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［摘　 要］ 　 为建立马丁琼脂培养基质量控制标准，系统评价马丁琼脂培养基适应性和促生长能力，

运用多杀性巴氏杆菌、丹毒杆菌和链球菌类活疫苗活菌计数参考品，通过活菌计数统计分析，对新

鲜马丁琼脂、干粉马丁琼脂或改良马丁琼脂进行适应性和促生长能力系统测试。 结果显示：新鲜马

丁琼脂、干粉马丁琼脂和改良马丁琼脂均对多杀性巴氏杆菌、丹毒杆菌、链球菌的适应性和促生长

能力差异显著，需同时选择巴氏杆菌类、丹毒杆菌类、链球菌类活疫苗计数参考品评价马丁琼脂培

养基的适应性和促生长能力，表明活菌计数参考品用于建立马丁琼脂质量控制标准是可行的。
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　 　 活菌含量是影响兽用细菌类活疫苗安全性和免

疫效力的关键指标，其通过活菌计数法测定。 计数准

确是生产合格产品的前提，也是客观评价产品质量的

基本要求。 马丁琼脂培养基是《中国兽药典》规定的

链球菌、巴氏杆菌、猪丹毒杆菌类兽用生物制品重要的

生产和检验培养基［１ －２］，尚无统一质量标准。 培养基

的生产企业一般从培养基的性状、无菌检验和 ｐＨ 值

测定等参数对培养基进行质量控制，对于生产和检验

最重要的参数—适应性和促生长能力，因缺少质控依

据而未控制。 培养基的适应性和促生长能力又是影

响计数结果的关键因素。 因此，系统评价活菌计数培

养基的适应性和促生长能力，建立检验培养基质量控

制标准，对客观评价兽用细菌类疫苗质量意义重大。

多杀性巴氏杆菌、链球菌、猪丹毒杆菌和沙门氏

菌活菌计数参考品［３ － ５］是由本实验室经过长期研究

制备而成，参考品经协作标定定值，具有良好的均一

度和稳定性，在 － ７０ ℃保存 ５ 年以内其活菌数不下

降。 可作为相应产品活菌计数检验的对照品用于计

数过程的质量控制，判断检验结果是否有效，尤其是

对于评估检验用培养基质量的影响有重要意义。

《中国兽药典》中用于多杀性巴氏杆菌、链球菌

和猪丹毒杆菌类产品活菌计数检验的马丁琼脂培

养基制备方法一致，但马丁琼脂培养基成品质量受

多种因素的影响。 ２０１６ － ２０１９ 年监督或复核检验

中猪瘟、猪丹毒、猪多杀性巴氏杆菌三联活疫苗活

菌计数检验中曾 ３ 次出现猪丹毒活菌计数结果符

合规定，多杀性巴氏杆菌计数结果为 ０ 的情况，初

步表明猪丹毒和多杀性巴氏杆菌对马丁琼脂培养

基的适应性有显著差异。 本研究拟用活菌计数参

考品对 ２０２０ 年 ９ 月至 ２０２１ 年 １２ 月购自不同厂家

的干粉或新鲜马丁琼脂培养基进行监测，以评价马

丁琼脂培养基的适应性和促生长能力，以期为建立

马丁琼脂培养基质量控制标准提供依据。

１　 材料与方法

