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［摘　 要］ 　 兽用生物制品是一类特殊的动物保健品，是控制和消灭动物传染病，保障动物及人类健

康的重要武器之一。 若兽用生物制品被支原体污染，制品的质量和安全将会受到严重影响，同时会

造成巨大的经济损失。 结合生产实际对兽用生物制品支原体污染的主要来源和支原体污染的检测

方法进行了介绍，制定了科学合理的预防控制措施，以期为确保兽用生物制品无支原体污染，质量

安全可靠提供参考。
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　 　 兽用生物制品是用微生物、微生物代谢产物、
原虫、动物血液或组织等经加工制成，作为预防、治
疗、诊断特定传染病或其他有关疾病的免疫制剂。
兽用生物制品的生物安全直接或间接地影响着人

类的健康和安全，关注和重视兽用生物制品的质

量，既能保障动物健康，更能保障全人类的健康，维
护社会稳定。 １８９８ 年，Ｎｏｃａｒｄ 和 Ｒｅｕｘ 首次从患传

染性胸膜肺炎病牛中分离出支原体。 牛支原体可

感染各年龄段的牛，可导致呼吸系统、生殖系统、角
膜炎、乳腺炎及关节炎等疾病［１］。 宿主对牛支原体

的清除通常无效，并有可能参与到发病机制中。 随

着诊断技术的提高，人们对支原体的认识不断深

入。 目前，自然界中支原体近 １００ 余种，可直接或

间接引起人类或动物的呼吸道感染、生长发育停滞

及免疫系统损伤。 支原体引起了医学界和兽医界

的广泛关注［２］。
支原体是自然界中存在的最小、最简单的原核

生物，大小介于细菌和病毒之间，可通过滤菌器，对
许多抗生素有抗性，是细胞培养中一种常见的污染

微生物。 支原体可通过顶部的细胞器特异性和宿

主细胞结合。 这些顶部的细胞器含有高浓度的粘

附蛋白，可粘附到真核细胞并穿入到细胞内部。 支

原体缺乏细胞壁，它们的胞膜可和宿主的细胞膜融

合，且可交换其胞膜和胞浆成分。 支原体污染在生

物制品生产过程中依然是棘手的问题，近年来，特
别是 ２００６ 年我国全面强制实施兽药 ＧＭＰ 以来，我
国的生物制品行业取得了令人瞩目的成就，行业生

产经营环境逐步规范，兽用生物制品的种类、数量

不断增加，质量得到不断提升，产销量出现了前所

未有的良好势头，为我国动物疫病防控，特别是重

大动物疫病防控起到了关键作用［３］。 但随着行业

的不断发展，污染的问题依然存在，传统组织活疫

苗和细胞毒活疫苗易受支原体污染，一旦污染则损

失巨大［５］。 经权威机构检测我国禽用活疫苗支原

体污染率达 ７０％ 以上。 刘轶秋等汇总了 ２００７ －
２０１１ 年间 ２６ 家企业生产的 ２２ 个品种 １４１ 批制品

的支原体检验情况，抽检的 １４１ 批生物制品中支原

体检验项合格批数为 １１３ 批，不合格 ２８ 批，合格率

为８０． １％ ［５］。 吴华伟等统计了 ２００８ － ２０１７ 年各类

猪用病毒类生物制品不合格批次中，支原体检验不

合格占比达 １９． ８％，并建议应增加支原体的其它检

验方法进行补充和完善，方能保证我国兽用生物制

品的支原体检验的检出率和准确性［６］。 英聪等在

对市场上的兽用疫苗随机抽检中，检测出猪肺炎支

原体、鸡毒支原体、滑液支原体和絮状支原体［７］，证
明了我国兽用生物制品的支原体污染现象比较

普遍。
１　 兽用生物制品污染支原体的主要来源

１． １　 细胞和种毒污染支原体　 种毒在疫苗生产中

的作用至关重要，在某种程度上它是疫苗内在质量

和属性特点的决定因素，若种毒污染了支原体，通
过逐级培养放大，必然会影响疫苗的质量。 在细胞

培养过程中，支原体污染发生率达 ６３％ ，因此，细胞

培养过程中支原体污染仍是一个世界性的难题。
污染细胞的支原体主要有人源、猪源和牛源三类，
还有发酵支原体、猪鼻支原体、口腔支原体、精氨酸

支原体、梨支原体、唾液支原体、莱氏无胆甾支原体

