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［摘　 要］ 　 在猪丹毒、多杀性巴氏杆菌病二联灭活疫苗的效力检验中，需要进行动物攻毒保护试

验。 传统方法使用的是 ２ ～ ８ ℃保存的新鲜菌液对试验动物进行攻毒。 本研究中使用的是低温保

存的冻干菌液，并对冻干保存的菌数进行了测定和优化。 结果表明，冻干保存的菌液能达到新鲜菌

液同等的检验结果。 同时，对冻干菌液保存期进行试验验证，发现细菌存活状态稳定。 因此，在猪丹

毒、多杀性巴氏杆菌病二联灭活疫苗效力检验中，可将新鲜的攻毒菌液冻干保存，用于攻毒保护试验，

以避免每次繁重的新鲜菌液前期准备工作，并克服活菌数衰减所造成的检验结果不准确等问题。
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　 　 猪丹毒病是由猪丹毒杆菌引起猪的一种烈性

传染病，发现较早，分布十分广泛，世界各大洲凡养

猪地区几乎都有发生猪丹毒病的报道，给养猪业造

成很大损失。 我国是养猪大国，过去认为猪丹毒主

要发生在南方各地，但近些年东北、华北、西北等北

方地区发病也较多。 这主要是因为近些年对病毒

病的重视，忽视了细菌病的防控，往往复杂的猪病

情况和不良环境导致猪免疫力下降，给猪丹毒杆菌

有机可乘。 猪多杀性巴氏杆菌病与猪丹毒病类似，

均属条件致病菌，在正常条件下不会导致猪发病，

但在环境比较差，如闷热、寒冷、潮湿、营养缺乏、密

度过大等不良条件下，导致机体免疫力下降，就会

使病原繁殖，从而引起发病［１］。

疫苗接种是预防两种病发生的有效的方法。 目

前，市场上有减毒活疫苗、灭活疫苗，皆有良好的免疫

效果。 猪丹毒、多杀性巴氏杆菌病二联灭活疫苗因使

用安全、易于保存、对母源抗体的影响不敏感、不受抗

生素的影响且可联合免疫，得到广泛的认可［２］。

效力检验是评价猪丹毒、多杀性巴氏杆菌病二

联灭活疫苗保护效果的关键参数。 此产品的效力

检验需要进行动物攻毒试验，在以往的检验中，质

检室一直使用新鲜菌液进行攻毒试验。 这就需要

在检验工作中进行大量的前期准备工作，如培养基

配制、菌液繁殖、活菌计数、最小致死量确定等等，

检验程序繁琐，工作量大。 新鲜菌液一般在效力检

验攻毒前 ７ ｄ 制备完毕，在进行攻毒试验之前攻毒

用菌液置于 ２ ～ ８ ℃冷藏状态中保存，但活菌数随

着时间的延长而逐渐下降，从而会影响最终检验结

果的准确性，而将菌液冻干更易于长期保存，也能

减少检验人员的工作量［３］。 本研究就冻干保存的

攻毒菌与新鲜菌液进行攻毒对比试验，并对冻干菌

进行保存期验证，以期能将新鲜的攻毒菌液冻干保

存用于产品的攻毒保护试验。

１　 材料和方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 疫苗　 猪丹毒、多杀性巴氏杆菌病二联灭

活疫苗，由北京华信农威生物科技有限公司生产，

批号为 １８３６０２、１８３６０３，规格为 ２０ ｍＬ ／瓶，物理性

状检验和安全检验及其他检验项目均合格。

１． １． ２　 攻毒用菌种　 猪丹毒杆菌 １ 型 Ｃ４３ － ８ 株

