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摘要 为了确保猪肺疫内蒙系弱毒菌苗的生物安全,保证其对猪肺疫的预防效果,试验通过菌苗水分测定、

活菌苗纯粹检验、活菌苗计数检验、菌苗安全检验及菌苗效力检验,对其生物安全进行综合评定。结果显示:猪

肺疫内蒙系弱毒菌苗水分含量在3%以下;无杂菌存在;计数结果与出厂时标注的头份数相符;安全检验中免疫

动物均存活;效力检验中免疫组小白鼠均存活,对照组小白鼠均死亡。表明猪肺疫内蒙系弱毒菌苗各项检验合

格,可用于实际生产。
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  猪肺疫又名猪巴氏杆菌病,俗称“清水喉”或“锁
喉风”,是由巴氏杆菌引起的一种急性、热性传染病,
以败血症、咽喉炎和胸膜肺炎为主要特征。本病的

发生与猪体抵抗力及病原毒力有很大关系,健康猪

约30%带菌;饲养管理不善、长途运输、发生寄生虫

病等,可使猪体抵抗力降低,引起猪只内源性感染。
本病虽一年四季都可发生,但在气候多变的早春、晚
秋多见,常与猪瘟及猪肺炎支原体病混合感染或继

发感染。病猪的分泌物不断排出有毒力的病原菌,
经消化道、呼吸道或皮肤、黏膜的伤口感染健康猪。
本病一般为散发,但毒力较强的病原菌有时可引起

地方性流行[1]。猪肺疫内蒙系弱毒菌苗对于猪肺疫

有很好的预防效果,所以其药品本身的纯粹性、效价

性及安全性显得特别重要。鉴于菌苗本身的特性,
本试验采用合适的方法[2-10]对猪肺疫内蒙系弱毒菌

苗的安全特性进行了检验,以确保菌苗的安全。

1 材料与方法

1.1 试验动物

小白鼠(18~22g)和豚鼠(300~400g)均购于

山西医科大学。

1.2 主要试剂

猪肺疫内蒙系弱毒菌苗(批号为20120201,山

西隆克尔生物制药有限公司生产);C44-1猪肺疫

强毒菌(山西隆克尔生物制药有限公司提供);普通

肉汤(pH值为7.2~7.4,按23.5g/L配制);营养

琼脂(按32.0g/L配制);固体酪胨琼脂(GA,按

45.0g/L配制);硫乙醇酸盐(TG,按29.5g/L配

制);葡萄糖蛋白胨(GP,按17.0g/L配制)。

1.3 试验准备

观察所使用菌苗的出厂日期、失效日期和贮存

方法,观察菌苗是否有淤结、粘连等异常现象。玻璃

瓶有裂纹、瓶塞松动以及色泽等物理性状与说明书

不一致的菌苗不得使用[7]。

1.4 菌苗的水分测定

1)从每批菌苗中抽取真空良好、冻干均匀、无异

物的样苗4瓶,分别标记为A、B、C、D,记录测定日

期、天气、室温、菌苗名称及其批号等。

2)将冻干苗捣碎后小心倒入称量瓶中,在电子

天平上进行称量,并记录。

3)将盛有药品的称量瓶小心放进65℃干燥箱

中烘干,一直到药品干至恒重为止(约6h);然后,
将盛有药品的称量瓶取出,称重,并记录。

1.5 菌苗的纯粹检验

1)每批菌苗抽样5瓶,去盖留塞,标注批号。

2)准备37℃下TG、GA各5支,25℃下GA、
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TG、GP各5支,按顺序插入试管架,移入超净工

