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［摘　 要］ 　 鸡毒支原体灭活疫苗效力检验采用的喷雾攻毒方法所需菌液量大，结果易受喷雾时间

和器械设备影响。 为探索一种简便、易行且结果稳定的新方法，研究冻干了一批攻毒用菌株鸡毒支

原体 Ｒ 株，对其性状、纯粹、真空度、剩余水分、培养特性、特异性、活菌计数和均一性等进行检定，结
果全部符合规定。 将其稀释成不同活菌数，采用气囊注射方式攻毒，试验结果与《中国兽药典（２０２０
年版三部）》中的喷雾方法相比更加稳定、准确。 使用两种攻毒方法对 ５ 批次疫苗进行效力检验，结
果无显著差异，可为该类疫苗攻毒方法优化提供新思路。
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　 　 鸡毒支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｇａｌｌｉｓｃｅｐｔｉｃｕｍ，ＭＧ）是
致病性最强、引起损失最大的禽支原体，主要导致

鸡慢性呼吸道疾病 （ Ｃｈｏｒｎｉｃ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＣＲＤ） ［１］，以呼吸道啰音、咳嗽、流鼻涕为主要症状，
部分表现为结膜炎、眶下窦炎。 ＣＲＤ 虽然致死率不

高，但严重影响家禽产蛋率、孵化率和饲料转化率，
给养殖企业造成重大经济损失［２］。 临床中由于长

期使用或滥用抗菌药物，导致鸡毒支原体耐药菌株

不断增加，给通过药物防控该病带来困难，甚至危

及食品安全［３］，因此疫苗免疫是防控该病的重要手

段，国内市场上占主导地位的是鸡毒支原体灭活疫

苗［４］。 效力检验是评价疫苗质量的最核心手段，
《中国兽药典（２０２０ 年版三部）》中收录的该疫苗质

量标准的效力检验采用免疫攻毒法，攻毒方式为喷

雾［５］。 该方法需要制备 ５００ － ６００ ｍＬ 的攻毒培养

物，经过菌种复苏、扩大培养、活菌预计数和攻毒菌

液计数等步骤，且活菌计数周期长，攻毒感染剂量

不易控制，对操作人员的经验和技术要求高。 同

时，攻毒结果易受器械设备的影响较大，喷雾操作

后消毒难度较大，存在生物安全隐患。 为此，本研

究通过将鸡毒支原体检验用攻毒菌种制备成方便

使用和保存的冻干攻毒培养物，进行气囊注射攻毒

试验和比较研究，旨在建立一种更加科学准确、操
作简便的攻毒方法，也为相关标准品的研究制备提

供实验依据。
１　 材料与方法

