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一种羊A型产气荚膜梭菌菌株及其灭活疫苗
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(57)摘要

本发明公开了一种羊A型产气荚膜梭菌菌株

及其灭活疫苗和疫苗制备方法，属于生物医药领

域。其中经本发明筛选得到的羊A型产气荚膜梭

菌菌株产毒水平较高、免疫原性良好、培养特性

稳定；并优化了培养该羊A型产气荚膜梭菌菌株

的培养基配方及培养条件，提高了培养稳定性和

基础抗原效价，获得了高抗原毒素含量的毒素菌

液；利用该毒素菌液制备羊A型产气荚膜梭菌灭

活疫苗，获得一种免疫效果可靠、低免疫剂量的

羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗，可用于有效防控

目前流行严重的羊A型产气荚膜梭菌所致的猝死

症。
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1.一种产气荚膜梭菌(Clostridium  perfringens)菌株A/2018/NM/01，其保藏号为：

CGMCC  No.16894，保藏日期为：2018年11月27日，保藏单位为：中国微生物菌种保藏管理委

员会普通微生物中心CGMCC。

2.根据权利要求1所述的菌株A/2018/NM/01，其特征在于，所述菌株的筛选方法包括：

S1：将猝死羊病料接种于10％绵羊脱纤血平板，将所述血平板置厌氧菌培养盒，于37℃

过夜培养；

S2：从所述血平板挑选独立、菌落边缘整齐、稍隆起、双溶血环明显、直径大小不同的3-

5个菌落接种于新鲜的10％绵羊脱纤血平板，37℃温箱培养18-24小时；

S3：从S2中每个血平板同样挑选独立、菌落边缘整齐、稍隆起、双溶血环明显、直径大小

不同的3-5个菌落接种于厌气肉肝汤，37℃温箱培养18-24小时；

S4：将S3所得培养物离心(4℃、3000rpm离心20min)、取上清液过滤(选用孔径为0.45μm

的滤膜)，检测上清液毒素最小致死量，筛选出毒素含量最高的菌株即为菌株A/2018/NM/

01。

3.根据权利要求1或2所述的菌株A/2018/NM/01，其特征在于，所述菌株的涂片镜检形

态特征为：常散在，粗大革兰氏阳性杆菌；

溶血特性为：双溶血环，内层完全溶血，外层不完全溶血；

培养特性为：牛乳暴裂发酵：接种石蕊牛奶培养基6-12小时，出现颜色变浅、乳酪样物

质；

PCR型特异性鉴定和血清中和法鉴定为A型产气荚膜梭菌。

4.一种由权利要求1-3中任一项所述的菌株A/2018/NM/01制备得到的羊A型产气荚膜

梭菌灭活疫苗。

5.权利要求4所述的灭活疫苗的制备方法，其特征在于，包括：

T1：使用专用培养基培养所述菌株，得到菌液；

T2：灭活所述菌液并离心，得到上清菌液；

T3：浓缩所述上清菌液，得到抗原毒素含量为≥320MLD/ml的浓缩菌液，将所述浓缩菌

液与氢氧化铝胶混合，得到所述灭活疫苗；

其中步骤T1中所述专用培养基的配方为：

6.根据权利要求5所述的方法，其特征在于，步骤T1中，将所述专用培养基配方中成分

用注射用水溶解后，用2mol/L  NaOH调pH值至8.0-8.5，116℃蒸汽灭菌40分钟，使用时再加

入该培养基体积0.2％-0.5％的0.1g/ml的硫代乙醇酸钠溶液共同对所述菌株进行培养。
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7.根据权利要求5所述的方法，其特征在于，步骤T1中所述菌株的接种量为1％-2％；所

述培养的温度为36-37℃；培养的时间为5-6小时；和/或

步骤T2中所述灭活菌液的方法为：使用0.3％-0.5％甲醛溶液，37℃灭活2-3天，期间每

日搅拌2-3次；所述离心的条件为4℃、6000-8000rpm离心20-30min。

8.根据权利要求5所述的方法，其特征在于，步骤T3中所述浓缩上清菌液为使用孔径3-

5KD的中空纤维柱浓缩5-10倍。

9.一种专用培养基，用作权利要求1-3中任一项所述的菌株A/2018/NM/01产α外毒素的

培养基，其配方为：

10.根据权利要求9所述的专用培养基，其特征在于，所述专用培养基在使用时再加入

该培养基体积0.2％-0.5％的0.1g/ml的硫代乙醇酸钠溶液。
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一种羊A型产气荚膜梭菌菌株及其灭活疫苗和疫苗制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药领域中的疫苗及其制备方法，特别是涉及一种羊A型产气荚

