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［摘　 要］ 　 为研制沙门氏菌类活疫苗活菌计数的参考疫苗，以期更科学地评价活菌计数结果的有

效性，研究制备了一批仔猪副伤寒活疫苗作为参考疫苗候选物，对其性状、纯粹检验、真空度、剩余

水分进行检测，对其运输稳定性、均一性进行测定，组织协作标定对参考疫苗候选物进行赋值，用协

作标定的方法统计参考疫苗候选物在 １８ 个月的保存期，将参考疫苗初步应用于仔猪副伤寒活疫苗

活菌计数的检验。 结果表明，参考疫苗的性状、纯粹检验、剩余水分和真空度测定均符合《中国兽药

典》的规定，均一性试验结果显示 １０ 瓶参考疫苗候选物计数结果的变异系数小于 １０％，说明其均一

性良好。 协作标定统计出参考疫苗候选物的赋值范围为（３．０，４．０）×１０９ ＣＦＵ ／ 头份，保存期试验结果

显示参考疫苗候选物在－７０ ℃以下保存 １８ 个月菌数稳定。 参考疫苗的初步应用显示本参考疫苗不

仅可以为沙门氏菌类活疫苗活菌计数提供参照物，而且还可用于控制普通琼脂培养基的质量。
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　 　 沙门氏菌能感染多种动物，大部分沙门氏菌具

有较强的致病性，成为肉类产品的主要污染源［１］。
二〇一五版《中国兽药典》中收录的沙门氏菌类活

疫苗有仔猪副伤寒活疫苗（Ｃ５００ 株）、沙门氏菌马

流产活疫苗、牦牛副伤寒活疫苗、牛副伤寒灭活疫

苗等［２］。 活菌计数是该类疫苗质量标准的重要参

数，对于评价疫苗的安全性和免疫效力有重要意

义；该类疫苗的效力检验（免疫攻毒法）也需要估计

测毒及攻毒菌数。 活菌计数受到多种因素影响，如
培养基质量、培养条件、平板表面湿度、检验员的主

观差异等，导致按照标准操作规程计数的结果不一

致。 在近几年的检验过程中，多次出现初次检验结

果不符合规定，更换培养基或检验员重检后检验结

果符合规定的情况，因目前没有活菌计数的参照

物，对培养基的促生长能力及检验员的计数结果无

科学评价的方法，重复检验降低工作效率，浪费实

验材料。 本研究试图研制沙门氏菌类疫苗活菌计

数的参考疫苗，以期更加科学地评价沙门氏菌类疫

苗活菌计数的结果。
１　 材料与方法

１．１　 参考疫苗候选物的制备及分发 　 按照《中华

人民共和国兽用生物制品规程》 ［３］ 的方法，制备一

批（５００ 瓶）仔猪副伤寒活疫苗（２０ 头份 ／瓶），作为

参考疫苗候选物。 按照现行《中国兽药典》三部对

参考疫苗候选物的性状、纯粹检验、活菌计数、真空

度测定、剩余水分等参数进行检验。 从 ５００ 瓶参考

疫苗候选物中随机抽取 １００ 瓶，置于隔热泡沫塑料

盒内，并放入生物冰袋，最外层包装纸箱，快递至 Ａ
单位、Ｂ 单位和 Ｃ 单位，收到样品后立即置于－７０
℃以下冰箱中保存［４］。
１．２　 培养基及耗材 　 用 ６ 批原材料按《中华人民

共和国兽用生物制品规程》二〇〇〇年版附录配制

６ 批普通琼脂培养基，用上述培养基对随机抽取的

３ 瓶参考疫苗候选物进行活菌计数，筛选出适宜的

培养基原材料。 用筛选出的原材料制备普通琼脂

和普通肉汤培养基，用翻口胶塞密封后置于 ２ ～
８ ℃保存。 １ ｍＬ、１０ ｍＬ 一次性吸管购买自 ｃｏｓｔａｒ，一
次性平皿（直径 ９０ ｍｍ），购买自青岛金典生化器材

