
中国兽药杂志 ２０１６，５０（３）：１６～２０／朱良全，等　

仔猪副伤寒活疫苗合成培养基发酵工艺应用研究

朱良全１，孙 晔１，２，刘延亭２，蒋 卉１，彭小薇１，陈 祥３，丁家波１

（１．中国兽医药品监察所，北京１０００８１；２．北京中海生物科技有限公司，北京１０００８１；

３．江苏省人兽共患病学重点实验室，江苏扬州２２５００９）

［收稿日期］２０１５－１２－１９　［文献标识码］Ａ　［文章编号］１００２－１２８０（２０１６）０３－００１６－０５　［中图分类号］Ｓ８５９．７９７

［摘　要］　为确定仔猪副伤寒活疫苗合成培养基发酵参数，根据发酵过程中的关键技术，设计３种

不同工艺，分别发酵培养２１ｈ，每隔３ｈ取样进行活菌计数表明，培养１５～２１ｈ均可达细菌稳定期，

工艺３培养菌数高于其余２种，其最适培养时间为１８ｈ；将合成培养基以１％、２％和３％的接菌量按

工艺３分别发酵１８ｈ，发现３者培养菌数基本一致。进一步比较４批合成培养基和普通肉汤发酵

１８ｈ的培养效果，期间１５、１８ｈ抽样的合成培养基培养菌数分别比普通肉汤高１２％和２５％；发酵１８

ｈ的菌液对小鼠安全性及对兔的免疫原性，两者基本一致，接种小鼠均１０／１０健活，免疫攻毒兔均达

４／５～５／５保护，对照攻毒兔５／５死亡。结果表明，发酵培养工艺３可行，可实现仔猪副伤寒活疫苗

合成培养基高密度培养，且发酵菌体安全性及免疫原性良好。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｍｅｄｉｕｍ；ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ；ｂａｃｔｅｒｉａｃｏｕｎｔ；ｓａｆｅｔｙ；ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

