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［摘　要］　为优化仔猪副伤寒耐热保护剂活疫苗生产工艺，对细菌生长曲线、耐热保护剂和冻干

曲线进行了研究，建立了发酵体积１％、２％和３％的二级种子接种量下分别发酵１２ｈ～２０ｈ的细菌

生长曲线，检测３个配苗比例、４种耐热保护剂和３条冻干曲线下成品疫苗的冻干菌存率、活菌

存活率和安全性，确定了接种３％二级种子液发酵培养１７ｈ为最佳发酵培养条件，发酵菌数达到

４２８×１０８ＣＦＵ／ｍＬ；最佳配苗比例为菌液
!

耐热保护剂１∶１（Ｖ∶Ｖ），优化保护剂 Ｂ作为最佳耐热保护

剂，设定冻干程序３＃作为最佳冻干曲线。基于此，仔猪副伤寒耐热保护剂活疫苗抗原含量达到

４０头份／瓶，冻干菌存率和活菌存活率均达到９５％以上，大幅度降低了猪体免疫副反应，极大提升

了疫苗的产品品质。
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ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｇｅｎｔ１∶１（Ｖ∶Ｖ）．

Ｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｙｉｎｇｐｒｏｇｒａｍ３＃ｗａｓｓｅｔａｓｔｈｅｂｅｓｔｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｙｉｎｇｃｕｒｖｅ．Ｂａｓｅｄｏｎｏｕｒｒｅｓｅａｒｃｈｒｅｓｕｌｔｓ，ｔｈｅａｎｔｉｇｅｎ

ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｐａｒａｔｙｐｈｕｓｔｈｅｒｍｏ－ｓｔａｂｌｅｌｉｖｅｖａｃｃｉｎｅｒｅａｃｈ４０ｄｏｓｅｓ／ｖｉａｌ，ａｎｄｔｈｅｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄｂａｃｔｅｒｉａｓｕｒｖｉｖａｌ

ｒａｔｅａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｔｈｅｖａｃｃｉｎｅｗｅｒｅｂｏｔｈｍｏｒｅｔｈａｎ９５％．Ｔｈｅｖａｃｃｉｎｅｓｉｄｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｔｏｐｉｇｗｅｒｅｇｒｅａｔｌｙ

ｒｅｄｕｃｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｈａｓｐｒｏｖｉｄｅｄｔｅｃｈｎｉｃａｌｂａｓｅｍｅｎｔｆｏｒｐｒｏｖｉｄｉｎｇｈｉｇｈｑｕａｌｉｔｙｖａｃｃｉｎｅｆｏｒｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄ

ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｐａｒａｔｙｐｈｏｉｄ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐａｒａｔｙｐｈｏｉｄ；ｈｅａｔ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｇｅｎｔ；ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ；ｒａｔｉｏｏｆｖａｃｃｉｎｅ；ｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｙｉｎｇｃｕｒｖｅ

　　仔猪副伤寒又称猪沙门氏菌病，主要是由猪霍

乱沙门氏菌引起的一种仔猪高热性传染病，接种疫

苗是主要预防手段，对于减少抗生素使用也有积极

意义。猪霍乱沙门氏菌 Ｃ５００弱毒株于１９６５年开

始试用，１９７６年被批准列入兽医生物制品规程，由

最初的扁瓶培养发展到现在的发酵罐培养［１－２］，该

疫苗的推广和使用使我国仔猪副伤寒得到了有效

控制。仔猪副伤寒常规活疫苗生产过程中存在细

菌发酵工艺不稳定、冻干菌存率低、需低温冷冻储

存的问题，由于冻干和储存而死亡的细菌易引起猪

体副反应。仔猪副伤寒耐热保护剂活疫苗Ｃ５００株

已由北京中海生物科技有限公司研制成功［３－４］，使

用耐热保护剂能够大幅提高冻干菌存率和活菌存活

率，降低温度对疫苗品质影响，实现疫苗冷藏保存，

大幅度减少仔猪免疫副反应。本试验对仔副耐热活

疫苗Ｃ５００株的关键生产工艺进行了筛选和优化。

１　材 料

１．１　菌种　生产用菌种为猪霍乱沙门氏菌弱毒株

Ｃ５００株（ＣＶＣＣ７９５００）（２０１０．０３．２３冻干，０．２～０．３

ｍＬ／支），由中国兽医药品监察所鉴定、保管和供应。

１．２　试剂　胰酪蛋白胨购自ＭＥＲＣＫ公司；酵母浸

粉购自ＯＸＯＩＤ公司；营养肉汤粉剂、营养琼脂粉剂

购自北京奥博星生物技术有限责任公司；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，购自国药化学试剂公司。

