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［摘　 要］ 　 为研制便于检测猪瘟猪丹毒猪肺疫三联活疫苗抗原含量的选择性显色计数琼脂（以下

简称猪三联显色培养基）以代替传统的马丁琼脂，对比研究了干粉马丁琼脂、新鲜马丁琼脂和猪三

联显色培养基的理化特性和生长特性，并通过活菌计数方法平行对比了猪丹毒单价苗、猪肺疫单价

苗和猪瘟猪丹毒猪肺疫三联活疫苗的抗原含量。 结果显示，猪三联显色培养基在活菌计数的准确

性和重复性上均与干粉马丁琼脂保持一致，而且两种菌的菌落回收率均能达到 ０． ９ 以上。 研究表

明，猪三联显色培养基可以代替马丁琼脂作为检测猪丹毒和猪肺疫抗原菌含量的计数琼脂，在猪瘟

猪丹毒猪肺疫三联活疫苗生产过程中监测疫苗质量。
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　 　 猪丹毒（Ｓｗｉｎｅ Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ，ＳＥ）是由猪丹毒杆菌

（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ，ＥＲ）引起的一种急性热

传染病，也是一种人畜共患病，呈世界性分布。 猪

多杀性巴氏杆菌病（Ｓｗｉｎｅ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌｏｓｉｓ）是由猪多

杀性巴氏杆菌（Ｓｗｉｎｅ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）引起的

一种传染病［１］，又名猪肺疫、猪出血性败血症，俗称

“锁喉风”。 该病广泛分布于世界各地，是猪的一种

常见传染病。 猪瘟（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ Ｓｗｉｎｅ Ｆｅｖｅｒ，ＣＳＦ）是由

猪瘟病毒（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ Ｓｗｉｎｅ Ｆｅｖｅｒ Ｖｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ）引起的

一种高度接触性传染病，被我国列为一类动物疫病，
是危害养猪业的主要传染病之一。 目前，生产上常

用猪瘟猪丹毒猪肺疫三联活疫苗对猪瘟猪丹毒猪

肺疫三种疾病进行免疫防控，其免疫效果直接影响

着养猪行业的发展和广大养殖户的利益，而影响免

疫效果的决定性因素是疫苗中有效抗原的含量。
活菌计数是疫苗质量标准的重要参数，对于评

价疫苗的安全性和免疫效力有重要意义。 多年来，
一直使用干粉马丁琼脂或者新鲜马丁琼脂作为计

数琼脂，由于猪肺疫和猪丹毒在马丁琼脂上的菌落

形态相近，有时甚至会有两种菌落重叠或覆盖的情

况，肉眼不易区分，所以无法准确计算每头份三联

苗中分别含有的活菌数。 鉴于此，我们研制出了一

种检测猪瘟猪丹毒猪肺疫三联活疫苗中猪丹毒和

猪肺疫抗原含量的选择性显色培养基作为活菌计

数琼脂。
１　 材料与方法

１． １ 　 实验用菌种 　 猪多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ１７６５
株菌种，即 ＥＯ６３０ 株，弱毒株；猪丹毒杆菌 ＣＶＣＣ１３１９

