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四价流感病毒裂解灭活疫苗的研制 

吴建华 ，路福平 ，赵越 ，王剑飞，帅旗 ，张赘 ，朱实惠，缪小翠，赵静 ，付建林 

【摘要】 目的 研制四价流感疫苗，提高疫苗对人群的保护能力。方法 用 WHO推荐的流感 

疫苗株采用先区带离心再分子筛层析纯化的工艺制备流感疫苗，按 中国药典(2010年版 三部)的要 

求进行全项检定 ，并进行免疫原性试验和动物过敏性试验。结果 各项指标均符合《中国药典)2010 

年版三部《流感病毒裂解疫苗》项下申报注册标准。免疫原性试验结果表明在现有三价流感疫苗中 

增加一个 B型病毒抗原后，新增抗原与原有抗原无拮抗作用，不影响相关抗体的产生。过敏原性试 

验表明抗原种类和总量的增加，不会加重局部和全身的副作用反应。结论 本生产工艺成熟、稳定、 

可靠 ，可制备高质量适合人用的安全、有效的流感疫苗。 
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【Abstract】 0bjective To research and development of quadrivalent influenza vaccine，improve the 
ability of the vaccine to protect people． M ethods Using the influenza vaccine strains recommended by 

WHO，adopt zone eentrifugation and molecular sieve chromatography purification process to produce 

influenza vaccines and verify the vaccine in accordance with the requirements of Chinese Pharmacopoeia 

(20 10 Edition 3)，and then continue to test the immunogenicity and animal allergy reaction．Results The 

indicators are in line with the“China Pharmacopoeia“201 0 three edition”influenza vaccine(split virion)” 

under the registration standard． Immun0genicity test results show that adding a B virus antigen in the 

trivalent influenza vaccine，the new increased antigen and original antigen have no antagonistic effect and 

does not affect the related antibody；allergen test showed that the increase in antigen kinds and amounts does 

not aggravate the local and systemic adverse reactions．Conclusions This production technology is mature， 

stable and reliable，and can produce high quality suitable for people with safe and effective vaccine． 
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流行性感冒是影响人类身体健康和生命安全的 

重大传染性疾病，接种流感疫苗则是 目前预防和控 

制流感流行 、降低流感所造成 的疾病负担最重 要和 

最有效的手段 。 。 目前在 国内上市 的三价流感疫 

苗只含有一个 B型(Yamagata系或者 Victoria系 )， 

由于 B型病毒 Yamagata系和Victoria系之间的交叉 

保护很低 ，多年的流行病学调查证实，这种疫苗 
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．论 著 ． 

对部分接种人群没有保护效果 。本研究在 目前 

三价组分的基础上，通过优化生产工艺，制备同时 

包括 B型两系流感病 毒研制 出新 的四价流感病 毒 

裂解灭活疫苗。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 流感 疫苗株：甲 1(A／California／7／2009。 

HIN1)、甲3(A／Perth／16／2009，H3N2)、乙 I型(B／ 

Brisbane／60／2008，B／Victoria)和 乙 Ⅱ型 (B／Florida／ 

4／2006，B／Yamagata系)四株流感病毒毒株均为 

WHO推荐疫苗株，从英国国家生物标准与控制研究 

所(NIBSC)引进 。 

1．1．2 主要试剂及仪器：甲1(HINI)、甲3(H3N2)、 
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乙 I型(B／Victoria)和乙Ⅱ型(B／Yamagata)流感病 