１． １　 参考品　 多杀性巴氏杆菌类活疫苗活菌计数

参考品，批号：２０１７０１，菌数 ２． １ × １０１０ ～ ３． ０ × １０１０

ＣＦＵ ／瓶，丹毒杆菌类活疫苗活菌计数参考品，批号：

２０１７０１，４． ３ ×１０１０ ～６． ３ ×１０１０ＣＦＵ ／瓶，链球菌类活疫

苗活菌计数参考品，批号：２０１８０１，８． ５ × １０７ ～ １． ２ ×
１０８ＣＦＵ ／瓶，均由中国兽医药品监察所研制和标定。

多杀性巴氏杆菌类活菌计数参考品、链球菌类

活菌计数参考品、丹毒杆菌类活菌计数参考品均用

１０ ｍＬ 马丁肉汤溶解，分别 １０ 倍系列稀释至 １０ －６ ／ ３、
１０ －５、１０ －６ ／ ５ 稀释度，充分混匀后滴定 ３ 付马丁琼脂

平板，０． １ ｍＬ ／付，３７ ℃培养，多杀性巴氏杆菌类活菌

计数参考品 ２４ ｈ 后计数，链球菌类活菌计数参考品

１６ ｈ 后计数，丹毒杆菌类活菌计数参考 ４８ ｈ 后计数。

１． ２　 培养基及试剂　 新鲜马丁琼脂、马丁琼脂干

粉、新鲜改良马丁琼脂、改良马丁琼脂干粉、马丁肉

汤培养基为 ２０２０ 年 ９ 月至 ２０２１ 年 １２ 月从不同公

司购买或本实验室配制。 新鲜马丁琼脂培养基为

根据《中国兽药典》附录用牛肉汤和猪胃消化液为

主要原材料配制而成；改良马丁琼脂新鲜培养基为

根据《兽用生物制品规程》二〇〇〇版附录配制而

成；马丁琼脂干粉、改良马丁琼脂干粉培养基为市

售干粉培养基，按照说明书将干粉和适宜体积的蒸

馏水煮沸溶化后，分装高压制成；健康动物血清为

新生牛血清，购自 ＧＩＢＣＯ，批号：１８５２６３２，裂解血细

胞全血，由本实验室制备，批号 ２０２００１。

１． ３　 活菌计数检验培养基的制备　 丹毒杆菌、链球

菌类活疫苗计数参考品计数培养基：将马丁琼脂（含

改良马丁琼脂和干粉配制备的马丁琼脂，下同）融化

后冷却至 ５５ ℃左右，加入预热的 １０％健康动物血清，

混匀后制备平板，１５ ～２０ ｍＬ ／付；多杀性巴氏类活疫苗

计数参考品计数培养基：将马丁琼脂融化后冷却至

５５ ℃左右，加入预热的 ４％健康动物血清和 ０． １％裂

解血细胞全血，混匀后制备平板，１５ ～２０ ｍＬ ／付。

１． ４　 监测方法　 ２０２０ 年 ９ 月至 ２０２１ 年 １２ 月，用

巴氏杆菌、丹毒杆菌和链球菌类活疫苗计数参考品

对马丁琼脂类产品进行监测，对其适应性与促生长

能力进行评价，共监测新鲜马丁琼脂培养基 ２２ 批，

马丁琼脂干粉培养基 ２ 批，改良马丁琼脂干粉培养

基 ２ 批，新鲜改良马丁琼脂 ３ 批。

每批培养基监测试验均随机抽取巴氏杆菌、丹
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毒杆菌、链球菌类活疫苗活菌计数参考品各 １ 支，