　　仔猪副伤寒（Ｐａｒａｔｙｐｈｕｓｓｗｉｎｅ）又称猪沙门氏

菌病（Ｓｗｉｎｅｓａｌｍｏｎｅｌｌｏｓｉｓ），是由猪霍乱沙门氏菌

（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｃｈｏｌｅｒａｅｓｕｉｓ）引起的一种仔猪高热传染

病，目前主要通过接种疫苗进行预防［１－３］。我国的

仔猪副伤寒活疫苗毒力稳定、安全，在猪沙门氏菌

病防控中发挥了重要作用［４］。但其制苗用菌液生

产一直采用普通肉汤，该培养基主要成分牛肉汤受

动物的种类、年龄、及肉源的新鲜与消化程度影响

大，造成疫苗批次间的质量不稳定，很难建立标准

化发酵工艺参数［５－６］。合成培养基替代天然培养

基是发展的必然趋势，由于其成分相对确定、质量

稳定、操作简便，易于在线检测、监控和及时调整，

故成为国内外研究的热点［６］。合成培养基的配套

发酵工艺是实现高细胞密度发酵培养的关键。由

于具有较高的技术含量，一般为商业秘密或专利产

品，相关正式报道较少。本课题组在成功研制出仔

猪副伤寒活疫苗生产用合成培养基的前期基础上，

对其发酵工艺进行研究，以期为指导该合成培养基

科学应用提供实验依据，从而进一步为其他细菌类

疫苗合成培养基及配套发酵工艺的研究提供借鉴。

１　材 料

１．１　菌种　生产用菌种为猪霍乱沙门氏菌

（ＣＶＣＣ７９５００株）（２００６．８．２９冻干，０．３ｍＬ／支）；

检验用菌种为猪霍乱沙门氏菌（ＣＶＣＣ７９１０２株）

（２００６．８．２９冻干，０．３ｍＬ／支），由中国兽医药品监

察所鉴定、保管和供应。

１．２　培养基及试剂　仔猪副伤寒活疫苗合成培养

基（批号为２００８０１、２００８０２、２００８０３），由北京中海生

物科技有限公司配制及提供。其主要成分：胰酪蛋

白胨（批号ＶＭ７３２７３１－６４４），购自 ＭＥＲＣＫ公司；

酵母浸粉（批号９１１９４８）购自 ＯＸＯＩＤ公司；磷酸二

氢钾、磷酸氢二钠、氯化钠、碳酸钠、葡萄糖等均为

分析纯化学试剂，购自北京化学试剂公司。

普通肉汤（批号为 ２００８１１、２００８１２、２００８１３、

２００８１４）由哈药集团生物疫苗有限公司配制及

提供。

１．３　３０Ｌ发酵罐　ＢＩＯＦ－２０００型，上海高机生物

工程有限公司。

１．４　动物　小鼠：ＩＣＲ系，３０～３５日龄、体重１８～

２２ｇ，清洁级；大耳白兔：体重１．５～２．０ｋｇ，普通级。

由中国兽医药品监察所实验动物组采购并提供。

２　方 法

２．１　种子液制备　按《中华人民共和国兽用生物

制品规程（２０００版）》（以下简称《规程》［５］）进行。

２．２　不同发酵工艺比较试验　将合成培养基按说

明书用注射用水溶解成２００００ｍＬ后，输入３０Ｌ发

酵罐中，１１６℃在线灭菌３０ｍｉｎ。待其恢复室温后，

按２％加入种子液，按表１设计的３种不同发酵工

艺各发酵培养２１ｈ，其培养３、６、９、１２、１５、１８、２１ｈ

分别取样，按现行《中国兽药典》［７］方法进行活菌

计数。
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表１　发酵工艺及参数表
项目 工艺参数１ 工艺参数２ 工艺参数３

合成培养基起始ｐＨ值
直接配制，不调整ｐＨ值，

配制完成后２５℃ｐＨ值为７．０
直接配制，不调整ｐＨ值，

配制完成后２５℃ｐＨ值为７．０

直接配制，用２０％灭菌碳酸钠
调整ｐＨ值，配制完成
后２５℃ｐＨ值为７．６

发酵培养过程中

ｐＨ值调节

当ｐＨ上升０．３时用适量５０％
灭菌葡萄糖调节；当ｐＨ下降

０．３时用适量２０％灭菌碳酸钠调节

当ｐＨ上升０．３时用适量５０％灭菌
葡萄糖调节；当ｐＨ下降０．３时，
用适量１０％灭菌氢氧化钠

当ｐＨ上升０．３时用适量５０％
灭菌葡萄糖调节；当ｐＨ下降０．３，

用２０％赖氨酸调节

培养方式及温度

种子液接入合成培养基后，

先３８℃稳定２ｈ，然后开始通气，
并保持３８℃

种子液接入合成培养基后，

先３６℃稳定２ｈ，然后开始通气，
保持３８℃

种子液接入合成基培养后，

先３６℃稳定２ｈ，然后开始
通气，保持３８℃

转速
０～２ｈ，１００ｒ／ｍｉｎ；２～４ｈ，
１５０ｒ／ｍｉｎ；４ｈ以后，２００ｒ／ｍｉｎ

０～３ｈ，１００ｒ／ｍｉｎ；３～６ｈ，
１５０ｒ／ｍｉｎ；６～１２ｈ，２００ｒ／ｍｉｎ；

１２ｈ以后，２５０ｒ／ｍｉｎ

０～２ｈ，１００ｒ／ｍｉｎ；２～４ｈ，
１５０ｒ／ｍｉｎ；４ｈ以后，２００ｒ／ｍｉｎ

进气流量 ０～２ｈ，１．２ｍ３／ｈ；２～４ｈ，１．４ｍ３／ｈ；４～６ｈ，１．６ｍ３／ｈ；６ｈ以后调至最大

出气压
０～１０ｈ，０．０５Ｍｐａ；
１０ｈ以后，０．０８Ｍｐａ

０～３ｈ，０．０３Ｍｐａ；３～６ｈ，０．０５ＭＰａ；
６～１２ｈ，０．１ＭＰａ；
１２ｈ以后，０．１２ＭＰａ

始终保持０．０５ＭＰａ

２．３　不同接菌量的比较试验　按２．２项方法将合
成培养基无菌定量输入 ３０Ｌ发酵罐后，分别按
１％、２％和３％加入种子液，按表１中获得最佳发酵
工艺及参数，发酵培养１８ｈ，其培养１５、１８ｈ分别取
样，按现行《中国兽药典》［７］方法进行活菌计数。

２．４　同常规培养基比较试验结果
２．４．１　发酵培养活菌计数　按２．２项的量及方法
将合成培养基和普通肉汤输入发酵罐后，按２％加
入种子液，按表１中获得最佳发酵工艺及参数培养
１８ｈ，其培养１５、１８ｈ分别取样，按现行《中国兽药
典》［７］方法进行活菌计数。合成培养基和普通肉汤

