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摘  要：【背景】鸭疫里默氏杆菌广泛存在于养殖场，引起雏鸭发生传染性浆膜炎，严重危害养鸭

业的发展。【目的】提高鸭疫里默氏杆菌发酵培养水平和抗原活性，为鸭疫里默氏杆菌灭活疫苗的

研制提供技术指引。【方法】利用单因素及响应面的试验设计方法，针对鸭疫里默氏杆菌进行疫苗

培养基的研制，并探究不同发酵时间点该菌的抗原活性，选择抗原活性最高点时制备灭活疫苗，

通过动物免疫保护试验评价疫苗免疫效果。【结果】使用研制的疫苗培养基发酵培养鸭疫里默氏杆菌，

其活菌数能够达到 4.68×1010 CFU/mL，较市面上该菌专用的培养基提高 2.29 倍。该菌发酵 12 h 后

抗原活性达到最高，在此时制备的灭活疫苗诱导小鼠产生的抗体水平显著高于商品化灭活疫苗，

攻毒保护率达到了 100%。【结论】本研究研制的培养基具有优异的增菌效果，可作为生产鸭疫里

默氏杆菌灭活疫苗抗原的发酵培养基，疫苗生产过程中可选择菌株抗原活性达到最高时收集菌体。 

关键词：鸭疫里默氏杆菌；疫苗培养基；抗原活性；响应面  
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Abstract: [Background] The widespread presence of Riemerella anatipestifer in poultry farms 
causes contagious serositis in ducklings, which seriously endangers the development of the 
poultry industry. [Objective] To improve the fermentation level and antigenic activity of     
R. anatipestifer and provide technical guidance for the development of R. anatipestifer 
inactivated vaccines. [Methods] The single factor test and response surface methodology were 
employed to optimize the vaccine medium for R. anatipestifer. The antigenic activity of      
R. anatipestifer was determined at different time points of fermentation, and the inactivated 
vaccine was prepared at the time point with the highest antigenic activity. The immune effect of 
the vaccine was evaluated by animal immunization test. [Results] The viable cell count of    
R. anatipestifer in the developed vaccine medium reached 4.68×1010 CFU/mL, which was  
2.29 times higher than that of the commercial medium for R. anatipestifer. The antigenic 
activity of the strain peaked after 12 h of fermentation. The inactivated vaccine prepared at this 
time point induced significantly higher antibody level in mice than the commercial inactivated 
vaccines, with 100% protection from virus attack. [Conclusion] The medium developed in this 
study had excellent enrichment effect and can be used for the production of antigens for      
R. anatipestifer inactivated vaccine. The bacteria can be collected when the antigenic activity of 
the selected strain reaches the highest level during the vaccine production. 
Keywords: Riemerella anatipestifer; vaccine medium; antigenic activity; response surface 
 

鸭疫里默氏杆菌 (Riemerella anatipestifer, 
RA)为革兰氏阴性菌[1]，是危害养鸭业的重要致

病菌之一，多感染 1−8 周龄雏鸭[2]。RA 对雏鸭

的感染率和死亡率都很高，给养鸭业造成严重

的经济损失[3]。在临床上，针对 RA 的防治主要

以药物治疗和接种灭活苗为主[4]，但由于在养

殖环节中大量抗生素的不合理使用，使得 RA

耐药性不断增强，纯粹依赖药物防治的效果越

来越差[5]，同一种药物也因各地流行毒株不同

难以广泛使用[6]。另外，随着我国对食品安全

问题高度重视，药物在动物疫病防控中的使用

也会日趋严格，因此接种灭活疫苗是防治 RA
的更优途径[7]。灭活疫苗的制备对细菌发酵密

度有较高要求，市面上虽然有 RA 专用型培养
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基，但其存在成本较高、发酵密度不理想等缺