根据参考品说明书的要求，用马丁肉汤培养基稀

释，按现行《中国兽药典》附录活菌计数法的要求计

数。 将多杀性巴氏杆菌、丹毒杆菌、链球菌类活疫

苗活菌计数参考品最终稀释度的菌液分别滴待监

测培养基平板，每批平板各 ３ 付。 ３７ ℃培养适宜时

间后计菌落数，分别计算每批培养基测试的每瓶活

菌计数参考品含有的菌落形成单位数（ＣＦＵ）。

参考品含菌数（ＣＦＵ） ＝ 三付平板菌落形成单

位数的平均值 ×稀释倍数 ×溶解体积

注意事项：参考品用之前取出恢复至室温后立

即使用；滴定平板后菌液勿流到平板边缘；待表面

晾干后置于适宜温度下倒置培养；三付平板菌落数

相差小于 ５０％计数结果有效。

２　 结　 果

２． １　 促生长能力 　 结果显示：所有被监测培养基

对猪丹毒计数参考品的促生长能力良好；新鲜马丁

琼脂培养基中有 １０ 批同时对猪丹毒、巴氏杆菌和

链球菌类活疫苗计数参考品促生长能力良好，占

４５􀆰 ４％ ，８ 批对巴氏杆菌类活疫苗计数参考品促生

长能力差（７ 批不生长，１ 批不在参考品标定范围

内），占新鲜培养基的 ３６． ４％ ，５ 批对链球菌类计数

参考品的促生长能力差，占 ２２． ７％ ，０ 批同时对巴

氏杆菌和链球菌的促生长能力差；３ 批新鲜改良马

丁琼脂中 ２ 批对链球菌促生长能力差，１ 批对巴氏

杆菌促生长能力差；２ 批马丁琼脂干粉均对于巴氏

杆菌促生长能力差；２ 批改良马丁琼脂干粉培养基

中 １ 批对 ３ 种菌的促生长能力良好，１ 批不适于巴

氏杆菌的生长（表 １、表 ２）。 结果表明：丹毒杆菌、

多杀性巴氏杆菌和链球菌对马丁琼脂培养基的促

生长能力存在明显差异。

２． ２　 适应性　 结果显示，计数结果在协作标定范

围内的参考品在培养基上生长，其菌落大小均匀

一致，延长培养时间不会有新菌落长出，说明培养

基对参考品的适应性良好，而参考品在适宜稀释

度的平板无菌落生长，或计数结果不在参考品标

定范围内 （如新 鲜 马 丁 琼 脂 培 养 基 ２０２１０４２０

批），或菌落大小不一（图 １），延长培养时间仍会

有新菌落长出，说明对培养基的适应性不良。 除

巴氏杆菌类活疫苗计数参考品在 ２０２１０４２０ 批培

养基上计数不在参考品范围内和无菌生长的培养

基，其余参考品在培养基上生长菌落均大小均匀

一致，结果表明：培养基的适应性和促生长能力

是相互联系的，适应性差的一般促生长能力

不良。

２． ３　 参考品稳定性　 ２８ 批培养基对丹毒杆菌活菌

计数参考品的计数果均参考品标定的范围内，１８

批巴氏杆菌活菌计数参考品生长的培养基中 １７ 批

计数结果在参考品范围内，１ 批略低于标定范围，２１

批链球菌生长的培养基中链球菌计数结果均在参

考品标定范围内。 表明参考品的稳定性良好，计数

结果在参考品的范围内的培养基用于活菌计数的

检验，其效率和可信度均增加。

３　 讨论与小结

活菌计数结果受诸多因素影响［６］，检验员严格

按照标准操作规程进行操作，仍存在差异，但培养

基的影响因素更大，根据本实验室的研究数据，对

某些菌适应性不好的培养基计数结果可能相差若

干数量级。 美国联邦法规（９ＣＦＰ）将对照品加入活

菌计数的过程，对照品计数结果有效作为待检样品

计数结果判定的前提。 本实验室研制的活菌计数

参考品与 ９ＣＰＲ 中用的对照品有类似作用（根据我

国的法规，判定结果有效的条件有区别），可有效评

价检验结果的有效性或分析影响因素。 但每次活

菌计数均加入参考品略显繁琐。 培养基是影响活

菌计数结果最关键的因素之一，研究有效的质控活

菌计数培养基质量的方法对提高检验效率和检验

结果的互认水平有十分重要的意义，但目前国内外

针对活菌计数检验培养基适应性和促生长能力的

研究较少。

·３２·
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表 １　 ２０２０ 年 １０ 月至 ２０２１ 年 １２ 月马丁琼脂培养基适应性和促生长能力监测结果

Ｔａｂ １　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｄａｐｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｍａｒｔｉｎ ａｇａｒ， ｆｒｏｍ Ｏｃｔ ２０２０ ｔｏ Ｄｅｃ ２０２１

