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摘   要：山羊支原体山羊肺炎亚种(Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae, Mccp)是山羊

传染性胸膜肺炎(contagious caprine pleuropneumonia, CCPP)的病原，可用灭活疫苗和荚膜多糖

(capsular polysaccharide, CPS)间接血凝试剂进行预防和血清学检测，但高昂的培养成本和复杂的

抗原定量一直困扰着生产人员。为解决生产实际中出现的这些问题，本研究基于 Mccp 代谢组学

的前期理论基础，通过改变初始 pH 值的方法，初步筛选出初始 pH 值为 7.8 的可以同时提高 2 种

抗原产量的糖发酵培养基。利用紫外可吸收光谱可识别酚红，以及十六烷基三甲基溴化铵

(cetyltrimethylammonium bromide, CTAB)可与阴离子荚膜多糖结合的理论依据，建立了利用紫外

光谱分析 Mccp 达到的培养阶段，以及利用 CTAB 沉淀法相对定量发酵液荚膜多糖抗原产量的方

法。通过紫外图谱观察的方法可对应 Mccp 生长曲线进行指导生产，大大节省传统颜色变化单位

(color change unit, CCU)法的监测时间，提高了原肉眼观察方法的精确度。建立的 CTAB 沉淀法可

在 5 h 内完成对 CPS 含量的监测，与传统的差值法相比大大缩短了时间，并且其准确度得到苯酚-硫
酸法的验证。本研究优化的一种培养基和建立的两种相关性比较方法，可有效降低 Mccp 生产成

本，提高生产效率，这些方法已在本实验室的研究阶段得到应用，为进一步改进 CCPP 灭活疫苗

和荚膜多糖的生产工艺以及快速定量提供了实验数据。 
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Quantification of antigen of Mycoplasma capricolum subsp. 
capripneumoniae by optical assay 

GE Jiazhen, GAO Pengcheng, TIAN Tongtong, WU Xiaoni, LI Qianqian, TIAN Kexin, 
SONG Guodong, ZHENG Fuying*, CHU Yuefeng* 

State Key Laboratory for Animal Disease Control and Prevention, College of Veterinary Medicine, Lanzhou 
University, Lanzhou Veterinary Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Lanzhou 730000, 
Gansu, China 
 
Abstract: Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae (Mccp) is the cause of contagious 
caprine pleuropneumonia (CCPP) in goats. Inactivated vaccines and capsular polysaccharide 
(CPS) indirect hemagglutination reagents are available for prevention and serological detection, 
but high culture costs and complex antigen quantification have been plagued by production staff. 
In order to solve these problems in production practice, a sugar fermentation medium with an 
initial pH value of 7.8, which could improve the production of two antigens simultaneously, was 
screened out by changing the initial pH value based on previous Mccp metabolomics analysis. 
Since phenol red can be identified by UV absorption spectrum and cetyltrimethylammonium 
bromide (CTAB) can bind to anionic capsular polysaccharide, a UV spectrum measurement 
method for analyzing the culture stage reached by Mccp and a CTAB precipitation test for 
relative quantification of capsular polysaccharide antigen content in the fermentation broth 
were established. The UV spectrum observation method can guide the production of Mccp 
according to the growth curve of Mccp, which greatly reduces the monitoring time of the 
traditional CCU method and improves the accuracy of the original eye-observation method. 
The established CTAB precipitation test can complete the monitoring of CPS content within   
5 hours, which greatly reduces the time required compared with the traditional differential 
technique, and its accuracy was verified by the phenol-sulfuric acid method. The optimized 
culture medium and the two correlation comparison methods established in this study can 
effectively reduce the production cost of Mccp and improve the production efficiency. The two 
assays have been used in the research at our laboratory, which provides experimental data for 
further improvement of the production process of CCPP inactivated vaccine and capsular 
polysaccharide as well as rapid quantification. 
Keywords: Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae; modified culture-medium; 
capsular polysaccharide; ultraviolet spectrum; CTAB precipitation method 

 
 

