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摘要 目的: 建立流感病毒裂解疫苗中裂解剂 Triton X － 100 含量的 HPLC 法。方法: 采用 SymmetryShieldTM RP18 色谱柱

( 4. 6 mm × 250 mm，5 μm) ，以注射用水 － 无水甲醇( 20∶ 80) 为流动相，流速为 1． 5 mL·min －1，柱温为 25 ℃，检测波长为 230
nm，进样量为 10 μL，用面积归一法测定。结果: Triton X － 100 在 625 ～ 39μg·mL －1范围内线性关系良好( r = 0． 9994) ，流感病

毒裂解疫苗原液平均加样回收率为 107． 7%，RSD 为 0． 3% ; 流感病毒裂解疫苗平均加样回收率为 108． 5%，RSD 为 0． 4%。结

论: 本方法灵敏度高，操作简便可靠。
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Abstract Objective: To establish a method for the determination of Triton X － 100 in Influenza Vaccine ( Split，
Inactivated) by HPLC．Method: A Waters SymmetryShieldTM RP18 column ( 4． 6 mm × 250 mm，5 μm) was used
with the mobile phase of injection water － methanol( 20∶ 80) at flow rate of 1． 5 mL·min －1 ． The column tempera-
ture was 25 ℃ and the UV detection wavelength was 230 nm． Results: The Triton X － 100 curve was linear in the
range of 625 to 39 μg·mL －1 ( r = 0． 9994) ． The average recovery of Triton X － 100 in Influenza Vaccine bulk was
107． 7% ( RSD = 0． 3% ) ． The average recovery of Triton X － 100 in Influenza Vaccine was 108． 5% ( RSD =
0. 4% ) ． Conclusion: The method is high sensitivity，simple and accurate．
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Triton X －100 是1 种非离子型表面活性剂( 或称

去污剂) ，能溶解脂质，是目前季节性流感病毒裂解疫

苗中最常用的裂解剂。2010 年版中国药典对其残留

量进行了明确规定［1］，但目前还没有统一的方法对其

残留量进行测定，本文旨在建立测定流感病毒裂解疫

苗中 Triton X － 100 含量测定的高效液相色谱法，为

生产企业、研发单位及药检机构提供参考。
1 仪器与试药

高效液相色谱仪: 日本岛津 1050，SPD － 20A 紫

外检测仪、工作站; 流感病毒裂解疫苗( 华兰生物疫

苗有限公司，批号 200906A01 ) ，流感病毒裂解疫苗

原液 ( 华 兰 生 物 疫 苗 有 限 公 司，批 号 B2 －
A201103019) ，Triton X － 100 对照品( Sigma 公司，批

号 118K0160) ; 无水甲醇为色谱纯( 天津市化学试剂

三厂) ，水为注射用水，其他试剂均为分析纯。所用

仪器和量具均经检定和校正。
2 方法与结果

2． 1 对照品溶液的制备 精密称取 Triton X － 100
对照品 10 g，置 100 mL 量瓶中，加温热的注射用水

适量，溶解，并稀释至刻度，做为对照品储备液。精

密量取对照品储备液 2． 5 mL，置 100 mL 量瓶中，用

注射用水稀释至刻度，摇匀，即为 2500 μg·mL －1，

经 0． 45 μm 滤膜滤过，即得。
2． 2 色谱条件及系统适应性试验［2，3］ 色谱柱:

SymmetryShieldTMRP18 色谱柱( 4． 6 mm × 250 mm，5
μm) ; 流动相: 无水甲醇 800 mL，用水稀释至 1000
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mL; 检测波长: 230 nm; 柱温为 25 ℃ ; 流速: 1． 5 mL
·min －1 ; 进样量 10 μL。在此色谱条件下，用精密

制备含 Triton X － 100 ( 156． 25 μg·mL －1 ) 的溶液，

进样 10 μL，记录色谱图( 图 1 ) ，出峰时间为 5． 42
min，理论板数为 3900。

图 1 对照溶液( A) 、供试品溶液( 流感病毒裂解疫苗) ( B) 、空白溶

液( C) 色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms of reference substance ( A) ，sample ( Influ-

enza Vaccine) ( B) and blank( C)