１． １　 菌种　 鸡毒支原体 Ｒ 株（ＣＶＣＣ １６５１）由中国

兽医药品监察所鉴定、保存和供应。
１． ２　 材料与试剂　 硫乙醇酸盐流体培养基（ＴＧ）、
胰酪大豆胨液体培养基（ＴＳＢ）、１２％明胶 ４０％蔗糖

保护剂均购自北京中海生物科技有限公司。 圆形灭

菌滤纸片，购自 ｏｘｏｉｄ 公司。 鸡毒支原体抗血清，实
验室保存。 ＣＭ 液体和固体培养基由实验室自制。

１． ３　 实验动物　 ＳＰＦ 鸡购自北京勃林格殷格翰有

限公司。
１． ４　 方法

１． ４． １　 冻干培养物制备

１． ４． １． １　 菌种扩繁　 将 － ２０ ℃保存的鸡毒支原体

Ｒ 株冻干菌种用 １ ｍＬ ＣＭ 液体培养基复溶后，按一

定比例接种到 ＣＭ 液体培养基中 ３７ ℃ 培养 ２４ ｈ
后，按一定比例接种培养基连续传代，第 ３ 代菌液

经纯粹检验和活菌计数后待用。
１． ４． １． ２　 分装冻干　 取生长良好，有轻度混浊，无
沉淀的第 ３ 代菌液，按总体积 １０％ 比例加入保护

剂，充分混匀后分装至安瓿瓶内冻干，冻干后置于

－ ８０ ℃冰箱保存。
１． ４． ２　 冻干培养物的鉴定

１． ４． ２． １ 　 常规检验　 对冻干培养物进行性状、纯
粹检验、剩余水分、真空度、培养特性和活菌计数

检验。
１． ４． ２． ２　 特异性试验 　 代谢抑制试验：用 ＣＭ 液

体培养基对鸡毒支原体 Ｒ 株培养物进行 １０ 倍系列

稀释到 １０ － ５，取 １ ｍＬ 稀释好的菌液，加入含鸡毒支

原体抗血清 ０． ０５ ｍＬ（终浓度为 ５％ ）的 ＣＭ 培养基

１ ｍＬ，同时设加阴性血清的小管为阳性对照，空白

培养基作为阴性对照，置于培养箱 ３７ ℃培养 １４ ｄ，
观察培养基颜色变化。 生长抑制试验：取直径

６ ｍｍ的圆形灭菌滤纸片，用未经稀释的鸡毒支原

体抗血清湿透后，放入无菌平皿内，置于 ２ ～ ８ ℃干

燥待用。 将 Ｒ 株培养物各 ０． ３ ｍＬ 分别接种到 ２ 个

ＣＭ 固体培养基，均匀铺开，放置 ３７ ℃培养箱使培

养基表面稍干燥。 用灭菌小镊子夹取抗血清纸片

贴在固体培养基表面靠中间位置，另一个固体培养

基贴空白纸片作为对照，置于培养箱 ３７ ℃ 培养

１０ ｄ后在显微镜下观察结果。
１． ４． ３ 　 瓶间活菌数均一性试验　 随机抽取 １０ 瓶
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冻干培养物，使用颜色变化单位（简称 ＣＣＵ）分别

