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疫苗中游离甲醛含量新型高通量检测方法的建立
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中药成分分析与生物评价北京市重点实验室，北京 １０２２０６］

摘要　目的：建立一种新型高通量检测方法，用于测定疫苗中游离甲醛含量，并与２０２０年版《中华人民
共和国药典》（简称《中国药典》）方法进行结果比对。方法：疫苗样品不经任何前处理，直接加入顶空瓶

中与衍生化试剂１％对甲基苯磺酸 －乙醇溶液（１％ＴｓＯＨ－ＥｔＯＨ溶液）混合后进行测定。考察了衍生化
试剂浓度、用量及最佳衍生化条件（顶空孵育温度和时间）。采用 ＤＢ－６２４气相毛细管柱，顶空进样，程
序升温，检测器为氢离子火焰检测器（ＦＩＤ）。结果：线性范围为０２５～１００μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９５），检
测限和定量限分别为０１０μｇ·ｍＬ－１和０２５μｇ·ｍＬ－１；多种疫苗加样回收率均在９４％以上，ＲＳＤ均低
于６％，专属性、精密度及耐用性均符合要求。多批次检测结果均与药典方法测定结果无显著差异。
结论：开发并验证了１种新型衍生化试剂（１％ＴｓＯＨ－ＥｔＯＨ溶液）用于疫苗中游离甲醛含量的测定，简
捷高效，并可实现高通量检测。该方法既可以解决２０２０年版《中国药典》方法中的多种溶液配制，检验
步骤多以及检验周期较长的问题，又可以解决独立衍生化前处理操作带来的工作量的增加与检验效率

的降低，可用于疫苗等生物制品复杂基质中的游离甲醛的测定，对于化学药品、中药及辅料中的游离甲

醛的测定也有参考意义。

关键词：疫苗；顶空气相色谱法；游离甲醛；衍生化；高通量；药典方法比对
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ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｉｍｉｔｗｅｒｅ０１０μｇ·ｍＬ－１ａｎｄ０２５μｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆｓｅｖｅｒａｌｋｉｎｄｓ
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ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｄｕｒａｂｉｌｉｔｙＴｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｂａｔｃｈｅｓ
ａｎｄｔｈｏｓｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＣｈＰ２０２０ｍｅｔｈｏｄｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｉｎｔｈｉｓｐａｐｅｒ，ａｎｏｖｅｌｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ（１％
ＴｓＯＨ－ＥｔＯＨｓｏｌｕｔｉｏｎ）ｗａｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄａｎｄｖａｌｉｄａｔｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｒｅｅｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎ
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ｐｒｏｂｌｅｍｓｉｎｏｔｈｅｒｃｕｒｒｅｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ．Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｈｅａｄｓｐａｃｅｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｆｏｒｔｈｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｒｅｅｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅｃｏｎｔｅｎｔｉｓａｐｐｌｉｃａｂｌｅｔｏｖａｃｃｉｎｅｓａｎｄｏｔｈｅｒｂｉｏｌｏｇｉｃｓ，ａｎｄｐｒｏｖｉｄｅａｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｆｏｒｃｈｅｍｉｃａｌｓ，ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅａｎｄｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｖａｃｃｉｎｅ；ｈｅａｄｓｐａｃｅｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｆｒｅｅｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ；ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ；ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ；ＣｈＰ
ｍｅｔｈｏｄｓｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

　　甲醛是有强烈刺激性的致癌物质，其醛基具有
还原作用，可与蛋白质与核酸的羟基、巯基作用，导

致蛋白及核酸发生变性，从而使病毒失去致病能力

但保留其抗原活性，因此被作为灭活剂广泛应用于

甲肝疫苗、乙肝疫苗、流感疫苗等病毒和细菌类疫苗

的生产［１］。甲醛是细胞原浆毒物，为众多疾病的主

要诱因，严重危害人体健康，国际癌症研究所

（ＩＡＲＣ）、美国环境保护局（ＥＰＡ）及 ＷＨＯ已将甲醛
确认为是对人体有毒害、致癌、致畸性作用的化学物

质和环境污染物［２］。

２０２０年版《中国药典》三部［３］收录的 ５４种预
防性疫苗中，进行游离甲醛控制的疫苗品种有 ２１
种，占比为３９％，限度从１０μｇ·ｍＬ－１至２００μｇ·
ｍＬ－１。游离甲醛的检测方法为２０２０年版《中国药
典》四部通则３２０７游离甲醛测定法［４］，该通则收录

