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岛津疫苗质量评价新技术方案（二）
⸺蛋白疫苗篇



2018年 7月，岛津分析中心推出了《岛津疫苗质量评价新技术方案（一）》――多糖疫苗篇，

该文集从数据管理开始，并以多糖疫苗为重点品种，介绍了液相色谱质谱、ICP-MS、激光粒度仪、

MALDI-TOF等理化技术在疫苗质量评价中的应用。

从 2018年 7月至今已一年有余，继多糖疫苗系列解决方案之后，岛津分析中心继续疫苗行

业的拓展，并为以百白破为代表的蛋白类疫苗的质量评价提供了系列解决方案。本文集将这一年

多的合作成果编写成册――《岛津疫苗质量评价新技术方案（二）》――蛋白疫苗篇。

本文集采用液相色谱质谱技术实现从百日咳菌的培养（发酵）、一次盐析、二次盐析、浸提、

粗制、精制、脱毒到成品全过程的监控，检测项目涉及培养基营养成分、代谢产物、抗原蛋白（PT、

FHA、PRN和 FIM）、毒性残留小分子 TCT和争议蛋白 ACT。为了探索疫苗佐剂和疫苗的颗粒分

布与疫苗的有效性和安全性的关系，我们以激光粒度仪为监测手段，研究了不同佐剂、温度变化、

搅拌等因素对疫苗颗粒一致性和稳定性的影响，并在此基础上分析了不同厂家来源的疫苗颗粒分

布情况。此外，我们还以电子探针为监测手段，实现了疫苗成品（含佐剂）的形貌和组成分析，

从这两方面比较和分析了导致不同厂家疫苗差异的原因。甲醛是很多疫苗的灭活剂（脱毒剂），

甲醛残留量的多少在一定程度上反应了该疫苗工艺的稳定性。我们以岛津气相色谱仪（GC）为
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基础，开发了疫苗中残留甲醛的含量测定方法，该方法灵敏度高、重复性好，可实现不同厂

家百白破疫苗中甲醛的含量测定，有利于疫苗厂家监测和优化生产流程。

本文集与百白破疫苗相关的所有内容均源于岛津疫苗行业组与中国食品药品检定研究院（以下简

称中检院）百白破疫苗与毒素室的合作。本文作者在此代表岛津企业管理（中国）有限公司深深

地感谢中检院百白破疫苗与毒素室对先进理化技术的接纳、理解与支持，并让这些技术弥补传统

检测技术的不足（检测盲区），为提升中国疫苗质量发挥作用。

本版文集是第一版的延续，第三版的基石。更多精彩，敬请期待……

岛津企业管理（中国）有限公司

                                                           分析中心  
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培养基上清液方法包用于发酵液监测



摘 要：本文利用岛津细胞培养基上清液方
法包，首次实现了快速监测国内两个主流
百白破疫苗厂家用两种培养方法所得的百
日咳菌发酵液。虽然各厂家培养基配方中
均含有维生素 C，但 LC-MS/MS测试中并
未检测到明显的维生素 C信号，若维生素
C是百日咳疫苗必需营养成分，建议实时
添加。培养基配方中的脯氨酸、谷氨酸、
半胱氨酸和烟酸均有明显检出，且随发酵
时间的增加而降低，推测这些成分在发酵
过程中被百日咳菌消耗。通过对比是否添
加酪蛋白水解液的发酵液成分变化，发现
酪蛋白水解液的添加会改变部分氨基酸的
代谢。此外，在添加了酪蛋白水解液的培
养基中检测到特有代谢产物胆碱、瓜氨酸
和蛋氨酸亚砜。
关键词：LC-MS/MS 百日咳 发酵液  氨基酸  

腺苷  维生素  酪蛋白水解液

1．引言
百日咳疫苗是全球接种率最高的疫苗――

百白破的重要组成部分。百日咳抗原蛋白，
PT、FHA、PRN、FIM和争议蛋白 ACT等均来源
于百日咳菌。中国的百日咳菌培养周期较长，
且抗原蛋白产率一直是困扰百日咳疫苗质量提
升的瓶颈之一。如何提高产率、提高百日咳相
关抗原蛋白的质量是百日咳相关疫苗急需解决
的问题之一。百日咳菌的生长和抗原蛋白的合
成与百日咳菌培养基组成息息相关。从已公布
的百日咳培养基组成来看，百日咳菌的氮源和
碳源主要来自氨基酸（脯氨酸、谷氨酸钠、半
胱氨酸）、多肽（还原型谷胱甘肽）和维生素（烟
酸和维生素 C）。百日咳抗原蛋白中除以上氨
基酸以外还存在其它种类的氨基酸，若培养基
中并未添加其它氨基酸，百日咳菌一定存在将
脯氨酸、谷氨酸和 \或半胱氨酸转化为其它氨
基酸的酶。除已知添加成分会影响百日咳菌的
生长，百日咳菌发酵液中存在的代谢物对百日
咳抗原蛋白的合成也具有一定的影响。
本文采用岛津专利技术细胞培养基上清液方法
包，稳定性好、灵敏度高的岛津液相色谱串联
质谱仪上运行，探索百日咳菌发酵液变化，为
优化百日咳菌发酵工艺提供数据参考。 

7



8

2．实验部分
2.1 仪器、分析条件 

用“岛津细胞培养上清液分析方法包 -岛津液相色谱串联三重四极杆质谱分析”。 

监控的化合物信息：见表 1-1

表 1-1.  细胞培养上清液分析方法包中 96种化合物列表

编号 化合物名 类别 编号 化合物名 类别 编号 化合物名 类别
1 2-Isopropylmalic acid 内标 33 N-Acetylaspartic acid 氨基酸 65 Cytidine 核苷酸

2 Gluconic acid 糖类 34 N-Acetylcysteine 氨基酸 66
Cytidine 

monophosphate
核苷酸

3
Glucosamine 
Carbohydrate

糖类 35 Ornithine 氨基酸 67 Deoxycytidine 核苷酸

4
Hexose (Glucose) 

Carbohydrate
糖类 36 Oxidized glutathione 氨基酸 68 Guanine 核苷酸

5 Sucrose Carbohydrate 糖类 37 Phenylalanine 氨基酸 69 Guanosine 核苷酸

6
Threonic acid 
Carbohydrate

糖类 38 Pipecolic acid 氨基酸 70
Guanosine 

monophosphate
核苷酸

7 2-Aminoadipic acid 氨基酸 39 Proline 氨基酸 71 Hypoxanthine 核苷酸
8 4-Aminobutyric acid 氨基酸 40 Serine 氨基酸 72 Inosine 核苷酸
9 4-Hydroxyproline 氨基酸 41 Threonine 氨基酸 73 Thymidine 核苷酸

10 5-Glutamylcysteine 氨基酸 42 Tryptophan 氨基酸 74 Thymine 核苷酸
11 5-Oxoproline 氨基酸 43 Tyrosine 氨基酸 75 Uracil 核苷酸
12 Alanine 氨基酸 44 Valine 氨基酸 76 Uric acid 核苷酸
13 Alanyl-glutamine 氨基酸 45 4-Aminobenzoic acid 维生素 77 Uridine 核苷酸
14 Arginine 氨基酸 46 Ascorbic acid 维生素 78 Xanthine 核苷酸

15 Asparagine 氨基酸 47
Ascorbic acid
2-phosphate

维生素 79 Xanthosine 核苷酸

16 Aspartic acid 氨基酸 48 Biotin 维生素 80 Penicillin G 抗生素
17 Citrulline 氨基酸 49 Choline 维生素 81 2-Aminoethanol 其他
18 Cystathionine 氨基酸 50 Cyanocobalamin 维生素 82 2-Ketoisovaleric acid 其他

19 Cysteine 氨基酸 51 Ergocalciferol 维生素 83
3-Methyl-2-oxovaleric 

acid
其他

20 Cystine 氨基酸 52 Folic acid 维生素 84
4-Hydroxyphenyllactic 

acid
其他

21 Glutamic acid 氨基酸 53 Folinic acid 维生素 85 Citric acid 其他
22 Glutamine 氨基酸 54 Lipoic acid 维生素 86 Ethylenediamine 其他
23 Glutathione 氨基酸 55 Niacinamide 维生素 87 Fumaric acid 其他
24 Glycine 氨基酸 56 Nicotinic acid 维生素 88 Glyceric acid 其他
25 Glycyl-glutamine 氨基酸 57 Pantothenic acid 维生素 89 Histamine 其他
26 Histidine 氨基酸 58 Pyridoxal 维生素 90 Isocitric acid 其他
27 Isoleucine 氨基酸 59 Pyridoxine 维生素 91 Lactic acid 其他
28 Kynurenine 氨基酸 60 Riboflavin 维生素 92 Malic acid 其他
29 Leucine 氨基酸 61 Tocopherol acetate 维生素 93 O-Phosphoethanolamine 其他
30 Lysine 氨基酸 62 Adenine 核苷酸 94 Putrescine 其他
31 Methionine 氨基酸 63 Adenosine 核苷酸 95 Pyruvic acid 其他

32 Methionine sulfoxide 氨基酸 64
Adenosine 

monophosphate
核苷酸 96 Succinic acid 其他
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3．样品信息
表 1-2. 样品信息

厂家 培养基名称 培养基组成

厂家 1
A 基础培养基

D 基础培养基

厂家 2
B 基础培养基 +酪蛋白水解液

C 基础培养基

4．结果与讨论
4.1 添加氨基酸

A-D培养基配方中共同的组分有还原型谷胱甘肽（可水解或酶解为甘氨酸、半胱氨酸和谷氨
酸）、脯氨酸、谷氨酸钠、烟酸和维生素 C。
培养基 A-D均未检测到明显的维生素 C信号。可能的原因有：1）维生素 C在百日咳菌发酵的 0-8 

h被消耗（样品取点从 8 h以后开始）；2）维生素 C在培养基使用前即已氧化。取样 -80度保
存的未使用的 A-D培养基，按培养基上清液方法包处理后测试。结果显示，A-D培养基中均无明
显维生素 C检出，推测维生素 C在培养基使用前即已发生变化，并未在百日咳菌的培养中发挥
实际作用。

以培养时间为横坐标，目标化合物与内标物质的峰面积比为纵坐标做图。如图1-1所示，烟酸、
脯氨酸和甘氨酸的浓度均随发酵时间的增加而减少。培养基 B中甘氨酸的响应显著高于其它培养
基，推测培养基 B中的甘氨酸主要来源于酪蛋白水解液而非谷胱甘肽的水解（酶解）。测试酪蛋
白水解液的结果证实了该猜测。培养基 A、C和 D中，甘氨酸的起始浓度较低，30小时后甘氨
酸浓度缓慢上升。甘氨酸浓度的上升有两个途径：1）还原型谷胱甘肽水解（酶解）；2）其它氨
基酸转换所得。培养基 B中，甘氨酸的浓度从 10 h开始迅速降低，到 30 h左右趋于稳定。对比
培养基 B和 A、C、D，推测酪蛋白水解液的加入改变了百日咳菌的甘氨酸代谢方式。烟酸和谷
氨酸在百日咳菌发酵的早期并没有明显变化，培养的中期浓度随时间显著降低。百日咳菌发酵的
早期主要为百日咳菌的增殖，推测百日咳菌的增殖中无需烟酸和谷氨酸的参与。脯氨酸从 0小时

