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［摘　要］　建立了仔猪副伤寒活疫苗生产用菌株生长曲线，获取菌株培养参数，从而实现合成培养

基初步应用。将猪霍乱沙门氏菌（ＣＶＣＣ７９５００株）运用试管和三角瓶分别静置和振荡培养３０ｈ，期

间取４、８、１２、１８、２４、３０ｈ等６个点进行活菌计数并建立生长曲线，确定３７℃静置培养１８～２４ｈ，

３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养８～２４ｈ为培养稳定期。不同接菌量比较结果表明，３７℃静置培养２４ｈ，

３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ均可达到菌体稳定期。在稳定期参数条件下，比较合成培养基与常

规普通肉汤培养基对该菌的增殖效果，结果表明，３７℃静置培养２４ｈ，试管及三角瓶培养菌数分别

为２７×１０８～３１×１０８、３３×１０８～４１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ；３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ，试管及三角瓶培

养菌数分别为５８×１０８～６６×１０８、７８×１０８～８８×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。而同条件３批普通肉汤培养菌数均

低于合成培养基，且批次间稳定性较合成培养基差。将合成培养基振荡培养１２ｈ的菌液接种小鼠

均１０／１０存活；免疫后攻毒家兔达４／５～５／５保护，与普通肉汤基本一致。合成培养基保存期试验表

明，２５℃避光保存２８ｄ与当天配制的液体合成培养基，振荡培养菌数基本一致。获取的培养参数

适合用于合成培养基的初步评价，研制的合成培养基培养菌数优于普通肉汤，且不影响菌体安全性

及免疫原性，室温保存期可达２８ｄ。
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　　接种仔猪副伤寒活疫苗（Ｃ５００株）是预防和控

制猪霍乱沙门氏菌病的有效途径［１－２］。但制苗用

菌液生产一直采用的是普通肉汤，其主要成分牛肉

汤易受动物的种类、年龄、肉源的新鲜度及消化程

度的影响，造成疫苗批次间的质量不稳定［３－４］。而

合成培养基由于其成分相对确定且质量稳定，是解

决培养批次间稳定性差的关键，并逐渐成为国内外

研究的热点［４］。不过，如何实现大量合成培养基的

筛选研制是广大科研工作者面临的难题。通过建

立仔猪副伤寒活疫苗生产用菌株生长曲线，了解该

菌株的生长规律，选择其对数生长末期或稳定期的

培养参数和培养菌数作为参考，通过在同培养条件

下，筛选较高培养菌数的培养基是实现合成培养基

研制的重要途径之一［５］。

对于小型实验室和兽用生物制品企业，试管和

三角瓶是日常最常用的培养器具。而静置培养和

振荡培养，因其操作简便、需要仪器设备简单，广泛

用于生产用种子液制备及科学研究中大规模发酵

工艺生产的前期小试。一直以来，我国现行兽用生

物制品规程（２０００版）（以下简称《规程》［３］）虽规

定仔猪副伤寒制苗用生产种子采用３７℃静置培养

２４ｈ，但缺少完整的培养参数。而对于三角瓶振荡
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培养（也称摇瓶发酵培养），因其体积小，培养基需

求量小，模拟了发酵培养的换气频率和溶氧环境，

虽已广泛用于实验室中培养基筛选、大规模发酵培

养前的小试，但对于仔猪副伤寒活疫苗生产用菌株

的培养参数的几无报道，这为日常菌液培养冻干、

基因组及质料提取、新型合成培养基筛选研究带来

困难。本研究运用试管及三角瓶进行猪霍乱沙门

氏菌（ＣＶＣＣ７９５００株）系统的静置和振荡培养试

验，确定了该菌的生长曲线，通过选择菌数稳定期

的培养参数条件，从而实现在同条件下对研制的合

成培养基进行初步应用评价，为开展细菌合成培养

基的研究提供经验方法和借鉴思路。

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　试剂及耗材　仔猪副伤寒活疫苗合成培养基

（批号为２００７０１、２００７０２、２００７０３），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、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 ２００７０１３０、２００７０１１５、

