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［摘　 要］ 　 为提高猪丹毒疫苗效力检验结果的稳定性、一致性及工作效率，冻干制备了效力检验攻

毒用猪丹毒丝菌培养物，对性状、纯粹、真空度、剩余水分、活菌计数、均一性等进行检测，测定在不

同温度下短期存放的活菌数，监测在低温下长期保存的活菌数和毒力，并将其应用于猪丹毒活疫苗

和灭活疫苗的效力检验。 结果显示，该攻毒培养物性状良好，纯粹生长，真空度合格率 ９８． ２％ ，剩余

水分小于 ３． ５％ ，活菌数均值为 ３． ８ × １０９ ＣＦＵ ／ 瓶，瓶间活菌数变异系数（Ｃ． Ｖ）为 １０． ０％ ，３７ ℃以下

温度存放 ２． ５ ～ ３． ０ ｈ 活菌数稳定，变异系数（Ｃ． Ｖ）为 ４． ９％ ， － ２０ ℃ 保存 ３６ 个月活菌数为

３． ０ × １０９ ＣＦＵ ／ 瓶，每只小鼠注射 ６ ＣＦＵ 活菌 ５ ／ ５ 死亡，应用于猪丹毒灭活疫苗和活疫苗效力检验

结果与常规方法一致。 结果表明，该猪丹毒丝菌冻干培养物状态良好，活菌数和毒力较为稳定，能
够满足猪丹毒疫苗效力检验攻毒使用，且提高了检验结果的一致性、稳定性及工作效率。
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ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｋｉｎｄ ｏｆ Ｅ． ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｈａｓ ｏｆ ｇｏｏｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｐｕｒｉｔｙ， ｉｔｓ
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ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １０ ｓａｍｐｌｅｓ ｗａｓ １０． ０％ ，ｔｈｅ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔｓ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｕｎｄｅｒ ３７ ℃ ｆｏｒ
２． ５ ～ ３． ０ ｈ，ａｎｄ ｉｔ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ３． ０ × １０９ ＣＦＵ ｐｅｒ ｂｏｔｔｌｅ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｌｅａｄ ｔｏ １００％ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｂｙ ｈｙｐｏｄｅｒｍｉｃ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ６ ＣＦＵ ａｆｔｅｒ ｓｔｏｒｅｄ ｉｎ － ２０ ℃ ｆｏｒ ３６ ｍｏｎｔｈｓ． Ｉｔ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｉｎ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ Ｂａｃｔｅｒｉｎｓ ａｓ
ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｃｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ． Ｔｈｅｓｅ ｄａｔａ
ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｆｒｅｅｚｅ – ｄｒｙｉｎｇ Ｅ． ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｓ ｏｆ ｇｏｏｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ， ｉｔｓ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔｓ ａｎｄ
ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｓｈｏｗ ａ ｂｅｔｔｅｒ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｉｎ ｐｏｔｅｎｃｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ Ｂａｃｔｅｒｉｎｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｅ． ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ； ｖａｃｃｉｎｅ； ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔｓ；ｐｏｔｅｎｃｙ ｔｅｓｔｉｎｇ； ｃｈａｌｌｅｎｇｅ

　 　 目前，我国用于预防猪丹毒病的疫苗有猪丹毒

活疫苗（ＧＣ４２ 或 Ｇ４Ｔ１０株），猪瘟、猪丹毒、猪多杀性

巴氏杆菌病三联活疫苗，猪丹毒灭活疫苗，猪丹毒、
猪多杀性巴氏杆菌病二联灭活疫苗等产品，有 ２０
家左右的企业生产，年产量近 ３００ 批 ２． ３８ 亿头份。
按照《中华人民共和国兽药典》２０１５ 年版三部（以
下简称《中国兽药典》），猪丹毒疫苗的效力检验用

攻毒菌为猪丹毒丝菌强毒血清 １ 型 Ｃ４３ － ８ 株和 ２
型 Ｃ４３ － ６ 株的混合菌液。 常规方法制备用于疫苗

效力检验攻毒培养物，需经过菌种复苏、菌落筛选、
扩大培养、菌液活菌预计数、毒力测定、菌液活菌复

数以及攻毒和攻毒菌液计数等多个步骤［１］，多次强

毒菌种的新鲜培养，重复工作多，检验操作周期长，
工作量大，而且由于攻毒菌液对环境温度敏感，保
存条件要求高，保存不当常常会导致细菌死亡，菌
数降低，对检验工作存在较大影响。

