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　　摘　要：目的　了解疫苗在不同温度和不同时间存放的质量变化，为研制安全有效的流感疫苗提供依据。方法　将流感疫苗

放置在４℃和３７℃进行长期稳定性和加速稳定性试验，不同存放时间点测定流感病毒血凝素（ＨＡ）含量及各项质量指标。结果

　疫苗经４℃保存１８个月和３７℃保存２周，ＨＡ含量和其他质量指标都符合药典要求。结论　成品流感疫苗在１年有效期内

均合格。
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　　流感病毒具有较强的传染性，又以呼吸道飞沫传播，极易

引起流行。婴幼儿、年老体弱者，常在流感后期发生继发性细

菌感染，严重者可危及生命安全。流感病毒表面抗原易产生变

异，是引起世界大流行的重要原因［１３］。由于目前治疗流感尚

无特效药物，接种流感病毒疫苗是当今预防流感最有效的措

施［４］。流感疫苗成分包括当前正在人群中流行的甲１型

（Ｈ１Ｎ１）、甲３型（Ｈ３Ｎ２）和乙型病毒（Ｂ）。ＷＨＯ每年对下一

个年度流感疫苗组分提出建议［５］。各流感疫苗生产单位根据

ＷＨＯ的建议，选择相同株或相似株用于生产流感疫苗，流感

病毒血凝素（ＨＡ）与流感发生和流行最为密切，ＨＡ是流感病

毒表面的一种糖蛋白，是疫苗的重要成分［６］，如今较多使用的

是含２个甲型和１个乙型的三价灭活裂解疫苗。该疫苗是将

病毒颗粒用适当的裂解剂裂解，提取有效抗原成分 ＨＡ而制

成的，是疫苗的重要成分。ＨＡ的主要功能是诱导保护性血凝

抑制抗体的产生。因此，研究流感裂解疫苗中 ＨＡ 的稳定性，

是疫苗免疫质量的重要保证［７］。笔者用２００９年研制的、不加

防腐剂的３批流感病毒裂解疫苗，进行了稳定性的实验研究，

期望制备出安全、有效、质量稳定的流感病毒裂解疫苗。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　流感毒株　采用 ＷＨＯ２００７～２００８年度建议北半球

使用 的 毒 株：Ｈ１Ｎ１ Ａ／ＳｏｌｏｍｏｎＩｓｌａｎｄｓ／３／２００６ＩＶＲ１４５；

Ｈ３Ｎ２ Ａ／Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ／６７／２００５ ＮＹＭＣＸ１６１Ｂ；Ｂ Ｂ／Ｍａｌａｙｓｉａ／

２５０６／２００４。

１．１．２　抗原和抗血清参考品　均来源于英国生物制品标准和

检定研究所（ＮＩＢＳＣ），包括抗血清 Ｈ１Ｎ１Ａ／ＳｏｌｏｍｏｎＩｓｌａｎｄｓ／

３／２００６（ＮＩＢＳＣ 代码 ０７／１０４）、Ｈ３Ｎ２ Ａ／Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ／６７／２００５

（ＮＩＢＳＣ代码０５／２３６）、ＢＢ／Ｍａｌａｙｓｉａ／２５０６／２００４（ＮＩＢＳＣ代码

０５／１７４），抗原参考品 Ｈ１Ｎ１Ａ／ＳｏｌｏｍｏｎＩｓｌａｎｄｓ／３／２００６（ＩＶＲ

１４５）／０７／１０２、Ｈ３Ｎ２Ａ／Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ／６７／２００５ＮＹＭＣ（ＮｅｗＹｏｒｋ

ＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅＸ１６１Ｂ／０６／１２０、ＢＢ／Ｍａｌａｙｓｉａ／２５０６／２００４／０６／

