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甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗的稳定性
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摘要： 目的 考察甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗的稳定性，以保证临床用药质量。方法 将 3 批甲型 H1N1 流感病毒

裂解疫苗分别于 37 ℃和 2 ～ 8 ℃放置不同时间，进行鉴别试验、外观、装量、pH、血凝素含量、硫柳汞含量、无菌检查、
异常毒性检查、细菌内毒素含量、卵清蛋白含量等全项目检测，观察疫苗的热稳定性和长期稳定性。结果 3 批甲型

H1N1 流感病毒裂解疫苗于 37 ℃放置 7 d，各项指标均符合甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗制造和检定规程要求，

且与 0 d 结果比较无明显差异；3 批甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗于 2 ～ 8 ℃放置 18 个月，各项指标均达到合格

要求。结论 甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗的热稳定性及长期稳定性均良好，表明甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗质

量稳定。
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Abstract：Objective To evaluate the stability of influenza A H1N1 vaccine（split virion），inactivated. Methods Three
batches of vaccine were stored at 37 and 2 ~ 8 ℃ for various time periods，then subjected to inspection on final containers
and tested for identity，filling volume，pH value，hemagglutinin（HA）content，thimerosal content，sterility，abnormal
toxicity，bacterial endotoxin content and egg albumin content，based on which the themo-stability and long-term stability
were evaluated. Results All the quality indexes of three batches of vaccine after storage at 37 ℃ for 7 d met the
requirements for influenza A H1N1 vaccine（split virion），inactivated，which showed no significant difference with those
before storage. All the indexes of the three batches were qualified after storage at 2 ~ 8 ℃ for 18 months. Conclusion
Inactivated influenza A H1N1 vaccine（split virion）showed high themo-stability and long-term stability，indicating stable
quality of the vaccine.
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·疫苗研究·

世界卫生组织（WHO）发布的流行病学数据显

示，甲型 H1N1 流感的易感人群、并发症和重症风险

人群以年轻人及具有基础性疾病的人群为主，尤以年

轻人的发病率较高［1］，而接种疫苗是预防甲型 H1N1
流感流行的主要措施。

甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗系用 WHO 推荐，

WHO 合作中心分发，并经国家药品管理部门批准的

甲型 H1N1 流感病毒株接种鸡胚，经培养、收获病毒

液，浓缩、裂解和纯化后制成，用于预防甲型 H1N1
流感。作为裂解疫苗，其中血凝素含量对疫苗的免

疫效果具有重要影响，而制品的保存条件和时间会

影响血凝素含量的稳定。虽然甲流疫苗与普通流感

疫苗的生产工艺流程相似［2-3］，但作为新毒株及新制

品，其免疫原性及质量仍需进一步观察。为了考察制

品的稳定性，保证疫苗的安全有效，本实验进行了甲

型 H1N1 流感病毒裂解疫苗的稳定性观察，现将结

果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 疫苗 3 批甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗［规

格为 15 μg ／（0. 5 ml·瓶），批号分别为 20090701、
20090704 和 20090707］和普通流感病毒裂解疫苗

（作为对照疫苗，批号为 200907018，0. 5 ml ／ 瓶）均

为本公司制备，含各型流感病毒株血凝素 15 μg。
1. 2 标准抗原 TGA（therapeutic goods administration）
标准抗原购自澳大利亚治疗用品管理局；NIBSC 标
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表 1 3 批甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗 37 ℃热稳定性试验结果

Tab 1. Thermo-stability of three batches of influenza A H1N1 vaccine at 37 ℃
20090701 批 20090704 批 20090707 批

0 d 3 d 7 d 0 d 3 d 7 d 0 d 3 d 7 d
pH 6. 8 ～ 7. 5 7. 2 - 7. 2 7. 2 - 7. 2 7. 2 - 7. 2
游离甲醛含量（μg ／ ml） ≤ 25 8 - 8 11 - 11 8 - 8
硫柳汞含量（μg ／ ml） 70 ～ 100 86 - 86 77 - 77 89 - 89
血凝素含量（μg ／ 0. 5 ml） 12 ～ 18 13 14 13 13 14 13 13 14 14
细菌内毒素含量（EU ／ ml） ≤ 40 ﹤ 16 - ＜ 8 ﹤ 4 - ＜ 4 ﹤ 8 - ＜ 4
总蛋白含量（μg ／ ml） ≤ 200 μg ／ ml，并 110 - 101 125 - 114 120 - 96