对其进行活菌计数，比较活菌数的差异。
１． ４． ４　 气囊注射攻毒方法的建立　 将冻干培养物

复溶后，根据冻干后活菌计数结果进行 １０ 倍倍比

稀释为 １０ － １、１０ － ２，将原液和每个稀释度进行活菌

计数后分别取 ０． ２ ｍＬ 和 ０． ４ ｍＬ 气囊注射 １０ 只 ７５
日龄 ＳＰＦ 鸡。 制备鸡毒支原体 Ｒ 株的培养物

５５０ ｍＬ，进行活菌计数后在隔离器内喷雾攻击 １０
只 ７５ 日龄 ＳＰＦ 鸡。 另取 １０ 只鸡，５ 只气囊注射

０􀆰 ４ ｍＬ 培养基作为气囊注射对照组，５ 只用培养基

进行喷雾作为喷雾对照组。 ７ ｄ 后记录活菌计数结

果，确定实际攻毒剂量。 １４ ｄ 后将所有组别的鸡剖

检，记录气囊病变分数结果，气囊病变记分标准参

照《中国兽药典（２０２０ 年版三部）》 “鸡毒灭活疫苗

质量标准附注” ［５］。 将气囊注射与喷雾攻毒的结果

进行单因素方差分析。
１． ４． ５ 　 气囊注射攻毒方法的评价 　 用喷雾和

１． ２． ４项确定的气囊注射两种攻毒方法同时对 ５ 家

企业 ５ 个批次的疫苗进行两次效力检验。 每批疫

苗取 １ 瓶 摇 匀 后 免 疫 ５６ 日 龄 ＳＰＦ 鸡 ８ 只，
１ ｍＬ ／只。 免疫 ３０ 天后攻毒，比较两种方法的对照

组气囊病变分数情况和平均气囊保护率，记分标准

及计算方法参照《中国兽药典（三部）》 “鸡毒灭活

疫苗质量标准附注” ［５］，评价利用气囊注射攻毒方

法对灭活疫苗效力检验的可行性。
２　 结果与分析

２． １　 常规检验 　 冻干的 １６５ 支菌种中，５ 支无辉

光，１６０ ／ １６５ 呈现白色或紫色辉光，真空度良好。 纯

粹检验结果符合规定，水分测定结果为 ０． ７％ 、
１􀆰 ４％ 、０． ２％ 、０． ７％ ，均不超过 ４． ０％ 。 活菌计数结

果为 １０９ ＣＣＵ ／ ｍＬ，培养菌落呈典型的“油煎蛋”状
外观，符合培养特性的规定。
２． ２　 特异性试验 　 代谢抑制试验：加抗血清的培

养基小管未变色，加阴性血清的培养基小管变黄，
培养基对照管未变色。 生长抑制试验：抗血清纸片

周围无菌落生长，出现大于 ２． ０ ｍｍ 的抑菌圈；空白

纸片的平板有菌落生长，没有抑菌圈，说明该菌种

为鸡毒支原体，符合规定。
２． ３　 瓶间活菌数均一性试验　 １０ 瓶冻干培养物活

菌数均为 １０９ ＣＣＵ，变异系数为 ０％ 。
２． ４　 气囊注射攻毒方法的建立　 喷雾攻毒用培养

物活菌数为 １０９ ＣＣＵ ／ ｍＬ，冻干培养物活菌数为 １０９

ＣＣＵ ／ ｍＬ，稀释后复数结果 １０ －１、１０ －２两个稀释度对

应的活菌数为 １０８ ＣＣＵ ／ ｍＬ 和 １０７ ＣＣＵ ／ ｍＬ。 不同攻

毒方法的气囊病变分数结果见表 １：气囊注射 ０． ２ ×
１０７ ＣＣＵ 和 ０． ４ ×１０７ ＣＣＵ 的培养物，６ ／ １０ 和 ５ ／ １０ 分

别出现 ２ 分以上的典型气囊病变，不符合菌种毒力

标准的发病要求［６］；喷雾组方差大于气囊注射的

６ 个实验组（方差反映一组数据的离散程度），说明

喷雾组分数差异大，感染剂量不均一。 将不同攻毒

方法的病变分数进行单因素方差分析，结果见表 ２：
在显著水平 α ＝ ０． ０５ 时，气囊注射 ０． ４ × １０９ ＣＣＵ、
０． ２ ×１０８ ＣＣＵ 和 ０． ４ × １０８ ＣＣＵ 的 Ｆ 值均大于 Ｆ 临

界值，Ｐ 值小于 ０． ０５，与喷雾结果差异显著；气囊注

射 ０． ２ ×１０９ ＣＣＵ 的 Ｆ 值均小于 Ｆ 临界值，Ｐ 值大于

０． ０５，与喷雾结果无显著差异。

表 １　 不同攻毒方法的气囊病变分数结果

Ｔａｂ １　 Ａｉｒ ｓａｃ ｌｅｉｓｉｏｎ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｍｅｔｈｏｄｓ
攻毒方式 数量 活菌数 ／ （ＣＣＵ·ｍＬ － １） 气囊病变记分 方差

喷雾 １０ １０９ １ ３ ２ ３ ３ ３ ０ ４ ３ ４ １． ６

喷雾对照组 ５ ／ ０ ０ ０ ０ ０ ／ ／ ／ ／ ／ ／

气囊注射 ０． ４ ｍＬ
１０ １０９ ４ ４ ３ ４ ４ ３ ４ ４ ４ ３ ０． ２３
１０ １０８ ３ ４ ４ ４ ３ ４ ３ ３ ４ ４ ０． ２８
１０ １０７ １ ２ １ ３ ３ ２ １ ３ １ ２ ０． ８８

