
中国药事  2023 年 2 月  第 37 卷  第 2 期210

作者简介：董姣姣  Tel：15510296255；E-mail：djj2009@163.com

通信作者：王金恒   Tel：13910059925；E-mail：wangjinheng@nifdc.org.cn

支原体液体培养基质控菌生长分析

董姣姣1，杨江威1，赵卓1，王金恒2*（1. 北京三药科技开发公司，北京 100176；2. 中国食品药

品检定研究院，北京 100050）

摘要 目的：摸索肺炎支原体在支原体肉汤培养基和口腔支原体在精氨酸支原体肉汤培养基中的生长规

律，比较不同密闭方式对支原体液体培养基灵敏度的影响，同时考察液体培养基基础的有效期。方法：

采用变色单位试验法测试肺炎支原体和口腔支原体在相应液体培养基不同培养时间段的颜色变化单位

（CCU），并绘制生长曲线。使用3种不同密闭方式的器具制备液体培养基并检测灵敏度。测试液体培

养基基础存放0、15、30、60和90天的灵敏度。结果：使用3种不同密闭方式培养，支原体肉汤培养基和

精氨酸支原体肉汤培养基灵敏度均达到109 CCU·mL-1。支原体肉汤基础和精氨酸支原体肉汤基础存放

于2~8 ℃有效期为90天。结论：本试验为支原体液体培养基灵敏度的检查和研究提供依据。
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Growth Analysis of Quality Control Strains in Mycoplasma Liquid Culture 
Medium
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Abstract   Objective:  To explore the growth regularity of Mycoplasma pneumoniae in mycoplasma broth 
medium and Mycoplasma oral in arginine mycoplasma broth medium, compare the eff ects of diff erent airtight 
ways on the sensitivity of mycoplasma liquid medium, and investigate the storage validity period of prepared 
liquid basic medium. Methods: The color change unit (CCU) of Mycoplasma pneumoniae and Mycoplasma oral 
in the diff erent growth stages was measured by the color change unit test, and their growth curve was drawn. The 
liquid culture medium was prepared by using three different sealed instruments and the sensitivity was tested. 
The sensitivity of prepared liquid basic medium was tested at 0, 15, 30, 60 and 90 days. Results: The sensitivity 
of both mycoplasma broth medium and arginine mycoplasma broth medium reached 109 CCU·mL-1 in tightly 
stoppered containers with three kinds of instruments. The validity period of mycoplasma broth and arginine 
mycoplasma broth basic medium was 90 days at 2-8 ℃. Conclusion: This experiment provided a reference for the 
test and study of the sensitivity of mycoplasma liquid medium.
Keywords:   quality control strains; growth curve; color change unit (CCU); mycoplasma medium; validity period
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在生物制品生产过程中，支原体是常见的造