公司。 Ａ、Ｂ、Ｃ 三家单位所用的试验耗材完全一致。
１．３　 均一性试验 　 随机抽取 １０ 瓶参考疫苗候选

物，由 ２ 名检验员对 １０ 瓶参考疫苗候选物同时进

行活菌计数，计算每位检验员对 １０ 瓶参考疫苗计

数结果的变异系数，比较 ２ 组数据的差异程度。
１．４　 协作标定　 分别随机抽取 １００ 瓶参考疫苗候

选物、１００ 瓶普通琼脂（１００ ｍＬ ／瓶）、１００ 瓶普通肉

汤培养基（２００ ｍＬ ／瓶）以及相关耗材寄给 Ｂ 单位

和 Ｃ 单位，Ａ、Ｂ、Ｃ ３ 家单位分别随机抽取 ２ 名检验

员，每位检验员对 ３ 瓶参考疫苗候选物进行活菌计

数，每瓶疫苗进行 ２ 次重复试验，统计不同检验员

在不同时间、不同实验室活菌计数的结果［５］。 根据

ＣＮＡＳ－ＧＬ０２：２００６ 《能力验证结果的统计处理和能

力评价指南》 ［６］ 中稳健统计方法，计算 Ｚ 比分值，
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剔除结果不满意的数据，计算活菌计数的几何平均

数 ｘ±２ｓ 作为参考疫苗候选物的菌数范围。
１．５　 运输稳定性试验 　 Ｂ 单位和 Ｃ 单位分别从

１００ 瓶参考疫苗候选物中随机抽取 ５ 瓶用 １．１ 项下

的方式寄到 Ａ 单位，Ａ 单位收到样品后马上进行活

菌计数，运输过程均需 ２ ｄ，分析运输过程对样品稳

定性的影响。 夏季（７ 月份）和冬季（１２ 月份）分别

试验一次。
１．６　 加速破坏试验　 随机抽取参考疫苗候选物，分
别置于 ２～８ ℃、２５ ℃、３７ ℃、－２０ ℃条件下，２～８ ℃、
２５ ℃、３７ ℃条件下保存的样品每隔若干天随机抽

取 ３ 瓶进行活菌计数、－２０ ℃保存的样品每隔 ６ 个

月随机抽取 ３ 瓶进行活菌计数，分析样品在不同储

存条件下的稳定性［７］。
１．７　 保存期试验　 将置于－７０ ℃以下保存的仔猪

副伤寒参考疫苗候选物按 １．４ 项下协作标定的方

法每１～２个月取样并计数，至保存期 １８ 个月，对计

数结果进行统计分析，每隔 ６ 个月对其性状、真空

度、剩余水分测定一次。
１．８　 参考疫苗的应用　 ２０１６－２０１８ 年沙门氏菌类

活疫苗活菌计数的检验中，加入参考疫苗，每次检

验随机抽取 ３ 瓶参考疫苗，其中至少 ２ 瓶参考疫苗

计数结果在协作标定赋值范围内时对照成立，对待

检疫苗进行结果判定。
２　 结　 果

２．１　 参考疫苗候选物的检验　 参考疫苗候选物性

状为海绵状疏松团块，易与瓶壁脱离，加稀释液后

迅速溶解，随机抽取 ５ 瓶疫苗进行纯粹检验，结果

５ ／ ５ 纯粹生长，真空度测定结果显示疫苗呈现白色

或粉色或紫色辉光，随机抽取 ４ 瓶疫苗测定剩余水

分，结果为 ２．２％、２．３％、２．６％、２．１％，均小于 ３．０％，
活菌计数结果为 ３．５×１０９ ＣＦＵ ／头份。
２．２　 培养基的筛选　 由 ２ 名检验员用编号 Ａ～Ｆ 的