即急剧降低，到第 20小时，几乎消耗殆尽，因此有必要从 20小时开始在发酵中补充脯氨酸。
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图 1-1. A-D培养基中共有添加成分监测

4.2 氧化型谷胱甘肽
如图 1-2所示，在培养基 B和 C中发现了氧化型谷胱甘肽，培养基 A和 D中未检测到明显

的氧化型谷胱甘肽。出现该现象的可能原因有：1）厂家 2的百日咳菌可将还原型谷胱甘肽转换
为氧化型谷胱甘肽；2）厂家 2所用还原型谷胱甘肽不纯，其中含有氧化型谷胱甘肽。检测未使
用的培养基 B和 C，发现明显的氧化型谷胱甘肽信号。因此，培养基 B和 C中氧化型谷胱甘肽
主要来源于原始的添加，即厂家 2所用还原型谷胱甘肽中含有氧化型谷胱甘肽。

图 1-2. 培养基 B和 C中氧化型谷胱甘肽浓度变化趋势
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4.3 培养基 B 中其它氨基酸变化与其它厂家的异同
在百日咳菌的基础培养基中除添加还原型谷胱甘肽、谷氨酸和脯氨酸以外，并无其它氨基酸

的添加，即百日咳抗原蛋白所需的其它氨基酸需通过添加的氨基酸转换而来。但酪蛋白水解液的
添加抑制了部分氨基酸的转换，也产生了一些独特的代谢产物。具体情况如下：

培养基 A、C和 D中，大部分氨基酸的响应在百日咳菌发酵早期变化不大，发酵中期氨基酸
的响应随时间增加而增加。说明百日咳菌的发酵从中期开始需要氨基酸的参与。在培养基 B中，
这些氨基酸的变化趋势与培养基 A、C和 D不同，它们的响应随百日咳菌发酵时间的增加而减少。
满足以上现象的氨基酸有天冬氨酸（Aspartic acid）、丝氨酸（Serine）、蛋氨酸 (Methionine)、
异亮氨酸 (Isoleucine)和苯丙氨酸 (Phenylalanine)、亮氨酸（Leucine）、组氨酸（Histidine）和缬
氨酸（valine）。以缬氨酸为例（图 1-3），在培养基 A、C和 D中，发酵 20小时后，缬氨酸的
响应缓慢增加，30小时后呈快速增加趋势。在培养基 B中，由于有酪蛋白水解液的添加，该水
解液含有游离的缬氨酸，缬氨酸的响应较其它培养基中更为显著，且从培养的第 20小时开始，
缬氨酸的响应逐渐下降。以上现象说明，培养基 B中酪蛋白水解液的添加，改变了大部分氨基酸
的代谢。在本次研究中，这种改变主要体现为抑制部分氨基酸的合成和转换。

在培养基 A、C和 D中，精氨酸的响应不高（图 1-4），但变化趋势明显且与其它氨基酸的
变化趋势略有不同。精氨酸的响应随发酵时间的增加，先增加后减少，响应的最高值在 20-30小
时之间。培养基 B中，精氨酸的响应变化不大，出现该现象与酪蛋白水解液的添加有关。

图 1-3. 缬氨酸在培养基 A-D中的变化趋势
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图 1-4. 精氨酸在培养基 A-D中的变化趋势

色氨酸（Tryptophan）的响应在四种培养基中均呈现随时间而增加的趋势（图 1-5），从 20

到 30小时左右增长尤其快速。但相比培养基 A、C和 D，培养基 B中色氨酸的增长更为明显，
可能的原因是培养基 B中含有大量丝氨酸和半胱氨酸。细菌体内色氨酸可以由丝氨酸和半光氨酸
转换而来。半光氨酸在培养基中浓度一直较低，丝氨酸的浓度在 20~30小时间有迅速降低的现象，
由此推测色氨酸的增加是由丝氨酸转换而来。

图 1-5. 色氨酸在培养基 A-D中的变化趋势
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4.4 其它成分变化
如图 1-7，除氨基酸的变化和部分代谢产物的差异，四个厂家中存在较多共有的培养基代谢

产物且变化趋势相同，如腺苷类物质（腺苷（一磷）酸（Adenosine monophosphate）、胸腺嘧
啶（Thymine）、鸟苷（Guanosine）、胸（腺嘧啶脱氧核）苷（Thymidine）、腺嘌呤（Adenine）、
腺苷（Adenosine）和脱氧胞苷（Deoxycytidine））和有机酸（苹果酸（Malic acid）、苏糖酸（Threonic 

acid）、4-氨基丁酸（4-Aminobutyric acid）和胞苷酸（Cytidine monophosphate））等，几乎
都随时间的增加而增加且增加趋势从第一个监测点即已开始。

酪蛋白水解液的添加不仅改变氨基酸的转换途径，还有独特的代谢产物在培养基B中发现（这
些代谢产物在培养基 A、C和 D中没有明显检出），如蛋氨酸亚砜（Methionine sulfoxide）、瓜
氨酸（Citrulline）和胆碱（Choline），如图 1-6。蛋氨酸亚砜由蛋氨酸转换而来、瓜氨酸由精氨
酸转换而来，是酪蛋白水解液添加引发的两条新代谢通路。胆碱是丝氨酸和甲硫氨酸的代谢产物，
由于培养基 B中添加的酪蛋白水解液含有较高浓度的丝氨酸和甲硫氨酸，而培养基 A、C和 D中
无这两种氨基酸的添加，因此仅培养基 B中检测到明显的胆碱信号。
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图 1-6. 培养基 B中蛋氨酸亚砜、胆碱和瓜氨酸随时间变化趋势
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图 1-7. 培养基 B中其它物质的浓度变化

5．结论
细胞培养基上清液方法包与液相色谱质谱结合可实现不同来源、不同时间段的百日咳菌发酵

液的监测。不仅可以实现已知添加物的浓度变化监测，还可实现未知代谢物的监测。此次监测的
化合物种类有氨基酸、维生素、有机酸、核苷酸等。通过比较是否添加酪蛋白水解液的发酵液变
化，发现酪蛋白水解液的添加改变了百日咳菌的某些氨基酸代谢途径，同时有新的代谢产物出现。
维生素 C在各家培养基中均有添加，但并未检测到维生素 C的明显信号，推测维生素 C在发酵
前即已发生氧化，并未在培养过程中发挥实际作用。此外，相同培养基用于不同厂家的百日咳菌
培养代谢产物也存在一定差异，如氧化型谷胱甘肽只在厂家 2的 B、C培养基中有检出，在厂家
1的 A和 D培养基中无检出。
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百日咳疫苗发酵过程抗原蛋白累计曲线



摘 要：以百日咳抗原蛋白定量方法包为基
础，发展百日咳疫苗发酵过程中抗原蛋白
累计曲线的监控方法，并将该方法用于两
种不同生产工艺百日咳疫苗的比较。结果
显示，不同的培养工艺对抗原蛋白的生长
有较大影响。
关键词：百日咳 百日咳抗原蛋白累计曲线  

发酵工艺

1．引言
百日咳菌在发酵过程中产生 PT、

FHA、PRN、FIM和 ACT（争议蛋白）等
抗原蛋白。抗原蛋白累计曲线可用于指
导培养工艺的监控，如培养基的添加、
抗原蛋白的收获时间等。本文以百日咳
抗原蛋白定量方法包为基础，发展两种
不同工艺百日咳发酵过程中抗原蛋白的
监控，对比不同培养工艺对抗原蛋白累
计曲线的影响。

16
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2. 方法
样品前处理方法：取不同发酵时间段的百日咳发酵液，按百日咳抗原蛋白定量方法包处理后，

用岛津液相色谱串联三重四极杆质谱分析。

3.  实际样品测试
3.1 两种不同工艺所得 PT S1 生长曲线

PT的所有亚基均呈现相似的趋势（图 2-1）。相对于工艺 1，工艺 2中 PT S1-S5亚基的生
长更早开始，但生长速度明显慢于工艺 1。工艺 1中 PT S1-S5的生长开始较晚，但由于其生长速
度快，在 27 h左右工艺 1的发酵罐中 PT S1-S5的浓度超过工艺 2并在更快的时间内达到生长曲
线的峰值。

图 2-1  两种不同工艺所得 PT S1-S5生长曲线
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3.2 两种不同工艺所得 FHA 生长曲线
FHA和 PRN的生长曲线与 PT类似：相对于工艺 1，工艺 2中 FHA的生长更早开始，但生长

速度明显慢于工艺 1。工艺 1中 FHA的生长开始较晚，但由于其生长速度快，在 27 h左右工艺
1的发酵罐中 FHA的浓度超过工艺 2并在更快的时间内达到生长曲线的峰值。以 FHA生长曲线
为例，见图 2-2。

图 2-2  两种不同工艺所得 FHA生长曲线

4. 结论
发酵工艺不同直接导致抗原蛋白累计曲线不同且培养工艺对抗原蛋白 PT S1-S5、FHA和 PRN

的影响类似。工艺1中抗原蛋白的生成时间较工艺1更晚，但抗原蛋白的生长速度显著高于工艺2，
且在 27 h左右抗原蛋白含量超过工艺 1。
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百日咳疫苗生产各环节抗原蛋白含量测定



摘要： 以活性蛋白定量方法为基础，发展
百日咳疫苗从发酵到一次盐析、二次盐析、
浸提、粗品、精制品、脱毒和成品各环节
产品中抗原蛋白的含量测定。
关键词：百日咳  生产过程监控  PT  FHA  

PRN  FIM  ACT 

1．引言
百日咳菌在发酵后大致需要经过一次盐析、

二次盐析、浸提、粗品、精制品、脱毒几个步骤，
各环节检测合格后加入佐剂吸附制得疫苗成品。
在液相色谱串联三重四极杆质谱方法发展以前，
仅有限的几个环节可用 ELISA或 Lowry法监控，
缺乏全过程通用的监测方法。其中 Lowry仅可
用于纯蛋白的含量测定，无法应对复杂基质中
某特定蛋白的定量分析。ELISA方法存在试剂盒
开发周期长、仅适用于本企业产品、无法用于
不同企业之间产品的比较，甚至难以实现工艺
变更前后产品的对比和评价。液相色谱串联三
重四极杆质谱为基础的抗原蛋白定量方法很好
的弥补了 Lowry法和 ELISA方法的不足，可用
于全过程产品的监控、同一企业不同阶段产品
的比较以及不同企业产品的评价和对比。
    本文以岛津百日咳抗原蛋白定量方法包为基
础，用于百日咳生产全过程中抗原蛋白的含量
监控。
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2. 方法学参数
样品前处理方法：取不同阶段百日咳产品，按百日咳抗原蛋白定量方法包的方法处理后，用