山羊支原体山羊肺炎亚种 (Mycoplasma 
capricolum subsp. capripneumoniae, Mccp)引起

山 羊 传 染 性 胸 膜 肺 炎 (contagious caprine 
pleuropneumonia, CCPP)[1]，CCPP 被我国列为

二类动物疫病 [2]，世界动物卫生组织 (World 

Organization for Animal Health, WOAH)法定报

告疾病[3]。CCPP 发病率、死亡率高，对山羊养

殖业危害严重，近年来还出现感染藏羚羊和阿

拉伯羚羊等的报道[4]。有效防控 CCPP 是健康

养羊亟待解决的问题。 
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我国现行的预防 CCPP 的方法是接种 Mccp
制备的灭活疫苗，目前实现商业化的监测 CCPP
流行和评价疫苗免疫保护水平的只有间接血凝

试剂盒[5]。目前 Mccp 的培养存在着生产效率有

待提高、生长阶段不好判断、抗原定量繁琐等

问题，这使得 Mccp 的疫苗和诊断试剂的生产

成本较高。因此，需要开发提高抗原量、易于

判断培养阶段、快速定量抗原含量的方法，以

便优化 Mccp 生产工艺，降低生产成本。 
Mccp 培养基由于清澈透明没有细菌常见

的易于浑浊的现象，必须加入酚红作为指示剂

指导培养。酚红颜色改变源于 pH 值的变化，

已被用于多个领域，例如：丝虫病的诊断、细

胞培养产生的过氧化氢的测量等[6-7]。十六烷基

三甲基溴化铵(cetyltrimethylammonium bromide, 
CTAB)作为阳离子表面活性剂其浓度超过临界

胶束浓度时可以和阴离子荚膜多糖上的自由电

荷发生中和反应，导致持续集聚，形成足够大的

颗粒散射可见光[8]，而 Mccp 荚膜多糖(capsular 
polysaccharide, CPS)已经被证明是一种阴离子

多糖[9]。因此利用可见光在培养基中检测 Mccp
培养状态和定量 CPS 在原理上是可行的。 

本研究利用本实验室已优化的 Mccp 糖发

酵培养基作为基础[10]，通过改变 pH 的方式进

行培养，检测其生长曲线，按照疫苗制备方式

制备全菌抗原后测算蛋白浓度，利用差值法测

算培养基中荚膜多糖的含量后挑选出更适合的

发酵培养基。以此培养基为基础，建立了测量

紫外可见光图谱并分析与 Mccp 培养阶段之间

的关系，用于指导 Mccp 培养，并初步建立了

利用 CTAB 沉淀法相对定量 CPS 抗原的方法，

通过与农业行业标准 NY/T 1676—2008 推荐的

苯酚硫酸法相比对[11]，发现具有较高符合率，为

进一步改进 CCPP 灭活疫苗、荚膜多糖间接血凝

试剂的生产工艺和快速定量提供技术支持。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 

PPLO Broth 购自 BD 公司；丙酮酸钠购自

Macklin 公司；灭活马血清购自 Gibco 公司；酚

红购自 Sigma 公司；BCA 蛋白定量试剂盒购自

康为世纪生物科技股份有限公司；CTAB 购自

源叶公司；无水葡萄糖标准品购自 Solarbio 公

司。青霉素、酵母浸出液、3,5-二硝基水杨酸

(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)显色液、无水乙

醇、氯化钠、苯酚、浓硫酸、酒石酸钠钾、2-溴
乙胺氢溴酸盐(2-bromoethylamine Hydrobromide, 
BEA)和硫代硫酸钠等均为国产分析纯试剂。

UV-2550 紫外可见分光光度计购自岛津公司；

酶标仪购自 Bio-Rad 公司；超微量紫外分光光

度仪购自 DHS 公司。 

1.2  菌株和培养基 
山羊支原体山羊肺炎亚种M1801株与M1601

株由中国农业科学院兰州兽医研究所动物疫病

防控全国重点实验室保存，M1801 毒力强于

M1601[12]。种子培养基：改良 Thiaucourt’s 肉汤

(modified Thiaucourt’s broth, MTB)培养基配方：

PPLO broth (21 g/L)、25%酵母浸出液(100 mL/L)、
丙酮酸钠 (2 g/L)、葡萄糖 (2 g/L)、 1%酚红     
(2.5 mL/L)、马血清(200 mL/L)、青霉素(20 万 IU/L)，
用 1 mol/L NaOH 将 pH 调至 7.8 左右。糖发酵培

