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摘  要：【目的】研究并确定耐热保护剂在仔猪副伤寒活疫苗中应用的各参数，为制备细菌耐热保

护剂活疫苗提供参考。【方法】将耐热保护剂与制苗菌液等体积混合，分别采用 3 种常用冻干曲线

(1、2、3)进行冻干，抽样检测确定耐热保护剂配套冻干曲线。在确定合适冻干曲线的基础上，进

一步研究耐热保护剂与不同菌龄菌液(发酵培养 12、15、18 和 21 h)、不同浓度菌液(菌液终浓度分

别为 3×1010、5×1010和 7×1010 CFU/mL)、不同感作时间(分别作用 0、24 和 48 h)、耐热保护剂的不

同保存时间(2−8 °C 分别保存 0、10、20、30 和 40 d)，以及不同分装量(2、3 和 4 mL)等多种不同

参数对疫苗质量的影响。【结果】配套冻干曲线研究表明，曲线 2 冻干的产品性状、活菌存活率与

耐老化指标效果最好；菌龄研究表明，37 °C 发酵培养 18 h (位于对数生长末期或稳定前期)，其冻

干菌存活率达78%−81%，优于其它时间；配苗试验表明，菌液适宜终浓度为3×1010−5×1010 CFU/mL；

最适感作时间为 2−8 °C 感作 24 h，冻干菌存活率可达 85.3%−90.5%；耐热保护剂保存期试验表明，

2−8 °C 保存 40 d 与 0 d (配制当日)的保护剂冻干效果基本一致；配苗分装量试验表明，7 mL 西林

瓶中分装 3 mL 或 4 mL，其冻干菌存活率与 2 mL 基本一致，但耐老化试验中活菌存活率比 2 mL

略高。【结论】收获发酵培养 18 h 的菌液、配苗终浓度采用 3×1010−5×1010 CFU/mL，使用 2−8 °C

保存 40 d 内的耐热保护剂，让保护剂与制苗用菌液 2−8 °C 感作 24 h，采用 3−4 mL 进行定量分装，

按曲线 2 冻干为制备仔猪副伤寒耐热保护剂活疫苗的适合参数。 

关键词：耐热保护剂，仔猪副伤寒，活疫苗，应用参数 

Study of the application parameters for thermo-stabilizer in the 
manufacture of swine paratyphoid live vaccine 
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Abstract: [Objective] To study the application parameters of thermo-stabilizer in the manufacture of 
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swine paratyphoid vaccine, and provide reference for the preparation of thermo-stable bacterial live 
vaccine. [Methods] The thermo-stabilizer was mixed with same amount of bacteria culture, 
Salmonella enterica serovar Choleraesuis strain C500. The mixture was lyophilized using 
freeze-drying curves 1, 2 and 3, and the matched freeze-drying curved was then determined by 
sampling the survival ratio post lyophilization. Based on the optimal freeze-drying curve, the effect 
of various factors on the vaccine quality post lyophilization was further investigated. The studied 
factors included the culture age (C500 culture fermented for 12, 15, 18 and 21 h), the culture 
concentration (3×1010, 5×1010 and 7×1010 CFU/mL), interaction time for thermo-stabilizer and C500 
culture (0, 24 and 48 h), storage time of fresh prepared thermo-stabilizer (0, 10, 20, 30 and 40 d) and 
the sub-package volume (2, 3 and 4 mL). [Results] The lyophilized product by freezing-drying curve 1 
had the properties of surface crystallization and bottom shrinkage. The lyophilized product by 
freezing-drying curve 3 had a small amount of crystallization and the lower concave on the surface. 
The lyophilized product by freeze-drying curve 2 had the best properties, highest survival ratio and best 
aging resistance. The C500 strain cultured at 37 °C for 18 h was optimal for lyophilization with      
a highest survival ratio of 78%−81%. The optimal culture concentration was 3×1010−5×1010 CFU/mL. 
The optimal incubation time for the C500 culture and thermo-stabilizer was 24 h at 2−8 °C, with the 
survival ratio of 85.3%−90.5%. After stored at 2−8 ºC for 40 days, the thermo-stabilizer has the same 
effect with fresh prepared one. The survival ratio after lyophilization was almost the same for the 
sub-package of 3 mL or 4 mL compared with 2 mL, but the survival ratio was 3−7 percentage points 
higher than sub-packing with 2 mL after stored at 37 °C for 7 days. [Conclusion] The optimal parameters 
for the thermo-stabilizer in manufacture of swine paratyphoid live vaccine were the following: 
freeze-drying curve 2, culture time of 18 h, culture concentration of 3×1010−5×1010 CFU/mL, 
thermo-stabilizer used within 40 days if storage at 2−8 °C from fresh preparation, incubation time of   
24 h for the C500 culture and thermo-stabilizer, sub-package volume of 3−4 mL. 