１２６。

１．２　方法

１．２．１　疫苗制备　将流感毒种接种于９～１１日龄鸡胚尿囊

腔，每胚０．２ｍＬ；置鸡胚于３５℃培养２ｄ后，再于４℃ 冷却过

夜；收获鸡胚尿囊液，经澄清、浓缩和密度梯度离心制成全病

毒悬液，经甲醛灭活、ＴｒｉｔｏｎＸ１００和５０％乙醚裂解全病毒，裂

解的病毒液再次用密度梯度离心法纯化后，经超滤去除蔗糖，

收集病毒 ＨＡ，经除菌过滤后制成单价原液；３个型别的单价

原液经检定合格后，根据中国药典“流感病毒裂解疫苗”标准，

将各型原液进行混合稀释后制成半成品。无菌分装后制成流

感病毒裂解疫苗。

１．２．２　ＨＡ含量测定　采用单向免疫扩散法（ＳＲＩＤ）。制备

抗血清琼脂板，打孔。将参考抗原及待检样品制成不同稀释

度，加入孔中扩散。经染色、脱色后，测量沉淀环直径，将抗原

参考品形成的沉淀环直径，对照 ＨＡ含量作直线回归分析，求
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得回归方程，代入样品沉淀环直径计算出待检品 ＨＡ含量。