为此，本研究将猪丹毒检验用菌种制成更为易

于稳定保存和使用的冻干型攻毒培养物，经过一次

培养制备，用于多批次检验，减少强毒的重复培养，
以期在增强检验结果准确性的同时，简化操作步骤，
提升检验工作效率，为标准品的制备奠定试验基础。
１　 材　 料

１． １ 　 菌种 　 猪丹毒丝菌血清 １ 型 ＣＶＣＣ４３００８
（Ｃ４３ － ８）株和 ２ 型 ＣＶＣＣ４３００６（Ｃ４３ － ６）株由中国

兽医药品监察所制备并保存。

１． ２　 试剂　 肉肝胃消化汤、马丁肉汤、马丁琼脂培

养基和蔗糖脱脂奶等购自北京中海生物公司，新生

胎牛血清购自 ＧＩＢＣＯ 公司，裂解血细胞全血由实

验室自制，猪丹毒灭活疫苗、猪丹毒活疫苗（Ｇ４Ｔ１０

株）为国内两家企业生产成品。
１． ３　 实验动物　 体重 １８ ～ ２２ ｇ ＩＣＲ 小鼠购自北京

维通利华试验动物公司。
２　 方　 法

２． １ 　 复苏培养 　 将猪丹毒冻干菌种 ＣＶＣＣ４３００８
株和 ＣＶＣＣ４３００６ 株安瓿启封后，用肉肝胃消化汤

稀释，分别划线接种含 １０％ 血清马丁琼脂平板，
３７ ℃培养 ４８ ｈ。 革兰氏染色镜检合格后，各挑取

中等大小、表面光滑圆整、呈微蓝灰色露珠状典型

菌落 ３ 个，分别接种含 ２％ 裂解血细胞全血肉肝胃

消化汤，３７ ℃ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １８ ｈ［２］。
２． ２　 冻干与保存　 将 ２ 株猪丹毒培养菌液等体积

混合后，与含 １６％ 蔗糖 ２０％ 脱脂奶的冻干保护剂

１∶ １（Ｖ∶ Ｖ）混匀，２． ０ ｍＬ ／瓶分装至 ７ ｍＬ 装量的西

林瓶内，加胶塞，入箱冻干，压盖，加铝帽，制成猪丹

毒冻干培养物，于 － ２０ ℃医用冷藏箱保存待检定。
２． ３　 性状观察　 肉眼观察冻干培养物在瓶内的状

态，轻轻振荡是否易于瓶壁脱离，以及加稀释液后

的溶解情况。
２． ４　 纯粹检验　 随机抽取 ５ 瓶用含 １０％血清马丁

琼脂斜面培养基，按《中国兽药典》附录 ３３０６ 进行

·５１·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 ６ 月第 ５４ 卷第 ６ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

纯粹检验［３］。
２． ５　 真空度与剩余水分测定　 － ２０ ℃保存 １８ 个

月后，随机取 ４ 瓶，测定真空度和剩余水分含量。
２． ６　 活菌计数方法　 将冻干培养物用马丁肉汤适

当比例梯度稀释后，用含 １０％血清的马丁琼脂培养

基平板培养，按《中国兽药典》附录 ３４０５ 进行活菌

计数。
２． ７　 瓶间活菌数均一性试验　 随机取 １０ 瓶冻干

培养物，分别进行活菌计数，比较瓶间活菌数差异。
２． ８　 短时间存放温度对活菌数的影响　 模拟实际

攻毒使用时可能短期存放的温度条件，研究短期存

放温度对活菌数的影响。 随机取 １８ 瓶冻干培养

物，分别在 ３７ ℃、２５ ℃、室温（２０ ～ ２５ ℃）、４ ℃、简
易冰盒（随时间温度逐步从 － ２０ ℃升高到 － １ ℃）
等温度条件下各存放 ３ 瓶，２． ５ ～ ３． ０ ｈ 后进行活菌