了２种方法，均为比色法，第一法为品红亚硫酸比
色法，第二法为乙酰丙酮比色法。２种方法的原理
均为游离甲醛通过特定反应生成有色物质，采用特

定波长进行游离甲醛检测，在一定程度上解决了残

留甲醛的质控问题，但均存在专属性不强，前处理

时间长，自动化程度不足及无法高通量检测的

问题。

针对以上测定方法的不足，多篇文献报道［５－１１］

建立了离线或在线衍生化高效液相色谱法，用于食

品、疫苗及药品中残留甲醛的测定，该方法虽然提高

了灵敏度和自动化程度，但衍生化处理仍存在前处

理时间较长，衍生化试剂与疫苗样品中的残留蛋白、

抗原蛋白、佐剂均会进入液相色谱系统，易导致色谱

柱的堵塞和污染，影响方法的稳定性与寿命［１］。杨

英超等［１］和纪宏等［５］建立了衍生化直接进样气相色

谱法测定疫苗中的游离甲醛，但仍无法规避衍生化

处理时间较长及需要有机溶剂提取的问题。冯雪

等［２］采用顶空气相色谱法测定流感疫苗中游离甲

醛，仅考察了流感病毒裂解疫苗，未对其他疫苗品种

进行考察。

通过查阅大量文献［５－１５］，本研究选定多种衍生

化试剂进行方法开发，最终确认１％ＴｓＯＨ－ＥｔＯＨ溶
液为目标试剂。通过多次试验考察，确认样品与该

试剂１∶３比例混合后，甲醛在对甲基苯磺酸的催化
作用下可与乙醇缩合，转化为二乙氧基甲烷。该反

应在顶空瓶保温过程中即可发生，无需额外增加人

工操作衍生化步骤。因此，操作极为简便，只需将疫

苗样品加入顶空瓶中，与目标试剂混合后即可直接

测定。

采用该方法对甲型肝炎灭活疫苗（人二倍体细

胞）、Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎灭活疫苗（Ｖｅｒｏ细胞）、流感
病毒裂解疫苗、重组乙型肝炎疫苗（酿酒酵母）、重组

乙型肝炎疫苗（ＣＨＯ细胞）中的游离甲醛进行测定，
对其中４种疫苗进行了方法学考察，并与２０２０年版
《中国药典》方法进行比对，确认该方法对于各类疫

苗中游离甲醛的测定具有良好的灵敏度、专属性和

准确度，由于不需要前期单独的衍生化处理和提取，

极大地提高了检验效率且适用于高通量的检测

需求。
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１　仪器与试药
１１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ８８９０气相色谱仪（ＦＩＤ检测器），７６９７Ａ
顶空进样器（安捷伦公司），ＤＢ－６２４气相毛细管柱
（安捷伦公司，３０ｍ×０３２ｍｍ，１８μｍ），ＸＡ２０５型
十万分之一分析天平（梅特勒公司）。