１．２．３　卵清蛋白测定　采用ＥＬＩＳＡ法，试剂盒由北京天坛生

物制品股份有限公司提供。

１．２．４　其他项目检定　疫苗的其他质量指标：外观检查、ｐＨ、

游离甲醛、无菌试验、异常毒性、内毒素、总蛋白等项目均按

２０１０版《中国药典》三部进行检定
［８］。

１．２．５　稳定性试验　成品稳定性：３批流感病毒裂解疫苗经

（４±２）℃保存０、３、６、９、１２、１８个月，依次测定其 ＨＡ含量及其

各项指标。３７℃加速稳定性：３批流感病毒裂解疫苗于（３７±

２）℃温度条件下放置７ｄ和１４ｄ，测定 ＨＡ含量及其他各项

指标。

２　结　　果

２．１　３批流感病毒裂解疫苗检定　成品物理检查均为轻微乳

白色液体、无沉淀、无异物、ｐＨ 值为７．２；鉴别试验显示每型血

凝素抗原均为阳性；总蛋白含量低于１８５～１８９ｍｇ／ｍＬ，其他

各项目检查均符合２０１０版《中国药典》标准，见表１。

２．２　３７℃加速稳定性试验结果　３批流感病毒裂解疫苗于

（３７±２）℃温度条件下放置７ｄ和１４ｄ进行加速稳定性试验，

ＨＡ含量１４ｄ最高下降值为：ＨＩＮ１１．１０ｇ、Ｈ３Ｎ２２．６２ｇ、Ｂ

１．３９ｇ，ＨＡ含量最终也保持在１２μｇ／０．５ｍＬ，平均降幅分别

为１２％、１６％、８．３％，最高降幅分别为：７．８％、１６％、１０％。其

他项目检查没有明显变化，结果见表２。

表１　　３批流感病毒裂解疫苗（成人剂型）检定结果

项目 合格标准
疫苗

２０１０３０１ ２０１０３０２ ２０１０３０３

鉴别试验
与相应的型特异性免疫血清进行单向免疫扩散试验，每单（亚）

型病毒 ＨＡ应为阳性
合格 合格 合格

物理外观检查 无色至轻微乳白色混悬液，无异物 合格 合格 合格

ｐＨ ６．８～８．０ ７．２ ７．２ ７．３

无菌试验 阴性 阴性 阴性 阴性

ＨＡ含量检测（μｇ／ｍＬ） Ｈ１Ｎ１１２～１８ １４．０９ １４．５８ １４．３３

Ｈ３Ｎ２１２～１８ １６．５６ １６．４４ １５．４４

Ｂ１２～１８ １３．５８ １３．０４ １３．７８

内毒素含量检测（ＥＵ／ｍＬ） ≤２０ ≤２０ ≤２０ ≤２０

总蛋白含量测定（μｇ／ｍＬ） ≤４００ １８２．８０ １８７．５０ １８９．００

卵清蛋白含量（ｎｇ／ｍＬ） ＜５００ ９．１８ ８．９８ ９．３９

游离甲醛含量（μｇ／ｍＬ） ＜５０ ＜２５ ＜２５ ＜２５

抗生素残留量检测（ｎｇ／剂） ＜５０ ＜０．５ ＜０．５ ＜０．５

ＴｒｉｔｏｎＸ１００（μｇ／ｍＬ） ＜３００ ３４ ３５ ４７

乙醚含量（％） ＜０．５ ０．００４ ０．００４ ０．００２

总评 合格 合格 合格 合格

表２　　３批流感病毒裂解疫苗（成人剂型）加速热稳定 ＨＡ稳定性试验结果

检定项目 合格标准
２０１０３０１

０ｄ ７ｄ １４ｄ

２０１０３０２

０ｄ ７ｄ １４ｄ

２０１０３０３

０ｄ ７ｄ １４ｄ

鉴别试验
免疫扩散试验，每单（亚）

型病毒 ＨＡ应为阳性
合格 合格 合格 合格 合格 合格 合格 合格 合格

物理外观
无色至轻微乳白色混悬

液，无异物
合格 合格 合格 合格 合格 合格 合格 合格 合格

ｐＨ ６．５～８．０ ７．２ ７．２ ７．２ ７．４ ７．４ ７．４ ７．５ ７．５ ７．５

无菌试验 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性

ＨＡ凝素含量（μｇ／ｍＬ） Ｈ１Ｎ１１２～１８ １４．０８ １３．０８ １２．９８ １４．５８ １２．５３ １２．５４ １４．０６ １２．６１ １２．６１

Ｈ３Ｎ２１２～１８ １６．５６ １５．２９ １３．９３ １６．４４ １４．０３ １４．０３ １５．１６ １４．４９ １４．４９

Ｂ１２～１８ １３．５８ １２．９５ １２．１９ １３．０４ １２．３１ １２．３１ １３．５９ １２．８１ １２．８１

内毒素含量（ＥＵ／ｍＬ） ≤２０ ≤２０ ≤２０ ≤２０ ≤２０ ≤２０ ≤２０ ≤２０ ≤２０ ≤２０

总蛋白含量（μｇ／ｍＬ） ≤４００ １８４．００ １７．７０ １６４．００ １８１．０ １７４．８２ １５８．４０ １７４．７０ １５９．６０ １５１．１０

卵清蛋白含量（ｎｇ／ｍＬ） ＜５００ ９．１８ ９．１０ ８．６８ ８．９８ ８．８９ ８．１２ ９．３９ ９．２ ８．８７

游离甲醛含量（μｇ／ｍＬ） ＜５０ ＜２５ ＜２５ ＜２５ ＜２５ ＜２５ ＜２５ ＜２５ ＜２５ ＜２５