和人型支原体［８］。 实验室的工作人员是口腔支原

体、发酵支原体和人型支原体的主要来源。 精氨酸

支原体和无胆甾原体主要来自胎牛血清和新生牛

血清［９］。
１． ２　 血清和胰酶污染支原体　 血清作为疫苗生产

中的主要原辅材料，极易被支原体污染。 支原体是

牛血清中常见的微生物之一，不能用除菌过滤膜除

去［１０］。 现行版《中国兽药典》中生物制品生产和检

验用牛血清质量标准中规定必须检验支原体，目的

是保证牛血清培养的细胞及其制品无支原体污染。
李明生等利用直接培养法、ＤＮＡ 荧光染色法和
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ＰＣＲ 法对 １７ 批新生牛血清样品进行了支原体检

测，结果表明，应将直接培养法和 ＤＮＡ 荧光染色法

或 ＰＣＲ 法同时联合应用，以提高血清中支原体检

测的准确性。 胰酶是疫苗生产过程中细胞传代、消
化所需关键物料，取自羊、猪、牛等动物的胰腺，极
易污染支原体。
１． ３　 鸡胚污染支原体　 ＳＰＦ 鸡和鸡胚是禽用生物

制品生产和检验环节的主要原材料，直接影响到产

品质量和检验结果。 国标《ＧＢ ／ Ｔ １７９９９． １ － ２００８
ＳＰＦ 鸡微生物学监测第一部分：ＳＰＦ 鸡微生物学监

测总则》中关于 ＳＰＦ 鸡需监测 １９ 个项目，其中第 ４
项和第 ５ 项要求检测鸡毒支原体和滑液囊支

原体［１１］。
１． ４　 原代细胞或动物组织污染支原体　 生产猪瘟

活疫苗（细胞源）的细胞为牛睾丸原代细胞或羊睾

丸原代细胞，牛或羊动物本身易感染支原体，且被

毛较多，消毒不彻底易污染支原体。 另外，猪瘟活

疫苗（兔源）的生产需使用兔脾脏或淋巴结等组织，
同样增加了支原体污染的风险。 所以，利用动物组

织生产兽用生物制品，污染支原体的风险极高，对
接种动物存在较大的威胁。 兽用生物制品的生产

工艺快速提升，已从原来的原代细胞或动物组织工

艺发展到传代细胞系培养，正向悬浮培养工艺发

展，大大降低了各种污染的风险，提高了产品质量。
１． ５　 环境污染支原体　 ＭｃＧａｒｒｉｔｙ 通过一个模型发

现了支原体在超净台内的细胞传代过程中的传播速

度，活的支原体在超净台表面至少可存活 ４ ～ ６ ｄ，且
可成功复壮。 传完被支原体污染的细胞后，再传干

净的细胞，在 ６ 周后仍可检测出支原体阳性，表明

支原体的传播容易和快速。
２　 常用的支原体检测方法

２． １　 一步法试剂盒检测法 　 目前，多家公司推出

Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｔｅｓｔ ｋｉｔ（ｏｎｅ ｓｔｅｐ ｑｕｉｃｋ ｃｏｌｏｒ），一步法试

剂盒的原理是环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ），操作

简单，加样量仅 １ μＬ，通过变色来判定结果。 曹元

元等将实验室保存的牛支原体（Ｍ． ｂｏｖｉｓ）分离株复

苏培养物用培养法、ＰＣＲ 检测法和一步法三种方法

进行鉴定，结果三种方法都可以鉴定培养物中支原

体的存在；与培养法相比，一步法结果用肉眼就能

清晰可见，周期短；与 ＰＣＲ 检测法相比，一步法操

作简单，周期短，但一步法的特异性较差，不能区分

不同种属的支原体，因此应采用 ＰＣＲ 与一步法相

结合的方法以提高支原体检测的准确性［１２］。
２． ２　 ＰＣＲ 法　 ＰＣＲ 方法具有特异性强、灵敏度高、
产率高、可有效缩短检测时间、更加便捷、重复性

好、易自动化、对标本的纯度要求低等突出优点。
但是，ＰＣＲ 还有易出现假阳性和假阴性结果、结果

不具有肯定性、需多次摸索条件、要求操作熟练等

缺点。 秦明明等针对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 设计了 ５ 对引物，
经大量试验摸索筛选出了一种可靠快速的实验室