１２　试药
水中甲醛溶液标准物质（北京北方伟业计量技术

研究院，批号２０２１１１１８，含量１０ｍｇ·ｍＬ－１）；乙醇（现
代东方（北京）科技发展有限公司，批号２２０１１２０１１９，
含量９５％）；ＴｓＯＨ（国药集团化学试剂有限公司，批号
２０１３１０１６，含量≥９９０％）；二乙氧基甲烷（ＫｅｙＯｒｇａｎ
ｉｃｓＬｉｍｉｔｅｄ，批号１２２２８３，含量≥９５％）；Ｓａｂｉｎ株脊髓灰
质炎灭活疫苗（Ｖｅｒｏ细胞）（Ａ企业，批号２０２２１０１５５、
２０２２１０１５６、２０２２１０１５７；Ｂ企 业，批 号 ２０２２０５００６、
２０２２０５００７、２０２２０５００８）；甲型肝炎灭活疫苗（人二
倍体细胞）（Ｃ企业，批号 ２０２２０８０５９、２０２２０８０６０、
２０２２０８０６１）；流感病毒裂解疫苗（Ｄ企业，批号
Ｔ２０２２０７０１５、Ｔ２０２２０７０１６、Ｔ２０２２０７０１７）重组乙型
肝炎疫苗（酿酒酵母）（Ｅ企业，批号 ２０２２１００４８、
２０２２１００５１、２０２２１００５３）；重组乙型肝炎疫苗（ＣＨＯ细
胞）（Ｆ企业，批号 Ｈ２０２２０５ＹＢ１５、Ｈ２０２２０６ＹＢ１６、
Ｈ２０２２０６ＹＢ１７）。
２　方法与结果
２１　色谱条件

色谱柱：采用 ＤＢ－６２４气相毛细管柱（３０ｍ×
０３２ｍｍ，１８μｍ）；柱温：程序升温，起始温度４０℃，
恒温保持１０ｍｉｎ，以２０℃·ｍｉｎ－１升至１８０℃，保持
５ｍｉｎ；进样口温度：１４０℃；检测器：氢离子火焰检测
器（ＦＩＤ）；检测器温度：２６０℃；载气：Ｎ２；流速：
３０ｍＬ·ｍｉｎ－１。顶空进样，分流比５∶１，顶空瓶平衡
温度７０℃，平衡时间为６０ｍｉｎ，定量环温度９０℃，传
输线温度为１００℃，进样时间１ｍｉｎ。
２２　溶液的制备
２２１　衍生化试剂　取 ＴｓＯＨ适量，加乙醇配制成
１％的ＴｓＯＨ－ＥｔＯＨ溶液，即得。
２２２　对照品线性溶液　取水中甲醛溶液标准物
质，用水稀释制成质量浓度为 ０２５、０５、１０、５０、
２５、５０、７５、１００μｇ·ｍＬ－１的甲醛溶液，作为对照品线
性溶液，分别取１ｍＬ加入到顶空瓶中，再分别加入
衍生化试剂３ｍＬ，摇匀，加盖密封。
２２３　供试品溶液　精密量取各个品种的疫苗样

品１ｍＬ，置顶空瓶中，再加入衍生化试剂 ３ｍＬ，摇
匀，加盖密封，即得。

２２４　空白溶液　在顶空瓶中精密加入水１ｍＬ，再
加入衍生化试剂３ｍＬ，摇匀，加盖密封。
２２５　衍生化产物定位溶液　精密称取二乙氧基
甲烷适量，加水溶解制成２５μｇ·ｍＬ－１溶液，取４ｍＬ
于顶空瓶中，加盖密封。

２３　方法学考察
２３１　专属性考察　取“２２２”项下的对照品线性
溶液，“２２３”项下的供试品溶液，“２２４”项下的空
白溶液，“２２５”项下的衍生化产物定位溶液，按照
“２１”项下的方法进样测定，记录色谱图，结果见图
１。由结果可以看出，空白溶剂无干扰，甲醛衍生化
产物峰与相邻峰的分离度符合规定。

２３２　线性范围考察　取“２２２”项下对照品线性
溶液，按“２１”项下色谱条件分别进样，以浓度 Ｘ为
横坐标，峰面积值 Ｙ为纵坐标，进行线性回归，回归
方程为

Ｙ＝２５６９９Ｘ－１５２４９　ｒ＝０９９９５
结果表明，在０２５～１００μｇ·ｍＬ－１浓度范围内，

峰面积与浓度线性关系良好。

２３３　精密度试验　取质量浓度为２５μｇ·ｍＬ－１对
照品线性溶液，按“２１”项下色谱条件连续进样 ６
次。结果峰面积的 ＲＳＤ为 １５％，表明该方法的精
密度良好。

