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［摘　要］　选用猪、兔、鸡、小鼠和豚鼠５种试验动物分别制备猪肺炎支原体高免阳性血清，并测定

了其对猪肺炎支原体的代谢抑制效价。再从兔高免血清中纯化特异性抗体，比较抗体纯化前后的

代谢抑制效价是否发生变化。结果表明，５种试验动物高免血清对猪肺炎支原体的代谢抑制价分别

为０、１０４、１０３、１０５、１０２，纯化后的抗体仍可抑制猪肺炎支原体的生长，代谢抑制价没有明显变化。由

此可见，不同动物来源的高免血清对猪肺炎支原体的代谢抑制价不同，代谢抑制作用的主要作用物

质为特异性抗体；首次证明病原靶动物———猪的高免抗血清对猪肺炎支原体没有代谢抑制作用，其

他支原体是否也表现为对靶动物（或人）抗血清的耐受性还有待进一步的研究。
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　　猪肺炎支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，
Ｍｈｐ）是引起猪地方流行性肺炎（Ｓｗｉｎｅｅｎｚｏｏｔｉｃ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＳＥＰ）的病原，国内称为“猪喘气病”。
该病广泛流行于世界各地，是严重危害全球养猪业

健康发展的慢性疾病之一［１］。

支原体具有类似于病毒中和作用的代谢抑制

（Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ，ＭＩ）特性，是细菌所不具有的
特殊性质［２］。该特性具有很强的种属特异性，即抗

一种支原体的高免血清只能抑制该种支原体的生

长繁殖，而对其他种类的支原体不具有抑制作用，

因而以该特性为基础的代谢抑制试验和生长抑制

试验已成为支原体鉴定的金标准［３－５］。本实验室

研究工作中发现，猪抗 Ｍｈｐ的高免血清对 Ｍｈｐ似
乎不具有代谢抑制作用，而兔抗Ｍｈｐ的高免血清则
抑制作用较强，有关不同动物的抗血清对支原体的

代谢抑制作用的相关问题，在国内外还没有任何报

道，甚至代谢抑制相关研究也仅有早期的少量报

道。为了调查几种常见试验动物抗 Ｍｈｐ高免血清
的代谢抑制作用情况，本实验选用了５种试验动物
进行了免疫和代谢抑制效价测定及相关研究。

１　材料和方法
１．１　材料
１．１．１　菌毒种　猪肺炎支原体２３２株，来自中国
兽医药品监察所。

１．１．２　试剂和培养基　ＰＰＬＯ、猪血清、马血清等，
购自 ＧＩＢＣＯ公司；Ｌｐｓ－５支原体液体培养基（含
ＰＰＬＯ、葡萄糖、ＭＥＭ等）和猪肺炎支原体间接血凝
（ＩＨＡ）抗原（批号：２０１５０１），北京中海生物科技有
限公司自制。ＩＭＳ１３１３水性佐剂，法国赛比克公司
提供。

１．１．３　试验动物　ＢａｌＢ／Ｃ小鼠、豚鼠和清洁级健
康家兔，来自北京维通利华实验动物技术有限公

司。ＳＰＦ鸡购自梅里亚。３０～４０日龄健康仔猪，购
自保定某商品代猪场，猪肺炎支原体抗原、抗体阴

性，猪瘟、猪伪狂犬、猪蓝耳病抗原阴性。

１．２　抗原的制备　开启猪肺炎支原体２３２株冻干
菌种，使用 Ｌｐｓ－５支原体液体培养基，按１／１０的
接种比例扩大繁殖至５０００ｍＬ菌液，８０００ｒ／ｍｉｎ离
心３０ｍｉｎ后，使用 ＰＢＳ（ｐＨ７．２±０．１）１００ｍＬ重
悬，灭活后１３１３水性佐剂１００ｍＬ，低剪切力混合
５～１０ｍｉｎ，按照现行《中国兽药典》附录要求进行
无菌检验后，置２～８℃避光保存备用。
１．３　阳性血清的制备与检测　ＢａｌＢ／Ｃ小鼠、豚

