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［摘　 要］ 　 为了更规范、标准地评价猪支原体肺炎疫苗，本研究对近年来猪支原体肺炎疫苗检验进

行了系统性分析。 结果发现，效力检验作为疫苗质量的核心内容，是检验中最易出现问题参数。 对

效力检验相关方法、常见问题进行分析，有助于研发过程中规避问题，提高疫苗质量继而保障养殖

业发展。
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　 　 猪肺炎支原体是一类直径小（４００ － １２００ 纳

米），基因组小（８９３ － ９２０ ｋｂ）且缺乏细胞壁的细

菌［１］。 其引起的猪支原体肺炎是一种高度传染性慢

性疾病［２］，在全世界范围内流行，几乎每个猪群中都

可检测到病原 ［３］。 对该疾病的治疗仅限于抗生素，

但抗生素并不能完全消除感染。 疫苗可以降低该病

的严重程度，但不能完全预防感染的发生［４］。 近年

来，猪支原体肺炎疫苗是猪用疫苗的一个研发热点，
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本文通过对检验过程中发现的问题进行系统分析，
旨在帮助研发企业规避常见问题，提高猪支原体肺

炎疫苗的质量，为疫病的预防提供保障。
１　 猪肺炎支原体生物制品的发展现状

猪肺炎支原体生物制品主要涉及诊断制品与

疫苗。
１． １　 猪支原体肺炎诊断制品　 目前国内已经注册

的诊断制品有猪支原体肺炎微量间接血凝试验

（ＩＨＡ）诊断试剂、猪肺炎支原体等温扩增检测试剂

盒、猪肺炎支原体 ＥＬＩＳＡ 抗体检测试剂盒以及猪肺

炎支原体 ＥＬＩＳＡ 抗体（ ｓＩｇＡ）检测试剂盒。 其中，
ＩＨＡ 诊断试剂是将肺炎支原体抗原附着于红细胞

表面，成为致敏的载体，随后与待检血清反应，如果

血清抗体阳性则出现可见的凝集反应［５］。 猪肺炎

支原体等温扩增检测试剂盒是通过环介导等温扩

增反应（ｌａｍｐ）对样品中支原体核酸进行检测，待检

样本通常为鼻咽拭子［６］。 ＥＬＩＳＡ 抗体检测试剂盒

有针对性 ＩｇＧ、也有针对支原体粘膜免疫 ｓＩｇＡ 进行

检测的，检测样本为血清［７］。 在国内注册的进口试

剂盒目前只有 ｉｄｅｘｘ 的 ＥＬＩＳＡ 抗体检测试剂盒。
１． ２　 猪肺炎支原体疫苗　 目前已注册的猪肺炎支

原体相关疫苗，活疫苗有 ３ 个均为国产苗，灭活单

苗国产 ７ 个，进口 ７ 个。 其中猪支原体肺炎活疫苗

是我国首个预防猪支原体肺炎的活疫苗，其生产用

菌种为猪肺炎支原体兔化弱毒株，该菌株由猪肺炎

支原体强毒株经致弱后制成；活疫苗由于免疫的方

式原因（胸腔注射），注射技术要求高，在使用环节

难以推广，但是免疫保护效果确实，猪支原体肺炎

活疫苗在效力检验中免疫组肺炎病变减少率可达

到 １００％ 。 目前涉及支原体的联苗均为猪圆环支原

体二联灭活疫苗，国产 ３ 个，进口 ２ 个。 首个联苗

在国内于 ２０２０ 年获批生产及使用。
１． ３　 猪肺炎支原体疫苗的生产（批签发）情况　 从

批签发数据来看，２０１７ 年及以前，进口疫苗在我国

对猪支原体肺炎的预防中是占据绝对优势的，但是

２０１７ 年以后差距逐年在缩小，２０２０ 年，国产猪肺炎

支原体疫苗的批签发量已经实现了反超。 至 ２０２１
年，国产苗和进口苗批签发量的差距还在拉大，造
成差距的主要原因就是猪圆支二联疫苗，这也是近

年来研发注册的一个热门。
产品的研发热是因为市场存在需求，目前国内

中大型养殖场对于支原体疫苗的免疫几近 １００％
（小型养殖场或者散户对于猪肺炎支原体的重视还

有待加强）。 作为使用者，产品质量过硬可以保证

养殖效益；作为研发者和检验人员，确保疫苗的效

力对于把控好产品的质量尤其重要。

表 １　 ２０１７ －２０２１ 年猪肺炎支原体疫苗批签发统计

Ｔａｂ １　 Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ Ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ Ｖａｃｃｉｎｅ Ｂａｔｃｈ Ｒｅｌｅａｓｅ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ， ２０１７ －２０２１
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２　 猪支原体肺炎疫苗效力检验常见问题