株菌种，即 Ｇ４Ｔ１０ 株，弱毒株；二者均由中国兽医药

品监察所鉴定、保管和供应。 按照《中华人民共和

国兽用生物制品规程》二〇〇〇年版中的方法制备

猪肺疫菌液和猪丹毒菌液。
１． ２ 培养基及耗材 　 干粉马丁琼脂产自北京中海

生物科技有限公司，按照产品要求配制而成，为本

研究的对照组一；新鲜马丁琼脂由北京中海生物科

技有限公司供应，为本研究中物理性状对比部分的

对照组二；猪三联显色培养基按照以下原材料配方

配制：蛋白胨 ４０ ｇ、氯化钠 ５ ｇ、琼脂粉 １５ ｇ、显色剂

０． ０２ ｇ、纯化水 １０００ ｍＬ，为本研究的实验组。 猪多

杀性巴氏杆菌单价活疫苗（ＥＯ６３０ 株）、猪丹毒单价

活疫苗（Ｇ４Ｔ１０ 株）和猪瘟猪丹毒猪肺疫三联活疫

苗各 １０ 瓶，均购买自九江博美莱生物科技有限公

司。 无菌玻璃吸管和器皿由北京中海生物科技有

限公司供应；一次性平皿（直径 ９ ｃｍ），购买自青岛

金典生化器材公司。
１． ３　 理化特性对比　 干粉马丁琼脂、新鲜马丁琼

脂和猪三联显色培养基均按照规程添加 ４％健康动

物血清和 ０． １％ 裂解血球全血［２］，制备琼脂平板，
比较三种培养基理化参数差异。 由于商品化干粉

培养基应用越来越广泛，制备过程简单，批间差异

小，在干粉马丁琼脂平板上培养细菌，其菌落数和

菌落形态与新鲜马丁琼脂差异不大［３］，因此以下研

究仅用干粉马丁琼脂作为对照组。
１． ４　 菌落生长实验　 干粉马丁琼脂和猪三联显色

培养基均按照 １． ３ 项方法制备琼脂平板。 分别接

种猪肺疫菌液和猪丹毒菌液进行活菌计数［４］。 比
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较三种计数平板上的菌落形态和活菌数差异，并计

