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［摘　要］　通过猪肺炎支原体ＣＪ株接种３种猪肺炎支原体培养基后的生长活性研究发现，与其他

２种培养基相比，接种改良Ｆｒｉｉｓ培养基培养２～３ｄ含菌量可达到１．０×１０９～１０ＣＣＵ／ｍＬ，具有生长迅

速、含菌量高的特点，可用于猪肺炎支原体ＣＪ株的培养。
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　　猪支原体肺炎又称猪地方性流行肺炎，我国俗
称猪气喘病［１］，是由猪肺炎支原体引起的一种慢

性、接触性、呼吸道传染病［２］，可造成带菌病猪生长

发育缓慢、生长率降低、饲料转化率降低以及饲料

和人力的浪费。此外，猪肺炎支原体能够引起机体

免疫抑制，致使其他疫苗免疫失败［３－４］。

目前，我国猪肺炎支原体的分离培养难度很

大，传统的培养方式耗时长，并且滴度不高，是目前

支原体疫苗规模化生产的技术瓶颈。现有的培养

猪肺炎支原体的培养基主要有 １９７５年报道的
Ｆｒｉｉｓ培养基［５］、１９７５年江苏农科院发明的 ＫＭ２培

养基［６］、《中华人民共和国兽用生物制品规程》

（二年版）［７］中提出的猪肺炎支原体培养基

和２００６年农业行业标准中提到的Ａ２６培养基。以
上述传统培养基及培养工艺培养自行分离的猪肺

炎支原体ＣＪ株的共同缺点是生长速度较慢且含菌
量较低（在１．０×１０７～８ＣＣＵ／ｍＬ之间），从而影响疫
苗的免疫效力。针对以上问题，本试验进行了改进
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猪肺炎支原体培养基配方的研究。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　菌种　猪肺炎支原体ＣＪ株，由新疆天康畜
牧生物技术股份有限公司分离鉴定、保管和供应。

１．１．２　改良Ｆｒｉｉｓ培养基商品化成分　猪血清，购
自ＧＩＢＣＯ公司；ＰＰＬＯ肉汤粉、ＢＨＩ均购自 ＢＤ公
司；干酵母粉购自安琪公司；氯化钙、氯化钾、磷酸

二氢钾、氯化镁、硫酸镁、氯化钠、磷酸氢二钠、酚

红、青霉素均购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．１．３　设备　恒温培养箱，购自上海智诚分析仪
器制造有限公司。

１．２　方法
１．２．１　３种培养基的配制　改良Ｆｒｉｉｓ培养基的配
制方法为称取ＰＰＬＯ肉汤粉４．０ｇ以及脑心浸液粉
３．０ｇ，加入７００ｍＬ纯水中，待其溶解后加入３０ｍＬ
１０×汉克氏平衡盐溶液及２００Ｕ／ｍＬ青霉素，待其
溶解后再加入 ３０ｍＬ酵母浸出液以及 １０ｍＬ
０．２５％酚红，最后与经灭补体处理过的２００ｍＬ猪
血清混合，并调整 ｐＨ值至７．６，并用０．２μｍ滤膜
无菌过滤并分装。其中，酵母浸出液需提前制备，

取干酵母粉１００ｇ，加去离子水１０００ｍＬ，混匀后，在

３６～３８℃下发酵６０ｍｉｎ后煮沸１０ｍｉｎ，冷却后，再
以８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收取上清液，过滤除菌
后置２～８℃保存备用。同时按照《中华人民共和
国兽用生物制品规程》附录［７］配制猪肺炎支原体培

养基；参照ＡＴＣＣ方法配制ＡＴＣＣ１６９９猪肺炎支原
体培养基。随机挑选１～２瓶培养基按现行《中国
兽药典》方法［８］进行无菌检验。

１．２．２　种子液培养　将猪肺炎支原体 ＣＪ株菌种
按１∶１０分别继代于以上３种培养基中，置于 ３６～
３８℃恒温振荡培养箱中培养，待菌液ｐＨ值降低至
６．７～６．８时收集菌液，进行含菌量的测定。
１．２．３　含菌量测定　取菌种依次１０倍系列稀释，
稀释度达到１０－１、１０－２、１０－３……１０－１２。再设改良
Ｆｒｉｉｓ培养基作对照，置３６～３８℃恒温振荡培养箱内
培养１４ｄ。每日观察记录培养物颜色变化和混浊
度的变化，直至培养物 ｐＨ值不再发生变化。最后
发生颜色变化的稀释度即为该培养物的 ＣＣＵ
（ｃｏｌｏｒｃｈａｎｇｉｎｇｕｎｉｔｓ）滴度。
２　结 果

