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因饲养地区条件差异，山猪又分别形成了尖头型和团头型等。

与江苏其他猪种相比，山猪的体高与姜曲海猪相近，体长

与二花脸相近、大于姜曲海猪，胸围和体质量小于姜曲海猪和

二花脸猪；性成熟晚于姜曲海猪和太湖猪，与淮北猪相近；产

仔性能低于太湖猪，高于淮北猪和姜曲海猪；山猪的生长速度

略低于淮北猪，与姜曲海猪和太湖猪相近；瘦肉率略低于淮北

猪，高于姜曲海猪，与太湖猪相近。这些性能都表明山猪是江

苏省优良的猪种之一。

山猪从类型来看，目前只有２种类型，鲫鱼头型已消失。
２０世纪９０年代，因大力推广杂交猪生产，纯种山猪在南京北
部山区少量存在。２００３年各级领导重视保种，又建立了保种
场。江苏省南京市畜牧家禽科学研究所联合江苏省农业科学

院、南京农业大学等科教单位在山猪的保种、种质特性和杂交

利用研究方面做了大量的工作。近年来，随着农村城镇化建

设，农村散养已很少，但母猪饲养量在５０～１００头的小规模养
殖场有所增加，但总体饲养量在减少。建议省市各有关部门

进一步加大对山猪这一宝贵种质资源的保护与研究的投入，

只有很好地保护山猪品种才能使其在今后的杂交商品猪生产

上发挥更在的作用。
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猪细小病毒种子批中污染的猪鼻支原体的清除
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　　摘要：支原体是细胞和病毒培养中常见的污染物，本研究尝试使用滤膜过滤法、反复多次冻融法、支原体抑制药物
Ｍ－ｐｌａｓｍｏｃｉｎ处理法、氯仿抽提法等４种方法清除猪细小病毒种子批中污染的猪鼻支原体，并对４种方法的清除效果
进行比较。结果表明，支原体抑制药物Ｍ－ｐｌａｓｍｏｃｉｎ处理法与氯仿抽提法效果较好，支原体抑制药物处理８４ｈ以及
氯仿与被支原体污染的猪细小病毒液作用５ｍｉｎ均能彻底清除猪细小病毒种子批中污染的支原体。本研究筛选出的
清除猪细小病毒中支原体方法为非囊膜类病毒种子批中支原体的清除提供了依据。
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　　生物制品是控制传染病的有效工具。病毒种子批是制造
生物制品的基础，其直接关系到生物制品的质量。许多需要

借助体外细胞培养增殖的病毒常因载体细胞受到支原体污染

而被污染，致使生物制品报废［１］。支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ）是大
小介于细菌和病毒之间的一类无细胞壁的原核细胞微生物，

一般过滤除菌方法无法去除，因此支原体污染一般难于消除，

约有３０％～５０％的细胞培养物中有支原体污染［２］。国内外

研究结果表明，细胞培养中主要有口腔支原体、精氨酸支原

体、猪鼻支原体、发酵支原体、梨支原体和莱氏无胆甾原体等

支原体污染［３－５］。支原体污染会导致细胞生长缓慢，从而影

响需要借助细胞培养的病毒增殖，病毒种子批的建立，疫苗和

相关生物制品的生产。

被支原体污染有的病毒种子批接种细胞后，支原体多吸

附于细胞表面或散在细胞之间，通过竞争营养和分泌有毒代

谢产物影响细胞的生理特性，常会误以为是病毒繁殖造成的

病变效应，使研究结果的真实性和可靠性大大下降［６］。利用

被支原体污染的细胞增殖病毒时会干扰病毒的复制、影响病

毒滴度［７］，进而影响疫苗的免疫效果，并可导致免疫抑制［８］。

细胞、病毒种子批、血清等的支原体污染均给科研、疫苗生产

及生物制品产业带来很多麻烦，甚至造成事故。我国药典三

部和欧洲药典都明确提出要对生物制品生产用细胞基质、病

毒种子批、病毒收获液和细胞建库所用胰酶进行支原体检

测［９－１０］，以确保生物制品的质量。

迄今已报道多种方法被用于去除或减少培养细胞中污染

的支原体，这些方法包括化学介质克隆法、特异性血清处理
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法［１１］、巨噬细胞吞噬法、抗生素处理方法等［１２－１３］，但这些方