６ 批普通琼脂培养基对相同的 ３ 瓶样品进行活菌计

数。 结果显示，６ 批普通琼脂培养基计数结果无差

异，２ 名检验员计数结果基本一致（表 １）。 因此，随
机选 １ 批培养基的原材料配制普通琼脂培养基 ３００
瓶， １００ ｍＬ ／瓶， 配制普通肉汤培养基 ４００ 瓶，
１００ ｍＬ ／瓶，均用翻口胶塞封口后置于 ２ ～ ８ ℃保存

备用。

表 １　 参考疫苗用 ６ 批普通琼脂培养基计数结果

Ｔａｂ １　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ６ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ａｇａｒ ｍｅｄｉｕｍｓ

检品编号
菌数 ／ （１０９ＣＦＵ·头份－１）

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ

１ ３．６ ／ ３．７ ３．８ ／ ３．６ ３．５ ／ ３．７ ３．６ ／ ３．７ ３．６ ／ ３．８ ３．７ ／ ３．７

２ ３．８ ／ ３．７ ３．７ ／ ３．５ ３．８ ／ ３．８ ３．８ ／ ３．６ ３．７ ／ ３．８ ３．６ ／ ３．７

３ ３．６ ／ ３．８ ３．６ ／ ３．８ ３．７ ／ ３．７ ３．８ ／ ３．５ ３．５ ／ ３．６ ３．７ ／ ３．８

　 表格中的 ２ 个数据分别为两名检验员的检测结果

２．３　 均一性试验 　 结果显示，２ 名检验员对 １０ 瓶

参考疫苗候选物计数结果的变异系数分别为 ８．４％

和 ８．２％，均小于 １０％，说明均一性良好［８］，２ 名检

验员对同一瓶疫苗计数结果的差异小于 ５．４％，说

明检验员之间的计数结果差异不明显（表 ２）。

２．４　 协作标定　 Ａ、Ｂ、Ｃ ３ 家单位 ６ 名检验员对 １８

瓶参考疫苗候选物计数结果为（ × １０９ＣＦＵ）：３． ０、

３．２、３．２、３．３、３．７、３．８、３．４、３．６、３．６、３．４、３．７、３．８、３．４、

３．４、３．８、３．６、３．７、３．５、３．２、３．３、３．４、３．６、３．７、３．６、３．４、

３．２、３．６、３．５、４．２、３．９、４．２、４．０、３．５、３．２、３．３、３．３，用稳

健统计法分析，剔除不满意数据 （︱Ｚ︱＞ ２ 的数

据） ［８］。 ３４ ／ ３６ 结果满意，２ ／ ３６ 结果不满意，对 ３４

个结果进行统计，ｘ±２ｓ 为（３．０，４．０） ×１０９ ＣＦＵ，定为

该批次参考疫苗候选物计数结果的赋值范围。
２．５　 运输稳定性试验 　 第一次运输稳定性试验

（夏季，７ 月份）：Ｂ 单位和 Ｃ 单位寄回的 ５ 瓶参考

疫苗候选物计数结果的最小值均为 ３． ７ × １０９

ＣＦＵ ／头份，第二次运输稳定性试验 （冬季，１２ 月

·１２·
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份）：Ｂ 单位和 Ｃ 单位寄回的 ５ 瓶参考疫苗候选物