抗生素残留量（ｎｇ／剂） ＜５０ ＜０．５ ＜０．５ ＜０．５ ＜０．５ ＜０．５ ＜０．５ ＜０．５ ＜０．５ ＜０．５

ＴｒｉｔｏｎＸ１００（μｇ／ｍＬ） ＜３００ ３４ ３５ ４７ － － － － － －

乙醚含量（％） ＜０．５ ０．００４ ０．００４ ０．００４ ０．００４ ０．００４ ０．００４ ０．００２ ０．００２ ０．００２

总评 合格 合格 合格 合格 合格 合格 合格 合格 合格 合格

　　－：无数据。

·８９４１· 国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１２



表３　　３批流感病毒裂解疫苗（成人剂型）４℃放置１８个月稳定性试验结果

检定项目 合格标准
疫苗

２０１０３０１ ２０１０３０２ ２０１０３０３

鉴别试验
与相应的型特异性免疫血清进行单向免疫扩散试验，每单（亚）

型病毒 ＨＡ应为阳性。
合格 合格 合格

物理外观检查 无色至轻微乳白色混悬液，无异物 合格 合格 合格

ｐＨ ６．８～８．０ ７．２ ７．２ ７．５

无菌试验 阴性 阴性 阴性 阴性

ＨＡ含量检测（μｇ／ｍＬ） Ｈ１Ｎ１１２～１８ １２．２９ １２．４６ １２．７２

Ｈ３Ｎ２１２～１８ １３．８８ １３．６３ １３．０４

Ｂ１２～１８ １２．３２ １２．４７ １２．０９

内毒素含量检测（ＥＵ／ｍＬ） ≤２０ ＜２０ ＜２０ ＜２０

总蛋白含量测定（μｇ／ｍＬ） ≤４００ １７４．７０ １８１．００ １８４．００

卵清蛋白含量（ｎｇ／ｍＬ） ＜５００ ８．５３ ７．６８ ８．６１

游离甲醛含量（μｇ／ｍＬ） ＜５０ ＜２５ ＜２５ ＜２５

抗生素残留量检测（ｎｇ／剂） ＜５０ ＜０．５ ＜０．５ ＜０．５

ＴｒｉｔｏｎＸ１００（μｇ／ｍＬ） ＜３００ ３４ ３５ ４７

乙醚含量（％） ＜０．５ ０．００４ ０．００４ ０．００２

总评 合格 合格 合格 合格

表４　　３批流感病毒裂解疫苗（成人剂型）４℃放置１８个月 ＨＡ稳定性试验结果（μｇ／０．５ｍＬ）

批号 型别
ＨＡ含量

０个月 ３个月 ６个月 ９个月 １２个月 １８个月

２０１０３０１ Ｈ１Ｎ１ １４．０８５ １３．９０５ １３．６１０ １３．０７５ １３．０２０ １２．２８５

Ｈ３Ｎ２ １６．５６０ １５．９７０ １５．８００ １４．６９５ １４．５６０ １３．８７５

Ｂ １３．５８０ １３．３６０ １３．２００ １２．６６０ １２．６１０ １２．３１５

２０１０３０２ Ｈ１Ｎ１ １４．５７５ １４．２９５ １４．２８０ １３．５９５ １２．５７５ １２．４５５

Ｈ３Ｎ２ １６．４４０ １５．３５５ １５．１６０ １４．５２０ １４．４１０ １３．６２５

Ｂ １３．０４０ １３．０００ １２．８６５ １２．９８５ １２．６８５ １２．４６５

２０１０３０３ Ｈ１Ｎ１ １４．０６０ １４．０５５ １３．７００ １３．０９５ １３．０４０ １２．７１５

Ｈ３Ｎ２ １５．１５５ １４．９０５ １４．３４０ １３．８９５ １３．１２５ １３．０４０

Ｂ １３．５９ １３．３７０ １３．０５０ １２．９０５ １２．８３０ １２．０９０

２．３　流感病毒裂解疫苗成品的稳定性　３批流感病毒裂解疫

苗经４℃保存。３、６、９、１２、１８个月，经检定蛋白含量有一定降

低外，其他指标没有明显变化，均符合２０１０版《中国药典》要

求，结果见表３（仅列出第１８个月的结果）。将２００９年生产的

３批疫苗（批号：２０１０３０１、２０１０３０２、２０１０３０３）经４℃保存３、６、

９、１２、１８个月。按时间点到期取样检测 ＨＡ含量。三批疫苗

在４℃ ３～１８个月的保存过程中，其 ＨＡ 含量缓慢下降，

Ｈ１Ｎ１最高下降了２．１２ｇ，Ｈ３Ｎ２最高下降了２．８２ｇ，Ｂ下降了

１．５０ｇ，平均降幅分别为１２％、１６％、８．３％，最高降幅分别为

１４％、１７％、１１％。各型 ＨＡ含量最终均保持在１２μｇ／０．５ｍＬ

以上。结果见表４。稳定性结果表明：３批疫苗在４℃３～１８

个月的保存过程中，其 ＨＡ含量缓慢下降，但不同型别下降幅

度不同。１８个月最终 ＨＡ 含量均保持在１２μｇ／ｍＬ以上，

２０１０３０３最低为１２．０９μｇ／０．５ｍＬ符合药典标准。

３　讨　　论

当前批准使用的流感病毒裂解疫苗主要是通过鸡胚培养

