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培养基、接种菌量和 ｐＨ值对破伤风梭状芽孢杆菌产
毒的影响
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［摘　要］目的：探讨培养基、接种菌量与ｐＨ值对破伤风梭状芽孢杆菌产毒的影响。方法：采用示胨三号、示
胨二号、胃蛋白胨及自制肉汤４种培养基培养破伤风梭状芽孢杆菌，比较毒素产量；选择最优培养基，按照培养
基体积的１％，２％，３％，４％接种破伤风梭状芽孢杆菌，培养１６０ｈ，选取合适接种菌量；使用最优培养基与接种
量，分别用初始ｐＨ７５、７２、７０的３种培养基培养破伤风梭状芽孢杆菌，比较毒素产量。结果：示胨三号产毒
量优于其他３种蛋白胨，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；接种菌量大于２％时产毒量最优，３种初始ｐＨ培养条
件对产毒量无明显影响（Ｐ＞００５）。结论：初步筛选出最优破伤风毒素培养基及接种量，为破伤风疫苗工艺研
究及扩大化生产提供依据。
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　　破伤风梭状芽孢杆菌是革兰阳性细菌，可通过
污染的伤口或组织损伤处进入人体，其产生的破伤

风痉挛毒素可阻断中枢神经系统的抑制性神经递

质，引起破伤风典型的肌肉强直和痉挛［１－２］。破伤

风类毒素（ｔｅｔａｎｕｓｔｏｘｏｉｄ，ＴＴ）疫苗及含 ＴＴ疫苗
（ＴＴｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｖａｃｃｉｎｅ，ＴＴＣＶ）仍然是目前预防孕
产妇及新生儿破伤风（ｍａｔｅｒｎａｌａｎｄｎｅｏｎａｔａｌｔｅｔａ
ｎｕｓ，ＭＮＴ）以及损伤导致破伤风的主要方式［３］。因

此，ＷＨＯ提出全球消灭ＭＮＴ及通过常规儿童期免
疫程序达到、并维持 ＴＴＣＶ６剂接种的高覆盖率，
是２０１７年预防破伤风的新目标［４］。现有生产 ＴＴ
的培养基大多采用自制酪蛋白、牛肉等在较温和的

条件下水解后制成基础液，虽然可以获得相对稳定

的产毒量，但是原材料的标准化困难，并且制作过

程中不可避免的会发生一些钙沉淀和美拉德反应，

这些都将影响毒素产量［５－６］。为了使培养过程更

加可控，本研究从自制肉类蛋白胨培养基和利于质

量控制的商品化的蛋白胨培养基中筛选 ＴＴ产量
更高的培养基［７－９］，并观察接种菌量和 ｐＨ值对破
伤风梭状芽胞杆菌产毒的影响，进一步优化培养条

件、提高产量、降低外源因子污染风险，从而提高疫

苗的质量。

１　材料和方法
１１　供试菌种

破伤风梭状芽胞杆菌（ＣＭＣＣ６４００８）购自中国
食品药品检定研究院，由此制备破伤风工作种子。

１２　主要试剂及仪器
示胨三号、示胨二号、胃蛋白胨及酵母浸出物

购自ＢＤ（Ｂｅｃｔｏｎ，Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎａｎｄｃｏｍｐａｎｙ）公司，培
养基其他成分包括结晶乙酸钠、磷酸二氢钾、磷酸

氢二钠、丙三醇、葡萄糖、硫酸锌、七水合硫酸镁、盐

酸及无水乙醇等均购自西陇化工有限公司，胱氨酸

购自国药集团化学试剂有限公司，破伤风标准絮状

反应抗毒素购自中国食品药品检定研究院。１５Ｌ
生物反应器 （ＢｉｏＢｕｎｄｌｅ，购自 Ａｐｐｌｉｋｏｎ），ｐＨ计
（ＳｅｖｅｎＣｏｍｐａｃｔ，购自 ＭＥＴＴＬＥＤＲＴＯＬＥＤＯ公司），
智能生化培养箱（上海飞越实验仪器有限公司）。

１３　菌种培养
将破伤风梭状芽孢杆菌工作种子接种于破伤

风菌种培养基（１０ｍＬ试管，自制肉汤），３５℃普通
培养箱条件下静置培养２４～４８ｈ，为第一代（Ｐ１）；
培养到期的Ｐ１代，采用相同方法继续传代，为第二
代（Ｐ２）；将种子培养物接种于破伤风毒素培养基