点，难以用于 RA 的大规模发酵生产，导致 RA
灭活疫苗的生产成本偏高。因此，迫切需要研

制出适合 RA 工业化大规模发酵生产、原料易

获得且价格低廉并能大幅度提高增菌效果的疫

苗培养基。 
Lu 等[8]和 Leth 等[9]研究发现，培养基是影

响细菌高密度培养的关键因素，一般培养基中

要有碳源、氮源、无机盐等基本营养物质。培

养基的组分对 RA 的高密度发酵具有很大影响，

合理的培养基组分选择及组成比例对菌株的高

密度培养尤为重要[10]。为了满足大量菌体生长

和高效表达基因产物的需求，经常需要添加几

倍生物量的培养基[11]，但仅仅通过增加营养物

质剂量的方法并不能完成高密度发酵[12]，也会

导致培养基的成本较高，不能用于大规模工业

生产。当培养基中营养物质的浓度超过一定的

限度时，会使发酵液中积累大量生长抑制物，

影响细菌的生长繁殖和目的基因的表达[13]，使

活菌数下降。本研究以 RA 血清 2 型 ZZY7 株

为试验菌株，在改良酵母肉汤培养基的配方基

础上，采用单因素及响应面的试验设计方法研

制新型 RA 培养基，探究不同培养阶段 RA 的

抗原活性，并通过动物试验评价其效果，以期

为制备 RA 灭活疫苗提供有效帮助。 

1  材料与方法 
1.1  菌种 

RA 血清 2 型 ZZY7 株，保存于广东环凯生

物科技有限公司。 

1.2  培养基   
种子液培养基：胰酪大豆胨肉汤培养基

(TSB)；平板计数培养基：胰酪大豆胨琼脂培养

基(TSA)；对照组培养基：商品化 RA 培养基。

以上培养基均由广东环凯生物科技有限公司

提供。 

1.3  主要试剂和仪器  
酵母粉、牛肉浸粉、水解乳蛋白、氯化钠、

促生长肽、商品化 RA 灭活疫苗、RA 免疫血清，

广东环凯生物科技有限公司；TMB 显色液和

TMB 显色终止液，上海碧云天生物技术有限公

司；HRP 标记的羊抗鼠 IgG 抗体，生工生物工

程(上海)股份有限公司。振荡培养箱，上海知楚

仪器有限公司；恒温培养箱，广东环凯微生物

科技有限公司；立式压力蒸汽灭菌器，株式会

社平山制作所；酶标仪，赛默飞世尔有限公司；

生物反应器，上海启为生物科技有限公司。 

1.4  试验动物 
6 周龄体重 20 g 左右的 Balb/c 雌性小鼠，

购自广东斯嘉景达生物科技有限公司，广东省

科学院微生物研究所伦理委员会伦理编号为

GT-IACUC202208101。 

1.5  菌株培养方法 
1.5.1  菌株活化 

将菌种按照平板划线的方法涂布接种到

TSA 平板上，在 37 ℃的条件下培养 24 h。 
1.5.2  种子液的制备   

取上述活化过的菌株，挑取单菌落接种于

TSB 中，在 37 ℃、150 r/min 条件下培养 12‒16 h。 
1.5.3  菌株发酵   

按 3% (体积分数)的接种量将种子液接种

于发酵培养基中，培养基 pH 值 7.2−7.4，摇床

温度 37 ℃，转速 150 r/min，培养 15 h。 

1.6  试验设计 
1.6.1  单因素试验 

在改良酵母肉汤培养基的基础上，通过改

变各营养组分配比关系，验证不同浓度 A (牛肉

浸粉)、B (酵母粉)、C (水解乳蛋白)、D (促生

长肽)、E (氯化钠)对 RA 菌体密度的影响，每

次均改变某一成分的含量并保持其他成分的含



 
牛得权等: 基于响应面分析的高抗原活性鸭疫里默氏杆菌疫苗培养基的研制及其效果评价 3529 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

量不变，根据结果调整培养基成分，基础培养

基各组分详细添加剂量见表 1。 
1.6.2  Plackett-Burman (PB)试验设计 

在单因素试验的基础上选择 A (牛肉浸粉)、
B (酵母粉)、C (水解乳蛋白)、D (促生长肽)、   
E (氯化钠)这 5 个因子进行 PB 试验，使用

Design-Expert 软件进行 n=13 的 PB 试验设计，

考察 5 个影响因子。每个因子各取 2 个水平，

单因素试验所得最佳剂量为低水平“‒1”，高水

平“1”取低水平 1.5 倍，筛选出影响 RA 生长的

显著因素。各因子水平设计见表 2，每组 3 个

平行。 
1.6.3  最陡爬坡试验 

根据 PB 试验选择影响显著的因素进行下

一步试验，根据各因素效应值的大小确定最陡爬

坡试验的步长，根据效应值的变化方向确定爬坡

方向，以最陡爬坡试验结果作为 Box-Behnken
试验设计的中心参考。 

 
表 1  单因素试验 
Table 1  Single factor optimization test  
因素 
Factor 

添加剂量(质量分数，%) 
Dose of addition (mass fraction, %) 