２００７０１２２及２００７０２０５），由中国兽医药品监察培养

基组配制和供应。

Ａ型试管，规格：２５ｍＬ；三角瓶，规格：５００ｍＬ，

由中国兽医药品监察培养基组购自北京化工玻璃

厂。

１．３　仪器　３７℃恒温培养箱及ＨＺＬ－２５０恒温双

层振荡培养箱，江苏太仓市实验设备厂。

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《规程》［３］方法进行。

２．２　生长曲线的建立

２．２．１　静置培养　将普通肉汤分别分装于 ６支

２５ｍＬＡ型试管（分装１０ｍＬ／管）和１瓶５００ｍＬ三

角瓶（分装２００ｍＬ／瓶），按２％接入种子液，３７℃

静置培养３０ｈ，期间分别于４、８、１２、１８、２４、３０ｈ取

出１管样品及从三角瓶中取样５ｍＬ，按现行《中国

兽药典》［６］方法进行活菌计数。

２．２．２　振荡培养　普通肉汤按 ２．２．１项方法分

装，按２％接入种子液，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养

３０ｈ，期间分别于４、８、１２、１８、２４、３０ｈ取出１管样

品及从三角瓶中取样 ５ｍＬ，按现行《中国兽药

典》［６］方法进行活菌计数。

２．２．３　不同接种菌数的比较研究　种子液按《规

程》［３］制备５００ｍＬ，以３５００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃

上清，菌泥用６０ｍＬ的灭菌生理盐水悬浮，然后分

别稀释成每４ｍＬ含２０×１０８、４０×１０８、８０×１０８、１６０

×１０８、３２０×１０８ＣＦＵ活菌。

将普通肉汤按２００ｍＬ／瓶分装１０瓶５００ｍＬ三

角瓶，２％接入种子液（每瓶４ｍＬ），接入菌数分别

为２０×１０８、４０×１０８、８０×１０８、１６０×１０８、３２０×１０８

ＣＦＵ，其中 ５瓶 ３７℃静置培养 ２４ｈ，另 ５瓶置

３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ，期间分别取３７℃

静置培养１８、２４ｈ，３７℃振荡培养８、１２ｈ样品各

５ｍＬ，按现行《中国兽药典》［６］方法进行活菌计数。

２．３　合成培养基的初步应用

２．３．１　研制的合成培养基与常规培养基的比较

２．３．１．１　培养菌数　运用已建立的仔猪副伤寒活

疫苗生产用菌株培养参数，制备 ３批合成培养基

（批号分别为２００７０１、２００７０２及２００７０３）与３批普

通肉汤培养基（批号分别为２００７０１１５、２００７０１２２及

２００７０２０５），各分装于 Ａ型试管（１０ｍＬ／管）和

５００ｍＬ三角瓶（２００ｍＬ／瓶）中。按２．２项建立的培

养参数，按２％加入种子液，３７℃静置培养２４ｈ和

３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ，分别取样进行活菌

计数。

２．３．１．２　培养菌体的安全性及免疫原性　将三角

瓶中每批合成培养基培养的菌液，３５００ｒ／ｍｉｎ离心

２０ｍｉｎ，弃上清，菌体沉淀用适量生理盐水悬浮后，
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进行活菌计数。分别皮下注射体重１８～２２ｇ的小

鼠１０只，０．２ｍＬ／只（含 １×１０８ＣＦＵ活菌），观察

２１ｄ，记录存活情况；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）１．０ｍＬ（含３ＭＬＤ的活菌），

观察３０ｄ，记录存活情况。

２．３．２　合成培养基保存期　将３批合成培养基分别

按说明书用注射用水配制成５０００ｍＬ溶液，１１６℃灭

菌３０ｍｉｎ，置室温（２５℃）避光保存０、７、１４、２１、２８ｄ。

然后分装于灭菌的５００ｍＬ三角瓶中（培养基装量

２００ｍＬ），各按２％加入种子液，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡

培养８、１０、１２ｈ，分别取样进行活菌计数。

３　结果与分析

３．１　静置及振荡培养　结果见表１。从表１看出，

静置培养，Ａ管与三角瓶菌数变化趋势一致，１８～

２４ｈ可达到菌数稳定期；振荡培养，Ａ管与三角瓶

菌数变化趋势基本一致，８～１２ｈ可达到菌数稳

定期。

表１　猪霍乱沙门氏菌（ＣＶＣＣ７９５００株）培养计数结果（单位：×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）
培养时间

