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［摘　 要］ 　 优化副鸡嗜血杆菌干粉培养基配方。 通过单因素平行对比配方中碳源、血清、辅酶等营

养物质，确定各个因素对副鸡嗜血杆菌生长的影响。 研究筛选出了适宜副鸡嗜血杆菌生长的干粉

培养基配方：鸡肉蛋白胨、酪胨、多价胨、酵母粉、葡萄糖等，再添加 ７． ５ ％鸡血清和 １０ ｍｇ ／ Ｌ 辅酶Ⅰ，
于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２恒温培养箱中 １６０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １４ ～ １６ ｈ。 优化后的配方更适于培养副鸡嗜血

杆菌，为副鸡嗜血杆菌疫苗大规模生产提供了参考依据。
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　 　 鸡传染性鼻炎（ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃｏｒｙｚａ， ＩＣ）是由副鸡

嗜血杆菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｇａｌｌｉｎａｒｕｍ， ＨＰｇ）引起

的一种上呼吸道传染病［１］。 该病原菌是一类酶系

统不完全的革兰阴性杆菌，维持其生长不仅需要基

础的碳源和氮源，还需要健康动物血清、辅酶等生

长因子。 兽用生物制品规程中要求用新鲜配制的

鸡肉汤培养基来培养鸡鼻炎疫苗种子液，用于疫苗

的生产。 然而，鸡肉汤培养基的质量会受到多种因

素的影响，如鸡肉原材料的质量、浸出时间、制作工

艺等，由此经常导致疫苗种子液的抗原含量不稳

定、免疫原性批间差异大等情况。 针对这些问题，
通过单因子平行对比实验，结合 ＨＰｇ 活菌计数结果

进行筛选，得出了最适宜的培养副鸡嗜血杆菌用干

粉培养基配方，为后续的大规模疫苗生产提供了参

考依据。
１　 材料与方法

１． １　 实验用菌种　 副鸡嗜血杆菌 Ａ 型（００８３ 株）
由中国兽医药品监察所鉴定、保存和供应。 试验用

种子繁殖： 将 ＨＰｇ 菌株接种于 ５ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚卵

黄囊内， 置 ３７ ℃继续孵育， 收集 ３０ ｈ 内死亡的鸡

胚卵黄液，划线接种鸡肉汤琼脂平板， 置于含

５％ ～１０％ ＣＯ２培养箱内， ３７ ℃培养 １６ ～ １８ ｈ。 挑

荧光性强的典型菌落（菌苔）接种于鸡肉汤培养基

中［３］，３７ ℃培养 １６ ～ １８ ｈ， 纯检合格后， 作为试验

用种子，置 ２ ～ ８ ℃冰箱，保存备用。
１． ２　 仪器及耗材 　 紫外分光光度计，购自上海菁

华科技仪器有限公司；凯氏定氮仪 ＫＤＮ －１，购自上

海仪电科学仪器股份有限公司；高效液相色谱仪

（含有 ＧＰＣ 软件），品牌及型号为日本岛津 ＬＣ －
２０Ａ；一次性平皿（直径 ９ ｃｍ），购买自青岛金典生

化器材公司。
１． ３　 培养基配制　 鸡肉汤培养基和鸡肉汤琼脂平

板按照《兽用生物制品规程》方法制备，由北京中海

生物科技有限公司供应，其中新鲜鸡肉汤培养基编

号为 １ 号培养基。 合成培养基按照以下方法配制：
鸡肉蛋白胨、酪胨、多价胨、酵母粉、葡萄糖等编号

为 ２ 号培养基；鸡肉蛋白胨、多价胨、牛肉胨、酵母

粉、葡萄糖等编号为 ３ 号培养基。 鸡肉蛋白胨、多

价胨、牛肉胨、酵母粉、葡萄糖等编号为 ４ 号培

养基。
１． ４　 理化指标检测　 取适量合成培养基 ２ 号、３ 号、
４ 号，用半微量法检测总氮含量［４］、用滴定法检测氨

基氮含量［５］、用灼烧法检测灰分含量［６］、用高效凝胶

过滤色谱法检测相对分子质量大小及其分布

情况［７］。
１． ５　 合成培养基配方筛选实验　 按照 ７． ５％ 鸡血

清、１０ ｍｇ ／ Ｌ 辅酶Ⅰ的添加量加入 １ 号、２ 号、３ 号、４
号培养基中，将等量种子液分别接种到四组培养基

中，于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２恒温培养箱中 １６０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡

培养。 每间隔两小时取样，进行活菌计数［８］。
１． ６　 血清种类对 ＨＰｇ 生长的影响　 取适量 ２ 号合

成培养基，按照 １０ ｍｇ ／ Ｌ 的添加量加入辅酶Ⅰ，并
按照 ７． ５％ 添加量分别加入鸡血清、猪血清、牛血

清、马血清，将等量种子液分别接种到四种血清的

培养基中，于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２恒温培养箱中 １６０ ｒ ／ ｍｉｎ
振荡培养 １６ ｈ，分别进行活菌计数和 ＯＤ６００值检测。
１． ７　 血清加量对 ＨＰｇ 生长的影响　 取适量 ２ 号半

合成培养基，按照 １０ ｍｇ ／ Ｌ 的添加量加入辅酶Ⅰ，
并按照 ２． ５％ 、５％ 、７． ５％ 、１０％ 、１２％添加量分别加

入鸡血清，将等量种子液分别接种到以上不同血清

加量的培养基中，于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２恒温培养箱中

１６０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １６ ｈ，分别进行活菌计数和

ＯＤ６００值检测。
１． ８　 辅酶Ⅰ加量对 ＨＰｇ 生长的影响　 取适量 ２ 号

半合成培养基，按照 ７． ５％ 的添加量加入鸡血清，
并按照 ５、１０、２０、３０、４０ ｍｇ ／ Ｌ 的添加量分别加入辅

酶Ⅰ，将等量种子液分别接种到四种辅酶添加量的

培养 基 中， 于 ３７ ℃， ５％ ＣＯ２ 恒 温 培 养 箱 中

１６０ ｒ ／ ｍｉｎ振荡培养 １６ ｈ，分别进行活菌计数和

ＯＤ６００值检测。
２　 结果与分析

２． １　 理化指标检测结果　 从表 １ 的理化指标含量

检测结果分析，２ 号培养基总氮和氨基氮含量都比

较高，说明此配方营养组分比例合理，基本营养物

质更有利于 ＨＰｇ 的生长。 小分子肽在生命体内具

有众多优异的生理活性，其结构简单、分子量小，更
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中国兽药杂志 ２０２３ 年 ５ 月第 ５７ 卷第 ５ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

容易被微生物消化吸收［９］。 而 ２ 号培养基中小于

１２５０ 分子量的物质相对较高，综合以上结果，选择

２ 号培养基作为副鸡嗜血杆菌的合成干粉培养基

配方。

表 １　 理化指标检测结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘ ｔａｓｔ

２ 号 ３ 号 ４ 号

总氮含量 ８． ９４％ ８． ６６％ ７． ８５％

氨基氮含量 ４． ３２％ ４． １０％ ４． ０３％

灰分含量 ２５． ９５％ ２４． ３４％ ２６． ３２％

分子量 ＜ ２５０ ３２． １３％ ３０． ０８％ ２５． ４１％

分子量 １０００ － １２５０ ２８． １５％ ２７． ２９％ ２３． ７７％

分子量 １７５０ － ２０００ ３５． ５３％ ４０． ０６％ ４７． ４５％

分子量 ＞ １００００ ４． １９％ ２． ５７％ ３． ３７％

２． ２　 合成培养基配方筛选实验　 如图 １ 可知，２ 号

培养基在培养 １６ ｈ 时，ＨＰｇ 活菌数最高，２ 号和 ４
号培养基中 ＨＰｇ 活菌数均在 １６ ｈ 之后开始下降，３
号培养基中 ＨＰｇ 活菌数在 １８ ｈ 之后开始下降，但