计数。
２． ９　 低温长期保存活菌数和毒力监测　 冻干培养

物 － ２０ ℃保存 １、３、６、９、１２、１８ 和 ３６ 个月后，分别

随机取 ３ 瓶，进行活菌计数，按照 ３． ６ × １０９ＣＦＵ ／瓶
的预估活菌数，用肉肝胃消化汤将冻干培养物稀

释至８ ＣＦＵ ／ ０． ２ ｍＬ，冰 浴 保 存，在 ２ ｈ 内 使 用。
０． ２ ｍＬ ／只腹股沟皮下注射体重 １８ ～ ２２ ｇ ＩＣＲ 小鼠

各 ５ 只，观察 ７ ｄ［２］。 同时进行活菌计数，确认实际

攻毒剂量［４］。
２． １０　 在猪丹毒疫苗检验中的应用

２． １０． １　 疫苗免疫与攻毒　 按照《中国兽药典》猪
丹毒灭活疫苗和猪丹毒活疫苗效力检验方法，将商

品化猪丹毒灭活疫苗和猪丹毒活疫苗免疫小鼠，分
别采用本方法和常规方法制备的攻毒培养物稀释

后攻击小鼠进行效力检验［２］。
２． １０． ２　 冻干培养物制备攻毒菌液 　 随机取同批

次制备保存 ３６ 个月冻干培养物 ３ 瓶，其中 １ 瓶进行

活菌计数，根据计数结果将第 ２ 瓶稀释至 １０、８、６、４、
２ ＣＦＵ ／ ０． ２ｍＬ，冰浴保存，在 ２ ｈ 内使用，０． ２ ｍＬ ／只
腹股沟皮下注射体重 １８ ～ ２２ ｇ ＩＣＲ 小鼠各 ５ 只，观
察 ７ ｄ，同时进行活菌计数，计算实际测毒小鼠１ ＭＬＤ
活菌数。 按照测毒结果将第 ３ 瓶稀释后制成攻毒菌

液攻毒，同时进行活菌计数，计算实际攻毒剂量。
２． １０． ３ 　 常规培养制备攻毒菌液　 开启猪丹毒丝

菌 Ｃ４３００８ 株和 Ｃ４３００６ 株菌种各 １ 支，肉肝胃消化

汤溶解后，划线接种含 １０％ 血清马丁琼脂平板，
３７ ℃培养 ４８ ｈ。 挑取表面圆整光滑，呈微蓝灰色

露珠状的菌落，两菌株分别接种含 ２％ 裂解血细胞

全血的肉肝胃消化汤 ３７ ℃培养 １８ ｈ，等体积混匀，
３ ｍＬ ／支分装， － ７０ ℃冻存（需在 ２１ ｄ 内使用）。 保

存 ３ ｄ 后，取 １ 支进行活菌计数。 根据计数结果，另
取 １ 支稀释至 １０、８、６、４、２ ＣＦＵ ／ ０． ２ｍＬ，冰浴保存，
在 ２ ｈ 内使用，０． ２ ｍＬ ／只腹股沟皮下注射体重

１８ ～ ２２ ｇ ＩＣＲ 小鼠各 ５ 只，观察 ７ ｄ，同时进行活菌

计数，计算实际测毒小鼠 １ ＭＬＤ 活菌数。 按照测毒

结果将第 ３ 支冻存菌稀释制成攻毒菌液攻毒，同时

进行活菌计数，计算实际攻毒剂量。
３　 结果与分析

３． １　 性状观察　 冻干培养物为海绵状团块，较易

与瓶壁脱离，加马丁肉汤振摇后 ２ ｍｉｎ 内溶解。
３． ２　 纯粹检查　 用马丁肉汤溶解后按照表 １ 所示

接种培养基，在 ２５ ℃、３７ ℃培养 ５ ｄ，结果 ５ ／ ５ 纯粹

生长。

表 １　 纯粹检验结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ

瓶号
２５ ℃培养 ３７ ℃培养

ＴＧ 小管 马丁琼脂斜面 ＴＳＢ 小管 ＴＧ 小管 马丁琼脂斜面

１ — — — — —
２ — — — — —
３ — — — — —
４ — — — — —
５ — — — — —

　 　 “ － ”纯粹生长；“ ＋ ”有杂菌生长；“ × ”不生长
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３． ３　 真空度与剩余水分测定　 冻干培养物真空度

