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前 言

18 世纪的欧洲大陆，让人闻风丧胆的天花挥之不去，每年因此死亡的人数超过 40 万。

为了遏制天花，人们甚至采用了极不人道的办法，如烙铁烙烫伤口….然而，事与愿违，死亡

仍在继续……直到 Edward Jenner 发现牛痘痘痂的免疫功能。 

自那以后，一次次人类与瘟疫的抗争诞生了一个又一个的疫苗。由于疫苗的接种率上

升和接种疫苗种类的增加等原因，自 1990 年以来，5 岁以下儿童的死亡率降低一半。但相

对于免疫发达的国家，非洲和拉丁美洲仍然是儿童死亡的高发地区。据《柳叶刀》2016 年统

计数据，2015 年全球五岁以下儿童死亡人数约有 590 万，其中 60%发生在非洲和亚洲的 10

个国家。在非洲安哥拉、刚果金、埃塞俄比亚和坦桑尼亚，肺炎是导致儿童死亡的最主要原

因。肺炎在不同地区发生率源于与疫苗接种率成负相关。

我国自 1978 年实施免疫规划以来，已成为世界上为数不多的能够依靠自身能力解决

全部计划免疫疫苗的国家和地区之一，基本覆盖了世界卫生组织推荐的所有重点疫苗种

类，从而极大地降低了传染病发病率和死亡率。但随着人民生活水平的提高，对疫苗的种

类和质量也在不断的提出更高的要求。

岛津公司成立百年以来，一直以“为了人类和地球的健康”为理念，以“以科学技术

为社会做贡献”为宗旨，不断研发先进仪器和软件，并聚集行业精英为各种突发事件、行

业难点提供解决方案。岛津公司一直关注疫苗行业发展，努力将现代化的分析技术应用到

对疫苗产品的质量控制与评价上。在长期的研究工作中，储备了与疫苗相关的检测新技术

方案。

本文集从分析技术方向，为疫苗的生产、质量评价和不良物质检测提供参考技术。

疫苗之父，Edward Jenner 

岛津企业管理（中国）有限公司  

分析中心   
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1 疫苗知多少？ 

疫苗是通过传统方法或基因工程等生物技术，由获得的微生物或微生物的蛋白、

多糖或核酸等富含免疫原性的生物材料制成，用于人类疾病预防或治疗的生物制品。

疫苗的防病效果已为世人公认，如普遍接种的痘苗（vaccinia），实现了全球范围内天

花（small-pox）的根除。但近些年来一些新出现和再次出现的传染病对人类健康构成

了新威胁，同时现代生物技术和分析技术的发展，又为研发新疫苗和改进现有疫苗奠

定了基础，创造了条件。 

1． 疫苗的发展  

早在公元 10 世纪，我国就采用接种人痘（天花病原体）的方法预防天花。16 世

纪，隆庆年间，出现“宁国府太平痘苗”。此后，接种人痘预防天花的方法在我国推广

使用，至 17 世纪已传至俄罗斯、日本、朝鲜等国家。西欧各国自 18 世纪也开始采用

人痘术。直到 18 世纪晚期，英国医生 Edward Jenner 实验证实接种牛痘（cowpox）可

预防天花，开启疫苗时代。 

表 1 人用疫苗发展历程  

时间 减毒活疫苗 灭活疫苗 蛋白及多糖疫苗 基因工程疫苗 

10 世纪 天花（人痘）    

18 世纪 天花（牛痘）    

19 世纪 狂犬病 伤寒   

  霍乱   

  鼠疫   

20 世纪（前 50 年）  百日咳 白喉  

  流感 破伤风  

  斑疹伤寒   

20 世纪（后 50 年） 脊髓灰质炎（口服） 脊髓灰质炎（注射） 肺炎球菌 
乙型肝炎（酵母和

CHO） 

 麻疹 狂犬病（细胞培养） 脑膜炎球菌  

 腮腺炎 乙型脑炎 b 型流感嗜血杆 百日咳类毒素 

 风疹 甲型肝炎 乙型肝炎（血 霍乱（Rctb+WC) 

 腺病毒 森林脑炎 b 型流感嗜血杆 痢疾（FS) 

 伤寒（Ty21a) 肾综合征出血热  霍乱（基因缺失) 

 水痘  伤寒 流感（基因重配） 

 轮状病毒（羊株）  无细胞百日咳  

 乙型脑炎  炭疽  

 甲型肝炎    

21 世纪 流感（冷适型）  肺炎球菌 人乳头瘤病毒 

 轮状病毒（人源）  
4 价脑膜炎球菌

（结合） 

轮状病毒（人-牛

重配） 

 带状疱疹    

    幽门螺杆菌 

    戊肝 
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2． 疫苗开发技术路线  

 

图 1 疫苗开发技术路线  

 

3． 疫苗的分类  

按免疫物质理化组成和疫苗工艺，疫苗大致可分为细菌类灭活疫苗（如全细胞百

日咳疫苗、钩端螺旋体疫苗）、细菌类减毒活疫苗（如卡介苗、口服伤寒活疫苗）、病

毒类灭活疫苗（如灭活狂犬疫苗）、病毒类减毒疫苗、细菌多糖疫苗与多糖蛋白结合

疫苗（如肺炎球菌多糖疫苗）、蛋白质类疫苗（如无细胞百日咳疫苗）、联合疫苗（如

百白破疫苗）。 

 

4． 全球疫苗动态  

据 2015 年 7 月到 2016 年 6 月统计数据，将疫苗销售金额按全球区域划分，北美

地区仍然是疫苗覆盖最高的地区（超过 60%），亚、非、澳三个地区不到 20%。在亚

洲，日本为最大疫苗覆盖地区并且有 4 家全球排名前十的疫苗企业。中国为亚洲疫苗

覆盖率排名第六的国家。与疫苗接种最发达的美国相比，中国疫苗接种还有很大增长

空间。疫苗在全球的接种情况与全球儿童存活率几乎完全一致。疫苗接种率高的北美

和欧洲是儿童存活率最高的地区，非洲和拉丁美洲为儿童存活率最低的地区。 

按品种统计，病毒和蛋白类疫苗仍然占据最大市场规模（约 50%）。同时，病毒

和蛋白类疫苗也是品种最多的疫苗类型。因此，建立病毒蛋和蛋白类疫苗的质量评价

方法，有利于疫苗行业质量评价水平的提升。本文集以 MALDI-TOF、Aggregates Sizer

和 ICP-MS/OES 分别建立病毒和蛋白类疫苗的亚基评价方法、疫苗聚集体分析和疫苗

佐剂含量测定方法。 
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表 2 为全球市场份额排名前 10 的疫苗品种。从表中数据可知，肺炎仍为全球范

围内关注度最高的疾病，这与 WHO 对全球儿童死亡原因统计结果吻合（肺炎为全球

儿童致死最高的疾病之一），尤其是疫苗接种率最低的非洲地区。本文集用 LC-MS/MS

技术发展 23 价肺炎多糖疫苗糖单元测定方法、灭活剂去氧胆酸钠和工艺残留试剂十

六烷基三甲基溴化铵的含量测定方法。 

表 2 全球市场份额排名前 10 疫苗 

排名 产品名称（商品名） 疫苗类型（化学物质） 

1 肺炎球菌结合疫苗（PREVNAR) 细菌多糖（糖蛋白） 

2 水痘带状疱疹疫苗（VARIVAX) 病毒（蛋白+核酸） 

3 流感疫苗（VAXIGRIP) 病毒（蛋白+核酸） 

4 6，11，16，18，31，33，45，52，58 型人 病毒（蛋白+核酸） 

5 6，11，16 和 18 型人乳头状瘤病毒疫苗 病毒（蛋白+核酸） 

6 肺炎球菌疫苗（PNEUMOVAX) 细菌多糖（多糖） 

7 水痘带状疱疹疫苗+麻疹、腮腺炎和风疹疫苗 病毒（蛋白+核酸） 

8 五联无细胞百日咳疫苗（TRIPACEL) 蛋白+糖蛋白+病毒 

9 脑膜炎球菌结合疫苗（MENACTRA) 细菌多糖（多糖） 

10 轮状病毒疫苗（ROTATEQ) 病毒（蛋白+核酸） 

 