法存在效果不好和耗时长及成本高等缺点。

猪细小病毒引起猪繁殖障碍性疾病，其特征是感染母猪，

使初产母猪产出死胎、畸形胎、木乃伊胎、流产及病弱仔猪，给

养猪业造成巨大的经济损失，目前对该病的防治主要通过给

易感动物接种猪细小病毒灭活疫苗为主，制备疫苗的病毒质

量直接关系到疫苗质量优劣。本研究在去除猪细小病毒种子

批中污染的支原体过程中，尝试几种不同方法，试图摸索出有

效去除病毒培养物中支原体的方法。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　病毒和细胞　猪细小病毒（ＰＰＶＨＮＺＫ－１第３５代）；
猪肾传代细胞系（ＰＫ１５）均由河南农业大学传染病学教研室
保存。

１．１．２　主要试剂和仪器　ＴａｑＴＭ酶、ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ等为
大连宝生物工程公司产品；ＤＭＥＭ培养液为美国 Ｇｉｂｃｏ公司
产品；新生牛血清为美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品；支原体抑制药物
Ｍ－ｐｌａｓｍｏｃｉｎ为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；氯仿为分析纯。
１．２　方法
１．２．１　猪鼻支原体检测　猪鼻支原体检测参照 Ｋｏｂａｙａｓｈｉ
等［１４］建立的 ＰＣＲ方法，正向引物（Ｆ）：５′－ＴＡＴＣＧＣＡＴＧＡＴ
ＧＡＧＴＡＡＴＡＧ－３′；反向引物 （Ｒ）：５′－ＧＣＴＧＣＧＴＴＡＧＴ
ＧＡＡＡＴＴＡＴ－３′，扩增片段理论跨度为 ６７６ｂｐ，由生工生物
（上海）股份有限公司合成，ＰＡＧＥ纯化。ＤＮＡ模板提取使用
酚／氯仿抽提法，ＰＣＲ扩增体系：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含有 Ｍｇ２＋）
２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ５０μｍｏｌ／Ｌ，上下游引物各２０ｐｍｏｌ，ＴａｑＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ２．５Ｕ，ＤＮＡ模板 ０．１μｇ，加灭菌双蒸水补至
５０μＬ。反应过程：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，
７２℃４０ｓ，３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。产物用１％琼
脂糖凝胶电泳检测。

１．２．２　不同处理方法去除支原体效果比较　分别采用过滤
法、反复冻融法、支原体抑制药物处理法和氯仿抽提法处理污

染有猪鼻支原体的猪细小病毒培养物，具体操作为：过滤法是

使用无菌注射器抽取１ｍＬ污染有支原体的猪细小病毒液通
过０．１０μｍ滤膜过滤，分别过滤１、２、３次。反复冻融法是将
污染有支原体的猪细小病毒液分别反复冻融５、１０、１５次。支
原体抑制药物处理法是在污染有支原体的猪细小病毒液中加

入终浓度为 ２５μｇ／ｍＬ的支原体抑制药物Ｍ－ｐｌａｓｍｏｃｉｎ于
４℃ 下作用，设置１２、２４、３６、４８、６０、７２、８４、９６ｈ８个作用时
间。氯仿抽提法是将污染有支原体的猪细小病毒液与等体积

氯仿混合，剧烈振荡混匀后在室温静置作用，设５、１０、１５、２０、
２５、３０ｍｉｎ６个作用时间，然后１０００ｇ离心 ５ｍｉｎ，分别取上
清用于接种细胞。将上述方法处理后的病毒液分别接种猪细

小病毒敏感的猪肾（ＰＫ－１５）细胞系，待９０％细胞出现病变
时收毒，并将收获的病毒连续传代５次，利用 ＰＣＲ方法逐代
检测支原体，以评价每种方法去除支原体的效果。

２　结果

　　图 １显示，分别将污染有支原体的猪细小病毒液用
０．１０μｍ滤膜过滤１、２、３次后接种ＰＫ－１５细胞，在收获的第

５代病毒液中仍能检测到猪鼻支原体。图２显示，分别将污
染有支原体的猪细小病毒液冻融５、１０、１５次后接种 ＰＫ－１５
细胞，在收获的第５代病毒液中仍能检测到猪鼻支原体。

