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无细胞百日咳疫苗生产用培养基的改进和培养条件

优化
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［摘　要］目的：改进无细胞百日咳疫苗生产用培养基并优化培养条件。方法：用不同浓度溶血（０１％）赫氏
琼脂及酸水解酪蛋白制备百日咳活性炭培养基，选择最优培养条件；使用百日咳活性炭培养基成功复苏菌种后，

优化传代代次和培养时间，评价百日咳活性炭培养基替代羊血包姜氏培养基的可行性；用酸水解酪蛋白代替自

制５０％酸水解酪蛋白制备改良ＳＳ液体培养基，并用ＥＬＩＳＡ、ＳＤＳＰＡＧＥ电泳和ＣＨＯ细胞簇集等方法评价对菌种
的培养效果。结果：溶血（０１％）赫氏琼脂的加入量为３３２ｇ／Ｌ、酸水解酪蛋白加入量为８ｇ／Ｌ时，菌苔生长最
快；百日咳活性炭培养基培养第１代７２ｈ、第２代４８ｈ、第３代４８ｈ、第４代２４ｈ和第１代７２ｈ、第２代３６ｈ、第３
代２４ｈ的血凝（ＨＡ）和ＵＶ６００均较高，这两组细菌生长状态较好；酸水解酪蛋白制备的百日咳活性炭培养基在优
化条件后复苏菌种生长良好，和羊血包姜氏培养基没有明显差异；８ｇ／Ｌ酸水解酪蛋白制备的改良 ＳＳ液体培养
基所得菌量优于５０％酸水解酪蛋白制备培养基（Ｐ＝０００１），改良 ＳＳ液体培养基培养所得百日咳毒素纯度、产
量和ＣＨＯ细胞簇集活性均较好。结论：使用酸水解酪蛋白的百日咳活性炭培养基和改良ＳＳ液体培养基所得的
百日咳杆菌纯度、产量、活性均较高，适用于无细胞百日咳组分疫苗的生产。

［关键词］博德特菌，百日咳；百日咳毒素；培养基；仓鼠卵巢细胞；酶联免疫吸附测定
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　　百日咳是由百日咳鲍特菌引起的急性呼吸道
传染病，人群普遍易感，尤以婴幼儿为重。在百日

咳疫苗问世以前，百日咳是婴幼儿死亡的主要原因

之一，在使用百日咳疫苗以后百日咳的发病率降

低［１－３］。国内目前使用的百日咳疫苗是共纯化工

艺，而国外使用的是组分百日咳疫苗，组分明

确［４－６］。本课题组新研发的组分百日咳疫苗含有

百日咳毒素（ｐｅｒｔｕｓｓｉｓｔｏｘｉｎ，ＰＴ）、百日咳丝状血凝
素（ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＦＨＡ）和百日咳黏附
素（ｐｅｒｔａｃｔｉｎ，ＰＲＮ）３种组分，对培养基有更高的要
求。目前百日咳疫苗生产用培养基大多使用含羊

血的包姜氏培养基进行菌种复苏，然后在 ＳＳ液体
培养基中大量增殖，在 ＳＳ培养基［７－８］的基础上加

入自制的５０％酸水解酪蛋白，加入２，６二甲基 β
环糊精可增加产毒效果［９］。考虑到羊血外源因子

污染风险，应尽量避免使用带羊血的培养基，并且

自制的培养基操作复杂，成分难以控制，易引起批

间差异。因此，在新百日咳疫苗研发过程中，对现

有培养基进行了改进，用百日咳活性炭培养基取代

羊血包姜氏培养基用于菌种复苏，百日咳活性炭培

养基、百日咳杆菌 ＳＳ培养基均改用商品化的蛋白
胨，代替原来自制蛋白水解液。本研究使用新培养

基进行了６个批次百日咳菌种培养，对发酵液进行
了培养效果研究，用吸光度值和 ＥＬＩＳＡ法评价产
量，用 ＳＤＳＰＡＧＥ和反应 ＰＴ活性的中国仓鼠卵巢
（ＣＨＯ）细胞簇集实验评价发酵液的质量。

１　材料与方法

１１　菌种、试剂及仪器
生产用百日咳杆菌 ＣＭＣＣ５８００３（ＣＳ株）工作

菌种由本实验室保存，酸水解酪蛋白和酵母浸粉、

２，６二甲基β环糊精、青岛海博公司溶血（０１％）
赫氏琼脂、包姜氏培养基、１％鸡血球、脱纤维羊血、

ＧＩＢＣＯ胎牛血清、ＤＭＥＭＦ１２、ＣＨＯＫ１细胞株
（ＡＴＣＣＣＣＬ６１，购自ＡＴＣＣ）及百日咳簇集毒性候
选参考品Ｃ１（中国食品药品检定检测研究院），７２１
分光光度计、Ｄｙｎａｍｉｃａ凝胶成像系统及 Ａｐｐ
ｌｉｋｏｎ７０Ｌ细菌发酵罐。
１２　百日咳活性炭培养基优化

