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摘!要!目的!建立甲型肝炎灭活疫苗体外相对效力检测方法$ 方法!用双抗体夹心 RX465法检测试剂对甲型肝炎灭活

疫苗及效力试验参比进行检测!以检测 $.值为反应指标!用生物检定双平行线法的基本原理进行统计分析!计算待检疫苗对应

于效力参比品的相对效力"<值#$ 结果!样品 #55[含量与检测 $.值之间具有高度的相关性!4

(

"

&A'+!适用于建立双平行

线检定方法+通过对 ) 批样品 ) 人次检测结果分析!验证了所建立方法的可靠性!回归'偏离平行'二次曲线'反二次曲线 O 个指

标全部通过了验证+用所建立的体外相对效力试验检测法对 )( 批次甲肝灭活疫苗进行检测!结果与小鼠体内效力检测结果具有

良好一致性!均能反映疫苗相对效力!两种方法检测相对效力"<值#之间无明显差别"#t%A&),O!!t&A)&O,#$ 结论!所建立的

甲型肝炎灭活疫苗体外相对效力试验是一种灵敏'特异'方便'快捷的效力测定方法!可应用于甲型肝炎灭活疫苗效力检测$

关键词!甲型肝炎病毒!甲型肝炎灭活疫苗!效力!抗原!检测
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!!灭活疫苗动物体内效力检测周期一般均较长!且

结果受多种因素的影响!所以 "#$及国际生物制品

标准化协会推荐尽量不用动物法进行生物制品质量

检定
/%0

!(&&, 年版%中国药典&三部也主张(应尽量采

用准确可靠的化学方法'物理学方法或细胞学方法取

代动物试验进行生物制品质量检定!以减少用动物做

试验)

/(0

'国家 6S.5颁布的 (生物制品临床研究技

术指导原则)

/)0

中也要求在研究过程中建立体外效

力检测的方法$ 我所甲型肝炎灭活疫苗 "2>=MD2b=D:;

C:E=D2D235b=MM2>:!4#5?#工艺成熟完善'产品质量稳

定可控!为此!参照相关规定及原则!建立双平行线体

外相对效力试验检测方法!用于甲型肝炎灭活疫苗的

效力价$

材料与方法

%A材料*甲型肝炎病毒抗原"#55[#检测采用双抗体夹心

RX465法检测试剂!本所自制+甲型肝炎病毒抗体检测采用竞

争法 RX465检测试剂!本所自制+灭活疫苗病毒解离剂*参照

(&&, 年版%中国药典&三部附录
/O0

配制+试验参比品按国家药

品标准"国药标字 6 N&%* 号#进行制备及全面检定!合格后经

标定使用$

.&,.
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(A方法*"%#病毒解裂*精密量取待检样品 &A%Z@!加入

&\%Z@病毒解离剂!混匀!于 (& W(-j放置 )&Z2>$ "(#甲型肝

炎病毒抗原"#55[#检测*将处理后的参考品和供试品用供试

品稀释液进行 ( 倍比系列稀释!取适宜稀释度用甲肝病毒抗

原检测试剂进行检测!每个稀释度做 ( 个复孔!%&& 微升F孔!

湿盒中 )+j湿盒中保温 (C!用洗板机洗板 O W, 次+加酶结物

%&& 微升F孔!)+j湿盒中保温 %C!用洗板机洗板 O W, 次+加

显色液 %&& 微升F孔!)+j保温避光放置 %&Z2>+加入终止液 ,&

微升F孔+酶标仪检测各孔 5值$ ")#样品含量与反应值的线

性关系分析*用我所甲肝病毒抗原 RX465检测试剂对待检样

品进行检测!对样品稀释度的对数值与相对应 $.值及 $.值

的对数分别进行直线回归分析!计算各自的 4

(

值$ "O#小鼠

体内相对效力检测*将待检疫苗每批多支混合后作 ( 倍系列

稀释!取 ) 个合适的稀释度接种小鼠!每个稀释度接种小鼠 %&

只!每只腹腔注射 %A&Z@+试验同时设效力试验参比品作为对

照$ O 周后采血!分离血清!用甲型肝炎病毒抗体 RX465检测

试剂盒测定小鼠血清的抗 N#5?抗体!用 <::; N9/=̀MC 法进

行统计分析!分别计算待检品及参比品的 R.

