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流感疫苗中神经氨酸酶的
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摘要：目的 分析流感疫苗中神经氨酸酶（neuraminidase，NA）在不同温度下的稳定性，为更全面地了解疫苗综合活性

货架期提供参考。方法 将H1N1、H3N2和B型单价流感疫苗原液分别在 4（低温）、25（室温）、37（变温）℃放置 0. 5、
2、7、24、48 h，同时以极端温度（100 ℃）处理 1 h作为对照。采用酶连凝集素法测定NA活性。结果 H1N1型疫苗在

25和 37 ℃放置，NA活性均随时间延长而显著下降；H3N2和B型疫苗在两个非储藏温度下放置 48 h内活性均无明显

下降。3种疫苗在100 ℃高温下活性均下降。结论 H3N2和B型流感疫苗在不超过37 ℃的异常储藏温度下有较高的

稳定性，H1N1型流感疫苗相比H3N2和B型，对储藏温度较为敏感。
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Abstract：Objective To analyze the stabilities of neuraminidase（NA）in influenza vaccine at different temperatures and
provide a reference for further complete understanding of overall shelf life of vaccines. Methods Monovalent bulks of
influenza H1N1，H3N2 and B vaccines were stored at 4（low temperature），25（room temperature）and 37 ℃（changed
temperature）for 0. 5，2，7，24 and 48 h separately，using that at 100 ℃（extreme temperature）for 1 h as control，and
determined for NA activity by enzyme⁃linked lectin method. Results The NA activities of influenza H1N1 vaccines stored at
25 and 37 ℃ decreased significantly with the increasing of time. No significant decreases were observed in H3N2 and B
vaccines even after storage at two non⁃storage temperatures for 48 h. However，all the NA activities of three vaccines
decreased at 100 ℃. Conclusion Both H3N2 and B vaccines showed high stability at abnormal storage temperatures not
more than 37 ℃，while H1N1 vaccine was relatively sensitive to the temperature for storage.
Keywords：Influenza vaccine；Neuraminidase（NA）；Temperature stability

神经氨酸酶（neuraminidase，NA）和血凝素（hema⁃
gglutinin，HA）均为流感病毒表面的关键抗原，其中，

HA是目前流感疫苗开发所用的主要抗原。但在流

感研究领域，早有学者呼吁以NA为流感疫苗抗原进

行针对性开发［1⁃5］。2018年，CHEN等［6］研究发现，针

对NA产生的体液免疫应答，相比针对HA产生的免

疫应答，能更有效地保护人体不受流感侵害［7⁃8］。但

现有流感疫苗接种人体后诱发NA的免疫应答（即抗

体数量）效率远低于自然感染人群，因此，研究者呼

吁针对NA优化抗原表位，设计开发NA免疫应答效

率更高的流感疫苗［2，9⁃10］。
针对NA的流感应对策略在我国同样适用。根

据中国国家流感中心发布的 2020年第 29周第 605
期中国流感监测周报，自 2019年 10月以来，耐药性

监测显示，所有甲型H1N1和 A（H3N2）亚型流感毒

株均对烷胺类药物耐药；所有A（H3N2）和 B型流感

毒株均对NA抑制剂敏感［11］。除 1株甲型H1N1毒株



中国生物制品学杂志2023年1月第36卷第1期 Chin J Biologicals January 2023，Vol. 36 No. 1 ·17·
对NA抑制剂的敏感性高度降低，其余甲型H1N1毒
株均对NA抑制剂敏感。而且，相比HA的高度变异