Keywords: Thermo-stabilizer, Swine paratyphoid, Live vaccine, Application parameter 

沙门氏菌是引起公共卫生安全的常见人畜共

患病原菌，其中猪霍乱沙门氏菌是引起 1−4 月龄仔

猪副伤寒的主要致病菌[1-3]。长期以来，我国一直采

用冻干的仔猪副伤寒活疫苗(C500 株)预防和控制

该病[4]。此疫苗在我国已应用 40 余年，毒力稳定、

安全，对仔猪有坚强免疫力，市场免疫效果确实，

在防控中起到了重要作用[5-7]。 

但该疫苗生产应用中呈现的突出问题为冻干

存活率低，在较高温度下(如 37 °C)保护功能较差[7]。

目前国内 14 个生产仔猪副伤寒活疫苗的兽用生物

制品企业，冻干存活率一般为 50%−60%。存活率

低使疫苗中含有大量死亡菌体，死亡菌体崩解产生

的内毒素，是产生过敏反应的因素之一。据报道，

每年 0.07%−0.10%的猪接种后出现呕吐、痉挛、全

身发疳、死亡等症状[4]。另外，该疫苗常需要−15 °C

以下保存，给边远地区储存运输和使用带来困难。 

究其原因主要在于疫苗生产一直沿用 20 世纪

60−70 年代落后的冻干工艺，疫苗采用 1.5%明胶、

5%蔗糖作为冻干保护剂。该保护剂是所有动物细菌

活疫苗通用的保护剂配方，其组方简单，与菌体相

容性不匹配。耐热保护剂按照保护剂与菌体相容性

特性设计，具有改善冻干抗原的品质以及产品保存

温度特点，为国内外研究的热点和难点[8-12]。 

不过由于其具有较高的科技含量，因此其配方

一般为专利产品或商业秘密，几乎无报道。课题组

在试验前期研究中已成功研制出与猪霍乱沙门氏

菌菌体相容性较好的耐热保护剂[13]，运用其冻干的

疫苗在 37 °C 保存 7 d 的耐老化试验中表现出良好

的性能，其 37 °C 保存 7 d 后细菌活菌存活率达 70%

以上。耐热保护剂含有的大分子物质形成耐热性构

架，可阻断构架外热源对构架内细菌的热传导性和

热辐射性杀伤，增强对细菌的保护作用；含有的小

分子物质使悬浮于保护剂中的细菌在冷冻干燥过

程中尽量保持存活状态，使干燥样品中的最终水分
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含量不致过低，防止蛋白质变性，减少细菌失活[14]。 