各培养４批。
２．４．２　培养菌液的安全性试验　取每批合成培养
基及普通肉汤培养１８ｈ菌液各１００ｍＬ，进行活菌
计数后，用生理盐水作适当稀释，按《规程》［５］用

量，分别皮下注射体重１８～２２ｇ的小鼠１０只，０．２
ｍＬ／只（含１×１０８ＣＦＵ活菌），观察２１ｄ，记录健活
情况。

２．４．３　培养菌液的免疫原性试验　取２．４．２项培
养菌液，根据其活菌计数结果，用生理盐水作适当

稀释，按《规程》［５］用量，分别肌肉注射体重１．５～
２．０ｋｇ的家兔５只，１．０ｍＬ／只（含２５×１０８ＣＦＵ活
菌），３０ｄ后，连同条件相同的不免疫对照家兔 ５

只，各皮下注射经肉肝胃（膜）消化汤培养２代的猪
霍乱沙门氏菌（ＣＶＣＣ７９１０２株）２．０ｍＬ（含 ３ＭＬＤ
的活菌），观察３０ｄ，记录健活情况。
２．５　统计分析　使用 ＳＰＳＳ数据分析软件包中的
独立样本ｔ－检验方法对数据进行分析。，Ｐ＜
０．０５，代表显著性差异，，Ｐ＜０．０１，代表非常
显著性差异。

３　结果与分析
３．１　不同发酵工艺参数　试验结果见图１。

图１　３种不同发酵工艺培养菌数曲线图

从图１可以看出，合成培养基发酵培养 １５～
２１ｈ，３种不同发酵工艺可达到细菌生长的稳定期。
工艺３发酵培养菌数高于其余２种，其最适发酵培
养时间为１８ｈ。

·８１·
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３．２　不同接种量活菌计数结果　由３．１项结果得
出工艺３实现高密度发酵培养最好，进一步按照工
艺３进行不同接菌量比较试验，结果见表２。

表２　不同接种量发酵培养菌数
（单位：×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）

培养时间／ｈ
接种量

１％ ２％ ３％

１５ ４４５ ４０１ ４２３

１８ ５２１ ５４１ ５１２

从表２看出，合成培养基采用１％～３％接菌量
进行发酵，培养１５、１８ｈ各自培养菌数基本一致。
３．３　与常规培养基发酵试验比较结果　结果见表
３，从表３结果及其统计分析看出，发酵培养１５ｈ的
４批合成培养基培养菌数平均值虽然高于普通肉汤
１２％，但差异不明显；而发酵培养１８ｈ，两者差异明
显（，Ｐ＜０．０５）。

表３　合成培养基与普通肉汤发酵罐培养比较
结果（单位：×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）