A 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 

B 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 

C 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 

D 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 

E 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 

 
表 2  PB 试验因素和水平 
Table 2  PB test factors and levels 
因素 
Factor 

水平 Level 

‒1 1 

A 0.20 0.30 

B 1.20 1.80 

C 0.40 0.60 

D 0.30 0.45 

E 0.10 0.15 

1.6.4  Box-Behnken (BB)试验设计 
响应面分析法主要是研究各因子的交互作

用，以及它们达到最大响应值时所对应的组合

条件。本试验根据 PB 试验得到的影响显著的

因素：酵母粉(X1)、促生长肽(X2)、氯化钠(X3)，
以及最陡爬坡试验的结果确定响应面试验的

中心点，利用 Design-Expert.V8.0.6.1 软件设计

出响应面分析试验。各组因子水平设计见表 3，
每组 3 个平行。 
1.6.5  发酵罐验证试验 

根据单因素试验以及响应面试验得出以下

配方：酵母粉 18.9 g/L、牛肉浸粉 6 g/L、促生长

肽 5.05 g/L、水解乳蛋白 4 g/L 和氯化钠 2.03 g/L，
使用此配方进行 10 L 发酵罐验证试验。 
1.6.6  不同发酵时间菌株抗原活性的检测 

使用研制的新型 RA 疫苗培养基发酵菌株，

分别在发酵 4、6、8、10、12 和 14 h 时取出适

量发酵液，利用超声破碎仪在 300 W、37%功

率的条件下，破碎 30 min (工作 5 s，间歇 10 s)，
收集各发酵液中的全菌抗原，利用 BCA 法测定

抗原浓度，然后将各发酵液中的抗原稀释到   
10 μg/mL，使用 RA 免疫血清按照间接 ELISA
法测定不同发酵时间点 RA 对应的 IgG 抗体效

价，根据 IgG 抗体效价的水平评估不同时间点

细菌的抗原活性。 
1.6.7  动物免疫保护试验 

利用研制的疫苗培养基发酵 RA，分别在抗

原活性和活菌数最高时收集菌体，经 0.2%甲醛 

 
表 3  响应面试验设计水平 
Table 3  Experimental design level of response 
surface 
因素 
Factor 

水平 Level 
‒1 0 1 

X1 1.50 1.80 2.10 
X2 0.45 0.50 0.55 
X3 0.15 0.20 0.25 
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溶液灭菌后，6 500 r/min 离心 10 min，使用 PBS
溶液重悬 3次，调整菌液浓度为 2.0×1010 CFU/mL，
按照 1:1 的体积比添加白油佐剂制成灭活疫苗，

佐剂、含菌量、菌株血清型均与商品化 RA 灭

活疫苗一致。选取 40 只小鼠，随机分成 4 组(每
组 10 只)：A 组(抗原活性最高组)、B 组(活菌

数最高组)、C 组(商品化灭活组)、D 组(空白组)。
各组均免疫 2 次，接种量为 0.1 mL/只，每隔   
14 d 进行一次免疫，空白组仅注射等量 PBS，
在免疫后 14 d 和 28 d 收集血液，检测血清抗体