膜梭菌菌株及其灭活疫苗和疫苗制备方法。

背景技术

[0002] 产气荚膜梭菌(Clostridium  perfringens)，又称魏氏梭菌，是一种存在于人和动

物肠道中的条件致病菌。目前已发现产气荚膜梭菌至少可以产生16种毒力因子，包括12种

毒素(α-v)和多种侵袭性酶类，基中α、β、ε、ι毒素是产气荚膜梭菌最重要的致死性毒素，其

余的毒素为次要致死性和非致死性毒素。而α毒素是最为主要的一种毒素，虽各个菌型的产

气荚膜梭菌都能产生，但以A型产气荚膜梭菌产生的α毒素量最多，不同菌型的产气荚膜梭

菌可以引起不同的疾病。根据该菌分泌四种主要致死性外毒素的基因型不同，分为A、B、C、

D、E型。

[0003] 当饲养和环境条件改变时，易引起畜禽的产气荚膜梭菌病。尤其对于牧区，轮牧式

放养，春夏、秋冬季，因放牧草场的突变，猝死羊明显增多。且发病死亡羊大都是青壮年，营

养比较好。临床症状表现为：羊只在放牧途中或正在吃草时即突然倒地，挣扎几下就死亡，

有的羊向前猛冲，腾空而起然后倒地，四肢出现强烈的划动；随后头颈显著抽搐，半小时左

右死亡。有的羊晚上进圈时没有任何症状，凌晨或第2天早晨死于羊圈内。病势稍缓的，早期

表现为步态不稳，以后卧倒，继以昏迷，在2～3小时内安静地死去(刘江涛，“一起羊A型魏氏

梭菌病的诊治”，今日畜牧兽医，2007，7:47)。因此，一旦发病，往往在未得到有效治疗前便

死亡。

[0004] 2000年以前，报道羊A型产气荚膜梭菌病于季节交替期持续20天左右。近年，因自

然环境及饲养条件的改变，羊A型产气荚膜梭菌病呈现全年散发性，引起高达10％的死亡

率，给农牧区养殖户带来重大经济损失。基于A、B、C、D型产气荚膜梭菌均产生α外毒素，长期

以来，养殖户一般选择使用市场上可获得的用于预防羊B、C、D型产气荚膜梭菌病的羊三联

四防或羊四联灭活苗预防羊猝死病，短期内对防控羊B、C、D型产气荚膜梭菌病效果良好，但

对于防控A型产气荚膜梭菌病效果并不理想。

[0005] 近两年来，在猝死羊中，A型产气荚膜梭菌的检出率远远高于B、C、D型，但目前国内

外缺乏对羊A型产气荚膜梭菌病防控的有效疫苗。基于A型产气荚膜梭菌病发病急、死亡率

高、发病后用药治疗效果不明显，为有效预防和控制羊A型产气荚膜梭菌病的发生，研制安

全、有效的羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗刻不容缓。

发明内容

[0006] 针对现有技术中存在的问题的一个或多个，本发明的一个方面提供一种产气荚膜

梭菌(Clostridium  perfringens)菌株A/2018/NM/01，其保藏号为：CGMCC  No.16894，保藏

日期为：2018年11月27日，保藏单位为：中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心

CGMCC。
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[0007] 上述菌株A/2018/NM/01的筛选方法包括：

[0008] S1：将猝死羊病料接种于10％绵羊脱纤血平板，将所述血平板置厌氧菌培养盒，于

37℃过夜培养；

[0009] S2：从所述血平板挑选独立、菌落边缘整齐、稍隆起、双溶血环明显、直径大小不同

的3-5个菌落接种于新鲜的10％绵羊脱纤血平板，37℃温箱培养18-24小时；

[0010] S3：从S2中每个血平板同样挑选独立、菌落边缘整齐、稍隆起、双溶血环明显、直径

大小不同的3-5个菌落接种于厌气肉肝汤，37℃温箱培养18-24小时；

[0011] S4：将S3所得培养物离心(4℃、3000rpm离心20min)、取上清液过滤(选用孔径为

0.45μm的滤膜)，检测上清液毒素最小致死量，筛选出毒素含量最高的菌株即为菌株A/

2018/NM/01。

[0012] 上述菌株A/2018/NM/01的涂片镜检形态特征为：常散在，粗大革兰氏阳性杆菌；溶

血特性为：双溶血环，内层完全溶血，外层不完全溶血；培养特性为：牛乳暴裂发酵：接种石

蕊牛奶培养基6-12小时，出现颜色变浅、乳酪样物质；PCR型特异性鉴定和血清中和法鉴定

为A型产气荚膜梭菌。

[0013] 本发明的另一方面提供一种羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗。

[0014] 上述灭活疫苗的制备方法包括：

[0015] T1：使用专用培养基培养所述菌株，得到菌液；

[0016] T2：灭活所述菌液并离心，得到上清菌液；

[0017] T3：浓缩所述上清菌液，得到抗原毒素含量为≥320MLD/ml的浓缩菌液，将所述浓

缩菌液与氢氧化铝胶混合，得到所述灭活疫苗；

[0018] 其中步骤T1中所述专用培养基的配方为：

[0019]

[0020]

