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［摘　 要］ 　 为研究禽多杀性巴氏杆菌类兽用生物制品效力评价用菌株，制备了一批禽多杀性巴氏

杆菌 ＣＶＣＣ４４８０１ 株，并对菌种的形态、生化特性、培养特性、血清学特性、真空度、纯粹、剩余水分及

毒力等进行检定，进一步评估了冻干菌菌数的稳定性，对冻干菌与新鲜培养菌液的毒力进行了比

较。 试验结果表明，该冻干菌种的形态及生化特性、培养特性、血清学特性、真空度、纯粹、剩余水

分、毒力均符合《中华人民共和国兽用生物制品规程》二〇〇〇版菌种标准的规定。 冻干菌菌数保

持稳定，并且与新鲜培养的攻毒菌液相比，毒力并无差异。 本研究为禽多杀性巴氏杆菌类兽用生物

制品效力评价用菌株的制备和检定提供参考依据。
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　 　 禽多杀性巴氏杆菌病又称禽霍乱，是由多杀性

巴氏杆菌所引起的鸡、火鸡、鸭、鹅等禽类的一种出

血性、败血性传染病，在各地呈散发性或地方性流

行［１］。 各种家禽、野禽对多杀性巴氏杆菌均易感

染，发病率和死亡率高［２］。 该病主要通过呼吸道、
消化道及皮肤外伤感染发病，导致禽霍乱。 通过对

鸡只的解剖检查以及实验室诊断可以准确地诊断

疾病，帮助疾病的早期预防和治疗［３］。 目前对于该

病的控制措施，主要采用的是四环素、氟苯尼考及

链霉素治疗，但易产生抗药［４］，且应用时间较长时

对禽体尤其是泌尿系统产生明显毒害作用［５］。 疫

苗免疫也是防控该病的重要手段，发展安全高效的

禽多杀性巴氏杆菌类疫苗以及对应检验方法成为

疾病防控的迫切需求［６］。 目前禽多杀性巴氏杆菌

类疫苗效力检验通常采用新鲜培养物进行预数菌，
根据预数菌的结果再重新培养进行攻毒，两次培养

条件和结果很难达到完全一致，有可能会对效力评

价结果产生一定影响。 本研究制备了一批禽多杀

性巴氏杆菌检验攻毒用冻干菌株，并对菌种的形态

及生化特性、培养特性、血清学特性、真空度、纯粹、
剩余水分、毒力等进行检定，进一步评估了冻干菌

菌数的稳定性，对冻干菌与新鲜培养菌液的毒力进

行了比较。 对于禽多杀性巴氏杆菌检验攻毒用菌

株的研究有助于客观评价不同的商品化疫苗，有利

于提高生物制品检验的规范性和科学性，为疫苗质

量提升和迭代升级提供基础方法支撑。
１　 材料与方法

１． １ 　 菌种 　 禽多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４４８０１ 株，
２０００ 年 ３ 月 ２２ 日由国家兽医微生物菌（毒）种保

藏中心提供。
１． ２　 培养基及试剂 　 马丁肉汤培养基、改良马丁

琼脂培养基、液体硫乙醇酸盐培养基（ＴＧ）、胰酪大

豆胨液体培养基（ＴＳＢ）、酪胨琼脂培养基（ＧＡ）、生
理盐水、磷酸盐缓冲液（ｐＨ６． ０）均购自北京中海生

物技术有限公司；ＩＤ ３２ Ｅ，购自 Ｂｉｏ Ｍéｒｉｅｕｘ 公司；
健康动物血清，购自 ＰＡＮ － ＢＩＯＴＥＣＨ；革兰氏染液、
瑞氏染液，购自北京索莱宝科技有限公司；普鲁兰

多糖、海藻糖二水合物、ＰＶＰ Ｋ３０、甘露醇、硫脲，购
自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；无水氯化

钙，购自国药集团化学试剂有限公司；蔗糖、明胶，
购自 ＢＢＩ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ；绵羊脱纤血、绵羊裂解血球

全血，实验室自制。 多杀性巴氏杆菌 Ａ 群定型血

清、多杀性巴氏杆菌 Ｂ 群定型血清、多杀性巴氏杆

菌 Ｄ 群定型血清，购自中国兽医药品监察所。
１． ３　 实验动物 　 ＳＰＦ 鸡，９１ 日龄、１１１ 日龄，购自

北京勃林格殷格翰维通生物技术有限公司。
１． ４　 冻干保护剂的配置　 普鲁兰多糖 ０． ５ ｇ、蔗糖

３． ５ ｇ、海藻糖二水合物 ６． ０ ｇ、明胶 ２． ０ ｇ、ＰＶＰ Ｋ３０
０． ２ ｇ、甘露醇 ０． ２ ｇ、硫脲 １． ２ ｇ、无水氯化钙 １． １１ ｇ，
溶于 １００ ｍＬ 蒸馏水，混匀，调 ｐＨ 至 ７． ３。
１． ５　 菌种制备 　 取菌种进行真空度检测，出现