２３４　重复性试验　取乙肝疫苗样品（批号
Ｈ２０２２０５ＹＢ１６），按“２２３”项下方法平行配制６份
供试品溶液，按“２１”项下色谱条件进样测定。检测
结果分别为 ２６２７、２６３３、２６３３、２６５９、２６３５、
２６７２μｇ·ｍＬ－１，ＲＳＤ为０６９％，表明该方法的重复
性良好。

２３５　中间精密度试验　取３批乙肝疫苗样品（批
号Ｈ２０２２０５ＹＢ１５、Ｈ２０２２０５ＹＢ１６、Ｈ２０２２０５ＹＢ１７），分别
在３个日期（２０２３０３１７，２０２３０３２０，２０２３０３２１）进
行测定，按“２１”项下色谱条件进样。结果３批样品检
测结果的 ＲＳＤ分别为０９２％、０８９％、２２％，表明该
方法的中间精密度良好。

２３６　检测限与定量限　取标准曲线浓度最低
点溶液逐级稀释后进样，记录色谱图，按信噪比为

３∶１判断检测限为０１０μｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝４６７），
按信噪比 １０∶１判断定量限为 ０２５μｇ·ｍＬ－１

（Ｓ／Ｎ＝１０５２）。
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Ａ．空白（ｂｌａｎｋ）　Ｂ．５０μｇ·ｍＬ－１对照品（５０μｇ·ｍＬ－１ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ）　Ｃ．二乙氧基甲烷定位（ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｍｅｔｈａｎｅｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ）　Ｄ．甲型肝

炎灭活疫苗（人二倍体细胞）供试品［ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄＨｅｐａｔｉｔｉｓＡＶａｃｃｉｎｅ（ｈｕｍａｎｄｉｐｌｏｉｄｃｅｌｌ）ｔｅｓｔ］　Ｅ．Ａ企业 Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎灭活疫苗（Ｖｅｒｏ细

胞）供试品［ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｏｌｉｏｍｙｅｌｉｔｉｓｖａｃｃｉｎｅｍａｄｅｆｒｏｍＳａｂｉｎｓｔｒａｉｎｓ（Ｖｅｒｏｃｅｌｌｓ）ｔｅｓｔｏｆｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒＡ］　Ｆ．流感病毒裂解疫苗供试品［ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｉｎ

ｆｌｕｅｎｚａｖａｃｃｉｎｅ（ＳｐｌｉｔＶｉｒｉｏｎ）ｔｅｓｔ］　Ｇ．重组乙型肝炎疫苗（酿酒酵母）供试品［ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖａｃｃｉｎｅ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ｔｅｓｔ］　Ｈ．

重组乙型肝炎疫苗（ＣＨＯ细胞）供试品［ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖａｃｃｉｎｅ（ＣＨＯｃｅｌｌ）ｔｅｓｔ］　Ｉ．Ｂ企业Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎灭活疫苗（Ｖｅｒｏ细胞）供试

品［ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｏｌｉｏｍｙｅｌｉｔｉｓｖａｃｃｉｎｅｍａｄｅｆｒｏｍＳａｂｉｎｓｔｒａｉｎｓ（Ｖｅｒｏｃｅｌｌｓ）ｔｅｓｔｏｆｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒＢ］

图１　系统适用性试验系列色谱图

Ｆｉｇ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｓｅｒｉｅｓｏｆｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇ
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２３７　加样回收率试验　精密量取４个品种的一批
次的疫苗样品各０５ｍＬ，置顶空瓶中，精密加入水中
甲醛溶液标准物质稀释制成的浓度分别为５０、１０、
２５μｇ·ｍＬ－１的甲醛标准溶液各０５ｍＬ，每个浓度平
行配制３份，分别加入衍生化试剂３ｍＬ，摇匀，作为加
样回收测试溶液。同时取该批次疫苗样品１ｍＬ，加入
衍生化试剂３ｍＬ，平行配制３份，作为供试品溶液，按