不得超过疫苗中血

凝素含量的 5 倍

卵清蛋白含量（ng ／ ml） ≤ 100 1 - 1 3 - 3 1 - 1

准抗原购自英国国家生物制品检定所（National Institute
for Biological Standards and Control）。
1. 3 主要试剂 相应（亚）型流感病毒特异性免疫

血清和抗体参考品均购自 NIBSC。
1. 4 热稳定性试验 根据课题组设计的甲型 H1N1
流感病毒裂解疫苗 37 ℃热稳定性试验方案进行试

验：将 3 批甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗和对照疫

苗于 37 ℃分别放置 0、3、7 d，对成品项目部分检定

或全部检定。
1. 5 长期稳定性试验 参照《中国药典》二部（2005
版）附录ⅪⅩ C《原料药与药物制剂稳定性试验指导

原则》，设计甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗长期稳

定性试验方案：将 3 批甲型 H1N1 流感病毒裂解疫

苗于 2 ～ 8 ℃分别放置 0、3、6、12、18 个月，对成品

项目进行全部检定；分别于放置 1、2、4、5、7、8、9、
10、11、15 个月，进行部分项目检定。检测方法和质

量标准参照《甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗注册标

准》。
1. 6 各项指标的检测
1. 6. 1 鉴别试验 用相应（亚）型流感病毒特异性

免疫血清进行单向免疫扩散试验，结果应证明抗原

性与推荐病毒株相一致。
1. 6. 2 外观检测 应为轻微乳白色液体，无异物。
1. 6. 3 装量检测 按《中国药典》三部（2010 版）附

录ⅠA 中装量项进行，应不低于标示量。
1. 6. 4 pH 值检测 按《中国药典》三部（2010 版）附

录ⅤA 进行，应为 6. 8 ～ 7. 5。
1. 6. 5 游离甲醛含量检测 按《中国药典》三部

（2010 版）附录Ⅵ L 进行，应不高于 25 μg ／ ml。
1. 6. 6 血凝素含量检测 将抗原参考品和成品分

别加入含有抗体参考品的琼脂糖凝胶板上，孔径为

2 ～ 4 mm，于 20 ～ 25 ℃扩散至少 18 h；PBS 浸泡 1 h
后，干燥、染色、脱色。测量抗原参考品和成品形成

的沉淀环直径，以抗原参考品形成的沉淀环直径对

其相应抗原浓度进行直线回归，得到直线回归方程，

代入成品的沉淀环直径，即可得到血凝素含量。血

凝素含量应为 24 ～ 36 μg ／ ml。
1. 6. 7 总蛋白质含量检测 按《中国药典》三部

（2010 版）附录Ⅵ B 第二法进行，应不高于 200 μg ／ ml，
并不得超过疫苗中血凝素总含量的 5 倍。
1. 6. 8 卵清蛋白含量检测 采用酶联免疫法（仲裁

方法）或对流免疫电泳法，应不高于 100 ng ／ ml。
1. 6. 9 无菌检查 按《中国药典》三部（2010 版）附

录Ⅻ A 进行，应符合规定。
1. 6. 10 异常毒性检查 按《中国药典》三部（2010
版）附录Ⅻ F 进行，应符合规定。
1. 6. 11 细菌内毒素检查 按《中国药典》三部（2010
版）附录Ⅻ E 凝胶限量试验，应小于 40 EU ／ ml。
1. 6. 12 硫柳汞含量检测 应为 85 μg ／ ml ± 15%。