辉光，真空度良好。 开启菌种用 １． ０ ｍＬ 马丁肉汤

溶解，接种于含 ０． １％ 裂解血球全血及 ４％ 健康动

物血清的改良马丁琼脂平板 ３ 付，３７ ℃培养 １６ ｈ。
之后挑取该平板上的典型 Ｆｏ 菌落，接种于含 ０． １％
裂解血球全血的马丁肉汤培养 ２４ ｈ，原液肌肉注射

１１１ 日龄 ＳＰＦ 鸡 １ 只，１ ｍＬ ／只。 ＳＰＦ 鸡于 ２４ ｈ 内

死亡，剖检，分离细菌。 取肝脏组织和心血分别

接种于含 ０． １％裂解血球全血及 ４％健康动物血清

的改良马丁琼脂平板，３７ ℃ 培养 ２４ ｈ。 挑选单个

典型 Ｆｏ 型菌落接种于接种改良马丁琼脂中管

培养基，３７ ℃培养 ２４ ｈ。 在改良马丁琼脂中管斜

面培养物中加入冻干保护剂，混合均匀分装，每支

０． ５ ｍＬ，进行冻干，制备完成效力评价禽多杀性巴

氏杆菌菌种 １ 株。
１． ６　 菌种的检定

１． ６． １　 真空度测定、纯粹检验及剩余水分检定

根据 ２０２０ 年版《中国兽药典》进行检验［７］ 。
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１． ６． ２ 培养特性检定 　 用接种环刮取少量菌体在

含 ４％健康动物血清及 ０． １％ 裂解血细胞全血的改

良马丁琼脂平板上划线培养，３７ ℃培养 １６ ｈ，观察

菌落形态。
１． ６． ３　 形态和生化特性检定　 取新鲜培养的改良

马丁琼脂平板上的菌体进行革兰氏染色，镜检；取
毒力检定中死亡的 ＳＰＦ 鸡进行剖检，取肝脏组织涂

片，进行瑞氏染色，镜检。 使用 ＩＤ ３２ Ｅ 快速鉴定试

剂盒参照使用说明书进行生化特性检查。
１． ６． ４　 血清学特性检定　 用磷酸盐缓冲液将改良

马丁琼脂平板上新鲜培养的菌体洗下，加入透明质

酸酶溶液。 混匀后，至于 ３７ ℃水浴 ４ ｈ，８０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ２０ ｍｉｎ，取含有荚膜抗原的上清液与新鲜红细

胞混合，置 ３７ ℃培养 ２４ ｈ，１５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
弃上清液，留致敏的红细胞，用生理盐水配成 １％的

致敏红细胞悬液。 将 Ａ、Ｂ、Ｄ 型定型血清 ５６ ℃水

浴 ３０ ｍｉｎ 后，作 １∶ ５ 倍稀释，然后各管加 １％ 致敏

红细胞悬液。 血清对照：Ａ、Ｂ、Ｄ 定型血清稀释

液 ＋ １％正常红细胞液混合；抗原对照：１％ 致敏红

细胞悬液 ＋生理盐水；血球对照：１％正常红细胞悬

液 ＋生理盐水；各管混匀后，置 ３７ ℃ 培养箱作用

２ ｈ，观察是否出现凝集现象。
１． ６． ５　 稳定性检定　 冻干后 ０、１、３、６、１２ 个月，随

机抽取 ３ 支冻干菌种进行活菌计数。
１． ６． ６　 毒力检定　 根据均一性检定结果，取冻干菌

种直接用马丁肉汤稀释至 ８、４、２ ＣＦＵ ／ ｍＬ，１ ｍＬ ／只
肌肉注射 ＳＰＦ 鸡各 ４ 只，应于 ３ 日内全部死亡。
同时取新鲜培养菌液，用马丁肉汤稀释至 ８、４、２
ＣＦＵ ／ ｍＬ，１ ｍＬ ／只肌肉注射 ＳＰＦ 鸡各 ４ 只。
２　 结果与分析

２． １　 真空度测定 　 对冻干菌种进行真空度测定，
均呈现白色或紫色辉光，符合规定。
２． ２　 纯粹检验　 抽取 ５ 支真空度测定良好的菌种

进行纯粹检验，结果 ５ ／ ５ 符合规定。
２． ３　 剩余水分测定　 抽取 ４ 支真空度测定良好菌

种进行剩余水分测定，剩余水分测定结果为 １． ４％ 、
１． ２％ 、１． ７％ 、１． ４％ ，符合规定。
２． ４　 培养特性检定　 肉眼观察培养 １６ ｈ 的菌落状