特性，NA的变异程度要明显降低［12⁃13］。据此推测，

NA所引起的特异性免疫应答，很可能帮助人体抵御

绝大多数流感病毒毒株的侵害，从而起到广谱抗流

感作用。因此，流感疫苗中NA的有效抗原含量（活

性）对疫苗抗流感效果有较大影响［14］。
近年来，我国流感疫苗生产工艺和质量均有大

幅优化，疫苗保质期也长达 18个月。但在基层卫生

工作实践中，遇各种自然或人为突发情况，疫苗保存

条件可能无法保证，因此，疫苗的温度稳定性是关键

指标。已有研究者检测了疫苗中HA抗原在不同温

度条件下的稳定性［15⁃17］，但我国学者对国产疫苗NA
的温度稳定性研究较少。

本研究结合卫生实践中可能遇到的温度变化条

件，开展了 3种型别流感疫苗NA含量的温度稳定性

测试，监测了疫苗单价原液样品在常规冷藏条件，室

温（25 ℃）、变温（37 ℃）等条件下保存不同时间后的

残余NA含量，以期为系统了解流感疫苗中NA的稳

定性提供参考。

1 材料与方法

1. 1 疫苗原液 H1N1、H3N2和B型流感疫苗单价原

液为长春生物制品研究所有限责任公司疫苗六室

制备。

1. 2 主要试剂及仪器 胎球蛋白和HRP⁃PNA购自美

国 Sigma公司；TMB液购自北京索莱宝科技有限公

司；酶标板购自美国Thermo Fisher公司；酶标仪购自

瑞士TECAN公司。

1. 3 样本处理 将H1N1、H3N2和B型流感疫苗单价

原液分别置 4、25（室温）、37（变温）℃放置 0. 5、2、7、
24、48 h，以 4 ℃储存单价原液为对照，100 ℃放置 1 h
作为NA失活的阳性对照。处理后的样品放回 4 ℃，

所有样品统一检测。

1. 4 NA活性测定 采用酶连凝集素法，参考本单位

先前方法，略有改动［18］。将胎球蛋白用 0. 05 mol／L
碳酸盐缓冲液（pH 9. 6）稀释至 25 μg／mL，加入酶

标板中，100 μL／孔，用密封膜包裹，4 ℃过夜；次日

弃上清，用洗液（100 mL 0. 15 mol／L pH 7. 2的磷酸

盐缓冲液加入 50 μL吐温 20）洗涤 3次，加入倍比稀

释的疫苗单价原液样品，100 μL／孔，每个样品设双

孔，最后一排前两孔加入 0. 01 mol／L磷酸盐缓冲液

（pH 7. 2）100 μL作为阴性对照，37 ℃孵育 16～18 h；
用洗液洗涤 3次，加入HRP⁃PNA（用酶稀释液稀释至

1∶500），100 μL／孔，37 ℃孵育 2 h；用洗液洗涤 5
次，加入 TMB底物液 100 μL，室温作用 15 min；加入

终止液 1 mol／L盐酸溶液 100 μL，10 min内于酶标

仪波长 450 nm处测定吸光度值（A）。以待测样品

A450值 ≥阴性对照A450值的 2. 1倍作为Cutoff值，确定

单价原液的酶活性。阴性对照A450值 ≤ 0. 1，样品A450
均值 × 90% ≤ A450值 ≤ A450均值 × 110%判为试验结

果有效。

1. 5 统计学分析 应用统计学软件Graphpad Prism v
8. 0对 3种疫苗在不同温度下储存的NA活性数据进

行统计分析，组间比较使用双尾 t⁃test检验，以变化倍

数超过 1. 2或小于 0. 8为有差异，以P < 0. 05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2. 1 NA 热变性的系统验证 经 100 ℃极端高温处

理疫苗原液后，H1N1、H3N2、B型流感疫苗中NA活

性均明显降低，且差异均有统计学意义（t分别为

23. 482、35. 750和 43. 299，P分别为 1. 95 E⁃05、3. 65
E⁃06和 1. 70 E⁃06），见图 1。表明本研究所用检测系

统可检测到温度导致的NA活性变化。

注：aaa表示P < 0. 001。
图 1 3种型别流感疫苗单价原液经 100 ℃处理后的NA

活性

Fig. 1 NA activities of monovalent bulks of three types of
influenza vaccines after storage at 100 ℃

2. 2 3 种疫苗在常见升温条件下的 NA 活性变化

H1N1型疫苗中的 NA活性在 4 ℃条件下无显著变

化，而在 25和 37 ℃下，NA活性均随处理时间的延长

而显著下降；相比之下，在 48 h处理范围内，H3N2和
B型疫苗中的NA活性均无明显下降。见图 2、表 1 ~
表 3。表明在本研究条件下，H3N2和 B型疫苗中的

NA比H1N1型疫苗更为稳定。
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表1 H1N1型疫苗不同处理条件下的NA活性变化

Tab. 1 Change of NA activity of H1N1 vaccine at different temperatures for various hours
处理时间（h）
0. 5
2
7
24
48