5． 疫苗生产工艺举例  

疫苗生产工艺十分复杂，以肺炎多糖疫苗为例，肺炎多糖的生产需要历经细菌培

养、离心去除菌体、多糖纯化、多糖原液、半成品、成品几大主要步骤。其中，仅多

糖纯化就需要经过 12 个大环节：1. 终止液体培养（去氧胆酸钠灭活）；2. 连续流离

心，收集上清液（加入十六烷基三甲基溴化铵，CTAB）；3. 连续流离心，收集沉淀的

复合多糖；4. 复合多糖解聚（加入 CaCl2 或 NaCl）；5. 加冷乙醇至 25%，去除沉淀的

核酸、杂质；6. 收获离心上清液，补加冷乙醇至 70%-80%，沉淀收获粗多糖；7. 收

获离心沉淀的粗多糖（加入醋酸钠溶液溶解）；8. 加 2 倍体积的预冷苯酚溶液，抽提

去除蛋白；9. 吸取多糖-醋酸钠溶液相，重复苯酚抽提 2-4 次；10. 于最后一次多糖-

醋酸钠溶液相中加冷乙醇至 70%-80%；11. 离心收集沉淀，注射用水溶解；12. 膜除

菌过滤，精制多糖原液。   

疫苗生产每个环节都需严格监控、步步把关，从培养——纯化——佐剂（辅料）

添加——成品灌装（保存），任何一个环节的疏忽都将带来不可挽回的遗憾。 

 

6. 疫苗行业检测技术应用： 

   在中国，疫苗的质量检测标准大多参考《中华人民共和国药典》（2015 版）第三

部（以下简称 ChP），ChP 未收录的品种参考《欧洲药典》和世界卫生组织（WHO）

相关规定执行。从 ChP 的相关标准可以看出，紫外分光光度计等仍是疫苗质量控制的

主要技术。例如，紫外分光光度计法检测肺炎多糖疫苗糖单元含量、灭活剂去氧胆酸

含量和甲醛含量、O-乙酰基含量等。近年来，一些疫苗企业和质量监督部门也在推进
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更多的分析技术用于疫苗的质量评价并逐步成为疫苗质量控制的标准方法之一。如

HPLC-RI 技术评价乳糖纯度，原子吸收光谱法测定残留硫柳汞含量等。在全球，对于

疫苗的质量控制也有相关标准，如《欧洲药典》、《美国药典》、《英国药典》和《日本

药典》等。以上药典收录的疫苗质量评价方法与《中国药典》大体相同。但从近 5 年

国外疫苗企业和研究单位发表的研究论文来看，一些更先进的分析技术已经应用到疫

苗的质量评价中，如 LC-MS 技术在重组蛋白、类病毒疫苗、灭活病毒颗粒、多糖和

多糖蛋白结合疫苗质量评价中的应用。这些数据为寻找疫苗质量差异、监控和优化疫

苗工艺提供了有力的支撑。岛津紧跟时代步伐，与疫苗企业和监管单位携手，采用先

进仪器为中国疫苗量身定制新型检测技术，所用技术涵盖 LC-MS、MALDI-TOF、生

物药物聚集体分析仪和 ICP-MS/ICP-OES 等。新方法可用于过去无法完成的质量评价和

生产监控，特编辑成册，供业内人士参考。 

——部分数据来源于《疫苗研究与应用》 
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2 疫苗生产数据完整性管理 

——LabSolutions DB/CS 
LC 与 GC 等仪器被以医药品为主的化学与食品安全生产商等企业广泛适用于质

量管理与研究开发领域。以医药行业为中心，为了支持数据可靠性的指导方针、FDA 

21 CFR Part11、GMP 等规定及指南，需要为装置及分析数据提供更准确、更高效的维

护管理。LabSolutions DB/CS 工作站软件正是在这些需求下应运而生的分析数据系统，

具有数据管理的完整性、创新性和安全性，符合现代实验室的要求。 

LabSolutions DB/CS 软件可控制的仪器种类众多，不仅包括疫苗产品中的有效成

分质量评价以及不良物质监控所用到的 LC、LC-MS/MS、ICP-MS、Aggregates Sizer、

GC、GC-MS/MS 等仪器，还包括光谱类、溶出度仪和天平等，都可以由 LabSolutions 

DB/CS 软件统一控制。完美实现所有数据在数据库中一体化管理。 

 

图 1 LabSolutions CS 系统构架 

 

LabSolutions DB/CS 软件，数据完整性包括两大主要内容：审计追踪和数据安全。 

 

1. 数据安全 

LabSolutions DB/CS 软件通过数据库模式实现数据的封闭式管理，有效的控制数

据的不合理操作，防止数据的删除或者覆盖，更好的符合法规要求。而且，LabSolutions 

DB/CS 执行严格的用户管理原则，只有经许可的人员才能进入和使用，具体如下： 

① 用户账号的管理原则：账号不可重复、用户不可删除、非法登录提示、显示

登录时间。 

② 用户权限管理的基本原则：职责分离原则、未明确允许即为禁止、需求导向

及最小授权原则。 
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③ 用户权限管理的范围：访问权限、职责分离。 

④ 用户密码的管理原则：密码的长度与有效期、密码的复杂性（数字、符号和

大小写英文字母的混合）、旧密码不能被重用 

 

图 2 LabSolutions DB/CS 严格的用户管理模式 

 

2. 审计追踪 

GMP 中规定审计跟踪，是一系列有关计算机操作系统、应用程序及用户操作等事件的

记录，用以帮助从原始数据追踪到有关的记录、报告或事件，或从记录、报告、事件追溯到

原始数据。LabSolutions DB/CS 的审计追踪主要分为四大类：仪器类、数据类、人员类及设

置类，现在还能预置变更理由，无需手动输入，仅用鼠标选择，这样既可以符合法规要求，

又能减轻操作人员负担。 

 
图 3 LabSolutions DB/CS 数据文件审计追踪示例 

 

详细记录： 

 修改人 

 修改时间 

 修改参数 

 修改前内容 

 修改后内容 

 修改的理由 
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图 4 LabSolutions DB/CS 日志审查追踪示例 

对于数据文件，则采用版本号对数据进行管理，保存每次数据修改前后的数据及报

告，并可作为最新数据恢复。同时，防止数据的覆盖，实现数据追溯。

 

图 5 LabSolutions DB/CS 数据文件信息示例 

 

3. 备份与恢复 

以项目为单位，对实验室整体或者部分数据/日志进行定期备份。可备份在 CD/DVD、

移动硬盘、磁带等以实现异地备份。 

 

图 6  LabSolutions DB/CS 备份示例 

LabSolutions DB/CS 软件为制药企业提供完美的数据完整性方案以应对法规要

求。岛津公司作为全球著名的分析仪器厂商，进入中国近四十年，长期以来一致关注国内

外药品安全和食品安全，并及时提供全面的解决方案。 

 

日志： 

 记录所有操作 

 自动记录 

 不能修改/删除/覆盖 

 备份/恢复 
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3 疫苗生产工艺优化与调控--细胞培养上清液组

分分析 

摘要： 本文建立了一种使用岛津超高效液相色谱仪 LC-30A 和三重四极杆质谱仪 LCMS-

8060 联用同时测定细胞培养上清液中 95 种组分，快速分析了 4 种培养工艺中 95 种化合物

的相对含量变化趋势，从而为寻找细胞培养工艺的可行性并发现影响生物制品产量和质量

的关键因素提供参考。该方法在 17 min 内完成 95 种化合物的分离，分析速度快、重复性

好、灵敏度高，适合细胞培养上清液中糖类、氨基酸类、核苷类和维生素类化合物的高灵

敏度快速检测。 

关键词：超高效液相色谱仪 三重四极杆质谱仪 细胞培养工艺 

   在疫苗生产过程中，为了疫苗的质量和产量，并考虑生产的线性放大等等，需要对培

养基、培养工艺进行优化。要实现培养基和培养工艺的优化，需要实时监控生产过程中细

胞培养上清液中关键因素的变化，从而得出最优化培养基和培养工艺。 

为满足快速全面分析细胞培养上清液组分，将基础碳源、氮源、核苷酸、维生素和其

他主要代谢物一起检测分析，得到更多有关生物过程中的详细信息，我们开发出“细胞培养

分析方法包”。该技术平台采用超高效液相色谱三重四极杆液质联用仪，仅需 17 分钟，即

可同时监测分析 95 种细胞培养上清液营养成份和代谢物的相对丰度变化。本文使用岛津超

高效液相色谱仪 LC-30A 和三重四极杆质谱 LCMS-8060 联用，利用“细胞培养分析方法包”