成严重细胞或组织污染的因素之一。支原体引起的

污染可以持续很长一段时间而不造成明显的细胞损

伤，在培养液中几乎可以影响代谢的每一个途径，

包括改变细胞的表型特征和影响细胞正常生长，但

又难以通过肉眼观察到明显的混浊现象[1]。研究人

员[2]对79株生物制品生产用细胞库细胞进行无菌、

支原体及外源病毒污染检测，未发现任何一株细胞

存在细菌、真菌污染，支原体污染细胞的阳性率为

12.7%，外源病毒污染率为6.3%，表明在疫苗、生

物技术产品、基因治疗产品及组织工程产品生产用

细胞中均存在不同程度的支原体污染，应加强控制

和检测支原体。

采用培养法检测支原体具有准确性好、结果

稳定的特点[3]，但对培养基的要求较高。《中华人

民共和国药典》2020年版3301支原体检查法中推荐

使用的支原体液体培养基，包含支原体肉汤培养基

和精氨酸支原体肉汤培养基。支原体肉汤培养基

的质控菌株为肺炎支原体，精氨酸支原体肉汤培

养基的质控菌株为口腔支原体，在进行支原体检查

前需确保所使用的培养基灵敏度符合要求[4]。培养

基灵敏度的检测方法采用变色单位试验法（Color 

Change Unit，CCU），该方法对于实际操作要求较

高，质控菌种的生长状态、培养条件、培养体系均

会影响培养基灵敏度。本试验旨在测定并绘制肺炎

支原体在支原体肉汤培养基和口腔支原体在精氨酸

支原体肉汤培养基中的生长曲线，考察不同密闭方

式对培养基灵敏度的影响，同时测定灭菌后支原体

肉汤基础和精氨酸支原体肉汤基础的有效期，为培

养基的灵敏度检查和使用提供数据参考。

1   材料与方法
1.1   器具与仪器

中试管（18 mm ×180 mm），橡胶塞（不透气），

螺旋盖试管（18 mm×150 mm），生化培养箱（赛

福，型号SPX-450），高压灭菌锅（HIRAYAMA，型号

HVE-50），生物安全柜（Haier，型号HR40-ⅡA2）。

1.2   培养基及血清

支原体肉汤培养基和精氨酸支原体肉汤培养

基，均由北京三药科技开发公司实验室制备。新生

牛血清（浙江天杭，批号：19040103）。

1.3   菌种

肺炎支原体（Mycoplasma pneumoniae）ATCC 

15531和口腔支原体（Mycoplasma orale）ATCC 

23714，均由中国食品药品检定研究院提供。

1.4   培养基配制

按照产品说明进行配制，分装8 mL·支-1，

121 ℃灭菌15 min，备用。临用前每支试管加入2 

mL新生牛血清（培养基：血清体积比为8∶2）。

1.5   菌液制备

分别将肺炎支原体接种至支原体肉汤培养

基，口腔支原体接种至精氨酸支原体肉汤培养基

中，经36℃±1℃密闭培养（微需氧状态）至培养

基变色，即支原体肉汤培养基由西瓜红色变为黄

色，精氨酸支原体肉汤培养基由橙黄色变为玫红

色。各自盲传两代，取变色的培养管作为接种管。

1.6   生长曲线

取接种管进行10倍系列稀释，选取适当稀释

度的菌悬液接种至相应的培养基中，采用变色单位

试验法自第0天开始每隔24 h接种3支试管测定灵敏

度，连续测试14天，以培养基生长变色的最高稀释

度作为其灵敏度，即CCU表示，选取平均值作为最

终结果。CCU结果待36℃±1℃培养14天后记录。

以取样时间为横坐标，以平均CCU的对数为纵坐

标，绘制生长曲线。

1.7   密闭方式

选用3种不同的器具实现密闭的培养条件：中

试管盖橡胶塞（不透气）、中试管无菌石蜡液封和

螺旋盖试管拧紧管盖。取稳定期的培养物进行10倍

系列稀释至10-9，分别吸取菌液1 mL接种至不同器

具的相应培养基中，每种密闭方式做3个平行，至

36℃±1℃密闭培养14天，以2/3以上呈现变色的最

高稀释级作为培养基的灵敏度。

1.8   有效期测试

将灭菌后的支原体肉汤基础（不含血清）和

精氨酸支原体肉汤基础（不含血清），选用螺旋盖

试管密闭，置2~8 ℃冰箱存放，存放时间设为0、

15、30、60和90天。取相应存放天数的培养基，按

比例加入新生牛血清后，进行灵敏度测试。

2   结果
2.1   生长曲线

肺炎支原体在支原体肉汤培养基和口腔支原

体在精氨酸支原体肉汤培养基中的生长曲线如图1

所示。
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图 1    肺炎支原体在支原体肉汤培养基和口腔支原体在精氨酸支原体肉汤培养基中的生长曲线

从图1可以看出，肺炎支原体在第1天至第5天

表现出明显生长，其中第2天至第3天生长速率最

快，CCU平稳上升，在第6天到第8天到达生长高峰

至109 CCU·mL-1，于第9天起进入衰亡期，直至第

12天CCU降至0。口腔支原体在第1天至第3天处于

高速生长，CCU持续上升，并在第4天和第5天到达

生长高峰至109 CCU·mL-1，于第6天起CCU快速下

降，直至第8天降至0。

2.2   密闭方式

使 用 3 种 器 具 不 同 的 密 闭 方 式 制 备 2 种 培

养 基 ， 并 测 定 灵 敏 度 ， 结 果 见 表 1 。 支 原 体 肉

汤 培 养 基 接 种 肺 炎 支 原 体 ， 灵 敏 度 均 达 到 1 0 9 

CCU·mL-1；精氨酸支原体肉汤培养基接种口腔支

原体，灵敏度均达到109 CCU·mL-1。

2.3   有效期测试

灭菌后的支原体肉汤基础和精氨酸支原体肉

汤基础在2~8 ℃存放0、15、30、60和90天后加

入血清测定灵敏度，见表2，其灵敏度均达到109 

CCU·mL-1。

 表 1   在 3 种器具中培养基灵敏度

 培养基 中试管盖橡胶塞 中试管无菌石蜡液封 螺旋盖试管

支原体肉汤培养基 /（CCU·mL-1） 109 109 109

精氨酸支原体肉汤培养基 /（CCU·mL-1） 109 109 109

表 2   在 2~8 ℃存放有效期测试

培养基
2~8 ℃存放时间

0 天 15 天 30 天 60 天 90 天

支原体肉汤基础 /（CCU·mL-1） 109 109 109 109 109

精氨酸支原体肉汤基础 /（CCU·mL-1） 109 109 109 109 109
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3   讨论
3.1   生长曲线