作台。

3)用镊子夹取酒精棉放入手心揉搓消毒,再将

样品瓶塞用酒精棉依次擦拭。然后,点燃酒精灯,在
火焰旁用5mL注射器吸取4mL的普通肉汤小心

注入菌苗药品瓶内,小心轻轻摇动菌苗瓶使菌苗稀

释均匀,待菌样溶解后,分别向盛有各种培养基的试

管中接入0.2mL菌液。

4)接种完成后,分别在37和25℃培养箱中培

养5d,每天对菌的生长情况进行观察,并详细记录。

1.6 菌苗的计数检验

1)准备3组试管(分别标记为Ⅰ号、Ⅱ号、Ⅲ
号),每组7支,排列于试管架上,用10mL吸管分

别向每支试管加4.5mL肉汤。

2)用10mL吸管分别向每瓶样苗加5mL肉

汤。待溶解后,再用1mL吸管从稀释的样苗中吸

取0.5mL加入到Ⅰ号组的第1支试管中,这时稀

释倍数是10-1。

3)用手心轻振样苗10~15次,另换1支1mL
吸管在第1支试管中吸排液体3~5次,以混匀;再
从第1支试管中吸取0.5mL加入到第1组第2支

试管内,此时稀释倍数为10-2。重复上述操作依次

稀释到第7支试管,此时稀释倍数为10-7。

4)再换1支1mL吸管吸排3~5次,吸取适量

滴入2付普通肉汤平皿内(每付0.1mL,分别标为

+Ⅰ号和-Ⅰ号),摇匀后,倒置于37℃恒温箱。

5)对剩余的2瓶样苗进行同样操作,并分别将

相应的平皿标为+Ⅱ号、-Ⅱ号和+Ⅲ号、-Ⅲ号。
培养24h以后,观察并计数。

1.7 菌苗的安全检验

1)以最低菌数计算,将原菌苗稀释成2×109

个/mL,在2只豚鼠的后腿肌肉处注射2.5mL(含
菌5×109个)。

2)将以上豚鼠注射苗再稀释20倍(即成1×108

个/mL),随即向5只小白鼠的皮下注射0.1mL(含
菌1×107个)。

3)观察以上试验动物10d,并进行记录。

1.8 菌苗的效力检验

1)用20%铝胶生理盐水,将猪肺疫内蒙系弱毒

菌苗按最低菌数稀释成1×107个/mL,用稀释菌液

向7只小白鼠的皮下注射0.2mL(含菌2×106个),
观察14d。

2)第12天时,先分别测定冰箱冷藏箱不同位置

的温度(内部6℃、中部7℃、门侧8℃)。然后,用

10mL吸管分别向3支试管(分别标记为1号、

2号、3号)内加入4.5mL肉汤,再向C44-1猪肺

疫强毒菌中加入5.0mL肉汤,待样苗溶解后,摇
匀。之后,用1mL吸管从稀释的样苗中吸取0.5
mL分别加入到1号、2号、3号试管中。最后,将这

3支试管置37℃恒温培养箱内培养1d。

3)第13天时,先准备3组试管(分别标记为

1号、2号、3号),每组6支,排列于试管架上,用10
mL吸管分别向每支试管加4.5mL肉汤。然后,取
出恒温培养箱中的3管强毒苗,从1号样苗试管中

用1mL吸管吸取0.5mL加入到1号组第1个试

管内(即稀释为10-1),用手心轻轻振打10~15次;
另换1支1mL吸管在第1支试管内吸排3~5次

以混匀,之后吸取0.5mL加入第2支试管内。重

复以上步骤,逐个稀释到第6支试管(即稀释为

10-6)。之后,再换1支1mL吸管吸排3~5次,吸
取适量滴入2付普通肉汤平皿内(每付滴0.1mL,
分别标为+1号和-1号),小心将所加液体铺开,倒
置放于37℃恒温箱。最后,对2号与3号菌苗进行

同样操作并分别将相应的平皿标为+2号、-2号

和+3号、-3号。24h后对平皿进行观察并计数。
上述操作完成后,将3管强毒菌分别放入冰箱的内

部(1号)、中部(2号)和门侧(3号)。

4)第14天时,先对平皿计数结果进行统计,依
照统计结果,从冰箱中的3管强毒菌中分别取出适

量菌液进行稀释。然后,挑选5只经猪肺疫内蒙系

弱毒菌苗免疫的小白鼠连同3只对照鼠(未经免

疫),皮下注射30个致死量的C44-1猪肺疫强毒

菌。之后,再另加3只小白鼠做副对照,皮下注射

1个致死量的C44-1猪肺疫强毒菌。最后,观察

1周,对各组小白鼠的生长以及存活情况进行详细

的记录。

5)每天继续对冰箱中的强毒菌进行稀释并接种

至肉汤培养皿中,第2天观察计数,重复5d。

2 结果与分析

2.1 菌苗的水分测定

2013年3月6日,天气为阴天,室温20℃,样
苗批 号 为20120201,恒 温 干 燥 箱 的 设 定 温 度 为

65℃,测定冻干苗中的水分含量如表1所示。
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表1 菌苗水分测定

样苗 A B C D
称量瓶质量/g 10.735 10.637 10.695 10.722
干燥前称量瓶
及样苗质量/g

11.014 10.911 10.970 10.996

干燥后称量瓶
及样苗质量/g

11.006 10.904 10.962 10.988

样苗质量/g 0.279 0.274 0.275 0.274
样苗中水分质量/g 0.008 0.007 0.008 0.008
样苗含水量/% 2.87 2.55 2.91 2.91
 注:样苗含水量=样苗中水分质量/样苗质量×100%

由表1可以看出,采用干燥法通过3次称重得

到的样苗含水量为:A2.87%、B2.55%、C2.91%、

D2.91%。

2.2 菌苗的纯粹检验

经隔日观察,25℃下以GA、TG、GP为培养基

以及37℃下以TG、GA为培养基的菌样均未出现

杂菌,以GA为培养基的菌苗生长良好(见图1),以

GP为培养基的菌样呈絮状(见图2),以TG为培养

基的菌样上下分层且混浊(见图3)。

图1 以GA为培养基的菌苗(右为对照)

图2 以GP为培养基的菌苗(右为对照)

图3 以TG为培养基的菌苗(右为对照)