态，菌落表面光滑，呈微蓝色；在低倍显微镜下，
４５ 度折光观察，菌落结构细致，边缘整齐，呈桔黄

色，属 Ｆｏ 菌落型。
２． ５　 形态和生化特性检定　 挑取新鲜培养物进行

革兰氏染色，结果为革兰氏阴性杆菌，对毒力检验

中死亡的 ＳＰＦ 鸡进行剖检，取肝脏组织涂片，瑞氏

染色为两级着色球杆菌，生化检定结果符合禽多杀

性巴氏杆菌培养特性，见表 １。

表 １　 ＣＶＣＣ４４８０１ 菌种生化特性检定结果

Ｔａｂ １　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＣＶＣＣ４４８０１
试验 反应 ／ 酶 结果 试验 反应 ／ 酶 结果

ＯＤＣ 鸟氨酸脱羧酶 － ＩＮＤ 吲哚反应 ＋
ＡＤＨ 精氨酸双水解酶 － βＮＡＧ Ｎ － 乙酰 － β 葡萄糖苷酶 －
ＬＤＣ 赖氨酸脱羧酶 － βＣＡＬ β － 半乳糖苷酶 －
ＵＲＥ 脲酶 － ＧＬＵ 葡萄糖 ＋
ＬＡＲＬ Ｌ － 阿拉伯糖 － ＳＡＣ 蔗糖 ＋
ＧＡＴ 半乳糖酸盐 － ＬＡＲＡ Ｌ － 阿拉伯糖 －
５ＫＣ ５ － 酮基 － 葡萄糖酸钠 － ＤＡＲＬ Ｄ － 阿拉伯糖醇 －
ＬＩＰ 肢酶 － αＧＬＵ α － 葡萄糖 －
ＲＰ 酚红 － αＧＡＬ α － 半乳糖苷酶 －

βＯＬＵ β － 葡萄糖苷酶 － ＴＲＥ 海藻糖 －
ＭＡＮ 甘露醇 ＋ ＲＨＡ 鼠李糖 －
ＭＡＬ 麦芽糖 － ＩＮＯ 肌醇 －
ＡＤＯ 侧金盏花醇 － ＣＥＬ 纤维二塘 －
ＰＬＥ 帕拉金糖 － ＳＯＲ 山梨醇 －
βＧＵＲ β － 葡萄糖酸酶 － αＭＡＬ 麦芽糖苷酶 －
ＭＮＴ 丙二酸 － ＡＳＰＡ Ｌ － 天冬氨酸芳胺酶 －

　 　 “ ＋ ”表示反应结果阳性，“ － ”表示反应结果阴性

·５１·
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２． ６　 血清学特性检定 　 结果见表 ２。 荚膜抗原

与 Ｂ 型、Ｄ 型血清无凝集反应，与 Ａ 型定型血清

有凝集反应，（表 ２） 。 判定血清学特性检定结果

均符合规定。

表 ２　 ＣＶＣＣ４４８０１ 菌种血清学特性检定结果

Ｔａｂ ２　 Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ｓｔｒａｉｎ ＣＶＣＣ４４８０１

试验 结果

Ａ 型定型血清 ＋ １％的致敏红细胞 ＋

Ｂ 型定型血清 ＋ １％的致敏红细胞 －

Ｄ 型定型血清 ＋ １％的致敏红细胞 －

Ａ 型定型血清 ＋ １％正常红细胞（血清对照） －

Ｂ 型定型血清 ＋ １％正常红细胞（血清对照） －

Ｄ 型定型血清 ＋ １％正常红细胞（血清对照） －

１％致敏红细胞悬液 ＋ 生理盐水（抗原对照） －

１％正常红细胞悬液 ＋ 生理盐水（血球对照） －

　 　 “ ＋ ”表示有凝集反应，“ － ”表示无凝集反应

２． ７　 稳定性检定　 冻干后 ０、１、３、６、１２ 个月，随机

抽取 ３ 支冻干菌种进行活菌计数，将保存 １、３、６、
１２ 个月的冻干菌种分别与保存 ０ 个月的冻干菌

种菌数进行 ｔ 检验比对分析。 结果显示，冻干菌

种在 － ７０ ℃ 保存 １ 月、３ 月、６ 月、１２ 月与保存 ０
个月的菌数无显著性差异（Ｐ ＞ ０． ０５），该冻干菌

种在 － ７０ ℃保存条件下稳定性良好。 结果见表 ３
和图 １。
２． ８　 毒力检定 　 将 － ７０ ℃ 以下保存 ９ 个月的

ＣＶＣＣ４４８０１ 株冻干菌种稀释至 １０ － ７，取 ５ ｍＬ 菌种

加入 ７． ５ ｍＬ 培养基，再进行 ２ 倍稀释，１ ｍＬ ／只肌

肉注射 ＳＰＦ 鸡各 ４ 只，注射剂量经复数为 ７、３、２
ＣＦＵ ／只。 取冻干菌种 ２４ ｈ 培养物进行活菌计数，
根据活菌计数结果，相同培养条件培养攻毒菌液，
按照活菌计数结果稀释至 １０ － ７，取 １０ － ７菌液 １ ｍＬ
＋ １６． ７５ ｍＬ 培养基再进行 ２ 倍稀释，１ ｍＬ ／只肌