[0021] 上述步骤T1中，将所述专用培养基配方中成分用注射用水溶解后，用2mol/L  NaOH

调pH值至8.0-8 .5，116℃蒸汽灭菌40分钟，使用时再加入该培养基体积0.2％-0 .5％的

0.1g/ml的硫代乙醇酸钠溶液共同对所述菌株进行培养。

[0022] 上述步骤T1中，所述菌株的接种量为1％-2％；所述培养的温度为36-37℃；培养的

时间为5-6小时。

[0023] 上述步骤T2中，所述灭活菌液的方法为：使用0.3％-0.5％甲醛溶液，37℃灭活2-3

天，期间每日搅拌2-3次；所述离心的条件为4℃、6000-8000rpm离心20-30min。

[0024] 上述步骤T3中，所述浓缩上清菌液为使用孔径3-5KD的中空纤维柱浓缩5-10倍。

[0025] 本发明的又一方面提供一种专用培养基，用作上述菌株A/2018/NM/01产α外毒素
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的培养基，其配方为：

[0026]

[0027] 上述专用培养基在使用时再加入该培养基体积0.2％-0.5％的0.1g/ml的硫代乙

醇酸钠溶液。

[0028] 基于以上技术方案，本发明提供的羊A型产气荚膜梭菌菌株免疫原性良好、培养菌

液毒素含量高，且培养稳定，对羊、兔及小鼠均具有致死性。其作为制苗用菌种，使用专用培

养基在适宜条件下培养，可以获得毒素水平高的A型产气荚膜梭菌培养菌液，菌液经灭活后

离心、使用膜孔径3-5KD的中空纤维柱浓缩菌液中α毒素，制苗，可以得到安全性好、低免疫

剂量、效力可靠的羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗。相对于现有技术，本发明具有以下有益效

果：

[0029] 1)本发明通过筛选培养菌液毒素含量高的菌株，获得一种免疫原性良好、培养稳

定、且培养菌液毒素含量高、基础抗原效价高的羊A型产气荚膜梭菌菌株。

[0030] 2)本发明提供的专用培养基配方简单，使用原料廉价易得，约为肉肝胃酶消化汤

生产成本的30％，且培养时间短，大大降低了培养成本；使用本发明提供的专用培养基可于

500L、1000L反应罐中配制以扩大培养，而使用传统厌气肉肝胃酶消化汤，因制备程序的繁

琐性，影响其制备量，扩大规模培养困难；并且使用本发明提供的专用培养基获得的菌液不

仅抗原毒素含量高，而且浊度明显降低，对于后期处理例如浓缩、纯化等具有明显有益的效

果。

[0031] 3)在制备上述羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗中摸索出适宜的灭活、离心及过滤除

菌参数，核定了疫苗中有效抗原毒素含量，获得了一种安全性好、低免疫剂量、效力可靠的

羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗。该疫苗免疫山羊及绵羊后，于一免后21天即获得可靠的中和

抗体效价，安全性良好，且较免疫常规羊三联四防灭活疫苗(含B型、D型产气荚膜梭菌)，A型

抗体明显提高。同时，免疫羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗的实验动物，抗A型毒素攻毒保护效

果也明显优于常规免疫羊三联四防灭活疫苗。

[0032] 可见，本发明提供的羊A型产气荚膜梭菌菌株以及基于该菌株的羊A型产气荚膜梭

菌灭活疫苗的开发可以为我国羊A型产气荚膜梭菌病的防控提供有力保障，大大降低农牧

区羊群因季节转换、饲养管理条件改变所致的猝死率，应用前景广阔。

附图说明

[0033] 图1是本发明分离的产气荚膜梭菌菌株的涂片镜检形态特征图；

[0034] 图2是本发明分离的产气荚膜梭菌菌株的血平板菌落溶血特性图。
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具体实施方式

[0035] 为了有效预防羊A型产气荚膜梭菌病，本发明的一个目的在于提供一种安全性好、

低免疫剂量、效力可靠的羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗，为实现该目的，本发明筛选出一种

产毒水平较高、免疫原性良好、培养特性稳定的羊A型产气荚膜梭菌菌株。同时使用一种羊A

型产气荚膜梭菌专用培养基，培养获得的A型产气荚膜梭菌菌液毒素含量高，且产毒效果稳

定，由此获得的灭活疫苗免疫保护能力更强。

[0036] 以下结合具体实施方式详细说明本发明。

[0037] 在下文中，仅简单地描述了某些示例性实施例。正如本领域技术人员可认识到的

那样，在不脱离本发明的精神或范围的情况下，可通过各种不同方式修改所描述的实施例。

因此，附图和描述被认为本质上是示例性的而非限制性的。

[0038] 下述实施例中所用方法如无特别说明均为常规方法。

[0039] 实施例中描述到的各种生物材料的取得途径仅是提供一种实验获取的途径以达

到具体公开的目的，不应成为对本发明生物材料来源的限制。事实上，所用到的生物材料的

来源是广泛的，任何不违反法律和道德伦理能够获取的生物材料都可以按照实施例中的提

示替换使用。

[0040] 本发明中提及的厌气肉肝汤按《中华人民共和国兽用生物制品规程》二OOO年版的

组成及制备方法制备，组成如下表1所示：

[0041] 表1：厌气肉肝汤组成

[0042]