2.3 菌苗的计数检验

将培养了24h的培养皿从恒温培养箱中取出,
菌苗的计数检验结果见表2。

表2 菌苗计数检验结果 个

样苗
Ⅰ号

+Ⅰ号 -Ⅰ号

Ⅱ号

+Ⅱ号 -Ⅱ号

Ⅲ号

+Ⅲ号 -Ⅲ号

菌数 31 30 29 31 32 31
平均 31 30 31

  由表2可以看出,菌苗的平均计数结果为30
个。因将 原 菌 苗 稀 释10-8,故 最 低 样 苗 菌 数 为

3×109个,根据公式:确定出厂头份数=最低样苗菌

数×5/(3×108),可计算得出菌苗头份数为50。

2.4 菌苗的安全检验

经过10d的观察,发现豚鼠全部存活,小白鼠

也无一死亡;且两者均无发病症状和其他不良反应,
活动、精神状态等表现正常。

2.5 菌苗的效力检验

1)将冰箱内部、中部、门侧的菌苗在培养皿上培

养之后进行计数并将结果汇总(见表3)。
表3 菌苗效力计数测定 个

样苗
1号

+1号 -1号

2号

+2号 -2号

3号

+3号 -3号

第1天 96 94 101 100 119 120
第2天 82 78 97 92 114 120
第3天 75 78 85 82 95 92
第4天 68 61 72 73 83 78
第5天 54 49 65 62 69 66
 注:1号温度为6℃;2号温度为7℃;3号温度为8℃

由表3可以看出,菌落数:3号>2号>1号,且
随着时间的推移菌落成活率下降。

2)观察表明,免疫组小白鼠生活状态良好、无一

死亡,对照组和副对照组中的小白鼠在注射强毒后

迅速死亡。

3 讨 论

3.1 菌苗的水分测定

菌苗的水分含量会对菌苗本身的品质以及稳定

性产生重要影响。菌苗所含残余水分过高,会致使

相当数量的菌苗死亡,从而造成免疫失败。但水分

含量过低,又会使菌体脱水,同样会使菌苗死亡,达
不到免疫的目的[9]。在进行水分测定前,要先对菌

苗进行简单的检查,看清生产日期、批号、贮存温度

等,且要选择肉眼观察无杂质的菌苗。在开盖和测

定时,要确保无杂质引入,且要保证不将菌苗中的冻

干粉洒出,以免对试验结果造成影响。本试验检验
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的4组菌苗的水分含量均小于3%,达到了冻干苗

水分含量的质量检测标准。

3.2 菌苗的纯粹检验

需氧菌适宜在GA固体培养基上生长;需氧菌

适宜在TG液体培养基的上部粉红层生长,而厌氧

菌则适宜在底部;霉菌和腐生菌适宜在GP培养基

上生长。另外,25和37℃覆盖了大多数菌生长的

最适温度范围。为了能综合检验菌苗中是否含有杂

菌,从而更全面地判定菌苗本身的纯粹性,故用

GA、TG和 GP3种不同培养基并在25和37℃
2种不同温度下培养猪肺疫弱毒菌苗。本试验所用

菌苗在GA、TG和 GP3种培养基及25和37℃
2种温度下均未见杂菌生长,而且菌苗弱毒菌株均

有生长,排除了人为等外部因素在试验时将杂菌致

死的可能。故判定所用菌苗的纯粹检验项目合格。

3.3 菌苗的计数检验

免疫接种时,菌苗的用量要合适,超量会导致动

物不适或引起并发症甚至死亡;不足则达不到预防

疾病的目的。所以,计数检验对菌苗含量的检测十

分必要。本试验检验后通过计算得出该菌苗头份数

为50,与菌苗说明书标注的头份数相符。故判定所

用菌苗的计数检验项目合格。

3.4 菌苗的安全检验

对人、畜、环境安全是对各类兽用生物制品最基

本的要求。兽用生物制品质量标准规定:对于预防、
治疗等用途的不同类型的兽用生物制品必须进行安

全检验。根据兽用生物制品研究报告所制定的生物

制品标准说明,用一定的剂量和合适的途径接种实

验动物(家兔、小鼠、豚鼠等),经过一定的观察期,通
过对被接种动物局部或全身的评价,可以反映接种

产品的安全性。本试验中实验动物全部生长正常,
故判定所用菌苗的安全检验项目合格。

3.5 菌苗的效力检验

鉴于猪肺疫病原菌能使小白鼠发病,使之产生

免疫原性,而且能在小白鼠体内产生免疫反应。故

本试验选用小白鼠作为攻毒实验模型。
在攻毒时,为了确定当天要为小白鼠注射的

C44-1猪肺疫强毒菌的数量,故要对冰箱不同位置

的C44-1猪肺疫强毒菌进行培养计数,这样当天

取出培养了24h的平皿中的菌落数即为前1d试

管中强毒菌的菌存数,而且由表3统计结果可以得

出每天冰箱中的强毒菌会以10%的速度死亡。所

以,在第14天时,再用C44-1猪肺疫强毒菌攻击

免疫组、对照组以及副对照组小白鼠时,可以由当天

平皿中的菌存数推算出为小白鼠注射的强毒菌量。
试验结果表明,该菌苗所能保护的免疫组的小白鼠

为5/5,已经达到了保护4/5以上的标准。故判定

所用菌苗的效力检验项目合格。
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