（ＣＶＣＣ ４３００８）和 ２ 型 Ｃ４３ － ６ 株（ＣＶＣＣ ４３００６）、

多杀性巴氏杆菌 Ｃ４４ － ８ 株（ＣＶＣＣ ４４４０８）强毒菌

液，基础菌种购自中国兽医药品监察所，由北京华

信农威生物科技有限公司质检室自繁并鉴定合格，

２０％甘油， －７０ ℃保存。 其中，Ｃ４３ －６ 株、Ｃ４３ －８ 株

同比例混合进行猪丹毒部分的效力检验，Ｃ４４ － ８ 株

进行猪多杀性巴氏杆菌病部分的效力检验。

１． １． ３ 　 培养基　 马丁肉汤，购自中海生物科技有

限公司；裂解血细胞全血，购自北京平睿生物科技

有限公司。

１． １． ４ 　 冻干保护剂　 ５％ 蔗糖脱脂牛奶冻干保护

剂，由北京华信农威生物科技有限公司质检室自

制，经 １１６ ℃、１５ ｍｉｎ 高压灭菌处理。

１． １． ５　 试验动物　 １６ ～ １８ ｇ 清洁级小鼠，昆明系，

雄性，７６ 只，购自斯贝福（北京）生物技术有限公

司；体重 １． ５ ～ ２． ０ ｋｇ 普通级兔，日本大耳白，性别

不限，２０ 只，购自北京金牧阳实验动物养殖有限责

任公司。

１． １． ６　 小型冷冻干燥机　 ＬＡＢＣＯＮＣＯ。

１． ２　 方法及判定标准

１． ２． １　 猪丹毒部分的效力检验　 每批疫苗用体重

１６ ～ １８ ｇ 小鼠 ３２ 只，分为冻干菌组和新鲜菌液组，

每组设有免疫 １ 组和免疫 ２ 组，同时设空白不免疫

对照 １ 组和对照 ２ 组。 小鼠皮下接种疫苗 ２１ ｄ 后，

各免疫组和对照组分别用相应的猪丹毒杆菌混合

菌液进行攻毒。 攻毒后观察 １０ ｄ，每组注射 １０００

ＭＬＤ （ Ｍｉｎｉｍｕｍ Ｌｅｔｈａｌ Ｄｏｓｅ， 最 小 致 死 量， 简 写

ＭＬＤ）的对照小鼠应全部死亡，注射 １ ＭＬＤ 的对照

小鼠至少死亡 ２ 只，免疫小鼠应至少保护 ７ 只［４］。

具体免疫方案和攻毒剂量见表 １。
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表 １　 猪丹毒部分效力检验

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ
参数 免疫 １ 组 免疫 ２ 组∗ 对照 １ 组 对照 ２ 组

免疫剂量 ０． １ｍＬ ／ 只 ０． ２ ｍＬ ／ 只 － －

免疫只数 ５ ５ ３ ３

攻毒剂量 １０００ＭＬＤ １０００ＭＬＤ １０００ＭＬＤ １ＭＬＤ

　 　 肩标∗表示此组小鼠皮下注射 ４ 倍稀释的疫苗，即 １ 份疫苗加
３ 份 ４０％氢氧化铝胶生理盐水的混合液

１． ２． ２　 猪多杀性巴氏杆菌病部分的效力检验　 每

批疫苗用体重 １． ５ ～ ２． ０ ｋｇ 兔 １２ 只，分为冻干菌组

和新鲜菌液组，每组设有免疫组和空白不免疫对照

组。 在疫苗接种 ２１ ｄ 后，各免疫组和对照组分别

用相应的 Ｃ４４ － ８ 株菌液进行攻毒，皮下注射 ８０ ～
１００ ＣＦＵ（Ｃｏｌｏｎｙ － Ｆｏｒｍｉｎｇ Ｕｎｉｔｓ，菌落形成单位，简
写 ＣＦＵ）。 攻毒后观察 ８ ｄ，对照组兔应全部死亡，
免疫组兔应至少保护 ２ 只［４］。 具体免疫方案和攻