鼠、家兔、ＳＰＦ鸡和仔猪５种动物的数量分别为１０
只、５只、３只、３只和 ２头，单次免疫剂量分别为
０．２ｍＬ／只、０．５ｍＬ／只、１ｍＬ／只、１ｍＬ／只和２ｍＬ／
头，首次免疫１４日后，每隔一周使用相同剂量加强
免疫一次，５次免疫后１０日采血分离血清，进行琼
扩效价和ＩＨＡ效价测定。
１．４　活菌滴度测定　取新鲜培养的猪肺炎支原体
２３２株培养物，按照 ＣＣＵ５０测定方法进行活菌浓度
测定［６］，用于代谢抑制试验的培养物 ＣＣＵ５０滴度应
不低于 １０－８．０／ｍＬ，置 －７０℃以下冻存不超过 ３
个月。

１．５　代谢抑制试验　使用 Ｌｐｓ－５支原体液体培
养基对经 ＣＣＵ５０测定的 Ｍｈｐ２３２株培养物进行１０
倍比稀释至１０－８，在１０－６、１０－７、１０－８三个稀释度各
取１ｍＬ，向其中分别加入１ｍＬ含１０％待测抗Ｍｈｐ
阳性血清的液体培养基，充分混匀，取１０－６、１０－７、
１０－８三个稀释度各２ｍＬ作为对照管。另设２ｍＬ
液体培养基作空白对照组，于３７℃培养１４日后判
定结果。空白对照不变色，对照组 ３个滴度都变
黄，试验组至少１０－７、１０－８两个滴度不变色即可判
定为猪肺炎支原体可被待测阳性血清所抑制。

１．６　代谢抑制效价测定　采用１．５的方法将 Ｍｈｐ
２３２株培养物１０倍比稀释至１０－８，取１０－１～１０－８

七个稀释度各取 １ｍＬ，向其中分别加入 １ｍＬ含
１０％待测抗 Ｍｈｐ阳性血清的液体培养基，充分混
匀，取１０－６、１０－７、１０－８三个稀释度各２ｍＬ作为对
照。另设２ｍＬ液体培养基作空白对照组，于３７℃
培养１４日后判定结果。空白对照不变色，３支对照
管都变黄，记录实验组最后一支变色小管的滴度，

并计算出待测阳性血清的代谢抑制价，如 １０－１～
１０－３小管变色，１０－４～１０－７小管不变色，而测定菌
液的ＣＣＵ为１０８／ｍＬ，则共抑制了５个滴度，即待测
阳性血清的代谢抑制价为１０５。
１．７　代谢抑制作用的机理初步研究
１．７．１　猪高免阳性血清中加入兔阴性血清后的代
谢抑制价测定　将兔阴性血清与猪抗 Ｍｈｐ阳性血
清按１∶１混合，再按照１．５的方法进行代谢抑制试
验，以确定兔血清中是否存在某种特殊因子有助于

抗体对Ｍｈｐ的代谢抑制作用。
１．７．２　纯化兔特异性抗体的代谢抑制效价测定　
家兔高免血清表现出较强的代谢抑制作用，为了确

定代谢抑制作用是由特异性抗体的结合引起，还是
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与其他因子共同作用的结果，本试验将２０ｍＬ家兔
高免血清经硫酸铵沉淀后用ＰＢＳ复溶，经分子筛过
柱后，获得纯化抗体 １０ｍＬ（浓度 １０．４ｍｇ／ｍＬ）。
将原倍和倍比稀释物分别替代高免血清按１．６项
方法进行代谢抑制效价测定。

２　结　果
２．１　抗原制备　用于抗原制备的猪肺炎支原体
２３２株培养物共计５０００ｍＬ，取１０ｍＬ分装成１ｍＬ／
支小管，共１０支，置 －７０℃以下冻存，用于代谢抑
制试验。其余培养物用于制备抗原，共获得抗原

１９５ｍＬ，无菌检验结果均符合规定。培养物的
ＣＣＵ５０测定结果为１．７２×１０

８ＣＣＵ５０／ｍＬ。
２．２　阳性血清的制备与检测结果　对制备的５种
动物的Ｍｈｐ高免阳性血清进行琼扩效价测定，同时
按照现行《中国兽药典》进行猪支原体肺炎间接血