１．３　发酵罐　编号０５ＦＸ０５－０１，福州福尔流体设

备有限公司，容积０．２０ｍ３。

２　方 法

２．１　种子液制备　参照仔猪副伤寒耐热保护剂活

疫苗（ＣＶＣＣ７９５００株）制造与检验试行规程［５］（后

简称规程）进行制备。

２．２　接菌量和收获时间的确定　在配液罐内配制

７０Ｌ合成培养基，１１６℃灭菌３０ｍｉｎ，打入发酵罐

内。将检验合格的二级细菌种子液分别按照发酵

体积的１％、２％和３％加入，在发酵培养１２ｈ、１４ｈ、

１６ｈ、１７ｈ、１８ｈ、１９ｈ、２０ｈ时取样，按照规程［５］方法

进行活菌计数。分别将 １６ｈ、１７ｈ、１８ｈ、１９ｈ和

２０ｈ菌液样品进行离心，弃去上清液，加入原菌液

同体积量的耐热保护剂进行配苗和冻干，检测冻干

菌存率和活菌存活率。

冻干菌存率（％）＝冻干后每头份活菌数
冻干前每头份活菌数

×１００％

活菌存活率（％）＝耐老化试验后每头份活菌数
耐老化试验前每头份活菌数

×１００％

２．３　配苗比例的优化　将检验合格的二级细菌种

子液按照发酵体积的３％量加入，在发酵培养１７ｈ

时收获，按照规程［５］方法进行活菌计数。将收获菌

液分 ３批经连续流离心机进行离心，加入原菌液

１／１、１／２和 １／３体积量的耐热保护剂，按照

３ｍＬ／瓶进行定量分装、冻干，检测细菌冻干菌存

率、活菌存活率和兔体安全性。

２．４　耐热保护剂筛选　设计４种耐热保护剂，分

别命名为保护剂 Ａ、保护剂 Ｂ、保护剂 Ｃ和保护剂

Ｄ。发酵培养方法同２．３，将收获菌液分批经连续

流离心机进行离心，分别加入原菌液同体积量的保

护剂Ａ、保护剂Ｂ、保护剂Ｃ和保护剂Ｄ进行冻干，

观察冻干疫苗物理性状，检测细菌冻干菌存率、活

菌存活率和兔体安全性。

２．５　冻干曲线优化　发酵培养方法同２．３，收获菌

液经连续流离心机进行离心，加入原菌液同体积量
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的保护剂Ｂ进行冻干，分别按照设定冻干程序１、

程序２和程序３（表１）进行冻干，观察冻干疫苗物

理性状，测定剩余水分，检测细菌冻干菌存率和活

菌存活率。

表１　冻干曲线设定
程序 冻干曲线参数设定

程序１
温度／℃ －５０ －８ ２ １２ ２２ ２８

时间／ｈ ２ １８ ２ ２ ２ ９

程序２
温度／℃ －５０ －３０ －１５ －８ ６ １８ ２８

时间／ｈ ２ ８ １ ２０ ５ ２ １２

程序３
温度／℃ －５０ －２３ －１５ －８ ０ １０ ２０ ２８

时间／ｈ ２ １ １ ３３ ２ ２ １ １２

３　结　果
３．１　接菌量和收获时间的确定　按照发酵体积
１％、２％和３％接入二级种子液后，发酵１２ｈ～２０ｈ
样品的活菌计数结果见表２，生长曲线见图１。根
据不同接菌量的生长曲线数据分析，从发酵 １２ｈ
到２０ｈ随着收获时间的延长，收获菌液的活菌数
有一定增长。１％接菌量在发酵１８ｈ后进入细菌增
殖平台期，２％和３％接菌量均在发酵１７ｈ后进入
平台期。 图１　细菌生长曲线

