
 

建立 b 型流感嗜血杆菌结合疫苗原液的鉴别方法 
 

董 洁 1  王立萍 2  秦登科 1  张勇朝 1  潘若文 1（通讯作者） 

1.华兰生物疫苗股份有限公司，河南 新乡 453000 

2.河南省药品医疗器械检验院，河南 郑州 450018 

 

摘要：目的：建立 b 型流感嗜血杆菌结合疫苗原液中破伤风类毒素蛋白的鉴别方法，并进行验证。方法：通过裂解剂

预处理供试品后，采用双向免疫扩散法对 b 型流感嗜血杆菌结合疫苗原液进行鉴别。结果：该方法能呈现显著的免疫

沉淀条带。结论：本文建立的方法可有效准确鉴别 b 型流感嗜血杆菌结合疫苗原液中破伤风类毒素蛋白，同时为其他

多糖-蛋白结合疫苗原液及成品的鉴别检查提供新的思路和参考。 
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流感嗜血杆菌是革兰氏阴性菌，主要分为包裹型和非

包裹型，其中最常见的是 b 型流感嗜血杆菌（Haemophilus 

influenzae serotype b, Hib)[1]。Hib 主要通过呼吸道感染儿童

和低免疫力的人，是细菌性脑膜炎的主要致病因素，同时

也是 5 岁以下的儿童肺炎的重要病原体，也是全球肺炎的

主要原因[2]。在英国引入 Hib 感染蛋白结合疫苗之前，大

多数侵袭性流感嗜血杆菌病例是由 Hib 引起的，并影响幼

儿的健康，只有约 10%的侵袭性 Hib 感染发生在成人中[3]。 

1998 年，WHO 建议将 b 型流感嗜血杆菌结合疫苗纳

入全球扩展免疫规划中。据统计目前每年约有 200, 

000-700, 000 人因感染 Hib 死亡，但全球覆盖未达到

100%[4, 5]。研究表明接种疫苗后对 Hib 显性疾病的保护效

果在 40%～100%，对脑膜炎的保护效率为 89%～95%，

对肺炎的保护效果范围在 5%～95%[6]。因此目前接种疫苗

依然是控制流感嗜血杆菌的感染和流行的主要举措。 

惠氏公司 b 型流感嗜血杆菌结合疫苗是第一个获批

上市的结合疫苗，由 Hib 寡核苷酸和 CRM197 构成。有研

究报道 3 个月-5 岁儿童对 Hib 普通多糖疫苗的免疫反应

随年龄增长而增强[7]，但 2 岁以下的幼儿接种后无法产生

记忆性抗体，从而无法长期保护机体。因此出现了多糖-

载体蛋白结合疫苗，可以使 2 月龄的婴儿以中度或高水平

的保护性抗体激活 T 细胞依赖性免疫反应[8]，减少接种疫

苗者的 Hib 的携带，从而阻断 Hib 的传播[9]。华兰生物疫

苗股份有限公司致力于研发 b 型流感嗜血杆菌结合疫苗，

该疫苗为 b 型流感嗜血杆菌多糖和破伤风类毒素载体蛋

白结合，在按照《中国药典》2020 年版三部通则 3403[10]

免疫双扩散法进行鉴别试验时，发现 b 型流感嗜血杆菌结

合疫苗原液（以下简称原液）与破伤风抗毒素国家标准品

无法形成明显的沉淀线。为了解决这一问题，本文采用裂

解剂处理原液，结果表明在使用裂解剂处理后，原液可与

破伤风抗毒素国家标准品形成明显的沉淀线。本试验为其

他多糖-蛋白结合疫苗原液及成品的鉴别检查提供新的思

路和参考。 

1 仪器与试药 

1.1 仪器 

综合药品稳定性试验箱（重庆市永生仪器厂）；电子

天平（常熟市双杰测试仪器厂）；PERFECTION V30 SE

扫描仪（日本 EPSON 公司）。 

1.2 试药 

b 型流感嗜血杆菌结合疫苗原液（批号：EC202404006、

EC202404008 和 EC202404009，华兰生物疫苗股份有限公

司）；破伤风抗毒素国家标准品（批号：260014-202223，

中国食品药品检定研究院）；破伤风抗原参考品（自制，

批号：B202306004，华兰生物疫苗股份有限公司）；健

康兔血清（自制，批号：2024071801，华兰生物疫苗股份

有限公司）；0.9%氯化钠注射液（批号：C1230333B2，

河南科伦药业有限公司）；无水乙醇、冰醋酸、考马斯亮

蓝 R250、二乙醇胺、Triton X-100、氯化钠、磷酸二氢钠、

磷酸氢二钠、琼脂糖均为分析纯，水为超纯水。 

2 方法与结果 

2.1 溶液制备 

2.1.1 脱色液  

量取无水乙醇 450mL，冰醋酸 50mL，水 500mL，混

匀即为脱色液。 

2.1.2 考马斯亮蓝染色液  

称取 1.5 g 考马斯亮蓝 R250，溶解于 500mL 脱色液
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中，混匀即为 0.3%考马斯亮蓝染色液。避光保存。 