流感病毒，灭活裂解病毒后，主要免疫原性组分是通过有机溶

剂抽提纯化的 ＨＡ，ＨＡ含量至少１２μｇ／０．５ｍＬ才可以通过

注射提供足够的刺激免疫反应的抗原。而卵清蛋白是流感疫

苗接种后引起过敏反应的主要过敏原，其含量是反映疫苗纯度

和安全性的主要指标，严格控制卵清蛋白残留量，是疫苗安全

性的重要保证，此外总蛋白含量、内毒素含量、甲醛残留量等也

是反映流感疫苗纯度和安全性的重要指标［９］。笔者将２００９年

研制的３批流感病毒裂解疫苗，通过稳定性实验，进行了全面

的质量检测，经过１８个月，均保持在１２μｇ／０．５ｍＬ以上。卵

清蛋白远低于 ＷＨＯ规定的限度
［１０］。疫苗的总蛋白含量等各

项指标均低于或符合标准要求。在最终产品中没有添加防腐

剂，增加了疫苗的安全性。从试生产的３批疫苗ＨＡ的降幅分

析，最大降幅分别为：Ｈ１Ｎ１１４％、Ｈ３Ｎ２１７％、Ｂ１１％（下降值

分别是２．１２、２．８２、１．５０μｇ）；加速稳定性试验的最大降幅分别

为：ＨＩＮ１７．８％、Ｈ３Ｎ２１６％、Ｂ１０％（下降值分别为１．１０、

２．６２、１．３９μｇ）。在３个型别中，不论是４℃稳定性或３７℃加

速稳定性实验结果显示，Ｈ３Ｎ２的降幅最大，分别为１７％和

１６％，这种稳定性差异可能是由于编码 ＨＡ蛋白的ＲＮＡ４节

段的核苷酸序列在不同亚型，甚至在同一亚型不同变异株间的

差异所造成。由于每年生产用毒株都有所改（下转第１５０２页）
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降，证明该方法可以有效地检测酶活。

３　讨　　论

腺苷同型半胱氨酸水解酶是一种广泛存在于各种生物中

的调节酶类，主要作为Ｓ腺苷蛋氨酸转甲基作用的抑制剂发

挥调节作用。近年来，ＳＡＨＨ 抑制剂作为病毒抑制靶点方面

的研究得到了大力的推广和支持。ＳＡＨＨ抑制剂作为一种新

兴的药物设计靶点，各种与之匹配的科研方法还不十分齐备，

尤其以ＳＡＨＨ酶活测定方法的建立最为重要、快速、准确的测

定其活性能为药物筛选提供有力的支持［９］。

ＥＬＬＭＡＮ试剂是在蛋白领域常用的一种显色试剂，显色

迅速稳定，本文设计的方法就是基于ＥＬＬＭＡＮ试剂ＤＴＮＢ的

显色原理，同生成物 Ｈｃｙ发生特异显色反应，从而通过显色深

浅推断出生成物的多少进而计算酶活。ＤＴＮＢ显色迅速，加入

后即可发生反应，ＤＴＮＢ的显色不会受到太大环境因素的影

响，另外，选择４１２ｎｍ属于可见光区，对实验条件要求不高，普

通实验室即可具备此条件［１０］。

酶生物活性的多少由多种因素的影响，反应环境的温度、

ｐＨ、缓冲环境等都会影响到酶活的测定，因此，选择一个最佳

的酶反应环境也至关重要。分别改变不同影响因素做出酶活

曲线，从而判断出各个影响因素的最佳反应条件。最佳反应条

件的确定可以保证反应的可重复性和准确性，也为后续科研工

作提供可借鉴的数据。

综上所述，腺苷同型半胱氨酸水解酶活性测定方法［１１］可

以为抗病毒药物筛选靶点提供有效的依据和可靠的科研数据，

可以推进ＳＡＨＨ抑制剂在抗病毒药物领域的发展
［１２］。
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（收稿日期：２０１３０３１５）

（上接第１４９９页）

变，其各型毒株 ＨＡ变化也有所不同，在配制疫苗时，为保证

疫苗质量，非常有必要确定好半成品 ＨＡ含量的控制范围，对

保存的各型别的半成品，在使用时进行 ＨＡ含量的复测，以确

保半成品的 ＨＡ含量在控制范围之内。笔者根据稳定性试验

结果，将企业内控标准规定在疫苗配制时 ＨＡ 含量控制在

３３～３６μｇ／ｍＬ，在２０１１年制备的２０１１０７０１等批疫苗，ＨＡ含

量分别为：成人剂量型，Ｈ１Ｎ１３３．０４μｇ／ｍＬ（１６．５６／０．５ｍＬ）；

Ｈ３Ｎ２３５．５４μｇ／ｍＬ（１７．７７μｇ／０．５ｍＬ）；Ｂ３４．６６μｇ／ｍＬ

（１７．３３μｇ／０．５ｍＬ）。该疫苗含有较高的 ＨＡ，可提供适宜的

抗原量。卵清蛋白和细菌内毒素含量偏低，避免了不良反应的

发生，在小鼠的安全性和免疫性的研究中与国外疫苗效果基本

一致，Ｈ１Ｎ１、Ｈ３Ｎ２、Ｂ的保护率达到了９４％、９７％和７０％；各

型抗体的ＧＭＴ增加值均在４倍以上
［１１］，为进一步的临床研究

提供了依据。
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