培养基编号 名称及批号
活菌计数参考品每瓶含量

丹毒杆菌类 ／ １０１０ＣＦＵ 巴氏杆菌 ／ １０１０ＣＦＵ 链球菌类 ／ １０８ＣＦＵ

１ 新鲜马丁琼脂 ２０２０１１０１９ ４． ８ ０ １． ２

２ 新鲜马丁琼脂 ２０２０１１１７ － １ ４． ９ ２． ４ １． ２

３ 新鲜马丁琼脂 ２０２０１１１７ － ２ ５． ０ ２． ３ １． ０

４ 新鲜马丁琼脂 ２０２０１１１７ － ３ ５． ３ ２． ２ １． ０

５ 新鲜马丁琼脂 ２０２０１２１５ － １ ５． ２ ２． １ １． ２

６ 新鲜马丁琼脂 ２０２０１２１５ － ２ ４． ６ ２． １ １． ０

７ 新鲜马丁琼脂 ２０２０１２１５ － ３ ４． ８ ２． １ １． ２

８ 新鲜马丁琼脂 ２０２１０２２３ ５． ０ ２． １ １． ２

９ 新鲜马丁琼脂 ２０２１０４２０ ５． ３ ０． ９ ０

１０ 新鲜马丁琼脂 ２０２１０５１１ － １ ４． ６ ０ １． ０

１１ 新鲜马丁琼脂 ２０２１０５１１ － ２ ４． ５ ０ １． １

１２ 新鲜马丁琼脂 ２０２１０５１１ － ３ ４． ８ ０ １． １

１３ 新鲜马丁琼脂 ２０２１０５２３ ４． ７ ２． １ ０

１４ 新鲜马丁琼脂 ２０２１０６２９ － １ ４． ４ ０ １． １

１５ 新鲜马丁琼脂 ２０２１０６２９ － ２ ４． ２ ０ １． ０

１６ 新鲜马丁琼脂 ２０２１０６２９ － ３ ４． ３ ０ １． ２

１７ 新鲜马丁琼脂 ２０２１０９０４ － １ ５． ０ ２． １ １． １

１８ 新鲜马丁琼脂 ２０２１０９０４ － ２ ５． ２ ２． １ １． １

１９ 新鲜马丁琼脂 ２０２１０９０４ － ３ ５． ２ ２． １ １． ２

２０ 新鲜马丁琼脂 ２０２１１０１４ ４． ４ ２． ２ ０

２１ 新鲜马丁琼脂 ２０２１１１１６ ４． １ ２． ４ ０

２２ 新鲜马丁琼脂 ２０２１１１２３ ４． ３ ２． １ ０

２３ 马丁琼脂干粉（２０２０１０１９） ４． ９ ０ １． ０

２４ 马丁琼脂干粉（２０２１０５１１） ４． ４ ０ １． ２

２５ 改良马丁琼脂干粉（２０２０１００９） ５． ７ ２． ２ １． １

２６ 改良马丁琼脂干粉（２０２１０５２３） ５． １ ０ １． ２

２７ 新鲜改良马丁琼脂（２０２０１００９） ４． ２ ２． ４ ０

２７ 新鲜改良马丁琼脂（２０２１０３２３） ４． ７ ２． １ ０

２８ 新鲜改良马丁琼脂（２０２１０５２３） ４． ４ ０ １． １

表 ２　 参考品在新鲜马丁琼脂培养基上生长情况统计

Ｔａｂ ２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｎ ｆｒｅｓｈ Ｍａｒｔｉｎ ａｇａｒ ｍｅｄｉｕｍ
生长情况 比例 百分比 ／ ％

丹毒杆菌、链球菌、多杀性巴氏杆菌均生长 １０ ／ ２２ ４５． ４

丹毒杆菌、链球菌生长，多杀性巴氏杆菌不生长 ７ ／ ２２ ３１． ８

丹毒杆菌、多杀性巴氏杆菌生长，链球菌不生长。 ５ ／ ２２ ２２． ７

丹毒杆菌生长，链球菌、多杀性巴氏杆菌不生长 ０ ０

丹毒杆菌、链球菌、多杀性巴氏杆菌均不生长 ０ ０

·４２·
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Ａ：生长不良，菌落大小不一，延长培养时间，会有新菌落长出；Ｂ：菌落大小均匀；Ｃ：不生长

Ａ：Ｐｏｏｒ ｇｒｏｔｈ ｗｉｔｈ ｖａｒｙ ｓｉｚｅｓ， ｎｅｗ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｗｏｕｌｄ ｇｒｏｗ ｏｕｔ ｉｆ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ；