以原百日咳活性炭培养基配方为基础，用溶血

（０１％）赫氏琼脂代替自制赫氏营养液，酸水解酪
蛋白代替自制５０％酸水解酪蛋白，在赫氏琼脂含
量２３２、３３２、４３２ｇ／Ｌ及酸水解酪蛋白含量６、８、
１０ｇ／Ｌ培养条件下观察菌苔生长状态，刮下菌苔
制成ＵＶ６００２５菌液，１０％体积接种到液体培养基
培养 ２４ｈ，检测血凝（ＨＡ）和 ６００ｎｍ处吸光度
（ＵＶ６００）以评价培养效果。按照最优条件，培养
４０、６０、８０ｈ，绘制生长曲线，观察不同培养时间产
毒情况。

１３　百日咳活性炭培养基传代条件优化
使用百日咳活性炭培养基成功复苏菌种后，优

化传代代次和培养时间。开启同一菌种，根据培养

不同代次和传代时间设计 ８组实验，分别为组 １
（Ｐ１２８ｈ、Ｐ２４８ｈ、Ｐ３２４ｈ）、组 ２（Ｐ１６０ｈ、Ｐ２
４８ｈ、Ｐ３２４ｈ）、组３（Ｐ１７２ｈ、Ｐ２４８ｈ、Ｐ３２４ｈ）、组
４（Ｐ１８４ｈ、Ｐ２４８ｈ、Ｐ３２４ｈ）、组 ５（Ｐ１７２ｈ、Ｐ２
４８ｈ、Ｐ３４８ｈ、Ｐ４２４ｈ）、组６（Ｐ１７２ｈ、Ｐ２４８ｈ、Ｐ３
４８ｈ）、组７（Ｐ１７２ｈ、Ｐ２３６ｈ、Ｐ３２４ｈ）、组 ８（Ｐ１
７２ｈ、Ｐ２２４ｈ、Ｐ３２４ｈ）。分别将最后一代固体培
养基菌苔刮下，制成 ＵＶ６００２５菌液，１０％体积接种
到５０ｍＬＳＳ液体培养基中，３６℃１４０ｒ／ｍｉｎ培养
２４ｈ，检测ＵＶ６００和 ＨＡ值。设平行实验组，结果取
平均值。

１４　百日咳活性炭培养基及羊血包姜氏培养基比较
将６支菌种用２ｍＬ生理盐水溶解混匀，分别

接种含３０％羊血包姜氏培养基和百日咳活性炭培
养基各５支，比较生长状况，刮下菌苔制成 ＵＶ６００
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２５菌液，１０％体积接种到 ＳＳ液体培养基，培养
２４ｈ后比较ＨＡ和ＵＶ６００。
１５　优化百日咳改良ＳＳ培养基

选择 ４，６，８，１０ｇ／Ｌ酸水解酪蛋白，配制成
２００ｍＬ百日咳改良 ＳＳ培养基，接种相同的菌种，
３６℃ １４０ｒ／ｍｉｎ培养３６ｈ，比较 ＵＶ６００和 ＨＡ，并与
自制５０％酸水解酪蛋白制备的培养基（氨氮含量
０３ｇ／Ｌ）进行比较。
１６　百日咳产量和纯度评价

百日咳活性炭培养基复苏菌种并传两代，改良

ＳＳ液体培养基传两代，５０Ｌ发酵罐中发酵３６ｈ，测
定６个批次发酵液 ＵＶ６００，ＥＬＩＳＡ测定 ＦＨＡ和 ＰＴ、
ＰＲＮ抗原含量，并用 ＳＤＳＰＡＧＥ分析纯度，方法见
药典［１０］。

１７　ＣＨＯ细胞簇集试验评价ＰＴ活性
方法见文献［１１］，长成单层的ＣＨＯＫ１细胞用

ＤＭＥＭＦ１２培养液稀释至５×１０
５个，加入９６孔板，

１００μＬ／孔，３７℃ ２４ｈ后上样。培养液过滤上清
稀释３０００倍，再在９６孔板中倍比稀释至８孔，上

样５０μＬ／至细胞中，培养液做阴性对照，细胞簇集
的判定标准：显微镜下观察，１个视野内能引起
５０％以上细胞发生簇集判为阳性，５０％以下细胞发
生簇集判为阴性。计算 ＣＨＯ细胞簇集的浓度，计
算方法是用 ＥＬＩＳＡ测定的 ＰＴ抗原含量除以产生
簇集的最大稀释倍数。