岛津液相色谱串联三重四极杆质谱分析。

3.  实际样品测试
3.1 不同阶段 PT 的含量变化

如表 3-1，PT的工艺稳定性较好，3个批次 PT含量在各个阶段均呈现出批次 3>2>1的趋势；
从发酵液可知，各批次中 PT均具有较好的完整性，从 S1到 S5亚基可检测到，且亚基比例与中
国 PT标品接近；4种透过液和两次盐析上清液中目标蛋白浓度较低，表明在这些步骤中没有明
显的 PT损失；浸提上清透过液中检测到较高浓度的目标蛋白提示有生产步骤导致了目标蛋白的
碎裂，碎片透过超滤膜出现在透过液中。

表 3-1 三批次百日咳过程样品中 PT抗原蛋白含量测定
S1 S2 S3 S4 S5

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

发酵液 9.4 12.1 14.6 10.9 13.8 18.1 10.9 13.3 18.0 9.7 12.9 15.2 22.2 23.1 27.9

发酵液透过液 0.6 1.7 2.4 - 1.4 2.8 - 2.0 2.9 - 2.3 2.6 2.3 9.0 10.0

一段盐析上清 0.2 0.2 - - - - - - - - - - 2.4 - -

一段盐析上清
透过液 - 1.1 - - - - - - - - - - - - -

一次浸提上清 44.1 62.7 70.9 56.7 80.0 84.6 43.5 63.8 67.0 55.3 78.3 81.6 92.4 145.0 151.9

一次浸提
上清透过液 18.0 33.4 43.7 25.2 40.5 51.4 19.5 32.5 42.2 24.2 42.1 50.7 37.9 59.8 76.9

二次盐析上清 1.1 0.5 - - - - - 0.4 - 2.3

二次盐析
上清透过液 0.1 0.2 0.1 - - - - - - - - - - - -

粗制 104.4 177.2 281.2 105.6 162.5 252.1 92.4 142.3 197.0 218.5 347.6 493.2 349.4 374.6 554.0

精制 71.4 115.1  105.9 169.6  89.8 138.6  117.2 184.7  164.8 265.3

超滤透过液 0.8 - - - -

注：为保护用户产品信息，表中数据经过一定处理，所示数据不代表产品本身。
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3.2 不同阶段 FHA、PRN、FIM 和 ACT 含量测定
如表 3-2所示，与 PT的趋势一样，整个生产过程中，FHA、PRN、FIM和 ACT含量在 3个

批次各个阶段都呈现出批次 3>2>1；生产各阶段均有 ACT检出。与 PT一样，4种透过液和两次
盐析上清液中目标蛋白浓度较低，表明在这些步骤中没有明显的 FHA、PRN、FIM和 ACT损失；
一次浸提上清透过液中检测到较高浓度的目标蛋白，提示有生产步骤导致了目标蛋白的碎裂，碎
片透过超滤膜出现在透过液中。

表 3-2 三批次百日咳过程样品中 FHA、FRN、FIM和 ACT抗原蛋白含量测定
FHA PRN FIM ACT

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

发酵液 9.9 12.0 20.2 3.4 6.1 6.0 11.2 6.9 3.8 1.2 - 1.2

发酵液透过液 2.1 4.4 7.0 - 1.1 1.3 2.3 3.6 3.2 - - 1.3

一段盐析上清 7.1 2.9 3.0 - - - 1.0 3.4 0.9 2.9 1.7 -

一段盐析上清
透过液 2.4 2.0 1.8 - - - 1.0 3.1 0.8 - - -

一次浸提上清 171.6 188.2 184.6 52.4 65.3 62.7 23.8 31.9 30.2 14.2 41.8 41.8

一次浸提上清
透过液 79.4 95.0 116.7 23.0 32.9 39.6 4.0 13.4 17.1 9.5 20.8 24.8

二次盐析上清 3.8 9.7  - 1.8  2.2 3.9  - 2.7  

二次盐析上清
透过液 2.6 4.9 2.4 - - - 0.8 3.0 - - - -

粗制 700.9 857.2 1067.8 150.2 349.4 436.1 82.8 149.4 141.9 120.8 168.5 223.0

精制 240.4 295.0 83.4 108.5 5.5 16.6 56.2 79.5

超滤透过液 1.2 - 2.1 -

注：为保护用户产品信息，表中数据经过一定处理，所示数据不代表产品本身。

3.3 三批次中 PT-FHA-PRN 含量比
各个批次发酵液浓缩液中 PT: FHA: PRN浓度比例基本符合 1:1:0.3的要求，与现在组分百日

咳疫苗抗原比例一致，如图 3-1所示。

图 3-1  3批次发酵液中抗原蛋白比例
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4. 结论
•  1-3批次各蛋白变化趋势可以看到该生产工艺较为稳定 ;

•  从发酵液上清可以看到 PT亚基完整性较好；
•  无论是发酵上清还是粗制和精制样品中均发现 ACT相关肽段；
•  除浸提透过液以外，其余透过液和盐析上清液中均未发现明显目标蛋白，说明盐析和超滤过程
中无明显目标蛋白损失；

•  浸提透过液中目标蛋白肽段的检出提示有生产步骤导致了蛋白的碎裂。
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百日咳和百白破疫苗中 TCT 含量测定
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摘要： 百日咳杆菌气管细胞毒素（TCT）是一
种引起百白破疫苗（DTP）不良反应的毒性糖
肽。尽管各国药典均规定了百日咳疫苗产品中
TCT的含量限度，但均没有推荐 TCT的含量测
定方法。本研究以岛津液相色谱串联质谱为基
础发展了一种 TCT含量测定方法。本研究优化
了包括色谱柱类型和流动相组成在内的 TCT色
谱条件。虽然 TCT在反相色谱模式和本方法
所选特殊模式均具有较好的保留，但本方法所
选模式与蛋白沉淀的前处理方法溶剂兼容，
因此采用本方法所选模式分离 TCT。优化所
得方法具有较宽的线性范围 (5.77-369 ng/L)， 

良好的重复性 (峰面积 RSD不大于 3.88%)，各种
基质中均较好的回收率（95%-102.5%）且比衍
生 -紫外法灵敏度高 9781倍，是药典要求的 TCT

最高限量的 1/5116。将本方法用于共纯化百日咳
疫苗、组分百日咳疫苗、共纯化无细胞百白破疫
苗（co-purified DTaP）和组分无细胞百白破疫苗
（DTacP），所有产品均未有 TCT检出，表明被
检样品具有较好的工艺条件可避免 TCT在产品中
的残留。
关键词：液相色谱串联质谱 百日咳杆菌气管细胞
毒素 百白破 百日咳 TCT



1．引言
百白破（DTP）疫苗由百日咳疫苗、白喉疫苗和破伤风疫苗联合组成，是全球范围

内应用最广的疫苗之一，同时也是已报道不良反应次数最多的疫苗。2015年，百白破疫
苗不良反应约占中国疫苗不良反应的三分之一。百日咳杆菌气管细胞毒素（TCT）最早由
Goldman 等人从百日咳杆菌培养液中发现，它的存在被认为是导致百日咳疫苗和百白破
疫苗不良反应的原因之一。在呼吸上皮细胞培养实验中发现，浓度为 1 µM的 TCT即可摧
毁纤毛细胞群。当纤毛细胞被破坏以后可以产生类似百日咳的症状，如咳嗽甚至肺部感染。 
由于 TCT的高活性和破坏力，各国药典均对百日咳疫苗中 TCT的最高含量做出了限定，
不得超过 2 pmol /剂。

尽管各国药典均对 TCT的含量做出了限定，但由于无商品化 TCT对照品、TCT对照
品制备困难和缺乏高灵敏度、高选择性 TCT检测方法等原因，目前各国药典均无 TCT的
检测方法记载。由于 TCT无强紫外吸收基团（图 1）且受疫苗基质干扰，即使采用低波长
检测，仍然无法实现复杂疫苗基质中 TCT的高灵敏度、准确检测。例如，以 204 nm为检
测波长，进样 10 µL浓度为 2 nmol/L的 TCT对照品，无明显紫外吸收峰检出，该浓度为
药典规定 TCT不得残留量最高限度（2 pmol/剂，即 4 nmol/L）。Goldman等人将柱前衍
生 -HPLC-UV方法用于疫苗中 TCT的含量测定，该方法在进样 200 µL时，可实现浓度为
5 pmol/ mL TCT的检测，该方法灵敏度与药典需要尚存在一定差距，且方法耗时较长（45 

min）。此外，衍生效率受基质和衍生试剂干扰，从而影响定量的准确性、重复性和再现性，
不能实现疫苗中 TCT的高灵敏度、高选择性、准确筛查，且定量所需消耗的对照品较多，
增加了 TCT对照品制备的工作量。通用型检测器被报道为紫外检测器的有利补充，无需衍
生即可实现弱紫外吸收和无紫外吸收化合物的检测。但通用型检测器的灵敏度通常在 mg/

L级别，无法满足各国药典对 TCT含量检测的限量要求。更重要的是，无论是紫外检测器
还是通用型检测器均需要对照品，通过对比样品和对照品保留时间定性。目前尚无商品化
的 TCT对照品，且 TCT对照品的制备复杂。通过 48 h培养、纯化 1 L TCT培养液最多只
能制备得到 700 nmol的 TCT粗品。

为了实现疫苗中 TCT的有效定性和定量分析，需要发展一种无须衍生、灵敏度、选
择性较高、适合百日咳疫苗和百白破疫苗中 TCT快速筛查的方法。本文发展了一种 LC-

MS/MS方法用于百日咳疫苗和百白破疫苗中 TCT的定性和定量分析。从百日咳杆菌培养
液中纯化得到 TCT样品后，通过 LC-IT-TOF表征确定其结构后作为对照品，用于 LC-MS/

MS定量方法的发展。系统优化了 TCT检测的 MRM参数和色谱条件，并对方法的重复性、
回收率、线性、检出限（LOD）、定量限（LOQ）和残留进行了考察。 方法优化后，将其
用于两种主流工艺（共纯化和组分）所得百日咳疫苗和百白破疫苗中 TCT的检测。
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2. 方法学参数
按 TCT分析方法包操作步骤处理后，用岛津液相色谱串联三重四极杆质谱分析。

3. 结果与讨论
3.1 方法学考察

本文从选择性、样品残留、检出限 (LOD)、定量限 (LOQ)、重复性、定量准确度和线性范围对
发展的 LC-MS/MS方法进行了考察。 

使用开发的岛津液相色谱串联质谱方法分别分析了样品溶剂（乙腈水溶液）、百日咳疫苗和
百白破疫苗基质样品，在 TCT出峰处均无明显信号峰，表明该方法不受样品处理溶剂和疫苗基质
的干扰，可在复杂的疫苗基质中选择性检测 TCT，是一种高选择性的分离检测方法。用 LC-MS/MS