水平。在二次免疫 14 d 后，分别对各疫苗组小

鼠注射 10 倍 LD50 (6×108 CFU)的剂量，空白组

注射等剂量的 PBS。观察并记录 7 d 内小鼠出

现的临床症状和死亡情况。 

1.7  分析方法 
菌密度测定：取不同发酵时间段的菌液，

分别用酶标仪测定波长 620 nm 处的吸光值。 
菌落计数：采用平板计数的方法进行活菌

数的测定。 
数据处理：采用 SPSS 21.0 软件对试验数

据进行统计分析；采用 GraphPad Prism 8.1.1 进

行绘图；采用 Design-Expert 软件进行 Plackett- 
Burman 试验和 Box-Behnken响应面试验分析及

数据处理。 

2  结果与分析 
2.1  单因素试验结果 

通过单因素试验的方法验证不同浓度牛肉

浸粉、酵母粉、水解乳蛋白、促生长肽、氯化

钠对 RA 菌体密度的影响，结果如图 1 所示。

在牛肉浸粉添加量为 0.2%时菌株 OD620 值高于

其他浓度；随着酵母粉及水解乳蛋白添加量的

增加，菌株 OD620 值呈现先增加而后下降的趋

势，当酵母粉添加量在 1.2%及水解乳蛋白添加

量为 0.4%时，菌株 OD620 值达到最大；同时，

随着促生长肽、氯化钠添加量的不断增加，菌

株 OD620 值有不同程度的升高；当促生长肽含

量超过 0.3%、氯化钠添加量超过 0.1%时，不利

于菌株生长。 

2.2  Plackett-Burman 试验设计结果 
在单因素试验后，利用 Design-Expert 软件

进行 PB 试验设计，以筛选出对 RA 菌体生长影

响显著因素，试验设计见表 4，依次进行培养

基的配制，以 RA 菌体密度 OD620 为响应值，使

用 Design-Expert 软件进行结果分析，分析结果

如表 5 所示。 
根据表 5 可知，在所有因素中，酵母粉、

促生长肽和氯化钠的 P 值均小于 0.05，说明这

3 个因素对 RA 的生长具有显著影响[14]。因此

根据试验结果选择酵母粉、氯化钠和促生长肽

这 3 个因素进行最陡爬坡试验和响应面试验。

对于另外 2 个不显著的因素，在后续的试验中

保持单因素优化后的水平。 

2.3  最陡爬坡试验结果 
根据 PB 试验结果可知，以酵母粉、氯化

钠和促生长肽这 3 个显著因素进行最陡爬坡试

验，而酵母粉、氯化钠和促生长肽的相关系数

t 值为正，说明其添加量与菌体密度呈正相关[15]，

应依次增加，根据上述结果设计试验方案，最

陡爬坡试验设计及结果如表 6 所示。 
当酵母粉添加量为 1.8%、促生长肽添加量

为 0.5%以及氯化钠添加量为 0.2%时，所得到的

菌体密度最高。因此本试验选择第 4 组数据作

为后续响应面试验的中心点。 

2.4  Box-Behnken 试验设计及响应面分析 
根据 PB 试验结果选择酵母粉(X1)、促生长

肽(X2)和氯化钠(X3)这 3 个因素，再通过最陡爬坡

试验确定中心点，然后使用 Design-Expert 软件进

行 BB 试验设计与结果分析。响应面试验的设计

方案及结果如表 7 所示，通过方差分析和二次 
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图 1  单因素试验的结果   不同添加量的牛肉浸粉(A)、酵母粉(B)、水解乳蛋白(C)、促生长肽(D)和
氯化钠(E)对 RA 菌体密度的影响；图中标记的不同小写字母表示各因素的不同添加量对 RA 菌体密度

差异显著(P<0.05) 
Figure 1  Results of single factor optimization tests. Effects of beef extract powder (A), yeast powder (B), 
lactalbumin hydrolysate (C), growth promoting peptide (D) and sodium chloride (E) with different doses on 
cell density of RA; The lowercase letters in the figures indicated that the different addition levels of each 
factor had significant differences in the cell density of RA at P<0.05. 
 
多项回归拟合，得到酵母粉(X1)、促生长肽(X2)、
氯化钠(X3)与 OD620 值之间的多元二次回归方程

为：OD620=1.6+0.042X1+0.013X2+0.013X3+0.031X1X2+ 
0.009 7X1X3‒0.034X2X3‒0.076X1

2‒0.097X2
2‒0.10X3

2。 
根据表 8 可知，模型的 P 值小于 0.001，表

明该模型的效应极显著，模型失拟项的 P 值大 

于 0.1，说明失拟项无显著性意义，该模型可以

很好地拟合实际情况，模型的可信度分析如表 9
所示，模型的校正相关系数与预测相关系数差

值小于 0.2，说明此回归方程的拟合度良好，失

拟不显著。因此该模型符合统计学要求，可用

于 RA 新型培养基的研制。 
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表 4  PB 试验设计及结果 
Table 4  Level of the variables and the analysis for 
PB design 
试验号 
Test No. 

