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［摘　 要］ 　 为确定猪支原体肺炎活疫苗（ＲＭ４８ 株）的最小免疫剂量，使用两批该疫苗（活菌滴度均

为 １０８ＣＣＵ ／ ｍＬ）分别用原倍、１０ 倍、１００ 倍和 １０００ 倍稀释，以胸腔注射和鼻腔接种两种方式各免疫

４ 头仔猪，４５ ｄ 后攻毒，７０ ｄ 后剖杀观察结果。 结果表明其中一批疫苗 ４ 个稀释度胸腔注射组的攻

毒保护率分别为 ７８％、７７．６％、６８．８％和 ５５．２％，鼻腔接种组分别为 ７０．６％、６８．１％、５８．４％和 １８．４％；另
一批的胸腔注射组攻毒保护率分别为 ８０．６％、７８．８％、６７．６％和 ５２．４％，鼻腔接种组分别为 ７１．６％、
６８．４％、５３． ５％ 和 ２８． ４％。 按照判定标准，可将该疫苗的胸腔注射接种最小免疫剂量确定为

１０６ ＣＣＵ ／ 头，鼻腔接种最小免疫剂量确定 １０７ ＣＣＵ ／ 头，同时结果也证明免疫保护率与活菌滴度间在

测定范围内具有很好的平行关系。
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　 　 猪支原体肺炎（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｌ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｏｆ ｓｗｉｎｅ，
ＭＰＳ）是猪肺炎支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，
Ｍｈｐ）引起的一种猪的慢性呼吸系统疾病，是造成
我国养猪业经济损失最重要的疾病之一［１］。 在欧
美发达国家，该病的危害性也被广泛让同和重视，
其疫苗产销量近几年来一直高居动物疫苗榜首。
该病发病率高、发病慢、病程长，以冬春寒冷季节较
为多发。 发病猪主要表现为咳嗽、气喘等，俗称猪
喘气病。 如果没有继发感染，一般不引起猪死亡，
但饲料转化率低，生产明显受阻，药物疗效不显著，
停药后易复发［２－３］。

猪支原体肺炎活疫苗（ＲＭ４８ 株）是最新研制
用于预防猪支原体肺炎的活疫苗，具有良好的免疫
效力，并可采用鼻腔接种的免疫方式，打破了当前
活疫苗仅可通过胸腔注射的免疫途径。 对于活疫
苗来说，疫苗的活菌滴度与免疫保护率一般在一定
范围内呈正相关，即免疫的活菌数越多，保护率就
越高，反之就越低，因而当二者正相关性明显时，即
可以将疫苗的活菌滴数作为疫苗效力检验的指
标［４］。 本试验通过不同滴度的 Ｍｈｐ 活菌免疫健康
仔猪，测定攻毒保护率以确定疫苗的最小免疫剂
量，为下一步疫苗制定标准提供依据，同时试验数
据也可用于验证疫苗的活菌滴度与免疫保护力的
相关性。
１　 材料与方法
１．１　 试验材料

１．１．１　 疫苗　 猪支原体肺炎培养基活疫苗 ２ 批（批
号： ２００４０９１３、 ２００４１１０１， 均为 ２ ｍＬ ／瓶， 活 菌 数
１０８ ＣＣＵ ／ ｍＬ）。
１．１．２　 攻毒用强毒株 　 猪肺炎支原体济南株 Ｆ６５
代猪肺组织毒，由中国兽医药品监察所菌种保藏中
心提供。
１．１．３　 实验动物 　 ７２ 头健康仔猪（３５ ～ ４５ 日龄左
右），购自河北省保定市满城县某猪场，由猪喘气病抗
原抗体阴性母猪所产仔猪。 品种为杜长大三元猪。
１．１． ４ 　 Ｌｐｓ － ５ 液体培养基 　 由 ＰＰＬＯ、葡萄糖、
Ｎａ２ＨＰＯ４、ＫＨ２ＰＯ４、ＭＥＭ、酵母浸出液等按一定比
例混合除菌后，加入 ２０％猪肺炎支原体抗体阴性猪
血清，调 ｐＨ 值至 ７．４～７．６，置 ２～８ ℃备用。
１．１．５　 检测试剂 　 ＨＩ 间接血凝试剂盒，由本实验
室自制。 猪肺炎支原体抗体 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒，
ＩＤＥＸＸ 公司生产，批号为 ０６７３３－ＷＤ７８２。
１．２　 试验方法