“２１”项下色谱条件进样，测定甲醛含量。结果见表
１。重组乙型肝炎疫苗（ＣＨＯ细胞）、甲型肝炎灭活疫
苗（人二倍体细胞）、流感病毒裂解疫苗及Ｓａｂｉｎ株脊
髓灰质炎灭活疫苗 （Ｖｅｒｏ细胞）（企业Ｂ）甲醛的平均
回收率分别为９４８％、９５６％、９５５％、９５１％，ＲＳＤ分
别为４８％、５４％、４５％与４６％，符合２０２０年版《中
国药典》９１０１分析方法验证指导原则的要求。

表１　甲醛测定的回收率结果
Ｔａｂ１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

疫苗类型　　　　　
（ｖａｃｃｉｎｅｔｙｐｅ）　　　　　

原有量

（ｏｒｉｇｉｎａｌ）／
（μｇ·ｍＬ－１）

加标量

（ｓｐｉｋｅｄ）／
（μｇ·ｍＬ－１）

测得加标量

（ｍｅａｓｕｒｅｄ）／
（μｇ·ｍＬ－１）

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／
％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／
％

重组乙型肝炎疫苗（ＣＨＯ细胞） ２６８８ ５０ ４４８ ８９６ ９４８ ４８

［ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖａｃｃｉｎｅ（ＣＨＯｃｅｌｌ）］ ４５１ ９０１

４４７ ８９５

１０ ９４７ ９４７

９４６ ９４６

９４６ ９４６

２５ ２５２９ １０１２

２５２１ １００８

２４６５ ９８６

甲型肝炎灭活疫苗（人二倍体细胞） ０ ５０ ４４８ ８９７ ９５６ ５４

［ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｈｅｐａｔｉｔｉｓＡｖａｃｃｉｎｅ（ｈｕｍａｎｄｉｐｌｏｉｄｃｅｌｌ）］ ４５１ ９０２

４５２ ９０３

１０ ９５３ ９５３

９４８ ９４８

９４６ ９４６

２５ ２５５３ １０２１

２５４２ １０１７

２５４３ １０１７

流感病毒裂解疫苗［ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｉｎｆｌｕｅｎｚａｖａｃｃｉｎｅ ０ ５０ ４５６ ９１２ ９５５ ４５

（ｓｐｌｉｔｖｉｒｉｏｎ）］ ４４９ ８９７

４５７ ９１５

１０ ９４７ ９４７

９５８ ９５８

９４６ ９４６

２５ ２５３０ １０１２

２５０３ １００１

２５１３８２ １００６
Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎灭活疫苗（Ｖｅｒｏ细胞）企业 １７６８ ５０ ４５０ ９００ ９５１ ４６
Ｂ［ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｏｌｉｏｍｙｅｌｉｔｉｓｖａｃｃｉｎｅｍａｄｅｆｒｏｍ ４５１ ９０２
ＳａｂｉｎＳｔｒａｉｎｓ（Ｖｅｒｏｃｅｌｌｓ）ｏｆｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒＢ］ ４５９ ９１８

１０ ９４４ ９４４
９３５ ９３４
９４３ ９４３

２５ ２５２４ １０１０
２５１１ １００４
２５０３ １００１



·１３７０　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

）　　 　　 　

２３８　耐用性试验　对顶空瓶平衡温度（６５、７０与
７５℃）进行考察，结果甲醛衍生化产物色谱峰面积均
基本一致。采用平衡温度 ７０℃，对平衡时间（５０、
６０、７０ｍｉｎ）进行考察，结果甲醛衍生化产物色谱峰面
积均基本一致。

对升温程序的起始柱温（３８、４０、４２℃）进行考
察，结果甲醛衍生化产物色谱峰出峰良好，保留时间

略有差异，与相邻色谱峰的分离度均符合规定。

对 ＤＢ－ＷＡＸ毛细管柱（３０ｍ×０３２ｍｍ，
０５０μｍ）和 ＤＢ－６２４毛细管柱（３０ｍ×０３２
ｍｍ，１８μｍ）进行考察，结果甲醛衍生化产物色
谱峰保留时间为２１ｍｉｎ，与相邻色谱峰分离度符
合规定。

对供试品溶液与衍生化试剂（１∶１、１∶３、１∶５）进
行考察，结果表明比例为１∶３与１∶５时衍生化产物的
色谱峰基本一致，均大于１∶１衍生化产物色谱峰，因
此，本方法采用供试品溶液与衍生化试剂１∶３比例
进行检测。