养基(GMTB)：在 MTB 培养基中将葡萄糖添加

至 4 g/L[10]。 

1.3  菌液的培养 
将冻存的 Mccp M1801 和 M1601 菌株与培

养基以 1:9 的比例接种于 4.5 mL 种子培养基，

置于 37 ℃培养箱静置复苏。待培养基变黄后，

分别传代 3 次，待其生长稳定之后，将菌液接

种于糖发酵培养基，37 ℃静置培养。 

1.4  pH 值测定 
在培养 0、12、24、36、48、60、72、84、
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96、108、120、132、144 h 时取菌液 3 mL，加

入 15 mL 离心管内，用 pH 计测定菌液的 pH 值，

对糖发酵培养基的菌液设置 7.4、7.8、8.2 这 3 种

初始 pH 值进行测算。 

1.5  生长曲线的测定 
测定菌液的颜色变化单位(color change unit, 

CCU)，然后取 1 mL 菌液稀释到 103 CCU/mL，

接种至 600 mL 培养基中，培养基与培养瓶体积

比为 3:5，对待测菌液 0、12、24、36、48、60、
72、84、96、108、120、132、144 h 的样品进

行 CCU 测定。取高压蒸汽灭菌后的 qPCR 连管

放入 96 孔 PCR 架，每孔分装 180 μL 培养基，

在第 1 孔加入 20 μL 待测菌液吹打均匀后，吸

取 20 μL 加入第 2 孔，依次重复以上操作至第

12 孔，留 1 列培养基作空白对照，每个时间点

设 4 个平行孔，37 ℃温箱静置培养，每天观察

培养基颜色变化，直至颜色不改变为止，查 MPN
表计算待测菌液的生长滴度，用 CCU 表示，以

取样时间点为横坐标，log10 CCU 为纵坐标，绘

制生长曲线，每种样品做 3 次生物学重复取平均

值。对糖发酵培养基的 M1601 和 M1801 的菌液

进行了测算。具体来说，选取初始 pH 值分别为

7.4、7.8 和 8.2 的培养基进行实验。 

1.6  模拟 Mccp 灭活疫苗全菌抗原制备及

蛋白浓度测定 
将 2.04 g BEA 加入至 100 mL 的 0.175 mol/L

的 NaOH 里，放置 37 ℃水浴锅平衡，每 20 min
摇晃一次，共 3 次，之后取每个时间点的菌液

10 mL 于离心管内，用 0.01 mol/L PBS 清洗    
3 遍，浓缩 100 倍后灭活。平衡结束后用 0.22 µm
的滤器过滤，取 4 µL BEI 加入 100 µL 菌液中，