是活菌数较低。 因此，确定使用 ２ 号培养基配方作

为基础培养基，并在培养 １６ ｈ 时进行传代较为

适宜。

图 １　 ＨＰｇ 在四种培养基中的生长曲线

Ｆｉｇ １　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＨＰｇ ｉｎ ｆｏｕｒ ｍｅｄｉｕｍ

２． ３　 动物血清种类对 ＨＰｇ 生长的影响　 由图 ２ 可

以看出，添加鸡血清的培养基的 ＨＰｇ 活菌计数结果

和 ＯＤ６００值最高，添加猪血清和马血清的培养基次

之，添加牛血清的培养基对 ＨＰｇ 的生长效果最差。
因此确定添加鸡血清作为此干粉培养基的生长

因子。
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图 ２　 不同动物血清对 ＨＰｇ 生长的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌ ｓｅｒｕｍ ｔｏ ＨＰｇ ｇｒｏｗｔｈ

２． ４　 血清加量对 ＨＰｇ 生长的影响　 由图 ３ 可以看

出，添加鸡血清量为 ７． ５％ 时，ＨＰｇ 活菌数和 ＯＤ６００

值明显升高，而高于 ７． ５％ 时，活菌数和 ＯＤ６００值升

高不明显，结合考虑生产成本等因素，由于添加

７􀆰 ５％ 鸡血清足以满足 ＨＰｇ 的生长， 因此选择

７􀆰 ５％鸡血清添加量最适宜。

２． ５　 辅酶Ⅰ添加量对 ＨＰｇ 生长的影响 　 当辅酶

Ⅰ添加量大于 １０ ｍｇ ／ Ｌ 时，ＨＰｇ 活菌数大于 ３０
亿 ／ ｍＬ，当辅酶Ⅰ添加量大于 ２０ ｍｇ ／ Ｌ 时，活菌

数没有明显增多（图 ４） ，综合考虑生产成本等因

素，确 定 选 择 辅 酶 Ⅰ 添 加 量 为 １０ ｍｇ ／ Ｌ 较 为

适宜。

图 ３　 血清加量对 ＨＰｇ 生长的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｅｒｕｍ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｏ ＨＰｇ ｇｒｏｗｔｈ
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图 ４　 辅酶Ⅰ添加量对 ＨＰｇ 生长的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ⅰ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｏ ＨＰｇ ｇｒｏｗｔｈ

３　 讨　 论

适宜的培养基配方和合适的培养条件是产物

生成量高低和原材料利用率高低的决定因素［１０］。
本研究通过分析半合成培养基配方中各个参数对

菌体生长的影响，优化出了更加适宜 ＨＰｇ 生长的培

养基配方：用鸡肉蛋白胨、酪胨、多价胨、酵母粉、葡
萄糖等原材料配制成 ２ 号基础培养基，再添加

７􀆰 ５％鸡血清和 １０ ｍｇ ／ Ｌ 辅酶Ⅰ，于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２

恒温培养箱中 １６０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １４ ～ １６ ｈ。 优化

后的配方改善了实际生产过程中常常出现的培养

菌体耗时长、活菌数量低等问题，为我国 ＩＣ 疫苗生

产提供了科学的数据支持。
对于大多数培养基而言，其组分相当复杂，仅

通过单因素试验往往无法达到预期的效果，特别是

在试验因素（培养基组分、ｐＨ、培养温度、培养时间

等）很多的情况下，需要进行较多的试验次数和试

验周期才能完成各因素的逐个优化筛选。 本研究

从四个备选配方中确定了干粉培养基营养组分种

类，并通过单因素试验得到了相对适宜的营养组分

配比，将来通过正交试验和优化技术一定能得到更

高产、稳定、优质的培养基。
目前，国内外市场上的 ＩＣ 疫苗大多为传统的

灭活疫苗，其他类型疫苗还很少。 近年来，国内外

有不少研究报道基因工程疫苗，其中以原核表达的

亚单位疫苗需要经过繁琐的纯化工艺、难以产业

化［１１］。 此外，真核细胞表达重组抗原的工艺技术

还不成熟，用其制备的疫苗安全性、有效性还没有

大量的数据支撑。 面对如今混合感染多发、防疫密

度过大、防疫负担过重的养殖压力，基因工程疫苗

固然前景广泛，传统疫苗也会一直稳定而有效的发

挥着作用。 因此，干粉培养基研究仍要坚定不移地

为疫苗产业及畜牧业发展做好基础保障。
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