A B C D E OD620 

1 1 ‒1 ‒1 ‒1 1 1.491 
2 ‒1 1 ‒1 1 1 1.599 
3 1 1 ‒1 ‒1 ‒1 1.564 
4 1 ‒1 1 1 ‒1 1.480 
5 ‒1 ‒1 ‒1 ‒1 ‒1 1.426 
6 ‒1 ‒1 ‒1 1 ‒1 1.470 
7 ‒1 1 1 1 ‒1 1.567 
8 1 ‒1 1 1 1 1.526 
9 1 1 1 ‒1 ‒1 1.543 
10 ‒1 ‒1 1 ‒1 1 1.496 
11 ‒1 1 1 ‒1 1 1.576 
12 1 1 ‒1 1 1 1.584 

 
表 5  PB 试验设计结果分析 
Table 5  PB test design results analysis 
因素 
Factor 

t F P 显著性排序 
Significance 

A 0.004 592 1.16 0.322 4 5 
B 0.046 000 114.18 0.000 1 1 
C 0.004 625 1.18 0.319 2 4 
D 0.011 000 6.36 0.045 2 3 
E 0.019 000 19.26 0.004 6 2 

 
表 6  最陡爬坡试验设计与结果 
Table 6  The steepest climb test design and results 
试验 
编号 
Test No. 

酵母粉 
Yeast 
powder 

促生长肽 
Growth 
promoting 
peptide 

氯化钠 
Sodium 
chloride 

OD620 

1 1.20 0.35 0.05 1.474±0.048d 
2 1.40 0.40 0.10 1.560±0.056c 
3 1.60 0.45 0.15 1.581±0.036b 
4 1.80 0.50 0.20 1.601±0.051a 
5 2.00 0.55 0.25 1.567±0.091c 
6 2.20 0.60 0.30 1.453±0.083e 

表中标记的不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 
Different lowercase letters marked in the table indicate 
significant differences at P<0.05. 

表 7  响应面试验设计方案及结果 
Table 7  Response surface test design scheme and 
results 
试验编号 
Test No. 

X1 X2 X3 OD620 

1 0 0 0 1.633 
2 1 1 0 1.556 
3 0 0 0 1.650 
4 0 0 0 1.655 
5 0 1 1 1.427 
6 0 ‒1 1 1.483 
7 ‒1 1 0 1.415 
8 0 0 0 1.628 
9 0 ‒1 ‒1 1.389 
10 1 0 1 1.530 
11 ‒1 0 1 1.421 
12 ‒1 ‒1 0 1.437 
13 ‒1 0 ‒1 1.415 
14 0 0 0 1.629 
15 1 ‒1 0 1.454 
16 1 0 ‒1 1.485 
17 0 1 ‒1 1.468 
 

使用 Design-Expert 软件绘制响应面图，通

常响应面的等高线图越呈椭圆形，各因素之间

交互作用越显著[16]。从图 2A 中可知，酵母粉

与促生长肽之间的交互作用对菌株生长影响显

著，固定促生长肽含量在 0.49%−0.51%区间时，

酵母粉含量在 1.80%−1.90%区间内菌体密度最

高，当酵母粉含量低于该区间时，菌体密度随酵

母粉含量增加而增加；在图 2B 中，当酵母粉含

量在 1.80%−1.90%且氯化钠含量在 0.19%−0.21%
时，菌体密度最高；由图 2C 可知，固定氯化钠

含量在 0.19%−0.21%区间内，当促生长肽含量

在 0.49%−0.51%区间时，菌体密度大致与促生

长肽含量呈正相关。 
对回归方程求最优解，可得各营养因子在培

养基中的最佳添加量，即酵母粉含量为 1.890%、

促生长肽含量为 0.505%以及氯化钠含量为 0.203%
时，预测的最大响应值为 1.646。利用新配方 
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表 8  响应面试验设计分析 
Table 8  Response surface experimental design analysis 
因素 
Factor 

