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摘要:【目的】使用半数变色单位法实现对支原体活菌滴度的精确测定，以替代当前常用的 CCU(变色单位)
测定法。【方法】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，并做了重复性、敏感性试验以及与 CCU 的比
对验证试验。为进一步验证该方法的适用性，使用其对猪肺炎支原体和鸡滑液支原体培养物进行了活菌滴
度精确测定和评价。【结果】该方法可重复性良好，并具有较强的敏感性和适用性。【结论】CCU50测定法能
对支原体活菌滴度进行精确评估，有望成为支原体培养工艺研究、支原体疫苗研发等方面的有效工具。
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支原体是当前所发现的能独立生存、自行繁殖
的最小微生物，其结构简单，缺少细胞壁，在培养基
上一般呈“煎蛋状”菌落。支原体在自然界分布极
广，包括动物、植物、昆虫和土壤中都有存在，很多支
原体种类具有致病性，如与人类疾病相关的肺炎支
原体、生殖道支原体等，以及与动物疫病相关的鸡毒
支原体、牛传染性胸膜肺炎支原体、猪肺炎支原体

等［1 － 2］。

目前几乎所有的支原体都可以进行人工培养，

培养物滴度的测定方法一般使用颜色变化单位
( color change unit，CCU )［3 － 4］ 或 菌 落 形 成 单 位

( colony-forming units，CFU)［5 － 6］，由于支原体的培养

条件要求相比细菌要严格得多，大部分种类在固体
培养基上很难形成典型菌落，因此 CCU 成为最常用

的支原体活菌滴度测定指标［7 － 8］。CCU 测定方法

可以大致评估培养物中的活菌滴度，但不够精确，相
邻两个滴度之间相差 10 倍，很难满足一些对活菌数
要求较为严格的实验需求。

本研究是在 Masover 等(1975)实验中使用到的
CCU50

［9 － 10］基础上，借鉴了病毒培养物的病毒滴度
TCID50(50% tissue culture infective dose)的标准测

定方法［11 － 14］，将其改进后应用于支原体的活菌滴度

测定，并对该方法进行了敏感性和可重复性等验证，

以期能成为支原体活菌滴度的一种常用的精确测量
方法。

1 材料和方法

1. 1 实验材料

菌种:猪鼻支原体(Mycoplasma hyorhinis)BTS-7
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株、鸡滑液支原体 ( Mycoplasma synoviae ) GX11-T
株，由中国兽医微生物菌种保藏管理中心提供。猪
肺炎支原体(Mycoplasma hyopneumoniae)232 株，由
中国兽医药品监察所检测技术研究室提供。
1. 2 培养基

非禽源支原体检验培养基 (液体 ) (批号:
20130301 )、改 良 Frey 氏 液 体 培 养 基 ( 批 号:
20130501)，由北京中海生物科技有限公司提供。
1. 3 活菌滴度测定
1. 3. 1 CCU50测定方法:先将猪鼻支原体 BTS-7 株
F2 代按 10%接种量接入非禽源支原体检验培养基
(液体)，37 ℃ 静置培养 48 h，此时培养物 pH 约
6. 8，收获用于 CCU50和 CCU 测定。

对以上猪鼻支原体 BTS-7 株 F3 代培养物进行
10 倍比稀释至 10 － 9，分别从 10 － 6、10 － 7、10 － 8、10 － 9

管中各取 0. 2 mL 加入到装有 1. 8 mL 培养基的小管
中，每个稀释度设 6 个重复，共计 24 支小管，置
37℃静置培养。2 周后进行结果判定，统计各个稀
释度培养基变色( pH 变化值≥0. 5)的小管数量，按
照 Reed 和 Muench 法计算半数变色单位(CCU50)。
1. 3. 2 CCU 测定方法:取 10 支装有 1. 8 mL 液体
培养基的小圆底试管，在第 1 管中加入 0. 2 mL 猪鼻
支原体 BTS-7 株 F3 代培养物，充分混匀后从第 1 管
吸出 0. 2 mL 液体加入第 2 管，再混匀，吸出 0. 2 mL
加入第 3 管，依次类推，直到第 10 管。取 2 支含
2 mL液体培养基的小管作为对照，置 37℃ 静置培
养。2 周后观察培养基颜色变化，并判定结果，从培
养基颜色由红变到橘黄( pH 下降值≥0. 5)的最后
一稀释管作为 CCU 计数的终点，如:第 1 － 8 管发生
颜色改变( pH 变化值≥0. 5)，而第 9、10 管未发生
明显颜色变化，则培养物的 CCU 为 10 － 8 /mL。
1. 4 CCU50的可重复性验证