表２　不同发酵时间活菌计数结果

接种比例
不同培养时间活菌计数／（１０８ＣＦＵ·ｍＬ－１）

１２ｈ １４ｈ １６ｈ １７ｈ １８ｈ １９ｈ ２０ｈ
１％ ２０９ ２７８ ３４５ ３６１ ４０２ ４３３ ４５１
２％ ２６７ ３１５ ３７２ ４１１ ４２２ ４５１ ４７０
３％ ２８１ ３４９ ３９３ ４２８ ４３５ ４５７ ４６６

　　不同接菌量、不同收获时间的冻干疫苗样品，
其细菌冻干菌存率和活菌存活率有一定差别。随

着收获时间延长，体现冻干菌存率和活菌存活率下

降（表３）。１％接菌量１８ｈ收获、２％接菌量１７ｈ

收获和３％接菌量１７ｈ收获的各项检验数据良好，
１％接菌量导致收获时间延长，二级种子液的活菌
数可控性差，因此确定接菌量３％、发酵１７ｈ收获
作为接种、收获最佳条件。

表３　不同收获时间的冻干菌存率和活菌存活率测定结果 ％　　

接种比例
１６ｈ １７ｈ １８ｈ １９ｈ ２０ｈ

菌存率 存活率 菌存率 存活率 菌存率 存活率 菌存率 存活率 菌存率 存活率

１％ ９８．１ ８８．３ ９７．５ ９２．５ ９６．０ ９５．８ ９４．３ ９４．５ ８７．５ ８９．０

２％ ９７．５ ９２．６ ９６．５ ９８．０ ９７．０ ９３．０ ９２．０ ９０．３ ８７．０ ８２．５

３％ ９８．５ ９３．４ ９８．０ ９７．６ ９５．０ ９２．３ ８２．２ ８８．４ ８１．９ ７５．３

３．２　配苗比例的优化　通过比较不同浓缩倍数产
出成品的检验数据（表４），发现随着浓缩比例加大
从１∶１到３∶１，能够提高成品疫苗的头份数，但是冻
干菌存率和活菌存活率出现明显下降，同时成品疫

苗出现注射部位局部反应和一过性发热的免疫副

反应。因此，确定最佳配苗比例为菌液
!

保护剂 ＝
１∶１（Ｖ∶Ｖ）。
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表４　不同配苗比例对冻干菌存率和活菌存活率的影响
菌液∶保护剂（Ｖ∶Ｖ） 成品疫苗头份数 冻干菌存率／％ 活菌存活率／％ 兔体安全性

１∶１ ４０ ９７．８ ９６．６ 健活

２∶１ ７４ ８６．５ ８３．２ 健活，注射部位有红肿

３∶１ １００ ７９．４ ７６．５ 健活，有一过性发热，注射部位有红肿

３．３　耐热保护剂的筛选　通过比较不同耐热保护
剂活疫苗各项指标检测结果（表５），可以发现，４种
耐热保护剂冻干成品效价均合格，保护剂Ａ的活菌
存活率不合格（规程［５］规定应不低于７０％），保护
剂Ｄ的冻干菌存率和活菌存活率偏低，保护剂Ｂ和