,&

!再计算待检品

R.

,&

与参比品的 R.

,&

的比值$ ",#体外相对效力检测方法的

建立*按照量反应双平行线测定法原理
/, W+0

!建立"O!O#法体

外相对效力检测方法$ 首先按病毒解裂方法对待检样品及效

力参比品分别进行甲肝病毒抗原检测!然后以各稀释度实测

$.值为反应值"参比品为 6% W6O!待检品为 U% WUO#!按量

反应平行线测定法计算待检样品与参比品的相对效力 "<

值#$ <t.Y=>D2X[

4?
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#0$ "*#双平行线检测方法的可靠

性验证* 根据 (&&, 年版%中国药典&二部附录
12

(生物检定

统计法)规定
/*0

及 (&&, 年版%中国药典&二部附录
13

5(药

品质量标准分析方法验证指导原则)

/+0

!对所建立的量反应平

行线测定法进行可靠性验证!验证指标为*回归'偏离平行'二

次曲线'反二次曲线 O 项$ 要求回归应非常显著"! _&A&%#!

偏离平行'二次曲线'反二次曲线三项均应不显著 "!p

&\&,#$ 双平行线"O!O#( 个复孔检测法 /t-!["%!-#

&A&%

t

%%A(*!["%!-#

&A&,

t,A)(!即当 [p%%A(* 时!!_&A&%!非常显

著+[_,A)( 时!!p&A&,!不显著+满足以上条件时验证通过$

结!!果

%A样品含量与反应值的线性关系评价*用我所甲

肝病毒抗原 RX465检测试剂对待检样品进行检测!

对样品稀释度"%q- W%q%&(O#的对数值与相对应 $.

值及 $.值的对数分别进行直线回归分析!所有样品

均表现出良好的线性回归!特别是样品含量与 $.值

的对数之间具有高度的相关性!4

(

均在 &A'+ 以上!

平均值为 &A''&!按生物检定的基本原则!适用于建

立双平行线检定方法$

(A双平行线检测方法的可靠性检验*对量反应平

行线测定法进行可靠性验证!验证指标为*回归'偏离

平行'二次曲线'反二次曲线$ 用所建立的效力试验

参比品分别对 ) 批灭活疫苗进行检测!通过对 ) 批样

品 ) 人次检测共 ' 个结果的分析!验证建立方法的可

靠性!结果回归非常显著"!_&A&%#!偏离平行'二次

曲线'反二次曲线各项均不显著"!p&A&,#!O 个指标

全部通过了验证$

)A体外相对效力检测的重复性*用所建立的量反

应平行线测定法分别对 ) 批灭活疫苗进行检测!其与

参比品的相对效力值结果如表 % 所示$ 每批样品 )

人次检测共 ' 个体外相对效力试验结果的分析!检测

结果稳定'重复性较好"表 %#$

表 LF甲肝灭活疫苗体外相对效力试验可重复性分析

试验次数
不同批号 4值

)&% )&( )&)

% %AO)% &A-'+ &A-,'

&A'', %A&(' &A-++

%A%', %A&*) &A-,&

( %A(O, &A'%* &A'%(

%A&-( &A-'O &A')+

%A%)+ &A-** &A'(-

) %A)O* %A&(- &A'-O

%AO&& &A',) &A--+

%A%(( &A-'( &A'-+

平均值 %A(%+ &A'O' &A'%)