计数结果的最小值分别为 ３． ６ × １０９ ＣＦＵ ／头份，
３．７×１０９ ＣＦＵ ／头份。 本参考疫苗候选物保存期 ０ 个

月时计数结果为 ３．５×１０９ ＣＦＵ ／头份，运输后计数结

果与其一致，说明该参考疫苗候选物在 ４８ ｈ 内的

运输稳定性良好（表 ３）。

表 ２　 均一性试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ

样品编号
检验员 １ 检验员 ２

菌数 ／ （１０９ＣＦＵ·头份－１） Ｚ 比分 菌数 ／ （１０９ＣＦＵ·头份－１） Ｚ 比分
满意度

１ ４．４ ０．７７ ４．２ ０．６７５ 满意 ／ 满意

２ ３．６ －０．８ ３．６ －０．８７ 满意 ／ 满意

３ ３．６ －０．８ ３．６ －０．８７ 满意 ／ 满意

４ ４．２ ０．３９ ４．３ ０．２８９ 满意 ／ 满意

５ ３．４ －１．２ ３．４ －１．２５ 满意 ／ 满意

６ ３．８ －０．４ ４．０ －０．４８ 满意 ／ 满意

７ ３．８ －０．４ ４．０ －０．４８ 满意 ／ 满意

８ ４．３ ０．５８ ４．４ ０．４８２ 满意 ／ 满意

９ ４．２ ０．３９ ４．３ ０．２８９ 满意 ／ 满意

１０ ４．２ ０．３９ ４．１ ０．２８９ 满意 ／ 满意

表 ３　 运输稳定性试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ

样品来源 检品编号
夏季 冬季

检验员 １ 检验员 ２ 检验员 １ 检验员 ２

Ａ 单位

１ ３．９ ４．０ ３．８ ３．７

２ ４．０ ４．２ ３．６ ３．６

３ ３．７ ３．６ ３．６ ３．８

４ ４．０ ３．９ ４．０ ３．９

５ ３．７ ３．８ ３．７ ３．８

Ｂ 单位

６ ３．８ ３．８ ３．７ ３．８

７ ４．１ ４．０ ３．８ ４．０

８ ３．８ ３．８ ４．２ ４．０

９ ４．３ ４．１ ４．０ ３．７

１０ ３．７ ３．８ ３．８ ３．８

　 表中数据为测定的菌数，单位为 １０９ ＣＦＵ ／ 头份

２．６　 加速破坏试验 　 加速破坏试验结果（表 ４ －
表 ７）显示：２ ～ ８ ℃保存 １０ ｄ，结果稳定，保存 ２０ ｄ
菌数下降 １７％；２５ ℃保存 ７ ｄ，结果稳定，保存 ２０ ｄ，
菌数下降 ２２％；３７ ℃保存 ５ ｄ，结果稳定，保存 ７ ｄ，
菌数下降 ３１％；－２０ ℃保存的疫苗 １８ 个月内菌数

无下降，结果稳定。
２．７　 保存期试验　 按协作标定的方法对－７０ ℃以

下保存 １８ 个月以内的参考疫苗候选物逐月进行活

菌计数，剔除结果不满意的偏离数据，变异系数为

６．７％ ～ ８． ９％，均小于 １０％，平均数为 ３． ４ × １０９ ～
３．７×１０９ ＣＦＵ ／头份，中位数为 ３． ４ × １０９ ～ ３． ７５ × １０９

ＣＦＵ ／头份，均在活菌计数可接受的误差范围内，且
计数结果在 １８ 个月内未随保存时间的延长而降

低，保存期为 ６ 个月、１２ 个月、１８ 个月时分别随机

抽取参考疫苗候选物检查性状、真空度，结果均符

合《中国兽药典》的规定［９］，剩余水分均小于 ３％。

·２２·
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表 ４　 参考疫苗候选物加速破坏试验（２～ ８℃）
Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｄａｍａｇｅ ｔｅｓｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ（２～ ８℃）

保存时间 ／ ｄ
菌数 ／ （１０９ＣＦＵ·头份－１）

１ ２ ３

１ ３．５ ４．２ ４．２

２ ３．６ ３．６ ３．４

３ ３．４ ３．９ ３．７

４ ３．６ ４．３ ４．０

７ ３．９ ３．７ ３．５

１０ ３．６ ４．０ ４．２

２０ ２．９ ３．２ ／

表 ５　 参考疫苗候选物加速稳定性试验（２５℃）
Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｄａｍａｇｅ ｔｅｓｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ（２５℃）