保护剂Ｃ的冻干菌存率和活菌存活率均高，但是保
护剂Ｃ的冻干成品物理性状出现一部分结晶。因
此，优选保护剂Ｂ作为仔副耐热保护剂活疫苗的冻
干保护剂。

表５　不同配方耐热保护剂对疫苗物理性状、冻干菌存率和活菌存活率的影响

耐热保护剂种类
半成品菌数／

（１０８ＣＦＵ·头份 －１）

成品菌数／
（１０８ＣＦＵ·头份 －１）

外观物理性状 冻干菌存率／％ 活菌存活率／％ 兔体安全性

Ａ ４３．８ ３２．２
无结晶、

有少量塌陷
７３．５ ６０．７

健活，有一过

性发热，注射

部位有红肿

Ｂ ４３．８ ４２．０ 无结晶、无塌陷 ９５．８ ９３．２ 健活

Ｃ ４３．８ ４２．５
有２０％成品出
现结晶、无塌陷

９７．１ ９２．９ 健活

Ｄ ４３．８ ３８．７
无结晶、有１０％
出现底部塌陷

８８．３ ８４．７
健活，注射部

位有红肿

３．４　冻干曲线的筛选　从不同冻干曲线下成品检
测结果分析（表６），设定的３种冻干程序均可获得
剩余水分合格的疫苗成品；但其外观物理性状有所

差别，程序 １和程序 ２均出现结晶或底部塌陷缺

陷；程序２和程序３的成品冻干菌存率和活菌存活
率差别不明显。综合４项指标检测结果，优选程序
３作为仔猪副伤寒耐热保护剂活疫苗的冻干曲线。

表６　不同冻干曲线下成品指标检测结果
冻干程序 剩余水分 外观物理性状 冻干菌存率／％ 活菌存活率／％

程序１ １．８％ ５％成品出现结晶，３０％成品底部塌陷 ９４．３ ８６．５

程序２ １．５％ 无结晶、有２０％成品底部塌陷 ９７．１ ９０．２

程序３ ０．９％ 无结晶、无塌陷 ９６．９ ９３．４

４　讨　论
仔猪副伤寒耐热保护剂活疫苗为细菌类疫苗，

其生产工艺的核心是获得稳定且高的发酵菌数、高

冻干菌存率和高活菌存活率，以降低猪体副反应、

提高免疫效力、降低生产成本。

在细菌发酵环节对接种量和发酵时间的选择

有３个标准：一是细菌增殖平台期的初期作为收获
最佳时间；二是平台期发酵菌数多；三是发酵时间

短。细菌增殖平台期的初期细菌状态稳定且茁壮，

因此冻干菌存率和活菌存活率均高，随着收获时间

的延长，则冻干菌存率和活菌存活率均降低。二级

种子液制备完毕后未进行活菌计数，种子液具有批

间差异，因此３％接种量对于生产工艺稳定更有利。
综合以上因素，选择３％接种量发酵１７ｈ作为最佳
接种、收获参数。

仔猪副伤寒耐热保护剂活疫苗收获工艺是

将培养基全部经过离心弃去，剩余菌泥加入耐热保

护剂进行配苗，因此，浓缩配苗成为提高成品疫苗
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头份数最直接的途径。配苗比例实验结果表明，当

菌液∶保护剂３∶１（Ｖ∶Ｖ）时成品疫苗活菌数含量达
到１００头份／瓶，且活菌存活率能够达标（≥７０％），
但是由于相对较高比率的细菌死亡，会产生有害物

质，在兔体安全性检测中出现一过性发热和注射部

位红肿等免疫副反应。因此，最终选择菌液∶保护
剂１∶１（Ｖ∶Ｖ）作为最佳配苗比例，其冻干菌存率和
活菌存活率均能达到９５％以上，兔体反应安全。

在原有耐热保护剂基础上，通过改变保护剂配

制方法、增减个别试剂含量、增加或更换个别试剂

成分设计了４种耐热保护剂。耐热保护剂对成品
疫苗外观物理性状、提高冻干菌存率和活菌存活

率、兔体安全性有决定性作用。最终选择保护剂 Ｂ
作为仔猪副伤寒耐热保护剂活疫苗的耐热保护剂。

由于细菌类疫苗与病毒类疫苗在抗原组成成

分和粘稠度等方面均有差异，常用的冻干曲线易出

现疫苗结晶和底部塌陷等外观缺陷，但是不影响疫

苗的冻干菌存率和活菌存活率。通过设定３个冻
干程序结果表明，一次升华的程度决定了疫苗外观

性状的好坏，程序３的一次升华缓慢而充分，其成
品外观性状最好，因此，优选程序３作为仔猪副伤

寒耐热保护剂活疫苗的冻干曲线。同时发现，成品

疫苗剩余水分偏多会降低活菌存活率。

通过优化接种量、收获时间、配苗比例、耐热保

护剂和冻干曲线，本研究建立了一套仔猪副伤寒耐

热保护剂活疫苗优化的生产工艺，成品疫苗抗原含

量达到４０头份／瓶，冻干菌存率和活菌存活率均达
到９５％以上。
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