算猪三联显色琼脂上两种菌的菌落回收率（回收

率 ＝实验组计数 ／对照组计数）。

将猪肺疫菌液和猪丹毒菌液按照 １ ∶ １ 比例混

合均匀，按照规程方法稀释至适宜浓度［５］，接种干

粉马丁琼脂平板和猪三联显色培养基平板，观察平

板上两种菌落形态，并计算菌落数量和菌落回

收率。

１． ５　 显色底物添加量对比实验　 配制猪三联显色

培养基：先配制基础培养基（蛋白胨 ４０ ｇ、氯化钠

５ ｇ、琼脂粉 １５ ｇ、纯化水 １０００ ｍＬ），再加入显色底

物，添加量分别为 ０． ０１ ｇ、０． ０２ ｇ、０． ０４ ｇ、０． ０８ ｇ，

依次命名为配方一、配方二、配方三、配方四。 将四

种猪三联显色培养基配方的琼脂平板和干粉马丁

琼脂平板分别接种猪肺疫菌液和猪丹毒菌液进行

活菌计数。

１． ６　 重复性和准确性实验　 从购买的 １０ 瓶猪肺

疫 ＥＯ６３０ 株单价活疫苗和 １０ 瓶猪丹毒 Ｇ４Ｔ１０ 株

单价活疫苗中，分别随机抽取 ５ 瓶，分别用无菌蛋

白胨水稀释成 １ ｍＬ ／头份，再稀释至适宜浓度后，

分别接种猪三联显色培养基琼脂平板和干粉马丁

琼脂平板，并对菌落进行计数，即为两种单价苗的

实际抗原含量。

１． ７　 对猪瘟猪丹毒猪肺疫三联活疫苗成品的检测

从购买的 １０ 瓶猪瘟猪丹毒猪肺疫三联活疫苗中，

随机抽取 ５ 瓶，用无菌蛋白胨水稀释成 １ ｍＬ ／头份，

再稀释至适宜浓度后，接种猪三联显色培养基琼脂

平板和干粉马丁琼脂平板。 对干粉马丁琼脂中的

大菌落和小菌落分别计数，并对猪三联显色琼脂平

板中的红色菌落和灰白色菌落分别计数。

１． ８　 数据统计与分析 　 实验结果的数据进行单

因素方差分析处理，分析结果用平均值 ± 标准差

（ ｘ－ ± ｓ）表示。

２　 结果与分析

２． １　 物理性状对比　 三种计数琼脂相比（见表 １），

干粉马丁琼脂的颜色较深，相对另外两种琼脂，不

利于菌落观察和计数。 新鲜马丁琼脂制备工艺繁

琐，而且原材料来源不稳定，很容易影响培养基质

量。 而猪三联显色琼脂原材料配方简单，配制方法

容易，而且琼脂颜色较浅，有利于菌落观察和计数。

所以，本研究中的猪三联显色培养基在使用过程中

更有优势。

表 １　 计数琼脂理化特性对比

Ｔａｂ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ａｇａｒ

样品编号 培养基名称 主要原材料 琼脂平板颜色 成品保质期

对照组一 干粉马丁琼脂 蛋白胨、盐 棕黄色 ３６ 个月

对照组二 新鲜马丁琼脂 牛肉汤、猪胃消化液 浅黄色，偏白 ２ ～ ８ ℃ ６ 个月

实验组 显色培养基 蛋白胨、盐、显色底物 浅黄色，偏粉 ２４ 个月

２． ２　 菌落生长实验 　 通过肉眼观察，猪肺疫和猪

丹毒在马丁琼脂上仅能以大小来区分，而在显色培

养基上，猪肺疫为大菌落，且菌落呈红色，猪丹毒为

小菌落，且菌落呈灰白色，略带黄色［６］，在计数过程

中更直观（图 １）。 由计数结果得出，本研究中的猪

三联显色琼脂平板与对照马丁琼脂平板上的两种

抗原含量无明显差异，而且两种抗原菌的菌落回收

率均能达到 １． ００ 以上。 混合样品的计数结果均能

达到单一菌液计数结果的一半，与预期结果一致

（表 ２）。

·８４·
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表 ２　 菌落生长实验对比结果

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙ ｇｒｏｗｔｈ ｔｅｓｔ
抗原名称 计数琼脂名称 抗原含量 ／ （１０８ＣＦＵ·ｍＬ － １） ２４ ｈ 菌落形态 菌落回收率

ＥＯ６３０ 株
马丁琼脂 １１１ Ｓ 型，淡黄色菌落，直径 ２ ｍｍ ／

显色培养基 １１６ Ｓ 型，红色菌落，直径 ２ ｍｍ １． ０４

Ｇ４Ｔ１０ 株
马丁琼脂 ６９ Ｓ 型，灰白色菌落，直径 １ ｍｍ ／

显色培养基 ７５ Ｓ 型，灰白色菌落，直径 １ ｍｍ １． ０８

混合样品
马丁琼脂 大菌落 ５９，小菌落 ３２ 大菌落为 ＥＯ６３０，小菌落为 Ｇ４Ｔ１０ ／

显色培养基 红色菌落 ５８，灰白菌落 ３５ 红色菌落为 ＥＯ６３０，灰白色菌落为 Ｇ４Ｔ１０ ／

图 １　 猪丹毒 Ｇ４Ｔ１０ 和猪肺疫 ＥＯ６３０ 混合液接种两种培养基的菌落形态比较（彩图见封三）

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ

Ｓｗｉｎｅ Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ Ｇ４Ｔ１０ ａｎｄ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ＥＯ６３０ ｉｎ ｔｗｏ ｍｅｄｉｕｍ

２． ３　 显色剂添加量对比实验　 结合表 ３、表 ４ 结果

得出，显色底物加量对猪丹毒菌落生长形态和活菌

数没有影响，对猪肺疫的计数结果影响明显：当显

色底物加量大于 ０． ０２ ｇ ／ Ｌ 时，对猪肺疫菌落生长

有抑制作用，而且显色底物加量越多，抑制作用越

明显；而显色底物加量小于 ０． ０２ ｇ ／ Ｌ 时，猪肺疫菌

落颜色较浅。 综合以上结果，确定此猪瘟猪丹毒猪

肺疫三联活疫苗抗原菌选择性显色培养基的显色

剂加量为 ０． ０２ ｇ ／ Ｌ。
２． ４　 重复性和准确性实验　 将表 ５、表 ６ 中 ＥＯ６３０
单价苗和 Ｇ４Ｔ１０ 单价苗的计数结果经方差分析得

出（表 ７），随机抽取的 ５ 个猪肺疫单价苗和 ５ 个猪

丹毒单价苗的抗原菌含量在显色培养基和马丁琼

脂上均无明显差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。 而且菌落回收率

曲线趋势平稳，均能维持在 １． ０ ± ０． １。 结果表明猪

三联显色培养基的重复性和准确性都很好。

表 ３　 显色底物添加量对抗原含量的影响

Ｔａｂ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ａｎｔｉｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

培养基名称
显色底物加量 ／

（ｇ·Ｌ － １）
抗原含量 ／ （１０８ＣＦＵ·ｍＬ － １）

ＥＯ６３０ Ｇ４Ｔ１０

干粉马丁琼脂 — ９７ ６６

显色
培养基

配方一 ０． ０１ １０４ ７０

配方二 ０． ０２ １１６ ６８

配方三 ０． ０４ ８５ ６６

配方四 ０． ０８ ２２ ６２

·９４·
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表 ４　 显色底物添加量对菌落形态的影响

Ｔａｂ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｃｏｌｏｎｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