将猪鼻支原体 BTS-7 株 F3 代培养物分别由 3
位不同的研究人员同时对该培养物进行 CCU 测定
和 CCU50测定，以比较两种活菌滴度测定方法的可
重复性。
1. 5 CCU50的敏感性验证

由于目前还没有一种可靠的方法对支原体活菌
数进行精确测定，难以直接验证其敏感性，本文通过
将 1. 4 中猪鼻支原体 BTS-7 株 F3 代培养物分别进
行 2 倍和 3 倍稀释后，再次进行 CCU50和 CCU 测定，
以 1. 4 中 3 次 CCU50测定结果取平均值作为基准值

计算 2 倍和 3 倍稀释后的理论值，通过比较稀释后
的 CCU50测定结果与理论值的符合程度，以对 CCU50

测定方法的敏感性进行初步评价。
1. 6 CCU50测定方法在其他支原体上的应用

将猪肺炎支原体 232 株接种到非禽源支原体培
养基，将鸡滑液支原体 GX11-T 株接种改良 Frey 液
体培养基，培养至颜色变黄时，按照 1. 3 的测定方法
分别对猪肺炎支原体 232 株和鸡滑液支原体 GX11-
T 株培养物进行 CCU50和 CCU 测定，并各做 1 次重
复，以验证 CCU50测定方法的适用性。

2 结果

2. 1 CCU 测定结果
三组对猪鼻支原体 BTS-7 株 F3 代培养物进行

CCU 测定的小管中变黄的小管分别 1 － 8、1 － 8 和
1 － 9，即 3 次 CCU 测 定结果 分 别 为 10 － 8 /mL、
10 － 8 /mL、10 － 9 /mL，虽然结果在允许的 ± 1 个滴度
的误差范围内，但 10 － 8和 10 － 9的差距多达 10 倍。
2. 2 CCU50测定结果

3 次由不同人员对同一份猪鼻支原体 BTS-7 株
F3 代培养物测定结果如表 1。

参照《中国兽药典》(2010 版，三部)附录 7 的
病毒半数致死量、感染量测定法，按照公式(1)的方
法计算 CCU50。

距离比例 = 高于 50% 的累计变色百分比 － 50%
高于 50% 的累计变色百分比 －
低于 50% 的累计变色百分比

公式(1)
log CCU50 = 高于 50% 变色的稀释度的对数 +

距离比例 ×稀释系数的对数;
则试验 1 结果:距离比例 = 1，log CCU50 = － 7 +

1 × ( － 1) = － 8;
试验 2 结果:距离比例 = 0. 7，log CCU50 = － 7 +

0. 7 × ( － 1) = － 7. 7;
试验 3 结果:距离比例 = 0. 75，log CCU50 =

－ 7 + 0. 75 × ( － 1) = － 7. 75;
接种量为 0. 2 mL，以上 3 次 CCU50测定结果可

分别表示为 CCU50 = 10
－ 8. 0 /0. 2 mL、CCU50 = 10 － 7. 7 /

0. 2 mL 和 CCU50 = 10 － 7. 75 /0. 2mL，将其转换成每毫

升含 CCU50 数分别为: 5. 0 × 108CCU50 /mL、2. 8 ×

108CCU50 /mL、2. 5 × 108CCU50 /mL，均值为 3. 43 ×
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108CCU50 /mL。3 次测定结果最大值与最小值相差
1 倍，可能是由试验中随机性造成的偏差，但相比
CCU 的测定结果，已有较大改善，总体上可重复性
良好。

2. 3 CCU50敏感性测定结果
将同一个培养物稀释 2 倍和 3 倍后，再对稀释

后的培养物进行 CCU50测定，并将测定结果按照 2. 2
的方法进行计算，结果如表 2。

表 1． 3 次对 BTS-7 株 F3 代培养物进行 CCU50测定的结果
Table 1． The 3 repeat results of the culture of Mycoplasma hyorhinis BTS-7 strain determined by CCU50 assay

Code of the

repeat test

Dilution

rate

Amount of color

changed tubes

Amount of tubes

without color

change

Total of color

changed tubes

Total of tubes

without color

change

Percent of color

changed

tubes /%

CCU50 /0. 2 mL

results

1 10 － 6 6 0 15 0 100 108. 0

10 － 7 6 0 9 0 100

10 － 8 3 3 3 3 50

10 － 9 0 6 0 9 0
2 10 － 6 6 0 14 0 100 107. 7

10 － 7 6 0 8 0 100

10 － 8 1 5 2 5 28. 6

10 － 9 1 5 1 10 9. 1
3 10 － 6 6 0 14 0 100 107. 75

10 － 7 6 0 8 0 100

10 － 8 2 4 2 4 33. 3

10 － 9 0 6 0 10 0

表 2． 分别对 BTS-7 株 F3 代培养物进行 2、3 倍稀释后的 CCU50测定结果
Table 2． The results of the 1 /2 and 1 /3 diluted culture of Mycoplasma hyorhinis BTS-7 strain determined by CCU50 assay