37 ℃温育 24 h 后配制 4.96 mg 硫代硫酸钠阻断

灭活。用 BCA 蛋白定量试剂盒测定对应样品蛋

白浓度。以取样时间点为横坐标，菌液蛋白浓

度为纵坐标，绘制蛋白浓度曲线。 

1.7  培养液荚膜多糖含量的测定 
苯酚-硫酸法测定 Mccp 荚膜多糖粗制品总

糖量：参照农业行业标准《食用菌中粗多糖含

量的测定》进行实验 [11](有改进)。精准称取无

水葡萄糖 50 mg 至 50 mL 离心管，用三蒸水定

容至 50 mL，再取 5 mL 定容至 50 mL，配制成

0.1 mg/L 的标准品溶液。以 5:1 的比例将浓硫

酸加入 5%的苯酚中配制成显色液。分别吸取 0、
10、20、30、40、50、60 µL 的标准葡萄糖溶液

加入 1.5 mL离心管中，加三蒸水补齐至 100 µL。

之后分别加入 300 µL 的显色液，800 r/min、
100 ℃金属浴 25 min。反应结束后水浴至 40 ℃，

每孔 100 µL 加入稀释板，490 nm 处测定吸光

度值，以三蒸水为空白对照，以横坐标为葡萄

糖浓度，纵坐标为吸光值，绘制标准曲线。每

个时间点各取 10 mL 菌液，三蒸水清洗除酚红

后，加入 4 倍体积无水乙醇过夜沉淀多糖，用

1 mL 三蒸水重悬，取 100 µL 混悬液，加入显

色液 300 µL，其余操作同上。 
DNS 法测定 Mccp 荚膜多糖粗制品中还原

糖的含量：以三蒸水配制浓度为 0.1 mg/mL 的

无水葡萄糖标准品溶液，精密吸取葡萄糖对照

品溶液 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1 mL 分别置干

燥具塞试管，加三蒸水补至 2 mL，分别加入 DNS
显色液 2 mL，混匀置沸水浴 5 min 后取出，流水

冷却至室温，加入三蒸水 9 mL，摇匀。520 nm
处测定吸光度值，绘制标准曲线。还原糖含量

测定：取上述除酚红后的样品液 2 mL，分别

加入 DNS 试剂 2 mL，其余操作同标准曲线的

操作，520 nm 处测定吸光度值。 
荚膜多糖含量计算：按“苯酚-硫酸法”计算

得出的总糖含量减去“DNS 法”计算得出的还原

糖含量即可得出荚膜多糖的含量。 

1.8  各时间菌液紫外可见光图谱的测定 
取 10 mL各时间段的菌液利用紫外分光光度
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仪进行 400‒600 nm 吸光范围的测定，每时间点

菌液测 3 次，利用未加酚红的培养基为对照，导

出数据利用 Origin 软件分析数据并绘制图谱。  

1.9  CTAB 沉淀 Mccp 多糖发酵液相对定量

方法的初步建立 
去除培养液中的酚红：利用张向飞等[13]的

方法去除培养液中的酚红。将培养液经 3 kDa
的超滤管进行超滤浓缩至原体积的 1/2；向超滤

浓缩后的培养液中加入 2 倍体积的三蒸水；之后

向培养液中加入 5% (体积分数)的 Triton X-114，
4 ℃水浴振荡 1 h 后立即放入 37 ℃水浴锅中静

置 1 h，室温 10 000 r/min 离心 30 min；吸出上

清液，上清液即是所得样品液。 
CTAB 沉淀法测量各时间发酵液多糖相对

含量的吸光值曲线：将去除酚红的发酵液经  
12 000 r/min 离心 30 min，去除菌体，取上清液。

加入 4 倍体积的无水乙醇，4 ℃静置 1 h，离心

取沉淀。加入所取上清液 1/10 体积的去离子水，

振荡溶解，即制得样液。之后配制 0.2 µg/mL
的 NaCl 溶液，用其配制 25 mg/mL 的 CTAB 溶

液。取样品 50 µL 加入等体积的 CTAB 试剂

37 ℃反应 15 min，OD405 处测定吸光度的值。

绘制各时间荚膜多糖相对含量和吸光度相关的

曲线，并与上述“1.7”的方法测出的荚膜多糖含

量利用 Origin 软件进行比对分析。 

2  结果与分析 
2.1  pH 测定结果 

测定 3 种初始 pH 的糖发酵培养基以上 13 个

时间点的 pH 变化，发现当初始 pH 值较高时其

生长阶段中的 pH 变化很小，当初始 pH 较低时

其生长阶段中 pH 变化较大，其中在初始 pH 为

7.4 和 7.8 的 2 组中可以明显看出 M1801 株的

pH 值下降速度要快于 M1601 株(图 1) (P<0.01)。 
2.2  生长曲线的测定 

根据支原体颜色改变单位测定规范以及

MPN 表得出 2 株菌在 3 个初始 pH 梯度下的生

长曲线。测定这 13 个时间点的 CCU 后发现在

同一初始 pH 环境下 M1801 总是较 M1601 更快

进入平台期，更快进入衰退期(图 2)，这与实验 
 

 
 
图 1  M1801 与 M1601 在初始 pH 7.4、pH 7.8、
pH 8.2 的 GMTB 培养基中 pH 值变化曲线 
Figure 1  Three sets of pH curves of two Mccp 
strains, M1601 and M1801, with initial pH values 
of 7.4, 7.8, or 8.2, were shown. 

 

 
 
图 2  M1601 和 M1801 在初始 pH 7.4、pH 7.8、
pH 8.2 的 GMTB 培养基中的 log10 CCU 变化曲线 
Figure 2  Growth curves of strains M1601 and 
M1801 at initial pH values of 7.4, 7.8, or 8.2. 
Experimental data are shown as the mean of three 
biological replicates. 