肺炎支原体在支原体肉汤培养基和口腔支原

体在精氨酸支原体肉汤培养基中的生长曲线与细菌

生长曲线类似，均有对数生长期、稳定期和衰亡

期，但其衰亡期较短。因试验采用生长稳定的纯培

养物，两株支原体均未出现明显的停滞期。从生

长曲线分析，两种支原体均存在稳定期，最高灵敏

度可达109 CCU·mL-1，肺炎支原体的最佳收获时

间为培养的第6~8天，口腔支原体的最佳收获时间

为培养的第3~5天。选用不同生长期的支原体，其

最高变色单位不相同，故在进行培养基的灵敏度检

查时应选用处于稳定期的菌液，才能够保证试验

结果的稳定。赵飞等[5]在2010年测试了肺炎支原体

CCU值随时间变化的关系，其平台期维持1天左右

而后迅速转为衰亡期，且衰亡期仅持续1天左右，

CCU即从109 CCU·mL-1降至0，提出为提高菌浓度

可尝试增加缓冲体系来制备培养基。刘力雍等[6]则

将HEPES缓冲液引入培养基中，测定肺炎支原体液

体培养基的生长曲线变化，结果显示不同浓度的

HEPES缓冲液均可影响肺炎支原体的生长曲线变

化，较低浓度可提高最大菌量，较高浓度可延长平

台期。本次试验采用的自制培养基，质控菌株（肺

炎支原体和口腔支原体）的稳定期均能够持续2~3

天，可给试验人员提供较为宽泛的接种期；同时灵

敏度能够满足《中华人民共和国药典》2020年版标

准规定。

3.2   密闭方式

采用3种不同密闭方式培养支原体：中试管

盖橡胶塞（不透气）、中试管无菌石蜡液封和螺

旋盖试管拧紧管盖。在密闭管口的不同方式中，

肺炎支原体在支原体肉汤培养基和口腔支原体在

精氨酸支原体肉汤培养基中灵敏度均能够达到109 

CCU·mL-1。结果显示其不同的密闭方式，培养基

的灵敏度一致。赵宏大等[7]学者在支原体液体培养

基的培养条件考察时发现液体培养基在微有氧培养

环境下灵敏度检测结果更加敏感和稳定，并同时建

议《中华人民共和国药典》修订时将培养条件明确

规定为微有氧环境，液体培养基密闭管口。因此，

试验人员需在液体培养基中培养支原体时，采用任

何一种密闭方式均可。

3.3   有效期

对制备的支原体肉汤培养基和精氨酸支原体

肉汤培养基测试有效期，其结果显示灭菌后的培

养基基础（不含血清），置于2~8 ℃冰箱中存放90

天，与新鲜配制的培养基灵敏度一致。国内有研

究学者测试了含有血清的支原体检验用培养基在

2~8 ℃及-20 ℃的保存期，其在2~8 ℃有效期为1个

月，-20 ℃有效期为12个月[8]。培养基基础保存方

便，同时减少多次培养基配制灭菌的误差，为研究

和检测人员使用培养基提供参考。

3.4   检测方法

本试验采用检测培养基灵敏度的方法是《中

华人民共和国药典》2020年版中推荐的变色单位试

验法，与欧美药典对支原体检查法中培养基质量控

制检验方法的规定存在较大差异[9]。曾有学者[10]使

用灵敏度法和吸光度法检测市售4家不同生产商的

支原体肉汤培养基和精氨酸支原体肉汤培养基，

认为颜色变化程度检测和菌落直径测定检验支原

体培养基的促生长能力更敏感。沈青春等[11]参考病

毒滴度TCID50（半数组织细胞感染量）的标准测定

方法，对早期学者提出的支原体活菌滴度指标—

CCU50（半数变色单位）的测定方法进行改进，得

出结论CCU50测定法能对支原体活菌滴度进行精确

评估。近年来有学者[12]采用固体培养检测支原体并

公开了易致污染的支原体在固体培养基上的形态特

征，不过同时也指出支原体不同生长期、菌体浓度

和培养基的组成均会使支原体的形态在固体培养基

上发生变化。

随着经济的发展和检测技术水平的提升，多种

支原体检测方法不断涌现，每种方法各有优势[13]，

药典中也提到可采用经国家药品检定机构认可的其

他方法，其不同方法可靠性和稳定性的研究是以后

努力的方向。
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