2.1.3 裂解剂  

量取二乙醇胺 2.0mL 和水 8.0mL，混匀即得二乙醇胺

溶液。量取 Triton X-100 1.0mL和水 9.0mL，混匀即得Triton 

X-100 溶液。称取氯化钠 8.850g、磷酸二氢钠 0.226g，磷

酸氢二钠 1.698g，加适量水溶解，调 PH 值至 7.2，加水

稀释至 1000mL，即为磷酸盐缓冲液。量取上述二乙醇胺

溶液 1.25mL、Triton X-100 溶液 0.20mL 和磷酸盐缓冲液

8.55mL，混匀即为裂解剂。 

2.1.4 健康兔血清 

取 2.0~2.5kg 的健康新西兰兔一只，进行心脏采血并

分离血清，将分离后的血清分装后，于-20℃保存备用。 

2.1.5 供试品溶液 

取 b 型流感嗜血杆菌结合疫苗原液 100μL，加入

100μL 裂解剂，混匀，37℃静置 90 分钟进行裂解，即得

供试品溶液。 

2.1.6 标准品溶液 

取 1 支破伤风抗毒素国家标准品，加 6mL 硼酸盐缓

冲液溶解，即为破伤风类毒素国家标准品溶液。 

2.2 鉴别试验 

①铺板  将完全溶胀的 1.5%琼脂糖溶液倾倒于水平

载玻片上(每平方厘米加 0.19mL 琼脂糖)，待凝固后，打方

形矩阵梅花孔，孔直径 3mm，孔距 3mm。 

②加样  载玻片上的中心孔加入破伤风类毒素国家

标准品溶液（a 孔），周边孔分别加入破伤风抗原参考品

（b 孔，阳性对照）、健康兔血清（d 孔，阴性对照）、

原液或供试品溶液（c 孔或 e 孔），并做好标记（见图 1

和图 2），每孔加样 20 μL。 

③扩散  加样后将载玻片置水平湿盒中，37℃扩散

24h。从载玻片上取下琼脂糖凝胶，浸泡于 0.9%氯化钠注

射液中 12～18h，除去未结合蛋白。 

④干燥、染色及脱色  将扩散完毕的琼脂糖凝胶用滤

纸吸取大量水分后，置综合药品稳定性试验箱中于 50℃

干燥 60min，干燥后用考马斯亮兰染色液染色 3min，用脱

色液反复脱色至背景近无色，沉淀线呈清晰蓝色。采用扫

描仪扫描保存图谱。 

2.3 结果 

未采用裂解剂处理的供试品鉴别试验结果见图 1。由

图 1 可知，破伤风类毒素国家标准品溶液（a 孔）与破伤

风抗原参考品溶液（b 孔，阳性对照）形成明显的沉淀线，

且破伤风类毒素国家标准品溶液（a 孔）与健康兔血清（d

孔，阴性对照）未形成明显的沉淀线，表明试验成立。但

未经裂解剂处理的供试品溶液（即原液）（图 1A 中 c 孔：

批号 EC202404006；图 1A 中 e 孔：批号 EC202404008；

图 1B 中 c 孔：批号 EC202404009）并未与破伤风类毒素

国家标准品溶液（a 孔）形成沉淀线。 

 

图 1  未采用裂解剂处理的原液鉴别试验图谱 

经过裂解剂处理的供试品鉴别试验结果见图 2。由图

2 可知，经裂解剂处理的供试品溶液（图 1A 中 c 孔：批

号 EC202404006；图 1A 中 e 孔：批号 EC202404008；图

1B 中 c 孔：批号 EC202404009）与破伤风类毒素国家标

准品溶液（a 孔）形成明显的沉淀线。试验结果表明，裂

解剂处理后可以使 b 型流感嗜血杆菌结合疫苗原液与破

伤风类毒素国家标准品发生特异性反应，形成沉淀线，可

鉴别 b 型流感嗜血杆菌结合疫苗原液中的破伤风毒素。 

 
图 2  采用裂解剂处理的原液鉴别试验图谱 

3 讨论 

Hib 曾是细菌性脑膜炎最常见的病因，其主要致病因

子是多聚核糖核糖醇磷酸酯（polyribosyl ribitol phosphate，

PRP）[11,12]。Hib 多糖结合疫苗用于预防由 b 型流感嗜血杆

菌感染引起的疾病（如脑膜炎、肺炎、败血症等），在

WHO 的推荐下已被多个国家纳入免疫接种规划[13]。在中

国，虽有许多厂家生产并上市 Hib 疫苗，但尚未被纳入国

家免疫规划[14]。随着人民生活水平的提高，药品监督管理

部门批准的非免疫规划疫苗的需求也随之增加。因此提升

疫苗的质量，改善疫苗的检验方法是刻不容缓的。 

鉴别试验是《中国药典》2020 年版三部中 b 型流感

嗜血杆菌结合疫苗各论下原液和成品都需进行的检验项

目[10]。姚等人[15]对 ACYW135 群脑膜炎球菌结合疫苗进行

鉴别，按照《中国药典》2020 年版三部中免疫双向扩散

法进行检验，抗原与抗血清可形成明显的沉淀线；方等人
[16]对 11 批上市 Hib 结合疫苗进行稳定性考察试验，在不

同的有效期点进行各项检测，结果表明抗原均能与抗血清
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形成明显的沉淀线。但实际上由于各企业结合疫苗不同的

生产工艺等因素，采用免疫双向扩散法进行部分品种结合

疫苗的鉴别检查时，抗原与抗血清未能形成明显的沉淀线。

本文通过对华兰生物疫苗股份有限公司生产的 b 型流感

嗜血杆菌结合疫苗原液在裂解剂处理前后进行鉴别试验，

发现经过裂解剂处理后的 b 型流感嗜血杆菌结合疫苗原

液可与破伤风抗毒素国家标准品形成明显的沉淀线，符合

《中国药典》2020 年版三部中该品种的标准要求。裂解

剂处理后未改变 b 型流感嗜血杆菌结合疫苗原液的免疫

原性，仅将载体蛋白与多糖分离。 

综上所述，使用裂解剂处理 b 型流感嗜血杆菌结合疫

苗原液可通过鉴别试验，证明 b 型流感嗜血杆菌结合疫苗

原液具有免疫原性。本文为优化结合疫苗的鉴别试验方法

提供了理论依据和技术参考。 
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