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低抗原含量百日咳疫苗效力评价研究
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（中国食品药品检定研究院百白破疫苗和毒素室，卫生部生物技术产品检定

方法及其标准化重点实验室，北京１０００５０）

　　摘　要：目的　应用改良小鼠脑腔攻击试验（ＭＩＣＡ）检测评价低抗原含量百日咳疫苗效力。方法　通过中检院和国外实验

室平行应用改良小鼠脑腔攻击试验进行不同稀释度相同批次低抗原含量百日咳疫苗的效力，并应用统计软件分析。结果　中检

院与国外实验室所获得低抗原含量百日咳疫苗的 ＭＩＣＡ试验效力结果数据均较低（＜１．１ＩＵ／ｍＬ），中检院计算出的效价均在国

外实验室分析得出效价的９５％可信区间内。结论　ＭＩＣＡ方法可应用于低抗原含量百日咳疫苗效力检测分析，该研究为进一步

确定中国低抗原含量百日咳疫苗的 ＭＩＣＡ试验检定标准奠定了基础。
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　　效力试验是疫苗质量控制最重要的手段之一。无细胞百

日咳疫苗效力试验检测方法主要有三种，分别是改良脑腔攻毒

法（ＭＩＣＡ）、免疫原性检测法和鼻腔攻毒法
［１２］。ＭＩＣＡ最早应

用于全细胞百日咳疫苗的效力检测。为能直接体现疫苗保护

力的改良脑腔攻击法，该方法是百日咳早期研究时建立的动物

模型，并用于百日咳疫苗保护能力的评价，是最经典、历史最

长、使用范围最广的方法。该法在日本、中国、印度等国家长期

用于百日咳疫苗的质量控制，经过了多年的充分验证，流行病

学数据证实经该法检测合格的疫苗可有效阻止百日咳传播，该

方法也被纳入新版 ＷＨＯ生物制品指导原则中
［３］。免疫原性

检测法采用定量ＥＬＩＳＡ方法检测各抗原在动物体内产生抗体

的水平。该法主要用于检测无细胞百日咳疫苗，目前用于欧美

产品。鼻腔攻毒法是最新建立的方法，更接近于百日咳的真实

感染情况，目前只用于部分欧洲产品的检测，该法建立时间较

短，应用范围不及前两法。

目前现行中国免疫规划接种程序建议婴幼儿在３、４、５和

１８月龄各接种１剂百白破疫苗，４～６岁时仅进行百白破疫苗

加强免疫。近些年，国外生物制品生产企业在国内注册一些低

百日咳抗原含量的无细胞百白破疫苗，旨在用于中国儿童的百

日咳疫苗加强免疫。按照企业提供的检定资料，疫苗的免疫原

性评价均符合规定要求，然而在中国注册，根据国家相关法规

要求，应采用中国药典法定的 ＭＩＣＡ方法对这类疫苗进行效

力评价［４］。为了确定低百日咳抗原含量的无细胞百白破疫苗

中百日咳疫苗效力单位（ＭＩＣＡ方法测定），笔者与国外生产企

业实验室平行应用 ＭＩＣＡ方法来评价这类百日咳疫苗的效力

（价）保护水平。

１　材料与方法

１．１　材料　由国外疫苗生产厂家提供的２批无细胞百白破联

合疫苗样品，批号分别为Ａ和Ｄ，该疫苗中百日咳疫苗含有抗

原组分包括２．５μｇＰＴ，５μｇＦＨＡ，５μｇＦｉｍ２、Ｆｉｍ３和３μｇ

Ｐｒｎ；百日咳效力试验参考品（第５代，含有１４ＩＵ）和百日咳攻

击菌１８３２３来自中国食品药品检定研究院（中检院）。１０～１２

ｇ的ＳＰＦ级ＮＩＨ小鼠来自中检院实验动物中心。国外实验室

使用的动物为１３～１５ｇ的雌性ＯＦ１小鼠，效力试验参考品为

溯源于国际效力参考品６６／３０３的企业内部参考品。

１．２　方法　本实验设定中检院和国外实验室平行进行不同稀

释度相同批次的无细胞百白破联合疫苗样品的 ＭＩＣＡ方法效

力试验。在常规百日咳疫苗效力试验过程中，通常将疫苗稀释

成３个稀释度，第一个稀释度通常将疫苗８倍稀释，然后再连

续５倍稀释；在本研究中考虑疫苗中含有百日咳抗原含量较

少，在进行脑腔攻击效力试验中，降低疫苗的稀释倍数和增设

样品稀释度，将每批疫苗样品进行２个重复试验，由不同实验

室和不同实验人员操作，设定不同稀释倍数的样品组，从多方

面验证 ＭＩＣＡ方法评价和检验低百日咳抗原含量的无细胞百
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白破疫苗效力。具体疫苗样品和参考品稀释计划见表１。百