凝试验，结果表明 ５种高免血清的效价均高于
１∶１０，即均为猪肺炎支原体阳性，其 ＩＨＡ效价和琼
扩效价见表１。

表１　５种动物的高免阳性血清制备结果
动物类别 阳性血清总量／ｍＬ 琼扩效价 ＩＨＡ效价

ＢａｌＢ／Ｃ小鼠 １．５ １∶４ １∶２５６０

豚鼠 ２３ １∶４ １∶１０２４０

家兔 ３０ １∶８ １∶１２８０

ＳＰＦ鸡 ２６ １∶８ １∶３２０

猪 ６３５ １∶８ １∶２５６０

结果显示，不同动物对制备的抗原敏感性不

同，琼扩效价与ＩＨＡ效价的一致性不高，即 ＩＨＡ效
价高的血清，其琼脂扩散试验结果不一定也高，反

之亦然，这可能与琼脂扩散试验只以所形成的可见

沉淀线为依据有关。

２．３　代谢抑制试验　代谢抑制试验结果表明
ＢａｌＢ／Ｃ小鼠、豚鼠、家兔和 ＳＰＦ鸡的高免阳性血清
都可以不同程度地抑制猪肺炎支原体的生长，而仔

猪高免血清的代谢抑制结果为三个稀释度为均不

变色，表现为不抑制，结果见表２。

表２　５种动物的高免阳性血清代谢抑制试验结果

动物类别
不同稀释度菌液的培养结果

１０－６ １０－７ １０－８
结论

ＢａｌＢ／Ｃ小鼠 不变色 不变色 不变色 抑制

豚鼠 变色 不变色 不变色 抑制

家兔 不变色 不变色 不变色 抑制

ＳＰＦ鸡 不变色 不变色 不变色 抑制

仔猪 变色 变色 变色 不抑制

培养物对照 变色 变色 变色 ／

２．４　代谢抑制价的测定　为进一步确定上述各动
物高免血清的代谢抑制能力，对其分别进行代谢抑

制价测定，结果见表３。
结果表明，小鼠的高免血清具有很强的代谢抑

制特性，代谢抑制价最高，达到１０５，其次是家兔，可
达１０４，ＩＨＡ抗体效价最高的豚鼠阳性血清的代谢
抑制价则比较低，而ＩＨＡ抗体效价次高的仔猪的代
谢抑制价结果为０，即无抑制。

表３　５种动物的高免阳性血清代谢抑制价测定结果

动物类别 血清总量／ｍＬ 最后一支变色管稀释度 代谢抑制效价 结论

ＢａｌＢ／Ｃ小鼠 １．５ １０－３ １０５ 强

豚鼠 ２３ １０－６ １０２ 较弱

家兔 ３０ １０－４ １０４ 强

ＳＰＦ鸡 ２６ １０－５ １０３ 较强

仔猪 ６３５ １０－８ ０ 无抑制

培养物对照 ／ １０－８ ／
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　　上述结果表明，不同动物的高免阳性血清对
Ｍｈｐ的代谢抑制能力不同，琼扩效价和ＩＨＡ效价均
不能很好地反映血清的代谢抑制能力，而本动物 －
－猪高免血清没有表现出代谢抑制能力。出现上
述结果是否与支原体的免疫逃避机制［７－８］有关需