４ｈ ８ｈ １２ｈ １８ｈ ２４ｈ ３０ｈ

静置培养
Ａ管 ０．２ ０．８ ６ １０ ９ １０
三角瓶 ０．６ ２ ８ １３ １５ １１

振荡培养
Ａ管 ５ ２３ ２６．１ ２８ ２６ ２５
三角瓶 １４．５ ４６．３ ６４．７ ６７．３ ６８．１ ６５．６

注：种子液活菌计数为８．３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。

３．２　不同接种菌数的比较　从表２看出，接入菌数
多，其培养到达稳定期时间提前，而接入菌数少，其培

养到达稳定期时间慢，但３７℃静置培养２４ｈ、３７℃、
２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ均各自达到菌数稳定期。

表２　不同接种菌数猪霍乱沙门氏菌（ＣＶＣＣ７９５００株）培养计数结果（单位：×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）

接种菌数（１０８ＣＦＵ）
静置培养时间 振荡培养时间

１８ｈ ２４ｈ ８ｈ １２ｈ

２０ ９ １３ ４１ ６５

４０ １３ １５ ５３ ６２

８０ １５ １２ ６３ ６８

１６０ １１ １３ ６６ ６３

３２０ １３ １４ ６７ ６５

３．３　合成培养基与普通肉汤的比较试验　结果见表
３、表４。从表３结果看出，在相同培养条件下，３批合
成培养基的培养菌数均较３批普通肉汤的培养菌数

高。从表４结果看出，合成培养基培养的菌体对小鼠
安全，均１０／１０健活；免疫效果与普通肉汤结果基本一
致，免疫兔达４／５～５／５保护，对照５／５死亡。

表３　培养基比较试验结果（单位：×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）

项目
静置培养 振荡培养

Ａ管 三角瓶 Ａ管 三角瓶

合成培养基

２００７０１批 ２７ ３３ ５８ ７８

２００７０２批 ２８ ３５ ６２ ８５

２００７０３批 ３１ ４１ ６６ ８８

普通肉汤

２００７０１１５批 ８ １２ ２５ ４８

２００７０１２２批 １１ １５ ３３ ５９

２００７０２０５批 １５ １９ ４５ ６８

２００７０１批与２００７０１１５批接入活菌计数为９．２×１０８ＣＦＵ／ｍＬ种子液、２００７０２批与２００７０１２２批接入活菌计数为１１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ种子液、
２００７０３批与２００７０２０５批接入活菌计数为１１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ种子液
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表４　培养菌体安全及免疫原性试验结果

培养基 批次

鼠安全试验 兔效力试验

实际接种菌数

（１０８ＣＦＵ／０．２ｍＬ）
存活状况

实际免疫菌数

（１０８ＣＦＵ／ｍＬ）
攻毒途径及剂量

攻毒后结果

免疫兔 不免疫对照

合成培养基

２００７０１ １．２１ １０／１０健活 ２４．８
２００７０２ １．１５ １０／１０健活 ２５．２
２００７０３ １．１３ １０／１０健活 ２４．６

普通肉汤

２００７０１１５ １．０６ １０／１０健活 ２５．１
２００７０１２２ １．１４ １０／１０健活 ２４．７
２００７０２０５ １．１７ １０／１０健活 ２４．９

皮下注射猪

霍乱沙门氏菌

（ＣＶＣＣ７９１０２株）
菌液１．０ｍＬ

（含５４ＣＦＵ活菌）

４／５保护
５／５保护
５／５保护
５／５保护
４／５保护
４／５保护

５／５死亡

注：因《规程》［３］中无“效力检验”方法，“效力试验”参考《规程》［３］中“免疫原性试验”进行。

３．４　保存期结果　从表５显示，合成培养基室温 （２５℃）保存２８ｄ的培养菌数与保存当日基本一致。
表５　培养基不同保存期活菌计数结果（单位：×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）

培养基批号 室温保存时间／ｄ
振荡培养时间／ｈ

８ １０ １２

２００７０１

０ ８１ ８３．７ ８５
７ ７８ ７６．３ ８４
１４ ８３ ８４ ７７
２１ ７８ ８５ ８０
２８ ８０ ８３ ７８

２００７０２

０ ８２ ８１．７ ８０．６
７ ７８ ７６．３ ８６．３
１４ ８３ ８４ ８２
２１ ８０ ８３ ８３
２８ ７９ ８３ ８３

２００７０３

０ ７６ ８２．１ ８０．６

７ ７８ ７９ ８６．３

１４ ８３ ８４ ７９

２１ ８１ ８３ ８１

２８ ７９ ８３ ８２

注：２００７０１批接种菌液为１１．３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ；２００７０２批接种菌液为１０．１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ；２００７０３批接种菌液为９．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ

４　小结与讨论
细菌在液体培养基中生长繁殖，可分为迟缓

期、对数期、稳定期和衰亡期［２］。通常需要选择对

数生长末期或稳定期的细菌，用于进一步的冷冻、

提取基因组、培养基筛选等试验［４，７］。静置与振荡

培养是常规试验的两种培养方法，但因为振荡培养

的溶氧和换气频率远高于静置培养，因而两者培养

所达到的细菌含量以及到达稳定期的时间不同，从

而能从表１中得出静置和振荡培养菌数差异大。
运用试管及三角瓶以静置和振荡培养建立的

生长曲线，发现培养基只要按容器体积的标准盛装

量（体积的１／３～１／２），在培养主要参数一致的情
况下，如振荡培养时试管与三角瓶均采用透气塞、

均垂直置于摇床中，并采用同样的温度、转速、接菌

比例、培养时间，其培养趋势基本一致。但由于容

器及内部空间体积不一样，三角瓶溶氧含量高于试

管，因而三角瓶培养菌数高于试管。而对于静置培

养，试管与三角瓶均采用透气塞，温度及接菌比例

一致，其培养趋势基本一致，而且培养菌数与容器

无关，仅与培养方式有关。

不同接菌量的种子液比较试验发现，接入菌数

多，培养到达稳定期时间提前，而接入菌数少，到达

稳定期时间慢。按照表２中设计的接菌量，如果按
静置培养２０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ计，则２０×１０８～３２０×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ相对于含２００ｍＬ培养基的三角瓶中接
菌量达０．５％～８％。由于我国兽用生物制品种子

·５５·



中国兽药杂志 ２０１６，５０（２）：５６～６２／谢立兰，等　

免疫学和分子生物学技术

在猪传染性胃肠炎诊断中的应用进展

谢立兰１，方六荣２，方华为１，张军林１，安 康２，肖少波２

（１．武汉生物工程学院 应用生物技术研究中心，武汉４３０４１５；２．华中农业大学 农业微生物学国家重点实验室，武汉 ４３００７０）

［收稿日期］２０１５－１２－２１　［文献标识码］Ａ　［文章编号］１００２－１２８０（２０１６）０２－００５６－０７　［中图分类号］Ｓ８５２．６５

［摘　要］　近年来，与猪传染性胃肠炎（ＴＧＥ）类似的肠道传染病日益增多，以病理组织学观察和临
床症状为主要指标的传统方法已不能进行准确的判断，众多学者建立了大量的免疫学和分子生物

学新方法。文章就主要免疫学技术（病毒中和实验、酶联免疫吸附试验、胶体金技术）和分子生物学

技术（反转录－聚合酶链式反应、反转录环介导等温扩增技术、基于纳米颗粒和 ＤＮＡ探针技术的超
灵敏ＰＣＲ方法）在ＴＧＥ诊断中的最新应用研究进行了综述，以期为进一步防控该病提供参考。
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液一般都采用静置培养，因而表２接入菌数所占比
例完全能覆盖兽用生物制品种子液常用的１％ ～
３％接菌量［３］，表明按此标准的接菌量对整个振荡

培养中培养菌数影响不大。

由生长曲线获得的细菌培养参数，在此参数下

可得出研制的合成培养基批次间相对稳定，培养菌

数优于普通肉汤。由于牛肉汤难以质量标准化，因

此３批普通肉汤培养菌数差异大［３－４］。同时运用合

成培养基培养的菌体对小鼠的安全检验及对家兔的

免疫攻毒结果与普通肉汤一致，符合《规程》［３］中“仔

猪副伤寒活疫苗制造及检验规程”的要求。另外合

成培养基保存２８ｄ，其培养菌数与当天新配制培养
基一致。因此，初步试验表明，研制的合成培养基质

量稳定，培养菌数高，而且不改变菌体的安全性及免

疫原性，可替代普通肉汤。当然，合成培养基在发酵

生产中的实用性有待进一步研究。

本文采用实验室最常用的培养器具（试管和三

角瓶），首次系统建立了静置和振荡培养仔猪副伤

寒活疫苗生产用菌株的生长曲线。明确了３７℃静
置培养２４ｈ或３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ，可

获得培养菌体稳定期。在此参数下，初步完成了培

养基的比较筛选和应用评价。上述工作的完成，为

我国兽用细菌类疫苗合成培养基的筛选研究提供

了经验借鉴，从而进一步为实现兽用细菌类疫苗高

密度培养工艺化改造奠定基础。
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