建立了不同细胞培养工艺中营养物质和细胞代谢物的液相色谱-串联质谱的同时分析方法，

供相关人员参考。 

 

1 方法学参数 

样品前处理方法：取 500 μL 细胞培养液，在室温下离心 1 分钟（3000 rpm），吸取 100 

μL 离心后上清液到新的离心管中，然后加入 20 μL 2-异丙基苹果酸内标溶液（0.5 

mmol/L），再加入 200 μL 乙腈，涡旋使充分混匀，室温下离心 15 分钟 (15000 rpm)，精密

吸取上清液 100 μL，加入 900 μL 水，涡旋混匀，上机前再用纯水稀释 100 倍。 

本文中共涉及 4 个不同的培养工艺，取样点为培养前的新鲜培养基（D0）、第 1-5 天

每天定点取样（D1-5）。 

培养工艺 1：F1-D0, F1-D1, F1-D2, F1-D3, F1-D4, F1-D5 

培养工艺 2：F2-D0, F2-D1, F2-D2, F2-D3, F2-D4, F2-D5 

培养工艺 3：F3-D0, F3-D1, F3-D2, F3-D3, F3-D4, F3-D5 

培养工艺 4：F4-D0, F4-D1, F4-D2, F4-D3, F4-D4, F4-D5 

 

2 实际样品测试 

2.1 细胞培养上清液分析色谱图 
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使用“细胞培养分析方法包”中的方法对不同培养工艺的细胞培养上清液中组分进行分

析，目标组分不同程度被检出，色谱图如图 1 所示。 

 

图 1  F1-D3 细胞培养上清液组分分析色谱图 

2.2  4 种细胞培养工艺中部分糖、氨基酸、核苷和维生素类化合物的含量变化趋势 

 以下各柱形图均以培养时间为横坐标，目标化合物与内标化合物的峰面积比为纵坐标

进行绘图。 

2.2.1 糖类化合物 
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图 2  4 种细胞培养工艺中部分糖类化合物的相对含量变化趋势 

 4 个不同细胞培养工艺中，葡萄糖（Glucose）的相对浓度基本维持在相当水平，变化

幅度很小。葡萄糖酸（Gluconic acid）和苏糖酸（Threonic acid）的相对含量比较低，且在

F1 培养工艺中苏糖酸（Threonic acid）的相对含量随着培养时间的增加而增加，趋势明

显。 

2.2.2 氨基酸类化合物 
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图 3  4 种细胞培养工艺中部分氨基酸类化合物的相对含量变化趋势 

在 4 个不同的细胞培养工艺中，谷氨酰胺（Glutamine）消耗量比较大，在最后 2 天的

培养过程中几乎耗尽，可根据目标产物的要求适当调整该氨基酸的添加量；丙氨酸

（Alanine）随着培养时间的增加相对浓度逐渐变大，初步推断是细胞摄入过多葡萄糖，生

成代谢废物丙氨酸；鸟氨酸（Ornithine）在培养过程中基本保持一个稳定浓度，变化微

小，可结合最终产物的质量和产量来适当调整该化合物的平衡浓度。 

2.2.3 核苷类化合物 
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图 4  4 种细胞培养工艺中部分核苷类化合物的相对含量变化趋势 

 在 4 个不同的培养工艺中，核苷类化合物均随着培养时间的增加而增加，培养基中均

不含这 4 个核苷类化合物。 

2.2.4 维生素类化合物 
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图 5  4 种细胞培养工艺中部分维生素类化合物的相对含量变化趋势 

在 4 个不同培养工艺中生物素（Biotin）和叶酸（Folic acid）的相对浓度在 5 天的培养

过程中维持在一定水平，而维生素 B6（Pyridoxine）随着培养时间的增加，相对浓度逐渐

减小，可对其浓度进行适当调整，从而保证目标物最终的质量和产量符合要求。 

 

3 结论 

采用岛津公司 LCMS-8060 三重四极杆液质联用仪，结合“细胞培养分析方法包”快速分

析了 4 种培养工艺中 95 种化合物的相对含量，并对 4 个细胞培养工艺中部分糖类、氨基酸

类、核苷类和维生素类化合物随着培养时间的变化趋势进行了详细说明，结合生物制品的质

量和产量要求，选择高效快速的培养工艺，并发现影响生物制品产量和质量的关键因素，该

方法可为细胞培养工艺的选择和优化提供参考。 
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4 疫苗有效成分检测 

4.1 LC-MS/MS 技术用于肺炎多糖疫苗糖单元含量测定 

摘要： 针对欧洲药典方法测试 23 种血清类型肺炎多糖疫苗中糖单元耗时较长（完成 23 种

血清类型疫苗测试需数周时间）、重复性受基质干扰等问题，本文发展了一种 LC-MS/MS

方法，用于己糖酸、氨基己糖、己糖和甲基戊糖含量的同时测定。该方法与欧洲药典方法

相比，具有抗干扰能力强、检测通量高、快速等优点。本文发展的 LC-MS/MS 方法具有灵

敏度高（己糖酸 LOD=0.98 µg/L）、重复性好（峰面积 RSD%不超过 1.669%）、定量准确度

高（线性范围内精确度 92.9%-104.2%）、回收率高（97.6%-99.3%）、线性范围宽、耗时短

（6 min 完成 4 类糖单元的同时测定）。将该方法用于 23 种血清类型肺炎多糖疫苗中糖单

元的含量测定，并就氨基己糖的含量测定与欧洲药典对比。对比结果表明，本文发展的

LC-MS/MS 方法无须衍生且极大地加快了检测速度和提升了检测通量、具有更好的抗基质

干扰能力、更高的选择性、更高的准确度。 

 

关键词：肺炎多糖疫苗 甲基戊糖  己糖 氨基己糖  糖醛酸  LC-MS/MS 

    

肺炎球菌多糖疫苗（PPSV）是医学史上的里程碑，自 1983 年以来，肺炎球菌多糖疫

苗每年挽救数百万的生命。据不完全统计，由于肺炎多糖疫苗的注射，肺炎死亡率从

768/100,000 每年降低到 244/100,000 每年。肺炎球菌多糖疫苗由 23 种血清类型的多糖组

成，简称 PPSV-23，主要用于 2 岁以上儿童和老人。糖单元的含量是 PPSV-23 质量控制的

关键参数。欧洲药典采用化学衍生-紫外分光光度计测试吸光度值的方法对每一种血清类型

肺炎多糖疫苗中氨基己糖、糖醛酸和甲基戊糖进行测试（共 23 种血清类型）。该方法耗时

较长且衍生效率受基质组成影响较大。完成一种血清类型 PPSV 中糖单元测试的需要 12 小

时以上，23 种血清类型 PPSV 的糖单元测定需耗时数周。常见的 HPLC-UV 方法可降低基

质干扰，提高检测准确性，但仍无法避免衍生步骤。通用型检测器，如示差折光检测器

（RI）、蒸发光散射检测器（ELSD）和电雾式检测器（CAD）无须衍生即可实现高浓度弱

紫外吸收化合物的检测，但通用型检测器选择性较差，受基质干扰较大，难以实现复杂疫

苗基质中糖单元含量的准确测定。离子色谱-电化学检测器（IC-ECD）可提高检测选择性

且无需衍生，但其定量准确性受分离影响较大且分离时间较长，限制了检测通量。 

本文结合质谱的高选择性，发展了一种 LC-MS/MS 方法用于 PPSV-23 中四种糖单元

（己糖、氨基己糖、己糖酸和甲基戊糖）的同时测定。 
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图 1  PPSV 水解液中常见糖单元类型：化合物 A-F 分别为糖醛酸、己糖、氨基己糖、甲基戊糖、甲基戊

糖胺和 5-氨基-2 羧基己糖 

 