１８　统计学方法
使用 ＳＰＳＳ软件对数据进行分析，计量资料以

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用ｔ检验，Ｐ
＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　百日咳活性炭培养基复苏菌种优化条件的确定
如图１所示，溶血（０１％）赫氏琼脂的加入

量为３３２ｇ／Ｌ、酸水解酪蛋白加入量为８ｇ／Ｌ时
菌苔生长最快；在培养 ４０ｈ后菌苔明显生长加
快，在５０ｈ后生长良好，６０～７２ｈ传液体培养基后
ＨＡ较高。

注：Ａ中组１、２、３溶血（０１％）赫氏琼脂含量分别为２３２、３３２、４３２ｇ／Ｌ，Ｂ中组１、２、３酸水解酪蛋白含量
分别为６、８、１０ｇ／Ｌ，Ｃ为菌种生长曲线

图１　百日咳活性炭培养基成分选择和菌种生长曲线
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｅｌｅｃｔｉｏｎａｎｄｓｔｒａｉｎｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｐｅｒｔｕｓｓｉｓａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｍｅｄｉｕｍ

２２　百日咳活性炭培养基传代条件优化
比较８种实验条件的ＨＡ和 ＵＶ６００，结果显示，

组５中第１代７２ｈ、第２代４８ｈ、第３代４８ｈ、第４

代２４ｈ，和组７中第１代７２ｈ、第２代３６ｈ、第３代
２４ｈ的 ＨＡ和 ＵＶ６００均较高，说明这两组细菌生长
状态较好。见图２。

图２　不同代次及不同培养时间对百日咳杆菌菌苔生长的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＢｏｒｄｅｔｅｌｌａｐｅｒｔｕｓｓｉｓ
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２３　百日咳活性炭培养基或羊血包姜氏培养基比较
羊血包姜氏培养基及百日咳活性炭培养基

３６℃培养 ４８ｈ菌种均生长良好，传液体培养基
３６℃ １４０ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ，两组 ＨＡ比较，差异无
统计学意义（Ｐ＝０４７１），两组 ＵＶ６００比较，差异无
统计学意义（Ｐ＝０９６３）。见图３。

图３　在包姜氏培养基和百日咳活性炭
培养基中培养的百日咳杆菌菌量

Ｆｉｇ．３　ＡｍｏｕｎｔｏｆＢｏｒｄｅｔｅｌｌａｐｅｒｔｕｓｓｉｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ
ＢＧｍｅｄｉｕｍａｎｄｐｅｒｔｕｓｓｉｓａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｍｅｄｉｕｍ
２４　优化百日咳改良ＳＳ培养基
对百日咳改良ＳＳ培养基中不同浓度酸水解酪

蛋白的培养效果进行比较，结果见下表１，酸水解
酪蛋白在４～６ｇ／Ｌ时，随着酸水解酪蛋白的增加
菌量和ＨＡ增加（Ｐ＝００１２），６～１０ｇ／Ｌ后菌量和
ＨＡ不再明显增加（Ｐ＝０７３７）。８ｇ／Ｌ酸水解酪蛋
白和与自制５０％酸水解酪蛋白制备的培养基进行
比较，８ｇ／Ｌ酸水解酪蛋白 ＵＶ６００明显优于自制
５０％酸水解酪蛋白（Ｐ＝０００１，ｎ＝５）。

表１　不同浓度酸水解酪蛋白的改良ＳＳ
培养基培养的百日咳杆菌菌量

Ｔａｂ．１　ＴｈｅａｍｏｕｎｔｏｆＢｏｒｄｅｔｅｌｌａｐｅｒｔｕｓｓｉｓｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｉｎｍｏｄｉｆｉｅｄＳＳｍｅｄｉｕｍｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆａｃｉｄｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｃａｓｅｉｎ

指标
酸水解酪蛋白浓度（ｇ／Ｌ）

４ ６ ８ １０
ＵＶ６００ １８５ ２４５ ２５３ ２５５
ＨＡ １∶６４ １∶１２８ １∶１２８ １∶１２８

２５　百日咳产量和纯度评价
分析了６个批次发酵液，ＵＶ６００为５７０±０２９，

ＥＬＩＳＡ测定ＰＴ抗原含量（９６±３０）ｍｇ／Ｌ、ＦＨＡ抗
原含量（５４９±５５）ｍｇ／Ｌ、ＰＲＮ抗原含量（６３±
０６）ｍｇ／Ｌ、菌体产量（１３４±０９）ｇ／Ｌ，ＳＤＳＰＡＧＥ
图中ＰＴ有４个条带，ＦＨＡ条带在２２０ｋＤ，ＰＲＮ条
带在６９ｋＤ，均和文献［１２］记录一致。见图４。
２６　ＣＨＯ细胞簇集试验评价ＰＴ活性

发酵液中引起ＣＨＯ细胞簇集的最大稀释倍数

注：Ｍ为蛋白ｍａｒｋｅｒ，１为ＰＲＮ，２为ＦＨＡ，３为ＰＴ

图４　百日咳杆菌ＰＴ、ＦＨＡ及ＰＲＮ电泳
Ｆｉｇ．４　ＰＴ，ＦＨＡａｎｄＰＲＮｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｏｆＢｏｒｄｅｔｅｌｌａｐｅｒｔｕｓｓｉｓ
为８４０００～６７２０００倍，ＣＨＯ细胞簇集的浓度为
（００８３±００５６）μｇ／Ｌ，用ＣＨＯ簇集参考品Ｃ１定量
测得发酵液ＣＨＯ细胞簇集活性是（７５０±３２３）ＩＵ／ｍＬ。

３　讨论

本实验百日咳培养基的评价指标是 ＨＡ和
ＵＶ６００，ＵＶ６００是反应菌体的生长繁殖情况，ＨＡ和百
日咳丝状血凝素 ＦＨＡ的含量有直接关系，说明
ＦＨＡ的产毒情况。根据过去的培养经验和６批次
发酵的结果，用现有的培养基和培养条件ＰＴ的产毒
和ＦＨＡ的产毒呈正相关，Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数０６１３，
因此用血凝和ＵＶ６００作为评价指标是可行的。

百日咳毒素 ＰＴ是最主要的百日咳保护性抗
原，完整的 ＰＴ抗原类似于 ＡＢ毒素由 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、
Ｓ４、Ｓ５组成，Ｓ１亚基是免疫原性最强的抗原成分，
也是 ＰＴ毒性作用部分，它通过催化二磷酸腺苷
（ＡＤＰ）核糖，引起许多生物学效应，包括引起
ＣＨＯ细胞簇集，而Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４和Ｓ５能介导ＰＴ吸附
于细胞表面并进入细胞，ＣＨＯ细胞簇集可以验证
ＰＴ抗原天然生物功能的完整性和免疫原性［１２－１４］，

因此本实验加入ＣＨＯ细胞簇集来检测ＰＴ的活性，
以评价培养基的效果。发酵液 ＰＴ的产量约为
１０ｍｇ／Ｌ，且能引起ＣＨＯ细胞簇集的浓度为ｐｇ级，
说明 ＰＴ的完整性较好，产量较高。ＦＨＡ和 ＰＲＮ
也是百日咳免疫保护的重要抗原［１５－１６］，发酵液中

ＦＨＡ抗原产量较高在５０ｍｇ／Ｌ左右，且在２２０ｋＤ
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没有发生降解。每种抗原的产量和质量证明了该

两种培养基和培养条件较为适宜ＰＴ、ＦＨＡ、ＰＲＮ的
获得。目前，全因子实验法、ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ实验
法、响应面优化设计法、随机平衡法等优化方法已

被运用于微生物发酵的优化工作中，然而本实验的

两种培养基已在实验前期有了一定的研究，所以本

实验用单因子法对两种培养基的氮源和部分相关

因素进行研究，对培养条件也进行研究，最后验证

了百日咳活性炭培养基可以取代羊血包姜氏培养

基用于菌种复苏，符合生物制品少使用血制作培养

基的要求；使用百日咳活性炭培养基、百日咳改良

ＳＳ培养基所得的百日咳干菌的产量和纯度较为理
想，适合用于百日咳组分疫苗的生产；在优化了实

验条件以后百日咳改良ＳＳ培养基的产量高于自制
酸水解酪蛋白，使用商业化蛋白干粉也有利于控制

制品的质量和减少批间差异。

综上所述，使用酸水解酪蛋白的百日咳活性炭

培养基和改良ＳＳ液体培养基所得的百日咳杆菌纯
度、产量、活性均较高，适用于无细胞百日咳组分疫

苗的生产。
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