支原体 ＰＣＲ 检测方法，序列为：５’ － ＡＧＡＧＴＴＴ⁃
ＧＡＴＣＣＴＧＧＧＣＡＧＧＡ － ３’，５’ － ＴＧＣＡＣＣＡＴＣＴＧＴＣ⁃
ＡＣＴＣＴＧＴＴＡＡＣＣＴＣ － ３’，目的片段为 １０２１ ｂｐ，该
ＰＣＲ 最低能够检出 １０ ｐｇ 牛支原体基因组 ＤＮＡ 以及

浓度为 １００ ＣＣＵ ／ ｍＬ 的牛支原体培养物［１３］。 高广仁

等建立了兽用生物制品中支原体污染的 ＰＣＲ 检测方

法，引物序列为：５’ － ＧＧＧＣＣＡＡＧＡＧＧＴＴＧＴＡ － ３’，
５’ －ＣＣＴＴＣＧＣＣＴＡＴＴＧＧＴＧ －３’，目的片段约 ４４０ ｂｐ，
该方法对大肠杆菌、沙门氏杆菌、巴氏杆菌、猪链球

菌、猪圆环病毒 ２ 型、猪伪狂犬病毒、猪瘟病毒、猪
繁殖与呼吸综合征病毒、新城疫病毒的扩增结果均

为阴性；对鸡毒支原体、猪肺炎支原体、禽滑液支原

体基因组 ＤＮＡ 的检测灵敏度分别达到 ０． １３ ｎｇ、
０． ８８ ｎｇ、０． １４ ｎｇ，与培养法的符合率达 ９８． ８４％ 。
以上结果表明，ＰＣＲ 方法适用于兽用生物制品生产

的质量控制和疫苗质量检验的补充方法［１４］。
２． ３　 分离培养法　 分离培养法使用固体培养基和

液体培养基进行分离培养，大多数支原体可在固体

培养基上出现特有的典型菌落，或在液体培养基中

出现 ｐＨ 值变化，该方法准确、可靠，但培养时间较

长，敏感性不够高，易受抗生素影响，且不能检出所

有的支原体。 目前，在《中国兽药典》中仍以培养法

作为支原体的基本检测方法，但兽用生物制品企业

亟待增加新的快速检测方法进行补充和完善。 卞

晓翠等发现 ＰＣＲ 法和培养法检测支原体具有较好

的互补性，应联合使用进行定期检测，以提高支原

·４７·
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体的检出率［１５］。
２． ４　 ＤＮＡ 结合荧光素染色　 支原体用普通染色法

不易着色，用姬姆萨染色很浅，革兰氏染色阴性。
ＤＮＡ 结合荧光素染色法是利用荧光染料（ ｂｉｓｂｅｎ⁃
ｚｉｍｉｄｅ， Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８）结合到 ＤＮＡ 的 Ａ － Ｔ 富集