研制成功耐热保护剂破解了冻干活疫苗技术

核心壁垒，而进行耐热保护剂配套应用参数研究是

实现耐热保护剂活疫苗广泛应用的重要途径。据报

道，影响耐热保护剂作用效果的因素众多[15-23]，如

冻干曲线、活菌浓度、菌体菌龄、感作时间等。本

文以仔猪副伤寒活疫苗为模型，系统研究影响耐热

保护剂作用效果的因子，从而明确耐热保护剂在仔

猪副伤寒活疫苗使用中相关参数，以期为耐热保护

剂的科学应用和制备细菌类耐热保护剂冻干活疫

苗提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  生产用菌种：猪霍乱沙门氏菌(CVCC79500

株，原称 C500 株) (编号 SC200608，2006.11.6 冻干，

2 mL/瓶)，由北京中海生物科技有限公司制备。 

1.1.2  培养基：仔猪副伤寒活疫苗合成培养基[5,13] 

(主要成分为胰酪蛋白胨、酵母粉等，批号为 201001)

及仔猪副伤寒活疫苗耐热保护剂 [13](主要成分为

PVP、水溶性明胶、山梨醇、199 培养基、L-谷氨

酸钠等，批号为 201011)，均由北京中海生物科技

有限公司配制及提供。普通肉汤、普通琼脂培养

基、蛋白胨水、生理盐水由中国兽医药品监察所

培养基室按照《中华人民共和国兽用生物制品规

程(2000 版)》(以下简称《规程》[7])配制及提供。 

1.1.3  主要仪器：高速离心机 CR22G CAT，No. 

S101636，日立公司(HITACHI)；冻干机 Lyoflex 2.0，

爱德华公司(Edwards)；30 L 发酵罐，BIOF-2000 型，

上海高机生物工程有限公司；ZKJL-1 高频电火花真

空检测器，上海家君真空仪表制造有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  种子繁殖、发酵培养及制苗用菌液制备：种

子液按《规程》[7]进行繁殖和制备。将种子液按培

养基总量的 2%接种于合成培养基(30 L 发酵罐盛装

培养基 20 000 mL)中，按文献报道的发酵工艺及参

数培养 12−21 h[5]，培养过程中根据 pH 值变化用灭

菌的 50%葡萄糖溶液控制 pH 值 7.5−7.6。培养结束

后，以 3 500 r/min 离心 20 min，弃去上清，用生理

盐水悬浮至适当浓度，即为制苗用菌液。 

1.2.2  耐热保护剂配套冻干曲线的筛选：分别取

1.2.1 项制备的制苗用菌液 50 mL 与耐热保护剂等

量混合后，定量分装(2 mL/瓶)，按兽用生物制品常

用的 3 种冻干工艺，分别设计成 3 种冻干曲线(冻干

曲线 1、冻干曲线 2 及冻干曲线 3，分别为图 1A、

图 1B 及图 1C)进行冻干。然后分别取冻干前、后以

及冻干后置 37 °C 保存 7 d 的疫苗样品各 3 瓶按《规

程》[7]进行活菌计数。按《规程》[7]要求抽样比较

冻干后样品性状、水分含量、真空度。通过下列公

式计算冻干菌存活率(冻干前后活菌存活率，见公式

1)以及耐老化试验活菌存活率(37 °C 保存 7 d 样品

前后活菌存活率，见公式 2)，并根据结果确定冻干

曲线。试验共进行 2 次。 

公式 1： 

( mL)
100%

( mL)
 

干后每 份 或 活菌
干菌存活率

干前每 份 或 活菌
冻 头 数

冻
冻 头 数

； 

公式 2： 

( mL)
100%

( mL)
 

