻毒后 １８ 天出现轻微咳嗽、喘气 ８

６．０

对照组

０５ 无咳嗽、喘气等症状 ０

０６ 无咳嗽、喘气等症状 ０

０７ 无咳嗽、喘气等症状 ０

０８ 无咳嗽、喘气等症状 ０

０

图 ５　 肺脏临床解剖图

Ｆｉｇ ５　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎａｔｏｍｙ ｏｆ ｌｕｎｇ
图 ６　 肺脏病理切片观察（ＨＥ ４０×）

Ｆｉｇ ６　 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｏｆ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｌｕｎｇ（ＨＥ ４０×）

表 ３　 临床症状和攻毒保护结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｔｔａｃｋ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

组别 耳号 临床症状 肺炎病变得分 肺部病变平均得分 平均肺部病变减少率

免疫组

１１ 攻毒后 ２２ 天出现轻微咳嗽 ６

１２ 无咳嗽、喘气等症状 ３

１３ 无咳嗽、喘气等症状 ０

１４ 无咳嗽、喘气等症状 ４

３．２５ ７４．５１％

对照组

１５ 攻毒后 ２０ 天出现轻微咳嗽 １０

１６ 攻毒后 ２１ 天出现轻微咳嗽 ７

１７ 攻毒后 １６ 天出现咳嗽、喘气 １６

１８ 攻毒后 １５ 天出现咳嗽、喘气 １８

１２．７５ －
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图 ７　 肺脏临床解剖图

Ｆｉｇ ７　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎａｔｏｍｙ ｏｆ ｌｕｎｇ

３　 讨论与结论

猪肺炎支原体感染猪时，常伴有猪鼻支原体混

合感染，从猪体内进行猪肺炎支原体的分离非常困

难。 现有疫苗菌株分离年代都比较久远，保护效果

有一定的降低。 本研究通过采集疑似猪支原体感

染的组织病料，经过 ＰＣＲ 鉴定，多重 ＰＣＲ 检测，将
阳性病料接到猪肺炎支原体液体培养基进行分离，
成功分离到一株菌株。 分离的菌株经测序、形态观

察、生化特性、血清学特性鉴定为猪肺炎支原体，此
株猪肺炎支原体与常用的疫苗菌株同源性好，并且

是从最近发病的猪场分离而来，为潜在的疫苗

菌株。
在致病性试验中，分离菌株菌液进行攻毒，发

现分离菌株经过传代仍具有一定的毒力，可致仔猪

产生咳嗽等支原体肺炎典型的临床症状，剖检能观

察到肺部肉变，病理切片显示感染猪均表现不同程

度的间质性肺炎；在免疫原性试验中，分离株制备

灭活疫苗免疫仔猪后攻毒，免疫组肺炎病变平均减

少 ７４．５１％，分离菌株免疫原性良好。 对仔猪的致

病性试验和免疫原性试验可以证明，分离株适合作

为灭活疫苗的制苗用菌株。
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沙门氏菌类活疫苗活菌计数参考疫苗的研究
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［摘　 要］ 　 为研制沙门氏菌类活疫苗活菌计数的参考疫苗，以期更科学地评价活菌计数结果的有

效性，研究制备了一批仔猪副伤寒活疫苗作为参考疫苗候选物，对其性状、纯粹检验、真空度、剩余

水分进行检测，对其运输稳定性、均一性进行测定，组织协作标定对参考疫苗候选物进行赋值，用协

作标定的方法统计参考疫苗候选物在 １８ 个月的保存期，将参考疫苗初步应用于仔猪副伤寒活疫苗

活菌计数的检验。 结果表明，参考疫苗的性状、纯粹检验、剩余水分和真空度测定均符合《中国兽药

典》的规定，均一性试验结果显示 １０ 瓶参考疫苗候选物计数结果的变异系数小于 １０％，说明其均一

性良好。 协作标定统计出参考疫苗候选物的赋值范围为（３．０，４．０）×１０９ ＣＦＵ ／ 头份，保存期试验结果

显示参考疫苗候选物在－７０ ℃以下保存 １８ 个月菌数稳定。 参考疫苗的初步应用显示本参考疫苗不

仅可以为沙门氏菌类活疫苗活菌计数提供参照物，而且还可用于控制普通琼脂培养基的质量。
［关键词］ 　 参考疫苗；活菌计数；沙门氏菌活疫苗

Ｓｔｕｄｙ ｏｎ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｖａｃｃｉｎｅ ｆｏｒ Ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｐｌａｔｅ Ｃｏｕｎｔ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｖａｃｃｉｎｅｓ

ＷＡＮＧ Ｘｉｕ－ｌｉ１， ＺＨＡＮＧ Ｙｕａｎ１， ＬＩ Ｈｏｎｇ－ｘｉａ２， ＹＵＡＮ Ｌｕ２， ＬＩ Ａｉ－ｌｉｎｇ３， ＣＡＯ Ｃｕｉ－ｐｉｎｇ３，
ＬＩＵ Ｂｏ１， ＸＩＮ Ｌｉｎｇ－ｘｉａｎｇ１， ＰＥＮＧ Ｇｕｏ－ｒｕｉ１， ＬＩ Ｊｉａｎ１， ＪＩＡＮＧ Ｙｕ－ｗｅｎ１∗

（１．Ｃｈｉｎａ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８１， Ｃｈｉｎａ；２． Ｑｉｌｕ Ａｎｉｍａｌ Ｈｅａｌｔｈ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｃｏ．， Ｌｔｄ， Ｊｉｎａｎ ２５０１００， Ｃｈｉｎａ；

３． Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｙｉｋａｎｇ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏ．， Ｌｔｄ， Ｌｉａｏｙａｎｇ， Ｌｉａｏｎｉｎｇ １１１０００， Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＪＩＡＮＧ Ｙｕ－ｗｅｎ， Ｅ－ｍａｉｌ：２３１２３８７０８２＠ ｑｑ．ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａ ｂａｔｃｈ ｏｆ ｐａｒａｔｙｐｈｕｓ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｆｏｒ ｐｉｇｌｅｔｓ ｗａｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｌａｔｅ
ｃｏｕｎｔ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｎ ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｖａｃｃｉｎｅｓ，ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ ｍｏｒｅ

基金项目： 国家重点研发计划“兽用生物制品及检测试剂质量评价标准研究”（２０１７ＹＦＦ０２０８６００）

作者简介： 王秀丽，硕士，从事细菌类生物制品的检验及检测技术研究。

通讯作者： 蒋玉文。 Ｅ－ｍａｉｌ：２３１２３８７０８２＠ ｑｑ．ｃｏｍ


　 　 Ｌｉａｏ Ｙ Ｈ， Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｋ， Ｓｕｎ Ｊ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｓｔｒａｉｎ ＨＮ０６１３ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ， ２０１３， ４７（３）：４－６．

［１２］ Ｇｏｏｄｗｉｎ Ｒ Ｆ Ｗ， Ｈｏｄｇｓｏｎ Ｒ Ｇ， Ｗｈｉｔｔｌｅｓｔｏｎｅ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｓｏｍｅ

　 ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｒｅｌａｔｉｎｇ ｔｏ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｅｎｚｏｏｔｉｃ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ

ｏｆ ｐｉｇｓ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈｙｇｉｅｎｅ， １９６９， ６７（３）：４６５－４７６．

（编 辑：李文平）

·９１·