 
 

葛家振 等/基于可见光测定的山羊支原体山羊肺炎亚种抗原定量 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

4879 

室前期[10]发现的一致，并且发现在 pH 7.8 的初

始 pH 环境里 M1801 的生长滴度可达到

1.4×1011‒2.67×1012 CCU/mL，比其他初始 pH 环

境的生长滴度高一个数量级(P<0.001)。M1601
株也出现了相同的趋势，在初始 pH 为 7.8 的环

境里生长滴度达到 1.07×1010‒4.67×1012 CCU/mL，
显著高于(P<0.001)其他初始 pH 环境的滴度。

本研究测出的初始 pH 为 7.4 的环境里的生长滴

度要高于实验室前期[10]的研究结果，这可能是

利用八连管的测定方式相较于细胞培养板提供

了较高的 CO2 浓度更有利于 Mccp 的生长。 
2.3  模拟 Mccp 灭活疫苗生产的全菌抗原

蛋白浓度测定 
测定 3 个 pH 梯度 13 个时间点的灭活之后

的 M1601 和 M1801 全菌抗原蛋白浓度。如图 3
所示，初始 pH 为 7.8 的培养基发酵产出的蛋白

质含量最高(M1601、M1801 分别为 3.299 mg/mL
和 2.790 mg/mL)，且产量最高点相互差异极显 

 

 
 
图 3  M1601 和 M1801 在初始 pH 7.4、pH 7.8、
pH 8.2 的 GMTB 培养基中的灭活后蛋白浓度变

化曲线 
Figure 3  Curves of protein concentration after 
inactivation of strains M1601 and M1801 in GMTB 
medium with three initial pH gradients: 7.4, 7.8, or 8.2. 

著(P<0.001)。该结果表明培养基的初始 pH 值

影响 Mccp 的生长速度从而影响蛋白质的合成，

与 Strobel 等[14]研究结果相符。 
2.4  不同初始 pH 培养基荚膜多糖含量的

测定及曲线绘制 
有文献报道培养基的初始 pH 值改变会导

致荚膜多糖产量的变化[15]，本研究得到类似的

结果。如图 4 所示，初始 pH 为 7.8 时 2 株 Mccp
的荚膜多糖产量较其他 pH 高，M1601 株最高

在 120 h 时达到 101.11 mg/L，M1801 株最高在

48 h 达到 79.62 mg/L。同时也可在图 4 中看出

偏碱的初始 pH 值的环境不适合 Mccp 产生荚膜

多糖。图 4 中所示的 M1801 株 CPS 产量在 48 h
达到最大后出现了波浪起伏，这可能是菌体自

溶后释放出细胞膜上的荚膜多糖又供给活菌利

用之后又自溶释放，如此反复导致的。这在生

长速率变化快的 M1801 株上较为明显，而

M1601 株的生长速率变化较缓、平台期较长，

导致进入衰退期时已经缺少供活菌生长的空间， 
 

 
 
图 4  M1601 和 M1801 在初始 pH 7.4、pH 7.8、
pH 8.2 的 GMTB 培养基中荚膜多糖产量变化曲线 
Figure 4  Capsular polysaccharide production curves 
of strains M1601 and M1801 in GMTB medium with 
three initial pH gradients: 7.4, 7.8, or 8.2. 
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本身 M1601 株的糖酵解速率就低于 M1801 株，