耐老化 后每 份 或 活菌
活菌存活率

耐老化 前每 份 或 活菌
试验 头 数
试验 头 数

。 

冻干曲线 1：箱体−35 °C 时产品进箱，−40 °C

维持 4 h，升华阶段，将产品由−35 °C 升至−20 °C

维持 10 h，启动真空泵，当箱体内真空达到最大时，

给板层加热，将板层温度控制在 8 °C，维持 8 h，

一次干燥完毕。将板层温度提高到 25 °C 维持 6 h，

产品出箱，全程耗时约 28 h。冻干曲线如图 1A 所示。 

冻干曲线 2：箱体 0−4 °C 时产品进箱，开启制

冷系统，以每分钟 1 °C 的速度降至−40 °C，维持

4 h。启动真空泵，当箱体内真空达到最大时，给板

层加热，将板层温度控制在−10 °C，维持 12−14 h，

一次干燥完毕。进行二次干燥，每间隔 2 h 升温

10 °C，在 25 °C 维持 8 h 左右出箱。疫苗冻干全程

耗时 28−32 h，冻干曲线如图 1B 所示。 

冻干曲线 3：产品室温进箱，开启制冷系统，

以每 min 1 °C 的速度降至−40 °C，维持约 4 h。升

华干燥阶段，启动真空泵，将产品从−40 °C 升温

至−20 °C，维持 10 h，一次干燥完毕。在每间隔 2 h
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升温 10 °C，在 28 °C 维持 8 h 左右出箱，疫苗冻干

全程耗时 28−32 h。冻干曲线如图 1C 所示。   

1.2.3  耐热保护剂对应的最适冻干菌龄筛选：分别

取 37 °C 发酵培养 12 h (对数生长前期)、15 h (对数

生长中期)、18 h (对数生长末期或稳定前期)、21 h 

(稳定后期)的制苗用菌液各 1 000 mL，与预热至

37 °C 的 1 000 mL 耐热保护剂等量混匀后，定量分

装至 7 mL 西林瓶中(2 mL/瓶)，按 1.2.2 筛选出的冻

干曲线进行冻干。分别取冻干前、后以及冻干后置

37 °C 保存 7 d 疫苗样品各 3 瓶按《规程》[7]进行活

菌计数。试验共进行 2 次。 

1.2.4  耐热保护剂适宜的配苗浓度筛选：按 1.2.3

结果中确定的参数获得的制苗用液 2 000 mL，分成

5 组(每组 400 mL)，经 3 500 r/min 离心 20 min 后，菌

泥分别用生理盐水悬浮成 5 组不同浓度制苗用菌液， 
 

 
图 1  冻干曲线 
Figure 1  Freeze-drying curve 
注：A：冻干曲线 1；B：冻干曲线 2；C：冻干曲线 3. 
Note: A: Freeze-drying curve 1; B: Freeze-drying curve 2; C: 
Freeze-drying curve 3. 