Dilution

multiple of

the culture

Dilution

rate

Amount of

color changed

tubes

Amount of

tubes without

color change

Total of color

changed tubes

Total of tubes

without color

change

Percent of

color changed

tubes

CCU50 /0. 2mL

results

2 × 10 － 6 6 0 13 0 100% 107. 53

10 － 7 4 2 7 2 77. 8%

10 － 8 2 4 3 9 25. 0%

10 － 9 1 5 1 11 8. 3%
3 × 10 － 6 6 0 11 0 100% 107. 40

10 － 7 5 1 5 1 83. 3%

10 － 8 0 6 0 7 0%

10 － 9 0 6 0 13 0%

经过 2 倍和 3 倍稀释后，猪鼻支原体 BTS-7 株
F3 代培养物的测定结果分别为 CCU50 = 10 － 7. 53 /

0. 2 mL和 CCU50 = 10 － 7. 4 /0. 2 mL，将其转换成每毫

升含 CCU50数分别为:1. 69 × 108CCU50 /mL、1. 26 ×

108CCU50 /mL。按照 2. 2 中测定的培养物活菌滴度
均值计算得出的 1 /2 倍和 1 /3 倍稀释理论值分别为
1. 72 × 108CCU50 /mL 和 1. 14 × 108CCU50 /mL，测定
值与理论值比较接近，仅存在较小的偏差，表明
CCU50测定方法能对不同的稀释做出明显的反应，
测定值与理论值的接近度也侧面证明了该测定方法
的敏感度良好。

同时对经过 2 倍和 3 倍稀释后的猪鼻支原体
BTS-7 株 F3 代培养物使用 CCU 测定方法进行检测
的结果为 10 － 8 /mL、10 － 8 /mL，表明 CCU 测定方法对
2 倍和 3 倍稀释没有做出明显反应。
2. 4 CCU50测定方法在其他支原体的应用结果

对各稀释度的变色管数量进行统计后，按照
2. 2 的方法计算测定结果，猪肺炎支原体 232 株的
两次 CCU50 测 定 结 果 分 别 为: 10

－ 8. 0 /0. 2 mL、

10 － 8. 22 /0. 2 mL，CCU 的两次测定结果为 10 － 8 /mL、
10 － 9 /mL;对鸡滑液支原体 GX11-T 株的两次 CCU50

测定分别为:10 － 7. 45 /0. 2 mL、10 － 7. 5 /0. 2 mL，CCU 的
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两次测定结果为 10 － 8 /mL、10 － 8 /mL。
猪肺炎支原体 232 株和鸡滑液支原体 GX11-T

株的 CCU50测定结果与其相应的 CCU 结果基本上
同一个数量级上，但更精确，而且两次测定结果相差
也较近，表明 CCU50测定方法适用于猪肺炎支原体
和鸡滑液支原体的活菌滴度测定。

3 讨论

当前对支原体活菌滴度评价常用的方法仍然是
传统的 CCU 和 CFU 测定方法，但由于支原体菌落
微小，比较难于统计，还有部分种类支原体极难在固
体培养基上形成典型菌落，因而 CCU 测定成为最为
常用的支原体活菌滴度评价方法。近年来也先后出
现了紫外测定法和 PCR 方法等快速测定支原体培
养物菌体滴度的方法，但均不能区分活菌与死菌体，
只能作为菌体抗原浓度的参考指标［15］。Masover 等
(1975)在试验中首次使用半数变色单位(CCU50 )评

价支原体的活菌滴度［9］，但描述非常简略，具体测
定和计算方法没有详细说明。Robertson 等 (1978)
对 CCU50测定的稀释方法进行了详细描述，即先对

待测的支原体进行 10 倍比稀释到 10 － 9 (或 10 － 12 )，
再将每个稀释度的试管分成 9 个 0. 2 mL 加入到
0. 3 mL 容积的无菌微量板孔中，再用胶带封上用于
培养［10］。Stemke 和 Robertson(1982)使用人型支原
体(M． hominis)和解脲支原体 ( U． urealyticum)对
CFU 和 CCU50的测定结果与核酸浓度进行相关性比
较，发现 CCU50与核酸浓度相关性更好，但随后很少
有文献提及 CCU50。该方法作为支原体活菌滴度的
测定方法并没有被广泛采用，分析其原因可能包括:
Masover 等尽管提出半数变色单位的概念，但没有作
为一种方法加以描述和验证;随后 Robertson 等描述
了使用微量板对支原体 CCU50进行测定的方法，但
微量板不适合大多数支原体的培养，而且容易出现
污染 等 问 题，影 响 测 定 的 准 确 性。 Stemke 和
Robertson(1990)又利用细胞中 ATP 的特性，即活细
胞中含有一定量的 ATP，当细胞死亡时，ATP 则很快
分解消失的特性，通过荧光素酶( luciferase) － 荧光
素( luciferin)方法测定细胞中 ATP 的含量，已实现
对猪肺炎支原体和絮状支原体活菌数的快速测
定［16］。近年来，随着 ATP 化学荧光技术的发展并
广泛应用于活细胞计数，Calus 等 (2010)将其用于