[0043] 制备方法：

[0044] 1 .取牛肉除去脂肪和筋膜，用绞肉机绞碎，与切成100g左右的肝块混合，加蒸馏

水，充分搅拌后，冷浸20-24小时。

[0045] 2.煮沸20-60分钟，补足失去的水分，用白布滤过，弃去肉渣，取出肝块。

[0046] 3.滤液加入蛋白胨和氯化钠，加热溶化，用氢氧化钠溶液调整pH  7.8-8.0，加热煮

沸10-20分钟。

[0047] 4.用滤纸或绒布滤过，加入葡萄糖搅拌，使其溶化。

[0048] 5.将煮过的肝块洗净，切成小方块，用蒸馏水充分冲洗后，分装于试管或中性玻璃

瓶内，其量约为预计分装肉肝汤量的1/10。

[0049] 6.将滤液分装于含有肝块的中性容器中(如为试管，还应加入适量液体石蜡)，以

116℃高压蒸汽灭菌30-40分钟。

[0050] 7.用途：供一般厌气菌培养及检验用。
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[0051] 本发明中所提及的稀释液(蛋白胨水)根据《中华人民共和国兽用生物制品规程》

二OOO年版的组分及制备方法制备，组分如下表2所示：

[0052] 表2：蛋白胨水组分

[0053]

[0054] 制备方法：

[0055] 1.将以上材料混合，加热溶解，用氢氧化钠溶液调整pH值6.8-7.2。

[0056] 2.煮沸滤过，分装于中性容器中。

[0057] 3.116℃高压蒸汽灭菌20分钟。

[0058] 4.用途：供无菌检验稀释液(含蛋白胨1g)，及细菌计数稀释液和糖发酵(含蛋白胨

10g)。

[0059] 本发明中所提及的厌气肉肝胃酶消化汤根据《中华人民共和国兽用生物制品规

程》二OOO年版的组成及制备方法制备，组成如下表3所示：

[0060] 表3：厌气肉肝胃酶消化汤组成

[0061]

[0062] 制备方法：

[0063] 1.在65℃左右温水内加入盐酸和绞碎的牛肉、肝，充分搅匀，再加入胃蛋白酶充分

搅拌，混合后的温度应在56-58℃。

[0064] 2.置53-55℃条件下消化22-24小时，前10小时每小时充分搅拌一次。

[0065] 3.提取上清液，加热至80℃，然后加入蛋白胨煮开，调pH至7.6-7.8。煮沸10分钟，

滤过或经沉淀后取上清液，按量加入糊精溶解后分装。

[0066] 4.116℃高压蒸汽灭菌40分钟。

[0067] 实施例1：羊A型产气菌荚膜梭菌菌株分离、鉴定和筛选

[0068] 1、羊A型产气菌荚膜梭菌菌株分离、鉴定及毒素最小致死量检测

[0069] 将内蒙古某羊场2只猝死羊进行病理解剖，采集出血明显肠段、肺脏、肾脏等部位

病料，无菌接种于10％绵羊脱纤血平板，将血平板置厌氧菌培养专用培养盒、并放置1个反
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应包(培养盒型号为：MGC  AnaeroPack  2.5L  c-31；反应包型号为：AnaeroPack-Anaero  C-