毒标准抗原参考品、标准抗体参考 品均来源于 

NIBSC；蔗糖 ，购 自德 国默克公 司；碳 酸氢钠 、氯 化 

钠，购自河北华晨药业有限公司；磷酸氢二钠、磷酸 

二氢钠，购自成都华邑药用辅料制造有限责任公司； 

超高速离心机，购自美国Beckman公司，型号为 OP— 

L90K；层析柱，购自美国 GE公司，型号为 BPG10／ 

100；超 滤 系 统 ，购 自美 国 Millipore公 司，型 号 为 

P2C100C05；酶标仪，购自美国Bio—Rad公司，型号为 

MODEL680。 

1．2 方法 

1．2．1 优化疫苗生产工艺：对流感单价原液中全病 

毒的纯化生产工艺进行了优化，将传统的单一的分 

子筛层析法或区带离心纯化法改为先区带离心纯化 

再分子筛层析纯化两步纯化。 

1．2．2 电镜观察：将样品滴一滴至喷有碳支持膜的 

载网上，1 min后用滤纸于载网边缘处吸去多余液 

体，立即滴加 3％磷钨酸溶液，染色 30 s；用滤纸吸 

干，样品干燥后进行透射电镜观察。 

1．2．3 SDS—PAGE电泳：将四个流感病毒疫苗原液 

按照糖苷酶 PNGase F说明书处理 ，即 36 l样品中 

加入 10×糖蛋白变性缓冲液(Glyeoprotein Denaturing 

Buffer)4 l，混匀，100oC水浴 10 min进行还原处理， 

冷却至室温后，加入 10×G7反应缓冲液(Reaction 

Buffer)5 l，10％ NP-40 5 l，按 1：100体积比加入 

糖苷酶 PNGase F 0．5 l，37 oC处理 18 h。样品经处 

理后加入 17 l 4×蛋白电泳上样缓冲液。同时以 

未经酶切处理的疫苗原液作为对照。 

1．2．4 疫苗的全面检定：根据《中国药典》2010年 

版三部《流感病毒裂解疫苗》项下标准及企业申报 

的注册标准对制品进行全面检定。 

1．2．5 免疫原性试验：将三价和四价流感病毒裂解 

疫苗分别稀释，使其每0．1 ml中含每株流感病毒抗 

原分别为 5．5 txg、4．5 g和3．7 g的三种不同浓 

度。试验动物 ：KM小 鼠，18～22 g，购 自中国医学科 

学院，随机分组 ，每组 10—20只，并设 PBS对照组。 

免疫方法：每只小 鼠经后腿肌 肉注射，注射量为 

0．10 ml。免疫21 d后，由小鼠眼眶采血，并分离血 

清。每份血清经霍乱滤液处理 ，进行血凝抑制试验 ， 

测定其抗体。血凝抑制试验使用标准抗原及标准血 

清均来 自NIBSC，确定和配制血凝抑制试验中所使 

用的四个血凝单位的抗原浓度。 

免疫原性的判定：抗体滴度是采用血凝抑制法 

(HI)测定血清中对所有的原型病毒株的抗血凝素 

抗体。同时设有阳性和阴性血清的参考标准。 

结果分析和统计：每份血清做二次滴定，同时滴 

定免前和免后的血清。每份血清样本的滴度是二次 

单独测定的几何平均滴度。为便于计算，任何 HI< 

10表示为5。血凝抑制试验中抗体阳转的判定是免 

前血清阴性者其免后血清抗体滴度≥40或血清抗 

体滴度显著增高至少四倍以上。 

统计指标参数：免前血清中的抗血凝素抗体几 

何平均滴度，抗体几何平均滴度的增加和血清阳 

转数。 

1．2．6 过敏反应试验：试验组每只动物每次注射 

0．25 ml含有每株流感抗原各 30 g共 120 Ixg。对 

照组注射 0．25 ml生理盐水作为阴性对照，注射 

0．25 ml浓度为2 mg／ml的 BSA作为阳性对照，每 

组动物均为6只隔日腹腔注射，共 3次。分别在首 

次注射后第 14天和 21天各取 3只进行过敏实验 ， 

试验组每只动物静脉注射 1 ml含每株30 g共 120 

g的流感病毒抗原，阴性对照组每只动物静脉注射 

1 ml生理盐水，阳性对照组每只动物静脉注射 1 ml 

浓度为 2 mg／ml的 BSA，观察试验动物是否 出现过 

敏反应 。 

2 结果 

2．1 生产工艺优化 用流感 B型 Victoria系病毒 

采用单一的区带离心法、单一的分子筛层析纯化和 

先区带离心纯化再分子筛层析二步纯化法三种不同 

的纯化工艺对流感病毒的抗原回收率和杂蛋白去除 

效果进行 比较，三种工艺 的抗原 回收率依次为 

83．24％、80．87％和 82．14％ ，杂蛋 白去 除率依次为 

81．92％、83．69％和 99．54％。从 以上结果可知 ，三 

种不同的纯化工艺对流感病毒的抗原回收率基本没 

有影响，对杂蛋白去除效果两步纯化法明显优于一 

步纯化法，因此通过工艺优化，可得到高纯度的全病 

毒，有利于后期的病毒裂解和抗原纯化。 

2．2 电镜观察结果 流感病毒裂解疫苗和全病毒 

疫苗相比具有良好的耐受性，较低的副反应，可以用 

于儿童、成人和老年人，而裂解的效果直接影响疫苗 

的品质，从图1可见：流感全病毒疫苗电镜下病毒颗 

粒形态为圆形、椭圆形，有包膜，包膜外放射状排列 

纤突。流感病毒裂解疫苗样品电镜下无成形的病毒 

样颗粒，囊膜破，可见不同形态的核衣壳结构。流感 

病毒裂解疫苗样品的电镜观察表明现行生产工艺能 
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图1 流感病毒裂解前后电镜图 