猪肺炎支原体培养物活菌数的测定，并用其绘制了
生长曲线［17］。ATP 荧光技术具有快速、方便的特
点，但对样品处理、检测仪器精度和稳定性等有较高
要求。

本研究借鉴了病毒滴度 TCID50的标准测定方
法，用于对支原体活菌滴度 CCU50的测定，通过可重
复性和敏感性评价，结果表明该方法可重复性良好，
并能对 2 倍和 3 倍稀释做出明显反应，测定结果均
与理论值也较为接近，因此 CCU50测定法基本上可
满足支原体活菌滴度的精确测定需求，弥补了 CCU
测定方法的不足，所需要的时间与 CCU 方法基本相
同，但操作稍显复杂。

有报道显示，通过设置多个重复取平均值的办
法可增加 CCU 测定方法的准确性，但由于样本间的
差异较大，效果有限［18 － 20］。此外，在滴度的计算方
法上，CCU 测定方法也较为粗放，方法中对培养物
进行 10 倍比稀释，每次从上一个稀释度吸取 0. 2
mL 接入下一个稀释度的 1. 8 mL 培养基中，而不是
0. 1 mL 接入到 0. 9 mL 中，因此该方法判定的测定
结果实际上为每 2 mL 的结果，即试验结果 3. 1 中的
3 次 CCU 测定结果应该分别为 10 － 8 /2 mL、10 － 8 /
2 mL和 10 － 9 /2 mL，因此该方法在理论上就偏高了 1
倍。CCU50测定法在接种量上进行了充分考虑，将
CCU50表示为每 0. 2 mL 含有的半数变色单位数，避
免了理论上可能出现的偏差。

为了证明该方法的适用性，试验中选用了一株
猪肺炎支原体和一株禽类支原体进行实验，其中猪
肺炎支原体被认为是当前最难培养的支原体种类之
一，实验测定结果符合预期，而且两次结果相差很
近，表明该方法重现性和适用性良好，而对其他种类
支原体是否也完全适用仍需通过实验来验证。
CCU50测定结果是基于培养物的某个稀释倍数下
50%的试管可被培养而得出，如果 X 表示为每管的
平均活细胞数，根据泊松分布，P = 1 － 0. 5 = ex，X =
0. 6931，约等于 0. 7，即 1 个单位的 CCU50大约等于
0. 7 个活菌 (假设 1 个支原体活菌即可繁殖生
长)［21］，因此，CCU50也可以根据这一规律把活菌滴
度直接换算成活菌数。

综上所述，本文中描述的支原体 CCU50测定法
很好地解决了 CCU 测定方法的精确度差的问题，并
具有较好可重复性和敏感性，有望成为支原体基础
研究与应用等方面的有效工具。
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Accurate titration of mycoplasma culture measured by
50% color change unit assay

Qingchun Shen1，2* ， Congyan Li1， Qianqian Feng1， Ye Sun1，2， Yibao Ning2，
Liangquan Zhu1，2，Fang Wang2
1 Beijing Zhonghai Biotech Co．，Ltd．，Beijing 100081，China
2 China Institute of Veterinary Drug Control，Beijing 100081，China

Abstract:［Objective］ A new method was introduced for precise determination of the live cell titer of mycoplasma
culture，and would be a candidate to replace the commonly used CCU ( color change unit) assay． ［Methods］The CCU50

(50% color change unit ) was modified according to the method of TCID50 (50% tissue culture infective dose) assay used
for viral titer assessment，and adopted to estimate the live cell titer of mycoplasma． Sensitivity and reproducibility of the
CCU50 assay were assessed，and adaptability was checked with M． hyopneumoniae and M． synoviae． ［Results］The CCU50

assay showed better reproducibility， sensibility and adaptability than traditional CCU assessment approaches．
［Conclusion］ The method could be applied to accurate titration determination for mycoplasma，and might be considered
as a useful tool for the research of high density fermentation of mycoplasma and development of vaccine．
Keywords: mycoplasma，titration，50% color change unit，color change unit
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