中（１００ｍＬ三角瓶，自制肉汤），为第三代（Ｐ３），
３５℃静置培养２４～４８ｈ。
１４　絮状单位实验

参考《中国药典》三部（２０１５版）通则３５０６类
毒素絮状单位测定法测定毒素絮状单位。精密量

取１００Ｌｆ／ｍＬ的抗毒素絮状反应标准品溶液０３、
０４、０５、０６、０７ｍＬ分别加入絮状反应管，精密
量取供试品溶液１ｍＬ，快速准确加入上述各絮状
反应管内，摇匀置４５～５０℃水浴中，连续观察，并
记录絮状出现次序和时间。再取５支絮状反应管，
重复上述试验，将最先出现絮状之管放中间，前后

各加两管不同量抗毒素絮状反应标准品溶液，每管

间隔００５ｍＬ，再向各管中加入供试品１ｍＬ，观察
絮状出现情况。重复上述实验，观察并记录结果，以

２次相同值为最终测定值。ＴＴ絮状单位（Ｌｆ／ｍＬ）＝
稀释抗毒素絮状反应标准品使用量（ｍＬ）×待检样
品稀释倍数×１００。
１５　产毒培养的培养基筛选

将种子扩大培养物Ｐ３分别接种于示胨三号、示
胨二号、胃蛋白胨及自制肉汤４种培养基（５００ｍＬ
三角瓶）中，３５℃静置培养，按１４项下方法检测
收获的破伤风培养液中的毒素含量。试验分３个
批次进行。

１６　产毒培养的接种量筛选
选取１５项下产毒量高的培养基作为种子扩

大培养基，培养Ｐ３代，从 Ｐ３取菌液接种至４个小
发酵罐（Ａ）和４个２５０ｍＬ三角瓶（Ｂ），发酵罐装
量为１Ｌ产毒培养基，三角瓶装量为２００ｍＬ产毒
培养基，接种菌量均为培养基体积的 １％、２％、
３％、４％，分别命名为 Ａ１％、Ａ２％、Ａ３％、Ａ４％、
Ｂ１％、Ｂ２％、Ｂ３％、Ｂ４％，３５℃静置培养１６０ｈ，
按１４项下方法检测接种后１２、１８、２４、４２、４８、７２、
８０、９６、１２０、１４４、１６０ｈ时培养液中的毒素量，比较
各组毒素产量的动态变化。

１７　产毒培养的初始ｐＨ筛选
从Ｐ３取菌液分别接种至培养基 ｐＨ为 ７５、

７２、７０的 ３个 １５Ｌ小发酵罐中，接种量为 １７
项下筛选的最佳接种量，培养基用量为１Ｌ；按１４
项下方法检测培养液毒素含量，对各组毒素量进行

比较。试验分３个批次进行。
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，组间比较采用方差分
析，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
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２　结果

２１　产毒培养的培养基筛选
示胨三号、示胨二号、胃蛋白胨与自制肉汤作

为主要蛋白胨来源的４种培养基培养破伤风毒素
产量结果见表１，示胨三号培养基产毒量最高，与
其他３种培养基产毒量比较，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。自制肉汤的变异系数大于其它３组，
说明批间差异较大。

表１　不同培养基对破伤风梭状芽孢杆菌产毒量的影响
Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａｏｎｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｅｔａｎｕｓｔｏｘｉｎ

培养基
产毒（Ｌｆ／ｍＬ）

第１批 第２批 第３批
ｘ±ｓ（Ｌｆ／ｍＬ） 变异系数

示胨三号 １４０ １２０ １１０ １２３３３±１５２８ ０１２４
自制肉汤 ７０ １００ ８０ ８３３３±１５２８（１） ０１８３
示胨二号 ８０ ７０ ６０ ７０００±１０００（１） ０１４３
胃蛋白胨 ６０ ５０ ５０ 　　 ５３３３±５７７（１）（２） ０１０８