２４　样品测定
分别取甲型肝炎灭活疫苗（人二倍体细胞）、流

感病毒裂解疫苗、重组乙型肝炎疫苗（酿酒酵母）、重

组乙型肝炎疫苗（ＣＨＯ细胞）及 Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎
灭活疫苗 （Ｖｅｒｏ细胞）（企业Ａ与企业Ｂ）各３批，按
“２１”项下色谱条件进样分析，同时采用２０２０年版
《中国药典》通则３２０７游离甲醛测定法第二法进行
测定，结果比对见表２。

表２　样品检测结果与药典方法结果比对
Ｔａｂ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｗｉｔｈｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａｌｍｅｔｈｏｄｒｅｓｕｌｔｓ

编号

（Ｎｏ．）
样品　　　　　
（ｓａｍｐｌｅ）　　　　

批号　　
（ｂａｔｃｈ　　
Ｎｏ．）　　

检测结果

（ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔ）／（μｇ·ｍＬ－１）

本法

（ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ）
药典方法

（ＣｈＰｍｅｔｈｏｄ）

相对偏差

（ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎ）／
％

１ 甲型肝炎灭活疫苗（人二倍体细胞）［ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｈｅｐａｔｉｔｉｓＡ ２０２２０８０５９ － － ＼

２ ｖａｃｃｉｎｅ（ｈｕｍａｎｄｉｐｌｏｉｄｃｅｌｌ）］ ２０２２０８０６０ － － ＼

３ ２０２２０８０６１ － － ＼

４ ２０２２１０１５５ － － ＼

５ Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎灭活疫苗（Ｖｅｒｏ细胞）企业Ａ［ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ２０２２１０１５６ － － ＼

６ ｐｏｌｉｏｍｙｅｌｉｔｉｓｖａｃｃｉｎｅｍａｄｅｆｒｏｍＳａｂｉｎｓｔｒａｉｎｓ（Ｖｅｒｏｃｅｌｌｓ）ｏｆｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒＡ］ ２０２２１０１５７ － － ＼

７ 流感病毒裂解疫苗［ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｉｎｆｌｕｅｎｚａｖａｃｃｉｎｅ（ＳｐｌｉｔＶｉｒｉｏｎ）］ Ｔ２０２２０７０１５ － － ＼

８ Ｔ２０２２０７０１６ － － ＼

９ Ｔ２０２２０７０１７ － － ＼

１０ 重组乙型肝炎疫苗（酿酒酵母）［ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖａｃｃｉｎｅ ２０２２１００４８ １７１ ０９９ １３３３

１１ （Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）］ ２０２２１００５１ １６７ １０１ １２３１

１２ ２０２２１００５３ １６３ １０１ １１７４

１３ 重组乙型肝炎疫苗（ＣＨＯ细胞）［ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖａｃｃｉｎｅ Ｈ２０２２０５ＹＢ１５ ２６１３ ２７６７ １４３

１４ （ＣＨＯｃｅｌｌ）］ Ｈ２０２２０６ＹＢ１６ ２６２７ ２８０７ １６６

１５ Ｈ２０２２０６ＹＢ１７ ２７１０ ２７６０ ０４６

１６ ２０２２０５００６ １７８７ １８５１ ０８８

１７ Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎灭活疫苗（Ｖｅｒｏ细胞）企业Ｂ［ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ２０２２０５００７ １７５６ １８２３ ０９４

１８ ｐｏｌｉｏｍｙｅｌｉｔｉｓｖａｃｃｉｎｅｍａｄｅｆｒｏｍＳａｂｉｎｓｔｒａｉｎｓ（Ｖｅｒｏｃｅｌｌｓ）ｏｆｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒＢ］ ２０２２０５００８ １６１９ １８３２ ３０９

　注（ｎｏｔｅ）：－未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

　　从表２可看出，甲型肝炎灭活疫苗（人二倍体细
胞）、Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎灭活疫苗（Ｖｅｒｏ细胞）（企
业Ａ）与流感病毒裂解疫苗中游离甲醛的２种方法
检测结果均为未检出；重组乙型肝炎疫苗（酿酒酵