方法分析高浓度 TCT样品 (369 ng/L)，随后进空白溶剂分析，在 TCT出峰处无明显MRM信号峰检
出，表明该方法无明显残留（图 3D）。因此，该方法可以用于较宽浓度范围内样品的分离检测，
高浓度样品分析后无需增加色谱柱和系统清洗步骤，即可实现低浓度样品的分离检测。  

方法 LOD用统计学方法计算所得，并用实验验证后确定。统计学公式为 Keshishian等报道 [20]:

LOD =Mb + t0.95 (SDb+ SDs)/√n

其中，Mb 和 SDb 分别为空白样品的平均偏差和标准偏差，SDs 为线性曲线最低浓度点样品
的标准偏差。t0.95 是样本量 n=4时的 t分布值。LOQ 为 LOQ = 3 × LOD。 经测试和计算所得
本方法 LOD 和 LOQ分别为 0.72 ng/L和 2.88 ng/L。 配置 LOQ和 LOD对应浓度 TCT样品进样测
试，实验测试所得 0.72 ng/L（S/N=3.2）和 2.88 ng/L（S/N=13.4）TCT样品的 S/N分别不低于 3

和 10。对比本方法 LOQ和文献报道灵敏度最高的衍生 -HPLC-UV方法 [2]（进样 200 µL，LOQ为
1408.5 ng/L），本方法灵敏度比文献方法高 9781 倍。本方法定量限远低于药典对 TCT含量的控
制浓度。药典规定疫苗中 TCT含量不得超过 2 pmol每剂。按照通常疫苗体积 0.5 mL计算，药典
控制浓度应为 3684 ng/L，是本方法 LOQ （2.88 ng/L）的 5116倍。 此外，该方法仅需 10 min（含
色谱柱平衡）即可完成一个样品中 TCT的检测，与 HPLC-UV方法（超过 45 min）相比，具有更
高的检测通量。

配制浓度从 5.77 ng/L 到 369 ng/L范围内的 TCT对照品溶液，共 7个浓度样品，每个浓
度样品进样三次。将每个浓度所得 TCT的峰面积与对应浓度作线性曲线，得工作曲线：峰面积 

=1164.7 x 样品浓度 -1201.7，R2 = 0.9995。线性曲线的定量准确性用回收率 R表示。R=C测试
浓度 /C标准浓度 x 100%。C测试浓度是计算浓度，计算方法为将线性曲线浓度点峰面积带入工
作曲线，计算所得浓度，C标准浓度为配制线性曲线的实际浓度。经计算所得，线性曲线的 7个
浓度点回收率在 98.7% 到 104.8%范围内，表明该方法用于 5.77 ng/L 到 369 ng/L浓度范围内
TCT含量测定具有较高的准确性。

考察低浓度（11.5 ng/L）和中等浓度（92.3 ng/L）TCT样品进样 5次的峰面积重复性 [6]。浓
度为 11.5 ng/L 和 92.3 ng/L的 TCT溶液峰面积 RSD分别为 3.88%和 2.66%。TCT为疫苗中需严
格控制的有毒物质，如果疫苗中存在 TCT，为保证定量准确性，避免疫苗质量的误判，测定其含
量所用标准曲线建议每天测试。
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3.2 百日咳疫苗和百白破疫苗中 TCT 的含量测定
将优化后的岛津液相色谱串联质谱方法用于 9个不同厂商生产的共纯化百日咳疫苗、组分

百日咳疫苗、共纯化百白破疫苗（DTwP）和组分百白破疫苗（DTaP）中 TCT筛查和含量测定。
如表4-1所示，9个被测厂商送检的当前批次疫苗中均无 TCT检出，表明这些疫苗均未受 TCT污染。
方法回收率由以下方法测试 [3, 16]：
回收率 =(C加标 -C样品 )/C标 x 100%

C加标为疫苗加标后所得 TCT浓度，C样品为样品中 TCT浓度；C标为标准品溶液浓度。
如表 1所示，TCT在所有样品基质中均具有较好的回收率，表明共纯化百日咳疫苗、组分百日咳
疫苗、共纯化百白破疫苗（co-purified DTaP）和组分百白破疫苗（DTacP）基质均对 TCT检测没
有明显抑制作用。

表 4-1 百日咳疫苗和百白破疫苗中 TCT的检测和回收率

疫苗 厂家 含量 (ng/L) 回收率 %

Co-purified PT

1 - 102.5%

2 - 101.7%

3 - 100.0%

Component PT
4 - 97.4%

5 - 98.8%

co-purified DTaP
6 - 96.4%

7 - 99.5%

DTacP
8 - 98.3%

9 - 102.5%

-:未检出

4. 结论
本文发展了一种液相色谱串联质谱方法用于共纯化百日咳疫苗、组分百日咳疫苗、共纯化百

白破疫苗（co-purified DTaP）和组分百白破疫苗（DTacP）中 TCT的检测。该方法无需标准品，
即可实现不同厂家百日咳疫苗和百白破疫苗中 TCT的高灵敏度（LOD=0.72 ng/L）快速筛查。使
用 TCT标准品，即可实现准确定量。本文实现了百日咳细胞培养液中 TCT的纯化和结构鉴定。
系统考察了色谱模式和流动相组成（流动相 pH值、缓冲盐浓度和起始乙腈含量）对 TCT保留行
为的影响。优化所得液相色谱串联质谱法方法具有线性范围宽 (5.77-369 ng/L)、重复性好（峰面
积 RSD%不超过 3.88%）、无明显残留和可用于高通量样品检测等优点。用于 9个不同厂家、
不同生产工艺百日咳疫苗和百白破疫苗中 TCT的检测均具有较好的回收率 (96.5%-102.5%)，
其灵敏度比已报道的衍生 -HPLC-UV方法高 9781倍，是药典要求疫苗中 TCT最高残留量的
1/5116。
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百白破疫苗中抗原蛋白含量测定



1．引言
无论是共纯化疫苗还是组分疫苗，均需要

严格控制抗原蛋白的含量。目前仅有 ELISA方
法用于 PT测定，但 ELISA方法开发周期长，且
只适合特定厂家特定工艺所得百白破疫苗中某
一种抗原蛋白的含量测定，无法用于不同批次、
不同工艺、不同厂家产品的对比以及不同抗原
蛋白的同时定量和对比。岛津百白破抗原蛋白
定量方法包可以完美解决以上困惑，为百白破
疫苗成品的质量控制提供参考。

摘要： 疫苗成品中抗原蛋白的完整性和含
量与疫苗的有效性直接相关。本文将百白破
疫苗抗原蛋白含量测定方法包用于百白破疫
苗成品中抗原蛋白 PT、FHA、PRN、FIM和
ACT的含量测定。
关键词：液相色谱串联质谱 PT FHA PRN FIM 

ACT百白破
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2. 仪器、试剂和方法条件
按百白破抗原蛋白定量方法包操作步骤处理后，用岛津液相色谱串联三重四极杆质谱

分析。

3. 结果与讨论
本次共测试了 5个厂家 10批次百白破疫苗成品，包括共纯化工艺（厂家 4和 5）、组

分百白破工艺（厂家 1和 2）以及未知工艺百白破疫苗（厂家 3），测试结果如表 5-1所示。
共纯化疫苗普遍存在批次重复性的问题，如抗原蛋白含量差异和比例差异等。比如厂家 4

的两个批次中，抗原蛋白 PT，FHA和 PRN均存在较大的批次差异。但也不乏将共纯化疫苗
批次重复性做的较好的厂家，如厂家 5，无论是 PT，还是 FHA、PRN，其含量的批次差均较小。
组分疫苗中抗原蛋白普遍高于共纯化疫苗，如厂家 1和厂家 2，尤其是 PT抗原蛋白。此外，
组分疫苗还保有了较好的抗原完整性，如厂家 2的 PT，从 S1-S5均能较好检出。
厂家 3为未知工艺百白破疫苗，从抗原完整性、抗原含量及其高度的批次重复性，推测可
能为组分百白破疫苗。

表 5-1 百白破疫苗中抗原蛋白的含量测定

=
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百白破疫苗颗粒粒度分析



摘要：本文使用岛津激光粒度仪
SALD-7500nano及其批式池附件测定
了百白破抗原蛋白、铝佐剂和疫苗颗
粒的大小和分布，仪器测定重现性好，
六次测定 RSD小于 3.0%。该方法一
次测定覆盖了疫苗颗粒大小全范围，
无需多方法测量，无需拼接数据，数
据完整性好。根据百白破抗原蛋白、
铝佐剂和疫苗颗粒大小和分布的测定
结果，进而初步评价佐剂对抗原蛋白
的吸附效果，抗原蛋白与佐剂吸附完
全；且铝佐剂吸附蛋白后，颗粒与颗
粒之前存在不同程度的聚集。
关键词：激光粒度仪 抗原蛋白 铝佐剂 

疫苗 批式池
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6.1 SALD-7500nano 测定百
白破疫苗颗粒的大小和分布



1．引言
百白破疫苗是百日咳、白喉、破伤风三合一疫苗，用以预防由百日咳杆菌、白喉杆菌和破伤

风杆菌感染引起的疾病。其主要接种对象为 3月龄至 6周岁的儿童，是中国婴幼儿计划免疫的重
要组成部分。世界卫生组织（WHO）2018年统计数据显示，百白破已成为全球覆盖度最为广泛
的疫苗品种。

百白破疫苗在生产工艺上需要添加佐剂来吸附抗原蛋白，抗原蛋白与佐剂结合后形成疫苗颗
粒。疫苗颗粒的大小和分布变化会影响疫苗有效性和安全性，严重时会导致过敏、发热、红肿等
不良反应。百白破抗原蛋白颗粒一般在几十纳米至几百纳米之间，佐剂颗粒在几微米到几十微米
之间。抗原蛋白与佐剂结合后的百白破疫苗颗粒通常在零点几微米至几十微米之间，属于亚微米
（0.1 µm-1 µm）、亚可见区（1 µm-100 µm）颗粒。对疫苗颗粒大小及分布的检测尚无明确的
国标方法，《中国药典》、《美国药典》和《欧洲药典》对注射剂中大于 10 µm和 25 µm的不
溶微粒做出了限量要求，指定的检测方法为光阻法和光学显微镜法。
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这些方法具有较长的历史，其局限性尤其是在疫苗检测中的局限也多有报道。光阻法在疫苗检测
中存在局限如下：1、百白破疫苗为半透明 -浑浊液体，光阻法不适用于半透明样品的测定，且
百白破疫苗颗粒浓度高，测定过程中容易堵塞仪器；2、用样体积大，药典指定一次测定用样 25 

mL，而一支成品疫苗仅 0.5 mL；3、测定对象主要为大于 1 µm的颗粒，其测量结果不能覆盖疫
苗颗粒全范围。显微镜法存局限如下：1、要求操作人员有一定的目测经验，操作效率较低，结
果受人为因素影响；2、主要测定对象为 1 µm以上的颗粒，同样测定结果不能覆盖疫苗颗粒全范
围。对 1 µm以下颗粒大小和分布检测常用方法有尺寸排阻色谱法、超速离心分析和场流分离法
等方法，同样存在的突出问题是单一检测方法不能覆盖疫苗颗粒全范围，且多种方法测量结果由
于测定原理不同，无法完美拼接比对。