区域（Ａ － Ｔ 含量达 ５５％ ～ ８０％ ）染色来实现支原

体的检测。 经染色后被支原体感染的细胞周围出

现许多大小均一的荧光小点，证明有支原体存在。
ＤＮＡ 荧光染色法适用于细胞和血清中的支原体检

验，检验时间较短，操作简单，能对支原体污染的程

度进行定量观察，但对仪器设备要求较高，仅适合

于实验室研究［１６］。
２． ５　 ＥＬＩＳＡ 法　 某公司利用＂ ＥＬＩＳＡ 抗体夹心法＂
的基本原理研制了支原体检测试剂盒，现已上市销

售使用。 该试剂盒具有结果准确、有效避免假阳性

和假阴性、省时省力更经济、方法简单易操作、检测

时间仅 ４ ～ ５ ｈ、价格低廉、高灵敏度、高通量等特

点。 先将样品 １６Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ （ ｒＲＮＡ）标上生

物素标签和地高辛标签，再用预先包被在孔板上的

链亲和素进行捕获，再加入碱性磷酸酶标记的抗地

高辛检测抗体，最后加入底物显色，通过比色法得

出结果来判定有无支原体。
３　 预防控制支原体的污染

３． １　 原材料控制　 鸡胚、细胞、胰酶、血清等动物

源性原材料均是兽用生物制品的重要生产材料，也
是支原体赖以生存的基质，有研究表明有 ２０ 多种

支原体易污染鸡胚、细胞或血清，因此，在保证无菌

的同时，使用前加强检验可有效阻止支原体污染。
另外，在细胞培养方面，良好的个人卫生及操作规

范是避免支原体污染的前提，再从制度上建立完善

的检验体系，从种细胞或原代细胞到每个代次的细

胞都进行严格的检验，保证所有代次的细胞均无支

原体污染［１７］。 最后，对于新引进的种毒或种细胞

必须先隔离培养，经检验合格后方可引进生产

车间。
３． ２　 环境控制 　 生产车间应定期清洁和消毒，并
定期检测，保证环境参数均在可控范围内。 生产流

程中各个环节的细化，注重人、物、产品以及污物的

进出路径，避免交叉污染。 生产设备的消毒要彻

底，根据生产用具和器械的特性进行相应的高压灭

菌或消毒水浸泡，以确保消毒彻底。 进入车间洁净

区的所有物品均应经表面消毒或紫外照射后方可

进入。
３． ３　 人员管理　 加强对所有人员的生产流程和操

作流程的培训，要求所有人员严格按规定更衣，保
证无裸露的皮肤暴露在环境中，对于有呼吸道疾病

或皮肤病的人员禁止进入车间洁净区内。 同时，要
求所有人员的操作必须规范，杜绝任何小的不规范

操作细节。 例如操作过程中手离开操作台、进入操

作台的器械或器皿未进行消毒、用手擦汗或接触到

裸露的皮肤等均可能导致支原体污染。
３． ４　 消毒灭菌环节　 通过消毒灭菌可防止各种污

染物和微生物的滋生，一方面要对生物制品生产过

程中所用到的各种器具和物品进行消毒灭菌，通过

无菌测试后方可使用，从源头上控制污染物的出

现。 另一方面，需注意消毒灭菌方式是否有效。 比

如高压锅或干热烤箱中堆积过多的物品造成加热

不均，导致的未彻底灭菌。 或者灭菌循环时间过

短，特别是超过 ５００ ｍＬ 的液体，或者包含固体成分

的溶液，或胶体物质（如琼脂、淀粉）等。 所以，在消

毒灭菌前必须考虑灭菌材料的尺寸、质量、性质和

体积，方可保证消毒灭菌的效果。
３． ５　 合理利用抗生素　 抗生素对支原体污染具有

一定的抑制作用，所以在生物制品生产过程中应合

理利用以预防支原体污染现象的发生。 但是支原

体对一般抗生素不敏感，并具有一定的抗药性，所
以应选择有效的抗生素，在控制好使用剂量的前提

下，尽量做到既不不影响细胞的正常功能，又能较

好地控制支原体污染。
４　 支原体去除方法

４． １　 配套试剂法　 目前，有多家公司宣称有配套

的去除支原体试剂，均有以下特点：①毒性低：对细

胞毒性小，不影响后续细胞实验；②稳定性强：
－ ２０ ℃能较长时间保存，并保持高效用；③操作简

单：只需将试剂加至支原体污染的培养基中孵育即

可；④起效快：最快 ３ ｄ 即可见效；⑤去除范围广：

·５７·
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能去除实验室存在的多种支原体。 但配套试剂法

的具体效果还需验证。
４． ２　 抗生素法　 张丹丹等运用抗生素（ｐｌａｓｍｏｃｉｎ）
进行了细胞支原体污染控制的研究，成功建立了山

羊成纤维细胞培养过程中支原体污染的预防和去

除平台［１８］。 较常用的抗生素有恩诺沙星、四环素、
新霉素、氯霉素、庆大霉素、卡那霉素、巴龙霉素等，
如果长时间使用同一抗生素易产生耐药性。 若污

染了人支原体时，那么加入卡那霉素（１０００ ｍｇ ／ ｍＬ）
完全可以清除。 一般对卡那霉素和四环素有抗药

性的菌株，对庆大霉素和巴龙霉素抗药性也较大。
除了以上抗生素，常推荐使用的还有泰霉素和诺霉

素的复合物、喹诺酮的衍生物、Ｃｉｐｒｏｂｅｙ（成分为环

丙沙星）。 多数学者建议联合使用几种抗菌素可以

达到去除支原体的效果。
５　 结　 语

支原体是对人和动物都有致病性的一类重要

病原微生物。 生物制品一旦被支原体污染，品质会

明显下降。 由于支原体污染具有隐蔽性，所以加强

环境控制和原辅材料的检验控制，是保证制品质量

的前提和基础［１９］。
兽用生物制品生产企业应使用快捷有效的支

原体检测方法进行早期筛查以避免造成质量事故

和不必要的损失。 随着 ＧＭＰ 新版标准的实施，企
业应制定更加严格的质量管理制度和质量控制制

度、细化每个环节的操作规范、及时把潜在的污染

因素排除，兽用生物制品的质量一定会得到很好的

保证。
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