毒剂量见表 ２。

表 ２　 猪多杀性巴氏杆菌病部分效力检验

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ
参数 免疫组 对照组

免疫剂量 ２． ０ｍＬ ／ 只 －

免疫只数 ４ ２

攻毒剂量 ８０ ～ １００ ＣＦＵ ８０ ～ １００ ＣＦＵ

１． ２． ３　 新鲜菌液的繁殖　 马丁肉汤培养基按配方

进行配制，分装量为 ２００ ｍＬ ／瓶，按要求进行灭菌。
在灭菌合格的马丁肉汤中加入 ０． ５％的裂解血细胞

全血混匀，分别按照 １． ５％的比例加入 Ｃ４３ － ６ 株、
Ｃ４３ － ８ 株、Ｃ４４ － ８ 株三种甘油冻存菌，在 ３７ ℃摇

床培养 ５ ～ ６ ｈ，手摇菌液呈明显的云雾状停止

培养。
１． ２． ４　 新鲜菌液的保存及冻干　 将停止培养的三

种菌液各取出 １００ ｍＬ，分别加入适宜比例的蔗糖牛

奶保护剂混匀分装至 ７ ｍＬ 管制瓶，２． ２ ｍＬ ／瓶，放入

冻干机进行 ２１ ～２２ ｈ 的冷冻真空干燥，置于 －７０ ℃
保存。 将剩余的菌液置 ２ ～８ ℃冰箱冷藏保存。
１． ２． ５　 活菌计数

１． ２． ５． １　 新鲜菌液的活菌计数　 将停止培养的菌

液用马丁肉汤进行倍比稀释，选择合适稀释度，平

铺法活菌计数，并多次复核最终确定攻毒前活

菌数。
１． ２． ５． ２　 冻干菌的活菌计数　 将经冷冻真空干燥

的冻干菌用 １ ｍＬ 马丁肉汤进行复原，并进行倍比

稀释，选择合适稀释度，平铺法活菌计数，并多次复

核最终确定攻毒前活菌数。
１． ２． ６　 猪丹毒杆菌最小致死量的测定　 根据新鲜

菌和冻干菌的活菌数，分别将 Ｃ４３ － ６ 和 Ｃ４３ － ８ 按

活菌数进行同比例混合，选择不同的菌数剂量进行

小鼠攻毒试验，能使小鼠死亡的最小活菌数为猪丹

毒杆菌对小鼠的最小致死量。
１． ２． ７　 冻干菌种保存期验证试验　 将冻干的猪丹

毒杆菌和猪多杀性巴氏杆菌自冻干日期起保存

２ 个月、４ 个月、６ 个月、８ 个月、１０ 个月、１２ 个月分

别进行活菌计数，监测冻干菌在保存过程中的衰减

情况。
２　 结果与分析

２． １　 猪丹毒杆菌最小致死量　 将 ２ ～ ８ ℃保存猪

丹毒杆菌的新鲜混合菌液和 － ７０ ℃保存的冻干混

合菌种分别选择 ４ 个剂量注射小鼠，小鼠死亡情况

见表 ３。 可见，新鲜菌液的小鼠 ＭＬＤ 为 ３． ２ ＣＦＵ，
冻干菌种的小鼠 ＭＬＤ 为 ６． ７ ＣＦＵ。

表 ３　 猪丹毒杆菌混合菌液的小鼠最小致死量

Ｔａｂ ３　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ ｍｉｘｔｕｒｅ

组别
注射剂量

／ （ＣＦＵ·只 － １）
注射小鼠数量

／ 只
死亡小鼠数量

／ 只

新鲜菌液组

１ ３ １

２． １ ３ ２

３． ２ ３ ３

５． ９ ３ ３

冻干菌组

３． ０ ３ ２

４． ８ ３ ２

６． ７ ３ ３

７． ５ ３ ３

２． ２ 　 活菌计数 　 由于新鲜菌液在停止培养 ７ ～
１０ ｄ内进行活菌计数和 ＭＬＤ 的计算且细菌的活菌

计数只是一个相对值，故从表 ４ 的数据可以看出猪
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丹毒杆菌和猪多杀性巴氏杆菌新鲜菌液在攻毒前