1)，于37℃过夜培养；第二天在每个血平板挑选独立、菌落边缘整齐、稍隆起、双溶血环明

显、直径大小不同的3-5个菌落(经PCR型特异性鉴定及血清学鉴定为A型产气荚膜梭菌)继

续接种于新鲜的10％绵羊脱纤血平板，进行第二代纯化，37℃温箱培养18-24小时，然后在

每个血平板同样挑选独立、菌落边缘整齐、稍隆起、双溶血环明显、直径大小不同的各3-5个

菌落接种于厌气肉肝汤进行增菌培养，37℃温箱培养18-24小时。将每支纯化菌株培养物离

心(4℃、3000rpm离心20min)、取离心上清液过滤(用孔径为0.45μm的滤膜)，使用敏感的KM

小白鼠分别检测菌液毒素最小致死量，进行菌株毒素对比筛选。具体方法为：将每支菌株培

养物过滤上清液，用1％蛋白胨水进行适宜滴度稀释，尾静脉接种小白鼠，每个滴度接种2

只，0.2ml/只，观察24小时，以使小鼠2/2死亡的最低剂量组，为该菌株最小致死量。通过对

数个脏器病料、多个菌株分别纯化两代后，选取30个菌株的菌液培养物测定毒素最小致死

量，筛选出培养菌液毒素含量最高的菌株，以下称A/2018/NM/01菌株。

[0070] 1.1、涂片镜检形态特征、溶血特性和培养特性的鉴定

[0071] 经鉴定，如图1所示，示出了A/2018/NM/01菌株的涂片镜检(100倍油镜观察)形态

特征，可见该菌株的涂片镜检形态特征为常散在，粗大革兰氏阳性杆菌。如图2所示，示出了

该菌株的血平板菌落溶血特性，可见该菌株的溶血特性为双溶血环，内层完全溶血，外层不

完全溶血。A/2018/NM/01菌株的培养特性为牛乳暴裂发酵：接种石蕊牛奶培养基(依据《中

华人民共和国兽用生物制品规程》二OOO年版中公开的组成进行制备)6-12小时，出现颜色

变浅、乳酪样物质；上述涂片镜检形态特征、溶血特性以及培养特性符合产气荚膜梭菌特

性。

[0072] 1.2、PCR型特异性鉴定

[0073] 下表4列出了产气荚膜梭菌PCR分型判定的标准，经α、β、ε、ι毒素特异性引物(参照

田冬青，“产气荚膜梭菌的多重PCR定型α、β、和ε毒素基因的克隆、表达和抗血清的制备”中

公开的特异性引物序列，由北京华大基因有限公司合成)进行产气荚膜梭菌多重PCR分型鉴

定，同时设立A、B、C、D、E型产气荚膜梭菌标准阳性对照，检测结果显示，上述分离的A/2018/

NM/01菌株泳道仅有402bp大小的一个α条带，与A型产气荚膜梭菌相符，因此A/2018/NM/01

菌株的PCR分型结果为A型产气荚膜梭菌。

[0074] 表4：产气荚膜梭菌PCR分型判定标准

[0075]

[0076] 备注：“+”表示出现相应目的条带，“-”表示无相应目的条带。

[0077] 1.3、血清学鉴定

[0078] 下表5列出了血清中和试验结果判定标准，使用中国兽药监察所的产气荚膜梭菌
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A、B、C、D型定型血清，分别中和上述分离的A/2018/NM/01菌株毒素1个MLD，同时设毒素对照

小鼠2只，结果如下表6所示。

[0079] 表5：血清中和试验结果判定标准

[0080]

[0081] 备注：“+”表示小鼠2/2健活，可以中和。“-”表示小鼠死亡，不能中和。

[0082] 表6：血清学鉴定结果

[0083]

[0084] 备注：“+”表示小鼠2/2健活，可以中和。

[0085] 由上表6数据可知，上述分离的A/2018/NM/01菌株毒素与A、B、C、D型定型血清均可

以中和，并且毒素对照组小鼠均死亡，根据血清中和试验结果判定标准可知上述分离的A/

2018/NM/01菌株毒素型为A型，结合上述涂片镜检形态特征、溶血特性、培养特性以及PCR分

型鉴定结果，判定上述分离的A/2018/NM/01菌株为A型产气荚膜梭菌菌株。

[0086] 上述菌株A/2018/NM/01已经由金宇保灵生物药品有限公司于2018年11月27日保

藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心(CGMCC，北京市朝阳区北辰西路1号

院3号)，保藏号为：CGMCC  No .16894，分类命名为：产气荚膜梭菌(Clostridium 

perfringens)。

[0087] 2、A/2018/NM/01菌株免疫原性评价

[0088] 将上述筛选出的菌株A/2018/NM/01，经繁殖菌种(繁殖方法为：菌种含量2％，37℃

静置过夜培养)、培养菌液(培养方法及培养条件为：菌种含量1-2％，37℃静置培养4-5小

时)、使用0.3％-0 .5％(V/V)甲醛溶液灭活，37℃灭活2-3天，每日振摇2-3次、4℃、6000-

8000rpm离心20-30min(优选4℃、8000rpm离心30min)、再使用膜孔径3-5KD的中空纤维柱膜

浓缩离心上清液5-10倍，用浓缩后的上述菌株的离心上清液液配制氢氧化铝胶苗，配制方

法为：将氢氧化铝胶高压灭菌后，浓缩上清液与无菌氢氧化铝胶按体积比5:1混合，充分摇

匀至无可见性铝胶颗粒，无菌分装。将氢氧化铝胶疫苗肌肉免疫接种1.5-2.0kg新西兰大耳

白兔4只，2mL/只，同时设两只未免疫空白兔做对照组。于免疫后21天，免疫组及空白对照组

均耳静脉攻击羊A型1个致死量毒素，观察120小时，免疫组4只兔均健活，空白对照兔2只均
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死亡。说明，利用该菌株制备得到的疫苗对实验动物兔免疫原性试验符合规定。