然后与预热至 37 °C 的耐热保护剂等量混匀成 5 组不

同终浓度：第 1 组菌液浓度约 9×1010 CFU/mL；第

2 组菌液浓度约 7×1010 CFU/mL；第 3 组菌液浓度约

5×1010 CFU/mL；第 4 组菌液浓度约 3×1010 CFU/mL；

第 5 组菌液浓度约 1×1010 CFU/mL。然后定量分装

(2 mL/瓶)，每组 70 瓶，按 1.2.2 筛选出的冻干曲线

进行冻干。分别取冻干前、后以及冻干后置 37 °C

保存 7 d 疫苗样品各 3 瓶按《规程》[7]进行活菌计

数。试验共进行 2 次。 

1.2.5  耐热保护剂与菌体合适的感作时间筛选：按

1.2.3 结果中确定的参数获得的制苗用液 1 500 mL，

分成 3 组(每组 500 mL)，经 3 500 r/min 离心 20 min

后，菌泥分别用适量生理盐水悬浮，然后将耐热保

护剂与制苗用菌液等量混悬成 1.2.4 中确定的浓

度，分别置 2−8 °C 感作 0、24、48 h，然后定量分

装(2 mL/瓶)，每组 70 瓶，按 1.2.2 筛选出的冻干曲

线进行冻干。分别取冻干前、后以及冻干后置 37 °C

保存 7 d 疫苗样品各 3 瓶按《规程》[7]进行活菌计

数。试验共进行 2 次。 

1.2.6  耐热保护剂保存期试验：耐热保护剂保存温

度及时间：将 3 批耐热保护剂(批号分别为 1011、

1012、1013)，每批 3 000 mL，置 2−8 °C 保存 40 d，

并在 0、10、20、30 及 40 d 各时间阶段分别取样

500 mL。 

配苗、冻干及活菌计数：按 1.2.3、1.2.4 项结

果，将上述不同保存时间的耐热保护剂与等份的制

苗用菌液等量混悬成的 1.2.5 项优化浓度，充分混

匀后定量分装(2 mL/瓶)，按 1.2.2 筛选出的冻干曲

线进行冻干。分别取冻干前、后以及冻干后置 37 °C

保存 7 d 疫苗样品各 3 瓶按《规程》[7]进行活菌计数。 

1.2.7  耐热保护剂活疫苗的最佳分装量筛选：按

1.2.3、1.2.4 及 1.2.5 项优化结果，将耐热保护剂与

制苗用菌液等量混匀，分别在 7 mL 西林瓶中以 2、

3、4 mL 分装，各分装 70 瓶，按 1.2.2 筛选出的冻

干曲线进行冻干。分别取冻干前、后以及冻干后置

37 °C 保存 7 d 疫苗样品各 3 瓶按《规程》[7]进行活

菌计数。试验共进行 2 次。 
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2  结果与分析   

2.1  配套冻干曲线筛选结果 

表 1 结果显示，采用冻干曲线 1 冻干的仔猪副

伤寒耐热保护剂活疫苗表面有结晶、底部萎缩；采

用冻干曲线 3 冻干的仔猪副伤寒耐热保护剂活疫苗

有少量结晶、表面下凹；采用冻干曲线 2 冻干猪霍

乱沙门氏菌(CVCC79500 株)效果最好，冻干后不结

晶，冻干菌存活率达 82%；耐老化活菌存活率为

91%，均高于其它两种曲线。 

2.2  耐热保护剂需求的最适冻干菌龄试验结果 

表 2 结果显示，不同收获时间菌体其冻干前后

的冻干菌存活率差异大，发酵培养 15−18 h，其冻

干菌存活率较高，尤以 18 h 最好，而发酵培养 12 h

和 21 h 冻干菌存活率较低。对于 37 °C 保存 7 d 耐

老化试验结果可以看出，不同收获时间的活菌存活

率差异较小，综合冻干菌存活率及耐老化试验活菌

存活率的活菌数结果，选择 18 h 最适。 

2.3  耐热保护剂配苗比例试验结果 

表 3 结果显示，菌液浓度低，冻干菌存活率高，

而 37 °C 保存 7 d 耐老化试验结果基本一致。因《规

程》[1]要求每头份不少于 30×108 CFU/mL，考虑到

每 瓶 疫 苗 的 头 份 数 ， 因 而 适 宜 菌 液 浓 度 为

3×1010−5×1010 CFU/mL。 

2.4  耐热保护剂与菌体感作时间试验结果 

表 4 结果显示，保护剂与菌体在 2−8 °C 感作

24 h，冻干菌存活率高于其它时间；而 37 °C 保存   

7 d 耐老化试验结果基本一致。 

2.5  耐热保护剂的保存期试验 

表 5 结果显示，3 批耐热保护剂置 2−8 °C 保存

40 d 冻干菌存活率为 83.7%−87.5%，置 37 °C 保存

7 d 活菌存活率为 82.9%−87.4%，与配制当日的结

果基本一致(冻干菌存活率为 82.9%−87.0%；活菌存

活率为 83.7%−85.0%)。 

2.6  耐热保护剂活疫苗分装量比较试验 

表 6 结果显示，7 mL 西林瓶疫苗装量 3 mL

或 4 mL，其冻干菌存活率与 2 mL 基本一致，置

37 °C 保存 7 d 的活菌存活率相对高出 3−7 个百  

分点。 

 
表 1  不同曲线冻干的活疫苗结果 

Table 1  Different freeze-drying curve on lyophilization effect 

冻干曲线 

Freeze-drying 
curve 

冻干产品 

Freeze-drying product 
冻干前 

活菌数 

Number of 
viable bacteria 

before 
lyophilization

(×108 CFU/mL)