1． Triton X － 100

2． 3 线性关系考察 取对照品溶液 1 mL，倍比稀

释成 1250，625，312． 5，156． 25，78． 125，39． 0625，

19. 53 μg·mL －1的系列溶液，按上述色谱条件和测

定方法各进样 10 μL，进行测定。结果表明，在 625
－ 39 μg·mL －1 浓 度 范 围 内 呈 良 好 线 性，分 别 以

Triton X － 100 的浓度 X( μg·mL －1 ) 为横坐标，峰面

积 Y 为纵坐标，回归方程为:

Y = 5302X + 27127 r = 0． 9994
2． 4 准确度试验

2． 4． 1 流感病毒裂解疫苗原液加样回收率 分别

精密吸取上述对照品溶液( 312． 5 μg·mL －1 ) 2. 0
mL，共 3 份，再分别精密加入已知浓度( 770． 4 μg·
mL －1 ) 的疫苗原液 2． 0 mL，摇匀。每个样品按上述

色谱条件和测定方法进行测定。Triton X － 100 的

加样回收率分别为 108． 1%，107． 7%，107． 4%，平

均加样回收率为 107． 7%，RSD 为 0． 3%。
2． 4． 2 流感病毒裂解疫苗加样回收率试验 分别

精密 吸 取 上 述 对 照 品 溶 液 ( 156． 25μg· mL －1 )

2. 0mL，共 3 份，再分别精密加入已知浓度( 48． 8 μg
·mL －1 ) 的样品溶液 2． 0mL，摇匀。每个样品按上

述色谱条件和测定方法进行测定。Triton X － 100
的加样回收率分别为 108． 6%，108． 9%，108． 0%，

平均加样回收率为 108． 5%，RSD 为 0． 4%。

2． 5 精密度试验 取对照品溶液 ( 156． 25 μg·
mL －1 ) 10 μL，按上述色谱条件和测定方法连续进样

6 次，测定 Triton X － 100 的峰面积，RSD 为 0． 50%。
2． 6 重复性试验 取 1 批流感病毒裂解疫苗 6 份，

按上述色谱条件和测定方法连续进样，测定 Triton
X － 100的峰面积，RSD 为 1． 05%。
2． 7 样品测定

2． 7． 1 流感病毒裂解疫苗 Triton X －100 含量测定

取流感病毒裂解疫苗按本文方法，用各峰面积的面积

归一法计算该批中 Triton X －100 的含量，重复 3 次结

果分 别 为 48． 56，49． 67，48． 64 μg·mL －1 ; RSD 为

1. 3%。
2． 7． 2 流感病毒裂解疫苗原液 Triton X － 100 含量

测定 取流感病毒裂解疫苗原液稀释 10 倍后按本

文方 法，用 各 峰 面 积 的 面 积 归 一 法 计 算 该 批 中

Triton X － 100 的含量，重复 3 次结果分别为 769． 7，

771． 0，770． 6 μg·mL －1 ; RSD 为 0． 7%。
3 讨论

3． 1 Tritom X －100 是一种非离子型表面活性剂，

其聚集体能够溶解细胞壁上的蛋白质，因而具有破

碎细胞壁的能力［4］。其浓度达到 0. 1% 时能破坏生

物膜，使细胞及其内的细胞器溶解破坏［5］。一定浓

度的 Tritom X － 100 还可以引起人体过敏反应。因

此，其作为流感病毒裂解疫苗中的裂解剂，必须严格

控制其残留量。
3． 2 因 Tritom X －100 粘度大，样品稀释至 ppm 数量

级为好。本次试验中使用的流感病毒裂解疫苗原液

蛋白含量为 375 μg·mL －1对 Triton X －100 的干扰很

小。因此采用普通的 C18色谱柱完全可以满足要求。
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