培养基 批号 １５ｈ １８ｈ

合成培养基

２００８０１ ４０１ ５４１

２００８０２ ４２３ ５１２

２００８０３ ５２６ ６０８

２００８０４ ４５１ ５６８

平均 ４５０ ５５７

普通肉汤

２００８１１ ４０１ ４４４

２００８１２ ３８７ ４６６

２００８１３ ４２０ ４５８

２００８１４ ３９７ ４０７

平均 ４０１ ４４３

合成培养基平均培养菌数

高出普通肉汤率
１２％ ２５％

３．４　培养１８ｈ的菌液对小鼠的安全性　结果见表４。

表４　培养菌体安全的安全性试验结果表

培养基 批号 实验动物 数量（只／头） 接种途径
接种

剂量／ｍＬ
预计接种菌数

（１０８ＣＦＵ）
实际接种菌数

（１０８ＣＦＵ）
观察

时间／ｄ
结果

合成培养基

２００８０１ １０ １ １．１１ １０／１０健活

２００８０２ １０ １ １．０７ １０／１０健活

２００８０３ １０ １ ０．９８ １０／１０健活

２００８０４ 小鼠 １０ 皮下注射 ０．２ １ １．１２ ２１ １０／１０健活

普通肉汤

２００８１１ １０ １ ０．９５ １０／１０健活

２００８１２ １０ １ １．０８ １０／１０健活

２００８１３ １０ １ ０．９７ １０／１０健活

２００８１４ １０ １ １．０３ １０／１０健活

　　从表４可以看出，合成培养基培养的菌液对小
鼠安全，与普通肉汤一致，均１０／１０健活。
３．５　培养１８ｈ的菌体免疫原性　结果见表５。从

表５结果可以看出，合成培养基培养的菌液免疫原
性良好，其免疫攻毒效果与普通肉汤基本一致，免

疫兔达４／５～５／５保护，对照５／５死亡。
表５　培养菌体免疫原性试验结果表

培养基 批号 兔数量／只
免疫途径及

预计接种菌数

实际接

种菌数（１０８ＣＦＵ）
免疫观

察时间／ｄ
攻毒途

径及菌数

攻毒观察

时间／ｄ
结果

合成培养基

２００８０１ ５
２００８０２ ５
２００８０３ ５
２００８０４ ５

普通肉汤

２００８１１ ５
２００８１２ ５
２００８１３ ５
２００８１４ ５

大腿内侧肌肉

注射１．０ｍＬ（含
２５×１０８ＣＦＵ
活菌）

２４．３
２５．１
２４．７
２６．８
２５．２
２５．３
２４．８
２５．８

３０

皮下注射猪霍

乱沙门氏菌

（ＣＶＣＣ７９１０２株）
菌液１．０ｍＬ
（含３ＭＬＤ活菌）

３０

５／５保护
４／５保护
５／５保护
５／５保护
４／５保护
５／５保护
３／５保护
４／５保护

不免疫对照 ５ ５／５死亡
注：①皮下攻毒菌数５４ＣＦＵ（约含３ＭＬＤ），测毒时接种１８ＣＦＵ强毒菌液，接种兔分别在第９、１１、１２日各死１只；第１４日死亡２只。②２００８０２
批合成培养基肌肉注射免疫攻毒４／５保护（攻毒后１２日死亡１只）；２００８１１批普通肉汤免疫攻毒４／５保护（攻毒后２０日死亡１只），２００８１３
批普通肉汤免疫攻毒３／５保护（攻毒后１４、１５日各死亡１只），２００８１４普通肉汤免疫攻毒４／５保护（攻毒后１６日死亡１只）。
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４　讨论与小结
自兽用生物制品企业实行 ＧＭＰ以来，大规模

发酵培养已广泛应用于成为兽用细菌类疫苗。发

酵工艺本身是一个复杂的系统，它涉及到发酵罐类

型，如通气搅拌式及气升式发酵罐等，以及具体发

酵参数，如温度、溶氧、ｐＨ值等［８］。本试验中的通

气搅拌式发酵罐在兽用生物制品企业应用较为普

遍，其最大的特点通过搅拌桨和进气流量改变溶氧

量和换气频率。研制成功的合成培养基解决了批

次间稳定性问题，而发酵工艺是实现合成培养基高

密度培养的重要途径。综合全文研究表明，研制的

合成培养基采用工艺３，２％接种发酵培养１８ｈ，适
用于发酵培养猪霍乱沙门氏菌（ＣＶＣＣ７９５００株）。

在发酵工艺研究中，根据需氧菌营养代谢的特

点设计了３种工艺参数，发现溶液 ｐＨ值下降时采
用不同类型碱性物质调节的效果差异比较大。如

采用氢氧化钠，因其为强碱，瞬时调整ｐＨ值能力很
强，导致培养基ｐＨ值短期调整幅度大，反而不利于
菌体的繁殖。而碳酸钠为强碱弱酸盐，短时间调整

能力弱，但促进菌数增殖能力不明显。赖氨酸为碱

性氨基酸，既可调节 ｐＨ值，又被菌体代谢，促进了
菌体繁殖及稳定。

虽然普通肉汤起始 ｐＨ值可高达７．６，但此发
酵工艺能否适应普通肉汤，有待进一步研究。因为

发酵工艺与培养基有很大关系，普通肉汤中主要成

分含有大量嘌呤碱，营养成分复杂［６］。曾有学者报

道，合成培养基培养菌液进行后续冻干，其冻干菌

存率低于普通肉汤［９－１０］。这样的结论有些偏颇，因

为冻干菌存率主要涉及菌体状态、冻干保护剂及冻

干工艺，与培养基影响不大［１１］。曾选择处于对数

生长末期或稳定前期的合成培养基培养菌液，采用

耐热保护剂进行冻干，其冻干菌存率高达 ７５％以

上，且耐热性能良好（数据未发表，待另文表述），无

论冻干菌存率还是耐老化性能均优于文献［９，１１］报

道的菌存率。
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