冻干后 

After lyophilization 
37 °C 7 d 

性状 

Properties 

剩余水分 

Residual 
moisture 

(%) 

真空度 

Vacuity 

冻干后活菌数

Number of 
viable bacteria 

after 
lyophilization

(×108 CFU/mL)

活菌存活率 

Survival 
ratio of live 

bacteria 
(%) 

活菌数 

Number of 
viable bacteria
(×108 CFU/mL)

活菌存活率

Survival 
ratio of live 

bacteria 
(%) 

1 结晶、底部萎缩 

Surface crystallization 
and bottom shrinkage 

2.53、2.64、

3.68、3.76 

10/10 紫色

辉光 

Purple glow

467 364 78 283 78 

2 未见结晶，表面平坦 

No crystallization, 
surface flatness 

1.74、1.64、

1.73、1.81 

10/10 紫色

辉光 

Purple glow

466 382 82 347 91 

3 有少量结晶，表面下凹 

A small amount of 
crystallization and the 
lower concave on the 
surface 

2.12、1.96、

1.81、2.32 

10/10 紫色

辉光 

Purple glow

456 332 73 295 89 

注：分母代表检样瓶数；分子代表合格瓶数. 
Note: The denominator represents the numbers of test bottles; The numerator represents the qualified bottles. 
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表 2  不同培养时间菌体冻干比较结果 
Table 2  Comparing different bacteria culture time on the lyophilization effect 

试验次数 

Number of 
test 

收获时间 

Harvest 
time 
(h) 

冻干前后 

Before or after lyophilization 
37 °C 7 d 

冻干前活菌数 

Number of viable bacteria 
before lyophilization 

(×108 CFU/mL) 

冻干后活菌数 

Number of viable bacteria 
after lyophilization 

(×108 CFU/mL) 

冻干菌存率 

Survival ratio of 
live bacteria 

(%) 

活菌数 

Number of 
viable bacteria 

(×108 CFU/mL) 

活菌存活率 

Survival ratio of 
live bacteria 

(%) 
1 12 439 224 51 188 84 

15 462 256 55 223 87 

18 539 420 78 357 85 

21 443 259 58 233 90 

2 12 455 204 45 165 81 

15 450 318 71 286 90 

18 456 369 81 354 96 

21 485 271 56 265 98 

 
表 3  不同菌液浓度冻干比较结果 

Table 3  Comparing different culture concentration on lyophilization effect 

试验次数 

Number of 
test 

冻干前后 

Before or after lyophilization 
37 °C 7 d 

冻干前活菌数 

Number of viable bacteria 
before lyophilization 

(×108 CFU/mL) 

冻干后活菌数 

Number of viable bacteria 
after lyophilization 

(×108 CFU/mL) 

冻干菌存率 

Survival ratio of live 
bacteria 

(%) 

活菌数 

Number of viable 
bacteria 

(×108 CFU/mL) 

活菌存活率 

Survival ratio of live 
bacteria 

(%) 
1 902.5 395.3 43.8 287.7 72.8 

703.1 416.9 59.3 323.9 77.7 
500.7 372.0 74.3 292.7 78.7 
300.8 238.5 79.3 185.3 77.7 
100.3 91.3 91.0 66.7 73.1 

2 891.4 434.1 48.7 345.5 79.6 
685.2 402.2 58.7 314.5 78.2 
495.2 347.1 70.1 254.8 73.4 
297.1 213.0 71.7 160.6 75.4 
198.1 151.9 76.7 121.8 80.2 
99.0 81.9 82.8 63.8 77.9 