1 方法学参数 

   欧洲药典以氨基己糖、己糖酸和甲基戊糖含量作为评价 PPSV 质量的重要指标。PPSV

水解液中存在多种糖单元异构体。如己糖酸有葡萄糖醛酸和半乳糖醛酸（图 1A）、己糖异

构体有葡萄糖、半乳糖（图 1B），氨基己糖异构体有氨基葡萄糖、氨基半乳糖和氨基甘露

糖（图 1C）。因此，新发展的方法可以通过两种方式与欧洲药典要求结合：第一，将所有

异构体基线分离，分别测定其含量，通过加和测得各类糖单元总量。这种方法对分离度要

求较高，且所需标准品种类较多，工作曲线的制定时间较长。第二，新方法实现糖单元的

分类分离和检测且各异构体在该方法中具有响应一致性。即同一类糖单元的不同异构体线

性方程相似，将样品中异构体的峰面积之和带入糖单元的某一种异构体线性方程中，即可

测得样品中该类糖单元含量。这种方法所需标准品种类少，可将最易购买所得的标准品用

于标准曲线的绘制。本文依据第二种原则发展了 LC-MS/MS 方法，并对各异构体的线性曲

线进行测试，其结果如表 1 所示。从表 1 数据可知，同一类型糖单元的不同异构体线性方

程相似，如葡萄糖和半乳糖的线性方程。说明在本方法条件下，糖单元异构体具有结构响

应一致性，无需实现糖单元的异构体基线分离、用最易获得的标准品绘制工作曲线，即可

实现样品中该类糖单元的含量测定。 

表 1 己糖、己糖酸、氨基己糖和甲基戊糖方法学参数 

化合物 线性曲线 a R2 准确度 b LOD LOQ 重复性 d 回收率% 

葡萄糖 A=2229.4 C+489.4 0.9999 97.6-102.8 
3.32 

(S/Nc=5.6) 

6.64 

(S/N=12.1) 
1.669 97.6% 

半乳糖 A=2198.9 C+376.5 0.9994      

葡萄糖胺  A=6634.0 C+8907.8 0.9998 97.2-101.3   0.984 98.2% 

半乳糖胺  A=6237.9 C+3118.9 0.9996  
3.96 

(S/Nc=5.1) 

7.92 

(S/N=11.0) 
  

甘露糖胺 A=6214.5 C+1663.1 0.9998      
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葡萄糖醛酸 
A= -11.2 C2 +16686 C 

+51493 
0.9998 92.9-104.2 

0.98 

(S/N=5.6) 

1.96 

(S/N=11.5) 
1.139 99.3% 

半乳糖醛酸 
A= -12.1 C2 +15029 C 

+10597 
0.9996      

鼠李糖 A=4287.7 C +2102 0.9996 98.3-102.6 
8.20 

(S/N=5.2) 

16.41 

(S/N=10.1) 
0.804 98.5% 

a A: 峰面积; C: 浓度 (µg.L-1).  

b 准确度% = 
୅测量值	

୅理论值
x 100%;  

c S/N: 信噪比 
d 每个浓度各进样6次测试. 

     

如图2A所示，本文发展的LC-MS/MS方法仅需6 min（方法长度为10 min，样品分析用

时6 min, 色谱柱平衡用时4 min），即可实现4类糖单元的分离检测和糖单元异构体的聚类分

析。避免峰面积加和，异构体分别定量等繁琐工作。将本方法用于未水解的PPSV-23检

测，未发现目标峰，说明本方法不受内源性物质干扰，具有较高选择性。此外，还考察了

样品残留对本方法检测的影响。如图2C所示，高浓度样品分析后进样空白样品，无目标物

质检出，表明该方法无明显残留。 
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图 2  4 种疫苗糖单元的 MRM 色谱图 (A), 非水解 PPSV-23 的 MRM 色谱图 (B)，高浓度样品测试后空

白进样色谱图 (C). a1 和 a2: 鼠李糖; b: 己糖; c: 氨基己糖; d: 糖醛酸 
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方法稳定性对疫苗质量评价尤为重要。本方法通过长达 3 个月，3000 多针的进样考

察，甲基戊糖、己糖、氨基己糖和糖醛酸的保留时间 RSD%分别为 1.16%，0.34%，1.46%和

1.64%。 

 

2 LC-MS/MS 同时定量 23 种肺炎多糖疫苗水解液中 4 类糖单元 

将优化所得的 LC-MS/MS 方法用于 23 种肺炎多糖疫苗水解液中 4 类糖单元的含量测

定（典型色谱图如图 3），并对比 HCl 水解和 TFA 水解，所得结果如表 2 所示。含有目标

化合物结构单元的肺炎疫苗，LC-MS/MS 方法均可在其水解物中检出对应糖单元。反之，

则不能检出。如 1 型肺炎多糖中仅有 4 类糖单元中的糖醛酸，表 2 结果显示，除糖醛酸以

外，其它三种糖单元均不能检出。23 种 PPSV 水解液检测结果表明，LC-MS/MS 方法具有

较高的检测选择性。 

本文将三种常见的多糖水解方法用于 23 种类型肺炎多糖疫苗的水解研究（TFA，硫酸

和 HCl）。其中，硫酸水解碳化非常严重，难以实现目标化合物的稳定获取。HCl 和 TFA

都可以从肺炎多糖疫苗中水解得到糖单元。糖单元在 TFA 中稳定性高于 HCl，但 TFA 水解

效率远低于 HCl，综合对比后，选择 HCl 作为肺炎多糖疫苗的水解。 
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图 3  LC-MS/MS 分析 7F (上) 和 5 (下) 水解产物 

表 2 不同水解方式所得 23 种 PPSV 中氨基己糖、甲基戊糖、己糖和糖醛酸含量 

类型 
氨基己糖 (µg.L-1) 甲基戊糖 (µg.L-1) 己糖 (µg.L-1) 糖醛酸 (µg.L-1) 

HCl TFA HCl TFA HCl TFA HCl TFA 

1 -  -  -  122.5 47.7 

2 -  1973.1 649.5 1255.6 742.0 388.1 139.6 

3 -    755.6 485.0 488.8 526.3 

4 642.1 402.9 -  -  -  
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5 -  -  152.0  47.5 54.1 

6B -  680.4 216.1 1457.9 1172.9 -  

7F 958.7 834.2 561.0 160.1 1103.8 859.7 -  

8 -  -  2095.0 1285.2 366.7 239.4 

9N 4069.6 2589.7 -  1203.3 688.1 314.4 197.1 

9V 1279.2 974.7 -  797.8 672.7 214.1 181.5 

10A 658.9 559.5 -  1876.6 1397.1 -  

11A -  -  2524.9 2001.4 -  

12F 692.0 537.5 -  1392.4 1043.8 -  

14 659.2 519.4 -  1655.7 1136.0 -  

15B 734.6 338.4 -  2147.0 1011.5 -  

17F -  519.5 326.8 463.4 952.0 -  

18C -  313.2 116.0 973.7 1299.2 -  

19A 703.8 404.1 20.6 246.1 235.2 247.5 -  

19F 926.1 274.2 30.3 214.7 208.5 216.0 -  

20 596.2 469.1 -  2255.4 1571.4 -  

22F -  1089.1 316.7 2057.0 1833.4 334.6 225.1 

23F -  1263.4 421.7 1635.6 1154.2 -  

33F -  -  3602.7  2651.1 -  

 