保存时间 ／ ｄ
菌数 ／ （１０９ＣＦＵ·头份－１）

１ ２ ３

１ ３．２ ３．４ ３．７

３ ３．５ ３．２ ３．７

７ ３．８ ３．３ ３．２

９ ３．５ ３．０ ２．９

１１ ２．７ ３．１ ３．１

２０ ２．７ ２．９ ／

２．８　 参考疫苗的应用　 本参考疫苗在应用过程中

主要存在 ４ 种情况：（１）参考疫苗对照成立，待检疫

苗不符合规定，这种情况下更换培养基，由 ２ 名检

验员同时对待检疫苗进行重检，检测结果均与初次

检验结果一致。 （２）待检疫苗和参考疫苗结果均不

符合规定，更换培养基对待检疫苗和参考疫苗重检

测，参考疫苗结果符合规定，对待检疫苗进行判定。
（３）参考疫苗符合规定，待检疫苗不符合规定，但二

者在 ３７ ℃培养 ２４ ｈ 菌落大小不一，继续延长培养

时间仍有新菌落长出，且菌落直径总体小于本菌在

３７ ℃培养 ２４ ｈ 的大小。 （４）待检疫苗和参考疫苗

均符合各自质量标准（表 ８）。
３　 结论与讨论

在生物制品的检验中增加参考品以更加客观、

表 ６　 参考疫苗候选物加速稳定性试验（３７℃）

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｄａｍａｇｅ ｔｅｓｔ ｏｆ

ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ（３７℃）

保存时间 ／ ｄ
菌数 ／ （１０９ＣＦＵ·头份－１）

１ ２ ３

１ ３．２ ３．５ ３．７

３ ３．３ ３．２ ３．４

５ ３．２ ３．３ ３．４

７ ２．２ ２．５ ２．３

１１ ０．９ ０．６

表 ７　 参考疫苗候选物加速稳定性试验（－２０℃）
Ｔａｂ ７ Ｔｈｅ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｄａｍａｇｅ ｔｅｓｔ ｏｆ

ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ（－２０℃）

保存时间 ／ 月
菌数 ／ （１０９ＣＦＵ·头份－１）

１ ２ ３

６ ３．５ ３．７ ３．７

１２ ４．０ ３．７ ３．４

１８ ３．５ ３．３ ３．６

科学的评价检验结果是未来的一种趋势，国外以及

国内人用生物制品参考品的研究及应用越来越广

泛［１０－１１］。 活菌计数是细菌类活疫苗质量控制最重

要的参数之一，直接关系到疫苗的安全性和免疫效

力，参考疫苗的研究对于客观评价疫苗的菌数有极

其重要的意义。 目前我国尚无任何活菌计数的参

考疫苗，也无控制培养基促生长能力的参考疫苗，
对影响活菌计数结果的关键因素之一培养基的质

量无法科学评价，外加其他因素的影响，更无法科

学评价活菌计数结果的有效性。 活菌计数的参照

物在美国细菌类疫苗如多杀性巴氏杆菌和猪丹毒

杆菌活疫苗的检验中已应用多年［１２－１３］，但其应用

和判定不适合中国国情。
通过对沙门氏菌类活菌计数参考疫苗的系统

研究，制定出参考疫苗的质量标准：性状、纯粹检

验、真空度测定、剩余水分测定的标准参照《中国兽

药典》；活菌计数标准为随机抽取 ３ 瓶参考疫苗，至
少有 ２ 瓶计数结果在参考疫苗协作标定赋值范围

内，且在 ３７ ℃培养 ２４ ｈ，菌落大小均匀一致； 均一

·３２·
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表 ８　 参考疫苗的应用情况

Ｔａｂ ８　 Ｔｈｅ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖａｃｃｉｎｅ

编号
待检疫苗菌数

／ （１０９ＣＦＵ·头份－１）
参考疫苗菌数

／ （１０９ＣＦＵ·头份－１）
判断

１ ２．９ ３．２ ２．７ ３．８ ４．０ ４．２

２ ３．０ ２．５ ２．８ ３．７ ３．５ ４．２

３ ２．８ ２．８ ２．７ ３．５ ３．８ ４．３

编号 １～３ 为参考疫苗对照成立，待检疫苗不符合质量
标准的规定，判定待检疫苗不合格

４ ２．７ ２．５ １．９ ３．７ ３．４ ４．４

５ ４．１ ４．５ ５．１ ３．８ ３．９ ４．２

编号 ４ 为某次复核检验，初次检验参考疫苗计数结果符
合规定，待检疫苗不符合规定，但菌落大小不一，且小于
该菌 ３７℃培养 ２４ 小时的大小，延长培养时间仍有新菌
落长出，提示培养基质量存在问题；编号 ５ 为更换培养
基后重检结果，参考疫苗和待检疫苗均符合各自标准。

６ １．９ ２．０ １．７ ２．１ ２．５ ２．２

７ ３．２ ３．３ ３．０ ３．４ ３．２ ３．７
编号 ６ 为初次检验，参考疫苗和待检疫苗均不符合规
定，编号 ７ 为更换培养基后检验结果均符合规定。

８ ３．２ ３．５ ３．３ ３．５ ３．２ ３．８ 待检疫苗和参考疫苗均符合各自质量标准

性检验标准为随机抽取 １０ 瓶参考疫苗进行活菌计

数，１０ 瓶参考疫苗计数结果的变异系数小于 １０．０％；
运输稳定性标准为将参考疫苗置于 ２ ～ １５ ℃运输

不超过 ４８ ｈ，活菌数下降应小于 １０．０％。
参考疫苗换批时需对现有的在保存期内的参

考疫苗用普通琼脂进行计数，如果计数结果符合参

考疫苗的质量标准，说明普通琼脂培养基的灵敏度

适宜，用该普通琼脂培养基对新制备的参考疫苗进

行检验和协作标定，以确保参考疫苗在换批时标准

一致［１４］。
参考疫苗的应用结果显示，本参考疫苗既可以

应用于控制沙门氏菌类活疫苗活菌计数的过程，又
可以用于控制普通琼脂培养基的质量。 控制沙门

氏菌类活疫苗活菌计数的过程时，每次检验均需使

用参考疫苗对试验结果的有效性进行判定。 若一

次检验中使用同一批普通琼脂培养基对多批次检

品进行检验，则仅需要使用 ３ 瓶参考疫苗对试验结

果的有效性进行判定。 若一次检验中使用了不同

批次的普通琼脂培养基，则每批次普通琼脂培养基

均需用 ３ 瓶参考疫苗对试验结果进行有效性判定。
当 ３ 瓶参考疫苗中至少 ２ 瓶计数结果在参考疫苗

质量标准规定的范围内，且（３７±０．５） ℃培养 １８ ～
２４ ｈ 菌落大小均匀一致时，判定试验结果有效。 此

时将每批待检疫苗 ３ 瓶样品中含有活菌数的最小

值计为检验结果，根据制品质量标准进行判定。 用

于普通琼脂培养基质量控制时，每批普通琼脂培养

基用 ３ 瓶参考疫苗进行检验，当不少于 ２ 瓶参考疫

苗计数结果在参考疫苗协作标定范围内，且参考疫

苗在（３７±０．５）℃培养 １８～２４ ｈ，菌落大小均匀一致

时，判定培养基促生长能力符合规定。 若参考疫苗

计数结果高于参考疫苗协作标定的赋值范围，提示

普通琼脂培养基的促生长能力偏高，若低于参考疫

苗协作标定的赋值范围，提示普通琼脂培养基的促

生长能力偏高。 因此应在普通琼脂培养基质量标

准的控制中添加促生长能力检验参数，符合规定的

培养基用于检验，可以避免不必要的重复工作。 若

参考疫苗在普通琼脂培养基的质量控制中应用后

还可以降低普通琼脂培养基促生长能力的批间差

异，在效力检验（攻毒保护试验）估算菌数时即使更

换培养基，对结果影响不大，保证试验的顺利进行。
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