１．２．１　 试验猪的血清检验与试验分组　 试验前对
所有试验用健康仔猪采血，将分别使用 ＨＩ 间接血

凝试剂盒和 ＩＤＥＸＸ 猪肺炎支原体抗体 ＥＬＩＳＡ 检测
试剂盒对 ７２ 头仔猪血清进行检测，两种试剂盒检
测结果均为阴性的仔猪即可用于本试验。

将每批疫苗使用 ３２ 头健康仔猪，分成 ４ 个组，
每个滴度的疫苗作为一个组，每组疫苗免疫 ８ 头
猪，再将 ８ 头猪分成两小组，４ 头用作胸腔注射免
疫，另 ４ 头用作鼻腔接种。 两批疫苗共计使用 ６４
头健康仔猪。 另留 ８ 头猪作为对照组。
１．２．２ 　 活菌计数 　 试验前对 ２００４０９１３、２００４１１０１
两批猪支原体肺炎冻干活疫苗（ＲＭ４８ 株）分别使
用 Ｌｐｓ－５ 液体培养基恢复原体积后做活菌计数，即
ＣＣＵ 测定，方法如下：取 １１ 只无菌小圆底试管，各
预先加入 １．８ ｍＬ Ｌｐｓ－５ 液体培养基，在第 １ 管中加
入 ０．２ ｍＬ 待测原菌液，充分混匀后吸出 ０．２ ｍＬ 加
入第 ２ 管，混匀后再吸出 ０．２ ｍＬ 加入第 ３ 管，依次
类推，直到第 １０ 管，第 １１ 管作为对照，各管培养基
放入 ３７ ℃静置培养，１５ ｄ 后观察培养基颜色变化
单位（ＣＣＵ）判定结果：从培养基颜色由红变到橘黄
（ｐＨ 下降值≥０．５）的最后一稀释管作为 ＣＣＵ ／ ｍＬ
的终点，如第 １ ～ ８ 管发生颜色改变（ｐＨ 变化值≥
０．５），对照管和其余各管均未变色则待测菌液的活
菌数为 １０８ ＣＣＵ ／ ｍＬ。
１．２．３　 免疫接种

１．２．３．１　 胸腔注射免疫　 将 ２００４０９１３ 批猪支原体
肺炎 活 疫 苗 （ ＲＭ４８ 株 ） （ ２ ｍＬ ／瓶， 活 菌 滴 度
１０８ ＣＣＵ ／ ｍＬ）用 ＰＢＳ（ｐＨ ７．２）稀释成 １０８、１０７、１０６、
１０５ ＣＣＵ ／ ｍＬ 四组菌液，用于仔猪胸腔注射免疫，免
疫方法为从右侧胸腔肩胛骨后缘第二、三肋骨间垂
直进针，穿透胸壁后注射即可，１ｍＬ ／头，每个滴度
组免疫 ４ 头。

２００４１１０１ 批猪支原体肺炎活疫苗（ＲＭ４８ 株）
以同样的方法的稀释和免疫。 对照组 ４ 头猪，分别
胸腔注射 １ｍＬ ＰＢＳ（ｐＨ ７．２）。
１．２．３．２　 鼻腔接种　 将 ２００４０９１３ 批猪支原体肺炎
活疫苗（ＲＭ４８ 株）用 ＰＢＳ（ｐＨ ７．２）稀释成活菌滴
度为 １０８、１０７、１０６、１０５ ＣＣＵ ／ ｍＬ的四组菌液，用于仔
猪鼻腔接种，免疫方法为在猪吸气时，使用喷枪将
疫苗喷入鼻腔深处即可，１ｍＬ ／头，每个滴度组免疫
４ 头。