肉注射 ＳＰＦ 鸡各 ４ 只，注射剂量经复数为 ７、４、２
ＣＦＵ ／只（表 ４）。

表 ３　 ＣＶＣＣ４４８０１ 菌种稳定性检定试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＣＶＣＣ４４８０１

冻干
后时间 ／ 月

活菌计数
（ＣＦＵ ／ 支）

平均值
（ＣＦＵ ／ 支）

ｔ － 检验
Ｐ 值

０ ３． ２ × １０８、３． ０ × １０８、２． ９ × １０８ ３． ０ × １０８ ／

１ ３． ２ × １０８、３． ４ × １０８、３． ５ × １０８ ３． ４ × １０８ ０． ０５５７

３ ３． ３ × １０８、３． ５ × １０８、３． ２ × １０８ ３． ３ × １０８ ０． ０７３９

６ ３． ５ × １０８、３． １ × １０８、３． ９ × １０８ ３． ５ × １０８ ０． １３２１

１２ ３． ０ × １０８、３． ４ × １０８、３． ２ × １０８ ３． ２ × １０８ ０． ３１５３

　 　 Ｐ ＞ ０． ０５ 为差异不显著

图 １　 ＣＶＣＣ４４８０１ 菌种稳定性检定试验结果

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＣＶＣＣ４４８０１

表 ４　 ＣＶＣＣ４４８０１ 菌种毒力检定试验结果

Ｔａｂ ４　 Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＣＶＣＣ４４８０１

分组
ＳＰＦ 鸡
数量 ／ 只

实际注射
剂量 ／ ＣＦＵ

不同时间动物死亡数 ／ 只
２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

结果

新鲜
菌液

４ ７ ４ ／ ／ ４ ／ ４ 死亡

４ ３ ２ ２ ／ ４ ／ ４ 死亡

４ ２ ０ ２ １ ３ ／ ４ 死亡

冻干
菌种

４ ７ ３ １ ／ ４ ／ ４ 死亡

４ ４ ３ １ ／ ４ ／ ４ 死亡

４ ２ ０ １ １ ２ ／ ４ 死亡

３　 讨论与小结

本研究检定该批禽多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４４８０１
株培养特性、形态及生化特性、血清学特性、毒力、
纯粹、剩余水分及真空度项目均符合《中华人民

共和国兽用生物制品规程》二〇〇〇年版菌种标准

的规定［８］。 使用新鲜培养的攻毒菌液与冻干的攻

毒菌株进行比较，毒力无明显差异。 目前禽多杀性

巴氏杆菌类灭活疫苗效力检验存在的主要问题有：
（１）效力检验用菌株受培养基、培养条件及菌株筛

选因素影响，预试验与正式攻毒偏差大［９］；（２）同

一类型不同企业产品效检用菌毒种差异大，企业间

·６１·
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检验水平参差不齐。 为全面客观评价行业内疫苗

质量，亟需建立通用的效检菌株标准物质对毒力、
稳定性等指标进行统一。 针对以上问题，通过本研

究制备的冻干菌株，复溶后直接进行攻毒，可不受

培养基、培养条件等因素对菌液培养的影响，从而

避免了菌数不稳定导致的实验偏差。 另一方面通

过实验验证了冻干菌种的毒力和稳定性，证明其具

备替代新鲜菌液攻毒的能力。 现有的禽多杀性巴

氏杆菌类生物制品，都使用 ＣＶＣＣ４４８０１ 株进行效

力检验，可对不同企业的产品质量提供统一评价。
并且与传统的蔗糖牛奶以及明胶类冻干保护剂相

比较，本研究采用复合型保护剂添加糖类、醇类、聚
合物、盐类等，糖类能抑制蛋白的变性［１０］，醇类能

加速冻干的干燥过程防止蛋白质之间相互作用导

致的变性［１１］，聚合物能促进胞外粘性层形成保护

细胞膜［１２］，通过不同保护机制成分共同协同促

进［１３］，有效提高冻干菌种的稳定性。 本研究通过

对禽多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４４８０１ 株的制备及检

定，为相关兽用生物制品效力评价用菌株的研究提

供了参考。
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