测定合格率 ９８． ２％ 。 ３６ 个月后抽取 ４ 瓶真空度检

验 ４ ／ ４ 合格，测定剩余水分含量分别为 ２． ７％ 、
１． ９％ 、２． ５％和 ３． ２％ 。

３． ４　 瓶间活菌数均一性试验　 １０ 瓶冻干培养物平

均活菌数为 ３． ８ × １０９ ＣＦＵ，变异系数 （ Ｃ． Ｖ） 为

１０． ０％ （表 ２）。

表 ２　 均一性试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ ｔｅｓｔ

冻干培养
物瓶号

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ 平均值

活菌数
／ ＣＦＵ ３． ８ × １０９ ４． ４ × １０９ ３． ４ × １０９ ３． ８ × １０９ ４． ２ × １０９ ４． ０ × １０９ ３． ４ × １０９ ３． ２ × １０９ ３． ４ × １０９ ４． ０ × １０９ ３． ８ × １０９

３． ５　 短时间存放温度对活菌数的影响　 冻干培养

物在 ３７ ℃ 条件下平均活菌数较低为 ２． ４ × １０９

ＣＦＵ。 在 ２５ ℃、室温、４ ℃、简易冰盒、 － ２０ ℃等条

件下较为稳定，变异系数（Ｃ． Ｖ）为 ４． ９％ （表 ３）。

表 ３　 短期存放条件对活菌数的影响

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｎ ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ

存放条件
活菌数 ／ ＣＦＵ

瓶 １ 瓶 ２ 瓶 ３ 平均值

３７℃ ２． ０ × １０９ ２． ６ × １０９ ２． ４ × １０９ ２． ４ × １０９

２５℃ ３． ４ × １０９ ３． ０ × １０９ ３． ０ × １０９ ３． ２ × １０９

室温（约 ２０℃） ３． ２ × １０９ ３． ０ × １０９ ３． ２ × １０９ ３． ２ × １０９

４℃ ３． ６ × １０９ ３． ２ × １０９ ３． ２ × １０９ ３． ４ × １０９

简易冰盒（ － ２０ ～ － １℃） ２． ８ × １０９ ３． ０ × １０９ ３． ２ × １０９ ３． ０ × １０９

－ ２０℃ ３． ４ × １０９ ３． ８ × １０９ ３． ４ × １０９ ３． ６ × １０９

３． ６　 低温长期保存活菌数和毒力监测　 在监测期

内冻干培养物活菌数较为稳定，保存 １２ 个月变异

系数为 ３． ９％ ，３６ 个月变异系数为 ９． １％ （表 ４）。

表 ４　 低温长期保存活菌数和毒力的变化

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ ａｎｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｉｎ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｏｒａｇｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

保存时间 ／ 月
活菌数 ／ ＣＦＵ

瓶 １ 瓶 ２ 瓶 ３ 平均值

攻毒剂量 ／
（ＣＦＵ·只 － １）

小鼠死亡情况

１ ３． ４ × １０９ ３． ２ × １０９ ３． ６ × １０９ ３． ４ × １０９ ７ ５ ／ ５

３ ３． ８ × １０９ ４． ０ × １０９ ３． ２ × １０９ ３． ６ × １０９ ９ ５ ／ ５

６ ３． ８ × １０９ ３． ４ × １０９ ３． ４ × １０９ ３． ６ × １０９ ８ ５ ／ ５

１２ ３． ４ × １０９ ４． ０ × １０９ ３． ８ × １０９ ３． ８ × １０９ ９ ５ ／ ５

１８ ２． ８ × １０９ ２． ４ × １０９ ２． ８ × １０９ ２． ６ × １０９ ５ ５ ／ ５

３６ ３． ２ × １０９ ３． ０ × １０９ ３． ２ × １０９ ３． ０ × １０９ ６ ５ ／ ５

·７１·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 ６ 月第 ５４ 卷第 ６ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