[0089] 3、A/2018/NM/01菌株稳定性评价

[0090] 将菌株A/2018/NM/01培养5-10代，将每代培养物离心，取上清液过滤后，用1％蛋

白胨水进行适宜滴度稀释，尾静脉接种小白鼠，每个滴度接种2只，0.2ml/只，观察24小时，

以使小鼠2/2死亡的最低剂量组，为该代菌株最小致死量。结果显示，每代菌株的毒素水平

无下降趋势，表明该菌株传代稳定性良好，可用于疫苗用菌株。

[0091] 实施例2：优化羊A型产气菌荚膜梭菌的培养条件

[0092] 本实施例优化羊A型产气菌荚膜梭菌菌株A/2018/NM/01的培养过程中的培养基配

方，及培养菌液收获时间，以获得产α毒素水平较高的菌液。

[0093] 用于培养产气荚膜梭菌的产毒素培养基，其传统培养基是肉肝胃酶(膜)消化汤，

该培养基培养厌氧菌效果好，毒力强，但在实际生产中存在以下问题：成分复杂，难以标准

化，其主要成分牛肉等受动物品种、年龄、新鲜程度影响大，造成培养基批次间质量不稳定；

制作繁琐，牛肉预处理、煮沸及滤过、胃酶(膜)的活力及消化程度判断，均需要较高的经验

值(朱良全等，“A型产气荚膜梭菌合成培养基使用参数及培养毒素浓缩工艺研究”，中国兽

药杂志，2012，47(9):34-37)。

[0094] 针对上述缺点，已有文献报导产气菌荚膜梭菌培养基配方(蒋玉文等，“羊快疫、猝

狙(或羔羊痢疾)肠毒血症灭活疫苗复合培养基的研究”，中国兽药杂志，1994，28(1)：3-8)，

该培养基配方(配方1)如下表7所示：

[0095] 表7：培养基配方1组分及含量

[0096]

[0097] 将上述成分用蒸馏水溶解后，用2mol/LNaOH调pH值至8.0-8.5后，分装，116℃蒸汽

灭菌40分钟，使用时按培养基总量加入2％营养液(为维生素、微量元素、葡萄糖的混合无菌

滤液)(蒋玉文等，“羊快疫、猝狙(或羔羊痢疾)肠毒血症灭活疫苗复合培养基的研究”，中国

兽药杂志，1994，28(1)：3-8)。

[0098] 本实施例在上述培养基配方1的基础上，适当优化获得培养基配方2，见下表8所

示。

[0099] 表8：培养基配方2组分及含量
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[0100]

[0101] 将上述成分用注射用水溶解后，用2mol/L  NaOH调pH值至8.0-8.5，分装，116℃蒸

汽灭菌40分钟，使用时加入培养基体积0 .2％-0 .5％的10倍稀释的硫代乙醇酸钠溶液

(0.1g/ml)，目的是为了在培养中提供更好的厌氧环境。

[0102] 使用培养基配方1、传统厌气肉肝胃酶消化汤、培养基配方2(具体如表9所示)，于

相同培养条件(培养方法及培养条件为：菌种含量1-2％，37℃分别静置培养5、6、7小时)下，

进行羊A型产气荚膜梭菌菌株A/2018/NM/01产毒培养基筛选及不同收获时间对比试验。将

得到的培养菌液，分别用KM小鼠测定菌液毒素最小致死剂量(测定方法为：将菌液4℃、

3000rpm离心20min、取离心上清过滤(用孔径为0.45μm的滤膜)、毒素液稀释至适宜滴度，采

用小白鼠尾静脉注射，测定对小白鼠的最小致死剂量)，并计算菌液毒素含量(由毒素最小

致死量换算为菌液毒素含量计算公式为：每毫升菌液毒素含量(MLD/ml)＝1/毒素最小致死

量(ml))。试验结果见下表10，其中批号S2017001、S2017002、S2017003为不同时间的3批试

验，其中每批“-1”所用培养基为配方1培养基，“-2”所用培养基为配方2培养基，“-3”所用培

养基为传统厌气肉肝胃酶消化汤。

[0103] 表9：培养基配方2具体组分及含量

[0104]

[0105] 表10：三种配方培养基不同培养时间菌液毒素含量对比试验结果
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[0106]

[0107]

[0108] 表10结果显示，于培养时间5小时收获，使用肉肝胃酶消化汤与培养基配方2，菌液

毒素含量明显优于使用培养基配方1。且于5小时收获，使用培养基配方2，菌液毒素含量会

略高于肉肝胃酶消化汤。使用培养基配方2，于5-6小时收获菌液毒素含量明显高于7小时收

获时段的菌液毒素含量。

[0109] 另外，专利文献CN104623651A中公开了一种家兔魏氏梭菌病的A型产气荚膜梭菌

灭活疫苗的制备方法，虽然其中也提及一种培养基配方：

[0110] 每1000mL去离子水中含：

[0111]

[0112] 但使用该培养基配方在与前述相同培养条件下培养羊A型产气荚膜梭菌菌株A/

2018/NM/01，培养菌液毒素含量较低，测定菌液毒素含量仅达10-20MLD/mL。

[0113] 基于上述试验结果，使用优化的培养基配方2培养羊A型产气荚膜梭菌菌株A/

2018/NM/01，制备得到菌液毒素效价优于现有技术中存在的其他种类的培养基配方，并且

培养基配方2与目前推广使用的肉肝胃酶消化汤比较而言，具有以下有益效果：1)制作程序

更加简便；2)配方2培养基使用原料成本明显降低，约为肉肝胃酶消化汤生产成本的30％；

3)使用配方2培养基于500L、1000L反应罐中配制可行，而使用肉肝胃酶消化汤，因制备程序

的繁琐性，影响其制备量，扩大规模培养困难；4)使用配方2培养基制备菌液，其菌液浊度明
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显低于使用肉肝胃酶消化汤制备的菌液，对于后期处理，配方2的浓缩、纯化处理量、浓缩倍