自由度 
df 

平方和 
SS 

均方 
MS 

F P 显著性 
Significance 

模型 Model 9 0.144 5 0.016 1 103.78 <0.000 1 ** 
X1 1 0.014 1 0.014 1 91.16 <0.000 1 ** 
X2 1 0.001 3 0.001 3 8.52 0.022 4 * 
X3 1 0.001 3 0.001 3 8.41 0.023 0 * 
X1X2 1 0.003 9 0.003 9 25.29 0.001 5 * 
X1X3 1 0.000 4 0.000 4 2.43 0.162 8 NS 
X2X3 1 0.004 6 0.004 6 29.71 0.001 0 ** 
X1

2 1 0.024 5 0.024 5 158.53 <0.000 1 ** 
X2

2 1 0.039 9 0.039 9 258.03 <0.000 1 ** 
X3

2 1 0.042 1 0.042 1 272.40 <0.000 1 ** 
残差 Residual 7 0.001 1 0.000 2    
失拟项 Lack of fit 3 0.000 5 0.000 2 0.96 0.492 9 NS 
*：差异显著(P<0.05)；**：差异极显著(P<0.01)；NS：差异不显著 
*: Significant difference at P<0.05; **: Significant difference at P<0.01; NS: Difference is not significant. 
 
表 9  模型可信度分析 
Table 9  Model reliability analysis 
复相关系数 
R-squared 

校正相关系数 
Adj R-squared 

预测相关系数 
Pred R-squared 

变异系数 
C.V. (%) 

0.992 6 0.983 0 0.943 4 0.820 0 

 
进行多次摇瓶试验，得到平均菌体密度值为

1.634，与预测值接近。本试验也充分验证了基

于响应面法研制培养基的可靠性，具有一定实

用性。 

2.5  发酵罐验证试验结果 
对最终得到的 RA 新型疫苗培养基配方进

行 10 L 发酵罐验证，重复发酵 3 次。由图 3 可知，

RA 在商品化的 RA 培养基中 8 h 达到平台期，此

时 OD620 约为 1.38，活菌数约 2.04×1010 CFU/mL。
使用新型疫苗培养基进行发酵 RA，发酵 10 h
到达平台期，此时 OD620 约为 1.62，活菌数能

够达到约 4.68×1010 CFU/mL。新型疫苗培养

基较商品化 RA培养基的增菌效果提高 2.29倍。

数据证明，自制 RA 新型疫苗培养基的发酵

密度更高、效果更稳定，可用于 RA 的发酵

制苗生产。  

2.6  不同发酵时间菌株抗原活性的检测结果 
将各发酵液中的抗原调整到相同浓度，采

用间接 ELISA 法测定不同发酵时间点细菌对应

的 IgG 抗体效价，根据 IgG 抗体效价的水平评

估不同时间点细菌的抗原活性，结果如表 10 所

示。在发酵 4 h 后，菌株的 OD620 和诱导的效价

随着发酵时间的增加而增加；当发酵 10 h 时，

菌株 OD620 达到最高，但此时的抗原对应的血

清抗体效价并未达到最高；当发酵 12 h 时，菌

株抗原对应的血清效价最高，可达 1:96 000。 

2.7  动物免疫保护试验结果 
通过间接 ELISA 法测定了各组小鼠血清的

特异性抗体滴度，如表 11 所示。结果显示，疫

苗免疫均诱导了可检测的 IgG 反应，在首免后

第 14 天，疫苗免疫后在血清中刺激的 IgG 滴度

普遍偏低，二免 14 d 后小鼠血清中 IgG 抗体水

平与一免 14 d 相比均有大幅度升高，在 RA 抗

原活性最高时研制的灭活疫苗在一免和二免诱

导的血清 IgG 抗体效价水平均为最高。 
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图 2  不同营养成分的交互作用   A：酵母粉-促生长肽. B：酵母粉-氯化钠. C：促生长肽-氯化钠 
Figure 2  Interaction of different nutrient components. A: Yeast powder and growth promoting peptide. B: 
Yeast powder and sodium chloride. C: Growth promoting peptide and sodium chloride. 
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图 3  RA 在 2 种培养基中 OD620 与活菌数的变化曲线   A：OD620. B：活菌数 
Figure 3  Change curves of OD620 and viable cell count of RA in two kinds of culture media. A: OD620. B: 
Viable cell count. 
 