6 &A%,& &A&+) &A&,&

P?V %(A)(V +A*'V ,AO-V

L̂ 3 %A&+, W%A)-) &A-+' W%A&%% &A-O' W&A'*,

!!OA体外相对效力检测方法的应用*用所建立的体

外相对效力试验检测法对 )( 批次甲肝灭活疫苗进行

检测!并与小鼠体内效力试验检测结果进行比较$ 结

果体外相对效力检测结果与小鼠体内效力检测结果

具有良好一致性!均能反映疫苗相对效力"图 %#!两

种方法检测结果平均 <值之间无明显差别 "#t

%\&),O!!t&A)&O, p&A&,#!但体内法结果的波动比

体外结果大!结果受试验因素的影响明显"表 (#$

表 MF体外相对效力试验与体内相对效力试验检测结果比较

检测方法 样品数
相对效力 4值

范围 平均值
最高F最低

体内法 )( 批 &A-( W(A&& %A%& (AOO

体外法 )( 批 &A-, W%AO' %A&% %A+,

讨!!论

使用动物进行疫苗效力评价有许多影响因素!如

动物的种属'窝别'年龄'体重'性别'健康状况'饲养

.%,.
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图 LF甲肝灭活疫苗体内及体外相对效力 K值趋势图

!

环境及饲料营养等诸多因素都直接影响到检测结果

的准确性及可靠性
/-0

!为此!"#$及国际生物制品标

准化协会推荐尽量减少用动物法进行生物制品质量

检定
/%0

!强调在动物实验设计时应当贯彻(O<)方针!

即替代 " :̀E@=M:Z:>D#* 用体外法替代动物法+减少

" :̀;/MD21>#*减少动物的使用数目+优化 " :̀a2>:J

Z:>D#* 将动物主要用于药品特别是生物制品的开发

研究+去掉" :̀Z1b:#*当可能时在安全实验中可去掉

动物实验$ 957<RP" 9/D=>D5>=@H323dH7P<=EE@2J

M=D21> =>; :̀3Da2MD21> :>LHZ:M@:=b=[:# 试验是 "#$

批准可以代替猴子用于测定脊髓灰质炎病毒毒力逆

转实验的体外检测方法的典型代表$ 当然! 由于生

物制品的特殊性! 所以在开发和测定新的疫苗及对改

变的工艺进行认证时!还应当用体内法来测定和验证$

用体外相对效力试验代替动物体内效力试验是

一种新趋势!体外相对效力试验是基于生物检定的基

本原理面进行的!是比较标准品" 6#与待检品"U#使

生物系统产生等效反应的剂量来检定药物效价的方

法!如果 U与 6 为相同物质!它们仅浓度或含量不同!

且 6 与 U的对数剂量与反应呈直线关系!则代表 6 与

U的两条回归直线平行!两条平行线的水平距离即为

检品的相对效力 @[<$

样品含量与反应值之间呈直线相关是体外相对

效力试验方法建立的重要前提!我们研究用双抗体夹

心法 RX465检测试剂检测甲肝病毒抗原!其决定系

数 4

(

达 &A'+& 以上!抗原含量与反应值 "$.值#之

间具有良好的线性关系!符合建立双平行线生物检定

的基本条件$ 所建立的体外相对效力试验检测法所

有结果均通过了可靠性验证'结果稳定'重复性好+检

测结果与小鼠体内相对效力试验表现了高度的一致

性"图 %#!这充分证明了体外试验结果与体内实验有

效性之间的对应性!保证了体外试验所得的结果对制

品的有效性具有明确的指导意义!此点是非常重要

的+此外!体外效力检测结果波动性低于小鼠体内相

对效力试验"表 (#!可控性更好$ 进行体外相对效力

检测时!应尽可能使参比品与待检品的含量相近!特

别是使用如本研究的 RX465检测体系进行检测时!

由于计算时使用的是相同的稀释度!若初始含量相差

较大!同一稀释度中的含量也会有较大的差别!使得

其含量不在最佳线性范围内!这样检测结果的可重复

性'准确性都会受到影响$

以上的分析表明!所建立的甲型肝炎灭活疫苗体

外相对效力试验是一种灵敏'特异'方便'快捷'符合

发展趋势的效力测定方法!可应用于甲肝灭活疫苗效

力检测!取代现行的动物试验法$ 该方法的应用!解

决了使用动物所带来的影响因素多'重复性差'检定

周期长的不利因素!缩短检测时间约 )& 天!间接延长

了疫苗的有效期!这对于进一步保证疫苗质量具有重

要的现实意义$
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