猪支原体肺炎疫苗的效力检验分为靶动物免

疫攻毒法与替代方法，替代方法分别为活菌计数、
相对效力检测与血清学方法。
２． １　 活菌计数 　 活菌计数，是通过对活疫苗本身

的活菌进行计数，通过抗原含量来评价疫苗的免疫

效力。 在研发过程中建立好活菌数和疫苗免疫效

力的关系。 这个方法操作简单成本低。 活菌计数

结果偏差性较大，因为每一个稀释度只接一个小

管，尤其到了高稀释度的时候，本身菌液浓度就已

经很低，如果此时稀释取样不均匀，就会直接影响

最后的结果。 目前部分实验室在研究过程中会引

入病毒 ＴＣＩＤ５０ 测定方法，到了高稀释度时设置重

复，再用统计学方法对结果进行统计，以获取更准

确的结果。 另一个对活菌计数有较大影响的因素

是培养基的质量，支原体培养基成分复杂，影响因

素较多，企业应建立培养基质量内控方法，用经过

品控的培养基保证结果的可信度［８］。
２． ２　 相对效力检测　 相对效力检测是近年来灭活

疫苗常用的效力检验替代方法。 这个方法最早出

现在进口产品中，目前在国内销售的 ７ 个进口产品

效力检验均有此方法；国产疫苗近年来也开始针对这

个方法展开研究，目前有 ３ 个产品效力检验用到相对

效力检测。 这个方法主要是通过 ＥＬＩＳＡ，对猪肺炎支

原体疫苗生产株的某一个保护型抗原含量进行测定，
同时和经靶动物免疫攻毒试验检验合格的参考疫苗

进行比较，通过软件计算相对的抗原含量，并以此评

价疫苗的免疫效力。 针对保护性抗原的选择，最重要

的原则在于，该保护性抗原和疫苗的效力需要有很好

的相关性。 具体到每一个产品，由于生产用菌株不

同，所以对保护性抗原的选择也有所不同，企业在研

发过程中需要进行摸索尝试，建议可以从猪肺炎支原

体膜蛋白着手。 该方法试验周期短，需对样品进行处

理，不同的疫苗在此步差别比较大，部分疫苗需要冻

融后经过超声波处理和长时间超速离心，而部分企业

由于对实验条件和方法的优化，已经可以将疫苗经过

冻融之后直接测定，极大缩短了检验的时间。
这种替代方法，出现过本参数合格的情况下存

在免疫攻毒法不合格的情况。 研究单位在选择适

合的保护性抗原建立平行关系的时候，参考疫苗的

质量也非常重要。 只有确保参考疫苗本身可通过

靶动物免疫攻毒法检测的情况下，结果才有意义。

图 １　 相对效力检测结果

Ｆｉｇ １． Ｒｅｓｕｌｔ Ｌａｙｏｕｔ ｏｆ Ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｐｏｔｅｎｃｙ Ｔｅｓｔ

２． ３　 血清学方法 　 血清学方法，是猪肺炎支原体

疫苗效力检验最常见的一种替代方法。 具体检验

时，实验动物以兔最为常见，也有用小鼠、豚鼠和猪

的，免疫后采血通过 ＩＨＡ 测定血清效价。 这个方法
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在国内相对主流一些，国产疫苗有 ５ 个均使用此方