表 10  不同发酵时间段菌株的抗原活性 
Table 10  Antigenic activity of strains from different 
fermentation time periods 
Time (h) OD620 IgG antibody  
4  0.512 1:6 400e 
6  0.724 1:25 600d 
8  1.125 1:48 000c 
10  1.632 1:64 000b 
12  1.521 1:96 000a 
14 1.486 1:96 000a 

表中标记的不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 
Different lowercase letters marked in the table indicate 
significant differences at P<0.05. 

 
表 11  免疫小鼠血清抗体滴度的测定 
Table 11  Determination of serum antibody titers 
in immunized mice 
Group Serum IgG antibody 

titer of one-immune 
mice 

Serum IgG antibody 
titer of two-immune 
mice 

A 1:2 800a 1:120 000a 
B 1:2 000b 1:90 000b 
C 1:1 600c 1:68 000c 

表中标记的不同小写字母表示差异显著(P<0.05)；A：抗

原活性最高组；B：活菌数最高组；C：商品化疫苗组 
Different lowercase letters marked in the table indicate 
significant differences at P<0.05; A: The group with the 
highest antigen activity; B: The group with the highest 
number of viable count; C: Commercial vaccine group. 

攻毒试验结果显示(图 4)，抗原活性最高组

存活率为 100%，活菌数最高组和商品化疫苗组

存活率均为 90%，空白组所有小鼠均表现出病

症，最终全部死亡。试验证明，利用研制的培

养基发酵 RA 制作的灭活疫苗效果良好且无不

良反应，在菌株发酵到抗原活性最高时收集菌

体制备的灭活疫苗免疫保护率最高。 
 

 
 

图 4  RA 攻击各组小鼠的存活率   A：抗原活

性最高组. B：活菌数最高组. C：商品化疫苗组. D：

空白组 
Figure 4  Survival rate of mice challenged with 
Riemerella anatipestifer. A: The group with the 
highest antigen activity. B: The group with the 
highest number of viable count. C: Commercial 
vaccine group. D: Blank group. 
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3  讨论与结论 

截至目前，虽然关于 RA 的研究报道比较

多，但是其培养方面的相关报道很少，尤其是

缺少 RA 疫苗培养基。在疫苗的生产过程中，

培养基的使用量无疑最大，提高培养过程中的

菌体密度就成了降低疫苗成本的关键。因此，

本研究通过单因素试验、Plackett-Burman 试验、

最陡爬坡试验和 Box-Behnken 响应面试验调控

培养基中各成分之间的比例，得到了 RA 专用

型疫苗培养基的配方：酵母粉 18.9 g/L、牛肉浸

粉 6 g/L、促生长肽 5.05 g/L、水解乳蛋白 4 g/L
以及氯化钠 2.03 g/L。利用研制的培养基发酵

RA，活菌量能够稳定在 4.68×1010 CFU/mL 以

上，较国内商品化 RA 培养基提高了 2.29 倍。

研制的培养基能够满足菌体生长和表达基因产

物的需求，极大地提高了发酵密度，有效地降

低了疫苗生产成本。 
研究发现，抗原活性是影响灭活疫苗质量

和免疫保护效果的关键因素[17-18]。本研究测定

不同发酵时间 RA 的抗原活性，发现在发酵 12 h
后 RA 的抗原活性达到最高，在此时制备的灭

活疫苗具有良好的免疫效果，在相同含菌量下，

与商品化疫苗和活菌数最高点制备的疫苗相

比，诱导小鼠产生了更高的抗体滴度和攻毒保

护率。综观前人研究的成果，同时结合本研究

自研的 RA 疫苗培养基和灭活疫苗在实验室条

件下取得的试验结果，发现自研培养基的发酵

增菌效果优异，且成本低，使用该培养基发酵

RA，制备的灭活疫苗取得了出色的免疫效果，

无不良反应，能够为 RA 灭活疫苗的研制提供

有效参考。 
然而，回顾研究过程中遇到的问题，以下

内容还需要进一步去探究：虽然本研究在小鼠

模型上的试验取得了较好的效果，但是该疫苗

对鸭的效果仍未可知，仍需以鸭作为动物模型

进一步探究；RA 血清型众多，危害养鸭业的病

原菌也众多，多价疫苗和多联疫苗是未来的研

究趋势。这几个方面的内容将是今后进行更深

入研究的主要内容。 
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