２００４１１０１ 批猪支原体肺炎活疫苗（ＲＭ４８ 株）
以同样的方法的稀释和免疫。 对照组 ４ 头猪，分别
鼻腔接种 １ ｍＬ ＰＢＳ（ｐＨ ７．２）。
１．２．４　 强毒攻击　 在免疫后第 ４５ ｄ，分别对各免疫
组和对照组试验猪进行强毒攻击。 攻毒使用的猪
肺炎支原体强毒是济南株 Ｆ６５ 组织匀浆毒，用磷酸
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缓冲盐水（ＰＢＳ，ｐＨ ７．２）５０ 倍稀释后，气管内注射，
每头猪攻毒剂量为 ５ ｍＬ。 攻毒后每日观察两次临
床症状，连续观察 ２５ ｄ 后剖杀，并对肺脏进行评分
和计算。
１．２．５　 结果评定和计算方法［５－６］ 　 评分标准按照

国外的评判标准，即：左、右心叶和左、右尖叶出现
１００％病变各记 １ 分，左、右膈叶和中间叶出现
１００％病变各记 ０．５ 分，病变总分为 ５．５ 分。 根据猪
肺脏的病变评分数，按以下公式计算疫苗免疫猪的
攻毒保护率。

保护率＝对照组每头猪肺脏病变分平均值－试验组每头猪肺脏病变分平均值
对照组每头猪肺脏病变分平均值

×１００％

２　 结 果
２．１　 试验猪血清检验结果　 ７２ 头健康仔猪血清，经
过 ＨＩ 间接血凝试剂盒和 ＩＤＥＸＸ 的猪肺炎制原体抗
体 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒检测两种方法检测其猪肺炎支
原体抗体水平均为阴性，表明该 ７２ 头健康仔猪均符
合本试验要求。
２．２　 活菌计数结果 　 猪支原体肺炎活疫苗（ＲＭ４８
株）试验苗 ２００４０９１３ 和 ２００４１１０１ 批的活菌数计数
结果均为 １０８ ＣＣＵ ／ ｍＬ。
２．３　 临床观察结果 　 攻毒后 ２５ ｄ 内，１０６ ＣＣＵ ／ ｍＬ
以上各滴度疫苗免疫组猪均无临床症状，对照组和
１０ ５ＣＣＵ ／ ｍＬ 疫苗免疫组在攻毒 １０ ｄ 后，个别猪出

现咳嗽、气喘症状。
２．４　 体温变化　 攻毒后 １ 周内的体温测量结果为各
组动物体温均无明显升高或降低，在正常范围内，可
见攻毒并没有导致动物出现体温上的变化。
２．５　 肺脏病变保护结果 　 将不同接种途径和不同
接种剂量的免疫猪于免疫后第 ４５ 天连同对照猪一
起用强毒攻击。 攻毒后 ２５ ｄ 内对所有试验猪和对照
猪宰杀并解剖，观察肺部病变情况，分别对按照 １．２．５
的方法对每头动物肺脏进行病变评分，计算疫苗的免疫
保护率。 各胸腔注射免疫组和鼻腔接种免疫组动物的
肺脏病变结果与保护率见表 １ 和表 ２。