Fig．I Electron microscope before and after splitting of influenza virus 

使疫苗中的病毒裂解完=伞。 

2．3 SDS-PAGE结果 纯化后的流感 单价原液经 

糖苷酶 PNGase F处理后进行 SDS—PAGE电泳 ，可见 

NP、HA1、糖苷酶、M、HA2条带，结果与邵铭⋯ 等 

《流感疫苗血凝素含量测定替代方法的建立及验 

证》一 致。未 经 糖苷 酶 PNGase F处 理 进 行 SDS— 

PAGE电泳则无法清晰区分各条带 ，结果见图 2。杂 

蛋 白经糖苷酶 PNGase F处理后图像不会发生改变， 

但图中未见有明显的其它杂蛋白带，结果证实使用 

优化后工艺获得的是高纯度的流感病毒颗粒。 
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图 2 流感单价原液 SDS—PAGE电泳结果 图 

Fig．2 SDS—PAGE electrophoresis result of influenza 

monovalent solution 

2．4 疫苗的检定结果 根据《中国药典)2olo年版 

二三部《流感病毒裂解疫苗》项下标准对制品进行全 

面检定 ，检定结果见表 l。 

2．5 免疫原性试验结果 为考查制备的四价流感 

裂解疫苗的免疫效果进行了免疫原性试验，并以三 

价流感裂解疫苗为对照疫苗同时进行，三价、四价流 

感裂解疫苗免疫原性试验结果比较见表2。 

从表 2可以看 出，所有实验组的每个动物都对 

所注射 的相应抗原产生不同滴度的抗体。PBS组无 

任何抗体产生。在三价或四价流感裂解疫苗实验中 

的小鼠对 B／B型病毒抗原，其免疫反应明显低于 

A1、A3和 B／F抗 原组 。比较在三价 和四价流感病 

毒 B／B型病毒抗原所产生的抗体并无明显差异。 

说明增加 B／F流感抗原后除了自身产生近似 A1和 

A3流感抗原产生的抗体水平外，没有对 B／B型病 

毒抗原所产生的抗体有 明显影响 ，结果 与 Cioppa，G 

D．2011年报道相似 。，同时试 验动物用三种不 同 

浓度抗原免疫后其抗体滴度并未显示 出随抗原剂量 

的增加而增加。 

2．6 注射给药全身过敏反应试验结果 BSA阳性 

对照组 3只豚鼠在致敏后第 l4天攻击后均出现连 

续 、多次的咳嗽 、伴有明显的呼吸困难或痉挛等过敏 

症状 ，其中有 2只出现典 型过敏症状后死亡。BSA 

阳性对照组 3只豚鼠在致敏后第 2l天攻击后均出 

现连续、多次的咳嗽、伴有明显的呼吸困难或痉挛等 

过敏症状 ，其中有 1只出现典型过敏症状后死亡，而 
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表1 三批成品疫苗检定结果 

Tab．1 The three batches of finished product vaccine test results 

袭2 三价、四价流感裂解疫苗免疫原性试验结果比较 

A3 113。14±76(1O) 126．99±88(1O) 121．26±74(10) 134．54+81(20) 

B／B 28．28±19(10) 22．45±11(1O) 32．49±23(1O) 36．05~22(20) 

B／F 一 一 一 154-55 4-90(20) 

PBS 0(6) 

GMT：Geometric Mean Title几何平均滴度；(N)： 

0(6) 0(6) O(6) 

Number为动物数 

171．48±89(10) 

2O．00±10(10) 

196，98±88(10) 

0(6) 

154．55 4-81(20) 

29．28±19(20) 

190．27±85(20) 

0(6) 
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试验组和阴性对照组所有豚鼠在致敏后第 14天和 

致敏后第 21天攻击后 ，均未 出现任何异常反应 ，说 

明新研制 的四价流感病毒裂解疫苗在动物试验 中没 

有过敏反应的发生。 

3 讨论 

历史记载每个世纪平均发生 2—4次流感大流 

行 。20世纪 发生 了 4次 ，有 3次起源 于 中国。 因 

此，我国一直被认为是一个流感大国。在 目前三价 

流感疫苗组分的基础上，增加另外一个谱系的 B型 

病毒制备包括 B型两系流感病毒的四价流感疫苗， 

是科学界和生物制品界 认识和积极建议的结果 ，无 

疑会提高目前流感疫苗株推荐的准确性，扩大覆盖 

异型株 。 ，提高目前流感疫苗株推荐的准确性和 

免疫保护效果。 

本研究 的结 果 显示 通过 工艺 优化 ，可 以在基 

本不影响抗原回收率的基础上更好的去除杂蛋 

白，在推荐的三价疫苗的基础抗原上再增加一份 

另一谱系的 B型流感抗原，随抗原种类和总量增 

加，在以小鼠为模型的免疫原性试验结果表明新 

增加的抗原 与原有 抗原 无拮抗 作用 ，不 会影 响 相 

关抗体的产生 ；过 敏原 性试 验表 明 由于抗原 种类 

和总量的增加 ，不会加重局部和全身的副作用反 

应 。本产品已于 2013年 6月获得 CFDA临床试 验 

批件，并于 2015年 3月完成 I期临床试验，已证实 

疫苗 的安全性 。 
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