本次研究使用激光粒度仪测定了百白破疫苗抗原蛋白、铝佐剂和疫苗颗粒的大小和分布，一
次测定覆盖了疫苗颗粒大小全范围，无需多方法测量，无需拼接数据，数据完整性好。该方法操
作简易快速、稳定性高，适用于百白破疫苗颗粒大小及分布的测定。
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2．实验部分
2.1 仪器、分析条件 

疫苗企业提供的百白破疫苗的抗原蛋白、铝佐剂和疫苗。

2.2 仪器 
岛津公司 SALD-7500nano，配备批式池附件。

2.3 术语解释
DD10（10%D）指颗粒累积体积百分含量达到 10%时所对应的粒径值；
D50（50%D）指颗粒累积体积百分含量达到 50%时所对应的粒径值；
D90（90%D）指颗粒累积体积百分含量达到 90%时所对应的粒径值。

3.2 铝佐剂颗粒的测定及结果
用超纯水将铝佐剂稀释 500倍后，取 5 mL于批式池中，用激光粒度仪进行检测，使用

Wing SALDⅡ软件采集散射衍射光光强数据，根据光强数据换算得出颗粒粒径大小和分布数据，
测定结果如图 6.1-4所示。铝佐剂颗粒分布在 1 µm到 20 µm之间，中值粒径 D50为 4.27 µm。

图 6.1-3 蛋白原液颗粒大小与分布

图 6.1-1 岛津激光粒度仪 SALD-7500nano                                           图 6.1-2 批式池

3．样品测定及结果
3.1 抗原蛋白颗粒的测定及结果

取抗原蛋白 5 mL于批式池中，用激光粒度仪进行检测，使用Wing SALDⅡ软件采集散射衍
射光光强数据，根据光强数据换算得出颗粒粒径大小和分布数据，测定结果如图 6.1-3所示。抗
原蛋白颗粒在几十纳米到一百多纳米之间，中值粒径 D50为 62 nm。
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3.3 疫苗颗粒的测定及结果
百白破疫苗静置后会有沉淀，测量前将其轻微摇匀。取 0.1 mL百白破疫苗样品于离心管中，

用超纯水定容至 5 mL，即稀释 50倍。取稀释后样品于批式池中，使用激光粒度仪进行检测。使
用Wing SALDⅡ软件采集散射衍射光光强数据，根据光强数据换算得出颗粒粒径大小和分布数据，
测定结果如图 6.1-5所示。疫苗颗粒分布在几微米到几十微米之间，中值粒径 D50为 14.2 µm。

3.4 重复性考察
将上述抗原蛋白、铝佐剂和疫苗样品用批式池分别重复测定 6次，将 6次所得结果计算相

对标准偏差（即重复性），结果如表 6.1-1所示。仪器测定的重现性好，6次重复测定 D10、
D50和 D90的 RSD均小于 3.0%。

表 6.1-1 重复性考察结果

样品类型 D10 重复性（%） D50 重复性（%） D90 重复性（%）

抗原蛋白 1.3 0.66 0.45

铝佐剂 0.85 0.31 0.63

百白破疫苗 1.9 1.3 2.3

图 6.1-5 疫苗颗粒大小与分布

图 6.1-4 铝佐剂颗粒大小与分布
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4．讨论
根据百白破抗原蛋白、铝佐剂和疫苗颗粒大小和分布的测定结果，进而初步评价佐剂对抗原

蛋白的吸附效果，百白破抗原蛋白、铝佐剂和疫苗颗粒大小和分布叠加图见图 6.1-6。抗原蛋白
颗粒小于 0.2 µm，铝佐剂颗粒在 1-20 µm之间，疫苗颗粒在 2-100 µm之间。疫苗中没有小于 0.2 

µm的颗粒，表明抗原蛋白与佐剂吸附完全；且疫苗颗粒明显大于铝佐剂颗粒，中值粒径是铝佐
剂的 3-4倍，表明铝佐剂吸附蛋白后，颗粒与颗粒之间存在不同程度的聚集。

图 6.1-6 百白破抗原蛋白、铝佐剂和疫苗颗粒大小和分布叠加图

5．结论
本文使用岛津激光粒度仪 SALD-7500nano及其批式池附件测定了百白破抗原蛋白、铝佐剂

和疫苗颗粒的大小和分布。抗原蛋白颗粒在几十纳米到一百多纳米之间，中值粒径 D50为 62 

nm；铝佐剂颗粒分布在 1 µm到 20 µm之间，中值粒径 D50为 4.27 µm；疫苗颗粒分布在几微
米到几十微米之间，中值粒径 D50为 14.2 µm。仪器测定重现性好，六次测定 RSD小于 3.0%。
根据百白破抗原蛋白、铝佐剂和疫苗颗粒大小和分布的测定结果，进而初步评价佐剂对抗原蛋白
的吸附效果，抗原蛋白与佐剂吸附完全；且铝佐剂吸附蛋白后，颗粒与颗粒之间存在不同程度的
聚集。该方法一次测定覆盖了疫苗颗粒大小全范围，无需多方法测量，无需拼接数据，数据完整
性好，适用于百白破抗原蛋白、铝佐剂和疫苗颗粒大小和分布的测定。



摘要：本文使用岛津激光粒度仪
SALD-7500nano及其高浓度池附件
测定了百白破疫苗颗粒的大小和分
布，根据不同批次百白破疫苗颗粒
的大小和分布测定结果，进而评价
百白破疫苗颗粒大小批次一致性。
C-2、C-3 和 C-4 三批次疫苗颗粒
D50值比较接近，其变异系数 CV为
11.5%。C-1、C-2、C-3 和 C-4 四
批次疫苗颗粒 D50值的变异系数 CV

为 23.3%，C-1批次疫苗导致变异
系数 CV成倍数增加，说明 C1批次
疫苗颗粒一致性较其它批次相对较
差。该方法一次测定覆盖了疫苗颗
粒大小全范围，无需多方法测量，无
需拼接数据，数据完整性好，适用
于疫苗颗粒的批次一致性评价研究。
关键词：激光粒度仪 百白破疫苗  

高浓度池
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6.2 SALD-7500nano 在疫苗颗粒批次一致性评价中的应
用
摘要：本文使用岛津激光粒度仪 SALD-7500nano及其高浓度池附件测定了百白破疫苗颗粒的大
小和分布，根据不同批次百白破疫苗颗粒的大小和分布测定结果，进而评价百白破疫苗颗粒大小
批次一致性。C-2、C-3和C-4三批次疫苗颗粒D50值比较接近，其变异系数CV为11.5%。C-1、C-2、
C-3和 C-4四批次疫苗颗粒 D50值的变异系数 CV为 23.3%，C-1批次疫苗导致变异系数 CV成
倍数增加，说明 C1批次疫苗颗粒一致性较其它批次相对较差。该方法一次测定覆盖了疫苗颗粒
大小全范围，无需多方法测量，无需拼接数据，数据完整性好，适用于疫苗颗粒的批次一致性评
价研究。
关键词：激光粒度仪、百白破疫苗 高浓度池

1．引言
百白破疫苗是百日咳、白喉、破伤风三合一疫苗，用以预防由百日咳杆菌、白喉杆菌和破伤

风杆菌感染引起的疾病。其主要接种对象为 3月龄至 6周岁的儿童，是中国婴幼儿计划免疫的重
要组成部分。世界卫生组织（WHO）2018年统计数据显示，百白破已成为全球覆盖度最为广泛
的疫苗品种。

根据世界卫生组织及国家食品药品监督管理局的相关规定，新疫苗在申请生产批件之前，需
开展批次一致性研究，以验证疫苗生产过程的一致性。影响疫苗批次一致性因素很多，如疫苗活
性成分含量，疫苗颗粒分布等。疫苗颗粒大小和分布会随着生产、保存和运输条件的改变而变化，
如保存时间的长短、保存及运输过程中的温度变化、运输过程中的机械震动等都会影响疫苗颗粒
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的大小，从而在不同程度上影响疫苗的批次的一致性，严重时影响疫苗的安全性和有效性。传统
的疫苗批次一致性研究主要通过临床试验来评价疫苗的免疫原性和安全性，对疫苗颗粒大小和分
布的批次一致性研究甚少。

本研究以百白破疫苗为例，使用岛津激光粒仪测定了疫苗颗粒大小和分布，进而评价了疫苗
颗粒批次一致性，该方法一次测定覆盖了疫苗颗粒大小全范围，无需多方法测量，无需拼接数据，
数据完整性好。
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2．实验部分
2.1 样品

疫苗企业提供的百白破疫苗。
2.2 仪器 

岛津公司 SALD-7500nano，配备高浓度池附件。

2.3 术语解释
D10（10%D）指颗粒累积体积百分含量达到 10%时所对应的粒径值；
D50（50%D）指颗粒累积体积百分含量达到 50%时所对应的粒径值；
D90（90%D）指颗粒累积体积百分含量达到 90%时所对应的粒径值。

3．样品测定及结果
百白破疫苗静置后会有沉淀，测量前将其轻微摇匀。取 0.1 mL百白破疫苗样品于离心管中，

用超纯水定容至 1 mL，即稀释 10倍。取稀释后样品于高浓度池中，使用激光粒度仪进行检测。
使用Wing SALDⅡ软件采集散射衍射光光强数据，根据光强数据换算得出颗粒粒径大小和分布
数据。共测定四批次百白破疫苗，测定结果如图 3所示。

图 6.2-3 批次 C-1（左上）、C-2（右上）、C-3（左下）、C-4（右下）百白破疫苗颗粒大小和分布图

备注：百白破疫苗批次号为代称号。

            图 6.2-1 岛津激光粒度仪 SALD-7500nano                                图 6.2-2 高浓度池  
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4．疫苗颗粒批次一致性评价
根据不同批次百白破疫苗颗粒的大小和分布测定结果，进而评价百白破疫苗颗粒大小批次一

致性。不同批次疫苗颗粒大小与分布叠加图如图 6.2-4所示，从分布叠加图来看，C-2和 C-4两
批次百白破疫苗颗粒分布比较一致， C-3批次百白破疫苗颗粒分布略小，而 C-1批次百白破疫
苗颗粒分布偏大。

不同批次疫苗颗粒的 D10、D50、D90值见表 6.2-1。C-1批次疫苗颗粒中值粒径 D50为 8.7 

µm，较其它批次偏大；C-2、C-3和 C-4批次疫苗颗粒中值粒径比较接近，分别为 6.1 µm、5.1 

µm和 6.4 µm。C-2、C-3和 C-4三批次疫苗颗粒 D50值的变异系数 CV为 11.5%，C-1、C-2、C-3

和 C-4四批次疫苗颗粒 D50值的变异系数 CV为 23.3%，C-1批次疫苗导致变异系数 CV成倍数
增加，说明 C1批次疫苗颗粒一致性较其它批次相对较差。

表 6.2-1 不同批次百白破疫苗的 D10、D50、D90值

批次 D10（μm） D50（μm） D90（μm）

C-1 3.02 8.74 25.1

C-2 2.30 6.09 16.0

C-3 2.09 5.12 12.5

C-4 2.53 6.42 16.3

图 6.2-4 不同批次疫苗颗粒大小与分布的叠加图
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5．结论
本文使用岛津激光粒度仪 SALD-7500nano及其高浓度池附件测定了百白破疫苗颗粒的大小