２．１　培养试验　将猪肺炎支原体ＣＪ株分别接种３
种培养基，在相同条件下进行培养，其生长时间及

含菌量的测定结果见表１。

表１　猪肺炎支原体ＣＪ株接种３种培养基的生长时间及含菌量测定结果

培养基 生长时间／ｄ
每日观察生长的总管数

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４
含菌量／（ＣＣＵ·ｍＬ－１）

改良Ｆｒｉｉｓ培养基 ２～３

０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ８ ９ １０ １０ １０ １０ １０ １０１０

０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ９ ９ ９ ９ ９ ９ １０９

０ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １０ １０ １０ １０ １０１０

猪肺炎支

原体培养基
４～５

０ １ １ ２ ３ ４ ４ ５ ５ ６ ６ ６ ７ ７ １０７

０ １ ２ ３ ４ ４ ５ ５ ６ ７ ７ ８ ８ ８ １０８

０ ０ １ ２ ３ ３ ４ ４ ５ ６ ６ ７ ７ ７ １０７

ＡＴＣＣ１６９９培养基 ６～７

０ ０ １ ２ ３ ４ ４ ５ ５ ５ ６ ６ ７ ７ １０７

０ ０ １ ２ ３ ３ ４ ５ ６ ６ ６ ７ ７ ７ １０７

０ ０ １ ２ ３ ４ ５ ５ ６ ６ ６ ６ ７ ７ １０７

　　由表１中３种培养基培养猪肺炎支原体 ＣＪ株
生长时间的结果可知，猪肺炎支原体 ＣＪ株在改良
Ｆｒｉｉｓ培养基中生长较快，为２～３ｄ；猪肺炎支原体
培养基需４～５ｄ，ＡＴＣＣ１６９９培养基需６～７ｄ。由
此说明，改良 Ｆｒｉｉｓ培养基更适宜猪肺炎支原体 ＣＪ
株的生长，并具有生长迅速的特点。

从３种培养基培养猪肺炎支原体 ＣＪ株含菌量
的结果可知，改良Ｆｒｉｉｓ培养基、猪肺炎支原体培养
基和ＡＴＣＣ１６９９培养基测定的含菌量逐渐降低，分
别为１．０×１０９～１０、１．０×１０７～８、１．０×１０７ＣＣＵ／ｍＬ。
由此说明，改良 Ｆｒｉｉｓ培养基培养猪肺炎支原体 ＣＪ
株具有含菌量高的特点。

·２２·



　２０１６，５０（３）：２１～２３／候 凤，等 中国兽药杂志

２．２　数据分析　将３种培养基培养猪肺炎支原体
ＣＪ株含菌量的结果进行对数化处理，并运用 Ｐｒｉｓｍ
５．０统计分析软件进行数据分析。表２结果显示，
改良Ｆｒｉｉｓ培养基培养猪肺炎支原体ＣＪ株的含菌量
与另２种培养基的差异均极显著（Ｐ＜０．０１），而另
２种培养基之间无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

表２　猪肺炎支原体ＣＪ株接种３种培养基的
含菌量测定结果比较

培养基 含菌量／（ＣＣＵ·ｍＬ－１） ｘ－±ｓ
改良Ｆｒｉｉｓ培养基 １０１０，１０９，１０１０ ９．６７±０．５８Ａ

猪肺炎支原体培养基 １０７，１０８，１０７ ７．３３±０．５８Ｂ

ＡＴＣＣ１６９９培养基 １０７，１０７，１０７ ７．００±０Ｂ

　组间上标字母不同时表示差异极显著，Ｐ＜０．０１；上标字母相同时
表示差异不显著，Ｐ＞０．０５

３　讨 论

由于支原体很小而产量又少，所以常用的定量

估计菌体的方法（如浊度、细胞容积和干重）不适用

于猪肺炎支原体的定量检测。适合一般应用的定

量测定支原体的主要方法有：浓缩培养物的浊度测

定、用菌落计数测量活菌数和用测定变色单位测量

活菌数［９］。其中，采用高速离心浓缩菌液测定

ＯＤ４２０的浊度方法需要至少１５～３０ｍＬ菌液进行离
心浓缩，不适用于微量定量应用，而且为了减少培

养物ｐＨ对测定结果的影响，菌液需要洗涤数次，使
菌液的收获率大大降低。菌落形成单位（ｃｏｌｏｎｙ
ｆｏｒｍｕｎｉｔ，ＣＦＵ）的测定需要至少两周时间，且菌落
在琼脂培养基上生长时暴露时间长，易污染；由于

支原体菌落小，难辨别，计数难保证精确性，测定其

含量较为困难［１０－１１］。因此，ＣＣＵ计数法比较直观，
其测定的是培养物中的活菌数，结果更具有代表

性，仍是测定支原体含量的经典方法，也是兽用生

物制品目前仍采用的方法，广泛运用于支原体的培

养检验、活疫苗的保存条件检测等，在检测疫苗活

菌数的应用中具有不可替代的作用［１２－１３］。

猪肺炎支原体可以在无细胞培养基中生长，但

条件要求较为苛刻，需要以多种必须的营养物质作

为营养来源，比如：含有甾醇和脂质类且能够补充

氨基酸的动物血清，含有多种维生素及碳水化合物

的酵母浸出液，具有维持培养基渗透压和 ｐＨ值的
无机盐类，抑制杂菌生长的抗生素等等［１４］。培养

基的质量直接影响猪肺炎支原体的生长发育，从而

影响疫苗的免疫效力。本文中的培养基改良于

１９７５年报道的 Ｆｒｉｉｓ培养基［５］：动物血清使用的是

血清蛋白含量很高的猪血清，生长滴度高且来源方

便；酵母浸出液是使用面包酵母新鲜发酵而成，能

有效促进猪肺炎支原体的生长发育；并且添加了

ＰＰＬＯ肉汤粉，更有利于猪肺炎支原体的生长繁殖；
并且培养基配制工序简单方便，可操作性强。

用自制的改良Ｆｒｉｉｓ培养基培养自行分离的猪肺
炎支原体 ＣＪ株，２～３ｄ含菌量可达到１．０×１０９～１０

ＣＣＵ／ｍＬ，由此说明，改良Ｆｒｉｉｓ培养基具有生长迅速、
含菌量高的特点，可用于猪肺炎支原体ＣＪ株的培养。
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