注：Ｆ值为１７８３３，（１）与示胨三号比较，Ｐ＜００５；（２）与自制肉汤比较，Ｐ＜００５

２２　接种量对毒素的影响
使用示胨三号培养基，不同破伤风菌种接种量

所得破伤风毒素量动态变化见图１、图２。培养的
破伤风菌在２４ｈ开始产毒，７２ｈ左右达到峰值。
Ａ２％、Ａ３％、Ａ４％ 于培养７２ｈ时毒素产量达峰
值，为１００Ｌｆ／ｍＬ；Ａ１％的毒素产量低于其它３个
接种量，于１２０ｈ达到峰值（８０Ｌｆ／ｍＬ）。Ｂ２％、Ｂ
３％、Ｂ４％ 于培养７２ｈ毒素产量达峰值，为９０Ｌｆ／
ｍＬ，１％接种量也低于其它３个接种量，于１２０ｈ达
到峰值（８０Ｌｆ／ｍＬ）。除１％接种量外，其余接种量
毒素产量于８０ｈ后逐渐下降。

图１　发酵罐内不同接种菌量对破伤风梭状
芽孢杆菌产毒量的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｏｃｕｌｕｍａｍｏｕｎｔｏｎｔｈｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｅｔａｎｕｓｔｏｘｉｎ（ｆｅｒｍｅｎｔｏｒ）

２３　ｐＨ对毒素的影响
使用２％的接种量，接种示胨三号培养基，于

ｐＨ为７５、７２、７０的３个小发酵罐中培养后的产
毒量见表２，３种初始 ｐＨ条件下的产毒量差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）。

图２　三角瓶内不同接种菌量对破伤风梭状
芽孢杆菌产毒的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｏｃｕｌｕｍｏｎｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆｔｅｔａｎｕｓｔｏｘｉｎ（ｅｒｌｅｎｍｅｙｅｒｆｌａｓｋ）
表２　不同ｐＨ对破伤风梭状芽孢
杆菌产毒量的影响（Ｌｆ／ｍＬ）

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｏｎｔｏｘｉｇｅｎｉｃ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｅｔａｎｕｓ

ｐＨ
产毒

第１批 第２批 第３批
ｘ±ｓ

７５ １１０ ９０ １１０ １０３３３±１１５５
７２ １００ １００ ９０ ９６６７±５７７
７０ １１０ ９０ ９０ ９６６７±１１５５
Ｆ 　 ０４４４
Ｐ ＞００５

３　讨论

最初破伤风毒素的培养使用威特氏蛋白胨，毒

素培养再另加肉汤和葡萄糖［１０］。后期 Ｋｕｎｉｈｉｒｏ
９３２１
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Ｏｚｕｔｓｕｍｉ等［１１］使用牛肝肉汤过夜培养菌种，再转

种莱瑟姆培养基以促进细菌产毒，然后提取自溶前

的菌体胞内毒素。随着生物制药工艺越来越成

熟［１２］，超滤、盐析和层析等过程的加入，成为制得

高纯度破伤风类毒素的关键步骤。但是，在制作肉

汤的时候即使谨慎认真，方式一致，产毒结果也会

有很大不同［１３］，这也是近些年国内各厂家改进破

伤风毒素生产工艺的关键，有厂家使用了肝浸粉、

胰酪胨和示胨替代［１４］，也有厂家使用酪胨干粉作

为基础，后期添加谷氨酰胺、１∶１猪肝浸液与锌离子
的方案来收获更多毒素量［１５］。

本研究使用商品化的示胨三号、示胨二号、胃

蛋白胨及自制肉汤作为提供主要蛋白胨的基础培

养基，另外再添加葡萄糖、无机盐、氨基酸、维生素

和铁离子等，制备产毒培养基进行对比研究，发现

示胨三号培养基产毒较好，同时产毒的批间差异较

小，符合要求［１６］，优于自制肉汤培养基。接着，基

于筛选的示胨三号培养基，就破伤风接种量和培养

基ｐＨ对产毒的影响进行了考察。合适的接种量
不仅有利于最大发挥发酵罐的效率，而且有利于减

少发酵时间，降低发酵成本［１７］。菌种接种量为

１％时，其产毒明显低于２％、３％和４％，而后３者
产毒量无明显差异，因而２％的接种量较为适宜。
而在筛选的培养基和优化接种量条件下，培养基

ｐＨ对最终的产毒量没有显著影响。
综上所述，此次试验通过探索不同培养基、接

种菌量和ｐＨ对破伤风梭状芽孢杆菌产毒的影响，
初步筛选出完全商品化的示胨三号培养基产毒较

好，对该培养基的菌种接种量及 ｐＨ进行了优化。
破伤风类毒素生产中，还有其它参数对培养有影

响，包括培养温度、通气等［１８－２０］，需要后期进一步

优化，以期能够获得较好的产毒量，提高商品化培

养基的培养水平。
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