和攻毒时的活菌数虽有差异但并不显著。 另外，冻
干菌种活菌计数需要用适宜培养基复融不易再次

保存，攻毒前和攻毒后也只是复核活菌数，故没有

进行攻毒后的活菌数对比。 表 ５ 数据表明冻干后

的菌种在 － ７０ ℃保存一年细菌计数结果稳定。

表 ４　 活菌计数

Ｔａｂ ４　 Ｌｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｕｎｔ

菌株
新鲜菌液的活菌数 冻干菌液的活菌数

攻毒前 攻毒时 攻毒前 攻毒时

Ｃ４３ － ６ 株 １． ２０ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ — １． ３９ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ —

Ｃ４３ － ８ 株 ２． ４０ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ — ２． ６７ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ —

Ｃ４３ － ６、Ｃ４３ － ８
株混合菌液

１． ５７ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ １． ４４ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ ２． ５８ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ ２． ８１ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ

Ｃ４４ － ８ 株 ５． ５０ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ ６． ００ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ １． ３０ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ １． ５０ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ

表 ５　 冻干菌种保存期验证试验

Ｔａｂ ５　 Ｔｅｓｔ ｏｆ ｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ

保存期
活菌数

Ｃ４３ － ６ 株 Ｃ４３ － ８ 株 Ｃ４４ － ８ 株

保存 ２ 个月 １． ４ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ ２． ２ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ １． ２ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ

保存 ４ 个月 １． ５３ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ ２． ８ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ １． ４ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ

保存 ６ 个月 １． ４６ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ ２． ６２ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ １． ３３ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ

保存 ８ 个月 １． ３５ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ ２． ５ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ １． ６１ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ

保存 １０ 个月 １． ２１ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ ２． １６ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ １． ４６ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ

保存 １２ 个月 １． ４８ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ ２． ７ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ １． ６ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ

２． ３　 攻毒保护试验结果

２． ３． １　 猪丹毒部分效力检验攻毒保护结果　 两批

疫苗的猪丹毒部分效力检验分别用新鲜菌液和冻

干菌种进行小鼠攻毒试验，详细数据见表 ６。 新鲜

菌液组注射 １ ＭＬＤ 剂量的对照组 ２ 小鼠全部死亡，
注射 １ ０００ ＭＬＤ 剂量的对照组 １ 的小鼠全部死亡，

１８３６０２ 批免疫组小鼠有 ９ ／ １０ 只保护，１８３６０３ 批免

疫组的小鼠有 ８ ／ １０ 只保护。 冻干菌液组注射

１ ＭＬＤ剂量的对照组 ２ 的小鼠全部死亡，１０００ ＭＬＤ
剂量的对照组 １ 的小鼠全部死亡，１８３６０２ 批免疫组

的小鼠有 １０ ／ １０ 只保护，１８３６０３ 批免疫组小鼠有

１０ ／ １０ 只保护。

表 ６　 两批猪丹毒部分效力检验

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ

参数
新鲜菌液组 冻干菌液组

免疫组 １ 免疫组 ２ 对照组 １ 对照组 ２ 免疫组 １ 免疫组 ２ 对照组 １ 对照组 ２

攻毒剂量∗ ３４００ ３４００ ３４００ ３． ４ ７０００ ７０００ ７０００ ７． ０

１８３６０２ 批效检结果
４ ／ ５ 保护 ５ ／ ５ 保护

９ ／ １０ 保护
３ ／ ３ 死亡 ３ ／ ３ 死亡

５ ／ ５ 保护 ５ ／ ５ 保护

１０ ／ １０ 保护
３ ／ ３ 死亡 ３ ／ ３ 死亡

１８３６０３ 批效检结果
４ ／ ５ 保护 ４ ／ ５ 保护

８ ／ １０ 保护
３ ／ ３ 死亡 ３ ／ ３ 死亡

５ ／ ５ 保护 ５ ／ ５ 保护

１０ ／ １０ 保护
３ ／ ３ 死亡 ３ ／ ３ 死亡

　 　 肩标∗表示以攻毒时活菌计数的量计算，单位是 ＣＦＵ
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２． ３． ２　 猪多杀性巴氏杆菌病部分效力检验攻毒保