数、纯化质量参数均明显高于肉肝胃酶消化汤。同时，培养基配方2的三个不同时间批次培

养基(配方中各组分用量相同)均能够实现较好的培养效果，制备得到的菌液不仅毒素含量

较高，而且批次间效果基本保持稳定，显示培养基配方2具有优异的稳定性和产毒性能。

[0114] 因此，优选培养基配方2为羊A型产气荚膜梭菌菌株A/2018/NM/01制备疫苗用专用

培养基，并且优选培养时间为5-6小时收获培养菌液。下表11列出了培养基配方2不同组分

含量的配方。

[0115] 表11：培养基配方2组分及含量(％单位为g/100mL)

[0116]

[0117] 使用上表11所列培养基在与前述相同培养条件下培养羊A型产气荚膜梭菌菌株A/

2018/NM/01时，结果表明，上表11所列的配方2培养基均可以达到与表9所列配方2的培养基

基本相同的效果，即5-7h收获的菌液毒素含量与表10所列配方2毒素含量数据相当。

[0118] 实施例3：羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗的制备

[0119] 选择免疫原性良好的羊A型产气荚膜梭菌菌株A/2018/NM/01作为制苗用菌种，具

体采用以下方法制备得到羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗：

[0120] 1、羊A型产气荚膜梭菌菌株A/2018/NM/01的培养

[0121] 使用上述实施例2中培养基配方2培养羊A型产气荚膜梭菌菌株A/2018/NM/01，培

养条件为36-37℃下静置培养5-6小时，得到α毒素含量高的羊A型产气荚膜梭菌培养菌液。

[0122] 2、菌液灭活，并进行无菌、脱毒检验

[0123] 将培养获得的羊A型产气荚膜梭菌培养菌液灭活的方法为：0.3％-0.5％(V/V)甲

醛溶液灭活，37℃灭活2-3天，每日振摇2-3次。

[0124] 无菌检验方法：参照《中华人民共和国兽用生物制品规程二OOO版》操作。

[0125] 脱毒检验方法：用体重16-20g小白鼠4只，其中2只，每只腹腔注射灭活脱毒后的菌

液0.4mL，观察3-5日，另2只尾静脉注射经离心、过滤后灭活毒素液0.4mL/只，观察24小时，

应全部健活。

[0126] 结果显示，该实施例中所获得的经灭活脱毒处理后的菌液无菌检验合格，脱毒检

验的4只小白鼠均健活，脱毒检验合格。

[0127] 3、菌液离心

[0128] 对经灭活的羊A型产气荚膜梭菌培养菌液进行离心，离心条件为：4℃、6000-

8000rpm离心20-30min，优选4℃、8000rpm离心30min，获得上清菌液。

[0129] 4、上清菌液浓缩，制备灭活疫苗

[0130] 本实施例通过优选3-5KD的中空纤维柱浓缩上清菌液，提高抗原有效毒素回收率

达80％以上，可以制备高效价抗原。在羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗的使用过程中，实现提
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高免疫效力，降低免疫剂量的目标。

[0131] 使用两批不同抗原效价的半成品菌液，分别浓缩相同倍数，根据高毒素回收率

(80％)设计，以浓缩菌液与高压灭菌后的氢氧化铝胶按体积比为5:1混合，充分摇匀后，无

菌分装，制备两批羊A型不同毒素含量氢氧化铝胶疫苗，如下表12所示：

[0132] 表12：两批不同毒素含量疫苗配制

[0133]

[0134] 将制备的以上两批试验苗，分别免疫易感兔(体重1.5-2.0kg，非免兔)及易感绵羊

(1岁以内，A型产气荚膜梭菌毒素中和抗体阴性)，于免疫后21日，试验兔采血检测中和抗体

(每组免疫4只兔等量血清混合，检测血清中和抗体效价)，并分别攻击1个致死量的羊A型毒

素，同时设空白对照兔2只。于免疫后21日，试验羊采血检测中和抗体(免疫4只羊分别检测

血清中和抗体效价)。免疫剂量及试验结果见下表13：

[0135] 表13：两批试验苗免疫效果对比

[0136]
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[0137]

[0138] 注：上表10中“接种抗原毒素含量”为理论计算值，计算公式：接种抗原毒素含量＝

菌液毒素含量×浓缩倍数×80％(验证浓缩回收率结果)×每毫升疫苗中抗原量比。

[0139] 上表13数据显示：当免疫羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗用于防控羊的A型猝死症