因此没有出现荚膜多糖产量起伏的现象，当培

养基内活菌滴度下降到一定数量级时，这种起

伏便会越来越缓最后趋于稳定。 
2.5  初始 pH 7.8 的糖发酵培养基的紫外可

见光图谱的绘制 
拟合系数 R2通常用作预测模型解释变量方

差的比例的参数。本研究以 R2 为工具，测定可

见光谱吸光度，即酚红吸光曲线在实验 144 h
内每隔 12 h Mccp 逐渐生长时的变化，以评估

其潜在的可用于区分Mccp M1601和M1801两株

山羊支原体山羊肺炎亚种的 GMTB 培养基的培

养光谱特征。图 5A 显示了对照样品在只改变

H+离子水平时的紫外可见光图谱，其 pH 值在

7.8 和 5.6 之间。pH 7.8 代表了培养基原始 pH
值，而 5.6 的 pH 值是改变 H+离子水平后 pH 酸

化的结果。酚红指示剂在 pH 6.8‒8.0 之间正常

显色，图 5A 中的可见光图谱显示在 GMTB 培

养基中也基本符合这一规律。图 5B 显示了在

560 nm 处吸光度和 pH 值之间的线性关系拟合

系数 R2 为 0.988 5，这证明了酚红在该培养基中

的颜色变化符合线性关系(注：没有测算超出酚

红显色范围的数据)。图 5C 显示了 R2 与波长在

400‒600 nm 之间关系的光谱图(注：没有测算超

出酚红显色范围的数据)。从图 5C 中可以看出，

在 491‒599 nm 波长范围内，吸光度与 pH 值之

间有很高的线性关系(R2>0.97)。 
图 6A 和 6B 分别表示 M1601 和 M1801 两

株支原体在 144 h 内每隔 12 h 测定的紫外吸收

图谱。所有光谱的吸收峰主要都位于 560 nm 附

近，和对照样品相似，次峰都位于 436 nm 左右。

可以看出 M1601 株和 M1801 株的紫外图谱存

在差异，M1601 株的曲线相较于 M1801 株更为

紧凑，pH 为 7.8 时的最高点 M1601 株也低于

M1801 株，560 nm 处 M1601、M1801 分别为 

 
 

图 5  对只改变H+浓度的对照培养基的紫外图谱分析 
Figure 5  Analysis of the UV profile of the control 
medium in which only the H+ concentration was 
changed. A: UV-vis spectra of phenol red of control 
medium at different pH values. B: Linear regression 
between absorbance and pH at a wavelength of 560 nm. 
C: Graph of the coefficient determination R2 versus 
wavelength (nm). The red data point represents the 
highest value of R2 recorded at a wavelength of 560 nm. 
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图 6  对 M1601 和 M1801 不同时间段培养液进

行的紫外图谱分析 
Figure 6  Analysis of the UV profiles performed 
on M1601 and M1801 cultures. The UV absorption 
patterns of strain M1601 (A) and M1801 strain (B). 
C: The coefficient of determination of the two peaks 
of the two mycoplasma strains, where the M1801 
436 nm was not included. 

1.168 6 和 1.342 6。图谱显示在较长的时间点上

吸光度普遍增加，这种增加可能是细菌集聚过

多所致。但在整个实验过程中培养基颜色遵循

从粉红到黄色的变化，这表明不仅仅是酚红在

导致吸光度变化，还有其他的影响因素。这一

结论与 Amran 等[16]在细胞培养基上发现的一

致。这导致如图 6C 所示的酚红峰值光吸收度的

R2 没有明显规律性，不过在正常生长的时间段

内峰值的光吸收值还是具有良好的指导培养的

意义。而 436 nm 的次峰吸收度 R2 却表现出了良

好的线性关系，这也可侧面反映导致吸光度变化

的不仅仅是酚红。M1601 尤为明显，通过 436 nm
处产生的 R2 结合 M1601 的生长曲线可得知，

生长变化幅度较小的菌株其 436 nm 的波长与

生长的时间趋近于正相关。而 M1801 由于生长

速率变化过快，其 436 nm 处吸光度变化更大，

R2 值较稳定生长的菌株小。 
图 7 显示了 2 株支原体在 400‒600 nm 范围

内时间与吸光度的 R2 值与检测波长之间的关

系。从图 7 中可以看出，M1601 的酚红光谱始 
 

 
 
图 7  M1601 和 M1801 在 400‒600 nm 范围内时

间与吸光度的 R2 值与检测波长之间的关系 
Figure 7  Correlation between the R2 values of 
time and the absorbance and detection wavelength 
in the range of 400 to 600 nm for strains M1601 and 
M1801. 
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终显现出高于 M1801的 R2。这说明，由于 M1801
和 M1601 的生长速率差异，M1801 的培养基颜