气囊注射 ０． ２ ｍＬ
１０ １０９ ２ ２ ３ ４ ４ ３ ４ ４ ３ ３ ０． ３２
１０ １０８ ３ ３ ３ ４ ４ ２ ３ ２ ３ ４ ０． ２３
１０ １０７ １ ３ ２ ２ ３ １ １ １ １ ２ ０． ８２

气囊注射对照组 ５ ／ ０ ０ ０ ０ ０ ／ ／ ／ ／ ／ ／
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表 ２　 不同剂量气囊注射与喷雾攻毒方法气囊病变结果方差分析

Ｔａｂ ２　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｅｒｏｓｏｌ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ａｎｄ ａｉｒ ｓａｃ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ
攻毒剂量 ／ （ＣＣＵ·ｍＬ － １） 方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值 Ｆ 临界值

０． ４ ｍＬ × １０９

０． ４ ｍＬ × １０８

０． ２ ｍＬ × １０９

０． ２ ｍＬ × １０８

组间 ６． ０５ １ ６． ０５ ６． ６ ０． ０１９３１４

组内 １６． ５ １８ ０． ９１６６６７ ／ ／

总计 ２２． ５５ １９ ／ ／ ／

组间 ５ １ ５ ５． ３５７１４３ ０． ０３２６５１

组内 １６． ８ １８ ０． ９３３３３３ ／ ／

总计 ２１． ８ １９ ／ ／ ／

组间 ０． ４５ １ ０． ４５ ０． ４６８２０８ ０． ５０２５２８

组内 １７． ３ １８ ０． ９６１１１１ ／ ／

总计 １７． ７５ １９ ／ ／ ／

组间 ４． ０５ １ ４． ０５ ４． ４１８１８２ ０． ０４９９

组内 １６． ５ １８ ０． ９１６６６７ ／ ／

总计 １７． ７５ １９ ／ ／ ／

４． ４１３８７３

　 　 “ ／ ”表示无数据

２． ５　 气囊注射攻毒方法的评价　 ２． ４ 项结果表明，
气囊注射 ０． ２ ｍＬ １０９ ＣＣＵ ／ ｍＬ 的冻干培养物与现

行喷雾方法无显著差异，选用该攻毒剂量进行气囊

注射攻毒。 两次效力检验攻毒对照组气囊病变分

数结果见表 ３：两次气囊注射攻毒分数无明显差异，
和喷雾方法相比，分数也无明显差异。

表 ３　 不同攻毒方法两次效力检验的气囊病变分数

Ｔａｂ ３　 Ａｉｒ ｓａｃ ｌｅｉｓｉｏｎｓ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｔｗｏ ｐｏｔｅｎｃｙ ｔｅｓｔｓ

攻毒方法 分组 数量 活菌数 ／ （ＣＣＵ·ｍＬ － １） 气囊病变记分

第一次喷雾

对照组 ６
免疫组 １ ８
免疫组 ２ ８
免疫组 ３ ８
免疫组 ４ ８
免疫组 ５ ８

１０９

３ ３ ３ １ ２ １ ／ ／
１ １ １ １ ０ ２ ０ ０
０ １ ０ ０ ０ １ ２ １
０ １ ０ ０ ０ １ １ ０
０ １ ０ ０ １ ０ １ １
１ ０ ０ ０ １ ０ ０ １

第一次气囊
注射（０． ２ ｍＬ）

对照组 ６
免疫组 １ ８
免疫组 ２ ８
免疫组 ３ ８
免疫组 ４ ８
免疫组 ５ ８

１０９

２ ３ ３ ３ ２ ３ ／ ／
０ ０ ２ １ １ ０ １ ２
１ １ ０ １ ０ ２ ０ １
２ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １
１ ０ １ ０ １ １ １ ０
０ ２ ０ １ ０ ０ １ ０