和分布，根据不同批次百白破疫苗颗粒的大小和分布测定结果，进而评价百白破疫苗颗粒大小批
次一致性。C-2、C-3和 C-4三批次疫苗颗粒 D50值比较接近，其变异系数 CV为 11.5%。C-1、
C-2、C-3和 C-4四批次疫苗颗粒 D50值的变异系数 CV为 23.3%，C-1批次疫苗导致变异系数
CV成倍数增加，说明 C1批次疫苗颗粒一致性较其它批次相对较差。该方法一次测定覆盖了疫苗
颗粒大小全范围，无需多方法测量，无需拼接数据，数据完整性好，适用于疫苗颗粒的批次一致
性评价研究。



摘要：本文使用岛津激光粒度仪 SALD-

7500nano及其高浓度池附件测定了不同
温度处理后百白破疫苗颗粒的大小和分布，
根据测定结果进而评价温度对百白破疫苗
颗粒稳定性的影响。结果表明，37oC热处
理后疫苗颗粒有变大的趋势，但与保存条
件下疫苗颗粒相比无明显变化，D50值变
异系数小，颗粒稳定性良好；而 -20oC冷
冻处理后疫苗颗粒明显变大，D50超过保
存条件的两倍，其变异系数大，颗粒稳定
性差。该方法操作简单快速，适用于疫苗
颗粒稳定性评价研究。
关键词：激光粒度仪 百白破疫苗 高浓度池
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6.3 SALD-7500nano 在疫
苗颗粒稳定性评价中的应用



1．引言
百白破疫苗是百日咳、白喉、破伤风三合一疫苗，用以预防由百日咳杆菌、白喉杆菌和破伤

风杆菌感染引起的疾病。其主要接种对象为 3月龄至 6周岁的儿童，是中国婴幼儿计划免疫的重
要组成部分。世界卫生组织（WHO）2018年统计数据显示，百白破已成为全球覆盖度最为广泛
的疫苗品种。

疫苗颗粒的大小和分布不仅会影响疫苗的有效性和安全性，还会影响疫苗的稳定性。疫苗稳
定性研究用于确定疫苗的保存条件及有效期限，证明在有效期内疫苗的有效性和安全性。为保证
疫苗质量，世界卫生组织发布《WHO疫苗稳定性评价指南》，中国药典也明确要求开展疫苗及
需要放置的中间产物，在生产、运输和贮存过程中可能暴露的所有条件下的稳定性研究。疫苗稳
定性主要评估标准通常是看其效力能否保持合格，也可结合理化分析和生物学方法进行稳定性评
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价。
目前稳定性评价研究多集中在效力评估，缺乏对疫苗颗粒的大小和分布的理化指标稳定性研

究。疫苗储存和运输过程中温度变化，以及运输过程中的机械震动都会影响疫苗颗粒大小和分布，
从而影响疫苗的稳定性。
本研究以百白破疫苗为例，使用岛津激光粒仪测定了不同温度处理 24h后疫苗颗粒大小和分布，
进而评价温度对疫苗颗粒稳定性的影响。仪器配备温控功能，可实现在线加热，操作简便快捷。
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2．实验部分
2.1 样品

疫苗企业提供的百白破疫苗。
2.2 仪器 
岛津公司 SALD-7500nano，配备高浓度池附件。

2.3 术语解释
D10（10%D）指颗粒累积体积百分含量达到 10%时所对应的粒径值；
D50（50%D）指颗粒累积体积百分含量达到 50%时所对应的粒径值；
D90（90%D）指颗粒累积体积百分含量达到 90%时所对应的粒径值。

3．样品测定及结果
取两支同批次百白破疫苗在 37oC和 -20oC条件各处理 24小时。将处理后的疫苗轻微摇匀，

取 0.1 mL百白破疫苗样品于离心管中，用超纯水定容至 1 mL，即稀释 10倍。取稀释后样品于
高浓度池中，使用激光粒度仪进行检测。使用Wing SALDⅡ软件采集散射衍射光光强数据，根
据光强数据换算得出颗粒粒径大小和分布数据。同时测定保存条件下疫苗颗粒的大小和分布，测
定结果如图 3-5所示。

           图 6.3-1 岛津激光粒度仪 SALD-7500nano                              图 6.3-2 高浓度池

图 6.3-3  保存条件 (4oC)下百白破疫苗颗粒大小和分布图
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4．评价温度对疫苗颗粒稳定性的影响
根据不同温度条件下处理后百白破疫苗颗粒的大小和分布测定结果，进而评价温度对百白

破疫苗颗粒稳定性的影响。不同温度条件处理后的测定结果叠加图如图 6所示，从分布叠加图
来看，37oC处理后疫苗颗粒有变大的趋势，但与 4oC保存条件下的疫苗颗粒大小无明显区别，
而 -20oC处理后疫苗颗粒明显变大。

图 6.3-4  37oC加热处理后百白破疫苗颗粒大小和分布图

图 6.3-5  -20oC冷冻处理后百白破疫苗颗粒大小和分布图
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不同温度条件处理后疫苗颗粒的 D10、D50、D90值见表 1。37oC处理后疫苗颗粒 D50值
为 6.47 µm，比保存条件下（4oC）疫苗颗粒的 D50值略大；且 37oC处理后疫苗与保存条件下
疫苗颗粒 D50值的变异系数 CV为 4.28%，其变异系数小，表明百白破疫苗颗粒在 37oC条件下
的热稳定良好。而 -20oC处理后疫苗颗粒 D50为 17.4 µm，超过保存条件下疫苗颗粒 D50值的
两倍；且 -20 oC处理后疫苗与保存条件下疫苗颗粒D50值的变异系数CV为 68.1%，变异系数大，
表明百白破疫苗颗粒在 -20oC冷冻条件下的稳定性差。

表 6.3-1 不同温度处理后百白破疫苗的 D10、D50、D90值

疫苗 D10（μm） D50（μm） D90（μm）

4 oC保存 2.30 6.09 16.0

37 oC处理 2.30 6.47 18.2

-20 oC处理 6.32 17.4 47.9

5．结论
本文使用岛津激光粒度仪 SALD-7500nano及其高浓度池附件测定了不同温度处理后百白破

疫苗颗粒的大小和分布，根据测定结果进而评价温度对百白破疫苗颗粒稳定性的影响。结果表明，
37 oC热处理后疫苗颗粒有变大的趋势，但与保存条件下疫苗颗粒相比无明显变化，D50值变异
系数小，颗粒稳定性良好；而 -20oC冷冻处理后疫苗颗粒明显变大，D50超过保存条件的两倍，
其变异系数大，颗粒稳定性差。该方法操作简单快速，适用于疫苗颗粒稳定性评价研究。

图 6.3-6 不同温度条件处理后疫苗颗粒大小与分布的叠加图



51

百白破疫苗形貌分析
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摘要： 疫苗佐剂是指加入疫苗中能够增强
疫苗抗原免疫原性的物质，本文以百白破疫
苗为例，利用电子探针对疫苗佐剂的微观形
态及元素组成进行分析，从而探索佐剂对抗
原的吸附情况，为铝佐剂的质量评价提供新
的途径。
关键词：百白破疫苗   佐剂   电子探针
微区测试



1．引言
百白破疫苗，是由百日咳疫苗、精制白喉和破伤风类毒素按适量比例配制而成。国

内外多年实践证明，对百日咳、白喉、破伤风有良好的预防效果。在百白破疫苗及其它
诸多品种疫苗中，除疫苗抗原（或糖）以外，还存在另一种重要的成分――佐剂。疫苗
佐剂是指加入疫苗中能够增强疫苗抗原免疫原性的物质。在疫苗中使用佐剂可实现 4个
目标：1）增强超纯或重组抗原的免疫原性； 2）减少抗原的使用量或免疫接种的次数；
3）提高疫苗对新生儿，老年人或免疫缺陷者的效果；4）提高抗原递呈系统通过黏膜对
抗原的摄取。虽然佐剂具有诸多益处，但佐剂的引入同时也带来了问题。近年频发的疫
苗事件不乏佐剂身影的出现，如某品牌百白破疫苗因佐剂不合格撤出中国市场事件。铝
佐剂是目前为止WHO 批准唯一可以用于人用疫苗的佐剂。铝佐剂对抗原的吸附和解吸
附能力直接关系到疫苗的有效性；铝佐剂的纯度与疫苗的安全性有着重要关联。综上所述，
佐剂的质量关系诸多疫苗品种的安全性和有效性。

本文以百白破疫苗为例，利用电子探针对疫苗佐剂的微观形态及元素组成进行分析，
从而探索佐剂对抗原的吸附情况，为铝佐剂的质量评价提供新的途径。
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2．实验部分
2.1 仪器
岛津电子探针显微分析仪（EPMA-1720）

3. 结果与讨论
利用二次电子像在较低放大倍数下观察疫苗微观形态，如图 1所示，两组疫苗微观形态明

显不同，疫苗 A颗粒之间更为分散，而疫苗 B明显发生团簇；

2.2 分析条件
加速电压：15 kV

束流：形貌观察 0.1 nA、定性分析 20 nA

测试时间：定性分析 15 min

强度单位：Counts

2.3 样品及处理
用移液枪吸取少量原始液态疫苗清液，滴至粘有导电胶带的铝制样品托上，自然风干后喷镀

碳膜，上机测试。

 

 

2.1  

EPMA-1720  

 
2.2  

 15 kV 

 0.1 nA 20 nA 

 15 min 

 Counts 

2.3  

  

 

3.  