3 对比欧洲药典方法和 LC-MS/MS 方法用于氨基己糖含量测定 

    本节采用欧洲药典中肺炎多糖疫苗水解的方法，即 HCl 水解，水解 23 种肺炎多糖疫

苗。水解产物分别用 LC-MS/MS 方法和欧洲药典测试，并汇总结果如表 3 所示。根据 5 型

和 7F 型肺炎多糖疫苗结构（图 4），5 型中含有氨基岩藻糖，而非氨基己糖，因此在 LC-

MS/MS 中无氨基己糖检出，但在欧洲药典方法中，5 型有明显的氨基己糖检出，说明欧洲药

典方法无法区分氨基己糖和氨基岩藻糖，甚至可能无法区分其它含有氨基的化合物和氨基取

代糖。根据 7F 型肺炎多糖结果，7F 中有氨基己糖结构单元，LC-MS/MS 亦从 7F 水解液中

检测到氨基己糖，但欧洲药典方法无法实现 7F 中氨基己糖的准确测定。综上所述，LC-

MS/MS 方法相对于欧洲药典方法具有更高的选择性和抗基质干扰能力，是 PPSV-23 质量评

价方法的有利补充。 

表 3 对比欧洲药典(EP)和 LC-MS/MS 法用于氨基己糖含量测定 

类型 EP LC-MS/MS  类型 EP LC-MS/MS 

1 - -  12F 1111.5 692.0 

2 - -  14 699.0 659.2 

3 - -  15B 592.5 734.6 

4 465.0 642.1  17F - - 

5 606.0 -  18C - - 

6B - -  19A 646.8 703.8 



7F - 958.7 19F 742.0 926.2 

8 - -  20 651.0 596.2 

9N 1566.0 4069.6 22F - - 

9V 432.0 1279.2 23F - - 

10A 480.0 658.9 33F - - 

11A - -  

-无检出。

图 4  5 型和 7F 型肺炎多糖疫苗结构及可能的水解产物 

4 疫苗水解液中其它糖单元的鉴定 

   除本文测定的 4 类糖单元以外，PPSV 水解液中还有其它糖单元存在，如图 1 中化合物

E 和 F。本文用 HPLC-IT-TOF 从 4,5 和 12F 水解液中鉴定到这两种化合物。其中化合物 E 的

分子离子峰为[M+H]=164.0996, 分子式为 C6H13NO4，保留时间为 4.48 min。化合物 F 的分子

离子峰为[M-H]=192.0503, 分子式为 C6H11NO6，保留时间为 4.82 min。随着疫苗行业和化学

合成行业的发展，若化合物 E 和 F 的对照品商品化，本文发展的 LC-MS/MS 方法也可用于

肺炎疫苗水解液中化合物 E 和化合物 F 的含量测定。 

5 结论 

本文发展的 LC-MS/MS 方法可实现 23 种肺炎多糖疫苗水解液中 4 类糖单元的同时定

量，且具有灵敏度高（己糖酸 LOD=0.98 µg/L）、重复性好（峰面积 RSD%不超过 1.669%）、

定量准确度高（线性范围内精确度 92.9%-104.2%）、回收率高（97.6%-99.3%）、线性范围宽、

耗时短（6 min 完成 4 种糖单元的同时测定）的特点。将该方法用于 23 种血清类型肺炎多糖

疫苗中糖单元的含量测定，并就氨基己糖的含量测定与欧洲药典对比。对比结果表明，本文

发展的 LC-MS/MS 方法无须衍生且极大地加快了检测速度和提升了检测通量、具有更好的

抗基质干扰能力、更高的选择性、更高的准确度。

注：本文方法已与合作的疫苗企业共同申请中国专利（ZL 2018 1 0057816.6）。
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4.2 MALDI-TOF 快速鉴定病毒蛋白类疫苗亚基组成 

摘要： 本文应用岛津基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪（MALDI-TOF）检测疫苗蛋

白组分，检测各亚基的分子量信息、分布与比例。结果显示标准品具有完整亚基组成，疫

苗样品也具有较好的亚基完整性。该结果与疫苗样品的活性结果匹配。本例表明此方法无

需样品前处理、快速简便、可靠性强，可为疫苗亚基组成分析提供有力参考。 

关键词：基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（MALDI-TOF） 疫苗 亚基 

 

接种疫苗可以预防许多流行疾病的发生，是保护婴幼儿、年老体弱者免于病痛的重要手

段。 蛋白类疫苗是品种最多，接种率最高的疫苗品种，据 2016 年统计数据显示，病毒和蛋

白类疫苗占全球疫苗销量 48.9%。亚基是病毒和蛋白类疫苗的微小结构单元，这些亚基按照

一定的比例与构象结合形成完整的蛋白，蛋白与核酸结合形成病毒，成为具有免疫活性的疫

苗成分（图 1）。因此，疫苗蛋白质各亚基的组分完整性与含量是衡量疫苗免疫能力的重要

指标。基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（MALDI-TOF）是一种软电离方式，适合蛋白

质等大分子的离子化，且具有分析质量范围宽、数据精确、通量高、速度快的优势，可以填

补 LCMS/MS 的空白，对疫苗内生物活性大分子成分进行精确地定性分析。 

 

图 1 亚基、蛋白与病毒 

以某病毒为例，不同颜色代表的各亚基以一定比例与构象结合形成蛋白质（左）；蛋白质排列并结合核酸最

终形成完整病毒（右）。图片来自网络。 

本文应用岛津基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪分析疫苗亚基组成，检测到了疫苗

品中各亚基的存在和分布比例信息，展示了 MALDI-TOF 在疫苗快速检测方面的巨大潜力。 

 

1 方法学参数 
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利用MALDI-TOF对蛋白疫苗进行组分鉴定。取样品与基质预混后点靶，自然干燥后将

靶板放入质谱进行分析。使用355 nm激光器，能量值设定为100-120之间，分子量鉴定范围

设定在2000 Da至60000 Da之间，检测目标区域蛋白峰的数量、分子量与信号峰强度。此条

件下蛋白峰的分离度较好，结果稳定，重复性高，获得了蛋白疫苗亚基组成质谱图。 

 

2 实际样品测试 

2.1 疫苗标准品测试 

疫苗质谱检测结果如图2-4所示，显示检测到了标准品中所有亚基，其中A与B亚基的信

号峰强度接近2:1，C与D亚基的信号峰强度接近1:1。检测到的分子量精确，与理论相符，质

谱图信噪比良好。 

 
图 2 MALDI-TOF 检测标准品 A，B 亚基的一级质谱图 

 

图 3 MALDI-TOF 检测标准品 C，D 亚基的一级质谱图 

 
图 4 MALDI-TOF 检测标准品 E 亚基的一级质谱图 
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2.2 疫苗样品测试 

将优化所得的 MALDI-TOF 方法用于疫苗样品亚基的测定（典型谱图如图 5-7），结果

显示疫苗样品具有较好的亚基完整性。各亚基全部检测到，其中 A 与 B 亚基的信号峰强度

接近 2:1，C 与 D 亚基的信号峰强度接近 1:1。该结果与疫苗样品的活性结果匹配。 

 

 

图 5 MALDI-TOF 检测样品 A，B 亚基的一级质谱图 

 

图 6 MALDI-TOF 检测样品 C，D 亚基的一级质谱图 

 

图 7 MALDI-TOF 检测样品 E 亚基的一级质谱图 

检测结果表明，利用 MALDI-TOF 检测到了该疫苗的所有亚基，得到了样品单电荷离

子、二电荷离子的分子量信息，结果与理论一致。 

 

3 结论 
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本文发展的基于 MALDI-TOF 对疫苗各亚基快速检测方法可实现蛋白类疫苗各亚基的

同步检测，且具有操作简便、灵敏度高、重复性好、准确率高、耗时短的特点，是疫苗、蛋

白药快速鉴定强有力的分析手段。 
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4.3 ICP-OES 和 ICP-MS 测定疫苗铝佐剂中铝的含量 

摘要：铝佐剂是应用广泛的一种疫苗佐剂，铝佐剂在使用中会存在一定的健康风险，《中国

药典》（2015 版第三部）中规定了疫苗铝佐剂中铝含量限值范围。利用硝酸溶解试样、电感

耦合等离子体发射光谱仪（ICP-OES）和电感耦合等离子体质谱仪（ICP-MS）测定了吸附破

伤风和吸附百白破联合疫苗铝佐剂中铝的含量。分析结果表明，在 0~10 mg/L 范围，线性相

关系数为 0.9999，方法检出限为 0.90 mg/L（ICP-OES）和 0.17 mg/L（ICP-MS），加标回收

率 107~116%之间，该方法可适用于疫苗铝佐剂中铝含量的快速测定。 

关键词：ICP-OES ICP-MS 疫苗 铝佐剂 铝 

 