Ｂ：Ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｗｅｒｅ ｕｎｉｆｏｒｍ ｉｎ ｓｉｚｅ；Ｃ：Ｎｏ ｇｒｏｗｔｈ

图 １　 多杀性巴氏杆菌计数参考品在不同批次马丁琼脂培养基上的生长状态

Ｆｉｇ １　 Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｍａｒｔｉｎ ａｇａｒ ｍｅｄｉｕｍ

　 　 根据本研究结果，巴氏杆菌、链球菌和猪丹毒

杆菌对依据《中国兽药典》规定制备的马丁琼脂的

适应性和促生长能力有显著的差异。 通过为期 １

年多对各种马丁琼脂的监测结果，能同时满足 ３ 种

菌适应性和促生长能力的培养基仅占 ３５． ７％ 。 根

据《中国兽药典》规定，活菌计数检验培养基为新鲜

马丁琼脂培养基，统计 ２２ 批新鲜马丁琼脂培养基

的监测结果，同时适于 ３ 种菌活菌计数的培养基比

例为 ４５． ４％ ，因此，对活菌计数检验培养基的质控

非常必要。

按照《中国兽药典》附录的工艺制备的新鲜马

丁琼脂培养基，是按照特定工艺用牛肉制备牛肉

汤、猪胃制备猪胃消化液，将牛肉汤、猪胃消化液和

一定比例的琼脂粉、ＮａＣｌ 等混合配制而成，因制备

过程受诸多因素影响，批间差异较大。 其影响因素

待进一步研究。 马丁琼脂干粉培养基是由葡萄糖、
蛋白胨等干制营养成分组合而成，改良马丁琼脂干

粉培养基是在马丁琼脂干粉培养基的基础上通过

调整配比、增加营养成分等提高培养基的促生长能

力的改良培养基。 目前不同厂家生产的马丁琼脂

干粉或改良马丁琼脂干粉培养基均无固定配方和

质量标准，且与新鲜马丁琼脂存在同样的缺点，因

此尽管新鲜马丁琼脂培养基存在适应性和促生长

能力不稳定的缺陷，但仍然是目前《中国兽药典》规
定的活菌计数培养基。

因培养基的生产工艺复杂，影响因素众多［７］，

通过控制生产工艺稳定培养基的质量非常困难。
加上巴氏杆菌、链球菌和猪丹毒杆菌对依据《中国

兽药典》规定制备的马丁琼脂的适应性和促生长能

力有显著的差异。 因此，考虑培养基的应用目的，
参考无菌检验培养基和支原体检验培养基质量控

制方法及人用药物注册技术要求国际协调会

（ＩＣＨ）和《中国药典》对微生物限度检查用 ＴＳＡ 的

质控要求［８，９］，选择多杀性巴氏杆菌、丹毒杆菌和链

球菌类活菌计数参考品为参考，评价成品培养基的

适应性和促生长能力是比较有效地选择。 因此拟

建立的马丁琼脂培养基质量标准为：性状为熔化后

为黄色澄明液体；无菌检验，应无菌生长；ｐＨ 值为

熔化后温度降至 ５０ ℃测定 ｐＨ 值，应在 ７． ２ ～ ７． ６；
适应性和促生长能力：用培养基对巴氏杆菌、丹毒

杆菌和链球菌类活疫苗计数参考品进行活菌计数，
计数结果均应在参考品的协作标定范围内。 培养

基的生产企业根据马丁琼脂培养基的质控标准对

活菌计数成品培养基进行质量控制，检验合格后出

·５２·
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厂，可以有效提高培养基的批间稳定性。
本研究结果表明，多杀性巴氏杆菌、丹毒杆菌

和链球菌类活疫苗活菌计数参考品同时用于马丁

琼脂培养基成品的适应性和促生长能力评价，能有

效筛选出适于活菌计数检验的马丁琼脂培养基。
适应性和促生长能力符合要求的马丁琼脂培养基

用于以上 ３ 类产品的检验，可避免培养基因素导致

的检验结果不确定、不一致或不生长等问题，更科

学高效地评价细菌活疫苗的产品质量。
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