培养基
显色底物加量

／ （ｇ·Ｌ － １）

菌落形态

ＥＯ６３０ 抗原 Ｇ４Ｔ１０ 抗原

干粉马丁琼脂 — Ｓ 型，淡黄色菌落，直径 ２ ｍｍ Ｓ 型，灰白色菌落，直径 １ ｍｍ

显色
培养基

配方一

配方二

配方三

配方四

０． ０１

０． ０２

０． ０４

０． ０８

Ｓ 型，浅红色菌落，直径 ２ ｍｍ

Ｓ 型，红色菌落，直径 ２ ｍｍ

Ｓ 型，红色菌落，直径 ２ ｍｍ

Ｓ 型，红色菌落，直径 ２ ｍｍ

Ｓ 型，灰白色菌落，直径 １ ｍｍ

Ｓ 型，灰白色菌落，直径 １ ｍｍ

Ｓ 型，灰白色菌落，直径 １ ｍｍ

Ｓ 型，灰白色菌落，直径 １ ｍｍ

表 ５　 ＥＯ６３０ 单价苗用两种琼脂计数结果

Ｔａｂ ５　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＥＯ６３０ ｍｏｎｏｖａｌｅｎｔ ｖａｃｃｉｎｅｓ
ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｇａｒ

样品编号
抗原含量 ／ （１０８ＣＦＵ·头份 － １）

显色培养基 马丁琼脂
回收率

１ ３． ４ ３． ０ １． １３

２ ２． ６ ２． ５ １． ０４

３ ３． ６ ３． ７ ０． ９７

４ ３． ３ ３． ５ ０． ９４

５ ３． ８ ３． ４ １． １０

表 ６　 Ｇ４Ｔ１０ 单价苗用两种琼脂计数结果

Ｔａｂ ６　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｇ４Ｔ１０ ｍｏｎｏｖａｌｅｎｔ
ｖａｃｃｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｇａｒ

样品编号
抗原含量 ／ （１０８ＣＦＵ·头份 － １）

显色培养基 马丁琼脂
回收率

１ ８． ４ ９． ０ ０． ９３

２ ７． １ ７． ８ ０． ９１

３ ７． ５ ８． ０ ０． ９４

４ ８． ２ ７． ９ １． ０４

５ ７． ９ ７． ５ １． ０５

表 ７　 单价苗在两种琼脂上计数结果的方差分析

Ｔａｂ ７　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｍｏｎｏｖａｌｅｎｔ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｎ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｇａｒ

抗原名称
抗原含量 ／ （１０８ＣＦＵ·头份 － １）

显色培养基 马丁琼脂
显著性

单价苗 － ＥＯ６３０ ３． ３４ ± ０． ４６ ３． ２２ ± ０． ４８ Ｐ ＞ ０． ０５

单价苗 － Ｇ４Ｔ１０ ７． ８２ ± ０． ５３ ８． ０４ ± ０． ５７ Ｐ ＞ ０． ０５

２． ５　 对猪瘟猪丹毒猪肺疫三联活疫苗成品的检测

结果　 将表 ８ 的猪瘟猪丹毒猪肺疫三联活疫苗计

数结果经方差分析（表 ９）得出，显色培养基与马丁

琼脂上的猪肺疫 ＥＯ６３０ 和猪丹毒 Ｇ４Ｔ１０ 抗原含量

的计数结果无明显差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。

表 ８　 猪三联活疫苗成品抗原含量计数结果

Ｔａｂ ８　 Ｃｏｕｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｔｒｉｐｌｅｘ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ

１０８ＣＦＵ ／头份

样品编号
显色培养基 马丁琼脂

ＥＯ６３０ Ｇ４Ｔ１０ ＥＯ６３０ Ｇ４Ｔ１０

１ ３． ３ ８． ５ ３． １ ８． ２

２ ２． ７ ７． ３ ３． ０ ７． ２

３ ３． ５ ７． ８ ３． ５ ７． ５

４ ３． ３ ８． ３ ３． １ ８． ２

５ ３． ６ ８． ２ ３． ７ ７． ９

表 ９　 猪瘟猪丹毒猪肺疫三联活疫苗在两种琼脂上

计数结果的方差分析

Ｔａｂ ９　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ｓｗｉｎｅ ｔｒｉｐｌｅｘ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｎ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｇａｒ

抗原名称
抗原含量 ／ （１０８ＣＦＵ·头份 － １）

显色培养基 马丁琼脂
显著性

三联苗 － ＥＯ６３０ ３． ２８ ± ０． ３５ ３． ２８ ± ０． ３０ Ｐ ＞ ０． ０５

三联苗 － Ｇ４Ｔ１０ ８． ０２ ± ０． ４８ ７． ８０ ± ０． ４４ Ｐ ＞ ０． ０５

３　 小结与讨论

３． １　 研究结论　 本研究通过平行对比猪三联显色

培养基和马丁琼脂得出，猪三联显色培养基在琼脂

颜色方面优于对照组一干粉马丁琼脂，在制作方法

和保质期方面优于对照组二新鲜马丁琼脂。 在菌

·０５·
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落生长方面，猪肺疫能在显色培养基上显红色，而
猪丹毒为灰白色，能通过肉眼快速、准确地鉴别。
同时，该显色培养基的活菌计数结果与干粉马丁琼

脂没有显著性差异（Ｐ ＞ ０． ０５），菌落回收率能达到

０． ９ 以上。 显色底物的加量对比实验表明，显色底

物的加量会影响猪肺疫活菌计数的结果，当加量为

０． ０２ ｇ ／ Ｌ 时，显色效果最好，且对菌落生长没有抑

制。 因此，确定该猪三联显色培养基的主要成分

为：蛋白胨 ４０ ｇ、氯化钠 ５ ｇ、琼脂粉 １５ ｇ、显色底物

０． ０２ ｇ、纯化水 １０００ ｍＬ，调节 ｐＨ７． ２ ～ ７． ６。
３． ２　 研究过程遇到的问题　 在猪瘟猪丹毒猪肺疫

三联苗成品检测过程中发现，成品疫苗会在冻干及

保存等过程中，部分抗原菌变弱或衰亡，部分菌落

有生长延迟的现象，导致接种在计数平板上菌落大

小不均一。 尤其是猪肺疫，培养 ２４ ｈ 时，部分猪肺

疫菌落生长延迟，直径大小和猪丹毒菌落差不多，
肉眼不易区分，只能继续培养至 ４８ ｈ，待猪肺疫菌

落长大，再进行菌落计数。 而在猪三联显色培养基

上，在培养 ２４ ｈ 时，无论猪肺疫菌落大小，都能显

红色，从而可以快速准确区分猪肺疫菌落和猪丹毒

菌落。
３． ３　 应用推广　 目前，利用显色底物、荧光底物与

酶的特异性反应来检测、鉴定含特异性酶的微生物

的新技术已经发展起来，其中利用酶显色底物的显

色培养基检测不需要任何辅助设备，敏感性强、特
异性高［７］，得到广泛的应用。 本研究中的猪三联显

色培养基就是通过添加酶显色底物，与猪肺疫中含

有的特异性酶发生反应，产生红色物质，从而通过

直接观察菌落颜色即可对菌种做出鉴定，克服了之

前在马丁琼脂上，猪肺疫和猪丹毒两种菌落形态、
颜色相近的缺点，从而能快速、准确地计算两种菌

的抗原含量。
在猪丹毒猪肺疫二联苗、猪瘟猪丹毒猪肺疫三

联活疫苗的检验过程中，可能会受到多种因素影

响［８］，如培养基质量、血清质量、培养条件、平板的

平整度等，经常出现接种在马丁琼脂上的猪肺疫菌

落大小不均一、或者两种菌落重叠和覆盖的情况，
导致猪肺疫和猪丹毒不能肉眼区分，从而不能准确

地计算出疫苗抗原含量，重复检验或者辅助其他鉴

别方法均会大大降低工作效率。 因此利用显色培

养基就能快速准确地进行鉴别和计数，大大提高了

检测效率。
活菌计数是疫苗质量标准的重要参数，对于评

价疫苗的安全性和免疫效力有重要意义。 在细菌

类疫苗生产过程中，无论是单价苗、二联苗还是三

联苗，半成品检验、配苗以及成品检验等步骤均需

要活菌计数来监测抗原菌含量，因此计数琼脂的高

灵敏性和准确性就体现了很重要的作用。 经研究

表明，猪三联显色培养基的计数结果与对照组马丁

琼脂无明显差异，因此可以代替马丁琼脂用于此类

疫苗生产过程中的活菌计数和纯粹检验。
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