日咳疫苗脑腔效力试验方法按照２０１０版《中国药典》（三部）进

行，每稀释度免疫２０只小鼠，每只小鼠各腹腔注射０．５ｍＬ。

运用８００００个百日咳攻击菌对免疫小鼠进行脑腔攻击试验，

观察１４ｄ，按质反应平行线法计算试验样品的效力单位数。同

时设立对照组进行攻击菌的ＬＤ５０的测定，每组设定５个稀释

度，每稀释度攻击１０只小鼠，攻击菌数分别为８、８０、８００、８０００

和８００００。

１．３　统计学处理　应用日本Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ软件中Ｐｒｏｂｉｔ模块分析

疫苗效力实验结果和ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ方法分析计算对照组小鼠

的百日咳攻击菌ＬＤ５０。

表１　　试验样品稀释方案

实验室 组别 样品批号
动物数

（狀）

稀释度

１ ２ ３ ４ ５

中检院 参考品组 国家效力参考品 ８０ １４× ７０× ３５０× １７５０× －

第１组 Ａ ８０ 未稀释（原倍） ５× ２５× １２５× －

第２组 Ａ ８０ 未稀释（原倍） ５× ２５× １２５× －

第３组 Ｄ ８０ 未稀释（原倍） ５× ２５× １２５× －

第４组 Ｄ ８０ 未稀释（原倍） ５× ２５× １２５× －

第５组 Ｄ ８０ 未稀释（原倍） ３× ９× ２７× －

国外实验室 参考品组 室内效力参考品 １００ 未稀释（原倍） ４× ２０× １００× ５００×

第６组 Ａ １００ 未稀释（原倍） ４× ２０× １００× ５００×

第７组 Ｄ １００ 未稀释（原倍） ４× ２０× １００× ５００×

　　－：无数据。

２　结　　果

参考品和不同组别试验样品剂量反应曲线在平行性及直

线性上无明显偏差（图１），根据参考品含有的效力单位，计算

各组试验样品的效力单位数及其９５％可信区间（表２）。每批

疫苗样品在不同实验组的重复结果比较一致，重复性良好；同

时增设的不同稀释度第５组的 ＭＩＣＡ试验结果与前四组结果

相似，这些结果表明 ＭＩＣＡ方法检测结果的稳定性，样品稀释

度对 ＭＩＣＡ方法影响较少。经运用ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ方法计算攻

击菌的ＬＤ５０结果为５７６．４，符合２０１０版《中国药典》规定范

围，表明试验中所用攻击菌的有效性，同时也证实本研究获得

结果的可靠性。

图１　　ＭＩＣＡ试验中参考品（深色）和试验

样品（浅色）剂量反应曲线

表２　　各组试验样品 ＭＩＣＡ测定结果及９５％可信区间

实验组 样品批号 效价 ９５％可信区间（ＩＵ／ｍＬ）

第１组 Ａ ０．５２０ ０．２４２～１．０９２

第２组 Ａ ０．６０３ ０．２１２～１．５２６

第３组 Ｄ ０．５９２ ０．２１１～１．４８７

第４组 Ｄ ０．６７４ ０．２８５～１．５３２

第５组 Ｄ ０．５４６ ０．２５２～１．１３７

第６组 Ａ １．０８５ ０．３１３～３．１８７

第７组 Ｄ １．０８５ ０．４６４～２．４２６

国外实验室 ＭＩＣＡ结果显示测定２批次疫苗的效力单位

比较一致（表２），２个实验室检测结果比较分析，显示中检院与

国外实验室所获得的 ＭＩＣＡ试验结果数据均较低，中检院计

算出的效价均在国外实验室分析得出效价的９５％可信区

间内。

３　讨　　论

通过对国内外两家实验室结果的比较分析表明，该制品

ＭＩＣＡ试验结果均较低，这反映疫苗中所含百日咳抗原含量与

ＭＩＣＡ检测实验结果呈现一定剂量相关性。经比对中检院计

算出的效价均在国外实验室获得结果分析得出效价的９５％可

信区间内；而两个实验室 ＭＩＣＡ检测结果差异部分可能与在

实验中所用小鼠品种、体质量以及不同批次百日咳疫苗效力试

验参考品相关，尽管两个实验室所用参考品均各自溯源于

ＷＨＯ百日咳疫苗效力参考品６６／３０３。

中国将百白破疫苗列入儿童计划免疫后，百日咳的发病率

大幅下降，已低于１／１０００００。然而，近些年成人百日咳病例报

道逐渐增加。此外，国外研究表明百日咳疫苗接种或自然免疫

产生的保护性抗体会随着年龄的增大而逐渐下降，导致大龄儿