　　使用支原体抑制药物 Ｍ－ｐｌａｓｍｏｃｉｎ对猪细小病毒液于
３７℃水浴中作用不同时间，处理１２～７２ｈ后接种ＰＫ－１５细
胞，收获第 ５代病毒液中猪鼻支原体检测为阳性，处理
８４～９６ｈ后接种ＰＫ－１５细胞，第５代病毒液中支原体检测
结果为阴性（图３）。表明该药物对猪鼻支原体有抑制和消灭
的作用，在３７℃作用８４ｈ以上能清除猪细小病毒种子批中
污染的猪鼻支原体。

　　使用氯仿处理污染有支原体的猪细小病毒液，结果表明，
氯仿处理５～３０ｍｉｎ后接种ＰＫ－１５细胞，收获的第５代病毒
液中猪鼻支原体检测结果均为阴性，作用５ｍｉｎ即可有效地
清除猪细小病毒种子批中污染的支原体（图４）。
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３　讨论

猪细小病毒引起种猪的繁殖障碍，给养猪业带来巨大经

济损失。目前对该病的防治主要是以灭活疫苗免疫为主，因

此制备灭活疫苗的病毒种子批质量直接关乎疫苗成品的质量

和安全性，支原体是细胞培养过程中常见的污染物质［１５］，并

由此污染病毒种子批，由于支原体可引起细胞病变，干扰病毒

复制［１６］，影响疫苗病毒的产量和质量，并有可能对疫苗的使

用带来危险，因此需要一种简单有效且对病毒感染性没有影

响的方法来消除支原体［１７］。

支原体大小介于细菌和病毒之间，最小为０．２μｍ，但其
具有变形性，使用０．１０μｍ滤膜过滤时，在一定压力下可能
改变形态通过滤膜，所以仅通过滤膜过滤不能完全清除支原

体。不过可以相对减少支原体的含量，结合其他清除支原体

的方法可以更有效地清除支原体的污染。

支原体抑制药物 Ｍ－ｐｌａｓｍｏｃｉｎ是 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司推出的
用于清除细胞中支原体污染的试剂，它作用于支原体的蛋白

系统和干扰其ＤＮＡ复制，该药物在推荐使用浓度对细胞几乎
没有毒副作用。本研究在 ４℃水浴中，支原体抑制药物
Ｍ－ｐｌａｓｍｏｃｉｎ与污染有支原体的猪细小病毒液作用，８４ｈ能
有效清除支原体。但是由于支原体抑制药物 Ｍ－ｐｌａｓｍｏｃｉｎ
价格昂贵，该方法成本较高。

支原体具有蛋白质和脂质组成的膜样结构，其中胆固醇

含量较多，约占３６％，对保持其细胞膜的完整性具有一定作
用。脂溶剂氯仿能与胆固醇发生作用并破坏支原体膜状结

构，杀死支原体，而猪细小病毒不含脂质囊膜，对氯仿不敏感。

本研究利用猪细小病毒和支原体对氯仿敏感性不同，尝试用

氯仿抽提达到去除猪细小病毒液中污染的支原体。本试验摸

索了氯仿与猪细小病毒液的作用时间，表明静置作用５ｍｉｎ
可有效清除猪细小病毒液中污染的支原体，表明氯仿抽提法

对支原体的清除效果很好。由于脂溶剂氯仿对于具有脂质囊

膜的病毒具有破坏和灭活作用，故该方法只能用于清除非囊

膜病毒中污染的支原体。支原体污染源可能存在于实验室和

生产的各个细节（工作环境、培养器皿、培养基）。这就要求

生产及检验过程中严格遵循生物制品生产及检验规范，做到

对工作环境定期消毒，严格区分人员和物品的流通通道，实验

或生产操作前对操作平台和生产设备彻底消毒。由于支原体

污染比较隐蔽，一旦病毒种子批被支原体污染，将对生物制品

质量造成影响。所以实验和生产过程中杜绝和清除支原体污

染是保证病毒种子批纯净和生物制品质量的基础。

本研究用支原体抑制药物处理和氯仿抽提２种方法成功
地清除了猪细小病毒种子批中污染的支原体，而且这２种方
法均不影响病毒的感染性，为疫苗等生物制品的质量和安全

提供了保障。
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