铝佐剂作为疫苗广泛使用的疫苗佐剂，能够起到增加弱抗原免疫原性，提高免疫反应的

速度，增加持久性，调节抗体亲和力、特异性及亚单位分布等重要作用。铝佐剂主要包括氢

氧化铝和磷酸铝，氢氧化铝成本低、使用方便，是生物制品生产中应用最广的一种佐剂。由

于铝佐剂在使用中会存在一定的健康风险，《中国药典》中要求对铝佐剂疫苗需进行铝含量

测定，规定铝含量满足一定的限值要求，如吸附破伤风疫苗要求氢氧化铝含量不高于 3.0 

mg/mL（中国药典 2015 版第三部 P89），吸附无细胞百白破联合疫苗氢氧化铝含量为 1.0~1.5 

mg/mL（中国药典 2015 版第三部 P102）。《中国药典》中疫苗铝含量按照通则 3106（中国药

典 2015 版第四部 P227）进行检测，使用过量 EDTA-2Na 与铝离子反应，再用锌滴定液滴定

剩余 EDTA-2Na 来计算铝含量。通则 3106 测定过程较繁琐、效率低，本文采用硝酸溶解试

样、电感耦合等离子体发射光谱仪（ICP-OES）和电感耦合等离子体质谱仪（ICP-MS）分析

疫苗铝佐剂中铝含量，方法简便快捷，可用于疫苗铝佐剂中铝含量快速检测。 

 

一、ICP-OES 测定疫苗铝佐剂中铝的含量 

1 方法学参数 

疫苗中铝佐剂主要以胶体形式存在，使用酸溶解、稀释后直接仪器分析，ICP-OES 仪器

分析条件见表 1。以方法空白溶液连续测定 7 次计算方法检出限，按照取样量 100 μL 定容

到 10 mL 计算，得到方法的检出限（MDL）为 0.90 mg/L。用 2%硝酸将标准溶液稀释为 0、

1、2、5、10 mg/L 的标准序列，ICP-OES 标准曲线线性和谱峰轮廓图见图 1、图 2。 

表 1 ICP-OES 分析条件 

仪 器 参 数 设定值 仪 器 参 数 设定值 

高 频 功 率 1.20 kW 等离子体气流速 10.0 L/min 

辅 助 气 流 速 0.60 L/min 载 气 流 速 0.70 L/min 

炬 管 类 型 微型炬管 雾 化 器 类 型 同轴 

雾 化 室 旋流 高 频 频 率 27.12 MHz 
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图 1 ICP-OES 铝标准曲线线性图 

 

图 2 ICP-OES 铝谱峰轮廓图 

 

2 实际样品测试 

分别取两份市售吸附破伤风疫苗和吸附无细胞百白破联合疫苗，酸溶解、定容后 ICP-

OES 测定，测定结果见表 2，相对标准偏差（RSD）为 1.64%~1.86%，两批次吸附破伤风和

吸附无细胞百白破疫苗中氢氧化铝含量检测结果满足中国药典限值要求。加标回收试验结果

见表 3，回收率为 113~116%，回收率良好。 

表 2 疫苗铝佐剂测定结果（ICP-OES） 

样品 
测定值 

Al(mg/L) 

样品结果 

Al(OH)3 (mg/mL) 

平均值 

(mg/mL) 

RSD

（%） 

药典氢氧化铝限值范围 

（mg/mL） 

吸附破伤风

疫苗 

6.28 1.83 
1.86 1.64 ≤3.0 

6.49 1.89 

吸附无细胞

百白破疫苗 

4.37 1.27 
1.25 1.86 1.0~1.5 

4.21 1.23 

 

表 3 样品加标测试结果（ICP-OES） 

样品 
样品测试结果 

（mg/L） 

加标量 

（mg/L） 

加标测试结果 

（mg/L） 

回收率 

(%) 

吸附破伤风疫苗 6.39 2.0 8.65 113 

百白破 

破伤风 

百白破加标 

10 pmg/L 

破伤风加标 

Blank 
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吸附无细胞百白破疫苗 4.29 2.0 6.61 116 

二、ICP-MS 测定疫苗铝佐剂中铝的含量 

1 方法学参数 

试样使用酸溶解、稀释后直接仪器分析，ICP-MS 仪器分析条件见表 4。以方法空白溶

液连续测定 7 次计算方法检出限，按照取样量 100 μL 定容到 10 mL 计算，得到方法的检出

限（MDL）分为 0.17 mg/L。用 2%硝酸将标准溶液稀释为 0、1、2、5、10 mg/L 的标准序

列，以钪（Sc）为内标依次测定标准序列及样品，ICP-MS 标准曲线线性和谱峰轮廓图见图 

3、图 4。 

表 4 ICP-MS 分析条件 

参 数 参数设定 参 数 参数设定 

高 频 功 率 1.20 kW 等离子体气流速 8.0 L/min 

辅 助 气 流 速 1.10 L/min 载 气 流 速 0.70 L/min 

炬 管 类 型 Mini炬管 雾 化 器 类 型 同轴 

雾 化 室 旋流 雾 化 室 温 度 5℃ 

采 样 深 ： 5.0 mm 高 频 频 率 27.12 MHz 

 
图 3 ICP-MS 铝标准曲线线性图 

 
图 4 ICP-MS 铝谱峰轮廓图 

2 实际样品测试 

分别取两份市售吸附破伤风疫苗和吸附无细胞百白破联合疫苗，酸溶解、定容后 ICP-

MS 测定，测定结果见表 5 错误!未找到引用源。，相对标准偏差（RSD）为 1.10%~1.83%，

两批次吸附破伤风和吸附无细胞百白破疫苗中氢氧化铝含量检测结果满足中国药典限值要

求。加标回收试验结果见表 6，回收率为 107~116%，回收率良好。 

百白破 

破伤风 

10 mg/L 

Blank 
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表 5 疫苗铝佐剂测定结果（ICP-MS） 

样品 
测定值 

Al(mg/L) 

样品结果 

Al(OH)3 (mg/mL) 

平均值 

(mg/mL) 

RSD

（%） 

药典氢氧化铝限值范围 

（mg/mL） 

吸附破伤风

疫苗 

6.44 1.88 
1.86 1.10 ≤3.0 

6.30 1.84 

吸附无细胞

百白破疫苗 

4.29 1.25 
1.27 1.83 1.0~1.5 

4.45 1.30 

 

表 6 样品加标测试结果（ICP-MS） 

样品 
样品测试结果 

（mg/L） 

加标量 

（mg/L） 

加标测试结果 

（mg/L） 

回收率 

(%) 

吸附破伤风疫苗 6.37 2.0 8.50 107 

吸附无细胞百白破疫苗 4.37 2.0 6.68 116 

 

三、结论 

使用岛津公司 ICPE-9820 全谱直读型电感耦合等离子体发射光谱仪和 ICPMS-2030 电

感耦合等离子体质谱仪测定了疫苗铝佐剂中铝元素含量。该方法具有灵敏度高、精密度好、

分析速度快、操作简单等特点，可满足疫苗中铝佐剂铝含量检测需求。 
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5 疫苗其它物质检测 

5.1 LC-MS/MS 技术用于疫苗灭活剂去氧胆酸钠和沉淀剂十六烷基

三甲基溴化铵残留的同时检测 

摘要：本文发展了一种 LC-MS/MS 肺炎多糖疫苗中去氧胆酸钠和十六烷基三甲基溴化铵

（CTAB）的快速定量方法。相对于传统方法，本方法具有更好的抗基质干扰能力、更高

的选择性和灵敏度。本方法具有较宽的线性范围（1.56-50 µg/L）、较好的重复性（<2%）、

较好的回收率（90%-103%）和较高的检测灵敏度。此外，本文还系统考察了 CTAB 在液

相系统的残留和排除方法。 

关键词：LC-MS/MS 肺炎多糖疫苗  十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）  去氧胆酸钠 

    

23 价肺炎多糖疫苗是 23 种血清类型肺炎多糖疫苗的混合物，被称为疫苗史上的路标性

疫苗。23 种血清类型包括 1、2、3、4、5、6B、7F、8、9N、9V、10A、11A、12F、14、15B、

17A、18C、19A、19F、20、 22F、23F 和 33F。自 20 世纪 80 年代研发以后，被广泛用于

2-60 岁人群的免疫。在过去的 40 年间，23 价肺炎多糖疫苗挽救和延长了大量生命。据统计，

55 岁以下人群注射 23 价肺炎多糖疫苗，可获得 5 年甚至更长的免疫，降低 85%的肺炎感染

率。由于适用人群较广、效果较好、且肺炎为全球高发生率疾病，23 价肺炎多糖疫苗至今仍

是全球排名前十的高销量疫苗品种之一。 

 23 价肺炎多糖疫苗从收获到最终产品，一般经历以下几个环节：1. 终止液体培养（去

氧胆酸钠杀菌）；2. 连续流离心，收集上清液（加入十六烷基三甲基溴化铵，CTAB）；3. 