    1

A B   

  
7-1-1 A 600X                 7-1-2 B 600X  

7-1  

图 7-1-1 疫苗 A二次电子像（600X）                图 7-1-2 疫苗 B二次电子像（600X）

图 7-1 疫苗样品低倍二次电子像
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在更大倍数下进一步观察微观细节，如图 7-2-1红圈标记处所示，大尺寸的佐剂颗粒表面吸
附有尺寸更为细小的颗粒（细小颗粒应为抗原及其它结晶物）；较之疫苗 A，疫苗 B中大尺寸佐
剂颗粒周围吸附的小颗粒数量明显更多（图 7-2-2黄圈标示处大尺寸颗粒为佐剂，周边絮状物为
大量细小抗原及其它结晶物颗粒团簇后效果），由于佐剂较强的吸附作用，导致多个佐剂颗粒之
间簇成一团，即表现为图 7-1-2中的大团絮状。
对疫苗 A、疫苗 B佐剂颗粒进行微区成分定性分析（测试位置分别为图 2-1中红圈、图 7-2-2黄
圈标示处），定性谱图及半定量结果分别见图 7-3、图 7-4。

图 7-3 疫苗 A佐剂定性分析结果

图 7-2-1 疫苗 A二次电子像（2500X）               图 7-2-2 疫苗 B二次电子像（3000X）

图 7-2 疫苗样品高倍二次电子像
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由图 7-3及图 7-4定性谱图及半定量结果可知，两组疫苗佐剂颗粒均检出了 O、Al、P、
Cl、Na、K、S、Si等元素；其中，O、Al为主量元素，表明两组疫苗采用的佐剂均为铝佐剂；
P、Cl、Na、K元素应来自 PBS缓冲液，PBS缓冲液是液体疫苗的重要组成部分，主要成分为
Na2HPO4、KH2PO4、NaCl和 KCl，起溶解保护试剂的作用。微量的 S元素可能来自蛋白质和疫苗
生产工艺中硫酸铵沉淀环节，S的检出说明硫酸铵在疫苗成品中有所残留。微量的 Si元素，可能
来自铝佐剂的制备过程。

图 7-5为疫苗 A和疫苗 B定性谱图局部放大对比，可见，相较疫苗 A，疫苗 B中还检出了微
量Mg、Ca元素；Mg、Ca元素应该也来自缓冲液，作用是提供双价阳离子；这表明，两组疫苗
明显采用了不同组分的 PBS缓冲液。
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图 7-4 疫苗 B佐剂定性分析结果
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将两组疫苗佐剂颗粒微区成分分析半定量结果汇总于表 7-1进行对比。

表 7-1 疫苗佐剂半定量结果（mass%）

O Al P Cl Na K Mg Ca S Si    

疫苗 A 59.49 29.33 6.08 3.08 1.48 0.09 - - 0.09 0.35

疫苗 B 57.94 34.06 1.89 3.41 1.50 0.24 0.20 0.42 0.14 0.20

4. 结论
本文使用岛津 EPMA-1720型电子探针对两组疫苗样品进行了测试，微区形貌观察表明，两

组样品佐剂与抗原之间的吸附程度不同，疫苗 B佐剂对抗原的吸附更强，多个佐剂颗粒之间簇成
一团；微区成分定性分析表明，两组疫苗佐剂主要组分均为铝盐佐剂；相较于疫苗 A，疫苗 B中
检出了微量的Mg、Ca元素，表明两者采用了不同组分及配比的 PBS缓冲液；而两组疫苗 P元素
含量的明显差异，应是造成佐剂吸附程度差异的主要原因。类似的工作，可拓展用于疫苗行业质
量评价及基础研究工作。

由表 7-1中 P元素半定量结果可见，疫苗 A中 P元素含量明显比疫苗 B高的多；有研究表明，
佐剂对抗原的吸附能力与原液中的磷酸根 PO4

3-含量有关，磷酸根含量越高，佐剂的吸附率越低，
这应该是疫苗 B吸附能力较强进而表现为团簇状（见图 1-2）的原因所在。
综上所述，微观形态观察表明，两组疫苗佐剂微观形态、吸附程度存在明显差异；微区成分分析
表明，两组疫苗明显采用了不同组分及配比的 PBS缓冲液；而造成两组疫苗吸附程度的差异的可
能原因，推测是两者磷酸根 PO4

3-含量不同造成的。至于微观形态、吸附程度、佐剂类型等对疫
苗最终效价的影响，需要进行生物实验测定，本文不再展开，感兴趣的业内人士可做进一步研究
论证。

图 7-5 疫苗 A与疫苗 B定性谱图局部放大对比
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疫苗中甲醛残留检测



摘要： 本文使用 Nexis GC-2030 气相
色谱仪建立了测定百白破中甲醛的方
法。检测结果表明，本例中在 1~100 

µg/mL浓度范围内建立的标准曲线线性
关系良好（相关系数 0.9998）。在百
白破疫苗中加标浓度为 2、10和 100 

µg/mL的甲醛标液，测定得回收率在
83.16%~90.35%范围内。发展使用该
方法完成 6个厂家共 18批次百白破疫
苗中甲醛的含量测定，测的甲醛含量在
6.81-43.89 µg/mL之间。用于以上数据
分析表明，此方法结果可靠，可为百白
破中甲醛含量的测定提供参考。
关键词：Nexis GC-2030气相色谱仪 

百白破  甲醛
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1．引言
百白破（DTP）疫苗是百日咳、白喉类毒素和破伤风类毒素按照一定比例组成的三联疫苗，

用于预防百日咳、白喉和破伤风三种疾病。它是全球接种率最高的疫苗。
甲醛是百白破疫苗中白喉类毒素和破伤风类毒素的脱毒剂。过多甲醛的残留会导致人体的不
良反应：甲醛可以与蛋白质的氨基、巯基、羟基等多种基团发生反应，从而破坏蛋白质结构。
不同厂家百白破疫苗中甲醛的残留量，反应了不同厂家脱毒工艺的差异性。因此，需要对甲
醛的残留量进行严格监控。
《中华人民共和国药典》第三部（2015版），以下简称“中国药典”，以衍生 -紫外分

光光度法为检测方法，检测百白破等疫苗中甲醛的残留。受限于检测方法的灵敏度和选择性，
以该方法为基础的疫苗中甲醛的限定浓度均较高，如百白破疫苗中甲醛的限定浓度为 200 

µg/mL。 较低的方法灵敏度使得各厂家百白破疫苗中均难有甲醛检出，即现有药典检测方法
难以实现对现有百白破疫苗工艺的监控作用。为了提高检测灵敏度，武汉生物制品所发展了
衍生 -高效液相色谱法，用于百白破疫苗中甲醛和戊二醛的检测，该方法在一定程度上解决
了甲醛检测灵敏度的问题，其线性范围为 20-100 µg/mL。但该方法采用衍生后直接进样的
方式，导致铝佐剂、疫苗抗原蛋白等杂质吸附在色谱柱中，从而影响方法的长期稳定性。
气相色谱通常采用弱极性溶剂作为样品处理溶剂，铝佐剂和疫苗抗原蛋白等杂质在该类溶剂
中的溶解度小，可有效降低复杂基质对检测的干扰、提高方法稳定性。本文以气相色谱为基础，
建立了甲醛的含量测定方法，并用于多厂家、多批次国内外主要百白破疫苗产品中甲醛的检
测。
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2. 仪器及检测条件
用岛津疫苗中甲醛含量测定方法包处理后，用岛津 Nexis GC-2030气相色谱仪分析。

3. 方法学参数
图 8-1为甲醛标准品色谱图。本文从线性范围、检出限 (LOD)、定量限 (LOQ)、重复性

和定量准确度（回收率）等方面对该 GC方法进行了考察。

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 min

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

uV
FID1 FID1 

图 8-1 甲醛标准品色谱图
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3.1 标准曲线
取各浓度甲醛标准溶液进行测定，以峰面积为纵坐标，以浓度为横坐标，绘制标准工作曲线，

如图 8-2所示，标准曲线相关系数系数达到 0.9998。

3.2 重复性
取 1 µL对应甲醛浓度为 1 µg/mL的标样进气相色谱仪，连续进样 6次，以峰面积 RSD考察

重复性，峰面积 RSD%为 1.73%。

3.3 检出限
以 1 µg/mL甲醛标准测定液的数据，3倍信噪比计算甲醛出限，计算结果为 0.27 µg/mL。

3.4 定量限
以 1 µg/mL甲醛标准测定液的数据，10倍信噪比计算甲醛出限，计算结果为 0.9 µg/mL。

3.5 回收率
取含量较低的疫苗样品，分别添加 2 µg/mL、10 µg/mL、50 µg/mL三个浓度的标准溶液，

按照样品前处理方法进行处理，计算回收率如表 8-1所示：

表 8-1 百白破中甲醛回收率分析结果（µg/mL）

浓度 1 浓度 2 浓度 3

加标浓度 2 10 50

测得含量 (扣本底 ) 1.803 8.316 45.175

回收率 90.15% 83.16% 90.35%

  0.0 25.0 50.0 75.0
0

100000

200000

300000

图 8-2 甲醛标准曲线

面积

浓度
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表 8-2 百白破疫苗产品甲醛含量（µg/mL）

厂家编号 批次 甲醛含量（µg/mL） 厂家编号 批次 甲醛含量（µg/mL）

A

1 27.78

D

1 37.3

2 28.01 2 39.82

3 27.59 3 43.89

B

1 23.55

E

1 26.66

2 25.86 2 27.16

3 24.66 3 26.27

C

1 -

F

1 15.52

2 6.81 2 15.58

3 6.81 3 15.65

-: 表示有检出，但含量低于定量限

4. 实际样品测试
本次共测试 6个厂家共 18批次百白破疫苗。按照实验前处理方法进行处理后，进气相色谱

仪分析，检测结果如表 8-2所示。
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从同一厂家的三批次结果来看，其中五个厂家批次间差异不大，推测这五个厂家甲醛脱毒工
艺稳定；其中一个厂家的一个批次甲醛残留量与另外两个批次间差异较大，推测此批次百白破疫
苗的脱毒过程与其它两批次存在明显差异。

从整体结果对比不同厂家的结果，除 C厂家批次 1以外，六个厂家百白破疫苗的甲醛残留
量范围为 6.81~43.89 µg/mL。C厂家批次 1与其它样品一样有甲醛检出，但含量较低，低于本
方法定量限。，本文发展方法的线性范围可满足这些样品中残留甲醛的测定。同时，也反映被检
测的 6个厂家疫苗产品均符合中国药典 2015年版三部吸附无细胞百白破联合疫苗中规定的“不
高于 0.2 g/L”。

5. 结论
本文用岛津 Nexis GC-2030气相色谱仪建立了百白破疫苗中甲醛的含量测定方法。检测结果

表明，本例中标准曲线的线性相关度为 0.9998，六厂家百白破的甲醛含量均在 50 µg/mL以下，
该方法能对低于此值的甲醛含量有很好的区分度，有利于疫苗厂家监测生产流程，在百白破疫苗
中添加甲醛标样进行测试，回收率在 83.16%~90.35%，标准样品精密度 RSD值为 1.73%。数
据结果表明，Nexis GC-2030适合用于百白破疫苗中的甲醛的检测。
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Hib 疫苗和脑膜炎四价疫苗中 CTAB 的含量测定方法
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摘要： 本文发展了一种液相色谱串联质
谱方法用于 Hib疫苗和脑膜炎四价疫苗
中十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）的快
速定量方法。本方法弥补了 Hib疫苗和
脑膜炎四价疫苗中 CTAB含量监控方法缺
失的问题。本方法具有较宽的线性范围
（1.56-50 µg/L）、较好的重复性（<2%）
和较高的检测灵敏度。
关键词：液相色谱串联质谱 Hib疫苗 脑
膜炎疫苗 十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）
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1．引言
十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）是常见的多糖沉淀剂，用于培养液中多糖的富