３． ７　 在猪丹毒疫苗效力检验中的应用

３． ７． １ 　 测毒结果 　 表 ５ 所示，本方法制备的冻

干培养物小鼠 １ ＭＬＤ 含活菌数为 ５ ＣＦＵ，常规方法

为 ４ ＣＦＵ。
３． ７． ２ 　 检验结果　 表 ６ 所示，本方法与常规方法

制备的攻毒培养物应用于疫苗检验结果一致。

表 ５　 猪丹毒疫苗效力检验测毒结果

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｉｎ ｐｏｔｅｎｃｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ Ｂａｃｔｅｒｉｎｓ

预注射菌数

／ （ＣＦＵ·只 － １）

冻干培养物 常规培养

实际注射菌数

／ （ＣＦＵ·只 － １）
小鼠死亡情况

实际注射菌数

／ （ＣＦＵ·只 － １）
小鼠死亡情况

１０ ９ ５ ／ ５ １０ ５ ／ ５

８ ７ ５ ／ ５ ８ ５ ／ ５

６ ５ ５ ／ ５ ６ ５ ／ ５

４ ３ ４ ／ ５ ４ ５ ／ ５

２ １ ０ ／ ５ ２ ２ ／ ５

表 ６　 猪丹毒疫苗效力检验结果

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｏｔｅｎｃｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ Ｂａｃｔｅｒｉｎｓ

攻毒菌液来源

对照组一 对照组二 免疫组

攻毒量 １ ＭＬＤ
活菌数 ／ （ＣＦＵ·只 － １）

小鼠死
亡情况

攻毒量 １０００ ＭＬＤ
活菌数 ／ （ＣＦＵ·只 － １）

小鼠死
亡情况

灭活疫苗
保护率

活疫苗
保护率

冻干培养物 ５ ３ ／ ３ ５０００ ３ ／ ３ １０ ／ １０ １０ ／ １０

常规培养 ４ ３ ／ ３ ４０００ ３ ／ ３ １０ ／ １０ １０ ／ １０

４　 讨论与结论

　 　 本研究将疫苗检验用猪丹毒丝菌 ＣＶＣＣ４３００８
株和 ＣＶＣＣ４３００６ 株培养物混合制成冻干型攻毒制

剂，通过短时间存放温度对活菌数的影响实验，模
拟了实际攻毒稀释前培养物可能短期存放的环境

温度和条件，其活菌数在 ２５ ℃、室温、４ ℃、简易冰

盒、 － ２０ ℃等条件下均较为稳定。 因此，该冻干培

养物在使用时不应暴露于高温环境，尽量在恒温较

低温度条件下保存并使用。 同时，这种冻干培养物

在一定时间内可以长期稳定保存，经活菌数和毒力

监测，能够满足检验攻毒使用，将其应用于猪丹毒

疫苗的效力检验，多批次检验使用一次培养菌液，
大大减少了强毒的重复培养，避免了攻毒菌液不易

保存、细菌容易死亡、毒力易减弱等不足，也有利于

提高检验的可重复性，保证检验结果的一致性、稳
定性和检验成功率，降低了检验工作量，提高了效

率，为猪丹毒疫苗效力检验攻毒用培养物标准品的

制备提供了试验基础。
下一步，可以将本研究制备的猪丹毒丝菌冻干

培养物制成效力检验攻毒标准品在三个层次上应

用于猪丹毒疫苗的效力检验。 一是在一次检验中，
对该冻干培养物进行预活菌计数，根据预计数结果

梯度稀释后，注射实验动物小鼠或本动物猪进行测

毒，然后对待检疫苗免疫组和对照组动物攻毒来评

价疫苗的免疫效力；二是该冻干培养物所含活菌数

在监测使用期内稳定（在活菌计数方法偏差范围

内），在一次检验中，按照监测标定的活菌数，测毒

后即可攻毒；三是该冻干培养物活菌数和毒力在使

用期内均稳定，在一次使用标准实验动物小鼠检验

中，不进行活菌计数和测毒，根据标定的活菌数和

毒力，按照固定比例稀释后，直接对待检疫苗组和

对照组实验动物进行攻毒。
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