母）由于游离甲醛含量较低，２种方法检测结果偏差
略大；重组乙型肝炎疫苗（ＣＨＯ细胞）与 Ｓａｂｉｎ株脊
髓灰质炎灭活疫苗（Ｖｅｒｏ细胞）（企业Ｂ）中游离甲醛
的２种方法测定结果的相对偏差均小于４％，以上数
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据比对结果表明，本研究方法与药典方法，均可满足

对游离甲醛的质控要求。

３　讨论
３１　现有游离甲醛质控方法的不足

２０２０年版《中国药典》四部收载的 ２种方法，
原理均为游离甲醛与相关化合物反应生成有色物

质，进行比色法测定，均需配制多种溶剂且步骤较

为烦琐，不同铝佐剂配方的疫苗产品测定时需增加

离心步骤进行处理［１４］；同时，对于高通量大批次的

游离甲醛测定存在检验效率不足的问题。文献采

用的液相色谱法［６－１１］、顶空与直接进样气相色谱

法［１－２，５］均需要进行衍生化处理，且部分衍生化处

理后还需要采用提取溶剂进行提取。因此，开发

一种高通量的游离甲醛检测方法具有积极的

意义。

３２　方法开发中的难度分析
本方法开发初期，拟建立非衍生化的顶空气相

色谱法进行游离甲醛的控制，在方法验证中发现，甲

醛标准物质（甲醛水溶液）和样品（疫苗基质中甲醛）

在相同顶空条件下逸出程度不同。方法学考察中线

性、回收率、精密度均满足要求，但在样品检测中发

现疫苗样品中的游离甲醛含量测定结果明显低于药

典方法。

相关文献［１６－２１］指出，游离甲醛在溶液环境中存

在聚合、弱作用力结合以及游离甲醛与结合甲醛共

存的稳定态。疫苗基质中有大量的磷酸盐、蛋白等

多种物质基础，与甲醛存在氢键等弱作用力的结合，

影响其逸出；同时，游离甲醛与结合甲醛共存的平衡

态需要相关反应不断消耗游离甲醛，破坏平衡状态

方可准确测定。

综合以上原因，本研究为解除游离甲醛的聚合、

结合作用，分别采用了加酸碱破坏、去蛋白试剂及离

心等多种处理方式，均无法解决直接顶空分析结果

偏低的情况，基于该结果，必须引入相关反应破坏游

离甲醛与结合甲醛的平衡态，才能准确地进行游离

甲醛的质控。

通过多种衍生化反应的筛选，最终确认 １％
ＴｓＯＨ－ＥｔＯＨ溶液为目标试剂，甲醛在甲基苯磺酸的
催化作用下可与乙醇缩合，完全转化为二乙氧基甲

烷。该反应在顶空瓶保温过程中即可发生，无需额

外增加人工衍生化步骤，极大提升了检验效率，可满

足企业与检验机构高通量检测的需求。

３３　方法适用性
２０２０年版《中国药典》三部收载的疫苗有２２个

品种进行游离甲醛控制，限度最低为不得过１０μｇ·
ｍＬ－１，最高为不得过２００μｇ·ｍＬ－１。本研究新建的
检测方法的线性范围参考了２０２０年版《中国药典》
四部 ３２０７“游离甲醛测定法”第二法的线性范围
（０２５～１００μｇ·ｍＬ－１），大于第一法线性范围
（１０～４０μｇ·ｍＬ－１），同时根据现有收载品种的甲
醛控制限度，本方法适用性良好，可以满足游离甲醛

质控要求。

本研究新建的疫苗中游离甲醛含量的新型高通

量检测方法，既可以解决药典方法中的多种溶剂配

制，步骤多以及周期长的问题，又可以解决衍生化前

处理操作导致的工作量增加与检验效率降低的问

题，不仅可用于疫苗等生物制品复杂基质中游离甲

醛的测定，也可用于化学药品、中药及辅料中游离甲

醛的定量分析，为游离甲醛的质量控制提供了新的

高通量解决方案。
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