童、青少年及成人因缺乏相应的免疫保护力，较容易患百日咳

疾病。因此，在大龄儿童、青少年及成人中进行百日咳疫苗的

加强免疫，阻断婴幼儿百日咳的传染源，对于更好地控制和预

防百日咳疾病的发生有着十分重要的意义［５６］。

由于该疫苗作为百白破加强免疫疫苗［７］，对象是４～６４岁

人群，所含百日咳组分的百日咳毒素含量（２．５μｇ）及总蛋白含

量（１５．５μｇ）较低，中检院与国外实验室 ＭＩＣＡ方法测定的百

日咳效力单位均低于２０１０版《中国药典》中规定不低于８

ＩＵ／ｍＬ的要求，因此 ＭＩＣＡ方法对于该疫苗检测所得效价与

其实际的保护水平的关联性，可能还需要随后更多研究试验的

进一步验证。总之，ＭＩＣＡ方法可应用于低抗原含量百日咳疫

苗效力检测分析，本研究结果也为进一步确定低抗原含量百日

咳疫苗 ＭＩＣＡ试验效力质量标准的研究奠定了基础。

（下转第２５６４页）
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ＤＤ型较ＩＤ型、ＩＩ型均明显降低（犘＜０．０５），见表２。

表２　　ＩＰＦ组各基因型血清ＡＣＥ浓度比较

基因型 狀 ＡＣＥ浓度（狓±狊，ｎｇ／ｍＬ）

ＤＤ ４８ １３１．４２７±２５．２１４

ＩＤ ３０ １４７．５９７±２６．６８７

ＩＩ ２４ １６６．１７９±２０．８２６

　　：犘＜０．０５，与ＤＤ基因型比较。

３　讨　　论

ＡＣＥ是一个２０肽单链酸性糖蛋白，是肾素血管紧张素

醛固酮系统中的一个重要酶，能催化血管紧张素Ⅰ转换成血管

紧张素Ⅱ。ＡＣＥ存在于多种细胞，以毛细血管内皮细胞最多

见，而肺具有丰富的血管床，故成为合成和释放ＡＣＥ的主要部

位。已有研究证明，特发性肺纤维化是肺泡损伤和不正常损伤

修复的结果［５］，肺损伤时血清 ＡＣＥ活性显著降低
［６］。Ｍａｒ

ｓｈａｌｌ
［７］研究也表明肺间质损伤和急性缺氧时，ＡＣＥ活性是明

显降低的。国内李丹等［８］的研究结果表明，严重急性呼吸综合

征患者的血清ＡＣＥ活性与健康对照组比较明显降低，降低程

度与疾病严重程度密切相关。本研究应用ＥＬＩＳＡ法测定血清

ＡＣＥ浓度，结果表明，与对照组比较ＩＰＦ患者血清 ＡＣＥ浓度

显著降低（犘＜０．０１），这与文献报道一致。由此说明，ＩＰＦ患者

存在的肺泡和肺间质损伤引起机体缺氧，从而导致血清 ＡＣＥ

活性降低。

已有研究表明人类ＡＣＥ基因具有基因多态性，它由４０２４

ｂｐ构成，位于第１７号染色体长臂２区３带（１７ｑ２３）。ＡＣＥ基

因有两类等位基因，即４９０ｂｐ组成的插入型（等位基因Ｉ）和

１９０ｂｐ组成的缺失型（等位基因Ｄ）；以及３种基因型：ＩＩ型、

ＤＤ型、ＩＤ型。莫清江和王宏伟
［９］研究了 ＡＣＥ基因多态性及

血清水平与脑梗死的关系，结果显示，血清 ＡＣＥ水平与 ＡＣＥ

基因型相关，ＤＤ型ＡＣＥ水平最高，ＩＩ型最低，而ＩＤ型处于二

者之间。而本研究表明：血清 ＡＣＥ水平与 ＡＣＥ基因型相关，

ＤＤ型ＡＣＥ水平最低，ＩＩ型最高，而ＩＤ型处于二者之间。这与

上述研究结果并不完全一致。分析原因可能与研究人群不同

有关，本研究以ＩＰＦ患者作为研究对象，而ＩＰＦ患者存在的肺

泡和间质损伤直接影响了血清 ＡＣＥ浓度。由此推断，ＩＰＦ患

者血清水平与ＡＣＥ基因型相关，随着Ｄ等位基因数目增多，

相应基因型血清ＡＣＥ浓度依次降低。

Ｎａｄｒｏｕｓ等
［１０］对４７８例ＩＰＦ患者进行的一项回顾性分析

结果表明，血管紧张素转换酶抑制剂（ＡＣＥＩ）的应用并未改善

ＩＰＦ患者的预后，而本研究结果表明ＩＰＦ患者血清 ＡＣＥ浓度

是降低的，这在一定程度上解释了 Ｎａｄｒｏｕｓ等的研究结论，即

ＡＣＥＩ对于ＩＰＦ患者治疗无效的原因。由此可以认为ＡＣＥＩ并

不能成为ＩＰＦ的一种新的有效治疗手段。

总之，本研究结果表明ＩＰＦ患者的血清 ＡＣＥ浓度与其基

因多态性相关，这对于进一步探明ＩＰＦ的发病机制，了解其肺

组织完整性和损害程度具有指导意义，并可通过血清 ＡＣＥ浓

度测定，指导临床医师判断患者病情变化，提示疾病转归和

预后。
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