连续流离心，收集沉淀的复合多糖；4. 复合多糖解聚（加入 CaCl2 或 NaCl）；5. 加冷乙醇

至 25%，去除沉淀的核酸、杂质；6. 收获离心上清液，补加冷乙醇至 70%-80%，沉淀收获

粗多糖；7. 收获离心沉淀的粗多糖（加入醋酸钠溶液溶解）；8. 加 2 倍体积的预冷苯酚溶

液，抽提去除蛋白；9. 吸取多糖-醋酸钠溶液相，重复苯酚抽提 2-4 次；10. 于最后一次多糖

-醋酸钠溶液相中加冷乙醇至 70%-80%；11. 离心收集沉淀，注射用水溶解；12.膜除菌过滤，

精制多糖原液；13. -20℃以下冷冻保存。去氧胆酸钠和 CTAB 均为弱紫外（无紫外）吸收且

具有一定毒性的化合物。未经衍生的这类化合物难以用 UV/Vis 检测和定量。欧洲药典采用

衍生-UV/Vis 方法检测疫苗中去氧胆酸钠含量，CTAB 检测方法缺乏。疫苗基质复杂，UV/Vis

检测方法受基质干扰较大，灵敏度和重复性受到极大的限制。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。LC-MS/MS 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。 

本文建立了一种 LC-MS/MS 方法，采用液相分离、MRM 模式检测，实现 23 中血清类
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型肺炎多糖疫苗中去氧胆酸钠和 CTAB 的同时、准确、快速定量，为该类疫苗的质量控制提

供新思路、新方法。 

 

1 方法学参数 

   取各浓度对照品溶液进行测定（如图 1）。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 2。各组分线性回归方程及相关系数见表

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。 

  
图 1. 去氧胆酸钠和 CTAB 色谱图 

   
图 2 CTAB 和去氧胆酸钠工作曲线 

表 1 各组分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 

2 去氧胆酸钠 6.25-99 A=250.5 C-59.1 0.9997 95.4-105.6 

0.0 2.5 5.0 min
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(x10,000,000)
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 取去氧胆酸钠和 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%）如表 2 所示。分析结果表明，去氧胆酸钠保留时间和峰面积的

相对准偏差分别为 1.24%和 0.19%，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。 

 

图 3 去氧胆酸钠和 CTAB 对照品重复分析图（n=6）  

 

2 实际样品测试 

将本方法用于 23 种血清类型肺炎多糖疫苗中去氧胆酸钠和 CTAB 的残留测定（典型色

谱图如图 4 和图 5），所得结果如表 3 所示。其中，4、9N、9V 和 15B 型疫苗无明显 CTAB

检出，其余均有不同浓度检出。3 型中 CTAB 的含量高达 13.1 mg/L，需要生产企业确定该

含量用于 23 价肺炎多糖疫苗制备以及肺炎多糖疫苗的静脉注射是否存在风险。以 UV/Vis 方

法测试 23 种血清类型肺炎多糖疫苗，均含有较高浓度去氧胆酸钠，部分浓度超过 20 mg/L，

但 MS 检测结果显示 23 种血清类型肺炎多糖疫苗中，去氧胆酸钠含量均较低。可能的原因

如下：第一，去氧胆酸钠在纯化过程中被去除（与 CTAB 结合、乙醇萃取去除等）；第二，

UV/Vis 方法存在较大干扰，测试结果准确度较低。 

     选择具有代表性的 6 种血清类型肺炎多糖疫苗（酸性、两性、中性）考察 CTAB 和去

氧胆酸钠回收率，测试结果均在 90-103%之间，表面该方法存在较好的抗干扰能力和选择性。 

 

表 2. 23 种血清类型肺炎疫苗中去氧胆酸钠和 CTAB 含量测定及回收率测定 

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 min

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

1.75
(x100,000)

3:391.30>345.20(-) CE: 33.0 20171212_Phenex_OBA-CTMAB_STD7+_2U_2.lcd
1:285.10>60.10(+) CE: -29.0 20171212_Phenex_OBA-CTMAB_STD7+_2U_2.lcd
3:391.30>345.20(-) CE: 33.0 20171212_Phenex_OBA-CTMAB_STD7+_2U_3.lcd
1:285.10>60.10(+) CE: -29.0 20171212_Phenex_OBA-CTMAB_STD7+_2U_3.lcd
3:391.30>345.20(-) CE: 33.0 20171212_Phenex_OBA-CTMAB_STD7+_2U_4.lcd
1:285.10>60.10(+) CE: -29.0 20171212_Phenex_OBA-CTMAB_STD7+_2U_4.lcd
3:391.30>345.20(-) CE: 33.0 20171212_Phenex_OBA-CTMAB_STD7+_2U_5.lcd
1:285.10>60.10(+) CE: -29.0 20171212_Phenex_OBA-CTMAB_STD7+_2U_5.lcd
3:391.30>345.20(-) CE: 33.0 20171212_Phenex_OBA-CTMAB_STD7+_2U_6.lcd
1:285.10>60.10(+) CE: -29.0 20171212_Phenex_OBA-CTMAB_STD7+_2U_6.lcd
3:391.30>345.20(-) CE: 33.0 20171212_Phenex_OBA-CTMAB_STD7+_2U_7.lcd
1:285.10>60.10(+) CE: -29.0 20171212_Phenex_OBA-CTMAB_STD7+_2U_7.lcd

 4.0 5.0 min

0

1000

2000

3000

4000

5000



33 

 

血清类

型 
CTAB（μg/L） 

去氧胆酸钠

（µg/L） 
回收率% 血清类型 CTAB（µg/L） 

去氧胆酸钠

（µg/L） 
回收率% 

1 120.02a 背景较高 103.0 12F 56.90 - / 

2 51.77 背景较高 / 14 243.14 b - / 

3 13105.60b 23.54 91.8 15B - - / 

4 - - 95.6 17F 53.56 - / 

5 788.16 - 92.7 18C 3.91 - / 

6B 6.18 - 96.3 19A 430.96 b 29.3 98.2 

7F 16.16 - / 19F 3.11 - / 

8 3.76 - / 20 199.72 b - / 

9N - - / 22F 61.81 16.94 / 

9V - 19.02 / 23F 32.93 13.37 / 

10A 9.87 - / 33F 25.03 - / 

11A 63.91 - /     

-：未检出；/：未测试 

 

  
图 4 23F 型肺炎多糖疫苗中去氧胆酸钠和 CTAB 的检测 
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图 5 19A 型肺炎多糖疫苗中去氧胆酸钠和 CTAB 的检测 

针对表面活性剂在进样系统的残留问题（本文涉及的表面活性剂为 CTAB），可采用岛

津自动进样器清洗口+清洗泵的洗针方式，以甲醇：乙腈：异丙醇：水=1:1:1:1, v/v/v/v 

（含 1%FA）为 R3（清洗泵溶液），10%甲醇水为 R0，进样针外壁清洗方式清洗，清洗时

间为 3 s。 

 

3 结论 

本文建立了一种快速、高选择性和高灵敏度的 LC-MS/MS 检测方法，用于 23 种血清类

型肺炎多糖疫苗中去氧胆酸钠和 CTAB 的同时检测。与 UV/Vis 相比，该方法无须衍生且具

有更高的选择性和抗干扰能力。 
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5.2 Aggregates Sizer 在疫苗聚集体评价系统中的应用 