2 结 果

2. 1 热稳定性 检测结果显示，3 批甲型 H1N1 流

感病毒裂解疫苗于 37 ℃放置 7 d，鉴别试验、外观、
装量、无菌检查和异常毒性检查结果均合格，其他各

项指标均符合甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗制造和

检定规程要求，且与 0 d 结果比较无明显差异，见表

1。对照疫苗于 37 ℃放置 7 d，各项指标检查结果均

合格，均符合流感病毒裂解疫苗制造和检定规程要

求，且与 0 d 结果比较无明显差异，见表 2。
2. 2 长期稳定性 检测结果显示，3 批甲型 H1N1
流感病毒裂解疫苗于 2 ～ 8 ℃放置 18 个月，鉴别试

验、外观、装量、pH、硫柳汞含量、无菌检查、异常毒

性检查、细菌内毒素含量、卵清蛋白含量均合格，均

符合甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗制造和检定规程

要求，且与 0 月结果比较无明显差异；血凝素含量也

较稳定，与 0 月相比，无明显差异，均在正常范围

（12 ～ 18 μg ／ 0. 5 ml）内。见图 1。

检定项目 检测标准
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表 2 对照疫苗 37 ℃热稳定性试验结果

Tab 2. Thermo-stability of control vaccine at 37 ℃
检测结果

0 d 3 d 7 d
pH 6. 8 ～ 7. 5 7. 2 - 7. 2
游离甲醛含量（μg ／ ml） ≤ 25 15 - 15
硫柳汞含量（μg ／ ml） 70 ～ 100 74 - 74
血凝素含量（μg ／ ml） 各（亚）型血凝素应 24 ～ 36 A1：35 A1：33 A1：33

A3：33 A3：32 A3：31
B：33 B：33 B：32

细菌内毒素含量（EU ／ ml） ≤ 40 ﹤ 2 - ＜ 4
总蛋白含量（μg ／ ml） ≤ 400，并不得超过疫苗中血凝素含量的 5 倍 263 - 261
卵清蛋白含量（ng ／ ml） ≤ 100 2 - 2

检定项目 检测标准

图 1 甲型 H1N1 流感病毒裂解疫苗 2 ～ 8 ℃长期稳定性

试验结果

Fig 1. Long-term stability of influenza A H1N1 vaccine at
2 ~ 8 ℃

3 讨 论

流感病毒属于正黏病毒科［4］，病毒体为多形性

结构，核衣壳为螺旋对称，病毒表面的包膜上含有血

凝素和神经氨酸酶。血凝素是一类蛋白质，病毒依

靠血凝素与宿主细胞结合，因此其为流感病毒最主

要的表面抗原，能诱导机体产生相应的中和抗体以

中和病毒，具有保护作用。血凝素抗体为中和抗体，

因此，抵抗感染的发生与血凝素抗体有关，且疫苗血

凝素的含量是影响免疫接种效果的重要因素。血凝

素含量是考核疫苗质量的关键指标，血凝素的稳定

对疫苗的稳定性十分重要。疫苗血凝素含量较高，

并在效期内相对稳定，才能保证疫苗具有良好的免

疫原性。由于流感疫苗主要以血凝素含量作为效力

指标，因此，血凝效价的测定是评估疫苗质量最客

观、可和和重要的指标。
本实验观察的疫苗系经病毒培养、浓缩、第 1 次

纯化、病毒裂解、第 2 次纯化等工艺制成。纯化保留

了病毒中核蛋白和膜蛋白等内部抗原、血凝素和神

经氨酸酶表面抗原等有效成分，去除了具有反应原性

的病毒类脂质部分，降低了疫苗的接种副反应，并保

持相对较高的免疫原性，为一种理想的流感疫苗，经

临床试验证实，具有良好的安全性和有效性（尚未发

表）。本实验观察了该疫苗的稳定性，结果表明，甲型

H1N1 流感病毒裂解疫苗热稳定性和长期稳定性均

良好，在 2 ～ 8 ℃储存条件下，疫苗的效期可定为 12
个月。2010 年版《美国药典》（32 版）收载了流感疫

苗，并将有效期定为 1 年［ 5 ］。本公司研制的甲型

H1N1 流感病毒裂解疫苗质量稳定，达到了发达国家

药典的要求。
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