集和粗制。虽然从理论上分析，后续制备工艺中添加的醋酸钠、苯酚等试剂具有去除
CTAB的作用。但 CTAB残留量和生产工艺去除 CTAB的能力评价等缺乏评价方法。

CTAB是一种极易残留且具有一定毒性的化合物，但由于检测方法的缺陷，药典至
今尚无 CTAB残留检测方法。CTAB为弱紫外（无紫外）吸收且缺乏衍生基团，难以用
UV/Vis检测和定量。通用型检测器可用于弱紫外化合物的直接检测，无须衍生。但该
类检测器灵敏度较低且受基质干扰较大，不适合疫苗基质中微量残留物质的检测。岛
津公司于 2018年在《疫苗质量评价新技术》 文集中首次发布了 CTAB的液相色谱串
联质谱方法检测方法。该方法兼具 LC的分离能力，又具有前体离子和产物离子双重选
择性（MRM模式），可提高检测的准确性和抗基质干扰能力，适合快速检测方法的发展。
本文在上一版文集的基础上进一步扩大方法试用范围，将其用于 Hib和脑膜炎四价疫
苗粗品和精制产品的检测，实现 CTAB的含量监控同时对工艺进行评价。
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2. 前处理
按岛津 CTAB方法包步骤处理样品后，用岛津液相色谱串联三重四极杆质谱分析。

3．方法学参数
取各浓度对照品溶液进行测定。用 ASTM法，以 LOD浓度目标化合物 S/N不小于 3，测

得本方法中去氧胆酸钠 LOD为 1.02 µg/L(S/N:5.6)。由于 CTAB的残留无法彻底消除，难以测定
LOD和 LOQ。当 CTAB浓度大于等于 1.56 µg/L时，残留 CTAB对线性曲线测定无明显影响。以
待测样品大致浓度为中心，取 5-6个浓度点，以浓度为横坐标，目标化合物峰面积为纵坐标，外
标法制作工作曲线见图 9-1。各组分线性回归方程及相关系数见表 9-1。结果表明各组分在考察
浓度范围内线性关系良好，R2大于 0.999，各标准点准确度在 95-106%之间。

表 9-1 CTAB工作曲线及相关系数

No. 名称 线性范围（µg/L） 线性方程 R2 精准度（%）

1 CTAB 1.56-50 A=133056 C-29015 0.9999 97.4-101.9

取 CTAB对照品溶液，平行进样 6针，计算目标化合物的峰面积和保留时间相对标准偏差
（RSD%）。分析结果表明， CTAB保留时间和峰面积的相对准偏差分别为 0.91%和 0.12%，，
可满足定量分析的需求。

4. 实际样品测试
将本方法用于 3批次 Hib粗制品和精制品中 CTAB的残留测定，典型色谱质谱图如图 2所示，

检测结果如表 2所示。相对于批次 2，批次 1和批次 3所用工艺能更好的去除 CTAB。
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图 9-1  CTAB工作曲线
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表 9-2. 3批次 Hib疫苗粗品和精制产品中 CTAB的含量测定

样品 CTAB（μg/L） 样品 CTAB（μg/L）

批次 1粗品 253.02 批次 1精制品 1.30

批次 2粗品 237.80 批次 2 精制品 33.32

批次 3粗品 302.66 批次 3精制品 1.33

除 Hib疫苗以外，本方法同样适用于脑膜炎 4价疫苗中 CTAB的含量检测。本次共收集 3批
次脑膜炎 A，C，W和 Y疫苗粗制和精制品，用液相色谱串联质谱法测定其含量见表 9-3，典型
色谱质谱图见图 3。

注：为保护产品信息，表中 CTAB含量并未实际测定产品含量。

图 9-2 Hib粗品（左）和精制品（右）中 CTAB的含量测定
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图 9-3 脑膜炎四价粗品（左）和精制品（右）中 CTAB的含量测定
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图 9-3 脑膜炎四价粗品（左）和精制品（右）中 CTAB 的含量测定 

 

表 9-3. 3 批次脑膜炎四价粗品和精制产品中 CTAB 的含量测定 

样品 CTAB（µg/g） 样品 CTAB（µg/g） 

批次 1A 群脑膜炎球菌粗制多糖 263.16 批次 1A 群脑膜炎球菌精制多糖 2.96 

批次 2A 群脑膜炎球菌粗制多糖 47.80 批次 2A 群脑膜炎球菌精制多糖 0.49 

批次 3A 群脑膜炎球菌粗制多糖 22.48 批次 3A 群脑膜炎球菌精制多糖 8.64 

批次 1C 群脑膜炎球菌粗制多糖 228.86 批次 1C 群脑膜炎球菌精制多糖 0.48 

批次 2C 群脑膜炎球菌粗制多糖 341.92 批次 2C 群脑膜炎球菌精制多糖 1.46 

批次 3C 群脑膜炎球菌粗制多糖 215.22 批次 3C 群脑膜炎球菌精制多糖 0.27 

批次 1Y 群脑膜炎球菌粗制多糖 322.94 批次 1Y 群脑膜炎球菌精制多糖 5.10 

批次 2Y 群脑膜炎球菌粗制多糖 274.52 批次 2Y 群脑膜炎球菌精制多糖 0.58 

批次 3Y 群脑膜炎球菌粗制多糖 249.50 批次 3Y 群脑膜炎球菌精制多糖 0.016 

批次 1W 群脑膜炎球菌粗制多糖 129.68 批次 1W 群脑膜炎球菌精制多糖 1.97 

批次 2W 群脑膜炎球菌粗制多糖 87.06 批次 2W 群脑膜炎球菌精制多糖 0.73 

批次 3W 群脑膜炎球菌粗制多糖 125.24 批次 3W 群脑膜炎球菌精制多糖 2.17 

注：为保护产品信息，表中 CTAB 含量并未实际测定产品含量。 
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本文采用了一种快速、高选择性和高灵敏度的 LC-MS/MS 检测方法，用于 Hib 疫苗和脑膜

炎四价疫苗粗品和精制品中 CTAB 的检测，解决了 CTAB 残留无法定量监控的问题，同时为多糖

疫苗的精制工艺改进提供了方向。 
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表 9-3. 3批次脑膜炎四价粗品和精制产品中 CTAB的含量测定

样品 CTAB（μg/L） 样品 CTAB（μg/L）

批次 1A群脑膜炎球菌粗制多糖 263.16 批次 1A群脑膜炎球菌精制多糖 2.96

批次 2A群脑膜炎球菌粗制多糖 47.80 批次 2A群脑膜炎球菌精制多糖 0.49

批次 3A群脑膜炎球菌粗制多糖 22.48 批次 3A群脑膜炎球菌精制多糖 8.64

批次 1C群脑膜炎球菌粗制多糖 228.86 批次 1C群脑膜炎球菌精制多糖 0.48

批次 2C群脑膜炎球菌粗制多糖 341.92 批次 2C群脑膜炎球菌精制多糖 1.46

批次 3C群脑膜炎球菌粗制多糖 215.22 批次 3C群脑膜炎球菌精制多糖 0.27

批次 1Y群脑膜炎球菌粗制多糖 322.94 批次 1Y群脑膜炎球菌精制多糖 5.10

批次 2Y群脑膜炎球菌粗制多糖 274.52 批次 2Y群脑膜炎球菌精制多糖 0.58

批次 3Y群脑膜炎球菌粗制多糖 249.50 批次 3Y群脑膜炎球菌精制多糖 0.016

批次 1W群脑膜炎球菌粗制多糖 129.68 批次 1W群脑膜炎球菌精制多糖 1.97

批次 2W群脑膜炎球菌粗制多糖 87.06 批次 2W群脑膜炎球菌精制多糖 0.73

批次 3W群脑膜炎球菌粗制多糖 125.24 批次 3W群脑膜炎球菌精制多糖 2.17

注：为保护产品信息，表中CTAB含量并未实际测定产品含量。

5. 结论
本文采用了一种快速、高选择性和高灵敏度的 LC-MS/MS检测方法，用于 Hib疫苗和脑膜炎

四价疫苗粗品和精制品中 CTAB的检测，解决了 CTAB残留无法定量监控的问题，同时为多糖疫
苗的精制工艺改进提供了方向。



本文集为《岛津疫苗质量评价新技术方案（二）》――蛋白疫苗篇，收录岛津疫苗行业组从
2018年到 2019年最新的疫苗开发应用，是《岛津疫苗质量评价新技术方案（一）》――多糖
疫苗篇的延续。本文集主要涉及的疫苗品种有百日咳疫苗、百白破疫苗和多糖蛋白结合疫苗（Hib

和脑膜炎疫苗）。
在本文集中，疫苗行业组以岛津液相色谱串联三重四极杆质谱仪、激光粒度仪、电子探针和

气相色谱仪等现代化理化分析技术为基础，为百白破疫苗的全过程质量评价发展方法。在百日咳
疫苗发酵阶段，岛津疫苗行业组创新性的将岛津专利技术“细胞培养基上清液方法包”和具有极
高定量稳定性和灵敏度的岛津液相色谱串联三重四极杆质谱结合，首次实现了百日咳发酵液组成
随时间变化曲线的监控；同时，还将岛津与中检院合作专利技术“百日咳抗原蛋白定量方法包”
用于发酵液中百日咳抗原蛋白定量曲线的绘制，首次“看”到了发酵过程中抗原蛋白的生长趋势，
并对比了不同工艺对抗原蛋白累计曲线的影响。在百日咳的纯化阶段，“百日咳抗原蛋白定量方
法包”的优势再次凸显，该方法包可用于百日咳纯化阶段任意步骤中抗原蛋白的含量测定，从而
帮助评估纯化工艺并为纯化工艺的改进提供“量”的依据。这是第一次让纯化工艺监控不再是“凭
经验”的操作，而是有“数”有“据”的优化。组分百日咳疫苗的修饰和纯度是联合疫苗生产的
重要评价指标，“百日咳抗原蛋白定量方法包”助力纯度评价，岛津液相色谱 -四极杆飞行时间
质谱定性评价组分百日咳疫苗修饰，让联合疫苗的生产环节“有理有据”。百白破的成品质量评
价是疫苗接种前的最后一道关卡，岛津多重技术为您“把好关”：岛津液相色谱三重四极杆质谱
定量抗原蛋白含量，岛津激光粒度仪评价百白破疫苗与铝佐剂的结合情况，从而监控疫苗稳定性
和批次一致性；岛津电子探针评价百白破疫苗形貌和组成；气相色谱（气相色谱质谱）监控追踪
残留溶剂含量。多重技术监控，让您放心用好“苗”。TCT是困扰百日咳疫苗 70余年来的难题，
岛津与中检院合作专利“百日咳和百白破疫苗中 TCT含量测定”方法首次实现了疫苗成品中 TCT

的含量测定，同时为百日咳工艺是否能去除 TCT的能力验证提供帮助。
岛津《疫苗质量评价新技术》系列应用文集仍在继续，除了您已阅读的第一版和第二版，第

三版的实验也正在进行中，更多精彩内容，敬请期待。

小结及展望
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