 
表 4  保护剂与菌液感作时间比较试验 

Table 4  Comparing different interaction time of the thermo-stabilizer and bacteria on lyophilization effect 

试验次数 

Number of 
test 

2−8 ºC 感作时间 

The interaction 
time of 2−8 ºC 

(h) 

冻干前后 

Before or after lyophilization 
37 °C 7 d 

冻干前活菌数 

Number of viable bacteria 
before lyophilization 

(×108 CFU/mL) 

冻干后活菌数 

Number of viable bacteria 
after lyophilization 
(×108 CFU/mL) 

冻干菌存率

Survival ratio 
of live bacteria

(%) 

活菌数 

Number of 
viable bacteria 

(×108 CFU/mL) 

活菌存活率

Survival ratio 
of live bacteria

(%) 
1 0 462 353.0 76.4 264.7 75 

24 456 388.9 85.3 315.0 81 
48 415 274.3 66.1 230.4 84 

2 0 457 313.0 68.5 256.6 82 
24 444 401.8 90.5 337.5 84 
48 472 281.7 59.7 236.6 84 
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表 5  不同保存期耐热保护剂冻干的活疫苗计数结果 
Table 5  Comparing different storage time of thermo-stabilizer on lyophilization effect 

批号 

Batch 

2−8 °C 保存

时间 

Storage time 
(d) 

冻干前后 

Before or after lyophilization 
37 °C 7 d 

冻干前活菌数 

Number of viable bacteria 
before lyophilization 

(×108 CFU/mL) 

冻干后活菌数 

Number of viable bacteria 
after lyophilization 

(×108 CFU/mL) 

冻干菌存率

Survival ratio of 
live bacteria 

(%) 

活菌数 

Number of viable 
bacteria 

(×108 CFU/mL) 

活菌存活率 

Survival ratio of 
live bacteria 

(%) 
1011 0 52 45.2 87.0 38.4 85.0 

10 44.9 86.3 37.2 82.8 

20 45.1 86.7 38.1 84.4 

30 45.2 87.0 38.4 85.0 

40 45.5 87.5 38.6 84.8 

1012 0 62 51.4 82.9 43.0 83.7 

10 52.2 84.2 43.6 83.5 

20 51.7 83.4 44.3 85.8 

30 52.2 84.2 43.6 83.5 

40 53.1 85.6 44.0 82.9 

1013 0 56 47.6 85.0 40.0 84.1 

10 45.6 81.4 38.3 84.1 

20 48.8 87.2 40.4 82.9 

30 47.6 85.0 40.0 84.1 

40 46.8 83.7 40.9 87.4 

 
 

表 6  疫苗分装量比较试验 
Table 6  Comparing different sub-package volume on lyophilization effect 

试验次数 

Number of 
test 

7 mL 西林瓶苗

液装量 

Packing volume 
in vials of 7 mL 

(mL) 

冻干前后 

Before or after lyophilization 
37 °C 7 d 

冻干前活菌数 

Number of viable bacteria 
before lyophilization 

(×108 CFU/mL) 

冻干后活菌数 

Number of viable bacteria 
after lyophilization 

(×108 CFU/mL) 

冻干菌存率

Survival ratio 
of live bacteria

(%) 

活菌数 

Number of 
viable bacteria 

(×108 CFU/mL) 

活菌存活率

Survival ratio 
of live bacteria

(%) 
1 2 456 325.1 71.3 289.3 89 

3 334.2 73.3 307.4 92 

4 327.0 71.7 310.6 95 

2 2 472 394.1 83.5 303.4 77 

3 411.5 87.2 341.5 83 

4 393.6 83.4 330.6 84 
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3  结论与讨论 