色改变迅速，线性关系差，生长速率变化较缓

的 M1601 株和 M1801 株的特征紫外光谱之间

存在差异。Amran 等将其归结为大型细胞器的

增多导致光吸收值的增加[16]。Amran 等使用贴

壁细胞作为研究对象，随着细胞增多或者由于

癌细胞的细胞器较大等原因造成 435 nm 处光

吸收值增加。贴壁生长的微生物比悬浮生长的

支原体测量误差小，从图 7 可以看出，M1601
的图谱基本符合 Amran 等和本次研究的推测，

但 M1801 96 h 时出现了一个极不符合规律的图

谱，这很大可能是取样巧合地避开较多悬浮生

长的支原体所致。 
2.6  CTAB 沉淀法对选定的发酵培养基荚

膜多糖含量的测定 
图 8A 显示了利用 CTAB 沉淀法对发酵培

养基各时间点与 OD405 相关的曲线。可以看出

M1601 和 M1801 的 OD405 和时间的关系曲线与

图 4 测出的荚膜多糖曲线高度相似。于是将

OD405 处的吸光度值与标准推荐的苯酚硫酸法

测出的数值建立相关性分析散点图(图 8B、8C)，
使用 Origin 软件对散点图拟合，发现测出的荚

膜多糖含量与 OD405 呈一定的线性相关。M1601
的线性拟合 R2 为 0.861 45，且比与 M1801 相同

的荚膜多糖含量处的 OD405 值要高，这表示

M1601 的荚膜多糖电荷密度比 M1801 荚膜多糖

高。M1801 的线性拟合 R2 达到了 0.949 85，引

起差异的原因可能是微量酚红以及其他杂质对

吸光值的干扰。 

3  讨论与结论 
本研究培养基的改良基于实验室先前的代

谢组学研究[10]，根据 Mccp 在对数中期和末期

乳酸堆积导致 H+增多这一现象，沿用通过增加

葡萄糖含量提高 Mccp 的糖酵解效率，弥补糖

异生效率下降影响生长的 GMTB 培养基思路。

又由于支原体缺少细胞壁，因此 pH 对支原体

的影响可能比细菌更大，当出现乳酸堆积现象

时，培养基 pH 下降过快导致细菌滴度较低。

本实验室在培养基中添加 20 mmol/L HEPES 缓

冲剂后提高了蛋白浓度，延长了平台期，提高

了活菌滴度，pH 下降速率被缓解[10]。HEPES
缓冲剂的作用是吸收 CO2、HCO3

−释放的 H+延

缓 pH 下降，HEPES 缓冲介质可抵抗 pH 急剧

变化，但不能完全阻止 pH 变化，在 pH 6.8‒8.2
的范围内显现出良好的效果。而高糖培养基的

糖酵解效率的增加导致发酵产酸相应增加，pH
下降更快，实验室前期开发的 HMTB 培养基 pH
最后下降到 6.2，而支原体培养基 pH 下降到 6.5
后活菌会大量死亡[17]，这也说明其使用的初始

pH 值为 7.4 的培养基不能为 HEPES 缓冲液发

挥作用提供稳定的环境。因此本研究旨在找出  
一个可以满足 HEPES 缓冲剂发挥稳定缓冲作

用的初始培养基 pH 值，使最终的 pH 值落在

HEPES 缓冲剂稳定工作的范围内。本研究通过

筛选 3 个初始 pH 梯度的 GMTB 培养基，发现

初始 pH 为 7.8 的培养基可以满足 HEPES 缓冲

剂的工作条件同时也提高了抗原产量。由于目

前 Mccp 的防控和诊断主要依赖 Mccp 全菌蛋

白和荚膜多糖，对 2 株 Mccp 进行了模拟灭活

疫苗抗原的制备和荚膜多糖的粗提后，发现

初始 pH 为 7.8 的培养基可以满足蛋白和荚膜

多糖产量的双提升。实践证明了使用基于代谢

组学的生长代谢相关基因分析后验证靶向能

量代谢，再验证代谢差异，最后到实际模拟生

产的这一思路是可行且高效的，为进一步改良

GMTB 培养基、优化生产工艺提供了必要条件。

本研究在测量 Mccp 生长曲线时出现了初始

pH 为 7.4 培养基的活菌滴度高于之前实验室 
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图 8  CTAB 沉淀法相对定量 Mccp CPS 含量的分析 
Figure 8  Analysis of CPS content in Mccp for relative quantification by CTAB precipitation. A: The 
relationship between OD405 absorbance measured by CTAB precipitation method and the time of each 
measurement. B: The linear relationship between capsular polysaccharide content and OD405 absorbance of 
strain M1601. C: The linear relationship between capsular polysaccharide content of strains M1801 and OD405 
absorbance. The red area is the 95% confidence interval, and the pink area is the 95% prediction interval. 
 