时，如使用接种抗原毒素含量133.4MLD/ml的疫苗免疫羊1ml时，即接种抗原毒素量(接种抗

原毒素含量×免疫剂量)不超过133.4MLD时，免疫羊只中和抗体效价达1以上的比例仅达

25％，而使用抗原毒素含量达266 .7MLD/ml以上的疫苗免疫羊1ml时，即免抗原毒素量达

266.7MLD以上时，免疫羊只中和抗体效价达1以上的比例可达75％-100％，有效防控该疫

病。同样，使用兔进行攻毒保护试验，结果基本一致，当使用抗原毒素含量133.4MLD/ml的疫

苗免疫兔0.5ml时，攻毒保护率仅达25％，使用抗原毒素含量达266.7MLD/ml以上的疫苗免

疫兔0.5ml时，免疫保护率可达75％以上。

[0140] 上表12和上表13数据显示：使用上述浓缩方法，即通过使用3-5KD的中空纤维柱浓

缩离心后的上清液，按抗原有效毒素回收率80％计算，对于毒素含量为40MLD/ml的上清菌

液，浓缩5倍即可得到接种抗原毒素含量为133.4MLD/ml的试验苗，即浓缩菌液中毒素含量

为160MLD/ml，浓缩10倍即可得到接种抗原毒素含量为266.7MLD/ml的试验苗，即浓缩菌液

中毒素含量为320MLD/ml，浓缩5倍时免疫羊的抗体阳性率及免疫兔的保护率仅达25％左

右，浓缩10倍时免疫羊的抗体阳性率及免疫兔的保护率可达75％以上；对于毒素含量为

80MLD/ml的上清菌液，浓缩5倍即可得到接种抗原毒素含量为266.7MLD/ml的试验苗，即浓

缩菌液中毒素含量为320MLD/ml，免疫羊的抗体阳性率及免疫兔的保护率可达75％以上，当

浓缩10倍时，甚至达到接种抗原毒素含量为533.3MLD/ml的试验苗，即浓缩菌液中毒素含量

为640MLD/ml，免疫羊的抗体阳性率及免疫兔的保护率更是达到100％。

[0141] 因此，基于以上免疫效果对比结果，使用孔径为3-5KD的中空纤维柱浓缩使用上述

实施例2的配方2培养基培养羊A型产气荚膜梭菌菌株A/2018/NM/01制备得到的高毒素含量

(40-80MLD/ml)基础菌液。根据基础菌液毒素含量测定结果，确定菌液浓缩倍数，对于毒素

含量为40-80MLD/ml的基础菌液，浓缩倍数达10-5倍，即可获得毒素含量适当的浓缩菌液，

进而制备得到质量可靠的灭活疫苗，免疫羊只抗体阳性率达75％以上。

[0142] 实施例4：羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗与传统羊三联四防灭活苗(干粉苗)效果对
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比

[0143] 用传统羊三联四防灭活苗(干粉苗)与羊A型试验苗进行免疫试验，其中羊三联四

防灭活苗为两个市售疫苗(羊快疫、猝狙、羔羊痢疾、肠毒血症四联干粉灭活疫苗1和2，以下

简称羊三联四防1和羊三联四防2)，羊A型试验苗为本发明制备羊A型产气荚膜梭菌灭活疫

苗。每种疫苗免疫羊(1岁以内，A、B、C、D型产气荚膜梭菌毒素中和抗体阴性)各4只，其中羊A

型试验苗免疫剂量1ml，羊三联四防灭活苗(干粉)，按说明书要求，用氢氧化铝胶盐水稀释

后，免疫量1ml。于免后21天，分别采血，分离血清，4只羊血清等量混合检测抗体中和效价，

其中羊三联四防苗检测A型、B型、C型、D型中和抗体效价，而羊A型试验苗免疫羊检测A型抗

体中和效价。免疫剂量及免疫后中和抗体效价结果见下表14：

[0144] 表14：羊三联四防灭活苗与羊A型试验苗中和抗体效价检测结果

[0145]

[0146] 上表14数据显示，市售的羊三联四防1和羊三联四防2灭活苗免疫羊后，检测B型、C

型、D型中和抗体效价均符合《中华人民共和国兽用生物制品规程二OOO版》质量要求，但A型

中和效价低于1。而免疫羊A型试验苗两个批号中A型中和效价均达1以上。即已有的羊三联

四防灭活疫苗(羊三联四防1和羊三联四防2)尚不能防控目前流行严重的羊A型产气荚膜梭

菌所致的猝死症，而本发明制备得到的羊A型产气荚膜梭菌灭活疫苗可以用于有效防控目

前流行严重的羊A型产气荚膜梭菌所致的猝死症。

[0147] 最后应说明的是：以上所述仅为本发明的优选实施例而已，并不用于限制本发明，

尽管参照前述实施例对本发明进行了详细的说明，对于本领域的技术人员来说，其依然可

以对前述各实施例所记载的技术方案进行修改，或者对其中部分技术特征进行等同替换。

凡在本发明的精神和原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的

保护范围之内。
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