保护剂、配套冻干曲线及应用参数研究是决定

细菌活疫苗质量的关键技术。本研究中采用的耐热

保护剂、冻干曲线 2 及相关应用参数，可使冻干菌

存活率稳定达到 70%以上，其 37 °C 保存 7 d 的活 

菌存活率也可稳定达到 70%以上，显著优于传统苗

的水平[24-26]。现有的中国兽药典[27]及《规程》[7]规

定一旦仔猪副伤寒活疫苗冻干菌存活率低于 50%， 

疫苗只能用于口服，不能用于注射。若因疫苗存活

率低采用口服，加上现代规模化养殖场均采用经消

毒剂处理的自来水，严重影响免疫效果。 

耐热冻干工艺产品可克服传统保护剂(如 1%−2%

明胶 5%蔗糖，5%脱脂牛奶 10%蔗糖等)冻干产

品在储运和应用等环节引发的疫苗失活和免疫失

败[10,12]。除了耐热保护剂自身因素，如耐热保护剂

中大分子物质主要形成耐热框架和间接隔热层；小

分子物质主要与菌体形成悬液，起直接作用[8-9]。其

在冻干工艺中发挥应有效能，与细菌的状态、保护剂

与细菌在冷冻应激状态下的协调配合紧密相关[15-23]。 

细菌生长分为 4 个期，迟缓期、对数生长期、

稳定期和衰亡期[1]。菌龄是影响冻干菌存活率的重

要因素，应选择对数生长期末期和稳定期前期收获

的细菌进行冻干，这对细菌抗冷冻效应以及提高冻

干后的存活率是有益的[17]。根据已有的仔猪副伤寒

活疫苗发酵工艺参数研究确定[5]，通过不同收获时

间菌体比较试验，发现在对数生长末期或稳定前期

(发酵培养 18 h)，菌体冻干菌存活率达 78%–81%。

而到 21 h，进入稳定期后期菌体老化，其冻干菌存

活率明显下降。 

配苗比例也是影响耐热保护剂作用的重要因

素[18-20]，菌液浓度高，保护剂分子有效保护菌体的

资源就会相对不足，冻干菌存活率低。菌液浓度低，

则保护剂有效利用资源不足，导致成本升高。考虑

疫苗头份数，疫苗每头份不低于 3×109 CFU，每瓶

疫苗通常一般不少于 20 头份[7]，确定适宜配苗浓度

为 3×1010−5×1010 CFU/mL。 

经过冷(热)应激处理，微生物自身要发生一系

列物理和化学变化，包括一系列蛋白的合成，称为

冷(热)应激(休克)蛋白。冷(热)应激蛋白的存在使菌

体的适温能力增强，这种过程可看成是微生物在温

度变化时的一种自我保护机制[17]。适当延长耐热保

护剂与菌体混合作用时间，有利于保护剂中小分子

充分渗入菌体内，提高菌体的抗冻能力。但如果细

菌暴露在空气中的时间过长，某些菌体会产生过氧

化氢蓄积，造成死亡。因此应根据各种菌的特性并

通过实验来寻找最适平衡时间[22,26]。耐热保护剂与

菌体感作时间结果表明，当菌体与耐热保护剂

2−8 °C 作用 24 h，其冻干菌存活率最高，为

85.3%−90.1%，其耐老化试验结果基本一致。 

耐热保护剂中含有蛋白等生物大分子物质，存

在衰变期，进行耐热保护剂的保存期研究是确保保

护剂品质和性能的保证[14]。置 2−8 °C 保存 40 d 与配

制当日的冻干菌存活率、活菌存活率结果基本一致。

为确保效果，将耐热保护剂 2−8 °C 有效期定为 30 d。 

充分利用西林瓶的空间，提高疫苗分装量，是

降低成本、提高疫苗头份数的重要手段，研究结果

发现，在 7 mL 西林瓶中分装量达 3 mL 或 4 mL，

其冻干菌存活率与 2 mL 分装量基本一致，而其耐

老化结果中活菌存活率相对升高 3−7 个百分点，主

要由于瓶中菌液的分装高度增加，冻干中延长了冷

冻时间、升华时间以及解析干燥时间[15-16]。 
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