表 １　 两批猪支原体肺炎活疫苗（ＲＭ４８ 株）不同剂量胸腔注射免疫攻毒保护率结果

试验组 疫苗批次 疫苗稀释倍数 肺脏病变平均计分 保护率 ／ ％

Ｂ１

Ｂ２

Ｂ３

Ｂ４

２００４０９１３

原倍，１０８ＣＣＵ ／ 头 ０．７３ ７８

１０×稀释，１０７ＣＣＵ ／ 头 ０．７４ ７７．６

１００×稀释，１０６ＣＣＵ ／ 头 １．０３ ６８．８

１０００×稀释，１０５ＣＣＵ ／ 头 １．４８ ５５．２

Ｂ５

Ｂ６

Ｂ７

Ｂ８

２００４１１０１

原倍，１０８ＣＣＵ ／ 头 ０．６４ ８０．６

１０×稀释，１０７ＣＣＵ ／ 头 ０．７０ ７８．８

１００×稀释，１０６ＣＣＵ ／ 头 １．０７ ６７．６

１０００×稀释，１０５ＣＣＵ ／ 头 １．５７ ５２．４

Ｂ９ 对照组 ＰＢＳ（ｐＨ ７．２） ３．３０ ／

表 ２　 两批猪支原体肺炎活疫苗（ＲＭ４８ 株）不同剂量鼻腔接种攻毒保护率结果

试验组 疫苗批次 疫苗稀释倍数 肺脏病变平均计分 保护率 ／ ％

Ｎ１

Ｎ２

Ｎ３

Ｎ４

２００４０９１３

原倍，１０８ＣＣＵ ／ 头 ０．９１ ７０．６

１０×稀释，１０７ＣＣＵ ／ 头 ０．９９ ６８．１

１００×稀释，１０６ＣＣＵ ／ 头 １．２９ ５８．４

１０００×稀释，１０５ＣＣＵ ／ 头 ２．５３ １８．４

Ｎ５

Ｎ６

Ｎ７

Ｎ８

２００４１１０１

原倍，１０８ＣＣＵ ／ 头 ０．８８ ７１．６

１０×稀释，１０７ＣＣＵ ／ 头 ０．９８ ６８．４

１００×稀释，１０６ＣＣＵ ／ 头 １．４４ ５３．５

１０００×稀释，１０５ＣＣＵ ／ 头 ２．２２ ２８．４

Ｎ９ 对照组 ＰＢＳ（ｐＨ ７．２） ３．１０ ／
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　 　 从表 １ 和表 ２ 结果可以看出，按疫苗免疫保护

率 ６０％为合格来计算，通过胸腔注射免疫的最小免

疫剂量为 １０６ ＣＣＵ ／头，而经鼻腔接种的最小免疫剂

量为 １０７ ＣＣＵ ／头。
从两批疫苗的两种免疫途径，不同免疫剂量所

得到的免疫保护率结果图（图 １）可以看出，接种不

同活菌滴度疫苗与免疫效率间具有很好的平行关

系，即在所测定的范围内活菌滴度高，免疫效率好。

图 １　 两批疫苗的免疫保护率与疫苗活菌滴度的平行关系曲线

３　 讨论与结论

猪支原体肺炎活疫苗（ＲＭ４８ 株）是在其上一

代疫苗猪支原体肺炎鸡胚活疫苗和兔体组织疫苗

基础上研制的，该组织疫苗是当时国内外首个猪支

原体肺炎弱毒活疫苗，并获农业部科技进步一等

奖，但由于生产工艺和原材料及使用方法上的局限

性，使大面积推广应用受到了较大限制［７－８］。 我国

当前预防猪支原体肺炎的疫苗仍以进口灭活疫苗

为主，灭活疫苗使用方便，但价格贵，免疫效力较

低，而活疫苗效率较好，价格相对便宜，但疫苗接种

方法是采用胸腔免疫注射，由于操作困难，往往不

容易被用户接受［９－１０］。 为了解决猪肺炎支原体活

疫苗在免疫途径上的不足，国内外学者也研究了多

种途径［１１］，包括腹腔注射免疫［９］、喷雾免疫［１２］ 均

能取到一定的效果，本试验室通过对多种不同免疫

方式的尝试发现，鼻腔接种可以达到很好的免疫效

果，但使用量要比胸腔注射免疫高。
本试验的结果表明，无论是胸腔注射免疫，还

是鼻腔接种，猪支原体肺炎活疫苗（ＲＭ４８ 株）均能

产生良好的免疫保护力。 从免疫效率与活菌滴度

的平行关系图可以看出，随着疫苗的活菌浓度上

升，免疫效率也随之上升，但总体上胸腔注射免疫

接种猪产生的免疫保护力要优于鼻腔接种的保护

力。 按照保护率达到 ６０％以上表明疫苗有效来计

算［１３］，胸腔注射免疫的最小免疫剂量确定为 １０６

ＣＣＵ ／头、经鼻腔接种的最小免疫剂量确定为 １０７

ＣＣＵ ／头。 从免疫效率与接种的 Ｍｈｐ 活菌量的关系

曲线上看，在试验所测定的范围内二者具有良好的

平行关系，这就为活菌计数替代动物效率检验提供

了依据，为疫苗大规模生产检验提供了方便，有利

于疫苗的推广应用。
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