4 ℃
变化倍数

1. 023
1. 052
1. 036
0. 905
0. 995

t

-2. 485
-2. 427
-2. 860
5. 724
0. 247

P

0. 068
0. 072
0. 046
0. 005
0. 817

25 ℃
变化倍数

0. 644
0. 645
0. 647
0. 539
0. 538

t

29. 022
13. 748
8. 631
8. 814
33. 877

P

8. 4 E⁃06
1. 6 E⁃04
9. 9 E⁃04
9. 1 E⁃04
4. 5 E⁃06

37 ℃
变化倍数

0. 772
0. 766
0. 734
0. 533
0. 425

t

17. 752
11. 038
3. 458
7. 530
59. 288

P

5. 9 E⁃05
3. 8 E⁃04
2. 6 E⁃02
1. 7 E⁃03
4. 8 E⁃07

表2 H3N2型疫苗不同处理条件下的NA活性变化

Tab. 2 Change of NA activity of H3N2 vaccine at different temperatures for various hours
处理时间（h）
0. 5
2
7
24
48

4 ℃
变化倍数

1. 004
0. 998
1. 017
1. 010
1. 030

t

-0. 201
0. 196
-1. 525
-0. 772
-2. 681

P

0. 850
0. 854
0. 202
0. 483
0. 055

25 ℃
变化倍数

0. 982
0. 988
1. 023
1. 003
1. 014

t

2. 135
0. 745
-2. 607
-0. 193
-0. 535

P

0. 100
0. 497
0. 060
0. 857
0. 621

37 ℃
变化倍数

1. 021
1. 030
1. 053
1. 025
1. 062

t

-2. 409
-3. 046
-4. 074
-2. 130
-2. 318

P

0. 074
0. 038
0. 015
0. 100
0. 081

表3 B型疫苗不同处理条件下的NA活性变化

Tab. 3 Change of NA activity of B vaccine at different temperatures for various hours
处理时间（h）
0. 5
2
7
24
48

4 ℃
变化倍数

1. 002
1. 010
1. 002
0. 958
0. 964

t

-0. 171
-0. 608
-0. 197
2. 719
1. 525

P

0. 873
0. 576
0. 854
0. 053
0. 202

25 ℃
变化倍数

1. 001
1. 014
1. 029
0. 983
0. 993

t

-0. 068
-1. 180
-1. 833
0. 837
0. 389

P

0. 949
0. 303
0. 141
0. 450
0. 717

37 ℃
变化倍数

1. 024
1. 036
1. 021
1. 012
0. 994

t

-1. 853
-1. 634
-1. 358
-0. 949
0. 336

P

0. 137
0. 178
0. 246
0. 396
0. 753

3 讨 论

流感病毒A和B型是引发季节性流感的主要病

毒亚型，其中以甲 1型（H1N1）、甲 3型（H3N2）和B型

为主。流感疫苗注射入人体内，引发免疫系统针对

HA或NA抗原产生免疫反应，产生中和型抗体［19⁃21］。

A：H1N1型；B：H3N2型；C：B型。

注：每种疫苗的结果均以4 ℃，0 h样品A450值为参考值校正。

图2 3种疫苗中NA活性在不同温度下随处理时间的变化

Fig. 2 Changes of NA activities of three influenza vaccines at different temperatures with time for storage
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因此，疫苗中的HA、NA含量或活性对疫苗的免疫效

果有直接影响。

目前我国流感疫苗出厂检测质检过程中，主要

针对HA含量和稳定性进行检测，而对NA含量及稳

定性尚未形成行业标准［22］；生产疫苗过程中，也少有

机构或企业针对NA进行特异性设计［23⁃24］。对于流

感疫苗中NA在不同温度下的稳定性研究，经文献检

索仅发现 1篇［25］；而针对国产疫苗，尚无类似的系统

研究。因此，本研究对流感疫苗单价原液中NA活性

的温度稳定性进行了初步的系统探索，结果显示，甲

3（A，H3N2）和乙型（B）流感疫苗中的 NA抗原含量

具有很好的温度稳定性，37 ℃热处理 48 h后仍无明

显降低；相比之下，甲 1型（A，H1N1）流感疫苗中的

NA含量在 25和 37 ℃处理条件下均表现出随温度下

降的趋势。本研究为系统了解流感疫苗中NA的稳

定性提供了参考，有助于日后开发和制定相关工艺

标准，亦可帮助基层卫生人员合理评估疫苗保质期，

节约卫生成本。基于已有结果，在流感高发季节组

合配比多价疫苗时，可尝试根据当季流行毒株型别，

适当调整对应单价疫苗病毒的比例，从而保证即便

遇到异常储存情况也能保证足够的活性免疫原含

量。后续将利用小鼠等动物模型，研究不同货架保

存期或不同温度处理条件下疫苗所诱导的流感病毒

NA抗体滴度，以进一步升级改善流感疫苗功效。
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