第二次喷雾

对照组 ６
免疫组 １ ８
免疫组 ２ ８
免疫组 ３ ８
免疫组 ４ ８
免疫组 ５ ８

１０９

３ ２ ２ １ ３ ０ ／ ／
１ ０ １ ０ １ ０ ２ ０
１ ２ ０ ０ ０ ０ ０ １
０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０
０ ２ １ ０ ０ ０ ０ ０
１ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０

第二次气囊
注射（０． ２ ｍＬ）

对照组 ６
免疫组 １ ８
免疫组 ２ ８
免疫组 ３ ８
免疫组 ４ ８
免疫组 ５ ８

１０９

２ ２ ３ ３ ３ ２ ／ ／
１ ０ １ ２ １ １ ０ １
１ ０ ３ ０ １ ０ ０ ０
１ ０ ０ ０ ０ １ ０ １
０ １ １ ０ １ １ １ ０
０ １ ０ ０ ０ ０ ２ １
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　 　 两次效力检验结果比较见表 ４。 结果表明，
５ 家企业 ５ 批产品采用两种攻毒方法进行效力检验

平均气囊保护率无明显差 异， 检 验 结 果 符 合

率 １００％ 。

表 ４　 不同攻毒方法两次效力检验的结果比较

Ｔａｂ ４　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｔｗｏ ｐｏｔｅｎｃｙ ｔｅｓｔｓ

企业编号
平均气囊保护率 ／ ％

第一次喷雾 第一次气囊注射 第二次喷雾 第二次气囊注射
检验结果 符合率

１ ６５． ４ ６７． ２ ６２． ５ ６５ 符合规定 １００％

２ ７１． ２ ７１． ９ ７２． ７ ７５ 符合规定 １００％

３ ８２． ７ ８５． ９ ８６． ３ ８５ 符合规定 １００％

４ ７７． ０ ７６． ６ ７９． ５ ７５ 符合规定 １００％

５ ８２． ７ ８１． ３ ８６． ３ ８０ 符合规定 １００％

３　 结论与讨论

目前国内外鸡毒支原体灭活疫苗效力检验均

采用喷雾攻毒法。 在鸡毒支原体的研究过程中，有
多种方法用于鸡的攻毒感染试验，包括鼻、眼、窦和

气管内的接种［７］，气囊注射［８］、气雾攻毒［９］、肺内注

射［１０］。 据赖月辉等 ２０１８ 年报道［１１］ 气囊攻毒的病

变比肺内攻毒出现的病变更典型，效果更好，具有

良好的重复性。 采用气囊注射具有易定位、易操作

和接种量更精确的优点，直接感染气囊，避免了喷

雾攻毒试验鸡由于吸入量可能不同导致感染剂量

不均一，发病情况差异大的问题。 同时，采用注射

攻毒，所需培养物量少，易于制备，并利于隔离器消

毒处理，大大降低了生物安全隐患。
采用新鲜培养物攻毒，需要每次预培养摸索攻

毒菌株在该批培养基的生长曲线，并据此重新培养

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

究制备了冻干攻毒用培养物，保存于 － ８０ ℃，通过

攻毒试验确定了攻毒剂量，应用于两次鸡毒支原体

疫苗效力检验中，结果表明，在此段时间内活菌数

和毒力均保持稳定，且效力检验结果与喷雾方法无

显著差异。 将其应用于效力检验将减少复苏强毒

菌种和再培养等步骤，降低工作量。 每次采用同一

批攻毒用冻干培养物，提高了检验结果的准确性和

可重复性，提升了检验效率，为研制攻毒用标准品

提供实验依据。
未来可通过不同保存条件、保存时长内活菌数

和毒力稳定性的监测，确定本研究中冻干培养物的

保存要求和时限。 同时可考虑筛选一种新的冻干

保护剂，提高其在不同温度环境存放的稳定性并延

长保存期，实现对外供应，为提高鸡毒支原体疫苗

效力评价水平奠定基础。
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