法作为效检替代方法，进口产品中有一个使用血清

学方法，但未采用间接血凝，而是用的竞争 ＥＬＩＳＡ。
因为不用攻毒，而且替代动物比较好获取，所以本

方法试验周期短、成本低。 ＩＨＡ 方法存在两个主要

问题，一是近年来的检验工作中，经常出现生产企

业提供的 ＩＨＡ 试剂质量不稳定，具体体现在抗原容

易出现自凝；另外一个问题是，出现过血清学方法

保护，但是本动物免疫攻毒法不保护的结果。
在研发过程中，研究单位应该一方面重点注意

ＩＨＡ 试剂的稳定性，另一方面进一步研究平行关系

的建立。
２． ４　 免疫攻毒法　 免疫攻毒法通过对健康易感猪

进行免疫攻毒试验，在试验周期结束后对实验猪进

行剖检和肺脏病变评分，计算免疫组的相对保护

率。 该方法经济成本高，周期长，却是评价产品质

量最具说服力的方法。 效力检验免疫攻毒法也是

近年来不合格项出现最多的参数，常见不合格项就

是免疫组保护率不符合要求。 通过对近年来注册

的产品进行系统梳理，该方法存在的主要问题有 ４
点：分别是健康易感猪的标准不统一，攻毒菌株的

毒力标准不统一，对照成立条件不统一，产品间保

护率差距大（６２ ～ ９０％ ）。
具体来说，①健康易感猪的标准，有一些制品

尤其是部分圆支二联苗，对猪的要求非常高，导致

健康动物的筛选非常困难，然而也有一些圆支二联

苗，对于健康猪筛选只要求猪肺炎支原体抗体阴

性。 通常猪背景越干净，判定的时候越简单，因为

这类肺脏不易出现继发感染一类影响判定的情况。
因此在一定程度合理把控健康易感猪的标准，是有

必要的，应当对处于流行态势的呼吸道病原进行筛

选。 ②针对攻毒菌株的毒力标准不统一，在近年来

注册的产品中，大部分以最小感染剂量 ＭＩＤ 为单位

来确定攻毒剂量；也有部分企业，在质量标准中单

纯用肺组织克数确定攻毒剂量。 对于肺组织克重

确定毒力的情况，存在的主要问题为批次间差异较

大。 动物的个体差异极易导致相同克重下毒力的

差异。 从检验的角度来说我们更提倡测定 ＭＩＤ，并

以此作为标尺对攻毒剂量进行确定。 ③针对检验

过程中对照而言，目前一部分疫苗对于对照成立的

条件没有任何规定，一部分疫苗对对照评分的下限

做出了规定，少数疫苗对上下限都做出了规定。 对

照成立条件不统一，对产品质量的横向评价非常不

利。 在免疫组评分固定的时候，对照的分数直接影

响保护率的结果。 目前在评审和检验过程中，常见

的对照评分为对照组平均评分不低于 １０ 分（５５ 分

法）以及 ８ 分（２８ 分法）。 ④针对产品间质量差距

大，近年来检验发现保护率好的疫苗相对保护率可

以达到 ９０％以上甚至超过 ９５％ ，而保护率一般的

疫苗只能刚刚过合格线。 企业应当从对生产用菌

株的筛选、抗原含量、工艺等多方面进行优化，提高

疫苗的保护率。
３　 结　 语

猪肺炎支原体与其它呼吸道疾病原的共感染

给养殖业造成了巨大的损失［９］。 作为从业人员，生
产者需要生产出安全高效的疫苗，检验人员应当通

过建立标准方法保证效力检验结果的可靠性从而

保障养殖业健康发展。
活疫苗由于可以有效地激活细胞免疫，对于猪

肺炎支原体这类通过黏膜感染的胞内寄生菌具有

非常好地保护作用，然而存在毒力返强的安全隐患

且不利于疫病的净化。 灭活疫苗通过激活体液免

疫产生高滴度的抗体，然而针对胞内寄生菌，抗体

并非是百分之百的保护伞。 近年来，有研究人员利

用辐照的方法对细菌进行灭活并用于免疫，这类抗

原不会增殖，但能保留一定程度的代谢活性且能有

效激活细胞免疫，较单纯的化学灭活疫苗而言更具

优势，是支原体类疫苗未来可以考虑的一个研究

方向［１０， １１， １２］。
对于猪肺炎支原体疫苗效力检验的优化方向，

总体来说就是标准化。 通过建立质量稳定的 ＩＨＡ
诊断试剂，解决检验过程中诊断试剂质量不稳定的

问题。 通过参考疫苗质量评价标准化和攻毒菌株、
对照成立条件标准化，解决多菌株疫苗质量难以横

向评价的问题。 以期在未来可以以更规范更标准

的尺度去评价和保障疫苗的质量。

·４５·
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