护结果　 两批疫苗的猪多杀性巴氏杆菌病部分效

力检验分别用新鲜菌液和冻干菌液进行兔子攻毒

试验，详细数据见表 ７。 新鲜菌液组对照组兔 ２ ／ ２
死亡，１８３６０２ 批免疫组兔子 ３ ／ ４ 保护，１８３６０３ 批免

疫组兔子 ２ ／ ４ 保护。 冻干菌液组对照组兔 ２ ／ ２ 死

亡，１８３６０２ 批免疫组兔 ３ ／ ４ 保护，１８３６０３ 批免疫组

兔子 ３ ／ ４ 保护。
从表 ７ 数据看出新鲜菌液和冻干菌种的攻毒

剂量基本一致，这是由于此产品检验标准规定为攻

含活菌 ８０ ～ １００ ＣＦＵ，而 Ｃ４４ － ８ 对兔的最小致死

量至多为 １０ ＣＦＵ［５］，故猪多杀性巴氏杆菌病部分

效力检验部分无论新鲜菌液还是冻干菌种攻毒用

活菌数都控制在 ９０ ＣＦＵ 左右。

表 ７　 两批猪多杀性巴氏杆菌病部分效力检验

Ｔａｂ ７　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ

参数
新鲜菌液组 冻干菌液组

免疫组 对照组 免疫组 对照组

攻毒剂量∗ ９０ ＣＦＵ ９０ ＣＦＵ ９３ ＣＦＵ ９３ ＣＦＵ

１８３６０２ 批效检结果 ３ ／ ４ 保护，１ ／ ４ 死亡

１８３６０３ 批效检结果 ２ ／ ４ 保护，２ ／ ４ 死亡
２ ／ ２ 死亡

３ ／ ４ 保护，１ ／ ４ 死亡

３ ／ ４ 保护，１ ／ ４ 死亡
２ ／ ２ 死亡

　 　 肩标∗表示以攻毒时活菌计数的量计算，单位是 ＣＦＵ

３　 讨论与结论

新鲜菌液在冷藏状态中细菌活性逐渐衰减，最
佳保存时间仅为一周左右，而冻干菌种在 １２ 个月

的监测期内活菌计数结果稳定，更易于长期保

存［６ － ８］，故利用冻干菌进行攻毒试验在保证攻毒菌

数准确的前提下，避免了每个批次的产品检验都进

行菌种繁殖、重复计数复核等工作，也降低了攻毒

失败的风险，简化检验操作，提高工作效率，是值得

推行的方法。
冻干菌种相对新鲜菌液有一定优势，但冻干过

程可能会影响细菌体内部分酶的活性，降低细菌的

活力和致病性［９ － １０］，导致最小致死剂量会发生变

化，因此应定期对冻干菌种的毒力进行监测，外加

实验动物的个体差异，每次攻毒前应当测定冻干菌

种对实验动物的最小致死剂量。
此研究利用两批产品的效力检验进行了冻干

菌种和新鲜菌液的攻毒试验对比，冻干菌种在试验

中能够达到新鲜菌液同等的检验结果。 另外在长

期保存过程中冻干保存的菌种活菌数稳定，可以保

证对照组死亡，检验成立。 初步说明将攻毒用菌液

进行冻干保存用于猪丹毒、多杀性巴氏杆菌病二联

灭活疫苗效检攻毒试验是可行的。
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