测量的数据[10]，这是因为在实际测量中发现细

胞培养板在温箱长时间存放时总会有微量的水

分蒸发导致活菌死亡提前，说明该方法不能很

好地提供实际培养时的密闭环境，为此本研究

使用 qPCR 连管替代细胞培养板，这样既提供

了接近于实际培养瓶的生长环境，使活菌滴度

更真实地反映实际情况，同时也降低了成本。

当然，本研究的培养基并非兼容 CPS 产量和蛋

白浓度的 Mccp 最佳培养基，后续实验中还将

进行下一步优化发酵培养基并进行免疫原性

和反应原性分析，对改良培养基的有效性进行

检验。 
本研究利用改良 GMTB 培养基培养了 2 株

Mccp，制作了 400‒600 nm 的可见光紫外图谱，

由于培养基中的酚红吸光度随着 pH 的改变而

改变，可作为潜在的区分 Mccp 不同株的比色
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试剂。对培养的两株 Mccp 连续 144 h 的可见光

图谱进行分析，显现出不同的特征。这种差异

主要是由于 M1801 酸化更快导致的，多名学者

指出支原体乳酸氧化生成 H2O2 的能力是支原

体毒力强弱的关键[18-19]，因此推测，Mccp 可能

有一种类似的途径产生毒力。乳酸化能力的高

低很可能代表 Mccp 毒力的强弱，本研究发现

强毒株 M1801 的酸化能力强于 M1601，符合这

一推断，不足的是目前还没有关于 Mccp 毒力

强弱和乳酸化相关的详细解读。但目前可以利

用这种差异使用紫外图谱对培养进行监测，在

相应的培养时间显现出不同的紫外图谱，这相

比利用 CCU 或者菌落形成单位(colony forming 
units, CFU)的计数方法监测 Mccp 培养大大减

少了操作流程和时间成本。紫外图谱判断法是

一种利用已测量的培养图谱快速判断 Mccp 生

长阶段的方法。这种方法比 pH 判断法受到的

干扰因素少，因为 Mccp 生长后期的 pH 值不能

反映出实际培养阶段。同样由于各种菌株的生

长速度、产酸能力差异，利用图谱对 Mccp 不

同菌株进行抗原诊断也具有一定的潜力。 
由于 CPS 结构的多样性，人们为寻找某一

信号强度与 CPS 的化学结构之间的联系付出了

巨大努力，目前发现唯一与浊度有统计学意义

(P<0.01)相关性的是糖的电荷密度，较高的电荷

密度增加了 CTAB 与阴离子结合的协同性[20]。

Lundqvist 等发现，CTAB 与直链淀粉的结合为

协同型，与支链淀粉的结合为 Langmuir 型，不

同类型淀粉多糖均能结合[21]。罗毅峰发现，利

用 CTAB 沉淀法与多糖反应在 OD400 的吸光度

上观察具有一定相关关系[22]，而 Aaron 等更是

利用高纯度的商品化荚膜多糖建立了高通量检

测定量 CPS 的方法[23]。Aaron 等[23]认为在更高的

吸光度读取 OD 值会减少误差，本研究利用

CTAB和酸性阴离子荚膜多糖产生沉淀的原理，

利用 Aaron 等[23]的理论基础建立了一种可直接

在发酵阶段快速相对定量 CPS 产量的比浊方

法，通过与传统苯酚-硫酸差值法进行比较发现

具有良好的应用价值。而在之前本实验室比较了

多种测总糖的方法，如蒽酮-硫酸法、硫酸-咔唑

法，最后发现，改进的苯酚-硫酸法[24]测总糖最

为稳定，与杨勤等[25]的结果一致。同时也尝试

过多种去除单糖影响的方法，如超滤法和透析

法，但都因为时间耗费长，成本比较高，并不

优于 DNS 法而没有使用。与行业标准推荐的苯

酚硫酸法相比对，在 M1601 株上应用时

R2>0.86，在 M1801 上应用时 R2>0.94，具有在

生产实际中作为参考的价值。 
综上所述，本研究利用实验室的代谢组学基

础成功优化出一种更适 pH 的 GMTB 发酵培养

基，并发现紫外图谱分析方法和优化后的培养基

联用可以积极指导 Mccp 疫苗生产，优化生产过

程，并具备诊断潜力。以此培养基为基础初步建

立了一种利用 CTAB 沉淀法直接测量发酵液相

对定量 Mccp 两株支原体 CPS 的方法，只需 5 h
即可完成测算，大大缩短传统差值法测算 CPS
含量的时间。以上研究为进一步改进 CCPP 灭活

疫苗、荚膜多糖间接血凝试剂的生产工艺和快速

定量提供了实验数据。 
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