要进一步的研究。

２．５　代谢抑制作用的机理初步研究
２．５．１　混合血清的代谢抑制效价测定　家兔高免
血清表现出较强的代谢抑制作用，而猪的高免血清

尽管琼扩效价和ＩＨＡ效价均高，但代谢抑制价测定
结果为０，是否说明代谢抑制作用不仅仅与抗体有
关，还与存在于兔血清中的其他因子参与其中，本

实验将猪阳性血清等比例混合兔阴性血清后进行

代谢抑制价测定，结果见表４。

表４　猪、兔混合血清的代谢抑制价测定结果

抗血清动物类别
最后一支变色

管稀释度
代谢抑制效价 备注

家兔 １０－４ １０４ 强

仔猪＋家兔 １０－８ ０ 无抑制

仔猪 １０－８ ０ 无抑制

培养物对照 １０－８ ／ ／

结果表明，兔阴性血清并没有改变仔猪高免阳

性血清的代谢抑制效价，由此可见兔阴性血清中不

含与代谢抑制有关的成分。

２．６　纯化的兔特异性抗体的代谢抑制效价测定本
试验共获得纯化抗体１０ｍＬ（浓度１０．４ｍｇ／ｍＬ）。
将原倍和倍比稀释物的纯化家兔特异性抗体分别

替代高免血清按１．６项方法进行代谢抑制效价测
定，结果见表５。

结果表明，兔抗猪肺炎支原体抗体可独立抑制

猪肺炎支原体的生长，抑制作用的强弱与抗体浓度

直接相关，抗体浓度降低一半后，代谢抑制作用下

降了２个滴度，由此可见二者似乎不呈线性关系。

表５　兔纯化抗体的代谢抑制价测定结果

抑制物类别
最后一支变色

管稀释度
代谢抑制效价 备注

兔抗Ｍｈｐ纯化抗体
（１０．４ｍｇ／ｍＬ） １０－４ １０４ 强

兔抗Ｍｈｐ纯化抗体
（５．２ｍｇ／ｍＬ） １０－６ １０２ 较弱

兔抗Ｍｈｐ高免血清 １０－４ １０４ 强

培养物对照 １０－８ ／ ／

３　讨论与结论
支原体是自然中能独立生长繁殖的最小生物，

其结构简单，无细胞壁。其代谢抑制特性是在病毒

的抗体中和作用之后发现的，美国科学家１９５８年
首次发现用柯赛基病毒 Ｂ组抗体可抑制该病毒的
感染，即病毒中和作用［９］。１９６６年，ＰｕｒｃｅｌｌＲＨ等
首次发现兔抗支原体高免血清对相应支原体具有

显著抑制其生长繁殖的作用［２，１０］。

本研究需要对不同动物高免血清对支原体的

代谢抑制作用的强弱进行评价，首次引入了“代谢

抑制效价”的概念及其测定方法，而此前国内外还

没有任何支原体抗血清的代谢抑制强弱及其评价

方法的报道，实验证明“代谢抑制效价”能很好地评

价各血清样品的代谢抑制作用强弱，而且测定方法

较为简单。一直以来国内外用于代谢抑制试验所

用的抗血清多采用兔高免血清，而这可能与家兔容

易饲养，并能得到足够量的血清有关，本研究结果

表明在所制备的猪肺炎支原体的高免血清中，鼠高

免血清相比兔具有更强的代谢抑制效价，但相比家

兔小鼠血清制备较为困难，单只所得血清量少。

病毒的中和试验基本原理是特异性抗体主要

通过封闭病毒与细胞的结合受体使其失去感染

性［１１］。支原体的代谢抑制特性是否与病毒的中和

特性相似？本研究采用了纯化后的兔源特异性抗

体进行试验，发现其可以抑制猪肺炎支原体的生

长，但为何猪的高免血清对Ｍｈｐ又不具有代谢抑制
作用？是因为不同动物抗体在种属特异性结构上

的差异，还是其他原因造成这样的结果，还需要进

一步的实验研究予以解答。

Ｍｈｐ对其靶动物———猪的抗 Ｍｈｐ高免血清几
乎没有代谢抑制作用的结论，就引出了一个新问

题，猪支原体肺炎当前最主要的防治手段是免疫预

防，即接种弱毒活疫苗和灭活疫苗，弱毒活疫苗能

产生细胞免疫和体液免疫，获得很好的免疫保护力

容易理解，而灭活疫苗则主要产生体液免疫，即产

生针对Ｍｈｐ的抗体。病毒疫苗的体液免疫主要通
过中和作用实现抗感染，而从本文结论可知猪支原

体肺炎疫苗似乎不太可能是通过特异性抗体的代

谢抑制作用实现抗感染。Ｍｈｐ灭活疫苗是当前全
球用于预防猪支原体肺炎最主要的工具之一，事实

证明可以使猪体产生良好的免疫保护力［１２－１３］，其

产生抗感染的作用的产生可能与代谢抑制没有直

接关系，而与细菌疫苗的抗感染作用相似。

·０２·
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猪阳性血清对Ｍｈｐ不具有代谢抑制作用，将对
Ｍｈｐ的培养具有很好的应用参考价值，一些文献要
求配制用于培养猪肺炎支原体的培养基所使用的

猪血清为Ｍｈｐ抗体阴性［１４］，而 Ｍｈｐ抗体阴性的成
年猪极难找到，得到大量阴性血清非常困难［１５］。

本研究的结果显示试验 Ｍｈｐ抗体阳性的猪血清对
Ｍｈｐ不具有代谢抑制作用，因而不影响 Ｍｈｐ的生
长繁殖，即用于 Ｍｈｐ培养的猪血清无需要求 Ｍｈｐ
抗体阴性。

本研究首次报到了 Ｍｈｐ的靶动物———猪的抗
Ｍｈｐ高免血清对 Ｍｈｐ不具有代谢抑制作用，兔抗
Ｍｈｐ特异性抗体可独立抑制 Ｍｈｐ的生长。其他支
原体是否也存在对靶动物（或人）的高免抗血清具

有耐受性，该特性是否与代谢抑制作用的机理有关

有待进一步的研究。
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