摘要：本文通过岛津 Aggregates Sizer 生物药物聚集体分析仪测定了疫苗聚集体的粒径和浓

度分布，探索了温度、外界压力等对疫苗聚集体产生的影响。结果表明，外界压力和温度

都会对聚集体的粒径和浓度产生影响。Aggregates Sizer 生物药物聚集体分析仪可以对疫苗

的生产工艺进行监控，评价疫苗药效和安全性能。 

关键词：疫苗 聚集体 Aggregates Sizer 

聚集体是多个单体聚合后的物质。与低分子医药相比，生物医药具有抗压能力弱、容易

聚合等弱点。有研究结果表明，生物药品因压力、温度等发生聚合后，会导致药效下降甚至

药效消失，严重时还可能会产生副作用。因此，生物药物生产领域研究外界因素（运输、保

存等）对其稳定性的影响是非常重要的。 

疫苗是生物药品的一种，对其聚集体粒径和浓度的评价是非常重要的。疫苗聚集体的粒

径范围通常在 0.2~10 μm 之间，该区域被称作亚可见区域（Sub Visible Particle，SVP）。传统

蛋白聚集体评价方法中存在“无法一次性完成 SVP 区域测定”、“无法边施压边测定”、“无法

回收已测样品”和“无法完成定量”等问题，为解决上述问题，岛津公司研发了生物医药聚集

体分析仪 Aggregates Sizer。 

岛津公司聚集体分析仪Aggregates Sizer不但可以检测7 nm到800 μm粒子的粒径范围，

而且还能定量分析 40 nm 到 20 μm 范围内生物制药聚集体的浓度，并可监测聚集体的形成

过程。 

本文利用岛津-Aggregates Sizer 生物药物聚集体分析仪测定了疫苗在不同温度和压力下

聚合体粒径和浓度的变化，从而确定温度和压力对疫苗聚集体的影响。 

 

1 实验部分 

1.1 样品 

市售疫苗 

1.2 仪器 

岛津公司 SALD-7500nano_Aggregates Sizer，批式池 

 

       
图 1 生物药品聚集体分析系统（Aggregates Sizer）              图 2 批式池 
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1.3 测定方法 

取市售疫苗一瓶（约 0.5 mL），用纯水定容至 50 mL，取适量样品置于批式池中，改变

搅拌时间及温度检测聚集体粒径及浓度变化。 

2、结果与讨论 

2.1 搅拌对疫苗聚集体粒径分布的影响 

测定了市售疫苗搅拌和不搅拌条件下聚集体的变化，搅拌 1 小时后，粒径变小，如图 3

所示，D90 由 32.0 μm 减小至 24.4 μm，其分布范围也变窄。结果表明，搅拌过程即运输过

程会对疫苗聚集体聚合反应产生影响，导致聚集体粒径变小，分布变窄。 

 

图 3 不同搅拌时间疫苗聚集体的粒径分布 

2.2 搅拌对疫苗聚集体浓度分布的影响 

检测了市售疫苗在搅拌和不搅拌情况下聚合体浓度的变化，搅拌1小时后，亚可见区域

（0.1 μm~10 μm）聚集体浓度减少，从32.3 μg/mL减少至28.1 μg/mL，如图4所示。综上，搅

拌过程即运输过程会对疫苗聚集体浓度产生影响，导致聚集体浓度降低。 

 

图4 不同搅拌时间疫苗聚集体的浓度变化 

2.3 温度对疫苗聚集体粒径分布的影响 

检测了不同温度下聚集体粒径的变化，温度从室温 25�升高至 35�时，聚集体粒径向小

粒径方向移动，如图 5 所示，D90 由 32.0 μm 减小至 20.3 μm，粒径范围变窄；将样品-20�
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冷冻保存再恢复至室温后检测，发现粒径分布变宽，D90 增大至 35.9 μm。综上所述，温度

也会对疫苗聚集体的粒径分布产生影响，导致粒径变小，分布范围变窄；样品经过-20�保存

后，粒径范围变宽。 

 

图 5 不同温度下疫苗聚集体的粒径分布 

2.4 温度对疫苗聚集体浓度分布的影响 

如图6所示，温度从25�升高至35�时，聚集体浓度减少，亚可见区域（0.1 μm~10 μm）

聚集体浓度由43.8 μg/mL减少至23.5 μg/mL。将样品-20�冷冻保存再放回至室温后检测，发

现聚集体浓度同样减少，亚可见区域（0.1 μm~10 μm）聚集体浓度为22.5 μg/mL。综上所述，

温度会对疫苗聚集体的浓度分布产生影响，温度升高，粒径变小，分布范围变窄；样品经过

-20�冷冻之后，聚集体浓度减少，但分布范围变宽。 

 

图6 不同温度下疫苗聚集体的浓度变化 

2.5 仪器精密度实验 

取适量样品置于批式池中，在无搅拌条件下，重复测定 3 次，考察仪器的精密度，如

图 7 所示，在亚可见区域聚集体浓度 3 次测定的 RSD 值小于 1%。 
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图7 疫苗聚集体的浓度结果（n=3） 

3.结论 
使用岛津Aggregates Sizer生物药物聚集体分析仪测定了疫苗聚集体的粒径和浓度分布，

并探讨了搅拌过程和温度对疫苗聚集体聚合反应的影响。通过实验发现，外界压力和温度都

会对疫苗聚合体的粒度和浓度产生影响，搅拌以及升高温度，聚合体的粒径变小，分布变窄，

且浓度减少。样品经过冷冻后，聚集体粒径变大，范围变宽，浓度减少。该聚集体分析系统

操作简单、快速，重复性良好，仪器适应于疫苗聚集体的粒径和浓度分析，可以从聚集体的

粒径和浓度方面对疫苗药效、安全性能等进行评价。 
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小结及展望 

优质疫苗的生产要求从生产管理到菌种发酵、从有效物质纯化到有害物质监控层

层把关、严格控制。本文集从数据完整性、疫苗生产工艺优化与调控、疫苗有效物质

检测和其它物质检测几个方面为疫苗行业的发展提供建议。 

数据完整性章节讲述了数据安全性、审计追踪和数据备份与恢复。数据安全性讲

解了用户账号管理原则、权限设置原则和密码设置原则等关注度最高的问题。审计追

踪讲述了仪器类、数据类、人员类及设置类审计追踪管理中高频关注问题。备份与恢

复章节，用图文展示了多种备份方式，满足不同客户的实际工作需求。 

疫苗生产工艺优化与调控章节，以细胞培养上清液组成成分为例，讲解如何应用

LC-MS/MS 技术监控细胞培养上清液中糖类、氨基酸类、核苷类和维生素类化合物等

95 种营养物质在疫苗发酵过程中的变化，检测结果可为疫苗产品质量差异、工艺优化

等提供参考。 

疫苗质量评价章节中，以全球免疫接种最多的两类疫苗（多糖疫苗和病毒蛋白类

疫苗）为例，讲解了现代化分析技术在疫苗质量评价中的作用。LC-MS/MS 技术用于

全球销量前十的肺炎多糖疫苗糖单元的含量测定，并与欧洲药典方法对比，该方法具

有通量高、快速、准确度高、抗基质干扰能力强等特点。MALDI-TOF 技术用于病毒蛋

白类疫苗亚基测试，具有无需酶解、不受分子量限制、可用于蛋白分子量的直接测试

等优点。铝佐剂是多种疫苗的重要组成部分，铝佐剂的含量与疫苗的有效性和不良反

应息息相关，本章节为铝佐剂的含量测定提供了 ICP-OES 和 ICP-MS 两种解决方案，

供不同实验条件疫苗工作者参考。 

疫苗中其它物质检测单元章节，同样以多糖类疫苗和病毒蛋白类疫苗为研究对

象。LC-MS/MS 技术为多糖疫苗的灭活剂去氧胆酸钠和沉淀剂十六烷基三甲基溴化铵

的残留检测提供解决方案。该方法弥补了十六烷基三甲基溴化铵检测方法缺失的现

状，与去氧胆酸钠的传统方法（紫外分光光度计方法）相比，具有选择性高、抗干扰

能力强的特点。疫苗聚集体变大，不仅会影响药物效果，还可能会产生副作用。本章

节用 Aggregates Sizer 生物药物聚集体分析仪测定了疫苗聚集体的粒径和浓度分布，并

探讨了搅拌过程和温度对疫苗聚集体聚合反应的影响。 

岛津一直关注人类与地球的健康，疫苗行业的解决方案也在持续更新中。如果您

希望了解更多疫苗行业解决方案，或希望发展新型疫苗质量评价技术，请与岛津联

系。 

 




